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OZET

Cavak N. Soguk ve Immobilize Stres Modelinin Sican Dokusu Radikal
Metabolizmasina Etkisi ve Hippophae rhamnoides’in Koruyucu Roliiniin incelenmesi.
Istanbul Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyokimya Anabilim Dal,
Yiiksek Lisans Tezi. istanbul. 2016.

Soguk ve immobilizasyon stresi, oksidan-antioksidan dengede meydana gelen
degisimlerin incelenmesinde yaygin olarak kullanilan bir modeldir. Hippophae
rhamnoides L. (Seabuckthorn:SBT), son zamanlarda agirlikli olarak tibbi ve besinsel
potansiyeli nedeniyle diinya capinda ilgi goren ve biyoyararlilig1 olan bir bitkidir. Bu
calismada soguk ve immobilizasyon stresi ile indiiklenen oksidatif ve nitrozatif streste,
yiiksek antioksidan igerikli dogal bitkisel bir iiriin olan SBT nin sican karaciger ve
beyin dokularindaki koruyucu roliiniin incelenmesi amaglanmigtir. 32 adet Wistar-
albino soyu erkek sigan rastgele 4 gruba ayrilarak, Kontrol (i.p.fizyolojik salin), SBT
(1.p.200 mg/kg/48saat SBT), Stres (i.p.fizyolojik salin; 6saat soguk+immobilizasyon
stresi) ve SBT+Stres (i.p.200 mg/kg/48saat SBT; 6saat soguk+immobilizasyon stresi)
gruplart olusturulmustur. Karaciger ve beyin dokularinda deney parametrelerinden
3-nitrotirozin ELISA yontemi ile, total antioksidan kapasite, total tiyol, total glutatyon,
nitrit-nitrat diizeyleri ile stiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz aktiviteleri ise
kolorimetrik yontemlerle dlgiilmistiir. Karaciger ve beyin dokularinda Stres grubu ile
karsilastirildiginda SBT+Stres grubunda nitrit-+nitrat (sirastyla,p=0,0001,p=0,002), total
glutatyon  diizeyleri  (sirasiyla,p=0,0001,p=0,0001) ve glutatyon peroksidaz
(sirastyla,p=0,0001,p=0,005) aktiviteleri anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Siiperoksit
dismutaz aktivitesinin ise hem karaciger hem beyin dokularinda Stres grubu ile
karsilastirlldiginda SBT+Stres grubunda anlamli olarak azaldigr saptanmistir
(srastyla,p=0,007,p=0,007). Total tiyol ve total antioksidan kapasite diizeylerinde ise
karaciger ve beyin dokularinda Stres grubu ile karsilastirildiginda Stres+SBT grubunda
anlamli bir fark saptanmamistir. Oksidatif ve nitrozatif stres gostergesi olan
3-nitrotirozin diizeyleri ise her iki dokuda da Kontrol grubuna goére Stres+SBT
grubunda anlamli olarak yiiksek bulunmus (sirasiyla,p=0,002,p=0,0001), ancak Stres
grubu ile Stres+SBT grubu karsilagtirildiginda anlamli bir fark saptanmamaistir. Tiim bu
sonuglar soguk ve immobilizasyon ile indiiklenen oksidatif ve nitrozatif streste SBT nin
antioksidan o6zelligini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Hippophae rhamnoides L, Oksidatif ve nitrozatif stres, Karaciger,
Beyin, Antioksidan

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 37483
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ABSTRACT

Cavak N. The Effect of Rat Tissue Radical Metabolism and the Protective Role of
Hippophae rhamnoides on Cold and Immobilization Stress Model. Istanbul University,
The Institute of Health Sciences, Department of Medical Biochemistry, Graduate
Thesis. Istanbul. 2016.

Cold and immobilization stress is a widely used model for study the changes that occur
on oxidant-antioxidant balance. Hippophae rhamnoides L.(Seabuckthorn:SBT) a unique
and valuable plant has recently gained worldwide attention, mainly for its medicinal and
nutritional potential. This study was aimed to investigate the protective role of SBT
which is a natural herbal product with high antioxidant content on oxidative and
nitrosative stress induced by cold and immobilization stress in rats. 32 Wistar albino
rats were divided into 4 groups randomly. Control (i.p.physiological saline), SBT
(i.p.200mg/kg/48h SBT), Stres (i.p.physiological saline;6h cold+immobilization stress)
and SBT+Stres (i.p.200mg/kg/48h SBT;6h cold+immobilization stress) groups were
formed. Liver and brain tissue 3-nitrotyrosine levels were determined by ELISA
whereas total antioxidant capacity, total thiol, total glutathione, nitrite-nitrate levels and
superoxide dismutase and glutathione peroxidase activities were measured by
colorimetric methods. SBT+Stress group liver and brain tissue nitrite-nitrat
(p=0,0001,p=0,002,respectively), total glutathione (p=0,0001,p=0,0001,respectively)
levels and glutathione peroxidase activities (p=0,0001,p=0,005,respectively) were found
to be significantly higher whereas superoxide dismutase activities were found to be
lower (p=0,007,p=0,007,respectively) when compared to Stress group. There was no
significant differences between Stress group total thiol and total antioxidant capacity
levels compared with Stress+SBT group in liver and brain tissues. Stress+SBT group
liver and brain tissue oxidative and nitrosative stress marker 3-nitrotyrosine levels were
found to be significantly higher when compared with Control group
(p=0,002,p=0,0001,respectively) whereas there was no significant differences between
Stress and Stress+SBT groups. All this data show that SBT has antioxidant properties
on cold and immobilization induced oxidative and nitrosative stress.

Key Words: Hippophae rhamnoides L, Oxidative and nitrosative stress, Liver, Brain,
Antioxidant

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University.
Project No: 37483



1. GIRIS VE AMAC

Stres, organizmada homeostazi bozma egiliminde olan fiziksel, mental,
duygusal, internal veya eksternal tiim olumsuz uyarilara karsi olusan biyolojik
reaksiyonlarin toplami olarak tanimlanmaktadir (65). Stres durumunda NO ve ROS
tiretimi arttigi, GPx, CAT ve SOD gibi c¢esitli serbest radikal detoksifiye edici enzim
aktivitelerinin azaldigr gosterilmistir. Beyin dokusu yiiksek miktarda PUFA
icerdiginden, oksidatif stresin yol actig1 lipit peroksidasyonundan etkilenmekte ve bu
reaksiyonlar beyin dokusu hiicre membraninda yapisal ve fonksiyonel hasara yol
acmaktadir (66). Strese maruziyet i¢in farkli hayvan modelleri gelistirilmis, dogal ve
sentetik kokenli bilesiklerin anti-stres aktivitelerini degerlendirmek amaciyla bu
yontemler sik¢a kullanilmistir. Birgok fiziksel stres modelinin temeli, viicut 1sisindaki
degisimlere dayanmaktadir. Tek bir etkene kiyasla, farkli stres etkenlerinin
kombinasyonunun daha iyi uyaran oldugu diistiniilmektedir. Bu nedenle biz de
calismamizda hem soguk hem de hareketsizlik ortami yaratarak stres olusturmayi

planladik (67).

Hippophae rhamnoides L.’nin (Seabuckthorn: SBT), stresin yarattigi oksidatif
degisikliklere kars1 antioksidan etkileri bulunmaktadir (40, 41). SBT’nin Onemi,
iceriginin besinsel degerinden kaynaklanmaktadir. SBT nin tiim boliimleri, vitaminler,
karotenoidler, fitosteroller, organik asitler, PUFA ve bazi esansiyel aminoasitler gibi
¢ok sayida biyoaktif madde kaynagi olarak degerlendirilmektedir (34-36). SBT ile
iligkili yapilan ¢esitli preklinik ¢calismalarda SBT nin antioksidan, immiinomodiilator,
anti-kanser, anti-bakteriyel ve anti-viral etkilere sahip oldugu, karaciger koruyucu, anti-
stres, adaptojenik, kardiyoprotektif ve anti-aterojenik aktivite gosterdigi, radyasyona
kars1 koruyucu, akut ve kronik yaralarda iyilestirici etki gosterdigi saptanmistir (40-62).
Yapilan literatiir arastirmalarinda stres etkenine karst SBT nin koruyucu roliiniin beyin

dokusundaki etkilerine iliskin bir caligmaya rastlanmamastir.

Bu bilgiler 15181nda, ¢aligmanin amaci SBT’nin hem karaciger hem de beyin
dokusunda bu deney modelinin yarattigi oksidatif ve nitrozatif stresten korumada
yiiksek antioksidan igeriginin ne olgiide etki gosterebilecegini incelemektir. Bir baska
deyisle amacimiz, elde edilen sonuglarin yiiksek antioksidan igerikli dogal bitkisel bir

liriiniin, sitiplementasyon olarak kullanilmasinin canli organizmada oksidatif ve



nitrozatif stresten ne 0l¢iide koruma sagladigi ve 6zellikle beyin dokusundaki etkileri ile
ilgili yol gosterdiginin bilimsel kanitlarini olusturmaktir. Bu dogrultuda sonuclar
anlamli bulundugu takdirde, daha ileri analizler ile birlikte SBT igerikli formiilasyonlar,
antioksidan artis1 saglamak ve immiin sistemi giiclendirmek amaciyla bitkisel ilag,
fonksiyonel besin ve suplement olarak gelistirilmesine katki saglamak bir diger

amacimiz olacaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Radikal Metabolizmasi

2.1.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, dis yoriingelerinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron
iceren atom veya molekiillerdir. Serbest radikaler pozitif yiikli (katyon), negatif yiiklii
(anyon) veya elektriksel olarak noétral olabilirler. Eslesmemis elektronlart nedeniyle son
derece reaktif bir yapiya sahip olabilen serbest radikaller, diger molekiillerle hizla

reaksiyona girerek elektron kaybetmelerine neden olurlar (1).
Serbest radikaller baslica ii¢ temel mekanizma ile olusur:
- Radikal 6zelligi olmayan bir atom veya molekiiliin, bir elektron kaybetmesi ile,
X —>e+ X"

- Radikal 6zelligi olmayan bir atom veya molekiil yapisina tek bir elektron

transferi ile,
Y+e -Y"

- Kovalent bagin kirilmasi sonucunda, bag yapisindaki eslesmis elektronlardan

her birinin molekiiliin her bir parcasinda kalmasi ile (homolitifikasyon).
XY ->X+Y

Bu bilesikler organizmada normal metabolik yollarin isleyisi sirasinda
olusabildigi gibi, dis etkenlerin etkisiyle de olusur. Cok kisa yasam siireli, ancak
yapilarindaki dengesizlik nedeniyle ¢ok aktif yapili olan serbest radikaller, tiim hiicre

bilesenleri ile etkilesebilme 6zelligi gosterirler.

Endojen ve eksojen serbest radikal kaynaklari1 Tablo 2-1’de g0sterilmistir.
Aerobik organizmalar igin serbest radikallerin baslica kaynagi oksijendir. Normal
metabolizmada molekiiler oksijenin %981 ksantin oksidaz yoluyla suya indiregenirken,
geri kalan1 oksijenaz yoluyla potansiyel olarak toksik reaktif iiriinlere dontistir.

4e
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Tablo 2-1: Serbest radikal kaynaklari

Endojen Kaynaklar: Eksojen Kaynaklar:

- Mitokondriyal elektron transport zinciri - Diyet faktorleri

- Mikrozomal elektron transport zinciri

Cevresel faktorler

- Karma fonksiyonlu oksidazlar (ksantin oksidaz gibi) Maglar

- Solunumsal patlama

Radyasyon

- Prostoglandin sentezi Toksik kimyasallar

- Otooksidasyon reaksiyonlari

2.1.2. Oksidatif Stres ve Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

Oksidatif stres, oksidan (ROS ve RNS) ile antioksidan savunma sistemi

arasindaki dengenin, oksidan maddelerin lehine kaymasi olarak tanimlanir (2).

Oksijenli ortamda, ¢esitli fiziksel ve kimyasal etkenlerle olusan ROS, hiicresel
protein, karbonhidrat, niikleotit ve lipitler ile reaksiyona girerek yap1 ve
fonksiyonlarinda modifikasyona neden olur. Olusan zarar verici biyokimyasal
reaksiyonlar diabetes mellitus, obezite, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar,
inflamasyon, iskemi/reperfiizyon hasari, nérodejeneratif hastaliklar, hipertansiyon ve

yaslanmanin patogenezine yol agan 6nemli faktorlerdir (3).

Radikal ve non-radikal olarak siiflandirilan reaktif oksijen tiirleri Tablo 2-2’de

gosterilmistir.



Tablo 2-2: Reaktif oksijen tiirleri

Radikaller Non-Radikaller
- Stiperoksit radikali (O;") - Hidrojen peroksit (H,O,)
- Hidroksil radikali (OH") - Hipokloréz asit (HOCI)
- Alkoksi radikali (RO") - Ozon (03)
- Peoksil radikali (ROO) - Singlet oksijen (0,'")

- Hidroperoksil radikali (HO;")

2.1.2.1. Siiperoksit radikali (O;")

Stiperoksit radikali aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin bir elektron alarak

indirgenmesi sonucu olusur.
O, +e — 0,

Stiperoksit radikalinin aerobik canli organizmalarda en O6nemli kaynagi
mitokondriyal elektron transport sistemidir. O,", ksantin oksidaz veya flavoenzimler
tarafindan da endojen olarak firetilir. O," {ireten diger enzimler ise lipoksijenaz ve
siklooksijenazdir. Aktive olan fagositik hiicrelerde membrana bagli enzim kompleksi
olan NADPH-oksidaz ile de yiiksek diizeylerde O, iiretimi gergeklesir. O,", H,O;
olusumu i¢in de Oncii molekiil olarak gorev alir. NO ile reaksiyona girerek, ONOO"

olusumunda da rol oynar (4).



2.1.2.2. Hidroksil radikali (OH")

Yarilanma omrii kisa ve bilinen en reaktif oksijen radikali olan OH" ¢esitli

mekanizmalarla olusabilir (4).
a. Fenton reaksiyonu ile;

H,0,, Fe** ve diger gegis elementleri (Cu, Zn, Mn, Cr, Co, Ni, Mo) varliginda
indirgenerek OH™1 olusturur.

Fe** +0,” > Fe?* + O,

Fe’* + H,0;, — Fe** + OH + OH
b. Haber-Weiss reaksiyonu ile;

H,0,, O," ile reaksiyona girerek OH™1 olusturur. Bu reaksiyon bakir ve demir

iyonlar1 tarafindan katalizlenir.
02.- + H,0, - O, + OH+ OH"

c. H;07’in oksijen baglarinin ultraviyole etkisiyle homolitik yarilmasi sonucu OH’

olusabilir.
H202 —2 OH

d. OH" ayrica suyun yiiksek enerjili iyonizasyonu (X veya y 1sini1) sonucu da

olusabilir.

H,0 — H' + OH'’

2.1.2.3. Hidrojen peroksit (H,0,)

H20,, yapisinda eslesmemis elektron igermediginden radikal degildir. Yiiksiiz
bir molekiil oldugundan hiicre icine kolaylikla girebilir. H,O,, oksijenin enzimatik
olarak iki elektron ile indirgenmesi sonucunda ya da O,’nin enzimatik veya non-
enzimatik dismutasyon tepkimeleri sonucunda olusur. Biyolojik 6nemi, gecis metalleri
ile reaksiyona girerek OH" i¢in kaynak olusturmasidir. Fe?* ile H,O, reaksiyona girerek

OH™1 olusturur (Fenton reaksiyonu) (2, 4).
O, +2¢e + 2H" — H,0,
Oz.- +e+2H" > H,0,

20, +2H" =90 5 1.0, +0,



2.1.2.4. Hipokloréz asit (HOCI)

HOCI de radikal olmayan ROS’lar arasinda yer alir. Aktive olmus nétrofillerde
miyeloperoksidaz (MPO) isimli enzim tarafindan {retilir. Aktive olan nétrofiller,
monosit ve makrofajlar, eozinofiller O, iiretirler. Radikal {iretimi fagositik hiicrelerin
bakterileri 6ldiirmesinde biiyiik énem tasir. Ozellikle notrofiller, yapisinda hem iceren
ve sitoplazmik bir enzim olan MPO araciligi ile O, ’nin dismutasyonu ile olusan
H,O,’yi kloriir iyonu ile birlestirerek giiclii bir antibakteriyel ajan olan HOCI’ye

dontistiirir (4).

+ ) MPO
H" +ClI"+ H,0, ———> HOCI + H,0

2.1.2.5. Singlet oksijen (O,'")

Yapisinda ortaklanmamis elektron bulundurmamasi nedeniyle serbest oksijen
radikali olmayip, ROS grubunda yer alan bir molekiildiir. O2*' olusumu fotokimyasal
reaksiyonlarda oldukg¢a 6nemlidir. Delta ve sigma olmak iizere iki tipi mevcuttur. Delta
tipi termodinamik olarak daha stabil oldugundan daha yaygindir. Sigma tipi ise daha
reaktiftir ve hizla delta tipine donme egilimindedir. O,'', oksijen elektronlarmin
digaridan enerji almasi sonucunda kendi doniis yOniiniin ters yoniindeki farkli bir
yoriingeye gecmesi ile olusabilecegi gibi, O, ’nin dismutasyonu ve MPO’nun
katalizledigi H,O,’nin HOCI ile reaksiyonu sonucunda da olusabilir. O,*", membran

lipitlerini de igeren bir¢ok molekiilii oksitleyebilir (2, 5).

2.1.2.6. Hidroperoksil radikali (HO")

O," asidik ortamda daha reaktif olup protonlanarak kendisinden daha kuvvetli
bir oksidan olan HO,’yi olusturur (3).

0, +H" — HO,'

2.1.2.7. Peoksil radikali (ROO")

Alkil radikalleri, OH”nin basta yag asitleri olmak {izere, niikleik asitler,

karbonhidratlar ve proteinler gibi gesitli molekiillerden bir proton gikarmasi sonucunda



olusur. Karbon merkezli bu R”ler hizli bir sekilde O, ile reaksiyona girerek ROO’yu

olustururlar. Olusan ROO’ ¢ok uzun 6miirlii olup, lipit peroksidasyonunu baslatir (3).

R"+ 0, — ROO’

2.1.2.8. Alkoksil radikali (RO

ROO™dan bir oksijen atomu ¢ikmasi sonucunda olusur (3).

2.1.3. Nitrik Oksit ve Nitrozatif Stres

Azot monoksit veya nitrojen monoksit olarak da bilinen ve kararsiz bir yapiya
sahip olan NO, kiiciik molekiil agirlikli, renksiz, kokusuz ve toksik bir gazdir. Suda ve
daha kolay bir sekilde organik ¢oziiciilerde ¢oziinebilen ve kisa dmiirlii bir molekiildiir.
Notr oldugundan hiicre membranindan kolaylikla gecip, otokrin ve parakrin davranig

gostererek efektor molekiil olarak rol oynar (1, 3).

Disg yoriingesinde eslesmemis elektron bulunmasi nedeniyle radikal o6zelligi
tastyan NO molekiiliinde paylasilmamis elektron nitrojen atomu {izerinde yerlesik degil,
nitrojen ve oksijen atomlar1 {izerinde delokalize halde bulunur. NO radikalinin bu
ozelligi kendi reaktivitesini baskilar, stabilitesini arttirir ve biyolojik kosullarda
sentezlendigi yerden daha uzak mesafeye difiizyonunu saglar. Oksi radikallerde
paylasilmamis elektron tek atom {izerine lokalize oldugundan, bu radikaller son derece

reaktif, kisa omiirlii ve kisith difiizyona sahiptirler (6).

NO, 0, 0, ve Fe, Cu, Co, Mn gibi gegis metalleri ile reaksiyona girer.
Eslesmemis elektronlarindan biri tek ¢ oksidasyonu ile uzaklastirilirsa NO®, tek €
rediiksiyonu ile de NO™ olusur. NO’nun O;" ile reaksiyonu sonucu olusan ONOO’
anyon radikali, serbest radikal olmayan ancak ¢ok kisa omiirlii ve dnciillerinden daha
reaktif, kararli yapida bir molekiildiir. Fizyolojik pH’da protonlanmasi sonucunda OH’
gibi davranan ve kuvvetli bir oksidan madde olan ONOOH olusur. Olusan bu ONOOH
ise ¢ok kararsizdir ve hizla NOsz’e¢ doniisiir. NO’nun oksijenli ¢ozeltilerde

otooksidasyonu sonucu olusan tek kararli iriinii ise NO,dir (7) (Sekil 2-1).
0, + NO"— ONOO

NO"+ O,” — ONOO + H" — ONOOH
ONOOH — OH" + NO; — NO3



NO’ + O,” — ONOO’
peroksinitrit

!

