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OZET

KRONIK APELIN UYGULAMASININ KARACIGER ANTIOKSIDAN
ENZIMLERI (CAT, SOD, GSH-Px) UZERINE ETKISININ INCELENMESI

Apelin cesitli fizyolojik fonksiyonlari bulunan, adipoz dokudan salgilanan peptit
yapili bir bilesiktir. Apelin; immiin, kardiyovaskiiler ve noroendokrin sistem basta olmak
tizere birgok biyolojik sistemi etkilemektedir. Bu peptidin kardiyomiyositlerde bazi
antioksidan enzimler iizerine etkisi arastirllmis ve katalaz aktivitesini arttirdigi

bulunmustur.

Bu ¢alismada, detoksifikasyon, sentez, sindirim ve ¢esitli maddeler i¢in depo yeri
olan karaciger dokusunda, apelin-13’tin antioksidan sistem aktivitesine olan etkisi
incelendi. Calismada 32 adet Sprague-Dawley erkek sican dort gruba ayrildi. 1. grup
kontrol (1 ml/kg/giin serum fizyolojik ), 2. grup 30 pg/kg/giin, 3. grup 100 pg/kg/giin ve
4. grup ise 300 pg/kg/glin olmak iizere, 15 giin siireyle tek doz intraperitoneal apelin-13
enjeksiyonu yapildi. 15. giinde alinan karaciger dokularinda, siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktiviteleri ve bu enzimlerin gen
ekspresyonlart 6lgiildii. SOD aktivitelerinde AP 30 kontrol grubuna gore daha diisiik
(p<0.05), CAT aktivitelerinde AP 30 ve AP 100 kontrol grubuna gore daha diisiik
(p<0.05), GSH-Px aktivitelerinde ise AP 100 ve AP 300 kontrol grubuna gore daha
yiiksek bulundu (p<0.05). SOD ve CAT gen ekspresyonu Olgiimlerinde degisiklik
gozlenmezken, GSH-Px ekspresyonlarinda AP 300 kontrol grubuna gore daha yiiksek
bulundu (p<0.05). MDA konsantrasyonu kontrol grubuna gére AP 100 ve AP 300
gruplar1 daha diisiik bulundu (p<0.05).

Sonug olarak apelinin karaciger dokusunda oksidatif siireci, GSH-Px aktivitesi ve

ekspresyonunu artirarak bazal seviyede baskiladigi kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: Apelin-13, Glutatyon peroksidaz, Karaciger, Katalaz, Siiperoksit

dismutaz



ABSTRACT

INVESTIGATION OF CHRONIC APELIN TREATMENT EFFECT ON LIVER
ANTIOXIDANT ENZYMES ( CAT, SOD, GSH-Px)

Apelin is a versatile peptide, secreting from adipose tissue and has a variety of
physiological functions. Apelin affects many biological systems especially immune,
cardiovasculer and neuroendocrine system. The effect of this peptide on some antioxidant
enzymes in cardiomyocytes was investigated and found to increase the activity of

catalase.

In this study, the effect of apelin-13 on antioxidant system activity is investigated in
the liver tissue, which is depot location for detoxification, synthesis and digestion of
various substances. In this study 32 male Sprague-Dawley rats were divided into 4
groups. 1. group control (1 ml/kg/day saline solution), 2. group 30 ug/kg/day, group 3.
100 pg/kg/day and 4. group of 300 ug/kg/day and a single intraperitoneal dose of apelin
13 was injected for 15 days. In liver tissues taken the fifteenth day, superoxide dismutase
(SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GSH-Px) activities and gene
expression of these enzymes were measured. AP 30 was found lower in the SOD
activities (p<0.05), AP 30 and AP 100 was found lower in the CAT activities, AP 100
and AP 300 was found higher in the GSH-Px activities than the control group (p<0.05).
While any change wasn’t observed in the measurement of SOD and CAT gene
expressions, the GSH-Px expressions of AP 300 group was found higher than the control
group (p<0.05). The concentration of MDA in the AP 100 and AP 300 groups were found
lower than the control group (p<0.05).

As a result, it was suggested that apelin suppresed basal oxidative process by

increasing GSH-Px activity and gene expression in liver tissue.

Key Words: Apelin-13, Catalase, Glutathione Peroxidase, Liver, Superoxide Dismutase



3. GIRIS ve AMAC

Adipoz doku temel olarak trigliserid deposu olarak gorev yapar ve enerji
tilketiminin enerji alimini astig1 durumlarda yag asidi salinimi yaparak enerji ihtiyacini
karsilar. Adipoz dokuda bulunan adiposit, preadiposit, makrofaj, endotel hiicresi,
fibroblast, 16kositler ¢esitli hormon ve sitokinler salgilamakta, sonugta adipoz doku
endokrin, parakrin ve otokrin sinyallerle ¢esitli metabolik etkiler olusturmaktadir. Bu
yiizden adipoz doku yeni bir endokrin organ olarak kabul edilmektedir. Adipoz dokudan
salgilanan peptit yapili bir bilesik olan apelin bircok sistemi etkilese de 06zellikle

noroendokrin, kardiyovaskiiler ve immiin sistem {izerine etkileri oldugu gosterilmistir (1,

2).

Karaciger;  karbohidratlarin, proteinlerin  ve yaglarin = metabolizmasinin
gergeklestigi, plazma proteinlerinin sentezi, bazi bilesiklerin depolanmasi, ilag ve alkol
gibi disaridan alinan bilesiklerin detoksifikasyonunun gerceklestirildigi metabolizmanin
merkez organidir. Mitokondriyal, endoplazmik ve niikleer elektron transport
sistemlerinde (sitokrom P-450), peroksizomlarda, monosit ve nétrofillerin fagositozu gibi
normal fizyolojik olaylar sirasinda bol miktarda serbest radikal iiretilir. Bu radikallerin
olusumunu ve meydana getirecegi hasar1 Onlemek igin viicutta birgok Ssavunma
mekanizmalar1 gelismistir. Normalde hiicrelerdeki en biiyiik serbest oksijen radikali
kaynagi mitokondriyal elektron transport zincirinden kaynaklanan sizintidir. Yiiksek
miktarda mitokondri igeren dokulardan biride karacigerdir. Ayrica, karaciger
detoksifikasyon islemlerinde O6nemli yeri olan sitokrom P-450 sistemi yoniinden de
zengindir. Bu yiizden karaciger dokusunda bulunan antioksidan savunmanin &nemi

bityiiktiir (3, 4).

Foussal ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada (5) apelinin in vitro olarak katalaz
aktivitesini ve mRNA ekspresyonunu arttirarak serotonin ve oksidatif strese hipertrofik

cevabi inhibe ettigi gosterilmistir.

Bu c¢alismada ise, in vivo olarak apelinin antioksidan etkisi; metabolizmada ve
detoksifikasyon olaylar1 i¢in Onemli bir organ olan Kkaraciger dokusundaki bazi
antioksidan enzimlerin (katalaz, siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz) aktiviteleri ve

gen ekspresyonlari tizerine etkisi olup olmadigi incelendi.



4. GENEL BIiLGILER
4.1. Adipoz Doku

Yag dokusu veya adipoz doku, bag dokusunun 6zel bir tipidir ve biiylik oranda
adiposit olarak adlandirilan lipid dolu hiicrelerin gevsek baglanmasiyla olusmaktadir (6).
Yag dokusu hiicre sayist ve biiyiikliigii bakimindan yasam boyu, enerji ihtiyaci ve
tilketimine bagl olarak siirekli hacim degisikligi gosteren bir dokudur (7, 8, 9, 10). Yag
dokusu viicutta en biiyilik enerji kaynagidir ve bu enerji, aclikta ve ihtiya¢c duyuldugunda
hizla dolasima yag asitleri seklinde gecebilecek trigliserid halinde depolanmistir. Yag
hiicrelerinden enerjinin (yag asitlerinin), salgiladigi hormon ve sitokinlerin dolasima
gecisi hormonal sinyallerle kontrol edilir. Yag hiicresine insiilin, adrenalin, noradrenalin

ve kortizon gibi maddeler etki ederek onun fonksiyonunu diizenlerler (11).

Preadipositler; mezodermal koékenli multipotent embriyonik kok hiicrelerden
olusan ve adipositlere, kondrositlere, osteoblastlara doniisebilen hiicrelerdir.
Preadipositler daha sonra beyaz yag dokusu (tek damlali yag dokusu) ve kahverengi yag
dokusu (¢ok damlali yag dokusu) olarak adlandirilan, birbirinden farkli 6zellikteki farkli
yag dokusunu meydana getirmek iizere farklilasmaya baglarlar. Fibroblastlara benzeyen
geng adipositler sitoplazmasinda farklilasma sonucu kiigiik yag damlaciklar1 birikmeye
baglar. Hiicrenin bir kutbunda birikmeye baslayan bu damlaciklar zamanla birbirleriyle
birleserek biiyiik, tek bir damla olusturur. Sitoplazmayi tamamen dolduran yag damlasi,
cekirdegi kenara iterek kendi etrafinda ¢ok ince bir sitoplazmik halka kalmasina yol agar.
Kahverengi yag dokusunda ise bu damlaciklar beyaz yag dokusundaki gibi birlesmez ve

sitoplazmasinda ¢ok sayida yag damlacigi bulundurur (Sekil 1) (12).

Puberteye kadar yag hiicre sayisi artmaya devam eder. Ergenlikten itibaren yag
hiicresinde mitoz goriilmez, hiicreler sayica artmaz, sabit kalir, sadece biiyiikliikleri

degisir (11).
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Sekil 1. Beyaz ve kahverengi yag dokusunun olugumu (12)

Adipositleri iceren doku amorf yapidadir ve viicutta yaygin bir dagilim gdosterir.
Geng yetiskin bir insanin agirhiginin yaklasik %15’ini olusturur, bu agirligin yaklasik
%65°1 triagilgliserol formundadir (13).

Yag hiicresinde enerji lipid damlaciklar: halinde trigliserid olarak depolanir ve bu
damlaciklar hiicrenin yaklasik %90’dan fazlasini, geri kalani ise diger hiicre organellerini
olusturur (12). Adipositlere ek olarak adipoz doku; bag doku bilesenleri (kollajen ve
retikiiler 1if), sinir lifleri, vaskiiler stroma, lenf bezleri, bagisiklik hiicreleri (l6kositler,

makrofajlar), fibroblast ve preadipositlerden bir matriks igerir (14).

Adipoz doku lipogenez ve lipoliz olaylarinin gerg¢eklesmesi i¢in gerekli olan tiim
donanima sahiptir. Ayrica enerji depolama, fiziksel koruma, yagda eriyen vitaminleri
depolama, termogenez gibi fonksiyonlarina ek olarak; adipositlerden ve adipoz stromal
hiicrelerden sentezlenen protein yapili molekiiller (adipokinler) sayesinde c¢esitli
fonksiyonlar gostermektedir (15). Adipoz dokunun sadece enerji kaynagi olmamasi,
birgok sitokin ve yag dokusu kaynakli peptidleri salgilama yetenegi olan aktif bir organ

olmasindan dolay1 adipoz doku endokrin organ olarak kabul edilmektedir. Adipoz dokuda



bulunan adiposit, preadiposit, makrofaj, endotel hiicresi, fibroblast ve 1okositler g¢esitli
hormon ve sitokinler salgilamakta, sonugta endokrin, parakrin ve otokrin sinyallerle

cesitli metabolik etkiler olusturmaktadir. (1, 6, 16, 17).
4.1.1. Adipokinler

Yag hiicresinden leptin, resistin, TNF-a, adiponektin, visfatin, apelin, vaspin,
hepsidin, adipsin, IL-6, plazminojen aktivator inhibitér-1 (PAI-1), transforming biiytime
faktorii-o. (TGF-a), anjiyotensinojen, asilasyon stimiile edici protein (ASP), insiilin
benzeri biiyiime faktorii (IGF-1), prostaglandin I, (PG I,), prostaglandin F2a (PG F2a),
gibi ¢ok sayida protein salgilandigr saptanmistir (2, 18). Adipoz dokudan salgilanan bu
proteinlere adipokin adi verilmekte ve bu proteinlerin metabolik, immiinolojik pek ¢ok
fonksiyonlar1 bulunmaktadir (17, 19, 20).

