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ÖZET

Mevcut çal man n amac  sentetik bir flavanoid olan ve daha önceki

çal malarda kalp ve beyin iskemisinde koruyucu etkilere sahip oldu u belirlenen

3',4'-dihydroxyflavonol’un (DiOHF) deneysel böbrek iskemi-reperfüzyonunda lipid

peroksidasyonuna etkisini belirlemekti.

Mevcut çal ma Necmettin Erbakan Üniversitesi Deneysel T p Ara rma ve

Uygulama Merkezi’nden temin edilen 200-250 g a rl nda 56 adet Wistar-albino

türü erkek s çan üzerinde gerçekle tirildi. Deney gruplar u ekilde olu turuldu:

1. Kontrol; 2. Sham; 3. skemi; 4. skemi+reperfüzyon; 5. skemi+DiOHF;

6. skemi+DiOHF+reperfüzyon.

Deney gruplar nda uygulamalar n bitiminde anestezi edilen hayvanlardan

kardiyak punksiyon ile kan örnekleri ve böbrek dokular  gerekli analizler yap lmak

üzere al nd . Doku ve kan örnekleri analiz yap ncaya kadar -80 °C’de tutuldu.

Çal ma gruplar n doku glutatyon (GSH) düzeylerinin Grup 5 ve 6’ da en

yüksek seviyede oldu u belirlendi (p<0.005). Kontrol ve sham gruplar  olan 1. ve 2.

gruplar ise en dü ük doku GSH de erlerine sahipti. (p<0.005).

En yüksek doku malondialdehit (MDA) düzeyinin iskemi grubunda (Grup 3)

oldu u belirlendi (p<0.005). skemi-reperfüzyon grubunun (Grup 4) doku MDA

de erleri Grup 3’den dü ük (p<0.005), di er gruplar n tamam ndan yüksekti

(p<0.005).

Eritrosit GSH düzeyleri Grup 5 ve 6’da di er gruplar n tamam ndan yüksekti

(P<0.005). Grup 1, 2, 3 ve 4’ ün eritrosit GSH de erleri aras ndaki farkl k

istatistiksel olarak anlaml  bulunmad  (p<0.005).

Plazma MDA de erleri incelendi inde gruplararas  en yüksek de erlere I/R

uygulanan Grup 4’ ün sahip oldu u bulundu. Grup 3’ deki (renal iskemi) plazma

MDA seviyesi ise Grup 4’ den dü ük (p<0.005), di er tüm gruplardan ise daha

yüksekti (p<0.005).

Çal man n sonuçlar  s çanlarda böbrek iskemi-reperfüzyon hasar  s ras nda

artan lipid peroksidasyonun periton içi DiOHF uygulamas yla önlendi ini

göstermektedir.

Anahtar Sözcükler: Böbrek iskemi-reperfüzyonu; 3',4'-Dihydroxyflavonol; s çan
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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 DiOHF 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. G  VE AMAÇ

Bir organa gelen kan ak n çe itli nedenlerle (özellikle vasküler cerrahi

lemler ve organ transplantasyonu esnas nda) yetersiz hale gelmesine veya

durmas na iskemi denir. skemi sonucunda doku hipokside kal r ve hipoksik doku

hasar  ortaya ç kar. skeminin uzun sürmesi sonucunda hücrelerin bütünlü ü

kaybolur hatta hücresel ölüm meydana gelir. Reperfüzyon ise dokunun

kanlanmas n yeniden ba lamas r. Reperfüzyon s ras nda, özellikle dokuya gelip

yerle en polimorfonükleer lökositler (PMNL) taraf ndan sal nan serbest oksijen

radikalleri (SOR) dokudaki y  art  etki yapar. Bu olaya reperfüzyona ba

doku hasar  denir (Ozan ve ark. 2004). skemik dokuda radikal temizleyici

enzimlerin düzeylerindeki azalmadan dolay  reperfüzyon hasar  daha da iddetlenir

(Akku  1995).

Böbrek iskemi-reperfüzyon (I/R) hasar , vasküler cerrahi, organ al  veya

transplantasyon gibi klinik prosedürlerin yayg n bir sonucudur ve akut böbrek

yetmezli inin bir sebebidir (Koga ve ark. 2012). Böbrek iskemisi perioperatif

dönemde yüksek oranda morbidite ve mortaliteye neden olan yayg n bir

komplikasyondur (Hutchens ve ark. 2008).

Reperfüzyon s ras nda depolanm  hipoksantinin ksantine dönü ümü hidrojen

peroksit ve süperoksidi olu turur. Demir iyonu varl nda hidrojen peroksit oldukça

reaktif hidroksil radikalini olu turur. Beraberinde, hem protein nitrosilasyonu hem de

oksidatif hasar yoluyla hücre hasar na yol açan tübül hücrelerinde iskemi nitrik oksit

sentaz  (NOS) uyar r ve üretilen nitrik oksit (NO) peroksinitriti olu turmak üzere

süperoksit ile reaksiyona girer. Topluca, reaktif oksijen türleri (ROS) proteinlerin

oksidasyonu, lipid peroksidasyonu, deoksiribonükleik asit (DNA) hasar  ve

apoptozun indüklenmesi ile böbrek tübül hücrelerinde hasara neden olur (Devarajan

2006).

Lipid peroksidasyonu hücre membranlar nda oksidatif hasara yol açan ve

reaktif lipid aldehitlerinin sal  ile sonuçlanan otokatalitik bir yolakt r. Lipid

peroksidasyonu böbrekte oksidatif hasar n göstergesi olarak s kl kla kullan r

(Walker ve ark. 2001). Lipid peroksidasyonu sonucunda ortaya ç kan malondialdehit

(MDA) gibi ürünler peroksidasyonun iddetini belirler. Peroksidasyon sonucu

meydana gelen ürünlerden özellikle ikisi mutajenik etki göstermektedir; bunlar MDA
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ve hidroksinonenal (HNE)’ dir. MDA özellikle üç ya da daha fazla çift ba  ya

asitlerinin y lmas  ile meydana gelen bir üründür (Yarsan 1998). I/R hasar , ROS’ a

ba  lipid peroksidasyonuna katk  sa lar (Koga ve ark. 2012).

Glutatyon (GSH), hücreleri oksidan hasara kar  koruyan hücre içindeki en

önemli antioksidan bile iktir. Karaci er ba ta olmak üzere pek çok dokuda glutamat,

sistein ve glisinden sentezlenir. Proteinlerdeki sülfidril gruplar  redükte halde tutar

ve oksidasyona kar  korur. Böylece fonksiyonel proteinlerin inaktivasyonunu

engeller (Ross 1988).

Serbest radikaller ve antioksidanlar aras ndaki denge insan sa  aç ndan oldukça

önemlidir. Oksijen radikallerinin giderilmesinde organizmada bulunan savunma

sistemleri tek ba na yeterli olmayabilir. Oksidatif hasara kar  ilave olarak al nan

antioksidanlar oldukça etkili olabilirler (Öz ahin ve ark. 2011). Al nan besinlerde de

çe itli antioksidanlar bulunmakta olup, bunlar n ba calar  antioksidan vitaminler ve

flavonoidlerdir (Mehmeto lu ve ark. 2005).  Antioksidan özellik gösteren

flavonoidler, serbest radikal toplay  özellik göstermektedir. Hidrojenlerin

ayr lmas yla olu an flavonoid radikalleri, ortamdaki eser metallerle elat halka

olu turarak kararl  duruma geçerler (Bors ve ark 1990). Flavonoidler, reaktif türleri

temizleyerek oldukça ROS’ un olu umunu engeller ve oksidatif reaksiyonlar n

devam  s rlar (Akhlaghi ve Bandy 2009). Mevcut çal mada sentetik bir

flavanoid olan ve daha önceki çal malarda kalp ve beyin iskemisinde koruyucu

etkilere sahip oldu u belirlenen 3',4'-dihydroxyflavonol’un (DiOHF) deneysel

böbrek I/R’ da etkisini belirlemek amaçland .
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2. GENEL B LG LER

2.1. skemi-Reperfüzyon

skemi doku hipoksisine yol açan, dokunun metabolik ihtiyaçlar  kar lamak

için gereken seviyenin alt nda bozulmu  kan ak  ifade eder (Lerman ve ark.

2009). Kritik bir iskemi döneminin sonras nda organ kan ak n yeniden

sa lanmas  reperfüzyon hasar  olarak adland lan parankimal hasar ve organ

yetmezli i ile sonuçlan r. I/R hasar  s kl kla organ nakillerinde, organ

rezeksiyonunda ve okta görülür. Kritik iskemi dönemi organa ba r ve karaci er

ve böbrekte 15-20 dakika, iskelet kas nda 2.5 saat ve beyinde 5 dakikad r  (Tapuria

ve ark. 2008).

I/R hasar n potansiyel mekanizmas ; doku hipoksisi, reperfüzyon s ras nda

SOR olu umu ve inflamatuvar arac lar n ortaya ç kmas  ile olu turulmaktad r. Kan

ak ndaki azalma ve oksijenin yetersiz da na ba  olarak anaerobik

metabolizman n son ürünlerinin ve toksik ürünlerin birikimi iskemik hasar

yaratmaktad r. SOR, do rudan etki ile veya hücresel antioksidan sistemlerini yetersiz

larak reperfüzyon hasar  olu turmaktad r ( engül ve engül 2012). Reperfüzyon

ras nda ROS sal , nötrofil birikimini ve ard ndan ilave ROS ve litik enzimlerin

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

Hücre içi pH’ da dü  ve sonuç olarak sitozolde sodyum ve kalsiyum art  ile

sonuçlanan I/R hasar , iskemi s ras nda glikolizi aktive eden anaerobik

metabolizman n kesintiye u ramas  ile ba lar. Reperfüzyonla sitozol ve mitokondride

kalsiyum fazlal  dahil iyonik bozukluklar süperoksit ve di er ROS’ un üretimini

art r. Sonuç olarak hücresel biyomoleküllerde yap sal ve fonksiyonel de ikliklere

ve ciddi durumlarda hücre ölümü ile sonuçlanan sinyal yolaklar n aktivasyonuna

neden olur (Akhlaghi ve Bandy 2009).

Reperfüzyonun ba nda mitokondriyal solunum h  ve serbest radikal üretimi

belirgin olarak artar. Bu radikaller hücre intrinsik serbest radikal yakalay

sistemlerin kapasitesini a abilir ve hücre fonksiyon kayb na yol açabilirler.

Dokular n tüketti i oksijenin büyük bir k sm  (%95) aerobik metabolizma için

kullan rken, % 5 kadar n ROS’ a çevrildi i tahmin edilmektedir. Oksijenden

üretilen en önemli reaktif türler süperoksit anyonu, hidrojen peroksit, hidroksil
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radikali ve peroksinitrit anyonudur. Bu radikaller membran hasar , DNA y ,

proteaz aktivasyonu, lipid ve protein peroksidasyonu, ard ndan apoptoz ve nekrozla

sonuçlanan hücre ölümü meydana getirmektedirler ( ahna ve ark. 2006).

skemi ve reperfüzyon, vazodilatör kaynaklar nda azalma ile aç klanan organ

hasar  yan  s ra vasküler hasara da yol açar. In vivo dola m dilatasyon

kapasitesindeki genel azalma, lökositlerin endotele adezyonu ve sonuç olarak

kapilerlerin t kanmas  nedeniyledir. Oksijen radikal üretimi, lökosit aktivasyonunu

ve adezyonunu art rarak bu vasküler t kanmaya katk  sa lar (Chan ve ark. 2003).

Aktif nötrofillerin damar içinde olu turduklar  agregatlar ve aktif trombositlerle

birlikte damar endoteline yap arak mikrovasküler t kanmaya yol açabilirler ( ahna

ve ark. 2006).

skeminin ard ndan dokular anaerobik metabolizmaya uyum sa lar. Kan

ak n tekrar olu mas  ihtiyaç duyulandan daha fazla oksijen olu umuna neden

olur ve bu dola mdaki makrofajlar n aktivasyonuna ve sonuç olarak oksidatif stres

meydana getiren süperoksit radikallerinin olu umuna yol açar. Reperfüzyon

hasar n ba lamas nda anahtar olay ekstraselüler ROS’ un primer kayna  olan

makrofajlar n aktivasyonudur (Tapuria ve ark. 2008). Reperfüzyonun ba lang nda

meydana gelen olaylar nötrofiller ve endotelyum aras ndad r ve erken reperfüzyon

hasar  olarak ifade edilir. Aktif nötrofiller ROS ve proteazlar  salg larlar ( ahna ve

ark. 2006). ROS endotelyal hasara ve proinflamatuvar sitokinlerin sal nmas na yol

açar (Tapuria ve ark. 2008). Endotelyumda reperfüzyon hasar  serbest radikal

temizleyiciler, nötrofillerin adezyon ve/veya aktivasyonunun önlenmesi, ekzojen NO

takviyesi veya NO’ in do rudan endojen üretiminin artmas  veya nitritin NO’ e

indirgenmesi ile önlenebilir (Wang ve ark. 2009).

