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ISKEMIi-REPERFUZYONUNA BAGLI MESANE HASARINDA ASPHODELUS L.
(CIRIS OTU)’NUN KORUYUCU ETKIiSININ ARASTIRILMASI: BIYOKIMYASAL
VE HiISTOPATOLOJIK CALISMA
(Yiiksek Lisans Tezi)

HATICE KOPAR

OZET
Doku hasari ile sonuglanan, dokuya yetersiz oksijen ve besin destegine yol acan kan

akimi durmasi veya azalmasma iskemi denir. Mesane dokusunun yasaminin devam
edebilmesi icin iskemik alanin erken reperflizyonu énemlidir. Ancak reperfiizyonun kendisi
de, reperflizyon hasari olarak adlandirilan mesane hiicrelerinin 6limii ile sonuglanir.
Mesanede iskemi sonrasi reperfiizyonun yol agtig1 agir oksidatif stres ciddi islevsel ve yapisal
hasara yol agmaktadir. Bu hasardan baslica serbest oksijen radikalleri sorumlu tutulmaktadar.
Obstriiktif mesane disfonksiyonu, hiperaktivite, hiperkolesterolemi ve diyabet de dahil olmak

iizere gesitli mesane hastaliklari iskemi/reperfiizyon (I / R) neden olabilir.

Cirig otu, ililkemizde Akdeniz, Ege, Marmara ve Giineydogu bolgelerinde yliksek
daglarda yetisir. Mart-Haziran aylarinda ¢igeklenen ¢ok yillik otsu bitkidir. Liliaceae
(zambakgiller) familyasina ait olup beyaz ¢igeklere sahiptir. Yesil yapraklart ve kok kismi
yemek i¢in kullanilir. Yemek i¢in kullanilan kismi daha ¢ok pirasanin kiigiiltiilmiis haline
benzer. Bu yapisindan dolay1 halk arasinda yabani pirasa, kirkis otu gibi isimler de alabiliyor.
Gegmisten giinlimiize alternatif tibbinda basvurdugu c¢iris otu bir ¢cok hastaliga 1yi geldigi
bilinmektedir. Bunlardan bazilari: C Vitamini agisindan zengin oldugu igin bagisiklik
sistemini giliglendiriyor, adet diizensizliklerinde kullaniliyor, vajinal akintinin zamanla azalip
bitmesine yardimci oluyor, sivilce ve egzema gibi cilt hastaliklarinin tedavisine yardimei
oluyor, sackiran tedavisinde kullaniliyor, basur rahatsizliginin tedavisinde de énemli derece
de etkileri goriilmiistiir. Literatiir taramasi yaptigimizda Deneysel 1 / R’ a bagli mesane
hasarinda Asphodelus aestivus L. (giris otu)’ nun koruyucu etkisi ile ilgili herhangi bir
calisma bulunmamaktadir. Ilk defa yapilacak olan bu calismada, siganlara tedavi olarak

verilen ¢iris otunun IR hasaria karsi1 koruyucu etkinliginin saptanmas1 amaglanmustir.

Calismamizda 24 adet 250 - 300 gram agirhiginda erkek Wistar - Albino sigan
kullanildi. Fizyolojik sartlar altinda bakimi1 yapilmis olan siganlar, deneyde 3 gruptan olustu;
I/ R grubu (n=8), sham grubu (n= 8) ve tedavi grubu (¢iris otu) (n= 8). Tedavi grubuna bir

giin 6nceden ¢iris otu ekstrat1 (50 mg / kg / giin dozunda) 1 mL gavaj yolu ile verildi. O



esnada da sham grubuna serum fizyolojik (% 0,9 NaCl) 1 mL gavaj yolu ile verildi. Ertesi
giin her gruptaki sicanlarm mesanesine 30 dakika iskemi, 30 dakika reperfiizyon uyguland, I
/ R sonrasi; sham grubuna serum fizyolojik, tedavi grubuna ¢iris otu ekstrat1 verildi, kontrol
grubuna da birsey uygulanmadi. Deney bittikten sonra her {i¢ grubun hayvanlar sakrifiye
edilerek mesane dokular ¢ikarildi. Elde edilen mesane dokulara iki esit pargaya boliinerek bir
parcast histopatolojik analiz i¢in formaldehit igerisinde sakland1 ve diger parcasi
biyokimyasal analiz i¢in — 80 °C’ de saklandi. Biyokimyasal analizler olarak mesane
dokusunda oksidatif stresin biyobelirtegleri olarak katalaz (CAT), superoksit dismutaz (SOD)

ve malondialdehit (MDA) diizeyleri spektrofotometrik olarak 6l¢iildii.

Biyokimyasal incelemelerin sonucunda; 1 / R grubunda tedavi ve sham gruplarma
kiyasla CAT aktivitesinin belirgin sekilde diistiigli, buna karsin MDA diizeylerinin oldukga
arttig1 saptandi (p< 0,05). Buna karsin, I / R grubunda SOD aktivitesi azalmasma ragmen
tedavi ve sham gruplardaki SOD aktiviteleri arasinda istatiksel olarak anlamli fark
saptanmadi (p> 0,05). Tedavi grubunda diger gruplara kiyasla SOD hari¢ CAT aktivitesinin
anlamli derecede arttigi ve MDA diizeylerinin diistiigli saptandi (p< 0,05). Tedavi grubunda
sham grubuna kiyasla antioksidan enzim aktivitelerinde artis ve MDA diizeylerinde diisiis
olmasina ragmen istatiksel olarak anlamli farkliliklar saptanmadi (p> 0,05). Histopatolojik
olarak; I/ R grubunda epitel deskuamasyonu, konjesyon, miiskiiler hipertrofi ve inflamatuar
bulgular gozlendi. Tedavi grubunda I/ R hasarinin olusturdugu bulgularda belirgin gerileme

ve/ veya azalma oldugu saptandi. Sham grubunda, konjesyon bulgularinda azalma gézlendi.

Sonug olarak I / R grubunda antioksidan enzim kapasitesinde yetersizlik ve MDA
diizeyinin artisi, mesane dokusunda oksidatif hasarin olustugunu gostermektedir. Tedavi
uygulanan grupta antioksidan enzimlerinin artis1 oksidatif strese karsi hiicresel bir yanit
olustugu ve bu sekilde MDA diizeyini diisiirdigiinii diisiiniilmektedir. Ancak, tedavi
uygulanan grupta I / R nedenli histopatolojik ve biyokimyasal bulgularin tam olarak
giderilebilmesi i¢in tedavinin ayni dozlarda fakat uzun siirelerde uygulandiginda ¢iris otu’
nun antioksidan etkisinin tam olarak gosterebilecegi kanisina varilmistir.

Anahtar kelimeler: Mesane Iskemi / reperfiizyonu, serbest radikaller, Asphodelus aestivus

L. (ciris otu)
Danigsman: Prof. Dr. Ergiil Belge KURUTAS

Sayfa sayisi: 103



INVESTIGATION OF THE PROTECTIVE EFFECT OF ASPHODELUS L. (CiRIS
OTU) IN BLADDER INJURY DUE TO ISCHEMIA-REPERFUSION:
BIOCHEMICAL AND HISTOPATHOLOGICAL STUDY

Hatice Kopar

ABSTRACT

Ischemia is the stop or decrease in blood flow that results in tissue damage, leading to
insufficient oxygen and nutritional support to the tissue. Early reperfusion of the ischemic
area is important for the survival of the bladder tissue. However, reperfusion itself also results
in death of bladder cells called reperfusion injury. Severe oxidative stress caused by
reperfusion after ischemia in the bladder leads to serious functional and structural damage.
Free oxygen radicals are responsible for this damage. Various bladder diseases including
obstructive bladder dysfunction, hyperactivity, hypercholesterolemia and diabetes can cause
ischemia/reperfusion (1 / R).

Asphodelus L. is grown in high mountains in the Mediterranean, Aegean, Marmara
and Southeastern regions of our country. It is a perennial herbaceous plant that blooms in
March-June. It belongs to the Liliaceae family and has white flowers. Green leaves and root
part are used for eating. The portion used for cooking is more similar to the reduced version
of leek. Because of this structure, wild leek, people like the grass can take names. It is known
that it is good for many diseases from past to present. Some of them are: Vitamin C is rich in
strengthens the immune system, is used in menstrual irregularities, vaginal discharge helps to
reduce and end over time, acne and eczema, such as skin diseases, treatment is used, is used
in the treatment of hemorrhagic, also has significant effects in the treatment of hemorrhage.
In the literature review, there is no study on the protective effect of Asphodelus aestivus L.
(¢iris otu) in experimental | / R related bladder injury. In this first study, we aimed to
determine the protective efficacy of weed given to rats against I / R damage.

In this study, 24 male Wistar - Albino rats weighing 250 - 300 grams were used. The
rats that were cared for under physiological conditions consisted of 3 groups; | / R group (n =
8), sham group (n = 8) and treatment group (weed) (n= 8). The treatment group was given 1
mL gavage extract (50 mg / kg / day) of the day before. At that time, saline (0.9 % NaCl) was
given to sham group by 1 mL gavage. On the following day, the bladder of the rats in each

group received ischemia for 30 minutes and reperfusion for 30 minutes. sham group was



given saline, treatment group was extracted with syrup extract, control group was not applied
anything. After the experiment, animals of all three groups were sacrificed and bladder
tissues were removed. The resulting bladder was divided into two equal parts, one part was
stored in formaldehyde for histopathological analysis and the other part was stored at - 80 ° C
for biochemical analysis. As biochemical analyzes, catalase (CAT), superoxide dismutase
(SOD) and malondialdenyde (MDA) levels were measured spectrophotometrically as
biomarkers of oxidative stress in bladder tissue.

As a result of biochemical investigations; In the 1 / R group, CAT activity decreased
significantly compared to treatment and sham groups, whereas MDA levels were
significantly increased (p< 0.05). However, although SOD activity decreased in the I/R
group, there was no statistically significant difference between SOD activities in the
treatment and sham groups (p> 0.05). In the treatment group, CAT activity was significantly
increased and MDA levels were decreased except SOD (p< 0.05). Although there was an
increase in antioxidant enzyme activities and a decrease in MDA levels in the treatment
group compared to the sham group, no statistically significant differences were found (p>
0.05). Histopathologically; In the I / R group, epithelial desquamation, congestion, muscular
hypertrophy and inflammatory findings were observed. Significant regression and / or
decrease in the findings of I / R damage was found in the treatment group. In the sham group,
congestion findings were decreased.

In conclusion, insufficiency of antioxidant enzyme capacity and increase in MDA
levels in | / R group indicate oxidative damage in bladder tissue. The increase in antioxidant
enzymes in the treatment group is thought to result in a cellular response to oxidative stress
and thereby lower MDA levels. However, it was concluded that the antioxidant effect of the
seedling can be fully demonstrated when the treatment is administered at the same doses but
for long periods in order to completely eliminate histopathological and biochemical findings
due to I / R in the treated group.

Key words: Bladder ischemia / reperfusion, free radicals, Asphodelus aestivus L.
Supervisor: Prof. Dr. Ergiil Belge KURUTAS
Page Numbers: 103
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IgG : Immiinoglobiilin G

I/R : Iskemi / Reperfiizyon

LDL : Diisiik Yogunlukta Lipoprotein
MDA : Malondialdehit

MPO : Myloperoksidaz

mL - Mililitre

NADPH : Nikotinamid Adenine Diniikleotid Fosfat
NE : Norepinefrin

NO - Nitrik Oksit

NT - Nitrotirozin

NOS - Nitrik Oksit Sentaz

N203 : Nitrojen Trioksit

LB4 : Lokotrien B4

PAF : Trombosit Aktive Edici Faktor
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PGI2 : Prostasiklin

PMNL : Polimorf Niiveli Lokositler
OAB : Asirt Aktif Mesane

0% : Siiperoksit Radikali

oD : Optik Dansite
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ONOO : Peroksinitrit

SF : Serum Fizyolojik
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ROOH . Lipit Peroksit Radikali

X0 : Hidroperoksit

WBC : Beyaz Kan Hiicreleri



10* : Singlent Oksijen
5-HT : 5 - Hidroksi - 2deosiguanozin



1.GIRIS VE AMAC

Mesane, idrara ¢tkmadan 6nce idrar1 depolayan organdir (1). I¢ yiizeyinde distan ice
dogru sirasiyla mukoza (lirotelyum) adli zar yapisi, bunun altinda “Lamina Propria”
tabakasi ve bunun altinda da yiizeysel ve derin bir kas tabakasi yer almaktadir (1). Kiiresel
yapiya sahip mesane dokusu, kas liflerinin birbirine ge¢mesi sayesinde idrar depolama
kapasitesini artirirken, kasildiginda yiiksek basing saglayarak idrar atilimini gergeklestirir
(1). Mesane, hem erkek hem de kadinda buluna pelvis (legen) kemigi bolgesinde yer alir
(1). Erkek ve kadinda ayn1 bolgede yer alsa bile; idrar kesesi ¢ikisindan sonra idrar (iiretra)
kanalinin farkliligi nedeniyle farkli anatomik o6zelliklere sahiptir (1). Mesane ile ilgili
rahatsizliklar dis etkenlerden biri olan hijyen, giinliikk su tiikketimi, bilingsiz ila¢ kullanimi,

stres gibi farkli nedenlerle yasanabilir.

Iskemi, kanin doku veya organlara giderken herhangi bir nedenle azalmasi ve tamamen
kesilmesinde perfiizyonun bozulmasina denir. Iskemiye ugrayan dokuya belirli bir siire oksijen
gitmemesi durumunda doku hasar1 veya doku oliimii meydana gelir. iskemi sonrasi kan
akiminin tekrar saglanmasina reperflizyon denir. Reperfiizyon, iskeminin neden oldugu hasarin
daha da ilerlemesine neden olur (2 - 4). Iskemi-reperfiizyonu hasarmin biyokimyasal
mekanizmalarinin anlasilmasi klinikte doku hasarini azaltacak yeni tedavi yol ve yontemlerinin

gelistirilmesi i¢in ¢ok 6nemlidir ve “Oksijen paradoksu” olarak da tanimlanir (5).

Iskemi- reperfilyonunun temel nedeni, reperfiizyon sirasinda dokunun yetersiz ve
gerekli oksijeni alamamasi sonucu gelisen serbest oksijen radikallerinin (SOR) bulunmasidir
(6). Serbest oksijen radikali, viicudumuzdaki kimyasal olaylar ve bazi dis etkenlerden kaynakli
farkli yapida oksijenin ortaya ¢ikmasi sonucu olusur. Son yoriingesinde yedi elektron bulunan
serbest oksijen radikalleri, kendi dengesini saglamak i¢in sekizinci oksijeni ararlar. Bu arayis
sonucu oksidatif stres basta olmak iizere bir¢cok hastalik meydana gelir. Serbest oksijen
radikalleri hiicre i¢i metabolizma faaliyetleri, radyasyon, hava kirliligi, giinesin ultraviyole
1isinlari, inflamasyon, alkol, sigara, stress ve komiir atesine maruz kalmis yiyecekler sonucunda
meydana gelir. Serbest oksijen radikalleri, reaktif oksijen tiirlerinin artigina bagli olarak

iskeminin olusturdugu hiicre hasarini da artirir (7).

Normal mesane fonksiyonu, kendi anatomik innervasyonunun, hiicresel yapisinin ve
metabolizmasinin  biitiinliigiine baghdir (8). Daha o6nce yapilan c¢alismalarda iskemi

reperfiizyon hasarina bagh tiretilen serbest oksijen radikallerinin ve peroksinititin, diiz kas,



mukoza, ve periferik sinirleri dahil biitliin mesane bilesenlerini etkileyerek idrar kesesi
fonksiyon bozukluguna neden oldugu gosterilmistir (9). Mesane iskemi/reperfiizyon sirasinda
oksidatif stres iiretereck mesanedeki sinirlerin kaybolmasina ve mesane duvarinda dokuya

zarar veren molekiillerin ortaya ¢ikmasina neden olur.

Gegmisten  giinlimiize  alternatif  tipta  hastaliklarin  tedavisinde  bitkiler
kullanilmaktadir. Bu bitkilerden biri de ¢iris otudur. Literatlirde yapilan arastirma bulgulari
ciris otunun idrar soktiirticti 6zellikte olup ayni1 zamanda, karaciger hastaliklari, ¢iban, sivilce

gibi hastaliklarin tedavisinde kullanildigin1 bildirmektedir (10).

Daha oOnce ¢iris otunun mesane iskemi reperfiizyonunun biyokimyasal ve
histopatolojik agidan koruyucu etkisi ile ilgili bir ¢alisma literatiirde bulunmamaktadir. Bu tez
caligmasi ile literatiirdeki bu bosluga bir calisgma eklemis bulunmaktayiz. Calismada
antioksidan savunma sisteminde etkileri olan enzimatik antioksidanlardan; siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT) enzimleri ve malondialdehit (MDA), protein biyomarkirlar
incelenmistir.. Calisma sonunda enzimatik antioksidanlarla ilgili verilerin istatiksel analizleri

spss 20 programinda yapilmistir. Yapilan bu calisma sonraki caligmalara 1s1k tutacaktir.

2. GENEL BILGILER

2.1.iskemi

Viicuttaki herhangi bir doku ya da organa kan akisinin kesilmesi veya azalmasina
iskemi denir. iskemi esnasinda beyne giden kan ve oksijen saglayan kan damarlarindan bir
tanesi bloke olur. Tikanikligin nedeni, yag birikmesi, hava kabarcigi pargaciklart ve kan
pihtisindan olabilir. Kan akisinda kesinti veya azalma olmasi durumunda organlarin islevi

engellenir (11, 12).

Iskemide dokuya gelen kan akiminin kesilmesi ve azalmasi durumunda hiicresel
oksidatif fosforilasyon ve buna bagli olarak ATP, fosfokreatin gibi yiiksek enerjili fosfat
sentezi azalir (13). ATP azalmasi sonucunda hiicre iginde bir¢ok sistem etkilenir. Hiicrede
enerji depolarinin azalmasi sonucunda hiicre membraninda bulunan Na K ATPaz pompasinin

aktivitesi azalir. Buna bagli hiicre icinde K™ azalirken, Na* ve Ca" birikmesi meydana gelir.



Suyun izoosmatik artisi ve solid materyalin artigiyla birlikte akut hiicresel sismeye neden olur

(14, 15).

Hiicresel membrandaki ATP miktarindaki azalma, anaerobik glikolizde artmayla ve
glikojen depolarinin bosalmasiyla sonuglanir. Glikolizin hizlanmasi, fosfat tiirevlerinin
hidrolizi ile laktik asit ve inorganik fosfatlarin birikmesine ve buna bagli hiicre i¢i pH
diismesi ve asidoz gerceklesir. ATP ve pH seviyelerinin azalmasi, graniillii endoplazmik
retikulumdan ribozomlarin ayrilmasina ve polizomlarin monozomlara pargalanmasina ve
protein sentezinde azalmaya neden olur (16). Bu asamaya kadar hiicrede gergeklesen
bozukluklarin tiimii tekrar oksijen verilmesi sonucu geri doner. Eger buna ragmen iskemi

devam ederse geri doniisiimsiiz zedelenme olusur (16).

