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OZET

Bu tez calismasinda siganlarda deneysel olarak olusturulan kisa siireli bobrek
iskemi/reperfiizyon (I/R)’ una bagli karaciger hasarina kars1 antioksidan &zelligi bilinen

geraniol’ {in olas1 koruyucu etkilerinin aragtirilmasi hedeflenmistir.

Calismada 28 adet 3-4 aylik erkek Wistar albino si¢anlar kullanilmistir (n=7).
Rastgele segimle, Grup I (Sham Grubu), Grup II (/R + Serum Fizyolojik), Grup III (I/R +
50 mg/kg Geraniol), Grup IV (I/R + 100 mg/kg Geraniol) olmak iizere 4 grup
olusturulmustur. Ksilazin (10 mg/kg) ve ketamin (70 mg/kg) anestezisi altinda tiim gruplara
sag bobrek nefroktomi islemi uygulanmistir. Grup I haricindeki gruplara 45 dakika iskemi
ve 4 saat reperflizyon uygulanmistir. Grup I ve II’ ye 2 mL serum fizyolojik (SF), Grup Il
ve IV’ e sirastyla 50 mg/kg, 100 mg/kg geraniol tek doz halinde iskemiden 1 saat dnce
intraperitonal olarak enjekte edilmistir. Deney sonunda kan serumunda alanin
aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST) aktiviteleri ve karaciger
dokularinda katalaz (CAT), sUperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (Gpx)
enzim aktiviteleri ol¢iilmiistiir. Doku kesitleri H&E ile boyanmis ve 151k mikroskobunda
incelenmistir. Calisma sonuglarina gore; Grup I ve Grup II’ nin serumda ALT ve AST, doku
orneklerinde CAT, SOD ve Gpx degerleri karsilastirildiginda Grup II’ de Grup I’ e gore
serum ALT ve AST degerlerinin ve karaciger dokusuna ait SOD, Gpx aktivitelerinin arttig1,
CAT aktivitesinin azaldig1 goriilmiistiir. Grup III ve IV’ {in SOD ve Gpx aktiviteleri Grup
II’ ye gore azalirken; CAT aktiviteleri artis gostermistir. Histopatolojik olarak Grup II
karaciger dokusunda yogun vakuolizasyon, ileri derece nekroz, yogun niiklear infiltrasyon
ve kanama gozlenirken, Grup IV’ te bu bulgulara rastlanmamistir. Deneysel ¢alismamizin

histolojik bulgular1 biyokimyasal analizleri desteklemektedir.

(Calisma sonuglari, intraperitonal olarak uygulanan geraniol’ in 100 mg/kg dozunun

bobrek /R hasarindan etkilenen karaciger iizerinde koruyucu etkisi oldugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Sigan, Iskemi/Reperfiizyon, Uzak Organ, Karaciger, Serbest Radikal,
Antioksidan, Geraniol.
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SUMMARY

In this thesis study, the possible protective effects of geraniol, which is known to be
an atioxidant, were investigated against liver injury induced by experimentally short-term

renal ischemia/reperfusion (I/R) injury in rats.

In the study, three to four month old, Wistar-albino type 28 rats were used (n=7).
Four groups were designed randomly that Group | (Sham Group), Group Il (I/R+normal
saline), Group Il (I/R+ 50 mg/kg geraniol), Group IV (I/R+ 100 mg/kg geraniol). Right
nephrectomies were performed under xylazine (10 mg/kg) and ketamine (70 mg/kg)
anesthesia in all group rats. Then, 2 mL physiological saline solution was injected to Group
I and Group I1; 50 mg/kg geraniol was injected to Group Ill and 100 mg/kg geraniol was
injected to Group IV intraperitoneally one hour before ischemia. 45 minutes ischemia and 4
hours reperfsion were applied to all groups expect Group I. At the end of the experiment,
ALT, AST activites in the blood serum and the Catalase (CAT), Superoxide dismutases
(SOD) and Glutathione peroxidase (Gpx), enzime activities in liver tissue were measured.
Histological sections were stained using Hematoxylien & Eosine and investigated by light
microscope. According to the study results, when Group | and Group II’ s ALT and AST
values were compared in serum and CAT, SOD, Gpx in tissue samples, belonging to Group
II’ s serum ALT and AST value and SOD, Gpx activity increased and CAT activity
decreased in liver tissue. While Group Il1 and 1V’ s SOD and Gpx activities decreased, CAT
activity increased compared to Group Il. Although histopathologically, in Group 1 the liver
tissue was shown that intense vakuolization, advenced necrozis, intense nuclear infiltrasyon
and congestion, this findings was not found in Group IV. Biochemical analyzes have

supported by histological findings of our experimental study.

The results of this study have demonstrated that geraniol (100 mg/kg i.p.) prevents

distant organ injury because of renal I/R injury.

Keywords: Rat, Ischemia/Reperfusion, Remote organ, Liver, Free Radical,

Antioxidant, Geraniol.
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1. GIRIS VE AMAC

Atar veya toplar damarlardaki kan akimi bozukluguna bagli olarak doku ve
organlarin yetersiz kanlanmasina iskemi denir. Reperfiizyon ise, iskemik doku ya da
organlarin yeniden kanlanmasi ve oksijenlenmesidir (Akkog, 2008). Bir doku ya da organin
yetersiz kanlanmasi, o doku veya organa ait hiicrelerin fonksiyon bozuklugu ile baslayan,
hiicre oliimiine kadar ilerleyen ve birbirini takip eden kimyasal siiregleri baglatir (Basim,

2005).

Iskemi reperfiizyon sirasinda mitokondrilerdeki oksijenli solunumun degismesi,
adenozintrifosfat (ATP)’ in azalmasi, hiicre i¢i kalsiyum (Ca™) artis1 ve hiicre iskeleti ile
membran fosfolipidlerinin bozulmasina sebep olan proteaz ve fosfatazlarin aktive olmasi,
sonucu agirt miktarda serbest oksijen radikalleri (SOR) olusur. SOR’ lar olustuktan sonra
zincirleme reaksiyon dizileri baslar ve oksidatif stres meydana gelir (Aydogdu vd., 2005;

Basim, 2005).

Patolojik kosullar altinda veya normal metabolizma sirasinda dokularda olugan SOR’
larin zararli etkileri endojen ve ekzojen antioksidanlar gibi savunma mekanizmalar
tarafindan kontrol altinda tutulur (Karadeniz, 2005). Bu mekanizmalar diisiik molekiiler
agirhikli glutatyon (GSH), vitamin E, C ve B-Karoten gibi enzimatik olmayan antioksidanlar
ve enzimatik olan katalaz (CAT), sliperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx)
gibi sistemleri igerir (Park vd., 2007). Saglikli dokularda oksidanlar ile antioksidanlar

arasindaki denge antioksidanlarin {istiinliigiiyle siirdiiriiliir (Kisaoglu vd., 2013).

Viicut serbest radikallere karsi endojen antioksidan savunma mekanizmasina sahip
olsa da, serbest radikallerin asir1 miktarda artmasi durumunda viicut sentetik ya da dogal
kaynaklardan elde edilen antioksidanlara ihtiya¢c duyar. Sentetik antioksidanlar kanseri
tetikledigi i¢in nadiren kullanilirlar. Dogal antioksidanlar genelde bitki kaynakli olup; sebze,

meyve ve hububatlarda bulunurlar ve bu tiir besinlerden saglanirlar (Mustarichie vd., 2012).
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Cogu caligma bitki esansiyel yaglarindaki fenolik bilesiklerin antioksidan aktivite
gosterdiklerini ve bunun sonucu olarak da serbest radikalleri uzaklagtirma kapasitelerinin
oldugunu gostermistir (Ammar vd., 2009). Fenolik bilesiklerden mono ve sesquiterpenler
esansiyel yaglarin temel bilesenleridirler (Tasdelen, 2013). Deneysel ¢alismalar, asiklik bir
monoterpen olan geraniol’ Un anti kanser ve antioksidan potansiyeli dahil olmak uzere,
birgok farmokolojik aktivitesinin oldugunu gostermistir (Tiwari ve Kakkar, 2008; Veena

vd., 2012).

Karaciger ve bobrek; ilaglarin ve toksik tiriinlerin atilimi olmak {izere metabolizma
ve viicudun homeostatik dengesinin diizenlenmesinden sorumlu organlardir (Kadkhodaee
vd., 2009). Bobrekte, hipovolemik sok, renovaskiiler cerrahi, aortun klemplenmesi gibi
durumlarda sicak iskemi/reperfiizyon hasar1 olusabilmektedir (Onal vd., 2004).
Iskemi/reperfiizon (I/R)’ un, meydana geldigi organdan baska diger uzak organlarda da
hasara neden olabildigi gozlemlenmis ve bu durum "uzak organ hasar1" olarak
adlandirilmistir (Koksal vd., 2011). Renal iskemi/reperfiizyon, akciger, beyin ve karaciger

gibi organlarin hasarina neden olmaktadir (Khastar vd., 2011).

(Calismamizda; sicanlarda deneysel olarak olusturulmus renal iskemi/reperfiizyonun
karacigerde yol ac¢tig1 hasarda antioksidan 6zelligi bilinen geraniol’ iin koruyucu etkileri

arastirilmistir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1.  Iskemi Reperfiizyon

Hiicrenin enerji yolaklarindan oksijenli solunum, ortamdaki yeterli oksijen miktarina
baglidir ve hiicrenin kullanmasi gereken yeterli oksijen miktarindaki azalma hipoksi olarak
tanimlanmaktadir. Hipoksinin en yaygin nedeni ise iskemidir (Baylan, 2013). Iskemi terimi
ilk olarak 19. ylizyilin baglarinda arteriyal akisin engellenmesi ile dokulara yetersiz kan
akisini ifade etmek icin kullanilmistir (Kalogeris vd., 2012). Bir organa gelen kan akiminin
cesitli nedenlerle yetersiz hale gelmesi veya durmasi olarak tanimlanan iskemiye bagl
olarak dokunun hipokside kalmas1 hipoksik doku hasarma neden olur. Iskeminin uzun
stirmesi hiicresel biitiinliiglin kaybolmasina ve sonug¢ olarak da hiicresel 6liime yol acar

(Ozan vd., 2004).

Iskemik dokuda mitokondrial ATP Uretimi durur ve hiicre icerisinde bulunan ATP
sirasiyla ADP, AMP, adenozin, inozin ve son olarak hipoksantine katabolize olur.
Mitokondrial {iretimin durmasi ve mevcut ATP’ nin tiikketilmesine bagli enerji kaybi, hiicre
membranindaki enerji bagimli iyon pompalarinda fonksiyon bozukluguna ve hiicre ici
metabolizmanin anaerobik faza yonelmesine yol agar. Laktat ve hidrojen birikimine bagh
olarak hiicre i¢i pH diiser ve asidoz olusur. Hiicre i¢i artan hidrojen yukinu dengelemek igin,
sodyum-hidrojen (Na*- H") pompasi ile artan hidrojen hiicre dismna atilirken, sodyum-

kalsiyum (Na*- Ca*™) pompasi ile de kalsiyum hiicre igine yer degistirir (Ozcan vd., 2015).

Iskemik dokuya kan akiminin geri saglanmasma reperfiizyon denir. Kanin
reperfiizyonunun iskemik dokuya faydasinin kagmilmaz olmasi beklenirken, reperfiizyon
kademeli reaksiyonlar ile paradoksal olarak bizzat doku hasarina neden olur (Chamoun vd.,
2000). Doku hasarinin anahtar mekanizmasi reperflizyona verilen asir1 yogun inflamatuvar
cevaptir (Ilmakunnas, 2008). Kan akimimin tekrar saglanmasi ile dokuya gelip yerlesen
polimorf ¢ekirdekli 16kositler (PMNL) tarafindan salinan serbest oksijen radikalleri

dokudaki yikimi arttirir.
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Reperfiizyon sirasinda serbest radikal olusumunu arttiran nétrofil inflitrasyonu,
kompleman sisteminin aktivasyonu, kalsiyum aracili proteazlarin aktivasyonu, aragidonik
asit metabolizmasi gibi pek ¢ok sistem doku hasaria neden olmaktadir (Ozkayran, 2009).
Reperfiizyonda olusan SOR’ larin kalsiyum kullanan proteinlere etki etmesi dogrudan,
membran lipid peroksidasyonunu indiiklemesi de dolayli yoldan hiicre i¢inde yiiklii miktarda

kalsiyum birikmesine yol acar (Baylan, 2013).

Reperfiizyon ile oksijenasyonun saglanmasi ayrica iskemi siirecinde olusan ksantin
oksidazin Oz’ yi kullanarak biriken hipoksantini ksantine doniistiirmesiyle asir1 serbest
oksijen radikalinin olugsmasina neden olur (Siileyman, 2014). Olusan serbest oksijen
radikalleri mitokondri, lizozom ve plazma membrani iizerinde lipid perokidasyonuna neden
olur ve hiicre membranlarinin permeabilite artis1 ile birlikte hiicre lizisi gergeklesir (Selguk

vd., 1996).

Doku ya da organi perfiize eden kan akimindaki yetersizlik, geriye doniisiimlii veya

dontistimstiz hiicre/doku hasarina neden olmaktadir (Kandilci ve Gilimiisel, 2005).

2.1.1. Geri doniisiimlii iskemik hasar

Hipoksiden ilk zarar goren yer hiicrenin aerobik solunumudur. ATP olusumu
yavaslar ve durur. Hiicre zarinda ATP aktivitesinin azalmasi, hiicre zarinda bulunan aktif
sodyum pompasinin yetersiz hale gelmesine ve hiicre i¢ginde sodyum birikimine, hiicre disina
ise potasyum atilimina yol agar (Aktoz, 2004). Bunu takiben su hiicre igine girer ve hiicresel
sisme meydana gelir. Hiicresel sismeye neden olan bir diger etken ise yikim iiriinlerinin

birikimidir (Akalin, 2014).

Hiicresel ATP’ nin azalmasi ile AMP artisi, fosfofriktokinaz enzimini aktive ederek
anaerobik glikolizin artmasina yol acar (Kayabasi, 2011). Glikoliz, laktik asit ve fosfat
tiirevlerinin hidrolizi sonucu olusan inorganik fosfat birikimine yol agarak hiicre i¢i pH’ y1

diistiriir ve asidoza neden olur (Yildar, 2008).
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ATP bagiml ¢alisan bir diger pompa intraseliiler ve ekstraseliller Ca™ u
dengelemeye calisir. Intraseliiler Ca*™ artis1 ile aktive olan fosfolipazlar, arasidonik asit
olusumuna neden olur. Arasidonik asit mitokondriyal enzimleri inhibe ederek serbest radikal
olusumunu artirir. Hiicre i¢erisinde meydana gelen bu sitotoksik olaylar sonucunda, grantillii
endoplazmik retikulumun ribozomlar1 ayrilir, polizomlar monozomlara pargalanir ve protein
sentezi azalir (Aygiin, 2011). Iskemi devam ederse, membran gecirgenligi artar ve
mitokondrinin fonksiyonu yavaslar. Bu durumda mitokondriler normal, hafif yogunlagmis

veya sismis, endoplazmik retikulum ise genislemis durumda goriiliir. Buraya kadar olan

degisiklikler geri donebilir (Dogan, 2014).

