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OZET

MANYETIK ALAN VE PTEROSTILBENIN RENAL iSKEMIi VE
REPERFUZYONA ETKIiSi

Keser H. Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Biyofizik (Tip)
Programm Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2016.

Gilintimiizde farkli hastaliklarin tedavisinde ©nemli bir yere sahip olan organ naklinin
sonrasinda ortaya ¢ikabilecek en dnemli patolojik mekanizma iskemi ve reperfiizyona bagl
olarak olusan iskemik hasardir. Bu hasar1 onlemeye yonelik farkli tedavi yontemlerinin
gelistirilmesi 6nem arz etmektedir. Bu yontemlerden biri olabilecek manyetik alan
uygulamasinin iskemik hasar1 dnlemede olumlu sonug¢ verdigi veya bir etkisinin gézlenmedigi
yoniinde birbiriyle celisen sonuglar bildirilmistir. Bu c¢alismada 50 Hz diisiik frekansl
manyetik alanin ve manyetik alan ile birlikte uygulanan pterostilben tedavisinin renal iskemi-
reperfiizyon uygulanmis sigan bobrek dokularindaki iskemik hasar1 tedavi edici roliiniin
belirlenmesi amacglanmistir. Calismada renal arterleri 20 dakika boyunca klemple tutturularak
renal iskemi-reperfiizyon modeli olusturulan siganlara, iskemik hasar olusumundan 24 saat
sonra baglanarak bes giin siiresince 50 Hz manyetik alan ve manyetik alanla birlikte
uygulanan 10 mg/kg dozunda pterostilben tedavisi uygulanmistir. Tedavi sonunda ¢ikarilan
bobrekler homojenize edilerek homojenatlar Fourier doniisiim kizilotesi (FTIR)
spektroskopisi ile incelenmistir.

Elde edilen sonuglara gore iskemi-reperfiizyon hasarinin bobrek doku bilesenlerinden lipit ve
protein miktarinda azalmaya, lipit/protein oraninda azalmaya, doymamis lipit iceriginde
azalmaya, doymamis ve doymus lipitlerin birbirlerine gore olan oraninda azalmaya, lipit
peroksidasyonunda artima neden oldugu gdézlenmistir. Ayrica, iskemik hasarin bobrek protein
ve lipit yapisinda degisime neden oldugu ve bobrek dokularinda daha uzun hidrokarbon
zincirine sahip bilesenlerin bulundugu gdézlenmistir. Ozellikle manyetik alanla birlikte
uygulanan pterostilben tedavisi bu degisimleri kontrol diizeyine getirmis, doymamis lipit
iceriginde artima yol agarak lipit peroksidasyonunu azaltmis, lipit ve protein yapisal
degisimlerini 6nlemede etkin olmustur. CH, antisimetrik ve simetrik gerilim bant frekans
degerleri ile gézlenen membran diizeninde gruplar arasinda anlamli bir farklilik goriilmezken,
iskemi-reperfiizyonda bu bantlarin genisliklerinde goriilen artim ile gozlenen membran lipit

dinamigindeki artimi1 her iki tedavi yontemi de azaltmakta etkin olmuslardir. Sonuglara gore,
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50 Hz frekansinda uygulanan manyetik alan tedavisi bu degisimlerden bazilarini tedavi
etmede yeterli olamazken manyetik alan ile birlikte uygulanan pterostilben tedavisinin tiim bu

parametrelerde gozlenen hasari tedavi etmede etkin oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Renal iskemi-reperfiizyon, diisiik frekansli manyetik alan, antioksidan,

pterostilben, FTIR spektroskopisi
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ABSTRACT

THE EFFECTS OF MAGNETIC FIELD AND PTEROSTILBENE ON
RENAL ISCHEMIA AND REPERFUSION

Keser H. Adnan Menderes University Institute of Health Sciences Biophysics (Medicine)
Programme M.Sc. Thesis, Aydin, 2016.

Ischemia reperfusion injury is one of the most important pathological mechanisms observed
after organ trasnplantation nowadays. Therefore, the development of new therapeutic
strategies to prevent ischemic injury has a scientific signficance. The application of magnetic
field to prevent ischemic injury has been proposed as a new treatment strategy, however there
have been contraversial results reported on the effects of magnetic field as being effective or
uneffective on ischemic injury. This study aims to determine the therapeutic role of 50 Hz low
frequency magnetic field application and the administration of pterostilbene together with
magnetic field application on kidney tissues of ischemia reperfusion rat model. In the study,
renal ischemia reperfusion injury model was established by clamping the renal arteries for 20
minutes, then the kidneys were reperfused for 24 hours and the rats were projected to two
different treatments. The first treatment group was subjected to 50 Hz low frequency magnetic
field application and the rats in the second group received a 10 mg/kg dose of pterostilbene
injection together with magnetic field application for 5 consecutive days. After 5 days, the
kidneys were dissected and homogenised, the homogenate was analyzed by Fourier transform
infrared (FTIR) spectroscopy.

The results revealed that ischemia-reperfusion injury caused a decrease in lipid and protein
amount, lipid/protein ratio, a decrease in the level of unsaturated lipids and
unsaturated/saturated lipid ratio, an increase in lipid peroxidation in components of rat
kidneys. Moreover, ischemia-reperfusion injury led to an alteration in the structure of lipids
and proteins and a higher content of long chained lipids were observed in kidneys of
ischemia-reperfusion group. Both treatments, but more precisely pterostilbene treatment
together with magnetic field application was observed to be effective to restore these ischemia
induced alterations. Although no significant changes were observed in the mebrane order, the
increase in the bandwidth of the CH, antisymmetric and symmetric strecthing bands revealed
that membrane fluidity was increased in ischemia-reperfusion group, where both treatments

were found to be effective to decrease the membrane fluidity. Although 50 Hz frequency
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magnetic field application was not sufficient to repair ischemia-induced alterations,
pterostilbene treatment applied together with magnetic field successfully restored ischemia-

induced changes in all of the investigated parameters.

Key words: Renal ischemia reperfusion injury, low frequency magnetic field, antioxidant,

pterostilbene, FTIR spectroscopy
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1. GIRIS

Diyabet, hipertansiyon, kronik glomeriilonefrit gibi farkli patolojilerin neden oldugu
bobrek yetmezligi genellikle gec¢ farkedilmekte, yetmezligin seviyesine gore diyaliz tedavisi
ka¢milmaz olmaktadir.Kronik bobrek yetmezligi son donem bobrek yetmezligine ulastiginda
gerceklestirilen bobrek nakli, diyalize oranla daha diisiik bir morbiditiye sahip oldugu ve
hastanin yasam kalitesini arttirdig1 ic¢in tercih sebebidir. Giiniimiizde iilkemizdeki ve
diinyadaki bircok merkezde bobrek nakli organ transplantasyonlar1 arasinda ilk sirada yer
almakta ve basariyla gergeklestirilmektedir. Organ transplantasyonu sonrasi greft kaybi gibi
bazi istenmeyen yan etkiler ortaya c¢ikabilmekte, bu yan etkiler yapilan arastirmalarla yeni
tedavi yontemleri gelistirilerek azaltilmaya ¢aligilmaktadir.

Farkli hastaliklarin tedavisinde onemli bir yere sahip olan organ naklinin sonrasinda
ortaya ¢ikabilecek bazi patolojik mekanizmalar mevcuttur. Bu durumlardan en 6nemlisi
iskemi ve reperfiizyona bagli olarak olusan iskemik hasardir. Renal iskemi ve reperfiizyonu,
klinik uygulamalarda yiiksek hastalik ve 6liim oranina yol agcan akut bobrek hasarinin biiytik
bir sebebidir ve bobrek nakli, kardiyopulmoner bypass, kismi nefrektomi, hidronefroz,
tirolojik girisimler ve sepsis gibi gesitli klinik durumlarda goriilebilir. Ayrica septik soka bagli
akut bobrek yetmezliginde de benzer bir durumla karsilasiimakta ve akut bobrek yetmezligi
tedavisinde hastalarda sivi, asit-baz, nitrojen ve elektrolit dengesi yardimci yontemlerle
saglanamadiginda cesitli diyaliz yontemleri kullanilmaktadir. Iskemik hasar sirasinda gelisen
olaylar serisi apoptoz ve nekroz ile hiicre 6liimiine yol agabilir. Yapilan ¢alismalar, renal
iskemi ve reperflizyonda ortaya ¢ikan oksijen serbest radikallerinin akut renal yetmezlikte ve
renal transplantasyon sonras: allograft fonksiyonunun gecikmesinde anahtar rol oynadigini
gostermistir. Ayrica bobrek transplantasyonunda iskemi-reperfiizyon hasarimin lipit
peroksidasyonunu arttirdigir rapor edilmistir. Bobrek hasarinda veya transplantasyonunda
gerceklesebilen iskemik hasar1 Onleyebilmek amaciyla ¢esitli alternatif ydntemler
gelistirilmesine yonelik ¢alismalar giiniimiizde de devam etmektedir. Bu alternatif tedavi
yontemlerinden biri de son yillarda dnerilen manyetik alan uygulamasi ile iskemik hasarin
onlenmesidir. Iskemik hasarin tedavisine yonelik gelistirilen yontemlerde dikkat edilecek en
onemli husus oksidatif stresin miimkiin oldugunca azaltilmasidir. Ciinkii serbest radikallerin
olusumuna yol acan oksidatif stres gozlenen iskemik hasarin baslica sebebi olarak

belirtilmektedir.



Yapilan bu ¢alismada, renal iskemi-reperfiizyon sigan modelinde uygulanan 50 Hz
diisiik frekansli manyetik alanin ve manyetik alanla birlikte uygulanan antioksidan bir madde
olan pterostilbenin renal iskemik hasar {izerindeki tedavi edici etkinliginin arastirilmasi
amaclanmistir. Her ne kadar literatiirde manyetik alanin degisik organlardaki iskemi-
reperfiizyon hasari iizerine olan etkileri arastirilmis olsa da manyetik alanin etkileri iizerine
birbiri ile ¢elisen sonuglar bulunmaktadir. Ayrica renal iskemi-reperfiizyon hasari tizerine
manyetik alan uygulamasimin tedavideki etkinligine yonelik bilgiler sinirhidir. Litaratiirde
antioksidanlarin renal iskemi hasari tizerindeki etkisi de yeterince aragtirllmamustir. Hindistan
geleneksel tibbinda 6zellikle kan seker seviyesini sabit tutmak i¢in kullanilan ve antioksidan
Ozelligi bulunan pterostilbenin diyabet, kanser ve norolojik rahatsizliklarda koruyucu veya
tedavi edici 6zelligi bulunduguna dair bilgiler mevcuttur. Fakat, pterostilbenin iskemik hasar
tedavisine yonelik kullanim etkinligi ilk defa bu g¢alisma ile arastirilmaktadir. Caligsma
sonuclari, manyetik alan ve pterostilbenin renal iskemi ve reperfiizyonda dolayisiyla organ
nakli sirasinda olusan iskemik hasari azaltici roliinii ortaya koymaktadir. Bu ¢alismada elde
edilen sonuglar literatiirdeki eksikliklerin  giderilmesine yardimeci olarak  organ
transplantasyonu ve akut bobrek yetmezliginde goriilen hasarlarin tedavisine yonelik yeni
uygulamalarin gelistirilmesine 151k tutmakta; dolayisiyla saglik alanina 6nemli katkilar

saglamaktadir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1.Bébrek Yapisi ve Islevi

Yetiskin insanlarda her bir bobregin agirlig1 yaklasik 150 gr’dir ve sikilmis bir yumruk
boyutundadir. Her bobregin ortasinda girintili hilum bélgesi bulunmaktadir. Bu bolgeden
renal arter ve ven, lenf damarlari, sinirler ve bobrekten mesaneye idrar tagiyan iireter geger.
Bobrek icerdeki hassas yapilari koruyan saglam lif bir kapsiille ¢evrilidir. Boyuna ikiye
ayrildiginda dista korteks, i¢te medulla bolgeleri goriilmektedir (Sekil 1). Medullada bobrek
piramitleri vardir ve koni seklindedir. Korteks ve medulla simirinda baglayan bu yapilar
bobrek pelvisine uzanan renal papillada sonlanir. Pelvis, idrart pelvik bosluktan mesaneye
ileten iireterin iist-genis bolgesini olusturur. Insan bobreginde pelvis major kaliksler ad
verilen 2 veya 3 keseye boliinlir. Her major kaliks idrar1 herbir papilladan toplayan minor
kalikslere boliiniir. Kaliksler, pelvis ve tireterin duvarlart diiz kas igerir; kasilmasi ile idrar

mesaneye gonderilir. Idrar, atilincaya kadar mesanede depolanir (Guyton ve Hall, 2015).
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Sekil 1. Bobrek kesiti, bobrek ana damarlari ve nefrondaki dolasim. Guyton ve Hall (2015)

kaynagindan modifiye edilmistir.



Bobrekler ortalama sayist 1 milyon olan nefron denen alt birimlerden olusurlar.
Nefronda olusan iire, toplayici kanallara, minér ve major kalikslere ve {iretere gecer.
Nefronlarin temel iki bileseni vardir; siizme islemi yapan renal korpiiskiil ve burdan disariya
uzanan tlibiildiir. Renal korpiiskiil veya malpighi korpiiskiilii ad1 verilen bolge glomeriil ve
onu saran Bowman kapsiiliinden olusur. Kanin filtrasyonu glomeriilde baslar. Yapisindaki
kapillerlerde hiicrelere gecirgen olmayan suda eriyen maddelere gegirgen olan genis porlar
vardir. Tiibiil hiicrelerinin ilk kism1 Bowman kapsiiliinii olusrurur. Renal tiibiil, tek katli epitel
hiicrelerinden olusan ince, silindir seklinde bir yapidir. Tiibiil boyunca degisen epitel hiicreler
farkli yap1 ve islevdedir, en az sekiz farkli segmente sahiptir. En 6nemli iki tip nefron vardir.
Bunlar; uzun Henle kulplarina sahip jukstamediiller nefronlar ile kisa Henle kulpu olan ya da

hi¢ olmayan kortikal nefronlardir (Widmaier ve ark, 2014).

2.1.1. Bobrek Fizyolojisi

Bobregin fizyolojik dneme ahip olan iki temel fonksiyonu bosaltim ve bazi metabolik
reaksiyonlardir. Bobrek fonksiyonlarinin baslicalari; metabolik artiklarin  ve ekzojen
toksinlerin elenmesi, viicudun su ve tuz homeostazi, asit baz dengesinin korunumu, glukagon,
insiilin, vazopressin gibi hormonlarin yikimui, eritropoietin, D vitamini, biiyiime faktorleri gibi
maddelerin yapimi, lipit metabolizmasi ve glukoneogenezdir (Tisher, 2000).

Bobrek korpiiskiil kandan, hiicreler, iri polipeptidler ve proteinlerden arindirilmis bir
siiziintii olusturur ve bu siiziintli burdan tiibiile girer, burada baz1 maddeler ¢ikartilir ya da
eklenir. Son olarak bu sivi toplayicit kanallara gelir ve bobrekleri idrar olarak terk eder
(Widmaier ve ark, 2014). Idrarm viicuttan atilmasi igin bobrek glomeriil filtrasyonu, tiibiil
geriemilimi ve tiibiil sekresyonu islemlerini gerceklestirir. Bu islemler glomertiler filtratin
proksimal tiibiil, Henle kivrimi, distal tiibiil, toplayici tiibiil ve toplayici kanallarda gerekli
yerlerde geriemilelerek gerekli yerlerde kandan tiibiil liimenine salgilanarak gerceklesir.
Tiibiil epitel zarindan bobregin hiicrelerarasi sivisina gecen madde peritiibiil kapiller zarla
kana geri taginarak geriemilir. C6ziinmiis maddeler ve su bunu kolloid ozmotik kuvvetler ve
ve hidrostatik vasitasiyla gerceklesen kiitle akimiyla yapar. Proksimal tiipte; filtrelenmis
sodyum, kloriir, potasyum, bikarbonatin ortalama %65’i, filtrelenen amino asit ve glikozun
tiimii geri emilir. Hidrojen iyonlari, organik asit ve bazlar ise tiibiiler liimene salgilanir. Henle
kivrimi {i¢ ana boliimden olusmaktadir; inen ince boliim, ¢ikan ince boliim, ¢ikan kalin

bolim. Genellikle pasif geriemilimin goriildiigii inen ince boliimde su geriemilir. Filtrelenmis
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potasyum, sodyum ve kloriiriin %25’1, bikarbonat, magnezyum ve kalsiyumun biiyiik bir
kismi ¢ikan kalin bdliimde geri emilerek, hidrojen iyonlar1 buradan tiibiil liimenine salgilanir.
Distal tiibiil, ilk, son kisim ve toplayici kanallardan olusur. Ure ve suya gegirgen olmayan ilk
kisimda magnezyum, kalsiyum, sodyum ve kloriiriir geriemilir. Son kisimda sodyum esas
hiicreler tarafindan emilerek potasyum liimene salgilanir. Bikarbonat ve potasyum interkale
hiicreler tarafindan geriemilerek hidrojen iyonlar1 salgilanir. Medullanin toplayic1 kanali
tireye gecirgendir ve lire burada geriemilir. Ayrica aktif sodyum geriemilimi ve hidrojen
iyonlarimin limene salgilanmasi burada gerceklesir. Su geriemilimi distal tiibiiliin son
kisminda ve toplayici kanallarda antiditiretik hormon konsantrasyonuyla kontrol edilmektedir
(Guyton ve Hall, 2015). Tiibiillerde geriemilim diizenleyici baslica hormonlar ve etki

mekanizmalar1 Sekil 2°de gdsterilmistir.

Hormon Etki Yeri Etkileri
Aldesteron Toplayicr tiibiil ve kanal | 1 NaCl, H,0 geriemilimi,
1 K sekresyonu
Anjiyotensin 1 Proksimal tiibiil, 1 NaCl, H,0 geriemilimi,
Henle’nin ¢ikan kalin 1 H' sekresyonu

kolu/ distal tiibiil,
toplayic tiibiil

Antidiiiretik hormon Distal tiibtil/ toplayici 1 H,O geriemilimi
tiibtil ve kanal

Atriyal natriiiretik peptit | Distal tiibtil/ toplayic | NaCl geriemilimi
tiibtil ve kanal

Paratiroid hormon Proksimal tiibiil, | PO,3 geriemilimi, 1
Henle’nin ¢ikan kalin Ca™ geriemilimi

kolu/ distal tiibil

Sekil 2. Geriemilim diizenleyici hormonlar. Guyton ve Hall (2015)’den modifiye edilmistir.

2.1.2. Bobrek Kanlanmasi

Renal fraksiyon, kalp debisinin bdbreklerden gecen miktaridir ve bobrekler viicut

agirhigimin %0,5’ini olusturur. Buna ragmen renal fraksiyon yaklasik %25 olup dinlenme



sirasinda bobrek kan akimi 1200 mililitre/dakika’dir. Bobregin kan akimiyla meydana gelen
olaylar sunlardir; glomeriiler filtrasyon hizinin (GFH) belirlenmesi, erimis maddelerin ve
suyun proksimal tiibiilde geri emilimi, geri emilenlerin genel dolasima katilmasi, iirenin
yogunlagsmas1 ve seyreltilmesi, oksijen, besinler ve hormonlarin nefron hiicrelerine
birakilmasidir.

Kan akimi organlarimizda; basing ile dogru, direng ile ters orantidadir. Renal arter ile
renal ven arasindaki basing farki renal vaskiiler dirence boliiniirse bobrek kan akimi elde
edilir. Sistemik arter basinci renal arter basing degerlerine yakindir. 3-4 mmHg olan renal ven
basinc diistiktiir. Afferent arteriyoller, efferent arteriyoller ve interlobuler arter, renal vaskiiler
direnci belirler. Kontrol faktorleri ise hormonlar, sempatik sinir sistemi ve bolgesel vazoaktif
maddelerdir. Glomeriiler ve peritiibiiler kilcal damarlardaki hidrostatik basincin diizenlenmesi
afferent ve efferent arteriyollerin direncinin bobrekler tarafindan ayarlanmasina baglidir.
Boylelikle viicut ihtiyaglar1 dogrultusunda glomeriiler filtrasyon hizi ve tiibiiler geri emilimi
degistirebilirler (Koylii, 2014).

Renal kan akisi, glomertillere afferent arteriyoller aracilgiyla girer, efferent arteriyoller
araciligryla c¢ikar. Kan, afferent arteriyollerle glomerul kapilleregelir, son olarak proteinleri ve
hiicreleri haricindeki bilesenleri bowman kapsiilii i¢ine siiziiliir. Siiziilen s1v1 plazma yapisina
benzerlik gosterir. Bu akis baz1 hormonlar ile diizenlenir. Norepinefrin damarlarda biiziilmeye
neden olarak akis1 azaltir, dopamin ise vazodilasyon ile akis1 artirir. Benzer olarak
anjiyotensin 1l biiziilmeye, prostaglandin renal kortekste dilasyona, renal medullada
biiziilmeye ve asetilkolin vazodilasyona neden olur. Ayrica Anjiotensin II sistemik
dolasimdaki arteriyolleri kasar ve kan basincinin yiikselmesine, adrenal korteksten aldosteron
salgisin1 uyararak tuz ve su tutulmasinin artirilmasina, hipotalamusu etkileyerek antiditiretik
hormon salgisini ve susama hissinin uyarilmasina neden olur. Boylelikle kan basinct yiikselip

ekstraselliiler sivi hacmi artar. (Barrett ve ark, 2010).