Geri donlistimsiz zedelenme yap1 olarak lizozomlarda lizozomlarda sisme ve hiicre
zarinda zedelenme goriiliir. Zedelenen hiicre igine Ca® girisi ile iskemik bolge yeniden
kanlanir. Hiicrenin ihtiyact olan koenzimler, koruyucu metabolitler ve proteinler zarlardan
stirekli kayba ugrar. Bunun sonucunda lizozomal enzimler sitoplamaya geger ve lizozom
zarlar1 zedelenir. Bu enzimler sitoplazma ve cekirdek i¢i yapilarin sindirilmesine neden
olarak hiicre dliimiinii gerceklestirir. Diger hiicreler tarafindan fagosite edilen bu hiicreler,
bicimsiz goriiniimde ve fasfolipit agirliklidirlar. Sonugta aerobic mekanizma, iskemi ile
olusan hipoksiden etkilenerek ATP yapimini azaltir. ATP yapiminin azalmasi hiicre zarinda
zedelenmelere neden olarak Ca® birikmesine yol agar. Hiicre morfolosinden sorumlu Ca*

major bilesen olarak bulunur (16) (sekil 1).
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Sekil 1: Hiicre zedelenmesinde sitoplazmik kalsiyum artiginin kaynaklar1 ve sonuglari (16).

2.2.Reperfiizyon

Iskemik dokunun yeniden kanlamasma reperfiizyon denir. Iskemi sonrasi kan
dolasiminin yeniden saglanmasi1  ilaglarla veya mekanik miidahalerle gergeklesir.
Translantasyon, iskemik serebrovaskiiler olay, miyokard enfarktiisii, sok / resiisitasyon ve
turnpike uygulamalar1 sonucu klinik iskemi reperfiizyon hasari goriiliir (17). Iskemi sonrasi
kan akiginin tekrar baslamasiyla iskeminin olusturdugu hasar artar ve dokularda daha fazla
hasar meydana gelir (18). iskemi reperfiizyon hasari, iskemi ve reperfiizyon periyotlarida

olusan zararl etkilerin timidiir (19).

Iskemi- reperfiizyon hasarinin fizyopatolojisi ile ilgili dort faktdr basta olmak iizere
cesitli faktorler ileri siiriilmiistiir. Bu faktorler birbirleriyle iliskileri karmasik, humoral ve

hiicresel olaylar dizisidir. Bunlar:

1) Serbest oksijen radikalleri (SOR),
2) Polimirf niiveli 16kositler (PMNL),
3) Kompleman sistemi,

4) Endotel hiicreleri’ dir (14).



Iki mekanizma reperfiizyon hasar1 olusumda etkilidir. Bu mekanizmalardan biri
serbest oksijen radikallerinin aciga ¢ikmasi digeri ise hidrolitik enzim olan fosfolipaz A2’ nin
iskemik donemde kalsiyum etkisiyle aktifleserek membranlardaki yag asitlerini
parcalamasidir (20). Serbest oksijen radikalleri ve O radikalleri iskemik period siiresince
dokuda tiretilerek reperfiizyon sirasinda artmis mikrovaskiiler permeabilite, endotelyal hasar
ve doku odemine neden olmaktadir (21, 22). Aymi zamanda sitokinler ve adezyon

molekiillerinin aktiflesmesi, enflamatuar yanit1 baslatabilir.

Stiperoksit , dolagimin tekrar baslamasiyla fazla miktardaki nikotin amid niikloetid
(NADH) oksijen ile reaksiyona girmesi sonucu olusur (23). Serbest oksijen radikallerinin
onemli kaynagi olan oksidaz enzim sistemleri, nétrofillerin membranlarinda bulunan

nikotinamid adenine diniikleotid fosfat (NADPH)’ya bagl olusur (23).

Arasidonik asitten meydane gelen 16kotrienler trombosit ve lokositlerin, stiperoksit ise
16kositlerin damar duvarina adezyonunu artirir (24, 25). Iskemi reperfiizyon hasarinda 6nemli
yere sahip mikrovaskiiler disfonksiyona, enflamatuvar olaylarda salinan tiimér nekrosis
faktor alfa (TNF - a) neden olur. Perrmeabilitedki artis proteinlerin interstisyuma ekstravaze
olmasina neden olur ve bu durumun sonucunda édem olusur (26). Adezyon ve migrasyona
sonucu sekil bozuklugu olan lokosit sayisinda, iskemi reperfiizyon sonrasinda ¢ok biiyiik
artiglar oldugu goézlemlenmistir (17, 21, 22). Aym1 zamanda fonksiyonel damar sayisinda

azalmada oldugu gosterilmistir (27).

Hiicre fonksiyonlarinin bozulmasina ve doku nekrozuna artan serbest oksijen
radikalleri’nin baslattig1 lipid peroksidasyonu ve protein hasari neden olur (28). Serbest
oksijen radikalleri hem PMNL’ nin dokusa birikmesine neden olur hem de dokuya dogrudan
zarar verir. Doku da katyonik proteinler, laktoferrin, kollajenaz, proteaz, elastaz,
myeloperoksidaz (MPO) gibi enzimlerin birikmesi, dokuya gelip aktiflesen PMNL’ lerden
kaynaklanir. Bu enzimler daha fazla serbest oksijen radikali olusmasini saglarken ayni

zamanda dokuda hasari artirirlar (29).
2.3. Iskemi Reperfiizyon Hasarina Neden Olan Mekanizmalar

2.3.1. Ksantin oksidaz yolu

Postiskemik donemde, iskmeik dokudaki serbest radikallerin en Onemli enzimi

ksantin oksidaz enzimidir. Ksantin oksidaz enzimi “oksidaz” ve “dehidrojenaz” aktivitesine
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sahip iki sekilde bulunur. Yapilan c¢alismalarda iskemi sirasinda ksantin dehidrojenaz
enziminin kalsiyum aracili proteaz katalizorliigiinde ksantin oksidaz enzimine doniistigi
gortiliir. Karaciger, dalak, bobrek ve karacigerde bu siire 30 dakika, kardiyak hastalarda 8
dakika, intestinal dokuda 10 saniye stirer. Siirelerin fakli olusu degisik dokularin iskemi-
reperflizyon hasarina neden farkli oranlarda cevap verdigini de aciklar. Ksantin ve

hipoksantin oksidasyonu serbest radikallerin olusumuna neden olur (30 - 32).

2.3.2 Polimorf niiveli lIokositlerin (PMNL) aktivasyonu

Iskemi ve ozellikle reperfiizyon sirasinda veniil endoteline, artan bir nétrofil

adhezyonu olusur (30).

Polimorf niiveli 16kositlerin fazlaca serbest oksijen radikalleri (SOR) iiretme
potansiyeli de bulunur. PMNL’ in iskemi reperfiizyon hasarindaki aktivasyonuna iliskin

cesitli mekanizmalar ortaya konulmustur (33).
Bu mekanizmalar (33);

e Mikrovaskiiler okliizyon

e Vaskiiler okliizyon

e Sitotoksik enzim salinmasi
e Sitokin salinmasinda artis

e SOR salinimi

PMNL’ in aktivasyonu ve gocleri, lokositlerde ve endotel hiicrelerinde bulunan
adhezyon molekiillerince gergeklesir. Selektin olarak da ifade edilen adhezyon molekiiliiniin,
L, P, E selektin olmak tiizere ii¢ bileseni bulunur. Endotel hiicrelerinde P - selektin
salinimindaki artis, iskemi reperfiizyon hasart sonucu olusur. Adhezyon molekiilii, PMNL’
deki, P - selektin glikoprotein - 1 reseptorii ile etkilesime girerek 16kosit endotel baglantisi
yapar. Lokosit adhezyonu ve agregasyonu, 16kosit B2 integrinler ile endoteldeki intraseliiler
adhezyon molekiilii 1 (ICAM 1) arasindaki etkilesim sonucunda meydana gelir. Sonrasinda,
trombosit - endotel hiicresi adhezyon molekillii 1 (PEGAM 1) ile endotel baglantilari
arasindaki etkilesim sonucu 16kosit transmigrasyonu olusur. Aktiflesen lokositler damar
disina ¢iktigi zaman hasarli bolgeye dogru migrasyon etmeye baslarlar ve bu olaya
kemotaksis denir (34).



Aktivasyon gergeklestiren 1okositler saliverdikleri maddelerle etkiledikleri hasarla
birlikte, damarda olusturduklar1 agregatlar ve aktif trombositlerle damar endoteline
baglanarak mikrovaskiiler tikanmalarina sebep olurlar (35).

Dokuda aktif olan I6kositlerin baslattiklar1 mekanizlara Serbest radikal tretimi,
degraniilasyonu takiben lizozomal enzimlerinin salinmasi ve arasidonik asit metabolitlerinin

olusumu sonucu fosfolipaz A2’nin aktiflesmesi seklinde bir cevap verilmektedir (36).

2.3.3. Endotelial faktorler

Endotel hiicrelerinin iskemi reperfiizyon hasarinda énemli gorevleri vardir. Oksidatif
stres endotel hiicrelerinde aktivasyon ve hiicresel islevlerin aktfligini kabybetmesine neden

olmaktadir. Endotel hiicreleri, hem SOR iiretim kaynagi hem de SOR hedefi olmaktadir (35).

2.3.3.1. Arasidonik asit metabolitleri

a) Prostasiklin (PGI2)

Endoltel hiicrelerinden serbest birakilan ilk vazoaktif madde olan PGI2 endotelial, trombosit

agregasyonunu onleyen oldukea gii¢lii bir vazodilatordiir (35).
b) Tromboksan A; (TxAy)

Tromboksan, siklooksijenaz araciligiyla arasidonik asitten olusur. Tromboksan, trombositleri
agrege eder ve vazokonstriiktdr etkilidir. Iskemi reperfiizyon hasarmda damar endotelinde

notrofil adhezyonunu 6nemli miktarda artiran giiglii bir kemotaktik maddedir (35).
c¢) Lokotrien B4 (LB4)

Lipooksijenaz yoluyla olusan 16kotrienler, endothelial disfonksiyonda 6nemli gorevi olan
arasidonik asit metabolitleridir. ~ Notrofil ylizeyindeki spesifik reseptorlerle baglanan
16kotrien, adhezyon molekiillerinin aktivasyonuna, endotelial hiicresine yapismaya, serbest
oksijen radikallerinin ve proteazlarin iiretimine sebep olmaktadir (35). 3 saatlik iskemik
periyodu, mukozal 16kotrien seviyelerini degistirmezken, reperflizyonun takibinde izledigi
ayn siireli iskemi, mukozal 16kotrien seviyelerinde % 200 - 600 oraninda artisa neden olur
(35).



2.3.3.2. Nitrik Oksit (NO)

Endotel tiirevli ve serbest radikal olarak da bilinen NO (Nitrik oksit), asetil kolin
uyarisi, endotoksin, hipoksi, hiicresel zedelenme veya mekanik kesilme stresine karsi tepki
olarak dolasima salinir. Yar1 omrii bir kag saniye olan nikrik oksit difiize olabilen bir
maddedir. Nitrik oksit kendiliginden nitrat ve nitrite ayrisma 6zelligine de sahiptir. Septik sok
ve travmada, nitrit ve nitrat metabolitleri ile Slgiilebilen NO diizeylerinin fazla olmasinin,
diisiik sistemik vaskiiler direng ve yiikselmis endotoksin diizeyleri ile ilgili oldugu
ispatlanmigtir (38). Hiicresel hasarla birlikte fazla miktarda NO parakrin ve otokrin
fonksiyonlarinin bozulmasina, bolgesel kan akiminda dagilim bozukluguna, barsak

motilitesinde azalmaya ve permeabilitesinde artisa neden olur (39).

2.3.3.3. Endotelin

Mikrovaskiiler homeostazdan sorumlu olan Endotelin ve NO endotelde tretilir. NO,
arterlerde endotelin vazokonstriiktor etkisini dengeleyici olarak gosterirken, vasodilator
gorevde venlerde ise tam tersi vazokonstriiktor etkindir. Iskemi reperfiizyon hasarinda
endotelin ve nitrik oksit dengesi endotelin lehine bozulur ve sonucta arterlerde

vazokonstriiksiyon, venlerde ise vazodilatasyon olusur (40).

2.3.4. Trombosit aktive edici faktor (PAF)

Endotel hiicreleri tarafindan fosfolipaz A2’ nin etkisiyle membran fosfolipitlerinden
iiretilir. Pek ¢ok inflamatuar reaksiyonda (Akut pankreatit, Glomeruler hasar, Inflamatuar
barsak hastaligi, ARDS wvs.) etkili bir substrattir (33, 35, 41). PAF, trombositlerin
agregasyonuna, sekil degisikligine ve graniil igeriginin salinmasina neden olan gii¢lii bir
ajandir. Ayrica PAF aktivator bir maddedir, gii¢lii bir nétrofil kemoatraktan ve TNF - «
(timor faktorii - o) iretiminde 6nemli gorevi vardir. Dokularin reflizyonu sonrasinda
l6kositlerin etkin olmasina, adhezyon molekiillerinde ve vaskiiler permeabilitede artiga neden
olur. PAF’ 1n in vitro ve in vivo ortamda I6kositlerin mikrovaskiiler endotele adhezyonunu
artirdigini bir ¢ok caligma gostermistir (33, 38, 42). Yapilan ¢alismalar PAF’ i reperfiizyon

sonrasinda olusan kemotaksis diizenleyicilerden biri oldugu diisiindiirmektedir (33, 38, 42).



2.3.5. Komplemanlar

Iskemi reperfiizyon hasariyla kompleman sistemi arasindaki  baglantnin
ispatlanmasina ragmen iskemi reperfiizyon hasar1 mevcut ikenkomplemen sisteminin etkin
oldugu bilinmemektedir. Kompleman sistemin aktiflesmesi sonrasinda C3a, C5a gibi
proinflamatuar madde olan anaflatoksinler olusur. C3a ve C5a molekiilleri 16kositleri aktive
eder ve kemotaksisi uyarir. C5a’ nin yaninda interlokin - 1 (IL - 1), interlokin - 6 (IL - 6),

TNF - a tiretimini artirarak inflamatuar yanitin1 daha giiglii hale getirir (43).

2.3.6. Sitokinler

Reperfiizyon hasarindan sonra dolasimda IL - 1, IL - 6 ve Tiimor Nekrozis Faktor - o
(TNF - a) gibi sitokinler goriiliir. Bu ajanlara kars1 antagonistlerden yararlanilarak, hem TNF
- o hem de IL - 1’ in vaskiiler yaralanmaya neden olduklar1 ve endotel adhezyon
molekiillerinde fazlaliga neden olduklar1 gorilmiistiir (35, 38). Sitokin salinimi, iskemi
reperfiizoyonda bilinmesine ragmen sitokinlerin permeabilite tizerine etkilerinin, hiicre
adhezyon molekiilleri ekspresyonu ve nétrofil adhezyon aktivasyonu yoluyla m1 yoksa direk

mi oldugu halen bilinmemektedir (44).

2.3.7. Prostoglandinler

Iskemi reperfiisyon hasarim1 &nemli derecede azaltan prostoglandinler, iskemik

hasarin geri doniisiimsiiz faza ilerlemesinin 6niine geger.

2.4. Mesane

Mesane, bobregin siizdiigli idrar1 toplamaya yarayan kas ve zarlardan (muskulo-
membrandz) olusan bir depodur. Eriskin bir erkekte ortalama 300 cc hacimli bir mesanede
yaklagik 150 - 200 cc idrar toplandig1 durumlarda mesane duvarinin gerilmesine bagli olarak
miksiyon (idrar yapma) hissi baglar. Mesane, gerektiginde yaklasik 500 cc hacime kadar
ulagabilen genisleme kapasitesine sahiptir . Doldugunda, diiz kaslar kasilip gevseyerek idrari
digar1 atar. Mesane kiiglik pelviste symphysis pubica' nin arkasinda yer alir. Ancak g¢ok
doldugunda tiist bolimu karin bosluguna girer. Erkeklerde mesane, rektumun Oniinde ve
prostatin {izerinde yer alirken kadinlarda uterus ve vagina' nin oniinde yer alir. Mesane
morfolojik olarak tepesi (apex vesicae) onde ve biraz yukarida, tabani (fundus vesicae)

arkada ve asagida yerlesmis bir tiggen piramit seklini andirmaktadir (45).
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Sekil 2: Kadinda ve erkekte mesane (1).

Uretelyumunaltinda “Lamina Propria” tabakasi ve bunun altinda da yiizeysel, derin bir kas

tabakasi bulunur (1).

Ag gibi olan kas liflerinin birbirine gegmesinden dolayi kiiresel yapida olan mesane
gevseyerek idrar depolama kapasitesini artirirken, kasildiginda da yiiksek basing olusturarak
idrar atimin1 saglayan organimizdir (1). Mesanenin kapasitesini arttiran kas gevsemesi ve

idrar atimina neden olan kas kasilmalari, omurga kemiginin kuyruk sokumu bdlgesinden

cikan Sakral sinirler araciligiyla saglanir (1).

10



Ureterler =——__
N
Omurga R Sakral
kemigi sinirler

h " Mesane duvarindaki
& . Detrusor kas lifleri

b
A

. Omurgadan gikon
mesaneyi uyaran
Sakral Sinirler

4

Uretra

Sekil 3. Mesane kas yapist omurganin kuyruk sokumu bolgesinden ¢ikan sakral sinirlerin

uyarmasi sonucu kasilir veya gevser (1).

Mesanede iriner enfeksiyonlar, intersitisiyel sistit (i. s), asir1 aktif (hiperaktif)
mesane, mesane kanseri gibi durumlarla karsilagilabilir. Uriner enfeksiyonlar; deride,
bagirsaklarda, aniis ve vajen bolgesinde bulanabilen bakterilerin iiriner sisteme gegerek,
iiretradan yukari dogru ilerleyip mesaneye ulasmasi sonucu olusur. Intersitisiyel sistit,
herhangi bir bakteri enfeksiyonu olmayip, sebebi bilinmemektedir. Intersitisiyel sistitli bir
cok kisiye fiziksel bir problemlerinin olmadigi, proplemlerinin psikolojik oldugu sdylenir.
Overaktif (hiperaktif) mesane durumunda, istem dis1 kasilmalari olan kisilerin idrar kagirma
ve acilen tuvalete gitme gereksinimlerinin oldugu goriiliir. Mesane kanserinde ise mesane
duvarim1 orten mukoza baslangicta kiigiik bir tlimoral biliylime gosterir. Bu evrede timor
yiizeysel olup tedavisi kolaydir. Ancak kanser, mukoza dokusunu asip mesane adelesi igine
girip mesane duvari disina tastiysa (bu durum mesane duvar tutulumu olarak tabir edilir)

tedavi ¢ok daha zor olur ve tam iyilesme miimkiin olmayabilir (46).

2.4.1. Mesane anatomisi

Mesane, pelvis boslugunun tabaninda, symphysis pubica’ nin arkasina yerlesmis
boslukta yer alir (47, 58). Eriskinlerde mesane bos durumda tamami pelviste bulunurken,dolu

durumda iist duvari proksimal yonde yiikselir (54). Mesane, disilerde ve erkeklerde onde
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symphysis pubica ile arkada ise disilerde uterus,erkeklerde rektum ile komsudur (48, 50)
Erkeklerde plika genitalisinin alt kismina konuslanan mesane disilerde uterus alt kisminda
yer alir (48). Mesane, depoladigi idrar miktarina gore sekli, pozisyonu ve komsulari
degisiklik gosteren muskulomemrandz bir organdir (50). Mesane; apek vezika, korpus

vezika, serviks vezika isimli ii¢ bolimden olusmaktadir.