2.1.2. Geri doniisiimsiiz iskemik hasar

Iskemi sirasinda hiicre 6liimiine kadar gegen siirede doku ve organlarda meydana
gelen degisiklikleri anlamak 6nemlidir. Dokunun yapisi, sicaklik ve doku kitlesi iskemiye
tolerans etkileyen faktdrlerdendir. Iskemik hasarin doku tarafindan tolere edilebildigi ve
dolasim saglandiginda canliligini siirdiirebildigi en uzun zaman dilimi, kritik iskemi zamani

olarak ifade edilir (Ozkaya ve Kogdor, 2008; Geldi, 2012).

Kritik iskemi siiresi asildigi taktirde hiicrelerde geri doniisiimsiiz iskemik hasar
meydana gelir. Morfolojik olarak mitokondrilerin siddetli vakuolizasyonu, ileri derece hiicre
membran hasar1 ve lizozomal sisme geri doniisiimsiiz hasarda karakteristiktir. Iskemik
alanin yeniden kanlanmasi halinde, hiicre i¢ine yogun kalsiyum girisi olmakta ve bu da
mitokondriyal matrikste sekilsiz yogunlagmalara neden olmaktadir. Mitokondri tarafindan
daha fazla kalsiyum hiicre i¢ine alinir ki buda proteinlerin denatiire olmasi ve hiicresel

enzimlerin inhibe olmasina neden olur.

Kalsiyumun hiicre i¢ine girmesi ile mitokondri, lizozom ve diger hiicresel
membranlarin permeabilitesi degisir. Lizozomal membran hasari sonucu lizozomlarda
bulunan asit hidrolazlar (RNAazlar, proteazlar, katepsinler) sitoplazmaya gecer. Iskemiden
kaynakli hiice i¢i pH dusiikliigli asit hidrolazlarin aktive olmasim1 saglayarak,
deoksiriboniikleik asit (DNA), riboniikleik asit (RNA), proteinler ve diger hiicre
elemanlarinin sindirilmesi ile nekroza sebep olur (Yilmaz vd., 2001; Kaya, 2006; Geldi,
2012) (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1 Iskemi reperfiizyon hasari, geri diiniisiimlii ve geri doniisiimsiiz

hlcre zedelenmesi mekanizmalar1 (Kaya, 2006)

Iskemi-reperflizyon hasarmin fizyopatolojisi ile ilgili baslica dort faktdr hasarin nedenleri

arasinda yer almaktadir (Kiral, 2012). Bunlar:



1. Serbest oksijen radikalleri
2. Polimorf ¢ekirdekli 16kositler (PMNL)
3. Kompleman sistemi

4. Endotel hiicreleri

2.2.  Serbest Oksijen Radikalleri

Radikal ve serbest radikal terimleri siklikla birbirlerinin yerine kullanilmakla
beraber, radikal terimi, serbest radikalin su molekiilleri tarafindan tutulmus bagli formunu
ifade etmek icin kullanilmaktadir (Cakatay ve Kayali, 2006). Bir bilesik, elektron
kaybederek veya elektron alarak serbest radikal olusturabilir (Delibas ve Ozcankaya, 1995).
Atomik ya da molekiiler yapilarda eslenmemis bir veya daha fazla tek elektron tasiyan

molekiillere serbest radikal denir (Cavdar vd., 1997) (Sekil.2.2.a).

Elektronlar atomlarin orbital ad1 verilen uzaysal bolgelerinde ciftler halinde bulunur
(Sekil.2.2.b). Her bir orbitalde bulunan elektron ¢iftlerinin spinleri birbirlerine ters yondedir.
Bu elektronlara eslenmemis veya ortaklanmamis elektronlar denir (Halliwell, 1984, 1991).

Serbest radikaller son yoriingelerindeki eslenmemis elektron ac¢igini kapatabilmek i¢in baska

bilesiklerin elektronlarini paylasmaya calisir (Erbas ve Sekerci, 2011).

‘M

Eslenmemiy Eleliron

o

Sekil.2.2 a) Bir serbest radikaldeki eslenmemis elektronlar, b) Atomik orbitaller (Perez
ve Aguilar, 2013)



Serbest radikaller baslica 3 yolla olusur (Kayis, 2010).

1. Homolitik boliinen kovalent baglar, kovalent bagli molekiilde boliinme
sonrasinda molekiiliin herbir parcasinda ortak elektronlardan birinin

kalmasina sebep olur (2.1).

XY X +Y (2.1)

2. Radikal oOzellikte olmayan bir molekiiliin tek bir elektron kaybi, dis

orbitalinde ortaklanmamis elektron kalmasina sebep olur (2.2).

Xy Xt+e (2.2)

3. Radikal 6zellikte olmayan bir molekiile tek elektron transferi, dis orbitalinde

ortaklanmamis elektron igeren radikal formun olusmasina sebep olur (2.3).

X+e 5 X (23)

2.2.1. Serbest radikallerin baslhca etkileri

Pozitif ve negatif etkileri olan serbest radikallerin, saglik i¢in belirli miktarda
tiretilmesi gerekir. Bagisiklik sistemi bagta olmak {izere, enzim aktivasyonlarinda, kimyasal
reaksiyonlarin seyrinde, fagositoz, kas kasilmasinda, hiicrelerin biyogenezinde, hucresel
sinyal iletiminde gorev alirlar. Birgok yararli etkilerinin yan1 sira, fazla iiretilmeleri, doku
hasarina, hiicre zehirlenmesine, fonksiyon bozukluguna ve iltihaplanmaya yol agar (Oz,
2013). Serbest radikal reaksiyonlar1 biyolojik sistemlerde 6nemli bir yer tutar. Yasam
stireleri ¢ok kisa olan ancak yapilarindaki dengesizlik nedeniyle ¢ok aktif olan serbest
radikaller, hiicre bilesenlerinin tiimiiyle etkilesme Ozelligi gostermekte, yararh
biyomolekdllerin (nukleik asitler, proteinler, karbohidratlar, lipidler) fonksiyonlarini

yitirmesine neden olmaktadir (Glimiistas ve Atukeren, 2008).
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Serbest radikaller, hiicre membranina zarar vererek hiicre zedelenmesinde rol

oynarlar. Serbest radikallerin hiicrede meydana getirdigi hasarlar:

a. Lipid peroksidasyonuna neden olarak hiicre membrani hasar1 yaparlar.

b. Proteinlere hasar vererek iyon (Na/K, Na/ Ca) pompasi dengesini bozarlar.

c. DNA hasar yaparak, yetersiz protein sentezine neden olurlar.

d. Mitokondri hasarma yol acarak, ATP yokluguna neden olurlar (Unal, 2012)
(Sekil 2.3).

Protein

Hasan

Mitokondrival

Hasar

Membran
Hasan

DNA
Hasan

P b
* I'\.'\.
2 »
" o
f.._-.._‘
b

.-q Vo R, L .-1_\;:“',..@.}.. 'xr.?

e T L8 ®, v
ﬂ,;;i?f{;’a;’?.-;‘J‘?_-.‘E_??ﬁ‘?{f‘n;_.,_.yc-;/ Siddetli Kalsiyum
SRl g WS

AL A BRORES Akis

Lipid Peroksidavonu
Sekil 2.3 Oksidatif stresin hiicrede neden oldugu hasarlar (Savas, 2011)

Serbest radikallerin olusturdugu hasarlar arasinda en Onemlilerinden olan lipid
peroksidasyonu, membran yapisinda bulunan ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksijen

radikallerine maruz kalmasiyla olusur (Giimiistas ve Atukeren, 2008).
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Ug ya da daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonu ile olusan
aldehitler, hiicre membranlarindan iyon alis verisine etki ederek, membrandaki bilesiklerin
capraz baglanmasi sonucu, iyon gegirgenligine ve enzim aktivitesi degisimine yol acarlar

(Mercan, 2004).

2.2.2. Serbest radikaller ve reaktif oksijen turleri

Biyolojik 6neme sahip bircok atomda, eslenmemis elektron bulunduran siilfiir,
karbon, hidrojen veya nitrojen merkezli radikaller olabilir. Biyolojik sistemlerde serbest
radikallerin énemli cogunlugu oksijen kaynaklidir (Delibas ve Ozcankaya, 1995). Oksijen,
canli organizmalarin yapi taglarinda bulunan molekiillerin yapisina girmesi, besin kaynagi
olan maddelerde temel element olmasi, oksijenli solunum yapan canlilarda indirgenme ve
yiikseltgenme reaksiyonlar1 ve solunumda rol oynamasi sebebiyle onemlidir. Oksijenin
eksik indirgenmesi ile oksijen radikalleri olusmaktadir (Kayis, 2010). Normal sartlarda
biyolojik sistemlerdeki molekiiler oksijen, ATP iiretimi i¢in elektron tasima sisteminde
(ETS) bir dizi reaksiyon neticesinde suya indirgenir. Bu reaksiyon dizileri sirasinda bir
miktar molekiiler oksijen tam olarak indirgenemez (Pasaoglu, 2011). Molekiiler oksijen
sahip oldugu iki ortaklanmamis elektrondan dolayr bir diradikal olarak
degerlendirilmektedir (Kayis, 2010). Serbest radikaller reaktif oksijen ve nitrojen turleri
olarak iki biylk gruba ayrilmaktadir. Bu iki biiyiik grup da kendi i¢inde radikal ve radikal
olmayan iki grup bilesenden olusmaktadir (Ekici ve Sagdig, 2008) (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1 Reaktif oksijen ve nitrojen ceflitleri (Ekici ve Sagdig, 2008)

Reaktif Oksijen Cesitleri Reaktif Nitrojen Cesitleri
Radikaller Radikal Olmayanlar Radikaller Radikal Olmayanlar
Superoksit, Oz~ Hidrojen peroksit, H,O, | Nitrik oksit, NO- Nitrosil, NO*

Hidroksil, HO: Hipokloroz asit, HOCI Nitrigen dioksit, Nitrikoksit, NO~
Peroksil, ROz Ozon, O3 NO» Nitroz asit, HNO>
Alkoksil, RO Singlet oksijen, (* 0,) Dinitrojen trioksit, N2O3
Hidroperoksil, Peroksinitrit, ONOO~ Dinitrojen tetraoksit, N2O4
HOO Nitronyum iyonu, NO,*
Peroksinitrit, ONOO-
AlKkil peroksinitrit, ROONO
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2.2.2.1. Superoksit radikali (O2°)

Elektron konfigiirasyonunda eslenmemis elektrona sahip olan molekiiler oksijene,
bir elektron eklenmesiyle siliperoksit anyonu radikali olusur. Siiperoksit’ in iiretimi
cogunlukla hiicrelerin mitokondrilerinde gerceklesir (Valko vd., 2007). Iskemi, ATP yikimi
sonucu dokuda ksantin, hipoksantin gibi purin metabolitlerinin birikimine ve ksantin
dehidrogenazin ksantin oksidaz (XO)’ a doniisiimiine neden olur. Ksantin molekiiler oksijen
(O2) ve su ile birleserek ksantin oksidaz yardimiyla iirat, Oz, hidrojen iyonu (H*) olusturur
(Langseth, 1995; Sener ve Yegen, 2009) (Sekil 2.4).

ATF
+ K=antin
AWM dehidrojenaz
AMP
. . Adenozin
iSHEMI * Doku hasan
ino=zin F)
 J »
-
Hipoksartin H=antin o
oksidaz -
e — )
L8
REPERFIIZVOM ——

Sekil 2.4 Siiperoksit radikali olusumu (Kiral, 2012)

Canlilarda baslica su mekanizmalarla tiretilir:

1. Hidrokinonlar, flavinler, tiyoller, katekolaminer, ferrodoksinler, indirgenmis
nlkleotitler gibi indirgeyici biyolojik molekiiller, oksijene tek elektron vererek siiperoksit

radikali olustururlar.

2. Dehidrogenazlar ve oksidazlar gibi enzimlerin katalitik etkisi ile stiperoksit

radikali bir iiriin olarak olusabilir.

3. Mitokondrideki enerji metabolizmasi sirasinda, NADH (nikotinamid adenin
dinukleotit) dehidrogenaz ve koenzim Q gibi elektron tasiyicilardan oksijene elektron kagagi

sonucu olusabilir.
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4, Aktive olmus fogositik 10kositler antibakteriyel etki icin bol miktarda

stiperoksit lireterek fagozom i¢ine ve bulunduklari ortama verirler (Kiling, 2002).

Serbest radikal olarak belirgin bir toksik etkisi yoktur. Dismutasyon yolu ile hidrojen
peroksit kaynagi olmasi ve geg¢is metal iyonlarini indirgemesi nedeniyle dnemli bir radikaldir
(Yapar, 2006). Uzun bir yar1 dmre sahip olmasi, lipofilik 6zellikte olmasindan dolay1

olustugu yerden uzak bolgelere difiizyonla tasinabilir (Tekkes, 2006).

2.2.2.2. Hidrojen peroksit (H202)

Molekdler oksijenin iki elektron almasi veya siiperoksit’ in bir elektron almasi
sonucu hidrojen peroksit olusur. Yapisinda eslesmemis elektron i¢cermediginden radikal
degildir (Isbilir, 2008). Membranlar1 gegebilen, sitozole difiize olan ve uzun omiirlii bir
oksidandir ve bdylece siiperoksit’ in ulasamadigr membranla korunmus yapilara ulasabilir

(Karadag, 2013).

Oksijenli solunum yapan canlilarda, siiperoksitlerin, katalitik aktivitesi yiiksek bir
enzim olan SOD tarafindan katalizlenmesi ile H,O2 olusur (Biiylik vd., 2012). H20>
olusumunda spontan olarak gerceklesen dismutasyon reaksiyonu i¢ optimum pH: 4,8 iken,
SOD enziminin katalizledigi reaksiyonlar daha genis pH araliginda ger¢eklesebilir (Kayzs,
2010). Ayn1 zamanda in vivoda aminoasit oksidaz, XO gibi oksidaz enzimler araciligi ile de
H0 iiretilir (Isbilir, 2008). Hidrojen peroksit, demir, bakir gibi metal iyonlarmin varliginda
hidroksil radikaline dnciiliik yapar ve proteinlerin “hem” gruplarindaki demir ile reaksiyona
girerek hiicre zarinda lipid peroksidasyonunun baslamasina sebep olan yiiksek oksidasyon

seviyesindeki reaktif demir formlarini olusturur (Paliizar, 2013).

