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OZET

Deneysel Bobrek iskemi-Reperfiizyon Modelinde Lipoik Asit ve

Dihidrolipoat Kullaniminin Etkilerinin incelenmesi

Bir organa veya dokuya gelen kan akiminin yetersiz hale gelmesine iskemi, yeniden
kanlanma doneminde meydana gelen hasara ise reperfiizyon hasari denir. Dogal bir
antioksidan olan alfalipoik asit (ALA) ve Dihidrolipoik asit (DHLA) oksidatif stresle
iligkili hastaliklarin tedavi edilmesinde etkili ajanlardir. Biz bu ¢alismada bdbrek
dokusunda deneysel olarak olusturulan iskemi-reperflizyon modelinde ALA ve DHLA nin
oksidatif stres ve antioksidan enzimler tiizerine uzun ve kisa donem etkilerini
kargilastirmay1 amagladik.

Bu calismada ortalama 250-300 gr agirliginda 40 erkek rat kullanildi. Her biri 8
rattan olusan 5 gruba ayrildi. Kontrol (Grup 1), I/R (Grup 2), 100mg/kg IP ALA uzun
donem (iki hafta)+1/R (Grup 3), 100mg/kg IP ALA kisa donem (iki saat 6nce) + I/R (Grup
4) ve 100 mg/kg DHLA kisa donem (iki saat once)+ I/R (Grup 5). Stperior renal arterin 45
dakika klemplenmesi ile iskemi olusturuldu. Sonrasinda klempin gevsetilmesi ile 4 saat
boyunca reperfiizyon saglandi. Doku homojenatlarindan elde edilen siipernatanlarda
malonildialdehit (MDA); antioksidan enzimlerden siperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) ve katalaz (CAT) aktivitelerinin spektrofotometrik tayini yapilmistir.
Bobrek dokulart % 10’luk zinc-formaldehit sollisyonu icerisine konularak iskemi-
reperflizyonun histopatolojik incelemesi yapilmigtir. Serum Orneklerinde bdbrek ve
karaciger fonksiyon testleri (iire, kreatinin, ALT-AST) ile serum total antioksidan ve
oksidatif stress diizeyleri (TAS/TOS) otoanalizorde 6l¢iilmiistiir.

Sonugta I/R grubunda MDA duzeyleri kontrol grubuna gore anlamli derecede
yilksek iken SOD, CAT ve GSH-Px diizeyleri anlamli dercede diisiik bulundu. Serum OSI
degerleri ise I/R grubunda kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksekti. Uzun ve kisa
donem ALA ve kisa donem DHLA uygulanan grupta MDA diizeylerinde anlamli azalma
ve MDA, CAT, GSH-Px diizeyleri ile serum OSI degerlerinde ve AST aktivitesinde ise
lyilesme gozlendi. Bu iyilesme doku diizeyinde DHLA uygulanan grupta daha belirgindi.

Hem uzun hem de kisa donem ALA uygulamasinin I/R’ye baglh hasar1 diizeltmede
potansiyel bir ajan olarak kullanilabilecegini ancak DHLA nin antioksidan etki yoniinden
daha etkin oldugunu diistinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Iskemik Hasar, Reperfiizyon, Lipoik Asit, Dihidrolipoat, Antioksidan
Enzim
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ABSTRACT

Investigation of the Effects of Lipoic Acid and Dihydrolipoate on

Experimental Renal Ischemia-Reperfusion Model

Ischemiais a restriction in blood supply to tissues and reperfusion injury is
the tissue damage caused by blood supply returns to the tissue after a period of ischemia.
Alpha lipoic acid (ALA) and dihydrolipoat (DHLA), a natural antioxidant, can be used for
the disease related to oxidative stress. In this study we aimed to investigate the effects of
the long and short term usage of ALA and DHLA on oxidative stress and antioxidant
enzymes in experimental renal ischemia-reperfusion model.

A total of fourty male rats (250 to 300 gr) were divided into 5 groups as follows:
control (Group 1), I/R (Group 2), I/R + 100 mg/kg IP ALA for two weeks (Group 3), I/R +
100 mg/kg IP ALA before two hours, (Grup 4) and I/R + 100 mg/kg DHLA (Group 5).
Ischemia was carried out the superior renal arter for 45 minutes followed by reperfusion
for 4 hours. Malondialdehyde (MDA), Catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD) and
glutathione peroxidase (GSH-Px) activity in supernatants of renal tissue samples assayed
by the spectrophotometric method. Renal tissue samples in 10 % zinc-formol solution were
investigated by histopathological analyze. Urea, creatinine, ALT, AST activity and Total
Antioxidant Status (TAS) and Total Oxidative Stress (TOS) levels were measured by an
auto analyzer. Tissue MDA and serum OSI levels in I/R group were higher and SOD, CAT
and GSH-Px levels were lower than those of control subjects. MDA, CAT and GSH-Px
levels and serum OSI and AST levels were improved in the long and short term ALA-
treated group and short term DHLA-treated group. This findings were more prominent in
histopathological tissue samples in DHLA-treated group.

In conclusion, we consider that both long term and short term ALA application has
a potantial for treatment of I/R damage. Besides, DHLA is more effective in terms of
antioxidant effect.

Key words: Ischemic Damage, Reperfusion, Lipoic Acid, Dihydrolipoat, Antioxidant
Enzym
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1. GIRIS

Bir organa gelen kan akiminin ¢esitli nedenlerden dolay1 yetersiz hale gelmesi veya
durmasi iskemi olarak adlandirilir (Cotran ve ark 1995; Herbert ve ark 2001). Reperflizyon ise

dokuya kan akiminin yeniden baglamasidir (Petrasek ve Walker 1994).

Bobrek iskemisi; bobrek transplantasyonu, parsiyel nefrektomi, kardiyopulmoner
bypass, sepsis, ¢esitli lirolojik girisimler ve hidronefroz gibi ¢esitli klinik durumlarda goriiliir.
Iskemi ve reperfiizyon (I/R) hiicresel enerjinin tiikenmesine, hiicre icinde sodyum, kalsiyum ve
reaktif oksijen radikallerinin (ROS) birikmesine, proteazlari, nitrik oksit sentetazlari,
fosfolipazlar1 ve endoniikleazlar iceren ¢ok sayida enzim sisteminin aktive olmasina yol agar;
hiicre hasar1 ve dliimiiyle sonuglanir. iskemik organlara yeniden kan akiminin saglanmasi, hiicre
Oliimiiniin Onlenmesinde hayati 6nem tagimaktadir. Ancak; reperfiizyonun kendisi, aktive
polimorfoniikleer 16kositlerin ve trombositlerin dokuyu infiltre etmeleri ile ortaya ¢ikan akut
inflamatuar yanita sekonder olarak lokal hasara yol acar (Ergin ve ark. 2001; Oruc ve ark.

2009). Bu olay ise reperfiizyona bagli doku hasar1 olarak tanimlanir (Cotran ve ark 1995).

Doku hasarlanmasi; sitokinler, nitrik oksit (NO) seviyesindeki lokal dengesizlikler,
endotel hucresi adhezyon molekdlleri, trombosit aktive edici faktorler ve serbest radikaller
aracihigiyla gergeklesir (Ergin ve ark. 2001; Oruc ve ark. 2009). Olusan hasarin siddeti
iskeminin siiresi disinda ilgili dokuya iligskin faktorlere (6rn. doku 1sis1) bagli olarak da degisir
(Petrasek ve Walker 1994)

Bir dokuda arteriyel sistemin gegici siire ile tikanmasi halinde, bu siire belli bir zaman
dilimini asarsa, geri doniismeyen doku hasar1 ortaya ¢ikar. Bu kritik zaman dilimi dokudan
dokuya degisiklik gosterir (Avinoam Ophir 1994). Bobrekte yapilan deneysel ¢alismalarda bu
kritik zaman dilimi 30 dakika olarak bulunmustur (Islam 1997; Vandeplassche 1989). Bobregin
birgok hastaliginda iskemik hasar olusabilmektedir. Bu hasarin dnlenmesinde gesitli antioksidan
maddeler kullanilmaktadir (Ergiin ve ark. 2001; Oruc ve ark. 2009). Alfa lipoik asit antioksidan
olarak yaygin kullanilan bir kimyasaldir (Nouf 2013).



Lipoik asit (ALA); normalde viicutta sentezlenen ve baslica enerji iireten (6rn. glikoliz)
ve mitokondrideki enerji ile iliskili enzimatik yolaklarda koenzim olarak gorev alir (Cadenas
2001). iki farkli formda bulunur.

1- Okside lipoik asit: 6. ve 8. pozisyonlarda bulunan kiikiirtler kapali halka yapis1 meydana

getirir.

2-Redukte lipoik asit: Dihidrolipoik asit (DHLA) olarak isimlendirilir. Ancak 6. ve 8.
pozisyondaki kikurtler stlfidril grubu (-SH) halinde bulunur. Agik zincir yapisindadir (Karaca
2009).

Oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlar1 ile lipoik asidin bu iki formu organizmada
birbirine doniisebilmektedir (Karaca 2009). Lipoik asidin her iki formu da biyolojik aktiviteye
sahiptir ancak DHLA biyolojik olarak lipoik asite gore daha aktiftir (Bullock 1954).

ALA’ nin indirgenmesi sonucunda ortaya ¢ikan DHLA, daha gugli antioksidan 6zellik
gosterir. Buna ilave olarak DHLA endojen aktivite gosteren diger antioksidanlar1 da rejenere
etme yetenegine sahiptir. DHLA ve ALA, metal kelasyonu ile ROS’u uzaklastirabilme
yetenegine sahip olup I/R hasarini hasarinin tamir edilmesinde rol alirlar. ALA baslica Fe*? ve
Cu*? kelasyonu yaparken, DHLA ilave olarak Cd*? kelasyonunda da rol oynayabilir (Biewenga
1997).

Birgok caligmada bobrek iskemi-reperflizyon hasari iizerine bazi antioksidanlarin ve
lipoik asidin etkileri arastirilmistir ancak lipoik asitin rediikte formu olan dihidrolipoik asitin

etkilerini ele alan bir arastirma mevcut degildir.

Bu calismada bobrekte iskemi reperflizyon hasarinda lipoik asit ve metaboliti olan
dihidrolipoatin kisa ve wuzun siire kullanimlarinin yol agtifi etkilerin karsilagtirmasi
amaglanmistir. Bu ¢alisma ile transplantasyon, parsiyel nefrektomi, kardiyopulmoner bypass
gibi yaygmn klinik durumlarda ortaya ¢ikacak doku hasarini onleyebilecek antioksidan

kimyasallarin koruyucu etkileri aydinlatilmak istenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Bobregin Anatomisi

Badbrekler sivi ve elektrolit dengesinin saglanmasinda ve metabolizma artiklari ile toksik
molekiillerin viicuttan atiliminda rol alan organlardir. Ayrica elektrolitlerin dis ortama
salimiminin diizenlenmesinde ve kirmizi kan hicrelerinin olusumunda (eritropoetin) 6nemli rol
oynayan bazi madde ve hormonlarin sentezi bobregin islevlerindendir (Guyton 1996).

Bdbrekler arka abdominal bolgede bulunurlar ve lreter adindaki tiip araciligiyla
mesaneye baglanirlar (Calbreath 1992). Bobrek, nefron adi verilen yapilardan meydana gelir ve
her bir bobrekte yaklasik 1,3 milyon nefron bulunur. Nefronlar, viicuttaki maddelerin filtrasyon,
sekresyonve reabsorpsiyonunda rol oynayan temel yapilardir. Herbir nefron filtrasyonun
baslangict i¢in gerekli olan kan akimini saglayan glomeriil, filtrasyonun basladigi yapi olan
Bowman kapsuli, sekresyon ve reabsorpsiyonun gergeklestigi proksimal ve distal tibdlisler, bu
tlpleri birlestiren Henle Kulpu ve idrarin mesaneye iletilmesini saglayan iiretere ulastiran

toplayict kanallardan olusur (Rang 1999; Calberath 1992).

Sekil 2.1. Bobregin anatomik yapis1 (http://www.anatomi.gen.tr/bobrek-anatomisi.html)



Glomertiil yapist ortalama 200 um ¢apinda olup kapillerlerin nefronun genis ve kor
ucundaki Bowman kapsill igerisine girmesiyle olusur. Glomeriil yapiy1 olusturan kapiler
kiimeleri nefrona 6nemli oranda kan akisi saglanmasinda etkilidir (Ganong 1985). Bowman
kapsuliinde kan ve glomeriiler filtrat1 birbirinden ayiran iki hlcresel tabaka yer alir; kapiller
endotel ve tibilus epiteli (podositler). Kapiller endotel ve tiibiiliis epiteli arasinda glomer(ler
bazal membran (GBM) yer alir. Endotel hicreleri ile bazal membran arasinda bulunan

mezensim hiicreleri ise glomeriiliin hiicresel matriksini ve destek yapisni olusturur (Raij 1985).

Glomeriiler mezensim yapist mukopolisakkaridler ile glikoproteinlerden olugsan matriks
icerisine yerlesmis mezensiyel hlcrelerden meydana gelir. GBM, mezensiyumun glomerdiler
kan akimiyla temas ettigi noktada bulunur. Burada glomeriiler dolasim 100 nm ¢apinda
gozenekler iceren fenestre (gozenekli) endotel tabakasi ile mezensiyumdan ayrilir. Bu durumun

sonucu olarak;
1.Makro ve mikromolekiilleri tasiyan plazma mezensiyel bolgeye akabilir.

2.Mezensiyel ve endoteliyal hiicrelerin pozisyonu bu hiicrelerden birinden salinan maddelerin
diger hiicrelerle parakrin etkilesimine olanak taniyacak sekilde de ‘capraz- iletisimine’ imkéan
saglar (Raij 1993).

Mezensiyel hucreler anjiyotensin Il, endotelin-1 (ET-1), tromboksan (TX) ve arjinin
vazopressin (AVP) gibi cesitli vazoaktif peptid reseptorlerinin yani sira aktin ve miyozin
icerirler. Mezensiyel hiicreler glomertliin hiler bélgesinde jukstaglomeriler aygitin yanisira
afferent ve efferent arteriyollerin lumene bakan kismi ile temas halindedirler. Bu anatomik yap1
nedeniyle afferent ve efferent arteriyollerin toniisiindeki degisikliklerle uyumlu bir sekilde
hareket eden mezensiyel hiicrelerin kasilip gevsemeleri mezensiyumdan plazma akimimi ve
ayrica glomeriiler kan akimi ve filtrasyon hizin1 diizenler (Raij ve Keane 1985; Schlondorff
1987; Mene ve ark. 1989).



2.2. Bobrek Fonksiyonlarinin Degerlendirilmesi
Bobregin 3 temel fonksiyonu vardir;

1. Metabolizma esnasinda olusan ya da dogrudan viicuda alinmis olan toksik bilesenlerin

atilima.
2. Viicudun s1v1 ve asit-baz dengesini diizenlemek
3. Hormon sentezinde rol almak

Bobreklerde akut veya kronik yetmezlik durumu meydana geldiginde vicutta nitrojen
metabolizmasinin son drdnleri birikir ve non-proteinik nitrojenlerin miktar: artar. Bu durum kan
ure-nitrojen ve serum kreatinin diizeylerinde artiga sebep olur. Nitrojen driinlerinin birikmesi ile
azotemi gelisir. Azoteminin devaminda ise bdbreklerin metabolizma artiklarini atabilme
yetenegini kaybettigi durum olan liremi ile sonuglanir. Bobrekler viicut sivisinin tonisitesi,
hacmi, asit-baz dengesi ve kimyasal bilesiminin dizenlenmesinden sorumlu organlardir.
Hicrede metabolik fonksiyonlarin etkin bir sekilde gergeklesebilmesi igin hiicre igi sivi
bilesiminin sabit bir aralikta olmasi gerekir. Intraseluler sivi ekstraseliiler sivinin bilesiminden
ciddi oranda etkilenir. Hiicreyi gevreleyen ekstraseliiler sivinin igerigi, solunum sistemi ve

bobrekler araciligiyla diizenlenir.

Bobrek fonksiyonlarinin degerlendirilmesinde kreatinin, (re, nitrojen duzeylerine
bakilir. Bu maddelerin serum ve idrarda eszamanli 6lgiimleri (Orn. kreatinin klirensi) klinik
olarak belirgin bulgular gostermeyen birtakim bozukluklarin ortaya ¢ikarilmasinda belirleyicidir
(Preuss ve ark. 1991). Bir maddenin klirensi glomeriiler filtrasyon hizina paralelse filtrasyonda
meydana gelen azalma sonucunda bu maddenin serum konsantrasyonunun artmasi beklenir.
Normal sartlarda tiretim hizinin sabit oldugu varsayilan maddenin dolasimdaki miktarinin
belirlenmesi glomeriiler filtrasyon hizinin belirlenmesinde 6nemlidir. Bu sebepten dolayz,
bobrek yetmezligi durumunda kan kreatinin ve Ure diizeyi Olgimlerinden siklikla yararlanilir
(Robinson ve Millares 1992; Preuss ve ark. 1991).