Mesanenin apeks vezika diger adiyla vertex vezika isimli kismi, abdominal bosluga
bakan boliimdiir (52). Mesanenin korpus vezika boliimii, govde kismidir ve bu boliimiin st
kismina bobrekten idrar1 getiren ireterler acilmaktadir. Korpus vezika, mesanenin asil
béliimiidiir ve idrar burada depolanmaktadir (48). Uc kas katmanindan olusur; dista detrusor
kasi, igte longitudinal kas, ortada ise sirkiiler kas bulunmaktadir (55). Sirkiiler kas katmani,
mesanenin internal sfinkterini olusturmaktadir. internal sfinkter, ostium iiretra intemum’ un

acilip kapanmasina neden olur (52).

Mesanenin boyun bolimii ise serviks vezikadir. Serviks vezikanin gerisinde iretra
intemum ile tretra baslangict bulunur. Ligamentlerle tespit edilmesi sonucu, mesanenin

hareket etmeyen boliimii burasidir. Erkeklerde serviks vezika ile prostat bezi komsudur (52).

Median umbilikal ligament

Ureter

Periton -

Mesane
Govdesi

Detrusor kasi
@
% = Ureleerel‘lgll s Epitelyum
3 g rg Mukoza
§£ Mesane boynu A
" propria
Submukoza

ig Uiretral gifinkter

Dig uretral gifinkter

Mesane
boynu ve
Uretra

Sekil 4: Mesanenin anatomik ve histopatolojik yapis1 (54).

Mesanenenin iki ylizii vardir; fasies dorsalis ve fasies ventralisdir. Disilerde uterusa
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bakan fasies dorsalis erkeklerde ise plika genitalise bakmaktadir. Mesanenin os pubise bakan

yiizii de Fasies ventralisdir (48).

Pelviste etrafi fibroz yag dokusu ile cevrili mesane, kismen serbest pozisyonda
bulunmaktadir. Mesane kismi serbestliginden dolayi, idrar ile doldugunda genisleyebilme
ozelligindedir. Mesanenin hacmi cinsler arasinda farklilik gdstermektedir. insanda mesanenin
hacmi ortalama 500 ml, fareler 0,15 ml hacime sahipken ratlarda bu deger 1 ml’ ye kadar
yiikselmektedir (53).

Mesaneyi besleyen atardamarlar (arterler) vezikalis kranialis ve a. vezikalis kaudalis’
dir. A. vezikalis kranialis, a. umbilikalis kokenlidir. A. vezikalis kaudalis de a. pudenda
interna’dan orjinlenmistir. A. vezikalis, disilerde a. vaginalisin, erkeklerde ise a. prostatika’
nin dahidir. V. vezikalis kranialis ve v. vezikalis kaudalis ise mesanenin venleridir. Venler

(toplardamarlar) disilerde v. vaginalis’ e, erkeklerde ise v. prostatika’ ya agilir (58).

2.4.2. Mesanenin histolojisi

Mesanenin, iireter ve renal pelvis dokularmmin epitel, kas ve serozal katmanlari
birbirlerine benzeyen yapidadir (54). Mesane dokusu igten disa dogru; tunika mukoza, tunika
submukoza, tunika muskularis (detrusor) ve tunika seroza tabakalar1 olmak iizere 4
katmandan olusur (47 - 51, 53, 55, 56). Mesane bosken kivrimli bir yapidayken, dolu
oldugunda kivrim yapis1 kaybolarak mukoza tabakasi diiz bir hal alir (49).

Mesanenin serozal katmani yag, sinir ve damar dallarini iceren elastin lif ve kollajen
demetler bulunduran bag dokudan olusur. Mesanenin alt ve arka kismi hari¢ diger tiim

boliimlerini pelvik peritonun bir béliimii olan tunika seroza kaplar (54).

Iyi gelismis yapida olan tunika muskilaris tabakasi, igte ve dista longitudinal, ortada
sirkiiler diiz kaslardan olusan birbirinden ayirt edilmesi zor bir yapidadir. Longitudinal seyirli
kas lifleri, {ireterlerin mesaneye giris yaptig1 béliimde bulunur. Insan detrusor kasinda birgok
farkli biiyiiklikteki kas demetleri kollojenden zengin bag dokusu ile ¢evrelenmistir (53).
Tipik diiz kas hiicreleri olan detrusor diiz kasi hiicreleri, diger organlarin diiz kaslarina benzer
sekildedir. Detrusor kasinin merkezinde bir ¢ekirdek ve ig seklinde uzun hiicreler
bulunmaktadir. Kas gevsediginde, uzunlugu birkag yiiz mikron ve genisligi ise 5- 6 mikron
boyutlarindadir. Muskular katmanin kalinligt mesanenin dolu veya bos olmasina, yasa ve

bireye gore degisiklikler gostermektedir (56). Mesanenin diiz kas hiicrelerinde mitokondri ve
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az miktarda sarkoplazmik retikulum bulunur (57).

Mukoza katmani ¢ok katli, yenilenen epitel hiicrelerden olusmus mesane, gevsek bir
submukozal katman ile cevrilidir. Tunika mukoza, lamina propria ve lamina epiteliyalis
(irothelium) katmanlarindan olusmaktadir. Epitel tabakasi ¢ok katli yenilenebilen yapidadir.
Epitelde ti¢ tip hiicre bulunur; ylizeysel, bazal ve intermediyer hiicredir. Epiteli 6 - 8 hiicre
katindan olusan mesane sekli, epitelin kalinligi, organin dolu ya da bos olmasina, yani
duvarin gerginlik durumuna gore degisiklik gostermektedir. Mesane bos oldugu durumda
epitel tabakasi kalindir. Epitelin alt kisminda yer alan lamina propria ise kalin kollagen ve
elastik liflerden olusan bag doku tabakasidir. Lamina propria tabakasinin i¢ kisminda kiigiik

lenf follikiilleri bulunabilir (58, 59).

Ekstraselliiler bilesik olarak baslica kollajen fibriller ve elastik fiberler mesane
dokusunda bulunmaktadir (60). Kollojen fibriller kollojen tip 1 ve tip 3’ ten olusurken,

elastin fiberler tropoelastinden olusmatadir (61).

2.4.3. Mesanenin fizyolojsi

Mesane, muskulomembrandz bir yapiya sahiptir. Asil gorevi, giin i¢inde siirekli
olarak bobrekler tarafindan olusturulan idrarin, depolanmasi ve belirli araliklarla disar
atilmasini saglamaktir (63). Bu olay, sinirsel kontrol sistemleri ve iiriner kanalin anatomik
boliimleri arasinda karmasik mekanizmalar sonucunda gergeklesmektedir (53). Mesane
dokusunun biiyiimesi i¢in ilk faktor mesane duvart bilesenlerinin gerilmesidir. Biiyiime
cevabinin yonetimi hiicresel sinyallerce yapilmasina ragmen, tam olarak ayirt edici degildir.
Mesane dokusunun biiylimesine yardimci ¢esitli reseptorler, sinyal yollar1 ve biiyiime
faktorleri; insiilin benzeri biiylime faktorii I (IGF - I), epidermal biiyiime faktorii (EGF),
heparin baglayici EGF - benzeri biiyiime faktorii (HB - EGF) , angiotensin II reseptorleri,
temel fibroblast biiyiime faktorii (bFGF) ve Ca*? islenmesinin degisimi gibidir (62, 64 - 66,
77).

Mesane duvarinda, dolma ve bosalma fazlar1 sirasinda baz1 degisiklikler
goriilmektedir. Mesane kasimnin uzunlugunun, kasin aktif giiclinde Onemli gorevi
bulunmaktadir. Bu nedenden dolay1 mesane diiz kasinin giicii biiyiik 6l¢iide mesane duvarinin

gerimiyle ilgilidir (68).
Idrar hacmindeki artis ya da mesane gerimindeki artigin bir sonucu olarak mesane
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biliyiimesinin gergeklesmesi; herediter diabetus insibitus (68), farmakolojik olarak diabet
indiiklenmesi (69 - 72) osmotik ditiresis (73), mesaneye parafin bolus uygulamas: (50) ve
preganglionik denervasyon veya pelvik ganglionun ayrilmasi (74) gibi hayvan modeli

caligmalariyla belirlenmistir.

Mesane diiz kas kasilmalarindaki aktin ve myosin proteinleri arasindaki baglanti,
diger diiz kaslardaki aktin myosin baglantilar1 gibi olmaktadir (61). Diiz kastaki aktin
konsantrasyonu, iskelet kasindaki aktin konsantrasyonun hemen hemen aynisidir. Fare ve rat
mesane diiz kas hiicrelerinde aktin konsantrasyonunun, neredeyse 40 mg / g oldugu

saptanmustir (75).

Mesanede idrar miktarimdaki artis kese i¢indeki basincin artmasina neden olur. Artan
basing afferent sinirlerince algilanarak merkezi sinir sistemine ulastirilir. Son arastirmalara

gore iirotelyumun bu siirecte ¢ok 6nemli bir gorevinin oldugu belirtilir (76).

Sarkoplasmik retikulumdan Ca*? un serbest birakilmasi sonucu detriisér kasinin
aktivayonu i¢in 6nemli bir adimdir. Bu durum sarkoplasmik retikulum fonksiyon blokdrleri
kullanmas: sonucu belirlenmistir (77). Ca™® un serbest birakilmasi, Ca*? aracili ryanodin

reseptorleri ve IP3 reseptorlerince baslatilir (78).

Yapilan caligmalarla, mesanede kasilmalarin yas ile ilgisi ortaya konmustur. NE ve
isoproterenol gibi B - adrenerjik reseptor agonistlerince uyarilan relaksiyonun erigkinlere gore
juvenillerde daha fazla oldugu belirtilmistir (79). Bir tavsan ¢alismasinda isoproterenol
tarafindan uyarilan gevsemenin, mesanenin trigon bolgesinde erkeklere gore disilerde daha
fazla oldugu, fakat detrusor kasinda farklilik olmadig1 gosterilmistir. Disilerde daha zayif bir

gevsemeye adenil siklaz stimulatorii forskolinin neden oldugu ifade edilmistir (80).

Mesane ve liretral sfinkter sempatik, parasempatik ve somatik sinirlerin birlesmesiyle
innerve edilir. Urinasyonun denetlemesi spinal kord, beyin sistemi ve yiiksek merkezlerin
uyumu ile meydana gelir. Mesaneden uzanan afferent sinyaller, beynin pontin bolgesinde
depolama ve iirinasyon merkezinde islenir (81). Bu periferal sinirler olusan bilgiyi spinal
kord ve organlar arasinda ¢ift yonlii ulastirirlar (82). Alt iiriner kanaldan ulastirilan siniler
afferent sinir lifleri hypogastrik, pelvik ve pudental sinirlerdir (Sekil 5). Mesanenin sempatik
sinirleri T10 - L2 kokenli N. Hypogastrikus araciliiyla saglanir. N. Hypogastrikus,
mesanenin dolum asamasinda mesane kasinin gevsemesine internal sfinkterin de kasilmasina

neden olur. Mesanenin parasempatik sinirleri de S2 - S4 kokenli N. Pelvikus araciligiyla
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olmaktadir. N. Pelvikus, mesane kasmin kasilmasina internal sfinkterin gevsemesini
saglayarak mesanenin bosaltilmasina neden olur. Mesanenin somatik siniri de N. Pudendalis’
tir. N. Pudentalis S, - S,” ten kokenlidir. Mesanenin dis sfinkterinin denetlemesini
yapmaktadir. Insan ve hayvanlarda afferent sinirler detriisor kasnda ve subiirotelyumda

saptanmustir (82).
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Sekil 5: Mesanenin sinirsel kontrolii (84).

2.4.4. Mesanenin reseptorleri

Mesane duvarinda farkli tipte reseptor gorevinde yapilar bulunur. Mesane
kontraktilitesinde, norepinefrin (NE) ve ACh’ nin disinda, ATP (85), proteaz (86), tasikinin
(87), endothelin (88), serotonin (89) ve bradikinin (90) gibi agonistler gorev alir. Mesane

fonksiyonlariin gergeklesebilmesinde etkili olan reseptor gorevindeki yapilar:

1. Adrenerjik reseptorler
a. Alfa (o) adrenerjik reseptorler

b. Beta (B) adrenerjik reseptorler
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Kolinerjik reseptorler
Kalsiyum kanallar
Vanilloid reseptorler
Dopamine reseptorleri
Serotonin reseptorleri

Histamin reseptorleri

© N o g &~ w DN

Purinerjik reseptorler’ dir.

2.4.5. Mesanenin fonksiyon bozukluklar:

Mesane ile ilgili rahatsizliklara giliniimiizde ¢ok sik rastlanmaktadir. Depolama
fonksiyon bozukluklari, idrarimi tutamama, asir1 aktif mesane (OAB), obstruktif mesane ve

mesane anotonisi gibi alt tiriner kanal semptomlariyla sonuglanirlar (91).

2.4.5.1. Uriner inkontinans

Uriner inkontinans istem dis1 idarar ka¢irma durumudur. Bu rahatsizlik sonucu,
hastanin yagam kalitesini bozulur, sosyal yasamini kisitlanir ve psikolojik sorunlarla karsi
karsiya kalabilir. Uriner inkontinans rahatsizliklari kadinlarda daha fazla goriiliirken
erkeklerde sik rastlanmaz. Diinya’ nin gelismis iilkelerinde 50 milyondan fazla insanin {iriner
inkontinans sendromu yasadig1 ifade edilmektedir (92). Bu hastalarin % 30 - 60’ nin 65 yas
iistii yaslt oldugu bilinmektedir. Uretral ¢ikisin zayifligi veya anotomik bir defektin sonucu
olaraki drar depolama problemleri olusmasi miimkiindiir. Uriner inkontinans hem miyojenik
hem de noérolojik bozukluklarin sonucunda meydana gelen bir patolojidir (93). a- AR
antagonistleri kullanan kisiler sfinkter kaynakli inkontinansa karst direngleri diiser. Ayni
zamanda hipertansiyon ve koroner damar rahatsizliklari i¢in kullamlan Ca®* kanal blokérleri
iiriner inkontinans olusumuna neden olabilir (94). Uriner inkontinansin tedavisinde mesane
egitimi ve pelvik taban egzersizi gibi konsevatif tedavileriyle birlikte antimuskarinikler ve

Ca’* kanal blokérleri gibi farmakolojik ajanlarla medikal tedavi de uygulanabilir.
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2.4.5.2. Asir1 aktif mesane (over active bladder - OAB)

Asirt aktif mesane; mesane govdesi veya cikisinda afferent sinir terminallerinin
duyarliliginda artis olmasit ve multiple sklerozis, serebro vaskiiler hastaliklar, parkinson,
beyin tiimorleri ve spinal kord yaralanmalari gibi norolojik bozukluklarda merkezi sinir
sisteminin inhibe edici yollarinda olusan patolojiler sonucunda meydana gelen vakadir (95).
Norolojik rahatsizliklarla alakasi olmasa da asir1 aktif mesanelerde muskarinik reseptor
sayisinin azaldigi farkedilir. Ancak bu iki durum arasindaki iliski heniiz bulunamamistir (96).
Yaslanma sonucu detrusor kontraktilitesi ve mesane kapasitesinde bir azalma meydana
gelmektedir. Urinasyon sonrasi rezidiiel, detrusér kasinda iirinasyon harici kontraksiyon
sayisinin arttigi goriilmektedir. Bu durum, yash insanlarda OAB ve idrar tutamama
yogunlugunun artmasi ile bagdasmaktadir (97, 98). B2 agonisti terbutalinin detrusdrun asiri
aktivitesini inhibe ettigi ifade edilmektedir (99). Saglikli ve overaktif mesaneli insanlarin
mesanelerinde f - AR yogunlugunda farlilik gostermedigi reseptor bag caligsmalar ile
kanitlanmistir (96). OAB’ li hayvanlarda 3 agonistlerinin mesane diiz kasi iizerine gevsetici
etkisi farkli ¢aligmalarla ortaya konulmustur (100). OAB olgularinda muskarinik reseptorlerin
fonksiyonlarinda  degisiklikler oldugu gosterilmektedir (53). Muskarinik reseptor

antagonistleri, OAB tedavisinde kullanilan baslica farmakolojik ajanlardan birisidir (52).

2.4.5.3. Obstruktif mesane

Obstruktif mesane olgularinda B - AR’ lerin azaldigi1 farkedilmektedir (100- 102).
Cikis obstriiksiyonlu 7 - 12 kopek mesane kasilmalarinda artig goriildiigii, bunun - AR’
lerin
fonksiyonlarinin azalmasi, o - AR’ lerin fonsiyonlarinin ise artmast sonucu gergeklestigi
ifade edilmektedir (100). Perlberg ve Caine mesane ¢ikisi daralmasi olan hastalarda
norefinefrinin, mesane seritlerinde gevsemenin aksine kasilma oldugu fark edilmistir (103).
Smith ve Chapple obstriiktif mesanenin overaktivitesinde, a- AR’ lerin fonksiyonunda
herhangi bir artis gozlemlenilmedigini ifade etmislerdir (104). Kontrol grubu hayvanlarinda
al - AR alt tiplerinin mRNA’ larinin yogunlugu; alA % 70, alD % 25 ve alB % 5 iken,
obstriiktif hayvanlarda alA % 23, a 1D % 75 ve alB % 2 seklinde gozlemlenmektedir.
Mesane govdesi, boynu ve tabaninda, al- AR’ lerin mRNA’ larindaki bu degisimler paralel
sekilde gergeklesmektedir (105).
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2.4.5.4. Mesane atonisi

Genel olarak yash insanlarda goriilen mesane anotonisi bir mesane patolojisidir.
Mesane atonisi vakalarinda, mesane diiz kas hiicreleri azalmakta, akson dejenerasyonu ve
kollojen birikiminden dolay1 interstisyel bosluklarda genisleme olusur (106). Kabizlik,
anestezi, pelvik bolgenin cerrahisi ve kemik kiriklari, sakral néropatiler ve diyabetis mellitus

da mesane atonisi olusumunda etkin diger sebeplerdendir (107).

Yapilan ¢alismalarda, disi kopekler kisirlastirilarak mesane diiz kas kontraktilitesinin
azaldig1 ve diiz kas fiberlerinin azalmasi ile kollojen miktarminarttigi gézlemlenilmistir. Bu
yapisal degisikliklerin, muskarinik reseptorlerin effektdryolagini ve norotransmisyonunu
degistirebildigi ifade edilmistir (108).

2.4.6. Mesanede iskemi - reperfiizyon hasari

Mesane, diisiik basinglarda idrar toplamak, depolamak ve sonra idrar1 diizenli olarak
koordine edilen siirekli kasilmalarla atan diiz kas organidir (53, 109). Mesane fonksiyonu,
inervasyon durumu, bir biitiin olarak organin yapisi, diiz kas elemanlarmin otonomik
stimiilasyona kontraktil cevab1 ve metabolik enerji kaynaklarinin varligr (sitosolik ATP ve
mitokondriyal oksidatif metabolitler) gibi ¢esitli faktorlere baghidir (110). Bu faktorler,
mesane fonksiyonundaki degisikliklerle yakindan iliskilidir ve diger organlarda da 6nemli

adaptif degisiklikler meydana getirebilirler (110).

