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OZET

Maclura Pomifera Bitkisinden izole Edilen Pomiferin Maddesinin Ratlarda Oleik

Asit Tle Indiiklenen Akut Akciger Hasar1 Modeli Uzerine Etkilerinin Arastiriimasi

Amac: Akut akciger hasar1 ve bunun daha ilerlemis durumu olan akut solunum
sikintist sendromu halen daha tedavisi kesin olarak bulunamamig bir hastaliktir. Akut
solunum sikintis1 sendromu‘nun sekillenmesinde reaktif oksijen tiirlerinin akciger
dokusunda hiicresel hasara neden olduklar1 bilinmektedir. Bu ¢alismanin amac1 ratlarda
OA ile indiiklenen akciger hasarinda antioksidan o6zelligi oldugu bilinen POM
maddesinin etkilerini incelemektir.

Materyal ve Metot: Bu caligmada 24 adet Wistar irk1 erkek rat (200-250 gr)
saglikli, kontrol, POM-150 ve POM-300 olmak {izere 4 gruba ayrildi. Uygulamadan 5
dakika once kontrol grubundaki her rata 1 ml serum fizyolojik, POM gruplarinda ise her
rata distile suda 150 ve 300 mg/kg dozda hazirlanmis POM igeren 1 ml ¢ozelti oral olarak
uygulandi. Saglikli gruba sadece serum fizyolojik, kontrol ve POM gruplarina ise 50 ul
OA+250 ul %1 BSA ¢ozeltisi kuyruk veninden damar i¢i uygulandi. Uygulamadan 24
saat sonra yiiksek doz anestezi altinda 6tenazi edilen ratlardan alinan akciger dokusunda
LPO ve GSH miktar1 ile SOD ve KAT aktiviteleri 6l¢iilmiistiir.

Bulgular: Yapilan ¢aligmada OA ile olusturulan deney modelinde saglikli grup
ile kiyaslandiginda kontrol grubu akciger dokusunda LPO, SOD ve KAT’in 6nemli
derecede arttig1 (P<0.05), GSH’1n ise belirgin sekilde diistiigii gézlemlenmistir (P<0.05).
Kontrol grubu ile kiyaslandiginda POM uygulamasinin doza bagh olarak LPO, SOD ve
KAT seviyelerini 6nemli oranda diistirdiigli (P<0.05), GSH seviyesini ise belirgin sekilde
arttirdig1 belirlenmistir (P<0.05).

Sonug¢: Akut sikintili solunum sendromunda pomiferin maddesinin oleik asitin
meydana getirdigi oksidatif stres iizerinde antioksidan etki gosterdigi ve LPO seviyesini
diistirerek hiicresel hasar1 azalttigi gdzlemlenmistir. Sonug olarak POM ratlarda OA ile
indiiklenen akut akciger modelinde hasarin onlenmesinde ya da iyilesmesinde faydali
olabilir.

Anahtar Kelimeler: ALI oleik asit, pomiferin, Maclura pomifera.
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ABSTRACT

Investigation of Effects of Pomiferin Isolated from Maclura Pomifera Plant on

Oleic Acid-Induced Acute Lung Injury Model in Rats

Aim: Acute lung injury and acute respiratory distress syndrome, which is more
progressed form of ALI, are the diseases for which no certain treatment has been found.
It is known that reactive oxygen types cause cellular damages in lung tissue by occurring
in the formation of ARDS. This study aims at investigating the effects of POM substance
—known to have antioxidant properties- on the OA-induced acute lung injury in rats.

Materials and Methods: In the study, 24 Wistar male rats (200-250 gr) were
equally arranged into healthy group, control group, POM-150 group and POM-300 group.
Five-minutes before the administration, each rate in the control group orally received 1
ml saline solution while each rate in POM groups orally received 1 ml solution POM
distilled in water prepared with 150 and 300 mg/kg doses. The healthy group received
only saline solution while the control group and POM groups intravenously received 50
ul OA+250 ul %1 BSA solution in tail vein. After 24 hours following the administration,
LPO and GSH amounts and SOD and KAT activities were measured in lung tissues taken
from rats euthanized under high doses anesthesia.

Results: It was observed in the experimental model induced by OA that the LPO
level, SOD and KAT activities significantly increased in the lung tissues of the control
group (P<0.05) whereas GSH markedly decreased compared to the healthy group
(P<0.05). It was determined that compared to the control group, POM administration
significantly decreased LPO level, SOD and KAT activities considerably depending on
doses (P<0.05) but markedly increased GSH levels (P<0.05).

Conclusion: It was found that in ARDS, the POM demonstrated antioxidant effect
upon oxidative stress induced by oleic acid and reduced cellular damage by lowering LPO
level. In conclusion; POM may be beneficial for preventing or curing cellular damage in
the OA-induced acute lung injury model in rats.

Key Words: ALL oleic acid, pomiferin, Maclura pomifera.
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1. GIRIS

Akcigerlerde mikrobiyal ve mikrobiyal olmayan sebeplerle meydana gelen ani
inflamatuvar yanitin olusturdugu hasar ile meydana gelen solunum giigliigiine ARDS
(Acute Respiratory Distress Syndrome-Akut Sikintili Solunum Sendromu) denir.
ARDS’de her iki akciger iizerinde primer ve sekonder nedenlerin etkisiyle olusan hasar
yaygin inflamasyonla devam ederek oliimciil sonuglara yol agabilir.! ARDS’de olusan
hasar genellikle alveollerde meydana gelir. Alveolar kapillerde membran yapisinda
olusan hasar kan ile doku arasindaki gaz aligverisinde bozulma meydana getirir.> Bu
nedenle ARDS mortalitesi yiiksek seyreden oliimciil bir durumdur.

ARDS’nin olugsmasinin altinda yatan ciddi nedenler vardir. ARDS’nin
olusmasinda onemli etkenler primer ve sekonder sebepler olarak siniflandirilmistir.
Etiyolojik olarak sepsis ve travma en Onemli nedenlerdir. ARDS’nin olugumunda
savunma hiicresi olan nétrofiller aktive olarak akcigerlerdeki alveollerde endoteliyel ve
epiteliyal hasar olusumuna sebep olur. Bu durum alveollerde inflamasyona neden olur.
Boylece notrofil sayis1 artar ve akcigere go¢ ederek birikime sebep olur. Notrofillerin
birikmesi adhezyon molekiillerini ve komplemen sistemi uyarir. Akcigerlerde
inflamasyonu baskilamak ve nétrofillerin birikmesinin 6nlenmek hasarin azalmasini
saglayabilir.?