2.2.2.3. Hidroksil radikali (OH")

Molekiiler oksijene iic elektron transferi ile OH' olusur. H202, Fe*? ve diger gegis
metalleri (Cu, Zn, Mn, Cr, Co, Ni, Mo) varliginda indirgenerek (Fenton reaksiyonu) OH
olustururken (2.4), Oz ile Fe*? ve Cu*? katalizi yardimiyla (Haber-Weiss reaksiyonu)
fehidroksil radikalini olusturur (2.5) (Caylak, 2011). Ayrica, iyonlastirici radyasyonun etkisi
ile su molekiillerinin iyonlagsmasi sonucuda OH' olusur (Palabiyik, 2014) (2.6).
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Fe?+ H,0, —» Fe™+ OH + OH- (2.4)
Fe*2+0, +H,0, ————» Fe™+ OH + OH (2.5)
H,O X veya Gama Isin1 > H +OH (2.6)

Son derece reaktif bir oksidan olan OH', olustugu yerde buyuk hasara yol agar. OH"’
mm, biyolojik molekiiller olan tiollerden hidrojen atomu koparmasi sonucu olusan siilfiir
radikali, oksijenle birleserek biyolojik molekiillerde hasar yapici etkiye sahip oksisulfur
radikallerini meydana getirir (Uyanik, 2014). Hiicrelerin hidroksil eliminasyonunda
kullanabilecekleri bir enzim sistemleri bulunmadigindan kolaylikla biyolojik molekiiler ile

reaksiyona girebilir ve fazla miktarda tretildiginde ise hiicrelerin 6liimiine neden olur
(Blytk vd., 2012).

2.2.2.4. Singlet oksijen (:O7)

Molekiiler oksijen elektronlarindan birinin disaridan enerji alarak kendi doniis
yoniiniin (spin) tersi yonde olan farkli bir yoriingeye yer degistirmesi, siiperoksit’ in nitrik
oksit ile reaksiyonu ve hidrojen peroksit’ in hipoklorit ile reaksiyonu sonucu olusur (Caylak,
2011). Ortaklanmamis elektronu olmadigindan Gtiirii radikal olmayan bir reaktif oksijen
tiiriidiir (Kayis, 2010). ik olarak 1924 yilinda belirlenmis ve oksijenden daha rektif bir form
oldugu ortaya konulmustur (Ekici ve Sagdi¢, 2007). Pigmentlerin oksijenli ortamda 15181
absorblamasi, hidroperoksitlerin metaller varliginda yikimi, spontan dismutasyon
tepkimeleri, prostaglandin  endoperoksit  sentaz, sitokrom p450 tepkimeleri,
myelo/kloro/lakto peroksidaz enzimlerinin etkileri gibi enerjetik reaksiyonlar sonucu sigma
singlet oksijen (enerjisi daha fazla ve kisa Omiirlii) ve delta singlet oksijen (daha uzun

omiirlii) olmak Gizere iki tip singlet oksijen uretilir (Ozeng, 2011).
2.3.  Polimorf Cekirdekli Lokositler (PMNL)
Polimorf cekirdekli l0kositler iskemi/reperfiizyon hasarinin patofizyolojisinde

onemli role sahiptir (Siileyman, 2014). Iskemi/reperfiizyonu takiben 18kosit adezyonu,

kemotaksis ile 16kosit endotel hiicre adezyonu meydana gelir (Uylas, 2015).
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Mikrovaskuler oklizyon, serbest oksijen radikalleri Gretimi, vaskiler permeabilite
artis1 ve sitokin salimminda artis gibi nedenlerden dolayr PMNL’ lerin I/R olayinda doku
hasaria yol actig1 diistiniilmektedir (Eltzschig ve Collard, 2004).

Endotel hicrelerinde ve l6kositlerde bulunan adezyon molekdlleri olan selektinler
(L, E, P selektin) PMNL hiicrelerinin aktivasyonu ile migrasyonunu saglar. Aktive olan
I6kositler nikleer transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonuna (NF-kB) ve timdér nekroz
faktor alfa (TNF-a) sentezine yol acar ve bu maddeler 1okositlerin trettigi serbest
radikallerle etkilesime girerek mast hiicrelerinden adezyon molekiillerini mobilize eden

inflamatuvar mediatorlerin salinmasini uyarirlar (Sener ve Yegen, 2009).

2.4.  Kompleman Sistemi

Kompleman aktivitesini saglayan C3b ile onun metabolitleri (iC3b, C3dg, C3a, C5a)
ve son Uriinii olan ve ayni zamanda membran atak kompleks (MAC) olarak adlandirilan

C5b-9 gibi efektér molekiiller vardir.

Bu molekiiller ¢esitli biyolojik fonksiyonlara sahiptir. C3b patojenlerin isaretlenerek
fagositozlarini kolaylastirir. C3a ve C5a lokal enflamasyon ve hiicre aktivitesini baglatir ve
MAC ise patojenlerin yok edilmesi ve doku hasarini kontrol eder (Peng vd., 2012). C3a ve
C5a iskemi sirasinda noétrofillerin iskemik alana go¢ etmesine neden olur ve nétrofiller bu

alanda serbest oksijen radikalleri iiretir (Akalin, 2014).

2.5. Endotel Hucreleri

Endotel sitokinleri ve enflamatuar olaylar1 diizenleyen, adezyon molekiillerini
ureten, trombosit aktivasyonunda etkili faktorlerin sentezlenmesi gibi damar homeostazini
diizenleyen aktivitelere sahip olan bir tabakadir. (Sayin vd., 2008). Kan akisinin
engellenmesi ile ilk degisiklikler endotel hiicrelerinde meydana gelir. iskemi/reperfiizyon’ u

takiben endotel hiicrelerinin aktive olmasi ile birlikte serbest radikal tiretiminde artis olur.
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Serbest oksijen radikalleri etkisi ile de platelet aktive edici faktor (PAF), interlokin-
1 (IL-1), prostaglandinler (PGI2, PGE2), endotelin, NO (nitrit oksit), buyume faktorleri,
tromboksan A, granulosit-makrofaj koloni uyarici faktor, 16kotrien C4 ve D4, histamin,
bradikinin, H202, IL-8, IL-1a ve TNF-a salgilanir (Geldi, 2012).

Endotel hiicreleri SOR’ larin iiretim yeri ve SOR’ lar i¢in potansiyel bir hedeftir.
Endotel, ayrica damar homeostazinda etkili olan Endotelin (ET) ve NO gibi maddeleri de
uretir. NO atar damarlarda ET’ nin damar bizlcu etkisini tersine cevirir iken, toplar
damarlarda bunun tam tersini gergeklestirir. I/R hasarinda ET/NO oran1 endotelin lehine

bozularak atar damar biiziilmesi ve toplar damar genislemesi meydana gelir (Uylas, 2015).

2.6.  Iskemi/ Reperfiizyon’ a Bagh Uzak Doku Hasar1

Reperfiizyona yanit olarak iskemi sonrasi dokuda meydana gelen hasar, diger
organlar da etkilemesi agisindan dnemlidir (Sahin, 2007). Uzak organ hasarina neden olan
etkenler primer hasarlanan dokudan kaynaklanmakla birlikte, aktive I6kositler ve
inflamatuvar  mediyatorlerden de kaynaklanabilmektedir  (Ozcan vd., 2015).
Iskemi/reperfiizyonda inflamatuvar yanit ndtrofil aktivasyonu ile karakterizedir. Aktive
notrofillerin trettigi reaktif oksijen metabolitleri ve sitotoksik proteinler (proteazlar,
miyeloperoksidazlar, laktoferrin gibi) ektra seliiler siviya salinarak doku hasarina neden
olurlar (Kagmaz vd., 2005). Reperfiizyon sirasinda dolagima salinan mediatorler neredeyse
her organda makrofaj aktivasyonuna ve vaskiiler endoteli aktive edebilen inflamatuvar

sitokinlerin (TNF-a gibi) tiretimine neden olmaktadir (Teke vd., 2008).

Sitokinler sinyal molekdlleri ailesine aittir ve immin sisteme 06zgin hucreler
tarafindan salinirlar. Inflamasyon ile ilgili olarak sitokinler proinflamatuvar (TNF-a, IL-1)
ve antiinflamatuvar (IL-10) olarak iki gruba ayrilir ve her iki grupta organizmanin
homeostazisini korumada 6énemli role sahiptir. Bobrek iskemi/reperflizyonu hepatik TNF-a
seviyesinin, miyeloperoksidaz aktivitesinin ve thiobarbutirikasit konsantrasyonunun
artmasina sebep olur (Seifi vd., 2014). Tiim hiicrelerde TNF-o’ nin baglanabilecegi on bes’
e yakin hiicre mebran reseptorleri vardir ve bu reseptorlere baglanip aktive oldugunda

spesifik hiicresel cevap olusturarak hiicre 6liimiine yol agar (Aydogan, 2006).
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Tiibiilar epitelyal hiicreler tarafindan iiretilen TNF-a I/R sirsinda I&kositleri aktive
eder, endotel hiicrelerinde adezyon molekiillerinin ekpresyonuna neden olur ve aym
zamanda diger organ sistemlerine sirasiyla etki eden interlokin 6 (IL-6), IL-8 ve IL-10 gibi
proinflamatuvar ve antiinflamatuvar sitokinlerin salinimina etki eder (Golab vd., 2009). Bu
stire¢ endotel hiicreleri arasindaki kavsaklarda endotelyal hasar, hiicre sismesi, nekroz ve
apoptoz ile sonuglanirken, bunu takiben dolasimdaki mediatorler araciligiyla uzak

organlardaki inflamatuvar hiicrelerin aktivasyonu gergeklesir (Gregova vd, 2013).

2.7. Antioksidan Savunma Sistemi

Saglikli bir yagamin siirekliliginde hem hiicrelerin, hem de organizmanin oksidan-
antioksidan dengesi 6ne ¢ikmaktadir. Serbest radikal olusumundaki artiga veya antioksidan
sistemlerdeki yetersizlige bagli olarak, organizmada oksidatif stres gelisir. Bu nedenle,
serbest radikal Ureten reaksiyonlar ve antioksidan savunma biyolojik sistemlerde énemli yer
tutmaktadir (Karafakioglu, 2010).

Viicudun antioksidan savunma sistemi enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan
bilesiklerden olusmakta ve bu bilesiklerin antioksidan kapasiteleri viicutta {iretilen serbest

radikaller ve gidalarla alinan antioksidanlar arasindaki dengeye gore degismektedir (Koca

ve Karadeniz, 2005).

2.7.1. Antioksidanlarin etki etme sekilleri

Antioksidanlar molekiillerdeki oksidan hasari Onleyen veya geciktiren maddeler
olarak tanimlanmakta ve bu tanimla baglantili olarak antioksidanlarin etkileri farkl

sekillerde olabilmektedir (Yapar, 2006).

Antioksidanlar olusan serbest radikalleri toplayict etki ile kararli hale getirerek,
zincir kirict etki ile serbest radikal iiretimine neden olan reaksiyonlar1 durdurarak,
baskilayici etki ile reaksiyon hizini azaltarak, onarici etki ile biyolojik molekiillerdeki hasari
onararak, organizmadaki antioksidan enzimler ile enzimatik olmayan antioksidanlarin
sentezini arttirarak etki gosterirler (Cizelge 2.2) (Dundar ve Aslan, 2000; Ozel ve Birdane,
2014).



Cizelge 2.2 Antioksidan gruplar ve etki etme sekilleri (Okcu ve Keles, 2009)

Guleyici

Antioksidanlar

l

Radikal Yakalayic1
Antioksidanlar

l

l

Onaricy/Yenileyici
Antioksidanlar

!
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Siiperoksit Dismutaz — Proteaz
Glutatyon Peroksidaz C vitamini E vitamini Lipaz
Metallerle Kompleks Urat Ubikinol DNA Onarict Enzimler
Yapan Proteinler Albumin Karotenoidler Transferazlar
l Flavonoidler

Radikal ..

olusumunu Zimcir _Z'“C'““ o Hasan gidererek/dokulan

snleverek baslamasm ilerlemesini/zincir venileyerek
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Radikal Radikali Oksidasyonu [==* Zarar — Hastahk

Endojen-ekzojen veya enzimatik-enzimatik olmayan seklinde siniflandirilabilen
antioksidan sistem, normal sartlarda serbest radikal Uretimiyle dengededir (Sezer ve Keskin,
2014).

2.7.2. Endojen kaynaklh antioksidanlar

Endojen antioksidanlar, enzim olan ve enzim olmayanlar olmak iizere ikiye ayrilirlar

(Aydemir ve Sari, 2009).

2.7.2.1. Enzim olan endojen kaynakh antioksidanlar

Superoksit dismutaz (SOD): Hucresel SOD metallo enzimlerin bir grubudur ve
organizmay1 olusturan her hiicrede esansiyel bir enzimdir (Caylak, 2011). Antioksidan
enzimlerin en 6nelisi olan SOD, karaciger hiicreleri (hepatositler)’ nin, eritrositlerin ve beyin
hicrelerinin  matriksinde bulunmaktadir (Usta ve Ersan, 2013). SOD enzimi H.O>

uzaklastiric1 enzimlerle ortaklasa calisir.
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SOD’ un okaryotik hiicrelerde sitozolde bulunan Cu ve Zn igeren dimerik CuZnSOD,
mitokondride bulunan Mn igeren tetramerik MnSOD ve hiicredisi sivilarda bulunan Cu ve
Zn iceren EC-SOD (Ekstraseliiller SOD) olmak iizere ii¢ izoenzimi vardir (Isbilir, 2008).
EC-SOD’ u sadece fibroblast ve endotelyal hiicreler sentezler (Caylak, 2011).

Fizyolojik fonksiyonu oksijeni metabolize eden hucrelerde stiperoksit’ i hidrojen
peroksit ve molekiiler oksijene doniistiirerek siiperoksit diizeyini diisiirmek ve lipid
peroksidasyonunu engellemektir (Ozel ve Birdane, 2014). Superoksit’ in anyon ve katyon
formlarinin bulundugu reaksiyonlar pH: 4,8 de kendiliginden gergeklesirken, fizyolojik
sartlarda (Ph: 7,35-7,45) iken reaksiyon daha yavas gerceklesir (Memisogullari, 2005).

