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OZET

Bashk:

Calismamiz; "Astaksantin’in A. Carotis Communis iskemi—Re_perfUzyon
Modeli Uygulanan Sicanlarda Antioksidan Sistem ve Beyin Uzerindeki
Koruyucu Etkisinin Dederlendirilmesi" (izerine yogunlasmistir.

Amag:

Iskemiye karsi en duyarli organ olan cerebrum’da iskemi sonucunda
olusan hastaliklar gintimuizde oldukga vyaygin, sosyal ve ekonomik
sorunlara yol agcmaktadir. Organizmanin olusturdugu antioksidan savunma
sisteminin yetersiz kalmasiyla artan serbest radikaller basta kanser olmak
Uzere cok cesitli hastaliklara ve yasliliga neden olmaktadir.

Calismamizda kuvvetli bir antioksidan olan Astaksantin’in (ASX),
antioksidan sistem ile beyin lzerinde koruyucu etkisinin olup olmadigini
arastirmayi amacladik.

Kapsam:

Arastirmamiz Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Anatomi
Anabilim Dali Laboratuvarinda yapildi. Her grupta 8 adet sican olacak
sekilde 4 grup olusturularak deneyde 32 adet erkek sican kullanildi.

Yontem:

Calismamizda a. carotis communis iskemi reperflizyon modeli
olusturulan sicanlarda farkli dozlarda uygulanan ASX’in koruyucu etkisinin
olup olmadigi arastirildi. Sigcanlara cerrahi islemlerden 30 dk. Once
intraperitonel (i.p.) yoldan dimetilstlfoksit (DMSQO) icinde ¢ézundurulmus
ASX veya sadece DMSO verildi. Siganlar 15 dk.hk iskeminin ardindan 24
saat reperfiizyona birakildiktan sonra dekapite edildi. Intrakardiak yolla
kan &rnekleri alinarak; Superoksit dismutaz (SOD), Katalaz (CAT) ve
Malondialdehit (MDA) duzeyleri tespit edildi.

Intrakardiyak perflizyondan sonra sican cerebrumlarn cikartilarak
histolojik degerlendirmeler yapildi.

Bulgular:

Histolojik sonuglarda; Sham grubuna ait cerebrum korteksinde
Kontrol grubuna goére yogun hasar ve cok sayida nekrotik noéron
gozlenmistir. ASX verdigimiz deney gruplarinda ise azalmis hasarla birlikte
normal gérindmli ndéronlar gézlenmistir. Bu durum ASX'in beyin lGzerinde
tam degil kismi koruyucu etki yaptigini gostermektedir.



Biyokimyasal sonucglara goére SOD ve CAT dedgerlerinde Sham
grubunda anlamh dlzeyde dlsus gézlenmesi, iskemi sonrasi artan serbest
radikaller karsisinda antioksidan savunma sisteminin yetersiz kaldigini
géstermektedir. ASX verilen gruplarda ise anlamli bir artis gdzlenmesi,
ASX'in antioksidan sistem Uzerinde anlamli bir koruyucu etki yaptigini
gbdstermektedir.

MDA dederlerinde ise Sham grubunda anlamh bir artis gozlenmesi,
iskemi sonrasi cerebrum'da oksidatif hasar olustugunu gdstermektedir.
ASX verilen ASX25mg/kg grubunda anlamli bir dusids gbézlenmesi, ASX'in
beyin Uzerinde anlamh bir koruyucu etki yaptigini gostermektedir.
ASX75mg/kg grubu dedgerlerinin Kontrol grubu dederlerinin de altina
dismesi bu dozda ASX'in beyin Uzerinde tam (%100) koruyucu etki
yaptigini géstermektedir.

Sonug:

Histolojik bulgular, beyinde olusan hasarlara karsi ASX’in kismi olarak
koruyucu etki sagladigini gostermektedir.

Biyokimyasal sonuglar ASX’in; antioksidan savunma sistemi Uzerinde
anlaml bir sekilde koruyucu etki sagladigini; oksidatif hasara karsi ise
75mg/kg dozunda tam koruyucu etki sagladigini gostermektedir.

Histolojik bulgularin degerlendiriimesinde daha objektif ve kesin
sonuglara ulasmak icin tespit edilen degisimlerin gruplandirilmasinin
yaninda, nicel analiz ve degerlendirmeler yapilmasi uygun olacaktir.

Anahtar kelimeler: Iskemi-Reperfiizyon, a. carotis communis, serbest
radikaller, antioksidan, astaksantin, cerebral iskemi modelleri, doku
hasarl.



SUMMARY
Title:

Our study; "Protective Effect on Antioxidant System and the Brain in
Common Carotid Artery Ischemia-Reperfusion Model of the Rat".

Aim:

Diseases resulting from ischemia in the brain, which is the most
sensitive organ against ischemia, are now common and lead to social and
economic problems. Increased free radicals caused by insufficiency of the
antioxidant defense system that the organism has created cause various
diseases and aging especially cancer.

In our study, we aimed to investigate the protective effect of ASX, a
potent antioxidant, with the antioxidant system on the brain.

Content:

Our research was carried out at Eskisehir Osmangazi University,
Faculty of Medicine Department of Anatomy. In each group, 8 rats were
divided into 4 groups and 32 male rats were used in the experiment.

Method:

In our study was investigated for the protective effect of ATX
administered at different doses common carotid artery ischemia-
reperfusion model in rats. Rats were given DMSO and ATX
intraperitoneally 30 minutes before surgery. Ischemia was applied for 15
minutes. The rats were decapitated after 24 hours of reperfusion.
Intracardiac blood samples were taken; Malondialdehyde (MDA),
Superoxide dismutase (SOD), Catalase (CAT) levels were determined.

Results:

Histological results; In the cerebrum cortex of the Sham group
compared to the control group were observed severe damage and multiple
necrotic neurons. In the experimental groups given ASX were observed
normal-looking neurons with decreased damage. This shows that ASX has
a partial protective effect on the brain.

According to the biochemical results, a significant decrease in the
sham group in SOD and CAT values indicates that the antioxidant defense
system was insufficient in the face of increased free radicals after
ischemia. A significant increase in the ASX-treated group shows that ASX
has a significant protective effect on the antioxidant system.

\'



A significant increase in MDA values in the Sham group indicates that
oxidative damage occurred in the cerebrum after ischemia. A significant
decrease in ASX25mg/kg group indicates that ASX has a significant
protective effect on the brain. When ASX75mg/kg group values fall below
the control group values, this dose shows that ASX has a complete
(100%) protective effect on the brain.

Conclusion:

Histological findings show that ASX provides a partial protective effect
against brain damage.

Biochemical results; ASX has a significant protective effect on the
antioxidant defense system and at 75mg/kg against oxidative damage.

In order to reach more objective and definite results in the evaluation
of histological findings, it is appropriate to carry out quantitative analyzes
and evaluations as well as grouping the determined changes.

Key words: Ischemia-reperfusion, common carotid artery, free radicals,
antioxidant, astaxanthin, cerebral ischemia models, tissue damage .

Vi
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1- GIRIS ve AMAC

Organizmanin en kuguk birimi ve temel yapi tasi konumunda olan
hicreler canlihgin tim nitelik ve o6zelliklerini tasirlar. Hicreler genelde
benzer 0&zellikler gdsterir ve yasamlarini sirdurebilmeleriyle birlikte
fonksiyonlarini devam ettirebilmeleri icin kan akimina ihtiyag duyarlar. Bu
nedenle dolasim sisteminin ana unsurlarindan olan kan damarlarindan belli
bir akis icinde gegcen kan akimi 6nem kazanmaktadir.

Insan organizmasinin hiicre sayisi konusunda, cagimizda hizla
ilerleyen teknolojiye ragmen henliz kesin bir bilgi verilememistir. Yapilan
bir aciklamada insandaki hicre sayisinin otuz-kirk trilyon, bir baska
aciklamada ise yuz trilyon oldugu belirtilmistir. Bu hlicrelerden milyonlari
asan hucreler bir araya gelip dokulari, dokular organlari, organlar da
sistemleri; kisaca yuz trilyona varan hucreler bir bitlin olarak organizmayi
olustururlar. Bunlar kan akimini her zaman kendi ihtiyaglarini dikkate
alarak hassas ve 6zenli bir bicimde kontrol eder. Bu kapsamda dokularda
bulunan mikro-damarlar; dokunun ihtiyaclarini, oksijen (0O;) ve besinin
yeterli olup olmadigini, karbondioksit (CO,) ve diger atik maddelerin
birikip birikmedigini kontrol eder. Besinlerden kimyasal yollarla O,'nin
yardimiyla elde edilen enerji, hulcrelerin fonksiyonlarini devam
ettirebilmeleri icin gerekli olmaktadir. Bu da arteriyel ve vendz kan
akiminin dizenli olmasi sayesinde mumkudnddr.

Damarlarda pihti ya da hava kabarcigi gibi nedenlerle embolinin
olusmasi, yahut distan gelen bir midahale sonucu doku ve organlardaki
kan akiminin engellendigi gorilebilir. Kan akiminin hangi sebeple olursa
olsun kismen veya tamamen engellenmesiyle olusan iskemi sonucunda ise
O, yetersizligi nedeniyle doku hasari ya da nekrozu olusabilir. Ancak bu
hasar veya nekroz her dokuda ayni oranda goértlmeyip dokularin iskemiye
hassasiyetleri farklilik gosterir. Iskemiye en duyarli organ cerebrum
(beyin), en dayanikli olan ise iskelet kaslaridir.

Iskeminin olustugu bélgeye goére farkh histolojik ve biyokimyasal
bulgular gdérilmesinin nedeni iskemiye karsi hassasiyetten ileri
gelmektedir. Ancak bu hassasiyet her organda farkli sonuclar
dogurmaktadir. Ornedin cerebrumda kalici ya da gegici felclere, kalpte
kardiovaskuler hastaliklara sebep olur.

Kalp hastaliklari da kan akisinin yeterli o6lcide saglanamamasina,
pthtilarin olusmasina ve bdylece cerebrumda olusacak cok sayida ve
tiirde hastaliklara neden olur. iskeminin siddetine ve devam ettigi
streye bagl olarak meydana gelen kimyasal reaksiyonlarin sonucunda;
disfonksiyon, enerji depolarinin kismen veya tamamen bosalmasi, toksik
metabolitlerin birikmesi ve bunlarin sonucunda da hlcrelerde nekroz
olusabilmesi mumkiindir. iskemi sirasinda, énceden depolanmis enerji
kaynaklarindan adenozin trifosfatin (ATP) tlketimi sonucunda, hicre



membraninda iyon dengesizligi [6zellikle sodyum (Na*) ve kalsiyum
(Ca®*) iyon dengesizligi] sonucu asidoz veya ozmotik sok gérilebilir.

Reperflizyonla iskemiye udramis dokuda kan akimi yeniden
baslatiimakta, toksik maddeler uzaklastiriimakta ve enerji ihtiyacl yeniden
saglanmaktadir. Ne var ki reperflizyon sonucunda fonksiyonel dizelme,
beklendigi oranda iyi sonucglar vermemekte ve bu asamada dokularda
olusan hasar bir siire daha devam edebilmektedir. Iskemi durumundayken
disik olan O; seviyesi iskeminin siresine bagli olarak dnemli bir hasara
sebebiyet vermeyebilir. Ancak reperflizyon ile O,'in kan akimina katilmasi
ve kandaki seviyesinin normale ddénmesi sirasinda serbest radikaller
olusur. Serbest radikallerin antioksidan kapasiteyi asacak dizeyde
uretilmesi, lokal ve sistemik olarak ciddi boyutlarda hasar meydana getirir.
Boylece iskemi-reperfizyon (I-R) hasari denilen bu hasarin meydana
gelmesiyle hasara karsi duyarh olan yapilar bu durumdan daha cok
etkilenirler. Hasara karsi en fazla duyarh olan yapilar ise genel olarak
hiicresel olan membran lipitleri, proteinler ve niukleik asitlerdir.

Serbest radikallerin asiri Gretimi genel olarak; enerji yetersizligine,
iyon  dengelerinin bozulmasina, ayrica lipitler, proteinler ve
deoksiribonlkleik asit(DNA)'lerde hasar meydana gelmesine sebep olur.

Organizma I-R sonrasi olusan serbest radikallere karsi savunma
yollari gelistirmistir. Serbest radikallerin zararl etkilerinden korunmak igin
antioksidanlar Uretilmektedir. Bunlar serbest radikalleri nétralize eder.
Serbest radikallerin olusumu ile antioksidanlarin nétralize etme hizi
arasinda denge vardir. Hicrede bu denge bozuldugu takdirde serbest
radikallerde artis meydana gelir. Dengenin bozulmasiyla birlikte oksidatif
stres ortaya cikar. Oksidatif stres; I-R hasari basta olmak Uzere
dejeneratif, nérodejeneratif, kalp-damar, cerebral-damar ve diger damar
hastaliklari gibi farkli patolojik durumlarin ortaya c¢ikmasi nedeniyle
cagimizda gittikce 6nem kazanmaktadir.

Metabolik olarak viicudun en aktif organlarindan birisi olan cerebrum,
mental ve motor fonksiyonlarin olusmasinda temel ve fonksiyonel bir
onem arz etmektedir. Cerebral kan akiminin dizenlenmesinde CO,, O, ve
hidrojen (H*) iyonlarinin konsantrasyonu rol oynamaktadir. Ancak
cerebrum icerisindeki total kan akimi degisik kosullarda bile oldukca
sabittir.

Cerebral iskemi ise, cerebrumun bir bélgesi veya timinde kan akiminda
olusan azalma veya durma olarak tanimlanir. Cerebral iskemi, bilateral veya
calismamizda oldugu gibi siklikla tek tarafli arteria (a). carotis communis, a.
cerebri media veya a. carotis interna'nin tikanmasiyla baglantihdir. Cerebral
iskemi uzun sireli olursa meydana gelen hasar geriye donisimsiz oldugu
gibi fonksiyon ve canhhdini vyitiren hicrelerde nekroz meydana gelir.
Cerebruma giden kan akimi 6-8 dakika (dk) slreyle kesildiginde, iskemiye
hassas olan alanlarda olusan hasar kahcidir.



Damarlardan birinin tikanmasi halinde olusan kalci nitelikteki hasar
gunler hatta aylar slrebilir. Bu durum s6z konusu damarla beslenen
alanlardaki kan akiminin ayni 6lciide ve benzer sekilde azalmadigini isaret
etmektedir. Cerebrum dokusundaki kan akiminin %?20’den daha ¢ok
azalma gostermesi halinde cerebrum dokusundaki ATP hizla tikenir. Bunu
anoksik depolarizasyon dalgalarinin ortaya cikmasi takip eder ve bdylece
hicre igi kalsiyum (Ca) miktari cogalir. Mitokondriyumlarda sisme ve
fonksiyon bozukluguna yol acmak suretiyle hiicrenin enerji kaynaginda
bozulmalar baslar. Tum bu olaylar sonucunda olusan serbest radikaller
tarli yol ve ydntemlerle hem apoptotik/programli hicre 6limi hem de
nekrotik hticre 6limU meydana gelmesine sebebiyet verirler.

Cerebral iskemi sonucunda olusan hastaliklar, gintimuzde oldukca
yaygin, sosyal ve ekonomik sorunlara vyol acan serebrovaskiler
hastaliklardandir. Ulkemizde yapilan istatistiksel verilerin sonuglari da
bunu kanitlamistir. Ulkemizde oldugu gibi diinyada da kalp hastaliklar ve
kanserden sonra gelen Gglinct 6lim nedenidir.

Sadlik Bakanhgdi'nin Diinya Saglik Orgiitii verilerinden yaptigi alintiya
gbre: Bulasict Olmayan Hastaliklar (BOH) icin 40-69 yas arasindaki
nidfusun %10,5’inin 10 yilhk kalp damar hastaligi riski tasidigi veya halen
kalp damar hastasi oldugu bildirilmistir.

Bunun Uzerine serbest radikalleri ndétralize eden antioksidanlar
konusunda c¢ok yonli arastirmalar giderek artmaktadir. Konuyla ilgili
gerceklestirilen arastirmalar daha cok insanlarda antioksidan kapasitenin
nasil artirilabilecegine odaklanmis oldugu go6zlenmektedir. Antioksidan
kapasiteyi guclendirmek icin endojen antioksidanlarin aktivitesini arttirmak
ya da eksojen antioksidanlarin etkili kullanimini  yayginlastirmak
gerekmektedir. Disaridan alinan antioksidanlar; hlcre, doku veya organin
dengesini ve donglslni saglikh hale getirir.

Cok sayida gelistirilen deneysel cerebral iskemi modelleri, insandaki
cerebral iskemi ve sonuglarini saglkli ve isabetli bir sekilde
degerlendirebilmek acgisindan énem kazanmaktadir.

Yapilan incelemeler go6stermektedir ki gelistirilen modeller,
cerebrumda olusan hasarin patofizyolojisini bilimsel olarak analiz
etmemizde, ayrica bunlarin yaninda yeni tedavilerin gelistiriimesine imkan
verecek esnekliktedir. Cerebral iskemi ile ilgili calismalar ancak, deney
hayvanlarinin uzun slUre hayatta kalmasi ve reperfizyon slresinin
iskeminin tam gelismesine izin verecek kadar uzun olmasi durumunda
anlaml sonuglar verebilir.

Astaksantin (ASX) dogal pigmentlerin 6énde gelen gruplarindan olan
karotenoidler grubundandir. Cok gulgli bir antioksidan etkiye sahip olan
ASX kan-serebral bariyerinden hicbir engele takilmadan gectigi igin
serbest radikallerin zararh etkilerine karsi cerebrum ve sinirleri korur.



Oncelikle Alzheimer, Parkinson, Sizofreni, Multiple Skleroz (MS)
hastaliginin ortaya cikmasina, eger bu hastaliklar varsa ilerlemesine mani
olur. Bunun yaninda kan-g6z retinasi bariyerini engele takilmadan gecger.
Boylece go6zde olusan serbest radikallere engel olarak meydana
gelebilecek her tirla yapisal tahribati engeller. Ayrica kanser, deri ve kalp
hastaliklarinin tedavisinde etkin olarak kullanilir.

Yaptigimiz calismada deneysel iskemi modellerinden biri olan a.
carotis communis I-R modeli olusturarak, ASX’in antioksidan sistem ve
beyin lizerinde koruyucu etkisinin olup olmadigini arastirmay! amacladik.



2- GENEL BILGILER

Tirkiye Istatistik Kurumu (TUIK), 2017 yili élimlerin birinci sirasinda
dolasim sisteminden kaynaklanan hastaliklarin, bunlarin alt bélimlerinde
ise ilk sirada iskemik kalp, ikinci sirada serebro-vaskdiler hastaliklarinin yer
aldigini bildirmistir (104). Bu hastaliklarin tani ve tedavisinde damarlarin
bilinmesi 6nem tasimaktadir. Bu veriler, yaptigimiz tlirden calismalara
insanhdin ve llkemizin ne dlglide ihtiyag duyacagini gostermektedir.

