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SICANLARDA INTESTINAL ISKEMI REPERFUZYON HASARINA KARSI
RESVERATROL VE QUERCETININ ETKISi

Yiiksek Lisans Tezi
Selen DINDAR
OZET

Intestinal iskemi reperfiizyon (i / R) hasar1 yiiksek mortaliteye sahiptir ve erken tanisi
¢ok zor olan acil bir durumdur. Yaptigimiz literatiir taramalarinda Resveratrol ve Quercetinin
intestinal iskemi reperfiizyon hasarindaki etkinliklerinin arastirildigi ancak heniiz resveratrol
ve Qurcetinin hangisinin daha etkili oldugunu gosteren bir arastirmanin bulunmadigi
kanaatine varildi. Calismamizda intestinal iskemi ve reperflizyon modelinde Resveratrol ve
Quercetinin yenileyici ve diizenleyici etkisi arastirildi. Calismamizda 250-300 gr agirliginda
64 adet Sprague-Dawley cinsi erkek sigan kullanildi. Siganlar her birinde 8 er sigan olacak
sekilde 8 farkli gruba ayrildi. Kontrol ve sham grubuna klemp konmadi sadece doku 6rnekleri
alindi. Resveratrol ve Quercetin gruplarina 60 dakika iskemi ardindan 60 dakika reperfiizyon
uygulandi. Deney siiresinin sonunda histopatolojik incelemeler ve biyokimyasal analizler i¢in
doku ornekleri alindi. Oksidatif hasarin tayini i¢in Total Antioksidan seviye (TAS), Total
Oksidan seviye (TOS), Malondialdehit (MDA) ve Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)
Ol¢timlerini spektrofotometrik olarak gerceklestirdik. Total oksidan seviye (TOS) diizeyini,
Total antioksidan seviye (TAS) diizeyine oranlayarak oksidatif stres indeksini (OSI)
hesapladik. Oksidatif stresin belirteci olan Tiyol-Disiilfit dengesinin tayini i¢in native tiyol,

total tiyol ve disiilfit 6l¢limiinii spektrofotometrik yontemle gerceklestirdik.

Mann-Whitney U testi sonuglarina goére; salin verilen grupta, kontrol grubuna oranla
GPX U/mg protein degeri, sham grubuna goére ise OSI degeri anlamli derecede yiiksektir.
Resveratrol verilen grupta kontrol grubuna oranla disiilfid, TAS umol / L / mg Protein GPX U
/ mg protein degeri, etanol grubuna gore ise TOS umol / L / mg Protein ve OSI degeri
anlamli derecede yiiksektir. Quercetin verilen grupta kontrol grubuna ve etanol grubuna
oranla OSI degeri ve GPX U/mg protein degeri anlamli derecede yiiksektir. Resveratrol (15
mg/kg) + Quercetin (15 mg/kg) verilen grupta kontrol grubuna oranla GPX U/mg protein
degeri, etanol grubuna gore ise TOS umol / L / mg Protein ve OSI degeri anlamli derecede
yiiksektir. Resveratrol (30 mg/kg) + Quercetin (30 mg/kg) verilen grup ile sham ve kontrol
grubu arasindaki parametrelere bakildiginda ise parametreler arasinda anlamli fark

bulunamamastir.



Sonug olarak Resveratrol ve Quercetinin intestinal iskemi ve reperfiizyon hasarindaki
yenileyici ve diizenleyici etkisinin; Resveratrol ve Quercetinin ayr1 ayri verildigi ve kombine
15 mg/kg verildigi dozuna oranla, kombine 30 mg/kg dozunda daha yiiksek oldugu sonucuna

varmaktayiz.

Anahtar Kelimeler : Iskemi reperfiizyon, resveratrol, Quercetin, TAS, TOS, Antioksidan
Sayfa Adedi - 97

Damisman : Prof. Dr. Fatma INANC TOLUN



THE EFFECT OF RESVERATROL AND QUERCETIN AGAINST FIRST
ISCHEMIA REPERFUSION INJURY IN RATS

MASTER THESIS
Selen DINDAR

ABSTRACT

Intestinal ischemia reperfusion (I / R) injury has high mortality and is an emergency
which is very difficult to diagnose early. In our literature review, it was concluded that the
efficacy of Resveratrol and Quercetine in intestinal ischemia reperfusion injury was
investigated but there is no research showing which of the resveratrol and Qurcetin are more
effective. In our study, the regenerative and regulatory effects of Resveratrol and Quercetin in
intestinal ischemia and reperfusion model were investigated. In our study, 64 male Sprague-
Dawley rats weighing 250-300 g were used. The rats were divided into 8 different groups,
each with 8 rats. The control and sham groups were not clamped but only tissue samples were
taken. The control and sham groups were not clamped and only tissue samples were taken.
Resveratrol and Quercetin groups received 60 min ischemia followed by 60 min reperfusion.
At the end of the experiment, tissue samples were taken for histopathological examination and
biochemical analysis. We measured Total Antioxidant Capacity (TAS), Total Oxidant
Capacity (TOS), Malondialdehyde (MDA) and Glutathione Peroxidase (GSH-Px)
spectrophotometrically for determination of oxidative damage. We calculated the oxidative
stress index (OSI) by ratio of total oxidantstatus (TOS) to Total antioxidant status (TAS). For
the determination of thiol-disulfide balance, which is an indicator of oxidative stress, we

performed native thiol, total thiol and disulfide measurements by spectrophotometric method.

According to the Mann-Whitney U test results; GPX U / mg protein value was
significantly higher in saline group compared to control group and OSI value was
significantly higher than sham group. Disulfide, TAS umol / L / mg Protein GPX U / mg
protein value in resveratrol group compared to control group, TOS umol / L / mg Protein and
OSI values were significantly higher than ethanol group. The OSI value and GPX U / mg
protein value were significantly higher in the quercetin group compared to the control group
and ethanol group. In the group given Resveratrol (15 mg / kg) + Quercetin (15 mg / kg), the
GPX U / mg protein value was significantly higher than the control group, and TOS umol / L

/mg Protein and OSI values were significantly higher than the ethanol group. When the
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parameters between the group given Resveratrol (30 mg / kg) + Quercetin (30 mg / kg) and
the sham and control groups were examined, no significant difference was found between the

parameters.

In conclusion, the regenerative and regulatory effect of Resveratrol and Quercetin on
intestinal ischemia and reperfusion injury; We conclude that Resveratrol and Quercetin are
higher at the combined dose of 30 mg / kg compared to the combined dose of 15 mg / kg
given separately.

Key Words : Ischemia reperfusion, resveratrol, Quercetin, TAS,TOS, antioxidant
Page Number - 97
Supervisor : Fatma INANC TOLUN
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1.GIRIS VE AMAC

Iskemi, dokuya gelen kan akiminin azalmasi veya tamamen kesilmesi sonucu dokunun
oksijenden mahrum kalmasidir. Reperfiizyon ise iskemik dokunun yeniden kanlanmasina
olanak saglamaktir. iskemi reperfiizyon (I / R) hasar1 cerrahi uygulamalarda sik karsilasilan
bir durumdur. Ornegin bagirsak invaginasyonu, tekrar eden bogulmus fitig1 olan g¢ocuklar
veya stirekli brid ileusu atagi gegiren hastalardaki gibi dokulara yeterli miktarda oksijen (O2)
ve diger metabolik gereksinimler ulastirilamaz ise bunun sonucunda oksidatif stres ortaya
cikar. Oksidatif stres ¢oklu organ yetmezligine kadar varabilen ciddi klinik sonuglara neden

olabilmektedir (1).

Iskemi  reperfiizyon  hasarinin  mekanizmas:  endotelial  hiicre  yikimu,
mikrosirkiilasyonda dagilim, nétrofillerle iliskili doku travmasi ve bu iic asamada ortaya ¢ikan

reaktif oksijen {irlinlerinin saldirist olarak tanimlanir (2).

Dokular yeterince beslenemez ve oksijenizasyonlari bozulursa serbest oksijen
radikalleri (SOR) ortaya ¢ikar. Reperfiizyondan sonra ortaya ¢ikan serbest oksijen radikalleri
dolasima katilir ve periferde yikici bir etki meydana getirir. Bu etkiyi 6nlemek amaciyla da
bilimsel ¢aligmalarda bazi antioksidan ajanlar kullanilmistir. Bu ajanlardan bazilar1t C ve E
vitamini, mannitol, melatonin, bilirubin, allopurinol, resveratrol, Quercetin ve kafeik

asitfenetil esterdir (3).

Iskemik hasar meydana geldiginde ve reperfiizyon sonucunda olusan yerel ve sistemik
etkilerin Onlenmesinde antioksidanlar kullanilir. Yapilan c¢aligmalarda resveratroliin
antioksidan kapasiteyi artirici, antienflamatuar ve insiilin sinyalizasyon diizenleyici etkileriyle
beraber kanser, ateroskleroz, norodejeneratif hastaliklar iizerinde tedavi edici 6zelliklerinin

oldugu ortaya konmustur (4).

Quercetin bitkilerde, sebze ve meyvelerde miktar olarak fazla bulunan bir flavonoidtir.
Turpgiller, iiziim, elma, domates ve yaban mersininde fazlaca ve diger bir¢cok farkli besinde

degisik oranlarda bulunmaktadir (5).

Yiiksek oranda Quercetin iceren sebzelerin baginda Sogan gelmektedir. Diyetle alinan
Quercetinin yapisindaki glikozit baglar1 ve miktarlar1 farklidir, fenolik gruplara bagl olan bir
veya daha fazla seker grubu bulunabilir. Quercetinin sudaki ¢oziiniirliigii yapisindaki seker

gruplarinin sayistyla dogru orantilidir (6).



Quercetinin yapisinda antioksidan aktiviteden sorumlu {i¢ grup bulunmaktadir (7).
Yaptigimiz arastirmalar sonucu Resveratrol ve Quercetinin intestinal iskemi reperfiizyon
hasari tlizerine etkilerini karsilastiran bir ¢alismaya rastlayamadik. Bu ¢alismamizda intestinal
iskemi ve sonrasindaki reperflizyon sonucu ortaya cikan serbest radikallere karsi gilicli
antioksidan maddeler olan Resveratrol ve Quercetinin tedavideki etkinliklerinin
karsilastirilmas: amaglanmistir. Bu ¢aligma kapsaminda intestinal iskemi reperfiizyon hasari
olusturulmus ve alinan doku orneklerinde Total antioksidan seviye (TAS), Total oksidan
seviye (TOS) , Tiyol-Disiilfit, Malondialdehid (MDA) seviyelerine ve Glutatyon Peroksidaz
(GSH-Px) enzim aktivitelerine bakilmis, Resveratrol ve Quercetinin oksidatif stres ve

antioksidan sistem iizerindeki etkinligi degerlendirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. iskemi Reperfiizyon Hasar1

Intestinal iskemi, mezenterik damarlarda kan akiminin yetersiz olmasi sonucunda hipoksi
olugmasi ve bagirsaklar basta olmak iizere, diger hayati organlarda da hasar meydana
gelmesiyle olusan bir hastaliktir. Intestinal iskeminin tanis1 ¢ok giictiir fakat erken tan1 ve
uygun cerrahi miidahale ile yiikksek morbidite ve mortalitede diisiis olabilir. Artmis serum
fosfat ve kreatinfosfokinaz diizeyleri erken tanida faydali olabilecek uygun biyokimyasal

belirteglerdir (8).

Iskemi siirecince, yetersiz oksijenden kaynakli mitokondride oksidatif fosforilasyon

bozulur ve biriken bazi metabolitler, direkt veya medyatorler ile hiicre hasarina sebep olurlar
(9).

Arteriyel iskemi ile dokularda bazi degisimler baslar, boylelikle aerobik enerji
metabolizmasinda bozulma meydana gelir. Bu durum, intraselliiler adenozin trifosfat (ATP)

miktarinda azalmaya ve hiicresel homeostazin bozulmasina sebep olmaktadir (10).

Iskemi siiresince, hiicre ve dokularda, sinyal yolaklarinda ve yiizey molekiilii
olusumunda diizensizlikler meydana gelir. Iskeminin siiresine ve ciddiyetine gore hiicre
icerisinde toksik iirlinler olusur. Bu friinler nekroza neden olurlar ve sonucta organ
fonksiyonunda bozulmaya sebep olurlar. Reperfiizyon boyunca biriken toksik metabolitler
sisteme akarlar boylece diger organlari ve ayn1 zamanda iskemik organin rejenerasyon

stirecini olumsuz olarak etkilerler (11).

Bagirsaklar iskemi reperflizyon hasarina karsi oldukg¢a hassastirlar bu durum daha
onceki calismalarda ortaya konmustur. Intestinal iskemi meydana gelirken olusan ilk
histopatolojik bulgu villus nekrozudur. Bagirsaklar ayni zamanda serbest oksijen
radikallerinin (SOR) olusmasi igin gerekli olan ksantin dehidrogenaz (XD)-ksantin oksidaz

(XO) sisteminin en 6nemli kaynagidir (12, 13).

Splanknik arterlerin okliizyon ve reperfiizyonunda, artan vaskiiler permeabilite
sebebiyle dolagimsal bir sok olusabilir. Vaskiiler permeabilitedeki artis sonucunda da basta
polimorfoniikleer hiicrelerin adezyonunda artis ayni zamanda proinflamatuar maddelerin

salinimi ve nitrojen-oksijen kaynakli serbest oksijen radikallerinin olusumu goézlenir. Bu
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durumlar toplam hasarin meydana gelmesine katki saglayan olaylarin basinda gelmektedir.
Ince bagirsakta meydana gelen iskemi ve reperfiizyon mukozal bariyerin kirilmasina sebep
olarak uzak organlarda da goriilen sivi-elektrolit ve asit-alkali dengesi bozulmasi ve ayni

zamanda bakteriyel translokasyon ve yangisal cevaplarin baglamasi gibi olaylarin olusumunu

tetikler (14).

2.1.1. iskemi reperfiizyon hasar1 ve kompleman sistemi

Iskemi reperfiizyonda doku hasarina, kompleman aktivasyonu ve nétrofil aktivasyonu
yol acar. Bunlar baslica komponentlerdir. Notrofil aktivasyonu serbest oksijen radikalleri
araciligr ile olmaktadir. Kompleman aktivasyon iirlinlerinin inhibisyonu ve bu {iriinlerin

titkenmesi, iskemi-reperfiizyon sonucu meydana gelen yerel ve uzak organ hasarin1 engeller

(15).

Kompleman sistemin etkisinin bulundugu olaylarin basinda nétrofillerin endotele
yapismas1 gelmektedir. Ornek verecek olursak kompleman protein C3 endotel hiicreleri iginde
birikmesiyle nétrofil adezyonu meydana gelir. Bu duruma nétrofil adezyon glikoproteini olan
CD11b / CD18 aracilik eder. Kompleman sistem ayrica endotel hiicre hasarinin olusumunda
onemli bir yere sahiptir fakat bu hasara hangi mekanizmalarla yol agtig1 heniiz
kanitlanamamistir fakat elde edilen bulgular komplemanla aktive edilen nétrofillerin serbest
oksijen radikali (SOR) iiretmek kosuluyla bu hasarin olusumuna katki sagladigim
gostermistir. Yapilan ¢aligmalar kompleman aracili akciger nétrofil sekestrasyonunun, artmig

pulmoner mikrovaskiiler permeabiliteyle iliskili oldugunu gostermistir (16).

Iskemi reperfiizyon hasari ¢aligmalarinda kompleman sistem onemli bir hedeftir. C5a
bir glikozile peptidtir ve ndtrofil, monosit ve T hiicrelerinin giiclii bir kemoatraktanidir.
Yapilan in vitro calismalar C5a’ nin nétrofillerin apoptozunu geciktirdigini, adezyon
molekiillerinin ekspresyonunu artirdigin1 ve respiratuar patlama ile degranulasyonu
tetikledigini gosterilmistir. C5a antikorlarla yapilan c¢alismalarda ise in vivo iskemi-
reperflizyon modellerinde, C5a’ nin notrofil aktivasyonunu etkiledigi ve vaskiiler

permeabiliteyi degistirdigi gdzlemlenmistir (17).

C5 aktivasyonunun inhibisyonuyla hasarli dokuda nétrofil infiltrasyonu, C5a iiretimi
ve membran atak kompleksi (MAC) birikimi 6nlenir. Bu durum Anti C5 monoklonal antikor

yardimiyla gerceklesir (18).



Rekombinant eriyebilir CR1 ise miyokardiyal ve intestinal iskemi reperflizyonda, ve
deneysel akciger ve karaciger transplantasyonunda, C3 ve C4 konvertaz inhibisyonu

saglayarak olumlu etkiler gosterir (19).

2.2. ince Bagirsaklarin Embriyolojik Gelisimi

Ince bagirsak, bas-kuyruk ve vitellus kesesi dorsal kisminin lateral kivrilmalar yaparak
embriyonun ic¢ine katilmasi ile meydana gelir. Bu asama intrauterin yasamin dordiincii
haftasinda gerceklesir. Bezlerin ve sindirim kanali epitelinin cogunun kékenini ilkel bagirsak
endodermi olusturur. Ilkel bagirsak kanali endodermi cevresindeki siplenik mezodermden

koken alan yapilar ise sindirim kanali duvarindaki kaslar ve bag dokusudur (20).

2.2.1. ince bagirsaklarin anatomisi

Ince bagirsak pilordan ileogekal bileskeye kadar uzanan sindirim kanalinin en uzun
boliimiinii olusturur. Ortalama uzunlugu 5-7 m dir. Karin boslugunun biiytik bir kismini
doldurur ve onun iginde serbestce hareket eder. Ince bagirsak duedonum, jejunum ve ileum

olmak iizere ii¢ kisimda incelenir (21).

2.2.1.1. Duedonumun

Duedonum; 6n bagirsak kaudal parcasindan, orta bagirsak kranial par¢asindan ve ilkel
bagirsagin bu endoderm kisimlart ile ilgili siplenik mezensimden kdken alir ve dordiincii
haftanin baglarinda gelisir. Duedonumun iki pargasi ana safra kanali baslangicinin distaline
baglanir. On ve orta bagirsagin bu pargalar1 hizli bir biiyiime gosterdikten sonra, ventrale

dogru ¢ikint1 yaparak bir halka olustururlar.

