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OZET

Iskemi Reperfiizyonla indiiklenen Rat Over Hasar1 Uzerine Timokinonun
Biyokimyasal ve Histopatolojik Etkisi

Amag¢: Calismamizda timokinonun, iskemi reperflizyon olusturulan rat
overlerinde meydana gelen hasara karst koruyucu etkinligi olup olmadigini saptamak
amaciyla over dokusunda otofaji yolaklari, oksidan-antioksidan ve inflamasyon
belirteclerine bakildi.

Materyal ve Metot: Rastgele 5 gruba boliinen ve overlerinde iskemi reperfiizyon
olusturulan ratlara belirlenen dozlarda timokinon uygulandi. Cerrahi islem ile elde edilen
over dokularindan SOD, GSH, TAS, TOS, MDA, IL-1pB ve TNF-a gibi belirtecler
spektrofotometrik olarak tayin edildi. Histopatolojik olarak Caspase-3, LC3B ve NF-Kf31
antikorlar1 ile yapilan immunohistokimyasal boyamalardan sonra 151k mikroskobu altinda
incelenen dokular immunpozitiflik agisindan degerlendirildi.

Bulgular: : iskemi/reperfiizyon gruplarinda doku MDA, TOS ve OSI diizeyleri
kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksekken uygulanan TQ ile MDA, TOS ve OSI
diizeyleri anlamli derecede diismiistiir (p<0.05). Doku GSH, SOD ve TAS diizeyleri I/R
grubunda anlamli derecede diisilkken tedavi sonrasi anlamli derecede yiikselmistir
(p<0.05). Doku IL-1B ve TNF-a I/R gruplarinda kontrol grubuna gore anlamli olarak
yiiksekken tedavi sonrasinda anlamli derecede diismiistiir (p<0.05). Caspase 3 ve NF-
KB1 immunpozitiflii Sham ve deneme gruplarinda tespit edilemezken LC3B
immunpozitifligi acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark (p<0.05)
belirlenmistir.

Sonu¢: Uygulanan timokinonun I/R hasar1 ile diisen TAS, GSH, SOD
seviyelerinde anlamli bir artiga ve I/R hasari yiikselen MDA, IL-1, TNF-a Seviyelerinde
anlamli bir diisiise sebep olarak dokular1 iskemik hasardan korudugu kanaatine
varilmigtir. Histopatolojik sonuglarda Caspase 3 ve NF-KB1 immunpozitifligi agisindan
gruplar arasinda anlamli bir fark tespit edilemezken otofajinin belirteci olan LC3B
immunpozitifligi agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit
edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Iskemi Reperfiizyon, Oksidatif stres, Timokinon



ABSTRACT

Biochemical and Histopathological Effects of Timokinone on Ischemia-
Reperfusion-Induced Rat Ovarian Injury

Aim: In our study, the autophagy pathways, oxidant-antioxidant and inflammation
markers of ovarian tissue were investigated in order to determine whether thymokinone
has a protective effect against experimentally induced ischemia-reperfusion in rat ovaries.

Material and Method: The rats, which randomly divided into 5 groups and were
experimentally induced ischemia-reperfusion in their ovaries, were administered
timokinon at the determined doses. The markers such as SOD, GSH, TAS, TOS, MDA,
IL-1B and TNF-o were determined spectrophotometrically from ovarian tissues obtained
by surgical procedure., Tissues examined histopathologically under light microscopy
were evaluated for immunopositivity after immunohistochemical staining with Caspase-
3, LC3B and NF-Kp1 antibodies.

Results: While MDA, TOS and OSI levels in tissue were significantly higher in
ischemia/reperfusion groups compared to the control group, TQ and MDA, TOS and OSI
levels were significantly decreased (p<0.05). GSH, SOD and TAS levels in tissue were
significantly lower in the I/R group but after treatment they increased significantly
(p<0.05) IL-1p and TNF-a in tissue were significantly higher in I/R groups than control
group but after treatment they decreased significantly (p<0.05). While Caspase 3 and NF-
KB1 immunopositivity could not be detected in Sham and experimental groups,
statistically significant difference (p<0.05) was determined between the groups in terms
of LC3B immunopositivity.

Conclusion: It was concluded that thymokinone protected the tissues from
ischemic damage by causing significant increase in TAS, GSH and SOD levels that were
decreased by I/R injury and significant decrease in elevated levels of MDA, IL-1p and
TNF-a that were increased by I/R injury. As a histopathological result, while there was
no statistically significant difference between the groups in terms of the immunopositivity
of Caspase3 and NF-Kf1, a statistically significant difference was found between the
groups in terms of the immunopositivity of LC3B which is a marker of autophagy.

Keywords: Ischemia Reperfusion, Oxidative stress, Timokinon
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1. GIRIS

Kadinlarda over torsiyonu, gerek ¢ocuklukta gerekse ergenlikte overlerdeki kan
dolasimimi engelleyerek ooferektomi (overlerin ¢ikarilmasi) ile sonuglandirilan
jinokolojik bir sendromdur.! Torsiyonun erken fark edilmesi durumunda, infarktiise
gidisin Oniline gecilebilir. Bu durumda kan akimini yeniden saglamak amaci ile over
detorsiyonu yapilir.>® Fakat over torsiyonunda, kan akimi diizeltilmesine ragmen iskemi
reperfiizyon (I/R) hasar1 olusabilir. Bu durumda organizmada ¢esitli problemler ortaya
cikabilir.* Hasara sebep olan mekanizma tam olarak aydinlatilmamakla beraber yapilan
calismalar I/R hasarinda, polimorf niiveli 16kosit (PMNL)’ lerin {iirettigi serbest oksijen
radikallerinin  (SOR), sitokinlerin ve kompleman aktivasyonunun etkili oldugu
gosterilmistir, >

Over, testis, beyin, bobrek, miyokard ve diger organlarda meydana gelen I/R
hasar1 sonucu hidroksil radikalleri (OH"), hidrojen peroksit (H20.), siiperoksit radikalleri
(027, vb. reaktif oksijen molekiillerinde onemli derecede bir artis gozlenmektedir.”
Artan reaktif oksijen molekiilleri ve bu molekiillerin iiriinleri hiicre membranlarinda
hasara sebep olurlar.® Reperfiizyon ile olusan doku hasarinin diger bir patogenezi ise
serbest oksijen radikalleri (SOR)’ nin salinimina sebep olan aktive olmus nétrofil
birikimidir. Dokularda olusan I/R hasarin1 6nlemek amaci ile genellikle antiinflamatuar
ve antioksidan savunma sistemleri etkin rol oynamaktadir.1%!

Bu 6nemli savunma sistemlerini harekete gegiren antioksidanlarin basinda folik
asit (Folat), a-tokoferol (Vitamin E) ve askorbik asit (Vitamin C) vb. vitaminlerin yan
sira katalaz 1 (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gibi
enzimler ayrica hemoglobin, melatonin, transferin, miyoglobin, ferritin, bilirubin gibi

organik bilesikler yer almaktadir.!?



‘Nigella sativa (NS)’ yani ¢orek otu 2000 yil1 askin siiredir orta ve yakin dogu
iilkelerinde pek ¢ok hastaligin tedavisi i¢in kullanilmig 6nemli bir bitki tirtidiir. NS
tohumlarimin temel bilesenlerinden biri olan timokinon (TQ) bir monoterpendir. Birgok
calismada TQ’ nun antibakteriyel, antitimdr, antioksidan, antineoplastik, antifungal,
antienflamatuar, antiiilser, antialerjik ve antikanserojen etkileri gosterilmistir. Ayrica TQ’
nun santral sinir sistemi (SSS) iizerine olumlu etkilerini gdsteren bir¢ok c¢alisma
mevcuttur. Tim bunlarin yani sira TQ’ nun hiicre dongiisii, bagisiklik sistemi ve
apoptozisde énemli etkileri oldugu bilinmektedir. 317

Antiinflamatuar ve antioksidan Ozellikleri ile bilinen TQ’ nun over I/R
hasari tizerine etkisinin olup olmadig ile ilgili herhangi bir ¢alisma tespit edilememistir.
Bu bilgiler dogrultusunda, yaptigimiz ¢calismada rat overlerinde deneysel olarak I/R ile
olusan hasarin 6nlenmesinde TQ’ nun etkinliginin olup olmadigi arastirmayi amagladik.
Bu sebeple, over I/R sonrasi, over doku drneklerinde IL-13 ve TNF-a gibi enflamatuar
sitokinleri, malonildialdehid (MDA) ve glutatyon (GSH), total oksidan statusii (TAS),
total antioksidan statusii (TOS) ve siiperoksit dismiitaz (SOD) gibi oksidatif stres
parametreleri diizeylerinin 0l¢iimii yapildi. Histopatolojik olarak doku 6rnekleri Caspase
3, LC3B ve NFKBI antikorlart ile yapilan immunohistokimyasal boyamalardan sonra is1k

mikroskobu altinda incelenerek immunpozitiflik degerlendirildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Overler

2.1.1. Overlerin Anatomi

Kadin tireme sistemindeki en temel organlarin basinda gelen overler erkek iireme
sistemindeki testislerin karsiligin1 olusturur. Overler, uterusun hem sagina hem de soluna
yerlesmis olup iki adettir.'® Eriskinlik donemine ulasmus disilerde overlerin sekli ovoid
seklinde olup genisligi 1,5-2 cm, kalinligt 1 cm ve uzunlugu 3-4 cm aralifinda
degismektedir. Agirliklar1 45 g.” a kadar ¢ikmaktadir ve yasla beraber atrofiye ugrayan
overlerin agirhiklar 23 g.” a kadar diisebilir.’® Overler pelvik boslugunda suspensoriyum
(ovaryan) ve infundibulo-pelvik (asic1) baglariyla baglidir. Suspensoriyum bag
ovaryumun uterusa tutunmasini saglarken, infundibulo-pelvik baglar ise sahip oldugu

damar ve sinirler sayesinde ovaryumun beslenmesini saglamaktadir.?%?!
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Sekil 2.1. Uterus-Vajina-Tubalar-Overler-Ligamentler??

Abdominal aortanin bir dali olan ovaryan arterler, overlere kan getiren esas
damardir ve birinci lumbal vertebra araciligi ile renal arterin alt kismindan aortadan
ayrilir. Overin venleri, ovaryan arterler ile yiikselir ve pampiniform pleksusu olusturur.
Karin boslugunda sag ovaryan ven inferiyor vena kavaya, sol ovaryan ven sol renal vene

acilir.?®



2.1.2. Over Histolojisi

Overler makroskobik olarak dista korteks (kabuk) ve igcte medulla (6z)
bolgelerinden olusur. Korteks dista medullay1 ¢evreleyen ve follikiilleri igeren hiicrelerce
zengin, aselliiler kollajen6z bag dokudan olusan kisimdir. Damarlarca zengin gevsek
fibroelastik bag dokunun olusturdugu kisim ise medulla bolgesidir. Histolojik 6zellikleri
bakiminda oldukg¢a farklilik gosteren bu iki kisim arasinda keskin bir sinir
bulunmamaktadir. 242

2.2. Ovaryum Torsiyon ve Detorsiyonu

Overlerin beklenmeyen nedenler sonucunda dénmesi ile kan akiminin kesilmesi
over torsiyonu ya da adneksiyel torsiyon olarak bilinmektedir. Sik goriilmemekle beraber
akut abdominal agrinin 6nemli bir nedeni olarak gosterilmekte ve agir morbiditeye sebep
olmaktadir.?®

Over torsiyonun etiyolojisi kesin olarak bilinmemekle beraber olgularin biiytik bir
kisminda overde kitleye rastlanmaktadir. Overlerde meydana gelen torsiyon normal
sartlarda nadir gortilen bir durumdur. Polikistik overler ya da benign Kistik teratom gibi
agir ovaryen Kkitlelere sahip overler torsiyona egilim gostermektedir. Bunun yaninda
gebelik de risk faktorlerinden birisi saytllmaktadir.4?8

Destekleyici baglar, suspensoriyum ve infindibulo-pelvik baglarin hareketliligi de
over torsiyonuna sebep olabilmektedir. Torsiyon durumunda her iki bagda birbiri etrafina
doner ve sonug¢ olarak kan akimma neden olur. Oncelikle vendz kan akimi kesilir,
arteriyel kan akimi durur. Bu durumu takiben dokusal hasar, 6dem, renk degisikligi,
iskemi ve son olarakta nekroz olusur.?®

2.3. Iskemi Reperfiizyon (I/R)

2.3.1. iskemi

Iskemi kelimesi, Yunancadan kdken alip engelleme anlamina gelen “iskho” ve kan



anlamma gelen “haima” kelimelerinin birlesmesi sonucu olusmustur. Iskemi, dokulara
veya organlara giden damarlarin pihti, mekanik etkenler vb. nedenlerle tikamasi ile
dokunun oksijen ve yasami i¢in gerekli besinleri alamamas1 anlamina gelmektedir.3%%
Iskemi sonras1 doku ve organlarin reperfiizyonu paradoksal olarak organ ve doku hasarini
arttirmaktadir ki bu olay iskemi-reperfiizyon (I/R) hasar1 olarak adlandirilmaktadir. I/R
hasarinda iskemideki hipoperfiizyona ek olarak iltihabi cevap ve birgok organda
disfonksiyon sendromlari ortaya ¢ikmaktadir.*

Iskemi, hipoksinin en sik gériilme durumudur. Hiicrelerin fonksiyonlarii diizgiin
bir sekilde siirdiirmeleri icin oksijen olmazsa olmazlaridir. Iskemi sirasinda dokulara
yeterince oksijen tasinamaz. Boylece hipoksi ile birlikte hiicresel fonksiyonlarin
bozulmasina bagli olarak hiicre 6liimiine kadar gidebilen bir dizi kimyasal olay meydana
gelir. Iskeminin yogunlugu, siiresi, hiicre ve organ tiplerinin metabolik gereksinimleri
iskemi hasarinin siddetini belirler.*

Iskemiden dolay1 hipoksiye maruz kalan hiicrelerde oksidatif fosforilasyona bagl
olarak ATP iiretimi yavaslar ya da durur. Fakat hiicreler tarafindan ATP tiiketilmeye
devam eder ve ATP, AMP ve adenozine parcalanir.®* Adenozin hiicre disina diffiize olur.
Sonugta inozin ve hipoksantin olusur. Hipoksik durumda ksantin dehidrogenaz enzimi
aktiflesemez, dolayisiyla hipoksantin ksantin oksidaz (XO) ile metabolize olur ve ksantin
olusur. Tiim bu reaksiyonlar sonucunda ortaya serbest oksijen radikalleri ¢ikar. 3%
Sodyum- potasyum (Na-K) pompalari da ATP sentezinin bozulmasi ile durur. Boylece
hiicrenin elektrolit dengeside bozulmus olur ve hiicre icine kalsiyum (Ca*?) iyonlarinin
akis1 baslar. Hiicre i¢i Ca*? artis1 proteolitik enzim ve fosfolipazlarin aktive olmasin
saglar. Fosfolipazlarin aktivasyonu arasidonik asit olusumu ile sonug¢lanir. Aragidonik

asit direkt etkiyle mitokondriyal enzimleri inhibe ederek serbest radikal olusumunda

artisa sebep olur.>8%° iskeminin erken safhasinda, dokuda bu metabolik olaylar sonucu



konjesyon kanama ve 6dem goriiliir.*°
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Sekil 2.2. Hiicre zedelenmesi sonucu sitoplazmadaki Ca*? artisimin sebep ve sonuglari*!

2.3.2. Reperfiizyon

Reperfiizyon, iskemiyi onlemek ve kan akimini yeniden saglamak amaci ile
iskemi sonrast dokunun gelistirdigi mekanizmalar sonucu dokudaki oksijen miktarinin
artmast olarak tanimlanir.3032

Reperfiizyon sonucunda dokuda serbest oksijen radikalleri artar, endotel hiicreleri
hasarlanir, kompleman sistemi aktiflesir, polimorfoniikleer 16kositlerin (PMNL) gocii
baslar ve meydana gelen bu faktorler aslinda dokuda iskemi hasarindan daha fazla hasara
yol agar. 424

Reperfilizyon hasarinda, serbest oksijen radikallerinin ve nitrik oksit sentaz enzim
diizeylerinin artmast, lipid peroksidasyonunun gerceklesmesi, 16kositlerdeki integrinlerin
olaya karigmasi, endoteldeki selektin ekspresyonunun goriilmesi, Na-K pompasinin
bozulmasi, intraseliiler Ca*? iyonunun artis1, protein kinaz C’ nin (PKC) aktivasyonu,
fosfotidil inositol 3 kinaz-protein kinaz B (PI3K-Akt) ve mitojen aktive edici protein
kinaz (MAPK) vb. hiicre sinyal yolaklarinin ¢alismasi gibi heniiz netlige kavusmamis
cesitli mekanizmalar sonucu hiicrede nekroz ya da programli hiicre 6liimii ile sonuglanan

patolojik durum ortaya cikar.*>4°
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Sekil 2.3. Iskeminin sematik olarak tarif edilmesi

Reperfiizyon hasarindan sorumlu baglica iki mekanizma vardir. Bunlar;

A. inflamatuar Yamt

e Notrofil- Endotel Etkilesimi

e Kompleman Sistem Aktivasyonu

e Sitokinler ve Diger Faktorlerin Rolii

B. Serbest Oksijen Radikal Olusumu’ dur.

2.3.2.1. inflamatuar Yamt

Reperfiizyon sonrasinda meydana gelen inflamatuar yanit kompleman sistem ve
PMNL-endotel aktivasyonu seklinde gdzlenir. inflamatuar cevabin reperfiizyonla iliskili
viicudun bir bélgesini veya temel bir organini etkilemesi durumunda ¢ok sayida sitokin,
kemokin ve proinflamatuar metabolitler dolasima gecer ve bu durumda inflamasyon
biitiin viicuda yayilabilir.

