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OZET

Intestinal iskemi bircok cerrahi olgu esnasinda olusan ve patofizyolojisi hala tam olarak
anlasilamayan bir problemdir. Calismamizda si¢anlarda ince bagirsak iskemi reperfiizyon
modelinde Quersetin (Q), alfa lipoik asit (a-LA) ve kombine (Q + a-LA) verilmesinin oksidatif
hasarlanma iizerine etkinligi arastirildi.

Calismada 40 adet Sprague-Dawley cinsi sican kullanildi. Her biri 8 adet sican igeren 5
grup olusturuldu. Sicanlar sham grubu, I/R (iskemi reperfiizyon) kontrol grubu, I/R’dan 1 saat
once Q verilen grup, I/R’dan 15 dakika 6nce o-LA verilen grup ve bu ilaglarm kombine (Q+a-
LA) uygulandig1 grup olarak ayrildi. Sham grubundaki sicanlara, superior mezenterik arterin
transeksiyonunu takiben herhangi bir islem uygulanmadi. Kontrol grubundaki ve ila¢ grubundaki
sicanlara 60 dakika iskemi, 60 dakika reperfiizyon uygulandi. ilaglar intraperitoneal olarak Q 30
mg/kg, o-LA 100 mg/kg I/R islemi oncesi verildi.

Deney sonunda histopatolojik ve biyokimyasal calismalar i¢in doku ornekleri alindi.
Oksidatif hasarlanmanm tespiti i¢in malondialdehit (MDA) diizeyi, ksantin oksidaz (XO)
stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzim aktivitesi
caligildi. Histopatolojik hasarin tespitinde 6 asamali bir skorlama sistemi kullanilda.

Kontrol grubu ile sham grubu karsilastirildiginda MDA diizeyi, XO aktivitesi anlamli
yiiksek iken (p<0.05), SOD ve CAT aktiviteleri anlamh diisiik bulundu (p<0.05). Sham grubu ile
ilag verilen gruplar kiyaslandiginda; a-LA grubunda CAT aktivitesi shama gore anlamh diisiik,
XO aktivitesi anlamli yiiksek bulundu (p<0.05). Kombine grupta ise XO aktivitesi anlamli
yiiksekti (p<0.05). Diger enzim aktiviteleri yoniinden ila¢ gruplarinda shama gore anlamli fark
tespit edilmedi (p>0.05). Kontrol grubuyla ila¢ gruplar1 karsilastirildiginda; kontrole géore MDA
yoniinden biitiin gruplarda anlaml diisiis oldu (p<0.05), SOD aktivitesi ise artt1 (p<0.05). Q
grubunda, kontrol grubuna gore XO aktivitesi anlamli azaldi, CAT aktivitesi ise anlaml artti
(p<0.05). Histopatolojik olarak sham grubunda hicbir degisiklik olusmadi. En fazla hasar I/R
yapilan kontrol grubunda meydana geldi, fakat gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
degisiklik bulunamadi (p>0.05).

Sonu¢ olarak; intraperitoneal Q, a-LA ve kombine uygulamalarmnin, I/R hasarmni
onlemede Q’nin daha etkili olmak {iizere yararli olabilecegi fakat kombine uygulanimlarinin
tedavide herhangi bir iistiinliik saglamadigini diisiindiirdii. Histopatolojik degisikliklere etkili

olup olmadig1 konusunda ileri arastirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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ABSTRACT

Intestinal ischemia is a problem which develops during the many surgery cases and
whose pathophysiology is still not understood completely. In our study, the effectiveness of
giving Quercetin (Q), alpha lipoic acid (a-LA) and it is combination (Q + a-LA) on oxidative
damage in intestinal ischemia reperfusion model in rats was investigated.

In this study, 40 Sprague — Dawley rats were used. Five groups each of which consists of
8 rats were formed. Rats were separated as; sham group, I/R (ischemia reperfusion) control
group, group which was given Q one hour before I/R, group which was given a-LA fifteen
minutes before I/R and the group which these medications were given in combination (Q+ o-
LA). No other action was taken to sham group rats following superior mesenteric arter
transaction. 60 minutes ischemia and 60 minutes reperfusion were performed to the rats which
are in control group and medication group. Medications were given before the I/R process as
intraperitoneal Q 30 mg/kg, a-LA 100 mg/kg.

At the end of the experiment, tissue samples for histopathological and biochemical
studies were taken. In order to identify the oxidative damage, malondialdehyde (MDA) level,
xanthine oxidase (XO), superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidase
(GPx) enzyme activities were studied. In the identification of histopathological damage a score

system with 6 stages was used.

When control group and sham group were compared; MDA level, XO activity were
significantly higher (p<0.05), SOD and CAT activities were significantly lower (p<0.05).When
medication given groups and sham group were compared; in a-LA group it was found that CAT
activity was significantly lower, XO activity was significantly higher (p<0.05). In the combined
group just the XO level is significantly higher (p<0.05). Other enzyme activities were not
different between medication given groups and sham group (p>0.05). When the control group
and medication groups were compared; MDA level was significantly decreased in all medication
groups (p<0.05). But, SOD activity was increased (p<0.05). In Q group, XO activity was
significantly decreased, but CAT activity was significantly increased compared to control group
(p<0.05). In sham group histopathological changes were not observed. The most damage was

occurred in the I/R control group, but this changes were not statistically significant (p>0.05).

In conclusion, it is tought that intraperitoneal Q was more than a-LA and combine usage
effective in prevention I/R injure. In addition, combined usage had not superior effect on
treatment. There are needs for furture studies to explain if it would affect histopathological

changes.
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1. GIRIS VE AMAC

Ince bagirsak iskemi reperfiizyon (I/R) hasari ciddi ve sik goriilen klinik bir durum olup
bir¢ok etiyolojik etkenin neden oldugu siiperior mezenterik arterin (SMA) tikanmasina bagh
olusur. Bu durum siddetli yerel veya yaygin doku hasariyla sonug¢lanir. Bu hasar1 takiben coklu

organ yetmezligi (MOF) gelisebilmektedir (1).

Cerrahi kliniklerde sik rastlamilan intestinal I/R hasar1 iizerinde bircok deneysel calisma
yapilmistir. Ayni sekilde iskemi patolojisinde rol oynayan hipoksi ve serbest oksijen radikalleri
(SOR)’nin, hiicre hasar1 tizerindeki etkisini azaltmak icin cesitli maddeler ve ilaglar denenmistir
(2).

Iskemi reperfiizyon hasarinin patogenezinden hiicrenin hipoksisi ve SOR sorumlu
tutulmaktadir. Iskemi sirasinda dokunun yeterince kanlanamamasi, hiicrenin c¢evresinde
notrofillerin toplanmasint arttirir ve bu nétrofillerden ortama salinan bazi enzimler kapiller por
araliginda genislemeye neden olmaktadir. Ayrica hipoksi sonucunda ksantin dehidrogenaz
(XDH), ksantin oksidaza (XO) doniismekte ve bu enzim reperfiizyon sirasinda, SOR’nin
sentezlenmesinde rol oynamaktadir. SOR ise hidroksil radikalleri (OH) ile lipit
peroksidasyonunu baglatmakta ve hiicre membraninin lipit yapisin1 bozarak doku hasarina yol
acmaktadir (3, 4).

Normal fizyolojik durumlarda SOR’nin biiyiik bir kism1 mitokondrial elektron transport
zincirinde iretilir. Ciinkii viicut tarafindan kullanilan oksijenin %95-98’i mitokondride suya
indirgenir (5).

Aerobik dokularda iiretilen SOR’ne kars1 cesitli savunma mekanizmalar1 vardir. Katalaz
(CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon rediiktaz (GR), siiperoksit dismutaz (SOD) ve
glukoz—6-fosfat dehidrojenaz (G6PD) gibi enzimlerin yaninda; beta karoten, melatonin, o-
tokoferol, askorbik asit, lirat, bilirubin, sistein, seruloplazmin, albiimin, transferrin, ferritin,
haptoglobilin, hemopeksin gibi enzim olmayan molekiiller de antioksidan savunmada rol alirlar.
Oksidan ve antioksidan sistemler arasindaki dengenin oksidan sistemler lehine bozulmasiyla
hiicre hasar1 olusmaktadir (6, 7).

Ancak endojen antioksidan sistemler oksidatif hasara karsi tam olarak etkili
olmayabilirler. Ornegin; OH' bu detoksifiye edici enzimler tarafindan metabolize edilemez (7).

Serbest radikal toksisitesini ortadan kaldirmak i¢in baska antioksidanlar ortama eklemek
gerekmektedir. Calismamizda kullanacagimiz a-lipoik asit (a-LA) ve Quersetin (Q)’de onemli

antioksidan maddelerdir.



Alfa lipoik asit tiyol grubu iceren, antioksidan 6zelligi olan bir molekiildiir. Ditiyolan
halkasi sayesinde yiiksek bir indirgeme 6zelligine sahiptir. Diyette yeterli miktarda bulunmasina
ragmen; fizyolojik  sistemlerde  mitokondride  bulunan o-LA  sentaz tarafindan
sentezlenebilmektedir. Viicutta dihidrolipoik aside (DHLA) indirgenir. DHLA antioksidan
etkisinin yanida 0zellikle demir varliginda prooksidan etki de gosterebilir (8).

Lee ve arkadaglari, hidrojen peroksit (H>O,) ile lipit peroksidasyonunu uyararak invitro
a-LA’nm, lipit peroksidasyonunu inhibe edici etkisini arastirmislardir. Ancak bu calismada lipit
peroksidasyonu sabit bir siire sonunda bir kez Ol¢iilmiis ve lipit peroksidasyon fazlari ayrintili
olarak degerlendirilmemistir. Bu nedenle o-LA’nin lipit peroksidasyonunu engelleme
mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamustir (9).

Flavonoidler ve bu grubun bir iiyesi olan Q insan saghgi iizerine yararl etkileri olan ve
baslica sogan, elma, cay gibi bitkisel gidalarda bulunan polifenolik bilesiklerdir. Q, singlet
oksijen ('0,), siiperoksit anyon radikali (O,"), OH' gibi reaktif oksijen iiriinlerini
yakalayabilmektedir. Boylece lipit peroksidasyonunu oOnledigi, zincir radikal reaksiyonunu
sonlandirdigi, 16kosit adhezyonu ve aktivasyonunu azalttigi ve mast hiicre degraniilasyonunu
onledigi, metal iyonlarini1 selatlayarak serbest radikal hasarina karsi koruyucu bir etkisi oldugu
yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir (10, 11).

Oksidatif stresin azaltilmasinda kombine antioksidan tedavisinin tek bir antioksidan
ajanin verilmesine gore daha etkili olduguna dair sinirlhi sayida bilimsel veriler bulunmaktadir.
Kombine antioksidan tedavisinin, serbest radikallerin olusturdugu oksidatif hasar1 azaltarak
insan saghgi iizerine olumlu etkiler yapabilecegi diisiiniilmektedir (12).

Bu calismada SMA’nin gecici klempaji1 sonucu olusacak iskemi reperfiizyon hasarinin
Onlenmesinde veya azaltilmasinda, antioksidan etkisi oldugu bilinen a-LA’nin ve antioksidan,
antiinflamatuar, antimutajenik etkili Q’nin ayr1 ayr1 ve birlikte koruyucu etkilerinin olup

olmadigini arastirmay1 amagladik.



2. GENEL BIiLGIiLER

2. 1. ISKEMi REPERFUZYON HASARI

2. 1. 1. iskemi

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

Iskemi sonucu hipoksi olusmakta olusan hipoksi ise aerobik oksidatif solunumu
etkileyerek, son derece onemli ve genel bir hiicre zedelenme ve 6liim nedeni olmaktadir (14).
Iskemi uzun siire devam ettigi takdirde enerji eksikligine bagh 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 glikolizde
artmayla sonuclanir. Laktik asit ve piirivik asit birikir. Laktat artis1 ve H" birikimi doku pH’sinda
diismeye neden olur. Laktik asit ve diisik pH, protein parcalanmasi, enzim fonksiyonlarinda
kayip, rediikte nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) rejenerasyonunun engellenmesi
ve serbest radikal olusumu gibi iskemik hasar olusturan etkenlerin gelisimini arttirir (15).

Adenozin trifosfat seviyesindeki azalma ile birlikte fosfolipit, protein, polisakkarit ve
niikleik asitlerin kendiliginden veya enzim kaynakli parcalanmalarinin ardindan bu yap1
taglarinin yeniden sentezlenememesi nedeniyle hiicre biitiinliigii bozulmaya baslar. Ayni
zamanda hiicre i¢i Ca*’ artmasma bagli fosforilaz, lipaz, proteaz ve endoniikleaz enzim
aktivasyonlar1 da bu parcalanmaya katkida bulunur (15).

Iskeminin ciddiyetine ve siiresine gore hiicre membraninin fizyolojik biitiinliigii
bozulmaya baslar. Iskeminin ilk etkiledigi yer mitokondridir. ATP miktarindaki net azalma
Na'/K" ATPaz enzimini inhibe eder. Buna bagh olarak hiicre i¢ci Na* ve su artig ile hiicrede
sisme meydana gelir. Hiicre dist K miktar1 artar. Na* un hiicre ici artisi ile Na*/ Ca** ve Na*/ H*
degisim sistemleri aktive olur. Sonugta hiicre icine Ca™ ve H" akis1 baslar. Hiicre i¢i Na* artig1
memranda depolarizasyon yaparak, gegici voltaj bagimli Ca** kanallarmin agilmasma ve hiicre
ici Ca™ miktarmm artmasma neden olur. Hiicre icinde Ca** artmasi fosfolipazi aktive eder ve
fosfolipidlerin par¢alanmasina neden olur. Arasidonik asit ortaya ¢ikar ve boylece serbest radikal
olusturan siklooksijenaz ve lipooksijenaz yollar: aktive olur (16).

Sitoplazmada artan serbest Ca**, Ca**’a bagimli ATPaz enzimini aktive eder ve hiicre i¢i

ATP daha hizli tiiketilir. Yiiksek Ca™ seviyeleri mitokondri i¢c zara etki ederek oksidatif



fosforilasyonu ve ATP yapimii azaltir. Yiiksek Ca** seviyelerinin, proteaz aktivasyonu sonucu
XO enziminin iskemik dokuda ortaya ¢ikmasinda, notral proteazlar ve lizozomal proteazlarin
aktivasyonu ile hiicre iskeletini olusturan protein yapilarin yikilmast sonucu geri doniisiimsiiz

hasarda rol oynadiklar1 ortaya konmustur (Sekil 1), (15).

-
E “-mhran uﬂlk“rlrﬂ*n

Ca®* ———— pasif gegigler

Prirmer akiif

Iranspan
3MNat/Ca®
antiporteri
o Sekonder akeif
L Ca** iransport
Ma*/H*
t\“ .LF._,J antiporter|
-— LI
H*

Sekil 1: Hiicre membrani normal iyon dengesi (15)

iskemi reperfiizyon hasarmin gelismesinde son derece énemli olan hiicre ici Ca*” artisi
baslica ii¢ yolla olmaktadir;

Adenozin trifosfatin tiikenmesi ile birlikte aktif Na* transport pompalar1 (Na*/K" ATPaz,
Na'/ Ca*?* ve Na'/ H' degisim sistemleri) bozulur ve hiicre i¢ine Ca** girisi baslar (15).

Hiicrelerde belli uyarilarla hiicre i¢i depolardan hiicre membrani reseptorii aracilig ile
Ca™ serbestlenmesi gerceklesmektedir. Agonistin G proteini araciligi ve fosfolipaz C ile
eslenmis olarak bulunan reseptdre baglanmasi, fosfotidil inozitol bifosfatin diagilgliserol ve
inozitol trifosfat (IP3)'a ayrilmasina neden olmaktadir. IP3, endoplazmik retikulumdan Ca™
salimimini gerceklestirmektedir (15).

Hiicre icine giren veya intraselliler olarak salgilanan Ca** iki sekilde
tamponlanmaktadir. Bunlardan birincisi kalmodulin gibi efektdr bir proteine veya kalsibindin

gibi 6zel baglayici proteine baglanarak gerceklesmektedir. Ca*? negatif gruplara baglanarak



tamponlanmasi, H' iyonunun tamponlanmas: ile benzerlik gosterdiginden, Ca*> ve H' aymi
tampon bolgeleri icin yarisa girerler. Bu nedenle, iskemi sonucu gelisen asidozda Ca*? bu
baglanma bolgelerinden salmmaktadir. Hiicre ici Ca**un bir diger tamponlanma sekli de hiicre

ici organeller tarafindan tutulma yoluyladir. Ca*>

un endoplazmik retikulum, mitokondri gibi
organellerce tutulmasi enerji gerektiren bir olaydir. Normal kosullarda, mitokondrinin tutuluma
katkis1 cok azdir (17). Hiicre i¢i Ca™ yogunlugu hizla artinca mitokondri biiyiik miktarlarda
Ca™u tutar. Bunun icin mitokondri i¢ membranimin elektriksel potansiyeli gerekmektedir. Bu
potansiyel de sadece O, ve ATP varliginda olusturulabilmektedir. Mitokondrinin ¢ok miktarlarda
Ca™ tutmasi mitokondrial hasar1 olusturan en 6nemli nedenler arasindadir. intraselliiler Ca*™
artisin1 tamponlayan mekanizmalar arasinda bulunan mitokondride Ca** tutulusu iskemi
sirasinda mitokondrinin  Ca* ile asi1 yiiklenmesine neden olmaktadir. Iskeminin ilk
dakikalarinda oksijen konsantrasyonu diisiikliigiine bagl olarak durma noktasina gelen hiicrenin
solunum fonksiyonlar1 ve ATP sentezi, mitokondrideki bu Ca** birikimi ile daha da
bozulmaktadir. Boylece hiicrede ATP eksikligi ile baslayan iskemik siirecin gelisiminde, hiicre
ici Ca™ artisinin bir sonucu olarak ATP sentezi giderek azalmakta ve olaylar kisir bir dongii
icine girmektedir (15).

Iskemide enerji eksikligi sonucu gelisen olaylarin bir diger sonucu da ATP yikim
iiriinlerinin birikmesidir. Iskemi sirasinda ATP olusumunun bozulmasma karsm, mevcut
ATP’nin hidrolizi stirmektedir. ATP hidrolizi ile hipoksantin, ksantin gibi piirin metabolitleri
hiicre icinde birikmektedir. Reperfiizyon sirasinda ortama gelen molekiiler oksijenin XO
tarafindan kullanilarak bu metabolitlerle reaksiyona girmesi, I/R hasarindan dokuya gore degisen

derecelerde sorumlu tutulan serbest radikallerin en onemli kaynagini olusturmaktadir (18).

2. 1. 2. Reperfiizyon

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

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

Serbest radikaller hiicre mitokondrisine ¢ok hasar vermektedir. Bu nedenle stratejik
olarak farmakolojik ajanlarla serbest radikal olusumunun Onlenmesi ya da ortamdan

temizlenmesinin hiicre hasarin1 azaltacag diistiniilmektedir (17).



Deneysel ¢aligsmalar, reperflizyonun akut faz esnasindan onceki iskemik doku iizerine ek
bir hasar yiikledigini gostermistir. Reperfiizyon hasar1 olarak bilinen bu ardisik olaylar;

intraselliller enzimlerin salinimimi artirarak, Ca*™

un hiicre i¢ine girigine, sarkolemmal
fosfolipitlerin bozulmasina ve hiicre membranlarinin dagilmasina neden olur. Biitiin bunlar tek
basma veya kombine olarak sonunda hiicre Olimiiyle sonuglanir. Bu degisiklikler, iskemi
esnasinda degil de, daha cok reperfiizyon esnasinda meydana geldiginden “reperfiizyon hasar1”
olarak bilinir. Reperfiizyon hasarmin bilinen en az ii¢ bileseni mevcut olup bunlar;
mikrovaskiiler hasar, hiicre nekrozu ve hemorajidir. Iskemiye maruz kalan her organda
reperflizyon hasar1 olusup, iskemi esnasinda biyokimyasal olaylarin olusumuyla kendini gosterir
ve sonugta O, hipoklorik asit (HOCI) ve H,O, gibi reaktif oksijen metabolitleri yaninda Ca*>
artar ve sarkolemmal fosfolipitlerin kayb1 meydana gelir (19, 21).

Basta makrofajlar olmak iizere dolagim ve parankimdeki diger inflamatuar hiicrelerden
SOR yani sira; tiimor nekroz faktor alfa (TNF-a), interlokin 6 (IL-6), interlokin 1 beta (IL-1p),
interlokin 12 (IL-12) ve sistein-X amino asit-sistein (CXC) kemokinler gibi proinflamatuar
sitokinler de ortama salmir (20).

Sitokinlerin de etkisi ile vaskiiler yatag1 doseyen endotel hiicrelerinde adhezyon
molekiillerinin ( ICAM-1, VCAM-1 ve E-selektin) salinimi artar ve buna kosut olarak
notrofillerin endotel yiizeyine karsi olan ilgisi fazlalasir. Endotele yapisan notrofiller daha sonra
hiicre araliklarindan parankime dogru ilerleyerek fagositoz ve lizozomal enzimlerin de yardimi
ile hasarin ilerlemesine yardimci olurlar. Reperfiizyon hasar1 lokal oldugu kadar, sitokinler
yoluyla uzak organlarda da inflamatuar yanit1 indiikleyerek organ yetmezliklerine neden olabilir
(Sekil 2), (22).

Son yillarda T lenfositlerin de I/R hasarmnda rol aldigi ve T hiicre aktivitesinin
engellenmesi ile (Ornegin, kalsiniirin inhibitorleri) iskemiyi takip eden parankim hasarinin
azaltilabildigi gosterilmistir (23).