Adipokinler, enerji dengesi, glukoz ve lipid metabolizmasi, beslenmenin kontrolii,
termogenez, insiilin direnci, néroendokrin fonksiyon, iireme, kan basinci, immiinite ve

ozellikle de kardiyovaskiiler fonksiyonlar lizerine 6nemli etkilere sahiptirler (21).

Yapilan c¢alismalarda yag dokusundan kaynaklanan adipokinlerin obezitenin
komplikasyonlar1 olan hiperlipidemi, diyabet, hipertansiyon, ateroskleroz ve kalp
yetmezligi gibi hastaliklarin patogenezinde rol oynadiklar1 gosterilmistir. Ayrica, bu
maddelerin metabolik denge, immiin yanit, kan dolagim1 ve steroid metabolizmasinda da
rol oynadigi da bilinmektedir. Sekil 2°de beyaz adipoz dokusundan salgilanan belli baslh

adipokinler ve genel fonksiyonlari gosterilmistir.

Beyaz Adipoz Dol

Metabalizma J L Inflamasyon
| |

+ Adiposit Farklilasmas: (TNF- a, * Kardiyovaskiiler Kontrol
MCP-1) (adiponektin, apelin)
= Insiilin duyarlilifs (adiponektin, - Vaskiiler Inflamasyon (resistin,

resistin, visfatin, vaspin )
= Enerji Dengesi (leptin, interldkin-6,
interlokin-1)

interldkin-8, interlokin- 10, visfatin)
« Inflamatuar Kontrol (interlgkin-1,
interlokin-6 \ TNF-a)

Sekil 2. Beyaz adipoz doku kaynakli adipokinler ve fonksiyonlari (22)



4.2. Apelin

Totemato ve arkadaglari tarafindan 1998 yilinda tanimlanan apelin, ilk olarak sigir
midesinden izole edilmistir. Bioaktif bir peptit olan apelin G proteinleri ile eslesmis
reseptorlerin endojen ligandidir. Apelinin santral sinir sistemi basta olmak tizere adipoz
doku, karaciger, bobrek, testis, kalp, yumurtalik, akciger ve meme dokusu gibi birgok
periferik dokuda sentezlendigi bulunmustur (17). Apelin plazmada pikomolar
konsantrasyonda bulunur (23).

Apelin geni insanlarda Xg25-26.1 kromozomunda bulunur ve 77 aminoasitlik bir
prepropeptid  kodlar.  Sentezlenen preproapelin daha sonra postranslasyonel
mekanizmalarla daha kisa fakat aktif peptidlere ayrilmaktadir ki bunlar apelin-12, -13, -
16, -17, -19 ve -36 olarak isimlendirilmektedir (Sekil 3). Bircok memelide (sigan, fare,
insan vb.) salinan preproapelinin sekanslart yiiksek diizeyde benzerdir (24). Apelin

peptidlerinin biyolojik aktiviteleri peptid uzunluklariyla ters orantilidir (25).

1 SNLRLCWOALLLEWL SLTAYVOG VPLMLPPOG TGLEEGSMAY LYKPRTSATOPGAWOOGRR KFRR ORPRLSHKGPMPE- TT
Praproapsalin '
{77 amine a=it)
22 - YPLMLPPDGTGLEEGSMAY LVKPRTSATGPGAWOGGRAR KFRA CORPALSHKGPWWPE- TT
Proapslin #

{35 amino a=it)

" Apdlin 36 41-U FRA ORPRLSHKGPMPF- 77
ﬂ;h".].‘l.'lll? 60 :- KFRACRPALSHEGPMPF- 77

Apelin aktif -
tzoformlan Apalin 13 64 - ORPRLSHKGPMPE- 77

Dyr{l) Apslin 13 54 Pyr . ORPALSHKGPUPF. 7T

|

Inaktif peptifler (< 12 aminoasit)

Sekil 3. Apelin sentezi ve postranslasyonel mekanizmalari (26)

Son 12 C ug aminoasit formu en kisa aktif siradir, apelin-11 ve daha kisa peptitler
inaktiftirler (26). Apelin gen ekspresyonunun insiilin ve TNF-a tarafindan yiikseldigi
belirtilmistir. Apelin ekspresyonunun insiilinle direkt regilasyonu insan ve fare

adipositlerinde gozlenmektedir (17).



Apelin molekiilii, anjiotensin doniistiiriicii enzim-2 ile metabolize edilir (Sekil 4).
Apelinin C terminal fenilalanin kismi, ACE-2 igin alternatif bir substrat olur. Yani
anjiotensinojen yerine apelin molekiillerini kullanir. Apelin—13 ve apelin—36’nin C ug

kismindan fenilalanini ayiran enzim apelini inaktif formlarina dondstiiririr (27).

HN-| preproapelin 1-77 ]
=~
HN-[_apelin36T477) ] - (O0H
ME o — v _
[apeindZ76 |+(Phe]  HN- [apeENTEEn] OO
v -COOH

H N- [ apelin-13 (65-77) |

2 - (00H
o v

HJN-I P-Glu apelin-13| - COOH

ACE2
[P-Glu apelin 65-76 | + [Phe|

Sekil 4. Apelin peptidlerinin metabolizmasi. QC: glutaminil siklaz, ACE2: anjiyotensin
doniistiiriicii enzim-2, P-glu: piroglutamilat, Phe: fenilalanin (Ercan’dan, 28).

4.2.1. Apelin Reseptorii

Apelin reseptorii (APJ) 1993 yilinda O’Dowd ve arkadaglari tarafindan 7-G-
proteinlerine bagli bir reseptdr olarak tanimlanmistir ve 380 amino asitten olusmaktadir
(17, 25, 29). Sigan apelin reseptorii ise 377 aminoasitten olusmustur ve insan reseptoriiyle
% 89 dizilis benzerligi vardir. Bu reseptor igin Insan Genom Orgiitii APLNR sembolii

onaylanmistir. AGTRL1, APJ, APJR ve FLJ90771 gibi birkag isme sahiptir (30).

Apelin reseptorii olan APJ’nin ekspresyonu siganlarda, hemen hemen tiim perifer
dokularda gosterilmistir. Ancak ozellikle beyin, kalp ve akcigerlerde daha yiiksek
bulunmaktadir (31). Insanlarda apelin reseptorii ise (APJ); karaciger, mide, pankreas,
vaskiiler endotelyal ve diiz kas hiicreleri, plasenta, adipoz doku, akcigerler, kalp, timus,
prostat, testis, ovaryum, dalak, bagirsaklar ve beyin olmak iizere bir¢gok merkezi ve
perifer dokularda bulunmustur (31, 32, 33).

Apelin reseptorii ile anjiotensin Il reseptor (AT2) arasinda benzer aminoasitler

vardir (aminoasit dizilisi yoniiyle % 30—40 benzerlik gosterir). Ancak buna ragmen,



anjiotensin-II reseptorleri, normalde anjiotensin-l'e baglanirken benzer olan apelin
reseptoriine baglanmaz. Apelin reseptorii G-inhibitdr proteine baglanarak CAMP

olusumunu inhibe eder (33).
4.2.2. Apelinin Biyolojik Etkileri

Apelin birgok sistemi etkilesede ozellikle kardiyovaskiiler sistem, immiin sistem,

santral sinir sistemi ve renin anjiotensin sistemi tizerine etkileri vardir.

Plazma apelin seviyeleri, viicut kitle indeksi (BMI) ile korelasyon gosterir. Obez
hastalardaki bazal apelin plazma konsantrasyonu 6nemli 6lgiide yiiksektir (34). Foldes ve
arkadaglar1 normal insan plazmasinda apelin seviyelerini 89.8 pg/ml bulmustur. Obez

hastalardaki apelin seviyesi ise 736 pg/ml gibi yiiksek degerlere sahiptir (35).

Apelin kan beyin bariyerini basit difiizyonla gegebilir. Bu sayede istah diizenleyen
hipotalamik boélgelerde etkilidir. Ratlarin hipotalamusunda yeme aligkanligini kontrol
eden alanlarda, ventromedial niikleus ve paraventrikiiler bazi1 alanlarda da apelin mMRNA

tespit edilmistir (36).

Apelinin siv1 elektrolit dengesini diizenlemedeki etkileri belirlenmistir. Ayni
zamanda, HIV ve santral sinir sistemi enfeksiyonlarinda koreseptor olarak énemli bir role

sahip oldugu Zhou ve ark.’nin yaptigi ¢alismada gosterilmistir (37).

Apelinin  ROS bagimli kardiyak hipertrofiyi seratonin ve H,O, tarafindan
indiiklenen serotonin ve oksidatif strese hipertrofik cevabi inhibe ettigi gosterilmistir. Bu
etkisini katalaz aktivitesini ve mRNA ekspresyonunu arttirarak gerceklestirdigi
diistinilmektedir. Apelinle hipertrofinin 6nlenmesi artan miyokardiyal katalaz aktivitesi
ve azalmig plazma lipid hidroperoksitiyle iligkili oldugu belirtilmistir. Bu calisma ile
apelinin katalaz aktivatorii gibi davrandigi ve serbest radikallere bagli kardiyak

hipertrofiyi 6nledigi gosterilmistir (5).



Tablo 1. Apelinin etkileri (36)

Sistem

Etkileri

Kardiyak

Vaskiiler

Hipotalamik ve pitiiiter

adrenal aks

Pitiiiter

Hipotalamus

GIS

Adipoinsiiliner aks

Potent pozitif inotrop, kardiyomiyopatili hastalar
ve hayvan modellerinde degisen peptid ve reseptor
konsantrasyonu.

Kan  basmc1  disiikligi ~ (NO  baglantili
mekanizmanin kullanimi).

Anjiotensin-2’nin basinca karsit rolii.

Apelin reseptoriiniin adrenalektomi akut ve kronik
streste hipotalamik paraventrikiiler niikleuslardaki
artist, ACTH’da artan plazma seviyeleri.
Hipotalamik ndéronlardan vazopressin saliniminin
inhibisyonu, LH, FSH ve prolaktinin azalan
plazma seviyeleri

Su tiketimini artirir. Ratlarin  besin  alimini
degistirir. Apelin reseptoriiniin hipertonik soliisyon
tiketiminden sonra ve su kaybindan sonra
hipotalamik niikleuslardaki artisi.

Gastrik hiicre proliferasyonun ve kolesistokinin
salmiminin artist.

Adipokin salinimi insiilinle uyarilir.  Apelin
konsantrasyonu obez kisilerde pozitif korelasyon
gosterir. Hizli insiilin cevabini inhibe eder. (i.v.

glukoz injeksiyonu ile)

4.3. Serbest Radikal Kaynaklar:

I¢inde bulundugumuz cevrede cesitli fiziksel ve kimyasal olaylar nedeniyle siirekli

bir radikal olusumu vardir. Hiicrelerdeki metabolik olaylar sirasinda farkli tiir ve

miktarlarda radikaller olusmaktadir. Dokularda meydana gelen reaktif oksijen tiirleri

(ROS) ve serbest radikaller; DNA, protein, karbohidrat ve lipidler gibi biyolojik a¢idan

onemli materyallere zarar verebilmektedir. Oksijen bulunan bir ortamda ¢esitli fiziksel ve

kimyasal etkenlerle oksijen radikalleri yapilabilir. Ozellikle oksijenin metabolize edildigi
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canlilarda 6nemli derisimlerde radikal iretimi gerceklesir. Serbest radikaller viicut
disindan (eksojen) gelebilecegi gibi insan metabolizmasinin dogal bir sonucu (endojen)
olarak da olusabilmektedir. Buna karsilik, canli organizmalar serbest radikallerin
potansiyel yikici etkilerine karsi kendilerini korumak i¢in ¢esitli mekanizmalara sahiptir
(38).