Baslangictaki inflamasyonun siddetine gore proinflamatuar sonuglar1 degisebilir
ve bu durum organdan organa farklilik gosterebilir.>

2.3.2.1.1. Notrofil-Endotel Etkilesim

Notrofiller inflamatuar yanitin ve reperfiizyonla iliskili lezyonlarin olusumunda



ciddi bir role sahiptir.>® Nétrofiller doku hasarindan sorumlu ve I/R da ilk aktive olan
hiicrelerdir. Notrofillerin inflamasyon bolgesine gog¢ islemi {i¢ asamali bir sekilde
meydana gelir. Bu agsamalar notrofillerin endotele zayif adhezyonu, nétrofillerin endotele
sik1 adhezyonu ve notrofil gogii seklinde olmaktadir.

Endotele notrofillerin zayif adhezyonu ile endotel yiizeyindeki H- selektin ve P-
selektin ile PMNL yiizeyindeki P-selektin glikoprotein-1 (PSGL 1) etkileserek 16kositin
endotele yapismasi gergeklesir. Bu yapismayi endotele nétrofillerin sik1 adhezyonu takip
eder. Reperfiizyon ile olusan inflamatuar yanit ile integrin ve reseptor olusumu uyarilir.
Endotelyal interseliiler adhezyon molekiilii-1 (ICAM-1) reseptorleri ile I6kositlerin
tizerindeki P2 integrinler arasindaki etkilesim ile endotel-l6kosit adhezyonu
gerceklesir.’*®® Son basamak olan nétrofil gdgiinde endotelyal hiicreler arasindan
16kositler gecer ve inflamasyon bdlgesine trans-migrasyon olay baslar. Immunoglobulin
stiper familyasindan PECAM-1 ve kemotaktik ajanlarin bu go¢ olayinda etkili bir rol
iistlendigi bilinmektedir.

I/R hasarinda PMNL’ye bagli olan doku hasar1, notrofil sitoplazma graniillerinden
proteaz, elastaz lipooksijenaz ve fosfolipaz kollajenaz gibi proteolitik enzimler salinir.
Bunun yaninda doku hasarina, NADPH (Nikotinamid adenin dintikleotit fosfat)
oksidasyonu sonucunda olugsan SOR ve kapiller diizeyde 16kosit tikaclarmin olugmasida
yol agmaktadir. Biitiin bunlar iskemik dokuda hasarin artmasinda PMNL nin rolii
oldugunu gostermektedir. Bu yilizden, dokunun reperfiize olmasi nétrofil aktivasyonunu
ve gdgiinii uyararak, kisir bir dongii olusturup doku hasarma sebep olmaktadir.>*8

TNF-a ve IL-1 molekiillerinin, makrofaj hiicreleri ile mast hiicrelerinden ve aktive
olmus nétrofiller tarafindan sentezlendigi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir.>*%° TNF-q
ve IL-1 reseptor ekspresyonunundaki artis ICAM-1" in ekspresyonunu ve NADPH

oksidaz1 uyararak nétrofil adhezyonunu ve degraniilasyonunu artirir.%!



2.3.2.1.2. Kompleman Sistem Aktivasyonu

Yaklasik 30 proteinden meydana gelen kompleman sistem viicutta dogal
bagisiklik sistemi lizerinde 6nemli rol oynar. Kan plazmasinda inaktif bir sekilde bulunan
enzimler sirayla etkilesir ve inflamasyona bagli kompleman sistem aktiflesir. Aktive olan
proteinler, inflamasyon bolgesinde vazodilatasyona, vaskiiler permeabilitenin artmasina
ve fagositlerin endotele yapismasinda uyarici bir etkiye sahiptirler.®?

Kompleman sisteminin aktivasyonu ile C3a, Cb5a, iC3b ve C5b-9 gibi énemli
proinflamatuar komponentler olusur. Anaflatoksinlerden C3a ve C5a lokositleri aktive
eder. Lokosit aktivasyonu ve kemotaksisin uyaran C5a ayrica makrofaj inflamatuvar
protein (MIP)-2, MIP-1a, MIP-1b, monosit kemoatraktan protein (MCP)-1, IL-1, IL-6 ve
TNF-a iiretimini uyararak inflamatuvar yanit1 arttirir.%®

Bunun yani sira kompleman sistemdeki bu aktivasyon birgok sitokinin sentezini
ve salinimini uyararak inflamatuar cevapta artigsa sebep olmasina ragmen hala kompleman
sistemin I/R hasarindaki rolii tam olarak aydinlatilamamustir.

2.3.2.1.3. Sitokinler ve Diger Faktorlerin Rolii

Hiicreler arasi iletisimde rol oynayan sitokinler, birgok biyolojik fonksiyonlar
diizenleyen hormon benzeri molekiillerdir. Sitokinler, oldukc¢a diisiik molekiil agirligina
sahip protein veya glikoprotein yapisindadir. Ozellikle makrofajlar ve aktive olmus
lenfositler ile pek ¢ok hiicre tarafindan sentezlenmektedir.54%°

Sitokinler, ilk olarak Cohen ve arkadaslar1 tarafindan basta immun sistem
hiicreleri olmak tizere pek ¢ok hiicre tarafindan salgilanan, doku tamiri, bagisiklik, hiicre
gelismesi, hiicre cogalmasi gibi birgok gorevi olan polipeptitler olarak tanimlanmugtir.®
Sitokinler ilk baslarda salgilandigi yere gore farkli isimler ile amilmistir. Bunlardan

lenfositler tarafindan salgilanan sitokinlere lenfokin, monositler tarafindan salgilanan

sitokinlere monokin, I6kositler tarafindan salgilanan sitokinlere interldkin denilmistir.®’



Calismalar yapildik¢a bir¢ok farkli hiicre tarafindan benzer sitokinlerin salgilandig tespit
edilmis ve sitokinlerin hiicreler iizerinde yaptig1 etkiler goz oniine alinarak kemotaktik
sitokinler, proinflamatuvar sitokinler, antiinflamatuvar sitokinler, biiyiime faktori
sitokinler ve immun diizenleyici sitokinler olmak iizere 5 ana grupta toplanmustir.®

Hormonlara pek ¢ok yonden benzeyen sitokinler, hormonlar gibi 6zellesmis bir
dokudan degil de, farkli hiicreler tarafindan sentezlendigi i¢in hormon sinifinda kabul
edilmezler.®®

Sitokinler salgilandiklar hiicreye etki ediyorsa otokrin, yakinindaki bir hiicreye
etki ediyorsa parakrin, uzaktaki bir hiicreye etki ediyorsa endokrin etki olarak
tanimlanir.’® Sitokinler birbirlerinin fonksiyonlarim etkileyerek antagonist veya sinerjist
etki de gosterebilirler.”t

TNF-a, IL-1B ve IL-6 dogal immiiniteye aracilik eden baslica sitokinlerdir.
Ozellikle TNF- o I/R’ da inflamatuar yanitin olusmasinda &nemli rol oynar.’

TNF-a hiicre yiizeylerindeki reseptorler araciligi ile hiicresel etkinlik gosterirler.
Ozellikle enflamasyonda PMNL’ e kars1 endotel hiicrelerin yiizeylerini ICAM-I, NCAM-
I, ELAM-I gibi adhezyon molekiilleri varliginda daha yapiskan olmasini saglar. Bunun
yani sira notrofiller iizerine de etki ederek endotel hiicrelerin yapiskan ozelliklerini
arttirir. Yani TNF- o’ nin PMNL’ e bagli hasarda rol oynamaktadir.”

Tek c¢ekirdekli fogositik hiicre ve damar endotel hiicrelerine etki eden TNF- a, IL-
1 B ve IL-6’ nin dolagima salinmasini uyarir.’*

Yiiksek konsantrasyonlarda TNF-a, damar diiz kaslarin1 gevsetir, kan basincini ve
doku perflizyonunu azaltir. Bu 6zelligi ile diiz kas hiicrelerini dogrudan etkileyip damar
genisletici molekiiller olan NO, prostasiklini uyararak dolayli yoldan oldiiriicii etkilere

sebep olabilir. Temel kaynag1 aktive mononiikleer fagositler olan IL-1 3, TNF-a ile yakin

biyolojik etkilere sahiptir. IL- 1 B’ nin etkinligi dolasimdaki sitokin miktarina baglidir.
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Diisiik konsantrasyonda bolgesel inflamatuar yanita aracilik eden IL-1 B’ nin
mononiikleer fagositlere ve damar endoteline etkisi ile daha sonraki kendi sentezini
arttirir. Bunun yami sira IL-6' nin sentezini de tetikledigi bilinmektedir. Aslinda IL-1
dogrudan dogruya doku hasar1 olusturmaz fakat TNF-a' in neden oldugu doku hasarini
potansiyelize eder.”

2.3.2.2. Serbest Radikaller

Biyokimyasal redoks tepkimeleri sonucu ortaya ¢ikan, son yoriingelerinde
eslenmemis elektron bulunduran ve bu sebeple kolayca elektron alip verebilen organik ya
da inorganik kaynakli atom ya da molekiillere serbest radikaller denir. Son derecede
reaktif olan bu molekiiller diger molekiillerle hizli bir sekilde reaksiyona girme
egilimindedirler. Aerobik metabolizma siiresince hiicre i¢cerisinde devamli olarak olusan
bu radikallerin baz1 patolojik durumlarda iiretimleri de hizla artmaktadir.’

Canlilarda endojen ve eksojen kaynakli olarak {iretilen serbest radikallerden
endojen kaynakl olanlar, mitokondrial elektron tasima sistemi, lipooksijenaz, fagositik
hiicreler, otooksidasyon, yaslanma, oksidan enzimler vb. nedenler sonucu olusurlar.”’

Bunun yani sira, indirgenme-yiikseltgenme (redoks) tiriinleri, radyasyon, alkol,
uyusturucu, sigara, ilag oksidasyonlar1 ve agir metaller eksojen radikal kaynaklari olarak
bilinirler™.

a. Serbest Oksijen Radikalleri

Organizmada oksidasyon reaksiyonlari, molekiiler oksijene tek bir elektron
transferiyle sonucunda olusur. Molekiiler oksijen ise oldukga yiiksek derecede reaktif
oksijen tiirleri (ROT) olusturmaya meyillidir.5

Oksijene 1 elektron transferiyle siiperoksit radikali (O27), 2 elektron transferiyle
H202 meydana gelir.”® ikiden fazla elektron alabilen ve oldukea giiglii oksidan olan H,02

sitotoksik iiriinlere doniisebilir.2® Ferro demir (Fe*?) iiciincii elektronunu hidrojen
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perokside transfer ederse O-O bag kirilarak, su (H20) ve hidroksil (OH") radikali
meydana gelir. En giiclii radikal olarak bilinen serbest radikal OH" radikalidir.8! Olusan
tiim reaktif ara tirtinlerin hepsi radikal olmayip Tablo 2.1.” de radikal ve radikal olamayan

gruplar gosterilmistir

Tablo 2.1. Reaktif Oksijen Uriinleri

Radikaller Radikal Olmayanlar
Siiperoksit (O2") Hidrojen Peroksid (H202)
Hidroksil (OH") Singlet Oksijen (*02)
Hidroperoksil (HO2") Hipokloroz asit (HOCI)
Alkoksil (RO") Peroksinitrit (ONOO-)

ROO" Peroksil Ozon (O3)

Nitrik Oksit (NO") Lipid Hidroperoksid (LOOH)

Azot Dioksit (NO2")

e Siiperoksit Radikali (02"

Hiicrede rediikte olmus elektron tasiyicilar1 otooksidasyon ile siiperoksit radikali
(O27) ni olusturur. Haber-Weiss reaksiyonu bu reaksiyonlarin en 6nemlisini olusturur.
Haber-Weiss reaksiyonu sonucunda demir varliginda etkilesen Oz ve H20: giiglii bir
reaktif olan HO" radikaline doniistir. Bu gliglii reaktif molekiilii 6zellikle DNA gibi
yapilarla etkileserek ciddi hasarlara sebep olabilmektedir.

Stiperoksit radikallerinin yarilanma Omiirleri olduk¢a kisadir ve dismutasyon
reaksiyonlart ile Oz ve H202 meydana getirirler. Kendiliginden meydana gelen bu
reaksiyonu katalizleyen enzim siiperoksit dismutaz (SOD) enzimidir.®2

Reaktif oksijen tiirii olan ONOO", siiperoksit radikalinin nitrik oksit (NO") ile
reaksiyona girmesi ile meydana gelir. Peroksinitrit, nitrat (NO*) ve nitrit (NO?") meydana
getirmek {izere metabolize olur. Ayrica nitronyum iyonu (NO?"), azot dioksit (NO?"),
hidroksil radikali(OH"), gibi toksik iiriinlere ¢evrilebilen peroksinitrit, nitrik oksitin (NO")

zararh etkilerinden sorumludur.”®8°
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e Hidrojen Peroksit (H202)

Fenton reaksiyonu ile Fe?* veya diger gecis metallerinin ve siiperoksit radikalinin
(O2¢) varliginda (Haber-Weiss reaksiyonu) en gii¢lii radikal olan OH" olusturur.

H20; + Fe?* —Fe®* + OH + OH" (Fenton reaksiyonu )

O2¢” + H202 — O2 + H20 + OH" (Haber-Weiss reaksiyonu)

Stiperoksit radikalinden farkli olarak H20> olarak lipofilik oldugundan olustugu
yerin uzagmnda bulunan ve Fe?" barindiran hiicresel membranlarda da hasar
83,84

olusturabilir.

e Hidroksil Radikaller (OH")

Yarilanma 6miirleri oldukga kisa olan (9-10 sn) ve son derece reaktif olan (OH")
radikalleri H2O’ un hidrolizi ve H202 in ge¢is metallerinin indirgenmesi sirasinda
olusabilir.

H-O-H — H + OH

Hidroksil radikali, tioller gibi bir¢ok biyolojik molekiilden hidrojen atomunu
koparabilir.®

R-SH + OH — RS + H20

Bu reaksiyonla olusan siilfiir radikali Oz ile birleserek siilfenil ve tiyol peroksil vb.
oksisiilfiir radikallerini olusturur. Olusan radikaller biyolojik sistemlerde molekiil
bazinda hasar yapici etkiye sahip olup OH" nin lipid peroksidasyonunu arttirmasi en 1yi
bilinen biyolojk hasaridir.

e Nitrik Oksit (NO)

L -argininden nitrik oksit sentaz enzimi ile {iretilen nitrik oksit, azot monoksit veya
nitrojen monoksit olarak da bilinmektedir. NO’ deki oksijen eslenmemis bir elektron
icerdigi i¢in superoksit radikalleri ve gecis metalleriyle kolayca reaksiyona girme

egilimindedir. NO’ nun yar1 dmrii oldukca kisadir. NO radikali, O2" ya da H20: ile
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reaksiyona girerek, onlardan daha oksidan bir molekiil olan (ONOOH") olusturur.
Peroksinitrit bir radikal olmamasina ragmen ileri derecede reaktif olan OH" radikali
olusumuna yol agmaktadir.®

b. Serbest Radikallerin Hiicresel Komponentler Uzerine Etkisi
Organ ve sistemleri 6nemli 6l¢giide etkileyen bir¢ok hastaligin patogenezinde rol
oynayan serbest oksijen radikalleri hiicrede fazla miktarda olmadik¢a patolojik etkileri
baslamaz.®” Yaslanma, radyasyon, enflamasyon, normalden yiiksek parsiyel oksijen
basinct (pOy), azot dioksit (NO2") ve ozon (O3), ilaglar ve kimyasal maddeler gibi gesitli
uyaran etkileri ile reaktif oksijen iriinlerinin arttig1 bilinmektedir. Hiicre zarindaki
protein, lipitler, karbonhidrat ayrica DNA, plazma lipoproteinleri gibi 6nemli bilesikleri
ile tepkimeye girip hiicrede fonksiyon bozuklugu yaparlar.8!
e Proteinler Uzerine Etkileri
Serbest radikallerin dogrudan hadefi olan proteinlerin igerdikleri amino asitlerin
distilfit bag1 miktar1 onlarin serbest radikal harabiyetinden ne kadar etkilenecegini
belirler. Yiiksek miktarlarda disiilfit bagina sahip ekstraseliiler proteinler Serbest
radikallerle yiiksek derecede reaktiflige sahip olduklarindan (IgG, Albumin gibi) peroksil
ve hidroksil radikal saldirilarina karsi olduk¢a hassastirlar. Bunun yani sira dogadaki
oksitlenmis proteinlerin ¢ogu, islevsel olarak inaktiftir ve bunlar hizli bir sekilde
uzaklastirihir. Uzaklastirllamayan ve zamanla asamali olarak biriken oksitlenmis
proteinler bazi hastaliklara ve yashlik ile iliskili hasarlara da sebep olur. &
e Lipidler Uzerine Etkileri (Lipid Peroksidasyonu)
Lipid peroksidasyonu, hiicre membranindaki glikoliplerin, fosfolipidlerin,
poliansatiire yag asitlerinin serbest oksijen radikallerince alkol, peroksit, aldehid, etan,
hidroksi yag asitleri, pentan gibi zararli {iriinlere doniismesidir.%

Lipid peroksidasyonunun sonlanmasi, lipid hidroperoksitlerinin (LOOH) aldehid
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ve diger karbonil bilesiklere doniismesi ile olmaktadir. Linolenik asit, arasidonik asit gibi
ic ya da daha fazla ¢ift bag igeren yag asitlerinin oksidasyonu sonucu meydana gelen
malondialdehid (MDA) membranlarda polimerizasyona ve ¢apraz baglanmalara sebep
olarak enzim aktivitesinde bozukluklar, esneklik kaybi, iyon transportu ve hiicre yiizey
determinantlarinin agregasyonu gibi patolojik durumlara yol agmaktadir. Bunun yani sira
lipid peroksidasyonu membran akiskanligini ve permeabilitesini dislrerek zar
biitlinliigiinliin bozulmasina neden olur. Bu durum hidrolitik enzimlerin salinmasi ve
hiicre ici sindirimle sonuclanir.8-%

Doku ve kandaki MDA diizeyleri, lipid peroksidasyonunun gostergesi olarak en

¢ok kullanilan parametreler arasinda yer almakta olup olduk¢a mutajenik, genotoksik ve

karsinojenik bir bilesiktir. Bu nedenle de hiicre icin gok toksik bir bilesiktir.%

HO
RH ——<4—>» R* Karbonmerkezli
Doymanus yag asiti radikal
(PUFA) §

Konjugedienier

l/ 0

ROO* Lipidperoksil radikali

ROOH Lipidhidroperoksit

Sekil 2.4. Reaktif oksijen tiirlerine bagl olusan lipit peroksidasyon iiriinleri®?