Katalaz (KAT): Kanser, katarakt, diyabet, ateroskleroz, iskemi/reperfiizyon hasari,
artrit, norodejeneratif hastaliklar, beslenme yetersizligi ve yaslanma gibi patolojik sartlarda
ortaya ¢ikan oksidatif strese karsi savunmada antioksidan sistemin dncelikli bir enzimidir

(Y1lmaz ve Ozan, 2003).

Yapisinda 4 “hem” grubu bulunduran ve peroksizomlarda lokalize olmus bir
hemoproteindir (Ozeng, 2011). Ilk defa Sumner ve Dounce tarafindan 1937 yilinda sigir
karacigerinden izole edilmistir. Dokulardaki aktivitesi farklilik gostermektedir (Bingdl ve
Kocamis, 2010). Karaciger ve eritrositlerde aktivitesi yliksektir (Uyumlu, 2007). Hidrojen
peroksit’ i (H202) su ve oksijne parcalar (Karabulut vd., 2002). Katalaz H,O> yi hem elektron
verici hem de alic1 substrat olarak kullanir ve H20O> nin hiicresel bilesiklere zarar vermesini

engeller (Paluzar, 2013).

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px): Ik defa Mills tarafindan 1957 yilinda memeli
eritrositlerinde saptanan enzim, hiicrelerde olusan H20O2’ lerin uzaklastirilmasindan sorumlu

olan ve alt birimlerinde selenyum (Se) atomu igeren bir selenoenzimdir (Giinaldi, 2009).

Selenyum bagimli aktiviteye sahip olan tipi hem H2O2 hem de lipit peroksitleri inhibe
ederken, Se’ dan bagimsiz olan mitokondri ve sitozolde bulunan tipi sadece lipid

hidroperoksitleri metabolize eder (Senses vd., 1999).
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Hidrojenpoeroksiti GSH’ 1 kullanarak su (H20)’ ya indirger (2.7). (Hekim, 2008).
Glutatyonun okside formunun (GSSG) tekrar GSH’ a indirgenmeside glutatyon rediiktaz
(GR) tarafindan gergeklestirilir (2.8) (Caylak, 2011).

H,O + 2GSH  CGlutatyon peroksidaz | 555G + 2H,0 2.7)

GSSG + NADPH + H+ Clutatyon Reduktaz ooy . NADP*  (2.8)

Aktivitesinin  %60-75> i oOkaryot hiicrelerin stoplazmasinda, %25-40" 1
mitokondridedir. Eritrosit ve karacigerde en yiiksek aktiviteye sahiptir (Tekkes, 2006).
Fosfolipaz enziminin etkisi ile membran fosfolipidlerinden ayrilan yag asidi
hidroperoksitleri ve H2O2’ nin zararli etkilerini ortadan kaldirarark eritrositlerin membran
yapilarinin korunmasini saglar ve hemolize kars1 dayanikliliklarini arttirir (Yegin ve Mert,

2013).

GSH-Px’ in selenosistein iceren 4 izoenzimi vardir:

1. GSH-Px-1: Molekiil agirligi 22-23 kDa olan, herbiri bir selenosistein rezidusiinden
olusan dort 6zdes alt iiniteden olusan tetramerik bir proteindir. Baslangigta glutatyon
peroksidaz olarak adlandirilan enzim klasik olarak GSHPx ve genelde GSHPx-1
[EC1.11.1.9.] seklinde adlandirilmastir.

2. GSH-Px-2: Sitozolde olusan, GSHPxG1 (gastrointestinal GSHPx) veya GSHPx-2
olarak adlandirilan tetramerik bir proteindir. GSHPX-1 gibi hidrojen peroksit ve yag asidi

hidroperoksidazlar1 hizli bir sekilde indirger.

3. GSH-Px-3: Ekstra selliiler fonksiyona sahip bir glikoproteindir.

4. GSH-Px-4: Molekiiler agirligi 20-22 kDa olan, dort slenyum atomu iceren

fosfolipid hidroperoksid GSHPx (GSH-Px-4) GSH-Px1 proteininin tersine substrat olarak
fosfolipid hidroperoksid ile reaksiyona girebilir. Diger GSH-Px lerin tetramerik yapilarindan
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farkli olarak GSH-Px-4 bir monomerdir. GSG-Px-1 ve GSH-Px-2’ nin aksine glutatyonla
birlikte ayrica ¢ok sayida indirgeyici substratlar kullanir (Farahat, 2003).

2.7.2.2. Enzim olmavyan endojen kaynakh antioksidanlar

Viicut sivilar1 ve organik iriinler antioksidan enzimlerin higbirini igermez.
Transferrin, laktoferrin, haptoglobulinler, albumin, seruloplazmin, bilirubin, rat, glikoz,
hemoglobin, hemopeksin, albumin enzim olmayan temel ektraseliiler antioksidanlardir

(Dlndar ve Aslan, 2000).

2.7.3. Eksojen kaynakh antioksidanlar

Endojen antioksidanlarin yetersiz kaldig1 durumlarda ¢ogunlukla gidalarla yada bazi
preparatlarla almman ve organizmadaki antioksidan sistemi dolayli veya dogrudan
destekleyen ve bu sayede oksidatif stres olusumunu 6nleyen maddelerdir (Byuktuncel,
2013). Eksojen antioksidanlar; vitaminler, ilaglar ve gida antioksidanlari olarak
siniflandirilabilir (Ozen, 2012).

2.7.3.1. Vitamin olan eksojen kaynakl antioksidanlar

Vitamin E (e-tokoferol): E vitamini etkisi gosteren bilesikler tokoferoller olarak
adlandirilan kimyasal bilesiklerdir. Tokoferoller arasinda ise E vitamini aktivitesi en yliksek
olan a-tokoferoldiir (Kasnak ve Palamutoglu, 2015). Vitamin E 02’ yi OH” ayada Oz’ ye
indirgeyerek peroksidasyon zincirini kirar. Hiicre zarinda o-tokoferol’ (in goérevini Gpx
tistlenir. o-Tokoferol peroksitlerin olusumunu engelleyerek, Gpx ise olusmus olan
peroksitleri ortadan kaldirarak birbirini tamamlayici antioksidan etki gosterirler (Karabulut
ve Giilay, 2016). Oksidize a-tokoferol” Un indirgenmesi glutatyon ya da askorbik asit

varliginda olur ve antioksidan etki i¢in gereklidir (Preiser, 2006).

Vitamin C (askorbik asit): Etken maddesi askorbik asit olan C vitamini oksidatif
hiicre hasarina kars1 koruyucudur (Subasree, 2014). Redoks potansiyeline sahip olmasi
nedeniyle indirgen ajan ve serbest radikal yakalayici 6zellige, bir H iyonu vermesi ile de

serbest radikal zincirini inhibe etme 6zelligine sahiptir (Sekil.2.5) (Karasakal, 2007).



HOHG HOH,C
0 0 0
HO — W t RO,
HO OH 0 0
Askorbik asit Dehidroaskorbik asit Hidrojen peroksit

Sekil 2.5 Askorbik asidin oksidasyon reaksiyonu (Karasakal, 2007)

B-Karoten: B-Karoten bitkiler ve mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen, dogal
pigmentlere sahip ve Vitamin A’ nin dnciisii olan bir antioksidandir (Tabakoglu ve Durgut,

2013). Serbest radikalleri biyolojik hedeflerle reaksiyona girmeden etkisiz hale getirebilir.

Ayrica zincir kiricr 6zelligi ile peroksit radikallerin olugsmasini engeller (Kayabasi, 2011).

2.7.3.2. ilac olarak kullanilan eksojen kaynaklh antioksidanlar

I/R hasarlanmasini 6nleyen pek cok endojen kaynakli antioksidan mekanizmasi

vardir ve ekzojen kaynakli olarak da hasar1 engelleyebilen bir¢ok ilag bilinmektedir (Cizelge

2.3) (Basim, 2005).

Cizelge 2.3 Ilag olarak kullanilan eksojen antioksidanlar (Aydemir ve Sar1, 2009)

Antioksidan Reaksiyonu
Oksipurinol, allopurinol, pterin aldehit, | Ksantin oksidaz reaksiyonlarinda
tungsten stper oksit Uretimini inhibe eder.

Adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum kanal
blokerleri, nonsteroid antiinflamatuarlar

NADPH oksidaz inhibitdrtduarler

Trolox-C

Vitamin E analogu olarak gorev
yapar.

Ebselen, asetilsistein

Glutatyon
arttirir.

peroksidaz  (GSH-Px)

Mannitol

Hidroksil radikalini toplayict etki
gosterir.

Desferroksamin

Serbest ferri demiri (Fe*®) baglar.

Demir salatorleri

Hicre icine girerek serbest demiri
baglayarak, fenton reaksiyonunu ve
hidroksil radikali olusumunu
engeller.
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2.7.3.3. Gidalardalarda bulunan eksojen kaynakli antioksidanlar

Endiistriyel siireclerde gida maddelerinin depolama stabilitelerini arttirmak ig¢in
kullanilan biitilhidroksitoluen (BHT), biitilhidroksianisol (BHA), sodyum benzoat,
etoksikuin, propilgallat, demir siiperoksit dismutaz olarak sayilabilir (Akkus, 1995).

2.8. Karaciger

Karaciger, karin boslugunda sag tist tarafta diyafragma ile sag alt kostalarin altinda

yerlesmis area nuda bolgesi diginda peritonla sarili olarak bulunur (Tanbek, 2011).

Karaciger, parankimini loblara ve lobiillere ayiran ince bagdoku 6zelliginde olan
Glisson kapsuli ile gevrilidir (Petcoff vd., 2006). Basitge anatomisi sag lob (segment V, VI,
VIl ve VIII" i icerir) ve sol lob (medyal (V) ve lateral segmantler (11, 111) ve kaudat lob (1)
igerir) olarak ikiye ayrilir (Sekil 2.6) (Altintas, 2012). I¢ ve dis salg1 yapan viicudun en biiyiik
bezidir (Yurdakul vd., 2005). Boyutu yas, cinsiyet ve viicut agirligina gore degisiklik
gosterir ve bebeklikte viicut agirliginin %5' 1 kadar iken, yetiskinlikte bu oran %2’ ye diiser
(Patil vd., 2014).

l Sag posterolateral | Sag anterolateral Sol anterior Sol posterior

Orta hepatik ven

Sag hepatik ven

Umbikal ven

inferior vena cava

Hepatik arter
Portal ven

Safra kanali

Sekil.2.6 Karaciger sag (segment V, VI, VILVIII) ve sol (segment I, II, IlI, 1V)
loblarisegmentlerinin vaskiiler iligkisinin sematik gosterimi (Schiff vd., 2012)
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Karaciger, paramkimal (hepatosit) ve parankimal olmayan karaciger sinuzoidleri
arasina yerlesmis doku makrofajlar1 olan Kupffer hiicreleri, sinusoidal endotelyal hlcreler
ve sinuzoidlerin disinda bulunan Disse aralifina yerlesmis ‘‘Ito hiicreleri’’ olarak
adlandirilan stellat hiicrelerinden olusur (Tsutsui ve Nishiguchi, 2014) (Sekil 2.7). Disse
araligi, karaciger parankim hiicreleri ile siniisoidler arasinda yogun madde gegcisinin
saglandig1 bir araliktir ve bu aralikta bulunan Ito hiicrelerinde yag ve yagda eriyen A vitamini

depolanir (Yurdakul vd., 2005).

Sekil.2.7 Karacigerin yapisal organizasyonu (Yager, 2008)

Karacigerin sitoplazmik hacminin %70-80’ ini hepatositler olusturur. Bu hiicreler
endojen ve ekzojen maddelerin, safra tuzlar1 ve fosfolipidlerin salgilanmasi, modifikasyonu,
detoksifikasyonu, kolesterol sentezi, karbonhidratlarin doniistimii, protein sentezi ve protein
depolama ile ilgilidir. Ayrica hepatositler safra yapimini ve salinimini baslatir (Ramador1
vd., 2008).

Organ fonksiyonu bakimindan genis bir yelpazeye sahiptir ve lobiil ad1 verilen
mikroskobik fonksiyonel unitelerden olusur (Schenk, A., 2012). Lobiillerin birbiri ile temas
ettigi yerlerde licgen seklinde ‘‘kiernan aralig1’’ veya ‘porta mesafesi’’olarak adlandirilan

bag dokusu sahalar1 bulunur.
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Bu sahalarda hepatik arter, portal ven ve safra kanallarindan olusan portal iiclii
(terminal portal triad) uzanir (Karaarslan, 2012). Sentral hepatik veniller ile terminal portal
triad arasinda enzimatik iiretim, besin iiretimi ve kan oksijenizasyonu agisindan birbirinden
farkli 3 zon bulunur. Bunlar; oksijen ve besinden zengin zone-1 (periferal zon) ve oksijen ve
besinden daha fakir olan zone-2 (intermediate zon) ile zone-3 (perivendler zon) “ tir (Bilgin,
2007).

Hepatositler arasinda sinuzoid olarak adlandirilan 1sinsal bosluklar, hepatik arterial
ve portal vendz kani lobuliin merkezinde bulunan sentral vene tasir. Kan sentral venden
hepatik venler araciligi ile inferior vena cavaya ulasir (Sekil 2.8) (Katawala, 2008). Portal
ven hepatik kanlanmanin %75" ini saglamakta ve biiyiik oranda deoksijene kan tasimasina
ragmen karacigerin oksijenasyonuna katkisi %50-70 kadardir. Hepatik arter ise sistemik
arteryel kan tasir ve karacigerin kanlanmasinin %25’ ini, oksijenasyonunun ise %30-50" sini

kargilamaktadir (Kinaci, 2007).

i

_—— Hepatositler

" Safia kanah

Sekil. 2.8 Hegzagonal karaciger lobiilii gdsterimi; lobiiliin merkezindeki sentral
ven ve lobiiliin periferindeki portal {i¢lii (Hepatik arter, Portal Ven, Safra Kanal1)
(Katawala, 2008)

Karaciger hastaliklarinin tanisinda kullanilan karaciger fonksiyon testlerinden ALT,

AST hepatoseluler hasar belirleyen testlerdir.
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ALT ve AST vicitta bir ¢cok organ ve dokuda yaygin olarak bulunan hiicre igi
enzimlerdir. ALT 6ncelikle karaciger ve bobreklerde bulunup, kalp ve iskelet kasinda daha
az miktarda mevcut iken, AST daha ¢ok kalp kasi, karaciger ve iskelet kaslarinda bulunur
(Sonsuz, 2007). AST sitosolik ve mitokondriyal olabilir iken, ALT tam olarak sitosoliktir.
Bu enzimler fizyolojik olarak protein metabolizmasinin yogun oldugu hepatositler ve kas
hiicrelerinde ekspresse edilir. Serum aminotransferaz seviyelerinin yiikselisi hepatoseliiler
hasara yonelik sipesifik olmayan belirteclerdir (Gines, P., 2011). Amino transferaz enzim
yiiksekligi spesifik karaciger hastaligi, karacigeri etkileyen sistemik hastaliklar, kullanilan

ilaglar ve karaciger dis1 dokulardan kaynaklanabilir (Savas, 2014).