Idrar kesesinde kismi ¢ikis tikanmasi en sik goriilen proplemdir (110). 50 yasindan
biiyilik erkeklerin % 80’ inden fazlasi iyi huylu prostat hiperplazisine bagli ikincil derecede
mesane ¢ikisi tikanmasi1 durumuyla karsilasirlar (111, 112). Yapilan son ¢aligmalar iskemi iyi
huylu prostat hiperplazisine bagli mesane disfonksiyonunda ve mesane ¢ikis tikanikliginda
onemli bir etiyolojik faktor oldugunu gostermistir (110). Deneysel olarak mesane iskemsinin
mesane fonksiyonunda, yapisinda uyumsuzluga ve hiperrefleksi’ ye neden olan 6nemli

degisiklikler oldugu gosterilmistir (113 - 115).
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Iskeminin neden oldugu hiicresel ve molekiiler degisikliklerin mesane de asir1 gerilme
ve kismi ¢ikis tikanikligr ile uyarilanlara benzer oldugu gésterilmistir (116, 117). Iskemi
kaynakli mesane fibrozisi ve diiz kas hacmindeki azalma, mesane fonksiyon bozuklugunun

gelismesine neden olur (110).

Cikis tikanikliginin mesane morfolojisi, fizyolojisi, biyokimyast ve farmolojisi
tizerindeki etkilerini anlamak i¢in farkli tiirler kullanilarak birgok obstriiksiyon hayvan
modeli gelistirilmistir (118). Kendi ¢alismamizda da gruplara ayirdigimiz ratlar {izerinde
mesane iskemi reperfiizyon olusturarak mesanenin oksidatif strese karsi korunmasinda ¢iris

otunun etkili bir antioksidan olabilecegini gosterdik.

2.5. Oksidatif Stres

Organizmada serbest radikallerin olusma hizi ile bunlarin ortadan kaldirilma hizinin
dengede olmasi durumuna "oksidatif denge" denir. Oksidatif denge oldugu siirece organizma,
serbest radikallerle herhangi bir etkilesime girmez. Radikallerin olusma hizinda bir artma
veya bu hizin tamamen yokolmasi, diisiis, bu dengenin bozulmasina neden olur. Serbest
radikal tretimi ile antioksidan savunma sistemi arasindaki bu Onemli dengesizlik ise
"oksidatif stres" olarak adlandirilir. Serbest radikaller ¢esitli makro molekiillerle tepkime

olusturarak pek ¢ok farkli {irin olusturup hasara neden olurlar (119).

Aerobik (oksijenli solunum yapan) organizmalarda serbest radikal olusumlarini
kontrol altinda tutarak bu molekiillerin zararlarim1 engellemek i¢in antioksidan savunma
sistemleri ¢ok iyidir. Ancak, bazen bulunan antioksidan savunma sistemi serbest radikallerin
etkilerinin tamamen Oniine gegemez ve oksidatif stress gerceklesir. Boyle durumlara viicudun
paslanmasi da deniliyor. Oksidatif stresle birlikte olusan ve ROT / metabolitleri olarak da
isimlendirilen  molekiiller lipit, protein ve DNA gibi hiicre bilesenlerine zarar verir.
Oksidatif stres proteinlerde oksidasyona neden olur ve sonucunda peroksitler ile protein
karbonilleri olusur (120).

Oksidatif stresin 6l¢iilmesi, diizeltme ve onarimi yapan kompleks endojen savunma
sistemlerinin bulunmasindan dolay1 olduk¢a zordur. Oksidatif stresi su sekilde Slgebiliriz;
antioksidan seviyelerinde azalma ya da onlarin metabolitlerdeki artisinin degerlendirilmesiyle
belirlenir. Oksidatif stres, genel itibariyle lipit peroksidasyonun son iiriinii olan MDA,;
oksidatif DNA hasar gostergesi olan 8 - hidroksi - 2’ deoksiguanozin (8 - OHdG) ; protein
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oksidasyonu; SOD, GPx, CAT, glutatyon- S - transferaz (GST), glutatyon rediiktaz (GR) gibi
antioksidan enzimler; alfa- tokoferol, askorbik asit, glutatyon, ubikinon, sistein gibi

antioksidanlarin olgiilmesiyle sonug elde edilir (120).
2.6. Serbest Radikaller

Daha once iskemiye ugramis fakat 6lmemis hiicredeki kan akimi tekrar basladiginda
zedelenme diizelmek yerine daha fazla artar ve bunun sonucunda dokular irreversibl olarak
yok olmaya devam eder. Doku i¢in &nemi oldukca biiyiik olan bu duruma i / R zedelenmesi
denir (121, 122).

Serbest radikallerin olusumunun hemen ardindan yeni hasar olusumu meydana
gelmeye baglar. Olusan bu hasar ise oksijenin tekrar kullanilmasiyla veya o bolgeye gelen
inflamatuar hiicrelerden dolay1 gergeklesir. Reaktif oksijen iiriinleri, mitokondrial
permeabilite degisiminin ilerlemesine neden olur. Bu hiicreler de antioksidan

mekanizmalarindan etkilenmis durumdadirlar (121, 123).

Uc sekilde iiretilen serbest radikaller; kovalent bagli molekiiliin bir bagmin
tamaminda ortaklanmamis bir elektron bulunacak sekilde homolitik parcalanmasi, molekiiliin
birinin bir elektronunu kaybetmesi ve bir molekiile bir elektron eklenmesiyle olusurlar (122)

Pozitif yiiklii ya da notral yiiklii serbest radikaller olabilir (124).
Elektron transferi sonucu radikal tiretimi: A +e" — A’

Homolitik fiizyon sonucu radikal tiretimi: X: Y ------- X'+Y’

Heterolitik fiizyon sonucu radikal {iretimi: X: Y ------- X :+Y"

Biyolojik sistemlerde elektron transferiyle radikal olusumu homolitik fiizyondan daha
fazla goriiliir. Homolitik flizyon; ultraviyole 15181, yliksek sicaklik ya da iyonize
radyasyondan meydana gelen enerjiye gereksinimindedir. Heterolitik fiizyonda ise serbest

radikaller olugsmadig gibi iiriin olarak da yalnizca yiiklii gruplar olusur (125).
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Sekil 6: Iskemi siiresi boyunca hiicre membrane hasari (126).

2.6.1. Serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirleri

Bir ya da daha ¢ok ortaklanmamis elektronu olan atom ya da molekiillere serbest
radikaller denir. Orbitali doldurup stabil duruma ge¢mesi i¢in baska bir elektrona ihtiyag
duydugundan ortaklanmamis elektronlar serbest radikalleri olabildigince reaktif hale getirir.
Bu bilesikler organizmada metabolik yollarin iglev siireci sirasinda olustugu gibi, farkli dis
etkenlerin etkisinden dolayr da iiretilir. Omiirleri olduk¢a kisa olsa da, yapilarindaki
dengesizlikten oOtlirii cok aktif yapidaki serbest radikaller hiicre bilesenlerinin hepsiyle
etkilesme Ozelligine sahiptir. Memelilerde, aerobik metabolizmaya sahip olanlarda serbest

radikaller baslica oksijenden meydana gelmektedir (127).

Oksijen, dis orbitalinde iki tane eslesmemis elektronuyla biyolojik sistemlerde dnemi

oldukga biiyiik bir serbest radikaldir. O, ile birlikte tepkimeye giren molekiillerin olusturdugu

serbest radikaller de biyolojik sistemde ¢ok 6nemlidir (130).

2.6.1.1. Reaktif oksijen tirleri

Oksijen metabolizmasi sirasinda az miktarda iiretilen siiperoksit radikali (0% "),
hidrojen peroksit (H,0,) ve hidroksil radikal (OHe)’ lerine reaktif oksijen radikali (ROT)

denilir. Reaktif oksijen radikalleri, pek cok cesitte serbest radikallerin meydana geldigi

serbest radikal zincir reaksiyonlarini indiikleyebilirler. Serbest radikal iiretimi asagidaki

22



sekilde gosterilmistir (Sekil 7).

(05}

t-0:04

Molekiiler oksijen

o

0;
0:0:
Siiperoksit radikali
(siiperoksit anyonu)

re’. 2H*

H>0:

H:0:0:H,

Hidrojen peroksit

r e-' H‘

H>0 + OH-

‘O:H

Hidroksil radikali

r e, H*

Hgo (Su)

Sekil 7: Serbest radikal olusumu asamalar1 (126).
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Sekil 8: Molekiiler oksijen ile serbest radikal olusumu (126).

Molekiiler oksijen (O,)’ in, paralel spinli iki eslesmemis elektronu vardir (127).
Eslesmemis elektronu bulunan atom, atom grubu ya da molekiiller serbest radikal olarak
adlandinlir. Ancak Fe™, Cu*?, Mn*? ve Mo™ gibi gecis metalleri de ortaklanmamig
elektronlar1 bulunsada serbest radikal kabul edilmez ama serbest radikal iiretiminde g¢ok
biiyiik 6neme sahiplerdir. Serbest radikaller {li¢ sekilde; pozitif yiiklii (katyon), negatif yiikli
(anyon) ya da notral olabilirler (128).

Serbest radikal tanimlanmasina baktigimizda molekiiler oksijen, biradikal (diradikal)
olarak kabul edilir. Biradikal oksijen, radikal olmayan molekiillerle yavas tepkimeye

girmesede diger serbest radikallerle daha kolay tepkimeye girer (129).

Tablo 1: Reaktif oksijen partikiilleri (126).

Radikaller Radikal Olmavanlar

Siperoksid anyon radikali {(O;7) Hidrojen peroksid (H20:3)

Hidroksil (HO ) Singlet oksijen (*02)
Peroksi{ ROO ) Dzon (Oha)

Alkoksil (RO)Y) Hipokloroz asit (HOC])
Nitnk oksiti NO' ) Lipit hidroperoksid (LOOH)
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Molekiiler oksijen her asamada indirgenerek yukarida tanimlanan reaktif O,
metabolitlerinin meydana gelmesine neden olur. O,” sadece kendisi hiicre yikimimna sebep

olan tepkimeleri indiikleyebildigi gibi, aslinda daha reaktif  oksijen radikallerinin
olusmasinida saglayarak hiicre toksisitesinde gorev alir (130). Reaktif oksijen

metabolitlerinden en sik karsimiza ¢ikanlar ise sunlar:
a. Stiperoksit radikali (Oy)

b. Hidrojen Peroksit (H,0,)

c. Hidroksil Radikali (OH")

d. Singlet Oksijen (*O,)

e. Hidroperoksil Radikali (HO,¢)
f. Hipoklor6z Asit (HOCI)

g. Myeloperoksidaz’ dir.

a. Siiperoksit Radikali (O")

Stiperoksit radikali biitiin aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin bir elektron alarak
indirgenmesi sonucu olusur. Siiperoksit radikali direct olarak hasar vermez. Hidrojen peroksit
kaynag1 ve gecis metallerini indirgeyici olmasi bu radikalin 6nemli bir 6zelligidir ve diislik

pH degerlerinde daha da reaktiftir (127).

Stiperoksit radikali, SOD araciligiyla H,O,” ye indirgenir. H,O, ortaklanmamis

elektronu olmadig i¢in sadece kendisi bir radikal degildir (131).
Ortamda biriken siiperoksit radikallerinin girebilecegi reaksiyonlar su sekildedir (124):
1.0Ortamdaki bir protonu alip perhidroksi radikali (HO™®) olusturabilir.

2. Hidrojen peroksitle birlikte reaksiyona girip hidroksil radikali (OH’)ve singlet oksijen
(10,) olusturabilir.

0, +H,0, — 10, +OH " +OH"
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3. Hidroksil radikali ile reaksiyona girip singlet oksijen liretimine neden olur.

0,+OH* — 10,+#0OH"
Siiperoksit radikalinin H,O,’ ye doniisiimiinii katalizleyen enzimden biri SOD’ dur (128).

b. Hidrojen Peroksit (H,O5)

H,O, siiperoksidin etrafindaki molekiillerden bir elektron almasi ya da molekiiler

oksijenin etrafindaki molekiillerden iki elektron almasiyla olusan peroksitin iki proton (H")

ile birlesmesi sonucu iretilir. Biyolojik sistemlerde H,O,’ nin gercek {iiretimi, siiperoksidin

dismutasyonuyla meydana gelir. 1ki siiperoksit molekiilii, siiperoksitin dismutasyonu

tepkimesinde iki proton alip H,O, ve molekiiler oksijeni meydana getirirler:
20, +2 H'—> H,0, + 0,

Oksijen iki elektronla indirgenmesiyle H,0, meydana gelir.

0, +e+2H"— H,0,

Bu tepkime; radikal olmayan iirlinler agiga ¢iktigindan, dismutasyon reaksiyonu

ismini alir ve kendiliginden olusur ya da SOD enzimince katalizlenir. H,O, bir serbest radikal

olmasada reaktif oksijen radikali (ROR) kapsamindadir ve serbest radikal biyokimyasinda

onemli gorevi vardir. H,O, gecis metalleri oldugu zaman en onemli SOR olan OHe
radikalinin olusmasmi saglar. H,0,’nin baska bir gorevi de hiicre igi sinyal molekiilii
olmasidir. H,0, iiretildikten sonra CAT, GPx ve peroksiredoksinler olarak isimlendirilen ti¢

enzim sistemi tarafindan uzaklastirilir (130).

c. Hidroksil Radikali (OH")

Hidroksil radikali biyolojik sistemlere diger serbest oksijen radikallerinden daha fazla
hasar meydana getirir. Hidroksil radikali biyomolekiillerle reaksiyona girebilen oldukga etkili

bir radikaldir. Bu radikalin meydana gelmesi i¢in ortamda gegis metalleri olmas1 gerekir
(132).
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Demir (Fe) sentezli- Haber Weiss reaksiyonu (Fenton Reaksiyonu)

Fe*? + H,0, » Fe* +OH +OH

Katalize olmayan Haber Weiss reaksiyonunda ise, siiperoksidin dogrudan hidrojen

peroksitle reaksiyona olusturmasidir.

0O, + H>,0- » OH + OH + O,

OH’ radikali canli hiicrelerdeki molekiillerin tamamiyla reaksiyona girebilmektedir.
Lipit peroksidasyonunu baslatabilir, DNA iplik¢iklerinde kirilmalara sebebiyet verebilir ve

neredeyse biitiin organik molekiilii, ayirmaksizin okside edebilir (133, 134).
d. Singlet Oksijen (*O2)

Enerji absorbsiyonu ile oksijenin eslesmemis dis elektronlarini degistirerek ayni ya da
farkli orbitale yerlesebilirler. Uyarilmis sekilde bulunan bu oksijene singlet oksijen denir.
Reaktif olmayip reaktif oksijen radikallerinden biri olan singlet oksijenin sigma ve delta diye
iki sekli bulunur (130). Sigma formu oldukga enerjik oldugu i¢in yar1 dmrii kisadir, hizli bir

sekilde bozunarak delta formuna doniisiir (130).

Singlet oksijeni olusumuna radyasyon neden olabilecegi gibi invivo olarak sitokrom P
- 450, prostaglandin endoperoksit sentetaz ve miyelopereksidaz tepkimeleriyle de
olusabilmektedir. Singlet oksijeni, Karotenler, bilirubin, histidin, methionin, 2 - 5 -

difenilfuran, 1, 4 - diazbisikloalefan tamamen yok eder (130).

Singlet oksijen, DNA, RNA, proteinler, lipitler ve sterolleri igine alan fazlaca

biyolojik hedeflerle tepkimeye girerek hiicrede zararl etkilere sebep olur (130).

e. Hidroperoksil Radikali

Stiperoksit, asidik olan ortamlarda daha da reaktif bir radikal olan hidroperoksile

dontislir. Hidroperoksil radikalinin dismutasyon hizi yiiksek oldugu i¢in H,O, iiretimi de

oldukca yiiksektir. Hidroksil radikalinin nin lipitte ¢oziinebilir olmasi siiperoksite gore fazla

olmasiyla beraber daha giiclii bir oksidandir. Ayrica hidroperoksil radikali asidik pH’ da
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stiperoksite oranla 108 kat daha fazla hizli bir sekilde H,O,’ ye doniisiir (130).

f. Hipokloroz Asit (HOCI)

Hipoklordz asit radikal olmasa da ROT arasinda bulunur. Radikal olusumu fagositik
hiicrelerin bakterileri ortadan kaldirmasinda oldukca onemlidir. Ozellikle nétrofillerde olan

myeloperoksidaz enzimi baglantisiyla O, nin dismutasyonu ile olusan H,O,’ yi kloriir

iyonuyla birlestirip etkili antibakteriyel ajan olan HOCI’ e donstiiriir (130).

g. Myeloperoksidaz

H,0, + CI” + H* — HOCI + H,0

Hipoklordz asit Fe*? bagimh ve F e*? bagimsiz bir reaksiyon sonucu OHe olusumunda

fazlalik goriilebilir (135).
Fe*? HOCI + 0°— OH- +CI- *

2.6.2. Serbest radikallerin iiretimi

Dokularda iiretilmekte olan ROR ile serbest radikaller DNA, protein, karbonhidrat ve
lipidler gibi biyolojik olarak 6nemli olan materyallere zarar verebilmektedir. Serbest
radikaller metabolizmaya disardan direkt olarak gelebilecegi gibi metabolizma sonucu da
olugmaktadir. Serbest radikallerin endojen sekilde yapimi degisik yollarla meydana
gelmektedir. Bu sekilde olsa da, canli organizmalar da serbest radikallerin potansiyel yikim

etkilerine ragmen kendini korumaya almak igin farkli mekanizmalar1 bulunmaktadir (136).

Serbest radikallerin endojen ve eksojen kaynaklari bulunur ve hiicresel metabolizma
sirasinda araliksiz bir sekilde meydana gelir. Endojen kaynaklarini su sekilde siralayabiliriz;
Mitokondrial elektron transport zinciri, oksidan enzimler (ksantin oksidaz, siklooksijenaz),
fagositler, nétrofiller, FeP™® ve epinefrinin hiicresel otooksidasyonu’ dur. Eksojen
kaynaklarim1 da siralayacak olursak; Okside ilaglar (CCIB4B, asitaminofen), sigara,
radyasyon, glutatyonu oksidize eden maddelerdir (122).
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2.6.3. Endojen/Eksojen serbest radikal olusum mekanizmalari

Endojen Serbest Radikal Olusum Mekanizmasi

Otooksidasyonun tanimi su sekildedir; atmosferik oksijenin sentezledigi serbest bir
radikal reaksiyondur. Serbest radikallerin oksijenle tepkimesi olduk¢a biiyiik hiza sahiptir.
Boyle reaksiyonlarin baslamasi i¢in degisik sistemler gelismistir. Ozellikle otooksidasyon
icin fosfolipidler ve coklu doymamis yag asitleri (PUFA) i¢in oldukca isteklilerdir.
Hidroperoksit (ROOH) iirtinlerinin, otooksidasyonda ilk meydana gelen ana iiriinler oldugu
bilinmektedir (136).

Mitokondrial elektron transport zinciri; normal sartlarda hiicresel metabolizmada
serbest radikaller olugsmaktadir. Oksidatif fosforilasyonda ATP olusmasi i¢in molekiiler O™
suya doniigmektedir. Ancak O,” nin % 1 - 5° i bu tepkimeden kaginip serbest oksijen
radikallerinin meydana getirildigi degisik biyokimyasal tepkimelere girmektedir. Ayrica
mitokondrial elektron transport zinciri ve otooksidasyon da serbest radikalin meydana
gelmesine neden olmaktadir. I¢ mitokondrial zarda elektron barindiran transport enzim
kompleksi H,O, meydana gelmektedir. Mitokondrial solunum fazlalasmaya basladig:
durumlarda serbest radikal iretimi de artmaya baglamaktadir. Dahasi hipokside oldugu
sekilde terminal sitokrom azaldiginda da mitokondrial elektron transport zincirinde O

olusumu artar (36).

