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KALP ISKEMi REPERFUZYON HASARINDA ZERDECAL (CURCUMA LONGA)’IN
GPER-1 VE OKSIDATIF/NITROZATIF STRES BIYOMARKIRLARI UZERINE
ETKIiSININ ARASTIRILMASI

Yiiksek Lisans Tezi
Seda IKIKARDES

OZET

Giris ve Amag: Iskemi sonrasinda reperfiizyonun sebep oldugu agir derecede oksidatif
stres ciddi islevsel ve yapisal hasarlar olusturmaktadir. Bu hasardan ise asil olarak serbest
oksijen radikalleri sorumlu tutulmaktadir. Son yillarda farkli organlarla yapilan galismalarda
reperfiizyon kaynakli olan hasara karsi iskemik 6n kosullama gibi yontemlerden ziyade birgok
antioksidan maddenin koruyucu etkileri belirtilmistir. Kardiyovaskiiler hastaliklar ile dstrojen
arasmda bir baglant1 oldugu bilinmektedir. Ostrojenin hiicresel olan hipertrofiyi azaltmas,
damar duvarinin elastikiyetini arttirmasi, antioksidan ve antienflamatuar Gzelliklere sahip
olmasindan dolayr kadinlarda iskemik kalp riskini azaltmaktadir. Ostrojen, Ostrojen
reseptorleri alfa ve beta iizerinde etkilidir ki, son zamanlarda yeni olan bir G proteinine bagl
ostrojen reseptorii 1 (GPER-1) saptanmustir. Zerdegal (Curcuma longa), anavatani Hindistan
olan zerdegal bitkisinin rizomlarindan tretilmektedir. Yapilan ¢esitli arastirmalarda zerdegal
ekstresinin hipoglisemik, antienflamatuar, antioksidan ve lipit diisiiriicii etkilerde bulundugu
gosterilmistir. Yapilan literatiir taramalarinda kardiyovaskiiler hastaliklarda zerdegal ile ilgili
calismalara rastlanmamaktadir. Ik defa yapilan bu calismada, siganlara tedavi olarak verilen
zerdecalin kalp iskemi reperfiizyon (I/R) hasarinda GPER-1 ve oksidatif/nitrozatif stres

parametreleri lizerine etkisinin arastirilmasi amaglandi.

Gere¢ ve Yontem: Calismamizda 24 adet 250-300 gram agirliginda olan erkek Wistar-
Albino cinsi rat kullanildi. Deneyimiz 3 gruptan olustu. Grup 1 (kontrol grubu) (n=8): Sadece
iskemi reperfiizyon uygulanmasi. Grup 2 (sham grubu) (n=8): Kalp iskemi reperfiizyon + 1
mL intraperitoneal (IP) yolla serum fizyolojik (%0,9 NaCl) verildi. Grup 3 (tedavi grubu)
(n=8): Kalp iskemi reperfiizyon + 1 mL zerdegal (50 mg/kg/mL/gilin) IP yolla uygulandi.



Sham ve zerdegal gruplarindaki ratlara giinde bir kez ve 7 giin boyunca 1 mL serum fizyolojik
(% 0,9 NaCl/kg/mL/giin) ve 1 mL zerdegal (50 mg/kg/mL/giin) IP yolla verilirken kontrol
grubundakilere higbir sey uygulanmadi. Daha sonrasinda ise tiim gruptaki ratlara girisim ve
cerrahi islemden sonra kalpte 10 dakika iskemi ve 10 dakika reperfiizyon olusturuldu. Deney
bitiminden sonra tiim ratlar sakrifiye edilip kalp dokulari ¢ikarildi. Dokular iki esit parcaya
boliindii ve bir pargasi formaldehit igerisinde histopatolojik analiz igin saklandi. Kalan diger
parcast ise biyokimyasal parametrelerin analizi i¢in saklandi. Kalp dokusunda
oksidatif/nitrozatif stresin biyobelirtecleri olarak glutatyon peroksidaz (GPx), katalaz (CAT),
superoksit dismutaz (SOD), malondialdehit (MDA), nitrik oksit (NO) ve nitrotirozin (3-NT)
diizeyleri ile GPER-1 diizeyleri 6l¢iildii.

Bulgular: Biyokimyasal incelemelerin sonucunda; kontrol ve sham grubu arasinda tiim
parametreler acisindan istatistiksel olarak anlamli farkliliklar saptandi (p<0,05). Sham ve
tedavi grubu arasinda NO, 3-NT ve GPx hari¢ diger parametreler yoniinden istatistiksel olarak
anlamli farkliliklar saptandi (p<0,05). Kontrol ve tedavi gruplari arasinda tiim parametreler
yoniinden istatistiksel olarak anlaml farkliliklar saptandi (p<0,05). Tedavi grubunda GPER-1
diizeyi kontrole gore oldukea yiiksek bulundu (p<0,05). Histopatolojik olarak kontrol ve sham
grubunda PNL infiltrasyonu, hemoraji, 6dem ve miyositolizis gozlenirken tedavi grubunda
sadece hemoraji gézlendi.

Sonug: Veriler incelendiginde, GPER-1 reseptdr diizeyi, kalp iskemi reperfiizyon (I/R) hasari
icin bir aday biyolojik belirteg durumunda olabilecegi goriilmektedir. Nitekim, sonuglarda
zerdegal grubunda antioksidan aktivitenin yliksek, oksidatif/nitrozatif stres diizeylerinin diisiik
oldugu gozlendi. Bu durum zerdecal bitkisinin kalp I/R hasari iizerine antioksidan olma

ozelligine bagli olarak koruyucu etkisi olabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: GPER-1, kalp iskemi reperfiizyon hasari, oksidatif/nitrozatif stres,

zerdecal
Sayfa Adedi: 87
Danmisman: Prof. Dr. Ergiil BELGE KURUTAS



INVESTIGATION OF THE EFFECT OF TURMERIC (Curcuma longa) ON GPER-1
AND OXIDATIVE/NITROSATIVE STRESS BIOMARKERS IN CARDIAC
ISCHEMIA REPERFUSION INJURY

Master Thesis
Seda IKIKARDES

ABSTRACT

Introduction and Aim: Extreme oxidative stress induced by reperfusion after
ischemia causes functional and structural damages. Free oxygen radicals are mainly
considered as responsible for the damage. In recent years in studies conducted in different
organs the protective effect of a number of antioxidant substances rather than ischemic
preconditioning methods against damages originating from reperfusion have been indicated. It
has been known that there is a connection between cardiovascular diseases and oestrogen.
Oestrogen’s reducing cellular hypertrophy, increasing elasticity of vein wall, and having
antioxidant and anti-inflammatory features reduce the ischemic heart risk in women.
Oestrogen is effective on oestrogen receptors alpha and beta and also recently a new
oestrogen receptor depending on G protein has been determined (GPER1). Turmeric
(Curcuma longa) is produced from rhizoms of turmeric plant whose cradle is India. It has
been revealed in various researches that turmeric has hypoglycaemic, anti-inflammatory,
antioxidant and lipid reducing effects. In literature reviews, studies about turmeric have been
found in cardiovascular diseases. In this first study, investigation of the effect of the turmeric
given as a treatment to rats on heart ischemia repurfusion of GPER-1 and on

oxidative/nitrosative stress parameters has been aimed.

Material and Method: 24 rats which are male Wistar-Albino weighing 250-300 grams were
used in our study. Our experiment consisted of three groups. Group 1 (Control Group) (n=8):
using only ischemia reperfusion. Group 2 (Sham Group) (n=8): heart ischemia reperfusion + 1
mL of physiological saline was given intraperitoneally (IP) (% 0,9 NaCl). Group 3 (Treatment



Group) (n=8): heart ischemia reperfusion + 1 mL of turmeric was given intraperitoneally (IP).
While it was given 1 mL of saline physiologically (% 0,9 NaCl/kg/mL/day) and 1 mL of
turmeric (50 mg/kg/mLday) intraperitoneally to sham and turmeric group once a day during 7
days, it wasn’t given anything to control group. Then 10 minutes ischemia and 10 minutes
reperfusion was created in all rats in three groups after intervention and surgery. After the end
of experiment, all rats were sacrificed and heart tissues were removed. The tissues were
divided into two equal parts and one of them was reserved for histopathological analysis into
formaldehyde. The other part was reserved for analysis of biochemical parameters.
Glutathione peroxidase (GPx), catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD),
malondialdehyde (MDA), nitric oxide (NO), nitrotyrosine (3-NT) and GPER-1 levels were
measured as oxidative/nitrosative biomarkers in heart tissue.

Findings: As a result of biochemical studies, statistically significant differences were found
between control and sham groups in terms of all parameters (p<0,05). Statistically significant
differences were found between treatment and sham groups in terms of other parameters
except NO, 3-NT and GPx (p<0,05). Statistically significant differences were found between
treatment and control groups in terms of other parameters (p<0,05). GPER-1 levels in
treatment group were significantly higher than control group (p<0,05). Histopothologically in
control and sham groups PNL infiltration, hemorrhage, edema and myocytolysis were
observed whereas only hemorrhage was observed in the treatment group.

Result: When data are examined, it seems that GPER-1 receptor level may be a candidate
biological indicator for heart ischemia reperfusion damage. Thus, it has been observed that
antioxidant activity in turmeric group is high and oxidative/nitrosative stress level is low. As a
result of this situation, it is considered thar turmeric plant may have a protective effect on

heart ischemia reperfusion damage due to its antioxidant feature.

Key words: Cardiac ischemia reperfusion injury, GPER-1, oxidative/nitrosative stress,
turmeric.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

ATP : Adenozin Trifosfat

ADP : Adenozin Difosfat

AMP : Adenozin Monofosfat
PMNL : Polimorfoniikleer Lokositler
NADPH : Rediikte Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat
FAD : Flavin Adenin Diniikleotid
I'R : Iskemi Reperfiizyon

O2:- : Stiperoksit Anyon Radikali
H202 : Hidrojen Peroksit

ROR : Reaktif Oksijen Radikalleri
ROT : Reaktif Oksijen Tiirleri

02 : Oksijen

DNA : Deoksiriboniikleik Asit
RNA : Riboniikleik Asit

OH: : Hidroksil Radikali

HOCI : Hipoklorik Asit

HCL - Hidroklorik Asit

10.- : Singlet Oksijen

H- : Hidrojen Radikali

SOD : Stiperoksit Dismutaz

CAT : Katalaz

GPx : Glutatyon Peroksidaz

GST : Glutatyon S-transferaz
GSH : Rediikte Glutatyon

GSSG : Okside Glutatyon

ONOO~ . Peroksinitrit

N20s3 - Nitrojen Trioksit

MDA : Malondialdehit

GR : Glutatyon Rediiktaz

SOR : Serbest Oksijen Radikalleri
GPER-1 : G Protein Iliskili Ostrojen Reseptdr
mL : Mililitre



NO . Nitrik Oksit

NOS - Nitrik Oksit Sentaz

X0 : Ksantin Oksidaz

CAMP : Siklik Adenozin monofosfat
CP : Keratin Fosfat

ET : Endotelin

ER : Ostrojen Reseptorii

Rho : Rhodopsin

GTP : Guanin trifosfat

GDP : Guanin Difosfat

ROK : Rho-Kinaz

ROOH : Lipit Peroksit

IL : Interlokin

TNF : Tiimor Nekroz Faktor

PAF : Platelet Aktive Edici Faktor
3-NT : Nitrotirozin

ipP : Intraperitoneal

SF : Serum Fizyolojik

SOR : Serbest Oksijen Radikali
ETZ : Elektron Transport Zinciri
GP : Gliserol Fosfat

PG : Prostaglandin

kDA : Kilodalton

CoA : Koenzim A

LDL : Diisiik Yogunluklu Lipoprotein
Oo.D : Optik Dansite

mPTP : Sentetik bir toksin (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine)
KNOs : Potasyum Nitrat

ZnS0O4 : Cinko Siilfat

NANO:2 : Sodyum Nitrit

SDS : Sodyum Dodesil Siilfat



1) GIRIS VE AMAC
1.1. iskemi/Reperfiizyon

Iskemi, organ veya dokulara giden kanmn herhangi bir sebebe bagh olarak belirgin
olarak azalmas1 veya tamamen kesilmesi neticesinde perflizyonunun bozulmasidir (1).

Yani iskemi, dokunun oksijen ve diger metabolitlere olan ihtiyacinin dolasim
tarafindan  saglanamamasi ve olusan atik iriinlerin yine dolasim tarafindan
uzaklastirilamamasi durumudur (2). iskemiye maruz kalan dokunun belirli bir siire oksijensiz
kalmas1, doku hasar1 veya nekroz ile sonuglanir. Iskemi, geriye déniisiimlii veya déniisiimsiiz
hiicre/doku zedelenmesine sebep olabilmektedir (3).

Iskemiye eslik eden hiicresel ve yapisal degisiklikler ilk énce mitokondride baslar,
daha sonra hiicre ¢ekirdegi, endoplazmik retikulum, lizozom ve hiicre membrani etkilenir (4).
Her dokunun iskemiye dayaniklilig: birbirinden farklidir. iskelet kaslar1 iskemiye uzun siire
dayanabilmesine ragmen noronlarda dakikalar i¢inde geri doniisiimsiiz yikim ortaya ¢ikabilir.
Ayrica iskemiye maruz kalinmayan bolgelerde de hasar olusabilir. Kan akimimin kesildigi
bolgede lokal doku hasari, bu alan digindaki bolgelerde ise uzak organ hasari olusabilir (5, 6).

Reperfiizyon, iskemiye neden olan etkenin ortadan kaldirilarak dokuya kan akiminin
yeniden saglanmasi durumudur (7). Reperfiizyon ile iskemik dokuda enerji ihtiyaci kargilanir
ve toksik metabolitler uzaklagtirilir. Yani reperfiizyon iskemik hasarin diizeltilebilmesi i¢in
sart bir siirectir. Ancak oksijenlenmis kanin iskemik dokuya doniisii ve reaktif oksijen
radikalleri, dokuya daha fazla zarar veren bir reaksiyon siirecini baslatir. Dokuda I/R sonucu
meydana gelen hasar, dokunun ayni toplam siirede sadece iskemiye maruz kalmasi sonucu
oOlusan hasardan daha fazladir (2, 5) (Sekil 1).

I/R’de olusan hasardan baslica sorumlu olan reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumu
genel olarak ksantin oksidaz aracili, mitokondriyal elektron transport zinciri (ETZ), nitrik
oksit sentaz ve fagositik hiicre aracili olmak iizere birbiriyle baglantili 4 ana biyokimyasal
mekanizmayla agiklanmaktadir (8, 9). Olusan doku hasarinin siddeti, iskeminin siiresi diginda
doku ve organlarin yapisal ve biyokimyasal metabolizmalar agisindan spesifik farkliliklari ile
de iliskilidir (10). Reaktif oksijen radikalleri (ROR)’nin potansiyel hasarlarina karsilik ¢ok
sayida hiicre koruyucu enzimler ile karst koyulur ve antioksidan maddeler ile radikal hasar
sinirlandirilmaya ¢alisilir. Viicuttaki hiicresel antioksidan enzimler, antioksidan maddeler ve
serbest radikallerin birbirleri arasindaki iligki bir denge halindedir (11, 12). Hiicre i¢inde

oksijenin metabolize edildigi her yerde, antioksidanlar, oksijen ara metabolitlerini azaltmak



icin hizli ve spesifik (enzimatik) bir sekilde ¢alisirlar. Antioksidan savunmada 6ncelikle etkin
olanlar enzimatik antioksidanlardir. Bunlar ise siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),

glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyon rediiktaz (GR) gibi enzimlerdir (12, 13).
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Sekil 1: Iskemik hasarda olusan reaksiyonlar (14)



2. GENEL BILGILER

Kalp, viicutta kan dolagimini saglayan bir organdir. Gérevi pompa olarak damarlarin
icinde kanin dolagimini saglamaktadir. Kalp bu islemi, kasilip gevseyerek gerekli basingta
olusturarak gergeklestirir. Kalp, iki pompadan olusur. Kalbin sag tarafi viicuttan gelen Kirli
kan1 pulmoner dolasima pompalar, boylece kandaki karbondioksit akcigerlerdeki oksijenle
yer degistirip kalbin sol tarafina doner. Kalbin sol tarafi ise kani sistematik dolasima
pompalar, sonug olarak da kanin tiim dokulara sonrasinda tekrardan kalbe ulagsmasi saglanir.
Yetiskin saglikli bir kalp ortalama yumruk biiylikliiglinde ve koni seklindedir. Yetiskin
erkeklerde agirligi 280-340 g arasinda, yetiskin kadinlarda ise 230-280 g arasindadir.

Omriin ilerlemesiyle beraber, kalbin hacminde ve agirliginda artis olabilmektedir.
Ayrica saglikli bir kalbin hacmi, yasa, cinsiyete ve kisiye gore az da olsa farklilik
gostermektedir. Saglhkl kalbin kapasitesinin 500-700 cm? arasinda oldugu bilinmektedir (15)
(Sekil 2).
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Sekil 2: Kalbin yapis1 (16)
2.1. Kalbin Yapisi ve Temel Fonksiyonlar:

Embriyonel donemde kalp ve dolasim sistemini olusturan kan damarlari, kan
hiicreleriyle birlikte kardiyovaskiiler sistem mezoderm tabakasindan olusur. Perikardiyal kese,
kalbin ¢evresini saran ¢ift tabakali, kapali kese halinde zars1 yapidir. I¢ ve dis kisim olarak iKi
tabakadan meydana gelir. Kalp duvari; epikardiyum, merikardiyum ve endokardiyum olarak
li¢ tabakadan olusur. Kalp kapaklar ise bag doku ile ¢ift tabakali olan endokardiyal kivrimdan
olusur. Insan kalbi iki artrium ve iki ventrikiilden meydana gelir. Kan, yiiksek basinglh
sistematik dolagimdan daha diisiikk basingli olan sag atriyuma dogru akarak viicuttaki dolagim

gorevini yerine getirdikten sonra sag atriumdan kalbe gelir. Sag atriumdaki 6nemli orandaki



kan, gevsemis olan sag ventrikiile dogrudan gelir. Sag atriumdaki az miktarda olan kan, sag
ventrikiile gelerek sag ventrikiilin doldurulmasini saglar. Sag vertikiiliin kasilmasiyla kan,
karbondioksitin verilip oksijenin alindig1 akcigerlere iletilmeyi saglayan pulmoner arterlere
taginir. Dort pulmoner ven vasitasiyla kan akcigerlerden sol atriuma gegmektedir. Sol atrium
kasilir, bikiispid kapagi acilir ve kan sol ventrikiile gelir. Sol ventrikiiliin kasilmasi, kani
bikiispid kapaga dogru gonderir ve kapatir, ayrica aort kapagi agilir ve boylece kanin aorta
gecisi saglanir. Artik aortta olan kan, pulmoner kan damarlar1 sayesinde akcigerin beslenen

kisminin diginda viicudun her tarafina gonderilir (15).
2.2. Kalpte Iskemi/Reperfiizyon Hasar

Dokunun metabolik ihtiyaglarin1 gidermek icin arteriyel akimla yeterli oksijen ve
besinin tamamlanamadigi durumlarda iskemiden bahsedilir. Iskemi, doku hasarma sebep
oldugundan dolay1 6nemlidir. Meydana gelen hasarin miktarinda, iskeminin ciddiyeti de
stiresi de onemli faktordiir. Olusan iskemide siire 40 dk. dan azsa hiicresel ve fonksiyonel
farkliliklar geri doniistimliidiir ve tedavi imkan1 vardir. Bu siire, 40-50 dk. ise tam bir islev
kaybi, iskemi siiresine bagl olan ilerleyici geri doniisiimsiiz bir hasar olugsmaktadir. Bu iskemi
stiresi 50 dk. dan fazla ise reoksijenasyon veya reperfiizyon hasarina benzerlik gosteren, fakat
aynisi olmayan tepkimeler devreye girer.

Iskemik doku en az ii¢ fizyolojik anormal durum gésterir:

a) Hipoksi; oksidatif metabolizma i¢in yetersiz oksijen varligi,

b) Aerobik metabolizmadan anaerobik metabolizmaya doniisii belirten toksik metabolitlerin
birikmesi,

c) Uygun elektron akseptoriiniin olmamasi durumunda katabolik reaksiyonlarin sonunda
olusan asidoz. Deneysel sartlarda, ana koroner arterin aniden kapatilmasiyla meydana gelen
iskemideki metabolik farkliliklar; aerobik metabolizmanin durmus olmasi, kreatin fosfatin
(CP) eksilmesi, anaerobik glikolizin baglamasi, laktat ve alfagliserol fosfat (GP) gibi glikolitik
iriinlerle niikleotid yikim iirlinlerinin birikmesiyledir. Bunlarla iliskili olan kontraksiyon

durur, membran potansiyelleri degisir ve elektrokardiyografik farkliliklar olusur (17).