Endojen Kaynakh Serbest Radikal Uretim Kaynaklari

1. Mitokondriyal elektron transport sistemi reaksiyonlari

2. Oksijenaz enzimlerinin reaksiyonlari

3. Antimikrobiyal aktivite sirasinda olugsan solunum patlamasi
4

Otooksidasyon reaksiyonlari

Eksojen Kaynakh Serbest Radikal Uretim Kaynaklar
1. Radyoaktivite
2. UV

3. Metal iyonlart

4. Ksenobiyotikler (Yabanci kimyasallar)

4.4. Antioksidan Savunma Sistemleri

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek
i¢in viicutta bazi savunma mekanizmalar1 gelistirilmistir. Bunlara “antioksidan savunma
sistemleri” denir. Bu mekanizmada kullanilan molekiillere ise antioksidanlar
denilmektedir (39). Viicuttaki fizyolojik aktivitenin dogal tirtinii olan serbest radikalleri,
organizma dogustan kazandigi ¢ok hassas bir donanimla oksidan-antioksidan denge
olarak tanimlayabilecek bir ¢izgide tutmaya ¢alisir. Yani saglikli bir organizmada oksidan
diizeyi ve antioksidanlarin bunlar etkisizlestirme giicii bir denge i¢indedir. Oksidanlar
belirli diizeyin {lizerine ¢ikar veya antioksidanlar yetersiz olursa yani denge bozulursa s6z
konusu oksidan molekiiller organizmanin yap1 elemanlar1 olan protein, lipid, karbohidrat
ve niikleik asitler gibi hiicrenin 6nemli yasamsal yapilarinda biitiinliigiin bozulmasina ve
canlida patolojik olaylarin gelismesine yol agarlar (40). Antioksidan savunma; radikal
metabolit iiretiminin Onlenmesi, iiretilmis radikallerin temizlenmesi, olusan hiicre

deformasyonunun onarilmasi, sekonder radikal iireten zincir reaksiyonlarinin
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durdurulmas:t ve endojen antioksidan kapasitenin artirilmast olarak tanimlanan bes

degisik sekilde yiiriir (4).
4.4.1. Antioksidanlarin siniflandirilmasi

Antioksidanlar endojen (organizma tarafindan sentezlenen) ve eksojen (disaridan
besinlerle alinan) kaynakli olmak {izere baslica iki ana gruba ayrilabildigi gibi; serbest
radikalin meydana gelisini onleyenler ve mevcut olanlar1 etkisiz hale getirenler seklinde
de smiflandirilirlar (41). Hiicre disinda ve hiicrede farkli organellerde yerleserek savunma
mekanizmasinda rol oynayan antioksidanlar; enzimatik yapida olabilecekleri gibi non-

enzimatik yapida da olabilirler.

Enzimatik antioksidanlar, hiicrenin ¢esitli organellerinde etki gdsteren siiperoksit
dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz, Glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz gibi enzimlerden olusurlar. Cesitli metal iyonlarmi baglama, serbest
radikalleri yakalama, hapsetme ve siiplirme gibi etkilere sahip glutatyon, bilirubin,
ferritin, seruloplazmin ve iirik asit gibi enzimatik olmayan antioksidanlar da mevcuttur.
Sentezlendigi organizmada etki gosteren antioksidanlara endojen antioksidanlar adi
verilir. Eksojen antioksidanlar ise daha ¢ok bitkiler tarafindan sentezlenen ¢esitli vitamin

ve fenolik maddeler olup disaridan organizmaya alinip etkinlik gostermektedirler (42).

ANTIOKSIDANLAR
<N\
Dogal Antioksidanlar Yapay Antioksidanlar
/ \ BHT. BHA, Troloks, SOD mimiklen

Enzimatik Enzimatik olmayan
-SOD
-Katalaz Endoien Eksojen
-Glutatyon peroksidaz Glutatyon Vitamin E
~Glutatyon S transferaz Seruloplazmin Vitamin A
-Sitokrom oksidaz Bilirubin Vitamin C
~Glutatyon redilktaz Femitin Flavanoller
-Glukoz 6- fosfat dehidrogenaz  Laktoferrin Polifenoller

Urik asit

Haptoglobinler

Sekil 5. Antioksidanlarin siniflandirilmasi (42)
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4.4.2. Antioksidan enzimler

Enzimler cok yiliksek katalizleme giicline sahip protein yapisindaki biyolojik
katalizorlerdir. Bir canlidaki yapim (sentez) ve yikim reaksiyonlarinin timii enzimlerin
katalitik aktiviteleri ve yontemleriyle gergeklestirilmektedir. Bu tanima gore de, enzimler
canliligin olusumu ve devami igin elzem maddelerdir. Canli disinda da aktivite
gostermeleri enzimlerin Onemini bir kat daha artirmaktadir. Enzim iiretimi genlerin
kontrolii altinda gerceklestirilmekte (bir gen-bir enzim) ve her enzimin kendine 6zgii

sicaklik, iyon tepkimesi (pH) ve basing kosullar1 bulunmaktadir.

En oOnemli antioksidan enzimler; siiperoksit anyonunu hidrojen peroksite
doniistiiren stiperoksit dismutaz (SOD), organik peroksitleri detoksifiye eden glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) ve hidrojen peroksiti suya indirgeyen katalaz (CAT) dir. Bu
endojen antioksidan enzimler serbest radikalleri zararsiz hale getirirler. Boylece

organizma serbest radikaller ve aktif oksijen tiirlerinden etkilenmez (43).
4.4.2.1. Siiperoksit Dismutaz

Stiperoksit dismutaz (EC 1.15.1.1.), siiperoksitin, hidrojen peroksit ve molekiiler
oksijene donisiimiinii katalizler. Hiicre bolinmelerindeki siiperoksit diizeylerini kontrol

etmede 6nemli bir rol oynayan bir metalloenzimdir

O,-+0y'-+2H" &’ H,0, + O,

SOD gergekte detoksifiye edici bir enzim degildir. Ciinkii triinii olan H,O, toksik
bir ajandir. Ancak bu reaksiyon reaktif oksijen radikallerinin detoksifikasyonuna giden
yolun ilk basamagidir. Ikinci basamak katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimleri

tarafindan H,O; in suya doniismesini katalizler (43, 44).

Insanda SOD’nin iki tipi bulunmaktadir.

a) Sitozolde bulunan dimerik, Cu ve Zn ihtiva eden izomer (Cu-Zn SOD) tek disiilfit
bagi ile birbirine bagl iki ayn1 alt birimden olusur ve alt birim basina birer ¢inko
ile bakir igerir.

b) Mitokondride bulunan tetramerik Mn ihtiva eden izomerlerdir (Mn SOD). Genel
olarak hiicrede bol bulunan izomer sitozolik Cu-Zn SOD’dir (45).
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SOD fagosite edilmis bakterilerin hiicre i¢inde etkisiz hale getirilmesinde de rol
oynar. Bu ylizden SOD, graniilosit fonksiyonu ic¢in ¢ok Onemlidir. Lenfositlerde de
graniilositlerden daha fazla miktarda SOD bulunmaktadir. SOD enziminin yiiksek

katalitik aktivitesi nedeniyle hiicrelerde siiperoksit birikimine izin verilmez (46).

SOD aktivitesi, yiiksek oksijen kullanimi1 olan dokularda fazladir ve doku pO, artisi
ile artar. Normal metabolizma sirasinda hiicreler tarafindan yiiksek oranda stiperoksit
iiretimi olmasina ragmen bu enzim sayesinde hiicre i¢i siiperoksit diizeyi diisiik tutulur.

SOD’1n hiicre dis1 aktivitesi ¢ok diistiktiir (43).
4.4.2.2. Katalaz

Katalaz (EC 1.11.1.6) 4 tane hem grubu bulunduran hemoproteindir. Her alt birim
ayrica bir molekiil NADPH icerir. Bu molekiil enzimin kararliliginda rol oynamaktadir.
Enzim sitokrom sistemi igeren tiim oksijenli solunum yapan hiicrelerde mevcuttur.
Katalaz esas olarak peroksizomlarda olmak iizere endoplazmik retikulum ve sitozolde
yogundur. Aktivitesi; karaciger, bobrek, miyokard, ¢izgili kaslar ve eritrositlerde

yiksektir.

Gorevi, hidrojen peroksiti oksijen ve suya par¢alamaktir. Peroksidaz aktivitesine
sahip olusuna ek olarak; bu enzim bir molekiil hidrojen peroksiti elektron verici bir

substrat olarak, digerini de oksidan veya elektron alicisi olarak kullanabilir (4).

CAT
2 H202 e 2 HZO + 02

Katalazin indirgeyici aktivitesi hidrojen peroksit ve metil, etil hidroperoksitleri gibi
kiigiik molekiillere karsidir. Biiyiik molekiillii lipid hidroperoksitlerine etki etmez (47).

4.4.2.3. Glutatyon Peroksidaz

GSH-Px, hiicrede H,O,’nin temizlenmesinden sorumlu iki enzimden birisidir.
Glutatyon peroksidaz (EC 1.11.1.19), glutatyon tarafindan hidroperoksitlerin (ROOH ve
H20,) indirgenmesini saglayarak, memeli hiicrelerini oksidatif hasara karsi koruyan 4
selenyum igeren tetramerik yapida sitozolik bir enzimdir. Ayrica biiyiime, gelisme ve
ireme i¢in gerekli bir iz element olan selenyumu yapisinda bulundurur. Selenyum

eksikliginin, bu enzimin aktivitesini azalttig1 bilinmektedir (48, 49).
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2GSH + H,0, +NADP —C&SH-PX, 555G + 2 H,0 +NADPH

ROOH + 2GSH —SSHPX,  poH 4+ GSSG + H,0

Genel olarak GSH-Px’in H,O,’¢ karsi en belirgin savunma sistemi oldugu
diistiniilmektedir. Tetramerik yapida olan enzim en g¢ok karaciger ve eritrositte aktif
olarak bulunmaktadir. Kalp, akciger ve beyinde orta, kasta ise diisiik aktivitede bulunur.
% 60-75’1 sitoplazmada, % 25-40’1 mitokondride yer alir. Selenyuma bagimli ve
bagimsiz iki tipi mevcuttur. Selenyuma bagimli olan GSH-Px (Se-GSH-Px) sitozol ve
mitokondride bulunmaktadir. Hem H,O, hem de lipid hidroperoksitleri metabolize eder.
Selenyumdan bagimsiz olan GSH-Px (non-Se GSH-Px) ise sadece lipid hidroperoksitleri
metabolize eder. Bu fonksiyonu ile lipid peroksidasyonunun baglamasini ve ilerlemesini
onlemektedir (50).

4.5. Karaciger ve Fonksiyonlari

Karaciger viicudumuz i¢in hayati dnemi olan bir¢ok alanda gorev alir. Biiyiikliik
olarak, viicutta en biiyiik organ olma 6zelligine sahiptir. Karacigerin kendini onarma ve
yenileyebilme gibi ozellikleri vardir. Temel yap1 birimi hepatositlerdir ve karacigerin
temel fonksiyonel elemanidirlar. Bu hiicreler hem i¢ hem de dis salgilama islevlidir; bazi

maddelerin sentezini yapar ve biriktirir, bazilarin1 detoksifiye eder, bazilarini da tasirlar.