Duedonum halkasi ise saga doniisiim gerceklestirerek retroperitoneal bolgeye yerlesir.
Duedonum liimeni besinci ve altinci haftalarda giderek daralir ve epitelinin ¢ogalmasiyla

gecici olarak oblitere olur (20).



Duedonum C seklinde liimeni olan bir organdir ve yaklasik 30 cm uzunlugundadir.
Pilordan flexura duedenojejunalise (L2 hizasinda ve orta hattin solunda) kadar uzanir. L1
hizasinda orta hattin sagindan baslar, dnce arka ve yukar1 dogru, sonra da L3-L4 (gobek)
diizeyine kadar alcalir (22).

Duedonum; Pars siiperior, Pars descendens, Pars horizantalis ve Pars ascendens olmak

tizere dort kisma ayrilir.

Pars siiperior, duedonumun ilk boliimiidir intraperitonealdir ve klinikteki ismi

‘bulbus’ tur.

Pars descendens, karaciger ve pankreasin salgilarinin dokildigi kisimdir (papilla

duedonei) ve retroperitoneal yerlesimlidir.

Pars horizantalis, retroperitoneal konumdadir ve L3 diizeyinde horizontal olarak yer

almaktadir.

Pars ascendens, flexura duedenojejunalisle sonlanir ve duedonumun son kismini

olusturur. Ligamentum suspensorium (Treitz bagi) ile karin arka duvarina asilir (23).

2.2.1.2. Jejunum ve ileum

Jejunum ve ileum flexura duedenojejunalis ile ostium ileocaecale arasinda kalan ince
bagirsak boliimiidiir. Jejunum karin sol alt tarafinda, ileumsa karin sag alt tarafinda yer alir.
Jejunum, ileum ve bunlarm mezenterleri visseral peritonla kaplidir. ince bagirsak mezenteri
sol iistte duodenojejunal bileskeden (Treitz bagi, ikinci bel omuru diizeyi) sag altta ileogekal
bileskeye uzanir ve boyu yaklasik 15 cm'dir Bir yelpaze seklinde acgilir ve ortalama 5-7 metre
uzunlugundaki ince bagirsagi karin arka duvarina asar. Peritondan olusan yapraklar arasinda
ise bagirsaklarin arter ve venleri, lenfatikleri, lenf ganglionlari, visseral sinirleri ve farkli

miktarlarda yag dokusu bulunmaktadir (23, 24).

Bes haftalik bir embriyoda bagirsak boyunun hizla uzamasi ve karacigerin de hizla
bliylimesiyle karin boslugu bagirsaklarin tiimiinii barindiramaz duruma gelir. Bundan dolay1
bagirsaklar gecici siireligine umblikal kort i¢cinde ekstra-embriyonik ¢6lom bosluguna dogru
fitiklagirlar. Bu duruma fizyolojik gobek fitiklasmasi denmektedir. Orta bagirsak boyuna
dogru uzama gosterirken ayni zamanda SMA ekseni etrafinda da doner. Bu rotasyon, saat

yoniiniin tersine olacak sekilde 270 derecelik bir doniistiir. Bu doniisiin ilk 90 derecesi
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fizyolojik fitiklagma sirasinda geri kalan 180 derecesi ise bagirsaklarin karin i¢ine dontisleri

esnasinda gerceklesmektedir (25).

Gobek kordonunda fitiklasan bagirsaklar, 10. haftadan sonra karin bosluguna geri
donmeye baslarlar. Karin i¢ine geri donen ilk bagirsak segmenti proksimal jejunumdur. Bu
bagirsak segmenti, karin sol iist tarafinda konumlanir. Daha sonra geri donen her bagirsak
halkasi1 bir dncekinin daha saginda yer alacak bi¢imde karin igine yerlesir. Karin i¢ine en son
donen bagirsak segmenti ¢cekumdur. Cekum gecici bir siire karacigerin sag lobunun altinda,
karnin sag st kadraninda yer alir. Daha sonradan hepatik fleksura ve c¢ikan kolonu

olusturmak suretiyle sag fossa iliakaya yerlesir.

Bagirsaklar karin bosluguna doniistiikten sonra dorsal mezenterin karin arka duvarina
yapisikliginda degisiklik meydana gelir. Degisimden Once, dorsal mezenter orta
diizlemdeyken bagirsaklarin genislemesi, boyunun uzamasi ve son konumlarini almasiyla

mezenterler karin arka duvarina dogru itilir.

Ortaya ¢ikan kolonun mezenteri bu duvardaki parietal peritonla birleserek kaybolur ve

c¢ikan kolon retroperitoneal yerlesimli olur (26).

2.2.2. ince bagirsagin arteriyel kanlanmasi

Colyak eksenden beslenen duedonum haricinde tiim ince bagirsagin arteriyel
beslenmesi SMA araciligiyla olur. SMA’dan ¢ikan jejunal ve ileal dallar kendi aralarinda
arklar meydana getirirler. Bu arklardan ¢ikan vasa rektalar bagirsak duvarina mezenterik
kenardan girerler ve kanlanmay1 saglarlar. Vasa rektalar arasinda kolleteral dallar da yer
almaktadir. Bagirsak duvarini delerek igeriye giren arterler submukozada giiglii bir arteriyel
agmeydana getirirler. Venler arterlere eslik ederek iist mezenter ven iizerinden vena portaya

dokiiliirler (24).

Ince bagirsaklarm kas ve salgi bezlerinin uyarilmasi parasempatik, baskilanmasi ise
sempatik sinir sistemi yolu ile saglanir. Birinci néronlar parasempatik sinir sistemi iginde
beyin sapinda, sempatik sinir sisteminde ise trunkus sympathicusda, Sempatik sinir sistemin
ikinci noronlar1 ganglion coeliacumda, Parasempatik sistemin ikinci ndronlar1 ise bagirsak

duvarinda yer almaktadir (23).



2.3. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, dis yoriingelerinde bir veya birden fazla eslesmemis elektron
tasiyan atom veya molekiille denir. Eslesmemis elektron igermelerinden dolay1 stabil
degillerdir ve oldukga reaktif, yar1 dmiirleri ¢ok kisadir. Bu 6zellikler sayesinde hiicrenin tiim

bilesenleri ile kolayca etkilesime girerler (27).

Demir, mangan, bakir, molibten gibi ge¢is metalleri de dig yoriingelerinde birer
elektron tasimalarina ragmen radikal etki gostermezler. Bunun nedeni serbest radikal kabul
edilen atom ve molekiillerin, elektron dagilimlarinin yan1 sira termodinamik yapilari ve lokal

kinetik reaktiviteleri ile degerlendirilmesidir (28).

Serbest radikallerin olusum hizi ile ortadan kaldirilma hizlar1 organizma igerisinde bir
denge halindedir. Bu dengeye oksidatif denge denir. Serbest radikallerin olusum hizinda
artma meydana gelirse yada ortadan kaldirilma hizinda bir azalma s6z konusu olma
durumunda bu dengede bozulma meydana gelmektedir. Bu duruma Oksidatif stres
denmektedir ve serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki
dengesizligi gostermektedir. Ayrica Oksidatif stresin doku hasari, kanser, diyabet ve

ateroskleroz gibi patolojik durumlarin gelismesinde etkili oldugu gosterilmistir (29).

Hayvansal proteinler doymamis yag asitleri, asir1 demir ve bakir alimi, alkol, iyonize
edici radyasyon, 1s1 soku, giines 15181, ilaglar ve sigara eksojen kaynakli serbest radikallerdir
(30). Serbest radikallerin yol agtig1 oksidasyonlart 6nleyen, serbest radikalleri yakalama ve
stabilizasyon yetenegine sahip maddelere ‘antioksidan’ adi verilmektedir (31). Keskin ve
arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada, serbest radikallerin kemik metabolizmasina olumsuz etki

ettigi ve bu etkinin antioksidanlarla ortadan kaldirilabilecegi ortaya konmustur (32).

Resveratrol serbest radikal olusumunu engellemektedir. Resveratroliin Antioksidan
aktivitesi; riboniikleotide, rediiktaz inhibisyon yetenegiyle ve DNA polimeraz aktivitesindeki
siklooksijenaz transkripsiyon yetenegiyle iligkilidir (33). Hidroksil (OH") ve Siiperoksit (O3
radikallerini siiptirmekte, OH" radikalinin neden oldugu lipit peroksidasyonunu inhibe
etmekte, OH" ve H,0,’in neden oldugu DNA hasarin1 ve LDL oksidasyonunu 6nlemektedir

(33, 34).

Serum ve plazmada antioksidanlar etkilesim halinde bulunduklarindan bilesiklerin tek
baslarina yaptiklar1 etkiden daha fazla bir etki yaratmaktadirlar. Viicut sivilarinda bulunan

biitiin antioksidanlarin toplam etkisini total antioksidan kapasite (TAS), oksidanlarin toplam
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etkisini ise total oksidan kapasite (TOS) gosterir ve genel antioksidan/oksidan durum TAS ve
TOS gosterir ve genel antioksidan/oksidan durum TAS ve TOS olglimiiyle kolayca
degerlendirilebilmektedir (35, 36).

Hiicrede devamli bir sekilde metabolik dengenin bir pargasi olarak serbest radikaller
olusum halindedirler ve bu olusum ¢ yol ile gerceklesmektedir. Bu yollar homolitik

boliinme, heterolitik bolinme ve bir molekiile tek bir elektronun katilmasi ile dir

Serbest radikallerin olusumunu arttiran faktorler iki ye ayrilir bunlar ekzojen ve

endojen faktorlerdir.

Tablo 1. Serbest radikallerin olusumunu artiran faktorler (37).

Ekzojen faktorler Endojen faktorler

Doku hasar1 ve kronik

Cevresel faktorler hastaliklar

Fiziksel egzersiz / sedanter

Diyetsel (fazla alkol tiiketimi kotii beslenme obezite vb.)
yasam tarzi

Ilaclar Stres

Diyet ile antioksidanlarin alimini etkileyen kosullar (istah

kaybu, kolestaz, vb.) Yaslilik

Homeostatik dengenin devam etmesi organizmanin yagamasini, devaminit Ve
bitlinliigiinii saglar. Bu denge i¢ ve dis etkenlerle siirekli bir tehdit altindadir. Hiicreler
antioksidan sistemlere sahip olmasindan dolayr serbest radikallerin yikict etkilerine karsi
koyabilmektedirler (38).

Hiicre igerisinde ¢ok fazla miktarda radikal tiretimi vardir. Elektron transferinde, enerji

iiretiminde ve diger metabolik islemlerde radikaller agiga ¢ikmaktadir (39).

Oksijen hiicrelere hicbir engele takilmadan girer ve hiicre icerisinde en ¢ok kullanilan
molekiildiir. Bu durumdan dolay:1 serbest radikallerin en 6nemli kaynaklarindan birisidir.
Fakat canli organizmasinda oksijen tiirevlerinden de baska karbon ve kiikiirt merkezli
radikaller olugsmaktadir. Serbest radikallerin biyolojik ortamlardaki tiirleri Reaktif Oksijen
Tiirleri (ROS) ve Reaktif Azot Tiirleri ( RAS)’ dir (40).

Serbest radikaller ve radikal olmayan reaktif tiirler, yiiksek konsantrasyonlarda canli

organizmalar i¢in ¢ok tehlikelidir ¢linkii tiim hiicre yapilarina zarar verebilmektedirler.
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Bununla birlikte, diisiik konsantrasyonlarda nitrik oksit, siiperoksit anyonu ve reaktif oksijen
tiirleri sinyal iletiminde diizenleyici bir rol iistlenirler. ROS hiicreleri oksidatif strese karsi

koruyarak redoks homeostazini yeniden olusturur (41).

2.3.1. Serbest oksijen radikallerinin etkileri

Notrofil ve makrofaj gibi bagisiklik sistemi hiicrelerinin  gdrevini  yerine
getirebilmeleri icin serbest radikaller gereklidir ancak bu radikallerin gereginden fazla
tiretilmeleri doku hasarima ve hiicre Oliimlerine neden olabilmektedir. Ayrica serbest
radikallerin hiicre i¢inde olmasi gereken miktardan daha fazla bulunmalar1 halinde; basta
lipitler olmak fiizere, protein, DNA, karbonhidratlar ve enzimler ile reaksiyona girdikleri

gorilmiustir (42).

Serbest radikaller enzimlerde fonksiyon bozukluguna sebep olup, aerobik solunumu
bozup, kapiller permeabiliteye hasar verip, hiicrede potasyum kaybina sebep olurlar. Hiicre
icindeki pek cok litik enzimi aktif hale getirebilirler ve savunma sistemlerini inaktif hale
getirebilirler. Ayrica Trombosit agregasyonunu artirarak, dokularda fagosit toplanmasina

olanak saglarlar (43).
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Tablo 2. Serbest radikallerin etkiledigi molekiiller ve sonuglari (44).

Etkilenen Bilesikler Sonuclar

Enzim inhibitasyonu, Protein denatiirasyonu,
Capraz baglanma, Organ ve hiicre
gecirgenliginde degisimler meydana gelir.

Doymamis amino asitler ve kiikiirt iceren
amino asitler

Piirin ve Pirimidinler Hiicre gelisiminde degisimeler ve Mutasyon

Hiicre ylizeyinde bulunan reseptorlerde

Karbonhidratlar .. .
degisim.

Doymamus lipitler Kolesterol ve yag asitlerinin okside olmas.

Nikotinamit ve flavin igeren kofaktérlerin
Kofaktorler aktifliginde azalma, Askorbat ve porfirinin
okside olmas1

a-tokoferol ve B-karoten gibi antioksidanlarin

Antioksidanlar
aktifliginde azalma meydana gelir.

Peptit zincirlerinde kirilma ve Denatiirasyon

Proteinler
olusur.

Zincirde kirilmave Baz degisimleri meydana

DNA .
gelir.

Sinovial stvinin akigkanliga kars1 direncinde

Hyaluronik asit
y degisim meydana gelir.

2.3.1.1. Serbest radikallerin membran lipitleri tizerine etkileri

Serbest radikal hasarmma karsi hassashigi en yliksek olan yapilar lipitlerdir. Yag
asitlerinde bulunan doymamis yaglarla reaksiyona giren serbest radikaller lipitlerin
peroksidasyonuna sebep olurlar. Coklu doymamis yag asitleri (PUFA) oksidatif hasara ugrar
ise membran hasar1 gergeklesir ve bu hasarin geri doniisiimii yoktur. Lipit peroksidasyonu
esnasinda DNA, glukoz 6 fosfat dehidrogenaz ve Na+K+-ATP az gibi enzimler ve hiicre
yiizeyinde yer alan hormon akseptorleri inaktive olarak hiicrelerde dejeneratif, mutajenik ve

karsinojenik bozukluklar meydana gelir (45).

Cok doymamis yag asidi zincirindeki metilen gruplarindan hidrojen atomu

kopartabilecek reaktiviteye sahip herhangi bir ROS lipit molekiiline saldirirsa lipit
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peroksidasyonu gerceklesir. Bir ¢ift bag igeren veya ¢ift bag icermeyen yag asitleri oksidatif
hasara karsi ¢cok doymamis yag asitlerine gore daha fazla direng gosterir. Hidrokarbon yan
zincirlere ulagabilen hidroksil radikalleri peroksidasyonu baslatabilme yetenegine sahiptirler.
Ayrica hiicre disinda olusan OH" ekstrinsik proteinlere ve fosfolipitlerin bas gruplarinada
saldirabilme yetenegine sahiptirler. Biyolojik membran ve yag asitlerinde yapilan ¢aligsmalar
gostermistir ki akiskan soliisyonla radyoliz olursa OH iiretimi meydana gelir. Olusan bu OH
ise ortamda bulunan tiim lipitlerin peroksidasyonunu stimiile etmektedir. Bu olayin aksine Oy
yiikiinden dolay1 eritrosit membrani haricinde diger membranlar1 gecemez ve lipitlerden
hidrojen kopartabilecek reaktiflige sahip degildir. Oy eritrositlerden igeriye CI2 ve
bikarbonatin gegisini saglayan bir iyon kanali araciligiyla girmektedir. O, nin protonlanmig
formu olan H,O ise daha reaktiftir ve linolenik, linoleik ve arasidonik asit gibi izole yag

asitlerinden H- koparabilmektedirler (46).

Lipit peroksidasyonu enzimatik lipit peroksidasyonu ve non enzimatik lipit
peroksidasyonu olmak iizere ikiye ayrilir. Enzimatik lipit peroksidasyona aragidonik asit
metabolizmast sonucu meydana gelen serbest radikaller, non enzimatik lipit

peroksidasyonuna ise diger radikaller sebep olmaktadir (47).

Hidrojen atomunun yalnizca tek bir elektronu olmasindan dolayr metilen grubundan
hidrojen radikali koparilmasi sonrasinda geride karbonun iizerinde eslesmemis bir elektron
birakir. Karbon radikalleri ise birtakim reaksiyonlara ugrayabilirler. Ornek verecek olursak iki

elektron membran iginde karsilastiginda yag asidi yag zincirleri ile ¢apraz baglar kurabilirler.
R-C.H + R-C.H — R-CH-CH-R

Ayrica biiyiik bir olasilikla aerobik sartlarda karbon radikalinin bagi ozelliklede
membranin i¢ine dogru konsantre olmus hidrofobik molekiil O; ile birlesir. O, ile reaksiyon

sonucunda da bir peroksil radikali olusur.
RO. + O, — ROO.

Lipit peroksit radikali (LOO.) ise Lipit radikalinin molekiiler oksijen ile

reaksiyona girmesi ile olugsmaktadir (46, 48).

