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OZET

ARICI, M.: Kas Flepleri iskemi Reperfiizyon Hasarinda Quercetin’in
Etkileri: Deneysel Cali sma, Eskisehir Osmangazi Universitesi Plastik
Rekonstruktif ve Estetik Cerrahi Anablim Dali Tipta Uzmanlik Tezi,
Eskigehir, 2006. Calismanin amaci, antioksidan 6zellige sahip bir flavonoid
olan Quercetin kullanarak, deneysel olarak serbest kas dokusu aktarimini
ifade eden bir modelde, iskemi reperfiizyon hasarini incelemektir. Calismada
21 rat, 3 esit gruba ayrildi.1. grup (n= 7) noniskemik kontrol grubu (K), 2.
grup (n=7) iskemi reperfiizyon grubu (i/R), 3. grup (n= 7) iskemiden 1 saat
once intraperitoneal 50 mg/kg Quercetin verilen iskemi reperfizyon +
Quercetin (I/R+Q) grubuydu. Deney, tim gruplarda latissimus dorsi kas
fleplerini kaldirdiktan sonra, 2 ve 3.grup ratlarda latissimus dorsi kas fleblerini
4 saat normotermik no flow iskemi, 2 saat reperfizyona maruz birakarak
yapildi. Biyokimyasal analiz olarak butin gruplarda doku icerigindeki
superoksit dismutaz (SOD) ve malondialdehit (MDA) duzeyleri o6lgulda.
Histolojik olarak butin gruplarda doku icine infiltre olan I6kosit ve mast
hiicreleri sayildi. SOD diizeyleri iI/R grubunda, K ve I/R+Q grubuna gore
anlamli sekilde diisiik bulundu (P<0.01). MDA diizeyleri i/R grubunda, K ve
I/R+Q grubuna gdre anlamli sekilde yilksek bulundu (P<0.001). Doku nétrofil
sayilarl I/R grubunda, K ve I/R+Q grubuna gore anlamli sekilde yiiksek
bulundu (P<0.01). Doku mast hucrelerinin aktivasyonu Quercetin ile
engellendigi icin grantle ve degrantle sekilleri ayri ayri sayildi. Degranule
olan mast hiicrelerinde i/R grubu ile K ve i/R+Q gruplari arasinda i/R grubu
lehine 6nemli diizeyde fark bulundu (P<0.01). /R grubunun granile ve
degranile mast hticreleri arasinda degranuilasyon lehine 6nemli diizeyde fark
bulundu (P<0.05). Degranile mast hucresi ile nétrofil hicresi arasinda
anlamh sekilde iligki bulundu (P<0.001). Bu sonugclar iskemi reperfiizyona
maruz kalmanin dokularda ciddi hasar olusturdugunu, Quercetin verilmesiyle
dokularin oksidatif ve yangisal hasardan korundugunu géstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Kas flebi, iskemi-Reperfiizyon, Quercetin, Mast Hiicresi
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SUMMARY

ARICI, M.: The Effects Of Quercetin In Ischemia Rep erfusion Injury Of
Muscle Flaps : Experimental Study, Eski sehir Osmangazi University
Faculty of Medicine, Medical Speciality Thesis in D  epartment of Plastic
Reconstructive and Aestetic Surgery, Eski  sehir, 2006. The aim of the
study is to examine the injury of ischemia reperfusion by using Quercetin,
which has a feature of being antioxidant, in a model of serving free muscle
tissue as an experiment. In the study 21 rat were divided into 3 equal groups.
1.group (n=7) is nonischemic control group (K), 2.group (n=7) is ischemia
reperfusion group (I/R), 3.group (n=7) is ischemia reperfusion + Quercetin
(I/lR+Q) group which was given intraperitoneal 50 mg/kg Quercetin on hour
before the ischemia. The experiment was done in all group safter the muscle
flaps were roused by latissimus dorsi, in 2. and 3.group rats latissimus dorsi
muscle flaps were suffered by normotermik no flow ischemia for 4 hours and
by reperfusion for 2 hours. As a biochemistry analysis in all groups the rates
of superoxide dismutase (SOD) in the content of tissue and malondialdehyde
(MDA) were measured. Histologically leukocyte and mast cells, whicw are
infiltreted in tissue in all groups were counted. SOD rates in I/R group were
found meaningfully lower when compared with K and I/R+Q groups (P<
0,01). MDA rates in I/R group were found meaningfully higher when
compared with K and I/R+Q groups (P< 0,001). Tissue neutrophil numbers in
I/R group were found meaningfully higher when compared with K and I/R+Q
groups (P< 0,01). As the activation of tissue mast cells was blocked with
Quercetin, granulation and degranulation shapes were counted one by one.
In mast cells, having degranulated; an important difference was found to the
favor of I/R group (P< 0,01). Between the granulation and degranulation mast
cells of I/R group, an important difference was found to the favor of
degranulation (P< 0,05). A meaningful relation, between the degranule mast
cell and neutrophil cell, was found (P< 0,001). These outcomes show that
suffering ischemia referfusion damages the tissues seriously, however giving
Quercetin saves the tissues from oxidative and inflammatory damages.

Key words: Muscle flap, Ischemia reperfusion, Quercetin, Mast cell
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SIMGELER VE KISALTMALAR

SOD : Superoksit Dismutaz

EC-SOD : Ekstraselluler Stiperoksit Dismutaz
MDA : Malondialdehit

/R : iskemi / Reperfiizyon

I/R+Q : iskemi / Reperfiizyon +Quersetin
ATP : Adenozin Trifosfat

ADP : Adenozin Difosfat

NAD : Nikotinamid Dinukleotid

Ca?": Kalsiyum

Na® : Sodyum

H* : Hidrojen

K* : Potasyum

PLC : Fosfolipaz C

PIP, : Fosfotidil inozitol Bifosfat

DAG : Diagilgliserol

IP5 : Inozitol Trifosfat

PNL : Polimorfonukleer Lokositler

XO : Ksantin Oksidaz

Cb5a : Kompleman 5a

C3a : Kompleman 3a

LB4 : Lokotrien B4

NO : Nitrik Oksit

PAF : Trombosit Aktive Edici Faktor
TNF-a : Tumo6r Nekroz Faktoru-a

LAM-1 : Lokosit Adezyon Molekili-1
ICAM-1 : interselliiler Adezyon Molekulii-1
ELAM-1 : Endoteliyal Lokosit Adezyon Molekuli-1
O," : Superoksit Anyon Radikali

H.O, : Hidrojen Peroksit

OH’ : Hidroksil Radikali

HOCI : Hipoklorik Asid

MMC : Mukozal Mast Hucreleri

SMC : Serozal Mast Hucreleri

CTMC : Bagdoku ( connective tissue) Mast Hucreleri
HO," : Perhidroksi Radikali

ROO’ : Peroksil Radikali

0, : Singlet Oksijen

ONOO : Peroksinitrit

DNA : Deoksiribonukleik Asid

PGG : Prostaglandin G

PGH : Prostaglandin H

ROOH : Organik Hidroperoksi

GSH : Glutatyon
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1.GIRIS VE AMAC

iskelet kasi I/R hasarinin fizyopatolojisi karmagiktir ve pek cok faktor
bu olayda etkilidir (1-3). Bu olay, kompleks dogasi nedeni ile mikrovaskuler
flep ve replantasyon cerrahisi icin ciddi problem olmaya devam etmektedir.
Problemin ¢dzulmesine yonelik yaklagimlardan biri farmakolojik ajanlar ile
fleplerin iskemiye toleranslarinin arttirilmasi ve iskeminin olumsuz etkilerinin
azaltiimasidir (4).

I/R hasarindan sorumlu tutulan faktorler serbest oksijen radikallerinin
toksik etkileri (1), nétrofil (2) ve mast hicrelerinin (3) yangisal etkileridir.

Serbest radikaller ve fizyopalojik etkileri Uzerine bircok caligmalar
yapilmistir. Serbest radikallerin disuk diizeyleri; steroidler, eikazonoidler gibi
biyolojik aktif molekullerin sentezi, ksenobiyotiklerin defoksifikasyonu,
immunitede mikroorganizmalara kargi savunma gibi bircok biyokimyasal
surecte gereklidir. Serbest radikallerin yiksek dizeyleri ise hicresel
bozukluklara yol acabilen oksidatif stresle sonuclanir. Reperflizyondan sonra
serbest radikallerin ortamda fazlaca artmasli ya da antioksidan sistemin
yetersiz kalmasi sonucu hicre membran lipidleri, proteinler, nikleik asitler
etkilenerek doku hasari ortaya ¢cikmaktadir (5).