¢ Karbonhidratlar Uzerine Etkileri

Otooksidasyon sonucu monosakkaridler H20,, okzoaldehid ve peroksitleri
meydana getirir. Bu iriinlerin kanser, diyabet gibi kronik hastaliklarin patogenezi ile
iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Bunun yani sira okzoaldehidler DNA, RNA ve
proteinlerle kolayca etkilesip, aralarinda ¢apraz baglar olusturabilmektedir. Bu 6zellikleri

sayesinde de antimitotik etki gostererek kanser ve yaslanma olaylarinda rol oynadiklar
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bilinmektedir.®® Poliansatiire yag asitleri (PUFA) ve karbonhidratlarin oksidasyonu ile
glyoksalin olusur ve g¢alismalarda bu {riiniin hiicre boliinmesini inhibe ettigi
gosterilmistir. 8
e Niikleik Asitler ve DNA Uzerine Etkileri

Mitokondrial ve niikleer DNA, serbest radikallerin 6nemli hedeflerindendir. Fakat
caligmalar niikleer DNA’ nin mitokondriyal DNA’ya gore ¢ok daha fazla seri onarim
reaksiyonuna tabi tutuldugunu gOstermistir. Serbest radikallere maruz kalan
mitokondrinin islevini yitirmesi ile hiicre enerji kaynaklarmi kaybeder. Bu durum
yaslanma ve 6liim ile sonuglanir.®® Niikleotidlerin serbest radikallere maruz kalmast ile
DNA zincirindeki tek veya g¢ift dal kiriklari hiicrede mutasyon ve oliimlere sebep
olabilmektedir.®®

c. Hiicredeki Bashca Serbest Radikal Kaynaklar:

Hiicrenin normal metabolizmasi sirasinda meydana gelen oksidasyon-rediiksiyon
reaksiyonlar1 sonucu olusan serbest radikallerin yani sira ilag, sigara, glines 1sinlar1 vs.
gibi gesitli dis kaynaklar da bu reaktif molekiillerin olusumuna sebep olabilmektedir.
Serbest radikal olusturan kaynaklar endojen ve ekzojen olmak {izere iki gruba

ayrilabilir.%*
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Tablo 2.2. Hiicrede Serbest Radikal Kaynaklari

Endojen Kaynaklar Ekzojen Kaynaklar

Mitokondrial elektron transport zinciri Redoks siklusu (paraquat, doksorubisin)
Mikrozomal elektron transport zinciri Ilag oksidasyonlari

Oksidan enzimler Sigara

Ksantin oksdaz Giines 15181

Indolamin dioksijenaz Is1 soku

Galaktoz oksidaz
Siklooksijenaz
Lipoksijenaz
Monoamin oksidaz
Fagositik hiicreler
Notrofiller

Monosit ve makrofajlar
Eozinofiller

Endotelyal hiicreler

Otooksidasyon reaksiyonlar1 (Fe*?)

2.4. Antioksidan Sistemler

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu, bunlarin olusturdugu hasarlar1 6nlemek
amaciyla viicutta antioksidan savunma sistemler olarak adlandirilan savunma
mekanizmalar1 gelismistir. Oksidatif strese karst hiicreler giiclii savunma sistemlerinin
varlig1 sayesinde korunurlar. Savunma sistemlerinin basinda enzim sistemi ve serbest
radikal tutucular etkili olmaktadir. Serbest radikaller eger ki ndtralize edilmezler ise
organizmada ciddi hasarlara neden olabilirler.8!

Antioksidanlar, oksidatif hasarin yayilmasini engelleyen molekiillerdir.
Organizmanin farkli hiicre, organ ve hiicre organellerinde bulunan ve ROT’ lara kars1
savunmada rol oynayan ¢esitli antioksidanlar bulunmaktadir.®®* Bu savunma
mekanizmalar1 etkilerini cesitli sekillerde gosterebilirler. Ornegin bazilar1 hasarli hedef
molekiillerin yerini alip ROT olusumunu minimalize ederken, bazilar1 hasarli hedef
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molekiilleri onarip metal iyonlarin1 baglayabilir.®® Antioksidanlar farkli sekillerde
gruplandirilabilirler. Bunlar yerlesimlerine gore intraselliiler, ekstraselliiler; yapilarina
gore enzim olanlar, enzim olmayanlar; kaynaklarina gére endojen ve ekzojen olanlar;
¢Oziiniirliiklerine gore suda ¢oziinen ve yagda ¢oziinen seklindedir.

2.4.1. Mitokondrial Sitokrom Oksidaz Sistemi

Sitokrom oksidaz solunum zincirinin son enzimidir. Asagida verilen reksiyonla da
stiperoksidin detoksifikasyonu saglanir.

402+ 4H" + 4e- — 2H20

Verilen reaksiyon devamli olarak islemektedir ve bdylece besin maddelerinin
oksidasyonu tamamlanmis olmaktadir. Sonug olarak yiiksek miktarda enerji iiretimi
saglanmaktadir. Fakat siiperoksitlerin inaktive edilmesinde bu enzim yetersiz
kalmaktadir. Bu durumda da devreye diger antioksidan sistemler girmektedir.

2.4.2. Siiperoksid Dismutaz (SOD)

Stiperoksid Dismutaz (SOD) enzimi serbest radikallere kars1 organizmadaki ilk
savunma sistemi olup siiperoksit anyonunun, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene
doniistiigli reaksiyonu katalizler. Bir metalloprotein olan SOD, siiperoksit radikallerinden
H20: iiretimini saglar. Bu sayede reaktif oksijen molekiillerinden daha ¢ok zararli ve
toksik etkili olan *OH radikalinin ortamda birikmesini engeller.’” SOD enzimi 1939
senesinde izole edilmis ve antioksidan aktivitesi 1969’ da Fridovich ve McCord
tarafindan belirlenmistir®®,

20, +2HY 302, H,0,+0;
[k olarak reaksiyonda siiperoksid anyonu enzimde bulunan arjininin guanido

*2> 3 verir. Bu durumda Cu*?, Cu*®’ e, kendiside

grubuna baglanarak bir elektronunu Cu
molekiiler oksijene doniisiir. Diger siiperoksid anyonu da ortamda bulunan protanlart ve

bakira verilen elektronu alir. Boylece H20> olusmus ve dismutasyon tepkimeside
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tamamlanmis olur.%

SOD’ nin, kofaktor olarak igerdigi metal iyonuna goére dort ayr1 formu
bulunmaktadir. Bunlar Cu/Zn igeren dintikleer veya Mn, Fe ve Ni igeren monontikleer
siiperoksid dismutaz enzim formlaridir.!® Cu/Zn SOD ¢ogunlukla 6karyotik hiicrelerin
sitozoliinde, mitokondrilerinin zarlar aras1 bolgelerinde, niikleer membranlarinda ve bazi
prokaryotlarda bulunur.®® Mangan iceren Mn-SOD’ un prokaryotlardaki formunda her bir
alt biriminde bir mangan atomu igeren birbirinin aym iki alt birim bulunur.
Okaryotlardaki mitokondri dismutazi ise tetramer yapisindadir.!® Birtakim aerop ve
anaerop bakteriler, bazi bitkiler Fe-SOD igerirken, Ni-SOD ise cogunlukla Streptomyces
gibi bakterilerde tespit edilmistir. %

2.4.3. Katalaz (CAT)

Hiicre icinde peroksizomlarda bulunan ve peroksizomlarin birincil karakteristik
enzimi olan katalaz (CAT) hidrojen peroksiti, H-O ve molekiiler oksijene ¢evirir. CAT,
dort adet Hem grubu ihtiva eden hemoproteindir. Ayrica CAT her bir alt birimine sikica
baglanmis bir molekiil NADPH bulundurur. Katalaz karaciger, eritrositlerde ve
bobreklerde yiiksek aktivite gdsterir.%

H,0; —CAT, 2H,0 + O,

CAT’ in Km’ s1 oldukga yiiksektir ve substrati olan H202’ nin disik
konsantrasyonlarinda aktiviteside bu durumda diistik olur. H.O> konsantrasyonu arttik¢a
lineer olarak katalazin aktivitesi de artar. Bu durum oksidatif strese kars1 korunmada
olaganiistii bir olanak saglar.®® CAT’ n aktivitesinde meydana gelen aksamalar ile
ortamda H.O; artar ve daha reaktif olan hidroksil radikalinin olusmasina sebep olur.1%2

2.4.4. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidaz, hidrojen peroksit, lipid peroksit ve hidroperoksitleri

indirgeyen, selenyum iceren hidroperoksidazdir.'®® Hiicrenin sitoplazmasinda yer alir.
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Eritrositlerde ve diger dokularda rediikte glutatyonu kullanarak hidrojen peroksit ve lipid
peroksitlerin par¢alanmasinda rol alarak membran lipitlerini ve hemoglobini peroksitler
araciligiyla olusabilecek oksidasyona karsi korur. GSH-Px’ i iki substrati olan
peroksitler alkolle indirgenirken diger substrat olan glutayon (GSH) yiikseltgenir ve
sonugta yiikseltgenmis glutatyon (GSSG) ortaya cikar.5!

H,0; + 2GSH SSHPX, GSSG + 2H,0

ROOH + 2GSH SSHPX, GSSG + ROH + H,0

2.4.5. Ksantin Oksidaz

Ksantin oksidaz (XO), siiperoksit anyon radikallerinin birincil enzimatik
kaynaklarindandir. XO biitiin ¢ekirdekli hiicrelerde yer alan metaloflavoprotein
ailesindendir. XO piirin niikleotid metabolizmasinda hiz kisitlayict enzim olarak
ksantinin ve hipoksantinin, tirik aside doniismesini katalizler ve Oy iireten enzimin
aktivitesi ksantin dehidrojenazin XO’ ya proteolitik doniisiimii ile olduk¢a yiiksek
miktarlarda O iiretebilir.

Pek ¢ok enzim gibi ksantin oksidaz da katalitik dongiisii sirasinda serbest radikal
olusturur. Hasarlanmamis dokularda bir dehidrojenaz olarak varligmi siirdiiren XO
piirinlerin yikim yolaginda hipoksantinden ksantin ve ksantinden iirik asit olusturma
basamaklarinda elektron akseptorii olarak molekiiler oksijenden ¢ok NAD™ kullanir.
Iskemik durum olarak adlandirilan oksijensizlige bagl olarak ADP’ nin ATP’ ye
fosforilasyonunun diistiigli durumlarda, ADP yikilir. Piirin bazi, ksantin oksidazin bir
oksidaz olarak etkili olmasiyla hipoksantine doniistiiriilir. XO’ 1n bir oksidaz olarak
aktivite gostermesi durumunda hipoksantin ksantine ve ksantin iirik aside doniistirken O
kullanilmakta, molekiiler oksijen H,02’ e indirgenmektedir.!%®

Iskemik sartlarda Oz seviyesi diisiik oldugundan &nemli hasar olmaz. Fakat

reperfiizyon sirasinda Oz seviyesi normale dondiigiinde iskemi yerinde ksantin oksidaz
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etkisiyle fazla miktarda H2Oz ve siiperoksit radikali olusur. Bu durumun sonucunda da
iskemi- reperfiizyon hasar1 denen durum ortaya ¢ikar.'%

2.5. Apoptozis: Programh Hiicre Oliimii

Cok hiicreli canlilarin hiicre boliinmesiyle artan hiicre sayisilari hiicre 6liimlii ile
dengelenir. Organizma artik gereksinim duymadigi hiicreleri hiicre i¢i haberci sistemleri
ile o hiicrenin intihar siirecini baslatilir. Béylece yunanca yaprak dokiimii anlamina gelen

apoptoz ya da programli hiicre dliimii gergeklesir.'%6-108

Apoptozis
(Programh Hicre Olimi)

N ‘g)’_‘ Membran Yizevindeki
.\'ormalHiicre/'.i_' .\‘ § Cikintilar

oy Hiucre Buzilmesi N e"
\ ve e
N [ X ,,‘ Kromatinlerde -y
€ ’-/ Yogunlasma
S
L 1 [
Sig
- ¥y
Apoptotik "4}
Hili’:fefe:'in ) \."" 4 ‘Niikleer Yikam
Parcalanmas: =&, 8 Devam Ediyor

Apoptotik Form

Sekil 2.5. Programl1 hiicre 6liim asamalar1'%°

Apoptoz organizma icin fizyolojik bir olaydir ve gelisim, dokuda hiicre
poplilasyonunun korunmasi, yaslanma gibi homeostatik dengenin korunmasina katki
saglar. Ayrica hastalik ya da zararl ajanlar tarafindan hiicreler dejenere oldugunda ya da
immun reaksiyonlarda koruyucu bir mekanizma olarak apoptoz ortaya cikar.}10
Hiicrelerde apoptoz sinyali alindiktan sonra fizyolik ve biyokimyasal degisiklikler
meydana gelir. Bu durumda hiicreler kiigiilip ve kondanse olur, hiicre iskeletleri
dagilarak cekirdek zarinda erimeler goriiliir ve DNA pargalara ayrilir.!t?

Sistein proteaz grubu enzimleri olan kaspazlar, programli hiicre 6liimii sirasinda
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kritik rol oynayan multigen ailesinden olusmaktadir. Kaspazlar hiicre sitoplazmasinda
bulunurlar. Baslatici ve uygulayici kaspazlar olmak tizere apoptoz ile ilgili iki ayr1 enzim
grubundan olusmaktadirlar. Insan endotel ve kan hiicrelerindeki vezikiiller ‘kaspaz-3’
ihtiva etmektedir. Kaspaz-3’ i barindiran bu vezikiillerin salinim ve inhibisyonu,
apoptozun indiiksiyonunu onleyebilmektedir. Bunun yani sira DNA polimerazi inaktive
ederek hiicreyi apoptoza gondermektedir.**®

2.5.1. Apoptotik Marker Kaspaz-3
Acilim1 "Cysteine Aspartate Specific Proteases-CASPASE™ olan kaspazlar, sistein-
proteaz grubu enzimlerdir. Kaspazlar apoptotik hiicre 6liimiinde rol oynayan multigen
ailesindendir.

CPP32- Yama- apopain olarak bilinen kaspaz-3, 17 kDa ve 12 kDa altbirimlerine
boliinen 32 kDa zimogeninden olusur.!!*!® Kaspaz-3, insanda kan ve endotel
hiicrelerinde bulunan vezikiiller igrisinde yer alir. Kaspaz-3 iceren bu vezikiillerin
salinimi1 ve inhibisyonu apoptozun indiiksiyonunu dnleyebilmektedir ve bunun yani sira
DNA polimeraz aktivitesini baskilayip hiicreyi apoptozise yonlendirmektedir.'*3

Apoptotik hiicrede, hem ekstrinsik hem de intrinsik yollarla aktive edilen kaspaz-
3 zimojen 6zelliklidir. Bunun nedeni; kaspaz aktivitesinin hiicreleri herhangi bir ayrim
gdzetmeksizin dldiirmesidir, 11617

Kaspaz-3, oldiiriicii kaspazdir ve zimojen apoptotik sinyal olaylar1 olduktan sonra
bir 6ncii kaspaz tarafindan béliinene kadar inaktiftir.*® Bu tarz bir sinyal, olay1 baslatan
kaspazlar1 aktive eden granzyme B' nin 6ldiiriicii T hiicreleri tarafindan apoptoz i¢in
hedeflenen hiicreler i¢inde bulunur,!%12°
Bu ekstrinsik aktivasyon, daha sonrasinda kaspaz- 3' {in etkin bir rol oynadigi

apoptotik olaylarin énemli kaspaz kaskadlarim tetikler.!?! Intrinsik aktivasyonda ise,

mitokondriyumdaki sitokrom c, prokaspaz-3'ii islemek i¢in kaspaz-9, apoptoz aktivasyon
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faktorii 1 (Apaf-1) ve ATP ile koordineli bir sekilde is goriir. 119122123

[] [= Aeaf1 @ Sitokromc
+0o E:Kaspaz-S # Aktifkaspaz

?J ATP A\ r

Mo . opiiec. tyia
A A iy
7\ VA

Sekil 2.6. Kaspaz aktivasyon mekanizmasi

In vitro sartlarda bu molekiiller kaspaz-3 ii aktive edebilmek i¢in yeterlidir. Diger
diizenleyici proteinler ise in vivo olarak gereklidir.'??