Hem iskemi hem de reperfüzyonu takiben zarar gören endotelyumda NO

sentezi belirgin derecede azal r. NO eksikli i nötrofil aktivasyonunun

kolayla mas na ve doku hasar n artmas na yol açabilir. Reperfüzyonun geç faz nda

üretilen NO ve peroksinitritin reperfüzyonun erken faz na oranla çok daha fazla

oldu u ve bu durumun indüklenebilir NOS up-regülasyonu ile ilgili oldu u

belirtilmektedir. NO düzeyindeki bu gecikmi  art , doku hasar n daha da

artmas na neden olur ( ahna ve ark. 2006).
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2.1.1. S cak skemi-Reperfüzyon Modeli

Bu modelde böbre in vasküler pedikülü veya tek ba na renal arter de en

sürelerle klemplenmekte ve kan ak  tam olarak kesilerek iskemi olu turulmaktad r.

Daha sonra klempin kald lmas  ile böbre in yeniden perfüzyonu sa lan r. Esas

patofizyolojik hasar doku hipoksisidir. Daha sonra d  medüller mikrodola m

bozulur, inflamasyon ve tübüler hasar meydana gelir. Ard ndan geli en reperfüzyon

hasar ndan ise reaktif oksijen radikallerinin olu umu sorumludur. Bu modelde en s k

olarak s çanlar kullan r (Co kunf rat ve ark. 2010).

2.1.2. Böbrek skemi-Reperfüzyon Hasar

Böbrek I/R hasar  ameliyat s ras nda geçici iddetli sistemik hipotansiyon veya

aortik oklüzyonun bir sonucu olarak meydana gelebilir (Walker ve ark. 2001). Akut

böbrek yetmezli ine neden olan böbrek I/R hasar , özellikle böbre in s cak iskemi

dönemlerine maruz kald  suprarenal aortik cerrahi ve organ transplantasyonu gibi

durumlarda önemli bir klinik problem olmaya devam etmektedir (Müller ve ark.

2002).

skemi akut böbrek hasar n (ABH) ba ca nedenidir. skemi ve reperfüzyon

endotelyal fonksiyon bozuklu u, lökosite ba  inflamasyon ve azalm

mikrovasküler kan ak  nedeniyle ABH’ n  ortaya ç kar r. I/R ABH’ a neden

olmas na ra men, öldürücü olmayan iskemi böbrekleri gelecekteki iskemik ABH’ a

kar  koruyabilir. skemik önko ullama, gelecekteki bir iskemik hasara kar  koruma

sa lamak için öldürücü olmayan iskemi olu turma anlam na gelir (Munshi ve ark.

2011).

Bir organ veya dokunun I/R’ u etkilenmi  hücrelerin hemen hemen her

organelinde ve hücre içi sistemlerinin yap  ve fonksiyonunu etkileyen bir seri

kompleks biyokimyasal olay  tetikleyen hücresel hasara yol açar. I/R hasar , zarar

görmü  dokuda hücresel bile ikleri etkileyen baz  hücresel olaylar  harekete geçirir.

Serbest radikal arac  hücre hasar n, reperfüzyon ile dokuya oksijenin sa land

ve oksijen radikali olu umunun böbreklerin yüksek hücresel detoksifikasyon

kapasitesini a  zaman meydana gelmesi beklenmektedir. Oksijen eksikli ine ba

hücresel hasar patogenezi bir dizi süreci kapsamaktad r. Bunlar, hücre kalsiyum

metabolizmas  ve serbest radikal üretiminin bozulmas , toksik lipit metabolitlerinin
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olu umu ile fosfolipazlar n aktivasyonu ve hücre hacmi ve tek de erlikli katyon

homeostaz n kayb  içermektedir. Bu yüzden böbreklere zarar veren I/R hasar n

alt nda yatan mekanizmalar büyük olas kla hipoksi, inflamatuvar cevaplar ve

serbest radikal etkili hasar gibi çoklu faktörlerdir ve birbirine ba ml r (Singh ve

ark. 2005).

I/R hasar na katk  sa lad  dü ünülen tan mlanm  birkaç mekanizma vard r.

Bu olas klardan biri oksidatif strestir. I/R olay n ard ndan böbre e oldukça zarar

veren SOR sal r. Bu, doku fibrozuna, böbrek yetmezli i ve/veya reddine neden

olur (Slyvka ve ark. 2013). Böbrek reperfüzyonu s ras nda aç a ç kan ROS, DNA

hasar , protein oksidasyonu ve nitrosilasyonu, lipid peroksidasyonu ve apoptoz

indüklenmesi gibi çe itli sitotoksik etkiler ortaya ç kar r (Koga ve ark. 2012).

 Böbrek I/R hasar , böbrek tübül hücrelerinde nekroz ve apoptoza neden olan

karma k moleküler ve yap sal de ikliklerin sonucudur (Hutchens ve ark. 2008).

Böbrek kan ak nda ve oksijen deste inde ciddi bölgesel bozulmalar n böbrekte

rl kl  olarak medullan n d  k sm  etkilemesi hipoksinin uzamas na ve tübüler

nekrozun artmas na neden olabilir (Müller ve ark. 2002).

I/R hasar n ard ndan arteriyollerde vazokonstriktörlere artan duyarl k

vazodilatasyonun azalmas  sonucunda endotel hasar  ve anormal vasküler tonus

meydana gelir. Endotel hasar , kan ak  daha da azaltan hücre mesine ve

vasküler lümenin daralmas na neden olur. Reperfüzyon paradoksal olarak kan

ak n daha da bozulmas na yol açar. K smen tübüler epitelyum hasar nedeniyle

distal nefrona çözünmü  madde (solute) da n artmas , tübüloglomerüler

geribildirim mekanizmas n aktivasyonu ile vazokonstrüksiyon artar. Bazal tonus

art  ve sürekli vazokonstrüksiyon sonucunda glomerüler filtrasyon h  azal r

(Hutchens ve ark. 2008).

Endotelyal hasar NO gibi vazodilatörlere normal arteriyolar cevab  da bozar.

NO, böbrekte bulunan NOS’ un üç formu ile olu turulur: indüklenebilir (iNOS),

nöronal ve endotelyal (eNOS). eNOS ve iNOS dengesinin hasar  de tirdi i

görünmektedir (Hutchens ve ark. 2008). Böbrek I/R hasar  NO üretimine yol açar ve

indüklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) dahil multipl enzim sistemlerinin aktive

olmas na neden olur (Slyvka ve ark. 2013). I/R hasar  ve ya lanma birlikte böbrekte

NO sistemlerinde de ime yol açar. Oksidatif stres ve NO sistemindeki
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de ikliklerin kombinasyonu SOR ve reaktif nitrojen türleri (RNS) seviyelerinde

artma ile sonuçlan r (Mark ve ark. 2005; Slyvka ve ark. 2013).

lk iskemik durumda doku hasar na maruz kal nsa da ciddi inflamatuvar cevap

reperfüzyon s ras nda iddetlenir. Endotel hasar , lökosit-endotel etkile imini art ran

adezyon moleküllerinin upregülasyonuna sebep olur. Böbrek I/R’ dan sonra,

inflamatuvar sitokinler upregüle olur, komplemen aktive olur, kemokinler salg lan r

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

Renal iskemi Adenozin trifosfat (ATP) y nda art  meydana getirir. Y m

ürünleri olarak AMP, adenozin, inozin ve hipoksantin artar. Böbrek reperfüzyonunda

hipoksantin, ksantin oksidaz taraf ndan ksantine dönü türülür (Selçuk ve ark. 1996;

Rhoden ve ark. 2002) ve bu s rada moleküler oksijenin y m ürünü olarak süperoksit

radikali olu ur. Süperoksit radikali ve bunun y m ürünleri olan hidroksil radikali ve

hidrojen peroksit mitokondri, lizozom ve plazma membranlar  üzerinde lipit

peroksidasyonuyla hücresel hasar olu turur. Hücre membranlar nda lipid

peroksidasyonuyla meydana gelen hücre hasar , membran permeabilite art ndan

hücre lizisine kadar de ebilir (Selçuk ve ark. 1996; Chander ve Chopra 2006).

Hücre iskeleti de ikliklerinin I/R hasar na önemli katk lar  vard r. I/R’ dan

kaynaklanan oksidatif stres s ras nda üretilen peroksinitrit hücre iskeleti

düzensizli ine ve apoptoz geli imine neden olabilir (Vinas ve ark. 2007). skemi,

de mi  peroksizom fonksiyonundan ve mitokondriyal elektron transport zinciri

nda ROS üretimine yol açar. ROS baz  hücre iskeleti ve fonksiyonel hücresel

bile iklerini do rudan hasara u rat r ve hücresel stres cevab  yolaklar  aktive eder

(Hutchens ve ark. 2008).

 ATP tükenmesi etkisiyle bozulan Ca homeostaz ndan kaynaklanan fosfolipaz

ve proteazlar n anormal aktivasyonunun yan ra membran seçici geçirgenli inin

kaybolmas  ve hücre membran nda iyonik gradiyentin bozulmas , uzam  renal

iskemi s ras nda proksimal tübüllerde gözlenen biyokimyasal ve morfolojik

de ikliklerin temelini olu turur. Ancak, bu de iklikler tüm hücre hasar n

nedenini aç klamaz, patogenetik süreçler katk  sa yor olmal r. skemik ko ullarda

ula labilen en dü ük oksijen konsantrasyonlar na ra men, serbest radikal arac

reaksiyonlar n iskemik organda yerini ald  ve oksidatif hasara yol açt
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görünmektedir ya da en az ndan bu gibi ko ullarda gözlemlenen artm  lipid

peroksidasyonu ve/veya antioksidan tüketimi kabul edilebilir (Cutr n ve ark. 2000).

Tübüler ve glomerüler fonksiyon bozuklu unun ço unun anoksiyi takip eden

reperfüzyon döneminde olu tu u varsay r ve ROS üretiminin bu reperfüzyon

hasar na en büyük katk  sa layan faktörlerden oldu u farzedilir (Rhoden ve ark.

2002; Singh ve ark. 2005). ROS, glomerül ve proksimal tübül gibi nefron

segmentlerinde üretilebilir (Ha ve ark. 2004). I/R hasar nda, ROS biyolojik

membranlarda lipid peroksidasyonuna yol açan proteinler, lipidler ve nükleik

asitlerle tepkime verme yetene ine sahiptir. Üstelik iyon pompas  aktivitesi ve DNA

hasar  gibi enzimatik süreçleri etkiler ve böylece transkripsiyonu ve onar  inhibe

eder. E er lipid peroksidasyonu durdurulmazsa sonuçta hücre ölümü gerçekle ecektir

(Singh ve ark. 2005).

2.2. Serbest Radikaller ve Oksidanlar

 katman nda bir ya da daha fazla ortaklanmam  elektron bulunduran

molekül serbest radikal olarak adland r. Serbest radikaller, moleküllerden her

parças  bir elektron içeren bir kimyasal ba n kopmas  ile bir radikalden di erine

ayr lmas yla ve de redoks reaksiyonlar yla olu ur. Serbest radikaller hidroksil (OH ),

süperoksit (O2 ), nitrik oksit (NO ), nitrojen dioksit (NO2 ), peroksil (ROO ) ve lipit

peroksili (LOO ) kapsamaktad r. Ayn  zamanda, hidrojen peroksit (H2O2), ozon (O3),

singlet oksijen (1O2),  hipokloröz  asit  (HOCl),  nitröz  asit  (HNO2), peroksinitrit

(ONOO ),  dinitrojen  trioksit  (N2O3), lipid peroksit (LOOH) serbest radikal

de ildirler ve genellikle oksidan olarak bilinirler ancak canl  organizmalarda serbest

radikal reaksiyonlar na yol açarlar. Serbest radikaller lipidler, proteinler, DNA gibi

çe itli organik maddelere etki edebilen elektronlara sahip yüksek oranda karars z

moleküllerdir (Pham-Huy ve ark. 2008).

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron transferi sonucu

meydana gelirler. Serbest radikaller pozitif yüklü, negatif yüklü veya elektriksel

olarak nötral olabilirler (Akku  1995).