Primer sebepler akciger epitelinin hasarinda dogrudan rol oynarken sekonder
sebepler sistemik siddetli inflamatuar durumunda akcigerlerde de agir inflamasyonun
baslamasina neden olurlar. Primer sebeplere 6rnek olarak; pndmoni, mide icerigi veya
asitinin aspirasyonu, pulmoner tromboemboli, duman ve toksik gaz inhalasyonu
verilebilir. Sekonder sebeplere sepsis, septik sok, akciger dis1 enfeksiyonlar, travma, akut
pantreatit, ilaglar ve zehirlenmeler verilebilir.* > Sekonder sebeplerden kaynakli ARDS

vakalarinda mortalite %350 tizerindedir.® Sekonder nedenlerden en sik sepsis kotii giden



prognaza neden olur. Ayrica bu sebeplerden en ¢ok travma ve sepsis ARDS’ye neden
olurken akcigerlerde biiyiik hasar meydana getirir.”

Gilinlimiizde ~ ARDS’nin  patofizyolojisi  anlagilmis ancak tedavisinin
bulunamamasi yeni arastirmalarin yapilmasina sebep olmustur. Bu hastaligin
incelenmesinde kii¢iik hayvan modelleri kullanilmistir. Akciger hasar1 aragtirmalari igin
LPS (lipopolisakkarid), intratrakeal asit aspirasyonu, hiperoksijenizasyon, siirfaktan
sentez inhibisyonu, akciger iskemi reperfiizyonu, indirekt olusturan mezenter iskemi
reperfiizyonu, intravendz LPS, intravendz ve intrapulmoner bakteri, ¢ekal baglama ve
delme (CLP), oleik asit (intravendz) gibi modeller uygulanmaktadir.® Hastaligin
patofizyolojisini en yakin sekilde taklit edebildigi i¢in intravendz uygulanan oleik asit
modeli yaygin olarak kullanilir. Oleik asit damar i¢inde akciger endoteli hiicrelerinde
hasar meydana getirerek 6deme ve agir bir inflamatuar siirecin baslamasina neden olur.’

Gilinlimiizde hastaliklarin tedavisinde antioksidanlarin etkisi giincel bir konu
haline gelmistir. Antioksidanlar serbest radikallere karsi savunma mekanizmasinin bir
pargasidir.'? Ozellikle bitkilerden elde edilen antioksidan 6zellikli organik maddelerin bu
hastaliklar iizerine etkileri ve bu etkilerin mekanizmalar1 agiklanmaya ¢alisilmaktadir. Bu
nedenle hastaliklar sonucu akciger dokusunda meydana gelen hasar1 azaltmak ya da

tedavi etmek amaciyla denemeler yapilmaktadir.!!-13

Bu c¢alismada Maclura
pomifera’dan elde edilen pomiferin maddesinin oleik asitle indiiklenen akut akciger

hasar1 lizerine etkileri incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Akut Respiratuar Distres Sendromu (ARDS)

2.1.1. Tanimi ve Tarihgesi

Akut solunum sikintili sendromu (ARDS), sag ve sol akcigeri i¢ine alan, direkt ve
indirekt nedenlere bagl olarak ortaya ¢ikan, oksijen tedavisine yanit vermeyen, kalp-
damar dolagim sisteminden bagimsiz ve yaygin bir birikim ile karakterize olan bir
sendromdur. Diger hastaliklarin sonucunda (pnémoni veya ekstrapulmoner sepsis, septik
sok) gelisebildiginden sendrom olarak tanimlanir ve bu nedenle hastalik olarak
nitelendirilmez.'6

Amerikan askerlerinin 1955 yilinda baglayan Vietnam savasinda yaralar1 hizli ve
uygun sekilde tedavi ediliyor ancak yaralanan askerlerin bazilar1 5. giinden itibaren
hipoksiden Oliiyorlardi. Bunun nedeni arastirlirken hastalarin akciger filmlerine
bakildiginda akcigerlerde cift tarafli yogun birikim goriilityordu. Bu nedenle ilk olarak
filmlerindeki akciger goriintiisii dikkate alinarak “beyaz akciger” olarak adlandirilmigtir.
Askerler ani gelisen tasikardi, solunum sayisinda artis, ciddi solunum giicliigii, oksijen
tedavisine yanit vermeyen siyanoz ve akcigerlerde kapasitenin ileri derecede kaybi
sonucu Oliiyorlardi. Bu nedenle sendroma ilk tanimlama 1967 yilinda Ashbaugh ve
arkadaslari, “Eriskin Solunum Yetmezligi Sendromu (Adult Respiratory Distress
Syndorme)” terminolojik adini verdiler.!

Tanimlama yapildiktan sonra eriskinlerde gézlenen radyolojik tablo cocuk ve yeni
dogan bebeklerde de goriilmeye baslaninca, sendromun erigkinlere ait olmadiginm
anlasilmistir. Boylece “Akut Solunum YetmezIligi” olarak yeni bir terminolojik
isimlendirme yapild1.'® ARDS ile es anlaml1 ve giiniimiizde kullanilan baz1 adlandirmalar

vardir. Bu adlandirmalara 6rnek olarak; eriskin hiyalin membran hastaligi, eriskin



solunum yetersizlik sendromu, konjestif atelektazi, De Nang akcigeri, hemorajik akciger
sendromu, sok akcigeri ve travmatik 1slak akciger gibi tanimlamalar verilebilir.!”

[k tanimlamanin yapildig1 1967 tarihinden itibaren ARDS’nin tanimlamasinda
stirekli yeni terminolojik tanimlamalar yapilmigtir. Terminolojik olarak en son yapilan
tanimlama 1992 tarihinde gergeklestirilen “The American-European Consensus
Conference on ARDS (Amerika-Avrupa Konsensus Komitesi)” sonras1 1994’de Avrupa-
Amerika Yogun Bakim ve Toraks Derneginde yapilmistir.'®

2.1.2. Patofizyoloji

ARDS’de solunum yetmezligi sik goriiliir ve klinik olarak bir¢ok durumla birlikte
geligebilir. ARDS’de klinik tablonun sebebi yogun inflamasyonun neden oldugu yaygin
alveol hasaridir. Ayrica ARDS’de meydana gelen siddetli inflamatuar yanitta gorev alan
notrofiller ve fazla miktarda salinan mediyatdrler endoteliyal ve epiteliyal hasar
olusumundan sorumludur. Proinflamatuar (16kositler, doku makrofajlar1 ve monositler,
trombositler, prostaglandinler, kininler, sitokinler vb.) olan mediyatorlerin yapimi ve
etkilerini engellemek i¢in diger taraftan antiflamatuar (soluble TNF-o reseptorleri,
interlokin-4, interlokin-10, epinefrin, glukokortikoidler, lipopolisakkarit baglayici
proteinler (LPB) mediyatorler sentezlenir.®> ARDS’nin gelismesi ve olusan hasarin
siddetini proinflamatuar ve antiinflamatuar arasinda ki denge belirler. Bu denge olusan
hasarin diizeltilmesinde 6nemli bir faktordiir. Eger bu denge bozulur veya olmazsa
organda agir hasarlar meydana gelir.!”