ONOOH
peroksinitroz asit

N

OH + NO," NO;" + OH’
nitronyum katyonu  nitrojen dioksit radikali

7O\

ArOH NO3; + NO,
fenol nitrat, nitrit
NO,AroOH
nitrasyon

Sekil 2-1: Peroksinitrit olusumu ve kimyasal reaktivitesi

NO, sinir sistemi ve vaskiiler sistemde bir¢ok fizyolojik role sahiptir. Noronlarin
proliferasyon ve farklilasmasinda, sinaptik aktivitede, noral plastisitede ve hafiza
fonksiyonunda gorev alir. Sinir sisteminde norotransmisyon ve ndromodiilasyonda,
vaskiiler sistemde ise kan basmcinin diizenlenmesinde, trombosit agregasyon ve
adezyonunun 6nlenmesinde gorev alir. Immiin sistem hiicrelerinde spesifik olmayan
savunma mekanizmalarina ve makrofaj aracili hiicre 6liimiine katilan NO, antitiimor,
sitotoksik ve antimikrobiyal etkilerini yiiksek konsantrasyonlarda gosterir. Diisiik
konsantrasyonlarda guanilat siklazi stimiile ederek vazodilatasyonda, ndronal sinyal

iletiminde ve néroendokrin aktivitede rol oynar (8).

Damar diiz kas hiicrelerinde guanilat siklazin hem prostetik grubundaki ferr6z
demir ile reaksiyona giren NO, cGMP diizeylerini arttirarak vazorelaksasyona neden
olur. Yine benzer bir etkiyle cGMP bagimli bir mekanizma ile trombosit agregasyonunu
inhibe eder. NO, degisik dokularda ADP-riboziltransferazlarin aktivasyonu yoluyla,
ADP-ribozilasyonunu uyarir. G proteinlerinin ADP ribozilasyonuna, nérotransmisyonda

ve ayrica arteriyal tonusun kontroliinde de ihtiyag¢ vardir (6, 9).

NO, lokal olarak baslica endotelyum ve sinir hiicreleri olmak iizere makrofajlar,

trombositler ve diiz kas hiicrelerinde NOS (EC 1.14.13.39) aracilig1 ile L-arginin’in
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terminal guanido azotunun hidrolize ugrayarak L-sitriiline doniisiimii sirasinda meydana
gelir. ki basamakli olan bu tepkimenin ilk basamaginda argininin guanido nitrojeni
hidroksillenerek oldukga stabil N®-hidroksi L-arginin olusur. Enzime siki bagli olan bu
ara lriin ikinci asamada L-sitriilin ve NO olusturmak iizere ileri oksidasyona ugrar.
Reaksiyon sirasinda kalmoduline (CaM), kosubstrat olarak O, ve NADPH’a, kofaktor
olarak BH,4, FAD, FMN ve hem (protoporfirin IX)’e ihtiyag¢ vardir (10) (Sekil 2-2).

HN O
\/
NH
NOS j\
mN N HO-HN NH N  COOH
\% %
h§ h L-sitriilin
NADPH NH
0=0 j\
HN COOH N
2
L-arginin Ne-hidroksi L-arginin Nitrik oksit

Sekil 2-2: NO sentezi

Bidomain yapiya sahip ve polipeptit zincirinde hem bdlgesi igeren kompleks bir
enzim olan NOS, amino terminalinde oksijenaz, karboksi terminalinde ise rediiktaz
aktivitesine sahiptir. CaM, rediiktazin amino terminaline baglanarak oksijenaza elektron
akimi i¢in gerekli oldugundan her ii¢ NOS izoformu da kofaktor olarak CaM’a ihtiyag
duyar. Enzimin N-terminali hem, BH,; ve L-arginin igin, C-terminali FAD, FMN ve
NADPH ig¢in baglanma bolgeleri igerir (10) (Sekil 2-3).
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NADPH L-arginin
02
NADP* L-sitriilin + NO
H,0 Rediiktaz domain ~ Oksijenaz domain

Sekil 2-3: NOS monomeri

NOS’un noéronal form, endoteliyal form ve indiiklenebilir form olmak {izere 3

izoformu bulunur (10):
A. Konstitiitif form (cNOS):
a. Noronal NOS (nNOS, Tip I)
b. Endoteliyal NOS (eNQS, Tip IlI)
B. Indiiklenebilir form: Indiiklenebilir NOS (iNOS, Tip II)

nNOS, 1433 aminoasit uzunlugunda ve 161 kDa agirliginda, eNOS ise 1153
aminoasit uzunlugunda ve 133 kDa agirligindadir. nNOS ve eNOS formlarinin
aktiviteleri Ca®" ve CaM’a mutlak bagimlidir. Hiicre i¢inde artan Ca®*, CaM ile hir
kompleks olusturarak eNOS’u aktive eder. Endotel hiicresi tarafindan sentezlenen NO,
guanilat siklaz1 aktive ederek diiz kaslarda gevsemeye neden olur. nNOS ise beyin ve
periferik noronlarda salinan izoenzimdir. Norotransmitter veya noromodiilator olarak
etki eder. RNA ve protein ekspresyonlart siireklidir. NNOS ve eNOS isimli enzimler

diisiik miktarlarda (pM) ve kisa siireli NO sentezine yol agarlar (10).

iNOS, 1203 aminoasit uzunlugunda ve 131 kDa agirhigindadir. iNOS enzim
indiiksiyonu cesitli bakteriyel {iriinlere ve proinflamatuvar sitokinlere bagimlidir. Enzim
alt birim olarak CaM’a ihtiya¢ duyarken, aktivitesi hiicre igi Ca?* konsantrasyonuna
bagimli degildir (9). nM diizeyde iiretilen iNOS etkisi uzun siirelidir (10).

PR

NO 6nemli miktarlarda olustugunda ve hiicresel mikroortam degistiginde (02"
olustugunda) NO kimyasi N;O3 ve ONOO™ olusturacak yonde degisir. Olusan bu
“reaktif nitrojen tiirleri” ise oksidatif ve nitrozatif stres olusturarak sitotoksik sonuglara

yol agarlar.
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2.1.4. Reaktif Nitrojen Tiirleri (RNS)

NO, O," veya O, ile birlikte reaksiyona girerek RNS adi verilen gesitli reaktif
ara lrinlerin olusumuna neden olur (Tablo 2-3). Olusan bu ara iirlinler oksidatif ve
nitrozatif stres olusturarak toksik sonuglara yol agar. Nitrozatif stres, nitrozilasyon
reaksiyonlarina yol agarak ve proteinler ile etkileserek yap1 ve fonksiyon bozukluklarina

neden olabilir (11).

Tablo 2-3: Biyolojik sistemlerde olusabilecek reaktif nitrojen tiirleri

- Nitroksil anyonu (NO) - Peroksinitrit (ONOQ) - Nitril katyonu (NO,")

- Nitr6z oksit (N,0) - Dinitrojen trioksit (N,O3) - Peroksinitrat (O,NOQ)
- Dinitrojen dioksit (N,O,) - Nitrojen dioksit radikali (NO,") - Nitrat (NO3)

- Nitrozil katyonu (NO®) - Dinitrojen tetraoksit (N,O,)

- Nitrit (NOy) - Dinitrojen pentaoksit (N,Os)

2.1.4.1. Peroksinitrit (ONOO")

NO molekiiliiniin O," ile reaksiyona girmesi sonucunda meydana gelen ve son
derece reaktif bir metabolit olan ONOOQO’, oldukg¢a kisa omiirliidiir ve bir serbest radikal

degildir. ONOO™ olusumu, NO metabolizmasinin primer yollarindan biridir (11).

Yar1 6mrii 1 saniyeden daha az olan ONOO', fizyolojik kosullarda protonlanmis
sekli olan ONOOH’a déniisiir. Bu molekiil daha sonra cok daha toksik olan NO,*, NO,’
ve OH’ radikallerini olusturur (7).

NO + 0,” — ONOO
ONOO +H'& ON?OH — OH + NO,
NO,"

Biyolojik kosullarda iiretilen O,", SOD tarafindan H,0;’ye cevrilir.
Organizmada SOD konsantrasyonu, NO’nun fizyolojik diizeylerinden daha yiiksektir ve
bu ONOO' olusumunu sinirlar. Fakat organizmada NO konsantrasyonu arttiginda, NO
ve SOD, 0," igin yarisir ve ONOO" olusumu artar. Oldukg¢a toksik bir molekiil olan
ONOQO/, farkli molekiillerle reaksiyona girerek, lipit peroksidasyonunu uyarabilir, DNA
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zincir kirtlmalarina neden olabilir ve ¢esitli aminoasit rezidiilerini oksitleyebilir (7, 12).
NO ve O, diizeyleri arasindaki denge NO’nun prooksidan ve antioksidan davranisini

belirlemede etkili faktordiir.

ONOQ, fenilalanin, tirozin ve triptofanin da dahil oldugu aromatik bilesikleri

nitrolayabilir (13). Protein molekiillerinde en fazla ¢alisilmis olan 3-NT molekiiltidiir.

2.1.4.2. Nitrotirozin (NT)

Stabil bir molekiil olan NT, ONOO™ veya diger RNS tarafindan tirozin
aminoasidinin nitrolanmasi ile olusur. Tirozin nitrasyonu iki asamada gerceklesir.
Birinci asamada olusan tirozil radikalinin, ikinci asamada NO;  ile reaksiyonu
sonucunda 3-NT olusur (13).

1. TyrH+ CO3;" — Tyr + HCO3’
2. Tyr + NO;' — Tyr-NO;

Tirozinin orto pozisyonunun nitrolanmasi yoluyla olusan 3-NT, ONOO’nun ana

irtinii olmasinin yani sira ¢esitli RNS araciligi ile de meydana gelebilir.

NT, ONOO”’nun in vivo spesifik bir belirtecidir. NT’nin ONOO
oksidasyonunun stabil son {iriinii olmasma bagli olarak, NT konsantrasyonu NO-

bagimli in vivo hasarin tespitinde kullanislt bir belirtegtir (14).

2.1.5. Serbest Radikallerin Lipitlere Etkileri - Lipit Peroksidasyonu

Biyomembranlar ve hiicre i¢i organeller membran fosfolipitlerindeki doymamais
yag asitlerinin varligi nedeni ile oksidatif ataklara duyarlidir. Serbest radikallerin
olusturdugu hasarlar arasinda en Onemlilerinden biri olan lipit peroksidasyonu,
membran yapisinda yer alan PUFA’nin oksijen radikallerine maruz kalmasi sonucunda

olusur (3).

Lipit peroksidasyonu, organizmada olusan kuvvetli bir radikal -etkisiyle
membran yapisinda bulunan konjiige olmayan PUFA zincirindeki a-metilen
gruplarindan hidrojen atomunun uzaklastirilmast ile baglar. Hidrojen atomunun

uzaklagmasi, bu yag asidi zincirinin radikallesmesine neden olur. Olusan L’ dayaniksiz
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bir yapiya sahip oldugundan bir dizi spontan degisiklige ugrar. Once molekiil ¢ift bag
aktarimi ile 233 nm’de karakteristik UV absorbansi veren konjlige dienleri olusturur.
Lipit radikalinin O, ile reaksiyona girmesi sonucunda LOO® meydana gelir. Bu
radikaller de membran yapisindaki diger PUFA’lar etkileyerek yeni L™lerin olusumuna
yol acar, kendisi de agiga ¢ikan hidrojen atomlarini alarak LOOH’a doniisiir. Bu
otokatalitik reaksiyonlar LOOH’larin aldehit ve diger karbonil bilesikleri ile etan,

pentan gibi ugucu gazlara donilismesi ile sona erer (3, 15) (Sekil 2-4).
/:\/—\/—\ Coklu doymams
yag asidi (LH)
R
RH

/:\// \/—\ Lipit radikali (Le)
(Dien konjiigati)

/:\// \/—\ Lipit peroksit
radikali (LOOe)

/:\/ \/—\ Lipit hidroperoksit
+Le
/ l (LOOH)

Parcalanma iirtinleri (aldehitler ve diger karbonil bilesikler, etan, pentan ve digerleri)

Sekil 2-4: Coklu doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu

Biyolojik membranlardaki lipit peroksidasyonu, membran akicilifinda ve
membran potansiyelinde azalmaya, H* ve diger iyonlara gecirgenlikte artisa ve sonug

olarak hiicre ve organel yapisinda bozulmaya yol agar (1).
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Lipit peroksidasyonunun Sl¢iimii doku hasariin iyi bir gdstergesi olarak kabul
edildiginden, peroksidasyon sirasinda olusan konjiige dienlerin dlgiimii, in vivo lipit

peroksitlerin diizeyini yansitmasi agisindan kullanilan bir yontemdir (3).

2.1.6. Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri - Protein Oksidasyonu

Protein oksidasyonu, proteinlerin ROS veya oksidatif stres {iriinleri ile kovalent
modifikasyonu sonucunda meydana gelir. Protein oksidasyonunun biyokimyasal
sonuglar1 arasinda enzim aktivitesinde azalma, protein fonksiyonlarinin kaybi, protein
agregasyonu, reseptor aracili endositozun bozulmasi, gen transkripsiyonundaki

degisimler siralanabilir.

Proteinlerde yapisal degisiklige yol acan baslica molekiiler mekanizmalar
protein karbonil (PCO) olusumu ile karakterize edilen metal Kkatalizli protein
oksidasyonu, protein tiyol gruplarinin kaybi, NT ve ileri oksidasyon protein {iriinlerinin

olusumu olarak siralanabilir.

Reaktif tiirevlerin dogrudan proteinler (primer modifikasyon reaksiyonlari),
karbonhidratlar ve lipitler ile reaksiyona girmesi sonucunda olusan driinler, tekrar
proteinler ile reaksiyona girerek sekonder modifikasyon reaksiyonlarina yol agarlar.
Reaktif tiirevler ya peptit baglari ile ya da aminoasit yan zincirleri ile reaksiyona girer.
Bu reaksiyonlar, redoks reaksiyonlarina giren demir ve bakir gibi metal katyonlardan
etkilenir. Oksidatif modifikasyona ugramis proteinler ya diisiik molekiil agirlikli

tirtinlere ayrilir ya da ¢apraz bagh yiiksek molekiil agirlikli iirtinleri olusturur.

Protein oksidasyonu esas olarak OH’ ile baglar. Diger taraftan oksidasyon
siirecinde O ile birlikte, O,” ve HO, nin varlig1 da gereklidir. Bu ROSlar aminoasit
yan zincirlerinin oksidasyonuna, protein-protein ¢apraz baglarin olusumuna ve protein

omurgasinin oksidasyonu yolu ile protein fragmentasyonuna neden olur.

ROS’un proteinlerle etkilesimi sonucunda, histidin, prolin, arjinin ve lizin gibi
¢cok sayida aminoasit kalintisinda ve/veya proteinlerin peptit omurgasinda olusan
oksidatif hasara bagli olarak PCO f{irlinleri meydana gelir. PCO diizeylerinin saptanmasi

protein oksidasyonunu belirlemede duyarli bir yontemdir (14).
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2.1.7. Serbest Radikallerin Niikleik Asitlere Etkileri — Oksidatif DNA Hasar

ROS olusumunda artma, antioksidan enzim diizeylerindeki azalma ve/veya
DNA onarim mekanizmalarinda defekt varligi oksidatif DNA hasarinin artmasina yol
acar. Oksidatif hasara bagli olarak DNA’da, tek ve ¢ift zincir kiriklar1, abazik alanlar,
baz modifikasyonlari (baz katilimi, bazlarda yeniden diizenlenme) veya DNA ile protein

arasinda c¢apraz baglanma olabilir (1).

DNA’da oksidatif hasara yol agan baslica etkenler arasinda iyonize radyasyon,

yiiksek oksijen konsantrasyonu, ksantin oksidaz ve substratlar1 sayilabilir (16).

RNS, DNA bazlarmin nitrolanmasina veya deaminasyonuna neden olur. RNS

etkisi ile sitozinden urasil, guaninden ksantin ve adeninden hipoksantin olusur.

DNA hasar gostergesi olarak siklikla baz hasarlar1 analizlenmisgtir. Cu® iyonlar1
DNA’da guanin-sitozinden zengin bolgelerde yiiksek oranda bulundugundan oksidatif
hasara en fazla maruz kalan baz guanindir. Bu nedenle en yaygin olarak 6lgiilen baz
hasar1 SOHdG dir. SOHdG oksidatif DNA baz hasarinin bir belirteci olarak kabul edilir
(1, 2).

2.2. Antioksidan Savunma Sistemleri

Fizyolojik kosullarda, hiicreler olusan serbest radikallerin neden olabilecegi
hasara kars1 antioksidan savunma sistemleri tarafindan korunur. Antioksidanlar, serbest
radikal olusumunun Onlenmesinde, baslatici reaktif tiirleri uzaklastirici, oksijeni
uzaklastiric1 veya konsantrasyonunu azaltici ve katalitik metal iyonlarmi uzaklastirici

etkilere sahiptir (17, 18).
Antioksidanlar, olusan oksidan molekiillere karsi etkilerini 4 yolla gosterirler:

a. Siipiiriicii (scavenging) etki: ROS’u etkileyerek olusmus olan radikalleri daha az

reaktif bagka bir molekiile ¢evirme; antioksidan enzimler bu tip etki gosterirler.

b. Baskilayici (quencher) etki: Oksidanlara proton aktararak aktivite kaybina neden

olma; vitaminler ve flavonoidler bu tiir etkiye 6rnektir.

C. Zincir kiric1 etki: ROS’u veya zincirleme reaksiyonlar1 baslatacak diger
maddeleri kendine baglayip zincirlerini kirarak fonksiyonlarini onleyici etki;

hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir kiric etki gosterirler.
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d. Onarict etki: Hedef molekiillerin hasar sonrasi tamiri; bu gruba DNA tamir

enzimleri ve metiyonin siilfoksit rediiktaz 6rnek verilebilir.

Antioksidanlar enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar olmak iizere
baslica iki gruba ayrilir. Bu antioksidanlardan enzimler, diisiik molekiiler agirlikli
molekiiller ve enzim kofaktorlerini igerenler endojen olarak iiretilir. Non-enzimatik
antioksidanlar ise ¢ogunlukla diyet kaynaklidir. Antioksidan enzimler oksidatif stresin
neden oldugu siddetli akut hasara karsi koymada daha kuvvetli ajanlardir (18)
(Tablo 2-4).

Tablo 2-4: Antioksidanlarin siniflandirilmasi

[ ANTIOKSIiDANLAR ]

1
ENZIMATIK NON-ENZIMATIK
ANTIOKSIiDANLAR ANTIOKSIiDANLAR
Primer enzimler ) ( Vitaminler )
SOD, CAT, GPx | — Vitamin A, Vitamin C,
\ J L Vitamin E, Vitamin K )
Sekonder enzimler ) - . \
GR, G6PDH F_ Mineraller
\ b, _\ Cinko, Bakir, Mangan, Selenyum

Karotenoidler
L B-karoten, Likopen, Lutein, Zeaksantin )

Diisiik molekiiler agirhiklh
— antioksidanlar
L GSH, Urik asit, Biliriibin ve digerleri )

Antioksidan kofaktorler

L Koenzim Qg )
4 . N\
Polifenoller

Flavonoidler

- Flavonoller: kuersetin, kaempferol ve digerleri

- Flavanoller: katesin ve digerleri

- Flavanonlar: hesperitin ve digerleri

- Isoflavonoidler: genistein ve digerleri

- Antosiyanidinler: siyanidin, pelagonidin ve
digerleri

- Flavonlar: chrysin ve digerleri
Fenolik asitler

- Hidroksi-sinamik asit: ferulik asit, p-kumarik
asit ve digerleri

- Hidroksi-benzoik asit: gallik asit,ellagik asit
ve digerleri
.
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2.2.1. Enzimatik Antioksidanlar

2.2.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1)

ROS’a karsi primer antioksidan enzim olan SOD, O, ’nin H,O, ve O;’ye

dismutasyonunu katalizleyen bir metalloenzimdir (19).
20,7+ 2H" — H,0,+ Oy

Bu reaksiyon oksidatif strese karsi ilk savunmada rol oynar. Zincirleme radikal
reaksiyonlarmin giiglii bir basglaticisi olan O, ’nin bu sistem sayesinde hiicresel
kompartmandaki diizeyleri kontrol altinda tutulur. Organizma, oksidatif stresin arttig

durumlarda SOD enzimi aktivitesini arttirarak koruyucu etkinligini devam ettirir.

SOD’un sitozolik CuZn-SOD (SOD-1), mitokondriyal Mn-SOD (SOD-2) ve
ekstraseliiler CuZn-SOD (SOD-3) olmak tizere ii¢ izoenzimi bulunmaktadir. Formlar
arasinda aminoasit dizilimi, aktif metal bolgesi ve hiicresel dagilim gibi farkliliklar

bulunur.

SOD-1: Majér intraseliiler SOD, homodimer yapida ve 32 kDa agirligindadir.
Esas olarak sitozolde lokalize olan SOD-1’in mitokondride membranlar aras1 alanda,
nukleus, lizozom ve peroksizomlarda da bulundugu immiinohistokimyasal yontemler ile
gosterilmistir. SOD-1’in Katalitik aktivitesinde Cu®*, stabilitesinde Zn?* kofaktér olarak
gorev alir (20). SOD-1, karaciger, eritrosit, beyin ve noronlarda yiiksek

konsantrasyonlarda bulunur (17, 21).