Biyolojik sistemlerdeki en önemli serbest radikaller oksijenden olu an

radikallerdir. Serbest oksijen radikali biyokimyas nda anahtar rolü oynayan maddeler
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oksijenin kendisi, süperoksit, hidrojen peroksit, geçi  metallerinin iyonlar  ve

hidroksil radikalidir (Akku  1995).

Moleküler oksijen tek tip elektronik konfigürasyona sahiptir ve tek ba na bile

serbest radikaldir. Moleküler oksijene bir elektron eklenmesi ile süperoksit anyonu

olu ur. Metabolik süreçler veya fiziksel irridasyonla oksijenin aktivasyonundan

kaynaklanan süperoksit primer ROS olarak addedilir ve di er moleküllerle

etkile erek sekonder ROS olu turabilirler (Valko ve ark. 2007).

O2  e-   O2

Süperoksit dü ük pH de erlerinde daha reaktiftir. Süperoksit anyonu hem

oksitleyici hem de redükleyici özelli e sahiptir. Süperoksidin fizyolojik bir serbest

radikal olan NO ile birle mesi sonucu reaktif bir oksijen türevi olan peroksinitrit

meydana gelir. Böylece NO’in normal etkisi inhibe edilir (Akku  1995). ONOO

hücresel lipitlerle, proteinler ve DNA ile tepkimeye girebilen etkili ve çok yönlü bir

oksidand r (Walker ve ark. 2001).

O2   NO  ONOO

Süperoksit dismutaz (SOD) enzimatik olarak süperoksiti hidrojen peroksite

dönü türür. Reaksiyon sonucu radikal olmayan ürünler meydana geldi inden bu bir

dismutasyon reaksiyonu olarak bilinir (Akku  1995). Biyolojik dokularda süperoksit

nonenzimatik ekilde radikal olmayan hidrojen peroksit ve singlet oksijene de

dönü türülebilir. Redükte geçi  metallerin varl nda hidrojen peroksit oldukça

reaktif hidroksil radikaline dönü türülebilir. Alternatif olarak hidrojen peroksit

katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimleri ile suya dönü türülebilir (Dröge 2002).

 2 O2    2H   H2O2   O2

H2O2    O2 OH   OH-   O2

Singlet oksijen (1O2), ortaklanmam  elektronu olmad  için radikal olmayan

reaktif oksijen molekülüdür. Serbest radikal reaksiyonlar  sonucu meydana geldi i

gibi serbest radikal reaksiyonlar n ba lamas na da sebep olur (Akku  1995).

ROS ve RNS olu umu hücrelerde enzimatik ve nonenzimatik yollarla meydana

gelir. Süperoksit anyonu NADPH (Nikotinamid adenin dinükleotid fosfat) oksidaz,



10

ksantin oksidaz, peroksidazlar gibi çe itli oksidaz sistemlerle olu turulur (Pham-Huy

ve ark. 2008). nflamatuvar cevapta rol oynayan aktif makrofajlar ve nötrofiller

NADPH oksidaz n fagositik izoformlar  arac yla büyük miktarda süperoksit ve

türevlerini üretebilirler (Dröge 2002; ahna ve ark. 2006). NADPH oksidaz, doku

hasar na yol açan sitokinden kaynakl  hücresel ROS üretiminin ba ca nedeni

say lmaktad r (Ha ve ark. 2004).

ROS’ un ana kayna  mitokondriyal elektron ta ma zinciridir (Koga ve ark.

2012). Bütün hücre ve dokular devaml  olarak oksijenin küçük bir k sm  bu yolla

süperoksite dönü türür. Ksantin oksidaz, hipoksantini ksantine ve ksantini ürik asite

dönü türerek süperoksiti olu turur. Bu enzim proteolitik ayr lma ile ksantin

dehidrogenazdan olu ur. Normal ko ullar alt nda ksantin oksidaz ROS olu umunu

küçük bir bölümünden sorumludur. Ancak, I/R gibi belli hastal k ko ullar  alt nda

oksidatif stresin majör kayna  te kil eder (Dröge 2002).

Nitrik oksit biyolojik sistemlerde çe itli fizyolojik ve patolojik etkileri olan

oldukça önemli bir endojen vazodilatör, çözünebilir serbest radikal bir gazd r. NO,

NOS ile L-arjinin ve moleküler oksijenden sentezlenir ve endotel hücreleri taraf ndan

üretilir (Rhoden ve ark. 2002; Mark ve ark. 2005; Chander ve Chopra 2006).

Mikroortama ba  olarak NO nitrosonyum katyonu (NO+), nitroksil anyonu (NO )

ve peroksinitrit (ONOO ) gibi di er RNS’ e de dönü türülebilir (Dröge 2002). NO

süperoksit radikali ile birle erek toksik peroksinitriti olu turur ve tirozin proteini

nitrasyonu veya hidroksil radikali ve NO’ e ayr arak doku hasar na neden olur

(Mark ve ark. 2005).

Nitrojen türlerinin fazla üretimi nitrosatif stres olarak adland r. Nitrosatif

stres, RNS üretiminin sistemin elimine ve nötralize edece inden fazla olmas

durumunda olu ur. Nitrosatif stres, proteinlerin yap lar  de tiren ve normal

fonksiyonlar  inhibe eden nitrosilasyon reaksiyonlar na yol açar (Valko ve ark.

2007).

ROS ve RNS hem endojen hem de ekzojen kaynaklardan olu ur. Endojen

serbest radikaller immün hücre aktivasyonu, inflamasyon, mental stres, a  egzersiz,

iskemi, enfeksiyon, kanser ve ya lanma ile üretilir. Ekzojen ROS/RNS hava, su

kirlili i, sigara içimi, alkol, a r ve geçi  metalleri, baz  ilaçlar, endüstriyel

solventler, radyasyon gibi durumlardan kaynaklan r. Farkl  yollarla vücuda yerle en
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bu ekzojen bile ikler serbest radikallere ayr r veya metabolize olur (Pham-Huy ve

ark. 2008).

Radikallerden kaynaklanan serbest radikaller ve radikal olmayan reaktif türler

biyolojik hücreler ve dokularda dü ük ama ölçülebilir konsantrasyonlarda bulunurlar.

Konsantrasyonlar  üretim h zlar  ve çe itli antioksidan enzim ve bile iklerle klirensi

aras ndaki denge ile belirlenir (Dröge 2002).

ROS’ lar n yar  ömürleri birbirlerinden tamamen farkl r (Tablo 2.1). Hedef

moleküllerle reaksiyon için en yüksek h z sabitesi hidroksil için bulunmu tur. Bunun

reaksiyonlar  difüzyonla s rl r yani reaksiyonlar olu tu u bölgede gerçekle ir.

Tersine baz  peroksil radikalleri nispeten daha kararl r, yar  ömürleri saniyeler

aral ndad r. Böyle moleküller olu tuklar  alandan difüze olabilir ve böylece radikal

veya oksidan fonksiyonunu di er bölgelere ta yabilir (Sies 1993).

Tablo 2.1. Reaktif Oksijen Türleri Yar  ömürleri

ROS Yar  ömür (saniye)

HO (Hidroksil radikali) 10-9

RO (Alkoksil radikali) 10-6

ROO (Peroksil radikali) 7

H2O2 (Hidrojen peroksit) -(enzimik)

O2  (Süperoksit anyonu radikali) -(enzimik)
1O2 (Singlet oksijen) 10-5

NO  (Nitrik oksit radikali) 1-10

ONOO  (Peroksinitrit) 0.05-1

2.2.1. Serbest Radikal Etkileri

Canl  organizmalarda ROS ve RNS hem yararl  hem de zararl  etkilere sahiptir.

Dü ük veya orta konsantrasyonlarda ROS ve RNS hücresel yap lar n olgunla ma

sürecinde ve savunma sisteminde silahlar olarak gereklidirler. Fagositler (nötrofil,

makrofaj, monosit) hastal klara kar  vücudun savunma sisteminin bir parças  olarak

patojen mikroplar  yok etmek için serbest radikalleri salg larlar. Serbest radikaller

çok say da hücresel haberle me sisteminde yer almaktad r. Örne in NO kan ak ,

kan p ht la mas  ve nöral aktiviteyi düzenleyen bir hücre içi habercidir. Ayr ca
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serbest radikaller mitojenik cevab n indüksiyonunda görev al r (Valko ve ark. 2007;

Pham-Huy ve ark. 2008).

Serbest radikaller oksidatif stres ve nitrosatif stres gibi zararl  durumlara da

neden olur. Biyolojik sistemlerde bu durumlar, bir yandan ROS/RNS a  üretimi

di er yandan enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlar n yetersizli i halinde olu ur.

Di er deyi le oksidatif stres, canl  organizmalarda oksijen kullanan metabolik

reaksiyonlardan kaynaklan r ve prooksidan/antioksidan reaksiyonlar n denge

durumunda bozukluklar gösterir. A  ROS hücresel lipitlere, proteinlere, DNA’ ya

normal fonksiyonlar  inhibe ederek zarar verebilir. Serbest radikallerin yararl  ve

zararl  etkileri ars ndaki hassas denge canl  organizmalar için önemli bir konudur ve

“redoks regülasyonu” denilen mekanizma ile gerçekle tirilir. Redoks regülasyonu

canl  organizmalar  çe itli oksidatif stresten korur ve in vivo redoks durumunu

kontrol ederek redoks homeostaz  sürdürür (Valko ve ark. 2007).

Oksijen radikalleri ve di er ROS proteinlerde modifikasyonlara neden olur. Bu

oksidatif modifikasyonlar, protein fonksiyonu, kimyasal parçalanma veya proteolitik

ataklara duyarl k art  de ikliklerine yol açabilir (Dröge 2002). I/R’ un bir

sonucu olarak ROS ve NO üretiminin artmas , hücre hasar  ve böbrek fonksiyon

de iklikleri ile beraber protein nitrasyonuna neden olan peroksinitrit olu umunu

destekler (Vinas ve ark. 2007).

Serbest radikallerin karbonhidratlar üzerinde de önemli etkileri vard r.

Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksidler ve

okzoaldehidler meydana gelirler (Akku  1995).

I/R hasar nda ROS ve NO olu umu, lipid peroksidasyonu ve DNA hasar na

neden olan sitotoksik bir metabolit peroksinitriti olu turabilir. NO sitotoksisitesi ve

bunun metaboliti peroksinitritin mitokondriyal membran lipid peroksidasyonunda ve

DNA sentezi inhibisyonunda temel rolü oynad  öne sürülmektedir (Noiri ve ark.

2001). SOR lipid peroksidasyonu yoluyla hücre membranlar  etkileyerek,

glomerüler ve tubulo-intersitisyel yap larda hücresel hasar meydana getirir (Selçuk

ve ark. 1996). ROS çok çe itli böbrek hastal klar n patofizyolojik süreçlerinde

anahtar rol oynar (Rodrigo ve Bosco 2006).



13

2.3. Oksidatif Stres

Fizyolojik ko ullar alt nda, normal artlarda üretilen ROS hücresel ve hücre

 savunma mekanizmalar yla tamamen inaktive edilir. Yani, normalde oksidan ve

antioksidan savunma sistemleri dengededir. Baz  patolojik ko ullarda, ROS üretimi

artmas  ve/veya antioksidan savunma sisteminin eksikli i doku hasar  ile sonuçlanan

ROS aktivitesinin ve oksidatif stresin artmas na neden olabilir. Oksidatif stres, lipid

peroksidasyonu, DNA hasar  ve protein modifikasyonu gibi çe itli mekanizmalarla

doku hasar na neden olabilir (Ha ve ark. 2004; Wardle 2005; Ozbek 2012).

Malign hastal klar, diyabet, ateroskleroz, kronik inflamasyon, HIV

enfeksiyonu, uyku apnesi ve I/R gibi durumlarda oksidatif stres rol almaktad r.

Diyabet ve kanserde prooksidatif de im görülür ve bu durumlarda “mitokondriyal

oksidatif stresten” bahsedilebilir. I/R ve di er hastal k durumlar nda “inflamatuvar

oksidatif stres” söz konusu olup burada sitokinler ve di er ajanlarla NADPH

oksidaz n a  uyar lmas  durumu vard r. Bu durumda artan ROS seviyeleri veya

hücre içi GSH seviyesinin de imi sinyal kaskadlar n ve gen ekspresyonun

bozuklu unun göstergesi olan patolojik de ikliklerle ba lant r (Dröge 2002).

