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OZET

Ratlarda Akut Pankreatite Bagh Gelisen Bobrek Hasarinda Lycium

barbarum(goji) Bitki Ekstresinin Koruyucu Etkilerinin Incelenmesi

Amag: Calismamizin amacit siddetli inflamasyonun ve oksidatif stresin akut
pankreatit patofizyolojisindeki rolii géz oniinde bulundurularak cerulein ile deneysel
olarak akut pankreatit olusturulan ratlarda antiinflamatuar ve antioksidan etkili
bilesenlere sahip oldugu bilinen Lycium barbarum bitki ekstraktinin akut pankreatite
bagli gelisen bobrek hasarinda tedavi edici etkilerinin arastirilmasidir.

Materyal ve Metod: Bu ¢alismada ortalama 250-300 g agirhiginda 3-4 aylik, 36
adet disi Wistar albino ratlar her grupta 12 rat olacak sekilde ii¢ gruba ayrildi: 1. grup
(kontrol grubu, 10 giin siireyle ad libitum standart yem ve su ile beslenip sadece serum
fizyolojik enjeksiyonu yapildi). 2. grup (cerulein grubu, 10 giin siireyle ad libitum
standart yem ve su ile beslendikten sonra akut pankreatit indiiksiyonu iki saat ara ile
total doz 100 pg/kg v.a. olacak sekilde iki kez intraperitonal olarak uygulanan 50 pg/kg
v.a. cerulein ile saglandi). 3. Grup (Lycium barbarum (LB) grubu, cerulein
enjeksiyonundan 10 giin once Lycium Barbarum bitki ekstrakti intragastrik gavaj
yontemiyle 6 mg/ml/giin dozda 10 giin siireyle verildi. Bu siirede standart yem ve suyla
beslenmeye devam edildi). 10 giinliik siirenin sonunda cerulein enjeksiyonundan 24 saat
sonra ratlar servikal dislokasyona tabi tutularak sakrifiye edildi. Ratlarda, siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx) enzim aktivite tayinleri, 8-
hidroksi deoksiguanozin (8-OHdG) miktari, malondialdehit (MDA) diizeyi ve protein
miktar tayini i¢in bobrek doku ornekleri alindi. Akut pankreatit siddetini belirlemek i¢in
bobrek dokularinin histopatolojik degerlendirilmelerin yaninda serum lipaz, IL-1 ve IL-
6 diizeyleri 6lctldii.

Bulgular: Sonuglarimizda cerulein grubunda artan IL-1, IL-6, 8-OHdG, MDA
ve CAT seviyelerinin LB bitki ekstrakti ile anlamli olarak azaldig1 gézlendi. Buna ek
olarak serum lipaz diizeylerinde 6nemli bir fark bulunmadi.

Sonu¢: Sonug¢ olarak LB bitki ekstraktinin verilmesi akut pankreatite bagli
gelisen bobrek dokusunda oksidatif hasari1 azaltmak suretiyle dokudaki inflamatuar
reaksiyonlar1 kismen Onleyici bir etkiye sahip oldugu kanaatine varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Akut Pankreatit, Lyciim barbarum, oksidatif stres,
antioksidan enzimler
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ABSTRACT

Investigation of the Protective Effects of Lycium barbarum (goji) plant
extracts in Rats with Acute Pancreatitis Induced Kidney Injury

Purpose: This study is to investigate therapeutic effects of Lycium barbarum
plant extracts known to possess anti-inflammatory and antioxidant components on renal
injury due to acute pancreatitis in rats experimentally induced acute pancreatitis with
the cerulein by considering the roles of severe inflammation and oxidative stress in the
pathophysiology acute pancreatitis.

Method and materials: In this study, 36 female Wistar albino rats, the average
weight of 250-300 gr 3-4 months, were used and divided into three groups of 12 rats in
each group: Group 1 (the control group, fed with standard chow and water ad libitum
for 10 days and only a saline injection was done). Group 2 (cerulein group, after feeding
with ad libitum access to standard chow and water in 10 days and acute pancreatitis
induction was applied twice in every two hours by a total dose of 100 mg / kg v.a.
administered intraperitoneally 50 mg / kg v.a. cerulein). Group 3 (Lycium barbarum
(LB) group, 10 days before the cerulein injection, Lycium barbarum plant extract was
provided with intragastric gavage method in 6 mg / mL / day dose for 10 days. During
this period it continues to be fed with standard chow and water. After 10 days, 24 hours
after injection of cerulein, the rats were sacrificed after subjected to cervical dislocation.
Kidney tissue samples were taken from the rats to determine the amount of protein, the
level of malondialdehyde (MDA), the quantity of 8-hydroxy-deoxyguanosine (8-
OHdG), and activity assays of superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutathione peroxidase (GPx) enzyme. To determine the severity of acute pancreatitis,
as well as the histopathological evaluation of kidney serum lipase, IL-1 and IL-6 levels
were measured.

Research Findings: In the cerulein group, increased IL-1, IL-6, 8-OHdG, MDA
and CAT levels were observed significantly reduced with LB plant extract. In addition,
there was no significant difference in serum lipase levels.

Conclusion: Consequently, we concluded that giving the LB plant extract
reduces oxidative damage to renal tissue due to acute pancreatitis and have a partial
preventive effect on inflammatory reaction in the tissue.

Keywords: Acute Pancreatitis, Lycium barbarum, oxidative stress, antioxidant
enzymes
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1. GIRIS

Akut pankreatit, pankreasta normalde inaktif halde bulunan sindirim
enzimlerinin heniiz nedeni tam olarak bilinemeyen bir etiyolojik faktorle erken aktivite
olarak pankreas dokularini sindirmesi sonucu yaygin bir inflamasyonun gelismesi ile
ayirt edilir (1). Pankreastaki yangiyla beraber komsu ve uzak organlarda da degisik
boyutlarda hasar meydana gelir. Ilk sistematik akut pankreatitin tamimlanmasi ve
siniflandirilmast 1889’ da Fitz tarafindan yapilmistir. Fitz, hastaligi; hemorajik,
stiptiratif ve gangrenoz olarak siiflandirmistir (2).

Akut pankreatiti olusturan etyolojik faktorler ¢ok cesitlilik gdstermesine karsin
etyolojik etken ne olursa olsun ortaya g¢ikan klinik tablo pankreastaki enzimlerin
aktivasyonuyla dokunun kendi kendini sindirmesi (otodijesyon) ve buna bagli olarak
gelisen inflamasyon, 6dem, hemoraji ve nekrozla karakterizedir (3).

Akut pankreatitte sekretuar blok sonucu zimojen graniiller asiner hiicrelerden
disar1 ¢ikamadigindan hiicre i¢inde kalan ve biiyiiyen zimojen graniillerle lizozomlar
birleserek genis vakuoller meydana gelmektedir. Lizozomal enzim olan Katepsin-B
tripsinojeni tripsine dondiirerek aktive etmesiyle tripsin hiicre iginde otodijesyonu
baslatir (4,5). Otodijesyon basladiktan sonra endotelial hiicrelerden salgilanan
Stimulating Adezyon Molekiiller tarafindan nétrofil aktivasyonu meydana gelir (6).
Bunun soucunda pankreas dokusunda l6kosit gogli olmasi sonucu, notrofiller ve
makrofajlar pankreas dokusunda birikir (7).

Aktive olmus bu hiicrelerden salinan sitokinler, IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10,
TNFa, PAF vb. bilinen baslica sitokinlerdir. Bu ajanlarin akut pankreatitin lokal bir
enflamatuar siiregten sistemik bir hastalia donilisiimiinde temel mediatorler oldugu
diistiniilmektedir (8). Erken donemde kardiyovaskiiler, pulmoner ve renal yetmezlik,
gec donemde ise septik sorunlara neden olabilen bu hastalik tablosunda mortalite,
pankreatik nekroz, enfeksiyon ve buna bagli olarak gelisebilen multiple organ

yetmezligi ve lokal komplikasyonlar sik goriilmektedir (9-11).



Son yillarda pek ¢ok arastirma sonucunda, akut pankreatitin pankreas disindaki
yakin dokularda da hasar olusturdugu, hatta bu hasarin akut pankreatite bagl erken ve
gec donem doku hasar1 seklinde smiflandirilarak bazi vakalarda ciddi organ
yetmezlikleri ile sonuglandigi bildirilmistir. Etkilenen dokular arasinda 6zellikle
karaciger, bobrek, akciger, ileum, kalp, lenf diigiimleri ve diger dokularda meydana
gelen patolojik komplikasyonlarla 6dem gibi hemoraji ve nekrozla karakterizedir (12-
14).

Akut pankreatitin de aralarinda bulundugu bir¢ok hastaligin baslamasi ve
ilerlemesinde serbest oksijen radikallerinin (SOR) rol oynadigi ¢esitli modellerle ortaya
konulmustur (15). Akut pankreatitin erken evrede SOR ve sitokinlerin neden oldugu
progresif hemorajik nekroz gelisimi, lokal ve sistemik komplikasyonlarinin ortaya
cikmasi engellenebilir (16, 17).

Organizmada devamli SOR {iretilmesine ragmen antioksidan savunma sistemleri
ile oksidasyon arasindaki dinamik dengeden dolayr zararli etkiler olusmaz.
Antioksidanlar, SOD, CAT, GPx gibi endojen kaynakli ya da eksojen kaynakli
olabilirler (18, 19). Bu dengenin oksidanlar yoniinde degismesi durumunda oksidatif
stres olugmaktadir (20, 21). Oksidatif stresin akut pankreatit patogenezinde primer bir
role sahip oldugu bildirilmektedir (22, 23).

Goji (Lycium barbarum) Solanaceae familyasina bagli Cin geleneksel tibbinda
iyl bilinen ve ayni zamanda bir besin maddesi olarak da degerlendirilen cesitli
hastaliklar1 6nlemedeki rolii deneysel, klinik ve epidemiyolojik g¢alismalarla ortaya
konulmus bir bitki tiriidir. (24, 25). Lycium barbarum onemli bioaktif igerikleri
polisakkarit protein kompleksleri olan glikokonjugatlardir. 6 monosakkarit (galaktoz,
glikoz, rimnoz, arabinoz, mannoz ve ksiloz) ve 18 aminoasit olusan bir polipeptid igerir
ve igerisindeki ana molekiil olan polisakkaritler sayesinde hiicre-hiicre etkilesiminde ve
yapigmasinda, hiicre migrasyonunda, kan pihtilagsmasinda, immiin cevapta ve yara
iyilesmesinde etkinlik gosterirler ki bu bilinen ¢ok sayidaki fonksiyonlarindan
bazilaridir (26-28).

Lycium barbarum gii¢lii antioksidan bilesenlerden beta-carotenin yani sira,
polisakkaritler, vitaminler (vitamin A, B1, B2, vitamin C), karotenoidler (zeaksantin,
lutein, likopen, cryptoksantin), serebrozid, B-sitostreol, prolin, scoleptin ve betain gibi
farkli tiirdeki antioksidan bilesikler i¢ermektedir. Lycium barbarum’un bu zengin

igeriklerinin, antiinflamatuar, kanser, antitimor, antipiretik, anti diabetik, fertilite,



antisenil, immiinomodulator ve yasla ilgili hastaliklara kars1 da koruma gosterdigi rapor
edilmistir (29-33).

Bu calismanin amac1 oksidatif stresin ve siddetli inflamasyonun akut pankreatit
patogenezindeki rolii g6z Oniinde bulundurularak cerulein ile deneysel olarak akut
pankreatit olusturulan ratlarda antiinflamatuar ve antioksidan etkili bilesenlere sahip
oldugu bilinen Lycium barbarum bitki ekstraktinin akut pankreatite bagh gelisebilecek

bobrek hasarin1 6nlemede etkisinin olup olmadigini tespit etmektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Pankreas

Tarihte ilk kez Herophilus M.0.300’lerde pankreasi tanimlamis ve bundan
yaklastk 400 yil kadar sonra, organ, Rufus tarafindan “pankreas” olarak
isimlendirilmistir. Wirsung 1642’de pankreas duktusunu kesfetmistir. Graaf 1671°de
pankreasi bir salg1 bezi olarak incelemistir. R. Fitz 1889’da pankreatit denen bir hastalik
oldugunu tespit etmistir. Whipple 1935 yilinda ilk pankreatikoduodenektomi yapmis ve
1940 yilinda gelistirilmistir (34).

Pankreas hem ekzokrin hem de endokrin islevleri olan bir bezdir. Ekzokrin
pankreas duodenuma pankreatik kanallar aracilifiyla pankreatik sekresyonu salgilayan
asinuslar icerir, pankreatik sivi bazi enzimler igerir, bu enzimlerin bir kismi1 baglangigta
inaktif formda yapilir ve aktive olduklarinda besinlerin sindirimine yardimci olurlar ve
onu bagirsaklarda absorpsiyon i¢in hazirlarlar. Normal pankreatik enzim aktivitesine
etki eden bozukluklar (pankreas yetmezligi) yaglarin kotii sindirilmesine ve steatoreye
(yaghh diski) yol agar. Ekzokrin pankreasin disfonksiyonu enflamasyondan (akut
pankreatit, kronik pankreatit), neoplazmadan (pankreas korsinomu) ya da normal dis1
bir viskoz mukusun (kistik fibrozis) neden oldugu kanal obstriiksiyonundan
kaynaklanir. Endokrin pankreas Langerhans adaciklarindan olusur. Bu adaciklar tiim
pankreasa dagilmis durumdadir ve bazi farkli hormon {ireten hiicreleri igerirler. Adacik
hiicreleri instilin gibi besin absorpsiyonu, depolamasi ve metabolizmasinda 6énemli olan
hormonlar iiretir. Endokrin pankreasin fonksiyonunun bozulmasi diabetes mellitusa
neden olur. Bazi hastalarda hem ekzokrin hem de endokrin pankreas disfonksiyonu
birlikte goriliir (8).

2.1.1. Pankreas Anatomisi

Pankreas epigastriumun derininde, posterior abdominal duvarin {stiinde
transversal olarak uzanan, agirligit 60—100 g ortalama uzunlugu 12,5- 15 cm olan bir
organdir (35). Pankreas 1. ve 2. lomber vertebra hizasinda retroperitoneal yerlesimli bir
organdir. Pankreas sagda duodenum, solda dalak, iistte bursa omentalis, dnde transvers

mezokolon ve asagida omentum majus ile iliskilidir (36). (Sekil 2.1) Pankreas anatomik



olarak bag, boyun, uncinate proces, govde ve kuyruk olmak {izere

5 boliime ayrilir.
(Sekil 2.2)

Sekil 2.1. Pankreasin Komsuluklari (35)
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Sekil 2.2. Pankreas Anatomisi (35)



2.1.2. Pankreas Histolojisi

Pankreas sindirim enzimleri ve hormonlar {ireten bir i¢ (endokrin) ve dis
(ekzokrin) salgi iireten bir bezdir. Endokrin ve ekzokrin salgilama islemleri farkli
hiicreler tarafindan gergeklestirilir. Enzimler asiniis kiimeleri halinde diizenlenmis dis
salgt kisminin asiner hiicreleri tarafindan salgilanir. Hormonlar Langerhans
adaciklarindan sentezlenir. Pankreas distan gevsek ve ince bir kapsiil ile sarili olan
pankreasin dis salgi iinitesi (ekzokrin {initesi) birlesik tiibiiloalveoler bi¢imli olup saf
serdz salg1 yapar. Ribozomdan zengin bazal sitoplazma bazofilik boyanir. Salgi {iriinii
olan zimojenik graniiller apikal sitoplazmada toplanir. Bu boliim asidofilik boyanir.
Asiniisii takip eden interkalar duktus tek katli kiibik epitelle kaphdir. Hiicrelerin
apikalinde komsu hiicrelerin membranlar1 arasinda zonula okludens, zonula adherens ve

desmozom tipi baglanti kompleksleri bulunur.

Insan ekzokrin pankreasi su ve iyonlara ek olarak sindirim enzimleri ve
proenzimler salgilar. Bunlar, tripsinojen, kimotripsinojen, karboksipeptidaz,
deoksiriboniikleaz, riboniikleaz, triagilgliserol lipaz, fosfolipaz A2, elastaz ve
amilaz’dir. Salg1 basta sentroasiner hiicreler ve kiiciik interkalar kanallar1 olusturan
hiicreler tarafindan iiretilir. Asiniislerde az miktarda, proteinden zengin siv1 iiretilirken
interkalar kanal hiicrelerinde sodyum ve bikarbonattan zengin, daha fazla miktarda siv1
salgilanir. Pankreas salgist duodenum mukozasindaki enteroendokrin hiicreler
tarafindan tretilen sekretin ve kolesistokinin hormonlan tarafindan kontrol edilir.
Hormonal etkinin yani sira pankreasin otonomik innervasyonu da salgilamada
onemlidir. Sempatik sinir lifleri pankreasin kan akimini regiile ederken, parasempatik

lifler de sentroasiner hiicrelerin ve asiniisiin aktivitesini stimiile eder (37, 38).
2.1.3. Pankreas Fizyolojisi

Pankreas hem ekzokrin, hemde endokrin salgi yapan bir bezdir. Organin
endokrin sekresyonu (insiilin, glukagon ve somatostatin) yasamin devam etmesi igin
gerekli olup Langerhans adaciklarindan salgilanir. Adaciklar morfoloji ve boyanma

Ozellikleriyle birbirinden ayrilan {i¢ tip hiicreden olusur.
* BETA hiicreleri: Adaciklarin % 60-80’ ini olusturur ve insiilin salgilarlar.

* ALFA hiicreleri: Adaciklarin %10-20’ sini olusturur ve glukagon salgilarlar.



* DELTA hiicreleri: Adaciklarin yaklasik %10’ unu olusturur ve somatostatin
salgilarlar (44).

Pankreasin temel ekzokrin salgi {initesi asiniistiir ve giinde ortalama 1500-2000
ml berrak, izotonik ve alkali (pH: 8.0- 8.3) ekzokrin salgi yapar. Bu salgi 20’den ¢ok
sindirim enzimini iginde bulundurur. Ekzokrin salgidaki baslica katyonlar Na* ve K"
olup plazma konsantrasyonlariyla aynmidir. Baslica anyonlar ise CI° ve HCOg3 tir.
Ekzokrin salgimin akim hizi artikca HCOj3; konsantrasyonu artarkan, CI° azalir.
Pankreastan salgilanan bu ekzokrin salgidaki bikarbonat iyonlari, mideden duodenuma

bosalan asitli kimusun nétralize edilmesinde de 6nemli rol oynar.

Ekzokrin pankreas salgist1 bazal kosullarda 0.3mg/ml protein igerir. Bu
proteinlerin %90’1m1 senzimler ve proenzimler olusturur. Pankreas ekzokrin salgisi
temel li¢ besin maddesinin sindirimini saglayan enzimleri igerir: protein, karbonhidrat
ve yaglarin sindirimi. Proteolitik enzimler; tripsin, kimotripsin, karboksipolipeptidaz,
riboniikleaz ve deoksiriboniikleaz’dan ibarettir. Bunlarin i¢inde en fazla miktarda olan
tripsindir. Tripsin ve kimotripsin proteinleri peptidlere pargalar. Karboksipolipeptidaz
peptidleri  karboksi ucundan ayirarak aminoasitleri parcalar. Niikleazlar ise
niikleoprotein yapilar1 pargalar. Karbonhidratlar pargalayan enzim amilazdir. Bu enzim
karbonhidratlar1 parcalayarak disakkaritleri ve az miktarda trisakkaritleri olusturur.
Pankreasin yag sindiriminden sorumlu enzim ise lipaz, kolesterol esteraz ve

fosfolipazdir.

Proteolitik enzimler pankreas hiicrelerinde sentez edildiklerinde inaktif
formdadir. Bunlar intestinal kanala salgilandiktan sonra aktif duruma gecerler. Pankreas
salgilarindaki proteolitik enzimlerin bagirsaga dokiiliinceye kadar aktif duruma
gecmemeleri  Onemlidir. Ciinkii tripsin ve oOteki enzimler pankresin yapisal
bilelesenlerini sindirebilir. Pankreas asinuslarina proteolitik enzimleri sekrete eden
hiicreler ayn1 zamanda tripsin inhibitérii adi verilen maddeyi de salgilarlar. Oteki
proteolitik enzimlerinde aktivasyonu tripsine bagli oldugu igin, tripsin inhibitori
tiimiliniin aktivasyonunu engeller. Bununla beraber pankreas agir sekilde hasara ugrar
veya kanal1 tikanirsa, pankreasin haraplanan kisminda ¢ok miktarda enzim birikir. Bu
durumda tripsin inibitorii yetersiz kalir ve pankreas salgisi aktive olup, birka¢ saat

iginde tiim pankreas: sindirebilir, sonugta akut pankreatit gelisir (39).



2.2. Akut Pankreatit

Akut pankreatit (AP) karin agris1 ve serumda amilaz ve lipaz gibi pankreas

enzimlerinde yiikselmeyle seyreden pankreasin inflamatuar siirecidir (40).

Akut pankreatit pankreas hastaliklarinin genis bir boliimiinii olugturmaktadir.
Hastalik klinik olarak hafif abdominal agridan, sivi sekestrasyonu, hipotansiyon,
metabolik bozukluklar sepsis, multiple organ yetmezligi ve 6liimle sonuglanan agir

formlara kadar degisen bir ag igerir (41).

Yillik insidans 100.000°de 5 ile 35 arasinda degismektedir. Avrupa ve ozellikle
Iskandinav iilkelerinde alkol nedeniyle insidans artmakta her y1l 300.000’den fazla hasta
akut pankreatit tanisiyla hastaneye yatmakta ve yaklasgtk 20,000 vaka Oliimle
sonuglanmaktadir (42). Bazen c¢ok hafif ve ¢ok siddetli hastaliklar taninamamakta, bu
durum Onlenebilir sebeplerin bulunamamasina ve buna sekonder gelisen ikinci ataklar
nedeniyle 6liime neden olabilmektedir. Vakalarmm % 80’1 hafif olup ciddi morbidite
olmaksizin iyilesirken % 20 vakada siddetli seyretmektedir. Zaman i¢inde siddetli
pankreatitin sikliginda bir azalma olmamistir (43). Mortalitenin en énemli sebebi ilk iki
haftada SIRS (sistematik inflamatuar yanit sendromu) ve multiple organ yetmezligi, iki

haftadan sonra ise sepsis ve diger komplikasyonlardir (44).
2.2.1. Akut Pankreatitin Simiflandirilmalar:

Akut pankreatit klinik ¢esitlilige sahip olan ¢ok yonlii bir hastalik oldugundan
dolayi, tanimi ve komplikasyonlar1 hakkinda net bir agiklama yapabilmek adina
arastirmacilar bircok siniflandirma yapmislardir. Akut pankreatitin dogru olarak ilk defa
tanimlanmasi ve siniflandirilmasi Fitz tarafindan 1889 yilinda yapilmistir (45, 46). 1991
yilinda Ulm ve 1992 yilinda Atlanta Sempozyumu’nda akut pankreatit ve
komplikasyonlar1 i¢in yeni ortak bir siniflandirma elde edilmistir. Her iki siniflama
arasinda belirgin bir fark olmamasina ragmen Atlanta siniflamasinda hafif ve agir

terimler literatiire katilmistir. Atlanta siniflandirmasina gore akut pankreatit 5 maddede

degerlendirilir (47).



Tablo 2.1. Akut pankreatitte terminoloji (47)

Ulm ( Beger ve Buchler; 1991)

Atlanta Siniflamasi

Odemat6z Pankreatit Hafif Pankreatit
Nekrotizan Pankreatit Agir Pankreatit
e Steril e Steril
e Infekte e Infekte

Pankreas Absesi

Pankreas Absesi

Pseudokist

Pseudokist

Peripankreatik Sivi

2.2.2. Etyoloji

Akut pankreatite neden olan pek ¢ok sebep gosterilmistir (Tablo 2.2). Fakat tiim
durumlarda aktive olmus proteolitik enzimler kanallardan kacgarlar ve doku hasarina,

inflamasyona, nekroza ve bazen enfeksiyona yol agarlar (48, 49).