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

indiiklenmesine ve hiicrede apopitozun baslamasma neden olabilmektedir (24).
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Sekil 2: 1/R’da endotel hasar1 ve lipit peroksidasyonu (25)

2. 1. 3. iskemi Reperfiizyon Hasarinda Nétrofillerin Rolii
Iskemi siirecinden sonra reperfiize olan bolgeye 16kositlerin, 6zellikle polimorfoniikleer

l16kositler (PMNL) olan nétrofillerin infiltrasyonu reperfiizyon hasarmin onemli bir nedenidir



(26). Bilindigi gibi notrofiller fagositoz olayi 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 actig1 gosterilmistir (27, 28).

Notrofillerin kemotaksisinde rol alan en 6nemli olay iskemi sirasinda XO reaksiyonu
sonucu ortaya ¢ikan O, ‘dir. Diger ajanlar ise, kompleman 5a (C5a) kompleman 3a (C3a),
arasidonik asit metabolitleri, 6zellikle 16kotrien B4 (LB4), nitrik oksit (NO), trombosit aktive
edici faktor (PAF), interlokin -1, 6, 8, gamma interferon (INF-y) ve TNF-a gibi sitokinlerdir
(29). Kemotaktik faktorlerin sentezi ve salinmasi ile birlikte, hem notrofil hem de endotel
hiicresinde lokalize olan adhezyon molekiillerinin artisida baglamaktadir. Notrofil-endotel
etkilesimini saglayan adhezyon molekiilleri, glikoprotein yapisindadirlar. Notrofiller izerinde
bulunan bazi adhezyon molekiilleri; 16kosit B2 integrinler (CD11/CD18) ve 16kosit adhezyon
molekiilii -1 (LAM -1 veya L-selektin) dir. Endotel hiicresi tizerinde bulunanlar ise; interselliiler
adhezyon molekiilii -1 (ICAM-1), endoteliyal 16kosit adhezyon molekiili—1 (ELAM-1 veya E-
selektin) ve P-selektin’dir (28, 30).

Notrofiller, adhezyon molekiilleri aracilig ile etkilesime girdikleri endotel hiicreleri
arasinda ilerleyerek (diapedez olay1) ekstravaskiiler dokuya dogru goc¢ ederler (Sekil 3). Aktive
olmus notrofiller, antimikrobiyal savunma sisteminde kullandiklar1 mekanizma olan NADPH
oksidaz enzimi aktivasyonu ile reperfiizyon sirasinda gelen molekiiler oksijeni kullanip seri
reaksiyonlar sonucunda O,~, HyO,, OH’, HOCI ve kloraminleri olugturarak, ileri doku hasarina
neden olurlar (16).

Reperfiizyon doneminin en Onemli mikrovaskiiler patolojisi olan kan akisinm geri
donmemesi, aktive olmus notrofillerin yol ac¢tig1 ve notrofillerin kapillerlerdeki agregasyonlari
ile kan akiminin geri donmesine engel olan kapiller tikaglari olusturdugu bildirilmistir (31).
Notrofiller bozulan mikrovaskiiler bariyerden, dokuya gecerken beraberinde damar ici sivi da
dokuya kacarak, 6dem olusumuna neden olur. Geri doniisiimsiiz hasar, bu noktada " No Reflow "
fenomeni ile ortaya ¢ikar. Bu fenomen mikrovaskiiler bariyerin bozulmasi ile dokuya kacan
stvinin, interstisyel basinci arttirarak, kapillerleri sikigtirmasi ve kan akimini durdurmasi seklinde
tanimlanir. Dokudaki kan akimi, kapiller diizeyde engellenerek, hiicre beslenmesi bozulur (32).

Reperfiizyon hasarinin patogenezinden lokosit infiltrasyonun sorumlu oldugu, bir¢ok
calisma ile de kanitlanmistir. Antinotrofil serum, kemoterapotik kullanimi ya da radyasyona
maruz tutularak lokopeni yapilan deney hayvanlarinda, iskemi sonrasi doku hasarinin 6nemli

Olciide azaldig: bildirilmistir (33,34).
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Sekil 3: Iskemi reperfiizyondan sonra lokositlerin endotel hiicrelere yapismasi ve

interstisyel alana gecisi (35)

2. 1. 4. Komplemanin Rolii

Iskemi reperfiizyon hasari, kompleman aktivasyonu ve bazi proinflamatuvar
mediatorlerin olusmasina yol acar. Anafilotoksinler (C3a, C5a) ve membran atak kompleksleri
(C5b-9) /R hasarinda 6nemli bir role sahiptir. Proinflamatuvar mediatorlerden C5a, C3a’dan
yaklasik 20 kat daha potenttir. Ek olarak C5a, lokosit aktivasyonunun ve kemotaksisinin
stimiilasyonu yoluyla; lokosit-monosit-kemoatraktan protein- 1 (MCP-1), TNF-a, IL-1, IL-6
gibi inflamatuar {riinlerin artigim1 saglar. iC3b, C3b’den olusur. C5b-9 ve iC3b vaskiiler
hemostazi degistirebilir. Vaskiiler endotelial- B2 integrin, CD11-b ve CD18 16kosit adhezyonu
icin spesifik bir liganddir. Ek olarak C5b-9 kompleksi, lokosit adhezyon molekiillerinin
transkripsiyonunu ve ekspresyonunu artiran endoteliyal hiicrelerdeki Niikleer Transkripsiyon
Faktorii B (NFkB)’yi aktive eder. Vaskiiler selliiler adhezyon molekiilii (VCAM-1), ICAM-1,
E-Selektin, P-Selektin gibi endotelial 16kosit adhezyon molekiilleri komplemandan etkilenir.
C5b-9, 16kosit aktivasyonu ve kemotaksisini endotelial IL-8 ve MCP-1 salinimi yolu ile tetikler.
Sonug olarak C5b-9 endotelial relaksasyon ve endotelial siklik guanozin monofosfat (cGMP)'yi



azaltarak vaskiiler tonusta degisiklige neden olur. Sonucta kompleman aktivasyonu iskemik
organlarda vaskiiler hemostaz1 degistirip kan akiminda degisikliklere ve 16kositin endotele

adhezyonun artmasina neden olabilir (36).

2. 1. 5. Mast Hiicresinin Rolii

Mast hiicreleri, bag dokularinda yerlesim gosteren graniillii hiicrelerdir. Mast hiicre
graniilleri basta heparin ve histamin olmak iizere triptaz, kinaz, karboksipeptidaz, katepsin C ve
G notral proteazlar1 gibi ¢esitli mediyatorleri icerirler. Histamin ve heparine iiglincii biiyiik bir
komponent olarak baglanan nétral proteazlar, optimal olarak notr pH’da fonksiyon goren ve
peptit baglariin koparilmasin katalize eden enzim grubudurlar. Proteazlar dort simifa ayrilirlar,
bunlar; serin proteazlar, metalloproteazlar, aspartik proteazlar ve sistein proteazlardir (37).

Diger bagisiklik sistem hiicrelerini inflamasyon ve iltithap alanina toplamasi mast
hiicresinin en onemli fonksiyonlarindan biridir. Mast hiicresi sinir hiicreleriyle yakin anatomik
ve fonksiyonel temas icindedir. Damar gecirgenligi, mast hiicresinin damar, sinir hiicresi ve
lokositleri modiile eden multifonksiyonel akson-refleks mekanizmas: ile diizenlenmektedir.
Histamin, prostaglandin ve lokotrienlerin vazodilatasyona yol actii; TNF-a, IL—4 ve IL-13’iin
16kositler i¢cin kemotaktik oldugu ve ayni zamanda endotelde adhezyon molekiilleri olan ICAM-
1, VCAM-1, P/E-selektin ekspresyonunu uyardigi bilinmektedir. inflamatuar bagirsak hastalig,
interstisyel nefrit ve romatizmal hastaliklarda dokularda mast hiicresinin artmasi s6z konusudur.
Inflamasyonlu dokulardan yapilmis biopsilerde degraniile olmus mast hiicresinin ¢ogunlukta
oldugu goriilmiistiir. Bu bulgular mast hiicresinin aktif inflamatuar olaylara katildigina isaret

etmektedir (38).

2. 2. INCE BAGIRSAK ISKEMi REPERFUZYON HASARI

Ince bagirsak /R hasar1 ciddi ve sik goriilen klinik bir durum olup bir¢ok etyolojik
etkenin neden oldugu SMA’nm tikanmasmin sonucudur. Bu durum siddetli yerel veya yaygin
doku hasariyla sonuclanir. Bu hasar1 takiben MOF gelisebilir. Mezenterik dolasim bozuklugu,
arteriyel tromboz, emboli, Henoch-Schonlein purpurasi, dissemine intravaskiiler koagulasyon
gibi damar i¢i veya volvulus, invaginasyon, bogulmus kasik fitigi, tiimor, fibrotik bant gibi
damarlara disaridan basi yapan nedenlerle ince bagirsak iskemisi olugsmaktadir. Ayrica sistemik
hipertansiyon, vazokonstriiksiyon, kan viskozite bozuklugu, ateroskleroz ve hipotansiyon gibi
damar i¢i tikaniklik olusturmayan nedenlerde ince bagirsak iskemisine yol agmaktadir (1).

Etyolojik neden ne olursa olsun akut bagirsak iskemisinin prognozu kétii olup mortalite

oran1 %25-75 arasindadir. Biitiiniiyle mezenterik kan akimma baglh olan ince bagirsaklar bazi
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bolgelerinde karin arka duvariyla damarsal baglantilar1 olan kalin bagirsaga gore iskemiden daha
cok etkilenir (39).

Ince bagirsaklarin mukozasi gelen kan akiminin yaklasik yarisini alirken, bagirsak duvar
kalinliginin yarisini olusturan muskularis propriya toplam kan akiminin %10-15'ini almaktadir.
Bu nedenle ince bagirsaklarin mukoza ve submukozalar1 iskemiye kalin bagirsaklara oranla daha
duyarhdir. Arteriyel tikanmada, komsu normal bagirsak dokusundan keskin bir sinirla ayrilma
s6z konusudur. Vendz tikanmada ise smirlar belirgin degildir (40). Iskeminin siddetine gore
bagirsak duvarindaki hasarin diizeyi tiim bagirsak tabakalarimi iceren transmural enfarktiisten,
kas tabakasini saglam birakarak sadece mukoza ve submukozay: etkileyen mural enfarktiise,
muskularis mukozadan daha derine uzanmayan mukozal enfarktiise kadar degisir. Iskemik hasar
genelde iceride mukozadan baslayip dis ylizeye dogru ilerler. Histopatolojik olarak 6dem,
villuslarda yassilasma, interstisyel kanama, nekroz ve mukozanin parcalanmasi gozlenir.
Bagirsak bakterileri 24 saat icinde gangrene ya da perforasyona neden olurlar. Iskemi mural veya
mukozal tabakayi etkilediginde bu bdlgelerde 6zgiin cok odakli tutulum gozlenir. Bagirsak
mukozasinda kanamali ve 6demli bir kalinlagsma, bazen de yiizeyel iilserasyonlar goriiliir (39).

Klinik tabloda bagirsak kan akimimnin azalmasindan hemen sonra siklikla siddetli ve
aralikli karin agrist gelisir. Digki cikisi yavaslar, bazen tabloya rektal kanama ve kusma eslik
edebilir. Genellikle siddetli agr1 ataklar1 arasinda agrisiz donemler de vardir ve bu sirada fizik
muayenede kayda deger bulgular goriilmez. Dinlemekle bagirsak seslerinin arttigi duyulur.
Ilerleyen saatlerde karin agrisinin siddeti azalr, ancak siirekli ve yaygm bir hal alir. Fizik
muayenede karinda yaygin hassasiyet vardir. Bu evrede dinlemekle bagirsak sesleri duyulmaz.
Bagirsakta nekroz gelismesiyle birlikte sivi, protein ve elektrolit kayb1 baslar (41). Yaygin
peritonit tablosu gelisir. S1v1 ve elektrolit dengesindeki bozukluk sonucu hastanm genel durumu
lyice kotiilesir ve sok donemine girilir. Tedavi edilmedigi takdirde 6liim orani oldukga yiiksektir
(39).

Siklikla bagirsagin neovaskiilarizasyonu i¢in bir kac hafta gereklidir. Bu siire genellikle
siirglin ve malabsorpsiyonla birliktedir. Siklikla mukozal iilserasyon ve limen i¢ine kanama
goriliir ki, bu durumda nadiren yasamui tehdit eden kan transflizyonuna ihtiya¢ olur. Mukozal
lezyonlarin bundan sonraki fazi intestinal striikktiir gelismesi ve bagirsaklarda mekanik
tikanikliktir (42).

Bu hastalardaki yiiksek mortalite ve morbidite nedeniyle, arastirmacilar dikkatlerini doku
nekrozundan korunmak ve organ fonksiyonlarini geri kazanmak icin iskemik dokunun kan
akimimi onarma iizerine yogunlastirmislardir. Ancak son zamanlarda, iskemi doneminden sonra

kan akimi onariminin, yani reperfiizyonun, iskemik organlar1 ge¢ hiicresel nekroz riskine maruz
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birakti31 ve bu nedenle fonksiyonun geri kazanimimi sinirladigr ortaya ¢ikarmistir. Reperfiizyon
hasar1 gegici intestinal iskemi doneminden sonra ortaya c¢ikmakta ve hipoksinin meydana
getirdigi doku tahribatini artirmaktadir (43).

Kan damarlarinin i¢ yiizeyini doseyen endotel hiicreleri I/R hasarmin zararh etkilerine
kars1 oldukca hassas bir yapiya sahiptirler. Uzamis hipoksinin membran potansiyelini
degistirdigi, iyon dagilimini1 bozdugu, hiicre i¢i hacmi arttirip membran akiskanliginm azalttigi ve
endotel hiicrelerinin yapisal diizenini bozdugu uzun zamandir bilinmektedir. Bu degisikliklere
enerji depolarmin tiikkenmesi, prostasiklin, nitrik oksit (NO) gibi bazi biyoaktif ajanlarin
tiretiminde azalma ve endotelin, tromboksan A, iliretiminde artma eslik eder. Benzer sekilde
hipoksik endotel hiicrelerinde bazi genler uyarilirken (adhezyon molekiilleri ve sitokinler),
digerleri (nitrik oksit sentaz ve trombomodulin) baskilanir. Endotel hiicrelerinin hipoksiye
yanitlar1 reperfiizyon ile arttirilir. Sonu¢ olarak reperfiizyon sonrasi erken donemde, belirgin
yapisal hasarlanma olmaksizin endotel hiicre islevi onemli 6l¢iide bozulur. Uzamis iskemi
sonrasi reperfiizyona eslik eden morfolojik degisiklikler, hiicre sismesi, pinositoz, vezikiillerinin
kaybi, endotel hiicrelerinin alttaki bazal membrandan ayrigsmas: ve endotel hiicre yiizeyine aktive
16kositlerin (6ncelikle notrofiller) yapigsmasidir. Reperfiizyon sirasinda aniden ve ¢ok miktarda
O, sisteme katilir. Reperfiizyon sonrasi erken donemde gozlenen en belirgin degisiklikler ise
SOR artis1 ve NO azalmasidir (42).

Intestinal hipoksi ve iskemiyi takip eden reperfiizyon bagirsak mukozasinda
destriiksiyona neden olurken ayrica SOR salmimina ve sonugta diger faktorlerle bir araya
gelerek mukoza hasarina neden olur. Inflamasyon ve doku rejenerasyonu; reperfiizyonu izleyen
ve lokositlerin olusturdugu immiin hiicrelerle olusur. Ozellikle PMNL’de ki mediyatdrler SOR
triinlerine katkida bulunur. PMNL aktive oldugunda salgiladiklar1 mediyatdrlerle doku hasarini
artirirlar, bu  siire¢ reperfiizyondan sonraki organ ve vaskiiller fonksiyonlarin

degerlendirilmesinde 6nemli role sahiptir (44).

2. 3. SERBEST RADIKALLERIN OLUSUMU

Serbest radikaller aerobik hiicrede metabolik siireclerde {iretilirler. Fazla miktarda
retildiklerinde lipit, protein, karbonhidrat ve deoksiriboniikleik asit (DNA) gibi hiicre i¢i
biyomolekiillerin fonksiyonlarinda istenmeyen etkilere neden olurlar. Biyomolekiillere sadece
serbest radikaller degil, radikal olmayan reaktif oksijen tiirleri ve nitrojen tiirleri de etki
etmektedir (45).

Atom; proton, notron parcaciklarmi igeren gekirdek ve cekirdegin cevresinde bulunan

baska atomlarla kimyasal bag yapma Ozelligine sahip negatif yiiklii elektronlardan olusur.
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Cekirdek etrafinda bulunan elektronun pozisyonu her zaman kesin lokalize olmayabilir, ancak
uzaydaki konumu yaklasik olarak bellidir. iste bu elektronun cekirdek ¢evresinde bulundugu
enerji diizeylerine yoriinge denmektedir. Her bir yoriingenin enerji degerine kuantum diizeyi
denir ve k, 1, m, n, seklinde gosterilir. Cekirdege en yakin diizey olan k diizeyi en diisiik enerji
degerine sahiptir. Atomun en dig kisminda bulunan elektronlar ise en yiiksek enerjili
elektronlardir. Atomda en aktif olan ve kimyasal tepkimelerinin cogunun oldugu yer de bu en dis
kisimdir. En dista bulunan elektronlarin atomdan uzaklagsmasi veya yoriingeye bir elektron
eklenmesi sonucunda iyonlar olusur. Atom elektron kaybederse pozitif, kazanirsa negatif yiiklii
iyon olur. Her bir yoriingede en ¢ok iki elektron bulunur. Eger bir yoriingede tek elektron
bulunur ise o elektron eslesmemis olarak adlandirilir. Bir ya da daha fazla eslesmemis elektronu
bagimsiz bulundurma yetenegi olan herhangi bir molekiil, iyon ya da bilesik serbest radikal
olarak adlandirilir (46).

Serbest radikaller kimyasal sembollerinin iist tarafina konulan nokta ile gosterilirler.
Ornegin O, : siiperoksit anyon radikali, OH": hidroksil radikali (47). En basit serbest radikal
sadece bir eslesmemis elektron icermesi nedeni ile hidrojen atomudur. Biyolojik molekiillerin
cogu eslesmis elektron icerdiginden radikal degildir. Atomlar son elektron yoriingeleri doluyken
ya da bosken kararli yapilardir. En dis yoriingelerini tamamen doldurmak ya da bosaltmak
amaciyla elektron aligverisi, paylasimi yaparlar. Bir ya da daha fazla eslesmemis elektron varligi
nedeniyle genelde serbest radikaller oldukca reaktiftirler. Radikallerin kimyasal reaktiviteleri
oldukca genis bir spektrumda degiskenlik gosterir. Genellikle radikal olmayan maddelere gore
daha reaktif olduklarindan eslesmemis elektronlarini paylagsmak icin diger molekiillerle hizla
reaksiyona girerek bu molekiillerden elektron alir ya da verirler. Bu sekilde kendi aralarinda da
etkilesime girebilirler. Iki serbest radikalin birlesmesi sirasinda eslesmemis elektronlar1 da
birleserek bir ¢ift olusturur. Boylece her iki radikal ortadan kalkar. Ancak organizmada bulunan
molekiillerin ¢cogu eslesmemis elektron icermediginden serbest radikaller cogu zaman radikal
olmayan maddelerle tepkimeye girerek yeni serbest radikaller olusturur. Bu olaylar zincir
tepkimeler olarak siirme egilimindedir (45, 48).

Serbest radikaller baglica ii¢ sekilde olugsmaktadir:

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

XY - X+Y

Bir molekiiliin elektron kaybetmesi sonucu:

X - e +X7

Bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi sonucu: (49)
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X+e — X©
2. 3. 1. Serbest Radikaller ve Reaktif Oksijen Tiirleri
Oksijen 8 atom numarali dogada dioksijen (O;) olarak bulunan kararsiz bir elementtir. Bu

kararsiz konumu, enerji diizeylerinde bulunan elektronlarinin yapisiyla iligkilidir (Sekil 4, 5),

(50, 51).

Sekil 4: Oksijen atomlarinin yapist (52)

Sekil 5: Oksijen molekiillerinin yapis1 (52)



Oksijen molekiiliindeki ayn1 yone donen iki elektrona sahip 2P son orbitali onemlidir. Bu
orbitallerden herhangi birindeki elektron, bir orbitali birakip digerine gectiginde veya farkli
yonde dondiigiinde “singlet oksijen” olusur. Orbitallerden birine ters doniislii iki elektron veya
ikisine ters doniiglii iki elektron daha gelirse “oksijen radikali” elde edilir. Olusan radikal
eslesmemis tek elektronu nedeniyle ¢ok dengesizdir ve hizla ortamdan kaybolur. Bu yiizden bu
radikaller tek elektronlarin1 bir bagska molekiile verebilir (rediiksiyon) ya da bir baska
molekiilden elektron alarak elektron cifti olusturabilirler (oksidasyon). Sonugta nonradikal yapiy1
radikal sekle doniistiirebilirler. Bu 6zellikleri ile reaktif oksijen partikiilleri radikaller ve radikal
olmayanlar olmak iizere iki ana baslik altinda incelenmektedir (Tablo I), (50, 51).