SOD-2: Mitokondriyal matrikste lokalize olan SOD-2, 96 kDa agirliginda ve
homotetramer yapidadir. Katalitik aktivitesinde Mn®**’nin rol oynadigi SOD-2, ézellikle

kalp, beyin, karaciger ve bobreklerde yiiksek konsantrasyonlarda bulunur (21).

SOD-3: Ekstraseliiler matrikste ve hiicre yiizeyinde lokalize olan SOD-3, 135
kDa agirliginda, homotetramerik sekretuvar bir glikoproteindir. Enzim aktivitesinden
Cu?*, stabilitesinden Zn** sorumludur. Baslica vaskiiler diiz kas hiicrelerinde ve

fibroblastlarda sentezlenir (20, 21).
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2.2.1.2. Katalaz (CAT; EC 1.11.1.6)

Her biri ferriprotoporfirin grubundan olusan idantik 4 alt birim igermektedir.
Ayrica her alt birim enzimi kendi substrat1 olan H,O’ye kars1 koruyan ve etkinligini
arttiran NADPH icermektedir. Enzim 6zellikle eritrosit, hepatosit ve bobrekte yiiksek

miktarda bulunmakta ve oksidatif stres ile up-regiile edilmektedir (21).

CAT, dismutasyon mekanizmasi ile H,O,’nin H,O ve O;’ye dismutasyonunu

katalizleyerek, biyolojik sistemleri H,O, nin zararlh etkilerine kars1 korur (17).
2 H,0;, — O+ 2H,0

CAT, ayrica fenol, alkol gibi farkli substratlarin, H,O, nin ¢ift rediiksiyonu ile

detoksifikasyonunu saglar.

H,O, + RH, — R + 2H,0

2.2.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx; EC 1.11.1.9)

GPx, organik hidroperoksitlerin (lipit hidroperoksitler, DNA hidroperoksitler)

veya H,0,’nin GSH tarafindan indirgenmesini katalizler (17).

H,0, + 2GSH — 2H,0 + GSSG
ROOH + 2GSH — ROH + GSSG + H,0

Selenyuma bagimli ve bagimsiz iki tipi mevcuttur. Selenyuma bagimli olan GPx
(Se-GPx) sitozol ve mitokondride bulunur. Hem H,O, hem de lipit hidroperoksiteleri
metabolize eder. Selenyumdan bagimsiz olan GPx (non-Se-GPx) ise sadece lipit
hidroperoksitleri metabolize eder. Bu fonksiyonu ile lipit peroksidasyonunun

baglamasini ve ilerlemesini onler.
GPx enziminin 4 alt tipi bulunur (21):

GPx-1: Selenyum igeren GPx-1 idantik 4 alt birim igeren bir selenosistein

rezidiisiinden olusur. Ozellikle eritrosit, karaciger ve bobrekte yiiksek miktarda bulunur.

GPx-2: Selenyum bagimli sitozolik GPx olarak bilinir ve primer olarak
gastrointestinal dokularda eksprese edilir. Oral olarak alinan lipit peroksitlere karsi

korumada 6nemli rol oynar.
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GPx-3: Ekstraseliiller GPx-3 baglica plazmada bulunmasinin yani sira bobrek,
akciger, kalp ve plasentada da eksprese edilir. GPx-4’e gore daha az etkin olan bu

enzim, fosfatidilkolin gibi kompleks lipitlerin hidroperoksitlerini indirger.

GPx-4: Enzim, fosfolipit hidroperoksit GPx olarak da isimlendirilir. Bir¢ok
dokuda bulunur ve hem sitozol hem de membranlarla iligkilidir. Diger GPx’lerin aksine
monomer halinde bulunur. Kii¢iik boyutu ve hidrofobik yiizeyi sayesinde membrandaki
peroksidize fosfolipitleri ve kolesterolleri indirger. Membrana bagli en Onemli
antioksidan olan vitamin E yetersiz oldugunda, membrani peroksidasyona karsi

koruyarak, vitamin E ile sinerjistik etki gosterir (21).

PLOOH + 2GSH — PLOH + GSSG + H,0

2.2.1.4. Glutatyon Rediiktaz (GR; EC 1.8.1.7)
GR, NADPH varliginda GSSG’nin GSH’a indirgenmesini katalizler.
GSSG + NADPH — 2GSH + NADP*

Bu oksidorediiksiyon enziminin koenzimi NADPH, prostetik grubu ise FAD’dur.
Dimerik yapida bulunan GR sitozol ve mitokondride lokalizedir. GR bir flavoenzim

olup FAD ile aktive edilir.

GR, NADPH’tan bir elektronun GSSG’nin disiilfit baglarina aktarilmasini
katalizler. Bu nedenle NADPH serbest radikal hasarina karsi savunmada Onemli rol

oynar ve major kaynagi pentoz fosfat yoludur (17) (Sekil 2-5).
02T

SOD
CAT

PP
20
NADPH GSSG

Sekil 2-5: Baz1 enzimatik antioksidanlar arasindaki iliski ve H,O,’nin enzimatik

detoksifikasyonu

(PPP: Pentoz fosfat yolu, PR: Peroksiredoksin)
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2.2.1.5. Glutatyon S-Transferaz (GST; EC 2.5.1.18)

GST, hiicresel detoksifikasyon ve transporttan sorumlu iki protein alt biriminden
olusan miiltifonksiyonel protein ailesidir. Genel olarak ii¢ sitozolik ve bir mikozomal
olmak tizere dort ana gruba ayrilir. GST ailesi hepatositlerdeki baslica detoksifiye edici

sistemdir.

Ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda 6nemli rol oynayan GST, basta
arasidonik asit ve linoleat hidroperoksitleri olmak tizere lipit hidroperoksitlere karsi

non-Se-GPx aktivitesi gosterir (22).

ROOH + 2 GSH — GSSG + ROH + H,0

2.2.1.6. Glukoz 6-Fosfat Dehidrogenaz (G6PDH; EC 1.1.1.49)

Sitoplazmik ara tirtinler olan NADPH ve GSH konsantrasyonlar: hiicrenin
redoks durumunun akut degisikliklerini yansitirlar. NADPH/NADP* ve GSH/GSSG
oranlarindaki degisiklikler akut prooksidan stres ile antioksidan savunma arasindaki
dengesizligin belirtisidir. Olusan NADP"’nin tekrar NADPH’a doniisebilmesini
katalizleyen G6PDH, pentoz fosfat yolunun oksidatif faz hiz kisitlayici enzimidir (22).

2.2.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

2.2.2.1. indirgenmis Glutatyon (GSH)

Suda ¢oziinebilen bir antioksidan olan GSH (y-L-glutamil-L-sisteinil-glisin),
organizmada tiyol grubu igeren, diisiik molekiil agirlikli 6nemli bir tripeptittir.
Organizmada tiim hiicrelerde, 6zellikle karacigerde yiiksek konsantrasyonlarda bulunur.
Hiicresel GSH’in yaklasik %901 sitozolde, %10’u mitokondrilerde ve kiiclik bir

boliimii de endoplazmik retikulumda bulunur (23).

GSH yapisindaki peptit bagi, glutamat aminoasidinin N-terminalinde bulunan
y-karboksil grubu ile sistein aminoasidi arasinda bulunur. Glutamatin a-karboksil grubu
yerine, y-karboksil grubu ile olusturulan bu bagin hidrolizinde y-glutamiltranspeptidaz

isimli enzim rol oynar (Sekil 2-6).
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ISH
0. " FH P
\/C-CH-CHZ-CHz-g-NH-CH-g-NH-Cﬂz-C\
HO (0) 0 OH
v-karboksil bagi
y-glutamil sisteinil glisin

Sekil 2-6: Glutatyon yapisi

GSH sentezi 2 basamakta gergeklesir. Birinci basamak hiz kisitlayici basamaktir
ve y-glutamilsistein sentetaz (EC 6.3.2.2) GSH 1 prekiirsér aminoasitleri olan glutamat
ve sisteinden, y-glutamilsistein olusumunu katalizler. Ikinci basamakta ise glutatyon
sentetaz (EC 6.3.2.3), glisin ve y-glutamilsisteinden glutatyonu sentezler. Bu sentezde
bir molekiill GSH i¢in 2 molekiil ATP hidrolizlenir. GSH, negatif feedback ile

glutamilsistein olusum hizin1 ve boylece kendi sentezini de denetler (23).

1. L-glutamat + L-sistein + ATP — y-glutamil-L-sistein + ADP + Pi
2. y-glutamil-L-sistein + L-glisin + ATP — GSH + ADP + Pi

Glutatyon 6nemli bir antioksidan molekiildiir. Aerobik metabolizma sonucunda
olusan H,0,, sitozol ve mitokondrilerde Se-GPx, peroksizomlarda ise CAT araciligi ile
metabolize olur. Bu reaksiyon sonucunda olusan GSSG’nin GR enzimi aracilig1 ile
NADPH varliginda tekrar GSH’a indirgenmesi ile bir redoks dongiisii olusur. GPx veya
GST enzimleri araciligl ile organik peroksitler de indirgenebilir. Siddetli oksidatif stres
kosullarinda, hiicre i¢i birikmis GSSG, hiicre disina aktif transport ile tasmabilir veya
protein siilfidrilleri ile etkileserek karma disiilfitleri olusturabilir (24) (Sekil 2-7).
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/ Mitokondri Peroksizom

ROOH H,0,

2 GSH 2GSH NADP '
GPx veya
GST
GSSG GSSG NADPH
ROH + H,0 H,0 PSH PSSG
GSSG

Sekil 2-7: Glutatyonun antioksidan etkileri

GSH, igerdigi tiyol grubu araciligi ile hiicre i¢inde redoks potansiyeli yiiksek bir
ortam saglayarak, hiicreyi oksidatif hasara karsi korur (23). GSH, sistein deposu
olmasinin yani sira, biyotransformasyon ile olusan zehirli maddelerin, ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonunda, serbest radikallerin temizlenmesinde, DNA sentezi, mikrotiibiil-
iligkili siireclerde ve immiin fonksiyonlar gibi hiicresel siireclerin diizenlenmesinde, NO
homeostazisinin saglanmasinda, post-translasyonel modifikasyonlar ile protein
aktivitesinin diizenlenmesinde (protein S-glutatyonilasyon) ve ndrotransmitter reseptor

aktivitelerin diizenlenmesinde de rol oynayan miiltifonksiyonel bir molekiildiir (24).

2.2.2.2. Vitamin C (Askorbik Asit)

Biyolojik ortamlarda askorbat olarak bulunan vitamin C, ekstraseliiler sivinin en
onemli antioksidanidir. Suda ¢oziinebilen bir antioksidan olan vitamin C, bir dizi
enzimatik reaksiyon sonucunda UDP-Glukoz’dan sentezlenen 6 karbonlu bir laktondur.
Ancak askorbat sentezinin son basamagini katalizleyen enzim glukonolakton oksidaz

insanlarda bulunmadigindan diyetle alinmas1 zorunludur (25, 26).

L-glukono-y-lakton + O, — L-askorbat + H,O,
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Askorbik asit memelilerde c¢esitli reaksiyonlara elektron verici olarak katilir. 6
karbonlu molekiildeki 2. ve 3. karbonlar arasindaki ¢ift bagin elektronlarini vererek
indirgeyici Ozellik gosterir ve bu 0Ozelliginden dolay1r antioksidan olarak adlandirilir.
Yiiksek reaktiviteye sahip serbest radikallerin (RO°, RO;’, OH’, NO,") askorbat
tarafindan indirgenmesi ile daha zayif reaktif 6zellige sahip askorbil radikali olusur.
Askorbil radikalinin bu diisiik reaktivitesi, askorbik asidin antioksidan etkisinin temelini

olusturur (25) (Sekil 2-8).

Askorbat etkili olarak HO,, hipoklorit, O,”, OH" ve ROQO" radikallerini ve
0,'"yi tutar. Askorbat siv1 fazdaki tim ROO™lar1 plazma lipitlerine difiize olmadan

tutarak, biyomembranlar1 peroksidatif hasardan korur (22).

Askorbik asit, farkli metabolik yollarda rol oynayan bir¢ok enzimin kofaktorii
olarak da gorev alir (Tablo 2-5). Bu reaksiyonlarda vitamin C’nin temel roli, ¢esitli
mono- ve dioksijenazlarin aktif merkezlerindeki metal iyonlarmi indirgemektir. Bu

0zellik vitamin C’nin indirgeyici potansiyelinden kaynaklanir (25).

Asiri fagositik aktivite

Siiperoksit dismutaz —+2H" Askorbik asit
02._ C
H20,, O, ,.D Dehidroaskorbik asit
Katalaz
Fe*? Dehidroaskorbik asit
H,0, 02'\> H202 _ ROOH/_‘
e Askorbik asit
@c’% e
X U
Glutatyon peroksidaz AN
i TN - Fe+2
H,0, GSSG OH RO 4
Hiicresel ve molekiiler __.--~
hasar

Sekil 2-8: Askorbik asidin antioksidan savunmadaki rolii
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Tablo 2-5: Askorbik asitin kofaktor oldugu bazi enzimler ve diger metabolik rolleri

Kofaktorii oldugu enzim Enzim fonksiyonu

Prolil / lizil hidroksilaz Kollajenin post-translasyonel modifikasyonu

v-biitirobetain hidroksilaz, e-N-trimetil-

lizin hidroksilaz Karnitin sentezi

Dopamin B-monooksijenaz Noradrenalin sentezi

Peptidilglisin a-hidroksilleyici

.. Glisin-uzantili peptidlerin amidlesmesi
monooksijenaz

Hidroksifenilpiruvat dioksijenaz Tirozin katabolizmasi

Demirin intestinal absorpsiyonu i¢in Fe*"iin

Demir metabolizmasi FYR— .
Fe™’ye indirgenmesi

Demir aliminin ve sekestrasyonunun Hiicrelerde demirin depolanmasi igin ferritin
diizenlenmesi sentezinin uyarilmasi

Vitamin C’nin, vitamin E’yi a-tokoferoksil radikalinden rejenere ederek bir
ko-antioksidan olarak davranma o&zelligi vardir. In vivo ¢alismalarda vitamin C

yokulugunda vitamin E’nin prooksidan 6zellik gosterdigi saptanmustir (26).

Vitamin C, fizyolojik ve yiiksek konsantrasyonlarda antioksidan etkilidir. Diisiik
konsantrasyonlarda ise Na'-K*-ATPaz aktivitesini azaltir, membran fosfolipit yapisini
degistirerek, lipit peroksidasyonunu arttirarak prooksidan aktivite gosterir. Bu sekilde

vitamin C, doza bagimli olarak paradoksal bir etki gosterir (22, 26).

2.2.2.3. Vitamin E (a-tokoferol)

Vitamin E, yapisal olarak kroman hakla ve 2. karbona bagli 16 karbonlu fitil yan
zinciri igerir. Vitamin E, majoér olarak 2 grup molekiilden olusur. Birinci grup
tokoferoller, ikinci grup ise tokotrienoller olarak adlandirilir. Tokoferoller a-, B-, y-, o-
olmak tlizere 4 ¢esit molekiill ve bunlarin stereoizomerlerinden olusur (27). Kroman
halka tiizerinde metil gruplarimin yeri ve sayist molekiiliin formunu belirler.
Tokotrienoller ise, tokoferollerden farkli olarak yan zincirde 3°, 7° ve 11’
pozisyonlarinda ¢ift bag igerirler. Bu iki gruptan a-tokoferol, icerdigi 3 metil grubu ile

en yiiksek antioksidan aktiviteye sahiptir (28).
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Onemli bir endojen ve eksojen antioksidan olarak membran biitiinliigiiniin
korunmasi a-tokoferoliin baslica fonksiyonlarindan biridir. Lipofilik 6zelliginin yiiksek
olmasi nedeni ile kolayca membran fosfolipitlerine diflize olabilir ve 20 karbonlu
doymamis yag asitlerini indirgeyerek serbest oksijen radikallerinin biyomembranlarda
olusturabilecegi lipit peroksidasyonunu oOnler. Bdylece eikosanoid olusumunun
baslangi¢ asamasi 6nlenir (Sekil 2-9).

Fe2*
Ioz, H,0,

[Fe2+-02],'0H

OLOOH
LH OLOOH
TOH LOO
OLOO' T°”
PhGPx LOOH
2

LOH “GSSG GSH

L04

Sekil 2-9: Lipit peroksidasyonunda tokoferoliin rolii

Fed*

TOH: tokoferol, TO": tokoferoksil radikali

Vitamin E, ROO" ve RO’ ile reaksiyona girerek daha az toksik ve radikal
olmayan bilesiklerin olusmasina yol acar, kendisi de daha stabil ve reaktivitesi az olan
bir radikale doniistir. Olusan bu tokoferol radikali askorbat, GSH veya ubikinol ile
tekrar a-tokoferole doniisebilir (28) (Sekil 2-10, Sekil 2-11).

ROO’ + Vit E — ROOH + Vit E’

Vitamin E, ROS wuyarii LOO”nun iretimini inhibe ederek, membran
fosfolipitlerini PUFA’larin peroksidasyonundan, hiicresel proteinleri ve DNA’y1
oksidatif hasardan koruyarak ve membran dejenerasyonunu Onleyerek antioksidan etki
gosterir. Vitamin E eksikliginde hepatik CAT, GPx ve GR enzim aktiviteleri azalir,
karaciger lipit peroksidasyonu artar, ndrolojik ve kardiyovaskiiler bozukluklar goriiliir.

Ancak bu bozukluklar vitamin E siiplementasyonu ile giderilebirlir (29).
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LOO* VitE
Hiicre ] 3
membrani VitE
LOOH

radikali

e .

intraselliiler Askorbat ASC
alan radikali

|

Dehidro-

GSSG askorbat

GSH
NADPH

NADP*

Sekil 2-10: Lipofilik ve hidrofilik antioksidanlar arasindaki iliski

(0]
o Dehidroaskorbik asit
NADPH + H'
O
NADP*
0 TrxR ©
HO

HOCH
Askorbik asit 0

I
HOCH,
HO
HOCH

Dismutasyon reaksivoni:
2 askorbil radikali

I
1 dehidroaskorbik asit

HOCH,
0 + 1 askorbik asit
it E semikinon 0
cH, Vit E se 0
0 HO

HOCH \ Askorbil radikali
HOCH,

CH, (l:H3
0" " CHy(CHy-CHy-CH-CHy);-H

CH; X
HO

CH, GHs
RH HAC o CHA(CHyCHrCH-CHy)3H

CH;

H,C
CH;

Sekil 2-11: Vitamin E ve vitamin C arasindaki iliski
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2.2.2.4. Karotenoidler ve p-karoten

Karotenoidler bitki, mantar ve bakterilerde sentezlenen, 15 konjiige ¢ift bag
igerebilen izoprenoid bilesiklerdir. Tanimlanmis ~600 adet karotenoid bilesigi arasinda
~50 tanesi diyette bulunurken, ~10 tanesi insan plazmasinda anlamli diizeylerdedir. En
onemli bitkisel orijinli antioksidanlar a-karoten, B-karoten ve B-kriptoksantindir (Sekil
2-12). Bu bilesiklerin 2 temel fonksiyonu bulunmaktadir; antioksidan etki gosterirler ve
retinoidlerin  dogal prekirsorleridir  (Provitamin A karotenoidleri olarak da
adlandirilirlar) (31).

yi baskilayicr etkiye

Major besinsel vitamin A prekiirsorii olan B-karoten, O,
sahiptir ve hiicre membraninda serbest radikalleri temizleyerek antioksidan etki gosterir.
ROQ’ ile reaksiyona girerek ROS etkisi ile olusan lipit peroksidasyonunun ilerlemesini
inhibe eder ve LDL oksidasyonunu onler. B-karoten, lipoproteinlerde vitamin E’yi
oksidasyondan korur, membran lipitlerini korumada vitamin E ve vitamin C ile

sinerjistik etki gosterir (30).

B-karoten
IR

a-karoten
NV NV NVNNTNY NN
W P -kriptoksantin
NV NNV NVNNYTNNN
OH

Sekil 2-12: Bitkisel kaynakh antioksidanlar



29

2.3. Hippophae Rhamnoides L.

Elaegnaceae familyasinin bir {yesi olan Hippophae rhamnoides L.
(Seabuckthorn: SBT) soguga dayanikli, yaprak doken ¢ali ve kiigiik aga¢ formundadir.
Sar1, turuncu, kirmizi renkli meyveleri yiizyillardir Asya ve Avrupa’da besin, terapdtik

ve farmasotik amagli kullanilmaktadir (32, 33) (Sekil 2-14).

SBT, Cin, Danimarka, Finlandiya, Fransa, Almanya, Hollanda, Norveg,
Polonya, Rusya, Isveg, Ingiltere ve Tiirkiye’nin bulundugu 27°-69’ EN enlem ve
7 EW°-122' EE boylam arasinda dogal yayilis gosterir (32, 33).