Ksantin Oksidaz (XO); canli tiplerde ROT meydana getiren temel enzimatik
kaynaklardan bir tanesidir. Ksantin oksidaz faaliyetinin sonucunda siiperoksit anyonu ve
hidroperoksit radikalleri olusmaktadir. XO’ nun beyinde Odem, iskemi, damar
gecirgenliginde degisiklikler gibi oksidatif zedelenmelerin nedeni oldugu ayni zamanda
hepatit ve beyin tiimorii vakalarinda da XO’ nun serum diizeylerinin artis gosterdigi

belirlenmistir (136).

Sitoplazmik bir enzim olan XO purin metabolizmasi gergeklesmesi asamasinda O,’

nin indirgenmesi sonucunda O meydana getirir.

Hipoksantin + 20, + HB,0 — Ksantin + 207+ 2H"
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Sekil 9: Ksantin oksidaz sisteminin radikal olusturma mekanizmasi (126).

Zar fosfolipidlerinin pargalanmasi sonucu serbest yag asitleri olusur. Serbest yag
asitlerinin en Onemlisi olan arasidonik asit, serbest radikallere, prostoglandinlere ve
lokotrienlere metabolize olabilirler. Bu maddeler, noétrofillerin endotelyuma adhezyonunu
artirarak, 1 / R hasarmin gelismesinde oldukca etkilir. Arasidonik asit metabolizmasinimn

sonucunda serbest radikal {iretilir ve buna "enzimatik lipid peroksidasyonu™ denilir (130).

Serbest radikal {iretilmesinde, endoplazmik retikulum, endoplazmik ve niikleer
membranlar rol dstlenen diger hiicresel yapilardir. Bu membranlarda, yag asitlerini
oksitlemesi sonucu serbest radikal meydana getiren sitokrom P - 450 sistemi bulunur (36).
Mikrozomal sitokrom P - 450 sistemiyle, kimyasal ajanlarin serbest radikal iiretiminde en

onemli mekanizmalar aktiflesir (137).

Hiicre i¢i H,O, kaynagi olan peroksizomlar olduk¢a onemlidir. Peroksizomlar D -

amino asit oksidaz, iirat oksidaz, L - hidroksil asit oksidaz ve yag asidi agil - COA oksidaz

gibi oksidazlar, siiperoksit meydana getirmeden fazlaca H,O, olusmasina neden olurlar (138).

Plazma membrani; hiicre membranlarindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis

baglari, serbest radikallerle kolaylikla reaksiyona olusturup peroksidasyon iirlinleri meydana
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getirirler. Poliansatiire yag asitlerinin oksidatif yikimina lipid peroksidasyonu adi verilir.
Lipid peroksidasyonu spontone devam eden zincir reaksiyonu halinde devam eder ve oldukga
zararhidir (33, 139).

Redoks dongiisii, hiicrenin i¢indeki bir¢ok ¢oziiniir sitozolik molekiiller oksidasyon-
rediiksiyon tepkimesine olusturarak, O nin kendiliginden gelisen dismutasyonuyla da H,0,

meydana gelir (122).

Fagositlerin uyarilmasi, heksoz monofosfat sant1 yoluyla glukozun oksidasyonunda
artmalara neden olur. Solunumsal patlama oldugu sirada elektron verici olan NADPH’ tir ve
molekiiler oksijenin siiperoksit radikaline indirgenmesiyle NADP" olusumunda artis gozlenir,
heksoz monofosfat yolu aktiflesir. Notrofiller ve monositlerin primer lizozomal graniillerinde
Fe - hem barindiran miyeloperoksidaz enzimi igerigine sahiptir. Miyeloperoksidaz, H,O,
mevcutken iyodiir, kloriir ve bromiiriin oksidasyonunu katalizleyip hipoklorik asit (HOCI),
hipobromik asit (HOBr) ve hipoiyodik asit (HOI) meydana getirir ve bu bilesikler, bu
bilesiklerin tuzlar1 giiclii oksidandirlar. Ayrica bunlar biyolojik agidan olduk¢a 6nemli bazi

molekiillerle reaksiyona girip mikroorganizmay etkileyen toksik ajanlar meydana getirirler
(33, 122, 139).

Tablo 2: Fagositlerin olusturdugu bazi reaktif oksidan tiriinler (126).

Trombositler H202, O

badt

, OH-

Eozinofiller H>O> , 02, OH- , HOCI
Makrofajlar H>0> .02 ,0H-, HOCI , NO-
Notrofiller H>0> . 0> ,0H- , HOCI

Kendisi de reaktif oksidanlarin tahribatlarina karsi hassas olan fagosit, oksidanlarina

kars1 kendilerini savunabilirler. Fagositlerin antioksidan tepkimeleri olan, H,0,” yi suya

indirgeyen CAT, siiperoksidi H,0,’ ye doniistiiren SOD, H,0,’yi detoksifiye eden GPx - GR
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tepkimesi, antioksidan vitaminlerden olan a - tokoferol (vitamin E) ve askorbik asit (vitamin
C) gibi antioksidanlardir (139).

Eksojen Serbest Radikal Olusum Mekanizmasi

Eksojen serbest radikaller, cok fazla doymamis yag asitleri iceren beslenme, yiliksek

kalorili beslenme (obesite), hayvansal proteinlerce zengin beslenme, alkol, hava kirliligi (O,
NO,, SO,, hidrokarbonlar), sigara dumani, radyasyon, diger kirleticiler (asbest, pestisitler,

vs.) ve antikanser ilaglar gibi nedenlerden kaynakli eksojen etkenlerle de olusabilmaktedir
(127, 137).

2.6.4. Serbest radikallerin etkileri

Hiicre i¢i ve hiicre disi etkiler olarak iki baslik altinda, serbest radikal etkileri

incelenebilir.

2.6.4.1. Hiicre ici etkileri

2.6.4.1.1. Lipit peroksidasyonu

Biyolojik molekiillerin tamami serbest radikallerden etkilenir, fakat lipitler serbest
radikalin hasarindan en fazla etkiyi goren biyomolekiildiir. Hiicre membranindaki kolesterol
ve yag asitlerinin doymamais baglari, serbest radikallerle cok daha kolay sekilde reaksiyona
girip peroksidasyon iiriinleri meydana getirirler. Coklu doymamis yag asitlerinin ve
kolesteroliin oksidatif sekilde hasar olusturmasi lipit peroksidasyonu olarak isimlendirilir.
Lipit peroksidasyonuyla meydana gelen membran hasar1 geri doniisiimii miimkiin degildir
(122).

Hiicre membranlarinda lipid serbest radikallerinin ve lipid peroksit radikallerinin
iretimi, ROT’larin neden oldugu hiicre hasarinin diger bir 6nemli 6zelligidir. Serbest
radikallerin neden oldugu lipid peroksidasyonuna "nonenzimatik lipid peroksidasyonu" denir.
Hiicre membraninda lipid peroksidasyonuna maruz kalan temel yag asitleri poliansatiire
(coklu doymamis) yag asitleridir. Lipid radikallerinin (R’) molekiiler oksijenle etkilesime

girmesi sonucu lipid peroksit radikalleri (ROO") a¢iga ¢ikar (128).

Lipid peroksit radikalleri membranin yapisinda yer alan diger bir poliansatiire yag

asitleriyle etkilesim olusturup yeni lipid radikallerini agiga ¢ikarirken kendileri de olusan
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hidrojen atomlarin1 alip lipid peroksitlerine (ROOH) déniisiirler ve bunun sonucunda

reaksiyonlar kendi kendini katalizleyip devam ederler (137).

R Re Re H‘UUI
j— g j— !H. ::H 0, H., .0=0»
H M
RH
e 9 H OOH
- . +Re
H H
malondialdehid endoperoksid hidroperoksit
ROOH

Sekil 10: Lipid peroksidasyonu sonucuna MDA’ nin meydana gelmesi (126).

Lipid peroksitleri yikildiginda biyolojik olarak aktif durumdaki bir ¢ok aldehit
olusmaktadir. U¢ ya da daha da fazla ¢ift baga sahip yag asitlerinin peroksidasyonu
sonucunda MDA meydana gelir. Bu bilesik idrarda, kanda tiretilir. Yag asidi oksidasyonunun
spesifik ya da kantitatif indikatorii bulunmayarak lipid peroksidasyonunun derecesiyle etkili
korelasyon olusturur. Bundan kaynakli biyolojik materyalde MDA o&l¢iimii lipid peroksit
seviyelerinin indikatorii seklinde kullamilir. Lipid peroksidasyonu oldukca zarali bir

tepkimedir (33, 139).
Organizma Uzerinde Lipit Peroksidasyonunun Baz1 Etkileri:

1. Lipit peroksidasyonu meydana gelmesi durumunda membran akiskanlig1 oldukga azalir ve

normalde hiicre i¢ine gegemeyen maddelerin hiicre i¢ine gegislerinde fazlalik gézlemlenir.

2. Hiicre membranina kisa mesafede bir alanda yer alan DNA molekiilleri de lipit
peroksidasyonunun verdigi hasardan etkilenirler ve bazi durumlarda da DNA' nin

replikasyonu meydana gelmez.

3. Lipit peroksitler ve alkoksil radikaller, sistein ve triptofan gibi protein bdliimlerine hareket

gerceklestirip protein yapisini bozarlar ve hasar meydana getirirler (122).
Biyolojik sivilarda buluna bazi aldehitler ise kemotaktik etki olustururlar (122).
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LDL (disik yogunluklu lipoprotein)’ yi modifiye eden MDA gibi aldehitler
metabolik yolda degisiklik olusurular (122).

2.6.4.1.2. Karbonhidratlara etkileri

Karbonhidratlar iizerinde de etkileri olan serbest radikaller, monosakkaritlerin
otooksidasyonu sonucunda peroksitler, H,O, ve okzoaldehitleri meydana getirirler.
Okzoaldehitler DNA, RNA ve proteinlerle bag olusturabilme ve aralarinda gapraz baglar
yapabilme Ozelliginden antimitotik etki olusturur. Bunlardan kaynakli kanser ve yaslanma

tizerinde 6nemli gorevi vardir (139).

2.6.4.1.3. Proteinlere etkileri

Serbest radikallerin proteinlere karsi etkinlik derecesi amino asit bilesimiyle
alakalidir. Yapisinda kiikiirt olan tirozin, histidin, sistein, fenilalanin, metiyonin, triptofan
gibi amino asitleri bulunduruan proteinler serbest radikallerden daha kolay etkilenirler. Buna
bagli oOzellikle karbon merkezli olan organik radikaller ve siilfiir radikalleri meydana
gelmektedir. Serbest radikal tahribatinda, yapisinda fazlaca disiilfit bag bulunan
immiinoglobiilin G (IgG) ve albiimin gibi proteinlerin tersiyer yapilari tahribata ugrar ve

normal gorevlerini gergeklestiremez hale gelirle (137).

2.6.4.1.4. Niikleik asitler lizerine etkileri

Radyasyon sonucu olusan serbest radikaller DNA’ nin yapisin1 bozarak hiicre
Oliimiine, mutasyona neden olurlar. Hidroksil radikali bazlarla ve deoksiribozla rahatga
reaksiyon olusturup farkliliklar meydana getirirler. Aktif durumdaki nétrofillerden kaynakli
hidrojen peroksit membranlardan rahatlikla gecip, hiicre ¢ekirdegine kadar gidip hiicre

disfonksiyonuna, DNA hasarina ve hiicre dliimiine sebebiyet verebilir (33, 140).

2.6.4.2. Hiicre dis1 etkiler

2.6.4.2.1. Kemotaksi

Serbest radikaller, kemotaktik faktor veya proinflamatuar maddeler oldugu bilinen
endotel hiicrelerden olan platelet aktive edici faktor (PAF), histamin, LTB4 salinimim
meydana getirirler. Kemotaktik faktorlerin etkisi, dolasimdaki 16kositlerin patoloji bolgesinde

yogun sekilde bulunmalarina ve endotelle olan baglarinda artis olusturur (133).
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2.6.4.2.2. Rolling

Lokositler normal seyrindeyken, damar endoteliyle ¢ok nadir de olsa herhangi bir
etkilesim gerceklesir. ET, iskemi reperfiizyon ile olusan radikallerce uyarildigi zaman
16kositler ve notrofiller kendi c¢evrelerinde yuvarlanma eyleminde bulunurlar. Bu
yuvarlanmayi, 1okositlerde ayni grupta olan {i¢ molekiil yonlendirir. Bunlar; L - selektin,
endotel hiicrelerinde bulunan P ve E selektindir. L - selektin, 16kositlerin pek ¢ogunda
bulunmasiyla birlikte en fazla oldugu grup nétrofillerdir. L - selektin, aktiflesmemis
notrofillerin uyarilmis endotel hiicrelerindeki P ve E selektinlerle birleserek ilk rolling halinin
olmasiyla gorevlidir. Yuvarlanma L, P ve E selektinlerin etkilesmesiyle I6kositlerde

gergeklesir (141).

2.6.4.2.3. Antiadhezyon molekiilleri inhibisyonu

Kan damarlarinin i¢ yiizey kismini kaplayan endotel hiicreleri iskemi reperfiizyonun
tahribatina kars1 olduk¢a duyarl bir yapidadir. Uzun siiren hipoksinin iyon dagiliminan zarar
verdigi, membran potansiyelini degisiklik olusturdugu, hiicre i¢i hacimde fazlalasma olmasi
membran akigkanligini eksilttigi ve endotel hiicrelerinin yapisal diizenine zarar verir. Bu
degisikliklere enerji depolarimin tamamen bitmesi, prostasiklin, NO gibi bazi biyoaktif
ajanlarin meydana gelmesinde seyrelme ve ET, tromboksan A, iretiminde fazlalasma da
refakat eder . Ayni sekilde hipoksik endotel hiicrelerinde bazi genler uyarilir (6rn. adhezyon
molekiilleri ve sitokinler), diger genler ise (6rn. nitrik oksit sentaz ve trombomodulin)
baskilanir. Endotel hiicrelerinin hipoksiye karst verdigi tepkilerde reperfiizyon sonucunda

artis gergeklesir (14).

SOR, NO’ yu engeller ve kararsiz nitrat bilesimi olan NO, damarlarda gevsemeye
neden olmasi, ilk bilinen gorevi olup organizmada pek g¢ok biyolojik rolii vardir. Kalp,
bagirsak, kas ve deri gibi birden fazla organ sisteminde yer alir. Lokositler gibi endotel
hiicreleri de ¢ok fazla hiicreden salinabilir. NO, 16kosit endotel adhezyonunun 6niine gegen
en mithim endojen maddedir. Yalniz NO salinimi, reperfiizyon hasari evresinde meydana

gelen siiperoksitin, endotel hiicrelerine tesiriyle yok olur (127).

Adhezyondan sonrasinda bilhassa nétrofiller endotel hiicrelerinin arasindan diapedez
ile dokuya ulagip orada toplanir. Daha sonrasinda proteolitik enzim, aktif oksijen

(respiratuvar patlama) ve inflamatuar sitokinlerle doku hasarin1t meydana getirirler (135).
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2.7. Antioksidanlar

2.7.1. Antioksidan savunma sistemleri

Serbest radikaller, organizmada normal metabolik yollarin g¢alismasi agamasinda
stirekli meydana gelir. Ayrica endojen antioksidanlar isimli molekiillerce etkisi yok edilir.
Oksidan molekiiller belirli diizeyde oldugu siirece, organizmanin infeksiyon ajanlarina ve
yabanci maddelere karsi etkili savunma molekiilleridir. Serbest radikal molekiilleri belirli
diizeyi gececek sekilde tiretildiklerinde ya da antioksidan sistemin eksikliginde, organizmanin
yapilart olan karbonhidrat, lipit, protein, niikleik asitler ve enzimleri bozup tahribat

olusturular (36).

Hiicrede gergeklesen serbest radikallerin detoksifikasyonu en basta ve en ¢ok

enzimatik mekanizmalarla meydana gelir. Antioksidan savunmanin etkili bir boliimii olan O,
radikalini ve H,O,’ yi ortamdan yokeden 6nemli enzimler olusturur. Bunlar CAT, SOD ve

GPx enzimleridir ve radikal siipiiriicii olarak bilinirler (138).
Antioksidanlarin etkileri dort degisik haldedir:

1) Toplayici etki: Reaktif oksijen radikallerine tesir edip onlari tutma ya da daha zayif

olan yeni molekiil olugturma halidir. Antioksidan enzimler boyle etki meydana getirirler.

2) Bastirict etki: ROR’ lar ile tesir edip onlara bir hidrojen iletip aktivitelerinde
eksilme ya da aktif olmayan hale getirmedir. Flavanoidler, vitaminler bastirici etki grubunda

yer alan antioksidanlardandir.

3) Zincir kiricr etki: ROR’ lar1 baglayip zincirlerini kiran ve fonksiyonlarinin 6niine
gegen bir etkidir. Bu etkiye sahip olanlar sunlardir: Mineraller, hemoglobin,

seruloplazmin’dir.

4) Onarict etki: Serbest radikallerin meydana getirdikleri hasarin tamir edilmesi
tarzinda bir etkidir (33).

2.7.1.1. Dogal antioksidanlar (endojen)

Antioksidanlar, endojen kaynakli ya da eksojen kaynakli olarak iki sekildedir.
Eksojen antioksidanlar; ilaglar, vitaminler ve gida antioksidanlari seklinde siralayabiliriz.

Endojen antioksidanlar ise enzim ve enzim olmayanlar olarak iki grup seklinde bulunur
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(128).

Endojen antioksidanlardan enzim olanlar sunlardir (33, 139)
1) Siiperoksit dismutaz (SOD),

2) Katalaz (CAT),

3) Glutatyon peroksidaz (GPx),

4) Glutatyon S - Transferazlar (GST),

5) Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi,

6) Hidroperoksidaz

Endojen antioksidanlardan enzim olmayanlar sunlardir (33, 122, 139)
1) Hemoglobin

2) Miyoglobin

3) Ferritin

4) Bilirubin

5) Melatonin

6) Seruloplazmin

7) Transferin

8) Albiimin

9) Metiyonin

10) Glutatyon

11) Sistein

12) Urat
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13) Laktoferrin

2.7.1.2. Eksojen antioksidanlar

Eksojen antioksidanlardan ilag olarak kullanilanlar sunlardir (33, 139)
1) Demir redoks dongiisii inhibitorleri (desferroksamin)

2) Trolox- C (vitamin E analogu)

3) Rekombinant siiperoksit dismutaz

4) NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum kanal blokerleri,

nonsteroid antiinflamatuar ilaglar, diphenyline iodonium)

5) Endojen antioksidan aktivitede artis olusturan (GPx aktivitesini artiran ebselen ve

asetilsistein)

6) Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (mannitol, albiimin)

7) Demir selatorleri

8) Sitokinler (TNF ve IL - 1)

9) Ksantin oksidaz inhibitorleri (allopiirinol, oksipiirinol, pterin aldehit, tungsten)
10) Notrofil adhezyon inhibitorleri

11) Barbitiiratlar

2.7.1.3. Gida antioksidanlari

Eksojen antioksidanlardan gidalardaki sunlardir (33, 139)
1) Demir (Fe) - superoxyde dismutase

2) Sodium benzoate

3) Propylgalate

4) Butylated hydroxytoluene (BHT)
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5) Butylated hydroxyanisole (BHA)

6) Ethoxyquin

Vitamin eksojen antioksidanlar sunlardir (33, 139)
1) Folik asit (folat)

2) Askorbik asit (vitamin C)

3) a - tokoferol (vitamin E)

4) B - karoten (vitamin A)

2.7.1.4. Enzimatik antioksidanlar

2.7.1.4.1. Katalaz (CAT)

Katalaz 60 kDa agirligina sahip dort tane ayn1 yapida (tetramerik yapida) hem grubu

olan bir hemoprotein olup, H,0,” yi suya ve oksijene parcalar. Peroksidaz aktivitesine
icerigindedir ve bununla birlikte CAT enzimi bir molekiil H,O,’ yi elektron verici bir substrat

olarak, bir digerini ise oksidan ya da elektron alicis1 seklinde kullanabilir (139, 142).
CAT 2H,0, —» 2H,0 + O,

CAT enzimi peroksizomlarda bulunur ve kemik iligi, kan, mukoz membranlar,

bobrekte, karacigerde ¢ok fazla bulunur. CAT aktivasyonu diisiik hizlarda H,O,’ nin olustugu

durumlarda veya ortamda fazla miktarda elektron alicisi oldugu zaman peroksidatif

reaksiyonla H,O,’ yi suya doniistiiriir (128).
H,0, + AH, —» 2H,0 + A

H,O, olusumunun hiz1 fazlayken oldugu asagidaki katalitik reaksiyonla H,0,’ yi suya

dontistiirtip ortamdan uzaklastirmis olur (143).