Ure, protein metabolizmas1 son Urliniidiir ve viicuttan atilan nitrojenin % 80’ini
olusturur. Kandaki Ure miktar1 prerenal (asir1 iiretim, azalmis bobrek kan akimi), renal
(parankimal bobrek hasar1) veya postrenal (genitolriner sistem obstriksiyonu) nedenlerle
degisebilir.



Serum  kreatinin  konsantrasyonunun  saptanmasi  glomeriiler ~ fonksiyonun
degerlendirilmesinde &nemli bir diger parametredir. Ure ile kiyaslandiginda kreatinin
konsantrasyonu diyetten, pre-renal ve post-renal fakttrlerden daha az etkilenir (Robinson ve
Millares 1992).

2.3. Serbest Radikallerin Tanimi, Olusum Sekilleri ve Simiflandirilmasi

Serbest radikaller, son yoriingelerinde eslesmemis elektron bulunduran atom ya da
molekdllerdir, ylksek oranda reaktiftirler. Eslenmemis elektron bulunduran molekiil veya atom,
elektronunu bagka bir molekiile aktararak ya da ondan elektron alarak daha stabil hale gelme
egilimindedir. Serbest radikaller hucrede metabolizma esnasinda cereyan eden biyokimyasal
reaksiyonlar sonucu ya da g¢esitli dis etkenlerin varliginda olusurlar, normal kosulllarda

mitokonride olusurlar; antioksidan sistemler araciligiyla zararh etkileri engellenir.
Serbest radikaller baslica ti¢ sekilde olusmaktadir;

1. Bir molekiilii olusturan kovalent bagin hemolitik yarilarak bagi meydana getiren eslenmis

elektronlarin her birinin ayr1 pmolekiilde kalmasi sonucunda olusur:

XY e X+Y'

2. Bir molekulln elektron kaybetmesi sonucu:

X —— X +e

3. Bir molekile tek bir elektronun eklenmesi sonucu:

X+e ) X



Biyolojik sistemlerdeki radikaller su sekilde siniflandirilabilir;
Oksijen kaynakli serbest radikaller
Karbon kaynakli serbest radikaller
Nitrojen kaynakli serbest radikaller

1.

2.

3.

4. Siilfiir kaynakli serbest radikaller

5. Gegis metalleri ile olusan kompleksleri
6.

Fosfor merkezli radikaller

Biyolojik sistemlerde en zararli radikaller oksijen kaynakli radikaller olup, serbest
oksijen radikalleri (SOR) ya da reaktif oksijen tiirevleri (ROS) olarak adlandirilirlar. Vicutta
oksijen radikallerinin endojen kaynagi mitokondriyal elektron transport zincirinden (ETZ)
kacan elektronlardir (Kehrer ve ark. 1990). Eksojen kaynaklar ise iyonize radyasyon ve gegis
metal iyonlarinin varhgidir; iyonize radyasyon (x-ray, UV), OH radikalleri olusturacak sekilde
suyu parcalar. Gegis metal iyonlar1 ise oksijen veya hidrojen peroksitle non-enzimatik yoldan
reaksiyona girerek hidroksil radikallerinin olusumuna 6nciiliik ederler (Halliwell 1995; Akkus
1995).

Reaktif oksijen tiirevleri; elektron eksikligi nedeniyle kolaylikla elektron aligverisi
yapabilenler (radikaller) ve elektron eksikligi olmamasina ragmen baska molekiillerle
radikallere oranla daha zayif bir sekilde birlesenler (non-radikaller) olmak (zere iki gruba

ayrilirlar.

Cizelge 2.1. Reaktif oksijen tiirlerinin siniflandirilmasi

Radikaller Radikal Olmayanlar
Superoksit radikal (O,") Hidrojen peroksit (H,0,)
Hidroksil radikal (OH™) Lipit hidroperoksit (LOOH)
Alkoksil Radikal (LO™) Hipoklorik asit (HOCI)
Peroksil radikal (LOO™) Singlet oksijen (*0,)

Nitrik Oksit Radikali (NO")




2.3.1. Reaktif Oksijen Turleri

2.3.1.1. Superoksit Radikali (O,")

Biyolojik sistemlerde en ¢ok oksijen tasiyan serbest radikaldir. Ozellikle aerobik
hiicrelerde molekiiler oksijenin elektron alarak indirgenmesine bagl olarak olusur (Ozcan ve
ark. 2015).

Superoksit radikalinin hiicredeki baslica kaynaklari mitokondri ve endoplazmik
retikulumda yer alan elektron transport sisteminde elektron akisi sirasinda kacan elektronlardir
(Giilcti Bulmus 2006). Makromolekiillerin yikilmasiyla agiga ¢ikan elektronlar mitokondri i¢
membraninda bulunan elektron tasiyicilarla molekiiler oksijene aktarilip su olusturulurken
elektron transport zinciri (ETZ) den kacan elektronlar molekiler oksijenle dogrudan reaksiyona
girerek superoksit radikalini olustururlar (Kehrer ve ark. 1990; Valko ve ark. 2007). Ayrica
gecis metallerinin otooksidasyonu sonucunda siiperoksit radikali olusabilir (Ozcan ve ark.
2015).

02 +e —) 02- i
ETZ’de molekiiler oksijenden siiperoksit radikali olusumu

Fe?' + O, mmmm—) Fe* + O,”
CU" + O, wmmy CU*2+ 0,

Gegis metallerinin otooksidasyonu ile siiperoksit olusumu

Slperoksit radikalleri, molekiler oksijenin reduksiyonunda ara basamak olup, hiicreye
dogrudan zarar vermez. Ancak hidrojen perosit kaynagi olup gecis metallerinin rediiksiyonuna
sebep olur (Fang ve ark. 2002). Ayrica nitrik oksitle reaksiyona girerek reaktif oksijen tiirevi

olan peroksinitriti (ONOQ") olusturmaktadir.

02._ + NO’ —) ONOO -



Bdylece NO’nun etkisi inhibe edilir. Peroksinitritlerin proteinler tizerine dogrudan zararli
etkileri vardir, ayrica peroksinitritler bagka reaktif ve toksik Urlinlere [azot dioksit (NO),
hidroksil radikali (OH) ve nitronyum iyonu] doniisebilirler ( Akkus 1995).

2.3.1.2. Hidroksil Radikali (OH")

Hemen hemen tiim molekiillerle reaksiyona girme yetenegine sahip reaktif yapidaki en
aktif ve en giiclii oksidandir. Yar1 omrii olduke¢a kisadir. Olustugu yerlerde ciddi hasara sebep
olur. Tiyoller, yag asitleri vb. molekiillerden proton koparip c¢esitli radikallerin olusumuna

neden olur (Akkus 1996; Cadanas 1989; Fridovich 1997).

R-SH + -OH — RS- + HZO

-CH,+ -OH ) -CH  + H,0

Hidroksil radikali hiicrede DNA hasarinin meydana gelmesine neden olur, iyonize
radyasyonun membranlara etkisinden sorumlu radikaldir. Lipid peroksidasyonu sirecini
baslatan reaktiftir (Akkus 1995). Olusan hidroperoksitler birikip membran biitiinliigiinii bozarak
hlicrenin hasarlanmasina yol agar. Sonugta ortaya ¢ikan hidroperoksitler ise daha ileri yikim
urtinu olan ve toksik ve reaktif 6zellik gosteren malondialdehit (MDA) gibi aldehit tirevlerine
doniisebilirler (Uysal 1998; Girotti 1998).

Biyolojik sistemlerde hidroksil radikali ¢esitli yollarla olusur;

1. Fenton reaksiyonu: Hidrojen peroksit (H,0,), basta demir (Fe** ) olmak lizere gegis
elementleri (Cu,Zn, Mn, Cr, Co, Ni, Mo) varliginda indirgenerek hidroksil radikali (OH’)

olusturur (Cuzzocrea ve Reiter, 2001).

0, +Fe/Icu? —> 0, +Fe™/Cu’

Fe™/Cu” + H,0, ——>  Fe™/Cu™+ OH + OH’



2. Haber-Weiss reaksiyonu: Hidrojen peroksitin, superoksit radikali (O,” ) ile reaksiyona

girmesi sonucu hidroksil radikali olusur.

H202 + 02'_ —) 02+OH' + OH’

3. H,O’ nun yiiksek enerjili iyonize radyasyona maruz kalmasi sonucu:

Hzo X yaday ismi H- + OH-

4. H,0,’nin UV 1sinima maruz kalmasi sonucunda:

H,0, Y 20H-

2.3.1.3. Alkoksil (LO™) ve Peroksil (LOO™) Radikali

Poliansatiire yag asitleri ve bunlara benzer ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksijen
radikallerinden etkilenmesi ile meydana gelen radikallerden biri peroksil radikalidir. Serbest
oksijen radikallerinin etkileri sonucunda karbon merkezli radikaller olan, alkoksil radikalleri ve

tiyol radikalleri gibi énemli serbest radikaller olusur (Smith 2005).

2.3.1.4. Nitrik Oksit Radikali (NO)

Yiiksek yapili canlilarda 6nemli biyolojik fonksiyonlari olan, nitrojen kaynakli bir
serbest radikaldir. Reaktivitesi baskilandigi ig¢in diger radikallere gore daha uzun yarilanma
omrune sahiptir (Kiling ve Kiling 2002).

Nitrik oksit radikali biyolojik sistemlerde spesifik nitrik oksit sentaz (NOSs) enzimi
tarafindan L-Argininden sentezlenir (Valko ve ark. 2007). Nitrik oksit oldukca reaktif bir
radikaldir, fizyolojik sureglerde 6nemli rol oynamaktadir. Reaktif oksijen turevleri ile
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reaksiyona girerek giiclii oksidan olan peroksinitriti (ONOOH) olusturur, peroksinitritin

dekompozisyonu sonucunda da ‘OH radikali meydana gelir (Southorn ve Powis 1988).

NO + 0,” —> ONOO
ONOO +H" —~ ONOOH

ONOOH ———> NO;+ OH"

Nitrik oksit ¢ok kiiciik bir molekiil oldugundan dolay1 ve lipofilik 6zellik tasidigindan hiicre
membranindan kolaylikla gecis yapabilir (Garcia ve Eleno 1998; Kilig ve ark. 2003).

2.3.1.5. Hidrojen Peroksit (H,05)

Hidrojenperoksit aslinda bir prooksidandir, yani serbest radikal olmayip reaktif oksijen
tiirleri arasinda kabul edilir, serbest radikal olusumuna yol acar (Ozcan ve ark. 2015).
Membranlar1 kolaylikla gegerek sitozole difiize olur, uzun Omiirlii reaktif oksijen tiirevidir.
Membranla korunan bdélgelere stiperoksit ulasamaz fakat hidrojen peroksit ulasir ve bu sirada
siiperoksitle reaksiyona girerek hidroksil radikali olusturur. Gegis metallerinin varliginda da
kolaylikla parcalanarak oksijen tiirevlerinden en giicliisii olan hidroksil radikalini olustururlar
(Young ve Woodside 2001).
Molekdler oksijenin (O;) etrafindaki molekiillerden iki elektron koparmasi veya siperoksit
radikalinin (O;) bir elektron almasi sonucu peroksit olusur. Sonugta ortaya ¢ikan peroksit

molekli ise 2 hidrojen atomu ile birleserek hidrojen peroksiti meydana getirir ( Akkus 1995).

O, +2¢e + 2H ————> H,O,

0, +e +2H" ——=H,0,

Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksit kaynagi siiperoksit (O, ") radikalinin non-enzimatik ya

da siiperoksit dismutaz enziminin katalizledigi enzimatik dismutasyon reaksiyonudur.
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Iki siiperoksit radikali iki proton alarak hidrojen peroksit ve molekiiler oksijeni meydana
getirirler (Akkus 1995; Bors ve ark. 1980; Hochs ve Utley 1968).

20, +2H" %% - H,0,+0,

Hidrojen peroksit eslesmemis elektron bulundurmadig icin radikal degildir ancak siiperoksitle
reaksiyona girerek en zararli reaktif oksijen tlirevi olan hidroksil radikali ((OH)olusumuna

neden olur (Halliwel ve Gutteridge 1989; Akkus 1995).

H,O, + O,” —> OH+OH + O,

Hidrojen peroksitten ayrica Fenton reaksiyonu ile OH ve OH" iretilir (Kavas 1989).

O, + Fe+3 O, + Fe+2

Fe” + H,0, ————> Fe™+ OH + OH

O, + H,O, —— > 0H + OH +0,
(Akkus ve ark. 1996; Cadanas 1989; Slatter 1987).

2.3.1.6. Singlet Oksijen (*0,)

Yapisinda eslesmemis elektron bulunmadigindan serbest radikal olmadigi halde ¢ok
reaktif oldugundan dolay1 ve olusumu esnasinda bazi radikal tepkimeleri olusturdugu igin
reaktif oksijen tirlerinden biri olarak kabul edilir (Garcia ve ark. 1998; James 1997). Oksijenin
elektronlarindan birine disaridan enerji verilmesiyle bulundugu orbitalden birbagka orbitale ya
da kendi spininin tersi yoniinde bir spine yer degistirmesi sonucunda olusur. Ayrica siiperoksitin
dismutasyona ugramasiyla veya hidrojen peroksit ile hipokloritin reaksiyona girmesi
neticesinde ortaya ¢ikabilir (Akkus 1995; Ryter ve Tyrrell 1998).
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Singlet oksijenin DNA hasarina yol a¢tifi ve mutajenik etkilere neden oldugu diisiiniilmiistiir.

(Garcia ve Eleno 1998; James 1997).

2.4. Oksidatif Stres

Hicresel metabolizma yolaginda agiga ¢ikan hidrojen peroksit, stiperoksit ve hidroksil
radikallerinin artmas1 ve bunlari detoksifiye edici antioksidanlarin yetersiz kalmasi neticesinde
oksidatif denge bozulur ve bu olaya oksidatif stres ad1 verilir. (Ozcan ve ark. 2015). Oksidatif
stresin, hiicreye hasar vermesi 6zellikle lipid yapilar, karbonhidratlar, proteinler, DNA ve

enzimler Uzerinden etki gostermesiyle olur (Balkan 2010).

2.5. Serbest Radikallerin Hasar1 Sonucunda Olusan Uriinler

Reaktif oksijen tirlerinin hiicre igerisinde artis1 veya gesitli nedenlerle antioksidan
seviyesindeki azaligin sonucunda oksidatif dengedeki degisime bagli olarak hucre igi protein
yapt ve fonksiyonlarinda bozulma, hiicre membraninda ve DNA’nin yapisinda hasar

olusabilmektedir (Ozcan ve ark. 2015).

2.5.1. Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri

Proteinlerin serbest radikallerin yarattigt hasardan etkilenme oranlari, aminoasit
dizilimleri ile iligkilidir. Yapisinda siilfir atomu iceren ve doymamis bag yapisina sahip
molekdller reaktif oksijen turleri ile daha yuksek reaktiviteye sahiptir. Bu nedenle yapisinda
triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein gibi aminoasitler iceren proteinler
serbest radikal hasarina daha ¢ok maruz kalir (Erden 1992).

Bu aminoasitlerin oksidasyonu proteinlerin pargalanmasina, ¢apraz baglarin olusmasina,
agregasyona ve proteinlerin proteolitik parcalanmaya yatkinliginin artmasina yol acar. Protein
yapilarin okside olmasi sonucunda yan zincirleri {izerinde karbonil gruplar olusur. Karbonil
gruplarin olusumuna neden olan bir diger yolak ise sistein, histidin ve lizin rezidileri ile lipit
peroksidasyonu urunt olan aldehitler, indirgeyici sekerler araciligiyla olusan karbonil deriveleri
ve ayrica lizin rezidulerinin yiikseltgenmesi sonucu olusan iriinlerle olan sekonder
reaksiyonlaridir. Oksidatif strese bagli olarak protein yapilarda meydana gelen degisiklikler
hiicre iskeleti elemanlar1 olan proteinler ve enzimlerde yapisal degisikliklere ve fonksiyon

bozukluguna neden olur. (Dalle Donne ve ark. 2003).
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2.5.2. Nukleik Asitler ve DNA Uzerine Serbest Radikallerin Etkisi

Serbest radikaller DNA’nin yapisinda mutasyon, karsinogenez ve hatta hicre 6limiine
sebebiyet verebilirler. Serbest radikaller etkilerini DNA’nin yapt birimi olan nikleotidlerin
yapisindaki purin ve pirimidin bazlar1 tizerinden gosterirler. Radikallerin etkisi ile 6zellikle
guanin baziin hidroksilasyonu sonucunda DNA molekiiliiniin yapis1 degiserek mutasyonlar
meydana gelmektedir. Bazlarla ve deoksiriboz sekeri ile kolaylikla reaksiyona girebilen
hidroksil radikali DNA’nin yapisinda modifikasyonlara neden olur. Ayrica inflamatuvar
hiicrelerin aktivasyonu, solunumsal patlama ile H,O; olusturur. Olusan hidrojen peroksit ise
hiicredeki membranli yapilar1 asarak ¢ekirdek yapida bulunan DNA Uzerinde tahrip edici etki
yapar (Delrio ve ark. 2005; Ahmadiasl ve ark. 2013).