2.1-Cerebrum’un Vaskiler Anatomisi

Calismamizda ACC'den gecen kan akiminin azalmasi veya tamamen
kesilmesinin beyin Gzerindeki etkisi ile ASX'in antioksidan sistem ve beyin
Uzerindeki koruyucu etkisinin arastirilmasi amaclanmistir. Bu nedenle
ACC'nin hangi dallara ayrildigi ve bu dallarin beynin hangi bdlgelerini
besledigi konusu 6nem kazanmaktadir.

Yaklasik 6-12 milyar sinir hicresi tasilyan encephalon; cerebrum,
diencephalon, truncus encephali (beyin sapi) ve cerebellum (beyincik) olmak
Uzere dort bélimden olusur. Cerebrum; bir adet fissura longitudinalis ile iki
adet hemispherium cerebri'ye (beyin yarimkduresi) ayrilir.

Her bir hemispherium cerebri (beyin yarimkdlresi); cortex cerebri (beyin
kabudu), substantia alba (beyaz cevher), pars basalis telencephali (bazal 6n
beyin) ve nuclei basales’i (bazal c¢ekirdekler) icerir. Ayrica her bir
hemispherium cerebri‘de lobus frontalis, lobus parietalis, lobus occipitalis ve
lobus temporalis bulunur. ACC’in uc¢ dallarindan biri olan a. carotis interna
(ACI) ve iki taraf a. vertebralis'in birlesmesinden olusan a. basilaris,
cerebrum’un beslenmesini saglar. Lobus occipitalis disinda kalan
hemispherium cerebri’lerin beslenmesini ACI dallari saglar.

2.1.1- Aorta

Aorta, sistematik dolasimin ana damaridir. Aorta ascendens, arcus
aortae ve aorta descendens denen ¢ ayri bolimu vardir.

2.1.1.1- Arcus aortae

Sag 2. sternokostal eklemin st kenar seviyesinde, manubrium
sterni’'nin sag yariminin arkasinda, aorta ascendens’in devami olarak baslar.
Arcus aortae’dan soldan saga dodgru; a. subclavia sinistra, a. carotis
communis sinistra ve truncus brachiocephalicus olmak Uzere Ug dal ¢ikar.

2.1.1.1.1- A. carotis communis

Bas ve boynu besleyen ana arterdir. ACC dextra truncus
brachiocephalicustan, ACC sinistra ise T3-T4 arasi diskus seviyesinde



arcus aortae’dan direkt cikar. ACC'lerin servikal pargalari benzer seyir
gbsterir. Vagina carotica igerisindedir (Sekil 2.1).

Mandibula

Lamina
prevertebralis

Sekil 2.1 Vagina carotica ve icerisinde yer alan yapilar

ACC servikalde cartilago thyroidea’nin st sinirina (C3-C4 arasi
diskus, bifurcatio carotica) yakin bdlgede beyne giden ACI ve ylze
giden a. carotis externa (ACE) olmak Uzere iki kola ayrilir (Sekil 2.2).

A. pharyngea
ascendens

A. carotis externa
A. carotis interna
A. thyroidea superior

A.laryngea superior Sinus caroticus

A. carotis communis

A.thyroidea ima
B A. subclavia

Sekil 2.2 A. carotis communis’in boyundaki seyri

ACE bas ve yluzl besleyen temel arterdir. Seyri sirasinda dallar verir
(Sekil 2.3). A. thyroidea superior dali, komsu kaslari ile glandula
thyroidea'yl besler. A. pharyngea ascendens dali pharynx ve orta kulak
boslugu i¢ duvarini besler. A. lingualis dali dilin esas arteridir. A. occipitalis
dali temporal kemigin processus mastoideus’una komsu olan sulcus a.



occipitalis'ten gecip vertexe kadar scalp’l besler. A. auricularis posterior
dali orta kulak boslugunu, antrum mastoideum’u ve denge ile ilgili olan
canalis semicircularis’leri besler. A. facialis dal ise palatum molle, Ust ve
alt dudak, glandula submandibularis, dilin arka boélimi, cenenin alt
boélimu, burun sirti ve burun kanadini besler (86).
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Sekil 2.3 A. carotis externa ve dallari

ACI cerebrumu besleyen iki damardan biridir. Servikal bélgede dal
vermeden gecerek os temporale’deki canalis caroticus’a girer. Canalis
caroticus’tan ciktiktan sonra sinlis cavernosus’a dogru ilerleyip igerisine girer.
Daha sonra substantia perforata anterior’'un altinda ug dallarina ayrilir. A.
opthalmica dali orbita'da bulunan yapilari ve bulbus oculi’yi besler (86).

Sirasiyla a. communicans posterior ve a. choroidea anterior'u verir. A.
communicans posterior udglncu ventriklil duvarini, hypothalamus’un ve
thalamus’un medialini besler. A. choroide anterior; nuclei basales,
mesencephalon, hypothalamus, hippocampus, corpus amygdaloideum ve
capsula interna’yi besler.

ACI; a. cerebri anterior ve a. cerebri media diye adlandirilan iki dalina
ayrilarak sonlanir. A. cerebri media, hemispherium cerebri’lerin lateral
(Sekil 2.4) ve medial yuzlerini besler (Sekil 2.5).
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Sekil 2.4 Hemispherium cerebri'nin lateral ylUzeyinden gérinti
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Sekil 2.5 Hemispherium cerebri'nin medial ylzeyinin beslenmesi

A. cerebri media’nin ana trunkusundan a. centrales anterolaterales
(lentikUlostriat arterler) cikar. Bu dallar capsula interna’yr ve nuclei
basales'leri besler (Sekil 2.5). Kortikal dallar ise primer oditér korteksi,
Wernicke alanini, Broca alanini, radiatio optica’yi, vizlel kortikal alani ve
major assosiasyon alanlarini besler (Sekil 2.4).

A. cerebri anterior lobus frontalis, lobus parietalis ve lobus temporalis
iceren hemispherium cerebri’'nin medial ylzinl besler. Hemispherium’un
ic ylzinde fissura longitudinalis superior'a komsu olarak arkaya dogru
seyreder. A. communicans anterior dali chiasma opticum, hypothalamus,
fornix ve gyrus cinguli’yi besler. A. cerebri anterior'dan ayrilan perforan



(santral) dallar nuclei basales, capsula interna ile corpus callosum’un 6n
bolimunt besler (Sekil 2.5). Kontralateral bacak ve ayagin motor ve
duysal kortikal alanlarn ile perineum’un temsil edildigi alanlar a. cerebri
anterior'dan ayrilan kortikal dallar besler (Sekil 2.4).

A. cerebri anterior’'un supraorbital dalindan gelen kan, ACI'yi
doldurmak igin a. opthalmica boyunca geriye dogru akabilir. Ayrica a.
cerebri anterior'un meningeal dallari cerebral arterlerin distal dallan ile
anastomoz yababilir.

2.2- Iskemi

Doku ya da organa gelen kan akiminin (arteriyel ya da vendz) cesitli
nedenlerle azalmasi ya da durmasi/kesilmesi sonucu hayati fonksiyonlarin
surdirilebilecek diizeyde olmamasi durumuna iskemi denir (112). Iskemi
sonucunda geri dénusimll ya da geri dontsumsitz doku ve organ hasari
meydana gelir (103).

Hlcreler islevlerini yerine getirebilmek icin Os'e ihtiyac duyar. Oysa
iskemiye ugrayan doku ya da organa ait hicreler yeterli miktarda O
alamaz. Bu durum, fonksiyon bozuklugu (disfonksiyon) ile baslayip
hicrenin 6lumune kadar gidebilen bircok kimyasal olaylara neden olur
(33,45,90). iskemi sirasinda hiicre ici O, azalmasi nedeniyle mitokondrideki
oksidatif fosforilasyon engellendigi icin hicrede anaerobik solunum
(oksijensiz solunum) baslar. Béylece ATP ve fosfokreatin gibi yluksek enerjili
fosfatlarin sentezi azalir ya da sona erer (51,100). ATP’nin tiketimi sonucu
hiicre membraninda iyon dengesizligi meydana gelir (33,55,64,95).

Hliicre membraninda bulunan ve hiicre canhliginin devami icin hayati
onemi olan Na*/K*-ATPaz pompasi inhibe olur. Boylece ekstraselliler
ortama potasyum iyonu (K*) cikarken intraselliiler Na* ve Ca®* oranlari
ylkselir. Intraselliler Ca®" oraninin yiikselmesi bircok enzim sistemini
aktive ederek ciddi diizeyde oksidatif strese neden olur (40). Ozellikle Na*
ve Ca*? dengesindeki bozulma sonucu asidoz veya ozmotik sok gériilebilir
(64,95) (Sekil 2.6).

Ekstraselliler ve intraselliler Ca®* konsantrasyununu dengeleyen
diger bir pompa ise ATP’a bagh olarak calisir. Intraselliiler Ca®* oraninda
yukselis ile proteolitik enzimler ve fosfolipazlar aktive olur. Aktive olan
proteazlar hicre catisina zarar verebilir. Bunun sonucunda hcre iskelet
anormallikleri ortaya cikabilir. Ayrica Ca** artisi ile endojen fosfolipazlarin
aktivasyonu membran fosfolipidlerinin yikiminin artmasina ve arasidonik
asit olusumuna yol acgabilir.

Membranlar (zerinde fosfolipidlerin  parcalanmasiyla iskemik
hiicrelerde biriken lipid yikim Udrdnleri hasar olusturur. Arasidonik asit
dogrudan mitokondriyal enzimleri baskilar ve serbest radikal Gretimini



arttinr (57). Iyon dengesinin bozulmasi ile pro-inflamatuar sitokinlerin
|6kosit adezyon molekdullerinin yapiminda artis olur (100) (Sekil 2.7).
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Sekil 2.6 Iskemi olusum mekanizmasinin sematik olarak tarifi (58)
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Sekil 2.7 Membran hasar mekanizmasi (99)
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Anaerobik metabolizma sonucu glikojen hazneleri hizla tlkenir.
Glikolizde, laktik asit tlUrevleri ile fosfat tdrevlerinin hidrolizi ile organik
olmayan fosfatlarin toplanmasina, bu da intrasellliler pH'nin dismesine
sebep olur. Laktik asit artisiyla olusan asidoz, yiksek enerjili baglarin
azalmasina ve hicrede enerji yetersizligine sebep olur (8,9).

Iskemi boyunca ATP olusumu kisith olsa da etkinliginin siirmesi icin
enerji tuketimi devam eder. Enerji Uretimi birbirini takip eden
basamaklardan olusur. Ilk basamak ATP, adenozin difosfat (ADP)’a sonra
adenozine indirgenir. Bunu takiben adenozin, inozine sonra da
hipoksantine dénulstr. Hipoksantin O)'li ortamda Urik aside dénuUsturllerek
disari atilir. Iskemi nedeniyle hipoksantinin irik asite doénisimini
gerceklestiren ksantin oksidaz (KO) vyetersiz kaldigindan dolayi,
hipoksantin birikimine yol acar (74). Bu reaksiyonda elektron alici olarak
O, kullanildigindan olusan oksijen radikalleri oksidatif hasarda artisa sebep
olur (100). Sitotoksik olaylar ribozomlarin grandlli endoplazmik
retikulumdan ayrilmasina neden olur. Ayrica zar gegirgenligi artar ve
hicre vyuzeyinde tomurcuklanmalar baslar. Polizomlar monozomlara
parcalanir, protein sentezi azalir ve endoplazmik retikulumun
genislemesiyle tim hicrede sisme gérilir. Bu asamadan sonra O
verilinceye kadar gecen zaman icinde olusan zedelenmeler geri
donistimll, iskemi hala devam ederse geri dontsimsizdiar (57, 117)
(Sekil 2.8).

MITOKONDRI ZEDELEYiCi AJAN ENDOPLAZMIK RETIKULUM  Hiicre

A4

STOPLAZMIK ¢+ ARTISI

ATPaz Fosfolipaz ENDOPLAZMIK RETIKULUM Endoniikleaz
' Membran ve Nikleer
ATP Fosfolipid hiicre iskelet kromatin
azalmasi azalmasi proteinlerinin hasari

parcalanmasi

Sekil 2.8 Endoplazmik retikulum ve mitokondride meydana gelen degisiklikler (99)
2.3- Reperfiizyon

Reperflizyon, iskemiye ugramis doku ya da organda kan akiminin
yeniden baslamasidir. Yeniden kan akiminin baslamasiyla doku ya da
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organda normal fonksiyonlar eski haline gelmekte, ancak reperfiizyon
sirasinda da ona baglh olarak ayr bir hasar olusmaktadir (5,83,101,117).
Organlarda olusan iskemi sonrasi reperflizyon daha fazla hicresel nekroz
riskine sebep olacagindan dolayi, fonksiyonlarin geri doéntsimuni
sinirlayacaktir. Reperflizyon hasarinda bircok madde ve biyokimyasal
reaksiyonlar rol oynamaktadir. Bu reaksiyonlarda maddelerin etkilesimi
sonucunda serbest radikaller ortaya cikar (46). Iskemi siiresine bagl
olarak olusan serbest radikaller de dokuya hasar verir. Ancak reperflizyon
sirasinda daha fazla miktarda olusan serbest radikaller doku hasarini
artinr (11,64). Yani reperfizyon, hlcre rejenerasyonunu ve toksik
metabolitlerin temizlenmesini saglarken ayni zamanda ciddi bir hasara da
yol acar (119).

Membran lipitleri, proteinler, nUlkleik asitler ve DNA molekdulleri
reperflizyon hasarina en fazla hassas olan yapilardir (111). I-R hasarinin
olusum sureci ile ilgili farklh mekanizmalar ve etkenler 6ne surtlmektedir
(35). Reperfluzyon sirasinda zedelenme alanina yerlesen polimorf nlklear
|okositlerin  (PMNL) dokudaki yikimi artirici etki yaptigr bildirilmistir.
Reperflizyonda O, dlzeyinin eski haline dénmesiyle iskemi bdlgesinde KO
etkisi ile fazla miktarda hidrojen peroksit (H,O,) ve superoksit radikali (O2"
) Uretimi artar.

I-R siiresi boyunca; enerji yetersizligi, dengede olan iyon oraninin
bozulmasi, intraselliler asidoz ve fosfolipid doénglst icin gerekli
reaksiyonlarda degisiklik, serbest yag asitleri ve serbest radikallerin
Uretiminde artis gibi bazi kimyasal degisiklikler gozlenir (110,114).

Reperflizyonun baslangic déneminde, endotel hiicrelerde O, olusumu
artarken, nitrik oksit (NO) Uretimi azalir. Oy ile NO arasindaki dengenin
bozulmasi, bazi inflamatuvar maddelerin salinmasina ve adezyon
molekdullerinin  (lI6kosit-endotel hicre adezyon aracisi) biyosentezinin
artmasina neden olur (100). Reperflizyon sirasinda ise notrofil
aktivasyonu ve kemotaksi meydana gelir. Noétrofiller; nikotinamid adenin
dintkleotit fosfat (NADPH) oksidaz, elastaz ve miyeloperoksidaz
enzimlerini icerir. Bunlar serbest radikallerin olusumunda, I-R ve oksidatif
doku hasarinda rol oynar. Notrofillerin aktivasyonu ile proteolitik enzimler
damar endotelinde hasara neden olur (55).

2.4-Cerebral iskemi

Cerebral iskemi, cerebrum'un belli bir bélgesinde ya da tamaminda
yeterli miktarda kan akiminin saglanamamasi héalidir. Cerebral dokuda
normal cerebral kan akisi dakikada 50-75ml/100g iken, 18mi/100g
dizeyine duserse iskemi meydana gelir. Bunu takiben ndéronlarin enerji
kaynagi olan O, ve glikoz tlikenir. Cerebral dokuda enerji kanyaklarinin
azalmasiyla beslenme de azalirsa hlicre fonksiyonunda geri dénidsimstliz
hasar meydana gelir (105).
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Cerebrum'da &ncelikle hippocampus CA1l bdlgesi, corpus striatum,
motor korteks piramidal noronlar, cerebellum purkinje hicreleri diger
bélgelere oranla daha fazla etkilenmektedir (56). Iskemide néronal
fonksiyonu etkileyen ana etken ATP azalmasidir. Iskemi sirecinde ATP
yoksunlugu, ATP-bagimli iyon pompalarini inaktive ederek membran
depolarizasyonuna neden olmakta, hicre ici ve disi iyon dengesini
bozmaktadir.

Ca’"'nun ekstraselliler ortamdan intraselliler ortama gecmesiyle
hipoksantin ve ksantin hiicre icinde cogalir. Bu da hicre icindeki proteazlar
ve lipazlari aktive ederek cerebral doku hasarini baslatir (65). Proteinler ve
nitkleik asitler gibi makromolekullerin sentezi durur (Sekil 2.9). Tum bu
stireglerin sonunda serbest oksijen radikalleri (SOR) olusur.

Cerebral iskemi Reperfiizyonu GSSG

2H20
2GSH GSHP

Mitokondriyal permeabilite geglsl _ SOD
»H:0;

Ksantin Oksidaz Katalaz
FE2+
H,0+1/20,
L-Arjinin —» ‘NO

0N00—> ‘NO,+:OH

ATP Deplesyonu
NAD =—®Poly (ADP-riboz)
PARP

|

Lipid Peroksidasyonu Protein Oksidasyonu DNA Hasari

2
COs™ +- No2

Cerabral Hasar

Sekil 2.9 Cerebral Iskemi Reperfiizyon mekanizmasi sematik gésterimi

Kan akimi total olarak kesilirse 10-20 saniye(sn) arasinda
cerebrum’un elektriksel aktivitesi kaybolur. 30 sn igerisinde Na*-K*
pompas! bozulur ve glikoz seviyesi sliratle diser. Iskemiyle 3 dk icinde
Na*'nin hiicre icine gegisini, suyun pasif olarak hiicre icine girisi takip eder
ve intraselliler édem olusur. 5 ile 10 dk arasinda intrasellller laktat
seviyesi yiikselir ve hicresel glikoz tikenir. iskemi devam ederse hiicre
organellerinde gittikce ilerleyen ve geri dontsimsiz degisikler olur (102).
Reperflizyon, cerebral kan akisini dizeltirken; notrofil gdcli, serbest
radikallerde artis ve cerebral édem gibi yollarla cerebral hasara neden
olur. Serbest radikallerde artis, oksidasyonu ve hlcre 6lumunt tetikleyen
diger yolaklarla birlikte intraselltler proteinlerde ve DNA’da hasara yol acar
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(43).

Iskemik hicre 6luminiin gecikmeli olmasi en dnemli dzelligidir.
Gecikme, iskeminin etkisine ve etkilenen cerebrum bdlgesine goére
degiskenlik goOsterir. Gecikmis ndron 6limi, genelde birkac saat ya da
daha az; bazi zamanlarda ise gulnlerce, hatta haftalarca surebilir
(23,53,72). i-R'da programlanmis hiicre 6limi diye tanimlanan apoptozis,
organizmanin hlcreleri yok etmekte kullandigi biyomolekiler bir slrectir.
Komsu hlcreler icin tehdit olusturan enfekte hucreler, genetik hasara sahip
hiicreler, yaslanmis immiin hiicreler veya I-R'de oldugu gibi strese maruz
kalan hcreler apoptozise yol acmaktadir (68).