2.8.1. Sican Kkaracigeri

Ortalama bir sicanda karaciger yaklagik 10 gram kadardir. Karacigerin biiytlik bir
boliimii diyafragma altinda yerlesmistir. Fareler ve sicanlarda karaciger median, sag, sol ve
kaudat lob olmak tizere 4 lobdan olusur. Sol lob harig diger loblar iki yada daha fazla parcaya
boliinmiistiir (Malarkey vd., 2005). Kaudat lob, kaudat prosess, anterior ve posterior kaudat
lob olarak iige boliiniir. Sag lob, siiperior ve inferior lob olarak ikiye, median lob da sag

median ve sol median lob olarak ikiye boliinmiistiir (Sekil 2.9.) (Martins vd., 2007).

Sekil.2.9 Sigan karacigerinin multilobiiler yapisinin ve portal (mavi),
arterial (kirmizi) damarlanma ile biliyer (sar1) direnajinin sematik
gosterimi (Aller vd., 2012)
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2.9. Terpenler Ve Geraniol

Izopren adi verilen bes karbonlu {initelerin bas kuyruk seklinde birbirlerine
baglanmasi ile terpenler olusur. Dogada terpen ihtiva eden bir¢ok bilesik vardir. Bitkilerin
kendilerine has koku ve tadlar1 ihtiva ettikleri terpenlerden ileri gelir. (Bingdl, 1976).

Icerdikleri izopren {initelerinin sayisina gére siniflandirilirlar (Cizelge 2.4) (Yayli, 2013).

Cizelge 2.4 Terpenlerin siniflandirilmasi (Yayli, 2013)

Bilesik Simifi ~ Kapah Formiil Izopren sayis1  Baglanma Sekli Bilesik

Hemiterpen CsHg 1 )\/ [zopren

Monoterpen CioHis 2 Bas-kuyruk Limonen
Seskiterpen CsHau 3 Bas-kuyruk a-Bisabolen
Diterpen CyoHs 4 Bag-kuyruk Fitan
Sesterterpen CysHy 5 Bas-kuyruk Haslen
Triterpen CioHys 6 Bas-kuyruk Skualen
Tetraterpen CaoHss 8 Bas-kuyruk Karoten

Ugucu yaglarin biiylik ¢ogunlugu terpenik maddelerden olugmustur. Terpenik
maddeler ise ugucu yaglarin iginde monoterpen, seskiterpen ve diterpen seklinde bulunur.
Monoterpenleri, etken maddesi asiklik, monosiklik, disiklik monoterpen tirevleri olanlar
olarak gruplandirabiliriz. Asiklik monoterpen tiirevli olanlara 6rnek olarak ocimen, citral,

citronellal, geraniol verilebilir (Kutlular, 2007).

Son yillarda terpenler anti-inflamatuvar, anti-alerjik ozelliklerinin yanisira ayni
zamanda akciger, meme, kolon, prostat, pankreas ve kan hiicrelerindeki kanser gelisimini

baskilama 6zelliklerinden dolay1 klinik 6neme sahiptirler (Gisselmann vd., 2015).
2.9.1. Monoterpenler
Monoterpenler bitkiler tarafindan ot¢ul boceklere ve patojenlere karst savunma

amagh olusturulan renksiz, lipofilik, ugucu maddelerdir (Croteau vd., 2000). Neredeyse

biitiin esansiyel yaglarin tipik bilesenleridir ve cogu yagda % 90 civarina ulasirlar.
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Iki izopren iinitesinin baglanmasi ile olusurlar (Zuzarte ve Salgueiro, 2015).
Kozmetik ve farmasdtik preparatlarda, gida endiistrisinde ayn1 zamanda anti-inflamatuvar
aktivite ile ilgili formakolojik arastirmalarda kullanilirlar (Silveira e S& vd., 2013). Hiicre
kiiltiirii ve kemirgen modellerinde yapilan arastirmalar monoterpenlerin antikanser aktivitesi

oldugunu gosterilmistir (Polo vd., 2011).
2.9.2. Geraniol

Geraniol (3,7-dimetil-okta-trans-2,6-dien-1-ol) kimyasal formili CioH180O olan bir
asiklik monoterpen alkoldiir (Sekil 2.10) (Zanetti vd., 2015; Vinothkumar ve Manoharan,
2016). Nerol (cis) ve geraniol (tarns) olmak Uzere iki cis-trans izomeri vardir. (Zanetti vd.,
2015). Genellikle kozmetikte, sabunlarda, temizlik iiriinlerinde koku maddesi olarak, ayrica

gidalarda katki maddesi olarak kullanilir (Vinothkumar ve Manoharan, 2011).

Gida ve Tarim Tegskilati (FAO) / Diinya Saglik Teskilatt (WHO) birlesik gida
katkilar1 uzmanlar komitesi, geraniol’ iin tatlandirict olarak giivenli seviyede giinliik
alinimini1 Amerika Birlesik Devletlerinde tahmini 5,2 pg/kg viicut agirligi/giin, Avrupada 11
ng/ kg viicut agirligi/giin olarak belirtmistir (Kakkar ve Tiwari, 2009).

CH,

OH

H,C CH,

Sekil 2.10 Geraniol’ {in kimyasal yapisi
(Vinothkumar ve Manoharan, 2011)
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Geraniol suda ¢oziinmeyen, fakat cogu organik ¢dziiciide ¢éziinen soluk sar1 renkte
bir yagdir (Chen ve Viljoen, 2010). Giil ve palmarosa yaginin ana bileseni olmak {izere
zencefil, limon, thlamur, lavanta, hindistan cevizi, portakal, ve benzerlerinin ugucu
yaglarinin onemli bir bilesenidir (Banu vd., 2014). Geraniol hiicre siklusu, hiicre
proliferasyonu, apoptosis, otofoji ve metabolizma gibi sinyal molekiilleri ve yolaklar ile

ilgili biyolojik strecleri duzenler (Cho vd., 2016).

Farmakolojik olarak genis spektruma sahip olan geraniol, anti-oksidan, anti-
inflamatuvar, anti-tlser, anti-mikrobiyal, anti-apoptotik ve noroprotektiv aktivite gosterir
(Rekha vd., 2014; Cho vd., 2016). Yapilan caligsmalar, ferrik nitrilotriasetat’ a bagl renal
oksidatif stres ve timdr olusumunu baskiladigi ayni1 zamanda hepatokarsinogenezi 6nledigi

gostermistir (Prasad ve Muralidhara, 2014).

Renal I/R hasarmnda I/R’ ye maruz kalan bolge disindaki doku ve organlarda hasar
meydana geldigi bilinmektedir. Bu organlar arasinda karaciger énemli yer almaktadir. Bu
nedenle ¢alismamizda renal I/R sonucu karacigerin antioksidan enzim aktivitesi ve

histolojisi degerlendirilerek geraniol’ {in olas1 koruyucu etkisi arastirilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Deneysel ¢alismamiz; Eskisehir Osmangazi Universitesi, Fen- Edebiyat Fakiiltesi,
Biyoloji Boliimii Deney Hayvanlari, Molekiiler Biyoloji ve Toksikoloji Aragtirma
Laboratuvarlarinda gerceklestirilmistir. Calismamiz Eskisehir Osmangazi Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (HADYEK)’ nun 507/2016 sayili izni ile yapilmistir

ve etik kurul raporu Ek Agiklama’ da sunulmustur.

3.1. Deney Hayvanlar

Deneysel ¢alismamizda gruplar 3-4 aylik, 200-250 g agirlikta, saglikli, erkek Wistar
albino siganlardan olusturulmustur. Tiim deney hayvanlar1 T.C. Saglik Bakanligi Refik
Saydam Hifzisthha Merkezi Baskanligi Deney Hayvanlari Uretim Laboratuvarindan temin

edilmistir.

Deneysel ¢alismaya baslanmadan 6nce sicanlarin 1 hafta siire ile laboratuvar ortam
kosullarina adaptasyonlar1 saglanilmistir. Deney siiresince 12/12  aydinlik/karanlik
1isiklandirmasi olan, 1s1 (22+2°C) ve nemi (%45-50) otomatik olarak ayarlanmis odalarda
yasatilmistir. Deney siirecinde tiim siganlar polikarbonat seffaf kafeslerde standart pellet

sigan yemi ile beslenmis olup, ¢esme suyu verilmistir.

3.2.  Deney Gruplarn

28 deney hayvani arasindan rastgele secimle her birinde n=7 ser sican olmak {izere

toplam 4 grup olusturulmustur. Bu gruplar;

Grup 1 (Sham Grubu): Kontrol grubu olup bu grup hayvanlara sag bobrek
nefroktomi iglemi uygulanarak 15 giin iylesmenin ardindan her hayvanin batin kismi agilip
iskemi islemi yapilmamis, sadece cerrahi strese maruz birakilmistir. Islem sonrasi

diseksiyonlar1 gergeklestirilmistir.
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Grup 2 (SF + I/R Grubu): Hasta kontrol grubu olup her hayvana sag bobrek
nefroktomi islemi uygulanarak 15 giin iylesmenin ardindan, her hayvana iskemiden 1 saat
once 2 mL serum fizyolojik intraperitonal olarak enjekte edilmistir ve 45 dakikalik iskeminin
ardindan 4 saat reperfiizyon uygulanmistir. Reperflizyonun bitiminde diseksiyonlari

gerceklestirilmistir.

Grup 3 (I/R+ 50 mg/kg geraniol): Tedavi grubu olup bu grup hayvanlara sag bobrek
nefroktomi islemi uygulanarak 15 giin iylesmenin ardindan her hayvana iskemiden 1 saat
once 50 mg/kg tek doz garaniol intraperitonal olarak enjekte edilmistir ve 45 dakikalik
iskeminin ardindan 4 saat reperflizyon uygulanmistir. Reperflizyonun bitiminde

diseksiyonlar1 gerceklestirilmistir.

Grup 4 (I/R+ 100 mg/kg geraniol): Tedavi grubu olup bu grup hayvanlara sag
bobrek nefroktomi islemi uygulanarak 15 giin iyilesmenin ardindan her hayvana iskemiden
1 saat once 100 mg/kg tek doz geraniol, intraperitonal olarak enjekte edilmistir ve 45
dakikalik iskeminin ardindan 4 saat reperflizyon uygulanmistir. Reperfiizyonun bitiminde

diseksiyonlar1 gergeklestirilmistir.

3.3.  Geraniol Uygulamasi

Ticari olarak temin edilmis olan geraniol (Sigma, 163.333) 50 mg/kg ve 100 mg/kg
olarak iskemi isleminden 1 saat dnce cam enjektorle siganlara intraperitonal olarak tek doz

enjekte edilmistir.

3.4. Cerrahi Islemler

Tim cerrahi islemler steril ortamda ve steril cerrahi aletler kullanilarak
gergeklestirilmistir. Diurinal hormonal degisimlerin siganlar {izerine olas1 etkileri dikkate
alinarak tiim cerrahi islemler 09.00 ile 12.00 saatleri arasinda yapilmistir (Assy vd., 1998;
Karabelyos vd., 1999; Akino vd., 2005).
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3.4.1. Anestezi

Nefrektomi yapilacak deney hayvanlarina intramuskular olarak 10 mg/kg ksilazin ve
70 mg/kg ketamin anestezisi altinda (Kulisic vd., 2004; Aydogdu vd., 2005), sicakligi 1lik
ve sabit olan diseksiyon tablasina tespit edilip rektal 1s1 kontrolii yapilmistir. Cerrahi
uygulama bolgesinin %70’ lik etil alkol ile temizligi yapilip sag bobrek nefrektomisi
gergeklestirilmistir (Waynforth ve Flecknell, 1994) ve 15 giin siire ile iyilesmeleri
saglanmistir (Sener vd., 2005).

3.4.2. Nefrektomi islemi

Anestezi altindaki deney hayvanlarinda bobregin yeri el muayenesi ile belirlendikten
sonra kesi atilmistir. Kesi yeri bag dokusundan arindirildiktan sonra, kas dokusu da kesilerek
bobrek ¢ikartilmistir. Cikarillan bobrek klemp makasi yardimiyla tutularak siitur ile
baglanarak viicuttan disar1 alinmistir (Sekil 3.1). Her bir hayvana yapilan cerrahiden sonra
kaybolan sivinin hipovolemik etkilerini engellemek i¢in karin bosluguna steril serum
fizyolojik verilmistir (Kaya vd., 2002). Bu islemi takiben, kas ve deri kesileri ayr1 ayr1 fakat
devamli olarak 3/0 ipek siitiirle dikilerek kapatilmigtir. Cerrahi islem gérmiis her bir deney
hayvani kimyasal sterilizasyonu yapilmis, tek bireylik, polikarbonat bilesimli ve seffaf
nitelikteki kafeslere ayr1 ayr1 koyularak diyet degisikligi yapilmaksizin 15 giin boyunca

tyilesmesi saglanmustir.