Tablo 2.2. Akut pankreatit nedenleri (48,49)

Yapisal Toksinler Enfeksiyon Metabolik Diger  nadir
sebepler

Safra  taslar1 | Alkol Viral Hiperkalsemi Herediter

Oddi spazm ya Bakteriyel ERCP Travma

da stenozu Maglar Parazitlik Hiperlipidemi | Iskemi

Pankreas Akrep sokmasi

divisium

Akut pankreatit ile ilgili en sik rastlanan iki durum alkol asir1 kullanimi ve safra
yolu hastaligidir. Akut pankreatit genellikle agir bir alkol tiiketimi sonrasinda olusur.
Alkolun pankreasi nasil hasara ugrattiginin mekanizmasi kesin olarak bilinmemektedir.
Alkol ya da onun metaboliti olan asetaldehitin pankreasin asiner hiicreleri lizerinde
direkt toksik etkileri olabilir ve boylece lizozomal enzimler tarafindan intraselliiler
tripsin aktivasyonu basliyabilir veya Oddi sfinkterinin inflamasyonuna yol agarak
pankreas kanalinda ve asiniislerde hidrolitik enzimlerin retansiyonuna sebep olabilir.
Alkoliklerde malniitrisyon pankreas hasari igin predispozisyon faktoriidiir. Ornegin

cinko, selenyum gibi eser element defisitleri alkolik hastalarda goriiliir ve asiner hiicre

hasari ile iliskilidir (50).




Alkol igmeyen hastalarda akut pankreatitin yaklasik % 50°si safra yolu hastalig
ile baglantilidir. Bu olgularda varsayilan mekanizma, bir safra tasi ampulla vateri’yi
tikadig1 zaman ortak safra kanali ve ana pankreatik duktusun obstriiksiyonuna
ugramasidir. Safra ya da duodenum igeriginin pankreas kanalina reflii olmasi
parankimal hasara yol acar. Baz1 arastirmacilar bakteriyel toksinlerin veya serbest safra
asitlerinin lenfatikler yoluyla safra kesesinden pankreasa gectikleri ve inflamasyona yol
actiklarini 6ne siirmiislerdir. Her iki durumda da safra yoluyla baglantili akut pankreatit

kadinlarda daha siktir, ¢linkii safra taglari kadinlarda daha ¢ok goriliir.

Cesitli enfeksiyoz ajanlar akut pankreatite yol acabilir, bunlar arasinda virlisler
(kabakulak, koksaki wviriisii, hepatit A virlisli, insan immiin yetmezligi virlisii veya

sitomegaloviriis) ve bakteriler (Salmonella tipi veya hemolitik streptokoklar) vardir.

Kiint veya delici travma ve diger yaralanmalarda akut pankreatite yol agabilir.
Hiperparatiroidizm, sarkoidoz, D hipervitaminozu ya da multipl myelomda goriildiigii
gibi belirgin hiperkalsemi, olgularin %10’unda akut pankreatite neden olur. Iki
mekanizma varsayilmistir. Yiiksek plazma kalsiyum konsantrasyonu kalsiyum pankreas
duktusunda presipite olmasmna yol agabilir, bdylece duktal obstriiksiyon yapar.
Alternatif olarak ise hiperkalsemi pankreas duktusunda tripsinojen aktivasyonunu

uyarabilir.

Pankreatit hiperlipidemi ile de baglantilidir. Pankreatitli bir hastada serum
trigliserid seviyesinin 1000 mg/dl olmasi durumunda pankreatit sebebi olarak
distintliir. Trigliserid seviyesi yiikseldiginde pankreatik kapiller yataktaki lipaz aktive
olur ve toksik 6zelligi olan serbest yag asitleri ortaya ¢ikar. Bunlar pankreasin kiigiik
damarlarinin endoteliyal tabakasinda bir hasar meydana getirerek yangisal hiicreleri ve

trombozu aktive eder.

Cesitli ilaclar pankreatit ile baglantili bulunmustur, bunlardan bazilar;
kortikosteroidler, tiazid diiiretikleri, immunosiipresanlar ve kanser kemoterapotik

ajanlaridir.

Nadiren akut pankreatit familyal olabilir, otozomal dominant kalitim seklinde
gortiliir. Herediter rekiirrent akut pankreatitin katyonik tripsinojen geninin mutasyonu
ile baglantis1 gdriilmistiir. Nokta mutasyonu —rezidii 117°de arjininin histidinin yerini

almas1 tripsini bu bolgede bdliinmeye direncli kilar, bu da normalde tripsinin
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inaktivasyonuna yol acar. Bu bdliinme sahasinin kaybi bu nedenle aktif tripsinin

pankreasi sindirmesine olanak tanir (51).

Akut pankreatitin nedeni ne olursa olsun bir kez patojenik mekanizmalar devreye

girdi mi hastalifin seyri ve sonucu altta yatan etiyolojik faktorlerden etkilenmez.
2.2.3. Patogenez

Akut pankreatitte yanitlanmamig temel bir soru enzimlerin ve biyoaktif

maddelerin pankreas i¢inde aktif olma mekanizmasidir.

Alkole bagli pankreatit patogenezi ile ilgili 6ne siiriilen bir teoride pankreatit
asiner hiicrelerin membrani {izerinde diizensiz agonist reseptdr etkilesimi vurgulanir. Bu
teoriye gore alkol, ekzokrin pankreatik sekresyonun kontroliinde oynamalara yol agar.
Bu durumda pankreatik asiner hiicrelerin asir1 sitimiilasyonuna ve bunlarin muskarinik
reseptorlerinin asir1 uyarilmasina neden olur. Bu asir1 uyarilma akrep sokmasi
antiasetilkolinesteraz igeren insektisit zehirlenmesi veya asetilkolin ve CCK gibi
salgilaticilarin maksimal dozlarinin {stiinde kullanilmasiyla olusan akut pankreatit

mekanizmasini taklit eder.

Diger 6nemli bir teori ise sindirici zimojenlerin intraasiner hiicre aktivasyonunun
akut pankreatit gelisimindeki en erken olay oldugu ve bu enzimlerin bir kez aktive oldu
mu asiner hiicre hasarina neden oldugunu ileri siirer. Hayvanlarda pankreatik duktusun
ligasyonundan sonraki ilk 24 saatte yapilan morfolojik c¢aligmalara gdére en erken
lezyonlar asiner hiicrelerde meydana gelmektedir. Sindirici enzim zimojenleri ve
katepsin-B gibi lizozomal hidrolazlar birlikte lokalize olurlar; bu durum zimojenlerin
lizozomal hidrolazlar tarafindan baslitalabilecegini diisiindiirmektedir. Bir spekiilasyona
gore obstriiksiyon safra refliisii ve duedonal reflii pankreatik asiner hiicre fonksiyonunu

bozar ve lizozomal enzimlerce hiicre i¢i tripsin aktivasyonuna neden olur (52).

Patolojik degisimlerin tiimii tripsin gibi aktive olmus pankreas enzimlerinin
pankreas ve cevre dokular lizerindeki etkisinden kaynaklanir. Aktive olmus tripsin
bundan sonra kimotripsin, elastaz ve fosfolipaz A2 proenzimlerini aktive eder ve bu
enzimler birka¢ yoldan hasara yol acar (Sekil.2.3). Benzer bi¢cimde proelastazdan bir
kez aktive olan elastaz kan damari1 duvarlarindaki elastini sindirir ve hemorajiye neden
olup hemorajik pankreatite yol agabilir. Fosfolipaz A2 lesitinden bir yag asidi ayirararak

lizolesitini olusturur, bu da eritrositlere sitotoksik olup hiicre membranlarina hasar verir.
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Safrada lesitinden lizolesitin olugsmasi pankreas hasarina ve ¢evre yag dokusu
nekrozuna katikida bulunabilir (53).
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Sekil 2.3. Akut pankreatitin varsayilan patogenezi (53)

Fosfolipaz A2 arasidonik asidide serbestlestirir; bu da prostoglandinlere,
l6kotrienlere ve inflamasyonun diger mediatorlerine c¢evrilerek koagiilasyon nekrozuna
katkida bulunur.

Dogrudan pankreatik asiner hiicre hasarinin bir sonucu olarak salinan pankreatik
lipaz ¢evre yag dokuda enzimatik etkide bulunur ve yag nekrozuna neden olur.

Bunlardan bagka tripsin ve kimotripsin kininleri, komplemanlari, koagiilasyon
faktorlerini ve plazmini aktive eder ve bez i¢inde ddemli inflamasyon, tromboz ve
hemorajiye yol agar. Ornegin kallikrein-kinin sisteminin tripsin aktivasyonu bradikinin
ve kallidin salinimina yol agar ve vaskiiler permeabilite artisina, 6dem ve inflamasyona
neden olur (54).

Aktive olmus pankreatik enzimler kan dolasimina da girerler ve viicudun bagka
bir yerinde etkiler olusturabilirler. Dolasimdaki fosfolipazlar pulmoner siirfaktanin
normal islevine miidahale eder ve akut pankreatitli baz1 hastalarda yetiskin respiratuar
distres sendromunun gelisimine katkida bulunur. Serum lipaz diizeylerinin yiikselmesi
bazen abdomen disindaki yag nekrozu ile baglantilidir.

Son olarak akut pankreatit sirasinda tiimor nekroz faktor-o (TNF-a), interlokinler
(6zellikle IL-1, IL-6 ve IL-8), trombosit aktive edici faktor (PAF) ve endotoksin gibi

diger inflamatuar mediatorlerin ve sitokinlerin inflamatuar hiicrelerden hizla salinmasi
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beklenir. Bu salinim alttaki etiyolojiden bagimsiz goéziikkmektedir. Klinik pankreatit
stiresince sitokin iiretimi agr1 baslangicindan kisa bir siire sonra baglar ve 36-48 saat
sonra pik yapar. Bu ajanlarin akut pankreatitin lokal bir inflamatuar siirecten sistematik
hastaliga doniisiimiinde temel mediatorler oldugu disiiniilmektedir (Sekil.2.4). TNF-
o’nin baglattigi inflamasyon derecesi pankreatitin siddeti ile orantilidir. Solunum
yetmezligi, sok, hatta multisistem organ yetmezligi gibi akut pankreatitin sistematik
komplikasyonlarina TNF-a, IL-1, IL-6 ve IL-8’in bu belirtilerin patolojisinde merkezi

bir rol oynadig diisiindiirmektedir.

13



[t et st |
1

[ )
m-——=n

=

#
—

B .
& &

I

Sekil 2.4. Akut pankreatit patogenezinde mediatorlerin rolii (55)

Son yapilan ¢alismalar, norokinin-1 (NK-1) reseptorleri araciligi ile etki yapan
substans-P, platelet aktive edici faktor ve CCRI reseptorleri ile etkilesen kemokinlerin
akut pankreatit ve bununla baglantili akciger hasarinin siddetini saptayan Onemli
inflamasyon yandasi roller oynadigini diisiindiirmektedir. Sensorial afferent sinir
uglarindan salinan bir néropeptid olan substans P, efektor hiicrelerin yiizeyindeki NK-1
reseptoriine baglanir ve vaskiiler endotelin permeabilitesini arttirir. Akut pankreatit
epizodlarinda pankreastaki substans P miktar1 artar ve NK-1 reseptorlerinin asiner
hiicrelerdeki ortaya ¢ikislari belirgin bicimde up-regiile olur. Substans P, hem pankreatit
hem de bununla baglantili akciger hasarinin giiclii bir pro-inflamatuar mediatorii olarak
gozikkmektedir. PAF’ da pankreatit ve bununla baglantili akciger hasarinin gelisiminde
onemli rol oynar goziikkmektedir (55, 56).
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Tablo 2,3’te akut pankreatite proinflamatuar ve antiinflamatuar ajan olarak aktif
rol oynayan cesitli faktorleri gdstermektedir. Bu proinflamatuar ajanlarla ters etkiyecek
ya da anti-inflamatuar olanlar1 stimiile edecek ilaglar ve ya diger girisimler, klinik
pankreatitli hastalarin tedavisinde pankreasin agir hasarini1 dnlemede ve akciger hasari

gibi baglantil sistematik belirtileri 6nlemede nihai olarak yararli olabilir (52-57).

Tablo 2.3. Akut pankreatitte sitokinler, kemokinler ve néropeptidler (52)

Proinflamatuar Anti-inflamatuar

IL-1, IL-6, TNF-a, PAF, MIP1-3, Cba

Substan P IL-10, IL-11

2.2.4. Akut Pankreatitte Pankreas Dis1 Organ Hasar:

Akut pankreatit (AP) pankreas hastaliklarinin  genis bir boliimiini
olusturmaktadir. Kliniginde hafif abdominal agridan, sivi sekestrasyonu, hipotansiyon,
metabolik bozukluklar sepsis, multiple organ yetmezligi ve oliimle sonuglanan agir
formlara kadar degisen bir yelpaze icerir. Akut respiratuar distres sendromu (ARDS),
bobrek yetmezligi ve ilerde multiple organ sistem yetmezligine (MOSY) kadar giden
organ komplikasyonlar1 yaninda metabolik komplikasyonlar, yaygin damar igi
pithtilasmasina kadar varan koagiilasyon bozukluklari, gz komplikasyonlari, deri ve

eklem komplikasyonlari akut pankreatitte goriilen sistemik komplikasyonlardir (58).

Yapilan ¢alismalarda da akut pankreatitin erken donemlerinde TNF ve IL-6 gibi
sitokinlerin sentezinin arttigi saptanmustir. Sitokinlerin sentezi ile viicutta artan bir
immun cevap olusmakta ve abartilmis immun yanitta sepsiste oldugu gibi sistemik

bulgular olugsmaktadir.
2.2.4.1. Akciger Komplikasyonlari

Akut pankreatitte % 20 gibi oldukca yiiksek mortalite hiz1 olabilir (59). Bu
mortalite hiz1 MOSY ile alakalidir. Multiple organ sistem yetmezligi yogun bakimda
yatan hastalarda tedaviye ragmen % 80 oraninda goriiliir. Progresif organ disfonksiyonu
olan hastalarda mortalite % 55°e kadar ¢ikar. Akut respiratuar distres sendromu (ARDS)
AP li olgularin % 30-50 sinde goriilebilir (60). AP’ 1i olgularin pulmoner disfonksiyon
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kaynakli mortalitesi oldukga yiiksektir. Pulmoner disfonksiyon kalp, karaciger ve
bobrek yetmezligini tetikliyerek AP’ den erken 6liimlerde sorumludur (61). Yapilan bir
otopsi ¢alismasinda akut pankteatitten 6len vakalarin % 60’1nda solunum yetmezligi ilk
sebep olarak bulunmustur. AP’ den oksijen saturasyonunun % 92’nin altinda olmasi
AP’nin siddeti i¢in bagimsiz bir risk faktorii olarak degerlendirilmistir. Akcigerdeki
radyolojik anormallikler AP’ den 6liimii 15 kat arttirabilir (62).

Yapilan bir ¢alismada hipokseminin varlig1 6zellikle oksijen saturasyonunun 60
mmHQg’ dan diisiik olmasi, pulmoner konsolidasyon ve ARDS varligi AP’ de kétii bir
sonug belirleyici olarak degerlendirilmistir (63). Yetersiz alveolar gaz degisimi de AP
nin siddetini belirleyen bir belirteg olarak sunulmustur (64). Buradaki temel mekanizma
ozellikle AP’ de artmis mikrovaskiiler gecirgenliktir (65). Akut akciger hasart ARDS li
olgularin en oOnemli Oliim nedenidir. AP ge¢iren ARDS’li olgularin yarisindan
fazlasinda akut pankreatik pleural efflizyon, pulmoner infiltrasyon ve pulmoner 6dem
ile iligkili oldugu saptanmistir. Pleural effiizyon AP’ 1i olgularin % 20-50’sinde
saptanmustir. Ozellikle pleural effiizyon agir pankreatik ve kotii klinik sonlanim ile

iliskili bulunmustur (66) .

Atelektezi ve pulmoner konsolidasyon %15 oraninda AP’li olgularda
gozlenmektedir. AP’ li olgularin 1/3° de en dnemli 6liim sebebi olarak erken donemde
ciddi akciger hasar1 goriilmektedir. Olusan bu komplikasyon arasinda ikinci neden
olarak yag nekrozu, pseudo kist olusumu, pankreatik apse ve pulmoner
komplikasyonlarin  olusturdugu  sistemik nedenler sayilmaktadir. Pulmoner
komplikasyonlarin olusumunda pleural effiizyon i¢in 2-4 giin, atelaktazi i¢in 5 giin ve
ARDS i¢in 12 giin 6n goriilmektedir (63).Yapilan bir ¢alismada hipokseminin &zellikle
kardiyak ve renal yetmezlikli bir hastada AP icin kotii bir prognoz faktorii oldugu
belirtilmistir. Ozellikle AP’ 1i olgularda pleural effiizyon varlif1 mortalitenin artmasi
yoniinde risk faktorii olarak degerlendirilmistir. Sonug¢ olarak AP’li olgularda
konsolidasyon ve ARDS’ nin varlig1 solunum yetmezligi i¢in kotii hayatta kalimin bir

belirteci olarak degerlendirilmistir (58).

AP’ li olgularda nadiren ani Oliimler saptanmistir. Bu vakalar ¢oklukla erkek

geng aktif olarak calisan ve uyurken 6liim seklinde bir anamnez vermektedir (67).

AP, akut ve hizli ilerleyen inflamasyonu takiben pankreas ¢evresi doku ve ¢esitli

organlarda hasar meydana getiren bir siirectir. Safra tasi, yogun alkol alimi en sik
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pankreas hasarlanmasina neden olurken hiperlipidemi, hipokalsemi, c¢oklu ilag

kullanimi ve kiint travma da diger nadir AP nedenleri arasinda sayilabilir (58).

Genellikle AP’de erken olim c¢oklu organ yetmezliginden kaynaklanir.
Inflamatuar mediatér ve sitokinler vital organlarda vaskiiler hasar, staz veya artmis
intravaskiiler koagiilasyon yolu ile hasardan sorumludurlar (59). Bu 6limler genellikle

geri doniisiimsliz pulmoner 6dem ve akut renal yetmezlik kaynaklidir (62).

AP’ de en ¢ok gozlenen ekstra pankreatik patoloji akcigerlerde saptanmustir.

Pulmoner 6dem % 20 ile % 100 oraninda en sik bulunan komplikasyondur (60).
2.2.4.2. Kardiovaskiiler Komplikasvonlar

Siddetli AP'de belirgin olarak kardiak indeks artmasi, total periferal direng
azalmasi, ve pulmoner sag sol santlarin olusmasi erken septik soktaki bulgular gibidir.
Bu degisiklikler sol ventrikiil dolum indeksinde ve pulmoner vaskiiler resistansta
azalmayla iligkili olarak meydana gelir (67). AP'de meydan gelen miyokardial depresan
faktor fosfolipaz A2 splanknik kan akimini azaltir. AP'de sok bradikinin gibi
vazodilatator ajanlarin ileri derecede vazodilatasyon yapmasi ve tiglincii bosluga 6nemli
Olclide s1v1 sekestrasyonu sonucu olusmaktadir. Agresif sivi tedavisine ragmen bazen
sok geri donmemekte dolagim kollapst olmaktadir. AP siklikla hipotansiyonla
seyretmekle beraber bazen paradoksal olarak arteryel hipertansiyon goriilebilir. Bunun

sebebinin asir1 renin anjiotensin sistem aktivasyonuna bagli oldugu diistiniilmektedir

(68).
2.2.4.3. Eklem, Kemik ve Deri lezvonlari

Klinik goriiniim eritema nodozuma benzer. Siddetli AP'li hastalarin bazilarinda
kirmizi, hassas, endure lezyonlar pretibial ve malleolar bolgelerde bilateral olarak
goriliir. Ancak eritema nodozumun aksine bu lezyonlar kalgalarda, uylukta, kollarda ve
trokasta da olabilmektedir. Ayrica metatarsal, interfalangeal, bilek, diz, kol
eklemlerinde poliartrit de AP'de goriilmektedir. Subkutan ve periartritik yag dokusu
nekrozu muhtemelen dolasimdaki pankreatik lipaza baglidir (69).

2.2.5. Akut Pankreatitte Renal Dejenerasyon

Renal fonksiyon bozuklugu APmin ciddi komplikasyonlar1 arasindadir.
Hastalarin % 80'inde goriilen ve Otto'nun 'Nefropathia Pancretica' diye olarak

isimlendirdigi tabloda proteiniiri ve hematuri ile karakterizedir. AP'de akut renal
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yetmezlik gelismesi hastalarin % 23’ iinde olusmaktadir ve bu hastalarda mortalite % 80
dolaylarindadir. Akut tubiiler nekroz, pankreatik inflamasyonun siddeti ile iligkili
bulunmustur. AP'de meydana gelen hemodinamik degisiklikler uygun sekilde
diizeltilmezse renal disfonksiyonlar meydana gelebilir. Septik komplikasyonlarin

gelismesi de renal fonksiyon bozukluguna neden olur (70).

Mevcut galismalar, renal hasar olusumunda, inflamasyon siirecinde pankreastan
salinan ve sistemik dolasima gegen proteazlar ve fosfolipaz A2 gibi pankreatik enzimler
ile timor nekrozis faktér-o (TNF-a), interlokin-1, interlokin-6 gibi sitokinlerin ve
serbest oksijen radikalleri kaynakli oksidatif hasarin rol oynadigin1 gostermektedir (71-
73). Akut pankreatite bagli renal hasarin etyopatogenezinde rol oynadigi diisiiniilen

faktorler sunlardir:

TNF-a: Lipsett ve Hirato bagimsiz olarak AP esnasinda hastaligin derecesi ile
iligkili olarak inflamatuar sitokinlerin arttigini rapor etmiglerdir (74,75). Baska bir¢ok
calismada da AP’ nin sistemik komplikasyonlarinin olusumunda nétrofil 16kositlerin
olusturdugu doku hasarlanmalarina dikkat cekilmistir (76). AP olusumunu izleyen
inflamatuar stimilasyonda notrofilik graniilositler yaygin ve dagilan inflamasyonun
belirteci olabilir (77). Siddetli akut pankreatit (SAP) patomekanizmasinda TNF- «
inflamatuar sitokinler icerisinde onemli bir birimdir. TNF- a’nin SAP olusturulmus
ratlarda hayatta kalimi1 ve devami saglamada 6nemli bir rol aldigi Kristof tarafindan
gosterilmistir (78). TNF- a ‘nin pankreatik ve renal hasar olusumunda rol aldig etki

mekanizmalar soyle siralanabilir;

1- TNF- o direkt olarak pankreatik hasari; salgi bezlerinde mikrotrombiis,
pankreatik ansiniislerde iskemi, hemoroji, nekroz, inflamasyon ve &dem
olusturarak yapar (79,80).

2- Doku TNF reseptorlerine baglanan ¢ok sayidaki TNF- o’lar yogun serbest
TNF- o’nin kan sirkiilasyonuna girmesine neden olur. Bu durum nétrofilik
graniilosit aktivasyonuna ve agregasyonuna sebep olur. SIRS’1n olusumunda
sitokin kaskat reaksiyonu sitokinlerin (IL-1pB, IL-8 ve IL—6) olusumu ve
pankreatik/renal hasarin agrevasyonunda rol alir (81).

3- TNF-o’nin  devamli  yayilimi  endotel adezyon  molekiillerinin
ekspresyonunun artmasi, bu yolla inflamatuar hiicrelerin agregasyonu icin
bir gerekliliktir. Cok sayida graniilosit pankretik/renal hiicrelere yonelir,

graniilosit fagositoz ve degraniilasyon artar, yaygin serbest oksijen
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radikalleri hasar alaninda belirir. Lisosom, elastin ve diger enzimler renal

hasar ve metabolik diizensizlige sebep olur (82).

Interlokinler (IL): IL—1 pankreasda preinflamatuar bir sitokin olup erken
donem SAP olusumunda ¢ok onemli bir rol oynar. Hayvansal SAP modelinde IL-1
reseptor antagonistlerinin fetaliteyi % 30 azalttigi bulunmustur (83). Ayrica IL-1
reseptor antagonistleri, IL-6 ve TNF- o konsantrasyonlarini belirgin bir sekilde
azaltabilir (84). Fing ve arkadaslar1 pankreatit model olusturmadan 6nce IL-1 reseptor
antagonistleri vermisler ve IL-1 reseptorlerinin doza bagiml olarak pankreatik nekroz

ve amylopisinin bogsalmasinda azalmaya sebep olmuslardir (85).