Néronun asiri aktivasyonu intrasellliler iyon dengesini bozar, asiri
Ca*? birikimi ve eksitotoksik hiicre nekrozu olusur (18,92,98). Sonuc
olarak; cerebrum’un vaskiler yapilari ve parankim dokusu I-R hasarina
ugrar. Iskemide en sik gériilen hicrelerin blizismesi ve elektron
bakimindan asiri yodun bir hal almasidir. Daha ender gorileni ise,
hlcrelerin sismesi ve organellerin sekillerini yitirmesidir (66).

2.5-Cerebral iskemi Modelleri

Genellikle bilinen Cerebral iskemi Modelleri ikiye ayrilir. Bunlar: Global
Cerebral iskemi ve Fokal Cerebral iskemi modelleridir. Ancak 1980’li yillarin
baslarinda ilk kez Ugclincii bir model olarak On Cerebral Iskemi Modeli de
bildirilmistir (57).

2.5.1-Fokal Cerebral Iskemi

Fokal cerebral iskemi, cerebrum'un belli bir bélgesindeki kan akisinin
azalmasi diye tanimlanir. Fokal cerebral iskeminin ¢gogu modeli a. cerebri
media’nin okllzyonu ile kendini gdsterirken iskemik gekirdek ve iskemik
penumbra bélgeleri olusur. Iskemik cekirdek cerebral kan akisinin ciddi
derecede azaldigi (iskemik) odak boélgedir. Iskemik penumbra ise iskemik
cekirdegin daha distalinde bulunan ve kollateral damarlar ile az da olsa
beslenmeye devam eden cerebrum dokusudur. Iskemik cekirdekte majér
olarak nekrotik néronlar bulunurken, penumbrada apoptotik néronlarin
daha fazla oldugu belirlenmistir (43).

Global cereberal iskemiye gdére cekirdek bdlgesinde bile kan akisi
oldukca fazladir. Bu nedenle fokal cerebral iskemi modellerinde cerebral
hasarin olusabilmesi icin iskemi slresi, global iskemi modellerine gére
daha uzundur. Fokal cerebral iskemide lezyon farkli metabolik kosullar
sebebiyle cekirdekten penumbranin distal sinirina kadar belirgin farkliliklar
gostermektedir. Sonug¢ olarak, uygulama slresi ve lezyon heterojenligi
acisindan fokal iskemi global cerebral iskemi modelinden ¢ok daha
karmasik bir yapiya sahiptir (66).
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Kalici ve gecici olmak uzere iki fokal cerebral iskemi modeli vardir.
Kalicl iskemi modelinde iskemik hasar alani meydana gelir ve dejeneratif
degisiklikler daha genis alanlara dagilir (39). Kemik ve cerebral parankim
dokusu hasari olmadigi icin deneysel calismalarda en cok tercih edilen
modeldir (67).

2.5.2-Global Cerebral Iskemi

Global cerebral iskemi, cerebrum'un tamaminda kan akisinin azalmasi
ya da kesilmesi olarak tanimlanir. Kemirgenlerde global cerebral iskemi
dért damar oklizyonu veya iki damar oklizyonu teknikleriyle
olusturulmaktadir.

Dort damar oklizyonu tekniginde: a. vertebralis’lerin
elektrokoagulasyonundan hemen sonra veya 24 saat sonra ACC gecici olarak
okliide edilmektedir. Iki damar okliizyonu tekniginde ise: ACC’nin gegici
oklizyonunun vyani sira, arterial kan basincinin 40-50 mmHg dizeyine
dasirilmesi saglanir.

Gerbillerde a. communis posterior’lar gelismediginden, global cerebral
iskemi olustururken sadece ACC okllide edilir. Her iki modelde de 6n
cerebralin yapilarinda ileri derecede iskemi olusmaktadir (43, 66).

Gecici global cerebral iskemi modellerinde siddetli sistemik
hipotansiyon sonucunda gecici noéronal hasar gdérilmektedir. Ayni
zamanda cerebral dokudaki hippocampal néronlarda sitozolik sitokrom c
artisi gozlenir. Gecici global cerebral iskeminin kemirgenlerde olusturulan
modellerinde uzaysal 0grenme ve hafiza bozuklugu Uzerinde en c¢ok
durulan parametrelerdir. Bunun bir sonucu olarak, iskemik cerebral
hasarda tedaviye vyonelik ilaglarin pre-klinik potansiyeli, uzun vadeli
fonksiyonel ve davranissal etkilerine bakilarak belirlenir (25, 109).

2.5.3-0On Cerebral iskemi

1980’li yillarin baslarinda ilk kez 6n cerebral iskemi uygulanmistir. Bu
model, nadiren gdérilen bilateral 6n cerebral iskeminin klinik durumunu
tam olarak yansitmaz. Bu modelde, ACC'lere klemp takildiktan sonra
deney hayvanindan kan alinarak tansiyonun 30-35 mmHg’ye disurilmesi
saglanir. ACC’lerdeki klempler cikarilarak reperflizyon olusumu saglanir.

2.6-Deney Hayvanlari Olarak Kemirgenlerin Kullaniimasi

Deney hayvani olarak daha c¢ok kemirgenler deneysel iskemi
modelinde kullaniimaktadir. Maliyetinin distk olmasi, cerebral hasarin
tutarli  bir bicimde tekrarlanabilmesi, fizyolojik olarak kontrol
edilebilmesi ve iskemik cerebral hasarin spesifik mekanizmalariyla
calisilabilmesi deneylerde kemirgenlerin kullanilmasinda tercih sebebi
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olmustur (43,66).

Sican, fare, gerbil gibi birgcok laboratuvar kemirgen turlerinin deneysel
iskemi modeli icin yaygin bir sekilde kullanilmasinda, yeni terapatik
ilaglarin test edilmesine olanak vermesinin de etkisi vardir.

Sican gibi  kuiclik kemirgenler; cerebral fizyolojilerinin ve
vaskularizasyonlarinin insana yakin olmasi, cerebrum kutlelerinin kiguk
olmasi, donmus kesit alma kolayligi ve parafine gémme yontemine
elverisli olmasi gibi sebeplerle de tercih edilmektir.

2.7-Serbest Radikaller

Serbest radikaller tip dinyasinda son yuzyilin en énemli buluslar
arasinda hak ettigi yeri almis olup onun sayesinde bilinmeyen nice yollarin
ortaya c¢ikacagi ve acilmayan nice kapilarin acilacagr kanitlanmistir.
Serbest radikaller, hastaliklarda ve yaslanmada 6nemli oranda etkili
olduklari ortaya ciktiktan sonra bilimsel incelemelerin vazgecgilmez alani
olmustur.

Serbest radikallerin varligi kimyasal alanda yaklasik 100 yil 6nce
bilinmesine ragmen tip dinyasinda 20. ylzyilin ikinci yarisindan sonra
onemi fark edilmistir. GUnimuzde her hastalik bir asamaya kadar oksidatif
strese baghdir. Saglikli doku hicrelerinde, serbest radikallerin hasar
olusturmayacak seviyede kalmasini saglamak igin yogun bir denetim
yapiimaktadir (106).

Serbest radikallere, doku hasarina ve hastaliklara yol acan bir tlr
biyokimyasal ajan olarak bakilmistir. Tarihsel strecte; radikal ile serbest
radikal terimleri birbirleri yerine ve radikal terimi ise serbest radikalin su
molekdlleri tarafindan tutulmus sekli igin kullaniimaktaydi.

Serbest radikaller, dis orbitallerinde eslesmemis/ortaklanmamis elektron
bulundurduklari icin reaktif olan, kisa d6murli atom ya da molekiller olarak
tanimlanmaktadir. Serbest radikaller negatif yukli (anyon) ve pozitif (katyon)
yUklU olabildikleri gibi elektriksel olarak yikslz de olabilirler (99).

Yasamak icin havanin oksijenini harcamak zorundayiz. Harcamak
zorunda oldugumuz O, ise paralel spin durumlu iki ortaklanmamis
elektrona sahiptir ve metabolik olaylar sirasinda bazi ara Urinlere
dénistirilir. Demir (Fe3*), Bakir (Cu?*), Manganez (Mn?*) ve Molibden
(Mo>*) gibi gecis elementleri ortaklanmamis elektronlara sahip olmasina
ragmen serbest radikallerden sayilmazlar ama serbest radikal Gretiminde
6nemli rol oynarlar.

O, tuketimimizin %90'Indan fazlasi elektron transport zinciri
reaksiyonlarindan sorumludur. Geri kalan %10 O, tuketimimiz ise O
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gerektiren diger reaksiyonlardan sorumludur. Bunlar o6zellikle amino
asitlerin katabolizmasi/yikimi ile ilaglarin toksinlerden arindirilmasi,
ayrica steroid hormonlarin sentezi gibi 6zellikli metabolik yollar igin
onem kazanmaktadir. Enerji Uretimi icin kullanilan O;, reaktif oksijen
tirleri (ROT, ROS) ya da reaktif nitrojen tlrleri (RNT) Uretimine de
neden olur.

Hicrelerde metabolik reaksiyonlar icin ihtiyac duyulan Ox'nin %90l
mitokondride oksidatif fosforilasyon sirasinda kullanihir ve ROS’a
donastaralar (77).

Uretilen serbest radikaller membran lipitlerinin, intraselliiler proteinlerin
ve nukleik asitlerin yapr ve fonksiyonlarini degistirerek hiicresel hasar
meydana getirmektedir. Serbest radikaller stabil olmayan reaktiviteleri cok
ylksek molekillerdir. Diger molekillerden elektron tutmaya calisirlar.
Serbest radikaller sahip olduklari eslesmemis elektronlarindan dolay! 6teki
maddelerle zahmetsizce reaksiyona girebilirler. Cift elektrona sahip atomlar
genellikle kararli yapida olup baska atomlarla reaksiyona girme temaydulinde
degildirler. Kararl yapilari olan, eslenmemis elektronu icermeyen ve diger
maddelerle serbest radikaller 0&lclisinde reaksiyona girmeyenler radikal
olarak adlandiriimazlar (42,106).

Ancak gecis elementleri diye tanimlanan Fe*3, Cu*?, Krom (Cr), Mn*?
ve Mo™ gibi elementler eslesmemis elektronlari olsa da serbest radikal
kabul edilmezler. Ancak serbest radikallerin olusumunda énemli rol oynarlar.
Organizmada prooksidan ve antioksidan dengenin antioksidanlarin
etkisizligi/yetersizligiyle bozulmasi sonucu oksidatif strese sebep olan serbest
radikaller, basta kanser, cogu hastaligin nedenini olustururlar.

2.7.1- Serbest Radikallerin Kaynaklari

Hlcre ve gevresinde siurekli olarak Uretilen serbest radikaller oksijen
(ROT) veya nitrojen (RNT) kaynakl olabildigi gibi endojen ve eksojen
kaynakli da olabilir (106).

2.7.1.1-Endojen kaynaklar

Hlcrelerin serbest radikal kaynagi, mitokondriyal elektron transport
zincirinde meydana gelen sizintidir. Aerobik solunum esnasinda yan Grin
olarak olusurlar. Mitokondri endomembraninda bulunan oksidatif
fosforilasyon zinciri elemanlari blyik oranda indirgendiginde O, olusumu
ylkselir. Serbest radikaller O'le hizla reaksiyona girerler. Coklu yag
asitleri ile fosfolipidler otooksidasyona daha fazla egilim gdsterirler. ilk
olusan ana dUurlnler olan ROOH’lar (hidroperoksit), birbirleriyle veya
oksitlenmemis diger maddelerle reaksiyona girerek cgesitli bilesikleri
olustururlar (42,88).

Fagositik hlicrelerin uyarilmasi sonucu aktive olan fosfolipaz ve protein
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kinaz hlcre zarindan arasidonik asit salinimina neden olur. Bu asitler de
enzimatik oksidasyonuyla cgesitli serbest radikal ara Urlnlerini olusturur. Bu
olaya "enzimatik lipid peroksidasyonu" denir. Hasara ugramamis dokularda
KO, dehidrojenaz seklinde bulunur ve purinlerin yikilm asamalarinda
elektron akseptdri olarak cogunlukla nikotinamid adenin dintikleotit (NAD™)
kullanir. Oksijen yetersizligine bagll olarak ADP'nin ATP'ye dénlisimuindeki
azalma sonucu pirin bazi hipoksantine dénistirilir. Iskemi sirasinda
disuk oksijen seviyesinden dolayr 6nemli hasar olmaz. Reperflizyon
esnhasinda normale dénen oksijen seviyesi iskemi alaninda fazla miktarda
H,0, ve Oy olusmasina neden olur ve bdylece I-R hasari ortaya cikar.
Cerebrum'da o6dem, iskemi, damar gecirgenliginde farkhlik gibi oksidatif
hasarlara neden olur (61).

Peroksizomlarda yuksek katalaz (CAT) aktivitesinden dolay! sitozole
gecen H,0, miktart belli degdildir. Badisiklik sisteminde vyer alan
makrofajlar, noétrofiller ve eozinofillerin aktivitesi fagositik solunum
patlamasi sirasinda da cesitli serbest radikallerin meydana gelmesine
neden olur. Noétrofillerin hicre membraninda bulunan NADPH oksidaz
serbest radikal Uretir. Fagosit hlcrelerde alinan O, miktarinin artmasi
sonucu aktive olan NADPH oksidaz, ekstraselller sivilardaki superoksit
anyonu miktarini artirir (24).

Fagositlerin uyariimasi sonucunda glikoz oksidasyonunda artis olur.
Solunum icerikli patlama sirasinda da elektron vericisi olan NADPH
kullanihr ve O.'in O iyonuna indirgenmesi sonucu NADP™ Uretimi artar ve
heksoz monofosfat yolu aktive olur. Bunlarin yaninda NADP*'nin diger bir
kaynagdi ise glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ile glutatyon rediktaz sistemi
olusturmaktadir (Sekil 2.10).

Fa2+ Fe3+
Superoksit
_  dismutaz. > {
202 —7'T——’ H202 HO.
2GSH NADP +
2H+ 0,
H,0, Glutatyon Glutatyon
peroksidaz rediktaz
Katalaz
GSSG NADPH+
H+
2H20 + 02 H20

Sekil 2.10 Oksidan Gridn olusumu

Gucli oksidan kaynaklarindan birisi olan nétrofilik miyeloperoksidaz,
hipoklorik asit (HOCI) uretimini katalizler. Bu reaksiyonun toksisitesi
savunma amach olarak bakterilerle micadelede ve onlarin yok
edilmesinde 6nemli katkilari olur. Ancak buna karsl, olusan hipoklorik asit
saglkh insan icin dahi zararlidir. Nitekim HOCI saglikli insan dokusunu
zarara udratarak iltihaplanmalara neden olmaktadir (61). Ayrica bu
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bilesikler girdikleri reaksiyonlarla mikroorganizmaya zarar veren toksik
ajanlar olustururlar.

Zihinsel veya bedensel yorgunluk ile olusan stres, serbest radikallerin
Uremesine neden olabilir. Ayrica toksik maddelerin de serbest radikallerin
Uremesinde etkili olduklari bildirilmistir. Toksik maddelerin dogrudan
dogruya serbest radikal Gretebilmelerinin yaninda, bunlara karsi savunma
gbérevi yapacak antioksidanlarin aktivitesini de dusurebilirler. Toksinin
metabolizmasi sonucu ROS olusur. Bazi antikanserojen maddeler DNA
replikasyonunu baskilayarak O, ve hidroksil radikallerinin (OH®) Uretimine
sebep olur.

Serbest radikal olusumuna; kirlenmis ve canlilar igin riskli icme
suyunda yeralan flor, klor, brom, iyot ve astatin gibi 7A grubunda bulunan
elementlerle halojenen hidrokarbonlar, ayrica toz ve duman halindeki
kirleticiler de sebebiyet vermektedir. Hidrokarbonlar oksidatif stresin
tetiklemekte cok dnemli etkendirler.

Gecis elementleri 6zellikleri nedeniyle serbest radikal reaksiyonlarini
hizlandiran katalizér gorevi Ustlenirler (42). Metal iyonlarinin; katarakt,
aterosklerosiz, diyabet gibi patolojik kosullarda serbest ve zararli sekillerde
bulunabilmektedir (61).

Bazi hormonlar vicutta stres reaksiyonlarina yol acip bizzat kendileri
de serbest radikallere doénisebilir. immun/bagisiklik sisteminin hiicreleri
de hastaliga neden olan patojenlere karsi cevap olarak serbest radikal
Uretebilir.

2.7.1.2-Eksojen kaynaklar

Ultraviyole/mordtesi 1sinlari, X-rays/réntgen 1sinlari, gamma ve
mikrodalga isinlari, hava kirletici maddelerle su kirletici maddeler, sigara
dumani, egzoz dumani, orman yanginlari, volkanik faaliyetler, temizlik
drdnleri, parfUm ve tarim ilaglar gibi kimyasallar serbest radikal UGretimine
katkida bulunabilir.

2.7.2- Serbest Radikal Tiirleri

Serbest radikallerin en o©6nemli kaynadi oksijen kaynakli olan
ROT'dir. Bunlarin gesitli serbest radikallere kaynak olusturacak serbest
radikal zincir mekanizmasinin ve zincir reaksiyonlarinin baslatilmasinda
onemli etkileri vardir. Omirlerinin cok kisa oluslari hizla tepkimeye
girmelerinin 6nde gelen nedenlerindendir (Tablo 2.1). Slperoksit,
hidroksil, peroksil, alkoksil, azot oksit, azot trioksit en cok rastlanan
serbest radikallerdendir.

19



Tablo 2.1 Serbest radikal turleri

Reaktif Oksijen Tirleri Reaktif Nitrojen Tiirleri
Radikal Radikal Olmayanlar | Radikal Olanlar Radikal olmayanlar
Olanlar
Superoksit, Hidrojen Nitrik oksit, NO- Nitrosil, NO*
0y~ peroksitH,0,
Hidroksil, HO* | Hipoklorik asit, | Nitrogen dioksit, | Nitrikoksit, NO~
HOCI NO,
Peroksil, ROy Ozon, O3 Dinitrojen trioksit, N,O3
Alkoksil, RO Singlet oksijen, 0, Dinitrojen tetraoksit,N,O4
Hidroperoksil, | Peroksinitrit, Nitronyum iyonu, NO,*
HOO ONOO~
Peroksinitrit, ONOO~
Alkil peroksinitrit, ROONO

Aerobik hlicrelerde molekller Ox'nin bir elektron alarak indirgenmesi
sonucunda O~ olusur. Yiksek derecede reaktif olmayip c¢odunlukla
hicrenin mitokondrisinde olusur (13).

