Siganlarda Kisa Siireli Bobrek iskemi / Reperfiizyon Hasarina Kars1 Geranioliin Koruyucu
Etkisi

Seren Danis
YUKSEK LiSANS TEZi
Biyoloji Anabilim Dali

Temmuz 2015



The Protective Effects of Geraniol Against Damage of Short Term Renal Ischemia-
Reperfusion in Rats

Seren Danis
MASTER OF SCIENCE THESIS
Department of Biology

July 2015



Sicanlarda Kisa Siireli Bobrek iskemi / Reperfiizyon Hasarina Karsi Geranioliin Koruyucu

Etkisi

Seren Danis

Eskisehir Osmangazi Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Lisansiistii Yonetmeligi Uyarinca
Biyoloji Anabilim Dali
Molekiiler Biyoloji Bilim Dalinda
YUKSEK LiSANS TEZI

Olarak Hazirlanmistir

Danigman: Dog. Dr. Mediha Canbek

Temmuz 2015



ONAY

Biyoloji Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans 6grencisi Seren Danis’in YUKSEK LISANS
tezi olarak hazirladigi “Sicanlarda Kisa Siireli Bobrek iskemi / Reperfiizyon Hasarina
Kars1 Geranioliin Koruyucu Etkisi” basliklt bu ¢aligsma, jlirimizce lisansiistii yonetmeligin

ilgili maddeleri uyarinca degerlendirilerek kabul edilmistir.

Damisman : Dog¢. Dr. Mediha Canbek

ikinci Damsman : -

Yiiksek Lisans Tez Savunma Jiirisi:

Uye : Dog. Dr. Mediha CANBEK

Uye : Dog. Dr. Berrin Ayaz TUYLU

Uye : Dog. Dr. Hakan SENTURK

Uye : Dog. Dr. Mustafa UYANOGLU

Uye : Dog. Dr. Pmar Oztopgu VATAN

Fen Bilimleri Enstitiisi Yonetim Kurulu’nun .......coeeevevveeeennnn. tarih ve

........................ sayil1 karariyla onaylanmistir.

Prof. Dr. Hiirriyet ERSAHAN

Enstiti Midiira




ETiK BEYAN

Eskisehir Osmangazi Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii tez yazim kilavuzuna
gore, Dog¢. Dr. Mediha CANBEK danismanliginda hazirlamig oldugum “Sicanlarda Kisa
Siireli Bobrek Iskemi / Reperfiizyon Hasara Kars1 Geranioliin Koruyucu Etkisi” baslikli
YUKSEK LISANS tezimin &zgiin bir calisma oldugunu; tez ¢calismamin tiim asamalarinda
bilimsel etik ilke ve kurallara uygun davrandigimi; tezimde verdigim bilgileri, verileri
akademik ve bilimsel etik ilke ve kurallara uygun olarak elde ettigimi; tez ¢aligmamda
yararlandigim eserlerin tiimiine atif yaptigimi ve kaynak gosterdigimi ve bilgi, belge ve

sonuclar1 bilimsel etik ilke ve kurallara gére sundugumu beyan ederim. 23/07/2015

Seren DANIS

Imza



Vi

OZET

Tez galismasinda siganlarda deneysel olarak olusturulan bébrek iskemi reperfiizyon

hasarina karsi, antioksidan 6zellige sahip geranioliin koruyucu etkileri arastirildi.

Deneysel ¢alismada; herbirinde n=7 olmak {izere 28 adet Wistar albino cinsi erkek
sicanlar rastgele secilerek 4 grup olusturuldu. Grup | (Sham), Grup Il (I/R + Serum
Fizyolojik), Grup III (50 mg/kg Geraniol + I/R), Grup IV (100mg/kg Geraniol + I/R)
olarak belirlendi. Tim gruplara ksilazin (10mg/kg) ve ketamin (70mg/kg) anestezisi
altinda sag bobrek nefroktomisi yapildi, 15 gilin iyilesmeleri beklendi. Grup I ve II’ ye 2
ml SF, Grup III ve IV’ e sirastyla 50 mg/kg ve 100 mg/kg geraniol tek doz halinde
iskemiden bir saat 6nce intraperitonal olarak verildi. Grup I haricindeki gruplara 45 dakika
iskemi ve 4 saat reperfiizyon uygulandi. Deney sonunda tiim siganlardan kan 6rnekleri ve
bobrek dokulari alindi.  Serum 6rneklerinde kanda iire nitrojen testi (BUN) ve kreatinin
(CRE) degerlerine bakilirken, doku 6rneklerinde katalaz (CAT) ve siiperoksit dismutaz
(SOD) enzim aktiviteleri 6l¢giildii. Doku kesitleri H&E ile boyand1 ve 1s1k mikroskobunda

incelendi.

Calisma sonuglarma gore; Grup I ve Grup II’ nin serumda BUN ve CRE, doku
orneklerinde CAT ve SOD degerleri karsilastirildiginda Grup II” de yiikseldigi ve bunun
sonucunda I/R hasarinm olustugu gézlendi. Geraniol uygulanan Grup III ve Grup IV’ {in
degerlerinin Grup I’ e yaklastig1 gbzlendi. Birbirine paralellik gdsteren bu sonuglar; 50
mg/kg’ lik geranioliin, 100 mg/kg’ lik geraniole gore daha etkili oldugunu destekler
nitelikteydi.

Deney sonuglarina gore; intraperitonal olarak uygulanan geranioliin bobrek iskemi

reperfiizyon hasarina karsi koruyucu etkisi oldugunu gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Serbest Radikal, Antioksidan, Geraniol, iskemi Reperfiizyon,
Bobrek.
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SUMMARY

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

ischemia/ reperfusion (IR) injury in rats.

In this empirical study, 28 Wistar-albino type 28 male rats (n=7) were prepared.
They were randomly separeted into 4 groups. The groups were determined as follows:
Group | (Sham), Group 11 (IR), Group 111 (50 mg/kg Geraniol + IR), Group IV (100 mg/kg
Geraniol + IR). Under anesthesia, the right kidney nephrectomy was performed in all
groups by using ksilazin (10mg/kg) and ketamin (70mg/kg). The rats were allowed to
recover for 15 days before they were subjected to IR injury. Then, 2 ml SF was injected to
Group I and Group I1I; 50 mg/kg geraniol was injected to Group 11l and 100 mg/kg geraniol
was injected to Group IV intraperitoneally one hour before ischemia. 45 minutes ischemia
and 4 hours reperfusion were applied to all groups expect Group I. The dissection was
performed in the Group | (without ischemia) after reperfusion. At the end of the
experiment, Blood Urea Nitrogen (BUN), Creatinine (CRE) activities in the blood serum
and the Catalase (CAT) and Superoxide dismutases (SOD) Hematoxylien & Eosine and

investigated by light microscope.

At the end of the study, when Group I and Group II’s BUN and CRE values of the
I/R injury were compared, it was determined that there had been an increase in Group Il
and as a result of this, I/R injury had been created. It was observed that as a result of the
application of geraniol, the CAT and SOD activities approached the control values and
prevented this, injury 50 mg/kg geraniol was thought to be more effective when compared
to 100 mg/kg of geraniol.

The results obtained in the study showed that geraniol has a protective effect renal

against renal I/R injury.

Keywords: Kidney, Ischemia/Reperfusion, Geraniol, Free Radical, Antioxidant.
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1. GIRIS VE AMAC

Bilimsel/biyomedikal literatiirde, “serbest radikal” terimi genis bir alanda kullanilir.
Serbest radikal olusumuna sebep olan hal; “uyarilmis durum” un veya serbest radikal
reaksiyonlartyla reaktif tiirlerin meydana gelmesidir (Devasagayam,vd., 2004). Serbest
radikallerin oldukca kararsiz elektronlar1 oldugu i¢in hiicre igerisindeki diger molekiillerle
etkileserek daha kararli duruma ge¢mek isterler. Bunu da; bir molekiilden bir hidrojen
atomu (H") galarak, baska bir molekiille baglanarak ya da baska serbest radikallerle gesitli
sekillerde etkilesime girerek gerceklestirirler (Kopani, vd., 2006). Radikaller; lipit, protein
ve niikleik asitler gibi 6nemli hiicresel bilesenlere zarar verebilir (Sies, 1997; Kopani, vd.,
2006). Bu hasarlar, antioksidan sistem ve antioksidan enzimler tarafindan bertaraf

edilmektedir (Yokus ve Cakir, 2002).

Antioksidanlar, serbest radikalleri veya serbest radikallerin eylemlerini nétralize
eden maddelerdir (Sies, 1997). Diyet antioksidan savunma sisteminin iiretimi agisindan
onemli bir rol oynamaktadir. E ve C vitamini, § — karoten, flavanoidler dahil diger
antioksidan bitkisel fenoller ve esansiyel mineraller gibi temel besin maddelerini igeren

besinlerin alinmasi antioksidan enzimlerinin olusmasina yardimci olmaktadir (Willcox,

vd., 2004).

Terpenler, dogada yaygin olarak bulunan bilesiklerdir. Genellikle bitkilerde
bulunurlar ve kiiciik molekiillii olanlar1 bitkilerin yapraklari, ¢icekleri ve meyve
kabuklarinin segkin kokularini olusturmaktadirlar (Zimmerman, vd., 1978). Geraniol,
bilinen en eski organik bilesiklerden biridir.  Terpenlerde ve g¢esitli bitkilerde
bulunmaktadir (Miyazawa, vd., 1998; Hamiza, vd., 2013). Geraniol (2,6 — dimetiltrans —
2,6 — oktadien — 8 — ol ya da 3,7 — dimetilokta — trans — 2,6 — dien — 1 — ol) kapal1 formiili
C10H180 olan asiklik monoterpen bir alkoldiir. Geranial (trans) ve nerol (cis) olmak tizere
iki adet izomeri bulunmaktadir (Chen ve Viljoen, 2010; Madankumar, vd., 2013).
Geranioliin yapilan arastirmalar sonucu radikallere karsi belirgin bir siipiiriicii etki

gosterdigi goriilmektedir (Choi, vd., 2000).



Atar ve toplardamarlarda kan akisinin azalmasi ile bagli oldugu organin veya
dokunun beslenememesinden dolayi, organ ya da dokunun oksijenden yoksun kalmasina
“iskemi” denilmektedir. Bu durum hiicresel enerji depolarmin bosalmasi ve toksik
metabolitlerin birikmesi sonucunda hiicre Sliimiine neden olmaktadir. Iskemik dokunun
hiicre rejenerasyonu ve toksik metabolitlerin temizlenmesi i¢in kan akiminin tekrar
baslamasi gerekmektedir. Tekrar kan akiminin baslamasina “reperfiizyon” denilmektedir

(Zimmerman ve Granger, 1992; Birincioglu, 2012).

Reperfiizyon hasarinda en hassas olan hiicresel yapilar; zar lipitleri, proteinler ve
niikleik, deoksiriboniikleik asit molekiilleridir (Wilhelm, 1989). Iskeminin devamli olmas1
halinde, dokularda meydana gelen bozukluklarin geri donilistimii olmaz, eger kan akimi
tekrar saglanirsa hasar geri doniisiimli olmaktadir (Gelman, 1995; Mauney, vd., 1995;
Tetik ve Giirbiiz, 2000).

Viicudun i¢ dengesine katilan en Onemli organ sistemlerinden birini bosaltim
sistemi olusturmaktadir. Viicut sivilarinin hacim ve igeriginin, kan basincinin, pH’ nin, su
ve elektrolit dengesinin diizenlenmesi, hiicrelerde metabolizma sonucu olusan ve kana
verilen artik iiriinlerden kanin temizlenmesi bosaltim sistemi fonksiyonlar1 arasinda

sayilmaktadir (Bullock J, 2001).

Iskemi reperfiizyon olayindan en fazla etkilenen organ bobreklerdir. Tibbin
gelismesine ragmen giderek artan akut bobrek yetmezliginin aydinlatilmasi ve tedavisi i¢in

cesitli aragtirmalar yapilmaktadir (Abel, vd., 1971; Molitoris, 1999).

Bu c¢alismada; renal iskemi/reperfiizyon sirasinda olusan oksidatif stres hasarina
kars1 antioksidan Ozellige sahip geranioliin biyokimyasal, histopatolojik ve dogal jel

elektroforez yontemleriyle koruyucu etkisi arastirilmigtir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Serbest Radikaller

Lavoisier’ a gore mineral maddelerin biiyiik cogunlugu oksijenin temel rol oynadigi
oksijenli bilesiklerdir. Bu bilesikler oksitlenen metaller olan bazlar, oksitlenen ametaller
olan asitler ve her ikisinin reaksiyonu sonucu olusan tuzlardir. Lavoisier asit ve baz
oksidasyonu sonucu ortaya ¢ikan temel {irtinii “radikal” olarak tanimlamistir (Gomberg,
1928). Lavoisier’ in bu tanimindan sonra Berzelius, Dumas, Liebig ve Bunsen, Kolbe
Frankland ve digerleri tarafindan gelistirilen “radikal” kavrami, gegirdigi tiim kimyasal
transformasyonlara ragmen bozulmadan kalan en az bir adet degismez atom grubu
bulunduran organik molekiiller olarak tanimlanir (Gomberg, 1924). Baska bir tanimla;
atom veya bilesiklerin yapisinda eslesmemis elektron bulunmasi ile o atom ve bilesikleri

“serbest radikal” olarak tanimlar (Staroverov ve Davidson, 2000).

