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DENEYSEL KALP iSKEMI-REPERFUZYON MODELINDE LiKOPEN’IiN
KORUYUCU ROLUNUN ARASTIRILMASI

(YUKSEK LiSANS TEZI)

OZLEM BOZKUS

OZET

Iskemi, doku hasar1 ile sonuclanan, dokuya yetersiz oksijen ve besin destegine yol
acan kan akimi durmasi veya azalmasmi ifade eder. Kalp dokusunun yagammin devam
edebilmesi icin iskemik alanin erken reperflizyonu oOnemlidir. Ancak reperflizyonun
kendisi de, reperfiizyon hasar1 olarak adlandirilan kalp hiicrelerinin 6liimii ile sonuglanir.
Kalp iskemi sonrasi reperflizyonun yol ac¢tig1 agir oksidatif stres ciddi islevsel ve yapisal
hasara yol ag¢maktadwr. Bu hasardan baslica serbest oksijen radikalleri sorumlu
tutulmaktadir. Kalp cerrahisinde uygulanmakta olan anestezi teknikleri kalbi koruma
yontemleri ve cerrahi tekniklerdeki gelismelere ragmen, kalp iskemi reperfiizyon hasari

mortalite ve morbiditenin halen en 6nemli nedenlerinden biridir.

Iskemi sonrasi reperflizyonun yol a¢tig1 agir oksidatif stres ciddi islevsel ve yapisal
hasara yol agamaktadwr. Bu hasardan baslica serbest oksijen radikalleri sorumlu
tutulmaktadir. Son yillarada farkli organlarda yapilan calismalarda reperflizyon kaynakli
hasara kars1 iskemik 6nkosullama gibi yontemlerin yan1 sira bir¢ok antioksidan maddenin
koruyucu etkileri gosterilmistir.

Likopen, sebze ve meyvelerde dogal olarak bulunan karoten ailesine ait bir
pigmenttir. Domatese ek olarak iiriinleri de likopen agisindan zengindir. Likopen ayni
zamanda antioksidan bir maddedir. Likopen, hiicreleri serbest radikal hasarindan
korunmasinin yami sira, hiicreler arasindaki baglar1 giliclendirmekte ve hiicre
metabolizmasmi gelistirmektedir. Yagda ¢oziinen, yag miktar1 fazla doku ve organlarda
etkinligi artan likopen, yag icerigi oldukca fazla olan ciltte de antioksidan koruyucu etki
gosterdigi saptanmustir. Diger bir yararli etkisi, ultraviole 1sinlara karsi koruma
saglamasidir. Likopen ayni1 zamanda kolesterol diistiriicti 6zelligede sahiptir. Gogiis, rahim,
karaciger, prostat kanserlerinden koruyan, Alzheimer hastaligin1 6nleyen, kalp damar
hastaliklari, kemik ve cilt saglig1 agisindan koruyucu etkisi bulunan likopen antioksidan

ozelligiyle yaslanma siirecini de yavaslatmaktadir
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Ik defa yapilan bu ¢alismamizda, Likopenin kalp iskemi-reperfiizyon hasarina olan
biyokimyasal ve histopatolojik etkileri 24 ergin erkek rat ilizerinde arastirildi. Ratlar
randomize olarak ii¢ gruba ayrildi; kontrol (n=8), sham (n=8) ve Likopen tedavi grubu
(n=8). Sham ve Likopen grublarindaki ratlara deneyden, iki giin 6ncesinden baslanarak
glinde bir kez 1 mL serum fizyolojik (% 0,9 NaCl/kg/giin ve 50 mg /kg/giin Likopen
intraperitoneal yolla verilirken kontrol grubundakilere hig¢ bir sey uygulanmadi. Daha sonra
tim gruptaki ratlara girisim ve cerrahi islemden sonra kalpte 10 dakika iskemi ve 10
dakika reperfilizyona olusturuldu. Reperfiizyonun takibinde sham ve Likopen grublarindaki
ratlara tekrar 1mL (tek doz) serum fizyolojik ve Likopen (tek doz) intraperitoneal yolla
verilirken kontrol grubundakilere hi¢ bir sey uygulanmadi. Deneyin sonunda tiim ratlar
sakrifiye edildi ve kalp dokusunda oksidatif/nitrozatif stresin biyobelirtegleri olarak katalaz
(CAT), superoksit dismutaz (SOD), malondialdehit (MDA), nitrik oksit (NO) ve
nitrotirozin (3-NT) diizeyleri 6lciildii.

Biyokimyasal ve histopatolojik incelemeler sonunda sham, kontrol ve tedavi
gruplar1 birbirleriyle kiyaslandiginda anlaml farklilik bulundu. (p<0,05). Kontrol ve sham
gruplarinda Likopen tedavi grubuna gore MDA, NO ve 3-NT diizeyleri yiiksek iken, CAT
ve SOD aktiviteleri olduk¢a diisiik bulundu (p<0,05). Kontrol ve sham gruplar1 arasinda
MDA, NO, 3-NT, CAT ve SOD diizeyleri acisindan istatiksel olarak anlamli farkliliklar
saptand1 (p<0,05). Histopatolojik olarak kontrol ve sham grubunda PNL infiltrasyonu,
0dem, hemoraji ve miyositolizis gozlenirken Likopen tedavi grubunda sadece hemoraji
gozlendi.

Buldugumuz veriler neticesinde, Likopen tedavi grubunda antioksidan aktivitenin
yiiksek, oksidatif/nitrozatif stres diizeylerinin diisiik oldugu saptandi. Buna ek olarak
Polimorf Niiveli Lokositlerinin filtrasyon derecesinin de daha diisiik oldugu gézlendi. Bu
durum, Likopenin kalp iskemi-reperfiizyon hasari iizerine antioksidan olma 6zelligine
bagli olarak koruyucu etkisi olabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: Kalp iskemi-reperflizyon hasari, Likopen, Oksidatif/Nitrozatif stres.
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PROTECTIVE ROLE INVESTIGATION OF LYCOPENE iN EXPERIMENTAL
HEART iSCHEMIA REPERFUSION MODEL

(MASTER THESIS)

MSC. OZLEM BOZKUS

ABSTRACT

Oxidative stress due to reperfusion after ischemia causes severe functional and
structural damage. Free oxygen radicals are responsible for this damage. Besides
techniques such as ischemic preconditioning the protective effects of many antioxidant
substances has been shown in many of the lately carried out studies.

Ischemia refers to the reduction or cessation of blood flow which results in tissue
damage and causes insufficient oxygen and nutrition to the tissues. For the continuity of
heart tissue, the early reperfusion of the ischemic area is essential. However; the
reperfusion itself, too results in the death of the heart cells which is called reperfusion
injury. After the cardiac ischemia, the oxidative stress caused by the reperfusion leads to
serious functional and structural damage. Free oxygen radicals are held responsible for this
damage. Despite the anesthesia techniques being applied in cardiac surgery, heart
protection methods and improvements in surgical techniques, cardiac ischemia-reperfusion
injury is one of the most important reasons of mortality and morbidity.

In this study, for the first time, Lycopene ‘s biochemical and histopathological effects
on cardiac ischemia-reperfusion injury were investigated on 24 adult male rats. Rats were
randomly divided into 3 groups: Control (n=8), Sham (n=8) and Lycopene therapy group
(n=8). While 2 days before the experiment, 1 mL normal saline (%0,9 NaCl /kg/day and 50
mg /kg/day) was started to apply to the rats in sham and lycopene groups intraperitoneally
once a day, nothing was implemented on the control group. Then; after the venture and
surgical procedure applied to the all rats groups, 10 minutes ischemia and 10 minutes
reperfusion of the heart was created. In pursuit of the reperfusion, again 1 mL normal
saline (single dose) and Lycopene (single dose) were applied to the rats of sham and
lycopene groups while nothing was implemented on the control group. At the end of the
experiment, all rats were sacrificed and as the markers of oxidative/ nitrosative stress on
heart tissues, the levels of catalese (CAT), superoxide dismutase (SOD), malandialdehyde
(MDA), nitric oxide (NO) and the nitrotirozin (3-NTx) were measured.
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At the end of biochemical and histopathologic examinations, sham, control and
treatment groups were significantly different when compared to each other (p<0,05). The
MDA, NO, and 3-NT levels were higher in the control and sham group than in the
lycopene treatment group, but CAT and SOD activities were significantly lower. (p<0,05).
There were statistically significant differences between control and sham groups in terms
of MDA, NO, 3-NT, CAT and SOD levels. (p<0,05). Histopathologically, PNL infiltration,
edema, hemorrhage, and myocytolysis were observed in the control and sham group, but
only hemorrhage was observed in the lycopene treatment group.

As a result of the data we found, high levels of antioxidant activity and low
oxidative / nitrosative stress levels were found in the lycopene treatment group In addition,
the infiltration rate of polymorphic core leucocytes was also lower. This suggests that
lycopene may be protective against cardiac ischemia-reperfusion injury due to its

antioxidant properties.

Key words: Cardiac ischemia-reperfusion injury, Lycopene, Oxidative / Nitrozatif stress.

University of Kahramanmaras Siit¢ii imam
Institute Of Medical Sciences
Department of Medical Biochemistry Nov/ 2017

Supervisor: Prof. Dr.Ergiil Belge KURUTAS
Page Numbers: 79



ICINDEKILER

Sayfa No
ONSOZ VE TESEKKUR .......ooviiiiieiieieeeteeeeeete ettt 1
OZET oottt ii
ABSTRACT .ottt ettt e ettt e et e et e e ebeeeenaeeeanbeeesnbeeeenaaeeans v
ICINDEKILER ..ot vi
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINT......cooiiiiiiiinicecee e viii
1. GIRIS VE AMAGC ...ttt 1
2. GENEL BILGILER: ......coiviiiiiiitieiceeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 3
2.1. ISKEMI/ REPERFUZYON: ......cviviiiuiiieeeeeeeeeeeeeee e 3
2.1.1. Kalp Iskemi Reperfiizyon Nekroz Hasart ............ccccooeveveveveeveeeeeeeennnns 3
2.1.2. Kalp Iskemi Reperfiizyon Sirasinda Serbest Radikal Olusumu................... 4
2.1.3. Kalp Iskemi Reperflizyon Sirasinda Siiperoksit Kaynaklari........................ 5
2.1.4. Serbest Radikal Aracili Hasar ..........ccccceeveeiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 5
2.2. Kalpte Iskemi-Reperfilzyon Hasarl .............ccocveveieueeieeieeeeeeeeeeeeee e 6
2.2.1. Reperfiizyon Hasarmin Mekanizmalari .............cccceeeeeniiiiiiiieeeeeeeiie, 8
2.2.2. Ca™ SIOTOKSISIEEST ... 8
2.2.3. Oksjen Paradoksu ve Reperflizyon Hasari...........cccceeeeeveiiiiiiiieeeeenie, 9
2.2.4. Reperflizyon Hasarinda Notrofil Aktivasyonunun Rolii..............ccoeeeee. 10
2.3. Iskemi- Reperfiizyon Hasarmnin Kalp Uzerindeki BtKileri..............cocooveerevennnne.. 10
2.4. Serbest RadiKaller........ooouuiiiiiiiiiii e 11
2.4.1. Serbest Radikallerin EtKileri..........cccouvviiiiieiiniiiiiiiee e 12
2.4.1.1. Karbonhidratlara EtKileri............cccceeeiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e, 12
2.4.1.2. Lipidlere EtKIleri........ccoiieiiiiiiiiiiiiiiee e 13
2.4.1.3. Proteinlere EtKileri.........ccooviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 13
2.5 NIEEIK OKSTE ot e e e e e 13
2.6, OKSIAAtIT STIES ..eiiniiiiiieiiii et e e e 14
2.6.1. ANtIOKSIAANIAT ...oooiiiiiiiiiii e 14
2.6.1.1. Endojen antioksidanlar.............cccceeeeeeeiiiiiiiiiiiieee e 15
2.6.1.2. Eksojen antioksidanlar............ccceeeveeeeiiiiiiiiiiiieeee e 15
2.6.1.2.1. Siiperoksit dismutaz (SOD) ........ccceeeiiiiiiiiiiiieeeeeeeiiieeee e e 15
2.6.1.2.2. Katalaz .....ccooviiiiiiiiiiiieee e 16
2.6.1.2.3. Glutatyon Peroksidaz (Gpx) Ve Glutatyon Rediiktaz (GR).......... 16
2.6.1.2.4. Glutatyon S-Transferaz (GST).......ccoovveiiiiiiieeeeiiiiiiieeee e, 17
2.6.1.2.5. Glutatyon (GSH) .....coiviieiiiiiiiiieee e e 17
2.6.1.2.6. Vitamin E (0-tokoferol)..........cceevveieeiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e, 17
2.6.1.2.7. Vitamin C (ASKOTbiK ASIt) .....eeveieeeeeiiiiiiiiiieeeeeeeeiiieeee e 17
2.6.1.2.8. Karotenoidler .............eeiiriiiiiiiiiiiieiiiiee e 18
2.6.1.2.9. ULK ASIt c...vvoeieeeeeeceeeeeeeeeeeeeeeeeee et 18
2.6.1.2.10. Melatonin .......ceeiiiiiiiiiiiiiiiee ettt 18



2.7 INTEEOZALIE SIS ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeneeeaaeeens 18

2.7.1. Kardiyovaskller Hasarl.........cccoeeriiiiiiiiiiieeeeeeeiiiieee e 19

2.7.2. DINA HASAIT .cceiiiiiiiiiiiiiiiieiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeeeeeeseesessesesassesesnennes 20

2.7.3. Nitrozatif Stres Biyomarkirlari............ccccccooeviiiiiiiiiiee e, 21
2.7.3.1. NITTK OKSIE ..veeeniiieeiiieeeiiie ettt e e e 21

2.7.3.2. NItrotiroZin (3-NT)....ceeiiieeiiieeeieeeeee e 22

2.8, LIKOPCI ..ttiiiiieeeeeete ettt e et e e e e e e e e sttt a e e e e e e e e nnnnbaaeaeaaeeaeennnes 25
2.8.1. Likopenin BtKIleTi.......cccuviiiiiiieiiiiiiiiiiiee e e e e 28

3. MATERYAL VE METOT ...ttt 31
3.1, DENEY GrUPIATT...cuviiiiiiiieeieiiieiee et e e e e e e e e e e e e e e e nneenaaeees 31
RIVA 075 5 v:1 11 B 401 112<) 1 1 DU UUPR R 32
3.3. Calismada Kullanilan Kimyasal Maddeler .............ccccvvvieeiieiniiiiiiiiieeeeeee, 33
3.4. Calismada Kullanilan Cihazlar................ccccuuvuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeiieeieeeeeeeeavsaenanens 34
3.5. Homojenat Hazirlama ..............oooviiieiiiiiiiiiiieee e e e 35
3.6. Protein DUZeyinin TayiNi....cccuvueieeieeeeiiiiiiiiieeeeeeeeeciiiieee e e e e e e esiireeeeeeeeeeeseeeseeeees 35
3.7. NO (nitrit+nitrat) G1gUM YONTEMI: ...ceeeiiiiiiiiiieeeeeeeiiiieeee e e e e 37
3.8. Nitrotirozin (3-NT) DUZEYi....uvvrriiieeeeiiiiiiiiieee e et e e e e e e e 38
3.9. Malondialdehit (MDA) Diizeyinin Tayini.........ccooeeuviiieieeeeeniiiiiiiieeeeeeeeeiveeeeen 38
3.10. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivite Tayini........cccccvveeeeeeeeiiiiiiiiieeeeeeeeeieeeeen, 41
3.11. Katalaz (CAT) AKEIVItE TaYINI......ccerriiuvriiiieeeeeeiiiiiiiieeeeeeeeeiiieeee e e e e e e 44
3.12. Histopatolojik Degerlendirme .........ccccvvviiiiieeeeeiiiiiiiiieee e 45
3.13. IStatiStiKSEl ANALIZ ......c.eovivevieeeieiee ettt 46
4. BULGULAR.......coiieee ettt ettt e et e ettt e et e e snaeeeenateeenseeesnnaeeens 47
S.TARTISMA ...ttt ettt e et e et e et e e st e e enbeeennaeeeens 54
0. SONUGC <.ttt ettt e e st e e et e e et e e e tee e e et eeeseeeenteeeenseeennneeens 59
T KAYNAKLAR ettt ettt e ettt e et eesnbee e enneeeens 61
8. SEKILLER DIZINI......c.coiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 74
9. TABLOLAR DIZINI .....coooiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 75
10. GRAFIK DIZINI......ooiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee e, 76
11. RESIMLER DIZINI......coooiiiiiiiiiiiceeeeeeeeee e, 77
12 EKLER ...ttt ettt e et e et e et e e st e e enneeeea 78
OZGECMIS ..ottt 79

vil



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

ATP : Adenozin Trifosfat

ADP : Adenozin Difosfat

PMNL : Polimorfoniikleer Lokositler
NADPH : Rediikte Nikotinamid Adenin Dintikleotid Fosfat
IR : Iskemi reperfiizyon

0;- : Stiperoksit Anyon Radikali
HOCI : Hipoklorik Asit

H,0; : Hidrojen Peroksit

ROR : Reaktif Oksijen Radikalleri
KSU : Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi
0, : Oksijen

DNA : Deoksiriboniikleik Asit
FAD : Flavin Adenin Dintikleotit
OH- : Hidroksil Radikali

10, : Singlet Oksijen

H- : Hidrojen Radikali

SOD : Stiperoksit dismutaz

CAT : Katalaz

GSH : Rediikte Glutatyon

ROO : Peroksil Radikali

MDA : Malondialdehit

GSSG : Okside Glutatyon

oD : Optik Dansite

SOR : Serbest Oksijen Radikalleri
NO :Nitrik oksit

NT : Nitrotrozin

viil



1.GIRiS VE AMAC

20. ylizyilda egitim ve gelir diizeyinde artma, beslenme bi¢cimlerinin degismesi,
bulasic1 hastaliklarin kontrolii gibi etkenler beklenmis olan yasam siiresinin artmasina
sebep olmustur. Yasam siiresinin artmasi istenilen bir olgu olmakla birlikte paralelinde
hastaliklarin rastlanma sikliginin da ylikselmesinesebep olmustur. Hem gelismis hem de
gelismekte olan iilke ekonomilerinde vakalar ekonomik riskler olusturmakta, saglik
hizmetlerinin sunum sistemlerinin devamliligmi tehtit etmektedir. Diisiik ve orta gelir
diizeyindeki iilkelerde ise daha agir bir yiik olusturmakta, saglik hizmeti bakim ve tedavi

masraflari kisileri hizla alt gelirlilik sinirinin altina diistirebilmektedir (1).