Dogrudan zarar verici olmayan O,~, H.O, kaynadi ve gecis elementleri
indirgeyicisi olmasi nedeniyle dnemlidir. O,~, disik pH dederlerinde daha
reaktifdir.

+

0, (0:0)=— (H:0.0) HO,

0Oy, elektron transport sisteminde hem kompleks I hem de kompleks
III'te Uretilir ve anyonik forma donidstiglinde mitokondrinin
endomembranindan kolaylikla gecer. Kompleks I'e bagh O, o6zellikle
matriks icine birakilir ve saglam mitokondride herhangi bir kacak ortaya
clkamaz (77).

Serbest radikal olmadigi halde serbest radikal olusumunda 6nemli rol
oynar. Biyolojik membranlara nlfuz edebilir. Hidrojen peroksit,
miyeloperoksidaz tarafindan HOCIl'e doénustardlir. Bu sirada gegis
elementlerinin oksidasyonu yoluyla da OH' olusmasina neden olarak
serbest oksijen tiirlerinin tretimine araci olurlar. Onemli fonksiyonlarindan
biri de hucre ici sinyal molekllt olmasidir (30). Biyolojik sistemlerde H,0;
dretimi, O~ dismutasyonuyla olur.

O,-+ 2H+ — H,0, + O
Buradaki reaksiyonda olusan Urunler radikal olmayan GrGnlerdir. Bu

nedenden 6tlrl dismutasyon reaksiyonu olarak da bilinir. Bu kapsamdaki
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serbest radikaller ya kendiliginden yahut slperoksit dismutaz (SOD)
enzimi araciliiyla katalizlenir. H,O, yagda ¢o6zinir ve bulundugu yerden
uzakta Fe®* iceren hiicresel membranlarda da hasar olusturabilir. HyO3;
Fe’* veya diger gecis metallerinin bulundugu ortamda OH’e dénisir ve
buna ‘Fenton reaksiyonu’ denir. H,0,; O, bulundugu ortamda ise en gigli
reaktif ve zarar verici olan OH' olusturur ve buna da ‘Haber-Weiss
reaksiyonu’ denir (Sekil 2.11) (10,42,64). Yuksek enerjili iyonize edici
radyasyona maruz kalan su, yarilanma omru kisa olan OH- olusturur (7).

Haber-Weiss reaksiyonu Fenton reaksiyonu
i =
1 92 i &
| S—

+ R T e b
~————— H H,O, i
1 H,O0, I ‘C-—-J
(EehEE l

H-
Fe?”

+ +

O3 e R

+ i OH" 1

H,0O W TREN—
ot = N +
1 OH-" i OH~
P

Sekil 2.11 Haber-weiss Reaksiyonu
2.7.3- Serbest Radikallerin Yararlan

Serbest radikallerin etkileri yodunluklarina gore degismektedir.
Sadece zararh etkilerinden degil, distk yogunlukta olduklarinda yararh
etkilerin de so6z edilebilir. Serbest radikallerin artmadigi ve distk
yogunlukta kaldiklari zaman: Enfeksiyon savunmasinda, kanser
hicrelerinin yok edilmedinde, detoksifikasyonlarda &nemli rol oynar.
Ayrica intrasellller depolardan Ca saliniminda, tirozin amino asidini
fosfatlama aktivasyonunda ve buyume faktoérl sinyallerinin aktivasyonu
gibi hicresel sinyallerin aktivasyonunda rol oynamaktadirlar.

ROT hlcrede gen transkripsiyonu gibi yasamsal faaliyetlerde goérev
alir. Sinyal molekili olan NO damarsal gevsemede, bagisiklikta,
iltihaplanmada, anti-pihtilasma aktivitede ve hafiza olusumunda énemli rol
oynar. Eslesmemis bulundurdugunda serbest radikallerden sayilir.
Yodunlugu az oldugunda onemli nitelikte yararh islevleri vardir. Hatta ideal
bir fizyolojik haberci molekilli oldugu bildirilmistir (112). Ancak asir
yogunluklu ve denetimsiz NO'ler hicreler icin zararli olmaktadir. Ayni
zamanda 6nemli bir transmitter madded olan NO ndral plastisite icin kilit
role sahiptir. SlUperoksit ve H,O, ikinci haberciler gibi hareket edebilir
(20,22,28,106).

Serbest radikaller; fagositoz araciligiyla enfeksiyonlara karsi
savunmada, sitotoksik lenfositler ve makrofajlar tarafindan kanser
hicrelerinin yok edilmesinde savunma fonksiyonlarina sahiptir. Serbest
oksijen radikalleri bazi molekillerin biyosentezi ile hicresel sinyallerin
aktivasyonunda da rol oynar.
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2.7.4- Serbest Radikallerin Zararlarn

Serbest radikallerin arttigi durumlarda hiicre ve dokulara zarar
verecedi konusunda tartisma yer yoktur. Ancak verilen zararlarin neler
oldugu, tirleri ve etkileri konusu henliz kesinlik kazanmamistir. Bu yonde
yapilan bilimsel calismalar hizla sirmekte ve ortaya konulan bilimsel
veriler konunun c¢ok daha fazla derinlestirilmesini ve Uzerinde 0&zenle
durulmasini gerektirmektedir.

Serbest radikaller, insan hiicresinde saga sola bikmaksizin saldirirlar.
Bir insan hiicresinin bir giinde yaklasik olarak 1.5x10° kez serbest
radikallerin saldirisina ugradigi gercedi dikkat cekicidir (51).

Cerebrum'da O, tlketiminin fazla olmasi, peroksitlenebilen
fosfolipidlerin oraninin ylksek olmasi ve ndéronlarin yenilenememesi gibi
nedenlerden dolayl serbest radikal hasarina karsi hassastir. Cerebral
iskemide geri doéndsimi olmayan ve Olimle sonucglanan ndéron
zararlanmalari da izlenmektedir. Cerebrum'da olusan iskemi esnasinda
serbest radikallerin artmasiyla antioksidan mekanizmalar iyice zayiflar ve
néron hasarlari da meydana gelir (46). Serbest radikallerin cerebrum'da
belirlenen nérodejeneratif rahatsizliklara neden oldugu belirtiimektedir (103).
Oksidatif strese neden olan serbest radikaller, ayni sekilde néron kaybiyla
ortaya cikan Alzheimer gibi rahatsizliklara da neden olmaktadir.

Serbest radikaller 6ncelikle lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim
gibi tim 6nemli yapilara hasar vererek, hucre fonksiyonlarini bozar ve
hicre 6limlne (nekroz/apoptoz) neden olur.

DNA vyapisini bozarak cesitli fonksiyon bozukluguna, mutasyon ve
kansere sebep olur. DNA hasari hiicre dliimiine yol acar. Insan viicudunun
her hicresinde DNA'lar her gin c¢ok sayida ve birbiri ardina oksidatif
hasara maruz kalmaktadir. SOR’'nin sayilarinin durumu, DNA hasariyla
hicre yaslanmasinin siddetini belirler.

Yapilan calismalar yas ilerledikce okside protein kaynakli karbonil
miktarinin arttigini ortaya koymaktadir. Yaslanmaya bagl olarak okside
protein degradasyonunun da yavasladigi aktariilmaktadir. Bu yavaslamanin
etkenleri arasinda azalan proteolitik aktivite, reaktif oksijen cesitlerindeki
artis yaninda cevresel faktorler de antioksidan sisteminin etkinliginin
azalmasina ya da kaybedilmesine, bunun ardindan da umulmayan
hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden olur (119).

Serbest oksijen radikallerin hiicre ve dokulara verecedi hasarlarin en
onemli sonuglarindan biri lipid peroksidasyonu olup son yillarda Uzerinde
onemle durulan bir konudur. Yuksek derecede zararl etkilere yol agabilir.
Kendiliginden zincir reaksiyonu seklinde ilerleyen lipid peroksidasyonu
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verecedi hasarlarla ¢ok daha fazla zararldir.

Lipit peroksidasyonu hiicre zarinin akiskanligini ve gecirgenligini
bozarak hasar verebilir. Hlicre zarinda lipid peroksidasyonuna maruz kalan
yag asitleri de bulunmaktadir. Poliansatlire yag asitleri bunlarin basinda
gelmektedir (Sekil 2.12).
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Sekil 2.12 Lipid peroksidasyon’un etkileri (84)

Proteinler ise serbest radikallere karsi duyarhligi poliansatire yag
asitlerine kiyasla daha fazladir. Proteinlerin etkilenmesinde &6lcli, amino
asitlerinin iceriklerine goére degisir. Sonuc olarak; serbest radikaller,
proteinlerin fonksiyon ve enzim aktivitesine midahale ederek hasarlarina
neden olabilir. Hastaliklarin yani sira yaslilik sonucunu doguran hasarlara
da sebep olurlar (20,93).

Serbest radikaller karbonhidratlara etki edip onlardan farkli Grldnler
olusmasina ve bunlarin da patolojik slreclerde 6énemli rol oynamasina
sebep olur (20).

Ozelikle atardamarlarin sertlesmesi, kalinlasmasi ve kardiyovaskiiller

hastaliklar ve serebrovaskiler bozukluklar, ayrica yaslanma diabetes
mellitus gibi hastaliklara yol acarlar (Sekil 2.13).
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Sekil 2.13 Hiicre hasar (80)

Ozellikle serbest oksijen radikallerinin olusturdugu toksinler, detoks
organlar tarafindan vicuttan atilamazsa bag dokuda depolanir ki bunlar da
organ fonksiyonlarini bozarak birgok hastaligin temelini olusturur (2,80).

2.7.5- Serbest Radikallerin Cerebrum Uzerine Etkileri
Cerebrum'u serbest radikal hasarina duyarl yapan:
* Cerebrum'un dustk antioksidan savunmasina sahip olmasi,
* Ayrica cerebral dokunun ayni zamanda oksidatif zararlara karsi
dokuyu zayiflatan coklu doymamis yag asitler icermesidir. Bunlarin

disinda sayilabilecek sebepler de vardir (83).

Cerebral iskeminin; hafiza bulanikligi, Alzheimer, Parkinson gibi
birgok sinirsel bozuklukta énemli bir rol oynadigina inanilmaktadir (73).

Serbest radikaller, merkezi sinir sisteminin patolojik durumlarinin pek
cogunda, dogrudan doku hasarina neden olur. Serbest oksijen tirleri,
ekzitotoksisite, metabolik disfonksiyon ve Ca'un hicre i¢ci hemostazisinde
bozulma gibi c¢ogul mekanizmalarla doku hasari meydana getirir
(5,27,55,95).

2.8-Antioksidanlar
Genel anlamda serbest radikaller hicre, doku ve organlara zarar

veren; antioksidanlar ise bunlari ya da etkilerini yok etmeye calisan
maddelerdir. Antioksidanlarla serbest radikallerin slrekli bir savas halinde
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oldugu tip dinyasinca belirlendikten sonra birgok tanimlari yapilmis ve
giderek calismalarin odak noktasi haline gelmislerdir (71).

Genel olarak serbest radikallerin sebebiyet verdigi oksidasyonlari
Onleyen, ayni zamanda serbest radikalleri yakalama ve stabilize etme
yetenedine sahip olan maddelere antioksidan adi verilmektedir. Yapilan
baska bir tanimda antioksidanlarin; organizmanin butlin gin boyunca
Urettigi serbest oksijen radikallerini yakalayip zararsiz hale getiren,
verecekleri hasari 6nleyen, hicre, doku ve organlarin istenen dizeyde
faaliyet gostermesini saglayan maddeler, oldugu belirtimektedir. Bir
baska tanimda antioksidanlar; gidalarda oksidatif bozulmayi geciktiren
veya Onleyen bilesiklerdir, seklinde tanimlanmistir.

Uluslararasi Gida Kodeksi Komisyonu (CAC)'nun antioksidanlar igin
yaptigi tanim ise soyledir:

Gidalarda yadin acilasma ve renk degisimi gibi oksidasyon
reaksiyonlari sonucunda olusan bozulmalari énleyerek raf dmrinlt uzatan
maddelere antioksidan denir. Bu tanimda elbette gida maddeleri ve
onlarin saghkh tiketilme omiurleri esas alinmis olup renk yitimine ugrayip
antioksidatif etkileriyle iliskilendirilmemistir.

Organizma hicrelerinde olumsuz anlamda degisiklikler, geri
dénlsumlli ya da geri dénlsimsliz hasarlar olusabilmektedir. Olusan bu
etkilerin yaslanma ile birlikte arttigi genel kabul gérmeye baslamistir.

Antioksidanlar da serbest radikaller gibi cok ydnli siniflandirmaya tabi
tutulmustur. Bu siniflandirmalar arasinda; etki mekanizmalari, enzim
yapida olup olmadiklari, kimyasal bilesimleri, dogal ve yapay yapilar,
birincil ya da ikincil etkiye sahip olmalar gibi kistaslar bulunmaktadir.
Ayrica endojen ve eksojen antioksidanlar, direkt ya da endirekt etkili olan
antioksidanlar adiyla yapilan siniflandirmalar ile bunlarin disinda yapilan
siniflandirmalar da bulunmaktadir (71,81).

Ozellikle ROT’deki artisin antioksidan savunma sistemini etkisiz
hale getirerek oksidatif stresin olusmasina sebebiyet vermesi
hastaliklarin  patogenezinde o6nemli rol oynamaktadir. Bilimsel
arastirmalar, gida ve vitaminlerin antioksidan savunma sistemini
glglendirdigini géstermistir.

2.8.1- Antioksidan etki mekanizmalari
Antioksidanlarin doért ayr etki mekanizmasi bulunmaktadir. Etki

mekanizmalari siniflandirmalarda oldugu gibi birden c¢ok ayirima tabi
tutulmus olup bunlar arasinda en ¢ok bilineni:
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Bastirici etki

Zincir kiric etki

* Toplayicl etki

Onarici etki seklinde yapilan siniflandirmadir.

Bu siniflandirmaya goére: Antioksidanlar serbest radikalleri toplayip
baglayarak kararli hale getirirler. Serbest radikallerin reaksiyonlarinin
hizini keserek onlara bir hidrojen verip aktivitelerini distrmeleri yahut yok
etmeleri bastirici  etkileriyle gerceklesmektedir. Onlarin  kimyasal
reaksiyonlarini durdurup zincirlerini kirarak etkisiz hale getirmeleri zincir
kirici etkiyle; DNA, protein ve lipitlerde olusturulan hasarlari onararak
yeniden hayata déndlrmeleri onaricl etkiyle mimkuln olabilmektedir (81).

Etki mekanizmalar bir bagka siniflandirmada:

e Supduricl etki

e Doénlstirme etkisi

e Zincir kirici etki

* Onarici etki seklinde ayirima tabi tutulmustur.

Organizmada olusan serbest radikaller, antioksidanlar tarafindan etki
mekanizmalari yoluyla benzer yontemler kullanilarak etkisiz hale getirilir. Bu
etkilerin disinda bir de Enzimatik Etki yukarida belirtilenler disinda en ¢ok dile
getirilen konulardan biridir. Enzimatik Etki, enzimatik olmayan antioksidanlarla
organizmada bulunan SOD gibi antioksidan enzimlerin sentezini arttirarak
etkilerini gdéstermeleri s6z konusudur.

Antioksidanlarin siniflandiriimasi konusunda en ¢ok ilgi géren Endojen
ve Eksojen siniflandirmadir. Endojen Antioksidanlara 6rnekler Tablo 2.2'de
sunulmus, ayrica bu tabloda gecen antioksidanlarin Enzim Yapida Olanlari
ile Enzim Yapida Olmayanlari 6zellikle gésterilmistir.

Tablo 2.2 Endojen Antioksidanlar

ENDOJEN ANTIOKSIDANLAR

Enzim Yapida Olmayan
Antioksidanlar.

Enzim Yapida Olan Antioksidanlar

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) Selenyum
Katalaz (CAT) Urik asit
Glutatyon rediiktaz (GR) a-lipoik asit
Slperoksit dismutaz (SOD) Bilirubin
Melatonin
Glutatyon
Albimin

Seruloplazmin

Transferrin
Koenzim Q 10
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Eksojen Antioksidanlara ornekler Tablo 2.3'de sunulmus, yine bu
tabloda gecen antioksidanlarin Vitamin Olanlan ile 1Ilag Olarak
Kullanilanlari 6zellikle gésterilmistir.

Tablo 2.3 Eksojen Antioksidanlar

EKSOJEN ANTIOKSIiDANLAR

Vitamin Olan Eksojen ilag Olarak Kullanilan Eksojen

Antioksidanlar Antioksidanlar.

B-karoten (Vitamin A) Rekombinant stperoksit dismutaz

Folik asit (Vitamin B9) Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar

Askorbik asit (Vitamin C) Desferroksamin

a-Tokoferol (Vitamin E) No6trofil adezyon inhibitérleri
Allopirinol, oksipirinol, pterin aldehit,
tungsten
Sitokinler

Demir selatorleri
NADPH oksidaz inhibitorleri
Barbituratlar

Mannitol, albimin

Trolox-C

Perfizyonun saglanmasi sonucunda hicrelerdeki islev bozuklugu
kademeli olarak duzelirken, ayni zamanda hlicre, doku ve organlarda
ihtiyac duyulan reaksiyonlar baslamaktadir. Ancak bu asamada da
hasarlar devam ettiginden antioksidanlara duyulan ihtiyag giderek
artmaktadir (Sekil 2.14).

Antioksidanlar, son yoérungesinde eslenmemis elektron bulunduran
serbest radikallerin bu elektronlarini tamamlayarak onlar kararh bir yapi
haline getirir, bunun sonucu olarak hlcre, doku ve organlara zarar
vermelerini dnlemis olurlar (50).

27



Vitamin E

VitaminCve E
B-karoten

Lipid
iki katmanh

SOD+Glutatyon peroksidaz

VitaminE + +GSH

B-karoten

Sekil 2.14 Hicresel seviyede antioksidan etkinlik (50)

Hastaliklarin nedenleri tek ve sinirh olmayip genelde
multifaktoriyeldir. Organizmada oksidan ve antioksidan dengesinin
saglanmasi ve bunun devamlihigi 6ncelikle kronik hastalik patolojilerinde
O0nem kazanmaktadir. Tedavide; hicre, doku ve organ arasinda iletisim
kurmak ve aralarindaki iliskileri saglhkh dederlendirmek 6nemlidir.
Dokularin  perfizyon ve regllasyonun sonucundaki noéralterapi
uygulamalar 6zellikle oksidatif stres acisindan énemlidir (81,82).

2.8.2- Antioksidan savunma sistemleri

Basta reaktif oksijen radikalleri olmak Uzere serbest radikallerin
verecedi zararlara karsi micadele eden ve onlari durduran, engelleyen ve
etkisiz kilan yapiya antioksidan savunma sistemi denir. Antioksidan
savunma sistemi iginde yer aldigi sOylenebilen enzimlerin bu savunmada
onemli islevleri bulunmaktadir. Onemli islevleri olan enzimler asagida
sunulmustur (60).