Olusan Bu radikaller ise membranda bulunan diger ¢cok doymamis yag asitlerini
etkilerler ve yeni lipit radikallerinin olusumunu saglarlar, kendileri ise agiga c¢ikan H2
atomlarini alirlar ve boylece lipit hidroperoksitlerine (LOOH) doniistirler. Asagidaki sekilde
coklu doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu gdsterilmistir (49).
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Doymamis yag asidi A=&-—A-—_—1

-H Hidrojen ¢ikigi

A A A—]

Molekiil i¢1 diizenleme
N__—\:—_A=l Konjuge dien
[ ]
1
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m Peroksi radikal olugumu

H.

ol To L

V_\__.A-—-I Hidroperoksid: aldehitler ve

polimerizasyon tirlinleri

I e Oum Q==

Sekil 1 Coklu doymamug yag asitlerinin peroksidasyonu

Hidroperoksitlerin ¢ok fazla miktarda radikalleri yikmas1 sonucu, lipit peroksit, pentan
ve etan gibi ugucu gazlar meydana gelmektedir. Lipit hidroperoksitlerden reaksiyonla aldehit
ve keton meydana gelirken aldehitler en toksik friinlerdir. Enzimatik lipit peroksit
olusumunun sonucunda ise plazma MDA konsantrasyonu olusur (46). Lipit
peroksidasyonunu degerlendirmek tizere MDA oOl¢imii yapilmaktadir. Bu bilesikler basta
etkili olduklar1 alandan diffiize olarak hiicre hasarin1 diger kisimlara yayarlar veya hiicresel
seviyede metabolize olurlar. Ayrica disiik dansiteye sahip lipoproteinlerin (LDL)

oksidasyonu sonucu hiicre fonksiyonlarinda bozulmalar meydana gelebilmektedir (47).
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2.3.1.2. Serbest radikallerin proteinler lizerine etkileri

Lipitlere oranla proteinlerin serbest radikallere karsi hassasligi daha azdir. Serbest
radikallerden etkilenme diizeyleri igerdikleri aminoasit dizilimine gore degisir. Fenil alanin,
triptofan, tirozin, histidin, metiyonin, ve sistein gibi aminoasitler doymamis bag ve siilfiir
iceren amino asitlerdir. Bu aminoasitlerden meydana gelen proteinler serbest radikallerden
¢ok cabuk etkilenirler. Bu etkilenme sonucunda ise karbon merkezli radikaller ve siilfiir
radikalleri meydana gelebilmektedir. Proteinlerin oksidatif hasarini1 6l¢gmek i¢in ise karbon

merkezli radikallerden karbonillerin dl¢lilmesi yapilmaktadir (50).

Protein oksidasyonu sonucunda

° Enzim aktivitesinde azalma

° Protein fonksiyonlarinda kayip

° Proteaz inhibitor aktivitede kayip

° Protein agregasyonu

[ Proteolize artmis/azalmis yatkinlik

° Endositozda bozulma

° Gen transkripsiyonunda degisim

) Immiinojen aktivitede artis olmaktadir (50, 51).

Serbest radikallerin 6nemli Olc¢lide zarar verdigi yapilarin basinda hemproteinleri
sayilabilir. Oksihemoglobin O, veya H,0, ile reaksiyona girerek methemoglobin
olugmaktadir (50, 52).

H,O, + 2Hb-Fe?-0, + 2H" — ” 2Hb-Fe™ + 2H,0 + O,
0,” + Hb-Fe?-0, + 2H —* Hb-Fe® + H,0, + O,
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2.3.1.3. Serbest radikallerin karbonhidratlar tizerine etkileri

Deoksi seker, glukoz ve mannozun fizyolojik sartlar altinda otooksidasyona
ugramasiyla siiperoksit ve hidrojen peroksit olusumu meydana gelmektedir. Yapilan
caligmalarda monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucunda, protein ¢apraz baglanmalarinin
gerceklestigi ve agrega olduklar1 aym1 zamanda bazal membran kalinlasmasi ve bunun

sonucunda da katarakt, mikroanjiopati gelisiminede neden olduklart saptanmistir (53).

Monosakkaritlerin otooksidasyonuyla okszaldehitler olusur. okszaldehitler DNA,
RNA ve proteinlere baglanabilme ozelligine sahiptirler. Bu 6zellik onlara antimitotik etki
gosterebilme olanagi sunmustur. PUFA’nin ve glyoxal’in ise hiicre boliinmesini inhibe ettigi

goriilmistiir. Boylece kanser ve yaglanma olaylarinda rol oynadiklar1 soylenebilmektedir (50).

2.3.1.4. Serbest radikallerin niikleik asitler tizerine etkileri

DNA molekiiliide tipk: lipitlerin, karbonhidratlarin ve proteinlerin ugrayabildigi gibi
oksidatif hasara maruz kalabilen molekiillerdir. Viicudumuzda bulunan biitiin hiicrelerdeki
DNA nin giinde ortalama 103 defa oksidatif hasara ugradig: iddia edilmistir. Oksidatif hasar
sonucunda DNA da c¢esitli bozulmalar meydana gelmektedir. Bunlardan bazilari; DNA ile
protein arasinda ¢apraz baglanma meydana gelebilir, DNA da apirimidinik ya da apiirinik
alanlar, yeni baz katilimi1 veya bazlarin yeniden diizenlenmesi ve seker hasari olusabilir.
Hidroksil radikalide ¢esitli hasarlara neden olmaktadir. Bunlardan bazilari; deoksiriboz ve
bazla reaksiyona girip degisikliklere neden olabilir, DNA’nin yakininda meydana geldigi
takdirde piirin ve pirimidin bazlarinda mutasyonlar meydana getirir, niikleik asitlerde doymus
¢ atomlarindan hidrojen ¢ikarir veya ¢ift baglara katma tepkimeleri ile sonuglanan tepkimelere

girebilmektedir (54).

Guanin yiiksek elektron yogunluklu bolgeler i¢eren molekiildiir siiperoksit anyonu ise
giiclii bir oksitleyici oldugu igin birbirleri ile kolayca tepkimeye girebilirler. Hidrojen peroksit
ise membrandan kolayca gecerek hiicre c¢ekirdegine gelip DNA hasarma, hiicre

disfonksiyonuna ve hiicre 6liimiine sebebiyet vermektedir (53).
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2.4. Antioksidanlar

Okside olabilen substrata oranla ortamda daha az derisimde bulunan ve bu substratin

oksidasyonunu bariz sekilde geciktiren veya engelleyen maddeye antioksidan denmektedir
(55).

Antioksidanlar serbest radikal hasarini Onlerler bunu hem hiicre i¢i sivida hem de
hiicre dis1 sivida yer alarak gergeklestirirler. SOD, GPx ve CAT gibi enzimler mitokondride
yer alirlar. Antioksidan savunma sistemleri birincil ve ikincil savunma sistemleri olarak ikiye

ayrilirlar.

° Birincil savunma sistemi: SOD, GPx, CAT gibi enzimler; A, C, E vitaminleri;

glutatyon ve lirik asit gibi bilesiklerden olusur.

° Ikincil savunma sistemi: Lipolitik enzimler, peptidazlar, proteazlar, DNA
onarim enzimleri, ekzoniikleaz, endoniikleaz ve ligazdan olusur (56). Antioksidanlar ilk
olarak, zar yapisindaki doymamis yag asitlerinin oksidasyonunu engellerler. Ayrica
Antioksidanlarin, lipitleri, proteinleri, niikleik asitleri ve diger hedef makromolekiilleri

korudugu da bilinmektedir (57, 58).

Antioksidanlar baglica iki sekilde etki gosterirler

1-) Serbest radikal olusumunun 6nlenmesi:
a-Oksijeni uzaklastiric1 veya azaltici etkiye sahiptir.
b-Baslatici reaktif tiirevleri uzaklastirici etkiye sahiptir.

c-Katalitik metal iyonlarin1 uzaklastirici etkiye sahiptir.

2-) Olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi:

a-Toplayict (scavenging) etki: Serbest oksijen radikallerini tutarlar veya daha az

reaktif olan baska bir molekiile cevirirler (Ornek: Enzimler).

b-Bastiric1 (quencher) etki: Serbest oksijen radikalleri ile etkilesime gegip radikallere
bir proton (hidrojen) ekleyerek aktivite kaybina neden olurlar (Ornek: Flavinoidler,

vitaminler).
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c-Onarici (repair) etki: Oksidatif hasara ugramis molekiilii onarirlar.

d-Zincir kirict (chain breaking) etki: Serbest oksijen radikallerini ve zincirleme
reaksiyonlar1 baslatip, diger maddeleri kendilerine baglayip ve zincirlerini kirip

fonksiyonlarini énlerler (Ornek: Hemoglobin, seruloplazmin, mineraller) (44).

2.4.1. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidaz enzimatik antioksidandir ve ilk olarak 1957 yilinda hayvan
dokularinda bulunmustur. H;O, ve lipid peroksidlerin glutatyon tarafindan indirgenmesini
katalizlerler. Dort alt birimden olusmaktadir ve her biri selenosistein igerirler. Rediikte
glutatyonu yiikseltgerken H,O;, ‘i de suya cevirebilmektedir ve bundan Otiirii membran

lipidlerini ve hemoglobini oksidan strese karsi korumakla gorevlidirler (59).

Enzim aktivitesinin %25-40’1 ise mitokondride, % 60-75’1 Okaryot hiicrelerde
sitoplazmada bulunmaktadir. Enzim aktivitesinin en ¢ok oldugu dokular ise eritrositler ve
karacigerdir (60).

Yetersiz E vitamini diizeyinde membrani peroksidasyondan korur. Eritrositlerde
bulunan en giiglii antioksidandir. Diisiik konsantrasyonlarda H»O;’i pargalayip, yliksek

konsantrasyonlarda ise katalaz aktivitesine sahip olurlar (59).

2.4.2. Malondialdehid (MDA)

Molekiiller arasinda serbest radikallerden en cok etkilenen yapilar lipitlerdir.
Doymamis yag asitlerinin oksidatif yikimina lipid peroksidasyonu denmektedir. MDA, ii¢ ya
da daha fazla ¢ift bag igeren yag asitlerinin peroksidasyonu sonucunda meydana gelmektedir
ve lipid peroksidasyonun en dnemli {riiniidiir. MDA, kanda ve idrarda ortaya ¢ikmaktadir

ayni zamanda lipid peroksit seviyelerinin indikatorii olarak kullanilmaktadir.

Thiobarbitiirik asit Malondialdehid sinifindandir ve Thiobarbitiirik asit ile
reaksiyon veren maddeler (TBARS), lipit peroksidasyonunun onemli gostergelerindendir.

Thiobarbitiirik asit testi hiicrede olusan hidroksil radikal hasarinin olusturdugu etkileri 6lgmek
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icin kullanilan en yaygin testdir ve MDA seviyesini 6lgmektedir. MDA, Thiobarbitiirik asit
eklenerek 1sit1ldig1 takdirde pembe renge doniismektedir (61).

2.4.3. Total antioksidan seviye (TAS) ve total oksidan seviye (TOS)

Canlilarin ¢esitli nedenlerle olusan serbest radikallere ve bunlardan kaynakli gelisen
oksidatif strese kars1 miicadele etmek amaciyla savunma sistemleri mevcuttur. Ortaya ¢ikan
oksidan durumlara kars1 redoks ayarinin siirdiirebilmesinde en 6nemli rolii antioksidanlarin
viicudun tiim boliimlerine tasinmasinda ve dagitilmasinda gorevli olan kan iistlenmektedir.
Viicut tarafindan sentezlenen serbest oksijen molekiillerinin yan iiriinleri Total oksidan
seviyeye karsi ¢ok biiyiik etki gosterirler. Viicudumuzda sentezlenen serbest radikaller
olustuklar1 yerden hemen uzaklastirilmazlarsa etkileri zararli olur. Plazmadaki antioksidan

molekiiller Total antioksidan seviyeye énemli katkilar saglarlar.

Antioksidanlar ¢ogunlukla sinerjistik etki halindedirler ve plazmada etkilesim
halindedirler. Herhangi bir antioksidan miktarindaki artig bir diger antioksidan miktarindaki

azalma ile denge durumunda tutulur.

Viicudumuzdaki antioksidan kapasiteyi ve oksidatif stresi 6lgmek i¢in antioksidan ve
oksidan molekiillerinin 6l¢iimii total olarak yapilmaktadir. Bu Olglimiin hesaplanmasi ise
Total oksidan seviye (TOS) diizeyinin, total antioksidan seviye (TAS) diizeyine oranlanmasi
ile olmaktadir. Buna oksidatif stres indeksi (OSI) denmektedir. OSI viicudumuzun oksidan

antioksidan dengesinin yoniinii belirtmede kullanilmaktadir (62).

2.4.4. Tiyol disiilfit dengesi

Tiyol hiicrede oksidatif stresin olugmasin1 dnlemede ¢ok 6nemli bir yere sahip olan
molekiildiir ve siilfidril (-SH) grubu igerir. Plazmada bulunan tiyoller prooksidan veya
genellikle antioksidan bir etki gosterirler. Tiyoller standart indirgeme potansiyelindedirler ve
bundan dolayr hizli elektron alicilart olarak hareket etmektedirler. Bundan 6tiirii, oksidan
maddeler tiyoller tarafindan indirgenerek daha zararsiz bir yan iirline nétralize edilirler. Tiyol
molekiilii ise oksitlenerek disiilfite (C-S-S-C) doniismektedir. Bu reaksiyon geri

dontistimliidiir ve normal sartlar altinda viicutta denge halinde bulunmaktadir
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Native tiyol antioksidan aktiviteyi, distilfit dinamik ise oksidan aktiviteyi gosterir ve
bunlar viicutta bir denge halindedirler. Bu denge sayesinde antioksidan savunma,
detoksifikasyon, apoptozis, enzim aktivitelerinin diizenlenmesi, transkripsiyon ve hiicresel
sinyal iletim mekanizmalarinin diizenlenmesi saglanmaktadir. Plazma tiyol biiyiik ¢ogunlukla
albiimin ve diger proteinlerden olusur, az bir kismi ise sistein, sisteinil glisin, glutatyon,
homosistein ve y-glutamil sistein gibi diisiik molekiil agirlikli tiyollerden olugmaktadir.
Hiicrede Tiyol-disiilfit dengesi, patolojik durumlarda negatif ya da pozitif yonde
degisebilmektedir. Yapilan galismalar proliferasyon durumunda artis yoniinde, apoptosis gibi
durumlarda ise azalma yoniinde degistigini gdstermistir. Her iki yondeki degisim de anormal
bir durum oldugunu gdstermektedir. Yaglanma, diyabetes mellitus, miyokard perfiizyon
hasari, kemoterapi, alkol kullanimi, sigara ve akciger transplantasyonu durumlarinda

tiyollerin indirgeme potansiyelinin azaldig1 gosterilmistir.
Tiyol distilfit denge Sl¢timiinde:

e Native tiyol [-SH]

e Dinamik disiilfit [-S-S-]

e Totaltiyol [(-SH)+(-S-S-)]

¢ Disiilfit [-S-S-] / native tiyol [-SH] %

e Disiilfit [-S-S-] / total tiyol [(-SH)+(-S-S-)]

e Native tiyol [-SH] / total tiyol [(-SH)+(-S-S-)] oranlar1 6l¢tilmektedir (63).
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2.5. Flavonoidler

Meyvelerde, sebzelerde, ¢iceklerde, cay ve sarapta bulunan degisken fenolik yapiya
sahip dogal maddelere flavonoid denmektedir. Dogada ¢igeklere meyvelere ve yapraklara
renklerini veren 4000°den fazla flavonoid oldugu tespit edilmistir. Flavonoidler molekiil

yapilarina gore dort gruba ayrilirlar.

antosiyaninlerdir.

Flavone

Antosiyanin

Bunlar; flavonlar, flavanonlar, katesinler ve
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Sekil 2. Baslica flavonoidler (64).



Flavonoid iskeleti iki fenolik halkadan olusmaktadir. Bu halkalar genellikle
heterosiklik bir halka olusturacak bi¢cimde oksijenle kapali halde bulunan ii¢ karbonlu bir
zincirle baglanmistir ve flavonoid gruplarinin karakteristik 6zelliklerini belirlemede rol

oynarlar (65).

Flavonlarin sentral aromatik halkalar1 ¢ift baglidir ve quercetin bu grupta
bulunmaktadir. Flavonlar en ¢ok sogan, elma, brokoli ve ¢ilekte bulunurlar. Bir diger grup
flavanonlar ise en c¢ok narenciyede bulunurlar ve bu gruba en iyi Ornek narigindir.
Flavonoidler siyah c¢ay, yesil ¢ay ve sarapta bol miktarda bulunan katesinleri igerirler.
Antosiyaninler ise en ¢ok ¢ilekde, liziimde, cayda ve sarapta bulunmaktadir (66).
Flavonoidlerin en o6nemli etkilerinin basinda serbest oksijen radikallerini siipilirebilme
yeteneklerinin olmasidir. Yapilan calismalar flavonoidlerin, antiallergenik, antiinflamatuar,

antiviral ve antikarsinojenik 6zellikleri oldugunuda ortaya koymustur (67).

Flavonoidlerin hemen hemen tiim gruplarinin bilinen en 6nemli 6zellikleri antioksidan
gibi davranmalaridir. Viicudumuzu reaktif oksijenlere kars1 savunmada flavon ve katesinler
en gliclii flavonoidlerdir. Flavonoidler endojen savunma bilesiklerine ilave bir etki gosterirler.
Flavonoidlerin  serbest radikal savunma sistemleri degisiktir ve ayrica endojen

antioksidanlarin fonksiyonlarini arttirmada rol oynarlar (68, 69).

Flavonoidler serbest oksijen radikallerini direk siipilirererk serbest radikal hasarini
onlerler. Flavonoidlerin serbest radikallerle oksitlenmesi sonucunda stabilitesi diisiik ve daha
az reaktif radikal olusur. Ayn1 zamanda flavonoidler radikalin reaktif bileseniyle reaksiyona
girerek reaktif oksijen tiirlinii stabilize ederler. Flavonoidlerin hidroksil grubunun yiiksek

reaktivitesi sonucunda ise radikaller inaktive olurlar (70).
Flavonoid (OH) + R. — Flavonoid (O.) + RH
R. serbest radikali, O. Ise serbest oksijen radikalini géstermektedir (71).