IL-1’nin olusumunda IL-1’in  konvertaz enziminin etkili oldugu
diisiiniilmektedir. IL-1p ve TNF-a ikilisi birlikte birgok biyolojik aktivitelerde; bunlar
icerisinde pirojen fonksiyonlar, hiicre katabolizmasinin olusumu, akut reaksiyon
zamaninda protein olusumu, PGIy’nin epitel ve platelet aktive edici faktdr olarak
salinmasi gibi durumlardan sorumludurlar. Ayrica inflamatuar yayilimi artmasina sebep
olarak inflamatuar mediator seviyelerinde, yikici enzimlerin diizeylerinde ve serbest
oksijen radikallerinin artmasinda da rol oynarlar. Ayrica kemotaksis ve graniilosit
hiicreleri iizerine otokrin ve parakrin mekanizmalar kullanarak aktive edici etkisi ile
diger inflamatuar mediatorlerin (IL-8 ve IL-6 gibi diger inflamatuar sitokinler)
olusumunu saglarlar. IL-6 mononiikleer makrofajin temel yayilan elemanidir. IL—6
yogun inflamatuar etkisini B-hiicrelerini prolife ve aktive ederek saglar. Iimmunglobulin
sentezini arttirir. T-hiicrelerinin proliferasyon ve farklilagmasini saglar, boylelikle doku
hasarinin akut reaksiyon zamanin tetikler. IL—6 seviyesi SAP olusumunda dontstiiriicti
olabilir. Komplikasyonu olmayan akut pankreatit ve SAP tanili hastalar arasinda IL—6
seviyeleri ayirt edici olabilir (86). IL-1 ve IL-6 i¢in endotel hiicreleri de gosterir.
Endotel hiicreleri kendi trombomodiiliin aktivitelerini azaltarak renal iskemiyi arttirarak
ve aktive inflamatuar hiicrelerden NO ve serbest oksijen radikallerini direkt salarak

renal hasara neden olur (87).

IL-8 ndétrofilik graniilosit kemotaktik potent bir faktordir ve notrofilik
graniilositlerden yayilir. Mononiikleer/makrofaj ve endotel hiicrelerinden yayilan 1L—8
T-hiicrelerini aktive eder, B hiicre farklilasmasinda, NK hiicrelerinin genislemesinde rol
alir. Bu durum hedef hiicrelerin 6liimiinde ve fagositozun olusumunda 6nemli bir

basamak olup doku hasarinda nétrofilik grantilositlerin aracilifini ortaya koyar. En
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onemli inflamatuar reaksiyonlar TNF- 2a, IL-1 ve IL-6’nin yayilimima bagli olarak
kemotaktik faktorlerin yayilimi ile olusur. SAP olusumunda IL—6 ve IL-8’in herzaman

artmasi ve SAP’1n durumu ile korale olmas1 ¢calismalarda gosterilmistir (88).

Fosfolipaz A2: SAP olusumunda inflamatuar mediatorlerin ¢ok miktarda
yayilmast sonucunda, PLA; miktar1 ciddi seviyelere ulasir (89). Calismalarda SAP
tablosunda PLA;’nin seviyesi ile ve prognozu ile iliskili bulunmustur (90). PLA,,
viicudun en 6nemli lipaz maddesi olup ¢esitli hiicrelerin membran organellerinde ve
plazmada yaygin olarak bulunur. PLA, temel olarak plazmadan pankreas yolu ile
salinir, ¢ok az miktarda da tiikiiriik bezleri, prostat ve bazi organlardan salinimi vardir.
Serum PLA; orjinini nétrofilik graniilosit, makrofaj ve plateletlerden alir. Pankreas
disindaki hiicreler ve pankreatik asiniis hiicreleri PLA; i¢in kaynaktir (91). SAP
olustugu zaman polimorfoniikleer 16kositler ve mononiikleer makrofajlar endotoksin ile
uyarilarak ¢ok sayida PLA; ‘nin kana yayillmasina ve membranin dekompose
fosfolipidik pargalanmasina sebep olurlar. PLA; hiicre membraninin stabilizasyonunu
parcalamakla kalmaz ayn1 zamanda lizozom enzimlerinin yogun bir sekilde hiicre disina
cikmasina da sebep olur. Pankreatit sonras1 PLA; mediatér yayilimini yaparak pankreas
hasarinin olusumunda 6nemli rol oynar (92, 93). Renal hasara bagli SAP olusumunda
PLA, seviyesi artar. PLA; renal tubiiler epitel hiicre membranindaki lesitini hidrolize
eder, bu durum serbest yag asitlerinin agiga ¢ikmasina ve hemolize neden olur.

Hemolitik lesitin renal tiibiiler epitel hiicre membraninda yapisal bozulmaya yol acar.

NF- kB ve ICAM-1: Nikleer faktor kB (NF-kB) inflamatuar molekiiliin
yayiliminin diizenlenmesinde en dnemli faktdrlerden birisidir (94-95). Cok az hiicrede
sitoplazma i¢inde NF-kB in aktif hali bulunur. Hedef genlerde iniatér «B’ye
baglanabilir veya genetik ifadenin baslamasinda genisletici olabilir (96). Ayrica renal
doku hasarinda bir katilimcidir (97). Aktive olmus renal NF- B ayrica renal hasarin
olusturdugu AP tablosunda 6nemli bir rol alir. Sato ve arkadaglart SAP olusumunu
takibiben NF-xB’nin biiyiik oranda arttigin1 bulmuslardir (98). NF- «B’nin artigi
zamana bagimli bir artigtir. NF- kB’nin anormal aktivasyonu, preinflamatuar faktorlerin
(TNF-a IL-1 ve IL-6) transkripsiyonunu arttirabilir. TNF-a ve IL-1 ayrica ekstraseliiler
sitimiilasyon uyarilari ile inflamatuar reaksiyonun artig1 yoniinde ¢ogaltabilir. NF- «B
inflamatuar reaksiyonlarinda, sitokinlerin ekspresyonunda ve inflamatuar/imiinizasyon
iligkili doniisiimde, streste tanimlanmustir (94). NF-kB Interseliiler adezyon molekiiliine

(ICAM-1) baglanarak baslatici rol oynar (99). ICAM-1 hiicre adezyon immiinglobiiliin
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molekiil ailesinin bir bireyidir. Ozellikle polimorfoniikleer graniilositler (PMN) ve
vaskiiler endotel hiicreler arasinda; PMN’nin dokuya agregasyonunda énemli rol oynar.
Doku igerisinde agrege olmus PMN organ ve hiicre hasarina sebep olur. SAP kliniginde
ICAM-1’e bagl renal NF- «B aktivasyonu ve renal NF- «B aktivasyonu ICAM-1’in
ekspresyonunu aktive eder. Bu siirecte notrofilik graniilosit adezyon ve agregasyon
inflamasyonun temelini olusturur. Agrege olmus inflamatuar hiicreler glomeriilde direkt
olarak toksik etki ile hiicrede morfolojik degisikliklere, proliferasyona, kapiler hasara ve
krezent olusumuna neden olur. TNF-a ayrica sitokin kaskat reaksiyonunu aktive ederek
yogun inflamatuar mediatorlerin salinimina sebep olur ve bu yolla glomeriildeki

hasarini arttirir.

Endotoksinler: Endotoksin temel olarak gram negatif bakterilerden tiretilir ve
hiicre duvarinin hipopolisakkarit komponentini olusturur. Klinik ¢alismalarda AP de ve
ozellikle SAP da endotoksenia olur ve bu endotoksini SAP daki multiorgan
yetmezliginin progresyonu ve baslangici ile agikca iligkilidir. Windsdor AP klinigi ile
endotoksin arasinda direkt iliski saptamistir (100). En giiclii endotoksin olan endoterin,
kan yolu ile orta biiylikliikteki arteriorler ve 6zellikle renal arter venlerden yayilarak
daralmaya sebep olurlar. Bu 6zellik renal arter ve venlerde reseptorler iizerinde yiiksek
afinite gosterir, bu klinik tablo renal kan akimini azaltir, renal kan akiminin azalmasi
renal iskemiye, nekroza, disfonksiyona ve sonugta yetmezlige neden olur. Artmis
endoterin seviyesi ayrica diger dokularda da iskemiyi arttirir, bu klinik tabloyu bakteri
translokasyonunu arttirarak, kan endotoksin ve renin anjiyotensin seviyesini iskemik
doku degisiklikleri yaparak sonugta endotelin iskemik dokuda yogunlagmasini

saglayarak olusturur (101).

Serbest Oksijen Radikalleri (SOR): SOR, eslesmemis elektron igeren son
derece reaktif oksijen bulunduran kimyasal gruplardir. Yiiksek konsantrasyonlari
oksidatif strese neden olur. Lipid oksidasyon yolu ile mukoza gecirgenligini arttirir ve
boylelikle fagositik aktivite daha da belirginleserek. histiyosit hasar1 olusur. Scot ve

arkadaslar1 doku ve hiicre hasarinin yogun SOR ile olustugunu gostermislerdir (102).

Viicudun antioksidan kapasitesinin iizerinde yogun bir sekilde yaygin SOR
olusumunda, SOR’nin temizlenme yetersizligi olusur. Bu durum ciddi oksidatif strese
sebep olur. Sonucta plazma membrant lipid peroksidasyonu sonucunda hiicre

korunaksiz hale gelir ve hiicre hasar1 adim adim tiim makromolekiillerde sekillenir.
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Luo Jun ve arkadaslar1 bobrekteki lipid peroksidasyonu ile olusan MDA ve
antioksidan enzim seviyelerinin AP progresyonu ile uyumlu patolojik degisiklikler

gosterdigini saptamislardir (103).

NO: NO, Iokosit adezyonunu inhibe eden mikrosirkiilasyonun temel
diizenleyicisidir. Bobrek SAP kliniginde en erken etkilenen organdir. Patolojik durumda
NO tamamen farkli biyolojik fonksiyonlar gosterir (104). Molero ve arkadaglar1t NO ve
pankreatit bazal salinimi1 pankreatit tablosunda arasindaki iliskiyi arastirmislar ve NO
sentetaz inhibitorii (L-NAME) uygulanmasinin pankreas miyeloperoksidaz (MPER),
lipoidaz ve amilaz aktivitesini artirdigini rapor etmislerdir. (105). NO AP’i tetikler ve
bu siirecte mikrosirkiilasyon perfiizyonunun diizenlenmesi pankrin saliniminin azalmasi
gibi patolojik degisiklikler rol oynar. SAP klinigindeki renal hasarda muhtemel NO’nun

rolleri soyle siralanabilir.
1- NO’in sitokinlerle gostermis oldugu sinerji (106).

2- Sistemik NO’nun artist ile kan damarlarindaki durgunluga karsi reaksiyonun

azalmasi ve renal iskemi nedeniyle hasarin olugmasi.

3- Lokal olarak biriken NO ve SOR etkilesimi sonucu olusan toksik bilesikler

renal hiicrelere direk toksisite gosterir (107).

Pankreatik Nefrotoksin: Uzun zamandan beri AP den kayanaklanan
hipovalemi ve hipotansiyonun renal hasar olusumuyla iliskili bir faktor oldugu
bilinmektedir. Son yillarda yapilan caligmalarda AP’ de renal toksik reaksiyonlarin
erken aktive olan tripsinin aktive ettigi kallikrein-kinin sisteminden kaynaklandigi
gosterilmistir. AP olusumunda artmis pankrin kana yayilarak PLA; de dahil olmak iizere
hiicre membraninda lesitin ve fosfolipidlerin serbest hale geg¢melerini saglar.
Lizofosfotid, ac¢il koenzim, acil karnitin, serbest yag asitleri gibi aktif anormal lipid
metabolitleri hiicre membraninda hasar olustururlar. Serbest yag asitleri ayn1 zamanda
mitokondri oksidatif fosforilizasyonuna sebep olur ve hiicre Na'K'-ATPaz enzim
aktivitesini baskilar. Aktive edilmis kompleman sistemi membran atak kompleksi
denilen C5b ve C5b C6, C7, C8 ve C9 u tretir. Bunlar irreversible hiicre hasarimi ve

hiicre membran yikimini saglarlar (108).

Kandaki artmis tripsin seviyesi, kalikrein-kinin sisteminini aktivie ederek
vazoaktif polipeptidlerin salimimin saglar ve yogun renal toksik reaksiyonu olusturur.

Bu siirecte pankreatik resolvase polipeptidlerin salinimini saglar. Plazma proteinleri
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degraniile olur. Sonugta glameriiler gegirgenlik artar ve intersisyal dokuda ve renal
tibiillerde hasar meydana gelir. Yiksek tripsin  konsantrasyonu  Sistemik
hiperkoagiilasyona neden olur. Sonugta renal fonksiyonlar koagiilasyonun etkisi ile
parcalanir ve kan damarlarinda biriken fibrinden olusmus trombiis, platelet ve hiicre

yikim tiriinleri bu bozulmanin patogenezinde 6nemli rol oynar.
2.3. Serbest Oksijen Radikalleri ve Tiirleri

Atomlar, nétron ve protondan olusan bir ¢ekirdekle, bu ¢ekirdegin ¢evresinde
donen elektronlardan olusurlar. Atom c¢ekirdeginin c¢evresindeki, elektronlarin
bulundugu bosluga da orbital denir. Her bir orbitalde spinleri birbirine zit (1]) olan iki

elektron bulunur. Bu elektronlara eslenmis veya ortaklanmis elektronlar denir (109).

Atom veya molekiiller, yoriingelerindeki elektronlar eslesmis ve ters spinli yer
aldiklarinda kararli bir yap1 gosterirler. Bu kararli yapr eslesmemis elektron
bulundurduklarinda bozulur (110). Serbest radikaller; bu sekilde atomik veya molekiiler
yoriingesinde bir veya daha fazla sayida eslesmemis “elektron” bulunduran basit bir
molekiil, atom veya iyondur. Baska bir ifadeyle serbest radikaller, negatif yiikli

elektron sayisinin, pozitif yiiklii proton sayisi ile esit olmadigi molekiillerdir.

Serbest radikaller bu ortaklanmamis elektronlarindan dolayr oldukg¢a reaktif
olup, ¢evrelerindeki atom ve molekiillere adeta saldirirlar. Cok kisa Omiirlii olmalarina
karsin, radikal olmayan maddeler ile reaksiyona girip onlar1 da radikal yapmalar1 ve bir
dizi zincir reaksiyonu baslatip, bir¢ok radikal olusturmalarindan dolayr bu molekiillere

oksidan molekiiller ya da reaktif oksijen tiirleri de denilmektedir (111).

Biyolojik sistemlerdeki en o©Onemli serbest radikaller oksijen kaynakli
radikallerdir. Molekiiler oksijen, molekiil yapist geregi yliksek derecede serbest oksijen

radikalleri (SOR) olusturma egilimindedir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Molekiiler oksijenden reaktif ara iiriinlerin olusumu

Oksijen atomu toplam sekiz elektron igerir. Bu elektronlar dyle dagilmislardir ki
bunlardan dis yoriingede bulunan iki tanesi eslesmemistir. Oksijenin bu 6zelligi onun
diger serbest radikallerle kolayca reaksiyona girmesini saglar.

Cok reaktif olan bu yapilar, kararli duruma ge¢gme egiliminde olduklar icin tek
elektronlarini ¢iftlemek {iizere baska molekiillerle reaksiyona girdiklerinde onlarin
yapilarini degistirebilirler. Bir serbest radikal ¢iftlenmemis elektronunu radikal olmayan
bir molekiile verebilir veya tek elektronunu ciftlemek iizere, diger molekiilden bir
elektron alabilir. Bdylece bu bilesigi yeni bir serbest radikal haline doniistiiriir. Bu olay
bir zincir reaksiyonu olarak, serbest radikalin baska bir radikalle birlesmesi veya
antioksidanlar tarafindan kirilana kadar devam eder (112).

Organizmada pek cok cesitte SOR olusabilir (Tablo 2.4). Ancak en sik olarak
lipid yapilarla olusur. Doymamis yag asitlerinin alil grubundan bir hidrojen ¢ikarsa lipid
radikali meydana gelir ve lipid peroksiradikalini olustururur. Lipid peroksi radikali
diger lipidlerle zincir reaksiyonunu baslatir ve lipid hidroperoksitler olusur. Ortamda
bulunan demir ve bakir iyonlar lipid peroksidasyonu hizlandirir (113). Lipid radikaller
yiiksek derecede sitotoksik iiriinlerede dontisebilir. En ¢ok bilinen iiriin aldehid

grubundan malondialdehiddir (MDA).
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Tablo 2.4. Serbest oksijen radikalleri ve formiilleri (114)

Serbest Oksijen Radikalleri

Stiperoksit radikali 0,
Hidroksi radikali ‘OH
Peroksil radikali ROO-
Hidrojen peroksid H.0,
Singlet oksijen 0,
Nitrik oksit NO-
Peroksinitrit ONOO
Hipoklorik asit HOCL

Serbest oksijen radikallerine ek olarak, ciftlesmemis elektronu bulunmadigi
halde reaksiyonlarda son derece reaktif davranabilen ya da serbest radikal kaynagi olan
maddeler de bulunmaktadir (hidrojen peroksit ya da hipoklorik asit gibi). OKksijen
merkezli serbest radikaller veya serbest radikallerin indirgenme iiriinleri olan SOR
hiicrelerde dopamin ve adrenalin oksidasyonu, pilirin katabolizmasi, aerobik
metabolizma gibi normal kimyasal reaksiyonlar sirasinda iiretilen oldukca toksik
bilesiklerdir. Ayrica radyasyon, sigara gibi ¢evresel faktorler ve hiperglisemi gibi
normal metabolizmada gozlenen bazi degisiklikler de SOR bilesik sentezinde artisa
neden olmaktadir (115).

Oksijenli ortamda yasam, oksidatif fosforilasyon ile ATP iiretimi acisindan
onemli Ol¢iide yarar saglarken bazi tehlikeleri de beraberinde getirir. Siiperoksit radikali
oksijenin kendisine bir elektron eklenmesi ile olusur (116). En o6nemli kaynagi
mitokondri ve endoplazmik retikulumdaki elektron transport zincir reaksiyonudur (117).
Siiperoksit radikali dogada genellikle rediiktiftir ve belirgin 6zelligi H,O, kaynagi
olmasidir. Siiperoksit dismutaz enzimi tarafindan katalitik olarak H,0;’e indirgenir.
H,0, diisiik toksisiteye sahip, oksidan ancak reaktif olmayan bir tliriindiir, fakat kolayca
hiicresel membranlara penetre olabilir. Ozellikle gecis metal iyonlarinin (demir, bakir)
varliginda O,.” ve H,0, ferik demiri ferroz hale getirerek, serbest oksijen radikallerinden
en reaktif ve hasar verici 6zellige sahip olan OH radikalini olusturmak icin kolayca
pargalanabilir. Bu reaksiyon “Fenton Reaksiyonu” olarak bilinir (118).

Rediikte glutatyon (GSH), organik sistemlerde antioksidan fonksiyonlari

etkileyen en 6nemli biyolojik molekiillerden birisidir. Glutatyonla birlikte glutatyon
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bagimli sistem ‘‘glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon-S-transferaz (GST)’’, katalaz
(CAT) ve siiperoksit dismutaz (SOD); toksik serbest radikalleri etkin bir sekilde
toplarlar (119).

Organizmada serbest radikaller hem normal metabolizmanin yan iiriinii olarak,
hem de radyasyon, ilaglar ve diger zararli kimyasal maddelerin etkisi ile endojen ve
eksojen kaynaklardan olusabilmektedir. Tablo 2.5’de serbest oksijen radikallerinin

endojen ve eksojen kaynaklarindan bazilar siralanmistir (120).

Tablo 2.5. Serbest oksijen radikallerini olusturan kaynaklar (120)

Endojen kaynaklar Eksojen kaynaklar
Mitokondriler (solunum zinciri) Radyasyon

Hiicre zar1 (prostoglandin sentezi) faclar

Sitokrom P-450 Sigara, Alkol, Uyusturucu
Aktive 16kositler (fagositoz) Metal iyonlar1

Mikrozomal elektron tasima zinciri
Oksidan enzimler

2.3.1. Serbest Oksijen Radikalleri ve Oksidatif Stres

Serbest oksijen radikalleri yapisal 6zellikleri nedeni ile lipid, protein ve niikleik
asit gibi hiicre bilesenlerini okside etme kapasitesine sahiptir. Ozellikle hiicre membran
yapisinda bulunan doymamis yag asitleri oksidasyona duyarlidir ve bunlarin
oksidasyonu lipid peroksidasyon zincir reaksiyonlarinin baglamasina neden olur. Bir
reaksiyon zincirinin baglamasi, diger reaksiyon zincirlerinin baglamasina ve
siddetlenmesine neden olur ve bunun sonucunda yaygin peroksidasyon, membran lipid
tabakasinin yapisal biitiinliiglinde bozulma, membran gecirgenliginde artma, iyon
transportunda bozulma ve son olarak lizis ortaya ¢ikar. Hiicre 6liimiine kadar giden bir
stire¢ bu sekilde tamamlanir. Fizyolojik kosullarda serbest oksijen radikalleri dolagimda
bulunmakta ve hiicresel redoks sistemleri ve antioksidanlar aracilig1 ile yiiksek oranda
kontrol altinda tutulabilmektedirler. Buna ragmen dolasimda oksiradikallerin artmasi ve
hiicresel redoks homeostazin zayiflamasinda oksidatif stres olusmakta bu da 6nce hiicre
daha sonra doku ve organ sistemlerinde yapisal ve islevsel bozukluklara neden
olmaktadir. SOR bilesiklerinin neden oldugu oksidan stresin diyabet, kanser,
ateroskleroz, ilaclara bagli nefrotoksisite gibi bir¢ok olayin patogenezinde ve

komplikasyonlarin gelismesinde rol oynadigi kabul edilmektedir (121). Organizmada
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oksidatif strese neden olan radikal yapimi endojen ve ¢evresel faktorleri iceren cesitli

mekanizmalarla gerceklesir (Sekil 2.6) (122).

Cevresel Faktorler  Serbest radikal yapimi1  Endojen Faktorler

N /

0., H20;

Gegis Metalleri

\ 4
Fe™?, cu'

OH-

Lipit peroksidasyonu DNA Hasar1 Protein Hasar1

l

Doku Hasari

Sekil 2.6. Viicuttaki 6nemli serbest radikaller ve serbest radikal hasari sonuclari

(122)

2.3.2. Serbest Radikallerin Biyolojik Hedeflere Etkileri

Viicuttaki fizyolojik aktivitenin dogal {iriinii olan serbest radikalleri, organizma

dogustan kazandigi c¢ok hassas bir donamimla oksidan-antioksidan denge olarak

tanimlanabilecek bir ¢izgide tutmaya calisir. Bu dengenin bozulmasi oksidatif strese yol

acar (123). Oksidatif stres siirecinde hiicredeki protein, karbonhidrat, niikleik asit ve

lipitler hedef molekiiller haline gelirler.
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2.3.2.1. Proteinlere Etkileri

Serbest radikaller protein yapisindaki aminoasitlerle reaksiyona girerek siilfidril
gruplarinin  kaybina ve karbonil gruplarinin olusmasma neden olurlar. Ozellikle
doymamis bag ve siilfiir iceren molekiillerin serbest radikallerle etkilesimi yiiksektir. Bu
nedenle triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metionin ve sistein gibi amino asitleri
igeren proteinler serbest radikallerden daha kolay etkilenirler. Ornegin immungulobin G
ve albumin gibi distilfit bagi fazla olan proteinlerin serbest radikal saldirilar1 sonucu ii¢
boyutlu yapilar1 bozuldugu tespit edilmistir (124). Ayrica protein yapisinda olan
enzimlerinde serbest radikallerle etkilestikleri sonucu aktivitelerinde degisiklikler

meydana gelebilir (125).