2.8.2.1- Slperoksit dismutaz enzimi (SOD)

ROT ile antioksidanlarin karsilasmasini bir savasa benzetirsek SOD bu
savasta ilk savunma hattini olusturmaktadir.

Enzimler arasinda en gugli antioksidan enzim olup serbest radikaller
Uzerinde surupuricu etkisi bulunmaktadir. SOD enzimi ‘O3 iyonunun H;0;
ve O, déndsiminlt hizlandirarak/katalize ederek bu radikallerin etkisini
azaltmakta o6nemli rol oynamaktadir. Bu olayda SOD enziminin aktif
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bélgesini olusturan c¢inko (Zn) da o6nemli bir mineral olarak goérev
yapmaktadir. SOD enzimi katildigi kimyasal tepkimede hiz artirici olarak
yeterince gulclu bir katalist/hiz artiricidir (60).

SOD
20" + 2H+ — H,0,+0,;

SOD; Cu, Zn ve Mn iceren superoksit dismutaz (Cu/Zn/Mn SOD)
olmak Uzere hucrelerde Ug kalipta bulunur.

Cu ve Zn icerenler stizolde, Mn iceren mitokondride bulunur. Bunlarin
disinda bir de ekstraselliler dismutaz (EC SOD) adiyla hicre disindaki
sivilarda bulunur. Hlcre disinda bulunan EC SOD, oksidan hasarda ve cok
sayida akciger rahatsizliklarinda 6nemli koruma goérevi yapmaktadir.

2.8.2.2- Katalaz (CAT)

CAT, toksit H,O, uzaklagsmasinda kullanilir. Toksik H,O,, CAT enzimi
etkisiyle su ve oksijene donustlrulmektedir. Ayni zamanda redoks
reaksiyonunu tesvik eden en etkili protein katalistlerindendir (60).

2H, 0 ———— 2H;0 + O3
2.8.2.3- Glutatyon (GSH)

Cok gucli antioksidan enzime sahip GSH ve GSH-Px, tiyol gruplari ile
enzimatik reaksiyonlar sonucu serbest radikalleri yakalarlar. GSH enzimi
bltlin hicrelerde bulunur ve zararh bilesiklerin etkisizlestiriimesinde
onemli rol oynar. GSH, hicreleri oksidan hasara karsi koruyan hiucre
icindeki en 6nemli antioksidan bilesiktir (90).

GSH serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hucreleri
oksidatif hasara karsl korur. GSH yabanci bilesiklerin detoksifikasyonu ve
amino asitlerin membranlardan transportunu da saglar (76).

Aktivitesi igin selenyum (Se) mineraline ihtiyag duyan GSH-Px enzimi,
glutatyon’un indirgenmis formunu (GSH), oksitlenmis héle (GSSG)
dénlsturmektedir.

2 GSH + H,0, —— GSSG + 2 H,0
2.8.2.4-Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

GSH-Px sitozolde bulunur, 4 Se atomu igerir, tetramerik yapidadir.
GSH-Px, peroksitlerin detoksifikasyonunda merkezi bir rol oynar. Lipid

peroksidasyonun baslamasini ve gelismesini engeller (32). Peroksit
detoksifikasyonunda 6nemli etkinlige sahip enzim; selenyum igeren tipidir.
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Selenyumdan badimsiz olan tipinin ise antioksidan etkinligi dusliktir ve
yalnizca lipid peroksitlerini metabolize eder (12).

GSH-Px eritrositlerde oksidatif strese karsi en etkili antioksidandir.
Eritrosit GSH-Px aktivitesi yaslilarda ve Down sendromlu hastalarda
yuksek, prematurelerde distk bulunmustur. Lokosit GSH-Px aktivitesi
yaslilarda ve hipertansiyonlu hastalarda yuksek bulunmustur (70).

2.8.2.5- Ksantin oksidaz (KO)

KO, purin katabolizmasinda bir ara bilesik olan hipoksantini ksantine
sonra da Uurik aside donusturir. KOIn reaksiyonu sonucunda superoksit
anyonu ve hidroperoksit radikalleri meydana gelmektedir.

2.9-Astaksantin

ASX karotenoidler arasinda yer almaktadir. Bu nedenle 6&nce
karotenoidler, daha sonra ASX incelenecektir.

2.9.1-Karotenoidler

Karotenoidler; algler, bitkiler ile sinirh sayidaki mantar ve bakteriler
tarafindan dretilebilen, yediylzin Ustlindeki sayilari ile yagda cozlinebilen
pigment grubudur (45). Karotenoidler sebze ve meyvelere kirmizi, turuncu,
sarl ve yesil renkleri veren maddelerdir (71). Karotenoidler ise lipofilik
molekdullerdir. Genellikle organik cézlcllerde ve lipidlerde ¢6zliintr, ancak
suda c¢bzunmezler. Blnyelerinde azot icermezler. Bunlar hidrokarbonlar,
alkoller, aldehitler, ketonlar ve hidrokarbonlarin asit tirevleridir. Cogu
karotenoid, konjuge cift bag iceren 40 C'lu yapidadir. Karotenoidler konjuge
cift badlarin sayisina gére renk alirlar. Konjuge cift baglarin sayisi arttikga
renkleri de gittikce koyulasir. Ancak konjuge cift baglar dayanikli olmayip isi
(130°C), ultraviyole (UV) isinlari ve havanin oksijeniyle renksizlesir ve
parcalanirlar (17).

Karotenoidler sahip olduklari &6zelliklere gdére; karotenler,
ksantofiller, karotenoid ketonlar ve karotenoid asitler seklinde doért ana
grupta toplanirlar. Karotenoidler dogada genis olarak yer alan sari,
turuncu  ve kirmizi renkli  pigmentlerdir. Fotosentez yapan
organizmalarin hepsinde karotenoid yer almakta olup; alglerden
bitkilere, mantarlardan bazi bakterilere kadar bircok canl tlrinde
rastlanmaktadir. Baslica Karotenoidler arasinda en c¢ok birlinen ve
inceleme konusu vyapilan; B-karoten, likopen, ksantofil (lutein),
violaksantin, zeaksantin ve ASX sayilabilir (17).
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2.9.2-Astaksantinin bilim diinyasinda bilinmesi

ASX ilk defa 1938 yilinda istakoz ekstresinden elde edilmis ve bu adla
adlandinlmistir. Tisher, 1944 vyilinda "Haematochrom" olarak bilinen
pigmentin  "astaksantin"  oldugunu  belirtmistir. Droop 1954'te
Haematococcus pluvialis’den ASX olusumunu etkileyen parametreleri
incelemistir. 1963'te Sestak ve Baslerova, klorofil azalmasinin ASX
birikiminin isareti oldugunu bulmustur. ASX'in proses analizi, 1968 yilinda
ilk kez 1sik ve elektron mikroskobuyla Lang tarafindan yapilmistir. Santos
ve Mesquita tarafindan da 1984 yilinda hareketsiz hicrelerde ASX
sitoplazmada goérulmuistir. Pigment granulleri herhangi bir organel iginde
degildir. Olgun kistlerde cekirdek ve kloroplastta pigment yoktur,
sitoplazma kirmizi renktedir (69) (Sekil 2.15).

Sekil 2.15 Astaksantin

ASX'in kimyasal adi (3,3'-dihidroksi-B, B-karoten-4,4'-dion) seklinde
olup molekiller formuld ise C4oHs204 seklindedir (Sekil 2.16). Molekller
Agirhg1 596.82'dir.

Sekil 2.16 Astaksantin’in kimyasal yapisi

Molekllld benzoid halkasinin 3 ve 3” pozisyonlarinda yer alan iki
asimetrik C atomuna sahiptir. -OH duzlemin izdisimine vyukardan
baglanirsa R konfigurasyonu, asagidan baglanirsa S konfigurasyonu
olusur. ASX’in (3R,3'R), (3S,3'S) ve (3R,3'S) seklinde esterlesmis
izomerleri vardir.
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Haematococcus pluvialis flotow'’da biriken ASX de esterlesmis
sekillerde olup, (3S,3’S) formu daha baskin durumdadir (97,116,118).

Dimetil sulfoksit (DMSO) (0.5 g/l), kloroform (10 g/l), diklorometan
(30 g/l1) ve aseton (0.2 g/l) gibi organik ¢bzlcllerde ¢ézundar.

2.9.3- Astaksantin Kaynaklan

ASX'in kimyasal sentetik formda ve dogal formda olmak Ulzere iki
tipte bulunur. Sentetik formda olanlar, dogal olmayan konfigurasyonda
astaksantin bilesikleri igerir. Mikroorganizma kullanilarak Uretilen dogal
kaynakli ASX formu bu nedenle daha dederlidir (41,108).

ASX ilk defa bir istakoz ekstresinde 1938 yilinda karakterize edilmis
ve adlandinilmistir (75,95). Haematococcus'ta ASX birikim prosesinin
analizi ilk defa i1sik ve elektron mikroskobu ile 1968 yilinda Lang tarafindan
yapimistir (Sekil 2.17).

B-karoten
Ekinenon / \ B-kriptoksantin
l l
Kantaksantin Zeaksantin
! !
Fonikoksantin Ketozeaksantin
\ Astaksantin /

Sekil 2.17 Haematococcus pluvialis’de astaksantin biyosentezi

1984 yilinda Santos ve Mesquita, hareketsiz hucrelerde ASX'in ilk
olarak klicik klresel bicimde sitoplazmada gorildigli, pigment
granillerinin herhangi bir organel iginde olmadigi, olgun kistlerin gesitli
bicimlerdeki pigmentleri yuksek miktarda depoladiklari, ASX olusum
miktarindaki artis sonucu globuler grandillerin birlestigi, olgun kistlerde
cekirdek ve kloroplastta pigment olmadigi ve sitoplazmanin kirmizi renkte
oldugunu rapor etmislerdir (69).

Haematococcus pluvialisin kapali sistemlerde (panel ya da tubdler

fotobiyoreaktorler) yuksek isik siddetine (doygunluk noktasinin Ustliinde)
maruz birakilarak ticari dretimi yapilmaktadir. Haematococus pluvialis,
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uygun olmayan ortam kosullarinda biriktirdigi sekonder karotenoid olan
ASX icermesi nedeniyle biyoteknolojik olarak ©6nemlidir. ASX bazi
eklembacaklilar, baliklar ve alglerden elde edilen kirmizi-turuncu renkli,
lipofilik bir karotenoid pigmentidir. Denizel ortamda ASX Uretimi mikro
algler ve fitoplankton tarafindan saglanir. Daha sonra sirasiyla zooplankton,
boécekler, krustaseler ve diger canlilar tarafindan tiketilir (31).

Bakterilerden Micrococcaceae ve Mycobacteriaceae ailesinde ve
mantarlardan Peniophora auranthica ve Peniophora quercina’de ASX vardir
(19). ASX'in serbest formu kirmizi maya olan Phaffia rhodozyma’da,
esterlesmis formlari ise Haematococcus pluvialis ve Chlorella zofingiensis
(7)'de bulunur. Haematococcus pluvialis iceriginde B-karoten, zeaksantin,
kantaksantin, vitamin C ve vitamin E barindirir. Ozellikle de 16:0, 18:1, ve
18:2 yag asitlerine bagh ASX mono esterlerini icermektedir. Serbest
astaksantinin timU ve Haematococcus pluvialis’deki mono ve diesterleri
gorsel olarak saf izomer yapiya (3S, 3'S) sahiptir.

Bitkilerden en ¢cok Brassicaceae uyelerinde, Arabidopsis thaliana’da ve
kolza tohumunda rastlanmaktadir. Ayrica metabolik mihendisliginden
yararlanilarak titln cgiceginde a ASX sentezi gergeklestirilmistir.

Kabuklu deniz hayvanlarindan kuruma karidesi ve kaplan
karidesinden izole edilen dominant pigment ASX olarak tespit edilmistir.
Bu pigment pisirme sirasinda ortaya cikan kirmizimsi pembe renkten
sorumludur.

ASX sentezleyen diger mikroorganizmalara goére en ylksek ASX
icerigine sahip olan yesil alglerden Haematococcus pluvialis flotow oldugu
rapor edilmistir (48). Dederli bir pigment olan astaksantinin ticari
uretiminde, kullanilmaya en uygun adayin Haematococcus pluvialis flotow
olmasi, bu algi 6zel ve dnemli kilmistir.

2.9.4-Astaksantinin Endikasyonlari

ASX terpenler olarak bilinen genis bir fitokimyasal grubuna dahildir.
Fitokimyasallar, bitkilerde bulunan ve besleyici olmayan kimyasallardir.
Bunlarda antioksidan etkisinin bulunmasi calismamiz acisindan énemlidir.
ASX de codu karotenoidlerin gibi renkli, yagda co6zliinir bir pigmenttir.
Ancak bazi karotenoidlerden farkli olarak insan viicudunda A vitaminine
donismez. A vitamini, insanda ylksek dozlarda oldugunda toksik etkisi
gostermesine ragmen, ASX toksik etki géstermez. Diger karotenoidlerden
10 kat daha gulclu antioksidan etki gdsterir.

ASX, akuakultir ve gida sanayiinde ve akuakdultlr alanlarda pigment
kaynadi olarak kullanilir. Farmasoétik ve kozmetik sanayilerinde de yliksek
antioksidan aktivitesi nedeni ile kullanihr (16,27). Akuakdltlir sanayiinde
pigment kaynagi olarak kullanilirken 6zellikle; karides, slis baligi, alabalik
ve somon baligi yetistiriciliginde pigment kaynagi olarak kullaniimasi
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dikkat cekicidir. Renk verici 6zelliginin bulunmasi yaninda, baliklarin hizli
gelisimi ve yasam oranlarinin arttirlmasinda da énemli bir yere sahiptir.

Kimes hayvanlarn Uretiminde ise yumurta sarisinin renklendirilmesi
konusu en basta gelen kullanim alanidir.

Artik ASX'nin gida sanayiinde, besin takviyesi ve antioksidan olarak
kullanimi iyice yayginlasmistir (38). Insanda esas olarak beslenme destegi
olarak kullanilir. Dogal kaynaklardan veya sentetik olarak elde edilir. ASX'in
hicre saghdi Uzerine etkisi, antikanser aktivitesi, antiinflamatuar etkisi ve
immun sistem Gzerine etkileri, antidiyabetik etkisi ve goz saghg: lzerine
etkileri, iskelet kas sistemi ve cilt saghgr Uzerindeki etkileri,
kardiyovaskller sistem Uzerinde antihipertansif ve noéroprotektif etkileri,
sempatik sinir sistemi ve mikrosirkilasyon Uzerine etkileri ve antioksidan
aktivitesi incelenmistir (12,24,46).

2.9.5-Astaksantinin Antioksidan Etkisi

Karotenoidler bitkilere sari, kirmizi ve turuncu rengi veren
pigmentlerdir. Dogada vyediylizin Uzerinde karotenoid olup gucli
antioksidan etkinligi olan karotenoidlerin en onemlileri; B-karoten, ASX,
lutein, likopen, zeaksantin, kantaksantindir.

Karotenoidlerden olan ASX bilimsel calismalarda dikkat cekici bir
onem kazanmistir. ASX antioksidan etki mekanizmalari; Serbest radikalleri
temizler, zincir reaksiyonlara karsi koruma goérevi Ustlenir ya da olusan
zincir reaksiyonlari sonlandirir. Hlcre zari, hicre ve dokulari hasarlara
karsi korur. Antioksidan aktivite; hidrokdsil, peroksil gibi serbest
radikallere karsi hucreyi koruma goérevidir. ASX antioksidan aktivitesi,
Vitamin-E'den 500 kat, B-karoten’den 10 kat, lutein’den 4 kat daha
etkilidir (41). Yapilan calismalarda ASX sican karaciger hicrelerinde
gerceklesen peroksidasyona karsi Vitamin E'den 100 kat daha iyi
korudugu bildirilmistir (51,82).

ASX 1stya dayanikli olup, renk degisikligi gostermemektedir. O
icermesi ve lipofilik olmasi nedeniyle kan beyin bariyerini kolaylikla gegip
merkezi sinir sistemi ile cerebrum'un hicrelerini koruyucu etki gdésterir.
Ozellikle deniz canhlarinin (karides, yengeg, istakoz ve balik yumurtalari)
kabuklarinda dogal olarak bulunan kirmizi-turuncu renkli bir pigment olup,
hiicre membran yapisinin korunmasinda etkili bir mekanizmaya sahiptir
(66).

Yapilan calismalar ASX'in reaktif oksijen radikallerinin uyardigi
Nukleer Faktor kappa B (NF-kB) aktivasyonunun inhibisyonuyla
enflamasyonu azalttigini goOstermistir (62). NF-kB, son vyillarda bir
transkripsiyon faktort olarak tanimlanmistir.
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3- GEREC ve YONTEM

3.1-Deney Hayvanlari ve Barinma Kosullari

Calismaya baslamadan énce Eskisehir Osmangazi Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulunun (HADYEK) 16.08.2016 tarih ve 544/2016
kayit numarah "etik acidan uygundur" onay! alindi. Calisma slresince
uluslararasi yénergelerde (15 Ekim 1978'de Paris UNESCO evinde Hayvan
Haklari Evrensel Bildirisi ve Resmi Gazete 06.07.2006 tarihli 26220
numarali Hayvan Deneyleri Etik Kurullarinin Calisma Usul ve Esaslarina
Dair Yonetmelik) belirtilen hayvan haklarina uyuldu. Calismamizda deney
hayvani olarak kullaniimak Uzere enfeksiyonlara farelerden daha direncli,
karakteristik olarak saldirgan olmayan, merakh ve rahatca egitilen
hayvanlar olmalari  nedeniyle sicanlar secildi. Sigcan  tlrdndn
belirlenmesinde ise glnuimizde en yaygin kullanilan soy olan rattus
norvegicus tlrune ait albino sicanlardan Wistar Albino cinsi erkek siganlar
secildi. Bu sicanlar genis kafasi, uzun kulaklari ve vicuda gére kisa olan
kuyruklari ile taninirlar. Cahsmada kullanilacak olan erkek sigcanlar,
Eskisehir Osmangazi Universitesi Tibbi ve Cerrahi Deneysel Arastirma
Merkezinden (TICAM) temin edildi. Agirligi 180-200 gr arasinda degisen
toplam otuz iki adet erigkin erkek sican kullanildi. Hayvan Deneyleri Etik
Kurullarinin Calisma Usul ve Esaslarina Dair Yonetmelik'in 4/u bendinde
yer alan 3R Ilkesi uygulanarak etik kurulumuzda 40 olan sican sayisi 32’ye
indirildi. Sicanlarin calisma ortamina adapte olmalari deneyi olumlu yénde
etkileyeceginden calismaya baslamadan yaklasik 2 hafta 6énce barinma
ortamlarindan alinip deneyin yapilacagi yere getirilmeleri saglandi.
Sicanlar, biyoritimlerine gére geceleri ve sabahin erken saatleri aktif olan
canlilardir. Sicanlar 12 saat karanhk, 12 saat aydinlik déngl icerisinde,
sicakligi 21° + 3°C’de sabit, otomatik havalandirmali odalarda tutuldu.
Ustleri paslanmaz celik tel 6rgiilii 8 sican kapasiteli, polikarbon seffaf
kafeslerde kafes temizligine 6zen gosterilerek barindirildi. Barinmalari
suresince serbest musluk suyu ve standart yem alimlarina izin verildi.