Koroner kalp hastaligi, diinya iizerinde bulunan ¢ogu iilkede 6limlerin en biiyiik
sebebi olmakla beraber Diinya Saglik Orgiitii bulgularina bakildiginda her yil ortalama 3.8
milyon erkegin ve 3.4 milyon kadinin bu hastaliktan 6ldiiglinti belirtmistir (2).

Iskemi, bir dokuyu besleyen damarlarm; piht1, emboli veya diger bir fiziksel etkene
bagl olarak tikanmasi sonucu, bu dokunun kanlanmasinin ve oksijenlenmesinin bozulmas1
ile gelisen hastalik olarak tanimlanir. Reperfiizyon ise, yine ayni sebeplerle tikanmis olan
damarlardaki tikanikligin ortadan kaldirilmasi ile acilmasi ve dokunun tekrar kanlanmaya
baslamas1 reprefziiyon olarak ifade edilir. Iskeminin derecesi ve zamanma bagl olarak
hiicre hasarindan doku nekrozuna kadar degisebilen bir dizi hasar olusabilir. Ayni
zamanda, reperflizyonun olusturacagi yogun oksidatif stres sonucunda iskemide
goriilenden ¢ok daha agir islevsel ve yapisal hasrarlar meydana c¢ikabilir. Reperflizyonda
izlenen oksidatif stres kaynakli hasarda serbest radikaller baslica rol oynamaktadir.
Yapilan bir¢gok arastrmada serbest radikallerin sebep oldugu hiicre hasarmin
azaltilmasinda iskemik Onkosullama, farmakolojik onkosullama gibi hiicreyi daha ciddi
iskemik ataklara kars1 hazirlayici deneysel yontemlerin yani sira viicuttaki koruyucu etkili
endojen antioksidan sistemler ve tedavide ekzojen antioksidanlar da yaygin olarak
kullanilmastir.

Ortaya ¢ikan iskemi reperflizyon hasarma karsi kullanilan pek ¢ok antioksidan ajan
arasinda likopen de yer almaktadir. Likopen’in, reperflizyon doneminde izlenen yogun
oksidatif strese karsi pleiotropik etkileri arasinda sayilan antioksidan ve antienflamatuar

etkinligiyle koruyucu etkinliginin bulundugu gosterilmistir.



Bir¢ok ¢alismada, karaciger, bobrek ve bagirsak gibi organlarda olusturulan
deneysel iskemi reperfiizyon hasarinda likopenin koruyucu etkisi biyokimyasal, histolojik
incelemeler ve nekroz alani tayini ile gosterilmistir.

Calismamizda ise rat kalbinde iskemik 6n kosullama teknigi kullanarak iskemi
reperfiizyon modeli olusturup; Deneysel Kalp Iskemi-Reperfiizyon Modelinde Likopen’in
Koruyucu Roliiniin Arastirilmasmi hedefledik.



2.GENEL BiLGILER:

2.1. ISKEMi/ REPERFUZYON:

Arteriyel ya da vendz kan akimi azalmasmna bagli organ ve dokunun yetersiz
perfiizyonu sonucu bu doku veya organlarin oksijen (O?)'den maruz kalmasi sonrasi olusan
hasar ile tanimlanan iskemi, hiicresel enerji depolarmin bosalmasi ve toksik metabolitlerin
birikmesi sonucunda hiicre &liimiine neden olmaktadir. Iskemik dokuya hiicrenin
rejenerasyonu ve toksik metabolitlerin temizlenmesi icin yeniden kan akimi gerekir.
Ancak, iskemik dokunun reperflizyonu dokuda paradoksal olarak iskemi ile olusan hasara
gore ¢cok daha agir bir hasara sebep olur. Reperflizyon doneminde olusan hasarda, hiicre
icine molekiiler O” girisi ile hizla olusan serbest oksijen radikalleri (SOR) basta olmak
iizere birgok mekanizma rol oynamaktadir. Reperflizyon hasarma en fazla duyarli olan
hiicresel yapilar; zar lipitleri, proteinler, niikleik asitler ve deoksiriboniikleik asit (DNA)

molekiilleridir (3)

2.1.1. Kalp iskemi Reperfiizyon Nekroz Hasar

Kalp cerrahisi sonras1 miyokard nekrozu, global miyokard iskemisinin baslamasi,
siirmesi ve reperfiizyonla siddetlenmesi ile gelisen kompleks bir siirecin son agamasidir.
Iskemi siiresi “’asir1’’olmadik¢a ki asir1 ne kadar bilinmiyor, nekrozun &nlenmesi i¢in
reperflizyon uygun sekilde modifiye edilebilir(4). Iskemi basladiktan hemen sonra
kontraktil gii¢, miyokard pH’s1, mitokondrideki oksidatif fosforilasyonla ATP {iretimi,
oksidatif metabolizma ve elektron transportu hizla azalir(5,6). Bu asamada anaerobik
glikolizle bir miktar daha ATP iiretilmeye devam edilir. Miyokard hiicreleri tarafindan yag
asiti alimi devam ettiginden yag asiti kullanim1 da hizla azalir. Laktat ve protonlarin
sitoplazmaya birikmesi ile intraseliiler asidoz gelisir. Bu durum anaerobik glikolizi suprese
eder. Biitiin bu olaylar hiicre membraninin hasarmna katkida bulunur ve hiicre siser,
kalsiyum artar, iyon transportu bozulur, miyokardin enerji ve glikojen depolar1 akut olarak
azalir (7). Adenozin, mozin ve diger niikleotidler hiicreden ayrilwr. Erken fazdaki
ultrastriiktiirel degisiklikler glikojen graniillerinin kayb1 ve bazi organellerin sigsmesiyle
sinirhidir. Iskemi siiresi uzadikca hiicre i¢ine daha fazla yag asiti girmeye devam eder,
diastolik arrest gelisir. Iskemi baslangicindan sonraki 15 dakika i¢inde sarkolemmal
membran gecirgenliginin kontrolii kaybolur(8). Nonspesifik membran gegirgenligi artar.

Sitoplazmik proteinler, enzimler, adenozin, laktat ve diger kiiclik molekiiller hiicre di- sima
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kacmaya devam eder. Bunlar kalp interstisyumu ve lenfde acikca goriiliir(7). Hiicre
metabolik donii- siimle ortaya ¢ikan aktif molekiiller sonucu giderek siser. Hiicresel
metabolizma ve ATP iretimi kesilir, glikojen depolar1 tiikenir(9). Glikoliz ve
mitokondriyal fonksiyon total olarak kaybolur, hiicresel otoliz olur ve hiicre icerigi bosalir.
ATP tiikenmeye devam ettikce sonunda kritik bir seviyeye ulasilir ve bu asamada
miyokardda kontraktiir goriilmeye baslar(10). ATP depolarinin bosaldigi ve nekrozun
gelistigi bu kritik esik noktay1 kontraktiir gériinlimiin saptanmasi belirler. Beklendigi lizere
kontraktiir once subendokardiyum tabakasindan baslar. Hipertrofide kontraktiir erken
gelisirken, hipotermi uygulamasi ile gecikir. Klasik inamiga gore bir kere kontraktiir
tamamlanirsa, artik geri doniis ¢ok zordur. Kontraktiir gelisim zamani yiiksek oranda tiir
bagimlidir. Rat kalbinde kristaloid ve kan ile perflize edilen preparatlarda bile biiyiik
farkliliklar goriilmiistiir(11). Tahminen insan kalbinde bu kritik noktaya erisme stiresi daha

uzundur.

2.1.2. Kalp iskemi Reperfiizyon Sirasinda Serbest Radikal Olusumu

Molekiiler O*nin miyokardiyuma tekrar sunumunun farkli tipte bir hasar
indiikleyebilecegi ve hiicresel enzimlerin genis bir fraksiyonunun hipoksi sirasinda degil de
ani reoksijenasyonda salindig: fikri ilk olarak 1973 yilinda Hearse ve ark. tarafindan ortaya
atilmistir  (12). Bu kavram ekzojen glukozun anoksik perfiizata kisitli endojen
miyokardiyal rezervi desteklemek icin ortama dahil edilmesinin, reperflizyonda hiicre
hasarma neden oldugunun bulunmasi ile desteklendi (13). Boylece post I/R'den sonra
miyosit hasar1, paradoksal olarak enerji yoksunu hiicrelere O*nin yeniden saglanmasima
baglandi. 1980°de, Guarnieri ve ark. (14) I/R'nin siiperoksit dismutaz aktivitesini bozdugu
ve lipid peroksidasyonunu artirirken hiicresel glutatyon: glutatyon disiilfit oranini
azalttigin1 meydana ¢ikardi, bu da reperfiizyonda iiretilen siiperoksit anyon radikallerinin
(O*—) endojen hiicresel antioksidan sistemlerinin kapasitesini astigina isaret eder. Tim
bunlarin ve diger benzer ¢alismalarin sonuclari, iskemi sirasinda metabolizmay1 diistiren
ekivalanlarin biriktigi ve bunun reperfiizyonda O* merkezli serbest radikal olusmasinda
gorev aldig1 fikrini ortaya atmustir. Stiperoksit dismutaz varli§inda ve yoklugunda izole
kalp modellerini kullanarak yapilan deneylerle O? tiirevi radikaller reperflizyon hasarinin
olas1 mediyatorleri olarak belirlenmistir (15). Elektron spin rezonans spektrokopisini ilk
kez kullanan oncii calismalar, I/R sirasinda izole tavsan kalbi modelinde O?, nitrojen,
karbon merkezli serbest radikal olusumunu tanimladi (16). Buna yakim sonuclar bagimsiz

olarak izole rat modellerinde alindi. Reaktif O* ve nitrojen tiirlerinin olusumunun iskemik
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paterni hipoksik reperfiizyon ile degismemisti ama bu ii¢ sinyal de O? perfiizyonunda pik
yapmistir. Daha sonra 'spin trapping'; O*—, hidroksil radikali (OH) ve bir karbon merkezli
radikali reperfiizyonda tanimlamak icin kullanilmis ve bunlarm kiimiilatif olusumunun
siiperoksit dismutaz ile bozuldugu bulunmustur. Buna bagli olarak O%-, hem OH hem de
karbon merkezli radikal olusumu i¢in prekiirsor olarak gorev yapan ana radikal olarak
adlandird1 (17). Izole kalp arastirmalar1 daha sonra O>-'nin benzer bigimde reperfiizyonda
hedef radikal oldugunu belirleyen intakt bir kopek modelde serbest radikal olusumunun
aciklanmasiyla dogrulandi (18). 1980'lerin sonlarinda O? merkezli radikalleri direkt
saptayip acgiklayabilen yontemlerin gelismesi miyokardiyal I/R sirasmnda SOR olusumunun
belirlenmesi i¢in kritikti. Reperflizyon sirasinda gozlenenlere yakin diizeyde ekzojen
olarak SOR wuygulanan sonraki calismalarda, benzer Ca+* yiiklenmesi, fonksiyonel
depresyon ve metabolik degisimler ortaya konuldu, bu da SOR’u bu hasarin santral

mediyatorleri olarak belirledi (19).

2.1.3. Kalp iskemi Reperfiizyon Sirasinda Siiperoksit Kaynaklar

O? farkl orbitallerde iki eslenmemis elektron barindiran iki atomdan olusur. O*’nin
yiiksek elektron ilgisi vardir ve kendisi kismen reaktif haldedir. O* doért elektron ve proton
alarak su molekiillerini meydana getirmek i¢in tamamen indirgenir. Alternatif olarak,
kismen indirgenmis O? stabil olmayan ara iiriinler verir. O*’ye tek bir elektron eklenmesi
O?—, sulu bir ortamda diger bir elektron eklenmesi ile hidrojen peroksiti (H,O,) meydana
gelir, bu da sonra yiiksek reaktif OH’a indirgenir. Biitiin bu indirgenmis O? formlarinin her
biri I/R esnasinda meydana gelir ama siiperoksit dismutaz kullanan deneyler agik bir
sekilde O*—'nin ana radikal olduguna isaret eder (18). O*-‘nin diisiik seviyeleri cogunlukla
normal fonksiyon gosteren hiicrelerin mitokondriyal transport zincirlerinde tiretilir. Buna
karsm I/R'de O>— olusumu sitokrom p450 aktivitesi, mitokondriyal elektron transport
hasar1 ve ayrigsma, hiicresel ksantin dehidrogenazin ksantin oksidaza doniismesi, NAD(P)H
oksidaz aktivitesi ve ayrigsmis nitrik oksit (NO) sentaz aktiviteside dahil multipl potansiyel

hiicresel kaynaklar ile ¢ok daha genis bir 6l¢ekte olusur (19).

2.1.4. Serbest Radikal Aracili Hasar

Miyokard fonksiyonlar1 sistol-diyastol dongiisii i¢inde senkronize bir elektriksel
devre bi¢imindedir ve kontraksiyon kardiyomiyositler boyunca kordineli bir iletkenlige
baghdir. I/R'nin ardindan bozulmus kalp fonksiyonu, miyokardiyal iletim agm1 bdlgesel

olarak bozan hiicre hasarmin bir gostergesidir. Olusan bu hiicre hasarinin siddeti
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reverzibldan irreverzibla kadar degiskenlik gosterebilir ve kardiyomiyositlerde SOR
reaksiyonlarmin biiyiikliigii ile orantilidir (20). Biyolojik hasar kapsaminda serbest radikal
propagasyon reaksiyonlar1 primer olarak alken grubundan hidrojen ayrilmasiyla
neticelenir. Radikal reaksiyonlarmin birinci fazi orijinal radikali meydana getiren bir
baslangigtir. I/R hasar1 kapsaminda, baslangi¢ reaksiyonlar1 ile O>~, NO, CO;— ve OH
olusur. Ikinci faz bir propagasyon reaksiyonlar1 serisidir. Bunlar cogunlukla alkil radikali
iiretmek icin alken grubundan H+ atomu ayrilmasini ve peroksil radikali olusturmak i¢in
alkil radikaliyle molekiiler O* birlesmesi gibi ek reaksiyonlar1 kapsar.

Radikal reaksiyonlarmin iirlinleri non enzimatik olarak modifiye olmus organik
molekiillerdir, bunlar olustuklar1 daha biiyiik hiicresel yapilarin fonksiyonlarina genellikle
yikic1 etkiye sahiptir. Bu ylizden, lipid peroksidasyonu fiirlinleri hiicre membran
biitlinliigiinii veya orada gomiilii proteinleri riske atabilir; amino asit nitrasyonu normal
protein fonksiyonunu bozabilir. DNA oksidasyonu mutajeniktir. Radikal reaksiyonlarin
yar1 rastlantisal dogas1 her zaman irreverzibl hiicre hasarma sebep olmaz. Eger kritik
olmayan proteinler fraksiyonel olarak hasarlanmigsa veya membran, protein veya DNA
hasarmin 6lgiisii fonksiyonu olumsuz etkilemezse hiicre hayatta kalir. Bu durumda,
fosfolipid ve protein 'turnover't gibi normal hiicre siirecleri degismis biyomolekiilii yok
edebilir. Alternatif olarak, radikal reaksiyonlar kritik biyomolekiilleri pro-apoptotik
siirecleri baslatacak sekilde denatiire veya aktive edebilir. Daha siddetli vakalarda, radikal
reaksiyonlar1 kritik hiicre fonkisyonlarini ve/veya membran biitiinliiglinii tehdit ettiginde,

hiicre nekrotik hale doniisiir (19).
2.2 Kalpte Iskemi-Reperfiizyon Hasar

Miyokard iskemisi, miyokardin metabolik gereksinimlerine gore, yetersiz kan akimi
ile karakterize bir durumdur. Miyokarda oksijen sunumu ve ihtiyaci arasindaki dengesizlik
sonucu olusan iskemi, dokuda hipoksi ve anaerobik metabolizmaya yol acar (21).
Miyokard iskemisi, aterosklerotik koroner arter hastaliginin major sonuglarindan biridir ve
koroner arter hastaligiyla iligkili ¢esitli klinik sendromlara yol agar. Anjina pektoris ve
miyokard enfarktiisii bunun iki klinik gostergesidir. Miyokard iskemisi asir1 egzersiz, kalp
cerrahisi, kardiyak transplantasyonlar, perkiitan transliiminal koroner anjioplasti gibi ¢esitli
durumlarda da karsimiza ¢ikmaktadir (20,22).

Iskemi swrasinda miyokardin enerji dengesi ¢abucak bozulur. ATP (adenozin

trifosfat) diizeyi azalir, ADP (adenozin difosfat) diizeyi artar. Hiicreler ATP {iretimini



devam ettirebilmek i¢in glikojeni kullanarak glikoliz yapar. Anaerobik sartlarda glikolizin
son iiriinii olan piriivat, laktat dehidrogenaz (LDH) enzimi ile laktata cevrilir. Iskeminin
uzamas1 enerji balansint daha da bozar. ADP adenosin ve kii¢iik oranda inosine kadar
hidrolize ugrar. Bu islem sirasinda biiyiik oranda proton iiretilir. Hiicre pH’nin azalmasi
glikolizi inhibe eder. Ciddi ve uzun siireli iskemi ile ATP depolarmin %80 ve daha fazlasi
kaybolursa, hiicrenin hacim ve iyon biitiinliiglinii idame ettirme kabiliyeti kaybolur.
Koroner kan akimi yeniden baslamazsa geriye doniisiimsiiz miyokard hasar1 (nekroz) son
noktadir (23,24).

Miyokardiyal iskemi igin kritik zaman 20 dk olarak kabul edildiginden bundan
daha kisa stireli iskemilerden sonra saglanan reperfiizyon durumunda doku hasarmin kanit1
bir bulgu saptanmamistir. 20 dakikadan daha uzun siire devam eden iskemi durumlarinda
olusan reperfiizyon hasari, birbiriden bagimsiz etiolojiler sonucunda olmaktadir.
Reperflizyonun dakikalar ile saatler arasindaki doneminde nekroz ve apoptosis nedeniyle
hiicre 6liimiiniin artis1 gibi farkli nedenler miyokard hasarinin artmasina neden olmaktadir
(25,26,27). Uzamis iskemiden sonra kalp kasmin reperflizyonu, reperflizyon aritmilerine,
mikrovaskiiler hasara, miyokardiyal stunninge ve miyokardiyal hibernasyona neden oldugu
saptanmistir.

