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HEPATIK ISKEMi REPERFUZYON HASARINDA BETA GLUKAN VE
MORINDA CITRIFOLIA L.’NIN KORUYUCU ETKILERININ ARASTIRILMASI
(YUKSEK LISANS TEZI)

ZEYNEP BAYAT

OZET

Karaciger iskemi-reperfiizyon (IR) hasari, Kkaraciger transplantasyonu ve
cerrahisiyle iliskili 6nemli bir komplikasyondur. Bu ¢aligmanin amaci karaciger iskemi
reperflizyon hasarinda antioksidan ajan olan Beta Glukan ve Morinda Citrifolia L’nin
karaciger IR hasarindaki koruyucu etkilerini aragtirmaktir.

Wistar-Albino siganlar sham grubu (Grup 1) (n=5), I/R (iskemi reperfiizyon)
kontrol grubu (Grup 2) (n=5), Beta glukan grubu (Grup 3) (n=8), Morinda Citrifolia L.
Grubu (Grup 4) (n=8) ve bu ajanlarin kombine uygulandig1 grup (Grup 5) (n=8) olarak
ayrildi. Etken maddeler 10 giin boyunca siganlara oragastrik gavaj yolu ile verildi. Sham
grubundaki siganlara, karacigerin orta ve sol lobunu besleyen hepatik arterleri, portal ven
ve safra yolu transeksiyonunu takiben herhangi bir islem uygulanmadi. Kontrol grubundaki
ve ila¢ grubundaki sicanlara 60 dakika iskemi, 60 dakika reperflizyon uygulandi.

Deney sonunda histopatolojik ve biyokimyasal calismalar i¢in doku ornekleri
alindi. Oksidatif hasarlanmanin tespiti i¢cin malondialdehit (MDA) seviyeleri ve antioksidan
enzimlerden Siiperoksit dismutaz (SOD) ve Glutatyon peroksidaz (GPx) aktiviteleri, Total
Antioksidan Kapasite, Total serbest siilfidril grup, Total Oksidan Durum ve Oksidatif Stres
Indeksi (OSI) calisildi. Histopatolojik hasarin tespitinde 5 asamali bir skorlama sistemi
kullanildi.

Mann-Whitney U testi sonuglarina gore; MDA diizeyi kontrol grubunda sham grubuna
gdre anlamli artt1 (p<0,05). Ilag uygulanan gruplarda kontrole gére anlamli azalma vardi
(p<0,05) fakat kombine grupta anlaml fark yoktu (p>0,05).

SOD aktivitesi kontrol grubunda sham grubuna gore artt1 fakat anlamli degildi (p>0,05).
Ilag gruplarinda kontrole gore anlamli artis gdzlendi (p<0,05). Kombine gruptaki artis
anlaml1 degildi (p>0,05).

GPx ve SH sonuglari istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05).

TAC degerleri tiim gruplarda sham grubuna gore anlaml diistii (p<0,05).



TOS, kontrol grubunda sham grubuna gore anlamli artt1 (p<0,05). Morinda Citrifolia L

grubu kontrole gore anlamli diisti (p<0,05). Beta Glukan ve kombine gruptaki

degisiklikler kontrole gére anlamli degildi (p>0,05).

OSI sonuglarmda sadece Morinda Citrifolia L kontrole gére anlamli bulundu (p<0,05).
Sonug olarak; I/R hasarmi énlemede Morinda Citrifolia L’nin en az beta glukan

kadar etkili olabilecegini fakat kombine uygulamalarmin tedavide herhangi bir iistlinliik

saglamadig1 kanisia varildi. Histopatolojik degisikliklere etkili olup olmadigi konusunda

ileri aragtirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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INVESTIGATION OF PROTECTIVE EFFECTS OF BETA GLUCAN AND
MORINDA CITRIFOLIA L. ON HEPATIC ISCHEMIA- REPERFUSION INJURY
(M.Sc. THESIS)

ZEYNEP BAYAT

SUMMARY

Hepatic ischemia-reperfusion (IR) injury is a major complication associated with
liver transplantation and surgery. The aim of this study is to investigate effects of
antioxidant agents, Beta glucan and Morinda Citrifolia L in hepatic ischemia reperfusion
injury.

Wistar-Albino rats were separated as; Sham group (Group 1)(n=5), I/R (ischemia
repurfusion) control group (Group 2)(n=5), Beta Glucan group (Group 3)(n=8), Morinda
Citrifolia L. group (Group 4)(n=8) and the group which these medications were given in
combination (Group 5)(n=8). The active substances were given by oragastric gavage for 10 days
to rats. No other action was taken to Sham group rats following hepatic artery that feeds
middle and left lobe of liver, portal vein and biliary transaction. 60 minutes ischemia and
60 minutes reperfusion were performed to the rats which are in control group and
medication group.

At the end of the experiment tissue samples for histopathological and biochemical
analyses were taken. In order to identify the oxidative damage, malondialdehit (MDA)
levels, antioxidant enzyme (SOD, GPx) activities, total antioxidant capacity, total free
sulthydryl group ,total oxidant status and Oxidative Stress Index were studied. In the
identification of histopathological damage a score system with 5 stages was used.
According to the results of the Mann-Whitney U test; MDA levels were significantly
higher in the control group compared with sham group (p <0.05). Drug treated groups were
significantly decreased compared to the control (p<0,05) but there was no significant
difference in the combined group (p>0,05). SOD activity increased in the control group
compared with sham group, but not significantly (p>0,05). Drug groups were significantly
increased compared to control (p<0,05). Increase in the combined group was not
statistically significant (p>0,05). GPx and SH results were not statistically significant
(p>0,05). TAC values significantly decreased in all groups compared to the sham group
(p<0,05). TOS, were significantly higher in the control group compared with sham group
(p<0,05). Morinda Citrifolia L decreased significantly compared to the control group

(p<0,05). Beta Glucan and the combined group was not significant compared to the control

I1I



group (p>0,05). OSI were significant only Morinda Citrifolia L group compared to the
control (p<0,05).

As a result, it is tought that Morinda Citrifolia L may be effective at least as
effective as beta-glucan in prevention I/R injure but, has no advantage the combined
application of treatment. There are need for furture studies to explain if it would affect
histopathological changes.

Key Words: Liver, Ischemia-Reperfusion Injury, Beta Glucan, Morinda Citrifolia L
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1.GIRIS VE AMAC

Iskemi, hiicre enerji diizeyinin diismesine ve toksik metabolitlerin dokuda
birikimine yol agarak, hiicre fonksiyon bozuklugundan hiicre 6liimiine kadar giden bir dizi
biyokimyasal reaksiyonu baglatir. Iskemik dokunun tekrar kanlanmasi reperfiizyondur,
enerji gereksiniminin geri kazanilmasi ve toksik metabolitlerin ortamdan uzaklastirilmast
icin gereklidir. Ancak, iskemi sirasinda olusmus toksik metabolitlerin ve cesitli
inflamatuvar mediatorlerin sistemik dolagima verilmesi ile ciddi metabolik bozukluklar
olusabilir ve reperfiizyon daha ileri doku hasarma yol acabilir (1). Iskemi reperfiizyon
hasar1 (IRH), hipoksik organin tekrar oksijenlenmesi ardindan ortaya cikan hiicresel
hasarlanmadir. Karacigerde iskemi-reperflizyon hasari ilk kez 1975°de Toledo-Pereyra ve
arkadaslarinin deneysel olarak gerceklestirdikleri karaciger naklinde gdzlenmistir.
Nakledilmis karacigerde konjesyon, ilerleyici trombozis, organ yetmezligi ile sonug¢lanan
greft nekrozu geligsmistir (2). Karaciger iskemisi nakil cerrahisinden baska, travma, kanser,
safra yolu tikanmalar1 ve darliklar1 nedeniyle ameliyat edilen hastalarda, ayrica cerrahi
girisim olmaksizin bir hemodinamik veya kardiyojenik sok periyodunu takiben
olusabilmektedir. Karaciger IRH patofizyolojisi, karaciger hasarina yol agan bircok
mekanizmanin katilimindan meydana gelir. Kupffer hiicre aktivasyonu, reaktif oksijen
tiirlerinin (ROT) olusumu, sitokin ve kemokin salgilanmasi, vazokonstriiksiyon, nitrik
oksit ve endotelin dengesindeki bozulma, nétrofil 16kositlerin toplanmasi, mitokondriyal
gecirgenligin degisiklige ugramasi, kalsiyumun (Ca+2) hiicre i¢ine dengelenmemis gecisi
ve pH paradoksu gibi cesitli hiicresel ve molekiiler etkilesimler s6z konusudur. Bu
kompleks mekanizmalar hiicre 6liimiine, organ fonksiyon bozukluguna ve en sonunda da
organ kaybina neden olmaktadir (3).

Iskemi reperfiizyon hasarindan sorumlu oldugu diisiiniilen patofizyolojik
mekanizmalar1 bloke edecegi diisiiniilen birgok hepatosit koruyucu ajan; allopurinol, o-
tokoferol, mannitol, dopamin, prostoglandin, aktive karbon hemoperfiizyonu, glukagon,
melatonin, karnitin, klorpromazin, aprotonin, metil prednizolon, deferoksamin, siklosporin,
katalaz, aspartik asit, ubiquinon, trombosit aktive edici faktor antagonistleri, adenozin
trifosfat (ATP), verapamil, nifedipin, siiperoksit dismutaz tanimlanmis ve bunlarin iIRH
iizerine iyilestirici etkileri deneysel IR modellerinde arastirilmustir (4, 5).

Glukanlar, bazi bitkilerin, bakterilerin ve funguslarm hiicre duvarinin major igerigi
olan glikoz polimerleridirler. Beta glukanlar giliglii immiin stimiilatorler olarak kabul

edilmektedirler. Hem dogal immiiniteyi hem de adaptif immiiniteyi etkilemektedirler (6).



Literatlirde, beta glukanlarin antioksidan etkilerinin yani sira antitiimdr, antiviral,
antibakteriyel, antifungal aktivitelerinin oldugunu, yara iyilesmesine yararli etkileri
oldugunu ve skar dokusunu azalttigini gosteren yaymlar bulunmaktadir (7). Coziilebilir
beta glukan, oral olarak alindiginda gastrointestinal sistemden emilerek sistemik dolagima
katilmaktadir. Dolasima katilan beta glukan, monositler ve noétrofiller iizerindeki
reseptorlere kompetitif olarak baglanmaktadir. Ayrica makrofaj sitotoksisitesini ve
fagositik kapasitesini arttirmaktadir (8).

Morinda Citrifolia L (Noni) 2000 yildan beri Polinezyalilar tarafindan, halk yapimi
ilaclarda kullanilmakta olan bir bitkidir (9). Noni bitkisinin kokleri, saplari, kabuklari,
yapraklari, ¢igcekleri ve meyvasy; 40 kadar bilinen ve kayitlanan bitkisel tedavide, farkl
bilesimler i¢inde kullanilmistir (10). Noni meyvesi, Prokseronin olarak tanimlanan
Kseronin’in dogal 6n maddesini igermektedir. Prokseronin viicutta Prokseroninaz enzimi
ile alkaloid Kseronin’e doniismektedir (11). Kseronin genis kapsamli biyolojik etkiler
icermektedir. Hiicre iginde, proteinin yapisindan kaynaklanan bir sorun olustugunda,
Kseronin’in fonksiyonu katki saglamaktadwr. Antibakteriyel, antiviral, antifungal,
antitimor, antihelmintik, analjezik, hipotansif, anti-enflamatuar ile bagisiklig1 giiclendirici
genis kapsamli terapotik etkiler igerdigi bildirilmistir (12).

Bu bahsedilen koruyucu 6zellikleri nedeniyle Beta Glukan ve Morinda Citrifolia
L.’nin literatiirde ¢alisilmis birgok bilimsel ¢alisma mevcuttur. Ancak karaciger IRH
iizerine etkisi ile ilgili herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Biz bu calismamizda
Morinda Citrifolia L. nin IRH’yi koruyucu 6zelligi oldugunu diisiinerek Beta Glukan ile
birlikte etkilerini, biyokimyasal yonlerden karsilastirmay1 amagladik.



2. GENEL BILGILER
2. 1. iskemi Reperfiizyon Hasar

2. 1. 1. iskemi

Iskemi; kan akiminmn azalmasi yani oksijen ve besin maddelerinin dokulara
yeterince ulasamamasi durumudur. Iskemi, siiresine ve organi perfiize eden kan akimindaki
yetersizlige bagl olarak geri doniisiimli veya doOniisiimsiiz hiicre zedelenmesine yol
acabilmektedir (13).

Iskemi sonucu hipoksi olusmakta olusan hipoksi ise aerobik oksidatif solunumu
etkileyerek, son derece dnemli ve genel bir hiicre zedelenme ve 6liim nedeni olmaktadir.
Iskemi uzun siire devam ettigi takdirde enerji eksikligine bagl olarak asagidaki olaylar
olusur (14).

Iskemi sonucu oksijenin azalmasi, krebs dongiisiiyle aerobik oksidasyonda
azalmaya ve hiicrede bulunan adenozin trifosfat (ATP) miktarinda diisiise neden olur. Bu
durum adenozin difosfat (ADP) ile fosfat birikimine ve Embden- Meyerhoff yolundaki
anaerobik glikolizde artmayla sonuglanir. Laktik asit ve piirivik asit birikir. Laktat artis1 ve
H" birikimi doku pH’sinda diismeye neden olur. Laktik asit ve diisik pH, protein
parcalanmasi, enzim fonksiyonlarinda kayip, nikotinamid diniikleotid fosfat (NADPH)
rejenerasyonunun engellenmesi ve serbest radikal olusumu gibi iskemik hasar olusturan
etkenlerin gelisimini arttirir (15).

Adenozin trifosfat seviyesindeki azalma ile birlikte fosfolipit, protein, polisakkarit
ve niikleik asitlerin kendiliginden veya enzim kaynakli par¢alanmalarinin ardindan bu yap1
taglarimm yeniden sentezlenememesi nedeniyle hiicre biitiinliigli bozulmaya baglar. Ayni
zamanda hiicre ici Ca?" artmasma bagli fosforilaz, lipaz, proteaz ve endoniikleaz enzim
aktivasyonlar1 da bu parcalanmaya katkida bulunur (15).

Iskeminin ciddiyetine ve siiresine gdre hiicre membranmnin fizyolojik biitiinliigii
bozulmaya baslar. Iskeminin ilk etkiledigi yer mitokondridir. ATP miktarindaki net azalma
Na'/K" ATPaz enzimini inhibe eder. Buna bagli olarak hiicre ici Na™ ve su artis1 ile
hiicrede sisme meydana gelir. Hiicre dist K™ miktar1 artar. Na~ un hiicre ici artis1 ile
Na'/Ca?" ve Na'/ H™ degisim sistemleri aktive olur. Sonugta hiicre igine Ca?" ve H' akis1
baslar. Hiicre i¢i Na" artis1 memranda depolarizasyon yaparak, gecici voltaj bagimli Ca?"
kanallarmin agilmasina ve hiicre i¢i Ca?" miktarmm artmasina neden olur. Hiicre iginde

Ca®" artmas1 fosfolipazi aktive eder ve fosfolipidlerin pargalanmasmna neden olur.



Arasidonik asit ortaya c¢ikar ve boylece serbest radikal olusturan siklooksijenaz ve
lipooksijenaz yollar1 aktive olur (16).

Sitoplazmada artan serbest Ca2", Ca>”a bagimli ATPaz enzimini aktive eder ve
hiicre ici ATP daha hizli tiiketilir. Yiiksek Ca2" seviyeleri mitokondri i¢ zara etki ederek
oksidatif fosforilasyonu ve ATP yapmuni azaltir. Yiiksek Ca2" seviyelerinin, proteaz
aktivasyonu sonucu ksantin oksidaz enziminin iskemik dokuda ortaya ¢ikmasida, notral
proteazlar ve lizozomal proteazlarin aktivasyonu ile hiicre iskeletini olusturan protein
yapilarin yikilmasi sonucu geri doniigiimsiiz hasarda rol oynadiklar1 ortaya konmustur (15)

(Sekil 1).
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Sekil 1: Hiicre membrani normal iyon dengesi (15).

Iskemi reperfiizyon (I/R) hasarmm gelismesinde son derece énemli olan hiicre igi
Ca?" artis1 baslica ii¢ yolla olmaktadir;

ATP’nin tiikenmesi ile birlikte aktif Na™ transport pompalar1 (Na'/K" ATPaz,
Na'/Ca?" ve Na'/ H' degisim sistemleri) bozulur ve hiicre i¢ine Ca2" girisi baslar (15).

Hiicrelerde belli uyarilarla hiicre i¢i depolardan hiicre membrani reseptorii araciligi
ile Ca®" serbestlenmesi gerceklesmektedir. Agonistin G proteini aracihig1 ve fosfolipaz C

(PLC) ile eslenmis olarak bulunan reseptdre baglanmasi, fosfotidil inozitol bifosfat
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(PIP2)'m diagilgliserol (DAG) ve inozitol trifosfat (IP3)'a ayrilmasina neden olmaktadir.
IP3, endoplazmik retikulumdan Ca?" salimimini gergeklestirmektedir (15).

Hiicre icine giren veya intraselliiler olarak salgilanan Ca?>" iki sekilde
tamponlanmaktadir. Bunlardan birincisi kalmodilin gibi efektdr bir proteine veya
kalsibindin gibi 6zel baglayici proteine baglanarak gerceklesmektedir. Ca®>' negatif
gruplara baglanarak tamponlanmasi, hidrojen iyonunun tamponlanmasi ile benzerlik
gosterdiginden, Ca®" ve H' ayn1 tampon bolgeleri i¢in yarisa girerler. Bu nedenle, iskemi
sonucu gelisen asidozda Ca®", bu baglanma bolgelerinden salnmaktadir. Hiicre igi Ca* "un
bir diger tamponlanma sekli de hiicre ici organeller tarafindan tutulma yoluyladir. Ca®un
endoplazmik retikulum, mitokondri gibi organallerce tutulmasi enerji gerektiren bir
olaydir. Normal kosullarda, mitokondrinin tutuluma katkisi ¢cok azdir (17). Hiicre i¢i Ca®"
yogunlugu hizla artinca mitokondri bityiik miktarlarda Ca®"u tutar. Bunun igin mitokondri
ic membraninin elektriksel potansiyeli gerekmektedir. Bu potansiyel de sadece O, ve ATP
varliginda olusturulabilmektedir. Mitokondrinin ¢ok miktarlarda Ca*" tutmasi mitokondrial
hasar1 olusturan en 6nemli nedenler arasindadir. Intraselliiler Ca** artigini tamponlayan
mekanizmalar arasimda bulunan mitokondride Ca*" tutulusu iskemi sirasmda mitokondrinin
Ca’" ile asir1 yiiklenmesine neden olmaktadir. Iskeminin ilk dakikalarinda oksijen
konsantrasyonu diisiikliigline bagli olarak durma noktasmna gelen hiicrenin solunum
fonksiyonlar1 ve ATP sentezi, mitokondrideki bu Ca*" birikimi ile daha da bozulmaktadur.
Boylece hiicrede ATP eksikligi ile baslayan iskemik siirecin gelisiminde, hiicre i¢i Ca*"
artiginin bir sonucu olarak ATP sentezi giderek azalmakta ve olaylar kisir bir dongii i¢ine
girmektedir (15).

Iskemi de enerji eksikligi sonucu gelisen olaylarin bir diger sonucu da ATP yikim
{iriinlerinin birikmesidir. Iskemi sirasmmda ATP olusumunun bozulmasina karsm, mevcut
ATP’nin hidrolizi siirmektedir. ATP hidrolizi ile hipoksantin, ksantin gibi piirin
metabolitleri hiicre i¢inde birikmektedir. Bu metabolitlerin reperflizyon sirasinda ortama
gelen molekiiler oksijenin ksantin oksidaz tarafindan kullanilarak meydana gelen
reaksiyonlar, I/R hasarindan dokuya gore degisen derecelerde sorumlu tutulan serbest

radikallerin en 6nemli kaynagini olusturmaktadir (18).