Radikallerin siipiiriilmesi sonucunda flavonoidler diisiik dansiteye sahip lipoprotein
(LDL) oksidasyonunu inhibe etmektedirler. Bu 6zellik sayesinde LDL partikiilleri korunur ve
teorik olarak flavonoidlerin ateroskleroza kars1 koruyucu aktivitesi oldugu da kanitlanmis olur

(72).
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2.6. Resveratrol

Giliniimilizde tibbin babasi olarak kabul edilen Hipokrat bundan 25 yiizyil 6nce bile
“Besinler ilaciniz, ilaciniz besininiz olsun” soziinii sOylemistir. Son zamanlarda yapilan
caligmalar, sebze ve meyvelerin bir¢ok hastalig1 onleyici etkileri ve yasami uzatmasi ile ilgili
etkileri izerinde yogunlagmistir. Basta iizim ve {riinleri olmak iizere yer fistig1, ahududu, dut,
erik, bogirtlen ve diger sebze ve meyvelerde de bulunan resveratrol maddesinin kdkeni eski

Hindistanda yasam bilgisi anlamina gelen “Ayurveda” ya dayanir (73).

Hintliler 4500 y1l kadar 6nce “Ayurveda” isimli eski bir tip kitabinda kirmizi {iziim
suyunu “darak chasava” olarak isimlendirip kalbi giiclendirmek i¢in kullanmiglardir(74).
Resveratroliin en zengin kaynagi Polygonum cuspidatum bitkisinin kurutulmus kokleridir,

bunlar Cin ve Japonya' da yetistirilirler (27).

Polygonum cuspidatum Japonya ve Cin de tip alaninda hiperlipidemi, ateroskleroz ve

diger inflamatuar hastaliklarin tedavisinde kullanilmistir (75).

Ik kez 1976 senesinde resveratrol Langcake ve Pryce tarafindan iiziimde fitoaleksin

olarak bulunmustur (76).

Resveratrol bitkilerde; susuz kalma, fungal enfeksiyon gecirme, ultraviole ve ozon gibi

cevresel stres faktorlerinde ve mikrobik saldirilarda cevap olarak sentez edilir (77).

Uziim ekstraktinin insan saghg icin kullaniminin ilk kez M.O. 2500 veya daha
oncesine dayali oldugu bilinmektedir. Drakshasava’nin (fermente edilmis kirmizi iiziim suyu)
ana bileseni Uziim (Vitis vinifera L.) suyudur ve basta kardiyotonik olmak iizere diger

hastaliklar i¢inde kullanilan iyi bilinen bitkisel bir ilag¢ olarak tanimlanir (74).

Resveratrol, inflamasyon, kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, diyabet, Alzheimer
hastalig1 ve otoimmiin hastaliklar dahil olmak {iizere diger birgok hastaliklarin tedavisinde
onemli bir gorev Ustlenmektedir. Resveratroliin; antioksidan, anti-inflamatuvar,
enfeksiyondan ve iskemiden koruyucu, kardiyoprotektif , yaglanmay1 6nleyici, néroprotektif,
anti-viral, obeziteyi indirgeyici, kanser kemopreventif etkileri bulunmaktadir. Bu etkilerinden
dolayr hastaliklarin tedavisinde potansiyel olarak kabul edilebilirler Inflamasyonu
baskilayarak hastaligin semptomlarini hafifletirler. Ayrica Mikroarray analizleri resveratroliin
coklu hiicre sinyal yolaklarinda bircok genin ekspresyonunu degistirdigini de ortaya

koymustur (78).
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Polifenoller flavonoid ve nonflavonoid olmak iizere iki kisimda incelenirler.
Flavonoidler meyve ve sebzelerde en fazla bulunan polifenollerdir. Stilbenler az bir kismi

olusturur. Resveratrol dogal bir stilbendir ve nonflanonoid olarak en cok bulunan biyolojik

aktif fenollerdir (79).

2.6.1. Resveratrol kaynaklar: ve kimvyasal yapisi

Fenol bazli bitki metabolitlerine Stilbenoid denir. Stilbenoidlerin kanser, infilamasyon,
norodejeneratif ve kalp hastaliklar1 basta olmak iizere insan sagligina ¢ok cesitli faydalari
vardir. Biyologlar ve kimyagerler tarafindan en ilgi goren stilben fitoaleksin resveratrol
(3,4°,5-trihidroksistilben) diir. Bitki biyolojisinde ¢ok dnemli bir molekiil olan Resveratrol
oligomerlerin ana molekiildiir. Oligomerlere viniferinlerde denmektedir ve Resveratrol

oligomerlerin yapisinda ¢ok 6nemli bir rol tistlenmektedir (80).

Resveratroliin  kimyasal yapis1 basittir. Bu basitlik yeni kemoterapotik ajanlarin
rasyonel tasarimina izin vermektedir ve bundan dolayr resveratroliin bir dizi sentetik

eklentileri, analoglari, tiirevleri ve konjugatlar1 bulunmaktadir.

N

Sekil 3. Trans-resveratrolun kimyasal yapisi.

Resveratrol ve analoglariyla iligkili ¢ok fazla calisma yapilmistir. Bu caligmalarin
basinda biyolojik potansiyellerini ve biyoyararlanimlarini arttirmak ve zenginlestirmek
gelmektedir. Ayrica Resveratroliin  farmakolojik aktivitesi ¢esitli kimyasal analitik

yontemlerinin gelistirilmesini saglamistir.

Molekiiliin temel yapisal iskeleti, iki aromatik halkadan olugmaktadir. Bu halkalar bir
stiren ¢ift bag ile birlesmislerdir. Bu ¢ift bag sirasiyla E ve Z diasteromerlere karsilik gelen

trans ve cis izomerik resveratrol formlarinin olugsmasini saglamistir. Ayrica Trans-resveratrol
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laboratuvarlarda en ¢ok kullanilip galisilan resveratrol seklidir. Tercih edilme sebebi ise sterik

form olmasi ve yiiksek pH ve 1siktan korundugunda nispeten stabil olmasidir (81).

Resveratroliin biyolojik olarak daha aktif formu Trans-resveratroldiir. Molekiil yapisi
bakimindan, stiren bagi stereokimyasindan ayridir ve aromatik halkalar iizerindeki fenolik
substitent (ornatik) pozisyonlar1 da biyolojik aktivitesinin belirlenmesinde ¢ok énemli bir rol

ustlenmektedir.

Tablo 3. Resveratroliin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini gésterim tablosu

Molekiiler Formiil C14H1203

Molekiiler Agirlik | 228.247 g / mol

Fiziksel Ozellikler Kat1, metanolden beyazimsi toz halinde

Erime Noktasi 254 C

Suda, 3 mg/ 100 mL Yaklasik 65 mg / mL'de etanol, DMSO ve
Coziintirlik dimetil formamid gibi organik ¢oziiciilerde ¢6ziiniir pH 7.2'de PBS
icinde ¢Oziiniirliik yaklasik 100 ug / mL'dir

pKa 8.99-10.64

Resveratrol basta liztim, ¢am agact ve baklagiller olmak tiizere 72 farkli bitki
tarafindan iretilmektedir, Resveratroliin en o©nemli kaynagi yapisinda yiiksek oranda

resveratrol bulunmasindan dolay1 kirmizi sarap ve liziim suyudur (82).

Resveratroliin beyaz saraptaki diizeyi ¢ok diisiiktiir. Bunun nedeni beyaz {iziimiin
tiretim asamasinda kabuklarinin fermente olmamasidir. Kirmizi saraptaki resveratrol miktari
ise cesitli faktorlere gore degiskenlik gosterir. Bu faktorler arasinda, iklim kosullari, {iziim
cinsi ve toprak igerigi sayilabilir. Tiirkiye’deki saraplarda resveratrol oran1 Akdeniz iilkelerine
gore daha disiiktiir. Bu oran 0,18-0,24 ml / L dir (83). Asagidaki tabloda besinlere gore

resveratrol miktarlar1 gésterilmistir.
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Tablo 4. Resveratrol kaynaklari ve standart porsiyonlarda resveratroliin miktari (4).

Besin kaynagi

Ortalama miktari

Standart porsiyondaki

miktari
Kirmizi sarap 0.1-14.3mg/ L 150 ml kadeh: 0.015-2.15mg
Pinot Noir tiztimii 10.5mg/L 150 ml kadeh: 1.57 mg
Beyaz sarap <0.1-1.2mg/L 150 ml kadeh: 0.015-0.18mg
Riesling tiziimii 12mg/L 150 ml kadeh: 0.32 mg
Kirmiz1 iziim suyu 0.5ml/L 250 ml bardak: 1.25 mg
Beyaz {iziim suyu 0.05mg/L 250 ml bardak: 0.125 mg
Kuru tiziim 0,64 mg / 100g 250g: 1.6 mg
Cilek (donmus) 0.375mg/ 100g 150g: 0.5625 mg
Yaban mersini 1.9mg/ 100g 125 ¢: 2.41 mg
(donmus)
Cig yer fistig1 0.15 mg / 100g 250g: 0.37 mg
Kavrulmus yer fistig1 0.006 mg / 100g 250 mg: 0.015 mg
Kakao 0.185/100g 1 yemek kasigi: 0.019 mg
Bitter ¢ikolata 0.124 mg /100 g 50g: 0.068 mg
Siitlii ¢ikolata 0.001 mg/ 100g 50g: 0.0005 mg

2.6.2. Resveratroliin bivosentezi

Resveratroliin sentezi, fenil alaninden c¢ok basamakli bir gsekilde gerceklesir.
Fenilalaninden amonyak liyazin deaminasyonu ile ilk basamakta sinnamik asit olusur.
Sinnamat, 4-hidroksilazla, p-hidroksilasyon yoluyla 4-koumarik aside doniisiir. Daha sonra 4-
koumaratla Co-A ester yapisina doniisiir. 4-kuomaril Co-A, ise 3 malonil CoA ile stilben

sentaz enzimiyle birleserek resveratrolii olusturur (84).
Resveratroliin dogal antioksidan roliinde ii¢ farkli mekanizma vardir.

1. Koenzim Q ile yarisgarak ROS olusum yerinde oksidatif zincir kompleksini

azaltmak.
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2. Mitokondride olusan stiperoksit radikalini yakalamak.

3. Fenton reaksiyonu iirlinleri tarafindan indiiklenen lipid peroksidasyonunun

inhibisyonudur (85).

2.6.3. Resveratroliin emilimi

Resveratroliin biiyiik bir kismi jejunumdan, az bir kismu ise ileumdan emilir.
Bazolateral tarafa transport edilen resveratroliin biiyikk bir kismi, glukuronid ve siilfat
formlarina konjuge edilir. Tiim perfiize edilen resveratroliin ve konjugatlarinin yalnizca %

6’s1 bagirsak epitelini gegebilmektedir (86).

Resveratrol diyet tiriinlerinde cis ve trans seklinde bulunur. Glikozile formu 3-O--D-
glukozidtir. Glikozilasyon resveratroliin enzimatik olarak oksidasyonunu engelleyerek
biyolojik etkinligini korur, biyoyararlanimimi ve Kkararliligini arttirmaktadir. Emilim
asamasinda glikozidazlar gereklidir. Bunun sebebi ise bagirsak hiicrelerinin sadece glikozile
olmayan resveratrolii absorbe etmesidir. Yiyeceklerdeki glikolize olmayan ve glikozile
resveratroliin degiskenlik gosteren miktarlart emilim hizin1 diizenler. . Trans-piseidin laktaz
florizin hidrolaz [Lactase phlorizin hydrolase (LPH)] ve sitozolik-B-glukozidaz [CytosolicB3-
glucosidase (CBG@G)] tarafindan ince bagirsakta deglikozile edilmektedir.

Enterositlere geciste trans—piseid’in 2 segenegi vardir.

1- Apikal membran iizerinde yer alan LPH iledir. Liimene glikozile olmayan trans-

resveratrol olarak salinir. Daha sonra karsi tarafa difiize olur.

2- Sodyuma baglh glukoz tasiyicist 1 [Sodium-dependent glucose transporterl (SGLT

1)] ile firgamsi kenar (brushborder) membranini gecerek CBG ile glukozidlerin yikimidir.

Deglikozilasyondan sonra ise trans-piseid’ten trans-resveratrol olusumaktadir. Trans
resveratrol enterositlerde daha ileri metabolize edilir, ortaya ¢ikan yeni bilesik glukuronik
konjugatidir. Major glukuronat trans resveratrol-3-O-B-glukuronidtir. Glukurokonjugat ise

enterositlerden bagirsak liimenine salinirlar (87).

26



2.6.4. Resveratroliin hiicre icine alinmasi

Yapilan c¢alismalarla resveratroliin  karacigere iki mekanizmayla tasindigi
kanitlanmistir. Calismalar Hepatoblastoma HepG?2 hiicreleri ile yapilmistir. Bu mekanizmalar
ise su sekildedir; aktif tasiyicilarla diisik konsantrasyonda, pasif diflizyon ile yliksek

konsantrasyonda. Asagidaki sekilde resveratroliin hiicre igine alinma yollar1 gosterilmistir.
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Sekil 4. Resveratroliin hiicre i¢ine alinmasi, hiicre yilizeyi ve hiicre igindeki reseptorlerine
baglanmasi (88).

Pasif diflizyonun biiyiik cogunlukla membranin lipid kompozisyonuna bagli oldugu
diisiiniilmektedir. Membran akigkanligint membrandaki lipidlerin 6zellikleri belirlemektedir.
Membran akigkanligi, hiicre zarimin reseptor, transport, fagositoz ve hiicre biiylimesi gibi
fonksiyonlarinda Onemli gorevler iistlenmektedir. Yapilan in vitro ¢alismalarda kiiltiir
ortaminda etanol ile ¢ozdiiriilmiis resveratroliin zar akiskanligimi etkiledigi ve hiicre igine

alinmasinin arttig1 tespit edilmistir (88).

2.6.5. Resveratroliin hiicre ici reseptorlere baglanmasi

Resveratroliin hiicre i¢inde tasinmasini AhR (aryl hydrocarbon receptor) molekiilii
saglar. Resveratrol, AhR’ye baglanabilmek icin digoksin ile yaris halindedir. Resveratrol
AhR’nin nukleusa translokasyonuna yardimeci olur. Ayrica resveratrol yapisal olarak insan

Ostrojen hormonuna benzer (fitodstrojen). Bundan dolay1 hiicre i¢i Gstrojen reseptorlerine
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(ER-a ve ER-B) baglanabilir. Fakat reseptore afinitesi Ostradiolden 7000 kat daha diisiiktiir
(89).

Hambrock ve arkadaslar1 yaptiklar1t bir c¢alismada, resveratroliin sulfoniliire
reseptoriine glibenklamidle yarisarak baglandigi bulgusunu elde etmislerdir. Ayrica bu

baglamda apoptozu indiikledigini de tespit etmislerdir (90).

2.6.6. Resveratroliin dolasimda tasinmasi ve dokulara transportu

Resveratroliin sudaki ¢ozliniirligii zayif oldugundan dolay: hidrofilik konjugatlarina
doniigiir.,, Resveratroliin kana gecisi, viicutta dagilimi, atilmi ve plazmada yiiksek
konsantrasyonda kalmasi hidrofilik konjugatlar sayesinde gergeklesir. Resveratroliin dolagimi

serum proteinleri, yag asitleri ve lipoproteinlere baglanarak olmaktadir (88).

Resveratroliin taginmasi en fazla lipoproteinlerle olmaktadir. LDL ile birlesen
resveratrol (Resveratrol -LDL) karacigerdeki LDL reseptorleri ile hiicre i¢ine alinmaktadir
(92).

Resveratrol, albliminle hidrofobik bag yapar, hemoglobinle ise hidrojen bag1 yaparak
baglanir (92).

Yapilan calismalarda Resveratroliin kanda taginmasi esnasinda yag asitlerinin
albiiminle baglanmasinda vektdr gorevini tistlendikleri diisiiniilmektedir. Resveratrol 6ncelikli
olarak yag asitleri ile birleserek resveratrol-heksanoik asitlerini olusturur. Bu durum,

resveratroliin albiimine daha kolay baglanmasina olanak saglar (93).

2.6.7. Resveratrol ve sinyal ileti yollar:

Resveratrol mitogen ile aktive olan protein kinazi (MAPK) harekete gecirebilir.

Resveratrol farkli diizeylerde rol oynar. Bunlardan bazilari;

e Protein kinaz C (PKC) fosforilasyonunu inhibe ederek yolun yukarisina dogru rol

oynar.

e MAPK 1 etkinlestiren diger kinazlari, fosfoinozitol 3-kinaz (PI3K) fosforilasyonunu

ve protein kinaz B’nin (Akt / PKB) fosforilasyonunu inhibe eder. Boylece resveratrol
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vaskiiler diiz kas hiicrelerinde p70S6K’nin fosforilasyonunu azaltir. Resveratrol ERK1 /2 /
JNK / p38’in tirozin fosforilasyonunu ve vaskiiler hiicrelerde niikleusa gegisini inhibe ederek

MAPK kaskadini asagiya dogru baskilar.

e Fosforilasyonun ve sitoplazmadan niikleusa gecisin inhibisyonu vazokonstriiksiyon,

anjiyogenez, ¢cogalma ve farklilasma ile alakali genlerin ifadelenmesini azaltir.

Okside LDL (oxLDL), ROS ve PKC gibi uyaranlar, niikleer faktor kB (NF-xB) yolunu
harekete gecirme potansiyeline sahiptirler. NFkB sitoplazmada inhibitér B (IkB) ile
birlikteyken inaktif kompleks olarak bulunur. Uyarana yanit olarak IkB kinaz kompleksinin
katalitik alt birimi (IKK) IkBo’nin iki serin amino asidini fosforilleyerek 26S proteozom
tarafindan IkB’nin ubikitine bagl yikimini tetikler. Daha sonra Aktive p50/p65 kompleksinin
niikleusa gegisi gergeklesir. p50/p65 kompleksi NF-kB spesifik kB DNA motiflerine baglanir
ve siklooksijenaz, sitokin gibi hedef genlerin transkripsiyonunu diizenler. Resveratrol IKK,

PKC gibi kinazlar1 inhibe eder bdylece p65’in fosforilasyonunu ve transaktivasyonunu
baskilar (94).

2.6.8. Resveratroliin atilimi

Bobrek Resveratroliin atilimini saglayan en ©6nemli organdir. Idrarda olgiilen
Resveratroliin metabolit diizeyleri arasinda bireyler arasinda degisiklikler goriilmektedir.
Resveratrol-3-siilfat metaboliti idrarda en sik goriilen resveratroldiir ve en yiiksek seviyede
bulunmaktadir. Ayrica resveratrol fecesle de atilmaktadir. Atilim hizi dozdan sonraki ilk 4

saatte en yiiksek seviyede olup ilk 4 saatte resveratrol dozunun %77’s1 atilmaktadir (4, 95).