2.6. Niikleer Faktor Kappa B (NF- Kp )

Niikleer faktor kappa B (NF- K ), ¢cok sayida gen ekspresyonunu diizenleyen bir
transkripsiyon faktoriidiir. NF- KB 6zellikle hiicre proliferasyonu, hiicre farklilagsmasi,
apoptozis ve inflamasyon gibi olaylardan sorumludur.'?® flk defa 1986 yilinda Sen ve
Baltimore tarafindan B lenfositlerin ¢ekirdeklerinde bulunan ve immunglobulin kappa
hafif zincir genine baglanip ekspresyon diizenleyen bir transkripsiyon faktorii olarak
tanimlanmistir.}? flerleyen yillarda yapilan ¢aligmalarda NF- KB * nin pek ¢ok organizma
ve hiicre tipinde bulunan, ¢ok sayida genin ekspresyonu i¢in 6nemi olan diizenleyici bir
protein oldugu vurgulanmistir.’?” NF- KB ’ nin memeli hiicrelerinde, NF- KB 1, NF- Kp
2, Rel A, Rel B ve c-Rel olmak iizere 5 alt iinitesi bulunmaktadir.'?®

Hiicrelerin sitoplazmasinda inaktif bir halde bulunan NF- K sadece aktive
edildiginde niikleusa gecer.!?® DNA ya baglanir. Burada 150 den daha fazla genin
ekspresyonunu diizenler.*® 2005 yilinda yapilan bir ¢alismada NF- kB’ nin apoptoz,
inflamasyon, kanser, gelisimsel islemler ve baz1 gen ekspresyonlarini igeren ¢ok sayida

fizyolojik islemler ile iliskisi bulunmustur.’3! Serbest radikaller, sitokinler, mikrobial
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ajanlar ve iyonize radyasyon vb. faktdrler NF- KB > nin uyarilmasina sebep olur.**? Yine
yapilan c¢alismalar NF- KB ’ nin normal olmayan aktivasyonunun, kanser, akciger
fibrozisi, astim, septik sok, AIDS gibi inflamasyon ile ilgili hastaliklar ve patolojik
durumlarla iliskili oldugunu gostermektedir.’®® NF- KB > nin siirekli inaktive
durumlarinda ise apoptoz ve gecikmeli hiicre biiyiimesi goriilmektedir.®*

2.7. Otofaji

Yunancada ‘kendini (auto) yeme (phagy)’ anlamina gelen ‘otofaji’ ilk olarak
1963° de Christian de Duve tarafindan siganlarin karaciger epitel hiicrelerinde
kesfedilmistir.!* Otofaji, hasarl hiicre proteinlerini ve organelleri ortadan kaldiran bir
siiretir.’®® Otofajide, fizyolojik sartlar altinda organellerin ve hiicre i¢i molekiillerin
dongiisiiyle homeostazi korunmaktadir. Ayrica artan hiicre stresi aninda hiicrenin hayatta
kalmasimi saglamaktadir.*®"13 Hiicre iceriginin parcalanip, geri doniistiiriilmesinin
baslica yolu olan otofaji uyarildiginda bozunuma ugrayan sitoplazma ve organeller
vezikiil igerisine almip memelilerde lizozama, mayalarda ise vakuole gonderilir.!%

Son yillarda yapilan ¢alismalarda otofajinin morfogenez, farklilasma,
metabolizma, yaslanma, bagisiklik sistemi ve hiicre olimiinde de rol oynadigi
gdstermigtir, 140141

Makrootofaji, mikrootofaji ve saperon aracilikli otofaji olmak tizere 3 degisik
otofaji mekanizmasi olmasina ragmen otofaji dendiginde kastedilen makrootofajidir. ilk
olarak otofaji ile baglantili proteinler (autophagy related proteins) kisaca ATG ler
mayalarda yapilan g¢alismalarda saptanmistir. Gliniimiizde 30’ dan fazla ATG geni
bulunmaktadir. Bu proteinlerin bir kisminin otofajik kesecikler yani izolasyon
membraninda ve otofagozom olusumunda rol almaktadir. Memeli hiicrelerinde
mayalarda bulunan ATG proteinlerinin anologlari bulunmaktadir. Bu analog proteinler

memelilerde otofaji basamaklarmin diizenli bir sekilde ilerlemesini saglamaktadir.'#2
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Otofaji mekanizmasi 6zetle 5 basamakta toplanabilir;

1. Baslatilma Evresi, ATG/ULK (unc5- benzeri kinaz) bileseni sorumludur.

2. Cekirdeklenme Evresi, Beklin-1/simif III PI3K (fosfotidilinositol-3 kinaz)
bilesenleri,

3. Zar Uzama Evresi, ATG12 ve ATGS8/LC3 iki ubikutin benzeri birlesmis
sistemler,

4. Toplanma Basamagi Evresi, Transmembran ATG9 ve fagofor olusumu igin
diger ATG proteinler,

5. Lizozom ile birlesme ve Yikim Evresi, otofagozom ve lizozomun birlesmesi,

LAMP2 ve RAB7 proteinler gorevlidir. Sonugta lizozomal hidroliz olur ve

yikim gerceklesir.13
:Jl. Baslatilma
! 0
‘ 7 mTOR b—v—Raparmsm
{ Q 0 .
: % 4
ZarOlsums 3 Otofa gozom 5. leozom ile Birlesme 6. hkxm

-

.....................................................................................................

! 2. Cekirdeklenme ' I4Tplanma 3. Zar Uzamasi

Sekil 2.7. Otofaji mekanizma agamalari**

Fosfotidilinozitol 3-fosfat, otofaji mekanizmasindaki kesecigin meydana
gelmesinde yer alan protein gruplarini otofaji olusum merkezine yonlendirir. Sonugta
artik ¢ekirdegi olusan otofagozomda membran uzamasi ve kesecik olusumu gerceklesir.

Bu islem iki ubikitinleme merkezi sistem tarafindan kontrol edilir. Ilk olarak ATG12
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proteini ATGS proteinine baglanmasi gerceklestirilir. Birlesen ATG12-ATG5, ATG16
ile birleserek izolasyon membraninin dis kismina baglanir. Diger {ibikitin benzeri
sistemde ATGS8 proteini fosfotidiletonalamin (FE)’ ¢ kovalent olarak baglanir ki
buradaki ATG8 proteini memelilerde kisaca LC3 olarak bilinen MAP-LC3 (mikrotiibiil
ile iligkili protein 1A/1B hafif zincir 3-11) proteinidir. FE' e LC3' iin baglanmasi i¢in
ATG12-ATG5-ATG16 kompleksi gerekli olup LC3' iin FE' e baglanmasi otofaji
sirasinda zarin taginmasi ayrica zarin uzamasl igin gerekli bir olaydir. Atg4 proteini ise

artik islevi biten LC3 proteinlerini FE' den ayirarak tekrar kullanilmasini saglar.'4°

2.8. Corek Otu ve Timokinon

Ozellikle Akdeniz iilkeleri olmak iizere pek ¢ok iilkede ve Tiirkiye’de oldukca
yaygin olarak yetisen ve timokinon, alkaloidler, antosiyaninler seklinde kimyasallar
iceren ¢orek otu ya da siyah tohom olarak bilinen Nigella sativa, L. Ranunculaceae

(diigiin cigegigiller) familyasina aittir. 146

Sekil 2.8. Nigella sativa*’

Hasat mevsimine, yetistirildigi iklime ve ¢esidine gore bitkinin kimyasal bilesimi
degiskenlik gosterir.

Corek otunun tohumlari, % 33,9 karbonhidrat, % 32-40 sabit yag, % 16-19,9
protein, % 5,5 lif , % 1.79-3.44 mineral (Fe, Ca, Na, Cu, Zn, P, K), askorbik asit(C),
tiamin (BI), niasin (PP), pridoksin (B6), folik asit (B9 ) % 0.4-2,5 ugucu yag (nigellon,
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trans anetol, p-cymene, d-limonen, a, B-pinen ve karvakrol) lisin 16sin, arjinin, glutamik
asit, treonin, trosin, metionin ve prolin gibi aminoasitler, tanenler alkoloidler, saponinler,
ve su (%6) icermektedir, 14814

Bunun yani sira % 0.4-2,5 ugucu yagda bulunan farmakolojik aktif bilesenler
timokinon, timohidrokinon, ditimokinon, ve timol’diir.*5%5

2.8.1. Timokinonun Kimyasal Yapisi

Kimyasal formiilii 2-izopropil-5-metil-1,4-benzokinon (C10H1202) olan TQ’ nun
molekiil agirligr 164,201 g/mol’ diir. Ugucu bir monoterpen kinon olan TQ koyu sar1
renkli kristallere sahiptir. Corek otu ile ilgili yapilan ¢aligmalar ¢orek otu yaginin aktif
bileseni olan TQ’ na ilaveten, ditimokinon (DTQ), timohidrokinon (THQ) ve timoliinde
varhgim gostermektedir.’® Bitkide tanimlanan bu bilesikler arasindan TQ, toplam

bilesimde %30-48 oraniyla en bol bulunandir ki bu oran TQ’ i Nigella Sativa’ da

farmakolojik olarak en potansiyel aktif bilesik yapar.>®

CHJ
CHa ?HJ
//)\T.-,O . ” tJ\’_H‘\
0/) ™~ "//:/ =
| o CH —CH3
CHy~CH CHy~CH o L.
3
EH: EHJ
imokinon Timol Ditimokinon

Sekil 2.9. TQ ve tiirevleri'®*

2.8.2. Timokinonun Metabolizmasi ve Gorevleri

Bir¢ok bitki ve cicekteki esans yaglarin bilesimine bakildiginda terpen veya
terpenoidler c¢ikmaktadir. TQ nun yapisina bakildiginda bir monoterpen oldugu
goriilmektedir. Demirci ve arkadaglarimin yaptigi calismada monoterpenlerin hiicre

diizeyinde enerji metabolizmast iizerine etki ettikleri gosterilmistir.™>
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Sekil 2.10. Timokinonun etki mekanizmas1*>®

Sekil 2.10° dan yola ¢ikarak timokinon:

e Bax ve kaspaz gibi apoptotik gen ekspresyonunu artirir. Bunun yani sira bel-2
antiapoptotik gen ekspresyonunu azaltir ve sonugta kanserli dokularda apoptotik
hiicre 6liimiinii uyarir.

e Defosforilasyon ile Akt (serin treonin protein kinaz B) aktivasyonunu baskilayip,
kanserli hiicrelerin hayatta kalmasini bloklar.

e Sitokinleri uyarir ve NF- KB yolagimi deaktive eder. Boylelikle onkojenik
ekspresyonu kontrol etmis olur.

e Antioksidan enzimlerin aktivitesini arttirarak hiicreleri kansere karsi korur.

e Kanser tedavisi sirasinda alinan iyonize radyasyonun sebep oldugu harabiyete
kars1 normal hiicreleri korur.

e (Cevresel hasarlara kars1 sitokrom p450 enzimini korur.2°®

2.8.3. Timokinonun Klinik Kullanim

Eski zamanlardan bu yana ¢orek otu bitkisi orta ve uzak doguda halk arasinda,

burun tikanikliginda, astimda, hipertansiyonda, bagirsak kurtlarinin tedavisinde, bas
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agrisinda kullanilmistir. Ayrica bu bitki kadinlar tarafindan siit arttirict olarakta
kullanilmigtir, 157158

Kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, hormonal bozukluklar, diyabet ve
hipertansiyon gibi yasami olumsuz yonde etkileyen sorunlarin ¢oziimiinde g¢esitli
bitkilerden elde edilen terpenler, izoflavonlar, kumarinler, polifenoller, izotiyosiyanatlar,
fitatlar, flavonoidler, likopenler, indoller, karotenoidler, fenolik asit, ellagik asit, siilfitler
gibi fitokimyasallar kullanilmaktadir.®® TQ ile yapilan ¢alismalara bakildiginda 6zellikle
yumutalik, gogiis®, prostat’®!, kemik!®?, kalin bagirsak!®® gibi bircok kanser tiiriinde
hiicre ¢ogalmasint durdurucu etki gosterdigi gézlemlenmistir. Bunun yani sira TQ’ nun
antioksidan'®*,  antihistaminik!®>%*  antiinflamatuar'®®,  gastroprotektif'6"168,

antidiyabetik!®®17° hepatoprotektif:’1’? ve immun sistemi gii¢lendirici'’®!*® etkileri

yapilan ¢alismalar ile aydinlatilmistir.

Proinflatuar Antioksidan
sitokinler/medyatdrler  grnzimler

Kemoterapi llaclanni
Gelistirme
B % f NF-KB
l STAT S

Tumadar Baskilayicr .

Z;

Hicre Siklusunu ¢

I

Durdurma ¢:::i MAPK
Apoptozis t{:;j %
% PPAR
Cogalmay Gnleme / x Akt
' SOR Kemoterapi ilaclannin

Antimetastaz 1, iciresini Gnleme

Sekil 2.11. Timokinon hedefleri’

Sekil 2.11 den yola ¢ikarak TQ’ nun etkilerini siralayacak olursak;
1. Antioksidan ve antiinflamatuar olarak etkileri
e Serbest radikal siipiiriiciisii

e Antioksidan enzimlere modiilasyon
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e Bagisiklik sistemi hastaliklarina karsi koruyucu
e Niikleer faktor kappa B (NF- KB ) ve STATS3 (signal transducer and activator of
transcription) transkripsiyon faktorleri iizerine etkisi
e Proinflamatuar etkisi
2. Antikanser olarak etkileri
e Kanser hiicrelerinin hizla ¢ogalmasini engelleme
e Kanser hiicreleri iizerinde hiicre siklusunu durdurma ve tiiméri baskilama 6zelligi
e SOR iiretimi; Akt (serin treonin protein kinaz B)
e Toksisiteyi azaltma adina kemoterapik ilaglarin yan etkisine kars1 koruyuculuk
e Metaztazi engelleme
e Antianjiyojenezi (damar genislemesini) saglar
e MAPK (mitogen activated protein kinase: mitojen aktiviteli protein kinaz) ve
diger PPAR-y (peroxisome proliferator-activated receptors gamma: peroksizom
cogalmasini aktive eden reseptdr gama) potansiyel gegitlere etkisi
3. Toksik ilaglar iizerine koruyucu etkisi.1*
2.8.3.1. Timokinonun Antioksidan Etkisi
Ozellikle kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar gibi birgok hastaligin altinda yatan
neden, ortaklanmamuis elektronlar1 sebebiyle kararsiz bir yapida olan serbest radikallerin
biyolojik yapilarda olusturduklari oksitleyici hasarlar olarak gdsterilmektedir. Bu kararsiz
yapilar elektriksel olarak yiiklii olup, hiicrelere niifuz ederek, proteinler, enzimler,
lipidler, niikleik asitlerle reaksiyona girerler ve sonucta hiicrede harabiyet ve yikim
meydana gelir.*>
Woo ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismada TQ’ nun, serbest radikallerden siiperoksit
radikalinin yakalayicis1 gibi davrandigi gostermisler. Ayrica, TQ’ nun glutatyon-S-

transferaz, katalaz, glutatyon peroksidaz gibi ¢esitli antioksidan enzimlerin de
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aktivitelerini korudugunu tespit etmisler.'’*

Rat hipokampusde yapilan bir ¢alismada gegici 6nbeyin iskemisine kars1 TQ’ nun
noroprotektif etkisi arastirilmistir. Calismada iskemik ratlara TQ verilmis ve yiiksek
MDA seviyesinde azalma, normal seviyelerde bulunan GSH, SOD ve Kkatalaz
aktivitelerinde ise artma goOriilmiistir. TQ’ nun koruyuculugu oksidatif strese
dayaniklilig1r artiran metabolit igeriginden gelmektedir. Bunun yani sira TQ non-
enzimatik lipit peroksidasyonunu da inhibe etmektedir.1’

Baska bir calisma, TQ’nun rat kasi periferal iskemi reperfiizyon hasarlarinda
oksidatif stresi onemli derecede azalttifini gostermistir. Kas iskemik yaralara karsi da
koruyucu etKiye sahip oldugu saptanmistir.}’®

2.8.3.2. Timokinonun Antiinflamatuar Etkisi

Lipooksijenaz (LO) ve siklooksijenaz (COX) inflamasyonun diizenleyici iki
enzimidir. Prostaglandinler COX yolunda, alerji ve inflamasyonda gorev alan 16kotrienler
ise lipooksijenaz yolunda sentezlenmektedir.!’’