2.1.2. Reperfiizyon

Iskemi esnasinda olusan bircok olay reperfiizyon esnasinda olusacak olan hasarlara
zemin hazirlar. McCord tarafindan yapilan bir¢ok calismada, iskemi sirasinda olusan
hasarlarin reperflizyon hasarlar1 i¢in baslangi¢ teskil ettigi ileri stiriilmiistiir (19).

Iskemi esnasinda hiicresel enerji depolarinin tiikenmesi, iskemik kaskat olarak
bilinen olaylar zincirini tetiklemektedir. Iskemik dokunun reperfiizyonu ise bir taraftan
iskemi swrasinda kaybolan bazi fonksiyonlarin geri gelmesini saglarken diger taraftan
oksijen bolusu ile oksijen kaynakli serbest oksijen radikallerin (SOR) olusumunu
hizlandirarak daha ileri hasarlara yol agmaktadir (20).

Serbest radikaller hiicre mitokondrisine ¢ok hasar vermektedir. Bu nedenle stratejik
olarak farmakolojik ajanlarla serbest radikal olugumunun Onlenmesi ya da ortamdan
temizlenmesinin hiicre hasarini azaltacag: diisiiniilmektedir (17).

Deneysel calismalar, reperfiizyonun akut faz esnasindan onceki iskemik doku
tizerine ek bir hasar yiikledigini gdstermistir. Reperflizyon hasar1 olarak bilinen bu ardigik
olaylar; intraselliiler enzimlerin salmimini artirarak, Ca’"un hiicre icine girigine,
sarkolemmal fosfolipitlerin bozulmasma ve hiicre membranlarmin dagilmasina neden olur.
Biitiin bunlar tek basma veya kombine olarak sonunda hiicre 6liimiiyle sonuglanir. Bu
degisiklikler, iskemi esnasinda degil de, daha c¢ok reperfiizyon esnasinda meydana
geldiginden “reperfiizyon hasarr” olarak bilinir. Reperflizyon hasarmin bilinen en az ii¢
bileseni mevcut olup bunlar; mikrovaskiiler hasar, hiicre nekrozu ve hemorajidir. Iskemiye
maruz kalan her organda reperflizyon hasar1 olusup, iskemi esnasinda biyokimyasal
olaylarin olusumuyla kendini gosterir ve sonugta siiperoksit anyon radikali (O;"),
hipoklorik asit (HOCI) ve hidrojen peroksit (H,O,) gibi reaktif oksijen metabolitleri
yaninda Ca”" artar ve sarkolemmal fosfolipitlerin kayb1 meydana gelir (19, 21).

Basta makrofajlar olmak {izere dolasim ve parankimdeki diger inflamatuar
hiicrelerden SOR yami sira; timor nekroz faktér alfa (TNF-a), interlokin 6 (IL—6),
interlokin 1 beta (IL-1p), interlokin 12 (IL-12) ve sistein-X amino asit-sistein (CXC)
kemokinler gibi proinflamatuar sitokinler de ortama salmnir (20).

Sitokinlerin de etkisi ile vaskiiler yatagi doseyen endotel hiicrelerinde adhezyon
molekiillerinin ( ICAM-1, VCAM-1 ve E-selektin) ekspresyonu artar ve buna kosut olarak
notrofillerin endotel ylizeyine kars1 olan ilgisi fazlalagir. Endotele yapisan notrofiller daha
sonra hiicre araliklarindan parankime dogru ilerleyerek fagositoz ve lizozomal enzimlerin

de yardimi ile hasarmn ilerlemesine yardimci olurlar. Reperflizyon hasari lokal oldugu



kadar, sitokinler yoluyla uzak organlarda da inflamatuar yaniti indiikleyerek organ
yetmezliklerine neden olabilirler (22) (Sekil 2).

Son yillarda T lenfositlerin de I/R hasarinda rol aldig1 ve T hiicre aktivitesinin
engellenmesi ile (6rn. kalsiniirin inhibitorleri) iskemiyi takip eden parankim hasarmin
azaltilabildigi gosterilmistir (23).

Ayrica stres ile aktive olan protein kinazlardan c-jun N-terminal kinaz—1 (JNK-1),
I/R srasinda transkripsiyon faktorlerini etkileyerek degisik proinflamatuar sitokinlerin

indiiklenmesine ve hiicrede apopitozun baslamasina neden olabilmektedir (24).

Iskemi-Reperfiizyon
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Sekil 2: I/R’da endotel hasar1 ve lipit peroksidasyonunu gdsteren sema (25).



2.1.3. iskemi Reperfiizyon Hasarinda Notrofillerin Rolii

Iskemi siirecinden sonra reperfiize olan bolgeye lokositlerin, 6zellikle
polimorfoniikleer 16kositler (PNL) olan nétrofillerin infiltrasyonu reperflizyon hasarmin
onemli bir nedenidir (26). Bilindigi gibi notrofiller fagositoz olay ile canliy1 enfeksiyoz
ajanlardan koruyan kan hiicreleridir. Yapilan c¢alismalarda, iskemik hiicrelerin,
kemoatraktan maddeleri ve adhezyon molekiillerini salgilayarak, notrofil ve trombositlerin
vaskiiler endotele adhezyonuna dolayisiyla inflamatuar yanita yol agtig1 gosterilmistir (27,
28).

Notrofillerin kemotaksisinde rol alan en Onemli olay ksantin oksidaz (XO)
reaksiyonu sirasinda ortaya ¢ikan siliperoksit anyon radikalleridir. Diger ajanlar ise,
kompleman 5a (C5a) kompleman 3a (C3a), arasidonik asit metabolitleri, 6zellikle 16kotrien
B4 (LB4), nitrik oksit (NO), trombosit aktive edici faktor (PAF), interlokin -1, 6, 8 (IL-1,
6, 8), gamma interferon (INF-y) ve TNF-a gibi sitokinlerdir (29). Kemotaktik faktdrlerin
sentezi ve salinmasi ile birlikte, hem notrofil hem de endotel hiicresinde lokalize olan
adhezyon molekiillerinin artisida baslamaktadir. Notrofil-endotel etkilesimini saglayan
adhezyon molekiilleri, glikoprotein yapisindadirlar. Noétrofiller {izerinde bulunan bazi
adhezyon molekiilleri; 16kosit 32 integrinler (CD11/CD18) ve 16kosit adhezyon molekiilii -
1 (LAM -1 veya L-selektin) dir. Endotel hiicresi iizerinde bulunanlar ise; interselliiler
adhezyon molekiilii -1 (ICAM-1), endoteliyal 16kosit adhezyon molekiilii-1 (ELAM-1
veya E-selektin) ve P-selektindir (28, 30).

Notrofiller, adhezyon molekiilleri aracilig ile etkilesime girdikleri endotel hiicreleri
arasinda ilerleyerek (diapedez olay1) ekstravaskiiler dokuya dogru goc ederler (Sekil 3).
Aktive olmus notrofiller, antimikrobiyal savunma sisteminde kullandiklari mekanizma
olan NADPH oksidaz enzimi aktivasyonu ile reperflizyon sirasinda gelen molekiiler
oksijeni kullanip seri reaksiyonlar sonucunda (O;"), (H,0,), (OH"), (HOCI) ve kloraminleri
olusturarak, ileri doku hasarma neden olurlar (16).

Reperfiizyon doneminin en 6nemli mikrovaskiiler patolojisi olan kan akismin geri
donmemesi fenomenine (no reflow), aktive olmus nétrofillerin yol agtig1 ve nétrofillerin
kapillerlerdeki agregasyonlari ile kan akiminin geri donmesine engel olan kapiller tikaclar
olusturdugu bildirilmistir (31). Notrofiller bozulan mikrovaskiiler bariyerden, dokuya
gecerken beraberinde damar i¢i sivi da dokuya kagarak, 6dem olusumuna neden olur. Geri
doniistimsiiz hasar, bu noktada " No Reflow " fenomeni ile ortaya ¢ikar. Bu fenomen

mikrovaskiiler bariyerin bozulmasi ile dokuya kacan sivinin, interstisyel basinci arttirarak,



kapillerleri sikigtirmasi ve kan akimmi durdurmasi seklinde tanimlanir. Dokudaki kan
akimi, kapiller diizeyde engellenerek, hiicre beslenmesi bozulur (32).

Reperfiizyon hasarinin patogenezinden 16kosit infiltrasyonun sorumlu oldugu,
bir¢ok ¢alisma ile de kanitlanmistir. Antindtrofil serum, kemoterapotik kullanimi ya da
radyasyona maruz tutularak lokopeni yapilan deney hayvanlarinda, iskemi sonrasi doku

hasarmin 6nemli 6l¢lide azaldig: bildirilmistir (33, 34).
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Sekil 3: Iskemi reperfiizyondan sonra ldkositlerin endotel hiicrelere yapismasi ve

interstisyel alana gecisini gosteren sematik resim (35).

2.1.4. Komplemanin Rolii

Iskemi-reperfiizyon hasari, kompleman aktivasyonu ve bazi proinflamatuvar
mediatorlerin olusmasina yol acar. Anafilotoksinler (C3a,C5a) ve membran atak
kompleksleri (C5b-9) I/R hasarinda ©6nemli bir role sahiptir. Proinflamatuvar
mediatorlerden C5a, C3a’dan yaklagik 20 kat daha potenttir. Ek olarak C5a, 16kosit
aktivasyonunun ve kemotaksisinin stimiilasyonu yoluyla; lokosit-monosit-kemoatraktan

protein- 1(MCP-1), TNF-a, IL-1, IL-6 gibi inflamatuvar {riinlerin artisini saglar. iC3b,



C3b’den olusur. C5b—-9 ve iC3b vaskiiler hemostazi degistirebilir. Vaskiiler endotelial- (2
integrin, CD11-b ve CD18 (MAC-1) Iokosit adhezyonu i¢in spesifik bir liganddir. Ek
olarak CD5b-9 kompleksi, lokosit adhezyon molekiillerinin transkripsiyonunu ve
ekspresyonunu artiran endoteliyal hiicrelerdeki Niikleer Transkripsiyon Faktori B
(NFkB)’yi aktive eder. Vaskiiler selliiler adhezyon molekiili (VCAM-1), ICAM-1, E-
Selektin, P-Selektin gibi endotelial 16kosit adhezyon molekiilleri komplemandan etkilenir.
C5b-9, lokosit aktivasyonu ve kemotaksisini endotelial IL-8 ve monosit kemoatraktan
protein—1 salmimi yolu ile tetikler. Sonu¢ olarak C5b—9 endotelial relaksasyon ve
endotelial siklik guanozin monofosfat (¢cGMP)'yi azaltarak vaskiiler tonusta degisiklige
neden olur. Sonugta kompleman aktivasyonu iskemik organlarda vaskiiler hemostazi
degistirip kan akiminda degisikliklere ve 10kositin endotele adhezyonun artmasina neden

olabilir (36).
2.1.5. Mast Hiicresinin Rolii

Mast hiicreleri, bag dokularinda yerlesim gosteren graniillii hiicrelerdir. Mast hiicre
grantilleri basta heparin ve histamin olmak {izere triptaz, kimaz, karboksipeptidaz, katepsin
C ve G notral proteazlar1 gibi ¢esitli mediyatdrleri igerirler. Histamin ve heparine iiglincii
biiyiilk bir komponent olarak baglanan nétral proteazlar, optimal olarak notr pH’da
fonksiyon goren ve peptit baglarmm koparilmasini katalize eden enzim grubudurlar.
Proteazlar dort smifa ayrilirlar. Bunlar; serin proteazlar, metalloproteazlar, aspartik
proteazlar ve sistein proteazlardir (37).

Diger bagisiklik sistem hiicrelerini inflamasyon ve iltihap alanma toplamasi mast
hiicresinin en 6nemli fonksiyonlarindan biridir. Mast hiicresi sinir hiicreleriyle yakin
anatomik ve fonksiyonel temas i¢indedir. Damar gegirgenligi, mast hiicresinin damar, sinir
hiicresi ve lokositleri modiile eden multifonksiyonel akson-refleks mekanizmasi ile
diizenlenmektedir. Histamin, prostaglandin ve lokotrienlerin vazodilatasyona yol ag¢tigi;
TNF-a, IL-4 ve IL-13’iin l16kositler i¢in kemotaktik oldugu ve ayni zamanda endotelde
adhezyon molekiilleri olan ICAM-1, VCAM-1, P/ E-selektin ekspresyonunu uyardigi
bilinmektedir. inflamatuar bagirsak hastahigy, interstisyel nefrit ve romatizmal hastaliklarda
dokularda mast hiicresinin artmasi s6z konusudur. inflamasyonlu dokulardan yapilmis
biopsilerde degraniile olmus mast hiicresinin ¢ogunlukta oldugu goriilmiistiir. Bu bulgular

mast hiicresinin aktif inflamatuar olaylara katildigina isaret etmektedir (38).
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2.2. Karaciger Iskemi Reperfiizyon Hasar

Iskemi reperfiizyon hasari, hipoksik organin tekrar oksijenlenmesinden sonra ortaya
cikan hasarlanmadir. Karacigere gelen kanm %70-80’1 portal venden, geri kalan kismi ise
hepatik arterden gelmektedir. Karacigerin dolagim sistemindeki yeri, metabolitlerin
biriktirilip tasinmasi, toksik maddelerin noétralize ve elimine edilmesi i¢in oldukca
uygundur (39). Ikili kan destegi ve glikojen depolarmin yiiksek anaerobik metabolizma
kapasitesine ragmen karacigerde hipoksik hasarlanma meydana gelebilmektedir. Porta
hepatis’in capraz klemplenmesi ile hepatik arter ve portal venin okliizyonu “Pringle
manevrast” olarak adlandirilir. Karacigerin genis yaralanmalarinda onarma, karaciger
nakli, hepatik rezeksiyon sirasinda kanama kontrolii i¢in yararli bir manevradir. Ancak
klempleme siiresi uzun tutuldugunda karaciger IR hasarma neden olabilir. Karaciger
reperflizyon hasari, sicak IRH ve soguk-depolama reperfiizyon hasari olarak siniflanabilir.
Sicak IRH klinik olarak karaciger cerrahisi ile iliskilidir. Karaciger nakli, hipovolemik sok,
bazi tip toksik karaciger hasarlari, veno-okluziv hastaliklar, Budd-Chiari Sendromu gibi
durumlarda meydana gelir. Soguk depolama reperflizyon hasar1 ise nakil dncesi organ
korunmasi sirasinda olusmaktadir (40). Sicak IRH’inda iki evre s6z konusudur. Baslangic
evresi ( reperfiizyon ardindan iki saatten kisa) oksidan stresle karakterizedir. Reaktif
oksijen tiirleri liretimi ve salgilanmas1 dogrudan hepatositlerde hasarlanmaya neden olur.
Geg evre ise hepatik reperfiizyondan 648 saat sonraki donemdir. Inflamatuvar durum
toplanan nétrofil 16kosit (NL) araciligiyla gergeklesir (41). IR patofizyolojisinde karmasik
mekanizmalar rol oynar. Erken donemde endotel hiicrelerinin sismesi, vazokonstriiksiyon,
NL birikimi, sinuzoidlerde trombosit birikimi olur ve mikrodolasim bozulur. Intraselliiler
O0dem nedeniyle, sinuzoidal endotel hiicreler (SEH) ve Kupffer hiicresinde sisme meydana
gelir. Iskeminin neden oldugu enerji azalmasi sonucunda aktif membran transport
yetmezligi meydana gelir (42). Vazokonstriiksiyon, nitrik oksit (NO) ve endotelin
dengesindeki bozulma sonucu ortaya ¢ikar. Sinuzoidal liimen daralir, bunu takiben NL’nin
hiz1 yavaslar.

Notrofil 10kositin endotel ile temas siiresi artar ve boylece lokostazis gerceklesir.
Bu durumda sinuzoidal dolagim engellenir (42, 43). Bu durum hipoksiyi uzatir. Ardindan
Kupffer hiicreleri, NL’ler aktive olur, inflamatuvar sitokinler (43) ve oksijen kokenli

serbest radikaller (1, 4, 40-42) ortaya ¢ikar, hepatik hasar daha da siddetlenir.
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2.3. Serbest Radikallerin Olusumu

Serbest radikaller aerobik hiicrede metabolik siireclerde iiretilirler. Fazla miktarda
iiretildiklerinde lipit, protein, karbonhidrat ve deoksiriboniikleik asit (DNA) gibi hiicre i¢i
biyomolekiillerin fonksiyonlarinda istenmeyen etkilere neden olurlar. Biyomolekiillere
sadece serbest radikaller degil, radikal olmayan reaktif oksijen tiirleri ve nitrojen tiirleri de
etki etmektedir (44).

Atom; proton, notron parcaciklarini iceren c¢ekirdek ve c¢ekirdegin cevresinde
bulunan bagka atomlarla kimyasal bag yapma 6zelligine sahip negatif yiiklii elektronlardan
olusur. Cekirdek etrafinda bulunan elektronun pozisyonu her zaman kesin lokalize
olmayabilir, ancak uzaydaki konumu yaklasik olarak bellidir. Iste bu elektronun ¢ekirdek
cevresinde bulundugu enerji diizeylerine yoriinge denmektedir. Her bir yoriingenin enerji
degerine kuantum diizeyi denir ve k, 1, m, n, seklinde gosterilir. Cekirdege en yakin diizey
olan k diizeyi en disiik enerji degerine sahiptir. Atomun en dis kisminda bulunan
elektronlar ise en yiiksek enerjili elektronlardir. Atomda en aktif olan ve kimyasal
tepkimelerinin ¢ogunun oldugu yer de bu en dis kisimdir. En dista bulunan elektronlarin
atomdan uzaklagmas1 veya ydriingeye bir elektron eklenmesi sonucunda iyonlar olusur.
Atom elektron kaybederse pozitif, kazanirsa negatif yiikli iyon olur. Her bir yoriingede en
cok iki elektron bulunur. Eger bir yoriingede tek elektron bulunur ise o elektron
eslesmemis olarak adlandirilir. Bir ya da daha fazla eslesmemis elektronu bagimsiz
bulundurma yetenegi olan herhangi bir molekiil, iyon ya da bilesik serbest radikal olarak
adlandirilir (45).

Serbest radikaller kimyasal sembollerinin iist tarafina konulan nokta ile
gosterilirler. Ornegin O, : siiperoksit anyon radikali, OH": hidroksil radikali (46). En basit
serbest radikal sadece bir eslesmemis elektron icermesi nedeni ile hidrojen atomudur.
Biyolojik molekiillerin ¢cogu eslesmis elektron igerdiginden radikal degildir. Atomlar son
elektron yoriingeleri doluyken ya da bosken kararli yapilardir. En dis yoriingelerini
tamamen doldurmak ya da bosaltmak amaciyla elektron aligverisi, paylagimi yaparlar. Bir
ya da daha fazla eslesmemis elektron varlig1 nedeniyle genelde serbest radikaller oldukga
reaktiftirler. Radikallerin kimyasal reaktiviteleri olduk¢a genis bir spektrumda degiskenlik
gosterir. Genellikle radikal olmayan maddelere gore daha reaktif olduklarindan eslesmemis
elektronlarmi paylagmak i¢in diger molekiillerle hizla reaksiyona girerek bu molekiillerden
elektron alir ya da verirler. Bu sekilde kendi aralarinda da etkilesime girebilirler. ki

serbest radikalin birlesmesi sirasinda eslesmemis elektronlar1 da birleserek bir ¢ift
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olusturur. Boylece her iki radikal ortadan kalkar. Ancak organizmada bulunan molekiillerin
cogu eslesmemis elektron icermediginden serbest radikaller cogu zaman radikal olmayan
maddelerle tepkimeye girerek yeni serbest radikaller olusturur. Bu olaylar zincir
tepkimeler olarak siirme egilimindedir (44, 47).