Bitkinin 6nemi, meyve igeriginin besinsel degerinden kaynaklanir. SBT nin tim
boliimleri, vitaminler (A, C, E, K, riboflavin, folik asit), karotenoidler (a-, -, d-karoten,
likopen), fitosteroller (ergo-, stigma-, lansterol, amirinler), organik asitler (malik asit,
oksalik asit), PUFA ve bazi esansiyel aminoasitler gibi ¢ok sayida biyoaktif madde
kaynag1 olarak degerlendirilir (34-36).

SBT, ozellikle tohum yaginin gida, tip, farmakoloji ve kozmetik alanlarinda

degerlendirilen ekonomik degeri yiliksek biyoaktif maddeler icermesi nedeniyle son

yillarda pek ¢ok iilkede tarimi yapilan 6nemli bir bitki haline gelmistir (Tablo 2-6).

Sekil 2-13: SBT genel goriiniisii
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Tablo 2-6: SBT’nin kullanilan béliimleri ve kullanim alanlari

Meyve suyu Sporcu icecekleri, saglik suruplari

Yag Eczacilik, kozmetik

Meyve Meyve posast
Artiklar Hayvan yemi

Eterik yag Eczacilik, icecek, besin

Yag Eczacilik, kozmetik
Tohum

Artiklari Hayvan yemi
Yaprak Eczacilik, kozmetik, ¢cay, hayvan yemi
Kabuk Eczacilik, kozmetik

2.3.1. Tarihge

SBT birgok durumda kullanilmis zengin bir tarihe sahiptir. M.S. 618’de Tang
Hanedani’ndan itibaren geleneksel Cin tibbinda kullamlmistir. Ayrica M.O. 800’lerde
Tibet medikal klasigi olan “rGyud Bzi” kayitlarinda da bulunmaktadir. Antik Yunan
tarthinde ise atlarin yemine katilan SBT yapraklarinin atlarin giirblizlesme ve parlak
tilylii olma nedeni olarak kabul edilmistir. Bu nedenle Latince Hippophae adi “parlayan

at” anlamina gelmektedir (33).

Yerel olarak besin, ilag, yakit ve yem olarak onemli biyokaynaklardan biri
olarak degerlendirilmistir. Yiizyillardir Orta ve Giineydogu Asya’da ¢esitli hastaliklar
onlemek amaciyla, geleneksel tipta ilag olarak kullanilmistir. Avrupa ve Asya’da SBT
meyveleri, bitkisel ilag ve dogal cilt bakimi i¢in kaynak olarak kullanilmistir. Orta Asya
yerlileri SBT meyvelerini hipertansiyon, sindirim sistemi ve cilt hastaliklarinda tedavi
amaclt kullanmistir. Tibet ve Mogolistan geleneksel tibbinda meyveler, Okstiriik
tedavisinde, kan dolasiminin ve sindirim sistemi fonksiyonlarinin iyilestirilmesinde
kullanilmistir. Rusya’da cilt hastaliklari, sarilik, astim, romatizma ve laksatif amach

gastrointestinal tedavide kullanilmstir (32).
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2.3.2. Taksonomi ve Tiir Ozellikleri
* Regnum (Alem): Plantae
 Filum (Sube): Magnoliophyta
* Clasis (Smif): Magnoliopsida
* Ordo (Takim): Rosales
» Familia (Aile): Elaeagnaceae
» Genus (Cins): Hippophae L.
* Species (Tiir): Hippophae rhamnoides

Hippophae cinsi 7 tiir ve 9 alttiir ile temsil edilmektedir. Simpodial dallanma
gosteren, cesitli yiikseklikte, yaprak doken, agag¢ ve calilardir. Kok sistemi pek ¢ok yan
koklerden meydana gelen uzun horizontal yap1 ile karakterize edilir. Yapraklar, alternat
diziligli, yaprak kenar1 genellikle diiz, taban lanseolat, glimiisi-bronz renkte tiiylerle
ortiilmistiir. Meyve rengi saridan koyu kirmiziya kadar degisebilir, sekli kiiresel veya
oval olabilir. Olgunlagsmis meyve genellikle turuncu renkte ve kiiresel sekillidir.
Cigeklenme nisan-mayis, meyve olusumu eyliil-ekim aylarinda goriiliir. Bu tiiriin

kromozom sayisi 2n=24"tiir (37).

SBT, -43°C sicakliktan +40°C sicakliga, deniz kiyist ¢evrelerinde deniz
suyundan kaynaklanan tuzlu, pH’s1 8 olan topraklara tolerans gostermektedir. Bu
bitkinin biiyilik kokleri toprak kaymasinin oldugu yamaglarda, topragi tutma yetenegine
sahiptir. Kok nodiillerinde azot fikse eden Pseadomonas radicicola ve Frankia
mikroorganizmalari bulunur. Bu simbiyotik iligki asmmis bolgelerde su ve toprak
korunmast i¢cin SBT’yi optimal bir bitki yapmaktadir. Bitki ve mikroorganizmanin
simbiyotik birlikteliginden dolayr kiy1 alanlarda yetisebilir. SBT nin kokleri topraktaki
¢coziilmeyen organik ve mineral maddeleri ¢dzebilir forma doniistiirebilir. Rizomlu
kokleriyle hizla yayilabilme oOzelligine sahiptir. Tepe ve yamaglarda, vadi ve nehir

yataklarinda, deniz kiyis1 bolgeleri boyunca yetismektedir (37) (Sekil 2-15).
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Sekil 2-14: Nehir ve dere kiyillarinda yetisen SBT taksonlarmna ait genel goriiniis

(Kastamonu-Tosya)

2.3.3. Icerik

SBT meyve ve yapraklarinda bulunan cesitli biyoaktif bilesikler taranmaktadir.
Meyvelerde bulunan karotenoid, tokoferol, tokotrienol, esansiyel yag asitleri ve diger
biyoaktif bilesik igerikleri ile yapraklarda bulunan polifenoller bir¢ok arastirmaci

tarafindan incelenmektedir (32).

SBT meyveleri, ¢esitli vitaminler (C ve E), karotenoidler (B-karoten, likopen,
lutein ve zeaksantin), flavonoidler (izorhamnetin, kuersetin, izorhamnetin-3-p-D-
glukozid, izorhamnetin-3-B-D-glukozaminid, kaempferol ve digerleri), organik asitler,
mikro- ve makrobesinler gibi bilesikler agisindan zengin bir kaynaktir. Niitrisotik ve
kozmetik igerik olarak kullanilan zeaksantin ve B-Kriptoksantin esterleri kromatografik
analizler ile SBT meyvelerinde saptanmistir. Zengin antioksidan igerigine ek olarak,
meyveler ayrica palmitik asit, oleik asit (0-9), palmitoleik asit (o-7), linoleik asit (®-6)
ve linolenik asit (0-3) gibi yag asitleri (%13,7 doymus ve %86,3 doymamis) ve
fitosteroller agisindan da zengindir (35-38) (Tablo 2-7).

SBT’nin en iyi bilinen {iriinleri esansiyel yag asitlerinden zengin (0-3 ve ®-6)
tohum yagi ve yliksek diizeyde ®-7 iceren meyve yagidir (32). SBT yaginda
fitosterollerin esas bileseni olarak [-sitosterol tanimlanmistir (39). Dogu ve Avrupa

tilkelerinin ¢ogunda, PB-karoten igerigi SBT yaglarmin kalite gostergesi olarak rol
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oynamaktadir. SBT meyvelerinden ekstrakte edilen yag, UV 1sn1 absorbe etmekte, cildi

korumakta, farmasotik ve kozmetik endiistrilerde hammade olarak kullanilmaktadir(34).

SBT yapraklar1 baslica flavonoid, karotenoid, serbest ve esterlesmis steroller,
triterpenol ve izoprenol igeren biyoaktif maddeleri igcermektedir. Yapraklar ayni
zamanda 6nemli antioksidanlar olan -karoten, vitamin E, katesinler, ellagik asit, ferulik
asit, folik asit ve anlamli diizeylerde Ca®*, Mg”* ve K" agisindan zengin kaynaklardur.
Flavonoller, 16koantosiyanidinler, (-)epikatesin, (+)gallokatesin, (-)epigallokatesin ve
gallik asit yapraklardaki polifenolik bilesiklerdir. Yapilan ¢alismalarda, SBT yaprak
ekstrelerinde  kuersetin-3-O-galaktozid, kuersetin-3-O-glukozid, kaempferol ve

izorhamnetin gibi fenolik bilesiklerin varligi saptanmistir (32).

Tablo 2-7: SBT’de bulunan major fitokimyasallar ve etkileri

Fitobilesenler

Tibbi Etkileri

Tokoferoller

Karotenoidler
Vitamin K
Vitamin C

Vitamin B
kompleksi

Fitosteroller

Polifenolik
bilesikler

PUFA
Organik asitler

Kumarin ve
triterpenler

Cinko

Antioksidan olarak rol oynar, lipit peroksidasyonunu azaltir, analjezik
etki gosterir.

Antioksidan olarak rol oynar, kollajen sentezi ve epitelizasyona
yardimeidir.

Kanamayi Onler, yara iyilesmesini saglar, anti-lilser etki gosterir.

Antioksidan etki gdsterir, hiicre membran biitiinligiini korur, kollajen
sentezini hizlandirir.

Hiicre onarimi ve sinir rejenerasyonunu uyarir.

Ciltte mikrosirkiilasyonu arttirir, anti-iilser, anti-aterojenik, anti-kanser
etki gosterir, inflamatuvar siireci diizenler.

Antioksidan, sitoprotektif, kardiyoprotektif ve yara iyilestirici etki
gosterir.

Immiinomodiilatér, ndroprotektif ve anti-tiimor etki gosterir.
Kalp krizi ve felg riskini azaltir, anti-iilser, yara iyilestirici ve anti-
artritik etki gosterir.

Istah, uyku, hafiza ve 6grenmenin kontroliinde etki gdsterir.

Kan dolagimini gii¢lendirir, anti-tiimdr etki gosterir, hiicre
proliferasyonuna yardimci olur, enzim kofaktdrii olarak iglev goriir,
vitamin A’nin kullanimini arttirir.
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2.3.4. Preklinik Calismalar

SBT, radyasyon hasar1 azaltici, yanik, oral inflamasyon ve gastrik iilser tedavi
edici, kanser ve kalp hastaliklarin1 6nleyici etkiye sahip dnemli tibbi degeri olan bir
bitki olarak degerlendirilmektedir. Hastalik Onleyici etkisi, antioksidan fitokimyasal

icerigi ve serbest radikal hasarini azaltict 6zelliginden kaynaklanmaktadir (33).

SBT ile iligkili yapilan g¢esitli preklinik caligmalarda SBT’nin antioksidan,
immiinomodiilator, anti-kanser, anti-bakteriyel ve anti-viral etkilere sahip oldugu,
karaciger koruyucu, anti-stres, adaptojenik, kardiyoprotektif ve anti-aterojenik aktivite
gosterdigi, radyasyona karsi koruyucu, akut ve kronik yaralarda iyilestirici etki

gosterdigi saptanmistir (Tablo 2-8).

2.3.5. Giivenlik ve Toksisite Calismalari

Deney hayvanlari ile yapilan gilivenlik ve toksisite ¢alismalarinda SBT esashi

formiilasyon ve ekstraktlar kullanilmastir.

Calismalarda, SBT’nin arsenik-uyarili oksidatif hasara karsi ve siilfiir dioksit

inhalasyonuyla uyarilan hasara karsi koruyucu role sahip oldugu gosterilmistir (60, 63).

Yapilan bir ¢alismada, SBT bazli bitkisel antioksidan siiplementinin akut ve
subakut toksisite ve etkinligi arastirilmistir. 2000-10000 mg/kg doz araliginda akut,
2000, 4000, 8000 mg/kg dozlarda ise subakut toksisite 6zelligi farelerde oral uygulama
ile ¢alisilmig, bu yiiksek doz uygulamalar sonucunda mortalite veya herhangi bir toksik
etki goriilmedigi, hematolojik ve biyokimyasal parametrelerde bir degisiklik
gozlenmedigi, histopatolojik analizde ise vital organlarda normal yapilarin korundugu

bildirilmistir (64).

Yapilan bir baska ¢aligmada, 100 mg/kg/giin doz olacak sekilde 90 giin boyunca
SBT sulu yaprak ekstresi uygulamasi sonucunda higbir yan etki gozlenmedigi

belirtilmistir (53).
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Bitki .. o Deney
béliimleri Farmakolojik etkileri modeli Kaynak
I o s o in vitro,
Antioksidan, immiinomodiilator, sitoprotektif aktivite sican 40, 41
Anti-stres ve adaptojenik aktivite sican 42,43
Hipobarik hipoksiye karsi koruma, akcigerlerde
.. .. . sigan 44
transvaskiiler sivi sizintinin diizenlemesi
Yaprak
Karaciger koruyucu etki sican 45, 46
Akut ve kronik yanik yaralarinda iyilestirici etki sican  47-50
Anti-inflamatuvar etki sigan 51,52
Anti-bakteriyel ve anti-viral etki in vitro 47
Antioksidan ve hiicre koruyucu aktivite in vitro 40
Anti-stres aktivite sigan 53
Meyve
Radyoprotektif etki siean, 54, 55
fare
Beyinde hipoksi uyaril1 transvaskiiler sizintiya karsi sican 56
koruma
Anti-aterojenik aktivite tavsan 57
Tohum yad
Karaciger koruyucu etki fare 58
Yanik yaralarinda, atopik dermatit ve mukozal hasarda
e sican 59
tyilestirici etki
Meyvelerden  Dermal yaralarda iyilestirici etki sican 60
izole edilen
flavonlar Anti-apoptotik, antioksidan, immiinomodiilator etki sican 61, 62
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2.4. Stres

Stres, organizmada homeostazi bozma egiliminde olan fiziksel, mental,
duygusal, internal veya eksternal tiim olumsuz uyarilara karsi olusan biyolojik
reaksiyonlarin toplami olarak tanimlanabilir (65). Stres etkenleri, hipotalamus-hipofiz-
adrenal aksini1 (HPA) ve sempatik sinir sistemini aktive ederek fizyolojik degisimler ile
sonuclanan i¢ veya dis kaynakli uyarilardir. Stres uyarilarina uzun siireli maruziyet
depresyona, post-travmatik stres bozukluguna ve anksiyeteye yol acabilmektedir. Beyin
dokusu, stres-uyarili dejeneratif kosullara yiiksek duyarlilik gosterdiginden ve yiiksek
miktarda PUFA igerdiginden serbest radikal ataklarina karsi hassastir (66).

Stres, hipofizden adrenokortikotropik hormon (ACTH) salinimi ile tetiklenen
adrenal steroidlerin serbestlesmesine yol agan hipofiz-adrenal aksin aktivasyonunu da
iceren c¢esitli fizyolojik degisimlere yol agmaktadir. ACTH uyarimi, ¢esitli stres
etkenlerine karsi hipotalamustan salinan kortikotropin salgilatict faktor (CRF)
tarafindan kontrol edilmektedir. Hipokampus ve amigdala gibi bazi beyin bolgelerinden
salinan stres-uyarili norepinefrin, HPA aksmin aktivasyonunu kolaylastirmaktadir (66).
HPA akst ve merkezi sinir sisteminin aktivasyonu “stres hormonlar1” olarak
adlandirilan glukokortikoid ve katekolaminlerin {retimine yol ag¢maktadir. Bu
glukokortikoidler HPA aksmin aktivitesini feedback mekanizmasi ile hipofiz bezi,
hipotalamus ve medial prefrontal kortekste kendi reseptorlerine baglanarak inhibe

etmektedir (67) (Tablo 2-9).

Bu sistemlerdeki herhangi bir diizensizlik, ¢esitli stres iliskili komplikasyonlara
yol acabilir. Organizmada strese yanitta glukokortikoidler 6nemli role sahiptir. Stres ve
glukokortikoidler insanlarda ve hayvan modellerinde bilissel fonksiyonlarda spesifik
etkilere sahiptir. Adrenal steroidler ve stres, islemsel ve uzamsal hafizada kisa siireli ve

geri dontlisiimlii bozukluga yol agabilmektedir (66).

Stres durumunda NO ve ROS {iretiminin arttigi, GPx, CAT ve SOD gibi ¢esitli
serbest radikal detoksifiye edici enzim aktivitelerinin azaldigi gosterilmistir. Beyin
dokusu yiiksek miktarda PUFA igerdiginden, oksidatif stresin yol actigr lipit
peroksidasyonundan etkilenmekte ve bu reaksiyonlar beyin dokusu hiicre membraninda

yapisal ve fonksiyonel hasara yol agmaktadir (66).
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Sinaptik plastisitede degisim

Diisiik stre‘/ x:ﬁksek stres

Hafizada gii¢clenme

Hafizada zayiflama

v
Fizyolojik Degisiklikler Patolojik Degisiklikler
Kalp atis hizinda artig Cilt: sedef hastaligy, tirtiker, kellik
Kan basincinda artig Gastrointestinal sistem: inflamatuvar bagirsak hastaligi, peptik tilser
Kan glukoz diizeyinde artig Inflamatuvar hastaliklar: romatoid artrit
Kolesterol diizeyinde azalma Kardiyovaskiiler sistem: kardiyomiyopati, koroner arter hastaligi

Solunum ile ilgili diizensizlik Psikolojik: depresyon, anksiyete, sizofreni, insomni

Norodejenerasyon: Alzheimer hastaligi, multiple skleroz

Solunum: bronsiyal spazm

Tablo 2-9: Viicutta stres etkenlerine yanit olarak farkh fizyolojik ve patolojik degisimler

GR: Glukokortikoid reseptorii, MR: mineralokortikoid reseptorii
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2.4.1. Stres ve Deneysel Hayvan Modelleri

Stres i¢in farkli hayvan modelleri gelistirilmis, dogal ve sentetik kokenli
bilesiklerin anti-stres aktivitelerini degerlendirmek amaciyla sik¢a kullanilmistir. Stres
ile ilgili aragtirmalar, yeni terapétik yaklasimlarin tanimlanmasi ve uygun hayvan

modeli kullanilarak strese yanit mekanizmasinin anlasilmasi {izerine yogunlagmustir.

Arastirmacilar ¢esitli fiziksel, fizyolojik, akut ve kronik stres modelleri

gelistirmistir. Bunlar;
- Soguk suya batirma ile stres,
- Soguk ortam izolasyonu ile stres,
- Immobilizasyon/kisitlama ile stres,
- Elektrikli ayak soku ile stres,
- Zorunlu yiizdiirme stresi,
- Besinden yoksun aktivite stresi,
- Giindiiz-gece 151k degisimi kaynakli stres (uyku yoksunlugu),
- Ses kaynakli stres,
- Post-travmatik stres,
- Kronik 6ngoriilemeyen stres modelleridir (67).

Bircok fiziksel stres modelinin temeli, viicut 1sisindaki degisimlere
dayanmaktadir. Isidaki akut degisim, hipotalamusta 1s1 degisim merkezinin
aktivasyonuna ve adrenokortikal hormonlarin salinimina yol agmaktadir. Stres sonunda,
hayvanlarda glukokortikoid saliniminin inhibisyonu bozulmakta ve biriken
glukokortikoidlere maruziyet dejenerasyona yol agmaktadir. Soguk su veya dondurucu
kullanilarak 1sida keskin diisiis saglamak akut stresi uyarmak amaciyla siklikla

kullanilmistir (67).

Soguk ortam izolasyonu yonteminde, sicanlar akut stres olusturmak icin 1 kez,
kronik stres i¢in 7-10 giin boyunca +4°C’de 15 dakika siireyle tek tek sogutucuda
tutulmustur (68, 69). Modifiye edilen bir yontemde, 30 dakika boyunca 4+2°C’de
soguga maruziyet ile stresin indiiklenmesi saglanmistir. Bir diger modifikasyonda ise

sicanlar tel kafeslere yerlestirilerek —8°C’de 4 saat sogutulmus bdlmelerde soguga
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maruz birakilmistir. Siganlar bu ortama sadece 1 kez maruz birakilmig ve stres deneyi
boyunca viicut sicakliklart monitdrde izlenmistir (70). Viicut sicakligindaki bu keskin
diisiis strese yanit gelisiminde adrenokortikoid seviyelerinde de keskin bir artisa yol
agmistir.  Soguk suya batirma modelinin aksine, si¢anlarin suda bogulmasi
onlendiginden daha giivenli bir yontemdir. Ancak kronik maruziyette adaptasyon

gelisimi ile strese yanitin oldukga azalmasi 6nemli bir dezavantajdir (67).