Tablo I: Oksijen tiirevi bilesikler (49)

Radikaller Radikal Olmayanlar
Hidroksil (OH) Hidrojen Peroksit (H,05)
Akoksil (RO) Singlet Oksijen (O,)
Peroksil (ROO) Ozon (0Os)
Siiperoksit (O») Hipoklorid (HOCI)
Nitrik oksit (NO) Lipid hidroperoksit (LOOH)
Azot dioksit (NO,) Peroksinitrit (ONOOQO)

2. 3. 1. 1. Siiperoksit Radikalleri (O)

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

O,+e — O

Mitokondrial elektron transport zinciri sirasinda O;’nin otooksidasyonu sonucu olusur.
Stiperoksit radikali O, varhiginda XO’in ksantini veya hipoksantini indirgemesiyle
olusabilmektedir. NADPH’In NADPH oksidaz ile oksidasyonuyla, mitokondrial elektron
transport sisteminde NADH; ve FADH;’nin NAD ve FAD’a doniisiimii sirasinda, O,’nin iyonize
radyasyonla, sit p450 ile ve arginin veya tetrahidrobiopterin eksikliginde nitrik oksit sentaz
(NOS)’la indirgenmesiyle olusur (53, 54).

Normal metabolizma sirasinda siirekli olarak olusan O, organizmada su reaksiyonlara
girebilir:

Siiperoksit radikalleri SOD ile dismutasyona ugrayarak H,O, olusturabilir. 1ki O,

birbiri ile etkileserek biri yiikseltgenirken digeri indirgenmekte boylece H,O, ve O, meydana
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gelmektedir. O, ortamdan bir proton alarak perhidroksi radikali (HO,") olusturabilir. HO,
siiperoksit radikalinden c¢ok daha reaktiftir, Ornegin membrandaki yag asitlerinin
peroksidasyonunu baslatabilir. O, ve H,O, demir iyonu katalizérliigiinde OH’ olusturabilir ve
bu tepkime de demir-katalizorlii Haber-Weiss reaksiyonu admi alir. Bu reaksiyonlar metal
selatorii ajanlarla inhibe edilebilir. Siiperoksit radikalleri enzimatik olmayan dismutasyon veya
Haber-Weiss reaksiyonu sirasinda singlet oksijen ('O,) yapimima neden olabilir. 'O, siiperoksit
toksisitesine aracilik edebilmektedir. O, NO° ile reaksiyona girerek peroksinitrit olusturabilir.
Peroksinitrit cok daha reaktif ve sitotoksik bir tiirdiir.

0,”+NO" — ONOO

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

organizmadaki baglica fenol kaynaklari tirozin ve E vitaminidir (55, 56).

2. 3. 1. 2. Hidroksil Radikali (OH)

Hidroksil radikali, biyolojik sistemlerde bulunan en giiclii serbest radikaldir. Dokular
radyasyona maruz kaldiklarinda, radyasyon enerjisinin cogu hiicre igindeki su tarafindan
absorblanir ve radyasyon oksijen-hidrojen arasinda kovalent bagin ayrilmasina neden olur.
Sonugta sekilde goriildiigii gibi iki radikal meydana gelir. Bu radikallerden biri H ve digeri ise
HO™dir.

H-O-H — H + HO’

Hidrojen peroksidin Fe** veya Cu*? ile reaksiyona girmesiyle de HO" olusmaktadir. H,O,
toksisitesinin biiyiikk ¢ogunlugunun temelinde bu olusan HO' oldugu diisiiniilmektedir. Bu
reaksiyon ilk defa 1894 yilinda Fenton tarafindan gozlenmis ve giliniimiizde de Fenton
reaksiyonu olarak bilinmektedir.

Fe"” + H,0, — Fe" +OH + OH’

Cu* +H,0, — Cu*’+ OH + OH’

Hidroksil radikalleri basta lipit, protein ve niikleik asitler (DNA ve RNA) olmak iizere
hemen hemen biitiin hiicresel molekiillerle reaksiyona girebilmektedirler. HO' DNA’da bulunan
deoksiriboz molekiiliine etki ederek cesitli tiriinler olusturdugu ve bu olusan iiriinlerin bazilarinin
mutojenik olduklar1 goriilmiistiir. Yine OH" aromatik halkaya katilma 6zelligi gosterdiklerinden
DNA ve RNA’da bulunan piirin ve pirimidin bazlarma katilarak radikal olusumuna neden
olurlar. Ornegin: Timine katilarak timin radikalini olusturur ve bu radikal oksijenle reaksiyona
girerek son derece reaktif olan timin peroksil radikaline doniismektedir. Bu gibi bir dizi

reaksiyona katilabilen OH~ DNA’nin baz ve sekerlerinde ciddi hasarlar olusturarak DNA iplik

16



kirilmalarma neden olur. Hasar ¢ok kapsamli olursa hiicresel koruyucu sistemler tarafindan tamir
edilemeyebilir ve bunun sonucunda mutasyonlar ve hiicre 6liimleri meydana gelir (57, 58).

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

R- SH+ OH" — RS’ + H,0O

Sonugcta olusan siilfiir radikalleri ilgin¢ kimyasal 6zelliklere sahiptir. Siilfiir radikalleri, O
ile kombine olabilir ve oksi-siilfiir radikallerini olusturur. RSO", ve RSO gibi bunlarin bir¢ogu
da biyolojik molekiillerde hasara neden olurlar.

Hidroksil radikalinin sebep oldugu en iyi karakterize edilmis olan biyolojik hasar lipit
peroksidasyon olayidir. HO® membran fosfolipitlerinin doymamig yag asit yan zincirlerine
hiicum eder. Bu ozellikle arasidonik asit gibi doymamis yag asit yan zincirlerinden -C-
atomunun birinden H atomunun ¢ikartilmasi ve su olusumu seklinde gerceklesir.

-CHz- + OH" — -CH'- + H,O

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

-CH'- + O, — -CHO';-

Peroksil radikalleri reaktiftir ve yakinindaki doymamis yag asitlerinin yan zincirlerine

saldirir;

-CHO";- + -CH,- — -CHO,H- +-CH'-
Lipit hidroperoksit
Boylece hidroksil radikalleri, yiizlerce yag asitlerinin yan zincirlerini lipit
hidroperoksitlere doniistiiriir. Membranda lipit hidroperoksitlerinin  birikimi membran
fonksiyonunu bozar. Peroksil radikaller ve sitotoksik aldehitler, membran proteinlerinde ciddi bir

hasara neden olurlar ve membrana bagl bazi enzimleri ve reseptorleri inaktive ederler (59, 60,

61).

2. 3. 1. 3. Hidrojen Peroksit (H,0,)

Molekiiler oksijenin cevresindeki molekiillerden iki elektron almasi veya O, ’nin bir
elektron almasi sonucu peroksit olusur. Peroksit molekiilii iki hidrojen atomu ile birleserek
H,0,’yi meydana getirir (62).

0, +2¢ +2H" — H,O

0, +e +2H" — H0,
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Ancak, biyolojik sistemlerde H,O, nin asil iiretimi O, " nin dismutasyonu ile olmaktadir.

Bu dismutasyon spontan olarak veya SOD enzimi araciligiyla katalizle olabilir:
SOD

20," +2H" — H,0,+ O,

Hidrojen peroksit gercekte bir serbest radikal tiirli olmamasima ragmen; serbest elektron
icermesi, serbest HO" olusturabilmesi ve hiicresel membranlara kolaylikla girebilmesi nedeniyle
onem kazanmaktadir. H,O», gecis metal iyonlarinin varliginda kolayca parcalanarak en reaktif ve
en toksik oksijen radikali olan HO® olusturmaktadir. H,O,; OH’ iiretmek suretiyle canli
sistemlerde 6nemli hasarlara sebep oldugu i¢in, H>O, akiimiilasyonunun kontrolii hiicreler i¢in
biyolojik olarak onemlidir (62, 63).

Siiperoksit dismutaz aktivitesi sonucu ortaya ¢ikan H,O,; CAT ve GSH-Px enzimleri ile
su ve oksijene doniistiiriiliir:

CAT
H,O, — H,O + O,
GSH-Px

H,0, + GSH — 2 H,0 + GSSG

2. 3. 1. 4. Singlet 0, (*0,)

Yapisinda eslesmemis elektronu bulunmadigindan serbest radikal degil ancak serbest
radikal reaksiyonlarmi baslattiklarindan serbest radikal sinifina dahil edilmistir. '0,, oksijen
elektronlarindan birinin disaridan enerji almast sonucu kendi doniis yoniiniin tersi yonde olan
farkli bir yoriingeye yer degistirmesi neticesi olusabilecegi gibi O, ’nin dismutasyonu ve
H,0,’nin HOCI ile reaksiyonu sonucunda da olusabilir. Viicutta deri ve retina gibi giin 151g1na
maruz kalan bolgelerde sikca olustugu tespit edilmistir. SOR etkisiyle peroksil radikalleri
(ROO), alkoksil radikalleri (RO) karbon merkezli radikaller (R) veya tiol radikalleri (RS) olusur.

Bu radikaller oksijenle tekrar reaksiyona girerek yeni serbest radikaller iiretirler (64).

2. 3. 1. 5. Hidroperoksil Radikali (HO;)

Hidroperoksil radikali, O, protonlanmasiyla olusur. O, den daha gii¢lii bir oksidandr.
Biyolojik membranlar1 kolay gecgebilmesi ve yag asitleriyle direkt etkilesime girebilmesi
onemlidir (64).

2. 3. 1. 6. Hipokloroz asit (HOCI)

Aktif notrofillerde olusan giiclii bir oksidandir. Notrofil sitoplazmasinda bulunan “hem”

iceren bir enzim olan myeloperoksidaz etkisi ile H>O, ve kloriir iyonlarndan HOCI olusur (64).
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H202+C17+ H+ — HOC1+H20
Hipoklordz asit Fe'> bagimli ve Fe'? bagimsiz bir reaksiyon ile OH' olusumunu
arttirabilir.

Fe+2

HOCl+ 0O, — OH +CI' + 0,

2. 3. 1. 7. Nitrik Oksit (NO)

Memeli hiicrelerinde NO baslica NOS’1mn aktivitesi sonucu sentezlenir. NOS, oksijeni
kullanarak L-arjinin amino asitinden sitriillin ve NO’yu olusturur. Bu olay, NADPH, flavin
mononiikleotit (FMN), flavin adenin diniikleotit (FAD), tetrahidrobiopterin (BH4) ve kofaktor
olarak bir tiyol dondriine ihtiya¢ duyar (65).

05 NO’

“

Arginin » Sitriillin + Hz20

a >

NADPH + H* NADP

Yarilanma omrii, molekiiler oksijen ile hizli reaksiyonundan dolay:r atmosferik sartlar
altinda oldukg¢a kisadir. Kan basinci, guanilat siklaz aktivitesinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol
oynar. Noétrofiller tarafindan iiretilen O,” olusumunu inhibe ettigi gosterilmistir (66). NO’in agir1
tiretimi toksik etkili olabilir. NO’in kimyasal olarak aktivitesi yiiksek degildir ancak belli sartlar
altinda oldukca toksik iiriinler olusturabilir. NO ve siiperoksitin reaksiyona girmesiyle
peroksinitrit meydana gelir. Peroksinitrit, direkt olarak proteinleri hasara ugratir ve OH’, azot

dioksit (NO,") ve nitronyum iyonu (NO,") gibi toksik iiriinlere doniisiir (67).

2. 3. 2. Bashca Serbest Radikal Uretim Kaynaklari

Serbest radikaller organizmada normal olarak meydana gelen oksidasyon ve rediiksiyon
reaksiyonlar1 sirasinda olustugu gibi cesitli dis kaynakli faktorlerin etkisiyle de olusabilir. Hiicre
organellerinin her biri farkli miktarda radikal olusumuna sebep olurlar. Bunlarin yanisira
radyasyon, stres ve ksenobiyotikler aktive olmus fagositlerde serbest radikal liretimini arttirirlar.
Sitokrom P—450, sitokrom b5, ksantin oksidaz, triptofan dioksijenaz, lipooksijenaz,
prostoglandin sentetaz, hemoglobin, flavoproteinler, lipit peroksidasyonu, oksidatif stres yapan

iskemi, travma ve intoksikasyon gibi durumlar, mitokondrial elektron transport sistemi (ETS),

19



molekiiler otooksidasyon yapan tiol, hidrokinon, katekolamin, flavin ve antibiyotik gibi

molekiillerin hepsi hiicresel serbest radikalleri olustururlar (68, 69).

2. 3. 2. 1. Endojen Serbest Radikal Olusum Mekanizmalar

2. 3. 2. 1. 1. Mitokondrial Elektron Transport Sistemi

Mitokondrideki enerji metabolizmas: sirasinda oksijen kullanilirken, tiiketilen oksijenin
%1-5 kadart siiperoksit yapimi ile sonlanir. Buradaki radikal yapiminin nedeni NADH
dehidrojenaz ve koenzim Q gibi elektron tasiyicilardan oksijene elektron kagaginin olmasidir.
Fizyolojik olarak reaktif oksijen tiirlerinin temel kaynagi normal oksijen metabolizmasidir.
Dolayisiyla fizyolojik kosullar altinda mitokondrial elektron transport sistemi serbest radikal
tiretiminin en énemli kismini olusturmaktadir (70).

2. 3. 2. 1. 2. Arasidonik Asit Kaskati

Arasidonik asit siklooksijenaz ve lipooksijenaz ile metabolize olarak prostoglandin,
prostosiklin, tromboksan ve lokotrienleri iceren cesitli vazoaktif iriinleri olusturur.
Siklooksijenaz, iki molekiil oksijenin doymamis yag asidine katilmasini katalizler ve
prostoglandin G (PGG) olusturur. PGG hizla prostoglandin H (PGH)’ye okside olur, bu sirada
O, olusur. Lipooksijenaz yoluyla da OH’ radikalleri olusabilir (71, 72).

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

Ksantin oksidaz, memeli dokularinda bulunan, bircok endojen ve eksojen kaynakli
substratin oksidasyonuna katilan bir enzimdir. Organizmada piirin bazlarmin son oksidasyonu ve
demirin gastrointestinal sistemden emiliminde rol oynar.

Bu enzim, saghikli hiicrelerde NAD' bagimh dehidrogenaz (XDH, D formu) halinde
bulunur. Enzimin bu formu piirinlerin oksidasyonu sirasinda elektron alicis1 olarak O, yerine
NAD" kullanir ve SOR iiretmez. Iskemi sirasmda XDH, oksidan iireten XO (D den O ya

doniisiim) formuna doniisiir (Sekil 6), (19).
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Adenozin Ksantin dehidrogenaz MPI& / Katalaz
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Hipoksantin - Ksantin + O
A
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Sekil 6: XD-XO’a doniisiimil ve serbest oksijen radikallerinin olusumu (73)

Iskemi siirecinde, hiicre icindeki ATP, hipoksantin ve ksantine doniiserek hiicresel enerji
miktarinda azalmaya neden olur. Hipoksantin ve ksantin, XO icin iyi birer substrattirlar.
Reperfiizyonun baslamasi ile ortama katilan O,, iskemik siirecte birikmis olan hipoksantin ve
ksantin, XO aracilig1 ile reaksiyona girerek, O, ve H,O, agiga ¢ikarir.

XDH dan XO’a doniisiim 2 yolla gerceklesir:

1. XDH’m tiyol gruplarinin oksidasyonu ile geri doniisiimlii olarak,

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

Iskeminin yol actig1 D den O ya doniisiim farkli organlarda farkli hizlarda gerceklesir.
Bagirsak ve karacigerde bu doniisiim, ¢ok kisa siireli iskemilerde bile olabilirken, iskelet kas1 ve
deride daha uzun siireler gerektirir. Olusan XO miktar1 iskemi siiresi ile dogru orantilidir; iskemi
stiresi arttikca olusan XO miktar1 da artar (74).

Ksantin oksidaz enziminin, meme epitel hiicrelerinde kapiller endotel hiicrelerinde
yogunlastigi, kapiller endotel hiicrelerindeki XO aktivitesinin ayn1 dokudaki diger hiicrelerden
100 kat fazla oldugu tespit edilmistir (75). XO’1n bu lokalizasyonu, I/R hasari igin ayr1 bir 6nem
tasimaktadir.
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Reperfiizyonun baslamasi ile endotel hiicreleri O, ile ilk temas eden hiicreler olur.
Bundan dolayi kapiller endotel hiicreleri, reperfiizyon hasarindan ilk etkilenen hiicrelerdir. Bu
neden ile SOR’nin ana iiretim merkezi olmalar1 muhtemeldir. Kapiller endotel hiicrelerinin

hasar1 bir kemotaktik stimulus halini alir (76).

2. 3. 2. 1. 4. Endoplazmik Retikulum

Endoplazmik retikulumda buluna sitokrom P-450 O; kullanarak bir¢ok substrat1 oksitler.
O, bir atomu substrata baglanir, diger atomu ise su olusturur. Bu reaksiyon monooksijenaz veya
karisik fonksiyonlu oksidaz reaksiyonu olarak adlandirilir. Kimyasal ajanlarin serbest radikal
olusturmadaki en Onemli mekanizmalari, mikrozomal sitokrom P—-450 sistemi ile
aktivasyonudur. Bu sistem, molekiilleri indirgeyerek veya oksitleyerek serbest radikal olusturur.
Son durumda bir elektron eksikligi vardir ve elektrofilik bilesik olusur. Olusan bu elektofilik
iriin bir niikleofil ile reaksiyona girer. Bu elektrofilik bilesigi ceken en 6nemli bilesik sistein
kalmtilar1 iizerindeki tiyol (-SH) grubudur. Tiyol grubu ise pek ¢ok endojen makromolekiilde
(DNA, RNA, enzimler gibi) bulundugu i¢in reaktif ara iirinler bu molekiillerle kovalent
baglanarak toksisite gosterebilirler (49).

2. 3. 2. 1. 5. Peroksizom
Cok uzun zincirli yag asitlerinin yikilmasindan sorumlu organeller olan peroksizomlar,
amino asid oksidaz, tirat oksidaz gibi oksidan enzimlerce zengindirler ve giicli H,O, kaynagi

olarak kabul edilirler (77).

2. 3. 2. 1. 6. Plazma Membrani

Membranlarda bulunan doymamis yag asitleri ve proteinler serbest radikal hasarina
aciktir. Serbest radikallerin baglattigi lipit peroksidasyonu; transmembran iyon gradientinin
bozulmasina, sekretuar fonksiyon kayiplarina ve hiicresel metabolik olaylarin inhibisyonuna yol
acar (77).

2. 3. 2. 1. 7. Otooksidasyon

Tiyoller, hidrokinonlar, katekolaminler, flavinler, tetrahidropterinlerin oto oksidasyonu

sonucunda radikal olusabilir (78).

2. 3. 2. 1. 8. Redoks Dongiisii
Ksenobiyotiklerden serbest radikal olusumu sadece mikrozomal reaksiyonlarla

olmamaktadir. Menadion, parakuat, dikuat, nitrofurantoin, gibi bilesikler alternatif bir redoks
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siklusuna girerler. Bu bilesikler, ilave bir ¢iftlenmemis elektron kazanma egilimindedirler. Bu
ajanlardan olusan radikaller, tekrar ana bilesige doniismek icin kolayca oksijenle oksitlenir ve
stiperoksit radikalini olustururlar (79). Olusan ksenobiyotik ve siiperoksit radikalleri intraselliiler
ferritin depolarindan demiri serbest hale getirirler. Sitozole salinan demir, serbest radikaller
arasinda en reaktif olan ve dolayisiyla daha yikici olan OH' gibi ikincil radikallerin olustugu

Fenton reaksiyonunda katalitik rol oynar (57).

2. 3. 2. 1. 9. Fagositoz
Radyasyon, stres ve ksenobiyotikler aktive olmus fagositlerde serbest radikal iiretimini
arttirirlar.  Aktive fagositler intraselliiler radikal olusumuna neden olurlar. Aktive olmusg

fagositlerde iiretilen serbest radikaller patojenlerle savasta onemli rol oynar (Tablo II), (80).

Tablo II: Fagositlerin tirettigi reaktif oksidan tiriinler

Trombositler H,0,. Oy, OH

Natrofiller H,0,. O;. OH', HOCI
Eozinofiller H,0,, Oy, OH, HOCI,
Makrofajlar H:0,, Oy, OH, HOCI, NO

Kan monositleri, doku makrofajlar1 (kupfer hiicreleri, alveolar makrofajlar) gibi fagositik
hiicreler ve notrofiller, eozinofiller, bazofiller gibi graniilositler immunojenik veya 6zel bir
uyaranla uyarildiktan sonra lizozomlarin1 disar1 vermeye baslarlar. Reaktif oksijen olusumunun
yanmisira, mitokondri disindaki oksijen iiretiminde bir patlama (respiratory burst) olur. Fagosite
edilmis, patojenler oksidan ajanlar tarafindan oldiiriilir. Solunum yolu ile patlamanin amaci
oksidan ajanlar saglamaktir. Olusan oksidan ajanlar patojenleri Oldiirmenin yanisira
myeloperoksidaz sistemine de etki eder. H,O, ve HOCI kombinasyonu myeloperoksidaz
sistemini etkiyerek de giiclii bir antimikrobiyal aktivite gosterir. Bu radikaller memeli bakteri ve
parazitlerine kars1 sitotoksik etkiye sahip oksidan ajanlardir. Membran peroksidasyonu,
membran proteinlerinin dekarboksilasyonu ve/veya oksidasyonuna yol ac¢ip membran
biitiinliigiinii bozabilir ve DNA'y1 okside ederek parcalayabilir. Fagositik kaynakli oksidan

ajanlar; ototoksik, immunosupresif ve mutajenik etki olusturabilirler (80).
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2. 3. 2. 2. Eksojen Serbest Radikal olusum mekanizmasi
Serbest radikaller, eksojen nedenlerle de olusabilir. Radyasyon, sigara dumani, zehirli
gazlar, bazi ilaglar, kanserojen maddeler ve pestisitler en 6nemli eksojen serbest radikal iiretim

kaynaklar1 olarak bilinirler (81).