Miyokardiyal stunning, iskemi epizodu veya epizodlar1 sonrasinda olusan kontraktil
disfonksiyondaki uzamadir. Bu durum reperfiizyon sonrasi irreversibl hasar olmamasina ve
perflizyonun normal veya normale yakin olmasma ragmen devam eden mekanik
disfonksiyonu ifade eder. Miyokardiyal hibernasyon, diisiik kan akimi ile seyreden uzamis
kontraktil disfonksiyonun bir formudur. Yapilan klinik gozlemler, viabilitenin korunmasi
ve enerji gereksiniminin azaltilmasi, azalmis perflizyona uyum saglamak icin
miyokardiyumun kontraktilitesini azaltarak kronik iskemiye adapte oldugunu gostermistir.
Klinik olarak koroner arter bypass cerrahisi sonrast bozuk ventrikiil fonksiyonun gelisme
gosterdigi rapor edilmistir. Iskeminin siiresi, ciddiyeti, hibernasyon bolgesindeki
miyositlerdeki etkilenme derecesi iyilesme siiresini belirler. Fonksiyonun ani iyilesmesi,
hibernasyonun akut oldugunu, giinlerden haftalara kadar olan iyilesmeler subakut
hibernasyonu, aylardan yillara kadar olanlar ise kronik hibernasyonu diisiindiiriir (28,29).
Miyokardiyal stunning, ilk kez Heyndrickx ve ark. Tarafindan 1975 yilinda kopeklerde
kisa koroner okliizyonla ilgili olarak tanimlanmistir. Bununla ilgili yapilan ¢aligmalar
kabaca 6 kategoride gruplandirilmistir.

1. Orijinal olarak Heyndrickx ve ark. Tarafindan tanimlanan tek ve tamamaiyla reversbl in

vivo iskemiyi takiben olusan stunning.



2. In vivo, tamamiyla reversibl rejionel multipl iskemi periyodlarmi takiben olusan
stunning. (Orn. Képeklerde tekrarlayic1 5-10 dk koroner okliizyonu takiben).

3. Kismen reversible, kismen irreversibl in vivo rejional iskemi epizodlarini takiben olusan
stunning. Bu kategori trombolizis tedavisi alan veya anjioplasti geciren akut myokard
infarktiislii hastalarin durumunu temsil eder ve kurtarilmis dokularmm fonksiyonunu,
gecikmis 1yilesmesini gosterir.

4. In vitro global iskemi sonrasi stunning. (Ornegin izole kalp preparatlarr)

5. In vivo global iskemiyi takiben stunning. (Ornegin kardioplejik arrest)

6. Egzersize bagli iskemi sonrasi stunning. (Ornegin yiiksek akimli iskemi)

2.2.1. Reperfiizyvon Hasarinin Mekanizmalar

Aerobik solunum yani mitokondrilerdeki oksidatif fosforilasyon, hipoksinin hiicrede
ilk etkiledigi islemdir. O* basincinin azalmasiyla hiicre i¢ci ATP depolarindaki azalma,
bir¢ok sistem iizerinde etkili olur. Plazma membranlarinda bulunan ATP bagimli sodyum
(Na+ ) pompasmin aktivitesi azalir. Bunu, Na+ ’un hiicre i¢inde birikimi ve potasyumun
(K+ ) hiicre disina ¢ikis1 takib eder. Na+ konsantrasyonundaki artig, suyun izoozmotik
artisina ve akut hiicresel sismeye neden olur. Bu sisme, inorganik fosfatlar, laktik asit ve
purin niikleozitleri gibi diger metabolitlerin birikimi ile artan hiicre i¢i ozmotik yiikle daha
da ilerler. Sonugta; glikojen hizla tiikenir, artan glikoliz ise fosfat esterlerinin hidrolizi ile
laktik asit ve inorganik fosfatlarin birikimiyle hiicrede asidoza neden olur. Ribozomlarn
graniillii endoplazmik retikulumdan (GER) ayrilmasi ve polizomlardan monozomlarn
olusumu ile protein sentezinde azalma bunu takip eder. Hipoksinin devam etmesi ile
mitokondrial fonksiyonun daha da kotiilemesi ve membran gecirgenliginin artisi
sonucunda morfolojik hasar artar. Hiicrenin ana hatlar, mikrovillus gibi ultrastriiktiirel
ozelliklerin kayb1 ve hiicre yilizeyinde kabarciklarmm olusumu ile bozulur. Mitokondri,
endoplazmik retikulum ve tiim hiicreler ozmotik regiilasyonun bozulmasndan dolay1
sismislerdir. Iskemi diizeltilir ve O? diizeyleri normale ddnerse tiim bu bozulmalar geri
donebilir, ancak iskemi ve hipoksi devam ederse geridoniistimsiiz hasar meydana gelir

(30).

2.2.2. Ca'? sitotoksisitesi

Ca+? konsantrasyonun intraselliiler artis1 durumunda normal fizyolojik progeslerin
asir1 stimulasyonu ile néronal harabiyet olusur. Iskemide ATP kaybi ile hizli olarak masif

intraselliiler Ca+> artis1 olur. Intraselliiler kalsiyumun artis1 ndron icinde Ca+?’a bagimh
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bircok enzimin aktive olmasini saglar. Bu enzimlerin aktivasyonu sonucu genel olarak

serbest radikal olusumu, lipid peroksidasyonu ve protein yikimma neden olarak néronun

harabiyetine yol agar.

‘.‘02
ROR/IENR ROR/RNR
ATP liretimi
osmotik
s : ; | sismenin
SR Ca# Nﬁifﬂ;_]z_* . S RiasE
alinimi ve salinim deqistiricisi
b T — E: sarkolemmal
T[Ga li proteaz e i yirtilma

aktivasyonu b
aliim
sinyalleri

e | :
4 T
NEKROZDA  Apoptozis

mPTP kanallarinin ARTMA
acilmasi

Sekil 1. Miyokardiyal iskemi sonurasi reperfiizyona bagli olarak gelisen kardiyak hasara
aracilik eden major hiicresel mekanizmalar (21).

2.2.3. Oksjen Paradoksu ve Reperfiizyvon Hasari

Gerek reperflizyon ve gerekse reoksijenasyonda ana hasar doku yeniden oksijenle
karsilastiginda olmaktadir. Oksijen paradoksu denilen bu durum, myokardiyal kontraktiir
gelisimi ve irreverzibl hiicre hasari ile beraber, kreatinkinaz gibi miyokardiyal enzimlerin
salinimi ile karakterizedir (31). Deneysel calismalar miyokardiyal hasara kendi basina
aracilik edebilen iskemik miyokardin reperfiizyonunun oksidatif stres irettigini ortaya
cikardilar. Oksidatif stres, yalniz iskemi tarafindan olusturulan hasar1 biiyiik oranda gecen
iskemik miyokardiyumu yeniden oksijene etmesini miyokard hasarini bir dereceye kadar
olusturan oksijen paradoksunun bir boliimiidiir (32). Oksijen paradoksu Hearse ve
arkadaslar1 tarafindan 1973’te yaymland1 (33). Miyokard reperfiizyonu sirasindaki
oksidatif stres ayni1 zamanda reperflizyonun kalp koruma etkilerini ortadan kaldirarak NO
ve hiicre i¢1 sinyal molekiiliiniin viicutta kullanilabilirligini azaltir. Bu etkiler notrofil
birikiminin inhibisyonu, siiperoksit radikallerinin inaktivasyonu ve koroner kan akimi

gelisimini igerir (34) .



2.2.4. Reperfiizyon Hasarinda Notrofil Aktivasvonunun Rolii

Reperfiizyon inflamatuar hiicrelerin toplandigi ve inflamatuar mediyatorlerin
salindig1 hiicresel bir reaksiyondur (35). Bu durum, doku hasarmin artmasma yol
acmaktadir. Notrofiller inflamatuar cevabin en o6nemli bilesenleridirler. Lokositlerin
iskemik alanda toplanabilmeleri i¢in, kemotaktik maddeler yardimiyla dokuya dogru
cekilmeleri ve endotel ile temas ederek, birtakim aktiflestirici maddeler yardimiyla aktive
edilmeleri gerekir. Lokositlerin dokuya gecisi i¢in mutlaka endotel ile temas etmeleri

gerekir. Siiperoksit anyonunun bu adezyonu artirdiklar1 gosterilmistir (36).
2.3. Iskemi- Reperfiizyon Hasarmin Kalp Uzerindeki Etkileri

Miyokard iskemisi, miyokardin metabolik gereksinimlerine gore, yetersiz kan
akimi ile karakterize bir durumdur. Miyokarda oksijen sunumu ve ihtiyaci arasindaki
dengesizlik sonucu olusan iskemi, dokuda hipoksi ve anaerobik metabolizmaya yol acar
(37).

Miyokard iskemisi, aterosklerotik koroner arter hastaliginin major sonuglarindan
biridir ve koroner arter hastaligiyla iliskili ¢esitli klinik sendromlara yol acar. Anjina
pektoris ve miyokard enfarktiisii bunun iki klinik gostergesidir. Miyokard iskemisi asir1
egzersiz, kalp cerrahisi, kardiyak transplantasyonlar, perkiitan transliminal koroner
anjioplasti gibi ¢esitli durumlarda da karsimiza ¢ikmaktadir (38,39).

Iskemi sirasinda miyokardin enerji dengesi ¢abucak bozulur. ATP (adenozin
trifosfat) diizeyi azalir, ADP (adenozin difosfat) diizeyi artar. Hiicreler ATP {iretimini
devam ettirebilmek i¢in glikojeni kullanarak glikoliz yapar. Anaerobik sartlarda glikolizin
son iiriinii olan piriivat, laktat dehidrogenaz (LDH) enzimi ile laktata cevrilir. Iskeminin
uzamasi enerji balansint daha da bozar. ADP adenosin ve kii¢iik oranda inosine kadar
hidrolize ugrar. Bu islem sirasinda biiyiik oranda proton iiretilir. Hiicre pH’nin azalmasi
glikolizi inhibe eder. Ciddi ve uzun siireli iskemi ile ATP depolarmin %80 ve daha fazlasi
kaybolursa, hiicrenin hacim ve iyon biitiinliiglinii idame ettirme kabiliyeti kaybolur.
Koroner kan akimi yeniden baslamazsa geriye doniisiimsiiz miyokard hasar1 (nekroz) son
noktadir (40,41).

Miyokardiyal iskemi i¢in kritik zaman 20 dk olarak kabul edildiginden bundan
daha kisa stireli iskemilerden sonra saglanan reperfiizyon durumunda doku hasarmin kaniti
bir bulgu saptanmamistir. 20 dakikadan daha uzun siire devam eden iskemi durumlarinda

olusan reperfiizyon hasari, birbiriden bagimsiz etiolojiler sonucunda olmaktadir.
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Reperflizyonun dakikalar ile saatler arasindaki doneminde nekroz ve apoptosis nedeniyle
hiicre 6liimiiniin artis1 gibi farkli nedenler miyokard hasarinin artmasina neden olmaktadir

(42,43,44).

2.4. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, son yoriingelerinde eslenmemis elektron iceren atom veya
molekiillerdir. Elektronlar genellikle atom veya molekiilde eslenik bir sekilde bulunurlar,
bu ylizden molekiil stabildir ve reaktif degildir. Fakat molekiile bir elektron eklenmesi
veya molekiiliin bir elektron kaybetmesi molekiilii reaktif hale getirir. Serbest radikaller
kararsiz bir haldedirler. Bagka bir molekiille etkilesime girerek, son yoriingelerindeki
eslenmemis elektronu esleme ve kararli duruma gelme egilimindedirler. Boylece bu
molekiiller herhangi bir molekiil ile etkilesime girerek, elektron alirlar veya verirler (45-
48).

Stiperoksit radikali (O?), oksijen molekiiliine bir elektron ilavesi sonucunda
meydana gelir ve serbest radikal hasarma karsi koruyucu antioksidan aktiviteye sahip bir
enzim olan ve oksidan hasar olusumu ile birlikte artan siiperoksit dismutaz (SOD)
vasitastyla hidrojen peroksit (H,O,) ‘ye indirgenir. Hidrojen peroksit eslenmemis elektron

icermez, bu ylizden de tek basina radikal degildir (49).

D: - &  —- D: )

:C‘:'- + M |—::' H;D] s Dj

Hidrojen peroksit, katalaz (KAT) ya da glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzimleri
vasitasiyla nontoksik iirlinlere dontigiirken, ferr6z demir (Fe+2) gibi gecis metallerinin
varliginda Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonuyla toksik bir radikal olan hidroksil (OH. )
radikaline doniisiir. Hidroksil radikali oldukca reaktif ve toksik bir radikaldir, karsilastigi
molekiillerle ¢ok kisa bir siire igerisinde reaksiyona girer. hidroksil radikali molekiiler
yapist ve elektronegativitesi sebebi ile DNA, protein, karbonhidrat ve lipitler gibi

makromolekiiller ile reaksiyona girerek bu yapilarda oksidatif hasara sebep olur (50).

0y +H, (O — = 0, + OH = 0H
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Serbest oksijen radikalelrinin iskemi reperfiizyon hasarindaki rolleri sunlardir;
Lipit Peroksidasyonu: Serbest oksijen radikallerinin hiicrede neden oldugu en ciddi hasar
lipit peroksidasyonudur. Coklu doymamis yag asitlerinin, serbest radikaller ile
oksidasyonuna lipit peroksidasyonu denir. Lipit peroksidasyonu biyolojik membranlarda
akiciligin kaybedilmesine, membran potansiyelinde azalmaya, hidrojen ve diger iyonlar
icin gecirgenligin artmasi sonucunda hiicrenin hasara ugramasina ve igeriginin agiga
cikmasina sebep olur. Lipit peroksidasyonunun son iiriinlerinden biri olan malondialdehit
(MDA) membran bilesenlerinin polimerizasyonuna ve ¢apraz bag olusturmalarma yol agar.
Bu da, hiicre ylizeyinin durumunu, iyon transportunu ve enzim aktivitesini etkiler (51,52).
Protein Oksidasyonu: Serbest oksijen radikalleri ile olusan protein oksidasyonunun
kimyasal sonucu olarak; metiyonin, siilfoksite; histidin, oksihistidin veya asparajine;
tirozin, ditirozine; sistein, disiilfitlere doniisiir. Bu doniistimler protein 7 baglanma
ozelliklerinde ve enzimatik aktivitelerinde degisikliklere yol agarak hiicresel
fonksiyonlarda bozulmalara neden olur (51,52).
Deoksiriboniikleik Asit(DNA): Serbest oksijen radikalleri adenin ve piridin niikleotid
molekiillerinin kararli durumlarinin siirdiiriilebilmesine engel olabilirler. SOR, DNA ile
tepkimeye girerek mutajenik olan 8-Hidroksiguanin’in ortaya ¢ikmasina neden olurlar
(53,54).
Kovalen Baglanma: Serbest oksijen radikalleri, aromatik aminler, polisiklik
hidrokarbonlar ve nitrozaminler gibi ksenobiyotiklerin ¢esitli biyomolekiillerle kovalen
baglanmasina neden olarak hiicresel hasara neden olabilirler (54).
Kalsiyum: Serbest oksijen radikalleri, kalsiyum ATPaz enzimlerinin 6nemli stlfidril

gruplarini inaktive eder ve hiicre fonksiyonlarina zarar verirler (55).

2.4.1.Serbest Radikallerin EtKileri

2.4.1.1.Karbonhidratlara Etkileri

Serbest radikallerin etkisiyle, monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen
peroksit, peroksit ve okzoaldehid yapisinda {iriinler olusur. Okzoaldehidler, DNA, RNA ve
proteinlere baglanabilme ve aralarinda capraz bag olusturabilme ozelliklerinden Otiirii
antimitotik aktivite gosterirler. Bundan dolay1 kanser ve yaslanma gibi olaylarda etkili

olduklar1 diistiniilmektedir (56).
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2.4.1.2. Lipidlere Etkileri

Serbest radikallerin zararli etkilerinden en ¢ok etkilenen yapi1 membran lipidleridir
(57). Hiicre membranindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglar1 serbest
radikellerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyona neden olurlar (58-60). Bunun

sonucunda membran akigkanliginda bozulma ve permeabilite degisiklikleri meydana gelir
(61).

2.4.1.3.Proteinlere Etkileri

Proteinlerin serbest radikal hasarlarindan ne derece etkilenecegi proteinin aminoasit
kompozisyonuna baglidir. Doymamis bag ve siilfiir iceren molekiillerin serbest radikallerle
reaktivitesi daha yiiksek oldugundan triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin, metionin ve
sistein  gibi aminoasitleri iceren proteinler serbest radikallerden kolaylikla
etkilenmektedirler (62,63). “Hem” proteinleri de serbest radikallerin olusturdugu
hasarlardan biiyiik olciide etkilenirler, 6zellikle oksihemoglobin siiperoksit ve hidrojen
peroksit ile reaksiyona girerek methemoglobini olusturur (64-67). Proteinlerin tiyol
gruplarmin oksidasyonu, enzim fonkisyonundaki kayiplara, membran iyon ve metabolit
transportunda aksamalara ve kontraktil fonksyonlarda bozulmalara neden olmaktadir (68).

Serbest radikallerin proteinler tizerinde neden oldugu baslica degisiklikler sunlardir (69);
* Aminoasitlerin modifikasyonu,
* Proteinlerin fragmantasyonu,

* Proteinlerin agregasyonu ve ¢apraz baglanmalar,

2.5. Nitrik oksit

Nitrik oksit (NO) ilk kez 1979 yilinda periferal vaskiiler diiz kaslarda gii¢lii bir
gevsetici olarak gosterilmistir (70). NO, baslica endotel hiicresi, makrofaj, néron ve diiz
kas hiicresinde L-arginin'den nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi aracilig1 ile sentez edilen ve
molekiil agirligr 30 olan, renksiz gaz yapisinda biyolojik bir molekiildiir. Bu molekiil
biyolojik membranlardan kolaylikla gecebilen ve eslesmemis elektronu olan serbest bir
radikaldir. Yar1 6mrii 3-5 saniyedir. (71-75).