Immobilizasyon hayvanlarda stres-iliskili biyolojik, biyokimyasal ve fizyolojik
yanit calismalarinda stres etkeni olarak kullanilmaktadir. Onceden belirlenen zaman
periyodunda sigan/farelerin immobilize edilmesiyle, laboratuvar hayvanlarinda stresi
uyarmak amaciyla altin standart protokol Kvetnansky ve ark tarafindan gelistirilmistir.
Bu tipik immobilizasyon prosediirine gore diiz bir levha iizerinde yiizikkoyun
pozisyonda hayvan ekstremiteleri gerilerek yapiskan bant ile sabitlenmekte, ayrica bag
hareketini de engelleyebilmek amaciyla boyun bdlgesi metal bir halka ile
sabitlenebilmektedir (71). Hayvanlar akut stres olusturmak amaciyla 1 kez, 20 dk - 6
saat arasinda, kronik stres olusturmak amaciyla ise 5-30 giin boyunca 20 dk - 2,5
saat/giin olacak sekilde degisebilen siirelerde immobilize edilebilmektedir (67, 72).
Immobilizasyon, kompleks bir stres etkenidir ve fiziksel oldugu kadar psikolojik boyut
da igcermektedir. Immobilizasyon sirasindaki miicadele ve iliskili kas yogunlugu,
fiziksel egzersizin siddetli bir tiiriinii yansitmaktdir. Stres modeli olarak immobilizasyon
kullannmimin esas avantaji fiziksel ve mental stresin kagmilmaz iretimidir.
Immobilizasyon kaynakli stres, siganlarda akut stres uyarmmi igin yaygm olarak
kullanilmakta ve bu tip fiziksel stres, stres kaynakli nérodejenerasyon, post-travmatik
bozukluk calismalarinda ve immiin sistem tiizerine stres etkilerinin analizinde de en

faydali modellerden biri olarak degerlendirilmektedir (67).

Kisitlayict stres ise hayvanlarin belirli zaman periyodunda hareket etmesinin
engellendigi, immobilizasyon stresinin modifiye edilmis bir tiiridiir (72). Hayvanlarin
hareket araligt olduk¢a sinirli olmasina ragmen, ekstremiteler sabitlenmemis ve
kisitlayict streste hayvan kapali alanda kalmistir. Bu nedenle kisitlayici stresin
immobilizasyona gore daha az etkili bir stres yontemi oldugu, noéral ve endokrin
parametreler ile karsilastirmali olarak gosterilmistir (67). Buna ragmen, kisitlayici stres
siganlarda akut ve kronik stresin uyarilmasinda yaygin olarak kullanilan bir modeldir.

Kisitlayic1 stres modelinde, deney hayvami iyi havalandirilmis bir plastik tiip veya
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tel-orgii  kafeslere  yerlestirilmekte, hayvanlarin  hareketi  biliyiik  0l¢iide
siirlandirilmaktadir. Bu kategorideki modeller arasinda hareket kisitlayicilarin boyutu
ve kisitlama siiresi bakimindan farkliliklar bulunmaktadir. Kisitlayici stres genellikle
55 c¢cm gapinda, 18 c¢cm uzunlugunda ve hava deligi bulunan yari-silindirik akrilik
hareket kisitlayicilan ile veya 25x9x7 cm® boyutunda 1,5 cm ¢apinda havalandirma
deligi bulunan hareket kisitlayicilar1 kullanilarak uygulanmaktadir. Hayvanlara akut
stres olusturmak amaciyla 1 kez, 15 dk - 3,5 saat arasinda, kronik stres olusturmak
amaciyla ise 7-21 giin boyunca 1-6 saat/giin olacak sekilde degisebilen siirelerde stres
uygulanmaktadir (72).

Immobilizasyon ile birlikte soguk ortama maruziyet, kisa zaman diliminde
(3 saat) gastrik iilserasyon olusumunu siddetli bir sekilde arttirmaktadir. Kisitlama ile
iilserlesmeyi arttirmak icin 2 farkli soguga maruziyet yontemi uygulanmaktadir. ilk
yontemde, hayvan immobilize edildikten sonra 3 saat boyunca buzdolab1 gibi soguk bir
ortama (5+1°C) yerlestirlmektedir (70, 73). Bir diger yontemde ise, hayvan silindirik bir
tiipte kisitlanmakta ve sonrasinda 1 saat boyunca soguk suya (22°C) dikey bir sekilde
batirilmaktadir (74). Bu iki stres etkeninin kombinasyonunun siddetli strese yol agtigi,
davranigsal yanittan sorumlu beyin bolgelerinde katekolaminerjik sistemi ve HPA aksi1
ile néroendokrin yanit1 uyardigi gosterilmistir (75). Tek bir etkene kiyasla, farkl stres
etkenlerinin kombinasyonunun daha 1yi ilserojenik uyaran oldugu diisiiniilmektedir

(67).
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2.4.2. Stres ve Gastrik Mukozal Hasar

Literatiirde stres-iligkili mukozal hastalik, stres-iligkili hasardan stres
ilserasyonuna kadar olan siiregleri kapsayan bir terimdir. Stres-iligkili hasar
gastrointestinal kanama ile sonuglanan ylizeysel mukoza erozyonlarini tanimlarken,
stres tilserleri daha merkezidir ve submukozaya dogru derinlesir. Kritik hastalarda, stres
iliskili mukozal hastalik yaygin bir komplikasyondur. Stres iilserasyonu, kanama riskini
arttirdigindan homeostatik dengeyi saglamak amaci ile yogunlastirilmis eritrosit

transfiizyonu ve miidahaleli yontemleri gerektirmektedir (65).

Multifaktoriyel —stres-iliskili mukozal hastalik patogenezi, tam olarak
aytinlatilamamis olmakla birlikte, temelde splanknik iskemi, konak savunmasinda kayip
ve gastrik asit artis1 ile iliskilidir. Normal durumda gastrik mukozal savunma sistemi
gastrik liimen boyunca gastrik asit, pepsin ve safra asitlerinin sert kosullarindan
bagirsagi korumaktadir (65). Agresif faktorlere karsi gastrointestinal mukozanin
savunma mekanizmalar1 esas olarak fonksiyonel, hiimoral ve ndronal faktorlerden
olugmaktadir (76). Bu savunma sistemi ekstraseliiler mukus bariyeri, hiicresel membran
ozellikleri, hizli epitelyal hiicre onarimi, mukozal HCO3™ sekresyonu, yiiksek mukozal
kan akis hizi, norohiimoral faktorler ve prostaglandinlerden (PG) olusmaktadir (65).
Alkali mukus sekresyonu, mukozal mikrosirkiilasyon ve motilite fonksiyonel faktorler

olarak rol oynarken, PG ve NO ise hiimoral faktorler olarak etki etmektedir (76).

Endojen ve eksojen aktif oksijen ve serbest radikallerin olusumu, mukozal
hasara neden olabilir. OH”in hiicre membram ile etkilesimi ile olusan lipit
peroksidasyon siireci sonucunda konjiige dienler ve LOOH gibi lipit-tiirevli serbest
radikaller olusur ve bu radikaller oksidatif hasara yol agarlar (76).
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2.4.3. Fitokimyasallar ve Anti-iilserojenik Etkileri

Bitkisel ilaglarin terapotik olarak kullanimi Cin’de yaklasik 5000 yil 6ncesine
dayanmaktadir. Bir¢ok bitki ekstrakti terapotik ajan olarak kullanilmaktadir. Baharat ve
bitkiler, lipit peroksidasyonunun neden oldugu hastaliklar1 6nlemede ve oksidatif strese
kars1 savunmada rol oynayarak dogal antioksidan kaynaklar olarak kullanilmaktadir.
Yoresel bitkilerin tedavi edici 6zellikleri basta flavonoidler olmak {izere kumarinler,
fenolik asitler ve antioksidan mikrobesinler gibi organik ve inorganik bilesikler

icermesinden kaynaklanmaktadir (76).

Fitokimyasal olan flavonoidler ve diger polifenoller, non-esansiyeldirler ve
sekonder bitki metabolitleri olarak adlandirilirlar. Flavonoidler O,”, OH’, ROO’, RO’

radikallerini baskilamada rol oynarak antioksidan etki gosterirler (76).

Bitkilerin anti-iilserojenik farmakolojik etkileri flavonoid igeriklerine baghidir.
Flavonoidler, yaygin olarak bitkilerde ve diyette bulunan difenilpropanlardir. Flavonlar,
izoflavonlar ve flavanonlar bu grubun iiyeleridir. Flavonoidler igerdikleri birgcok —OH

grubu araciligi ile ROO’ radikallerine kars1 giiglii antioksidan etki gosterirler (76).

Birgok in vitro calismada flavonoidlerin O,”, OH’, ROQO radikallerini
temizledigi ve siklooksijenaz-2 veya lipoksijenaz yolu ile arasidonik asit kaskadinin
cesitli asamalarina etki ettikleri ve membran stabilize edici 6zellige sahip olduklari
gosterilmistir. Flavonoidler, sitoprotektif etki gostererek gastrik mukozada hem
mukusun hem de mukus igerigindeki PG’lerin artisin1  saglamaktadir. Bircok
flavonoidin gesitli deneysel iilser modelleri ile olusturulan gastrik mukozal lezyonlarda,

farkli nekrotik ajanlara kars1 gastrik mukozay1 korudugu gosterilmistir (76).

Flavonoidler, ge¢is metallerini baglayarak, hiicreler tarafindan oksidan
enzimlerin veya serbest radikallerin iiretimini inhibe ederek, a-tokoferoksil radikalinin
a-tokoferole geri doniisiimiinii saglayarak bircok mekanizmada antioksidan etki
gosterirler. Ayrica gastrik mukoza tretimini arttirrr, mukozal asit sekresyonunu
baskilar, pepsinojen iiretimini inhibe eder ve iilserojenik lezyonlar1 azaltirlar. Bitkilerde
bulunan flavonoidler, triterpenler ve tanninler gastrik lezyonlara karsi antioksidan
aktiviteyi arttiran aktif bilesiklerdir. Flavonoidlerin, GSH metabolimasina etki ederek,
ROSIlar1 baskilayarak ve glutamat tarafindan indiiklenen hiicresel 6liim kaskatinin son
basamaginda Ca* girsini inhibe ederek bu 3 mekanizma ile koruyucu etki gosterdigi

saptanmustir (76).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullamilan Aletler ve Kimyasal Maddeler

3.1.1. Aletler ve Cam Malzemeler
Spektrofotometre (Shimadzu UV-1800)

ELISA okuyucu (Bio-Tek, ELX 800)

Otomatik yikayici (Bio-Tek, ELX 50)

Homojenizator (Heidolph, RZR 2021)

Santrifiij (sogutmali) (Sigma, 3-18K)

Elektronik tart1 (Shimadzu AX 200)

pH metre (Ohaus, Starter-3100)

Etiiv (Heraeus)

Sicak su banyosu (Lab Companion, BS-21)

Distile su cihaz1 (Ultramax-Silver, PA-E)

Derin dondurucu (-80°C) (Haier, Ult Freezer)

Otomatik pipetler, deney tiipleri, balon joje, meziir, beher vb. cam malzemeler,
tek kullanimlik kiivetler, eppendorf tiipler, pipet uglari vb. sarf malzemeleri
3.1.2. Kimyasal Malzemeler

Hippophae rhamnoides yagi (Pharma-Nord)

3-Nitrotirozin ELISA kiti (Hangzou Eastbiopharm)

Glutatyon Peroksidaz kolorimetrik kit (Cayman Chemical Company)

Glutatyon kolorimetrik kit (Cayman Chemical Company)

Nitrit/Nitrat kolorimetrik yontem kiti (Roche)

5°5-ditiyobis-2-nitrobenzoik asit (Sigma)

Albilimin (Sigma)

Askorbik asit (Sigma)



Bakar(II)-klorid dihidrat (Sigma)
Bakir(II)-stiilfat pentahidrat (Merck)
Disodyum EDTA (Merck)

Folin & Ciocalteu’s fenol reaktifi (Sigma)
Glisin (Sigma)

Hidroklorik asit (Sigma)

Ketamin (Bremer Pharma)

Ksantin (Sigma)

Ksantin oksidaz (Sigma)

Ksilazin (Alfasan)

Metafosforik asit (Sigma)

Neokuprin (Sigma)

Nitroblue tetrazolium (Sigma)

PBS tablet (Invitrogen)

Potasyum nitrat (Sigma)
Potasyum-sodyum tartarat tetrahidrat (Sigma)
Sistein (Sigma)

Sodyum dodesil siilfat (Sigma)

Sodyum hidroksit (Merck)

Sodyum karbonat (Merck)

Sodyum sitrat (Sigma)

Trietanolamin (Sigma)
Tris-hidroksimetil-aminometan (Sigma)

Ure (Sigma)
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3.2. Deney Hayvanlarina Uygulanan islemler

3.2.1. Deney Hayvanlarinin Genel Ozellikleri ve Deney Modeli

Bu calismaya ait 30.05.2013 tarihli ve 2013/64 sayili etik kurul onayr 1.U.
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’'ndan alinmis ve calismada kullanilan 32 adet
Wistar Albino soyu erkek siganlar 1.U. Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii'nden temin

edilmistir.

Her kafeste 4 sigan olacak sekilde, 4 grup icin toplam 8 kafeste muhafaza edilen
sicanlar, 12 saatlik karanlik-aydinlik periyotlarinda, 22+2°C sicaklik ve %5045 nem
iceren kosullarda tutulmustur. Her giin kafes bakimi yapilan sicanlar, ticari standart

pellet formunda sigan yemi ve musluk suyu ile ad-libitum serbest beslenmistir.
Sicanlar rastgele olarak 4 gruba ayrilmistir:
Grup I: Kontrol grubu (Kontrol, n=8)
Grup Il: Soguk + immobilizasyon stresi uygulanan grup (Stres, n=8)
Grup I11: SBT uygulanan grup (SBT, n=8)
Grup IV: SBT ve soguk + immobilizasyon uygulanan grup (SBT + Stres, n=8)

Calismada kullanilan SBT yagmin uygulama dozu 200 mg/kg/48saat olarak
belirlenmis ve Ill. ve IV. gruplara 10 giin boyunca giinasir1 olacak sekilde
intraperitoneal yolla toplamda 5 kez uygulanmistir (42, 43, 45). 1. ve Il. gruplara ise

ayn1 sekilde %0,9°1uk izotonik serum fizyolojik uygulanmistir (Tablo 3-1).

10. giin sonunda I1. ve IV. gruplar 6 saatlik soguk ve immobilizasyon stresine
maruz birakilmistir. +4°C’de siganlar 13 cm uzunlugunda ve 7 cm ¢apinda silindirik tel

kafeslere yerlestirilmistir (67, 72) (Sekil 3-1).

Siire sonunda 10 mg/kg ksilazin ve 50 mg/kg ketamin anestezisi altinda tiim
gruplarin sakrifikasyonlar1 gerceklestirilmis, beyin ve karaciger dokular1 alinmis, 6rnek

homojenatlar1 hazirlanana kadar -80°C’de muhafaza edilmistir.
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Tablo 3-1: Ticari olarak temin edilen SBT preparatinin 1 doz igerigi

SBT yag igerigi 50 mg
Doymus yag asitleri 10,5 mg
Tekli doymamig yag asitleri 24 mg
Palmitoleik asit (»-7) 12 mg
Oleik asit (®-9) 9mg
cis-Vaksenik asit (o-7) 3mg
Coklu doymamuis yag asitleri 15mg
Linoleik asit (-6) 8,5 mg
a-Linolenik asit (»-3) 6,5 mg
Vitamin E (o-tokoferol) 0,2mg
Vitamin A (p-karoten) 20 ug

Sekil 3-1: Soguk ve immobilizasyon stres modeli
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3.2.2. Doku Homojenizasyonu

Kontrol ve deney gruplarina ait doku ornekleri yas olarak tartildiktan sonra, pH=7,4
olan fosfat tamponlu serum fizyolojik ile homojenize edilip, %20’lik (w/v) homojenatlar
hazirlanmistir. Elde edilen doku homojenatlart yaklasik olarak 4°C’de soguk ortamda 30
saniye siireyle, orta siddette iki kez sonike edilmistir. Sonikasyon isleminden sonra tayinler
icin hazirlanan homojenatlar sogutmali eppendorf santrifiijii ile 10000 rpm’de 10 dakika

santrifiij edilmis, calismalar siipernatantlardan alinan 6rneklerle yapilmistir.
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3.3. Yontemler

3.3.1. 3-Nitrotirozin Miktar Tayini
Calismada Hangzou Eastbiopharm 3-NT ELISA Kiti (Katalog No: CK-E10766)
kullanilmigtir. Kullanilan ELISA testi sandvi¢ prensibine dayali solid faz enzim bagh

immiinosorbent bir dl¢gtimdiir.

3.3.1.1. Prensip

Ornek ve standartlar 3-NT’yi tantyan antikor ile kapli kuyucuklara yiiklenir ve
inkiibasyon sirasinda 3-NT solid faza bagh antikorlar tarafindan yakalanir. Ornekteki
bagli olmayan materyal yikama ile uzaklastirilir. Biotinlenmis 2. antikor kuyucuklara
eklenir. Isaretli antikorlar yakalanmis 3-NT’ye baglanir. Isaretin fazlasi yikama ile
uzaklastirilir. Streptavidin-peroksidaz konjiigati kuyucuklara yiiklenir ve bu konjiigat
spesifik olarak yakalanmis 3-NT {izerine bagli biotinle isaretli antikor ile reaksiyona
girer. Fazla konjiigat yikama ile uzaklastirilir ve kuyucuklara kromojen soliisyonlari
eklenir. Ornekteki mevcut 3-NT miktar1 ile orantili olarak renk olusumu gdzlenir.
Reaksiyon stop soliisyonu ile durdurulur ve 450 nm’de absorbans Olciiliir. Standart
konsantrasyonlarina kars1 absorbans degerleri belirlenerek standart grafigi cizilir. Bu

grafik lizerinden 6rneklerin 3-NT konsantrasyonlar1 hesaplanir.

3.3.1.2. Kullanilan Cozeltiler
Standart soliisyon (2400 nmol/L): Seyreltme tamponu ile standart seri

hazirlanmstir.
Seyreltme tamponu
Streptavidin-HRP konjiige reaktifi
Yikama soliisyonu: Seyreltme tamponu ile 30 kat diliie edilmistir.
Biotin-3-NT antikoru
Kromojen soliisyonu A
Kromojen soliisyonu B

Stop soliisyonu
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3.3.1.3. 3-NT Standart Serisinin Hazirlanmasi

Standart No.1

1200 nmol/L ; 120 pL Standart soliisyon + 120 pL Seyreltme tamponu

Standart No.2 - 600 nmol/L ; 120 pL Standart No.1 ~ + 120 pL Seyreltme tamponu
Standart No.3 - 300 nmol/L ; 120 pL Standart No.2 ~ + 120 pL Seyreltme tamponu
Standart No.4 - 150 nmol/L ; 120 pL Standart No.3 ~ + 120 pL Seyreltme tamponu
Standart No.5 - 75 nmol/L 120 pL Standart No.4  + 120 uL Seyreltme tamponu
Standart No.6 - 37,5 nmol/L ; 120 pL Standart No.5  + 120 pL Seyreltme tamponu

3.3.1.4. Yontem
Kor kuyucuklari: 100 pL distile su,

Standart kuyucuklari: 50 pL standart ve 50 uL streptavidin-HRP,

Ornek kuyucuklart: 40 pL 6rnek, 10 uL 3-NT antikoru ve 50 uL streptavidin-
HRP yiiklendikten sonra 37°C’de 60 dk inkiibe edilmistir. Siire sonunda diliie edilmis

yikama soliisyonu ile 5 kez yikanmustir.

Tim kuyucuklara 50 pl kromojen soliisyonu A ve 50 ul kromojen soliisyonu B

eklenmis, 37°C’de 10 dk karanlik ortamda inkiibe edilmistir.

Son asamada, tiim kuyucuklara 50 pl stop soliisyonu ilave edilmis ve reaksiyon
durdurulmustur. 10 dk igerisinde 450 nm’de absorbans 6l¢iilmiis ve sonuglar standart

egri grafigine gore degerlendirilmistir (Sekil 3-2).

1
0,0 | v=-6E-08x%+0,0006x-0,0144 _—*
08 - R® =0,9996
£ o
m ’
£ 05 d
3 04
= 03 /
0,2 a
0,1 A
0 _“ T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500

3-Nitrotirozin (nmol/L)

Sekil 3-2: 3-Nitrotirozin standart egrisi
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3.3.2. Nitrit-Nitrat Tayini

Calismada Roche Nitrit - Nitrat kolorimetrik yontem kiti (Katalog No:
11746081001) kullanilmistir. NO, kisa yar1 Omrii ve kararsiz yapisi nedeniyle biyolojik
sistemlerde O; ile reaksiyona girerek hizlica NO, ve NOjs’e oksitlenmektedir. Bu
nedenle diizeyleri, kararli son iirlinleri olan NO; ve NOj diizeylerinin 6l¢iimii ile

dolayl1 olarak ol¢iilmektedir.

3.3.2.1. Prensip

Nitrat, NADPH varliginda, nitrat rediiktaz tarafindan nitrite indirgenmektedir.