Karaciger, yasam i¢in gerekli bir¢ok farkli fonksiyona sahiptir. Kendisi i¢in gerekli
proteinlere ek olarak, salgilamak fiizere g¢esitli plazma proteinlerini de (albiimin,
protrombin, fibrinojen ve lipoproteinler) sentezler. Ayrica aminoasitleri, karbohidratlari,
lipidleri, vitaminleri, mineralleri alir, isler ve depolar. Karaciger ayni zamanda biitiin
esansiyel olmayan amino asitlerin yapildigi yerdir. Ayni zamanda karaciger; tiroid,
steroid ve diger hormonlarin baglica katabolizma yeridir ve plazma hormon diizeylerinin

diizenlenmesinde rol oynamaktadir (51).

Karaciger metabolizma i¢in Onemli bazi maddeleri depolar. Alyuvarlardaki
hemoglobine ek olarak, karaciger demir, A, D ve By, gibi bazi vitaminler i¢in de énemli

bir depo yeridir.

Karaciger hiicrelerinin diiz endoplazmik retikulumu bir¢ok maddenin kimyasal

doniisiimiinden sorumlu c¢esitli enzim ve kofaktorleri bulundurur. Endoplazmik
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retikulumdaki diger enzimler birgok bilesigin glukuronik asit, glisin ve glutatyonla
birlegsmesini saglar. Karacigerde yapilan doniisiimlerin ¢ogu, bilesiklerin bobreklerden
kolayca atilmalarini saglamak, suda ¢dziinebilir yapmak i¢indir. Baz1 metabolizma artik

iirtinleri safra i¢ine salinir.

Karacigerin sindirim sistemine en O©nemli katkisi safranin salgilanmasidir.
Karaciger hiicresi tarafindan iiretilen safra, safra asitleri, kolesterol, fosfolipidler ve safra
pigmentlerini igerir. Biitiin bu bilesikler, elektrolit yogunlugu plazmaya benzeyen
izotonik bir siviyla birlikte safra kanalciklari i¢ine verilir. Safra kanalciklar1 daha biiytlik
kanallara katilir ve en sonunda bir tek biiylik safra kanalina bosalir. Safra kanallarini
doseyen epitelyum hiicreler karacigeri terk eden safra hacmine katkida bulunan sulu,

bikarbonatca zengin bir siv1 salgilar.

Reaktif oksijen tiirleri, oksidatif fosforilasyon, mitokondriyal elektron transportu,
ksenobiotik metabolizmas: ve inflamasyon gibi hiicre siire¢lerinin bir pargasi halinde
devamli olarak olusturulurlar. Eger bu radikaller savunma mekanizmalarinin kapasitesini
asarlarsa hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbohidrat ve enzim gibi 6nemli bilesenlerinde
hasara neden olurlar. Serbest oksijen radikalleri, karaciger gibi yogun fizyolojik ve
metabolik olaylarin seyrettigi bir organda siirekli olarak iiretilmekte ve detoksifiye
edilmektedir. Ayrica ilaglar ve toksinler gibi eksojen bilesiklerin detoksifikasyonunda da
primer organdir. Yani karaciger, viicutta birikmesine izin verildigi takdirde zararli
olabilecek bir¢ok maddenin temizlenmesini ve detoksifiye edilmesini saglarken cok

sayida metabolik reaksiyonu idare eder (52, 53).
4.6. Malondialdehit (MDA)

Serbest radikallere bagli hiicre hasarindaki en Onemli mekanizmalardan biri
membranlardaki lipid peroksidasyonudur. Lipid peroksidasyonu, doymamis yag
asitlerinin radikaller tarafindan peroksitler, alkoller, aldehitler, hidroksi yag asitleri, etan
ve pentan gibi gesitli iirlinlere yikilmasi reaksiyonudur. Lipid peroksidasyonu sonucu
membranlarda yapisal ve fonksiyonel hiicre hasari olusur. Lipid peroksitlerinin
yikimindan olusan iiriinlerden biri MDA’dir. Ug ya da daha fazla ¢ift bag iceren yag
asitlerinin peroksidasyonu ile meydana gelir Bu bilesik protein ve fosfolipidlerle ¢apraz
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bag ve polimerizasyon yaparak ozelliklerinin kaybolmasini saglar. MDA miktar1 , lipid

peroksidasyonunun derecesini gosterir

MDA, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre yiizey bilesenlerinin agregasyonu
gibi hiicre fonksiyonlarini etkileyen olaylar1 degistirir. Hiicrenin her tarafina dagilarak,
oOzellikle siilfidril igeren enzimleri inaktive eder. Niikleik asitlerle etkilesmeye girerek

genetik sifrede mutasyonlara yol agar (54).
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. GEREC

5.1.1. Kullanmilan Cihazlar, Aletler ve Malzemeler

Bu tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar, laboratuar aletleri ve malzemeleri tretici

firmalar ile birlikte Tablo 2°de listelenmistir.

Tablo 2. Kullanilan cihazlar, aletler ve malzemeler

Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

Uretici Firma

Etuv

Jel goriintiileme sistemi
Elektroforez gii¢ kaynagi
Elektroforez tanki
Vorteks

ELISA pleyti

Real Time PCR Cihazi
Santrifiij

Magnetik karistirict
ELISA Okuyucusu
Otomatik pipet,10-100 pL
Otomatik pipet,100-1000 pL
Otomatik pipet,1-5 mL
Mikro dalga firin

pH metre

Homojenizator

Saf su cihaz1

Hassas analitik terazi
Deney tiipleri
Spektrofotometre

Kuartz Kiivet

Sogutmal1 santrifiij

Steril DNAaz, RNAaz free pipet uglari

Gallenkamp

Gel Logic 200 Imaging System

Thermo EC250-90
Thermo EC320

Niive, NM 110
Bioscience

Roche Light Cycler 480 Il
Heraeus

Ikamag RH

VERSA max

Eppendorf Research
Eppendorf Research
Eppendorf Research
Altus ALMD 171

Hanna Instruments
Ultra-Turrax T25
Aquatron 4 AD

Metler Toledo AB 204-S
SH&GLASS
Beckman-Coulter
Agilent Technologies
Allegra 64R Centrifuge
Greiner




5.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan kimyasal maddeler, {iretici firmalar, {iriin kodlar1 ve

bazilarinin saflik diizeyleri Tablo 3’de verilmistir.

Tablo 3. Kullanilan kimyasal maddeler

Kullanilan Kimyasal Maddeler

Uretici firma, iiriin kodu ve saflig

Agaroz

Etidyum bromiir

DEPC

Sodyum bikarbonat (NaHCO3)
Sodyum karbonat (Na,CO3)
Stilfiirik asit (H2SOy)

Ksantin

EDTA

Nitro blue tetrazolium (NBT)
Sigir Serum Albumin (BSA)
Amonyum siilfat ((NH4),SO4
Bakir kloriir (CuCly)

Ksantin oksidaz

Etanol

Triton X-100

Potasyum kloriir (KCl)
Fosforik Asit (H3POy)

Asetik asit (CH3COOH)
Tris-HCI

Coomassie Brillant Blue G-250
Hidroklorik asit (HCI)

Hidrojen peroksit (H,0O,)
Potasyum dihidrojen fosfat (KH,POy,)
Potasyum klortir (KCI)
Tiyobarbitiirik asit (TBA)
1,1,3,3-tetrametoksipropan
Kloroform

Disodyum hidrojen fosfat dihidrat
(NazHPO4 2H20)

Serva, 11404-250G

Sigma, E7637-1G

Sigma, D5758

Merck, >%99.5 (6329)
Lancaster %98, 13098

Carlo Erba, %96 (d=1.84 g/mL)
Sigma, X-0626

Carlo Erbo Reagent, Code No 303227
Sigma, 97596L5

Sigma, Lot#058K0726

Merck, Art 1216

Lancaster, 13167

Sigma, Lot#SLBB1574V
Sigma, Lot#34870, %99.8
Merck, Art 11869

Merck, Art 4935

Merck, Art 563, %85

Merck, Art 56, %99.5
AppliChem, Lot 5X002338 %99
Serva, 35050

Merck, 314, %37

Sigma, A6011

Merck, Art 4871

Merck, Art 4935

Sigma, Lot#99H1198

Sigma, Lot 76H3424, %99
Merck, UN 1888, %99

Merck K16290176
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5.2. YONTEM

Yapilan deneylerin tiimii Karadeniz Teknik Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel

Etik Kurulunun 2012/5 protokol no’lu etik kurulu bagvurusunun onayi ile yapildi.

Bu calismada KTU Cerrahi Arastirma Merkezinden temin edilen 32 adet erkek
sican kullanildi. Calisma baslamadan dnce deney hayvanlarinin viicut agirliklarina gore
dengeli bir sekilde ayarlanarak deney gruplari belirtildi. Hayvanlar oda sicakliginda (21 +
2°C), ve 12 saat aydinlik/12 saat karanlik 151k fazinda tutuldu. Siganlar deney diizenegine

adaptasyonlari igin enjeksiyonlardan iki giin once kafeslere yerlestirildi.
5.2.1. Deney Gruplar

Gruplara (dort grup, her grup igin sekiz si¢an) ayrilmis olan siganlar kafeslere
yerlestirildikten sonra enjeksiyonlar sabah 9.00-10.00 saatleri arasinda uygulandi. Apelin-
13 ¢ozeltisi gilinliik hazirlandi. Coziicii olarak serum fizyolojik kullanildi.

Deney gruplar1 agsagidaki gibi olusturuldu.

1.grup: Kontrol: 1 mL/kg /giin  (i.p.) Serum Fizyolojik
2.grup: Apelin- 13: 30 pg/kg /gin  (i.p.)
3.grup: Apelin- 13: 100 pg/kg /giin (i.p.)

4.grup: Apelin- 13: 300 pg/kg /giin (i.p.)
5.2.2. Deney Plani

Calismada kullanilan siganlar yukarida belirtilen gruplara uygun olarak 15 giin
stireyle apelin 13 uygulamast yapilmistir. Hayvanlarin dekapitasyonunu takiben,
karaciger dokular1 alindi ve elde edilen doku oOrnekleri bir kismi kuru buz igine
yerlestirilmis 1 mL’lik plastik ependorf tiiplere konuldu ve enzim aktivitesi 6lgiimiine
kadar -80°C dondurucuda saklandi. Bir kismu ise, kuru buz iizerinde dondurularak DNAz,
RNAz igermeyen steril ependorflara alinarak, gen ekspresyonu analizi i¢in ¢aligmanin

yapilacagi zamana kadar -80°C’de saklandi.
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5.2.3. Karacigerde Antioksidan Enzimlerin Olciilmesi

Dokular 50-60 mg olacak sekilde, pH’s1 7.4 olan 50 mM’lik 2 mL Tris-HCI (0.5
mL/L Triton X-100) soguk tampon ¢ozeltisi i¢inde homojenize edildi. Homojenatlar 3
000 rpm de +4°C’de santrifiij edildikten sonra 1mL homojenat ¢dzeltisinden alinip 0.5
mL etanol-kloroform (2:3 oraninda) ile karistirildi ve +4°C’de 10 000 g’de 30 dk santrifiij
edildi. Elde edilen siipernatanda SOD, CAT, GSH-Px aktivite olgtimleri yapildi. Etanol-

kloroformla ¢oktiirme yapilmayan siipernatanda ise protein tayini yapildi.
5.2.3.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi Tayini

Stiperoksit dismutaz aktivitesi Sun ve Oberley’in (55) metoduna gore olgiildii. Bu
yontem, ksantin-ksantin oksidaz sisteminin olusturdugu siiperoksit radikallerinin nitro
blue tetrazoliumu (NBT) indirgeyerek olusturdugu rengin 560 nm’de verdigi absorbansin
spektrofotometrik olarak Olgiilmesi esasina dayanir. Bu indirgenme enzimin olmadigi
ortamda meydana gelir ve mavi-mor renk olusur. Ortamda SOD oldugunda ise
indirgenme olmaz, enzimin miktar ve aktivitesine bagl olarak daha agik bir renk olusur.
SOD’ un ortamdaki siiperoksit radikallerini uzaklastirmas: sonucu optik dansitede
meydana gelen azalmadan yararlanilarak SOD tarafindan katalizlenen reaksiyonun %
inhibisyonu hesaplandi. % 50 inhibisyona kars1 gelen SOD miktar1 bir enzim initesi

olarak alindu.