Inflamasyonun baslamasi ile akcigerde notrofillerin salinimi artar ve akcigerlerde
birikim meydana gelir. Akciger hasarinin primer sebeplerinin olusturdugu hasar alveoler
ve intertisyel makrofajlardan TNF-a, IL-1, IL-8 gibi sitokinlerin salinmasina neden olur.
Bu sitokinler ise nétrofillerin kemotaksisini uyarir. Bu durum ayni zamanda nétrofil

aktivasyonunu ve akcigerlerde sivi toplanmasini saglayan faktordiir.?® Sekonder



sebeplerden kaynaklanan ARDS’de nétrofil aktivasyonunu en ¢ok endotoksin meydana
getirir. Ayrica akcigerlere yogun notrofil gécii ve ayn1 zamanda sitokinlerin salinmasinda
da etkilidir. Notrofillerin sebep oldugu serbest radikaller, inflamatuar medyator ve
proteazlar hiicrenin epitelyal ve endoteliyal yapisinda hasar olusturur. Notrofillerin aktive
olmasiyla pulmoner alveollerde ki nétrofillerin gecis ve temas siiresinin uzamasi hasarin
ciddiyetini arttirir.> Son olarak akcigerlerde nétrofil birikiminin Onlenmesi bazi
durumlarda hasarin azalmasini saglayabilir.?!

Notrofillerin aktivasyonunu takiben ARDS patofizyolojisinde rol alan bazi
inflamatuar hiicreler olan makrofaj, monosit, trombositler ve lenfositlerde aktive olur.
Boylece trombositler agregat olusturarak pulmoner perfiizyonu bozar. Ayni zamanda
salinan mediyatorler endotelyal yapidaki hasari arttirirlar.?? Akcigerlerdeki alveoler epitel
hiicreleri ve vaskiiler endotelyal hiicreler inflamatuar yanit ve koagiilasyon siirecinin
aktivasyonunda onemli role sahiptirler. Sistemik inflamatuar yanit meydana geldiginde
trombomodiilin yapimi azalir.??

Proinflamatuar mediyatorler ve sitokinler akcigerdeki epitel hiicrelerinden salinir.
Buradan salman sitokinler doku ve hiicresel savunmay1 kontrol ederler. Sitokinler
notrofillerden farkli olarak mikrovaskiiler permeabiliteyi artirirlar. Akcigerden ilk once
saliverilen sitokinler TNF-a ve IL-1p’dir. TNF-a sentezini monositler, makrofajlar ve
lenfositler gerceklestirir. Sitokinler bazi hiicreleri hedef olarak segerler. Bunlar endotel
hiicreleri, monositler, makrofajlar, notrofiller ve fibroblastlardir. Hedef olarak sectigi
hiicrelerde interlokin-1p, interlokin-6, interlokin-8, trombosit aktive edici faktorler,
l6kotrienler, prostaglandinler, TNF-o gibi sitokinlerin sentezini ayrica salivarilmesine
etki ederler. Bu durum nétrofillerin, proteaz ve oksijen radikallerinin bulundugu ortamda
sayilarinin artmasia neden olur.?* TNF-a kemik iligine etki eder ve burada nétrofil

sentezini tetikler. BOylece fagositik aktivite artar. Bunun sonucunda kapiller endotel



hiicreleri tlizerindeki etkisi permeabiliteyi artirir. Viicut 1sisinin artmasi hipotalamusun
etkilenmesinden kaynaklanmaktadir.”> Monositler, makrofaj, endotel ve epitel
hiicrelerinden sentezlenen IL-1B inflamasyonu ilerletir, koagulasyonu aktive eder ve
endotel yapidaki noétrofillerin artmasini tetikler. BoOylece endotel yapida adezyon

molekiilleri belirgin hale gelir ve aktivasyon artar.?% 23

IL-1p’den bagka proinflamatuar
sitokinler, interlokin-2, interlokin-6, interlokin-8, interlokin-18 ve graniilosit makrofaj
koloni uyaric1 faktordiir (GMCSF). Bu olaylar sirasinda serbest radikallerde rol oynar.
Serbest radikallerin hasarda ki etkileri yapida bulunan DNA, protein ve lipidleri hedef
alarak oksidasyon ve bozulmalara neden olur. Ayrica plazmada bulunan antioksidan
diizeyleri azalir.?

Alveollerdeki epitel yapisinda iki tip hiicre vardir. Tip 1 ve Tip 2 pndmosit
hiicreleridir. Tip 1 pnomositler hasara kars1 hassas, aktivitesi az ve epitel yapinin %90
kapsar. Tip 2 pnomositler siirfaktan yapimi ve iyon pompalanmasinda gorev alan, epitel
yapinin %10 kapsar. Tip 2 pnomositler hasara kars1 dayaniklidir. Eger hasar olusursa
farklilagip boliinerek diger epitel hiicresi olan Tip 1 pndmositleri olusturur. Normal
kosullarda damar endotel tabakasinin permeabilitesi alveollerdeki epitellerden fazladir.!
Akcigerde ilk olusan epitel hasart ARDS’nin akut doneminde gerceklesir. Bu donemde
proteince zengin alveoler ddem olusum hizi ve 6dem miktar1 sekonder sebeplerle
meydana gelen ARDS’ye oranla ¢ok fazladir. Alveoler epitel Tip2 pnomosit hiicresinin
hasar gormesiyle 6dem sivisinin atilimi, siirfaktan yapimi ve doniisiimiiniin bozulmasina
neden olur.?* 2% 27 Bunlarla beraber proteinden zengin olan alveoler 6dem sivisi ve
inflamasyon mevcut siirfaktanin fonksiyonunda bozulmasina sebep olur. Epitel
yapisindaki bozulma bakteriyel pndmoni ya da septik soka neden olabilir ve bu durumda

en ¢ok direk ARDS goriiliir. Yaygin olarak patogenez akcigerlerdeki alveoler kapillerde



gortiliir. Buda nétrofillerin ARDS hastaligiin patogenezindeki rolii 6nemlidir.?® Bu
hasarin agsamali olarak goriildiigii faz donemleri vardir.