2.2. Akut Bobrek Yetmezligi

Akut bobrek yetmezligi (ABY), glomertiler filtrasyonda ani diisiis, ekstraselliiler sivi
hacmi, elektrolit, asit-baz denegelerinin bozulmasi, protein katabolizmasi atig1 nitrojendz
birikimi ile karakterize edilen klinik bir sendromdur (Brady ve Singer, 1995). Patolojik olarak
incelendiginde prerenal ABY, akut intrinsik bobrek yetmezligi, postrenal ABY seklinde tige
ayrilir. Prerenal ABY, hipoperflizyon nedeniyle olusan bdobrek fonksiyonlart geri
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dondiirtilebilir fakat zamaninda perfiizyon gergeklestirilemezse bobrek hasarma da yol
acabilir. Akut intrinsik bobrek yetmezligi, bobrek damar hastaliklari, bébregin mikrovaskiiler
damarlarinda ve glomeriillerinde diizensizlik, tiibiilointerstisyel hastaliklara, iskemik ve
nefrotoksik akut tiibiiler nekroza bagl olarak ortaya cikar. Postrenal ABY, bir bobrek
kreatinindengesini siirdiirmek i¢in gerekli temizlemeyi yapamaz ve serum kreatinin yiikselir.
Bunun nedeni bilateral iireterlerde, iiretrada veya mesane boynunda tikanmadir (Brady ve
Singer, 1995).iskemik ABY, bobrege giden akimmin azalmasindan dolay1 olusur. Tikanma,
mikrovaskiiler vazokonstriiksiyon, prerenal sebeplerden kaynaklanabilir. Renal medulla
bobregin hipoksiye en duyarl bolgesidir ve iskemik hasar buradan baslar. Hipoksinin artmast,
hiicrelerde enerjinin azalmasina, kasta aktin iskeletinin deformasyonuna yol agar (Friedewald
ve Rabb, 2004).

Hipertansiyon, diyabet, kronik glomeriilonefrit, sidik torbasindan bobrege idrar kagisi
(vezikotireteral reflii) ve tas hastaliklar1 gibi farkli patolojiler bobrek yetmezligine neden
olabilmektedir. Bobrek yetmezliginin son donemine gelindiginde diyaliz tedavisi
gerceklestirilmesi gerekir ve kaginilmaz olarak bobrek nakline ihtiyag duyulabilir. Farkli
nedenlerle olusan bobrek yetmezligi ve buna bagl olarak gerceklestirilen bobrek nakli sadece
iilkemizde degil tiim diinyada yaygin olarak goriilmekte ve bobrek nakli organ nakilleri
arasinda ilk sirada yer almaktadir. T.C. Saglik Bakanligi verilerine gore 2014 yilinda
tilkemizde 2314 tane bobrek nakli gergeklestirilmis olup bobrek nakli organ ve doku nakil
istatistiginde en biiylik paya sahiptir. Bobrek tranplantasyonunun ardindan hastada gesitli
komplikasyonlar ~ ortaya  ¢ikabilmektedir.  Goriilebilen — komplikasyonlar  arasinda
kardiyovaskiiler hastaliklar, enfeksiyonlar, transplantasyon sonrasi olusabilen bdbrek
uyumsuzlugu veya hasari, glomeriiler hastalik, dislipidemi, diyabet, proteinoiiri, hipertansiyon
gibi rahatsizliklar sayilabilir (Djamali ve ark, 2006). Ge¢ donem komplikasyonlarindan olan
kronik transplant nefropatisi geri dontisiimlii degildir.En biiyiikk nedenlerinden biri %10
sikliginda goriilebilen renal arter stenozudur.Bobrek transplantasyonu komplikasyonlarindan
biri olan ve ¢ogu hastada ilag tedavisi ile gerilemesi saglanabilen renal arter stenozu bobrekte

akut iskemik yetersizlige yol agar (Kélble ve ark, 2006).

2.3. Renal Iskemi ve Reperfiizyon

Iskemi-reperfiizyon (IR) hasar1 renal transplantasyon ve septik sokla iliskili olarak

gerceklesen akut renal yetmezlik gelisiminde en 6nemli patolojik mekanizmalardan biridir.
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Cerrahi girisimlerde doku iskemisi ve akabinde reperfiizyon siireci gergeklesir. Organ nakili,
kalp ve damar, ortopedi, iiroloji cerrahileri bunlarin baslicalaridir. Bir dokuyu besleyen
damarlar; pihti, emboli gibi bir fiziksel etken nedeniyletikanirsadokunun kanlanmasi ve
oksijenlenmesi bozularak iskemi olusur. Reperflizyon ise herhangi bir nedenle azalan veya
kesilen kan akiminin tekrar saglanmasi islemidir. Reperfiizyon hasari, tromboliz, anjiyoplasti
ve koroner bypass ameliyatlar1 gibi operasyonlarda kan akimini yeniden saglamak ve hasari
en aza indirgemek i¢in uygulanan ydntemler sebebiyle ortaya ¢ikabilecek klinik bir durumdur.
Kan akimi yeniden saglandiginda, dokuya yerlesmis olan polimorf niiveli 16kositler (PMNL)
serbest oksijen radikallerini (SOR) salarak dokusal yikimi arttirir.

Bobrek iskemi ve reperfiizyonu klinik uygulamalarda yiiksek hastalik ve 6liim oranina
yol agan akut bdbrek hasarmin bilyiik bir sebebidir. Renal IR hasarinin altta yatan
mekanizmas1 kompleks bir tablo olup ATP tiiketimi, intraselliiler Ca, ve SOR birikimi,
mitokondriyal disfonksiyon, bir¢ok litik enzim sistem aktivasyonu ve pro-enflamatuvar
sitokin iiretimini igerir. Iskemiden sonra gelisen akut bobrek yetersizligi veya uzamis iskemi
glomeriiler filtrasyon hizinda (GFH) azalmaya, bobrek damarlarinda direng artis1 ve tiibiiler
nekroza neden olur (Devarajan, 2006). Iskemik akut renal yetersizlik, yetersiz kan akimiyla
baslar. Yetersiz kan akimi da azalmis kardiyak debi yaninda renal arter stenozu ya da
tikaniklig1 veya intrarenal kiiciik damarlarin ateroskleroz, ateroemboli, vaskiilit gibi
nedenlerle hasarlanmasi sonucu gelisir. Akut bobrek yetmezligi (ABY) vakalarinin énemli bir
kisminda prerenal ABY soz konusudur. Prerenal faktorlere kisa siirede miidahale edilirse
6liimciil olmayan hasarin, apoptozunun veya nekrozun gelismesi 6nlenebilir (Noiri, 1994).

Iskemik bobrek dokusunun reperfiizyonu nihayetinde nekrotik ve apoptotik bdbrek
hiicre 6limiine yol agan bir dizi karmasik hiicresel olay1 baslatir (Fouad, 2013). Hiicre
Oliimiine neden olabilen bu olaylar igerisinde ATP eksikligi, hiicre i¢ci pH degisiklikleri,
intraseliiler Ca™" miktarinin artmasi, serbest radikallerin artmasi, apoptozis gibi degisiklikler
yer alir. Iskemik reperfiizyon hasari, reaktif oksijen alanlarinin acifa ¢ikisini, hiicre
apoptozunu, nekrozunu, tetikleyici hiicreler tarafindan infiltrasyonunu, doku hasarina yol agan
aktif mediyatorlerin agiga ¢ikisini iceren ardigik hiicresel olaylar akisidir (Zou ve ark, 2013).
Reaktif oksijen alanlar1 ve nitrik oksit I/R hasar1 boyunca hiicre hasarina vasita olmada énemli
bir rol oynar (Vaghasiya ve ark, 2011). Iskemi boyunca, ATP yapim sinirli oksijen
mevcudiyetine bagli olarak azaltilir. Daha sonra, membran iyon gradiyentlerindeki degisimler
hasarli membranlarda Ca™" iyonunun hiicre igine akisina sebep olur. Reperfiizyon boyunca,
temin edilen molekiiler oksijen ksantin oksitaz (XO) tarafindan siliperoksit radikallere

dontstiiriiliir. Mitokondri elektron tasima zincirindeki reaktif oksijen alanlarinda bir artig
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gozlenir (Inal ve ark, 2001). Renal iskemi-reperfiizyonu hasari, iskemik bébrek yetersizliginin
baslangic ve akabindeki evresinde anahtar bir rol oynayan endotel fonksiyon bozuklugu
tarafindan karakterize edilir (Shi ve ark, 2007). B&breklerdeki IR hasarinin mekanizmasi
multifaktoriyel ve birbirine bagl hipoksi, serbest radikal hasar1 ve enflamatuvar cevaplarla
iliskilidir (Dillon ve ark, 1993; Sabbatini ve ark, 1994). Iskemik b&brekte vazodilator
maddelerin etkisine karsi bir direng, vazokonstriktor maddelerin etkisine karsi da asiri
duyarlilik vardir. Oksijenlenmenin bozulmasi ile artan intraselliiler kalsiyum birikimi afferent

arteriyollerdeki direng artisina neden olur (Noiri, 1994).

2.4. Oksidatif Stres

Bir atom veya molekiiliin en dis kabugunda eslesmemis bir ya da birden fazla elektron
bulunuyorsa o0 atom veya molekiil serbest radikaldir ve eslesmemis elektronlarindan dolayi
diger molekiillerle tepkimeye girmeye meyillidirler (Cheeseman ve Slater, 1993). Oksijenin
iki adet eslesmemis elektronu bulunur ve oksijenin indirgenmesiyle serbest oksijen radikalleri
olusur. Bu olaya oksijen peroksidasyonu denir (Yerer ve Aydogan, 2000). Ksantin oksidaz,
hipoksantini ksantine ¢evirir ve superoksit radikallerini olusturur. Bu radikaller yikima
ugrayarak hidroksil radikali ile hidrojen peroksit mitokondrium yikim {riinlerinin ortaya
¢ikmasina neden olur.

Antioksidan bir enzim olan siiperoksit dismutaz (SOD) serbest radikallerin yol actig
hasarla artarak siiperoksit radikalini hidrojen peroksit (H,0;)’e indirger. Eslesmemis
elektronu olmayan hidrojen peroksit radikallere dahil degildir. Fakat hidroksil
elektronegativitisinden dolayr makromolekiillerle tapkimeye girerek hasara yol agan bir

radikaldir (Akkus, 1995).

2.4.1. Oksidatif stres nedenli dokularda olusan hasar mekanizmalari

Serbest oksijen radikallerinin olusumu dokularda lipit, protein, niikleik asit gibi farkli
makromolekiillerde hasar olusumunu tetikler. Serbest oksijen radikalleri karbonhidrat
metabolizmasinda glikolitik ATP sentezini azaltir ve ATP kullanimini artirir. Serbest radikal
olusumu ile proteinlerin karboksil gruplarinda dekarboksilasyon reaksiyonu gerceklesebilir,

bu da protein yapisinda bazi degisimler olusturabilir. Ayrica serbest radikal saldiris1 sonucu
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proteinlerin, peptid baglarinin hidrolizi veya disiilfit baglarinin kirinimi, protein yapisinda
bazi capraz baglarin olusmasi gibi reaksiyonlar gozlenir. Bu durum protein yapisinin
degismesine ve enzim aktivitelerinin degisimine sebep olarak hiicresel islevleri bozar
(Halliwell ve Chirico, 1993). Niikleik asit bazlarinda ise DNA polimeraz aktivitesini engeller
ve kirilmalara neden olurlar (Ozdemir, 1993; Cavdar ve ark, 1997; Halliwell ve Chirico,
1993)

Dokularda serbest radikal reaksiyonlar1 sonucu hasar olusan dnemli makromolekiillerin
arasinda lipitler de yer alir. Reaktif oksijen tiirlerinin yikim ftriinleri membranda lipit
peroksidasyon (Sekil 3) olayina neden olur (Kellogg ve Fridovich, 1975). Hiicre membraninin
yapisinda bulunan ¢oklu doymamis yag asitleri ile serbest radikallerin etkilesimi sonucunda
lipit peroksidasyon gergeklesir. Lipit yapist degistiginden membranin akiciligi ve potansiyeli
azalir, iyonlara daha gegirgen hale gelir. Hiicre hasariyla sonuglanir (Girotti, 1998). Lipit
peroksidasyon radikal zincir reaksiyonuna yol acgarak lipit peroksit radikali (LOO-)
olusmasina neden olur. Ayrica devam eden reaksiyon sonucu lipit hidroperoksitler, aldehit ve
alkanlar olusur (De Zwart ve ark, 1998). Son iiriin malondialdehit (MDA) gergeklesen lipit
peroksidasyonun derecesini Ol¢gmek i¢in kullanilan bir parametredir ve olusan MDA

membrandaki yapilarin polimerizasyonuyla hasar olusturur (Girotti, 1998).

R R
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Sekil 3. Lipit peroksidasyon
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Serbest oksijen radikalleri karbonhidrat metabolizmasinda glikolitik ATP sentezini
azaltir ve ATP kullanimin artirir. Proteinlerde dekarboksilasyon, peptid baglarinin hidrolizi,
distilfit ve ¢apraz baglarin olusmasi ile enzim aktivitelerini degistirerek hiicresel islevleri
bozar. Niikleik asit bazlarinda ise DNA polimeraz aktivitesini engeller ve kirilmalara neden

olurlar (Ozdemir, 1993; Cavdar ve ark, 1997; Halliwell ve Chirico, 1993).

2.4.2. iskemi Hasarinda Oksidatif Stresin Rolii

Literatiirde iskemi hasarinda oksidatif stresin énemli bir rolii olduguna dair bulgular yer
almaktadir. Iskemi hasarinda oksidatif stresin 6nemli bir rolii bulunmaktadir. Iskemi, serbest
oksijen radikallerine kars1 savunma mekanizmasinda degisikliklere, esasen mitokondriyal
siiperoksit dismutaz aktivitesinde azalmaya ve doku igerigindeki indirgenmis glutatyonun
azalmasina sebep olur (Ferrari ve ark, 2013). Reperfiizyondan sonra oksidatif hasara yol agan
yiikseltgenmis reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusumu meydana gelir (Walker ve ark, 2001;
Cutrin ve ark, 2000). Serbest radikaller reaktif yapilarindan dolay1 doku ve hiicrelerde birgok
zarara neden olur. Bu zarar mekanizmast Sekil 4’de gosterilmistir. Farkli hayvan modelleri
antioksidan terapinin iskemi-reperfiizyon kaynakli oksidatif hasara karsi koruyucu
olabilecegini gostermistir (Lloberas ve ark, 2002; Aragno, 2000). Bu koruyucu etki
antioksidan bilesenlerinin oksidatif hasarin gelisimi ile baglantili erken intraselliiler olaylar
normallestirme yetenegi ile iliskili olabilmektedir (Chatterjee, 2000; De Vecchi ve ark, 1998).
Ornegin zerdecalin siganlarda renal iskemi ve reperfiizyon hasarina karsi koruyucu etkisi
oldugu (Bayrak ve ark, 2008) ve akut renal yetmezlikte resveratrolin koruyucu etkisi
(Chander ve Chopra, 2006) oldugu gozlemlenmistir. Bir diyabet ilact olan Pioglitazone’un da
antioksidan kapasitesini artirarak renal iskemi ve reperflizyonda koruyucu etkisi oldugu

bulunmustur (Zou ve ark, 2013).
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Sekil 4. Iskemide hiicre hasar1 olusum mekanizmalari

2.4.3. Antioksidanlar

Antioksidanlar, serbest radikallerin zararlarin1 engellemede ve viicudun dengesini
korumakta gorev alirlar. Oksijeni ortamdan uzaklastirip konsantrasyonunu diistiriirler. Reaktif
oksijen tiirlerini ve katalitik metal iyonlarin1 ortamdan uzaklastirilar ve zayiflatirlar. Radikal
zincir reaksiyonlarinin baslamasmi engellerler (Ozcan ve ark, 2015) Kaynaklarina gore
endojen ve ekzojen olmak iizere ikiye ayrilir. Siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz,
glutatyon s-transferaz, katalaz gibi enzim yapisinda endojen antioksidanlar bulundugu gibi
melatonin, seruloplazmin, transferin ve laktoferrin, ferritin, bilirubin ve sistein, albiimin,
glutatyon gibi enzim olmayan endojen antioksidanlar da bulunmaktadir. Ekzojen
antioksidanlar ise vitaminler ve antioksidan etkili ilaglar olarak siniflandirilabilinir.
Vitaminlerin baslicalari; Vitamin E, 8- karoten, Vitamin C’dir (Akkus, 1995).

Saglikli kisilerde serbest radikaller ile antioksidan savunma sistemi dengededir. Radikal
liretiminin asir1 artmasi ve antioksidanlarin azalmasi oksidatif stres seklinde tanimlanan
duruma neden olur. Oksidatif stres uzun siire devam edersehastaliklar ve farkli patolojilerle
sonuclanabilir. Serbest oksijen radikallerinin olusumunu ve meydana getirdikleri hasarlar
onlemek ve uzaklastirilmalarini saglamak tizere organizmay1 koruyan “antioksidan savunma

sistemi” ¢esitli yollarla etki gostermektedir. Viicutta antioksidan savunma sisteminde yer alan
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pek ¢ok enzim bulunmaktadir. Bunlarin baslicalari Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), katalaz
(CAT), Siiperoksitdismutaz (SOD) , Glutatyon-S-Transferazlar (GST) dur.

2.4.4. Pterostilben

Pterostilben Resveratrol’iin metoksilli dogal bir tiirevidir. Sekil 5’de kimyasal yapisi
gosterilmistir. Pterocarpus marsipium 6ziiniin ekstresinde ve ayrica Pterocarpus Santalinm ve
Vitis Vinifera yapraklarinda bulunur.

Hayvan calismalarinda biyoyararliligi %20 olan Resveratrol ile karsilastirildiginda
pterostilbenin biyoyararliligimin %80 oldugu gdsterilmistir, bu durum pterositilbeni tedavi

edici bir ajan olarak potansiyel olarak avantajli yapmaktadir.

trans-resveratrol:

pterostilbene:
OCH,
— el N
HO 7\ /4 Q
— OCH

3

Sekil 5. Pterostilben ve resveratroliin yapisi

Pterostilben, Pterocarpus marsipium (Santstrit¢e: Pitasala) (Leguminasae) agacindan
elde edilen dogal bir antioksidandir.Pterocarpus marsipium Indian Kino ya da Bijasar olarak
bilinen, sonbaharda yapraklarimi doken Hindistan Yarimadasi’ nin karisik ormanlarinin
bilindik biiyiik bir agacidir. Pterocarpus marsipium, Hindistan halk tibbinda diyabetin
tedavisi icin geleneksel olarak kullanilir ve diyabetik deney hayvanlarinda kan sekeri
seviyesini kontrol ettigi gosterilmistir (Satheesh, 2006). Ayrica pterostilbenin diyabet disinda
kanser, sinir sistemi rahatsizliklar1 gibi farkli rahatsizliklarin tedavisinde olumlu etkiler
yapabilecegi son yillarda yapilan caligmalar ile Onerilmistir (Kapetanovic ve ark, 2011;

Mannal ve ark, 2010; Joseph, 2008). Yapilan ¢alismalar, pterostilbenin siiperoksit dismutaz,
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glutatyon, glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon reduktaz (GR) ve katalaz (CAT) gibi
endojen antioksidanlarin yapimini artirdigini  gostermistir. Diabetes Mellitus’da sican
karaciger ve bobrek dokularinda azalan GSH, GST, SOD, GPx ve katalaz aktivitelerinin
pterostilben tedavisi ile belirgin sekilde yiikseldigi bulunmustur (Satheesh, 2006).
Pterostilbenin antioksidan o&zellikleri ayrica in vitro c¢alismalarla da gozlemlenmistir
(Milkstacka, 2010). Ayrica, pterostilbenin tiirevi olan resveratroliin antioksidan potansiyeli

birgok hastalik iizerinde denenmistir (De la Lastra ve Villegas, 2007).

2.5. Elektromanyetik Alan

Noktasal bir enerji kaynagindan yaricaplart dogrultusunda c¢evreye her tiirlii kiitleli,
yiikliienerjetik  tanecik veya dalgasal enerji yayilmasinaisima (radyasyon) denir.
Elektromanyetik 1s1ma, ¢ok biiyiikk bir hizla uzayda hareket eden enerji tiiriidiir. Tiirleri
arasinda; goriliniir 151k, 151 seklinde algilanan infrared (kirmizi Gtesi) 1sinlari, X-1sinlart ve
radyo dalgalar1 sayilabilir.