Hem proteinleri de serbest radikallerden 6nemli derecede etkilenirler. Ozellikle
oksihemoglobinin, O, * radikali ve H,O; ile reaksiyonu methemoglobin olusumu ile

sonuclanir (126).

oJH+
O; +Hb-Fe?-0, -——» Hb-Fe"+ H,0,+0,

207
H,0, +2Hb - Fe?" - O, —— 2Hb - Fe*' + 2H,0 + 0,

2.3.2.2. Niikleik Asitler ve DNA Uzerine Etkileri

Reaktif oksijen metabolitleri DNA iizerinde sitotoksik etkiye sahiptir. Sitotoksik
etki, billyik oranda niikleik asitlerdeki baz modifikasyonlarindan kaynaklanan
kromozom degisikliklerine veya DNA’daki diger degisikliklere baghdir. Iyonize edici
radyasyona maruz kalinmasi sonucu olusan serbest radikaller, DNA’y1 etkileyerek
genetik materyalde mutasyonlara neden olduklar1 tespit edilmistir. Ornegin hidroksil
radikali deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girerek bu gruplar etkileyebilir.
Ayrica hidrojen peroksit radikali ise zarlardan kolayca gegip hiicre ¢ekirdegine ulagarak
DNA hasarina, hiicrede fonksiyon bozukluguna ve hatta hiicre 6liimiine neden olabilir

(126).
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2.3.2.3. Karbonhidratlara Etkileri

Glinliik hayatta en ¢ok kullandigimiz gidalardan olan monosakkaritlerin
otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksit ve okzoaldehitler meydana gelir.
Aciga c¢ikan okzoaldehitler proteinlere baglanabilme 6zelliklerinden dolayr antimitotik

etki gosterir ve boylece kanser ve yaglanmaya neden olabilirler (127).

Inflamatuar eklem hastaliginda bir mukopolisakkarid olan hiyaliirinik asidin

sinoviyal s1vida artmis olan H,O; ve O, tarafindan par¢alandigi gosterilmistir (128).

Yine goziin vitreous humourunda da bol miktarda bulunan hyaliinorik asitin

oksidasyonu sonucu katarakt olustugu tespit edilmistir (129).
2.3.2.4. Lipidlere Etkileri

Membran lipidleri oksidanlarin en Onemli hedeflerindendir. Membrandaki
kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest radikallerle kolayca reaksiyona
girerek peroksidasyon iriinleri olustururlar. Serbest radikallerin biyolojik dokulardaki
doymamis yag asitlerine etkileri lipit peroksidasyonu olarak bilinir ve olduk¢a
zararlidir. Clinkii kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde devam eder.

Lipid perokidasyonu ile meydana gelen membran hasari geri doniisiimsiizdiir (129).

Lipid peroksidasyonu, ¢oklu doymamis yag asitlerinin (poly unsaturated fatty
asid) (PUFA) reaktif oksijen tiirleri tarafindan peroksitler, alkoller, malondialdehit, etan
ve pentan gibi iirlinlere yikilmasidir. Yag asitlerinin peroksidasyonu sonrasinda agiga
cikan tirtinler zar gecirgenligini ve akiskanligini ciddi sekilde etkileyip hiicre ve organel
iceriklerinin ayrilmasina neden olan kopma ve kirilmalara yol agar (129, 130). Reaktif
oksijen metabolitleri membranlara yakin bolgelerde ortaya ¢iktiinda membran
fosfolipidlerinin yag asidi yan zincirlerine saldirmasiyla lipid peroksidasyonu baslar.
OH™ radikali ¢oklu doymamis yag asidi zincirindeki alfa metilen gruplarindan bir H
uzaklagtirir. Hidrojen atomu uzaklasmasi ile karbon atomu iizerinde eslesmemis

elektron kalir ve bunun sonucu yag asidi zinciri bir lipit radikali ( L) niteligi kazanir.

LH+R - —L-+RH
Olusan lipit radikalinin molekiil i¢i ¢ift baglarinin pozisyonunun degismesiyle konjuge

dienler olusur. Bir alkenin iki ¢ift bag1 arasinda bir tane tekli bag varsa bu yap1 konjuge

dien olarak isimlendirilir. Bu sekilde molekiiler diizenleme saglanmis olur. Lipit
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radikalinin molekiiler oksijen ile etkilesmesi sonucu lipit peroksil radikali (LOO)

olusur.

L'+ O, — LOO

Peroksil radikali diger komsu yag asitlerini etkileyerek yeni lipit radikallerinin
olusmasina neden olurken kendisi de ac¢iga ¢ikan hidrojen atomunu alarak lipit
hidroperoksitlerine (LOOH) donisiir. Boylece peroksidasyon basladiktan sonra kendi
kendine yayilabilmekte ve cok sayida ya§ asidi zinciri lipit hidroperoksitlerine

dontisebilmektedir. Bu tepkime ilerleme reaksiyonu olarak isimlendirilir (131).

LH+LOO- — L-+LOOH

Lipitlerden arasidonik asit metabolizmasi sonucu serbest radikal iiretimine “enzimatik
lipit peroksidasyonu”, diger radikallerin sebep oldugu lipit peroksidasyonuna ise “non-
enzimatik lipit peroksidasyonu” denir.

Oldukga kararli olan lipid hidroperoksitleri lipid peroksidasyonun ilk iiriiniidiir. Lipid
peroksidasyonunun siirekli olarak devam ettigi durumlarda E vitamin gibi zincirleme
tepkimeyi sonlandirici bir antioksidan ile lipid peroksidasyonu sonlanabilir (132).

L' + VtE— LH + ViE
VitE + ' — LH + VitEx

Lipit proksidasyonunun son bileseni olan malondialdehit (MDA) peroksidasyona
ugramis ¢oklu doymamis yag asitlerinin boliinmesiyle olusan {i¢ karbonlu bir
dialdehidtir ve hiicrede oksidatif hasarin géstergesi olarak yaygin bir sekilde kullanilir.
Bu dialdehid biyolojik ortamda makromolekiillerin NH, ve/veya SH gruplarina bagh
veya serbest olarak bulunur (128). Olusan MDA; deformasyon, iyon transportu, enzim
aktivitesi ve hiicre yiizey bilesenlerinin agregasyonu gibi zar 6zelliklerinin degismesine
yol agar. Bu etkiler MDA nin mutajenik, genotoksik ve karsinojenik oldugunu gosterir
(133). Lipid peroksidasyonu direkt olarak membran yapisina ve indirekt olarak reaktif
aldehitler tireterek diger hiicre bilesenlerine zarar verirler.

Serbest radikallerin ve lipit peroksitlerinin neden oldugu hastaliklar asagida

siralanmistir.
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Yaslanma

Ateroskleroz

Kanser

Radyasyon hasari

Iskemi-reperfiizyon hasari

Inflamasyon

Diabet

Akciger hastaliklar1 (sigara, oksijen toksisitesi)

Beyin bozukluklar1 (hiperbarik oksijen, aliiminyum toksisitesi, ndrotoksinler,
alzheimer hastalig1, parkinson hastaligi)

Bobrek bozukluklar1 (Otoimmiin nefroz, aminoglikozid nefrotoksisitesi, agir
metal nefrotoksisitesi)

Kardiyak miyopati (Keshan Hastalig1)

Kas hastaliklar1 (kas distrofisi, multipl skleroz, egzersiz)

Go6z bozukluklar1 (makiiler dejenerasyon, katarakt)

Cilt bozukluklari (solar radyasyon, yaniklar, kontakt dermatit)

Karaciger bozukluklar1  (endotoksin, alkol, halojenli hidrokarbonlar,
asetaminofen, demir)

Kan hastaliklar1 (Fenilhidrazin, primaquin, siilfonamid gibi kimyasal bilesikler,
protoporfirin fotooksidasyonu, malarya, orak hiicre anemisi, favism)

Gastrointestinal bozukluklar (iilseratif kolit)
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Sekil 2.7. Serbest radikallerin yol actig1 hiicre hasar1 (134)
2.4. Akut Pankreatit ve Oksidatif Stres

Oksidatif stress akut pankreatit patogenezinde Onemli bir faktordiir. Akut
pankreatitin seyrinde ortaya c¢ikan oksidatif hasar ile ilgili olarak cesitli patolojik
mekanizmalar ileri siiriilmektedir (135). Akut pankreatitde baslangigtaki inflamatuar
olaylar, asiner hiicrelerde apoptozise ve serbest oksijen radikallerinin {liretimine neden

olabilir.

Nitrik oksidin oksidasyon iiriinii olan peroksinitrit ve siiperoksit, asiner hiicre
hasarina ve Oliimiine neden olabilir. Bu hasar, serbest radikal temizleyicisi olan

stiperoksit dismutaz ile 6nlenebilir.

Biyoaktif prostaglandin benzeri bilesikler olan izoprostonatlar, arasidonik asidin,
serbest radikaller ile katalizlenmesi ile olusan giiclii vazokonstriiktor etki gosteren
bilesiklerdir. Siklooksijenaz (COX) inhibitorleri, izoprostonatlarin miktarint artirir ve

iskemi-reperfiizyon hasarina bagli olarak pankreatik fonksiyonlarin kaybina yol agar.
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Serbest radikaller, pankreatik dokuda antioksidanlarin kaybina yol agarak
iskemi-reperfiizyona bagli asiner hiicre hasarina katkida bulunabilirler ve serbest

oksijen radikalleri asiner hiicreler lizerine direkt toksik etki gdsterebilirler.

Serbest oksijen radikalleri 6zellikle de en reaktif ve kisa omiirlii olan hidroksil
radikali, proteinler, polisakkaritler, lipidler ve niikleik asitler gibi biyolojik maddelerle
reaksiyona girerler, Malondialdehid (MDA), oksidatif stres sonucu gelisen lipidlerin
peroksidasyon hasarinin son iiriinii olup, luminal oksidatif stresin hiicre sitoplazma
diizeyi gostergesi olarak kullanilmaktadir. Membran bilesenlerinin ¢ok biiyiik kismini
poliansatiire yag asitleri olusturur ve bunun serbest radikallerle tepkimeye girmesi lipid
peroksidasyonuna ve hiicre Oliimiine yol acar. Bu hasarin pankreastaki Kkapillerin
endotel tabakasina etkisi sonucu permeabilite artisi, doku 6demi ve hiicrelerin
ekstravazasyonuna sebep olur (136). Pankreastaki bu etki, akut pankreatitte
inflamasyonun en erken bulgusu olan mikrosirkiilasyon bozukluguna sonrasindada
dolasimdaki monosit ve notrofillerin gogiline neden olur. Lokositler kapiller duvarina
yapisir ve bazen biitiin daman tikayabilir, boylece mikrosirkiilator dolasimi daha da
bozarlar. Ayrica gelen I16kositler ¢esitli enzimleri (myeloperoksidaz, elastaz, notral ve
asit proteazlar vb.), prostaglandinleri ve I6kotrien metabolitlerini salgilayarak
inflamasyonun biiylimesine katkida bulunurlar, Serbest oksijen radikallerinin
pankreastaki etkileri en sik cerulein ile indiiklenen deneysel pankreatit modellerinde
calistimistir. Cerulein ile indiiklenen pankreatitin histolojik goriiniimii insanlardaki akut

pankreatitin erken donemini taklit etmektedir (137).

Oksidatif stres radikal {iiretimi ve ortadan kaldirilmasi arasindaki denge
bozuldugunda goriiliir. Bu olay oksidatif {irlin olusumunda artis ve antioksidan endojen
koruma mekanizmalarinda deplesyon ve azalma sonucu olusur. Oksidatif stres
antioksidatif defans kapasitesini asan SOR’un (O, , OHe ) asir1 {iretimi ile kendini
gosterir ve bir fibroproliferatif hastaligin patogenezinde su¢glanmaktadir. Bunlar iginde

pulmoner fibrozis, aterosklerozis ve glomerulosklerozis sayilabilir (138).

Oksidatif stres kronik viral hepatit, alkolik karaciger hastaligi ayrica akut
pankreatit patofizyolojisinde rol oynadig bildirilmektedir (139).

Akut pankreatit gelisiminde SOR olusumu yalnizca pankreasta olmayip
karaciger ve bobrektede bildirilmistir. Oksidatif stres pankreatik inflamasyon

gelisiminde ve ekstrapankreatik komplikasyon olusumunda santral bir role sahiptir.
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Deneysel akut pankreatit modelleri oksidatif stresin hastaligin baslangi¢ déneminde
meydana geldigini gostermektedir (140). Bu reaktif oksijen radikallerinin dogrudan ve
dolayli etkileri neticesinde onlar1 akut pankreatitte inflamatuvar siirecin molekiiler

diizeyde hem tetikgisi hem de siddetinin artmasinda aract medyator yapmistir.
2.5. Antioksidanlar

Serbest radikallerin zararli etkilerini engellemek iizere organizmada antioksidan
savunma sistemleri veya kisaca antioksidanlar olarak adlandirilan cgesitli savunma
mekanizmalart gelismistir. Organizmanin yagamini saglikli bir sekilde siirdiirebilmesi
icin oksidanlar ve antioksidanlar arasinda bir denge bulunmalidir. Bu denge
bozuldugunda serbest radikaller oksidatif stres siirecini baslatma ve hiicre hasarina

kadar giden bir¢ok patolojik degisiklik ortaya ¢ikmaktadir (141).

Antioksidanlar, hem direkt, hem de dolayli olarak hiicreleri oksidanlardan
koruyan maddelerdir (142).

Antioksidanlar asagidaki verilen tablolarda belirtilmis kriterlere gore farkl

smiflandirmalar igermektedir (Tablo 6-8).
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Tablo 2.6. Coziiniirliiklerine gore antioksidanlarin siniflandirilmasi

Antioksidan Faz Etki
Siiperoksit Dismutaz Hidrofilik O,’nin H,0, ve Oy’e
(SOD) dismutasyonu
Katalaz Hidrofilik H,0,’nin H,0 ve O;’¢
(CAT) dismutasyonu
Glutatyon peroksidaz Hidrofilik R-OOH’nin R-OH
(GPx) Lipofilik indirgenmesi
Glutatyon rediiktaz Hidrofilik Okside glutatyonun
(GSH-Rd) indirgenmesi
Glutatyon S Transferaz Hidrofilik R-OOH’nin GSH ile
(GST) konjugasyonu
Metallotieninler Hidrofilik Gecis metalleriyle
notralizasyon
Glutatyon Hidrofilik GSH-Px ve GST’nin
kofaktorii
Askorbik asit Hidrofilik Serbest radikal
temizleyicisi
Tokoferol kazanimi
Karotenler Lipofilik Serbest radikal
temizleyicisi
Tokoferol Lipofilik Selenyum
absorbsiyonunu arttirir
Selenyum Amfifilik GSH-Px yapitasi

Tablo 2.7. Yapilarina gore antioksidanlari simflandirilmasi

Enzim kaynakh olanlar

Enzim kaynakh olmayanlar

Siiperoksit dismutaz
Katalaz

Glutatyon peroksidaz
Glutatyon-S-transferaz

Glutatyon rediiktaz

Sistein

Alfa- tokoferol
Melatonin
Ferritin
Askorbat

Albumin
Bilirubin
Transferin
Flavonoidler
Sertiloplazmin
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Tablo 2.8. Kaynaklarina gore antioksidanlarin simflandirilmasi

Endojen kaynakh Eksojen kaynakh
Urat folik asit
Askorbik asit Adenozin
Miyoglobin Lokal anestezikler
Glutatyon Mannitol, alblimin
Katalaz Desferrioksamin,

seruloplazmin

2.6. Antioksidan Etki Mekanizmalari

Antioksidanlar 4 farkli mekanizma ile oksidanlan etkisizlestirirler:

1.Scavenging (Temizleme) Etkisi: Oksidanlar1 zayif bir molekiile ¢evirme

seklinde olan bu etki enzimler tarafindan yapilir.

2. Quencher (Baskilama) Etkisi: Oksidanlara bir hidrojen aktararak etkisiz hale

getirme seklinde olan bu etki vitaminler ve flavonoidler tarafindan yapilir.

3. Onarma Etkisi (Repair Etki): Onaric1 etki iizerinde g¢alismalar devam
etmektedir. Oksidatif hasar gormiis DNA molekiiliinii tamir eden enzimler bu gruba

ornek olarak verilebilir (143).

4. Zincir Koparma Etkisi: Oksidanlar1 baglayarak fonksiyonlarini engelleyen

agir metaller seklinde olan bu etki hemoglobin, seruplazmin ve E vitamin tarafindan

yapilir (144).
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2.6.1. Enzimatik Antioksidan Sistemler

2.6.1.1. Siiperoksid Dismutaz (SOD)

Stiperoksit radikalinin ortadan kaldirilmasinda bu enzim sisteminin en énemlisi
SOD’dur. Ilk olarak 1968 yilinda Mc Cord ve Fridovich tarafindan tanimlanan SOD,
yapisinda bakir, ¢inko ve manganez igerdiginden metalloenzim olarak isimlendirilir.
Superoksidin, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniigiimiinii katalizler ve

stiperoksit diizeylerini kontrol etmede 6nemli bir rol oynar (145).

Katalizledigi reaksiyon normalde meydana gelebilir ama SOD ile 4000 kat daha
hizli gergeklesir.

20, + 2H" /5 H,0, + O,

Insanda SOD un iki tipi bulunmaktadir. Bunlar sitozolde bulunan dimerik, Cu ve
Zn bulunduran (Cu-Zn SOD) ile mitokondride bulunan tetramerik Mn (Mn SOD)
bulunduran izomerlerdir. SOD aktivitesi, yiiksek oksijen kullanimi olan dokuda
fazladir. Normal metabolizma sirasinda hiicreler tarafindan yiiksek oranda siiperoksit
liretimi olmasina ragmen bu enzim sayesinde intraseliiler siiperoksit seviyeleri diistik

tutulur (146).
2.6.1.2. Katalaz (CAT)

Leew ve arkadaglar tarafindan ilk kez 1901 yilinda dagada kesfedildikten sonra,
1937 yilinda Sumner ve Dounce tarafindan karacigerde bulundugu gdsterilmistir (147).
Glikoprotein yapisinda bir hemoproteindir. En yiiksek aktivite karaciger ve bobrekte
saptanirken, en diisiik aktivite destek dokusunda saptanmistir. Hidrojen peroksitin asiri

arttig1 ortamlarda aktivite gostererek, molekiiler oksijen ve suya par¢alanmasini saglar
(148).

2H,0, —— 2H,0+0,

Katalaz, kanda, kemik iliginde, mukoz membranlarinda, karaciger ve

bobreklerde yiiksek miktarda bulunmaktadir.
2.6.1.3. Glutatyon peroksidaz (GPx)

Glutatyon Peroksidaz organik hidroperoksitlerin (lipit hidroperoksitler, DNA

hidroperoksitler) veya hidrojen peroksitin GSH tarafindan indirgenmesi tepkimesini
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katalizler. 1957°de Mills tarafindan kesfedilmistir (149). GPx asagidaki tepkimeleri
gergeklesmesini saglar (150).

H,0; + 2 GSH —GPx—— 2 H,0O + GSSG
ROOH + 2 GSH —GPx—— ROH + GSSG + H,0

Glutatyon Peroksidaz enzimi selenyuma bagli ve selenyuma bagli olmayan
seklinde ikiye ayrilir (151). Normal kosullarda hiicrede bulunan HO, in
detoksifikasyonundan esas olarak Glutatyon peroksidaz sorumludur. GPx lipid

peroksidasyonunun baglamasini ve gelismesini dnleyici 6zellikte bir enzimdir (148).

Ayrica GSH-Px’in, fagositik hiicrelerde diger antioksidanlarla birlikte solunum
patlamasi sirasinda serbest radikal peroksidasyonu sonucu fagositik hiicrelerin zarar
gormelerini engelledigi gosterilmistir (151). Eritrositlerde de GPx oksidatif strese karsi
en etkili antioksidandir (144).

2.6.1.4. Glutatyon Rediiktaz (GR)

Glutatyon rediiktaz sitoplazmaya lokalize olmustur. Simdiye kadar birgok
prokaryotik ve Okaryotik kaynaktan izole edilmistir. Tiim kosullarda aktif merkezinde
molekiil bagina bir adet flavinoid adenozin diniikleotid (FAD) igeren dimerik bir
flavoenzimdir (152). Okside glutatyon (GSSG) NADPH bagh flavo enzim olan
Glutatyon Rediiktaz tarafindan rediikkte formuna (GSH) indirgenir. Bu tepkime
asagidaki gibi gerceklesir (153).

GSSG + NADPH + H" —GHS-Rd——> 2GSH + NADP*

Normal hiicrelerde GSH/GSSG orani1 son derece yiiksektir ve GSSG’nin yeniden

GSH’a indirgenmesi gerekir. Enzimin katalizledigi reaksiyon sirasinda FAD, NADPH

tarafindan indirgenirken agiga ¢ikan elektronlar, aktif merkezdeki distilfid bagina tasinir

ve bu sekilde GSSG, iki GSH molekiiliine indirgenmis olur.
2.6.2. Enzimatik Olmayan Antioksidan Sistemler

2.6.2.1. Glutatyon (GSH)

Glutatyon Kkaracigerde sentezlenebilen bir tripeptitdir. Okside olmus hali
glutatyon disiilfittir (GSSG). Hiicrede; sitozol, cekirdek ve mitokondride bulunur.
Organizmada hiicre icinde depolanir ve GSH/GSSG oranmi hiicredeki oksidatif stress

miktarini yansitir (154). Glutatyon ve indirgenmis formunda, oksidatif hasar ve toksik
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maddelere kars1 hiicreyi koruyan bol miktarda tiyol grubu vardir. Dokularda agiga ¢ikan
lipid peroksitler, hidrojen peroksit, askorbik asit, serbest radikalleri indirger (155).
Oksidatif strese karsi detoksifikasyon gorevindeki glutatyon peroksidaz, glutatyon

transferaz gibi enzimlere kofaktor olarak reaksiyonlara katilir (156).

Eritrositleri, 16kositleri ve g6z lensini oksidatif strese karsi korumada hayati
Ooneme sahiptir. Transplantasyon amaciyla organlarin korunmasinda ve siklofosfamid
gibi sitotoksik ilaglarin organ hasari olusturmasini engeller. Ayrica kistik fibrosis gibi
hastaliklarda aktive fagositlerden kaynaklanan SOR’larin yaptiklart akciger hasarini da
azaltir (127).

2.6.2.2. E Vitamini (Tokoferoller)

Antioksidan savunmanin diger 6nemli kismini lipid peroksidasyon zincir
reaksiyonlarini durduran antioksidanlar olusturur. Vitamin E bunlarin en 6nemlilerinden
biri olup yagda eriyen vitaminlerdendir. Tokoferol yapisinda olup dogal olarak alfa,
beta, gama, delta, eta ve zeta gibi sekillerde bulunur. Antioksidan aktivitesi en yiiksek
olan tokoferol a-tokoferoldiir. Hiicre membranlar1 ve plazma lipoproteinleri, lipidde

eriyebilen bir molekiil olan alfa tokoferole sahiptir (157).

Insanlarda E vitamini plazma ve eritrositlerde bulunan yagda eriyen ve zincir

kiran tek antioksidandir (158).
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2.6.2.3. C Vitamini (Askorbik asit)

Askorbik asit, gii¢lii indirgeyici aktivitesinden dolay1 iyi bir antioksidandir.
Siiperoksit, hidroksil, singlet oksijen, hidroperoksil, lipid peroksil radikalleri ile
reaksiyona girerek onlart ortamdan temizler. Lipid molekiillerinin oksidasyonu ile
olusan lipid peroksitler; vitamin C’nin antioksidan etkisiyle sulu ortamda ¢oziilerek

oksidan etkilerini kaybederler (159).
2.6.2.4. A Vitamini (Karotenoidler)

A vitamininin metabolik 6n maddesi olan f-karotenin singlet oksijeni
bastirabildigi, siiperoksit radikalini temizledigi ve peroksit radikalleriyle direkt olarak

etkileserek antioksidan gorev gordiigli saptanmistir (160).
2.7. Lycium Barbarum (Goji) Meyvesi

Lycium barbarum (LB), Cin, Tibet ve Uzak Dogu Asya’nin diger kisimlarinda
yetisen Solanacae cinsi yapraksiz olup c¢alilik meyvesidir. Meyveler 1-2 cm
uzunlugunda parlak turuncu-kirmizi renkte elipsoid seklinde iiziimlerdir. Olgun
meyveler geleneksel bitkisel tedavilerde ilag olarak ve besin destek iiriinii (fonksiyonel
gida) olarak tiiketilir (161-163). Geleneksel kullanimlara destek olarak, son ¢alismalarla
desteklenen bilgilere gore LB ekstresi ve aktif komponentlerinden birisi olan Lycium
barbarum polisakkaritleri (LBP) yaslanma karsiti, noroprotektif, halsizlige karsi
dayaniklilig artiric1, metabolizmayi hizlandirici, diabetiklerde kan sekeri regiilasyonunu
saglamada, glokomda, antioksidan amaglar ile immun modulasyonda, antitiimor etki ve

sitoproteksiyon gibi bir grup biyolojik amaglarla kullanilabilmektedir (164).
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Alem: Plantae

Bolim: Magnoliophyta

Sinif: Magnoliopsida

Takim: Solanes

Familya: Solaneceaea

Cins: Lycium

Tur: L. barbarum

Sekil 2.8. Lycium barbarum’un filogenetik siniflandirilmasi (165)

Lycium barbarum ile artan sayida ¢alismalar yapildikga, Lycium barbarum
polipeptidinin standardize edilmis sekli olan goji iceceginin genel olarak kendini iyi
hissetme, halsizlik, stres, norolojik ve psikolojik sikayetler, gastrointestinal ve kas-
iskelet sistemi sikayetleri, kardiovaskiiler (kan basinci ve nabiz sayisi iizerine), gérme
keskinligi tizerine etkileri (166, 167) plazma antioksidan faktorleri, immun faktorler ve

yan etkileri tespit edildi (168).
2.7.1. Botanik Ozellikleri

Lycium barbarum 3 metreye kadar uzayabilen, yapraklari gri-yesil mizrak
seklinde, yaprak sap1 ¢ok kisa olup ug dalda 1-3 adet ¢igek bulunur (168). Meyve 6-20
mm. boyunda, 3-8 mm. ¢apinda, koyu kirmizi renkli, keskin sonlanan fusiform sekilli
bir meyvedir (169).