2.3. Iskemi/Reperfiizyon Hasar

Herhangi bir organa gelen kan akiminin farkli sebeplerle (6zellikle de vaskiiler cerrahi
islemler ve organ transplantasyonu sirasinda) yetersiz hale gelmesine veya durmasina iskemi
denir. Iskemi uzun siirerse hiicrelerin biitiinliigii kaybolur hatta hiicresel dliim meydana gelir.
Reperfiizyon ise dokunun tekrar kanlanmaya baslamasidir. Reperfiizyonda, 6zellikle dokuya
yerlesen polimorfoniikleer 16kositler (PMNL) tarafindan salgilanan serbest oksijen radikalleri
(SOR) dokudaki yikimi artirirlar. Bu dongiiye de reperfiizyona bagli doku hasari
denilmektedir (18).

Iskeminin sonucunda hipoksi olusur, olusan hipoksi ise aerobik oksidatif solunumu
etkiler ve son derece 6nemli olan bir hiicre zedelenmesi ve 6liim nedenidir (18). Iskemi uzun
sire devam ederse enerji eksikliginden dolayr su déngiiler olusur: Iskeminin sonucunda
oksijenin azalmasi, krebs dongiisii ile aerobik oksidasyonda azalmaya ve hiicredeki adenozin
trifosfat (ATP) miktarinda diisiis meydana gelir. Bu durum ise adenozin difosfat (ADP) ile
fosfat birikimi ve Embden-Meyerhoff yolundaki anaerobik likolizde artig ile sonuglanir.
Laktik asit ile piirivik asit birikir ve laktat artis1 ile H* birikimi doku pH’inda diisiise sebep
olur. Laktik asit ve diisiik pH; proteinin parg¢alanmasi, enzim islevlerinde kayip, rediikte
nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) rejenerasyonunun engellenmesi ve serbest

radikal olusumu gibi iskemik hasar meydana getiren etkenlerin gelisimini artirir (19).

2.3.1. iskemi/Reperfiizyon hasarinin mekanizmasi

Iskemi ve reperfiizyon esnasinda; mitokondriyal oksidatif fosforilasyonun degismesi,
ATP’nin azalmasi, hiicre i¢ci Ca*? artis1 ve hiicre iskeleti ile membran fosfolipitlerinin
bozulmasina neden olan proteaz ve fosfatazlarin aktiflesmesi sonucunda asir1 miktarda SOR
olusarak, oksidatif strese neden olmaktadir (20, 21). I/R hasarmin fizyopatolojisinde, SOR’un
onemli rol oynadigi belirtilmektedir (20, 22). Serbest radikaller, canli organizmalarin
yapilarindaki birgok biyomolekiiller ile reaksiyona girerek onlar iizerinde geriye doniisiimlii
veya doniisiimsiiz etkiler olusturabilmektedirler (21, 14). iskemi esnasinda kiiciik oranda
serbest radikal meydana gelmekteyse de, reperfiizyon sirasinda dokunun yeniden
oksijenlenmesinden sonra ¢ok daha biiyiik miktarda serbest radikal olusur ve bunlar da lipit

peroksidasyonuna neden olarak hasari artirmaktadirlar (23) (Sekil 3).



Mitokondrideki oksidatif fosforilasyonun engellenmesine sebep olan hipoksi, hayati
oneme sahip olan ATP yapimini durdurur. Kritik noktadan sonra ise Oldiiriicii membran
zedelenmesine yol agar.

Ayni zamanda meydana gelen reperfiizyonda hiicrede su hasarlara sebep olmaktadir:

1. Ksantin oksidaz kaynakli serbest radikallerin yapimi (Sekil 4)

2. Hasarl1 endotele notrofil yapismasi durumunda artis

3. Enerji kayb1 olan organa reperfiizyon esnasinda Ca*? tasinmasi
4. Post iskemik donemde adenin niikleotit saglanmasindaki yetersizlik, hiicredeki

enerji agigl.

Iskemide ATP; ADP, AMP, inozin ve hipoksantine yikilmaktadir. Normal durumda
hipoksantin ksantinoksidaz ile ksantin ve iirik aside okside olur. Bu birikim hipoksantin
oksijenizasyonu i¢in substrat fazlaligi olusturmaktadir. Reperfiizyonda ani olarak ve fazla

miktarda O2 saglandigindan, hipoksantinin ksantine oksidasyonu, siiperoksit radikallerinin

meydana ¢ikmasina neden olmaktadir (24).
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Sekil 3: Iskemi/Reperfiizyon hasarinin mekanizmasi (14)
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Sekil 4: Ksantin oksidaz sisteminin radikal olusturma mekanizmasi (14)

Reperfiizyon donemindeki hiicresel asit/baz dengesindeki degisiklikler ve tekrardan
oksijenlenmenin, hiicre ici Ca™ konsantrasyonunu arttirdigr bilinmektedir. Iskemik
asamadaki disiik pH seviyelerinin, dokuyu iskemik hasardan korudugu kalp gibi bir¢ok
organda belirtilmistir. Iskemi sonucunda ATP diizeylerinin azalmasi, endoplazmik retikulum

*21in sitozolik regiilasyonunu olusturmasima engel olur.

ve mitokondrinin ATP bagimli Ca
I/R déneminde, sitoplazmik Ca*? regiilasyonunun saglanamamasi ve hasarli membranlarda
Ca*? gecirgenliginin artmasi, fazla Ca*? yiikiine maruz kalan mitokondrilerde, oksidatif
fosforilasyon islevinin bozulmasina sebep olur. Mitokondrial solunum yapilamaz ve artan

Ca*? miktariyla islev bozuklugu dogru orantilidir (25).

2.3.2. Endotel hiicresinin rolii

I/R hasarinin olusumunda endotel hiicreleri énemli bir role sahiptir. Oksidatif stres,
endotel hiicrelerin aktivasyonuna ve islevlerinin bozulmasina sebep olur. Endotel hiicreleri
SOR i¢in potansiyel hedef konumunda iken diger bir taraftan da SOR iiretim kaynagidir.
Endotel, mikrovaskiiler homeostazdan sorumlu olan endotelin (ET)’i ve NO’yu iiretmektedir.
NO arteriyel dolasimda ET’nin vazokonstriktor etkinligini tersine g¢evirme egilimindedir.
Venlerde ise bunun tam tersi s6z konusudur. I/R hasarinda ET/NO oran1 ET lehinde bozulur.
Sonugta ise arteriyel vazokonstriksiyon, venlerde vazodilatasyon olur (26). Endotel hiicrelerin
oksidatif stresi sonucunda kompleman aktive olur ve 16kosit adhezyon molekiillerinin tiretimi

artar. SOR etkisiyle endotel hiicreleri hasara cevap olarak IL-1, PAF, prostaglandinler (PG I,



PG E2), GM-CSF, biiyiime faktorleri, ET, NO ve tromboksan A, (TxA>) salgilar. Aktive olan
endotel hiicreleri ilaveten kendi bazal membranlarini sindiren kollajenazlar salgilama
yetenegindedirler (27).

NO’larin radikal ac¢idan reaktivitesi dusiiktiir, fakat metal iceren bilesikler ve
radikallerle biiyiik bir hizla reaksiyona girerler. Ozellikle lipit radikaller ile reaksiyona
girmesi NO’ya antioksidan etki kazandirir. Fizyolojik derisimde iiretilen NO, asil olarak
oksihemoglobin tarafindan nitrata (NO<) oksitlenerek etkinligi sonlandirilir. Oksijen
radikallerindeki durumun tersine, NO’yu ortamdan temizleyen 6zel bir enzim yoktur.
Indiiklenebilir NO sentaz enziminin indiiksiyonu esnasinda NO derisiminin artmasiyla
oksidasyonu da hizlanir ve ¢esitli olan reaktif nitrojen oksit tiirleri olusur. Bu reaktif tiirler
NO’nun dolayli etkilerinden sorumludurlar ve hiicresel molekiillerin nitrozilasyonuna,
nitrasyonuna, nitrozasyonuna neden olarak, proteinlerin ve enzimlerin aktivitelerinin

sonlanmasina yol agabilirler (28).

2.3.3. Notrofillerin rolii

Reperfiizyon hasarmma engel olmaya yonelik antindtrofil serumlarla veya 16kosit
adhezyon molekiillerine karst monoklonal antikorlar ile yapilan ¢alismalar, reperfiizyonda
mikrovaskiiler permeabilitedeki artistan bagslica nétrofillerin sorumlu oldugunu gostermistir
(29).

Bilindigi lizere nétrofiller fagositoz ile canliyr enfeksiydz ajanlara kargi koruyan kan
hiicreleridir. Yapilan arastirmalarda, iskemik hiicrelerin kemoatraktan maddeleri ve adhezyon
molekiillerini salgilayip, notrofil ve trombositlerin vaskiiler endotele adhezyonuna ve
dolayisiyla da inflamatuar yanita neden oldugu gosterilmistir (30, 31).

I/R ile 16kosit aktivasyonu, kemotaksis ve 16kosit endotel hiicre adhezyonu meydana
gelir (32). Diger taraftan, PMNL yiiksek miktarda SOR iiretme kapasitesine de sahiptir. I/R
hasarinda PMNL’nin rolii ile ilgili baz1 mekanizmalar ileri stiriilmiistiir (33). Bunlar:

1) Mikrovaskiiler okliizyon

2) SOR salinmas1

3) Sitotoksik enzim salinmasi

4) Vaskiiler permeabilite artist ve

5) Sitokin salinmasinda artigtir.

Aktif notrofiller saldiklar1 maddelerle neden olduklar1 hasarin yani sira, damar iginde
meydana getirdikleri hiicre topluluklar1 (agregatlar) ve aktif trombositlerle birlikte damar

endoteline yapisarak mikrovaskiiler tikanmaya da yol acarlar (34). Son c¢alismalarda;



notrofillerin aktivasyon ve dokuya infiltrasyon derecesi ile reperfiize dokudaki nekroz ve
apoptozis derecesi arasinda korelasyon oldugu tespit edilmistir. Programli hiicre 6liimii olarak
da bilinen apoptozisin olugmasi, normalde immiin sisteminin ve viicut homeostazinin
vazgecilmez bilesenidir (35). Hiicresel 6liim yolagindaki diizensizlikler, I/R hasarindan
ziyade, kanser, otoimmiin hastaliklar, immiin sistem bozukluklar1 ve norodejeneratif
hastaliklara da neden olabilmektedir (36).

Dokuda aktive 16kositlerin baslattiklart yanit su mekanizmalarla olusturulur (37, 38).
Fosfolipaz A aktivasyonu arasidonik asit metabolitleri (prostoglandinler ve lokotrienler)
sonucunda fretilirler. Degraniilasyon sonucunda lizozomal enzimler ortama verilir, SOR
tiretimi olusur. Bu iiriinler endotel hasarinin ve doku zedelenmesinin giiglii olan aracilaridir ve
baslangigtaki inflamatuar uyaranin etkinligini giiglendirirler. Baz1 durumlarda ise lizozomal
enzimler hiicrenin digina salinabilirler. Hasar olusturucu etkeni yok etmeye veya yogunlugunu
azaltmaya yonelik bu inflamatuar yanit sonucunda, mikrovaskiiler permeabilite artisi, 6dem,
tromboz ve parankim hiicre 6liimii de meydana gelmektedir. Islevini tamamlayan 15kositler
apoptotik hiicre 6limii gergeklestirirler ve makrofajlar vasitasi ile lenfatik dolagim yoluyla
ortamdan uzaklastirilirlar (36, 39).

Serbest radikallerin olusmasinda ve I/R hasarinda énemli kaynak olan nétrofiller
azurofilik graniillerinde oksidan etkili NADPH oksidaz, clastaz ve miyeloperoksidaz
enzimlerini igerir. Bu enzimlerin oksidan doku hasarinda 6nemli rolleri vardir ve aktive
notrofillerde ksantinoksidazin artmasiyla SOR’un salinimi “solunum patlamasi” ni agiga
cikarir. Notrofillerin aktivasyonuyla nétrofil sekonder graniillerinden salinan apolaktoferrin,
plazminojen aktivatorii, komplemani aktiflestiren enzim ve elastaz, kollajenaz, jelatinaz gibi
proteolitik enzimler damar endotelinde hasar olusturmaktadir. Proteinazlarin etkisiyle damar
duvarinin yapisinin degisimi ve duvar yapisinin gevsemesiyle notrofillerin dokuya olan gogii
kolaylagmaktadir (36, 40).

2.4. GPER-1

G proteini ile iliskili reseptor, 30 G proteini ile iliskili 6strojen reseptdr 1 (GPER-1)
olarak adlandirilir. Yedi transmembranel domainli G proteini ile iliskili reseptére (GPCR) 17
B~ estradiol’iin yiiksek afinite ile baglandigi ve Ostrojenik sinyallere aracilik ettigi
bilinmektedir (Sekil 5). G protein-coupled ostrojen reseptor 1 (GPER-1), G protein-coupled
reseptor 30 (GPR30) olarak da bilinmektedir ki, insanlarda GPER geni tarafindan kod edilen
G protein-coupled reseptordiir. GPER-1 rodopsin benzeri familyasinin iyesidir ve

endoplazmik retikulumda lokalize olmus multipass membran proteinidir. GPER-1 nukleusta



fosfotidilinositol 3, 4, 5 trifosfat tiretimine ve intraseliiler kalsiyumun mobilizasyonuna sebep
olup sonunda 6strojeni baglar. Bu nedenden dolayt GPER-1, yaygin olarak 6strojen ile hiicre
ve dokularin uyarilmasini takiben gozlemlenen non-genomik sinyal olaylarinda gorev alir
(Sekil 6). GPER-1, G ile baglanip siklik adenozin monofosfat (cAMP) sitmiilasyonuna,

melanosit duyarli G ile baglanip cAMP iiretimin azalmasina sebep olur (41).
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Sekil 5: G proteini yapisi (41)

2.4.1. G protein kenetli reseptorler (GPER-1)

Sinyal iletim sisteminde rol oynayan G proteinleri Martin Rodbell’in laboratuvarinda
1960 yilinda glukagon baglanma deneyleri esnasinda bulunmustur. Guanin niikleotid
baglamalar1 sebebiyle G proteinlerine bu ad verilmistir. Adenilat siklaz enziminin aktivitesi
arastirlirken G proteinin ATP’den daha fazla rol oynadigi anlagilmis ve G protein iizerine
yapilan arastirmalar hizlannmistir. Yapilan calismalarda Mg*? iyonunun G proteininin
aktivitesini artirdig1 ispatlanmustir (42).

Reseptorlerden hiicre igindeki efektor enzimlere sinyal iletimini saglayan G proteinleri
GTP baglayan bir a, B ve y alt birimlerinden meydana gelmektedir. § ve y alt birimleri By
dimeri durumunda kompleks haldedirler. Ug alt birimde fenilasyon mekanizmasi ile
tizerlerindeki bir amino asiti yan zincire baglanmig bir yag asitiyle membrana tutunurlar. G
proteinlerinin membranin i¢ yiizeyinde serbest olarak difiize oldugu diisiiniilmektedir. Bu
ongoriilerde hiicrenin ig¢inde olan bir G protein populasyonunun birden ¢ok reseptor ve efektor
ile fazla secici olmayan bir reaksiyona girebilecegi oneren anahtar 6zelligi durumundadir
(43). GPER-1 ile ilgili ayn1 zamanda su bulgulara da rastlanmistir.

GPER-1; cinsel hormonlarin, o&zellikle de Ostrojenlerin, yaygin anksiyete

bozuklugunun (GAD) fizyopatolojisinde gorev aldig1 diisiiniilmektedir. GPER-1 diizeylerinin
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hastalarin anksiyete seviyeleriyle baglantili oldugu ve serum GPER-1 seviyesinin, cinsiyetten
bagimsiz olan anksiyete varliginin 6ngoriiciisii oldugu belirtilmistir (44).

GPER-1 agonisti G-1’in A549 insan akciger kanseri hiicreleri iizerinde bulunan
antikanser etkinliklerini incelemeyi hedefleyen bir c¢alismanin sonucu, G-1’in hiicre
proliferasyonunu 6nemli seviyede azalttigi agiga ¢ikarilmistir (45).

Kalp, Esrl, Esr2 ve G proteinine bagli olan dstrojen reseptorii 1 (GPER-1) ’de iig tip
ostrojen reseptdrii (ER) vardir. Ostrojen ile GPER-1 baglanmasinin, PKC translokasyonu,
ERP1/2/GSK-3p fosforilasyonun ve mPTP a¢ilmasimin 6nlenmesine neden olan bir kaskad
yolu ile, erkek farede olusan I/R hasarma kars1 kardiyoprotektumda énemli bir islevi oldugu
belirtilmistir (46).

Yapilan baska bir ¢aligmada ise yeni bir Ostrojen reseptoriiniin, G proteine bagl
eritrojen reseptor 1’in (GPER-1/GPR30) noroprotektif etkinliginin analiz edilmesi neticesinde
gergcek zamanl niceliksel RT-PCR, G1 tedavisinin, kii¢iik iletkenlige sahip olan kalsiyumla
aktiflestirilmis potasyum kanali 2 noroprotektif iyon kanali ekspresyonunu artirdigi
belirtilmistir. GPR30 agonistlerinin kiiresel serebral iskemiyi takiben beyin hasarini azaltmay1
vaat ettigi aciga ¢ikarilmustir (47).

Sinyal iletiminden sorumlu olan G proteinleri iki sinifa ayrilir.

1. Heterotrimerik G Proteinleri

2. Tek bir o subunit i¢eren kii¢iik G proteinleri (48)

2.4.1.1. Heterotrimerik G proteinleri

Hiicre membranindan hiicre i¢ine sinyal iletiminden sorumlu olan molekiillerdir.
Hiicre membran resptorii bir agonist ile etrafi sarildiginda, reseptor aktivitesinde farkliliklar
meydana gelir. Burada iiretilen sinyaller ilgili G proteinini aktiflestirirler. Sonra efektor etkin

hale gelir. G proteini baglantili olan sinyal iletim sistemi sinyalin amplifikasyonunu igerir

(48).

2.4.1.2. Kiciik G proteinleri

Kiiciik Guanin niikleotidini baglayan proteinler molekiil agirliklar1 yaklagik 20-40
kDA olan monomerik G proteinleri olarak isimlendirilirler ve 100°den fazla familyas: vardir.
Fakat yapisal olarak sirasiyla Ras, Rho/Rac/Cdc 42, Rab, Sarl/Arf, Ran olmak iizere 5
familyaya ayrilir (49-52).
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Sekil 6: G proteini hedefleri (41)

GPER-1 ilk kez 1996 yilinda klonlanmis ve ona ilk basta GPR-30 ad1 verilmistir. 2007
yilinda yapilan c¢aligmalarda insan arter ve ven diiz kaslarinda GPR-30 ekspresyonu
gosterilmistir. GPER-1’in, plazma zar1 ve endoplazmik retikulumda lokalize oldugu ve insan
viicudunda kalp, kemik, lenfoid doku, beyin, plasenta, karaciger, akciger, pankreas, kan

damarlari, endometrium, over ve meme kanseri dokularinda eksprese edildigi belirtilmistir
(41).
2.41.2.1. Rho

1985 yilinda Aplysia’dan bir Ras homologu olarak klonlanmis olan Rho geni kisa
stirede ii¢ insan homologu RhoA, RhoB, RhoC olarak bulunmustur (52). RhoA, Ras siiper
familyasinin kiicik G proteinidir. Aktif bir GTP bagl formuyla inaktif GDP bagh formu

arasinda degismektedir (Sekil 7). RhoA’nin hiicresel gorevleri; proliferasyon, farklilasma ve

gen regiilasyonu gibidir (53).
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closure of cGMP-gated Na*/Ca2* channels

Sekil 7: Rodopsin yapis1 (41)

2.4.1.2.2. Rho/Rho-kinaz yolagi

Rho-kinazin ROKa ve ROKP iki dnemli yolagi vardir. Rho-kinazlar serin/treonin
protein kinazlaridir. Amino-terminal katalitik kinaz bolgesi, Rho-GTP baglanmis bir kivrik
sarmal bolgesi ve sisteinden zengin bir parca ile ayrilmig C-terminal plekstrin homoloji

bolgesi icermektedirler (54).
2.5. Oksidatif/Nitrozatif Stres

Organizmada serbest radikallerin olusma hizi ile bunlarin ortadan kaldirilma hizi
denge halindedir ve bu durum "oksidatif denge" olarak adlandirilir. Oksidatif denge
saglandigi miiddet¢e organizma, serbest radikallerden etkilenmez. Radikallerin olusma
hizinda artma ya da ortadan kaldirilma hizinda bir diisiis, bu dengenin bozulmasina yol agar.
Serbest radikal {iretimi ile antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki bu ciddi dengesizlige
ise "oksidatif stres" denir. Serbest radikaller ¢esitli makro molekiillerle tepkimeye girerek ¢ok
farkl1 tirtinler olusturup hasara yol agarlar (55).