L Antlosteopofozda
cérek otu Snerilen mekanizma 2:

~ veya bu iki enzimin ve )

g ~ timokinon \ inflamasyonun /‘I
Kmionwporoxda\\ S : N Inhlbhycnu L
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\ serbest radikallerin fr “\‘
\\nétnliumM' Siklooksijenaz ve
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| Radikaller Reaksiyon katalizi
- 1 Prostoglandin
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Sekil 2.12. TQ ve antiinflamatuar aktivite iliskisi'>®
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TQ’nun apoptozisi uyardigi, pankreatik kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe
ettigi bilinmektedir. NFxB’nin sitozolden c¢ekirdege tasinmasini azaltan TQ, ayrica
pankreatik kanserli hiicrelerde NF- KB ° nin TNF-a aracili aktivasyonunun inhibisyonunu
saglar. Yine pankreatik kanserle hiicrelerde TQ interlokin (IL)-1B, TNF-a, Cox-2 ve
MCP-1" in sentezini azaltir.’8

2.8.3.3. Timokinonun immunolojik Etkisi

In-vitro sartlarda yapilan caligmalar, akrep ve yilan sokmalarinda TQ’ nun
zehirlenmeden kaynakli hemolitik etkiyi onledigi ayrica proteinleri denatlirasyondan,
eritrositleri lipit peroksidasyonundan, H202’ in sebep oldugu artan ozmotik kirilganliktan
korudugu ve laringeal karsinoma hiicrelerini, kortisol veya lipopolisakkaritlerce
indiiklenen apoptosisten korudugu gosterilmistir.’>* Birbagka calismada TQ’nun immiin
etkiyi pozitif yonde etkiledigi, oksidatif stresi azalttig1 boylece insektisit toksisitesinde
iyilesme sagladigi gosterilmistir.}’®

TQ’ nun, Th2 sitokinlerinin inhibisyonu ile alerjik havayolundan bulasan
inflamasyonu ve havadaki eozinofil infiltrasyonunu azalttig1 ileri siiriilmektedir ki bu
durum TQ’ nun akcigerlerdeki alerjik cevap sirasindaki potansiyel antiinflamatuar roliinii
gostermektedir. 18

2.8.3.4. Timokinonun Antitiiméral ve Antikanserojenik Etkisi

TQ’nun antikanser etkisi ¢esitli kanser tiirleriyle yapilan ¢alismada incelenmis ve
kanser hiicrelerinde apoptosisi baslattigi, hizla cogalmayi engelledigi, hiicre siklusunu
dudurdugu, metastazi 6nledigi gézlenmistir. Bunun yanisira p53 yolaklarinda apoptozisi
uyardigi bilinen TQ’ nun, PTEN (phosphatase and tensin homolog: fosfataz ve tensin
homolog), PPAR-y (peroxisome proliferator-activated receptors: peroksizom
cogalmasin1 aktive eden reseptdr), STAT3 (signal transducer and activator of

transcription 3: sinyal iletici ve transkripsiyon 3 aktivatorii), ROS (reactive oxygen
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species: reaktif oksijen tiirleri), p73, p53 iiretimini i¢eren ¢oklu molekiiler hedefleri gegisi

ile kansere kars1 olumlu yonde aktivite sergiledigi bulunmustur.*’*

181 gogiis ve yumurtalik

Akciger karsinomu, prostat kanseri, fibrosarkomada
adenokarsinomunda®®, neoplastik keratinositlerde®®!, kolorektal kanserde'®®* TQ’ nun

hiicrelerin proliferasyonu inhibe ettigi gosterilmistir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Etik Kurul Onay1

‘Iskemi Reperfiizyonla Indiikklenen Rat Over Hasar1 Uzerine Timokinonun
Biyokimyasal Ve Histopatolojik Etkisi’ isimli ¢alisma, Atatiirk Universitesi Rektorliigii,
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Bagkanligiin, 2018-29 sayili karariyla, etik
kurallara uygun bir ¢calisma olduguna karar verilmistir.

3.1.2. Deneklerin Temini ve Ozellikler

Calismada kullanilan 12-16 haftalik, ortalama 200-250 gram agirliginda 40 Wistar
albino cinsi disi sican, Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma
Merkezi’ nden (ATADEM) temin edilerek kullanilmuistir.

3.1.3. Calismadaki Deney Gruplari

Calismada 5 farkli grup olusturulmustur. Olusturulan gruplar sirasiyla asagidaki
gibi siniflandirilmaistir;

1.Grup (8 hayvan): Sham Operasyonu

2.Grup (8 hayvan): 3 Saat Over iskemisi

3.Grup (8 hayvan): 3 Saat Over Iskemisi + Timokinon 4 mg/kg (intraperitoneal)

4.Grup (8 hayvan): 3 Saat Over iskemisi + Timokinon 8 mg/kg (intraperitoneal)

5.Grup (8 hayvan): 3 Saat Over Iskemisi + Timokinon 25 mg/kg (intraperitoneal)

3.1.4. Cerrahi Islemler

Atatiirk Universitesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvarindan alinan 12-16 haftalik
200-250 g. agirhigindaki Wistar albino disi sigcanlar iskemi ve reperfiizyon deneyleri igin
bir gece Once ag¢ birakildi, ancak serbestce suya ulasmalari saglandi. Si¢anlara
intraperitonal olarak ketamine (75 mg/kg) ve xylazine (8 mg/kg) anestezisi uygulandi.

Hayvanlar her grupta 8 hayvan olacak sekilde rastgele 5 gruba béliindii.
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Grup I (Sham Kontrol): Deney hayvanlarina alt karin bolgelerinden 1-2 cm’ lik
insizyon yapilarak peritona ulasildi. Bagka bir islem uygulanmadan geri kapatildi.

Grup II (iskemi-reperfiizyon): Deney hayvanlarma alt karin bélgelerinden 1-2
cm’lik insizyon yapilarak peritona ulasildi. Over dokusu 3 saat iskemiye klemp
yardimiyla maruz birakildi ve iskemi sonunda klemp ¢ikarilarak reperfiizyon baslatildi.
Bu sirada insizyon hatt1 3-0 ipek siitur ile kapatilarak 3 saatlik reperfiizyon saglandi.
Reperfiizyon tamamlandiktan sonra sicanlarin over dokulari alindi.

Grup III (iskemi-reperfiizyon + 4 mg/kg Timokinon): Grup II’ deki cerrahi
islemler uygulandi. Reperfiizyondan 30 dakika 6nce 4 mg/kg timokinon intraperitoneal
olarak uygulandi.

Grup 1V (iskemi-reperfiizyon + 8 mg/kg Timokinon): Grup II’ deki cerrahi
islemler uygulandi. Reperfiizyondan 30 dakika dnce 8 mg/kg timokinon intraperitoneal
olarak uyguland.

Grup V (iskemi-reperfiizyon + 25 mg/kg Timokinon): Grup II’ deki cerrahi
islemler uygulandi. Reperfiizyondan 30 dakika dnce 25 mg/kg timokinon intraperitoneal

olarak uygulanda.

Sekil 3.1. Deneysel olarak iskemi Olusturulan Ratlar
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Reperflizyon tamamlandiktan sonra sicanlarin over dokular1 alind1 ve sakrifiye
edildi. Daha sonra sakrifiye edilen siganlardan alinan dokular histopatolojik islemler i¢in
% 10 formaldehit soliisyona konuldu, biyokimyasal analizler yapilincaya kadar -80 °C’
de saklandi. ELISA ve immunohistokimyasal teknikler kullanilarak biyokimyasal ve
histopatolojik veriler elde edildi.

3.1.5. Kimyasallar, Cihazlar ve Ekipmanlar

Calismamizda kullanilan kimyasallar, kitler ve alindigi firmalar Tablo 3.1° de,

gerekli olan cihaz ve aletler bilgisi ise Tablo 3.2°de gdsterilmistir.
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Tablo 3.1. Kimyasal ve Kitler

Kimyasallar ve Kitler Firma
Xanthine (CsH4N402) Sigma®
Etilendiamintetraasetikasit (EDTA) Sigma®
Nitroblue tetrazolium (NBT, CaoH30C12N100s) Sigma®
Thymoquinone Sigma®
Sodium carbonate (Na2COs) Merck
Bovine serum albiimin (BSA) Sigma®
Xanthine oksidaz (XO, EC 1,1,3,22) Sigma®
Amonyum Siilfat (NH4)2SO4 Merck
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Merck
Asetik asit (CH3COOH) Sigma®
Thiobarbuturik asit (TBA) Sigma®
Tetraethoxypropane (C11H2404) Sigma®
Sodyum hidroksit (NaOH) Merck
n-Butanol(C4HsOH) Sigma®
Tris- HCI Merck
Piridin (CsHsN) Merck
Coomassie Brillant Blue (CBB, Merck
Ca7HsN3NaO-S»)

Hidrojen Peroksit (H202) Merck
Potasyum fosfat dibazik (K2HPO4) Merck
Fosforik asit (HsPOa4) Merck
Potasyum fosfat monobazik (KH2PO4) Merck
5,5’-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) Sigma®

TAS (Total Antioxidant Status)

TOS (Total Oxidant Status)

Rat TNF-a (Tumor Factor Alpha) ELISA Kit
Caspase 3

Anti-LC3B antibody

Anti-NF-kp 1 antibody

Rel Assay Diagnostics

Rel Assay Diagnostics

Elabscience (Kat. No: E-EL-R0019)
Novusbio (Kat. No. NB-66036)
Abcam (Kat. No. ab48394)

Abcam (Kat. No. ab7971)
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Tablo 3.2. Cihazlar ve ekipmanlar

Cihaz/Alet Firma

Santrifiij Beckman

Derin dondurucu (-80°C) Sanyo

Mikroskop ve kamera sistemi Olympus BX51-DP72
Pipetler (2-20 uL, 20-200 pL, 100-1000 uL) Ependorf

Tissue system

Rotary Microtome

Mikrosantrifiij

Hassas terazi

Homojenizator

Distile su cihazi

Magnetik karistiric

pH Metre

Spektrofotometre mikroplate okuyucu

Shandon Citadel 2000

Leica RM 2255

Thermo Fisher Scientific, Germany
Denver Instrument, Germany

IKA T18 digital ULTRA TURRAX
Mes mp Minipure Su Aritma Sistemleri,
Yellowline MSH basic, Germany Leica
inoLab pH 720

Bio-Tek PowerWave XS, USA

3.2. Metot

3.2.1. Biyokimyasal Analizler

Biyokimyasal analiz islemlerinin tiimii, Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi

Biyokimya Anabilim Dali1 Laboratuarlarinda gergeklestirilmistir.

3.2.1.1. Tampon Hazirlama

Doku homojenizasyonu i¢in KH2PO4/ K2HPO4 tamponu kullanildi. 50 Mm, pH:
7.2, KH2PO4/K2HPO4 tamponu i¢in 6,6185 g. KH2POa, 1,633 g. KoHPO4tartilip saf suda
¢oziiliip, hacim 1 litreye tamand1 ve son olarak pH 7.2” ye ayarlandu.

0,1 mg olarak tartilan over dokular1 cam tiiplere koyulup 2 mL fosfat tamponu ile
soguk su veya buz i¢inde homojenize edildi. Homojenize dokular 5000 rpm de 20 dakika

+4 derecede santrifiij edilerek iist faz dikkatli bir sekilde ependorflara ayrildi.
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3.2.1.2. Protein Olciimii

Deney Prensibi:

Protein konsantrasyonunu tesbit etmek i¢in kullanilan metod, negatif yiiklii
Coomassie Brillant Blue G-250 (CBB)’ nin proteinler itizerindeki pozitif yiiklere
baglanmasi ile olusan mavi renkli kompleksin olusumuna dayanmaktadir. Olusan mavi
renkli kompleksin absorbansi 595 nm dalga boyunda &lgiilmektedir. 8!

Reaktiflerin Hazirlanisi:

Commassia Brillant Blue G-250 renk reaktifi: Kantitatif olarak proteinleri tayin
etmek icin kullanilan bir ¢ézeltidir. 0,100 g. Commassia Brillant Blue G-250, 50 mL
%95 lik etanolde ¢oziiliir ve ¢ozeltiye %85 lik 100 mL orto fosforik asit ilave edilir. Son
olarak hazirlanan ¢6zeltinin hacmi distile su ile 1 L ye tamamlanir.

Standart Cozeltisi: BSA’ dan 100 mg/dL konsantrasyonunda stok standart
¢ozeltisi hazirlandi. Hazirlanan stok standart ¢ozeltisinden seri dillisyonlar yapildi ve
degisik konsantrasyonlarinda BSA c¢ozeltileri elde edildi. Bu ¢ozeltiler standart olarak
kullanildi.

Deneyin Yapilis::

Calismanin yapilacagi giine kadar -80°C’de muhafaza edilen doku siipernatantlari
ilk olarak -20°C, ardindan +4°C’de bekletilerek iyice ¢oziinmesi saglandi. Coziilen
siipernatantlar bir kez daha +4°C’de 2800 g’ de 10 dakika santrifiij edilerek berrak kisim

numune olarak kullanildi. Tablo 3.3” de gdsterilen metod ile protein tayini yapildi.
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Tablo 3.3. Protein Tayini

Reaktifler Numune tiipii Kor Tiipii Standart Tiipii
Numune 0,1 mL - -
Standart - - 0,1 mL
Distile Su - 0,1 mL -

CBB 5mL 5mL 5mL

Tablo 3.3 de belirtilen pipetlemeler yapilarak oda 1sisinda 10 dakika bekletilen
numuneler, spektrofotometre mikroplate okuyucunda 595 nm dalga boyunda okutuldu.
Sonuglar g/L olarak belirlendi.

3.2.1.3. Malondialdehit (MDA) Tayini

Deney Prensibi:

Lipid peroksidasyonu sonucu olusan MDA’nin &lglim prensibinde MDA ile
tiyobarbiitirik asitin (TBA) reaksiyonu sonucunda olusan pembe renkli kompleksin 532
nm’ de absorbansi 6l¢iilmektedir.*?

Reaktiflerin Hazirlanisi:

1. Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) (%8,1) =100 mL igin 8,1 gr SDS alinarak bir
miktar distile suda ¢oziiliir ve hacim 100 mL ye tamamlanr.
2. %20 Asetik asit =500 mL i¢in 100 mL %100 liik asetik asitten alinir ve tizeri

400 mL distile su ile tamamlanarak iyice karigtirilir.

3. %0,9 Thiobarbuturik asit (TBA) = 4,5 g. (TBA) ,tartilir 500 mL distile suda
¢Ozulir.

4. n-Butanol/ Piridin (15/1) VIV

5. Standart  Cozeltisi:  1.1.3.3  tetracthoxypropane’ den 200 umol/L
konsantrasyonunda stok standart ¢ozeltisi hazirlandi. Hazirlanan stok standart
cozeltisi  kullanilarak  seri  diliisyon yapildi. Elde edilen degisik

konsantrasyonlardaki standart ¢cozeltiler deneyin standardi olarak kullanildu.
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Deneyin Yapihsi:

Calismanin yapilacagi giine kadar -80°C’de muhafaza edilen doku siipernatantlari
ilk olarak -20°C, ardindan +4°C’de bekletilerek iyice ¢oziinmesi saglandi. Coziilen
siipernatantlar bir kez daha +4°C’de 2800 g’de 10 dakika santrifiij edilerek berrak kisim
numune olarak kullanildi. Ependorflar kullanilarak Tablo 3.4° de gosterilen pipetlemeler

yapilarak MDA tayin edildi.

Tablo 3.4. MDA Tayini

Numune Standart Kor
SDS %8,1 200 pL 200 pL 200 pL
Asetik Asit %20 1500 uL 1500 uL 1500 puL
TBA %0,9 1500 pL 1500 pL 1500 pL
Numune 100 uLb - -
Standart - 100 uL -
Distile su 700 puL 700 uL 800 uL

Vortekslendikten sonra 1 saat 95 °C de inkiibe edilen tiipler inkiibasyondan sonra su
altinda iyice sogutuldu.

Distile su 1000 pL 1000 pL 1000 pL

n-Butanol/ Piridin 5mL 5mL 5mL

Tekrar vortekslenen numuneler 10 dakika 4000 rpm de santrifuj edildi. ELISA
Mikroplate de okumak i¢in numune ve standartlardan 200 puL tiim wellere pipetlenerek
532 nm de end point okutuldu. Sonuglar umol/L ifade edildi. Doku MDA konsantrasyonu
asagidaki formiil kullanilarak pmol/g protein olarak hesaplandi.

Doku MDA (umol/g protein) = MDA (umol/L) /Doku proteini (g/L)

41



3.2.1.4. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Tayini

Deney Prensibi:

Stiperoksit serbest radikalini (O2-) molekiiler oksijene (O2) ve hidrojen peroksite
(H202) doniistimiinii katalizleyen antioksidan enzim siiperoksit dismutazdir (EC 1.15.1.1,
EC-SOD). Ksantin oksidaz enzimi ise ksantinden iirik asit olusumunu katalizler ve
stiperoksit (O2+) radikali meydana gelir. Olusan siiperoksit, SOD enziminin etkisinin
yetersiz kaldig1 durumlarda tetrazolyum tuzu ile reaksiyona girip mor renkli formazan
boyasini olusturur. SOD aktivitesi bu reaksiyonun inhibisyon derecesi ile 6lciiliir.8®

Reaktiflerin Hazirlamisi:

Xanthine(0,3 mM): 0,00913 g. xanthine tartilir hacim 200 mL’ ye distile su ile
tamamlanir. (Cozmek i¢in 1 M NaOH dan 1 damla ¢6zmek i¢in kullanildi).