Isik, dalga ve tanecik o6zellikleriyle tanimlanmaktadir. Isinin absorbsiyonu (sogurma)
veya emisyonu (yayimlanma) olaylarinin aciklanmasinda dalga modeli yeterli degildir. Bu
olaylarda elektromagnetik 1s1n enerji pargaciklart halindedir ve foton kavramiyla tanimlanir.
Bir fotonun enerjisi, 1smin frekansi ile orantilidir. Fotoelektrik etki 1518 tanecik 6zelligini
ortaya koymaktadir. Istk hem dalga hem de tanecik Ozelliklerini tasir. Elektromanyetik
dalgalar, manyetik ve elektrik alanlar etkisiyle olusurlar. Manyetik alan degisimi, bir elektrik
alan olusturur. Elektrik alan degisimi, bir manyetik alan olusturur. Dalganin yonii ve hiz
vektorii elektrik alan ve manyetik alana diktir. Frekans, bir dalganin Saniyedeki titresim
sayisidir. Frekans 151k kaynagi tarafindan belirlenerek 1sinin gectigi ortamdan etkilenmez.
Frekansin genel birimi Hz (hertz) dir ve 1 devir/saniye ye esittir. Dalga boyu (A), bir dalganin,
ardigtk iki  maksimum veya iki minimum dalgalanma noktas: arasindaki dogrusal
uzakliktir.Dalga sayisi,her bir cm deki dalgalarin sayisidir ve vakumdaki dalga boyu cm
birimiyle 1/) dir. Sekil 6’de elektromanyetik spekturumda dalga sayis1 arttik¢a dalga boyunun
kisaldig1 goriilmektedir.
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Sekil 6. Elektromanyetik spekturum, (Miao ve ark, 2014)

Yayilma hizi dalganin bir ortamdan gegis hizidir, frekans ve ortama baghdir. Bir
elektrona 1 volt potansiyel verilirse kazandigi enerji miktar1 1ismin enerjisidir (elektron volt).
Isinin frekansina veya dalga boyuna bagli olan fotonun enerjisi asagidaki bagint1 ile verilir.
(h:planck sabiti = 6,63x 10?’erg.sn)

E=hv,E=hc/A

Bir maddeyi olusturan atom ya da molekiillerden birinin hareketi enerji farkina neden
olur, bu da yayimlanan veya sogurulan foton enerjisi ile baglantilidir (Bilgin, 2013).

Insan viicudu su molekiilleriyle g¢evrelenmis farkli elementlerin atomlarindan
olusmaktadir. Bu atomlar manyetik ve elektrik kuvvetlere, alanlara tepki verir.
Elektromanyetik kuvvetler fizyolojik fonksiyonlar1 degistirebilir, pozitif ya da negatif yolla
organizmay1 etkileyebilir. Insanlar iizerinde manyetik alan etkileri arastirilirken, genel
anlamda iki farkli manyetik alan tipi farkedilmistir. Bunlar (1) biiyiik bir miknatisin etrafinda
bulunan statik manyetik alan, (2) frekans1 10 Hz’den yiiksek olan darbeli manyetik alandir
(Andra ve Nowak, 2007). Iyonlarin hiicre membram iginde, disinda ve boyunca hareketleri
viicudumuzda elektriksel bir aktiviteye sebep olur. Bu elektrik yiiklii pargaciklarin hareketleri,
dogal elektrik akimi, potansiyel farkliliklara neden olur ve viicut disindan Olgiilebilen
manyetik alandan sorumludur. Bu manyetik alana biyomanyetik alan denir (Williamson ve
Kaufman, 1981).

Manyetik tedavilerinde; darbeli elektromanyetik alanlar (PEMF), statik manyetik
alanlar, diisiik frekanshi siniis dalgalar, darbeli radyofrekans alanlar (PRF), transkranial
manyetik stimiilasyon ve milimetrik dalgalar kullanilir. Statik manyetik alanlar, dogrusal
akimla meydana gelir ve frekanslar1 0 Hz’dir. Diisiik frekansh siniis dalga elektromanyetik
alanlar; 50-60 Hz frekansindadir. Puls elektromanyetik alanlar; genlikli ve diistik frekanslidir.
Darbeli radyofrekans alanlar; segici olarak 13,56 MHz, 27,12 MHz ve 40,68 MHz
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radyofrekans araliginda kullanilir. Transkranial manyetik stimiilasyon; kisa ve yogun
manyetik darbelerile beynin segici bolgelerine uygulanan bir tedavidir. Milimetrik dalgalar;
30-100 GHz yiiksek frekans araligindadir (Markov, 2007)

2.5.1. Manyetik alamin Farkh Patolojik Durumlardaki Etkileri

Statik manyetik alan uygulamasi polimerlerin yapisinda (Rodin,1991), sinyal
kaskatlarinin baglamasinda (Wang ve ark, 2010), membran gegirgenliginin degismesinde (Liu
ve ark, 2011), kan sirkiilasyonunun dagiliminda (Ohkubo ve Okano, 2011; Okano, 2008) ve
ilaglarin ve diger yararli maddelerin absorbsiyonunun artmasinda etkili olabilmektedir.
Manyetik alanlar in vitro ve in vivo ¢alismalarda énemli bir antitiimdr aktivitesine sahiptir. 60
Hz siniizoidal manyetik alan, kaspaz-3 ile boliinen ve reaktif oksijen alanlari tarafindan
cogaltilan prostat kanseri hiicrelerinin gelisimini kayda deger bi¢imde engellemis ve
apoptozuna neden olmustur (Koh ve ark, 2008). Bir statik manyetik alanla kombine edilen
diisiik frekansli manyetik alan (0,5-16,5 Hz) fare modelinde Ehrlich asit karsinom gelisimini
onemli derecede baskilar (Novikov ve ark, 2009). Son zamanlarda gelismis hepatoselliiler
karsinom hastalar1 hizli uygulanan genlik modiilasyonlu elektromanyetik alanlarla tedavi
edilmistir ve sonuglar tedavinin ortaya konmus, giivenli oldugu kadar iyi tolere edilmis
antitimor etkilerini gostermistir (Costa ve ark, 2011). 50 Hz manyetik alanin melanoma
hiicrelerinin varligimmi siirdiirmesini engelledigi ve melanoma hiicrelerinde antiapoptotik
protein BAG3’iin regiilasyon direncini terapi boyunca azalttig1 bildirilmistir (Basile ve ark,
2011). Kisaca fare modellerinde tiimor gelisimi zayif siddetli manyetik alan tarafindan (1-5
nT) baskilanmistir (Hu ve ark, 2010). Siniizoidal manyetik dalga uyarisinin siganlarda
osteoporotik kemik kaybina karsi koruyucu etkisinin bulunduguna dair deneysel sonuglar
onerilmistir (Yan ve ark, 1998). Cruess ve arkadaslarinin (1983), McLeod ve Rubin’in (1990,
1992) ve Simske ve arkadaglarinin (1991) darbeli manyetik alan tarafindan kemik kaybi
inhibasyonunun ayni deneysel sonuglara sahip calismalari bulunmaktadir. Goriildigi gibi
manyetik alan uygulamasmin farkli patolojilerin tedavisinde kullanimi literatiirde denenmis
ve olumlu sonugclar alindig1 rapor edilmistir.

Elektrikli cihazlar ve elektrik hatlar1 tarafindan iiretilen ayrica dokularin derinine niifuz
edebilen diisiik frekansli elektromanyetik alanlarin frekansi 0-300 kHz arasindadir. Diisiik
frekansli manyetik alanin bildirilen yararli etkileri, koksidiyal enfeksiyonlu tavuklarda

intestinal lezyonlarin siddetinde diistisii (Elmusharaf ve ark, 2007), yara iyilesmesinde
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hizlanis1 (Callaghan ve ark, 2008; Goudarzi ve ark, 2010), sicanlarda ve insanlarda kemik
iyilesmesinde hizlanis1 (Grana ve ark, 2008; Griffin ve ark, 2008) ve insanlarda bakteriyel
degisimlere makrofajlarin cevabinin artisini (Akan ve ark, 2010) kapsar. Ayrica oksijen
radikallerinin modiilasyonunu ve sinyal iletim yolaklarindaki degisimleri kapsayan farkl
mekanizmalar onerilmistir (Liburdy ve ark, 1993; Blank ve Soo, 2001; Rollwitz ve ark, 2004;
Frahm ve ark, 2010).

2.5.2. Manyetik Alanin Iskemik Hasar Tedavisindeki Rolii

Insan saghg iizerinde diisiik frekansli manyetik alamin etkileri igin yapilan bilimsel
calismalarda sinyallerin kullanimi ile ilgili biiylik bir g¢esitlilik bulunmaktadir. Manyetik
alanin anjiyogenezi artirabildigine ya da azaltabildigine, vazodilasyon ya da
vazokonstriiksiyon olusturabildigine dair ¢caligmalar bulunmaktadir, bu olaylar hemodinamik
prosese gore degisir (McKay ve ark, 2007). Ayrica manyetik alan bdlgesel yogunluk ve
endotel tibiillerin uzunlugunun artisin1 kolaylastirabilir (Okano ve ark, 2006). Ancak,
manyetik alanin endotel hiicreler iizerine etkisi hakkinda geliskili sonuglar vardir. Ornegin Li
ve arkadaglar1 (2007) 1 ve 10 mT statik manyetik alanin insan umbilikal damar endotel
hiicrelerinin (HUVEC) gelisimini engelledigini fakat 0,1 mT manyetik alanin bu hiicrelerin
¢ogalmasini etkilemedigini gézlemlemislerdir. Aksine, Martino ve arkadaslar1 (2010) 60 ve
120 mT uygulamada bu insal umbilikal damar endotel hiicrelerinin ¢ogalmasinda artisi
gbzlemlemislerdir. Ayrica Dell Monache ve arkadaslar1 (2008) 50 Hz ve 1 mT manyetik aki
yogunluklu diisiik frekansli manyetik alanin insan umbilikal damar endotel hiicrelerinin
¢ogalmasi, goc¢ etmesi ve endotel tiip formasyonunu uyarma kapasitesinde oldugunu
bulmuglardir.

Manyetik alanin iskemi tedavisindeki rolii lizerine yapilan ¢alismalar manyetik alan
uygulamasinin anjiyogenez ve damar gecirgenliginde artisa neden oldugunu isaret etmektedir.
Hareket eden elektrik yiikleri, zamanla degisen elektrik alanlar1 ya da temel pargaciklar igsel
olarak manyetik alaniiiretir. Bazi ¢alismalar manyetik alanin iskemi- reperfliizyon hasarini
onleyebilecegini ya da giderebilecegini dnermistir (Pan ve ark, 2013). Pan ve arkadaglarinin
(2013) yaptiklar1 caligmada, diisiik frekansli darbeli manyetik alan alan uygulamasinin iskemi
kaynakli hiicre 6liimiinii geciktirebilecegi ya da iskemik penumbra (yani fonksiyonel olarak

bozulmus ancak kisa siirede reperfiizyon gerceklesirse geri doniistimsiiz hasar olusmadan
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kurtarilabilir olan doku) alanimi diisiirmek icin dallanmis kan akimimi gelistirdigi, ayrica
anjiyogenezi arttirdigi 6ne siiriilmiistiir.

Anjiyogenez; fizyolojik bir siire¢ olup, yeni damarlarin olugmasi, gelismesi anlamina
gelir. Anjiyogenez, biiyiime ve gelisme ile yara iyilesmesi gibi siireglerde olmasi beklenen bir
olaydir. Bununla beraber tiimor gelisimi gibi bazi durumlarda patolojik de olabilmektedir.
Anjiyogenezi tetikleyen ve Onleyen faktorler arasindaki denge bozuldugu takdirde dengenin
bozuldugu yon lehine anjiyogenezde eksiklik veya fazlalik goriilebilir.

Anjiyogenez nedenlerinden en 6nemli olani vaskiiler endotelyal biiyiime faktoriidiir
(VEGF). VEGF’in etkisini gosterebilmesi icin, endotel hiicreleri ve lenf damarlar tizerindeki
0zgiin transmembran tirozin kinaz reseptorlerine baglanmasi gereklidir. Baglanma
gerceklestiginde VEGF reseptorleri aktiflesir ve hiicre igerisinde sinyal iletisi saglayan bir dizi
proteini fosforilize eder. Bu olay da ikincil habercilerin olugsmasina katkida bulunarak, endotel
hiicrelerin ¢ogalmasini ve goglini saglar. VEGF anjiyogenezde; nitrik oksit salinimini
indiikler, damar permeabilitesini, bazal membran ve matriks yikimini artirir, anjiyopoietinler
sayesinde endotel hiicrelerin farklilagmasinda ve maturasyonunda rol oynar. VEGF ailesinin
tim tyeleri, hiicre yiizeyindeki tirozin kinaz reseptorlerine (VEGF-R) baglanarak hiicresel
cevaplari uyarirlar.

Anjiyogenez siireci; ekstraselliiler cevre degisiminin anjiyogenik faktorleri, hiicre gocii,
profilasyonu, yeni olugan kapillerin diizenlenmesi, damar yayilisinin yeniden diizenlenmesi ve
olgunlasmasi gibi endotel hiicre aktivasyonunu kapsar (Ferrara ve Kerbel, 2005). Endotel tek
katmanin biitiinliigli, kan homeostazinda ve endotel gecirgenligin aktif regiilasyonunda
esasdir. Vaskuler biitiinliigiin devamliliginda FGF sinyal yolagi anahtar rol oynar (Murakami,
2008). Kan damar formasyonu (anjiyogenez) ve doku damar olusumunu ilerletebilen belirli
tiplerde elektrik alanlarin kanit1 ortaya ¢ikmaktadir. Hiicre diizlemine paralel yonlendirilmis
dogru akim elektrik alan1 fizyolojik biiyiikliikteki yeniden ortasyon, go¢,aktin diizenegi, insan
umbilikal kordunda (HUVEC) ve sigir aortik endotelyal hiicrelerinde VEGF salinimi gibi
hiicre yanitlarin1 yiikseltmektedir (Zhao ve ark, 2004;Li ve Kolega, 2002). Yapilan
calismalarda hiicre yiizeyine paralel uygulanan diisiik frekansli elektrik alan modeli insan
umbilikal kord hiicrelerinde fibroblast biiytime faktorii 2 (FGF-2) vasitasiyla anjiyogenik
yaniti uyardigi gozlenmistir (Tepper ve ark, 2004; Hopper, 2009). Normal ve diyabetik in
vivo diyabetik modellerde anjiyogenezin FGF-2’nin yukar1 regiilasyonu (up-regulation)
tarafindan aktivasyonu ile yara iyilesmesinin hizlandirildigr gézlenmistir(Callaghan, 2009).
Okana ve arkadaslariin (2006) yaptiklar1 ¢alismada orta derece siddetli durgun manyetik

alanin endotel kapiler tiibiil olusumunun erken doénemlerinde baslangi¢ hiicre gelisimi
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periyodu boyunca insan umbilikal damar endotel ve insan diploid fibroblast hiicre kiiltiirii
izerine olan etkileri incelenmistir. Elde edilen bulgular durgun manyetik alan uygulamasinin
intakt ya da VEGF-A uyarilmis vaskiiler endotel hiicrelerinde boyutsal gradyent yiikselisinin
merkez bolgeyle baglantili oldugu hiicre kiiltiirti kuyucugunun ¢evre bolgesinde arteriogenezi
arttirmada esas rol oynadigina isaret etmektedir. Sheikh ve arkadaslarmin (2012) yaptigi
calismalarin Sheikh ve arkadaslarinin (2012) yaptigi ¢alismalarin sonuglarina gore, diisiik
frekansli elektrik alan uygulamasi frekans duyarli mapk/erk yolagi aktivasyonu vasitasiyla
endotelyal anjiyogenik cevabin kontrol edilmesine olanak saglamis, buna gore elektrik alan
tabanli vaskiiler doku rejenerasyonu tedavilerinde yeni bir intraselliiler mekanizma hakkinda
onemli ¢ikarimlar saglanmistir. Dell Monache ve arkadaslarinin (2013) yaptigi ¢alismada 2mT
siddetinde 50 Hz frekansinda manyetik alanin bu reseptorlerden anjiyogenezde anahtar rolii
olan VEGFR-2 nin ekspresyonunu ve aktivasyonunu azaltarak timdr anjiyogenezini inhibe
ettigi ve manyetik alanin timoér tedavisinde kullanilabilecegi gozlenmistir. Pan ve
arkadaslarinin (2013) yaptig1 arka bacak iskemi ve reperfiizyon ¢alismasinda manyetik alanin
anjiyogenezde diger bir onemli faktor olan fibroblast biiylime faktorii 2 (FGF-2) nin
ekspresyonu ve aktivasyonunu artirarak anjiyogenezi artirdigi gozlenmistir. Bu bulgu
manyetik alan uygulamasinin iskemi reperfiizyon hasar1 tedavisinde kullanilabilecegini
gostermektedir. FGF reseptorlerinin endotel hiicrelerinde ya da diger hiicre tiplerinde
aktivasyonu anjiyogenezi direk olarak ya da anjiyogenik faktorlerin salinmasini tetikleyerek
destekler (De Falco, 2014). FGF-2 in vivoendotel hiicrelerin gogiinii ve proliferasyonunu
uyarir (Ware ve Simons, 1997), antiapoptotik aktiviteye sahiptir (YYanagisawa-Miwa ve ark,
1992) ve biiyiik koleteral damarlarinin gelisimini uyaran fibroblastlarin ve diiz kas
hiicrelerinin mitojenezini destekler (Scholz ve ark, 2001). Aydinlatict bir denemede FGF-
2’nin miyokardiyumda iskemik bolgeleri azalttigi, kosu bandi performansini gelistirdigi ve
anjin frekansini azalttigi gézlenmistir (Unger ve ark, 2000; Laham ve ark, 1999). Ayrica Dell
Monache ve arkadaslarinin baska bir ¢alismasinda (2008) ImT siddetinde 50 Hz frekanslh
manyetik alanin insan endotelyal hiicre hattinda VEGFR-2 ekspresyonunu artirdig1 boylelikle
terapatik anjiyogenezi artirabilecegi gozlemlenmistir. Bu nedenle calismamizda ImT
siddetinde 50 Hz frekansli manyetik alanin si¢anlarda olusturulacak olan bobrek iskemi-

reperfiizyon modelindeki tedavi edici etkinligi arastirilacaktir.
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2.5.3. Elektromanyetik Alanin Oksidatif Stresi Gidermedeki Rolii

Elektromanyetik alanin insan viicuduna niifuz ederek tiim organlarda hiicre membran
potansiyeli degisiminde ve iyonlarin dagiliminda etkili oldugu bilinmektedir (Kula ve ark,
1999). Elektromanyetik alanin kan-beyin bariyerindeki gecirgenligi lizerine potansiyel etkileri
tartisitlmaktadir (Cosquer ve ark, 2005; Salford ve ark, 1993; Stam, 2010). Bu bariyer, yiiksek
molekiil agirligina sahip maddelerin kandan beyne gecisini engeller iken kii¢iik olanlara izin
verir. Elektrik alanin ve elektromanyetik alanin etkilerini agiklayan en yararli hipotezlerden
biri, siiperoksit anyon (O;"), hidroksil radikaller (OH) ve digerleri gibi molekiillerin dengesiz
yapim oranimi gelistirerek, bu maddelerin normal eliminasyon yolaklarini modifiye ederek
organizmadaki serbest radikallerin normal dengesinin diizenlenmesidir (Dro"gue, 2002). Bu
diizenlemenin GSH, vitaminler, karotenoidler, flavonoidler ve digerlerini kapsayan enzimatik
olmayan sistemi aktive ederek veya viicuttaki antioksidan savunma enzim aktivitelerini

artirarak gerceklesebildigi diistintilmektedir (Genestra 2007, Valko ve ark, 2007) .

2.6. Kizilotesi Doniisiim Fourier Spektroskopisi

Spektroskopi, 151n ve madde arasindaki etkilesimi inceleyen bir bilim dalidir. Madde ile
etkilesen 151k temel olarak madde tarafindan sogurulabilir, sagilima ugratilabilir veya madde
icerisinde farkli bir frekansta 151k emisyonuna neden olabilir. Bu durumlardan herhangi birini
dlgebilmek igin degisik spektroskopik yontemler gelistirilmistir. Ornek madde igerisindeki
bilesenlerin kimligini belirleyen analize nitel (kalitatif), miktar ya da konsantrasyonunu
belirleyen analize ise nicel (kantitatif) denir (Giindiiz, 1998).

Spektroskopik metotlar igerinde yer alan kizildtesi spektroskopisi, elektromanyetik
spektrumun kizil6tesi bolgesinde yer alan 15181n bir madde yapitasi molekiilleri ile etkilesimi
ile olusan sogurmay1 (absorbsiyonu) 6l¢en bir yontemdir. Kiziltesi spektroskopisinin temel
prensibi  molekiillerinkizilotesi 15181 (IR)  sogurmalart  sonucu olusan titresim
hareketleriningdriintiilenmesidir. Molekiildeki atomlar siirekli hareket ederler ve bu Gteleme,
donme, kimyasal bag uzunlugundaki periyodik degisim gibi hareketler titresime sebep olur.
Dalga boylart 780nm-1.000.000 nm araliginda olan kizildtesi 1sinlar yakin, ortave uzak
kizil6tesi olmak iizere li¢ bolgede incelenebilir. Yakin kizildtesi bolgesindeki kizilotesi
1sinlar, zirai, endiistriyel maddelerin nicel analizlerinde kullanilir ve incelemeler ullraviyole-

goriiniir spektrometrelerine benzer yapidaki spektrometreler ile yapilir. Orta kizilGtesi
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bolgedeki 1s1nlaremisyon ve absorblanma 6l¢iimii gerektiren daha komplike maddelerin nicel
analizi Fourier doniisiim kizilotesi spektrometreleri kullanilarak yapilir. Isin  dagitic
ozelligine sahip bu cihazlar, mikroskopik yiizey ¢alismalari, azaltilmis toplam yansima ve
difiize yansima ile katilarin analizi, fotoakustik dl¢timleri uygulamalarinda kullanilir (Giindiiz,
1998; Skoog ve ark, 1998).