Gomberg, heksafeniletan sentezi sirasinda renksiz trifenilmetil halojenlerinin
tesadiif sonucu giimiis ile tepkimeye girdigini ve sari renkli trifenilmetil radikali
olustugunu gozlemlemistir. Bu olusan radikalin ayrica; hem ¢ozelti formunda hem de

kristal formunda oldukg¢a dayanikli oldugunu belirlemistir (Gomberg, 1900; 1914).

1. 2 (CeHs)sCBr +2 Ag™ = (CeHs)sC — C(CeHs)s + 2 AgBr
(CeH5)3C — C(CgHs)3 > 2 (CoHs)3C
(CgHs5)3C:C(CgHs)3 <> (CsHs)3C™ + (CgHs)3C
(CeH5)3C:C(CgHs)3 «» (CeHs)3C + (CeHs)3C (Thde, 1967).

Genellikle radikallerin bir¢ogu dayaniksiz formda olmasina ragmen, Gomberg’ in
(1914) kesfettigi trifenilmetil radikalinin dayanikli olmas1 radikal haldeki karbon atomuna
bagli li¢ benzen halkasinin yapilar1 nedeniyle baglandiklari radikal haldeki karbon atomuna
120°’ lik baglarla baglanmalar1 olarak ac¢iklanmistir (Sekil 2.1). Gomberg’ in bu radikali
kesfetmesiyle, serbest radikallerin arastirilmasina baglanmistir (Ihde, 1967; Tidwell, 1978).
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Sekil 2.1 Trifenilmetil radikalinin 10 izoformundan 3 tanesi (Ihde, 1967)

II. Diinya Savasi’ nda (1939 — 1945) atilan iki atom bombasinin (6 Agustos 1945
Hirosima ve 9 Agustos 1945 Nagasaki) tiim niifus ic¢in kitlesel Oliimlere ve hayatta
kalanlarin omiirlerinin kisalmasina neden olmustur. Bu olay dogrudan serbest radikal

biyokimyasinin gelisimine yol agmustir (Devasagayam, vd., 2004).

20 yil once yapilan gozlemler serbest oksijen radikalinin (SOR) hiicresel
fonksiyonu diizenleme de rol oynayabilecegi one siiriilmiistiir. Son yillarda bu, SOR’ un
(Oz ve H,0, gibi) ikinci haberci olarak hareket edebilecegini belirgin hale getirmistir.
Daha sonra yapilan ¢alismalar, dig kaynakli H,O,’ nin insiiline benzer biiylime faktorii
etkisini taklit ettigi saptanmistir. Redoksa duyarli transkripsiyon faktorlerinin kesfi ve
enzimatik olarak iiretilen bir serbest radikal nitrik oksit, vasodilasyon ve ¢oziinilir guanilat
siklaz aktivasyonu yoluyla nérotransmisyonda fizyolojik bir rol oynadigini ayrica SOR ve
reaktif nitrojen tiirevleri (RNS) sinyal yollarinin modiile edilmesi i¢in ikinci haberci olarak
davranmasi, bu kavrami desteklemektedir. Bu redoks sinyalizasyon alaninda bilgi
eksikliginin giderilmesini saglanmakla birlikte, ¢esitli sistemlerde veri birikimi ile sinyal
yollarin1 ve SOR/RNS’ den etkilenen 6zel hedefleri net bir sekilde ortaya ¢ikarmaktadir
(Devasagayam, vd., 2004).

Bir biyokimyasal siirecte, ara {irlin olarak olusan serbest radikaller kisa dmdiirlii ve
hiicrenin daha fazla veya daha az kalici bilesenlerin katkisinin yetersiz oldugu
diistiniildiigli i¢in canlilar iizerindeki etkisi gosterilememistir. Bu eksiklik elektron spin
rezosans tekniklerinin (ESR) gelismesiyle giderilmistir (Commoner, vd., 1954; Kopani,
vd., 2006).



Bilimsel/biyomedikal literatiirde, “serbest radikal” terimi genis bir alanda kullanilir.
Serbest radikal olusumuna sebep olan “uyarilmis durum” daki veya serbest radikal
reaksiyonlartyla meydana gelen reaktif tiirleri kapsamaktadir. Genel olarak, serbest
radikallerin yarilanma Omrii mili, mikro veya nano saniye kadar kisadir (Cizelge 2.1).
Serbest radikaller yaslanmanin yaninda bir¢ok hastaligin da nedeni olsa da, hem SOR hem
de reaktif nitrojen tiirleri (NOS) normal saglikli dokularda hemostazi siirdiirmek ve sinyal
molekiilleri hiicresel diizeyde diizenlemede de 6nemli bir rol oynamak igin {iretilirler

(Devasagayam, vd., 2004).

Cizelge 2.1. Onemli baz1 reaktif tiirler ile ilgili detaylar (Devasagayam, vd., 2004)

Reaktif Tiirleri Sembol | Yarilanma Reaktivitesi
Siiresi (sn)

Reaktif Oksijen Tiirleri

Stiperoksit 0,” 10° sn Kardiyavaskiiler sistem ve digerlerinde,
mitokondri de iiretilir
Hidroksil radikali ‘OH 107 sn Demir yiiklenmesi ve bu kosullar sirasinda
olusan ¢ok yiiksek reaktif
Hidrojen peroksit H,0; stable Viicudumuzda ¢ok sayida reaksiyon ve
iirlinleri sonucunda olusan ‘OH gibi giiclii
radikal
Peroksit radikali ROO sn Oksidatif hasar sirasinda lipid, protein, DNA
ve sekerden meydana gelen reaktif
Organik hidrojen ROOH stable Gegici metal iyonlariyla reaktif tiirler
peroksit vermek iizere reaksiyona girer
Singlet oksijen 0, 10° sn Isiga duyarli ve kimyasal reaksiyonlar
sirasinda olusan son derece reaktif oksijen
radikali
Ozon 05 sn Guniimiizde atmosferik bir kirletici olarak

cesitli molekiillerle reaksiyona girebilir.
'0,’ den elde edilir.

Reaktif Nitrojen Tiirleri

Nitrik oksit NO sn Norotransmiter ve kan basinci diizenleyici,
patolojik durumlari sirasinda giiglii
oksidanlar verir

Peroksinitrit ONOO 107 sn Son derece reaktiftir ve nitrik oksit ve
stiperoksiti olusturur
Peroksi nitroz asit ONOO Oldukga Peroksinitritin protonlanmis sekli
H stable
Azot dioksit NO, sn Atmosfer kirliligi sirasinda olusur

Hiicreler ihtiyaglarina gore siiperoksit (O,7), hidrojen peroksit (H,O,) ve nitrik oksit
(NO) iiretirler. Bu nedenle, serbest radikallerin 6nemli ve faydali rolleri vardir. Bunlar;

e Oksidatif fosforilasyon da ADP’ den ATP iiretimi,




Sitokrom  P450  (enzim  oksitleyici)  tarafindan  ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonu,

Yaslanmis veya hasarli hiicrelerin apoptozu,

Makrofajlar ve sitotoksik lenfositler tarafindan mikro organizmalar ve kanser
hiicrelerinin 6ldiiriilmesi,

Oksijenazlarin prostaglandin ve lokotrienlerin tiretimi i¢in bir¢ok diizenleyici

islevleri vardir (Harman, 1955).

Serbest radikallerin oldukga kararsiz elektronlari oldugu i¢in hiicre igerisindeki

diger molekiillerle etkileserek daha kararli duruma ge¢mek isterler. Bunu da; bir

molekiilden bir hidrojen atomu (H") galarak, baska bir molekiille baglanarak ya da baska

serbest radikallerle cesitli sekillerde etkilesime girerek gergeklestirirler (Kopani, vd.,

2006).

Radikal — Molekiil Etkilesimi:

Doymamis sistemlere eklenir.  Genel reaksiyon; bir radikal ile aromatik

substitiientin yer degistirmesine dayanir.

2. AR X+Y - AR-Y +X-

Radikal — Radikal Etkilesimi:

Dimerlesme ile ya da radikal baglamayla gerceklesir. Lokalize radikallerin (metil,

fenil radikalleri) dimerlesmesi kolayca gerceklesir. Delokalize radikallerin dimerilesmesi

sadece ¢ozelti icinde gerceklesir.

3 R"+R SR _R™

Eger; R* = R ise reaksiyon dimerlesme reaksiyonu, R* # R™" ise reaksiyon

baglama ya da birlesim reaksiyonudur (Aruoma, 1998).
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Serbest radikallerin viicutta asir1 miktarda bulunmasi proteinlere ve niikleik asitlere
zarar verir, lipitlerde de peroksidasyona sebep olarak hiicresel fonksiyonlari bozar (Tola,
2014). Bu durum “oksidatif strese (hasara)” sebep olabilir.  Oksidatif stres, bir
organizmadaki pro-oksidatif ve antioksidan dengesindeki bozukluk olarak adlandirilir.
Sigara ve alkol tiikketimi, stresli hayat tarzi, ultraviyole, mikrodalga ve X 1smlarmin da
serbest radikallerin diizeylerini etkiledigi bilinmektedir. Radikaller; lipit, protein ve
niikleik asitler gibi 6nemli hiicresel bilesenlere zarar verebilir (Sies, 1997; Kopani, vd.,
2006). Bu hasar, aym1 zamanda bazi hastaliklarin olusumundan sorumlu tutulurken,
viicudun yaslanma siirecinde de bir etkiye sahiptir (Kawamoto, vd., 2005). Bu hasarlar,
antioksidan sistem ve antioksidan enzimler tarafindan bertaraf edilmektedir (Yokus ve

Cakir, 2002).

2.2.  Antioksidanlar

Antioksidanlar, serbest radikalleri veya serbest radikallerin eylemlerini ndtralize
eden maddelerdir (Sies, 1997). Antioksidanlar, zincir reaksiyonlarinda oksidasyonun
baglamasini ya da ilerlemesini engelleyerek diger molekiillerin oksidasyonunu geciktiren
veya Onleyen bilesikler olarak da tanimlanabilmektedir (Velioglu, vd., 1998; Kumar, vd.,
2015).



2.2.1. Antioksidan etki tipleri

Antioksidanlarin radikallere etki etmesi dort farkli sekilde olmaktadir (Cizelge
2.2.).

Cizelge 2.2 Antioksidan gesitleri ve etki etme sekilleri (Willcox vd., 2004)

Onleyici Radikal Yakalayici Onaric1— Yenileyici
Antioksidanlar Antioksidanlar Antioksidanlar
*E vitamini .
*Stiperoksit Dismutaz *C vitamini -Ug;kgliln(:lll : .ill'oteaz
*Glutatyon Peroksidaz Urat Kitotetioidles paz )
*Metallerle Kompleks Albumin “Flavonoidler *DNA Onaric1 Enzimler
Yapan Proteinler l l Transferazlar
l Zinei Zincirin Hasar1
Radikal ballnfa]inasm1 yaylmasiniya gidererekya
olusumunu baz - da zincirin da dokular1
onleyerek sonlanmasin yenileyerek
7 bozarak <
3

K A:'..“ K
Serbest Lipid E | Zincir
Baslatici *Radikal # Radikali - Oksidssyai #‘ Zarar ‘-‘ Hastalik ‘

2.2.1.1. Toplavic (supiiriici) etki

Antioksidanlar serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlari tutmaktadir ya da
daha etkisiz bagka bir molekiile ¢evirmektedir. Serbest oksijen radikallerinin etkisini bu
sekilde engellenmesi toplayici etki olarak tanimlanmaktadir. Bu tip etki gdsteren
antioksidanlar; antioksidan enzimler, geraniol 6rnek olarak verilebilir (Akkus, 1995;
Gokpinar, vd., 2006; Choi, vd., 2000).



2.2.1.2. Bastirici (sondiirme) etki

Antioksidanlar SOR ile etkileserek onlara bir hidrojen iyonu verip aktivitelerini
azaltir ya da nétr hale doniistiirerek inaktive hale getirmektedirler. Bu etkiye timetazidin,

mannitol, vitaminler ve flavonoidler sahiptir (Akkus, 1995; Gokpinar, vd., 2006).

2.2.1.3. Zincir reaksiyvonlarim kirma etkisi

Antioksidanlar serbest oksijen radikalleriyle birleserek reaksiyon zincirlerini
kirarak fonksiyonlarini engellemektedirler. Hemoglabin, seruloplazmin ve agir mineraller

oksidanlar1 kendine baglayarak inaktive hale getirirler (Akkus, 1995; Gokpinar, vd., 2006).

2.2.1.4. Onarici etki

Serbest oksijen radikallerinin neden oldugu hasarlara kars1 iyilestirici etki gosteren

antioksidanlardir (Akkus, 1995; Gokpinar, vd., 2006).

2.2.2. Endojen kaynakh antioksidanlar

Serbest radikaller viicutta artmaya basladig1 zaman, antioksidanlar oksidan hasarini
azaltmak icin viicutta savunmaya gecerler. Antioksidanlar, hiicre i¢cinde ve hiicre diginda
olmak iizere ¢cok genis bir alanda savunma yapmaktadir. Enzim olan endojen kaynakli
antioksidanlar c¢esitli formlarda bulunabilir. Ornegin; glutatyon peroksidaz membran,
sitozol ve plazmadan izole edilir. Siiperoksit dismutazin da sitozol, membran ve hiicre dis1
formlar1 bulunmaktadir. Antioksidanlarin bulundugu yerler ve seviyelerinin cesitlilik

gostermesi hiicrenin hayatta kalmasiyla ilgili olmaktadir (Willcox, vd., 2004).