2.6.9. Resveratroliin antioksidan etkisi

Antioksidan molekiillerle prooksidan molekiiller arasinda diizensizlik olursa hiicreler
fazla miktarda reaktif oksijen iirlinlerine (ROS) maruz kalirlar ve bdylelikle oksidatif stres
meydana gelir. Reaktif oksijen tiriinleri arasinda en 6nemlilerinden biri Siiperoksit (O2" ) dir.
Hidrojen peroksit (H,02), hipoklorik asit (HOCI) ve peroksinitrit (OONO™ ) gibi molekiillerde
onemli serbest radikallerdendirler ve en Onemli yerleri vaskiiler endotelyumdur. Endotel

hiicreleri, stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon rediiktaz ve glutatyon peroksidaz
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gibi antioksidan enzimlerle kendilerini serbest radikallerin olumsuz etkilerinden korurlar. Ros
tiretiminde siirekli bir artis olmasi1 halinde oksidatif stres artar ve hiicre hasar1 gergeklesir.
ROS’ un dolagimdaki ana kaynagi NADPH dir. Yapilan ¢alismalar sonucunda Resveratroliin,
antioksidan enzimler lizerinde diizenleyici etkisi oldugu ve oksidatif stresi azaltma yoniinde
etki gosterdigi diisliniilmektedir. Ayrica Hemoksijenaz-1 hiicre i¢i sitoprotektif enzimdir,
thioredoksin-1 ise redoks diizenleyicisidir. Her ikisininde resveratrole cevap olarak hiicre
kiltiiriinde doza bagimli olarak upregiile oldugu belirtilmistir. Resveratroliin hem in vivo hem
de in vitro olarak antioksidan 6zelligi cok giicliidiir. Resveratroliin serbest radikal siipiiriicli
etkisinden dolayr bakir selasyon kapasitesi yiiksektir ve bu durum resveratrole antioksidan

ozellik kazandirir (96).

2.6.10. Resveratroliin bivovararlanimi

Yapilan ¢alismalar resveratroliin birgok hastaligin tedavisi i¢in biiyiik bir potansiyele
sahip oldugunu gdstermis olmasina ragmen, yanlizca klinik ¢alismalar gergek potansiyelini

ortaya koyabilmektedir.

Walle ve arkadaslar1 alti goniillii insan iizerinde 14C resveratrol ile ilgili calisma
yapmiglardir.Bu c¢alismada resverareolii oral yolla ve intravendéz olarak hastalara
kullandirmislardir ve resveratroliin emilim seklini , biyoyararlanim alanlarin1 ve metabolik
olarak diizenlenmesini incelemislerdir. Beslenmede 25 mg’lik oral bir dozun emiliminin en az
%70 oldugu, plazmadaki en yliksek resveratrol seviyelerin ve metabolitlerin ise 491+90
ng/ml’ (yaklagik 2 mM) ve plazma yar1 dmriiniin 9.2+0.6 saat oldugu tespit edilmistir. Ayrica,
plazmada yanlizca eser miktarda degismemis resveratrol (<5 ng/ml) oldugu da tespit
edilmistir Resveratroliin sistemik biyoyararlanimi1 ¢ok fazla yiiksek olmasa da , aerodigestif
sistem ve potansiyel olarak aktif resveratrol metabolitleri boyunca epitelyal hiicrelerde

resveratrol birikimi, kanseri 6nleyici bir ajan olarak nitelendirilmektedir (97).

Ayrica yapilan bazi ¢alismalarda NO blokeri olan nitro-L-arjinin metil esterinin (L-
NAME), resveratroliin yararli etkilerini ortadan kaldirdig:1 tespit edilmistir. Boylece

resveratroliin antiinflamatuar etkisinin NO’ ya bagli oldugu bu etki ile kanitlanmis olmaktadir
(98).
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Szewczuk ve arkadaglarmin yaptigi calismada resveratrolin COX-1'i engelleyen,
ancak COX-2'yi engellemeyen katesinler ve epikatesinler gibi bagka bilesenler icerdigini de
ortaya koymuslardir (99).

2.7. QUERCETIN

Quercetin in tanimi ilk kez 1936’da Szent-Gyorgyi tarafindan yapilmistir (100).
Quercetin bir¢cok sebze ve meyvede bulunan flavon tiirevidir (flavonoid) ve bir polifenoldiir
(101). Bazi yiyecekler, yiiksek Quercetin konsantrasyonuna sahiptirler. Bircok meyve ve
sebzeden hidrolize edilmis ornekler incelendiginde soganda 284-486 mg / kg, fransiz
fasulyesinde 32 + 5 mg / kg, brokolide 30 mg / kg, marulda 14 mg / kg ve domateste 8 mg /
kg olarak tespit edilmistir. Incelenen meyveler arasinda ise, en yiiksek Quercetin

konsantrasyonu 21-72 mg / kg ile elmadadir (102).

Diyetle alinan flavonoidler 6nce vitamin P olarak isimlendirilmislerdir. Daha sonra
Flavonoidlerin vitamin C ile birlikte kilcal damar biitiinliigiinii ve direncini korudugu tespit
edilmistir. Flavonoidlere atfedilen diger klinik fonksiyonlar ise antienflamatuar, antialerjik,

hipokolesterolemik aktivite, antifertilite ve antitimor aktivitedir (103, 104).

2.7.1. Quercetin’in yapisi ve formiilii

Quercetin’in  yapisal formiili  (3,3,4,5,7-pentahidroksiflavon)’dur.  Quercetin

flavonoidlerin flavon grubunda yer almaktadir. Quercetin’in yapisal formiilii asagidaki gibidir

(105, 106).

Sekil 5. Quercetin’in molekiiler formli (106)
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2.7.2. Quercetin’in fiziksel o6zellikleri

Tablo 5. Quercetin’in Fiziksel Ozellikleri (107)

Formiila

C15H1007

Molekiil Agirlig

302,24 g / mol

Icerigi Saflig

% 65,19 C, % 3,34 H ve % 37,06 O > 95%

Erime Noktasi

314 °C

Gorinimiu

Hardal saris1 renkte kati toz

Cozintrligii

Alkolde ¢6ziiniir. Suda hemen hemen hi¢ ¢éziinmez.
Asetik asit ¢ozeltisinde yogun sar1 renk vererek ¢oziiniir.

Saklama Kosullar

Giines 1s18indan koruyarak +4 °C’de saklanmalidir.

2.7.3. Quercetin’in etki mekanizmasi

Quercetin yapisinda OH grubunun bulunmasindan dolay: birtakim 6zellikler kazanir.
Quercetin, antikanser ve antioksidan etkiye sahip bir flavonoiddir. Quercetin, mitokondriyal
ATPaz ve fosfodiesteraz inhibitoriidiir. Fosfatidilinositol 3 kinaz (P13-kinaz) aktivitesini
inhibe ederek fosfatidilinositol (PIP) kinaz aktivitesini engeller. Quercetin, tip II strojen
reseptorleri yoluyla kanser hiicresinin biiyiimesini yavaglatir ve hiicre dongiisiiniin G1 evresi

sonundaki insan 16semili T hiicrelerini yakalar ve kanser hiicre hatlar1 tizerinde antiproliferatif

etki gosterir. Ayrica Quercetin yag asidinin sentaz aktivitesini de inhibe eder (108).

Aragtirmalara gore meme kanseri hiicreleri tagidiklar1 hormon reseptorleri ile dstrojene
duyarlidir. Besinlerdeki dstrojenik flavonoid olan Quercetin, meme kanserinin doza bagli bir

sekilde ilerlemesine durdurucu etki edebilir. Ostrojen reseptorii pozitif olan insan meme

kanseri hiicresi (MCF-7) tizerine etkilidir (109).
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2.7.4. Quercetin ve antioksidan etkinligi

Quercetinin diger flavonoidlere gore antioksidan etkinligi olduk¢a giicliidiir.
Flavonoidlerin yapilarinda bulunan {i¢ grup onlara serbest radikalleri temizleme ve

antioksidan 6zellikleri kazandirmaktadir. Bu yapisal gruplar ise sdyledir.
a) B halkasindaki o-dihidroksi (katesol) grubu
b) C halkasindaki karbonil grubunun 4-okzo grubu ile 2, 3 ¢ift bagin konjugasyonu.
c¢) A halkasindaki 3 ve 5 hidroksil gruplar

B halkasindaki hidroksilasyon, antioksidan aktiviteye olumlu etki eder. Tim
flavonoidler 3'-4' dihidroksi konfigiirasyonu ile antioksidan aktiviteye sahiptirler. Polifenolik
bilesiklerin antioksidan aktiviteleri ise molekiil igerisinde bulunan hidroksil grubu sayisina

gore degiskenlik gosterir (110).

Quercetinin antioksidan aktivitesi yiiksektir ve hiicrede serbest radikalleri gesitli

sekillerde temizler:
1) O, Radikalinin temizlenmesi .

2) OH radikalinin temizlenmesi: Bu etkilerini metal iyonlarinin selasyonu aracilig ile

gerceklestirirler (111).

3) NO’nin, O, radikali ile etkilesmesi sonucu ONOO meydana gelir. Quercetin, O,
radikalini  temizleyerek peroksinitrit radikalinin iretimini baskilayabilirler ve NO

molekiillerinin flavonoidler tarafindan direkt olarak temizlendikleri de bildirilmistir (112).

4) Lipid peroksil radikali (ROO») ile reaksiyona girerek zincir kirici bir etki ederek

lipid peroksidasyonunun inhibisyonu gerceklestirirler.
Q-OH+ROO- Q- O + ROOH
Q - O+ +ROO0O+* ROO - Q (=0)

Quercetin (Q - OH), lipid peroksil radikali (ROOe) ile reaksiyona girerek onu
indirgerken kendisi daha kararli bir radikal yap1 (Q - O¢) haline dontismektedir (110).

5) Quercetin lipofilik bir antioksidandir ve lipid hasarini 6nler bunu lipid tabakalarinin

arasina yerleserek gerceklestirir (113).
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Flavonoidlerin serbest radikalleri temizleme 6zelliklerine ek olarak antiinflamatuvar,
antiviral, antialerjik, antitrombotik, antiaterosklerotik, antitiimoral etkileri igeren diger bir¢ok

biyolojik 6zellikleri de vardir (111, 64).

Quercetin antiaterosklerotik etki gosterir. Bunu biyoaktivasyon siirecini inhibe ederek

ve LDL oksidasyonunu engelleyerek gerceklestirir.

Yapilan epidemiyolojik ¢alismalarda Flavonoidlerin kardiyovaskiiler hastaliklara karsi
koruyucu etkilerinin oldugu ve ve flavonoid alimiin mortalite ile ters iliski halinde oldugu

tespit edilmistir (64).

Yapilan bagka bir arastirmada Quercetinin kolesteroliin okside olmasini dnleyerek
hiicrelerin kanserli hiicrelere donligmesini geciktirdigi ortaya konmustur. Ayrica quercetinin,
kalp hastaliklarina kars1 koruyucu oldugu ve akcigerler ile solunum yollarin1 sigara ve kirli
havanin olumsuz etkilerinden korumaya yardimci oldugu ayrica akciger kanseri riskini

azalttig1 saptanmustir. (114).
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3. GEREC VE YONTEMLER

Bu c¢alisma, Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi Deney hayvanlari
laboratuarinda 20.12.2019 tarihinde Etik Kurul onayi ile yapilmistir. (Etik Kurul Karar Tarihi:
26.12.2018, Karar No: 02)

3.1. Denekler

Calismada agirliklart 250-300 gram arasinda degisen 64 adet Sprague Dawley tipi
erkek sicanlar kullanilmistir. Gruplar randomize bir sekilde her bir grupta 8’er sicandan
olusan 8 gruba ayrildi. Tiim sicanlar deney giiniine kadar standart laboratuar yemi ile
beslendiler ve deney Oncesi tartildilar. Siganlar randomize olarak Kontrol Grubu, Sham
Grubu, Resveratrol Grubu, Quercetin Grubu, Resveratrol ve Quercetin Grubu A (15 mg /
kg+15 mg / kg), Resveratrol ve Quercetin Grubu B (30 mg / kg+30 mg / kg), Salin Grubu ve
Etanol Grubuna ayrildi.

Siganlara caligma Oncesinde su igmelerine izin verildi ancak deneyden 6nce 12 saat ag
birakildilar. Siganlarin tiimiinde cerrahi girisim intraperitoneal ketamin (40mg / kg) ve
xylasine (50 mg / kg ) anestezisi altinda yapildi. Siganlar deney siiresince spontan solunuma

birakildilar.

3.2. Deney Gruplar

Grup 1. Kontrol grubu (n=8): Ketamin anestezisini takiben median laparotomi yapilip

karin bosluguna girilerek SMA’e ulasild1 ve intestinal doku 6rnekleri alindi.

Grup II. Sham grubu (n=8): Ketamin anestezisini takiben median laparotomi yapilip
karm bosluguna girilerek SMA’e ulasildi ve klemp konmayarak iskemi-reperfiizyon siiresi

kadar beklenip intestinal doku 6rnekleri alindu.

Grup II. Resveratrol grubu (n=8): Ketamin anestezisini takiben median laparotomi
yapilip karin bosluguna girilerek SMA’e¢ ulasildi. Ardindan 60 dakika iskemi hasari
olusturularak intraperitoneal %5 alkol iginde ¢ozdiiriilmiis 30 mg / kg dozunda resveratrol

verilip, ardindan 60 dakika reperfiizyon uygulanip intestinal doku 6rnekleri alindi (115).
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Grup V. Quercetin grubu (n=8): Ketamin anestezisini takiben median laparotomi
yapilip karin bosluguna girilerek SMA’e ulasildi. Ardindan 60 dakika iskemi hasar1
olusturularak intraperitoneal 0,3 ml salin i¢inde ¢6zdirilmis 30 mg / kg dozunda Quercetin
verilip, ardindan 60 dakika reperfiizyon uygulanip intestinal doku 6rnekleri alindi (116).

Grup V. Resveratrol+Quercetin grubu A (15 mg / kg + 15 mg / kg) (n=8): Ketamin
anestezisini takiben median laparotomi yapilip karin bosluguna girilerek SMA’e ulasildi.
Ardindan 60 dakika iskemi hasar1 olusturularak intraperitoneal %5 alkol i¢inde ¢6zdiriilmiis
15 mg / kg dozunda Resveratrol ve 0,3 ml salin i¢inde ¢ozdiiriilmiis 15 mg / kg Quercetin

verilip, ardindan 60 dakika reperfiizyon uygulanip intestinal doku 6rnekleri alindu.

Grup VI. Resveratrol+Quercetin grubu B (30 mg / kg + 30 mg / kg) (n=8): Ketamin
anestezisini takiben median laparotomi yapilip karin bosluguna girilerek SMA’e ulasildi.
Ardindan 60 dakika iskemi hasar1 olusturularak intraperitoneal %5 alkol i¢inde ¢ozdiiriilmiis
30 mg / kg dozunda Resveratrol ve 0,3 ml salin iginde ¢ozdiiriilmiis 30 mg / kg Quercetin

verilip, ardindan 60 dakika reperfiizyon uygulanip intestinal doku 6rnekleri alindu.

Grup VII Salin Grubu (n=8): Ketamin anestezisini takiben median laparotomi yapilip
karin bosluguna girilerek SMA’e ulasildi. Ardindan 60 dakika iskemi hasari olusturularak
intraperitoneal 0,3 ml salin verilip, ardindan 60 dakika reperfiizyon uygulanip intestinal doku

ornekleri alindu.

Grup VIII. Etanol Grubu (n=8): Ketamin anestezisini takiben median laparotomi
yapilip karin bosluguna girilerek SMA’e ulasildi. Ardindan 60 dakika iskemi hasari
olusturularak intraperitoneal %35 etil alkol verilip, ardindan 60 dakika reperfiizyon uygulanip

intestinal doku ornekleri alindu.

3.3. Deneyin Yapilisi ve Orneklerin Alinmasi

Sicanlarin anestezisi, intraperitoneal (I.P) yolla yapildi. Siganlarin karin derisi
tiraglandiktan sonra antiseptik bir soliisyonla temizlendi ve sonra orta hat insizyonu ile
laparotomi uygulandi. Karmn bosluguna girilerek ince barsaklara ulasilip Ince barsaklarin
gecici olarak disariya cikarilmasini takiben siiperior mezenter artere (SMA) ulasildi ve arter
dikkatlice disseke edilip etraf dokulardan soyutlandi. Daha sonra SMA’e atravmatik
mikrovaskiiler bir klemp konularak kan akimi durduruldu daha sonra 60 dakika iskemi ve

ardindan 60 dakika reperfiizyon uygulayip ileo ¢ekal valvin 15 cm proksimalindeki yaklasik 2
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cm lik ileum segmenti rezeke edildi ve doku drnekleri alindi (117). Islem sonrasi tiim siganlar

sakrifiye edildi. Calismamizda IV.Grup da bir sigan deney sirasinda 6lmiistiir.

Alman doku ornekleri ikiye ayirilarak birer pargasi biyokimyasal analizler i¢in —80
C“de dondurularak saklandi. Orneklerin diger parcast %10 luk formaldehit icine konarak
histopatolojik inceleme i¢in kullanildi. Biyokimyasal ¢aligmalar i¢in ayrilan doku ornekleri
caligma giinii +4 °C de erimeye birakildi. Analiz Oncesi agirliklari alinan dokular 1/10
oraninda 0,15 molar KCI ile homojenize edildi. Daha sonra + 4°C de 4000 rpm de 20 dk
santrifiij edilerek siipernatanlart ayrildi. TAS, TOS, Tiyol-Disiilfit, Native tiyol, Total-tiyol,
MDA ve protein seviyelerine ve GSH-Px enzim aktivitelerine bakildi.

