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OZET

Bobrek iskemisi durumu, abdominal aorta yonelik cerrahilerde suprarenal
klempaj sonrasi, kismi nefrektomi (bobrek alimi), bobrek transplantasyonu, sepsis (bakteri
veya diger patojenlerin kan dolasimina ge¢cmesi), c¢esitli irolojik miidahaleler ve
hidronefrozis gibi ¢esitli klinik durumlarda goriiliir.

Biz bu ¢alismamizda daha onceden de I/R hasarna etkileri arastirilmis olan
antioksidanlardan Epigallokatesin-3-gallat (EGCG) ve Quercetinin (Q) ayr1 ayr1 ve birlikte,
renal iskemi-reperfiizyon hasari lizerine etkilerini arastirmay1 amagladik. Calismada Wistar
Albino tiirii 40 adet erkek sican kullanildi. Sicanlar sham grubu, kontrol (iskemi
reperfiizyon (I/R)) grubu, I/R’dan 15 dk &nce verilen Q grubu, EGCG grubu ve bu
etkenlerin birlikte verildigi EGCG+Q (kombine) grup olarak 5 gruba ayrildi. Sham
grubundaki sicanlara sadece laparotomi yapild1 ve 120 dk beklendi, kontrol grubuna (I/R)
60 dk iskemi sonrasi 60 dk reperfiizyon uygulandi. Ayrica sham ve kontrol grubuna
laparotomiden 15 dk 6nce 50 mg/kg serum fizyolojik intraperitoneal olarak verildi. EGCG,
Q ve kombine (EGCG+Q) gruplara ise /R dan 15 dk &nce bu etken maddeler
intraperitoneal olarak verildi ve 60 dk iskemi ve 60 dk reperfiizyon gergeklestirildi.
Reperfiizyon sonrasinda yiiksek doz anestezik madde verilerek oldiiriilen siganlardan
bobrek dokusu alindi. Alinan 6rneklerden biyokimyasal olarak lipid peroksit {iriinii olan
Malondialdehit (MDA) diizeyleri ve enzimatik savunma sistemlerinden Siiperoksit
dismutaz (SOD), Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), Katalaz (CAT) aktiviteleri o6lgiildii.
Dokularda histopatolojik inceleme yapildi. Sonuclar birbirleriyle istatistiksel olarak
karsilastirildi.

Biyokimyasal analiz sonunda deney kontrol grubu (I/R) MDA diizeyi ilag verilen
gruplara oranla anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0.05). SOD enzim aktivitesi
acisindan en yliksek degerlerin ila¢ verdigimiz gruplarda anlaml sekilde yiiksek ¢iktigi
goriilmistiir (p<0.05). Ortalama SOD degerlerini hesapladigimizda en diisiikk degerin
deney kontrol (I/R) grubunda oldugu en yiiksek degerin ise EGCG+Q (kombine) grubunda
oldugu goriilmiistiir. Bu bilgiler 15181inda, SOD aktivitesinin artig1 hasar sirasinda olusan

serbest radikallere kars1 bir savunma mekanizmasinin olusturuldugunu gostermektedir.
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Katalaz ve GSH-Px enzim diizeylerine baktigimizda deney kontrol grubundaki
CAT ve GSH-Px diizeyi ilag verilen gruplara oranla anlamli olarak diisiik bulunmustur
(p<0.05). Bu oran kombine (EGCG+Q) grubun GSH-Px enzim aktivitesinde daha belirgin
ve anlaml sekilde gortiliirken, CAT aktivitesinde ise kontrol grubuna gore belirgin bir fark
olmadig tespit edilmistir (p>0.05).

Bu sonuglar uyguladigimiz modelde bdbrek I/R  hasart olustugunu
gostermektedir. I/R hasar1 sonrasi olusan oksidatif hasar1 ortadan kaldirmaya ¢alisan ajan
ve antioksidan enzimlerden SOD ve GSH-Px enzimi aktivitesi ise ilag verdigimiz
gruplarda, kontrol (I/R) grubuna gére anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0,05). Bu
bulgulardan yola ¢ikilarak kullandigimiz EGCG, Q ve bunlarin kombine uygulaniginin
bobrek I/R hasarina kars1 koruyucu etkilerinin olabilecegi anlagilmaktadir. Bu konuda farkli
siire ve doz caligsmalarinin yapilmasinin konunun aydinlatilmasi acisindan faydali olacagi

kanisina varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Iskemi reperfiizyon, sican, EGCG, Q, malondialdehit,

stiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz.
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ABSTRACT

The situation of renal ischemia is seen at clinical situations such as klempaj
suprarenal abdominal aorta after surgery for partial nephrectomy (renal uptake), renal
transplantation, sepsis (bacteria or other pathogens, to pass into the bloodstream), various
urological interventions, and hydronephrosis.

In this study, it is aimed to examine the effect of the antioxidant epigallocatechin -3-
gallat (EGCG) and Quercetinin (Q) together and separately on renal ischemia-reperfusion
injury, which were previously studied on the effects of I/R injury. In the study, 40 male rats
of Wistar Albino type are used. The rats are divided into five groups as control group (renal
ischemia-reperfusion (I/R)), Q group given 15 minutes after I/R, EGCG group and
combined group that is given these factors together.

Sham rats were subjected to laparotomy, and 120 min was waited, control group is
subjected to 60 min. Reperfusion after 60 minutes of ischemia, and also sham and control
(I/R) groups are given 50 mg/kg intraperitonel saline after laparotomy.EGCG, Q and
combined groups are given these active ingredient in intraperitoneal after I/R and 60
minutes of ischemia and 60 minutes of reperfusion is carried out.

After reperfusion, renal tissue was taken from killed rats given a high dose of
anesthetic agent. The biochemical product of lipid peroxide malondialdehyde (MDA)
levels and enzymatic defense systems in the superoxide dismutase (SOD), glutathione
peroxidase (GSH-Px), catalase (CAT) activities were measured from the samples. Tissues
were examined histopathologically. Results were statistically compared with each other.
Biochemical analysis of the drug in the experimental groups compared with the control
group were significantly higher MDA levels (p <0.05). The highest values of SOD activity
was significantly higher in groups where drugs were given (p <0.05). Estimating the
average values of SOD, the lowest value is in the experimental control (I / R) group and the
highest figure is in EGCG + Q (combined) group. In light of these findings, it shows that
increase in SOD activity puts up a defense mechanism against free radicals generated

during damage.
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Looking at the experimental levels of catalase and GSH-Px, CAT and GSH-Px
levels in the control group were significantly lower than in groups given the drug (p
<0.05). This ratio is seen at (EGCG + Q) group significantly more noticeable and
meaningful at GSH-Px enzyme activity, while there was no significant difference at CAT
activity than the control group, (p> 0.05).

These results show that renal I / R injury have occurred in applied model. Activities
of agent and the antioxidant enzymes SOD and GSH-Px enzyme that attempts to eliminate
the oxidative damage were significantly higher in drug given groups than control (I / R)
group (p <0.05). Based on these findings, used EGCG, Q, and their implementation of the
combined renal I / R are understood that can have protective effects against oxidative
damage. It is concluded that different duration and dose studies will be useful to clarify the

issue.

Key words: Ischemia-reperfusion, rats, EGCG, Q, malondialdehyde, superoxide

dismutase, catalase and glutathione peroxidase.
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1. GIRIS AMAC

Iskemi bir dokuya gelen kan akiminin azalmasi veya kesilmesine denir.
Reperfiizyon ise kan akiminin yeniden baslamasidir. Renal arterde iskemiyi takiben
reperfiizyon saglanmasi sirasinda, dokunun ihtiyaci olan oksijen ve bazi metabolitlerin
sunumu ile birlikte paradoksal olarak bazi lokal ve sistemik olaylar sonucu hasarlar
meydana gelmektedir. Iskemi-reperfiizyon (I/R) hasarmin olusumunun anlasilmasinda
ve bu hasarlarin Onlenmesinde mesafe katedilmesine ragmen bu hasarlarin
tyilestirilmesi konusunda tam olarak istenilen sonuglara ulagilamamastir.

Ozellikle renal arterlerdeki kan akimmin engellendigi hastaliklar ve bu
hastaliklarin tedavisi sirasinda olusan iskemi-reperfiizyon hasar1 onemli sekilde
morbidite ve mortaliteye yol acabilmektedir. Ayrica bobrek nakilleri sirasinda renal
arterde meydana gelen iskemi-reperflizyon hasar1 da ciddi problemler
olusturabilmektedir. Bu nedenle iskemi-reperfiizyon hasarlarinin dnlenmesinde ideal
sonuglar veren degiskenlerin heniiz fazla sayida bulunmamis olmasi bu konuda
yapilacak yeni ¢caligmalara gerekge teskil etmektedir.

Iskeminin uzun siirmesi sonucunda hiicrelerin biitiinliigii kaybolur hatta hiicresel
6lim meydana gelir. Reperflizyon ise dokunun kanlanmasinin yeniden baslamasidir.
Iskemik bir dokuda kan akimimin yeniden baslamasi durumunda (reperfiizyon), 6zellikle
dokuya gelip yerlesen polimorfoniikleer 16kositler (PMNL) tarafindan salinan reaktif
oksijen radikalleri (ROR) dokudaki yikimi artirici etki yapar. Bu olaya reperflizyona
bagli doku hasar1 denir "%,

Reaktif oksijen radikallerinin potansiyel zararlarina karsilik ¢ok sayida hiicre
koruyucu enzimler ile kars1 koyulur ve antioksidan maddeler ile radikal hasari
sinirlandirilmaya ¢alisilir.  Viicuttaki hiicresel antioksidan enzimler, antioksidan
maddeler ve serbest radikallerin birbirleri arasindaki iliski bir denge olusturmaktadir 34,
Hiicre i¢inde oksijenin metabolize edildigi her yerde, antioksidanlar, oksijen ara
metabolitlerini azaltmak icin hizli ve spesifik (enzimatik) olarak caligirlar. Antioksidan
savunmada Oncelikle etkili olanlar enzimatik antioksidanlardir. Bunlar siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve glutatyon rediiktaz
(GR) gibi enzimlerdir **.



Calismamizda kullandigimiz epigallokatesin (EGCG) ve quersetin (Q) onemli
antioksidan maddelerdir. Katesin, epikatesin, epigallokatesin, epikatesin gallat (ECG)
ve epigallokatesin gallat (EGCG) hem ilag¢ etken maddesi olarak hem de diyette oldukca
6nemli yeri olan flovanollerdir °.

Cay yapraginda bol miktarda bulunan polifenollerin yaklagik 4’de 3’nii
flovanoller, flovanollerin de % 60-70’ini epigallokatesin-3-gallat olusturmaktadir °.
Cayin antioksidan etkili bilesikleri olan polifenoller kuru ¢aym %35’ini olustururlar.
Baslica polifenoller; flovanoller (katesinler), flavonlar ve fenolik asitlerdir. Hem siyah
hem de yesil ¢aydaki en 6nemli kimyasallar ise katesinlerdir .

Epidemiyolojik ¢aligmalar hem yesil hem de siyah ¢ayin her yas grubu i¢in basta
koroner kalp hastaliklari, inme, kalp damar hastaliklari, hipertansiyon, mide ve
kolerektal hastaliklar, ¢esitli kanser tiirleri, karaciger hastaliklar1 ve artrite karsi
koruyucu, ayrica antiviral, antiinflamatuar ve kemik yogunlugunu diizenleyici etkiye
sahip oldugunu gostermistir *°,

Hem yesil hem de siyah caym, igeriginde bulunan polifenolik bilesikler
nedeniyle antioksidan bir igecek oldugu ve kronik hastaliklardan koruyucu etkisini bu
yolla yaptig1 belirtilmektedir *°.

Quercetin, demir (Fe™?) ve bakir (Cu™?) araciligi ile hidroksil radikali olusumunu
Onleyerek oksidatif hasara karst koruma yapan c¢ok giiclii bir antioksidandir. Serbest
oksijen radikallerinden -OH ve singlet oksijen (O-.?) gibi yapilar1 temizledigi ve ksantin
oksidaz ve lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi bildirilmistir. Deneysel olarak I/R hasar1
olusturulmus modellerde de quercetinin dokuyu I/R hasarindan korudugu gosterilmistir
101112 “ Quercetin, antioksidan 6zellikleri olan bir bitki pigmentidir. Bu pigment, kotii
kolesteroliin okside olmasin1 Onleyebilir ve hiicrelerin  kansere donilismesini
geciktirebilir. Ayrica quercetin adli madde cok giiclii bir antioksidan olup kolesterolii
diisiirmekte, kalp hastaliklar1 ve akciger kanseri riskini azaltmaktadir. Quercetinin bir
antioksidan madde oldugu akcigerleri ve solunum yollarin1 sigara ve kirli havanin
etkilerinden korumaya yardimei oldugu saptanmustir .

Bu ¢alismada; Renal arterin gecici klempaj1 sonucu olusacak iskemi-reperfiizyon
hasarmin oOnlenmesi ya da azatilmasinda antioksidan etkisi oldugu bilinen
epigallokatesin-3-gallat ve antiinflamatuar, antimutajenik etkili antioksidan quercetinin
ayri ayrt ve birlikte kullanildiklarinda koruyucu etkilerinin olup olmadiginin

arastirilmasi amaglanmustir.



2.GENEL BILGILER
2.1. iskemi/Reperfiizyon Hasar1

Bir organa gelen kan akiminin ¢esitli nedenlerle (6zellikle vaskiiler cerrahi
islemler ve organ transplantasyonu esnasinda) yetersiz hale gelmesine veya durmasina
iskemi denir. Iskemi sonucunda doku hipokside kalir ve hipoksik doku hasari ortaya
¢ikar. Iskeminin uzun siirmesi sonucunda hiicrelerin biitiinliigii kaybolur hatta hiicresel
0liim meydana gelir. Reperfiizyon ise dokunun kanlanmasimin yeniden baslamasidir.
Iskemik bir dokuda kan akiminin yeniden baslamas1 durumunda (reperfiizyon), 6zellikle
dokuya gelip yerlesen polimorfoniikleer 16kositler (PMNL) tarafindan salinan serbest
oksijen radikalleri (SOR) dokudaki yikimi artiric1 etki yapar. Bu olaya reperfiizyona
bagli doku hasar1 denir .

Iskemi sonucu hipoksi olusmakta, olusan hipoksi ise aerobik oksidatif solunumu
etkileyerek, son derece Onemli ve genel bir hiicre zedelenmesi ve o6liim nedeni
olmaktadir *. Iskemi uzun siire devam ettigi takdirde enerji eksikligine bagli olarak
asagidaki olaylar olusur: 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 birikimi ve Embden-
Meyerhoff yolundaki anaerobik likolizde artisla sonuglanir. Laktik asit ve piirivik asit
birikir laktat artis1 ve H' birikimi doku pH’sinda diismeye neden olur. Laktik asit ve
diisiik pH, protein parcalanmasi enzim fonksiyonlarinda kayip rediikte nikotinamid
adenin diniikleotid fosfat (NADPH) rejenerasyonunun engellenmesi ve serbest radikal

olusumu gibi iskemik hasar olusturan etkenlerin gelisimini arttirmaktadir 1,
2.1.1. iskemi Reperfiizyon Hasarimin Mekanizmasi

Iskemi ve reperfiizyon sirasinda; mitokondriyal oksidatif fosforilasyonun
degismesi, ATP’nin azalmasi, hiicre igi Ca™ artist ve hiicre iskeleti ile membran
fosfolipitlerinin bozulmasina onciiliik eden proteaz ve fosfatazlarin aktive olmasi sonucu
asirt miktarda serbest oksijen radikalleri (SOR) olusarak, oksidatif strese neden
olmaktadir '*"7. Iskemi/reperfiizyon (i/R) hasarimin fizyopatolojisinde, SOR’nin énemli

1618 Serbest radikaller niikleik asitler, serbest amino

rol oynadiklar1 bildirilmektedir
asitler, proteinler, lipitler, lipoproteinler, karbonhidratlar ve bag dokusu
makromolekiilleri de dahil olmak iizere, canli organizmalarin yapisindaki hemen hemen

tiim biyomolekiillerle reaksiyona girerek bunlar iizerinde geriye doniislii veya doniissiiz
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etkiler meydana getirebilmektedirler +17 iskemi sirasinda kiigiik oranda serbest radikal
olugmaktaysa da, reperfiizyon déoneminde dokunun yeniden oksijenlenmesinin ardindan
cok daha biiylik miktarda serbest radikal olusmakta ve bunlar da lipit peroksidasyonuna
yol acarak hasar1 arttirmaktadirlar °.

Mitokondrideki oksidatif fosforilasyonun engellenmesine neden olan hipoksi,
hayati énemi olan ATP yapimini durdurur. Kritik noktadan sonra oldiirlicli membran
zedelenmesine neden olur. Ayni1 zamanda olusan reperfiizyonda hiicrede su hasarlara
neden olmaktadir:

1-Ksantin oksidaz kaynakli serbest radikallerin olusumu

2-Hasarli endotele ndtrofil yapigmasinda artig

3-Enerji kayb1 olan organa reperfiizyon sirasinda Ca' taginmasi

4-Post iskemik donemde adenin niikleotit saglanmasindaki yetersizlik, hiicrede
enerji agigi.

Iskemide ATP, ADP, AMP, inozine ve hipoksantin’e yikilir. Normalde
hipoksantin ksantinoksidaz ile ksantin ve {irik aside okside olur. Bu birikim hipoksantin
oksijenizasyonu icin substrat fazlali§i yaratmaktadir. Reperflizyonda ani ve fazla
miktarda O, saglandigindan, hipoksantinin ksantine oksidasyonu, siiperoksid

radikallerinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir *°.
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Sekil 1: iskemi-reperfiizyon hasarmin mekanizmasi 222,
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Sekil 2: Ksantin oksidaz sisteminin radikal olusturma mekanizmas1 **.

Reperfiizyon donemindeki, hiicresel asit-baz dengesindeki degisiklikler ve
yeniden oksijenlenme hiicre i¢i Ca™ konsantrasyonunu arttirdigi ortaya konmustur.
Iskemik donemdeki diisiik pH seviyelerinin, dokuyu iskemik hasardan korudugu

bobrek gibi birgok organda gosterilmistir. Asidozun, anokside artan Ca >un geri



emilimini inhibe ederek, dokuyu hasardan korumasi ve buna zit olarak reperfiizyon
déneminde pH yiikselmesiyle hiicre i¢i Ca'*’un artmasi, hiicre i¢i pH degerlerinin
Ca™a bagimh doku hasarmin olusumunda onemli bir faktér oldugunu
diisiindiirmektedir **.

Iskemi sonucunda ATP diizeylerinin diismesi, endoplazmik retikulum ve
mitokondrinin ATP bagimli Ca™*"un sitozolik regiilasyonunu olusturmasina engel olur.
[skemi-reperfiizyon déneminde, sitoplazmik Ca™ regiilasyonunun saglanamamasi ve
hasarli membranlarda Ca™ gecirgenliginin artmasi, fazla Ca™ yiikiine maruz kalan
bobrek korteksindeki mitokondrilerde, oksidatif fosforilasyon islevinin bozulmasina
neden olur. Mitokondrial solunum yerine getirilemez ve artan Ca™ miktariyla islev

bozuklugu dogru orantilidir **.
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Sekil 3: Iskemi-reperfiizyon medelinde tiibiiler epitelde Ca™ ‘un rolii ve hasar

olusturucu mekanizmalar1 2.



2.1.2. iskemi Reperfiizyon Hasarinda Nétrofillerin Rolii

Reperfiizyon hasarin1 6nlemeye yonelik antinétrofil serumlarla ya da lokosit
adhezyon molekiillerine karst monoklonal antikorlarla yapilan ¢alismalar,
reperfiizyonda mikrovaskiiler permeabilitedeki artistan baslica nétrofillerin sorumlu
oldugunu gdstermistir 2.

Bilindigi gibi notrofiller fagositoz olayr ile canliyr enfeksiydz ajanlardan
koruyan kan hiicreleridir. Yapilan caligmalarda, iskemik hiicrelerin kemoatraktan
maddeleri ve adhezyon molekiillerini salgilayarak, notrofil ve trombositlerin vaskiiler
endotele adhezyonuna dolayisiyla inflamatuar yanita yol agtigi gosterilmistir *2*.

Iskemi -reperfiizyon ile 16kosit aktivasyonu, kemotaksis ve 16kosit endotel hiicre
adhezyonu meydana gelir *°. Diger taraftan, PMNL yiiksek miktarda SOR iiretme
kapasitesine de sahiptir. Iskemi reperfiizyon hasarinda PMNL’in rolii ile ilgili bazi
mekanizmalar ileri siiriilmiistir °°. Bunlar:

1) Mikrovaskiiler okliizyon

2) SOR salinmasi

3) Sitotoksik enzim salinmasi

4) Vaskiiler permeabilite artis1 ve

5) Sitokin salinmasinda artistir.

Aktif nétrofiller saliverdikleri maddelerle yol acgtiklari hasarin yam sira, damar
icinde olusturduklar1 hiicre topluluklar1 (agregatlar) ve aktif trombositlerle birlikte
damar endoteline yapisarak mikrovaskiiler tikanmaya da neden olurlar '°. Yapilan son
calismalarda; notrofillerin aktivasyon ve dokuya infiltrasyon derecesi ile reperfiize
dokudaki nekroz ve apoptozis derecesi arasinda bir korelasyon oldugu bulunmustur.
Programli hiicre 6liimii olarak bilinen apoptozisin gelismesi, normalde immiin sistemin

31 Hiicresel 6lim yolagindaki

ve viicut homeostazinin vazgecilmez bir bilesenidir
diizensizlikler, iskemi-reperfiizyon hasarinin yani sira, kanser, otoimmiin hastaliklar,
immiin sistem bozukluklari ve nérodejeneratif hastaliklara da yol agabilmektedir *2.
Dokuda aktive Iokositlerin baglattig1 yanit su mekanizmalar ile gerceklestirilir 3334,

e Fosfolipaz A2 aktivasyonu aragidonik asit metabolitleri (prostoglandinler ve
l6kotrienler) sonucu iiretilir.

e Degraniilasyon sonucu lizozomal enzimler salinir.

e SOR iiretimi gergeklesir.