] . Nitrat rediiktaz . .
NOs; + NADPH + H NO; + NADP™ + H,0O

Olusan nitrit, siilfanilamid ve N-(1-naftil)-etilendiamin dihidroklorid ile

reaksiyona girerek kirmizi-mor renkli diazo bilesigini olusturmaktadir.
NO; + Siilfanilamid + N-(1-naftil)-etilendiamin — Diazo bilesigi

Bu bilesigin 540 nm dalga boyunda absorbans1 6l¢iilerek, toplam nitrit ve nitrat

konsantrasyonu 6lgtilmektedir (77).

3.3.2.2. Kullanilan Cozeltiler
Potasyum fosfat tamponu (pH=7,5)

NADPH tableti: Her bir tablet 0,5 mg NADPH icermektedir.

Reaksiyon karistmi: 1 NADPH tableti 3 ml potasyum fosfat tamponunda

coziilerek hazirlanmistir.
Liyofilize nitrat rediiktaz (4U): 0,7 ml distile suda ¢oziilerek hazirlanmistir.
Renk reaktifi I: Siilfanilamid i¢ermektedir.
Renk reaktifi 1: N-(1-naftil)-etilendiamin dihidroklorid igermektedir.

Stok potasyum nitrat soliisyonu (500 mg nitrit/L): 81,5 mg (0,1 mg) KNO3

100 ml distile suda ¢oziilerek hazirlanmaistir.

Hazirlanan stok soliisyondan diliisyon ile 5,00 - 0,05 mg/L konsantrasyon

araliginda standartlar hazirlanmistir.
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3.3.2.3. Yontem

Kor [NO, + NO5] Ornek [NO, + NOs]
Ornek - 500 ul
Distile su 500 wl -
Reaksiyon karisimi 250 pl 250 pl
Nitrat rediiktaz 20 ul 20 pl

Karstirilip, 15-25°C’de 30 dk inkiibe edildi, A; absorbansi okundu.

Renk reaktifi | 250 pl 250 pl

Renk reaktifi 11 250 pl 250 pl

Karistirilip, 15-25°C’de ve karanlikta 10-15 dK inkiibe edildi, A, absorbansi okundu.

3.3.2.4. Hesaplamalar

AAnitrit+Nitrat = (A2 - Ax)NitritsNitrat = (A2 = A1)Kor Nitrit+Nitrat
KNOj’ten NO3’e ¢evirme faktorii = 0,613

Hesaplamalar standart egri  kullanilarak absorbanslara karsilik gelen

konsantrasyonlar bulunarak yapilmistir (Sekil 3-3).

0,8
07 - y = 0,0092x+ 0,0382 P

R® =0,9898 /
0,6
0,5 /
0,4 /
0,3
- *
0,2 e
0,1 —75/

D * 1 ] 1 1 1
o 20 40 60 80 100

Mitrat (pum)

Absorbans

Sekil 3-3: Nitrat strandart egrisi
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3.3.3. Total Glutatyon Miktar Tayini
Calismada Cayman Glutatyon Kit (Katalog No: 703002) kullanilmistir. Bu kit
ile GSH ol¢iimi enzimatik geri donlisim Yyontemi ile GR kullanilarak

gerceklestirilmistir.

3.3.3.1. Prensip

GSH’da bulunan siilfidril gruplan 5,5’-ditiyo-bis-2-nitrobenzoik asit (DTNB) ile
reaksiyona girerek sar1 renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoik (TNB) asiti olusturmaktadir.
Beraberinde olusan karma disiilfit GSTNB (GSH ve TNB) GR tarafindan indirgenerek,
GSH’1n geri donilisiimiinii ve daha fazla TNB’nin iretimini saglamaktadir. TNB’nin
tiretimi ile 0rnekteki GSH konsantrasyonu birbiri ile dogru orantilidir. 405-414 nm’de
TNB’nin absorbans Ol¢imii, drnekteki GSH ile ilgili degerlendirme saglamaktadir

(78-80) (Sekil 3-4).

GR
GSSG ———— > 2GSH

TNB GSH DTNB

GR
GSTNB TNB

Sekil 3-4: GSH dongiisii

3.3.3.2. Deproteinasyon On islemi
Proteinlerde bulunan partikiiller ve siilfidril gruplarinin neden olabilecegi
interferanslar1 6nlemek amaciyla miimkiin oldugunca drneklerde bulunan proteinlerin

uzaklastirilmas: gerekmektedir.

Metafosforik asit ¢dzeltisi: 5 g MPA, 50 ml Milli-Q su ile hazirlanmistir. Ornege
esit hacimde MPA ¢o6zeltisi eklenerek, vortekslenmis ve 5 dk oda sicakliginda
bekletilmistir. Stire sonunda 2000xg’de en az 2 dk santrifiij edilmis ve siipernatant elde

edilmistir.

Trietanolamin ¢ozeltisi (4M): 531 pul TEAM ve 469 pl Milli-Q su ile
hazirlanmistir. Elde edilen her 1 ml siipernatant i¢in 50 pl olacak sekilde TEAM

cozeltisi eklenerek vortekslenmis ve 6rnekler GSH tayini i¢in hazirlanmistir.
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3.3.3.3. Kullanilan Cozeltiler
GSH-MES tamponu: 0,4 M MES, 0,1 M fosfat ve 2 mM EDTA icermektedir.

60 ml Milli-Q su kullanilarak diliie edilmistir.
GSSG standardi: 25 uM GSSG icermektedir.

GSH ko-faktor karisimi: Liyofilize NADP™ ve glukoz-6-fosfat, 0,5 ml saf su ile

diliie edilmistir.

GSH enzim karistmi: GR ve G6PDH igeren vial 2 ml MES tamponu ile

sulandirilmastir.
GSH-DTNB: Liyofilize DTNB igeren vial 0,5 ml Milli-Q su ile diliie edilmistir.

Reaksiyon karisimi: 20 ml hazirlanmistir. 11,25 ml MES tamponu, 0,45 ml ko-
faktor karisimi, 2,10 ml enzim karisimi, 2,30 ml Milli-Q su ve 0,45 ml DTNB

icermektedir.

3.3.3.4. GSH Standart Serisinin Hazirlanmasi

GSSG MES GSSG Total GSH

standarda tamponu konsantrasyonu ekivalenti
(u1) (ul) (uM) (uM)

Standart No. 1 0 500 0 0

Standart No. 2 5 495 0,25 0,50
Standart No. 3 10 490 0,50 1,00
Standart No. 4 20 480 1,00 2,00
Standart No. 5 40 460 2,00 4,00
Standart No. 6 80 420 4,00 8,00
Standart No. 7 120 380 6,00 12,00

Standart No. 8 160 340 8,00 16,00
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3.3.3.5. Yontem
Standart kuyucuklari: 50 pl A-H standartlari,

Ornek kuyucuklari: 50 pl drnek eklenmistir.

Reaksiyon karigimi taze olarak hazirlanmis ve tiim kuyucuklara 150 pl eklenmis

ve karanlikta inkiibe edilmistir.

Siire sonunda 405 nm’de 20 dk boyunca 5’er dakikalik araliklarla toplam 4

absorbans Ol¢timii yapilmistir.
Sonuglar standart egri grafigine gore hesaplanmistir (Sekil 3-5).
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Sekil 3-5: Total glutatyon standart egrisi
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3.3.4. Glutatyon Peroksidaz Aktivitesi Tayini
Calismada Cayman Glutatyon Peroksidaz Kit (Katalog No: 703102)
kullanilmistir. Bu kit ile GPx aktivitesi, GR ile eslesmis reaksiyon sonucu indirekt

olarak Ol¢lilmektedir.

3.3.4.1. Prensip
GPx tarafindan ROOH rediiksiyonu sonucu olusan GSSG, GR ve NADPH ile

tekrar indirgenmis formuna doniismektedir.

ROOH +2 GSH —CPX 5 ROH + GSSG + H,0

GSSG + NADPH + H' —SR S 2 GSH + NADP*

NADPH’in NADP"’ye oksidasyonu ile birlikte 340 nm’de absorbansta azalma
meydana gelmektedir. GPx aktivitesinin hiz kisitlayici oldugu kosullarda Asso’daki

azalma ile 6rnekteki GPx aktivitesi dogru orantilidir (81).

3.3.4.2. Kullanilan Cozeltiler
GPx tamponu (10x): 50 ml Tris-HCl ve 5 mM EDTA igermektedir (pH=7,6).

3 ml tampon, 27 ml saf su ile diliie edilmistir.

GPx 6rnek tamponu (10x): 50 mM Tris-HCI, 5 mM EDTA ve 1 mg/ml BSA

icermektedir. 2 ml 6rnek tamponu, 18 ml saf su ile diliie edilmistir.

GPx (kontrol): 50 ul GPx igermektedir. 10 ul enzim, 490 ul 6rnek tamponu ile

diliie edilmistir.

GPx ko-substrat karisimi: Liyofilize NADPH, GSH ve GR igermektedir. 2 ml

saf su ile diliie edilmistir.

GPx kiimen hidroperoksit (2,5 ml)
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3.3.4.3. Yontem
Non-enzimatik kuyucuklari: 120 ul GPx tamponu ve 50 pl ko-substrat karigimi,

Pozitif kontrol kuyucuklari: 100 pul GPx tamponu, 50 ul ko-substrat karisimi ve
20 ul GPx,

Omek kuyucuklari: 100 pl GPx tamponu, 50 pl ko-substrat karisimi ve 20 ul

ornek yiiklenmistir.
Tim kuyucuklara 20 pl kiimen hidroperoksit eklenerek reaksiyon baslatilmigitr.

Birkag saniye sonunda, 340 nm’de dakikada 1 kez olacak sekilde 5 absorbans

Olctimii yapilmastir.

3.3.4.4. Hesaplama

| Asqo (2 Zaman) - Asg (1. zaman) |
2. zaman (dk) - 1. zaman (dk)

AAszsoak =

AA3zso/dk 0,19 mi

GPx aktivitesi = T X
0,00373 uM” 0,02 ml

x 0rnek diliisyonu = umol/dk/ml

0,00373 uM™*: NADPH ekstinksiyon katsayis

1 Unite: 25°C’de 1 dk.da 1 umol NADPH’m NADP"ye oksidasyonunu

saglayan enzim miktaridir.
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3.3.5. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi Tayini
Dokularda SOD aktivitesi Sun’in modifiye yontemine gore Ol¢iilmiistiir (82).

3.3.5.1. Prensip

Yontemin esasi ksantin/ksantin oksidaz sistemiyle olusturulan O, ’nin NBT’yi
indirgemesinin SOD tarafindan inhibisyonuna dayanmaktadir (Sekil 3-6). 1 Unite SOD
aktivitesi NBT nin indirgenmesini %50 inhibe eden protein konsantrasyonu olarak ifade

edilmektedir.

NBT Formazon

(kirmuzi renk)
Ksantin

oksidaz ..
Ksantin+ H,0+ 0, ———— Urik asit+ 2 0,*" + 2H*

SOD

H,0, + O,

Sekil 3-6: NBT ve SOD aktivitesi

3.3.5.2. Kullanilan Cozeltiler
Ksantin oksidaz ¢ozeltisi (0,2 U/ml)

Bakir kloriir ¢ozeltisi (8 mM)
Ksantin ¢ozeltisi (0,3 mM)
Na;EDTA ¢ozeltsi (0,6 mM)

NBT ¢ozeltsi (150 pM)

Sodyum karbonat ¢ozeltisi (0,6 mM)
Albiimin ¢ozeltisi (% 100 mg)

Reaksiyon karigimi (pH=10,2): 40 ml ksantin ¢ozeltisi, 20 ml Na;EDTA
cozeltisi, 20 ml NBT ¢ozeltsi, 12 ml sodyum karbonat ¢ozeltisi ve 6 ml albiimin ¢ozeltsi

icermektedir.
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3.3.5.3. Yontem

Kor (ml) Ornek (ml)
Reaksiyon karisimi 2,850 2,850
Distile su 0,05 -
Ornek - 0,05
Ksantin oksidaz 0,05 0,05

Karistirilip, 25°C*de 20 dk inkiibe edilmistir.

Bakar Kkloriir 0,05 0,05

Kor ve drneklerin 560 nm dalga boyunda formazon olusumlari 6l¢iilmiistiir.

3.3.5.4. Hesaplama

A or = Ai’)me
% inhibisyon = s ) x 100

kor

Bu reaksiyon karistminda %50 inhibisyon, 1 Unite enzim aktivitesine karsilik

gelmektedir.
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3.3.6. Total Antioksidan Kapasite Tayini
Beyin ve karaciger dokularinda total antioksidan kapasite tayininde CUPRAC
(cupric ion reducing antioxidant capacity; Cu(ll) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite)

yontemi kullanilmistir.

3.3.6.1. Prensip

Bu yontemde, kromojenik reaktif olarak kullanilan, 2,9-dimetil-1,10-fenantrolin
(Neokuprin:Nc)’in Cu(Il) ile olusturdugu Cu(ll)-Nc kompleksi (CUPRAC reaktifi)’nin
antioksidan varliginda Cu(I)-Nc kelatina indirgenmesi ve bu kelatin maksimum 1s181
absorpladigi dalgaboyu olan 450 nm'deki absorbansinin olgiimiinden yararlanarak
antioksidan kapasite hesaplanmaktadir (83) (Sekil 3-4).

] 2+ — —

(Q:@} Ar(OH), Ar(=0), O O
HyC N\ g:; / HsC \C u/ CHal (4

Rede

Ag¢ik mavi CUPRAC reaktifi Sar1 renkli iiriin, Ay, = 450 nm

Sekil 3-7: Cu(l1)-Nc reaktifinin antioksidanlar ile reaksiyonu sonucu Cu(l)-Nc¢ kelatinin
olusumu

3.3.6.2. Kullanilan Cozeltiler

CuCl,.2H,0: 102M konsantrasyonunda saf su ile hazirlanmistir.
Neokuprin: 7,5x10° M konsantrasyonunda etil alkol ile hazirlanmistir.

%5 SDS’li iireli tampon: 0,086M Tris-hidroksimetil aminometan, 0,09M glisin
ve 4mM sodyum sitrattan olusan karisim 8M fire ¢ozeltisi ile ¢oziilmiis ve pH’s1 6M
HCI ile 7’ye ayarlanmistir. Hazirlanan bu {ireli tampon ile %5 SDS’li tampon (w/v)

hazirlanmastir.

Standart Tris tamponu: 0,086M Tris-hidroksimetil aminometan, 0,09M glisin ve

4mM sodyum sitrattan olusan karisimin pH’s1 6M HCl ile 8’e ayarlanmstir.



3.3.6.3. Yontem

Kor (ul) Standart (uI)  Ornek (pl)

CuCl, 400 400 400
Neokuprin 400 400 400
%S5 SDS’li iireli tampon 400 400 400
Standart Tris tamponu 380 380 380
Distile su 20 - -

Standart - 20 -

Ornek - - 20

60

Karistirilip oda sicakliginda 30 dk inkiibe edildikten sonra, 450 nm dalga

boyunda kore karsi standart ve 6rneklerin absorbanslart okunmustur.

Sonuglar standart egri grafigine gore hesaplanmistir (Sekil 3-8).
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Sekil 3-8: Askorbik asit standart egrisi
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3.3.7. Total Tiyol Tayini
3.3.7.1. Prensip

Ilk olarak G.L. Ellman tarafindan serbest tiyol miktarinin belirlenmesi igin
gelistirilen yontemde 5,5'ditiyobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB/Ellman reaktifi)
kullanilmaktadir. Ellman reaktifi hizli ve spesifik olarak serbest -SH gruplariyla
reaksiyona girerek, 412 nm’de maksimum absorbansa sahip sari renkli kromojenik
5-tiyo-2-nitrobenzoat (TNB) anyonunu olusturur (84) (Sekil 3-9).

NO,
0 0 NO,
S H RSH s
HO ~s H ———— 15 “SR + OH
o 0N HS
O:N o

Ellman Reaktifi TNB

Sekil 3-9: Ellman reaktifinin tiyol gruplan ile etkilesimi

3.3.7.2. Kullanmilan Cozeltiler
Standart Tris tamponu: 0,086M Tris-hidroksimetil aminometan, 0,09M glisin ve

4mM sodyum sitrattan olusan karigimin pH’s1 6M HCl ile 8’e ayarlanmustir.

Ureli tampon: 0,086M Tris-hidroksimetil aminometan, 0,09M glisin ve 4mM
sodyum sitrattan olusan karisim 8M {ire ¢ozeltisi ile ¢oziilmiis ve pH’s1 6M HCl ile 7’ye

ayarlanmistir.

Ellman reaktifi: 4 mg DTNB, 1 ml standart Tris tamponunda g¢oziilerek

hazirlanmstir.
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3.3.7.3. Yontem

Kor (ul) Standart (ul)  Ornek (ul)

Distile su 20 - -
Standart - 20 -
Ornek - - 20
Ureli tampon 1980 1980 1980
Ellman reaktifi 30 30 30

Karigtirtlip oda sicakliginda 2 dk inkiibe edildikten sonra, 412 nm dalga

boyunda kore karsi standart ve 6rneklerin absorbanslar1 okunmustur.

Sonuglar standart egri grafigine gore hesaplanmigtir (Sekil 3-10).

0,8

07 | y = 0,013x+ 0,0285
: R =0,9968
0.6 /’/’

205
£ ./
5 0,4 /
o 0.3
02 ’,_,.//‘
01
D 1 1 1 1 1 1
o 10 20 30 40 50 &0

Sistein (uM)

Sekil 3-10: Sistein standart egrisi
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3.3.8. Total Protein Tayini
Beyin ve karaciger dokularinda protein diizeylerinin belirlenmesinde Folin

Lowry yontemi kullanilmustir (85).

3.3.8.1. Prensip

Yontem, alkali kosullarda bakir (II) iyonlarinin proteinlerin peptid baglari ile
kompleks olusturmasi (Biiiret reaksiyonu) ve daha sonra ilave edilen Folin-Ciocalteau
ayiracinin proteinlerde bulunan tirozin ve triptofan ile indirgenerek, siddetli mavi-yesil
renk vermesi esasina dayanmaktadir. Reaksiyon sonucu olusan mavi renkli iiriiniin

absorbansi 750 nm’de spektrofotometrik olarak 6l¢tilmiistiir.

3.3.8.2. Kullanilan Cozeltiler
Bakar stilfat (%0,1)

Alkali tartarat stok ¢ozeltisi: 1 L, 0,1 N NaOH iginde 20,1 g sodyum karbonat,

0,5 g sodyum tartarat ¢oziilerek hazirlanmistir.

Alkali tartarat ¢alisma c¢ozeltisi: 9 birim alkali tartarat stok c¢ozeltisi, 1 birim

bakir siilfat ¢ozeltisi ile seyreltilerek olusturulmustur.

Folin-Ciocalteau reaktifi: 1:1 distile su ile seyreltilerek kullanilmustir.

3.3.8.3. Yontem

Kor (ml) Standart (ml)  Ornek (ml)

Distile su 0,01 - -
Standart - 0,01 -
Ornek - - 0,01
Alkali tartarat calisma cozeltisi 2,5 2,5 2,5

Oda sicakliginda, 15 dk inkiibe edilmistir.

Folin-Ciocalteau reaktifi 0,25 0,25 0,25

Karistirilip oda sicakliginda 30 dk inkiibe edildikten sonra, 750 nm dalga
boyunda kore karsi standart ve drneklerin absorbanslart okunmustur. Sonuglar standart

egri grafigine gore hesaplanmistir (Sekil 3-11).
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3.3.8.4. Hesaplama

Aémek
% mg protein = —— x 100 x diliisyon faktorii
standart

0,9

08 +————vy=0,1202x+0,1969
07 +—mMmmm— R*=0,9923 ;
0,6

205 .«
ED.-'J- /y/_/,/"’"
< p3
D.z—#/"
0,1
0 —

o o5 1 15 2 25 3 35 4 45 5
Albtimin [mg/mL)

Sekil 3-11: Albiimin standart e@risi

3.3.9. istatistiksel Analiz
Calismanin istatistiksel analizi SPSS (Statistical Package for Social Sciences)

21.0 paket programi kullanilarak yapilmustir.

Tanimlayici degerler ortalama, standart sapma, medyan ve minimum-
maksimum olarak verilmistir. Kontrol, Stres, SBT ve SBT+Stres gruplarinin
karsilastirmasinda Kruskal Wallis testi kullanilmis, p<0,05 degeri istatistiksel olarak

anlamh kabul edilmistir.

Gruplarin ikili karsilastirmalar1 Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney-U testi

kullanilarak yapilmis, diizeltilmis anlamlilik sinir1 p<0,008 olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Karaciger dokusu 3-nitrotirozin diizeyleri Tablo 4-1°de, beyin dokusu

3- nitrotirozin diizeyleri ise Tablo 4-2’de gosterilmistir.

Karaciger dokusu total nitrit + nitrat diizeyleri Tablo 4-3’te, beyin dokusu

total nitrit + nitrat diizeyleri ise Tablo 4-4’te gosterilmistir.

Karaciger dokusu total glutatyon diizeyleri Tablo 4-5’te, beyin dokusu
total glutatyon diizeyleri ise Tablo 4-6’da gosterilmistir.