Resim 2. Siiperior mezenterik arter okliizyonu
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Resim 3. Siiperior mezenterik arter reperfiizyonu

Resim 4. Yaklasik 2 cm’lik terminal ileum segmentinin eksizyonu

3.4.Yontemler

3.4.1. Total antioksidan/oksidan diizevi (TAS/TOS) ve Oksidatif sitres indeksi (OSI)

Orneklerin total antioksidan diizeyi 6l¢iimii Rel Assay marka ticari kit kullanilarak
kitte yazan prosediire uygun sekilde yapilmustir. Olgiimde kalibratér olarak Trolox

kullanilmigtir. Sonuglar ‘umol Trolox Eq / L’ olarak ifade edilmistir.
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Tablo 6. TAS Olgiimii Uygulama Basamaklari

1. Basamak
Reaktifler Numune Standart Kor
Reaktif 1 300 pl 300 pl 300 pl
Numune 18 pul - -
Standart - 18 ul -
H,O - - 18 ul
2. Basamak
Reaktifler Numune Standart Kor
Reaktif 2 45 ul 45 ul 45 ul

660 nm’ de baslangi¢ absorbanslar okunduktan sonra degerler kaydedildi ve
2.Basamaktaki islemlere gecildi. 2. Basamakta karisim, 37°C’de 5 dakika inkiibe edildi ve

absorbanslar 660 nm’ de okundu.

Olgiimler yapildiktan sonra asagidaki formiilii kullanarak TAS icin sonuglar

hesaplandi.

[AAbs H20 — AAbs Ornek]
[AAbs H20 — AAbs Standard]

TAS (mmol TroloxEqg/l)0=

AAbs H20 = H,0 ikinci okuma— H20 ik okuma

AAbs Standard = Standard ixinci okuma — Standard ik okuma

AAbs Ornek = Ornek iinci okuma — Ornek i okuma
Orneklerin total oksidan diizeyi dl¢iimii ise Rel Assay marka ticari kit kullanilarak

kitte yazan prosediire uygun sekilde yapilmustir. Olgiimde kalibratér olarak ise hidrojen

peroksit kullanilmistir. Sonuglar ‘umol H,0, Eq / L’ olarak ifade edilmistir.
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Tablo7. TOS Olgiimii Uygulama Basamaklari

1. Basamak
Reaktifler Numune Standart Kor
Reaktif 1 300 pl 300 pl 300 pl
Numune 45 ul - -
Standart - 45 ul -
H,O - - 45 ul
2. Basamak
Reaktifler Numune Standart Kor
Reaktif 2 15 ul 15 ul 15 ul

660 nm’ de baslangic absorbanslar okunduktan sonra degerler kaydedildi ve 2.
Basamaktaki islemlere gecildi. 2. Basamakta karigim, 37°C’de 5 dakika inkiibe edildi ve
absorbanslar 530 nm’ de okundu.

Olgiimler yapildiktan sonra asagidaki formiilii kullanarak TOS igin sonuglar hesaplandi.

AAbs Ornek
AAbs Standard¢

TOS (umol H202Eqg/I) = Standardin Konsantrasyonu

AAbs Ornek = Ornek ikinci okuma — Ornek i okuma

AAbs Standard = Standard ixinei okuma — Standard i okuma

Oksidatif sitres indeksi (OSI) oksidatif stresin bir gdstergesidir ve toplam oksidan
seviye diizeylerinin (TOS) toplam antioksidan seviye diizeylerine (TAS) oraninin yiizde
derecesidir. OSI nin hesaplamasinda TAS ve TOS degerinin birimi pmol olarak esitlenmistir.

Osi degerinin dlglimiinde asagidaki formiil kulanilarak hesaplama yapilmistir.

oSl = TOS (umol H202 Eq/1)

" TAS (umol Trolox Eq/1) + 100
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3.4.2. Total tiyol-Native tiyol ve tiyol / disiilfit dengesi

Total tiyol-Native tiyol ve tiyol / disiilfit dengesi oksidatif stresin belirtegleridir ve
Ol¢iimleri Rel Assay marka ticari kit kullanilarak kitte yazan prosediire uygun sekilde
yapilmustir. (Native Thiol Assay Kit, Uriin Kodu: RLO185 ve Total Thiol Assay Kit, Uriin Kodu:
0178, Rel Assay Diagnostics® Mega Tip Ltd., Gaziantep, Tirkiye). Rediiklenebilen disiilfit baglar
serbest fonksiyonel tiyol gruplarini olusturacak bigimde indirgendi. Artik sodyum borohidrit
ve DTNB (5,5’-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid)) {irlinlerini uzaklastirmak amaciyla formaldehit
kullanild1 ve native tiyol ve total tiyol gruplari saptandi. Dinamik disiilfit baglarinin miktari
ise total tiyol ve native tiyol gruplari arasindaki farkin yarisi hesaplanarak elde edildi. Native,
total tiyol, disiilfit miktarlarinin hesaplanmasindan sonra disiilfit/total tiyol ylizde oranlart,

native tiyol/total tiyol oranlar1 ve disiilfit/native tiyol yiizde oranlar1 hesaplandi.

3.4.3. Malondialdehit (MDA) diizeyinin tayini

Prensip; Lipit peroksidasyon iiriinii malondialdehitin asit ortamda tiyobarbitiirik asitle
(TBA) renk soliisyonu verip 535 nm de okunmasi esasmna dayanmaktadir. Olgiim Buege

yontemi ile yapilmistir (118). MDA tayini igin yontem siralamasi su sekildedir;

1-Oda sicakligina getirilen serum numunelerinden 0.5 ml tiiplere alind1 ve iizerine 0.5

ml distile su eklendi.

2-Bu karisimin {izerine 2 ml Buege ayraci eklendi. Buege ayraci 15 w / v trikloroasetik
asit, % 0,375 w / v tiyobarbiitiiriik asit ve 0.25 mol / 1 hidroklorik asitin esit hacimde

karismasiyla olugmaktadir.

3-Karisim ile dolu olan tiipler kaynar su banyosunda tutularak 15 dakika boyunca

kaynatildi.
4- Karisim soguyup oda sicakligina geldiginde 4000 rpm de 10 dakika santrifiij edildi.
5- Orneklerin absorbans degerleri 535 nm de spektrometrik yontem kullanilarak tayin

edildi.
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Hesaplanmasi

nmol / ml olarak dl¢iilen MDA diizeyi nmol / mg protein olarak verilmistir.

MDA degeri (nmol / ml)
protein (mg / ml)

MDA Diizeyi (nmol / mg protein) =

3.4.4. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivite tayini

GSH-Px aktivite o6l¢iimii Beutler metodu kullanilarak yapilmistir (119). Glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) aktivite tayini i¢in yontem siralamasi su sekildedir;

1- 1 M Tris-HCI pH 8.0 tampon(100 ul) + 0.1 M GSH (20 pl) + 10 U / ml GR (100
ul) +2 mM NADPH (100 pl ) + 6rnek (10 pl) + distile su (660 pl) bir tiipde karistirilir.
2- Hazirlanan tiipler 37°C’de 10 dakika inkiibe edildi

3- Karisim 1 cm kuvars kiivetlere konuldu ve iizerlerine 10 pul 7 mM t-

biitilhidroperoksit eklenerek okunmaya baslandi.

Asagidaki formiile gore GPx aktivitesi hesaplanmistir.

AOD # VT (1.0 ml)

GPx Aktivitesi(U/m|):6 22 = VH (0,010 ml)

AOD: Dakikadaki optik dansite degisimi

Vy: Ornek hacmi

V+: Toplam hacim

6,22: 2mM NADPH yikim hizinin verdigi OD degeridir.
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3.4.5. Protein analizleri

Lowry yontemiyle protein analizleri yapilmis ve sonuglar protein degerlerine
oranlanarak verilmistir (120). Yontemin Prensibi ise Alkali ortamda bakir iyonu (Cu+2 )
proteinlerdeki peptid baglartyla kompleks olusturur ve Cu+1 e indirgenir. Indirgenen bakir ve
proteinlerin yan zincirinde yer alan Tyr, Trp ve Cys aminoasitleri Folin-Fenol reaktifini
indirgeyerek renk olusumuna sebep olur. Olusan rengin siddeti ise protein konsantrasyonu ile

dogru orantilidir ve 660 nm’de spektrofotometrik olarak olgiiliir.

3.5. istatistiksel Analizler

Deney hayvanlari olan bu arastirmada toplam 64 hayvan ile baslanmis olup bir
hayvan deney asamasinda dlmiistiir. Kontrol grubu dahil olmak tizere 8 grup olusturulmustur.
Gruplara gore hayvan sayisi, agirlik ortalamasi ve standart sapmasi Tablo 8 de verilmistir.

Grup karsilastirmalarda Mann-Whitney U Testi uygulanmistir.
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4. BULGULAR

Tablo 8. Gruplara gore deney hayvanlarinin agirliklari.

Gruplar n Mean+SD
Kontrol 8 0,13+0,04
Salin 8 0,19+0,07
Resveratrol 8 0,224+0,08
Quercetin 7 0,21£0,07
R+Q-A 8 0,20:0,06
(15 + 15mg /

kg)

R+Q-B 8 0,22+0,09
(30 +30mg /

kg)

Sham 8 0,16+0,03
Etol 8 0,18+0,02
Toplam 63 0,19+0,06
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Tablo 9. Deney hayvanlarina Salin verilen grubun Kontrol grubu ile parametrelerin

karsilastirmasi.
_|
= = <
(@]
A zZ Py Ol O 8 (jf>) % 0
— w) o = | X c 3 > T
I — = 2 o o 3 X
T —~ 2 S N Q ) 3 3
@@ | o = & 88| 5| = = s <
s L 4 = & = - % r — Q1 = 3
> < @ = - = =. ) = = - 3 «Q
3 o) 7 Py 0| g < < = =1
3 3, — = 2| o 3 3 Q 2
5 5 o o | 5 S =4 @ =
pu) g (sb 5
=4
=.
Mea | V¢
Mean | Mean | Mean | Mean | Mean | Me | Mean | Mean + . an | Mean
+SE | +SE | £SE | £SD | +SE | an | =SE SE + + SE
SE
SE
62,
4.73+0 | 3,72+ | 0,5+0 | 80.78 | 9,61+ | 115 | 0,82+ 2,28 | 73+ | 2,54+
§ B s B ) B 0,04:|:0’0
=1 9 0,7 5 +9.4 1,6 5 0,1 +0,3 | 11, 0,5
' 2
111
o | 6,051 | 470+ | 0,67+ | 82,7+ | 8,67+ | 151 | 2,56+ 0.05£0.0 418 | 7+ | 7,13+
= 4 09 | 03 | 152 | 26 |34 | 12 | > | x0,8| 21, | 19
9
p* 0,5 0,44 0,7 0,7 0,7 0,7 0,4 0,1 01 (01| 0,01

*Mann-Whitney U Test

Salin verilen grup ile Kontrol grubu arasindaki parametrelere bakildiginda GPX U /
mg protein degerinin salin grubunda kontrol grubuna oranla anlamli derecede yiiksek oldugu

bulunmustur.
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Tablo 10. Deney hayvanlarina Resveratrol verilen grubun Kontrol grubu ile

parametrelerin karsilagtirmasi.

_|
=
o — =
L iy O > Z
0 z 2 21| %2 e 4 S o)
T = o o = a 3 3 > 2
T - > c o o 3 3 S
o |» 0 = 3 ® s = o 3 <
cle 4| | 2| | %S - = g| 2 3
T T 3| 2 | =| 3 > 3| 2] 3 @
S o ® A =) S | a 3 & @ °
o S »n Pl o] 5 0.% o ° S
T o, - o 2| 5 3 o S e
5 5 o o | S S =S o 5
& =1 = >
2.
Mean Mea Mea Mean | Mea Me | Mean Mean | Mea | Mea Mean
+ SE n+ n+ +SD nt an + SE + SE nt n + SE
SE SE SE SE SE
= | 4,730 | 3,72t | 0,50 | 80.78 | 9,61t | 115 | 0,820 | 0,04 | 2,28 | 62,7 | 2,540,
21,9 07 |,5 +94 | 1,6 5 |,1 0,0 +0,3 |3+11 |5
2
= | 8372 | 538+ |1,49% | 69,38 | 15¢2, | 574 | 1,39:0 | 0,06+ |2,01 | 114, |8,38%l,
® 09 |07 |14 5 7 |4 0,0 +0,4 | 7421 | 4
P* | 0,16 0,23 (0,05 |013 [0,13 |0,1 | 0,23 0,02° | 0,98 | 0,03 |0,002"
3

*Mann-Whitney U Test

Resveratrol verilen grup ile Kontrol grubu arasindaki parametrelere bakildiginda

disiilfid, TAS umol / L / mg Protein ve GPX U / mg protein degerinin Resveratrol verilen

grupta kontrol grubuna oranla anlamli derecede yiiksek oldugu bulunmustur.
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Tablo 11. Deney hayvanlarina Quercetin verilen grubun Kontrol grubu ile

parametrelerin karsilagtirmasi.

_|
N 2 O | = g-' é (.;;: % )
@ Z| o| B 21|12 5 c | 3 > 2
¥ - I c Q | c < 3 3 >
o |» »n = ? > |8 & £ o 3 <
s 2 4 |z ” 213 2 - = 0 S 3
S R S| 2 2| Z|FS > 3| ¢ 3 &
2 |o Y o <} S |8 = E = @ °
o S » P © |o 8 - o ge! o
®. R I 3 = |3 < 3 o o o,
5 > o o |o 2 & o o >
S| 5| 3 >
Mean + | Mean Mea | Mean | Mean+ | Me | Mean+ | Mea | Mea | Mean+ | Mean +
SE +SE n+ +SD | SE an SE n=+ n+ SE SE
SE SE SE
= 4,73+0 | 3,72+ | 0,5t | 80.7 |9,61+1 | 115 | 0,820 | 0,04 | 2,28 | 62,73+ | 2,54+0
= 1.9 0,7 0,5 [81+9,4|,6 5 ,1 +0,0 | #0,3 | 11,2 ,5
o | 6,25+1 | 4,16+ | 1,05 71,1 | 11,42+ | 780 |0,56+0 | 0,06 | 1,21 | 90,59+ | 5,871
C
2,0 0,4 10,2 | 75,1 | 2,5 4 +0,0 | +0,3 | 16 ,2
© | 0,28 0,61 0,18 | 0,15 | 0,15 0,1 | 0,5 0,07 (0,04 | 0,18 0,02**
5 *

*Mann-Whitney U Test

Quercetin verilen grup ile Kontrol grubu arasindaki parametrelere bakildiginda OSI ve

GPX U / mg protein degerinin Quercetin verilen grupta kontrol grubuna oranla anlamli

derecede yiiksek oldugu bulunmustur.
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Tablo 12. Deney hayvanlarina Resveratrol (15 mg / kg) + Quercetin (15 mg / kg)

verilen grubun Kontrol grubu ile parametrelerin karsilastirmast.

Jejdnio
uIgl0id / (-S-S-+HS-)
1L
ugold / (HS-) 1LN
(-S-S-) apynsia
oley |01y padnpay
oley [OIYL pazIPIXO
Ndid el
uondnpay uonepixQ |oyL
utaloud Bw /7 / jown SO L
u1a101d Bw / 7/ joww S 1
ISO
uigload Bw / jowu AN
uiglodd Bw / N XdO

Mean Mean | Mean | Mean | Mean | M Mean | Mean | Mean | Mean Mean
+ SE +SE |+SE |£SD | +SE an |+SE |+SE |+SE | +SE + SE

D

4,73+0 | 3,72+ | 0,5+0 | 80.78 | 9,61+ | 115 | 0,82+ | 0,04+ | 2,28+ | 62,73+ | 2,54+
9 0,7 5 +9,4 1,6 5 0,1 0,0 0,3 11,2 0,5

‘JuUoH

5,12+ | 3,57+ | 0,78+ | 69,42 | 15,29 | 198 | 1,78+ | 0,05+ | 3,30+ | 74,01+ | 4,81+

o :EO,S 0,5 0,2 +6,4 | £33 6 0,4 0,0 0,6 11 0,95
e
L
0,64 1 0,27 |0,16 0,16 01023 (008 (038 |05 0,02
6

*Mann-Whitney U Test

Resveratrol (15 mg / kg) + Quercetin (15 mg / kg) verilen grup ile kontrol grubu
arasindaki parametrelere bakildiginda GPX U / mg protein degerinin Resveratrol (15 mg / kg)
+ Quercetin (15 mg / kg) verilen grupta kontrol grubuna oranla anlamli derecede yiiksek

oldugu bulunmustur.
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Tablo 13. Deney hayvanlarina Resveratrol (30 mg / kg) + Quercetin (30 mg / kg)

verilen grubun Kontrol grubu ile parametrelerin karsilagtirmasi.

—
=
o
o — =
- @) = <
; - . o| 2 & » o o)
%2} x =.
T — o Q = o c 3 > T
¥ —| 2| 5 s 2| 32| 3 > | Z
o v A s D @ 5 o =3 3 <
= Lln - T = o o 3 < S o 3
c - =z o 4 4 g =z o <
= I~ — > ) 3
) o - 5 > 3 3 @ o
2 o X n o S| o ® & o
o ! ! - s ] o
=1 = " o ] o o - S =4
3 o} L ) 8§ | 2 3 = S @
© 5 = =3 o = S D >
o, ® 5
X =]
& S5
=
o

Mean Mea | Mea | Mean | Mean | Me | Mea | Mea | Mea | Mean Mea
+ SE nzt n+ +SD + SE an nzt nzt nt + SE nt
SE SE SE SE SE SE

Kont. | 4,73+0 | 3,72 | 0,5+ | 80.78 | 9,61+ | 115 | 0,82 | 0,04 | 2,28 |62,73+ | 2,54
,9 +0,7 | 0,5 9,4 1,6 5 0,1 | +0,0 | 0,3 | 11,2 10,5

R+Q |6,39+ |4,87 (0,75 |7543 |12,24 | 673 | 1,55 | 0,07 |2,09 |90,87+ 5,60
(0,3+ | 0,8 0,6 | 0,1 (*24 |13 |,82 |04 |+0,0 | 0,3 |12 10,8
0,3)

p* 0,16 0,19 | 0,10 |0,19 0,19 01 (0,19 |0,07 |08 0,13 0,07

*Mann-Whitney U Test

Resveratrol (30 mg / kg) + Quercetin (30 mg / kg) verilen grup ile kontrol grubu

arasindaki parametrelere bakildiginda parametreler arasinda anlamli fark bulunamamustir.