Sekil 3.1 Nefroktomi islemi a) Diseksiyon, b) Kesili alanin bag dokudan
temizlenmesi, c) Sag bobregin ¢ikartilmasi, d) Sag bobregin klemp ile tutulup, siitur
ile bogumlanarak vucuttan ayrilmasi
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3.4.3. Iskemi reperfiizyon islemleri

Sag bobrekleri alman ve 15 giin iyilesmeleri beklenen, I/R yapilacak deney
hayvanlarina intramuskular olarak 10 mg/kg ksilazin ve 70 mg/kg ketamin anestezisi
uygulanmis (Kulisic vd., 2004; Aydogdu vd., 2005) ve midline laporoktomi
gerceklestirilmistir. Sol renal arter izole edilerek, antitravmatik vaskular klemp yardimiyla
45 dakika stire ile sol renal arterden kan akis1 durdurulmus ve 45 dakika iskeminin hemen
ardindan 4 saat reperflizyon uygulanmistir. Reperfiizyon siiresince kaybolan sivinin
hipovolemik etkilerine engel olmak i¢in karin bosluguna steril serum fizyolojik verilmistir
(Kaya vd., 2002). Bu islemi takiben, kas ve deri kesileri ayr1 ayr1 fakat devamli olarak 3/0
ipek siitiirle dikilerek kesi bolgesi kapatilmistir ve antiseptik solusyon ile laparoktomi
bolgesi temizlenmistir. Cerrahi islem goérmiis her bir deney hayvani kimyasal sterilizasyonu
yapilmis, tek bireylik, polikarbonat bilesimli ve seffaf nitelikteki kafeslere ayri ayri
yerlestirilerek 4 saatlik reperfiizyon siiresi boyunca yasatilmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2 Iskemi/Reperfiizyon Islemi a-b) Sol renal arterin izolasyonu, c) Sol renal
artere klemp takilmasi, d) Cerrahi b6lgenin kapatilmasi, €) Reperflizyon sonunda
kalpten kan alinmasi, f) Karaciger doku 6rneklerinin alinmasi

3.5. Doku Orneklerinin Alnmas1 Ve Degerlendirilmesi

Deney gruplarina ait hayvanlar hafif anestezisi altinda intrakardiyak kan alma

yoluyla sakrifiye edilmis ve dokular1 alinmistir.
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3.5.1. Serum ornekleri

Biyokimyasal analizler i¢in alinan kan 6rnekleri MSE Mistral 2000 marka santrifiij
cihazi ile 10 dakika, 3000 rpm devirde santrifiijlenerek serumlar1 elde edilmistir (Sanz vd.,
1998; Aktay vd., 2000; Theocharis vd., 2001). Polietilen tiiplere aktarilan serum 6rnekleri
biyokimyasal analizler igin -80°C derin dondurucuda korunmustur (Furuta vd., 2000).

Karaciger hiicrelerinin olast fonksiyon bozuklugunu tespit etmek amaciyla
biyokimyasal olarak serum 6rneklerinde AST ve ALT enzimlerinin seviyeleri belirlenmistir
(Aoki vd., 2001; Kaya vd., 2002). AST ve ALT olguimleri Crony Airone 200 RA
Otoanalizatorl ile Human (Human Gesellschaft fir Biochemica und Diagnostica mbH,

Wiesbaden Germany) marka ticari kitler kullanilarak yapilmistir.

3.5.2. Karaciger doku dérnekleri

Tiim gruplarda intrakardiyak kanin alinmasindan hemen sonra her bir hayvana ait
karaciger ¢ikarilip serum fizyolojik ile hizli bir sekilde yikanmistir. Karaciger dokusu iki
kisma ayrilarak birinci kisim histolojik analizler i¢in %10’ luk notral formaldehit fiksasyon
stvisina alimustir. Ikinci kisim karaciger 6rnekleri ise enzim aktivitelerinin belirlenmesi igin

polietilen tliplerde —80°C derin dondurucuda saklanmustir.

3.5.2.1. Karaciger doku orneklerinin histolojik analizleri

Hizli bir sekilde %10’ luk ndtral formaldehit tespit ¢ozeltisine alinan karaciger doku
orneklerinin 24 saat sure ile fiksasyonu saglanmistir. Tiim gruplarda kimyasal fiksasyonu
tamamlanan karaciger dokularina histolojik takip islemleri uygulanmig ve parafin bloklar
hazirlanmistir. Etil alkol serisinde sirasiyla 1’ er saat %70, %80, %90(1), %90(2), %96(1),
%96(2) ve 30 dakika absolii etil alkolden gegirilmis ve dehidratasyon saglanmistir. 30” ar
dakika 2 kez ksilol uygulamasiyla dokularin seffaflanmasi saglanmistir. Dokular
parafinizasyon i¢in 57°C etlivdeki 3 ayr1 parafinde (paraplast plus Sigma P3683) sirasiyla
30, 60, 60 dakika siirelerle bekletilerek bloklanmastir.
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Bu bloklardan standart hematoksilen eosin (H&E) boyama yapilmak {izere mikrotom
(Leica RM 2025) kullanilarak 4-5 pm kalinliginda kesitler alinarak Poly-L-Lysine kapl
lamlar {izerine tespit edilmistir. Kesitlerin bir kism1 37°C etiivde 1 gece bekletilmistir ve
daha sonra ksilolde deparafinize edilmistir. Derecesi azalan etil alkol serilerinde
hidratasyonu saglanarak H&E boyamalar1 yapilmistir. H&E boyanmis karaciger preparatlari
151tk mikroskop diizeyde histopatolojik olarak incelenmistir. Degerlendirmelerde gruplara
gore skorlama yapilmistir. Hazirlanan tiim doku kesitleri Olympus marka, CH40 model 151k
mikroskobunda incelenerek Spot Insight marka, 3.2.0. model dijital kamera ve Spot

advanced, 4.0.6 version program yardimiyla fotograflandirilmistir.

3.5.2.2. Karaciger doku orneklerinin bivokimyasal analizleri

Bobrek iskemisi yapilmis siganlart bir antioksidan olan geraniol ile tedavi ettikten
sonra karacigerden homojenize ettigimiz SOD, CAT ve Gpx izoenzimlerinin enzim

aktivitesinin belirlenmesi i¢in Dogal ( Native) Jel Elektroforezi yontemi kullanilmistir

(Jayakumar vd., 2007).

i - Homojenizasyon:

-80 °C’ de saklanan karaciger pargalari, 1 g doku basina 2-3 hacim soguk
ekstraksiyon tamponu (KCl) ile 5 vurusta homojenize edilmistir. Homojenatlar +4 °C 6030
rpm’ de 60 dakika santrifiij (Ependorff Centrifuge marka ve 5804R model) edilmistir.
Supernatant tlplere bolinerek Dogal (Native) Jel Elektroforezi’ nde kullanilmak iizere -

80°C* de muhafaza edilmistir.

ii - Protein miktar tayini:

Dogal Jel Elektroforezi kullanilarak aktiviteleri belirlenecek olan CAT, SOD ve Gpx
izoenzimlerinin total protein miktarlari Qubit cihazi ile belirlenmistir. Calismamizda
kullandigimiz Qubit testi, 260 nm UV absorbans da kantitatif olarak protein miktarini, boya

baglama (Bradford) yontemi ile 6l¢me esasina dayanir.
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Protein deneyi icin bu yontem de 3 standart protein reaktifi ve galisma soliisyonu
1:200 oranda seyreltilerek protein tamponu olusturulmustur. Bu protein tamponu oda
sicakliginda 15 dakika inkiibe edildikten sonra cihaz ile (Qubit® 2.0 Fluorometer)

orrneklerdeki protein miktarlar1 okunmustur (Qubit® 2.0 Fluorometer, 2010).

iii - Dogal jel elektroforezi:

Dogal jel elektroforezi, karaciger 6rnekleri tizerinde ilk olarak Laemmli tarafindan
1970 yilinda yapilmigtir. Dogal jel elektroforezinde kullanilan tamponlar, deterjan ve diger
denature edici maddeleri icermediginden, prosediir dogal kosullarda gergeklestirilmistir.
Tim ¢ozeltiler deiyonize saf su ile hazirlanmistir. Tris iceren tamponlar ‘trizma base’ ile

hazirlanip pH’ lar1 HCI ile ayarlanmistir (Temizkan ve Arda, 2004).

A) Alt tank tamponu (63 mM Tris, 0,05 N HCI, pH 7,5)

TS e 22,79
1IN HCI ...150 mL
HaO. oo 3 L’ ye tamamlanmugtir.

TS e 4,56 g
GliSIN...o 39
HO. oo 1 L ye tamamlanmustr.

C) TBE5x (0,5 M EDTA, PH:8)

Trisma-Base..........cooov i, 54 ¢
BOriK ASit......covvieii 2759
EDTA. 20 mL
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D) %38’ lik Jel (%40’ lik Akrilamid/Bisakrilamid

TBEDX . cu ittt et e 0,75 mL
Akrilamid/Bisakrilamid.........................ee 1,5mL

N T 50 pL
TEMED ... 7,5 UL

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

TBESX et i, 0,94 mL
Akrilamid/Bisakrilamid..................coo e 1,87 mL
AP s 62,5 uL
TEMED. ... 9,4 uL

F) Polimerizasyon baslatici (%10'luk amonyum persiilfat ¢ozeltisi)

%10 Amonyum Persulfat(AP)................. 0,1g

H) Sukroz-boya Cozeltisi [% 50 sukroz, % 0,1 bromofenol mavisi (bromophenol

blue)]

SUKIOZ. .o e e 50

% 1 Bromofenol mavisi.........................1 mL

HoO. oo 100 mL’ ye tamamlandi.

Jeller hazirlanirken, monomer (akrilamid) ve capraz baglayic1 (bisakrilamid)
yuzdelerinden hesaplanan %T ve % Cpis oranlari goz oniinde bulundurularak 19:1° lik
akrilamid-bisakrilamid, tampon (TBE5x), TEMED ve su 50 mL’ lik bir erlende
karigtirllmistir. Polimerizasyon baglatici (G c¢ozeltisi) eklenip hafifce calkalanmis ve
elektroforez aletinin jel dokme aparatina, ¢esitli kalinlik ve boyutta hazirlanabilmesine
olanak saglayan, iki cam (jel kaseti) arasina Pastor pipeti yardimi ile dokiilmiistiir (Temizkan
ve Arda, 2004). Ornek uygulama kuyucuklarinin olusumunu saglayan tarak, hava boslugu

kalmayacak sekilde, yiikleme jelinin i¢ine yerlestirilmistir.
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Jel polimerize olduktan sonra taraklar ¢ikarilmistir. 10 hacim 6rnek ile 1 hacim
siikroz boya ¢dzeltisi karistirilmistir. Ornekler ve standart karisim her bir kuyucukta 15-100
ug protein olacak sekilde mikropipet yardimi ile jele uygulanmistir. Jel kasetleri tanka

yerlestirilmis ve jel kasetlerinin altta kalan kismina 2,5 L alt tank tamponu eklenmistir.

Jel kasetlerinin bulundugu tist bolme ise iist tank tamponu ile doldurulmustur. Anot
ve katot baglantilar1 takilmis ve sistem ¢alistirimustir. Izleme boyasi bromofenol mavisinden
kaynaklanan mavi bant, jelin altina 0,5 cm kalana dek vyiiriidiikten sonra islem
durdurulmustur. Saptama yontemleri kullanilarak analiz tamamlanmistir (Temizkan ve
Arda, 2004). Karaciger doku 6rnegi homojenatlarinda Dogal Jel Elektroforez teknigiyle
Scie-Plas marka mini vertical Electrophoresis tinitesi kullanilarak CAT, SOD ve Gpx
izoenzimlerinin jelde ydrlimesi saglanmis ve substrat ile tepkimelerine gore aktivitesi

belirlenmistir (Jayakumar vd., 2007).

Calismamizda CAT aktivitesinin belirlenmesi Woodbury ve arkadaslarinin (1971)
metoduna gore yapilmistir. Proteini yiiriittigiimiiz % 8° lik jel, 5 mM H20- solusyonunda
10 dakika bekletilip yikandiktan sonra % 1° lik potasyum ferrik siyanid ve % 1° lik ferik
kloridden olusan reaksiyon karigimina koyulup jel boyanana kadar beklenmistir. Koyu yesil

zeminde CAT aktivitesi gdsteren protein bantlar1 beyaz renkte boyanmistir.

Karaciger dokusundaki SOD aktivitesinin belirlenmesi ise Beauchamp ve Fridovich
(1971) metoduna gore yapilmistir. Proteinleri yiiriittiigiimiiz % 10° luk jeli, igerisinde 10 mg
NBT, 1 mg EDTA ve 2 mg riboflavin olan 50 mM Tris-HCI (pH: 8,0) tamponunda karanlikta
30 dakika bekletilmistir. Daha sonra jel beyaz 1sikla incelendiginde mavi-menekse zemin
igerisinde SOD aktivitesi gOsteren bantlar seffaf olarak gozlenmistir (Beauchamp ve

Fridovich, 1971).

Gpx izoenziminin aktivitesinin belirlenmesinde Lin ve arkadaslarinin (2002) metodu
kullanilmistir. Proteinleri yiirtittiigimiiz % 10’ luk jeli, icerisinde 200 mg glutatyon ve %30
H202 50 mL, 50 mM Tris-HCI tamponunda (pH: 8,0) 30 dakika beklettikten sonra, ayni jel
icerisinde 25 mg NBT ve 25 mg PMS bulunan 50 mL 50 mM Tris-HCI tamponuna (pH:8)

aktarilmistir. Gpx izoenzim aktivitesi gosteren bantlar beyaz renkte gézlenmistir.



38

Biitlin deney gruplarina ait hayvanlarin karaciger dokularindaki CAT, SOD, Gpx
enzim aktiviteleri sonucu jelde ortaya ¢ikan bantlar Kodak Gel Logic 1500 Imaging System
Jel goriintiileme sisteminde Kodak Molecular Imaging Software paket programi1 kullanilarak
fotograflandirilmistir. Jel iizerinde enzim aktiviteleri sonucu olusan bolgelerin alanlari

sayisal olarak Olciilmiistiir. Bu alanlar deney gruplari arasinda karsilagtirilmastir.

3.5.3. Istatistiksel degerlendirmeler

Elde ettigimiz ALT ve AST olgimlerinin degerlendirilmesinde ‘‘SPSS 20 for
Windows’” paket program ile One Way Annova-Tukey testi kullanilmistir. Tiim istatistik
uygulamalar sonucunda sayisal olarak ortaya c¢ikan degerler karsilastirilarak gruplar

arasindaki farklar p < 0.05 oldugunda anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular

Sicanlara ait biyokimyasal ve histopatolojik sonuglar asagida verilmistir.

4.1.1. Biyokimyasal analizler

4.1.1.1. Serum Orneklerinin biyokimyasal analizleri

Grup I, II, III, IV’ teki deney hayvanlarina ait kan serumlarinin biyokimyasal
analizlerinden elde edilen AST ve ALT miktarlar1 gruplar arasinda karsilagtirmali olarak

degerlendirilmistir (Cizelge 4.1).

Buna gore, serum ALT seviyeleri agisindan Grup 11, III, IV’ iin Grup I’ den istatiksel
olarak anlamli fark gosterdigi goriilmistiir (p<0.05). Grup IV’ iin istatiksel olarak Grup II
ile II” den anlamli fark gosterdigi goriilmiistiir (p<0.05). Grup Il ile III arasinda ise istatiksel

olarak anlamli fark goriilmemistir. (Sekil 4.1).

Cizelge 4.1 Deney gruplarina ait hayvanlarin kan serum orneklerinde belirlenen ALT ve
AST miktarlarinin ortalama degerleri + standart hata degerleri (n=7) p <0.05 a: Grup I’
den b: Grup II’ den c: Grup III’ den anlaml1 fark vardir.