EDTA (0,6 mM): 0,023 g. EDTA disodyum tuzu, 100 mL distile su ¢oziiliir.

NBT: Taze olarak hazirlanan Nitroblue tetrazoliumun 0,0123 g.” 1 100 mL distile
suda ¢oziiliir.

Na2C03(0,4 M): Taze olarak hazirlanan 0,4 M’ lik Na2CO3 i¢in 2,544 g. Na,CO3
tartilarak 60 mL’ ye distile su ile tamamlanur.

1 gr/L Bovine serum albiimin (BSA) : 30 mL distile su i¢inde 0,030 g. BSA
¢Oziliir.

Hazirlanan bu bes reaktif +4 °C de saklanarak deneyden kisa bir siire dnce renkli
bir sisede birlestirilir. Birlestirilen reaktifler iyice karigtirlir.

Xanthine oksidaz (167 U/L): S0uL xanthine oksidaz, 600 uL 2M soguk olmasina
0zen gosterilen (NH4)2SOg ile diliie edilir.

(NH4)2S04 (2M): 2,643 g. (NH4)2SO4 tartilir hacim 10 mL’ ye distile su ile

tamamlanir.
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Deneyin Yapihsi:

Calismanin yapilacagi giine kadar -80°C’de muhafaza edilen doku siipernatantlari
ilk olarak -20°C, ardindan +4°C’de bekletilerek iyice ¢oziinmesi saglandi. Coziilen
siipernatantlar bir kez daha +4°C’de 2800 g’de 10 dakika santrifiij edilerek berrak kisim
numune olarak kullanilarak Tablo 3.5’ de gosterilen pipetlemeler yapilip SOD tayin

edildi.

Tablo 3.5. SOD Tayini

Numune Kor
Numune 10 uL -
Distile su 30 uL 40 uL
Assay reaktifi 200 puL 200 uL
Xanthine oksidaz 10 uL 10 uL

Hafifce karistirilan mikroplate 25 °C de 20 dakika inkiibe edildikten sonra olusan
mor renkli komplekslerin absorbanslar1 spektrofotometre mikroplate okuyucunda 560 nm
dalga boyunda okutuldu. SOD konsantrasyonu asagidaki formiil kullanilarak U/mL
cinsinden bulundu. Doku SOD konsantrasyonu icin sonuglar protein sonuglarina
boliinerek U/ mg olarak hesaplandi.

1U: % 50 lik NBT inhibisyonu

% InhlblsyOH (Akfjr - Anumune) X 100
Akér
SOD (U/mL)= % inhibisyon / (50 x 0,01)

Spesifik Aktivite (U/mg protein) = SOD (U/mL) / Doku proteini (g/L)
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3.2.1.5. Glutatyon (GSH) Tayini

Deney Prensibi:

GSH o6l¢tim prensibi, siilfidril gruplarinin spektrofotometrik olarak Olgiimiine
dayanmaktadir. GSH’ nin siilfidril gruplari, 5,5'-ditiyobis (2-nitrobenzoik asit) (DTNB)
ile tepkimeye girer. Sonugta 1 mol —SH grubuna karsiik 1 mol 2-nitro-5-
merkaptobenzoik asit meydana gelir. DTNB indirgenir ve nitrobenzoik asit ile beraber
olusan gii¢lii sar1 rengin siddeti spektrofotometre mikroplate okuyucunda 412 nm dalga
boyunda 6lgiiliir.8

Reaktiflerin Hazirlanisi:

Homojenat Tamponu: 50 mM (pH 7.4) Tris-HCI, 1,514 g. Tris tartilir hacim 200
mL distile su ile ¢oziiliir (pH 7.4’ e ayarlanarak son hacim distile su ile 250 mL.” ye
tamamlanir)

Olgiim Tamponu: 200 mM pH 8.2 ve 0,2 mM EDTA iceren Tris- HCI (6,05g. Tris
ve 0,0146 g. EDTA tartilarak 200 mL. distile suda ¢oziiliir. pH 8.2” ye ayarlandiktan sonra
hacim 250 mL.” ye distile su yardimiyla tamamlanir.

10 mM DTNB: 0,03963g. DTNB tartilarak 10 mL. metanolda ¢oziiliir.

Deneyin Yapilis::

Calismanin yapilacagi giine kadar -80°C’de muhafaza edilen doku siipernatantlari
ilk olarak -20°C, ardindan +4°C’de bekletilerek iyice ¢oziinmesi saglandi. Coziilen
slipernatantlar bir kez daha +4°C’de 2800 g’ de 10 dakika santrifiij edilerek berrak kisim
numune olarak kullanilarak Tablo 3.6’ da gosterilen pipetlemeler yapilip GSH tayin

edildi.
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Tablo 3.6. GSH Tayini

Kor Numune
Stipernatant - 50 uL
Olgiim Tamponu 150 pL 150 uL
DTNB 10 uL 10 uL
Homojenat Tamponu 50 uL -

Tablo 3.6> da verilen pipetlemeler yapilarak plate 37 °C’ de 30 dakika
inkiibasyonun ardindan 412 nm. dalga boyunda spektrofotometre mikroplate okuyucu
kullanilarak 6l¢tim elde edilir. Standart olglimlerden elde edilen sonuglar absorbansa
karsilik grafiklenir. Numune Olgiimiinden elde edilen absorbanslardan grafikteki
karsiliklart alinarak GSH miktar1 belirlenir.

Cikan sonuglar GSH(nmol/mg) protein olarak ifade edilir.

3.2.1.6. Total Antioksidan Seviyesi (TAS) Tayini

Deney Prensibi:

TAS analiz yontemi i¢in Rel Assay marka ticari kit kullanildi. Bu kitin analiz
yonteminde kullanilan prensip orneklerdeki tiim antioksidan molekiillerinin renkli bir
kompleks olan ABTS (Etilbenzatiazolin Sulfonik Asit) katyonik radikalini rediiklemesi
ile renkli radikalin antioksidan molekiillerin total konsantrasyonlari ile orantili bir sekilde
dekolorize olmasina dayanmaktadir. Kalibrator olarak kullanilan molekiil E vitamininin
suda c¢oOziinebilen analoklarindan biri olan Trolox’ dur. Sonuglar spektrofotometre
mikroplate okuyucunda 660 nm dalga boyunda 6l¢iilerek, mmol Trolox Equiv./L olarak
ifade edilir.'8

Deneyin Yapihsi:

Calismanin yapilacagi giine kadar -80°C’de muhafaza edilen doku siipernatantlari

ilk olarak -20°C, ardindan +4°C’de bekletilerek iyice ¢oziinmesi saglandi. Coziilen
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stipernatantlar bir kez daha +4°C’de 2800 g’ de 10 dakika santrifiij edilerek berrak kisim

numune olarak kullanilarak Tablo 3.7’ de gosterilen pipetlemeler yapilip TAS tayin

edildi.

Tablo 3.7. TAS Tayini

Yapilan islemler Yapilan Islemler
Dalga boyu 660 nm.
Ormnek veya Standart vaya H,0 18 puL
Reaktif 1 300 uL
Plate hafifce karistirilir ve 30 saniye sonunda 1. absorbans (A1) degeri alinir
ve kaydedilir.
Reaktif 2 45 uL

Plate hafifce karistirildiktan sonra 5 dakika 37 °C de inkiibe edilir ve 2.
absorbans (A2) degeri alinir ve kaydedilir.

Tablo 3.7 deki pipetlemeler yapilip A1 ve A2 degerleri kaydedildikten sonra
asagidaki hesaplamalar yapilarak sonu¢lar mmol Trolox equivalent/L olarak bulundu
ve doku 6rnekleri i¢in sonug proteine boliinerek pmol Trolox Equivalent/mg protein

olarak rapor edildi.

A2(2. Absorbans) — A1(1. Absorbans) = AAbs ( standart, numune, H20)
[AAbs H20 — AAbs Numune]

Sonug =

[AAbs H20 — AAbs Standart]

3.2.1.7. Total Oksidan Seviyesi (TOS) Tayini

Deneyin Prensibi:

TOS analizi i¢in kullanilan Rel Assay marka kitin 6l¢iim prensibi numunelerdeki
oksidanlar ferr6z iyon selator komplekslerinin ferrik iyona doniismesine dayanmaktadir.
Asidik ortamda ferrik iyonlar kromojen yardimiyla renkli bir kompleks meydana
getirirler. 530 nm. dalga boyunda spektrofotometrik olarak oOlgiilen rengin siddeti

numunelerdeki oksidan molekiillerin total miktar1 ile iligkilidir. H2O> deney igin
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kalibratdr olarak kullanilir ve sonuglar (umol H202 equiv/L) cinsinden ifade edilir. 88

Deneyin Yapilisi:

Calismanin yapilacagi giine kadar -80°C’de muhafaza edilen doku siipernatantlari
ilk olarak -20°C, ardindan +4°C’de bekletilerek iyice ¢oziinmesi saglandi. Coziilen
stipernatantlar bir kez daha +4°C’de 2800 g’ de 10 dakika santrifiij edilerek berrak kisim
numune olarak kullanilarak Tablo 3.8 de gosterilen pipetlemeler yapilip TOS miktari

tayin edildi.

Tablo 3.8. TOS Tayini

Yapilan islemler Yapilan Islemler
Dalga boyu 530 nm.
Omek veya Standart vaya H0 45 pL
Reaktif 1 300 uL
Plate hafifce karistirilir ve 30 saniye sonunda 1. absorbans (A1) degeri alinir
ve kaydedilir
Reaktif 2 15 uL

Plate hafifce karistirildiktan sonra 5 dakika 37 °C de inkiibe edilir ve 2.
absorbans (A2) degeri alinir ve kaydedilir.

Tablo 3.8 deki pipetlemeler yapilip A1 ve A2 degerleri kaydedildikten sonra
asagidaki hesaplamalar yapilarak sonuglar pmol H202 equiv/L olarak bulundu. Doku
ornekleri igin sonug proteine boliinerek umol H202 equiv/g protein olarak rapor edildi

A2(2. Absorbans) — A1(1. Absorbans) = AAbs (standart, numune)

AAbs Numune

Sonug = x 10
AADbs Standart
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3.2.1.8. Rat IL-1p (Interlokin 1 Beta) ELISA Tayini

Deneyin Prensibi:

Rat-1B diizeyleri, doku 6rneklerinde, Rat IL-1B (Interleukin 1 Beta) ELISA Kit
(Katalog No: E-EL-R0012) Elabscience firmasmin ticari kiti kullanilarak
spektrofotometre mikroplate okuyucunda tayin edildi. Bu ELISA Kkiti, Sandwich-ELISA
ilkesini kullanmaktadir. Kitin iginde yer alan mikro ELISA plate Rat IL-1'e 6zgii bir
antikor ile 6nceden kaplanmistir. Standartlar veya 6rnekler, mikroplate oyuklarina ilave
edilir ve spesifik antikor ile birlesmesi saglanir. Daha sonra, rat IL-1B ve Avidin-
Horseradish Peroxidase (HRP) konjugatina 6zgii bir antikor, her bir mikroplate art arda
eklenir ve inkiibe edilir. Mikroplate yapigsmayanlar yikanir. Substrat ¢ozeltisi her
kuyucuga eklenir. Yalnizca rat IL-1p, biyotin ve Avidin-HRP konjugati igeren kuyular
mavi renkte goriinecektir. Enzim-substrat reaksiyonu durdurma reaktifi ilave edilerek
renk sartya doner ve deney sonlandirilir. Sonuglar spektrofotometre mikroplate

okuyucunda 450 nm dalga boyunda 6l¢iilerek, pg/mL olarak ifade edilir.
Deneyin Yapilhisi:

Calismanin yapilacagi giine kadar -80°C’de muhafaza edilen doku siipernatantlari
ilk olarak -20°C, ardindan +4°C’de bekletilerek iyice ¢oziinmesi saglandi. Coziilen
siipernatantlar bir kez daha +4°C’de 2800 g’ de 10 dakika santrifiij edilerek berrak kisim
numune olarak kullanilarak ve ftretici firmanin yonergeleri dogrultusunda asagidaki

sekilde 6l¢tim yapilda.

48



Her kuyuya 100 pL standart veya
numune eklenir. 37 ° C'de 90
dakika inkiibe edilir.

}

. Yapismayanlar mikroplateden

uzaklastirilir.

100 uL Biotin Detection Ab
eklenir. 37 °C de 1 saat inkiibe
edilir. 3 kez aspire edilip yikanur.

}

100 uL HRP Konjugat eklenip 37
°C' de 30 dakika inkiibe edilir ve
ardindan 5 kez yikanir

|

. 90 pL Substrat Reaktifi eklenip,
37 °C' de 15 dakika boyunca

inkiibe edilir.

. 50 uL durdurma reaktifi eklenir.

}

. 450 nm dalga boyunda okutulur.

Sekil.3.2. IL-1p Deney Prosediirii
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3.2.1.9. Rat TNF-a (Tiimor Nekroz alfa) ELISA Tayini

Deneyin Prensibi:

Rat TNF-a diizeyleri, doku 6rneklerinde, Rat TNF-a (Tiimor Nekroz alfa) ELISA
Kit (Katalog No: E-EL-R0019) Elabscience firmasmin ticari kiti kullanilarak

spektrofotometre mikroplate okuyucunda tayin edildi.

Bu ELISA kit, Sandwich-ELISA ilkesini kullanir. Kitin i¢inde yer alan mikro
ELISA plate Rat TNF- o’ ya 6zgii bir antikor ile 6nceden kaplanmistir. Standartlar veya
ornekler, mikroplate oyuklarina ilave edilir ve spesifik antikor ile birlesmesi saglanir
Daha sonra rat TNF- a ve Avidin-Horseradish Peroxidase (HRP) konjugatina 6zgii bir
biyotinlenmis tespit antikoru, her bir kuyucuga art arda eklenir ve inkiibe edilir. Serbest
bilesenler yikanir. Substrat ¢ozeltisi her bir kuyucuga eklenir ve sadece Rat TNF- q,
biyotin tespit antikoru ve Avidin-HRP konjugati i¢eren kuyular mavi renge doniisecektir.
Enzim-substrat reaksiyonu, durdurma reaktifi ilave edilir renk sariya doner ve deney

sonlandirilir.
Deneyin Yapilis::

Calismanin yapilacagi giine kadar -80°C’de muhafaza edilen doku siipernatantlari
ilk olarak -20°C, ardindan +4°C’de bekletilerek iyice ¢oziinmesi saglandi. Coziilen
siipernatantlar bir kez daha +4°C’de 2800 g’de 10 dakika santrifiij edilerek berrak kisim
numune olarak kullanilarak ve ftretici firmanin yonergeleri dogrultusunda asagidaki

sekilde 6l¢tim yapilda.
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Her kuyuya 100 pL standart veya
numune eklenir. 37 ° C'de 90 dakika

inkibe edilir

. Yapismayanlar mikroplateden

uzaklastirilir.

100 pL Biotin Detection Ab eklenir. 37
OC de 1 saat inkiibe edilir. 3 kez aspire

edilip yikanir.

100 uL HRP Konjugat eklenip 37 °C' de
30 dakika inkiibe edilir ve ardindan 5

kez yikanir

. 90 pL Substrat Reaktifi eklenip, 37 °C'
de 15 dakika boyunca inkiibe edilir.

|

. 50 pL durdurma reaktifi eklenir.

|

. 450 nm dalga boyunda okutulur.

Sekil 3.3. TNF- a Deney Prosediirii
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3.2.2. Immunohistokimyasal Analiz

Immunohistokimyasal analiz islemlerinin tiimii, Atatiirk Universitesi T1p Fakiiltesi
Patoloji Anabilim Dali Laboratuarlarinda gergeklestirilmistir.

Alinan over dokular1 %10’ luk nétral formalin soliisyonunda tespit edildi. Yikama
isleminden sonra rutin alkol ksilol serilerinden gecirilen dokular parafin bloklara
yerlestirildi ve polilisinli lamlara 5 pm lik kesitler alindi. Kesitler deaparafinizasyon
isleminden sonra mikrodalga firinda 15 dk. 400 watt antigen retrieval soliisyonu ile (pH
6.0) muamele edildi. Endojen peroksidaz aktivitesini dnlemek amaciyla %3’ liik H20> *
da 10 dk. bekletildi. PBS ile yikanan kesitler apoptosis i¢in Caspase 3 (Katalog No. NB-
66036, sulandirma oran1 1/200, Novusbio), otofaji icin LC3B (Katalog No. ab48394,
sulandirma orant 1/200, Abcam) ve yangisal aktivite i¢in NFKB1 (cat no. ab7971,
sulandirma orani 1/200, Abcam) antikorlari ile oda 1sisinda 15 dk. siireyle inkube edildi.
PBS ile yikanan kesitler Expose mouse and rabbit specific HRP/DAB detection IHC kit
ile boyandi. Kromojen olarak 3,3’ diaminobenzidine (DAP) kullanildi. Hematoksilen ile
yapilan zit boyamanin ardindan alkol ksilol serilerinden gecirilen kesitler 151k mikroskobu
altinda incelendi. Immunpozitiflik yok (0), hafif (1), orta (2) ve siddetli (3) olarak
degerlendirildi.