Hidroksil radikalleri bazlarda bulunan ¢ift baglara H atomu ekleyerek ya da 2-
deoksiribozun karbon-hidrojen baglarindan ve timin bazindaki metil gruplarindan H atomunu
kopararak DNA’y1 etkiler (Breen AP. ve Murphy JA. 1995). Olusan Timin peroksil radikalleri
indirgenerek hidroksihidroperoksit, timin glikol, 5-hidroksimetilurasil, 5-formilurasil ve 5 -
hidroksi 5-metilhidantoin gibi Uriinlere doniisiirler. DNA en fazla gorulen baz mutasyonu 8-
OHdG (8-hidroksi-2'-deoksiguanozin)‘dir. Hidroksil radikalleri, guanin molekilinde 8.
pozisyonda etkileserek yiikseltgenmeye yol acar. Ayrica Cu*? iyonlart DNA’da 6zellikle guanin
bazlarina yiiksek afiniteyle baglanarak H,O; ile etkilesime girer ve DNA hasarmin artigina
katkida bulunurlar. Olusan baz radikallerin proteinlerin aromatik aminoasitleri ile bir araya
gelerek "DNA-protein" ¢apraz baglar1 olusturmas: da oksidatif stresin DNA yapis1 lizerine
etkilerindendir (Cooke 2003). Bunun yani sira hidroksil radikalleri DNA (zerindeki
karbonhidrat kalitlarindan H atomu kopararak karbonhidrat modifikasyonlarina ve zincir
kiriklarina neden olur. Sonug olarak htcrelerin H,O, ya da diger oksidan maddelere maruz
kalmasi genetik materyalde replikasyon ve transkripsiyonu ile DNA tamir mekanizmalarini
etkiler ve DNA hasarina yol agar (Hu ve ark. 1995).

2.5.3. Serbest Radikallerin Membran Lipidlerine Etkileri (Lipid Peroksidasyonu)

Serbest radikal hasarma en ¢ok ugrayan biyomolekiller membran lipidleridir.
Membranin yapisin1 olusturan glikolipid, fosfolipid, gliserid ile poliansature yag asitlerinin
(PUFA), serbest radikaller tarafindan yikilmasi sonucu peroksitler, aldehitler, hidroksi yag
asitleri ile etan, pentan gibi sekonder Urlinlerin ortaya ¢ikmasi lipid peroksidasyonu olarak
adlandirilir (Kése ve Dogan 1992). Lipid peroksidasyonu kendi kendine ilerleyen bir zincir
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reaksiyonu seklinde gerceklesir ve neden oldugu membran hasari geri doniisiimstizdiir (Akkus
1995).

Biyolojik membranlarda serbest radikallerin neden oldugu lipid peroksidasyonu; baslangig,
ilerleme-yayilma ve sonlanma basamagi olmak {iizere ii¢ asamada gerceklesir (Balz 1994,
Girotti 1998).

1. Reaktif oksijen tarleri biyolojik membranlardaki poliansatiire yag asitlerinin (PUFA)
oksidasyonuna yol acarak lipit peroksidasyonunu tetikler (Gupta ve ark. 2014).
Serbest radikal doymamis yag asidinde metilen karbonuna bagli bir H" atomunu koparir ve

bunun sonucunda lipid radikali olusur, ardindan olusan lipid radikali konjuge diene doniisiir;

LH+R"  — > RH+L
LH: doymamis yag asidi
L lipid alkil radikali

Olusan radikal O, ile reaksiyona girerek lipid peroksil radikalinin olugsmasina yol acar;

L+02 ———> LOO

LOO' : lipid peroksil radikali

Ardindan lipid peroksil radikalinin bir baska yag asidi ile reaksiyona girmesi ile; kendisi lipid

hidroperokside indirgenirken, yag asidi lipid alkil radikaline doniismektedir.

LOO+LH — = LOOH +L
LOOH: lipid hidroperoksit

2. Lipid peroksitler ortamda gegis metal iyonlarinin bulunmasi halinde tekrar radikale
doniisiirler; boylece lipid peroksidasyonunun daha ¢ok ilerlemesi ve zincirleme reaksiyonun

yayilmasina neden olurlar.
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LOOH + Fe* Fe™+OH + LO
LO": lipid alkoksil radikali

3. Yayilma evresinden sonra iki radikal bir araya gelerek ya inaktif; radikal olmayan bir Girlin

olustururlar veya bir antioksidan tarafindan ortadan kaldirilirlar.

LOO + LOO LOOOL + L

LOOOL.: inaktif radikal
LOOOL radikal olmayan uriinler + O, (Akkus 1995).

Lipit peroksidasyon reaksiyonlarinda olusan lipit peroksitleri sonugta son urunler olan
malondialdehit (MDA), hidroksinonenal (HNE) ve hegzenal gibi aldehitlere doniistir (Kanner
ve ark. 1987; Esterbauer 1991). Antioksidanlarin yoklugunda peroksil radikalleri kendi
aralarinda capraz kovalent bag olusturarak membran akigkanliginda bozulma, membran
potansiyelinde azalma, mebranlarin basta H* olmak iizere iyonlara kars1 gegirgenligin artmasina
neden olarak membranlarin yirtilmasina ve organellerin iceriginin hiicre sitozoliine sizmasina
neden olur. Tim bu reaksiyonlar sonucunda hiicre hasar1 ve ileri dénemde de hiicre 6limi

meydana gelir (Catala 2006).
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2.5.3.1. Malondialdehit (MDA)

NMialondialdehyde
Sekil 2.2. Malondialdehit (MDA)’ in yapisi

Lipid peroksidasyon drlnlerinin hiicredeki membranéz yapilarda direk yolla hasar
meydana getirir. Ayrica indirekt yolla da toksik etkili reaktif aldehitler treterek hiicre igi diger
yapilara zarar verir. Lipid peroksidasyonuyla ortaya ¢ikan malondialdehid (MDA), toksik etkili
olup membran komponentlerinde arasinda ¢apraz baglanmalara ve polimerizasyona neden olur.
Bu durum membran yapisinda hasarlanma olmasi disinda membrandaki iyon transportu ve
hlicre ylizey bilesenlerinin agregasyonu gibi intrinsik membran 6zelliklerinin degismesine yol
acar. MDA bu toksik etkileri nedeniyle mutajenik, genotoksik ve karsinojenik bir aldehit olarak
kabul edilir.

2.6. Iskemi Reperfiizyon Hasar1

Bir organa gelen kan akiginin ¢esitli sebeplerden otiirii yetersiz kalmast veya durmasi
iskemi olarak adlandirilir. Kan akiminin yeniden baslamasi olay1 ise reperfiizyon olarak
adlandirilir. Bir dokuya bir siireligine kan akiginin olmamasinin ardindan aniden kan akiminin
gerceklesmesi yani dokunun reperfiizyonu, serbest radikal olusumunda ani artisa neden olur, bu
da dokuda hasar meydana getirir.

Kan akiminda bozulma ya da dokularda iskemi-reperflizyon (I/R) hasari klinik olarak vaskiiler
cerrahi, doku transplantasyonu, turnike uygulamasi, travma sonrasi gelisen kompartman
sendromu veya c¢esitli nedenlere bagli olarak ampute olmus ekstremitelerin cerrahi olarak
replantasyonu gibi durumlarda gorulir (Cotran ve ark 1995; Herbert ve ark 2001).
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Iskemiye bagl olarak iskeminin gerceklestigi doku hipokside kalir ve bunun sonucunda
doku hasar1 meydana gelir. iskemi, hiicrede enerji diizeyini diisiirerek ve metabolizma
ssirasinda olusan toksik metabolitlerin dokuda birikmesine yol acarak yasamsal fonksiyonlarin
bozulmasina ve sonugta hlicre 6limiine kadar siiren metabolik yan yolaklarin tetiklenmesine
neden olur (Welbourn ve ark 1991).

Reperflizyon ise dokuya kan akisinin yeniden baslamasidir. Iskemik bir dokuya kan
akisinin yeniden baslamasi durumunda, bélgeye toplanan polimorfoniikleer 16kositler (PMNL)
ve diger inflamatuvar hiicreler tarafindan salinan serbest radikaller doku hasarinin ilerlemesine
yol acar. Bu siire¢ “reperfuizyon hasar1” olarak adlandirilir (Cotran ve ark 1995). Hasarin siddeti
sadece iskeminin siiresine degil ayn1 zamanda dokuya 6zgu diger faktorlere bagli olarak degisir
(Petrasek ve Walker 1994).

Iskemi-reperflizyonda reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu birbirine bagh dért ana
biyokimyasal mekanizma ile agiklanmaktadir (Gupta ve ark. 2014).

I) Ksantin oksidaz yolag: iizerinden,
I1) Elektron transport zinciri (ETZ),
I11) Nitrik oksit sentaz

IV) Fagositik hiicre aracili olmak {izere ortaya ¢ikar.

2.6.1. iskemi-Reperfiizyonda ROS Olusumu

2.6.1.1. Ksantin Oksidaz Yolag1 Uzerinden ROS Olusumu

Iskemi siiresince mitokondriyal ATP Uretimi durur ve hicredeki var olan ATP
katabolize olur (Granger ve ark. 1981). Sonugta sirasiyla ADP, AMP, adenozin, inozin ve
hipoksantin agiga ¢ikar. ETZ’deki Uretimin durmas: ve hiicredeki ATP yikimina bagh olarak
gerceklesen enerji kaybi, membran yapisindaki ATP bagimli iyon pompalarinda fonksiyon
bozukluguna yol agar. Bu durum hiicre iginde anaerobik fazin baskin hale gelmesine neden olur.
Anaerobik metabolizma sonucunda sitoplazmada son drlnlerden olan laktat ve hidrojen
miktarinda artis meydana gelir. Hiicre i¢i pH diiser ve asidoz meydana gelir. Hiicre sitozoliinde
artan hidrojen iyonlarinin dengelenmesi icin Na'-H* pompas:1 devreye girer ve artan hidrojen
hiicre disarisma atilir.  Na'-Ca*™® pompasi aracihigiyla hiicre disi kalsiyum Kkalsiyum hiicre

icerisine yer degistirir ve hticre igerisinde kalsiyum artis1 olur (Baines 2009). Hasara ugramis
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olan endoplazmik retikulumdan da hiicre igerisine kalsiyum salinimi meydana gelir ve sonucta
hiicre i¢i kalsiyum artis1 olur (Sanada 2011). Intraseliiler kalsiyumdaki artis, kalsiyum bagiml
sitozolik proteazlar1 aktif hale getirir (De Martino 1981). Aktive olan proteazlar, hicre ici
hipoksantin dehidrogenazi ksantin oksidaza doniistiiriir (Schaffer ve ark. 1983). Ksantin oksidaz
ise reperfuzyonla saglanan molekdler oksijeni ylkseltgeyici olarak kullanir ve hiicre iginde
bulunan hipoksantini ksantine doniistiiriir. Ksantin ise son driin olan rik asiti meydana getirir.
Bu reaksiyonlar sirasinda ROS ailesine ait siiperoksit radikali (O,") olusur. Ksantin oksidazin
etkisiyle artan slperoksit radikali (O,) SOD etkisi ile hidrojen peroksit (H,0,)’e doniisiir.
Olusan hidrojen peroksit miktar1 katalazin antioksidan kapasitesini asar ve tamamen suya
doniistirelemez. Artan hidrojen peroksit Fe*? gibi gegis metalleri ile reaksiyona girerek
hidroksil radikalinin (OH") olusumuna yol agar (Valko ve ark. 2005). Artan serbest radikaller

sonucta huicre zedelenmesine sebep olur (Esterbauer ve ark. 1991; Catala 2006 ).

2.6.1.2. Mitokondriyal Hasar ve ROS Olusumu

Fizyolojik sartlarda hiicre i¢i olusan superoksit radikalinin baslica kaynagi
mitekondrideki elektron transport zinciridir. Hiicreye alinan molekiiler oksijenin biiyiik kismi1
(%90) ETZ’de suya indirgenirken ¢ok az bir kism1 (%1-2) ETZ Uzerinde bulunan kompleks I
ve Ill te meydana gelen elektron sizintisina bagl olarak siiperoksit radikalini olusturur. Daha
sonra stiperoksit radikali, SOD enzimi tarafindan dismutasyonla ortamdan uzaklastirilir. Iskemi
sirasinda ETZ’ de molekiiler elektron akisi durur ve basta kompleks | olmak Uzere ETZ’nin
diger tiyeleri de indirgenmis seviyede kalir. Komplekslerden sizan elektronlar ise rezidiel
oksijenle birleserek stperoksit radikalinin olusumuna neden olurlar. Reperfiizyonda ise kan
akiminin saglanmasi ile gelen oksijene bagli olarak superoksit Uretiminin artmasi ile hasar
derinlesir (Solaini and Harris 2005). ilave olarak serbest radikallerin mitokondri membraninda
hasar olusturmasi sonucu ortama daha fazla serbest radikal salinimi olur.

Monoaminoksidaz (MAQ) enzimi de mitokondride yerlesim gosterir ve ROS fiiretiminde
rol alir. Normal sartlar alinda MAOQO enzimi ndrotransmitter sentezinde deaminasyondan
sorumludur. Reaksiyon sirasinda H,O, bir yan 0riin olarak ortaya g¢ikar (Di Lisa 2009).
Reperflizyonda meydana gelen ROS (retiminin artis1 antioksidan kapasitenin azalmasina baglh
olarak ortamdan uzaklastirilmaz ve oksidatif denge bozulur. Sonug olarak hiicre hasarina sebep

olacak stirecleri baslatir.
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2.6.1.3. Fagositler (makrofaj, nétrofil v.b.) ve Endotel Hiicre Aracih ROS Olusumu
Reperfiizyonla bolgeye gelen inflamatuvar hiicreler (basta nétrofiller) ile endotel
hiicreleri arasindaki karsilikli etkilesimler sonucunda ROS iiretimi ortaya c¢ikar. Hem
inflamatuvar hucrelerden (baslica makrofaj ve mast hiicreleri) hem de endotel hiicrelerden
sekrete edilen pro-inflamatuvar sitokinler 6zellikle polimorf cekirdekli 16kositlerin (PMNL)
bolgeye go¢ etmesine ve adhezyonuna sebep olur (Serracino-Inglott F. 2001). Normal fizyolojik
kosullarda fagositik lokositler inflamatuvar sitokinlere yanit olarak aktive olurlar ve oksidan
mediyatorler iretirler; bu olaya solunumsal patlama adi verilir. Fagositik hiicrelerde ROS
uretimi ile sonuclanan bu solunumsal patlamadan NADPH oksidaz enzimi sorumludur. Bu
enzim araciligryla iretilen stiperoksit radikalleri SOD’un katalizi ile sonce hidrojen perokside
ve myeloperoksidaz katalizi ile de hipokloroz asite déniisiir. Hidrojen peroksit Fe*? varliginda
alternatif bir yolakla Fenton reaksiyonu tizerinden hidroksil radikaline (OH") doniisir. Fagositik
hiicrelerden salinan ROS disinda IL-1, 6 ve TNFa gibi sitokinler ile kollejenaz ve elastaz gibi
proteazlarin sekresyonu da artarak bdlgeye daha fazla inflamatuvar hiicre toplanmasina yol acar
(Parks and Granger 1986).
Endotel hiicrelerinde ise I/R’da integrin ve selektin gibi hiicresel adhezyon molekilleri eksprese
olur. SOz konusu adhezyon molekilleri boélgeye inflamatuvar hicrelerin toplanmasini

kolaylastirir ve ROS dretiminin artisina katkida bulunur (Phillips ve ark. 2005).