a. Eksudatif Faz

Bu faz ilk olarak 24- 72 saat i¢inde ortaya ¢ikar. Alveollerdeki kapiller memran
olusturan yapilar sirasiyla mikrovaskiiller endotel, intersitisyum ve alveoler
epitelyumdur.'® 2° Endotelyel hiicre yapisi birbirine baglanmustir ve ilk gorevi vaskiiler
alandan sivi sizmasini 6nlemektir. Bu fazdaki endotelyal hiicrelerin yapis1 bozulmaya
ugrar. Boylece hiicreler siserek aralarindaki baglanti1 genisler. Alveoler epitel yapinin
ikinci gorevi intraalveoler alana sivi kagagmi Onlemektir.?! Membran yapisimin
biitiinliiglinlin bozulmas1 epitelyuma ¢ok miktarda notrofil gocli ile proinflamatuar,
antiinflamatuar (IL-10) ve diger sitokinlerin (TNF-o) salinmasina neden olur. Bu durum
akcigerler dokusunda hasar meydana getirir.?? 3°

Sonug olarak alveoller, hiyalin membran, inflamatuar hiicreler ve proteince zengin
Odem ile dolar. Hiyalin membranlar fibrin, fibronektin ve hiicresel artiklarin kariggmindan
olusur. Baz1 durumlarda epitelyal nekroz ve surfaktan kayb ile kollaps gelisebilir.>! Ayni
zamanda histolojik olarak ARDS epitelyal ve endotelyal hiicre hasar, notrofil istilasi
hiyalin membran olusumu, alveoler 6dem ve hemoraji ile karekterizedir.*?

b. Proliferatif Faz

Genel olarak ikinci haftada gelisir. Yaygin olarak tip-1 pndmositlerde nekroz
goriiliir. Tip-1 pndmosit alveolerin liimeninde 16kosit ve fibrin birikmesine yol agar.
Alveoller de bulunan ikinci tip hiicre olan tip-2 pnomosit hiicreleri tip-1 pndmosit
hiicrelerine doniigerek epitelyum yiizeyini onarmaya galigirlar.> 3% 33 Tip-2 hiicrelerin
¢ekirdekleri biiyiik ve mitotik ozelliktedirler.* Fibroblastlar ve nétrofiller akcigerdeki
intertisyuma gog¢ ederler ve nétrofiller mediyatérlerini saliverir.’! Bu fazda rol oynayan

en Oonemli mediyatorler fibronektin, fibroblast biiylime faktorii ve transforme edici



biiylime faktorii beta’dir. Epidermal biiytime faktorii ve TGF- a gibi mediyatorler epitelin
yenilenmesinde rol oynarlar.®> Bu gelisen olaylarin sonucunda akcigerin yapisinda gok
hiicreli bir organizasyon olusur. Bu durum gelisen fibrozis sonucu alveoler boslukta
tikaniklik meydana gelir. Olusan hiyalin membran ya ortamda bulunan makrofajlar
tarafindan fagosit edilir ya da fibroblastlarla kaplanip intertisyuma ilerletilebilir. Boylece
epitelyal hiicreler intraalveoler fibrotik dokuya go¢ eder ve hava yollarinda
reepitelizasyon geligir.*% 37

Sonug olarak hiyalin membran ve alveoler septum ylizeyinde meydana gelen
degismeler fibrozis baslangici seklinde degerlendirilir. Epitelyal bazal membran ve
alveoler bosluklara miyofibroblastlar ve fibroblastlar gd¢ eder. Miyofibroblastlarin
infiltrasyonu, matriks metalloproteinazlari ve doku inhibitorlerinin  salinimini
diizenleyerek akciger ekstraseliiler matriksin yenilenmesini saglar.3®: 3

c. Fibrotik Faz

Fibrozis; fibroblast, makrofajlar ve diger parankim hiicreleri arasindaki iliski
sonucu olusur.’® Akcigerler kaya tas1 gibi goriiniime sahip olup mikrosistik degisiklikler
sonucu alveoler kanallar dilatedir. Alveoler duvarin kalinlasmasi saglamak igin
fibroblastlar kollojen depolarlar. Fibrozis geri doniisiimsiiz sekilde hizlica ilerleyerek
degisikliklere neden olur. Pulmoner vaskiiler degisillikler gdzlenir ve kapiller tronbiisler
gelisir.’! 38 Sonug olarak gergeklesen fibrozis kompliansi azaltir, solunum igini artirir ve
alveoler tikanikliga, zayif gaz degisimine yol agan intestisiyel kalinlagma eklenir.? 33

2.1.3. Etiyoloji ve Epidemiyoloji

Hastaliklarin altinda yatan ciddi sebepler ARDS nedeni olabilir. ARDS primer
(pulmoner) ve sekonder (ekstra-pulmoner) olmak tizere iki gruba ayrilir (Tablo 1). Primer

nedenler akciger epiteline direkt olarak etki eder. Primer nedenlere genellikler akciger

enfeksiyonlart neden olur.% *° Primer nedenli ARDS’nin olusmasinda pnomoni, mide



iceriginin aspirasyonu ve toksik gaz gibi sik olarak goriilen faktorlerdir. Hasar1 direkt
olarak yapan sebepler, indirekt olarak yapan sebeplere gore daha kisa siirede sessiz olarak
sendroma yol agar.*’

Sekonder nedenler akcigerde meydana gelen hasar ile sistemik inflamatuar cevabi
aktive eden durumlardir. Genellikle bu durumdaki ARDS’nin ortaya ¢ikmasina neden
olarak en fazla sepsis ve pankreatit gosterilmistir. Ayrica pndmoni, aspirasyon, travma ve
tekrarlayan kan transflizyonlarina bagli da gelisebilir. Sepsis bu hastaliklardan en ¢ok
ARDS gelisimine sebep olarak gosterilmis.?® Bu durumdan dolay1 yapilan bir¢ok
caligmada sepsisli hastalarin yaklagik %40 nda, ARDS gelistigi gosterilmistir. Sepsis

kaynakli ARDS en fazla Kuzey Amerika ve Avrupa kitalari arasinda goriilmektedir.?: 4!

Tablo 2.1. ARDS’ye yol agan primer ve sekonder sebepler #?