Serbest radikaller baslica {i¢ sekilde olusmaktadir:

Bir molekiili olusturan kovalent bagin hemolitik yarilmast ve eslenmis
elektronlardan her birinin ayr1 par¢ada kalmasi sonucu:

X:Y - X+Y

Bir molekiiliin elektron kaybetmesi sonucu:

X - e +X7

Bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi sonucu: (48)

X+e — X©

2.3.1. Serbest Radikaller ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Oksijen 8 atom numarali dogada dioksijen (O;) olarak bulunan kararsiz bir
elementtir. Bu kararsiz konumu, enerji diizeylerinde bulunan elektronlarinin yapisiyla

iliskilidir (Sekil 4),(Sekil 5), (49, 50).
OKSIJEN ATOMU (O)

I¢ Yoringe
(2 elektron)

2 g .r‘ 1 proton

(6 elektron)

Proton Sayis1 = Elektron Sayist

Sekil 4: Oksijen atomlarmin yapis1 (51).
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OKSIJEN MOLEKULY (O,)

0=0

Dolmus Dis Yériinge
( Hareketsiz)

Sekil 5: Oksijen molekiillerinin yapis1 (51).

Oksijen molekiiliindeki ayni yone donen iki elektrona sahip 2p son orbitali
onemlidir. Bu orbitallerden herhangi birindeki elektron, bir orbitali birakip digerine
gectiginde veya farkli yonde dondiiglinde “singlet oksijen” olusur. Orbitallerden birine ters
dontisli iki elektron veya ikisine ters doniislii iki elektron daha gelirse “oksijen radikali”
elde edilir. Olusan radikal eslesmemis tek elektronu nedeniyle ¢ok dengesizdir ve hizla
ortamdan kaybolur. Bu yiizden bu radikaller tek elektronlarii bir bagka molekiile verebilir
(rediiksiyon) ya da bir bagka molekiilden elektron alarak elektron cifti olusturabilirler
(oksidasyon). Sonucta nonradikal yapiy: radikal sekle doniistiirebilirler. Bu 6zellikleri ile
reaktif oksijen partikiilleri radikaller ve radikal olmayanlar olmak iizere iki ana baslik

altinda incelenmektedir (Cizelge 1), (49, 50).

Cizelge I: Oksijen tiirevi bilesikler (48)

Radikaller Radikal Olmayanlar
Hidroksil (HO) Hidrojen Peroksit (H202)
Alkoksil (RO) Singlet Oksijen (02)
Peroksil (ROO) Ozon (03)

Superoksit (02) Hipoklorid (HOCI)

Nitrik oksit (NO) Lipid hidroperoksit (LOOH)
Azot dioksit (NO2) Peroksinitrit (ONOO)
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2. 3. 1. 1. Siiperoksit Radikalleri (0,)

Oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu kararsiz bir yap1 olan siiperoksit
radikali meydana gelir.

O+te — O

Mitokondrial elektron transport zinciri swrasinda O,’nin otooksidasyonu sonucu
olusur. Siiperoksit radikali O, varliginda ksantin oksidazin ksantini veya hipoksantini
indirgemesiyle olusabilmektedir. NADPH’m NADPH oksidaz ile oksidasyonuyla,
mitokondrial elektron transport sisteminde NADH, ve FADH, nin NAD ve flavin adenin
diniikleotit (FAD)’ye doniigiimii sirasinda, O,’nin iyonize radyasyonla, sit p450 ile ve
arginin veya tetrahidrobiopterin eksikliginde nitrik oksit sentazla indirgenmesiyle olusur
(52, 53).

Normal metabolizma sirasinda siirekli olarak olusan siiperoksit radikalleri
organizmada su reaksiyonlara girebilir:

Stiperoksit radikalleri siiperoksit dismutaz ile dismutasyona ugrayarak H,O,
olusturabilir. Iki siiperoksit radikali birbiri ile etkileserek biri yiikseltgenirken digeri
indirgenmekte boylece H,O, ve O, meydana gelmektedir.

Siiperoksit radikalleri ortamdan bir proton alarak perhidroksi radikali (HO,")
olusturabilir. Perhidroksi radikali siiperoksit radikalinden c¢ok daha reaktiftir, drnegin
membrandaki yag asitlerinin peroksidasyonunu baglatabilir.

Siiperoksit radikali ve H,O, demir iyonu katalizorliigiinde OH" olusturabilir ve bu
tepkime de demir-katalizorlii Haber-Weiss reaksiyonu adini alir. Bu reaksiyonlar metal
selatorii ajanlarla inhibe edilebilir.

Stiperoksit radikalleri enzimatik olmayan dismutasyon veya Haber-Weiss
reaksiyonu sirasmda singlet oksijen ('O,) yapimmna neden olabilir. Singlet oksijen
stiperoksit toksisitesine aracilik edebilmektedir.

Siiperoksit radikali nitrik oksit radikali (NO") ile reaksiyona girerek peroksinitrit
olusturabilir. Peroksinitrit ¢ok daha reaktif ve sitotoksik bir tiirdiir.

0;"+NO’" — ONOO

Stiperoksit radikalleri, fenoksil radikalleri ile reaksiyona girebilir ve protein
yapisinda modifikasyona neden olabilir. Fenoksil radikali, fenollerin oksidasyonu sonucu

olusur, organizmadaki baglica fenol kaynaklari tirozin ve E vitaminidir (54, 55).
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2. 3. 1. 2. Hidroksil Radikali (OH")

Hidroksil radikali, biyolojik sistemlerde bulunan en gii¢lii serbest radikaldir.
Dokular radyasyona maruz kaldiklarinda, radyasyon enerjisinin ¢ogu hiicre igindeki su
tarafindan absorblanir ve radyasyon oksijen-hidrojen arasinda kovalent bagm ayrilmasina
neden olur. Sonucta sekilde goriildiigii gibi iki radikal meydana gelir. Bu radikallerden biri
hidrojen (H") ve digeri ise HO™dir.

H-O-H - H + HO’

Hidrojen peroksidin Fe'? veya Cu'? ile reaksiyona girmesiyle de HO" olusmaktadur.
H,O, toksisitesinin  biiyiik ¢ogunlugunun temelinde bu olusan HO™ oldugu
diistiniilmektedir. Bu reaksiyon ilk defa 1894 yilinda Fenton tarafindan gozlenmis ve
giinlimiizde de Fenton reaksiyonu olarak bilinmektedir.

Fe” + H,0, — Fe"™ +OH +OH’

Cu' +H,0, —» Cu”+ OH+OH’

Hidroksil radikalleri basta lipit, protein ve niikleik asitler (DNA ve RNA) olmak
tizere hemen hemen biitlin hiicresel molekiillerle reaksiyona girebilmektedirler. Hidroksil
radikalleri DNA’da bulunan deoksiriboz molekiiliine etki ederek cesitli {irtinler
olusturdugu ve bu olusan {irlinlerin bazilarmin mutojenik olduklar1 goriilmistiir. Yine
hidroksil radikalleri aromatik halkaya katilma 0Ozelligi gosterdiklerinden DNA ve
riboniikleik asit (RNA)’da bulunan piirin ve pirimidin bazlarina katilarak radikal
olusumuna neden olurlar. Ornegin: Timine katilarak timin radikalini olusturur ve bu
radikal oksijenle reaksiyona girerek son derece reaktif olan timin peroksil radikaline
dontismektedir. Bu gibi bir dizi reaksiyona katilabilen hidroksil radikalleri DNA’nin baz ve
sekerlerinde ciddi hasarlar olusturarak DNA iplik kirilmalarina neden olurlar. Hasar ¢ok
kapsamli olursa hiicresel koruyucu sistemler tarafindan tamir edilemeyebilir ve bunun
sonucunda mutasyonlar ve hiicre dliimleri meydana gelir (56, 57).

Deoksiriboniikleik asitin piirin ve pirimidin bazlar1 ile etkilesmenin yani sira tiol
grubu igeren biyolojik molekiillerden H atomu da koparabilmektedir.

R- SH+OH — RS +H,0

Sonugta olusan siilfiir radikalleri ilging kimyasal ozelliklere sahiptir. Stlflir
radikalleri, O, ile kombine olabilir ve oksi-siilfiir radikallerini olusturur. RSO", ve RSO’
gibi bunlarin bir¢ogu da biyolojik molekiillerde hasara neden olurlar.

Hidroksil radikalinin sebep oldugu en iyi karakterize edilmis olan biyolojik hasar

lipit peroksidasyon olayidir. Hidroksil radikali membran fosfolipitlerinin doymamis yag
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asit yan zincirlerine hiicum eder. Bu 6zellikle arasidonik asit gibi doymamis yag asit yan
zincirlerinden -C- atomunun birinden H atomunun ¢ikartilmasi: ve su olusumu seklinde
gerceklesir.

-CH- +OH' — -CH-+ H,0

Bu reaksiyon sonunda membranda -C- radikali kalir. Bu -C- radikali oksijen ile
kombine olarak peroksil radikalini olusturur.

-CH-+ 0; — -CHO';-

Peroksil radikalleri reaktiftir ve yakinindaki doymamis yag asitlerinin yan
zincirlerine saldirir;

-CHO';- +-CH;- — -CHO,H-+-CH'-

Lipit hidroperoksit

Boylece hidroksil radikalleri, yiizlerce yag asitlerinin yan zincirlerini lipit
hidroperoksitlere doniistiirir. Membranda lipit hidroperoksitlerinin birikimi membran
fonksiyonunu bozar. Peroksil radikaller ve sitotoksik aldehitler, membran proteinlerinde
ciddi bir hasara neden olurlar ve membrana bagli bazi enzimleri ve reseptorleri inaktive

ederler (58-60).
2. 3. 1. 3. Hidrojen Peroksit (H,0O>)

Molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi veya O, ’nin
bir elektron almasi sonucu peroksit olusur. Peroksit molekiilii iki hidrojen atomu ile
birleserek H,O,’yi meydana getirir (61).

0,+2¢ +2H — H,0,

0, +e¢ +2H" — H,0,

Ancak, biyolojik sistemlerde H,O,’nin asil iiretimi O, ’nin dismutasyonu ile
olmaktadir. Bu dismutasyon spontan olarak veya siliperoksit dismutaz (SOD) enzimi
araciligiyla katalizle olabilir:

SOD

20,” +2H" — H,0,+ 0,

Hidrojen peroksit gergekte bir serbest radikal tiirii olmamasia ragmen; serbest
elektron icermesi, serbest hidroksil radikali olusturabilmesi ve hiicresel membranlara
kolaylikla girebilmesi nedeniyle onem kazanmaktadir. H»O,, gecis metal iyonlarmnin
varliginda kolayca pargalanarak en reaktif ve en toksik oksijen radikali olan hidroksil

radikali olusturmaktadir. HyO,; OH" {iretmek suretiyle canli sistemlerde 6nemli hasarlara
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sebep oldugu icin, H,O, akiimiilasyonunun kontrolii hiicreler icin biyolojik olarak
onemlidir (61, 62).
Stiperoksit dismutaz aktivitesi sonucu ortaya c¢ikan H,O;; katalaz (CAT) ve
glutatyon peroksidaz (GPx) enzimleri ile su ve oksijene doniistiiriiliir:
CAT
H,0;, — H, 0+ 0,

GPx

H,0,+GSH — 2 H,0 + GSSG
2. 3. 1. 4. Singlet O, ('03)

Yapisinda eslesmemis elektronu bulunmadigindan serbest radikal degil ancak
serbest radikal reaksiyonlarin1 baglattiklarindan serbest radikal sinifina dahil edilmistir.
Singlet O,, oksijen elektronlarindan birinin disaridan enerji almasi1 sonucu kendi doniis
yOniiniin tersi yonde olan farkl bir yoriingeye yer degistirmesi neticesi olusabilecegi gibi
stiperoksit radikalinin dismutasyonu ve hidrojen peroksidin hipoklorit ile reaksiyonu
sonucunda da olugabilir. Viicutta deri ve retina gibi giin 1518mna maruz kalan bdlgelerde
sik¢a olustugu tespit edilmistir. Serbest oksijen radikallerinin etkisiyle peroksil radikalleri
(ROO), alkoksil radikalleri (RO) karbon merkezli radikaller (R) veya tiol radikalleri (RS)
olusur. Bu radikaller oksijenle tekrar reaksiyona girerek yeni serbest radikaller iiretirler

(63).
2. 3. 1. 5. Hidroperoksil Radikali (HO,)

Hidroperoksil radikali (HO,'), siiperoksit radikalinin protonlanmasiyla olusur.
Stiperoksitten daha giiclii bir oksidandir. Biyolojik membranlar1 kolay gecebilmesi ve yag

asitleriyle direkt etkilesime girebilmesi onemlidir (63).
2. 3. 1. 6. Hipokloroz asit (HOCI)

Aktif notrofillerde olusan giiglii bir oksidandir. Notrofil sitoplazmasinda bulunan
“hem” igeren bir enzim olan myeloperoksidaz etkisi ile HO, ve kloriir iyonlarindan HOCI
olusur (63).

H;0,+Cl +H" — HOCI+ H,0

Hipoklordz asit Fe'” bagimli ve Fe'* bagimsiz bir reaksiyon ile hidroksil radikali

olusumunu arttirabilir.
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Fe+2

HOCl+ 0, — OH +CI'+ 0,
2. 3. 1. 7. Nitrik Oksit (NO)

Memeli hiicrelerinde NO baslica NO-Sentaz (NOS)’m aktivitesi sonucu
sentezlenir. NOS, oksijeni kullanarak L-arjinin amino asitinden sitriillin ve NO’yu
olusturur. Bu olay, NADPH, flavin mononiikleotit (FMN), flavin adenin diniikleotit
(FAD), tetrahidrobiopterin (BH4) ve kofaktor olarak bir tiyol dondriine ihtiya¢ duyar (64).

0, NO’

Arginin » Sitrtilin + H2O

a x>

NADPH + H* NADP

Yarilanma Omrii, molekiiler oksijen ile hizli reaksiyonundan dolayr atmosferik
sartlar altinda olduke¢a kisadir. Kan basinci, guanilat siklaz aktivitesinin diizenlenmesinde
onemli bir rol oynar. Notrofiller tarafindan iiretilen siliperoksit anyon radikalinin
olusumunu inhibe ettigi gosterilmistir (65). NO’in asir1 liretimi toksik etkili olabilir. NO’in
kimyasal olarak aktivitesi yiiksek degildir ancak belli sartlar altinda oldukca toksik {iriinler
olugturabilir. NO ve siiperoksitin reaksiyona girmesiyle peroksinitrit meydana gelir.
Peroksinitrit, direkt olarak proteinleri hasara ugratir ve OH’, azot dioksit (NO,) ve

nitronyum iyonu (NO,") gibi toksik iiriinlere doniisiir (66).
2. 3. 2. Baghca Serbest Radikal Uretim Kaynaklar

Serbest radikaller organizmada normal olarak meydana gelen oksidasyon ve
rediiksiyon reaksiyonlar1 sirasinda olustugu gibi ¢esitli dis kaynakl faktorlerin etkisiyle de
olusabilir. Hiicre organellerinin her biri farkli miktarda radikal olusumuna sebep olurlar.
Bunlarin yanisira radyasyon, stres ve ksenobiyotikler aktive olmus fagositlerde serbest
radikal tiretimini arttirirlar. Sitokrom P—450, sitokrom b5, ksantin oksidaz, triptofan
dioksijenaz, lipooksijenaz, prostoglandin sentetaz, hemoglobin, flavoproteinler, lipit
peroksidasyonu, oksidatif stres yapan iskemi, travma ve intoksikasyon gibi durumlar,
mitokondrial elektron transport sistemi (ETS), molekiiler otooksidasyon yapan tiol,
hidrokinon, katekolamin, flavin ve antibiyotik gibi molekiillerin hepsi hiicresel serbest

radikalleri olustururlar (67, 68).
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2. 3. 2. 1. Endojen Serbest Radikal Olusum Mekanizmalari
2. 3. 2. 1. 1. Mitokondrial Elektron Transport Sistemi

Mitokondrideki enerji metabolizmas: sirasinda oksijen kullanilirken, tiiketilen
oksijenin %1-5 kadar1 siiperoksit yapimi ile sonlanir. Buradaki radikal yapimmin nedeni
NADH dehidrojenaz ve koenzim Q gibi elektron tasiyicilardan oksijene elektron kacaginin
olmasidir. Fizyolojik olarak reaktif oksijen tiirlerinin temel kaynagi normal oksijen
metabolizmasidir. Dolayisiyla fizyolojik kosullar altinda mitokondrial elektron transport

sistemi serbest radikal tiretiminin en 6nemli kismin1 olusturmaktadir (69).
2. 3. 2. 1. 2. Arasidonik Asit Kaskati

Arasidonik asit siklooksijenaz ve lipooksijenaz ile metabolize olarak prostoglandin,
prostosiklin, tromboksan ve lokotrienleri igeren c¢esitli vazoaktif {riinleri olusturur.
Siklooksijenaz, iki molekiil oksijenin doymamis yag asidine katimasini katalizler ve
prostoglandin G (PGG) olusturur. PGG hizla prostoglandin H (PGH)’ ye okside olur, bu
sirada stiperoksit radikali olusur. Lipooksijenaz yoluyla da OH’ radikalleri olusabilir (70,
71).

2. 3. 2. 1. 3. Ksantin Oksidaz (XO)

Ksantin oksidaz, memeli dokularmnda bulunan, bir¢ok endojen ve eksojen kaynakli
substratin oksidasyonuna katilan bir enzimdir. Organizmada piirin bazlarinin son
oksidasyonu ve demirin gastrointestinal sistemden emiliminde rol oynar.

Bu enzim, saglikli hiicrelerde oksidize nikotinamid diniikleotid (NAD") bagimli
dehidrogenaz (XDH, D formu ) halinde bulunur. Enzimin bu formu piirinlerin oksidasyonu
sirasinda elektron alicisi olarak molekiiler oksijen yerine NAD" kullanir ve reaktif serbest
oksijen radikali {iretmez. Iskemi sirasmnda XDH, oksidan iireten XO (D den O ya déniisiim)

formuna dontistir (Sekil 6), (19).
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Adenozin Ksantin dehidrogenaz MPO Katalaz

L Ca™ proteoliz H, 0,

inosin Ksantin
Oksidaz OH SOD

v

Hipoksantin > Ksantin + O;"

Sekil 6: XD-XO’a doniisiimii ve serbest oksijen radikallerinin olusumu (72).

Iskemi siirecinde, hiicre icindeki ATP, hipoksantin ve ksantine doniiserek hiicresel
enerji miktarinda azalmaya neden olur. Hipoksantin ve ksantin, XO ig¢in iyi birer
substrattirlar. Reperflizyonun baglamasi ile ortama katilan molekiiler oksijen, iskemik
stirecte birikmis olan hipoksantin ve ksantin, XO aracilig ile reaksiyona girerek, O," ve
H,0, agi8a ¢ikarir.

XDH’dan XO’a doniisiim 2 yolla ger¢eklesir:

1. XDH’1n tiol gruplarmin oksidasyonu ile geri doniistimlii olarak.

2. Iskemi sirasinda artan hiicre ici kalsiyum ile aktive olan proteaz ile enzimin bir
kisminin proteolizi sonucu geri doniisiimsiiz olarak.

Iskeminin yol a¢tigt D den O ya doniisiim farkli organlarda farkhi hizlarda
gerceklesir. Bagirsak ve karacigerde bu doniisiim, ¢ok kisa siireli iskemilerde bile
olabilirken, iskelet kasi ve deride daha uzun siireler gerektirir. Olusan XO miktar1 iskemi
stiresi ile dogru orantilidir; iskemi siiresi arttikca olusan XO miktar1 da artar (73).