2. 3. 3. Serbest Radikallerin Etkileri

2. 3. 3. 1. Hucre ici etkileri

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

Serbest radikal hasarmin esas siireci lipit peroksidasyonu olarak kabul edilmektedir.
SOR, ozellikle OH' pek cok organik bilesigin doymamis baglarina saldirarak etkisini
gostermektedir. Biyolojik zarlar hiicreleri ve hiicre organellerini c¢evreleyen, lipit ve
proteinlerden olusan yapilardir. Cift tabaka fosfolipit arasina gomiilii halde bulunan proteinler
enzim, reseptor, tastyicl molekiil olarak pek cok hiicresel islevde yer almaktadir. Biyolojik zarlar
biiylik miktarlarda yan bagl coklu doymamis yag asidi (PUFA) icerirler ve serbest radikal
hasarma karsi ¢ok hassastirlar. Hiicre zarinin islevlerini gerceklestirebilmesi akiskanligina
baghdir. Akiskanlik ise biiyiik dlciide PUFA varligiyla saglanmaktadir. PUFA’larin hasarinda
zarmn akigkanliginin da azaldig1 gosterilmistir (46).

Zara yapisik poliansatiire yag asitleri 6zellikle OH' tarafindan saldiriya ugrar ve yag asidi
yan zincirinden (L-H) bir hidrojen atomunun uzaklagsmas: ile lipit peroksidasyonu baslar.

L-H+OH — L+ H,O

Boylece bir yag asidi zinciri radikal (L") 6zellik kazanir. Lipit radikallerinin molekiiler
oksijenle reaksiyona girmesi sonucu lipit peroksil radikali (L-O,") meydana gelir.

L'+0, - L-O)

Lipit peroksil radikali ¢cok reaktiftir, zar proteinleri ve zardaki komsu yag asidi zincirleri
ile reaksiyona girerek lipit hidroperoksitlerini ve lipit radikalini olusturur.

L-O+L-H —» L-OH+L’

Olusan serbest radikaller zincir reaksiyonu seklinde yeni serbest radikaller olustururlar
(46).

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

enzimlerde asagidaki hasarlar1 olusturur:
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Zarm akiskanligmi degistirerek iyon pompalarini ve reseptorlerin  baglanmasini
etkileyebilir. Zar lipitlerinin hidrolizi fosfolipaz A,’yi uyarabilir, bu da reseptor fonksiyonlarini
etkiler. Artan zar gecirgenligi nedeniyle kalsiyum homeostazisi degisebilir ve ATPaz’larin
kalsiyumu tutmasi azalabilir (82).

Sonunda plazma membraninin biitiinliigiiniin kaybiyla hiicre 6liimii ve doku nekrozu
gerceklesebilmektedir. Zincirleme serbest radikal reaksiyonlar: sirasinda ortamda demir ve bakir
gibi metal iyonlar1 bulunmadiginda ortaya c¢ikan lipit hidroperoksit ve iiriinleri olduk¢a kararl
bilesiklerdir. Metal iyonlar1 ve onlarin kompleksleri lipit hidroperoksitleri parcalayarak lipit
peroksidasyonu olusturmaktadir (46).

L-O,H + Fe"” — L-0," + H" + Fe*

Lipit peroksidasyonu, lipit peroksitlerinin malondialdehit (MDA) ve diger karbonil
bilesiklerine doniismesiyle sona erer (82).

Malondialdehit Olctimii lipit peroksidasyonunun gostergesi olarak yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Bu bilesigin miktarinin saptanmasinda tiyobarbitiirik asit ile reaksiyona giren
maddelerin (TBARS) 6l¢iimii yapilmaktadir. Bu olduk¢a nonspesifik olmasina ragmen MDA
tespitinde siklikla kullanilmaktadir (83).

Peroksidasyon sonucu olusan reaktif aldehitler serbest radikallere gore daha stabildirler
ve hiicre i¢inde veya hiicreden disariya ¢ikarak daha uzaktaki bolgelerdeki proteinlerin serbest
amino gruplari, fosfolipitler ve niikleik asitlerle reaksiyona girebilir. Bunun sonucunda molekiil
ici ve molekiiller arasi 1-amino-3-imino propen (AIP) kopriileri kurabilir ve biyolojik
molekiillerde yapisal modifikasyonlar olusturabilir (Sekil 7), (84).

Ug karbonlu bir ketoaldehit olan MDA, normal metabolik sartlarda, once asetat veya
malonata kadar okside olur, daha sonra krebs siklusu ile karbondioksite indirgenerek atilir. Fakat

asir1 lipit peroksidasyonunda MDA konsantrasyonu artar ve dokulara hasar verir (85).
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Sekil 7: Lipit peroksidasyonu ile olusan aldehitler (84)

2. 3. 3. 1. 2. Niikleik Asitler Uzerine Etkileri

Serbest radikallerin hiicre c¢ekirdeginde ve DNA'da etkileri genotoksik ve mutojenik
degisikliklere yol acar. DNA'nin niikleik asitleri ile reaksiyona giren serbest radikaller, DNA
dizininde catlaklar meydana getirerek bu hiicrelerin kanser hiicrelerine doniismesine neden
olurlar. Oksidatif DNA hasari, biiyiik 6l¢iide yaslanma ve kanser gelisimine katkida bulunur (86,
87).

2. 3. 3. 1. 3. Proteinlere etkileri

Serbest radikallerin ¢ift bag ve tiyol iceren molekiillerle reaktivitesinin yiiksek
olmasmdan dolay1; triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metyonin ve sistein aminoasitleri
serbest radikal hasarina duyarhdir. Yapisinda veya katalitik aktivitesinde bu aminoasitlerin yer
aldi1g1 enzimler radikal etkisi ile inhibe olurlar. Ayrica radikal etkisi ile sitoplazmik ve membran
proteinlerinde capraz baglanmalar ve agregat olusumu goriilir Normalde modifikasyonlara
direngli olan prolin, lizin gibi aminoasitler, O,”, HyO, ve OH' radikallerinin etkisi ile non-

enzimatik olarak hidroksilasyona ugrayabilirler (88).
2. 3. 3. 1. 4. Karbonhidratlara etkileri

Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu H>O; ve okzoaldehitler olusur. Okzoaldehitler,

DNA, riboniikleik asit ve proteinlere baglanabilir ve ¢apraz bag olusturabilirler. Bag dokusunun
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onemli bir mukopolisakkaridi olan hiyaliironik asidin serbest radikallerle etkileserek bag

dokusunun duraganligimin bozulmasina ve sivinin akigkanligiin kaybina neden olur (88).

2. 3. 3. 2. Hiicre Dis1 Etkiler

2. 3. 3. 2. 1. Kemotaksi

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

yogunlasmalarini ve endotel ile iliskilerinin artmasini saglamaktadir (89).

2. 3. 3. 2. 2. Rolling

Normal kosullarda dolasimdaki lokositler, damar endoteli ile nadiren temasta bulunurlar.
Endotelin, I/R ile olusan radikaller tarafindan uyarilmasi sonucu lokositler ve 6zellikle de
notrofiller, kendi etraflarinda yuvarlanmaya baslarlar. Yuvarlanma olayini, ayni gruptan iig¢
molekiil yonlendirir. Bunlar 16kositlerde bulunan L-selektin, endotel hiicrelerinde yer alan P ve E
selektindir. L-selektin, 1okositlerin ¢ogunda bulunmakla beraber en yogun olarak bulundugu
grup notrofillerdir. L selektin, aktive olmamis notrofillerin uyarilmis endotel hiicrelerindeki P ve
E selektinlerle birlesip ilk rolling olaymin baslamasindan sorumludur. L, P ve E selektinlerin

etkilesimi sonucu 16kositlerde yuvarlanma olay1 gerceklesir (90).

2. 3. 3. 2. 3. Adhezyon

Serbest radikaller, notrofil ve endotel hiicrelerinden selektin molekiillerinin yani sira
adhezyon molekiillerinin de ac¢iga ¢ikmasmi saglar. CD11/CD18, 16kosit integrini olarak bilinir
ve notrofiller tarafindan daha ¢ok salinan, adhezyon yonlendiren bir molekiildiir. Adhezyon olay1
yalnizca lokositler arasinda gerceklesen bir olay degildir. Endotel hiicrelerinin de bu olayda rolii
biiytiktiir. ICAM-1, endotel hiicreleri tarafindan salmir ve lokosit integrini CD11/CD18’in
karsihgidir. ICAM-1’in sahnimi, I/R patogenezinde iskemi sonrasi nétrofil-endotel hiicresi
adhezyonunun molekiiler diizeyde en Onemli belirleyicisidir. CD11/CD18 ve ICAM-1’in
reaksiyona girmesi, endotel hiicresine yapisan nétrofillerden, iskemik dokuya direk radikal
transferini hizlandirir. Bu gecis, kapiller diizeyde endotel hiicrelerinin arasmin agilarak damarin
bariyer yapisint yitirmesine, olusan araliklardan notrofillerin dokuya ka¢masi seklinde

gerceklesir (27).
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2. 3. 3. 2. 4. Antiadhezyon Molekiilleri Inhibisyonu

Serbest oksijen radikalleri, NO’i inhibe ederler. NO, kararsiz bir nitrat bilesimidir.
Damarlarda gevsemeye sebep olmasi, ilk tespit edilen fonksiyonu olmakla beraber organizmada
bircok biyolojik olayda gorev alir. Kas, deri, bagirsak ve kalp gibi bircok organ sisteminde var
oldugu bilinmektedir. Endotel hiicreleri, lokositler gibi pek cok hiicreden salmabilir. NO,
lokositin endotele adhezyonunu onleyen en dnemli endojen molekiildiir. Ancak NO salinimi,
reperflizyon hasari siirecinde ortaya ¢ikan siiperoksitin, endotel hiicrelerine etkisi ile inhibe olur
91).

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

inflamatuar sitokinlerle doku hasarini baglatirlar (92).

2. 4. ANTIOKSIDANLAR

Serbest radikallerin zararh etkilerini engellemek iizere organizmada antioksidan savunma
sistemleri veya kisaca antioksidanlar olarak adlandirilan cesitli savunma mekanizmalari
gelismistir. Serbest radikallerin ve antioksidanlarin diizeyleri arasindaki hassas denge
korunamadig1 takdirde, hiicre hasarina kadar giden bircok patolojik degisiklik ortaya
cikmaktadir. Antioksidanlarin ilk belirlenen etkileri, zar yapisinda bulunan lipitlerin
peroksidasyona kars1 korunmasi olmustur. Bunun sonucu olarak, baslangigta antioksidanlar lipit
peroksidasyonunu  engelleyen molekiiller olarak tanimlanmiglardir.  Gliniimiizde ise
antioksidanlarin tanimi lipitlerin yam sira proteinler, niikleik asitler ve karbonhidratlar gibi diger
hedef molekiilleri koruyucu etkilerini de igerecek sekilde genisletilmistir. (93,94).

Baslica antioksidan etki c¢esitleri sunlardir:

1. Reaktif oksijen tiirlerinin enzimle ya da dogrudan temizlenmesi,

2. Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunun baskilama yoluyla engellenmesi,

3. Metal baglanmasi ve boylece radikal olusum reaksiyonlarinin engellenmesi,

4. Hedef molekiillerin hasar sonrasi tamiri veya temizlenmesi.

Antioksidanlar; enzimatik ve enzimatik olmayan olmak {iizere baslica iki grupta

siiflandirilabilir (Tablo III), (95).
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Tablo III: Antioksidanlarin siniflandirilmasi (95)

ENDOJEN ANTIOKSIDANLAR

1. Enzimatik Anticksidanlar 2. Enzimatik Olmavan Antioksidanlar

. Makromolekiiller 11 Mikromole kiiller

Stiperoksit Dismutaz (SO

- Katalaz (CAT) - Seruloplazmin - Vitamin E
- Glutatyon Peroksidaz ( GSH-Px) - Transferin Sl

- Vitamin A
- Glutatyon Reduktaz (GR) - Ferritin

- Tiyol igerenler:
Glutatyon-S-transferaz (GST) - Hemoglobin Glutatyon
M-asetil sistein

Titoko sitokro .I-I'.- Aiv o H 2 =
Mitokondrial sitokrom oksidaz - Miyoglobin Metiyonin

Hidroperoksidaz Kaptopril
- Glukoz
- Urik asit
- Bilirubin

- Albumin

- Ubiquinon
- Melatonin
- Selenyum
- Lipoik asit

EKSOJEN ANTIOKSIDANLAR

- Ksantin oksidaz inhibittrlen - Trolox-C
Allopurinol - Endojen antioksidan aktiviteyi artiran mad.
Oksipurinol Ebselen, Asetilsistein
Folik asit - Non-enzimatik serbest radikal toplayicilan
- NADPH oksidaz inhibitdrleri Mannitol. DMSO
Adenozin - Demir selattirleri
Lokal anestezikler Desferroksamin
Kalsiyum kanal blokérleri Dimetiltivoiire
Mon-steroid antiinflamatoarlar - Sitokinler )
- Mutrofil adezyon inhibitirleri TNF. interlokin-1
- Soya fasulyesi inhibitdrleri - Barbitiiratlar
- Rekombinant human-S0OD - Flavonoidler

2. 4. 1. Enzimatik Antioksidanlar

2. 4. 1. 1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Siiperoksit dismutaz, bir metaloenzimdir. Oksijeni metabolize eden biitiin hiicrelerde
bulunur. SOD, McCord ve Fridovich (96) tarafindan bulunmustur ve siiperoksidin hidrojen
perokside doniisiimii reaksiyonunu katalizler.

202.7 + 2H+ — H202 + 02
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Siiperoksit dismutaz, bu reaksiyonda hem oksidan hemde rediiktan olarak hareket eder.
Oksijen radikalleriyle olusan hasara karst SOD, CAT ve GSH-Px enzim sistemiyle birlikte
calisan bir savunma mekanizmasidir (Tablo IV). Boylece olusan H,O,, CAT veya GSH-Px
enzimleri tarafindan su ve oksijene indirgenmektedir. Peroksit radikalinin dismutasyonu ile

olusan H,O, doku i¢in biyolojik avantaj saglar (97).

Tablo IV: Antioksidan savunma mekanizmasi (97)

Glatatyon
Oy GSH Redoktiz ~ GSSG

S( }Dl v

GSH-P
H, ():”"f Y TS po40,

Laktoferrin———® Katalaz

OH"

Radikal Gidericiler s— %

Lipid Peroksidasyonu

Siiperoksit dismutazin bu reaksiyonu oksidatif strese karsi ilk savunma olarak da
adlandirilir. Ciinkii O,", zincirleme radikal reaksiyonlarmin gii¢lii bir baslaticisidir. Bu sistem
sayesinde hiicresel kompartmanlardaki O, diizeyleri kontrol altinda tutulur. Biitiin canlilardaki
SOD, kofaktor olarak icerdigi metal iyonuna gore dort izoenzim halinde smiflandirilabilir (98,
99).

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

2.  Mn-SOD: Mitokondrial SOD’1n kofaktorii mangandir.

3. Fe-SOD: Bazi bakterilerde saptanmustir.

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

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

sinovyal sivilarda bulunan ekstraselliiler SOD olmak tizere 3 formda bulunur (98).
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2. 4. 1. 2. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidaz, H;O, ve biiyiik molekiilli lipit hidroperoksitlerinin
indirgenmesinden sorumludur. Sitozolde yerlesmis, 4 selenyum atomu igeren tetramerik yapida
bir enzimdir (98). Sitozolde yerlesik GSH-Px asagidaki reaksiyonlar1 katalizleyerek, H,O, ve
organik hidroperoksitlerin (ROOH) indirgenmesini saglar:

H,0, + 2GSH — GSSG + 2H,0

ROOH + 2GSH — GSSG + ROH + H,O

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

GR

GSSG + NADPH + H" — 2 GSH + NADP*

Yapist ve fonksiyonlar1 ¢ok yakin zamanda aydinlatilabilmis olan bir diger GSH-Px,
“fosfolipit-hidroperoksit glutatyon peroksidaz” enzimidir. Bu enzim de selenyum igerir. Ancak
monomerik yapidadir. Zar yapisindaki fosfolipit hidroperoksitlerini, alkollere indirgeyerek,
ozellikle E vitamininin yetersiz oldugu durumlarda peroksidasyona kars1 korunma saglar (100,
101).

PL-OOH + 2 GSH — GSSG + PL-OH + H,O

2. 4. 1. 3. Glutatyon Rediiktaz (GR)

Glutatyon rediiktaz, bir flavin enzimidir ve koenzimi NADPH ve prostetik grubu
FAD’dir. Hem sitozol hem de mitokondride bulunmaktadir. GSSG hiicreyi antioksidanlara karsi
koruyamaz. Hiicre, elektron kaynag1 olarak NADPH’1 kullanan GR’m katalizledigi bir reaksiyon
ile GSH tekrar olusturur. NADPH, H,O,’in indirgenmesinde indirekt olarak elektronlar1 saglar.
Olusan NAD" ise G6PD enzimi yardimiyla NADPH’a doniistiiriiliir (102).

GR

GSSG + NADPH + H" — 2 GSH + NADP*

2. 4. 1. 4. Glutatyon-S-Transferaz (GST)

Glutatyon-S-transferazlar, hiicresel detoksifikasyon ve transporttan sorumlu iki protein
alt birimden olusan multifonksiyonel protein ailesidir. Genel olarak ii¢ sitozolik ve bir de
mikrozomal olmak iizere dort ana gruba ayrilir. GST ailesi hepatositlerdeki baslica detoksifiye

edici sistemdir. Ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda 6nemli rol oynamaktadirlar. Basta
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arasidonik asit ve linoleat hidroperoksitleri olmak iizere lipit hidroperoksitlere kars1 GST ler,

selenyumdan bagimsiz GSH-Px aktivitesi gosterirler (103).
GST

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

organizmadan uzaklasmasini saglamaktadir (104).

2. 4. 1. 5. Katalaz (CAT)

Katalaz 60 kDa agirliginda 4 ayni yapida tetrahedral subunitler iceren hem enzimidir. 240
kDa molekiil agirhiginda her molekiilde 4 adet ferriprotoporfirin igerir. CAT, hidrojen peroksidi
oksijen ve suya parcalayan reaksiyonu katalizler (98).

CAT
2H,O0, — 2H,0 + O,

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

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

H,0,+ AH, — 2H, 0+ A

Hidrojen peroksit olusum hizinin yiiksek oldugu durumlarda ise katalitik tepkimeyle
hidrojen peroksidi suya doniistiirerek ortamdan uzaklastirmaktadir (105).

H,0,+ H,O0, — 2HO0 + 0O,

2. 4. 2. Enzimatik Olmayan Antioksidan Savunma Sistemleri

2.4.2. 1. E ve C vitamini

Yagda ¢Oziinen vitaminler icerisinde dnemli yere sahip vitamin E, 6zellikle membran ve
lipoproteinlerin bilesenleri iizerinde zincir kiric1 antioksidan etkiye sahiptir. o-tokoferol vitamin
E tiirevleri icerisinde en aktif bilesik olup, zincir reaksiyonlar: ile iligkili peroksil radikalini
temizleyerek lipit peroksidasyonunu engeller (106).

Yapisindaki fenolik hidroksil grubuna sahip aromatik halka bu molekiile antioksidan
ozellik kazandirir (107). Bununla birlikte o-tokoferol singlet oksijen, alkoksil radikali,
peroksinitrit, nitrojen dioksit, ozon ve siiperoksit radikalleri ile de tepkimeye girer. Lipit

radikalleri ile tepkimesi sonucu olusan o-tokoferol radikalinin, peroksil radikaline gore
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membranlarin yag asidi zincirlerine kars1 reaktivitesi ¢ok diisiik olup, askorbik asit basta olmak
tizere diger molekiil veya mekanizmalar tarafindan a-tokoferola doniistiiriiliir (108).

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

doniistiiriiliir (109).

2. 4. 2. 2. Karotenoidler

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

oksidatif strese kars1 hassasiyetini azaltir (110).

2. 4. 2. 3. Glutatyon (GSH)

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

aktivasyonu gibi gorevler tstlenir (111, 112).

2. 4. 2. 4. Urik asit (Urat)

Urik asit, XO’m oksipiiriinleri (ksantin, hipoksantin gibi) oksitlemesi ile olusur. Insan ve
gelismis primatlarda piirin metabolizmasinin son iiriiniidiir. Urat, fizyolojik kosullarda singlet
oksijen, HOCI ve OH’ gibi reaktif bilesikleri baskilar fakat siiperoksit radikali ile dogrudan
reaksiyona girmez, peroksit kaynakli lipit peroksidasyonuna karsi korur, bu da iirik asidin

antioksidan etkilerinin oldugunun gostergesidir (113).
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2. 4. 2. 5. Melatonin

En zararh radikallerden OH’ni ortadan kaldiran ¢ok giiclii bir antioksidandir.
Melatoninin bir diger 6nemli 6zelligi lipofilik olmasidir. Bdylece hiicrenin biitiin organellerine
ve hiicre ¢ekirdegine ulasabildigi gibi kan-beyin engelini de kolayca gecer. Bu nedenlerle cok
genis bir dagilimda antioksidan aktivite gosterir. Melatoninin ¢ok yiiksek dozlarda ve uzun siire
kullaniminda bile toksik etkisi gozlenmemistir. Ayrica, bazi antioksidanlar gibi prooksidan
aktivitesi de yoktur. DNA hasarinin melatonin tarafindan cok etkili bir sekilde inhibe edildigi
gosterilmistir. Yaslanma ile birlikte melatonin iiretimi azalir. Bu durumun yaslanma ve
yaslanmaya bagli hastaliklarin patogenezinde onemli olabilecegi diisiiniilmektedir (114, 115,
116).