Genel olarak nitrozatif stres artis1 oksidatif stres artis1 ile baglantilidir. Nitrik oksit

sentaz (NOS) aktivitesi ve nitrik oksit (¢\NO) tiretimindeki farkliliklar kalbi etkiler (56).
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Aerobik (oksijenli solunum yapan) organizmalarda serbest radikal olusumlarini
kontrol altinda tutmak ve bu molekiillerin zararlarina engel olmak i¢in antioksidan savunma
sistemleri geligsmistir. Fakat bazi durumlarda mevcut antioksidan savunma sistemi serbest
radikallerin etkilerini tamamen engelleyemez ve oksidatif stresi meydana gelir. Bu duruma
viicudun paslanmasi da denilir. Oksidatif stres ile beraber olusan ve ROT/metabolitleri olarak
bilinen molekiiller 6zellikle lipit, protein ve DNA gibi hiicre bilesenlerine hasar verir.
Oksidatif stresin proteinlerde yol actig1 oksidasyon sonrasi peroksitler ve protein karbonilleri
olusur (57).

Oksidatif stres durumunun 6l¢iilmesi, diizeltme ve onarimi yapan kompleks endojen
savunma sistemlerin olmasi nedeniyle zordur. Antioksidan miktarlarindaki azalma veya
onlarin metabolitlerdeki artisin degerlendirilmesi ile oksidatif stres durumu olgiilebilir.
Oksidatif stres, genel olarak lipit peroksidasyonun son iiriinii olan MDA ; oksidatif DNA hasar
gostergesi olan 8-hidroksi-2’deoksiguanozin (8-OHdG); protein oksidasyonu; SOD, GPx,
CAT, glutatyon-S-transferaz (GST), glutatyon rediiktaz (GR) gibi antioksidan enzimler; alfa-
tokoferol, askorbik asit, glutatyon, ubikinon, sistein gibi antioksidanlarin o&lgiilmesiyle
belirlenir (58).

2.5.1. iskemi/Reperfiizyonda nitrik oksitin rolii

NO- oldukca reaktif bir serbest radikaldir. Yar1 dmrii sadece bir ka¢ saniyedir ve
stiperoksit gibi serbest radikallerle kolayca birlesir. Biyolojik sistemlerde hizla nitrit ve nitrata
pargalanir (8, 9). NO’nun, siiperoksid radikali (O2¢) ile in vivo reaksiyonu sonucu olusan
peroksinitrit (ONOO") proteinlerdeki tirozin kalintilarini nitratlayarak nitrotirozin (NT)
yapisini olusturur (59).

NOe, reaktif bir radikal olup baslica nitrik oksit sentaz (NOS) ailesinin endotelyal
(eNOS), indiiklenebilir (iNOS) ve néronal (NNOS) izoformlarinca tiretilir. Olduk¢a kompleks
etki mekanizmasima sahip olan NO’nun bu etkileri, sentezlenme hizi ve miktarina gore
farklilik gosterir. Bu durum ise I/R hasarinda nitrozatif stres olarak énemli derecede rol oynar.
Dokularda normal durumda NOe, oksijenin varliginda argininin sitriiline oksidasyonuyla
tiretilir, kofaktor olarak ise tetrahidrobiopterin kullanilir. Normal fizyolojik kosullarda ise
eNOS tarafindan endotelyal hiicrelerde gayet az miktarda sentezlenir ve vazodilatasyon, diiz
kaslarda relaksasyon, 16kosit adhezyonunu onleyici, trombosit fonksiyonlari ve hiicre ici
sinyal iletiminde diizenleyici olarak rol alir. I/R’de ise siiperoksit radikallerinin {iretimi artar.
Artan siiperoksit, ortamda endojen olarak bulunan NO- ile tepkimeye girerek oldukca reaktif

ve potansiyel olarak toksik peroksinitrit (ONOQO") ve nitrojen trioksit (N203) iiretimine neden
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olur. Ayni zamanda endojen iiretilen NO¢ miktarinin azalmasina neden oldugundan, NO<’in
koruyucu etkilerini 6nler ve oksidatif strese katki saglar. Ortamdaki NOse ile arginin ve/veya
tetrahidrobiopterin kofaktoriiniin eksilmesi de “eNOS-uncoupling” olarak adlandirilir ve
NOS'un siiperoksit sentezine yonelmesini tetikleyerek ROT iiretimini artirir.

Nitrik oksit sentaz yolagi; normal fizyolojik kosullarda ve yeterli miktardaki substrat
varhginda NOe iiretilir. /R’de ise artan siiperoksit sentezi NO ile beraber peroksinitrit
sentezine neden olur (60).

Lokositlerdeki solunum patlamast ROT’larin olusumu igin 6nemli kaynaklardan
biridir. Asir1 16kosit aktivasyonu ROT olusumunu arttirarak doku hasarma yol agabilir (59)
(Sekil 8).

T
mito rial elektron ElaZa ]
transport zinciri HeO+Y/502
X0 'y
Solunum Patlamas CAT
Arazidonik asit
metab=zliz mas) L SOk GSH-PY
Dz Hzz i- i Z2HzD
;'/— - GSH GSSG
Arainin tﬂ MO . R SSH-Red FEWTOEFOSFAT
e
FENTON I SANTI
BEAKSIVOMU MADF M&DPH+H
-c:-r:I’NO OMOOH c::-HJroH r\"‘"-:h“all |A i
Lipid =i onu — — H — FOSFOLIPITLE
ipid peroksidasyon WE PUFALERE SALDIRI
DM A hasan MOz
Foli (A DP-Tibose)
SVt /TS SUBSELOLER YAFILARA
aktivasyonu ; MO SALIMI
Enerii azalmasi TARARLI ETKILER [ ]
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Sekil 8: Serbest radikal olusumu, antioksidan metabolizma ve lipid peroksidasyonu (16)
2.6. Serbest Radikaller

Onceden iskemik duruma gelmis fakat 6lmemis hiicredeki kan akimi tekrar
saglandiginda zedelenme diizelecegine daha fazla artar (Sekil 9). Sonugta dokular iskemik
hasar neticesinde irreversibl olarak yok olmaya devam eder. Buna I/R zedelenmesi denir ve
bu doku i¢in ¢ok 6nemlidir (18, 40).

Serbest radikallerin olusmasindan sonra yeni hasar olusur. Bu hasar ise oksijenin
tekrar kullanilmasiyla ya da o bolgeye gelen inflamatuar hiicrelerden kaynaklanir. Reaktif
oksijen tiriinleri, mitokondrial permeabilite degisimini ilerletebilir. Bu hiicreler de antioksidan

mekanizmalarin etkisindedir (18, 61).
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Serbest radikaller ti¢ sekilde tiretilir (40):

1. Bir molekiiliin kovalent bir baginin her yerinde ortaklanmamis bir elektron
bulunacak sekilde homolitik pargalanmasi

2. Bir molekiiliin tek elektronunu kaybetmesi

3. Bir molekiile tek elektron eklenmesi

Serbest radikaller pozitif yiiklii ya da nétral olabilirler (62).

Elektron transferi ile radikal retimi: A+e — A

Homolitik fiizyon ile radikal tiretimi: X :Y ------- X +Y’

Heterolitik fiizyon ile radikal tiretimi: X :Y ------- X +Y"*

Biyolojik sistemlerde elektron transferiyle radikal olusmast homolitik fiizyondan daha
da yaygindir. Homolitik fiizyon; ultraviyole 15181, yiiksek sicaklik ya da iyonize radyasyondan
olusacak enerjiye ihtiya¢ duyar. Heterolitik fiizyonda ise serbest radikaller olugsmaz ve iirlin

olarak sadece yiiklii gruplar olusur (63).

Iskemi

-
ATP azalmasi

Sitoplazmada Ca'™ azalmasi

/N e

Endotel Lokosit

Hipoksi

Fosfolipaz aktivasyonu Proteaz aktivasyonu \
Fosfolipid FOSfDllplld pdrg:alcuunasl Hire iskelet hasar1 Oy, H2Oz, OH" artis
reagl]asyonuﬁsentem (Hiicre sismesiyle) i
Llpld peroksidasyonu
\ Llpld
Fosfolipid kaybl yikim urunler

HUCRE MEMBRAN HASARI

Sekil 9: Iskemi siirecinde membran hasar1 (14)

2.6.1. Serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirleri

Serbest radikaller, bir ya da daha ¢ok ortaklanmamis elektron bulunduran atom ya da
molekiillerdir. Orbitali doldurup stabil duruma gelmesi icin baska bir elektrona ihtiyaci
oldugundan ortaklanmamis elektronlar serbest radikalleri oldukga reaktif yapar. Bu bilesikler

organizmada metabolik yollarin islev siireci esnasinda meydana geldigi gibi, farkli dig
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etkenlerin etkisiyle de iiretilir. Omiirleri ¢ok kisa olmasma ragmen, yapilarindaki
dengesizlikten dolay1 ¢ok aktif yapida olan serbest radikaller hiicre bilesenlerinin tiimiiyle
etkilesme Ozelligindedir. Aerobik metabolizmaya sahip olan memelilerde serbest radikaller
baslica oksijenden olusmaktadir (64).

Oksijen, dis orbitalinde iki adet eslesmemis elektronuyla biyolojik sistemlerde 6nemli
yere sahip bir serbest radikaldir. O; ile tepkimeye giren molekiillerin meydana getirdigi
serbest radikaller de biyolojik sistemde 6nemli bir yerdedir (12).

2.6.1.1. Reaktif oksijen turleri

Reaktif oksijen radikalleri; oksijen metabolizmasi esnasinda az miktarda tretilen
stiperoksit radikali (O2-—), hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil radikali (OHe)’dir. ROT,
cesitli serbest radikallerin tretildigi serbest radikal zincir reaksiyonlarini indiikleyebilirler.
Serbest radikal iiretimi asagida gosterilmistir (Sekil 10).

02

#-0:0-4

Molekiiler oksijen

&

v

: O ¥ O‘
Stiperoksit radikali
(sliperoksit anyonu)

l,e', 2HY

H202

H:0:0:H,
Hidrojen peroksit

f e, H*

H>0O + OHe
.Q: H
Hidroksil radikali

f e, H*

H.0 (Su)

Sekil 10: Serbest radikal olusumu (14)
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Sekil 11: Molekiiler oksijenden serbest radikal olusumu (14)

Molekiiler oksijen (O2), paralel spinli iki eslesmemis elektrona sahiptir (64).

ya da nétral olabilir.

Serbest radikal tanimlanmasia gére molekiiler oksijen, biradikal (diradikal) olarak

Eslesmemis elektrona sahip atom, atom grubu ya da molekiiller serbest radikal olarak
isimlendirilir (Sekil 11). Fakat Fe*3, Cu*’, Mn*2 ve Mo"™ gibi gecis metalleri de
ortaklanmamis elektronlar1 oldugu halde serbest radikal kabul edilmez ancak serbest radikal

tiretiminde 6nem arz ederler. Serbest radikaller pozitif yiiklii (katyon), negatif yiiklii (anyon)

kabul edilir. Biradikal oksijen, radikal olmayan maddelerle yavas tepkimeye girmesine

ragmen diger serbest radikallerle cok daha kolay tepkimeye girer (5).

Tablo 1: Reaktif oksijen partikiilleri (14)

Radikaller

Radikal Olmayanlar

Siiperoksid anyon radikali (O2)
Hidroksil (HO")
Peroksi(ROO")

Alkoksil (RO")

Nitrik oksit(NO")

Hidrojen peroksid (H205)
Singlet oksijen (*O2)
Ozon (03)

Hipokloroz asit (HOCI)

Lipit hidroperoksid (LOOH)

Molekiiler oksijen her kademede indirgenerek yukarida tanimlanan reaktif Oy

metabolitlerinin olusmasina neden olur. Oz tek basina hiicrenin yikilmasina sebep olan

tepkimeleri indiikleyebildigi gibi, aslinda daha reaktif oksijen radikallerinin olusmasina da
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neden olarak hiicre toksisitesinde rol oynar (12). Reaktif oksijen metabolitlerinden en gok

karsilasilanlari ise sunlardir (Tablo 1).

Siiperoksit Radikali (O2)

Stiperoksit radikali biitiin acrobik hiicrelerde molekiiler oksijenin bir elektron alarak
indirgenmesi ile meydana gelir. Siiperoksit radikali dogrudan hasar vermez. Bu radikalin
onemi ise hidrojen peroksit kaynagi ve gecis metallerini indirgeyici olmasidir. Siiperoksit
radikali diisiik pH degerlerinde daha da reaktiftir (64).

Stiperoksit radikali, SOD vasitasiyla H2O2’ye indirgenir. H2O2 ortaklanmamuis elektron
bulundurmadigindan tek basina radikal degildir (10).

Ortamda toplanan siiperoksit radikallerinin girebilecegi reaksiyonlar asagidaki gibidir (62).

1. Ortamda bulunan bir protonu alip perhidroksi radikali (HO?) olusturabilir.

2. Hidrojen peroksit ile reaksiyona girip hidroksil radikali (OH") ve singlet oksijen
(102) olusturabilir.

02 + HO2, — 102 + OH' + OH’

3. Hidroksil radikaliyle reaksiyona girip singlet oksijen {iretimine sebep olur.

O2 + OH- — 102 + OH

SOD, siiperoksit radikalinin H202’ye doniisiimiinii katalizleyen bir enzimdir.

Hidrojen Peroksit (H202)

H20: siiperoksidin etrafindaki molekiillerden bir elektron almasi ya da molekiiler
oksijenin etrafindaki molekiillerden iki elektron almasi sonucunda meydana gelen peroksitin
iki proton (H") ile birlesmesiyle tretilir. Biyolojik sistemlerde H>O2’nin esas {iiretimi,
siiperoksidin  dismutasyonuyla  gerceklesir. Iki siiperoksit molekiilii, siiperoksitin

dismutasyonu tepkimesinde iki proton alip H202 ve molekiiler oksijeni sdyle olustururlar:

20,7 +2H" — H02+ 03
Oksijen iki elektronla indirgenmesiyle H2O; tiretilir.

Oy +e" +2H" — H20»
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Bu tepkime; radikal olmayan tiriinler agiga ¢iktigindan, dismutasyon reaksiyonu olarak
adlandirtlir, ya spontan olusur ya da SOD enzimince katalizlenir. H2O2 bir serbest radikal
olmamasina ragmen reaktif oksijen radikali (ROR) kapsamindadir ve serbest radikal
biyokimyasinda onemli bir roldedir. H2O2 ge¢is metallerinin varliginda en 6nemli SOR olan
OHe radikalinin meydana gelmesini saglar. H2O2 nin diger bir goérevi de hiicre igi sinyal
molekdilii olarak gorevli olmasidir. H20> iiretildikten sonra CAT, GPx ve peroksiredoksinler

ismindeki li¢ enzim sistemince uzaklastirilir (12).

Hidroksil Radikali (OH-)

Hidroksil biyolojik sistemlere diger ROT'lardan daha da tahribat veren,
biyomolekiillerle tepkimeye girebilen gii¢lii bir radikaldir. Meydana gelebilmesi i¢in ortamda
gecis metallerinin olmasi gereklidir. Su yollarla olusabilir (37).

1. Fe (Demir) Katalizli - Haber Weiss reaksiyonu (Fenton Reaksiyonu)

Fe*2+ H,0; — Fe™+OH+ OH (Fenton)

H,0, + Fe'> — -OH+ OH + Fe™® (Haber-Weiss)

2. Katalize olmayan Haber Weiss reaksiyonundaysa, siiperoksidin dogrudan H2O> ile

reaksiyona girmesiyle olusabilir (12).

02 + H202 — OH + OH + O2

Hidroksil radikali, Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu sonucunda
H202’den meydana gelmektedir. Ayn1 zamanda suyun yiiksek enerjili iyonize edici
radyasyona maruz kalmasiyla olusur. Hidroksil radikali gayet reaktif olan bir oksidan
radikaldir, yarilanma omrii ise ¢ok kisadir. Hidroksil radikali ihtimalen ROR’larin en giiglii
olanidir (12).

Singlet Oksijen (*Oz)

Enerji absorbsiyonuyla oksijenin eslesmemis dis elektronlarini degistirip ayni ya da
farkli orbitale yerlesebilirler. Uyarilmis bu oksijene ise singlet oksijen denir. Reaktif olmayan
fakat ROR’lardan olan singlet oksijenin sigma ve delta olarak iki ¢esiti vardir (12). Sigma

formu ¢ok enerjiktir ve yar1 dmrii kisadir, ¢ok hizli bozunarak delta formuna doniisiir.
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Singlet oksijen radyasyon sonucunda olusabilecegi gibi invivo olarak sitokrom P-450,
prostaglandin endoperoksit sentetaz ve miyeloproksidaz tepkimeleriyle de tiretilebilmektedir.
Karotenler, bilirubin, histidin, methionin, 2-5 difenilfuran, 1,4 diazbisikloalefan, singlet
oksijeni temizlerler. Singlet oksijen, DNA, RNA, proteinler, lipitler ve sterolleri i¢eren ¢ok

sayida biyolojik hedeflerle tepkimeye girip hiicrede tahribatlar olusturur (12).

Hidroperoksil Radikali (HO2e)

Siiperoksit, asidik ortamda daha da reaktif bir radikal olan hidroperoksile doniisiir.
HO2" nin dismutasyon hizi yiiksek oldugundan H>O, iiretimi de ¢ok miktarda artar.
Hidroperoksil radikalinin lipitte ¢dzlinebilirligi siiperoksite gore fazladir ve daha da kuvvetli
bir oksidandir. Ayni1 zamanda hidroperoksil radikali asidik pH’da siiperoksite nazaran 108 kat
daha da hizli sekilde H2O2’ye dontisiir (12).

Hipokloroz Asit (HOCI)

Hipokloréz asit de radikal olmamasina ragmen ROT arasinda yer alir. Radikal
olusumu fagositik hiicrelerin bakterileri yok etmesinde ©nemli yere sahiptir. Ozellikle
notrofillerde olan myeloperoksidaz enzimi vasitasiyla Oz’nin dismutasyonu ile iretilen

H20.’yi kloriir iyonuyla birlestirip gii¢lii antibakteriyel ajan olan HOCI’e doniistiiriir (12).
Myeloperoksidaz
H.O; + CI"+ H* — HOCI + H20
Hipoklordz asit Fe*? bagimli ve Fe*? bagimsiz bir tepkimeyle OHe {iretimini artirabilir

(31).
Fe*?HOCI + 02 — OH- +CI- +

2.6.2. Serbest radikallerin iiretimi

Dokularda iiretilen ROR ile serbest radikaller DNA, protein, karbonhidrat ve lipidler
gibi biyolojik 6neme sahip materyallere hasar verebilir. Serbest radikaller metabolizmaya
disardan gelebilecegi gibi metabolizma sonucu olarak da olusmaktadir. Serbest radikallerin
endojen olarak yapimi farkli yollarla olmaktadir. Buna ragmen, canli organizmalar da serbest
radikallerin potansiyel yikim etkilerine ragmen kendini savunmak igin farkli mekanizmalara

sahiptir (28).
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Serbest radikallerin endojen ve eksojen kaynaklari olup, hiicresel metabolizma
esnasinda siirekli dretilir. Mitokondrial elektron transport zinciri, oksidan enzimler (ksantin
oksidaz, siklooksijenaz), fagositler, nétrofiller, FeP*2 ve epinefrinin hiicresel otooksidasyonu
endojen kaynaklardir. Okside ilaglar (CCIB4B, asitaminofen), sigara, radyasyon, glutatyonu
oksidize eden maddeler de eksojen kaynaklardir (40).

2.6.3. Endojen/Eksojen serbest radikal olusum mekanizmalari

Endojen Serbest Radikal Olusum Mekanizmasi

Otooksidasyon; atmosferik oksijenin katalizledigi serbest bir radikal reaksiyondur.
Serbest radikallerin oksijenle tepkimesi ¢ok hizlidir. Boyle tepkimelerin baslamasi igin farkli
mekanizmalar gelismistir. Ozellikle fosfolipidler ve c¢oklu doymamis yag asitleri
otooksidasyon i¢in meyillidirler. Otooksidasyonda ilk {iretilen ana {irlinlerin hidroperoksit
(ROOH) iirtinleri oldugu bilinmektedir (28).

Mitokondrial elektron transport zinciri; normal kosullarda hiicresel metabolizmada
serbest radikaller olusur. Oksidatif fosforilasyon esnasinda ATP iiretilmesi i¢in molekiiler O
suya doniismektedir. Fakat O2’nin %]1-5’1 bu yoldan kaginip serbest oksijen radikallerinin
tretildigi farkli biyokimyasal yollara katilir. Ayn1 zamanda mitokondrial elektron transport
zinciri ve otooksidasyon da serbest radikal olusmasina katki saglar. i¢ mitokondrial zarda
elektron bulunan transport enzim kompleksi H2O> olusur. Mitokondrial solunum arttig1 zaman
serbest radikal iretimi de artar. Ayni zamanda hipokside oldugu gibi terminal sitokrom
azaldiginda da mitokondrial elektron transport zincirinde O? olusumu artar (39).