Ksantin oksidaz enziminin, meme epitel hiicrelerinde kapiller endotel hiicrelerinde
yogunlastig1, kapiller endotel hiicrelerindeki XO aktivitesinin ayni dokudaki diger
hiicrelerden 100 kat fazla oldugu tespit edilmistir (74). XO’ 1n bu lokalizasyonu, iskemi-
reperflizyon hasar1 i¢in ayr1 bir 6nem tagimaktadir.

Reperflizyonun baslamasi ile endotel hiicreleri molekiiler oksijen ile ilk temas eden
hiicreler olur. Bundan dolay1 kapiller endotel hiicreleri, reperfiizyon hasarindan ilk

etkilenen hiicrelerdir. Bu neden ile serbest oksijen radikallerinin ana iiretim merkezi
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olmalar1 muhtemeldir. Kapiller endotel hiicrelerinin hasar1 bir kemotaktik stimulus halini

alir (75).
2.3.2.1.4. Endoplazmik Retikulum

Endoplazmik retikulumda buluna sitokrom P—450 molekiiler oksijeni kullanarak
birgok substrat1 oksitler. Oksijen molekiiliiniin bir atomu substrata baglanir, diger atomu
ise su olusturur. Bu reaksiyon monooksijenaz veya karisik fonksiyonlu oksidaz reaksiyonu
olarak adlandirilir. Kimyasal ajanlarin serbest radikal olusturmadaki en Onemli
mekanizmalari, mikrozomal sitokrom P—450 sistemi ile aktivasyonudur. Bu sistem,
molekiilleri indirgeyerek veya oksitleyerek serbest radikal olusturur. Son durumda bir
elektron eksikligi vardir ve elektrofilik bilesik olusur. Olusan bu elektofilik iirlin bir
niikleofil ile reaksiyona girer. Bu elektrofilik bilesigi ¢eken en Onemli bilesik sistein
kalintilar1 {izerindeki tiyol (-SH) grubudur. Tiyol grubu ise pek c¢ok endojen
makromolekiilde (DNA, RNA, enzimler gibi) bulundugu i¢in reaktif ara iriinler bu

molekiillerle kovalent baglanarak toksisite gosterebilirler (48).
2. 3. 2. 1. 5. Peroksizom

Cok wuzun zincirli yag asitlerinin yikilmasindan sorumlu organeller olan
peroksizomlar, amino asid oksidaz, iirat oksidaz gibi oksidan enzimlerce zengindirler ve

giiclii H,O, kaynagi olarak kabul edilirler (76).
2. 3. 2. 1. 6. Plazma Membram

Membranlarda bulunan doymamig yag asitleri ve proteinler serbest radikal hasarina
aciktir. Serbest radikallerin baglattig1 lipit peroksidasyonu; transmembran iyon gradientinin
bozulmasma, sekretuvar fonksiyon kayiplarma ve hiicresel metabolik olaylarin

inhibisyonuna yol agar (76).
2. 3. 2. 1. 7. Otooksidasyon

Tiyoller, hidrokinonlar, katekolaminler, flavinler, tetrahidropterinlerin oto

oksidasyonu sonucunda radikal olusabilir (77).
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2. 3. 2. 1. 8. Redoks Dongiisii

Ksenobiyotiklerden serbest radikal olusumu sadece mikrozomal reaksiyonlarla
olmamaktadir. Menadion, parakuat, dikuat, nitrofurantoin, gibi bilesikler alternatif bir
redoks siklusuna girerler. Bu bilesikler, ilave bir ¢iftlenmemis elektron kazanma
egilimindedirler. Bu ajanlardan olusan radikaller, tekrar ana bilesige doniismek igin
kolayca oksijenle oksitlenir ve siiperoksit radikalini olustururlar (78). Olusan ksenobiyotik
ve stliperoksit radikalleri intraselliiler ferritin depolarindan demiri serbest hale getirirler.
Sitozole salinan demir, serbest radikaller arasinda en reaktif olan ve dolayisiyla daha yikic1
olan hidroksil radikali gibi ikincil radikallerin olustugu Fenton reaksiyonunda katalitik rol
oynar (56).

2. 3. 2. 1. 9. Fagositoz

Radyasyon, stres ve ksenobiyotikler aktive olmus fagositlerde serbest radikal
iretimini arttirirlar. Aktive fagositler intraselliiler radikal olusumuna neden olurlar Aktive

olmus fagositlerde iiretilen serbest radikaller patojenlerle savasta dnemli rol oynar (Cizelge

1), (79).

Cizelge I1: Fagositlerin tirettigi reaktif oksidan iiriinler

Trombositler H->0,. Oy, OH

Notrofiller H>0,, Oy, OH", HOCI
Eozinofiller H,0,, Oy, OH’, HOCI,
Makrofajlar H>0,, Oy, OH, HOCI, NO

Kan monositleri, doku makrofajlart (kupfer hiicreleri, alveolar makrofajlar) gibi
fagositik hiicreler ve nétrofiller, eozinofiller, bazofiller gibi graniilositler immunojenik
veya 0Ozel bir uyaranla uyarildiktan sonra lizozomlarini disar1 vermeye baglarlar. Reaktif
oksijen olusumunun yanisira, mitokondri disindaki oksijen iiretiminde bir patlama
(respiratory brust) olur. Fagosite edilmis, patojenler oksidan ajanlar tarafindan oldiiriiliir.
Solunum yolu ile patlamanin amaci oksidan ajanlar saglamaktir. Olusan oksidan ajanlar
patojenleri 6ldiirmenin yanisira myeloperoksidaz sistemine de etki eder. Hidrojen peroksit
ve hipoklorit kombinasyonu myeloperoksidaz sistemini etkiyerek de giiclii bir

antimikrobiyal aktivite gosterir. Bu radikaller memeli bakteri ve parazitlerine karsi
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sitotoksik etkiye sahip oksidan ajanlardir. Membran peroksidasyonu, membran
proteinlerinin dekarboksilasyonu ve/veya oksidasyonuna yol agip membran biitlinliigilinii
bozabilir ve DNA'y1 okside ederek parcalayabilir. Fagositik kaynakli oksidan ajanlar;

ototoksik, immunosupresif ve mutojenik etki olusturabilirler (79).
2. 3. 2. 2. Eksojen Serbest Radikal olusum mekanizmasi

Serbest radikaller, eksojen nedenlerle de olusabilir. Radyasyon, sigara dumani,
zehirli gazlar, bazi ilaglar, kanserojen maddeler ve pestisitler en 6nemli eksojen serbest

radikal iiretim kaynaklar1 olarak bilinirler (80).
2. 3. 3. Serbest Radikallerin Etkileri

2. 3. 3. 1. Hiicre ici etkileri

2. 3. 3. 1. 1. Lipit Peroksidasyonu

Serbest radikal hasarinin esas siireci lipit peroksidasyonu olarak kabul edilmektedir.
SOR, o6zellikle hidroksil radikali pek ¢ok organik bilesigin doymamig baglarna saldirarak
etkisini gostermektedir. Biyolojik zarlar hiicreleri ve hiicre organellerini gevreleyen, lipit
ve proteinlerden olusan yapilardir. Cift tabaka fosfolipit arasina gomiilii halde bulunan
proteinler enzim, reseptor, tasiyict molekiil olarak pek c¢ok hiicresel islevde yer almaktadir.
Biyolojik zarlar biiyiik miktarlarda yan bagli ¢oklu doymamis yag asidi (PUFA) igerirler
ve serbest radikal hasarma karst c¢ok hassastirlar. Hiicre zarinin iglevlerini
gerceklestirebilmesi akigkanligina baghdir. Akigkanlik ise biiylik 6l¢iide PUFA varligiyla
saglanmaktadir. PUFA’larin hasarinda zarin akigkanliginin da azaldigi gosterilmistir (45).

Zara yapisik poliansatiire yag asitleri Ozellikle hidroksil radikali tarafindan
saldiriya ugrar ve yag asidi yan zincirinden (L-H) bir hidrojen atomunun uzaklagsmas: ile
lipit peroksidasyonu baslar.

L-H+OH — L'+ H;0

Boylece bir yag asidi zinciri radikal (L") O6zellik kazanir. Lipit radikallerinin
molekiiler oksijenle reaksiyona girmesi sonucu lipit peroksil radikali (L-O,") meydana
gelir.

L'+0; — L-0;)

Lipit peroksil radikali ¢ok reaktiftir, zar proteinleri ve zardaki komsu yag asidi

zincirleri ile reaksiyona girerek lipit peroksitlerini ve lipit radikalini olusturur.
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L-O;+L-H — L-O;H+L’

Olusan serbest radikaller zincir reaksiyonu seklinde yeni serbest radikaller
olustururlar (45).

Lipit peroksidasyonunun baslamasi ile olaylar; cogu yag molekiiliiniin zarda
oldukca hareketli bir planda bulunmasi ve zincirleme reaksiyonlarin baslangi¢ yoniinde
olusan onemli degisiklikler nedeniyle genis bir hal alabilir. Lipit peroksidasyonu zarin
yapisinda ve barindirdig1 enzimlerde asagidaki hasarlar1 olusturur:

Zarm akigkanligini degistirerek iyon pompalari ve reseptorlerin baglanmasini
etkileyebilir (81).

Zar lipitlerinin hidrolizi fosfolipaz A,’i uyarabilir, bu da reseptdr fonksiyonlarmi
etkiler (81).

Artan zar gegirgenligi nedeniyle kalsiyum homeostazisi degisebilir ve ATP azlarin
kalsiyumu tutmas1 azalabilir (81).

Sonunda plazma membraninm biitiinliigiiniin kaybiyla hiicre 6limii ve doku
nekrozu gerceklesebilmektedir. Zincirleme serbest radikal reaksiyonlari sirasinda ortamda
demir ve bakir gibi metal iyonlar1 bulunmadiginda ortaya ¢ikan lipit hidroperoksit ve
uriinleri olduk¢a kararli bilesiklerdir. Metal iyonlar1 ve onlarin kompleksleri lipit
hidroperoksitleri pargalayarak lipit peroksidasyonu olusturmaktadir (45).

L-O,H + Fe” — L-0,’ + H + Fe"

Lipit peroksidasyonu, lipit peroksitlerinin malondialdehit (MDA) ve diger karbonil
bilesiklerine doniismesiyle sona erer (81).

Malondialdehit 6l¢limii lipit peroksidasyonunun gdstergesi olarak yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Bu bilesigin miktarinin saptanmasinda tiyobarbitiirik asit ile
reaksiyona giren maddelerin (TBARS) 6l¢iimii yapilmaktadir. Bu oldukca nonspesifik
olmasina ragmen MDA tespitinde siklikla kullanilmaktadir (82).

Peroksidasyon sonucu olusan reaktif aldehitler serbest radikallere gore daha
stabildirler ve hiicre icinde veya hiicreden disariya ¢ikarak daha uzaktaki bolgelerdeki
proteinlerin serbest amino gruplari, fosfolipitler ve niikleik asitlerle reaksiyona girebilir.
Bunun sonucunda molekiil i¢i ve molekiiller arast 1-amino—3-imino propen (AIP) kopriileri
kurabilir ve biyolojik molekiillerde yapisal modifikasyonlar olusturabilir (Sekil 7), (83).

Ug karbonlu bir ketoaldehit olan MDA, normal metabolik sartlarda, dnce asetat
veya malonata kadar okside olur, daha sonra kreps siklusu ile CO;’e indirgenerek atilir.
Fakat agir1 lipit peroksidasyonunda MDA konsantrasyonu artar ve dokulara hasar verir

(84).
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Sekil 7: Lipit peroksidasyonu ile olusan aldehitler (83).
2.3.3.1.2. Niikleik Asitler Uzerine Etkileri

Serbest radikallerin hiicre c¢ekirdeginde ve DNA'da etkileri genotoksik ve
mutojenik degisikliklere yol agar. DNA'nin niikleik asitleri ile reaksiyona giren serbest
radikaller, DNA dizininde c¢atlaklar meydana getirerek bu hiicrelerin kanser hiicrelerine
doniismesine neden olurlar. Oksidatif DNA hasari, biiyiik dlclide yaslanma ve kanser

gelisimine katkida bulunur (85, 86).
2. 3. 3. 1. 3. Proteinlere etkileri

Serbest radikallerin ¢ift bag ve tiyol iceren molekiillerle reaktivitesinin yiiksek
olmasindan dolay1; triptofan, trozin, fenilalanin, histidin, metionin ve sistein aminoasitleri
serbest radikal hasarina duyarhidir. Yapisinda veya katalitik aktivitesinde bu aminoasitler
yer alan enzimler radikal etkisi ile inhibe olurlar. Ayrica radikal etkisi ile sitoplazmik ve
membran proteinlerinde capraz baglanmalar ve agregat olusumu goriiliir Normalde
modifikasyonlara diren¢li olan prolin, lizin gibi aminoasitler, O,", H,O, ve OH’

radikallerinin etkisi ile nonenzimatik olarak hidroksilasyona ugrayabilirler (87).
2. 3. 3. 1. 4. Karbonhidratlara etkileri

Monosakkaritlerin  otooksidasyonu sonucu H,O, ve okzoaldehitler olusur.

Okzoaldehitler, DNA, riboniikleik asit ve proteinlere baglanabilir ve ¢apraz bag
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olusturabilirler. Bag dokusunun 6nemli bir mukopolisakkaridi olan hyaliironik asidin
serbest radikallerle etkileserek bag dokusunun duraganliginin bozulmasina ve sivinin

akigkanliginin kaybina neden olur (87).
2. 3. 3. 2. Hiicre Dis1 Etkiler
2. 3. 3. 2. 1. Kemotaksi

Serbest radikaller, endotel hiicrelerinden kemotaktik faktor ya da proinflamatuar
molekiiller olarak adlandirilan histamin, platelet aktive edici faktér (PAF), l6kotrein B4
(LTB4) salinimina yol acarlar. Bu kemotaktik faktorlerin etkisi, dolasimdaki lokositlerin

patoloji bolgesinde yogunlagmalarini ve endotel ile iligkilerinin artmasini saglamaktir (88).
2. 3. 3. 2. 2. Rolling

Normal kosullarda dolasimdaki 16kositler, damar endoteli ile nadiren temasta
bulunurlar. Endotelin, I/R ile olusan radikaller tarafindan uyarilmasi sonucu Idkositler ve
ozellikle de nétrofiller, kendi etraflarinda yuvarlanmaya baslarlar. Yuvarlanma olayni,
ayni gruptan {i¢ molekiil yonlendirir. Bunlar lokositlerde bulunan L-selektin, endotel
hiicrelerinde yer alan P ve E selektindir. L-selektin, lokositlerin ¢ogunda bulunmakla
beraber en yogun olarak bulundugu grup nétrofillerdir. L selektin, aktive olmamig
notrofillerin uyarilmis endotel hiicrelerindeki P ve E selektinlerle birlesip ilk rolling
olayinin baglamasindan sorumludur. L, P ve E selektinlerin etkilesimi sonucu 16kositlerde

yuvarlanma olay1 gergeklesir (30).
2. 3. 3. 2. 3. Adhezyon

Serbest radikaller, nétrofil ve endotel hiicrelerinden selektin molekiillerinin yani
sira adhezyon molekiillerinin de ag¢iga ¢ikmasini saglar. CD11/CD18, lokosit integrini
olarak bilinir ve nétrofiller tarafindan daha ¢ok salinan, adhezyon yonlendiren bir
molekiildiir. Adhezyon olay1 yalnizca l6kositler arasinda gerceklesen bir olay degildir.
Endotel hiicrelerinin de bu olayda rolii biiyliktiir. ICAM-1, endotel hiicreleri tarafindan
salmir ve ldkosit integrini CD11/CD18’in karsiigidir. ICAM-1’in  salmmmi, /R
patogenezinde iskemi sonras1 notrofil-endotel hiicresi adhezyonunun molekiiler diizeyde en
onemli belirleyicisidir. CD11/CD18 ve ICAM-1’in reaksiyona girmesi, endotel hiicresine

yapisan ndtrofillerden, iskemik dokuya direk radikal transferini hizlandirir. Bu gegis,
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kapiller diizeyde endotel hiicrelerinin arasinin agilarak damarm bariyer yapisini

yitirmesine, olusan araliklardan nétrofillerin dokuya kagmasi seklinde gergeklesir (27).
2. 3. 3. 2. 4. Antiadhezyon Molekiilleri inhibisyonu

Serbest oksijen radikalleri, NO’i inhibe ederler. NO, kararsiz bir nitrat bilegimidir.
Damarlarda gevsemeye sebep olmasi, ilk tespit edilen fonksiyonu olmakla beraber
organizmada bir¢ok biyolojik olayda gorev alir. Kas, deri, bagirsak ve kalp gibi birgok
organ sisteminde var oldugu bilinmektedir. Endotel hiicreleri, l6kositler gibi pek ¢ok
hiicreden salmabilir. NO, lokositin endotele adhezyonunu onleyen en onemli endojen
molekiildiir. Ancak NO salinimi, reperfiizyon hasar1 siirecinde ortaya ¢ikan siiperoksitin,
endotel hiicrelerine etkisi ile inhibe olur (89).

Adhezyondan sonra 6zellikle notrofiller endotel hiicrelerinin arasindan diapedez ile
dokuya gegerek burada birikirler ve aktif oksijen (respiratuvar patlama), proteolitik enzim

ve inflamatuvar sitokinlerle doku hasarini baslatirlar (90).
2. 4. Antioksidanlar

Serbest radikallerin zararli etkilerini engellemek iizere organizmada antioksidan
savunma sistemleri veya kisaca antioksidanlar olarak adlandirilan c¢esitli savunma
mekanizmalar1 gelismistir. Serbest radikallerin ve antioksidanlarin diizeyleri arasindaki
hassas denge korunamadig: takdirde, hiicre hasarina kadar giden bir¢ok patolojik degisiklik
ortaya ¢cikmaktadir. Antioksidanlarin ilk belirlenen etkileri, zar yapisinda bulunan lipitlerin
peroksidasyona karsi korunmasi olmustur. Bunun sonucu olarak, baslangigta antioksidanlar
lipit peroksidasyonunu engelleyen molekiiller olarak tanimlanmislardir. Giiniimiizde ise
antioksidanlarin tanimu lipitlerin yani sira proteinler, niikleik asitler ve karbonhidratlar gibi
diger hedef molekiilleri koruyucu etkilerini de icerecek sekilde genisletilmistir. Boylece,
antioksidanlar hedef molekiillerdeki oksidan hasar1 engelleyen veya geciktiren maddeler
olarak tanimlanmakta ve bu tanimla baglantili olarak antioksidanlarin etkileri farkl
sekillerde olabilmektedir (91, 92).

Baslica antioksidan etki cesitleri sunlardir:

1. Reaktif oksijen tiirlerinin enzim reaksiyonlar1 aracilifiyla veya dogrudan
temizlenmesi,

2. Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunun baskilama yoluyla engellenmesi,
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3. Metal iyonlarin baglanmasi ve boOylece radikal olusum reaksiyonlarinin
engellenmesi,

4. Hedef molekiillerin hasar sonrasi tamiri veya temizlenmesi.

Antioksidanlar; enzimatik ve enzimatik olmayan olmak iizere baglica iki grupta

simiflandirilabilir (Cizelge III).

Cizelge I1II: Antioksidanlarin siniflandirilmasi (93).