3.2- Deney Gruplari

Deneyde kullanilan 32 adet erkek sican her grupta n=8’er adet olacak
sekilde 4 gruba ayrildi.

3.2.1- Kontrol grubu

Gruptaki sicanlara cerrahi isleme baslamadan 30 dk. ©&nce
intraperitoneal (ip) yoldan 1 ml/kg DMSO [(CH3),SO] verildi. Sicanlarda
cerrahi mudahalenin etkisine bakmak ve diger gruplar ile karsilastirma
yapmak icin boyun diseke edilerek, a. carotis communis sinistra ortaya
cikarildi ama klemp takilmadi. 15 dk. sonra boyundaki yapilar eski
pozisyonuna getirilip deri kapatildi.
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3.2.2- Sham grubu

Gruptaki sicanlara cerrahi isleme baslamadan 30 dk. énce ip yoldan
1ml/kg DMSO verildi. Siganlarin boynu diseke edilip, a. carotis communis
sinistra ortaya cikarildi ve klemp takildi. 15 dk. boyunca iskemi uygulandi.
Sltrenin sonunda klemp cikarildi ve boyundaki yapilar eski pozisyonuna
getirilip deri kapatildi.

3.2.3- Deney grubu 1 (ASX 25mg/kg)

Gruptaki sicanlara cerrahi isleme baslamadan 30 dk. &énce ASX
[297% (HPLC), Haematococcus pluvailis, SML0982 SIGMA] 25 mg/kg
olacak sekilde ayarlanarak 1 mg/ml DMSO icerisinde ¢dziindurilerek IP
yoldan verildi. Siganlarin boynu diseke edilip, a. carotis communis sinistra
ortaya cikarildi ve klemp takildi. 15 dk. boyunca iskemi uygulandi. Sldrenin
sonunda klemp cikarildi ve boyundaki yapilar eski pozisyonuna getirilip
deri kapatildi.

3.2.4- Deney grubu 2 (ASX 75mg/kg)

Bu gruptaki sicanlara cerrahi isleme baslamadan 30 dk. 6énce ASX 75
mg/kg olacak sekilde ayarlanip 1 mg/ml DMSO icerisinde ¢oziindurilerek IP
yoldan verildi. Sicanlarin boynu diseke edildi, a. carotis communis sinistra
ortaya cikarildi ve klemp takildi. 15 dk. iskemi uygulandi. Slrenin sonunda
klemp cikarildi ve boyundaki yapilar eski pozisyonuna getirilip deri kapatildi.

3.3- Cerrahi Islemler

Madde (DMSO-Astaksantin) verilen siganlara, 30 dk. sonra
intramuskdler vyolla 50 mg/kg ketamin (Alfamin, %10, Alfasan
International B.V., 3440 AB, Woerden, Hollanda) ve 10 mg/kg ksilazin
(Alfazin, %2, Alfasan International B.V., 3440 AB, Woerden, Hollanda)
verilerek genel anestezi uygulandi (Sekil 3.1).

Sekil 3.1 Sicana intramuskiler anestezi yapilmasi

36



Cerrahi islem sirecinde hareketsizliklerini sirdirmeleri amaciyla bazi
sicanlara anestezik ajanlarin ayni dozlarn tekrarlandi. Kuvvetli analjezik,
hafif narkotik olan ve intramuskiler yoldan uygulandiginda hizli absorbe
edilebilen ketaminin biyoyararlanimi yaklasik %93'tir. Ksilazin ise sedatif,
hipnotik, analjezik ve kas gevsetici 6zelliklere sahiptir.

Genel anestezi uygulamasindan sonra sicanlar cerrahi masaya
alinarak supin pozisyonunda ekstremitelerinden sabitlendi. Ardindan geri
cekme ve g6z kirpma refleksleri kontrol edildi. Sigan boyun derisi %0,9
Izotonik Sodyum Kloriir soliisyonu ile islatilp jiletli ustura bicadi ile tiras
edildi. Sonra boyun derisine orta hat lizerinde, 2 cm uzunlugunda vertikal
cilt ve cilt alti insizyon uygulandi. Yuzeysel diseksiyon yapildi. Fascia ve
kaslar kunt diseksiyonla ekarte edildi. Trachea ortaya cikariip mm.
paratracheales ve m. sternocleidomastoideus klemp yardimiyla kenara
cekildi. Mm. infrahiyoidei serbestlestirildi. YUzeyel mikrodiseksiyon
yapildiktan sonra derin mikrodiseksiyon ile a. carotis communis sinistra’ya
dogru ilerlendi. Cerrahi isleme bir sonraki adimda mikroskop altinda
devam edildi. Arter, gevresindeki yapilardan ve vagina carotica igerisinde
birlikte bulunup seyrettigi nervus vagus'tan dikkatlice ayrildi (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2 A. carotis communis'in ortaya gikariimasi.
Diz uclu Bulldog klempi damara yerlestirildi. Agik boyun bdlgesinin

Uzerine serum fizyolojik ile islatilmis gazhh bez vyerlestirildi ve 15 dk
boyunca iskemi uygulandi (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3 a. carotis communis sinistra’nin ortaya c¢ikarilip klemp takilmasi

Sidrenin dolmasi ile klemp cikarildi. Reperflizyonun gergeklestigi
nabzin tekrar hissedilmesi ile gézlendi. Kaslar ve boyundaki diger yapilar
tekrar eski haline getirildi. Deri alti doku ve deri 3-0 sttidr (3-0 DEXONTM
II, 18"/45cm, CE-4, 19mm) ile her iki ucu birbirine yaklastirilarak dikildi
(Sekil 3.4). Sonra boyun derisine batikon (%10 Povidon Iyodin poli iyot
kompleksi iceren Batikon Antiseptik Cobzelti) ile pansuman vyapildi.
Siganlar tek olarak kafese yan yatirildi, basinin alti ve sirt bélgesi talas ile
desteklenerek ayilmasi beklendi. 24 saat boyunca siganlar canh tutuldu.

Sekil 3.4 Derinin sttur kullanilarak dikilmesi
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3.4-Dokularin Diseksiyonu

Deney hayvanlarinin perfizyonunda kullanilacak tampon sollisyonlari
diseksiyondan bir giin dnce taze olarak hazirlandi. Bu amagla 6énce pH 7,4
olan, 0.1M fosfat tampon solisyonu [500 ml. distile suya 5 g monobazik
(NaH;PQO4) 10,875 g dibazik (NaHPO4), Sigma] hazirlandi. Daha sonra bu
karisima %0,9'luk NaCl eklenerek fosfat tamponlu salin solisyonu elde
edildi. Fiksatif olarak ©%%4’lik paraformaldehit sollisyonu kullanildi.
Solusyon 40 g paraformaldehit (Sigma) tozunun 1lt. fosfat tampon
icerisinde ¢b6zunmesiyle hazirlandi. Tum kimyasal karisimlar manyetik
karistiriciyla (MK 318) hazirlandi. Oda 1sisinda hazirlandiktan sonra
sogumaya birakilan karisimlar perflizyon isleminde kullanilana dek
buzdolabinda bekletildi. 24 saatin sonunda, sicanlara IP yoluyla anestezi
(ketamin 50 mg/kg ve ksilazin 5 mg/kg) uygulandi. Siganlar cerrahi
masaya alinarak supin pozisyonda sabitlendi ve geri cekme ve g6z kirpma
refleksleri kontrol edildi. Siganlar sirayla anestezi uygulandiktan sonra
intrakardiyak vyolla perfize edildi. Perfizyon islemlerinde peristaltik
perflizyon pompas! (Vera Varistaltic Pump Plus) ve seti kullanildi. Cerrahi
makasla deri ve deri alti dokulara costa’larin alt seviyesinden horizontal
istikamette kesi yapildl. Processus Xxiphoideus seviyesinden diaphragma
serbestlestirilerek thorax bosluguna girildi. Costa’lar cerrahi makas
yardimiyla, her iki tarafta mid-aksillar cizgi hizasindan kesilerek, thorax’in
on boélimu kaldinldi. Kalp zedelenmeden cevresindeki destek vyapilar
dikkatli bir sekilde uzaklastirlldi. Kalbin apeksinden K3E K3EDTA
(VACUETTE® TUBE 2 ml 13x75) tuplere kan alindi (Sekil 3.5).

Sekil 3.5 Sican thorax bélgesinin agilmasi ve kan alimi
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Alinan kan +4°C’de 10 dk. slireyle 10.000 rpm’de santrifij edildi.
Santrifij sonucu elde edilen sipernatan biyokimyasal dlgimler igin ayrildi
ve Olcllene dek -85°C' de saklandi.

Daha sonra ventriculus sinister'den 3 mm girilen kelebek set ile
dolagsima oOnce fosfat tamponlu salin solisyonu verildi. Kalbin atrium
dextrum’una 1-2 mm’lik insizyon ile dolasimdaki kanin drenaji saglandi.
Geri dénen kanin rengi berraklasana kadar (8-10 dk. icerisinde) 20 ml/dk.
hizinda fosfat tamponlu salin verilmeye devam edildi. Kan saydamlastiktan
sonra paraformaldehit solisyonu verilmeye baslandi (Sekil 3.6).

Sekil 3.6 Sicanin perflize edilmesi

Bu isleme perfizyon hizi fiksasyon derecesine gdre artirilarak,
hayvanin vicudu katilasana kadar devam edildi. Perflzyon islemi
sirasinda fiksasyon sivisi verilmeye baslandijinda kas segirmelerinin
ortaya cikisi ile fiksatifin dokulara ulasti§i anlasildi. Islem
tamamlandiktan sonra cerebrum diseksiyonuna bagsglandi. Sigcanlar
servikal dislokasyon yontemi kullanilarak dekapite edildi. Cranium’lari
midsagittal hat Uzerinden deri insizyonu ile kemige ulasincaya kadar
diseke edilip deri ve derialtt dokulardan serbestlestirildi. Cranium
Uzerindeki deri dikkatlice kesildikten sonra kaslari olabildigince
kaldirildi. Kaslar altindaki cranium kemikleri makas ve penset yardimiyla
6zenle kirllarak cerebrum goérinir hale getirildi (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7 Sican cerebrum'unun dikkatlice gikariimasi

Cerebrum’a zarar vermemek icin 6zen gosterildi ve taban kisminda
bulunan sinirlerden dikkatlice serbestlestirildi. Arka tarafta cerebellum
altindan kesi yapildi ve arkasi serbest birakildi. Truncus encephali, medulla
spinalis baslangicindan ayrildi. Bdylece cerebrum, cranium iginden dikkatli
bir sekilde gikarildi.

3.5- Kanlarin Biyokimyasal Analizleri

SOD enzimi Sun ve arkadaslarinin yéntemiyle Malondialdehit (MDA)
tayini Esterbauer metoduyla (Lipid peroksidasyon o6lcim metodu), CAT
tayini ise Aebi metoduyla calisildi. Dokular da histolojik incelemeye tabi
tutuldu.

3.5.1- Superoksit dismutaz (SOD) aktivitesi 6l¢ciimii

O27'nin, H;O, ve 0O, ddénidsmesini katalize eden SOD, en o6nemli
antioksidatif enzimlerden biridir. SOD aktivitesini belirlemek igin birkag
dolaysiz ve dolayl yéntem gelistirilmistir. Bu yontemler arasinda kullanim
kolayligi  nedeniyle nitroblue tetrazolium (NBT) vyaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu ylUzden water-soluble tetrazolium salt (WST)
reaksiyonuna dayanan SOD Determination Kit (Sigma Aldrich, Katalog
No:19160) kullanilarak SOD aktivitesi belirlendi (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8 Superoksit Dismutaz dlgiminin semasi
3.5.1.1- Olciim yéntemi
Calisma cozeltilerinin hazirlanmasi;

WST Calisma Sollisyonu, 19 ml Tampon Sollsyonu ile 1 ml WST
sollsyonu seyreltilerek hazirlandi.

Enzim Calisma Solldsyonu, tUpln icindeki Enzim Sollisyonu 5 sn
santrifij edildi. Sonra 2.5 ml Seyreltme Tamponu ile 15 pl Enzim Cdzeltisi
sulandirilarak pipetle karistirildi.

SOD Sollsyonu: SOD Standart Solisyonu hazirlamak icin SOD,
Seyreltme Tamponunda seyreltildi.

Yontem;

1) Her numuneye ve blank 2 kuyucuguna 20 pl Ornek sollsyon
eklendi. Blank 1 ve blank 3 kuyucuklarina 20 pl double-distilled su
(ddH,0) eklendi.

2) Tum kuyucuklara 200 pl WST Calisma Solisyonu eklendi ve
karistirildi.

3) Blank 2 ve blank 3 kuyucuklarina 20 pl Seyreltme Tamponu ilave
edildi.

4) Tim numunelere ve blank 1 kuyucuguna 20 pl Enzim Calisma
Solusyonu ilave edilerek iyice karistirildi.
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5) Plaka’nin 20 dk boyunca 37°C’de inkiibasyonu saglandi.

6) Bir mikroplaka okuyucu kullanilarak 450 nm’de absorbans
degerleri okundu.

7) SOD aktivitesi (%inhibisyon orani)=[(Ablankl-Ablank3)-
(Anumune-Ablank2)]/(Ablank1-Ablank3)X100 formald kullanilarak
hesaplandi.

3.5.2- Katalaz (CAT) aktivitesi ol¢ciimii

CAT neredeyse bltlin canli organizmalarda bulunan antioksidan
enzimdir. H,0,'in su ve oksijene ayrismasini katalize eder. Insan
katalazina yénelik optimum pH yaklasik olarak pH 7'dir ve reaksiyon orani
pH = 6.8-7.5 arasinda belirgin bir sekilde degismedigi icin oldukca genis
bir maksimumdur.

CAT aktivitesi, amonyum molibdatla [(NH4)sM070244H,0] stabil bir
kompleks olusturan H,0,'in spektrofotometrik olarak degerlendirilmesine
dayanilarak dlgimler gerceklestirildi (23).

3.5.2.1- Cozeltiler

1) Substrat solisyonu pH 7.4; %30 H>0,'den 8,11 ml Uzerine fosfat
tamponu eklenip 1000 ml'ye tamamlandi.

2) 32.4 mmol/l (NH4)6MO70244H20 QOZG|tISI, 8¢ (NH4)6MO70244H20,
200 ml distile suda ¢o6zuldl. Her kullanimda taze olarak yapildi ve kisa
sureli beklemelerde vorteksten gecirilerek kullanildi.

3) Tampon ¢ozeltisi:
A) 4.08 g KH,PO4 alinarak 500 ml distile suda ¢6zuldu.
B) 8.04 g Na,HPO4 alinarak 500 ml distile suda ¢ézuldu.

3.3 ml A ¢ozeltisi ile 100 ml B ¢bzeltisi karistirilarak ve pH=7.4'e
ayarlandi.

3.5.3- Malondialdehit (MDA) diizeyi ol¢ciimii

Lipit peroksidasyonu lipitlerin oksidatif bozulmasina karsilik gelir.
Serbest radikaller, hicre zarinda hasara yol acan lipitlerden (genellikle
hicre zarlarinda) elektron alirlar. Patofizyolojik slireclerde oksidatif stresi
dedgerlendirmek igin lipit peroksidasyonunun niceligi sarttir. Lipit
peroksidasyonu, son urunlerinden biri olan MDA’'nin tiyobarbitilrik asit
(TBA) ile verdigi renk reaksiyonuna dayanilarak dlgcllmuistir. Lipit
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peroksidasyonunun son drlinlerinin dlcllmesi, oksidatif hasar icin en
yaygin kabul gbéren analizlerden biridir.

3.5.3.1- Cozelti hazirlama

1) 1 ml Fosforik asite, distile su ekleyerek 100 ml’lik %1 Fosforik asit
cOzeltisi yaptik.

2) 6 g TBA, 1000 ml suda cozundirerek %0.6 TBA c¢ozeltisi yaptik.
3.5.3.2- Spektrofotometre 6lcimdii

1) Her 6lcim icin kér ve 6rnek deney tlpleri hazirlandi.

2) Kor deney tipune; 0.5 ml distile su, 3 ml fosforik asit solisyonu ve
1 ml TBA solisyonu eklendi. Ornek deney tuplne ise; 0.5 ml hemolizat, 3

ml fosforik asit gbzeltisi ve 1 ml TBA ¢dzeltisi eklendi.

3) Igerisinde su olan beherde kér ve ornek deney tipleri 45 dk
kaynatildi.

4) Soguyan deney tlplerine 4 ml butanol eklendi.

5) Kor ve Ornek deney tupleri sirasiyla 10 dk boyunca 3500 rpm‘de
santrif(j edildi. Olgim yapabilmek icin sipernatant alindi.

6) 532 nm'de distile su ile sifirlanarak Spektrofotometrede koér ve
ornek deney tlplerinin absorbanslari élguldu.

3.5.3.3- Hesaplama

1-Konsantrasyon o6lcimu icin; 1, 2, 4, 6, 8, 10 nmol/ml’de standart
lipit peroksit (1.1.3.3. tetraetoksipropan) hazirlandi.

2-Standart edrisinin hazirlanmasi:

- Kor deney tlpune; 0.5 ml distile su, 3 ml fosforik asit ¢dzeltisi, 1 ml
TBA ¢dzeltisi konuldu.