Kizil6tesi spekturumunda dikey eksen gecirgenlikveya sogurma, yatay eksen ise dalga
sayisidir (cm™) Enerji ve frekansla dogru orantili olan dalga sayisi siras1 dogrusaldir. Frekans
birimi biiylikk oldugundan yatay eksende pek kullanilmaz. Kizilotesi bolgede oOrnege
uygulanan 151k, 6rnek tarafindan sogrulur ve molekiillerdeki titresim enerji seviyeleri arasinda
gecislere neden olur. Bu uyarim molekiiler baglar1 bozamaz, elektronik seviyede de degildir
ama baglarin titresme genliklerinde artisa neden olur. Bu artig, atom Kkiitlelerine, molekiiliin
geometrik yapisina ve baglarin giiciine baghdir (Giindiiz, 1998; Skoog ve ark, 1998; Yildiz ve
ark, 1997).

Bir molekiiliin sogurulabilmesi i¢in dipol momentinde belirli bir degisme olmalidir.
Titresim ve donme hareketinin sonucu olan bu degisim sayesinde molekiil 1s1nin elektrik alani
ile etkilesir, genlikte degisime sebep olur. Ornek; hidrojen kloriir simetrik bir yiik dagilimi
olmadigindan dipol momente sahiptir ve polar bir molekiildiir. Molekiilii olusturan
elenmentlerin yiik farkinin biiytikliigli ve yiik merkezleri arasindaki uzaklik dipol momenti
etkileyen faktorlerdir. Hidrojen kloriir titrestiginde dipol momenti degiserek 1smin elektrik
alaniyla etkilesen bir alan olusturur. Molekiil frekansi ile 15in frekansi arasinda uyum olursa
molekiiler titresimin genligi degisir. Bu degisimin sebebi enerji aligverisidir ve bu olaya 1s1inin
absorpsiyonu denir. Asimetrik molekiiller agirhik merkezi etrafinda donerek 1smnla
etkilesebilen periyodik bir dipol degisim olusturur. Genellikle polar baglar iR aktiftir.Bir
molekiil icinde atomlarin bagil yerleri (birbirine gore yerleri) kesin degildir. Cesitli titresimler
sonucu devamli olarak degisir. Cok atomlu molekiillerde titresimlerin tiiri ve sayisin
hesaplamak c¢ok giictlir. Titresimler bese ayrilir: esneme titresimleri, egilme titresimleri,
kapling titresimleri, overton titresimleri, kombinasyon titresimleri. Esneme (gerilme)
titresimleri simetrik ve asimetrik diye ikiye ayrilir. Simetrik ve asimetrik titresimlerde iki
atom arasindaki bag uzunlugu devamli olarak degisir. Egilme titresimleri dorde ayrilir (Sekil
7); makaslama, sallanma, salinma, burkulma. Bunlarda, molekiiller i¢inde bulunan baglar
arasindaki acilar devamli olarak degisir(Giindiiz, 1998; Skoog ve ark, 1998; Yildiz ve ark,
1997).
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Sekil 7. Egilme titresimleri (Y1ldiz ve ark, 1997)

Kizilotesi bolgesinin 4000-1000 cm™ arasinda kalan kismi fonksiyonel grup bolgesi;
1800-1000 cm™ bolgesi parmak izi bdlgesi olmak iizere molekiillere ait kizildtesi sogurma
bandlar1 ikiye ayrilir. Parmak izi bolgesinde gozlenen bandlarin tiimii incelenen molekiile
Ozgidiir. Molekiillerin  infrared spektrumlar1  (Sekil 8) yardimiyla yapilarinin
aydinlatilmasinda yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Bilinmeyen maddelerin
kizil6tesispektrumlari, siiphenilen maddelerin ayn1 kosullarda ¢ekilen spektrumlar ile
karsilastirilir. Kullanilan cihaz kizildtesi absorpsiyon spektrofotometreleridir.

Titresim sirasinda periyodik dipol moment olusursa uyumlu frekanstaki foton
sogurulmast gerceklesir ve enerji belli bir deger alir. Gerilme titresimleri, egilme
titresimlerinden daha biytktiir. Hp, Nj, O, ve CoHy nin gerilme titresimleri sirasinda dipol
momenti degismediginden IR inaktiftirler. Orta kizilotesi (mid-IR) bolgesi 2500— 15000 nm
(4000 — 650 cm™) araligidir. IR bélgesinin 4000 — 1300 cm™ arasindaki bélgede karsilasilan

bantlar molekiildeki gesitli fonksiyonel gruplara ait belirgin bantlardir. Halojen veya agir
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metal atomlar1 agir atom olduklarindan uzak IR boélgede gozlenirler. Titresim frekansini

molekiildeki hidrojen baglari ¢ift baglar ve rezonans etkiler (Skoog ve ark, 1998).
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Sekil 8. Orta kizilotesi spekturumunda goriilen temel fonksiyonel gruplara ait titresim frekans

bolgeleri

2.6.1. iki Atomlu Bir Molekiilde Gerilme Titresiminin Mekanik Modeli

Mekanik bir yay modeli ile atomik gerilme titresimi ifade edilebilinir. Yayin iki
ucundaki kiitlelerden biri yayin ekseni yoniinde gekilip birakilirsa basit harmonik harekete
baglar. Sabitlenmis bir yayim ucuna asili tek bir kiitlenin titresimi gézoniine alinirsa ve yayin
ucundaki kiitle yayin ekseni yoniinde ¢ekilip denge halinden y kadar uzaklastirilirsa, yayi ilk
haline getirmek i¢in gerekli kuvvet F, y ile orantil1 olur (Hook yasasi):

F=-ky

Burada k kuvvet sabitidir, yayin gerilebilirligine baghdir. Negatif isaret, F'ninyayi ilk
haline getiren kuvvet oldugunu ifade eder. Kuvvetin yoniiniin ¢ekilme yoniiniin tersidir.. Bu
yiizden kuvvet kiitleyi eski yerine getirmeye egilimlidir.

Basit harmonik osilasyonun potansiyel enerji egrisi paraboldiir (Sekil 9).Potansiyel

enerji, yaym maksimum A genligine kadara gerilmesi veya sikistirilmasi durumunda en

biiylik, denge halinde ise sifirdir.
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Sekil 9. Harmonik osilasyon

1y, 2
E—2 ky

Frekansenerjiden bagimsiz, yayin kiitlesi ve kuvvet sabitine baghdir. Enerjideki
degismeler titresimin A genliginde bir miktar degismeye neden olur.

1 ]k
™ 2mm
Vm:mekanik osilatoriin dogal frekansi, kibagin kuvvet sabiti (N/m), atomlarin kiitle,

elektronegatiflik, bag uzunlugu ve bag giicii degerlerine bagl olarak degisir(Skoog ve ark,
1998).

2.6.2. FTIR Spektroskopisi Calisma Prensibi

Fourier doniisiimii ¢6ziimleri rutin bir sekilde bilgisayarlar ile yapilabilmektedir. Sinyal
¢ozme komplike cihazlarda Fourier doniisiim tabanlidir ve bu cihazlara Fourier doniisiim
cihazlar adi1 verilir. Kaynaktan gelen 151n1, 1510 yolu uzunlugu girisim deseni verecek sekilde
periyodik olarak degisebilen iki ayri 1sin demetine ayirarak kodlama yapilir, verilerin
islenmesinde Fourier doniisimii  kullanilir. FTIR  spektrometreleri; 1sik  kaynagi,

interferometre, numune, dedektor, bilgisayar kisimlarindan olusur (Skoog ve ark, 1998).
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Fourier doniisiimlii cihazlarin ¢ogu, 1s1min siddeti zamanin fonksiyonu olarak grafige
gegirilen Michelson interferometreye (Sekil 10) dayanir. Michelson interferometre, zaman
bagimli sinyalleri elde edebilir, yiiksek frekans sinyalinin, sinyalin tasidig1 zaman iliskilerini
kaybetmeden, Olctilebilir frekansa doniistiirtir. Isin demetlerini yaklasik esit giicte iki demete
ayirip, daha sonra iki demetin 151k yollar1 farkinin fonksiyonu olarak demetin siddet
degisimleri 6lgiilebilecek sekilde yeniden birlestirilmesini saglayan diizenektir (Skoog ve ark,
1998).
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II. M ve S aynalarindan demetler; " s Sibeadi
3 P i p:/Awww.sussex.ac.uk/Users/qc25/teaching/
birlestirilmislerdir QCanalytic2_files/QCanalytic2.ppt

Sekil 10. Michelson interferometresi

Isin demeti ayiricilari, gecirgen malzemeden yapilmis olup iizerine diisen 1s1nin yarisini
gegirip yarisini yansitacak bir kirma indisine sahiptir. Uzak IR bolgede diisiik kirma indisli bir
katinin iki plaka arasina sikistirilmasiyla elde edilen ince bir Mylar film kullanilir. Sezyum
iyodur (veya bromiir), NaCl veya KBr iizerine ince bir film halinde Ge veya Si ¢oktiiriilerek
orta-IR bolgede kullanilan 151n ayiricilar hazirlanir. Yakin-IR bolgede uygun olan ayiricilar
CaF; iizerinde demir (3) filmi igerirler. Isin kaynaklari, IR cihazlarindakine benzer. Detektor
olarak cogunlukla hassasiyeti daha fazla oldugundan siv1 azotla sogutulmus civa/kadmiyum
telliir veya indiyum antimonit fotoiletken dedektorler kullanilmaktadir. FTIR cihazlar ile
gecirgenlik veya absorbansi tayin etmek igin, dnce genellikle hava olan bir referansi 20-30
defa tarayarak bir referans interferogram elde edilir, veriler yeniden yiiklenir ve sonuglar

spektruma g¢evrildikten sonra cihazin bilgisayarinda korunur. Sonra, 6rnek isin yoluna
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konularak ayni islem tekrarlanir. Ornek ve referans spektrum verilerinin orani, cesitli
frekanslarda gegirgenlik elde etmek i¢in hesaplanir (Giindiiz, 1998; Skoog ve ark, 1998;
Yildiz ve ark, 1997; Coates, 2000).

2.6.3. FTIR spektroskopisi avantajlar: ve kullanim alanlari

FTIR spektroskopisi, kati, sivi, gaz fazlarindaki orneklere ve g¢ozeltiler, tozlar, lifler,
filmler, ylizeyler gibi bircok farkli ¢esitte drnege uygulanabilir olmasi agisindan avantajhidir.
Bu 6rnekler ucuz ve zahmetsiz hazirlanabilir, ayn1 6rnekten farkli makromolekiiller hakkinda
es zamanl veri toplanabilir (Stuart, 2004). FTIR spektroskopisi hassas dl¢iim yapabilen bir
teknik oldugundan c¢ok az 6rnek miktarinda bile giiriiltiisiiz spektrumlar elde edilerek bantlar
analiz edilebilir. Az bir o6rnekle diger spektroskopi yontemlerine gore az zamanda
¢ozinirligi yiiksek spekturumlar elde edilebilir. Ayrica sinyal/giiriiltii orani1 sinyal
azaldiginda giiriiltiide degisim olmadigindan dolayr dusiiktiir. Defalarca tekrarlanabilen
Ol¢iimlerde toplanan sinyaller bilgisayarda hizli bir sekilde ortalamalar1 alinarak giiriiltiili
ortamin dezavantaji ortadan kaldirthir. Bu cihazlarda ¢ok az optik eleman kullanildigindan
dolay1 ve blok diyagramindaki giiriiltiiyti diistiren hassas interferometre sistemi sayesinde
detektore gelen 151n siddeti daha biiyiiktiir, bdylelikle daha biiyiik sinyaller gdzlenebilir
(Skoog ve ark, 1998). Dalga boyu iyi bir sekilde tekrarlanabilir ve biiyiik bir ayrim giicline
sahip olduklar1 icin karmasik spekturum analizlerinde avantajlidir. Ornegin tiim
elementlerinin sinyalleri detektore es zamanli ulasir, zamandan tasarruf saglar. Lipitler,
proteinler, peptidler, biyomembranlar, niikleik asitler, hayvan dokulari, mikrobik hiicreler,
bitki ve klinik ornekleri iceren farkli biyolojik sistemlerin basari ile ¢alisilmasina olanak
saglar (Stuart, 2004). Ayrica, FTIR spektroskopisinin farmakoloji arastirmalari, adli tip,
polimer analizi, gida endiistrisi, kalite ve Kontrol c¢alismalari, ¢evre ve su analizleri,
biyokimyasal ve biyomedikal ¢aligmalar, petrokimya gibi ¢ok sayida farkli kullanim alam
mevcuttur. Biyokimyada; peptit ve membran yapilar1 ile lipit-protein veya lipit-ilag
etkilesimlerinin belirlenmesi; karbonhidrat, fosfolipit, aminoasit, polipeptit ve proteinlerin
yapisinin tayini;proteinlerin ikincil yapilarindaki degisimlerin incelenmesi veproteinlerdeki
karboksil grubunun iyonlasmasinin incelenmesi; makromolekiillere ligand baglanmasi ve
molekiiler  konformasyonlar  degisimlerinin  belirlenmesi;baglantili  polisakkaritlerin

yapilarindaki farkliliklarin incelenmesi; oksihemoglobin yapisindaki demir ile oksijenin
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baglanmasinin etkinligi;peptit azotundaki proton ile peptit karbonili arasindaki hidrojen
baginin tespiti gibi farkli analizlerde kullanilabilir (Giindiiz, 1998; Skoog ve ark, 1998).

FTIR spektroskopisinde elde edilen spektrumlar bant frekanslarinda, bant alanlarinda ve
bant genigliklerindeki degisimler gibi bazi spektral parametreler degerlendirilerek incelenir.
Bu incelemeler sonucu FTIR spektrumundan ayni 6rnege ait yapisal, igeriksel ve dinamik
bilgi tek bir inceleme ile elde edilebilir. Bu FTIR spektroskopisini diger biyokimyasal veya
analitik yontemlerden daha avantajli kilar. FTIR spekturumunda goriilen bantlarinin frekans
degerlerindeki kayma s6z konusu fonksiyonel grubu tasiyan molekiildeki yapisal degisime
isarettir. 3000-2800 cm™ frekans bolgesinde goriilen CH bolgesinde bulunan bantlarin frekans
degerlerindeki kayma membranin diizen ve diizensizligi hakkinda bilgi verir (Casal ve
Mantsch, 1984, Cameron ve Charette, 1981). Ayrica, PO, simetrik ve antisimetrik gerilim
bantlarinin frekans degerlerindeki kaymalar membran fosfolipitlerinin veya niikleik asit fosfat
gruplarinin hidrojen bagi yapma derecesi hakkinda bilgi verir (Dovbeshko ve ark, 2000).
Bunlarin disindaki amid I, amid I, C=0 ester gerilim, COO" gerilim gibi bantlarin frekans
degerlerindeki kaymalar ise bu fonksiyonel gruplar1 tasiyan molekiillerdeki yapisal
degisiklige isaret eder(Coates, 2000). FTIR spektrumunda yer alan bantlarin altinda kalan alan
ve/veya bant siddeti degerleri o fonksiyonel grubun ornek igerisindeki konsantrasyonu
hakkinda bilgi verir (Alo ve ark, 1998; Freifelder, 1982). Ayrica, spektrumun CH boélgesinde
yer alan CHasimetrik ve antisimetrik gerilim bant genislikleri membran akigkanligini ve lipit
dinamigini incelemede kullanilir (Mantsch, 1984). Membran yapisinda bulunan lipitlerin
zincir uzunlugunda, zincir esnekliginde ve doymusluk derecesindeki farkliliklart lipitlerin
etkilesimlerini, membrandaki yerlesimlerini dolayisiyla da membran akiskanligini etkiler.
Doymamis bagin bulunmasi komsu agil zincirlerinin rotasyonel ozgiirligiinii kisitlayarak
sistemin birlikte hareket etme derecesini azaltir ve bunun sonucunda akiskanligin artmasina
neden olur (Luckey, 2008). Membran akiskanligi FTIR spekturumda gbzlenen bant genisligi
ile dogru orantilidir (Mantsch, 1984), bant genislik degeri arttikga membran akiskanlig: artar.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kimyasallar:

Pterowhite %90 pterocarpus marsipium ekstresi Sami Labs Limited (Hindistan)
sirketinden tarafimiza higbir iicret talep edilmeksizin arastirmada kullanilmak iizere
gonderildi. Dimetilsiilfoksit (DMSO), Sodyum dihidrojen fosfat (NaH,PO,), disodyum
hidrojen fosfat (Na;HPO.), potasyum kloriir (KCl), fenil metil siilfonilflorid (PMSF),
etilendiamintetraasetik asit (EDTA), DL-dithiothreitol (DTT), etanol Sigma-Aldrich (A.B.D.)
firmasindan temin edildi. Ketasol %10 RicterPharma (Avusturya) firmasindan, Alfazyne %2
Alfasan (Hollanda) firmasindan ve %0,9 izotonik sodyum kloriir (PBS) Polifarma (Tiirkiye)
firmasindan temin edildi. Tiim kimyasallar firmalardan miimkiin olan en saf hallerinde temin

edildi.

3.2. Calisma gruplar::

Calismada kullanilan tiim hayvan deneyleri, Adnan Menderes Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu onayi alinarak (etik kurul karar no: 64583101/2014/068, Ek 1)
Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Uretim Merkezi’nde
gerceklestirildi. Calismada Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Uretim Merkezi’nden temin edilen ortalama 300-350 gr. agirhginda 35 adet erkek, eriskin (11
haftalik) Wistar-albino tlirii sican kullanildi. Siganlar, havalandirilmasi kontrol edilen
semiklimatize laboratuvar kosullarinda, 22 + 1 °C g¢evre sicakligi, % 40-60 bagil nemde ve 12
saat aydinlik/12 saat karanlik dongiisiinde tutularak standart yem ve su ile beslendi.

Sicanlar, dort ayr1 gruba ayrilarak ¢alisma gruplari olusturuldu.

1. Kontrol Grubu (K) (n=9): Bu gruptaki siganlar iskemik uygulamaya tabi tutulmadi.

2. Iskemi- Reperfiizyon Grubu (IR) (n=10): Bu gruptaki siganlara iskemi ve
reperfiizyon islemi uygulandi.

3. Iskemi- Repefiizyon + Manyetik Alan Grubu (MA) (n=7): Bu gruptaki siganlara
iskemi-reperfiizyon uygulamasindan sonra 5 giin siireyle manyetik alan tedavisi

uygulandi.
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4. Iskemi- Reperfiizyon + Manyetik Alan + Pterostilben Grubu (MA+10P) (n=8):
Bu gruptaki sicanlara iskemi-reperfiizyon uygulamasindan sonra 5 giin siireyle
manyetik alan uygulamasi ile birlikte DMSO igeren soliisyon igerisinde ¢oziilmiis

pterostilben 10mg/kg dozunda intraperitonel olarak enjekte edildi.

3.3. Iskemi ve Reperfiizyon Modeli Olusturulmasi:

Denekler, 60 mg/kg ketamin-HCI (Ketasol %10, RicterPharma, Avusturya), 10 mg/kg
ksilazin (Alfazyne %2, Alfasan, Hollanda) karistirilarak hazirlanan anestezigin intraperitonel
uygulamasi ile uyutuldu. Siganlarin abdominal bolgesi tiras edildikten sonra batikon ile steril
edildi. Orta hat lizerinden kesi alinarak karin i¢i organlar1 goriiniir hale geldiginde serum
fizyolojik ile 1slatilmig steril gazli bez iizerine cekildi. Sivi kaybini 6nlemek amaciyla
islemlerin sonuna kadar organlar %0,9 izotonik sodyum kloriir (Polifarma, Tiirkiye) ile
1slatildi. Goriiniir hale getirilen renovaskiiler yataktan sol renal pedikiil bulunarak disseke
edildi. IR, MA, MA+10P gruplarmin sol renal pedikiilii 10-15 gr basingh, 45° acili, tek
kullanimlik mini bulldogklemp (ScanlanVascu-Statt, ABD) ile klemplenerek 20 dk. boyunca
iskemi uygulandi1 (Resim 1). Pulsasyonun durmasi ve bobregin renk degisimi ile arteriel kan
akimimin kesildigi gézlemlendi. Iskemi sonrasi klemp agilarak laparotomi insizyonu i¢ kismi
absorbe ipek iplikle, cilt kism1 absorbe olmayan ipek iplikle kapatildi. 24 saat reperfiizyon
sonrasinda MA, MA+10P gruplarinin 5 giinliik tedavilerine baslandi.
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Resim 1. Klempin renal artere yerlestirilmesi

3.4. Pterostilben ve manyetik alan uygulamasi:

MA, MA+10P gruplarindaki Wistar sicanlart 50 Hz’lik manyetik dalgalara manyetik
alan siddeti 1 mT olacak sekilde 5 giin boyunca giinde 1 saat maruz birakildi (DellMonache,
2008). Iki adet selenoid manyetik alanin ¢evreye zarar vermemesi adma faraday kafesi
icerisine yerlestirildi. Teslametrenin (Phywe, Almanya) probu selenoidlerin orta noktasinda
tutularak manyetik alan siddeti 1 mT’ya ayarland1 (Resim 2). Siganlar tigerli gruplar halinde
delikli, pleksiglas kafeslere konularak 1 saat manyetik alana maruz birakild1. I¢ ve dis sicaklik
Olcer termometrenin probu selenoid i¢ine konularak selenoid i¢i ve faraday kafesi dis1 sicaklik
farkinin 1°C’yi gegmemesine dikkat edildi (Resim 3). Bu nedenle, bir saatlik manyetik alan
uygulamasini takiben selenoidler 1 saat kapatilarak sicakligin dengede tutulmasi saglandi.