2. 5. ALFA LiPOIK ASIT (a-LA)

Oktonoik asidin disiilfit tiirevi olan (6,8-dithio-octanoic acid) a-LA, ayn1 zamanda tioktik
asit olarak da bilinen ve tam kimyasal ad1 1,2 dithiolan -3- pentonoik asit (CgH;40,S,) olan dogal
bir bilesiktir (117, 100). o-LA fizyolojik sistemlerde bulunur, tiyol grubu icerir ve antioksidan
aktivitesi Onemli bir molekiildiir (118). Nispeten kiicilk bir molekiildir (MA: 206).
Yiikseltgenmis formunda intramolekiiler disiilfit bagi olusturan, disiilfit tiirevi bir oktanoik
asittir. a-LA’nin okside olmus ditiyolan halkas1 ¢evresel sartlara bagl olarak molekiile yiiksek
bir indirgeme 6zelligi kazandirmaktadir. a-LA ve indirgenmis hali olan DHLA’nin kimyasal
reaktivitesini saglayan da ditiyolan halkasidir (Sekil 8). Bu yap1 a-LA’y1 bilinen tiyol iceren
diger biyomolekiiller arasinda 6zgiin kilmaktadir (119).

o]
a-Lipoic Acid {LA) MOH
\
S—5
Craicdized
O
Dihydrolipoic acid (DHLA) (Y\MDH
SH Hg
Reduced

Sekil 8: Dihidrolipoik ve lipoik asidin kimyasal yapis1 (120).
Alfa lipoik asit insan diyetinde yeterli miktarda bulunmasina ragmen, de novo olarak
mitokondride lipoik asit sentaz tarafindan sentezlenmektedir. Hem lipit hem de sulu ortamda

¢Oziiniir, kolayca emilir ve hiicrelere taginarak, DHLA’ya indirgenir. a-LA hiicreye girdikten
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sonra sitozolik enzimler olan GR, tiyoredoksin rediiktaz ve mitokondrial enzim E3 tarafindan
indirgenmektedir. a-LA bagirsaktan emildikten sonra, cesitli dokularda metabolik degisiklige
ugradiktan sonra salgilanir. Lipoat metabolizmasindaki katabolik siire¢ pentanoik asit yan
zincirinin B-oksidasyonu iizerinden gerceklesmektedir. a-LA metaboliti olan 3 ketolipoat, serbest
a-LA’nin B- oksidasyonla salgilandigin1 gostermektedir (8).

Alfa lipoik asit sitrik asit siklusundaki multienzim dehidrogenaz kompleksinin (piruvat
dehidrogenaz ve a ketoglutarat dehidrogenaz) kofaktoriidiir (121).

Dihidrolipoik asit, a-LLA’ya gore antioksidan etkisi daha fazladir (8).

Alfa lipoik asid’in iki ayr1 izomerik formu vardir. R formu dogal, S formu ise sentetiktir
(121). Rediikte DHLA ve okside a-LA formlarinin her ikisi de; OH’, HOCI ve 10,7 dogrudan
temizler, H,0, ise rediikler. o-LA ve DHLA dogal olarak fizyolojik sistemlerde
bulunduklarindan ideal terapotik antioksidan oldugu diisiiniilebilir. a-LA, antioksidan etkiye
ilaveten bazi metabolik yollarda enzim aktivitelerini de etkileyebilir. Hepatik mikrozomal
enzimlerden sitokrom P—450 rediiktaz ile disiilfit-tiyol degisimi yoluyla P—450 rediiktazi inhibe
edebilir. NOS ile sitokrom P—450 rediiktaz homologdur. Bu yiizden a-LA tarafindan inhibe
edilebilir (118).

Dihidrolipoik asidin antioksidan etkisi kanitlanmis olmasina ragmen ozellikle demirin
varliginda prooksidan etki gosterebilir. DHLA invitro hem ferrik hem ferr6z demir ile selat
olusturur. Bu nedenle demirin oksidatif hasarin1 6nler. Ancak ferritinden demirin ayrilmasini ve

Fe™’iin Fe'?

ye doniisiimiinii azaltarak oksidatif hasari arttirabilir (121). a-LA ve DHLA’nin
antioksidan ve prooksidan olarak fonksiyon gdsterme yetenegi oksidan stresin tipi ve fizyolojik
sartlar tarafindan belirlenmektedir. Tiyol bilesikleri tarafindan olusturulan prooksidan etkilerin
cogu O,", H,0, ve OH" olusmasina baglanmaktadir (8).

Bir maddenin potansiyel bir antioksidan olarak kabul edilebilmesi i¢in 6nemli olan cesitli
kriterler vardir. Bunlar;

* Radikal temizleme kapasitesi,

* Metal selasyonu yapabilme 6zelligi,

» Amfifilik karakteri,

* Biyoyararlanim ve giivenligi,

* Gen ekspresyonu iizerine etkisi,

* Diger antioksidanlar ile etkilesimi ve

* Metabolik rejenerasyon yetenegidir (122).

Alfa lipoik asit ve bunun rediikte formu DHLA tiim bu kriterleri karsiladiklar i¢in ideal
antioksidanlar olarak kabul edilebilir (123).
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Lipoik asidin diger antioksidanlar ile etkilesimi de s6z konusudur. o-LA’nin en dnemli
ozelliklerinden birisi vitamin C, GSH ve indirekt olarak vitamin E’yi yeniden olusturma
yetenegidir. o-LA, bu suretle vitamin C ve vitamin E yetersizligi semptomlarini
onleyebilmektedir. a-LA suda ve lipit tabakada c¢oziiniilebilirligi nedeniyle lipit-su ara yilizeyinde
okside antioksidan rediiksiyon islevlerini yerine getirebilir. Vitamin E’nin yeniden olustugu

siklusta vitamin C ve glutatyon ile etkileserek membranlar1 korur (Sekil 9), (124, 122).

Vitamm F
ok oferal)
l:m-;:une
U‘hjqumn]
"L-"Lt ' radieali
1Li"u: <
BOOH HADH+HT
G]J.Ltat'?ondmﬂﬁd
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Vit E radikal

tokefercksd racibal

Sekil 9: Lipoik asidin diger antioksidanlarla etkilesimi (95)

Moini ve arkadaslari, a-LA ve DHLA antioksidan ve prooksidan etkilerini bir yayinda
derlemiglerdir. Buna gore cesitli deneysel modellerin kullamildigi bircok calisma; o-LA
takviyesinin in vivoda cesitli fizyolojik ve patolojik kosullar altinda oksidatif stresi azalttigima ve
diger antioksidanlarin seviyesini iyilestirdigine dair kanitlar ortaya koymaktadir (125).

Alfa lipoik asit predominant olarak beyin, bobrek, karaciger, ince bagirsak ve iskelet
kaslarinda bulunmaktadir. Memeli dokular1 5-25 nmol/g a-LA icermekle birlikte, bunun hemen
hemen tiimil proteine bagl formda bulunup, disaridan verilmedigi siirece hiicrede sadece ¢ok az
serbest a-LA bulunmaktadir (126).

Cesitli sebze ve meyveler ile hayvansal dokular farkl diizeylerde lipoillizin formunda R
formda a-LA igerirler. Ispanak basta olmak iizere brokoli, domates, bezelye, Briiksel lahanasi ve
piring a-LA iceren bitkisel kaynaklardir. Kalp, karaciger ve bobrek gibi yiiksek metabolik
aktiviteye sahip hayvansal dokular da a-LA bakimindan zengin kaynaklardir (125, 127).

Lipoik asit hem membranda hem de sivi fazda fonksiyon gorebilen, bircok tibbi

problemin tedavisi i¢in biiyilk umut vaat eden cok Onemli bir antioksidandir. Almanya’da

36



1966°da karaciger sirozunun tedavisi ve agir metal zehirlenmesinin tedavisi i¢in uygun
bulunmustur ve giiniimiizde daha c¢ok diyabetik noropati i¢in kullanilmaktadir. Bu giine kadar

bilinen bir yan etkisi yoktur (122).

2. 6. FLAVONOIDLER

Flavonoidler, bitkisel gidalarda bol ve yaygin olarak bulunan yararli biyokimyasal ve
antioksidan etkileri olan bilesiklerdir. 15 C atomludurlar, 2 fenilbenzopiron (difenil propan)
halka yapis1 gosterirler. Bu yapilar1 nedeniyle polifenolik bilesikler olarak adlandirilirlar (128,
129). iki benzen halkasi lineer 3 C zinciri ile birlesir (Sekil 10), (130, 131).
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Sekil 10: Benzen halka yapisinin birlesimi

Flavonoidler yiiksek organizasyonlu bitkilerdeki en karakteristik sinifi olustururlar.
Flavonoidlerin ¢ogu angiosperm ailesinde ¢icek pigmentleri gibi kolaylikla tanmabilir. Halen bu
olay sadece ciceklerle siirli kalmayip bitkilerin biitiin parcalarini icerir. Flavonoidlerin kimyasal
yapis1 kroman ile birlikte 2, 3 veya 4 pozisyonundaki 2 aromatik halka tasiyan C 15 iskeletine
dayanir (Sekil 11), (130,131).
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Sekil 11: Flavonoidlerin kimyasal yapis1

Bazi durumlarda ise 6 iiyeli heterosiklik C halkas1 izomerik ac¢ik formda bulunur veya 5

tiyeli bir halka ile yer degistirir (Sekil 12), (130, 131).
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Sekil 12: Heterosiklik C halka yapisi

Uc C’lu zincirin santral C atomunu i¢eren oksijen kopriisii stirli sayidaki tiirde meydana
gelir. I¢ci FURAN tip heterosikliklerle sonuglanir. Flavonoidlerin bir¢ok alt grubu yerine konan C
halkasinin ¢esitlerine bagh olarak siniflanir. Heterosiklik halkanin hem oksidasyon durumu hem
de B halkasinin pozisyonu smiflamada 6nemlidir (130, 131).

Yapisal olarak genellikle C6-C3-C6 karbon iskeleti ve A, B, C halkalar1 seklindedirler.
Flavonoidler molekiiler yapilarma gore baslica flavanlar, flavanonlar, flavonlar, flavonollar,
antosiyoninler ve isoflavonoidler seklinde siniflandirilir. Yaklasik olarak 4000'den fazla
flavonoid tiirii belirlenmistir (Tablo V). Flavonoidler baslica sebzeler, meyveler, kirmiz1 sarap,

cay, sogan baklagillerde bulunur ve cogu cigeklerin ve meyvelerin rengini verir (128, 129).

Tablo V: Flavonoidlerin alt siiflar1 ve besinsel kaynaklar1 (133)

Flavonoid
Flavonoidler Temel besin kaynaklar
alt gruplan

Flavonoller |Kaempherol, myricetin, |Sogan, kiraz, elma, brokoli. lahana,
quercetin, rutin domates, bogiirtlen, ¢ay, kirmizi

sarap, karabugday

Flavonlar Apigenin, chrysin, Maydonoz, kekik
luteolin
Isoflavonlar |Daidzein, genistein, Soya fasiilyesi, baklagiller

glycitein, formononetin

Flavanoller |Catechin, gallocatechin |Elma, cay

Flavanonlar |Eriodictyol. hesperitin, |Portakal, greyfurt

naringenin

Flavanonoller | Taxifolin Limon, narenciye

Flavonoidlerle ilk kez 1930'lu yillarda ilgilenilmeye baslanmis, 1960'l1 yillarda ise gida

koruyucu olarak kullanilmislardir. Flavonoidlerin en 6nemli etkilerinden birisi serbest radikalleri
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temizleme 6zellikleridir. Hemen her flavonoid grubunun en iyi tantmlanmis 6zelligi antioksidan
kapasiteleridir (128, 129).

Serbest radikallerin iiretim artig1 bu endojen temizleyici bilesiklerin (SOD ve CAT gibi
antioksidan enzimler) kullanilip azalmasina yol acar. Flavonoidler, endojen temizleyici
bilesiklere benzer etki olusturarak endojen antioksidan savunma sistemlerini desteklerler.

Flavonoidlerin direkt radikal temizleme 6zellikleri vardir (128, 134, 135).

2. 6. 1. Flavonoller

Flavonollerin molekiil yapisinda pozisyon 4’te cift bagli-oksijen atomu vardir. Ancak
flavanollere benzer sekilde pozisyon 3’te —OH gruplar: igerdiklerinden dolay1 isminde hala "-ol"
eki vardir. Fakat yapilarinda ¢ift bagli-oksijen atomu icermeleri onlarin "flavones" grubuna da
benzetilmelerini saglamaktadir. Bu sekil pozisyon 3’te —OH grubu olan ve pozisyon 4’te =O olan
temel bir flavonol iskeletidir. Flavanoller den farki C halkasinda 2 ve 3 nolu karbonlar arasinda
ikili bagin olmasidir. Bu molekiil Q olarak bilinen yaygin bir flavonoldiir. Diyet iiriinlerinde,
bircok bitki ve gida maddesinde en cok bulunan flavonoldiir. Sogan (Basaliye allium

cepaonionoignon) 6zellikle Q’ce ¢ok zengindir. Antioksidan etkileri kanitlanmistir (132).

2. 6. 1. 1. Quersetin (Q)

2. 6. 1. 1. 1. Genel Ozellikleri

En iyi tammmlanmig flavonoidlerden biri olan Q (3,5,7,3’,4’ pentahidroksiflavon),
insanlarin sik tiikettigi sebze ve meyvelerde bulunan bilesiklerdir. Baglica elma, sogan, brokoli,
cilek, yesil bezelye ve cayda bulunur. Bat1 diyeti 25mg/giin flavonoid igerir; Q 16 mg/giin ile bu
diyetin en biiyiik bilesenini olusturur (128, 134).

Flavonoidler ve Q, gidalarda genellikle glikozit seklinde bulunan biiyiikk molekiillii
yapilardir. Bu 6zelliklerinden dolayr bagirsaktan emilimleri zordur. Gastrointestinal sistemde
serbest fenolik kisim ayrilir. Ciinkii bunlarin bagirsaktan emilebilmesi i¢in kiigciik molekiil
agirlikli formlara doniismeleri gerekir. Bagirsaklarda bulunan mikroorganizmalar, flavonoid
glikozitlerinin ¢oziilmesini gergeklestirir. Yaklasik %1°1 bozulmadan, biiyiik bir kismu ise ¢esitli
hidroksiaromatik asitlere doniistiiriilerek bobreklerden atilir (128, 136, 137). Q’in dagilim yar1

Omriiniin 3.8 saat, eliminasyon yar1 6mriiniin 16.8 saat oldugu bildirilmistir (134).
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2. 6. 1. 1. 2. Antioksidan Ozellikleri

Quersetin’in  diger flavonoidlere gore antioksidan etkinligi olduk¢a giicliidiir.
Flavonoidlerin serbest radikalleri temizleme ve antioksidan 6zellikleri, yapilarinda bulunan ii¢
gruptan ileri gelmektedir (Sekil 13). Bu yapisal gruplar sunlardir:

a) B halkasindaki o-dihidroksi (katesol) grubu

b) C halkasindaki karbonil grubunun 4-okzo grubu ile 2, 3 ¢ift bagin konjugasyonu

¢) A halkasindaki 3 ve 5 hidroksil gruplari

OH
OH
HO
sy’
Al C|
cf
OH o

Sekil 13: Q’in yapis1 ve antioksidan 6zellik gosteren gruplari

B halkasindaki hidroksilasyon, antioksidan aktiviteye katkida bulunur. Tiim flavonoidler
3'-4' dihidroksi konfigiirasyonu ile antioksidan aktiviteye sahiptir. Polifenolik bilesiklerin
antioksidan aktiviteleri molekiil icerisindeki hidroksil grubu sayisma baglidir. Flavonoidlerin
elektron verici Ozellikleri yogun bir sekilde arastirilmis ve antioksidan oOzelliklerinin
aciklanmasinda kullanilmastir (135, 137).

Quersetin yiiksek antioksidan aktiviteye sahiptir ve hiicrede serbest radikalleri su sekilde
temizler:

a) O,  radikalinin temizlenmesi

b) OH’ radikalinin temizlenmesi: Bu etkilerini metal iyonlarinin selasyonu araciligiyla
gerceklestirirler (128, 138, 134).

¢) NO’in, O," radikali ile etkilesmesi sonucu ONOO™ meydana gelir. Q, O, radikalini
temizleyerek peroksinitrit radikalinin tiretimini baskilayabilir (140,141). NO molekiillerinin
flavonoidler tarafindan direkt olarak temizlendikleri de bildirilmistir (141).

d) Lipit peroksil radikali (ROQ") ile reaksiyona girerek zincir kirici bir etki ile lipit

peroksidasyonunu inhibe ederler.

Q-OH+ROO" — Q-0 +ROOH
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Q-0"+ROO° — ROO-Q(=0)

Quercetin (Q-OH), lipit peroksil radikali (ROQ") ile reaksiyona girerek onu indirgerken
kendisi daha kararli bir radikal yap1 (Q - O°) olusturmaktadir (128, 134, 137).

e) Quersetin lipofilik bir antioksidandir ve lipit tabakalarmin arasma yerleserek lipit

hasarini dnleyici etkiye sahiptir (142, 134).

2. 6. 1. 1. 3. Quersetinin diger ozellikleri

Flavonoidlerin serbest radikalleri temizleme Ozelliklerine ilave olarak antiinflamatuar,
antiviral, antiallerjik, antitrombotik, antiaterosklerotik, antitiimoral etkileri iceren cesitli
biyolojik ozellikleri de vardw (128, 142, 134, 137). Flavonoidler XO, fosfolipaz-A2,
siklooksijenaz, lipooksijenaz enzimlerinin inhibisyonu, l6kosit adhezyonun ve aktivasyonunun
azaltilmasi, mast hiicresi degraniilasyonunun inhibisyonu gibi etkileriyle antiinflamatuar 6zellik
gosterirler (128,134). Flavonoidler ve 6zellikle Q, karsinojenlerin biyoaktivasyon siirecini inhibe
ederek ve LDL oksidasyonunun engellenmesi yoluyla antikarsinojenik ve antiaterosklerotik
etkilidirler (128,142,134,137).

Flavonoidlerin kardiyovaskiiler hastaliklara karsi koruyucu etkileri epidemiyolojik
caligmalarda gosterilmistir ve flavonoid aliminin mortalite ile ters iligkili oldugu bulunmustur
(134). Radikal aracili hasar sonucu olusmasi muhtemel pek c¢ok hastaliktan korunmada
flavonoidlerin etkin bir rol oynayabilecekleri diisiiniilebilir (128,134,137).

Saf halde izole edilen flavonoidlerin oral alimmin reperfiizyon esnasindaki lokosit
immobilizasyonunu azaltti@1 rapor edilmistir. Lokosit immobilizasyonunun flavonoidler
tarafindan azaltilmas: total serum komplemanlarmin azalmasi ve inflamasyon benzeri durumlara
kars1 koruyucu mekanizmalar ile iligkili olabilir. Bazi flavonoidler siiperoksit {iretimini
etkilemeden nétrofil degradasyonunu inhibe edebilir. Bazi flavonoidlerin inhibitor etkisi (mast
hiicre degradasyonundaki inhibitor etkileri gibi) plazma membranindaki reseptor bagimli Ca*
kanallarmi diizenlenmesi ile olur. Q’in XO aktivitesini inhibe ettigi ve oksidatif hasar1 azalttig1
goriilmiistiir (143).

Flavonoidlerin konjugasyonu yolu intestinal hiicrelerde glukuronidler ve konjugasyonu
ile baglar. Daha sonra albiimine baglanarak karacigere tasinirlar. Karacigerde flavonoidlerin
konjugasyonu siilfat grubu, metil grubu veya her ikisinin eklenmesi ile gii¢lenir. Bu gruplarin
eklenmesi dolasimdaki eliminasyon zamanimi azaltir. Flavonoid iskeletinde konjugasyonu i¢in
cesitli lokalizasyonlar vardir. Konjugasyonun tipi ve onun flavonoid iskeletindeki lokalizasyonu
enzim inhibitor kapasiteyi, antioksidan aktiviteyi belirliyor olabilir. Son ¢alismalar diizenli

olarak flavonoid alinimmini cesitli konjugatlarin olusumundaki baskinlik ve belkide yiiksek

41



aktivite ile sonug¢lanacagini destekler. Bununla beraber konjugat flavonoidlerin yar1 dmrii uzun
oldugu i¢in (23-28 saat) diizenli alim birikime sebep olabilir (143).

Antioksidan Ozelliklerinden dolay1 flavonoidlerin vaskiiler sistemde Onemli etkileri
mevcuttur. Oksijen radikalleri okside LDL olusumuna neden olur ve bu endotelial duvarda
hasara neden olarak aterosklerotik degisiklikleri baslatir. Flavonoid aliminin koroner arter
hastaligina kars1 koruyucu (antiaterojen) etkisini igeren caligmalar azdir (144). Japonya’da
yiriitilen bir ¢aligmada Q alimmin artmasiyla plazma total kolesterol ve LDL-kolesterol
konsantrasyonlarinin azaldig: goriilmiistiir. Finlandiya’daki bir bagka caligmada ise Q den zengin
elma ve sogan tiiketimi arttiginda koroner mortalite azalmis olarak bulunmustur (146).

Siklooksijenaz ve lipooksijenaz inflamatuar mediatorler olarak rol oynar. Bunlar genel
inflamatuar cevabi baslatan arasidonik asidin salinimima neden olurlar. Lipooksijenazi iceren
notrofiller arasidonik asitten kemotaktik bilesiklerin olusumuna neden olurlar, aym1 zamanda
sitokin salinimimi saglarlar. Q hem siklooksijenazi hem de lipooksijenazi inhibe eder
(antiinflamatuar etki). Bu nedenle inflamatuar metabolitlerin olusumunu azaltir. Flavonoidlerin
bir diger antiinflamatuar etkisi eikasonoid biyosentezini inhibe etmesidir (144, 131, 143).