-Standart deney tlplerine; 0.5 ml degisik konsantrasyonlarda
standart, 3 ml fosforik asit solisyonu ve 1 ml TBA sollisyonu eklenerek
absorbanslari okundu. Absorbanslar ile konsantrasyon dederleri milimetrik
kagit Gzerinde karsilastirilarak standart egrisi cizildi (Sekil 3.9). Standart
edri Uzerinde spektrofotometreden okunan absorbans degerine karsilik
gelen konsantrasyon dederleri okundu.
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Sekil 3.9 MDA standart egrisi
3.6- Dokularin Histolojik Islemleri

Kontrol grubu, Sham grubu, Deney 1 (ASX25mg/kg) grubu ve Deney
2 (ASX75mg/kg) grubunu olusturan tum sicanlardan histopatolojik
degerlendirmeler igin cerebral doku 6rnekleri alindi. Alinan cerebral doku
orneklerinde mikroskobik dlizeyde histolojik incelemeler yapilabilmek igin
%10’luk formalin fiksatifi icine alinarak 1 hafta slreyle bekletilip
fiksasyonlari saglandi. Daha sonra cerebral doku o6rnekleri, 3-4 saat
boyunca cesme suyunda fiksatifin cokmesini engellemek amaciyla yikandi.
Yikanan cerebral doku drnekleri 45’er dk. boyunca sirasiyla asamali olarak
%70'lik, %80’lik, %90'hk ve 9%96'lik alkol c¢ozeltilerinde bekletilerek
dehidratasyonlari saglandi. Seffaflandirimak Gzere cerebral doku 6rnekleri
2 kez 20’ser dk. ksilolde (Sigma, CgH4(CHs)2) bekletildi. Ardindan cerebral
doku ornekleri etiv icinde 65°C’de eritilmis ¢ ayri parafin icine alinarak
sirayla 60 dk. slreyle bekletildi. Parafinizasyon isleminden sonra cerebral
doku érnekleri kesit alinmaya hazir duruma getirilmek icin ayri ayr parafin
iceren kasetlere gomilerek bloklandi. Kesit almak icin kullanilacak
mikrotom bicagi (Leica) buzdolabinda sogutuldu. Mikrotom araciligi ile her
bir cerebral doku o6rneklerinden 5’er uym kalinhidginda kesitler alindi.
Kesitlerin 45°C’de su banyosunda aciimalarn saglandi ve buzlu, tirasl,
yaklasik kalinlik 1.1 mm olan temiz mikroskop lamlarinin (ISOTHERM)
Uzerine alinarak etlv icinde 1 saat slre ile bekletildi. Preparatlara
deparafinizasyon saglamak icin 1’er saat slire ile iki ayn ksilolde (CgH1o)
tutularak boyama asamasina gecildi. Preparatlarin boyama isleminde HE
ikili boyasi kullanildi. Preparatlar 5’er dk. slireyle sirayla %96, %90, %80,
%?70'lik alkol cozeltilerinde ve distile su icerisinde bekletildi. Preparatlar,
Hematoksilen ile 2 dk. ve Eozin ile 10 dk. boyandi. Sonradan fazla boyay!
almak igin cesme suyu ile hizla alkol serilerinden gegirilip dehidratasyonlari
saglandi. Dokular sirasiyla iki farkh ksilolde 30 dk boyunca tutularak
seffaflastirildi. Seffaflasan dokular daha sonra entellan ile kapatildi.
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Mikroskobik dizeyde inceleme icin 1sik mikroskobu (Olympus BH-2) ile
degerlendirmeleri yapildi ve cerebral doku iceren bitlin preperatlarin
dijital kamera (Olympus DP-70) yardimiyla fotograflar cekildi.

3.7- Istatistiksel Analizler

Elde edilen sonuglarin istatistiksel analizlerinin yapilmasinda, IBM
SPSS Statistics 21 paket programindan yararlanildi. Tanimlayici datalar
ortalama £ standart sapma olarak verildi.

Gruplar arasinda yapilan karsilastirilmalar sonucunda veriler normal
dagihyor ise Tek Yonli Varyans Analizi (One Way ANOVA, Post hoc:
Tukey) kullanildi.  Normal dagihm gostermeyen coklu gruplarin
degerlendirilmesinde ise Kruskal-Wallis H testi kullanildi. Datalarin normal
dagihm  varsayimina uygunlugu Kolmogorov-Smirnov  testi ile
degerlendirildi. Istatistiksel olarak anlamhhk icin p<0.05 dederi kriter
kabul edildi.
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4-BULGULAR

4.1-Histolojik Sonuglar

Kontrol grubuna ait deney hayvanlarindan alinan cerebrum 6rneklerinin
Istk mikroskobu altinda degerlendirilmesi sonucu, cerebrum normal
histolojik yapida goéruldi. Ayrica kortikal alanda normal gérintmli
noéronlar ve glial hicreler gézlendi (Sekil 4.1).

Sekil 4.1 Kontrol grubu sonuglari
Kortikal alanda normal gérintmli néronlar (») ve glial hiicreler (=)

izlenmekte (a-d) (scale bar: 200um, scale bar: 100um, scale bar:
50.0um, HE).
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Sham grubuna ait deney hayvanlarindan alinan cerebrum dérneklerinin 1sik
mikroskobu altinda degerlendirmesi sonucu, cerebral korteksinde yogun
hasar ve ¢ok sayida nekrotik néron gdzlendi (Sekil 4.2).

¢
e RS

Sekil 4.2 Sham grubu sonuglari

Kortikal alanda yogun hasar (=) ve ¢ok sayida nekrotik néron (»)
izlenmekte (a-d) (scale bar: 200um, scale bar: 100um, scale bar:
50.0um, HE).
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ASX25mg/kg grubuna ait deney hayvanlarindan alinan cerebrum
orneklerinin 151k mikroskobu altinda degerlendirmesi sonucu cerebrum
korteksinde, Sham grubuna gére azalmis hasar dikkat gekti. Nekrotik
hlcre sayisinda azalma go6zlendi. Normal gérinimld néronlarla birlikte az
sayida nekrotik néronlar gozlendi (Sekil 4.3).

Sekil 4.3 ASX25mg/kg grubu sonuglari

Kortikal alanda azalmis hasar dikkat cekmekte. Normal gérinumli
néronlarla birlikte az sayida nekrotik néronlar gérilmekte (») (a-d) (scale
bar: 200um, scale bar: 100um, scale bar: 50.0um, HE).
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ASX75mg/kg grubuna ait deney hayvanlarindan alinan cerebrum
orneklerinin 151k mikroskobu altinda degerlendirmesi sonucu, cerebrum
korteksinde Sham grubuna gére azalmis hasarla birlikte kortikal alanda
kismi hasar goézlendi. Histolojik dederlendirmede, normal gérinimlid néron
yapilarinin disinda az sayida nekrotik néronlar da dikkat gekti. Ayrica
vaskduler konjesyon gozlendi (Sekil 4.4).

Sekil 4.4. ASX75mg/kg grubu sonuclari

Kortikal alanda kismi hasar (=) ile birlikte normal gérinimli néron
yapilarinin disinda az sayida nekrotik néronlar da dikkat gekmekte (»).
Ayrica vaskuler konjesyon gézlenmekte (*) (scale bar: 200um, scale bar:
100um, scale bar: 50.0pm, HE).
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4.2-Biyokimyasal Sonuglar
4.2.1-SOD degerleri

Kanda SOD degerlerinin (% inhibisyon)(ortalama=xstandart sapma) sayisal
ayrintilari Tablo 4.1'de, ayni dederlere iliskin grafik ise Sekil 4.5'te verildi.
Gruplar istatistiksel olarak karsilastirildiginda iskemi uyguladigimiz, ancak
madde vermedigimiz Sham grubu dederinin en disik dizeyde oldugu
gbézlenmektedir. Bu durum, iskemi ile birlikte artis gésteren serbest
radikaller karsisinda antioksidan savunma sisteminin yetersiz kaldigini
gbéstermektedir.

ASX25mg/kg grubu dederlerinin anlamli bir sekilde artmasi verdigimiz
maddenin (ASX'in) anlaml bir sekilde antioksidan sistem Uzerinde
koruyucu etki yaptigini gostermektedir. ASX75mg/kg grubunda da
koruyucu etki artarak Kontrol grubu degerlerine yaklasmistir. Ancak
verilen maddenin dozundaki artis, ASX25 mg/kg grubunun koruyucu etkisi
oraninda artis géstermemistir. Bu durum ASX'in artan dozla birlikte
koruyucu etkisinin de artmaya devam ettigini, ancak hizinin giderek
azaldigini bildirmektedir.

Tabo 4.1 Gruplara ait SOD duizeylerinin dagilimi

SOD Coklu
(% inhibisyon) Karsilastirma
Grup Ortalama * Standart
no Gruplar N sapmd F P 123 )4
1 |Kontrol 8| 76,725+2,439 *%k[kx%| ng
2 |[Sham g8 | 65,883+3,062 Kk K Kk | Kokk
3 |ASX25mg/kg | 8 70,190£2,470 |34,603|<0,001 |*xx*| *x * %
4 |ASTX75mg/kg| 8 75,735+1,506 ns |*%x| xx
100 SOD INHIBISYON
Z
& 60 y
T
> 40
=
s 20 %
0 7
KONTROL SHAM ASX 25 ASX 75
GRUPLAR

Sekil 4.5 Gruplara ait SOD dtizeylerinin dagilimi
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4.2.2- CAT degerleri

Kanda CAT degerleri (mmoles/min/mg protein)(Ortalama + Standart
sapma) Tablo 4.2'de, ayni dederlere iliskin grafik ise Sekil 4.6'da verildi.
Genel olarak SOD degerleriyle benzerlik gosterdigi izlendi.

Sham grubu dederinin en disik dizeyde olmasi, iskemi ile birlikte artis
gbsteren serbest radikaller karsisinda antioksidan savunma sisteminin
yetersiz kaldigini gostermektedir.

ASX25mg/kg grubu dederlerinin anlamli bir sekilde artmasi verdigimiz
maddenin (ASX'in) anlaml bir sekilde antioksidan sistem Uzerinde
koruyucu etki yaptigini, ASX75mg/kg grubunda ise koruyucu etkinin
artarak devam ettigi ve Kontrol grubu degerlerine iyice yaklastigi
gbézlenmistir.

Tablo 4.2 Kanda CAT degerleri

Katalaz Coklu
Grubp|  Gruplar n | (mmoles/min/mg F P Karsilastirma
no protein)
Ortalama * Standart sapma 1 2 3|4
1 |Kontrol 8 18,3813+1,62 xkk | k% | ng
2 |Sham 8 14,3263+0,497 *ok ok *okok | Kok ok
3 |Asx25kg/kg | 8| 16671320216 |2V <OOON L, .
. KATALAZ AKTIVITESI
§ 20
a 15
v
£ 7
~ 10
£
P /
N
9 0 A
o
€ KONTROL SHAM ASX 25 ASX 75
E GRUPLAR

Sekil 4.6. Gruplara ait CAT duzeylerinin dagihmi
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4.2.3-MDA degerleri

Kanda MDA degerleri (nmol/ml)(ortalamazxstandart sapma) Tablo 4.3'te,

ayni degerlere iliskin grafik ise Sekil 4.7'de verildi.

Sham grubu ile diger gruplar istatistiksel olarak karsilastirildiginda Sham

grubu MDA dederleri anlaml bir sekilde yiuksek goridlmistir. Bu durum
iskemi sonrasi cerebrum'da hasarin olustugunu gostermektedir.

ASX25mg/kg grubu dederlerinin hizla dismesi ve Kontrol grubu

degerlerine yaklasmasi verilen maddenin (ASX) beyin lzerinde anlamli bir

sekilde koruyucu etki yaptigini goéstermektedir.

ASX75mg/kg Grubu degerlerinin Kontrol grubu dederlerinin altina dismesi
ASX'in beyin Gzerinde tam (%100) koruyucu etki yaptigini géstermektedir.

Tablo 4.3 Kanda MDA degerleri

MDA Coklu
(nmol/ml) Karsilastirma
Grup

no Ortalama + Standart

Gruplar n e F P |12 ]|3]|4
1 |Kontrol 8 1,7288+0,01246 **% | ns | ns
2 |Sham 8 1,8588+0,02167 * kK KoKk | kokok

78,237|<0,001
3 |ASX25mg/kg | 8 1,7475+0,02915 ns | **x* ns
4 |ASX75mg/kg 8 1,7275+0,01165 ns | ***| ns
1.9 MDA SEVIYESI
_ 185 V
§ 1.8
<)
g 1.75 T 1 I
c 1.7
g 1.65
= Z
KONTROL SHAM ASX 25 ASX 75
GRUPLAR

Sekil 4.7 Kanda MDA dederleri




5- TARTISMA

Iskemi sonrasi olusan hastaliklar giiniimiizde énemli bir saglik sorunu
olmaya devam etmektedir. Ozellikle iskemiye bagli serebrovaskiiler
hastaliklar; ciddi mortalite ve morbiditeye yol acan hastaliklarin basinda
yer almaktadir. Klinik gézlem ve modern goérintileme ydntemleriyle
gerceklestirilen gincel arastirmalar, cerebral iskemide siireye bagl olarak
geri dontsimli ya da geri donlisimslz hasarin degisken oldugunu
gbdstermektedir.

Yapilan calismalarda iskemi olusturmak icin siklikla iki tarafli ACC ve
a. cerebri media ligasyonu kullanilmaktadir. Calismamizda deneysel iskemi
modellerinden biri olan a. carotis communis I-R modelini uygulayip ASX'in
antioksidan sistem ve cerebrum Uzerinde koruyucu etkisinin olup
olmadigini arastirdik.

Bu modelin seciminde; cerrahi islemin dikkat ve 6zenle yapilmasina
uygun olmasi, uzun slreli sag kalimlara elverisli bulunmasi, disitk
basarisizlik oraninin gorilmesi, istenilen hasari verebilmesi ve erken
olimlere rastlanmamasi gibi avantajlar tercih sebepleri olmustur.

Kemirgenler (izerinde yapilan cerebral I-R model galismalarinda
olusan hasarin; iskemi ve reperfluzyon slrelerine, iskeminin siddetine goére
degistigi pek cok kere gdsterilmistir (25,109). Iskemi siiresi kisa iken
reperfiizyon hasarinin az oldugu, sire uzatildiginda hasarin ve buna bagli
olarak enfarkt hacminin arttigi gésterilmistir (110).

Sicanlarda olusturulan cerebral I-R modeli calismalarinda iskemi
stresi 5-30 dk. arasi degismekte, reperfiizyon slreleri ise incelenecek
parametrelere goére belirlenmektedir (94).

Calismamizda sicanlara tek tarafli ACC’e klemp takarak 15 dk.
boyunca iskemi olusturduk, daha sonra 24 saatlik reperflizyon slresi
bitiminde kan ve doku o6rnekleri alinarak SOD, CAT ve MDA analizleri
yapildi.

Serbest radikallerin olusum hizi ile antioksidan savunma sistemi
arasindaki dengenin bozuldugu durumda oksidatif stresin olustugu
bilinmektedir. Hasarin hem biyokimyasal hem de morfolojik olarak
gosterildigi durumlarda antioksidan kapasitedeki degisimler
arastirilmaktadir. Bu nedenle antioksidan sistemin 6énemli bilesenleri olan
SOD ve CAT duzeylerinin incelenmesi sonucu serbest radikal aracili hasar
konusunda indirek bilgi verir (52, 91,107).

Farkli hastaliklarda olusan SOR l(lretiminde ve antioksidan enzim

aktivitesinde giderek artan bir artis goézlemlemek s6z konusu dedgildir.
Organizma antioksidan savunma sistemlerini en uygun sekil ve
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yontemlerle galistirip en yararh savunmayi secmek, hastaligin tiriine veya
tipine en uygun antioksidan sistemini calistirmak veya enzim sentezini
engellemek yahut da enzim yapisini degistirmek yontemlerinden biriyle
baski altina alinir (59).

Aldigimiz kan ornekleri (zerinde yaptigimiz SOD analizi sonucu;
iskemi uyguladigimiz, ancak madde vermedigimiz Sham grubu dederinin
en diuslik dizeyde oldugu gozlenmistir. Bu durum, iskemi ile birlikte artis
gbdsteren serbest radikaller karsisinda antioksidan savunma sisteminin
yetersiz kaldigini gostermektedir.

ASX25mg/kg grubu dederlerinin anlamli bir sekilde artmasi verdigimiz
maddenin (ASX'in) anlamh bir sekilde antioksidan sistem (zerinde
koruyucu etki yaptigini godstermektedir. ASX75mg/kg grubunda da
koruyucu etki artarak Kontrol grubu degerlerine yaklasmistir. Ancak
verilen maddenin dozundaki artis, ASX25 mg/kg grubunun koruyucu etkisi
oraninda artis gostermemistir. Bu durum ASX'in artan dozla birlikte
koruyucu etkisinin de artmaya devam ettigini, ancak hizinin giderek
azaldigini bildirmektedir.

Hicrenin dogal yapisi icinde mitokondride yer alan ve endojen
antioksidan enzimlerden biri olan SOD, serbest radikallerin
temizlenmesinde goérev alir. Bir baska adiyla serbest radikal
sUpdridcusudur. Cerebral iskemi sirasinda/sonrasinda olusan superoksit
radikallerini, daha az reaktif olan ve serbest radikal olmamasina ragmen
ROS kapsaminda sayilan H;O, kalibina déndiridr. Sicanlarda deneysel
serebral I-R sonrasi SOD aktivitesinin disti§iini gésteren calismalar
bulunmaktadir (40).

SOD'un noétralize edilmesinde, tanimini yaptigimiz serbest radikaller
dogrudan etkisi bulunmaktadir. SOD'un aktivitesindeki azalmayi
aciklamakta ve oksidatif stresin arttigini géstermekte, 6nemli bir kaynak
ve cikis nedenidir. SOD gibi oksidatif hasara maruz kalmis enzimler
proteinleri amino asitlere kadar parcalamak egilimindedirler ve bu stireg
icinde yitime ugrarlar. SOD aktivitelerinin dlstigu gozlenmektedir.

Gerbillerde yapilan deneysel bir calismada da 15 dk. iskemiyi takip
eden 1. ve 2. reperflizyon glnlerinde SOD dizeyinde dislis oldugu
gosterilmistir (94).

Calismamizda CAT degderleri genel olarak SOD degerleriyle benzerlik
gosterdigi izlendi. Sham grubuna ait CAT degerlerinin Kontrol grubuna
gore anlaml dizeyde azaldigi gozlenmistir. Bu durum, iskemi ile birlikte
artis godsteren serbest radikaller karsisinda antioksidan savunma
sisteminin yetersiz kaldigini géstermektedir.

ASX25mg/kg grubu dederlerinin anlaml bir sekilde artmasi verdigimiz
maddenin (ASX'in) anlamh bir sekilde antioksidan sistem (zerinde
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koruyucu etki yaptigini, ASX75mg/kg grubunda ise koruyucu etkinin
artarak devam ettigi ve Kontrol grubu dederlerine iyice vyaklastig
gbzlenmistir.

ASX'in doz miktarinin 85-90mg/kg duzeyine cikarilmasi durumunda
CAT degerleri acisindan antioksidan savunma sistemi U(zerinde tam
(%100) koruyucu etki saglayacagr disinidlmektedir.

Hlicre hasarina eslik eden temel mekanizma SOR’a bagl lipid
peroksidasyonudur. Kan ve doku d&rneklerinde lipid peroksidasyonun
belirlenmesinde MDA analizi yapildigi ve MDA'nin oksidatif hasarin major
gostergesi oldugu belirtilmistir (1).

Calismamiz sirasinda olusan hasari ve ASX’in bu hasar Uzerindeki
etkisini gdstermek icin MDA dulzeylerini inceledik. Sham grubu MDA
degerleri Kontrol grubuna gore anlamh bir sekilde arttigi gézlenmistir. Bu
durum iskemi sonrasi cerebrum'da hasarin olustugunu géstermektedir.

ASX25mg/kg grubu dedgerlerinin hizla dismesi ve Kontrol grubu
degerlerine yaklasmasi verilen maddenin (ASX) beyin (zerinde anlamh bir
sekilde koruyucu etki yaptigini géstermektedir.

ASX75mg/kg Grubu degerlerinin Kontrol grubu degerlerinin altina
dismesi ASX'in beyin (zerinde tam (%100) koruyucu etki yaptigini
gbdstermektedir.