MA+10P grubu i¢in pterostilben giinliik olarak 10 mg/kg viicut agirhigma karsilik
gelecek dozlarda uygulandi (Satheesh, 2006). Her enjeksiyon giinii, 10 mg pterostilben
tartilarak DMSO igeren soliisyonda vortex yardimiyla ¢oziildii ve sicanlarin viicut
agirliklarina goére mg/kg oraninda intraperitonal olarak enjekte edildi (Manickam ve ark,
1997). Pterostilbenin verilis yolu literatiire bakilarak se¢ilmis olup literatiirde bu ajaninin

kullanildig1 ¢alismalarda intraperitonal enjeksiyon kullanildigindan bu uygulama metodu
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secilmistir (Manickam ve ark, 1997; Satheesh, 2006). Tedavi siirecinde hayvanlar beserli

kafeslerde normal yem ve su ile beslendi.

Resim 2. Faraday kafesi igerisindeki selenoidlerin manyetik alan siddetinin teslametre ile 1

mT olarak olgiilmesi

Resim 3. I¢ ve dis sicaklik lger termometre
Bes giin uygulanan manyetik alan ve manyetik alan ile birlikte uygulanan pterostilben
tedavisinin ardindan siganlara ketamin (70 mg/kg) ve ksilazin (10mg/kg) ile intraperitonal

anestezi yapildi. Anestezi altindaki siganlarin kan ornekleri toplanarak EDTA igeren tiiplere
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konulup kan plazmalar1 ayrildi. Sicanlar anestezi altinda servikal dislokasyon ile sakrifiye
edildi. Nefrektomi yapilarak tiim deneklerdeki her iki bobrek alindi. Yapilacak incelemeler
icin pargalara ayrilan bobrekler hizlica sivi azot i¢inde dondurularak ¢alisma zamanina kadar

-80°C’de saklanda.

3.5. FTIR Spektroskopik incelemeler:

3.5.1. Bobrek dokusunun homejenizasyonu:

FTIR spektroskopik incelemeler i¢in kullanilacak olan bobrek pargalari homojenize
edildi. Homojenizasyon soliisyonu 0.2M fosfat tampon c¢ozeltisi (pH 7.4), %l1,15
(agirlik/hacim) KCl, 5 mM EDTA, 0,2 mM PMSF, 0,2 mM DTT kullanilarak hazirlandi.
Fosfat tampon ¢ozeltisi hazirlanirken 0.2M monobazik sodyum hidrojen fosfat (NaH,PO,)ve
dibazik sodyum hidrojen fosfat (Na;HPQO,) soliisyonlar1 kullanildi. Saf su ile yikanan bobrek
dokusu ornekleri tartildi, bistiiriiyle kiiciik parcalara ayrildi. Bobrekler cam homojenizasyon
tiiptine konuldu ve tizerlerine her 1 gr dokuya 4 ml olacak sekilde soguk homojenizasyon
soliisyonu eklendi. Tiip kirik buz igerisinde tutularak yiliksek performansli pargalayici (Ultra
Turrax-25, IKA, Almanya) ile 11.000 rpm/dk devirde homojenize edildi. Tiim igslemler 0-4
°C’ de gergeklestirildi. Ependorflara alinan homojenatlar 4100 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilerek supernatantlar1 ayrildi ve pellet kismindaki doku homojenatt FTIR spektroskopik

incelemelerde kullanilmak tizere alindi.

3.5.2. FTIR Spektroskopik incelemeler ve Veri Analizi:

Tim gruplardaki bobrek homojenatlarindan 20 x/ homojenat, kizilotesi gecirgen 6zel
kalsiyum floriir (CaF;) camlar1 arasina konuldu ve camlar arasindaki bosluk 12 um
kalmliginda aralik kullanilarak sabit hale getirildi. Ornekler FTIR spektrometresine (Perkin
Elmer Spectrum 100, A.B.D.) yerlestirildi (Resim 4). Orneklerin FTIR spektrumlar1 oda
sicakhiginda, 4000-650 cm™ frekans araliginda, 2 cm™ spektral ¢oziinirlikte, 100
interferogramin ortalamasi alinarak toplandi. FTIR spektrumlar1 aynmi sartlar altinda her bir
ornek icin iki kez topland1 ve detayl analizlerde bu iki spektrumun ortalamasi kullanildi.

Cekim yapilan hava igerisindeki su buhar1 ve karbondioksit 6rneklerin spektrumlar: ile
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etkilesebileceginden dolay1r oOrneklere ait FTIR ¢ekimlerinden once havanin spekturumu
almarak bu spektrum her Ornek spekturumundan otomatik olarak ¢ikarildi. Sekil 11°de

havanin 6rnek spekturumu goriilmektedir.

Resim 4. Perkin EImer Spectrum 100 FTIR spektrometresi

EGY

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Dalga sayisi (cm™?)

Sekil 11. Havanin spekturum o6rnegi
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FTIR spektrumlar1 sivi ortamda toplandigr i¢in ortamdaki su elde edilen doku
spektrumunu kapatmaktadir. Siv1 ¢ekimlerinde homojenizasyon isleminde kullanan tampon
cozeltisinde bulunan ve bantlarin ¢oziiniirliigiinii etkileyen suyun etkisinden kurtulmak i¢in
tampon c¢ozeltisine ait olan spektrumlar 6rnek spektrumlari ile ayni kosullarda farkli
hacimlerde tampon ¢ozelti kullanilarak toplandi. Uygun hacimdeki tampon ¢ozelti spektrumu
Ornege ait olan spektrumdan analiz programi araciliiyla ¢ikarildi. Sekil 12 de tampon
cozeltisi ¢ikartilmamis 6rnegin, tampon ¢ozeltisinin ve tampon ¢ozeltisi ¢ikartilmig 6rnegin
spektrumlar1 gosterilmistir.

Spektrumlarin analizinde Perkin Elmer Spectrum Software programi kullanildi.
Oncelikli olarak tiim spektrumlar giiriiltiiyii azaltmak amaciyla diizgiinlestirildi. Daha
sonrasinda spektrumlarda yer alan bantlarin frekans degerleri maksimum sogurma tepe
noktast yiiksekliginin %80°nindeki genisligin orta noktasi alinarak belirlendi. Lipitlere ait
olan C-H gerilim bolgesindeki bantlarin ayni noktadaki bant genislikleri 6l¢tildii. Bunun yani
sira, bantlarin altinda kalan alanlar analiz programi araciligiyla hesaplandi.

Detayl1 spektral analizler tim gruplara ait spektrumlar kullanilarak gergeklestirildi ve

gruplar birbirleri ile karsilastirildi.

=
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-
]
E \\‘ ll \
5 \ [N
= \ Doy
pl-11) ’ \
o ll ‘\
172} / kS
.y B ------- O M L rpgaed®t
3100 3000 2500 2000 1500 1000

Dalga sayist (cm™)

Sekil 12. Tampon ¢oOzeltisine ait spekturumun Ornek spekturumundan g¢ikartilmasi. A)
Tampon ¢ozeltisi ¢ikartilmamis 6rnek spekturumu B) Tampon ¢ozeltisi spekturumu

C) Tampon ¢ozeltisi ¢ikartilmis 6rnek spekturumu
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3.6. istatistiksel Analiz:

Elde edilen tiim veriler ortalama + standart hata seklinde verildi. Verilerin normal
dagilima uyup uymadigi Minitab 17 programinda Anderson-Darling normalite testi
uygulanarak belirlendi. Yapilan analiz sonucu verilerin normal dagilima uydugu saptanarak
istatistiksel degerlendirme i¢in tek yonlii varyans (One-way ANOVA) analizi ve art¢1 test
olarak Tukey testi kullanilarak tiim gruplar birbirleri ile istatistiksel olarak karsilastirildi. Bu
analiz GraphPadPrism 6 programi kullanilarak uygulandi. Istatistiksel anlamlilik *p < 0,05;
**p < 0,01; ***p <0,001 seklinde ifade edildi. Bu karsilastirilma sonrasinda istatistiksel
anlamlilik derecesi gosterilirken kontrol grubuna gore olan istatistiksel anlamlilik * isareti ile,
IR grubuna gore olan istatistiksel anlamlilik f isareti ile, IR+MA grubuna gére olan

istatistiksel anlamlilik } isareti ile gosterilmistir.
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4.BULGULAR

4.1. Bobrek Doku FTIR Spektrumu ve Bant Tanimlar:

Bu calismada, iskemi ve reperfiizyona bagli bobrek dokusu makromolekiiler
bilesenlerinde meydana gelen iceriksel, yapisal ve fonksiyonel degisimleri tespit etmek,
ayrica manyetik alan ve manyetik alanla birlikte uygulanan pterostilben tedavisinin bobrek
dokusunda iskemi ve reperfiizyonun yol agtigi hasar {izerindeki tedavi edici etkilerini
gozlemek amaciyla Fourier doniisim kizilotesi (FTIR) spektroskopisi incelemeleri
yapilmistir.

Molekiillerdeki degisik fonksiyonel gruplar FTIR spektrumunda karakteristik sogurma
bantlar1 olusturmaktadir (Mantsch, 1984; Diem ve ark, 1999; Cakmak ve ark, 2006; Ozek ve
ark, 2009; Bozkurt ve ark, 2010; Ozek ve ark, 2010). Sekil 12’ de kontrol bobrek doku
homojenatina ait 3100-1000 cm™ frekans araligindaki 6rnek spektrumu goriilmektedir.
Sekilde de goriilebildigi gibi bobrek dokusu spektrumu ¢ok sayida bant igermektedir. Sekil
13’ de numaralandirilmis olan bantlarin tanimlar1 literatiire bakilarak belirlenmis ve Tablo 1°

de gosterilmistir.
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Sekil 13. 3100-1000 cm™ frekans araligindaki drnek kontrol bdbrek homojenati spektrumu
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Tablo 1. Bobrek dokusunun 3100-1000 cm™* bolgesindeki baslica kizildtesi spekturumu

sogurulma bantlar1 ve bu bantlarin literatiire gore belirlenen bant tanimlar1

Bant No  Dalga Sayis1  Tanim
(cm™)

1 3014 Olefinik =CH : Doymamus lipitler (Severcan ve ark, 2005)

2 2962 CHjsantisimetrik gerilim: Lipitler ve protein yan zincirleri
(Szalontai, 2009; Severcan ve ark, 2010)

3 2925 CH;antisimetrik gerilim: Cogunlukla lipitler (Cakmak ve
ark,2006; Severcan ve ark, 2010)

4 2873 CHjs simetrik gerilim: Cogunlukla proteinler (Cakmak ve
ark,2006; Severcan ve ark, 2010)

5 2854 CH;simetrik gerilim: Cogunlukla lipitler (Cakmak ve ark,2006)

6 1738 Ester C=0 gerilim: Lipit kolesterol ester gruplar1 (Kneipp ve ark,
2000; Nara ve ark, 2002)

7 1713 C=0 gerilim: Serbest yag asitleri (Nara ve ark, 2002)

8 1650 Amid I: Protein, %80 C=0 gerilim, %10 N-H biikiilme, %10 C-N
gerilim (Haris ve Severcan, 1999)

9 1545 Amid I1: Protein, %60 N-H biikiilme, %40 C-N gerilim (Haris ve
Severcan, 1999)

10 1455 CH; biikiilme: Cogunlukla lipitler (Cakmak ve ark, 2006; Ozek ve
ark, 2010)

11 1401 COO simetrik gerilim: Yag asitleri ve protein yan zincirleri
(Cakmak ve ark, 2006)

12 1340 CHj;sallanma: Kolejen yan zincir titresimleri (Fujioka ve ark,
2004)

13 1317 Amid 111 : Protein bant bilesenleri , kolajen (Movasaghi ve ark,
2008)

14 1283 Kolejen (Movasaghi ve ark, 2008)

15 1234 PO, antisimetrik gerilim, hidrojen bagh: Cogunlukla niikleik
asitler, az miktarda fosfolipitler (Ozek ve ark, 2010)

16 1170 CO-0O-C antisimetrik gerilim: Kolesterol esterlerin ester baglari
(Stuart , 2004)

17 1084 PO, simetrik gerilim: Cogunlukla niikleik asitler ve az miktarda
fosfolipitler (Akkas ve ark, 2007)

18 1049 vC-0 + 6C-0 gerilim: Glikojen (Cakmak ve ark, 2006)
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4.2. Deney Gruplarina Ait FTIR Spektrumlar:

Calismada elde edilen FTIR spektrumlari 3050-2800 cm™ frekans araligindaki lipit C-H
bélgesi ve 1800-1000 cm™ frekans araligindaki parmak izi bolgesi olmak iizere iki temel
bolgede incelenmistir. Sekil 14 ve 15°de kontrol, iskemi reperfiizyon (IR), manyetik alan
tedavisi uygulanmis iskemi-reperfiizyon (MA) ve manyetik alan ile birlikte 10mg/kg dozunda
pterostilben tedavisi uygulanmis iskemi-reperfiizyon (MA+10P) gruplarina ait olan FTIR
spektrumlari sirastyla 3050-2800 cm™ ve 1800-1000 cm™ frekans araliklarinda goriilmektedir.
Sekillerde de goriildiigii gibi FTIR spektrumlarinda goriilen bantlarda gruplar arasinda bazi

farkliliklar bulunmaktadir. Bu farkliliklar detayli spektral analizler uygulanarak incelenmistir.

Kontrol
IR

MA
MA+10P

Sogurma (A.U.)

3050 3000 2950 2900 2850 2800
Dalga sayisi (cm!)

Sekil 14. Kontrol, iskemi-reperfiizyon (IR), manyetik alan tedavisi uygulanmis iskemi-
reperfiizyon (MA) ve manyetik alan ile birlikte 10 mg/kg dozunda pterostilben
tedavisi uygulanmis iskemi-reperfiizyon (MA+10P) gruplarina ait olan 3050-2800

cm™ frekans arah@indaki rnek FTIR spektrumlari. Spektrumlar amid I bandia gore

normalize edilmistir.
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Kontrol
iR

MA
MA+10P

Sogurma (A.U.)

1800 1600 1400 1200 1000

Dalga sayis1 (cm)

Sekil 15. Kontrol, iskemi-reperfiizyon (IR), manyetik alan tedavisi uygulanmis iskemi-
reperfiizyon (MA) ve manyetik alan ile birlikte 10 mg/kg dozunda pterostilben
tedavisi uygulanmis iskemi-reperfiizyon (MA+10P) gruplarina ait olan 1800-1000

cm™ frekans arah@indaki rnek FTIR spektrumlari. Spektrumlar amid I bandina gore

normalize edilmistir.

4.3. FTIR Spektrumlarindan Elde Edilen Detayh Spektral Analiz Sonuclari

FTIR spektrumunda yer alan degisik bolgelerdeki bantlardaki frekans kaymalari, belirli
bant genisligindeki degisimler ve sinyal siddetlerindeki ve/veya alanlarindaki degisimler,
sistemdeki gesitli molekiillerin yap1, i¢erik ve dinamik 6zellikleri hakkinda bilgi elde etmede
kullanilir (Alo ve ark, 1998; Freifelder, 1982). Bu nedenle, elde edilen spektrumlar tizerinde
detayl spektral analizler gergeklestirilmistir.

FTIR spektrumundaki bantlarda gozlenen frekans kaymalar1 yapisal degisimleri
gbzlemekte kullanilabilir (Mantsch, 1984). Tablo 2’de kontrol, iskemi-reperfiizyon (iR),

manyetik alan tedavisi uygulanmig iskemi-reperfiizyon (MA) ve manyetik alan ile birlikte 10
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mg/kg dozunda pterostilben tedavisi uygulanmis iskemi-reperfiizyon (MA+10P) gruplarina ait
FTIR spektrumlarinda yer alan bantlarin frekans degerlerindeki degisimler goriilmektedir.
Sekil 16°da ise tiim gruplarin FTIR spektrumlarinda bulunan CH3 antisimetrik gerilim, CH,
simetrik gerilim, ester C=0O gerilim, yag asitlerinden kaynaklanan C=O gerilim ve COO
simetrik gerilim bantlar1 dalga sayilarindaki degisimler detayli olarak gosterilmektedir.

FTIR spektrumunun 3100-2800 cm™ frekans bolgesinde bulunan CH, antisimetrik,
CH, simetrik ve CHs; antisimetrik gerilme titresimlerinin bant siddetleri veya band alanlari
agirlikli olarak sistemdeki lipit miktari, CH3 simetrik gerilme titresimlerinin bant siddeti/alani
ise sistemdeki protein miktarlar1 hakkinda bilgi vermektedir (Mantsch, 1984; Severcan ve ark,
2000; Severcan ve ark, 2010; Bozkurt ve ark, 2010; Cakmak ve ark, 2011).Membrandaki
lipitler hakkinda yapisal bilgi veren parametreler diizen (order) ve diizensizlik (disorder),
parametreleridir. Bu parametreler 6zellikle FTIR spektrumunda yer alan CH, antisimetrik ve
simetrik gerilim modu frekans (veya dalgasayisi) degerindeki degisim ile tespit edilebilir
(Casal ve Mantsch, 1984). CHj3 antisimetrik gerilme modu frekans degerindeki degisimler ise
membranin i¢ bdlgelerindeki diizen ve/veya diizensizlik hakinda bilgi edinmek igin
kullanilabilir (Takahashi ve ark, 1991). Bu c¢alismanin sonuglarma gére CHj antisimetrik
bandi frekansi iskemi-reperfiizyon uygulamasi ve manyetik alan tedavisi ile yiiksek degerlere
kaymis ve manyetik alan ile birlikte uygulanan pterostilben tedavisi yiiksek degere olan bu
kaymay1 tekrar kontrol grubu degerine diisiirmiistiir. Bu sonug, membranin i¢ bolgelerinde
iskemi ve reperfiizyon ile diizensizlik olustugunuve manyetik alan ile birlikte uygulanan
pterostilben tedavisinin olusan membran diizensizligini 6nlemede rolii oldugunu gosterir. CH;
simetrik bandinin frekansinda ise manyetik alan-pterostilben tedavi grubunda kontrol grubuna
gore anlamli bir artig vardir. Ayrica ester C=0O gerilim band1 frekansi manyetik alan tedavi
grubunda iskemi grubuna gore yiiksek degerlere kaymistir. Bu gerilim titresim modu hidrojen
baglanmas1 ya da polarite gibi ester C=0 bagi ¢evresindeki degisimlerden sorumludur
(Arrondo ve Goni, 1998). Yag asitlerinden kaynaklanan C=0 gerilim bandi frekans1 manyetik
alan ve manyetik alan ile birlikte uygulanan pterostilben tedavi gruplarinda iskemi grubuna
gore biraz daha yiikselmistir. Amino asit ve yag asidi yan zincirleri titresimlerinden sorumlu
COO simetrik gerilim bant frekans degerleri (Cakmak ve ark, 2006) tedavi gruplarinda diisiis

gostermistir.
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Tablo 2.Kontrol, iskemi-reperfiizyon (IR), manyetik alan tedavisi uygulanmis iskemi-
reperfiizyon (MA) ve manyetik alan ile birlikte 10mg/kg dozunda pterostilben tedavisi

uygulanmis  iskemi-reperfiizyon (MA+10P) gruplarma ait bobrek FTIR

spektrumlarindaki bantlarin dalga sayilarindaki degisimler.