ENDOJEN ANTIOKSIDANLAR

1. Enzimatik Antioksidanlar 2. Enzimatik Olmavan Antioksidanlar
- Superoksit Dismutaz (SOD) I. Makromolekiiller  1I. Mikromolekiiller
- Katalaz (CAT) - Seruloplazmin - Vitamin E
- Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) - Transferin - Vitamin C

- Vitamin A
- Glutatyon Reduktaz (GR) - Ferritin - Tiyol icerenler:
- Glutatyon-S-transferaz (GST) - Hemoglobin Glutatyon
. . . . N-asetil sistein
- Mitokondrial sitokrom oksidaz - Miyoglobin Metiyonin
- Hidroperoksidaz Kaptopril
- Glukoz
- Urik asit
- Bilirubin
- Albumin
- Ubiquinon
- Melatonin
- Selenyum

- Lipoik asit

EKSOJEN ANTIOKSIDANLAR

- Ksantin oksidaz inhibitorleri - Trolox-C
Allopurinol - Endojen antioksidan aktiviteyi artiran mad.
Oksipurinol Ebselen, Asetilsistein
Folik asit - Non-enzimatik serbe st radikal toplayicilan
- NADPH oksidaz inhibitdrleri Mannitol. DMSO
Adenozin - Demir selatorleri
Lokal anestezikler Desferroksamin
Kalsiyum kanal blokérleri Dimetiltivoiire
Non-steroid antiinflamatuarlar - Sitokinler ’
- Notrofil adezyon inhibitorleri TNE. Interlékin-1
- Soya fasulyesi inhibitorleri - Barbituratlar
- Rekombinant human-SOD - Ravonoidler
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2. 4. 1. Enzimatik Antioksidanlar
2. 4. 1. 1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz (SOD), bir metalloenzimdir. Oksijeni metabolize eden biitiin
hiicrelerde bulunur. SOD, McCord ve Fridovich (94) tarafindan bulunmustur ve
stiperoksidin hidrojen perokside doniisiimii reaksiyonunu katalizler.

20, +2H" — H;0,+0;

Stiperoksit dismutaz, bu reaksiyonda hem oksidan hemde rediiktan olarak hareket
eder. Oksijen radikalleriyle olusan hasara kars1 SOD, katalaz ve glutatyon enzim sistemiyle
birlikte calisan bir savunma mekanizmasidir (Cizelge IV). Boylece olusan hidrojen
peroksit, katalaz veya glutatyon peroksidaz enzimleri tarafindan su ve oksijene
indirgenmektedir. Peroksit radikalinin dismutasyonu ile olusan H,O, doku i¢in biyolojik

avantaj saglar.

Cizelge I'V: Antioksidan savunma mekanizmast (95).

Glutatyon
05 GSH  Redoktiz  GSSG

OH

Radikal Gidericiler ——p» %

Lipid Peroksidasyonu

Stiperoksit dismutazin bu reaksiyonu oksidatif strese karsi ilk savunma olarak da
adlandirilir. Ciinkii O,", zincirleme radikal reaksiyonlarinin giiclii bir baglaticisidir. Bu
sistem sayesinde hiicresel kompartmanlardaki O, diizeyleri kontrol altinda tutulur. Biitiin
canlilardaki SOD, kofaktor olarak icerdigi metal iyonuna gore dort izoenzim halinde

siniflandirilabilir (96, 97).
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1. Cu/Zn-SOD: Sitozolik SOD ve vaskiiler endotele bagli bulunan ekstraselliiler
SOD’un kofaktorleri ¢inko ve bakirdir. Bu enzimlerin aktivitelerinden bakir,
stabilitelerinden ¢inko sorumludur.

2.  Mn-SOD: Mitokondrial SOD’m kofaktorii mangandir.

3. Fe-SOD: Bazi bakterilerde saptanmuistir.

4. Ni-SOD: Bazi bakterilerde bulunur. Aminoasit kompozisyonu diger
izoenzimlerden farklidir.

Insanlarda SOD enzimi: Sitozolik Cu/Zn-SOD; mitokondrial Mn-SOD; plazma,

lenf ve sinovyal sivilarda bulunan ekstraselliiler SOD olmak {izere 3 formda bulunur (96).
2. 4. 1. 2. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Glutatyon peroksidaz, hidrojen peroksit ve biiyiilk molekiilli lipit
hidroperoksitlerinin indirgenmesinden sorumludur. Sitozolde yerlesmis, 4 selenyum atomu
iceren tetramerik yapida bir enzimdir (96). Sitozolde yerlesik GPx asagidaki reaksiyonlar1
katalizleyerek, hidrojen peroksidin ve organik hidroperoksitlerin (ROOH) indirgenmesini
saglar:

H,0, +2GSH — GSSG +2H,0

ROOH +2GSH — GSSG + ROH + H,0

Glutatyon peroksidazin iki substrat1 vardir. Substratlarindan biri olan peroksitler
alkole indirgenirken, diger substrat olan GSH yiikseltgenir. Olusan yiikseltgenmis
glutatyon (GSSG), glutatyon rediiktaz enziminin katalizledigi bir baska reaksiyon ile tekrar
indirgenmis (GSH) glutatyona doniistir:

GSSG + NADPH + H" — 2 GSH + NADP"

Yapisi ve fonksiyonlar1 ¢ok yakin zamanda aydinlatilabilmis olan bir diger GPx,
“fosfolipit-hidroperoksit glutatyon peroksidaz” enzimidir. Bu enzim de selenyum igerir.
Ancak monomerik yapidadir. Zar yapisindaki fosfolipit hidroperoksitlerini, alkollere
indirgeyerek, Ozellikle E vitamininin yetersiz oldugu durumlarda peroksidasyona karsi
korunma saglar (98, 99).

PL-OOH +2 GSH — GSSG + PL-OH + H,0

2. 4. 1. 3. Glutatyon Rediiktaz

Glutatyon rediiktaz, bir flavin enzimidir ve koenzimi NADPH ve prostetik grubu

FAD’dr. Hem sitozol hem de mitokondride bulunmaktadir. Okside glutatyon hiicreyi
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antioksidanlara kars1 koruyamaz. Hiicre, elektron kaynagi olarak NADPH’1 kullanan
glutatyon rediiktazin katalizledigi bir reaksiyon ile indirgenmis glutatyonu tekrar olusturur.
NADPH, hidrojen peroksidin indirgenmesinde indirekt olarak elektronlar1 saglar. Olusan
NAD' ise Glukoz 6-fosfat dehidrojenaz enzimi yardimiyla NADPH’ a déniistiiriiliir (100).

GR

GSSG + NADPH + H* — 2 GSH + NADP*
2. 4. 1. 4. Glutatyon-S-Transferaz (GST)

Glutatyon-S-transferazlar, hiicresel detoksifikasyon ve transporttan sorumlu iki
protein alt birimden olusan multifonksiyonel protein ailesidir. Genel olarak {i¢ sitozolik ve
bir de mikrozomal olmak {izere dort ana gruba ayrilir. GST ailesi hepatositlerdeki baslica
detoksifiye edici sistemdir. Ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda Onemli rol
oynamaktadirlar. Basta arasidonik asit ve linoleat hidroperoksitleri olmak {iizere lipit
hidroperoksitlere kars1 GST’ler, selenyumdan bagimsiz GPx aktivitesi gosterirler (101).

GST
ROOH +2 GSH — GSSG + ROH + H;0
Glutatyon-S-transferazlar, glutatyonun reaktif metabolitlerle konjugasyonunu

saglayarak organizmadan uzaklagmasini saglamaktadir (102).
2. 4. 1. 5. Katalaz (CAT)

Katalaz 60 kDa agrrhiginda 4 ayni yapida tetrahedral subunitler igeren hem
enzimidir. 240 kDa molekiil agirliginda her molekiilde 4 adet ferriprotoporfirin igerir.
Katalaz, hidrojen peroksidi oksijen ve suya parcalayan reaksiyonu katalizler (96).

CAT

2H,0, — 2H;0+ 0,

Katalaz, peroksizomlarda yerlesmis olup kan, kemik iligi, mukoz membranlar,
karaciger ve bobrekte yliksek miktarlarda bulunmaktadir.

Katalaz diisiik hizlarda hidrojen peroksidin olustugu durumlarda veya ortamda
yiiksek miktarda elektron alicis1 bulundugunda peroksidatif tepkime ile su olusturur.

H;0,+ AH, — 2H,0+A

Hidrojen peroksit olusum hizinin yiiksek oldugu durumlarda ise katalitik
tepkimeyle hidrojen peroksidi suya doniistiirerek ortamdan uzaklagtirmaktadir (103).

HzOz + HzOz — 2 HzO + 02
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2. 4. 2. Enzimatik Olmayan Antioksidan Savunma Sistemleri
2.4.2. 1. E ve C vitamini

Yagda ¢Ozilinen vitaminler igerisinde Onemli yere sahip vitamin E, Ozellikle
membran ve lipoproteinlerin bilesenleri iizerinde zincir kirici antioksidan etkiye sahiptir.
Alfatokoferol vitamin E tiirevleri igerisinde en aktif bilesik olup, zincir reaksiyonlar ile
iliskili peroksil radikalini temizleyerek lipit peroksidasyonunu engeller (104).

Yapisindaki fenolik hidroksil grubuna sahip aromatik halka bu molekiile
antioksidan 6zellik kazandirir (105). Bununla birlikte alfatokoferol singlet oksijen, alkoksil
radikali, peroksinitrit, nitrojen dioksit, ozon ve siiperoksit radikalleri ile de tepkimeye
girer. Lipit radikalleri ile tepkimesi sonucu olusan alfatokoferol radikalinin, peroksil
radikaline gére membranlarin yag asidi zincirlerine karsi reaktivitesi ¢ok diisiik olup,
askorbik asit basta olmak tizere diger molekiil veya mekanizmalar tarafindan alfatokoferola
donistiiriikir (106).

Askorbik asit veya vitamin C glikoz metabolizmasindan gelen, suda ¢dziinen
vitaminler grubundandir. Prolin, lizin ve dopamin alfa hidroksilaz enzimlerinin kofaktorii
olup, bu amino asitlerin hidroksilasyonunda ve kollojen fibrillerin sentezinde gereklidir.
Askorbik asidin (Vitamin C) bir elektron oksidasyonu sonucu monodehidro askorbil
radikali olusurken, reaksiyona girdigi radikali de etkisiz hale getirerek serbest radikallerin
organizmaya verdigi zarar1 engeller. Askorbik asidin radikalik formu ise glutatyon sistemi

tarafindan askorbik aside yeniden doniistiiriiliir (107).
2. 4. 2. 2. Karotenoidler

Karotenoidler (B-karoten, Likopen, Zeaksantin, Lutein, Violaksantin), genelde sar1
ve turuncu renkli bilesikler olup bazi bakteriler ve alglerde, ¢cogu zaman ise bitkilerde
bulunan pigmentlerdir. Insan ve hayvanlar karotenoid biyosentezini gerceklestiremedikleri
icin bu bilesikleri diyetle alirlar. Karotenoidler organizmada, triplet uyaricilarin zararh
etkilerini baskilama, singlet oksijeni baskilama ve baz1 oksijen radikallerini temizleme gibi
koruyucu etkilere sahiptir. Bununla birlikte karotenoidler, lipit membranlara lokalize

olarak membranlarin oksidatif strese karsi hassasiyetini azaltir (108).
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2. 4. 2. 3. Glutatyon (GSH)

Glutatyon, glutamik asit, sistein ve glisinden olusan bir tripeptit olup antioksidan ve
indirgeyici bir ajandiwr. Organizmada temel olarak; peroksidaz aracili peroksitlerin
katabolize edilmesi, hiicresel tiyol ve redoks potansiyelinin diizenlenmesi, bir
nordtransmitter veya immiinofarmakolojik tiyol gorevi lstlenerek endokrin ve immiin
sistem arasindaki interaksiyonu saglamasi, redoksa duyarli transkripsiyon faktorlerinin

ekspresyonunu artirarak strese cevabin aktivasyonu gibi gorevler iistlenir (109, 110).
2. 4. 2. 4. Urik asit (Urat)

Urik asit, ksantin oksidazin oksipiiriinleri (ksantin, hipoksantin gibi) oksitlemesi ile
olusur. Insan ve gelismis primatlarda piirin metabolizmasinin son fiiriiniidiir. Urat,
fizyolojik kosullarda singlet oksijen, hipoklorit ve hidroksil radikali gibi reaktif bilesikleri
baskilar fakat siiperoksit radikali ile dogrudan reaksiyona girmez, peroksit kaynakl lipit
peroksidasyonuna karsi korur, bu da irik asidin antioksidan etkilerinin oldugunun

gostergesidir (111).
2. 4. 2. 5. Melatonin

En zararli radikallerden OH' ortadan kaldiran g¢ok giiglii bir antioksidandir.
Melatoninin bir diger O6nemli 0Ozelligi lipofilik olmasidir. Boylece hiicrenin biitiin
organellerine ve hiicre ¢ekirdegine ulasabildigi gibi kan-beyin engelini de kolayca gecer.
Bu nedenlerle ¢ok genis bir dagilimda antioksidan aktivite gosterir. Melatoninin g¢ok
yiiksek dozlarda ve uzun siire kullaniminda bile toksik etkisi gdzlenmemistir. Ayrica, bazi
antioksidanlar gibi pro-oksidan aktivitesi de yoktur. Deoksiriboniikleik asit hasarinin
melatonin tarafindan ¢ok etkili bir sekilde inhibe edildigi gdsterilmistir. Yaslanma ile
birlikte melatonin {iretimi azalir. Bu durumun yaglanma ve yaslanmaya bagl hastaliklarin

patogenezinde 6nemli olabilecegi diisiiniilmektedir (112-114).
2. 4. 3. Total Antioksidan Kapasite (TAC)

Plazma ve viicut sivilarinda bulunan biitiin antioksidanlarin toplam etkisini TAC
(total antioksidan kapasite) yansitir. Plazmada antioksidanlar etkilesim i¢indedir. Bu
antioksidanlarin bir kisminin bir arada etki etmesi sonucu her birinin tek basina
olusturdugundan daha fazla antioksidan etki ortaya ¢ikar, yani aralarmda sinerjistik etki

vardir. Bu nedenle viicuttaki oksidan-antioksidan dengesinin belirlenmesi icin tek tek
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antioksidanlarin dl¢iimiindense TAC Ol¢iimii daha yararlidir. Alblimin, irik asit ve

askorbik asit, vitamin E, bilirubin TAC’a ana katk1y1 olusturan molekiillerdir (115, 116).
2. 4. 3. Total Oksidan Seviye (TOS)

Disaridan viicuda dogrudan almabilen veya viicutta bazi reaksiyonlar sirasinda
aciga cikabilen ve DNA‘ya etki ederek genetik hasara, lipidlere etki ederek hiicre
membranlarinda fonksiyon kaybina, proteinlere etki ederek ise enzimlerde fonksiyon

kaybina yol agabilen radikallerden olusur (117).
2. 4. 3. Total Serbest Siilfidril Grup (SH diizeyi)

Serbest radikal saldirismin diger bir hedefi, soluble ve proteine bagh siilfidril gruplaridir.
Siilfidril iceren bilesikler, 6zellikle indirgenmis glutatyon serbest radikal hasarina karsi
hiicreleri korumada 6nemli rol oynarlar. Proteinlerdeki siilfidril gruplar1 rediikte glutatyon
tarafindan rediikte halde tutulur ve bu gruplar oksidasyondan korunmus olur. Boylece

fonksiyonel proteinler ve enzimlerin inaktivasyonu engellenir (118) .
2. 4. 3. Oksidatif Stres indeksi (OSI)

Total Antioksidan Kapasite (TAC)/Total Oksidatif Seviye (TOS) seklinde bdliinerek
Oksidatif Stres indeksi (OSI) hesaplanir.

2. 5. Beta Glukan

B-glukan, mantarlarda, mayada ve kepekte bulunan dallanmig bir glikoz
polimeridir. Immiin sistemin potent bir diizenleyicisi olarak aktivite gosterir. 1,3 / 1,6
glikozidik bagli B-glukanlar (Sekil 8), biyolojik yanit diizenleyicileri olarak, 6zellikle de
immiinomodiilatér olarak aktivite gosterirler. Izole olan hiicrelerle veya hayvanlarla
yapilan caligmalarda, B -glukan tarafindan saglanan immiinositiimiilasyonun kanser hiicre
biiyiimesini ve metastaz1 engelledigi ve bakteriyel infeksiyonu indirgedigi veya onledigi
goriilmiistiir. Insanlarla yapilan calismalar; B-glukan aliminm, kan kolestroliinii
diislirdiigiinii ve viicut hiicreleri tarafindan glikoz kullanimini arttirdigini gdstermistir
(119). B-glukanin biyolojik aktiviteleri doku tamirine ve dokunun yeniden olugmasina

yardim etmek ve inflamasyonu modiile etmektir (120).
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Sekil 8. Beta-glukanin molekiiler yapis1 (121)

Besin olarak B-glukan; polisakkarit molekiiliiniin 1,6- B-D-dalli kalintilarinin
bulunmasi nedeniyle, sindirime direnglidir. Bununla birlikte, B-glukan i¢in spesifik olan,
hiicresel reseptorler ve plazma baglayici proteinler vardir (120). Mayalardan elde edilen
preparasyonlar cok uzun zamandir kozmetik ve farmokolojik amagclar i¢in kullanilmaktadir
(122). 1940’1 yillardan bu yana glukanlarm fonksiyonel kullanim alanlar1 iizerinde
caligmalar yapilmaktadwr (123). Yapilan c¢alismalar yaygm olarak B-1,3 glukanlarin
immiinolojik ve farmokolojik etkileri lizerinedir (124). Son yillarda glukanlarin faydal
etkileri immiin fonksiyonlarm modiilasyonu, antioksidant etkileri ve diger nonspesifik
etkilerine baglanmaktadir (125). B-glukanlarin temel immiino-farmokolojik aktiviteleri;
konak¢mm viral, bakteriyel fungal ve parazitik enfeksiyonlara karsi direncini artirmas,
antitimor etkisi ve karsinogenezden korunma, zararli ismlarm etkilerinden korunma ve
immiin sistemi giiclendirme, retikiiloendotelyal sistemin fagositik ve proliferatif
aktivitesinin artirilmasimi kapsamaktadir. Bununla birlikte biitiin glukanlar immiin sistemi
destekleme anlaminda ayni veya kuvvetli degildir. Bu surette yulaftan, arpadan, cesitli
mantarlardan ve alglerden elde edilen glukanlar ekmek mayasindan izole edilen B-glukan
kadar kuvvetli bir immiin sistem kuvvetlendirici degildir (126). B-glukan;
immiinostimiilant oldugu kadar, immiin sistemin potent bir diizenleyicisi olarak da aktivite
gosterir. B-glukanin immiinostimiilator aktiviteleri, kanser hiicre biiyiimesi ve metastazin
bozulmasiyla ve bakteriyel infeksiyonun indirgenmesi ve dnlenmesiyle sonug¢lanabilir. -
glukanin immiin sistem aktiviteleri, onun helikal konformasyonuna baglidir ve molekiiler

biiyiikliigii de biyolojik aktivitelerini artrmak icin gereklidir (120).
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2.5.1. Beta Glukanin Biyolojik Aktiviteleri
2.5.1.1. Immiin Sistem Regiilasyonu

B-glukanin en 6nemli biyolojik aktivitesi, immiin sistemi diizenleme yetenegidir.
Cinkii onun diger etkileri, bu aktivitesine bagldir. B-glukanin immiinoregiilator
aktiviteleri, immiin sistem kontroliinde veya makrofaj fagositozunu ayarlamada yer alan
sitokinlerin makrofajlardan salinimin1 uyarma veya engelleme yetenegiyle iliskilidir (120).
Hayvanlarla yapilan ¢ok sayidaki caligma, B-glukanin monositleri ¢ektigini ve sitokinlerin
salmimi i¢in makrofajlara baglandigini ve makrofajlar1 aktive ettigini gostermistir. Bunun
yaninda, sitokin iretimi {izerinde B-glukanin farkli etkileri, makrofajlar iizerinde in vitro,
farelerde in vivo olarak arastirilmistir ve B-glukan reseptorlerinin ¢apraz baglanmasiyla
iliskili oldugu gosterilmistir. 1,3/1,6 glikozidik bagh pB-glukanlar; biyolojik yanit
modifiyerleri olarak, giliclii immiinomodiilator aktivite gostermistir (120, 127). Fagositler
(monositler, makrofajlar, graniilositler) ve dogal o6ldiiriicii hiicreler beta—1,3-bagh
glukanlar1 tantyan ve baglanan yiizey reseptorlerine sahiptirler (Sekil 9). Bu reseptorler
beta-glukan zincirlerinin spesifik yapilarina baglanirlar ve beta glukanin bir
immiinostimiilant  olarak islev gormesini saglarlar. Baglanan beta glukanin
konsantrasyonuna bagli olarak hiicreler direk aktive olur veya bakteriyosidal bilesenlerin
iiretimine baglar ya da sekonder yanit1 artirmak i¢in baslangi¢ (ilk) olurlar. Bir beta-glukan
molekiilii glukan reseptorii demetiyle karsilastiginda; lizozim, reaktif oksijen radikalleri ve
nitrik oksit gibi bakterisidal bilesenleri iiretirler ve hiicreyi aktive ederler. Ayrica hiicre;
kazanilmig (spesifik) immiinitede yer alan fagosit ve lenfositleri aktive edecek olan birkag
sitokinin tiretimini baglatir. Beta glukan; hem beta glukanla karsilasan hiicrelerin hem de
yakin hiicrelerin lokal aktivasyonunu uyaracak ve ayrica beta glukanla karsilasan
hiicrelerin bulundugu yerlerden go¢ etmesi sonucu ve sitokinlerin salinimi nedeniyle de

sistemik bir yanit1 uyaracaktir (Sekil 10).
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Sekil 9. Makrofajlar, beta glukanlar1 taniyan ve onlara baglanan reseptorlere sahiptirler
(128).
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Sekil 10. Makrofajlar beta-glukanlarin etkilerine aracilik ederler (128).