Bu bulgular neticesinde ASX’'in antioksidan sistem ve cerebrum
Gzerinde anlamli dlizeyde koruyucu etkisinin oldugu tespit edilmistir.

Farkli bir calismada buldugumuz verilerin aksine kontrol grubu MDA
dizeylerinin sham grubu MDA dizeylerine gbére 6nemli sekilde yuksek
oldugu belirtilmistir (6, 96). Baska bir calismada ise 6n cerebral I-R’de
cerebral doku ve kanda MDA seviyelerinin énemli sekilde arttirdigi rapor
edilmistir.

Ancak bunlarin yaninda Yaidikar ve ark. yaptigi bir calismada flavonid
kullaniminin cerebral iskemi hasarinda MDA uretiminin baskilama suretiyle
doku koruyucu etkisini ortaya koymus olmalar, bizim arastirmamiz
sonucu buldugumuz verileri destekler niteliktedir (113).

Gupta ve ark. yaptiklari calismalardaki bulgularda oksidatif hasarin
arttigini gostermislerdir (39). Yaptiklari calismalarinda a. cerebri media
oklizyonu olusturulmus sicanlarda MDA dlizeylerinde anlamli bir artis
tespit etmisler. Bu tespitleriyle a. cerebri media oklizyonu olusturulmus
sicanlarda serbest oksijen radikallerinin artisina bagl oksidatif hasar
olustugunu gostermislerdir. Sugawara ve ark. da benzer sekilde deneysel
iskemi de H,05 ve lipit hidroperoksitin arttigini gostermislerdir (98).
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Yirmi dakika global cerebral iskemi olusturulan baska bir calismada
da reperflizyonun 7. ginunde uzaysal hafizadaki bozulmayla birlikte lipid
peroksidasyonun son drint olan MDA dlzeyinde artis saptanmistir (114).

ASX; cerebrum, karaciger, Ureme sistemi gibi cesitli alanlarda
kullanilmaktadir. ASX’in cerebrum’da kan-beyin bariyerini gecebiliyor
olusu 6zellikle cerebral iskemi Uzerine yapilan calismalarda daha c¢ok
tercih edilmesi sonucunu dogurmus ve olumlu sonucglar alinmistir
(15,39,115).

ASX'in koruyucu etkisi bircok iskemik doku ve organ Uzerinde
arastirilmistir. Bobreklerde meydana gelen oksidatif stres ile doku hasari
ve diger bobrek bozukluklarinda ASX'nin etkili olacagini isaret eden
calismalar mevcuttur. ASX’in karacigerde olusturulan I-R hasar lizerindeki
etkilerini incelemek amaci ile yaptiklari calismalarda I-R uygulamasindan
once 14 giin boyunca ASX verildiginde I-R’nin karacigerde olusturdugu
oksidatif hasari dénledigini géstermislerdir (11).

Nakajima ve arkadaslarinin yaptigi incelemede retinal hicrelerde
SOR’un etkili oldugu ve baslattigi oksidatif stres yaninda lipid
peroksidasyonu, ayrica DNA hasari Uzerinde ASX'nin koruyucu etki
yaptigini tespit etmislerdir. Tespitlerinin bir sonucu olarak ASX'nin retinal
bozukluklarda etkin bir tedavi edici ilag olarak kullanilabilecegini
onermislerdir (78).

In vivo cerebrum merkezli iskemi ve in vitro H,0,'nin norotoksisitesi
Uzerine yaptiklari calismalarinda, ASX'i iskemiden 1 ve 5 saat dnce olmak
Uzere 2 defa verdiklerinde ASX'in koruyucu oldugunu belirlemislerdir.

ASX; vicut sicakhgi, cerebrum sicakhgi, cerebral kan akisi, kan
basinci, kan pH’si gibi fizyolojik parametreleri dlizenleyemez, fakat beyin
dokusunda olusan oksidatif stresi, glutamat salinimini ve apoptozisi
azaltabilir. Nitekim Lee D.H. ve arkadaslari, Shen H. ve arkadaslari, geng
sicanlar Uzerinde olusturduklari iskemik cerebral hasarin ASX ile
azaltilabildigine dikkat cekmislerdir. Ancak noral dejenerasyonlarinin
gorialdigu Alzheimer ve Parkinson gibi hastaliklarda ASX'nin olumlu
etkilerinin olup olmadiginin ortaya konulabilmesi icin daha ileri diizeyde
calismalarin yapilmasi gerekli ve zorunludur (63,97).

ASX'in intraserebroventrikliiler uygulandigi subaraknoid hemoraji
olusturulan ve erken cerebral hasar lzerine etkilerinin incelendigi Zhang
ve arkadaslarinin calismasinda da TUNEL yoéntemiyle apopitoz
degerlendirme sonuglarinda degisik dozlara cevaben azalmis apopitoz
orani tespit edilmistir (118).

Cerebral iskemi sonucunda hlicre nekrozuna sebebiyet veren olaylar,

hicre icindeki diger bazi faaliyetler gibi heniz tam anlasilamamistir.
Cagimiz teknolojisinin son vyillarda tip alaninda devrim niteligindeki
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atihmlarina ragmen, insan organizmasinin mikro ve makro dlizeyde
bilinmeyenleri sayisal olarak sasirtici dlizeyde fazladir. Ancak son yillarda
tip alanindaki bulgular oladanistl sekilde hiz kazanmis ve kat edilen
mesafe olaganlstld boyutlara varmistir.

Cerebral I-R'nin néronlar Uzerindeki etkisinin gdzlemlenebilmesi
amaci ile cerebral iskemi calismalarinda yaygin olarak hematoksilen eozin
boyamasi yapilmaktadir (29).

Calismamizda cerebral doku kesitleri HE ile boyanarak degerlendirildi.
Sham grubunun cerebral korteksinde yogun hasar ve ¢ok sayida nekrotik
noron gozlendi. Bu sonuglar yaptigimiz calismada a. carotis communis
iskemi-reperflizyon modelini uygulayarak sham grubunda cerebral I-R
hasari olusturdugumuzu gostermektedir.

ASX uygulanan deney hayvanlarinda ise cerebral korteksde Sham
grubuna gére azalmis hasar ve nekrotik néronlarda azalma gdézlenmistir.
Bu da bize ASX'in hasari anlamh dizeyde azaltabilecegini, bu yizden de
koruyucu etkiye sahip oldugunu géstermektedir.
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6- SONUC ve ONERILER

Metabolizma, canli organizma iginde gergeklesen cesitli kimyasal
reaksiyonlari kapsar. Bu reaksiyonlardan biri de oksidasyondur.
Organizmada oksidanlar ile antioksidanlar denge halindedir. Bu dengenin
oksidanlar lehine bozulmasi sonucunda oksidanlarin sayisinda meydana
gelen artis bircok rahatsizliga sebep olabilir. Oksidanlar icinde serbest
radikaller oldugu gibi olmayanlar da vardir. Serbest radikal Gretimine yol
acarak ya da antioksidan sistemlerini inhibe ederek oksidatif strese neden
olan molekillere pro-oksidan denir. Her hastaligin temelinde belli bir
Olctide oksidatif stresin etkili oldugu kabul edilmektedir.

Hucresel faaliyetler sonucunda artan serbest radikal Gretimi i¢ ve dis
etkenler sonucunda artar. Bu artis oksidan savunma sisteminde bir
dengesizlige sebep olur ve oksidanlarin artisi sonucunu dodurursa
meydana gelen oksidatif stres hastaliklarin temel nedenini olusturur.
Enzimatik olan yahut olmayan antioksidanlarin sayisinda artis da okdidatif
stresi meydana getirir. Bu da cok sayida hastaligin temel dayanadini
olusturur. Hucrelerin lipit ve protein yapilar ile DNA'lar Uzerinde toksit
etkilerin goérilmesinin ana sebebi budur.

Serbest radikallerle cevrenin birbiriyle iletisimi ve ilgisi her zaman
onemli olmustur. Clnkl cevreden yayilan gazlar, kirletilmis ve risk tasiyan
sular, yasadigimiz ortamda dedisik oranlarda bulunan cesitli kimyasal
bilesikler, tek basina ya da birkac birbiriyle etkilesime girerek insan
saghgini ciddi boyutlarda tehdit eder ve risklerin blylimesi sonucunu
dogurur. Bunlar sadece insanlar icin degil, diger canlilar igcin bash basina
tehdit kaynadidir. Bunlarin artmasi sonucunda antioksidan savunma
sistemi etkisini vyitirir ve gorevini yapamaz héle gelir. BOylece serbest
radikallerin asin ve sik saldirilarina maruz kalmasi sonucu birgok hiicre,
doku, organ ve sistemler birbirine bagli olarak ayni zamanda
etkilenmektedir.

Organizmada bozulan oksidan ve antioksidan denge i¢c ve dis
etkenlerin artan etkisiyle serbest radikallerin lremesini saskinlik verecek
boyutlarda hizlandinir ve yukarida siraladigimiz hasarlara neden olur. Bu
durum da Oncelikle heniiz basa gikamadigimiz kanseri tetikler. Ayrica yine
basta serebrovaskiler ve kardiovaskiler hastaliklar olmak Uzere
organizmanin dengesini bozan bircok hastaligin olusmasina sebebiyet
verir. Sorunlar katlanarak bliyime egilimi gosterir.

Giderek ureyen, uUredikce daha da artan serbest radikallerin hedefinde
hicreler vardir. Hucrelere birbiri ardina yaptiklari saldirilar hi¢ bitmez.
Serbest radikallerin saldirisina tutulan hlcreler yasam ugrasi verir. Bir
insan vucudundaki bir hicrenin ginde defalarca amansiz bombardimana
ugramas! karsisinda htcrenin canlihdini korumasi kolay degildir. Bu
durumda oncelikle organizmanin gelistirdigi savunma sistemlerinden
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antioksidan savunma sistemi devreye girerek hlcreleri muhtemel bir
hasardan korur. Savunma sisteminin hedefinde de serbest radikaller
vardir. Onlari tutar, hizlarini keser yani aktivitelerini denetim altinda tutar,
yapilarini degistirerek zararsiz héale getirir, yahut girdigi kimyasal
reaksiyonlarla onlari organizmanin kaldirip atacagi bir yapiya donistirir.
Ancak tim bunlar yeterli olmayip serbest radikaller yine de etkinligini
surdurebilirler. Bu durumda disaridan alinacak besinlerle antioksidan
savunma sisteminin giclnd artirmak zorunlu hale gelecektir.

Calismamizda uyguladifimiz cerebral iskemi modelinin I-R hasari
olusturmada basarili oldugu goézlenmistir. Histolojik bulgular sonucunda
iskemi uyguladigimiz grubun cerebral doku orneklerinde yogun hasar ve
nekrotik hiicreler gézlenmistir.

Madde verilen deneysel gruplardaki doku orneklerinde azalmis hasar
ile az sayida nekrotik hlcreler gézlenmistir. Bu da bize antioksidan olarak
verilen ASX'in cerebral doku {izerinde I-R hasarina karsi kismi koruyucu
etki sagladigini géstermektedir.

Biyokimyasal analizler sonucunda SOD ve CAT dederlerinde iskemi
uyguladigimiz grubun anlamli diizeyde disik oldugu go6zlendi. Bu da bize
iskemi ile artis gosteren serbest radikaller karsisinda antioksidan savunma
sisteminin yetersiz kaldigini géstermektedir.

Madde verilen deneysel gruplarin SOD ve CAT dederleri anlamli bir
sekilde artis gosterdigi gozlenmistir. Bunun sonucunda kullandigimiz
ASX'in antioksidan savunma sistemi Uzerinde koruyucu etki sagladigi
gbézlenmistir.

Oksidatif hasarin belirteclerinden biri olan MDA dederlerinin iskemi
uygulanan grupta anlamli bir sekilde ylksek oldugu goézlenmistir. Bu
durum iskemi sonrasi cerebrumda hasar olustugunu gdstermektedir.
Madde uyguladigimiz deneysel gruplarda MDA degerlerinin anlamli
dlzeyde azaldigi, hatta ylksek doz (ASX75mg/kg) uyguladigimiz gruptaki
degerlerin kontrol grubundaki degerlerin de altina indigi gézlenmistir. Bu
durum ASX'in oksidatif hasara karsi beyin Uzerinde anlamh dlizeyde
koruyucu etki sagladigini, yiksek dozda ise tam koruyucu etki sagladigini
gbdstermektedir.

Tam bu bulgular sonucunda ASX'in cerebral iskemi modeli uygulanan
sicanlarda antioksidan sistem ve beyin (zerinde I-R hasarina karsi
koruyucu etki sagladigini gostermektedir.

Oksidatif hasara karsi ASX'in histolojik bulgular ile biyokimyasal
sonucglar arasinda az da olsa fark goérulmesinin sebebi: MDA 6lcimu
yapabilmek icin TBA ile MDA'nin reaksiyona girmesi gerekmektedir. Bu
reaksiyon nedeniyle MDA degerlerinin dedisik cikabilecedi bildiriimektedir.
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Calismamizda gortlen farkin da bundan kaynaklandigi disintlmektedir.

ROT'in hicresel yapilar tzerindeki etkisi konusunda birgok arastirma
yapilmis olmasina ragmen, bu konular ¢odu hastaliklarin patogenezi ile
iliskili bulunmasi sebebiyle hadlen giindemde kalmaya devam etmektedir.
Bu konular hakkinda, daha etkin ve genis boyutlu calismalar yapilmasini,
gelecekte hastaliklarin patogenezini anlamada ve toplumu aydinlatmada
daha etkin ve dnemli rol oynayacadi nedeniyle 6nermekteyiz.

Antioksidan maddeler ile ilgili yapilacak arastirmalarda:

Antioksidan ydénlinden zengin olan besinlerin ve bunlarin beslenme
Uzerindeki etkilerinin anlatilmasi,

Antioksidan yonudnden zengin besinler iceren gidalarin gunltuk
dozlari ile kullanma zamanlarinin bilimsel olarak belirlenmesi,

Antioksidan iceren besinlerin biyoyararlanimlarinin  bilimsel
yontemlerle tespit edilmesi,

Antioksidan yénidnden zengin besinlerin birlikte yahut periyodik
olarak  kullanilan ilaglarla  birlikte alinmasi  sonuglarinin
arastinimasi,

Ilaclarla antioksidan besinlerin etkilerinin azalmasi ya da ortadan
kalkmasi (antagonizma) veya etkisinin artmasi (sinerjizma)
durumlarinin bilimsel verilerle ortaya konulmasi, calismalari daha
cazip hale getirecegi nedeniyle 6nermekteyiz.

Sunulan bilgiler gergcevesinde:

Piyasada sirim halinde bulunan vitamin tabletleri yerine onlardan
antioksidan olarak daha zengin olan besinleri dizenli bir gsekilde
tiketmenin saglk yoninden daha uygun ve yararli sonuglar
verecedinin kamuoyuyla paylasiimasi,

Yapilacak bilimsel nitelikli galismalarin yararli ve kesin sonuglarinin
kamuoyuna bildirilmesi,

Dogal beslenme vyoluyla hastaliklardan korunmada, vyeni
bilgilerin en kisa ve en etkin iletisim yoluyla paylasiimasi; az
bilinen ya da

bilinmeyen gercek bilgilerin yasama gegirilmesinde katki
saglayacagi dusilincesiyle 6nerilmektedir.

Yapilan calismalarda dogru deneysel modelin secilerek uygulanmasi
en 6nemli parametrelerden biridir.
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A. carotis communis iskemi-reperfuzyon deneysel modelinde
karsilasilan en blylk sorun, ortaya cikan sonuclarin dediskenliginin
denetlenmesinde yasanmaktadir. EGer yeterli denetim yapilmamissa farkli
parametrelerin artmasina bagl olarak degiskenligin artmasi uygulanan
modelin gecerligine ve glvenirligine goblge dusirmektedir. Degiskenler
arasinda yer alan; plazma glukoz konsantrasyonu, sicaklik, kan basinci ve
kan gazlar, ayrica; yas, cinsiyet, irk gibi degisiklikler yaninda cerrahi
islemlerin tekrarlanabilmesi, hayvanlarin boyutlari ve maliyetleri gibi
degiskenler de deneysel modelin secimini etkilemektedir. Daha sonra
gerceklestirilecek arastirmalarda I-R siresindeki degismelerle birlikte
kullanilacak farklh dozlarin serebral infarkt alanina olan etkisinin de
belirlenmesi doku diizeyinde olusan hasarda bu ilacin etkinliginin daha iyi
bir sekilde ortaya konulmasini saglayacadi icin 6nerilmektedir.

Histolojik bulgularin dederlendiriimesinde daha objektif sonuclara
ulasmak icin, tespit edilen degisimlerin gruplandirilmasinin yaninda, nicel
degerlendirmeler yapilmasi daha kesin sonuglara ulasmada yardimci
olmaktadir.

ASX'in antioksidan sistem ve cerebrum Uzerindeki koruyucu etkisini
daha gergekgi ve bilimsel bir sekilde ortaya koyabilmek igin:

* Gelecek calismalarin daha fazla deney gruplari ile yapiimasi,
* Farkh surelerde farkli uygulamalarin kullaniimasi 6énerilmektedir.
Sundugumuz bu onerilerin disinda iki ayr 6neri daha sunmak isteriz:

1-Nobel Odilii sahibi Prof. Dr. Aziz Sancar: “Bilimsel hayatim
boyunca Uzerinde sirekli calistigim konu Deoksiribontkleik asit (DNA)
onarimi olmustur." demistir.

. Bu aciklama DNA'lar hakkinda 6grenmemiz gereken ¢ok seyin
olduguna isarettir. DNA yaninda RibonUlkleikasit (RNA) de
birlikte, insanin gecmis ve gelecegiyle ilgili bilgiler konusunda
olaganistl imkanlar sunmaktadir.

. Oksidatif hasarlarla bunlarin sonucu olusan hastaliklar
bilindigi oranda 6nlem alinacaktir. Bu nedenle incelemelerin
daha onemli yararlar Uretebilmesi icin yaptigimiz tirden
arastirmalarin DNA ve RNA alanina, ayrica son yillarin
calismalarindan olan proteomik teknolojisi alanina da
kaydiriimasi énerilmektedir.

2-Serbest radikallerin yasliigin ana nedenlerinden biri oldugunun

bilimsel kuram olarak éne strulmesi henlz 62 yillik bir gegmise sahiptir!..
Serbest radikallerle vyasliik arasindaki iliskinin boyutlari henidz tam

62



bilinmediginden bu kuram kesin kabul gérmis degildir!..

Genelde yaslanmak istemeyen insanligin arastiracagi énemli
konulardan biri de serbest radikal ve ¢evresinde bulunan tim
islev, reaksiyon ve etkilesim alani olacaktir.

Bu nedenle yaptigimiz tirden calismalarin yashhk ekseni

etrafinda; serbest radikaller, antioksidanlar, DNA, RNA ve
protein agirlikli olmasi dnerilmektedir.
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