Endojen kaynakli antioksidanlardan enzim olmayanlar; transferrin, melatonin,
seruloplazmin, miyoglobin, hemoglobin, bilirubin, ferritin, glutatyon, sistein, metiyonin,

urat, laktoferrin, albumin olarak siralanabilir.
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Enzim olan endojen kaynakli antioksidanlar ise; siiperoksit dismutaz (SOD),

glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon S — transferazlar (GST), katalaz (CAT),

mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi ve hidroperoksidazlar sayilmaktadir (Akkus, 1995;

Gok, vd., 2006).

Stiperoksit dismutaz (SOD); en etkin antioksidanlardan biridir. Hiicre i¢inde Cu —
Zn SOD (SOD 1) sitozolde, Mn SOD (SOD 2) mitokondride ve EC (ekstra cellular)
SOD (SOD 3) ekstraseliiler de olmak iizere ii¢ adet izoenzimi bulunmaktadir.
Oksijenden 1ilk olusan reaktif {iriin olan siiperoksit anyonunu hidrojen perokside
(H202) ve oksijen molekiiline (O,) doniistirmektedir (Tekcan, 2009; Dervis,
2011).

4. 20,"+2H > H,0,+ 0O,

Glutatyon peroksidaz (GPx); hidrojen peroksit (H,O;) ve biiyiik molekiillii lipid
hidroperoksitleri indirgeyerek suya (H,O) doniistiiriir. GPx, ortamda ¢ok miktarda
hidrojen peroksit olmast durumunda glutatyonu (GSH) okside glutatyona
(glutatyon disiilfir GSSH) oksidasyonunu katalizlerken, hidrojen peroksidi suya
doniistirmektedir (Demirsoy, vd., 2004). Selenyuma bagimli ve bagimsiz olmak

tizere iki ¢esit glutatyon peroksidaz bulunmaktadir.

Selenyuma bagimli enzim (GPx) hidrojen peroksit rediiksiyonu i¢in daha az

kapasiteyle gergeklestirmektedir. Selenyuma bagimli olan glutatyon peroksidaz sitozolde

bulunmaktadir.

Selenyuma bagimli olmayan glutatyon peroksidaz yani glutatyon S — transferazlar

(GST) ise organik hidroperoksitleri tercihli olarak kullanmaktadir (Ardag, 2008; Yilmaz,
vd., 2008).

GST
5. ROOH +2 GSH — GSSG + ROH + H,O

GPx
H,O, + 2 GSH ——» GSSG + 2 H,0
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e Katalaz (CAT); hidrojen peroksidin zararli etkisini yok etmekte ve elektron
vericiye ihtiyact olmamaktadir. Hiicrede peroksizomlarda bulunmaktadir (Young

ve Woodside, 2001).

Hidrojen peroksidi iki asamali olarak katalizlemektedir.

6. Katalaz — Fe (11l) + H,O, -2 Bilesik I
Bilesik I + H,O, - Katalaz — Fe (111) + 2 H,0 + O,

Net reaksiyon 2 H,O, 2 2 H,0 + O,

e Mitokondriyal sitokrom oksidaz enzimi; solunum zincirinin son enzimidir ve

stiperoksidin (O,") zararl etkisini yok etmektedir (Akkus, 1995).

7. 40, +4H +4¢ > 2H,0

2.2.3. Eksojen kaynakh antioksidanlar

Diyet antioksidan savunma sisteminin {iiretimi agisindan Onemli bir rol
oynamaktadir. E ve C vitamini, B — karoten, flavanoidler dahil diger antioksidan bitkisel
fenoller ve esansiyel mineraller gibi temel besin maddelerini igeren besinlerin alinmasi
antioksidan enzimlerinin olusmasina yardimei olmaktadir. Ornegin; SOD ¢inko icerirken,

glutatyon peroksidaz selenyum igcermektedir (Willcox, vd., 2004).

Eksojen kaynakli antioksidanlar1 vitamin, gida ve ila¢ olmak {izere ii¢ grupta

toplayabiliriz.

2.2.3.1. Vitamin olan eksojen kaynakh antioksidanlar

E ve C vitamini, § — karoten ve folik asit (folat) bu grupta yer almaktadir.
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E vitamini (o — tokoferol); hiicrede bulundugu yerler; dolanan lipoproteinlerde ve
membranlardadir. Membranda bulunan yag asitlerini lipit peroksidasyonundan
korumaktadir. Lipit peroksidasyonu sirasinda olusan radikaller a tokoferol ile birleserek,
zincir kiritlmaktadir. Bir molekiil a — tokoferol yiiz molekiil ¢oklu doymamis yag asidini
peroksidasyondan koruyabilmektedir. E vitamini, peroksitleri bir hidrojen atomu vererek
notriilestirmektedir (Memisogullari, 2005; Okcu ve Keles, 2009; Dervis, 2011).

C vitamini (askorbik asit); kan ve plazmada serbest oksijen radikallerini ortamdan
stiptiriici  etkisiyle ilk savunmay1 gergeklestirerek E vitamininin aktivasyonunu
tamamlamaktadir (Tekcan, 2009; Dervis, 2011).

B — karoten; yapisinda bulunan cifte baglardan dolay1 sari, turuncu ya da kirmizi
renkte bulunmaktadirlar. A vitamine dontisebildigi i¢cin plazma dengesi saglanmaktadir.
Karotenoidler, serbest oksijen radikal siipiiriiclilerdir. Antioksidan aktivitesi, yapisinda
bulunan konjuge ¢ifte baglar sayesinde olmaktadir (Ardag, 2008; Yilmaz, vd., 2008;
Dervis, 2011).

2.2.3.2. Gidalarda bulunan eksojen kaynakh antioksidanlar

Butylated hydroxytoluene (BHT), butylated hydroxyanisole (BHA), sodium
benzoate, ethoxyquin, propylgalate ve Fe — superoxyde dismutaz gidalarda bulunan

eksojen kaynakli antioksidanlara 6rnek olarak verilmektedir (Akkus, 1995).

2.2.3.3. ilaclar olarak kullanilan eksojen kaynakh antioksidanlar

Ksantin oksidaz inhibitorleri (allopiirinol, oksipiirinol, pterin aldehit, tungsten),
NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokalanestezikler, kalsiyum kanal blokerleri),
endojen antioksidan aktiviteyi arttiranlar (GSH — Px aktivitesini artiran ebselen ve
asetilsistein), nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (mannitol, albiimin), sitokinler

(TNF ve IL — 1), barbitiiratlar, demir selatorleri sayilmaktadir (Akkus, 1995).
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2.3.  Terpenler ve Geraniol

Terpenler, dogada yaygin olarak bulunan bilesiklerdir.  Genellikle bitkilerde
bulunurlar ve kiiciik molekiillii olanlar1 bitkilerin yapraklari, ¢igekleri ve meyve
kabuklariin segkin kokularini olusturmaktadirlar. Agaclardan terpen emisyonunun yilda

4,8x10* g oldugu diisiiniilmektedir (Zimmerman, vd., 1978).

Terpenler, izopren lipidlerin tiirevi olarak smiflandirilmaktadir. Izoprenoidler, 5
karbonlu bir alken olan izproenden tiireyen bilesiklerdir. Izopren (2metil — 1,3 — butadien)
oligomerleri olarak tamimlanmaktadirlar (Sekil 2.2). izopren oligomerlerinden; karbon
sayist 10 olanlara monoterpen, karbon sayist 15 olanlara seskiterpenler denilmektedir

(Cizelge 2.3) (Giines,2010).

CH,
I

,C _ CH,
H,C C

Sekil 2.2 Izopren (http://www.food-info.net/pl/ga/ga-fi69.htm)

Terpen adi terebentin yagindan gelmektedir. Terebentin yagi 6zellikle bazi
camgillerin kendiliginden salgiladigi, kabuklar1 veya filizlerinin kesilmesi ya da

soyulmasiyla da agiga cikabilen hos kokulu ve viskoz bir maddedir.

Cizelge 2.3. Terpenlerin siniflandirilmasi (Giines, 2010)

Karotenoidler 8 40
Kauguk >100 >500

Terpenler Izopren Sayisi Karbon Atomlar:

1 Monoterpenler 2 10
2 Seskiterpenler 3 15
3 Diterpenler 4 20
4 Sesterpenler 5 25
5 Triterpenler 6 30
6

7
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2.3.1. Monoterpenler

Monoterpenlerin hemen hemen hepsi bitkiler tarafindan olusturulmaktadir
(Hylemon ve Harder, 1998). Sudaki ¢oziiniirliikleri olduk¢a az olmasina ragmen,
yeraltinda gecgen siire ile difiizyonla bilesiginin ayrilmasi i¢in yeterlidir (Weidenhamer, vd.,
1993).

Monoterpenler baharatlarda, yenilebilen ve sifali bitkilerin yani sira eskiden
kullanilan ilaglarda bulunmaktadir. Ayrica; c¢esitli gidalarda ve alkolli ve alkolsiiz
iceceklerin iiretiminde tat verici katki maddesi olarak, parfiim sentezinde ara {iriin olarak,
kisisel bakim iiriinlerinde ve evlerde kullanilan genel temizlik maddelerinde (deterjan,
bocek kovucu, sabun vb) esans olarak olduk¢a yaygin ve cesitli kullanim alanlari
bulunmaktadir (De-Oliveira, vd., 1997). Bitkilerde tozlasmay1 saglamak i¢in ¢gekici madde
olurken, mantar 6ldiiriicii olarak savunmaya yardim eder ve otgul olarak beslenen canlilara

kars1 caydirici olarak ekolojik rollere sahiptir (De Carvalho ve da Fonseca, 2006).

Monoterpenler, bitkilerde dogal olarak bulunan biyolojik olarak aktif kimyasal
bilesik olan bitki kokenli kimyasallarin sinifina girmektedir. Bu tiir bilesikler yaygin
olarak tiiketilen meyve ve sebzelerde bulunmaktadir. Son donemlerdeki caligmalar,
monoterpenlerin anti timor aktivitelerini ve bilesenlerinin kanseri kimyasal yollardan
Onleyen yeni bir smif ajan oldugunu gostermistir. Kanser biyolojisinde yeni bir yaklagim
olan; kanseri kimyasal yollardan onlemede dogal, sentetik veya biyolojik maddelere
basvurulmaktadir. Bu sayede tiimor hiicrelerinin olusumu 6nlenebilmekte ya da varolan

timor hiicrelerini bastirabilmektedir (Ji, vd., 2002; Madankumar, vd., 2013).

2.3.2. Geraniol

Geraniol, bilinen en eski organik bilesiklerden biridir. Terpenlerde ve cesitli
bitkilerde bulunmaktadir. Giil ve palmasora yaginin ana maddesi olarak bulunurken, limon
zencefil, giil, portakal vb bitkilerin i¢inde aktif bir bilesen olarak temel yag olarak
bulunmaktadir (Miyazawa, vd., 1998; Hamiza, vd., 2013).
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Geraniol (2,6-dimetiltrans-2,6-oktadien-8-ol ya da 3,7-dimetilokta-trans-2,6-dien-1-
ol) kapali formiilii C1oH1g0 olan asiklik monoterpen bir alkoldiir. Geranial (trans) ve nerol
(cis) olmak iizere iki adet izomeri bulunmaktadir (Sekil 2.3) (Chen ve Viljoen, 2010;
Madankumar, vd., 2013).

CH>OH

Geraniol Nerol

Sekil 2.3 Geraniol ve Nerol’ {in kimyasal yapist (Chen veViljoen, 2010)

Geraniol agik sar1 renkli berrak bir yagdir. Geranioliin karakteristik giil kokusu ve
giil gibi tath, mumsu, turunggillere benzeyen bir tad1 vardir. Organik ¢oziiclilerin cogunda
¢oziinilir fakat suda ¢oziinmez. Bitkilerin vejetatif dokularinda ve bir¢ok ¢igekten yayilan
kokularin sahibi, geranioldiir. Cogu zaman oksidasyon iiriinleri ile (geranial ve neral)

birlikte bulunmaktadir (Regev ve Cone, 1976; Burdock, 2010).

2.3.2.1. Geraniol biyosentezi

Geraniol, geranil difosfattan (GPP) ortak bir iyonizasyon bagimli reaksiyon
mekanizmasina gore ilgili sentezleri tarafindan tiiretilmektedir. GPP, izopentenil difosfat
(IPP) ile dimetilalil difosfat (DMAPP) kuyrugun bas kisminin yogunlagmasi araciligiyla
sentezlenmektedir. IPP sirasiyla sitoplazmik asetat — mevalonat ya da son zamanlarda
bulunan plastide olmayan mevalonat  (piruvat/trioz — fosfat) yolu ile geraniol
saflastirilmaktadir (Mahmoud ve Croteau, 2002). Geranioliin biyosentezi genel olarak
mevalonat yolu ile olmakla birlikte, mevalonat icermeyen bazi bitkilerdeki biyosentezi
yolaklar tarafindan oldugu bilinmektedir (Luan ve Wiist, 2002). lijima ve arkadaslari,
feslegenin semsiyemsi bezlerinden geraniolii ilk saflastiran kisilerdir. Geraniol sentaz
(GES), feslegenin semsiyemsi bezlerinde karakterizedir ve bu yolla geraniol {iretimi son

derece ozeldir (lijima, vd., 2004). Daha sonralar1 tar¢inda tanimlanan geraniol sentazi
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izole ederek E.coli’ nin ¢cDNA klonunun aktif bdlgesine aktarilarak elde edilmeye

baslanmistir (Yang, vd., 2005).