2.7.1.4.2. Siiperoksit dismutaz (SOD)

SOD, oksijeni metabolize eden biitiin hiicrelerde bulunur ve siiperoksitin H,0O,
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dismutasyonunu katalizleyen bir metalloenzimdir. SOD siiperoksit serbest radikalinin H,O,

ve molekiiler oksijene doniisiimiinii asagidaki reaksiyon ile katalizleyen antioksidan bir
enzimdir (133, 144).

202'- + 2H+ — HzOz + 02

Organizmada, serbest radikallere karst olusturulan ilk savunma SOD enzimi

tarafindan gerceklestirilir. Ayrica O, radikalini metabolize eden enzimdir, fazlaca zarar
veren hidroksil radikalinin agiga ¢ikmasina engel olur, O, "radikalini H,0,’ ye ve molekiiler

O,’ ye doniistiiriir, tepkime iiriinii olan H,0O, tarafindan inhibe edilir.

Metalloprotein yapida olan SOD enzimi hiicrelerde ¢esitli sekillerde bulunur. Bunlar:

e Sitoplazmada SOD - 1: Cu - Zn SOD bulunur.

e Mitokondride SOD - 2: Mn - SOD bulunur.

e Bazi bakterilerde SOD - 3: Fe - SOD’iin karsilasilir.

e Bazi bakteri tiirlerinde SOD - 4: Ni - SOD bulunur.

e Insanlarda SOD enzimi: Sitozolik Cu / Zn - SOD; mitokondrial Mn - SOD; plazma,
lenf ve sinovyal sivilarda olan ekstraselliiler SOD olarak 3 tipte bulunur (133).

SOD’ un dismutasyonu, O, ° molekiilleri ile spontone olabilir. Sulu ortamda
kendiliginden ve hizlica dismutasyonu gerceklesip O, ve H,O, olusturur. SOD olmasi
dismutasyonun hizinda 10* kat kadar artiy olmasma neden olur. Bu sekilde O, " radikalinin
potansiyel substrat ile reaksiyon olusturmasi ve OH’ gibi daha toksik iirlinlerin meydana
gelmesi SOD’ ca onlenir. Organizmada oksidatif stresin ve dokuda PO, arttiginda SOD

enzim aktivitesi de artar (133).

H.0,, Fenton tepkimesi ya da Haber-Weiss tepkimesi ile olduk¢a reaktif olan OH"
radikali meydana gelebilir. Olusan H,O,’ ye karsi ikinci savunma CAT ve GPx enzimleri

araciligryla olusur (133).

2.7.1.4.3. Glutatyon rediiktaz (GR)

Sitozolde ve mitokondride bulunan GR, bir flavin enzim olup koenzimi NADPH ve
prostetik grubu FAD’ dir. GPx araciligi ile hidroperoksitlerin indirgenmesiyle olusan okside
glutatyonun (GSSG) yeniden indirgenmis glutatyona (GSH) doniisiimiinii katalize eder (139).
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Ingirgenmig glutatyon

NADP ‘\.\\/" QIGSHY,  » HO,

Ghutatyon rediktaz /\\ ) Glutatyon peroksdaz:
R 7\ A
NADPH 6SSG 30

’ Oksitienmis glutatyon .
(Glutatyon disdifid)
ISKEMI

Sekil 11: iskemide glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktazin gorevi (139).

2.7.1.5. Enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemleri

2.7.1.5.1. Karotenoidler (B karoten)

B - karotenin oncii maddesi Vitamin A’ dir. B - karotenin singlet oksijeni bastirabilir,
stiperoksit radikalini yok eder ve peroksit radikalleri ile dogrudan tepkime olusturup
antioksidan fonksiyonundadir (139).

Karotenoidler (B - karoten, Lutein, Violaksantin, Likopen, Zeaksantin), genel olarak
sar1 ve turuncu renkli bilesiklerdir. Bazi1 bakteri ve alglerde, cogunlukta ise bitkilerde bulunan
bu pigmentlerin biyosentezini, insan ve hayvanlar yapamadiklart i¢in diyet ile alirlar.
Karotenoidler, lipit membranlara lokalize olup membranlarin oksidatif strese karsi etkisini

eksiltirler (145).

2.7.1.5.2. Glutatyon (GSH)

Glutatyon karacigerde genetik bilgi olmaksizin sentezlenebilen, sistein, glutamik asit
ve glisinden olusan giiglii bir antioksidan ve bir tripeptitdir. Serbest radikaller ve peroksitlerle

raksiyon olusturup hiicreleri oksidatif hasardan korurlar (17, 146).

2.7.1.5.3. E vitamini (a-tokoferol)

Oldukga gii¢lii bir aktioksidan olan Vitamin E, hiicre membran fosfolipidlerinde
bulunan poliansatiire yag asitlerini serbest radikalin zararindan koruyan ilk savunma seridini

teskil eder (147). Yapisindaki fenolik hidroksil grubuna sahip aromatik halka bu molekiile
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antioksidan olma 6zelligini verir (148). Vitamin E; singlet oksijeni, siiperoksit ve hidroksil
radikallerini, lipid peroksit radikallerini ve diger radikalleri azalmatmada oldukga etkilidir ve
zincir kiric1 antioksidan ismiyle anilir. Glutatyon peroksidaz olusturan peroksitleri ortadan

kaldirirken, vitamin E peroksitlerin {iretimine engel olur (143).
2.7.1.5.4. C vitamini (askorbik asit)

Vitamin C, organizmada hidroksilasyon reaksiyonlarin bir ¢ogunda indirgeyici ajan
gorevinde ve kollajen {iiretiminde lizin, prolinin hidroksilasyonu igin gereklidir. Safra
asitlerinin tiretimindeki 7 - o - hidroksilaz ilk asamasinda gorevli olmakla beraber lizinden
karnitin iretiminde de rolii vardir. Demirin emilmesinde enzimatik olmayan bir yolla
indirgeyici gorevdedir. Ayn1 zamanda mide bulunan ferri demiri ferro demire indirger,

immiinite ve yara iyilesmesinde de etkindir (139).

Vitamin C, oldukga etkili indirgeyici 6zelliginden dolayr giiclii bir antioksidandir.
Stiperoksit radikali ve hidroksil radikaliyle reaksiyon olusturup onlari bulunduklari alandan
yok eder. Askorbik asitin hem antioksidan hem de oksidan etkisi bulunur. Ayrica proteine
bagli olan ferri demiri uzaklastirip veya direkt ferri demiri indirgeyip Fenton tepkimesinde
H,0, ile etkilesmesine ve son basamakta hidroksil radikali meydana getirmeye uygun ferro
demir haline getirir. Ancak bu etkinin olusmasi igin sadece diisilk konsantrasyonda
gergeklesmesi gerekir, ¢linkli yiiksek konsantrasyonlarda C vitamini gii¢lii antioksidan

ozelligindedir. C vitamini fagositoz oldugu zamanda olduk¢a 6nemlidir (36).

2.7.1.5.5. Melatonin

Melatonin (N - asetil- 5 - metoksitriptamin), en zararli radikal olan hidroksil radikalini
ortadan kaldiran ¢ok etkili bir antioksidan oldugu icin giiniimiizde antioksidanlarin en
giicliisii olarak kabul edilir. Lipofilik 6zellikte olan melatonin antioksidani hiicrenin diger
organellerine ve hiicre ¢ekirdegine ulasabildigi gibi kan / beyin bariyerlerini de rahalikla
gecebilir. Bu sekilde genis bir dagilimla antioksidan etki gosterir. Melatoninin hiicre
cekirdegine girebilme 6zelligi, onun DNA’ y1 oksidatif hasardan korumasi yoniinden diger
oksidanlara gore daha etkili bir antioksidandir. Melatonin, DNA hasarin1 oldukga etkili bir
sekilde inhibe ettigi belirtilmistir. Yaslanmanin etkisiyle birlikte melatonin sentezinde de
azalma meydana gelir. Bu durum da yaslanma ve yaslanmaya bagli sekilde hastaliklarin

patogenezinde 6nemli rolii olabilecegi saptanmustir (139).
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2.7.1.5.6. Seruloplazmin

Ihtimal sudur ki; Seruloplazmin SOD’ a benzeyen mekanizmayla etki gdsterir. Ferro
demiri (Fe*?) ferri demire (Fe*™) yiikseltgeyip Fenton tepkimesini ve bu sekilde hidroksil
radikali tiretimini inhibe etmektedir (139).

2.7.1.5.7. Flavonoidler

Biyolojik sistemlerde yer alan aerobik metabolizma bazal sartlarda bile prooksidanlar
ismiyle anilan reaktif oksijen lriinlerini olustururlar (141). Zira prooksidanlar ¢ok fazla
bulunursa oksitatif stres ya da oksitatif hasar meydana gelir. Giiniimiizde, eksojen kaynakl

antioksidanlarin pek ¢ogu yaygin bir sekilde kullandigimiz gidalarda bulunur (128).

Bunlar; baz1 vitaminler, polifenoller, flavonoidler ve diger bilesikleri iceriginde
bulundurur.  Flavonoidler antioksidan ozellikleriyle birlikte antialerjik, antiviral,

antiinflamatuar, antitrombotik ve diger 6zelliklere de sahiptir (149,150).

Flavonoidler antioksidan 6zelliklerini olusturmak i¢in serbest radikaller ile tepkimeye

girip onlar1 etkisiz hale getirirler. Flavanoidlerin etki mekanizmalart:
a) Stiperoksit radikali, singlet oksijeni ve hidroksil radikalini yok eder.

b) Peroksil radikalini (ROO¢) ve alkoksil radikalini (ROe¢) tutar, lipid peroksil (LOO®)

zincirini ise koparir.
c) Lipooksigenaz ve siklooksigenaz enzimlerini etkisiz hale getirir.
d) Gegis metalleri olan bakir ve demir gibi metalleri selatlar.

e) Enzim fonksiyonlarina bagimli olan kalsiyum modinasyonu ile hiicresel regiilasyonda

etkili gérevi bulunan az bir asidik protein olan kalmodiilini etkisizlestirir.
f) Protein kinaz enzimini etkisiz hale getirir.

g) Laktat transportunu mani olur (126).
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2.7.1.5.8. Urik asit (iirat)

Normal plazma konsantrasyonunda iirat; hidroksil, peroksit, siiperoksit radikalleri ve
singlet oksijeni ortamdan yok eder. XO’ nun oksid {irlinleri (ksantin, hipoksantin gibi)
oksitlemesi sonucunda olusan Urik asit, insanlarda ve gelismis pirimatlarda piirin
metabolizmasinin son {riiniidiir. Vitamin C oksidasyonuna engel olan bir 6zellige sahipken,
lipid radikalleri tlizerine herhangi bir etkisi yoktur. Bilirubin, siiperoksit ve hidroksil
radikalleri toplayicist etkisine sahiptir. Ayrica albiimin lipit hidroksiperoksitleri ve HOCI’
unda toplayicist 6zelligindedir. Bu fonksiyonlar da iirik asitin antioksidan 6zellige sahip

oldugunun belirtecidir (139).

2.8. Ciris Otu (Asphodelus aestivus L.)

Halk arasinda Ciris otu ya da yabani pirasa (Asphodelus aestivus L.) gibi isimlerle de
anilan bu bitki; hemoroid, romatizma, adet soktiiriicii, idrar soktiiriicii, sackiran, siit artirici,
egzama, sivilce ve ¢ibanlarin tedavisinde ilag olarak kullanildig: belirtilmektedir (151). Aym
zamanda ¢iris otunun maya endiistrisinde, cilt¢ilik ve ayakkabicilikta yapistirici, Erzurum
bolgesinde ehram kumasina sertlik ve parlaklik vermek i¢in kullanildigi tespit edilmistir
(151). Ciris otunun kok, ¢iceklenen govde ve tohumlari besin seklinde, yapraklarin ise yemek
ve konserve seklinde kullanilmaktadir (153). Ayrica Italya' da “Rignano Garganico”
peynirinin tiretiminde yapraklarindan faydalanildigi tespit edilmistir. Ciris otundan halen,
otlu peynir yapiminda yararlanilmaktadir. Ancak bu bitki ile ilgili modern tipta kullanildigina
dair herhangi bir veri bulunamamistir (152). Ciris otunun beyaz kan hiicrelerini (WBC)
artirdigl ve bundan dolayr savunma sistemimiz agisindan oldukga onemli bir 6zellige sahip
oldugu tespit edilmistir (152). Dahast ¢iris otunun antimikrobiyal etkisi oldugu da
saptanmistir (154, 155). Bir baska calismada ¢iris otunun antioksidan etki gosterdigi
goriilmiistiir (156). Fikret Karatas ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismada ise ¢iris otunun C
vitamini yoniinden olduk¢a zengin GSH ve B3 vitamini miktarlarinca olduk¢a zengin oldugu

saptanmustir (157).
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Resim 1: Ciris otu (158, 159).

Ciris (Asphodelus aestivus L.) otu yapraklarinin kimyasal bilesimi arastirmalarina
bakildiginda; % 1.14 - 1.27 protein, % 86 - 92 su ve % 0.8 - 1.1 kil i¢erdigi, K, P, Ca, Zn ve
Mg bakimindan zengin oldugu goriilmiistir. K, P, Ca, Zn ve Mg bir yetigkinin giinliik
ihtiyacin1 karsilayabilecegi ve antioksidan seviyesinin yiiksek oldugu bilinmektedir (160).
Glikoz, mannoz, fruktoz ve sukroz da g¢iris otunun ana bileseni olan yumrularinda tespit
edilmistir (161). Baska bir ¢calisma da ise ¢iris otu ekstrelerinin kuvvetli antioksidan aktivite

gosterdikleri ve dogal antioksidanlarin potansiyel bir kaynagini olusturabilecegi bulunmustur
(162).
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3. MATERYAL VE METOT

Bu c¢alismada ii¢ aylik 250 - 300 gram agirliginda 24 adet ii¢ aylik Wistar- Albino
cinsi disi sigan (Kahramanmaras Siitcii imam Universitasi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Laboratuvari) kullanildi. Ratlar, % 45 - 50 nem orani, 22 + 2 OC oda 1sisinda tutularak 151k
diizeni 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik olacak sekilde ayarlandi. Ratlar oda sicakliginda,
bir kafeste sekizer tane olmak iizere temiz bir ortamda, standart laboratuvar kosullarinda,
pellet yem kullanilarak bakildi. Deney isleminde yem ve su serbest birakildi. Deneyin
sonunda sakrifiye edildiginden postoperative bakim gerekmedi. Sigcanlarin genel fizyolojik

bilgileri Tablo 3’ te verildi.

10.10.2018 tarihli 04 sayili Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi Tip Fakiiltesi
Deney Hayvanlar1 Etik Kurul Izni ile baslayan caligmamiz siiresince hayvan haklari ile ilgili
NIH tarafindan belirlenen ‘Hayvan Haklarmin Korunmasi’ hususundaki esaslara dikkatle

uyuldu.

Tablo 3: Siganlarin Fizyolojik Degerleri.

Ortalama Yasam 3-4yil

Agirhik 250-300¢

Beden 1sis1 37.5°C

Solunum sayisi 100 - 150 / dk.

Kan basinci 80 - 130 mmHg

Kan hacmi / viicut agirlig 1/ 20

Kalp ritmi 200 - 360 (240) /dk
Hemoglobin 16 - 19

Hematokrit 0.1g /100 ml
Sodyum 320 mg/ 100 mg
Potasyum 17.5-22.0 mg/ 100ml

3.1. Deney Gruplan

Denekler rastgele secimle 3 gruba ayrilarak caligma gruplari olusturuldu. Deneklere

anestazik olarak ketamine (50 mg / kg) intrmiiskiiler injeksiyon ile uygulandi.
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Grup - 1 (n= 8): 1 / R grubu. Sadece iskemi reperfiizyon uygulanan grup. Deneklerde
uygulanan anestezi ve cerrahi islemden sonra mesane de 30 dakika iskemi ve 30 dakika

reperflizyon olusturuldu.

Grup - 2 (n= 8): Sham grubu. Deneklere uygulanan anestezi ve cerrahi islemden 24 saat
oncesinde bir kez 1 mL serum fizyolojik (% 0,9 NaCl) gavaj yontemiyle verilmeye baslandi.
Cerrahi islemden sonra mesane de 30 dakika iskemi ve 30 dakika reperflizyon olusturuldu.

Reperfiizyon takibinde tekrar (tek doz) serum fizyolojik verildi.

Grup - 3 (n= 8): Tedavi grubu. Deneklere uygulanan anestezi ve cerrahi islemden 24 saat
oncesinde bir kez 50 mg / kg / giin ¢iris otu ekstrat1 gavaj yoluyla verilmeye baslandi. Cerrahi
islem akabinde uygulanan 30 dakika iskemi ve 30 dakika reperfiizyon sonrasi 50 mg / kg /
giin (tek doz) ciris otu ekstrat1 verildi.

3.2. Cerrahi Yontem

Calisma KSU Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma Laboratuvarinda yapildi. Sicanlar tek
tek tartilarak her birine intramiiskiiler olarak 50 mg / kg dozunda ketamin hidroklorid
(Ketalar flakon, Eczacibasi Tiirkiye) verilerek anestezi uygulandi. Kesim islemini
kolaylastirmak icin, siganlar iglem yapilacak tezgaha sirtiistii yatirilip dort ayagindan flaster
ile yapistirildi. Anestezi sonras1t median abdominal laparotomi yapildi. Daha sonra mesaneye
ulagilarak abdominal aort bir klemp yardimiyla kapatilarak, laparotomi insizyonu kapatildi ve
yarim saatlik bir iskemi olusturuldu. Iskemi siiresinden sonra, laparotomi insizyonu tekrar
acildi, klemp ¢ikarild1 ve 30 dakika siireyle reperfiizyon saglandi. Daha sonra laparotomi
insizyonu tekrar kapatildi. Cerrahi islem sonrasi tim gruplardaki siganlarin mesanesine 30
dakika iskemi 30 dakika reperfiizyon uygulandi.