B-glukan tarafindan sitokin saliniminin immiinoregiilasyonu ozellikle bakteriyel
sepsise kars1 yanit1 diizenlemede anlasilmistir. Ornegin; in vitro, rat alveolar makrofajlar
B-glukanla (>500 pg/ml) inkiibe edildiginde ve sonra bakteriyel lipopolisakkaritle karsi
karstya kaldiginda, TNF-o salmimi baskilanir (129). Ayrica, in vivo B-1,3/1,6 glukan
enjekte edilen fareden izole edilen monositler ve lenfositlerin proinflamatuvar
sitokinlerinin 6zellikle de TNF-ao’nin iiretimini baskiladigi gozlendi (130).

Makrofaj fagositozu ile yapilan, hiicre kiiltiirii ¢aligmalar1 gostermistir ki; fagositik
stirece B-glukan reseptorleri aracilik eder ve bu siire¢ B-glukan tarafindan inhibe edilebilir
(131). Baska in vitro bir ¢alismada, C. albicans’m monosit fagositozu B-glukanla
engellenmistir (132). Bununla beraber, B-glukan fareye enjekte edildiginde, B-glukan
peritonal makrofajlarin parcaciklar1 kavranmasini arttrmistir. Bu da B-glukanin, dogal
immiin sistemin gereksinimine bagl olarak, fagositik siireci ya engelledigi ya da uyardigini
desteklemektedir (133). Yara veya bir bakteriyal infeksiyonla savas sirasinda olusan

hiicresel yikmtilardan, dokuyu temizlemek gerektiginde, PB-glukanin fagositozu ve
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proinflamator sitokinlerin salinimini uyarabildigi goriilmiistiir. Ayrica, B-glukan ratlarda,
inflamator bir bdlge i¢in ndtrofil ve makrofajlarin ¢ekiciligini uyardigi goriilmiistiir (134).
Doku inflamasyonu daha siddetli ise veya fagositoz daha fazla doku stresiyle
sonuglandiginda bu siire¢, yanitin modiilasyonuyla sonuglanarak inhibe edilebilir. Ornegin;
B-glukan in vitro fare hiicrelerinde, inflamatér sitokinleri tesvik etmeksizin

immiinomodiilator aktivite gostermistir (135).
2. 6. Morinda Citrifolia L.

Halk arasmda Noni olarak bilinen Morinda citrifolia L. Polinezya, Tahiti ve Havai
kokenli tropik bir meyve agacidir. Noni'nin Polinezya, Giiney ve Giineydogu Asya’da
tibbi bitki olarak kullaniminin uzun bir ge¢misi vardir. Yaklasik bir patates biiyiikliigiinde
ve oldukca sert kabuklu olan Noni meyvesi olgunlastikca acilasan, agir bir peynir
kokusuna sahip, 3-6 metre boylarinda; karsilikli dizilisli, 10-25 cm uzunluk ve ve 5-17 cm
genislikteki, sivri uglu, belirgin damarli, yumurtamsi, parlak yesil yapraklarmi dokmeyen,
basciklar olusturarak bes tag yaprakli beyaz cigekler acan bir agacciktir (136).

‘Yagam Meyvesi” gibi tanimlamalarla anilan Noni, Bat1 diinyasmin tarafindan
Birinci Diinya Savasi sirasinda kesfedilmis, son yillarda 50'den fazla bilim adaminin
arastirmalarina konu olmus ve bu arastirmalar sonucunda da sasirtict bulgular elde
edilmistir (136).

Fitokimyasal arastirmalar sonucunda Noni’nin yaklagik 200 bilesige sahip oldugu
ortaya konmustur. Bunlar bir dizi antrakinonlar, antrakinon glikozitler, yag asitleri ve
bunlarm tiirevleri, iridoidler ve iridoid glikozitler, lignan, neolignanlar, flavonol glikozitler,
fenilpropanoidler, sakaridler, triterpenoids ve yagl asitleridir. Yag asitlerinin
tanimlanmasinda ilk olarak gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi (GS-MS)
kullanilirken, bu bilesiklerin ¢ogu Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) spektroskopisi ve
kiitle spektrometresi ile tanimlanmistir (137).

Noni ayni zamanda besin igerigi acisindan degerlendirildiginde yapraklarinda A
vitamini eksikligi tedavisi i¢in potansiyel dneme sahip olan karotenoide rastlanmigtir
(138). Bagka bir ¢aligmada kuru agirliginin her 100 graminda 158 mg C vitamini ve
yaklasik 2 gr potasyum igerdigi belirlenmistir (139).

Son zamanlarda, Vietnam’dan toplanan noni meyvesinin polisakkarit icerigi
incelenmistir. En bol monosakkaritler arabinoz (Araf), galaktoz (Galp), galakturonik asit

(GalAp) ve ramnozdur (RHAP). Polisakarit bilesimi ise daha ¢ok pektik polisakaritler
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olmak iizere homogalacturonan (% 49,5), tip [ arabinogalaktan (% 12.3) ve
rhamnogalacturonan I ‘dir (10.8%) (140).

Polinezyalilar, bitkisel ilaglarin farkli kombinasyonlarinda Noni bitkisinin
tamamindan faydalanmislardir. Meyve suyuna, arterit, diyabet, yiiksek tansiyon, kas agr1
ve sizilari, adet glicliikleri, basagrilari, kalp hastaliklari, AIDS, kanser, gastrik iilser, eklem
burkulmasi, depresyon, senilite, yetersiz sindirim, atheroskleroz, damar sorunlar1 ve madde
bagimliligr gibi farkli hastalik tiirlerinde alternatif ilag olarak yiiksek oranda ihtiyag
duyulmaktadir. Noni meyve suyunun faydalarina yonelik bilimsel kanitlar sinirhdir fakat,
soguk alginligr ve grip tedavilerindeki etkinligine iliskin bazi anektodal kanitlar
bulunmaktadir (141). Allen Noni’nin etnobotanikal 6zelligine ait baz1 veriler raporlamigtir.
Meyvanin, miishil ve emmenagog olarak kullanildigini belirtmistir. Bu faktdr Noni’nin ilag
olarak faydasi lizerinde ilk makalelerden biridir (142).

Epidemiyolojik caligmalar gdstermistir ki noni meyvesi tiikketimi serbest
radikallerin yol agtig1 oksidatif hasar1 azaltmistir ve buna bagli olarak lipid peroksidasyonu

ve kanser riski de azalmigtir (143, 144).
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3. GEREC VE YONTEM
3. 1. Deney Hayvanlari ve modelin olusturulmasi

Deney hayvanlarinin se¢imi ve yapilan uygulamalar sirasinda Kahramanmaras
Siitcii Imam Universitesi (K.S.U) Tip Fakiiltesi Etik Kurulu onayr alinarak; ¢alisma
standart deneysel hayvan ¢aligmalar1 etik kurallarma uygun olarak K.S.U. Tip Fakiiltesi
Deneysel Arastirma Laboratuar’inda yapildi. Calismamizin finansmam K.S.U Bilimsel
Arastirma Projeleri fonundan saglandi. Arastrma materyali olarak kullanilan 250-300 gr
agrhginda 4-5 aylik, toplam 40 adet erkek Wistar Albino cinsi sican K.S.U. Deneysel
Arastirma Laboratuarindan alindi. Siganlar 22-24 °C oda sicakliginda, 12 saat aydinlatma
ve 12 saat karanlik periyodunda tutularak standart laboratuar yemi verilerek beslendi.

Sicanlar 5 gruba ayrildi:

1- Sham grubu (n:5): Bir hafta siireyle normal sekilde sulanan ve standart yemle
beslenen siganlardir. Deney gruplarinda oldugu gibi karacigerin orta ve sol lobunu
besleyen hepatik arterler, portal ven ve safra yolu izole edilip klemp konmayarak iskemi-
reperflizyon siiresi kadar bekletildikten sonra karaciger doku 6rnekleri alinan gruptur.

2- Iskemi-reperfiizyon (kontrol) grubu (n:5): Bir hafta sonunda hayvan anestezi
altina alinip, karaciger IRH olusturularak karaciger doku 6rnekleri alinan gruptur.

3- p-Glukan grubu (n:8): 10 giin boyunca yalnizca beta glukan 50 mg/kg/giin
dozda oragastrik gavaj ile beslenen ve deney sonunda hepatik IR hasar1 olusturularak
karaciger doku 6rnekleri alinan gruptur.

4- Morinda Citrifoli L. grubu (n:8): 10 giin boyunca yalnizca Morinda Citrifolia
L. 4 ml/kg/giin dozda oragastrik gavaj ile beslenen ve deney sonunda hepatik IR hasar1
olusturularak karaciger doku 6rnekleri alinan gruptur.

5- p-Glukan- Morinda Citrifoli L. grubu(kombine) (n:8): 10 giin boyunca 50
mg/kg/giin beta glukan ve 4 ml/kg/giin Morinda Citrifolia L. oragastrik gavaj ile beslenen
ve deney sonunda hepatik IR hasari olusturularak karaciger doku drnekleri alinan gruptur.

Tespit edilecek operasyon sahasi; Povidone lodine serub (MEDICA brush; %4
chlohexidine scrub, MEDICA BV, Hollanda) ile 10 dakika fircalanarak %10 povidone
iodine solusyonu (POVIOD; Saba Tiirkiye) ile dezenfekte edildi. Anestezi icin ise
intraperitoneyal (IP) olarak 60 mg/kg ketamin (Ketalar, Eczacibasi, Tiirkiye) verilerek
anestezi saglandi. Sicanlara anestezi uygulandiktan sonra, sirtiistii yatar pozisyonda karin

polivinyl povidon ve steril gazli bezle temizlendi. Orta hat insizyonuyla batina girilerek
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vaskuler klemple karacigerin orta ve sol lobunu besleyen hepatik arterleri, portal ven ve
safra yolu klempe edilerek 60 dakika iskemi gerceklestirildi. Reperfiizyon’dan 60 dakika
sonra histopatolojik ve biyokimyasal degerlendirmeler i¢in karaciger doku 6rnekleri alindi.
Doku ornekleri alindiktan sonra tiim gruplardaki siganlar intraperitonel yiiksek doz

anestezik madde verilerek sakrifiye edildi. Caligma siiresince bir mortalite meydana geldi.
3. 1. 1. Orneklerin Alinmasi ve Hazirlanmasi

Doku ornekleri, biyokimyasal degerlendirme yapilana kadar aliiminyum folyo
icinde laboratuara getirildi ve ayn1 giin homojenize edildi. Dokulara 1 gr doku 9 hacim
(hacim/agirlik) soguk %1.15 M KCI eklendi. Dokular 16.000 devir/dakika hizda 1 dakika
siireyle homojenize edildi. Enzim aktivite kayb1 olmamasi i¢in kar dolu kiivete homojenize
edilen cam tiipler yerlestirildi. Daha sonra homojenatlar 14.000 xrpm’ de +4 °C 45 dakika
santrifiij edilerek siipernatanlar1 ependorflara ayrildi. Bu ayrilan silipernatanlardan
Malondialdehit (MDA) ve protein diizeyleri ile Glutatyon peroksidaz (GPx), Siiperoksit
dismutaz (SOD), Total Antioksidan kapasite (TAC), Total Oksidatif Seviye (TOS), SH
(total serbest siilfidril grup) aktivite dl¢iimleri ve Oksidatif Stres indeksi(OSI) hesaplandi.

3. 2. Yontemler
3. 2. 1. Siiperoksit Dismutaz (SOD) AktiviteTayini

Stiperoksit dismutaz, oksidatif enerji iiretimi sirasinda olusan toksik siiperoksit
radikallerinin (O,") hidrojen peroksit ve molekiiller oksijene dismutasyonunu hizlandirir.
Bu yontem, ksantin ve ksantin oksidaz (XO) kullanilarak olusturulan siiperoksit
radikallerinin, 2-[4-iyodofenil]-3-[4-nitrofenol]-5-feniltetrazoliyum klorid (p-
iyodonitrotetrazoliyum viyolet: INT) ile meydana getirdigi kirmizi renkli formazan
boyasmin 505 nm dalga boyunda verdigi optik dansitenin (OD) okunmasi esasina
dayanmaktadir. Ornekte bulunan SOD, siiperoksit radikallerini ortamdan uzaklastirarak 2
numarali formazan reaksiyonunu inhibe eder. Sonugta olusan kirmizi rengin OD'si SOD

yoklugunda olusan renge gore azalir. Bu aradaki farkin belirlenmesiyle SOD aktivitesi

sleiiliir (145).

Ayiraclar

1. CAPS (3-(sikloheksilamino)-1-propan siilfonik asit) Tamponu pH 10.2
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50.00 mM CAPS
0.94 mM EDTA

Doymus NaOH
2. Substrat karigimi

0.05 mM Ksantin

0.025 mM INT

(Coziicli olarak CAPS tamponu kullanilir.

3. 80 U/L Ksantin oksidaz

50 U Ksantin oksidaz
4.0.01 M Fosfat tamponu pH 7.0
5. Standart (S6): 5,6 U/ml SOD iceren Ransod kitinin standardidir.

Standart Egrinin Cizimi

Liofilize olarak hazirlanmigs SOD standardi 10 ml bidistile su ile sulandirilir.

Standart egri ciziminde kullanilacak olan diger SOD derigimleri fosfat tamponuyla

asagidaki tabloda verildigi sekilde hazirlanir. 2—8 °C'de saklandiginda 2 hafta siireyle

dayaniklidir.

Cizelge V: SOD standart egri ¢izimi i¢in tiiplerin hazirlanisi

Kullanilacak Standart Soliisyonun 0.01 M Fosfat | SOD Derisimi
Standartlar Hacmi Tamponunun Hacmi (U/ml)

S5 6 ml S6 5ml 2.8

S4 5ml S5 5ml 1.4

S3 5ml S4 5ml 0.7

S2 3ml S3 6 ml 0.23

S1: Kor (fosfat tamponu)
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Yontem

Stiperoksit dismutaz aktivite tayini i¢in, karaciger dokularindan hazirlanan
stipernatant %30 ile %60 arasinda % inhibisyon aralif1 olacak sekilde 0,01 M fosfat

tamponu ile 1: 65 oraninda sulandirilir ve aktivite tayini yapilir.

Cizelge VI: SOD standart egri ¢izimi i¢in kuvars kiivetlerinin hazirlanigi

Kor (ul) Standart (ul)
Standart - 25
0.01 M Fosfat Tamponu 25 -
Substrat Karigimi 850 850
Kiivetler iyice karigtirilir
Ksantin oksidaz 125 125

Tekrar karistirildiktan 30 saniye sonra ¢aligma koriiniin ve standardin 37°C'de, 505

nm dalga boyunda havaya kars1 3 dakika boyunca kinetik okumas1 yapilip AOD’si okunur.
Hesaplama

Calisma korii SOD igermedigi i¢in inhibisyona ugramamis reaksiyon olarak kabul
edilir ve degeri %100 olarak alinir. Tiim standartlar icin % inhibisyon degeri bunlara ait

calisma koriiyle oranlanarak 100'den ¢ikarilmasi sonucu hesaplanir.

AA\dak standart x 100

% inhibisyon standart = 100 - AA calisma Kord

Hesaplama yapildiktan sonra x yatay eksenine SOD derisimlerinin (U/ml)
logaritmik doniisim degerleri, Y (dikey) eksenine standartlara ait % inhisyon degeri

yazdirilarak standart egri elde edilir SOD standart egrisi verilmistir (Sekil 11).
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30,76

13,47

Sekil 11: Siiperoksit dismutaz standart egrisi
Ornek Cahsmasi

Cizelge VII: Dokuda SOD aktivite tayini i¢in kuvars kiivetlerinin hazirlanigi

Kor (ul) Numune (pl)
Doku 6rnek - 25
0.01 M Fosfat Tamponu 25 -
Substrat Karigimi 850 850
Kiivetler iyice karigtirilir
Ksantin oksidaz 125 125

Tekrar karistirildiktan 30 saniye sonra 37°C'de, 505 nm dalga boyunda havaya kars1
3 dakika boyunca kinetik okumas1 yapilip AOD’si okunur.

Hesaplama

% inhibisyon standart = 100 - 2 \A P

Ornege ait hesaplanan yiizde inhibisyon degerine karsilik gelen SOD degeri
standart egri kullanarak bulunur. U/ml biriminden 6lgiilen SOD spesifik aktivitesi U/mg
protein birimlerinden verilmistir.

SOD Degeri (U/ml)

SOD Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) = Protein (mg/ml)

3. 2. 2. Malondialdehit (MDA) Diizeyinin Tayini

Aerobik sartlarda pH 3.4'de tiyobarbitiirik asit (TBA) ile 6rnegin 90-95°C'de

inkiibasyonu sonucu olusan lipit peroksidayonun sekonder {iriinii olan MDA'nin TBA ile
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pembe renkli kompleks olusturma esasina dayanir. Olusan renk siddeti ortamdaki MDA

konsantrasyonu ile dogru orantilidir; 532 nm’de spektrofotometrik olarak degerlendirilir

(146).

Ayiraclar

1. %8,1’lik Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)

2. %20'lik Asetik Asit (HAc) pH:3,5
3. %0,8’lik Tiyobarbitiirik asit (TBA)
4
5

. n-Butanol/Piridin (nBu/Pri) Cozeltisi (14/1)

. Stok Standart 1.1.3.3 tetramethoksipropan (yogunluk= 0.99 g/ml)

Standart Egri Cizimi

Stok standarttan 6,6 pl alinip 100 ml'ye saf su ile tamamlanarak giinliik standart

hazirlanir. 10, 20, 40, 60, 80 ve 100 nmol/ml konsantrasyonunda caligma standartlar1

hazirlanir. Ayiraglar tiiplere asagida belirtildigi sekilde ilave edilir.