L-arginin amino asidinden NOS enzimi aracilig1 ile NO sentez edilmektedir (Sekil 2). Bu
tepkimede substrat olarak NADPH (indirgenmis nikotinamid niikleotid fosfat) ve O?
kullanilrken FAD (flavin adenin dintikleotid), BH4 (tetrahidrobiopterin), FMN (flavin
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adenin mononiikleotid) ve demir protoporfirin IX (HEM) kofaktor olarak kullanilmaktadir.

Ayrica tepkimede kalmoduline (CaM) ihtiya¢ duyulmaktadir.

Coo- Co0- Coo-
0y L; |
THN —L—H NADPH Napp+ ~H:NC—H “I N —C—H
| (W 4 ) | 3 NADPH + O, I
(CHY  —, ey | ey cny, + Nor
" Nos - HOS I
| |
= S | A
i H
HN HN o / NH,
Arginin H- w -Hidroksi-I-arginin Sitrfilin

Sekil 2.L-arjinin aminoasidinden NOS enzimi ile NO sentezi (71)
Bu sentez N-metil-L-arginin, N-nitro-L -arginin ve N-amino-L-arginin gibi L -argininin N

—eklenmis analoglariyla inhibe edilebilir. NO hemoglobin tarafindan inaktive edilir.

2.6. Oksidatif Stres

Hiicrede olusan serbest radikaller, "antioksidan savunma sistemleri" olarak ifade
edilen mekanizmalarla hedeften uzaklastirilir. Ancak bazen hiicresel savunma
mekanizmas1 beraberinde uzaklastirilan daha fazla serbest radikal meydana gelebilir.
Organizmada hiicresel savunma mekanizmas1 vasitasiyla uzaklasan daha fazla serbest
radikal olusmasi oksidatif stres diye bilinir. Hiicrede olusacak oksidatif strese bagl olarak
kalp basta olmak iizere beyin, kemik-eklem, akciger, deri, goz ve bobrek gibi doku ve

organlarda hastaliklar olusabilir.

2.6.1.Antioksidanlar

ROT olusumu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek i¢in viicutta birgok
savunma mekanizmalar1 vardir. Bu mekanizmalar “antioksidan savunma sistemleri” veya
kisaca “antioksidanlar” olarak bilinirler. Antioksidanlar serbest radikalleri notralize etmek
icin karsilikli etkilesim halinde olan endergonik ve ekzergonik kaynakli, ¢ok cesitli
bilesiklerdir. Bu bilesikler gida kokenli antioksidanlar (C vitamini, E vitamini,
karotenoidler, lipoik asit gibi), antioksidan enzimler (SOD, glutatyon peroksidaz, glutatyon
rediiktaz gibi), metal baglayici proteinler (ferritin, albiimin, laktoferrin, seruloplasmin gibi)
ve bitkilerde yaygin sekilde bulunan ¢esitli antioksidan fitonutrientlerdir. “Antioksidan”

terimi uluslararasi kabul edilmis herhangi bir tanim ile smirlandirilmamistir. Gidalardaki
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antioksidanlar “yaglar gibi kolaylikla okside olabilen materyallerin oksidasyonunu
onleyebilen veya geciktirebilen kiiglik miktardaki maddeler” olarak tanimlanmistir.
Lipidlerin yani sira protein, DNA ve karbonhidrat gibi okside olabilen diger tiim bilesikler1
de iceren diger bir tanim “okside olabilen substratlara kiyasla diisiik konsantrasyonlarda
bulunan ve substratlarin oksidasyonunu onleyen veya geciktiren maddeler” seklindedir
(76). Antioksidanlarm oksidatif reaksiyonlara etkisi farkli sekillerde olabilir (77-79):

a) ROT olugmasini engelleyen sistemler: Demir ve bakir iyonlarmni baglayan metal
selatorleri, mitokondride dogal olarak olugan ROT’lar1 indirgeyen mitokondriyal sitokrom
oksidaz gibi.

b) ROT’lar1 yakalayip notralize eden antioksidanlar: Flavonoidler, a-tokoferol, askorbik
asit, metiyonin, tirik asit, B-karoten, indirgenmis glutatyon, mukus gibi. Bu tiir
antioksidanlar radikalik zincir reaksiyonunun baslamasini inhibe eder veya zincir
reaksiyonunun ilerlemesine engel olarak radikalik reaksiyonu sona erdirirler.

¢) Olusan radikalleri detoksifiye eden sistemleri: ROT’lar1 daha az toksik iiriinlere
doniistiiren enzim sistemleridir. Siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz,

glutatyon rediiktaz, glutatyon-S-transferaz ve glukoz-6-fosfat dehidrogenaz.

2.6.1.1. Endojen antioksidanlar

Enzim ve enzim olmayanlar olmak iizere iki sekilde incelenirler:

1. Enzim olan endojen antioksidanlar: SOD, GPx, Glutatyon S-Transferaz (GST), CAT,
Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi, Hidroperoksidaz.

2. Enzim olmayan endojen antioksidanlar: Melatonin, Seruloplazmin, Transferin,
Miyoglobin, Hemoglobin, Ferritin, Bilirubin, Glutatyon, Sistein, Metiyonin, Urat,

Laktoferrin, Albiimin

2.6.1.2. Eksojen antioksidanlar
a-Tokoferol (Vitamin E), B-karoten (Vitamin A), askorbik asit (Vitamin C) ve folik asit

(Vitamin B9) disaridan alinan vitamin kaynakli antioksidanlardir (80,81,31).

2.6.1.2.1. Siuiperoksit dismutaz (SOD)

Stiperoksiti hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene ¢eviren reaksiyonu katalizleyen

bir metalloenzimdir.

20;" - + 2H+ + SOD — H,0, + O,
Bu reaksiyon “oksidatif strese kars1 ilk savunma” olarak da adlandirilir. Ciinkii, siiperoksit
zincirleme radikal reaksiyonlarmin giiclii bir baslaticisidir. Bu sistem sayesinde doku

hiicrelerindeki O," diizeyleri kontrol altinda tutulur (82).
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2.6.1.2.2. Katalaz

Katalaz (CAT) : Katalaz esas olarak peroksizomlarda lokalize olan ve yapisinda 4
“hem” grubu bulunan bir hemoproteindir. Karaciger ve eritrositlerde en yiiksek aktiviteye
sahiptir. Bir radikal olmamasma karsmn SOD araciligiyla olusan hidrojen peroksit, reaktif
oksijen tiirlerinden en reaktif olan OH’ radikalinin Onciistidiir. Bu nedenle birgok reaktif
oksijen tiirlerinden daha fazla oksidatif hasara neden olmaktadir. Katalaz hidrojen peroksiti
su ve molekiiler oksijene parcalar:

2H,0, + CAT — H,0 + O, ( 83)

2.6.1.2.3. Glutatyon Peroksidaz (Gpx) Ve Glutatyon Rediiktaz (GR)
Gerek H,0, ve gerekse lipid hidroperoksit (LOOH)’leri metabolize etmektedir.

Selenyum-bagimli ve selenyum-bagimsiz iki degisik tipi vardir. Selenyum-bagimli tipi
H,0, ve LOOH’leri, selenyum- bagimsiz tipi sadece LOOH’leri metabolize eder. Bu
reaksiyonlar esnasinda GSH hidrojen verici olarak gorev yaptigindan H,O, ve LOOH
indirgenirken GSH ise okside bi¢cimine (GSSG) doniisiir. Okside glutatyon ise NADPH
bagimli glutatyon rediiktaz (GR) tarafindan yeniden GSH’a indirgenir. GPx’in fagositik
hiicrelerde de 6nemli fonksiyonlar1 bulunmaktadir. Diger antioksidanlarla beraber GPx,
solunum patlamas: swrasinda serbest radikal etkisi ile fagositik hiicrelerin zarardan
etkilenmesini engeller. GPx eritrositlerde oksidatif strese karsi en etkili antioksidandir.
Eritrosit GPx aktivitesi yaslilarda ve Down sendromlu hastalarda yiiksek, prematiirelerde
disiik saptanmistir. Lokosit GPx aktivitesi ise yaslilarda ve hipertansiyonlu hastalarda

yiiksek bulunmustur ( 76).
Indirgenmis glutatyon

NADP T T DGSHN . HO,

Ghaatyon rediktaz - [ Glutatyon peroksidaz
{GR) __.--"'H \\ A xa‘_ (GPx)
' Oksitienmig glulatyon
{Glutatyon disdifid)
ISKEMI

Sekil 3: Iskemide glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktazin rolii (76)
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2.6.1.2.4. Glutatyon S-Transferaz (GST)
Glutatyon S-transferaz (GST) dimerik yapida olup sitozolde bulunmaktadir.

Yabanct maddelerin biyotransformasyonunda gorevleri olan GST’ler farkli endojen ve

eksojen bilesiklerin GSH ile konjugasyonunu katalize eder (76).

2.6.1.2.5.Glutatyon (GSH)
Tripeptid yapidaki GSH (L-y- glutamil-L-sisteinil-glisin) oksidatif ve elektrofilik stres

ve radyasyona karsi hiicrelerin korunmasinda 6nemli gorev alir . GSH sitozolik GSH
redoks dongiisiinde substrat olarak rol alirken, ROS’a kars1 direkt olarak da savunma

yapabilir (84).

2.6.1.2.6.Vitamin E (a-tokoferol)

E vitamini hiicrelerde bulunan ve lipitde c¢oziinebilen bir antioksidandir. Dogada

yan zincirlerinin doygunlugu ve metilasyonu bakimindan birbirinden farkli a, 8, vy, ve d-
tokoferol ile a, B, v, ve 8- tokotrienol isminde 8 tip Vitamin E bulunur. Plazmada baskin
olarak bulunan ve en yliksek antioksidan aktiviteye sahip olani ise a- tokoferoldiir. Vitamin
E, insan viicudu i¢in esansiyel olan bir antioksidan bilesiktir ve bu nedenle disaridan
almmas1 gerekir. Hiicre membranmin yapisi ve fonksiyonu agisindan Onemli olan

doymamis yag asitlerinin korunmasinda rol oynar (85).

2.6.1.2.7.Vitamin C (Askorbik Asit)
Vitamin C (askorbik asit; CcHgOg) alt1 karbonlu bir laktondur. Memelilerde insan

hari¢ ¢ogu hayvan bu vitamini karacigerde ya da bobreklerde (kuslar ve stiriingenler)
glukozdan sentezler. Cilek, portakal, kivi, kirmiz1 ve yesilbiber, domates ve patates iyi
birer C vitamini kaynagidirlar. Vitamin C elektron dondriidiir. Bir antioksidan veya
indirgeyici ajan olarak C3-C4 bagindan iki elektron verir ve serbest askorbat radikalini
olusturur. Bu radikal kararh degildir ve diger bilesiklerle reaksiyona girmez. Bu 6zellikler
Vitamin C’yi ideal bir elektron donorii kilar. Askorbik asit memelilerde sekiz farkli
enzimin, mayada ise ii¢ farkli enzimin kofaktorii olarak gorev alir. Intraseliiler olarak gen
ekspresyonunun diizenlenmesi, mRNA translasyonu, intraseliiler proteinlerin oksidatif
hasara kars1 korunmasi gibi antioksidatif etkileri vardir. Diisiik yogunluklu lipoprotein
oksidasyonunu in vitro kosullarda onler. Plazmada sulu fazdaki peroksil radikallerinin
stipiiriilmesi ve lipid peroksidasyon fiiriinlerinin uzaklastirilmasi i¢in birincil antioksidan

olarak sayilabilir (86).
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2.6.1.2.8. Karotenoidler

Karotenoidler; bitkilerde sentezlenirler, fakat hayvanlar i¢in 6nemlidirler. Yiiksek
derecede doymamis izoprenidlerdendir. Cifte baglarin konjuge olusundan kuvvetli
renklidirler. A¢ik saridan kirmiziya kadar renkli, birgok bitki ve hayvanlarda bulunan, azot
icermeyen, suda ¢Oziinmeyen fakat yaglarda ve organik c¢oziiciilerde ¢6ziinen
pigmentlerdir. Bircok sebze, meyve ve ciceklerin karakteristik renkleri bunlardan ileri
gelir. Havug, misir, domates, tereyagi, siit, yumurta saris1 ve bircok meyvede bolca
bulunur. En yaygin kullanilani A-provitamini olarak da bilinen - karoten’dir. A19
vitamininin kendiliginden antioksidan 0Ozelligi bulunmazken, f-karoten antioksidan

aktiviteye sahiptir (87)

2.6.1.2.9.Urik Asit
Urik asid, serbest radikalle tepkimeye giren ve radikal tutucu olarak rol alan bir

molekiil scavenger olarak adlandirilir (88).

2.6.1.2.10.Melatonin

Melatoninin kalp-damar sistemi iizerine etkileri reseptor aracili olan ve olmayan
seklinde iki farkli mekanizma ile gerceklesmektedir. Melatonin, serebral arterlerde
vazokonstriiksiyona; periferal damar yataklarinda ise vazodilatasyona neden olmaktadir.
Calismalarda miyokard infarktiis ve ani Olim riski olan koroner kalp hastalarinda
melatonin diizeyleri diisiik bulunmustur (89,90). Benzer sekilde LDL-kolesterol diizeyleri
yiiksek olanlarda ve ayrica hipertansif hastalarda da melatonin diizeyleri diisiik bulunmus
ve melatoninin kan basincini diislirdiigi gosterilmistir (91). Melatoninin vazodilator
etkisinin termoregiilasyon yolu ile uykunun indiiklenmesindeki rolii 6nemlidir. Sener ve
ark.nin calismasinda yiiksek kolesterol ile beslenen hiperlipidemili hayvanlara melatonin
uygulanmasimin, antioksidan enzim aktivitelerini artirarak aortada koruyucu oldugu

bildirilmistir (92).
2.7. Nitrozatif stres

ONOO’ oksidatif aktiviteye sahip onemli bir ajandir. 3 mekanizma ile etki
gosterdigi diisiiniilmektedir. Birincisi OH™ radikaline doniiserek, ikincisii ONOO™ in
kendisi giiclii oksidasyon kabiliyetine sahiptir ve molekiilleri daha antioksidan sistemin
etkisine sans birakmayacak bir hizla okside etmektedir. Ugiinciisii siiresi 1 saniye kadar
kisa oldugu i¢in nitronyum iyonuna doniiserek tirozini 3 pozisyonunda nitratlayarak

nitrotirozin  (3-NT) meydana getirmesidir(93). Boylece tirozinin fosfatlanmasi
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engellemekte ve hiicre sinyalizasyonu bozulmaktadir. Proteinleri, protein olmayan siilfiir
(SH) gruplarmn1 hidrojen peroksite (H,O,) gore 1000 kat kadar ani sekilde okside
etmektedir. Metionin ile reaksiyona girerek a-1 antiproteinazi etkisini kaybetmekte, lipid
peroksidasyonuna yol agmakta ve proteinlerdeki halkali amino asitleri nitro tiirevlerine

dontstiirmektedir (50).

Oksijenden iiretilen en onemli reaktif tiirler arasinda olan ONOO’, O,", H,0,, OH;
membran hasari, DNA yikimi, proteaz aktivasyonu, lipid ve protein peroksidasyonu,

takiben apoptozis ve nekrozla sonuglanan hiicre 6liimii olusturmaktadirlar (94).

ONOOQO” in sorumlu tutuldugu pek ¢ok hastalik mevcuttur (93):

. Ateroskleroz

. Romatoid artrit

. Kardiyovaskiiler sistem hastaliklar
. Gastrit (H. Pylori enfeksiyonu)

. Inflamatuar barsak hastaliklar1

. Deri inflamasyonu

. Akut inflamasyon

. Sepsis

2.7.1. Kardivovaskiiler Hasar

NO hedef hiicrelerde ¢oziiniir sitoplazmik guanilat siklaza baglanarak onu aktive
etmektedir. Bu enzimin aktivasyonu GTP'den ¢cGMP olusumunun artmasina neden
olmaktadir. Artan cGMP ise kalp kasmmin gevsemesine ve damarlarda vazodilatasyona
neden olmaktadir. NO, ayrica myositlerin mitokondriyel solunumunu inhibe ederek kalbin
oksijen tiiketimini azaltmaktadir (94-96). Trombositler endotel kaynaklt NO’dan
etkilenebildikleri gibi, kendileri de NO tarafindan uyarilabilen eNOS ve guanilat siklaz
enzimini bulundurmalar1 nedeniyle de NO iiretebilmektedirler (97). Trombosit i¢cindeki
cGMP konsantrasyonunun artmasi, trombositlerin adezyonunu ve agregasyonunu inhibe

etmektedir.
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2.7.2. DNA Hasar

Pek cok cevresel faktor gibi, serbest radikal ya da oksidanlar da DNA’ da tek zincir
kiriklar1 olusturabilirler. Organizmada oksidan bir stres yaratan HO,, OH™, NO', HONOO
ve ONOO’; DNA kiriklarmna yol agan reaktiflerin basinda gelirler (Sekil 4). ONOO’; DNA
kiriklar1 ve enerji azalmasi ile birlikte, PARS adli onaric1 bir enzimin hizla aktive olmasini
tetikler (Sekil 5). PARS hiicre ¢ekirdeginde bol miktarda bulunan ve adenozin difosfat
riboz iinitelerinin homopolimerizasyonunu saglayan bir enzimdir. PARS hiicre ici NAD"
yi substrat olarak kullandigi icin glikolizin ve elektron transportunun yavaslamasina,
dolayisiyla ATP olusumunun azalmasma ve GAPDH ADP ribozilasyonuna sebep olur. Bu
olaylar zincirinin neden oldugu enerji a¢igma bagli olarak, ONOO" gibi asir1 oksidan stres

yaratan durumlar hiicrenin disfonksiyonu ve 6liimii ile sonuglanir.