2.6.1.4. Iskemi-Reperfiizyonda Nitrik Oksitin Roli

Nitrik oksit (NO), reaktif bir radikaldir. Baslica nitrik oksit sentaz (NOS) enzim
ailesinin Izoformslarinca sentezlenir. Bu izoformlar, endotelyal (eNOS), indiiklenebilir (iNOS)
ve néronal (nNOS) nitrik oksit sentazdir (Szocs 2004). Nitrik oksit Uretiminin hizi ve miktari
degisken olup I/R hasarinda 6nemli rol oynar. Normal fizyolojik sartlarda endotelyal hiicrelerde
az miktarda uretilen eNOS vazodilatasyon, duz kaslarda gevseme, antiinflamatuvar ve trombosit
fonksiyonlar1 ile hicre ici sinyal iletiminde diizenlenmesinde rol oynayan énemli bir bilesiktir
(Esme ve ark. 2006). Ancak iskemi-reperflizyon durumunda ortaya ¢ikan stiperoksit radikalleri
ortamda normalde fizyolojik olarak iiretilmis olan nitrik oksit ile tepkimeye girer. Bu tepkime
sonucunda peroksinitrit (ONOO") ve nitrojen trioksit (N,O3) bilesikleri iiretilir. Her iki bilesik
de yiksek derecede toksik ve hiicre igi bilesenlerle reaktivite gosteren ileri derecede reaktif
bilesliklerdir (Szocs 2004). Bunun yaninda endojen olarak retilen NO™ in tiikenmesine de yol
agtigindan dolayr NO™ in normal fizyolojik etkilerini gostermesini engeller.
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2.7. Antioksidan Tamimi, Etki Mekanizmasi ve Antioksidanlarin Simiflandirilmasi

Okside olabilen bir maddenin oksidasyonunu geciktirme veya onleyebilme yetenegine
sahip olan maddelere antioksidan denir (Rikans ve Hornbrook 1997). Organizmada oksidanlarin
seviyesi ve antioksidanlarin giicii denge halindedir. Oksidanlarin belirli bir diizeyin lzerinde
olusmasi ya da antioksidanlarin yetersiz kalmasi halinde, reaktif oksijen turleri hiicre ici protein,
lipit, karbonhidrat, nukleik asit ve enzimlerde yapisal ve fonksiyonel bozukluklara yol acarlar
(Yu 1999).
Antioksidan savunma; radikal metabolitlerin Uretiminin engellenmesi, ortaya ¢ikan reaktif
oksijen tarlerinin temizlenmesi, hilcresel yapilarda meydana gelen hasarinin tamir edilmesi, ve
sekonder radikal olusumundan sorumlu zincirleme seklinde ortaya c¢ikan reaksiyonlarin
engellenmesini  kapsayan mekanizmadir. Antioksidanlar; intraselliler ve ekstrasellller
antioksidanlar veya endojen ve eksojen antioksidanlar olmak tizere iki gruba ayrilirlar
(Gutteridge 1995).

2.7.1.Endojen Antioksidanlar

Endojen antioksidanlar genel olarak enzimatik etkili antioksidanlar ve enzimatik
olmayan antioksidanlar olarak iki sekilde incelenirler.
2.7.1.1. Enzimatik Antioksidanlar

Oksidasyona karst savunmada Oonemli rol oynayan ve enzimatik etkili antioksidanlar
smifinda baslica katalaz (CAT), superoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px),
glutatyon S-transferaz (GST), glutatyon rediiktaz (GR) ve mitokondriyal sitokrom oksidaz (Mit-
STO) yer almaktadir.
-Suiperoksit dismutaz (SOD): Stiperoksit (O?) radikalini katalitik olarak uzaklastirir. Genel
olarak butln aerobik hicrelerde SOD enzimi bulunur. Hiicre igerisinde hem sitozolde hem de
mitokondride bulunur. Gorevi ise siperoksit radikallerini etkisiz hale getirerek hicreleri bu
radikalin yol agtig1 oksidatif hasara karsi korumaktir. Dokulara oksijen saglanmasi ile SOD
aktivitesinde artis meydana gelir. SOD enzimi normal fizyolojik kosullarda fagosite edilmis
bakterilerin yok edilmesinde gorev alir ve inflamtuvar yanitta 6nemli rol oynar. Yapisinda
bulunan metal iyonuna gore ise sitozolik dimerik yapida Cu, Zn-SOD ve tetramerik yapida
mitokontriyal SOD (Mn-SOD) olmak tizere iki gruba ayrilir (Seven ve Candan 1996; Maltes ve
Sanchez 1999).
- Katalaz (CAT): Yiksek konsantrasyonlardaki H,O,’yi ortadan kaldirir. Yapisinda hem igeren

bir enzim olup hem peroksizomlarda hem de sitozolde bulnur. Hidrojen peroksitin (H,0,)
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molekiler oksijen ve suya indirgenmesinden sorumludur. (Akkus ve ark. 1995; Seven ve
Candan 1996).

-Glutatyon peroksidaz (GSH-Px): H,O, duzeyi diisiik miktarda ise GSH-Px tarafindan
katalizlenir. Ayrica organik hidroperoksitleri ortamdan uzaklastirir. Glutatyon peroksidaz
tetramerik yapida bir enzim olup hiicre i¢inde sitoplazmada bulnur. Yapisinda dort adet
selenyum (Se) atomu yer alir. Ozellikle fagositik hiicrelerde solunum patlamasinda gérev alir.
GSH-Px, hem lipit peroksidasyonunun baslamasini onler, hem de lipit peroksidasyonu
sonucunda olusan lipit hidroperoksitlerin metabolizmasini saglar (Seven ve Candan 1996).
GSH-Px enzim aktivitesinde azalma hiicre hasari ile sonuglanir.

-Mit-STO: Oksijen tagima zinciri iginde suya indirgenirken elektron kagaklarini 6nleyerek 0%,
H,0;, "OH salinimini engeller.

-Glutatyon redilktaz (GR): Indirgenmis glutatyonun yiiksek seviyelerde tutulmasi igin
onemlidir. Pridin nikleotid iceren flavo enzimdir. Flavoprotein yapisindaki glutatyon rediktaz,
NADPH ile birlikte hucre iginde bulunan ve antioksidan savunmada rol alan, okside
glutatyonun (GSSG), indirgenmis glutatyona doniisiimiinde rol alir. Glutatyonun indirgenmis
formda bulunmasi hiicre icerisinde mevcut olan antioksidan enzimin aktivitesinin
surdtrilebilmesi icin 6nemlidir. Ozellikle GSH-Px ve katalaz aktivitelerin es zamanli meydana
gelebilmesi igin hiicre icerisinde siirekli bulunmasi1 gerekmektedir. Bunun disinda, selenyum
seviyesindeki azalis da GSH-Px ve glutatyon rediiktaz aktivitelerinde bozulmaya yol acar.
Glutatyon rediktaz enziminin eksikligi 6zellikle oksidatif strese kars1 yiiksek duyarliligi olan
eritrositlerin H,O,’i detoksifiye etmesinde yetersizlige ve sonugta ve eritrosit frajilitesinde artisa
yol acar (Seven ve Candan 1996).

- Gultatyon S transferaz (GST): Toksik metabolitler ile GSH’1n konjuge olmasini katalizleyerek
metabolitlerin detoksifikasyonu gergeklestirir. Eksojen olarak alinan veya endojen reaksiyonlar
sonucunda olusan toksik bilesikler glutatyon ile konjuge edilerek ya da GST ile katalizlenen bir
dizi reaksiyonla daah hidrofilik (suda c¢ozlinen) bilesiklere doniistiiriiliir ve safra veya idrar
yoluyla atilirlar. GST’nin ayrica lipit hidroperoksitlere karsi selenyumdan bagimsiz GSH-Px
aktivitesi gostererek antioksidan savunma mekanizmasinda rol aldigi ileri stiriilmiistiir (Seven
ve Candan 1996).
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2.7.1.2. Enzim Olmayan Antioksidanlar

Cizelge 2.2. Enzim olmayan antioksidanlar

Albumin: Bakir ve Hem grubu baglar, HOCI'u ortamdan temizler.

Seruloplazmin: Bakir iyonlarin1 baglar, H,O,'i kullanarak bakirin reoksidasyonunu

Transferrin: Ferrik haldeki demir iyonlarini (Fe")baglar.

Laktoferrin: Ferrik haldeki demir iyonlarini (Fe®) diisiik pH degerlerinde baglar.

Haptoglobin: Hemoglobini baglar .

Hemopeksin: Hem grubunu baglar.

Biliriibin: Peroksil radikallerini temizler.
Glikoz: Hidroksil radikallerini (OH") temizler.

Urat: Radikalleri temizler ve metalleri baglar.

Melatonin: Hidroksil radikallerini (OH’) temizler.
Mukus: Hidroksil radikallerini (OH") temizler.

Makromolekdller: Seruloplazmin, transferin, ferritin, hemoglobin, miyoglobin,

Tiyol I¢erenler: Glutatyon, N-asetil sistein, metiyonin, kaptopril.

Mikromolekuller: Glukoz, drik asit, bilirubin, alblmin, ubiquinon, melatonin,

2.7.2.Ekzojen Antioksidanlar

Cizelge 2.3. Ekzojen antionsidanlar

Ksantin oksidaz inhibitorleri Endojen antioksidan aktiviteyi artiran
NADPH oksidaz inhibitorleri maddeler
Notrofil adhezyon inhibitorleri Non-enzimatik serbest radikal
Soya fasulyesi inhibitorleri toplayicilar
Rekombinant human-SOD Demir selatorleri
Trolox-C Sitokinler

Barbituratlar

Flavonoidler

(Navari ve ark. 2002).
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2.8.Alfa Lipoik Asit ve DHLA

Alfa lipoik asit kimyasal adi 1,2 ditiolan-3-pentanoik asit olan, sekiz karbonlu yag
asididir. Prokaryotik ve Okaryotik hiicrelerin tiimiinde bulunur. Insanda oksidatif glikoz ve
hiicresel enerji iliretiminde rol oynayan bazi mitokondriyal enzimlerin kofaktoridiir (Song ve
ark. 2005). Alfa lipoik asit sekiz karbonlu bir bilesiktir ve yapisinda ditiyolen halka yapisinda

iki adet stlftr atomu bulunur (Cadenas 2001).

L]
i i '.,.:.'I.
OH {\f OH
5 =

5‘-._ 3-.-.. - - -
R-{+}-Lipoic acid S-{-)-Lipoic acid

v .

sH SH

Eo-{= 1= Dihwvdrolipoic Acid Se{+)1-Dihydrolipoic Acid

Sekil 2.3. Dihidrolipoik asit ve alfa lipoik asitin yapisi

Alfa lipoik asit, enzimin agil grubunu baglar ve enzimin bir tarafindan diger tarafina
transfer eder. Kendisi de dihidrolipoik aside (DHLA) indirgenir. Dihidrolipoik asit lipomid
dehidrogenaz enzimiyle yeniden okside olur. Biyolojik hicrelerde alfa lipoik asitin gucli
antioksidan form olan dihidrolipoata rediiksiyonu enzimatik reaksiyonlarla gerceklesir.

Alfa lipoik asiti DHLA’e indirgeyen bazi enzimler vardir, bunlar ALA’in R
enantiyomerine oldukca spesifik bir enzim olan lipoamid dehidrogenaz, S-enantiyomerine

spesifik olan glutatyon rediiktaz ve tiyoredoksin rediktazdir (Song ve ark. 2005).
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2.8.1. Lipoik Asidin ve DHLA’nin Metabolizmasi

Lipoik asit oral yolla alindiginda biiyiik oranda (yaklasik % 93) gastrointestinal sistem
araciligryla emilir. Karacigerde yaklagik % 20-30 oraninda ilk gegis eliminasyonuna ugrar.
Lipoik asit emilimini takiben karacigerde DHLA formuna indirgenir. Hem alfa lipoik asit hem
de dihidrolipoik asit ayn1 zamanda B-oksidasyona ugrarlar. Ratlarda da insanlarda da ALA

idrarla atilir; ana metaboliti 4,6 bismetilmerkaptoheksanoik asittir (Song ve ark. 2005).

2.8.2.Lipoik Asidin Klinikte Kullanim

ALA, bir siireden beri diyabetes mellitus, norodejeneratif hastaliklar chagas hastaligi ve
HIV gibi c¢esitli hastaliklarin ve alkole bagli karaciger hasari, radyasyon hasari, mantar
zehirlenmesi, iskemi ve reperfiizyon (I/R) hasari, agir metal zehirlenmesi gibi toksik

patolojilerin tedavisinde kullanilmaktadir (Pfaffly 2001).

2.8.3. Lipoik Asidin Etki Mekanizmasi

Lipoik asit agil tasiyic1 Ozellikte olup yapisinda iki adet elektron tasimaktadir.
Karbonhidrat metabolizmasinda gorevli enzimlerden olan pirlivat dehidrogenaz ve alfa-
ketoglutarat dehidrogenaz multienzim kompleksleri yapisinda yer alir (Ersoy E., Baysu N.
1986). Asetil koenzim A sentezi sirasinda piriivatin oksidatif dekarboksilasyonunda koenzim
olarak rol alir. Pirlivat ilk 6nce karboksil grubunu kaybeder ve hidroksietil tirevi halinde
enzime bagl tiyamin pirofosfata baglanir. Ardindan elektronlar ve asetil grubu dihidrolipoil
transasetilaz enzimine bagli olan lipoik aside transfer edilir ve 6-asetildihidrolipoik asit
meydana gelir. Bunun ardindan lipoik asit {izerindeki asetil grubunu koenzim A’ya transfer eder
ve bdylece redikte dihidrolipoik asit meydana gelir. Lipoik asidin okside forma dénusmesi
dihidrolipoildehidrogenaz enzimi arciligiyla ger¢eklesmektedir. Lipoik asit karboksil grubundan
dihidrolipoil dehidrogenaz enzimindeki lizin aminoasidinin e-amino grubuna ATP bagimli
sentetaz aracilifiyla bir amid bagiyla baglanmaktadir. Lipoik asit agil gruplarimi baglar,
ardindan bu gruplari diger enzim kompleksine transfer eder. Bu esnada lipoik asit dihidrolipoik
aside indirgenir. Dihidrolipoik asit daha sonra NADH olusumunda lipoamid dehidrogenaz
enzimi araciligiyla reokside olur. Boylelikle lipoik asit ile dihidrolipoik asit redoks cifti gibi
davranarak, NAD’ ye dehidrogenazin substratindan elektron tasirlar. insanda R-Lipoik asit
oksidatif metabolizmada temel rol oynayan mitokondriyal proteinlerde lipoillisin formunda
bagli halde bulunur (Goziikara 1989).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Deney hayvanlari

Mustafa Kemal Universitesi Deneysel Arastirmalar Arastirma ve Uygulama
Merkezinden temin edilen, 12-16 haftalik, agirliklar1 300-350 gr arasinda degisen, her grupta 8
adet rat olacak sekilde (5 grup) 40 adet Wistar albino cinsi erkek rat ¢alismaya alinmistir.
Ratlar, tel kafeslerde; herbir kafeste 4 hayvan olacak sekilde 12 saatlik aydinlik-karanlik
sikluslarin saglandigi ortamda, ortam sicakligi 20-24 °C ve nem orani %40-50 olacak sekilde
tutulmustur. Calisma protokolii ve deneysel yontem Mustafa Kemal Universitesi Hayvan Etik

Kurulu tarafindan onaylanmis olup ¢alisma siiresince etik kurallara uyulmustur (2015/8-2).

3.2. Deneysel Calisma Yontemi

Sicanlar, esit sayida (n=8) ve rastgele olarak bes gruba ayrilmistir. Gruplar;
KontrolGrubu (grup 1), Iskemi-reperfiizyon grubu (grup 2), Uzun Donem Lipoik Asit
Grubu(grup 3), Kisa Donem Lipoik Asit Grubu (grup 4) veKisa Doénem Dihidrolipoat
Grubu(grup 5) olacak sekilde diizenlenmistir.

Grup 1; Kontrol grubu, standart rat yemi ve distile su ile kisitlama olmadan (ad libitum)
caligma siiresince (14 giin) beslenmistir, ¢aligma siiresince herhangi bir islem uygulanmamustur.

Calisma sonunda anestezi altinda kalpten kan alma yontemiyle sakrifiye edilmistir.

Grup 2; Iskemi-reperfiizyon grubu, standart rat yemi ve distile su ile kisitlama olmadan (ad
libitum) ¢alisma siiresince (14 gln) beslenmistir, ardindan deneysel olarak bobrekte 45 dakika
Iskemi/4 saat reperfiizyon modeli olusturulmustur. Iskemi-reperfiizyon siresinin sonunda

anestezi altinda kalpten kan alma yontemiyle sakrifiye edilmistir.

Grup 3; Uzun Dénem Lipoik Asit Grubu, ¢aligma siiresince ratlar standart rat yemi ve distile su
ile kisitlama olmadan (ad libitum) beslenmistir. Caligma siiresince (14 giin) giinliik 100 mg/kg
intraperitonal yoldan lipoik asit uygulamas1 yapilmustir, siire bitiminde 45 dakika Iskemi/4 saat
Reperfiizyon olusturulmustur. Ardindan anestezi altinda kalpten kan alma yontemiyle ratlar

sakrifiye edilmistir.

Grup 4; Kisa Donem Lipoik Asit Grubu, ¢alisma siiresince (14 gun) ratlar standart rat yemi ve
distile su ile kisitlama olmadan (ad libitum) beslenmistir. iskemi/Reperfiizyondan sadece 2 saat
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once 100 mg/kg seklinde lipoik asit intraperitoneal tek doz olarak uygulanmistir, uygulamadan
iki saat sonra deneysel olarak 45 dk iskemi/4 saat reperfiizyon modeli olusturulmustur, ardindan

anestezi altinda kalpten kan alma yontemiyle ratlar sakrifiye edilmistir.

Grup 5; Kisa Donem Dihidrolipoat Grubu, ¢alisma siiresince (14 gun) ratlar standart rat yemi
ve distile su ile kisitlama olmadan (ad libitum) beslenmistir. Iskemi/Reperfiizyondan sadece 2
saat once 100 mg/kg seklinde dihidrolipoat intraperitoneal tek doz olarak uygulanmistir,
uygulamadan iki saat sonra deneysel olarak 45 dk iskemi/4 saat reperfiizyon modeli
olusturulmustur, ardindan anestezi altinda kalpten kan alma yontemiyle ratlar sakrifiye

edilmistir.