Cizelge VIII: MDA standart egri ¢izimi i¢in tiiplerin hazirlanis

Tiip No. 0 1 2 3 4 5 6
Konsantrasyon(nmol/ml) 0 100 80 60 40 20 10
Standart (ml) - 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
%8.1 SDS (ml) 0.2 0.2 0.2 0.2 02 102 |02
%20 HAc (ml) 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5
%0.8 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 07 107 0.7
95 °C'de 30 dakika inkiibe edilir, sogutulur

Saf su (ml) 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
nBu/Pri (ml) 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0

n-butanol/pridin ilavesinden sonra vorteks edilir. Daha sonra 4000 rpm'de 10 dakika

santrifiij edilir, tsteki organik kisim alinip 532 nm'de absorbans okunur. Standart egri

grafigi ¢izilir. Sekil 12'de MDA standart egrisi verilmistir.
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0,2 -

0,1 A

0,05 -

Sekil 12: Malondialdehit standart egrisi

Yontem

40

Konsantrasyon (nmol/mL)

100

Ornek calismas: icin yukarida bahsedildigi gibi hazirlanan belirli hacimde doku

ornegi almir ve MDA tayini yapilir. Ornek MDA tayini icin asagida Tablo XI'de

belirtildigi gibi tiiplere ayiraglar konur.

Cizelge IX: Dokuda MDA diizeyinin tayini i¢in tliplerin hazirlanigi

Kér (ml) Std (ml) Ornek (ml)

Std (60 nmol/ml) - 0.1 -

Ornek - - 0.1

SDS 0.2 0.2 0.2

Hac 1.5 1.5 1.5

TBA 1.5 1.5 1.5

Saf'su 0.8 0.7 0.7

95 °C'de 30 dakika inkiibe edilir, sogutulur

Saf su 1.0 1.0 1.0

nBu/Pi 5.0 5.0 5.0

(Cozeltiler vortekslenir. Daha sonra 4000 rpm'de 10 dakika santrifiij edilir, Ustteki

organik kisim alinarak 532 nm'de absorbans okunur. Sonu¢ standart egrisinden veya

giinliik standarttan degerlendirilir.

Hesaplama
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nmol/ml biriminden 6lgiilen MDA diizeyi nmol/mg protein olarak verilmistir.

MDA Degeri (nmol/ml)
Protein (mg/ml)

MDA Diizeyi (nmol/mg protein) =

3. 2. 3. Protein Diizeyinin Tayini

Bu metotta proteinlerin igerdigi tirozin ve triptofan rezidiilerinin fosfotungustik-
fosfomolibdik asit ile verdigi renk reaksiyonunun 750 nm’deki absorbans oOlgiimiine

dayanir (147).

Ayiraclar

1. A Cozeltisi:
%2 Na,COs

Coziicti olarak 0,1 N NaOH kullanilir.
2. B Cozeltisi

a) B; Cozeltisi:

%1 CuSOs.

b) B, Cozeltisi

%2 Na-K tartarat
3. C Cozeltisi (Glinliik hazirlanir)

50 ml A+1 ml B (0,5 ml B;+ 0,5 ml B,) karistirilir.

4. D Cozeltisi (Giinliik 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 almip 100 ml’ye serum fizyolojik ile tamamlandiginda 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 gére konsantrasyon-
absorbans egrisi ¢izilir ve her numune Ol¢iimiinde standart egri tekrarlanir. Sekil 13’te

protein standart egrisi verilmistir.
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Cizelge X: Protein standart egri ¢izimi i¢in tiiplerin hazirlanisi

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

C ¢ozeltisi (ml) 3 3 3 3 3 3
15 dakika oda 1s1sinda bekletilir

D ¢ozeltisi (ml) 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3

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

0,2 -
0,18
0,16 +
0,14 |
0,12 |

0,1 +
0,08

" 0,06 +
0,04
0,02 |

0 30 60 90 120 150

Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 13: Protein standart egrisi.
Ornek Cahsmasi

Karaciger dokularindan hazirlanan siipernatantta protein tayini i¢in, slipernatant 1:
50 oraninda serum fizyolojik ile sulandirilir ve protein tayini yapilir. Bunun i¢in ii¢ tiip

alinir ve ¢ozeltiler asagidaki sekilde konulur.

Cizelge XI: Doku 6rneginde protein tayini i¢in tiiplerin hazirlanis

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

Oda 1s1sinda 15 dakika bekletilir

D ¢ozeltisi 0.3 0.3 0.3

Oda 1s1sinda 30 dakika bekletilir, absorbans 750 nm'de okunur.

Hesaplama

Ornegin absorbansi standartin absorbansi ile karsilastirilarak veya dogrudan
standart egriden degerlendirilir ve diliisyon katsayis1 ile ¢arpilarak sonug verilir.
3. 2. 4. Glutatyon Peroksidaz (GPx) aktivite tayini

GPx aktivitesi siipernatantta Beutler yontemiyle saptanmustir (148).

Ayrraglar

IM Tris-HCI pH 8.0 tampon,

0.1 M GSH (glutatyon),

10 U/ml GR (glutatyon rediiktaz),

2mM NADPH (nikotinamid diniiklootid fosfat)
7 mM t-butil hidroperoksit

Cizelge XII: Doku 6rneginde GPx tayini i¢in tiiplerin hazirlanis

IM Tris-HCI pH 8.0 tampon 100pul
0.1 M GSH 20ul
10 U/ml GR 100ul
2mM NADPH 100ul
Ornek 10ul
Distile su 660ul

37°C de 10 dakika inkiibe edilir.

Inkiibasyon sonras1 drnekler 1cm kuvars kiivete konur iizerine 10ul 7 mM t-butil
hidroperoksit konulduktan sonra okuma bagslatilir. Tepkime, 37 °C de enzim tarafindan
oksitlenen 1umol NADPH'!n 340 nm dalga boyunda 151k yolu 1cm olan kuvars kiivetlerde
optik dansitedeki azalis1 kinetik olarak 2,5 dakika stireyle okunur.
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Hesaplama

AOD x VT (1.0ml)

GPx Aktivitesi (U/ml) = 6,22 x VH (0,010 ml)

AOD: Dakikadaki optik dansite degisimi

Vy: Ornek hacmi

Vr1: Toplam hacim

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

U/ml biriminden &lgiilen GPx aktivitesi Ornekte saptanan protein degerine

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

GPx Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) =

3.2.5. Total Antioksidan Kapasite (TAC) Diizeyinin Tayini

TAS 0Ol¢limii Total Antioxidant Status (Rel Assay Diagnostic, Tirkiye ) kiti
kullanilarak Aeroset 2.0 analizoriinde yapildi. Kullanilan bu kitte rediikte ABTS (2,2'-
azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate)) molekiilii, asidik ortamda (asetat tamponu
30 mmol/l pH 3,6 ) hidrojen peroksit kullanilarak ABTSe" haline okside edilir. Asetat
tamponu igerisinde konsantre (koyu yesil) ABTS" molekiilii daha stabildir. Daha konsantre
ve yiksek pH’ a sahip asetat tamponu ic¢inde (0.4 mol/l pH 5.8) diliie edilme esnasinda
spontan sekilde koyu yesil renk yavasca kaybolur. Ornekte bulunan antioksidan
konsantrasyonu oraninda bu renk kaybi hizlanir. Bu reaksiyon spektrofotometrik olarak
takip edilebilir ve agarma hizi 6rnekteki TAC ile ters orantilidir. Bu reaksiyon suda
¢oziinen vitamin E analogu olan Trolox (6-hidroksi-2.5.7.8-tetramethilchroman-2-
karboksilik asit) ile kalibre edilir. Ol¢iim sonuglart mmol Trolox equivalent/L olarak ifade

edilir (149).
3.2.7.Total oksidan status (TOS) diizeyi 6l¢iim yontemi

Total oksidan status 6l¢limii Total Oxidant Status (Rel Assay Diagnostic, Tiirkiye)
kiti kullanilarak Aeroset 2.0 analizoriinde yapildi. Kullanilan bu kitte; Ornekte bulunan
oksidanlar ferro iyon (Fe'*)-o-dianisidine kompleksini ferrik iyon (Fe™) haline getirir.
Oksidasyon reaksiyonu, reaksiyon ortaminda bolca bulunan gliserol molekiilleri ile

giiclendirilir. Ferrik iyon xylenol orange ile asidik ortamda renkli bilesik olusturur. Renk
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yogunlugu drnekte bulunan oksidan molekiillerinin miktari ile iliskilidir. Olgiim hidrojen
peroksit (H»0,) ile kalibre edilir. Sonuglar litre basma mikromolar hidrojen peroksit

equivalan olarak ifade edilir (umol H,0, Equiv./L) (150).
3.2.8. Total Serbest Siilfidril Grup (SH) Diizeyinin Tayini

Total serbest siilfidril grup Rel Assay Diagnostic, Tiirkiye kiti kullanilarak Aeroset

2.0 analizoriinde yapildi.
3.3. Histopatolojik Degerlendirme

Tim si¢anlarin karacigerleri ¢ikarildi. Organlar %10’luk tamponlanmis ndtral
formaline konuldu. Bir gilin sonra da rutin histolojik takibe alindi. Elde edilen kesitler
Hematoksilen- Eosin boyasi ile boyandiktan sonra 1sik mikroskobu altinda incelendi.
Karaciger parankiminde, hidropik sisme, graniiler dejenerasyon, mikrovezikiiler
vakuolizasyon, fokal nekroz, kordon diizensizligi, portal alanda ise inflamasyon, fibrozis
ve siniizoidlerde ise hiperemi irdelendi. Tiim bu o6lgiitler Suzuki ve arkadaglariin 1993°te
tanimladiklar1 patolojik skorlama sistemine gore degerlendirildi (151) .

Bu skorlama sistemine gore hasar;
0: Hi¢ yok

1: Minimal derece

2: Ilimh derece

3: Orta derece

4: Siddetli derecede

3. 4. istatistik

Istatistiksel analizlerin degerlendirilmesinde bilgisayar programi olarak SPSS for
Windows istatistik programinin Release 15.0 siirimii (SPSS Inc USA) kullanildi
Sonuglarimiz ortalama + standart sapma seklinde verildi. Biyokimyasal verilerimizin
degerlendirilmesinde gruplar arasindaki farklarin incelenmesi i¢in Non Parametrik
Kruskal-Wallis testi, iki grup arasindaki farkin belirlenmesinde de Mann-Whitney U testi
kullanildi. Her iki test i¢inde p<0,05 degeri iststistik olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR
4. 1. Biyokimyasal analiz sonuclar

Kruskal-Wallis testi sonucuna gore gruplar arasinda MDA, SOD, TAC, TOS ve
OSI(TAC/TOS) degerleri arasinda anlamli fark bulundu (p<0,05) (Cizelge XIII-Sekil 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20)

Mann-Whitney U testi sonuglarina gore ise;

1) Sham grubu ile kontrol (I/R) grubu karsilastirildiginda; I/R grubunda doku
MDA ve TOS diizeyi artti. Bu artiglar istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). SOD
enzim aktivitesi ve GPx enzim aktivitesi sham grubuna gore ylikseldi. Fakat istatistiksel
anlamli degildi (p>0,05). SH ve TAC sham grubuna gore diisiik bulundu. SH diizeyindeki
azalma anlamli degilken TAC diizeyindeki azalma anlamli idi (p<0,05). OSI sham grubuna
gore diisilk bulundu ve istatistiksel anlamli degildi (p>0,05). (Cizelge XIII-Sekil 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20)

2) I/R grubu ile ilag verilen I/R gruplar1 karsilastirildiginda,

Beta glukan grubunda kontrole gore MDA diizeyinde istatistiksel olarak anlamli
azalma gozlendi (p<0,05). TOS diizeyindeki artis anlamli degildi (p>0,05). SOD ve GPx
enzim aktiviteleri ile SH diizeylerinde ise artig gbzlendi ancak bunlardan yalnizca SOD
aktivitesindeki artis istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05). Kontrol grubuna gére TAC
diizeyinde saptanan azalma istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05). OSI iki grupta da
ayniydi (p=1,000). (Cizelge XIII-Sekil 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20)

Morinda Citrifolia L grubunda kontrole gore MDA ve TOS degerlerinde azalma;
GPx ve SOD enzim aktivitesi ile SH diizeyleri ise artiy s6z konusudur. MDA ve TOS
diizeylerindeki azalma ve SOD aktivitesi artisi istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05).
TAC diizeyi kontrole gore diisiik bulundu, ancak anlamli degildi (p>0,05). OSI degeri
kontrole gore istatistiksel olarak anlamli derecede artig gosterdi (p<0,05). (Cizelge XIII-
Sekil 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20)

Kombine ilag grubunda, MDA diizeyindeki azalma anlamli degildi (p>0,05). GPx
ve SOD enzim aktivitesi ile SH diizeylerinde artig bulundu ancak anlamli degildi (p>0,05).
TAC degeri kontrole gore diisiiktii (p>0,05). TOS degeri ise kontrole gore yiiksekti
(p>0,05). OSI degeri kombine grupta diistiktii (p>0,05). (Cizelge XIII-Sekil 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20)

53



3) Ilag verilen ii¢ grup aralarmda Mann-Whitney U testi ile ikili karsilastirma
yapildiginda Morinda Citrifolia L grubunda Beta Glukan grubuna goére SOD, GPx
aktiviteleri ile TAC ve SH diizeylerinde artis olmasi s6z konusu iken istatistiksel olarak
anlaml1 degildi (p>0,05). MDA diizeyindeki artis istatistiksel olarak anlamli degilken TOS
diizeyi azalmas istatistiksel olarak anlamli farkl idi (p<0,05). OSI degeri anlaml1 yiiksekti
(p<0,05). (Cizelge XIII-Sekil 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20)

Kombine grup ile Beta glukan grubu ve Morinda Citrifolia L. grubu Mann-Whitney
U testine gore ikili karsilagmalar yapildiginda kombine grupta MDA diizeyi artis1 diger iki
gruba gore istatistiksel olarak anlamli farklhidir (p<0,05). TOS diizeyi Beta Glukan gruba
gore diisiik fakat istatistiksel olarak anlamli degilken (p>0,05), Morinda Citrifolia L.
grubuna gore anlamli yliksek bulundu (p<0,05). SOD enzim aktivitesi kombine grupta
diger gruplara gore diisiiktii. Istatistiksel anlamli degildi (p>0,05). GPx aktivitesi ve SH
diizeyi Beta Glukan grubuna gore artt1 fakat anlamli degildi (p>0,05), Morinda Citrifolia L.
grubuna gore azald1 fakat anlamli degildi (p>0,05). TAC degeri kombine grupta yiiksekti
fakat anlamli degildi (p>0,05). OSI degeri kombine grupta diisiiktii Morinda Citrifolia L.
grubundan anlamli farkli (p<0,05) iken Beta Glukan grubundan anlaml farkli degildi
(p>0,05) (Cizelge XIII-Sekil 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20).
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Cizelge XIII. Deney gruplarinda biyokimyasal parametreler (ort + SS).

Beta
Morinda
Sham . Beta Glukan glukan+Morind
I/R (Kontrol) Citrifolia L.
grubu b a Citrifolia L
grubu
grubu
MDA
(nmol/mg 1,08 + 0,41 3,45 £0,30* 1,32 +0,35" 1,43 £2,13" 3,19 £2,26%*
protein)
SOD
(U/mg 10,71 +£1,62 12,90 £ 1,89 23,44 +7,02% 24,55+ 10,70 ** 16,60 + 11,86
protein)
GPx(U/mg
0,68 +0,11 0,69 +0,17 0,74 £ 0,21 0,93 £0,19 0,86 + 0,13
protein)
TAC
( VL) 3,51+0,17 3,12 +£0,15% 2,97 +£0,31* 3,02+0,31* 3,05 +£0,16*
mmo
TOS Ha A
2,20+ 1,60 6,17 £1,93* 7,62 £1,49 * 3,69 £ 1,80*" 6,78 £ 1,80*
(umol/L)
SH
1,63 +0,10 1,49 £ 0,12%* 1,59 + 0,23 1,84 + 0,39 1,63 £0,25
(nmol/ml)
OSI He A
(TAC/TOS) 0,23 +0,72 0,16 + 0,06 0,15+0,08 0,26 +0,06™ 0,09 £ 0,06 *

* : Sham grubuna gore istatistiksel anlamli fark var ( p< 0.05)

# : I/R grubuna gore istatistiksel anlamli fark var ( p< 0.05)

& : Beta glukan grubuna gore anlamli fark var ( p<0.05)

A : Morinda Citrifolia L grubuna gore anlaml fark var (p< 0.05)
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6,00

4,007

MDA

==
2,009

0,007

T T T T
1 2 3 4 5

GRUPLAR

Sekil 14: Gruplarin MDA diizeyleri
(Grup 1: Sham, Grup 2: Kontrol, Grup 3: Beta Glukan, Grup 4: Morinda Citrifolia L., Grup
5: Beta glukan-Morinda Citrifolia L.)

40,00 =
30,00 =
20,00 = T

10,00 ~Em

SOD

T T T T
1 2 3 4 5

GRUPLAR

Sekil 15: Gruplarin SOD enzim aktivitesi
(Grup 1: Sham, Grup 2: Kontrol, Grup 3: Beta Glukan, Grup 4: Morinda Citrifolia L., Grup
5: Beta glukan-Morinda Citrifolia L.)

56



1,00 =|
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o
0,60
T T T T
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GRUPLAR

Sekil 16: Gruplarin GPx enzim aktivitesi
(Grup 1: Sham, Grup 2: Kontrol, Grup 3: Beta Glukan, Grup 4: Morinda Citrifolia L., Grup
5: Beta glukan-Morinda Citrifolia L.)

— .
3,50 i

325 ¢

3,00 =

TAS
\
= |

2,75 =

2,50 =

T T T T T
1 2 3 4 5

GRUPLAR

Sekil 17: Gruplarin TAC diizeyleri
(Grup 1: Sham, Grup 2: Kontrol, Grup 3: Beta Glukan, Grup 4: Morinda Citrifolia L., Grup
5: Beta glukan-Morinda Citrifolia L.)
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10,00 =

8,00 =

6,00 =

TOS
|

4,00 =|

2,00

GRUPLAR
Sekil 18: Gruplarin TOS diizeyleri
(Grup 1: Sham, Grup 2: Kontrol, Grup 3: Beta Glukan, Grup 4: Morinda Citrifolia L., Grup
5: Beta glukan-Morinda Citrifolia L.)

2,50 = i

2,25 =

2,00 =

SH

GRUPLAR

Sekil 19: Gruplarin SH diizeyleri
(Grup 1: Sham, Grup 2: Kontrol, Grup 3: Beta Glukan, Grup 4: Morinda Citrifolia L., Grup
5: Beta glukan-Morinda Citrifolia L.)
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Grup

Sekil 20: Gruplarin OSI diizeyleri
(Grup 1: Sham, Grup 2: Kontrol, Grup 3: Beta Glukan, Grup 4: Morinda Citrifolia L., Grup
5: Beta glukan-Morinda Citrifolia L.)

4.2. Histopatolojik analiz sonuclar

Kontrol grubunda bulunan si¢anlarda, sham grubundakilere gore karacigerde olusan
hasar beklenildigi gibi histopatolojik parametrelerden kordon diizensizligi, fibrozis ve
siniizoidal hiperemiyi istatiktiksel olarak anlamli farkla karsilasildi (p<0,05). Hidropik
sisme ve mikrovezikiiler vakuolizasyon sham grubundakiler de dahil olmak iizere higbir
hayvanda goriilmediginden gruplar arasi1 bir farka rastlanmadi (p=1,000)(Cizelge XIV-
Sekil 21, 22, 23, 24, 25).

Kontrol grubu ile Beta Glukan grubu arasinda; fokal nekroz, kordon diizensizligi,
fibrozis ve sinilizoidal hiperemide istatistiksel olarak anlamli farklilik mevcuttu (p<0,05)

(Cizelge XIV- Sekil 21, 22, 23, 24, 25).

Kontrol grubu ile Morinda Citrifolia L. grubu karsilastirildiginda fokal nekroz,
kordon diizensizligi ve fibroziste anlaml farklilik gézlendi (p<0,05) (Cizelge XIV- Sekil
21, 22, 23, 24, 25).

Kombine ilag uygulanan grupta hem kontrol grubuna gdre hem ila¢ uygulanan
gruplara gore histopatolojik yonden istatistiksel olarak anlamli iyilesme s6z konusu idi

(p<0,05) (Cizelge XIV- Sekil 21, 22, 23, 24, 25).