Primer (Direkt) ALI/ARDS Sekonder (Indirekt) ALI/ARDS
= Pndmoni (bakteriyel veya viral) = Sepsis ve septik sok
* Mide igerigi veya asit aspirasyonu » (iddi travma
= Hava veya yag embolisi = Akut pankreatit
» Inhalasyon hasari = Kardiyopulmoner baypass
= Akciger kontlizyonu = Transfiizyon iliskili akciger hasar1
= Suda bogulma (TRALI)
= Reperfiizyon hasari sonucu » [laglar, zehirlenmeler
geligsen akciger 6dem = Norojenik pulmoner 6dem
= (iddi akut solunumsal sendrom = Eklampsi
(SARS) =  Miyokard infarktiisii
* Duman inhalasyonu » Lenfoma, Uremi, Diyabetik
= Millier tliberkiiloz ketoasidoz

= Allerjik Reaksiyonlar

= Dolasim soku

= Karbonmonoksit Zehirlenmesi
*  Yaniklar

* Yaygin damar i¢i koagiilasyon

2.2. Tedavi Yontemleri
ARDS’nin tedavisinde bir¢ok yontem gelistirilmesine ragmen etkisini gostermis
kesin bir yontem bulunmamaktadir. Destekleyici tedavi, mekanik ventilasyon,

hemodinami tedavi, s1vi balansinin diizenlenmesi ve beslenme tedavisi 6n plandadir.®’



ARDS tedavisini nonfarmakolojik ve farmakolojik olmak iizere iki sinifta ayrilir.

2.2.1. Nonfarmakolojik Tedavi

ARDS’li hastalarda hipoksiyi dnlemek amaciyla baglangic destek tedavisi ve
oksijen verilmesidir.

Mekanik Ventilasyon Tedavisi: ARDS’li hastalrda dokudaki oksijen miktarinin
artirilmasi i¢in hastaya optimum diizeyde oksijen tedavisi uygulanmasidir.'” 43 Akut
solunum sikintili sendrom hastaliginda hipoksiyi Onlemek, hiperkarbiyi ortadan
kaldirmak ve pH’y1 normal diizeye getirebilmek i¢in destek tedavisinin esasini olusturur.
ARDS’li hastalarda bu tedavinin hedefi; yeterli konsantrasyonda oksijen verilmesi,
karbondioksit atiliminin kolaylastirilmasi, havayolu inspirasyon sonu basincinin (PEEP -
Positive End Expiratory Pressure) ylikselmesinin ve atelektazi olusumunun engellenmesi,
doku oksijenizasyonuna etki etmeden akciger O6deminin azaltilmasi yeterli PEEP
diizeyinin ve kapali alveollerin agilmasinin saglanmasidir.*

Pron pozisyon: ARDS’li hastalar1 yliziisti yatirilarak yapilan solutma
yontemidir.** Bu yontem oksijenizasyonu artirmak i¢in uygulanir. Gogiis duvarmin iist
bolgesinde hacim ve basing (komplians) énceki duruma gore biraz diizelir, tidal volim
bu bolgeye yonelir ve alt kisminda ise komplians azalir. Boylece oksijenizasyon diizelir
ve ortamdaki karbondioksit (CO2) miktar1 azaltilir. Pron pozisyona verilen tepki
ARDS’nin erken dénemlerinde ve sekonder ARDS’de daha iyidir.

Hemodinami ve Sivi Balansinin Diizenlenmesi: Yapilan bazi deney
caligmalarinda ARDS’li hastalarda damar dolgunlugunun ve oksijen dagiliminin
artirllabilindigi bu tedavi yoOntemi ile hastalarin genellikle olumlu cevap verdigi
bildirilmektedir. Pulmoner kapiller basinci azaltarak, yapisinda bozulma meydana gelmis

alveoler kapiller membrandan disariya sivi kagmasini 6nlemeye yoneliktir. Ortamdaki
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inflamatuar mediyatorleri uzaklastirmak ve fazla bulunan siviyr atmak igin
hemofiltrasyon uygulanabilir.*’

Beslenme: ARDS’li hastalarda enteral ya da parental beslenme uygulanmalidir.
Ancak oncelikli olarak enteral beslenme uygulanmalidir, eger uygulanamiyorsa parentel
beslenme Onerilebilir. ARDS ‘li hastalarda erken enteral beslenme hastaya verilecek
kalorinin az olmasi 6nemlidir. Enteral beslenme, barsaklarda villus atrofisini 6nlemede,
bakteri ve toksik maddelerin translokasyonunu azaltmada 6nemlidir. Beslenme iceriginin
yapist hakkinda yapilan caligmalarda organik bilesikler olan karbonhidrat, protein ve
yaglar enerji lretmek i¢in metobolize olurken CO. firetirler. Metobolize olan bu
bilesiklerin CO; iiretme sirasiyla en yiiksek karbonhidratlarda, proteinlerde orta, en az
yaglardir. Bu nedenle lipidden zengin, karbonhidrattan fakir diyet solunum yetmezliginde
onerilmektedir.*®

2.2.2. Farmakolojik Tedavi

Steroid Tedavisi: 1980’li yillarda yaygin olarak steroid tedavisi uygulanmus,
fakat 1980 yilindan sonra ARDS’ nin erken doneminde pek etkili olmadigi belirlenmistir.
2007 yilinda Meduri ve ark.’in yaptiklart calismalarda ciddi ARDS’li hastalarda erken
doneminde diisik dozlarda wuygulanan metilprednizolon tedavisinin sistemik
inflamasyonu baskiladig1, pulmoner ve ekstrapulmoner doku bozukluklarinda diizelme
oldugu belirtilmistir.*’ Yapilan aragtirmalarda ARDS °‘li hastalarda erken donemde
uygulanan steroid tedavisi hastalarda mortalite miktarinda diisiis meydana getirdigi
gozlemlenmistir.*® Akut akciger solunum sikintisi hastalarinda kortikosteroid tedavisi
uygulamasi sagkalima pek etkisi olmasada, gaz degisimi ve hemodinamik stabilite
agisindan yararli olabilmektedir.** ARDS’li hastalarinin tedavisinde glukokortikoid
kullanimi hastalarin iyilesmesine etki etmedigi ancak akut akciger hastalarinda

kortikosteroid kullanilmasi yinede biiyiik ilgi ¢ekmektedir. Akut akciger solunum
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sikintis1 olan hastalarda kortikosteroid kullanimdan 6nce hastada enfeksiyon olmadigina
dikkat edilmelidir.*8

Siirfaktan Replasman Tedavisi: Endojen surfaktan temel gorevi yiizey gerilimi
azaltan ve atelektazi olusumunu Onleyen, salinim yeri tip 2 alveoler hiicreleri olan
lipoprotein kompleksidir. Siirfaktan antiinflamatuar ve antibakteril ozelliktedir.
Antiinflamatuar olarak ROS’larin tutulmasi ve ayrica sitokin salinimini inhibe
etmesidir.’® ARDS hastalarinda Tip 2 pnomosit hiicrelerinden siirfaktan yapimi azalir,
azalan siirfaktan iiretimi disfonksiyenel oldugu hem de mevcut siirfaktan inaktivedir.
Sonug¢ olarak yiizey gerilimin artis1 ve atelaktazi akciger O6demini artirir. Yapilan
caligmalarda eksojen siirfaktan kullanilmasi oksijenasyonun diizelmesinde etki ettigi
gosterilmistir. Boylece ARDS hastalarinda siirfaktanin yararli oldugu diisiiniilerek
tedavide uygulanmigtir. Ancak ARDS hastalarinda siirfaktan kullaniminin olumlu
sonuglanmadigi gibi tedavisinde de etkili degildir.!