Oksidatif stresin sonuçlar  sadece oksidatif stresin gücüne ve stresten etkilenen

hücre tiplerine ba  de ildir, ayn  zamanda oksidatif stresin (redoks dengesizli inin)

süresinden de etkilenir. Oksidatif stresin hücre ve organlara güçlü yo unlukta k sa

süre etkisi uzun dönemli etkisi kadar zararl  durmamaktad r. Oksidatif stresin

hücreler üzerine etkisi, serbest radikaller ve reaktif metabolitlerin faaliyeti s ras nda

olu an ürünlere de ba r (Durackova 2010).

Oksidatif stres, I/R s ras nda ROS’ un a  üretiminin sebep oldu u yayg n bir

durumdur. Oksidatif stres, direkt ve bunu takip eden hücresel hasarda rol alan önemli

bir faktördür (Yuan ve ark. 2011). Hücre membranlar nda lipid peroksidasyonu

ras nda ürünlerin degredasyonu veya serbest radikal olu umundan oksidatif hasar

meydana gelir. Membran çoklu doymam  ya  asitlerinin oksidatif y , lipid

peroksitlerin ve MDA, HNE, akrolein ve di er karbonillerin kompleks bir

kar n olu umunun ile beraber oldu u bilinmektedir. Bu bile ikler oldukça

reaktiftirler ve fosfolipidler ve proteinler gibi hücresel nükleofillerle h zl  reaksiyona

girebilirler. (Osawa 1999).
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Oksidatif stres, ROS’ un mezengial ve endotelyal hücreler üzerine etkisinden

dolay  glomerül fonksiyon ve yap  de tirebilir. Glomerüller oksidatif hasara

kar  di er nefron segmentlerine göre önemli derecede daha hassast r (Rodrigo ve

Bosco 2006). Oksidatif stres, böbrek vazokonstrüksiyon veya glomerüler kapiller

ultrafiltrasyon sabitini dü ürerek renal fonksiyonu do rudan etkileyen çe itli

vazoaktif arac lar n üretimini destekler ve böylece glomerüler filtrasyon h  azal r

(Singh ve ark. 2005).

2.4. Lipid Peroksidasyonu

Lipit peroksidasyonu çok zararl  bir zincir reaksiyonudur. Direkt olarak

membran yap na ve indirekt olarak reaktif aldehidler üreterek di er hücre

bile enlerine zarar verir. Böylece, birçok hastal a ve doku hasar na sebep olur. Lipid

radikallerinin hidrofobik yap da olmas  yüzünden reaksiyonlar n ço u membrana

ba  moleküllerle meydana gelir. Membran permeabilitesi ve mikroviskozitesi ciddi

ekilde etkilenir (Akku  1995).

Normal olarak tüm dokularda dü ük düzeyde lipid peroksidasyonu görülür. Bu

durum antioksidan sistemlerle dengelenmedi i zaman membran lipidlerinde

bozulmalar meydana gelerek oksidatif hasar olu ur (Öz ahin ve ark. 2011). Lipid

peroksidasyonu ile meydana gelen membran hasar  geri dönü ümsüzdür (Akku

1995).

Lipid peroksidasyonu doymam  ya  asidi zincirinden bir hidrojen atomunun

ayr lmas  ile ba layan bir zincir reaksiyonudur. Anaerobik ortamda ortas nda karbon

atomu bulunan lipid radikaline (L ) oksijen eklenerek lipid peroksi (LOO ) radikali

olu ur. Lipid peroksi radikali, di er kom u doymam  ya  asitlerinden bir hidrojen

atomu alarak peroksidasyon zincir reaksiyonunu daha da yayar. Olu an lipid

hidroperoksit (LOOH) kolayca lipid alkoksil radikalleri (LO ), aldehitler (MDA

gibi), alkanlar, lipid epoksidler ve alkoller gibi baz  reaktif türlere ayr abilir (Davies

2000). Doymam  ya  asitlerinin miktar na ba  olarak hidroperoksidlerin

ekillenmesinin sürekli devam etti i bu tepkimeler, peroksid gruplar n bir araya

gelerek tepkimeye girmesi ve etkisiz ürünler olu turmas na kadar sürer. Zincir

amas  s ras nda olu an hidroperoksitler sabit bir yap da de ildirler. Özellikle demir

ve kompleksleri ortamda bulundu u sürede bu maddelerle tepkimeye girerler ve

zincir tepkimesini yeniden ba lat rlar. Zincir reaksiyonlar  sonucunda meydana gelen
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gruplar ya birbirleri ile tepkimeye girerek etkisiz ürünlere dönü ürler ya da

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

Perokside olan membranlar kat la r, seçici geçirgenli ini kaybeder ve uç

noktadaki ko ullarda bütünlü ünü kaybedebilir. Suda çözünebilen lipid

peroksidasyon ürünleri (özellikle aldehitler), membranlardan di er hücre içi

mlara yay lma göstermektedir. Dialdehitler çapraz ba lanma reaktifi olarak i lev

görebilir ve protein agregasyonunda rol oynad  dü ünülmektedir (Davies 2000).

Mitokondriyal, lizozomal membranlar ve plazma membranlar nda geçirgenlik

art na yol açan lipid peroksidasyonu I/R hasar ndan kaynaklanan hücresel hasar n

yay lmas nda önemli bir faktördür (Noiri ve ark. 2001).

Lipid peroksidasyonunda etkili olan oksijen metaboliti süperoksit grubu ve

hidroksil grubudur (Yarsan 1998). Hidroksil radikali gibi oksijen radikal türlerinin

 üretimi, lipit peroksitlerini olu turmak üzere hücre membranlar nda lipid

peroksidasyonunu ba latabilir. Lipid peroksidasyonu, lipid hidroperoksitleri ve

MDA, HNE, acrolein gibi sekonder ürünlerin olu mas na neden olur. Lipid

peroksitleri oldukça reaktiftir ve proteinler, aminoasitler, aminler ve DNA gibi baz

biyolojik bile enlerle etkile im gösterir (Osawa 1999).

4-hidroksi-2-nonenal (HNE), peroksidatif ara idonik asit veya linoleik asit

metabolizmas  ile üretilir. HNE h zl ca protein fonksiyon kayb na yol açan lizin,

sistein ve histidin kal nt lar na dönü ür (Noiri ve ark. 2001).

2.4.1. Malondialdehit

Lipitler, oksidasyon belirleyicisi olarak en çok çal lan ve SOR’ lar n

reaksiyona girebildi i ortak bir substratt r. Oksidasyon sonras  özellikle hücresel

zarlar n lipitlerinde meydana gelen peroksidasyon sonucunda son ürün olarak

malondialdehit (MDA), konjuge dienler, k sa zincirli alkenler ve lipid

hidroperoksitleri meydana gelir. Endoperoksitler doymam  ya  asitleri ve serbest

demir atomlar  ile birle ti inde MDA meydana gelir. Renal iskemi reperfüzyon

sonras nda olu an son ürün olan MDA miktar  doymam  ya  asitlerinin

oksidasyonundan dolay  artar ( entürk ve ark. 2010).

Peroksidasyonla olu an MDA, membran komponentlerinin çapraz ba lanma ve

polimerizasyonuna sebep olur. Bu da deformasyon, iyon transportu, enzim aktivitesi
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ve hücre yüzey bile enlerinin agregasyonu gibi intrinsik membran özelliklerini

de tirir (Akku  1995). MDA proteinlere çapraz ba lanabilir, böylece membran

proteinleri gibi baz  biyolojik fonksiyonlar  güçle tirebilir. Böyle reaksiyonlar hücre

ya lanmas na katk  sa lar (Havsteen 2002).

2.5. Antioksidan Mekanizmalar

Serbest oksijen radikallerinin potansiyel zararlar na kar k çok say da hücre

koruyucu enzimler ile kar  koyulur ve antioksidan maddeler ile radikal hasar

rland lmaya çal r. Vücuttaki hücresel antioksidan enzimler, antioksidan

maddeler ve serbest radikallerin birbirleri aras ndaki ili ki bir denge olu turmaktad r

(Ozan ve ark. 2004). Savunma sistemleri enzimatik ve non-enzimatik olmak üzere iki

grupta toplanabilirler (Aksoy 2002).

Enzimatik ve nonenzimatik sistemler, antioksidan/oksidan durumu korurken,

bu savunma mekanizmalar  oksidatif stres s ras nda a  ROS üretimi veya

antioksidan kapasitenin azalmas n sebep oldu u bir dengesizlik yüzünden

metabolik düzensizli e yenik hale gelmektedir. ROS, yap sal ve fonksiyonel

bozulmalara yol açan, lipidler, proteinler ve nükleik asitleri hasara u ratt ndan

hücreler için zararl r. ROS etkilerini gidermek için antioksidan savunma sisteminin

güçlendirilmesiyle çok say da müdahaleler ortaya konulmu tur (Rodrigo ve Bosco

2006).

nsan vücudu oksidatif strese kar  hem do al olarak in situ üretilen hem de

ar dan besinlerle ve/veya takviyelerle sa lanan antioksidanlar n olu turdu u baz

mekanizmalara sahiptir. Endojen ve ekzojen antioksidanlar, ROS ve RNS’ in sebep

oldu u hasar  önleyerek ve tamir ederek serbest radikal temizleyicileri görevini

üstlenirler (Pham-Huy ve ark. 2008). ROS ile reaksiyona giren endojen bile ikler

olan antioksidanlar SOD, katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon redüktaz,

glutatyon S-transferaz, methemoglobin redüktaz (Aksoy 2002, ahna ve ark. 2006)

ve inflamatuvar hücrelerin serbest radikal üretimini engelleyen ekzojen ajanlar doku

hasar  azaltabilirler ( ahna ve ark. 2006).

Antioksidan enzimlere ilave olarak dokularda çe itli tiplerde nonenzimatik

endojen antioksidanlar da mevcuttur. Bunlar ROS ile etkile ti inde tükenmesine

ra men, genellikle bunlar n okside formlar  di er moleküllerle redüksiyonu
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sayesinde antioksidan ekillerine geri dönü ürler. Bunlar n dü ük molekül a rl klar ,

daha büyük olan enzimlerin ula amad  yerlerde ROS’ u bertaraf etmek için avantaj

sa lar. Üstelik non enzimatik antioksidanlar hem hidrofilik hem de lipofilik hücre

mlar nda fonksiyon görebilir. Temel dü ük molekül a rl kl  hidrofilik

nonenzimatik endojen antioksidanlar GSH, tiyoredoksin ve askorbatt r (Pamplona ve

Costantini 2011).

Hücre içi savunma mekanizmalar nda kullan lan serbest radikal temizleyici

SOD, peroksit y  katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimleri, lökositlerin

salg lad klar  bu sitotoksik reaktif oksijen metabolitleri taraf ndan olu turulan hasar

azaltabilme kapasitesine sahiptir. Fakat, bu radikal temizleyici ajanlar hücre içinde

bulunduklar  için hücre d  mekanizmalarla olan bir hasar  önlemede yetersiz

kalabilir. Bu sebeple serbest radikal temizleyici ajanlar n vücuda d ar dan verilmesi

uygun bir tedavi seçene i olabilir ( ahna ve ark. 2006). Antioksidan takviyeler, hem

do al besinlerden ekstrakte edilen hem de kimyasal olarak üretilen bile iklerdir

(Pham-Huy ve ark. 2008).

Reaktif oksidanlar n zararl  etkilerine kar  hücresel koruma çoklu seviyelerde

organize edilir. Savunma önleme, durdurma ve onar m eklinde olabilir (Sies 1993).

SOR ile etkile ip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini azaltma veya inaktif

ekle dönü türme bast  bir etkidir. Vitaminler, flavonoidler, trimetazidin ve

antosiyanoidler bu tarz bir etkiye sahiptirler (Akku  1995).

2.5.1. Glutatyon (GSH)

Karaci erde genetik bilgiye ihtiyaç olmadan sentezlenebilen bir tripeptitdir.

Glutamik asit, sistein ve glisin aminoasitlerinden meydana gelmi tir (Akku  1995).

Hücre içinde glutatyonun %99’ dan fazlas  indirgenmi  formda bulunur (Aksoy

2002). GSH sitozol, nükleus ve mitokondride bol bulunur ve bu hücre k mlar ndaki

en büyük çözünebilir antioksidand r (Valko ve ark. 2007).

Glutatyon disülfid (GSSG) GSH’ n okside formudur (Valko ve ark. 2007).

Glutatyon peroksidaz gibi enzimler hidrojen peroksidin GSH ile su ve GSSG’ e

redüksiyonunu katalizler. GSSG, hücre tiplerine ve hastal k durumlar na göre

de en, neredeyse tamam  GSH olan GSH/GSSG kararl  durumunu sürdürmek için



18

NADPH kullanarak glutatyon redüktaz ile GSH’ a tekrar indirgenir (Zhang ve

Forman 2012).