Dogal olarak Asya’da o6zellikle kuzeybati Cin’de (6zellikle de Qinghai, Gansu,
Ningxia ve i¢ Mongolia; doguda Hebei ve batida Tibet ve Xinjianga kadar) yetisir
(170).
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Meyveler yazin ve ilkbaharda toplanip biiziisene kadar gdlgede kurutulduktan
sonra dis kabuk kuruyup sertlesecek, ancak i¢ kismi halen yumusak olacak sekilde
glineste tutulur (168).

Sekil 2.9. Lycium barbarum meyveleri (171)

Diinyada Lycium barbarum iiriinlerinin baslica iireticisi olan Cin 2004°de 82 000
hektar alandan elde edilen 95 000 ton kurtiizimii ihracatindan yaklasik 120 milyon US$
gelir elde etmistir (172). Meyveler marketlerde pazarlanmak igin kurutulur veya taze
meyveler daha sonra konsantre edilmek {izere suyu sikilarak degisik icecekler igin
hazirlanir (173).

2.7.2. Kimyasal Bilesenleri

2.7.2.1. Polisakkaridler

Lycium barbarumun kimyasal bilesenleri arasinda en iyi arastirilmis olan kuru
meyvenin yaklasik %35-8 ini olusturan, Lycium barbarum polisakkaritleri (LBP) olarak
bilinen bir grup suda eriyen glukokonjugatlardir (174). LBP baslica ksiloz ve glukoz, az

miktarda arabinoz, ramnoz, mannoz and galaktoz olmak iizere 6 ¢esit monosakkarid
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icerir. LBP ayrica Glikan-O-Ser glikopeptid yapisinda galakturonic asit ve 18 aminoasit
igerir (175).

Cin anlayisina gore Lycium ekstresi ve triinlerinde LBP en 6nemli bilesendir.
Geleneksel Cin tibbinda ¢esitli bitkisel ve fungal kokenli bioaktif polisakkaridler
immun modiilatuar aktivite gostermekte ve bu dogal iriinlerin tibbi ilag gibi

kullanimlar1 miimkiin olmaktadir (176).

Stlfatlanmis LBP kiiltiire edilmis tavuk periferik lenfositlerinde proliferasyona
yol agnustir. In vivo olarak siilfatli LBP yeni tip bir immun stimulatér ilag gibi periferal
lenfositlerde proliferasyon ve serum antikor titresinde artisa yol agmistir (177). Lycium

barbarum igindeki LBP igerigi abamektin ile artirilabilir.

Klinik olarak test edilmis ticari {irlin olan GoChi® biitiin Lycium barbarum
meyvesinden elde edilmis, sivi formda olup diet destek iiriintidiir. 120 ml sunumlarda,
geleneksel Cin tibbinda kullanilan miktarda (en az 150 gr taze meyveden elde edilecek
miktarda) standardize edilmistir (178).

2.7.2.2. Karatenoid ve Diger Bilesenler

Kirmiziya galan turuncu rengi kuru meyvenin sadece % 0.03-0.5 ini olusturan bir
grup karatenoid tarafindan olusur (179). Lycium barbarum ekstresinde toplamda 11
serbest karatenoid ve 7 karatenoid esteri belirlenmistir. Baslica karatenoid olarak; total
karatenoid igeriginin yarist veya 1/3 iinii olusturan zeaxantin 6zellikle de ‘physalin’
olarak bilinen dipalmitat sekli bulunur. Zeaxantin dipalmitati sirasiyla; beta
Kriptoksantin monopalmitat (ve 2 izomeri) ve zeaxantin monopalmitat (ve 2 izomeri),

all-trans beta karoten ve all trans zeaxantin izler.

LB meyvesi zeaxanthin igin giizel bir besin kaynagidir. Zeaxanthin, lutein
izomeri ve beta karoten tiirevi olan sar1 renkli bir pigmenttir. Zeaxanthin enjekte
edildiginde, yag dokusunda ve 6zellikle retinanin makula bolgesinde birikir. Bu birikim
makulayr kuvvetli gilines tahribati (uv 15181) ve diger oksidatif islemler sonucu

indiiklenen makula dejenerasyonundan korur (180).
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R1=R2=Palmitol
R=0palmitol

Sekil 2.10. Lycium barbarum meyve ve yapraklarindaki karetonoidler (181)
2.7.2.3. Diger Icerikler

Cesitli kiigiik molekiiller betaine, cerebroside, beta-sitosterol, p-coumaric acid,
ve cesitli vitaminler saptanmistir. Diger mindr igerikler glutamine, asparagine,
stigmasterol, cholest-7-enol, campesterol, cholestanol, 24-methylenecholesterol (vb.
steroidler) taurine ve gamma-aminobutanoic asitdir. Ayrica inorganik formda K, Ca,
Zn, Fe, Co, Mn, Se, Mg ve diger mineraller bulunur (182). LB meyvesi i¢indeki betain
miktar1 yaklasik % 1°dir, bu sebeple belirgin miktarda betain almak igin ¢ok fazla
meyve tilketmek gereklidir (183).

2.7.3. Geleneksel Kullanim

Lycium meyvesinin M.O. 2800’lerden beri kullanimi olan bir meyve oldugu bir
bitki uzmani ve tarimin babasi olarak bilinen Shen Nung, tarafindan bildirilmistir. Onlar
da taze meyve, kurutulmus veya sikilmig olarak kullanmislardir. Pisirilmis pilav igine
taze yapraklar1 ekleneren bir sebze gibi kullanilmis. Kuru meyveler Asya iilkelerinde

ozellikle Cin, Kore, Japonya, Vietnam, Thailand ve Tibet de hepsinin kendi dillerinde
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goji adi ile bilinerek ayrica 4500 yildan beri medikal amaglarla ve fonksiyonel besin
olarak kullanilmaktadir (162, 163).

Eski bir bitki uzmani olan Li Shi-zen “Compendium of Medica” isimli eserinde
Lycium barbarumun karaciger ve bobregi besleyen, enerji saglayan ve gormeyi
giiclendiren iist diizeyde (top-grade) medikal ila¢ oldugunu yazar.“Shennong's Classic
of Materia Medica (Shennong Bencaojing)” uzun siire goji alimma devam etmenin
yaslanmay1 geciktirdigi ve uzun yasamayr sagladigini bildirmistir. Ni Zhu-Mo, Cinli
herbalist “Ben Cao Hui Yan (Convergent Speech on the Materia Medica)” isimli
eserinde gojinin enerji ve kan destegi sagladigi, internal 1s1yr diisiirdiigii, riizgara ve
neme karsi direnci artirdigi ve 10 tane temel fonksiyonu iyilestirdigini belirtmistir.
(184). Etnobotanikgiler lyciumun halen Israil de iyilestiriciler tarafindan kullanildigini
bildirirler (185).

2.7.4. Etkileri

2.7.4.1. Protektif Etkileri

Genel olarak 1yilik hali saglanmasinda, yaslanma karsit1 olarak, ndroproteksiyon,
antimyelosupresyon, uyku Kkalitesinin artirilmasi, mensturial dénem boyunca
sikayetlerin azaltilmasinda, bobrek bozukluklarinda, diyabette, kulak ¢inlamasinin

giderilmesinde, gorme bozukluklarinda ve anemi tedavisinde kullanilir (179).
2.7.4.2. Metabolizma Uzerine Etkileri

LBP besin doniisiimiinii hizlandiran alti ¢esit monosakkarid igerir. 21 giin
boyunca 5, 10, 20 mg miktarlarda oral beslenme sonrasinda ¢inko ve demir oranini
yiikselterek viicut agirligini azaltmistir (186). Farelere yedi giin boyunca mide
perfiizyonu yolu ile verilen LBP, endoplazmik retikulum hasarini 6nlemis, protein
sentezi ve detoksifikasyonu uyarmis, hepatik hiicrelerin normal fonksiyonlarini
diizenlemis, hepatik hiicrelerin rejenerasyonunu uyarmistir. (187). LBP ayrica ratlarda
alkolik karaciger yaglanmasini onlemede etkili olup ayrica serum ALT, AST, GGT
karaciger malondialdehide (MDA), hydrogen peroxide (H,O;) diizeylerini azaltarak ve
karaciger superoxide dismutase (SOD), glutatyon peroxidase (GSH-Px) ve GSH
igerigini artirmistir (188).

Lycium barbarum standart suyu ¢esitli randomize klinik ¢alismalarda plasebo ile

kiyaslandiginda postprandiel enerji harcanmasini artirir. Lycium barbarum insanlarda
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bel gevresini ve metabolik sendrom riskini azaltmakta plasebo grubunda degisiklik
farkedilmemistir. Lycium barbarum, metabolik hizin1 adrenokortikal hormon kontrolii

yolu ile etki edebilir ve bu etkiler bel ¢evresi degisikligi ile iliskili olabilir (189, 190).
2.7.4.3. Goz Saghgina Faydalar:

Yasla iligkili makuler dejenerasyon AMD (Age related Makuler Degeneration)
sik goriilen bir problemdir. Bu durum yasl hastalarda geri doniisiimii olmayan santral
gorme kaybina yol acabilen 6nemli bir norolojik bozukluktur. Zeaxantin igeren
gidalarin aliminin artirilmast AMD’ nin 6nlenmesinde etkilidir, ¢linkii makula zeaxantin

ve liiteini depolar.

Glokomada goriilen intraokiiler basing artisi, retinadaki ganglion hiicrelerinin
progresif kaybina yol agan baslica risk faktoriidiir. Lycium barbarum ratlarda episkleral
ve limbal venlere laser fotokoagiilasyon ile olusturulan okiiler hipertansiyon modelinde
test edilmistir. Lycium barbarumun oral uygulanmasi yiikselmis intraokiiler basingta
degisiklik gozlenmedigi halde retinal ganglion hiicrelerindeki azalmay1 belirgin olarak
Onlemistir. Lycium barbarumun, glokomda retina ganglion hiicrelerindeki azalmaya

kars1 noroprotektif ajan olarak potansiyel faydali oldugu 6nerisi yapilmistir (191).
2.7.4.4. Antioksidan Etkileri

Cesitli caligmalar, ¢cok sayida preklinik invivo hayvan ve invitro hiicre kiiltiirii
calismalari, Lycium barbarum ve LBP, cesitli peroksidayon bagimli durumlara karsi

korunmada antioksidan gibi etki sagladigin1 gostermistir (192).
2.7.5. Immiinomodiilatér Etkileri

Cesitli calismalarda goji ve LBP immun hiicreleri aktive ederek immun
modulator etki gostermistir (283). L. barbarum hem hiicre aracili, hem humoral immun
cevabi etkiler. Laboratuar hayvanlarinda 5-10 mg/kg/ giinliik kullanim T hiicre
aktivitesini artirir, sitotoksik T hiicre, NK hiicre aktivitesini artirir; bu etkilerin IL-2
yolu ile oldugu gosterilmistir. Bir baska laboratuar calismasinda CD8 ve iligkili
sitokinler araciligi ile Lycium barbarumun Ig E aracili immun cevabi azalttigi

gosterilmistir (193).
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LBP asagidaki immun parametreleri etkiler;

1-

Beyaz kan hiicre sayisi: L.barbarum siklofosfamid aracili azalmis beyaz kan

hiicre sayisini diizeltebilir, 6limii belirgin olarak geciktirir (194)

Interldkin 12 ile T hiicre, B hiicre ve NK hiicre aktivasyonu potansiyel antigen

sunan dentritik hiicreler aracilifi ile uyarilir. LBP invitro olarak murin kemik iligi

dentritik hiicrelerinde fenotipik ve fonksiyonel maturasyon saglamistir. LBP sadece

invitro murin dentritik hiicre maturasyonu saglamaz, immun cevabin baslamasini da

uyarir (195, 196).

2-

Interldkin 2 (IL 2) ve Tiimor nekroz faktor-alfa ( TNF- )

LBP insan periferik kan mononiikleer hiicrelerinde PCR yontemiyle IL2, TNF a

nin hem messenger RNA hem protein diizeylerini doz bagiml olarak artirmistir. Anti

timor immunitede bu iki sitokinin ¢ok Onemli rolii olmasi sebebiyle LBP, immun

cevabi uyarir ve kanserde potansiyel tedavi edici etkinlik gosterebilir (197). L.barbarum

ratlarda viicut agirliginda azalma ve TNF aktivitesinde artisa yol agmustir (198).

3-

Fagositik Aktivasyon: LBP fagosit aktivasyonu, fagositik indeks, lenfosit
translasyonu artirir ve serum hemolizin {iretimini uyarir. Farelere 7 giin
boyunca mide perfiizyonu araciligiyla LBP verilmesi immun organlarin
agirliklarii artirmis ve RES fagositik kapasitesini belirgin olarak artirmistir
(113). LBP aktive makrofajlar araciligiyla immuniteyi uyarir. Sonug olarak

LBP makrofaj endositik ve fagositik kapasitesini invivo olarak uyarir (199).

Splenosit proliferasyonu: LBP invitro olarak splenosit proliferasyonu uyarir.

Polisakkaritler daha gii¢lii immun modilatordiir (200).

Lenfosit Proliferasyonu: Flowsitometri LBP’nin murin splenik lenfosit
proliferasyonunu uyardigini géstermistir. LBP, T hiicreleri ve fare splenosit
profiresyonunu uyarir. LBP diistik dozlarda da 5-20 mg/ kg/giin dozunda
immunolojik olumlu etkiler gosterir (201). LBP’ nin siilfatli modifikasyonu
lenfosit proliferasyonunu uyarir ve serum antikor titresini invivo ve invitro

olarak LBP’ ye gore daha fazla olarak artirir (176).
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2.7.6. Anti Bakteriyal Etkileri

Smirli sayida invitro ¢alisma sonuglarina gére Lycium barbarum ekstresi 17 gesit
bakteriye kars1 Staf. aureus, staf. epidermidis, salmonella typi, salmonella paratifi A, B,
C, salmonella tifimiryum, basillus subtilis, basillus antrasis, psédomonas auriginosa,
shigella dizanterie, E.coli, candida albicans ve tifoid basile kars1 antibakteriel etkisi
oldugu bildirilmistir (202). LBP gibi biiyiikk molekiiller invivo etkiden sorumludur. Bu
calismada gosterilen antibiotik etkiler gastrointestinal veya haricen kullanimda
uygulanabilir. Tipik bir antibiotik ila¢ ayni1 deney sistemi igerisinde pozitif kontrolle
karsilastirilabilmelidir. Bu basit bir ¢aligma oldugu i¢in ve sonrasinda izleyen ¢aligmalar
olmadig1 icin seneler Once yaymlanmis bu makaleden sonra antibiotik etkinin

netlestirilebilmesi i¢in baskaca caligmalara ihtiyac¢ vardir.
2.7.7. Antikanser ve Sitoprotektif Etkiler

2.7.7.1. Hayvan Calhismalari

LBP’nin immun uyarici ve kanser Onleyici etkisi beklentisiyle ¢ok sayida
hayvan caligmas1 yapilmistir. LBP, NIDDM sicanlarda komplikasyon gelismesini ve
karsinogenez yatkinligin1 6nleyebilir (203).

LBP kontrol grupla karsilastirildiginda belirgin olarak CD4+, CD8+ T hiicre
sayisinda artiga yol agmistir. Kontrol grubunda tiimor mikro ¢evresinde dendritik hiicre
sayis1 belirgin olarak diisliktiir. LBP nin anti tiimor etkisi tiimorii infiltre eden CD4+,

CDS8+, T lenfositlerinin sayisinda artisa yol acarak olabilir (203).

LBP belirgin olarak transplante edilebilen sarkom biiylimesini Onlemis ve
makrofaj fagositozunu, dalak hiicrelerinden salgilanan antikor oranini, dalak lenfosit
proliferasyonunu, sitotoksik T lenfosit aktivesini, IL-2 mRNA sunum diizeyini artirir ve
sarkom olusturulmus farelerde lipit peroksidasyonunu azaltir. Etki doza bagimli
degildir. LBP’nin radyasyon duyarlastiric1 etkisi, Lewis’in akciger kanseri transplante
edilmis modelinde gozlendi. LBP ve radyasyon kombinasyon modelinde belirgin

radyasyon duyarlastirici etki gosterildi.

LBP belirgin olarak nude farelerde insan prostat kanseri hiicresi gelismesini
Onlemistir. Hem tiimo6r hacmi hemde agirligi LBP tedavi grubunda kontrol grubuna gore

belirgin olarak azalmistir (204).
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2.7.7.2. Hiicre Kiiltiirii ve Mekanizma Calismalari

Lycium barbarum ve LBP nin etki mekanizmalarini inceleyen ¢ok sayida invitro

calismalar yapilmistir.

Ostrojen reseptorii pozitif meme kanser hiicrelerinde dstrojen tedavisi ile belirgin
diizeyde artan bir bitylime saglanirken; maksimum sitostatik konsantrasyon olan %1’ lik
Lycium barbarum tedavisi ile doz bagimli biiyiime inhibisyonu gdsterilmistir. Lycium
barbarum mitojenik 16 alfa hidroksiestronun anti mitojenik Ostriole doniisiimiinii

artirarak kontrolsiiz kanser hiicresi gelisimini engeller (205).

LBP insan prostat kanser hiicrelerinin gelisimini doz ve zaman bagiml olarak
engeller. LBP kontrol hiicrelerine gore belirgin derecede uzun kuyruklu olan prostat
kanser hiicrelerindeki DNA zincirlerinde kirilmaya yol agar. LBP ayrica prostat kanser

hiicrelerinde %40’ a ulasan apopitoz saglar (204).

LBP nin insan l6semi hiicrelerinde de apopitozu arttirdigr gézlemlenilmistir

(206).

Lycium barbarumun sicak su ekstresi insan hepatoseliiler karsinom hiicrelerinde
p53 aracili apopitozu uyarir ve kanser hiicre proliferasyonunu engeller (207). LBP
tedavisi insan hepatoma hiicre gelismesinde hiicre siklusunu S fazinda durdurur ve
apopitoz uyarisina bagli inhibisyona yol agar. Hiicre sikliisiinde durmanin uyarilmasi ve
apopitotik sistemde intraseliiler Ca artist LBP’ nin hepatoma hiicrelerindeki anti

proliferatif etkisinden sorumlu olabilir (208).

LBP GO-G1 ve S fazinda hiicre siklusunu durdurarak insan mide kanseri hiicresi
gelisimini Onler. LBP’nin mide kanseri hiicrelerinde anti kanser aktivitesi hiicre
siklusunda durmanin uyarilmasi ile agiklanmistir (209). P53 aracili apoptoz ve hiicre

siklusu durmasi tiimor onleyici etkinin muhtemel mekanizmalaridir.
2.7.7.3. Sitoproteksiyon

L. barbarum koklerin yiizeylerinde insan gingival fibroblastlarin biiyiimesinde
ve baglanmasinda gelismeye yol acar . L. barbarum ile muamele gérmiis hiicreler
hastalik olusturulmus kok yiizeylerinde belirgin artmis sayida, daha iyi dagilim ve daha
belirgin gelisme gostermistir (210).

LBP invitro kiiltiire edilmis koriyonik membran hiicrelerinde besleyici ve

koruyucu etki gosterir (211).
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Cesitli hematolojik ve biyokimyasal belirleyiciler gosterdi ki Lycium barbarum
meyve suyu (GoChi) deney sicanlarinde oral gavaj yolu ile 14 giin giinliik olarak
uygulandiktan sonra hemoglobin konsantrasyonunu ve total kirmizi hiicre sayisin1t hem
disi hem erkek deney sicanlarinda artirmis, bdylece kirmizi hiicrelerin oksijen tasima
kapasitesi artmistir. GoChi ayrica plazma kalsiyum ve potasyum diizeyini artirir ve disi
sicanlarda sodyum diizeyini azaltarak Na/K oranini disiiriir bu durum bobrek
fonksiyonlarini gelistirir ve elektrolit dengesini saglar. GoChi alimi disi farelerde SGOT
ve SGPT diizeyini diisiiriir bu durum karaciger fonksiyonlarinda diizelme saglar. GoChi

ile plazma albumin, globulin ve total protein diizeyi erkek ratlarda artmistir (167).
2.7.8. Toksisite

Diger ¢ok tiiketilen meyvelerden farksiz olarak Lycium barbarum toksik
degildir. L.barbarum geleneksel olarak 4500 yildan fazla siiredir spesifik toksisite

goriilmeden besin ve ilag olarak tiiketilmistir.

1994 yilinda ‘’Saglikli diyet destek tirtinleri ve egitimi hareketi’’ne gore Lycium
barbarum herhangi bir kisitlama olmaksizin Amerikada satilmaktadir. Alman otoriteleri
2004 te ve Ingiliz besin standartizasyon komitesi 2007°de Lycium barbarumu bir besin
ve uzun tecriibeyle kullanilmis toksisitesi olmayan bir destek iirlinii olarak kabul

etmistir.

Cince yaymdan terciime edilmis bir makalede Lycium barbarumun toksik
olmadig temel toksikolojik ¢alismalarla kanitlanmistir (178). Son 5 randomize, Kor,
plasebo kontrollii klinik ¢alismalarda en az 150gram Lycium barbarum taze meyvesine
esdeger meyva suyu 201 saglikli erigkin kisiye 14-30 giin arasinda uygulanmis higbir
yan etki, anormal tepki, viicut agirliginda degisiklik, kan basinci, nabiz, gérme

keskinligi, idrar, gayta veya kan kimyasi degisikligi gériilmemistir (167).