Reperfiizyon hasarinin 6nemli bir nedeni de, iskemik bdlgeye
l6kositlerin, dncelikle notrofillerin infiltrasyonudur. Aktive olmus noétrofiller,
antimikrobiyal savunma sisteminde kullandiklari mekanizma olan NADPH
oksidaz enzimi aktivasyonu ile reperfiizyonda gelen molektler oksijenden
seri reaksiyonlar sonucunda toksik radikaller olusturarak, ileri doku hasarina
neden olurlar (5). Reperfiizyon déneminin en dnemli mikrovaskuler patolojisi
olan kan akisinin geri donmemesi fenomenine (no reflow), aktive olmus
notrofillerin yol actigi ve notrofillerin kapillerlerdeki agregasyonlari ile kan
akiminin geri donmesine engel olan kapiller tikaglari olusturdugu bildirilmigtir
(6).

Mast hicreleri, bag dokularinda yerlesim gosteren grantllu
hicrelerdir. Cesitli fizyolojik ve patolojik durumlarda; mast hucrelerinin
grandillerinin icerigini hiicre disina bosalttiklari bilinmektedir. Bu hiicreler; i/R

hasari, endotoksinler, ¢inko zehirlenmeleri, kolinerjik stimtlasyon, hipertermi,



inflamasyon ve hipersensitivite reaksiyonlarinda degranule olarak fonksiyon
yaparlar (3,7). Mast hicresinin en 6nemli fonksiyonlarindan biri de diger
bagisiklik sistem hicrelerini inflamasyon ve enfeksiyon alanina toplamasidir.
Boylece karsilikli etkilesimle doku hasarinin siddetini arttirirlar.

Lipid peroksidasyonu serbest radikallerin hicre membranlardaki
doymamis yag asitlerine saldirisi sonucu baslar ve bazi aldehit Granleri
olusur. Bu drtnlerden birisi olan malondialdehit (MDA) lipid hasarinin sik
kullanilan bir gostergesidir (5).

Antioksidanlar serbest radikalleri ortadan kaldirarak /R hasarini
azaltirlar. Endojen antioksidanlardan biri olan siperoksit dismutaz (SOD),
superoksit anyon radikalini yakalayarak hidrojen peroksite déntsturdr (5).

Flavonoidler 6zellikle Quercetin, meyve sebzelerin rengini veren gucli
antioksidanlardir. Ayni zamanda |6kosit adhezyonu ve aktivasyonunu
azalttigr ve mast hicre degranulasyonunu onledigi yapilan calismalarda
gosterilmistir (8-15).

Bu calismanin amaci, rekonstriktif cerrahide sik kullanilan kas
fleplerinin ratlarda Quercetin verilerek farmakolojik miidahale ile i/R hasarina
kargl yasayabilirliligini Uzerine etkisini arastirmaktir. Bu amagla serbest kas
dokusu aktarim modelinde Quercetinin koruyucu etkisini arastirmak icin
doku SOD ve MDA dizeyleri calisildi. Dokuya infiltre olan noétrofil ve mast
hiicreleri sayildi ve mast hiicre degranilasyonunun inhibisyonu histolojik

olarak arastirildi.



2.GENEL BILGILER

2.1.Kas Flepleri ve Latissimus Dorsi Kas Flebi

Form ve fonksiyon olusturmak amaci ile kanlanmasi orijinal yerinden
ayriimadan ya da aktarildigi yerde devam edecek sekilde baska bir vicut
bdlgesine aktarilan doku parcasina flep denir (16).

Flep tiplerinden biri olan kas ve kas-deri flepleri, plastik rekonstrtktif ve
estetik cerrahi patiginde sik kullanilan ve hacimsel doku kayiplarini
kapamada dstin olan fleplerdir. Bu fleplerin bircok avantaji vardir.
Uzerilerinde tasinabilir genis boyutta deri saglarlar; enfeksiyona daha
direnclidirler; flebin glvenli olarak kaldiriimasini ve tahmin edilebilir bir
rotasyon arkini saglayan sabit vaskiler anatomileri vardir (16).

Kas flepleri kanlanma sekillerine gore 5 tip olarak siniflandirilir (17).

Tip 1) Tek bir major vaskuler pedikilt vardir.

Tip 2) Dominant vaskuiler pedikil ve mindr vaskuler pedikilleri vardir.
Ancak mindr pedikuiller tek bagina kasin tamaminin yagsamasini saglayamaz.
insanlarda en sik goriilen dolasim tipi budur.

Tip 3) iki adet biiyiik vaskuler pedikil vardir. Her ikiside ayri ayri tiim
kasi besleyebilecek potansiyele sahiptir.

Tip 4) Genellikle esit buyuklikte birkac vaskiler pedikil vardir ve her
segmental pedikil kasin bir kismini besler. Bu nedenle rotasyon arklari
kisithdir.

Tip 5) Bu kaslarin bir tane dominant arteri vardir ve tek basina kasi
yasatabilir. Ayrica kasa zit taraftan giren sekonder vaskiler pedikiller vardir
ki bunlarda kasi yasatabilecek potansiyele sahiptir.

Latissimus dorsi kasi bu siniflamada tip 5 igine girer (Sekil 2.1).
Dominant pedikull, torakodorsal arter ve komitant venler olusturur. Sekonder
pedikiller ise lateralde, posteriyor interkostal arter ve venlerin dallari;

medialde, lumber arter ve venlerin dallari tarafindan olusturulur.



KAS/KAS-DERI FLEPLERININ SINIFLANDIRILMASI

Type IV

Tensor fasya lata Grasilis Gluteus maksimus  Sartorius Latissimus dorsi

Sekil 2.1 : Kas fleplerinin kanlanma gsekillerine goére Mathes-Nahai
siniflamasi. Cagdas, A ve ark. (16)'ndan alinmigtir.

Latissimus dorsi kasi ¢ok genis, tucgen seklinde bir kastir. Fascia
thoracolumbalis aracilidi ile alt 6 torakal vertebra spinalari, batin lumbar ve
sakral vertebra spinalari, krista iliyaka dig kenari, son 4 kosta dig yuzleri ve
skapula alt acisindan baglayarak, yassi bir tendon halinde humerus
proksimalindeki sulkus intertuberkularis’in tabanina yapisir. Siniri C7-C8'den
gelen nervus thoracodorsalis’tir. Kasin fonksiyonu kola ekstansiyon,
adduksiyon ve i¢ rotasyon yaptirmaktir (18).

Kas flepleri eger dominant pedikil Gzerinden kaldirilirsa “standart
flep”, sekonder pedikiller Gzerinden Kkaldinlirsa “reverse flep” olarak
adlandiriir. Kas flepleri tek baslarina, tzerinde cilt adasi ile birlikte, motor
veya sensoriyel sinirle ve komsu kemikle birlikte kullanilabilir (15).

Ratlardaki latissimus dorsi flepleri insandaki egsdegeri ile buyuk
anatomik benzerlige sahiptir. Ancak aksiller arterin ratlarda brakial arter
olmadan 6nceki son dali sirkumfleks-subskapuler trunkustur. Trunkusun en
kalin dali subskapuler arterdir. Bu arterden sirkumfleks skapuler ve
torakodorsal arterler ayrilir. Torakodorsal arter ikiye ayrilarak bir dah

latissimus dorsi diger dali serratus anterior kaslarinin baskin dolasimini




saglar. insanda artere proksimalde iki ven eslik ederken ratlarda tek ven
vardir. Ratlarda latissimus dorsi serbest kas flebi 1400 mg agirhginda ve
35x25mm boyutlarda olup pedikil uzunlugu 19 mm’dir (19).

2.2.iskemi-Reperfiizyon Hasarinin Fizyopatolojisi

2.2.1.iskemi
Akut iskemilerde doku hasarinin temel nedeni, oksijen ve enerji

kaynaklarinin tiketilmesi ve anaerobik metabolizmanin egemen olmasidir.
Fizyolojik olarak kasin enerji kaynagi olan kimyasal Urlnler adenozin trifosfat
(ATP) ve kreatinin fosfokinaz (CPK)'dir. iskemiden sonra ATP depolari
inorganik fosfat ve kreatinin ATP ye cevrilmesi ile 3 saate kadar baslangic
dizeyinde tutulabilir (20). Ancak iskemi devam ettigi takdirde enerji
eksikligine bagl olarak asagidaki olaylar olusur:

1- Asidoz: Doku hipoksi veya anoksisi, crebs dongustyle aerobik
oksidasyonda azalmaya ve hicrede bulunan ATP miktarinda dusise neden
olur. Bu durum adenozin difosfat (ADP) ile fosfat birikimine ve Embden-
Meyerhoff yolundaki anaerobik glikolizde artmaya neden olur. Sonucta laktik
asit ve purivik asit olugur. Laktat artisi ve H" birikimi ile doku pH’sinda
dismeye neden olur. Laktik asit ve dusuk pH, protein denetlrasyonu, enzim
fonksiyonlarinda kayip, NADH rejenerasyonunun engellenmesi ve serbest
radikal olusumu gibi iskemik hasar olusturan etkenlerin geligimini arttirir (21).