3.3. iskemi Reperfiizyon Modelinin Olusturulmasi

Deneysel iskemi-reperfizyon modeli; Deneklerin anestezisi 80 mg/kg ketamin ve 12
mg/kg Ksilazin verilerek gerceklestirilmistir. Karin 6n duvar tiraglanarak, kesi alani karin orta
cizgisi (Linea Alba) antiseptik 6zellikteki %210’luk povidon-iyot soliisyonu ile muamele
edilmistir. Kesi, ksifoidden pubise kadar yapilmistir. Obturator kaslar kiit diseksiyonla
acilmistir. Kesi kenarlari, bagirsaklar ve karaciger dikkatli bir sekilde ekarte edilip nemli 1lik
gazli bezlerle ortiilmiistiir. Bobrekler L1 ile L3 vertebralar arasi seviyede yerlesmis sekilde
ortaya konmustur (Barry 2002; Jakubowski 1985). Sol bdbrek arter bulunup bulldog klemp
(Vascu-statts, Scanlan, USA) vasitasiyla klemplenmistir. Pulsasyon olmayisi ile arteriel kan
akimmin olmadig1 tespit edilmistir. 45 dk’lik iskemi sonrasi klempler kaldirildiktan sonra
bobrek renginin agilmasi ve pulsasyonun goriilmesi ile arteriovendz akimin tekrar bagladigi
anlasilmistir. Karin iki adet prolen dikis (3/0 polypropylene, Prolene®; Ethicon, USA) ile
yaklastirilmistir. 4 saatlik reperfiizyonun sonunda nefrektomiyle biyokimyasal ve histopatolojik
inceleme i¢in doku Ornegi ile intrakardiyak ponksiyonla biyokimyasal inceleme i¢in kan 6rnegi
alinmig, alinan kan ornekleri vakumlu jelli tiiplere (BD Vacutainer SST, UK) konulmustur,
alman doku Ornegi ikiye boliinmiis olup yarisi aliminyum folyo ile paketlenerek hizlica
-80°C’ye kaldirilmistir, diger yarist histolojik incelemeler yapilmak tizere zinc-formaldehit

cOzeltisi icerisine konmustur ve deney sakrifikasyonla sonlandirilmstur.
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3.4.0rneklerin Alinmasi ve Saklanmasi

Jelli Biyokimya tiiplerine alinan kanlar 1500 g’de 10 dk santrifiij edildi. Stpernatant
kisimlart alinarak ependorflara porsiyonlandi, biyokimyasal analizler yapilmak tizere -80 “C’de

saklandi.

Bobrek dokusu cikarildiktan sonra ikiye boliinerek yarisi histopatolojik inceleme igin
%10 luk zinc-formaldehit igerisine kondu, diger yarisi oksidatif stres parametrelerine bakmak

uzere -80 "C’de saklandh.
3.5. Homojenizasyon
3.5.1. Fosfat tamponunun hazirlanmasi

A Soliisyonu Hazirlanisi: NaH,PO, ten 6,805 gr alind1 1000 ml distile su ile tamamlandi.

B Soliisyonunun Hazirlanisi: NaoHPO,* 12H,0 17,907 gr alinip 1000 ml ye distile su ile

tamamlanda.
A ve B solusyonu asagida belirtilen miktarlarda karistirildi ve pH:7.00 olacak sekilde ayarlandi.

Tampon: 413 ml A Solisyonu + 587 ml B Solusyonu (pH:7.00)

3.5.2.Bicakh Homojenizatérde Homojenizasyon
Dokular tartildi, agirliklar kaydedildi.
Tampon miktar1 doku agirligiin 9 kat1 olacak sekilde hesaplandi (Doku agirligi x 9).

Tartilan doku homojenizasyon yapilacak tiiplere alindi, ilk 6nce hesaplanan tamponun yarisi

koyularak soguk zincirde (buz dolu kabin igerisinde) homojenizasyon islemine baslandi.

2 dk homojenize ettikten sonra tamponun diger yarisi1 eklendi, doku tamamen homojenize olana

kadar homojenizasyon islemine devam edildi.

Elde edilen homojenatlarin 700 pL si MDA ve homojenat protein tayinleri yapilmak (izere
ependorflara porsiyonlanarak -80 °C’de saklandi.

Elde edilen homojenatlarin kalan kism1 3220 rpm’de 40 dk +4 °C’de santrifiij edildi.
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Santrifiij edilen 6rneklerin stipernatanlar1 porsiyonlanarak -80 °C’de saklandi.

Ayrilan siipernatanlarin bir kismi ile CAT, GSH-PX, ve supernatan protein tayinleri yapildi,
kalan kistm SOD enzim aktivite tayini icin etanol-kloroform fazi olusturmak iizere -80 °C’de

saklanda.

SOD aktivite dl¢limii i¢in porsiyonlanmis siipernatan 1/1 (v/v) oraninda kloroform/etanol (3/5,
viv) ile (Sun Y, 1988) vortexlenip cam tipte 3220 rpm / 40 dakika +4°C’de santrifiij edildi.

Ustte olusan etanol fazindan protein ve SOD enzim aktivite tayini yapilda.

3.6. Protein Tayini

Protein miktar tayini Bradford’un boya baglama esasli yontemi ile yapilmigtir. 1976
yilinda ilk kez Bradford tarafindan tarif edilmistir. Coomassie Brillant Blue G-250 boyasi
kullanilir. Kisaca, proteinlerin fosforik asitli ortamda Coomassie Brilliant Blue G-250 boyasi ile
baglanarak renkli kompleks olusturma esasina dayanir. Coomassie Brillant Blue G-250 boyasi
negatif yukludur bu sebeple pozitif yukli proteinlerle kompleks olusturarak rengi kirmizidan
maviye doniisiir. Bradford protein tayin yontemi uygulanirken standart ¢6zelti hazirlandi. Stok
standart ¢ozelti bovine serum albiimin (BSA) kullanilarak konsantrasyonu 1mg/ml olacak

sekilde istenilen miktarda hazirlandi.

3.6.1.Stok Standart Cozeltisi Hazirlama

Konsantrasyonu 1 mg/ml olacak sekilde 5 mL stok standart ¢ozeltisi igin;
5 mg BSA alindi, 5 mL distile suda ¢oziildii.

Standart ¢ozeltinin dogru hazirlandigini test etmek i¢in280 nm’deki absorbansina bakilir; 0,66-

0,75 absorbans veriyorsa hazirlanan stok ¢6zelti giivenle kullanilabilir.

3.6.2.Standart cozeltilerin hazirlanmasi

Stok ¢ozeltiden farkli konsantrasyonlarda standart ¢ozeltiler hazirlandi. Olgiilen

absorbanslar ve ¢ozelti konsantrasyonlarindan yararlanilarak kalibrasyon egrisi elde edildi.
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Cizelge 3.1. BSA stok standart ¢ozeltisi

Standartlar Diliisyon Orani Konsantrasyon mg/ml
ST1 1 1

ST2 1/2 0,5

ST3 1/4 0,25

ST4 1/8 0,125

ST5 1/16 0,0625

3.6.3. Konsantrasyon Hesaplama; Elde edilen kalibrasyon grafigindeki formiil kullanilarak
ml’deki protein miktari (mg/ml) hesaplandi. Gram dokudaki protein miktar1 igin elde edilen

sonug gr dokuya oranlandi.

3.7. Biyokimyasal Analizler

3.7.1. Malondialdehid (MDA) Miktarmin UV Spektrofotometre ile Tayini

Malondialdehid tayini Hammode ve Arkadaslari’nin modifiye ettigi, ¢ift kaynatma
esasina dayali yontem ile c¢alisildi. ilk kaynatmada proteinlere bagli olan MDA’nin
serbestlestmesi icin proteinler ¢oktlrilur; ikinci kaynatmada total MDA, TBA ile sicak ve
asidik ortamda reaksiyona girer ve renkli kompleks olusturur. TBA-MDA’nin olusturdugu
(Sekil 4) renkli kompleks, 532 nm dalga boyunda MDA konsantrasyonuyla dogru orantili

olarak absorbans verir.

SH. _N OH CHO So N OH HO N. _SH
Y | I Y 2 m/
+ CH

2N L rr— R I NQA py

CHO C—C=C

H H H

OH OH OH
T84 MDA MDA - TBA Kompleksi (renkli irizn)

Sekil 3.1. MDA’nin TBA ile reaksiyonu ve olusan renkli TBA-MDA kompleksinin yapisi
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Kullanilan reaktifler:

TCA’ min hazirlanmasi

10g %10’luk trikloroasetikasit (TCA) alind1 100 ml distile suya tamamlandi.
TBA’nin hazirlanmasi

0,675g %0,675’lik tiobarbitiirik asit (TBA) alind1 100ml distile suya tamamlandi.
Deneyin yapihisi:

MDA tayini yapmadan 6nce vidali cam tiiplere grup isimleri ve numaralari yazilds; tipler 90 °C
benmaride 15 dakika inkiibasyona maruz kalacagi i¢in yazilar su buhari nedeniyle silinmeyecek

sekilde yazildi.

1. MDA tayini icin kor tlpdne 500 pl distile su, numune tiiptine ise 500 pul numune (homojenat)
eklendi.

2. Daha sonra herbir numunenin iizerine dnceden hazirlanmis olan TCA ¢o6zeltisinden 2500 ul
eklendi ve vortekslendi. Vorteksin ardindan hemen agzi1 vidalandi ve daha 6nce hazirlanmis

90°C benmariye yerlestirilerek, 15 dakika inkiibasyon yapildi.

3.Inkiibasyonun ardindan tiipler soguk suyla sogutuldu. Tiipler soguduktan sonra kapaklar
cikartilarak; tiiplerin agz1 parafilmlenerek 3000 g’de 10 dakika +4°C’de santriftj edildi.

4. Santrifiij asamasi bittikten hemen sonra tiipler sarsilmayacak sekilde ¢ikartilip parafilmler

acildi.

5. Daha sonra herbir numune icin 6nceden hazirlanmis diger vidali tiiplere extrakt edilmis

tiiplerden ¢okelege dokunmadan siipernatan kismindan 2 ml pipetlenip aktarildi.
6.Daha sonra kor ve numune tiplerine 1’er ml 6nceden hazirlanmis olan TBA’dan eklendi.

7. Eklemeden sonra tum tupler hizlica vortekslenip tekrar 90 °C benmaride 15 dakika inkibe
edildi, inkiibasyon esnasinda numunelerin hafif turuncu; inkibasyon sonunda ise yavruagzi
rengine dondiigii izlendi. Ardindan tiipler benmariden ¢ikartilip sogutuldu, Son olarak
spektrofotometre ile 532 nm dalga boyunda fotometrik O6l¢iim yapildi. Korden baslamak
suretiyle yapilan 6l¢timde koriin absorbansi sifirlanip KOr tipii spektrofotometreden ¢ikarildi ve

diger tiiplere sirasiyla fotometrik 6l¢tim yapildi, ¢ikan absorbans degerleri kaydedildi.
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Cizelge 3.2. MDA 6lcuimu (pipetleme)

Kor tupu Numune tupu
% 10’luk TCA (mL) 2500 pl 2500 pl
Numune (mL) - 500 pl
Distile su (mL) 500 pl -

3-5 sn vortekslendi. Tiipiin agz1 kapatilarak 90 °C’de 15 dakika benmaride inkibe edildi.

Soguk ¢esme suyunda sogutuldu. 3000 g’de 10 dakika santriftj edildi.

Kor tupu Numune tuput
Supernatan (mL) 2000 pl 2000 pl
% 0.675’lik TBA (mL) 1000 pl 1000 pl

3.7.2. Standart Egri Cizimi

MDA stok standartindan (1,1,3,3 tetramethoksipropan) 10 upl alinip 100 ml’ye saf su ile

tamamlanarak gunlik standart ¢ozelti hazirlanda.

Egri ¢izimi i¢in hazirlanan giinliik standart ¢ozeltiden distile su ile 1/80, 1/40, 1/20,1/10, 1/8

oranlarinda seyreltme yapilarak 7.5, 15,30,60,75 nmol/ml derisiminde ¢alisma standartlari

hazirlandi.

Cizelge 3.3. MDA stok standart ¢ozeltisinden farklh konsantrasyonlarda ¢ozelti hazirlama

Dillisyon 1/80 1/40 1/20 1/10 1/8
Konsantrasyon | 7.5nmol/ml | 15nmol/ml | 30nmol/ml | 60nmol/m | 75nmolmi
Stok Cozelti 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
dH,0 7900 pl 3900 pl 1900 pl 900 pl 700 pl
Toplam Hacim | 8000 pl 4000 pl 2000 pl 1000 pl 800

Her standarda deney prosedirt icinde bir drnek gibi muamele edildi, 6l¢tilen absorbanslardan

ve bilinen konsantrasyonlardan yararlanilarak standart grafigi olusturuldu.
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Hesaplama: Standart grafiginden elde edilen formiilden yararlanilarak MDA miktarlari

belirlendi. Sonuglar protein miktarina oranlandi.
3.7.3.Katalaz (CAT) Enzim Aktivite Tayini

Katalaz (CAT, EC 1.11.1.6) aktivitesi Aebi’nin metoduna gore ¢alisilmistir (Aebi 1974).
Hidrojen peroksit (H,0;) 240 nm’de maksimum absorbans verir. Ortama sonradan ilave edilen
H,0,, katalaz tarafindan su ve oksijene donistiiriiliir ve ultraviyole spektrumda absorbans
azalmasina yol agmaktadir. Absorbanstaki bu azalma CAT enziminin spesifik aktivitesi ile

dogru orantili olarak seyretmektedir. CAT enzimi tarafindan katalizlenen reaksiyon su

sekildedir:

CAT
H,0, — H,O + % 0O,

Kullanilan reaktifler:

Fosfat tamponunu; Daha Onceden homojenizasyon igin hazirlanan pH: 7,00 olan fosfat

tamponudur.

H,O, Cozeltisinin hazirlanisi:

H,0; ¢ozeltisi; 240 nm’deki absorbansi 0,500’e ayarlanmis olan H,O,’li fosfat tamponudur.
1) Spektrofotometre 240 nm fotometrik 6l¢iime ayarlandi.

2) 300 mL pH: 7,00’1ik, 50 mM fosfat tamponu 1s1k gegirmeyen reaktif sisesin aktarildi.

3) Reaktif sisesindeki fosfat tamponuna 10-20 uL. hacimlerle H,O, ilave edildi.

4) Spektrofotometrede 2. kiivete H,O, ilave edilmemis fosfat tamponu koyuldu, kor absorbansi
alind1 ve sifirlandi. Ardindan H,0, ¢0zeltisinin absorbans 6l¢iimii yapildi. Optik Dansite (OD)
0.500 oluncaya kadar H,0O, ilavesine devam edildi.

Enzim aktivitesinin kinetik dlcima

Pipetleme; 2990 ul H,O, Cozeltisi Uzerine 10 pl olgiimii yapilacak numune (Ornek
siipernatant1) pipetlendi; ¢ozelti hizlica karistirildi, kuvarz kiivete aktarilarak kinetik okuma

baslatildu.
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Cizelge 3.4. CAT 6lcuimu icin kdr ve numunelerin pipetlenmesi

Fosfat Tamponu

H,0, Cozeltisi

Numune (pl)

Kor Tupu

3000

Numune Tupu

2990

10

1) Spektrofotometre 240 nm’de kinetik Olclim yapacak ve 60 saniye boyunca 5 saniye

araliklarla 151n gonderecek sekilde ayarlandi.

2) Spektrofotometrede 2. kisma igerisinde yalnizca fosfat tamponu (kor) bulunan kivet

konularak, absorbans sifirlandi; kuvet kinetik 6l¢im boyunca bu kisimda sabit tutuldu. 1.

kisimda ise sirasiyla numunelerin kinetik 6lgtimii yapildi.