Ksantin oksidaz
Ksantin > 0,

0, + NBT » Renkli Bilesik
SOD Aktivitesi Ol¢iimiinde Kullamlan Cézeltilerin hazirlamsi:

1. 0.3 mM ksantin ¢ozeltisi: 3.65 mg ksantin 80 ml deiyonize suda ¢oziildii.

2.0.6 mM EDTA ¢ozeltisi: 8.93 mg EDTA 40 mL deiyonize suda ¢oziildii.

3. 150 uM NBT ¢ozeltisi: 4.9 mg NBT 40 mL deiyonize suda ¢oziildii. NBT giinliik
hazirlandi.

4. 400 mM Na,COs ¢ozeltisi: 1.01 gr Na,CO3 24 mL deiyonize suda ¢oziildii.

5. %0.1 BSA (s1gir serum albiimini): 12 mL deiyonize suda 12 mg BSA ¢oziildii.
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Reaksiyon karigimi; 80 mL 0.3 mM ksantin ¢ozeltisi, 40 mL 0.6 mM EDTA
¢ozeltisi, 40 mL 150 uM NBT ¢ozeltisi, 24 mL 400 mM Na,COj3 ¢ozeltisi, 12 mL BSA
karistirilarak hazirlandi.

6. 2M amonyum siilfat: 2.64 g amonyum siilfat 10 ml deiyonize suda ¢6ziildii.

7. 167 U/L ksantin oksidaz ¢ozeltisi: 3.3 U/mL’lik orijinal siseden 100.9 pL alinip
2 mL’ye amonyum siilfatla tamamlandi. Ksantin oksidaz giinliik hazirlandu.

8. 0.8 mmol/L CuCl; gozeltisi: 5.37 mg CuCl, 50 mL deiyonize suda ¢oziildii.

9. SOD standartlar1; 0.125, 0.5, 1, 2, 4 {inite/ml olarak, pH’s1 7.4 olan 50 mM’lik
Tris-HCI ¢6zeltisi ile dilue edilerek hazirlandi. Hesaplamalar igin kullandigimiz kor Tris-

HCI tamponu ile hazirlandi.

Tablo 4. SOD aktivitesi 6l¢timii i¢in hazirlanan karigim

Cozeltiler Hacim (ml)
Reaksiyon karisimi 1.25
Numune 0.25
Ksantin oksidaz 0.025

25°C da 20 dakika su banyosunda karanlikta inkiibasyona birakildi.

Bakar kloriir 0.5

560 nm’de absorbans olgiildii.

Enzimin inhibisyonu Es.1 kullanilarak hesaplandi. Sekil 6’daki standart grafigi,
SOD aktivitesinin logaritmasi alinarak sekil 7°deki lineer standart grafigine doniistiirtildii.
Bu standart grafiginden yararlanilarak numunelerin % inhibisyonlar1 bulunup SOD
aktivitesine donistiiriildi. Sonuglar protein miktarina bdliinerek U/g protein olarak
hesaplandi.

(A Eér— A Numuns)
% inhibisyon = x100 (1)

A Ear
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70 -
60 -

50 -

40 - y = 12.709In(x) + 48.98
30 - R2 =0.9827

20 A

%0 inhibisvon

10 ~

0 T T T T 1
0 1 2 3 4 5

SOD Aktivitesi (U/mL)

Sekil 6. SOD aktivitesi i¢in standart konsantrasyonuna kars1 % inhibisyon grafigi
Yy yon gralg

S 70 -
% inhibisyon *
y =29.265x + 48.98
R? = 0.9827
20 -
10
-0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8

log SOD aktivitesi (U/mL)

Sekil 7. SOD aktivitesi i¢in standart konsantrasyonlarin logaritmasina kars1 % inhibisyon
grafigi

5.2.3.2. Katalaz (CAT) Aktivitesi Tayini

Hidrojen peroksidin oksijen ve suya hidrolizini katalizleyen katalaz aktivitesinin
tayininde Aebi (56) metodu kullanildi. Bu metodun esasi, H,O,’nin CAT tarafindan

parcalanmasi sonucu 240 nm’deki absorbans diisiisiine dayanmaktadir.
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Katalaz Ol¢iimiinde Kullanilacak Cézeltilerin Hazirlanmasi

1. 50 mM fosfat tamponu (pH:7.00): 3.405 g KH,PO, ve 4.45 g Na,PO,4.2H,0,
500’er ml deiyonize suda ¢oziildiiler. Bu ¢ozeltiler sirasiyla 1:1.5 oraninda karistirildi ve
pH’s1 7.0’a ayarlandi.

2. 30 mM H,0; (hidrojen peroksit): 0.34 mL %30’luk H,0, alinarak fosfat tamponu
ile 100 mL’ ye tamamlandi. Giinliik hazirlandu.

Doku homojenatlar1 fosfat tamponu ile 50 kat seyreltilerek 6lgiim yapilacak

numuneler olusturuldu.

Deneyin yapilisi: Numune igin gerekli seyreltmeler yapildiktan sonra tablo 5’de

belirtildigi gibi pipetlemeler yapildi.

Tablo 5. Katalaz aktivitesi 6l¢iimii igin reaksiyon karigsimi

Kor(mL) Numune (mL)
Fosfat tamponu i00  a-
Numune 2.00 2.00
HO, e 1.00

Kuvartz kiivete hidrojen peroksit ilave edilir edilmez 30 s boyunca 10 s araliklarla

240 nm’deki absorbanslardaki diisiis izlendi.

Katalaz aktivitesinde birim olarak birinci derece reaksiyon hiz sabiti (k) kullanildu.

10 s’lik zaman aralig1 i¢in Eg. 2’den yararlanilarak aktivite hesaplandi.
k= (2.3/10) x log (A/Az) st (2)

A;= Baslangi¢ absorbanst
A,= 10 s sonraki absorbans

Es. 2’ye gore bulunan k degeri seyreltme faktorii ile ¢arpildi. Daha sonra karaciger

dokularinda g protein basina katalaz aktivitesi hesaplandi (k/g protein).
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5.2.3.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Aktivite Tayini

Glutatyon peroksidaz, glutatyon tarafindan hidroperoksitlerin indirgenmesini
saglayarak, memeli hiicrelerini oksidatif hasara karsi koruyan selenyum igeren tetramerik

yapida sitozolik bir enzimdir.

Glutatyon peroksidaz aktivite tayininde katalog numaras1 #ADI-900-158 olan Enzo
Life Science firmasina ait glutatyon peroksidaz kiti kullanildi. Enzim aktivitesi 340
nm’de kinetik olarak 6l¢iildii. Sonuglar U/mL cinsinden hesaplandi. Daha sonra karaciger
dokularinda g protein basina glutatyon peroksidaz aktivitesi U/g cinsinden hesaplandi.

Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi Es. 3’e gore hesaplandi.

AAz40 /dak. 0.19 mL
Glutatyon Peroksidaz Aktivitesi= —— X ———  Diliisyon (3)

0.00373 uM™ 0.02 mL

5.2.4. Protein Tayini

Protein miktar tayini Bradford yontemine (57) gore yapildi. Yontem organik
boyalarin, proteinlerin asidik ve bazik gruplariyla etkileserek mavi renk olusturmasini

esasina dayanir.
Protein Tayini Ol¢iimiinde Kullanilan Cézeltiler:

Bradford Reaktifi: 25 mg Coomassie Brillant Blue G-250 12.5 mL %95’lik
etanolde ¢oziildiikten sonra lizerine 25 mL %85°lik H3PO,4 eklendi. Son hacim 250 mL’ye

tamamlanda.

%20’lik HCI ¢ozeltisi: Bir miktar saf su iizerine 27.03 mL %37’lik HCl‘den alind1
son hacim saf su ile 50 mL’ye tamamlandi. Kullanilan cam malzemelerdeki olabilecek

protein kalintilarin1 uzaklagtirmak i¢in yikama ¢ozeltisi olarak kullanildi.

Standart cozeltiler: Standartlar Sigir Serum Albumin (BSA)’dan hazirlandi. 25
mg BSA bir miktar suda ¢oziildiikten sonra son hacim saf su ile 10 mL’ye tamamland.
Bu ¢ozeltiden protein tayin standartlart 1, 0.8, 0.6, 0.1 (mg/mL) konsantrasyonlarinda

standartlar hazirlandi.
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Reaksiyon karisimi, Bradford Reaktifi 100 uLL, homojenat tamponu (pH’s1 7.4 olan
50 mM’lik Tris-HCI) ile yirmi kat seyreltilmis numuneden 10 pL alinarak hazirlandi. Bu
miktarlar pleyte yiiklendikten sonra pipetaj yapilarak karistirildi. Spektrofotometrede 600

nm’de 6l¢lim yapildi. Sonuglar mg/mL cinsinden hesaplandi.

o
[0
)

o
[e)}
1

y=0.5378x + 0.1846
R*=0.9828

Absorbans (600)
o o9
N E)

o

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Konsantrasyon (mg /mL)

Sekil 8. Protein tayininin standart grafigi

5.2.5. Doku Malondialdehit (MDA) Diizeyi Ol¢iimii

MDA o6l¢timii Mihara ve Uchiyama yontemine (58) gore yapildi. Bu metodun
esasi, MDA’ nin asidik ortamda tiyobarbitiirik asit (TBA) ile olusturdugu rengin 532

nm’deki absorbansinin 6lgiilmesine dayanmaktadir.

Karaciger dokusunun yaklasik 50-60 mg’lik kismi 2mL %1.15’1ik KCI (0.5 mL/L
Triton X-100 igeren) ¢ozeltisi iginde homojenize edildi. Homojenatlar 3000 rpm’de 10 dk

santrifiijlenerek elde edilen siipernatanlarda ilgili 6l¢timler yapildu.
Malondialdehit Ol¢iimiinde Kullamlan Cézeltiler:

Doku homojenizasyon tamponu: 1.15 g KClI hassas terazide tartildi ve son hacim

distile su ile 1 L’ ye tamamlandi. Olusan ¢dzeltinin tizerine 0.5 mL Triton X-100 eklendi.

%1’lik H3POy4 cozeltisi: Bir miktar saf su iizerine 2.94 mL %85°lik H3PO,4 alind1

ve son hacim distile su ile 250 mL’ye tamamlandi.
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Tiyobarbitiirik asit (TBA) ¢ozeltisi: 0.67 g TBA tartildi, 50 mL distile ve 50 mL
asetik asit ilave edilerek magnetik bar yardimiyla karistirilip ¢oziildi.

Standart cozeltiler: 43 uL 0.01 M HCI alind1 ve 50 ml saf suya eklendi. Uzerine
82.5 uL 1,1,3,3 tetrametoksipropan ¢ozeltisi eklendi ve 50°C” de 1 saat inkiibe edildi. Bu
sekilde hazirladigimiz ana stok ¢ozeltisinden ¢esitli oranlarda diliisyonlar yapilarak 50,
40, 30, 20, 10 ve 5 nmol/mL’lik standart ¢zeltiler hazirlandi.