Etkenler: Radyasyon; Ksenobiyotikler; Elektron |
transportu I

Sonuglar: Mutasyon; Sitotoksisite (apoptoz,
nekroz); Sitostaz; Proliferasyon

Ta mTir_—l—

Antioksidanlar +— Hedefler&Uriinler: DNA; dal kiriklarr;
baz lezyonlarn; ¢apraz baglanmalar
cH
v I
Hasar ajanlar: ROS/RNS HOCIHOBr TR
B 2 : Timin glikel
. Hipohaldz asidler Looon
0, s s
= _ ) ! .: o
Isik // Singlet Oksijen Cl /Br Myeloperoksidaz; " YR ‘ u
/ ) | Eozinofil peroksidaz 8.okso-guanin °
0, - > o = o Hr0, i Dt T
Siiperoksid 2H' Hidrojen peroksid |
- / il
H* M Hidroksimetilurasil
™NO ’
A
I% ¥ i
HO,' SO HO® + HO
Hidroperoksil radikali peroksinitrit  Hidroksil radikali Antioksidanlar

Sekil 4. Serbest radikal aracil1 oksidatif DNA hasar1 (98).

Yakin tarihli deneyler, hiperglisemi durumlarinda, PARS aktivasyonuna baglh
olarak, GAPDH enziminin inaktive oldugunu ve degisim gecirdigini ortaya koymustur.
Elde edilen kanitlar, GADPH’ nin, basit bir klasik glikolitik enzim olmadigin1 géstermistir.
Aksine bu enzim, diyabette hasara neden olan farkli yollarda rol oynayan g¢esitli
sitoplazmik, membran ve niikleer aktiviteleri bulunan ¢ok islevli bir proteindir. Protein

kinaz C (PKC) izoformlarinin aktivasyonu, heksozamin yolu akisi, ileri diizeyde
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glikozilasyon son iirlinlerinin (AGE’ lerin) yapimi ve polyol yolu akisi, hasar olusturan
yollara Ornek olarak verilebilir. GADPH antisens oligoniikleotitlerin kullanilmasi, bu
yollarin her birini aktive ederken, ayn1 zamanda, PJ34 veya INO-1001 gibi rekabet yoluyla
PARS’1 inhibe eden maddeler aracilifiyla PARS aktivitesini bloke ederek, damarsal

hasarin, hiperglisemi ile indiiklenen birden ¢ok yolunu engeller (98).

Yiiksek miktarda B
— ONOO £
glikoz
P DNA tek-iplik
kirilmasi
PARS Aktivasyonu
A
¥ Y
NAD" tiiketimi GAPDH ADP
Ribozilasyonu
* Glikolizin yavaglamasi * AGE olustimu
* Elektron transportunun yavaglamasi « pPKC aktivasyonu
* ATPolusumunun yavaglamas: + Heksozamin yolu akisi

Sekil 5. PARS’ m aktivasyonu. Poli(adenozin difosfat-riboz [ADP]) sentetaz (PARS),
DNA ipcigindeki kirilmalarla aktive olan niikleer bir DNA onarim enzimidir. Bir kez
aktive olunca, PARS, nikotinamid adenin diniikleotitteki (NAD") ADP-riboz birimlerinin,
niikleer proteinlere tutunmasini katalize eder; boylece NAD', ADP-riboz ve nikotinamid

mononiikleotit bilesenlerine ayrilmis olur (98).

2.7.3. Nitrozatif Stres Bivomarkirlar

2.7.3.1. Nitrik Oksit

Nitrik oksit memelilerde 6nemli bir sinyal molekiilii ve ayn1 zamanda bir serbest
radikal tiiridiir. Oksijenle ¢ok hizli etkilesip zehirli etkiye sahip azot dioksit meydana
getirebilir. Nitrik oksit hiicresel bozukluklarda 6nemli bir rol oynayan ¢oziinebilir, serbest
radikal gazidir. (99-102). Kan damarlarinda bulunan damar endoteliyal hiicrelerinin

nonradikal {irtinler {iretmek i¢in nitrik oksit ile reaksiyona girebilen az miktarda siiperoksit
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iirettigi de bilinmektedir. Endotelyum tarafindan nitrik oksit ve sliperoksit iiretimindeki bu
degisiklik, vaskiiler 6zellikleri ve bunun sonucu olarak da kan basincini diizenleyen bir
mekanizma saglamaktadir. Nitrik oksidin sitma, kalp hastaliklari, akut inflamasyon,
kanser, sinirsel bozukluklar ve seker hastaligi gibi hastaliklarla da ilgisi ispatlanmistir. NOe
hiicre fonksiyonlarinin diizeninde ve dokularin yasam oOzelliklerinde etkili bir sekilde
kullanmilir. Nitrik oksit ile siiperoksit arasindaki reaksiyon sonucu peroksinitrit (ONOOv)
meydana gelir. Olusan peroksinitritlerin  oksidatif DNA hasarlarma yol actig1
bilinmektedir. Peroksinitritin, nitrik okside baglh bir toksisiteye de sahip oldugu tahmin
edilmektedir (102). Ayn1 zamanda NO-« viicut metabolizmasi i¢in gereklidir. Arastirmalar
gosteriyor ki; NOe kan basincii diisiiriiyor, kan dolasimmi diizenliyor, damar sertligi
baslangicin1 veya ilerlemesini geciktiriyor, olas1 felgleri ve kalp krizi riskini azaltiyor

(103).

2.7.3.2 Nitrotirozin (3-NT)

Serbest radikaller hidroksil, siiperoksit, nitrik oksit ve lipid peroksit radikalleri gibi

degisik kimyasal yapilara sahiptir. Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest radikaller,
oksijenden olusan radikallerdir. Oksijen, bazi1 demir-kiikiirt iceren yiikseltgenme-
indirgenme enzimleri ve flavoproteinlerin etkisiyle siiperoksit grubuna (O*.) indirgenir.
Azot oksit radikali de (NO. ), farkl ve karmasik biyolojik siire¢lerde yer alan bir diatomik
serbest radikaldir. NO. atmosferik azot gazlarinin yanma siireci sonunda esas {iriin olarak
olusur. Ayrica, L-arjininden nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi ile ve reaktif azot tiirlerinin
(RNS) karisiminin olustugu midede, asit ile azotun tepkimesi gibi enzimatik olmayan
tepkimelerden in vivo olarak {iretilebilir (104).
Peroksinitritin kanser hiicrelerine karsi savunmada veya parazitler, viriisler, bakteri ve
kanserli hiicrelerin neden oldugu enfeksiyona karsi, iltihapli hiicreler tarafindan
iiretildigine inanilir. Fakat peroksinitrit hiicrenin kendisine ve dokulara da zarar
vermektedir (105).

Peroksinitrit serbest veya proteine bagli tirozin kalintisi ile kararl bir ara {iriin olan
3-NT (Sekil 6) olusturmak {izere tepkime verir. 3-NT bir ¢ok calismada, 6zel bir protein
nitratlayic1 ajan olan tetranitrometan uygulanmis deney hayvanlarinda, serum
proteinlerinde (albumin dahil) doza bagli artis gostermesi nedeniyle; NO. ortamli doku

tahribini belirlemek i¢in uygun bir isaretleyici olarak onerilmektedir (104).

Tirozin, proteine bagli ya da serbest sekilde bol miktarda bulunmaktadir ve

elektrofilik yapilarla 6nemli Olgiide reaksiyona girer. ONOO™ ve ONOO™ deriveli
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elektrofiller kolayca fenolik gruplara atak yaparlar ve stabil bir {iriin olustururlar. ONOO';
serbest veya protein bagli tirozin rezidiilerini 3 pozisyonundan nitratlayarak, 3-NT {irtiniinii

yiiksek bir verimle olusturur (106).

\T
H,N——CHC—— OH

CH,

~

//
NO,

OH

Sekil 6. 3-Nitrotirozinin agik yapis1 (106).
Gilinaydin ve arkadagslar1 yaptiklar1 bir ¢alismada, p-Metilfenol kullanarak, ONOOH
ve ONOOCO;" aracili tirozin nitrasyon mekanizmasmin asamalarini kaydetmislerdir (107).

Bu mekanizmanin asamalar1 Sekil 7-8-9-10" de goriilmektedir.

-2

H’NG? | .N:O:-
M s
o 3 NO,
"H--OH H-Q

H

Sekil 7. ONOOH ve p-Metilfenoliin ortak reaksiyonu (107).
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Sekil 8. ONOOH ve p-Metilfenoliin radikal yol {izerinden reaksiyonu (107).

H NO, NO.
i N._D
—@-DH +0nooco, — (U "5 AGCD i L @DH
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Sekil 9. ONOOCO; ve p-Metilfenoliin ortak reaksiyonu (107).

NO, H_NO, @H
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NO, H
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H NO, COy HCOy ‘
o —

Sekil 10. ONOOCO;" ve p-Metilfenoliin radikal yol iizerinden reaksiyonu (107).
Bunlardan bagka NO, NO,’ ye doniisen NO, e okside olabilir. NO, ve H,O;

myeloperoksidaz gibi bir peroksidaz enzimi ile metabolize edilir ve bdylece tirozin

nitrasyonuna oncliliik eden OH ve NO, meydana gelir (Sekil 11) (107).
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Sekil 11. ONOO™ Aracili Protein Tirozin Nitrasyon Yolu (107).

2.8. Likopen

Onemli bir karotenoid yapisinda olan likopen en ¢ok domates (Lycopersicum
esculentum) olmak tizere karpuz, pempe greyfurt gibi meyve ve sebzelerin yapisinda
bulunmaktadir. Onlara kirmizi rengi verir (108).

Likopen, sebze ve meyvelerde dogal olarak bulunan karoten ailesine ait bir
pigmenttir. Likopen ayni zamanda antioksidan yapisinda olan bir maddedir. Likopen,
hiicreleri serbest radikal hasarindan korunmasmin yam sira, hiicreler arasindaki baglari
kuvvetlendirmekte ve hiicre metabolizmasini gelistirmektedir. Yagda ¢oziinen, yag miktari
fazla doku ve organlarda aktifligi artan likopen, yag icerigi oldukca cok olan ciltte de
antioksidan koruyucu etki gosterdigi bulunmustur. Baska bir yararl etkisi, ultraviole
1sinlara kars1 koruma saglamasidir. Likopen ayni zamanda kolesterol diisiiriicii 6zelligede
sahiptir. Gogiis, rahim, karaciger, prostat kanserlerinden koruyan, Alzheimer hastaligini
onleyen, kalp damar hastaliklari, kemik ve cilt saglig1 acisindan koruyucu etkisi bulunan

likopen antioksidan 6zelligiyle yaslanma siirecini de yavaslatmaktadir (109-111).
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Tablo 1. Bitki ve meyvelerdeki likopen icerigi (109).

Meyve ve Bitki Likopen (ug/g)
Domates 8.8—-42
Karpuz 23-72
Pembe grevfurt 33
Pembe guavana 54
Papaya 20-53
Kayisi <0.1

Insanlar tarafindan besinlerle alman karotenoidler, A vitamini prekiirsorii olarak
islev yaparlar. Bunlarin baslicalar1 kriptoksantindir. En ¢ok bulunan ve en etkili olan1 -
karotendir. B-karoten A vitamini prekiirsorii olma 6zelligi yaninda biyolojik 6nemi lipid
oksidan1 olmasi ve ozellikle singlet oksijen olmak iizere serbest radikalleri noétralize
etmesidir (112).

Karotenoidler, ozellikleri ve fonksiyonlar1 onlarn kimyasal yapisina baghdir.
Fotosentezde oldugu gibi enerji transfer reaksiyonlarinda en 6nemli faktoriin 6zellikle tekli
ve konjuge cift bagli bir sistemle 40 C tnitesinin (C=C) kuyruk kuyruga baglanmasi ile
sekillenen tetraterpen yapisinda uzamalarim bir sonucu oldugu diisiiniilmektedir.
Molekiiliin bu 6zelligi singlet oksijen (O,) toplamasina izin verir. Karotenoidlerin bu
radikal toplama oOzellikleri sayesinde ¢ogu epidemiyolojik calismalarla, kanser, kalp
rahatsizliklari, g6z hastaliklar1 gibi ciddi rahatsizliklara karsi koruyucu etkilerinin
goriildigi gosterilmistir (113-116).

Likopen tiim karotenoidlerde oldugu gibi asidik C4oHse yapisindan tiiremistir. 11 konjuge
ve 2 konjuge olmayan ¢ift bagh acik zincirli bir hidrokarbondur (117,118). Likopen
provitamin A aktivitesine sahip degildir, insan serumunda da bulunur. Sistemlerde

antioksidan olarak daha biiylik radikal toplama aktivitesine sahiptir (108).

Sekil 12. Likopenin kimyasal yapis1 (117).
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Son zamanlarda deneysel verilerden saglanan bulgulara gore insanlar 50 den fazla
diyete baglh karotenoidi absorbe ve metabolize edebilme yetenegindedir. a-karoten, f-
karoten, B-kriptoksantin, lutein ve likopen insan kanmnda en bol bulunan karotenoidler
arasindadir. Epidemiyolojik caligmalardan saglanan delillere gore yiiksek oranda
karotenoidce zengin meyve ve sebze alinimi insanlarda en yaygin goriilen kolon, mide ve
prostat kanserine kars1 korur (119-121).

Farkli insan dokularinda saptanabilen karotenoidler diyet kaynaklidir. Likopen
iceren karotenoidler alindiginda, diyetteki lipid miselleri ile birlesir, pasif difiizyon ile
intestinal mukoza i¢ine absorbe olur ve buradan silomikronlar ile birleserek lenfatik sistem
ile karacigere tasinir. Karotenoidler plazmada silomikronlar ile tagmnarak farkli organlara
dagitilir (122).

Likopenin dahil oldugu diyete bagh antioksidanlarin, reaktif oksijen tiirlerini
inaktive ettikleri ve oksidatif hasara karsi koruma saglayarak, prostat kanserinin
engellenmesinde potansiyal molekiiller olabilecekleri diigiintilmektedir. Ayrica domates ve
domates iiriinlerinin bazi kanser tiplerinin ve plazma lipid peroksidasyonunun gelisimi ile

ters bir iligki gostermesi de likopenin antioksidan 6zelliklerine baglanmistir (113,123).

Tablo 2. insan dokularindaki likopen seviyeleri (123).

Doku Likopen nmol/g
Testis 4.34- 21.36
Adrenal 1.9-21.6
Prostat 0.8
Meme 0.78
Karaciger 1.28-5.72
Pankreas 0.7
Akciger 0.22 -0.77
Bobrek 0.15- 0.62
Kolon 0.31

Deri 0.42
Ovaryum 0.3

Mide 0.2
Beyin sap1 saptanamamistir
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2.8.1. Likopenin Etkileri

Likopenin etkilerini genel olarak {i¢ temel baslikta smiflandirabiliriz:
1. Antioksidan etki
2. Antikanserojenik etki
a. Hiicresel dongiiyii durdurucu etki
b. Hiicrelerarasi birlesme yerlerinde (gap-junction) haberlesmeyi arttirict etki.
c. IGF-1 (serum insiilin benzeri biiylime faktorii-1) sinyal iletimini inhibe edici etki.

3. Antienflamatuvar etki

"/ Antioksidan | |7 Oksidatif
potansivel hasar
-
" Reaktilf Oksijen | Oksidatif l LDL
trleri [ ROS ) — sires s | praksidasyonu

Oksidatif

Mekanizmalar
[ Kanser |
riski

_ _-‘nlml:l:'l::np:!:_’_ _- ll:;;n::::i:l:ll J L,KOPEN Iln:ln:l::lnr

Kardivovaskiler
hastahik riski
Non-oksidatif
mekanizmalar
Gen fonksiven Metabolik
regllasyonu yollar

Gap-junction Karsinajen
Hetigimi metabolizma

Hormon ve imm{in
modiilasyon

Sekil 13. Likopenin insan saghgindaki rolii (124).
A- Likopenin antioksidan etkisi

Cesitli stres faktorleri ile agiga ¢ikan reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri; lipidler,
proteinler ve DNA gibi kritik hiicresel biyomelekiilleri etkileyerek osteoporoz,
kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser ve sindirim sisteminde akut ya da kronik hastaliklara
olan yatkinhig1 arttirmaktadir. Bu nedenle antioksidanlarin besinler yoluyla almmasi
stratejik molekiillerin oksidatif zarardan korunmasinda Onemli gorev aldigr ileri
sirtilmiistiir (124,125). Plazmanin antioksidan kapasitesinin, antioksidan bilesiklerin

konsantrasyonlarina ve sinerjilerine bagli oldugu saptanmistir. Bununla oksidatif zarara

28



karst savunmada suda c¢Ozlinen ve lipofilik antioksidanlar arasinda gerceklesen
etkilesimden kaynaklandig1 saptanmistir (126).

Karotenoidler diger serbest radikallerin olusumuna sebep olan singlet oksijeni
ortadan kaldirmada etkilidir (127). Singlet oksijenin giderildigi siiregte enerji likopen
molekiiliine transfer edilir. Degisim sirasinda enerji bakimmdan zengin bir bilesik olusur.
Bilesikteki likopen fiziksel donme veya 1sinma seklinde enerji dagilmasi ile eski haline
doner ve baska radikalleri ortadan kaldirmak i¢in hazir bigcimde bilesikten ayrilir.
Likopenin ayn1 zamanada biyolojik membran molekiilleri i¢inde lipozomlara benzeyen bir
O? temizleyicisi oldugunu gosterilmistir. Likopen in vitro kosullarda giiclii bir antioksidan
ozellik gosterirken, in vivo ortamlarda DNA, protein ve lipidlerin oksidasyonuna karsi
koruyucudur (128). Ayrica yapilan klinik ¢alismalarda domates tliketiminin, insan
lokositlerinde oksidatif DNA hasarini engelledigi saptanmstir (129).