Deney sonunda, c¢ikarilan mesane dokusu iki esit par¢aya boéllinerek bir pargasi
formaldehit igerisinde histopatolojik analiz i¢in, diger pargast ise biyokimyasal
parametrelerin analizi i¢in uygun kosullarda saklandi. Histopatolojik degerlendirmeler KSU
Saglik Uygulama ve Arasgtirma Hastanesi Patoloji Ana Bilim Dalinda, biyokimyasal
degerlendirmeler ise KSU Saglik Bilimleri Enstitiisii Tibbi Biyokimya Ana Bilim Dalinda
yapildu.
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Resim 3: Mesane iskemi - reperflizyon ¢alismasi 2,3.
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Resim 4: Mesane iskemi - reperfiizyon ¢aligmasi 4,5.

3.3. Calismada Kullamilan Kimyasal Maddeler

Tez galismamizda kullanilan kimyasal malzemeler Tablo 4’ de sunuldu.

Tablo 4: Calismada kullanilan kimyasal maddeler.

Malzeme Ad1 Kimyasal adi Markasi
1, 2, 3, 3 tetrametoksipropan Sigma
Bakir stilfat CuS0O, .5H,0 Sigma
2 - [2 - Tiyobarbitiirik asit] TBA Merck
Etilendiamin tetraasetik asit Na,EDTA Sigma
Disodyum hidrojen fosfat Na;HPO,4.12H,0 Merck
Sodyum dihidrojen NaH,PO, Merck
monofosfat

Dipotasyum hidrojen fosfat K;HPO, Merck
Potasyum dihidrojen fosfat KH,PO, Merck
Folin - Ciocalteu Fenol ayiraci Sigma
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Hidrojen peroksit H,0, Merck
Lauril siilfat SDS Sigma
N - Butanol 1 - Butanol Merck
Piridin Merck
Sodyum hidroksit NaOH Merck
Sodyum karbonat Na,CO3 Merck
Sodyum kloriir NaCl Merck
Sodyum potasyum tartarat Na- K tartarat Sigma
Tris baz Sigma
Tris hidroklorit Tris - HCI Sigma
B - Nikotinamid adenin B - NADPH Sigma
dintikleotid fosfat

Hidroklorik asit HCI Merck
Formaldehit HCHO Sigma
Etanol C,HsO Sigma
Asetik Asit CH3;COOH Sigma
Ksantin Sigma
CAPS Sigma
Ksantin oksidaz Sigma
Iodonitrotetrazolium kloriir INT Sigma

3.4. Calismada Kullanmilan Cihazlar

* Derin Dondurucu ( Samsung )

* pH metre ( Hanna Instruments )

* Hassas Terazi ( Radwag )

* UV Spektrofotometre ( Shimadzu )
* Buz Makinesi ( Scotsman )

* Distile su cihazi1 ( Merck )

* Manyetik Karistirict ( Mtops )

* Cam Kalemi

* Fotograf makinesi

* Hayvan Kafesi

* Homojenizator diizenegi
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* Kronometre

* Lam

* Lamel

* Meziir (25 ml, 50 ml, 100 ml, 250 ml, 500 ml)
* Mikroskop

* Operasyon Takimi

* Otomatik pipet, pastor pipeti

* Sogutmal1 santrifiij ( Hettich )

* Su Banyosu

* Vorteks

3.5. Homojenat Hazirlama

Dokularin homojenize islemine gegcmeden 6nce 1 g mesane dokusu iizerine 9 mL
(agirlik / hacim) % 1,15 KCI ¢6ziinme saglamak i¢in eklendi. Dokular 16.000 devir / dakika
hizda 3 dk siiresince homojenize edildi. Enzim aktive kaybini 6nlemek icin 6rnekler buz dolu
kiivete yerlestirildi. Sonrasinda homojenatlar + 4 °C’ de 14000 rpm’ de 30 dakika santrifiij
edildi ve iistteki siipernatantlar alind1 ve ependorf tiiplere ayrildi. Ayrilan siipernatantlardan

protein, SOD ve CAT enzim aktivesi ile MDA diizeyleri 6lgimleri yapildi.
3.6. Protein Diizeyinin Tayini

Bu metot proteinlerin igerdigi trozin ve triptofan rezidiilerinin fosfotungustik —
fosfomolibdik asit ile verdigi renk reaksiyonunun spektrofotometrik yontemle 750 nm’ deki
absorbans 6l¢iimiine dayanmaktadir.

Ayiraclar
1. A ¢ozeltisi:

% 2 Na,COs3 2 g hazirlanir

0,1 N NaOH ile 100 ml’ ye tamamlanur.
2. B Cozeltisi: B; ve B, ¢ozeltilerinden olusur.

a) B1 Cozeltisi:

% 1 CuSO45H,0 lg hazirlanir

Saf suyla 100 ml’ ye tamamlanur.

b) B2 Cozeltisi:

% 2 Na - K tartarat 2 g hazirlanir. Saf suyla 100 ml’ ye tamamlanir.
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3. C Cozeltisi (Giinliik hazirlanir)

50 ml A+ 1 mlB (0,5ml By+ 0,5 ml B,) karistirilir.
4. D Cozeltisi (Giinliik hazirlanir)

Folin Cioacalteu 1: 1,5 (v / v) oraninda saf su ile sulandirilir (162).

Standart Egrinin ¢izimi

Stok standart i¢in 0,3 g / dl bovin albumin hazirlanir. Hazirlanan stok standarttan 5 mi
alinip 100 ml’ ye serum fizyolojik ile tamamlandiginda 150 pg / ml konsatrasyon elde edilir.
Bundan seri sulandirma ile 150, 120, 90, 60, 30 ug / ml’ lik konsatrasyonlar elde edilerek 750
nm’ de verdikleri absorbanslar kaydedilir. Bu verilere gore konsatrasyon-absarbans egrisi

¢izilir ve her numune 6lglimiinde standart egri tekrarlanir (sekil 12).

Tablo 5 : Protein standart egri ¢izimi igin tiiplerin hazirlanisi.

Tiip no Kor 1 2 3 4 5
Konsantrasyon (ug / ml) 0 30 60 90 120 150
Standart bovin albumin (ml) - 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3
Serum fizyolojik (ml) 0.3 - - - - -

C Cozeltisi (ml) 3 3 3 3 3 3
15 dakika oda 1s1sinda bekletilir

D Cozeltisi (ml) 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3

Oda 1s1sinda 30 dakika bekletilir ve 750 nm’ de kore karsi okunur.

0,2 -
0,18 -
0,16 -
0,14 -
0,12 -
0,1 -
0,08 -
0,06 -
0,04 -

0,02 -

0 30 60 90 120 150

Konsatrasyon (pg/ ml)

Sekil 12: Protein standart egrisi.
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Doku Ornek Calismasi
Mesane dokularindan hazirlanan siipernatantta protein tayinini yapmak igin,
stipernatant 1: 50 oraninda serum fizyolojik ile sulandirilir ve protein tayini yapilir. Bunun

icin ti¢ tlip alinir ve ¢ozeltiler asagidaki sekilde tiiplere konulur.

Tablo 6 : Doku 6rneginde protein tayini i¢in tiiplerin hazirlanisi.

Kor (ml) Standart (ml) Ornek (ml)
Serum fizyolojik 0.3 - -
Standart - 0.3 -
Stipernatant - - 0.3
C Cozeltisi 3 3 3
15 dakika oda 1sisinda bekletilir
D Cozeltisi 0.3 0.3 0.3

Oda 1s1sinda 30 dakika bekletilir ve 750 nm’ de kore karst okunur.

Hesaplanmasi
Doku 6rneginin absorbansi standartin absorbansi ile karsilastirilarak veya dogrudan

standart egrisinden degerlendirilir ve diliisyon katsayisi ile ¢arpilarak sonug verilir.

3.7. Malondialdehit (MDA) Diizeyinin Tayini

Aerobik sartlarda pH 3.40° de tiyobarbitiirik asit (TBA) ile 6rnegin 90 - 95 °C’ de
inkiibasyonu sonucu olusan lipit peroksidasyonunun sekonder iiriinii olan MDA’ nin TBA ile
pembe renkli kompleks olusturma esasina dayanir. Olusan bu renk siddeti ortamdaki MDA
konsantrasyonu ile dogru orantilidir. 532 nm’ de spektrofotometrik olarak degerlendirilir
(163).

Ayiraglar

1. SDS % 8,1 lik

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)

2. Asetik Asit % 2 0’ lik (pH 3,5)

3. Tiyobarbitiirik Asit (TBA) % 0.8 lik

4. N- Butanol / Piridin Cozeltisi (14 /1) (v/ V)

5. Stok Standart 1. 1. 3. 3 tetramethoksipropan (yogunluk = 0.99 g / ml)
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Standart Egri Cizimi

Standart egri ¢izimi yapilirken stok sandarttan 6,6 pl almip 100 ml> ye saf su ile
tamamlanarak giinliik standart hazirlanir. Daha sonra 10, 20, 40, 60, 80 ve 100 nmol / ml
konsantrasyonunda c¢aligma standartlar1 hazirlanir. Ayraglar tiiplere asagida belirtildigi

sekilde ilave edilirler (163).

Tablo 7: MDA standart egri ¢izimi igin tiiplerin hazirlanisi.

Tiip No. 00 1 2 3 4 5 6
Konsantrasyon (nmol / ml) 100 80 60 40 20 10
Standart (ml) - 0.1 01 |01 0.1 0.1 0.1
SDS (ml) 0.2 0.2 02 |02 0.2 0.2 0.2
Asetik Asit (ml) 1.5 1.5 15 |15 1.5 15 15
TBA (ml) 1.5 1.5 15 |15 1.5 15 15
Saf su (ml) 0.8 0.7 0.7 |07 0.7 0.7 0.7
Vorteksle karistirilir. 60 dk 90 C*’de inkiibe edildikten sonra musluk suyu altinda sogutulur.
Saf su (ml) 1.0 1.0 1.0 |10 1.0 1.0 1.0
N — Butanol / Piridin 5.0 5.0 50 |50 5.0 5.0 5.0

Vorteksle karigtirilir. 4000 rpm * de 10 dakika santrifiij edilir.

Tiipler n - Butanol / Piridin ilavesinden sonra iyice karistirilir. Daha sonra 4000 rpm’
de 10 dakika santrifiij edilir, iistteki organik kisim (st faz) alinarak 532 nm’ de absorbans

fotometrik olarak okunur ve standart egri grafigi ¢izilir (Sekil 13) (163).
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y =0,0022x
R2=0,9

Optik Dansite (532nm)

e

- /
Konsantrasyon(nmol / mL)
Sekil 13 : MDA (Malondialdehit) standart egrisi grafigi.

Dokuda MDA diizeyinin tayini i¢in 6rnek ¢aligmasi yapilirken de yukaridaki tabloda
verildigi gibi tlipler belirli hacimde hazirlanir, doku 6rnegi alinir ve MDA tayini yapilir.

Ayrintil1 bilgi tablo 8” de gosterilmistir (Tablo 8).

Tablo 8: Dokuda MDA diizeyinin tayini i¢in tiiplerin hazirlanisi.

Ornek Standart Kor
Homojenat (Ornek) 0.1 ml - -
Standart - 0.1ml -
% 8.1 SDS 0.2 mi 0.2 mi 0.2 mi
% 20 Asetik Asit 1.5ml 1.5ml 1.5ml
% 0.8 TBA (sulu) 1.5ml 1.5ml 1.5ml
Saf su (ml) 0.7 ml 0.7 ml 0.8 ml
Vorteksle karistirilir. 60 dk 90 C°’de inkiibe edildikten sonra musluk suyu altinda sogutulur.
Saf su (ml) 1ml 1ml 1mi
N — Butanol / Piridin (v : v 15 | 5 ml 5ml 5ml

/ 1 oraninda)

Tiipler n - Butanol / Piridin ilavesinden sonra iyice karistirtlir. Daha sonra 4000 rpm’
de 10 dakika santrifiij edilir, Gistteki organik kisim (iist faz) alinarak 532 nm’ de absorbans

fotometrik olarak okunur. Sonug standart egrisinden degerlendirilir (163).
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Hesaplanmasi
nmol / ml olarak dlgiilen MDA diizeyi nmol / mg protein olarak verilmistir.

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

protein (mg / ml)
3.8. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivite Tayini

Stiperoksit dismutaz, oksidatif enerji iliretimi sirasinda olusan toksik siiperoksit
radikallerinin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene dismutasyonunu hizlandirir. Bu
yontem, ksantin ve ksantin oksidaz kullanilarak olusturulan siiperoksit radikallerinin, 2 - [ 4 -
iyodofenil] - 3 - [ 4 - nitrofenol] - 5 - feniltetrazoliyum Klorid (piyodonitrotetra zoliyum
viyolet: INT) ile meydana getirdigi kirmizi renkli formazan boyasinin 505 nm dalga boyunda
verdigi optik dansitenin (OD) okunmasi esasina dayanmaktadir. Ornekte bulunan SOD,
stiperoksit radikallerini ortamdan uzaklastirarak 2 numarali formazan reaksiyonunu inhibe
eder. Sonugta olusan kirmizi rengin OD’ si SOD yoklugunda olusan renge gore azalir,

buaradaki farkin belirlenmesiyle de SOD aktivitesi 6l¢iiliir (140).

Ayrraclar
1. CAPS Tamponu (3 - sikloheksilamino) - 1 - propan siilfonik asit) (pH: 10.2)
50.00 mM CAPS 1.1065¢g
0.94 mM EDTA 0,035¢g
Doymus NaOH 11.1 pl

Saf su ile 100 ml’ ye tamamlanur.

2. Substrat Karigimi1
0.05 mM Ksantin 0.00152 g
INT 0.00253 ¢
Bu karigim CAPS tamponuyla 100 ml” ye tamamlanir.

3. 80 U/ L Ksantin oksidaz
50 U Ksantin oksidaz 3.04 pl
Saf'suile 1 ml’ ye tamamlanir.

4. 0.01 MFosfat tamponu (pH: 7 ayarlanir)
NayPO4 54.91 mg
NaH,PQO, 3.58 mg

Saf'suile 100 ml’ ye tamamlanir.

1. Standart (S6): 5,6 U/ ml SOD iceren Ransod kitinin standardidur.
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Standart Egri Cizimi
Liyofilize (hizli dondurulmus, mikroorganizma icermeyen, steril) olarak hazirlanmig SOD
standardi 10 ml bidistile su ile sulandirilir. Standart egri ¢iziminde kullanilacak olan diger
SOD derigimleri fosfat tamponuyla Tablo 9” deki gibi hazirlanir. 2 - 8 °C’ de saklandiginda 2
hafta stireyle dayaniklidir (140).

Tablo 9: SOD standart egri ¢izimi i¢in tiiplerin hazirlanisi.

Kullanilacak Standart Soliisyonun M Fosfat SOD derisimi
Standartlar Hacmi Tamponunun Hacmi | (U / ml)

S5 6 ml S6 5ml 2.8

S4 5ml S5 5ml 1.4

S3 5ml S4 5ml 0.7

S2 3ml S3 5ml 0.23

S1: Kor (fosfat tamponu)

Yontem de; siiperoksit dismutaz aktive tayini yapilirken, kalp doku hiicrelerinden
hazirlanan siipernatantlar % 30 ile % 60 arasinda % inhibisyon araligi olacak sekilde 0.01 M
fosfat tamponu ile 1 : 65 (640 mikrolitre tampon, 10 mikrolitre 6rnek) oraninda sulandirilir ve

aktivite tayini yapilir (140).

Tablo 10: SOD standart egri ¢izimi i¢in kuvars kiivetlerin hazirlanigi.

Kor (pL) Standart(nL)
Standart - 25
0.01 M Fosfat Tamponu 25 -
Substrat Karisimi1 850 850
Kiivetler iyice karistirilir.
Ksantin oksidaz 125 125

Ksantin oksidaz eklendikten sonra tekrar karistirilir 30 saniye sonra ¢alisma koriiniin
ve standardin 37 °C’ de, 505 nm dalga boyunda havaya karsi baslangi¢ absorbanslart (A1)
okunur. Ayni anda kronometre ¢aligtirilarak 3 dakika sonra son absorbanslar1 (Aj) tekrar

okunur (140).
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Hesaplama

Calisma korii SOD igermedigi i¢in inhibisyona ugramamis reaksiyon olarak kabul

edilir ve degeri % 100 olarak alinir. Tiim standartlar i¢in % inhibisyon degeri bunlara ait

caligma koriiyle oranlanarak hesaplama yapilir (140).

AA [ dak. Standart = A, - A;/ 3 dakika

% inhibisyon standart = 100 — AA / dak. standart x 100

Hesaplama yapildiktan sonra x yatay eksenine SOD derisimlerinin (U / ml) logoritmik

doniisiim degerleri, Y (dikey) eksenine standartlara ait % inhibisyon degeri yazilarak standart

egri elde edilir (sekil 14).

A A calisma korii

[0;e]
[en]

70 -
73,07
60 - 63,46
= 50 -
S 46,16
2 40 -
8 30,76
< 30 -
$
20 -
13,47 10 1
-0,5 -0,25 0 0,25 0,5 0,75
log U/mL
Sekil 14: SOD standart egrisi.
Ornek Calismasi
Tablo 11: Dokuda SOD aktivite tayini i¢in kuvars tiiplerin hazirlanisi.
Kor (nL) Standart(pL)
Standart - 25
0.01 M Fosfat Tamponu 25 -
Substrat Karisimi1 850 850
Kiivetler iyice karistirilir.
Ksantin oksidaz 125 125
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Tiipler tekrar karistirildiktan 30 saniye sonra 37 °C’ de, 505 nm dalga boyunda havaya

kars1 baslangi¢ absorbans (A;) okunur. 3 dakika sonra absorbans (A;) tekrar okunur.

Hesaplama:
AA [ dak. standart = A, - A; / 3 dakika
% inhibisyon standart = 100 — AA / dak. standart x 100

A A c¢alisma korii
Ornege ait hesaplanan yiizde inhibisyon degerine karsilik gelen SOD degeri standart
egri kullanilarak bulunur. U / ml biriminden 6lgiilen SOD aktivitesi U / mg protein birimi

olarak verilmistir .

SOD spesifik aktivitesi (U / mg protein) = SOD aktivitesi (U / ml)

Protein (mg / ml)

3.9. Katalaz (CAT) Aktivite Tayini

Katalaz, H,0,’ nin yikimimi katalize eder. HyO,” nin CAT tarafindan yikim hizi,
H,0,” nin 230 nm’ de 15181 absorbe etmesinden yararlanilarak spektrofotometrik olarak
olgiilebilir (164).

Ayrraclar
1. 1M Tris - HCI, 5mM Na, EDTA tamponu, pH 8.0
Tris - Baz 5.358 g
Tris - HCI 8,787¢g
Na, EDTA 0.1461¢

Saf suile 100 ml” ye tamamlanur.

2. 1 M Fosfat tamponu, pH 7.0
K2HPO, 6.723 g
KH2PO, 8.344 g

Saf'suile 100 ml’ ye tamamlanir.
3. 10 mM H,0,
% 30’ luk peroksitten 10 pl alinir ve 9.990 pl saf suyla tamamlanir.
4. Etanol (% 95’ lik)
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Yontem

Katalaz aktivite tayini i¢in, doku siipernatani 1 : 50 oraninda saf su ile sulandirilir ve 1
ml’sine 20 pl saf etanol ilave edilir, karigtirilir ve aktivite tayini yapana kadar tiiplerin agzi
kapali bekletilir. Deneye baslamadan o©nce, giinliikk olarak hazirlanan 10 mM H0,
konsatrasyonunun dogru ayarlanip ayarlanmadigi fosfat tamponu ile kontrol edilir. Bunun
icin fosfat tamponu 1 : 10 oraninda saf su ile sulandirilabilir. Ayarlanma yapilirken 1ml” lik
kiivete 900 ul saf su 100 pl fosfat tamponu koyulur karistirilir ve bu karigimin 900 pl” 230
nm’de fotometrik olarak okunur OD; olarak kaydedilir. Daha sonra ayni kiivete
hazirladigimiz 10 mM” lik peroksitten (H,O2) 100 pl koyulur ve tekrar okuma yapilir
absorbans degeri OD, olarak kaydedilir. OD; - OD; = 0.071 olmalidir. Bu deger bulunduktan
sonra hazirlanan peroksidin konsatrasyonu tam 10 mM’ dir denilir ve deneye asagida

gosterildigi gibi baglanir (164).