3.2.3. [Istatistiksel Analiz

Istatistik analizler igin Statistical Package for Social Sciences (SPSS) for Windows
23.0 programi kullanildi. Calismamizin biyokimyasal sonuglar1 ortalama+standart sapma
(X+£SD) olarak verildi ve 0.05' in altindaki P degerleri, istatistiksel agidan anlamli olarak
kabul edildi. Verilerin normallik testi Kolmogorov Smirnov ile degerlendirildi. Veriler
normal dagilima uydugu i¢in gruplar, parametrik test olan one-way ANOVA ile
karsilastirildi. Gruplar arasindaki farkliligin 6nemlilik dereceleri ise Post Hoc Tests Tukey

HSD testi ile belirlendi Histopatolojik veriler ise gruplar arasi farkliliklar non-parametrik
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testlerden Kruskal Wallis ile farkliligi olusturan grubunda belirlenmesinde ise Mann-

Whitney U testi ile kullanildi (p<0.05).
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Bulgular

Tiim sonuglara ait X+SD ve p degerleri Tablo 4.1 de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Over dokusundaki analit diizeyleri

IR+4 IR+8 IR+25

SHAM IR mg/kg TQ mg/kg TQ mg/kg TQ

X+SD* X+SD* X+SD* X+SD* X+SD*
SOD
U/mg. protein  119.15+12.75  72.24+11.16 112.91+13.26 108.94+9.78 94.88+9.19
MDA
pmol/g 5.17+£1.07 8.99+1.14 6.24+0.99 6.22+0.97 7.70+1.31
protein
GSH
nmol/mg 11.31£1.28 6.63+1.19 9.83+1.48 8.11+1.19 8.03+1.00
protein
TAS
mmol Trolox
Equiv./mg 11.92+1.08 7.10£1.09 10.06+0.94 9.77£1.01 8.92+1.08
protein
TOS
pmol H20> 6.66+1.42 13.76+1.9 8.46+1.34 9.52+1.85 12.03+1.26
Equiv./mg
protein
osi 0.56+0.14 1.97+0.41 0.84+0.13 0.97+0.16 1.35+0.13
TNF-a
ng/g protein 1.47+0.78 3.25+0.77 1.5540.42 2.134£0.56 2.11+0.54
IL1-B
ng/g protein 4.66+0.59 7.71£1.09 5.73+0.89 7.03£0.93 6.21+0.74

*x+SD: ortalamatstandart sapma

** p<0,05 ise anlaml
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Sekil 4.1. Over Dokusu SOD Aktivitesinin Gruplara Gore Dagilimi

Calismamizda over dokusunda Olgiilen oksidatif stres parametrelerinden SOD
seviyelerine baktigimiz zaman I/R olusturulan gruplarda (72.24+11.16) SOD seviyesinin
sham (119.15+12.75), IR+4 mg/kg TQ (112.91+13.26), IR+8 mg/kg TQ (108.94+9.78),
IR+25 mg/kg TQ (94.88+9.19) gruplarina gore anlamli olarak azaldigi goriilmiistiir
(p=0.001). Antioksidan etki gosteren TQ uygulanan gruplarda ise tedavi sonrast SOD

seviyelerinin sham grubuna yaklastig1 gézlenmektedir (Tablo 4.1, sekil 4.1)

Tablo 4.2. Over dokusundaki SOD’ nin Gruplar Arasi Fark (“p”’) Degerler Tablosu

Bagimh Degisken P
SHAM 0.000*
IR+4 mg/kg TQ 0.000*
SOD/IR R yg mg/kg TO 0.000*
IR+25 mg/kg TQ 0.003*

(* p<0.05 ise anlamh)

SOD diizeyleri icin gruplar arasi fark karsilastirildiginda IR ile tim gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p=0.001)
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Sekil 4.2. Over Dokusu MDA Aktivitesinin Gruplara Gore Dagilimi

Tablo 4.1 deki MDA seviyeleri karsilastirildiginda I/R hasar1 olusturulan
gruplarda (8.99+1.14) MDA seviyesinin sham gruba (5.17+1.07) gore anlamli olarak
arttig gortilmistiir (p=0.001). TQ tedavisi uygulanan gruplarda ise MDA seviyelerinde

I/R sonrasinda sham grubuna yaklastigi gézlenmistir (Sekil 4.2).

Tablo 4.3. Over dokusundaki MDA’ nin Gruplar Arasi Fark (“p”) Degerler Tablosu

Bagimh Degisken P
SHAM 0.000*
MDA/ IR+4 mg/kg TQ 0.000*
IR IR+8 mg/kg TQ 0.000*
IR+25 mg/kg TQ 0.161

(* p<0.05 ise anlamli)

MDA diizeyleri icin gruplar arasi fark degerlendirildigi zaman I/R grubunun

Sham, IR+4 mg/kg TQ ve IR+8 mg/kg TQ gruplari arasinda anlamli fark bulunmasina ragmen

I/R grubu ile IR+25 mg/kg TQ gruplari arasinda farklilik tespit edilemedi (Tablo 4.3)
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Sekil 4.3. Over Dokusu GSH Aktivitesinin Gruplara Gore Dagilimi

Bir antioksidan olan GSH seviyelerinin I/R grubunda, sham ve diger gruplara gore
oldukga diisiik oldugu sekil 4.3 te gosterilmistir. GSH seviyesi I/R grubunda (6.63+1.19),
sham grubuna (11.31+1.28) goére anlamli derecede azalmistir (p=0.001). TQ ile
uygulanan tedavi sonrasinda ise gruplarda degerlerin anlamli derecede arttig1 goriilmiistiir

(Tablo 4.1).

Tablo 4.4. Over dokusundaki GSH’ nin Gruplar Arasi1 Fark (“p”’) Degerler Tablosu

Bagimh Degisken P
SHAM 0.000*
IR+4 mg/kg TQ 0.000*
GSH/IR  |R+g mg/kg TQ 0.146
IR+25 mg/kg TQ 0.183

(* p<0.05 ise anlamli)

GSH diizeyleri igin gruplar arasi fark degerlendirildigi zaman I/R grubunun sham,
IR+4 ve mg/kg TQ gruplar1 arasinda anlamli fark bulunmasina ragmen I/R grubu ile IR+8
mg/kg TQ ve IR+25 mg/kg TQ gruplari arasinda anlamli farklilik tespit edilemedi (Tablo

4.4)
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Sekil 4.4. Over Dokusu OSI Degerlerinin Gruplara Gore Dagilimi
Sekil 4.4 de TOS diizeylerinin TAS diizeylerine oraninin yilizdelik derecesi olarak
bilinen Oksidatif Stres indeksi (OSI) diizeyleri verilmistir.
Tablo 4.1 deki OSI seviyeleri karsilastirildiginda I/R hasar1 olusturulan gruplarda
(1,97+0,41) OSI diizeyinin sham (0.56+0.14) grubuna goére anlamli olarak arttig1
goriilmiistiir (p=0.001). TQ tedavisi uygulanan gruplarda ise OSI diizeylerinin I/R hasari

sonrasinda anlamli derecede azaldig1 goriilmektedir (p=0.001).

Tablo 4.5. Over dokusundaki OSI” nin Gruplar Arasi1 Fark (“p”) Degerler Tablosu

Bagimh Degisken P
SHAM 0.000*
. IR+4 mg/kg TQ 0.000*
OSVIR —|R+8 mg/kg TQ 0.000*
IR+25 mg/kg TQ 0.000*

(* p<0.05 ise anlamli)
OSI diizeyleri igin gruplar arasi fark karsilastirildiginda IR ile tiim gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (Tablo 4.5)
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Sekil 4.5. Over Dokusu TNF-a Degerlerinin Gruplara Gére Dagilimi

Tablo 4.1 deki TNF-o seviyeleri karsilastirildiginda I/R hasari olusturulan
gruplarda TNF-a seviyesinin sham gruba gore anlamli olarak arttigi ve TQ tedavisi

uygulanan gruplarda ise TNF-a seviyelerinde I/R sonrasinda anlamli olarak azaldigi
gozlenmistir (p=0.001).

Tablo 4.6. Over dokusundaki TNF-a’ nin Gruplar Arasi Fark (“p”’) Degerler Tablosu

Bagimh Degisken P
SHAM 0.000*
IR+4 mg/kg TQ 0.000*
TNF-o/IR o8 mg/kg TQ 0.010*
IR+25 mg/kg TQ 0.008

(* p<0.05 ise anlamli)

Tablo 4.6 daki TNF-a diizeyleri i¢in gruplar arasi fark karsilagtirildiginda IR ile

tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundugu gosterilmistir.
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Sekil 4.6. Over Dokusu IL1-f Degerlerinin Gruplara Goére Dagilimi

Calismamizda yer alan diger bir parametre olan IL1-f diizeylerinin I/R grubunda
(7.71£1.09) sham grubuna (4.66+0.59) gore daha yiiksek oldugu ve farkin istatistiksel
olarak anlamli oldugu goriilmektedir (p=0.001). I/R sonrasi uygulanan TQ ile gruplarda

IL1-B seviyelerinin anlamli derecede diiserek sham grubuna yaklastigir goriilmektedir

(Tablo 4.1 ve Sekil 4.6)

Tablo 4.7. Over dokusundaki IL1-B’ nin Gruplar Arast Fark (“p”’) Degerler Tablosu

Bagimh Degisken P
SHAM 0.000*
IL1-B/ IR+4 mg/kg TQ 0.001*
IR IR+8 mg/kg TQ 0.534
IR+25 mg/kg TQ 0.012*

(* p<0.05 ise anlaml1)
I/R grubu ile sham ve TQ tedavisi uygulanan gruplar aras1 IL1-fB diizeyleri
karsilastirildiginda 1/ R grubu ile sham, IR+4 mg/kg TQ ve IR+25mg/kg TQ gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark gézlenirken, I/R grubu ile IR+8 mg/kg TQ grubu

arasinda anlaml fark tespit edilemedi.
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4.2. Histopatolojik Bulgular

Caspase 3, LC3B ve NF- KB 1 antikorlar ile yapilan immiinohistokimyasal
boyamalarda istatistiksel olarak bazi anlamli farklar tespit edildi (Tablo 4.8., Tablo 4.9.,
p <0.05).

Ovaryumlarda yapilan Caspase 3 ve NF- K 1 immunpozitifligi Sham ve deneme
gruplarinda tespit edilemedi (Sekil 4.7. ve Sekil 4.8). Fakat LC3B immunpozitifligi
acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edildi (Tablo 4.8). Sham
grubunda LC3 pozitifligi goriilmezken diger gruplarda goriildii. LC3B immunpozitifligi
IR ve IR+4 mg/kg TQ grubunda en yiiksek diizeydeyken, IR+8 mg/kg TQ grubunda orta
diizeyde, IR+25mg/kg TQ grubunda ise hafif diizeyde oldugu belirlendi.

Immunpozitiflikler dzellikle ovaryumun coprus luteum kisimlarindaydi (Sekil 4.9).

Tablo 4.8. Caspase 3, LC3B ve NF- KB 1 Antikorlari Ile Yapilan Boyamalar Sonucu Elde

Edilen Veriler
Gruplar Caspase 3 LC3B NFKB1
Sham 0.25+0.462 0.12+0.352 0.25+0.462
I/R 0.25+0.46% 2.75+0.46° 0.37+0.512
IR+4 mg/kg TQ 0.37+0.18° 2.62+0.35¢ 0.50+0.532
IR+8 mg/kg TQ 0.12+0.122 1.5040.53¢ 0.1240.35°
IR+25mg/kg TQ 0.12+0.122 0.75+0.46° 0.25+0.46%

abcde Gruplar arasi farkliligi gostermektedir (p <0.05).

61



Sekil 4.7. Caspase 3 boyamada immunnegatiflik. (a) sham grubu, (b) I/R grubu, (c)
I/R+4 mg/kg TQ grubu, (d) I/R+8 mg/kg TQ grubu, (e) I/R+25mg/kg TQ

Sekil 4.8. NFKB1 boyamada immunnegatiflik. (a) sham grubu, (b) I/R grubu, (c)
I/R+4 mg/kg TQ grubu, (d) I/R+8 mg/kg TQ grubu, (e) I/R+25mg/kg TQ
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Sekil 4.9. LC3B boyamada immunpozitiflik. (a) sham grubu, (b) I/R grubu ve (c I/R+4
mg/kg yiiksek diizeyde, (d) I/R+8 mg/kg TQ grubu orta diizeyde, (e) I/R+25 mg/kg TQ
grubunda hafif diizeyde immunopozitiflik (okbas1).
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5. TARTISMA

Organ ya da dokularin kan akisini saglayan damarlarinda meydana gelen bir piht1
veya mekanik etken sonucu tikanmasi ile oksijenlenememesi ve beslenememesi iskemi
olarak tanimlanmaktadir. Iskemi ile birlikte hiicrelerde yapisal ve metabolik olarak
birtakim degisiklikler meydana gelir.>* Oksidatif fosforilasyondaki aksamalar sonucu
ATP sentezi azalir. Enerji depolarindaki bosalmalar Na-K ATPaz pompasinin
inhibisyonuna sebep olur. Bu durumda intraselliler Na* ve Ca*? iyon
konsantrasyonlarinda artisa neden olur. Ca*? iyon konsantrasyonunun intraselliiler
alandaki artis1 sitotoksiktir ve bu artis hiicre 6liimiine sebep olan mekanizmalar aktive
eder. Ayrica hiicredeki iyon konsantrasyonlarindaki degisim proinflamatuar sitokinlerin
16kosit adhezyon molekiillerinin yapiminda artisa ve antioksidan olusumunda ise
azalmaya sebep olur.® fskemik donemde ATP iiretimi azalmasina ragmen tiiketim
devam ettigi i¢in ATP, AMP ve adenozine déniisiir. Adenozin ise hizlica ekstraselliiler
alana difiize olarak inozin ve hipoksantine parcalanir. Bu durumda dokuda ksantin,
hipoksantin gibi piirin metabolitleri birikir ve ksantin dehidrojenazin (KDH) ksantin
oksidaza (KO) déniisiimii gerceklesir.®® Normal sartlar altinda hipoksantinin iirik asite
metabolize oldugu reaksiyonda elektron alicisi olarak nikotinamid adenin diniikleotid
(NAD") kullanilir. Oysaki iskemik sartlarda KDH, KO’ ya doéniistiigii igin hipoksantinin
tirik asit dontisiimii KO tarafindan meydana gelir ve bu reaksiyonda elektron alici olarak
molekiiler oksijen kullamlir.®®® Iskemiden dolay1 dokuda O olmadig1 icin intraselliiler
KO birikimi meydana gelir. Bu birikim ise reperfiizyonda serbest radikal kaynagini
olusturur. Ayrica iskemide NF- Kf aktivasyonu artar, TNF-a, IL-1, IL-6 gibi sitokinlerin
sentez ve salmimi artar, NO prosiklin gibi vazoaktif maddelerin sentezi ise
baskilanir.”*1% Reperfiizyon, iskemiyi 6nlemek ve kan akimini yeniden saglamak amaci

ile iskemi sonrasi dokunun gelistirdigi mekanizmalarla dokudaki oksijen miktarinin
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artmast olarak tanimlanir.3%%2 Ancak iskemiye maruz kalmis dokularin yeniden
kanlanmasi ve aktiflesen mekanizmalar ile iltihabi siirecin baglamasiyla iskemik
durumdan daha fazla doku hasarinin meydana gelmesi durumu reperfiizyon hasarina

sebep olmaktadir. 3442

Paradoksal olarak reperfiizyon hasarinda iskemik hasara gore daha fazla doku ve
organlar hasari olugsmaktadir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda bu sebepten iskemi-
reperfiizyon (I/R) modeli iizerinde durulmus ve reperfiizyon sonrast meydana gelen
hasarlarin minimuma indirilmesi amaciyla bir¢ok farmakolojik etkili ajan kullanilmistir.

Reperfiizyon hasari, paradoksal olarak doku veya organlara iskemik hasardan daha
fazla zarar vermektedir. Bu nedenle iskemi-reperfiizyon (I/R) modeli bir¢ok calismada
kullanilmis ve reperfiizyon hasarinin azaltilmasi i¢in bir¢gok farmakolojik ajan

denenmistir.1921%

Overlerde reperfiizyon hasarin azaltilmasi i¢in yapilan ¢alismalarda hesperetin®?,
aprotinin®3, tacrolimus!®, ursodeoxycholic acid®®, N-asetil sistein ve resveratrol 1,
eritropoietin'®, curcumin'® ve sildenafilin® gibi bircok madde kullanilmis ve bu
calismalarda over hasarmin belli oranlarda azaldig: gosterilmistir.

Antiinflamatuar ve antioksidan Ozellikleri ile bilinen TQ’ nun over I/R
hasar1 iizerine etkisinin olup olmadigi ile ilgili herhangi bir ¢alisma tespit edilmemistir.
Bu bilgiler dogrultusunda, yaptigimiz calismada rat overlerinde deneysel olarak I/R ile
olusan hasarin 6nlenmesinde TQ’ nun etkinliginin olup olmadig: arastirmay1 amacladik.
Bu sebeple, over I/R sonrasi, over doku orneklerinde IL-1p ve TNF-a gibi enflamatuar
sitokinleri, malonildialdehid (MDA) ve glutatyon (GSH), total oksidan statusii (TOS),
total antioksidan statusii (TAS), siiperoksit dismiitaz (SOD) gibi oksidatif stres

parametreleri diizeylerinin 6l¢iimii yapildi.