B- Likopenin antikanserojenik etkisi

Likopenin antikanserojenik etkilerini ii¢ baslik altinda toplamak miimkiindiir.
I) Hiicresel dongiiyii durdurucu etki: Yapilan arastwrmalarda likopenin prostat kanser
hiicrelerinin gelisimlerini inhibe ettigi ileri siiriilmiistiir (130,131). Likopen, hiicre
gelisimindeki siklin D1°1 diizenleyerek hiicresel dongiideki GO/G1 fazi arasinda tutukluga
onciiliik ettigi saptanmustir. GO/G1 faz1 arasinda tutukluk likopen ile tedavi edilen 16semi
hiicrelerinde ve endometrial kanser hiicrelerinde (132). saptanmustir.
IT) Hiicreler arasi birlesme yerlerinde (gap-junction) haberlesmeyi arttirict etki: Likopenin
hiicreler aras1 birlesme yerlerinde haberlesmeyi artirici etkisinin oldugu doku ve
homeostazinda gorev aldig1 ortaya konmustur.
[II) IGF-1 sinyal iletimini inhibe edici etki: Serum insiilin benzeri biiylime faktorii (IGF-1)
konsantrasyonundaki artis prostat kanseri gibi kanser tiplerinde gorev alir. IGF-1 kan
seviyesinin yiiksek olusu akciger, kolon, rektum ve prostat kanseri risklerinin artigini
onceden haber veren belirteglerdendir. Likopen MCF-7 gogiis kanser hiicrelerinde
uyartlmis IGF-1 artisin1 énemli derecede diisiirmiistiir. Inhibisyon gelisimi G1/S hiicre
dongiisiiniin ilerlemesinin gecikmesiyle baglantilidir. Bu etki IGF-1 baglayan proteinlerin
likopenle diizenlenebilecegi fikrini agiga g¢ikarmistir. Ayrica Siler ve ark. (2004), rat
prostat kanser modelinde yaptiklar1 ¢calismada besinlere 200 ppm likopen eklenmesi ile
prostat tiimorlerindeki lokal IGF-1 ekspresyonunun diistiriildiigii saptanmustir.
C- Likopenin antiflamatuvar etkisi

Likopen, retinol, a-tokoferol ve karotenoidlerin radikallerini yok etme kapasitesi

onemli antioksidan 6zelliklerindendir (133). Likopen ve bazi antioksidan vitaminler ile
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CRP seviyesini belirleyen sistemik inflamasyon tepkimelerinin arasinda ters bir baglanti
bulundugu belirlenmistir. Yapilan arastirmalar kanser ve kardiovaskuler hastaliklarin
inflamasyon ve koagulasyon ile baglantili oldugunu gostermistir. Likopen enfeksiyoz
etkenlere kars1i savunma mekanizmalarini aktive ederek antiinflamatuvar etki gosterir.
Likopen siklooksijenaz ve lipooksijenaz enzimlerini diizenleyerek proinflamatuvar
molekiillerden prostoglandin, prostosiklin, tromboksan ve l6kotrin sentezini baskilayarak

yangiya neden olan reaksiyonlarida engelledigi 6ne siiriilmiistiir (134).
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3.MATERYAL VE METOT

Bu calismada 24 adet 220-300 gram agirliginda Wistar-Albino cinsi erkek rat
kullanildi. Ratlar, % 45-55 nem orani, 23°C oda 1sisinda tutularak 1s1k diizeni 12 saat
karanlik ve 12 saat aydmlik olacak bigimde diizenlendi. Ratlarin genel fizyolojik bilgileri

Tablo 3‘de verilmistir.

Tablo 3. Ratlarin fizyolojik degerleri.

Ortalama Yasam 3-4 aylik

Agirlik 200-300 g
Beden 1si1s1 37.4 °C
Solunum sayist 104-152/dk.

Kan basmci 80—131 mmHg
Kan hacmi /viicut agirligi 1/20

Kalp ritmi 200-360(240)/dk
Hemoglobin 16-19
Hematokrit 0.1gr/100ml
Sodyum 320mgr/100mg
Potasyum 17.5-22.0 mgr/100ml

3.1.Deney Gruplan

Denekler ii¢ gruba ayrildi. Tedavi grubuna likopen 50 mg/kg dozunda(1gr/5Sml soya
yag1 i¢inde ¢oziildii) uygulandi.Cerrahi islem Oncesi ratlara anestezik ketamin(50mg/kg)
intramiiskiiler enjeksiyon ile uygulandi.

Grup-1 Kontrol Grubu(n=8): Sadece iskemi reperfiizyon uygulanan grup. Ratlara
uygulanan cerrahi islemden sonra kalpte 10 dakika iskemi ve 10 dakika reperfiizyona
olusturuldu. Cerrahi islemden 2 saat sonra ratlar sakrifiye edildi.

Grup-2 Sham(n=8): Ratlara uygulanan cerrahi islemden, iki giin dncesinden baslanarak
giinde bir kez 1 mL serum fizyolojik (%0,9 NaCl) intraperitoneal olarak verildi ve cerrahi
islemden sonra kalpte 10 dakika iskemi ve 10 dakika reperflizyona olusturuldu. Cerrahi
islemden 2 saat sonra ratlar sakrifiye edildi.

Grup-3 Likopen tedavi grubu(n=8): Ratlara uygulanan cerrahi islemden, iki giin

oncesinden baglanarak giinde bir kez 1 mL Likopen 50 mg/kg/giin intraperitonal olarak
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verilmeye baslandi ve cerrahi islemden sonra kalpte 10 dakika iskemi ve 10 dakika

reperflizyon olusturuldu. Cerrahi islemden 2 saat sonra ratlar sakrifiye edildi.
3.2.Cerrahi Yontem

Calisma KSU Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma Laboratuarinda gergeklestirildi.
Ratlar tek tek tartilarak her birine intraperitonal olarak 50 mg/kg dozunda ketamin
hidroklorid verilerek anestezi saglandi. Anestezi altinda ratlara trake entiibasyonu
uygulandi. Ratlarin yaklagik 3 mm olmak tizere 4.ve 5.torakslar sol toraktomi yapilarak
gogls kafesi agildi. Perikardiyum uzaklastirilip, abdomene baski yapilarak kalp nazikge
gogis kafesi digma ¢ikarildi ve sol 6n inen koroner arterin orjinine yakin yerinden 6/0 ipek
iplikli atravmatik yuvarlak igne gegirildikten sonra kalp tekrar gogiis kafesi i¢ine birakild1.
Ipek ipligin her iki ucu kisa bir polietilen borudan ( i¢ ¢apt 1mm, uzunluk 15 mm)
geeirildi. 15 dakikalik stabilizasyon periyodundan sonra koroner arter etrafina yerlestirilen
iplik bir klips yardimiyla sikistirilarak ve 10 dakika siireyle gecici bolgesel iskemi yapild.

Iplerin gevsetilmesi ve borunun ¢ikarilmasi ile 10 dakika reperfiizyon yapildi.

Deney sonunda her ii¢ gruptaki ratlarin kalp dokular1 alindi. Dokular ikiye
boliinerek bir kismi biyokimyasal analizler i¢cin ayrildi. Diger doku pargalari ise kap
icerisine alinarak formaldehit ile muhafaza edildi ve histopatolojik degerlendirme igin

KSU Tip Fakiiltesi Patoloji Béliimiine verildi.

Resim 1. Deneysel Kalp Iskemi Reperfiizyon Islemi-1
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Resim 2. Deneysel Kalp Iskemi Reperfiizyon Islemi-2

3.3. Cahsmada Kullanilan Kimyasal Maddeler

- 1,1,3,3 tetrametoksipropan

- Bakur siilfat

- 2-[2-Tiyobarbitiirik asit]

- Etilendiamin tetraasetik asit

- Disodyum hidrojen fosfat

- Sodyum dihidrojen monofosfat
- Dipotasyum hidrojen fosfat

- Potasyum dihidrojen fosfat

- Folin-Ciocalteu

- Glutatyon

- Hidrojen peroksit

- Lauril siilfat
- n-Butanol

- Piridin

- Sodyum hidroksit
- Sodyum karbonat

- Sodyum klortir

- Sodyum potasyum tartarat

- Tris baz

- Tris hidroklorit

CuSOy .5H,0
TBA
Na,EDTA
Na,HPO4.12H,0
NaH,PO4
KoHPO4
KH,PO4
Fenol ayiraci
GSH

H,0,

SDS
1-Butanol

NaOH
Na,CO;
NaCl

Na-K tartarat

Tris-HC1
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Sigma
Sigma
Merck
Sigma
Merck
Merck
Merck
Merck
Sigma
Sigma
Merck
Sigma
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Sigma
Sigma
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- B-Nikotinamid adenin dintikleotid fosfat B-NADPH Sigma

- Hidroklorik asit HCl Merck
- Formaldehit HCHO Sigma
- Etanol C,HqO Sigma
- Asetik Asit CH;COOH Sigma
- Ksantin Sigma
- CAPS Sigma
- Ksantin oksidaz Sigma
- lodonitrotetrazolium klortir INT Sigma

3.4. Caismada Kullanilan Cihazlar

- Derin Dondurucu Samsung
- pH metre Hanna Instruments
- Hassas Terazi Radwag

- UV Spektrofotometre Shimadzu
- Buz Makinesi Scotsman
- Distile su cihazi Merck

- Manyetik Karistirici Mtops

- Cam Kalemi

- Fotograf makinesi

- Hayvan Kafesi

- Homojenizator diizenegi

- Kronometre

- Lam

- Lamel

- Meziir (25ml, 50 ml, 100 ml, 250 ml, 500 ml)

- Mikroskop

- Operasyon Takimi

- Otomatik pipet, pastor pipeti

- Sogutmali santrifiyj Hettich
-Su Banyosu

-Vorteks
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3.5. Homojenat Hazirlama

Dokularin homojenize islemine ge¢meden Once dokulara 1 gr 9 hacim
(hacim/agirlik) %1,15 KCI ¢oziinme saglamak amaciyla eklendi. Dokular 16.000
devir/dakika hizda 3 dk boyunca homojenize edildi. Enzim aktive kaybmi onlemek
amaciyla ornekler buz dolu kiivete yerlestirildi. Daha sonra homojenatlar +4 °C’de 14000
rpm’de 30 dakika santrifiij edildi ve iistteki slipernatantlar alindi ve ependorf tiiplere
ayrildi. Ayrilan siipernatantlardan protein, NO, 3-NT ve MDA diizeyleri ile SOD ve CAT

enzim aktive Ol¢iimleri yapildi.

3.6. Protein Diizeyinin Tayini

Bu metotta proteinlerin igerdigi tirozin ve triptofan rezidiilerinin fosfotungustik-
fosfomolibdik asit ile verdigi renk reaksiyonunun 750 nm’deki absorbans ol¢iimiine
dayanir (135).

Ayrraclar
1. A Cozeltisi:

%2 Na,CO3 2 g 0.1 N NaOH ile 100 ml'ye tamamlanir.
2. B Cozeltisi

a) By Cozeltisi:

%1 CuSO4 5H,0 1 g Saf suyla 100 ml'ye tamamlanir.

b) B, (Cozeltisi %2 Na-K tartarat 2 g

Saf suyla 100 ml'ye tamamlanir.
3. C Cozeltisi (Glinliik hazirlanir)
50 ml A+1 ml B (0.5 ml B;+ 0.5 ml B,) karistirilir.
4.D Cozeltisi (Glnliik hazirlanir)

Folin Cioacalteu 1: 1.5 oraninda saf su ile sulandirilir.
Standart Egri Cizimi

Stok standart i¢in 0.3 g/dl bovin albumin hazirlanir.Hazirlanan stok standarttan 5
ml alinip 100 ml’ye serum fizyolojik ile tamalandiginda 150 pg’lik konsantrasyon elde
edilir.Bundan seri sulandirma ile 150, 120, 90, 60, 30 pg/ml’lik konsantrasyonlar elde
edilerek 750 nm’de verdikleri absorbanslar kaydedilir.Bu verilere gore konsantrasyon-
absorbans egrisi ¢izilir ve her numune Ol¢iimiinde standart egri tekrarlanir.Sekil 14'de

protein standart egrisi verilmistir.
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Tablo 4.Protein standart egri ¢izimi i¢in tiiplerin hazirlanisi(135).

Tip no
Konsantrasyon (pg/ml)

0

Kor

1
30

2
60

90

120 150

Standart bovin albumin (ml)

0.3

0.3

0.3

0.3 0.3

Serum fizyolojik (ml)

0.3

C ¢ozeltisi (ml)

3

3

3

15 dakika oda 1sisinda bekletilir

D ¢ozeltisi (ml)

| 03

0.3

| 03 |

0.3

03 | 03

Oda 1s1sinda 30 dakika bekletilir ve 750 nm'de kore kars1 okunur.

02T
0,18 +
0,16 +
0,14 1
012+
01+

Optik Dansite

0,08 T
0,06 T
0,04 +
0,02 +

Sekil 14.Protein standart egrisi (135).

Ornek Calismasi

60

90

Konsantrasyon (ug/ml)

120

Kalp dokularindan hazirlanan silipernatantta protein tayini i¢in, siipernatant 1:50

oraninda serum fizyolojik ile sulandirilir ve protein tayini yapilir. Bunun i¢in ii¢ tiip almir

ve ¢ozeltiler asagidaki sekilde konulur.

Tablo5.Doku 6rneginde protein tayini i¢in tiiplerin hazirlanisi (135).

Kor (ml) Standart (ml) Ornek (ml)
Serum fizyolojik 0.3 - -
Standart - 0.3 -
Stipernatant - - 0.3
C ¢ozeltisi 3 3 3

Oda 1s1sinda 15 dakika bekletilir
D ¢ozeltisi | 0.3 | 0.3 0.3
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Oda 1s1simnda 30 dakika bekletilir, absorbans 750 nm'de okunur.
Hesaplama:
Ornegin  absorbansi standartin absorbansi ile karsilastirilarak veya dogrudan

standart egriden degerlendirilir ve diliisyon katsayisi ile carpilarak sonug verilir.
3.7. NO (nitrit+nitrat) él¢iim yontemi:

NO tayini: Cartos ve Wakid yontemi kullanilarak spektrofotometrik olarak ol¢iildii (136).
Gerekli Ayiraclar
1-Kadmiyum graniilleri: 0.1mol/L H,SO; i¢inde saklandig siirece 9 ay stabildir.
2-Glisin-NaOH buffer: 7.5 g glisin bir miktar distile suda ¢o6ziildi. 2 mol/L NaOH
cozeltisi ile pH’s19,7’ye ayarlandi. Bu ¢ozelti 1 ay 0-8°C’de stabildir.
3-Siilfanilamid: 5 g sulfanilamid 3 mol/L sicak HCI i¢inde ¢oziiliir ve daha sonra
sogumaya birakildi. 1 y1l oda sicakliginda stabil kalabilir.
4-N-Naphthylethylene diamine (NNDA): 50 g NNDA 250 ml distile su i¢inde ¢oziildii.2
ay 0-8 °C’de stabildir.
5-Cinko sulfat (ZnSOy): 75 mmol/L; 10.8 mg alinip 500 ml’ye tamamland:.
6-Bakar sulfat (CuSOy): 5 mmol/L; 250 mg alinip 200 ml’ye tamamland:.
7-Sodyum hidroksit (NaOH): 55 mmol/L; 1.1 g almip 500 ml’ye tamamlandi.
8-Standartlar: NaNO, standardi 10 mmol/L’lik sodyum tetra borat ¢ozeltisi icinde
hazirlandi (69 mg NaNO,, 380 mg borat (Na;B40710 H,0O) 100 ml i¢inde ¢oziildii).
9-KNOs; standardi: 102 mg potasyum nitrat almip 10 mmol’lik 100 ml sodyumtetraborat
icinde ¢oziildii.
Deneysel islemler
Deproteinizasyon:Test tiipiine 0.5 ml distile su, 2 ml ZnSOy, 2.5 mLNaOH ilave edilip 10
dk. Oda 1s1sinda beklettikten sonra 4000 g’ de 20 dk. santrifiij edildi.
Kadmiyum graniillerinin aktivasyonu: Graniiller 3 defa distile su ile yikanir. 1-2
dk.icinde CuSOy iginde ¢alkalanarak bekletilip, 3 defa da Glisin-NaOH ile yikanip 10 dk.
I¢inde kullanilmak iizere kurutma kagids ile kurutuldu.
Sonucun hesaplanmasi: KNOs’ {in 10 milimolarlik ¢6zeltisinden 1; 5; 10; 25; 50; 75;100;
200 milimolarlik seri diliisyonlar hazirlanir ve numunelere uygulanan tiim islemler
standartlara da uygulandi.

Iml glisin-NaOHbuffer tiim tiiplere konuldu. 1’er ml deproteinize numunelerden ve

standartlardan alindi. 2.5 g tartilan ve aktivasyon isleminden gecirilen kadmiyumlardan
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tiimtiiplerin iizerine konuldu. 90 dk. oda 1sisinda karistirarak beklendi. Siire sonunda nitrit
Olciimiiicin 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 hazirland1 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.

Nitrat aktivitesinin hesaplanmasi

Bulunan nitrat degerlerinden nitrit degerleri ¢ikarildiktan sonra sulandirma faktorii olan 20
ile ¢arpilip yine nitrat standardindan elde edilen faktor ile carptiktan sonra ¢ikan sonug

milimol/litre olarak hesaplanmis olur (136).
3.8.Nitrotirozin (3-NT) Diizeyi

Rat kalp dokusunda 3-NT diizeyleri ELiZA cihazinda ticari kit (Rat-3-Nitrotyrosine
(NT) Elisa Kit, Cusabio) yardimiyla 450 nm ‘de Olgiildii. (Kit referans araliklar1 0.156
ng/ml-10ng/ml, sensitivitesi: 0.038 ng/ml)

3.9. Malondialdehit (MDA) Diizeyinin Tayini

Aerobik sartlarda pH 3.40°de tiyobarbitiirik asit (TBA) ile 6rnegin 90-95 °C’de
inkiibasyonu sonucu olusan lipit peroksidasyonunun sekonder iiriinii olan MDA’nin TBA
ile pembe renkli kompleks olusturma esasina dayanir. Olusan bu renk siddeti ortamdaki
MDA konsantrasyonu ile dogru orantilidir. 532 nm’de spektrofotometrik olarak olgtiliir
(137).

Ayrraclar

1. %8.1'lik SDS
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) 8.1lg
Saf su ile 100 ml'ye tamamlanir.

2. %20k Asetik Asit (HAc)
Asetik asit 20 ml
Saf su ile 100 ml'ye tamamlanir.

3. %0.8'lik Tiyobarbitiirik asit (TBA)
Tiyobarbitiirik asit 08¢g

Saf su ile 100 ml'ye tamamlanir.
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Doymus NaOH ile pH: 3.5'e ayarlanir.
4. n-Butanol/Piridin (nBu/Pr1) Cozeltisi (14/1)
n-Butanol 14 ml

Piridin 1ml

5. Stok Standart

1.1.3.3 tetramethoksipropan (yogunluk= 0.99 g/ml)

Standart Egri Cizimi

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

sekilde ilave edilirler.

Tablo 6. MDA standart egri ¢izimi i¢in tliplerin hazirlanigi (137).