Nitrik Oksit (NO) Inhalasyonu: Endotel kaynakl diiz kaslarda gevsemeye, iyi
hava alan akciger bolgesindeki sivi birikimlerinde azalmaya, bdylece oksijenizasyonu
artmasina ve pulmoner arter basinct azalmasina sebep olur. Yapilan bazi ¢aligmalarda
inhale NO tedavi uygulamasinin iyilesme iizerine etkili olmadig1 ortaya konulmustur. Bu
nedenle ARDS’nin rutin tedavisinde NO inhalasyon tedavi yontemi onerilmez.>

Antioksidan Tedavi: Akut solunum sikintili hastalarda antioksidan mekanizma
zayiflar. Akciger hasarinin olusmasinda ROS’lerin endotoksin, bakteriyel sepsis ve
hiperoksik akciger yaralanmasinda etkili oldugunun bulunmasiyla antioksidan tedavinin
etkilerini gosterme ve yeni tedaviler gelistirme gibi caligmalara baslanilmigtir.>
Antioksindan savunma sistemi ROS miktarinin yiikselmesi ile organizmanin hiicre i¢inde
iiretilen savunma sistemidir. ARDS’li hastalarda ve hayvan modellerinde antioksidan

ozellikleri bilinen N-asetil sistein (NAC), lipoik asit, vitamin C ve vitamin E hakkinda
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caligmalar yapilmigtir. Yapilan deneysel calismalarda bu maddelerin antioksidan sistemi
diizelterek hastaligin  patofizyolojinde olumlu etkileri gozlenmistir.>* Faz 1I
caligmalarinda antioksidan tedavi umut verici olsa da bu yontemler rutin de tek baslarina
tedavi edici olarak uygulanamazlar.

Diger Tedavi Yontemleri: ARDS hastalarinda diger farmakolojik tedavi
yontemleri prostaglandin inhibitorleri, vasodilatatorler, fosfodiesteraz inhibitorleri ve
tronboksan sentez inhibitorleridir.>® Bu tedavi yontemlerinin standart tedavide yarari
yoktur, rutin i¢in arastirma yapilmalidir.

2.3. Deney Modeli

Deneysel ARDS hastaligi olusturmak i¢in hayvanlar iizerinde kullanilabilir birgok
model bulunsa da en yaygin olarak oleik asit (OA) ile indiikleme modeli kullanilmaktadir.
Oleik asit albiimin ¢ozeltisi iginde ¢ozdiiriilerek deney hayvanlarina intravendz yontemle
uygulanmasiyla akcigerde ARDS’de benzer semptomlar meydana gelir.>

Oleik asit 18 karbonlu bir ¢ift bagi bulunan doymamis bir yag asitidir. Oda
sicakliginda saf oleik asit kat1 formda bulunur. Hayvansal ve bitkisel yaglarda siklikla
bulunan yag asitidir. Oleik asit 25 kg’lik hayvana indirekt yolla intravendz yontemle 1-2
ml uygulanirsa belirgin sekilde akcigerlerde hasar olusturulur.®® Yapilan bazi
caligmalarda 30 pl dozda kullanilan oleik asit 24. ve 72. saatlerde akcigerlerde belirgin
hasar meydana getirdigi gozlemlenmis.’® Oleik asit tuz ¢ozeltisinde veya etanolde
coziilerek verilir. Cozelti fraksiyonlar halinde ya da birka¢ dakikada bir siirekli infiizyon
halinde verilebilir. Ayrica veris yontemleri hasarin siddetini ve yogunlugunu etkiler ve
boylece degisik patolojik sonuglarda ortaya c¢ikar. Intravendz yolla verilen OA
akcigerlerde olusturdugu patolojik degisiklikler ARDS’de goézlenen benzer etkiler
gdstermistir.” Intravendz yolla uygulanan OA akcigerlerin hem endotel hem de epitelin

de hasar meydana getirir. BOylece akcigerlerde siddetli bir inflamasyon sekillenir.
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Alveoler kapiller membranin yapisini bozarak permeabilite artisi, ndtrofil birikmesi,
sitokin salinimi, intraalveoler ve intertisyel sivi artisi, intrapulmoner kan akiminda
degisiklik, alveoler 6dem, hemoraji, perfiizyon bozuklugu, 16kosit birikmesi, oksidan
enzimlerin aktivasyonu, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretiminde artis ve hipoksik
respiratuar yezmezlik gibi oksido-inflamatuar olaylar hasarin meydana gelmesinde
onemli rol oynarlar.’!

Akcigerlerde OA’nin etkisiyle siiperoksit ve hidroksil radikali gibi reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) salinimi1 baslatir, aktive olan nétrofillerin tiretimi artarak endotel
hiicrelerine baglanmasini ve notrofil aktivasyonunu iceren siireci tetikler. Bu olaylar
sonucunda olusan inflamasyon akcigerlerde nitrik oksit (NO) salinimint uyarir ve NO
tiretimini hizlandirarak etkisinin artmasma neden olur.”® Miktar1 artan NO vaskiiler
kaslarda siiperoksit radikali (O2") ile tepkimeye verir ve sitotoksik oksidan olan
peroksinitrit (ONOQO") olusmasinda artisa neden olur. Sitotoksik oksidan olan
peroksinitritler lipitler, karbonhidratlar, proteinler ve niiklerik asitler organik bilesikler
iizerinde oksidan etki yapar. Bunun sonucunda ARDS’li hastalarda akcigerde meydana
gelen doku hasar1 ve inflamasyonda artisa neden olur. OA deney modelinin uygulandigi
bir g¢alisma sonucunda olusan akut akciger hasarinda serum total antioksidan
kapasitesinde azalma oldugu goézlemlenmistir.>

ROS’lar kisa Omiirlii ve reaktif olduklar1 i¢in; ARDS ile ilgili ¢aligmalarda
ROS’lar hakkinda aragtirma yapilmis, fakat ayrintili ve yeterli bilgi bulunamamistir.
Bunun sonucunda sekonder veya son firiinlerden olan oksidize proteinler, H>O»,
peroksidize lipidler, malondialdehit (MDA) gibi enzimlerin Sl¢iimiiyle ayrica siiper oksit
dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gibi antioksidan enzimlerdeki
degisiklikler baz alimarak ARDS’deki oksidan-antioksidan denge ortaya konulmaya

calisilmistir.
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ARDS iizerine oleik asit ile indiiklemek gibi hayvanlarda olusturulan modellerin
ortaya ¢ikan bazi avantaj ve dezavantajlar1 vardir. Oleik asit (OA) ile indiiklenen ARDS
modelinde her ne kadar hastaligin patolojisinde goriilen siddetli n6trofil infiltrasyonu,
hyalin membran olusumu ve mikrotrombiis olgular1 goézlense de hastaligin insanlarda
meydana gelen seklini tam olarak karsilamamaktadir.® Buna ragmen oleik asit ile
olusturulan modelde gozlenen inflamasyon bulgulari, hiyalin membran olusumu ve
siddetli 6dem hastaligin patogenezinde goriilen sekline en yakindir ve iizerine arastirma
yapilarak ¢oziilmesi gereken en 6nemli faktorlerdir.