49




Tablo 14. Deney hayvanlarina Salin verilen grubun sham grubu ile parametrelerin

karsilastirmasi.
Qs d3=z O| 303 |mOo|md|34d|3 4 ol zz|T O
= = wm —H |3 = » @ Q ® = | 3 S
S8 FE-| 2|5E|52|E2|§0|80| “| ER|EX
= n 2] & =3 8 |o X 3 3 3 3
n z pia — |2 & 2 =1 S a
= = A 3. S |0 C = =
o e S |23 3 - 3
1 =)
L S 3 3
%) o) %) %) %) o) %) %) ) %)
MEmMs | Ms| S5 |RE| S|IREIRS|ME| RS RE
1= 1= = QD = QD 1= 1= 1= o 1=
=} =} =} S =} =} =] =] = =} =
H H H H H H- H- b H b
S |926£13,6 |6,74 | 1,25+ | 75,95 | 12,02 | 2680, | 2,46+ | 0,08+ | 2,81+ | 131,49 | 8,13+
h +9,6 | 2 +14 +7 19 4,8 0,1 0,7 +13 12
a 6
m
S | 6,05£1,4 4,70 | 0,67+ | 82,7+ | 8,67+ | 1513 | 2,56+ | 0,05+ | 4,18+ | 111,7+ | 7,13+
al +0,9 | 0,3 15,2 2,6 4 1,2 0,0 0,8 21,9 1,9
in
p |05 1 0,08 |01 0,1 0,1 0,5 0,7 0,05* | 0,6 0,3
*

*Mann-Whitney U Test

Salin verilen grup ile Sham grubu arasindaki parametrelere bakildiginda OSI degerinin

Salin verilen grupta Sham grubuna oranla anlamli derecede yiiksek oldugu bulunmustur.
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Tablo 15. Deney hayvanlarina Resveratrol verilen grubun sham grubu ile

parametrelerin karsilagtirmasi.

(0} a; =2 | X PO |XmJd|A4d|2 - @) T Z )

=E: 3 z|82228232|8&x| 2|35 =

T (.Ih - — o C @] = c = D c o 3 I > c

(¢ ) a 3 o 2 9|5 3 |5 3 5 3 =
- I ™ Qo Q (o = o 3 3
~ < — — 4 |3 & S = ) o
hy ) (,In > - o) Q > =~ <<
5 S z = |5 3 3 3 o =
5 @, © oQ () @,

S5 5

Mea | Mean | Mean | Mean | Mea | Mea | Mean | Mean | Mean | Mean Mean
n+t | +SE + SE +SD nt n + SE + SE + SE + SE + SE
SE SE

) 9,26 | 6,74+ | 1,25+ | 75,95 | 12,0 | 2680 | 2,46+ | 0,08+ | 2,81+ | 131,49 | 8,13+

3 + 9,66 2 +14 217 ,19 4,8 0,1 0,7 +13 12
13,6

2 8,37 | 5,38+ | 1,49+ | 69,38 | 15+2 | 574, | 1,39+ | 0,06 | 2,01+ | 114,7+ | 8,38+

182 0,9 0,7 +14 ,5 7 0,4 0,0 0,4 21 1,4

© (08 |07 0,5 0,6 0,6 0,6 0,8 0,9 0,5 0,5 0,1

*Mann-Whitney U Test

Resveratrol verilen grup ile Sham grubu arasindaki parametrelere bakildiginda parametreler

arasinda anlamli fark bulunamamastir.
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Tablo 16. Deney hayvanlarina Quercetin verilen grubun sham grubu ile

parametrelerin karsilastirmasi.

N — 2 o o O @ d — . O 2 0)
s 2| F| g| B 2RZ| Q| | @2 S| =
e = & 5~ ° o ¢ 3 > c
2w w a o 0 o 3 3 3 =
o E_E ) o o x, o o] 3 3
o = - = = = = = =2 0
I~ o 2 =3 =3 = Z = > o
A S @ S S | 9o 3 oy E S
o o — = . > o 0% © o}
o 5 21 = 3 - ~ 3 =
> ° °l 2] ¢| g 5
Q o, o 5
o = 5
>
Mean Mean | Mea | Mean | Mean | Mea | Mea | Mea | Mea | Mean | Mea
+ SE + SE nt +SD + SE n nt nt nt + SE nt
SE SE SE SE SE
%) 9,26+ 6,74+ | 1,25 | 75,95 | 12,02 |2680 2,46 |0,08 |2,81 |131,4 |8,13
s 13,6 9,66 +2 +14 +7 ,19 4,8 | 0,1 | £0,7 | 9+13 +12
3
O | 6,251 | 4,16+ | 1,05 | 71,17 | 11,42 | 780 |0,56 |0,06 |1,21 |90,59 |5,87
C
fE ,0 0,4 +0,2 | 15,1 12,5 0,4 | 0,0 | 0,3 | 16 1,2
o 0,7 0,8 0,4 0,9 0,9 0,9 0,5 0,7 0,3 1 0,3

*Mann-Whitney U Test

Quercetin verilen grup ile Sham grubu arasindaki parametrelere bakildiginda parametreler

arasinda anlamli fark bulunamamastir.
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Tablo 17. Deney hayvanlarina Resveratrol (15 mg / kg) + Quercetin (15 mg / kg)

verilen grubun sham grubu ile parametrelerin karsilastirmasi.

) 0 'EI 2 o o O |®m d — . @) 2 0)
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5 o, Y Y - 09 da ° o,
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S o =3 S 3 o
a o} o 5
o = 5
>
Mea | Me | Mea | Mean | Mean | Mea | Mea | Mea | Mea | Mean | Mean
nt ant | nt +SD + SE n nt nt nt + SE + SE
SE SE SE SE SE SE
%) 9,26 | 6,74 1,25 | 75,95 |12,02 | 2680 |2,46 |0,08 |2,81 |131,4 | 8,13+
3 + 19,6 | +2 +14 +7 ,19 +4,8 |+0,1 | £0,7 |9+13 12
13,6 | 6
f:‘: g 512 (3,57 (0,78 |69,42 |15,29 | 1986 |1,78 | 0,05 | 3,30 | 74,01 | 4,81+
‘I\ +0,5 | £0,5 | £0,2 | +6,4 13,3 +0,4 |+0,0 | #0,6 | *11 0,95
(2]
o 0,5 0,6 |01 0,7 0,7 0,7 0,4 0,7 0,03* 0,7 0,6

*Mann-Whitney U Test

Resveratrol (15 mg / kg) + Quercetin (15 mg / kg) verilen grup ile Sham grubu
arasindaki parametrelere bakildiginda OSI degerinin Resveratrol (15 mg / kg) + Quercetin (15

mg / kg) verilen grupta Sham grubuna oranla anlamli derecede yiiksek oldugu bulunmustur.
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Tablo 18. Deney hayvanlarina Resveratrol (30 mg / kg) + Quercetin (30 mg / kg)

verilen grubun Sham grubu ile parametrelerin karsilasgtirmasi.

=~
0] w4 P o o O = d — - ] b )
s | T S|z g 223 3| &| ¢ S| =
5|0 = & 5 ° 5| | 3 > <
g » %] o o) [0 o 3 3 2 =
- T ) o o X, o 3 3
> < — — — o < =2 o @
2 o ) =3 =3 = iy = < el
2 S ¢ <) S| 9| 3| = 3 3
3 o) = D z ;30 da o% o o}
S o o, 0 3 ) o S
o ° =3 S 3 o
Q . o 5
s = 2
>
Mean | Mean | Mea | Mean | Mean | Mea | Mea | Mea | Mea | Mean | Mea
+ SE + SE nt +SD + SE n n+ n+ nt + SE n+
SE SE SE SE SE
% 9,26+ | 6,74+ | 1,25 | 75,95 | 12,02 | 2680 (2,46 |0,08 |2,81 |131,4 |8,13
% 13,6 9,66 +2 +14 +7 ,19 +4,8 | +0,1 | £0,7 | 9+13 +12
:g g 6,39+ | 4,87+ | 0,75 | 75,43 | 12,24 | 673, | 1,55 | 0,07 |2,09 |90,87 |5,60
E: 0,8 0,6 0,1 | 2,4 +1,3 82 +0,4 | £0,0 | 0,3 | £12 0,8
w
° 0,9 0,1 1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,3 0,5 0,9 0,3

*Mann-Whitney U Test

Resveratrol (30 mg / kg) + Quercetin (30 mg / kg) verilen grup ile Sham grubu

arasindaki parametrelere bakildiginda parametreler arasinda anlamli fark bulunamamugtir.
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Tablo 19. Deney hayvanlarina Salin verilen grubun etanol grubu ile parametrelerin

karsilastirmasi.
o - = o 2 @) = = d o n)
o ) = 5 = I < = @) > oS % o
5 I — c g— o o wn wn > >
Ty + N = o N’ py = 3 (e
Q| %) o o M o 3 3 3 =
o E_E 1) o o X, o o 3 3
o << _— — — % SN = o ()
~ 1a o = 3 | 2 I = = -
h) 3 o o o o ~ 3 3
3 o =2 2 Q
o o - 5 3 3 G =
—+ (0] o) X oQ oQ © ()
I et Q) Q) X = —_
S' S = = 8 E 0 o S
X
(@] o g 2 9 (':D'.
= e o, 5
o S 5
=
P
Q
=,
o

Mean Mean | Mea | Meanx* | Mea | Me | Mea | Mea | Mea | Mean Mea
+ SE +SE n+ SD nt an nt n+ n+ + SE n+
SE SE SE SE SE SE

20,59+ | 15,25 | 2,67 | 90,07+ | 4,96 |535|854 |0,19 |5,55 |271+1 | 21,7

m
% 13,6 19,6 12 14,06 7 4,8 | +0,1 | 0,7 |39 12
» | 6,05£1 | 4,70+ | 0,67 |82,7+t1 |8,67 |151 256 |0,05 |4,18 |111,7+ 7,13
5 |,4 0,9 10,3 | 5,2 2,6 |34 |+1,2 | 0,0 | 0,8 | 21,9 *1,9
° 0,4 0,6 0,1 0,7 0,7 0,7 |01 0,2 0,3 0,9 0,4

*Mann-Whitney U Test

Salin verilen grup ile Etanol verilen grup arasindaki parametrelere bakildiginda

parametreler arasinda anlamli fark bulunamamustir.

55




Tablo 20. Deney hayvanlarina Resveratrol verilen grubun Etanol

parametrelerin karsilagtirmasi.

grubu ile

0)] ©» El 2 o o O 4| 4d|® d O |T 2 0)
S| x| 2| E| 3| £B338gE| 22| 2
° » - = S 51§ T |ec |oo3 o > c
o » %) a ® o = Q|5 3 |5 3 5 3 <
= =z ) Q. o (o = o ol 3 3
< - — o U < = = o
X o O > S |lm Y = = - ©
o = A o o @ & ~ 3 =
o, S < - — |5 3 3 3 W) =)
5 o, Y F |° 0q o o,
> ~ —+ 5
o o
Mean Mean | Mea Mean | Mea | Mea | Mea Mea Mea Mean | Mea
+ SE + SE nt +SD nt n nt nt nt + SE n+
SE SE SE SE SE SE
m | 20,59+ | 15,25 | 2,67+ | 90,07 | 4,96 | 535 8,54+ | 0,19+ | 5,55+ | 271+ | 21,7+
% 13,6 19,6 2 +14,0 | £7 4,8 0,1 0,7 139 12
- 6
o 8,37+2 | 5,38+ | 1,49+ | 69,38 | 15+2 | 574, | 1,39+ | 0,06% | 2,01+ | 114,7 | 8,38%
2 0,9 0,7 +14 | ,5 7 0,4 0,0 0,4 +21 1,4
~ | 0,7 09 |07 |05 |05 |05 |002 |07 |001 |06 |08

*Mann-Whitney U Test

Resveratrol verilen grup ile Etanol grubu arasindaki parametrelere bakildiginda TOS

umol / L / mg Protein ve OSI degerinin Resveratrol verilen grupta Etanol grubuna oranla

anlamli derecede yiiksek oldugu bulunmustur.
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Tablo 21. Deney hayvanlarina Quercetin verilen grubun Etanol grubu ile

parametrelerin karsilagtirmasi.

o = ) ) o — - @) r< o
e f 2l B giEl gl B Bog s
2 & | & 8| &|9o| 5| 3 = | £
h =z ) o o X, o ol 3 3
L ~ - = o o < = = o
I~ ) wn =5 =5 = = — \ ©
3 o o e °© | o 3 = E o
g > = Elz 3% 3| &
o ° | g S 3 o
Q o, o 5
o > S
>
Mean Mean | Mea | Meant* | Mean | Me | Mea | Mea | Mea | Mean | Mea
+ SE + SE nt SD + SE an nt nt nt + SE nt
SE SE SE SE SE
m 20,59+ | 15,25 | 2,67 | 90,07+ | 4,96+ |53 854 |0,19 |5,55 271+ | 21,7
% 13,6 19,6 +2 14,06 7 5 4,8 | £0,1 0,7 139 +12
0O | 6,251 | 4,16+ | 1,05 71,17+ | 11,42 |78 | 0,56 | 0,06 1,21 | 90,59 | 5,87
[
;E ,0 0,4 0,2 51 +2,5 0 0,4 | £0,0 | +0,3 +16 1,2
09 0,8 1 0,3 0,3 03 (0,01 |07 |0,01°]08 |03

*Mann-Whitney U Test

Quercetin verilen grup ile Etanol grubu arasindaki parametrelere bakildiginda TOS
umol / L / mg Protein ve OSI degerinin Quercetin verilen grupta Etanol grubuna oranla

anlamli derecede yiiksek oldugu bulunmustur.
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Tablo 22. Deney hayvanlarina Resveratrol (15 mg / kg) + Quercetin (15 mg / kg)

verilen grubun Etanol grubu ile parametrelerin karsilagtirmasi.

o o — 2 o o O |®™ d — = @) F< 0)
s A| A g 8] 2282 2| m| 2| | Z
e | 8§ 5 | S| < 3 > c
2 v %) a ) 0 o 3 3 3 =
n E_E ) o o x, o o 3 3
L ~ - — — S < = o oQ
I~ R wn =3 =3 = = — = ©
A S @ S S o 3 oy E S
o o — o) ) > o 0% kel o
- o] ° = S 3 o
Q o, @ 5
o S 5
>
Mean Mea | Mea Mea | Mea | Mea
+SE | Mean Mean Mean | Mean
- n+ nt Mean nt nt n+
+ SE + SE +SE + SE
SE SD SE SE SE
90,0
m| 20,59+ | 15,25 | 2,67 4,96+ 854 | 0,19 | 5,55 | 271+ | 21,7+
o 7+14 535
S 13,6 19,6 +2 7 +4,8 | £0,1 | £0,7 139 12
S ,06
. 69,4
» 5,12+ | 3,57+ | 0,78 15,29 1,78 | 0,05 | 3,30 | 74,01 | 4,81+
n D 216, 1986
‘.i Jo) 0,5 0,5 +0,2 1 +3,3 +0,4 | +0,0 | 0,6 +11 0,95
(2]
- 0,6 0,3 0,8 0,3 0,3 0,3 0,07 0,3 0,07 0,3 0,09
*

*Mann-Whitney U Test

Resveratrol (15 mg / kg) + Quercetin (15 mg / kg) verilen grup ile Etanol grubu arasindaki

parametrelere bakildiginda parametreler arasinda anlamli fark bulunamamastir.
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Tablo 23. Deney hayvanlarina Resveratrol (30 mg / kg) + Quercetin (30 mg / kg)

verilen grubun Etanol grubu ile parametrelerin karsilagtirmasi.

o zZ o = O | — d O 2z o
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S g | = = 2| 2| ®| & 5| 8
g 5 5 217 3| % | B
> S| °| 2] 8| 3 g
o] 1) o 5
= S 2.
>
)
=
=
Mean Mean | Mea | Mean* | Mean | Me | Mea | Mea | Mea | Mean | Mea
+ SE +SE n+ SD + SE an nt n+ n+ + SE n+
SE SE SE SE SE
m | 20,59+ | 15,25 | 2,67 | 90,07+ | 4,96+ | 535 | 8,54 | 0,19 |5,55 |271t | 21,7
% 13,6 19,6 +2 14,06 7 4,8 | +0,1 | +0,7 | 139 +12
g 6,39+ 4,87+ (0,75 | 75,43+ |12,24 |673 |1,55 |0,07 |2,09 |90,87 |5,60
S5 10,8 0,6 +0,1 | 2,4 1,3 ,82 | +0,4 | +0,0 | +0,3 | #12 10,8
g
)
- (07 1 08 |08 0,8 0,8 [0,02° |1 0,01 (08 |02

*Mann-Whitney U Test

Resveratrol (30 mg / kg) + Quercetin (30 mg / kg) verilen grup ile Etanol grubu arasindaki
parametrelere bakildiginda TOS umol / L / mg Protein ve OSI degerinin Resveratrol (30 mg /
kg) + Quercetin (30 mg / kg) verilen grupda Etanol grubuna oranla anlamli derecede yiiksek
oldugu bulunmustur.
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5. HISTOLOJIK DEGERLENDIRME

Deneylerin bitiminde sakrifiye edilen sicanlarin jejenumlart %10’ luk tamponlu
formole koyulduktan sonra rutin doku takibinden gegirildi. Ardindan 4.5 um kesitler alinarak
Hematoksilen Eozin boyasi ile boyandiktan sonra 1sitk mikroskobunda (Olympus BX41)

gruplar bilinmeden bir histolog tarafindan degerlendirildi.

Veriler SPSS 17 software (SPSS® version 17.0; SPSS, Chicago, IL, USA) programi
kullanilarak yapildi. Numerik degiskenler ortalama + standart sapma olarak sunuldu. Gruplar
ANOVA testi kullanilarak karsilagtirildi grup ici degerlendirmeler Tucey HSD yontemi
kullanilarak yapildi. p < 0.05 anlamli olarak kabul edildi.