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 karistirilir.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 karistirilir.4000 rpm ‘de 10 dakika santrifiij edilir.

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

absorbans fotometrik olarak okunur ve standart egri grafigi cizilir (Sekil 15).
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Sekil 15 : MDA(Malondialdehit) standart egrisi grafigi (137).

Dokuda MDA diizeyinin tayini i¢in Ornek c¢alismasi yapilirken de yukaridaki
tabloda verildigi gibi tiipler belirli hacimde hazirlanir, doku 6rnegi alinir ve MDA tayini

yapilir. Ayrmmtili bilgi tablo 7°de gosterilmistir.

Tablo 7. Dokuda MDA diizeyinin tayini i¢in tiiplerin hazirlanis1 (137).

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 1.5 ml 1.5 ml 1.5 ml
%0.8 TBA (sulu) 1.5ml 1.5ml 1.5ml
Saf su (ml) 0.7 ml 0.7 ml 0.8 ml
Vorteksle karistirilir.60 dk 90 C°de inkiibe edildikten sonra musluk suyu altinda
sogutulur.
Saf su (ml) I ml I ml 1 ml
n-Butanol/Piridin 5 ml 5 ml 5 ml

(v:v 15/1 oraninda)

Tipler n-Butanol /Piridin ilavesinden sonra iyice karistirilir. Daha sonra 4000
rpm’de 10 dakika santriftij edilir, Ustteki organik kisim(iist faz) almmarak 532 nm’de
absorbans fotometrik olarak okunur. Sonug standart egrisinden degerlendirilir.

Hesaplanmasi
nmol/ml olarak 6l¢iilen MDA diizeyi nmol/mg protein olarak verilmistir.

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

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

Stiperoksit dismutaz, oksidatif enerji iiretimi swrasinda olusan toksik siiperoksit
radikallerinin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene dismutasyonunu hizlandirir. Bu
yontem, ksantin ve ksantin oksidaz kullanilarak olusturulan siiperoksit radikallerinin, 2-[4-
iyodofenil]-3-[4-nitrofenol]-5-feniltetrazoliyum klorid (piyodonitrotetra zoliyum viyolet:
INT) ile meydana getirdigi kirmizi renkli formazan boyasmin 505 nm dalga boyunda
verdigi optik dansitenin (OD) okunmas1 esasma dayanmaktadir. Ornekte bulunan SOD,
siiperoksit radikallerini ortamdan uzaklastirarak 2 numarali formazan reaksiyonunu inhibe
eder. Sonucta olusan kirmizi rengin OD’si SOD yoklugunda olusan renge gore azalir,

buaradaki farkin belirlenmesiyle de SOD aktivitesi 6l¢iiliir (138) .

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

Saf su ile 100 ml ‘ye tamamlanir.
2. Substrat Karigimi
0.05 mM Ksantin 0.00152 gr
INT 0.00253 gr
Bu karisim CAPS tamponuyla 100 ml’ye tamamlanur.
3. 80 U/L Ksantin oksidaz
50 U Ksantin oksidaz 3.04 pl
Saf'su ile 1 ml’ye tamamlanr.
4. 0.01 MFosfat tamponu (pH:7 ayarlanir)
NayPO4 54.91 mg
NaH,PO4 3.58 mg
Saf su ile 100 ml ‘ye tamamlanar.
5. Standart (S6): 5,6 U/ml SOD igeren Ransod kitinin standardidir.
Standart Egri Cizimi
Liyofilize (hizli dondurulmus, mikroorganizma igermeyen, steril) olarak
hazirlanmig SOD standardi 10 ml bidistile su ile sulandirilir. Standart egri ¢iziminde
kullanilacak olan diger SOD derisimleri fosfat tamponuyla Tablo 9’deki gibi hazirlanir. 2-
8°C’de saklandiginda 2 hafta siireyle dayaniklhidir.
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Tablo 8. SOD standart egri ¢izimi i¢in tiiplerin hazirlanisi (138).

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

S5 5 ml S6 5 ml 2.8

S4 5ml S5 5ml 1.4

S3 5 ml S4 5ml 0.7

S2 3mlS3 5ml 0.23

S1: Kor (fosfat tamponu)

Yontem de; siiperoksit dismutaz aktive tayini yapilirken, kalp doku hiicrelerinden
hazirlanan siipernatantlar %30 ile %60 arasinda % inhibisyon aralig1 olacak sekilde 0.01 M
fosfat tamponu ile 1:65 (640 mikrolitre tampon,10 mikrolitre 6rnek) oraninda sulandirilir

ve aktivite tayini yapilir.

Tablo 9. SOD standart egri ¢izimi i¢in kuvars kiivetlerin hazirlanisi (138).

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

Ksantin oksidaz eklendikten sonra tekrar karistirilir 30 saniye sonra calisma
koriiniin ve standardin 37 °C’de, 505 nm dalga boyunda havaya kars1 baslangic
absorbanslar1 (A;) okunur. Ayni anda kronometre calistirilarak 3 dakika sonra son
absorbanslar1 (A;) tekrar okunur.

Hesaplama

Calisma korii SOD igermedigi i¢in inhibisyona ugramamis reaksiyon olarak kabul
edilir ve degeri %100 olarak alinir. Tiim standartlar i¢cin % inhibisyon degeri bunlara ait
calisma koriiyle oranlanarak hesaplama yapilir.

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

A A galisma korii
Hesaplama yapildiktan sonra x yatay eksenine SOD derisimlerinin (U/ml)
logoritmik doniisim degerleri, Y (dikey) eksenine standartlara ait % inhibisyon degeri

yazilarak standart egri elde edilir.
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Sekil 16. SOD standart egrisi (138).

Ornek Calismasi

0,5 0,75

Tablo 10. Dokuda SOD aktivite tayini i¢in kuvars tiiplerin hazirlanis1 (138).

Kor (ul) Standart(ul)
Standart - 25
0.01 M Fosfat Tamponu 25 -
Substrat Karisimi 850 850
Kiivetler 1yice karistirilir.
Ksantin oksidaz 125 125

Tipler tekrar karistirildiktan 30 saniye sonra 37°C’de, 505 nm dalga boyunda havaya kars1

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

Hesaplama:

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

A A galigma korii

Ornege ait hesaplanan yiizde inhibisyon degerine karsilik gelen SOD degeri

standart egri kullanilarak bulunur. U/ml biriminden 6lgiilen SOD aktivitesi U/mg protein

birimi olarak verilmistir.

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

Protein (mg/ml)
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3.11. Katalaz (CAT) Aktivite Tayini

Katalaz, H,O,’ nin yikimmi katalize eder. HO,’ nin CAT tarafindan yikim hizi,
H>O,’nin 230 nm’de 15181 absorbe etmesinden yararlanilarak spektrofotometrik olarak

slciilebilir (139).

Ayrraclar
1. IM Tris-HCI, 5SmM Na; EDTA tamponu,pH 8.0
Tris-Baz 5.358 gr
Tris-HCI 8,787 gr
Na, EDTA 0.1461 gr

Saf'su ile 100 ml’ye tamamlanir.
2. 1 M Fosfat tamponu, pH 7.0
K>HPO4 6.723 gr
KH,PO4 8.344 gr
Saf su ile 100 ml’ye tamamlanir.
3. 10 mM H,0,
%30’ luk peroksitten 10 pl alinir ve 9.990 pul saf suyla tamamlanir.
4. Etanol (%95°1ik)
Yontem
Katalaz aktivite tayini i¢cin, doku slipernatani 1:50 oraninda saf su ile sulandirilir ve
1 ml’sine 20 pl saf etanol ilave edilir, karigtirilir ve aktivite tayini yapana kadar tiiplerin
agz1 kapali bekletilir. Deneye baslamadan 6nce, giinliik olarak hazirlanan 10 mM H,O,
konsatrasyonunun dogru ayarlanip ayarlanmadigi fosfat tamponu ile kontrol edilir. Bunun
icin fosfat tamponu 1:10 oraninda saf su ile sulandirilabilir. Ayarlanma yapilirken Iml’lik
kiivete 900 pl saf su 100 pl fosfat tamponu koyulur karistirilir ve bu karigimim 900 pl” 230
nm’de fotometrik olarak okunur OD; olarak kaydedilir. Daha sonra ayni kiivete
hazirladigimiz 10 mM ‘lik peroksitten (H,O,) 100 pl koyulur ve tekrar okuma yapilir
absorbans degeri OD; olarak kaydedilir. OD,-OD;= 0.071 olmalidir. Bu deger bulunduktan
sonra hazirlanan peroksidin konsatrasyonu tam 10 mM’dir denilir ve deneye asagida

gosterildigi gibi baslanir.
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Tablo 11. Dokuda CAT aktivite tayini i¢in kuvars kiivetlerinin hazirlanisi (139).

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

Tipler 37 °C’de 10 dakika inkiibe edildikten sonra daha once 1:50 oraninda diliie
ettigimiz Ornekten 20 pl alinarak tiiplere ilave edilir ve 230 nm’de 2,5 dakika kinetik
okuma yapilir. Her numune teker teker calisilarak kaydedilir.

Hesaplama
CAT Aktivitesi (U/ml) = AOD x V7 (1.0 ml)
0.071 x Vg (0.02 ml)
AOD: Dakikadaki optik dansite degisimi
VH: Ornek hacmi

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

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

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

Protein (mg/ml)
3.12. Histopatolojik Degerlendirme

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

miyokardiyal o©odem, myositolizis, fokal hemoraji ve PNL infiltrasyonu gore
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degerlendirildi. Patolojik skorlama;  0-yok, 1-hafif, 2-orta ve 3-siddetli olarak
degerlendirildi.

3.13. istatistiksel analiz

Istatiksel analizin yapilmasimda SPSS (Statistical Package for Social Sciences) 15.0
kullanildi. Sonuglarimiz ortalama + standart sapma seklinde verildi. Biyokimyasal
verilerimizin degerlendirilmesinde ise gruplar arasindaki farklarin incelenmesi i¢in Non
Parametrik Kruskal-Wallis testi, iki grup arasindaki farkin degerlendirilmesinde de Mann-
Whitney U testi kullanildi. Her iki test icinde p<0.05 degeri istatiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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4- BULGULAR

Ratlarda olusturulan kalp I/R modeli her grupta 8 adet rat olmak {izere 3 grup ve toplamda
24 adet rat iizerinde calisildi. Deney siiresince gruplarda herhangi bir kayip yasanmadi.
Tim gruplardaki ratlara ait kalp dokusunda oksidatif/nitrozatif stres biyomarkirlarin

diizeyleri Tablo 12 ve Grafik 1-5’de verilmistir.

Tablo 12. Tiim Gruplarda Oksidatif/Nitrozatif Biomarkir Sonuglar1

Kontrol Sham Tedavi
CAT (I"J/mg protein) 4,37+1,82 5,18+£2,20%* 7,13£2,17*
SOD (U/mg protein) 3,95+1,05 5,8342,47%* 7,5143,15%
MDA (nmol/mg protein) 0,52+0,13 0,39+0,10 0,12+0,09*
NO (pmol/mg protein) 18,02+7,05 11,25+2,08 9,74+3,19%*
3-NT (nmol/L) 6,03£2,18 4,01+1,64** 3,65+1,02%*

*Tedavi grubunda CAT, SOD, MDA, NO ve 3-NT diizeyleri kontrol grubuyla kiyaslandiginda
anlaml farkliliklar saptand1 (p<0,05).

**Kontrol grubu ile sham grubu kiyaslandiginda CAT, SOD ve 3-NT yoniinden anlamli
farkliliklar saptanmamistir (p>0,05).

Istatistik Sonuclan

Oksidatif ve nitrozatif stres biyomarkirlarinin diizeyleri 1ilgili verilerimizin
degerlendirilmesinde ise gruplar arasindaki farklarin incelenmesi i¢in Non Parametrik
Kruskal-Wallis testi, iki grup arasindaki farkin degerlendirilmesinde Mann-Whitney U testi
kullanildi. Her iki test icinde p<0.05 degeri istatiksel olarak anlamli kabul edildi.

Verilerimiz ile ilgili istatistik sonuglar1 asagida sunulmustur. Bunlar;

1-Katalaz ile ilgili istatistik Sonuc¢larn

Tedavi grubunda CAT aktivitesi kontrol ve sham grubu ile karsilastirildiginda
tedavi grubunda anlamli derecede yiiksek iken (p: 0,002), kontrol ve sham gruplarinda
anlaml derecede diisiik bulundu (p:0,001). Ancak, sham ve kontrol gruplar1 arasinda CAT
aktivitesi yoniinden anlamli farkliliklar gézlenmedi (p:0,123).
2- Superoksit Dismutaz ile ilgili istatistik Sonuclar

Tedavi grubunda SOD aktivitesi kontrol ve sham grubu ile karsilastirildiginda

tedavi grubunda anlamli derecede yiiksek iken (p: 0,018), kontrol ve sham gruplarinda
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anlaml derecede diisiik bulundu (p:0,042). Ancak, sham ve kontrol gruplar1 arasinda CAT
aktivitesi yoniinden anlamli farkliliklar gézlenmedi (p:0,137).
3-Malondialdehit ile ilgili istatistik Sonuclar

Tedavi grubunda MDA diizeyi kontrol ve sham grubu ile karsilastirildiginda tedavi
grubunda anlamli derecede diisiik iken (p: 0,001), kontrol ve sham gruplarinda anlamli
derecede yiiksek bulundu (p:0,028). Ustelik, sham ve kontrol gruplar1 karsilastirildiginda
kontrol grubunda anlamli1 derecede yiiksek MDA diizeyi saptandi (p:0,034).
4- Nitrik Oksit ile ilgili istatistik Sonuclar

Tedavi grubunda NO diizeyi kontrol ve sham grubu ile karsilastirildiginda tedavi
grubunda anlamli derecede diisiik iken (p: 0,009), kontrol ve sham gruplarinda anlamli
derecede yiiksek bulundu (p:0,017). Ancak, sham ve kontrol gruplar1 arasinda NO diizeyi
yoniinden anlamli farkliliklar gézlenmedi (p:0,248).
4- Nitrotirozin ile ilgili istatistik Sonuclar

Tedavi grubunda 3-NT diizeyi kontrol ve sham grubu ile karsilastirildiginda tedavi
grubunda anlamli derecede diisiik iken (p: 0,001), kontrol ve sham gruplarinda anlamli
derecede yiiksek bulundu (p:0,001). Ancak, sham ve kontrol gruplar1 arasinda 3-NT diizeyi
yoniinden anlamli farkliliklar gézlenmedi (p:0,346).

Grafik 1. Gruplar Aras1t CAT Aktiviteleri
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M CAT(U/mg Protein) 4,37 5,18 7,13
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Grafik 2. Gruplar Aras1 SOD Aktiviteleri
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Grafik 3. Gruplar Arast MDA Diizeyleri
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Grafik 4. Gruplar Aras1 NO Diizeyleri
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Grafik 5. Gruplar Aras1 3-NT Diizeyleri
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Tablo 13.Gruplarm histopatolojik derecelendirilmesi.

Miyokar.odem Miyositolizis Hemoraji PMNL
infiltrasyonu
Kontrol 1 1 1 3
Sham 1 1 1 1
Likopen Tedavi 0 0 1 0

Kontrol ve Sham grubunda; Miyokardiyal 6dem (p=0.303) Miyositolizis (p=0.602)
Hemoraji (p=0.407) PMNL infiltrasyonu (p=0.027) Istatistiksel olarak anlaml fark sadece
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PMNL infiltrasyonunda bulundu (MannWhitney U Testi). Likopen tedavi grubunu kontrol
ve sham gruplariyla karsilastirildiginda; Miyokardiyal 6dem (p=0.025) Miyositolizis
(p=0.039) Hemoraji (p=0.516) PMNL infiltrasyonu (p=0.016). Istatistiksel olarak
Hemoraji disinda Miyokardiyal 6dem, Miyositolizis ve PMNL infiltrasyonu yonlerinden
anlamli farkliliklar bulundu (MannWhitney U Testi).

Resim 3. Miyokard Hemoraji
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Resim 4. Miyokard Odem
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Resim 5. Miyositolizis

Resim 6. PMNL infiltrasyonu




5- TARTISMA

Calismamizda, ratlarda olusturulan deneysel kalp IR modelinde likopenin koruyucu
rolii arastirild1.

IR hasar1 birgok faktdriin rol aldig1 kompleks bir patofizyolojiye sahiptir. Iskeminin
yol ag¢tig1 doku hasari, reperfiizyon sirasinda hiicre icinde bir¢ok biyokimyasal yolakta
iretilen reaktif oksijen tiirleri araciligi ile hiicre Oliimiine yol acabilir. Ayrica
proinflamatuvar mediyatorlerin olusumu ve notrofil, makrofa; ve lenfositlerin bdlgeye
toplanmasi, hasarmn genislemesini saglar ve IR hasarinm sistemik etkilerinden sorumludur.
Tim bu mekanizmalar iskeminin siiresi ve siddetine gore dokular arasinda da farkliliklar
gosterir. Bu nedenle IR hasarinda oksidatif/nitrozatif stresin  biyokimyasal
mekanizmalarmin anlasilmasi1 doku ve organlara yonelik yeni tedavi segeneklerinin
gelistirilebilmesi agisindan klinikte 6nemli bir role sahiptir.

Kalp hastaliklar1, 6liim nedenleri icerisinde ilk sirada yer almakta ve ani 6liimlerin
cogundan kalp IR aritmileri sorumlu tutulmaktadir (140). Bu aritmilerin nedeni hala
spekiilatif olmakla beraber, iskemideki elektrofizyolojik anormallikler (6zellikle, Ca™ ve
K" i¢in iyonik dengesizlik) ve reperfiizyonda asi1 serbest radikal iiretimi, gecerli
hipotezler olarak kabul edilmektedir. Bu radikaller membran hasari, DNA yikimi, proteaz
aktivasyonu, lipit ve protein peroksidasyonu, apopitoz ve nekrozla sonuglanan hiicre 6limii
meydana getirmektedir.