Glutatyon hücrelerde en çok bulunan antioksidan ve en önemli detoksifikasyon

ajan r (Zhang ve Forman 2012). GSH oksidatif strese kar  savunman n en önemli

basama  olu turmaktad r. Oksidatif stresin zay f oldu u durumlarda devreye giren

uyum mekanizmalar  sonucunda GSH seviyeleri artmaktad r. Ancak, oksidatif stres

güçlü oldu unda uyum mekanizmalar  zay flar ve artan GSSG olu umuna ba

olarak GSH seviyesi azalmaktad r (Öz ahin ve ark. 2011). GSSG içeri indeki art

ve okside GSH ekivalan yüzdesi iskemi s ras nda GSH oksidasyonunun meydana

geldi ini gösterir ve reperfüzyondan önce oksidatif stres geli imini aç klar (Walker

ve ark. 2001). Okside glutatyon hücrelerde birikir ve GSH/GSSG oran

organizmalarda oksidatif stresin iyi bir ölçüsüdür. GSSG’ nin çok yüksek

konsantrasyonlar  birçok enzime oksidatif olarak zarar verebilir (Valko ve ark.

2007).

Glutatyon, serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hücreleri

oksidatif hasara kar  korur. Bunun d nda, proteinlerdeki sülfidril gruplar  redükte

halde tutar ve bu gruplar  oksidasyona kar  muhafaza eder. Böylece fonksiyonel

proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonunu engeller. Yabanc  bile iklerin

detoksifikasyonunu ve aminoasitlerin membrandan transportunu sa lar. GSH

eritrositleri, lökositleri ve göz lenslerini oksidatif strese kar  korumada hayati öneme

sahiptir. Eritrosit zar  hidrojen peroksitten, lökositleri fagositozda kullan lan

oksidan maddelerden ve lens proteinlerini oksidatif hasardan korur (Akku  1995).

2.6. Flavonoidler

Baz  bitkiler taraf ndan sentezlenen flavonoidler polifenolik bile iklerin bir

grubudur. (Wang ve ark. 2004). Flavonoidler ve di er bitki fenoliklerinin süperoksit,

alkoksil, peroksil ve nitrik oksit gibi radikalleri temizleme, demir ve bak r elasyonu,

-tokoferol rejenerasyonu fonksiyonlar na ek olarak; vazodilatör, immünstimülan,

antialerjik, östrojenik, antiviral etkileri de söz konusudur (Çimen 1999).

Flavonoidler meyvelerde, ye il bitkilerde ve baz  meyve sular nda bulunan

çe itli faydal  biyokimyasal ve antioksidan etkilere sahip bile iklerdir (Montana ve

ark. 2007; Jiang ve ark. 2008; Wang ve ark. 2009). Memelilerde diyetle al mlar  C ve



19

E vitamini gibi do al antioksidanlarla k yasland nda oldukça yüksektir (Montana

ve ark. 2007).

Flavan çekirde i ile karakterize edilen flavonoidler iki benzen halkas n (A ve

B) oksijen içeren bir piren halkas  (C) ile ba lanmas  ile olu maktad r. Flavonoidler

bitkilerde genellikle glikozit formlar eklinde bulunmaktad r. Sindirim kanal na

al nan flavonoidlerin emilim i lemi ince ba rsakta gerçekle mektedir (Güven ve ark.

2010). Flavonoidlerin suda çözünürlü ünün dü ük olmas , ba rsaklarda k sa süre

kalmas  ve emilim faktörünün dü ük olmas  nedeniyle flavonoidlerin tüketilmesi

nadiren olu an alerji d nda insanlar için akut toksik etkiler göstermesi mümkün

de ildir (Havsteen 2002).

Flavonoidler antioksidan özelliklerini gösterebilmek için serbest radikallerle

reaksiyona girerek onlar  etkisiz hale getirirler. Flavonoidlerin etki mekanizmalar

öyle aç klanabilir:

a) Süperoksid radikali (O2 ) ve hidroksil radikalini ( OH ) ve singlet oksijeni

(1O2) temizler.

b) Peroksil radikalini (ROO ) ve alkoksil radikalini (RO ) yakalar, lipid

peroksil (LOO ) zincirini k rar.

c) Siklooksigenaz ve lipooksigenaz enzimlerini inhibe eder.

d) Demir ve bak r gibi geçi  metallerini elatlar.

e) Enzim fonksiyonlar na ba ml  kalsiyum modülasyonuyla hücresel

regülasyonda önemli bir rol oynayan küçük bir asidik protein olan kalmodülini

inhibe eder.

f) Protein kinaz enzimini inhibe eder.

g) Laktat transportunu engeller (Kahraman ve ark. 2002).

Flavonoidlerin lipitte eriyebilirli i yüksektir. Bu, flavonoidlerin biyolojik

membrandan kolayca geçebilmesini ve hücre içi ROS’ u temizlemesini sa lar (Wang

ve ark. 2004). Flavonoidler süperoksit radikali temizlemeye ilave olarak

lipooksigenaz, monooksigenaz ksantin oksidaz ve NADPH oksidaz gibi ROS üreten

baz  enzimleri inhibe eder. Bu di er antioksidanlara göre flavonoidlerin potansiyel
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bir avantaj r (Chan ve ark. 2003; Singh ve ark. 2005). Flavonollerle NADPH

oksidaz aktivitesinin fonksiyonel inhibisyonu ço unlukla bu bile ikler taraf ndan

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

Hipoksantin, ksantin oksidaz ile ksantine ve daha sonra ürik aside art arda

okside olur. Bu reaksiyonda moleküler oksijen elektron al r. Oksidatif türler

ksantin oksidaz sistemi ile üretildi inde, ksantin oksidaz aktivitesinin flavonoidlerle

inhibisyonu sonucunda süperoksit aktivitesinde flavonoid arac  azalma, sekonder

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

Fenolik bile ikler dola ma al nd nda, glikosilasyon, metilasyon veya

glukuronidasyon gibi kimyasal modifikasyonlara u rayabilmesine ra men biyolojik

aktivitesini ortaya ç karma yetene ini ve kullanabilirli ini sürdürmektedir (Rodrigo

ve Bosco 2006). S çanlar n kan na büyük miktarda flavonoid aglikonlar n solüsyon

içinde enjeksiyonu ile LD50 de eri 2 g/kg vücut a rl  olarak bulunmu tur

(Havsteen 2002).

Biyolojik redüktantlar n özellikle askorbik asitin korunmas  flavonoid

fonksiyonlar n en önemlilerinden birisidir. Askorbik asit oksidasyonla dönü ümsüz

olarak yok edilir fakat flavonoidler elzem olan C vitaminini kurtarmak için

kendilerini feda ederler öncelikle okside olurlar. Sonuç olarak flavonoidler devaml

yüksek oranda tüketilir ve her yerde bulunan ROS’ u temizlerler (Havsteen 2002).

2.6.1. 3’,4’-Dihydroxyflavonol (DiOHF)

Tüm flavonoidler, 3’-4’ dihidroksi konfigürasyonu ile antioksidan aktiviteye

sahiptir. Fenolik antioksidanlar, lipid radikallere h zla H+ vermesi eklinde lipid

oksidasyonu ile etkile ir. Görevi lipid peroksi (ROO.)  ve  alkoksil  (RO.) radikalini

parçalamak ve böylece lipid peroksidasyon zincir reaksiyonunu sonland rmakt r

(Çimen 1999).

Küçük ve yüksek oranda lipitte eriyebilir bir molekül olan DiOHF hücreye

zl ca girebilir ve intraselüler ve ekstraselüler ROS’ u inhibe edebilir. Ayr ca,

flavonollerin plazma yar  ömrünün 24 saatten fazla oldu u gösterilmi tir. Bu da uzun

dönemler için korumay  kolayla rabilir (Chan ve ark. 2003).
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Flavonoid antioksidan aktivitesinin mekanizmas  büyük ihtimalle radikal

süpürücü olmas r ve DiOHF bu aktiviteleri art rd  bildirilen yap sal özelliklere (B

halkas ndaki bir katekol grubu, C halkas ndaki 3-OH grubu ve C2-C3 çift ba )

sahiptir (Chan ve ark. 2003). DiOHF, NADPH oksidaza ba  süperoksit olu umuna

kar  inhibitör etkilere sahiptir (Jiang ve ark. 2008).
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3. GEREÇ VE YÖNTEM

3.1. Deney Hayvanlar

Mevcut çal ma, Necmettin Erbakan Üniversitesi Deneysel T p Ara rma ve

Uygulama Merkezi’nden temin edilen 56 adet Wistar-albino türü erkek s çan

üzerinde gerçekle tirildi. Çal ma protokolü ayn  merkezin etik kurulu taraf ndan

onayland . Çal mada kullan lan deney hayvanlar  200-250 g a rl ndayd . S çanlar

randomize olarak iki grupta 8’er di er dört grupta 10’ ar tane olmak üzere 6 gruba

ayr ld . Deney hayvanlar , y kamak suretiyle her gün temizlenen özel çelik kafeslerde

beslendi. Yemler özel çelik kaplarda, su cam biberonlarda (normal çe me suyu)

verildi. Hayvan yemleri, normal s çan yemi (pelletler halinde) olarak Necmettin

Erbakan Üniversitesi Deneysel T p Ara rma ve Uygulama Merkezi’nden temin

edildi (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Deney hayvanlar na verilen yemin bile imi

Yem maddeleri Yüzdesi (%)

Bu day 10

r 21

Arpa 14

Kepek 8

Soya Küspesi 25

Bal k Unu 8

E-Kemik unu 4

Melas 4

Tuz 4

*Vitamin Karmas 1

**Mineral Karmas 1

*Vitamin karmas : Deney hayvanlar na verilen yemlerin vitamin karmas nda A, D3, E, K, B1, B2,
B6, B12 vitaminleri ile nikotinamid, folik asit, D-biotin ve kolin klorit bulunmaktad r.

**Mineral karmas : Mangan, demir, çinko, bak r, iyot, kobalt, selenyum ve kalsiyumdan olu mu tur.

Deney hayvanlar  her gün 10 g/ 100 g vücut a rl  yemle beslendiler. Deney

hayvanlar  12 saat karanl k, 12 saat ayd nl k ve standart oda s cakl  (21±1 oC)

sa lanan ortamda tutuldu.
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çanlarda cerrahi i lemler, intraperitoneal olarak enjekte edilen ketamin

hidroklorür (50 mg/kg) ve Xylasine (rompun) (5 mg/kg) ile anestezi uyguland ktan

sonra gerçekle tirildi. Böbrek iskemi/reperfüzyonu uygulanan gruplarda hayvanlarda

midline laparotomi yap ld  ve sol böbrekte hilus seviyesinde vasküler klemp

yard yla sol renal arterde kan ak  durdurulmak suretiyle 1 saat iskemi uyguland .

1- Kontrol (n=8): Bu gruptaki hayvanlara herhangi bir uygulama yap lmad .

Hayvanlara genel anestezi uygulayarak kardiyak punksiyonla kanlar  al nd . Servikal

dislokasyonla öldürülen hayvanlar n böbrek dokular  al nd .

2- Sham-Kontrol (n=8): Deney hayvanlar na genel anestezi (Ketamin+Rompun)

uyguland ktan sonra 3’,4’-Dihydroxyflavonol (D OHF)’ un çözücü s ndan 30

mg/kg dozunda periton içine enjekte edildi ve böbrek alan  cerrahi olarak aç p

kapat ld . Daha sonra anestezi alt nda öldürülen hayvanlar n kan ve böbrek dokular

al nd .

3- Renal skemi grubu (n=10): Genel anestezi uygulanan hayvanlar n sol böbrekleri

bir saat iskemiye tabi tutuldu. Bu sürenin sonras nda hayvanlar öldürülerek kan ve

böbrek dokular  al nd .

4- Renal skemi + Reperfüzyon Grubu (n=10): Anestezi uygulanan hayvanlar n sol

böbrekleri 1 saat iskemiye maruz b rak ld  ve bunu takiben 1 saat reperfüzyon

uyguland . I/R’ un ard ndan öldürülen hayvanlar n kan ve böbrek dokular  al nd .

5- DiOHF + Renal skemi (n=10): Renal iskemi öncesi 30 mg/kg dozunda periton içi

DiOHF (30 mg/kg) uygulamas  yap ld  ve sol böbreklerde 1 saat süreyle iskemi

olu turuldu. Bu sürenin bitiminde deney hayvanlar  öldürülerek kan ve böbrek

dokular  al nd .