Tablo 12: Dokuda CAT aktivite tayini igin kuvars kiivetlerinin hazirlanisi.

Kor (ul) Numune (ul)
1M Tris - HCI, 5mM Na, EDTA tamponu, pH 8.0 50 50
10 mM H202 - 900
Saf su 930 30
37 °C’ de 10 dakika inkiibe edilir.
Ornek (sulandiriimis) 20 20

Tiipler 37 °C’ de 10 dakika inkiibe edildikten sonra daha 6nce 1 : 50 oraninda diliie
ettigimiz ornekten 20 ul alinarak tiiplere ilave edilir ve 230 nm’ de 2,5 dakika kinetik okuma
yapilir. Her numune teker teker galisilarak kaydedilir (164).

Hesaplama
CAT Aktivitesi (U/ml) = AOD x V1 (1.0 ml)
0.071 x V4 (0.02 ml)
AOD: Dakikadaki optik dansite degisimi
VH: Ornek hacmi

VT: Toplam hacim
0.071: 10mM H;0; yikim hizinin verdigi OD degeridir.
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U / ml biriminden 6lgiilen CAT aktivitesi 6rnekte saptanan protein degerine béliinerek

dokudaki enzim spesifik aktivite sonucu U/mg protein biriminden verilir.

CAT Spesifik Aktivitesi (U / mg protein) = CAT Degeri (U / ml)

Protein (mg / ml)
3.10. Histopatolojik Degerlendirme

Histopatolojik inceleme i¢in, dokular % 10’ luk tamponlu nétral formaldehit
soliisyonunda 24 saat fikse edildi. Orneklerin tiimii doku takip cihazinda rutin takibe alinarak
parafin bloklar hazirlandi. Bu parafin bloklardan mikrotom ile her doku 6rnegi i¢in 5 um’ lik
seri kesitler hazirlanarak Hematoksilen-Eozin (H & E) boyasi ile boyandi. Calisma, ayni
patolog tarafindan hangi doku Orneginin hangi gruba dahil oldugunu bilmeden ve doku
ornekleri icinden rastgele secim yapilarak gergeklestirildi. Hazirlanan preparatlar 151k
mikroskobu ile histopatolojik incelemeye tabi tutuldu. Gruplar; epitel deskuamasyon,

inflamatuar etki, konjesyon ve miiskiiler hipertrofi olarak degerlendirildi.
3.11. Istatistiksel Analiz

Istatiksel analizin yapilmasinda SPSS (Statistical Package for Social Sciences) 20
kullanildi. Sonuglarimiz ortalama =+ standart sapma seklinde verildi. Biyokimyasal
verilerimizin degerlendirilmesinde ise gruplar arasindaki farklarin incelenmesi i¢in Non
Parametrik Kruskal - Wallis testi, iki grup arasindaki farkin degerlendirilmesinde de Mann -
Whitney U testi kullanildi. Her iki test i¢inde p< 0.05 degeri istatiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Mesane Dokusundaki SOD Aktiviteleri

Gruplar arasindaki mesane dokusundaki SOD aktiviteleri Tablo 13 ve Sekil 15° de

verilmistir.

Tablo 13: Gruplar aras1 SOD bulgulari.

n Ort + SD Min - Max
Grup 1 (/R grubu) 8 2,34 +0,83* 1,13 -3,58
Grup 2 (Sham grubu) 8 3,13 +0,91* 1,81 -4,32
Grup 3 (Tedavi grubu) 8 3,76 + 1,87* 1,21-6,11

* SOD aktivitesi I / R grubunda diismiistiir. Ancak, SOD aktivitesi gruplar arasinda [grup 1-
2 arasinda (p = 0,273), grup 1 - 3 (p = 0,153) ve grup 2 - 3 arasinda (p = 0,570) ] istatiksel
olarak anlamli farkliliklar géstermemektedir (p> 0,05).

SOD Aktivitesi (U/mg protein )
N

Grup 1 Grup 2 Grup 3

Sekil 15: Gruplar aras1 SOD diizeyleri.

4.2. Mesane Dokusunda MDA Diizeyleri

Tiim gruplardaki siganlarin mesane dokusundaki MDA diizeyleri Tablo 14 ve Sekil 16” de
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verilmistir.

Tablo 14: Gruplar arast MDA bulgulari.

N Ort + SD Min - Max
Grup 1 (1/R grubu) 8 0,71 +0,16* 0,50 -0,98
Grup 2 (Sham grubu) 8 0,45+ 0,11** 0,29 - 0,54
Grup 3 (Tedavi grubu) 8 0,44 + 0,08** 0,35-0,55

* Grup 1’ de MDA diizeyleri Grup 2 ve 3’ e kiyasla anlamli derecede (p = 0,028 ve p =
0,010) artmustir (p< 0,05).

**MDA diizeyleri Grup 2 ve 3 arasinda (p = 0,626) istatiksel olarak anlamli farkliliklar
gostermemektedir (p> 0,05).

2,5y

1,5 3

0,51

MDA Duzeyleri (nmol/mg protein)

Grup 1 Grup 2 Grup 3

Sekil 16: Gruplar aras1 MDA diizeyleri.

4.3. Mesane Dokusunda CAT Aktivitesi

Tiim gruplardaki siganlarin mesane dokusundaki MDA diizeyleri Tablo 15 ve Sekil 17° de

verilmistir.
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Tablo 15: Gruplar arast CAT bulgulart.

n Ort+SD Min-Max
Grup 1 (I/ R grubu) 8 0,012 + 0,001* 0,01-0,01
Grup 2 (Sham grubu) 8 0,054 + 0,009** 0,04 - 0,07
Grup 3 (Tedavi grubu) 8 0,056 + 0,018** 0,03 -0,08

* Grup 1’ de CAT aktivitesi Grup 2 ve 3’ e kiyasla anlamli derecede (p = 0,006 ve p = 0,003)
diismiistiir (p< 0,05).

**CAT aktivitesi Grup 2 ve 3 arasinda (p = 0,685) istatiksel olarak anlamli farkliliklar
gostermemektedir (p> 0,05).

0,5 v
0,45 ¢

o
N

0,35 ¢

o
w

0,25 ¢

o
[N

0,15 ¢

CAT Aktivitesi (U/mg protein)

o
—

0,05 ¢

Grup 1 Grup 2 Grup 3

Sekil 17: Gruplar aras1 CAT diizeyleri.

4.4. Histopatolojik Bulgular

I / R grubunda; konjesyon, epitelin deskuamasyonu, miiskiiler hipertrofi ve
enflamasyon (6dem) gozlendi (Resim 5). 1/ R + SF grubunda; konjesyonda azalma meydana
geldigi tespit edildi (Resim 6). I/ R + giris otu grubunda ise konjesyon, miiskiiler hipertrofi,
enflamasyon ve epitelin deskuamasyonunda anlamli sekilde azalma meydana geldigi goriildii
(Resim 7).
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Resim 5: Liimen agikliginda epitel deskuamasyon goriintiisii.

Resim 6: Yiizey epitelinin altinda bulunan bolgede miiskiiler hipertrofi olusumu.
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Resim 7: Konjesyon (kii¢iik damar yapilarinin olusumu), enflamasyon goriintis.
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S.TARTISMA

Iskemi, bir organa gelen kan akimmin farkli nedenlerden kaynakli yetersiz duruma
gelmesi ya da durmasidir. Reperfiizyon ise iskemiye neden olan etkenin ortadan kaldirilip
dokuya kan akiminin tekrardan baslamasidir (126). Mesane reperfiizyon hasari, uzun siiren
iskemiyi takiben reperfiizyon esnasinda olusan hasardir. Iskemik dokuda kan akimimn
tekrardan baslamasiyla, Ozellikle dokuya gelen ve yerlesen polimorfniikleer l6kositlerce
ortama salman serbest oksijen radikali dokudaki yikimi artirict etki gosterir. I / R hasar
birgok patofizyolojik siirec iceren oldukca karmasik bir siiregtir. Bircok calismala SOR’ nin 1
/ R hasarinda lipit peroksidasyonunu baslatip hasar olusmasinda 6nemli gorevi oldugunu
tespit etti (165). SOR canlidaki biyomolekiillerle reaksiyon olusturup dokudaki hasarin artisa
neden olur (143). Gegmis yillarda yapilan ¢alismalarda; enzimatik ve nonenzimatik
mekanizmalar ile SOR’ un etkilerini ortadan kaldiran maddelerin islevleri deneysel ve klinik

olarak gosterilmistir.

SOR’ un olusumu ve olusturduklar1 hasar1 engellemek icin viicutta bir¢ok savunma
mekanizmas1 gelismistir. Bunlar “Antioksidan savunma sistemleri” ismiyle bilinmektedir.
Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyip ve / veya serbest oksijen
radikallerini toplayarak lipit peroksidasyonunu ortadan kaldirir (166). Biitiin organizmalarin
savunma mekanizmasinda etkili olan antioksidan enzimlere; CAT, SOD, GPx ve kimyasal
bilesiklere de; askorbik asit, o - tokoferol, karatenoid seklinde Ornekler verilebilir.
Antioksidan savunmada ilk olarak etkisi bulunan enzimatik antioksidanlardir (167). CAT,
SOD, GPx cok onemli olan antioksidan savunma mekanizmalaridir. Bu enzimler diizenli
hiicre metabolizmasinin  kontrolii agisindan olduk¢a Onemlidir (150). Enzimatik
antioksidanlar kadar olmasa dahi bitkisel kaynakli olan antioksidanlarin da oksidatif hasara
kars1 koruyucu etkide oldugu bilinmektedir (167). Antioksidan savunmada oncelikli etkisiye
sahip enzimatik antioksidanlar olup bunlar; CAT, SOD, GPx ve GR gibi enzimlerdir (139).
SOD, siiperoksit radikalini H,O,’ye katalizlerken, H,0, de GPx ve CAT tarafindan
molekiiler oksijene ve suya indirgenir. Bu nedenlerden dolay1 CAT, SOD ve MDA
diizeylerinin 6l¢limii bize iskemi sonucunda meydana gelen SOR ile ilgili bilgi saglar (138).
Bu arastirmada meydana gelen oksidan hasarin derecesini belirlemek i¢in ve verilen
maddelerin hasar1 engellemedeki basarisin1 gérebilmek igin CAT ve SOD enzim aktiviteleri
calisildi. Hiicrede olusan serbest radikal hasarina karsi enzimatik ve non-enzimatik savunma

mekanizmalar1 yer almaktadir. Urik asit, A, C ve E vitaminleri, glutatyon nonenzimatik
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savunma mekanizmalar1 arasinda olduk¢a onemliyken; CAT, SOD ve GPx enzimleri de
hiicre icinde islev goren enzimatik savunma sistemleri yani radikal siipliriici olan

enzimlerdir. Bunlar SOR” un meydana getirdigi oksidatif hasara engel olurlar.

Oksidatif stres, SOR miktarindaki artisla seyreden bir durumdur. Bu artis
membranlarda lipid peroksidasyonuna neden olur. SOR ve lipid peroksidasyonu sonucunda
olusan son iiriin MDA’ dir. Dolayisiyla bir dokuda MDA diizeyinin artmas1 SOR’ un arttigini
gosterir (22). I/ R’ ye bagli SOR’un fazla iiretilmesi, membran lipidlerinin peroksidasyonu,
protein denatiirasyonu ve DNA hasarini igeren ¢esitli mekanizmalar yoluyla olusan 6nemli
oksidatif stres, hiicresel hasar ve nekroza yol agar (171). Birgok calisma da I / R
maruziyetinin hiicre i¢i SOR iretimini arttirdigim1 ve biyokimyasal ve fizyolojik
bozukluklarmn oksidatif stres kaynakl1 olabilecegini gdstermektedir (171). I/ R’ da oksidatif
strese neden olarak antioksidan enzimlerin islevlerini azalttigi ve hayati organlarda lipid
peroksidasyonunu artirdigi gsterilmistir (171). Intestinal, bobrek ve karaciger 1 / R ile aortik
I /R’ nin indiikledigi bobrek hasarmda SOD aktivitesinin diistiigiinii bircok arastirmaci tespit
etmistir (168). Mesane ile ilgili yaptigimiz calismamizda sadece I / R uygulanan grupta CAT
ve SOD aktivitesinde belirgin bir azalmanin olmasi; I / R hasarinm hiicre iginde superoksit
anyon radikallerini arttirdifi ve antioksidan enzim yetersizligine neden oldugunu
diisiindiirmektedir. MDA diizeyleri hiicre icerisinde oksidatif stresin gostergesidir. 1 / R
grubunda MDA diizeyinin artisi; 1 / R* ye bagl olarak mesane dokusunda artan SOR’ un lipid

peroksidasyona neden oldugu ve oksidatif hasara yol agtigin1 diistiindiirmektedir.

Antioksidanlar, glinlimiizde i¢inde bulunduklar1 besinler, yaygin kullanim 6zellikleri
ve mesane ile ilgili baz1 hastaliklar1 6nlemede ve tedavisinde yer aldigi i¢in ilgi ¢ekmeye
devam etmektedir. Antioksidanlar, iginde bulundugu bir ortamda, okside edilebilen bir
maddeye gore daha az bulunmasina ragmen, o maddenin oksidasyonunu Onleyen veya
geciktiren madde seklinde tanimlanabilir. Antioksidanlar fizyolojik rolii, kimyasal
reaksiyonlar sonucu meydana gelen serbest radikallerin dokuya zararin1 6nlemektir (169).
Ciris otu antioksidan ve antimikrobiyal aktivitesi oldugu bir ¢ok ¢alismada gosterilmistir
(155- 157). Bu tez calismasinda ¢iris otunun antioksidan ve antimikrobiyal &zelliginden
dolay1 mesane dokusunda 1 / R hasarina kars1 koruyucu roliinii arastirildi. Calismamizda I/ R
hasarmna kars1 ¢iris otu tedavisi verilen grupta SOD ve CAT enzim aktivitesinin arttigi ve
MDA diizeyinin diistirdiigli gozlendi. Ciris otunun hiicre i¢inde superoksit anyon radikalinin

diizeyini azaltarak antioksidan enzim aktivitesini artirdigt ve MDA diizeyini diistirdiigii
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kanisina varildi. Esma G. ve arkadaslarinin ¢iris otunda antioksian aktivitesinin belirlenmesi
ile ilgili calisma yapmislardir. Ciris otu kaynatilmis su ekstresi orta derecede serbest radikal

gideren dogal bir antioksidan kaynagi oldugunu ispatlamislardir (170).

Ciris otu iilkemizin bir ¢ok bolgesinde yetismektedir. Yemegi yapilarak besin seklinde
tiikketilmekle birlikte farkli sektorlerde de kullanildigini goriiyoruz. Ozellikle ayakkabi
sektoriinde yapistirict1 olarak, Erzurum’ da ehram kumasma sertlik vermek amaciyla
kullamini gibi farkli sekillerde karsimiza ¢ikmaktadir. Ayrica alternative tipta da tercih edilen
ciris otu bircok hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir. Bu hastaliklar; egzama, adet
soktiiriici, hemoroid, ¢iban ve romatizma gibi (10). Literatiir taramalarinda benzer bir
calismayla karsilasmadifimiz icin, ¢iris otunun mesane I / R hasarinda elde edilen
sonuclarimizi karsilastirmasini yapamadik.  Calismamizda histopatolojik olarak; 1 / R
grubunda epitel deskuamasyonu, konjesyon, miiskiiler hipertrofi ve inflamatuar bulgular
gozlendi. Tedavi grubunda I / R hasarmmn olusturdugu bulgularda belirgin gerileme ve/veya
azalma oldugu saptandi. Sham grubunda, konjesyon bulgularinda azalma gozlendi. Sonug
olarak 1/ R grubunda antioksidan enzim kapasitesinde yetersizlik ve MDA diizeyinin artis1,
mesane dokusunda oksidatif hasarin olustugunu gostermektedir. Tedavi uygulanan grupta
antioksidan enzimlerinin artis1 oksidatif strese karsi hiicresel bir yanit olustugu ve bu sekilde
MDA diizeyini diisiirdiigiinii diisiiniilmektedir. Ancak, tedavi uygulanan grupta I / R nedenli
histopatolojik ve biyokimyasal bulgularin tam olarak giderilebilmesi i¢in tedavinin ayni
dozlarda fakat uzun siirelerde uygulandiginda ciris otu’nun antioksidan etkisinin tam olarak

gosterebilecegi kanisina varilmistir.

Bu calismamizda mesane I / R olusturulan ratlarda meydana gelen mesane doku
hasarinda ¢iris otunun oksidatif stres iizerine etkisini arastirildi. Calismamizda 250 - 300 g
arasinda degisiklik gosteren Wistar Albino tipi erkek sicanlar kullanildi. Deney hayvani
olarak sicanlarin secilmesinin nedeni ise genetik olarak insane en yakin hayvan modeli
olmasi ve I / R modellerinde kullaniliyor olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu amagla,
biyokimyasal parametre olarak CAT, SOD ve MDA diizeylerini 06lgiip, mesane doku

kesitlerinden histopatolojik degerlendirmeler yapildi.
Sonug olarak;

1) 1/ R grubu ile sham grubu arasinda SOD hari¢ (p = 0,273) CAT ve MDA diizeylerinde (p
= 0,006 ve p = 0,028) istatiksel olarak anlaml1 farkliliklar saptandi (p< 0,05).

69



2) I/ R grubu ile tedavi grubu arasinda SOD hari¢ (p = 0,153) CAT ve MDA diizeylerinde (p
= 0,003 ve p = 0,010) istatiksel olarak anlaml1 farkliliklar saptandi (p< 0,05).

3) Sham grubu ile tedavi grubu arasinda SOD (p = 0,570), CAT (p = 0,685) ve MDA (p =
0,626) diizeylerinde istatiksel olarak anlamli farkliliklar saptanmadi (p> 0,05).

4) Histopatolojik olarak; I / R grubunda epitel deskuamasyonu, konjesyon, miiskiiler
hipertrofi ve inflamatuar bulgular gozlendi. Tedavi grubunda I / R hasarmin olusturdugu
bulgularda belirgin gerileme ve/veya azalma oldugu saptandi. Sham grubunda, konjesyon

bulgularinda azalma gozlendi.

Sonug olarak 1 / R grubunda antioksidan enzim kapasitesinde yetersizlik ve MDA
diizeyinin artigi, mesane dokusunda oksidatif hasarin olustugunu gostermektedir. Tedavi
uygulanan grupta antioksidan enzimlerinin artis1 oksidatif strese karsi hiicresel bir yanit
olustugu ve bu sekilde MDA diizeyini diislirdliglinii disiiniilmektedir. Ancak, tedavi
uygulanan grupta 1 / R nedenli histopatolojik ve biyokimyasal bulgularin tam olarak
giderilebilmesi i¢in tedavinin ayni dozlarda fakat uzun siirelerde uygulandiginda ciris otu’

nun antioksidan etkisinin tam olarak gosterebilecegi kanisina varilmistir.
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