0.5 mL doku homojenati, 3 mL H3PO, ve 1 mL tiyobarbitiirik asit eklenerek
reaksiyon karisimi hazirlandi ve vortekslendi. Ardindan 100°C’de 45 dk etiivde
inkiibasyona birakildi. inkiibasyondan sonra tiipler 4000 rpm’ de 10 dk santrifiij edildi.
Her numunenin siipernatanindan 300’er pL pleyte yiiklendikten sonra 532 nm’de

spektrofotometrik olarak 6l¢iim yapildi. Sonuglar ise nmol/g doku olarak hesaplandi.

e e
0 W =
1 ]

e
[S2 B« ) IR N
1 1 1

y =0.0175x + 0.0222

Absorbans (532
o o
w b

R?=0.9973
0,2
0,1
0 T T 1
0 20 40 60

Konsantrasyon (nmol /mL)

Sekil 9. MDA standart grafigi
5.2.6. Karaciger Dokusundan RNA izolasyonu

RNA izolasyonu EZ-RNA total RNA (cat. No. 20-400-100) izolasyon Kiti
kullanilarak yapildi. Kit prosediiriine gore sirasiyla asagidaki iglemler yapilda.

1. 30-50 mg arasinda tartilan karaciger dokularmin {izerine 0.5 mL
denatiirasyon ¢ozeltisi (guanidin tiyosiyanat) eklendi ve kuvvetlice karistirilarak pipet

ucuyla iyice parcalanmasi saglandi.
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2. Homojenize edilen o&rnekler oda sicakhiginda 5 dk  bekletilerek
niikleoproteinlerin ayrilmasi saglandi.

3. Her 6rnegin tizerine 0.5 mL ekstraksiyon ¢6zeltisi (fenol-kloroform) eklendi
ve 15 saniye dikkatlice karistirilip oda sicakliginda 10 dk bekletildi.

4. Cozelti 12000 g’de +4°C’de 15 dK santrifiij edildi.

5. Santrifiij sonunda berrak iist faz alindi ve lizerine 0.5 mL izopropil alkol
eklendi, agz1 kapatilip 10-20 s vortekslendi.

6. Oda sicakliginda 10 dakika bekletilerek RNA ¢okelegi olugsmasi saglandi.

7. Cokelegin ayrilmasi igin 12000 g’de +4°C’de 10 dk santrifiij edildi ve
ardindan siipernatan atildu.

8. Dipteki RNA pelletinin tizerine 1 mL %75’lik etanol eklendi ve vortekslendi.

9. 7500 g’de +4°C’de 5 dk santrifiij edildi ve siipernatan atildu.

10. Tamamen kurumasina miisade edilmeden fazla etanol uzaklastirildi.

11.  RNA pelleti 100 pL dietil pirokarbonatli (DEPC) su ile pipetaj yapilarak
tekrar ¢oziildii ve 55°C°da 12 dk thermomixer’ de bekletildi.

Elde edilen RNA ornekleri 1/25 oraninda (2uL RNA + 48 ul. DEPC’li su)
seyreltilerek 260/280 nm’de konsantrasyonlart ve absorbans oranlari nanodrop
kullanilarak belirlendi (Elde edilen RNA’nin safligi 260/280 absorbans oranina baglidir

ve iyi bir RNA izolasyonu i¢in bu oranin 1.6-1.9 arasinda olmas1 gerekir ).

Izole edilen RNA orneklerinden bazilari agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildii.
Daha sonra reverse transcription ile cDNA elde edildi

5.2.7. Reverse Transcription-PCR ile RNA’ dan cDNA Elde Edilmesi

Ekstraksiyon sonunda elde edilen total RNA, komplementer DNA (cDNA) sentezi
icin kalip olarak kullanildi. Bu amagla Promega ticari RT-PCR kiti kullanildi ve

asagidaki islemler sirasi ile uygulanda.

4 uL 25 mM MgCl,, 2 uLL RT 10x tampon, 2 pL. dNTP karisimi 10mM, 0,5 pL
Recombinant RNAaz inh., 0,7 uL Enzim(AMV) Rev.Tr., 1 uL Oligo(dT)5 primer, 2 uL
son konsantrasyonu 1 pg/ul toplam RNA, 7.8 uL Niikleaz free su karistirilarak 20 L’

lik reaksiyon ortami hazirlandi.
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RNA 6rneklerine hazirlanan reaksiyon ortamina 42°C’de 15 dakika, 95°C 5 dakika,
4°C 5 dakika olmak iizere Reverse Transcription-PCR protokolii uygulandi. Orneklerin bir
kismi1 agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildii. Elde edilen cDNA 6rnekleri -80°C Real-Time
PCR yapilana kadar saklandi.

5.2.8. Real Time PCR

Real Time PCR’da olusan {irlin miktar1 reaksiyon boyunca olusan iiriin
miktarlariyla orantili olarak artan floresansS boyanin verdigi sinyalin izlenmesiyle
belirlenir. Real time PCR da ilgili genlerin ekspresyonlarini belirlemek i¢in SYBR Green
boyast kullanildi. SYBR Green yalnizca ¢ift zincirli DNA’ya baglandiginda floresans
1s1ma veren bir boyadir. Cozeltideki baglanmamis boya c¢ok diisiik floresans 1s1ma yapar.
SYBR Green’in DNA’ya baglanmasi arttikga 530 nm dalga boyunda flouresans 1s1ma
yiikselmektedir. PCR siiresince SYBR Green floresans isimasindaki artig direkt olarak
tiretilen ¢ift zincirli DNA oranina baglh olarak artmaktadir (62). Real Time PCR islemi
Roche LightCycler 480 Il marka cihazda katalog no: 11782-200/01K olan invitrogen
Universal EXPRESS SYBR GreenER gPCR SuperMixes and Two-Step gRT-PCR Kkiti
prosediirii dogrultusunda yapildi. Bu kit kullanilirken ek olarak elde ettigimiz cCDNA’lara
ve kullanacagimiz enzimlerin PCR primerlerine ihtiya¢ vardir. Tablo 6’da Real Time

PCR’da kullanilan primer dizileri verildi.

Tablo 6. Real Time PCR’da kullanilan primer dizileri (60)

Primer adi Primer sirasi
[B-aktin forward 5°-CTG ACC GAG CTG GCT AC-3’

reverse 5-CCTGCTTGC TGA TCC ACA -3’

Katalaz forward 5°- GGC AGC TAT GTG AGA GCC-3’
reverse 5°-CTG ACG TCC ACCCTG ACT3’

GSHpx forward 5°-CTC TCC GCG GTG GCACAGT-3
reverse 5’-CCA CCA CCG GGT CGG ACATAC-3’

SOD (Cu-Zn) forward 5’-GTT CCG AGG CCG CGC GT-3’
reverse 5’-GTC CCC ATATTG ATG GAC-3’
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5.2.8.1. Real Time PCR Protokolii

1- Amplifikasyonun (Biiyiitme) baslangicinda, reaksiyon karisim: denatiire

DNA’y1, primerleri ve SYBR Green boyasini igerir

2- Primerlerin yapismast (Annealing): Bu asamada primerlerin ortamda bulunan
hedef DNA kompenenti ile birlesmesi ve tekrar ayrismasi olayi sonrasinda, ¢ok az boya
molekiilii ¢ift zincire baglanabilir. DNA’ya baglanma sonucunda uyarima bagli olarak

SYBR Green molekiillerinin 15181 yaymasinda 6nemli bir artig olur.

3- Uzama (Elongasyon) siirecinde, daha ¢ok boya yeni sentezlenen DNA’ya
baglanir. Yeni sentezlenen ¢ift sarmal yapili DNA molekiiliiniin yapisina boya katilarak
zaman igerisinde floresans miktarinda artisa neden olur: Gelecek isitma dongiisii i¢in
DNA denatiirasyonuna bagli olarak boya molekiilleri salinirlar ve floresans 1sima sinyali

diiser.

Her PCR dongiistiniin uzama basamaginin sonunda floresans 1s1k siddeti 6lgtimii
amplifiye olmus DNA’nin miktarindaki artisi monitérden izleyebilmek igin yapilir.
Sadece istenen PCR iiriiniiniin amplifiye oldugundan emin olmak i¢in erime egrisi analizi
PCR’dan sonra yapilabilir. Erime egrisi analizinde reaksiyon karisimi yavasga 95C%ye
kadar 1sitarak cift zincirli DNA eritilir ve SYBR Green | floresansindaki siirekli azalis
tespit edilir. Flouresans 1sik siddetindeki bu azalis erime piki olarak monitérden
goriilebilir. Her bir erime piki DNA iiriin partikiiliiniin karakteristik erime sicakligini
(Tm) gosterir. Erime sicakligi (Tm), ¢ift zincirli DNA’nin tek zincirli DNA’ya

doniistimiiniin %50’sinin tamamlandig: sicakliktir.

cDNA’lar1 olusturulan her bir 6rnek i¢in Tablo 7°deki gibi pipetlemeler yapildiktan
sonra LightCycler 480 11 (Roche, Germany) cihazinda Tablo 8’deki program esliginde
Real Time PCR yapildi (59).
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Tablo 7. Orneklerin Real Time PCR igin hazirlanmas:

Enzimler icin eklenecek Reaktifler 1ornek 32 ornek
icin hacim icin hacim

SYBR GreenER gPCR SuperMix Universal 10 uL 380 uL

10 uM forward primer (500 nM final) 1 ulL 38 uL

10 uM reverse primer (500 nM final) 1 ulL 38 uL

Niikleaz free su 3ul 114 uL.

cDNA (her 6rnek icin) 5ulL

Tablo 7°de verilen miktarlar kullanilarak beta aktin ve enzimler igin ayri ayri
reaksiyon karigimi hazirlandi. B-aktin 32 6rnek igin iki kez ¢aligildi. Bu yiizden reaksiyon
karigimi digerlerinin iki kat1 olacak sekilde hazirlandi. Roche LightCycler 480 I marka
gPCR cihazinin 6zel pleytine beta aktin, katalaz, siiperoksit dismutaz ve glutatyon
peroksidaz PCR karigimlart 32 numune i¢in kuyucuklara 15 pL pipetlendi. Bu
kuyucuklara her 6rnege ait cDNA o6rneklerinden 5 pL ilave edilerek toplam hacim 20
ul’ye tamamlandi. Her 6rnege ait cDNA yiiklendikten sonra pleytin {izeri kaplayici ile
iyice kaplandi. Pleyt kisa siireli santrifiijlendikten sonra Roche LightCycler 480 11 marka
qPCR cihazina yerlestirildi. Asagidaki tabloda verilen protokol dogrultusunda qPCR
programi uyguland: ve qPCR islemi gerceklestirildi.

Tablo 8. Real-Time Protokolii

Program Dongii Analiz Modu
On inkiibasyon 1 -
Amplifikasyon 50 Kantifikasyon
Erime Egrisi 1 Erime Egrileri
Sogutma 1 -

Hedef Sicaklik (°C) Elde Etme Modu Siire(hh:mm:ss) Slfﬁ:lh(l: 3:;15
On inkiibasyon
95 - 00:05:00 4.4
Amplifikasyon
95 - 00:00:10 4.4
Primer Tm - 00:00:10 2.2
dakikada 5 °C
72 Tek 00:00:10 4.4
Erime Egrisi
95 - 00:00:05 2.0
65 - 00:01:00 2.0
97 Devamli
Soguma
40 - 00:00:10 2.0
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5.2.9. Uriinlerin Agaroz Jel Elektroforezinde Yiiriitiilmesi

RNA izolasyonu sonunda elde edilen RNA ornekleri, cDNA o6rnekleri ve gPCR
iirlinleri % 2’lik agaroz jelde yiiriitiildii ve elde edilen jel goriintiisii dijital goriintiilleme
sistemi kullanilarak bilgisayar ortamima aktarildi ve gorintiler kaydedildi. Jel

hazirlanmasinda kullanilan ¢ozeltiler agsagida belirtildigi gibi hazirlandu.