6- Renal skemi + DiOHF + Reperfüzyon Grubu (I/R) (n=10): Anestezi alt ndaki

deney hayvanlar n sol böbreklerinde 1 saat iskemiyi takiben periton içi DiOHF (30

mg/kg) takviyesi yap ld ktan sonra 1 saat süreyle reperfüzyon i lemi uyguland . Bu

sürenin hemen ard ndan hayvanlar öldürülerek kan ve böbrek dokular  al nd .

3.2. Dihydroxyflavonol Uygulamas

100 mg DiOHF (Indofine Chemical Co., U.S.A.) dimetil sülfoksit (2 ml) +

polietilen glikol (11 ml) + distile su (7 ml) kar  içinde çözdürüldü. Deney

hayvanlar na 30 mg/kg dozunda D OHF periton içi uyguland  (Wang ve ark. 2004).
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3.3. Kan ve Böbrek Dokusu Al nmas

Anestezi alt ndaki hayvanlardan kardiyak ponksiyonla 3-4 ml kan EDTA’ l

tüplere al nd . EDTA’ l  tüplerdeki kan +4 °C’ e ayarlanm  so utmal  santrifüjde

3000 rpm’ de 10 dakika. santrifüj edildi ve ayr lan plazma örnekleri analizleri

yap ncaya kadar –80 °C’ de muhafaza edildi. Plazma al nd ktan sonra kalan

eritrositler hacminin 3-4 kat  % 0.9’ luk NaCl çözeltisi ile suland larak 1500 rpm’

de 5 dakika santrifüj edildi. Santrifüj sonras  üstte kalan s  dökülüp ayn  i lem 3

kez tekrarlanarak y kama i lemi tamamland . Al nan böbrek dokular  da çal ma

yap ncaya 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 kullan larak

spektrofotometrik yöntemle analiz edildi. Ya  doku tart ld ktan sonra parçalara

ayr larak tüplere konuldu ve +4oC’de Misonix’s Microscan ultrasonic doku

parçalay nda yakla k %10’luk homojenat olacak ekilde 150 mM KCl (potasyum

klorür) içinde parçaland . Homojenat 3000 rpm’ de 15 dakika santrifüj edildi. 50 µl

süpernatant 1 ml sodyum sülfat üzerine eklendi ve bunlar kar ktan sonra

üzerlerine 1 ml biüret ay rac  ilave edildi. Absorbans  5 dakika bekledikten sonra kör

örne ine kar  505 nanometrede spektrofotometrede okundu. Kör örne i, 1ml

sodyum sülfat, 50 µl distile su ve 1 ml biüret ay rac  kar larak haz rland .

Biüret ay rac , 2.5 g bak r sülfat, 10 g sodyum potasyum tartarat n distile suda

çözülerek, üzerine 2.5 N NaOH’ dan 350 ml ilave edilip distile su ile 1 litreye

tamamlanmas  ile haz rland .

3.4.2. Doku Malondialdehid (MDA) Düzeylerinin Belirlenmesi

Doku MDA düzeyi Uchiyama ve Mihara (3) yöntemiyle gerçekle tirildi.

Analizi yap lacak olan doku tart ld ktan sonra parçalara ayr larak tüplere konuldu ve

+4oC’de Misonix’s Microscan ultrasonic doku parçalay nda yakla k %10’luk

homojenat olacak ekilde 150 mM KCl’de parçaland . Homojenize doku %8’lik 2 ml

HClO4’ye konularak 3000 devirde 15 dakika santrifüj edildi. 0.5 ml süpernatanta 3ml

%1’lik H3PO4 ve 1 ml % 0.675’lik TBA (tiyobarbiturik asit) ilave edilerek 90 oC’ lik
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su banyosunda 45 dakika inkübasyon yap ld . Kar n so utulmas ndan sonra,

MDA-TBA kompleksi 4 ml n-butanol ile ekstrakte edildi ve n-butanole kar

absorbans  532 nm’ de okundu. Konsantrasyon c=108.9A olarak sa land . Sonuç

mg/g protein olarak tan mland  (Uchiyama ve Mihara 1977).

3.4.3. Doku Glutatyon Analizi

GSH düzeylerini belirlemek için MDA için tan mland  gibi doku +4oC’de

150 mM KCl’de homojenize edilerek 3000 devirde 15 dakika süreyle santrifüj edildi.

Örneklerde GSH miktarlar  Ellman’s metoduyla ölçüldü. 200µl süpernatant için, 8

ml fosfat buffer (pH 6.8), 78µl 1 N NaOH ve 100µl Ellman’s solüsyonu ilave

edilerek 5 dakika bekletildikten sonra absorbans distile suya kar  412 nm’de

okundu. Aktivite a=(Astandard/Aörnek)  x  Cstandard olarak hesapland . Burada

cstandard=15.34 g/100 ml olarak verildi. Doku proteini Biüret metoduyla elde edilerek

de erler nmol/g protein olarak sunuldu (Ellman, 1959).

3.4.4. Plazma Malondialdehit Tayini

Bir deney tüpünde 2.5 ml % 10’luk TCA (trikloroasetik asit)  üzerine 0.5 ml

plazma numunesi al nd . Tüpler a zlar  kapat larak 90oC su banyosunda 15 dakika

bekletildi. Tüpler so utulduktan sonra 3000 rpm’ de 10 dakika santrifüj edildi. 2 ml

süpernatant ba ka bir tüpe aktar larak üzerine % 0.675’ lik TBA’ dan 1 ml ilave

edilerek 15 dakika süreyle tekrar s cak su banyosuna al nd . Numuneler so uduktan

sonra absorbanslar  spektrofotometrede kör örne e kar  532 nm’ de okundu (Draper

ve Hadley, 1990).

Kör haz rlanmas : 2.5 ml %10’ luk TCA üzerine 0.5 ml distile su koyuldu ve

vorteks ile kar ld . Tüp 90 oC su banyosunda 15 dakika bekletilip, so uduktan

sonra 10 dakika santrifüj edildi. 2 ml süpernatant üzerine 1 ml TBA eklenerek 15

dakika süreyle s cak su banyosuna al nd .

3.4.5. Eritrosit Glutatyon Tayini

kanm  eritrositten 45 l al narak distile su ile %10 oran nda suland ld .

%10’luk sulfosalisilik asit ilave ettikten sonra kar m 1 saat buzda bekletildi.

Buzdan al nd ktan sonra 4000 rpm’ de 3 dakika santrifüj edildi. Süpernatant n

200 l’si al narak üzerine 8 ml pH’  6.8 olan fosfat tamponu, 78 l 1 N NaOH ve
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100 l Ellman ay rac  ilave edildi. Kar m 5 dakika bekletildikten sonra 412 nm’ de

kör örne i tüpüne kar  okundu.

Ellman solüsyonu, 100 mg 5’-5’-dithiobis-2-nitrobenzoic asitin (DTNB;

Sigma, katalog no. D-8130) pH 7.8 fosfat tamponunun 100 ml’ sinde

çözdürülmesiyle haz rland . GSH standard  15.34 mg/100 ml olarak ve 15.34 mg

indirgenmi  glutatyonun (Sigma, katalog no: G-4251) 1 nm sodyum EDTA’n n 100

ml’sinde çözdürülmesiyle haz rland  (Atroshi ve Sandholm, 1981).

3.4.6. statistik

statistik analiz SPSS istatistik program  kullan larak gerçekle tirildi. Sonuçlar

ortalama ± standard sapma olarak tan mland . Gruplar aras  kar la rma için

Kruskal-Wallis variyans analizi kullan ld  ve p<0.005 seviyesi için Mann-Whitney

U-testi uyguland . p<0.005 seviyesi istatistik olarak önemli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Çal ma gruplar n doku MDA ve GSH de erleri Tablo 4.1’ de verilmi tir.

Çal ma gruplar n doku GSH de erleri incelendi inde en yüksek de erlere Grup 5

(0.50±0.07 nmol/g protein) ve Grup 6’ n n (0.54±0.17 nmol/g protein) sahip oldu u

görülmektedir (P<0.005). Grup 3 ve 4’ deki renal iskemi ve renal iskemi-reperfüzyon

gruplar n GSH de erleri (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) göre art  göstermektedir. Grup 1 ile Grup 2

ve Grup 3 ile Grup 4 aras  GSH de erlerindeki farkl k istatistiksel olarak anlaml

bulunmad  (Grafik 4.1).

En yüksek doku MDA de erleri (0.33±0.03 mg/g protein)  iskemi grubu olan

Grup 3’de elde edildi (P<0.005). skemi-reperfüzyon grubunun (Grup 4) (0.29±0.09

mg/g protein) doku MDA de erleri Grup 3’den dü ük (p<0.005), di er gruplar n

tamam ndan yüksekti (p<0.005). Grup 1, 2, 5 ve 6’ n n doku MDA de erleri

birbirinden farkl  de ildi (Tablo 4.1, Grafik 4.2).

Tablo 4.1. Çal ma gruplar n doku GSH ve MDA de erleri

Gruplar GSH (nmol/g
protein)

MDA (mg/g
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 skemi grubu (n=10) 0.45±0.10 0.33±0.03

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

5- 3',4'-Dihydroxyflavonol (DiOHF) + Renal

skemi

0.50±0.07 0.04±0.00

6-Renal skemi + 3',4'-Dihydroxyflavonol

(DiOHF) + Reperfüzyon Grubu (I/R) (n=10)

0.54±0.17 0.05±0.02
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Grafik 4.1. Doku GSH de erleri

a>b>c (p<0.005)

Grafik 4.2. Doku MDA de erleri

a>b>c (p<0.005)
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Deney gruplar nda eritrosit GSH ve plazma MDA de erlerine bak ld . Bu de erler

Tablo 4.2’ de gösterilmi tir. Eritrosit GSH de erlerine bak ld nda gruplararas  en

yüksek de erlere DiOHF’ un uyguland  Grup 5 (0.30±0.15 mg/dl) ve Grup 6

(0.37±0.16 mg/dl) sahipti. Grup 1, 2, 3 ve 4’ ün eritrosit GSH de erleri aras ndaki

farkl k istatistiksel olarak anlaml  bulunmad  (Grafik 4.3).

Plazma MDA de erleri incelendi inde gruplararas  en yüksek de erlere I/R

uygulanan Grup 4’ ün (0.31±0.07 nmol/ml) sahip oldu u bulundu. Grup 3’ deki

(renal iskemi) plazma MDA seviyesi (0.14±0.05 nmol/ml) ise Grup 4’ den dü ük

(p<0.005), di er tüm gruplardan ise daha yüksekti (p<0.005). Grup 1, 2, 5ve 6’n n

plazma MDA düzeyleri aras ndaki farkl klar istatistiksel aç dan anlaml  düzeyde

de ildi (Grafik 4.4).

Tablo 4.2. Çal ma gruplar n eritrosit GSH ve plazma MDA de erleri

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 skemi grubu (n=10) 0.14±0.08 0.14±0.05

4-Renal iskemi-reperfüzyon grubu (I/R) (n=10) 0.14±0.07 0.31±0.07

5- 3',4'-Dihydroxyflavon (DiOHF) + Renal skemi 0.30±0.15 0.06±0.02

6-Renal skemi + 3',4'-Dihydroxyflavon (DiOHF)

+ Reperfüzyon Grubu (I/R) (n=10)

0.37±0.16 0.05±0.01
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Grafik 4.3. Eritrosit GSH de erleri

a>b (p<0.005)

Grafik 4.4. Plazma MDA de erleri

a>b>c (p<0.005)
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5. TARTI MA ve SONUÇ

skemi-reperfüzyon yüksek mortalite ve morbidite ile karakterize akut böbrek

hasar na sebep olur. Kan ak n azalmas  ile meydana gelen direkt hasara ilave

olarak I/R hasar , I/R s ras nda bol miktarda üretilen ROS, sitokinler ve kemokinler

gibi çok say da faktör ile ili kilidir (Kim ve ark. 2010). skemik dokunun canl

devam ettirebilmesi için reperfüzyonun gerekli olmas na ra men, reperfüzyon ilave

olarak hücre hasar na yol açar. Reperfüzyon, böbrek hücrelerinin hasar na ve en

sonunda apoptoz ve nekroz ile hücrelerin ölümüne yol açan kompleks ve birbiriyle

ili kili bir dizi olaylar  ba lat r (Sharples ve ark. 2004). ROS seviyesi özellikle

reperfüzyon faz nda artar ve süperoksit anyonu, hidrojen peroksit, hidroksil radikali

ve peroksinitrit birikimi meydana gelir. Oksidatif stres neticesinde ortaya ç kan

mitokondriyal fonksiyon bozuklu u, enerji eksikli i ve hücresel kalsiyum

homeostaz n bozulmas  hücresel proteinlere, DNA ve membran lipitlerine zarar

veren daha fazla ROS olu umuna neden olur (Kunduzova ve ark. 2004; ArunaDevi

ve ark. 2010). skemi ve reperfüzyon dönemi s ras nda ksantin dehidrogenaz n

ksantin oksidaza dönü ümü ve mitokondride serbest elektronlar n art  ile böbrekte

süperoksit üretimi önemli ölçüde artar (Hirayama ve ark. 2005). Böbrek, lipid

kompozisyonundaki uzun zincirli çoklu doymam  ya  asitlerinin fazla olu undan

dolay  ROS’ un sebep olabilece i hasar olu umuna hassas bir organd r (Ozbek

2012). Bu çal mada insan böbre iyle anatomik ve fonksiyonel benzerlikleri bulunan

ve I/R çal malar nda en yayg n kullan lan hayvan modellerinden olan s çanlar tercih

edildi.