Ratlarda yapilan son bir toksikolojik ¢alisma Lycium barbarum meyva suyu
(GoChi ) nin oral olarak verilmekle hicbir toksiste olugturmadigini veya %50 letal dozu
(LD50) olmadigin1 gosterdi Bu temel kisa siireli ¢calismada ratlarda 3 degisik dozaj
tedavi ve bir kontrol grubu olmak iizere 4 grup olusturuldu, Gochi oral gavaj seklinde
14 gilin uygulandi. Gruplar arasinda istatistik olarak hi¢bir anlamli viicut agirlig1 veya
besin alimi degisikligi goriilmedi. Max dozaj alan grupta bile -10ml/kg/giin-
hayvanlarda hicbir O6liim veya organ hasarina rastlanmadi, bdylece LDS50

bulunmamaktadir sonucuna ulasildi. Gruplar arasinda doku agirliklarinda da fark yoktu
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ve doku ornekleri incelendiginde toksisite bulgusu olabilecek bir sey gézlenmedi. Bu
kisa vadeli ¢alisma ile gojinin toksisitesi olmadigi kanitlandi ve onceki tecriibelere gore

beklendigi sekilde gochi oral alimda giivenlidir bilgisi desteklendi (212).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Geregler
3.1.1. Calismada Kullamlan Kimyasal Malzemeler

1.Sodyum Karbonat (Na,COs3)-Merck
2.Sodyum Potasyum Tartarat (Na-K tartarat)- Sigma
3.Sodyum Hidroksit (NaOH)- Sigma

4 Bakar Siilfat 5 sulu (CuSO4.5H20)- Sigma
5.Folin-Ciocalteu- Fenol belirteci- Sigma

6. Ksantin (Sigma)

7.Etilendiamin tetraasetik asit( Na2EDTA)- Sigma
8. Nitro Blue tetrazolium Kloriir (NBT)- Merck
9. Sodyum Karbonat (Na2CO3)-Merck

10. Sigir serum albumini (BSA)-Sigma

11. Hidrojen peroksit (H202)
12.2-[2-Tiyobarbitiirik asit] (TBA)-Merck

13. Asetik Asit (CH3COOH)

14. n-Butanol Merck

15. Lauril siilfat (SDS)

16. Sodyum hidroksit (NaOH)

17.Glutatyon (GSH)

18.NADPH- Sigma

19.Sodyum azid (NaN3) - Merck

20. Proteinaz K

21. Tris hidroklorit (Tris-HCI)- Sigma

22. Etanol (C2H60)

23. Proteinaz K

24. RNaz T1

25. RNaz A

26. Niikleaz P1

27. Alkalen fosfataz

28. Asetonitril
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29. Sodyum Asetat (CH3COONa)

30. Cerulein- Sigma
3.1.2. Cahismada Kullanilan Cihazlar

1. Homojenizator

2. pH metre

3. Vorteks

4. Manyetik karigtiric

5.Derin Dondurucu

6. Hassas terazi

7. Shimadzu UV Spektrofotometre
8. Su Banyosu

9.0tomatik Pipet

10. Kronometre

11. Lam

12. Lamel

13. Meziir (25ml, 50ml, 100ml, 250ml
14. Mikroskop

15.Pastor pipeti

16.Sogutmal1 Santrifiij

17. Agilent HPLC Sistemi
18.Sonikator

3.1.3. Lycium Barbarum Numunelerin Ekstraksiyon Islemleri

Kurutulmus Lycium barbarum (Goji berry) meyveleri havanda doviilerek toz
haline getirildi. Toz haline getirilmis materyalden 10 g alinarak iizerine 60°C’deki 200
mL metanol: su (% 80:20) eklendikten sonra, 1 saat manyetik karistirici ile karistirildi.
Islem sonunda karisim 25 dk, 5000 rpm de santrifiij edildi. Ustteki s1v1 kisim baska bir
tiipe alindiktan sonra, kalintinin oldugu tiipe 20 mL (80 °C) saf su eklendi ve yeniden 25
dk, 5000 rpm de santrifiij edildi. Bu islem 3 tekrarh olarak gergeklestirildi. Her santrifiij
islemi sonunda toplanan ekstraktlar birlestirildi. Bu ekstraktlar evaporatorde yaklagik 25
mL olana kadar buharlastirildi. Bu ekstraktin iizerine 100 mL’ye tamamlanincaya kadar

metanol: su (% 80:20) eklendi. Elde edilen ekstrakt 10 saat 4 °C’de bekletildikten sonra
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ekstraktaki tiim solvent evaporatdrde uguruldu. Elde edilen L. Barbarum ekstrakt tozu
6 mg/ mL olacak sekilde distile su igerisinde tamamen ¢oziilerek kullanildi. Biitiin bu

ekstraksiyon islemleri i¢in islem basamaklar1 Sekil 3.1.’de gésterilmistir (199).
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Sekil 3.1. L. barbarum (Goji berry) numuneleri igin ekstraksiyon islem basamaklari.
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3.1.4. Deney Hayvanlariin Temini ve Deneylere Hazirlanmasi

Bu ¢alisma, in6nii Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezi, Deneysel Arastirmalar
Birimi’nde, Inonii Universitesi hayvan etigi komitesi tarafindan ongériilen kurallara
uygun olarak yapildi. Calismada ortalama 250-300 g agirliginda, 3—4 aylik 36 adet
disi Wistar albino rat kullamldi. Calisma siiresince tiim hayvanlar polipropilen
kafeslerde tutuldu ve ad libitum standart yem ve musluk suyu ile beslendi, 22-24 °C

sicaklik ve 12 saat 151k- 12 saat karanlik periyodu uygulanan odalarda bakildi.
3.2. Yontem
3.2.1. Deney Gruplari

Toplam 36 adet disi si¢an, her grupta 12 hayvan olacak sekilde rastgele segilerek
3 gruba ayrild.

Grup 1 (Kontrol Grubu): 10 giin siire ile ad libitum standart yem ve su ile
beslenip caligma siiresince sadece ¢oziiclii olarak kullanilan serum fizyolojik

enjeksiyonu yapildi.

Grup 2 (Cerulein Grubu): 10 giin siire ile ad libitum standart yem ve su
verildikten sonra akut pankreatit indiiksiyonu iki saat ara ile total doz 100 pg/kg v.a.
olacak sekilde iki kez intraperitonal olarak uygulanan 50 pg/kg v.a. cerulein ile

saglandi. Coziicii olarak serum fizyolojik kullanildi.

Grup 3 (Lycium Barbarum): Cerulein enjeksiyonundan 10 giin énce Lycium
Barbarum bitki ekstrakti i.g gavaj yontemiyle 6 mg/ml/giin dozda 10 giin siireyle

verildi. Bu siirede standart yem ve suyla beslenmeye devam edildi.
3.2.2. Numune Alinmasi ve Hazirhk Islemleri
Cerulein enjeksiyonundan 24 saat sonra ratlar servikal dislokasyona tabi

tutularak sakrifiye edildi.

Gogiis kafesi agilan ratlarin, enjektor ile kalp igine girmek suretiyle kanlar1 alinip
agz1 kapali tiiplerde oda sicakliginda 10 dakika bekletildi ve serum eldesi igin 3500 g’de
5 dakika santrifiij edildi. Ayrilan serumlar lipaz, IL-1 ve IL—6 Odl¢limleri igin

kullanilmak tizere -40°C’ de saklandi.
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Sakrifikasyon sonrasi her iki bobrek de alindi. Sag bobrek histopatolojik calisma
icin %10’luk formaldehit soliisyonunda muhafaza edilirken, sol bobrek ise aliiminyum
folyolara sarilip etiketlenerek icinde kuru buz bulunan bir kapta korunmak suretiyle

laboratuvara getirilip biyokimyasal analizlere hazirlandi.
3.3. Bobrek Dokularimin Biyokimyasal Analizlere Hazirlanmasi

Soguk zincirle laboratuara ulastirilan bobrek dokular1 cam tiiplere aktarilip
tizerine soguk 50 mM fosfat tamponu (pH 7.4) 1:10 w/v orani olusturularak eklendi.
Daha sonra dokularin soguklugu muhafaza edilerek Ultra-Turrax T25 (IKA Werke
GmbH, Staufen, Almanya ) homojenizatériinde 6000 dev/dak hizla 5 dakika siireyle
homojenize edildi. Elde edilen homojenatlara VWR Bronson scientific sonikatér (VWR
Int. Ltd. Merck House Pool, Ingiltere) kullanilarak 20 saniye araliklarla 10 saniye 3 defa
sonifikasyon yapildi. Homojenatlar vortekslendikten sonra eppendorf tiiplerine aktarildi.
Homojenatlarin 15 dakika siireyle 13500 g’de 4°C ‘de sogutmali santrifiijde (Centrifuge
5415R, Eppendorf AG, Hamburg, Almanya) santrifiij edilmesi ile siipernatant elde
edildi. Ayrilan siipernatantlar, protein miktar tayini, SOD, CAT, GSHPx aktivite
tayinleri i¢in -40 °C’de derin dondurucuda (SANYO Biomedical Co., Ltd., MDF-U537,
Osaka, Japonya) saklandi. Homojenattan 500ul MDA diizeyinin 6l¢iimii i¢in kullanildi.

3.4. Biyokimyasal Analizlerin Yapilmasi
3.4.1. Protein Miktar Tayini

Protein miktar1 tayini Lowry metoduna gore yapildi. Bu metod, proteinin
yapisinda bulunan tirozin ve triptofan aminoasitlerinin fosfotungstat kompleksini
molibden mavisine indirgemesi prensibine dayamr. Reaksiyon bakir (Cu®") ile

belirginlestirilir (213).
Cozeltiler
A Cozeltisi: %2’°lik Na,CO3’1n 0.1 N NaOH’teki ¢ozeltisi
B Cozeltisi: %1°lik CuSOy4 ¢ozeltisi
C Cozeltisi: %2’lik Sodyum Potasyum tartarat ¢ozeltisi,

D Cozeltisi: 98 hacim A ¢6zeltisi + 1 hacim B ¢ozeltisi + 1 hacim C ¢6zeltisi

karigimu,
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E Cozeltisi: 1 hacim Folin Fenol belirteci + 1 hacim distile su karigimi,

Bovin Serum Albumin (BSA) Cozeltisi: Standart protein ¢ozeltisi olarak
kullanilan BSA 10 mg/ml konsantrasyondaki stok cozeltiden 2,4,6,8,10 mg/ml’lik

¢Ozeltileri hazirlandi.
Deneyin Yapihisi

Test ve standart tiiplerine 490 pl, kor tiiptine 500 pl distile su kondu. 2,5 ml D
¢Ozeltisi tiim tiiplere ilave edildikten sonra, test tiiplerine 10 kat diliie edilmis
numuneden 10 pl; standart tiiplerine de 10 pl her bir standarttan ilave edildi ve tiipler
vorteks ile iyice karigtirildi. Oda 1sisinda karanlikta 10 dk bekledikten sonra, tiim
tiiplere 250 pl E ¢dzeltisi eklendi. 25 °C’de 30 dk bekledikten sonra, spektrofotometrede

650 nm’de kore karsi sifirlanarak okuma yapildi.

Standart BSA c¢ozeltileri ile hazirlanan ¢alisma grafiginden yararlanarak her

ornek tiipiindeki siipernatanin 1 ml’sindeki protein miktar1 hesaplandi (Sekil 3.1)

y = 0,0535x

lowry std grafigi R2= 09773

0,6

*
Ve
0.4
0,3 /
02 A

v
0,1

0 5 10 15
C mg/ml

Abs

Sekil 3.2. Protein standart grafigi
3.4.2. Malondialdehit Miktar Tayini

Lipid peroksidasyon son iiriinii olan MDA nin tiyobarbitiirik asit (TBA) ile sicak
ve asidik ortamda reaksiyona girmesi sonucu olusan renk spektrofotometrik olarak
Olciiliir (214).
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Cozeltiler

1. %8.1°lik Sodyum dodesil siilfat (SDS)

2. %20’lik Asetik asit (NaOH ile pH 3.5’e ayarland1)
3. 9%0.8’lik tiyobarbitiirik asit (TBA)

4. n-Butanol/Piridin (15:1)

Deneyin Yapihisi

0.2 ml 10 kat diliie edilmis doku homojenati, 0.2 ml %8.1’lik SDS, 1.5 ml
%20’lik asetik asit, 1.5 ml %0.8’lik TBA ve 0.6 ml distile su karistirild1. Karisim 95 °C’
deki sicak su banyosunda 1 saat tutuldu. Musluk suyu ile sogutulduktan sonra iizerine 1
ml distile su ve 5 ml butanol/piridin (15:1) eklenerek; vorteksle 1 dakika karistirildi.
Organik faz 4000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek ayrildi. Absorbanslar homojenat

igermeyen ayirag koriine karsi 532 nm dalga boyunda spektrofotometrede okundu.

Sonuclarin Hesaplanmasi

Ax Vtx 10
C (nmol/ml) = x Sulandirma katsayisi

ExVsxLx10®

A = Absorbans

E = Tiiketim katsayis1 (1.56 10° M cm™)
Vt = Total reaksiyon hacmi

Vs = Total reaksiyon i¢indeki numune hacmi
L = Kiivet ¢ap1

10° = Moliin nanomole cevrilmesi

10% = Litrenin mililitreye ¢evrilmesi

Sonuglar nmol MDA/mg protein olarak ifade edildi.
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3.4.3. Siiperoksit Dismutaz Enzim Aktivitesinin Ol¢iilmesi

Hiicresel oksidatif savunma mekanizmasinin en onemli enzimi olan SOD,
stiperoksit radikallerinin dismutasyonunda gorev almaktadir. Ksantin-ksantin oksidaz
sisteminde {retilen siiperoksit radikallerinin sitokrom C’yi indirgemesinin SOD

tarafindan inhibisyonu temeline dayanan enzim aktivite deneyidir (215).
Cozeltiler

A Cozeltisi: 5 umol ksantin’in 25 ml 0.001 N NaOH’daki ¢6zeltisi ve 2 umol
sitokrom C’nin 250 ml 50 mM pH 7.8 ve 0.1 mM EDTA igeren fosfat tamponundaki

cozeltisi kanistirtlir. Bu ¢ozelti + 4 °C°de 3 giin kararlidir.

B Cozeltisi: Taze hazirlanan ksantin oksidazin 0.1 mM EDTA’daki ¢ozeltisi 0.2
U/ml. Bu c¢ozelti ortamda SOD enzimi olmaksizin dakikada 0,025 absorbans
degisikligini yapabilmelidir.

Deneyin Yapihisi

3 ml’lik kiivete 2.9 ml A ¢ozeltisinden, 50 pl 50 kat diliie edilmis numune ve 50
pl B ¢ozeltisinin eklenmesiyle reaksiyon baslatilir. Hizl1 bir sekilde 550 nm’de 1 dakika
stiresince absorbans degisimi okunur. Kor okunurken 6rnek yerine 50 pl bidistile su

eklenir. Standart grafigi ¢izmek i¢in ayni1 sekilde saf SOD enzimiyle calisildu.
Sonuclarin Hesaplanmasi
Once asagidaki formiilden % inhibisyonlar hesaplandi.

AA (kér) — AA (numune/standart)

% inhibisyon= X %100
AA (kor)

Standart ¢caligmalardan elde edilen SOD aktivitesine kars1 % inhibisyon degerleri
grafige gecirildi. Cizilen hiperbolik SOD ¢alisma grafigi lineer olmadigindan logaritmik
transformasyon uygulanarak grafik yeniden ¢izildi (Sekil 3.2 ). Bu grafikte x eksenine
standart SOD degerlerinin (U/ml) logaritmik doniisiim degerleri, y eksenine standartlara
ait % inhibisyon degerleri konuldu. Grafikten yararlanarak % inhibisyona denk gelen

numunelere ait SOD degerleri bulundu. Sonuglar U/ml protein seklinde ifade edildi.
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Sekil 3.3. SOD standart calismasi logaritmik grafigi
3.4.4. Katalaz Enzim AKktivitesinin Olciilmesi

Katalaz katalitik aktivitesiyle hidrojen peroksiti, dekompoze ederek su ve

oksijene doniistiirmektedir.
KATALAZ
2H,0, —— > 2H,0O + O,

Hidrojen peroksit (H,O,) ultraviole spektrumunda absorbsiyon veren bir
maddedir. Maksimal absorbans 240 nm’de meydana gelmektedir. Deney ortamina ilave
edilen H,O,’nin katalaz tarafindan su ve oksijene pargalanmasi 240 nm’de absorbans
azalmasi ile kendini gosterir. Absorbansta gézlenen bu azalma ortamdaki katalaz enzim

aktivitesi ile dogru orantili bir egilim gostermektedir (216).
Cozeltiler
1. 50 mM pH 7.0 olan fosfat tamponu hazirlanir.

2. Hidrojen peroksitli ve absorbansi 0.500 olan fosfat tamponu: Spektrofotometre
240 nm’ye ayarland1 ve fosfat tamponu ile aletin sifir absorbans okumasi saglandi.
Hidrojen peroksitli fosfat tamponu, absorbans 0.500 oluncaya kadar damla damla

hidrojen peroksit eklenerek ayarlandi.
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Deneyin Yapihisi

Spektrofotometre 240 nm’ye ayarlandi ve fosfat tamponu ile sifir absorbansa
ayarlandi. 3 ml’lik kiivete 2.9 ml hidrojen peroksitli fosfat tamponu ve 0.1 ml 10 kat
diliie edilmis numune ilave edilerek hizla karigtirip absorbanst okundu, bu baglangi¢
absorbans degeridir. Daha sonra 60 saniye siireyle absorbans azalmasi takip edildi.

Siirenin sonunda okunan absorbans degeri kaydedildi. Sonuglar U/mg protein cinsinden

ifade edildi.
1 Unite CAT: 1 dakikada pargalanan H,O,’in umol cinsinden miktaridir.

AAbsxt x Vi

ExLxVn
A Abs : Okunan absorbans degisimi
t : Olgiim siiresi ( 1 dak)
V. : Total hacim ( 3 ml)
Vn : Kullanilan numune hacmi ( 0.1 ml)
E : Molar absorpsiyon katsayis1 (0,036 M Cm'l)

L: Isik yolu (1 cm)
3.4.5. Glutatyon Peroksidaz Enzim Aktivitesinin Olciilmesi

GPx rediikte glutatyonu kullanarak hidrojen peroksitin suya doniistimiini
katalizleyen bir enzimdir. Reaksiyon sonunda rediikte glutatyon (GSH) okside forma
doniistirken, hidrojen peroksit ise suya katalizlenir. Olusan okside glutatyonun (GS-SG)
tekrar kullanilabilmesi (baska bir hidrojen peroksit molekiiliiniin suya katalizi) icin
okside glutatyonun rediikte glutatyona donilismesi gerekir. Bu doniisiim, ortamda
rediikte NADP (NADPH) ve glutatyon rediiktaz (GR) enzimi varliginda gerceklestirilir.
Bu durumda rediikte NADP okside NADP’ye cevrilirken okside glutatyon rediikte

forma doniisiir.
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GPx

H,0, + 2GSH s GS-SG + 2H,0
GR
GS-SG + NADPH + HY — > NADP" + 2GSH

Rediikte NADP 340 nm’de maksimal absorbans gosteren bir maddedir.
Glutatyon rediiktaz katalizi devam ettikge, ortamdaki NADPH miktar1 giderek azalacak
ve buna parelel olarak 340 nm’de absorbans azalmasi meydana gelecektir.
Absorbanstaki bu azalma hizi ortamdaki glutatyon peroksidaz aktivitesi ile dogru

orantili olacaktir (217).
Cozeltiler
1.5 mM EDTA igeren 50 mM pH 7’lik fosfat tamponu

2. 150 mM GSH EDTA’l1 fosfat tamponunda ¢oziildii (kullanimdan hemen 6nce

hazirlandi).

3.1 M NaN3 EDTA’l1 fosfat tamponunda ¢6ziildii (kullanimdan hemen 6nce

hazirlandr).

4. 3 mM NADPH EDTA’l1 fosfat tamponunda ¢oziildii (kullanimdan hemen

once hazirland).

5. 50 mM H;0, EDTA’l fosfat tamponunda ¢6ziildii (kullanimdan hemen 6nce

hazirlandi).
6. 1 U/10 pul GSH-Rediiktaz olacak sekilde fosfat tamponunda diliie edildi.
Deneyin Yapilisi

Kor tiipline 2.680 ml, test tiiplerine 2.670 ml EDTA’1 fosfat tamponu, 0.1 ml
rediikte glutatyon, 0.1 ml NADPH, 0.01 ml glutatyon rediiktaz, 0.01 ml NaN3 ve 0.01
ml 10 kat diliie edilmis numune ilave edildikten sonra 30 dk oda 1sisinda inkiibe edildi.
Spektrofotometre 340 nm’de fosfat tamponu ile sifirlandi. Siirenin sonunda her tiipe 100
ul H,0O; ilave edilip reaksiyon baslatildi ve hemen kiivetler spektrofotometreye konarak
3 dk siireyle absorbans azalmasi takip edildi. Absorbans azalmasinin bu siire igerisinde

tam olarak lineer oldugu gorildii.
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Sonuclarin Hesaplanmasi
1 Unite GPx: 1 dakikada okside olan NADPH’1n pmol cinsinden miktaridir.

AA/t x Vtx 10°

U/L (umol/dk/L) =
ExVsxL

E = NADPH’n tiiketim katsayisi (6.22 10° M™ cm™)

Vt = Total reaksiyon hacmi

Vs = Total reaksiyon i¢indeki numune hacmi

L = Kuvet ¢ap1

AA/t = dakikadaki absorbans degisimi

10° = Moliin mikromole ¢evrilmesi

Spesifik aktivite i¢in bulunan sonuglar U/mg protein olarak ifade edildi.
3.4.6. 8-hidroksi Deoksiguanozin Miktar Tayini

8-hidroksi deoksiguanozin miktar tayini yiiksek performansli sivi kromatografisi
(HPLC) ile fotodiyod array dedektdr (DAD) kullanilarak belirlenmektedir. Bu amagla
dokulardan DNA izolasyonu gerceklestirildikten sonra izole DNA oOrneklerinde 8-
hidroksi deoksiguanozin miktar tayini yapildu.

Kullanilan Reaktifler

% 1 SDS ve 1 mM EDTA igeren homojenizasyon ¢ozeltisi
Proteinaz K (500 pg/mL)
1 M Tris-HCI, pH 7.4

Kloroform: izoamil alkol (24:1, v:v) igeren ekstraksiyon ¢ozeltisi

% 70’1ik etanol
1.5 mM NaCl, 150 uM Na-Sitrat ve 1 mM EDTA igeren ¢ozelti
RNaz T, (50 U/mL)
RNaz A (100 pg/mL)
10. 5 M NacCl
11. 20 mM CH3COONa, pH 4.8

1
2
3
4
5. Absolii etanol
6
7
8
9
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12. Niikleaz P,

13.  Alkalen fosfataz

14. Asetonitril (HPLC saflikta)

15. Asetik asit (HPLC saflikta)

DNA izolasyonu: Deney tiipiine alinan 1 g bobrek dokusu 10 mL % 1 SDS ve 1
mM EDTA igeren ¢ozelti ile Ultra-Turrax T25 (IKA Werke GmbH, Staufen, Almanya)
homojenizatériinde 6000 dev/dak hizla 5 dakika siireyle homojenize edildi.
Homojenatlar 37 °C” de 30 dak. Proteinaz K ile inkiibe edildi. 0.5 mL pH 7.4 1 M Tris-
HCI eklendikten sonra 1 hacim Kloroform: Izoamil alkol (24:1, v:v) ile ekstraksiyon
yapildi. Fazlar santrifiij ile ayrildiktan sonra akiioz fazlar toplandi. DNA 0.1 hacim -20
°C’ de bekletilen absolii etanol ile presipite edildi. Santrifiij sonras1 % 70’ lik etanol ile
yikanan DNA 2 ml 1.5 mM NaCl, 150 uM Na-Sitrat ve 1 mM EDTA igeren ¢ozelti ile
¢Oziiniir hale getirildi. Cozelti 37 °C de 30 dak. RNaz T; ve RNaz A ile inkiibe edildi.
DNA ¢ozeltisi tekrar Kloroform: izoamil alkol ¢ozeltisi ile ekstrakte edilip SM NaCl ile
presipite edildi (218).

Presipite edilen DNA pelletleri 0.5 mL 20 mM CH3;COONa ile ¢oziindiikten
sonra 37 °C’ de 30 dak. 63 mg Niikleaz P; ile inkiibe edilip 50 uL 1M Tris-HCI
eklenerek 37 °C° de 60 dak. 6.3 U Alkalen fosfataz ile inkiibe edildi (219).