Quersetin, kaempferol ve myricetin gibi flavonoidlerin kdpekler ve maymunlarda platelet

agregasyonunun etkili inhibitorleri oldugu (antitrombojenik etki) gosterilmistir (144, 131, 143).
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3. GEREC VE YONTEM
3. 1. Kimyasal Maddeler
Calismada kullanilan kimyasallarin temini Sigma Aldrich GmbH, Seelze-Almanya ve

Merck KgaA, Darmstadt-Almanya firmalarindan temin edilmistir.

3. 1. 1. Diger aletler ve cam malzemeler

Cam malzemeler : Deney tiipleri, balon jojeler, beherler, v.d.
Distile su cihazi : Elix 10 milipor, Fransa

Elektronik tarti : Shidmadzu AY 120, Japonya

Elektronik tart: : Mettler Toledo PB1501, 1svigre

Etuv : EN 400 NUVE, Almanya
Homojenizator : ART Miccra D-8, Almanya

Manyetik karistirici : RCT-B IKA, Almanya

Otomatik pipetler : Eppendorf, Research, Almanya
pH-metre : Inolab pH level 1 WTW, Almanya
Sogutmal1 santrifiij : Eppendorf Centrifuge 5810 R, Almanya
Spektrofotometre : Shimadzu UV-1601, Japonya
Spektrofotometre : Shimadzu UV- 1201V, Japonya

Su banyosu : BM 302 NUVE, Tiirkiye

Vorteks : Velp Scientificia, Italya

3. 2. Deney Hayvanlar1 ve Modelin Olusturulmasi

Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi (K.S.U) Tip Fakiiltesi Etik Kurulu onay1
alinarak; calisma standart deneysel hayvan calismalar1 etik kurallarina uygun olarak K.S.U. Tip
Fakiiltesi Deneysel Arastirma Laboratuar’inda yapildi. Calismamizin finansmam K.S.U
arastirma fonundan saglandi. Arastirma materyali olarak kullanilan 250-300 gr agirliginda 4-5
aylik, toplam 40 adet erkek Sprague-Dawley cinsi sican K.S.U. Deneysel Arastirma
Laboratuarin’dan alindi. Sicanlar 22-24 °C oda sicakliginda, 12 saat aydmlatma ve 12 saat
karanlik periyodunda tutularak standart laboratuar yemi verilerek beslendi.

Sicanlar esit sayida 5 gruba ayrildi:

Grup I- Sham grubu (n:8);

Grup II - Iskemi reperfiizyon (kontrol) grubu (n:8);

Grup III - Quersetin grubu (Q) (n:8);
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Grup IV- o- lipoik asit grubu (a-LA) (n:8);

Grup V - Quersetin + a- lipoik asit grubu (kombine) (n:8).

Cozelti hazirlanmast;

a- Alfa lipoik asidin hazirlanmasi; a-LA % 0.5 NaOH iceren serum fizyolojikte
¢cozdiiriiliip, HCl ile pH: 7.4’e ayarland1 (147).

b- Quersetin’in hazirlanmasi; Sican basina 30 mg/kg olacak sekilde DMSO (dimetil
stilfoksit) ve steril distile su i¢cinde ¢ozdiiriilerek hazirland1 (153).

Anestezi yapilmadan iskemiden Once asagidaki belirtilen siirelerde etken maddeler
intraperitoneal verildi. Iskemi zamam gelmeden o©nce intramiiskiiler 40 mg/kg Ketamin
hidroklorid ve 6 mg/kg Xylazin’le yapilan anesteziyi takiben, yaklasik 3 cm boyunda mediyan
laparotomi ile abdomen agildi, SMA izole edilerek klemplendi, sicanlar 1 saat iskemiye maruz
birakildi. Bir saat sonunda klemp kaldirildi ve tekrar kan akimi saglandi. Sham grubundaki
sicanlara ise medyan laparotomi yapilip I/R yapilmadi ve ilag uygulanmadi batm agilip kapandi.
I/R grubundaki ve diger tiim etken madde uygulanan gruplardaki sicanlara 60 dakika siiren arter
klempajmi takiben 60 dakika reperfiizyon uygulandi. Caligmamizda mezenterik dolagima gelen
kollateral kan akiminin kesilmesine yoOnelik bir islem yapilmadi. Grup IV’deki deneklere
iskemiden 15 dakika Once intraperitoneal 0,5 ml salin i¢cinde 100 mg/kg dozunda o-LA asit
uygulandi (154). Grup III’deki deneklere iskemiden 60 dakika 6nce intraperitoneal ¢oziinmiis 0,5
ml 30 mg/kg dozunda Q etken madde uygulandi. Medyan laparotomi yapilip tanimlanan islemler
yapildi. Grup V’deki deneklere etken maddeler tanimlandigi sekilde kombine yapildi ve
tanimlanan iglemler uygulanda.

Deney sonunda, sicanlardan biyokimyasal ve histopatolojik degerlendirme amach
terminal ileum doku ornekleri alindi. Islem sonunda tiim sicanlar sakrifiye edildi. Calisma

sliresince mortalite meydana gelmedi.

3. 2. 1. Orneklerin Ahnmasi ve Hazirlanmasi

Doku ornekleri, biyokimyasal degerlendirme yapilana kadar serum fizyolojik igeren
ependorflar i¢inde -20 °C de ¢aligma zamanina kadar bekletildi ve isleme baslamadan hemen
once +4 °C de erimeye birakildi. Eriyen doku oOrnekleri teker teker sogukluklari muhafaza
edilerek tartildi ve cam tiiplere konuldu. Dokulara 1 gr doku 3 hacim (hacim/agirlik) soguk
9%1.15 M KCI eklendi. Dokular 16.000 devir/dakika hizda 3 dakika siireyle homojenize edildi.
Enzim aktivite kaybi olmamasi icin Ornekler buz dolu kiivete yerlestirildi. Daha sonra

homojenatlar 14.000 x rpm’de +4 °C 45 dakika soguk santrifiij edilerek siipernatanlar1 ependorf
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tiiplere ayrildi. Bu ayrilan siipernatanlardan MDA ve protein diizeyleri ile XO, SOD, CAT ve
GSH-Px enzim aktivite dlctimleri yapildi.

3. 3. YONTEMLER

3. 3. 1. Katalaz (CAT) Aktivite Tayini

Katalaz, H,O,'nin yikimimi katalize eder. H,O,'nin CAT tarafinda yikim hizi, HO;'nin
230 nm'de 15181 absorbe etmesinden yararlanilarak spektrofotometrik olarak ol¢iilebilir (148).

Ayraclar
1. 1 M Tris-HCI, 5 mM Na, EDTA tamponu, pH 8.0
Tris- Baz 5.358 gr
Tris-HCI 8.787 gr
Na, EDTA 0.1461 gr

Saf su ile 100 ml'ye tamamlanir.
2. 1 M Fosfat tamponu, pH 7.0

K>HPO4 6.723 gr

KH,PO, 8.344 gr

Saf su ile 100 ml’ye tamamlanir.
3. 10 mM H,0,

%30'luk peroksitten 10 pl almir ve 9.990 pl saf suya tamamlanur.
4. Etanol ( %95’lik )

Yontem

Katalaz aktivite tayini i¢in, doku siipernatan:1 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 once, giinliik olarak hazirlanan 10 mM H,0, konsantrasyonunun
dogru ayarlanip ayarlanmadigi fosfat tamponu ile kontrol edilir. Bunun i¢in fosfat tamponu 1: 10
oraninda saf su ile sulandirilir, 1ml’lik kiivete 900 pl konur ve havaya karsi 230 nm dalga
boyunda okunarak absorbansi kaydedilir (OD;). Absorbansi Olciilen fosfat tamponun igine
hazirlanan 10 mM’lik peroksitten konur ve havaya karsit ayni dalga boyunda okunarak
absorbansi1 kaydedilir (OD,). Sonu¢ OD,-OD;=0.071 oldugunda, hazirlanan peroksidin

konsantrasyonu tam 10 mM’dir denilir ve deneye asagida gosterilen prosediirde baslanir.
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TabloVI: Dokuda CAT aktivite tayini i¢in kuvars kiivetlerinin hazirlanisi

Kor (ul) Numune ( pl)
1 M Tris HCI, 5 mM Na,, EDTA, pH 8,0 50 50
10 mM H,0, - 900
Saf Su 930 30
37°C’de 10 dakika inkiibe edilir
Ornek (sulandirilmis) 20 20

Olusan tepkime 1 cm 151k yolu, kuvars kiivetlerde, 37°C'de, 230 nm'de 0., 2.5., 5.
dakikalardaki absorbans degerleri Slgiilerek izlenir. Dogrusal artis gdsteren zaman araligindaki

optik dansite (OD) degerleri kullanilarak CAT enzim aktivitesi hesaplanir.

Hesaplama

CAT Aktivitesi (U/ml) = AOD x V1 (1.0ml)
0.071 x Vg (0.02 ml)

AOD: Dakikadaki optik dansite degisimi

Vi: Ornek hacmi

Vr: Toplam hacim

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

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

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

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

Protein (mg/ml)

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

Siiperoksit dismutaz, oksidatif enerji iiretimi sirasinda olusan toksik siiperoksit
radikallerinin H>0, ve molekiiler oksijene dismutasyonunu hizlandirir. Bu yontem, ksantin ve
XO kullanilarak olusturulan siiperoksit radikallerinin, 2-[4-iyodofenil]-3-[4-nitrofenol]-5-
feniltetrazoliyum klorid (p-iyodonitrotetrazoliyum viyolet: INT) ile meydana getirdigi kirmizi
renkli formazan boyasinin 505 nm dalga boyunda verdigi OD okunmas: esasina dayanmaktadir.

Ornekte bulunan SOD, siiperoksit radikallerini ortamdan uzaklastirarak 2 numarali formazan
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reaksiyonunu inhibe eder. Sonugta olusan kirmizi rengin OD'si SOD yoklugunda olusan renge

gore azalir. Bu aradaki farkin belirlenmesiyle SOD aktivitesi Ol¢iiliir (149).

Ayraclar
1. CAPS (3-(sikloheksilamino)-1-propan siilfonik asit) Tamponu (pH 10.2)
50.00 mM CAPS 1.1065 gr
0.94 mM EDTA 0.035 gr
Doymus NaOH 11.1ul

Saf su ile 100 ml'ye tamamlanir.
2. Substrat karisimi
0.05 mM Ksantin 0.00152 gr
0.025 mM INT 0.00253 gr
CAPS Tamponuyla 10 ml'ye tamamlanur.
3. 80 U/L Ksantin oksidaz
50 U Ksantin oksidaz ~ 3.04 ul
Saf su ile 1 ml'ye tamamlanir.

4. 0.01 M Fosfat tamponu (pH 7.0)
Na;PO4 54.91 mg
NaH,PO4 3.58 mg
Saf su ile 100 ml'ye tamamlanir.
5. Standart (S6): 5,6 U/ml SOD iceren Ransod kitinin standardidir.

Standart Egrinin Cizimi

Lyofilize olarak hazirlanmig SOD standard: 10 ml bidistile su ile sulandirilir. Standart
egri ¢iziminde kullanilacak olan diger SOD derisimleri fosfat tamponuyla Tablo VII'deki gibi
hazirlanir. 2—-8 °C'de saklandiginda 2 hafta siireyle dayaniklidir.
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Tablo VII: SOD standart egri ¢izimi i¢in tiiplerin hazirlanisi

Kullanilacak Standart Soliisyonun 0.01MFosfat SOD Derisimi
Standartlar Hacmi Tamponunun Hacmi (U/ml)

S5 6 ml S6 5ml 2.8

S4 Sml S5 Sml 1.4

S3 Sml S4 Sml 0.7

S2 3ml S3 6 ml 0.23

S1: Kor (fosfat tamponu)

Yontem
Stiperoksit dismutaz aktivite tayini i¢in, ince bagirsak dokularindan hazirlanan
stipernatant %30 ile %60 arasinda % inhibisyon aralig1 olacak sekilde 0.01 M fosfat tamponu ile

1: 65 oraninda sulandirilir ve aktivite tayini yapilir.

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

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

Kiivetler iyice karigtirilir

Ksantin oksidaz 125 125

Tekrar karistirildiktan 30 saniye sonra ¢aliyma koriiniin ve standardin 37°C'de, 505 nm
dalga boyunda havaya karsi baslangic absorbanslari (A;) okunur. Aynmi anda kronometre
calistirilarak 3 dakika sonra son absorbanslari (A») tekrar okunur.

Hesaplama
Calisma korii SOD icermedigi icin inhibisyona ugramamis reaksiyon olarak kabul edilir
ve degeri %100 olarak almir. Tiim standartlar icin % inhibisyon degeri bunlara ait caliyma

koriiyle oranlanarak 100'den ¢ikarilmasi sonucu hesaplanir.
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AA/dak. standart = Ay-A;/ 3 dakika
% inhibisyon standart = 100- AA/dak standart x 100

A calisma korii
Hesaplama yapildiktan sonra x yatay eksenine SOD derisimlerinin (U/ml) logaritmik
doniisiim degerleri, Y (dikey) eksenine standartlara ait % inhisyon degeri yazdirilarak standart

egri elde edilir (Sekil 14).

0 . 73.07
S 60 '
o
s e0 - 63.46
2 30.76 40 - 46.16
£ 30 -
2 20 -
3.47 10 -
-0.5 -0.25 0 0.25 0.5 0.75
log U/mL
Sekil 14: SOD standart egrisi
Ornek Cahsmasi
Tablo IX: Dokuda SOD aktivite tayini i¢in kuvars kiivetlerin hazirlanisi
Kor (ul) Numune (pl)
Doku 6rnek - 25
0.01 M Fosfat Tamponu 25 -
Substrat Karisimi 850 850
Kiivetler iyice karigtirilir
Ksantin oksidaz 125 125

Tekrar karistirildiktan 30 saniye sonra 37°C'de, 505 nm dalga boyunda havaya karsi
baslangic absorbans (A;) okunur. 3 dakika sonra absorbans (A;) tekrar okunur.

Hesaplama:

AA/dak ornek = Ar-A,/ 3 dakika

% inhibisyon 6rnek = 100- AA/dak 6rnek x 100

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

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

Protein (mg/ml)

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

Aerobik sartlarda pH 3.4'de tiyobarbitiirik asit (TBA) ile oOrnegin 90-95°C'de
inkiibasyonu sonucu olusan lipit peroksidayonun sekonder iiriinii olan MDA'nin TBA ile pembe
renkli kompleks olusturma esasina dayanir. Olusan renk siddeti ortamdaki MDA konsantrasyonu
ile dogru orantilidir; 532 nm’de spektrofotometrik olarak degerlendirilir (150).

Ayraclar
1. SDS % 8,1’lik

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) 81lg

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

Asetik asit 20 ml

Saf su ile 100 ml'ye tamamlanir.
3. Tiyobarbitiirik asit (TBA) % 0,8’lik

Tiyobarbitiirik asit 0,8¢g

Saf su ile 100 ml'ye tamamlanir.

Doymus NaOH ile pH: 3,5’e ayarlanir.
4. n-Butanol/Piridin (nBu/Pri) Cozeltisi (14/1)

n-Butanol 14 ml

Piridin 1 ml
5. Stok Standart

1.1.3.3 tetramethoksipropan (yogunluk= 0.99 g/ml)

Standart Egri Cizimi
Stok standarttan 6,6 ul alimip 100 ml'ye saf su ile tamamlanarak giinliikk standart
hazirlanir. 10, 20, 40, 60, 80 ve 100 nmol/ml konsantrasyonunda ¢alisma standartlar1 hazirlanir.

Ayiraglar tiiplere asagida belirtildigi sekilde ilave edilir.
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Tablo X: MDA standart egri ¢izimi i¢in tiiplerin hazirlanisi

Tiip No. 0 1 2 3 4 5 6

Konsantrasyon(nmol/ml) 0 100 80 60 40 20 10
Standart (ml) - 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 | 0.1
%8.1 SDS (ml) 0.2 0.2 0.2 0.2 02 | 02 |02
%20 HAc (ml) 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 | L5
%0.8 TBA (ml) 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 | 15
Saf su (ml) 0.8 0.7 0.7 0.7 0.7 | 07 {07

95 °C'de 30 dakika inkiibe edilir, sogutulur

Saf su (ml) 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 | 1.0
nBu/Pri (ml) 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 50 | 5.0

Tiipler n-butanol/pridin ilavesinden sonra vortekslenir. Daha sonra 4000 rpm'de 10
dakika santrifiij edilir, tisteki organik kistm alinip 532 nm'de absorbans okunur. Standart egri

grafigi ¢izilir (Sekil 15).

0.15 -

0D (532nm)
*

0 2‘0 4‘0 6‘0 B‘O 1(;0
Konsantrasyon (nmol/mL)
Sekil 15: Malondialdehit standart egrisi
Yontem

Ornek ¢aligmast icin yukarida bahsedildigi gibi hazirlanan belirli hacimde doku &rnegi

alinir ve MDA tayini yapilir (Tablo XI).
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Tablo XI: Dokuda MDA diizeyinin tayini i¢in tiiplerin hazirlanigi

Kor (ml) Std (ml) Ornek (ml)

Std (60 nmol/ml) - 0.1 -

Ornek - - 0.1
SDS 0.2 0.2 0.2
HAc 1.5 1.5 1.5
TBA 1.5 1.5 1.5
Saf su 0.8 0.7 0.7

95 °C'de 30 dakika inkiibe edilir, sogutulur

Saf su 1.0 1.0 1.0
nBu/Pi 5.0 5.0 5.0

Cozeltiler vortekslenir. Daha sonra 4000 rpm'de 10 dakika santrifiij edilir, listteki organik
kisim alinarak 532 nm'de absorbans okunur. Sonug¢ standart egrisinden veya giinliik standarttan

degerlendirilir.

Hesaplama:

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. 3. 4. Protein Diizeyinin Tayini
Bu metotta proteinlerin icerdigi tirozin ve triptofan rezidiilerinin fosfotungustik-

fosfomolibdik asit ile verdigi renk reaksiyonunun 750 nm’deki absorbans Ol¢iimiine dayanir
(150).

Ayrraclar
1. A Cozeltisi:
% 2 NayCO3 2g
0,1 N NaOH ile 100 ml’ye tamamlanir.
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2. B Cozeltisi
a) By Cozeltisi:

% 1 CuS0O4.5H,0 lg
Saf suyla 100 ml'ye tamamlanir.
b) B, Cozeltisi

% 2 Na-K tartarat 2¢g

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;) karistirtlir.
4. D Cozeltisi (Glinliikk hazirlanir)

Folin Cioacalteu 1: 1,5 oraninda saf su ile sulandirilir.

Standart Egri Cizimi

Stok standart icin 0.3 g/dl bovin albumin hazirlanir. Hazirlanan stok standarttan 5 ml
almip 100 ml’ye serum fizyolojik ile tamalandiginda 150 pg’lik konsantrasyon elde edilir.
Bundan seri sulandirma ile 150, 120, 90, 60, 30 ug/ml’lik konsantrasyonlar elde edilerek 750
nm’de verdikleri absorbanslar kaydedilir. Bu verilere gore konsantrasyon-absorbans egrisi ¢izilir

ve her numune 6l¢iimiinde standart egri tekrarlanir (Sekil 16).

Tablo XII: Protein standart egri ¢izimi icin tiiplerin hazirlanisi

Tip no Kor 1 2 3 4 5

Konsantrasyon (pug/ml) 0 30 60 90 120 150

Standart bovin albumin (ml) - 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3

Serum fizyolojik (ml) 0.3 - - - - -

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

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

Oda 1s1sinda 30 dakika bekletilir ve 750 nm'de kore karsi okunur.
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0,2 +
0,18 +
0,16 +
0,14 +
0,12 +

0,1 +
0,08 +
0,06 +
0,04 +
0,02 +

Optik Dansite

Sekil 16: Protein standart egrisi

Ornek Cahsmasi
Ince bagirsak dokularindan hazirlanan siipernatantta protein tayini icin, siipernatant 1: 50

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

cozeltiler asagidaki sekilde konulur.

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

90

Konsantrasyon (ug/ml)

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

Oda 1s1sinda 15 dakika bekletilir
D cozeltisi 0.3 0.3 0.3

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

Hesaplama
Ornegin absorbansi standartin absorbansi ile karsilastirilarak veya dogrudan standart

egriden degerlendirilir ve diliisyon katsayisi ile ¢arpilarak sonug verilir.
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3. 3. 5. Ksantin oksidaz (XO) enziminin aktivite tayini

Ksantin oksidaz aktivitesi Prajda ve arkadaslarinin metoduna gore calisildi (152). Bu
metotta XO aktivitesi; numunede bulundugu farzedilen XO’1n ortamdaki ksantinden iirik asit
olusturmasi esasina dayanir. Olusan iirik asit miktari, %100'lik TCA soliisyonunun eklenmesi ile
sabitlenir. Spektrofotometrede 293 nm dalga boyunda absorbans degeri oOlgiiliir. Boylece 30
dakika icerisinde iiretilen iirik asit miktar1 belirlenir ve aktivite U/mg protein cinsinden ifade
edilir.

X0

Ksantin —  urik asit

Kullanilan reaktifler:
1. Fosfat tamponu (50 mM, pH 7.5, 0.5mM Na,EDTA’1):
2. 4 mM xanthine: 6 mg ksantin tartilir. 10 ml’ye distile su ile tamamlanir. Giinliik hazirlanir.
3. TCA ( %100, w/v): 100 gr TCA tartilir, 100 ml’ye distile su ile tamamlanur.