Ksantin Oksidaz (XO); canli sistemde ROT iireten temel enzimatik kaynaklardan
biridir. XO’nun faaliyetinin sonunda siiperoksit anyonu ve hidroperoksit radikalleri meydana
gelmektedir (Sekil 12). XO’nun beyinde 6dem, iskemi, damar gegirgenliginde farkliliklar gibi
oksidatif tahribatlara sebep oldugu ayni zamanda hepatit ve beyin tiimorii durumlarinda da
XO’nun serum diizeylerinin arttigi belirlenmistir (28).

Sitoplazmik bir enzim olan XO purin metabolizmasi esnasinda O2’nin indirgenmesi
sonucunda O olusturur.

Hipoksantin + 202 + HB,0 — Ksantin + 2072 + 2H*
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Sekil 12: Ksantin oksidaz sisteminin radikal olusturma mekanizmasi (14)

Zar fosfolipidlerinin pargalanmasiyla serbest yag asitleri meydana gelir. Serbest yag
asitlerinin en Onemli olan1 arasidonik asittir. Arasidonik asit; serbest radikallere,
prostoglandinlere ve lokotrienlere metabolize olabilirler. Bu maddeler, nétrofillerin
endotelyuma adhezyonunu arttirip, I/R hasarmin meydana gelmesinde etkilidirler. Arasidonik
asit metabolizmasinin sonucunda serbest radikalin iretilmesine “enzimatik lipid
peroksidasyonu” denilir (12).

Endoplazmik retikulum, endoplazmik ve niikleer membranlar serbest radikal
tretilmesinde gorev alan diger hiicresel yapilardir. Bu membranlarda, yag asitlerini
oksitleyerek serbest radikal olusturan sitokrom P-450 sistemi mevcuttur (39). Kimyasal
ajanlarin serbest radikal iiretimindeki en 6nemli olan mekanizmalari, mikrozomal sitokrom P-
450 sistemiyle aktiflesmesidir (37).

Peroksizomlar, hiicre i¢i H202 kaynagi olmasi nedeniyle ¢ok 6nemli yere sahiptirler.
Peroksizomlardaki D-amino asit oksidaz, iirat oksidaz, L-hidroksil asit oksidaz ve yag asidi
acil-CoA oksidaz gibi oksidazlar, siiperoksit olusturmadan ¢ok miktarda H2O> iiretilmesine
sebep olurlar (30).

Plazma membrani; hiicre membranlarindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamig
baglari, serbest radikallerle ¢ok rahat tepkimeye girip peroksidasyon iiriinleri agiga ¢ikarirlar.
Poliansatiire yag asitlerinin oksidatif yikimina lipid peroksidasyonu denilir. Lipid
peroksidasyonu kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde yol alir ve ¢ok fazla
zararhdir (4, 5).
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Redoks dongiisii, hiicrenin igindeki birgok ¢oziiniir sitozolik molekiiller oksidasyon-
rediiksiyon tepkimesine ugrar. 02’ nin spontan dismutasyonuyla da H2O; iiretilir (40).

Fagositlerin uyarilmasi, heksoz monofosfat sant1 yoluyla glukozun oksidasyonunun
artigina sebep olur. Solunumsal patlama esnasinda elektron verici NADPH’tir ve molekiiler
oksijenin stiperoksit radikaline indirgenmesiyle NADP* olusumu artar, heksoz monofosfat
yolu aktive olur. Nétrofiller ve monositlerin primer lizozomal graniillerinde Fe-hem
bulunduran miyeloperoksidaz enzimi igerir. Miyeloperoksidaz, H20. bulundugunda iyodiir,
kloriir ve bromiiriin oksidasyonunu katalizleyip hipoklorik asit (HOCI), hipobromik asit
(HOBF) ve hipoiyodik asit (HOI) olustururlar (Tablo 2). Bu bilesikler ve bu bilesiklerin tuzlari
giiclii oksidandirlar, ayrica bunlar biyolojik olarak énemli bazi molekiillerle tepkimeye girip

mikroorganizmayi etkileyen toksik ajanlar agiga ¢ikarirlar (4, 5, 40).

Tablo 2: Fagositlerin olusturdugu bazi reaktif oksidan tirtinler (14)

Trombositler H.0,, 02", OH:

Eozinofiller H202, Oz, OH-, HOCI
Makrofajlar H.O., 02, OH-, HOCI , NO-
Notrofiller H>0,, O, , OH- , HOCI

Fagositin kendisi de reaktif oksidanlarin tahribatlarina karsi hassastir. Ayrica
oksidanlarina kars1 kendilerini koruyabilirler. Fagositlerin antioksidan sistemleri, H202’yi
suya indirgeyen CAT, siiperoksidi H2O2’ye doniistiiren SOD, H20’yi detoksifiye eden GPx-
GR sistemi, antioksidan vitaminlerden olan a-tokoferol (vitamin E) ve askorbik asit (vitamin
C) gibi antioksidanlardir (4).

Eksojen Serbest Radikal Olusum Mekanizmasi

Eksojen serbest radikaller, ¢ok doymamis yag asitleri igerikli beslenme, fazla kalorili
beslenme (obesite), hayvansal proteinlerce zengin beslenme, alkol, hava kirliligi (O3, NO,
SO,, hidrokarbonlar), sigara dumani, radyasyon, diger kirleticiler (asbest, pestisitler, vs.) ve

antikanser ilaglar gibi eksojen nedenlerle de olusabilmektedir (64, 37).
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2.6.4. Serbest radikallerin etkileri

Serbest radikal etkileri hiicre i¢i ve hiicre dis1 etkiler olarak iki baslik altinda

incelenebilir.

2.6.4.1. Hucre ici etkileri

2.6.4.1.1. Lipit peroksidasyonu

Biyolojik molekiillerin biitiinii serbest radikallerce etkilenir, fakat lipitler serbest
radikalin hasarindan en g¢ok etkilenen biyomolekiildiir. Hiicre membranindaki kolesterol ve
yag asitlerinin doymamis baglari, serbest radikallerle rahat reaksiyona girip peroksidasyon
triinleri agiga ¢ikarirlar. Coklu doymamis yag asitlerinin ve kolesteroliin oksidatif olarak
hasarma lipit peroksidasyonu denir. Lipit peroksidasyonu ile olusan membran hasar1 geri
dontigiimsiizdiir (40).

Hiicre membranlarinda lipid serbest radikallerinin ve ayrica lipid peroksit
radikallerinin iiretimi, ROT’lardan kaynaklanan hiicre hasarmim 6nemli bir 6zelligidir. Serbest
radikallerden kaynaklanan lipid peroksidasyonu "nonenzimatik lipid peroksidasyonu™ olarak
adlandirilir. Hiicre membraninda lipid peroksidasyonuna ugrayan temel yag asitleri
poliansatiire (¢oklu doymamis) yag asitleridir. Lipid radikallerinin (R") molekiiler oksijenle
etkilesimi sonucunda lipid peroksit radikalleri (ROQ") tiretilir.

Lipid peroksit radikalleri membranin yapisinda bulunan diger poliansatiire yag
asitlerini etkileyip yeni lipid radikallerinin iiretilmesine neden olurken kendileri de olusan
hidrojen atomlarin1 alip lipid peroksitlerine (ROOH) doniisiirler ve bunun sonucunda

reaksiyonlar kendi kendini katalizleyip devam ederler (37).

A — ~ =SAA

hidroperoksit
ROOH

ma.'l.nnd‘i.a]‘,d.ehjd endoperoksid

Sekil 13: Lipid peroksidasyonu sonucu MDA olusumu (14)
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Lipid peroksitleri yikildigi zaman bir¢ok biyolojik olarak aktif olan aldehitler meydana
gelmektedir. Ug ya da daha da fazla ¢ift bag bulunduran yag asitlerinin peroksidasyonunda
MDA iiretilir (Sekil 13). Bu bilesik idrarda, kanda olusur. Yag asidi oksidasyonunun spesifik
ya da kantitatif indikatorii olmayarak lipid peroksidasyonunun derecesiyle iyi korelasyon
gosterir. Bu sebepten dolayr biyolojik materyalde MDA 6lgtimii lipid peroksit seviyelerinin
indikatdrii olarak kullanilir. Lipid peroksidasyonu ¢ok zararli olan bir zincir reaksiyonudur (4,
5).

Lipit Peroksidasyonunun Organizma Uzerindeki Baz1 Etkileri;

1. Lipit peroksidasyonu sonucunda membran akiskanligi azalir ve normal durumda
hiicre i¢ine gegemeyen maddelerin hiicre i¢ine girislerinde artig olur.

2. Hiicre membranina yakin yerlesimde bulunan DNA molekiilleri de lipit
peroksidasyonundan hasar goriirler ve bazen DNA' nin replikasyonu gergeklesemez.

3. Lipit peroksitler ve alkoksil radikaller, sistein ve triptofan gibi protein kisimlarina
ataklar yapip protein yapisini bozarlar ve hasar olustururlar.

Bazi aldehitler ise biyolojik sivilarda kemotaktik etkiye sahiptirler.

MDA gibi aldehitler, LDL (diisiik yogunluklu lipoprotein) *yi modifiye edip metabolik
yolu degistirebilirler (40).

2.6.4.1.2. Karbonhidratlara etkileri

Serbest radikallerin  karbonhidratlar iizerinde de etkileri bulunmaktadir.
Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucunda peroksitler, H20. ve okzoaldehitler agiga
cikmaktadir. Okzoaldehitler DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme ve aralarinda capraz
baglar yapabilme yeteneginden dolayr antimitotik etkide bulunmaktadir. Bu nedenlerden

dolay1 kanser ve yaslanma iizerinde rol oynarlar (4).

2.6.4.1.3. Proteinlere etkileri

Serbest radikallerin proteinler iizerindeki etkinlik derecesi amino asit bilesimine
baglhidir. Yapisinda kiikiirt olan tirozin, histidin, sistein, fenilalanin, metiyonin, triptofan gibi
amino asitlere sahip olan proteinler serbest radikallerden ¢ok rahat etkilenirler. Bundan dolay1
ozellikle karbon merkezli olan organik radikaller ve siilfiir radikalleri agiga ¢ikmaktadir.
Serbest radikal tahribatinda, iceriginde cok miktarda disiilfit bagi olan immiinoglobiilin G
(IgG) ve alblimin gibi proteinlerin tersiyer yapilart bozulur ve normal islevlerini yapamaz

duruma gelirler (37).
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2.6.4.1.4. Nikleik asitler tizerine etkileri

Radyasyon ile meydana gelen serbest radikaller DNA’y1 etkileyerek hiicrede oliime,
mutasyona sebep olurlar. Hidroksil radikali bazlarla ve deoksiribozla kolayca tepkimeye girip
farkliliklara neden olur. Aktiflesmis nétrofillerden kaynakli hidrojen peroksit membranlardan
kolay gecip ve hiicre cekirdegine ulasip hiicre disfonksiyonuna, DNA hasarina ve hiicre

oliimiine neden olabilir (5, 40).

2.6.4.2. Hucre disi etkiler

2.6.4.2.1. Kemotaksi

Serbest radikaller, kemotaktik faktor veya proinflamatuar molekiiller olarak bilinen
endotel hiicrelerden olan platelet aktive edici faktor (PAF), histamin, LTB4 salinimina neden
olurlar. Boylelikle bu kemotaktik faktorlerin etkisi, dolasimdaki lokositlerin patoloji

bolgesinde yogunlasmalarini ve endotelle olan iligkilerinin artmasini saglar (31).
2.6.4.2.2. Rolling

Normal sartlarda dolagimda bulunan I6kositler, damar endoteliyle cok nadir temasta
bulunur. ET, I/R ile agiga ¢ikan radikaller tarafindan uyarilmasi sonucunda lokositler ve
notrofiller kendi gevrelerinde yuvarlanmaya baslar. Bu yuvarlanmay1 ise ayni grupta olan {ig
molekiil yonlendirir. Bunlar 16kositlerde olan L-selektin, endotel hiicrelerinde bulunan P ve E
selektindir. L-selektin, lokositlerin bir¢ogunda bulunmasinin yani sira en yogun olarak
bulundugu grup noétrofillerdir. L-selektin, aktiflesmemis noétrofillerin uyarilmis endotel
hiicrelerindeki P ve E selektinlerle birleserek ilk rolling durumunun baslamasindan
sorumludur. Yuvarlanma L, P ve E selektinlerin etkilesmesi sonucunda lokositlerde
olmaktadir (33).

2.6.4.2.3. Antiadhezyon molekiilleri inhibisyonu

Kan damarlarmin i¢ yiizeyini doseyen endotel hiicreleri I/R’nin zararl etkilerine karst
gayet hassas bir yapidadir. Uzamis hipoksinin iyon dagilimimi bozdugu, membran
potansiyelini degistirdigi, hiicre i¢i hacmi arttiripp membran akiskanligini azalttigi ve endotel
hiicrelerinin yapisal diizenini bozdugu bilinmektedir. Bu farkliliklara enerji depolarinin
tiikenmesi, prostasiklin, NO gibi bazi biyoaktif ajanlarin olusumunda azalma ve ET,
tromboksan A, iiretiminde artma durumu eslik eder. Benzer olarak hipoksik endotel

hiicrelerinde bazi1 genler uyarilir (6rn. adhezyon molekiilleri ve sitokinler) ve digerleri (6rn.
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nitrik oksit sentaz ve trombomodulin) ise baskilanir. Endotel hiicrelerinin hipoksiye tepkileri
reperfiizyon ile arttirilir (36).

SOR, NO’yu inhibe eder. NO, kararsiz olan bir nitrat bilesimidir. Damarlarda
gevsemeye yol agmasi, ilk belirlenen islevi olup organizmada bir¢ok biyolojik gorevlerde de
yer alir. Kalp, bagirsak, kas ve deri gibi birgok organ sisteminde bulundugu bilinmektedir.
Endotel hiicreleri, 16kositler gibi bir¢ok hiicreden salinabilir. NO, 16kosit endotel
adhezyonuna engel olan en 6nemli endojen molekiildiir. Fakat NO salinimi, reperfiizyon
hasar1 stirecinde olusan siiperoksitin, endotel hiicrelerine etkisiyle inhibe olur (64).

Adhezyondan sonra 6zellikle nétrofiller endotel hiicrelerinin arasindan diapedez ile
dokuya gec¢ip burada birikir ve proteolitik enzim, aktif oksijen (respiratuvar patlama) ve

inflamatuar sitokinlerle doku hasarini baglatirlar (28).
2.7. Antioksidanlar

2.7.1. Antioksidan savunma sistemleri

Serbest radikaller, organizmada normal metabolik yollarin isleyisleri esnasinda
devamli olusan ve endojen antioksidanlar denilen molekiiller tarafindan etkisiz hale getirilen
maddelerdir. Oksidan molekiiller belirli seviyede kaldiklart miiddetge, Organizmanin
infeksiyon ajanlarina ve yabanci maddelere karsi onemli savunma molekiilleridir. Ancak
belirli seviyenin iizerinde iretildiklerinde ya da antioksidan sistemin yetersizliginde serbest
radikal molekiilleri, organizmanin yap1 elemanlar1 olan karbonhidrat, lipit, protein, niikleik
asitler ve enzimleri bozup hasarlara sebep olurlar (39).

Hiicrede meydana gelen serbest radikallerin detoksifikasyonu bilhassa daha ¢ok
enzimatik mekanizmalarla olusur. Antioksidan savunmanin 6nemli bir kismin1 Oz’ radikalini
ve H>O’yi ortamdan temizleyen 6zel enzimler meydana getirir. Bunlar radikal siipiiriicii
olarak bilinen CAT, SOD ve GPx enzimleridir (30).

Antioksidanlarin etkileri dort farkl sekildedir:

1) Toplayia1 etki: Reaktif oksijen radikallerini etkileyip onlar1 tutma ya da daha zayif
olan yeni molekiile doniistiirme seklindedir. Antioksidan enzimler bu sekilde etki gosterirler.

2) Bastiricl etki: ROR’lar ile etkileserek onlara bir hidrojen aktarip aktivitelerini
azaltma ya da inaktif sekle c¢evirme seklindedir. Flavanoidler, vitaminler bastiric1 etki
grubunda olan antioksidanlardandir.

3) Zincir ki etki: ROR’lar1 baglayip zincirlerini kiran ve fonksiyonlarini

engelleyen etkidir. Mineraller, hemoglobin, seruloplazmin zincir kirici etkiye sahiptirler.
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4) Onaria etki: Serbest radikallerin agiga ¢ikardiklar1 hasarin onarilmas: seklindedir

(5).

2.7.1.1. Dogal antioksidanlar (endojen)

Antioksidanlar, endojen kaynakli ya da eksojen kaynaklidirlar. EKsojen antioksidanlar;
ilaglar, vitaminler ve gida antioksidanlar1 olarak simiflandirilabilir. Endojen antioksidanlar,

enzim ve enzim olmayanlar olarak iki sinifa ayrilirlar.

Enzim olan endojen antioksidanlar sunlardir (4, 5)
1) Siiperoksit dismutaz (SOD),

2) Katalaz (CAT),

3) Glutatyon peroksidaz (GPx),

4) Glutatyon S-Transferazlar (GST),

5) Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi,
6) Hidroperoksidaz

Enzim olmayan endojen antioksidanlar sunlardir (4, 5, 40)
1) Hemoglobin

2) Miyoglobin

3) Ferritin

4) Bilirubin

5) Melatonin

6) Seruloplazmin

7) Transferin

8) Alblimin

9) Metiyonin

10) Glutatyon

11) Sistein

12) Urat

13) Laktoferrin

2.7.1.2. Eksojen antioksidanlar

Ilag olarak kullanilan eksojen antioksidanlar sunlardir (4, 5)

1) Demir redoks dongiisii inhibitorleri (desferroksamin)
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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 aktiviteyi artiranlar (GPx aktivitesini artiran ebselen ve
asetilsistein)

6) Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (mannitol, albimin)

7) Demir selatorleri

8) Sitokinler (TNF ve IL-1)

9) Ksantin oksidaz inhibitdrleri (allopiirinol, oksipiirinol, pterin aldehit, tungsten)

10) Notrofil adhezyon inhibitorleri

11) Barbitiiratlar

2.7.1.3. Gida antioksidanlari

Gidalardaki eksojen antioksidanlar sunlardir (4, 5):
1) Demir(Fe)-superoxyde dismutase
2) Sodium benzoate
3) Propylgalate
4) Butylated hydroxytoluene (BHT)
5) Butylated hydroxyanisole (BHA)
6) Ethoxyquin

Vitamin eksojen antioksidanlar ise sunlardir (4,5):
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 agirliginda olup 4 adet ayni1 yapida (tetramerik yapida) hem grubu

bulunan bir hemoproteindir. Gorevi ise H202’yi suya ve oksijene pargalamaktir. Peroksidaz
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aktivitesine sahiptir ve buna ilaveten CAT enzimi bir molekiil H2O2’yi elektron verici bir

substrat olarak, bir digerini ise oksidan ya da elektron alicisi olarak kullanabilir (4, 22).

CAT
2H,0, — 2H,0 + O

CAT enzimi peroksizomlarda yer alip kemik iligi, kan, mukoz membranlar, bobrekte
ve karacigerde yiiksek miktarlarda bulunur. CAT Onemli aktivite olarak diisiikk hizlarda
H202’nin agiga c¢iktigi durumlarda veya ortamda yiiksek miktarda elektron alicist yer
aldiginda peroksidatif reaksiyonla H,O>’yi suya doniistiiriir.

H20,+ AH; — 2H0 + A

H202 olusum hizinin yiiksek oldugu durumlarda ise asagida belirtilen katalitik
reaksiyonla H2O2’yi suya doniistiiriip ortamdan uzaklastirmis olur (29).

H202 + H,02 — 2H20 + O3

2.7.1.4.2. Siiperoksit dismutaz (SOD)

SOD, oksijeni metabolize eden tiim hiicrelerde vardir. Oyle ki siiperoksitin H20>
dismutasyonunu katalizleyen bir metalloenzimdir. SOD siiperoksit serbest radikalinin H20>
ve molekiiler oksijene doniisiimiinii agsagida belirtilen tepkime ile katalizleyen antioksidan bir
enzimdir (31, 65).

20, + 2H* — H20,2 + O3

Serbest radikallere karsi organizmadaki ilk savunma SOD enzimiyle olur. SOD, Oy
radikalini metabolize eder. Ayrica daha fazla zarar veren hidroksil radikalinin agiga ¢ikmasini
onler. Dahas1 O2" radikalini H202’ye ve molekiiler O2’ye doniistiiriir. Tepkime iriinii olan
H20; tarafindan inhibe edilir.

SOD enzimi metalloprotein yapidadir. Hiicrelerde ¢esitli sekillerde bulunur. Bunlar:

SOD-1: Cu-Zn SOD, stoplazmada bulunur.

SOD-2: Mn-SOD, mitokondride bulunur.

SOD-3: Fe-SOD, bazi bakterilerde karsilasiimistir.
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SOD-4: Ni-SOD, baz1 bakteri tiirlerinde bulunur.