BANT DALGA SAYILARI

BANT

DALGA
NO SAYISI (cm™)

KONTROL
(n=9)

iR (n=10)

MA (n=7)

MA+P10 (n=8)

1 3014 3012,308 £ 0,11 3012,906 £0,31  3012,547 0,21 3012,218 £0,13
2 2962 2960,894 0,29  2961,137+ 0,40 2963,666 + 0,881 2960,836 + 0,06%
3 2925 2922,579+0,06  2922,7 + 0,05 2922,774 + 0,08 2922,689 + 0,05
4 2873 2872,927+0,07 2873,106+0,07  2873,266+0,15 2872,984 + 0,06
5 2854 285220+ 0,08 285244 + 0,06 2852,46 + 0,06 2852,54 + 0,06
6 1738 173692 £0,60 173425+ 0,42  1735,61 +0,53 1734,19 £0,35"
7 1713 1719,07£0,60  1717,30 +0,24" 1717,96 + 0,12 1717,81 0,33
8 1650 1648,11 £0,43  1647,57+0,17 1648,25 + 0,39 1647,82 + 0,26
9 1545 1549,92 £0,39  1549,48 0,27 1549,91 + 0,21 1549,52 + 0,48
10 1455 145633 037  1456,79 0,17 1456,56 + 0,42 1456,81 + 0,20
11 1401 1402,63 039  1402,06 + 0,21 1401,47 £0,19" 1401,76 £ 0,19
12 1340 1340,89 £ 0,30  1340,77 + 0,26 1340,58 + 0,25 1340,68 + 0,23
13 1317 131722+ 0,16  1317,76 £ 0,22 1318,10 + 0,22 1318,12 £ 0,28
14 1283 1283,32 £ 0,40  1282,69 + 0,22 1282,30 £ 0,16 1282,31 0,19
15 1234 123786 £0,92  1236,25 + 0,46 1236,44 + 0,74 1237,57 + 0,61
16 1170 1173,10 £ 0,07  1173,12 + 0,09 1173,47 £0,12 1173,27 0,10
17 1084 108426 £ 0,54  1085,40 £ 0,31 1084,99 + 0,20 1085,14 + 0,24
18 1049 1052,33+ 0,28  1051,81+0,33 1052,33 + 0,47 1050,90 + 0,65

Veriler ortalama + standart hata seklinde gosterilmistir. Tek yonlii varyans analizi ve Tukey testi ile tiim gruplar
birbirleri ile karsilastirilmigtir. Kontrol grubuna gore anlamlilik * isareti ile, iskemi ve reperfiizyon grubuna gére
anlamhlik § isareti ile, manyetik alan grubu ile anlamhilik I isareti ile gosterilmistir. (*p< 0,05, **p< 0,01,
***n< 0,001).
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Sekil 16. Kontrol, iskemi-reperfiizyon (IR), manyetik alan tedavisi uygulanmis iskemi-

reperfiizyon (MA) ve manyetik alan ile birlikte 10 mg/kg dozunda pterostilben

tedavisi uygulanmig iskemi-reperfiizyon (MA+10P) gruplarina ait bobrek FTIR

spektrumlarindaki A) CHs antisimetrik gerilim B) CH, simetrik gerilim C) ester C=0

gerilim D) C=0 gerilim E) COO" simetrik gerilim bantlar1 dalga sayilarindaki

degisimler. Veriler ortalama # standart hata seklinde gosterilmistir. Tek yonli

varyans analizi ve Tukey testi ile tlim gruplar birbirleri ile karsilastirilmistir. Kontrol

grubuna gore anlamlilik * igareti ile, iskemi ve reperfiizyon grubuna goére anlamlilik

1 isareti ile, manyetik alan grubu ile anlamlilik } isareti ile gosterilmistir. (*p< 0,05,

**p< 0,01, ***p< 0,001).

FTIR bantlarinin sinyal siddetleri ve/veya bu bandlarin altinda kalan alan degerleri, ad1

gegen fonksiyonel grubun konsantrasyonu hakkinda bilgi vermektedir (Freifelder, 1982; Liu
ve ark, 2002; Severcan ve ark, 2005; Bozkurt ve ark, 2010; Cakmak ve ark, 2006).Kontrol,

iskemi-reperfiizyon (IR), manyetik alan tedavisi uygulanmis iskemi-reperfiizyon (MA) ve

manyetik alan ile birlikte 10mg/kg dozunda pterostilben tedavisi uygulanmis iskemi-

reperfiizyon (MA+10P) gruplarina ait bobrek FTIR spektrumlarindaki bantlarin altinda kalan
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alan degerlerindeki degisimler Tablo 3’de goriilmektedir. Bu bant alani degerlerinden
istatistiksel olarak anlamli sonuglar elde edilen CHjantisimetrik gerilim, POy antisimetrik
gerilim ve C-O gerilim bantlarin alan degerlerindeki degisimler daha detayli olarak Sekil
17°de gosterilmistir.

Yaklasik 3014 cm™ frekans degerlerinde goriilen ve doymamus lipitlerden kaynaklanan
(Cakmak ve ark, 2006; Bozkurt ve ark, 2010; Cakmak ve ark, 2011) olefinik (HC=CH) band1
alan degerinin iskemi-reperfiizyon grubunda bir azalma gosterirken tedavi gruplarinda bu
bandin alanmin arttig1 bulunmustur. Fakat elde edilen sonuglar arasinda istatistiksel anlaml
bir fark gozlenmemistir. FTIR spektrumunda lipit molekiillerinden kaynaklanan CHj;
antisimetrik, CH, antisimetrik ve simetrik, C=0 ester gerilim, CH; biikiilme ve COO" simetrik
gerilim titresim bantlarinin alanlarinda iskemi-reperfiizyon grubunda bir azalma goriilmiistiir.
Bu lipit bant alan degerleri manyetik alan tedavi grubunda artarken, bu artisin manyetik alan
ile birlikte uygulanan pterostilben tedavi grubunda kontrol grubu bant alan degerlerine daha
cok yaklastigi gozlenmistir. Ozellikle CH gerilim titresimleri bolgesindeki g¢ogunlukla
lipitlerin olusturdugu CH; antisimetrik gerilim titresim modu (Cakmak ve ark, 2006; Severcan
ve ark, 2010) altinda kalan alan iskemi grubu ile karsilastirildiginda manyetik alan tedavi
grubunda anlamli bir artis gostermistir ve manyetik alan ile birlikte uygulanan pterostilben
tedavi grubunda kontrol grubu bant alan degerleri ile hemen hemen ayni1 seviyededir.

Protein igerigini gosteren 1650 cm™ frekans degerlerinde goriilen amid | ve 1545 cm™
frekans degerlerinde goriilen amid II bant alanlar1 iskemi-reperfiizyon grubunda anlamli
olmayan bir azalma goriiliirken, manyetik alan ve manyetik alanla birlikte uygulanan
pterostilben tedavilerinde ise protein miktarin1 yine anlamli olmayan bir artim oldugu
bulunmustur. FTIR spektrumunda yaklasik 1234 ve 1084 cm™ frekans degerlerinde goriilen
PO, antisimetrik ve simetrik gerilim bandi g¢ogunlukla niikleik asitler ve az miktarda
fosfolipitlerin fosfat gruplarindan kaynaklanmaktadir (Akkas ve ark,2007). POy antisimetrik
gerilim bant iskemi grubu ile karsilastirildiginda manyetik alan tedavi grubunda anlamli bir
artig gostermistir ve manyetik alan ile birlikte uygulanan pterostilben tedavi grubunda kontrol
grubu bant alan degerlerine yaklasistir. Glikojen makromolekiilleri kaynakli C-O gerilim
(Cakmak ve ark, 2006) bant alanlar1 her iki tedavi grubunda iskemi grubuna gére anlamli
sekilde artmistir. Bant alanlarindaki bu degisimler, manyetik alan tedavi grubu ve manyetik
alanla birlikte uygulanan pterostilben tedavi grubunda lipit ve glikojen makromolekiilleri

konsantrasyonlarina paralel olarak miktarlarinin arttigini isaret etmektedir.
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Tablo 3.Kontrol, iskemi-reperfiizyon (IR), manyetik alan tedavisi uygulanmis iskemi-
reperfiizyon (MA) ve manyetik alan ile birlikte 10mg/kg dozunda pterostilben tedavisi
(MA+10P) gruplarina ait bobrek FTIR

uygulanmis  iskemi-reperfiizyon

spektrumlarindaki bantlarin alanlarindaki degisimler.

BANT ALANLARI
BANT NO gAA\I(_IGS'IA(cm'l) KONTROL (n=9) IR (n=10) MA (n=7) MA+P10 (n=8)
1 3014 3,94 +0,74 2,52+0,33 4,00 + 0,55 423+ 0,56
2 2962 3,98 £0,55 2,85+0,31 4,06 + 0,48 427 + 0,46
3 2925 3,99 + 0,39 3,20+ 0,28 5,05+ 0,521 4,02+ 0,36
4 2873 0,75 + 0,07 0,82 + 0,08 0,85 = 0,08 0,78 + 0,06
5 2854 1,02 £ 0,09 0,83 0,07 1,17 +0,12 1,19+0,10
6 1738 0,65 + 0,08 0,47 + 0,05 0,63 + 0,06 0,73 +0,12
7 1713 1,35+0,21 0,96+ 0,11 1,17 +0,13 137+0,15
8 1650 31,69+ 5,76 28224267 3731 +4,65 33,89 +3,32
9 1545 8,95 + 0,93 8,85 + 0,80 12,71 + 1,48 9,20 + 0,59
10 1455 2,04 £0,22 1,91+0,19 2,83+0,34 2,06+0,15
11 1401 2,50 £0,26 2,21+0,22 3,24+0,37 2,28 +0,20
12 1340 0,68 + 0,08 0,59 + 0,07 0,92 0,11 0,64 = 0,09
13 1317 0,48 + 0,06 0,46 + 0,05 0,67 + 0,08 0,47 + 0,06
14 1283 0,89 +0,11 0,77 + 0,09 1,24 +0,16 0,80+ 0,10
15 1234 1,67+0,23 1,87 +0,23 2,97 +0,44" 1,92 +0,19
16 1170 0,12 + 0,02 0,13+ 0,01 0,17 0,03 0,13+ 0,01
17 1084 0,19 +0,07 0,10 £ 0,03 0,30 + 0,06 0,17 + 0,04
18 1049 0,23 + 0,04 034+0,06  063+0,117" 0,70+ 0,07

Veriler ortalama =+ standart hata seklinde gosterilmigtir. Tek yonlii varyans analizi ve Tukey testi ile tim gruplar

birbirleri ile karsilastirilmigtir. Kontrol grubuna gore anlamlilik * isareti ile, iskemi ve reperfiizyon grubuna goére

anlamlilik T isareti ile, manyetik alan grubu ile anlamhilik i isareti ile gésterilmistir. (*p< 0,05, **p< 0,01,

***p< 0,001).
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Sekil 17. Kontrol, iskemi-reperfiizyon (IR), manyetik alan tedavisi uygulanmis iskemi-
reperfiizyon (MA) ve manyetik alan ile birlikte 10 mg/kg dozunda pterostilben
tedavisi uygulanmis iskemi-reperfiizyon (MA+10P) gruplarina ait bobrek FTIR
spektrumlarindaki A) CH; antisimetrik gerilim, B) PO, antisimetrik gerilim, C) C-O
gerilim bantlarin alan degerlerindeki degisimler. Veriler ortalama + standart hata
seklinde gosterilmistir. Tek yonlii varyans analizi ve Tukey testi ile tiim gruplar
birbirleri ile karsilagtirllmigtir. Kontrol grubuna gore anlamlilik * isareti ile, iskemi
ve reperflizyon grubuna gore anlamlilik T isareti ile, manyetik alan grubu ile

anlamlilik § isareti ile gosterilmistir. (*p< 0,05, **p< 0,01, ***p< 0,001).

Tiim gruplara ait FTIR spektrumlarindaki bazi bantlarin bant genislikleri ise Tablo 4’de
verilmistir. CHsz antisimetrik gerilim, CH; antisimetrik ve CH, simetrik gerilim titresimlerinin
bant geniglikleri dokudaki membran yapilarindaki lipitlerin dinamigi hakkinda bilgi
vermektedir (Toyran ve Severcan, 2003). Bant genisliginde gerceklesen azalma membran lipit
yapilarindaki dinamigin azaldigin1 gostermektedir (Kazanci ve Severcan, 2007; Sahin ve ark,
2007). CH; antisimetrik bant genisliginde iskemi-reperfiizyon ile kontrole gére anlamli bir
artim gozlenmistir (p<0,001). Manyetik alan ve manyetik alan-pterostilben tedavi gruplarinda
ise bu bandin bant genisligi degeri iskemi ve reperfiizyon grubuna gére anlamli olarak azalmis
ve kontrol grubu degerlerine yaklagmstir (Sekil 18, Tablo 4). Bu sonug, manyetik alan ve
manyetik alan ile birlikte uygulanan pterostilben tedavisinin membran lipitlerinin

akiskanligini azalttigini gostermektedir.
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Tablo 4. Kontrol, iskemi-reperfiizyon (IR), manyetik alan tedavisi uygulanmis iskemi-
reperfiizyon (MA) ve manyetik alan ile birlikte 10mg/kg dozunda pterostilben tedavisi
uygulanmis  iskemi-reperfiizyon (MA+10P) gruplarma ait bobrek FTIR

spektrumlarindaki bazi bantlarin bant genisliklerindeki degisimler.

BANT GENISLIKLERI |
BANT NO DALGA KONTROL (n=9) IR (n=10) MA (n=7) MA+P10 (n=8)
SAYISI (cm™)
2 2962 10,95 + 1,44 11,63 + 0,66 9,69 £0,18 9,22 + 0,83
3 2925 9,88 + 0,35 11,63 +0,12™ 942 +0,19"" 9,64 + 0,14
5 2854 9,84 + 0,37 10,79 + 0,53 9,62+ 0,25 10,20 + 0,27

Veriler ortalama + standart hata seklinde gosterilmistir. Tek yonlii varyans analizi ve Tukey testi ile tiim gruplar
birbirleri ile karsilastirilmigtir. Kontrol grubuna gore anlamlilik * isareti ile, iskemi ve reperfiizyon grubuna goére
anlamhilik § isareti ile, manyetik alan grubu ile anlamhilik I isareti ile gosterilmistir. (*p< 0,05, **p< 0,01,
***p< 0,001).
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Sekil 18. Kontrol, iskemi-reperfiizyon (IR), manyetik alan tedavisi uygulanmis iskemi-
reperfiizyon (MA) ve manyetik alan ile birlikte 10mg/kg dozunda pterostilben
tedavisi uygulanmig iskemi-reperfiizyon (MA+10P) gruplarina ait bobrek FTIR
spektrumlarindaki CH, antisimetrik gerilim bant genisligi degerindeki degisimler.
Veriler ortalama + standart hata seklinde gosterilmistir. Tek yonlii varyans analizi ve
Tukey testi ile tiim gruplar birbirleri ile karsilastirilmistir. Kontrol grubuna gore
anlamlilik * igareti ile, iskemi ve reperfiizyon grubuna goére anlamlilik f isareti ile,
manyetik alan grubu ile anlamlilik I isareti ile gosterilmistir. (*p< 0,05, **p< 0,01,

***n< 0,001).
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FTIR spektrumunda goriilen bazi bantlarin altinda kalan alanlarin oranlanmasi ile
gruplar arasi alan orani degisimleri belirlenmis ve sonuglar Tablo 5’de verilmistir (Sekil 19).
Bu oranlar ¢alismadaki deney gruplarina ait bobrek dokularindaki lipit/protein oraninin, lipit
hidrokarbon zincir uzunluklarinin, dokulardaki protein ve lipit miktarindaki degisiminin,
lipitlerdeki karbonil grubu miktariin, total lipit icerigindeki doymamis lipit miktarinin,
doymamis/doymus lipit oraninin, lipitlerdeki etil ve metil gruplarinin miktarinin, doku
proteinindeki yapisal degisikliklerin tayininde kullanilmistir (Cakmak ve ark, 2011; Cakmak
ve ark, 2012; Sen ve ark, 2015). Bu alan oranlarinin bazilarinin hesaplanmasinda kullanilan
total lipit miktar1 lipitlerden kaynakli olefinik (HC=CH), CH; antisimetrik, CH, simetrik, CH3
antisimetrik gerilim, COO" simetrik gerilim, CO-O-C antisimetrik gerilim titresimlerine ve
CH; biikiilme titresimine ait bant alanlarinin toplamindan elde edilmistir.

Membran yapisint ve dinamigini en ¢ok etkileyen faktorler icerdikleri protein ve lipit
miktaridir. Bu miktarlar toplam lipit/protein oraniyla yani toplam lipit bant alanlarinin amid I
ya da amid II bant alanina bolinmesiyle belirlenebilir (Szalontai ve ark, 2000). AyricaCH,
simetrik gerilim bant alaniin CHj simetrik gerilim bant alanina orani da lipit / protein
miktarlarinin saptanmasinda kullanilabilir. Toplam lipit/ protein oraninin iskemi-reperfiizyon
grubunda kontrole gore azaldigi, manyetik alan-pterostilben tedavi grubunda ise iskemi ve
reperfiizyon grubuna gore anlamli bir sekilde (p<0,05) arttigi goriilmektedir. CH, simetrik
gerilim/CHs; simetrik gerilim bant alan orani ile elde edilen lipit/protein orani da benzer
sonuglar vermis, iskemi-reperfiizyon ile azalan lipit/protein oran1 manyetik alan-pterostilben
tedavisi ile diger tlim caligma gruplarina gore anlamli olarak artmistir. Sadece manyetik alan
tedavisi de lipit/protein oranini iskemi ve reperfiizyon grubuna gore anlamli olarak (p<0,001)
artirmigtir.

FTIR spektrumunda goriilen amid I band1 %80 oraninda C=0 gerilim, %10 oraninda N-
H biikiilme ve %10 oraninda C-N gerilim titresimlerinden, amid II bandi ise %60 oraninda N-
H biikiilme ve %40 oraninda C-N gerilim titresimlerinden kaynaklanmaktadir (Haris ve
Severcan, 1999). Bu nedenle, amid I bant alan degerinin amit II bant alan degerine
oranlanmasi ile elde edilen amid I/amid II oranindaki degisim protein kompozisyonundaki
degisimleri belirlemek amaciyla kullanilabilir (Melin ve ark, 1999). Amid I/amid II bant alan1
oraninda iskemi-reperflizyon ve manyetik alan tedavi gruplarinda bir azalma goriiliirken bu
oran manyetik alan ile birlikte uygulanan pterostilben tedavi grubunda artmistir. Bu oranda
gbzlenen degisimler protein yapisindaki degisimler olduguna isaret etmektedir.

CH, antisimetrik gerilim bant alaninin CHg antisimetrik gerilim bant alanina orani

lipitlerdeki hidrokarbon zincir uzunluklari ile ilgili bilgi vermektedir. Bu oranin degerinin
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artmast membran yapisinda daha uzun zincir uzunluguna sahip lipitlerin goriildigini
gostermektedir (Wang ve Zhang, 2005). Bu oran hesaplandiginda, iskemi-reperfiizyon ve
manyetik alan tedavi gruplarinda artis gozlenirken, manyetik alan ile birlikte uygulanan
pterostilben tedavi grubunda ise CH; antisimetrik / CHz antisimetrik gerilim bant alan oraninin
manyetik alan tedavi grubuna goére anlamli olarak azaldigi ve kontrol grubu degerlerine
yaklastig1 gozlenmistir.

Doymamis lipitlerden kaynaklanan olefinik (HC=CH) bant alaninin, doymamis
lipitlerin toplam band alanina oraniyla membrandaki doymamis lipitlerin doymus lipitlere
orani hesaplanabilmektedir (Gasper ve ark, 2009). Bu oran iskemi-reperfiizyon grubunda
kontrole gore azalmig, manyetik alan tedavisi ile biraz artmistir. Manyetik alan ile birlikte
uygulanan pterostilben tedavisi ile bu oranin arttig1 ve kontrol grubu degerlerine yaklastig
gozlenmistir. Doymamuis lipitlerin tiim lipit yapilar icerisindeki orani gdsteren olefinik/total
lipit alan orani sonuclarinda da benzer degisim gozlenmistir. Fakat gézlenen bu degisimlerin
istatistiksel olarak anlamli olmadig: tespit edilmistir.

C=0 ester gerilim/total lipit oran1 lipitlerdeki karbonil grup miktarini, CH; antisimetrik
gerilim/total lipit orani lipitlerdeki etil grup miktarini, CH3 antisimetrik gerilim/total lipit
orani ise lipitlerdeki metil grup miktarin1 gosterir (Cakmak ve ark, 2011). Metil grup
miktarinda iskemi-reperfiizyon grubunda kontrole gore anlamli olmayan ve manyetik alan
tedavi grubunda ise kontrol grubuna gore anlamli (p<0,01) bir azalma gozlenmistir. Manyetik
alan ile birlikte uygulanan pterostilben tedavi grubunda lipitlerdeki metil grubu miktarinda bir
artis gozlenmis ve tedavi ile metil grup miktarimin kontrol grubu seviyesine geldigi
bulunmustur. Lipitlerde bulunan etil gruplariin miktarmin gozlendigi CH, antisimetrik
gerilim/total lipit oran1 degerlerinin iskemi-reperfiizyon ve manyetik alan tedavi gruplarinda
anlamli olmayan bir artim gosterdigi, manyetik alan ile birlikte uygulanan pterostilben
tedavisinin ise bu oran degerini kontrol grubuna yaklastirdigi bulunmustur. Lipitlerdeki
karbonil igeriginde ise gruplar arast anlamli bir degisim gézlenmemistir.