2.3.2.2. Geranioliin antioksidan aktivitesi

Geranioliin yapilan arastirmalar sonucu radikallere karsi belirgin bir siipiiriicii etki
gosterdigi goriilmektedir (Choi, vd., 2000). Stresli hiicreler ile 6nceden miidahale edilmis
hiicreler karsilastirildiginda lipit peroksidasyonu, serbest NO ve SOR iiretimini geranioliin
onemli Olclide azalttigi tespit edilmektedir. Ayrica geraniol, SOR’ a kars1 6nemli bir

koruma gostermektedir (Chen ve Viljoen, 2010).

2.3.2.3. Geranioliin anti kanser aktivitesi

In vivo ve in vitro olarak yapilan arastirmalar; geranioliin bircok insan kanseri
tiirline kars1 anti kanser aktivitesi gosterdigi ve pankreas ve diger kanser tiirlerine kars1 da
kemoterapik etki gosterdigi goriilmiistir (Burke, vd., 1997). Geranioliin, hepatoma ve
melanoma tizerinde hiicre bliylimesini engelleme etkisi bulunmaktadir (Polo and De Bravo,
2006). Insan kolon kanseri iizerindeki gogalmaya karsi etkisinin hiicre déngiisiiniin S
fazinda hicrelere blokaj uygulayarak DNA sentezini azaltmaktadir (Carnesecchi, vd.,
2004).

2.4.  Iskemi Reperfiizyon

Atar ve toplardamarlarda kan akiginin azalmasi ile bagli oldugu organin veya
dokunun beslenememesi sonucu oksijenden yoksun kalmasina “iskemi” denilmektedir. Bu
durum hiicresel enerji depolarinin bosalmasi ve toksik metabolitlerin birikmesi sonucunda
hiicre 6liimiine neden olmaktadir. Iskemik dokunun hiicre rejenerasyonu ve toksik
metabolitlerin temizlenmesi i¢in kan akiminin tekrar baslamas1 gerekmektedir. Tekrar kan
akiminin baslamasina “reperfiizyon” denilmektedir (Birincioglu, 2012; Zimmerman ve
Granger, 1992). Iskemi, eger geri doniisiimlii ise reperfiizyon sayesinde hiicrede enerji

depolar1 ve hiicresel korunmasi geri kazanilabilir (Karabiga, 2007). Ayrica reperfiizyon,
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toksik metabolitleri uzaklastirmada da énemli bir etkiye sahiptir (Zimmerman ve Granger,
1992).

Tekrar kan akimi sadece iskemi ile birlikte olusan hasara gore daha ciddi hasarlara
yol actig1 i¢in bir ¢ekiliski olugsmaktadir. Reperfiizyon doneminde gozlenen bu hasara
hiicre icine molekiiler oksijen girisi ile birlikte hizla olusan serbest oksijen radikal ve

tiirevleri basta olmak {izere birgok mekanizma sebep olmaktadir (Wilhelm, 1989).

Reperfiizyon hasarinda en hassas olan hiicresel yapilar; zar lipitleri, proteinler,

niikleik asitler ve deoksiriboniikleik asit molekiilleridir (Wilhelm, 1989).

Reperfiizyoniin hiicrede yarattig1 hasarlar, su sekilde siralanabilir;
e Enerji kaybima ugrayan organda reperfiizyon sirasinda Ca®* taginmast,
e Hasarli endotele, notrofilin birikmesi,
e Ksantin oksidaz kaynakli serbest oksijen radikallerinin olusmasi,
e Hiicrede enerji acigimin meydana gelmesi ve adenin niikleotidinin

saglanamamasi1 nedeniyle hiicrede hasar meydana gelmektedir (Yiizer,

2008).

Iskemik donemde hiicrede yapisal ve metabolik bazi degisiklikler goriilmektedir.
Dokuya gelen kan akimimim durmasiyla hiicresel oksidatif fosforilasyon ve enerji sentezi
azalmaktadir (Jennings ve Reimer, 1991). Hiicrede enerji depolarinin bosalmasi ile hiicre
zarinda bulunan Na*, K - ATPaz pompasinin engellenmesi ile hiicre icinde Na* ve Ca"™”
iyon konsantrasyonlar: artmaktadir.  Hiicre icinde Ca’™ konstrasyonunun artmasi
sitotoksiteye neden olmaktadir (Green, vd., 1989; Orrenius, vd., 1992). Bu sirada hiicrede
meydana gelen iyon konstrasyonunun degisimi proinflamatuar sitokinlerin 16kosit
adhezyon molekiilerini artirmasi, antioksidan enzimlerinin olusumunu azaltmaktadir. Bu
durumda hiicreyi reperfiizyon sirasinda meydana gelen hasarlara karsi korumasiz
birakmaktadir.  Iskemi sirasinda ATP iiretimi dursa bile ATP kullanilmaya devam
edilmektedir. ATP’ den AMP ve adenozin olusumuyla, adenozinin hiicre disina ¢ok hizl
bir sekilde difiizyonu gergeklesir ve inozin ve hipoksantine parcalanir. Hiicrede purin
metabolitlerinin birikimine ve ksantin dehidrogenazin (KDH) ksantin oksidaza (KO)

dontigiimiine yol agmaktadir. Normal sartlarda hipoksantin NAD™ ile {irik aside
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doniismektedir. Iskemi ya da hipoksi durumunda ise KDH KO’ a doniistiigiinden
hipoksantinin {irik aside doniisiimii KO tarafindan NAD™ yerine molekiiler oksijen

kullanilarak olmaktadir (Parks, vd., 1988).

Iskemi reperfiizyon hasarinin fizyopatolojisi ile ilgili cesitli faktorler ileri
stiriilmektedir. Bunlarin birbirleriyle olan iliskileri karisik olsada, hiicresel ve humoral
olaylar serileridir.  Ozellikle; serbest oksijen radikalleri, polimorf niiveli lokositler
(PMNL), kompleman sistemi ve endotel hiicreleri olmak iizere baslica dort faktér hasarin

nedenleri arasinda sayilmaktadir (Homer-Vanniasinkam, vd., 1997).

Reperfiizyon yaralanmasi, iskemik yaralanma sonucu baglangi¢ hasarinin

olusmastiyla saatler ve giinler boyunca gelismektedir (Kosieradzki ve Rowinski, 2008).

Onarim ve yenilenme siirecleri hiicresel apoptoz, otofaji ve nekroz ile birlikte
ortaya ¢ikmaktadir ve bir organin kaderi hiicre 6liimii ya da yenilenmenin olup olmamasina
baglidir. Apoptozun ger¢eklesmesi i¢in enerji ve protein sentezi gerektiginden, en fazla

reperfiizyon sonrasinda meydana gelmektedir (Kosieradzki ve Rowinski, 2008).

2.4.1. Geri doniisiimlii ve geri doniisiimsiiz iskemik hasar

Iskeminin devamli olmasi halinde, dokularda meydana gelen bozukluklarin geri
doniislimii olmaz, eger kan akimi tekrar saglanirsa hasar geri doniislimlii olmaktadir.
Geriye doniisiimsiiz hiicresel hasarin baslamasindaki en kritik dénemin Ca™ iyon
homeostazisinin bozulmasi olarak diistiniilmektedir (Gelman, 1995; Mauney, vd., 1995;
Tetik ve Giirbiiz, 2000).

2.4.1.1. Geri doniisiimlii iskemik hasar

Iskemi ilk o&nce oksijenli solunumu hasara ugratmaktadir. Hipoksi sonucu
mitokondrideki oksidatif fosforilasyonu engelledigi i¢in ATP olusumu yavaslamakta ve en
sonunda durmaktadir. ATP kaybi nedeni ile hiicre i¢inde bulunan ¢esitli sistemlerin cogu

etkilenmektedir. Ozellikle hiicre zarmin quabain duyarli ATP aktivitesinin azalmasi ile
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b

zarda aktif Na® pompasinda yetersizlige bunun sonucunda da hiicre i¢inde Na™ un
birikmesine ve hiicreden K™ un disar1 atilmasma neden olmaktadir. Kati maddelerinin

birikmesine izoozmotik su birikimi de eklenerek hiicrede, akut hiicresel sisme meydana

gelmektedir (Robins, vd., 1979).

Iskeminin ilk dakikalarinda asiri uyarilan glikolitik yol, ortamda sitrat, laktat,
NADH birikimine ve asidozun meydana gelmesiyle doku inhibe olmaktadir. Iskemik
dokuda mevcut olan oksijen oksidatif fosforilasyonu desteklemek i¢in yetersiz kalmakta ve
glikoliz sonucu olusan piruvatin Krebs donglisiine girisini saglayamamakta ve laktata
dontismesine neden olmaktadir. Glikoliz; laktik asit ve fosfat tiirevlerinden hidroliz
sonucu meydana gelen inorganik fosfat birikimine neden olmakta ve bu da hiicre i¢i pH’
i diisiirerek asidoza neden olmaktadir.  Ileriki donemde ribozomlar, graniillii
endoplazmik retikulumdan (GER) ayrilarak, polizomlar1 monozomlara parcalamaktadir.
Hipoksi devam ederse, zar gegirgenligi daha da artmakta ve mitokondri fonksiyonlar: da
azalmaktadir. Bu durum, hiicre yiizeyinde tomurcuklanmalari olusturmaktadir.
Sitoplazmada veya disinda organel zarlarina benzer plazmadan koken alan, konsantrik
laminali myelin figiirler meydana gelmektedir. GER genislemekte ve tiim hiicre belirgin
olarak sismektedir. Tiim bu hasarlar dokuya tekrar oksijen verildiginde geri dontistimliidiir
fakat iskemi devam ederse geri doniisiimsiiz hasar meydana gelmektedir (McDougal,
1985).

2.4.1.2. Geri doniisiimsiiz iskemik hasar

Geri doniisiimsiiz zedelenme yapisal olarak mitokondri ve kristalarinda asiri
vakuolizasyon, plazma zarinda yiiksek diizeyde zedelenme, lizozomlarda sisme; 6zellikle
de iskemik alan yeniden beslenirse hiicre i¢inde yogun kalsiyum tutulumu ile birlikte
goriilmektedir. Geri doniisiimsiiz iskemik hasarinin erken bulgulari mitokondride 30 — 40
dakika da goriilmektedir. Proteinler, temel koenzimler, RNA asir1 gegirgen olan zarlar
yiiziinden siirekli kaybedilmektedir. Hiicreler, hiicre i¢i yliksek enerjili fosfatin yapiminda
kullanilacak ATP’ nin yeniden olusumunu saglayacak, yasamsal Oneme sahip olan
metabolitlerini de kaybetmektedir. Hiicre i¢indeki pH’ 1n diismesi ile birlikte lizozom

zarlar1 zedelenerek, enzimler sitoplazmaya ge¢mektedir.
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Asit hidrolazlarinin aktiflesmeye baslamasi ile sitoplazmik ve cekirdek yapilar
sindirilmektedirler. Bu durum, hiicre 6liimiine kadar gitmekte, hiire organelleri devamli
parcalanmakta ve hiicresel enzimler hiicre disina sizmaktadir. Sonugta; 6lii hiicreler
myelin olusumlar ve fosfolipitlerden meydana gelen biiylik kitlelere doniismektedirler.
Daha sonra diger hiicreler tarafindan fagosite olmakta veya yag asitlerine kadar
pargalanmaktadirlar. Yag asitlerinin kalsifikasyonu ile de kalsiyum sabunlar1 olugsmaktadir

(Chien, vd., 1978).

Hipoksi sonucu geri doniisiimsiiz degisikliklerin gelismesi i¢in gegen siire dokudan
dokuya farklilik gdstermektedir. Iskelet kaslar1 saatlerce hipoksiye direnebilirken, beyin

icin bu siire ¢ok kisadir, kalp iginse yaklasik 60 dakikadir (Cavdar, vd., 1997).

Iskemi sirasinda meydana gelen bu hasarlar, reperfiizyon sirasinda olusan hasarlarin

baslangici kabul edilmektedir (Grace, 1994).

Son yillarda hayvan deneylerinde serbest oksijen radikallerinin bdbrek
hastaliklarinda patofizyolojik Onemleri saptanmaktadir. Bobrek dokusu veya idrarda
oksidan hasar tirtinlerinin bulunmasinin yaninda serbest oksijen radikalleri inhibitérleri ile

koruyucu etki géstermesi bunun bir kaniti sayilmaktadir (Nath, vd., 1994).

Bobreklerde meydana gelen ve doku hasarina neden olan oksidan radikaller,
antioksidan savunma sistemleri ile temizlenmektedirler. Kronik bdbrek yetmezligi
durumunda ise oksidan — antioksidan dengesi bozuldugu igin serbest oksijen radikalleri

artmakta, antioksidan savunmasi ise azalmaktadir (Kuroda, vd., 1985).