Yapilan ¢alismalar, oksidatif stresin I/R hasarmin olusmasinda birincil sorumlu
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19 Dokularda oksidatif stresin gostergesi olarak lipid

oldugunu gdstermistir.
peroksidasyonunun son iiriinii MDA kullanilmaktadir.?®® Kili¢ ve ark.” nin N-Asetil
Sistein ve Resveratrol’ un Rat Overlerinde olusturulan I/R hasar1 tizerine etkisini
inceledikleri ¢alismalarinda I/R gruplarinda MDA diizeylerinin kontrol grubuna gore
anlamli derecede arttigini gdstermistir.’® Yuan ve ark.” 1 ise hepatik I/R hasarimi
arastirdiklar1 hayvan deneyi calismalarda yine I/R gurubunda MDA diizeylerinin
yiikseldigini ve tedavi sonrasinda MDA diizeylerinin anlamli derecede azaldigi
gostermislerdir.?®* 2008 yilinda Beheshtian ve ark.” nin over dokusunda yaptiklari
caligmada I/R grubunda MDA seviyelerinin kontrol grubuna gére arttigi ve sildenafil ile
tedavi uygulanan gruplarda ise MDA seviyesinin anlamli derecede azaldigi
gosterilmistir.?%” Atorvastatin’ in over I/R modelinde koruyuculugunu arastirildigi diger
bir ¢alismada ise yine I/R grubunda MDA diizeylerinin anlamli derecede arttig
atorvastatin uygulanan gruplarda ise MDA seviyelerinin anlamali derecede diiserek
kontrol grubuna yaklastig1 bildirilmistir.?%® Bizim ¢alismamizda da doku MDA diizeyleri
litaratiirdeki diger ¢alismalarda oldugu gibi I/R grubunda sham grubuna gore anlamli
derecede yiiksek bulunmustur. Son yillarda antioksidan, antitiimoral, antineoplastik,
antikanserojen, antifungal, antienflamatuar gibi pek ¢ok 6zelligi tizerinde durulan TQ’
nun uygulandig: tedavi gruplarinda MDA seviyelerinin anlamli derecede azaldig: tespit
edilmistir.

Viicudumuzdaki antioksidan savunma sistemlerinden olan SOD ve GSH’ nin over
I/R hasarindaki roliiniine baktigimizda I/R gruplarinda SOD aktivitesinin ve GSH
diizeylerinin anlamli derecede azaldigi, TQ ile tedavi sonrasi1 gruplarinda ise bu degerlerin
anlamli derecede arttigi gozlenmistir. Cadirci ve ark.” 1 yaptiklar1 ¢alismada over I/R
hasarinda SOD ve GSH seviyelerinin anlamli derecede azaldigin1 Atorvastatin uygulanan

gruplarda ise bu degerlerin anlamli derecede arttigin1 gostermistir.2% Cosar ve ark.” 12007
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de alpha-lipoic acid ile yaptiklari ¢alismada I/R grubunda SOD aktivitesini anlamli
derecede diisiik bulmuslardir.®* Korhanli ve ark. iskelet kasinda melatoninin, I/R
hasarindaki koruyuculugunu arastirdiklar: galismalarinda SOD aktivitesini I/R grubunda
kontrol grubuna gore anlamli derecede diistiigiinli ve melatonin kullanilan gruplarda ise
SOD aktivitesinin anlamli derecede arttigimi gostermislerdir.’® Calismamiz litaratiirde
yer alan ve oksidatif stresle beraber I/R gruplarinda antioksidan kullaniminin arttigi

203204 Ayrica over dokusunda antioksidan ve

gorlisinii  destekler niteliktedir.
antiinflamatuar 6zellikleri ile bilinen TQ uygulanan gruplarda SOD aktivitesinin ve GSH
diizeylerinin artmasi, oksidatif stresin azaldigini, /R dan kaynakli hasarin
Onlenebilecegini diisiindiirmektedir.

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalara bakildiginda lipid peroksidasyon
aktivitelerini analiz etmek i¢in TOS parametresinden yaraurlamlmaktadlr.206 SOD, GSH,
CAT gibi koruyucu enzimler ROS’ dan kaynakli hasarlara kars1 reaksiyon gosterir ve bu
koruyucu enzimler TAS’1 olusturur.2%” TOS ve TAS gibi oksidatif stres parametreleri I/R
hasar ve tedavi modalitelerinin etkinligini belirlemede kullanilan 6nemli belirteclerdir.
Yapilan c¢aligmalarda I/R hasarinda TAS seviyeleri kontrol gruplarma gore anlamli
derecede diisiik bulunurken TOS seviyeleri ise yiiksek bulunmustur.?%2% Avni ve ark. ’
nin yaptiklari ¢calismada I/R olusturulmus rat overlerinde TOS ve OSI diizeyleri kontrol
grubuna gore yiiksekken, resveratrol ile N-asetil sistein ile yapilan tedavi sonrasinda
oksidatif stres diizeylerinde belirgin bir azalma oldugu bildirilmistir.!*® Calismamizda
over dokusunda I/R olusturulmus gruplarda hasarin belirteci olarak TOS ve OSI
seviyeleri yiikselirken, TAS seviyeleri diismiistiir. TQ uygulanan gruplarda TOS ve OSI
degerleri anlaml bir sekilde diiserken, TAS seviyesilerinin ise yiikselerek sham grubuna
yaklastig1 tespit edilmistir.

I/R hasarinda TNF- a, IL1-B gibi ¢esitli inflmatuar sitokinler uyarilmaktadir. Wu
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ve ark.’ 1 karaciger I/R hasar1 iizerine yaptiklar1 ¢calismalarinda, karaciger dokusunda
TNF- o mRNA diizeylerinin I/R da belirgin bir sekilde arttigmi vurgulamuslardir.?** 2010
yilinda Kim ve ark. ’ nin yaptiklar1 benzer bir ¢alismada ise karaciger I/R hasarinda serum
TNF- a diizeyleri arastirilmis ve I/R grubunda anlamli derecede yiiksek bulunmustur.?*2
Liu ve ark. ise hepatik I/R sigan modelinde plazma TNF- a ve IL1-B seviyelerini yiiksek
bulurken, NO tedavisinden sonra bu diizeylerin diistligiinii dolayistyla NO’ in I/R hasarim
azalttig1 hipotezini dogrulamislardir.?®® Avni ve ark. TNF- a diizeylerinin I/R grubunda
yiiksek oldugunu ve ilag verilen gruplarda anlamli 6lgiide azaldigimi bildirmistir.*®® Ross
ve ark. 1 I/R hasar modeli ile yaptiklari calismada IL- B’ nin iskemik sartlarda arttigini
bildirmis ve IL1-B hedeflemesini, sinsi kas agrisi tipi i¢in etkili bir tedavi stratejisi
olabilecegini bildirmislerdir.?!* Yapilan diger bir litaratiir galismasinda ise I/R hasarindan
sonra karaciger dokusunda TNF-a seviyelerinin anlaml1 derecede arttig1 gosterilmistir.?*®
Mevcut ¢alismamizdan elde ettigimiz sonuglara gore, over dokusunda I/R gruplarinda
TNF-a ve IL- 1B seviyelerinde anlamli derecede artis gozlenmistir. Ancak TNF-a ve IL-
1B seviyelerinin TQ uygulanan gruplarda normale yaklastigi gézlendi.

Histopatolojik degerlendirmelerde oksidatif setresin dnemli gostergelerinden biri
olarak bilinen NF- KB1’ in immunohistokimyasal kesitlerinde immunpozitifligi sham ve
deneme gruplarinda tespit edilemedi. Litaratiirdeki ¢caligmalara baktigimizda NF- K’ nin
iskemi sirasinda aktivasyonun arttigi, immunohistokimya kesitlerinde I/R hasarinda asir1
reaktivite gosterdigi goriilmiistiir.’® Calismamizda apoptatik bir markir olarak bilinen
kaspaz-3 i¢in immunpozitiflik sham ve deneme gruplarinda tespit edilemedi. Literatiirde
over I/R modeli ile ilgili mevcut caligmaya rastlanamamistir. Ancak timokinon kanser
tizerindeki etkisini inceleyen Jayaraman ve ark. lar1 0, 20, 40 pm konsantrasyonlarinda
kullandiklar1 TQ bilesigini rat noroblastomunda kaspaz-3 proteininin ekspresyonunu

incelemis ve TQ konsantrasyonu ile kaspaz-3 ekspresyon orantili bir sekilde arttigi
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bildirmislerdir.?!’ Chun ve ark. 2003 yilinda kalp dokusunda yaptiklari ¢alismada I/R
sonucunda, kaspaz-3 aktivasyonuyla oligoniikleozomal DNA pargalariin olustugunu
gostererek  hiicrede  apoptotik  cisimciklerin  olustugunu  gdzlemlemislerdir.?*8
Calismamizda diger bir parametre olan ve otofajinin belirteci olarak kullanilan LC3B
immunpozitifligi a¢isindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edildi.
Sham grubunda LC3 pozitifligi gorilmezken diger gruplarda goriildi. LC3B
immunpozitifligi IR ve IR+4 mg/kg TQ grubunda en yliksek diizeydeyken, IR+8 mg/kg
TQ grubunda orta diizeyde, IR+25mg/kg TQ grubunda ise yiiksek diizeyde oldugu
belirlendi. Immunpozitiflikler 6zellikle ovaryumun coprus luteum kisimlarinda
gozlemlendi. Literatiirde fibroblast biiylime faktorii (FGF21) ile yapilan bir ¢alismada
miyokard I/R modelinde FGF21’ in, I/R' dan sonra enfarktiisii 6nemli 6l¢iide azalttigi ve
I/R ile indiiklenen hiicre apoptozunu iyilestirdini ve I/R dan sonra, LC3-B seviyelerini
yiikselttigini vurgulamislardir.?*®

‘Nigella sativa (NS)’ yani ¢orek otu 2000 yil1 askin siiredir orta ve yakin dogu
ilkelerinde pek ¢ok hastaligin tedavisi i¢in kullanilmis 6nemli bir bitki tiirii olup bu bitki
ve bilesemleri ile ilgili lataratiirde pek ¢ok calismaya yer verilmistir. Demir ve ark.’ 1
deneysel olarak katarkt olusturduklari ratlara probolis, kafeik asit (CAPE), timokinon ve
corek otu uygulayarak yaptiklari ¢aligmalarinda timokinonun diger bilesenlere oranla
antioksidan 6zelligini anlamli olarak daha giiclii bulmuslardir.?® Abdel ve ark. TQ’ nun
karaciger hasarimmi Onlemedeki etkisini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, TQ’ nun lipid
peraksidasyonu Onledigi ve oksidatif strese karst olduk¢a etkili oldugunu
bildirmislerdir.??! Literatiirdeki bir diger ¢alismada ise testikiiler I/R modelinde TQ’ nun

lipid peroksidasyonunu, oksidatif stresi ve apoptozu azaltarak etki ettigini

bildirmislerdir.???
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6. SONUC VE ONERILER

Rat overlerinde deneysel olarak I/R ile olusan hasarin dnlenmesinde 6zellikle
antiinflamatuar ve antioksidan 6zellikleri ile bilinen TQ’ nun etkinliginin olup olmadigini
arastirmay1 amacladigimiz bu ¢alismada, elde ettigimiz bulgular dogrultusunda TQ’ nun
koruyucu etkisinin oldugunu destekler sonuglar elde edildi. TQ, bu etkilerini I/R
hasarinda ortaya cikan oksidatif stres parametrelerini azaltarak gdstermistir. Ozellikle
MDA, TOS ve OSI diizeyleri I/R hasarinda artarken TQ uygulanmasi ile kontrol grubuna
yaklastigr gozlemlenmistir. Ayrica SOD, GSH gibi viicuttaki 6nemli antioksidanlar
iskemiye bagli azalirken tedavi sonrasi tekrar anlamli derecede artig gostermistir. IL-f ve
TNF-a gibi infalamatuar siiregte aktiflesen molekiillerin, TQ uygulanan gruplarimizda
anlamli derecede diistligli tespit edilmistir. Mevcut calismamizda biyokimyasal
parametrelere ek olarak histopatolojik degerlendirmelerde iskemiyi takiben ovaryumun
coprus luteum kisimlarinda otofajinin belirteci olan LC3B immunpozitifligini gostererek
destekledik. Bu bilgiler TQ’ nun over torsiyonunda iskemiden kaynakli hasari azaltmada
altenatif bir tedavi secenegi olabilecegini gostermekle birlikte mevcut denek sayilari
arttirilarak ve genetik caligmalar eklenerek ileriki yillarda timokinonun iskemi
reperfiizyonla indiiklenen rat over hasari iizerine etkileri hakkinda daha detayli bilgiler

elde edilebilecegi diisiiniilmektedir.
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SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU MUDURLUGU

ETiK BILDiRiM VE INTIHAL BEYAN FORMU

Doktora Tezi olarak Prof. Dr. Nuri BAKAN damsmanhginda sunulan “iskemi
Reperfiizyonla indiiklenen Rat Over Hasari Uzerine Timokinonun Biyvokimyasal ve
Histopatolojik Etkisi” baghkli g¢aligmanin tarafimizdan bilimsel etik ilkelere uyularak
yazildigini, yararlanilan eserlerin kaynakgada gOsterildigini, Saghk Bilimleri Enstitiisii
tarafindan belirlenmis olan Turnitin Programu benzerlik oranlarinin agilmadigini ve asagidaki
oranlarda oldugunu beyan ederiz.

Tez Boliimleri Tezin Benzerlik Orani (%) Maksimum Oran (%)
Giris 2 15
Genel Bilgiler 16 30
Materyal ve Metod 13 35
Bulgular 5 10
Tartisma 3 15

Beyan edilen bilgilerin dogru oldugunu, aksi halde dogacak hukuki
sorumluluklar kabul ve beyan ederiz. 03 /05/2019

Ozge Nur TURKERI @ Nuri BAKAN
i% 8 > imza
'd L
* Tez ile ilgili YOKTEZ'de yayinlamasina ilisikin bir engelleme var ise agagidaki alani
doldurunuz.
O Tezle ilgili patent bagvurusu yapilmasi / patent alma siirecinin devam etmesi
sebebiyle Enstitii Yonetim Kurulunun ..../.../.... tarih ve ............. sayil karar ile teze
erisim 2 (iki) y1l siireyle engellenmistir.
O Enstitii Yénetim Kurulunun ..../.../.... tarih ve ............. sayili karar ile teze erigim

6 (alt1) ay siireyle engellenmistir.
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EK-3. ETIK KURUL ONAY FORMU

T.C.
ATATURK UNIVERSITESI REKTORLUGU
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Bagkanligt

Sayr : 75296309-050.01.04-E.1800069779 - - : . 23.02.2018
Konu: HADYEK Kararl.

TIP FAKULTESI DEKANLIGINA

figi : 12.02.2018 tarihli ve 42190979-000-E.1800051443 say:h belge.

figide kayitl yaziniz; Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulumuzun
22.02.2018 tarih ve 2 sayili Oturumunda Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Bagvuru Formu
ve ekli belgeleri, gerekge, amag, yaklasim ve yontemler dikkate alinarak incelenmis ve
asafnya gikanlan 29 no’lu karari ile sézkonusu doktora tez ¢aligmasinin yliriitiilmesinin etik
kurallarina uygun olduguna, meveut oy birligi ile karar verilmis olup, ¢alismada kullanilan
hayvanlara ait bilgilerin, T.C. Orman ve Su [sleri Bakanlift, Doga Koruma ve Milli Parklar
Genel Miidiirliigiiniin, Hayvanlar: Koruma Bilgi Sistemi (HAYBIS) ne girilebilmesi i¢in ekte
sunulan “HADYEK Sonug Raporu”nun Baskanliimza gonderilmesi hususunda;

Geregini bilgilerinize arz ederim.

Toplanti Tarihi: 22.02.2018
Toplant1 Sayisi : 2

KARAR N0 29: Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanlig1, Temel Tip Bilimleri
Boliimii, Tibbi Biyokimya Anabilim Dali 6gretim iiyesi Prof.Dr.Nuri BAKAN’mn
yiiriitiiciiliigiinde, Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve Aragtirma Merkezi
(ATADEM) Laboratuarlarinda yiiriitillecek olan “Iskemi Reperfiizyonla Indiiklenen Rat
Over Hasan Uzerine Timokinonun Biyokimyasal ve Histopatolojik Etkisi” isimli.doktora
tez ¢aligmasi ile ilgili Tip Fakiiltesi Dekanliginin 12.02.2018 tarih ve 42190979-000-
E.1800051443 sayil yazis1 ile ekleri gériigiildii.

Yapilan goriismelerden sonra; adi'gegen doktora tez galigmasinin yiiriitiilmesinin, etik
kurallarina uygun olduguna, ¢aligma sonucunun Bagkanlifimiza bildirilmesine, mevcut oy
birligi ile kabuliine; karar verildi.

Atatiirk Universitesi Veteriner Fakiiltesi 25240 Erzurum T T 7 TBilg: Mchmel KOCA
Tel: +90 442 2317222 Faks: +90 442 2317244
Elckironik Ag: hitp:/fwww.atauni.edu tr/#!birim=veteriner-fakultesi . E-Posta; vetfak@atauni.edu.tr
Kep Adresi: atauni@hs01.kep.tr
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