Biiyiik oranda niikleik asitlerin fosfat gruplarindan ve daha az miktarda fosfolipitlerin
kafa gruplarindan kaynaklanan PO, simetrik gerilim (Rigas ve ark, 1990; Dovbeshko ve ark,
2000) bant alaninin amidl bant alanina oranlanmasi ile elde edilen niikleik asit / protein orani
niikleik asit ve proteinlerin birbirine gore degisimlerini gozlemek i¢in kullanilabilir. FTIR
spektrumunda yer alan glikojen molekiillerinden kaynakli vC—O + 6C—O gerilim band1 alan
degerinin PO, simetrik gerilim bandi alan degerine oranlanmasi ile doku igerigindeki
metabolik aktiviteyi gosteren karbonhidrat molekiillerinin ¢evrimi hakkinda bilgi elde

edilebilir (Ozek ve ark, 2010; Salman ve ark, 2002; Ramesh ve ark, 2009; Sen ve ark, 2015).
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Bu bant oraninin iskemi ve reperfiizyon grubunda anlamli olmayan bir sekilde arttigi, tedavi
gruplarinda bu oranin azaldig1 ve 6zellikle manyetik alan ile birlikte uygulanan pterostilben

tedavisinde bu oranin ¢ok daha etkin bir sekilde azaldigi gézlenmistir.
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Tablo 5. Kontrol, iskemi-reperfiizyon (IR), manyetik alan tedavisi uygulanmis iskemi-reperfiizyon (MA) ve manyetik alan ile birlikte 10mg/kg
dozunda pterostilben tedavisi uygulanmis iskemi-reperfiizyon (MA+10P) gruplarina ait bobrek FTIR spektrumlarindaki bazi bantlarin

alan degerlerinin oranlanmast ile elde edilen bant alan oranlarindaki degisimler.

BANT ALANLARI ORANLARI KONTROL (n=9) iR (n=10) MA (n=7) MA+P10 (n=8)
Total lipit/amid Il (Toplam lipit/protein) 1,7540.13 1,3440,05 1,4240,06 1,8340,18"
CH, simetrik gerilim/CHs simetrik gerilim (Lipit/protein) 1,3740,03 1,0140,01™ 1,38£0,01"" 1,530,001
CHzantJS|metr|k gerilim/CHsantisimetrik gerilim (Hidrokarbon zincir 1,080,08 1,15£0,04 1.2620,03 0,960,035
uzunlugu)

F:H% Ppkulme/(zﬂgant|5|metr|k gerilim+CH, simetrik gerilim (Lipit 0.4140,02 0.4740,01 0.4540,01 0.4140,03
icerigindeki degisim)

CHaantisimetrik gerilim/Total lipid (Lipitlerdeki metil grup miktarr) 0.25+0,006 0,240,003 0.2340,003" 0,25+0,004" ¥
CHy antisimetrik gerilim/Total lipit (Lipitlerdeki etil grup miktar1) 0.26+0,013 0.2740,007 0.2840.004 0.2540.004
C=0 ester gerilim/Total lipit (Lipitlerdeki karbonil grup miktar1) 0,040,002 0,040,002 0,040,003 0,0440,03
Olefinik=CH/CH, ant|.5|.metr|k gerilim+CH, simetrik gerilim 0.7440.10 0.6240,05 0.6340,03 0.8040,07
(Doymamig/doymus lipit orani)

Olefinik=CH/Total lipit (Doymamus lipit miktari) 0,230,021 02120011 0,220,007 0.25+0,012
Amid I/Amid Il(Proteinlerdeki yapisal degigim) 3.3740.38 3214018 2.9240.11 3.6640.21
PO, simetrik gerilim/Amid I (Niikleik asit / Protein) 0.0540,003 0,030,001 0,080,001 0,05+0,01
vC-0 + 8C-0 gerilim/PO;" simetrik gerilim (Metabolik aktivite) 0.6440,30 3.4040.83 2.6240.43 1494228

Veriler ortalama =+ standart hata seklinde gosterilmistir. Tek yonlii varyans analizi ve Tukey testi ile tim gruplar birbirleri ile karsilastirilmistir. Kontrol grubuna goére
anlamlilik * isareti ile, iskemi ve reperfiizyon grubuna gére anlamlilik T isareti ile, manyetik alan grubu ile anlamlilik § isareti ile gosterilmistir. (*p< 0,05, **p< 0,01, ***p<
0,001).
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Sekil 19. Kontrol, iskemi reperfiizyon (IR), manyetik alan tedavisi uygulanmis iskemi-
reperfizyon (MA) ve manyetik alan ile birlikte 10mg/kg dozunda pterostilben
tedavisi uygulanmis iskemi-reperflizyon (MA+10P) gruplarina ait bobrek FTIR
spektrumlarindaki A) lipit/protein, B) CH, simetrik gerilim/CHjs simetrik gerilim, C)
CHs; antisimetrik gerilim/total lipit, D) CH; antisimetrik gerilim/CHj; antisimetrik
gerilim bant alan oranlarinin degisimlerini gdsteren bar grafikler. Veriler ortalama +
standart hata seklinde gosterilmistir. Tek yonlii varyans analizi ve Tukey testi ile tim
gruplar birbirleri ile karsilastirilmistir. Kontrol grubuna goére anlamlilik * isareti ile,
iskemi ve reperfiizyon grubuna gore anlamlilik f isareti ile, manyetik alan grubu ile

anlamlilik § isareti ile gosterilmistir. (*p< 0,05, **p< 0,01, ***p< 0,001).
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S.TARTISMA

Akut bobrek hasari olan hastalarda veya organ transplantasyonunda karsilasilabilen
durumlardan bir tanesi de bobrek dokusuna giden kan akiminin bir siireligine kesilmesi ve
tekrar baslamasi seklinde aciklanabilen iskemi-reperfiizyon durumudur. iskemi-reperfiizyon
hali dokuda bazi hasarlarin olugsmasina sebep olmaktadir. Bu hasarlarin 6nlenmesi veya tedavi
edilmesi icin degisik yontemler bulunmaya calisilmaktadir. Baska dokularda iskemi-
reperfiizyon hasarin1 6nlemede manyetik alan uygulanmasinin etkili olabilecegine dair
literatiirde bilgiler bulunmaktadir (Pan ve ark, 2013). Bu ¢alismada da iskemi ve reperfiizyon
ile bobrek dokusu makromolekiillerinde olusan yapisal ve kompozisyonel degisimler, bobrek
doku homojenatlarindaki lipit zincir uzunlugu, doymus ve doymamis lipit miktarlari, lipit
peroksidasyon miktar1 gibi parametrelerdeki iskemi-reperfiizyon kaynakli degisimler FTIR
spektroskopisi ile belirlenmigtir. Bunun yani sira, iskemi-reperfiizyon kaynakli bobrek doku
degisimlerinde 1 mT siddetli 50 Hz oldukga diisiik frekansli manyetik alan ve manyetik alan
ile birlikte uygulanan pterostilben tedavisinin etkinligi arastirilmis olup manyetik alan ve
pterostilben tedavisinin iskemi-reperfiizyon kaynakli hasarlar1 geri dondiirmedeki rolii
incelenmistir.

Kizilotesi spektroskopisi temel doku bilesenleri olan lipitler, proteinler, karbonhidratlar
ve niikleik asitler gibi molekiillerin fonksiyonel gruplarinin titresimlerine ait karakteristik
sogurulma bantlarinin goriintiilenmesi ile hastaliklarin veya dokulardaki bozukluklarin
etkilerinin belirlenmesinde kullanilan hassas ve etkin bir yontemdir (Severcan ve ark, 2010).
Kizilgtesi spektrumunda elde edilen fonksiyonel gruplara ait bantlarin frekanslari, bant
genislikleri ve bant alanlar1 incelenerek doku bilesenlerinin kompozisyonel, yapisal ve
dinamik ozellikleri tespit edilebilir (Kneipp ve ark, 2000). Spektrumda goriilen bazi bantlarin
alan degerlerinin oranlanmasi ile elde edilen alan oranlari ise tespit edilen parametrelerdeki
degisimlerin 6rnek kalinligindan bagimsiz olarak gézlemlenebilmesini saglar.

Doku igerigindeki lipit ve protein miktar1 ve bunlarin birbirlerine gore oranlar
membran yap1 ve dinamigini en ¢ok etkileyen faktorler icerisinde yer almaktadir (Szalantoi ve
ark, 2000). Elde edilen sonuglara goére amid I ve amid II bant alanlar ile gézlenen doku
protein miktarinda iskemi-reperfiizyon grubunda anlamli olmayan bir azalma goriiliirken,
manyetik alan ve manyetik alanla birlikte uygulanan pterostilben tedavilerinde ise protein
miktarini yine anlamli olmayan bir artim oldugu bulunmustur. Bu sonug, uygulanan iskemi-
reperfiizyon ve tedavilerin protein igeriginde az miktarda bir degisime neden oldugunu

gostermektedir. Bunun yami sira, FTIR spektrumundaki lipit bantlarinin alanlar
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incelendiginde bobrek dokulari lipit igeriginin de iskemi-reperfiizyon grubunda azaldigi,
manyetik alan ve manyetik alanla birlikte uygulanan pterostilben tedavilerinin ise bobrek lipit
iceriginde bir artima neden oldugu gorilmiistir. Toplam lipit miktarina yani lipitlerden
kaynaklanan olefinik (HC=CH), CHsantisimetrik gerilim, CH, antisimetrik gerilim, CH,
simetrik gerilim, CH; biikiilme, C=0 ester gerilim, CO-O-C antisimetrik gerilim bantlari
alanlarma bakildiginda iskemiyle azalan bant alanlarmin tedavi gruplarinda kontrol grubu
seviyesineulastigi goriilmiistiir. Ozellikle CH, antisimetrik gerilim bandinda manyetik alan
tedavi grubunda anlamli bir artis olmustur (p< 0,05). Bu sonug, iskemi-reperfiizyon
uygulamasi ile bobrek lipit igeriginde bir azalma oldugunu ve tedavi ile birlikte lipit iceriginin
normale donmiis oldugunu gostermektedir. Bobrek lipit ve protein igeriklerinin birbirlerine
gore dagilimlarin1 gézlemlemek amaciyla lipit/protein alan orani hesaplanmig; bobrek doku
iceriginde iskemi-reperfiizyon ile azalan lipit/protein oraninin manyetik alan ile birlikte
uygulanan pterostilben tedavisiyle iskemi ve reperfiizyon grubuna nazaran anlamli bir artima
neden oldugu ve tedavinin lipit/protein oranini kontrol grubu degerlerine yaklastirdigi
gozlenmistir. Elde edilen bu sonuglar, protein i¢eriginde anlamli bir degisime neden olmayan
iskemi-reperfiizyon durumunun asil olarak lipit igerigi tizerinde bir degisime neden oldugunu
gostermektedir. Ayrica, manyetik alan ve manyetik alan ile birlikte uygulanan pterostilben
tedavileri iskemi nedenli gézlenen lipit i¢erik degisimlerini tedavi etmede etkin olmustur.

Vaghasiya ve arkadaslarinin (2011) gerceklestirdikleri ¢aligmada renal iskemi
uygulanan diyabetik si¢anlarda renal iskeminin lipit peroksidasyona sebep oldugu, Zou ve
arkadaglarinin (2013) ¢alismalarinda da serbest oksijen tiirlerinin renal iskemide agiga ¢ikarak
lipitlere zarar verdigi One siiriilmiistiir. Benzer sekilde renal iskemi uygulanan diyabetik
sicanlarda (Fouad ve ark, 2013) ve saglikli siganlara uygulanan renal iskemide (Inal ve ark,
2001) bobrek dokusunda lipit peroksidasyon son iirlinlerinden malondiadehit (MDA)
miktarinda bir artis oldugu tespit edilmistir. Literatiirde yer alan bilgilere gore iskemi ve
reperfiizyon hasar1 hiicre gegirgenliginin artisina, kalsiyumun hiicre i¢ine fazla akisina ve
hiicrenin sigsmesine neden olarak hiicrede protein, membran, mitokondri ve DNA hasarlarina
ve lipit peroksidasyona sebep olmaktadir (Altinisik, 2000). Lipitler hiicre membranin biiytlik
bir kismimi olustururlar ve hiicrelerde goriilen membran hasarinin 6nemli bir kismu lipit
yapisindaki ve icerigindeki degisimler ile gdzlenebilmektedir.

Lipit peroksidasyonu, oksidatif stresin gostergesi olan serbest radikaller tarafindan
tetiklenen hiicresel bir hasar mekanizmasidir. Lipit yapilarinda bulunan ¢oklu doymamis yag
asitleri, bulundurduklar1 ¢ift bagin bitisik karbon atomundaki karbon-hidrojen bagini

zayiflatmasi nedeniyle serbest radikallerin saldirisina aciktir (Betteridge, 2000). Lipid
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peroksidasyonu oncelikle ¢oklu doymamis yag asidi zincirlerinin ¢ift bag yerlesimlerinde
meydana gelir. Serbest radikallerin lipit yapisindaki doymamis baglara saldirmasi sonucu lipit
icerigindeki doymamis bag sayist azalmaktadir (Zwartve ark,1999). Bu calismada elde edilen
sonuglara gore lipitlerdeki doymamis HC=CH baglarindan kaynaklanan olefinik bant alaninin
iskemi-reperflizyon grubunda azaldigi, manyetik alan ve manyetik alan ile birlikte uygulanan
pterostilben tedavilerinin ise olefinik bant alaninda artima yol agtig1 goriilmiistiir. Bu bulgu,
iskemi-reperfiizyon uygulamasi ile bobrek dokularinda lipit peroksidasyonunun arttigini ve bu
artigla birlikte doymamus lipit miktarinin azaldigini gostermektedir. Uygulanan tedaviler ise
bobrek dokusunda iskemi nedenli olusan lipit peroksidasyonunu azaltmada etkili olmustur.
Bunun yani1 sira, doymamus lipitlerden kaynaklanan olefinik (HC=CH) bant alaninin doymus
lipitlerden kaynaklanan CH; antisimetrik ve simetrik gerilim bant alanlarina oranlanmasi ile
doymamis/doymus lipit miktari, olefinik (HC=CH) bant alaninin toplam lipit bant alanina
oranlanmasi ile ise lipitlerdeki doymamislik orani (unsaturasyon orani) tespit edilebilir
(Kneipp ve ark, 2000; Cakmak ve ark, 2011). Bu oranlara bakildiginda iskemi ile her iki
oranin da azaldig1 ve uygulanan tedavilerin 6zellikle de manyetik alan ile birlikte uygulanan
pterostilben tedavisinin bu oranlarda artima yol actig1 goriilmiistiir. Bu bulgu, manyetik alan
ile birlikte uygulanan pterostilben tedavisinin iskemi nedenli doymamis lipit miktarinda
olusan azalmay1 6nlemede etkin bir rol oynadigin1 gostermektedir.

FTIR spektrumundan elde edilen hidrokarbon zincir uzunlugu, lipitlerdeki karbonil grup
miktari ile lipitlerdeki etil ve metil grup miktarlar1 gibi parametreler dokudaki lipit yapisinda
olusan degisimleri izlemek i¢in kullanilabilir (Zwart ve ark, 1999;Cakmak ve ark, 2011; Sen
ve ark, 2015). Lipitlerin hidrokarbon zincirlerinin gévde kisminda CHj gruplarinin, ug
kisminda ise CHs; molekiillerinin bulundugu bilinmektedir (Luckey, 2008). FTIR
spektrumunda bulunan CH, antisimetrik gerilim bant alaninin CH3 antisimetrik gerilim bant
alana oranlanmasi ile lipit hidrokarbon zincir uzunlugu hakkinda bilgi edilinebilir (Wang ve
Zhang, 2005). Bu oranin iskemi-reperfiizyon grubunda ve manyetik alan tedavi grubunda
arttig1 gozlenmistir. Manyetik alan ile birlikte uygulanan pterostilben tedavisinin ise bu orani
azalttigr gorilmistiir. CH3 antisimetrik gerilim bant alaninin toplam lipit miktarma orani
lipitlerdeki metil grup miktarinda meydana gelen degisimlerin go6zlenmesinde, CH;
antisimetrik gerilim bant alaninin toplam lipit miktarina orani ise lipitlerdeki etil grup
miktarinin belirlenmesinde kullanilabilir (Cakmak ve ark, 2011). Lipit yapilarindaki metil
grup miktarinin iskemi-reperfiizyon grubunda ve manyetik alan tedavi grubunda azaldigi,
manyetik alan ile birlikte uygulanan pterostilben tedavisiyle ise lipit yapilarindaki metil grup

miktarmin arttigi bulunmustur. Lipit yapilarindaki etil grup miktarinin iskemi-reperfiizyon ve
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manyetik alan tedavi gruplarinda arttigi, manyetik alan ile birlikte uygulanan pterostilben
tedavisi ile ise arttig1 goriilmiistiir. Gruplar arasi benzer degisimin CH> antisimetrik gerilim
bant alaninda da tespit edildigi goriilmektedir. Tiim bu sonuglar, iskemi-reperfiizyon ve
manyetik alan tedavi gruplar1 bobrek homojenatlarinda daha uzun zincire sahip lipitlerin
bulundugunu, manyetik alan ile birlikte uygulanan pterostilben tedavi grubunda ise kontrol
grubundaki gibi daha kisa zincirli lipitlerin bulundugunu gostermektedir. Serbest radikallerin
saldiris1 sonucunda lipitlerdeki kimyasal baglarin degisimi lipit yapilarinda da bazi
degisimlere sebep olabilir (Zwartve ark,1999). Elde edilen sonuglara gore lipitlerde iskemi
nedenli olusan yapisal degisimleri manyetik alan ile birlikte uygulanan pterostilben
tedavisinin etkin bir sekilde dnlemede rol oynadig1 goriilmektedir. Lipitlerdeki karbonil grup
miktarindaki degisimleri belirlemek i¢in hesaplanan C=0O ester gerilim/toplam lipit bant alan
orani incelendiginde ise gruplar arasi 6nemli bir degisime rastlanmamustir.

CHjs antisimetrik gerilim CH; antisimetrik ve simetrik bantlarinin pozisyonlari, lipit asil
zincirlerinin  esnekligi, yani lipitlerin konformasyonel diizensizlikleri hakkinda bilgi
vermektedir (Umemura ve ark, 1980; Casal ve ark, 1980; Boyar ve Severcan, 1997; Kazanci
ve Severcan, 2007; Sahin ve ark, 2007). CH3 antisimetrik gerilim bant frekans degerlerindeki
degisim ise membrani i¢ bolgelerindeki diizen/dilizensizlik hakkinda bilgi verir. Bu bantlarin
frekanslarinda goriilen diisiikk degerlere kayma, sistemdeki asil zincirlerinin daha diizenli
oldugu, yani trans/gauche oranmin arttig1 anlamina gelmektedir (Liu ve ark, 2002; Ozek ve
ark, 2010; Bozkurt ve ark, 2010; Cakmak ve ark, 2011). Frekansta gozlenen yiiksek degere
kayma ise, agcil zincirlerinin diizensizliginin arttigini, dolayisiyla trans/gauche oraninin
azaldigim1 gostermektedir (Mantsch, 1984). CH3 antisimetrik, CH,simetrik ve antisimetrik
gerilim titresim modu frekans degeri lipitlerdeki konformasyonel diizensizligin derecesine
bagl olarakfarklilik gosterir, bu yiizden sistemdeki ortalama trans/gauche izomerizasyonun
isaret¢isi olarak kullanilabilinir (Severcan ve ark, 2005). Calismamizda CHj; antisimetrik
bandi frekansinin iskemi-reperfiizyon uygulamasi ve manyetik alan tedavisi ile yiiksek
degerlere kaydigi ve manyetik alan ile birlikte uygulanan pterostilben tedavisinin yiiksek
degere olan bu kaymay1 tekrar kontrol grubu degerine diislirdiigii goriilmiistiir. Bu sonug,
membranin i¢ bolgelerinde iskemi ve reperflizyon ile diizensizlik olustugunu ve manyetik alan
ile birlikte uygulanan pterostilben tedavisinin olusan membran diizensizligini 6nlemede rolii
oldugunu gosterir. CH, simetrik ve antisimetrik gerilim titresim modu frekans degerinde ise
anlamli bir degisim goriinmemistir. Spekturumda gézlenen CH bolgesindeki CH3 antisimetrik
gerilim, CH; antisimetrik ve CH, simetrik gerilim titresimlerinin bant genislik degerleri ise

membran lipitlerinin dinamikleri hakkinda bilgi elde etmek igin kullanilabilir (Cameron ve
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Charette, 1981; Toyran ve Severcan, 2003). Lipit molekiillerinin kafa gruplari, agil zincirleri
ve ara yiizeylerini temsil eden farkl titresim modlarina ait bant genisliklerindeki degisimler
fonksiyonel bilgi verir ve bant genisliginin azalmasi membran lipit dinamiginde azalma
oldugunu gosterir (Kazanci ve Severcan, 2007; Sahin ve ark, 2007). CH, antisimetrik gerilim
titresimlerine ait bant genisligi degerleri iskemi ve reperfiizyon grubunda artmis, bu sonug
lipit akiskanliginin iskemi-reperfiizyonla arttigini gostermistir. Manyetik alan tedavi grubu ve
manyetik alanla birlikte uygulanan pterostilben tedavi grubunda ise bant genislik degerleri
azalarak dinamigin kontrol degerlerine yaklastig1 gézlemlenmistir. Membran diizensizliginin
artmast membran akiskanligini artirir (Luckey, 2008). Diizensizlik artarken ve akiskanligin
azalmas1 membran igerisinde lipit yerlesiminde faz ayrimi oldugunu gosterir (Severcan ve
ark, 2005; Korkmaz ve Severcan, 2005). Elde edilen sonuglara gore, bobrek dokusunda
diizensizlik artarken lipit akigkanliginin arttigt ve bir faz ayrimi durumuna rastlanmadigi
gozlemlenmistir.