Deneyin yapihisi
Tablo XIV: Doku 6rneginde XO tayini i¢in tiiplerin hazirlanisi

Kor Numune

Fosfat Tamponu (50 mM, pH 7.5, 0,5 mm 2.8 2.8
Na2 EDTA’l) (ml)

Ksantin (ul) 50 50
Numune (ul) - 50

37°C'de 30 dakika inkiibasyonu biten tiiplere hemen;

Numune (ul) 50 -
TCA (ul) 100 100

[1ave edilir ve vortekslenir.
30004000 x rpmde 60 dakika santrifiijj sonu siipernatanlar 293 nm dalga boyunda
okundu.

Sonuglar U/mg protein olarak ifade edildi.
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3. 3. 6. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivite tayini
Glutatyon peroksidaz aktivitesi siipernatantta Beutler yOontemiyle saptanmustir (148).

Asagidaki tablodaki reaktifler tarif edildigi sekilde tiiplere konulur. Tiipler 37°C de 10 dakika
inkibasyona birakilir.

Kullanilan reaktifler

1. 1M Tris-HCI pH 8.0 tampon,

2. 0.1 M GSH (glutatyon),

3. 10 U/ml GR (glutatyon rediiktaz),

4. 2mM NADPH (nikotinamid adenin diniikleotid fosfat)

5.7 mM t-butil hidroperoksit

Tablo XV: Doku 6rneginde GSH-Px tayini i¢in tiiplerin hazirlanisi

IM Tris-HCI pH 8.0 tampon 100ul
0.1 M GSH 20ul
10 U/ml GR 100ul
2mM NADPH 100u1
Ornek 10ul
Distile su 660ul

Inkiibasyon sonrasi 6rnekler lcm kuvars kiivete konur iizerine 10ul 7 mM t-butil
hidroperoksit konulduktan sonra okuma baslatilir. Tepkime, 37 °C de enzim tarafindan
oksitlenen 1umol NADPH'!n 340 nm dalga boyunda 151k yolu 1cm olan kuvars kiivetlerde optik
dansitedeki azalis1 kinetik olarak 2,5 dakika siireyle okunur.

Hesaplama

GSH-Px Aktivitesi (U/ml) = AOD x Vy_(1.0ml)
6.22 x Vg (0,010 ml)

AOD: Dakikadaki optik dansite degisimi

Vi: Ornek hacmi
Vr: Toplam hacim
6,22: 2mM NADPH yikim hizinin verdigi OD degeridir.
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U/ml biriminden 6lciilen GSH-Px aktivitesi 6rnekte saptanan protein degerine boliinerek

enzim spesifik aktivite sonucu U/mg protein biriminden verilir.

GSH-Px Spesifik Aktivitesi (U/mg protein)= _GSH-Px Deger (U/ml)

Protein (mg/ml)

3. 4. Histopatolojik Degerlendirme

Terminal ileumdan alman bagirsak doku Orneklerinin histopatolojik incelenmesi igin,
doku kesitleri % 10’luk formaldehit i¢inde fikse edildi. Rutin islemlerin sonrasinda 5 pm
kalinligindaki doku kesitleri Haris hematoksilen-eosin boyasi ile boyanarak 11k mikroskobunda
degerlendirildi.

Deney gruplarinda olusan hasari belirlemede 6 asamali bir skorlama sistemi kullanildi.
Grade 0: Normal, Gradel: Nekrozun eslik etmedigi siiperfisial mukozal hiicre dokiilmesi, Grade
2: Kriptlerin korundugu mukozal villus nekrozu, Grade 3: Kriptleri de iceren mukozal villus
nekrozu, Grade 4: Miiskiilaris tabakasmin i¢ kismmin nekrozu veya miiskiilaris tabakasinin

incelmesine eslik eden komplet mukozal nekroz, Grade 5: Transmural nekroz. (155)
3. 5. istatistik

Istatistiksel analizlerin degerlendirilmesinde bilgisayar progranu olarak SPSS for
Windows istatistik programinin Release 9.05 siiriimii (SPSS Inc USA) kullanildi. Sonu¢larimiz
ortalama #* standart sapma seklinde verildi. Minimum ve maksimum degerleri belirtildi.
Biyokimyasal verilerimizin degerlendirilmesinde gruplar arasindaki farklarm incelenmesi i¢in
Non Parametrik Kruskal-Wallis testi, iki grup arasindaki farkin belirlenmesinde de Mann-
Whitney U testi kullanildi. Her iki test i¢inde p<0.05 degeri istatiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4. 1. Biyokimyasal analiz sonuclar

1) Sham grubu ile kontrol (I/R) grubu karsilastirildiginda; I/R grubunda bagirsak MDA
diizeyi ve XO aktivitesi sham grubuna gore anlamli derecede yiikselmistir (p<0.05). CAT ve
SOD enzim aktivitesi anlamli derecede diigsmiistiir (p<0.05). GSH-Px enzim aktivitesi de diisiik
olmasina ragmen istatistiksel anlamli olmadig1 saptanmistir (p>0.05) (Tablo XVI- Sekil 17, 18,
19, 20, 21).

2) Sham grubu ile ilag verilen I/R gruplarmin karsilastirilmasinda;

Quersetin grubu ile sham grubu arasinda calisilan biyokimyasal parametreler arasinda
istatistiksel olarak anlamli degisiklikler tesbit edilmemistir (p>0.05) (Tablo XVI-Sekil 17, 18,
19, 20, 21).

a-Lipoik asit grubu sham grubu ile karsilastirildiginda; a-LA grubunun CAT aktivitesi
anlamh diisiik (p<0.05), XO aktivitesi ise anlamli derecede yiiksek olarak bulunmustur (p<0.05).
Diger enzim aktiviteleri yoniinden anlamli degisiklik olugsmamistir (p>0.05) (Tablo XVI- Sekil
17, 18, 19, 20, 21).

Kombine ila¢g uygulanan grupta sham grubuna gore yalmizca XO aktivitesi anlaml
derecede yiiksek bulunmustur (p<0.05). Diger enzim aktiviteleri yoniinden anlamlh degisiklik
olmamustir (p>0.05) (Tablo XVI- Sekil 17, 18, 19, 20, 21).

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

Quersetin grubunda MDA diizeyi, XO aktivitesi I/R grubuna gore anlamli derecede
diisiik (p<0.05), SOD ve CAT enzim aktiviteleri ise anlamli derecede yiiksek olarak bulunmustur
(p<0.05). GSH-Px enzim aktivitesi yiikselmesine karsin istatistiksel olarak anlamsizdir (p>0.05)
(Tablo XVI- Sekil 17, 18, 19, 20, 21).

a-Lipoik asit grubunda, MDA diizeyinde anlamli bir diisiis saptanmistir (p<0.05). SOD
enzim aktivitesi ise anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0.05), diger biyokimyasal
parametrelerde istatistiksel olarak anlamli degisikliklere rastlanmamstir (p>0.05) (Tablo XVI-
Sekil 17, 18, 19, 20, 21).

Kombine ila¢ grubunda, MDA diizeyinin kontrol grubuna gore anlaml olarak diistiigii
saptanirken (p<0.05), SOD enzim aktivitesinin anlaml derecede arttig1 saptanmustir (p<0.05).
CAT ve GSH-Px enzim aktivitelerinde yiikselme olmasina karsin istatistiksel anlamsiz oldugu
gozlenmistir (p>0.05) (Tablo XVI- Sekil 17, 18, 19, 20, 21).

4) Tlag verilen ii¢ grup aralarinda Kruskal-Wallis testine gore karsilastirildiginda
istatistiksel olarak XO enzim aktivitesi diginda anlamli degisikliklere rastlanmamuistir (p>0.05).
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Mann-Whitney U testi ile ila¢ gruplar1 arasinda ikili karsilastirma yapildiginda o-LA grubu CAT
enzim aktivitesi Q grubundan anlamli derecede diisilk bulunmustur (p<0.05). a-LA, XO
aktivitesi ise Q grubundan anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0.05). Kombine ilac
uyguladigimiz grupla diger yalmiz ilag uyguladigimiz gruplar arasinda enzim aktiviteleri
acisindan istatistiksel olarak anlaml degisikliklere rastlanmamistir (p>0.05) (Tablo XVI- Sekil
17, 18, 19, 20, 21).

Tablo XVI: Deney gruplarinda biyokimyasal parametreler (ort + SS)

MDA CAT(U/mg SOD(U/mg GSH- XO(U/mg
(nmol/mg protein) protein) Px(U/mg protein)
protein) protein)
Sham | 0,79 £ 0,50 31,56 £9,35 37,57 £16,32 | 0,012 £ 0,006 | 0,14 + 0,064
(0,09-1,78) (19,77-47,43) | (23,29-75,53) | (0,005-0,021) | (0,05-0,21)
/R 1,68 £0,59* | 17,02 +6,11* | 18,36 £5,80* | 0,007 £ 0,004 | 0,42 £0,11*
(Kont) | (1,03-2,59) (6,15-25,83) (11,55-28,10) | (0,003-0,016) | (0,15-0,51)
Q [096 £031% [2320+536" |30,43+11,22" | 0,011 £0,005 | 0,16 +0,10"
grubu | (0,49-1,42) (12,70-28,40) | (15,01-47,73) | (0,006-0,018) | (0,07-0,35)
o-LA | 0,99 +0,49° 14,8745,57+* | 26,89 +8,70" | 0,008 + 0,002 | 0,41 +0,22**
grubu | (0,36-1,70) (8,53-23,13) (19,51-42,90) | (0,005-0,011) | (0,21-0,91)
Q+o- |0,87+0,40" 21,34 £ 9,6 29,11 +8,56" | 0,011 0,006 | 0,29 +0,14*
LA (0,48-1,44) (10,11-35,10) | (21,02-46,96) | (0,003-0,022) | (0,09-0,47)
grubu
* : Sham grubuna gore istatistiksel anlaml fark var ( p< 0.05)
# : I/R grubuna gore istatistiksel anlamli fark var ( p< 0.05)
& : Quersetin grubuna gore anlaml fark var ( p< 0.05)
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CAT U/mgprotein

o
(6]
\

;ii 111

Sham -LA Q + a-LA

* : Sham grubu ile I/R grubu arasinda istatistiksel anlaml fark var ( p < 0.05)
# : I/R grubuna gore istatistiksel anlamh fark ( p < 0.05)

Sekil 17: Gruplarin MDA diizeyleri

45 -
40 -
35 -
30 -
25 -
20 -
15
10 -

IR

* : Sham grubuna gore istatistiksel anlamli fark var ( p < 0.05)
# : I/R grubuna gore istatistiksel anlamh fark var ( p < 0.05)
& : Quersetin grubu CAT aktivitesi a-LA gore anlamh yiiksek ( p < 0.05)

Sekil 18: Gruplarin CAT enzim aktivitesi

60



SOD(U/mg protein)

GPx(U/nng protein)

60
50

30

10

Sham

R

Q

a-LA

* : Sham grubu ile I/R grubu arasinda istatistiksel anlaml fark var ( p < 0.05)

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

Sekil 19: Gruplarin SOD enzim aktivitesi

0,02
0,018
0,016
0,014
0,012

0,01
0,008
0,006
0,004
0,002

Gruplar arasinda istatistiksel anlaml fark yok (p > 0.05)

Sham

R

Sekil 20: Gruplarin GSH-Px enzim aktivitesi
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0,5
0,4 -

#a

0,3 ~

XO(U/mg protein)

Sham IR Q a-LA Q +a-LA

* : Sham grubuna gore istatistiksel anlaml fark var ( p < 0.05)
# : I/R grubuna gore istatistiksel anlaml1 fark var (p < 0.05)
# : Quersetin grubu XO diizeyi a-LA gore anlamli diisiik ( p < 0.05)

Sekil 21: Gruplarin XO aktivitesi

4. 2. Histopatolojik analiz sonuclar

Gruplarin histopatolojik analizlerinde, sham grubunda hi¢ hasar olusmazken kontrol
grubu en fazla hasarin gozlendigi grup olmustur. Diger gruplarin kontrol grubuyla ve kendi
aralarinda karsilastirmalar1 yapildiginda birbirleriyle aralarinda istatistiksel anlamli fark tespit

edilememistir (p > 0.05).

Tablo XVII: Gruplarin histopatolojik analiz sonuglari

Ort + SS
(minimum-maksimum)

Sham grubu 0,000+0,000
(0,00-0,00)

I/R (kontrol) grubu 0,875+1,1260
0,00-3.00

Q grubu 0,500+0,756
0,00-2.00

a-LA grubu 0,625+1,061
0,00-3,00

Kombine grubu 0,625+0,916
0,00-2,00
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Sekil 22: Grade 0: Normal ince barsak  Sekil 23: Grade 1: Mukozal hiicrelerin
dokusu dokiilmesi. Kript yapilar1 korunmus

Sekil 24: Grade 2: Mukozal villus Sekil 25: Grade 3: Kript yapilarinin da
nekrozu. Kript yapilar1 korunmus bozuldugu mukozal villus nekrozu
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5. TARTISMA

Mezenterik I/R esnasinda ince bagirsak mukozasinda onemli derecede hiicresel hasar
meydana gelmektedir. Bu hiicresel hasarin derecesi, mortalite oraniyla dogru oranti
gostermektedir. Iskemik ince bagirsak mukozasinda patolojik degisikliklerin meydana
gelmesinde rol oynayan en etkili mekanizmalardan bir tanesi serbest radikaller ile iliskili
olamdir. Ozellikle I/R esnasindaki hasardan SOR sorumlu tutulmaktadir. Iskemi olayinda,
solunum zincirinde, sitokrom ¢ oksidaz reaksiyonunda O, iiretimi ve ATP yikimi artar. ATP
yikiminin artisina bagl olarak adenozin metabolizmasi hizlanir, hipoksantin ve ksantin miktar1
artar. XO enziminin artmasina bagl olarak hiicre i¢i oksijen radikali iiretimi hizlanir. Anaerobik
metabolizmadan dolay1 hiicre i¢i asidoz olusur, bundan zar yapilar1 zarar goriir. Na-K ATPaz ve
diger tastyici sistemler inhibe olur. Hiicreye Ca*™ girisi artar, hiicrenin zar yapisi bozulur. Bu
durum kompleman faktorlerinin aktivasyonuna ve notrofillerin zara adhezyonuna yol acarak
radikal iiretimini daha da hizlandirir. Reperfiizyon olayimnda ise, iskemi sonrasi meydana gelen
hiper-oksijenasyondan dolay1 6zellikle solunum zincirinin son reaksiyonunda oksijenin kismi
rediiksiyonu hizlanarak, oksijen radikali tiretimi onemli derecede artar. Ayrica XD enzimi XO
sekline donerek hiicre ici oksijen radikali iiretimini arttrrr. I/R olaymda anlasilacag: iizere
serbest radikal metabolizmasi hasardan sorumlu onemli bir faktor olarak goriilmektedir. Hiicre
icinde olusan serbest radikal hasarmma karsin enzimatik ve non-enzimatik savunma
mekanizmalar1t mevcuttur. A, C ve E vitaminleri ile glutatyon nonenzimatik savunma
mekanizmalar1 arasinda 6nemli yer tutarken, SOD, GSH-Px ve CAT enzimleri, hiicre i¢inin
enzimatik savunma mekanizmalaridir (156).

Gilinlimiizde gelismis tan1 ve tedavi metodlarina ragmen, mezenter iskemisinin morbidite
ve mortalitesi yliksektir. Bu nedenle 6nemini korumaktadir. Bu hasara yol acan mekanizmalarin
anlagilmas1 ve yeni tedavi modellerinin gelistirilmesi i¢in yogun ¢aba harcanmaktadir. Iskemik
doku hasarindan birgok faktor sorumlu tutulmasina ragmen, serbest oksijen tiirevi radikalleri
(0,7, OH"), bu hasarin esas kaynagi olarak kabul edilmektedir Hiicre i¢cinde olusan oksijen tiirevi
radikaller, iskeminin derecesine bagl olarak cesitli derecede hiicresel hasara yol agmaktadir. Bu
hasardan etkilenen yapilar ise hiicre ve organellerin membranlari, DNA ve enzimlerdir. iskemi
olayinda serbest radikallerin bu derecede Onem kazanmasi, arastirmacilar1 degisik dokularda
iskemi ve serbest radikal metabolizmasini arastiran ¢alismalara yonlendirmistir ( 156).

Organizmada SOR’nin zararli etkilerini en aza indirgemek amaciyla enzimatik ve non
enzimatik savunma sistemleri bulunmaktadir. Normal sartlar altinda SOD, GSH-Px, CAT iceren
enzimatik savunma sistemleri SOR’nin olusturdugu oksidatif hasar1 Onlerler. Serbest radikal

olusum hiz1 bu radikalleri etkisizlestirme hizi ile ayni1 oldugu siirece olusan radikallerden,
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organizma etkilenmemektedir. Buna karsilik antioksidan savunma azalir ya da zararh bilesiklerin
olusum hiz1 sistemin savunma giiciinii agsarsa bu denge bozulmakta ve SOR’lerine baglh zararli
etkiler ortaya cikmaktadir. Antioksidan ajanlar birlikte kullanildiklar1 zaman birbirlerinin
etkilerini artirarak daha gii¢lii bir koruma saglayabilir, ortaya ¢ikabilecek yan etkilerde de azalma
meydana getirebilirler (157).

Ince bagirsak iskemisi, bagirsagi besleyen mezenterik dolasimda yetersizlik sonucu
ortaya ¢ikan hipoksi ve tam olarak aydinlatilamamis mekanizmasiyla bagirsak haricindeki hayati
organlarda da hasar olusturmasiyla ciddi problemlere neden olan bir hastaliktir. Tam ve
cerrahideki tiim ilerlemelere, preoperatif ve postoperatif bakimdaki tiim gelismelere ragmen son
30 yi1lda %70 civarinda olan mortalite oran1 korunmaktadir. Gastrointestinal sistemin iskemi ve
reperfiizyonunun, MOF olusumunda 6nemli rol oynadig: diisiiniilmektedir (158).

Biyokimyasal seviyedeki bircok calisma ve hayvan deneyleri, yeniden oksijenasyonun
zararh oksijen radikallerinin fazla miktarda iiretilmesine yol a¢tigini, bunun da dogal antioksidan
savunma mekanizmasini tahrip ettigini ve basta reperfiize olan organ olmak iizere tiim viicutta
oksidatif yiikii artirdigini gostermistir (159).

Iskemi reperfiizyon hasarmin 6nlenmesi i¢in pek ¢ok calisma yapilmistir. SOR iiretiminin
XO inhibisyonu yapan allopurinol ile ©6nlenmesi, radikallerin ortamdan temizlenmesi i¢in
vitamin E ve C, SOD enzimi, resveratrol, karvedilol, Q ve koenzim Q kullanilmas: ile I/R hasar1
azaltilabilmistir (160).

Sicanlarda Intestinal I/R modeli ve bu model sonucu ortaya ¢ikan hasarin degisik bircok
ajanla Onlenmesi amaciyla, in vivo olarak birtakim deneysel caligmalar uygulanmistir. Bu
modellerde, mezenterde iskemi yapmak amaci ile SMA’nin transeksiyonu ve okliizyonu
yapilmistir. Bununla birlikte, uygulanan iskemi ve reperfiizyon siireleri noktasinda, ¢aligmalar
arasinda farkliliklar bulunmaktadir. Ceran ve ark. (161) sicanlarin bagwrsaklarinda 45 dakika
iskemi ve bir saat reperfiizyon uyguladiklar1 caligmalarinda bilirubini islemden iki saat Once
vermisler ve deney sonunda biluribinin I/R hasarim onemli 6lciide azalttigini gostermislerdir.
Juel ve ark. (162) iskemi sonrasi bir saatlik reperfiizyonun ince bagirsakta mukozal hasarlanma
icin yeterli oldugunu belirtmislerdir. Biz de calismamizda bu verilerden yola ¢ikarak intestinal
IRH olusumunun biyokimyasal ve histopatolojik olarak tespit edilmesi iizerine bir saat iskemi ve
bir saatlik reperfiizyon yapmay1 planladik ve deneysel modelimizi bu cercevede kurguladik.
Calismamizda, mezenterik I/R esnasinda ortaya cikan serbest radikallerden hiicreyi korumada rol
aldig1 bilinen bazi enzimlerin aktiviteleri, serbest radikallerin olusumunu artiran XO enzim
aktivitesi ve lipit peroksidasyonunun gostergesi olan MDA miktarin tayin ettik. Ayrica bu

metabolizmalar tizerinde Q ve a-LA etkisini biyokimyasal ve histopatolojik yonden arastirdik.
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Serbest oksijen radikallerinin direkt Ol¢iimii, bu maddelerin stabil olmamalar1 ve kisa
olan yar1 Omiirleri nedeniyle miimkiin olmamaktadir. Lipoperoksidasyonun sabit bir son iiriinii
olan MDA, hiicre membranindaki lipidler iizerindeki serbest radikal etkisinin Olgiilebilen
kimyasal bir belirtecidir. Komplet ve inkomplet iskemi uygulanan deneysel modellerde yapilan
baz1 ¢caligmalarda, MDA’ nin hiicre duvar1 ayrigmasiin gostergesi oldugu ortaya konmustur. Bu
sebeple, MDA diizeylerinin 6l¢iimii, I/R olgularinda serbest radikal aktivitesini tespit etmek icin
kullanilmaktadir. SOR araciligi ile viicutta olusan oksidan hasara kars1 dokular, SOD, CAT ve
GSH-Px gibi birtakim radikal temizleyici enzimler tasirlar. Bu enzimler, H,O, ve siiperoksitleri
temizler veya inaktive ederler. SOD, siiperoksit radikallerini H,O,’e katalizler. H,O, ise, CAT ve
GSH-Px tarafindan molekiiler oksijen ve suya indirgenir. GSH-PXx, glutatyon rediiktaz aracilig1
ile olusan rediikte glutatyonu okside forma doniistiirtir. GSH-Px, diisiik H,O» konsantrasyonunda
daha etkindir. Bu bilgilerin 151¢mnda, bu enzimlerin konsantrasyonlarinin ol¢iimii, iskemi
sonrasinda olugan SOR hakkinda indirekt olarak bilgi verirler (163). Biz de ¢alismamizda
oksidan hasarin derecesini belirlemek ve kullandigimiz maddelerin bu hasar1 Onlemedeki
basarisini saptamak amaciyla denek gruplarinda oksidatif stres gostergesi MDA diizeyi, SOR’nin
salmimini artiran XO aktivitesi ve oksidatif strese karsi savunma cevabi gosteren SOD, CAT,
GSH-Px enzim aktivitelerini ¢aligtik.