2- Makromolekll sentezinin durmasi:  ATP seviyesindeki azalma ile
birlikte fosfolipid, protein, polisakkarid ve nikleik asidlerin spontan veya
enzim kaynakli parcalanmalarinin ardindan bu yapi taslarinin yeniden
sentezlenememesi nedeniyle hiicre butinligi bozulmaya baslar. Ayni
zamanda hiicre i¢i Ca?" artisinin neden oldugu fosforilaz, lipaz, proteaz ve
endonukleaz enzim aktivasyonlari da bu parcalanmaya katkida bulunur (21).

3- iyon dengesinin bozulmasi: iskeminin ciddiyetine ve siiresine
gore hiicre membraninin fizyolojik butinligi bozulmaya baslar. iskeminin ilk
etkiledigi yer mitokondridir. ATP miktarindaki net azalma Na'/K* ATPaz
enzimini inhibe eder. Buna bagl olarak hiicre ici Na* ve su artigi ile hiicrede

sisme meydana gelir. Hiicre digi K™ artar. Na* artisi ile Na*/Ca?* ve Na*/ H*



degisim sistemleri aktive olur. Sonugcta hiicre icine Ca2" ve H" akisi baglar.
Hicre ici Na® artisi memranda depolarizasyon yaparak, gegici agilan voltaj
bagimh Ca2" kanallarinin acilmasina ve hiicre i¢i Ca2" miktarinin artmasina
neden olur. Hiicre icinde Ca?" artmasi sonucunda fosfolipaz aktivitesi artarak
fosfolipidlerin parcalanmasina neden olur. Arasidonik asit ortaya cikarak
serbest radikal olugturan siklooksijenaz ve lipooksijenaz yollari aktive olur (5).
Stoplazmada artan serbest Ca2?", Ca?"”a bagimh ATP’az enzimini aktive
ederek hiicre ici ATP daha hizh tiketilir (21,22). Yiiksek Ca?" seviyeleri
mitokondri i¢ zara etki ederek oksidatif fosforilasyonu ve ATP yapimini azaltir
(22). Ayrica yiiksek Ca2" seviyeleri serbest radikal olusumunu arttirir (23).
Yilksek Ca?" seviyelerinin, proteaz aktivasyonunu sonucu ksantin oksidaz
enziminin iskemik dokuda ortaya ¢ikmasinda, nétral proteazlar ve lizozomal
proteazlarin aktivasyonu ile htcre iskeleti protein yapilarin yikilmasi sonucu
geri dbsimsiz hasarda rol oynadiklari ortaya konmustur (21). Hucre

membrani normal iyon dengesi sekil 2.2’ de gosterilmigtir.

K+
Z Membran deliklerinden
—

Pasif gegigler

Primer aktif
transport

antiporteri

—~
N Sekonder aktif
- Ca?* transport

Na*/H+*
antiporteri
—_—

-
Sekil 2.2 : Hicre membrani normal iyon dengesi. islekel, H ve

ark.(21)’dan alinmigtir.

I/R hasarinin gelismesinde son derece 6nemli olan hiicre ici Ca2" artigl

baglica Uc¢ yolla olmaktadir:



a - Hucre di sindan Ca2™ giri gi: ATP'In tikenmesi ile birlikte aktif Na*
transport pompalari (Na*/K* ATPaz, Na'/Ca?" ve Na'/ H" degisim sistemleri)
bozulmaktadir (21).

b- Hiicre ici Ca? * depolarindan Ca2 * serbestlenmesi: Hiicrelerde
belli uyarilarla hicre i¢i depolardan hiicre membrani reseptort arciligi ile
Ca?" serbestlenmesi gergeklesmektedir. Agonistin G proteini aracihg ve
fosfalipaz C (PLC) ile eslenmis olarak bulunan reseptdore baglanmasi,
fosfotidil inozitol bifosfat (PIP,)'In diacilgliserol (DAG) ve inozitol trifosfat
(IP3)'a ayriimasina neden olmaktadir. 1P3;, endoplazmik retikulumdan Caz?"
salinimini gergeklestirmektedir (21).

c- Intraselliler Ca2 * diizeyini kontrol eden mekanizmalarin
bozulmasi: Hiicre icine giren veya intraselliller olarak salgilanan Ca2" iki
sekilde tamponlanmaktadir. Bunlardan birincisi kalmodilin gibi efektdr bir
proteine veya kalsibindin gibi 6zel baglayici proteine baglanarak
gerceklesmektedir. Ca?" negatif gruplara baglanarak tamponlanmasi,
hidrojen iyonunun tamponlanmasi ile benzerlik gosterdiginden, Ca ?* ve H*
ayni tampon boélgeleri icin yarisa girerler. Bu nedenle, iskemi sonucu gelisen
asidozda Ca**, bu baglanma bélgelerinden salinmaktadir. Hiicre igi Ca®"un
bir diger tamponlanma sekli de hucre i¢i organeller tarafindan tutulma
yoluyladir. Kalsiyumun endoplazmik retikulum, mitokondri gibi organallerce
tutulmasi enerji gerektiren bir olaydir. Normal kosullarda, mitokondrinin
tutuluma katkisi cok azdir (4). Hiicre ici Ca ** konsantrasyonu hizla artinca

mitokondri biyiuk miktarlarda Ca 2"

u tutar. Bunun igin mitokondri i¢
membraninin elektriksel potansiyeli gerekmektedir. Bu potansiyel de sadece
O, ve ATP varliginda olusturulabilmektedir. Mitokondrinin ¢ok miktarlarda
Ca?" tutmasi mitokondrial hasari olusturan en 6nemli nedenler arasindadir
(21). Intraselliiler Ca** artisini tamponlayan mekanizmalar arasinda bulunan
mitokondride kalsiyum tutulusu iskemi sirasinda mitokondrinin Ca®* ile asir
yiiklenmesine neden olmaktadir. iskeminin ilk dakikalarinda oksijen
konsantrasyonu dugsukligune bagh olarak durma noktasina gelen hicrenin
solunum fonksiyonlari ve ATP sentezi, mitokondrideki bu Ca?" birikimi ile

daha da bozulmaktadir. Bdylece hiicrede ATP eksikligi ile baslayan iskemik



surecin gelisiminde, hicre ici Ca®" artisinin bir sonucu olarak ATP sentezi
giderek azalmakta ve olaylar kisir bir dongu icine girmektedir (21).

4- ATP yikim dranlerinin birikimi: iskemide enerji eksikligi sonucu
gelisen olaylarin bir diger sonucu da ATP yikim drtnlerinin birikmesidir.
iskemi sirasinda ATP olusumunun bozulmasina karsin, mevcut ATP’nin
hidrolizi strmektedir. ATP hidrolizi ile hipoksantin, ksantin gibi parin
metabolitleri hicre icinde birikmektedir. Bu metabolitlerin reperflizyon
sirasinda ortama gelen molekiler oksijenin ksantin oksidaz tarafindan
kullanilarak meydana gelen reaksiyonlari, /R hasarindan dokuya goére
degisen derecelerde sorumlu tutulan serbest radikallerin en dnemli kaynagini

olusturmaktadir (24).

iskeminin suresi, siddeti ve hicrenin tipine gére hasar geri
donlisiimsiiz hale gelerek hiicre 6lumii gerceklesir. iskelet kasinda geri

donusumsuz degisiklikler 4-6 saat sonra olugsmaya baglar (25).

2.2.2.Reperflizyon

Oksijenin yeniden girigine izin veren reperfizyon paradoksal olarak
doku hasarini hizlandirir  (4,5,25-27). Klinikte bu durum tromboliz,
embolektomi, by-pass cerrahisi, organ transplantasyonu, turnike
uygulamalari, replantasyon, mikrovaskiler serbest doku aktarimi gibi
durumlarda goralur. Mitokondriyal seviyede oksidatif fosforilasyonun yeniden
kullanima girmesi seklinde ortaya ¢ikar. Bu sistem membran potansiyellerini
diizeltir, yiiksek hiicre ici Ca2”un ATP sentezini arttirmasi icin mitokondriye
akisini saglar. Mitokondriler, yeterli ADP ve ATP varliginda, piridin
nikleotidleri rediikte durumdaysa yiiksek konsantrasyonlarda Ca?"

depolayabilirler.