Likopen, singlet oksijen ile serbest radikallerin etkilerini 6nlemede ytliksek derecede
antioksidan etkisi yoniinden bir¢ok calismada etkileri arastirilmistir. Likopen tarafindan
giiclii bir sekilde olusturulan antioksidan aktivite; ¢esitli oksidatif hasarlarin, toksisite ve
diger hastaliklarin Onlenmesine aracilik eder. Bundan dolay1 karotenoidler arasinda
likopen, biyolojik etkilere kars1 daha etkili bir antioksidandir ve hem in vivo hem de in
vitro doku ve hiicrelerin iyilesmesi ya da korunmasina katkida bulunur (141). Likopenin
kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, osteoporoz ve diyabet gibi kronik hastaliklarin
tedavisinde antioksidan etkilerinin olabilecegini belirtilmistir (142).

Likopenin serbest radikalleri yakalayan bir antioksidan olarak hareket etmesinden
dolay1, inflamatuvar etkisi gili¢liidiir ve hiicresel hasar1 azaltir (143). Ayrica hidroksil
radikallerini notralize ederek lipid peroksidasyondan korumada onemlidir. Ek olarak GR,
Gpx ve SOD gibi antioksidan enzimleri uyarabilir (144). Lipid peroksidasyonu ve
lipoprotein modifikasyonunu indiikleyen hidrojen peroksidi inhibe edebilir (145).
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Insanda likopenin ana kaynagi adipoz dokudur ve karotenoidlerin yarisindan fazlasi
bu kisimdadir. Adipoz dokuda likopen sadece lipid damlalar1 seklinde depo edilmez ayni
zamanda hiicre membraninda da saptanabilir. Membranlardaki likopen varlig1 adipositlerin
fizyolojisini etkileyebilir. Likopen ve metabolitlerinin adipoz doku inflamatuvar durumunu
etkileyebilecegi rapor edilmistir. Gergekten de adipoz doku inflamasyonu igeren bazi gen
ekspresyonlarini azaltabilecegi gosterilmistir. Bu sonuclar likopenin antiflamatuvar
etkilerinin mekanizmasini agiklar. Adipoz doku inflamatuvar sitokinler, akut faz proteinleri
gibi inflamatuvar belirteclerin artmasinda merkezi bir rol oynar. Ayrica adipoz doku
makrofaj, T hiicreleri ve dentritik hiicreleri iceren immiin sistemin diger inflamatuvar
efektorleriyle etkilesimde de anahtar gérevinde bulunur (146).

Daha 6nceden ¢ok iyi tanimlanan antioksidan (141-145) ve antiinflamatuvar (146)
etkilerinden dolayi, temelde oksidatif/nitrozatif stres kaynakli olan ve inflamatuvar
olaylarin eslik ettigi kalp IR hasarinda, likopenin’nin etkinligini arastiran bir ¢alismaya
rastlanilmamastir.

Normal fizyolojik kosullarda olusan siiperoksit radikali, SOD ile 6nce hidrojen
peroksite sonra da CAT etkisi ile suya doniisiir. Ancak IR’da ksantin oksidaz etkisine bagli
olarak artan siiperoksit radikali ve hidrojen peroksit, antioksidan kapasiteyi asar ve
ortamdan etkin bir sekilde temizlenemez. Bizim calismamizda, IR grubunda tedavi
grubuna kiyasla SOD aktivitesinde belirgin bir azalmanin olmasi; IR hasarmna bagli olarak
hiicre i¢inde superoksit anyon radikallerini arttigi ve SOD enzim aktivitesinin azalmasina
neden oldugunu diisiindiirmektedir. Buna ek olarak, ¢alismamizda IR hasarina karsi
likopen tedavisi verilen grupta SOD enzim aktivitesinin anlamli sekilde arttigi
gdzlenmistir. Ustelik, ¢alismamizda kalp IR grubunda CAT aktivitesinde, tedavi grubuna
gore Oonemli diisiis goriiliirken, likopen tedavisi ile CAT aktivitesinde artis gdzlenmistir.
Kalp IR grubunda hiicre igerisinde yiiksek oranda iiretilen peroksit CAT in aktivitesini
azalttig1, tedavi grubunda likopen tedavisinin koruyucu etkisi ile CAT aktivitesinin arttig1
disiiniilmektedir. Dolayisiyla in vivo ortamda SOD ve CAT’m kombine etkisi goze
carpmaktadir. Bunun nedeni; likopen’in, peroksiti metabolize eden CAT enzimini aktive
ederek, superoksit anyon radikalini peroksit’e katalize eden SOD aktivitesini artirarak,
oksidatif/nitrozatif stres esnasinda CAT aktivitesindeki azalmayi Onleyerek ve NO
olusumundan sorumlu NOS enzimini inhibe ederek etki gdsterdigi diisiiniilmektedir.
Likopen ile yapilan baz1 caligmalarda likopenin serbest oksijen radikallerini tutucu 6zelligi

hiicre zar1 lipidlerin peroksidasyonunu Onleyerek peroksidasyon sonucu olusan MDA
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diizeyini disiirdiigii, SOD, GPx gibi endojen antioksidanlarin aktivitelerini artirdigi
gosterilmistir (147-151).

MDA, poliansatiire yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu olusan stabil bir son
iiriindiir. Doku IR hasarinda, ksantin oksidaz enzimi, mitokondriyal oksidasyon,
siklooksijenaz aracili doymamis yag asidi oksidasyonu, katekolamin oksidasyonu,
sitokrom p 450 aracili oksidasyon, 16kosit NADPH oksidaz aktivasyonu, demir salinimi ve
redoks siklusu lokal ve sistemik serbest oksijen radikal olusumuna katkida bulunur
(152,153). Artmis serbest oksijen radikalleri (6zellikle hidroksil radikali), hiicre zari
fosfolipidlerinin (aragidonik asit, linoleik asit ve linolenik asit gibi coklu doymamis yag
asitleri) peroksidasyonuna neden olarak hiicre zar1 biitiinliigiinde bozulma, hiicre sismesi
ve arasidonik asit/lipidperoksil salinimina neden olur. Bu siiregte, zincirleme bir serbest
oksijen ve yag asidi radikali olusumu ile ilerleyici hiicre zar1 hasar1 gerceklesir (152,153).
Dolayisiyla, bu kisir dongii sirasinda meydana gelen ve stabil bir molekiil olan MDA
diizeyi 6l¢limii ile reaktif oksijen tiirevleri ve membran hasariderecesi hakkinda fikir sahibi
olunabilinir (154). Yapilan calismalarda biyokimyasal veriler, kan MDA diizeylerinin IR
ile belirgin oOlciide arttigmi  gostermistir  (155). Biyokimyasal parametrelerin
degerlendirildigi caligmalarda rosuvastatinin direkt etkisi ile MDA (155). diizeylerini
disiirdiigii belirtilmektedir. Antioksidan 6zelliginden dolay1 rosuvastatinin degisik doku ve
organlarda olusan IR hasar1 ve birgok oksidatif stres kaynakli hasar1 dnlemede antioksidan
enzim diizeylerini arttirmak suretiyle etkili olabilecegi bildirilmistir. Kapan ve ark.(2009),
aortik IR grubunda, kontrol grubuna gére MDA diizeyinde anlaml1 artis saptanirken, aortik
[R+eritropoietin  grubunda ise MDA diizeyinde anlamli azalma saptanmadiini
bildirmislerdir (156). Deneysel olarak, alt ekstremite IR(157). ve aortik okliizyon-
reperflizyon(158) sonrasinda akciger MDA doku diizeylerinin arttig1 bildirilmistir. Patel ve
ark.(159). ile Ates ve ark.(160). eritropoietinin ratlarda bobrek IR hasarma etkisini
arastirmislar ve eritropoietin uygulanan grupta lipid peroksidasyonunda anlamli azalma
saptamislardir. Bununla birlikte, Ozakyol ve ark.(161). ratlarda karaciger IR hasarina L-
nitro-argininmetil-ester’in etkisini arastirmiglar, L-nitro-argininmetil-ester verilen grupta
IR hasarmin histopatolojik olarak anlamli derecede azaldigin1; ancak, karaciger MDA doku
diizeylerinin anlamli derecede azalmadigini bildirmislerdir. Bu sonucu, verilen ilacin
olusan IR hasarm lipid peroksidasyonundan bagimsiz olarak azaltabilecegi yorumu ile
aciklamiglardir.

Hem iskemi hem de reperfiizyonu takiben zarar goren endotelyumda NO sentezi

belirgin derecede azalir. NO gibi inhibitor etkisi ¢ok kuvvetli bir ajanin eksikligi nétrofil
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aktivasyonunun kolaylagsmasina ve doku hasarmin artmasima yol agabilir. Reperfiizyondan
once NO ve NO dondrlerinin uygulanmasi ile infarkt alan1 ve endotelyal fonksiyon kaybi1
gibi IR’un neden oldugu miyokardiyal hasar azaltilabilir (162). Reperfiizyonun ge¢ fazinda
iiretilen NO ve peroksinitrit (ONOO-)'in reperflizyonun erken fazina oranla ¢ok daha fazla
oldugu ve bu durumun uyarilabilir nitrik oksit sentaz (iNOS) “up”-regiilasyonu ile iligkili
oldugu belirtilmektedir (163). NO diizeyindeki bu gecikmis artis, doku hasarinin daha da
artmasina neden olur (163). Ayn1 zamanda iNOS blokorii aminoguanidinin hem kardiyak
(164). hem de renal (165). IR hasarinda yararli etkileri bildirilmistir. Yiiksek
konsantrasyondaki NO'in kardiyak miyosit fonksiyonunu deprese etmesi, IR'u takiben
inflamatuvar siire¢leri uyarmasi, mitokondriyal solunumu bozmasi, nekroza ve apoptozise
neden olmas1 gibi bircok zararli etkisi vardir. Calismamizda kalp IR grubunda tedavi
grubuna kiyasla NO diizeyinde artis saptanmustir. NO {iretimindeki artisin, IR hasarina
bagl olarak hiicre igerisinde inflamatuvar sitokinlerin ve diger medyatorlerin aciga ¢iktigi
ve immun olarak aktif bir donemin gostergesi olabilir. NO tek basma degil oksijen
varliginda peroksinitrite dontiserek toksik etkilere aracilik eder. ONOO-, peroksinitroz asit
ve hidroksil radikaline doniisebilmektedir. NO inhibisyonunun ONOO- olusumunu
engelleyecegi ve kardiyak performansi artirabilecegi gosterilmistir (166,167).

IR, inflamasyon gibi bir¢ok patolojik olayda hiicre igi kalsiyum konsantrasyonu
artarak NO ve siiperoksitin simultane olarak saliverilmesine yol agar. Makrofajlar ve
notrofiller stimiile edildiklerinde NO ve siiperoksiti salivererek peroksinitrit olusumuna
neden olabildikleri gibi, NO ve siiperoksit farkli hiicrelerden saliverilip peroksinitrit
olusturabilirler. Peroksinitrit proteinlerdeki veya serbest halde ki tirozinin fenolik halkasina
nitro grubu ekleyerek 3-NT olusturur. Tirozinin geri doniisiimsiiz olarak nitrasyonu,
tirozinin  fosforillenmis ve fosforillenmemis formlarmin birbirine doniisiimiini
engelleyerek, enzim aktivitesinin ve sinyal ileti mekanizmalarimin diizenlenmesini etkiler.
Nitrotirozin’in, peroksinitrit oksidasyonunun kararli son {iriinii olmasi nedeniyle NT
Olglimiiniin NO bagimli in vivo hasarin tespitinde kullanilan bir belirte¢ oldugu
bildirilmektedir (168). Calisgmamizda kalp IR’de 3-NT diizeylerinin artmasi, IR hasarinda
peroksinitritin olustugunu gostermektedir. Ustelik, NO ve 3-NT diizeylerinin yiiksek
saptanmasi reaktif nitrojen tiirlerinin kalp IR’de inflamatuar siirecte olas1 iNOS enziminin
indiiklenmesiyle olusup miktarlarmin arttigin diisiindiirmektedir.

Kalp dokusunu kurtarmak i¢in gerekli olan reperfiizyon, i¢cinde myokardiyal apopitoz
ve nekrozun oldugu bir seri olaymn baslamasina neden olur. Tez calismamizda IR

grubundaki ratlarin hepsinde mikroskobik hasar gozlendi. Mikroskobik hasarlanma
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bulgular1 olan PNL infiltrasyonu, 6dem, hemoraji ve miyositolizis olusmayan denek yoktu.
Bulgularimiz IR modelinin basariyla gerceklestigini gdstermektedir. Likopen tedavi
grubunda hasar derecesinin IR grubuna kiyasla hafif derecede oldugu gozlendi.
Calismamizda likopen, antioksidan ve antiinflamatuvar etkileri ile kalbi IR hasarmna kars:
koruyabilir. Kafeik Asit Fenetil Ester (KAFE)’ nin kalp IR’ den kaynaklanan infarkt alan
iizerindeki tedavi edici etkisinin arastirildigi bir ¢calismada (169), 14 erkek rat iki gruba
ayrilarak ve kalp IR protokolleri aynen uygulanmustir. Bir gruba iskemiden 10 dk dnce
KAFE verilmeye baslanarak ve iskemi boyunca da verilmeye devam edilmistir. Infarkt
biiylikliigi ve risk zonu planimetrik yOntemlerle belirlenip kontrol grubuyla
karsilastirildiginda, KAFE (50 pmol/kg) uygulanan grupta miyokardiyal infarkt alani/risk
zonu alani oraninin, istatistiksel anlamli olarak azaldig: tespit edilmistir. Bu calismada,
kalp IR tarafindan indiiklenen miyokardiyal hasarmn azaltilmasinda KAFE’nin etkinligi
gosterilmistir.

Calismamizda likopenin de biyokimyasal ve histopatolojik olarak antioksidan ve
antiinflamatuvar etkisi goriildii. Likopenin antioksidan etkisini; NO, 3-NT ve MDA
diizeylerini azaltarak ve SOD ve CAT gibi antioksidan enzimlerin aktivitesini de artirarak
gergeklestirdigi, antiinflamatuvar etkisini; olast iINOS’un katalitik aktivitesini inhibe
ederek NO ve 3-NT diizeylerini azaltmis olabilecegini diisiiniilmektedir.

Sonug olarak likopenin, kalp IR aracili oksidatif/nitrozatif stresin tetikledigi hasar
basamaklarmi, notrofiller, ksantin oksidaz ve lipooksijenaz ile etkilesime girerek
koruyabilir/diizeltebilir. Bu ¢alismanin sonuglar1 likopen’in ratlarda kalp iR’ye bagli hasari
azalttigin1 gostermektedir. Likopen’in kalp IR hasarinda klinik uygulanabilirligini test

etmek i¢in mikro ve makro diizeyde daha detayli ileri caligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.
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6. SONUC

Bu c¢alismamizda kalp IR olusturulan ratlarda gelisen kalp doku hasarinda
likopen’in koruyucu roliinii arastirdik. Calismamizda 220-300 gr arasinda degisen Wistar
Albino tipi erkek ratlar kullanildi. Deney hayvani olarak ratlarin se¢ilmesinin nedeni; KSU
Tip Fakiiltesi hayvan laboratuvarinda yetistiriliyor olmasi ve IR modellerinde sik
kullaniliyor olmasindan dolayidir. Bu amagla, biyokimyasal parametre olarak MDA, NO,
3-NT, CAT ve SOD (doku) diizeylerini 6l¢iip, kalp doku kesitlerinden histopatolojik
degerlendirme yaptik. Sonug olarak;

1-Katalaz ile ilgili sonuglar

Tedavi grubunda CAT aktivitesi kontrol ve sham grubu ile karsilastirildiginda
tedavi grubunda anlamli derecede yiiksek iken (p<0,05), kontrol ve sham gruplarinda
anlaml derecede diisiik bulundu (p<0,05). Ancak, sham ve kontrol gruplar1 arasinda CAT
aktivitesi yoniinden anlamli farkliliklar gézlenmedi (p>0,05).

2- Superoksit Dismutaz ile ilgili sonuglar

Tedavi grubunda SOD aktivitesi kontrol ve sham grubu ile karsilastirildiginda
tedavi grubunda anlamli derecede yliksek iken (p<0,05), kontrol ve sham gruplarinda
anlaml derecede diisiik bulundu (p<0,05). Ancak, sham ve kontrol gruplar1 arasinda CAT
aktivitesi yoniinden anlamli farkliliklar g6zlenmedi (p>0,05).

3-Malondialdehit ile ilgili sonuglar

Tedavi grubunda MDA diizeyi kontrol ve sham grubu ile karsilastirildiginda tedavi
grubunda anlamli derecede diisiik iken (p<0,05), kontrol ve sham gruplarinda anlamli
derecede yiiksek bulundu (p<0,05). Ustelik, sham ve kontrol gruplari karsilastirildiginda
kontrol grubunda anlaml1 derecede yiiksek MDA diizeyi saptand1 (p<0,05).

4- Nitrik Oksit ile 1lgili sonuglar

Tedavi grubunda NO diizeyi kontrol ve sham grubu ile karsilastirildiginda tedavi
grubunda anlamli derecede diisiik iken (p<0,05), kontrol ve sham gruplarinda anlamli
derecede yiiksek bulundu (p<0,05). Ancak, sham ve kontrol gruplar1 arasinda NO diizeyi
yoniinden anlamli farkliliklar gézlenmedi (p>0,05).

4- Nitrotirozin ile ilgili sonuglar

Tedavi grubunda 3-NT diizeyi kontrol ve sham grubu ile karsilastirildiginda tedavi

grubunda anlamli derecede diisiik iken (p<0,05), kontrol ve sham gruplarinda anlamli
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derecede yiiksek bulundu (p<0,05). Ancak, sham ve kontrol gruplar1 arasinda 3-NT diizeyi
yoniinden anlamli farkliliklar gézlenmedi (p>0,05).

5- Kontrol, Sham ve grublarinda istatistiksel olarak Hemoraji disinda Miyokardiyal
odem, Miyositolizis ve PMNL infiltrasyonu yonlerinden anlamli farkhiliklar bulundu
(p<0,05).

Sonu¢ olarak, likopen tedavi grubunda antioksidan aktivitenin yiiksek,
oksidatif/nitrozatif stres diizeylerinin diisiik oldugu bulundu. Buna ek olarak Polimorf
Niiveli Lokositlerininfiltrasyon derecesinin de daha diisiik oldugu goézlendi. Bu durum
Likopenin kalp iskemi-reperflizyon hasari tizerine antioksidan olma 6zelligine bagl olarak

koruyucu etkisi olabilecegini diisiindiirmektedir.
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