2.5. Bosaltim Sistemi ve Bobrekler

2.5.1. Bosaltim Sistemi Fizyolojisi

Viicudun i¢ dengesine katilan en onemli organ sistemlerinden birini bosaltim
sistemi olusturmaktadir. Viicut sivilarinin hacim ve igeriginin, kan basincinin, pH’ nin, su

ve elektrolit dengesinin diizenlenmesi, hiicrelerde metabolizma sonucu olusan ve kana
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verilen artik irlinlerden kanin temizlenmesi bosaltim sistemi (Sekil 2.4) fonksiyonlari

arasinda sayilmaktadir (Bullock J, 2001).

Atardamarlar

Adrenal bez

idrar kanal
(ureter)

Alt ana
Toplardamar

(uretra)

Sekil 2.4 Bosaltim sisteminin yapisi (Aydin,2006)

Bobreklerin kani siizmesi sonucu idrar meydana gelmektedir. Ureterler araciligi ile
idrar kesesinde toplanan idrar, iiretra yardimiyla disar1 atilmaktadir. Idrarla atilan en
onemli metabolizma artiklari; nitrojen igeren iire ve iirik asit gibi artiklardir. Protein ve
piirin bazlari, nitrojen artiklarinin en 6nemli kaynaklarindandir. Proteinlerin pargalanmasi
sonucu amonyak olusmaktadir. Amonyak, hiicreler icin asir1 toksik oldugundan dolay1
karacigerde daha az toksik olan iireye ¢evrilmekte ve bobrekler araciligi ile disarn
atilmaktadir.  Plirin bazlarinin pargalanmasiyla ise {lirik asit meydana gelmektedir

(Thadhani, vd., 1996).

2.5.1.1. Bobrek anatomisi

Karin zar1 arkasinda, omurganin yanlarinda on ikinci torakal (omur) ve liglincii
lumbal vertebralar (bel omurlar1) seviyesinde ¢ift organ olarak bulunmaktadirlar. Sol

bobrek sag bobrege oranla biraz daha yukarida bulunmaktadir. Bobregin uzunlugu 12 cm,
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genigligi 5 — 7 cm, kalinligr ise 3 — 4 cm civarinda olmaktadir. Agirligi ise erkeklerde
ortalama 150 g iken kadinlarda 125 g civarinda, 6n ve arka yiizii, i¢ ve dis olmak iizere iki
kenari, alt ve iist ucu bulunmaktadir. On ve arka yiizlerinin ikisi de konvekstir. I¢
kenarinin ortasinda bulunan hilus renalis denilen yarik sayesinde, bobregin iginde bulunan

ve siniis renalis denilen bosluga girilmektedir (Odar, 1986; Tisher ve Madsen, 1991).

Bobregin hilusunu olusturan kisimda bobrege giren ve ¢ikan damarlar ve sinirler,
renal pelvis ve bunlarin arasini dolduran yag dokusu bulunmaktadir. Hilusta 6nde bobrek
toplardamari, ardinda bobrek atardamart ve en arkada bobrek pelvisi seklinde
siralanmaktadir. Lenf damarlar renal pelvisin etrafinda bulunurken, sinirler renal arterin

etrafinda bulunmaktadir (Guyton, 1991).

Bobrekler, dikey sekilde kesildiginde dis kisminda korteks, i¢ kisminda medulla
denilen iki ana bolge bulunmaktadir. Bobregin medullasinda bdbrek piramitleri denilen
koni seklinde ¢ok sayida doku kitleleri bulunmaktadir. Piramitlerin tabani1 korteks ile
medulla siirindan baslar ve tireterin huni bi¢iminde {ist ucunun devamindan olusan bobrek
pelvisinin devamina dogru uzanan papillada son bulmaktadir. Pelvisin dig sinir1 major
kaliks denilen agik ceplerle asagi dogru uzanir ve her papillada tiiplerden idrar toplayan
mindr kalikslere ayrilmaktadir (Sekil 2.5). Kalikslerin; pelvisin ve iireterlerin duvari idrari

mesaneye dogru ilerleten kasilabilir elemanlart mevcuttur (Guyton, 1991).

Bobrek atardamari, hilum bolgesinden bobrek toplardamari ve tireter ile birlikte
bobrege girer ve interlobiiler, arkuat, interlobiiler arterlere ve afferent arteriollere (getirici
damar) ayrilmaktadirlar. Afferent arterioller, glomeriiler kapilleri olusturmaktadir. Her
glomeriil kapillerinin distal ucu, bobrek tiibiillerini ¢evreleyen ve peritiibiiler efferent
arteriyolii (gotiirici damar) olusturmak i¢in bir araya gelmektedir (Sekil 2.5). Peritiibiiler
kapiller arteriyoler damarlara paralel seyreden vendz sistemin damarlarina bosalirlar ve
bunlarda sirasiyla; interlobiiler ven, arkuat ven, interlober ven ve son olarak da bobregin
renal arterine komsu olarak bobrek venini olusturmaktadirlar (Navar L.G., 1995; Lance
D.D., 1996).
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lobulleraras: Taplayece
roplardamanr karnal
Mcedrilla

piramidi \

Tobiilleraras:
arardamar

Bowman
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Medulln ku‘:’:;
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SOL BOBREGIN KESITI

Bobrok kofonn

Sekil 2.5 Bobregin i¢ yapist
(http://www.biyolojisitesi.net/tum%20uniteler/bosaltim/bobregin_yapisi.html)

2.5.1.2. Nefron yapisi

Insanda her bébrek bir milyona yakin nefrondan olusmaktadir. Bobrek hasar,
hastaliklar veya yaslanma sonucu nefron sayisinda azalmalar meydana gelmektedir. 40
yasindan sonra islev goren nefron sayisi her 10 yil igin %10 azalma gostermektedir

(Guyton, 1991).

Nefronlar, bobreklerde idrarin olusmasini saglayan en kiigiik tnitelerdir. Bir
nefron; ¢ift yaprakli Bowman kapsiilii i¢ine yerlesmis olan kapiller damarlar tarafindan
olusturulmus glomeriil yumag: ve tiibiiliislerden meydana gelmistir. Kanin filtre edildigi
yer glomeriil yumagi, idrarin olustugu yer ise tiibiillerdir. Kan, glomeriiliislarla Bowman
kapsiiline giren afferent arteriyol ile kapiller bolgesine getirilmekte, kan burada
stizlildiikten sonra kapsiil i¢inde kapiller damar yumag: olusturulup, efferent arteriyol ile
Bowman kapsiiliinden ¢ikmaktadir. Nefronlarin tiibiiller kismi1 Bowman kapsiiliinden

baslayarak dort boliimden meydana gelmektedir. Bunlar; proksimal tiibiiliis, Henle kulbu,
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distal tiibiiliis ve toplayici kanallardir. Bowman kapsiiliinden proksimal tiibiiliise ulasan
stiziintii, toplayici kanallara ulagtiginda idrar haline gelmektedir (Sekil 2.6). Olusan idrar
bobreklerin pelvis bolgesinde toplandiktan sonra iireterlere gonderilmektedir (Guyton,

1991; Kon, 1995; Madox ve Brenner, 1996) (Bkz. Sekil 2.3.).

Idrar toplama
canal

Bowman
Kapsalii

Atardamar

Glomerulus

Toplardamar

Henle kanal

Kilcal damarlar

Nefron

Nefronun yapisi

Sekil 2.6 Nefron yapisi
(http://www.biyolojisitesi.net/tum%20uniteler/bosaltim/nefronun_yapisi.html)

Idrarm olusmasi i¢in nefronlarda ii¢ asama; filtrasyon, geri emilim (reabsorbsiyon)

ve salgilama (ekskresyon) gerceklesmelidir.

Filtrasyon; glomeriil kapiller yumagina gelen kanin proteinler ve hiicreleri disindaki
tim maddeler Bowman kapsiiliinde filtre edilmektedir. Protein disinda plazmanin yapisi
ile siizlintii hemen hemen aynidir. Glomeriil kapillerindeki filtrasyon hizi1 (GFR), birim
zamanda sliziilen plazma miktar1 olarak tanimlanmaktadir. Normal sartlarda bobrekler
dakika da 125 ml plazmay1 stizmektedir, bu da giinde 180 It filtrasyon miktarina denk
gelmektedir. Bobreklerdeki filtre miktarinin bu kadar fazla olmasina ragmen giinde 1 — 1,5
litre idrar disar1 atilmaktadir. Bunun nedeni; siizlintlinlin %99’ u tiibiillerden gegerken geri

emilerek kana tekrar verilmektedir.
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Geri emilim (reabsorbsiyon); siizlintli i¢indeki su ve maddeler basit difiizyon ve
aktif tasima ile once tiibiil epitel hiicrelerine, buradan da kana geri emilmektedirler. Geri
emilim organizmanin ihtiyact dogrultusunda diizenlenmektedir. Geri emilimin %90’ 1
proksimal tlibiil de gergeklesmektedir. Geri emilen maddeler, meydana gelen osmotik
basing nedeni ile bir miktar su da geri emilmektedir. Tiibiillerde geri emilemeyen madde

miktariin artmasi suyun geri emilimini de azaltacagindan ditlireze neden olmaktadir.

Salgilama (ekskresyon); idrar olusmasi sirasinda bazi maddeler tiibiil epitel
hiicreleri tarafindan dogrudan tiibiiller i¢ine salgilanmaktadir. Bazi maddeler ise hem
glomeriil filtrasyon yolu ile hem de salgilama ile idrara ¢ikmaktadir. Kreatinin bu tiir

maddelere en iyi 6rnek olmaktadir (Kon, 1995; Madox ve Brenner, 1996).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Deneysel ¢alismamizin tamami; Eskisehir Osmangazi Universitesi, Fen-Edebiyat
Fakiiltesi, Biyoloji Bdliimii; Deney Hayvanlar1 Laboratuvari, Molekiiler Biyoloji ve
Toksikoloji Laboratuvarinda gerceklestirilmistir.  Calismamiz  Eskisehir Osmangazi
Universitesi Tibbi ve Cerrahi Deneysel Arastirma Merkezi Etik Kurulunun 328/2013 sayili
izni ile yapilmistir ve etik kurul raporu Ek Agiklamalar: Hayvan Deneyleri Yerel Etik

Kurul Kararin’ da sunulmustur.

3.1.  Deney Hayvanlari

Deneysel ¢alismamizda; 200 — 250 gr agirlikta, 3 — 4 aylik, saglikli, Wistar albino
cinsi, erkek sicanlar kullanilmistir. Tiim deney hayvanlar1 T.C. Saglik Bakanligi Refik
Saydam Hifzisthha Merkez Baskanlign Deney Hayvanlar1 Uretim Laboratuvarindan temin
edilerek, 1 hafta boyunca ortama adaptasyonlar1 saglanmistir. Deney siiresince 12/12
aydinlik — karanlik 1giklandirmast olan, 1s1 (22+2 °C) ve nemi (%45 — 50) otomatik olarak
ayarlanmis odalarda yasatilmistir. Tiim sicanlar polikarbonat seffaf kafeslerde standart

sigan yemi ile beslenmistir ve ¢esme suyu verilmistir.

3.2.  Deney Gruplari

Her birinde n = 7° ser sican olmak iizere 28 adet sican arasindan rastgele se¢imle

toplam 4 grup olusturulmustur.

Grup 1 (Sham): Bu grup deney hayvanlarina nefrektomi islemi uygulanmistir ve
15 giin iyilesme siiresi beklenmistir. Her hayvanin batin kismi agilip iskemi islemi

yapilmadan kapatilmistir. Reperfiizyon bitiminde diseksiyon gerceklestirilmistir.

Grup 2 (SF + I/R): Bu grup deney hayvanlarina nefrektomi islemi uygulanmistir ve

15 giin iyilesme siiresi beklenmistir. Her hayvana 2 ml serum fizyolojik intraperitonal
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olarak iskemiden 1 saat Once verilmistir ve 45 dakikalik iskeminin ardindan 4 saat

reperfiizyon uygulanmistir. Reperflizyonun bitiminde diseksiyon gerceklestirilmistir.

Grup 3 (50 mg/kg Geraniol + I/R): Bu grup deney hayvanlarina nefrektomi islemi
uygulanmistir ve 15 giin iyilesme siiresi beklenmistir. Her hayvana 50 mg/kg geraniol tek
doz intraperitonal olarak iskemiden 1 saat Once verilmistir ve 45 dakikalik iskeminin
ardindan 4 saat reperflizyon uygulanmistir.  Reperflizyonun bitiminde diseksiyon

gergeklestirilmistir.

Grup 4 (100 mg/kg Geraniol + I/R): Bu grup deney hayvanlara nefrektomi islemi
uygulanmistir ve 15 giin iyilesme siiresi beklenmistir. Her hayvana 100 mg/kg geraniol tek
doz intraperitonal olarak iskemiden 1 saat Once verilmistir ve 45 dakikalik iskeminin
ardindan 4 saat reperfiizyon uygulanmigtir.  Reperfiizyonun bitiminde diseksiyon

gerceklestirilmistir.

3.3.  Geraniol Uygulamasi

Ticari olarak temin edilen geraniol (Sigma, 163.333) 50 mg/kg ve 100 mg/kg olarak

iki doz olarak iskemiden 1 saat 6nce tek doz intraperitonal olarak uygulanmastir.