TAE (Tris-asetikasit-EDTA) elektroforez tamponu: 242 g Tris, 37.2 ¢
Na;EDTA.2H,0, bir miktar deiyonize suda ¢oziindii ve tizerine 57.1 asetik asit ilave
edildi. 1N NaOH ile pH 8.5’a ayarlandi ve son hacim 1L’ye tamamlandi. Hazirladigimiz
TAE tamponunu 50 kat seyreltildi ve hem elektroforez tamponunu hazirlamada, hem de

agaroz jelin hazirlanmasinda kullanildi.

Etidyum Bromiir Cozeltisi: 100 mg etidyum bromiir 10 mL deiyonize suda
¢oziindii (10mg/mL). Buzdolabinda (+4°C’de) sakland.

% 2’lik agaroz jel hazirlanmasi: Beher igerisine 0.8 g agaroz 40 mL TAE (tris-
asetikasit-EDTA) tamponuna ilave edildi ve karisim mikrodalga firinda 30 saniye
¢oziinmesi saglandi. Elde edilen jele 10 uL etidyum bromiir eklendi ve hazirlanan agaroz,
jel tablasina dokiildi. Jel tamamen donduktan sonra taraklar c¢ikartildi ve elektroforez

tankina yerlestirildi.

Uriinlerin Jele Yiiklenmesi: Her bir drnekten 6 pL ve 6 pL yiikleme boyasi
karistirildi ve elektroforez tankindaki agaroz jele zarar verilmeden kuyucuklara
yiiklendikten sonra 90 voltta 30 dk iiriinlerin gogii saglandi. Yiiriitme isleminin sonunda
elde edilen jel goriintlisii dijital gorlintiileme sistemi kullanilarak bilgisayar ortamina

aktarild1 ve kaydedildi.
5.2.10. Kullanilan istatistiksel Yontemler:

Elde edilen sonuglarin ortalama ve satandart sapmalar1 incelendi. Normal dagilima
uygunluklar1 Kolmogorov-Smirnov testi kullanilarak hesaplandi. Grup ortalamalarinin
karsilastirillmasinda ANOVA testi, Post-Hoc olarakta Bonferroni diizenlemesi yapildi.
p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1. Agaroz Jel Elektroforez Goriintiileri

Elde ettigimiz tim {rtinler % 2’lik agaroz jelde yiiriitiildii ve elde edilen jel
goriintlisli dijital goriintiileme sistemi kullanilarak bilgisayar ortamina atildi ve goriintii
kaydedildi. Jel goriintiileri incelendiginde RNA izolasyonunu gerceklestigi gozlendi
(Sekil 10). Reverse Transcription islemi sonu CDNA’ larin elde edildigi gozlendi (Sekil
11). qPCR iiriinleri agaroz jel elektrofozde yiiriitiildii ve iriinler Sekil 12°de gosterildigi
gibi ayrild1.

Sekil 10. RNA izolasyon sonuglarinin jel elektroforez goriintiisii

Sekil 11. cDNA o6rneklerinin jel elektroforez goriintiisii
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Beta aktin «——— T » Katalaz

-—

Stiperoksit dismutaz
Glutatyon peroksidaz

Sekil 12. qPCR iiriinlerinin jel elektroforez goriintiisii

6.2. Real Time PCR Sonugclari

Yaptigimiz ¢alismada elde ettigimiz gPCR sonuglarina gore kullanilandigimiz

primerlerin ¢calismamiza uygun oldugu ve yan iirlin olusmadig1 gozlemlendi (Sekil 13, 14,
15).

2 , —»SOD
60,276 | ¢ — = > CAT
53,276 | & /

§m, » Beta Aktin
32.276 ] ’(‘."

2 4 & 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 _28 90 32 34 36 38 40 42 44 46 48 S50 52 54
Cycles

Sekil 13. Amplifikasyon egrileri
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Sekil 14. Glutatyon peroksidaz ve beta aktin erime egrisi
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Sekil 15. Katalaz, siiperoksit dismutaz, beta aktin erime egrileri

6.3. SOD Aktivite ve Gen Ekspresyonu Olg¢iim Sonuglar
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Karaciger dokularinda yapilan SOD aktivitesi oOl¢iimleri sonucunda kontrol

grubunda ortalama SOD aktivitesi 0.158 + 0.055 U/g protein olarak bulundu. AP 30

grubunda ortalama SOD aktivitesi ise, 0.092 + 0.023 U/g protein olarak gozlendi. Bu

diistis istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0.004). AP 100 grubunda ortalama SOD
aktivitesi 0.121 + 0.023 U/g protein, AP 300 grubunda ise 0.150 + 0.026 U/g protein

olarak bulundu. Her iki gruptaki ortalamalarin kontrol grubu ile karsilastirildiginda

aralarinda istatistiksel bir fark bulunamadi. Gruplarin SOD aktivitesi ol¢iimlerinin

ortalama degerleri ve istatiksel olarak anlamlilik dereceleri Sekil 16°da gosterilmistir.
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Sekil 16. Calisma gruplarinda SOD aktivitesi. *AP 30 grubu kontrol grubundan
p<0.05diizeyinde farklidir.

Gruplarin SOD gen ekspresyonu oOlgiimlerinin ortalama degerleri ve istatiksel
olarak anlamlilik dereceleri Sekil 17’de gosterilmistir. Siiperoksit dismutaz gen

ekspresyon sonuglarinda gruplar arasinda bir fark gozlenmedi.
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Sekil 17. SOD gen ekspresyonu
6.4. Katalaz Aktivite ve Gen Ekspresyonu Ol¢iim Sonuglari

Karaciger dokularinda yapilan Katalaz aktivitesi olglimleri sonucunda giinde 1

mL/kg serum fizyolojik enjekte edilen kontrol grubunda ortalama katalaz aktivitesi 0.340
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+ 0.055 k/g protein, AP 30 grubunda ortalama CAT aktivitesi 0.214 + 0.059 k/g protein
olarak bulundu. Bu diislis kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p=0.0001). AP 100 grubunda ortalama katalaz aktivitesi, 0.258 + 0.038 k/g protein
olarak gozlemlendi. Kontrol grubuna gore diisis, istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p=0.02). AP 300 grubunda katalaz aktivitesi 0.351+0.050 k/g protein olarak bulundu.
Kontrol grubu ile karsilagtirldiginda aralarinda istatistiksel bir fark bulunamadi.
Karaciger dokusunda yapilan katalaz aktivitesi dlgiimlerinin ortalama degerlerinin ve
istatiksel olarak anlamlilik derecelerinin gruplar arasi dagilimi grafiksel olarak Sekil

18’de gosterilmistir.
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Sekil 18. Calisma gruplarinda CAT aktivitesi. *AP 30 ve AP 100 kontrol grubuna goére
p<0.05 diizeyinde farklidir.

Gruplarin katalaz gen ekspresyonu Ol¢iimlerinin ortalama degerleri ve istatistiksel
olarak anlamlilik dereceleri sekil 19°da gosterilmistir. Siiperoksit dismutaz gen

ekspresyon sonuglarinda gruplar arasinda bir fark gézlenmedi.
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Sekil 19. CAT gen ekspresyonu

6.5. Glutatyon Peroksidaz Aktivite Gen Ekspresyonu Ol¢iim Sonuclari

Karaciger dokularinda yapilan glutatyon peroksidaz aktivitesi dl¢iimleri sonucunda
kontrol grubunda ortalama glutatyon peroksidaz aktivitesi 418.71 + 36.91 U/g protein,
AP 30 grubunda ortalama GSH-Px aktivitesi 487.90 = 53.80 U/g protein, AP 100
grubunda ortalama GSH-Px aktivitesi, 564.18 + 70.22 U/g protein olarak bulundu. Bu
diisiis istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0.0001). AP 300 grubunda ise 613.70 + 47
U/g protein olarak bulundu. Bu diisiis istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0.0001).
Karaciger dokusunda yapilan GSH-Px aktivite ol¢limlerinin ortalama degerlerinin ve
istatistiksel olarak anlamlilik derecelerinin gruplar arasi dagilimi grafiksel olarak Sekil

20°da gosterilmistir.
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Sekil 20. Calisma gruplarinda GSH-Px aktivitesi. * AP 100 ve AP 30.
kontrol grubuna gore p<0.05 diizeyinde farklidir.
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Sekil 21. GSH-Px gen ekspresyonu. *AP 300 grubunda kontrole gore bir artis
gbzlemlendi (p<0.05).

6.6. MDA Seviyesi Ol¢iim Sonuclar:
Karaciger dokularinda yapilan malondialdehit 6l¢iim sonucunda kontrol grubunda
ortalama MDA aktivitesi 184.518 + 47.08 nmol/g doku, AP 30 grubunda ortalama MDA

aktivitesi 148.683 + 10.344 nmol/g doku, AP 100 grubunda ortalama MDA aktivitesi,
138.474 + 32.203 nmol/g doku olarak bulundu. Kontrol grubuna gore bu diisiis
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istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0.035). AP 300 grubunda ise 134.843 + 21.37
nmol/g doku olarak bulundu. Bu diisiis kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
bulundu (p=0.02). Karaciger dokusunda yapilan MDA 6l¢timlerinin ortalama degerlerinin

ve istatiksel olarak anlamlilik derecelerinin gruplara dagilimi grafiksel olarak Sekil 22’ de

gosterilmistir.
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Sekil 22. Caligsma gruplarinda MDA diizeyi 6lgtimii. *AP 100 ve AP 300 gruplar
kontrol gruplarina gore diisiik bulundu (p<0.05).
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7. TARTISMA ve SONUC

Apelin kalp kasmin kasilmasini ve kan basincini azalttigi igin kardiyovaskiiler
fonksiyon ve sivi alimmin diizenlemesinde rol alan bir adipokindir. 77 amino asitten
olusan preproapelin olarak sentezlenen apelin, daha sonra 55 amino asitlik proapeline
yikilir ve ileri bir yikimlama ile dolasimda en bol bulunan 36 amino asitlik peptit olusur.
Dolasimda yine aktif olan apelin 12, 13 ve 17 formlarinda da bulunur. Bu formlarin hepsi
aktiftir. Apelin ratlarda merkezi sinir sisteminde, akcigerde, yag dokusunda, meme
bezinde ve kalpte sentezlenir. Apelin ¢esitli dokularda bulunan ve G;j proteini ile eslesmis
anjiotensin-like reseptor 1 (APJ) ile etkisini gosterir. Bu reseptor ratlarda basta beyin
olmak iizere akciger, kalpte bol olarak sentezlenirken bobrek korteksinde en diisiik
seviyede bulunur. Insanda ise, ratlarda oldugu gibi merkezi sinir sisteminde sentezlenir.
Ancak ratlardan farkli olarak, periferal dokular igerisinde dalak ve plasentada bol olarak
sentezlenir (17, 22, 23).

Apelin ile ilgili yapilan ¢aligmalarda, bu peptidin kardiyomiyositlerde serotonin ile
uyarilan oksidatif strese karsi hiicreyi korudugu ve bunu CAT aktivitesini ve gen
ekspresyonunu artirarak yaptigi ortaya konmustur. Yine farelere 0.1pmol/kg/gilin dozda,
dort hafta boyunca apelin uygulamasinin plazma MDA seviyelerini azaltirken CAT

aktivitesini miyokartta arttirdig1 gézlenmistir (5).