Ani oksijenlenme ile serbest oksijen radikalleri artar ve oksidatif stres
olusur. Mitokondriyal piridin ndkleotidleri ve glutatyon seviyeleri duser,
mitokondri porlari acilarak siser ve sonucta fonksiyonlari butinuyle inhibe
olur (28).



Mitokondriler hicrede serbest radikallerin ana kaynaklaridir (27).
Serbest radikaller mitokondrilere ¢cok hasar vermektedir. Bu nedenle stratejik
olarak farmakolojik ajanlarla serbest radikal olusumunun 6nlenmesi ya da

ortamdan temizlenmesinin hiicre hasarini azaltacagi dustunuilmektedir (4).

2.2.3.Notrofillerin Roli

iskemi surecinden sonra reperfiize olan bélgeye I6kositlerin, 6zellikle
polimorfonikleer |6kositler (PNL) olan nétrofillerin infiltrasyonu reperflizyon
hasarinin énemli bir nedenidir (2). Bilindigi gibi nétrofiller fagositoz olayi ile
canhy! enfeksiydz ajanlardan koruyan kan hicreleridir. Yapilan calismalarda,
iskemik htcrelerin, nétrofil ve trombositlerin vaskuiler endotele adhezyonuna
dolayisiyla inflamatuvar yanita yol acan, kemoatraktan maddeleri ve
adhezyon molekdllerini  salgiladiklari  gosterilmistir  (29,30).  Notrofil
kemotaksisine neden olan en 6nemli etken, ksantin oksidaz (XO) reaksiyonu
sirasinda ortaya cikan superoksit anyon radikalleridir. Reoksijenasyon ile
aktive olan ve lokosit akiimilasyonunda goérev Ustlenen diger ajanlar ise,
kompleman 5a (C5a) kompleman 3a (C3a), arasidonik asid metabolitleri,
Ozellikle lokotrien B4 (LB4), nitrik oksit (NO), trombosit aktive edici faktor
(PAF), interlokin -1, 6, 8 (IL-1, 6, 8), gamma interferon ve tumoér nekroz
faktori-a (TNF-a) gibi sitokinlerdir (31). Kemotaktik faktorlerin sentezi ve
salinmasi ile birlikte, hem nétrofil hem de endotel hiicresinde lokalize olan
adhezyon molekullerinin artisida baslamaktadir. Nétrofil-endotel etkilesimini
saglayan adhezyon molekulleri, glikoprotein yapisindadirlar. Notrofiller
Uzerinde bulunan bazi adhezyon molekilleri; l6kosit 3, integrinler
(CD11/CD18) ve lokosit adhezyon molekili -1 (LAM -1 veya L-selektin) dir.
Endotel hlcresi tzerinde bulunanlar ise; interselliler adhezyon molekili -1
(ICAM-1), endoteliyal I6kosit adhezyon molekilu-1 (ELAM-1 veya E-selektin)
ve P-selektindir (30,32).

Notrofiller, adhezyon molekdlleri aracihdl ile etkilesime girdikleri
endotel hicreleri arasinda ilerleyerek (diapedez olayi) ekstravaskiler dokuya
dogru go6c¢ ederler. Aktive olmus notrofiller, antimikrobiyal savunma

sisteminde kullandiklari mekanizma olan NADPH oksidaz enzimi aktivasyonu
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ile reperfiizyon sirasinda gelen molekuler oksijeni kullanip seri reaksiyonlar
sonucunda siperoksit anyon radikali (Oy" ), hidrojen peroksit (HO,),
hidroksil radikali (OH"), hipoklorik asid (HOCI) ve kloraminleri olusturarak, ileri
doku hasarina neden olurlar (5). Reperfizyon déneminin en 6nemli
mikrovaskiler patolojisi olan kan akisinin geri dénmemesi fenomenine (no
reflow), aktive olmus notrofillerin yol actigr ve noétrofillerin kapillerlerdeki
agregasyonlari ile kan akiminin geri dénmesine engel olan kapiller tikaclari
olusturdugu bildirilmigtir (6). Notrofiller bozulan mikrovaskuiler bariyerden,
dokuya gecerken beraberinde damar ic¢i sivi da dokuya kacarak, 6dem
olusumuna neden olur. Geri déndsimsuz hasar, bu noktada " No Reflow "
fenomeni ile ortaya c¢ikar. Bu fenomen mikrovaskiler bariyerin bozulmasi ile
dokuya kacan sivinin, interstisyel basinci arttirarak, kapillerleri sikigtirmasi ve
kan akimini durdurmasi seklinde tanimlanir. Dokudaki kan akimi, kapiller
dizeyde engellenerek, hiicre beslenmesi bozulur (33).

Reperflizyon hasarinin patogenezinden lokosit infiltrasyonun sorumiu
oldugu, bircok calisma ile de kanitlanmistir. Antinétrofil serum, kemoterapotik
kullanimi ya da radyasyona maruz tutularak l|6kopeni yapilan deney
hayvanlarinda, iskemi sonrasi doku hasarinin Onemli 0&lgude azaldigi
bildirilmistir (34,35).

2.2.4.Mast Hucresinin Rolu

Mast hcreleri, bag dokularinda yerlesim gosteren grantllt hiicrelerdir.
Kemik iligindeki CD34 (+) multipotent kok htcrelerden kéken alir ve kanda
oncu hicreler olarak dolasirlar. Bag dokularinda bulunan mast hicreleri cok
sayida bazofilik granuller icerirler. Mast hucreleri genellikle yuvarlak ya da
oval olup 20-30 u capindadirlar. Nukleuslari merkezi konumludur ve siklikla
intrasitoplazmik granuller tarafindan maskelenmistir. Salgi granulleri 0.3 - 2.0
M capindadir. Bu granuller icerdikleri glikozaminoglikanlarin asidik radikalleri
nedeniyle metakromatik olarak boyanirlar (36). Metakromazi, mavi renk ile
pembe boyanmadir.

Kandaki 6ncli mast hicreleri derinin dermisi, akcigerler, bagirsaklarin
mukoza ve submukozasi gibi bdlgelere goc ederek, buralarda cesitli

faktorlerin etkisiyle farklilagip olgunlasirlar. Mukozal yiizeylerin epitelinde
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veya lamina propriya’da bulunan mast hucreleri mukozal mast hcreleri
(MMC) olarak adlandirlirlar. Ratta deri ve iskelet kaslarindaki serozal mast
hiicreleri (SMC) veya bagdoku mast hicreleri (CTMC) ile karsilastiriidiginda,
MMC, histokimyasal, ultrastrikttirel ve fonksiyonel agidan belirgin farkliliklar
gosterirler. insanlarda ise MMC ve CTMC fenotipik ve fonksiyonel acidan
belirgin farklihk gostermezken granul proteazlarinin kimaz veya triptaz
olmasina goére bir heterojenite s6z konusudur. Mast hiicre granilleri basta
heparin ve histamin olmak Uzere triptaz, kimaz, karboksipeptidaz, katepsin C
ve G notral proteazlan gibi ¢esitli mediyatorleri icerirler. Histamin ve heparine
dcuncl buyuk bir komponent olarak baglanan ndétral proteazlar, optimal
olarak notr pH'da fonksiyon goren ve peptit baglarinin koparilmasini katalize
eden enzim grubudurlar (36). Proteazlar dort sinifa ayrilirlar. Bunlar; serin
proteazlar, metalloproteazlar, aspartik proteazlar ve sistein proteazlardir (36).
Mast hucreleri, dig cevre ile yakin temas icinde olan sindirim sistemi,
solunum sistemi ile deride, lenfoid organlarda, sinirler ve kan damarlar
cevresinde c¢ok sayida bulunurlar. Cesitli fizyolojik ve patolojik durumlarda;
mast hdcrelerinin - granullerinin  igerigini  hucre digina  bosalttiklari
bilinmektedir. Bu hiicreler; i/R hasari, endotoksinler, ¢inko zehirlenmeleri,
kolinerjik  stimulasyon, hipertermi, inflamasyon ve hipersensitivite
reaksiyonlarinda degranile olarak fonksiyon yaparlar (3,7).