HPLC Analizi: HPLC analizleri manuel enjeksiyonlu Agilent 1100 (Agilent
Technologies, Inc. Headquarters, Santa Clara, United States) cihazi ile yapildi. Izole
edilen DNA o6rneklerinin 20 pL’ lik kisimlar1 3 pm partikiil biiyiikliigline sahip 4.6 mm
ic capli, 75 mm uzunlugundaki C18 HPLC kolonuna (ACE, Aberdeen, Scotland)
yiiklendi. Analiz, %3 (v:v) Asetonitril iceren % 0.1 (v:v) Asetik asit mobil fazi ile 2
mL/dak akis hiz1 ile izokratik olarak yapilip, UV 297 nm’de gergeklestirildi (220). 8-
hidroksi deoksiguanozin standardi ile hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerin
ayn1 kromatografik kosullar altinda yapilan analizleri sonucu elde edilen pik alanlarina
karsilik gelen konsantrasyonla grafige gecirildi. Olusturulan grafigin dogru
denkleminden yararlanilarak numunelere ait 8-hidroksi deoksiguanozin igerikleri

belirlenip, nmol/mg DNA olarak ifade edildi.
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Sekil 3.4. 8-OHdG standart grafigi
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Sekil 3.5. Standart ekleme teknigi ile elde edilen 8-OHdG cakisma kromotogramu.
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3.4.7. Serumda Pankreatik Lipaz Diizeyinin Ol¢iilmesi

Pankreatik Lipaz ol¢timii, temin edilen pankreatik lipaz Bio Assay Systems
’Quanti Chroom™ lipaz kitinde belirtilen prosediire uygun olarak gergeklestirildi.
Pankreatik lipaz5,5’-ditiyo-bi [2-nitrobenzoik asit] (DTNB), siilfidril bilesikleri
tarafindan rediikte edilmis bir distilfit bilesigidir. Reaksiyon {irlinii olarak sar1 renkli
kompleks olusur. Ornek ile DNTB’nin olusturdugu bu kompleksin renk siddeti
ortamdaki Lipaz konsantrasyonu ile dogru orantilidir; 412 nm’ de spektrofotometrik
olarak degerlendirilir (Sekil 3.6).

0.64 Lipase

0.4+

A‘0[)412 nm

0.2+

0.0

| ! | l
0 500 1000 1500
Lipase (U/L)

Sekil 3.6. Lipaz standart grafigi
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3.4.8. Serumda Sitokin Tayini

3.4.8.1. IL-6 ve IL-1p Tayini

Calisma giiniinde tiim gruplardan alinan 6rnekler IL-1 B ve IL- 6 diizeyleri
ELISA yontemi (eBioscience Rat-IL-1f Platinum ELISA Kiti) kullanilarak 6l¢iildii ve

sonuclar standart grafigi yardimiyla pg/ml cinsinden hesap edildi (Sekil 3.7 ve Sekil

3.8).

IL-6 std grafigi
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Sekil 3.7. IL-6 Standart grafigi
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IL-1 B std grafigi v = 0,001
R*= 0,936
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Sekil 3.8. IL-1p Standart grafigi
Deneyin Yapihisi

1. Deneyde kullanilacak strip sayisi belirlendi; Kor, standartlar ve 6rnekler i¢in
gerekli olan kuyucuk sayis1 olmak {izere. Kullanilmayacak olan stripler plak
cercevesinden c¢ikarildi ve aliiminyum folyo paketine koruyucu ile birlikte
konuldu ve siki sikiya kapatilarak 2—-8 °C’ de saklandi.

2. Striplerdeki kuyucuklarin her biri 2’ser kez 400 ul Wash Buffer ile ve her
yikama arasinda kuyucuk icerigi tamamen bosaltilarak yikandi. Bosaltmadan

once yikama tamponunun 10-15 sn kuyucuklar igerisinde kalmasina izin
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verildi. Son yikamadan sonra plak bir kagit havlu iizerinde ters cevrilip
vurularak kuyucuklarin yikama tamponundan arinmis olduguna dikkat
edildi.

Plak iizerinde Standart seyreltme (Standart seyreltme tiiplerde yapilabilir):
Cift Standart kuyucuklarma 100 pl Sample Diluent eklendi. 100 pl
hazirlanmig standart A1 ve A2 kuyucuklarina konuldu. Pipetleme yaparak
Al ve A2 kuyucuklar1 karistirildi. Standart 1(S1) in konsantrasyonu =
2000.0 pg/ml) ve 100 pl si sirastyla B1 ve B2 kuyucuklarina aktarilir. iki
satir sigan 1L-6 2000.0 ile 31.3 pg /ml arasinda degisen standart diliisyonlari
olusturarak bu prosediire 5 kez devam edilir. Kullanilan son kuyucuklar (G1,
G2) m igeriginden 100 pl ¢ekilir ve disar1 atilir.

Cift blank kuyucuklarina 100 ul Sample Diluent koyuldu.

Cift 6rnek kuyucuklarina 50 ul Sample Diluent eklendi.

Cift 6rnek kuyucuklarina 50 pl 6rnek pipetlendi.

Biyotin konjugat hazirlandi.

Tim kuyucuklara 50 ul Biotin-Konjugat eklendi.

Plaka yapiskan film ile kaplandi ve oda sicakligi (18-25 °C) nda ve 200
rpm’e ayarlanmig Sallayic1 iizerinde 2 saat kulugkaya (inkiibasyona)

birakildi.

Yapiskan film kaldirild1 ve kuyucuklar bosaltildi.

Tim kuyucuklara (blank dahil) 100 pl seyreltilmis Streptavidin-HRP
koyuldu.

Yapiskan film ile kapli plak oda sicakligi (18-25°C) nda ve 200 rpm e

ayarlanmis sallayici lizerinde 1 saat kuluckaya birakildi.

Yapiskan film kaldirilidi ve kuyucuklar bosaltildi.

Tiim kuyucuklara 100 ul TMB Substrate Solution dagitildi.

Oda sicakligi (18-25°C) nda yaklasik 10 dk kuluckaya birakildi.

Plak iizerindeki renk gelisimi gozlendi ve pozitif kuyucuklar fazla
bekletilmeden substrat reaksiyonu durduruldu.

Her bir kuyucuga hizlica 100 pl Stop Solution eklenerek enzim reaksiyonu
durduruldu.

Spektrofotometre kullanarak absorbans degerleri 450 nm’ de okundu.
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3.5. Bobrek Dokusunun Histopatolojik incelenmesi

Histolojik inceleme i¢in alinan bobrek dokusu 6rnekleri % 10’luk formaldehit ile
48 saat tespit edildi. Tespit islemini sonrasinda bobrek dokusu 6rnekleri rutin histolojik
doku takip prosediirinden gecirildikten sonra parafin bloklara gomiildi. Parafin
bloklardan mikrotom yardimiyla 6 um kalinliginda kesitler hazirlandi. Lamlar {izerine
alinan kesitler hematoksilen — eozin (H-E) ile boyandiktan sonra Nikon Optiiphot-2 151k
mikroskobu ve Nikon DS-L3 Kamera kontrol-Goriintii analiz sistemi  (Nikon

Corporation, Tokyo, Japan) ile incelenerek fotograflar ¢ekildi.
3.6. istatiksel Analiz

Verilerin normal dagilima uyup uymadigini test etmek amaciyla ilk énce One-
Sample Kolmogorov-Smirnov testi uygulandi ve verilerin normal dagilima uydugu

goriildii. Test sonuclari asagidaki tablolarda goriilmektedir.

Test Degeri = 0
Farklarin %95 Gilivenirlik
Sig. (2- Ortalama Araligi
t df tailed) Fark Diisiik Yiiksek
23,623 35 ,000 408,36028 373,2664 443,4541
33,744 35 ,000 2,60611 2,4493 2,7629
19,895 35 ,000 4,94128 4,4371 5,4455
25,569 35 ,000 13,10794 12,0672 14,1487
15,938 35 ,000 960,38806 838,0602 1082,7159
28,405 35 ,000 65,84278 61,1371 70,5485
22,606 35 ,000 70,27778 63,9666 76,5889
19,846 35 ,000 880,27944 790,2332 970,3257

Normal dagilima uygunluk gésteren verilerin guruplar arasi karsilastiritlmalarinin
yapilmasinda ANOVA testi kullanildi ve goriilen farklarin hangi guruplarin hangi
parametrelerine ait oldugunu analiz etmek i¢in ise LSD Post Hoc Testi uygulandi. Tiim
bu testlerde istatiksel anlamlilik diizeyi p<0.05 degeri olarak kabul edildi. Analiz

sonuglar1 agagidaki tabloda verilmistir:
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Ortalamanin %95 Giivenirlik Araligi

Ortalama
Deger Standart Dagitim Standart Hata Alt Deger Diisiik Deger Minimum Maksimum
CAT 1,00 12 387,3133 93,64025 27,03161 327,8172 446,8095 240,77 533,28
2,00 12 446,9625 111,25744 32,11726 376,2729 517,6521 269,37 613,99
3,00 12 390,8050 103,13975 2077388 3252731 456,3369 228,32 621,70
Total 36 408,3603 103,72013 17,28669 373,2664 443,4541 228,32 621,70
GPx 1,00 12 2,7230 42872 12376 2,4506 2,9954 2,08 3,34
2,00
12 2,2766 42419 12245 2,0071 2,5461 1,55 2,91
3,00
12 2,8187 36986 10677 2,5838 3,0537 2,24 3,38
Total
36 2,6061 46339 07723 2,4493 2,7629 1,55 3,38
SOb 100 12 6,1820 1,05271 30389 5,5131 6,8509 4,99 8,71
2,00 12 3,3039 77575 22394 2,810 3,7968 2.4 441
3,00 12 5,3379 76156 21984 4,8540 5,8218 4,46 7,02
Total
36 4,9413 1,49017 24836 44371 5,4455 2.4 8,71
MDA 1,00 7 13.8835 2.82542 81563 12,0883 15.6787 9,45 18,89
2,00 12 14,9041 2,66453 76918 132111 16,5970 8,89 19,48
3,00 12 10,5363 1,90565 55011 9,3255 11,7470 7,32 13,37
Total 36 13,1079 3,07595 51266 12,0672 14,1487 7,32 19,48
TIPAZ 1,00 7 647.9558 139,95630 20,40190 559,0318 736.8798 13132 924,55
2,00
12 848,9525 101,05653 2017251 784,7442 913,1608 655,69 955,50
3,00 12| 13842558 264,70683 76,41428 1216,0691 1552,4425 827,84 1791,07
Total 36 960,3881 361,54102 60,25684 838,0602 1082,7159 431,32 1791,07
6 100 7 68.4508 15.82049 456698 58.3990 785027 4714 9143
2,00 12 73,0025 10,56462 3,04974 66,3801 79,8049 5571 87,14
3,00 12 55,9850 9,00854 2,62652 50,2041 61,7659 3857 70,00
Total 36 65,8428 13,90780 2,31797 61,1371 70,5485 38,57 91,43
i1 100 % 673333 1359367 3.92415 58,6063 75,9703 41,00 87.00
2,00 12 83,8333 16,35867 4,72234 73,4395 94,2271 69,00 122,00
3,00 12 59,6667 17,94098 5,17912 48,2675 71,0658 33,00 88,00
Total 36 702778 18,65263 3,10877 63,9666 76,5889 33,00 122,00
8OHIG 1,00 7 954.1033 32471434 9373696 7477897 11604170 79263 1250.77
2,00 12 947,8408 230,46918 66,53072 801,4077 1094,2740 490,53 1206,55
3,00 12 738,8942 184,57902 53,28337 621,6183 856,1701 467,11 1009,27
Total 36 880,2794 266,13236 44,35539 790,2332 970,3257 467,11 1250,77
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Coklu Karsilagtirmalar

LSD
Bagimli (D var  (J)var Ortalamanin %95 Giivenirlik Aralig
Degisken 00001 00001  [Ortalama deger (I-J) [Std.Hata Sig. Alt deger Ust deger
ICAT 1,00 2,00 -59,64917 42,02150 ,165 -145,1426 25,8442
3,00 -3,49167 42,02150 ,934 -88,9851 82,0017
2,00 1,00 59,64917 42,02150 ,165 -25,8442 145,1426
3,00 56,15750 42,02150 ,191 -29,3359 141,6509
3,00 1,00 3,49167 42,02150 ,934 -82,0017 88,9851
2,00 -56,15750 42,02150 ,191 -141,6509 29,3359
IGPx 1,00 2,00 ,44642* /16676 011 ,1072 ,7857
3,00 -,09575 16676 ,570 -,4350 ,2435
2,00 1,00 -,44642* /16676 011 -,7857 -,1072
3,00 -,54217* /16676 ,003 -,8814 -,2029
3,00 1,00 ,09575 ,16676 570 -,2435 4350
2,00 ,54217* /16676 ,003 ,2029 ,8814
SOD 1,00 2,00 2,87808* ,35668 ,000 2,1524 3,6038
3,00 ,84408* /35668 ,024 ,1184 1,5698
2,00 1,00 -2,87808* ,.35668 ,000 -3,6038 -2,1524
3,00 -2,03400* /35668 ,000 -2,7597 -1,3083
3,00 1,00 -,84408* ,35668 ,024 -1,5698 -,1184
2,00 2,03400* ,35668 ,000 1,3083 2,7597
MDA 1,00 2,00 -1,02058 1,01965 324 -3,0951 1,0539
3,00 3,34725* 1,01965 ,002 1,2728 5,4217
2,00 1,00 1,02058 1,01965 324 -1,0539 3,0951
3,00 4,36783* 1,01965 ,000 2,2933 6,4423
3,00 1,00 -3,34725* 1,01965 ,002 -5,4217 -1,2728
2,00 -4,36783* 1,01965 ,000 -6,4423 -2,2933
LIPAZ 1,00 2,00 -200,99667* 74,48710 011 -352,5418 -49,4515
3,00 -736,30000* 74,48710 ,000 -887,8451 -584,7549
2,00 1,00 200,99667* 74,48710 011 49,4515 352,5418
3,00 -535,30333* 74,48710 ,000 -686,8485 -383,7582
3,00 1,00 736,30000* 74,48710 ,000 584,7549 887,8451
2,00 535,30333* 74,48710 ,000 383,7582 686,8485
IL-6 1,00 2,00 -4,64167 4,97037 ,357 -14,7540 5,4706
3,00 12,46583* 4,97037 ,017 2,3535 22,5781
2,00 1,00 4,64167 4,97037 ,357 -5,4706 14,7540
3,00 17,10750* 4,97037 ,002 6,9952 27,2198
3,00 1,00 -12,46583* 4,97037 ,017 -22,5781 -2,3535
2,00 -17,10750* 4,97037 ,002 -27,2198 -6,9952
IL-1 1,00 2,00 -16,50000* 6,55859 ,017 -29,8436 -3,1564
3,00 7,66667 6,55859 251 -5,6769 21,0102
2,00 1,00 16,50000* 6,55859 ,017 3,1564 29,8436
3,00 24,16667* 6,55859 ,001 10,8231 37,5102
3,00 1,00 -7,66667 6,55859 251 -21,0102 5,6769
2,00 -24,16667* 6,55859 ,001 -37,5102 -10,8231
J8OHdG 1,00 2,00 6,26250 103,44748 ,952 -204,2030 216,7280
3,00 215,20917* 103,44748 ,045 4,7437 425,6746
2,00 1,00 -6,26250 103,44748 ,952 -216,7280 204,2030
3,00 208,94667 103,44748 ,052 -1,5188 419,4121
3,00 1,00 -215,20917* 103,44748 ,045 -425,6746 -4,7437
2,00 -208,94667 103,44748 ,052 -419,4121 1,5188
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Bulgular

Bu c¢alismada ratlarda akut pankreatite bagl gelisen bobrek hasarinda Lycium
barbarum (goji) bitki ekstresinin koruyucu etkilerinin lipid peroksidasyon diizeyleri ve
antioksidan enzim aktiviteleri arastirildi. Bu amagla 3-4 aylik 36 adet Wistar albino tiirii
disi ratlarin bobrek doku homojenatlarinda SOD, CAT, GPx enzim aktiviteleri ve 8-
OHdg miktar1 ve MDA diizeyleri 6l¢iildii. Ote yandan kandan elde edilen serumda ise
rat serum kiti kullanilarak lipaz, IL-1 ve IL-6 aktivite diizeyleri 6l¢iildii. Bu ¢calismada
elde edilen sonuglar tablolar (Tablo 4.1-8) ve grafikler (Sekil 4.1-8) halinde asagida

sunulmustur.
4.1.1. Gruplarin Bobrek Dokusu SOD Aktiviteleri

Calisma sonuglarimiza gore SOD enzim aktivitesinin AP grubunda kontrol
grubuna gore istatiksel olarak anlamli bir diislis gostermistir. (p<0.05) Buna karsin LB
uygulamasi AP grubuna gore anlamli bir yiikselis gdstermistir. (p<0.05)

S0D

Ufmg protein
&

Sekil 4.1. Kontrol grubu, akut pankreatit ve Lycium barbarum+Akut pankreatit

deney gruplarimin SOD aktivitesi yoniinden karsilastirilmasi
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(a) Kontrol grubuyla karsilagtirildiginda p< 0.05
(b) AP grubuyla karsilastirildiginda p< 0.05

Tablo 4.1. Bobrek dokusu SOD aktivite degerleri ve istatistiksel karsilastirilmalar:

(p<0.05).
ORNEK SAYISI (n) SOD (U/mg protein)
ORT4ZSS
GRUP 1 12 6.1820+ 1.05271
GRUP 2 12 3.3039 £ 0.77575
GRUP 3 12 5.3379 £ 0.76156

4.1.2. Gruplarin Bobrek Dokusu GPx Aktivitesi

Calisma bulgularina gore AP grubunda GPx aktivitesi kontrol grubuna kiyasla
istatiksel olarak anlamli bir sekilde azalmis. (p<0.05) ve LB uygulanan grupta bu
azalma yine anlamli bir diizeyde (p<0.05) geri c¢evrilmistir. LB grubunun ortalama
degeri kontrol grubuna yakin bulunmus ayrica 1. ve 3. gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark gozlenmemistir.(p>0.05)

GPXx

Uimg protein
"

Sekil 4.2. Kontrol grubu, akut pankreatit ve Lycium barbarum+Akut pankreatit

deney gruplarimin GPX aktivitesi yoniinden karsilastirilmasi.

(@) Kontrol grubuyla karsilagtirildiginda p< 0.05
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(b) AP grubuyla karsilastirildiginda p<0.05

Tablo 4.2. Bobrek dokusu GPx aktivite degerleri ve istatistiksel karsilastirilmalar:

(p<0.05).
ORNEK SAYISI (n) GPx (U/mg protein)
ORT+SS
GRUP 1 12 2.7230+ 0.42872
GRUP 2 12 2.2766 £ 0.42419
GRUP 3 12 2.8187 £0.36986

4.1.3. Gruplarin Bobrek Dokusu CAT Aktivitesi

Calisma bulgularimiza goére AP grubunda kontrol grubunda kiyasla CAT
aktivitesinde belli oranda artis gozlenmesine ragmen gruplar arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli olmamakla birlikte belli oranda artig gostermis. (p>0.05). Benzer sekilde
LB grubunda AP grubuna oranla daha diisik CAT diizeyleri belirlenmis olmasina

ragmen aradaki fark istatistiksel olarak anlamli ¢itkmamistir (p>0.05).
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600- 3
_ —_
T 4004
5 ':-
a i
2 -
E 200{ E
> o
oL
¥
v

Sekil 4.3. Kontrol grubu, akut pankreatit ve Lycium barbarum+Akut pankreatit

deney gruplarinin CAT aktivitesi yoniinden karsilagtirilmasi.
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(a) Kontrol grubuyla karsilagtirildiginda p< 0.05
(b) AP grubuyla karsilastirildiginda p<0.05

Tablo 4.3. Bobrek dokusu CAT aktivite degerleri ve istatistiksel karsilastiriimalar:

(p<0.05).
ORNEK SAYISI (n) CAT (U/mg protein)
ORT=SS
GRUP 1 12 387.31+ 93.64
GRUP 2 12 446.96 £ 111.25
GRUP 3 12 390.81 + 103.13

4.1.4. Gruplarin Bobrek Dokusu MDA Diizeyleri

MDA diizeyi hiicredeki lipid peroksidasyonun onemli bir gostergesi olup
hiicredeki artigina paralel olarak oksidatif stres derecesinin arttigi ve hiicre
biitlinliigiiniin bozuldugu kabul edilmektedir. Calisma bulgularimiza gére AP grubunda
kontrole kiyasla MDA diizeyinde belli oranda artis gézlenmesine ragmen gruplar
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir (p>0.05). LB grubunda AP
grubuna bagli MDA diizeyi istatiksel olarak anlamli (p<0.05) bir sekilde diisiirmiistiir.

MDA
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=]
]
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nmol MDA/mg protein
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Sekil 4.4. Kontrol grubu, akut pankreatit ve Lycium barbarum+Akut pankreatit

deney gruplarinin MDA diizeyi yoniinden karsilastirtlmast.
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(a) Kontrol grubuyla karsilastirildiginda p< 0.05

(b) AP grubuyla karsilastirildiginda p<0.05

Tablo 4.4. Bobrek dokusu MDA diizeyleri ve istatistiksel karsilastiriimalar:

(p<0.05)
ORNEK SAYISI (n) MDA (nmol MDA/mg protein)
ORT4SS
GRUP 1 12 13.8835 + 2.82542
GRUP 2 12 14.9041 + 2.66453
GRUP 3 12 10.5363 + 1.90565

4.1.5. Gruplarin Bobrek Dokusunda 8-Hidroksi Deoksiguanozin Miktari

Calisma bulgularimiza gore 8-hidroksi deoksiguanozin miktart AP grubunda

kontrole kiyasla belli oranda artis gdzlenmesine ragmen gruplar arasindaki fark

istatistiksel olarak anlamli bulunamamastir. (p>0.05). LB grubunda AP grubuna bagl 8-

hidroksi deoksiguanozin miktar1 istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) bir sekilde

distirmustiir.
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Sekil 4.5. Kontrol grubu, Akut pankreatit ve Lycium barbarum+Akut pankreatit
deney gruplarimin 8-hidroksi deoksiguanozin miktar1 yoniinden

karsilastiriimasi.

(a) Kontrol grubuyla karsilagtirildiginda p< 0.05
(b) AP grubuyla karsilastirildiginda p<0.05

Tablo 4.5. Bobrek dokusu 8-OHdG miktar diizeyi ve istatistiksel
karsilastirilmalar: (p<0.05).

ORNEK SAYISI (n) 8-0HdG (p mol/mL)
ORT=SS
GRUP 1 12 954.1033 + 324.71434
GRUP 2 12 947.8408 + 230.46918
GRUP 3 12 738.8942 + 184.57902
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4.1.6. Gruplarin Serum Lipaz Diizeyleri

Calisma bulgularimiza gore lipaz diizeyi kontrol ile karsilastirildiginda AP
grubunda istatiksel olarak anlamli bir artis goriilmiistiir. (p<0.05). Buna karsin LB
grubu hem kontrol hem de AP grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artis

gostermistir (p<0.05).
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Sekil 4.6. Kontrol grubu, akut pankreatit ve Lycium barbarum+Akut pankreatit

deney gruplarinin serum lipaz diizeyi yoniinden karsilastirilmasi.

(a) Kontrol grubuyla karsilastirildiginda p< 0.05
(b) AP grubuyla karsilastirildiginda p<0.05

Tablo 4.6. Serum Lipaz diizeyi ve istatistiksel karsilastirilmalari (p<0.05)

ORNEK SAYISI (n) LIPAZ (U/L)
ORT+SS
GRUP 1 12 647.9558 + 139.95630
GRUP 2 12 848.9525 + 101.05653
GRUP 3 12 1384.2558 + 264.70683
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4.1.7. Gruplarin Interlékin-1 Diizeyleri

Calisma bulgularimiza gére AP grubunda IL-1 diizeyi kontrole gore anlamli
(p<0.05) bir yikselis gostermistir. Bununla beraber LB wuygulanan grupta AP
olusturdugu hasar IL-1 diizeyini anlamli bir sekilde geri diisiirmiistiir (p<0.05). 1. ve 3.

Gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark gozlenmemistir (p>0.05).
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Sekil 4.7. Kontrol grubu, akut pankreatit ve Lycium barbarum+Akut pankreatit

deney gruplarmin IL-1 diizeyi yoniinden karsilastirilmasi.

(a) Kontrol grubuyla karsilagtirildiginda p< 0.05
(b) AP grubuyla karsilastirildiginda p<0.05

Tablo 4.7. Serum IL-1 diizeyi ve istatistiksel karsilastirilmalar: (p<0.05)

ORNEK SAYISI (n) IL-1 (pg/mL)
ORT=SS
GRUP 1 12 67.3333 + 13.59367
GRUP 2 12 83.8333 + 16.35867
GRUP 3 12 59.6667 + 17.94098
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4.1.8. Gruplarin Interlékin-6 Diizeyleri

Calisma bulgularimiza gére AP grubunda kontrole kiyasla IL-6 diizeyinde belli
oranda artis gézlenmesine ragmen gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli

bulunamamistir (p>0.05). LB uygulanan grupta istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
azalmistir.(p<0.05).