Karaciger enerji metabolizmasinin merkezinde yer alan bir organdir. Birgok
biyomolekiiliin katabolizmasi ve anabolizmasi detoksifikasyon reaksiyonlari bu organda
yapilir. Karaciger; gerek yiiksek oksidatif kapasitesiden dolayr mitokondriyal, gerekse de
ila¢ ve ksenobiyotiklerin biyotransformasyonu kokenli oksidan bilesiklere yogun olarak
maruz kalan bir organdir. Yine amino asit oksidaz, siklooksijenaz, lipooksijenaz, nitrik
oksit sentaz, siilfidril oksidaz, NADPH oksidaz ve ksantin oksidaz gibi enzimler siirekli
olarak ROS’larn iiretmektedir. Olusan bu oksidan etkili bilesiklere karsi basta enzimatik
olmak tizere (SOD, CAT, GSH-Px, peroksiredoksinler, glutaredoksin, tiyoredoksin,
stilfiredoksin gibi) enzimatik olmayan antioksidanlarlada (Vit A, C, E, GSH, iirat,
bilirubin gibi) hiicreler, savunma sistemlerini olustururlar. Reaktif oksijen tiirleri; hepatit,
karaciger yetmezligi, alkolle indiiklenmis karaciger harabiyeti ve karaciger naklinde
karsilasilan iskemi-reperfiizyon hasar1 gibi karaciger hastaliklarininda patolojisinde

onemli rol oynarlar (61).
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Yaptigimiz ¢alismada, Sprague Dawley irki erkek siganlara 15 giin siireyle ii¢ farkli
dozda intraperitoneal apelin uygulamasi yapilmis ve karaciger dokusunda SOD, CAT,
GSH-Px enzimlerinin aktivitesi ve gen ekspresyonlar1 olgiilerek kontrol grubu ile
karsilagtirilmistir. Calismamizda karacigerde oksidatif hasar1 uyaracak herhangi bir islem
yapilmamis, kronik apelin uygulamasinin hasar gérmemis saglikli karacigerdeki belirtilen

enzimlere etkisi incelenmistir.

Apelin enjekte edilen ¢alisma gruplarinda, 30 pg/kg/giin uygulanan grupta SOD
aktivitesi kontrol grubuna gore diisiik bulundu. (p=0.004). Doz artigina bagli olarak SOD
aktivitesinin arttigi ve tekrar kontrol seviyelerine dondigii gozlendi. (Bkz. Sekil 16).
SOD gen ekspresyonu degerlendirildiginde AP 30 gurubunda kontrole gore bir diisiikliik
gozlense de bu istatiksel olarak anlamli bulunmadi (Bkz. Sekil 17). Her iki sonugta
birlikte degerlendirildiginde SOD aktivitesindeki azaligin enzimin sentezinden daha ¢ok
aktivitesini etkileyen faktor ya da faktorlerce disiiriildiigii diistiniilebilir. Karacigerde
birgok enzimatik reaksiyonla ve mitokondriler araciligiyla siiperoksit anyonu
uretilmektedir (61). Apelinin diiz kas hiicrelerinde ve noronlarda NADPH oksidaz
enziminin ekspresyonu artirdigi gosterilmistir (62, 63). Bu enzim bir bagka siiperoksit
kaynagidir ve karacigerde de sentezlenmektedir. (61). Olusan bu anyon SOD tarafindan
hizli bir sekilde H,O,’ye doniistiiriilmektedir. CAT ve GSH-Px H,0;’yi HO’ya ve Oy-ye
dontstiirerek hiicrede birikimini engeller (62). Eger bu yol inhibe edilirse, biriken H,0,
SOD aktivitesini inhibe eder (64). Yaptigimiz ¢alismada, AP 30 grubunda H,O;’yi
kullanan bir enzim olan CAT aktivitesininde bu inhibisyonla uyumlu olarak disiik
bulunmustur. Apelinin artan dozlarinin karacigerde H,O,’ yi substrat olarak kullanan
peroksiredoksin  ve tiyoredoksin gibi c¢alismamizda Olgiilmeyen enzimlerin
ekpresyonlarini daha yiiksek dozlarda artirarak SOD {izerindeki bu inhibisyonu ortadan
kaldirmis olabilir. Karaciger dokusunda yapilan MDA o6lgiimleride artan apelin
dozlarinda dokuda oksidatif siirecin baskilandigi yoniindedir (Bkz. Sekil 22). Apelin
uygulamasiin insiilin duyarliligini, kas dokusunda glukoz kullanimin1 ve lipid
oksidasyonunu arttirdigi gosterilmistir (30). Her ne kadar kullanilan ratlarda insiilin
direnci ile ilgili bir problem bulunmasa da, bu siire¢ karaciger dokusunun oksidatif
kapasitesinin azalmasina ve daha az mitokondri kaynakli siliperoksit olusumuna sebep

olabilir. Ancak bu siirecin daha iyi degerlendirilmesi ig¢in karacigerde siiperoksit
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olusturan ve bunu uzaklastiran enzimlerin daha detayli bir arastirma ile incelenmesi

gerekmektedir.

CAT tiim biyolojik sistemlerde genis bir doku dagilimi gosteren Hem grubu iceren
bir enzimdir. Memelilerde en bol karaciger ve bobrekte bulunurken en diisiik diizeyde
bag dokusunda bulunur (56). Calismamizda, SOD aktivitelerinde benzer sekilde AP 30
grubunda CAT aktivitesi diisliktii (p=0.0001). Ayrica, AP 100 grubunda da CAT
aktivitesi kontrol grubuna gore daha diisiikk gozlendi (p=0.0001) (Bkz. Sekil 18). Calisma
gruplarinda karacigerde CAT ekspresyonlari incelendiginde hem AP 30 hem de AP 100
grubunda azaliglar gozlense de, CAT aktivitesindeki diisiisii agiklayabilecek diizeyde
degildi (Bkz. Sekil 19). Kalp kasinda yapilan ¢aligsmalarin aksine (5), apelin karaciger
dokusunda CAT ekspresyonu iizerine bir etkiye sahip degildi. CAT karacigerde bulunan
veya metabolize edilen askorbik asit, metanol, etanol ve asetat gibi bilesiklerle inhibe
edilebilir (56). Ayrica, CAT siiperoksit anyonunca da inhibe edilir (65). Yukarida da
bahsedildigi gibi apelinin karaciger hiicresinde de onemli bir siiperoksit iireticisi olan
NADPH oksidaz enzimi iizerine gesitli dokularda indiikleyici 6zelligi gosterilmistir (62,
63). Yine AP 30 ve AP 100 gruplarinda SOD inhibisyonuda hiicrede siiperoksit artigina
ve bu da CAT inhibisyonuna neden olabilir. AP 300 grubunda CAT aktivitesinin kontrol
grubu degerlerine ulasmasinda H,O;’yi kullanan diger enzimlerin aktivitesindeki artisa

bagli azalan siiperoksit miktar etkili olabilir.

GSH-Px dort alt gruptan olusan ve her bir alt grupta bir adet Se atomu igeren
onemli bir antioksidan enzimdir (51). Hiicre i¢inde farkli yerlesim gosteren izoformlari
vardir. Aktivitesinin yaklasik % 70’ sitozolik fraksiyonda bulunur. En yiiksek GSH-Px
aktivitesi karacigerde gozlenirken, en diisiik aktivite beyin ve lenste gozlenir (64).
Karacigerde GSH-Px enziminin farkli genlerce eksprese edilen izoenzimleri
bulunmaktadir. Calismamizda, tiim hiicrelerde sentezlenen ve H,O;’ye ilgisi en fazla olan
GSH-Px-1 primerleri kullanilmistir. GSH-Px, H,O;’yi glutatyon kullanarak H,O ve
molekiiler oksijene doniistiiriirken glutatyonu indirgeyen bir enzimdir. Glutatyonunda en
bol bulundugu organ karacigerdir. Karacigerde gerceklesen detoksifikasyon olaylarinda
GSH kullanilir. Ayrica, normal metabolizma sonucu olusan hidroperoksitlerin hiicre
bilesenlerine zarar vermesinin engellenmesinde de GSH-Px’in bir substrati olarak
glutatyon 6nemlidir (66). Calisma gruplarimizda, GSH-Px aktivitesi AP 100 ve AP 300
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grubunda kontrole gore daha yiiksek bulundu (p=0.0001) (Bkz. Sekil 20). AP 30
grubunda da bir artis olmasina ragmen bu artis istatiksel olarak anlamli degildi. Gen
ekspresyonlar1 incelendiginde (Bkz. Sekil 21) aktivite ile uyumlu olarak apelin uygulanan
biitiin gruplarda artis gézlenmesine ragmen sadece AP 300 grubunda kontrol gurubuna
gore anlaml yiikseklik gozlendi (p=0.027). Bu sonuglar dogrultusunda, ¢alismamizda
gozlenen GSH-Px aktivitesi artiglart bu enzimin artan ekspresyonlariin sonucudur. Kalp
kasinda apelinin hem GSH-Px aktivitesi hem de gen ekspresyonlari {izerine herhangi bir
etkisi bulunmamig (5) olmasina ragmen bizim caligmamizda, aktivite ve protein
miktarinda artis gozlenmistir. Bu farklilik, enziminin her iki doku iginde farkli
diizenlenme mekanizmalarini kullanmasinin bir sonucu olabilecegi gibi, kalp kasindaki
calisma oksidatif bir atagin varliginda yapilmisken, bizim calismamizda bazal bir durum
varhgiyla ilgili olabilir. Onemli bir antioksidan enzim olan GSH-Px’in H,O,’ye olan
ilgisi CAT’dan daha fazladir (64). Hidrojen peroksit kaynakli doku hasarimin
onlenmesinde Onemli oldugu gibi bazal seviyede de artan miktart H,O, miktarini
azaltabilir. Bu sonug¢la uyumlu olarak, doku MDA sevilerinde anlamli azalislar

gozlenmistir (Bkz. Sekil 22).

Apelin ile ilgili yapilan caligmalarda, bu peptidin damar gevsetici ve pozitif
inotropik ektileri sayesinde hipertansiyon ve kalp yetmezligi olan hastalarda ila¢ olarak
kullanilabilme potansiyeli oldugu bildirilmistir (17). Ayrica, apelinin sirozda
karacigerdeki fibrogenez ve anjiogenezde etkili oldugu ve apelin sistemi {lizerinden etki
gosteren bilesiklerin tedavide kullanilabilecegi belirtilmistir (67). Yaptigimiz ¢aligmada,
karaciger dokusundaki oksidatif stresi yansitabilecek simirli sayida belirteg Olgiiliip
degerlendirilmis olmakla beraber, elde edilen sonuglar dogrultusunda apelinin
karacigerde oksidatif siireci baskiladigi gozlenmistir. Hepatit, karaciger yetmezligi,
kronik alkol kullanimi ve karaciger nakillerinde goriilen karacigerdeki iskemi
reperfiizyon hasarinin patolojilerinde oksidatif stresin katkis1 vardir (61). Calismamizda
elde ettigimiz veriler dogrultusunda, apelinin bu hastaliklar1 tedavisinde kullanilma
potansiyeli olan bir bilesik oldugunu gozlemledik. Daha genis oksidan ve antioksidan

belirtecler ve farkli deney protokolleri ile bu potansiyel arastirilabilir.

Sonug olarak, ratlara farkli dozlarda apelin uygulamasinin karacigerde GSH-Px

aktivite ve gen ekspresyonunu arttirarak oksidatif siireci baskiladigi ve bu etkisi ile
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karacigerin oksidatif hasarla ilgili hastaliklarinda kullanilabilme potansiyeli oldugu

kanaatine varildi.
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