Fizyolojik ko ullar alt nda glomerüllerin ço unlu unu içeren renal korteks

renal kan ak n büyük k sm  al rken, medulla % 10 kadar  al r. skemi

ras nda kan ak ndaki azalma böbre in her taraf nda ayn  de ildir. Böbrek kan

ak ndaki dü  medullan n d  k sm nda kortekste oldu undan daha belirgindir

(Munshi ve ark 2011). nsan ve hayvanlarla yap lan birtak m çal malarda I/R

ras nda medullan n d  k sm nda fonksiyon bozukluklar  meydana geldi i

gözlenmi tir. Mikrovasküler permeabilite glikokaliksin da lmas yla lökosit-endotel

etkile imleri, aktin hücre iskeletinin y  ile hücre etkile imlerinin de imi ve

perivasküler matriksin bozulmas  ile meydana gelmektedir. Bu etkile im

hemokonsantrasyon ve vasküler konjesyonla sonuçlan r. Bu indüklenmi  hipoksik

ko ullarda böbrek, intrarenal kan ak  sürdürmek ve doku oksijenlenmesini
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sa lamak için çok say da anjiojenik ve vazoaktif faktörler salg layarak kar k verir

(Sabbahy ve Vaidya 2011).

Vazodilatör kaynaklarda azalma ile gösterilen I/R, vasküler ve organ hasar na

sebep olur. Kan damarlar ndaki bu dilatasyon kapasitesindeki azalma, lökositlerin

endotelyuma adezyonu ve bunun sonucunda meydana gelen kapillerlerin

kanmas ndan kaynaklan r (Yap ve ark. 2011). Böbrek I/R hasar n patofizyolojisi

hem iskemik hasar n sebep oldu u direkt hücresel hasar  hem de inflamatuvar

yolaklar n aktivasyonu nedeniyle sonradan olu an fonksiyon bozuklu u/hasar

kapsamaktad r (Yuan ve ark. 2011). nflamatuvar arac lar böbrek I/R hasar

patogenezinde temel rolü oynarlar. Medullan n d  k sm nda nispeten daha yüksek

oksijen tüketimi nedeniyle bu bölge ciddi vasküler konjesyona u rar. I/R sonras

lökosit ve endotel hücre etkile iminin akut böbrek yetmezli inin inflamatuvar

progresyonunda bir rol ald  tan mlanm r (El Sabbahy ve Vaidya 2011).

Nitrik oksit, böbrek kan ak  art ran proglomerüler arterlerde gev emeye

neden olur. Böbrek I/R s ras nda ROS endotel bütünlü ünü bozabilir ve NO

üretimini etkileyebilir. Bu da böbrek vasküler direncinde art a neden olur. Üstelik,

NO peroksinitrit kayna  süperoksit ile etkile ir ve hücresel membranlarda lipid

peroksidasyonuna neden olur (Rhoden ve ark. 2002, Chander ve Chopra 2006).

Vasküler reaktivite üzerine hücre kültürlerinde, hayvan ve insan çal malar nda

askorbik asit, -tokoferol, glutatyon, tetrahidrobiopterin ve N-asetilsistein gibi baz

antioksidanlar n endotelyal fonksiyonunu ve NO biyoetkisini art rd  gösterilmi tir

(Nedeljikovic ve ark. 2003). DiOHF, yükseltgenmi  ROS varl nda akut olarak

nitrik oksit aktivitesini koruyan etkili bir antioksidand r (Leo ve ark. 2011).

Yapt z çal mada, deney hayvanlar n böbreklerinde bir saat süreyle olu turulan

in vivo unilateral iskemi ve I/R sonucunda olu acak lipid peroksidasyonu ve

antioksidan savunma mekanizmas  üzerine DiOHF’ un etkisini belirlemek

amaçland . DiOHF’ un oksidatif stresin neden oldu u I/R hasar  üzerine olas

etkilerinin iskemi ve/veya I/R dönemlerinin hangisinde meydana geldi ini tespit

etmek üzere deney gruplar  olu turuldu. Çal mada s çanlara uygulanan böbrek

iskemi ve I/R sonucunda olu abilecek oksidatif hasar  belirleyebilmek için lipid

peroksidasyonun son ürünü olan MDA tayini yap ld . Bu hasara kar  geli ebilecek

antioksidan savunmay  gösterebilmek için GSH ve toplam protein düzeyleri saptand .
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Woodman ve Chan (2004)’ nin s çan arka ayaklar nda I/R olu turdu u

modelde DiOHF koruyucu etkisini reperfüzyon s ras nda göstermi tir. Bu bulgudan

farkl  olarak s çanlarda unilateral böbrek I/R olu turdu umuz çal mam zda DiOHF’

un koruyucu etkisi farkl  olarak hem iskemi hem de I/R grubunda gözlendi. DiOHF’

un uyguland  iskemi ve I/R gruplar nda, oksidatif hasar sonucu artm  doku ve

plazma MDA düzeylerinin DiOHF takviyesi ile tekrar kontrol düzeylerine dü mesi

ve takviye yap lan gruplar n doku ve eritrosit GSH düzeylerinde art  meydana

gelmesi DiOHF’ un iskemi ve reperfüzyon s ras ndaki koruyucu etkisinin göstergesi

olarak kabul edildi.

Reaktif oksijen türleri çoklu douymam  ya  asitlerinin peroksidasyonu ile

hücre membranlar na zarar vererek hücresel hasara neden olur. Peroksidasyon

plazma membranlar nda ve mitokondri ve lizozom membranlar  gibi organel

membranlar nda meydana gelir. Lipid peroksidasyonu, membran geçirgenli inde

art , membran iyon pompalar n bozulmas , ta ma i levlerinin kayb , mitokondride

oksidatif fosforilasyonun bozulmas  ve lizozomdan hidrolitik enzimlerin s zmas  ile

membran yap  ve fonksiyonunu de tirir (Doi ve ark. 2004). Kan damarlar nda

ROS’ un çe itli enzimatik ve enzimatik olmayan kaynaklar  bulunmaktad r.

Vaskülatürdeki ROS’ un özellikle de süperoksitin primer biyokimyasal kayna

membran ba lant  NADPH oksidaz enzim kompleksi gibi görünmektedir. Bu

sistem bir elektron donörü olarak NADPH kullanarak moleküler oksijenin

redüksiyonunu katalizler, süperoksit olu turur (Nedeljikovic ve ark. 2003).

Oksidatif stres, hidrojen peroksit, süperoksit anyonu ve hidroksil radikali gibi

reaktif oksijen türleri art  etkisiyle olu an bir doku hasar  olarak tan mlan r. ROS

fizyolojik olarak sürekli üretilir fakat antioksidatif enzimler (SOD, katalaz, glutatyon

peroksidaz), C ve E vitamini ve glutatyon gibi antioksidan savunma sistemi ile etkili

ekilde elimine edilir. Ancak, ROS üretimi antioksidan koruma mekanizmas

arsa, ROS karbonhidratlar, lipitler, proteinler ve nükleik asitler gibi hücresel

makromoleküllerle reaksiyon verir (Ha ve ark. 2004). Bir hidrojen atomunun

al nmas yla lipitlerin oksidatif hasar , aldehitler, ketonlar, alkol ve eter gibi geni  bir

yelpazede farkl  y m ürünlerinin olu umuyla lipid radikallerinin olu umuna ve

yay lmas na sebep olur (Noiri ve ark. 2001). Lipid peroksidasyonu oksidatif stresin

en önemli kaynaklar ndan biridir. Lipid peroksidasyonu hücresel membranlar n

oksidatif y na yol açan otokatalatik bir mekanizmad r. MDA ve HNE en önemli
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aldehit metabolitleridir. Lipid peroksidasyonunun zararl  etkileri temizleyici

antioksidan sistemlerin art lmas  ile önlenebilir (Yuan ve ark. 2011).

SOD, katalaz, glutatyon peroksidaz, tiyoredoksin ve peroksiredoksin gibi

çe itli proteinler süperoksit ve hidrojen peroksit radikallerini temizleyici olarak i lev

görürler. Bu protein antioksidanlar, hücre içi askorbat ve glutatyonun da dahil oldu u

protein olmayan radikal temizleyiciler ile art r (Finkel 2003). SOD gibi enzimatik

antioksidanlar, redükte glutatyon ve koenzim Q10 gibi farkl  antioksidan sistemler,

karotenoidler ve tokoferoller gibi di er antioksidanlar I/R’ nin sebep oldu u serbest

radikal arac  hasara kar  önemli do al koruyucu ajanlard r (Rhoden ve ark. 2002).

SOD ve E vitamini gibi antioksidanlar reperfüzyon hasar  azaltmada her zaman

ba ar  de ildir ve bunlar n farmokinetikleri terapötik faydalar  k tlar. Büyük bir

molekül olan SOD’ un hücresel permeabilitesi s rl r ve yar  ömrü k sad r. E

vitamini etkili hücresel konsantrasyona yava ça ula r ve bu yüzden akut

uygulamalar için uygun de ildir (Chan ve ark. 2003). Çal mam zda antioksidan

olarak kulland z sentetik flavonol DiOHF, uzun yar  ömre sahip olmas yla tek

doz uygulamas yla dahi koruyucu etkilerini ortaya koymu tur.

skemi, ROS’ a kar  hücresel savunma enzimlerinin aktivitesini azalt r ve

reperfüzyon veya oksijenin giri i, ROS üretimi art yla hassas oksidan/antioksidan

dengesini daha da bozar (Malakul ve ark. 2011). A  ROS üretimi lipid

peroksidasyonunu, antioksidan enzimlerin inaktivasyonunu, hücre iskeleti

bozulmas , hücresel bütünlü ü, DNA bozulmas , lökosit aktivasyonunu,

endotelyal hücre hasar  ve sitokin üretimini etkiler. Çe itli klinik ortam ve deneysel

modellerde doku hasar  önlemek için antioksidan ajanlar kullan lm r (Kim ve

ark. 2010). Antioksidan polifenolik bir bile ik olan resveratrolün I/R’ a ba  böbrek

hasar  üzerindeki etkisini incelemek amac yla yap lan bir çal mada resveratrolün

MDA ve GSH parametreleri üzerine etkilerine bak larak I/R’ a ba  böbrek hasar

azaltt  tespit edilmi tir ( ener ve ark. 2006). Edaravone hidroksil ve peroksil

radikallerini güçlü bir temizleyicisidir ve lipid peroksidasyonunu engellemek için

antioksidan aktiviteye sahiptir. Renal arterin 45 dakika klemplenmesi ile iskemik

akut böbrek yetmezli i olu turulduktan sonra edaravone takviyesinin böbrek tübül

hücrelerinde intraselüler ROS’ u temizleyerek ve hücre membranlar  lipid

peroksidasyonunu engelleyerek I/R hasar  zay flatt  gösterilmi tir (Doi ve ark.

2004). Deneysel iskemik böbrekte E ve C vitamini antioksidanlar n ilavesiyle
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oksidatif stres yolaklar n kronik blokaj  böbrek hemodinamiklerini art r ve

oksidatif stresi, inflamasyonu ve fibrozisi azalt r (Lerman ve ark. 2009). Bizim

çal mam zda da daha önceki I/R çal malar nda (Chan ve ark. 2003;  Singh ve ark.

2005) antioksidan etkileri saptanm  olan sentetik flavonoid DiOHF’ un böbrek I/R

hasar  önlenmede antioksidan etkilerini belirlemek amaçland .