Bu anlamda ortaya konulan tedavilerin her biri spesifik olaylar1 inhibe ettigi i¢cin, ayni
tedavide farkli hedeflere yonelerek birden fazla basamag etkileyen tedavi stratejisine gereksinim
vardir. Flavonoidler XO, fosfolipaz-A2, siklooksijenaz, lipooksijenaz enzimlerinin inhibisyonu,
16kosit adhezyonun ve aktivasyonunun azaltilmasi, mast hiicresi degraniilasyonunun inhibisyonu
gibi etkileriyle antiinflamatuar 6zellikte gosterirler (128,134). Bir flavonoid olan Q’nin hiicrede
biyolojik etkileri iyi arastirilnustir ve I/R hasarimin pek ¢ok basamaginda etkisi olmasi
muhtemeldir. Lipid peroksidasyonu, serbest radikallerin etkisi sonucu membran yapisinda
bulunan c¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonunu igeren kimyasal bir olay olup bir
radikalin yag asidi zincirindeki a-metilen gruplarindan bir H" uzaklastirilmas ile baslar. Lipid
peroksidasyonunun en dnemli iiriinii MDA dir. Lipid peroksidasyonunun baslamasinda asil etkili
olan radikalin OH" radikali oldugu kabul edilmektedir. Q serbest radikale bagli hasardan
korunmay: farkli yollarla yapmaktadir. Bu yollardan biri direkt radikal temizleme 6zelligidir.
Quersetinin OH’ radikalini ve onun Onciisii olan O, radikalini temizlemesinin yaninda énemli
bir 6zelligi de, lipid peroksil radikalini parcalayarak lipit peroksidasyon zincir reaksiyonunu
sonlandirmaktir. Radikallerin flavonoidler ile oksidize edilmeleri onlar1 daha kararl hale getirir
ve reaktivitelerini diisiirmektedir. Q ayrica Fe ve Cu gibi gecis metallerini selatlayarak bu

iyonlarin Fenton reaksiyonu yolu ile H,O,'den OH' radikali olusumunu engelleyerek lipid
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peroksidasyonunu Onlemektedir. Flavonoidlerin lipid peroksidasyonu iizerindeki etkileri bircok
arastirmaci tarafindan ¢alisilmig ve MDA diizeylerini anlamli olarak diisiirdiikleri gosterilmistir
(160).

Yapilan literatiir taramalarmda Ince bagirsak I/R hasarmin 6nlenmesinde Q etkisini
inceleyen herhangi bir caligma olmamasina ragmen yontem ve uygulama olarak Q’le ilgili bagka
organlarda yapilmis I/R hasar1 ¢aligmalar bulunmaktadir.

Inal M. ve ark. yaptiklar1 bir calismada sigan bobregine 30 dakika iskemi ve 45 dakika
reperfiizyon yapmuglardir. I/R yaptiklar1 grubun bobrek dokusunda MDA diizeyi ve XO
aktivitesinin yiikseldigini rapor etmisler, SOD, CAT ve GSH-Px enzim aktivitelerinin ise
azaldigin1 gostermislerdir. Q verdikleri ilag grubunda ise bu parametrelerin I/R hasar1 yapilmis
ilagsiz gruba gore MDA diizeyi ve XO aktivitesinin azaldigm SOD, CAT ve GSH-Px enzim
aktivitelerinin arttigm kaydetmislerdir. Boylece Q’nin bobrek I/R hasarini da iyilestirici
etkisinin oldugu kanisma varmiglardir (164).

Yine, Kahraman A. ve ark. tedavi verilen grubun I/R grubuna gére MDA’y1 anlamli
diisiirdiigiis SOD ve CAT enzim aktivitesini anlamli yiikselttigini gostermislerdir (11).

Singh D ve ark. calismalarinda 2 mg/kg ve 30 mg/kg Q’i periton i¢ine ayr1 ayr1 gruplarda
vermisler ve MDA diizeyinin her iki gruptada kontrol grubuna gore diistiigiinii diger enzim
aktivitelerinin ise artigini rapor etmislerdir. 100 mg/kg oral olarak verilen Q tedavide etkili
olmadigini belirtmislerdir (165).

Polat C ve ark. karaciger de 45 dakika iskemi 1 saat reperfiizyon yapmislar ve bdbrek
dokusundaki stres paremetrelerini Ol¢miisler. Bobrek dokusu hasarmin azaldigmi oksidatif
stresin MDA ve diger enzimlerin modiilasyonu yoluyla Onlenebildigini rapor etmislerdir.
Histopatolojik olarak bobrek dokusunda anlamli patolojiye rastlamamuslardir. Karacigere
uygulanan I/R’nun bobrek dokusunda oksidatif hasara neden olabilecegi bu hasar1 Q ve
desferroksamin vererek onleyebilecekleri kanisina varmiglardir (166).

Yine Tokyol C ve ark. sicanlarda karaciger iskemi reperfiizyonu modeline Q ve
desferroksaminle yaptiklar1 ¢alismada ilaclarin ayri olarak ve birlikte verildiginde karaciger I/R
grubuna gore ila¢ gruplarinin lipid yikimini azaltig1 histopatolojik olarakta iyilesme sagladigini
gostermislerdir (167).

Calismamizda I/R grubunda sham grubuna gére oksidatif stres parametrelerinde artis,
antioksidan ajanlarda anlaml diisiis olusmustur (p<0.05).

Iskemiden once Q uygulanan grupta (I/R+Q) Ince bagirsak dokusunda MDA diizeyleri,
kontrol grubuna (I/R) gore anlaml olarak azalmistir (P<0.05). Daha onceki calismalarla da

uyumlu olarak Q verilmesi lipit yikimini engelleyebilecegi kanisma varilmastir.
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Stiperoksit radikallerinin yikimini hizlandiran SOD, CAT enzim aktiviteleri ise kontrol
grubuna gore anlamli olarak artmustir (P<0.05). Bu artis Q’in XO enzimi iizerindeki inhibe edici
etkisine bagl olarak oksijen radikalleri daha az olusmus ve bdylece antioksidan enzimlerin
tikketilmesi azalmis olmasina baglanabilir.

Siiperoksit radikallerinin olusumunu hizlandiran XO aktivitesi ise anlamli diigmiistiir
(P<0.05). Q’in ksantin oksidaz aktivitesini inhibe ettigi ve oksidatif hasar1 azalttig1 gosterilmistir
(143).

Nagao A ve ark. yaptiklar1 caligmada bazi flavonoidlerin ki Q’de bunlarin icinde XO
enzimi iizerinde baskilayic1 bir etkisi oldugunu gostermislerdir (168). Sanhueza J ve ark.
yaptiklar1 ¢calismada XD’in XO’a doniisiimiinii Q ve silibinin azalttigin1 bulmuglardir (169).
Bizim calismanizda XO aktivitesinin I/R grubuna gére Q grubunda azalmasi, Q’nin XO
tizerindeki inhibe edici etkisi ve XD’1n XO’a doniisiimiinii engellenmesine baglanabilir.

Glutatyon peroksidaz aktivitesi artmis olmasina ragmen istatistiksel olarak anlaml fark
bulunmamastir (p>0.05).

Sham grubu ile Q verilen grup arasnda MDA diizeyi ve diger enzim aktiviteleri
yoniinden anlamli fark olugsmamistir (p>0.05). Bu sonu¢ Q’in ince bagirsak hiicresi
membranlarimi lipid peroksidasyonundan belli oranda korudugunu gostermektedir. Bulgularimiz
daha Once bahsettigimiz baska dokulardaki yapilmis calisma sonuclari ile uyum gostermektedir.

Iskemi reperfiizyon grubunda SOD aktivitesinin azalmasi serbest radikallerle iliskili
olabilir. Ciinkii proteinler serbest radikallerden etkilenirler ve bu etkilenmenin derecesi aminoasit
iceriklerine baghdir. Doymamis bag ve siilfiir iceren molekiillerin serbest radikallerle
etkilesimleri yiiksek oldugundan histidin, metionin gibi aminoasitlere sahip proteinler
radikallerden kolaylikla etkilenirler (160). SOD enziminin katalitik bdlgesinde histidin
aminoasidi vardir. Kahraman ve arkadaslari, UV radyasyonla indiiklenen oksidatif hasarda (138)
ve bobrek dokusu I/R hasarinda (11) Q’in O," radikallerini yakalayarak SOD aktivitesindeki
azalmay1 Onleyebilecegini belirtmislerdir. Bu ¢alismada da antioksidan Q ile SOD diizeylerini
yiikksek bulduk. Bu bulgu literatiirle uyumlu olup hem SOD enzimini radikal kaynakli hasardan
korumasi hem de enzimin tiiketilmesinin dnlenmesi nedeniyle olabilir.

Quersetin grubu o-LA grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel anlamli fark CAT
enziminin aktivitesinin Q grubunda anlamli yiiksek olmasi, XO enzim aktivitesinin ise anlamli
diisiik olmasi idi (p<0.05). Diger parametreler arasinda ise anlamli farklilik yoktu (p>0.05).

Kombine grupla Q grubu karsilastirildiginda calistigimiz parametrelerimiz agisindan
istatistiksel anlamli bir fark yoktu (p>0.05). Bu bulgulara gére Q’in Intestinal I/R hasar1 iizerine

koruyucu etkisinin oldugu, antioksidan ve oksidan parametrelere etkisi yoniinden a-LA ile
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kiyaslandiginda daha etkili olabilecegi kanisina varilmistir. Kombine tedavinin yalniz basina
uygulanan Q tedavisine ise herhangi bir iistiinliigli olmadig diisiiniilmektedir.

Alfa lipoik asit ekzojen uygulandiginda serbest radikal temizleme, metal selasyonu
yapma ve glutatyon gibi endojen antioksidanlarin rejenerasyonunu arttirma gibi antioksidan
ozellikler gosterir. o-LA’in reaktif oksijen bilesiklerinden OH’, HOCI ve 'O,’i dogrudan
temizledigi, H>O;’ 1 ise indirgedigi bildirilmektedir (170).

Alfa lipoik asitin aktif sekli olan DHLA’in antioksidan etkisi kanitlanmis olmasina
ragmen Ozellikle demirin varliginda prooksidan etki gosterebilir. DHLA invitro hem ferrik hem

ferroz demir ile selat olusturur. Bu nedenle demirin oksidatif hasarin1 6nler. Ancak ferritinden

+35. +25

demirin ayrilmasini ve Fe"”’iin Fe""’ye doniisiimiinii azaltarak oksidatif hasar1 arttirabilir (128).
Q’le kiyaslandiginda oksidatif ajanlarin olusumuna neden olan XO aktivitesini anlamli
azaltmamasi, CAT enziminde artisin anlamli olmamasi ve GSH-Px enzim aktivitesinin anlaml1
degismemesi bu prooksidatif etkisi sebebiyle olabilir.

Yapilan pek ¢ok in vivo ve in vitro ¢calismada a-LA’nin lipid peroksidasyon diizeylerini
azalttig1 ortaya konulmustur. Birbirine paralel olarak yapilan iki ayr1 calismada o-LA’in,
adriamisin ile sicanlarda olusturulan nefrotoksisite ve kardiotoksisiteye karsi koruyucu etki
gosterdigi ve artmus lipid peroksidasyonunu Onemli diizeyde azalttigr belirtilmistir (171).
Arivazhagan ve ark. tarafindan yapilan ii¢ ayr1 deneysel si¢an ¢alismasinda ise yaslanma ile artan
lipid peroksidasyon diizeyleri farkli organlarda degerlendirilmis; lipoik asidin plazma, karaciger,
bobrek ve farkli beyin bdlgelerinde MDA diizeylerini azalttig1, lipid peroksidasyon ve protein
oksidasyonunu Onledigi ortaya konulmustur (147). Moini ve ark. o-LA ve DHLA’nin
antioksidan ve prooksidan etkilerini bir yayinda derlemislerdir. Buna gore cesitli deneysel
modellerin kullanildig1 bircok ¢alisma; a-LA takviyesinin in vivoda ¢esitli fizyolojik ve patolojik
kosullar altinda oksidatif stresi azalttigina ve diger antioksidanlarin seviyesini iyilestirdigine dair
kanitlar ortaya koymaktadir (132).

Alfa lipoik asit ve ince bagirsak I/R hasar1 iizerine konuyla ilgili calismalara baktigimizda
yalniz ebselen ile birlikte a-LA’nin uygulandig bir caligmaya rastladik. Giiven A ve ark. yaptigi
calismada sican ince bagirsak I/R hasarinin ebselen ve a-LA tarafindan 6nlenmesi arastirilmus.
Oksidan ve antioksidan ajanlar Olciilmiis ve bagirsak dokusu histolojik degerlendirilmesi
yapilmistir. I/R grubuna gore tedavi verilen gruplarda MDA seviyesinin azaldigi SOD ve GSH-
Px aktivitelerinin artt1ig1 gozlenmistir. Histopatolojik olarak tedavi gruplarinda I/R grubuna gore

bir miktar diizelme bulunmustur (176). Calismamizda MDA diizeyinin I/R grubuna gore diismiis

olmas1 SOD aktivitesinin artmis olmasi daha onceki ¢caligmalarla uyum gostermektedir.
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Cosar E ve ark. deneysel ovaryan iskemi reperfiizyon hasarina a-LA’in koruyucu etkisi
aragtirdiklar1 calismalarinda; o-LA uygulanan grupta I/R olusturulan guruba gére MDA, NO
diizeylerinde ve XO aktivitesinde diisme SOD aktivitesinde ise artma oldugunu bulmuslardir
(172). Sonug olarak o-LA ovaryan I/R hasarinda yararh etkilerinin olacagimi rapor etmislerdir.

Dulundu E ve ark. karaciger iskemi reperfiizyonu oncesi verilen o-LA’in bu hasari
onlemedeki etkilerini arastirmislar ve o-LA in lipit yikim iiriinii olan MDA’y1 I/R grubuna gore
anlaml azalttigin1 bulmuslardir (173). Calisma sonucunda o-LA iyilestirici bir etkisi oldugunu
rapor etmislerdir.

Bizim calismamiz disinda Ince bagirsak I/R hasarma a-LA’nm etkisini arastiran bir
calisma daha bulunmaktadir (176). Cahsmanmizda I/R yani kontrol grubu ile a-LA grubu
karsilastirildiginda ila¢ verilen grubun MDA seviyesini anlamli olarak diisiirdiigii bulunmugtur
(P<0.05). Bu sonug¢ daha onceki caligmalarla uyumludur. SOD enzim aktivitesini ise anlamli
olarak yiikseltmistir (P<0.05). Diger parametreler arasinda istatistiksel olarak anlamlilik
bulunamamistir (P>0.05). CAT enziminin aktivitesini kontrol grubuna gore etkilememesi XO
tizerinde baskilayici etkisinin Q gibi olmamasindan dolay1 SOR radikallerinin fazla tiretimi ve bu
tretim sonucunda SOD enzimi tarafindan oksijen radikalinin H,O,’ye doniismesi, CAT
enzimininde bu H,O, yikimini saglamak icin tiiketilmesine baglayabiliriz.

Bu bilgiler 15181nda a-LA oksidatif stres paremetrelerine etkisi daha onceki ¢aligmalarla
uyumlu bulundu ve intestinal I/R hasar1 iizerinde koruyucu bir etkisi oldugu kanisina vardik. a-
LA kombine ila¢ grubu ile karsilastirildiginda aralarinda anlamli her hangi bir fark yoktu
(P>0.05).

Ince bagirsak I/R hasarma o-LA + Q birlikte verilmesi ve etkileri ile ilgili daha once
yapilmis bir calismaya rastlamadik. Calismanizda kombine ila¢ grubunda, MDA diizeyinin I/R
grubuna gore anlamli olarak diistiigii saptanirken (p<0.05), SOD enzim aktivitesinin anlamli
derecede artig1 saptanmistir (p<0.05). CAT ve GSH-Px enzim aktivitelerinde yiikselme olmasina
karsin istatistiksel anlamsiz oldugu gozlenmistir (p>0.05). XO enzim aktivitesi ise azalmasina
ragmen istatistiksel olarak anlamli degisiklik gostermemistir (p>0.05).

Calismamizda kombine gurubun tedavi edici 0zelliginin ayr1 ayri ila¢ verilen guruplara
gore daha etkili olmamasinin iki ilacin birbirininin etkisini kismen baskilamig olmasmdan
kaynaklanacagini diisiinmekteyiz.

Siiperior Mezenterik Arter akiminin %75 oraninda 12 saat kesilmesi, 151k mikroskobuyla
tamimlanabilen higbir histopatolojik degisiklige yol agmamaktadir (174). Calismamizda, I/R
uygulanan kontrol grubunda, 8 sicandan 4’iinde histopatolojik hasar tespit edilmedi. Bununla

beraber, bu grup icerisinde en yiiksek Grade 3 hasar meydana geldi. Bizim c¢aligmamizda,
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kollateral bagirsak akimimin kesilmesine yonelik bir islem yapilmadig: icin mezenterik akim
retrograd olarak bir miktar da olsa devam etmistir.

Lokositler, iskemi reperfiizyon alanma saatler icinde dahil olmaktadirlar (175). Bizim
yaptigimiz calismada reperfiizyon siiresinin 60 dakika olmasi nedeni ile lokosit aracilikli
reperflizyon hasarinin  olusmasi  baslamamis olabilir.  Histopatolojik  degisikliklerin
izlenmemesini de buna baglayabiliriz.

Buna ragmen histopatolojik hasarlanmaya karsi ilaglarmm koruyucu etkisinin olup
olmadiginin tam olarak ortaya ¢ikarilabilmesi icin 16kosit diizeylerinin Slgiilmesi ile 16kosit
aracili reperfiizyon hasarmin olusup olusmadiginin tespit edildigi ve 1s1k mikroskobunda
histopatolojik degisikliklerin ortaya ¢iktig1 daha uzun siireli arastirmalara ihtiya¢ vardir.

Tiim bu bulgular1 karsilastirdigimiz da Q, a-LA ve kombine tedavilerinin ince bagirsak
I/R hasarmi azaltic yonde etkilerinin olabilecegi saptanmustir. Bu hasar1 azaltic1 etkinin, Q’de
daha gii¢clii olmas1 oksidan ve antioksidan ajanlar iizerindeki etkisinin daha fazla olmasindan
kaynaklanabilir.

Biitiin bunlardan dolay1 Q bize intestinal I/R hasarmi azaltict 6nemli bir ajan oldugunu
diisiindiirmektedir. Calismamizda giiclii antioksidan a-LA ve kombine ilag gruplar1 da intestinal
I/R hasarmi azaltic1 etki gostermistir. Kombine ilac tedavisinin etkisi diger tedavilere gore daha
istiin bulunmamustir. Ancak genis kapsamli klinik arastirmalara ve bu maddelerin antioksidan
etki mekanizmalarin1 gosterecek daha ayrintili deneysel caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
Ayrica histopatolojik degisiklikler tizerindeki etkilerini de daha ayrintili gérebilmek icin daha

ileri diizeyde ¢aligmalarin yapilmasi gerektigi diisiiniilmektedir.
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6. SONUCLAR
1- I/R (Kontrol) grubunda, sham grubuna kiyasla oksidatif stres gostergesi olan MDA ve
SOR’nin salimimminda rol alan XO aktivitesi anlamli sekilde yiiksektir (p<0.05). Oksidatif hasar1
ortadan kaldirmaya calisan antioksidan enzimlerden SOD ve CAT anlamli olarak diisiik
bulunmustur (p<0.05). Histopatolojik tabloda ise sham grubunda hasara rastlanmamistir. Kontrol
grubunda istatistiksel olarak shama gore histopatolojik tablo anlamli olmamasina ragmen hasar
bulunmustur (p>0.05). Bu durum, uyguladigimiz modelin intestinal I/R hasar1 olusturmak icin

yeterli oldugunu gostermektedir.

2- Intestinal iskemi reperfiizyon sonrasi olusan oksidatif hasar1 6nlemede, Q’nin etkili
oldugunu tespit ettik. Q MDA diizeyini anlaml olarak diisiirmiistiir (p<0.05). SOR salinimini
saglayan XO enziminin aktivitesini de anlaml azaltmustir (p<0.05). Antioksidan enzimlerdede
anlamh yiikselme saglamistir (p<0.05). a-LA ile kombine uygulandiginda bu etkilerinde artig

olmamustir.

3- Intestinal iskemi repefiizyon sonras olusan oksidatif hasar1 nlemede a-LA tek basina
kullanildiginda, MDA da anlamh diisiis saglamistir (p<0.05). SOD enzim aktivitesini anlamli
artirmistir (p<0.05). Bu sebeple antioksidan etki gostermistir, Q ile kombine uygulandiginda bu

etkilerinde artis olmamuistir.

4- Kombine ila¢ uygulamasinin oksidan hasar1 6nlemede etkinligi var iken fakat ayr1 ayri

ilacla tedavi edilen gruplara gore bir tistiinliigii olmadig1 goriilmiistiir.
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