Yapilan c¢aligmalarda farelere verilen OA uygulamasi sonucunda pulmoner
hipertansiyon gelisir, sistolik ortalama arter basmeci diigser, hipoksemi (PaO»/FiO:
oraninda azalma) ve kardiyovaskiiler diizensizlik gelistigi gozlemlenmistir. Ancak diger
sistemlere etkisi minimal oldugu bildirilmektedir.®! Bundan dolay: sistemik etkisi az,
pulmoner hasar etkisi fazla olup, dogrudan (pulmoner kaynakli) bir ARDS modeli olarak
kullanilabilmektedir.

2.4. Maclura Pomifera

Genellikle odunsu bitkiler olup c¢icekleri genel olarak riizgarla tozlasan
(anemogam) kiiciik ve apetaldir. Yapisinda sepal ve petal bulunuyorsa kii¢iik, pulsu ya
da belirsizdir. Kuzey yarim kiirenin kurak iklimine toleransli, acik giinesli alanlarda
ortaya ¢ikan genis yaprakli toprak tipleri ve toprak nem kosullar1 genis alan kapsayan
bolgelerde yetisen agagtir.®

Moraceae cinsine ait 1179 tiir iceren tohumlu bitkilerin en genis ailesidir. Bu
ailenin en genis kapsamli olan1 maclura cinsi ve 36 tiirii vardir. Maclura pomifera (yalanci
portakal) bu tiirlerden biridir.5

Sistematigi soyledir;

Alem : Plante (Bitkiler)
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Divisio (Boliim) : Spermatophyta (Tohumlu Bitkiler)
Subdivisio (Altboliim) : Gymnospermae (Ag¢ik Tohumlular)
Klassis (Sinif) : Magnoliopsida (Dicotyledoneae = Cift Cenekli Bitkiler)

Subklassis (Altsinif) : Hamamelidae

Familya(Aile) : Moraceae (Dutgiller)
Genus : Maclura
Tiir : Maclura pomifera (Raf.) C.K. Schneid

Yalanct portakal (osage orance) olarakta bilinen Maclura pomifera, kapal
tohumlulardan, familyasi dutgiller cinsinden olan agagtir. Topragin pH sinir1 4.5 dur ve
iyl direne toprak ile diizensiz ormanlarda bulunabilir. Bu agac, Nisan ve Haziran
aylarinda ilk siirgiinleri yesilimtirak veya acik kahverevgi olup, c¢iplaktir ve iizerinde
lentiseller vardir. Ekim ve Kasim aylarinda sari—yesil dokulu, siirgiinler {izerinde dikenler
bulunan, asitli ve kesildigide siit gériiniimiinde s1vis1 bulunan yenmeyen meyvesi vardir.®

(Sekil 2.1).

Sekil 2.1. Maclura Pomifera (Osage Orange).
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Ozellikle Tiirkiye’de ¢it ve siis bitkisi yetistirilmektedir. Konya, Bursa, Sivas,
Istanbul ve Liileburgaz gibi sehirlerde daha sik rastlamlir. Halk arasinda ay1 elmas,
yalanci portakal ve avlu agaci olarak bilinir. Maclura pomifera bitkisinden bazi bilesikler
izole edilip, aydinlatilan izoflavin tiirevi maddeler osajin ve pomiferindir. Bu maddeler
Maclura pomifera bitkisinin taze meyve 0ziitli olan etil asetatin % 25.7’si osajin ve %
36.2’si pomiferinden olugsmaktadir. Yapilan calismalarda maclura pomifera bitkisinden
izole edilen oOziitlerin 6nemli farmakolojik etkileri ortaya konulmustur. Bunlarin;
antitimoral, antienflamatuar, antimikrobiyal ve antidepresan gibi ozellikleri oldugu
belirlenmistir.%

Yagn fiziko-kimyasal ozellikleri:

Ham yagin i¢eriginde % 13.87 oleik, % 76.19 stearik, % 6.76 ve % 2.40 palmitik
asit gibi yag asidi tlirevleri bulunmaktadir. Maclura pomifera tohumunun yagi 100 gr
tohumda mg olarak; 18.92 a tokoferol, 10.80 y-tokoferol, 6.02 B-tokoferol ve 6.29 -
tokoferol igerdigi ayrica zengin tokoferol igerigine de sahip oldugu belirlenmistir.®*

Maclura Pomifera zengin besin maddelerine sahip, insan sagli§ina olumlu etki
yapacak esansiyal yaglar1 ve yagda ¢zlinen biyoaktif molekiilleri bulundurmaktadir. Bu
nedenle ¢ogu antioksidan 6zellikli mantar tiirleri ile Maclura pomifera’dan elde edilen
deniz tuzu ve metanol ekstresiyle mukayese edildiginde bu bitkinin daha etkili
antioksidan 6zellikte oldugu belirlenmistir.®?