Bitki kaynakl  bile iklerin büyük bir grubu olan flavonoidlerin biyolojik

etkilerini plazma LDL seviyelerini dü ürerek, trombosit agregasyonunu inhibe

ederek, serbest radikalleri temizleyerek ve hücre proliferasyonunu azaltarak

gösterdi i bilinmektedir (Woodman ve Malakul 2009). Flavonoidlerin

kar la ld  bir çal mada vazorelaksasyonda sentetik flavonol DiOHF’ un

quersetin gibi çok say da flavon ve flavonollerden daha güçlü oldu u gösterilmi

(Woodman ve Malakul 2009). Ayr ca, Woodman ve arkada lar n (2005) sentetik

flavon ve flavonollerin yap -aktivitesi üzerine yapm  oldu u bir çal mada DiOHF’

un en yüksek vazorelaktan aktiviteye sahip oldu u bulunmu tur. DiOHF yüksek

oranda lipitte çözünebilir ve bu sayede hücre içine girerek buradaki ROS’ u

temizleyebilir (Qin ve ark. 2011). Polifenollerin böbrek koruma etkisinin ba ca

serbest radikal temizleme, metal elasyonu ve enzim modülasyonu gibi çok çe itli

biyolojik etkilerinden dolay  olabilece i dü ünülmektedir (Rodrigo ve Bosco 2006).

DiOHF’ un yap nda bulunan 3-OH grubunun antioksidan aktivitede önemli rol

oynad  belirtilmektedir (Jiang ve ark. 2008). DiOHF’ un vasküler ve fagositik

NADPH oksidazlardan dolay  süperoksit birikimini güçlü ekilde inhibe etti i

bulunmu tur. DiOHF’ un vasküler düz kas hücrelerinde süperoksit birikimini

bast  etkisi, sadece milimolar aral kta etkili olan yayg n olarak kullan lan bir

antioksidan olan askorbik asitten daha fazla oldu u tespit edilmi tir (Jiang ve ark.

2008).

DiOHF’ un vücudun farkl  k mlar ndaki I/R hasar  üzerine etkilerini

belirlemek amac yla birçok çal ma yap lm r. S çan arka ayaklar nda olu turulan

I/R hasar ndan sonra DiOHF takviyesinin antioksidan etki göstererek NO

biyoyararlan  art rd  ve vasküler fonksiyonun geli ti i öne sürülmektedir

(Chan ve ark.2003; Woodman ve Chan 2004). Ayr ca, DiOHF’ un koyunlarda

koroner oklüzyondan sonra miyokard infarktüsü azaltt  bulunmu tur (Wang ve ark.

2004). Qin ve ark. (2011) çal malar nda DiOHF’ un miyokardiyal I/R hasar nda

destekleyici bir terapötik ajan olarak potansiyele sahip oldu unu göstermi ler ve
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hücresel hasar n azalt lmas nda sadece reperfüzyon s ras nda antioksidan flavonol

takviyesinin iskemi öncesi ve sonras nda verilmesi kadar etkili oldu unu tespit

etmi lerdir. DiOHF’ un miyokardiyal I/R hasar ndaki etkisi üzerine yap lan bu

çal ma sonuçlar  bizim bulgular zla paralellik göstermektedir.

GSH oksidatif stres gibi çe itli zararl  uyar lara kar  hücresel koruma

mekanizmas n önemli bir parças r. Dü ük molekül a rl kl  GSH (indirgenmi

glutatyon) sitoplazmada serbest radikallerin önemli bir temizleyicisidir (Hensley ve

ark. 2000, ener ve ark. 2006). Glutatyon, direkt olarak ROS’ u temizleyerek ve ayn

zamanda ROS y  katalizleyen glutatyon peroksidaz için bir substrat olarak

önemli bir hücre içi antioksidand r (Nitescu ve ark. 2006). GSH hücre ve organel

seviyesinde nitroksit biyoredüksiyonunda önemli bir role sahiptir (Hirayama ve ark.

2005). Hücre içi glutatyonun ve di er antioksidan bile iklerin nispeten yüksek

konsantrasyonlar  güçlü radikal temizleme kapasitesi sa lar (Dröge 2002).

Daha önce yap lan baz  benzer çal malardan (Scaduto ve ark. 1988; Slusser ve

ark. 1990; Aydo du ve ark. 2005; Nitescu ve ark. 2006) farkl  olarak bizim

çal mam zda s çanlarda in vivo böbrek I/R hasar n böbrek GSH miktar  art rd

bulundu. Bu farkl n çal mam zdaki I/R uygulama sürelerinin di erlerinden farkl

olmas ndan olu abilece i ve bu çal madaki böbrek dokusu GSH seviyelerinin

iskemik ve iskemik-reperfüze gruplarda art  göstermesinin nedeninin lipid

peroksidasyonuna kar  savunma cevab n artmas ndan kaynakland

dü ünülmektedir. skemi ve I/R gruplar n (grup 3 ve 4) yan  s ra DiOHF ilavesi

yap lan iskemi ve I/R gruplar nda (grup 5 ve 6) da böbrek dokusunun GSH

seviyelerinde de art  gözlendi. DiOHF ilavesinin yap ld  gruplarda doku GSH

seviyesi art , DiOHF’ un böbrek dokusunda lipid peroksidasyonuna kar  savunma

mekanizmas  daha da güçlendirdi inin bir göstergesi olarak kabul edilebilir.

Bir antioksidan olan N-asetilsisteinin böbrek I/R hasar na kar  etkilerine

bakmak üzere s çan böbreklerine 60 dakika iskemi ve 24 saat reperfüzyon uygulanan

bir çal mada GSH seviyelerinin I/R grubunda dü  gösterdi i bulunmu tur

(Aydo du ve ark. 2005). Bu bulgu, I/R grubunda artm  doku GSH düzeyleri

saptad z çal mam zla uyumlu de ildir. Bu ve di er baz  I/R çal malar

(Scaduto ve ark. 1988; Slusser ve ark. 1990; Aydo du ve ark. 2005; Nitescu ve ark.

2006) incelendi inde, bu çal malardaki reperfüzyon sürelerinin bizim çal mam zda
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uygulad z reperfüzyon süresinden daha uzun oldu u göze çarpmaktad r. Bizim

çal mam zdaki bir saatlik reperfüzyon s ras nda olu an serbest radikal düzeyinin

antioksidan savunma cevab  art rarak GSH düzeyinin yükselmesine neden oldu u

tahmin edilmektedir. Di er çal malardaki daha uzun reperfüzyon süreleri ve buna

ba  olarak daha fazla serbest radikal olu umu antioksidan mekanizmay

zay flatarak GSH düzeylerinin dü mesine yol açm  olabilir. Bir di er çal mada

(Mandel ve ark. 1990), böbrek proksimal tübülleri 40 dakika anoksi ve 40 dakika

reoksijenizasyona maruz b rak larak GSH seviyeleri incelenmi  ve bu çal mada

bizim bulgular za paralel olarak iskemi durumunda GSH düzeylerinin art

gösterdi i bulunmu tur.

Eritrositler sürekli olarak hücre içi ve hücre d  serbest radikallere maruz kal r

ve bu yüzden çoklu doymam  ya  asitlerince zengin olan eritrosit zarlar  lipid

peroksidasyonuna u rar (Öz ahin ve ark. 2011). Yapt z çal mada doku GSH

parametresi iskemi, I/R ve DiOHF takviyesi yap lan gruplarda art  göstermesine

ra men, eritrosit GSH seviyelerinin yaln zca DiOHF takviyesi yap lan gruplarda art

gösterdi i tespit edildi. Bu durum DiOHF takviyesinin eritrositlerde antioksidan

savunma mekanizmas  güçlendirdi inin göstergesi olarak kabul edilebilir.

Lipid peroksidasyonu serbest radikaller ile hücrelerin ve mitokondrilerin lipid

membranlar  aras ndaki reaksiyonun bir sonucudur (dos Santos ve ark. 2013).

Hücresel membranlar n y na ve bunlar n bozulmas na yol açan otokatalitik bir

süreç olan lipid peroksidasyonu ile ili kili olarak doku I/R’ u toksik ve reaktif

ürünlerin olu umuna ve hücre ölümüne neden olabilir. Serbest radikal üreten bir

sistem olarak lipid peroksidasyonu I/R’ nun tetikledi i doku hasar  ile s  ili kilidir

(Hekimo lu ve ark. 2013). Peroksil radikalleri di er lipidlerden hidrojen atomlar

uzakla rarak bir zincir reaksiyonu olu turur ve böylece lipid peroksidasyonunu

yayg nla r (Doi ve ark. 2004). I/R çal malar nda oksidatif hasar n göstergesi

olarak lipid peroksidasyonu sonucu olu an toksik aldehitlerden MDA s kl kla

incelenen bir parametredir (Kunduzova ve ark. 2004; Hekimo lu ve ark. 2013).

TBARS testi MDA miktar  belirlemede yayg n olarak kullan lan bir testtir (Singh

ve ark. 2005; Kim ve ark. 2010; dos Santos ve ark. 2013). Bizim çal mam zda da

böbreklerde I/R olu turarak lipid peroksidasyonunun yol açt  oksidan hasar

belirlemek için TBARS testi ile MDA düzeylerine bak ld .
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I/R hasar n, MDA ve NO gibi oksidasyon ürünlerinin birikmesine,

antioksidan enzimlerde de imlere ve apoptozisin indüklenmesine neden oldu u

bulunmu tur (ArunaDevi ve ark. 2010). MDA seviyesinin yükselmesi, büyük

olas kla peroksinitrit serbest radikal aktivitesinin art yla olumsuz etkide

bulunabilir (Rhoden ve ark. 2002). MDA ayn  zamanda DNA’ a hasar vererek

mutasyonlara neden olabilir (Halliwell 2006). DiOHF etkili biçimde süperoksidi

temizler ve böylece bazal ve uyar lm  NO biyoyararlan  art r. Bu sayede I/R’

dan kaynaklanan vasküler bozuklu a kar  koruma sa layabilir (Woodman ve Chan

2004). Çal mam zda I/R sonucu meydan gelen lipid peroksidasyonunun incelenmesi

amac yla böbrek dokusunda MDA de erlerine bak ld . Böbrekte iskeminin tam

anlam yla gerçekle mi  oldu unun bir göstergesi olarak en yüksek MDA de erleri

iskemi grubunda tespit edildi. Bunun yan  s ra I/R grubunun doku MDA

seviyelerinde görülen art , reperfüzyon s ras nda da oksidan hasar n devam etti inin

göstergesidir. DiOHF takviyesinin yap ld  gruplarda doku MDA seviyesi kontrol

gruplar ndaki benzer seviyelere dü mü tür. I/R’ la artm  doku MDA seviyelerinin

DiOHF takviyesi ile tekrar azalmas  DiOHF’ un oksidan hasar  önemli oranda

zay flatt  göstermektedir.

Tüm deney gruplar nda lipid peroksidasyonun tespiti için doku MDA de erleri

yan  s ra plazma MDA de erleri de incelendi. Doku MDA de erlerinde oldu u gibi

plazma MDA de erlerinin de iskemi ve I/R gruplar nda en yüksek seviyede oldu u

tespit edildi. Yine benzer olarak DiOHF uygulanan gruplar n plazma MDA

seviyelerinde kontrol grubunun sahip oldu u de erlere yak n dü  gözlendi.

Dokuda oldu u gibi plazmada da DiOHF takviyesi yap lan gruplar n plazma MDA

seviyelerindeki dü  ile DiOHF’ un lipid peroksidasyonuna kar  göstermi  oldu u

savunma mekanizmas  gösterilmi  oldu. Doku ve plazma MDA seviyelerindeki

bulgulardaki tek farkl k, doku MDA seviyeleri en yüksek de erinin iskemi

grubunda, plazma MDA seviyelerinin I/R grubunda en yüksek olmas yd .

Ara rman n bulgular  genel olarak de erlendirildi inde, iskemi ve

reperfüzyon hasar n tam anlam yla olu tu u oksidanlar n art  ve antioksidan

sistemin bask lanmas ndan görülmektedir. skemi-reperfüzyon yaralanmas  s ras nda

dokudaki oksidan hasar n göstergesi olan MDA düzeylerinin art  gösterdi i ortaya

konulmu tur. Ayr ca lipid peroksidasyonuna kar  koruyucu aktiviteye sahip olan

GSH düzeyleri, dokuda antioksidan aktivitedeki art n bir sonucu olarak yükselme
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göstermi tir. Bunlara ilave olarak çal mada kullan lan DiOHF’un hem oksidanlar

bask layarak hem de antioksidanlar n etkisini art rmak suretiyle deneysel iskemi

reperfüzyonda lipid peroksidasyonuna kar  koruyucu etkiye sahip oldu u

görülmektedir.
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