Bu fdiriinler endotel hasar1 ve doku zedelenmesinin giiglii aracilaridir ve
baslangigtaki inflamatuvar uyaranin etkisini gili¢lendirirler. Baz1 durumlarda lizozomal
enzimler hiicre disina salinabilir. Hasar yapici etkeni ortadan kaldirmaya veya
yogunlugunu azaltmaya yonelik bu inflamatuvar yanit sonucu, mikrovaskiiler
permeabilite artigi, 6dem, tromboz ve parankim hiicre 6limii de gerceklesir. Gorevini
tamamlayan l0kositler apoptotik hiicre Oliimiine ugrarlar ve makrofajlar araciligiyla
lenfatik dolasim yoluyla ortamdan uzaklastirilirlar **°.

Serbest radikallerin olusumunda ve I/R hasarinda &nemli bir kaynak olan
notrofiller azurofilik graniillerinde oksidan etkili NADPH oksidaz, elastaz ve
miyeloperoksidaz ezimlerini igerirler. Bu enzimler oksidan doku hasarinda 6nemli roller
ustlenir; Aktive notrofillerde ksantin-oksidaz’in artmasi ile SOR’un salinmasi “solunum
patlamas1” olaymi meydana getirmektedir. Iskemi sonras1 reperfiizyonun baslamas: ile
birlikte, dokuya sunulan oksijenin yaklasik %70’i NADPH-bagimli oksidaz ile
sliperoksit iyonlarma oksitlenmektedir. Siiperoksit iyonu, ¢ogu kez spontan
dismutasyonla hidrojen perokside donlismektedir. Hidrojen peroksit ise kloriir
iyonlarmin varliginda miyeloperoksidaz enzimi araciligi ile hipoklorik aside indirgenir.
Hipoklorik asit gii¢lii bir oksidandir ve bir¢ok biyolojik molekiille kolayca reaksiyona
girebilir. Notrofillerin aktivasyonu ile ndtrofil sekonder graniillerinden saliverilen
apolaktoferrin, plazminojen aktivatorli, kompleman: aktive eden enzim ve elastaz,
kollajenaz ve jelatinaz gibi proteolitik enzimler damar endotelinde hasara neden
olmaktadir. Proteinazlarin etkisi ile damar duvarinda yapinin degisimi ve duvar yapisinin

gevsemesi ile notrofillerin dokuya goeii kolaylasmaktadir **°.

2.1.3. Komplemanin rolii

Iskemi reperfiizyon hasarinda kompleman sisteminin rolii tam olarak acikliga
kavugmamistir. Kompleman sisteminin  aktivasyonu sonunda proinflamatuar
komponentler olusur. Bunlar C3a, C5a, iC3b ve C5b-9’dur. C3a ve C5a
anaflatoksinlerdir ve l06kositleri aktive ederler. Lokosit aktivasyonu ve kemotaksisin
uyarilmasina ek olarak C5a, makrofaj inflamatuvar protein (MIP)-2, MIP-1a, MIP-1b,
monosit kemoatraktan protein (MCP)-1, TNF-a, IL-1 ve IL-6 {iretimini uyararak
inflamatuvar yanitt amplifiye eder. Kompleman tarafindan sentezi uyarilan 16kosit
adhezyon molekiilleri sunlardir *’;

e Vaskiiler hiicre adhezyon molekiilii 1 (VCAM-1)



e Interseliiler adhezyon molekiilii 1 (ICAM-1)

e E-selektin

e P-selektin

C5b9 endotelde IL-1a, IL-8 ve MCP-1 salgisini uyararak 16kosit aktivasyonunu
ve kemotaksisi arttirir. Ayn1 zamanda endotel bagimli vazodilatasyonu inhibe ederek

endotelde siklik guanozin monofosfati azaltarak vaskiiler tonusu bozar .

2.1.4. Endotel hiicresinin rolii

Iskemi-reperfiizyon hasarinin olusmasinda endotel hiicreleri nemli role sahiptir.
Oksidatif stres endotel hiicrelerinin aktivasyonuna ve islevlerinin bozulmasina neden
olmaktadir. Endotel hiicreleri SOR i¢in potansiyel hedef konumundayken diger taraftan
da SOR iiretim kaynagidir. Endotel, mikrovaskiiler homeostazdan sorumlu olan
endotelin (ET)’1 ve NO’yu iiretmektedir. NO arteriyel dolasimda ET’in vazokonstriktor
etkisini tersine ¢evirme egilimindedir. Venlerde ise bunun tersi séz konusudur. I/R
hasarinda endotelin/NO oram1 endotelin lehine bozulur. Sonugta arteriyel
vazokonstriksiyon, venlerde vazodilatasyon olmaktadir **.

Endotel hiicrelerinin oksidatif stresi sonucu kompleman aktive edilir; 16kosit
adhezyon molekiillerinin iiretimi artar. SOR etkisi ile endotel hiicreleri hasara yanit
olarak IL-1, PAF, prostaglandinler (PG 12, PG E2), biiyiime faktérleri, endotelin, NO ve
tromboksan A2 (TxA2) salgilarlar. Aktive olan endotel hiicreleri ek olarak kendi bazal
membranlarini sindiren kollajenazlar salgilama yetenegindedir .

Nitrik oksitin radikal olarak reaktivitesi diisiiktiir, ancak metal i¢eren bilesikler
ve radikaller ile bilyiik bir hizla tepkimeye girerler. Ozellikle lipit radikallerle
tepkimeye girmesi NO’ya antioksidan bir etki kazandirir. Fizyolojik derisimde iiretilen
NO, esas olarak oksihemoglobin tarafindan nitrata (NOs-) oksitlenerek aktivitesi
sonlandirilir. Oksijen radikallerindeki durumun aksine, nitrik oksidi ortamdan
temizleyen herhangi bir 6zel enzim yoktur. Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz enziminin
indiiksiyonu sirasinda NO derisiminin artmasi ile oksidasyonu da hizlanir ve ¢esitli
reaktif nitrojen oksit tiirleri olusur. Bu reaktif tiirler NO’in dolayl etkilerinden
sorumludur ve hiicresel molekiillerin nitrozilasyonuna, nitrasyonuna, nitrozasyonuna

yol acarak, proteinlerin ve enzimlerin aktivitelerinin sonlanmasina neden olabilirler **.



2.1.5. Mast hiicresinin rolii

Mast hiicreleri genellikle yuvarlak veya oval sekilde, 10-30 um capindadirlar.
Sahip olduklar1 salgi graniilleri 0,3-2,0 um capindadir. Mast hiicreleri yine bagisiklik
sisteminde yer alan ve kanda bulunan bazofil graniilositlerine benzerler. Benzerlikleri
dolayistyla mast hiicrelerinin yerlesmis bazofil hiicreleri oldugu varsayimi ortaya
atilmistir. Fakat daha sonraki bulgular mast hiicrelerinin kemik iliginden kdken aldigini
gostermistir. Bazofil hiicreleri kemik iliginden olgunlagmis olarak ayrilirken mast
hiicreleri olgunlagsmamis (immatiir) olarak ayrilirlar. Dokulara yerlesince olgunlasir,
farkli mast hiicrelerine déniigiirler **.

Iki tip mast hiicresi tanimlanmustir; bag dokularida bulunan mast hiicreleri ve
mukozal mast hiicreleri. Mukozal mast hiicrelerinin aktiviteleri T hiicrelerine
bagimhidir. Bag dokularinda bulunan mast hiicreleri ¢ok sayida bazofilik graniiller
icerir. Mast hiicreleri fagositoz yapar, antijen isler, sitokin iiretir, vazoaktif madde
salgilarlar. Fagositoz yaparak bakterileri dldiirebildigi bilinse de bu etkisi fagositlerden
daha azdir .

Diger bagisiklik sistem hiicrelerini inflamasyon ve iltihap alanina toplamasi
mast hiicresinin en énemli fonksiyonlarindan biridir. Mast hiicresi sinir hiicresiyle yakin
anatomik ve fonksiyonel temas i¢indedir. Damar gegirgenligi, mast hiicresinin damar,
sinir hiicresi ve l0kositleri modiile eden multifonksiyonel akson-refleks mekanizmasi ile
diizenlenmektedir. Histamin, prostaglandin ve lokotrienlerin vazodilasyona yol agtig;
TNF-a ,IL-4 ve IL-131in 16kositler i¢cin kemotaktik oldugu ve ayni1 zamanda endotelde
adhezyon molekiilleri olan ICAM-1,VCAM-1, P/E-selektin ekpresyonunu uyardigi
bilinmektedir. Interstisyel nefrit, inflamatuar bagirsak hastaligi ve romatizmal
hastaliklarda dokularda mast hiicresi artist meydana gelir. Bu bakimdan mast
hiicrelerinin inflamatuar olaylara katildig1 goriiliir *'. Mast hiicreleri membranlarinda
Immiinoglobulin E (IgE) reseptorlerinin yani sira, Immiinoglobulin G (IgG) ve
kompleman reseptorleri bulunur .

Alerjik reaksiyonlarda, mast hiicreleri, bir allerjen zaten hiicreye baglanmis olan
bir IgE'yve baglanana kadar inaktif kalirlar. Allerjenler genellikle protein veya
polisakkarittirler. Allerjen mast hiicresinin yiizeyindeki IgE'ye molekiillerinin Fab

kismina baglanir. Bulgulara gore iki veya daha fazla IgE molekiiliine antijenlerin

baglanmasi (yani ¢apraz baglarin olusmasi) sonucu mast hiicresi aktive olmaktadir.
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Aktive olduktan sonra mast hiicreleri hizlica graniillerini ve ¢esitli hormonal
mediatorleri interstitiuma salarlar. Farkli formlardaki (IgE disindaki, kompleman sistemi
gibi) aktivasyon siirecleri de miimkiindiir, tanimlanmistir.

Aktivasyon sonucu hiicreleraras1 (interseliiler) ortama salinan molekiillerden
bazilari:

e (Qraniillerde 6nceden sentezlenip depolananlar:
e histamin
e proteoglikanlar, baslica heparin
e serin proteazlari
e Uyarilardan sonra sentezlenip derhal serbest birakilan:
e prostaglandin D2
e Idkotrien C4
e sitokinler
Ayrica, timor nekrozis faktdr alfa (TNF-a) mast hiicrelerinde hem 6nceden

sentezlenip depolanmakta, hem de aktive olan hiicrelerde sentezlenmektedir .

2.2. BOBREGIN YAPISI

Bobrekler insan viicudunda retroperitoneal kavitede, paravertebral yerlesimli
olup, 12. torasik ve 3. lomber vertebralar arasinda uzanirlar. Sag bobrek, karacigerin sag
lobunun biiyiik olmas1 ve basisi nedeni ile sola gore 1-2 cm daha asagida bulunur. Her
bir bobrek yaklasik olarak 150-200 gr agirliginda olup, 12-13 cm uzunlugunda, 6-7 cm
eninde ve 2,5-3 cm derinligindedir **.

Her bir bobrek abdominal aortadan koken alan renal arterler ile kanlanir. Renal
arter hilustan bobrege girdikten sonra once interlobar daha sonra arkuat arterlere ayrilir.
Arkuat arterlerden dik olarak interlobiiler arterler ¢ikar. Bu arterlerden glomeriile giden
afferent arterioller koken almaktadir **.

Bobregin biitiin ylizeyi kalin fibroz bir kapstille ortiiliidiir. Kapsiiliin hemen
altinda yer alan bobrek parankiminin en digina korteks, korteksle toplayict bosluklar
arasinda kalan kesimine de medulla denir. Korteks bdlgesinde glomeruller, proksimal
ve distal kivrintili tiibiiller ve toplayici kanallar bulunur. Bébrek parankiminin daha
derin bolgeleri medulladir. Medullanin kortekse yakin kesimlerinde de henle kulpu,
vaza rekta ve toplayici kanallarin terminal uglari bulunur. Medullada dikkati ¢eken en

onemli yapilar, genis taban1 kortikomedullar birlesim hattinda, sivri ucu da renal pelvise
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bakan renal piramidlerdir. Piramidin pelvise bakan sivri ucuna papilla denir. Ureterin
hilusta genisleyerek olusturdugu huni bigimli yapiya pelvis denir. Pelvisin en disinda
major kaliksler ve onlarin bolmeleri olan minér kaliksler yer alir. Papillalar mindr
kalikslere agilirlar. Renal arter, ven, lenfatikler, sinirler ve iireterin bobrege giris ¢ikis
yaptig1 mediale bakan yiiziine hilus denir. Hiler yapilar; en 6nde ven, arada arter ve en
arkada pelvis olacak sekilde siralanmislardir **.

Kan, bobreklere aortanin her iki yanindan siiperior mezenterik arterin ¢iktigi
yerin biraz altindan ayrilan renal arterler vasitasiyla gelir bu arterler bobrek hilusuna tek
bir dal halinde ulasirlar. Arter tam hilusta 6n ve arka segmenter dallarina ayrilir. Arkaya
giden segmenter dal bobregin kutuplar1 disinda kalan bélgelerine kan tagir. On dal ise
genellikle kani iist ve alt kutuplara ve govdeye tasiyacak 4 dala boliintir. Bu iki

segmenter arter gercek anlamda birer ug arterdir ve aralarinda kollateral iliski yoktur **.

2.2.1. BOBREK iSKEMi REPERFUZYON HASARI

Dokulara kan saglayan damarlarin, bir pitht1 veya mekanik etkenle (6zellikle
vaskiiler cerrahi islemler ve organ transplantasyonu esnasinda) tikanmasi sonucu
dokunun beslenmesinin bozulmasina iskemi denir. Iskemi sonucunda doku hipokside
kalir ve hipoksik doku hasar1 ortaya ¢ikar. Iskeminin uzun siirmesi sonucunda

hiicrelerin biitiinliigii kaybolur hatta hiicresel 6liim meydana gelir *"*

. Reperflizyon ise
dokunun kanlanmasmin yeniden baslamasidir. Iskemik bir dokuda kan akimimn
yeniden baslamasi durumunda, oOzellikle dokuya gelip yerlesen polimorfoniikleer
l6kositler tarafindan salinan serbest oksijen radikalleri dokudaki yikimi artirict etki

yapar. Bu olaya reperfiizyona bagli doku hasar1 denir "% .
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Sekil 4: iskemik hasarda olaylar dizisi '

Serbest oksijen radikallerinin potansiyel zararlarina ¢ok sayida hiicre koruyucu
enzimleri ile kars1 koyulur ve antioksidan maddeler ile radikal hasar1 sinirlandirilmaya
calisilir. Viicuttaki hiicresel antioksidan enzimler, antioksidan maddeler ve serbest
radikallerin birbirleri arasindaki iliski bir denge olusturmaktadir. Hiicre i¢inde oksijenin
metabolize edildigi her yerde, antioksidanlar, oksijen ara metabolitlerini azaltmak icin
hizli ve spesifik (enzimatik) olarak calisirlar. Antioksidan savunmada Oncelikle etkili
olanlar enzimatik antioksidanlardir. Bunlar siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon
peroksidaz ve glutatyon rediiktaz gibi enzimlerdir *°.

Iskemi ve reperfiizyon sirasinda; mitokondriyal oksidatif fosforilasyonun
degismesi, ATP’nin azalmasi, hiicre ici Ca™ artis1 ve hiicre iskeleti ile membran
fosfolipitlerinin bozulmasma onciiliik eden proteaz ve fosfatazlarin aktive olmasi
sonucu asirt miktarda serbest oksijen radikalleri olusarak, oksidatif strese neden olur 40,
Iskemi-reperfiizyon hasarmin fizyopatolojisinde, SOR’nin &nemli bir rol oynadiklari

bildirilmektedir. Serbest radikaller niikleik asitler, serbest amino asitler, proteinler,
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lipitler, lipoproteinler, karbonhidratlar ve bag dokusu makromolekiilleri de dahil olmak
tizere, canli organizmalarin yapisindaki hemen hemen tiim biyomolekiillerle reaksiyona
girerek bunlar {izerinde geriye doniisli veya doniissiiz etkiler meydana
getirebilmektedirler '®!7. iskemi sirasinda kiiciik oranda serbest radikal olusmaktaysa
da, reperfiizyon doneminde dokunun yeniden oksijenlenmesinin ardindan ¢ok daha
biiyilk miktarda serbest radikal olusmakta ve bunlar da lipit peroksidasyonuna yol

acarak hasar1 arttirmaktadirlar **°.

2.3. SERBEST RADIKALLERIN OLUSUMU

Belli durumlar altinda daha 6nceden iskemik duruma getirilmis fakat 6lmemis
hiicredeki kan akimi diizeltildiginde zedelenme diizelecegine daha da artar. Sonug olarak
dokular iskemik hasar sonucunda irreversibl olarak kaybolmaya devam eder. Buna
iskemi-reperfiizyon zedelenmesi denmekte ve bu doku i¢in 6nem arzetmektedir 2.

Serbest radikallerin olugsmas1 sonrasinda yeni hasar gelisir. Bu hasar oksijenin
yeniden kullanim1 ile veya olay yerine gelen inflamatuar hiicrelerinden
kaynaklanmaktadir. Reaktif oksijen iiriinleri, mitokondrial permeabilite degisimini daha
ileri yonlendirebilir. Bu hiicrelerde antioksidan mekanizmalarda etkilenmistir 2.

Tekrar kanlanma ile kalsiyum ortama gelir ve hiicre i¢i kalsiyum dengesi
saglanamadigindan Ca'? etkili yollar aktive olur ve hiicre biitiinliigiiniin kaybolmasmna
yol acar. Iskemik hasar sitokinlerin iiretimi, hipoksik parankimal ve endotelial hiicrede
artmis adhezyon molekiilleri ekspresyonu ile birliktedir. Bu ajanlar inflamasyona neden
olur ve hiicreler direkt hasar yani sira serbest radikallerin artisina da yol agarak ek
zedelenmeye neden olur. Son verilere gére kompleman sistemi de olaya karismaktadir *°.

Oksijen canlilarin yasamlarii siirdiirmeleri i¢in mutlak gerekli bir elementtir.
Oksijen hiicre i¢inde ¢esitli reaksiyonlardan gecerek su haline doniismektedir. Bu sirada
hiicre kendisi i¢in gerekli enerjiyi saglamaktadir. Fakat bu siiregte oksijenin %1-3'i tam
olarak suya déniisemez ve siiperoksit anyonu ve hidroksil radikali olusur ',

Serbest radikaller ii¢ farkli sekilde olusur *':

1- Normal bir molekiiliin kovalent bir baginin her kisminda ortaklanmamis bir
elektron kalacak sekilde homolitik par¢alanmasi

2- Normal bir molekiiliin tek bir elektronunu kaybetmesi

3- Normal bir molekiile tek bir elektron ilavesi

Serbest radikaller pozitif yiiklii veya elektriksel olarak notral olabilirler *®.
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® Elektron transferi ile radikal olusumu: A +¢ — A’
e Homolitik fiizyonla radikal olusumu: X: Y- X +Y

® Heterolitik fiizyonla radikal olusumu: X : Y --------- X +Y'

Biyolojik sistemlerde elektron transferi ile radikal olusumu homolitik fiizyondan
daha yaygindir. Homolitik fiizyon; yiiksek sicaklik, ultraviyole 1181 veya iyonize
radyasyondan elde edilecek enerjiye ihtiyac duymaktadir. Heterolitik fiizyonda ise
serbest radikaller olugmamakta ve iriin olarak sadece yiikli gruplar meydana
gelmektedir 3%

Serbest radikallerin zararli etkilerini engellemek iizere organizmada antioksidan
savunma sistemleri veya kisaca antioksidanlar olarak adlandirilan ¢esitli savunma
mekanizmalar1 geligsmistir. Serbest radikallerin ve antioksidanlarin diizeyleri arasinda
denge korunamadigi takdirde hiicre hasarina kadar giden bir¢ok patolojik degisiklik
ortaya ¢cikmaktadir '’

Iskemi

Hipoksi
-
ATP azalmas:
Sitoplazmada Ca™ azalmasi

/\ S T

Endotel Lokosit
Fosfolipaz aktivasyonu Proteaz aktivasyonu \

!

Fosfolipid Fosfohpld ]Z)d.l‘i;aldl]ll’labl Hiicre iskelet hasann Oy, H:O,, OH™ artis1

reag:ﬂasyunufsenteV (Hiicre sismesiyle) i
Lipid peroksidasyonu
Lipid
Fosfolipid kaybl yikim urun_ler /

HUCRE MEMBRAN HASARI

Sekil 5: Iskemi siirecinde membran hasari '*!
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2.3.1.Serbest Radikaller ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Serbest radikaller, bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron ihtiva eden atom
veya molekiillerdir. Orbitali doldurup stabil hale gelmek i¢in baska elektrona ihtiyag
duydugundan ortaklanmamis elektronlar serbest radikalleri oldukca reaktif hale getirir.
Bu bilesikler organizmada normal metabolik yollarin igleyisi sirasinda olustugu gibi,
cesitli dis etkenlerin etkisiyle de olusmaktadir. Yasam siireleri cok kisa olmasina ragmen,
yapilarindaki dengesizlik nedeniyle ¢ok aktif yapida olan serbest radikaller tiim hiicre
bilesenleri 1ile etkilesebilme 06zelligine sahiptirler. Aerobik metabolizmasi olan
memelilerde serbest radikaller baslica oksijenden tiiremektedir 37,

Oksijen, dis orbitalde iki tane eslesmemis elektronu ile biyolojik sistemlerde
Oonemli bir yeri olan serbest radikaldir. O, ile reaksiyona giren molekiillerin olusturdugu

serbest radikaller de biyolojik sistemde 6nemli bir yere sahiptir *°.
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Reaktif oksijen tiirleri

Reaktif oksijen radikalleri; normal oksijen metabolizmasi sirasinda az miktarda
olusan siiperoksit radikali (O2--), hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil radikali
(OH.)'dir Reaktif oksijen tiirleri, ¢esitli serbest radikallerin olustugu serbest radikal zincir

reaksiyonlarini baslatabilirler. Asagida serbest radikal olusumu gosterilmistir sekil(7) °.