Gruplar n ALT AST
(U/L) (U/L)
[ 7 44,4243 + 2,9125 157,1900 * 10,9727
I 7 89,7429 + 3,4447° 364,5529 + 14,0899°
i 7 82,5129 + 3,73712 288,7243 + 10,5430%
\V} 7 61,2114 + 3,80423%¢ 258,2629 + 15,3531%
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Sekil 4.1 Grup I, 11, 11, IV’ e ait serum ALT seviyelerinin ortalama ve standart
hata grafigi

Serum AST degerleri ele alindiginda Grup II, III, IV’ iin Grup I’ den istatistiksel
olarak anlamli fark gosterdigi goriilmistiir (p<0.05). Grup Il ve Grup IV’ Uin Grup |1’ den
istatiksel olarak anlamli fark gosterdigi goriilmiistiir (P<0.05). Grup III ile Grup IV arasinda

istatiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir. (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2 Grup I, 11, 111, IV’ e ait serum AST seviyelerinin ortalama ve standart

hata grafigi
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4.1.1.2. Karaciger doku o6rneklerinin elektroforetik analizleri

Tim deney gruplarina ait karaciger doku orneklerinde Dogal Jel Elektroforez
teknigiyle tespit edilen CAT, SOD ve Gpx enzim aktiviteleri sonucu ortaya ¢ikan alanlar jel

tizerinde gorilintliilenmis ve alanlarin sayisal degerleri 6l¢iilmiistiir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2 Karaciger dokusu 6rneklerinde belirlenen CAT, SOD, Gpx enzim
aktivitelerinin bant alanlart

GRUPLAR CAT SOD (mm?) Gpx (mm?)
(mm?) 1 2 1 2 3

| 37,5656 13,0911 | 9,3987 | 7,7093 7,0563 | 5,0402
1 27,7336 16,8395 | 12,2333 | 10,4419 | 9,0534 8,0229
1] 29,5361 14,5271 | 11,1890 | 7,9059 7,1007 6,8500
v 34,4305 14,7625 | 11,5713 | 8,9223 8,4067 7,6024

CAT enziminin elekroforetik analiz sonuglarinda tiim gruplarda tek bant
gorilmistiir. Grup I’ e ait karaciger dokusunda bant alan1 degeri en yiiksek iken, Grup II’
deki bant alan1 degeri en diisiik bulunmustur. Doza bagli olarak Grup III ve IV’ {in bant alan1
degerlerinin Grup II’ ye gore artis gosterdigi bulunmustur. Grup IV’ deki bant alan1 degeri
Grup I’ e daha yakin bulunmustur. (Sekil 4.3; Sekil 4.4).

CAT

Sekil 4.3 Grup I, 11,111 ve IV’ e ait CAT izoenziminin
elektroforetik bandlari
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Sekil 4.4 Grup I, I, III, IV’ e ait karaciger dokusu drneklerinde belirlenen
CAT enzim aktivitesi sonucu olusan bant alanlarinin ortalama degerleri (mm?)

Karaciger dokusunda SOD enziminin jel iizerinde belirli alan dl¢iilerine sahip SOD1
ve SOD2 olmak iizere iki izoenzimi goriilmiistiir. SOD1 izoenziminin bant alan1 Grup I’ de
en diistik iken, Grup II’ de en yiiksek goriilmiistiir. Grup III ve IV’ iin SOD1 izoenzimi bant
alanlarinin Grup II’ den diistik olduklar1 goériilmiistiir. SOD2 izoenziminin bant alanininin
Grup I’ de Grup I’ den daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Grup III ve IV’ iin bant alanlarinin
ise birbirine yakin ve Grup II’ nin bant alanindan diisiik oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.5; Sekil
4.6).

SODI1
SOD2

Sekil 4.5 Gruplara ait SOD izoenziminin elektroforetik
bandlar1
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Sekil 4.6 Grup I, 11, III, IV’ e ait karaciger dokusu 6rneklerinde belirlenen SOD
enzim aktivitesi sonucu olusan bant alanlarinin ortalama degerleri (mm?)

Karaciger dokusunda Gpx enziminin; Gpx1, Gpx2, Gpx3 olmak iizere {i¢ izoenzimi
tespit edilmistir. Gpx1, Gpx2, Gpx3 izoenzimlerinin bant alan1 degerlerinin Grup I’ de en
diisiik iken Grup II’ de en yiiksek oldugu goriilmiistiir. Grup II ve IV’ te tim Gpx
izoenzimlerinin ise bant alanlarinin Grup II” den diisiik oldugu goriilmistiir (Sekil 4.7; Sekil

4.8).

ar 1w

I I

Gpx2
Gpx3

Sekil 4.7 Gruplara ait Gpx izoenziminin elektroforetik
bantlar1
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Sekil 4.8 Grup L, II, III, IV’ e ait karaciger dokusu 6rneklerinde belirlenen Gpx
enzim aktivitesi sonucu olusan bant alanlarmin ortalama degerleri (mm?)

4.1.2. Karaciger doku 6rneklerinin histolojik analizleri

Deneysel calismamizda Grup I (Sham Grubu) sicanlarina ait karaciger doku kesitleri
incelendiginde histolojik olarak herhangi bir doku hasarina rastlanmamistir. Hepatositler
sentral ven ¢evresinde 151nsal olarak dizilmis olup portal alanlarda ve venlerde histolojik

yapinin korundugu tespit edilmistir (Sekil 4.9).

Grup II (SF + I/R)’ ye ait siganlarin karaciger doku kesitlerinde I/R uzak organ
hasarina bagli olarak dokuda yogun kanama (Sekil 4.10) ve niiklear infiltrasyon (Sekil 4.11),
ileri derecede nekroz (Sekil 4.12) ve yogun bir sekilde vakuolizasyon (Sekil 4.13)

saptanmistir.

Grup III (50 mg/kg Geraniol + I/R)’ e ait siganlarin karaciger doku kesitlerinde
yapilan inceleme sonucunda yer yer kanama ve niiklear infiltrasyon gozlenmis olup nekroz

ve vakuolizasyonun kismen yer aldig tespit edilmistir (Sekil 4.14).

Grup IV (100 mg/kg Geraniol + I/R)’ e ait siganlarin karaciger doku kesitleri
incelendiginde, karaciger dokusunda belli bir koruma, kanama ve niiklear infiltrasyon da

azalma goriilmiistiir. Nekroza nadir rastlanilirken, vokuolizasyona rastlanilmamistir (Sekil
4.15).
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Sekil 4.12 Grup II’ ye ait karaciger doku kesitinde nekroz (/¥ ) (H&E)
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Sekil 4.14 Grup III’ e ait karaciger doku kesiti (H&E)
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Sekil 4.15 Grup IV’ e ait karaciger doku kesiti (H&E)

4.1.3. Histolojik analizlerin istatiksel degerlendirmesi

Yapilan histolojik analizlerin skorlamasi ve histolojik aktivite indeksi sirasiyla

Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4’ te verilmistir.

Cizelge 4.3 Gruplara ait histolojik degerlendirme

Grup Kanama Nuklear Nekroz | Vakuolizasyon
infiltrasyon
I 0 0 0 0
I 5 6 6 5
i 3 4 4 3
v 1 1-2 0-1 0
Cizelge 4.4 Histolojik aktivite indeksi
Kanama Nuklear infiltrasyon Nekroz Vakuolizasyon
Yok 0 | Yok 0 | Yok 0 | Yok 0
Diisiik seviye 1 | Diisiik seviye 1-2 | Nadir 0-1 | Kismen 3
Yer yer 3 | Yeryer 4 | Distik seviye 1-2 | Yogun 5
Yogun 5 | Yogun 6 | Kismen 4
Ileri derece 6
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4.2. Tartisma

Iskemi reperfiizyon hasarinda oksidatif stres, hiicre i¢i asir1 kalsiyum artis1, notrofil
aktivasyonu gibi olaylarin meydana geldigi bilinmektedir (Barsotti vd., 2002). Oksijen
radikalleri ve oksidantlar normal halde hiicre iginde diisiik seviyelerde hiicresel homeosatazi,
mitoz, farklilasma ve sinyalizasyonda rol oynar. Iskemi ve reperfiizyonu takiben radikal
olusumu genis Ol¢iide artarak hiicresel hasar tetikler (Kim ve Ha, 2010). Reaktif oksijen
tirleri yiikseltgeyici ve indirgeyici potansiyellerinden dolayr direkt olarak lipid
peroksidasyonu ile hiicre mebranlarinin hasarina yol agmasi agisindan reperflizyon

hasarinda anahtar rol oynamaktadirlar (Halladin, 2015).

Serbest radikallere maruz kalan organizmalarda bir seri savunma mekanizmasi
gelismistir. Bu mekanizmalardan biri de antioksidan savunma mekanizmasidir. Bu
mekanizmalar enzimatik ve enzimatik olmayan olmak iizere iki gruba ayrilir. Normal sartlar
altinda bu iki grubun aktiviteleri ve hiicre i¢i seviyeleri arasinda bir denge olmasi
organizmanin yasami ve sagligi i¢cin énemlidir (Lone vd., 2013). Bununla birlikte, oksidatif
giicler ve antioksidan savunma sistemi arasindaki dengesizlik hiicresel hasara yol agmakta
ve buna bagh hastaliklar gelismektedir (Anthony ve Saleh, 2013). Arastirmalar serbest

radikal temizleyiciler ve antioksidanlarin iskemi reperfiizyonda faydali etkilerinin oldugunu

gostermistir (Malek ve Nematbakhsh, 2015).

Yapilan caligsmalar, bitki orjinli antioksidanlarin serbest radikal siipiiriicii
Ozelliklerinden dolay1 oksidatif stresin yol actig1 ¢ogu hastalikta tedavi edici ajan olarak
bliylik 6neme sahip oldugunu gostermistir. Bitkisel tedavi insan viiciiduna uyumlulugu, yan
etkilerinin azlig1 ve kiiltiirel kabul edilebilirliginin fazla olmasindan dolay1 diinya niifiisunun
%70-80° inde, ¢ogunlukla da gelismis iilkelerde saglik hizmetlerinin baslica dayanak
noktasidir (Sen vd., 2010). Farkli bitkilerde genis gesitlilikte flavonoidler, terpenoidler,
ligninler, sulfirler, polifenolikler, karotinoidler, kumarinler, saponinler, bitki sterolleri,

kurkuminler ve fitalidler tanimlanmistir (Banu vd., 2014).

Calismamizda kullanilan Geraniol (3,7-dimetilokta-trans-2,6-dien-1-ol), dogal
olarak bazi aromatik bitkilerin ugucu yaglarinda bulunan antioksidan 6zellige sahip asiklik

monoterpen bir alkoldir (Hassan vd., 2012; Abdallah vd.; 2015).
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Bobrek iskemi/reperfiizyonu meydana geldigi organ disinda uzak organ olan
karacigerde de hasara neden olmaktadir. Literatiirde, sianlarda bobrek I/R (30, 45, 60 dk /
60 dk) sonrast 30 dk lik iskemi siiresinde karaciger fonksiyonunun hemen hemen
degismedigi gozlenmistir. Ancak 45 dk lik iskemi siiresinde kismen azaldigi, 60 dk lik
iskemi siiresinde ise 6nemli fonksiyon kaybi oldugu rapor edilmistir (Kadkhodaee vd.,
2009).

Deneysel ¢alismamizda bobrek iskemi/reperfiizyon hasarmin karacigerde erken
evredeki etkilerini gormek istedigimiz icin 45 dakikalik iskemi ve 4 saatlik reperfiizyon

stiresi literatiire uygun olarak belirlenmistir.

Karacigerde hepatoseliiler hasarin belirlenmesinde kullanilan karaciger fonksiyon
testleri, viicutta ¢ogu organ ve dokuda bulunan aminotransferazlar olarak adlandirilan hiicre
ici enzimleri alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz (AST) miktarlarinin
serumda belirlenmesine dayanir. Bu testler karaciger hasar1 tespitinde tek basina yeterli
olmamakla birlikte diger laboratuvar bulgular1 ile desteklenmesi gerekmektedir (Sonsuz,
2007).

Calismamizda bobrek iskemi/reperfiizyon hasari sonrasinda serum ALT ve AST
degerleri incelendiginde Grup I (Sham Grubu)’ e gore bu degerlerin diger gruplarda anlamh
derecede yiikseldigi gozlenmistir (p<0.05). Grup I (Sham Grubu) ile Grup II (SF + I/R)
arasinda goriillen anlamli fark bobrek iskemisinin karacigeri olumsuz etkiledigini
diisiindiirmiistiir. ALT ve AST degerlerinin Grup IV (100 mg/kg)’ te Grup II (SF + I/R)’ ye
gore istatiksel olarak anlamli derecede diisiis olmasi geraniol’ tin 100mg/kg’ lik dozunun

koruyucu etki gosterdigini diisiindiirmiistiir.

Golab ve ark. (2009) Wistar albino sicanlarda yaptiklar1 ¢alismada renal I/R kaynakli
karaciger uzak organ hasarinda 45 dk’ lik iskemiyi takiben 6 ve 24 saatlik reperfiizyon
uygulamis, ALT ve AST degerlerinin I/R gruplarinda kontrol grubuna gore anlamli bir
sekilde arttigin1 gozlemlemislerdir. Benzer sekilde Gholampour ve ark. (2015) yaptiklar
calismada 45 dk iskemiyi takiben 24 saatlik reperfiizyon sonucu ALT ve AST degerlerinin

kontrol ve tedavi gruplarina gore artis gosterdigini gézlemlemislerdir.
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Wang ve ark. (2010) Sprague dawley siganlarda 1 saat boébrek iskemisini takiben
sirasiyla 1, 4, 8 saat reperflizyon uyguladiklar1 ¢alismada serum ALT ve AST degerlerinin
tiim reperfiizyon siirelerinde 6nemli dlgiide yiikseldigini, fakat en yiiksek degerine 8 degil
de 4 saatte ulastiginmi rapor etmislerdir. Calismalardan elde edilen sonuglar bizim

caligsmamizla paralellik gdstermektedir.

Hucrelerin evrim siiresince oksidatif hasardan korunmak igin gelistirdikleri savunma
mekanizmalarindan SOD, CAT, Gpx enzimatik antioksidanlardir. SOD ve CAT birlikte
calisan en etkili antioksidan enzimlerdir. SOD, savunmanin ilk ve en dnemli enzimidir.
Potansiyel olarak tehlikeli olan stperoksit radikali (O27)’ ni daha az reaktif olan hidrojen
peroksid (H202)’ e donistiriir. CAT ise H202" yi su (H20) ve molekiler oksijene
dontstiirerek hiicresel hasar1 bertaraf eder. Bu birliktelik fark gozetmeden biitiin
makromolekduller ile reaksiyona girebilen en toksik ve oldukga reaktif bir oksidant olan
hidroksil (OH") radikalinin olusumunu engeller (Scandalios, 1993; Seifi vd., 2014).