Farkli manyetik alan uygulamalarinin c¢esitli patolojik durumlarda tedavi amacl
kullanilmasinin etkinligi daha o©nceki c¢aligmalarda incelenmis manyetik alanin lipit
peroksidasyonunu engelleyici etkisi oldugu gozlenmistir. Glinka ve arkadaslarinin (2013)
yaptig1 bir ¢alismada frekans1 40 Hz, manyetik aki yogunlugu 10 mT olan diisiik manyetik
alanin yara iyilesmesi ilizerine olan etkileri incelenmis, uygulanan manyetik alanin antioksidan
enzim aktivitelerinde degisime neden olarak fosfolipit peroksidasyonunu inhibe ettigi
sonucuna ulagilmistir. Emre ve arkadaslari (2011) manyetik alana maruz kalmanin oksidatif
stres ve apoptoz ile iliskisini arastirmisg, 1,5 mT siddetindeki darbeli manyetik alanin karaciger
dokusunda lipit peroksidasyona kars1 koruyucu etkisi oldugunu gézlemlemislerdir. Martinez-
Samano ve arkadaglari (2010) ¢aligmalarinda iki saat siireyle akut olarak 60 Hz frekansl
elektromanyetik alana maruz kalan Wistar sicanlarin karaciger, kalp, bobrek ve
plazmalarindaki antioksidan enzim seviyelerini incelemis ve uygulanan elektromanyetik
alanin dokularda lipit peroksidasyonu isaret eden herhangi bir degisime neden olmadigin
bulmuslardir. Ayrica Watanabe ve arkadaslarinin (1997) yaptig1 calismada 4.7 T siddetinde 3,
6, 24, ve 48 saat siireyle uygulanan durgun manyetik alana maruz kalan farelerin
karacigerlerinde lipit peroksidasyonunun anlamli bir sekilde arttig1 fakat bobrek, kalp, akciger
ve Dbeyin dokularinda degismedigi goriilmiistiir. Dinger ve arkadasglari (1998)
gerceklestirdikleri calismada frekanst 50 Hz, siddeti 120 w7 olan diisiik frekansh
elektromanyetik alana 18 giin boyunca giinde 7 saat maruz kalan farelerin bobrek dokusunda
lipit peroksidasyonunun anlamli bir sekilde azaldigi tespit edilmistir. Bu tez ¢alismasinda da,

ozellikle olefinik bant alan1 degerlerindeki degisim goz oniine alindiginda, 50 Hz frekansli, 1
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mT siddetinde 5 giin boyunca giinde 1 saat uygulanan manyetik alanin bébrek dokularinda
lipit peroksidasyonunu azalttigt gozlemlenmistir. Fakat tek basma manyetik alan
uygulamasinin lipit yapisinda iskemi nedenli olusan degisimleri Onlemede c¢ok etkili
olamadig1 gozlenmistir. Manyetik alan ile birlikte 10 mg/kg dozunda uygulanan pterostilben
tedavisinin iskemi nedenli lipit yapisinda olusan degisimleri énlemede daha etkin oldugu
bulunmustur.

Serbest radikaller yalniz lipitler {izerinde degil yapisal proteinler lizerinde de hasarlar
olustururlar. Reaktif oksijen tiirleri (ROS) proteinler ile etkilestiginde protein yapisinda 6zel
amino asit rezidii hasari, liclinciil yapr degisimleri, indirgeme, pargalanma ve peroksidasyon
gibi degisimlere yol acarak dolayli ya da direk hasara neden olurlar (Kohen ve Nyska, 2002).
Protein igeriginde yer alan peptid zincirindeki fonksiyonel gruplardaki degisimler farkli amid
modlarinin titresim frekanslarinda degisime neden olur. Amid I bandi peptid grubunun C=0
gerilim titresiminden kaynaklanir. Amid II bandi1 C-N gerilim titresimlerinin katkisiyla N-H
biikiilme titresimleridir. N—H biikiilme ve C—N gerilme titresimlerinden kaynaklanan amid III
sogurulmasi ise kizilotesinde ¢ok zayiftir (Haris ve Severcan, 1999). FTIR spektrumundaki
amid I / amid II bant alan oranindaki farkliliklar protein yapisinda gerceklesen degisimlere
isaret edebilir (Melin ve ark, 2000; Schmidt ve ark, 2007). Elde edilen sonuglara gére, amid I/
amid II orani iskemi-reperfiizyon ve manyetik alan tedavi gruplarinda azalmig, manyetik alan
ile birlikte uygulanan pterostilben tedavi grubunda ise artmigtir. Bu sonuglar, iskemi hasar1
sonucu olas1 protein ikincil yapilarinda bazi degisimlerin olabilecegine ve manyetik alanla
birlikte uygulanan pterostilben tedavisinin bu degisimler {izerinde tedavi edici bir roliiniin
olabilecegine isaret etmektedir. Protein ikincil yapisinda gergeklesen degisimlerin net olarak
belirlenebilmesi i¢in amid I bandi altinda kalan ikincil yapr bilesenlerine ait bantlarin
incelenmesi gerekmektedir. Protein ikincil yapilaridaki degisimler ileriki caligmalarda
incelenecektir.

FTIR spektrumunda yer alan PO, simetrik ve antisimetrik gerilim bandi ¢ogunlukla
niikleik asitler ve az miktarda fosfolipitlerin fosfat gruplarindan kaynaklanmaktadir (Akkas ve
ark, 2007). Fosfat gruplarindaki degisimler, niikleik asit sarmalindaki fosfat gruplar
pozisyonunun uzaysal degisimleri ile baglantihdir (Dovbeshkove ark, 2000). Calisma
sonuglarma gore gruplar arasinda PO, simetrik ve antisimetrik gerilim bant frekans
degerlerinde anlamli bir degisim gézlenmemistir. Niikleik asitlerin ve proteinlerin birbirlerine
gore olan bagil degisimleri hakkinda bilgi edinmek i¢in niikleik asit protein oran1 POy
simetrik gerilim/amid I oran1 hesaplanarak incelenmistir (Bozkurt ve ark, 2010). Elde edilen

sonuclara gore niikleik asit/protein orani iskemi-reperfiizyon grubunda azalmis, sadece
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manyetik alan tedavisi uygulanan grupta yiikselmis, manyetik alan ile birlikte uygulanan
pterostilben tedavisi ile ise bu oranda tekrar kontrol seviyesine bir diisiis gdzlenmistir. Amid |
ve II bant alanlar ile gdzlenen protein miktarinin da gruplar arasinda benzer sekilde degisim
gosterdigi gozlenmistir. Benzer sekilde, PO, simetrik gerilimbant alan degerinin iskemi
reperfiizyonda azaldigi, manyetik alan tedavisi uygulanan grupta arttig1 ve manyetik alan ile
birlikte uygulanan pterostilben tedavisi ile kontrol degerine yaklastigi gozlenmistir. POy’
simetrik gerilim titresim alaninin degisiminin nedeni niikleik asit ya da fosfolipit i¢erigindeki
degisimlerden kaynaklanmaktadir. Protein ve lipit miktarinda da benzer degisimin gozlenmesi
iskemik kosullarda makromolekiiler icerigin azaldigin1i ve hiicre hasarinin olustugunu
gostermektedir. Hasar goren hiicrelerde hem yapisal degisimler hem de fonksiyon kaybi
goriiliir. vC-O + 8C—O gerilim/PO;" simetrik gerilim alan oran1 yani glikojen/fosfat orani ise
bobrek dokusundaki metabolik aktivite baska bir deyisle glikojen ve/veya karbonhidrat
cevrim hizi, glikojen ve fosfat iceriklerinin birbirleriyle baglantili degisimi hakkinda bilgi
verir. Bu oranin yiikselmesi diisiik bir metabolik aktiviteye isaret eder (Ozek ve ark, 2010;
Salman ve ark, 2002; Ramesh ve ark, 2009; Sen ve ark, 2015). iskemi ve reperfiizyon
grubunda bu bant oraninin ylikselerek metabolik aktivitenin distiigii gozlemlenmistir.
Manyetik alan tedavi grubunda oran azalarak metabolik aktivite artim1 goriiliirken manyetik
alan ile birlikte uygulanan pterostilben tedavisinde ise oran daha da diiserek metabolik
aktivite daha da hizlanmistir. Metabolik aktivitenin pterostilben tedavisi ile daha fazla
artmast, iskemiden kaynakli hiicre hasarinin azaldigini géstermektedir.

Pterostilbenin antioksidan aktivitesinin incelendigi ¢aligmalarda, pterostilbenin icerdigi
stilben bilesenlerinden dolay1 in vivo ve in vitro modellerde oksidatif hasar1 6nleyici ve tedavi
edici etkilere sahip oldugu tespit edilmistir. Pterostilbenin antioksidan aktivitesinin timor
olusumunun yavaglatilmasinda, noérolojik hastaliklarin  modiilasyonunda, inflamasyonun
azaltilmasinda, damar hastaliklarinin semptomlarininazaltilmasinda, diyabette seker
seviyesinin diizenlenmesinde etkili oldugu anlasilmistir (McCormack ve McFadden, 2013).
Yapilan bagka bir caligmada resveratroliin dogal bir dimetileter analogu olan pterostilbenin
molekiiler sinyal yolaklarinda yer alan genlerin metiyonin metabolizmasini diizenledigi,
transkripsiyon faktor aktivitesini ve mitokondri fonksiyonlari artirict etki gosterdigi
gbzlemlenmistir (Pan ve ark, 2008). Ayrica Mannal ve arkadaslar1 (2009) pterostilbenin in
vitro pankreatik kanser hiicrelerinde hiicre ¢ogalmasini artirdigini, mitokondri membran
depolarizasyonunu artirdigi ve kaspazlarin aktivasyonunu engelledigini tespit etmislerdir.
Pterocarpus marsupium’un fenolik bilesenlerinin antihiperglisemik aktivite gosterdigi ve

diyabetik siganlarda plazma glikoz seviyesini diisiirdiigii gézlemlenmistir (Manickam ve ark,
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1997). Pterostilbenin glikoz homeostazini diizenlenmesinde yararh etkileri oldugu sonucuna
varilmistir (Pari ve Sateesh, 2006). Bu farkli etkilere ek olarak, pterostilbenin tiirevi
polifenolik bir fitoaleksin olan resveratroliin gliserin nedenli akut bdbrek yetmezliginde
koruyucu etkisinin oldugu ve resveratrol tedavisi ile nitrik oksit seviyelerinde artim, renal
fonksiyon bozuklugu ve morfolojik degisimde azalma, lipit peroksidasyonda diisiis, tiikkenen
renal antioksidan enzimlerin onarilmasi gibi anlamli degisimler gozlemlendigi bildirilmistir
(Chander ve Chopra, 2006). Bu tez ¢alismasinin sonuglarina gore de pterostilbenin iskemik
hasar sonucu bobrek makromolekiillerinde gergeklesen degisimleri dnlemede etkin olarak
kullanilabilecegi tespit edilmistir.

Farkl1 sekillerde uygulanan manyetik alanin bir¢ok ¢alismada yararl etkileri olabilecegi
gozlemlenmistir. Elektromanyetik alanin Wistar sicanlarimin karaciger, kalp, bdbrek ve
plazmalarindaki antioksidan sistemlerine etkisi incelendiginde 60 Hz frekansinda iki saat
boyunca uygulanan elektromanyetik alanin ¢alisilan dokularda lipit peroksidasyon gostergesi
olan tiyobarbitiirik asit reaktif iiriinleri (TBARS) konsantrasyonunda bir degisim olmadigi
sonucuna ulasilmistir (Samano ve ark, 2010). 40 Hz diisiik frekansli, 10 mT manyetik aki
yogunluklu elektromanyetik alanin fosfolipit peroksidasyonunu engelledigi glutatyon
peroksidaz aktivitesini uyardigr ve bunlarin sonucunda hiicresel membrani stabilize ettigi
gosterilmistir (Glinka ve ark, 2013). Bu ¢alismada da 50 Hz frekansindaki 1 mT siddetinde
manyetik alanin lipit peroksidasyonunu azaltici etkileri olabilecegi gézlemlenmistir. Endojen
antioksidan sistem aktivitesine bagli olarak elektromanyetik alanin, uzun siireli yara
iyilesmesinde tedavi edici bir destek olarak kullanilabilecegi Onerilmistir (Glinka ve ark,
2013). 2 mT siddetinde, 50 Hz siniizoidal manyetik alan vaskiiler endotelyel biiyiime faktorii
sinyal yolagma antianjiyogeneze neden olan bir etki ederek yeni damarlarin olusmasini
engelledigi bulunmustur. Spesifik genikli kullanildiginda kanser, iskemik hastaliklar, kronik
inflamasyon gibi anjiyogenez baglantili hastaliklarda tedavi edici bir uygulama olabilecegi
One strilmistiir (Dell Monache ve ark, 2013). Bir baska c¢alismada ise manyetik alan
uygulamasinin anjiyogenezi artirici bir etki gosterdigi belirtilmistir. Bu sonuglar uygulanan
manyetik alanin ¢esidine gore anyiyogenez etkisinin degisebildigine isaret etmektedir.
Diyabetik siganlarda arka bacak iskemisine uygulanan darbeli manyetik alanin perfiizyonu ve
damarlarlanmay1 artirarak diyabette yara iyilesmesinde tedavi edici bir etki yaptigi
gozlemlenmistir (Pan ve ark, 2013). Darbeli manyetik alanin normal ve diyabetik yara
iyilesmesini, endojen fibroblast bliylime faktorii salinimini artirarak hizlandirdigi sonucuna

varilmistir (Callaghan, 2007).
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Bu calisma sonucunda ise 50 Hz frekansli, 1 mT siddetli diisiik frekansli manyetik
alanin renal iskemi ve reperflizyonda tek basina veya pterostilben ile birlikte uygulandiginda
tedavi edici etkisi olabilecegi gozlemlenmistir. Fakat, bazi parametrelerdeki iskemi nedenli
olusan degisimi Onlemede manyetik alanin tedavi edici giiciiniinyeterli olamadigi
gozlenmistir. Gézlenen tedavi edici etkinin pterostilbenle birlikte uygulandiginda daha etkin
oldugu sonucuna ulasilmistir. Manyetik alan uygulamasinin vaskiiler gecirgenligi (Callaghan,
2007; Dell Monache ve ark, 2013; Pan ve ark, 2013) ve antioksidan enzim sistemlerinin
aktivitelerini (Samano ve ark, 2010; Glinka ve ark, 2013) artirdigi géz Oniine alindiginda,
iskemik hasarda manyetik alan tedavisi endojen antioksidanlarin etkinliklerinde artisa ve
pterostilbenin zarar géren dokudaki hiicrelere ulastirilmasinin kolaylastirilmasina neden
olarak olumlu etkiler gdstermis olabilir. Tedavi gruplarindaki lipit peroksidasyon diizeyindeki
azalmadan pterostilbenin serbest radikalleri uzaklastirdigi anlasilmaktadir. Sonug olarak,
diisiik frekansli manyetik alanin iskemik hasarin tedavisinde antioksidan maddelerle birlikte

uygulanmasi daha uygun alternatif bir yontem olarak kullanilabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Manyetik alan uygulamasimin iskemi-reperfiizyon modelleri iizerinde olan etkilerine
dair birbiri ile ¢elisen sonuglar literatiirde mevcuttur. Bu uygulamanin damar gecirgenligini
artirdig1 ve 6zellikle darbeli manyetik alan uygulamasinin anjiyogenezi artirdig: bildirilmistir.
Fakat oldukca diisiik frekansli 50 Hz manyetik alan uygulamasinin bobrek iskemi-reperfiizyon
hasar1 {izerine olan etkileri yeterince incelenmemistir. Yapilan bu calismada 1 mT siddetli
oldukca diisiik frekansli 50 Hz manyetik alan ve manyetik alan ile birlikte uygulanan
pterostilbenin renal iskemi ve reperfiizyon nedeni ile bobrek dokusunda olusan degisimleri
azaltmadaki roliiniin incelenmesi amag¢lanmaistir.

Calismada, lipit, protein ve karbonhidrat gibi farkli makromolekiillerin ayni ornekte es
zamanli olarak yapisal, kompozisyonel ve fonksiyonel 0Ozellikliklerinin incelenmesini
saglayan FTIR spektroskopisi kullanilarak iskemik hasarin bobrek dokusunda neden oldugu
degisimler gézlemlenmistir. iskemik hasarla azalan lipitlerdeki hidrokarbon zincir uzunlugu,
toplam lipit miktari, doymamus lipitlerin doymus lipitlere oranindaki degisimler manyetik
alan tedavisiyle ve ozellikle manyetik alan ile birlikte uygulanan pterostilben tedavisiyle
kontrol degerlerine yakinlagsmistir. Ayrica iskemi ve reperfiizyon nedeniyle lipit yapisinda
bazi degisimlerin gerceklestigini gosteren lipitlerdeki karbonil, etil ve metil grup miktarindaki
degisimler, manyetik alanla birlikte uygulanan pterostilben tedavisiyle diizelerek kontrol
seviyesine yaklagsmistir. Bununla birlikte, iskemi reperflizyon grubunda doymamus lipit
iceriginde azalma gozlenmis, bu sonug iskemik hasar ile lipit peroksidasyonunda artim
oldugunu gostermektedir. Her iki tedavinin de, 6zellikle de manyetik alanla birlikte uygulanan
pterostilben tedavisinin, bobrek doymamus lipit miktarimi artirarak lipit peroksidasyonunu
azalttig1 belirlenmistir. Bu sonuglar, manyetik alanla uygulanan pterostilbenin serbest oksijen
radikallerini lipitlerden uzaklagtirdigini isaret etmektedir. Ayrica, amid I ve amid Il bant
alanlar1 incelendiginde manyetik alan tedavisi ve manyetik alanla uygulanan pterostilben
tedavisinin protein miktarini az da olsa artirdigi, amid I/amid II bant alan orani incelendiginde
ise gruplar arasinda protein ikincil yapilarinda degisim olabilecegi gozlemlenmistir. FTIR
spekturumundaki CH, antisimetrik ve simetrik gerilim ve CHs antisimetrik gerilim bant
genisliklerindeki degisimler membran lipit akiskanligi hakkinda bilgi vermektedir. iskemi ve
reperflizyonun membrandaki lipit hareketliligini arttirdigi, manyetik alan tedavisi ve manyetik
alanla birlikte uygulanan pterostilben tedavisinin ise bu hareketliligi normale dondiirdiigii

belirgin bir sekilde gdzlemlenmistir.
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Sonug olarak calismada 50 Hz manyetik alanin bobrek iskemi-reperfiizyonundaki
etkileri incelenmis, bir antioksidan olan pterostilbenin belirli dozda manyetik alan ile birlikte
uygulanmasinin iskemik hasar tizerinde daha yiiksek derecede tedavi edici bir etkisi oldugu
belirlenmistir. Pterostilbenin endojen antioksidan sistemler iizerine olumlu etki yaparak
serbest radikallere kars1 savunmada rol aldig1 gézlemlenmistir. Manyetik alan uygulamasinin
dokuda damar gegirgenligini arttirabilecegine yonelik literatiirde bulunan bulgulara dayanarak
manyetik alan tedavisinin renal iskemi-reperfiizyon durumunda olusacak hasarlar1 azaltma
yoniinde etkili olabilecegi, ayrica damar gecirgenligini etkileyerek pterostilbenin daha genis
bir alana niifuz etmesinde yardimci olabilecegi diistintilmektedir.

Bu ¢alisma kapsaminda elde edilen sonuglar organ transplantasyonu ve akut bdbrek
yetmezliginde goriilen hasarlarin tedavisine yonelik yeni uygulamalarin gelistirilmesine 151k
tutacak ve saglik alanmma onemli katkilar saglayacaktir. Bununla birlikte, 50 Hz diisiik
frekansli manyetik alan ve pterostilben tedavilerinin etki mekanizmalarinin daha iyi
anlasilabilmesi igin yeni ¢alismalar gerceklestirilmelidir. Ozellikle bu tedavilerin damar
gecirgenligi lizerine olan etkileri ile membran gegirgenligine ve anjiyogeneze sebep olan
biiyiime faktorlerinin ekspresyonunda neden olduklar1 degisimler belirlenmelidir. Ayrica, bu
tedavilerin protein ikincil yapilarinda yol agabilecegi olas1 degisimler detayli olarak

belirlenebilir.
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