02
+-0:0-4
Molekiiler oksijen
f

i

Siiperoksit radikali
(siiperoksit anyonu)

fe', 2H*

H,0,
H-'_‘Q::C_S:H‘

Hidrojen peroksit

f e_l H+
H,O + OHe
5 .O " H
Hidroksil radikali

r e_l H+

H,0 (Su)

Sekil 6: Serbest radikal olusumu (Free radical. Halliway and Gutteridge, 1992)
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Sekil 7: Molekiiler oksijenden serbest radikal olusumu o7

Molekiiler oksijen (O2), paralel spin durumlu iki ortaklanmamis (eslesmemis)
elektrona sahiptir °’. Ortaklanmamus (eslesmemis) elektron igeren atom, atom grubu veya
molekiiller serbest radikal olarak tamimlanirlar. Ancak Fe*, Cu*, Mn*>" ve Mo’* gibi
gecis metalleri de ortaklanmamis elektronlara sahip olduklar1 halde serbest radikal olarak
kabul edilmezler, fakat serbest radikal olusumunda 6nemli rol oynarlar. Serbest radikaller
pozitif yiiklii (katyon), negatif yiiklii (anyon) veya elektriksel olarak notral olabilirler.

Serbest radikal tanimina goére molekiiler oksijen, bir biradikal (diradikal) olarak
degerlendirilir. Biradikal oksijen, radikal olmayan maddelerle yavas reaksiyona girdigi

halde diger serbest radikallerle kolayca reaksiyona girer *.

Tablo 1: Reaktif oksijen partikiilleri *'

Radikaller Radikal Olmayanlar
Siiperoksid anyon radikali (O5") Hidrojen peroksid (H,0,)
Hidroksil (HO") Singlet oksijen (*O,)
Peroksi(ROO") Ozon (03)

Alkoksil (RO") Hipokloroz asit (HOCI)

Nitrik oksit(NO") Lipit hidroperoksid (LOOH)
Semikinon radikali (HQ") Peroksinitrit (ONOQO")
Hemoproteine bagli serbest radikaller Azot dioksit (NO,)

Organik radikaller (R") N-halojenli aminler (R-NH-X)
Organik peroksid radikali (RCOO) Hi Hipohal6z asid (HOX)
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Molekiiler oksijen her asamada indirgenerek yukarida tanimladigimiz reaktif O,

metabolitlerinin olusumuna yol agar. O, tek basina hiicre yikimina neden olan
reaksiyonlar1 baglatabildigi gibi, esas olarak daha reaktif oksijen radikallerinin
olusumuna da yol acarak hiicre toksisitesinde rol oynamaktadir *°.

Reaktif oksijen metabolitlerinden en sik karsilagilanlar sunlardir.
2.3.1.1. Siiperoksid Radikali (O;*)

Stiperoksit radikali hemen tiim aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin bir
elektron alarak indirgenmesi sonucu olusur. Indirgenmis gegis metallerinin
otooksidasyonu, siiperoksit radikali olusumuna neden olur. Siiperoksit radikalinin kendisi
direkt olarak zarar vermez. Bu radikal anyonun asil énemi, hidrojen peroksit kaynagi
olmas1 ve gecis metalleri iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir. Siiperoksit radikali diigiik
pH degerlerinde daha reaktiftir *”.

Stiperoksit radikali, oksijen molekiiliine bir elektron ilavesi ile olusur ve serbest
radikal hasarina kars1 koruyucu antioksidan bir enzim olan ve oksidan hasar olusumu ile
birlikte artan siiperoksit dismutaz aracilig1 ile hidrojen peroksit’e indirgenir. Hidrojen
peroksit eslenmemis elektron igermedigi i¢in tek bagina radikal degildir 32,

Ortamda biriken siiperoksid radikallerinin girebilecegi baslica tepkimeler
asagidaki gibi 6zetlenebilir **Y.

1. Ortamdan bir proton alarak perhidroksi radikali (HO, ") olusturabilir.

2. H,0sile tepkimeye girerek hidroksil radikali (OH") ve singlet oksijen (‘O5)
olusturabilir.

0, + H,O0, — 10, + OH" + OH’
3. Hidroksil radikali ile tepkimeye girerek singlet oksijen yapimina neden olur.
0, + OH- — 10, + OH"

Serbest radikallere karsi organizmanin uzun siireli korumasiz kalmasi bu
maddelerin diisiik konsantrasyonlarinda bile biyolojik ag¢idan 6nemli molekiillerin
tahribat1 ile sonucglanir ve sonucta DNA' da mutasyona, doku tahribatina ve hastaliklara
yol agar 2%,

SOD, siiperoksit radikalinin hidrojen peroksite doniisiimiinii katalize eden 6nemli

bir enzimidir.
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SOD
20y +2H — Ha02+0;

2.3.1.2. Hidrojen Peroksit (H202)

Hidrojen peroksit siiperoksidin ¢evresindeki molekiillerden bir elektron almasi
veya molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi sonucu olusan
peroksitin iki proton (H+) ile birlesmesi sonucu meydana gelir. Biyolojik sistemlerde
hidrojen peroksidin asil iiretimi, siiperoksidin dismutasyonu ile olur. iki siiperoksit
molekiilii, siiperoksitin dismutasyonu reaksiyonunda iki proton alarak hidrojen peroksit
ve molekiiler oksijeni su sekilde olustururlar:

1. 20, +2H — H;0,+0,
2. Oksijen iki elektronla indirgenmesi sonucu H,O; ortaya ¢ikar.
0; +e- 2H" — H,0,

Bu reaksiyon; radikal olmayan {iriinler meydana geldiginden, dismutasyon
reaksiyonu olarak bilinir, ya spontan gergeklesir ya da siiperoksit dismutaz enzimi
tarafindan katalizlenir. Spontan dismutasyon pH 4,8'de en hizlidir, enzimatik
dismutasyon ise spontan dismutasyonun nispeten yavas oldugu noétral ya da alkali pH'da
daha belirgindir. Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadigi halde reaktif oksijen
radikali (ROR) kapsamina girer ve serbest radikal biyokimyasinda énemli bir rol oynar.
H,0, gecis metallerinin varhifinda en o6nemli serbest oksijen radikali olan OH-
radikalinin olugsumunu saglar. H,O,’nin diger énemli bir gorevi de hiicre i¢i sinyal
molekiilii olarak gorev almasidir. H,O, olustuktan sonra katalaz, glutatyon peroksidaz

ve peroksiredoksinler adinda ii¢ enzim sistemi tarafindan uzaklastirilirlar *°.
2.3.1.3. Hidroksil Radikali (OH")

Hidroksil biyolojik sistemlere diger ROS' lardan daha fazla hasar veren,
biyomolekiillerle reaksiyona girebilen gii¢lii bir radikaldir. Olusmasi i¢in ortamda gegis

metalleri gereklidir. Su yollarla olusabilir .

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

Fe*'+ H202 — Fe’*+ OH+ OH (Fenton)
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H,0, + Fe’* — -OH + OH + Fe** (Haber-Weiss)

2. Katalize olmayan Haber Weiss reaksiyonunda ise, stiperoksidin direk olarak

hidrojen peroksitle reaksiyona girmesiyle olusabilir .

02- + H202 — OH + OH- + 02

Hidroksil radikali, Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu sonucu
hidrojen peroksitten olugmaktadir. Ayrica suyun yiliksek enerjili iyonize edici
radyasyona maruz kalmasi sonucunda olusur. Hidroksil radikali son derece reaktif bir
oksidan radikaldir, yarilanma omrii ¢ok kisadir. Hidroksil radikali olasilikla reaktif
oksijen radikallerinin en gii¢liistidiir. Olustugu yerde tiyoller ve yag asitleri gibi ¢esitli
molekiillerden bir proton kopararak tiyil radikalleri (RSe), karbon merkezli organik
radikaller (Re), organik peroksitler (RCOOe-) gibi yeni radikallerin olusmasina ve

sonugta biiyiik hasara neden olur *’.
2.3.1.4. Singlet 0, (‘0,)

Enerji absorbsiyonu ile oksijenin paylasilmamis dis elektronlarini degistirerek
aym veya farkli orbitale yerlesebilirler. Uyarilmis haldeki bu oksijene singlet oksijen
denir. Reaktif olmayan ancak reaktif oksijen radikallerinden biri olan singlet oksijenin
sigma ve delta diye iki tipi vardir ***®. Sigma formu ¢ok enerjik oldugundan yar1 émrii
kisadir, hizlica bozunarak delta formuna doniigiir *.

Singlet oksijen radyasyon sonucu olusabilecegi gibi invivo olarak sitokrom P-
450, prostaglandin endoperoksit sentetaz ve miyeloproksidaz reaksiyonlariyla da
olusabilmektedir. Karotenler, bilirubin, histidin, methionin, 2-5 difenilfuran, 1,4
diazbisikloalefan, singlet oksijeni temizleme gorevi yaparlar. Singlet oksijen, DNA,
RNA, proteinler, lipitler ve sterolleri kapsayan ¢ok sayida biyolojik hedeflerle

reaksiyona girerek hiicrede zararh etkilere sebep olur *°.
2.3.1.5. Hidroperoksil Radikali (HO,)

Siiperoksit ve hidroperoksil relatif ~konsantrasyonlar1 ortamdaki H'
konsantrasyonu iizerine dayanir. Cesitli biyokimyasal ve inflamatuvar reaksiyonlar
sonucu olusumu o6nemli derecede artan siiperoksit, asidik ortamda daha reaktif bir
radikal olan hidroperoksile ¢evrilir. HO,- nin dismutasyon hiz1 yiiksek oldugu i¢in H,O,

olusumu da biiyiik oranda artar **.
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Hidroperoksil radikalinin lipitte eriyebilirligi siiperoksite gore daha fazladir ve
daha kuvvetli bir oksidandir. Ayrica hidroperoksil radikali asidik pH da siiperoksite
gore 108 kat daha hizli olarak H,O, ‘e doniisiir %8,

2.3.1.6.Hipokloroz Asit (HOCI)

Hipoklordz asit de radikal olmadig1 halde ROT arasinda yer almaktadir. Fagositik
hiicrelerce bakterilerin 6ldiiriilmesinde 6nemli rol oynar. Aktive olan nétrofiller, monosit
ve makrofajlar, eozinofiller O,-.iiretirler. Radikal iiretimi fagositik hiicrelerin bakterileri
oldiirmesinde biiyiikk ©6nem arz etmektedir. Ozellikle nétrofiller igerdikleri
myeloperoksidaz enzimi aracilifiyla O;-.'in dismutasyonuyla olugan hidrojen peroksiti
kloriir iyonuyla birlestirerek giiglii bir antibakteriyel ajan olan HOCl'e déniistiiriir **:

Myeloperoksidaz:

H202 + CI' +H" — HOCI1 + H,0

Hipoklordz asit Fe™ bagimli ve Fe™ bagimsiz bir reaksiyon ile OH olusumunu

arttirabilir *'.
Fe'
HOCI + 0, — OH +CI +
2.3.2. Baslhica Serbest Radikal Uretim Kaynaklar:

Dokularda meydana gelen reaktif oksijen tiirleri ve serbest radikaller DNA,
protein, karbonhidrat ve lipidler gibi biyolojik agidan Onemli materyallere zarar
verebilmektedir. Serbest radikaller viicut disindan gelebilecegi gibi insan
metabolizmasimin dogal bir sonucu olarak da olusabilmektedir. Serbest radikallerin
endojen olarak tretimi farkli yollarla gergeklesmektedir. Buna karsilik, canh
organizmalar da serbest radikallerin potansiyel yikici etkilerine karsi kendilerini
savunmak i¢in ¢esitli mekanizmalara sahiptir 8,

Serbest radikallerin endojen ve eksojen kaynaklari olup, hiicresel metabolizma
sirasinda siirekli olarak tiretilmektedir. Mitokondrial elektron transport zinciri, oksidan
enzimler (ksantin oksidaz, siklooksijenaz), fagositler, notrofiller, FeP'? ve epinefrin’nin
hiicresel otooksidasyonu endojen kaynaklar olup, okside ilaglar (CCIB4B,
asitaminofen), sigara, radyasyon, glutatyonu oksidize eden maddeler ise eksojen

kaynaklardir *°.
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2.3.2.1.Endojen Serbest Radikal Olusum Mekanizmalari
2.3.2.1.1.0tooksidasyon

Otooksidasyon, atmosferik oksijenin katalizledigi tipik bir serbest radikal zincir
reaksiyonudur. Serbest radikallerin oksijenle reaksiyonu olduk¢a hizlidir ve bu
reaksiyonlarin baslangic1t igin bircok mekanizma tanimlanmistir. Ozellikle ¢oklu
doymamis yag asitleri (PUFA) ve fosfolipidler otooksidasyona egilimlidir.
Otooksidasyonda ilk olusan ana fiirtinlerin hidroperoksit (ROOH) iirlinleri oldugu

diisiiniilmektedir **.

2.3.2.1.2. Mitokondrial Elektron Transport Sistemi

Mitokondrial elektron transport zinciri; normal sartlarda hiicresel metabolizmada

serbest radikaller tretilmektedir. Oksidatif fosforilasyon sirasinda ATP iiretimi i¢in
molekiiler O, suya doniisiir. Fakat O,’nin %1-5’i bu yoldan kagarak serbest oksijen

radikallerinin olustugu baska biyokimyasal yollara katilir. Ayrica mitokondrial elektron
transport zinciri ve otooksidasyon da serbest radikal iiretimine katkida bulunur. ig

mitokondrial membranda yer alan elektron transport enzim kompleksi H,O, iiretirken,
ubiquinone-cytochrom b bélgesi O, iiretiminden sorumludur. Mitokondrial solunum
arttiginda serbest radikal iiretimi de artmaktadir. Ayrica hipokside oldugu gibi terminal

sitokrom azaldiginda da mitokondrial elektron transport zincirinde O, iiretimi

artmaktadir %!,

2.3.2.1.3. Ksantin Oksidaz (XO)

Ksantin Oksidaz canli sistemde ROS olusturan baslica enzimatik kaynaklardan
biridir. XO, piirin katabolizmasinda bir ara bilesik olan hipoksantini énce ksantine daha
sonra da iirik aside okside ederken NAD+’ye elektron transferini gerceklestiren bir
dehidrogenaz enzimi olmasina karsin, dokuda belli stres kosullar1 altinda tiyol
gruplarii okside eden ve proteolizise neden olan bir oksidaz enzimine doniislir. XO’1n
faaliyeti sonucunda siiperoksit anyonu ve hidroperoksit radikalleri olusmaktadir.
Ksantin oksidazin beyinde o6dem, iskemi, damar gegirgenliginde degiskenlik gibi
oksidatif hasarlara neden oldugu ayrica hepatit ve beyin tiimorii vakalarinda da XO’in

serum diizeylerinin arttig1 aktariimaktadir **.
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Sitoplazmik bir enzim olan ksantin oksidaz purin metabolizmasi sirasinda O,
‘nin indirgenmesi ile O, iiretir 81,

Hipoksantin + 202+ H20 —> Ksantin + 202~ + 2H+

ATP MIKROVASKULER YARALANMA
i L OKSIDANLAR NONOKSIDATIF
s \/’I‘OKSiNLER
K ‘ NOTROFILLER
E y r
M
v ADENOZIN LOOH
I KSANTIN r LH
DEHIDROGENAZ
4 .OH
iNOzZiN r
Y . Fe+3
KSANTIN
OKSIDAZ /
HIPOKSANTIN ———/—.‘—, URAT+O, + H,0,
. 02
REPERFUZYON

Sekil 8. Ksantin oksidaz sisteminin radikal olusturma mekanizmasi **.

2.3.2.1.4. Arasidonik Asit Kaskati

Plazma membraninda arasidonik asitin prostoglandin, tromboksan ve lokotriene
dontisiimiinden sorumlu olan lipooksijenaz ve siklooksijenaz gibi enzimler yer alir. Bu
reaksiyonlar sirasinda serbest yag asiti radikalleri olusur *°. Membran fosfolipidlerinin
parcalanmasi sonucu serbest yag asitleri olusur. Serbest yag asitlerinin en onemlisi
arasidonik asittir. Arasidonik asit, serbest radikallere, prostoglandinlere ve lokotrienlere
metabolize olabilir. Bu maddeler, noétrofillerin endotelyuma adhezyonunu arttirarak,
iskemi reperfiizyon hasarimin olusmasinda etkili olurlar®®. Arasidonik asit
metabolizmasi sonucu serbest radikal iiretimine "enzimatik lipid peroksidasyonu"

.9
denir 7.
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2.3.2.1.5. Endoplazmik Retikulum

Endoplazmik ve niikleer membranlar serbest radikal iiretiminde rol alan diger
hiicresel yapilardir. Bu membranlarda, yag asitlerini oksidize ederek serbest radikal
iireten sitokrom p-450 sistemi bulunmaktadir *°. Endoplazmik retikulumda bulunan
sitokrom P-450 O, kullanarak birgok subsrati oksitler. O,’nin bir atomu substrata
baglanir, diger atomu ise su olusturur. Bu reaksiyon monooksijenaz veya karigik
fonksiyonlu oksidaz reaksiyonu olarak adlandirilir. Kimyasal ajanlarin serbest radikal
olusturmadaki en Onemli mekanizmalari, mikrozomal sitokrom P-450 sistemi ile

aktivasyonudur *’ .
2.3.2.1.6. Peroksizom

Peroksizomlar ¢ok o©Onemli hiicre 1i¢i hidrojen peroksit kaynagidirlar.
Peroksizomlardaki D-amino asit oksidaz, iirat oksidaz, L-hidroksil asit oksidaz ve yag
asidi acil-CoA oksidaz gibi oksidazlar, siiperoksit iiretmeden bol miktarda hidrojen
peroksit liretimine neden olurlar. Ancak peroksizomlarda, hidrojen peroksidin suya
ayrismasint katalizleyen katalaz enziminin aktivitesi de ¢ok yiiksek oldugundan

peroksizomlardan sitozole ne kadar hidrojen peroksit gectigi bilinmemektedir *°.
2.3.2.1.7. Plazma Membram

Hiicre membranlarindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamig baglari, serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon liriinleri olustururlar. Poliansatiire
yag asitlerinin oksidatif yikimi lipid peroksidasyonu olarak bilinir. Lipid
peroksidasyonu kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler ve
oldukca zararlidir. Hiicre membranlarinda lipid serbest radikalleri ve lipid peroksit
radikallerinin olusmasi, reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu hiicre hasarinin énemli

bir 6zelligi olarak kabul edilir **.
2.3.2.1.8. Redoks Dongiisii

Hiicre i¢inde pek ¢ok ¢oziiniir sitozolik molekiiller oksidasyon-rediiksiyon
reaksiyonuna ugrar. Tioller, hydroquinonlar ve katekoller redoks reaksiyonuna girerek
O,~ P iiretimini saglarlar. Tiol ve askorbat ise Fe™’ii Fe’ye indirger. Fe™*P’nin
otooksidasyonu sirasinda O, olusur. O,~ ‘nin spontan dismutasyonu ile de H,O,

meydana gelir *°.
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2.3.2.1.9.Fagositoz

Aktive olmus makrofajlar, notrofiller ve eozinofillerde fagositik solunumsal
patlama sirasinda da ¢esitli serbest radikallerin olusumuna neden olur. Fagositik
16kositler opsonize mikroorganizmalar, C5a kompleman fragmani, lokotrien B,
bakteriyel orijinli N-formil oligopeptitler gibi partikiiler ya da ¢dziinebilir bir uyariciyla
uyarildiklarinda lizozomal komponentleri digsartya vermeye baslarlar ve reaktif oksijen
metabolitlerinin olusumuyla birlikte mitokondri disinda oksijen tiiketiminde bir patlama
(solunumsal patlama) gosterirler. Fagosite edilmis bakteri, solunumsal patlama
tiriinlerinin etkisiyle oldiiriiliir. Ancak bu oksidan iirlinler hiicrelerin antioksidan
savunma giiclerini astiginda normal konak hiicrelere zarar verirler **.

Fagosit kaynakli oksidanlar ototoksik, immiinosupresif ve mutajenik etkiler
gosterirler. Fagositlerin uyarilmasi, heksoz monofosfat sant1 yoluyla glukozun
oksidasyonunda artisa yol acar. Solunumsal patlama sirasinda elektron vericisi olarak
NADPH kullanilir ve molekiiler oksijenin siiperoksit radikaline indirgenmesi sonucu
NADP" iiretimi artar ve heksoz monofosfat yolu aktive olur. Heksoz monofosfat
yolunun aktivasyonuna neden olan NADP"nin diger kaynagi hidrojen peroksidin
detoksifikasyonundan sorumlu olan glutatyon peroksidaz-glutatyon rediiktaz sistemidir.
Notrofiller ve monositlerin primer lizozomal graniillerinde Fe-hem igeren
miyeloperoksidaz ~ enzimi  bulunur. Cesitli uyaricilarin  etkisiyle fagositler
miyeloperoksidaz igeren graniillerini ekstraselliiler araliktaki fagositik vakuol igine
bosaltirlar. Miyeloperoksidaz, hidrojen peroksit varliginda klortir, iyodiir ve bromiiriin
oksidasyonunu katalizleyerek hipoklorik asit (HOCI), hipoiyodik asit (HOI) ve
hipobromik asit (HOBr) olusturur. Bu bilesikler ve bunlarin tuzlar1 gii¢lii oksidanlardir,
bunlar biyolojik olarak ©nemli molekiillerle reaksiyona girerek mikroorganizmayi

etkileyen toksik ajanlar meydana getirirler ***.