Diger bagisiklik sistem hucrelerini inflamasyon ve enfeksiyon alanina
toplamasi mast hicresinin en 6nemli fonksiyonlarindan biridir. Mast hicresi
sinir hucreleriyle yakin anatomik ve fonksiyonel temas icindedir. Damar
gecirgenligi, mast hicresinin damar, sinir hiicresi ve l6kositleri modile eden
multifonksiyonel akson-refleks mekanizmasi ile diizenlenmektedir. Histamin,
prostaglandin ve lokotrienlerin vazodilatasyona yol actigi; TNF-a, IL-4 ve IL-
13'Un lokositler igin kemotaktik oldugu ve ayni zamanda endotelde adhezyon
molekilleri olan ICAM-1, VCAM-1, P/ E-selektin ekspresyonunu uyardigi
bilinmektedir. inflamatuar bagirsak hastaligi, interstisyel nefrit ve romatizmal
hastaliklarda dokularda mast htcresinin  artmasi s6z konusudur.
inflamasyonlu dokulardan yapiimis biopsilerde degraniile olmus mast

hicresinin ¢ogunlukta oldugu gorialmustir. Bu bulgular mast hicresinin aktif
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inflamatuvar olaylara katildigina isaret etmektedir (37). iskelet kasi i/R
hasarinda mast hicrelerinin 6nemli rol oynadigi tesbit edilmistir. Mekanizma
acik degildir ancak mast hiicreleri yok edilmis fare kaslarinin i/R reperfiizyon

hasarina karsi direncli oldugu bulunmustur (3).
2.3.Serbest Radikaller

2.3.1.Serbest Radikalin Tanimi
Serbest radikaller, dis orbitallerinde tek sayida ortaklanmamig elektron

iceren atom veya molekillerdir. Dis orbitallerde ortaklanmamis elektron
bulunmasi, s6z konusu kimyasal tlrin reaktivitesini olagantstu artirdigi igin
serbest radikaller, cok kisa yasam sureli ancak yapilarindaki dengesizlik
nedeni ile ¢cok aktif yapilidirlar ve tim hicre bilesenleri ile etkilesebilme
Ozelligine sahiptirler (5,38).

Serbest radikaller ¢ yolla meydana gelirler (5, 38):

1. Kovalent baglarin homolitik kirllmasi.

2. Normal bir molekilin elektron kaybetmesi veya bir molekilin
heterolitik kirllmasi.

3. Normal bir molekdle tek bir elektronun eklenmesi.

Serbest radikaller cesitli biyokimyasal reaksiyonlari katalize ederler.
Hucrenin mitokondrial enerji metabolizmasinda, prostaglandin sentezinde,

fagositozda, ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda rol alirlar (5,38-40).

2.3.2.Serbest Radikaller ve Reaktif Oksijen Urlinler i
Oksijen canlilarin yasamlarini surdirmeleri icin mutlak gereklidir.

Biyolojik sistemlerdeki en ©nemli serbest radikaller, oksijenden olusan
radikallerdir (Tablo 2.1). Daha az olarak karbon ve kukutrt merkezli radikaller
de vardir.

Oksidatif fosforilasyon sirecinde oksijenin ¢cogu en son suya indirgenir.
Fakat bu sUrecte metabolize olan oksijenin yaklasik %1-3'l tam olarak suya
dontisemez ve reaktif oksijen turleri olarak da adlandirilan yiksek derecede
reaktif Grunler olusur (5, 38,39,41).
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Tablo 2.1 : Reaktif oksijen Uriinleri ve kimyasal gosterimleri.

Superoksit radikal (O]}
Perhidroksi radikali HO,'
Hidroksil radikali OH’
Peroksil radikali ROO’
Alkoksil radikal RO’
Singlet oksijen 10,
Nitrik oksit NO;
Peroksinitrit ONOO
Hidrojen peroksit H.O,
Organik hidroperoksi ROOH

2.3.2.1.Superoksit Radikali

Superoksit radikali, tum aerobik htcrelerde oksijen molekulinin bir

elektron alarak indirgenmesi sonucu meydana gelir (5).

Oxte” —* 02"

Superoksit radikali; elektron transport zinciri, sitokrom P450 sistemi,
hemoglobin ve katekolaminlerin oksidasyonu, ksantin oksidaz, prostaglandin
metabolizmalari ve diger cesitli biyolojik reaksiyonlar sonucu olusur (42).
Baglica kaynagi elektron transport zincirinde elektronlarin oksijene taginmasi
sirasinda meydana gelen elektron sizintisidir (43). Bazi durumlarda
superoksit radikalinin yapimi huicresel fonksiyonlar icin gerekli olmaktadir.
Aktive edilen fagositik |0kositler yabanci organizmalari oldirmek igin bol
miktarda superoksit Ureterek fagozom icine ve bulunduklari ortama verirler
(5).

Genel olarak reaktivitesi distk olan stperoksit radikalinin asil 6nemi,
hidrojen peroksit kaynagl olmasi ve gecis metal iyonlari ile hidroksil radikali

olusturmak icin reaksiyona girebilmesidir (5, 40).
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v

Oz._ +e +2H H,O,
FeveyaCu

0, + K0, OH +OH + 0,

v

2.3.2.2.Perhidroksi Radikali

Bu radikal de c¢ok reaktif olup, hicre membranlarinda lipid
peroksidasyonunu baslatabilir (38).

2.3.2.3.Hidrojen Peroksit

Molekduler oksijenin iki elektron almasi veya superoksit radikalinin bir
elektron almasi sonucu peroksit olugur. Peroksit molekull iki hidrojen atomu
ile birleserek hidrojen peroksiti meydana getirir.

Ancak biyolojik sistemlerde hidrojen peroksitin asil Gretimi stperoksit
radikalinin dismutasyonu ile olur. Bu dismutasyon ya spontandir veya

superoksit dismutaz enzimi (SOD) tarafindan katalizlenir (5).

20,7 +2H » HO2+ 02

Memeli hicrelerinde hidrojen peroksit Greten enzimlerin buyuk bir
kismi peroksizomlarda lokalize olmustur (44). Biyolojik zarlar kolayca
gecebilen hidrojen peroksit, yapisinda paylasiimamis elektron icermedigi icin
radikal 6zelligi tagimaz. Reaktif bir tir olarak bilinmesinin nedeni; Cu, Fe gibi
metal iyonlari varliginda hidroksil radikalinin dncult olmasidir (38).

2.3.2.4 Hidroksil Radikali

Reaktif oksijen tirleri icerisinde bilinen en gucli ve en reaktif radikaldir
(5, 38). Yarilanma omri ¢ok kisadir ve bu nedenle olustugu yerde veya onun
cok yakinlarinda etkisini gosterir (5,40).

Hidroksil radikali canlilarda baslica su mekanizmalarla olusabilir (5,
38) :
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1) Fenton reaksiyonu: Hidrojen peroksit Fe*? ve diger gecis metalleri

varliginda indirgenerek OH’ radikali meydana gelir.

O, +Fe®® —» 0, + Fe"™

H0, + Fe> — 5 OH +OH +Fe*

2) Haber-Weiss reaksiyonu: Hidrojen peroksit, siperoksit anyon
radikali ile reaksiyona girerek hidroksil radikalini olugturur. Bu reaksiyon

demir ve bakir tarafindan katalizlenir.
H,0,+0, ———>» OH +O0OH +0,

3) Suyun yuksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz kalmasi
sonucunda da hidroksil radikali olusur.

Hidroksil radikalleri canh hicrelerde bulunan her molekile saldirip
hasar verebilir. DNA ile etkilesimleri sonucu baz modifikasyonlari, baz
delesyonlari, zincir kirilmalari gerceklesebilir. Proteinlerde proteolitik
yikilmalara, fonksiyon bozukluklarina neden olabilirler. Hiicre zarindaki yag
asitleriyle etkileserek lipid peroksidasyonunu baslatirlar; bu durum da zar
yapisinin bozularak gecirgenliginin artmasina ve sonucta hicre 6limune yol
acabilir (5,38).

2.3.2.5.Singlet Oksijen

Oksijenin elektronlarindan birinin digaridan enerji almasi sonucunda
kendi donus yonunun ters yonunde olan farkh bir orbitale yer degistirmesi
sonucu olusur.

Yapisinda ortaklanmamigs elektronu olmadigi halde serbest radikal

reaksiyonlarinin baglamasina neden olmasi agisindan 6nem tagimaktadir (5).



16

2.3.2.6.Nitrik Oksit (NO)

Damar endotel hicrelerinde nitrik oksit sentaz enzimi aracihgiyla L-
arjinin'den sentezlenir. Yarilanma omrt, molekiler oksijen ile hizli
reaksiyonundan dolayr atmosferik sartlar altinda oldukgca kisadir. Kan
basinci, guanilat siklaz aktivitesinin dizenlenmesinde énemli bir rol oynar.
Notrofiller tarafindan Uretilen siperoksit anyon radikalinin olusumunu inhibe
ettigi gosterilmigtir (45). NO’in agir Uretimi toksik etkili olabilir. NO’in kimyasal
olarak aktivitesi yuksek degildir ancak belli sartlar altinda oldukca toksik
artnler olusturabilir. NO ve sUperoksitin reaksiyona girmesiyle peroksinitrit
meydana gelir. Peroksinitrit, direkt olarak proteinleri hasara ugratir ve
hidroksil radikali (OH"), azot dioksit (NO,") ve nitronyum iyonu (NO,") gibi
toksik trinlere donusur (40).