Calismamizda CAT aktivitesinin elektroforetik analiz sonuglarinda biitiin gruplarda
tek bir bant gézlenmistir. Grup II (SF + I/R)’ de bant alaninin diger gruplara gére daha diisiik
oldugu goriilmiistiir. Grup IV (100 mg/kg Geraniol)’ iin bant alan1 Grup I (Sham Grubu)’ e
daha yakin iken, Grup III (50 mg/kg Geraniol)’ {in bant alan1 Grup II (SF + I/R)’ ye daha
yakin bulunmustur. Grup III (50 mg/kg Geraniol)’ {in bant alaninin Grup IV (100 mg/kg
geraniol)’ e gore daha diisiik olmas1 geranioliin 50 mg/kg dozunun koruyucu 6zelliginin
yeterli olmadigini ve 100 mg/kg dozunun antioksidan savunmaya destek oldugunu

distindlirmustiir.

Serteser ve ark. (2002), yaptiklar1 calismada erkek Swiss farelerde renal I/R (30, 45,
60 dk/1 saat) sonrasi tiim I/R gruplarinda karaciger CAT aktivitesinde azalma
kaydetmislerdir. Benzer sekilde Emre ve ark. (2006), yaptiklar1 ¢aligmada erkek Sprague
dawley siganlarda renal I/R (30 dk/2 saat) sonras1 karaciger CAT aktivitesinin I/R grubunda
kontrol grubuna gore anlamli derecede azalma gdsterdigini bulmuslardir. Sun ve ark. (2004),
karaciger iskemisinde iskemik son kosullanmanin koruyucu etkisini arastirdiklar1 calismada
erkek Wistar albino siganlarda I/R grubunda CAT aktivitelerinin kontrol grubuna gére diisiis
gosterdigini ve iskemik son kosullanma grubunda ise I/R grubundan daha yiiksek aktiviteye

sahip olduklarini gostermislerdir.
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Khastar ve ark. (2011), erkek BALB/c farelerde yaptiklari ¢alismada bobrek I/R (60
dk/3 saat) sonrasi karacigerde CAT aktivitesinin diistiiiinii rapor etmislerdir. Canbek ve ark.
(2008), erkek Wistar albino siganlarda karaciger I/R (45 dk/1 saat) sonrast CAT aktivitesinin
sadece I/R uygulanan grupta kontrol grubuna gore diisiis gozlemlemislerdir. Yapilan
caligmalar bdobrek iskemi reperfiizyonunun kalp, akciger ve karacigerde 106kosit
infiltrasyonunu artirdigin1 goéstermektedir. Lokositler bu organlarda serbest radikal artigina
yol agmaktadir (Kelly, 2003; Khastar, 2011). Radikallerin artisina bagh olarak CAT gibi
enzimlerin inaktivasyonunun hizlandigi rapor edilmistir (Aydogdu vd., 2005). Bu bilgiler

1s18inda ¢alismamizda CAT aktivitesindeki azalmayi enzim inaktivasyonuna baglayabiliriz.

Calismamizda karaciger dokusunda SOD enziminin iki izoenzimi tespit edilmistir
(SOD1 ve SOD2). SOD1 ve SOD2 bant alanlar1 Grup II (SF+ I/R)’ de en yiiksek, Grup I
(Sham Grubu)’ de ise en diisiik bulunmustur. Grup III (50 mg/kg) ve Grup IV (100 mg/kg)’
te SOD1 ve SOD2 bant alanlar1 birbirine yakin degerlerde olup Grup II (SF + I/R)’ den

diisiik bulunmustur.

I/R sonras: antioksidan enzimlerin arttigini gosteren ¢aligmalar da mevcuttur. Sizlan
ve ark. (2009), Sprague dawley erkek sicanlarda mezenterik I/R modelinde uzak organ olan
karaciger, bobrek ve akcigerde SOD aktivitesinde artis oldugunu kaydetmisglerdir. Karabiga
(2006), aortik I/R uyguladigi Wistar albino siganlarda uzak organ olan bdbrekte SOD
degerinin I/R grubunda kontrol ve tedavi grubuna gore yiiksek oldugunu rapor etmistir.
Uyanoglu ve ark. (2011), 45 dk bobrek iskemisini takiben 24 saat reperfiizyon uyguladiklar
sicanlarda karaciger SOD aktivitesinin I/R grubunda kontrol grubuna gore artis gosterdigini,
karvakrol uyguladiklar1 tedavi gruplarinda ise I/R grubuna gore azalma gdsterdigini rapor

etmisglerdir. Bu ¢alismalar bizim ¢aligmamizla paralellik géstermektedir.

Intraselliiler hidrojen peroksitin detoksifikasyonundan esas olarak Gpx sorumludur.
Hidrojen peroksiti su ve okside glutatyon (GSSG)’ a ¢eviren Gpx, hiicreleri oksidatif ve
toksik etkilere karsi korur. GSSG glutatyon rediiktaz’ 1 katalizledigi reaksiyon ile
glutatyona (GSH)’ a doniigiir. Tiim hiicrelerde bulunan GSH glutamik asit, sistein ve
glisinden olusur ve hiicrenin protein yapisi disindaki sulfhidril grubu igeriginin %90’ 11

olusturur.
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Temel kaynag1 karaciger olan ve genetik bilgiye ihtiya¢ duyulmadan sentezlenen
GSH’ 1 karaciger sitozoliindeki yar1 dmrii 2-4 saat iken mitokondrideki yar1 dmrii yaklagik

30 saattir (Senses vd., 1999; Tekkes, 2006; Tekeli, 2012).

Calismamizda karaciger dokusunda Gpx enziminin; Gpxl, Gpx2 ve Gpx3 olmak
lizere {i¢ izoenzimi tespit edilmistir. Grup II ( SF + I/R)’ nin bant alanlar1 diger gruplara gore
yiiksek bulunmustur. Grup III (50 mg/Kg geraniol) ve Grup IV (100mg/kg geraniol)’ te Grup
I ( SF + I/R)’ ye gére bant alanlarinda diisiis gdzlenmistir.

Sizlan ve ark. (2009), Sprague dawley erkek siganlarda mezenterik I/R modelinde
uzak organ olan karaciger, bobrek ve akcigerde Gpx aktivitesinde artis oldugunu
kaydetmislerdir. Uyanoglu ve ark. (2011), 45 dk bobrek iskemisini takiben 24 saat
reperfiizyon uyguladiklar1 Wistar albino siganlarda karaciger Gpx aktivitesinin I/R grubunda
kontrol grubuna gore artis gdsterdigini, karvakrol uyguladiklari tedavi gruplarinda ise I/R
grubuna gore azalma gosterdigini rapor etmislerdir. Calismamizda elde edilen sonuglar bu

caligmalarla paralellik gostermektedir.

Iskemik barsak dokusunda yapilan ¢alismalarda GSH azalist ve GSSG artist
gozlenmektedir. Arastirmacilar bu olayl, GSH’ 1n serbest radikaller tarafindan oksitlendigi
veya artan H2O2’ yi kullanan Gpx’ in aktivitesindeki artisin GSH’ 1 tiiketebilecegi seklinde
aciklamaktadir (Karaayvaz vd., 1996). Calismamizda I/R grubunda Gpx aktivitesi CAT’ m
aksine artig gostermistir. Ayn1 substrati kullanan fakat hiicresel kompartmanlari farkli olan
bu iki enzimin farkli davranig gostermesi, serbest radikal artisinin CAT enzimi
inaktivasyonuna sebep olmasi ve karacigerde iiretimi fazla olan GSH’ 1 Gpx’ in tiiketmesi
sonucu Gpx aktivitesindeki artisa bagl olarak CAT’ 1n substrati olan H2O; ile daha fazla

tepkimeye girmesi seklinde agiklayabiliriz.

Calismamizin biyokimyasal analizlerini histolojik bulgularla destekleyen ¢aligsmalar

mevcuttur.

Mohamed ve Mubarak (2011), Wistar albino siganlarda sirasiyla 30, 45, 60 dk
bobrek iskemisi 1 saat reperflizyon uyguladiklar1 ¢alismada 45 ve 60 dk iskemi siirelerinde

karaciger histolojisinde kanama ve 16kosit infiltrasyonu saptamislardir.
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Park ve ark. (2011), C57BL/6 farelerde ayr1 ayr1 20 ve 30 dk bébrek iskemisi 5 ve 24
saatlik reperfiizyon uyguladiklar1 ¢alismada karaciger histolojisinde hepatik nekroz ve
vakuolizasyon, sitoplazmik dejenerasyon ve kanama saptamislardir. Uyanoglu ve ark.
(2011), Wistar albino siganlarda 45 dk bobrek iskemisini takiben 24 saat reperflizyon
uyguladiklar1 ¢aligmada karaciger histolojik incelemelerinde I/R grubunda hiicresel
dejenerasyon, sinusoidal kanama ve sitoplazmik vakuolizasyon bulgulari saptarken, tedavi
gruplarinda karacigerin histolojik organizasyonunun korundugunu ve oral yoldan verilen

karvakrol’ in 25 mg/kg dozunun koruyucu 6zellik gosterdigini rapor etmislerdir.

Benzer sekilde Nazmy ve ark. (2012), Wistar albino siganlarda 60 dk bobrek iskemisi
1 saat reperfiizyon uyguladiklari ¢alismada I/R grubunda karaciger histolojisinde kanama,
vakuolizasyon, 16kosit infiltrasyonu saptarken, tek doz oral 5 mg/kg losartan uyguladiklar
tedavi grubunda karacier histolojisinde daha az kanama, minimal vakuolizasyon
g0zlemlemis, 16kosit infiltrasyonu goézlemlememislerdir. Koksal ve ark. (2011), Wistar
albino siganlarda 60 dk bdbrek iskemisi 24 saat reperfiizyon uyguladiklari ¢alismada I/R
grubunda nekroz ve inflamasyon saptarken, intraperitonal 10 mg/kg melatonin uyguladiklar
tedavi grubunda bu bulgulara ratslamamislardir. Yapilan bu c¢alismalar bdobrek iskemi
reperfiizyonunun karaciger hasarina yol agtigini gostermesi ve calismamizla paralellik

gostermesi acisindan énemli bulunmustur.

Calismamizda bobrek I/R (45 dk/4 saat) grubunda karaciger histolojisinde kanama,
vokuolizasyon, niiklear infiltrasyon ve nekroz gézlemlenmistir. Intraperitonal 50 mg/kg
geraniol uygulanan Grup III’ te kanama ve niiklear infiltrasyona yer yer rastlanirken,

vakuolizasyon ve nekrozun azaldigi gézlemlenmistir.

Tedavi amacli 100 mg/kg geraniol uygulanan Grup IV’ te kanama ve niiklear
infiltrasyonda azalmanin yanisira nekroza nadir rastlanilirken, vakuolizasyona
rastlanilmamas1 100 mg/kg geraniol dozunun 50 mg/kg dozuna gore daha fazla koruyucu

etki gosterdigini diistindiirmiistiir.
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Manoharan ve Selvan (2012), yapmis olduklart deneysel arastirmada geraniol’ iin
Swiss farelerde DMBA (7,12- dimetilbenz(a) antrasen) kaynakli deri karsinojenezinde
eritrositlerde ve deri dokusunda antioksidan enzimler Gizerinde olumlu etki gésterdgini rapor
etmislerdir. Banu ve ark. (2014), Wistar albino si¢anlarda Dietil Nitrozodietilamin kaynakli
karaciger karsinojenezinde karaciger dokusunda tiimor tasiyan grupta antioksidan enzim
aktivitesinin kontrol grubuna gore 6nemli derecede diistiigiinii, geraniol uygulanan gruplarda

ise timor tagiyan gruba gore artis gosterdigini gézlemlemislerdir.

Benzer sekilde Veena ve ark. (2012), yaptiklar1 ¢alismada Swiss fareler de B(a)P
(Benzo(a)piren) kaynakli olusturduklari deneysel akciger kanserinde antioksidan enzim
aktivitelerinin B(a)P uygulanan grupta kontrol grubuna gore diisiis gosterdigini, geraniol
uygulanan grupta ise kontrol ve B(a)P uygulanan gruba goére anlamli derecede yiikseldigini
gozlemlemiglerdir. Can ve Canbek (2014), Wistar albino si¢anlarda uzun sureli bobrek
iskemi/reperfiizyon (60 dk/24 saat) hasarinda intraperitonel olarak geranioliin 50 mg/kg ve
100 mg/kg dozlarin1 uygulamislar ve 100 mg/kg uygulanan dozun bobrek iizerinde koruyucu
etkisi oldugunu rapor etmislerdir. Bu rapor, 22. Ulusal Biyoloji Kongresi’ nde poster sunumu

olarak yayinlanmistir (http://ubk2014.ogu.edu.tr/).
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5. SONUC VE ONERILER

Elde ettigimiz biyokimyasal ve histolojik analiz sonuglar1 1s181inda bobrekte 45 dk
iskemi 4 saat reperfiizyon uygulamasinin uzak organ karaciger hasarma yol ag¢tig1 ve bu
hasara kars1 intraperitonal olarak uygulanan geraniol dozlarindan 100 mg/kg dozun daha

fazla olmak tizere ikisinin de koruyucu etki gosterdigi sdylenebilir.

I/R hasarinda antioksidan enzim aktiviteleri benzerlik gdstermekle birlikte, yapilan
baz1 caligmalar bu enzimlerin farkli aktiviteye sahip olabilecegini gdstermektedir
(Karaayvaz vd., 1996, Emre vd., 2006). Bu durumun deneysel modelleme farkliliklarindan
kaynaklanabilecegi diisiincesiyle, daha sonraki ¢alismalarda I/R siiresince antioksidan enzim

aktivitesinden sorumlu genlerin ifadeleri arastirilabilir.

Ayrica I/R siire farklilig1, uygulanan antioksidan maddenin I/R 6ncesi ve sonrasi
uygulanmasina bagli olarak organ veya dokuda meydana gelen hasarin derecesi degiskenlik
gostermektedir. Bu dogrultuda, geraniol’ {in farkli dozlar1 ve uygulama zamaninin

belirlenmesi agisindan farmakokinetik aragtirmalar yapilabilir.
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belirtildigi sekilde yapilmasi uygun bulunmustur.
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Adres: Megselik Kampiisii 26480 Eskisehir
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