Karaciger dokusu glutatyon peroksidaz aktiviteleri Tablo 4-7°de, beyin dokusu
glutatyon peroksidaz aktiviteleri ise Tablo 4-8’de gosterilmistir.

Karaciger dokusu siiperoksit dismutaz aktiviteleri Tablo 4-9’da, beyin dokusu

sliperoksit dismutaz aktiviteleri ise Tablo 4-10’da gosterilmistir.

Karaciger dokusu total antioksidan kapasite diizeyleri Tablo 4-11’de, beyin

dokusu total antioksidan kapasite diizeyleri ise Tablo 4-12’de gosterilmistir.

Karaciger dokusu total tiyol diizeyleri Tablo 4-13’te, beyin dokusu total tiyol

diizeyleri ise Tablo 4-14’te gosterilmistir.

Karaciger dokusu GSH/GSSG diizeyleri Tablo 4-15’te, beyin dokusu
GSH/GSSG diizeyleri ise Tablo 4-16’da gosterilmistir.
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Karaciger dokusu 3-nitrotirozin diizeylerinin ikli karsilagtirilmast Sekil 4-1’de,
beyin dokusu 3-nitrotirozin diizeylerinin ikli karsilastirilmasi ise Sekil 4-2’de

gosterilmistir.

Karaciger dokusu total nitrit + nitrat diizeylerinin ikili karsilastiriimasi
Sekil 4-3’te, beyin dokusu total nitrit + nitrat diizeylerinin ikili karsilagtirilmasi ise

Sekil 4-4’te gosterilmistir.

Karaciger dokusu total glutatyon diizeylerinin ikili karsilastirilmas: Sekil 4-5’te,
beyin dokusu total glutatyon diizeylerinin ikili karsilastirilmas: ise Sekil 4-6’da

gosterilmistir.

Karaciger dokusu glutatyon peroksidaz aktivitelerinin ikili karsilagtiritlmasi Sekil
4-7’de, beyin dokusu glutatyon peroksidaz aktivitelerinin ikili karsilastirilmasi ise Sekil

4-8’de gosterilmistir.

Karaciger dokusu stiperoksit dismutaz aktivitelerinin ikili karsilagtiriimas: Sekil
4-9°da, beyin dokusu siiperoksit dismutaz aktivitelerinin ikili karsilagtirilmasi ise Sekil

4-10°da gosterilmistir.

Karaciger dokusu total antioksidan kapasite diizeylerinin ikili karsilagtirilmasi
Sekil 4-11°de, beyin dokusu total antioksidan kapasite diizeylerinin ikili
karsilagtiritimasi ise Sekil 4-12°de gosterilmistir.

Karaciger dokusu total tiyol diizeylerinin ikili karsilastirilmas: Sekil 4-13’te,
beyin dokusu total tiyol diizeylerinin ikili karsilastirilmas:t ise Sekil 4-14te

gosterilmistir.

Karaciger dokusu GSH/GSSG diizeylerinin ikili karsilastirilmas: Sekil 4-15’te,
beyin dokusu GSH/GSSG diizeylerinin ikili karsilastirilmas: ise Sekil 4-16’da

gosterilmistir.



4.1. 3-Nitrotirozin Diizeyleri

Tablo 4-1: Karaciger dokusu 3-nitrotirozin diizeyleri (pmol/mg protein)
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KONTROL STRES SBT SBT + STRES
3,28 3,66 4,39 4,01
3,70 4,89 4,01 5,56
3,24 4,76 4,51 4,28
3,79 3,91 4,15 6,23
3,22 3,83 2,88 1,27
4,24 4,30 3,64 3,82
3,63 4,80 3,82 8,35
4,15 4,77 3,83 8,41
ORT = SS 3,66 + 0,40 4,37 £ 0,60 3,90 £ 0,51 5,99 + 1,46
MEDYAN 3,66 4,53 3,92 5,89
(MIN - MAK) (3,22 - 4,24) (3,66 - 4,89) (2,88 - 4,51) (3,82 - 8,41)
8,000
C
= 7,000
‘S 6,000
=
E 5,000
g 4,000 I I
g 3,000
3
£ 2,000
=
™ 1,000
0,000
Kontrol Stres SBT SBT + Stres

Sekil 4-1: Gruplara ait karaciger dokusu 3-nitrotirozin diizeylerinin karsilastirilmasi

(c: kontrol grubuna gore)

Gruplarin ikili karsilastirilmasinda;

Kontrol ve SBT + Stres gruplar arasinda (p=0,002) istatistiksel olarak anlamli

fark bulunmustur.

Gruplarin diger ikili karsilastirmalarinda anlamli fark bulunmamistir (p>0,008).




Tablo 4-2: Beyin dokusu 3-nitrotirozin diizeyleri (pmol/mg protein)
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KONTROL STRES SBT SBT + STRES
6,22 7,54 6,63 10,15
7,00 7,11 5,80 7,78
5,83 7,21 8,61 10,89
6,61 8,71 6,14 11,71
5,56 6,94 7,40 7,65
6,42 8,97 7,67 8,50
5,55 6,12 7,58 8,37
6,98 7,79 5,85 8,52
ORT + SS 6,27 £ 0,58 7,55 + 0,94 6,96 + 1,01 9,20 £ 1,52
MEDYAN 6,32 7,38 7,02 8,51
MIN - MAK) | (5,55 - 7,00) (6,12 — 8,97) (5,80 - 8,61) (7,65 - 11,71)
12,000
cf
%‘ 10,000
) a
= 8,000 I
: l
E_ 6,000
g 4,000
.322
- 2,000
0,000
Kontrol Stres SBT SBT + Stres

Sekil 4-2: Gruplara ait beyin dokusu 3-nitrotirozin diizeylerinin karsilastirilmasi

(a, c: kontrol grubuna gore; f: SBT grubuna gore)

Gruplarin ikili karsilastirilmasinda;

Kontrol ve Stres gruplar1 arasinda (p=0,007), Kontrol ve SBT + Stres gruplari

arasinda (p=0,0001), SBT ve SBT + Stres gruplan arasinda (p=0,005)

olarak anlamli fark bulunmustur.

istatistiksel

Gruplarin diger ikili karsilastirmalarinda anlamli fark bulunmamstir (p>0,008).




4.2. Total Nitrit + Nitrat Diizeyleri
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Tablo 4-3: Karaciger dokusu total nitrit + nitrat diizeyleri (nmol/mg protein)

KONTROL STRES SBT SBT + STRES
52,63 65,63 57,27 57,58
45,63 61,83 52,61 58,08
51,48 66,14 55,93 56,33
44,82 58,13 57,87 54,79
47,65 60,72 52,63 53,62
49,67 65,82 51,92 57,38
53,87 58,63 52,67 56,30
45,62 59,84 54,32 53,72
ORT + SS 48,92 % 3,50 62,09 + 3,33 54,40 + 2,33 55,98 + 1,74
MEDYAN 48,66 61,28 53,49 56,31
(MIN - MAK) | (44,82-53,87) | (58,13-66,14) | (51,92-57,87) | (53,62 - 58,08)

Total Nitrit + Nitrat (nmol/mg protein)

70,000

60,000

50,000

40,000

30,000

20,000

10,000

0,000
Kontrol

a

Stres

SBT SBT + Stres

Sekil 4-3: Gruplara ait karaciger dokusu total nitrit + nitrat diizeylerinin karsilastirilmasi

(a, b, c: kontrol grubuna gore; d, e: stres grubuna gore)

Gruplarin ikili karsilastirilmasinda;

Kontrol ve Stres gruplari arasinda (p=0,0001), Kontrol ve SBT gruplari arasinda

(p=0,005), Kontrol ve SBT + Stres gruplar1 arasinda (p=0,001), Stres ve SBT gruplar1

arasinda (p=0,0001), Stres ve SBT + Stres gruplart arasinda (p=0,0001)

olarak anlamli fark bulunmustur.

istatistiksel

SBT ve SBT + Stres gruplarinin ikili karsilastirmasinda ise anlamli fark

bulunmamustir (p>0,008).




Tablo 4-4: Beyin dokusu total nitrit + nitrat diizeyleri (nmol/mg protein)
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KONTROL STRES SBT SBT + STRES
20,73 22,85 16,63 22,54
18,56 21,74 19,94 19,92
15,14 23,57 22,67 19,72
16,41 29,94 16,77 18,58
20,53 21,69 21,86 22,66
16,72 22,97 17,78 18,53
17,26 24,74 18,79 19,62
13,74 28,67 20,88 18,75
ORT % SS 17,39 + 2,46 24,52 + 3,13 19,42 £ 2,29 20,04 + 1,67
MEDYAN 16,99 23,27 19,36 19,67
(MIN - MAK) | (13,74-20,73) | (21,69-29,94) | (16,63-22,67) | (18,53 - 22,66)

Total Nitrit + Nitrat (nmol/mg protein)

30,000

25,000

20,000

15,000

10,000

o
=]
3

0,000
Kontrol

Stres

Q.
— ™

SBT SBT + Stres

Sekil 4-4: Gruplara ait beyin dokusu total nitrit + nitrat diizeylerinin karsilastirilmasi

(a: kontrol grubuna gore; d, e: stres grubuna gore)

Gruplarin ikili karsilastirilmasinda;

Kontrol ve Stres gruplari arasinda (p=0,0001), Stres ve SBT gruplari arasinda

(p=0,002), Stres ve SBT + Stres gruplari arasinda (p=0,002) istatistiksel olarak anlaml

fark bulunmustur.

Gruplarin diger ikili karsilastirmalarinda anlamli fark bulunmamstir (p>0,008).




4.3. Total Glutatyon Diizeyleri
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Tablo 4-5: Karaciger dokusu total glutatyon diizeyleri (nmol/mg protein)

KONTROL STRES SBT SBT + STRES
32,75 29,82 34,82 31,84
35,69 29,97 35,18 32,27
32,87 30,79 35,58 33,72
36,72 30,18 35,62 35,64
34,28 28,67 34,76 36,56
33,57 31,93 32,86 35,28
34,72 27,73 33,15 32,58
32,87 29,82 35,76 33,28
ORT =SS 34,18 + 1,46 29,86 + 1,27 34,72 £1,12 33,90 + 1,73
MEDYAN 33,92 29,90 34,99 33,50
(MIN - MAK) | (32,75-36,72) | (27,73-31,93) | (32,86-35,76) | (31,84 - 36,56)

Total Glutatyon (nmol/mg protein)

40,000

w
o
8
o

30,000

25,000

20,000

15,000

10,000

w
=]
g

0,000

Kontrol

Stres

d e
SBT SBT + Stres

Sekil 4-5: Gruplara ait karaciger dokusu total glutatyon diizeylerinin karsilastiriimasi

(a: kontrol grubuna gore; d, e: stres grubuna gore)

Gruplarin ikili karsilastirilmasinda;

Kontrol ve Stres gruplari arasinda (p=0,0001), Stres ve SBT gruplari arasinda
(p=0,0001), Stres ve SBT + Stres gruplar1 arasinda (p=0,0001)

anlamli fark bulunmustur.

istatistiksel olarak

Gruplarin diger ikili karsilastirmalarinda anlamli fark bulunmamistir (p>0,008).




Tablo 4-6: Beyin dokusu total glutatyon diizeyleri (nmol/mg protein)
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KONTROL STRES SBT SBT + STRES
3,68 1,97 4,05 2,58
4,96 1,80 4,33 2,42
3,86 1,81 4,68 2,63
4,33 2,23 4,03 2,45
3,65 1,94 4,38 2,38
4,08 1,84 4,76 2,16
4,61 1,93 4,03 2,10
410 2,04 4,87 2,38
ORT £ SS 4,07 £ 0,29 1,94+0,14 4,39+ 0,34 2,39+0,19
MEDY AN 4,02 1,93 4,35 2,39
(MiN - MAK) (3,68 - 4,61) (1,80 - 2,23) (4,03 - 4,87) (2,10 - 2,63)
5,000 d
4500 I
.g 4,000
:‘5 3,500
£
= 3,000
£ cef
£ w0 : 1
g 2,000
g 1,500
[G]
T 1,000
F 0,500 I
0,000
Kontrol Stres SBT SBT + Stres

Sekil 4-6: Gruplara ait beyin dokusu total glutatyon diizeylerinin karsilastirilmasi

(a, c: kontrol grubuna gore; d, e: stres grubuna gore; f: SBT grubuna gore)
Gruplarin ikili karsilastirilmasinda;

Kontrol ve Stres gruplari arasinda (p=0,0001), Kontrol ve SBT + Stres gruplari
arasinda (p=0,0001), Stres ve SBT gruplar1 arasinda (p=0,0001), Stres ve SBT + Stres
gruplart arasinda (p=0,001), SBT ve SBT + Stres gruplar arasinda (p=0,0001)

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur.

Kontrol ve SBT gruplarinin ikili karsilastirmasinda ise anlamh fark

bulunmamustir (p>0,008).




4.4. Glutatyon Peroksidaz Aktivitesi
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Tablo 4-7: Karaciger dokusu glutatyon peroksidaz aktivitesi (nmol/dk/mg protein)

KONTROL STRES SBT SBT + STRES
56,78 36,87 58,94 51,84
54,25 40,63 59,87 48,93
51,25 35,25 54,62 50,84
53,52 36,83 53,53 52,75
56,20 37,88 58,28 48,85
51,63 36,60 52,48 49,73
52,63 36,74 57,70 43,76
51,53 38,44 59,39 46,50
ORT =SS 53,48 +2,13 37,41 +1,61 56,85 + 2,87 49,15 + 2,92
MEDYAN 53,07 38,85 57,99 49,33
(MIN - MAK) (51,25-56,78) | (35,25-40,63) | (52,48-59,87) | (43,76 -52,75)
70,000
d
60,000
I cef
N E‘ 50,000 ]:
< g 40,000 a
S :
3 i 30,000
=
G = 20,000
10,000
0,000
Kontrol Stres SBT SBT + Stres
Sekil 4-7: Gruplara ait Kkaraciger dokusu glutatyon peroksidaz aktivitelerinin

karsilastirilmasi

(a, c: kontrol grubuna gore; d, e: stres grubuna gore; f: SBT grubuna gore)
Gruplarin ikili karsilastirilmasinda;

Kontrol ve Stres gruplari arasinda (p=0,0001), Kontrol ve SBT + Stres gruplari
arasinda (p=0,007), Stres ve SBT gruplar1 arasinda (p=0,0001), Stres ve SBT + Stres
gruplart arasinda (p=0,0001), SBT ve SBT + Stres gruplar1 arasinda (p=0,0001)
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur.

Kontrol ikili ise anlamli fark

ve SBT gruplarinin karsilagtirmasinda

bulunmamustir (p>0,008).
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Tablo 4-8: Beyin dokusu glutatyon peroksidaz aktivitesi (mmol/dk/mg protein)

KONTROL STRES SBT SBT + STRES
27,47 23,18 26,38 22,74
26,85 20,37 28,16 23,98
26,77 19,42 26,36 23,66
25,85 22,73 27,87 26,71
25,74 21,33 28,36 24,48
28,41 21,65 29,87 23,86
24,14 22,87 29,63 24,66
27,84 24,04 25,64 25,83
ORT % SS 26,63 + 1,36 21,95+ 1,54 27,79 1,56 24,49 1,26
MEDYAN 26,81 22,19 28,02 24,23
(MIN - MAK) | (24,14-28,41) | (19,42-24,04) | (25,64-29,87) | (22,74-26,71)

Glutatyon peroksidaz
{umol/dk/mg protein)

35,000

30,000

] ]
=] w
g 8
S =1

15,000

-
o
8
s}

5,000

0,000

Kontrol

Stres

Q0
o
o

—

SBT SBT + Stres

Sekil 4-8: Gruplara ait beyin dokusu glutatyon peroksidaz aktivitelerinin karsilastirilmasi

(a, c: kontrol grubuna gore; d, e: stres grubuna gore; f: SBT grubuna gore)

Gruplarin ikili karsilastirilmasinda;

Kontrol ve Stres gruplari arasinda (p=0,0001), Kontrol ve SBT + Stres gruplari
arasinda (p=0,007), Stres ve SBT gruplar1 arasinda (p=0,0001), Stres ve SBT + Stres

gruplart arasinda (p=0,005), SBT ve SBT + Stres gruplart arasinda (p=0,002)

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur.

Kontrol

ve SBT gruplarinin

bulunmamustir (p>0,008).

ikili

karsilagtirmasinda

ise anlamh

fark




4.5. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi
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Tablo 4-9: Karaciger dokusu siiperoksit dismutaz aktivitesi (U/mg protein)

KONTROL STRES SBT SBT + STRES
12,73 14,87 9,65 11,86
11,98 15,36 12,69 13,34
9,84 16,73 9,24 13,75
10,64 13,83 10,63 10,76
12,84 12,83 11,85 10,61
10,93 12,52 9,37 9,83
9,68 12,73 9,70 12,61
11,83 14,87 9,32 10,43
ORT =SS 11,31+1,22 14,22 +£1,49 10,31+ 1,31 11,65+ 1,46
MEDYAN 11,38 14,35 9,68 11,31
(MIN - MAK) (9,68 - 12,84) (12,52 - 16,73) (9,24 - 12,69) (9,83 - 13,75)
18,000
= 16,000 a
é 14,000 e
g‘f 12,000 d I
% 10,000 I
E 8,000
g 6,000
E 4,000
3 2,000
0,000
Kontrol Stres SBT SBT + Stres
Sekil 4-9: Gruplara ait karaciger dokusu siiperoksit dismutaz aktivitelerinin

karsilastirilmasi

(a: kontrol grubuna gore; d, e: stres grubuna gore)

Gruplarin ikili karsilastirilmasinda;

Kontrol ve Stres gruplart arasinda (p=0,003), Stres ve SBT gruplar1 arasinda
(p=0,0001), Stres ve SBT + Stres gruplar1 arasinda (p=0,007)

anlamli fark bulunmustur.

istatistiksel olarak

Gruplarin diger ikili karsilastirmalarinda anlamli fark bulunmamistir (p>0,008).




Tablo 4-10: Beyin dokusu siiperoksit dismutaz aktivitesi (U/mg protein)
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KONTROL STRES SBT SBT + STRES
4,98 6,38 4,37 5,38
4,83 6,44 4,62 4,84
4,72 5,74 4,24 5,73
4,67 6,27 4,73 5,37
5,14 4,37 4,84 4,68
5,23 5,75 3,87 5,64
4,79 6,84 4,71 4,75
452 6,18 3,86 4,27
ORT + SS 4,86+ 0,24 6,00 £ 0,75 4,41 £ 0,39 5,08 + 0,52
MEDYAN 4,81 6,23 4,50 5,10
(MIN - MAK) (4,52 - 5,23) (4,37 - 6,84) (3,86 - 4,84) (4,27 - 5,73)
8,000
T 7,000
2
= 6,000 e
g 5,000 d I
g 4,000 I
£
2 3000
*E 2,000
=§' 1,000
0,000

Kontrol

Stres

SBT SBT + Stres

Sekil 4-10: Gruplara ait beyin dokusu siiperoksit dismutaz aktivitelerinin karsilastirilmasi

(d, e: stres grubuna gore)

Gruplarin ikili karsilastirilmasinda;

Stres ve SBT gruplari arasinda (p=0,002), Stres ve SBT + Stres gruplar1 arasinda

(p=0,007) istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur.

Gruplarin diger ikili karsilastirmalarinda anlamli fark bulunmamistir (p>0,008).




4.6. Total Antioksidan Kapasite Diizeyleri

Tablo 4-11: Karaciger dokusu total antioksidan kapasite diizeyleri
(nmol askorbik asit esdegeri/mg protein)
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KONTROL STRES SBT SBT + STRES
192,2 250,7 265,7 253,6
1734 220,6 255,4 182,9
186,6 224,0 321,1 252,8
182,6 220,1 206,8 205,0
178,4 201,7 283,5 218,9
227,5 224,9 198,0 216,1
183,5 2225 230,8 253,3
178,4 196,9 210,9 203,6
ORT + SS 187,8 17,0 220,2 + 16,3 2465 + 42,8 223,3 + 27,0
MEDYAN 183,0 221,6 243,1 217,5
(MIN - MAK) | (173,4-2275) | (196,9-250,7) | (198,0-321,1) | (182,9 - 253,6)

Total Antioksidan Kapasite
(nmol askorbik asit esdegeri/mg protein)

350,000

300,000

250,000

200,000

150,000

100,000

50,000

0,000

Kontrol

Stres

L2
—

SBT SBT + Stres

Sekil 4-11: Gruplara ait karaciger dokusu total antioksidan kapasite diizeylerinin
karsilastirilmasi

(a, b: kontrol grubuna gore)

Gruplarin ikili karsilagtirilmasinda;

Kontrol ve Stres gruplar1 arasinda (p=0,007), Kontrol ve SBT gruplar1 arasinda

(p=0,001) istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur.

Gruplarin diger ikili karsilastirmalarinda anlamli fark bulunmamistir (p>0,008).