Peroksinitritin, protein tiol gruplar, tirozin kalintilari ve fosfolipidlere
ilgisinden dolay! reaktivitesi ytksektir. Bu nedenle protein ve lipitlerin

oksidasyonuna neden olur (46,47).

2.3.2.7.Peroksil Radikali

Poliansattire yag asitlerinin peroksidasyonu sirasinda meydana gelir

ve yarilanma omri uzundur. Zincir reaksiyonunun ilerlemesini saglar (48).
2.4.Hucresel Serbest Radikal Olu sum Mekanizmalari

2.4.1.Serbest Radikallerin Kaynaklari

Reaktif oksijen UrlUnleri, aerobik canlilarda az miktarlarda ama surekli
uretilirler. Toksik etkilerden biyolojik ihtiyacin Uzerinde Uretilen radikaller
sorumludurlar (38,49). Organizmada serbest radikal yapan olaylarin
baglicalari; mitokondrial elektron transport zinciri, ksenobiyotiklerin
metabolizmasi, fagositik hicrelerin aktivasyonu, prostaglandin sentezi ve
iyonize radyasyondur. Bunlarin yanisira reaktif oksijen Grinlerinin hicresel
metabolizmay! artiran asiri egzersiz, kronik inflamasyon, enfeksiyonlar gibi
durumlarda, cesitli toksinlere ve ilaglara maruz kalmada, stres, iskemi-
reperflizyon, travma, yaslanmaya bagl olarak da arttigi bilinmektedir
(5,12,15, 41, 40,44,45,50).
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2.4.2.Mitokondriyal Solunum Zinciri

Normalde hicrelerde en biyik serbest radikal kaynagi, elektron
transport zinciridir (5,38). Normal mitokondrial solunum sirasinda, %2 den
daha az elektronun molekuler oksijene sizmasi ile superoksit olusur.
Fizyolojik sartlar altinda, olusan superoksidi nétralize edecek yeterli miktarda

SOD vardir (51). SOD, superoksitin spesifik yakalayicisidir.

2.4.3.Arasidonik Asit Kaskadi

Arasidonik asit siklooksijenaz ve lipooksijenaz ile metabolize olarak
prostoglandin, prostosiklin, tromboksan ve |okotrienleri iceren ¢esitli vazoaktif
artnleri olusturur. Siklooksijenaz, 2 molekul oksijenin doymamis yag asidine
katilmasini katalizler ve prostoglandin G (PGG) olusturur. PGG hizla
prostoglandin H (PGH)’ ye okside olur, bu sirada stperoksit radikali olusur.

Lipooksijenaz yoluyla da OH’ radikalleri olusabilir (52,53).

2.4.4 Ksantin Oksidaz (XO)

iskemi reperfiizyon sirasinda en 6nemli serbest radikal kaynagidir
(54,55). XO, memeli dokularinda bulunan, bircok endojen ve eksojen
kaynakli substratin oksidasyonuna katilan bir enzimdir. Organizmada purin
bazlarinin son oksidasyonu ve demirin gastrointestinal sistemden emiliminde
rol oynar.

Bu enzim, saglkh hiicrelerde oksidize nikotinamid diniikleotid ( NAD™)
e bagimli dehidrogenaz ( XDH, D formu ) halinde bulunur. Enzimin bu formu
piarinlerin oksidasyonu sirasinda elektron alicisi olarak molekuiler oksijen
yerine nikotinamid dinuikleotid (NAD") i kullanir ve reaktif serbest oksijen
radikali Uretmez. iskemi sirasinda XDH, oksidan treten XO (D den O ya
dénusum) formuna doénusur (56). iskemi sirecinde, hiicre icindeki ATP,
hipoksantin ve ksantine doniserek hicresel enerji miktarinda azalmaya
neden olur. Hipoksantin ve ksantin, XO igin iyi birer substrattirlar.
Reperflizyonun baglamasi ile ortama katilan molekiler oksijen, iskemik
surecte birikmis olan hipoksantin ve ksantin ile XO araciligi ile reaksiyona
girerek, O;" ve HO, aciga cikarir.

XDH dan XO a dénusim 2 yolla gerceklesir:
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1. XDH in tiol gruplarinin oksidasyonu ile geri dontisumli olarak.

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

iskeminin yol actigi D den O ya donusum farkli organlarda farkli
hizlarda gerceklesir. Barsak ve karacigerde bu donidsum, cok kisa sureli
iskemilerde bile olabilirken, iskelet kasi ve deride daha uzun sureler
gerektirir. Rat iskelet kasinda bu donistim icin en az 1 saatlik iskemi periodu
gerekir. Olusan XO miktari iskemi suresi ile dogru orantilidir; iskemi siresi
arttikga olusan XO miktari da artar (57).

XO enziminin, meme epitel hiicrelerinde kapiller endotel hiicrelerinde
yogunlastigi, kapiller endotel hicrelerindeki XO aktivitesinin ayni dokudaki
diger hicrelerden 100 kat fazla oldugu tesbit edilmistir (58). XO In bu
lokalizasyonu, iskemi-reperfiizyon hasari igin ayri bir 6nem tagimaktadir.

Reperfizyonun baglamasi ile endotel hiicreleri molekuler oksijen ile ilk
temas eden hicreler olur. Bundan dolayl kapiller endotel hucreleri,
reperflizyon hasarindan ilk etkilenen hucrelerdir. Bu nedenle ile serbest
oksijen radikallerinin ana uretim merkezi olmalari muhtemeldir. Kapiller
endotel hicrelerinin hasari bir kemotaktik stimulus halini alir (59).

XO inhibitorleri ( 6rnegin: Allopurinol, stperoksit dismutaz ) ile yapilan
bircok calismada, bu maddelerin reperfizyon hasarini azalttigi tesbit
edilmistir (60,61).

2.5.Hucre D1 gl Serbest Radikal Olu sum Mekanizmalari

2.5.1.Katekolaminler
iskemi sirasinda ve flep olusturulurken sempatik sinir uglarindan

bolgesel katekolamin salinimi artar. Bu fazla miktarda katekolamin
monoaminooksidaz ile yikilir ve sonra fazla miktarda elektronun olustugu
oksidasyona ugrar. Molekdler oksijen bir elektron alarak O, “radikalleri olusur
(62).
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2.5.2.Polimorfonukleer Lokositler (PNL)

Aktive notrofiller, bakterisidal rollerinin bir kismi olarak zorunlu sekilde
superoksit uretirler. Yuzeylerindeki NADPH oksidaz, 0, olusumundan
sorumludur (62).

Notrofiller, myeloperoksidaz aktivitesine de sahiptirler ve H,O, ile
HOCI  radikali olutururlar. Makrofajlarda nitrik oksit sentaz sisteminin OH’
olusturdugu da gosterilmigtir. Radikaller yalnizca plazma membrani ile
bakteri arasindaki yuzinde olusmasina ragmen, bir miktar reaktif oksijen

ardnandn kacigi olmaktadir.

2.6.Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller nikleik asitler, serbest aminoasitler, proteinler,
lipidler, lipoproteinler, karbonhidratlar ve bag dokusu molekilleri de dabhil
olmak Uzere, canli organizmadaki hemen hemen tium biyomolekullerle
reaksiyona girerek bunlar Gzerinde geridontsimli ya da geridénusumsiz
etkiler meydana getirirler. Cesitli patolojik durumlarda normalden fazla
miktarda serbest oksijen radikali olusmasiyla ya da organizmanin antioksidan
sisteminin yetersiz kalmasiyla artan serbest radikaller, htcrenin cesgitli
bilesenlerini etkileyerek hticre hasarina yol acarlar. Bunun sonucunda,
hiicrelerde ve dokularda yapisal degisiklik ve fonksiyonel kayiplardan hicre

olumune kadar gidebilen pek ¢cok olumsuz sonuclar ortaya cikar (5,63).
2.6.1.Hucre ici Etkileri

2.6.1.1.Membran Lipidleri Uzerine Etkileri

Serbest radikallere hedef yapilardan birisi hiicre membrani lipidleridir.
Lipid peroksidasyonu; serbest radikaller tarafindan baslatilan, membran
yapisindaki doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna neden olan ve boylece
membran lipid yapisini degistirerek hiicre yapi ve fonksiyonlarini bozan bir
olaydir. Hiicre membranlarinin oksijen radikallerine maruz kalmasi lipid
peroksidasyon reaksiyonlarint  uyarir.  Biyolojik  sistemlerde lipid
peroksidasyonunun uyariimasinda asil etkili radikalin hidroksil radikali oldugu
dusunilmektedir (63,64).
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Lipid peroksidasyonu; kendi kendini devam ettiren bir serbest radikal
zincir reaksiyon mekanizmasi seklinde ilerler. Yag asidi ile birlesen radikal,
bir dizi tepkimeyi baslatmaktadir (65).