Calisma gruplar1 x skoru agisindan degerlendirildiginde grup 1 ve grup 2 sonuglari
ile diger gruplar arasinda anlaml fark oldugu (p<0.001) goriildii. En yiiksek skorlarin grup 7
ve grup 8'de yer alan sicanlarda oldugu ve bu iki grup sonuglarinin birbirinden fakli olmadigi
(p=0.975) ancak tedavi gruplari ile aralarindaki farkin anlamli oldugu (tiim p <0.05) gorildi.
Tedavi gruplar kendi igerisinde degerlendirildiginde ise en diisiik skorlarin grup 4 ve grup
6'da ki sicanlarda oldugu ancak tedavi gruplarmin kendi igerisinde istatistiksel farklilik

olmadig1 goriildii (p>0.05). Sonuglar tablo 24’de gdsterildi.
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Tablo 24. Gruplarin Patolojik Verileri

Variabl | Group 1l | Group?2 | Group 3 | Group4 | Group5 | Group6 | Group7 | Group8 | p
es (n=8) | (n=8) |(n=8) |(n=8) |[(n=8) |(n=8) |(n=8) | (n=8)

Skoru 0.62+0.4 | 0.87+0.3 | 2.87+0.8 | 2.75+0.7 | 3.50+0.9 | 2.75+0.7 | 4.12+0.8 | 4.25+0.7 | <0.00
yazahm | 4 4 3 0 2 0 3 0 1

Data are expressed as the mean £SD, unless otherwise noted. One-Way ANOVA (with Tukey HSD)

p=0.975 Group 7 vs Group 8
p=0.998 Group 1 vs Group 2
p=0.558 Group 4,6 vs Group 5
p=0.021 Group 8 vs Group 3

p=0.008 Group 8 vs Group 4,6

Deney hayvanlari olan bu arastirmada toplam 64 hayvan ile baslanmis olup bir hayvan
deney asamasinda dlmiistiir. Kontrol grubu dahil olmak {izere 8 grup olusturulmustur. Gruplar
aras1 histopatolojik skorlama i¢in Chiu ve arkadaslari’nin galismasina gore degerlendirme
yapilmistir (121). Buna gore; 0 ve 5 arasinda derecelendirme yapilmistir. Her gruptaki sekiz
sican asagidaki skorlamaya gore degerlendirilmistir.

Grade 0: Normal mukozal villus.

Grade 1: Genellikle villusun apeksinde subepitelyal bolgede Gruenhagen boslugunun
olusmasi, yer yer kapiller konjesyon.

Grade 2: Epitelyal tabakanin lamina propria’dan orta derecede kaybolmasiyla subepitelyal
boslugun genislemesi

Grade 3: Epitelin biiyiik bir kismi villusun kenarindan ayrilmis

Grade 4: Lamina propria’si ile aginmis villus. Dilate kapiller goriiniimii. Lamina propria’da
artan hiicreler

Grade 5: Lamina propria pargalanmasi, kanama, iilserasyon
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Resim 6. Sham grubu (G2) x200
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Resim 7. Resveratrol grubu (G3) x200

Resim 8. Quercetin grubu (G4) x200
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Resim 9. Resveratrol ve Quercetin 1 grubu (G5) x200

Resim 10. Resveratrol ve Quercetin 2 grubu (G6) x200
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Resim 12. Etanol grubu (G8) x200
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6. TARTISMA

Intestinal iskemide oksijen ve doku kanlanmasinda azalma meydana gelir ve bdylece

doku hasar1 olusur. Intestinal reperfiizyon ile doku hasar1 daha da artmaktadir (122, 123).

Reperfiizyon hasarina karsi duyarliligi en fazla olan yapilarin basinda zar lipitleri,
proteinler, niikleik asitler ve deoksiriboniikleik asit gelmektedir (124). iskemi ve reperfiizyon
hasarmmi tam olarak aciklayan bir mekanizma olmamakla beraber Sitokinler, notrofil
aktivasyonu ve endotel adezyonu ile bundan kaynakli iiretilen toksik metabolitler, PAF,
fosfalipaz A2’nin aktivasyonu, ksantin oksidaz ve serbest oksijen radikalleri 6nemli hasar
mekanizmalarindandir.  Bagirsak  Iskemisi  sonucunda  inflamatuar  metabolitler
salgilanmaktadir. Yapilan calismalar iskemi sonrasi reperfiizyonla molekiiler oksijen kaynakli
meydana gelen hasarin iskemiye bagl intestinal mukoza hasarindan daha siddetli oldugunu

gostermektedir. (125, 126).

Glinlimiizde bagirsak iskemi reperflizyon hasarin1 6nlemeye yonelik calismalar biiyiik
bir hizla yiiriitiilmektedir. Cesitli hayvan deneylerinde dokular1 iskeminin olusturdugu
hasardan korumaya yonelik iskemik on kosullama basta olmak iizere antioksidan ajanlar ile
tedavi, NO uygulamasi, perflorokarbon ile tedavi, enteral beslenme, glisin ve glutamin ile

tedavi yontemleri uygulanmistir (3).

Sicanlarda olusturulan intestinal iskemi ve reperfiizyon hasar1 modellerinde iskemi ve
reperfiizyon siireleri degiskenlik gostermektedir. Mallick ve ark. yaptig1 calismada 30 dk.
iskemi ve 120 dk reperfiizyon uygulanmistir (127). Juel ve ark.yaptigi ¢alismalar sonucunda
iskemi sonrasi bir saatlik reperflizyonun ince bagirsakta mukozal hasarlanma icin yeterli bir
slire oldugunu belirtmislerdir (128). Bizde yaptigimiz bu g¢aligmada 60 dakika iskemi ve

ardindan 60 dakika reperfiizyon siiresi uygulayarak modelimizi olusturduk.

Ozge Kolkesen Sahin ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada sigaranin neden oldugu oksidatif
stres iizerine resveratroliin etkisi arastirtlmis ve Serum TAS ve TOS agisindan gruplar
arasinda anlamli fark bulunmayip TAS ve TOS dil sigaratresveratrol grubunda yiliksek
bulunmustur. Burdan yola ¢ikarak sigaranin toksik etkisine karsin viicudun kendini korumak
adina aktive olan antioksidan sisteme etkisinin, resveratroliin antioksidan kapasitesinden daha
yiiksek oldugu sonucuna ulagilmistir (129). Bizim yaptigimiz calismada ise TAS diizeyinde

resveratrol verilen grupta kontrol grubuna oranla anlamli bir yiikseklik ortaya konmustur.
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Brito ve ark. Yaptig1 bir ¢alismada ise sigir aortik endotel hiicresinde peroksinitritin
aracilik ettigi endotel hiicre toksisitesinde resveratroliin degisik dozlarinin ve farkl: siirelerin
etkisini, hiicre canliligi, okside ve rediikte glutatyon diizeyi ile degerlendirmislerdir.
Resveratroliin peroksinitritin indiikledigi oksidatif strese kars1 hiicre i¢i indirgenmis glutatyon
(GSH) diizeyini arttirarak kardioprotektif bir etki sagladigini ortaya koymuslardir (130).
Bizim yaptigimiz ¢alisma da ise Resveratrol verilen sican gruplarinda GSH-Px degerinin

anlamli oranda yiiksek ¢ikdig1 ortaya konmustur.

Sener ve ark. wistar albino sigcanlar iizerinde yaptiklar1 baska bir calismada ise
resveratroliin iskemi-reperfiizyon hasart sonucunda renal dokuyu koruyucu etkisini radikalleri
yakalama ve antioksidan etkinligi ile gerceklestirdigini, renal dokuyu oksidatif strese karsi

GSH diizeyini koruyarak gergeklestirdigi sonucuna varmislardir (131).

Tiyol; hiicrelerde oksidatif stresin olusumasini engelleyen siilfidril (-SH) grubu igeren
en 6nemli bilesiklerdendir. Oksidatif stresde tiyol disiilfit dengesinde azalma ve oksitlenme
durumu olusabilmektedir (132). Calismamizda tiyol disiilfit paramatrelerini de degerlendirdik.
Resveratrol verilen grupta disiilfid parametresinin kontrol grubuna oranla anlamli yiiksek

¢ikdig1 sonucuna vardik.

Intestinal iskemi ve reperfiizyon sonucu olusan Total antioksidan seviyedeki azalma

oksidatif stresin varligin1 gostermektedir (133).

Yapilan calismalar Quercetinin c¢esitli mekanizmalarla oksidan hasar1 ve hiicre
Oliimiinii engelledigini ortaya koymustur (134). Hollman ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada ise
% 0.2 quercetin iceren dietle beslenen sicanlarda kontrol grubuna oranla antioksidan
kapasitenin 6nemli dl¢iide yiiksek oldugu oldugu ortaya konmustur (135). Bizim yaptigimiz
calisma da ise Quercetin verilen grupta oksidatif stres indeksi (OSI) ve GSH-Px parametreleri

kontrol grubuna oranla yiiksek ¢ikmustir.

Gedik ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada karaciger I / R hasar1 olusturulmus ve
resveratrol 10 mg / kg dozunda verilmis ve bu dozda resveratrol’iin dokuda koruyucu etki
gosterdigi ortaya konmustur (136). AL Humayed ve ark. yapmis olduklar1 bir ¢aligmada ise
akut karaciger hasari olusturularak resveratrol 30 mg / kg kullanilmis ve resveratroliin nemli
Ol¢iide korunma sagladigi sonucuna varilmigtir (137). Yapilan literatiir taramalarinda
resveratroliin ¢cok cesitli dozlar1 kullanilmistir. Bizim yaptigimiz ¢alismada ise 30 mg / kg

resveratrol kullandik.
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Bizde calismamizda sig¢anlar iizerinde intestinal iskemi ve reperflizyon hasari
olusturarak Resveratrol ve Quercetinin yenileyici ve diizenleyici etkileririn olup olmadigini
arastirdik. Ozlem Bozbeyi ve ark. yapmus olduklar1 bir ¢alismadaki gibi 60 dakika iskemi ve
ardindan 60 dakika reperfiizyon uygulayip ileo ¢ekal valvin 15 cm proksimalinden yaklasik 2
cm lik ileum segmentini rezeke ederek doku orneklerini aldik (138). Iskemi reperfiizyon
hasarin1 TAS / TOS / OSI Tiyoldisiilfit dengesi ve MDA diizeyleri ve histopatolojik inceleme
ile tespit ettik.
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7. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak yaptifimiz bu c¢alismada calisilan parametreleri inceledigimizde Salin verilen
grup ile kontrol grubu arasindaki parametrelere bakildiginda GPX U / mg protein degerinin
salin grubunda Kontrol grubuna oranla anlamli derecede yiiksek oldugu, Resveratrol verilen
grup ile Kontrol grubu arasindaki parametrelere bakildiginda disiilfid, TAS umol /L / mg
Protein GPX U / mg protein degerinin Resveratrol verilen grupta kontrol grubuna oranla
anlamli derecede yiiksek oldugu, Quercetin verilen grup ile Kontrol grubu arasindaki
parametrelere bakildiginda OSI ve GPX U / mg protein degerinin Quercetin verilen grupta
kontrol grubuna oranla anlamli derecede yiiksek oldugu, Resveratrol (15 mg / kg) +
Quercetin (15 mg / kg) verilen grup ile Kontrol grubu arasindaki parametrelere bakildiginda
GPX U / mg protein degerinin Resveratrol (15 mg / kg) + Quercetin (15 mg / kg) verilen
grupta kontrol grubuna oranla anlamli derecede yiiksek oldugu, Resveratrol (30 mg / kg) +
Quercetin (30 mg / kg) verilen grup ile kontrol grubu arasindaki parametrelere bakildiginda
parametreler arasinda anlamli fark bulunamadigi, Salin verilen grup ile Sham grubu
arasindaki parametrelere bakildiginda OSI degerinin Salin verilen grupta Sham grubuna
oranla anlamli derecede yiiksek oldugu, Resveratrol verilen grup ile Sham grubu arasindaki
parametrelere bakildiginda parametreler arasinda anlamli fark bulunamadigi, Quercetin
verilen grup ile Sham grubu arasindaki parametrelere bakildiginda parametreler arasinda
anlamli fark bulunamadigi, Resveratrol (15 mg / kg) + Quercetin (15 mg / kg) verilen grup ile
Sham grubu arasindaki parametrelere bakildiginda OSI degerinin Resveratrol (15 mg / kg) +
Quercetin (15 mg / kg) verilen grupta Sham grubuna oranla anlamli derecede yiiksek oldugu,
Resveratrol (30 mg / kg) + Quercetin (30 mg / kg) verilen grup ile Sham grubu arasindaki
parametrelere bakildiginda parametreler arasinda anlamli fark bulunamadigi, Salin verilen
grup ile Etanol verilen grup arasindaki parametrelere bakildiginda parametreler arasinda
anlamli fark bulunamadigi, Resveratrol verilen grup ile Etanol grubu arasindaki parametrelere
bakildiginda TOS umol / L / mg Protein ve OSI degerinin Resveratrol verilen grupta Etanol
grubuna oranla anlamli derecede yiiksek oldugu, Quercetin verilen grup ile Etanol grubu
arasindaki parametrelere bakildiginda TOS umol / L / mg Protein ve OSI degerinin Quercetin
verilen grupta Etanol grubuna oranla anlamli derecede yiiksek oldugu, Resveratrol (15 mg /
kg) + Quercetin (15 mg / kg) verilen grup ile Etanol grubu arasindaki parametrelere
bakildiginda parametreler arasinda anlamli fark bulunamadigi, Resveratrol (30 mg / kg) +

Quercetin (30 mg / kg) verilen grup ile Etanol grubu arasindaki parametrelere bakildiginda
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TOS umol / L / mg Protein ve OSI degerinin Resveratrol (30 mg / kg) + Quercetin (30 mg /
kg) verilen grupda Etanol grubuna oranla anlamli derecede yiiksek oldugu sonucuna

ulagmaktayiz.

Sonug olarak Resveratrol ve Quercetinin intestinal iskemi ve reperfiizyon hasarindaki
yenileyici ve diizenleyici etkisinin; Resveratrol ve Quercetinin ayr1 ayri verildigi ve kombine
15 mg/kg verildigi dozuna oranla, kombine 30 mg/kg dozunda daha yiiksek oldugu sonucuna

varmaktayiz.
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11. EKLER

EK 1. Etik Kurul Raporu

KAHRAMANMARAS SUTCU IMAM UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIK KURULU KARAR FORMU

Siganlarda Intestinal Iskemi reperfiizyon hasarina karsi-Resveratrol |
BA$VURU. Arastirmanin Bashg: ve Quercetinin etkisi
BILGILERI Basvuru Tarihi 14.12.2018 |
| Protokol No 38
DEGERLENDIRILEN | Belge Adi Dili
iLGiLi | Bagvuru Formu Tiirkge
BELGELER |
|
| Oturum No: 2018/12 Karar No: 02 Tarih: 26.12.2018 |
KARAR
BILGILERI Prof. Dr. Fatma INANC TOLUN'nun sorumlulugunda vapilmasi planlanan ve yukarida bagvuru
| bilgileri verilen arastirma bagvuru dosyasi ve ilgili belgeler arastrmanin gerekge. amag. vaklasim ve
yontemleri dikkate ahnarak incelenmiy. gergeklesmesinde etik sakinca bulunmadiZina toplantiya katilan
| iivelerin oy birligi ile karar verilmistir.
= Py P s 1
K.S.U. TIP FAKULTESI HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIK KURULU |
BASKANIN UNVANI/ADI/SOYADI ['Dog.Dr.AKif Hakan KURT [
Arastirma ile Kaitilini
Unvani/Adi/Soyadi Uzmanhk Dal Kurumu iliski (**) imz
(o / |
Dog. Dr. Akif Hakan KURT Tibbi Farmakoloji KSU Tip Fakaltesi <
Baskan €0 [n@| e® | wO' /[/’ \
|
Prof. Dr. Fatma INANC TOLUN Tibbi Biyokimya KSU Tip Fakoltesi . ol ‘:
Oy ER® (HO| ER HOd ARASTIRMACI |
ye [
Prof. Dr. Mehmet BOSNAK Fizyoloji KSU Tip Fakaltesi &
D Ove O HE { ER HOa
Dog. Dr. Israfil ORTIAN KBB KSU Tip Fakaltesi | 1
Uye £ ° EQ |[HR | ER HO 1
i
Dog. Dr. \Iehi!-;: ACIPAYAM Kalp Damar Cerrahi KSU Tip Fakoltesi 0 HE E® HO % R “
Dog. Dr. Atilla YOLDAS Anatomi KSU Tip Fakaltes
Oye ER |HO| ER HO ARASTIRMACI
Doc. Dr. Idiris ALTUN Beyin ve Sinir Cerrahisi | KSU Tip Fakaltesi
Oye EQ [HR | ER® HO
Dr. Ogr. Uyesi Mehmet DEMIR Anatomi KSU Tip Fakaltesi
Uye EQ [HR | ER Hg
Dr. Ogr. Uyesi Gokge GIST Anestezi ve R KSUT S
r. Ogr. y(‘.y( ce nestezi ve Rean KSU Tip Fakaltesi O HR ER WO |
Dr. Ogr. Uyesi Ertugrul ERKEN Ig Hastaliklan KSU Tip Fakoltesi
Yye (Nefroloji) ED | HR | ER Ho
VetHek. Faruk YILDIZ . Veteriner KSU Tip Fakoltesi
Cye EO0 [H® | EO HE iziNvi
Nedim Okan GUNITSTARKIM Avukat Serbest
Oye EH | RE | RE | e |
Mustafa CANSARAN Muhendis Tanm || Madarlogo
Oye EOQ |HR | ER HO
SERH = |
(VARSA) |

*Arastirma ile lligki
**Toplantida Bulunma
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12. OZGECMIS

Kisisel Bilgiler

Ad1 Soyadi

Uyrugu

Dogum tarihi ve yeri
Medeni hali

Telefon

e-posta

Egitim
Derece

Yiiksek Lisans
Lisans

Lise

Is Deneyimi
Yil

2012-2015

Yabanc Dil

Ingilizce

Hobiler

: Selen DINDAR

:T.C

: 1989-Adana

: Evli

105514385341

: selendindarl@gmail.com

Egitim Birimi

KSU/Saglik Bilimleri T1bbi Biyokimya
KSU/Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii
Ibrahim Atali Cok Programli Lisesi

Yer

Kahramanmaras Mega Park Hastanesi

Tiyatro, Sinema, Seyahat, Doga Yiirliytisii

85

Mezuniyet Tarihi

2020
2012
2006