3.4.  Cerrahi Islemler

3.4.1. Anestezi

Tim cerrahi islemler steril ortamda ve steril cerrahi aletler kullanilarak

gergeklestirilmistir.

Nefrektomi yapilacak deney hayvanlarina 10 mg/kg ksilazin ve 70 mg/kg ketamin
anestezisi intramuskular olarak uygulanmistir. Cerrahi uygulama bdlgesi %70’ lik etil
alkol ile temizlenip sag bobrek nefrektomisi gergeklestirilmistir (Waynforth ve Flecknell,
1992) ve 15 giin siire iyilesmeleri beklenmistir (Sener, vd., 2005).
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Iskemi reperfiizyon yapilacak deney hayvanlarina 10 mg/kg ksilazin ve 70 mg/kg ketamin
anestezisi intramuskular olarak uygulanmistir (Kulisic, vd., 2004; Aydogdu, vd., 2005).

3.4.2. Nefrektomi islemi

Anestezi altindaki deney hayvanlar1 sicaklig 1lik ve sabit olan diseksiyon tablasina
tespit edilip, rektal 1s1 kontrolii yapilmistir (Sekil 3.1). Cerrahi islem bolgesine tras
isleminden sonra, %70’lik alkol ile temizligi saglanmistir. Bobregin yeri el muayenesi ile
tespit edildikten sonra, kesit atilmigtir. Kesit yeri bag dokulardan temizlendikten sonra,
kas dokusu da kesilerek, bobrek ¢ikartilmistir. Cikarilan bobrek, klemp makasi yardimiyla
tutularak siitur ile bogumlanarak viicuttan ayirilmistir. Her bir sigana nefrektomi islemi
sirasinda kaybolan sivinin hipovolemik etkilerine engel olmak i¢in karin bosluguna steril
SF verilmistir (Kaya, vd., 2002). Bu islemin devaminda kas ve deri kesileri ayr1 ayr1 fakat
devamli olarak 3/0 ipek siitiirle dikilerek kesi bolgesi kapatilmistir ve antiseptik soliisyon
ile temizlenmistir. Cerrahi islem gbérmiis her bir hayvani kimyasal sterilizasyonu yapilmis,
tek bireylik, polikarbonat bilesimli seffaf kafeslere ayr1 ayr1 koyularak 15 giin iyilesmesi

saglanmistir.

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

Nefrektomi yapilan ve 15 giin iyilesmeleri beklenen deney hayvanlarina anestezi
altinda sol renal arter izole edilerek, antitravmatik vaskiiler klemp yardimiyla 45 dakika
stire ile kan akig1 durdurulmustur. 45 dakika iskeminin hemen ardindan 4 saat reperfiizyon
uygulanmistir. Reperfiizyon siiresince viicutta kaybolan sivnin etkilerine engel olmak i¢in
karin bosluguna steril SF verilmistir (Kaya, vd., 2002). Bu islemin ardindan kas ve deri
kesileri ayr1 ayr1 fakat stirekli olarak 3/0 ipek siitiirle dikilerek kesi bolgesi kapatilmistir ve
antiseptik soliisyon ile cerrahi bolgesi temizlenmistir. Cerrahi islem goérmiis her bir deney
hayvani kimyasal sterilizasyonu yapilmisg, tek bireylik, polikarbonat bilesimli ve seffaf
kafeslere ayr1 ayr 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 bolgenin kapatilmasi, e) Reperfiizyon sonunda kalpten
kan alinmasi, f) Viicuttan sol renalin alinarak, doku 6rnegini alinmasi

3.5.  Doku Orneklerinin Alinmasi ve Degerlendirilmesi

Bobrek iskemi — reperfiizyon da sitotoksisitenin aydinlatilmasi i¢in deney
gruplarindaki sicanlardan anestezi altinda uygun teknikler kullanilarak kalpten kan ve

bobrek doku drnekleri alinmistir.
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3.5.1. Serum ornekleri

Biyokimyasal caligmalar i¢in alinan kan ornekleri MSE Mistral 2000 marka cihaz
ile 10 dk 3000 rpm devirde santrifiijlenerek serumlar1 elde edilmistir (Sanz, vd., 1998;
Aktay, vd., 2000; Theocharis, vd., 2001). Eppendorf tiiplere aktarilan serum Ornekleri

analiz siiresine kadar -80 °C derin dondurucuda korunmustur (Furuta, vd., 2000).

Bobrek hiicrelerinin muhtemel fonksiyon bozuklugunu tespit etmek amaciyla biyokimyasal
olarak serum Orneklerinde iire ve kreatinin degerleri Crony Airone 200 RA Otoanalizator

ile ticari kit (Biolabo, FRANCE) kullanilarak belirlenmistir.

3.5.2. Bobrek doku ornekleri

Histolojik ¢alismalar i¢in almnan bobrek doku oOrnekleri tiim gruplarda
diseksiyondan hemen sonra sol bdbrek alinip {i¢ kisma ayrilarak orta kisim histolojik
analizler icin %10’ luk noétral formaldehit fiksasyon sivisina, diger kisimlar ise

biyokimyasal analizler i¢in polietilen tiiplerde -80 °C derin dondurucuya konulmustur.

3.5.2.1. Bobrek doku orneklerinin histolojik analizleri

Deney hayvanlarinin diseksiyonu sirasinda histolojik incelemeler ic¢in alinan orta
kisim bobrek dokularinin her biri doku takip kaseti icerisinde %10 tamponlanmis noétral
formaldehit soliisyonunda 24 saat siire ile bekletilmistir. Kimyasal fiksasyonu tamamlanan
dokular rutin etil alkol serisinde yapilacak olan takipten sonra parafine gomiilmiistir.
Parafin icine gomiilerek bloklar haline getirilen doku 6rneklerinden mikrotom yardimu ile 4
— 6 um kalinliginda kesitler alinmistir. Alinan kesitler hematoksilen eosin (H&E) boyama
metodu kullanilarak boyanmistir ve preparatlar entellan ile kapatilarak daimi hale
getirilmistir. H&E boyanmis bobrek kesitlerinde 151k mikroskobu diizeyinde histopatolojik
incelemeleri yapilmistir
(http://www.megep.meb.gov.tr/mte_program_modul/moduller_pdf/Histolojik%20Preparat
%20Haz%C4%B1rlama.pdf).


http://www.megep.meb.gov.tr/mte_program_modul/moduller_pdf/Histolojik%20Preparat%20Haz%C4%B1rlama.pdf
http://www.megep.meb.gov.tr/mte_program_modul/moduller_pdf/Histolojik%20Preparat%20Haz%C4%B1rlama.pdf
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Hazirlanan tim doku kesitleri Olympus marka, CH40 model 151k mikroskobunda
incelenerek Spot Insight marka, 3.2.0. model dijital kamera ve Spot advanced, 4.0.6

versiyon program yardimiyla fotograflandirilmistir.

3.5.2.2. Bobrek doku orneklerinin bivokimyasal analizleri

Histolojik analiz ic¢in kullanilan doku haricinde kalan dokular bobrek iskemi
reperfiizyon sitotoksisitenin aydinlatilmasi icin elektroforez analizinde kullanilmak {izere
+4 °C° de ¢oziilerek; doku orneklerinde homojenizasyon yapildiktan sonra SOD ve CAT

enzim aktivitelerine bakilmistir.

i — Homojenizasyon:

-80 °C’ de saklanan bobrek dokular1 bag dokusu ve yaglarindan temizlenerek kiigiik
bir parga alinarak hassas terazide tartilip, ¢ikan tartim sonucunun 4-5 kat1 kadar soguk KCI
cozeltisi igerisinde homojenize edilmistir. Homojenatlar +4 %C> de 5000 G* de 1 saat
santrifiij (Eppendorff Centrifuge marka ve 5804 R model) edilmistir. Siipernatant kismi

elektroforez i¢in ayrilmistir.

ii - Protein miktar tayini:

Dogal jel elektroforezi kullanilarak aktiviteleri belirlenecek olan SOD ve CAT
1zoenzimlerinin total protein miktarlar1 ayrica belirlenmistir. Calismamizda kullandigimiz
Qubit testi, 260 nm UV absorbansi ile protein miktarini kantitatif olarak 6l¢me esasina
dayanmaktadir. Protein deneyi i¢in bu yontem de 3 standart protein reaktifi ve caligma
soliisyonu 1:200 oraninda seyreltilerek protein tamponu olusturulmustur. Bu protein
tamponunu oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra cihaz da (e Qubit®

2.0 Fluorometer) protein miktarlart okunmustur (Qubit® 2.0 Fluorometer, 2010).
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iii — Dogal jel elektroforezi:

Dogal jel elektroforezi, SDS ¢o6zeltileri olmadan ve Ornekler elektroforez dncesi
kaynatilmadan, karaciger ornekleri tizerinde ilk olarak Laemmli tarafindan 1970 yilinda
yapilmistir (Laemmli, 1970). Dogal jel elektroforezinde kullanilan tamponlar, deterjan ve
diger denatiire edici maddeleri igermediginden, prosediir dogal kosullarda
gergeklestirilmistir. Tiim ¢ozeltiler deiyonize su ile hazirlanmistir. Tris igeren 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)

B 5 227 g
INHCL o 150 ml
HoO oo 3 I’ ye tamamlanmustir.

5 5 N 4,56 g
GliSIN. .o 3g
HoO oo, 1 I’ ye tamamlanmistir.

TIIS o 1147 g
INHCL ... 28,92 ml
HoO. o, 100 ml’ ye tamamlanmustir.

TS e 1,92 ¢
INH3POgeeiiiiiii 25,6 ml
HoO oo 100 ml’ ye tamamlanmuigtir.

E) Ayirma jeli i¢in monomer ¢ozeltisi (%40 T, %5 Cpis)
Akrilamid................o 38g
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F) Yiikleme jeli igin monomer ¢ozeltisi (%6,25 T, %20 Cyis)

Akrilamid. ... S5¢g
Bis.ooii 1,25 ¢
1O J 100 ml’ ye tamamlanmustir.

YLOAP. ..o 0,6 ml
200,02 Riboflavin fosfat................. 10 ml
HoO. o 100 ml’ ye tamamlanmustir.

blue)]
SUKIOZ. .o, S5¢g
%1 Bromofenol mavisi................... I ml
1O J 100 ml’ ye tamamlanmustir.

Ayirma jeli hazirlanirken, monomer (akrilamid) ve ¢apraz baglayici (bisakrilamid)
yiizdelerinden hesaplanan %T ve %Cyis oranlari géz 6niinde bulundurularak monomer,
tampon, TEMED ve deiyonize su 50 ml’ lik erlende karistirilmistir. Polimerizasyon
baslatict (G ¢ozeltisi) eklenip hafifce calkalanmistir ve elektroforez aletinin jel dékme
aparatina, ¢esitli kalinlik ve boyutta hazirlanabilmesine olanak saglayan, iki cam (jel
kaseti) arasina Pasteur pipeti yardimi ile dokiilmiistiir. Jelin yiizeyini diizglinlestirmek i¢in
biitanol ¢ozeltisi kullamilmigtir. Polimerizasyondan sonra biitanol ¢ozeltisi dokiilerek jel,

birkag kez distile su ile yikanmistir (Temizkan ve Arda, 2004).

Yikleme jeli hazirlanirken, monomer, tampon ve TEMED bir erlende
karnigtirllmistir ve polimerizasyon baslatici eklenmistir. Ayirma jelinin {izerine 0,3 ml
olacak sekilde yiikleme jeli eklenmistir. Ornek uygulama kuyucuklarinin olusumunu
saglayan tarak, hava boslugu kalmayacak sekilde, yiikleme jelinin igine yerlestirilmistir.
Jel polimerize olduktan sonra taraklar ¢ikarilmistir. 10 hacim 6rnek ile 1 hacim silikroz —

boya ¢ozeltisi karigtirilmistir.
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Ornekler ve standart karisim her bir kuyucukta 15 — 100 pg protein olacak sekilde
mikro pipet yardimu ile jel ylizeyine uygulanmigtir. Jel kasetleri tanka yerlestirilmistir ve
jel kasetlerinin altta kalan kismima 2,5 1 alt tank tamponu eklenmistir. Jel kasetlerinin
bulundugu iist bolme ise iist tank tamponu ile doldurulmustur. Anot ve katot baglantilari
takilmistir ve sistem ¢alistirilmustir.  Izleme boyasi bromofenol mavisinden kaynaklanan
mavi bant, jelin altima 0,5 cm kalana kadar yiiriidiikkten sonra islem durdurulmustur.

Saptama yontemleri kullanilarak analiz tamamlanmistir (Temizkan ve Arda, 2004).

Deneysel calismamizda SOD aktivitesinin belirlenmesi Beauchamp ve Fridovich
(1971) metoduna gore yapilmistir. Yiritme islemi 200 V, 80 mA’ da 2 saat yapilmustir.
Proteinleri yiiriittiigimiiz %10 luk jeli, i¢erisinde 10 mg NBT, 1 mg EDTA ve 2 mg
riboflavin olan 50 mM Tris — HCl (pH:8,0) tamponunda karanlikta 30 dakika
bekletilmistir. Daha sonra jel beyaz 1sikla incelendiginde mavi — menekse zemin igerisinde

SOD aktivitesi gosteren bantlar seffaf olarak gézlenmistir (Beauchamp ve Fridovic, 1971).