Insanlarda SOD enzimi: Sitozolik Cu/Zn-SOD; mitokondrial Mn-SOD: plazma, lenf
ve sinovyal sivilarda bulunan ekstraselliiler SOD olmak tizere 3 formda bulunur (31).

SOD, 02" molekiilleri ile kendiliginden dismutasyona ugrayabilir. Sulu ortamda
spontan olarak ve hizli sekilde dismutasyona ugrayip O, ve H.O, meydana getirir. SOD
varlig1 dismutasyon hizin1 10* kat artirmaktadir. Boylelikle O radikalinin potansiyel substrat
ile tepkimeye girmesi ve OH" gibi daha toksik iiriinlerin olusumu SOD tarafindan engellenmis
olur. Organizmada oksidatif stresin ve dokuda PO2’nin artmis oldugu durumlarda SOD enzim
aktivitesi artar.

H20., Fenton reaksiyonu ya da Haber-Weiss reaksiyonlari ile daha da reaktif olan OH"
radikali agi@a ¢ikarabilir. Olusan H202’ye karsi ikinci savunma CAT ve GPx denzimleri ile

gergeklesir (31).

2.7.1.4.3. Glutatyon rediuktaz (GR)

GR, bir flavin enzimdir; hem sitozolde hem mitokondride bulunur. Ayrica koenzimi
NADPH ve prostetik grubu FAD’dir. GPx araciligi ile hidroperoksitlerin indirgenmesi
sonucunda agiga c¢ikan okside glutatyonun (GSSG) tekrardan indirgenmis glutatyona (GSH)

dontlistimiinii su sekilde katalize eder (4).

Indirgenmig glutatyon
NADP . " (2GSH "‘~\ » HD0,

N/ oA
Giutatyon redOktaz | Glutatyon peroksidaz:
(GR) AN AN\ (GPx)

= \
NADPH s M0
Q Oksitlenmis glutatyon :
(Glutatyon disOifid)

ISKEMI

Sekil 14: Iskemide glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktazin rolii (14)

2.7.1.4.4. Glutatyon peroksidaz (GPx)

Glutatyon sistemi, oksidatif hasarin azaltilmasinda gorev alan, serbest radikallerin

hiicre i¢inde detoksifikasyonuna sebep olan ve lipit peroksidasyonunu engelleyen en énemli

32



endojen mekanizmalardan biridir. intraselliiler glutatyon seklinde bulunan en giiclii thiol
bilesigidir. GPx enzimi, glutatyondan ayrilarak H202’yi suya doniistiiriir. Ayrica selenyuma
bagl sitoplazmik bir enzimdir, H.O>’yi detoksifiye edip su ve okside glutatyona doniistiiriir
(Sekil 14).

H202 + 2GSH — GSSG + 2H20

GPx sitozolde mevcuttur, 4 selenyum atomu vardir ve tetramerik yapidadir. GPX,
hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu olan bir enzimdir. Dahasi fosfolipid
hidroperoksit glutatyon peroksidaz (PLGPx) olarak adlandirilan bir enzim monomerik
yapidadir ve esasen membran fosfolipid hidroperoksitlerini alkollere indirger.

ROOH + 2GSH — GSSG + ROH + H20

Diger antioksidanlar ile beraber GPx, solunum patlamasi esnasinda serbest radikal

peroksidasyonu sonucu fagositik hiicrelerin hasara ugramasina engel olur (4).

2.7.1.4.5. Glutatyon-S-transferaz (GST)

Glutatyon S-transferazlar, her birinin iki alt birimden olustugu bir enzim ailesidir.
Bunlar hepatositlerdeki temel detoksifiye edici sistemdir. GST’ler katalitik olan ve Katalitik
olmayan bir¢ok sayida igleve sahiptirler. Bunlar hem detoksifikasyon yapar hem de hiicre igi
baglayict ve tasiyict gorevleri vardir. GST ler, karacigerde sitokrom P450 enzim sistemince
reaktif ara triinlere doniistiiriilen yabanci maddelerin daha az reaktif olan konjugatlara
dontigiimiinii katalizlerler (4).

Basta linoleat hidroperoksitleri ve aragidonik asit olmak tizere lipit hidroperoksitlere
kars1t GST’ler GPx aktivitesi gosterirler (31).

GST

ROOH +2GSH — GSSG + ROH + H,0

GST’ler, glutatyonun reaktif metabolitler ile konjugasyonunu gerceklestirip

organizmadan uzaklagmasini saglarlar (32).
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2.7.1.5. Enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemleri

2.7.1.5.1. Karotenoidler (B karoten)

Vitamin A’nin Oncli maddesi olan [-karotenin singlet oksijeni bastirabildigi,
stiperoksit radikalini temizledigi ve peroksit radikalleri ile dogrudan etkilesip antioksidan
fonksiyonunda oldugu saptanmistir (4).

Karotenoidler (B-karoten, Lutein, Violaksantin, Likopen, Zeaksantin), genel olarak
sar1 ve turuncu renkli bilesikler olup bazi bakteri ve alglerde, cogunlukta ise bitkilerde mevcut
olan pigmentlerdir. Insan ve hayvanlar karotenoid biyosentezini yapamadiklarindan bu
bilesikleri diyet ile alirlar. Karotenoidler, lipit membranlara lokalize olup membranlarin

oksidatif strese kars1 hassasiyetini azaltirlar (35).

2.7.1.5.2. Glutatyon (GSH)

Glutatyon karacigerde genetik bilgiye gerek kalmadan sentezlenebilen, sistein,
glutamik asit ve glisinden meydana gelen giiglii bir antioksidan ve bir tripeptitdir. Serbest

radikaller ve peroksitler ile tepkimeye girip hiicreleri oksidatif hasardan korurlar (66, 36).

2.7.1.5.3. E vitamini (a-tokoferol)

Vitamin E ¢ok gii¢lii olan bir antioksidandir. Hiicre membran fosfolipidlerinde mevcut
olan poliansatiire yag asitlerini serbest radikalin etkisinden koruyan ilk savunma hattini
olustururlar (67). Yapisinda bulunan fenolik hidroksil grubuna sahip olan aromatik halka bu
molekiile antioksidan bir 6zellik kazandirir (34). Vitamin E; singlet oksijeni, siiperoksit ve
hidroksil radikallerini, lipid peroksit radikallerini ve diger radikalleri indirger. Vitamin E
zincir kirict antioksidan olarak adlandirilir. Glutatyon peroksidaz agiga ¢ikmis peroksitleri

yok ederken vitamin E peroksitlerin {iretimini dnler (29).

2.7.1.5.4. C vitamini (askorbik asit)

Vitamin C, organizmada hidroksilasyon reaksiyonlarinin ¢ogunda indirgeyici ajan
gorevindedir. Bununla birlikte Kollajen iiretiminde lizin ve prolinin hidroksilasyonu igin
gereklidir. Safra asitlerinin iiretimindeki 7-a-hidroksilaz baslangic basamaginda gorev alir.
Lizinden karnitin {iretiminde rol oynar. Demirin emilmesinde enzimatik olmayan bir yolla
indirgeyici olarak rol alir, midede ise ferri demiri ferro demire indirger. Immiinite ve yara
iyilesmesinde etkindir (4).

Vitamin C, gii¢lii indirgeyici aktivitesi sebebiyle ayrica giiclii bir antioksidandir.
Siiperoksit radikali ve hidroksil radikaliyle tepkimeye girip onlari ortamdan yok eder.
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Askorbik asit, hem antioksidan hem de oksidan etkiye sahiptir. Askorbik asit proteine bagl
olan ferri demiri uzaklastirip veya direkt ferri demiri indirgeyip Fenton reaksiyonunda H2O>
ile etkilesmesine ve son asamada hidroksil radikali olusturmaya uygun ferro demire
dontstirir. Ancak bu etkinin fark edilebilmesi igin sadece diisiik konsantrasyonda olmasi
gerekir, ¢linkii yiiksek konsantrasyonlarda C vitamini giiglii antioksidan etkidedir. Ayrica C

vitamini fagositoz sirasinda da 6nemlidir (6).
2.7.1.5.5. Melatonin

Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin), en zararli radikal olan hidroksil radikalini
yok eden ¢ok giiglii bir antioksidandir. Bu sebepten dolay1 giiniimiizde antioksidanlarin en
glicliisii olarak kabul edilir. Melatonin antioksidani ayn1 zamanda lipofilik 6zelliktedir. Bu
nedenle hiicrenin diger organellerine ve hiicre ¢ekirdegine ulasabildigi gibi kan/beyin
bariyerlerini de rahat asabilir. Boylelikle genis bir dagilimla antioksidan etkidedir.
Melatoninin hiicre ¢ekirdegine girebilme yetenegi, onun DNA’y1 oksidatif hasardan korumasi
acisindan diger oksidanlara nazaran daha tstiin bir 6zellik verir. DNA hasarinin melatonin
tarafindan ¢ok etkili sekilde inhibe edildigi belirtilmistir. Yaslanmayla melatonin sentezi de
azalir. Bu da yaslanma ve yaslanmaya bagl olarak hastaliklarin patogenezinde dnemli gorevi

olabilecegi bildirilmistir (4).

2.7.1.5.6. Seruloplazmin

Seruloplazmin ihtimalle SOD’a benzeyen mekanizmayla etki gosterir. Ferro demiri
(Fe*?) ferri demire (Fe3") yiikseltgeyip Fenton reaksiyonunu ve boylelikle hidroksil radikali

iiretimini inhibe etmektedir (4).
2.7.1.5.7. Flavonoidler

Biyolojik sistemlerde bulunan aerobik metabolizma bazal sartlarda bile prooksidanlar
olarak adlandirilan reaktif oksijen iriinlerini agiga ¢ikarirlar (2). Sayet prooksidanlar agiri
miktarda olusursa oksitatif stres ya da oksitatif hasar olusur. Eksojen kaynakli
antioksidanlarin ¢ogu bugiin yaygin olarak kullandigimiz gidalarda bulunmaktadir.

Bunlar; bazi vitaminler, polifenoller, flavonoidler ve diger bilesikleri i¢cermektedir.
Flavonoidler antioksidan 6zelliklerinin yaninda ayrica antialerjik, antiviral, antiinflamatuar,
antitrombotik ve diger 6zelliklerinin de oldugunu belirtmektedir (68, 32).

Flavonoidler antioksidan ozelliklerini gosterebilmeleri icin serbest radikaller ile
tepkimeye girip onlar1 etkisizlestirirler. Flavanoidlerin etki mekanizmalar1 ise su sekildedir
(Sekil 15):
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a) Siiperoksit radikali, singlet oksijeni ve hidroksil radikalini temizler.

b) Peroksil radikalini (ROOe<) ve alkoksil radikalini (ROe<) yakalar, lipid peroksil
(LOO¢) zincirini ise kirar.

c¢) Lipooksigenaz ve siklooksigenaz enzimlerini inhibe eder.

d) Bakir ve demir gibi gecis metallerini selatlar.

e) Enzim fonksiyonlarma bagimli olan kalsiyum modinasyonu ile hiicresel
regiilasyonda 6nemli role sahip kiiciik bir asidik protein olan kalmodiilini inhibe eder.

f) Protein kinaz enzimini inhibe eder.

g) Laktat transportunu 6nler (14).

redm( rcacﬂ&:ns

\ i - -

antioxidant enzymes l

Sekil 15: Flavonoidlerin antioksidan etki mekanizmalari (14)

2.7.1.5.8. Urik asit (iirat)

Normal plazma konsantrasyonunda iirat; hidroksil, peroksit, siiperoksit radikalleri ve
singlet oksijeni temizler. Urik asit, XO’nun oksid iiriinleri (ksantin, hipoksantin gibi)
oksitlemesi sonucunda agiga c¢ikar. Insanlarda ve gelismis pirimatlarda  piirin
metabolizmasinin son Uriintidiir. Vitamin C oksidasyonunu 6nleyen bir etkisi vardir. Ancak
lipid radikalleri iizerine herhangi bir etkisi yoktur. Bilirubin, siiperoksit ve hidroksil
radikalleri toplayicisidir. Ayni zamanda albiimin lipit hidroksiperoksitleri ve HOCI
toplayicisidir. Bu fonksiyonlar da iirik asitin antioksidan etkilerinin var oldugunun

gostergesidir (4).
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2.8. Zerdecal

Zingiberaceae familyasina ait olan Curcuma longa L. sar1 renkli ¢igekleri olan, ¢ok
yillt otsu bir bitkidir. Hindistan, Endonezya, Cin, Peru, Jamaika ve Pakistan olmak iizere
Asya’nin tropik bolgelerinde yetisirler. Hindistan’da haldi ismiyle bilinmektedir. Bitkinin
toprak altinda olan ana kokleri armut ve yumurta seklinde, yan kokler ise parmak (rizom)
seklindedir (Resim 1). Curcuma cinsini igeren Zingiberaceae familyasinda 49 cins ve 1400
tiir vardir (69).

Resim 1: Zerdegal bitkisi (69)

Kullanim Alanlar

Zerdecal, ince derilerin ve ipek kumaslarin boyanmasinda ve kina yakmada ise
renklendirici olarak kullanildig: bilinmektedir. Ayrica eskiden turnusol kagidi yerine zerdecal
kagidi kullanilirdi. Balik ¢orbasi, peynir tursusu, pilav, tavuk bulyon, soslar, sogiis ve ¢esitli
sebze yemeklerine gesni olarak eklenir. Ispanyollarin deniz iiriinlerinden yapilan “paella”
adindaki iinlii yemeginde ve Hintlilerin "kor1" sosunda kullanilmaktadir. Hindistan tibbinda
cok biiyiik 6neme sahip olan zerdegalin; karaciger rahatsizliklari, romatizma, oksiiriik, siniizit,
nezle ve anoreksiya tedavilerinde kullanildigi bilinmektedir. Ayrica alyuvarda kan

temizleyicisi, tonik ve deri hastaliklari tedavisinde de kullanildig: bilinmektedir (69).
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2.8.1. Zerdecalin kimyasal icerigi

OCH,

Ho@ CH =—=CH—C— CH,— C—CH=—/CH OH

Curcumin I

H3CO o o
1! Il
110@ CH == CH—C— CH,— C—CH=—CH OH

Curcumin II  ( demethoxycurcumin )

o O
I ] _
H()-@ CH=— CH—C— CH,— C—CH=CH OH

Curcumin IIT ( bisdemethoxycurcumin )

Sekil 16: Kurkuminoidlerin kimyasal yapis1 (69)

Zerdecalin etken maddesi

Genellikle gidalarda renk vermesi igin kullanilan zerdecal 1siya dayanikli, kokusuz,
yapisinda antioksidan bir bilesik olan tetrahidrokurkumin igermektedir. Curcuminoidler
(curcumin,  bisdemethoxycurcumin, demethoxycurcumin) zerdegalin ana bilesenini
olustururlar (Sekil 16). 184°C’de eriyen curcuminin molekiil formiili C2:1H200s olup
zerdecalin  %3-5’ini  olusturmaktadir. Aseton ve etanolde ¢O6ziinebilirler fakat suda
¢Ozilinemezler.

Zerdecal gidalarda peroksit olusumunu Onleyip muhafaza siiresini artirmaktadir.
Zerdegalin lipit oksidasyonunu engellemede vitamin E’den daha da etkin oldugu bildirilmistir.

Yapilan bir ¢alismada tavuk kiymasina 400 ppm oraninda zerdegal ekstrakti katilmig
ve antioksidan 6zelligi incelenmistir. Arastirmanin sonuglari kontrol grubuyla kiyaslandiginda
zerdegal ekstraktinin onemli derecede etkili oldugu bulunmustur. Zerdegalin antioksidan
ozelliginin igeriginde bulunan fenolik bilegenlerden kaynaklandigi bilinmektedir (69).

Yine baska bir ¢alismada curcuminoidlerin antioksidan ozellikleri arastirilmis ve bu
ekstraktlarin antioksidan kapasitelerinin askorbik asite esdeger oldugu bulunmustur. 100 ppm
BHT ile kiyaslandiginda kurkuminin antioksidan aktivitesinin ¢ok daha yiiksek oldugu
belirtilmistir.

Zerdegalda yiiksek oranda bulunan ve fenolik bir bilesen olan curcuminin antioksidan
ozelligi aragtirilmis ve yapilan calisma neticesinde curcuminin gida endiistrisinde giivenli bir

sekilde kullanilacak bir antioksidan oldugu saptanmistir (69).
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Zerdegal, SOR’larin bir temizleyicisi olarak etkinlik gostermektedir. Ayni1 zamanda
lipid peroksidasyonunu azaltmakta ve bu etkinligini ise antioksidan enzimlerin aktivitelerini
koruyarak yapmaktadir (70).

Zerdecalin etki alanlari

Zerdegal, tedavi edici ve kanser Onleyici Ozelliginden dolay1 yiizyillarca geleneksel
tedavilerde kullanilmistir. Bu bitkiden olusturulan ekstraktlar kanserli hiicrelerin ¢ogalmasini
ve yayilmasini Onleyebilmektedir. Zerdegal ile ilgili yapilan birgok c¢alismaya ragmen
zerdecalin anti kanser mekanizmasi iizerindeki etkinligi konusunda aydinlatici bilgiye ihtiyag
vardir. Zerdecal bilesenlerinin kanser metabolizmasinda etkili olan bazi anahtar enzimler
uizerine etkileri vardir. Bu enzimlerden biri ise adenozin deaminazdir. Adenozin deaminaz,

hidrolazlar sinifinda yer alan bir enzimdir (71).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Deney Hayvanlan

Bu calisma Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi Tip Fakiiltesi etik kurulu
29.09.2016/31 protokol no.lu onayiyla Tibbi Biyokimya Ana Bilim Dal1 tarafindan, KSU Tip
Fakiiltesi Deneysel Arastirma Laboratuvarinda gerceklestirildi. Calismamiz standart deneysel
hayvan calismalarina uygun olarak yapildi. Bu calisma, KSU bireysel arastirma fonunun
destegi ile gerceklestirildi. Deneylerde kullanilan toplam 24 adet erkek Wistar-Albino cinsi
rat KSU Tip Fakiiltesi Deney hayvanlar1 barinagindan temin edildi. Siganlar 250-300 gram
agirliginda ve 4-5 ayliktir. Siganlar nemi (%45-50) olan ve 22+2°C oda sicakliginda 12 saat
aydinlik ve 12 saat karanlik 1siklandirmaya sahip odalarda tutulup standart rat yemi ve su
verilerek beslendi.

3.2. Deney Gruplan

Bu ¢alisma 250-300 gram agirlhiginda 24 adet erkek Wistar-albino cinsi rat {i¢ gruba
ayrilarak (kontrol grubu; n=8, sham grubu; n=8, zerdecal ekstrakti uygulanan grup; n=8)
gerceklestirildi.

Tim gruplardaki her bir rat ketamin ve ksilazin hidroklorid ile anestezi altinda uyutulduktan
sonra batin 6n duvarn tiiyleri kesilip povidon iyot ile temizlenerek steril sartlarda laparatomi
uygulandi.

Grup 1 (Kontrol): 10 dk kalp iskemi ve 10 dk reperfiizyon uygulanan grup.

Grup 2 (Sham): 10 dk kalp iskemi-10 dk reperfiizyon + 1 mL IP yolla serum
fizyolojik (%0,9 NaCl) verilen grup.

Grup 3 (Zerdegal): 10 dk kalp iskemi-10 dk reperfiizyon + 1 mL zerdegal (50
mg/kg/mL/giin) IP yolla uygulanan grup.

Sham ve zerdegal gruplarindaki ratlara giinde bir kez ve 7 giin boyunca 1 mL serum
fizyolojik (% 0,9 NaCl/kg/mL/giin) ve 1 mL zerdegal (50 mg/kg/mL/giin) IP yolla verilirken
kontrol grubundaki ratlara hig bir sey uygulanmadi.