Tablo 2 : Fagositlerin iirettigi bazi reaktif oksidan tiriinler

Trombositler H,O,, 0, , OH-

Eozinofiller H,0,, 0, , OH:- ,HOCI
Makrofajlar H,0,, O, , OH- . HOCI ,NO-
Notrofiller H,0,, O, , OH- ,HOCI
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Fagositin kendisi de reaktif oksidanlarin zarar vermelerine karsi hassastir.
Bununla birlikte kendilerini oksidanlarina karsi koruyabilirler. Fagositlerin antioksidan
sistemleri, siiperoksidi hidrojen perokside doniistiiren siiperoksit dismutaz hidrojen
peroksidi suya indirgeyen katalaz, hidrojen peroksidi detoksifiye edici glutatyon
peroksidaz-glutatyon rediiktaz sistemi, antioksidan vitaminlerden a-tokoferol (vitamin

E) ve askorbik asit (vitamin C) gibi antioksidanlardir 397,

2.3.2.2. Eksojen Serbest Radikal Olusum Mekanizmasi

Eksojen serbest radikaller, Cok doymamis yag asitlerince beslenme, alkol, fazla
kalorili beslenme (obesite), hayvansal proteinlerce zengin beslenme, Sigara dumani,
hava kirliligi (O3, NO,, SO,, Hidrokarbonlar), radyasyon diger kirleticiler (asbest,

pestisitler, vs.) ve antikanser ilaglar gibi eksojen nedenlerle de olusabilir *".

2.3.3. Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikallerin etkileri hiicre i¢i ve hiicre dis1 etkiler olmak iizere iki

baslikta incelenebilir.
2.3.3.1. Hiicre I¢i Etkileri
2.3.3.1.1. Lipit Peroksidasyonu

Biyolojik molekiillerin hepsi serbest radikaller tarafindan etkilenirler, fakat
lipitler serbest radikal hasarindan en fazla etkilenen biyomolekiillerdir. Hiicre
membranindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest radikallerle
kolayca tepkimeye girerek peroksidasyon iiriinleri olustururlar. Coklu doymamis yag
asitlerinin ve kolesteroliin oksidatif hasarlanmasina lipit peroksidasyonu denilmektedir.
Lipit peroksidasyonu ile meydana gelen membran hasar1 geri doniisiimsiizdiir > .

Hiicre membranlarinda lipid serbest radikalleri ve lipid peroksit radikallerinin
olusmasi, reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu hiicre hasarinin énemli bir 6zelligi
olarak kabul edilir. Serbest radikallerin sebep oldugu lipid peroksidasyonuna
"nonenzimatik  lipid peroksidasyonu" denir. Hiicre membranlarinda lipid
peroksidasyonuna ugrayan baglica yag asitleri poliansatiire (¢oklu doymamis) yag
asitleridir. Lipid peroksidasyonu genellikle yag asitlerindeki konjuge c¢ift baglardan bir
elektron iceren hidrojen atomlarmin ¢ikarilmasi ve bunun sonucunda yag asidi

zincirinin bir lipid radikali niteligi kazanmasiyla baglar. Lipid radikali (R") dayaniksiz
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bir bilesiktir ve bir dizi degisiklige ugrar. Lipid radikallerinin (R") molekiiler oksijenle
etkilesmesi sonucu lipid peroksit radikalleri (ROO") olusur 7,

Lipid peroksit radikalleri membran yapisindaki diger poliansatiire yag asitlerini
etkileyerek yeni lipid radikallerinin olusumuna yol agarken kendileri de agiga ¢ikan
hidrojen atomlarini alarak lipidperoksitlerine (ROOH) doniisiirler ve boylece olay kendi

kendini katalizleyerek devam eder *’.
R Re R ROQ=

Sp st ﬂ/—m% AR
HMH* v . H, OOH .

hidroperoksit
ROOH

mal‘und‘i.al‘d‘ehid endoperolsid

Sekil 9: Lipid peroksidasyonu sonucu MDA olusumu (Mechanisms of Aging,
2006)

Lipid peroksitleri yikildiginda ¢ogu biyolojik olarak aktif olan aldehitler olusur.
Bu bilesikler ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler veya baslangigtaki etki
alanlarindan diffiize olup hiicrenin diger béliimlerine hasar1 yayarlar. U¢ veya daha
fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonunda malondialdehit meydana gelir.
MDA kanda ve idrarda ortaya ¢ikar, yag asidi oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif
bir indikatorii olmamakla beraber lipid peroksidasyonunun derecesiyle iyi korelasyon
gosterir. Bu nedenle biyolojik materyalde MDA dlgiilmesi lipid peroksit seviyelerinin
indikatorii olarak kullanilir. Nonenzimatik lipid peroksidasyonu ¢ok zararli bir zincir
reaksiyonudur. Direkt olarak membran yapisina ve irettigi reaktif aldehitlerle indirekt
olarak diger hiicre bilesenlerine zarar verir. Boylece doku hasarina ve bir¢ok hastaliga
neden olur **.

Lipit Peroksidasyonu’nun Organizmadaki Baz1 Etkileri;

e Lipit peroksidasyonu sonucu membran akigkanlig1 azalir ve normalde hiicre
icine gecemeyen maddelerin hiicre igine girisleri artar.

e Hiicre membranina yakin yerlesimdeki DNA molekiilleri de lipit

peroksidasyonundan hasar goriirler ve bazen DNA' nin replikasyonu yapilamaz.
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e Lipit peroksitler ve alkoksil radikaller, triptofan ve sistein gibi protein
kisimlarina ataklar yaparak protein yapisini bozar ve hasar meydana getirirler.
¢ Baz1 aldehitler biyolojik sivilarda kemotaktik etki gdsterirler.

e MDA gibi aldehitler, LDL' yi modifiye ederek metabolik yolu degistirebilirler
54

2.3.3.1.2. Niikleik Asitler Uzerine Etkileri

Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller DNA'y1 etkileyerek hiicrede
mutasyona ve Oliime yol acarlar. Hidroksil radikali deoksiriboz ve bazlarla kolayca
reaksiyona girer ve degisikliklere yol acar. Aktive olmus nétrofillerden kaynaklanan
hidrojen peroksit membranlardan kolayca gegerek ve hiicre ¢ekirdegine ulagarak DNA

hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hatta hiicre 6liimiine yol agabilir *°.

2.3.3.1.3. Karbonhidratlara Etkileri

Serbest  radikallerin  karbonhidratlar  iizerinde de  etkileri  vardir.
Monosakkaritlerin ~ otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksitler ve
okzoaldehitler meydana gelirler. Okzoaldehitler DNA, riboniikleik asit (RNA) ve
proteinlere baglanabilme ve aralarinda ¢apraz baglar olusturma ozelliklerinden dolay1

antimitotik etki gosterirler. Bdylece kanser ve yaslanma olayinda rol oynarlar °.
2.3.3.1.4. Proteinlere Etkileri

Proteinler serbest radikallere karsi poliansatiire yag asitlerine gore daha az
hassastirlar. Proteinlerin serbest radikal harabiyetinden etkilenme derecesi amino asit
kompozisyonlarma baghdir. Doymamis bag ve kiikiirt igeren triptofan, tirozin,
fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein gibi amino asitlere sahip proteinler serbest
radikallerden kolaylikla etkilenirler. Bu etki sonucunda 6zellikle siilfiir radikalleri ve
karbon merkezli organik radikaller olusur. Serbest radikallerin etkileri sonunda,
yapilarinda fazla sayida disiilfit bagi bulunan immiinoglobiilin G (IgG) ve albiimin gibi
proteinlerin tersiyer yapilart bozulur ve normal fonksiyonlarini yerine getiremezler.
Prolin ve lizin reaktif oksijen tiirleri iireten reaksiyonlara maruz kaldiklarinda
nonenzimatik hidroksilasyona ugrayabilirler. Hemoglobin gibi hem proteinleri de
serbest radikallerden onemli oranda zarar goriirler. Ozellikle oksihemoglobinin
siiperoksit radikali veya hidrojen peroksitle reaksiyonu methemoglobin olusumuna

9
neden olur 7.
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2.3.3.2. Hiicre Dis1 Etkiler
2.3.3.2.1. Kemotaksi

Serbest radikaller, kemotaktik faktér ya da proinflamatuar molekiiller olarak
adlanrilan endotel hiicrelerden olan histamin, platelet aktive edici faktor (PAF),LTB4
salimimina yol agarlar. Boylece bu kemotaktik faktorlerin etkisi, dolasimda bulunan
l16kositlerin patoloji bdlgesinde yogunlagmalarini ve endotel ile iligkilerinin artmasini

saglar *'.
2.3.3.2.2. Rolling

Normal kosullarda dolasimdaki l6kositler, damar endoteli ile nadiren temasta
bulunurlar. Endotelin, iskemi reperfiizyonu ile olusan radikaller tarafindan uyarilamasi
sonucu lokositler ve 6zellikle de nétrofiller, kendi etraflarinda yuvarlanmaya baslarlar.
Bu yuvarlanma olaymi ayni gruptan ii¢ molekiil yonlendirir. Bunlar 16kositlerde
bulunan L-selektin, endotel hiicrelerinde yer alan P ve E selektindir. L-selektin,
l6kositlerin ¢ogunda bulunmakla beraber en yogun olarak bulundugu grup nétrofillerdir.
L-selektin, aktive olmamis noétrofillerin uyarilmis endotel hiicrelerindeki P ve E
selektinlerle birlesip ilk rolling olaymin baslamasindan sorumludur. Yuvarlanma olay1

bu L,P ve E selektinlerin etkilesimi sonucu lokositlerde ger¢eklesmektedir o
2.3.3.2.3. Antiadhezyon molekiilleri Inhibisyonu

Kan damarlarinin i¢ yiizeyini déseyen endotel hiicreleri I/R’1n zararl etkilerine
kars1 oldukga hassas bir yapiya sahiptirler. Uzamis hipoksinin membran potansiyelini
degistirdigi, iyon dagilimini bozdugu, hiicre i¢i hacmi arttirip membran akiskanligini
azalttig1 ve endotel hiicrelerinin yapisal diizenini bozdugu uzun zamandir bilinmektedir.
Bu degisikliklere enerji depolarinin tiikenmesi, prostasiklin, nitrik oksit (NO) gibi bazi
biyoaktif ajanlarin iiretiminde azalma ve endotelin, tromboksan A, iiretiminde artma
eslik eder. Benzer sekilde hipoksik endotel hiicrelerinde bazi1 genler uyarilirken (6rn.
adezyon molekiilleri ve sitokinler), digerleri (6rn. nitrik oksit sentaz ve trombomodulin)
baskilanir. Endotel hiicrelerinin hipoksiye yamtlari reperfiizyon ile arttirilir *° .

Serbest oksijen radikalleri, NO’1 inhibe ederler. NO, kararsiz bir nitrat
bilesimidir. Damarlarda gevsemeye sebep olmasi, ilk tesbit edilen fonksiyonu olmakla
beraber organizmada bir¢ok biyolojik olayda gorev alir. Kas, deri, barsak ve kalp gibi

bircok organ sisteminde var oldugu bilinmektedir. Endotel hiicreleri, 16kositler gibi
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pekcok hiicreden salmabilir. NO, lokosit endotel adhezyonunu onleyen en O6nemli
endojen molekiildiir. Ancak NO salinimi, reperflizyon hasari siirecinde ortaya ¢ikan
siiperoksitin, endotel hiicrelerine etkisi ile inhibe olur *.

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

enzim ve inflamatuvar sitokinlerle doku hasarini baslatirlar 38,
2.4 ANTIOKSIDANLAR
2.4. ANTIOKSIDAN SAVUNMA SISTEMLERI

Serbest radikaller, organizmada normal metabolik yollarin igleyisleri sirasinda
sirekli olusan ve endojen antioksidanlar adi verilen molekiiller tarafindan
etkisizlestirilen maddelerdir. Oksidan molekiiller belirli diizeyde kaldiklar1 siirece,
organizmanin yabanci maddelere ve infeksiyon ajanlarina karst onemli savunma
molekiilleridir. Ancak belirli diizeyin lizerinde olustuklarinda veya antioksidan sistemin
yetersizliginde serbest radikal molekiilleri, organizmanin yap1 elemanlar1 olan protein,
lipit, karbonhidrat, niikleik asitler ve enzimleri bozarak zararl etkilere yol acarlar *°.

Hiicrede olusan serbest radikallerin detoksifikasyonu oOzellikle daha ¢ok
enzimatik mekanizmalarla gergeklesir. Antioksidan savunmanin 6nemli bir kismin1 O,
radikalini ve H,O, temizleyen 6zel enzimler olusturur. Bunlar radikal siipiiriicii olarak

adlandirilan SOD, CAT ve glutatyon peroksidaz enzimleridir ©.
2.4.1.Antioksidan etki tipleri

Antioksidanlarin ilk belirlenen etkileri, zar yapisinda bulunan lipitlerin
peroksidasyona karst korunmasi olmustur. Bunun sonucunda antioksidanlar basta lipit
peroksidasyonunu engelleyen molekiiller olarak tanimlanmigslardir. Giliniimiizde ise
antioksidanlarin tanimi lipitlerin yani sira proteinler, niikleik asitler ve karbonhidratlar
gibi diger hedef molekiilleri koruyucu etkilerini de igerecek sekilde genisletilmistir
21101,

Antioksidanlar dort ayr1 sekilde etki ederler:

1) Toplayict etki: Reaktif oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma veya
daha zayif yeni molekiile c¢evirme seklindedir. Antioksidan enzimler bu tip etki

gosterirler.
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2) Bastirict etki: Reaktif oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen
aktararak aktivitelerini azaltma veya inaktif sekle doniistiirme seklindedir. Vitaminler,
flavanoidler bu tarz bir etkiye sahiptirler.

3) Zincir kiric1 etki: Reaktif oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip
fonksiyonlarni engelleyici etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir
kiricr etki gosterirler.

\ 4) Onarici etki: Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin onarilmasi seklindedir

2.4.1.1.Dogal Antioksidanlar (Endojen)

Antioksidanlar, endojen kaynakli veya eksojen kaynakli olabilirler. Eksojen
antioksidanlar, vitaminler, ilaglar ve gida antioksidanlart olmak {izere
siniflandirilabilirler. Endojen antioksidanlar ise enzim ve enzim olmayanlar olmak
tizere iki sinifa ayrilirlar.

Enzim olan endojen antioksidanlar sunlardir **-°:

1) Siiperoksit dismutaz (SOD),

2) Glutatyon peroksidaz (GSH-Px),

3) Glutatyon S-Transferazlar (GST),

4) Katalaz (CAT),

5) Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi,
6) Hidroperoksidaz.

Enzim olmayan endojen antioksidanlar sunlardir 4399,

1) Melatonin
2) Seruloplazmin
3) Transferin
4) Miyoglobin
5) Hemoglobin
6) Ferritin

7) Bilirubin

8) Glutatyon
9) Sistein

10) Metiyonin
11) Urat
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12) Laktoferrin
13) Albiimin

2.4.1.2. Eksojen Antioksidanlar

Ila¢ olarak kullamlan eksojen antioksidanlar sunlardir 4355,

1) Ksantin oksidaz inhibitorleri (allopiirinol, oksipiirinol, pterin aldehit,
tungsten)

2) NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum kanal
blokerleri, nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar, diphenyline iodonium)

3) Rekombinant siiperoksit dismutaz

4) Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar (GSH-Px aktivitesini artiran ebselen
ve asetilsistein)

5) Trolox-C (vitamin E analogu)

6) Demir redoks dongiisii inhibitorleri (desferroksamin)

7) Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (mannitol, albiimin)

8) Notrofil adezyon inhibitdrleri

9) Sitokinler (TNF ve IL-1)

10) Demir selatorleri

11) Barbitiiratlar

2.4.1.3. Gida Antioksidanlari

Gidalardaki eksojen antioksidanlar sunlardir **~°:

1) Butylated hydroxytoluene (BHT)
2) Butylated hydroxyanisole (BHA)
3) Sodium benzoate

4) Propylgalate

5) Ethoxyquin

6) Demir(Fe)-superoxyde dismutase
Vitamin eksojen antioksidanlar 4333,
1) a-tokoferol (vitamin E)

2) B-karoten(vitamin A)

3) Askorbik asit (vitamin C)

4) Folik asit (folat)
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2.4.2. Enzimatik Antioksidanlar
2.4.2.1 Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz, Oksijeni metabolize eden biitiin hiicrelerde bulunur,
stiperoksidin H,O, dismutasyonunu katalizleyen bir metalloenzimdir. SOD siiperoksit
serbest radikalinin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinii asagidaki

reaksiyonla katalizleyen antioksidan enzimdir *""'**,

20,7+ 2H" — H>O5 + O

Serbest radikallere karsi organizmada ilk savunma SOD enzimi ile gergeklesir.
SOD, O;'radikalini metabolize eder ve daha =zararli olan hidroksil radikalinin
olusumunu engeller.

O,'radikalini H,O,’ye ve molekiiler O,’ye doniistiiriir. Tepkime iirlinii olan
H,0, tarafindan inhibisyona ugrar o1,

SOD enzimi metalloprotein yapisindadir. Hiicrelerde farkli sekillerde
bulunmaktadir. Bunlar:

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

SOD-2:Mn-SOD, mitokondride bulunur.

SOD-3 :Fe-SOD, Bazi bakterilerde rastlanmistir.

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

Insanlarda ise SOD enzimi: Sitozolik Cu/Zn-SOD; mitokondrial Mn-SOD;
plazma, lenf ve sinovyal sivilarda bulunan ekstraselliiler SOD olmak iizere 3 formda
bulunur *'.

SOD, O, 'molekiilleri ile spontan olarak dismutasyona ugrayabilir. Sulu ortamda
kendiliginden ve hizli bir sekilde dismutasyona ugrayarak O, ve H,O, olusturur. SOD
varhig1 dismutasyon hizim 10* kat artirir. Béylece O, radikalinin potansiyel substratla
reaksiyona girmesi ve OH’ gibi daha toksik {iriinlerin olusmasi SOD tarafindan
Onlenmis olur. Organizmada oksidatif stresin ve dokuda pO;'nin arttig1 durumlarda SOD
enzim aktivitesi artmaktadir.

Hidrojen peroksit, Fenton reaksiyonu veya Haber-Weiss reaksiyonlar1 ile ¢ok
daha reaktif olan OH" radikali olusturabilir. Olusan H,O,'e kars1 ikinci savunma CAT

ve GPx enzimleriyle saglanir .
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2.4.2.2. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon sistemi, oksidatif hasarin azaltilmasinda rol oynayan, serbest
radikallerin hiicre i¢inde detoksifikasyonuna neden olan ve lipit peroksidasyonunu
onleyen en énemli endojen mekanizmalardandir. Intraselliiler glutatyon olarak bulunan
en giiclii thiol bilesigidir. GPx enzimi, glutatyondan ayirarak H,O,’yi suya donistiiriir,
selenyuma bagli sitoplazmik bir enzimdir, H>O,'yi detoksifiye ederek su ve okside

glutatyona déniistiiriir .
H,0, + 2GSH — GSSG + 2H,0

GPx'in antioksidan aktivitesini gdstermesi, hiicre i¢inde yeterli konsantrasyonda
glutatyon rediiktaz, GSH ve nikotinamid adenindiniikleotid bulunmasina baghdir .

Glutatyon peroksidaz sitozolde bulunur, 4 selenyum atomu igerir, tetramerik
yapidadir. Glutatyon peroksidaz, hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu
enzimdir. Ayrica Fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidaz (PLGSH-Px) adi verilen
bir enzim monomerik yapidadir ve esas olarak membran fosfolipid hidroperoksitlerini

alkollere indirger.
ROOH + 2GSH — GSSG + ROH + H,O

Fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidaz membrana bagli en Onemli
antioksidan olan vitamin E yetersiz oldugunda membrani peroksidasyona karsi korur.
GSH-Px'in fagositik hiicrelerde de 6nemli fonksiyonlar1 vardir. Diger antioksidanlarla
birlikte GSH-Px, solunum patlamas1 sirasinda serbest radikal peroksidasyonu sonucu

fagositik hiicrelerin zarar gormesini onler °.
2.4.2.3. Glutatyon Rediiktaz (GR)

Glutatyon rediiktaz, bir flavin enzimdir, hem sitozolde hemde mitokandride
bulunur, koenzimi NADPH ve prostetik grubu FAD’dir. GSH-Px vasitasiyla
hidroperoksitlerin indirgenmesi sonucu olusan okside glutatyonun (GSSG) tekrar

indirgenmis glutatyona (GSH) doniisiimiinii su sekilde katalize eder *®.
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Indirgenmis ghutatyon

NADP T 7 (2)GSH _» HDO,
Ghutatyon rediktaz \\,w ¥ Glutatyon peroksidaz
@R N AN P
NADPH G556 - ~ M0

. Cksitlerinig glulatyon
' (Glutatyon disdifid)
ISKEMI

Sekil 10: iskemide glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktazin rolii

(Cerrahpasa J Med 1998).
2.4.2.4. Glutatyon-S-Transferaz (GST)

Glutatyon S-transferazlar, her biri iki alt birimden olusmus bir enzim ailesidir.
Bunlar hepatositlerdeki baglica detoksifiye edici sistemdir. GST, basta arasidonik asit ve
lineolat hidroperoksitleri olmak iizere lipid peroksitlerine karsi selenyum-bagimsiz
GSH-Px aktivitesi gostererek bir antioksidan savunma mekanizmasi gosterir. GST ler
katalitik ve katalitik olmayan c¢ok sayida fonksiyona sahiptirler. Bunlar hem
detoksifikasyon yaparlar hem de hiicre ici baglayici ve tasiyict rolleri vardir. GST'ler,
karacigerde sitokrom P450 enzim sistemi tarafindan reaktif ara {iriinlere doniistiiriilen
yabanci maddelerin daha az reaktif konjugatlara doniisiimiinii katalizlerler °.