Bobrek dokusundaki CAT aktivitesinin belirlenmesi Woodbury ve arkadaslarinin
(1971) metoduna gore yapilmistir. Yiriitme islemi 170 V, 80 mA’ da 1 saat yapilmistir.
Proteini yiiriittigimiiz %8’ lik jel, 5 mM H;0, soliisyonunda 10 dakika bekletilip
yikandiktan sonra %1’ lik potasyum ferik siyanid ve %1’ lik ferik kloridden olusan
reaksiyon karigimina konup, jel boyanana kadar beklenmistir. Koyu yesil zeminde CAT

aktivitesi gosteren protein bantlari beyaz renkte boyanmistir (Woodbury, vd., 1971).

Biitiin deney gruplarina ait hayvanlarin bobrek dokularindaki SOD ve CAT enzim
aktiviteleri sonucu jelde ortaya ¢ikan bantlar Kodak Gel Logic 1500 Imaging System Jel
goriintiileme sisteminde Kodak Molecular Imaging Software paket rogrami kullanilarak
fotograf ¢ekimi yapilmistir. Jel ilizerinde enzim aktiviteleri sonucu olusan bdlgelerin

alanlan karsilastirma yapilabilmesi i¢in sayisal olarak Sl¢iilmiistiir.

3.5.3. Istatistiksel degerlendirmeler

Deneysel calismamizin sonunda elde ettigimiz verilerin degerlendirilmesi “SPSS

20 for Windows” paket programi kullanmilarak yapilmistir. Biyokimyasal analizi yapilan
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URE, CRE o6lgiimlerinden elde edilen veriler arasindaki farklilik One Way ANOVA (tek
yonlli varyans analizi) ile degerlendirilmistir, gruplar arasi karsilastirmalarda Tukey testi
kullanilmistir. Tiim istatistik uygulamalar sonucunda sayisal deger (p) olarak ortaya ¢ikan

deney gruplar1 arasindaki farklar, p < 0.05 oldugunda anlamli 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 6rneklerinde biyokimyasal analizler

Grup I, II, III ve IV’ teki deney hayvanlarina ait kan serumlarinin biyokimyasal
analizlerinden elde edilen BUN ve CRE miktarlar1 gruplar arasinda karsilastirmali olarak

degerlendirilmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1 Deney gruplarina ait hayvanlarin kan serum 6rneklerinde belirlenen BUN ve
CRE miktarlarinin Ortalama degerleri + Standart hata degerleri (n=7).

GRUPLAR BUN (mg/dl) CRE (mg/dl)
| 77,6714 + 5,1970 0,5000 £ 0,0577
I 124,8143 + 4,8247° 1,1143 £ 0,1574%
i 117,8000 + 3,5754% 0,7000 = 0,1000%
\Y; 118,0143 + 3,1814% 0,9571 +0,0787%

p<0.05 a: Grup I’ den b: Grup II” den anlamli fark vardir.

Buna gore; serum BUN degerleri ele alindiginda Grup | ile Grup |l
karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel (p<<0.05) olarak anlamli bir fark goriilmiistiir.
Grup | ile Grup Il karsilagtirildiginda aralarinda istatistiksel (p<0.05) olarak anlamli bir
fark gorilmiistiir. Grup I ile Grup IV karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel (p<0.05)
olarak anlamli bir fark goriilmiistir. Grup II ile Grup Il karsilastirildiginda aralarinda

istatistiksel (p<0.05) olarak anlamli bir fark goériilmistir. Grup II ile Grup IV
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karsilagtirildiginda aralarinda istatistiksel (p<0.05) olarak anlamli bir fark oldugu
goriiliirken, Grup III ile Grup IV arasinda anlamli bir fark gortilmemistir (Sekil 4.1.).

BUN

140

120

=
Hi

100

80

R

BUN

60

40

20

Sekil 4.1 Grup L, II, IIT ve IV’ e ait serum BUN degerlerinin ortalama ve standart hata
grafigi

Serum CRE degerleri ele alindiginda Grup 1 ile Grup II karsilastirildiginda
aralarinda istatistiksel (p<0.05) olarak anlamli bir fark gorilmiistiir. Grup I ile Grup III
karsilagtirildiginda aralarinda istatistiksel (p<0.05) olarak anlamli bir fark goriilmustiir.
Grup I ile Grup IV karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel (p<0.05) olarak anlamli bir
fark gorilmiistiir. Grup II ile Grup III karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel (p<0.05)
olarak anlamli bir fark goriilmiistiir. Grup II ile Grup IV karsilastirildiginda aralarinda
istatistiksel (p<0.05) olarak anlamli bir fark oldugu goriilirken, Grup III ile Grup IV

arasinda anlamli bir fark goriilmemistir (Sekil 4.2.).
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CRE

1,4

1,2 l

0,8 J-
CRE

0,6

0,2 +—

Sekil 4.2 Grup L, 11, III ve IV’ e ait serum CRE degerlerinin ortalama ve standart hata
grafigi

4.1.1.2. Bobrek doku orneklerinde elektroforetik analizler

Biitiin deney gruplarmma ait bobrek doku Orneklerinde Dogal (Native) Jel
Elektroforez teknigi ile belirlenen SOD ve CAT enzim aktiviteleri sonucu jel iizerinde
ortaya ¢ikan alanlar goriintiilenmistir ve alanlarin sayisal degerleri o6l¢iilmiistiir (Cizelge

4.2).

Cizelge 4.2 Deney gruplarina ait hayvanlarin bobrek doku 6rneklerinde belirlenen CAT ve
SOD aktivitelerinin bant alanlar

GRUPLAR CAT (mm?) SOD (mm?)
1 2
[ 22,0651 7,7240 8,6843
I 29,5795 9,1713 10,7190
I 23,6955 8,2970 9,5454
v 25,8255 8,4242 9,6171

CAT enziminin elektroforetik analiz sonuglarinda tiim gruplarda tek bant
gorilmistiir. Grup I’ e ait bobrek dokusunda bant alan1 degeri en diisiikken, Grup II” deki
bant alan1 degeri en yiiksek bulunmustur. Grup III’ deki bant alan1 degeri Grup I’ e daha
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yakinken, Grup IV’ deki deger Grup III’ teki degere daha yakin bulunmustur (Sekil 4.3;
Sekil 4.4.).

CAT

Sekil 4.3 Grup I, II, IIT ve IV’ e ait CAT izoenziminin elektroforetik bandlari
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Sekil 4.4 Grup I, IL, III ve IV’ e ait bobrek doku 6rneklerinde belirlenen CAT enzim
aktivitesi sonucu olusan bandlarin ortalama degerleri (mm?)
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Bobrek dokusunda SOD enziminin jel {izerinde iki izoformu goriilmiistiir. SOD1
izoformu Grup I’ de en diisiik alan goriiliirken, Grup II’ de en yiiksek deger goriilmiistiir.
Grup III ve Grup IV’ iin bant alan degerleri Grup I ve Grup II’ nin arasinda bir degere
sahip oldugu, doz artifinda alanin da arttig1 goriilmiistiir. SOD2 izoformunda da Grup I’
de en diisiik alan goriiliirken, Grup II’ de en yiiksek alan degeri goriilmiistiir. Grup III ve
Grup IV’ iin bant alan degerleri yine Grup I ve Grup II’ nin arasinda bir degerde oldugu ve

doz arttik¢a alanin da arttig1 goriilmiistiir (Sekil 4.5; Sekil 4.6.).

SOD 1
SOD 2

Sekil 4.5 Grup L, I, IIT ve IV’ e ait SOD izoenziminin elektroforetik bandlari

SOD

12

10

8
6 | soD1
m SOD2
4 J —
2 i
O T T T
1 2 3 4

Sekil 4.6 Grup L, 1L, III ve IV’ e ait bobrek doku 6rneklerinde belirlenen SOD enzim
aktivitesi sonucu olusan bantlarin ortalama degerleri (mmz)
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4.1.2. Bobrek doku oérneklerinin histolojik analizleri

Deneysel calismamizda bobrek iskemi — reperflizyon hasarmma karsi geranioliin
doza bagli olarak koruyucu etkisi H&E ile boyanan bobrek dokularinda detayli olarak

incelenmistir.

Bu sonuglara gore; Sham grubu olan Grup I hayvanlarinin H&E uygulanmis bobrek
kesitleri incelendiginde glomeriil yapisinin, Bowman Kkapsiili ile Bowman kapsiil

araliginin (Sekil 4.7) ve tiibiillerin normal yapida oldugu belirlenmistir (Sekil 4.8).

Grup II’ ye (SF verilen grup) ait hayvanlarin bobrek kesitleri incelendiginde;
glomerullarda kanamanin yaygin oldugu (Sekil 4.9) ve tiibiiller yapinin korunmadigi tespit
edilmistir. Ayni zamanda tiibiil hiicrelerinde sisme, buna bagli olarak da tiibiiller i¢inde
stvi birikimi ve hiicre dokiintiilerinin neden oldugu tiibiiler deformasyon gorilmiistiir

(Sekil 4.10). Bowman kapsiiliiniin yapisinin da korunmadig tespit edilmistir (Sekil 4.11).

50 mg/kg geraniol verilen Grup III hayvanlarinin bobrek kesitlerinde yapilan
incelemeye gore I/R hasarindan biiyiik olciide korudugu tespit edilmistir. Buna gore;
Bowman kapsiiliiniin yapisin1 korudugu (Sekil 4.12) ve Grup I’ ¢ yakin oldugu, tiibiil hiicre
hasarlarinda azalma oldugu tespit edilmistir. Buna bagl olarak tiibiiller i¢inde s1v1 birikimi

ve hiicre dokiintiilerinin daha az oldugu gorilmiistiir (Sekil 4.13).

100 mg/kg geraniol verilen Grup IV hayvanlarinin bobrek kesitleri incelendiginde;
bobrek dokularinda belli bir koruma, tiibiiller i¢i sivi birikimin ve kanama goriilen
bolgelerin daha az oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.14). Buna bagl olarak tiibiil hiicre
hasarmin daha az oldugu goriilmiistiir. Bowman kapsiiliiniin kismen korundugu tespit

edilmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.7 Grup I’ e ait bobrek doku kesitlerinde normal goriintimlii glomerul yapilari,
bowman kapsiilii ve araligi (7 ) (H&E)

Sekil 4.8 Grup I’ e ait bobrek doku kesitlerinde normal goriintimli tiibiiller (7 ) (H&E)
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Sekil 4.10 Grup II” ye ait bobrek doku kesitlerinde tiibiiller i¢erisinde s1vi birikimi ve hiicre
dokiintiileri (/) (H&E).



Sekil 4.12 Grup III” e ait korunmus glomeriiler yap1 (/ ) (H&E)
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Sekil 4.14 Grup IV’ e ait kismen korunmus tiibiiller yapi(~=), glomeriiler yap1 ve kanama
() (H&E)
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4.2. Tartisma

Doku ve organlara gesitli nedenlerden dolayr kan gitmemesi sonucu besin ve
oksijen yokluguna neden olmaktadir. Olusan bu duruma iskemi denilmektedir ve hiicre
icinde kalsiyum iyonlarinin artmasina, yiiksek enerjili fosfat bilesiklerinin azalmasina ve
hiicre fonksiyonlarinin bozulmasi sonucu hiicrenin pargalanmasina kadar giden bir siirectir
(McCord, 1985; Andreoli, 1991; Baud ve Ardaillou, 1993; Oral, vd., 2015). Iskemik alana
kan akimimin tekrar verilmesine reperfiizyon denilmektedir. Iskemi siirecinde meydana

gelen hasarlar, reperfiizyonla birlikte daha da agirlasmaktadir (Oral, vd., 2015).

Oksijen ihtiyacinin artmastyla birlikte hiicre i¢inde laktik asit, hipoksantin ve lipit
peroksidaz gibi metabolitlerin biriktigini ve ATP miktarinin diistiig gosterilmistir (Chien,
vd., 2001; Chiang-Ting, vd., 2005; De Groot ve Rauen, 2007). iskemik durumda ortaya
cikan bu sorunlar, diizeltilmedigi takdirde hiicrelerin o6liimiiyle sonlanmaktadir.
Reperfiizyon sonrasi kanin oksijensiz kalmis dokuya girmesiyle adenozin, NO ve SOR’ un

salimmasina neden olmaktadir (Yellon ve Downey, 2003; Gross ve Auchampach, 2007).

Serbest radikaller normal sartlarda hiicrelerde endojen ve eksojen kaynakli olarak
olusabilen son derece reaktif, kararsiz molekiillerdir. Biyolojik sistemlerdeki en énemli
serbest radikaller oksijenden meydana gelen serbest oksijen radikaller tiirleridir (Seifried,
vd., 2007).  Serbest oksijen radikalleri oksijen tiiketiminin oldugu tepkimelerde
olugsmaktadir. Baslica serbest oksijen radikalleri stiperoksit radikali (O3’), hidrojen peroksit
(H20,) ve hidroksil radikalidir (OH-) (Fujii, vd., 2005).

Organizmada normal sartlarda olusan ve son derece reaktif, kararsiz molekiil olan
serbest oksijen radikallerin olusmas: ve bunlarin antioksidan sistemler tarafindan yok
edilmesi dengeli bir sekilde olmaktadir. Bu denge bozulmadig: siirece serbest oksijen
radikallerinden doku ve organlar zarar gormemektedir. Basta oksidatif stres ve gesitli
nedenlerle denge serbest oksijen radikalleri tarafina dogru bozulmaktadir (Al-Gubory, vd.,
2010).