3.3. Cahsmada Kullanilan Kimyasal Maddeler

-1, 1, 3, 3 tetrametoksipropan Sigma
- Bakar stilfat CuS04.5H20 Sigma
- 2-[2-Tiyobarbitiirik asit] TBA Merck
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- Etilendiamin tetraasetik asit Na2EDTA Sigma

- Disodyum hidrojen fosfat Na;HPO4.12H,0 Merck

- Sodyum dihidrojen monofosfat NaH2PO4 Merck

- Dipotasyum hidrojen fosfat K2HPO4 Merck

- Potasyum dihidrojen fosfat KH2PO4 Merck

- Folin-Ciocalteu Fenol ayiraci Sigma

- Lauril siilfat SDS Sigma
- Hidrojen peroksit H202 Merck

- n-Butanol Merck
- Piridin Merck
-Hidroklorik asit HCI Merck
- Sodyum hidroksit NaOH Merck
- Sodyum karbonat Na2COs3 Merck
- Sodyum kloriir NaCl Merck
- Sodyum potasyum tartarat Na-K tartarat Sigma
- Tris baz Sigma
- Tris hidroklorit Tris-HCI Sigma
- B-Nikotinamid adenin dintikleotid fosfat p-NADPH Sigma
- Formaldehit HCHO Sigma
- Etanol C2HeO Sigma
- Asetik Asit CH3COOH Sigma
- Ksantin Sigma
- CAPS Sigma
- Ksantin oksidaz Sigma
- lodonitrotetrazolium kloriir INT Sigma

3.4. Calismada Kullanmilan Cihazlar

- Derin Dondurucu Samsung

- Hassas Terazi Radwag

- UV Spektrofotometre Shimadzu

- Buz Makinesi Scotsman

- Distile su cihazi Merck

- Manyetik Karistirici Mtops

- pH metre Hanna Instruments
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- Cam Kalemi

- Fotograf makinesi

- Hayvan Kafesi

- Homojenizator diizenegi

- Kronometre

- Lamel

- Lam

- Meziir (25mL, 50 mL, 100 mL, 250 mL, 500 mL)
- Mikroskop

- Otomatik pipet, pastor pipeti

- Sogutmal1 santrifiij Hettich
- Su Banyosu

- Vorteks

3.5. Kalp iskemi/Reperfiizyon Hasar1 Modeli

Calisma KSU Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma Laboratuvarinda gergeklestirildi.
Ratlar laboratuvara getirilip tek tek tartilarak her birine intramiiskiiler olarak 60 mg/kg
dozunda ketamin hidroklorid (Ketalar flakon, Eczacibasi Tiirkiye) verilerek anestezileri
saglandi.

Anestezi altinda si¢anlara trakea entlibasyonu yapildi. Siganlarin yaklasik 3 mm olmak
tizere 4. ve 5. kotsalar sol toraktomi yapilarak gogiis kafesi agildi (Resim 2). Perikardiyum
uzaklastirilip, abdomene basi yapilarak kalp nazik¢e gogiis kafesi digina ¢ikarildi (Resim 3)
ve sol 6n inen koroner arterin orjinine yakin yerinden 6/0 ipek iplikli atravmatik yuvarlak igne
gecirildikten sonra kalp tekrar gdgiis kafesi igine birakildi. Ipek ipligin her iki ucu kisa bir
polietilen borudan (i¢ ¢apt 1 mm, uzunluk 15 mm) gecirildi. 15 dakikalik stabilizasyon
periyodundan sonra koroner arter etrafina yerlestirilen iplik bir klips yardimiyla sikistirilds
(Resim 4) ve 10 dakika siireyle gecici bolgesel iskemi yapildi. Iplerin gevsetilmesi ve
borunun ¢ikarilmasi ile reperfiizyon gerceklestirildi.

Ilag verdigimiz gruplarda, etken maddeler intraperitoneal olarak iskemiden 60 dk énce
IP yolla verildi ve daha sonra 10 dk kalp iskemi ve 10 dk reperfiizyona maruz birakildi. Sham
grubundaki siganlara 10 dk kalp iskemi-10 dk reperfiizyon + 1 mL serum fizyolojik (%0,9
NaCl) 7 giin stiresince IP yolla verildi. Serum fizyolojik cerrahi girisimden 60 dk once
uygulandi. Tedavi grubunda ise 6n kosullama teknigi ile 10 dk kalp iskemi-10 dk reperfiizyon
isleminden 60 dakika Oncesi zerdegal IP yolla deneklere verilip olusturuldu. Zerdecal (50

42



mg/kg/mL/giin) 7 giin siiresince (giinde 1 kez, 1 mL) verildikten sonra kalp I/R olusturulup
ratlar deney sonunda sakrifiye edilerek kalp dokular1 alindi.

Deney sonunda, cikarilan kalp dokusu iki esit pargaya boliinerek bir pargasi
formaldehit icerisinde histopatolojik analiz i¢in, diger parcasi ise biyokimyasal parametrelerin
analizi i¢in uygun kosullarda saklandi. Histopatolojik degerlendirmeler KSU Saglk
Uygulama ve Arastirma Hastanesi Patoloji Ana Bilim Dalinda, biyokimyasal
degerlendirmeler ise KSU Saglik Bilimleri Enstitiisii Tibbi Biyokimya Ana Bilim Dalinda
yapildi.

Resim 2: Kalp Iskemi/Reperfiizyon ¢alismasi-1
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Resim 3: Kalp iskemi/Reperfiizyon galigmasi-2

Resim 4: Kalp iskemi/Reperfiizyon ¢alismasi-3
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3.6. Homojenat Hazirlama

Dokular1 homojenize etme islemine gegcmeden dncelikle dokularimizi tartip (Resim 5),
sonrasinda dokulara 1 g 9 hacim (hacim/agirlik) %1,15 KCI ¢6ziinmesi amaciyla ilave edildi
(Resim 6). Dokular 16000 devir/dakika hizda 3 dk siiresince homojenize edildi (Resim 7).
Enzim aktive kaybini engellemek i¢in numuneler buzla dolu kiivete yerlestirildi. Sonrasinda
homojenatlar +4 °C’de 14000xrpm’de 30 dk boyunca santrifiij edildi ve iistteki siipernatantlar
almip ependorf tiiplere ayrildi. Bu ayrilan siipernatantlardan MDA ve protein diizeyleri ile
CAT, SOD ve GPx enzim aktivite dlgtimleri yapildi (Resim 8).

Resim 5: Kalp iskemi/Reperfiizyon ¢alismasi-4

Resim 6: Kalp Iskemi/Reperfiizyon ¢alismasi
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Resim 7: Kalp iskemi/Reperfiizyon galigmasi-6

Resim 8: Kalp Iskemi/Reperfiizyon calismasi-7
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T e -

Resim 9: Kalp Iskemi/Reperfiizyon ¢alismasi-8
3.7. ELISA Metodu ile GPER-1 Tayini ve Ayiraglar

Kalp dokusunda Rat G Protein Coupled Estrogen Receptor 1 (GPER-1) diizeyi ticari
bir kit ile (MyBiosource, catalog number: MBS095620, USA) ELISA teknigi ile dlgiildii.

Calisma yapilirken kitin igeriginde bulunan yontem prosediirii uygulandi (Resim 9).

3.7.1. Kit iceriginde bulunan aviraclar

-96’1ik kaplamal1 kuyucuk
-Standart (Liyofilize)
-Belirleme Reaktifi A (Green)
-A Reaktifi I¢in Seyreltme Cozeltisi
-Belirleme Reaktifi B (Red)
- B Reaktifi icin Seyreltme Cozeltisi
-TMB Substrat
- Yikama Tamponu (Wash Buffer) ( 30 x konsantre)
Prensibi: Numunelerde GPER-1 seviyeleri kantitatif sandvi¢ immiinoassay teknigi
(ELISA) ile 6l¢iildii. Mikrotitre plakast GPER-1’e has olan bir antikor ile daha onceden
kaplandi. Standartlar ve numuneler sonrasinda GPER-1’e has olan bir biyotin-konjuge antikor

ile uygun bir mikro-titre plaka oyuklarina eklendi. Sonrasinda avidin bagl horseradish
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peroksidaz (HRP) herbir mikroplakaya eklendi ve devaminda inkiibe edildi. TMB substrat
cozeltisi GPER-1, biyotin-konjuge antikor ve enzim-konjiige avidin bulunduran kuyucuklara
eklendikten sonra renk degisimi agiga ¢ikti. Enzim-substrat reaksiyonu, siilfiirik asit ¢ozeltisi
ilave edilerek bitirildi ve renk degisimi 450 nm olan bir dalga boyunda spektrofotometrik
olarak Ol¢iildi. Numunelerde GPER-1 konsantrasyonu, standart egride numune O.D’lerin
kiyaslanmasiyla belirlendi.

Kit Prosediirii

1. Tim reaktifler, standartlar ve numuneler hazirlandi.

2. Standart ve numunelerden ilgili her kuyucuga 100 ul ilave edildi. 1 saat 37°C’de
inkiibasyon islemi uygulandi.

3. Aspirasyon islemi gergeklestirildi ve her kuyucuga belirleme ¢ozeltisi A’dan 100 pl
ilave edildi. 1 saat 37°C’de inkiibasyon islemi uygulandi.

4. 3 kez aspirasyon ve yikama islemi uygulandi.

5. Aspirasyon islemi uygulandi ve her kuyucuga belirleme ¢6zeltisi B’dan 100 pl ilave
edildi. 30 dakika 37°C’de inkiibasyon islemi uygulandi.

6. 5 kez aspirasyon ve yikama iglemine tabi tutuldu.

7. Her kuyucuga 90 ul substrat soliisyonu ilave edildi. 15-25 dakika 37°C’de
inkiibasyon islemine tabi tutuldu.

8. Her kuyucuga 50 pl stop soliisyonu ilave edildi. 450 nm’de ise okumasi yapildu.

3.8. ELISA Metodu ile Nitrotirozin (3-NT) Diizeyi Tayini

Kalp dokusunda Nitrotirozin (3-NT) diizeyi ticari bir kit ile (MyBiosource, catalog
number: MBS023877, USA) ELISA teknigi ile ol¢iildii.

3.9. NO (nitrit+nitrat) Diizeyi Tayini
Cortas ve Wakid yontemi kullanilarak spektrofotometrik olarak ol¢iildii (72).
Gerekli Ayiraglar

1. Kadmiyum graniilleri: 0,1 mol/L H2SO4 i¢inde saklandigi siirece 9 ay stabildir.

2. Glisin-NaOH buffer: 7,5 g glisin bir miktar distile suda ¢6ziildii. 2 mol/L NaOH
cozeltisi ile pH’1 9,7 ye ayarlandi. Bu ¢ozelti 1 ay 0-8 °C’de stabildir.

3. Siilfanilamid: 5 g sulfanilamid 3 mol/L sicak HCI iginde ¢oziiliir ve daha sonra

sogumaya birakildi. 1 y1l oda sicakliginda stabil kalabilir.
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4. N-Naphthylethylene diamine (NNDA): 50 g NNDA 250 mL distile su iginde
¢oziildii. 2 ay 0-8 °C’de stabildir.

5. Cinko sulfat (ZnSOa): 75 mmol/L; 10,8 mg alinip 500 mL’ye tamamlandi.
6. Bakir sulfat (CuSOa): 5 mmol/L; 250 mg alinip 200 mL’ye tamamlandi.
7. Sodyum hidroksit (NaOH): 55 mmol/L; 1,1 g alinip 500 mL’ye tamamlandi.

8. Standartlar: NaNO; standarti 10 mmol/L’lik sodyum tetra borat ¢ozeltisi iginde
hazirland1 (69 mg NaNO., 380 mg borat (Na2B40710 H20) 100 mL i¢inde ¢oziildii).

9. KNO3 standardi: 102 mg potasyum nitrat alinip 10 mmol’lik 100 mL sodyum tetra

borat i¢inde ¢Oziildii.
Deneysel islemler

Deproteinizasyon: Test tiiptine 0,5 mL distile su, 2 mL ZnSOg4, 2,5 mL NaOH ilave
edilip 10 dk. oda 1sisinda beklettikten sonra 4000 g’ de 20 dk. santrifiij edildi.

Kadmiyum graniillerinin aktivasyonu: Graniiller 3 defa distile su ile yikanir. 1-2 dk.
icinde CuSOs i¢inde calkalanarak bekletilip, 3 defa da Glisin-NaOH ile yikanip 10 dk. i¢inde

kullanilmak tizere kurutma kagidi ile kurutuldu.

Sonucun hesaplanmasi: KNO3’ iin 10 milimolarlik ¢ozeltisinden 1; 5; 10; 25; 50; 75;
100; 200 milimolarlik seri diliisyonlar hazirlanir ve numunelere uygulanan tiim islemler

standartlara da uygulandi.

1 mL glisin-NaOH buffer tiim tiiplere konuldu. 1’er mL deproteinize numunelerden ve
standartlardan alindi. 2,5 g tartilan ve aktivasyon isleminden gegirilen kadmiyumlardan tiim
tiiplerin tizerine konuldu. 90 dk. oda 1sisinda karistirarak beklendi. Siire sonunda nitrit 6l¢timii
i¢in bu tiiplerden 2’ser mL alinarak tizerine 1 mL siilfanilamid ve 1 mL NNDA ilave edildi.

Karistirilir ve 45 dk. beklendikten sonra 545 nm’de okuma yapildi.

Direkt nitrit 6l¢iimii: NaNO> standartlarini 1; 5; 10; 25; 50; 75; 100; 200 milimolarlik
seri diliisyonlar hazirlandi ve deproteinize numunelerden kadmiyum ile reaksiyona sokmadan

direkt olarak 2’ser mL alinarak ayr tiiplere konuldu. Uzerine 1 mL siilfanilamid ve 1 mL

NNDA eklendi. 45 dk. sonra 545 nm’de okuma yapildi.

49



Nitrat aktivitesinin hesaplanmasi

Bulunan nitrat degerlerinden nitrit degerleri ¢ikarildiktan sonra sulandirma faktorii
olan 20 ile carpilip yine nitrat standardindan elde edilen faktor ile carptiktan sonra cikan

sonug¢ milimol/litre olarak hesaplanmis olur (72).
3.10. Protein Diizeyinin Tayini

Protein diizeyi tayini i¢in Lowry metodu kullanildi (73). Bu metot proteinlerin
yapisindaki trozin ve triptofan rezidiilerinin fosfotungustik-fosfomolibdik asit ile verdigi renk

tepkimesinin spektrofotometrik yontemle 750 nm’deki absorbans 6l¢iimiine dayanir (73).

Ayrraclar
1. A ¢ozeltisi:
%2 NaxCOs 2 g hazirlanir.
0,1 N NaOH ile 100 mL’ye tamamlanur.
2. B Cozeltisi: B1 ve Bz ¢ozeltilerinden meydana gelir.
a) B1 Cozeltisi:
% 1 CuSO4.5H,0 1 g hazirlanir.
Saf suyla 100 mL’ye tamamlanur.
b) B2 Cozeltisi:
%2 Na-K tartarat 2 g hazirlanir.
Saf suyla 100 mL’ye tamamlanir.
3. C Cozeltisi (Giinliik hazirlanir)
50 mL A +1mL B (0,5 mL B1+0,5 mL By) karigtirtlir.
4. D Cozeltisi (Giinliik hazirlanir)
Folin Cioacalteu 1: 1,5 (v/v) oraninda saf su ile sulandirilir.
Standart Egrinin Cizimi
Stok standart i¢in 0,3 g/dL bovin albumin olusturulur. Olusturulan stok standarttan 5
mL alinip 100 mL’ye serum fizyolojik ile tamamlandiginda 150 pg/mL konsatrasyon elde
edilir. Bundan seri sulandirma ile 150, 120, 90, 60, 30 pg/mL’ lik konsantrasyonlar
olusturulup 750 nm’de verdikleri absorbanslar kaydedilir. Bu verilere gore konsantrasyon-

absarbans egrisi ¢izilir. Her 6rnek 6l¢iimiinde standart egri tekrarlanir (73) (Tablo 3).
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Tablo 3: 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 sicakliginda 30 dakika bekletilip 750 nm’de kore karst okunur.

Doku Ornek Cahsmasi
Kalp dokularindan hazirlanan siipernatantta protein tayininin yapilmasi igin,
stipernatant 1:50 oraninda serum fizyolojik ile sulandirilip protein tayini yapilir. Bunun i¢in

ti¢ adet tiip alinir. Cozeltiler asagidaki sekilde tiiplere yerlestirilir (Tablo 4).

Tablo 4: Doku 6rneginde protein tayini i¢in tiiplerin hazirlanis

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 sicakliginda 30 dakika bekletilip 750 nm’de kore karsi okunur.
Hesaplanmasi
Doku numunesinin absorbansi standartin absorbansi ile kiyaslanarak ya da direkt

olarak standart egrisinden degerlendirilir ve diliisyon katsayisi ile carpilip sonucu verilir (73).
3.11. Malondialdehit (MDA) Diizeyinin Tayini

MDA tayininde Ohkawa yontemi kullanildi (74). Aerobik kosullarda pH 3,4’de
tiyobarbitiirik asit (TBA) ile numunenin 90-95°C’de inkiibasyonu sonucu olusan MDA ’nin
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TBA ile pembe renkli kompleks olusturmasi temeline dayanir. Olusan bu renk siddeti
ortamdaki MDA konsantrasyonuyla dogru orantilidir. 532 nm’de spektrofotometrik agidan
degerlendirilir (74).

Ayriraclar

1. SDS %8,1°lik

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)

2. Asetik Asit %20’lik (pH 3,5)

3. N-Butanol/Piridin Cdzeltisi (14/1)(v/v)

4. Tiyobarbitiirik Asit (TBA) %0,8’lik

5. Stok Standart

tetramethoksipropan (yogunluk =0,99 g/mL)

Standart Egri Cizimi

Standart egri ¢izimi olusturulurken stok sandarttan 6,6 ul alinip 100 mL’ye saf suyla
tamamlanip giinlik standart hazirlanir. Sonrasinda 10, 20, 40, 60, 80 ve 100 nmol/mL
konsantrasyonunda g¢alisma standartlar1 olusturulur. Ayiraglar tiiplere Tablo 5’te gosterildigi

sekilde eklenir.

Tablo 5: 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 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
SDS (mL) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Asetik Asit (mL) 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
TBA(mL) 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
Saf su (mL) 0,8 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7
Vorteksle karistiritlir. 60 dk 90 C®de inkiibe edildikten sonra musluk suyu altinda
sogutulur.
Saf su(mL) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
N-Butanol/Piridin 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
Vorteksle karistirtlir. 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilir.

Tiiplere N-Butanol/Piridin ilavesinden sonra tiipler karistirilir ve 4000 rpm’de 10
dakika santrifiij edilir, tistteki organik kisim (iist faz) alinip 532 nm’de absorbans fotometrik

olarak okunur ve standart egri grafigi gizilir.
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Dokuda MDA diizeyini tayin etmek i¢in 6rnek ¢alismasi olusturulurken de yukaridaki
tabloda verildigi sekilde tiipler belirli hacimlerde hazirlanip doku 6rnegi alinir ve MDA tayini
yapilir. Ayrintili bilgi Tablo 6’de gosterilmistir.

Tablo 6: Dokuda MDA diizeyinin tayini i¢in tiiplerin hazirlanisi

Ornek Standart Kor
Homojenat(Ornek) 0,1 mL - -
Standart - 0,1 mL -
%8.1 SDS 0,2 mL 0,2 mL 0,2 mL
%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 Cde inkiibe edildikten sonra musluk suyu altinda
sogutulur.
Saf su (mL) 1mL 1mL 1mL
N-Butanol/Piridin 5SmL SmL SmL

(v:v 15/1 oraninda)

Tiiplere N-Butanol/Piridin eklenmesinden sonra tiipler iyice karistirilir. Sonrasinda
4000 rpm’de 10 dakika siiresince santrifiij edilir ve iistteki organik kisim (iist faz) alinip 532
nm’de absorbans fotometrik olarak okunur. Sonug standart egriden degerlendirilir (74).
Hesaplanmasi

nmol/mL olarak 6l¢iilen MDA diizeyi nmol/mg protein olarak belirtilmistir.

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

protein (mg/mL)

MDA Diizeyi (nmol/gr doku)= MDA degeri (nmol/mL) x siipernatant (hacim/agirlik)

doku agirligi (g)
3.12. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivite Tayini
SOD tayini i¢in Fridovich yontemi kullanildi (75). SOD, oksidatif enerji iiretimi

esnasinda agiga c¢ikan toksik siiperoksit radikallerinin molekiiler oksijen ve H202’ye
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dismutasyonunu hizlandirir. Bu metod, ksantin ve XO kullanilarak agiga ¢ikarilan siiperoksit
radikallerinin, 2-[4-iyodofenil]-3-[4-nitrofenol]-5-feniltetrazoliyum klorid (piyodonitrotetra
zoliyum viyolet: INT) ile olusturdugu kirmizi renkli formazan boyasinin 505 nm dalga
boyunda verdigi optik dansitenin (O.D) okunmasi temeline dayanir. Numunede var olan SOD,
stiperoksit radikallerini ortamdan uzaklastirip 2 numarali formazan tepkimesini inhibe
etmektedir. Sonug olarak agiga ¢ikan kirmizi rengin O.D’si SOD yoklugunda meydana gelen

renge gore azalir ve aradaki farkin belirlenmesiyle SOD aktivitesi 6l¢iilmiis olur (75).