GST ailesi ayrica ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda o6nemli rol
oynamaktadirlar. Basta arasidonik asit ve linoleat hidroperoksitleri olmak {izere lipit
hidroperoksitlere karst GST’ler GSH-Px aktivitesi gosterirler *'.

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

saglayarak organizmadan uzaklasmasini saglarlar *'.
2.4.2.5. Katalaz (CAT)

Katalaz 60 kDa agirliginda 4 tane ayni yapida (tetramerik yapida) hem grubu
bulunan bir hemoproteindir. Gorevi hidrojen peroksidi oksijen ve suya parcalamaktir.
Peroksidaz aktivitesine sahip olusuna ek olarak, katalaz enzimi bir molekiil hidrojen
peroksidi elektron verici bir substrat olarak, digerini ise oksidan veya elektron alicisi

olarak kullanabilir >%°.
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CAT
2H,0, — 2H,0 + O,

Katalaz enzimi peroksizomlarda yerlesmis olup kan, kemik iligi, mukoz
membranlar, karaciger ve bobrekte yliksek miktarlarda bulunmaktadir. Katalaz 6nemli
bir aktivite olarak diisiik hizlarda hidrojen peroksidin olustugu durumlarda ya da
ortamda yiiksek miktarda elektron alicis1 bulundugunda peroksidatif tepkime ile
hidrojen peroksidi suya dontistiiriir.

H,0,+AH, — 2H,O + A

Hidrojen peroksit olusum hizinin yiiksek oldugu durumlarda ise asagidaki

katalitik tepkimeyle H,O, yi suya doniistiirerek ortamdan uzaklastirmis olur '**.

H,O0,+H,0, — 2H,0 + O,

2.4.3. Enzimatik Olmayan Antioksidan Savunma Sistemleri
2.4.3.1. E Vitamini (a-tokoferol) ve C vitamini (Askorbik asit)

Vitamin E c¢ok giiclii bir antioksidandir, hiicre membran fosfolipidlerinde
bulunan poliansatiire yag asitlerini serbest radikal etkisinden koruyan ilk savunma
hattin1 olusturur 2. Yapisindaki fenolik hidroksil grubuna sahip aromatik halka bu
molekiile antioksidan o6zellik kazandirir ®. Vitamin E siiperoksit ve hidroksil
radikallerini, singlet oksijeni, lipid peroksit radikallerini ve diger radikalleri indirger.
Vitamin E zincir kirict antioksidan olarak bilinir. Lipid peroksidasyonu zincir
reaksiyonu, vitamin E vasitasiyla su yolla sonlandirilabilir: Vitamin E okside olduktan
sonra ve parcalanmadan Once askorbik asit ve glutatyon tarafindan yeniden
indirgenebilmektedir. Vitamin E ve C verilmesinin, yash kisilerde ortalama kan lipid
peroksit konsantrasyonlarinda bir azalma sagladigi saptanmistir. Glutatyon peroksidaz
ile vitamin E, serbest radikallere karsi birbirlerini tamamlayic1 etki gosterirler.
Glutatyon peroksidaz olusmus peroksitleri ortadan kaldirirken vitamin E peroksitlerin
sentezini engeller *.

Vitamin C organizmada bir¢cok hidroksilasyon reaksiyonunda indirgeyici ajan
olarak gorev yapar ayrica Kollajen sentezinde lizin ve prolinin hidroksilasyonu i¢in
gereklidir. Tirozinden epinefrin sentezinin dopamin B-hidroksilaz basamaginda gorev
alir. Tirozin yikiliminda p-hidroksi fenil pirlivatin homogenizata oksidasyonunda rol

alir. Safra asitlerinin sentezindeki 7-a-hidroksilaz baslangic basamaginda rol alir.
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Lizinden karnitin sentezinde rol alir. Demirin emiliminde enzimatik olmayan bir yol ile
indirgeyici olarak rol oynar, midede ferri demiri ferro demire indirger. Immiinite ve
yara iyilesmesinde etkilidir .

Vitamin C, giiclii indirgeyici aktivitesinden dolayr ayni zamanda giiglii bir
antioksidandir. Siiperoksit radikali ve hidroksil radikali ile reaksiyona girerek onlar
ortamdan temizler. Askorbik asit antioksidan etkisinin yaninda oksidan etki de gosterir.
Askorbik asit proteine bagh ferri demiri uzaklastirarak ya da dogrudan ferri demiri
indirgeyerek Fenton reaksiyonunda hidrojen peroksit ile etkilesmeye ve sonunda
hidroksil radikali olusturmaya uygun ferro demire doniistiiriir. Bu 6zelliginden dolay1
vitamin C, serbest radikal reaksiyonlarinin 6nemli bir katalisti veya bir prooksidan
olarak degerlendirilir. Ancak bu tip etkisinin sadece diisiikk konsantrasyonlarda
goriildiigli, yiiksek konsantrasyonlarda gii¢lii bir antioksidan olarak etki ettigi

kaydedilmistir. Vitamin C'nin fagositoz i¢in de dnemli oldugu gdsterilmistir 3
2.4.3.2. Karotenoidler (B Karoten)

Vitamin A'nin 6n maddesi olan B-karotenin singlet oksijeni bastirabildigi,
siiperoksit radikalini temizledigi ve peroksit radikalleriyle direkt olarak etkileserek
antioksidan gérev gordiigii saptanmistir .

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

azaltir &°.
2.4.3.3. Glutatyon (GSH)

Glutatyon karacigerde genetik bilgiye ihtiya¢ olmadan sentezlenebilen, glutamik
asit, sistein ve glisinden olusan gii¢lii bir antioksidan ve bir tripeptitdir. Serbest
radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara karsi korur **,

Organizmada temel olarak; peroksidaz aracili peroksitlerin katabolize edilmesi,
hiicresel tiyol ve redoks potansiyelinin diizenlenmesi, Hemoglobinin oksitlenerek

methemoglobine doniisiimiiniin engellenmesinde rol alir. Ayrica proteinlerdeki
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stilthidril (-SH) gruplarin1 rediikte halde tutar ve bu gruplar1 oksidasyona kars1 korur,
bdylece fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonunu engeller. GSH; yabanci
bilesiklerin detoksifikasyonu ve amino asitlerin membranlardan transportunu da saglar
ayrica eritrositleri, 16kositleri ve géz lensini oksidatif strese karsi1 korumada GSH hayati

6neme sahiptir *>°¢%7,

2.4.3.4. Urik Asit (Urat)

Normal plazma konsantrasyonunda {irat, hidroksil, siiperoksit, peroksit
radikalleri ve singlet oksijeni temizler. Urik asit ksantin oksidaz ‘in oksipiiriinleri
(ksantin, hipoksantin gibi) oksitlemesi sonucu olusur. Insan ve gelismis pirimatlarda
plirin metabolizmasimin son {riiniidiir. Vitamin C oksidasyonunu engelleyici etkisi
vardir. Fakat lipid radikalleri iizerine etkisi yoktur. Bilirubin siiperoksit ve hidroksil
radikali toplayicisidir. Ayrica albiimin lipit hidroksiperoksitleri ve HOCI toplayicisidir.

Bu gorevlerde iirik asitin antioksidan etkilerinin oldugunun géstergesidir >,

2.4.3.5. Melatonin

Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin) en zararli radikal olan hidroksil
radikalini ortadan kaldiran ¢ok giiclii bir antioksidandir. Bu yiizden giinliimiizde
antioksidanlarin en gii¢liisii kabul edilir. Melatonin antioksidanin diger bir 6zelligi de
lipofilik olmasidir. Dolayisiyla hiicrenin diger organellerine ve hiicre ¢ekirdegine
ulagabildigi gibi kan- beyin bariyerlerini de kolayca gegebilir. Boylece genis bir
dagilimla antioksidan etki gdsterir. Melatoninin hiicre ¢ekirdegine girebilmesi onun
DNA’y1 oksidatif hasardan korumasi bakimindan diger oksidanlara gore daha iistiin bir
ozellik kazandirir. DNA hasarinin melatonin tarafindan ¢ok etkili bir sekilde inhibe
edildigi gosterilmistir. Yaslanma ile melatonin tiretimide azalir ki bunun da yaslanma ve
yaslanmaya bagli hastaliklarin patogenezinde 6nemli rolii olabilecegi kaydedilmistir *.

Melatonin pineal bez tarafindan iiretilir. Melatonin biyosentezinde baslangi¢
maddesi pineal bez tarafindan aktif transportla plazmadan alinan ve bir indol amino asit

olan triptofandir. Triptofan esansiyel bir aminoasit olup disardan alinmasi gereklidir,

pineal bez tarafindan aktif transportla plazmadan alinir .
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2.4.3.6. Seruloplazmin

Seruloplazmin olasilikla SOD'a benzer mekanizmayla etki gosterir. Ferro demiri
(Fe™) ferri demire (Fe’") yiikseltgeyerek Fenton reaksiyonunu ve bdylece hidroksil

radikali olusumunu inhibe etmektedir °.
2.4.3.7. Flavonoidler

Biyolojik sistemlerdeki aerobik metabolizma bazal kosullarda bile prooksidanlar
olarak bilinen reaktif oksijen iriinlerini olusturur '. DNA, lipidler, proteinler gibi
biyolojik molekiillerin prooksidan hasarina kars1 koymada endojen ve eksojen kaynakli
antioksidanlara gereksinim vardir. Eger prooksidanlar ¢ok fazla olusursa oksitatif stres
ya da oksitatif hasar meydana gelir. Insanlardaki bircok hastalik (kanser,
kardiyovaskiiler diizensizlikler vb.) prooksidan hasara eslik eder. Bu hastaliklarin
antioksidanlar tarafindan 6nlenmesi konusu son yillarda tibbi literatiirde 6nernli bir yer
tutmaktadir. Antioksidanlar etkilerini ROS 'nin olusumunu 6nleyerek ve/veya ROS'ni
temizleyerek gosterirler, Eksojen kaynakli antioksidanlarin birgogu bugiin yaygin olarak
kullandigimiz gidalarda mevcuttur.

Bunlar; bazi vitaminler, flavonoidler, polifenoller, ve diger bilesikleri
kapsamaktadir. Flavonoidler yillar 6nce arastirilmaya baglanmasina ragmen son yillarda
onem kazanan caligmalar flavonoidlerin antioksidan Ozelliklerinin  yaninda
antiinflamatuvar, antiviral, antiallerjik, antitrombotik ve diger oOzelliklerinin de
bulundugunu gostermektedir. Sayilar1 4000' in {izerinde oldugu tahmin edilen
flavonoidler cay, elma, sogan, baklagiller, domates ve kirmizi sarapta bol miktarda
bulunmaktadir "*72,

Sar1 renkli olmalar1 nedeniyle latince 'sar1 anlamina gelen 'flavus' sozciigiinden
tiiretilerek 'flavonoid' adin1 almislardir, 15 C atornlu 2-fenil benzopiron (difenil propan)
yapist (C¢-C3-Cg) gosterirler. Bu yapilari nedeniyle polifenolik bilesikler olarak kabul
edilirler. Iskelet yapilarinin farkli olusuna gére lavon, flavonol, flavonon, biflavonoid,

kalkon gibi tiirleri vardir. Flavonoidleri P vitamini olarak kabul eden goriisler mevcuttur
72,73
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Sekil 11: C4-Cs-Cy sistemi, benzen halka yapisinin birlesimi

Flavonoidler bitkisel gidalarda bol ve yaygin olarak bulunan bilesiklerdir,
bitkilerin ikincil metabolitlerindendir. Yasamsal gereksinimleri i¢in kullandiklari
karbonhidratlar, aminoasitler gibi birincil metobolitlerden tiirerler. Fenil benzopiran
yapsis A, B, C halkalarindan meydana gelmistir. A halkas1 glikoz metabolizmasi sonucu
olusan asetil koenzim A'dan olusan malonil koenzim A'nin 3 molekiiliiniin
kondenzasyonu ile B ve C halkalar1 ise yine glukoz metabolizmast sonucu olusan
sikimik asit tizerinden sinnamik asit gibi fenil propanoid bilesiklerinden olusmustur.
Sekil 2'de goriilen fenil benzopiron yapisinda numaralarla gosterilen yerlerdeki karbon
atomlarina hidroksil (-OH) gruplarinin baglanmasiyla ¢ok ¢esitli flavonoidler meydana

gelmistir.

g 1 o -
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Sekil 12: Flavonoidlerin kimyasal yapist

Bazi —OH gruplarina seker, metil, siilfat ve benzeri gruplarin konjugasyonu ile
de bu flavonoidlerin farkli konjugasyon iiriinleri meydana gelmektedir. Ornegin bir
flavonol olan quercetin'in 3.C atomuna bagli -OH grubuna rutinozun konjugasyonuyla

olusan flavonoid rutin olarak adlandiriimaktadir """,
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R, =H; Rz =H: Kaempferol
Ry =0H: R:=H: Quercetin

R4y =0H; R>OH: Myricetin

R4 = 0CHs: Ba=H: Isorhamnetin

Sekil 13: Bazi flavonoller’in kimyasal yapilar1 '*.

Flavonoidler antitoksidan Ozelliklerini gdsterebilmek igin serbest radikallerle
reaksiyona girerek onlar1 etkisiz hale getirirler. Flavanoidlerin etki mekanizmalari su
sekildedir:

a) Siiperoksit radikali, hidroksil radikalini ve singlet oksijeni temizler.

b) Peroksil radikalini (ROO-) ve alkoksil radikalini (RO-)yakalar, lipid peroksil
(LOO-) zincirini kirar.

c) Siklooksigenaz ve lipooksigenaz enzimlerini inhibe eder.

d) Demir ve bakir gibi ge¢is metallerini selatlar.

e) Enzim fonksiyonlarina bagimhi kalsiyum modinasyonuyla hiicresel
regiilasyonda 6nemli bir rol oynayan kiiclik bir asidik protein olan kalmodiilini inhibe
eder.

f) Protein kinaz enzimini inhibe eder.

g) Laktat transportunu engeller.
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antioxidant eniymes '

Sekil 14: Flavonoidlerin antioksidan etki mekanizmalari. Flavonoidler dogrudan
ya da dolayli olarak ROS (reaktif oksijen {irtinleri) siipliriicii etki gosterir veya ROS
iretimini  engelleyen hiicresel antioksidan enzimlerin  gelismesine  katkida

bulunmaktadir %°.

Flavonoidlerin serbest radikal yakalama ve antioksidan 6zelliklerinin yapilarinda
bulunan ii¢ gruptan ileri geldigi one siirtilmektedir. Bu yapisal gruplar sunlardir:

1. B halkasindaki o-dihidroksi (katesol) grubu(radikal hedef yeri)

2. C halkasindaki 4-okzo grubu ile 2-3 ¢ift bagi (elektron delokalizasyonu igin
gereklidir).

3. 3 ve 5 hidroksil gruplari (maksimal radikal yakalama ve salatlama igin
gereklidir).

Bu ii¢ fonksiyonel grubu quercetin iizerinde gorebiliriz. Ug grubun hepsine sahip
olan flavonoidler maksimum aktivite gosterirken, eksik gruba sahip olanlarin

aktiviteleri daha diisiiktiir """%7>7¢7780,
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Tablo 3: Flavonoidlerin alt siiflar1 ve bazi besinsel kaynaklar’.

Flavonoid alt

siif

Diyet Flavonoidler

Siyanidin, Delphinidin,

Antiyosiyanidinler Malvidin, Pelargonidin,

Flavanoller

Flavanonlar

Flavonoller

Flavonlar

Isoflavonlar

Peonidin, Petunidin

Monomerler (Katesinler):
Katesin, epikatesin
epigallocatechin
epikatesingallat,
epigallocatechin gallate
Dimerler ve Polimerler:
Theaflavin , thearubigin,
Proantosiyanidinler

Hesperetin, naringenin,
Eriodictyol

Quercetin, kaempferol,
Myricetin, Isorhamnetin

Apigenin, Luteolin

Daidzein, Genistein, Glycitein

2.5. Epigallokatesin-3-gallat (EGCG)

Baz1 Yaygin Gida Kaynaklar:

Kirmizi, mavi ve mor meyveler,
kirmizi ve mor tiziim, kirmizi
sarap

Katesin: Caylar (6zellikle yesil
ve beyaz), ¢ikolata, {izlim, cilek,
elma

Theaflavin, thearubigin: Caylar
(0zellikle siyah ve oolong)

Proantosiyanidinler: Cikolata,
elma, ¢ilek, kirmizi tiziim, kirmizi
sarap

Turunggiller ve sulari, 6rnegin,
portakal, greyfurt, limon

Yaygin olarak dagitilan sar1
sogan, taze sogan, lahana, brokoli,
elma, cilek, cay

Maydanoz, kekik, kereviz, biber,

Soya fasulyesi, soya gidalar,
baklagiller

Katesinler yesil ¢ayda bulunan ana fenolik bilesiklerdir ve flavan-3-ol grubunda

yer alirlar. Katesinler ¢ayin disinda elma, erik, seftali, ¢ilek, kiraz gibi meyvelerde,

fasulye, mercimek gibi sebzelerde, kakao ve kirmizi sarapta bulunur

82,83

ay yapraginda bol miktarda bulunan polifenollerin yaklasik ¥4’iinii flavanoller,
Cay yaprag p yaklas

flavanollerin de % 60-70’ini epigallokatesin-3-gallat olusturmaktadir *°

Caym

antioksidan etkili bilesikleri olan polifenoller kuru ¢ayin %35’ini olustururlar. Baslica

polifenoller; flavanoller (katesinler), flavonlar ve fenolik asitlerdir. Hem siyah hem de

yesil caydaki en 6nemli kimyasallar ise katesinlerdir ’.
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Sekil 15.Yesil ¢ayda bulunan katesinlerin kimyasal yapisi "

Katesin, epikatesin, epigallokatesin, epikatesin gallat (ECG) ve epigallokatesin
galat (EGCG) hem ilag etken maddesi olarak ve hem de diyette olduk¢a 6nemli yeri
olan flavanollerdir °.

Yapilan ¢alismalar, siyah cayin en dnemli katesinlerinin, siyah ¢aya rengini ve
buruk aromasini da veren theaflavinler (TF) ve thearubiginlerin (TB) oldugunu
gostermigstir. Siyah c¢ay ve yesil cayin etken maddelerinin hastaliklara kars1 korunmada
benzer etkiler gosterdigi belirlenmistir .

Epidemiyolojik calismalar hem yesil hem de siyah ¢ayin her yas grubu i¢in basta

koroner kalp hastaliklari, inme, kalp damar hastaliklari, hipertansiyon, mide ve

kolerektal hastaliklar, ¢esitli kanser tiirleri, karaciger rahatsizliklar1 ve artrite karsi
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koruyucu, ayrica antiviral ve antiinflamatuar ve kemik yogunlugunu diizenleyici etkiye
sahip oldugunu gostermistir.

Hem yesil hem de siyah caym, igeriginde bulunan polifenolik bilesikler
nedeniyle antioksidan bir igecek oldugu ve kronik hastaliklardan koruyucu etkisini bu
yolla yaptig1 belirtilmektedir *°.

Taze ¢ay filizinde bulunan katesinler ve oranlari (%, kuru verim):

o (-)-epigallokatesingallat (EGCG) %9-13,

(-)-epikatesingallat (ECG) %3-6,
(-)-epigallokatesin (EGC) %3-6,
(-)-epikatesin (EC) %1-3.
Gallokatesin (GC) %3-4

e Katesin(C) %1-2

Katesinler yesil cay yapraklarindaki ana biyoaktif bilesenleri olusturur ve bir
bardak yesil cayda 100-200 mg katesin bulunmaktadir *.

EGCG plazmada daha c¢ok serbest sekilde, EGC ve EC ise plazma ve idrarda
glukronil ve sulfat konjugatlari halinde bulunur. Glukronidasyon, sulfatasyon ve
metilasyon c¢ay katesinlerinin ana biyotransformasyon yolaklaridir. Katesol-O-metil
transferaz (KOMT), UDP-glukuronil transferaz (UGT) ve fenolsulfotransferaz (SULT)
polifenol metabolizmasinda yer alan enzimlerdir. EGCG’mn EGC ve ECG’dan daha az
konjuge oldugu, ECG’nin ve EGCG’tan daha ¢ok metilllendigi bulunmustur. Tiikiiriikte
katesin esteraz aktivitesi bulunmus ve EGCG’nin agiz veya 6zofagusta gallat grubunun
ayrilabilecegi ileri siiriilmiistiir **°".