Peroksidasyona en duyarh olanlar doymamis yag asitleridir. Lipid
peroksidasyonu, organizmada olusan serbest radikal etkisiyle membran
yapisinda bulunan doymamis yag asit zincirindeki metilen gruplarindan bir
hidrojen atomunun uzaklastiriimasi ile baglar (5).

Serbest radikal etkisiyle doymamis yagd asidi zincirinden hidrojen
atomunun uzaklagmasi, bu yag asidi zincirinin radikal niteligi kazanmasina
neden olur. Bu karbon merkezli radikaldir. Bdylece olusan lipid radikali ( L")
dayaniksiz bir bilesik oldugundan bir dizi spontan degisiklige ugrar. Ozellikle,
molekdl ici cift bag aktarimi ile dien konjugatlari olusturarak stabil olmaya
egilimlidir. Lipid radikalinin molekuler oksijen ile reaksiyona girmesi sonucu
lipid peroksil radikali (LOO®) meydana gelir. Bu radikaller membran
yapisindaki doymamis yag asitlerini etkileyerek bir bagka lipid molekulinin
yan zincirinden hidrojen atomu cikarmak suretiyle yeni lipid radikallerinin
olusumunu saglarlar ki buna ilerleme basamagi denir ve kendileri de agiga
ctkan hidrojen atomlarini alarak lipid hidroperoksitlerini (LOOH) olustururlar.
Boylece reaksiyon, kendi kendine katalizlenerek devam eder (63).

Demir iyonlan lipid peroksidasyonunu hizlandirirlar. Demir iyonunun
kendisi bir radikaldir ve doymamis yag asitlerinden OH’ radikali olusturarak
lipid peroksidasyon baslangi¢ reaksiyonuna neden olur.

Lipid peroksidasyonu, lipid hidroperoksitlerinin aldehit ve diger karbonil
bilesiklere donusmesi ile sonlanir. Bu Urlnlerin baslicalari MDA ve 4-
hidroksinonenal'dir. Meydana gelen aldehitlerden en 6nemlisi olan MDA, lipid
peroksidasyonunun degerlendiriimesinde sik olarak kullanilir (63,64).

Hucre membranlarinda meydana gelen lipid peroksidasyonu, membran
organizasyonunu bozarak hicrenin yapisinin bozulmasina neden olur.
Peroksidasyon sirasinda olusan lipid peroksitler, hiicresel hasara yol acan,
metabolizmay degistiren ve dokulardaki kan akimini azaltan gucla kimyasal
maddelerdir. Bu Urlnler, lipidlerin disinda karbonhidratlarin, proteinlerin ve

DNA'nin yapisini da etkileyerek denatiirasyonuna, enzim inaktivasyonuna,
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DNA sarmal kiriklarina ve baz modifikasyonuna neden olur. Bu degisiklikler
de bir¢ok patolojik olaylara zemin hazirlar. Lipid hidroperoksitlerinin ytksek
konsantrasyonlari; kanser, kalp hastaliklari, diabet gibi yasla iligkili

hastaliklarin cogunda artmis risk ile iligkili bulunmustur (66).

2.6.1.2.Proteinler Uzerine Etkileri

Proteinler, radikallerin etkilerine lipidlere oranla daha az hassastir.
Serbest radikallerin proteinleri etkileme derecesi aminoasit
kompozisyonlarina baghdir. Proteinin hicresel lokalizasyonuna ve radikalin
toksisite guicine gore protein hasarinin boyutlari degisebilir. Sulfir iceren
molekillerin serbest radikallere duyarliigi c¢ok fazladir. Sistin, histidin,
metionin, triptofan, tirozin iceren proteinler oksidanlara en duyarh olanlardir
(5,63).

Serbest radikallerin proteinlere saldirmasi histidin, lizin, arjinin, prolin
gibi bazi aminoasitlerde hasara yol acabilir. Proteinlerin bazi aminoasitlerinin
oksidatif hasari, protein karbonil Grtinlerinin olusumuna neden olabilir. Protein
karbonilleri, genel oksidatif stresin gostergesi olarak kullanilabilirler (67).
Gelismekte olan doku ve yeni sentez edilen proteinler Uzerinde serbest
oksijen radikallerinin daha da toksik bir etkiye sahip olduklari bildirilmigstir
(60).

Reseptorler, sinyal transdiksiyon mekanizmalari, transport sistemleri
ve enzimleri iceren cesgitli hicresel fonksiyonlar proteinlerin radikal

hasarindan dolay! etkilenebilir (63).

2.6.1.3.Nukleik Asitler Uzerine Etkileri

Serbest radikallerin hiicre ¢ekirdeginde ve DNA'da etkileri genotoksik
ve mutajenik degisikliklere yol acar. DNA'nin nikleik asitleri ile reaksiyona
giren serbest radikaller, DNA dizininde catlaklar meydana getirerek bu
hicrelerin kanser hicrelerine donismesine neden olurlar. Oksidatif DNA

hasari, buyik 6lcide yaslanma ve kanser gelisimine katkida bulunur (68-70).
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2.6.1.4.Karbonhidratlar Uzerine Etkileri

Serbest radikallerin karbonhidratlar Gzerinde de 6énemli etkileri vardir.
Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksit ve
okzoaldehitler meydana gelir. Acida c¢ikan okzoaldehitler, proteine

baglanabilme 6zelliginden dolay! antimitotik etki gosterirler (5).
2.6.2.Hucre D1 sI Etkiler

2.6.2.1.Kemotaksi

Serbest radikaller, endotel hicrelerinden kemotaktik faktér ya da
proinflamatuar molekuller olarak adlandinlan histamin, PAF, LTB4 salinimina
yol acarlar (55). Bu kemotaktik faktorlerin etkisi, dolagimdaki lokositlerin
patoloji boélgesinde yogunlagsmalarini ve endotel ile iligkilerinin artmasini

saglamaktir.

2.6.2.2.Rolling

Normal kosullarda dolasimdaki I6kositler, damar endoteli ile nadiren
temasta bulunurlar. Endotelin, i/R ile olusan radikaller tarafindan uyarilmasi
sonucu lokositler ve 6zellikle de notrofiller, kendi etraflarinda yuvarlanmaya
baglarlar. Yuvarlanma olayini, ayni gruptan ¢ molekll yoénlendirir. Bunlar
|6kositlerde bulunan L-selektin, endotel hicrelerinde yer alan P ve E-
selektindir (32). L-selektin, l6kositlerin ¢ogunda bulunmakla beraber en
yogun olarak bulundugu grup notrofillerdir. L selektin, aktive olmamis
notrofilllerin uyariimis endotel hicrelerindeki P ve E selektinlerle birlesip ilk
rolling olayinin baslamasindan sorumludur. L, P ve E selektinlerin etkilesimi

sonucu lokositlerde yuvarlanma olayi gerceklesir.

2.6.2.3.Adhezyon

Serbest radikaller, nétrofii ve endotel hicrelerinden selektin
molekdllerinin yani sira adhezyon molekdllerinin de aciga ¢ikmasini saglar.
CD11/CD18, lokosit integrini olarak bilinir ve notrofiller tarafindan daha ¢ok

salinan, adhezyon yonlendiren bir molekuldir.
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Adhezyon olayl yalnizca I6kositler arasinda gerceklesen bir olay
degildir. Endotel hicrelerinin de bu olayda rolu buyuktir. ICAM-1, endotel
hicreleri tarafindan salinir ve I6kosit CD11/CD18’in karsihgidir. ICAM-1’in
salinimini, iskemi-reperfiizyon patogenezinde iskemi sonrasi notrofil-endotel
hiicresi adezyonunun molekiler dizeyde en oOnemli belirleyicisidir (29).
CD11/CD18 ve ICAM-1'in reaksiyona girmesi, endotel hicresine yapisan
notrofillerden, iskemik dokuya direk radikal transferini hizlandirir. Bu gecis,
kapiller duzeyde endotel hicrelerinin arasinin acilarak damarin bariyer
yapisini yitirmesine, olusan araliklardan notrofillerin dokuya kagmasi seklinde
gerceklesir (29).