Absorbans azalis1 bir dakika boyunca izlendi ve absorbanstaki degisimler kaydedildi.
Hesaplama

k ={[2,3 x log (OD1/ OD,)] / At (sn)}

OD;: baslangigta 6lciilen optik dansite

OD.: bir dakika stre sonunda 6lgulen optik dansite

At: Olgtim siiresi (1 dakika)

k: Katalaz i¢in hesaplanan 1. derece katsayisi

Daha sonra ¢ikan deger ayni siipernatandaki protein konsantrasyonuna oranlandi.

k/mg protein = k / [(mg/mL protein) x 1000]

3.7.4. Superoksit Dismutaz (Total) Enzim Aktivite Tayini

Superoksit dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1) enzim aktivitesi; Sun ve arkadaglarinin
metoduna (Sun 1988) ve Durak ve arkadaslarinin uyarladigi degisiklikler (Durak 1993) esas
alinarak tayin edilmistir; metodun prensibi nitro blue tetrazoliumun (NBT) ksantin/ksantin
oksidaz sistemi araciligiyla Oretilmis olan sliperoksit tarafindan indirgemesidir. Bu sistem
araciligiyla olusmus siiperoksit radikalleri ortamda bulunan NBT’yi indirgemek suretiyle renkli

bilesik olusturur. Bu bilesik maksimum absorbansi 560 nm dalga boyunda verir. SOD ortamda
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mevcut degilse bu indirgeme gergekleserek reaktif mavi-mor renk olustur ancak ortamda SOD
bulundugunda siipreoksitleri ortamdan uzaklastirdigi icin NBT indirgenmesi gergeklesmez,

olusan kompleksin rengi SOD miktarina ve aktivitesine bagl olarak agiklik gostermektedir..
1- Extrakt Hazirlanmasi

SOD aktivite tayini icin slpernatanda ayr1 bir extrakt fazi olusturuldu. Olusturulan extrakt

fazindan yine siipernatan kismi alindi ve SOD aktivitesi siipernatanin siipernataninda 6l¢tildu.
Exsrakt faz1 olugturmak i¢in 0zetle;

1) Kloroform(3V) / etanol(5V) karisimi hazirlandi.

2) (Kloroform + etanol)/ numune V/V oranlarinda karistirildu.
Ependorflara grup ismi ve numarasi yazildi.

Her tiipe etanol/kloroform karigimindan 400 ul koyuldu, tizerlerine 400 ul numune pipetlenerek

vortekslendi.
Vorteksin ardindan hazirlanan extrakt 3220 rpm de +4 °C’de 40 dakika santrifiij edildi.

Santriflyj bittiginde ependorflar ¢éken kismin hareket edip siipernatana karigmamasi igin

yavasca sarsilmadan cikartildi.
2-Assay Reaktifinin Hazirlanmasi

[k olarak 151k gegirmeyen bir reaktifsisesi hazirlandi ¢linkii assay reaktifinin hazirlanmasinda

kullanilan ksantin 1s18a duyarhdir.

Cizelge 3.5. Assay reaktifinin hazirlanmasi

Kimyasal Ad1 Kullanilacak Distile Su (mL)
1 10,3 mmol/L Xanthine 4,565 100
2 10,6 mmol/L EDTA (2 Na tuzu) 12,5 50
3 150 pmol/L NBT 6,13 50
4 1400 mmol/L Na,COs 1270 30
5 | 1g/L bovine serum albumin ( BSA) 15 15
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Hazirlanan her bir kimyasal ¢ozeltisi koyu renk cam siseye kopiirtiilmeden aktarilmis, 5’1

birlestirilerek assay reaktifi hazirlanmistir.
3-Ksantin Oksidaz (XO) hazirlanmasi:

Ksantin oksidaz (XO) enzim ¢ozeltisi icin aliminyum folyolu bir tiip hazirland1. insulin
ignesi yardimiyla sise ters cevrilerek alinan XO daha Once hazirlanmis ve folyolu tlipe
aktarilmis olan soguk 2M (NH,4),SO, ¢ozeltisininigerisine aktarildu.

Her numune i¢in 50ul ¢Ozelti gerekli. Caligmada 2,5ml XO ¢ozeltisi hazirlandi.

Oncelikle 0,66 gr 2M (NH4),SO, 2,5 ml distile suda ¢6zundii aliminyum folyolu tiipe
aktarilarak dolapta sogutulduktan sonra tizerine 25 ul XO pipetlendi ve 2-8 °C’de bekletildi.

Cizelge 3.6. Amonyumsulfat ¢ozeltisi ve ksantinoksidaz ¢dzeltisinin hazirlanmasi

2M (NH,4),SO,4 (Amonyum | Distile Su (ml)
Amonyum  Sdlfat 0,66 gr 2,5
0,66 gr amonyum siilfat 2,5 ml soguk distile su igerisinde c¢oziiliir. Buzdolabinda

bekletilir.

XO Enzimi Amonyum Suilfat Cozeltisi
XO Enzim Cozeltisi 25 ul 2,5ml
2,5 ml soguk amonyum siilfat ¢ozeltisi icerisine 25 ul XO enzimi pipetlenir,

buzdolabinda bekletilir.

4- 0,8 mmol/L CuCl; ¢Ozeltisihazirlanmasi:

Cizelge 3.7. Bakar Kloriir ¢ozeltisinin hazirlanmasi

0.8 mmol/L |Distile su
CuCl, Cozeltisi 54 mg 50 mL
5,4 mg CuCl, 50 ml distile suda ¢Ozulir.

36



Deneyin Yapihisi
Numune ve kor tiipleri hazirlandi; 3 ayr1 kor tiipii hazirland.
Herbir numune tuptne ve kor tiplerine 2,85ml assay reaktifi kondu,

Numune tiiplerinin tizerine 100 pl extraktin supernatanindan eklendi, korlere ise 100 pl distile

su eklendi; hemen ardindan vortekslendi.
Ardindan herbir kor ve numune i¢in 50 pl soguk XO ¢o6zeltisi eklenir, hizlica vortekslenir.
Bu islemlerden sonra 25 °C’de 20 dakika inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sona erdiginde kor tiipleri mor-menekse rengi alirken numune tiiplerinde daha agik

mor renk gézlemlendi.

Renk degisiminin devam etmemesi ve absorbansin saglikli ¢ikmasi i¢in hazirlanan CuCl,
cozeltisi ile reaksiyon durduruldu. Bunun igin CuCl; ¢ozeltisinden 1ml kér ve numune tipleri

lizerlerine hizlica eklenerek ardindan vorteks yapilda.

CuCl; eklemesi bitince spektrofotometrik 6lgtime gecildi.

Cizelge 3.8. SOD aktivite tayini igin pipetleme

Koér (mL) Numune (mL)
ASSAY reaktifi 2,85 2,85
Extrakt siipernatanti - 0,10
Bidistile su 0,10 -
XO cozeltisi 0,05 0,05

Kor tiipline enzim ilavesinin ardindan vortekslenir ve inkiibasyon siiresi baslatilir.

25 °C'de 20 dakika inkubasyonun ardindan hizlica CuClyilavesi ile reaksiyon durdurulur;

| CuCl,cozeltisi |1 [1 |

Spektrofotometrik Olgiim

Spektrofotometre fotometrik 6l¢im icin 560 nm dalga boyuna ayarlanarak, havaya karsi
sifirlandi. Distile suya karsi korden baglanarak sirayla korler ve numuneler igin 560 nm’de
fotometrik Sl¢lim yapildi, absorbanslar kaydedildi.
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Siiperoksit dismutaz aktivitesinin hesaplanmasi:

NBT indirgenmesini % 50 inhibe eden SOD enzim aktivitesi bir SOD {initesi olarak adlandirilir.

SOD aktivite tayininde sonuclar doku igin; U/mg protein seklinde gosterilir.
% Inhibisyon = [Absorbans kor (AK) - Absorbans numune (AN)] / Absorbans kér (AK) x 100
% 50’lik inhibisyon 1 U olarak kabul edildiginden;

%50 inhibisyon = (% Inhibisyon / 50) x 1 / 0.1 = U / mL = (AK-AN)/AK x 20 = Spesifik
aktivite (SA)
Birimi: Doku i¢in: SA / (mg protein / mL) = (U/mL) / (mg protein/mL) = U / mg protein

3.7.5. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) Enzim Aktivite Tayini

GSH-Px (EC 1.11.1.9) enzim aktivite tayini Paglia ve arkadaslarinin buldugu deneysel
calisma yoOntemine gore calisildi. Glutatyon peroksidaz, redikte glutatyonun (GSH) okside
glutatyon (GSSG)’a yiikseltgenmesini katalizleyen enzimdir, bu yikseltgenme hidrojen peroksit
(H20,) varliginda gergeklesir. Ortamda hidrojen peroksit bulundugu takdirde GSH-Px’ten
meydana gelen GSSG’nin GSH’a indirgenmesi, glutatyon rediktaz ve NADPH araciligiyla
gergeklesir. GSH-Px aktivitesi NADPH’m NADP*’ya oksidasyonu esnasinda spektrofotometrik
6lcimde absorbans azalisi ile kendini gosterir. Spesifik aktivite 340 nm dalga boyunda yapilan

kinetik 6lgtimle belirlenir.

Enzim Unitesi: Oksidasyona ugrayan NADPH’in birim zamandaki mikromol cinsinden

miktaridir.

Reduced Glutathione

{2 GSH)
MWAD p+<_\ / \

Glutathione reductase Glutathione peroxidase

Riboflavin | - ]
Salen
{FAD) ’ . e

ATC

Oxidized Glutathione
Sekil 3.2. Glutatyon peroksidaz enzim tepkimesi

HADPH+H*
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Reaktiflerin Hazirlanmasi

1) GSH-Px Tamponu Hazirlama

Onceden hazirlanmis olan pH:7.00 olan fosfat tamponuna EDTA ilavesi ile hazirlanan

tampondur.

500 ml Fosfat Taponu +1,04 gr EDTA
2) Kokteyl Hazirlama

Kokteyl igin gerekli ¢ozeltiler;

1) (NH4)2SO4 (Amonyum sulfat) ¢ozeltisi: 1,056 gr (NH;)2SO4 + 2500 pL su (bu ¢ozelti GSH-

rediiktaz ¢ozeltisi yapmak i¢in kullanilmistir).

2) GSH-Px Tamponu: 132,5 ml (6nceden hazirlanan GSH-Px tamponu)
3) GSH: 0,25 gr GSH + 5 ml GSH-Px Tamponu

4) NADPH: 0,0333 gr NADPH + 5 ml distile su

5) NaN3s: 0,0325 gr NaN3 + 500 pLL GSH-Px Tamponu

6) GSH-rediiktaz: 25 pl. GSH-rediiktaz + 750 puL amonyum silfat (bu miktar 75 numune

icindir, 50 numune i¢in hazirlanan ¢6zeltinin igerisinden 500 pL alinmistir).

Kokteyl i¢in hazirlanan 2, 3, 4, 5 ve 6 numarali ¢Ozeltiler reaktif sisesine sirasiyla aktarilarak

karistirilmastir.

3) H,0, Cozeltisi Hazirlama

%30’luk H,0, ve daha 6nceden hazirlanan GSH-Px kokteyli karistirilarak hazirlandi.
15 pLH20, + 5 ml GSH-Px tamponu

4) Pipetleme

Pipetleme i¢in dnceden hazirlanmis ve lizerinde grup isim-numarasi bulunan tiiplerin herbirine
GSH-Px aktivite tayini i¢in hazirlanan kokteyl 2870 pL pipetlendi, iizerine 20 pL numune
ilavesi yapilarak 30 dk 25 °C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan 100 pL H,O,
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cozeltisi pipetlenerek tiip hizlica alt iist edildi ve Onceden kinetik Ol¢lim ig¢in hazirlanan

spektrofotometrede 6l¢iim baslatildi.

Cizelge 3.9. GSH-Px aktivite tayini pipetleme yontemi

Kokteyl 2870 ulL

Numune 20 pL
30 Dk 25 °C Benmari

H,0, Cozeltisi | 100 pL

5) Kinetik Okuma

Spektrofotometre cihazi 340 nm dalga boyunda kinetik 6l¢im i¢in ayarlandi, havaya karsi
sifirlandiktan sonra 2 dk boyunca numunelere kinetik okuma yapildi. Olgiim boyunca

gozlemlenen absorbans azalisi kaydedildi.
GSH-Px aktivitesinin hesaplanmasi:

Kaydedilen absorbans azalisindan ve NADPH’ 1 ekstinksiyon katsayisindan yararlanilarak

GSH-Px enzim aktivitesi hesaplandi, sonuglar proteine oranlandi.

Hesap: IU/L = [(AA/) 1 6.22 x 10°] x (1 /0.02)

IU/mg protein = (1U/L)/(1000xW)

Spesifik aktivite IU/mg protein = (IU/L) / (1000xW)

AA = OD degisimi, t= zaman (dk), W= Enzim ¢6zeltisinin protein miktar1 (mg/mL)

NADPH ekstinksiyon katsayisi= 6.22 x 10" M= 6.22 mM™
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3.7.6. Rutin Biyokimyasal Parametrelerin Olglilmesi

Rutin parametrelerin 6l¢iimii Mustafa Kemal Universitesi Saghk Arastirma ve
Uygulama Hastanesi Merkez Biyokimya Laboratuvarinda Abbot Architect C-8000 marka

otoanalizorde yapilmstir.

Total Antioksidan Status (TAS): Total antioksidan kapasitesi Erel’in gelistirmis oldugu
Rel Assay kit (Rel Assay Kit Diagnostics, Tiirkiye) kullanilarak belirlendi. Trolox adi verilen ve
E vitamininin suda ¢oziiniir bir analogu olan kalibrator kullanilarak 6l¢iim yapildi. Sonuglar

mmol Trolox equiv./It seklinde gosterildi. (Erel 2004).

Total Oksidan Status (TOS): Total antioksidan seviyeleri Erel’in gelistirmis oldugu Rel
Assay kitler (Rel Assay Kit Diagnostics, Tiirkiye) kullanilarak belirlendi. Kalibrasyon hidrojen
peroksit ile gergeklestirildi. Sonuglar pmol H,O; equiv./It seklinde gosterildi. (Erel 2005).

Oksidatif Stres Indeksi (OSI): total oksidan seviyenin total antioksidan kapasitesine
oranmin yiizdesi olarak bilinen OSI’yi hesaplarken, TAS sonucunun goésterimindeki mmol
degeri TOS sonucunun gosteriminde oldugu gibi pmol birimine doniistiiriilerek, sonuglar
“arbitrary unit” (AU) olarak ifade edildi ve asagidaki formiil esas alinarak hesaplandi. (Erel
2005).

TOS, pmol H,0O, equiv./It

OSi=
TAS, mmol Trolox equiv./It X 10

Hesaplama yapilmadan 6nce Total antioksidan kapasitenin birimi mmol Trolox Ekivalent/L den

pmol Trolox Ekivalent/L* ye doniistiiriilmiistQr.
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3.8.Histopatolojik inceleme

3.8.1. Isik Mikroskobik Inceleme i¢in Dokularin Takibi

Mikroskobik inceleme icin alinan dokular fiksasyon i¢in zink-formaline alindi ve en az
bir giin bekletildi. Tespit edilen dokular 12 saat akarsu altinda yikanarak zink-formalin
solisyonundan arindirildi. Daha sonra sirasiyla, %30, %50, %70, %80, %90 ve 9%96’lik
alkollerde 8 saat bekletilen dokular absolut alkol (%99,9) icerisinde 2X20 dakika bekletilerek
dehidratasyon islemi tamamlandi. Seffaflagtirma ve alkolii dokudan uzaklastirmak i¢in 2X15
dakika ksilolde bekletilen dokular 1/1 hacimde parafin/ksilol igerisinde 1 saat bekletildikten
sonra, saf parafin igine alinip 4 saat kadar daha bekletildi. Infiltrasyon isleminin ardindan
parafin bloklara gobmme islemi gerceklestirildi. Her bir parafin bloktan, tam otomatik, rotary
mikrotom (Leica RM2265,Germany) yardimiyla 5 mikron kalinliginda kesitler alindi. Elde
edilen kesitlere Hematoksilen-Eosin (H-E) ve Periyodik Asit Schiff (PAS) boyama yapildi.
Preparatlar, Nikon DS- Ri2 dijital kamerali Nikon Eclipse Ni marka 151k mikroskobunda, NIS-
Elements 4.50 yazilim programi kullanilarak incelendi. Incelemeler iki histopatolog tarafindan

korlemesine yapildi.

3.8.2. Hematoksilen-Eozin boyama protokolu

1.Parafin kesitler ksilolde deparafinize edilerek, azalan alkol derecelerinden gecirilip distile
suya kadar getirildi.

2.Filtre edilmis Harri’s hematoksilen soliisyonunda yaklasik olarak 8 dakika kadar bekletildi.
3.Kesitler 5 dakika akar suda bekletilerek, Hematoksilen artiklarindan arindirilda.

4 Differensiyasyonu saglamak icin % 1 lik asit-alkol soliisyonuna 1 kez batirilip ¢ikarilan
dokular tekrar akar sudan gegirilerek yikanmalar1 saglandi.

5.Amonyakl1 suda ¢ekirdekler parlak mavi oluncaya kadar bekletildi.

6.10 dakika ¢esme suyunda yikandi ve %80°lik etil alkolde 1-2 dakika bekletildi.

7.Z1t boyama i¢in eozin-floksin sollisyonunda 2 dakika bekletildi.

8.Dehidratasyon ve parlatma icin yikselen derecelerde etil alkol serilerinden ve ksilolden

gecirilerek, entellan ile kapatildi.
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3.8.3. Periyodik asit schiff Boyama Protokoli

1.Parafin kesitler ksilolde deparafinize edilerek, azalan alkol derecelerinden gecirilip distile
suya kadar getirildi.

2.Peryodik asitte 5 dakika bekletildi.

3.Distile suda calkaland.

4.Coleman schiff’de 8 dakika bekletildi.

5.Akarsuda 5 dakika yikandi.

6.Harris Hematoksilende 3 dakika bekletildi.