Yesil cayda bulunan polifenollerin, 6zellikle EGCG’1n antikarsinojenik etkileri,
cesitli hayvan ve hiicre kiiltiirii deneyleri ile gosterilmistir. EGCG, serbest oksijen
radikallerini siipiiriicii etkileri yaninda, glutatyon peroksidaz, gamaglutamilsistein
sentaz, kuinon rediiktaz, hemoksijenaz enzimlerini diizenleyerek de antioksidan etki
gostermektedir. Siklin bagimli kinazlari modiile eder, TNF-a, prostaglandinler (6zellikle
PGE2) ve interlokin (IL) gibi proinflamatuvar faktorlerin overekspresyonunu inhibe
ederek tiimor olusum mekanizmalarin1 bozar. Bazi kanser tiirlerinde siklooksijenaz-
2’nin (COX-2) overekspresyonu vardir ve EGCG bu ekspresyonu da inhibe etmektedir.
Timor invazyonunda 6nem tastyan MMP-2 ve MMP-9’un aktivitelerini de azaltmasi ile
EGCG kanser tedavisi ve kanserden korunma i¢in de ilag olarak {imit verici

goriilmektedir 2.
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2.5.1. Quercetin(Q)
2.5.1.2. Genel ozellikleri

Quercetin (3,5,7,3”,4’-pentahidroksil flavon) flavinoid ailesinin &nemli bir
tiyesidir. Bu flavinoid meyve, sebze gibi besinlerde, kirmiz1 sarap, greyfurt, sogan,
elma, siyah ¢ay, ve az miktarlarda yaprakl yesil sebzelerde ve fasulyede bulunur >,
Giinlik besin ile 50-500 mgr kadar quercetin alinabilecegi tahmin edilmektedir.
Quercetin, Fe ve Cu araciligi ile hidroksil radikali olusumunu 6nleyerek oksidatif hasara
kars1 koruma yapan ¢ok giiclii bir antioksidandir. Serbest oksijen radikallerinden -OH ve
singlet oksijen gibi yapilar1 temizledigi ve ksantin oksidaz ve lipid peroksidasyonunu
inhibe ettigi bildirilmistir. Deneysel olarak I/R hasari olusturulmus modellerde de
quercetinin dokuyu I/R hasarindan korudugu gosterilmistir '*'"-'2.

Biyolojik etkileri sebebi ile ilag olma potansiyeli olan ve ¢ok sayida bilimsel
calismaya konu olan dogal bir maddedir. Ancak 1970’li yillarda, AMES testi ile,
mutajenik olarak rapor edilmistir. Bununla birlikte yapilan in vitro caligmalardaki
bulgular quersetinin mutajenik degil antimutajenik oldugunu gostermektedir. Ulusal
Toksikoloji Programi (National Toxicology Program) tarafindan yapilan bazi in vivo
testlerde ise quersetinin F344 sicanlar1 lizerine karsinojenik etkileri gozlenmistir. Ancak
yapilan in vivo caligmalarin biiyiik ¢ogunlugu, quersetinin karsinojenik olmadigi
yoniindedir. IARC (International Agency for Research on Cancer), 1969 yilindan
itibaren karsinojenik risk tasiyan kimyasallar1 degerlendirme altina almaktadir. IARC,
1999 yilinda, quersetinin insanlar i¢in karsinojenik olmadigi sonucuna varmustir.
quersetin, Amerika ve Avrupa’da ticari olarak satimakta ve devam eden klinik
calismalarda rapor edilen yararh etkileri artmaktadir (Okamoto, 2005). quersetin Hsp’

lerin (Heat shock proteins, 1s1 soku proteinleri) ekspresyonunu (6zellikle Hsp70), inhibe

ederek tiimér hiicreleri tizerine apoptotik etki gdsterir *.
2.5.1.3. Antioksidan ozellikleri

Quercetin, antioksidan 6zellikleri olan bir bitki pigmentidir. Bu pigment, kot
kolesteroliin okside olmasin1 Onleyebilir ve hiicrelerin kansere donilismesini
geciktirebilir. Ayrica quercetin adli madde c¢ok giiclii bir antioksidan olup kolesterolii
diistirmekte, kalp hastaliklar1 ve akciger kanseri riskini azaltmaktadir. Akcigerleri ve
solunum yollarin1 sigara ve kirli havanin etkilerinden korumaya yardimci oldugu

saptanmugtir .
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Sekil 16: Quercetin’in kimyasal yapisi .

Flavonoid tiiketiminin artmasi ile koroner kalp hastaligi goriilmesi arasinda ters
bir iliski vardir. Japonya’da yiiriitiilen bir calismada quercetin aliminin artmasiyla
plazma total kolesterol ve LDL-kolesterol konsantrasyonlarinin azaldigi goriilmiistir.
Finlandiya’daki bir baska calismada ise quercetin’den zengin elma ve sogan tiiketimi
arttiginda koroner mortalite azalmis olarak bulunmustur. Quercetin flavonoidlerin
flavon grubunda olup, biyokimya, gida kimyasi, tip ve ila¢ yapimi alanlarinda
kullanlmaktadir. Genellikle birgok bitkide farkli flavonoidlerle birlikte bulunur *".

Quercetin’in diger flavonoidlere gore antioksidan etkinligi oldukdukea giicliidiir.
Bu flavonoidlerin serbest radikalleri temizleme ve antioksidan 6zellikleri, yapilarinda
bulunan ii¢ gruptan ileri gelir. Bu yapisal gruplar sunlardir.

a) B halkasindaki o-dihidroksi (katesol) grubu

b) C halkasinda ki karbonil grubunun 4-okzo grubu ile 2,3 c¢ift bagmn
konjugasyonu

¢) A halkasindaki 3 ve 5 hidroksil gruplari
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Sekil 17: Quercetin bilesiginin acik formiilii 13

Quercetin yliksek antioksidan aktiviteye sahiptir ve hiicrede serbest radikalleri su
sekilde temizler.

a) O, radikalinin temizlenmesi

b) ‘OH radikalinin temizlenmesi: Bu etkilerini metal iyonlarinin selasyonu
aracilifiyla gerceklestirirler.

¢) NO ‘in O,  radikali ile etkilesmesi sonucu ONOO- meydana gelir. Q, O,~
radikalini temizleyerek peroksinitrit radikalinin {iretimini baskilayabilir. NO
molekiillerinin flavonoidler tarafindan direkt olarak temizlendikleri de bildirilmistir.

d) Lipit peroksil radikali (ROO-) ile reaksiyona girerek zincir kirici bir etki ile

lipit peroksidasyonunu inhibe ederler.

Q-OH+R0OO- — Q-O-+ROOH

Q-0-+ROO- — ROO-Q (=0)

Quercetin (Q-OH), lipit peroksil radikali ile reaksiyona girerek onu indirgerken
kendisi daha kararl1 bir radikal yap1 olan (Q-O-) olusturur *'.

e) Quercetin lipofilik bir antioksidandir ve lipit tabakalarinin arasina yerleserek
lipit hasarini dnleyici etkiye sahiptir *'.

Flavon bilesiklerin antioksidan potansiyellere sahip olduklar1 bilinir ve genis bir
kullanim alanlar1 vardir. Quercetin bir flavon bilesigi olup dogada bitki ¢aylar1 olarak
bilinen bitkilerin yapraklarinda, ¢igeklerinde ve saplarinda bulunur. Quercetin gibi diger
flavonoidlerin de serbest radikalleri temizleme o6zelliklerinin yaninda antiviral,
antitlimoral, antialerjik, antitrombotik gibi etkileri igceren cesitli biyolojik 6zellikleri

vardir. Flavonoidler XO, fosfolipaz-A2, lipooksijenaz, siklooksijenaz, enzimlerinin
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inhibisyonu, l6kosit adhezyonunun ve aktivasyonunun azaltilmasi, mast hiicresi
degraniilasyonunun inhibisyonu gibi etkileriyle antiinflamatuar 6zellik gosterir.

Baz1 flavonoidler siiperoksit {iretimini etkilemeden nétrofil degredasyonunu
inhibe edebilir. Baz1 flavonoidlerin inhibitér etkisi plazma membranindaki reseptor
bagimli Ca"? kanallarini diizenlemesi ile olur. Q’in XO aktivitesini inhibe ettigi ve
oksidatif hasar azalttig1 goriilmiistiir *'*.

Flavonoid tiiketiminin artmasi ile koroner kalp hastaligi goriilmesi arasinda ters
bir iliski vardir. Japonya’da yiiriitiilen bir calismada quercetin aliminin artmasiyla
plazma total kolesterol ve LDL-kolesterol konsantrasyonlarinin azaldigi goriilmiistir.
Finlandiya’daki bir baska calismada ise quercetin’den zengin elma ve sogan tiiketimi

13103 Antioksidan

arttiginda  koroner mortalite azalmis olarak bulunmustur
Ozelliklerinden dolay1 flavonoidlerin vaskiiler sistemde onemli etkileri mevcuttur.
Oksijen radikalleri okside LDL olusumuna neden olur ve bu endotelial duvarda hasara
neden olarak aterosklerotik degisiklikleri baglatir. Flavonoid aliminin koroner arter
hastaligina kars1 koruyucu (antiaterojen) etkisini iceren calismalar azdir ',

Quercetin’in bir diger oOzelligide siklooksijenaz ve lipooksijenaz denilen
inflamatuar mediatorlerini inhibe etmesidir. Siklooksijenaz ve lipooksijenaz genel
inflamatuar cevabi baslatan arasidonik asidin salinimina neden olurlar. Lipooksijenazi
iceren notrofiller aragidonik asitten kemotaktik bilesiklerin olusumuna neden olurlar,
aym1 zamanda sitokin salimimini saglarlar. Quercetin hem siklooksijenazi hemde
lipooksijenazi inhibe eder (antiinflamatuar etki) Bu nedenle inflamatuar metabolitlerin

1,102
olusumunu azaltir 7'%,
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3.MATERYAL VE METOD
3.1 DENEY HAYVANLARI

Bu calisma Kahramanmaras Siitcii imam Universitesi Tip Fakiiltesi etik kurulu
onay1 alinarak. Tibbi Biyokimya Anabilim Dali tarafindan, KSU Tip Fakiiltesi Deneysel
Arastirma Laboratuarinda gerceklestirildi. Caligmalar standart deneysel hayvan
calismalarma uygun olarak yapildi. Bu calismanin finansman destegi KSU bireysel
arastirma fonundan saglandi. Deneylerde kullanilan toplam 40 adet erkek Sprague-
dawley cinsi sigan KSU Tip Fakiiltesi Deney hayvanlar1 barmagindan alindi. Siganlar
200420 gram agirhiginda 4-5ayliktir. Sicanlar 21+1° C oda sicakliginda 12 saat aydinlik

ve 12 saat karanlik periyodunda tutularak standart rat yemi ve su verilerek beslendi.
3.2.DENEY GRUPLARI

Toplam 40 Sican, her grupta 8 hayvan olacak sekilde rastgele segilerek 5 gruba
ayrildi.

Grupl (Sham grubu-saglam) : Ketamin anestezisini takiben ratlara hicbir ilag
uygulanmadan laparotomiden 15 dk 6nce 0,3 ml salin iginde 50 mg/kg serum fizyolojik
intraperitoneal olarak verilerek median laparotomi yapilip, renal arter izole edilerek
bobrek dokusu alinan grup.

Grup2(Kontrol grubu-i/R grubu): Ketamin anestezisini takiben laparotomiden
15 dk once 0,3 ml salin i¢inde 50 mg/kg serum fizyolojik intraperitoneal olarak
verilerek ratlarda renal arterde 60 dk iskemi ve 60 dk reperfiizyon sonrasi median
laparotomi yapilarak bobrek dokusu alinan grup.

Grup3 (Epigallokatesin-3-gallat grubu) : Ketamin anestezisini takiben
iskemiden 15 dakika Once intraperitoneal 0,3 ml salin icinde 100mg/kg dozunda
epigallokatesin-3-gallat uygulanip median laparotomi yapilarak, 60 dakika iskemi, 60
dakika reperflizyon yapildiktan sonra renal arter izole edilerek bobrek dokusu alinan
grup.

Grup4 (Quercetin grubu): Ketamin anestezisini takiben 0,3 ml salin i¢inde 30
mg/kg dozunda etken madde konularak iskemiden 15 dakika dnce intraperitoneal olarak
verilip. Sonra median laparotomi yapilip yine 60 dakika iskemi, 60 dakika reperfiizyon
yapildiktan sonra renal arter izole edilerek bobrek dokusu alinan grup.

Grup5 (Quercetin + Epigallokatesin-3-gallat grubu) : Ketamin anestezisini
takiben 0,3 ml salin i¢cinde 30 mg/kg dozunda Q ve 100mg/kg EGCG iskemiden 15
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dakika Once intraperitoneal olarak verilip median laparotomi yapilarak 60 dakika
iskemi, 60 dakikada reperfiizyon isleminden sonra renal arter izole edilerek bdbrek

dokusu alinan grup.
3.3.KULLANILAN ILACLAR

Calismada kullanilan ilaglar sunlardir: Epigallaokatesin 3-gallat EGCG (Sigma
Aldrich GmbH,E4268 Deltakimya/Adana) Quercetin (Deltakimya/Adana) Ketamin
(Ketalar  flakon, Deltakimya/Adana) Xanthine Oxidase (XO,1857 Sigma
Interlab/Adana) Gliitatyon Rediiktaz(Sigma, Interlab/Adana) B-NADPH(Sigma,
Interlab/Adana),Xylazine Hydrocloride (Deltakimya/Adana) Na-K Tartarat tetrahydrat
25508 (Deltakimya/Adana)

3.4.RENAL iSKEMi REPERFUZYON HASARI MODELI

Calisma KSU Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma Laboratuarinda gerceklestirildi.
Sicanlar laboratuara getirildiler ve tek tek tartilarak her birine intramiiskiiler olarak 60
mg/kg dozunda ketamin hidroklorid (Ketalar flakon, Eczacibasit Tiirkiye) verilerek
anestezi saglandi. Anesteziyi takiben hayvanlar sirt iistii yatirilarak yaklasik 3 cm
boyunda mediyan laparotomi yapilarak abdomen agild1 ve dikkatli bir sekilde bobrege
ulagildi. Sol renal arter izole edilerek kiiciik vaskiiler klemp yerlestirildi ve renal iskemi
saglandi. Bu sirada sivi ve 1s1 kaybini 6nlemek amaciyla abdomen diger bir klemp
yardimiyla kapatildi ve 1 saat boyunca renal iskemiye maruz birakildiktan sonra klemp
acild1 ve bunu takiben bu kez 1 saat boyunca renal reperflizyon saglandi. Boylece 60 dk
iskemi, 60 dk reperfiizyon siireci tamamlanmis oldu. Daha sonra klemp alinarak sol
nefroktomi ile doku 6rnegi alindi.

Ilag verdigimiz gruplarda, etken maddeler inraperitoneal olarak iskemiden 15 dk
once Inraperitoneal (IP) verildi ve daha sonra 60 dk renal iskemi ve 60 dk reperfiizyona
maruz birakildi. Sham grubunda ki siganlara ise medyan laparotomi yapilip iskemi
reperfiizyon yapilmadi ve etken madde verilmedi. Kontrol gurubunda ki sicanlara da
etken madde verilmedi bu gruba medyan laparotomiyi takiben 60dk iskemi, 60dk
reperfiizyon yapildi ve doku oOrne8i alindi. Ancak sham ve kontrol grubuna
laparotomiden 15 dk once 0,3 ml salin i¢inde sadece 50 mg/kg serum fizyolojik
intraperitoneal olarak verildi.

Deney sonunda, ¢ikarilan bobrek dokusu iki esit par¢aya ayrilarak histopatolojik

incelemeler ve biyokimyasal incelemeler i¢in uygun kosullarda saklandi. Histopatolojik
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degerlendirme KSU Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dalinda, biyokimyasal
degerlendirmeler ise KSU Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dalinda yapildi.

53



Sekil 18: Sol renal arter’in diseke edilisi

Sekil 20: Iskemi sonrasi1 30.dk iskemik bobrek

54



Sekil 21: Iskemi sonras1 60.dk iskemik bobrek

Sekil 22: Repertfiizyon sonrasi sol bobrek materyali

Sekil 23: Reperfilizyon sonrasi sol bobrek piyesi ikiye boliindiiglindeki goriiniimii
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3.5.BiYOPSi ORNEKLERININ ALINMASI VE HAZIRLANMASI

Histopatolojik ve biyokimyasal incelemeler icin alman doku Ornekleri,
biyokimyasal incelemeler yapilana kadar serum fizyolojik iceren ependorflar iginde -20
°C’de calisma zamanina kadar bekletildi ve isleme baslamadan hemen 6nce +4 °C de
erimeye birakildi.

Daha sonra eriyen ve ¢aligmaya hazir olan doku 6rnekleri sogukluklart muhafaza
edilerek teker teker tartildi ve cam tiiplere konuldu. Dokularin homojenize islemine
ge¢meden Once dokulara 1 gr 3 hacim (hacim/agirlik) %1,15 M KCI ¢6zlinme saglamak
amaciyla eklendi. Dokular 16.000 devir/dakika hizda 3 dk boyunca homojenize edildi.
Enzim aktive kaybin1 6nlemek amaciyla 6rnekler buz dolu kiivete yerlestirildi. Daha
sonra homojenatlar 14.000x rpm’de +4 °C ‘de 45 dakika soguk santrifiij edilerek
siipernatantlar alindi ve ependorf tiiplere ayrildi bu ayrilan siipernatantlardan protein

diizeyleri ve MDA ile SOD, CAT ve GSH-PX enzim aktive dl¢iimleri yapildi.
3.6. PROTEIN DUZEYININ TAYINI

Bu metot proteinlerin igerdigi trozin ve triptofan rezidiilerinin fosfotungustik —
fosfomolibdik asit ile verdigi renk reaksiyonunun spektrofotometrik yontemle 750

nm’deki absorbans 6l¢limiine dayanir.
3.6.1 Ayrraclar

1. A ¢ozeltisi:

%2 Na,CO; 2 g hazirlanir

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

a) B1 Cozeltisi:

% 1 CuS0O45H,0 lg hazirlanir

Saf suyla 100 ml’ye tamamlanir.

b) B2 Cozeltisi:

%?2 Na-K tartarat 2g hazirlanir

Saf suyla 100 ml’ye tamamlanir.
3. C Cozeltisi(Giinliik hazirlanir)

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

4. D Cozeltisi (Glinliik hazirlanir)
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Folin Cioacalteu 1: 1,5 (v/v) oraninda saf su ile sulandirilir *'.
3.6.2.Standart Egrinin ¢izimi

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

konsatrasyon-absarbans egrisi ¢izilir ve her numune 6l¢iimiinde standart egri tekrarlanir
(sekil 19) *'.

Tablo 4. Protein standart egri ¢izimi i¢in tiiplerin hazirlanisi

Tiip 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 Cozeltisi (ml) 3 3 3 3 3 3
15 dakika oda 1si1sinda bekletilir

D Cozeltisi (ml) 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3

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

0,2
0,18
0,16
0,14
0,12

0,1
0,08
0,06
0,04

0,02

0 30 60 90 120 150

Konsatrasyon {pg/ mi)

Sekil 24: Protein standart egrisi
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Doku Ornek Calismasi
Bobrek dokularindan hazirlanan silipernatantta protein tayinini yapmak igin,
siipernatant 1:50 oraninda serum fizyolojik ile sulandirilir ve protein tayini yapilir.

Bunun i¢in {i¢ tiip alinir ve ¢ozeltiler asagidaki sekilde tiiplere konulur.

Tablo 5: Doku 6rneginde protein tayini i¢in tiiplerin hazirlanis

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

15 dakika oda 1sisinda bekletilir
D Cozeltisi 0.3 0.3 0.3

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

Hesaplanmasi

Doku Orneginin absorbanst standartin absorbansi ile karsilastirilarak veya
dogrudan standart egrisinden degerlendirilir ve diliisyon katsayisi ile ¢arpilarak sonug

verilir.
3.7.MELONDIALDEHIT (MDA) DUZEYININ TAYINI

Aerobik sartlarda pH 3.40°de tiyobarbitiirik asit (TBA) ile 6rnegin 90-95 C*’de
inkiibasyonu sonucu olusan lipit peroksidasyonunun sekonder iirlinii olan MDA’nin
TBA ile pembe renkli kompleks olusturma esasina dayanir. Olusan bu renk siddeti

ortamdaki MDA konsantrasyonu ile dogru orantilidir. 532 nm’de spektrofotometrik

olarak degerlendirilir *"'*®.

3.7.1.Ayraclar
1. SDS %8,1’lik
Sodyum Dodesil Siilfat(SDS)
2. Asetik Asit %20’lik (pH 3,5)
3. Tiyobarbitiirik Asit(TBA) %0.8 lik

4. N-Butanol/Piridin Cozeltisi (14/1)(v/v)
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5. Stok Standart

1.1.3.3 tetramethoksipropan (yogunluk =0.99 g/ml)

3.7.2.Standart Egri Cizimi

Standart egri ¢izimi yapilirken stok sandarttan 6,6 pl alinip 100 ml’ye saf su ile

tamamlanarak giinliik standart hazirlanir. Daha sonra 10,20,40,60,80 ve 100 nmol/ml

konsantrasyonunda calisma standartlar1 hazirlanir. Ayraclar tiiplere asagida belirtildigi

sekilde ilave edilirler.

Tablo 6: MDA standart egri ¢izimi i¢in tiiplerin hazirlanisi

Tiip No. 00 1 2 3 4 5 6
Konsantrasyon(nmol/ml) 100 80 60 40 20 10
Standart(ml) - 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
SDS (ml) 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Asetik Asit (ml) 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5
TBA(ml) 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5
Saf su (ml) 0.8 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7
Vorteksle karistirilir.60 dk 90 C°de inkiibe edildikten sonra musluk suyu altinda

sogutulur.