IL-6

100+
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Sekil 4.8. Kontrol grubu, akut pankreatit ve Lycium barbarum+Akut pankreatit

deney gruplarinin IL-6 diizeyi yoniinden karsilastirilmasi.

(a) Kontrol grubuyla karsilastirildiginda p< 0.05
(b) AP grubuyla karsilastirildiginda p<0.05

Tablo 4.8. Serum IL-6 diizeyi ve istatistiksel karsilastirilmalar: (p<0.05)

ORNEK SAYISI (n) IL-6 (pg/mL)
ORT=SS
GRUP 1 12 68.4508 + 15.82049
GRUP 2 12 73.0925 + 10.56462
GRUP 3 12 55.9850 + 9.09854

Tiim biyokimyasal parametreleri tek tablo halinde toplu olarak sunacak olursak;
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Tablo 4.9. Deney gruplarinda bobrek dokusu SOD, CAT, GPx aktiviteleri ile

MDA, LIPAZ, IL-6, IL-1 ve 8-OHdG miktar diizeyleri.

PARAMETRE

Grup 1l
Kontrol
n=12

Grup 2
AP
n=12

Grup 3
LB+AP
n=12

SOD(U/mg protein)

6.1820+ 1.05271

3.3039 £0.77575 %

5.3379 + 0.76156*°

GPx (U/mg protein)

2.7230+ 0.42872

2.2766 £ 0.42419 *

2.8187 + 0.36986°

CAT (U/mg protein)

387.31 + 93.64

446.96 + 111.25

390.81 + 103.13°

MDA ( nmol MDA/mg protein)

13.8835 + 2.82542

14.9041 + 2.66453

10.5363 + 1.90565"

8-OHdG ( pmol /mL)

954.1033 + 324.71434

947.8408 + 230.46918

738.8942 + 184.57902"

647.9558 + 139.95630

LIPAZ(UL) 848.9525 + 101.05653° | 1384.2558 + 264.7068%"
IL-1(pg/mL) 67.3 388 1359388 83.8333 + 16.35867° 59.6667 + 17.94098"
IL-6 (pg/mL) 08 = JBgr049 73.0925 + 10.56462 55.9850 & 9.09854%

Degerler ortalama + standart sapma (SS) olarak verilmistir.

a: Kontrolii ile karsilagtirildiginda (p<0.05), b: AP ile karsilastirildiginda (p<0.05)

4.2. Histolojik Bulgular

Incelenen kontrol grubu bobrek dokusu kesitlerinde kortikal (Sekil 4.9-10) ve

medullar (Sekil 4.11) yapilar normal histolojik yapida degerlendirildi.
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Sekil 4.9. Kontrol grubunun histoloji analizi (Kortikal normal yapida goriilmekte,
HEX20)
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Sekil 4.10. Kontrol grubunun histoloji analizi (Kortikal normal yapida
goriilmekte, HEX40)
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Sekil 4.12. AP grubunun histoloji analizi (Glomeriiliis ve Bowman Kapsiilii,

HEX20)
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Sekil 4.13. AP grubunun histoloji analizi ( Distal ve Proksimal tiibiilller, HEX20)

Pankreatit grubundaki bobrek kesitlerinde yaygin olarak glomerullerde kollaps,
Bowman araliklarinda dilatasyon, distal ve proksimal tiibiil epitel hiicrelerinde
eozinofilik sitoplazma yogunlugunda artig, heterokromatik ve piknotik nukleus yapisi
dikkati ¢ekti (Sekil 4.12, 13).
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Sekil 4.15. AP grubunun histoloji analizi (Bobrek medullasi, HEX20)
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Yer yer bobrek korteksinde (Sekil 4.14) ve medullasinda (Sekil 4.15) hemoraji tespit
edildi. Korteksteki hemorajik alanlar c¢evresinde distal ve proksimal tubul
dejenerasyonu (Sekil 4.14) ile medulladaki hemorajik alanlar ¢evresine yakin

bolgelerdeki medullar tubuler yapilarda dejenerasyon (Sekil 4.15) saptandi.

Sekil 4.16. LB+AP grubunun histoloji analizi (Glomeruller normal goériiniimde,
HEX20)
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Sekil 4.17. LB+AP grubunun histoloji analizi (Glomerullerde hemoraji tespit
edilmedi. HEX20)
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: LIS o ...‘
Sekil 4. 18. LB+AP grubunun histoloji analizi (Tiibiil epitelyum hiicrelerinde hasar
bulgular tespit edildi. HEX40)

Tedavi grubundaki kesitler incelendiginde, pankreatit grubunda gézlenen bobrek
hasarinin histolojik bulgularinda belirgin derecede azalma oldugu goriildii. Glomeriiller
normal goriiniimde degerlendirildi. Bu gruptaki bobrek kesitlerinde hemoraji tespit
edilmedi. Ancak proksimal ve distal tubul epitel hiicrelerinde minimal diizeyde
eozinofilik sitoplazma yogunlasmasi (Sekil 4.16, 17) ve yer yer tiibiil epitel hiicrelerinde
hasar mevcuttu (Sekil 4.18).
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5. TARTISMA

Akut pankreatit, pankreas hastaliklarinin énemli bir boliimiinden sorumludur.
Hastaligin siddeti ve prognozu baz alindiginda, karsimiza hafif abdominal agridan, sivi
sekretasyonu, hipertansiyon, metobolik diizensizlikler, sepsis, ¢oklu organ yetmezligi ve
Olimle sonuglanabilen agir formlara kadar genis bir tablo ¢ikmaktadir. Hastalarin %
90’1 hastaligi ¢ok ciddi olmayan semptomlarla atlatabilirken %10 civar1 hastalarda
prognoz son derece kotii seyretmektedir. iste bu % 10’ luk dilimi olusturan hastalarda,
akut respiratuvar distres sendromu (ARAS), bobrek yetmezligi ve sonrasinda multiple
organ sistem yetmezligine (MOSY) kadar giden organ komplikasyonlarinin yanisira
metabolik komplikasyonlar, yaygin damar i¢i pihtilagsmalart seklinde kendini gosteren
koagiilasyon bozukluklari, gz komplikasyonlari, mide, deri ve eklem komplikasyonlari
goriilebilmektedir (221).

Hastaligin patogenezine yakindan bakildiginda, anahtar rolii tripsinin erken
aktivasyonunun oynadig1 anlasilmaktadir. Genellikle sekretuvar yolun tikanmasi sonucu
pankreasin fizyolojik salgi sivisini igeren ekzokrin graniillerin lizozomlarla kombine
olarak 151k mikroskobunda bariz bir sekilde goriilebilen biiyiik vakuollere doniismesi
pankreatik salgi enzimlerinin lizozomal enzimlerle etkilesimine acik hale gelmesini
saglamaktadir. Tripsinojen seklinde inaktif halde bulunan proenzim, lizozomal bir
proteaz olan Katepsin B’ nin proteolitik etkisi ile aktif formu olan tripsine donlismekte
ve bu sayede domino taslarin1 andiran prosesler dizisinin ilk tasi diismiis olmaktadir.
Tripsin etkisi ile aktive olan pankreatik enzimlerin baslattigi otodijesyon siireci, dokuya
yogun lokosit gocline neden olmakta ve siddetli bir yangisal siire¢ baslamaktadir.
Yogun inflamasyon ve aktive olan inflamatuar hiicrelerden agiga ¢ikan sitokinler akut
pankreatitin sistemik etkilerinden sorumludur. Ayrica siddetli inflamasyon nedeniyle
zimojen graniiller, heniiz molekiiler mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamis olan
alternatif bir yolla apikal ve bazolateral membran {izerinden sistemik dolagima

gecmekte ve pankreas disi organ hasarinda aktif rol oynamaktadir (222).

Pankreas dis1 sistemik etkilere yol agan Kritik organ hasari, siklikla akcigerlerde,
bobreklerde ve kardiovaskiiler sistemde goriilmekle beraber endokrin sistemle iligkili
ciddi metobolik bozukluklar seklindeki yaygin etkiler de AP klinigine eslik
edebilmektedir. Olusan organ ve doku hasarindan primer olarak cereyan etmekte olan

siddetli yapisal yikim ve yangi hiicrelerinin fagositik aktivasyonlar1 sonucu
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salgiladiklar1 mediyator molekiiller sorumludur. Yangi heniiz basladiginda, siirece ilk
dahil olan hiicreler nétrofiller olup, siire¢ ilerledik¢e notrofillerin yerini monositler ve
makrofajlar almaktadir. Notrofiller, notral pH’da aktivite gosterebilen hiicreler olup pH
degisiklilerine kars1 asir1 duyarlidirlar. Inflamasyon ile birlikte artan asidite nedeniyle
notrofiller kisa siirede aktivitelerini yitirip 6liirken yerlerini monositlere ve makrofajlara
birakirlar. Bu baglamda akut pankreatitte yangisal doku hasarindan siirecin
baslangicinda, notrofiller, ilerleyen saatler ve giinlerde monosit ve makrofajlar

sorumludur.

Akut pankreatitin 6nemli komplikasyonlarindan bir tanesi de bobrek hasari ve
buna bagl gelisen renal fonksiyon bozuklugudur. AP’ de bobrek hasart 2 sekilde
goriilebilmekte olup, ilki hastalarin yaklasik % 75-80 ’inde gbzlenen ve ‘’Nephropathia
Pancreatica’’diye adlandirilan, idrarda eritrosit ve 16kosit goriilmesiyle karakterize hafif
bir tablodur. Digeri ise akut renal yetmezlik olup hastalar1 % 20-25’ inde goriiliir ve bu
hastalarda mortalite %80 civarindadir (70).

Pankreastan salinan ve sistemik dolasima karisan enzimlerin neden oldugu
hiperkoagiilasyon sonucu gloromeruler kapillerin tikanmasi nedeniyle renal iskemi ve
iskemiye bagli oksidatif hasar meydana gelmektedir. Nitekim deneysel olarak i.v.

tripsin enjeksiyonu sonrasinda renal kapiller damarlarda fibrin birikimi rapor edilmistir

(222).

Biz bu ¢alismada, cerulein ile ratlarda olusturdugumuz deneysel akut pankreatit
modelinde bobrek doku hasarini ve bu hasarin LB bitki ekstrakti uygulanmasi ile ne
Ol¢iide Onlenebilecegini arastirdik. Bu amacla cerulein uyguladigimiz ratlar ile kontrol
ve tedavi gruplarinda histolojik bulgularin yani sira lipaz, IL-1 ve IL-6 dlclimleri ile
oncelikle AP olustugunu ve inflamasyon gelistigini teyid ettik. Diger yandan MDA ve
8-OHdG olgtimleri ile lipid peroksidasyonu ve niikleik asit oksidasyon diizeylerini
belirleyerek doku hasarini 151k mikroskobik bulgularla birlikte desteklemeyi hedefledik.
SOD, GPx ve CAT gibi antioksidan enzim diizeylerini 6lgmek suretiyle ise, olusan
oksidatif strese karsi organizmanin antioksidan yanit potansiyelini degerlendirmeyi
amagcladik. Histolojik bulgularimiz, bobrek dokusunda Bowman araliklarinda dilatasyon
ve bunun sonucu olusan basing artisi, distal ve proksimal tubiil epitel hiicrelerinde
intraselliiler siv1 artisi ile heterokromatik ve piknotik nukleus yapisina isaret etmektedir.
Bobrek doku kesitlerinde gozledigimiz bu bulgular, AP grubunda bébrek doku hasarinin

sekillendigini kanitlamaktadir. Pankreas dis1 doku hasar1 ¢ogunlukla akut nekrozitan
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pankreatitte kendini gosteren bir komplikasyondur ve histolojik veriler dogrultusunda
deney hayvanlarimizda gelisen modelin nekrozitan pankreatite uydugunu sdyleyebiliriz.
Bobrek dokusunda gelisen patolojik bulgularin temelinde renal dolasim bozuklugu
sonucu olusan konjesyon ve kollaps ile buna bagli olarak sekillenen iskeminin

tetikledigi oksidatif stres yatmaktadir.

Bobrek dokusu antioksidan enzimlerinden SOD, siiperoksit radikalinin
dismutasyonundan sorumlu olup oksidatif stres altinda yogun bir sekilde antioksidan
aktivite gostermektedir. Bu enzimin temel fonksiyonu siiperoksit radikalini molekiiler
oksijen (Oy) ve hidrojen peroksite (H,O,) doniistiirmektir. H,O, reaktif oksijen tiirleri
arasinda sayilmakla beraber kendisi bir radikal olmayip reaktivitesi de radikal
molekiiler kadar yiiksek degildir. Bu baglamda SOD enziminin son derece reaktif bir
radikal olan siiperoksit radikal molekiiliinii, daha stabil bir molekiil olan H;0,’e
doniistiirmesi organizmanin lehinedir. Ote yandan olusan H,O, molekiilleri de CAT ve
GPx enzimleri tarafindan hizli bir sekilde detoksifiye edilerek molekiiler oksijen ve
suya indirgenmelidir. Aksi halde reaktivite bakimindan diger radikallerden daha az aktif
olan ancak difiizyon yetenegi ¢ok daha fazla olan H,O,, tiim hiicresel bilesenlere diflize

olarak olusabilecek hasarin genis bir alana yayilmasina neden olabilmektedir.

Antioksidan enzimler oksidatif stres altinda indiiklenebilen enzimlerdir. Hiicresel
oksidan-antioksidan denge oksidanlar lehine bozulmaya basladiginda Antioxidant
Response Element (ARE) aracilig1 ile antioksidan enzimlerin sentezi gen diizeyinde
upregiilasyon ile diizenlenmekte ve hem enzim konsantrasyonu hemde enzim aktivitesi
artmaktadir. Ancak baslangictaki bu yiikselisin ne kadar siire kalict olacagi oksidatif
stres siddeti ve SOR konsantrasyonu ile smirlandirilmaktadir.  Yiiksek
konsantrasyonlardaki radikal varliginda, bu radikallerin protein yapisindaki enzimlerin
fonksiyonel gruplarina ataklari, Ozellikle enzim aktif merkezinde neden oldugu
oksidasyonlar, ortamdaki enzim varligmin korunmasina ragmen aktivitenin onemli
Ol¢iide azalmasina neden olmaktadir. Calismamizda elde ettigimiz SOD ve GPx aktivite
sonuglart da benzer bir durumu yansitmaktadir. AP grubunda SOD ve GPx aktivite
diizeyleri kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmis (p<0,05)
LB uygulanan grupta ise bu azalma yine anlamli diizeyde inhibe edilmistir. LB’nin bu
etkisi olasilikla igermis oldugu antioksidan ve antiinflamatuar etkili bilesenlerden
kaynaklanmaktadir. Yapilan bir ¢ok ¢alismada LB’nin yiiksek oranda bioaktif polifenol
ve glikozidler igerdigi rapor edilmistir (174-175, 212). Jaworek ve ark. yapmis olduklari
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caligmada akut pankreatit olusturulan ratlarda pankreas dokusu SOD ve GPx enzim
aktivitelerinde anlamli azalma, MDA ve 4-HNE diizeylerinde ise anlamli artis oldugunu

gostermislerdir (223).

Birgok in vivo ve in vitro ¢alismada, Lycium barbarum ve identifiye Lycium
barbarum polisakkartleri (LBP)’nin major aktif antioksidan olarak lipid peroksidasyonu
gibi oksidasyona bagli durumlara kars1 koruyucu oldugu gosterilmistir (180). Pankreatik
ve renal hasar sonrasinda graniilositik fagositoz, degraniilasyon artar ve serbest oksijen
radikalleri (SOR), lizozom, elastin enzimleri, hiicresel hasara neden olarak renal hasari
artirirlar. LBP, geleneksel Cin tibbinda iyi bilinen ve siklikla kullanilan giiclii bir
antioksidandir (179 ). LBP’ nin anti oksidan etkisi C vitamini ile benzerdir. Wu H ve
ark. yapmis olduklar1 ¢alismada LBP verilen ratlardaki lipid peroksidasyonunun ve

glomeruler hasarin 6nlenmesini, bitkinin antioksidan etkisi ile agiklamiglardir (224).

Calismamizdaki CAT aktivitesi ve MDA sonuglari da benzer bir durum
yansitmaktadir. AP grubunda CAT aktivitesi ve MDA diizeyleri kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte belli oranda artis gostermistir. LB

uygulanan grupta ise bu artis yine anlamli diizeyde inhibe edilmistir.

Glukoz otooksidasyonu, ileri derecede glikozilasyon son iiriin olusumu ve
hiperglisemiden kaynakli metabolik stres, diyabetik bireylerdeki oksidatif stresi agiklar
(225). Oksidatif stres, mutagenezis ve karsinogenezis ile seyredebilen DNA hasarini
indiikler (226). Guanin, DNA bilesenleri igerisinde en diisiik iyonizasyon potansiyeline
sahip olan ve oksidasyona en yatkin bazdir. Modifiye bir baz olan 8-hidroksi-2’-
deoksiguanozin, serbest oksijen radikallerinin DNA’da yaptig1 20°den fazla oksidatif
baz hasar lriinlinden biri olup guaninin 8. karbon atomuna hidroksil radikali ataklar
sonucu olusan oksidatif DNA hasarmin duyarli bir gostergesidir. DNA replikasyonu
sirasinda G-C’den A-T’ye doniisiime neden olarak mutasyona egilimi artirir (227). 8-
OHdG miktarinin artis;; muhtemelen niikleer ve mitokondrial DNA’nin serbest
radikaller tarafindan olusturulan oksidatif ataklarin bir sonucu olarak olusmaktadir
(228). Ayrica Piconi ve ark (229) pankreas kaynakli hiperglisemide 8-OHdG miktarinin
arttigin1 gostermislerdir. M. Xu ve arkadaslar1 (230) alloksanla diyabet indiiklenen
ratlarda pankreasta olusan DNA hasar1 iizerine LBP koruyucu etkilerini rapor
etmislerdir. Bulgularimiza goére doku 8-OHdG diizeylerinde akut pankreatit gelisimine
bagli anlamli bir fark gézlenmedi. Ancak LB uygulanan ratlarda 8-OHdG diizeyi hem
kontrol hemde AP grubundan diisiik bulundu. Shi M ve ark. kronik inflamasyona bagl
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DNA oksidasyonunu incelemisler ve c¢alisma sonucunda 8OHdG diizeylerinin
karacigerde Onemli artis gosterirken pankreasta degismedigini ortaya koymuslardir
(231). Oksidatif strese bagli serbest radikal hasari, hiicresel makromolekiiller igerisinde
en erken membran lipidlerine etki etmekte ve hiicre membran yapisinin temel
bilesenlerinden olan doymamis yag asitlerinin oksidasyonu sonucu aldehitler ve
konjuge dienler olusmaktadir. Proteinler de 6nemli 6l¢iide oksidasyona ugramakta ve
ozellikle enzimler gibi fonksiyonel proteinlerde oksidatif hasara bagli foksiyon kayiplari
gozlenmektedir. Niikleik asitler diger biyomolekiillere oranla hiicrede daha korunakli
bir bélgede bulunuyor olmalar1 nedeniyle oksidasyona da daha az ugramaktadir. Diger
yandan normal fizyolojik prosesler esnasinda ¢ok sayida biyomolekiil giin igerisinde
okside olmakta ancak organizmanin antioksidan sistemi ve biyokimyasal tamir
mekanizmalart bu oksidasyonlara bagli olusan hasar1 biiylk oranda geri

dondiurmektedirler.

Ekzojen antioksidanlarca zengin gida destekleri bahsi gecen bu sistemleri
destekleyerek, oksidatif hasarn ortadan kalkmasina katki saglamaktadir. Iste 8-OhdG
ve MDA gibi oksidasyon firlinii parametreler i¢in LB grubunda elde edilen, kontrol
grubunun da altindaki degerler bu bitkilerin i¢erdigi ekzojen antioksidanlarin etkisinden

kaynaklanmaktadir.

Siddetli akut pankreatit gelisiminde; IL-1, proinflamatuar sitokin olarak erken
donemde 6nemli rol oynar. Hatta IL-1 reseptdr antagonistlerinin verildigi bir agir AP
deneysel hayvan modelinde AP’ ye bagl fatalitenin %30 azaldigi gozlenmistir (232).
Lycium barbarum meyve ekstresi aliminda, bazal ve stimiile sitokin iiretiminde hem
immun stimulan hem de antiinflamatuar etkiler gosterdigi rapor edilmistir. LBP’ nin
antikanserojenik etkisinin de immun stimulatuar etki ile ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir
(91). Calismamizda LB’ nin IL-1 ve IL—6 diizeylerini azaltici etkisi LB uyguladigimiz

gruptaki glomeruler hasarin azliginin bir bagka agiklayici nedeni olabilir.

IL-1 ve IL-6 inflamasyon siirecinin mediyatdrlerinden olup, AP ile birlikte
gelisen inflamasyona bagh artis gostermeleri, beklenen bir bulgudur. LB uygulanmasi
her iki sitokin diizeyinde de anlamli bir azalma saglamistir. LB’nin antioksidan
etkinliginin yanisira antiinflamatuar aktivitesi bir¢ok c¢alismada rapor edilmistir (233,
234). Bu sitokinlere iligskin elde ettigimiz bulgular literatiir bulgulart ile uygunluk

gostermektedir.

96



Akut pankreatit baslamasi ile birlikte, asiner hiicrelerden salinan amilaz ve lipaz
enzimlerinin serumdaki artislar1 biyokimysal dl¢iimlerde kullanilan belirteglerdir. Akut
pankreatitli hastalarda serum lipaz diizeyi %87 civarindadir. Akut pankreatit tanisinda
amilazdan daha spesifiktir. Lipazi amilazdan ayiran en 6nemli avantaji uzun siire
yiikselmis enzim aktivitesini korumasidir. Caligmamizda cerulein ile olusturulan
deneysel akut pankreatit grubunda, lipaz diizeyi anlamli sekilde yiikselmis (p<0.05) ve
kullanilan LB ekstresi lipaz artis1 ilizerine herhangi bir uyarici veya inhibe edici etki

gostermemistir (p<0.05).

Deneysel olarak olusturulmus akut pankreatite bagli renal hasarda, LB’ nin
koruyucu etkisini agiklamak i¢in muhtemel iki farkli mekanizma one siiriilebilir;
bunlardan ilki i¢cermis oldugu kuvvetli antioksidan etkili bilesenler nedeniyle olusan
oksidatif stresi baskilamasi ve oksidatif hasar1 dnlemesi, bir digeri ise yine igerigindeki
antiinflamatuar etkili molekiiller aracilig1 ile prognozu belirleyen en 6nemli faktor olan
inflamasyonun siddetini smurlandirarak gelisen lokal ve sistemik yikict etkileri

minimize etmektir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak; Akut pankreatitte pankreas dist doku-organ hasar1 hastaligin
siddetli ile korele bir sekilde yayginlik gostermekte olup prognozu kotiilestirmekte ve
mortalite oranini arttirmaktadir. Pankreas dis1 organlarda goriilen komplikasyonlara
daha ¢ok akciger, mide, kalp, bobrek ve karacigerde rastlanmakta olup biz bu ¢alismada
bobrek doku hasarini ve bu hasara karsi geleneksel ¢in tibbinda yaygin bir sekilde
kullanilan Lycium barbarum bitkisinin meyve ekstresinin koruyucu etkinligini
degerlendirdik. Elde ettigimiz histolojik ve biyokimyasal bulgular gosterdi ki; Akut
pankreatit ile birlikte gelisen yaygin inflamasyon, bobrek dokusunu ve fonksiyonlarini
etkilemekte olup, bu etki renal dolasimda meydana gelen konjesyon ve kollaps

nedeniyle olusan iskeminin tetikledigi oksidatif stresten kaynaklanmaktadir.

Koruyucu olarak kullandigimiz Lycium barbarum meyve ekstresi hem
antioksidan sistemi destekleyici hem de gelisen inflamasyonu baskilayic1 yonde etki

gostermistir.

Calismamizin bundan sonraki asamasinda Lycium barbarum bitkisinin yaprak ve
ciceklerinden elde edecegimiz bitki ekstresinin biyolojik aktivitesini ve biyoaktif

bilesenlerini tespit etmeyi amaglamaktayiz.
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Toplant1 Yeri : Tip.Fak.Toplanti Salonu-Malatya
Aragtirma Protokol no.su :2011/A-16
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