2.6.2.4.Antiadhezyon Molekiilleri  inhibisyonu

Serbest oksijen radikalleri, NO'i inhibe ederler. NO, kararsiz bir nitrat
bilesimidir. Damarlarda gevsemeye sebep olmasi, ilk tesbit edilen fonksiyonu
olmakla beraber organizmada bircok biyolojik olayda goérev alir. Kas, deri,
barsak ve kalp gibi bircok organ sisteminde var oldugu bilinmektedir. Endotel
hiicreleri, l6kositler gibi pekcok hicreden salinabilir. NO, I6kosit endotel
adhezyonunu 6nleyen en dnemli endojen molekuldir. Ancak NO salinimi,
reperflizyon hasari sirecinde ortaya c¢ikan superoksitin, endotel hiicrelerine
etkisi ile inhibe olur (30).

Adhezyondan sonra 6zellikle nétrofiller endotel hiicrelerinin arasindan
diapedez ile dokuya gecerek burada birikirler ve aktif oksijen (respiratuvar
patlama), proteolitik enzim ve inflamatuvar sitokinlerle doku hasarini
baglatirlar (71).

2.7.Antioksidan Savunma Sistemi

Organizmada fizyolojik ya da patolojik yollarla strekli sekilde serbest
radikaller olusmaktadir. Antioksidanlar reaktif oksijen trtnlerini ve meydana
getirdigi hasarlari 6nleyen bilesiklerdir (72). Serbest radikallerin ileri derecede
reaktif olmalari, yari émdrlerinin kisa olmasi ve disik yogunlukta bulunmalari
nedeniyle tespit edilmeleri oldukca guctir. Koruyucu antioksidan savunma

sistemi elemanlarinin incelenmesi ya da hucresel lipidlerle, proteinlerle ve
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DNA ile reaksiyonlari sonucu olugan cesitli son drtnlerin dl¢ilmesi gibi
indirekt metodlar kullantlir (5).
Antioksidanlarin baslica etkileri su sekilde olmaktadir:
1. Reaktif oksijen drtnlerinin olusumunun engellenmesi.
2. Reaktif oksijen trunlerinin enzimatik reaksiyonlar araciligiyla veya
dogrudan temizlenmesi.
3. Metal iyonlarinin baglanmasi ve boylece radikal olusum
reaksiyonlarinin engellenmesi.

4. Hedef molekdillerinin hasar sonrasi tamiri.

Tablo 2.2 : Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar

ENZIMATIK ENZIMATIK OLMAYAN

Superoksit dismutaz Glutatyon Flavonoidler

Katalaz a-tokoferol (vitamin E) Metal baglayicilar
Glutatyon transferaz Askorbik asit (vitamin C) | Melatonin
Glutatyon peroksidaz | B-karoten (vitamin A) Bilirubin
Glutatyon rediktaz Ubikinonlar (Koenzim Q) | Digerleri

(sitokinler,aminoasitler)

2.7.1.Enzimatik Antioksidan Savunma

2.7.1.1.Superoksit Dismutaz (SOD)

Superoksit anyon radikalinin, hidrojen peroksit ve molekiler oksijene

dontsimunu katalizler.

0, + 0, +2H*

SOD = H,0;+0;

»

Enzimin fizyolojik fonksiyonu; oksijeni metabolize eden hucreleri

superoksit anyon radikalinin zararl etkilerine karsi korumaktir. Bu reaksiyon

oksidatif strese karsi ilk savunma olarak da adlandirilir. Clnkl superoksit,

zincirleme radikal

reaksiyonlarinin guclt  bir baslaticisidir.

Bu sistem
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sayesinde hicresel kompartmanlardaki superoksit dizeyleri kontrol altinda
tutulur (5).

Okaryotlarda ic SOD izoenzimi tanimlanmistir:

1) Sitozolik Cu/Zn-SOD

2) Mitokondrial Mn-SOD

3) Ekstraselltler SOD (EC-SOD)

Genel olarak hiicrede en ¢ok bulunan izomer sitozolik Cu/Zn-SOD'dur.
Bu formun antioksidan savunmanin ilk asamasinda temel bir rol oynadigina
inanilir. Mindr bir fraksiyon olan Mn-SOD, sitoplazmada ve mitokondrial
matrikste bulunur. EC-SOD, dokularin interstisiyel bogluklarinda ve
ekstraselltler sivilarda bulunmustur. Plazma, lenf sivisi ve sinoviyal sividaki

SOD aktivitesinin buyuk bir kismindan sorumludur (49,68).

2.7.1.2 Katalaz

Hucrelerin peroksizomlarinda lokalize olan ve yapisinda dort hem
grubu bulunan bir hemoproteindir. Karaciger ve eritrositlerde en yuksek
aktiviteye sahiptir. SOD araciligiyla olusmus olan H,O,, radikal olmamasina
karsin, en reaktif radikallerden birisi olan OH" radikalinin 6ncisiudir. Bu
nedenle bircok reaktif oksijen Griininden daha fazla oksidatif hasara neden

olur. Katalaz, H,O' yi su ve molekuler oksijene donusturur (5).

2.7.1.3.Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Sitoplazmada ve mitokondride bulunan bu enzim, vyapisinda
aktivasyonu icin  gerekli selenyum icermektedir. H,O,, organik
hidroperoksitlerin ( ROOH ) indirgenmesini katalizler (5, 49, 62).

2.7.1.4.Glutatyon S Transferaz

Dimerik yapida olup sitoplazmada bulunur. Cok sayida izoenzimi

vardir ve biyotransformasyonda rol oynar (73).



26

2.7.2.Enzimatik Olmayan Antioksidan Savun ma Sistemleri

2.7.2.1.Glutatyon (GSH)

GSH pek c¢ok dokuda yluksek dizeyde bulunan intraselltler
antioksidandir. Serbest radikallerin hedeflerinden birisi proteine bagh ve
eriyebilir sulfidril gruplandir. GSH, proein yapisindaki sulfidril gruplarini
indirgenmis halde tutarak pek cok protein ve enzimin inaktivasyonunu

engeller. Ayrica ksenobiyotiklerin metabolizmasinda rol oynar (5).

2.7.2.2.Askorbik Asit (C Vitamini)

Hidrofilik yapida guclt antioksidan bir vitamindir. Stperoksit, hidroksil
ve singlet oksijeni yakalayarak etkisizlestirir (73).

E vitaminin ve redikte glutatyonun rejenerasyonunu saglayarak

yeniden kullanima sokar (5).

2.7.2.3.E Vitamini

E vitamini, major lipofilik bir antioksidandir. Membranlarda ve
lipoproteinlerde  bulunur. Hucre membran fosfolipidlerinde  bulunan
poliansattre yag asitlerini serbest radikal hasarindan koruyan ilk savunma
hattini olusturur. Peroksil radikalleri ile reaksiyona girerek zincir kirici bir
etkiyle lipid peroksidasyonunu onler. Tokoferol ve tokotriol turevlerini

kapsayan vitamin E’nin antioksidan 6zelligi en yuksek formu a-tokoferoldir.
LOO" + a-tokoferol 5 LOOH + a-tokoferol-O°
E vitamini, stuperoksit radikali ve hidroksil radikallerini, singlet oksijen
gibi reaktif oksijen trtnlerini indirger, nitrik asit ile de reaksiyona girebilir (5).

2.7.2.4 Karotenoidler

A vitaminin 6n maddesi olan [B-karoten singlet oksijeni baskilar,

superoksit ve peroksil radikalini temizler (5).
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2.7.2.5.Melatonin

Lipofilik yapida olup en reaktif radikallerden birisi olan OH’ radikali ile
direkt reaksiyona girer ve bir katyon radikaline donusir. Bu radikal ise
superoksit radikalini yakalayarak antioksidan etki gosterir (5).

2.8.Flavonoidler

2.8.1.Yapilari ve Genel Ozellikleri

Flavonoidler, bitkisel gidalarda bol ve yaygin olarak bulunan yararh
biyokimyasal ve antioksidan etkileri olan bilesiklerdir. 15 C atomlu 2 fenil-
benzopiron (difenil propan) yapisi gosterirler. Bu yapilari nedeniyle polifenolik
bilesikler olarak adlandirilirlar. Yapisal olarak genellikle Cg-C3-Cg karbon
iskeleti ve A, B, C halkalar vardir. Flavonoidler molekuler yapilarina gore
baglica antosiyoninler, flavanlar, flavanonlar, flavonlar, flavonollar ve
isoflavonoidler seklinde siniflandirilir.  Yaklagik olarak 4000'den fazla
flavonoid tura belirlenmigtir (8,74). Flavonoidler baglica sebzeler, meyveler,
kirmizi sarap, cay, sogan baklagillerde bulunur ve c¢ogu ciceklerin,
meyvelerin rengini verir.

Flavonoidlerle ilk kez 1930'lu yillarda ilgil