Saf su(ml) 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
N-Butanol/Piridin 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0

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

Tipler N-Butanol /Piridin ilavesinden sonra iyice karistirilir. Daha sonra 4000

rpm’de 10 dakika santrifiij edilir, lstteki organik kisim (iist faz) alinarak 532 nm’de

absorbans fotometrik olarak okunur ve standart egri grafigi ¢izilir (Sekil 16).
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Sekil 25: MDA(Malondialdehit) standart egrisi grafigi

100 120

Dokuda MDA diizeyinin tayini i¢in 0rnek caligmasi yapilirken de yukaridaki

tabloda verildigi gibi tiipler belirli hacimde hazirlanir, doku 6rnegi alinir ve MDA tayini

yapilir. Ayrintili bilgi tablo 7°de gosterilmistir (Tablo 7).

Tablo 7: Dokuda MDA diizeyinin tayini i¢in tiiplerin hazirlanisi

(v:v 15/1 oraninda)

Ornek Standart Kor
Homojenat(Ornek) 0.1 ml - -
Standart - 0.1 ml -
%38.1 SDS 0.2 ml 0.2 ml 0.2 ml
%20 Asetik Asit 1.5 ml 1.5ml 1.5 ml
%0.8 TBA (sulu) 1.5ml 1.5ml 1.5ml
Saf su (ml) 0.7 ml 0.7 ml 0.8 ml
Vorteksle karistirtlir.60 dk 90 C°de inkiibe edildikten sonra musluk suyu altinda
sogutulur.
Saf su (ml) 1 ml 1 ml 1 ml
N-Butanol/Piridin 5ml 5ml 5ml

Tiipler N-Butanol /Piridin ilavesinden sonra iyice karistirilir. Daha sonra 4000

rpm’de 10 dakika santrifiij edilir, listteki organik kisim(iist faz) alinarak 532 nm’de

absorbans fotometrik olarak okunur. Sonug standart egrisinden degerlendirilir.
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3.7.3. Hesaplanmasi

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

MDA Diizeyi (nmol/mg protein)-MDA Degeri (nmol/ml)/Protein (mg/ml)

3.8. SUPEROKSIT DISMUTAZ (SOD) AKTIiVITE TAYINi

Stiperoksit dismutaz, oksidatif enerji liretimi sirasinda olusan toksik siiperoksit
radikallerinin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene dismutasyonunu hizlandirir. Bu
yontem, ksantin ve ksantin oksidaz kullanilarak olusturulan siiperoksit radikallerinin, 2-
[4-1iyodofenil]-3-[4-nitrofenol]-5-feniltetrazoliyum klorid (piyodonitrotetra zoliyum
viyolet: INT) ile meydana getirdigi kirmiz1 renkli formazan boyasinin 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, buaradaki farkin belirlenmesiyle de SOD aktivitesi 6lgiiliir '*.
3.8.1. Ayiraglar

1. CAPS Tamponu(3-sikloheksilamino)-1-propan siilfonik asit) (pH:10.2)

50.00 mM CAPS 1.1065 gr
0.94 mM EDTA 0,035 gr
Doymus NaOH 11.1 pl

Saf su ile 100 ml ‘ye tamamlanir.
2. Substrat Karisimi
0.05 mM Ksantin 0.00152 gr
INT 0.00253 gr
Bu karisim CAPS tamponuyla 100 ml’ye tamamlanir.
3. 80 U/L Ksantin oksidaz
50 U Ksantin oksidaz 3.04 pl
Saf'suile 1 ml’ye tamamlanir.
4. 0.01 MFosfat tamponu (pH:7 ayarlanir)
Na,PO,4 5491 mg
NaH,PO, 3.58 mg

Saf su ile 100 ml ‘ye tamamlanir.
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5. Standart (S6): 5,6 U/ml SOD igeren Ransod kitinin standardidir.
3.8.2. Standart Egri Cizimi

Liyofilize (hizli dondurulmus, mikroorganizma icermeyen, steril) olarak
hazirlanmis SOD standardi 10 ml bidistile su ile sulandirilir. Standart egri ¢iziminde
kullanilacak olan diger SOD derisimleri fosfat tamponuyla Tablo 8’deki gibi
hazirlanir.2-8 °C ‘de saklandiginda 2 hafta siireyle dayaniklidir.

Tablo 8: SOD standart egri ¢izimi igin tiiplerin hazirlanist

Kullanilacak Standart Soliisyonun | M Fosfat SOD derisimi

Standartlar Hacmi Tamponunun (U/ml)
Hacmi

S5 6 ml S6 5 ml 2.8

S4 5ml S5 5ml 1.4

S3 5 ml S4 5ml 0.7

S2 3ml S3 5 ml 0.23

S1: Kor (fosfat tamponu)

Yontem de; siiperoksit dismutaz aktive tayini yapilirken, bobrek doku
hiicrelerinden hazirlanan siipernatantlar %30 ile %60 arasinda % inhibisyon aralig
olacak sekilde 0.01 M fosfat tamponu ile 1:65 (640 mikrolitre tampon,10 mikrolitre

ornek) oraninda sulandirilir ve aktivite tayini yapilir.

Tablo 9: SOD standart egri ¢izimi i¢in kuvars kiivetlerin hazirlanisi

Kor (ul) Standart(ul)
Standart - 25
0.01 M Fosfat Tamponu 25 -
Substrat Karisimi1 850 850

Kiivetler iyice karistirilir.

Ksantin oksidaz 125 125

Ksantin oksidaz eklendikten sonra tekrar karistirilir 30 saniye sonra calisma
koriiniin ve standardin 37 °C’de, 505 nm dalga boyunda havaya karsi baslangi¢
absorbanslar1 (A;) okunur. Aymi anda kronometre c¢alistirilarak 3 dakika sonra son

absorbanslari (A,) tekrar okunur.
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3.8.3. Hesaplama

Calisma korlii SOD igermedigi i¢in inhibisyona ugramamis reaksiyon olarak

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

bunlara ait ¢alisma koriiyle oranlanarak hesaplama yapilir.

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

A A calisma kori

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

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

yazilarak standart egri elde edilir.

[032]
[an]

30,76

%inhibisyon

13,47

60 -

50 A

40 -

30

20 -

10 +

46,16

63,46

0,5 0,25

Sekil 26: SOD standart egrisi

D
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Ornek Calismasi

Tablo 10: Dokuda SOD aktivite tayini icin kuvars tiiplerin hazirlanmsi

Kor (ul) Standart(ul)
Standart - 25
0.01 M Fosfat Tamponu 25 -
Substrat Karisimi 850 850

Kiivetler iyice karistirilir.

Ksantin oksidaz 125 125

Tiipler tekrar karistirildiktan 30 saniye sonra 37°C’de, 505 nm dalga boyunda
havaya kars1 baslangic absorbans(Al) okunur. 3 dakika sonra absorbans (A2) tekrar
okunur.

Hesaplama:

AA/dak. standart =A,-A;/ 3 dakika

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

A A calisma korii
Ornege ait hesaplanan yiizde inhibisyon degerine karsilik gelen SOD degeri
standart egri kullanilarak bulunur. U/ml biriminden 6l¢iilen SOD aktivitesi U/mg
protein birimi olarak verilmistir.

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

Protein (mg/ml)
3.9. Glutatyon Peroksidaz(Gsh-Px) Aktivite Tayini

Glutatyon peroksidaz aktivitesi siipernatantta Beutler yontemiyle saptanmistir
107, Asagida verilen reaktifler tabloda (Tablo 11) gosterilen oranlarda tiiplere konulur ve

tiipler 37°C “de 10 dakika inkibasyona birakilir '*’.

Kullanilan Reaktifler
1. 1M Tris-HCI (8.8 gr), 5 mM EDTA Tamponu (0.1861gr) (pH:8)
2.0.1 M GSH (glutatyon) 1,537 gr - 50 ml
distile suda
3. 10 U/ml GR (gliitatyon rediiktaz) (giinliik hazirlanir) 50ul -1ml distile

suda
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4. 2mM NADPH (nikodinamid adenin dintikleotit fosfat) 0.1666 gr 100
ml’ye tamamlanur.

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

Tablo 11:Doku 6rneginde GSH-Px tayini i¢in deney tiiplerinin hazirlanisi

Reaktifler Ornek(ml)
IM Tris-EDTA 0,1 (100 pul)
Glutatyon 0,02 (20 ul)
Glutatyon rediiktaz 0,1
NADPH 0,1
Ornek (homojenat veya hemolizat) 0,01 (10 ul)
Distile su 0,66 (660 ul)
37°C’ de 10 dakika inkiibasyon yapilir.

t-biitilhidroperoksit | 0,01

Kinetik olarak 340 nm‘de 2,5 dakika, optik dansite’deki azalis kaydedilir.

Inkiibasyon sonras1 drnekler lecm kuvars kiivete konur {izerine 10 pl 7 mM t-
biitilhidroperoksit konulduktan sonra okuma baslatilir. Bu tepkime, 37 °C’de enzim

tarafindan oksitlenen 1 umol NADPH’ in 340 nm dalga boyunda 1s1k yolu 1 c¢cm olan

kuvars kiivetlerde optik dansitedeki azalisi kinetik olarak 2,5 dakika siireyle okunur'?’”.

Hesaplama
GSH-Px Aktivitesi (U/ml) = AOD x V1 (1.0 ml)
6.22x Vi (0,01 ml)

AOD : Dakikadaki optik dansite degisimi (O.D farki)
Vi : Ornek hacmi

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

U/ml biriminden 6lgiilen GSH-Px aktivitesi drnekte saptanan protein degerine

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

GSH-Px Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) = GSH-Px Degeri(U/mg)
Protein (mg/ml)
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3.10. KATALAZ (CAT) AKTIVITE TAYINi

Katalaz, H,O,’ nin yikimimni katalize eder. H,O,’ nin CAT tarafindan yikim hizi,
H;0;,’nin 230 nm’de 15181 absorbe etmesinden yararlanilarak spektrofotometrik olarak

olciilebilir 17,

Ayiraclar
1. 1M Tris-HCI, 5mM Na, EDTA tamponu,pH 8.0
Tris-Baz 5.358 gr
Tris-HCI 8,787 gr
Na, EDTA 0.1461 gr

Saf su ile 100 mI’ye tamamlanir.

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

asagida gosterildigi gibi baslanir.
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Tablo 12:Dokuda CAT aktivite tayini i¢in kuvars kiivetlerinin hazirlanisi

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

Tipler 37 °C’de 10 dakika inkiibe edildikten sonra daha 6nce 1:50 oraninda diliie
ettigimiz Oornekten 20 pl alinarak tiiplere ilave edilir ve 230 nm’de 2,5 dakika kinetik
okuma yapilir. Her numune teker teker ¢aligilarak kaydedilirlm.

Hesaplama
CAT Aktivitesi (U/ml) = AOD x V1 (1.0 ml)

0.071 x Vg (0.02 ml)

AOD: Dakikadaki optik dansite degisimi

VH: Ornek hacmi

VT: Toplam hacim

0.071: 10mM H,0, yikim hizinin verdigi OD degeridir.

U/ml biriminden 6lgiilen CAT aktivitesi &rnekte saptanan protein degerine

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

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

Protein (mg/ml)
3.11. HISTOPATOLOJiK DEGERLENDIRME

Alman bobrek dokusunun histopatolojik incelenmesi i¢in bobrek doku 6rnekleri
% 10’ luk notral formaldehit solusyonunda fikse edildi. Rutin islemlerin sonrasinda
Sum kalnhginda hazirlanan doku kesitleri Haris hematoksilen-eosin boyasi ile

boyanarak 151k mikroskobunda degerlendirildi.
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Degerlendirmede, histopatolojik inceleme icin; “vaskiiler yapilarda dilatasyon —

konjesyon”, “tlibiiler vakoulizasyon”, “mononiikleer hiicre artisi” ve “tiibiiler nekroz”

olmak tizere 4 parametre esas alinarak incelendi.
3.12. ISTATISTIK

Istatiksel analizin yapilmasinda bilgisayar programi olarak SPSS for Windows
istatistik programinin Release 9.05 siiriimii (SPSS Inc.,Chicago,IL;USA) kullanildi.
Sonucglarimiz ortalama + standart sapma seklinde verildi. Biyokimyasal verilerimizin
degerlendirilmesinde ise gruplar arasindaki farklarin incelenmesi i¢in Non Parametrik
Kruskal-Wallis testi, iki grup arasindaki farkin degerlendirilmesinde de Mann-Whitney
U testi kullanildi. Her iki test i¢cinde p<<0.05 degeri istatiksel olarak anlamli kabul edildi.
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MDA(nmol/mg protein)

4. BULGULAR
4.1. MDA DEGERLERI UZERINE ETKIiLER

Bobrek  dokusunda  tespit edilen MDA < degerleri  incelendiginde
0,9 1nmol/mgprotein ile 4,21 nmol/mg protein arasinda degisen degerler elde edilmistir.
Kontrol grubunda ki MDA degerlerinin Saglam gruba ve ila¢ gruplarina gore yiiksek
oldugu gorilmiistiir (p<0.05), ortalama MDA diizeyleri hesaplandiginda en diisiik
degerin EGCG+Q grubunda (1,30+0,25 nmol/mg protein) oldugu en yiiksek MDA
degerin’in ise I/R grubunda (3,5+ 0,75 nmol/mg protein) oldugu goriilmektedir. Q
grubu ile EGCG+Q grubu benzerdir fakat kontrol (I/R) grubuna gére anlamli olarak
distiktiir (p<0.05).

4,000
i
3,000 \
£
2,000 T
o k
~
i
1,000 -
0 ; : ; ; ;-,
Sham /R EGCG Q EGCG+Q

(Saglam) (Kontrol)
Sekil 27: Gruplarda MDA diizeyleri

*: Deney kontrol grubuna gore anlamli derecede diisiik (p<0.05)
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Gruplar arasindaki MDA diizeyleri kiyaslandiginda

1-Deney kontrol grubundaki MDA seviyesi anlamli olarak en yiiksek deger
tespit edildi(p<0.05).

2-ila¢ uygulanan tiim gruplarda tespit edilen MDA degerleri, Deney kontrol

grubuna gore istatiksel olarak anlamli ve diisiik tespit edilmistir(p<0.05).

tespit edilmistir(p<0.05).

3-Ilag uygulanan gruplarda MDA degerleri arasindaki farklara bakildiginda Q ve
EGCG+Q grubundaki MDA degerleri benzer fakat EGCG grubuna gore daha diisiik

4-Ilag gruplarindan EGCG+Q ve Q gruplart MDA degerleri arasinda ise belirgin

bir fark tespit edilmemistir (p>0.05).

o (Ort + Std. S.
Tablo 13: Deney gruplarinda biyokimyasal parametreler Min.-med.-max)
Protein MDA SOD GSH-Px CAT
(nmol/mg (nmol/mg (U/mg (U/mg (U/mg
protein) protein) Protein) protein) protein)
Sham 15,57 £2,53 1,81 +0,5 # | 12,0+£2,90 # | 0,06+ 0,013 65,40+ 11,35 #
(Saglam) | 130-1631-1811 1,38- 1,61-2,67 6,91- 12,80- 15,45 0,045-0,054-0,080 49,52-66,74-79,16
IR 14,79 £2,62 3,13+£0,49 * | 9,42 +2,31 0,05+ 0,015 53,37 +6,59 *
(Kontrol) | 1:22-1517-1927 2,54-3,00-4,21 6,88-8,45-13,89 0,031-0,051-0,075 47,28- 51,48- 64,62
EGCG 15,23 £ 6,03 2,21 +0,74 iﬁ 18,50 £ 5,86 ; 0,09 + 0,036 Z 56,64 + 15,16 *
Grubu 8,94- 13,07- 24,41 1,11-2,45-3,28 7,68- 17,64- 25,21 0,03-0,10- 0,12 41,22- 52,74- 83,86
Q 12,64 £2.28 *# 1,31 £0,25 # | 16,62 +£2,78 * | 0,081+ 0,051 *| 59,0+£9,14 *#
Grubu 8,13- 13,09- 15,66 1,02- 1,38- 1,58 12,5- 15,88-21,00 0,031- 0,06- 0,19 45,85-59,07-73,51
#
% * *
EGCGHQ | 13844261 1274021 7[19,95+525 " | 0,13+0,043" 7| 50,08 £9,49 ~ 7
Grubu 11,37- 13,29- 19,93 0,90- 1,34- 1,56 12,12- 20,55- 28,83 0,080- 0,130-0,202 | 37,79-49,94- 61,55
(Kombine
ilag)

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

# : Kontrol (I/R) grubuna gore istatistiksel anlaml1 fark var (p<0.05)
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SOD(U/mg(protein)

Tabloda Deney gruplarindaki biyokimyasal veriler, ort + Std. Sapma (iistte) ve

minimum-medium-maximum (altta) degerler olarak ifade edilmistir.
4.2. SOD AKTIVITELERI UZERINE ETKIiLER

Bobrek dokusunda tespit edilen SOD degerleri incelendiginde 6,88 U/mg protein
ile, 28,833 U/mg protein arasinda degisen degerler elde edilmistir. Ortalama SOD
degerleri hesaplandiginda en diisiik SOD degerin kontrol(i/R) grubunda (9,423 U/mg
protein) oldugu, en yiiksek SOD degerinin ise EGCG+Q ila¢ grubunda (19,956 U/mg

protein) oldugu saptanmustir.

30,00 | "
%
25,00 | T
%
20,00 | W
%
15,00 | I {
10,00 | ‘

5,00

I I \ \
0 1 2 3 5

Sham /R EGCG Q EGCG+Q
(Saglam) (Kontrol)

N

Sekil 28: Gruplarda SOD aktivitesi

*: Deney kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek (p<0.05)
Gruplar arasindaki SOD diizeylerini kiyaslandiginda

1- Deney kontrol grubundaki SOD aktivitesi, Saglam gruba goére anlamli olarak
daha diistiktiir (p<0.05).
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GPx(U/mg protein)

2- EGCG grubundaki SOD degerleri kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek
tespit edildi (p<0.05).

3- Q grubundaki SOD degerleri kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek
tespit edildi (p<0.05).

4- EGCG+Q gruptaki SOD degerleri de kontrol grubuna goére anlamli olarak
yiiksek tespit edildi (p<0.05), ancak kombine grupla diger ila¢ gruplar1 arasindaki fark
anlaml degildir (p>0,05).

4.3. GSH AKTIVITELERI UZERINE ETKILER

Bobrek dokusunda tespit edilen GSH-Px degerleri incelendiginde 0,0311 U/mg
protein ile 0,202 U/mg protein arasinda degisen degerler bulunmustur. Ortalama GSH-
Px degerleri hesaplandiginda en diisiik degerin kontrol grubunda (0,0516 U/mg protein)
oldugu en yiiksek GSH-Px degerinin ise EGCG+Q grubunda oldugu (0,1339 U/mg

protein) tespit edilmistir.

0,2000 —
0,1500
* *
T
0,1000

= = 8 | 7T

I I I I
0 1 2 3 5

Sham I/R EGCG Q EGCG+Q
(Saglam) (Kontrol)

Sekil 29: Gruplarda GSH-Px aktivitesi

N
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*: Deney kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek (p<0.05)

Gruplar arasindaki GSH-Px diizeylerini kiyasladigimizda

1- Deney kontrol grubundaki GSH-Px aktivitesi, Saglam gruba gore daha
diisiiktiir fakat bu fark anlamli degildir (p>0.05).

2- EGCG grubundaki GSH-Px degerleri kontrol grubuna goére anlamli olarak
yliksek tespit edildi (p<0.05).

3- Q grubundaki GSH-Px degerleri kontrol grubuna gére anlamli olarak yiiksek
tespit edildi (p<0.05).

4- EGCGHQ gruptaki GSH-Px degerleri de kontrol grubuna goére anlamli olarak
yiksek tespit edildi (p<0.05) ayrica kombine grupla diger ilag gruplar1 arasindaki farka
bakildiginda EGCG+Q grubundaki GSH-Px degerleri diger ilag gruplaria gore anlamh
olarak daha ytiksek tespit edildi (p<0.05).

4.4. KATALAZ AKTIVITELERI UZERINE ETKILER

Bobrek dokusunda tespit edilen CAT degerleri incelendiginde 37,796 U/mg
protein ile 83,865 U/mg protein arasinda degisen degerler elde edilmistir. Bunlarin
ortalama CAT degerleri hesaplandiginda en diisiik degerin EGCG+Q (50,085 U/mg
protein) ve kontrol grubunda (53,379 U/mg protein) oldugu. En yiiksek CAT degerinin
ise sham grubunda (65,388 U/mg protein) oldugu saptanmistir.
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CAT(U/mg/protein)
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Sekil 30: Gruplarda CAT aktivitesi

*: Deney kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek (p<0.05)

Gruplar arasindaki CAT diizeylerini kiyasladigimizda

1- Deney kontrol grubundaki CAT aktivitesi, sham grubuna goére anlamli olarak
daha diistiktiir (p<0.05).

2- EGCG grubundaki CAT degerleri kontrol grubuna gore yiiksek tespit
edilmistir fakat bu fark anlamli degildir (p>0.05).

3- Q grubundaki CAT degerleri kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek
tespit edildi (p<0.05).