47

Dogal ve dengeli beslenme sonucunda alinan antidoksidanlar; serbest radikallerin
sebep oldugu oksidasyonlarini engelleyen, onlar1 yakalayan ve stabilize edebilen
molekiillerdir.  Antioksidanlar, serbest radikalleri noétralize ederek ve zincir kiran
mekanizmalarda aktif rol alarak insan sagliginin korunmasinda baslica rol oynamaktadir
(Kasnak and Palamutoglu, 2015). Antioksidanlar enzimatik ve enzimatik olmayan olarak
iki sekilde ayrilmaktadir (Akkus, 1995; Gok, vd., 2006).

Deneysel ¢alismamizda kullanilan kapali formiili CioH10 olan geraniol (2,6-
dimetiltrans-2,6-oktadien-8-ol ya da 3,7-dimetilokta-trans-2,6-dien-1-ol) asiklik bir
monoterpen alkoldiir (Chen and Viljoen, 2010; Madankumar, vd., 2013). Geraniol,
yapilan arastirmalar sonucu serbest radikallere karsi belirgin bir sekilde siipiiriicii etkisi

oldugu goriilmektedir (Choi, vd., 2000).

Iskemi reperfiizyon hasarmn etkilerini deneysel olarak gorebilmek igin belli bir
iskemi ve reperfiizyon siiresine ihtiya¢ vardir. Rat bobreginde yapilan deneylerin
bazilarinda 45 dakika, bazilarinda 60 dakika iskemi siiresinden sonra reperfiizyon hasari
gozlenmistir. Literatiirde, bobrek iskemi reperfiizyon hasarinin, serum analizlerinde ve
doku orneklerinde en erken 4 saatte ortaya ciktigi, tepe noktasina 24 saatte ulastigi
bildirilmistir (Paller, vd., 1984). Deneysel ¢alismada iskemi reperfiizyon hasarinin erken
evredeki etkilerini gormek istedigimiz i¢in 45 dakikalik iskemi ve 4 saatlik reperfiizyon

stiresini literatiire uygun olarak se¢ilmistir.

Protein metabolizmasimin yikim {riinii olan amonyagin, zehir etkisi giderilmis
iireye donlismesiyle olusan iire; suda c¢oOziinmekte ve bobreklerle disar1 atilmaktadir.
Laboratuvar sonuglarinda, iire yerine kandaki iirenin azot miktarmni ifade etmekte olan
BUN degeri kullanilmaktadir. Buda toplam iirenin yaklasik %46’sina denk gelmektedir.
BUN degerinin artmasi, bobrek fonksiyonlarinin bozulduguna dair bir gostergedir. BUN
degerini, kreatininle birlikte degerlendirilmesi tek basina degerlendirilmesinden daha
dogru sonu¢ vermektedir. Kreatinin (CRE), iskelet kaslarindaki kreatinin su kaybetmesi

ile meydana gelmektedir (Duman ve Erden, 2004).
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Deneysel calismada dogal bir antioksidan olan geranioliin kisa siireli iskemi
reperfiizyon hasarma kars1 etkisi, histolojik ve biyokimyasal olarak elde edilen bulgularlar

degerlendirilmistir.

Deneysel calismada iskemi reperflizyon hasari sonrasinda serum BUN ve CRE
diizeyleri incelendiginde Grup I (Sham Grubu)’ e oranla diger gruplarla karsilastirildiginda
anlamli derece yiikselme gozlenmistir (p<0.05). Grup I (Sham Grubu) ve Grup II (SF +
[/R) arasinda goriilen anlaml1 farkin iskemi reperfiizyon isleminin amacina uygun sekilde
bobregi olumsuz etkiledigini diisiindiirmiistiir. BUN ve CRE degerleri Grup III (50mg/kg
geraniol) ve Grup IV (100 mg/kg geraniol)’ un Grup II (SF + I/R)’ ye gore istatiksel olarak

anlamli derece diisiik olmas1 geraniolun koruyucu etki gosterdigini diisiindiirmiistiir.

Bu sonuglar dogrultusunda 45 dakika iskemi ve 4 saat reperflizyon siirecinin bobrek
fonksiyonlarmi belirgin bir sekilde bozdugu, ancak bobrek canliligini kritik olarak
etkilemedigi diisiiniilmiistiir. Yapilan bir calismada iskemi siiresi uzadik¢a (90 dk) bobrek
canliliginin geri doniisiimsiiz olarak bozuldugunu ortaya konmustur. Calismada 60 ve 90
dk iskemi sonrasi 7. giinde alinan biyopsi Ornekleri karsilastirilmis ve iskemi siiresinin
artisina paralel olarak bobrek dokusunun ve oOzellikle tiibiillerin onarilamaz derecede
hasara ugradigi gosterilmistir (Onal ve ark, 2004). Korkmaz ve Kolankaya (2009),
calismalarinda tek nefroktomi sonucunda serum CRE, BUN seviyeleri ile oksidatif stres ve
histolojik parametrelerin nefroktomi olmamis siganlarin parametreleriyle karsilastirmislar
ve degerlerin degismedigini rapor etmislerdir. Diger yandan 45 dakika iskemi 3 saat
reperfiizyon yapilan sicanlarda oksidatif stres ve histolojik oOzelliklerin degistigini
bildirmislerdir. Benzer sekilde I/R sonrasinda serum iire miktarindaki artisn akut bdbrek

yetmezligine sebep oldugunu gosteren birgok ¢alisma bulunmaktadir (Roncal, vd., 2007).

Cebeci, 2007 yilinda yapmis oldugu c¢alismada; 45 dakika iskemi ve 4 saat
reperfiizyon islemi gerceklestirerek, sildenafil sitrat maddesinin erken donemde iskemi

reperfiizyon hasarina kars1 etkisini incelemistir (Cebeci, 2007).

Williams ve ark., iki tarafli renal arter ve veni klempleyerek olusturduklari iskemi
modelinde iskemi siiresini 45 dakika da sabitleyip, reperfiizyondan sonraki 0, 0,5, 1, 2, 4,

6, 9, 24. saatlerde ve 1 hafta sonra I/R hasarmm serum BUN ve CRE diizeyleri ile bobrek



49

histolojisine etkilerini aragtirmiglardir. Bu arastirmalar sonucunda renal hasarin 45
dakikalik iskemiyi takiben en erken 4. saatte basladigin1 ve hasarin 24. saatte en iist

seviyede etki yaptigini gostermistir (Williams, vd., 1997).

Canli dokularda bulunan CAT, SOD ¢ok Onemli antioksidan savunma
mekanizmalaridir. CAT, Hy0;’ nin detoksifikasyonundan sorumlu iken SOD, 0%
radikalini katalizler, aksi durumda biyolojik yap1 ve membranlar1 hasar goriir. Tiim bunlar
hiicresel hasarin gekillenmesinde 6nemli rol oynar. Bu enzimlerin aktivitesinin azalmasi
yiiksek reaktif serbest radikallerin toplanmasiyla ilgilidir. Bu enzimelerin azalmasi serbest
radikallarinin artmasma neden olur ve sonucta hiicre membranlarinin fonksiyonlar1 ve
biitiinliigli kaybolur. Bu izoenzim formlar1 diizenli hiicre metabolizmasinin kontroliinde
olduk¢a 6nemlidir (Kim, vd., 2005). Ancak oksidatif stres esnasinda bu antioksidan enzim

izofromlarmin gen ekspresyonu ile ilgili ¢aligmalarin ortaya konmasi oldukca 6nemlidir.

Rasoulian ve arkadaslar1 (2008), yaptiklar1 calismada erkek wistar siganlarda renal
I/R (40 dk/24 saat) sonrasi I/R grubunda CAT, SOD seviyelerinde onemli artma
kaydetmislerdir. Benzer bir calismada Kapan ve arkadaslar1 (2009), aortik I/R sonrasi
iskemi grubunda SOD, CAT aktivitelerinde anlamli derecede yiikselme bulmuslardir. Bu
calismalara bakildiginda I/R sonrasi artan enzim aktivitesinin oksidatif stresle
iliskilendirildigi vurgulanmaktadir. Bu sonuglar ¢alismamizla paralellik gostermektedir.
Diger yandan I/R sonucunda antioksidan enzimlerin diistiigiinii gosteren galismalar da
mevcuttur (Singh, vd., 2005; Chander, vd., 2006). Calismamizda da iskemi sonrasi
antioksidan enzim aktivitesi 6nemli derecede artma gdstermistir. Yapilan caligsmalar
arasindaki farklhiliklarin  biiyiik olasiikla metod, tiir ve iskemi modellerindeki

farkliliklardan kaynaklanmis olabilecegini sdyleyebiririz.

Giines, 2010 yilinda yapmis oldugu deneysel arastirmada; ratlara hidrojen peroksit
(H20,) vererek oksidatif stres olusumuna neden olmus ve geraniol ile geraniol tarafindan
sentezlenmis geraniol ksantat maddelerini vererek, eser elementler iizerindeki etkilerini
incelemistir. Bu deneysel calismasinda; geraniol ve geraniol ksantat maddesi verilmis
dokularda hidrojen peroksitin zararli etkisini azalttig1, eser elementler iizerinde de (Fe?*,

Ca?*, Mn* ve Zn®") olumlu etkisi oldugunu gozlemlemislerdir.
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Bir monoterpen olan geranioliin kanser hiicreleri tizerindeki etkilerini in vivo ve in
vitro olarak antitiimor Ozelligi arastirilmis, etkileri gozlemlenmistir. Bu ¢alismalar
monoterpenlerin dogrudan veya dolayli olarak kullanilarak antikanserojen etkisi oldugu

gosterilmistir (Giines, 2010).

Ceyhan ve ark’ larmin (2013) parsiyel hepatektomi sonrasi karaciger rejenarasyonunda
geranioliin koruyucu etkisini NF-kB yolag: lizerinden 24. ve 48. saatlerde incelemeleri
sonucunda, 48. saatte hasarin daha az oldugunu gozlemlemislerdir. Elde edilen veriler
sonrasinda intraperitonal olarak verilen geranioliin karacigeri korudugu ve karaciger

rejenerasyon oranini arttirma da geranioliin 6nemli bir roli oldugunu gézlemlemislerdir.

Bagka bir ¢alismada da; Can ve Canbek’ in (2014) si¢anlarda uzun siireli renal
iskemi/reperfiizyon hasarinda geranioliin koruyucu etkisi arastirilmistir.  Intraperitonel
olarak 50mg/kg ve 100mg/kg dozlarda verilen geranioliin 60dk iskemi ve 24 saat
reperfiizyon sonucunda; 100mg/kg verilen geraniol dozunun bdbrek iizerinde koruyucu

etkisi oldugunu gozlemlemislerdir.

Geraniol ile ilgili Ceyhan ve ark’larinin (2013), Can ve Canbek’ in (2014) yapmis
olduklari bu c¢aligmalar 22. Ulusal Biyoloji Kongresi’ nde poster sunumu olarak
yayinlanmistir  (http://ubk2014.0gu.edu.tr/).
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5. SONUC VE ONERILER

Yapilan histolojik incelemelerde (H&E) sham grubu olan Grup I bobrek doku
orneklerinde; korteks-medulla, bobrek tiibiil hiicreleri ve glomeriiller diizglin yap1
gostermektedir.  I/R hasar1 olusturulmus Grup II'ye ait bobrek orneklerinde ise
vakuolizasyon, glomeriil boslugunda genisleme ve kanama, bobrek tiibiil hiicre siralarinda

bozulmalar gézlenmistir.

50 mg/kg geraniol verilen Grup 111 bobrek doku drneklerinde glomeriil boslugunda
genislemenin ve epitel dokiilmelerinin goriilmemesi ayni zamanda kanamanin Grup II’ye
gore gozle goriiliir diizeyde azalmasi olusan hasara karsi olas1 koruyucu etkisini oldugunu

gostermistir.

100 mg/kg geraniol verilen Grup IV ise bobrek histolojik incelemelerinde ise genel
gbriinim normal olmakla birlikte glomeriiler boslukta ve tiibiiller arasinda yer yer
kanamalar gozlendi. Bu durumun 50 mg/kg geraniol verilen gruba gére korunmanin daha

az oldugunu diistindiirmiistiir.

Yapilan farkli calismalar da I/R hasar1 sonucu olusan oksidatif strese kars1 farkli
antioksidanlarin etkili oldugunu gdstermistir (Canbek vd., 2008; Senturk, vd., 2008;
Baykara vd., 2009). Aymi sekilde paralel galismalar yapilarak diger monoterpen tiirevli
maddelerin oksidatif stres iizerine etkileri arastirilabilir. Ayrica I/R hasari ile olusturulan
oksidatif stres iizerine uygun yolaklar calisilarak geranioliin serbest radikalleri azaltma

etkisi arastirilabilir.

Deneysel ¢aligmamizda elde ettigimiz biyokimyasal ve histolojik analiz sonuglarina
gore; bobrek iskemi reperfiizyon hasarindan bir saat 6nce intraperitonal olarak uygulanan
dozlardan, 50 mg/kg dozun daha fazla olmak iizere ikisinin de koruyucu etki gosterdigi

sOylenebilir.
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