Ayriraclar

1. CAPS Tamponu(3-sikloheksilamino)-1-propan siilfonik asit) (pH:10,2)
0,94 mM EDTA 0,035¢
50,00 mM CAPS 1,1065 g
Doymus NaOH 11,1 pl

Saf suyla 100 mL’ye tamamlanur.
2. Substrat Karigimi
INT 0,00253 ¢
0.05 mM Ksantin 0,00152 g
Bu karigim CAPS tamponu ile 100 mL’ye tamamlanir.
3. 80 U/L Ksantin oksidaz
50 U Ksantin oksidaz 3,04 ul
Saf suyla 1 mL’ye tamamlanir.
4. 0,01 M Fosfat tamponu (pH:7 ayarlanir)
NazPO4 54,91 mg
NaH2PO4 3,58 mg
Saf suyla 100 mL ‘ye tamamlanir.
5. Standart (S6): 5,6 U/mL SOD igeren Ransod kitinin standartidir.
Standart Egri Cizimi
Liyofilize (hizli dondurulmus, steril, mikroorganizma igermeyen) sekilde hazirlanmis
SOD standartt 10 mL bidistile suyla sulandirilir. Standart egri ¢iziminde kullanilacak diger
SOD derisimleri fosfat tamponu ile Tablo 7°de oldugu gibi hazirlanir. 2-8 °C’de saklandiginda
2 hafta siireyle dayanmaktadir.
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Tablo 7: 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)

Yontemde; SOD’un aktivite tayini yapilirken, kalp doku hiicrelerinden olusturulan
stipernatantlar %30 ile %60 arasinda % inhibisyon araliginda 0,01 M fosfat tamponu ile 1:65
(640 mikrolitre tampon, 10 mikrolitre &rnek) oraninda sulandirilir ve devaminda aktivite

tayini yapilir (Tablo 8).

Tablo 8: SOD standart egri ¢izimi i¢in kuvars kiivetlerin hazirlanisi

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

XO’nun ilavesinden sonra tekrardan karistirilir. 30 saniye sonra ¢alisma koriiniin ve
standardin 37 °C’de, 505 nm dalga boyunda havaya kars1 olan baslangi¢ absorbanslari (A1)
okunur. Ayn1 zamanda da kronometre caligtirtlip 3 dakika sonra son absorbanslari (A»)
tekrardan okunur.

Hesaplama

Calisma korti SOD icermediginden inhibisyona ugramamis olan bir tepkime olarak
kabul edilir ve degeri %100 alinir. Tiim standartlar i¢in % inhibisyon degeri bunlara ait

caligma korii ile oranlanip hesaplamasi yapilir (Tablo 9).

A/dak. standart =A,-A1/ 3 dakika
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% inhibisyon standart = 100- AA/dak. standart x 100

A A c¢alisma korii

Yapilan hesaplamadan sonra X yatay eksenine SOD derisimlerinin (U/mL) logoritmik
dontisiim degerleri, Y (dikey) eksenine standartlara ait % inhibisyon degeri yazilip standart

egri olusturulur.

Tablo 9: Dokuda SOD aktivite tayini i¢in kuvars tiiplerin hazirlanis

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

Tiipler tekrardan karistirildiktan 30 saniye sonra 37°C’de, 505 nm dalga boyunda
havaya kars1 baslangi¢ absorbans (A1) okunur. 3 dakika sonra absorbans (Az) tekrar okunur.

Hesaplama:

AA/dak. standart =A>-A1/ 3 dakika

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

A A galisma korii
Numuneye ait olarak hesaplanan yiizde inhibisyon degerine denk gelen SOD degeri
standart egri kullanilarak bulunmaktadir. U/mL biriminden 6lgiilen SOD aktivitesi U/mg
protein birimi olarak belirtilmistir (75).
SOD spesifik aktivitesi (U/mg protein) = SOD aktivitesi (U/mL)

Protein (mg/mL)
3.13. Glutatyon Peroksidaz (GPx) Aktivite Tayini

GPx aktivitesi slipernatantta Beutler yontemi ile belirlenmistir (76). Asagida belirtilen
reaktifler tabloda (Tablo 10) gosterilen oranlarda tiiplere eklenir ve tiipler 37°C*‘de 10 dakika
boyunca inkibasyona birakilir (76).
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Kullanilan Reaktifler

1.1 M Tris-HCI (8,8 g), 5 mM EDTA Tamponu (0,1861 g) (pH:8)

2. 0,1 M GSH (glutatyon) 1,537 g - 50 mL distile suda
3. 10 U/mL GR (gliitatyon rediiktaz) (giinliik hazirlanir) 50ul -1mL distile suda
4.2 mM NADPH 0,1666 g 100 mL’ye tamamlanir.

5. 7 mM t-butil hidroperoksit (gilinliik hazirlanir)

Tablo 10: Doku 6rneginde GPx tayini i¢in deney tiiplerinin hazirlanisi

Reaktifler Ornek(ml)

1M Tris-EDTA 0,1 (100 pl)

Glutatyon 0,02 (20 pl)

Glutatyon rediiktaz 0,1

NADPH 0,1

Ormek (homojenat veya hemolizat) 0,01 (10 ul)

Distile su 0,66 (660 ul)

37°C’ de 10 dakika inkiibasyon yapilir.

t-biitilhidroperoksit 0,01

Kinetik olarak 340 nm’de 2,5 dakika, optik dansitedeki azalma kaydedilmektedir.

Inkiibasyon sonrasinda numuneler 1 cm kuvars kiivete koyulup iizerine 10 pul 7 mM t-
biitilhidroperoksit eklendikten sonra okuma baglatilir. Bu reaksiyon, 37°C’de enzim tarafindan
oksitlenen 1 umol NADPH’ 1n 340 nm dalga boyunda 151k yolu 1 ¢cm olan kuvars kiivetlerde
0O.D’deki azalmayi Kinetik olarak 2,5 dakika boyunca okur.

Hesaplama

GPx Aktivitesi (U/mL) = AO.D x Vr (1,0 mL)
6,22 X Vu (0,01 mL)

AOD: Dakikadaki O.D degisimi (O.D farki)

Vh: Ornek hacmi

V1: Toplam hacmi

6,22: 2mM NADPH yikim hizinin verdigi O.D degeridir.
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U/mL biriminden &lgiilen GPx aktivitesi numunede belirlenen protein degerine

béliinerek enzim spesifik aktivitesi sonucu U/mg protein biriminden verilir (76).

GPx Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) = GPx Degeri(U/mg)
Protein (mg/mL)

3.14. Katalaz (CAT) Aktivite Tayini

CAT aktivitesi siipernatantta Beutler yontemi ile belirlenmistir (76). CAT, H202’nin
yikimini katalizler. H2O2’nin CAT tarafindan yikilma hizi, H202’nin 230 nm’de 15181 absorbe
etmesinden faydalanilarak spektrofotometrik olarak 6l¢iilmektedir (76).

Ayriraclar

1. 1 M Tris-HCI, 5mM Na, EDTA tamponu, pH 8,0
Tris-Baz 5,358 ¢
Tris-HCI 8,787 g
Na, EDTA 0,1461 g

Saf su ile 100 mL’ye tamamlanir.
2. 1 M Fosfat tamponu, pH 7,0

K2HPO4 6,723 ¢
KH2PO4 8,344 ¢
Saf su ile 100 mL’ye tamamlanur.
3. 10 mM H20,

%30’ luk peroksitten 10 pl alinir ve 9,990 ul saf suyla tamamlanir.
4. Etanol (%95°1ik)

Yontem

CAT aktivitesinin tayini i¢in, doku siipernatanti 1:50 oraninda saf suyla sulandirilir, 1
mL’sine 20 pl saf etanol eklenip karistirilir ve aktivite tayini olana kadar tiiplerin agz1 kapali
olarak bekletilir. Deneye baslamadan, giinlik olarak hazirlanan 10 mM H20»
konsatrasyonunun dogru olarak ayarlanip ayarlanmadigi fosfat tamponuyla kontrol edilir.
Bunun islem icin fosfat tamponu 1:10 oraninda saf suyla sulandirilabilir. Ayarlanmasi
yapilirken de 1 mL’lik kiivete 900 pl saf su 100 pl fosfat tamponu eklenip karistirilir ve bu
karigimm 900 pl’si 230 nm’de fotometrik olarak okunur ve OD; olarak kayit altina alinir.
Sonrasinda ayni kiivete hazirladigimiz 10 mM ‘lik peroksitten (H202) 100 pl ilave edilip
tekrardan okuma yapilip absorbans degeri OD. seklinde kaydedilir. OD»-OD:= 0,071
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olmalidir ve bu deger elde edildikten sonra olusturulan peroksidin konsatrasyonu tam 10

mM’dir denilir ve sonrasinda deneye asagida belirtildigi sekilde baslanir.

Tablo 11: Dokuda CAT aktivite tayini igin kuvars kiivetlerinin hazirlanigi

Kor (ul) Numune (ul)
1 M Tris-HCI, 5 mM Naz; EDTA tamponu, pH 50 50
8,0
10 mM H20> - 900
Saf su 930 30
37°C’de 10 dakika inkiibe edilir.
Ornek (sulandirilmis) 20 20

Tipler 37°C’de 10 dakika boyunca inkiibe edildikten sonra 6ncesinden 1:50 oraninda
seyrettigimiz numuneden 20 pl alinip tiiplere konur ve 230 nm’de 2,5 dakika siiresince Kinetik
okuma yapilir. Her 6rnek teker teker ¢alisilip kaydedilir (Tablo 11).

Hesaplama

CAT Aktivitesi (U/ml) = AOD x V7 (1,0 mL)

0,071 x V(0,02 mL)

AOD: Dakikadaki O.D degisimi

VH: Ornek hacmi

VT: Toplam hacim

0,071: 10 mM H202 yikim hizinin verdigi OD degeridir.

U/mL biriminden 6lgillen CAT aktivitesi numunede gdzlenen protein degerine

béliinerek dokudaki enzim spesifik aktivitesinin sonucu U/mg protein biriminden verilir (76).

CAT Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) = CAT Degeri (U/mL)
Protein (mg/mL)

3.15. Histopatolojik Degerlendirme

Histopatolojik inceleme yapilabilmesi igin, dokular % 10’luk tamponlu nétral

formaldehit soliisyonunda 24 saat fikse edildi. Orneklerin tamami doku takip cihazinda rutin
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takibe alinip parafin bloklar hazirlandi. Bu parafin bloklardan mikrotom cihazi ile her doku
ornegi i¢in 5 p’luk seri kesitler hazirlanarak Hematoksilen-Eozin (H&E) boyasi ile boyandi.
Calisma, ayn1 patolog tarafindan hangi doku 6rneginin hangi gruba dahil oldugunu bilmeden
ve doku Ornekleri arasindan rastgele secim yapilarak gerceklestirildi. Hazirlanan preparatlar
151tk mikroskobu ile histopatolojik olarak incelendi. Gruplar; hemoraji (Resim 10),
miyokardiyal 6dem (Resim 11), myositolizis (Resim 12) ve PMNL infiltrasyonuna (Resim

13) gore degerlendirildi.

Resim 10: Miyokard hemoraji
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Resim 11: Miyokard 6dem ve kanama

Resim 12: Miyositolizis ve hipereozinofili
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Resim 13: PMNL infiltrasyonu

3.16. istatistik

Istatiksel analizin yapilmasinda SPSS (Statistical Package for Social Sciences) 15.0
programi kullanildi. Sonuglarimiz ortalama + standart sapma olarak verildi. Biyokimyasal
verilerimizin degerlendirilmesinde gruplarin arasindaki farklarin incelenmesi i¢in Non
Parametrik Kruskal-Wallis testi, iki grup arasindaki farkin degerlendirilmesinde ise Mann-
Whitney U testi kullanildi. Her iki test icinde p<0,05 degeri istatiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Kalp Dokusundaki SOD Aktiviteleri

Gruplar arasindaki SOD diizeyleri kiyaslandiginda;
Kontrol grubu ile sham ve tedavi gruplari arasinda anlamli farkliliklar saptandi (p: 0,001)
(Tablo 12) (Sekil 17).

Tablo 12: Gruplar aras1 SOD bulgulart

n SOD (U/mg protein)
Ort+SD Min-Max
GRUP 1 (KONTROL) 8 13,23+5,18 8,05-18,41
GRUP 2 (SHAM) 8 18,42+4,26 14,16-22,68
GRUP 3 (ZERDECAL) 8 22,76+7,88 14,88-30,64
SOD (U/mg protein)
25
20
15
10
5
0

KONTROL SHAM ZERDECAL

Sekil 17: Gruplar aras1 SOD diizeyleri
4.2. Kalp Dokusundaki CAT Aktiviteleri

Gruplar arasindaki CAT diizeyleri kiyaslandiginda;
Kontrol grubu, sham ve tedavi gruplari arasinda anlamli farkliliklar saptandi (p: 0,001) (Tablo
13) (Sekil 18).
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Tablo 13: Gruplar aras1 CAT bulgulari

n CAT (U/mg protein)
Ort+SD Min-Max
GRUP 1 (KONTROL) 8 11,66+3,95 7,71-15,61
GRUP 2 (SHAM) 8 15,06+5,47 9,59-20,53
GRUP 3 (ZERDECAL) 8 21,06+8,76 12,29-29,82
CAT (U/mg protein)
25
20
15
10
5
0

KONTROL SHAM ZERDECAL

Sekil 18: Gruplar aras1t CAT diizeyleri
4.3. Kalp Dokusundaki MDA Aktiviteleri

Gruplar arasindaki MDA diizeyleri kiyaslandiginda;
Kontrol grubu, sham ve tedavi gruplari arasinda anlamli farkliliklar saptandi (p: 0,001) (Tablo
14) (Sekil 19).

Tablo 14: Gruplar arast MDA bulgulari

n MDA (nmol/mg protein)
Ort +SD Min-Max
GRUP 1 (KONTROL) 8 3,96+1,27 2,69-5,23
GRUP 2 (SHAM) 8 2,58+1.04 1,54-3,62
GRUP 3 (ZERDECAL) 8 1,44+0,95 0,49-2,38
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MDA (nmol/mg protein)

3,5

2,5

N

1,5

=

0,5

KONTROL SHAM ZERDECAL

Sekil 19: Gruplar aras1 MDA diizeyleri
4.4. Kalp Dokusundaki GPER-1 Aktiviteleri

Gruplar arasindaki GPER-1 diizeyleri kiyaslandiginda;
Kontrol grubu ile sham ve tedavi gruplar arasinda anlamli farkliliklar saptand: (p: 0,011).
Sham ile tedavi grubu arasinda GPER-1 agisindan farkliliklar gézlenmedi (p:0,518) (Tablo
15) (Sekil 20).

Tablo 15: Gruplar arast GPER-1 bulgulari

n GPER-1 (ng/ml)
Ort+SD Min-Max
GRUP 1 (KONTROL) 8 0,76+0,01 0,75-0,77
GRUP 2 (SHAM) 8 1,21+0,08 1,13-1,29
GRUP 3 (ZERDECAL) 8 1,43+0,06 1,36-1,49
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GPER-1 (ng/ml)

1,6
1,4
1,2

[2=Y

0,8
0,6
0,4
0,2

KONTROL SHAM ZERDECAL

Sekil 20: Gruplar arast GPER-1 diizeyleri
4.5. Kalp Dokusundaki NO Aktiviteleri

Gruplar arasindaki NO diizeyleri kiyaslandiginda;
Kontrol grubu ile sham ve tedavi gruplari arasinda anlamli farkliliklar saptandi (p: 0,001).
Sham ile tedavi grubu arasinda NO agisindan farkliliklar gozlenmedi (p:0,244) (Tablo 16)
(Sekil 21).

Tablo 16: Gruplar arast NO bulgulari

n NO (umol/g protein)
Ort+SD Min-Max
GRUP 1 (KONTROL) 8 10,01+4,05 5,96-14,05
GRUP 2 (SHAM) 8 7,95+2,73 5,22-10,68
GRUP 3 (ZERDECAL) 8 7,03+1,50 5,53-8,53
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NO (umol/g protein)

12
10

o N OB~ OO ©

KONTROL SHAM ZERDECAL

Sekil 21: Gruplar aras1 NO diizeyleri
4.6. Kalp Dokusundaki 3-NT Aktiviteleri

Gruplar arasindaki 3-NT diizeyleri kiyaslandiginda;
Kontrol grubu ile sham ve tedavi gruplari arasinda anlamli farkliliklar saptandi (p: 0,023).
Sham ile tedavi grubu arasinda 3-NT agisindan farkliliklar gézlenmedi (p:0,622) (Tablo 17)
(Sekil 22).

Tablo 17: Gruplar aras1 3-NT bulgulari

n 3-NT (nmol/L)
Ort + SD Min-Max
GRUP 1 (KONTROL) 8 6,06+1,15 4,91-7,20
GRUP 2 (SHAM) 8 4,22+0,16 4,06-4,38
GRUP 3 (ZERDECAL) 8 3,97+0,11 3,86-4,08
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3-NT (nmol/L)

O F N W ks~ OO0

KONTROL SHAM ZERDECAL

Sekil 22: Gruplar aras1 3-NT diizeyleri
4.7. Kalp Dokusundaki GPx Aktiviteleri

Gruplar arasindaki GPx diizeyleri kiyaslandiginda;
Kontrol grubu ile sham ve tedavi gruplart anlamh farkliliklar gdzlendi. Kontrol grubunda
GPx aktivitesi sham ve tedavi grubuna gore anlamli sekilde diistiigii saptandi (p:0,001). Sham
ve tedavi grubu arasinda anlaml farkliliklar gézlenmedi (p:0,734) (Tablo 18) (Sekil 23).

Tablo 18: Gruplar aras1t GPx bulgulari

n GPx (U/mg protein)
Ort+SD Min-Max
GRUP 1 (KONTROL) 8 0,008+0,002 0,006-0,01
GRUP 2 (SHAM) 8 0,020£0,008 0,012-0,028
GRUP 3 (ZERDECAL) 8 0,022+0,009 0,013-0,031
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0,025
0,02
0,015
0,01

0,005

GPx (U/mg protein)

KONTROL SHAM ZERDECAL

Sekil 23: Gruplar aras1 GPx diizeyleri

4.8. Histopatolojik Bulgular

I/R ve 1/R+SF grubunda; miyokardiyal édem (p=0,205), miyositolizis (p=0,412),
hemoraji (p=0,326), PMNL infiltrasyonu (p=0,014) izlendi. istatistiksel olarak anlamli fark
sadece PMNL infiltrasyonunda bulundu (MannWhitney U Testi). Tedavi grubu I/R ve I/R+SF
gruplariyla karsilastirildiginda; miyokardiyal 6dem (p=0,025), miyositolizis (p=0,039),

hemoraji (p=0,516) ve PMNL infiltrasyonu (p=0,008) izlendi. Istatistiksel olarak hemoraji,

miyokardiyal édem, miyositolizis ve PMNL infiltrasyonu yonlerinden anlamli farkliliklar

bulundu (Mann Whitney U Testi) (Tablo 19).

Tablo 19: Gruplarin histopatolojik derecelendirilmesi

Miyokard Miyositolizis | Hemoraji PMNL

odem infiltrasyonu
I/IR 1 1 2 3
I/R+SF 1 1 1 2
Tedavi 0 0 1 0

0-yok, 1-hafif, 2-orta 3-siddetli olarak degerlendirildi.

69



5. TARTISMA

[lk defa yapilan bu ¢alismada, kalp I/R hasarinda zerdegalin GPER-1 ve
oksidatif/nitrozatif stres biyomarkirlari {izerine etkisi aragtirilmistir. Zerdegal yapisal olarak
antioksidan Ozelliginden dolay1 bir¢cok hastalikta tedavi etmek amaciyla deneysel olarak
incelenmektedir.

Yapmis oldugumuz c¢alismada ise zerdegalin kalp I/R hasarinda GPER-1 ve
oksidatif/nitrozatif stres iizerine 6nemli rol oynayabilecegini 6n gérmekteyiz.

Iskemi, bir organa gelen kan akimmin farkli sebeplerden dolay1 yetersiz duruma
gelmesi ya da durmasidir. Reperfiizyon ise iskemiye sebep olan etkenin ortadan kaldirilip
dokuya kan akiminin tekrardan saglanmasidir (14). Miyokardial reperfiizyon hasari, uzun
stiren iskemiyi takiben reperfiizyon esnasinda olusan hasardir.

Curcumin, yemeklerde sar1 renk veren baharat olarak da kullanilan zerdegal (hind
safran1)’in yapisinda bulunur ve tropikal bitki olan Curcuma longa (Zingiberaceae)’ nin sar1
tozundan Ttretilir. Zerdecgal, dogu toplumlarinda 6zellikle Cin ve Hint geleneksel tibbinda
lokal/topikal ve genel kullanim gormiis cilt, mide-bagirsak hastaliklari ile yara iyilesmesinde
kullanilmigtir. Ayn1 zamanda yapilmis olan epidemiyolojik, klinik ve hayvan ¢alismalariyla
zerdecalin bir¢ok biyolojik etkisiyle molekiiler mekanizmalar1 ag¢iklanmaya calisilmistir.
Antioksidan, antimikrobial, antimutajenik, antiinflamatuar, yara iyilestirici, antikarsinojenik,
noro koruyucu, antimetaztatik, angiogenezisi diizenleyici birgok 6zelligi ispatlanmig olup doz
asiminda toksik 6zellik gdstermeyen dogal bir maddedir (77). Literatiir taramalarinda benzer
bir calismayla karsilasmadigimizdan, zerdegalin antioksidan, antiinflamatuar ve yara
iyilesmesini hizlandiric1 6zelliklerinden dolayr kalp I/R hasarinda iyilestirici etkiye sahip
olabilecegini diisiindiik. Bu amagla deneysel olarak ratlarda olusturdugumuz kalp iskemi
modelinde zerdecalin olumlu etkilerinin olup olmadigini histokimyasal ve histopatolojik
olarak degerlendirdik.