7.Cesme suyunda calkalandi.

8.%1’lik Asit alkole batirilip ¢ikarilda.

9.Cesme suyunda yikandi.

10.Dehitratasyon ve parlatma icin yikselen derecelerde etil alkol serilerinden ve ksilolden

gecirilerek, entellan ile kapatildi

3.8.4. Histomorfometrik incelemeler

Intertisiyel tiibiiler hasar degerlendirmede Goujen ve arkadaslarinin kullandigi morfolojik
hususlar incelendi. Bu hususlar;

1) Hiicre apikalinde vokoulizasyon

2) Tibuler nekrozis

3) Tubdler dilatasyon

4) Firgamsi kenar hasari

5) Hiicre ayrilmasi

6) Tubdl bazal membran hiicresizlesmesi (denudasyonu).

Degerlendirmeye alinan gruplar 6 husus bakimindan verilen skorlar toplandi ve diger gruplarla

istatiksel farkin olup olmadig1 arastirildi.
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3.9. istatistiksel Analiz

3.9.1. Histopatolojik Inceleme Sonuclarinin Istatistiksel Analizi

[statistiksel analizler SPSS (Versiyon 22) kullanilarak yapilmis olup siirekli degiskenler
OrtalamazStandart Sapma ve medyan (min-max) olarak sunuldu. Normallik dagilimi Shapiro
wilks testi ile degerlendirildi. 2 den fazla grup ortalama karsilastirmalari Kruskal-Wallis
Varyans Analizi ile test edildi. Varyans Analizi sonrasinda farkli olan gruplar1 belirlemek igin
post-hoc ikiserli karsilastirma icin bonferroni testi kullanildi. Istatistiki anlamlilik diizeyi 0.05
olarak kabul edildi.

3.9.2. Biyokimyasal Analiz Sonuclarinin Istatistiksel Analizi

Gruplarn istatiksel olarak tanimlanmasinda grup sayis1 (N), Ortalama (Mean), Standart
Sapma (SD), Ortanca (Median), Ceyrekler Aras1t mesafe, 25. percentil ve 75. percentil degerleri
verilmistir. Ayrica gruplarin normal dagilima uyup uymadigi Kolmogorov-Smirnov normalite
testi kullanilarak tespit edildi. p<0,05 degerinden kiigiik olan gruplar normal dagilim

gostermemektedir.

Gruplarin karsilastirilmasinda, normal dagilima uyanlarda Tek-yonll varyans analizi
(One-way ANOVA) testi p<0,05 diizeyinde degerlendirildi. Anlamli farklilik goriilen gruplarin
Post-hoc analizi igin Student-Newman-Keuls testi kullanildi. Normal dagilima uymayan
gruplarda ise Tek-yonll varyans analizi (One-way ANOVA) testinin non-parametrik karsiligi
olan Kruskal-Wallis testi kullanildi. Gruplar arasinda anlamli fark p<0,05 diizeyinde
degerlendirildi. Fark ¢ikan gruplarn ikili kargilastirilmasinda Mann-Whitney U testi kullanilda.
Farklilik gériilen gruplar box-whisker grafisi ile gosterildi. Istatiksel analiz icin MedCalc

(versiyon 15.8) istatistik programi kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1.BSA ile Hazirlanan Protein Standart Grafigi ve Protein Konsantrasyonlari

Cizelge 4.1. BSA ile hazirlanan stok standart ¢ozeltinin seyreltilmesi

Standartlar Diliisyon orani Konsantrasyon(mg/ml)
Stl 1 1
St2 1/1 0,5
St3 1/2 0,25
St4 1/4 0,125
St5 1/8 0,0625
St0 - 0
Bradford Standart Grafigi
0,9
y =0,7703x+ 0,0176
0,8 /0 R? = 0,998
0,7
» 0,6
c
805
g 0,4 //
0,3 /
0,2
0,1 9/
0 ('/ T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Konsantrasyon

Sekil 4.1. Bradford Standart Grafigi
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Cizelge 4.2. Bobrek dokuda 6l¢ilen protein miktarlar:

Homojenat Protein

Supernatant Protein

Gruplar Miktari Miktari
Ortalama+SD Ortalama = SD

(mg protein/gr doku) (mg protein/gr doku)

Kontrol (K) 272 £62,9 163+7,54

Iskemi/Reperfiizyon 294,3+39,9 194,4+22,9

(I/R)

Uzun Dénem ALA+I/R 192,2+27,3 177,5+19,2

Kisa Donem ALA+I/R 222430 179,9+13,7

Kisa Donem DHLA+I/R | 271,1+33,8 192,6+23,5

4.2. MDA Standart Grafigi ve Gruplarin Doku MDA Miktarlarinin Karsilastirilmasi

1,2

MDA Standart Grafigi

1

y =0,0138x+ 0,0343

P R2 =0,9942

0,8

/

0,6

0,4

532 nm'deki Absorbans

/

0,2

¢/

0]

0] 20

40 60

Konsantrasyon

80

Sekil 4.2. MDA Standart Grafigi
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Cizelge 4.3. Bobrek doku MDA miktarlar:

Homojenat MDA Miktari

Gruplar OrtalamazSD (nmol /mg protein)
Kontrol (K) 0,39+0,049
Iskemi/Reperfiizyon (I/R) 1,360,172
Uzun Donem ALA+I/R 1,04+0,152
Kisa Donem ALA+I/R 0,72+0,089
Kisa Donem DHLA+I/R 0,39+0,045

20

18 B 4 P<0.05 * v
ST A A
[¢D]
s L4} o
> 120 i e B
E 1,0 —_ N S ————
5 i
D L
= 0,6

= ==

0’2 [ 1 1 1 1 1
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82 82 N 82
Q O Q
< v S
+ @9 01'

Sekil 4.3. Gruplarin MDA Miktarlarinin karsilastirilmasi
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4.3. Gruplarin Doku CAT Aktivitelerinin Karsilastirilmasi

Cizelge 4.4. Bobrek doku CAT aktivitesi

CAT Enzim Aktivitesi
Gruplar OrtalamazSD (k /mg protein)
Kontrol (K) 0,119+0,016
Iskemi/Reperfiizyon (I/R) 0,045+0,008
Uzun Dénem ALA+I/R 0,066+0,012
Kisa Donem ALA+I/R 0,064+0,008
Kisa Donem DHLA+I/R 0,086+0,011
0,25 |-
0,20 |- P <0.05
£ — v
i
0,15 =
I
0,10 |- ——
° —  —
005 —— .
0,00 |- 1 1 1 1 1
& vi‘\q. vi‘\Q. & vé‘&
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Q 00 \;o
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Sekil 4.4. Gruplarin CAT aktivitelerinin karsilastirilmasi
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4.4. Gruplarm Doku SOD Aktivitelerinin Karsilastirilmasi

Cizelge 4.5. Gruplarin doku SOD aktiviteleri ve karsilastiriimasi

SOD (U/mg protein)

GRUPLAR
KONTROL (1)
I/R (2)
UZUN DONEM ALA+I/R (3)
KISA DONEM ALA+I/R (4)
KISA DONEM DHLA+I/R (5)

Gruplarin Post Hoc ikili Karsilastiriimasi (P degeri)

1&2

1&3 | 1&4 | 1&5 | 2&3 | 2&4 | 2&5 | 3&4 [3&5

485

ORT. | 0,712 0,596 | 0,603 | 0,626 | 0,598

SD 0,027 | 0,065 | 0,064 1 0,036 | 0,07

<0.001 N.S.

4.5. Gruplarin Doku GSH-Px Miktarlari

Cizelge 4.6. Bobrek doku GSH-Px enzim aktivitesi

GSH-Px Enzim Aktivitesi
Gruplar OrtalamazSD (U /mg protein)
Kontrol (K) 0,446+0,043
Iskemi/Reperfiizyon (I/R) 0,206+0,028
Uzun Donem ALA+I/R 0,376+0,047
Kisa Donem ALA+I/R 0,364+0,047
Kisa Donem DHLA+I/R 0,373+0,041
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Sekil 4.5. Gruplarin GSH-Px aktivitelerinin karsilastirilmasi
4.6. Serum TAS-TOS Konsantrasyonlari ve OSI Degerleri
Cizelge 4.7. Serum TAS-TOS-OSI degerleri
Gruplar TAS+SD (mmol/l) | TOS +SD (umol/l) | OSI + SD
Kontrol (K) 1,524+0,06655 19,783+2,0919 1,3+0,1533
Iskemi/Reperfiizyon(I/R) | 1,274+ 0,05028 38,139+6,3715 2,993+0,4398
Uzun Donem ALA+I/R 1,543+0,1356 27,812+3,7115 1,804+0,2076
Kisa Donem ALA+I/R 1,696+0,08324 31,534+7,1644 1,851+0,3707
Kisa Donem DHLA+I/R | 1,64+0,1514 25,493+3,6354 1,559+0,21
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4.7. Serum Ure-Kreatinin Degerleri ile ALT-AST Aktivite Dlizeyleri

Cizelge 4.8. Serum Ure-Kreatinin-ALT-AST parametreleri

Gruplar URE (mg/dL) | KREATININ | ALT (U/L) AST (U/L)
(mg/dL)

Kontrol (K) | 20,693+1,9254 | 0,5+0,02309 65,157+5,3047 | 139,857+33,5282

Iskemi 40,129+4,8221 | 0,716+0,1406 | 86,429+9,3783 | 278,571+49,0403

Reperfuzyon

(I/R)

Uzun Dénem | 32,763+3,15 0,606+0,08634 | 65,375+8,4505 | 143,125+34,6016

ALA+I/R

Kisa Donem | 40,543+3,7354 | 0,584+0,06554 | 66+11,3284 149,286+19,0588

ALA+I/R

Kisa Donem | 47,686+5,1402 | 0,574+0,1113 | 61,857+12,1988 | 162,857+31,4665

DHLA+I/R

4.8. Gruplarm Doku MDA, CAT, GSH-Px Miktarlar1 ve Gruplarm Ikili Karsilastirilmasi

Cizelge 4.9. MDA ve Antioksidan enzimlerin miktari ve gruplar arasi karsilastirma

5 @ s i
a e« < 3 —
© E = 5 Gruplarin Post Hoc Ikili
g (=) < & < Karsilagtirilmasi (P degeri)
® = ~ < = T
£ o - [a)
o g o 2 =
= = & wi ] =
o 2 - 2 > w
< ) Q 6 2
3 = a o :0 2212|235 | 3 (4] 4
& z < o glalalala]| & | & |&af &
& 2 ) = 1|3 |a|s|1| 2| a|2]s
MDA
(nm/mg | 0,391+0,0488 | 1,363+0,1715 | 1,0390,1521 | 0,7210,0886 | 0,391:0,0449 <0.001 NS. <0.001
protein)
CAT
(k/mg | 0,119+0,0157 | 0,0443+0,0080 | 0,0663+0,0119 | 0,0643+0,0079 | 0,0857+0,0113 <0.001 NS. | <0.001
protein)
GSH-Px
(U/mg | 0,44610,0431 | 0,20610,0276 | 0,376+0,04749 | 0,364+0,0465 | 0,373:+0,04071 <0.001 N.S.
protein)
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4.9.Histopatolojik inceleme Bulgulari

Histomorfometrik Incelemeler; Intertisiyel tiibiiler hasar degerlendirmede Goujen ve
arkadaglarinin kullandigr morfolojik hususlar incelendi. Histopatolojik degisiklikler asagidaki

gibi skorlandi;

1) Hiucre apikalinde vokoulizasyon
2) Tubuler nekrozis

3) Tubdler dilatasyon

4) Firgamsi kenar hasari

5) Hiicre ayrilmas1

6) Tubil bazal membran hiicresizlesmesi (denudasyonu).

Cizelge 4.10. Histolojik inceleme skorlamasi

Std. P

Grup N Mean | Deviation | Median | Minimum | Maximum

Kontrol 6 7,00 ,000 7,00 7 7

I/R 6 12,67 4,179 11,50 8 19

Kisa 0.005*
ALA 6 11,33 3,445 10,50 8 16

Uzun

ALA 6 11,00 2,966 10,00 8 16

DHLA 6 10,33 2,251 9,50 8 14

Total 30 10,47 3,340 10,00 7 19

N= 1D)hiicre apikalinde vokoulizasyon 2)tiibiiler nekrozis 3) tiibiiler dilatasyon 4) fircams1 kenar hasar1 5) Hiicre
ayrilmasi 6)tiibiil bazal membran hiicresizlesmesi

Mean: skorlarin toplami
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Sekil 4.6. Gruplarin histoloji verilerinin karsilastirilmasi

Gizelge 4.11. istatistiksel analiz verilerinin karsilastiriimasi

Test = Std. = Std. Testo-

Sig. & Adj.Sig.&

bl Statistic™ Error Statistic ~

Kontrol-DHLA -13,083 5 026 -2 BO3 00s 09z
Kontrol-Uzun ALA -14 583 5 026 -2 901 004 037
Kontrol-Kisa ALA -14 917 5 026 -2 968 003 030
Kontrol-iR 17 417 5 026 -3 465 L0001 005
DHLA-Uzun ALA 1,500 5 026 298 7 EB5 1,000
DHLA-Kisa ALA 1,833 5 026 365 J15 1,000
DHLA-IR 4 333 5 026 BB2 389 1,000
Uzun ALA-Kisa ALA 333 5 026 066 947 1,000
Uzun ALA-IR 2833 £ 026 EE4 B3 1,000
Kisa ALAIR 2 500 & 026 A97 B19 1,000
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Sekil 12a:Kontrol grubu medullar kisimda
tiballer (oklar) (H-E boyama x 400 )

B,

g

P

tubul epitellerinde yaygin dejenerasyon,
hicre nikleuslarinda nekroz (oklar) ve
denude tibil epitelleri (ok baslari) (H-E

boyama x 400 )

" .

Fi ' "y B £ -
AN T o

grubunda denude olmus tibil epiteli (oklar) ve
epitelden ayrilmis hicre nikleuslari. (H-E
boyama x 400)

Sekil 12d: Kortikal hasarl kisa donem DHLA
grubunda denude olmus tibdl epiteli (oklar)
ve epitelden ayrilmis hiicre niikleuslari. (H-E
boyama x 400)

Sekil 4.7. Gruplarin histolojik kesitlerinin karsilastirilmasi
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5. TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda deneysel olarak olusturulmus renal iskemi reperfiizyon modelinde
antioksidan ozellige sahip oldugu bilinen lipoik asit (ALA) ‘in kisa ve uzun donem uygulamasi
ile lipoik asidin rediikte sekli dihidrolipoik asit (DHLA)’in kisa donem uygulanmasinin bobrek
dokusundaki lipit peroksidasyonu, antioksidan enzimler ve serumdaki sistemik oksidatif denge
uzerine olan etkileri ile bobrek dokusu uzerine histopatolojik etkileri incelenmistir. Hem
ALA’in hem de DHLA’in dokudaki oksidatif hasar1 belirgin derecede azalttig1 ve dolasimda
sistemik oksidatif stresi istatistiksel olarak anlamli derecede diizelttigi gosterilmistir. Bunun
yaninda uzun donem ALA kullaniminin oksidatif denge iizerine olan etkisinin ve DHLA’in kisa
donem uygulamasinda doku diizeyindeki histopatolojik etkinliginin daha belirgin oldugu
saptanmistir. Onceki ¢alismalarda hem ALA’in hem de DHLAin farkli organ ve dokulardaki
iskemi-reperfiizyon {lizerine etkileri gosterilmistir. Ancak literatiirde simdiye kadar bobrek
iskemi reperfiizyon hasari tizerine bu iki bilesigin etkisini ayn1 ¢alismada gosteren bir kaynak

mevcut olmadigindan ¢alismamiz bu konuda yapilan ilk ¢alismadir.

Bobrek iskemisi, bobrek transplantasyonu, parsiyel nefrektomi, kardiyopulmoner
bypass, sepsis, gesitli lirolojik girisimler ile hidronefroz gibi bircok klinik durumda goriilen
onemli bir klinik patolojidir. Iskeminin neden oldugu hasara ilave olarak organa gelen kan
akisinin yeniden saglanmasi olarak bilinen reperflizyon da iskeminin neden oldugu hasarin
genislemesine yol agarak lokal ve sistemik etki ile yiiksek morbidite ve mortaliteye yol acar
(Douzinas ve ark. 2012; Jaeschke 2003). iskemi-reperfiizyonda ortaya ¢ikan hasardan baslica
reaktif oksijen tiirleri (ROS) olmak iizere serbest radikal olusumudaki artis ve/veya antioksidan
enzim sistemlerindeki azalma sorumlu tutulmustur. Reaktif oksijen tiirleri miktarindaki bu artig
sonugta hiicre membranlarinda lipit peroksidayonuna yol acarak lipit peroksidayon son drind
olan malondialdehit (MDA), konjuge dienler, kisa zincirli alkenler ve lipid hidroperoksitleri
meydana getirirler (Esterbauer ve ark. 1991; Catald 2006). Dokuda lipid peroksidasyonunun
gostergesi olarak en cok kullanilan parametrelerin basinda malondialdehit tayini gelir.
Literatiirde daha o©nce yapilan bobrek iskemi reperfiizyon ¢alismalarinda lipid
peroksidasyonunun belirteclerinden olan MDA’nin 6nemli sekilde artis gosterdigi rapor
edilmistir (Ahmadiasl ve ark. 2013; Ahmadiasl ve ark. 2014). Bizim ¢alismamizda da lipid
peroksidasyonun gostergesi olarak MDA degerleri bobrek dokusunda I/R dncesi ve I/R sonrasi

ila¢ uygulamalarini takiben &l¢iildii. IR sonras1 donemde doku MDA diizeylerinin istatistiksel
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olarak anlamli derecede arttig1 ve dnceki ¢alismalarla paralellik gosterdigi saptanmustir (Cizelge

21).