Cizelge XIV: Gruplarin histopatolojik analiz sonuglar1
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Granﬁler Fokal nekroz "Kord.on. .. Fibrozis Sir.n'izo idgl
dejenerasyon diizensizligi Hiperemi
Sham 2,60 + 0,55 1,40 0,89 | 0,20+£0,45 | 0,20 +0,45 1,80 £ 0,45
Kontrol | 2,20+ 1,09 220+1,09 | 3,00+0,00% [ 1,80+1,09% | 3,00=+0,00%
Beta
glukan | 1,37+0,52* | 0,62+0,52" | 1,00+£0,53% | 0,62+0,52" | 1,75+1,03"
grubu
Morinda
Citrifolia | 1,62 +0,92 0,62 +0,92* | 0,87+0,99" | 0,12+0,35" | 1,87+1,55
L. grubu
Beta
glukan-
Morinda | 0,57 + 0,534 | 0,00 + 0,00 | 0,14 + 0,38" | 0,14 +0,38" | 1,00+ 0,00
Citrifolia
L. grubu

* : Sham grubuna gore istatistiksel anlamli fark var ( p< 0.05)

# : kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli fark var ( p< 0.05)

& : Beta glukan grubuna gore anlamli fark var ( p< 0.05)

A : Morinda Citrifolia L grubuna gore anlamli fark var (p< 0.05)

Sekil 21. Sham Grubu Hemotoksilen-Eozin(HE)x100 Sekil 22. Kontrol Grubu HEx100
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—
200 m

Sekil 23. Beta Glukan Grubu HEx100 Sekil 24. Morinda Citrifolia L. Grubu HEx100

Sekil 25. Beta Glukan+Morinda Citrifolia L. Grubu HEx100

5. TARTISMA

Iskemi reperfiizyon hasari, hipoksik organin tekrar oksijenlenmesinden sonra ortaya
cikan hasarlanmadir. Bu hiicresel hasarin derecesi, mortalite oraniyla dogru oranti
gostermektedir. Iskemik karacigerde patolojik degisikliklerin meydana gelmesinde rol
oynayan en etkili mekanizmalardan bir tanesi serbest radikaller ile iligkili olanidir.
Ozellikle I/R esnasindaki hasardan SOR sorumlu tutulmaktadir. Iskemi olayinda, solunum
zincirinde, sitokrom ¢ oksidaz reaksiyonunda oksijen radikali (O,") {iretimi artar, ATP
yikimi artar. ATP yikimmin artisima baghh olarak adenozin metabolizmas: hizlanir,
hipoksantin ve ksantin miktar1 artar. XO enziminin artmasina bagli olarak hiicre i¢i oksijen

radikali liretimi hizlanir. Anaerobik metabolizmadan dolay1 hiicre i¢i asidoz olusur, bundan
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zar yapilar1 zarar goriir. Na-K ATP’az ve diger tastyici sistemler inhibe olur. Hiicreye
kalsiyum girigi artar, hiicrenin zar yapisi bozulur. Bu durum kompleman faktérlerinin
aktivasyonuna ve notrofillerin zara adhezyonuna yol agarak radikal {iretimini daha da
hizlandirir.  Reperfiizyon olayinda ise, iskemi sonrasi meydana gelen hiper-
oksijenasyondan dolay1 6zellikle solunum zincirinin son reaksiyonunda oksijenin kismi
rediiksiyonu hizlanarak, oksijen radikali iiretimi 6nemli derecede artar. Ayrica XD enzimi
XO sekline dénerek hiicre i¢i oksijen radikali {iretimini arttirir. I/R olaymnda anlagilacagi
tizere serbest radikal metabolizmasi hasardan sorumlu O©nemli bir faktér olarak
goriilmektedir. Hiicre i¢cinde olusan serbest radikal hasarina karsin enzimatik ve non-
enzimatik savunma mekanizmalar1 mevcuttur. A, C ve E vitaminleri ile glutatyon
nonenzimatik savunma mekanizmalar1 arasinda 6nemli yer tutarken, SOD, GPx ve CAT
enzimleri, hiicre i¢inin enzimatik savunma mekanizmalaridir (152).

Giliniimiizde gelismis tan1 ve tedavi metodlarmma ragmen, karaciger iskemisinin
morbidite ve mortalitesi yliksektir. Bu nedenle giiniimiizde 6nemini korumaktadir. Bu
hasara yol agan mekanizmalarin anlasilmasi ve yeni tedavi modellerinin gelistirilmesi i¢in
yogun caba harcanmaktadir. iskemik doku hasarindan bircok faktdr sorumlu tutulmasina
ragmen, gliniimiizde serbest oksijen tiirevi radikalleri (O,~, OH"), bu hasarin esas kaynagi
olarak kabul edilmektedir Hiicre i¢inde olusan oksijen tiirevi radikaller, iskeminin
derecesine bagli olarak cesitli derecede hiicresel hasara yol agmaktadir. Bu hasardan
etkilenen yapilar ise hiicre ve organellerin membranlari, DNA ve enzimlerdir. Iskemi
olayinda serbest radikallerin bu derecede Onem kazanmasi, arastirmacilari degisik
dokularda iskemi ve serbest radikal metabolizmasini arastiran ¢alismalara yonlendirmistir
(152).

Organizmada SOR’nin zararl etkilerini en aza indirgemek amaciyla enzimatik ve
non enzimatik savunma sistemleri bulunmaktadir. Normal sartlar altinda SOD, GPx, CAT
iceren enzimatik savunma sistemleri SOR’nin olusturdugu oksidatif hasar1 Onlerler.
Serbest radikal olusum hiz1 bu radikalleri etkisizlestirme hizi ile ayn1 oldugu siirece olusan
radikallerden, organizma etkilenmemektedir. Buna karsilik antioksidan savunma azalir ya
da zararh bilesiklerin olusum hiz1 sistemin savunma giiciinii asarsa bu denge bozulmakta
ve SOR’lerine bagli zararli etkiler ortaya c¢ikmaktadir. Antioksidan ajanlar birlikte
kullanildiklar1 zaman birbirlerinin etkilerini artirarak daha giiclii  bir koruma
saglayabilecekleri gibi ortaya ¢ikabilecek yan etkilerde de azalma meydana getirebilirler

(153).
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Karaciger iskemisi nakil cerrahisinden baska, travma, kanser, safra yolu tikanmalar1
ve darliklar1 nedeniyle ameliyat edilen hastalarda, ayrica cerrahi girisim olmaksizin bir
hemodinamik veya kardiyojenik sok periyodunu takiben olusabilmektedir. Karaciger iIRH
patofizyolojisi, karaciger hasarma etki eden c¢esitli diizeydeki bir¢gok mekanizmanin
katilimmdan meydana gelir. Kupffer hiicre aktivasyonu, ROT olusumu, sitokin ve kemokin
salmimi, vazokonstriiksiyon, nitrik oksit ve endotelin dengesindeki bozulma, nétrofil
l6kositlerin toplanmasi, mitokondriyal gecirgenligin degisiklie ugramasi, kalsiyumun
hiicre i¢cine dengelenmemis gegisi ve pH paradoksu gibi ¢esitli hiicresel ve molekiiler
etkilesimler s6z konusudur. Bu kompleks mekanizmalar hiicre 6liimiine, organ fonksiyon
bozukluguna ve en sonunda da organ kaybma neden olmaktadir . IRH’nin sorumlu oldugu
diisiiniilen patofizyolojik mekanizmalar1 bloke edecegi diisiiniilen bircok hepatosit
koruyucu ajan; allopurinol, roskovitin, a-tokoferol, mannitol, dopamin, prostoglandin,
aktive karbon hemoperflizyonu, glukagon, melatonin, karnitin, klorpromazin, aprotonin,
metil prednizolon, deferoksamin, siklosporin, katalaz, aspartik asit, ubiquinon, trombosit
aktive edici faktdr antagonistleri, ATP, verapamil, nifedipin, siiperoksit dismutaz
tanimlanmis ve bunlarm IRH {izerine iyilestirici etkileri deneysel IR modellerinde

arastirilmastir (4, 5, 154, 155).

Biyokimyasal seviyedeki birgcok calisma ve hayvan deneyleri, yeniden
oksijenasyonun zararli oksijen radikallerinin fazla miktarda iiretilmesine yol agtigini,
bunun da dogal antioksidan savunma mekanizmasini tahrip ettigini ve basta reperfiize olan

organ olmak tizere tiim viicutta oksidatif yiikii arttirdigini géstermistir (156).

Iskemi reperfiizyon hasarmin &nlenmesi i¢in pek ¢ok galisma yapilmustir. Serbest
oksijen radikallerinin {iretiminin XO inhibisyonu yapan allopurinol ile Onlenmesi,
radikallerin ortamdan temizlenmesi i¢in vitamin E, C, SOD, resveratrol, karvedilol,
Quersetin ve koenzim Q kullanilmasi ile I/R hasar1 azaltilabilmistir (157).

Sicanlarda hepatik /R modeli ve bu model sonucu ortaya ¢ikan hasarin degisik
bircok ajanla oOnlenmesi amaciyla, in vivo olarak birtakim deneysel c¢aligmalar
uygulanmistir. Bu modellerde, karacigerde iskemi yapmak amaci ile hepatik arterler, portal
ven ve safra yolunun transeksiyonu ve okliizyonu yapilmistir. Bununla birlikte, uygulanan
iskemi ve reperflizyon siireleri noktasinda, ¢calismalar arasinda farkliliklar bulunmaktadir.

Cekin ve ark. (158) sigcanlarin karacigerinde 60 dakika iskemi ve iki saat reperflizyon
uyguladiklar1 ¢aligmalarinda L-karnitini islemden 6nce dort giin boyunca vermigler ve

deney sonunda L-karnitinin I/R hasarin1 nemli 6lgiide azalttigini gdstermislerdir.
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Bayramoglu ve ark. (159) 45 dakika iskemi sonrasi bir saatlik reperflizyonun
karaciger hasarlanmasi i¢in yeterli oldugunu belirtmiglerdir.

Yapilan bu calismada da bu verilerden yola cikarak hepatik IRH olusumunun
biyokimyasal ve histopatolojik olarak tespit edilmesi {izerine bir saat iskemi ve bir saatlik
reperflizyon planlandi ve deneysel model bu cer¢evede kurgulandi. Calismada, hepatik
iskemi reperflizyon esnasinda ortaya cikan serbest radikallerden hiicreyi korumada rol
aldig1 bilinen bazi enzimlerin aktiviteleri (SOD, GPx enzim diizeyi) ile TAC ve SH
diizeyleri, oksidatif stres durumunu ortaya koyan TOS ile lipit peroksidasyonunun
gostergesi olan MDA miktarin1 tayin edildi. Ayrica bu metabolizmalar {izerinde Beta
Glukan ve Morinda Citrifolia L.’nin etkisini biyokimyasal ve histopatolojik yonden
arastirildi.

Serbest oksijen radikallerinin direkt 6l¢limii, bu maddelerin stabil olmamalar1 ve
kisa olan yar1 dmiirleri nedeniyle miimkiin olmamaktadir. Lipoperoksidasyonun sabit bir
son uriinii olan MDA, hiicre membranindaki lipidler lizerindeki serbest radikal etkisinin
Olctilebilen kimyasal bir belirtecidir. Komplet ve inkomplet iskemi uygulanan deneysel
modellerde yapilan bazi caliymalarda, MDA’ ’nin hiicre duvari ayrigmasinin gostergesi
oldugu ortaya konmustur. Bu sebeple, MDA diizeylerinin 6l¢iimii, I/R olgularinda serbest
radikal aktivitesini tespit etmek i¢in kullanilmaktadir. SOR araciligi ile viicutta olusan
oksidan hasara kars1 dokular, SOD, CAT ve GPx gibi birtakim radikal temizleyici enzimler
tagirlar. Bu enzimler, H,O, ve siiperoksitleri temizler veya inaktive ederler. SOD,
stiperoksit radikallerini H>O;’e katalizler. H,O, ise, CAT ve GPx tarafindan molekiiler
oksijen ve suya indirgenir. GPx, glutatyon rediiktaz aracilig1 ile olusan rediikte glutatyonu
okside forma doniistiiriir. GPx, diisitk H,O, konsantrasyonunda daha etkindir. Bu bilgilerin
1s1¢inda, bu enzimlerin konsantrasyonlarinm o6l¢iimii, iskemi sonrasinda olusan SOR
hakkinda indirekt olarak bilgi verirler (160). Bu ¢alismada da oksidan hasarin derecesini
belirlemek ve kullanilan maddelerin bu hasar1 6nlemedeki basarisini saptamak amaciyla
denek gruplarinda oksidatif stres gostergesi MDA diizeyi, TOS diizeyi ve oksidatif strese
karsi savunma cevabini gosteren SOD ve GPx enzim aktiviteleri ile TAC ve SH
diizeylerini ¢alisildi. Bununla birlikte oksidatif stres indexi de belirlendi.

Yapilan literatiir arastirmasinda karaciger I/R hasarinin énlenmesinde Beta Glukan
ve Morinda Citrifolia L. nin etkisini inceleyen herhangi bir ¢aligmaya rastlanmadi. Fakat
yontem ve uygulama olarak Beta Glukan’la ilgili baska organlarda yapilmis I/R hasari

calismalar1 bulunmaktadir.
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Gulmen S. ve ark. sican aortik I/R hasarina Beta Glukan’m etkisini arastrmislar ve
120 dakika iskemi ve 120 dakika reperflizyon yapnuslardir. IRH yaptiklar1 grupta MDA
diizeyi ve SOD, CAT, MPO aktivitesinin yiikseldigini rapor etmisler, beta glukan
verdikleri ilag grubunda ise bu parametrelerin IRH yapilmis ilagsiz gruba gore ters bir
sekilde azaldigini kaydetmislerdir (161)

Bayrak O ve ark. bobrek IRH olusturulan siganlarda bir antioksidan ajan olan Beta
Glukan’mn etkilerini konu alan ¢caliymalarinda Beta Glukan’1 oral olarak vermisler ve SOD
ve GPx enzim aktivitesinin kontrol grubuna gore arttigini rapor etmislerdir (162).

Morinda Citrifolia L ile ilgili Lin YL ve ark. Hipolipidemik ve antioksidatif
etkilerinin oldugunu ispatlamislardir (163).

Morinda Citrifolia L ile ilgili oksidatif stres {izerine literatiirde yeterli yol gosterici
aragtirmaya rastlanmadi. Bu bilgiler 1s181inda antioksidan 6zelligi kanitlanmis fakat hepatik
iskemi-reperfiizyon modelinde etkinligi arastirilmamis Beta Glukan ve calismada
incelenen oksidatif stres belirtecleri ile ilgili yeterli bilgiye rastlanmayan Morinda
Citrifolia L ile ¢aligildi.

Sonu¢ olarak Beta glukanin ve Morinda Citrifolia L’nin oksidatif stres
paremetrelerine etkisi literatiirle uyumlu bulundu. MDA ve TOS diizeyleri kontrole gore
diismiistii, SOD, GPx ve SH diizeyleri ise yiikselmisti ve bu sonuclar bizi hepatik IRH
izerinde koruyucu bir etkisi oldugu kanisina vardirdi. Beta glukan ve Morinda Citrifolia L
kombine ila¢ grubu ile karsilastirildiginda aralarinda anlamli herhangi bir fark yoktu
(P>0.05). Kombine grubun Beta Glukan grubundan bir istiinliigii oldugu bulunamada.
Fakat Morinda Citrifolia L’nin tipki Beta glukan gibi antioksidan etkisinin oldugu
biyokimyasal ve histopatolojik agidan ortaya kondu. Hatta Morinda Citrifolia L grubunda
antioksidan enzim diizeyleri Beta Glukan grubuna gore daha yiiksekti. Kombine ilag¢
tedavisinin etkisi diger tedavilere gore daha iistiin bulunamamistir. Ancak genis kapsamli
klinik aragtirmalara ve bu maddelerin antioksidan etki mekanizmalarini gosterecek daha
ayrintili deneysel ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Oksidan belirte¢ olarak kullanilan TOS sonuglarmin kontrol grubumuzda sham
grubuna gore degisiklik gostermemesi, kontrol grubumuzda oksidan yiikiin fazla
olmadigint ve oksidan-antioksidan dengesinin yerinde oldugunu isaret etmektedir.
Dolayis1 ile oksidatif yiikiin asir1 oldugu durumda gelisebilecek kompansatuvar
mekanizmalar ile antioksidan diizeylerinde artis veya oksidatif ylik nedeniyle antioksidan

tilketimine bagli herhangi bir diisiis ortaya ¢ikmamis olabilir.
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Buna karsilik organizmanmn toplam antioksidan durumunu belirlemek i¢in
degerlendirilen TAC diizeylerinde beklenildigi gibi ilag gruplarinda yiikselme
gozlenemedi. Bu durum inceledigimiz antioksidan enzimler diginda diger antioksidan
cevabin yetersizligine ve/veya oksidatif stresin agir1 artmasi karsisinda tiiketildigini ve
yetersiz hale geldigini gosterebilir.

TAC diizeylerinde yiikselmenin gdzlenmemesine ragmen SOD enzim aktivitesinde
anlamhi farklilik s6z konusu idi. Ek olarak Oksidatif Stres Indexi degerlerinde ilag
gruplarinda da yine anlamli farklilik s6z konusu idi.

Artan oksidatif stresle beraber plazma ve membranlarda bulunan SH gruplari
serbest radikal etkisi ile okside olmakta ve rediikte formunda azalma tesbit
edilebilmektedir. Bu baglamda yaptigimiz ¢alismanin sonunda kontrol grubunda sham
grubuna gore oksidatif strese bagli SH grubunda anlamli olmasa da azalma goézlendi.
Oksidatif stresin artis diizeyi daha yiiksek olsaydi1 anlamli bir farklilik gézlenebilirdi.

Yapilan calismada histopatolojik yonden incelendiginde kontrol grubu sham
grubuna gore anlamli farkla iskemi reperfiizyon hasarmm oldugunu destekledi. ilag
uygulamalarinda histopatolojik sonuglar iyilesme oldugunu destekledi. Histopatolojik
sonuclara gore kombine grupta da iyilesme s6z konusu idi. Fakat biyokimyasal
degisiklikler histopatolojik degisikliklerden daha once ortaya ¢iktig1 icin kombine grubun
biyokimyasal agidan herhangi bir istiinliigiiniin olmadig1 goriildii.

Caligmamiz deneysel acgidan bu maddelerin etkilerinin arastirilmaya deger

oldugunu gostermektedir.
6. SONUCLAR

Kontrol grubunda, sham grubuna kiyasla oksidatif stres gostergesi olan MDA
diizeyi anlamli sekilde yiiksektir (p<0.05). Oksidatif hasar1 ortadan kaldirmaya calisan
antioksidan enzimlerden SOD yiiksek bulunmustur (p>0.05). Histopatolojik tabloda ise
sham grubunda hasara rastlanmamistir. Kontrol grubunda ise istatistiksel olarak
histopatolojik tablo anlamli hasar bulunmustur (p<0.05). Bu durum, uyguladigimiz
modelin  hepatik iskemi reperflizyon hasar1 olusturmak i¢in yeterli oldugunu

gostermektedir.

Hepatik iskemi reperfiizyon sonrast olusan oksidatif hasari Onlemede, Beta

glukan’m ve Morinda Citrifolia L’nin etkili oldugunu tespit ettik. MDA diizeyi ve TOS
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anlamli olarak diigmiistiir (p<0.05). Antioksidan enzimler (SOD, GPx) anlaml yiikselme
saglamistir (p<0.05). Bu sebeple antioksidan etki gdstermistir.

Kombine ila¢ uygulamasinin oksidan hasar1 énlemede tekli ilag uygulamasindan

iistiinliigii yoktur.
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