Tablo 4-12: Beyin dokusu total antioksidan kapasite diizeyleri

(nmol askorbik asit esdegeri/mg protein)

KONTROL STRES SBT SBT + STRES
1276 135,1 159,3 135,1
165,4 139,1 163,6 164,0
160,7 160,8 144,1 166,1
167,4 137,0 156,6 150,1
129,3 129,0 151,9 143,2
160,4 155,6 172,1 140,4
143,3 152,3 176,4 156,2
126,4 1485 154,3 141,0
ORT +SS | 1476+179 1447+ 11,2 159,8 + 10,6 149,5+11,5
MEDYAN 151,9 1438 157,9 146,6
(MiN - MAK)| (126,4-167,4) | (129,0-160,8) | (144,1-176,4) | (135,1-166,1)

180,000
160,000
140,000
120,000
100,000

80,000

60,000

Total Antioksidan Kapasite
{nmol askorbik asit esdegeri/mg protein)

40,000
20,000

0,000

Kontrol Stres

SBT

SBT + Stres

Sekil 4-12: Gruplara ait beyin dokusu total antioksidan diizeylerinin karsilastirilmasi

Gruplarn ikili kargilagtirmalarinda anlamli fark bulunmamistir (p>0,008).
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4.7. Total Tiyol Diizeyleri
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Tablo 4-13: Karaciger dokusu total tiyol diizeyleri (nmol sistein esdegeri/mg protein)

KONTROL STRES SBT SBT + STRES
17,64 21,98 18,62 23,16
18,07 23,97 20,99 19,25
20,23 24,97 25,01 22,80
20,33 26,12 20,77 20,44
17,95 19,67 25,63 20,97
21,66 24,56 21,56 21,30
21,39 22,32 25,51 23,88
18,11 22,52 26,72 26,53
ORT + SS 19,42 + 1,66 23,26 + 2,04 23,10 + 2,96 22,29 +2,30
MEDYAN 19,17 23,24 23,29 22,05
(MIN - MAK) | (17,64-21,66) | (19,69 -26,12) | (18,62-26,72) | (19,25 - 26,53)

Total tiyol
(nmol sistein esdegeri/mg protein)

30,000

25,000

20,000

15,000

10,000

5,000

0,000

Kontrol

Stres

SBT SBT + Stres

Sekil 4-13: Gruplara ait karaciger dokusu total tiyol diizeylerinin karsilastiriimasi

(a: kontrol grubuna gore)

Gruplarin ikili karsilastirilmasinda;

Kontrol ve Stres gruplar1 arasinda (p=0,002) istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmustur.

Gruplarin diger ikili karsilastirmalarinda anlamli fark bulunmamstir (p>0,008).
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Tablo 4-14: Beyin dokusu total tiyol diizeyleri (nmol sistein esdegeri/mg protein)

KONTROL STRES SBT SBT + STRES
1,39 1,38 1,80 1,52
1,44 1,17 1,31 1,48
1,30 1,20 1,48 1,34
1,27 1,20 1,15 1,52
1,29 1,19 1,17 1,22
1,13 1,30 1,46 1,25
1,26 1,15 1,38 1,26
1,54 1,41 1,36 1,44
ORT =SS 1,33£0,12 1,25+ 0,10 1,39 £ 0,21 1,38 £0,13
MEDYAN 1,29 1,20 1,37 1,39
(MiN - MAK) (1,13-1,54) (1,15-1,41) (1,15-1,80) (1,22 -1,52)
1,800
— 1,600
‘E 1,400 { {
g’ 1,200
T
2 1,000
£ % 0,800
F e
E 0,600
% 0,400
£
= 0,200
0,000
Kontrol Stres SBT SBT + Stres

Sekil 4-14: Gruplara ait beyin dokusu total tiyol diizeylerinin karsilastirilmasi

Gruplarin ikili karsilagtirmalarinda anlamli fark bulunmamistir (p>0,008).




4.8. GSH/GSSG Diizeyleri

Tablo 4-15: Karaciger dokusu GSH/GSSG diizeyleri

81

KONTROL STRES SBT SBT + STRES
2,10 1,27 2,76 2,36
2,07 1,37 2,94 2,97
5,76 1,10 3,48 2,04
2,48 1,40 3,98 2,99
2,06 1,14 3,33 1,44
4,55 1,24 3,16 1,79
3,16 0,85 450 3,00
2,92 1,72 2,91 2,97
ORT £ SS 3,13+£1,35 1,26 £ 0,25 3,38 £0,59 2,45 + 0,63
MEDY AN 2,70 1,26 3,25 2,66
(MIN - MAK) (2,06 - 5,76) (0,85-1,72) (2,76 - 4,50) (1,44 - 3,00)
5,000
4,500
d
4,000
3,500 \
e
9 3,000
8 2500 1
I
& 2,000
a
1,500 I
1,000
0,500
0,000

Kontrol

Stres

SBT SBT + Stres

Sekil 4-15: Gruplara ait karaciger dokusu GSH/GSSG diizeylerinin karsilastirilmasi

(a: kontrol grubuna gore; d, e: stres grubuna gore)

Gruplarin ikili karsilastirilmasinda;

Kontrol ve Stres gruplar1 arasinda (p=0,0001), Stres ve SBT gruplar arasinda

(p=0,0001), Stres ve SBT + Stres gruplar1 arasinda (p=0,0001) istatistiksel olarak

anlamli fark bulunmustur.

Gruplarin diger ikili karsilastirmalarinda anlamli fark bulunmamistir (p>0,008).




Tablo 4-16: Beyin dokusu GSH/GSSG diizeyleri
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KONTROL STRES SBT SBT + STRES
2,45 1,12 2,21 1,74
2,32 1,09 3,91 1,25
2,17 1,11 3,42 1,61
3,03 1,27 2,51 1,34
2,21 1,27 3,32 1,46
3,28 1,14 3,04 1,30
2,77 1,24 2,40 1,17
2,30 1,06 2,80 1,41
ORT =SS 2,56 + 0,42 1,16 + 0,08 2,95 + 0,58 1,41 0,19
MEDYAN 2,38 1,13 2,92 1,37
MIN - MAK) | (2,17-3,28) (1,06 - 1,27) (2,21 - 3,91) (1,17 - 1,74)
4,000
d
3,500
3,000
g 2,500
ﬁ 2,000
é cef
1,500 a 1
1,000 I
0,500
0,000
Kontrol Stres SBT SBT + Stres

Sekil 4-16: Gruplara ait beyin dokusu GSH/GSSG diizeylerinin karsilastirilmasi

(a, c: kontrol grubuna gore; d, e: stres grubuna gore; f: SBT grubuna gore)

Gruplarin ikili karsilastirilmasinda;

Kontrol ve Stres gruplari arasinda (p=0,0001), Kontrol ve SBT + Stres gruplari
arasinda (p=0,0001), Stres ve SBT gruplari arasinda (p=0,0001), Stres ve SBT + Stres
gruplart arasinda (p=0,003), SBT ve SBT + Stres gruplar arasinda (p=0,0001)

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur.

Kontrol

ve SBT gruplarinin ikili

bulunmamustir (p>0,008).

karsilagtirmasinda

ise anlamli fark
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5. TARTISMA

Stres olusumu icin farkli hayvan modelleri gelistirilmis, dogal ve sentetik
kokenli bilesiklerin anti-stres aktivitelerini degerlendirmek amaciyla bu yontemler sikc¢a
kullanilmistir. Son yillarda stres ile ilgili arastirmalar, yeni terapdtik yaklasimlarin
tanimlanmast ve uygun hayvan modeli kullanilarak strese yanit mekanizmasinin

anlasilmasi lizerine yogunlagmustir.

Hippophae rhamnoides L. (Seabuckthorn: SBT), 6zellikle tohum yaginin gida,
tip, farmokoloji ve kozmetik alanlarinda degerlendirilen ekonomik degeri yiiksek
biyoaktif maddeler icermesi nedeniyle yakin zamanda pek c¢ok iilkede tarimi yapilan
onemli bir bitki haline gelmistir. SBT nin tiim boliimleri, vitaminler, karotenoidler,
fitosteroller, organik asitler, PUFA ve bazi esansiyel aminoasitler gibi ¢ok sayida
biyoaktif madde kaynagi olarak gosterilmektedir (34-36). SBT, radyasyon hasari
azaltici, yanik, oral inflamasyon ve gastrik iilser tedavi edici, kanser ve kalp
hastaliklarin1  Onleyici etkiye sahip Onemli tibbi degeri olan bir bitki olarak
degerlendirilmektedir. Bu etkileri, antioksidan fitokimyasal igerigi ve serbest radikal
hasarin1 azaltic1 6zelliginden kaynaklanmaktadir (33). SBT ile iligkili yapilan ¢esitli
preklinik ¢alismalarda SBT’nin antioksidan, immiinomodiilatér, anti-kanser, anti-
bakteriyel ve anti-viral etkilere sahip oldugu, karaciger koruyucu, anti-stres,
adaptojenik, kardiyoprotektif ve anti-aterojenik aktivite gosterdigi, radyasyona karsi

koruyucu, akut ve kronik yaralarda iyilestirici etki gosterdigi saptanmistir (40-62).

Stres olusturdugumuz sigan modelinde, karaciger dokusunda endojen total
antioksidan kapasitenin artmasi, strese karsi organizmanin kendisini korumaya bir yaniti
gibi gdziikmektedir. Igerdigi yiiksek antioksidan kapasite ile tek basina SBT uygulamasi
sonucu, en yliksek antioksidan kapasiteye ulasilmistir. Streste SBT uygulamasinin,
yalmz SBT uygulanan grup kadar antioksidan kapasiteyi yiikseltememesi, yeterli
ekzojen SBT desteginin, endojen antioksidan sentez gerekliligini azalttig

diistinilmektedir.

Suda ¢oziinebilen bir antioksidan olan GSH, organizmada tiyol grubu igeren,
diisiik molekiil agirlikli 6nemli bir tripeptittir. GSH, icerdigi tiyol grubu aracilig: ile
hiicre icinde redoks potansiyeli yliksek bir ortam saglayarak, hiicreyi oksidatif hasara

kars1 korur (23). GSH, sistein deposu olmasinin yani sira, biyotransformasyon ile olusan
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zehirli  maddelerin, ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda, serbest radikallerin
temizlenmesinde, DNA sentezi ve immiin fonksiyonlar gibi hiicresel siireclerin
diizenlenmesinde, = NO  homeostazisinin ~ saglanmasinda,  post-translasyonel
modifikasyonlar ile protein aktivitesinin ve norotransmitter reseptor aktivitelerin

diizenlenmesinde de rol oynayan miiltifonksiyonel bir molekiildiir (24).

Karaciger total tiyol olusumu degerlendirildiginde; stres modeli tek basina en az
SBT uygulanan grup kadar total tiyol olusumuna neden olmustur. Bu durum

organizmanin strese karsi etkin bir total tiyol potansiyeline erisebilecegini gostermistir.

Karaciger total glutatyon iiretimi stres ile diger gruplarla kiyaslandiginda kontrol
grubu degerlerinin altinda kalmigtir. SBT nin antioksidan igerigi strese yanitta yararl

goziikmektedir.

Karaciger dokusu antioksidan-oksidan dengesinin yalniz stres olusturulan grupta
tim gruplara gore anlamli diigiik bulunmus olmasi, stresin en Onemli etkisinin
antioksidan-oksidan dengenin oksidasyon lehine gelistirmesidir. Fakat streste SBT
uygulamasinin bu dengeyi anlamli bir sekilde antioksidanlar lehine gevirebilmis olmasi

SBT’nin etkin antioksidan 6zelligini ispat edebilecek niteliktedir.

ROS’a karsi primer antioksidan enzim olan SOD, O, ’nin H,O, ve O;’ye
dismutasyonunu katalizleyen bir metalloenzimdir. Bu reaksiyon oksidatif strese kars1 ilk
savunmada rol oynar. Zincirleme radikal reaksiyonlarinin giiclii bir baslaticist olan
O, ’nin bu sistem sayesinde hiicresel kompartmandaki diizeyleri kontrol altinda tutulur.
Organizma, oksidatif stresin arttigi durumlarda SOD aktivitesini arttirarak koruyucu
etkinligini devam ettirir (19). GPx ise organik hidroperoksitlerin veya H,O,’nin GSH
tarafindan indirgenmesini Kkatalizler. Bu fonksiyonu ile lipit peroksidasyonunun

baslamasini ve ilerlemesini 6nler (17).

Karaciger = dokusunda  oksijen  radikali  detoksifikasyon  enzimleri
degerlendirildiginde; stresle SOD aktivitesi muhtemel akut radikal artisina bagli olarak
indiiklenmistir. SBT uygulanmas1 icerdigi antioksidan kapasite ile kismen radikal
temizlemis, SOD ihtiyacint anlamli olarak azaltmistir. Buna karsilik karaciger dokusu
sekonder antioksidan enzim olarak GPx aktivitesi stresin getirdigi oksidatif yiikten
olumsuz etkilenmis ve aktivitesi azalmistir. Fakat SBT uygulamasi strese ragmen GPx

aktivitesini olumlu yénde normal diizeylere yakin degerlere yiikseltebilmistir. Bu durum



85

SBT’nin antioksidan 6zelliginin bir yoniinii sekonder oksijen radikal detoksifikasyon

mekanizmasini destekleyerek gerceklestirdigini diisiindiirmektedir.

NO, O," veya O, ile birlikte reaksiyona girerek reaktif nitrojen tiirlerinin
olusumuna neden olur. Olusan bu ara iiriinler oksidatif ve nitrozatif stres olusturarak
toksik sonuglara yol agar. Niztrozatif stres, nitrozilasyon reaksiyonlarina neden olarak

ve proteinler ile etkileserek yap1 ve fonksiyon bozukluklarina neden olabilir (11).

Karaciger dokusu nitrozatif stres degerlendirildiginde; stres uygulamasi ile
anlamli artmig total nitrit + nitrat diizeyleri denyesel stresin nitrozatif stresi de
arttirdigini  géstermistir. SBT uygulamasi strese ragmen nitrozatif stresi anlamli

azaltarak antioksidan sistemi destekleyici etki gostermistir.

Tirozin aminoasidinin orto pozisyonunun nitrolanmasi yoluyla olusan
3-nitrotirozin, peroksinitritin (ONOO") ana iriinii olmasinin yani sira gesitli reaktif
nitrojen tlrleri araciligi ile de meydana gelebilir. Nitrotirozin, ONOO’nun in vivo

spesifik bir belirtecidir (13,14).

Karaciger dokusunda hem stres hem SBT uygulanan grup 3-nitrotirozin
diizeyleri kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli artmis bulunmustur. Bu durumda
SBT’nin etkin olmadigi gibi peroksinitrit ile korele 3-nitrotirozin artisinin olusmasi
olumsuz gibi géziikmektedir. Zira peroksinitrit tiretimi sonucunda olusan peroksinitréz
asit (ONOOH) homolitik fiizyon ile nitril katyonu (NO,"), nitrojen dioksit radikali
(NO7") ve hidroksil radikali (OH") gibi yiiksek reaktiviteye sahip toksik firtinlerin
olusumuna neden olmakta ve prooksidan etkinin amplifiye olmasina yol agmaktadir.
Benzer sonuglar beyin (substantia nigra ve striatum) dokusunda vitamin A’nin yarattig
NO ve 0O,7’den tiirevlenen peroksinitrit iiretiminin artmis olabilecegi veya NO
katabolizma hizinin azalmis olabilecegi uluslararasi bir ¢alismada da gosterilmistir (86).
Yiiksek antioksidan igerigi ile (vitamin A dahil) SBT nin ¢alismamizda benzer etkiyi

gostermis olmasi prooksidan etkiyi diisiindiirmektedir.

Beyin dokusu total antioksidan kapasitesi ve total tiyol diizeyleri stres
olusturulan deney hayvanlarinda, diger deney gruplariyla kiyaslandiginda fark
bulunmamis olmasi, stres olusumundan beyin dokusunun fazla etkilenmemis
goriinmesi, belki de beyin dokusunun karaciger dokusu kadar antioksidan iiretme

potansiyeline sahip olmadigini diisiindiirmektedir.
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Bunun yaninda beyin dokusu total glutatyon diizeyinin stresle anlamli azalmig
bulunmasi beyin dokusu glutatyon igeriginin karaciger dokusuna goére protein basina
diisiik olmas1 ve stresten daha ¢ok etkilenebileceginin bir sonucu olarak diisiintilmiistiir.
Fakat SBT uygulamasi ile anlamli artmis bulunan total glutatyon diizeyleri goz Oniine

alindiginda, SBT beyin dokusunda 6nemli antioksidan katki saglamistir.

Beyin dokusu antioksidan enzimlerinden SOD’un stresle artmast ve SBT
uygulanan gruplarda azalmasi, karaciger dokusu ile paralellik arzetmektedir. Bu durum
SBT uygulamasinin her iki dokuda da strese karsi koruyucu etkisini gdstermektedir.
Bunun yaninda beyin dokusu sekonder antioksidan enzimi GPx’in stresle azalmas1 fakat
SBT uygulamasi ile GPx aktivitesinin her iki SBT grubunda anlamli artmasi, SBT nin
karaciger dokusunda oldugu gibi beyin dokusundaki sekonder oksijen radikal

detoksifikasyonu destekleyici etkisinin bir gostergesidir.

Beyin dokusu nitrozatif stresi, stres modelinde total nitrit + nitrat diizeyleri
Olciildiiglinde anlamli arttig1 bulunmustur. Doku protein basina nitrozatif stres degerleri
karacigerde daha yiiksek bulunmasina ragmen, beyin dokusu protein basina
3-nitrotirozin diizeylerinin stresle karaciger dokusundan daha yiiksek bulunmasi beyin
dokusunun oksidatif stresten daha cok etkilenebilecegini diisiindiirmektedir. Beyin
dokusu eNOS ve daha az oranda iNOS iiretimi yaninda diger dokulardan farkli olarak
yiiksek nNOS aktivitesine yani NO iretimine sahiptir (10). Bu durum 3-nitrotirozin
Olusumuna katkida bulunmus olabilir. 3-nitrotirozin degerleri hem nitrozatif hem de
oksidatif stres sonucunda olusan peroksinitrit diizeyleri ile korele oldugundan, artan
protein  basina  3-nitrotirozin  diizeyleri  beyin  hasar1  olusturabilecegini

distindiirmektedir.

Soguk ve immobilizasyon stresi ile indiiklenen oksidatif ve nitrozatif stresin
karaciger ve beyin dokulari total nitrit + nitrat diizeylerinin stres ile birlikte artig
gosterdigi, SBT uygulamasinin ise stres grubu degerlerinin kontrol grubuna yakin
diizeyde sonuglar vermesi, SBT’nin igerdigi antioksidanlarin stresten korumada etkili
oldugunu gostermektedir. Stres ile birlikte karaciger dokusunda 3-nitrotirozin diizeyleri
kontrol ile kiyaslandiginda anlamli bir fark bulunamazken, beyin dokusu 3-nitrotirozin
diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli bir artis gostermistir. SBT uygulamasi
sonucunda ise her iki dokuda da 3-nitrotirozin diizeylerinin artis1 SBT’ nin oksidatif ve

nitrozatif stresi indiikledigi ve kismen prooksidan etki gosterdigini diigiindiirmektedir.
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Stres modeli ile birlikte karaciger dokusunda total antioksidan kapasite ve total tiyol
diizeyleri artig gostermis, bu durum strese karsi organizmanin kendisini korumaya bir
yanit1 olarak diisiiniilmiistiir. Beyin dokusunda ise stres ile birlikte total antioksidan
kapasite ve total tiyol diizeylerinde anlamli bir fark bulunmamasi, stres olusumundan
beyin dokusunun fazla etkilenmedigini diisiindiirmiistiir. Stres uygulamasinin karaciger
ve beyin dokularinda total glutatyon diizeylerini ve glutatyon peroksidaz aktivitesini
azalttigi, siiperoksit dismutaz aktivitesini ise akut radikal artisina bagli olarak
indiikledigi saptanmustir. Stres ile SBT uygulamasi sonucunda SOD degerlerinin kontrol
grubu diizeyleriyle anlamli fark gostermemis olmasi SBT’nin etkin antioksidan

Ozelliginin bir gostergesidir.

Tiim bu sonuglar gézoniine alindiginda SBT nin karaciger ve beyin dokusu
3-NT diizeylerinde artisa yol agmasina ragmen, icerdigi yiiksek antioksidan bilesikler
ile, bu deneysel stres modelinde antioksidan sistemi destekleyici etkilere sahip oldugu
ve oksidatif strese karst koruyucu etki gosterdigi diistiniilmektedir. Yapilacak daha
sonraki caligmalarda SBT’nin oksidatif ve nitrozatif stresteki etkileri ayrintili olarak
incelenmeli, bunun sonucunda preklinik caligmalarin yani sira klinik ¢aligmalar ile

SBT’nin suplement olarak kullanilip kullanilamayacagi aydinlatilmalidir.
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