ALA ve onun bir iiriinii olan DHLA’in oksidatif strese kars1 koruyucu etkilerinin oldugu
bilinmektedir. Birgok ¢alismada ALA’nin I/R hasarinda olusan MDA diizeylerini azaltici etkisi
gosterilmistir. Cosar ve ark. (2007), ALA’nin, ovaryum iskemi-reperfiizyonuna olan etkisine
baktiklar1 ¢alismada, iskemi gruplarinda yiiksek olan doku ve plazma MDA dizeyinin, ALA
verilmesiyle belirgin olarak diistiiglinii. Bir bagka calismada Manda ve ark. (2007) si¢anlarda
karaciger, bobrek, dalak, testis ve beyin gibi belirli organlarda x isinlarmin yol agtigi oksidatif
strese bagli MDA artisin1 gostermislerdir. Ayni ¢alismada ALA (200 mg/kg) uygulamasi ile
MDA seviyesinin 6nemli oranda azaltilabildigi kanisina ulagsmislardir. Toklu ve ark.’nin (2009)
ALA’nin beyin Uzerine koruyucu etkilerini aragtirdigi bir bagka ¢aligmada ise travmatik beyin
hasar1 sonucunda yikselen MDA seviyesinin, (100 mg/kg) ALA uygulanarak azaltilabildigi
bildirilmistir. Bizim ¢aligmamizda da ALA’in hem uzun ve kisa donemde, DHLA’in de kisa
dénemde doku MDA diizeyleri lizerine azaltici yonde bir etki yaptiklart gézlendi. Tim bu
caligmalardan da anlasilacag: tizere gesitli dokularda olusan oksidatif stres sonucunda artmis
MDA duzeyleri ALA uygulanarak diisiiriilmektedir. MDA seviyelerinde gozlemlenen azalig
ALA’nin antioksidan 6zellige sahip oldugunun bir gostergesi olarak kabul edilebilir.

Dokularda genellikle serbest radikallerin ve bilinen spesifik serbest radikal grubu olan
ROS’un hiicrelerde olusturdugu hasar1 engeleyen antioksidan savunma mekanizmalari
mevcuttur. Bu sistemlerin basinda antioksidan enzimler olan SOD, CAT ve GSH-Px enzimleri
gelir. Birgok calismada c¢esitli antioksidan ajanlarin bu enzim sistemleri ilizerine etkileri
incelenmistir.

Bir calismada OH ve ark. (2009) reperflizyondan 6nce uygun dozlarda ALA takviyesinin
miyokardiyal reperfiizyon hasarindan koruyabildigini gostermislerdir. Bir bagka ¢alismada Bae
ve ark. (2009) iskemi-reperfiizyona bagli olusan renal disfonksiyona karsi ALA
etkisininarastirildigi bir ¢alismada, iskemiden 6nce ve hemen sonra verilen ALA’nin, bobrek
dokusunu iskemi-reperfiizyona bagli hasardan korudugunu (renal hemodinamiklerin, Griner

konsantrasyonun, sodyum ekskresyonunun normallestirilmesi) géstermislerdir (Bae E. 2008).

Sivaprasad ve ark. (2004), kursunun fare Kkaracigerlerinde lipid peroksidayonu
olusturmasina karsin ALA (25 mg/k-gun, ip)’nin, koruyucu etkilerini arastirmiglardir. Yapilan
caligmada antioksidan enzimler olan SOD, CAT, GSH-Px enzim aktiviteleri saptanmis ve ALA
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uygulamasi yapilan grupta enzimlerin her cunde de anlamli bir artis tespit etmislerdir
(Sivaprasad R. ve ark. 2004).

Bizim galismamizda da ALA ve DHLA’nin antioksidan enzimler olan CAT, GSH-Px ve
SOD iizerine etkileri arastirilmis ve doku diizeyinde enzim aktiviteleri 6l¢iilmiistiir. Elde edilen
sonuclara gore I/R grubunda CAT, GSH-Px ve SOD seviyeleri kontrol grubuyla
kiyaslandiginda kontrole gore istatistiksel acidan anlamli Olgude azalmis olarak bulunmustur.
Bununla birlikte uzun donem ve kisa donem ALA uygulanan grupla DHLA uygulanan grupta
CAT ve GSH-Px duzeylerinde I/R gruba goére anlamli derecede artis gbézlenmis olup SOD
diizeylerinde bir degisiklik saptanmamustir. Bu bulgular literatirdeki benzer c¢alismalarla
uyumludur. Maritim AC. ve ark. (2003) nin streptozotosin uygulayarak diyabet olusturulmus
ratlarda ALA’nin antioksidan parametreler lzerine etkilerini arastirdigi ¢alismada SOD enzim
aktivitesinin lipoik asit uygulamasindan etkilenmedigi gézlemlenmistir. Sadi G. ve ark. (2008)
nin yaptig1 bir calismada ise streptozotosin uygulanmis diyabette gen ekspresyonu iizerine
vitamin C ve lipoik asitin etkisi aragtirllmistir. Arastirma sonucunda lipoik asit uygulamasinin
protein seviyesini artirmasina ragmen SOD ekspresyonunu etkilemedigi gézlemlenmistir.

Calismamizda ALA ve DHLA uygulanan gruplarda SOD disindaki antioksidan enzim
aktivitesilerinde dizelme saptanmistir. Buna gore hem ALA’nin uzun ve kisa dOonem
uygulamasinin hem de DHLA’nmn kisa dénem uygulamasiin antioksian enzimler iizerinde
iyilestirici bir etki gosterdigi sdylenebilir. Lipoik asit veya rediikte form olan dihidrolipoatin,
superoksit, hidroksil, peroksil ve singlet oksijen gibi reaktif oksijen tirleriyle reaktive oldugu
bilinmektedir (Packer L. ve ark. 1995). ALA’nin ayn1 zamanda vitamin E ve vitamin C’nin
yenilenmesine yol actig1 ve glutatyon ile etkilesime girerek membranlar1 korudugu da dnceki
caligmalarda ileri siiriilmiistiir. Ayrica ALA’nin hem rediikte hem de okside formlarinin dokular
tizerinde antioksidan etkilere sahip oldugu ve bunun yamisira DHLA’nin antioksidan
fonksiyonlar1 yerine getirmekte daha etkin oldugu diistiniilmektedir (Han D. ve ark. 1997).
Benzer sekilde DHLA’nin gii¢lii bir rediiktan oldugu ve boylece okside antioksidanlar1 rejenere
edebilecegi gosterilmistir. Bir baska calismada ise DHLA’in antioksidan etkinligi direkt ve
indirekt olarak askorbat, glutatyon, koenzim Q10 ve vitamin E’ yi rejenere ettii yoniinde
aciklanmistir (Aalt ve Guido 2002; Kagan ve ark. 1992). Glutatyon rejenerasyonu (izerine olan
etkisi Ozellikle ayr1 bir 6nem tasir. Ciinkii glutatyonun indirgenmis hali, GSH-Px enzim
aktivitesi i¢in Ozellikle 6nem tasir ve bu enzimin aktivite gosterebilmesi igin siirekli bir
indirgenmis glutatyon kaynagina ihtiya¢ oldugu bilinmektedir. DHLA’da gdzlenen bu etkiden,

glutatyon rejenenarasyonuna yaptigi olumlu katki sorumlu olabilir. Aynt mekanizmanin SOD
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icin gegerli olmamasi, SOD iizerine belirgin etki gozlenmeyisinin bir nedeni olarak ileri
surdilebilir.
Antioksidan etki olarak ileri siiriilen bir bagka mekanizma ise agir metaller iizerinden oldugu
diistintilmektedir. ALA ve DHLA’nin ¢inko, manganez, kursun, kobalt, nikel, kadmiyum ve
demir iyonlar1 ile kompleks olusturdugu gosterilmis ve ALA’nin agir metallere baglanmasi,
serbest radikallerin doku hasari ve enzim inaktivasyonuna yol a¢masint Onledigi ileri
stiriilmiistiir (Park ve ark. 2005).

Calismamizda ilave olarak sistemik oksidatif stresin gostergesi olarak serumda TAS ve
TOS olgiimleri yapilmis ve OSI degerleri hesaplanmistir. Buna gore I/R grupta OSI degerleri
kontrol gruba gore anlamli derecede yiiksek bulunmus olup (P<0,001) diger bulgular1 destekler
niteliktedir (Cizelge 19). Uzun donem ve kisa donem lipoik asit kullanilan grupta ve
dihidrolipoat kullanilan grupta ise OSI degerinin kontrole yakin oldugu, anlamli bir farklilik
bulunmadig1 gdzlemlenmistir. Yani tedavi gruplarinda da I/R olmasina ragmen OSI degerlerinin
kontrol grupla benzer olmasi lipoik asitin uzun ve kisa déonem kullaniminin ve DHLA’nin kisa
donem kullaniminin sistemik oksidatif stres lizerine iyilestirici etkisi oldugu soylenebilir. TAS
degerleri I/R grubunda kontrol ve tedavi gruplarina kiyasla anlamli derecede diisiik ¢ikmustir.
Tedavi gruplarinda ise kontrolden daha yliksek ¢ikmakla birlikte kontrol ile tedavi gruplari
arasinda anlamli bir fark bulunmamistir. TOS degerleri ise uzun donem ALA ve kisa donem
DHLA uygulamasi ile belirgin derecede azalmis olup her iki uygulamanin da iyilestirici
etkilerinin sistemik dolasima da yansidiginin bir gostergesi oldugu soylenebilir. Bunu
destekleyen bir diger bulgu da I/R grubundaki gozlenen AST yiksekligidir. AST, bir
aminotransferaz olup karaciger hiicre harabiyetinin bir gostergesidir. I/R grubundaki AST
yiiksekliginin I/R’ye bagli uzak organ hasari ile olustugu soylenebilir. I/R grubunda gozlenen
AST yiiksekligi ALA ve DHLA uygulanan gruplarda belirgin diizeyde azalmig ve kontrol gruba
yakin seviyelere inmistir. Sonu¢ olara hem ALA hem de DHLA uygulamasinin sadece doku
diizeyindeki hasar1 degil sistemik etki ile uzak organ hasarinda da etkin maddeler oldugu
sOylenebilir. Avcl B. ve ark. (2016) nin yapmis oldugu c¢alismada bisfenol-A’nin neden oldugu
karaciger ve overyan doku hasara tokoferol ve lipoik asitin etkileri arastirilmis, lipoik asit
kullaniminin Bisfenol-A uygulanmis grupla kiyaslandiginda ALT ve AST miktarinda azalmaya
neden oldugu ve iyilestiri etkileri. Lipoik asitin AST ve ALT seviyelerini diisiirdiiglinti
destekleyen bir diger ¢alisma ise Dulundu E. ve ark. tarafindan yapilmis olan hepatik iskemi

reperfiizyon hasarina karsi lipoik asitin koruyucu etkisi isimli ¢alismadir; bu ¢alismada iskemi
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reperfiizyon grubunda ALT ve AST seviyeleri anlamli derecede yliksek bulunmus, lipoik asit
uygulanan grupta ise 6nemli dl¢lide diistigii gorilmistiir (Dulundu E. ve ark. 2007).
Calismamizda ayrica bobrek dokusundaki oksidatif hasar ve antioksidan savunma
mekanizmalarinin belirlenmesinin yani sira histopatolojik etkiler de degerlendirilmistir. Bobrek
dokusu incelendiginde 6zellikle iskemi-reperfiizyona bagli olarak korteks tiibiiler yapilarinda
bozulmalar gozlenmis (Sekil 12c) ve iskemi-reperfiizyon dncesi DHLA uygulamasi ile ortaya
cikan bu patolojik degisimlerin kismen diizeldigi ve kontrol seviyelerine yaklastig
gosterilmistir (Sekil 12d). Takaoka M. ve ark. (2002) nin siganlarda alfa-lipoik asidin iskemik
akut bobrek yetmezligine kars1t koruyucu etkisini aragtirdigi ¢alismada akut bobrek yetmezligi
olan grupta tiibiiler nekroz, mediiller tikaniklik gibi bulgulara rastlanmis olup lipoik asit
uygulanan tedavi grubunda tiibiiler nekroz ve mediiller tikanikligin bastirilmis oldugu
gozlemlenmistir. Williams P. ve ark.(1997) nin yapmis oldugu bir calismada iskemi-
reperfiizyonun bobrek dokusunda tiibiiler hasara neden oldugu ve iskeminin 6nemli Slgiide
tiiblil hasar1 ile karakterize oldugu ve bunun yaninda tiibiiler dilatasyon, infiltrasyon gibi
bulgular da gosterilmistir. Hussein Abdel-Aziz M. ve ark.’nin ¢alismasinda ise renal arterden
klempin gevsetilmesi ile iskemik tiibiiler degisiklikler ve proksimal ve distal tiibiiler
reabsorbsiyon kapasitesinin azalmasindan dolay1r iskemi-reperfiizyonun sodyum atiliminin

fraksiyonel artisiyla sonuglandigi gézlemlenmistir (Hussein Abdel-Aziz M. ve ark. 2012).

Bizim ¢alismamizda da yapilan histopatolojik incelemede 6nceki ¢alismalarla uyumlu
olarak iskemi reperfiizyon grubunda bobrek medullada i¢ alanda, kortekste ise dig kortikal alan
tibil epitelinde hasar daha fazla mevcuttu. intraglomeriiler ve peritiibiiler kanlanmada artis
mevcuttu. Glomeriler alanlarlarda 6dem de mevcuttu. Hicre apikallerinde vokoulizasyon,
tiibiiler nekrozis, tiibliler dilatasyon, fircams1 kenar hasari, tiibiill bazal membran
hiicresizlesmesi (denudasyonu), ayrisan hiicrelerin yogun sekilde intratiibiiler infiltrasyonu
mevcuttu. Bu histopatolojik farkliliklar kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli derecede
saptand1 (P<0,005)

Tedavi gruplarint kontrol grubuyla istatiksel olarak karsilastirdigimizda DHLA nin
farkli olmadig1 diger iki grupta ise anlamli fark oldugu goriilmektedir. I/R grup ile uzun ve kisa
donem ALA uygulanan gruplar arasinda histolojik skorlama ag¢isindan istatistiksel fark yoktu.
Yani tedavi gruplarinda iskemi reperfiizyon gruplarinda oldugu gibi intraglomeriiler ve

peritibller kanlanmada artis ayrica glomeriiler alanlarlarda yer yer 6dem de mevcuttu. Farkli
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olarak gruplarda intratiibiiler veya bowman araliklarinda eozinofilk infiltrasyon seklinde yapilar
goraldu. Buna gore I/R hasarina bagli doku diizeyinde gbzlenen hasarin ilag uygulamasi ile
istatistiksel olarak anlamli derecede degismedigi sOylenebilir. Bir bagka deyisle dokudaki
antioksidan enzim aktivitelerinde ve serum total oksidatif stres parametrelerinde gozlenen
dramatik etkinin doku diizeyinde gozlenmedigi sdylenebilir. Bunun nedeni olarak tedavi sonrasi
ilag etkinliginin kisa donemde doku diizeyinde yapilan incelemelerde istatistiksel olarak
goOzlenebilmesi icin ilag uygulamasi sonrasinda daha fazla zamana ihtiya¢ olabilecegi ileri

surdlebilir.
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6. SONUC

Sonug olarak bu ¢alismada bobrek dokusunda olusturulan deneysel iskemi reperfiizyon
modelinde I/R grubunda gézlenen belirgin oksidatif hasar ve antioksidan enzimlerde gbzlenen
aktivite kaybi, uzun ve kisa donem ALA ve kisa donem DHLA uygulamasi ile belirgin 6l¢iide
geri kazanilmigtir. Buna gére I/R hasarinin geri dondirilmesinde uzun ve kisa donem ALA ile
DHLA uygulamasinin 6nemli bir potansiyele sahip oldugunu, uzun donem lipoik asit
kullaniminin kisa dénem lipoik asit kullanimindan daha etkili oldugunu ve buna ilave olarak
DHLA uygulamasinin ALA uygulamasina gore antioksidan enzimler ve 0zellikle doku
dizeyinde daha etkin oldugunu ve I/R ile iligkili klinik patolojilerde ALA’ya tercih edilmesi

gerektigini diistinmekteyiz.
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