GPER-1, yeni tanimlanan Ostrojen reseptorii analogudur. GPER-1’in stimiilasyonu
adenilat siklaz/cAMP yolagin1 kullanip da olusmaktadir (40). Literatiir taramalarinda I/R
hasarinda GPER-1 ile ilgili hicbir calismaya rastlanilmamistir. Bu ylizden sonuclarimizi
herhangi bir calisma ile karsilastiramadik. Calismamizda GPER-1 diizeyi I/R hasarinda
belirgin bir sekilde diiserken tedavi grubunda oldukga artmistir. Kanimizca GPER-1’in I/R
hasarina bagli olarak diismesi Ostrojen diizeyinin artisindan kaynaklanabilir. Dolayisiyla,
tedavi grubunda GPER-1 diizeyinin artmasi zerdegal bitkisinin Ostrojenik aktivitesinin

olabilecegini gostermektedir.
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Iskemik dokuda kan akiminin tekrardan baslamasiyla, 6zellikle dokuya gelen ve
yerlesen PMNL tarafindan ortama salinan SOR dokudaki yikimu artirict etkidedir. I/R hasari
bircok patofizyolojik siirec iceren karmasik bir siiregtir. Cesitli calismalar SOR’un I/R
hasarinda lipit peroksidasyonunu baslatip hasar olusmasinda 6nemli rolde oldugunu agiga
cikardr (39). Ayn1 zamanda SOR canlidaki biyomolekiillerle tepkimeye girip dokudaki hasari
artirir (30). Onceki yillarda yapilan ¢alismalarda; enzimatik ve nonenzimatik mekanizmalar
ile SOR’larn etkilerini yok eden maddelerin iglevleri deneysel ve klinik olarak belirtilmistir.

SOR olusumunu ve bunlarin olusturdugu hasar1 engellemek i¢in viicutta bir¢ok
savunma mekanizmas1 gelismistir. Bunlar “Antioksidan savunma sistemleri” olarak
bilinmektedir. Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyip ve/veya SOR
toplayarak lipit peroksidasyonunu inhibe eder (11). Biitiin organizmalarin savunma
mekanizmasinda etkili olan antioksidan enzimlere; CAT, SOD, GPx ve kimyasal bilesiklere
de; askorbik asit, a-tokoferol, karatenoid ornek verilebilir. Antioksidan savunmada 6ncelikli
etkili olan enzimatik antioksidanlardir (78). CAT, SOD, GPx ¢ok onemli olan antioksidan
savunma mekanizmalaridir. Bu enzimler diizenli hiicre metabolizmasimin kontroliinde ¢ok
onemlidir (36). Enzimatik antioksidanlar kadar degilse de bitkisel kaynakli olan
antioksidanlarin da oksidatif hasara karsi koruyucu etkide oldugu bilinmektedir (79).
Antioksidan savunmada Oncelikli etkiye sahip olanlar enzimatik antioksidanlardir. Bunlar
CAT, SOD, GPx ve GR gibi enzimlerdir (4, 5). SOD, siiperoksit radikalini H2O’ye katalizler.
H202 de GPx ve CAT tarafindan molekiiler oksijene ve suya indirgenir. GPx, GR araciligiyla
aciga cikan glutatyonu okside forma doniistiiriir. Bu sebepten otiirii bu enzimlerin
konsantrasyonlarmin 6l¢iimii bize iskemi sonucunda meydana gelen SOR hakkinda bilgi
saglar (30, 80). Bu arastirmada acia cikan oksidan hasarin derecesini belirlemek i¢in ve
verilen maddelerin hasar1 engellemedeki basarisini gérebilmek i¢in CAT, SOD, MDA ve GPXx
enzim aktiviteleri ¢aligildi. Hiicrede meydana gelen serbest radikal hasarina kars1 enzimatik
ve non-enzimatik savunma mekanizmalar1 bulunmaktadir. Urik asit, A, C ve E vitaminleri,
glutatyon nonenzimatik savunma mekanizmalar1 arasinda 6nemli derecede yer alirken; CAT,
SOD ve GPx enzimleri de hiicre iginde islev gbren enzimatik savunma sistemleri yani radikal
slipiiriicii olan enzimlerdir. Bunlar SOR’un meydana getirdigi oksidatif hasar1 engeller.

Serbest radikal olusum hiz1 bu radikalleri etkisizlestirme hiziyla esit oldugu miiddetce
olusan radikallerden organizma etkilenmez. Aksi takdirde antioksidan savunma azalir veya
zararh bilesiklerin olusma hiz1 organizmanin savunma giiciinii asarsa bu denge bozulur ve

SOR’lara bagl olarak zararli etkiler meydana gelir. Antioksidan ajanlar birlikte kullanildig1

71



zaman da birbirlerinin etkilerini olumlu yonde artirip daha giiclii bir koruma saglayabilir,
olusabilecek yan etkilerde de azalma meydana getirebilirler (30).

Yapilan ¢aligmalarda iskemide olusan SOR’un miyokardiyal reperfiizyon hasarinda rol
oynadiklari, SOD ve CAT uygulamasiyla bu hasarin azaltilabilecegi tespit edilmistir. Daha
sonraki ¢aligmalar, tam kan reperfiizyonundaki PMNL de bu hasarin olusmasinda énemli bir
rolii oldugunu gostermistir (81).

Organizma cesitli kaynaklardan gelen serbest radikallere maruz kalinmasi sonucu
bircok savunma mekanizmalar1 gelistirir. Serbest radikallerle indiiklenen oksidatif/nitrozatif
stres ile ilgili savunma mekanizmalari: bu mekanizmalarin engellenmesi, onarim
mekanizmasi, fiziksel savunma ve antioksidan savunmadir. Enzimatik antioksidan savunma
kaynaklar1 SOD, GPx ve CAT’1 kapsamaktadir. Normal kosullar altinda bu antioksidanlarin
hiicre i¢i diizeyi ve etkinlikleri arasinda denge bulunmaktadir. Bu denge organizmanin
canliligt ve sagligi agisindan gereklidir. Antioksidanlar, giiniimiizde i¢inde bulunduklar
besinler, yaygin kullanim 6zellikleri ve koroner kalp hastaligi koruma ve tedavisindeki yeri
sebebiyle ilgi ¢ekmeye devam etmektedir. Antioksidanlar, i¢inde bulundugu bir ortamda,
okside edilebilen bir maddeye gore daha az bulunmasina ragmen, o maddenin oksidasyonunu
Onleyen veya geciktiren madde olarak tanimlanabilir. Antioksidanlar fizyolojik rolii, kimyasal
reaksiyonlar sonucunda ortaya ¢ikan serbest radikallerin dokuya zararin1 6nlemektir (16).

Intestinal, bobrek ve karaciger I/R ile aortik I/R’nin indiikledigi bobrek hasarinda SOD
aktivitesinin diistiigii bircok aragtirmacilar tarafinda rapor edilmistir (82). Bizim ¢alismamizda
da sadece I/R uygulanan grupta SOD aktivitesinde belirgin bir azalmanin olmasi; I/R
hasarinin hiicre icinde superoksit anyon radikallerini arttirdifi ve SOD enziminin
inhibisyonuna neden oldugunu diisiindiirmektedir. Buna ek olarak, ¢aligmamizda I/R hasarmna
kars1 zerdecal tedavisi verilen grupta SOD enzim aktivitesinin arttif1 gozlenmistir. Zerdegalin
hiicre i¢inde superoksit anyon radikalinin diizeyini azaltarak SOD aktivitesini artirdigi
diistiniilmektedir.

CAT enzimi, SOD tarafindan olusturulan H2O’yi peroksizomlarda su ve oksijene
cevirir. CAT viicutta dogal olarak olusan bir metalloproteindir ve in vivo olarak SOD ile
kombine bir sekilde etki eder. Nitekim, calismamizda CAT aktivitelerinde sadece I/R
uygulanan grupta anlamli derecede azalmistir. I/R hiicre igerisinde yiiksek oranda iiretilen
H202’nin  CAT’in aktivitesini azalttig1 disiiniilmektedir. Dolayisiyla SOD ve CAT’m
kombine etkisi goze ¢arpmaktadir. Tedavi grubunda zerdegal tedavisinin koruyucu etkisi ile

CAT aktivitesinin arttig1 diistiniilmektedir (16).
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MDA, lipid peroksidasyonunda bir son {iriindiir ve oksidatif hasarin diizeyini
gostermede kullanilir. Caligmamizda tedavi almamus sadece I/R uyguladigimiz kontrol
grubunda MDA diizeyleri, sham ve tedavi gruplarina gére anlamli derecede yiiksek bulundu.
Kalp I/R gerceklestirilmis sicanlarda lipid peroksidasyonunun gdstergesi olan MDA
diizeylerinde 6nemli bir artisin ortaya ¢iktigi, artan MDA diizeylerine paralel olarak kalp
I/R’nin siganlarda kardiyak nekrozla sonuglandig1 gosterilmistir (83).

GPx iyi bilinen dogal bir antioksidandir. Birbirinin ayni1 dort alt iiniteden olusan
tetramerik bir enzimdir. Her subiinit bir selenyum atomu igerir. Bu nedenle hiicreleri ¢esitli
hasarlara karsi koruyan bir selenoenzim oldugu distniiliir. GPx, organik peroksitleri
indirgenmis GSH ile elimine eder. GPx toksik hidroperoksitlerin alkol ve suya indirgenmesini
GSH’nun GSH disiilfid (GSSG) oksidasyonu ile meydana getirir. GPx’in hiicredeki dagilima,
GSSG-R’a bagimhidir. Her iki enzim de sitozolde en yiiksek konsantrasyonlarda bulunur.
Calismamizda buldugumuz azalmis GPx aktivitesini icerigindeki Se element diizeyinin
miktarinda I/R’na  bagli olusabilecek diisiise baglayabiliriz. Se  diisiikliigiiniin,
makromolekiillerden dnce GPx enzim aktivitesini etkilemis olabilecegini diisliniilmektedir.
Bu diisiincemizi destekleyen ¢alismalar da mevcuttur (84).

Iskemi, damar endotelinde hem inflamatuar hiicre infiltrasyonu hem de indiiklenebilir
nitrik oksit sentaz (iNOS) aktivitesini artirir. Boylece iskemi sirasinda NO seviyesi artarken,
reperfiizyon siirecinde kan akiminin yeniden baglamasiyla, biiyiikk miktarlarda molekiiler
oksijen dokulara taginir. Reperfiizyon hasarindan sorumlu oldugu disiiniilen ¢ok miktarda
SOR ve Oy ortaya cikar. Iskemi sirasinda olusan asir1 miktardaki NO, ya bu radikalin stabil
son iriinleri olan nitrit ve nitrata doniisiir, ya da O2" radikali ile reaksiyona girerek bir toksik
oksijen metaboliti olan peroksinitriti olusturur. Peroksinitrit ise dokularda hasar yapar. NO
artisindaki bir diger muhtemel mekanizma ise, ndtrofillerin aktivasyonu ve etkilenen dokuya
sekresyonudur. Yapilan birgok arastirmada, I/R’a bagl olarak yiiksek miktarda meydana
gelen NO ve peroksinitrit olusumu azaltilarak hasarin 6nlenebilecegi ileri siiriilmistiir (16).
Biz bu calismada NO artisinin I/R esnasinda kalpte meydana gelen reperfiizyon degisikliginde
iINOS olusumunun artis1 ile ilgili olabilecegini ve dolayisiyla goriilen histopatolojik hasarin
NO’nun reperfiizyon esnasinda olusan Oz ile birlesmesiyle meydana gelen peroksinitritden
kaynaklanabilecegine bagladik. Calismamizda zerdegal uygulanan sicanlarda NO diizeyi
anlamli olarak diistii. Zerdecalin insan nétrofillerinde ROT’u (O2™ gibi) tam olarak bloke
etmesi ve boylece NO’nun serbest kalarak s6z konusu bu radikaller tarafindan kullanilmasinin

onlemesine baglanabilir.
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NO ve hipokloréz asit reaksiyon {iriinleri gibi ajanlarin peroksinitritten bagimsiz
olarak 3-NT olusturabildiklerinin bildirilmesine karsin, biyolojik sistemlerde olusan 3-NT’in
yaygin olarak olusabilen peroksinitritden dolay1 olmasi ve peroksinitrit olusumunu yansitmasi
daha olasidir (85). Hem NO’nun hem de siiperoksitin konsantrasyonunun arttigi ve/veya
ozellikle SOD aktivitesinin diisiik oldugu patolojik olaylarda peroksinitrit olusumu belirgin
olarak artar (86). Calismamizda kalp I/R’da 3-NT diizeylerinin artmasi, kalp I/R hasarinda
peroksinitritin olustugunu gostermektedir.

PMNL’ler I/R sonrasinda kalp hasarinda esas role sahiptirler ve PMN I8kositlerin
azaltilmasi bu hasardan koruyucu bir etki olusturur (16). Calismamizda histopatolojik olarak
kalp I/R uygulanan kontrol ve sham grubunda PMNL infiltrasyonu, édem, hemoraji ve
myositolizis gdzlenmis olmasi, ortaya ¢ikan doku hasarinda esas olarak; SOR, hiicre i¢i Ca*?
dengesinin bozulmasi ve inflamatuar kaskatin aktivasyonuyla olustugunu diistindiirmektedir.
Buna kargin tedavi grubunun histopatolojik incelenmesinde hemoraji disinda hasarin
goriilmemesi, zerdecalin kalp I/R hasarmi dnlemede énemli ajan olabilecegini isaret etmistir
(16).

Bulgularimiz daha 6nceden farkli antioksidanlarla yapilan ¢alismalarin sonuglart ile
uyumluluk gostermektedir (13, 86). Calismamizda zerdegal; SOD, CAT, MDA, NO, 3-NT,
GPER-1, GPx diizeyinde anlamli farkliliklarin saptanmasina yol acti. Ayrica histopatolojik
olarak da nekroz bulgularinin azaldig1 gézlendi.

Uyguladigimiz deney prosediiriinde zerdegalin MDA, NO ve 3-NT diizeyinlerini ve
kalp doku hasarin1 azaltmasi, antioksidan enzim diizeylerini (CAT, SOD ve GPx) artirmas1 bu
modelde zerdegalin yararl etkilerinin olabilecegini akla getirmektedir.

Sonug¢ olarak ¢aligmamizda elde ettigimiz bulgular; kalp I/R hasarinda
oksidatif/nitrozatif stresin dnemli rol oynadig1 ve buna kars1 zerdecal uygulamasinin bu hasara

kars1 yararli olabilecegini diisiindiirmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismamizda kalp I/R olusturulan ratlarda meydana gelen kalp doku hasarinda
zerdegalin GPER-1 ve oksidatif/nitrozatif stres lizerine etkisini arastirdik. Calismamizda 250-
300 g arasinda degisiklik gosteren Wistar Albino tipi erkek siganlar kullanildi. Deney hayvani
olarak sicanlarin segilmesinin sebebi; KSU Tip Fakiiltesi hayvan laboratuvarinda yetistiriliyor
olmasi ve I/R modellerinde kullaniliyor olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu amacla,
biyokimyasal parametre olarak CAT, SOD, MDA, NO, 3-NT ve GPx (doku) diizeylerini
ol¢iip, kalp doku kesitlerinden histopatolojik degerlendirmelerini yaptik.

Sonug olarak;

1) Sham ve kontrol grubu arasinda tiim parametreler yoniinden istatistiksel olarak
anlamli farkliliklar saptand1 (p<0,05).

2) Sham ve zerdegal grubu arasinda GPER-1, NO, 3-NT ve GPx hari¢ diger
parametreler yoniinden istatistiksel olarak anlamli farkliliklar saptandi (p<0,05).

3) Sham ve zerdegal grubu arasinda GPER-1, NO, 3-NT ve GPx parametreleri
yoniinden istatistiksel olarak anlamli farkliliklar yoktu (p=0,518, p=0,244, p=0,622, p=0,734)
(p>0,05).

4) Kontrol ve zerdegal grubu arasinda tiim parametreler yoniinden istatistiksel olarak
anlaml1 farkliliklar saptand1 (p<0,05).

Uyguladigimiz deney prosediiriinde zerdegalin kalp doku hasarint azaltmasi,
antioksidan enzim diizeylerini artirmasi bu modelde zerdegalin yararl etkilerinin olabilecegini
akla getirmektedir.

Calismamizda histopatolojik olarak I/R grubunda artan nekrozun zerdegal uygulamasi
ile azaldig goriildii. Bu bulgularimiz biyokimyasal sonuglar1 desteklemektedir.

Sonug olarak, kalp dokusunun kurtarilmasi i¢in gerekli olan reperfiizyon, igerisinde
miyokardiyal apopitoz ve nekrozun da oldugu bir seri olaymn baslamasina sebep olur.
Zerdecal, antioksidan ve antiinflamatuar etkilerinden dolay1 kalbi apoptoza karsi koruyabilir.
Calismamizdan elde ettigimiz bulgular; kalp I/R hasarinda GPER-1 ve oksidatif/nitrozatif
stresin Onemli rol oynadig1 ve buna kars1 zerdecal uygulamasinin bu hasara karsi yararl

olabilecegini diisiindiirmektedir.
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11. EKLER

KAHRAMANMARAS SUTCU IMAM UNIVERSITESI TIP FAKULTESI

HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURULU KARAR FORMU

Kalp iskemi Reperflizyon Hasarinda Zerdegal (Curcuma longa)’in GPER-1

yaklagim ve yontemleri dikkate alinarak incelenmis, ¢

toplantiya kaulan tiyelerin oy birligi ile karar verilmistir.

BASVURU Arastirmanin Bashg ve Oksidatif/Nitrozatif Stres Biyomarkirlar1 Uzerine Etkisinin Arastirilmasi
BiLGILERI Basvuru Tarihi 29.09.2016
Protokol No 31
DEGERLENDIRILEN Belge Adi Dili
iLGiLi Bagvuru Formu Tirkce
BELGELER
Oturum No: 2016/09 Karar No: 02 Tarih: 04.10.2016
KARAR Prof. Dr. Ergll BELGE KURUTAS$’in sorumlulugunda yapilmasi planlanan ve yukarida
BiLGILERI bagvuru bilgileri verilen arastirma bagvuru dosyasi ve ilgili belgeler arasurmanin gerekge, amag.

Lrgeklesmesmdc etik sakinca bulunmadifina

K.S.U. TIP FAKULTESI HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURULU

BASKANIN UNVANI/ADI/SOYADI

| Yrd.Do¢.Dr.Akif Hakan KURT

Arastirma ile Katihim
Unvan/Adi/Soyad: Uzmanhk Dal Kurumu iliski (**) imza
1 s [
Yrd. Doc. Dr. AKif Hakan KURT Tibbi Farmakoloji KSU Tip Fakoltesi
Daskan : ED |HR | ER® | O /L .
Prof. Dr. Ali CETINKAYA I¢ Hastahklan KSU Tip Fakoltesi
Uye EO (H® | EO HEX KATILMADI
L
Prof. Dr. Fatma INANC TOLUN Tibbi Biyokimya KSU Tip Fakoltesi A"
5 Oye EQ] HE ER HO ( .
Dog. Dr. Mchmet BOSNAK Fizyoloji KSU Tip Faktltesi
Oye EQ |H® | EO HR \ lﬁ\TILMADl
Dos. Dr. Mchmet SAHIN Tibbi Biyokimya KSU Tip Fakultesi \
Oye EOC HEX EX HO \J
Dog. Dr. Israfil ORHAN KBB KSU Tip Fakaltesi . 5
Oye EQ |HR | EX HO k J
N
Dog. Dr. Mehmet ACIPAYAM Kalp Damar Cerrahi KSU Tip Fakultesi o
Oye E0 |HE | ER HO /)/\
Dag. Dr. Billent ALTUNOLUK Uroloji KSU Tip Fakoltesi
Oye EO HRX EO HEX KATHLMADI
Dos. Dr. Atilla YOLDAS Anatomi KSU Tip Fakltesi
Uye EO H ERX HO %
Yrd. Dog. Dr. [diris ALTUN Beyin ve Sinir Cerrahisi KSU Tip Fakaltesi ~/Z
Oye ECO HX ERX H[O W
Yrd. Dog. Dr. Mchmet DEMIR Anatomi KSU Tip Fakoltesi
Oye EO (H® | EO HER KATILMADI
Yrd. Dog. Dr. Adem DOGANER Biyoistatistik KSU Tip Fakultesi
Oye E0 | HR® | ER HO = % W\/)
Mehmet Emin DARENDELI Avukat Serbest =
Ore E0 |u® | em | wO /7
Mustafa CANSARAN Mghendis Tanim [ Mudorloga
ye EOQ |HR | ER HO
SERH
(VARSA)

*Arastirma ile [liski
#*Toplantuda Bulunma
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