4- EGCG+Q grubundaki CAT degerleri kontrol grubuna gore diisiik tespit
edilmistir, fakat bu fark istatistik olarak anlamli degildir (p>0.05).
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4.5. HISTOPATOLOJIK ANALIiZ SONUCLARI

Gruplarin histopatolajik analizlerinde, gruplarin kontrol grubuyla ve kendi
aralarinda karsilastirilmalar1  yapilmig, vaskiiler yapilarda dilatasyon—konjesyon”,
“tiibiiler vakoulizasyon”, “mononiikleer hiicre artis1” ve “tiibiiler nekroz” olmak {izere 4
parametre esas alinarak incelenmis ve birbirleriyle aralarinda anlamli bir fark tespit

edilememistir.
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5. TARTISMA

Bobrek iskemisi durumu, abdominal aorta yonelik cerrahilerde suprarenal
klempaj sonrasi, kismi nefrektomi, bobrek transplantasyonu, sepsis (Bakteri veya diger
patojenlerin kan dolasimina gegmesi), ¢esitli tirolojik miidahaleler ve hidronefrozis gibi
cesitli klinik durumlarda goriiliir.

Bobrek nakilleri son donem bdbrek hastaliklarinda tercih edilen bir tedavi
yontemidir. Bobregin dondrden ¢ikartilip, alicida arter baglantisinin saglanmasina kadar
gecen siire icinde bobrege giden kan akimi kesilmis olur '%’. Renal transplantasyon
disinda da bobreklerde degisik nedenlerle meydana gelebilecek renal kan akiminda
azalma ile seyreden pek c¢ok kosulda iskemik bobrek yetmezligi gelismekte ve

mortalitesi %50’lere kadar c¢ikabilmektedir ''°

. Klinik sonuglarin yetersiz olmasi
iskemi-reperflizyon hasari mekanizmalarinin arastirilmasi1 ve Onleyici stratejilerin
gelistirilmesi i¢in gerekce teskil etmekte ve bu konu birgok kilinik ya da deneysel
calismalara konu olmaktadir.

Bu calismada daha onceden de I/R hasarina etkileri arastirma konusu olan
antioksidanlar Epigallokatesin ve Quercetin’in diger ¢alismalardan farkli olarak birlikte
(kombine) ve ayr1 ayr olarak, iskemi-reperfiizyon iliskili etkilerinin arastirilmasi
amaglandi. Calismada Wistar tipi erkek si¢anlar kullanildi. Denek olarak sican
kullanilmasinin sebebleri oncelikle taksonomik olarak memeliler sinifinda yer almasi,
genetik ve molekiiler yonlerden insana yakin birgok protein benzerliginin bulunmasi,
kiiciik bir yapiya sahip olup kolay miidahale edilebilmesi ve biitce olarak masrafli
olmay1p daha kolay bulunabilmesi olarak siralanabilir.

Iskemi ve reperfiizyon sirasinda; mitokondriyal oksidatif fosforilasyonun
degismesi, ATP’nin azalmasi, hiicre i¢i Ca™ artis1 ve hiicre iskeleti ile membran
fosfolipitlerinin bozulmasina dnciiliik eden enzim proteaz ve fosfatazlarin aktive olmasi
sonucu asirt miktarda SOR olusarak, oksidatif strese neden olur. Paller ve ark.’nin
yaptig1 bir calismada I/R hasarinin fizyopatolojisinde SOR’nin énemli bir rol oynadig1
belirtilmektedir. Serbest radikallerin bu kadar artig gostermesinin asil nedeni iskemik
durum degil, azalmis oksijen seviyesinin reperfiizyonla birlikte ani artigidir '**.

Iskemi sirasinda kiigiik oranda SOR olusmaktaysa da, reperfiizyon déneminde

dokunun yeniden oksijenlenmesinin ardindan ¢ok daha biiyiik miktarda serbest radikal
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olugsmakta ve bunlar da lipid peroksidasyonuna yol acarak hiicresel hasar1 artirmaktadir
2

Oksijen canlilarin yagamlarini siirdiirmeleri i¢in mutlak gerekli bir elementtir. O,
hiicre i¢inde ¢esitli reaksiyonlardan gegerek su haline doniismektedir. Bu sirada hiicre
kendisi i¢in gerekli enerjiyi saglamaktadir. Fakat bu siiregte oksijenin %1-3' i tam
olarak suya déniisemez ve siiperoksit anyonu ve hidroksil radikali olusur >

Hiicre daima olumsuz sartlara kars1 adaptasyon egilimindedir ve bu siire¢ iginde
ani bir oksijen artis1 hiicre i¢i bir ¢ok sistemde oksidasyonu artiracagindan olusan
tirtinler substratlar arasindaki diizensiz korelasyon radikal iiretimini tetikleyecek ve
olusan radikaller ise ilk hedef olarak lipidlere saldiracaktir bdylece lipid peroksidasyonu
artacak ve hasar mekanizmasi olusacaktir. Lipid peroksidasyonu sonucu olusan énemli
iirinlerden biri MDA ’dir. MDA lipit peroksidasyonun bir iiriinii ve gostergesidir *"* .

Onceki yillarda yapilan calismalarda; Enzimatik ve nonenzimatik
mekanizmalarla SOR’larin etkilerini ortadan kaldiran maddelerin etkinlikleri deneysel
ve klinik olarak gosterilmistir. 1980’11 yillardan beri oksidatif doku hasarinin gostergesi
olarak, serum ve doku MDA degerlerine bakilmakta oldugunu belirten Singh ve Chopra
ratlarda yaptiklar1 renal I/R’de renal oksidatif doku hasarinin gostergesi olarak doku
MDA diizeylerine bakmislardir. Bu ¢alismada da doku hasarmin gostergesi olarak renal
doku MDA degerlerine bakilmis ve I/R grubunda MDA degerlerinin diger gruplara
oranla belirgin olarak arttig1 gosterilmistir '

Mark ve ark.ratlarda yaptiklar1 bir caligmada renal iskemide MDA artisinin,
reperfiizyonla daha da arttigin1 gostermislerdir. Onlara gore, reaktif oksijen radikalleri,
iskemiyle hiicresel hasar olustugu zaman, hiicre membranindaki poliansatiire lipitlerin
peroksidasyonu sonucu membrandaki gecirgenligi bozar. Ayni sekilde hiicre igindeki
mitokondri ve lizozomal membranlarinda oksidatif hasar olusup mitokondrial
membranda onarimi olmayan fosforilizasyon ve lizozomal membranda gecirgenlik
artisina baglh hidrolitik enzimlerle hiicre yikim1 meydana getirir. Tiibiiler hiicrelerde
ayni olaylar olurken, tiibiiler transporte bozulur '°.

Kahraman A. ve ark., bobrek iskemi-reperfiizyonunda quercetin ile tedavi
yapilan grubun I/R grubuna gére MDA y1 anlamli derecede diisiirdiigii, SOD ve CAT
enzim aktivitelerini ise anlaml yiikselttigini gostermislerdir '*.

Sing D ve ark., renal I/R iizerine yaptiklar1 calismada 2 mg/kg ve 30 mg/kg

quercetin’i periton i¢ine ayri ayri1 gruplarda vermisler ve MDA diizeyinin her iki
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gruptada kontrol grubuna gore diistiigiini diger enzim aktivitelerinin ise arttigini
gormiislerdir. 100 mg/kg oral olarak verilen Q grubunda ise tedavide etkili olmadigini
belirtmislerdir '''. Bu ¢aligmalardan da yola ¢ikilarak bizim ¢alismamizda da quercetin
30 mg/kg dozunda ayarlanarak intraperitonel yoldan verilmistir.

Inal M. ve ark., yaptiklar1 bir calismada sigan bébregine 30 dakika iskemi ve 45
dakika reperfiizyon yapmuslardir. I/R grubunun bébrek dokusunda MDA diizeyi XO
aktivitesinin arttigini tesbit etmisler, SOD, CAT ve GSH-Px enzim aktivitelerinin ise
azaldigini rapor etmislerdir. Q verdikleri ilag grubunda ise bu parametrelerin I/R hasari
yapilan ilagsiz gruba gore MDA diizeyinin azaldigimi SOD, CAT, GSH-Px enzim
aktivitelerinin ise arttigin1 gérmiislerdir. Bundan yola ¢ikarak Q’nin bébrek I/R hasarimi
iyilestirici etkisinin oldugu kanisina varmuslardir .

Kahraman A.ve ark., UV radyasyonla indiiklenen oksidatif hasarda ve bobrek
dokusu /R hasarinda Q’nin O, radikallerini yakalayarak SOD aktivitesindeki azalmay1

onleyebilecegini belirtmislerdir '*'%*

. Bizde ¢alismamizda Q verdigimiz grubun SOD
aktivitelerini yiiksek bulduk.

Onceki calismalarda Q ve EGCG ile ilgili baz1 ¢alismalar bulunmaktadir fakat
bizim ¢alismamiz disinda bébrek I/R hasarma karsi bu ilaglarin birlikte yani kombine
bir sekilde uygulanisi bulunmamaktadir.

Alexandros E. Giakoustidis ve ark., yaptiklari ¢alismada intestinal iskemi
reperfiizyon hasarina kars1 30 adet sigcanda ¢alismiglar ve intraperitoneal olarak verilen
epigallocatechin-3-gallate’in ~ karaciger ve akciger hasarim1 azaltict  etkisini
incelemislerdir. Calisma sonucunda karaciger ve akciger dokusunda I/R grubunda MDA
diizeylerinin, sham (saglam) ve EGCG grubuna gore daha yiiksek oldugunu saptamislar
ve EGCG’nin lipit peroksidasyonunu azaltici ve tedavi edici etkisi olabilecegini tespit
etmislerdir '’

Iskemi-reperfiizyon siiresi saptanmasinda siire olarak onceki caligmalardan da
yararlandik. Ozan ve ark., tek bobrege uyguladiklart 60 dk iskemi, 60 dakika
reperfiizyon modelinde bobrekte I/R hasarmimn olustufunu biyokimyasal olarak
gostermislerdir.

Avlan ve ark. Ise 45 dk iskemi, 60 dk reperfiizyon ve nefroktomi uygulayarak
bobrek I/R hasarmi arastirmislardir. Paller, 60 dk iskemi ve 15 dk reperfiizyon sonrasi

bobrekte I/R hasar1 olusacagini ortaya koymustur. Arastirmamizda literatiirdeki

caligmalarin deney modelleri de incelendiginde calismada yaptigimiz tek bdobrege
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uygulanan 60 dk iskemi,60 dk reperfiizyon siiresinin, bobrek I/R hasarimi olusturmasi
acisindan yeterli bir siire olabildigi ve biyokimyasal olarak bu degisikliklerin gozlendigi
tesbit edilmis ancak histopatolojik degisikliklerin daha iyi gozlenebilmesi i¢in daha
fazla siireye ihtiya¢ duyulacagi kanisina varilmistir.

Calismamizda renal arter kapatilmistir, 16kositler iskemi reperfiizyon alanina
saatler icinde dahil olmaktadirlar '**. Bizim ¢alismamizda reperfiizyon siiresinin 60 dk
olmas1 nedeni ile 16kosit aracilikli reperfiizyon hasar1 tam belirginlesmemis olabilir.
Histopatolojik  degisikliklerin = gruplar arasinda anlamli olmamasmni da buna
baglayabiliriz. Ayrica histopatolojik hasarlanmaya kars1 bu ilaglarin koruyucu etkisinin
olup olmadiginin anlasilmasi i¢in de l6kosit diizeylerinin Sl¢iildiigii ve 10kosit aracili
reperfiizyon hasarinin olusup olusmadiginin tespit edildigi ve 151k mikroskobuyla bu
degisikliklerin izlendigi daha uzun siireli ve farkli ¢aligsmalara ihtiyac vardir.

Bu arastirmada biyokimyasal hasarin olusumunu gdstermek ve kullanilan
maddelerin hasara karsi koruyucu etkisini arastirmak i¢in bobrek dokusunda MDA
diizeyleri c¢alisilmigtir. Ortalama MDA degerleri hesaplandiginda en diisiik deger
EGCG+Q grubunda (1,30+0,25 nmol/mg protein) en yiiksek degerin ise kontrol(i/R)
grubunda (3,5+ 0,75 nmol/mg protein) oldugu gorilmiistiir. Bu bulgu sonucunda
verilen ila¢ maddelerinin serbest radikal kaynakli lipid peroksidasyonunu azalttigi
sOylenebilir. Ayni etki ila¢g gruplarimizin her birinde ve kombine grubumuzda
bulgularda belirtildigi gibi belirgin olarak goriilmektedir. Kombine grubumuzda ki
MDA seviyesi quercetin grubuna gore daha diisiik olup epigallokatesin grubu
seviyesine gore ise belirgin fark tesbit edilememistir.

Hiicre icinde oksijenin metabolize edildigi her yerde, antioksidanlar, oksijen ara
metabolitlerini azaltmak i¢in hizli ve spesifik (enzimatik) olarak ¢alisirlar. Antioksidan
savunmada Oncelikle etkili olanlar enzimatik antioksidanlardir. Bunlar superoksit
dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz gibi enzimlerdir**. SOD
siiperoksit radikalini H,O,’ ye katalizler. H,O, ise CAT ve GSH-Px tarafindan
molekiiler oksijen ve suya indirgenir. GSH-Px, glutatyon rediiktaz aracilig1 ile olusan
glutatyonu okside forma doniistiiriir. Bundan dolay1 bu enzimlerin konsantrasyonlarinin
Sl¢iimii bize iskemi sonrasinda olusan serbest oksijen radikali hakkinda bilgi verir *+°.
Bu arastirmada olusan oksidan hasarin derecesini belirlemek ve verilen maddelerin
hasar1 6nlemede ki basarisin1 gorebilmek icin MDA, SOD, GSH-Px ve CAT enzim
aktiviteleri calisildi.
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Bu ¢aligmada I/R grubunda saglam gruba gore oksidatif stres parametrelerinde
artis oldugu, antioksidan ajanlarda ise anlamli bir diisiis oldugu goriilmiistiir (p<0,05).
Bobrek dokusundan calistigimiz SOD enzim aktivitesi agisindan en yiiksek degerlerin
ilag verilen gruplarda anlaml sekilde yiliksek ¢iktig1 goériilmiistiir (p<0,05). Ortalama
SOD degerleri hesaplandiginda en diisiik degerin kontrol (i/R) grubunda (9,423 U/mg
protein) oldugu en yiiksek degerin ise EGCG+Q grubunda (19,956 U/mg protein)
oldugu goriilmiistiir. Bu bilgiler 1s181nda, SOD aktivitesinin artisi, hasar sirasinda olusan
serbest radikallere kars1 bir savunma mekanizmasinin olusturuldugunu géstermektedir.

Hiicre iginde olusan serbest radikal hasarina karsi enzimatik ve non-enzimatik
savunma mekanizmalari mevcuttur. A,C ve E vitaminleri, irik asit, glutatyon
nonenzimatik savunma mekanizmalar1 arasinda 6nemli yer tutarken, SOD, GSH-Px ve
CAT enzimleri de hiicre i¢cinde gdérev yapan enzimatik savunma sistemleri yani radikal
stiptiriicli enzimlerdir. Bunlar SOR ’nin olusturdugu oksidatif hasar1 6nlerler.

Serbest radikal olusum hizi bu radikalleri etkisizlestirme hizi ile ayn1 oldugu
siirece olusan radikallerden, organizma etkilenmemektedir. Buna karsilik antioksidan
savunma azalir ya da zararli bilesiklerin olusum hizi sistemin savunma giiclinii asarsa
bu denge bozulmakta ve SOR’lerine bagli olarak zararli etkiler ortaya c¢ikmaktadir.
Antioksidan ajanlar birlikte kullanildiginda da birbirlerinin etkilerini olumlu yonde
artirarak daha gii¢lii bir koruma saglayabilir, ortaya ¢ikabilecek yan etkilerde de azalma
meydana getirebilirler *"*''2.

Bu calismada kullanilan Epigallokatesin ve Quersetin 6nemli antioksidan
maddelerdir. Katesin, epikatesin, epigallokatesin, epikatesin gallat ve epigallokatesin
galat hem ila¢ etken maddesi olarak ve hem de diyette olduk¢a Gnemli yeri olan
flavanollerdir °.

Yapisinda EGCG bulunduran yesil ve siyah cayin, igeriginde bulundurdugu
polifenolik bilesikler nedeniyle antioksidan bir icecek oldugu ve kronik hastaliklardan
koruyucu etkisini bu yolla yaptig1 belirtilmektedir *°.

Quercetin, meyve-sebze gibi besinlerde, kirmizi1 sarap, greyfurt, sogan, elma,
siyah cay, az miktarlarda yaprakli yesil sebzelerde ve fasulyede bulunan, antioksidan
ozellikleri olan bir bitki pigmentidir. Bu pigment, kotli kolesteroliin okside olmasini
Onleyebilir ve hiicrelerin kansere doniismesini geciktirebilir. Ayrica quercetin adli
flavinoid madde ¢ok giiclii bir antioksidan olup kolesterolii diistirmekte, kalp

hastaliklar1 ve akciger kanseri riskini azaltmaktadir. Quercetin’in bir antioksidan madde
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oldugu ve akcigerleri ve solunum yollarin1 sigara ve kirli havanin etkilerinden
korumaya yardimei oldugu saptanmustir °>'%,

Kakuta Y. Okumi M. ve ark., bobrek iskemi-reperfiizyon hasarinda
Epigallokatesin-3-gallat’in, HO-1 upregiilasyonu ve makrofaj infiltrasyonuna karsi
koruyucu etkisini incelemisler ve siganlar1 sham, kontrol ve EGCG gruplarina ayirip
tiim sicanlara tiyopental sodyum (30 mg / kg intraperitoneal) ile anestezi yapmislar ve
50 mg / kg EGCG’ni, I/R hasarindan 48 saat, 24 saat ve 30 dakika &nce siganlara
vermisler ve 45 dk iskemi-reperfiizyona birakmiglardir. Calisma sonunda EGCG’nin
lipit peroksidasyonunu azalttifi ve kontrol grubuna gore kreatinin seviyesinin
diistiiglinii, bobrek akut tiibiiler hasarini azalttigini, EGCG grubu MDA seviyesinde
kontrol grubuna gére anlaml bir azalis oldugunu belirtmislerdir ''°.

Quercetin, Fe ve Cu araciligi ile hidroksil radikali olusumunu onleyerek
oksidatif hasara karsi koruma yapan ¢ok giiclii bir antioksidandir. Serbest oksijen
radikallerinden -OH ve singlet oksijen gibi yapilar1 temizledigi, ksantin oksidaz ve lipid
peroksidasyonunu inhibe ettigi bildirilmistir. Deneysel olarak I/R hasar1 olusturulmus
modellerde de quercetin’in dokuyu I/R hasarindan korudugu gdsterilmistir (Kahraman
A.ve ark) 101112,

Bu arastirmada, quercetin antioksidammnin /R hasar1 iizerindeki etkilerini
gorebilmek maksadiyla bu antioksidan kullanildi. 30mg/kg intraperitonel olarak
quercetin verilen gruptaki ratlarda (1,28+0,28 nmol/mgprotein) bobrek dokusu MDA
degerleri kontrol grubuna gore (3,40+ 0,82 nmol/mg protein) anlamh diisiik bulundu
(p<0,05). Bu bulgu sonucunda Q’nin serbest radikal kaynakli lipid peroksidasyonunu
azalttig1 sdylenebilir. Yine 100 mg/kg dozunda intraperitonel olarak EGCG uygulanan,
EGCG grubunda (2,10+0,90) ve EGCG+Q grubunda (1,180+0,30) MDA degerleri
kontrol grubuna (3,40+ 0,82 nmol/mg protein) gore anlamli diisiik bulunmustur
(p<0,05). Bu degerlere gore EGCG’nin ve kombine uygulaniginin serbest radikal
kaynakli lipid peroksidasyonunu azaltici etki yaptig1 sdylenebilir. EGCG ve Q kombine
uygulanist bu calisma haricinde bulunmamaktadir. Kombine uygulanmista ki bu

verimlilik I/R hasarinda kullanilabilirligi agisindan faydali olabilir.
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SONUCLAR

1- Deney Kontrol grubunda ki MDA seviyesi saglam gruba(sham) oranla
anlaml sekilde yiiksek tesbit edilmistir (p<0,05). Bu durum uyguladigimiz modelde
bobrek /R hasar olustugunu gdstermektedir. I/R hasar1 sonrasi olusan oksidatif hasari
ortadan kaldirmaya ¢alisan ajan ve antioksidan enzimlerden SOD enzimi aktivitesi ise
ila¢ verdigimiz gruplarda anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0,05).

2- Bobrek I/R sonrasi olusan hasara karsi kullanilan quercetin‘in koruyucu
antioksidan etkisi olabilecegi gozlemlenmistir. Q grubunda MDA diizeyi deney grubuna
oranla diisiik bulunmustur (p<0,05). Q verdigimiz grupta SOD enzim aktivitesinde artis
goriilmiistiir fakat bu artis, EGCG grubuna ve EGCG+Q grubuna gore daha azdir.

3- Bébrek I/R hasarinda EGCG verilen gruplarda MDA seviyesinin anlamli
azalisi, SOD ve GPx enzim diizeylerinin anlaml artis1 (p<0,05) bize bu antioksidanin
koruyucu etkisi olabilecegini gostermistir. Ancak CAT enzim aktivitesinde diger
gruplara oranla anlamli bir artig gozlenmemistir (p>0,05).

4- I/R hasarma karsi uygulanan EGCG +Q (Kombine) grubunda, kontrol
grubuna ve EGCG grubuna oranla MDA seviyesinin anlamli azalis1 gorilmiistiir
(p<0,05). Fakat kombine grubta Q grubuna gore anlamli bir fark tesbit edilmemistir
(p>0,05). SOD enzim aktivitesinde ise en yliksek deger kombine grubunda goriilmiistiir.

5- Bu sonuglardan yola ¢ikilarak kullanilan EGCG ve Q antioksidanlarinin ve
bunlarin kombine uygulamisinin bobrek I/R hasarina kars1 koruyucu etkisinin

olabilecegi kanisina varilmistir.
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