2.5. Pomiferin

Maclura pomifera bitkisinin etil asetat 6ziitli % 36.2 oraninda pomiferin (POM)
% 25.7 civarinda osajin (OSJ) icermektedir. Maclura pomifera bitkisinden saflastirilan
POM, sistematik olarak “3-(3,4-dihydroxyphenyl)-5-hydroxy-8,8-di-methyl-6-(3-
methylbut-2-enyl)-4H,8H-pyrano[2,3-h]chromen-4-one” seklinde tanimlanir. Kisaca

molekiiler C2sH240s seklinde formiillenir.®

17



Acik formiilleri birbirine benzer olan ve bu bitkide yliksek miktarda bulunan POM
ve OSJ molekiilleri arasindaki tek fark, 3 nolu karbona bagli grubun pomiferinde -OH
yerine osajinde H grubunun bagli olmasidir. Pomiferin iizerinde yapilan in vitro ortamda
antioksidan potansiyelini belirleme arastirmalari pomiferinin gii¢lii bir antioksidan
oldugunu ortaya koymus, yapilan benzer ¢aligmalarda ayni sekilde izoflavon grubu
maddelerin de antioksidan kapasitesinin oldugu belirlenmistir. Ayrica yapilan bazi in vivo
modellerde antioksidan ozellikte olmalarina ragmen soya kaynakli izoflavon tiirevi
genistein ve daidzein gibi maddeler ¢alismalarda beklenilen basariy1 yakalayamamigtir.%>
66

Pomiferin maddesinde belirlenen bu antioksidan kapasitesinin mutlak kanit
olmasada, OSJ’den farki yapisindaki fazladan —OH grubundan kaynaklandig:

diistiniilmektedir (Sekil 2.2).9

Osajin: R=H
Pomiferin: R=0OH

Sekil 2.2. Osajin ve pomiferinin yapist

2.6. Antioksidan Savunma Sistemi

2.6.1. Serbest Radikaller

Serbets radikaller orbitalinde bir veya daha fazla sayida eslesmemis elektron
bulunduran atom veya molekiillerdir. Atom igerisinde bulunan orbitalde en fazla iki adet
olacak sekilde ve birbirine zit konumda elektronlar ihtiva eder. Gegis metalleri olan
demir, bakir, mangan orbitallerinde bir elektron bulunmasina ragmen radikal karakter

gostermezler. Ancak nitrit oksit, nitrik dioksit gibi bazi atomlar tek orbitalinde bir
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elektron bulundurmalirina ragmen radikal 6zellik gosterirler. Serbest radikaller {i¢ yolla
olusur.®’
1. Homolitik bagin kopmasi ve bir elektronun bir molekiilden digerine transferi
sonucunda olusan serbest radikallerdir. Serbest radikal olusumunda en sik durum
homolitik bagin ayrilmasidir.

X:Y—=X+Y

2. Bir molekiiliin heterolitik bdliinmesi veya molekiilden tek bir elektronun kaybr ile
meydana gelen radikallerdir. Kovalent bagi olusturan her iki elektron heterolitik
boliinmede, atom veya atom gruplarinin birinde kalir.

X:Y—-X-+Y"

3. Serbest radikaller bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi sonucu da olusur.

A+e— A~

Canlilarda radikal kaynagi olusmasinda ki en biiyiik etken oksijendir. Nedeni ise
oksijen atamonun orbitalinde iki eslesmemis elektron bulunmasidir. Diger atomlardan bu
ayirict Ozelligi bulunan oksijenin, serbest radikallerle kolay reaksiyona girebilirken,
radikal olmayan maddelerle reaksiyonu daha yavastir. Oksijenin orbitalindeki
elektronlarin dizilimindeki farklilik nedeniyle siiperoksit, peroksit ve singlet oksijen gibi
radikaller olusmasina katki saglar.

Bunlara ek olarak serbest oksijen radikalinin olugsmasinda hidrojen peroksit,
oksijen, siiperoksit, hidroksil radikalleri ve geg¢is metal iyonlar1 etkilidir. Oksijenli
(Aerobik) solunum yapan canlilar besinleri oksitleme 6zelligiden dolayr ATP {iretir.
Bundan dolay1 serbest radikallerin en ¢ok olustugu canlilar oksijenli solunum yapan

canlilar olup, yine serbest radikallerin etkisine an fazla maruz kalanlardir.®
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Serbest Radikal Cesitleri:

Siiperoksit radikali (O2")

Stiperoksit radikali, oksijen molekiiliiniin orbitalinde bulunan iki serbest
elektrondan birini bir elektron alarak indirgenmesi sonucu olusur.

Oxte — O2-

Genel olarak biitiin aerobik hiicrelerde bulunan siiperoksit radikali (O2~) nétrofil,
makrofaj ve eozinofil gibi savunma hiicrelerince iiretilmesi ile radikal olusumunda artma
meydana gelmektedir.®® Siiperoksit radikalleri oksidatif hasara az oranda etki ederler.
Nedeni ise SOD enzimi sayesinde direkt olarak hidrojen peroksite (H20.) ¢evrilir. Ayrica
asidik durumda H>O> ve peroksil (HO>") radikallerini iireten sponton reaksiyona ugrar.
Stiperoksit radikalleri hidrojen peroksit kaynagi ve gecis metalleri iyonlar1 indirgeyicisi
olmasiyla ¢ok zararlidirlar.®

Iki tane siiperoksitin reaksiyonu sonucu hidrojen peroksit olusur.

02+ 02+ 2H" — H202+ 02

Stiperoksit radikali ve peroksil reaksiyona girmesi ile biri indirgenirken digeri

okside olur. Bunun sonucunda hidrojen peroksit ve oksijen olusur.
HO> + Oy + H — H202+ O3

Nitrik oksit radikali ile siiperoksit radikali reaksiyona girerek birer eslesmemis
elektronlarii kovalent bag ile baglanmasi sonucunda peroksinitrit olusur.

02+ NO- — ONOO" ( peroksinitrit)

Hidroklorik asitin (HOCI) oksijen metabolitleriyle reaksiyona girme ozelligi
vardir. Ayrica siiperoksit radikali ile reaksiyona girerek hidroksil radikali (OH") gibi ¢cok
gliclii bir oksidan olugsmasina neden olabilmektedir.”

0, "+HOCl - OH +Cl-+ O
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Siiperoksit anyonu hem yiikseltgeyici hem de indirgeyici 6zellikte olup, dopamin,
askorbat, adrenali ve hidroksilamini oksitler, sitokrom c¢’yi ve Nitrobluetetrazolium
indirger, ferrisitokrom c’nin rediiksiyonunda rediiktan oldugunda bir elektron kaybederek
yiikseltgenir ve okside olur. Oksidan oldugunda epinefrinin oksidasyonunda bir elektron
alir, indirgenerek hidrojen perokside doniisiir. Ayriyaten gecis metalleri ile otooksidasyon
sonucunda siiperoksit radikali meydana gelebilmektedir.

Fe2+ 0y — Fe™ + 0,
Cut+0; > Cu?+0,~

Yukaridaki reaksiyonlar geri doniisiimliidiir ve serbest radikal olusum hizinda
biiyiik 6neme sahiptir.%- 71- 72

Hidrojen peroksit (H202)

Asidik bir ortamda siiperoksit radikalinin bir elektron almasi veya molekiiler
oksijenin iki elektron almasiyla hidrojen peroksit ortaya ¢ikar.

02" +¢+2H" — H,0»
Oz +2¢ +2H" — H20;

Rastgele bir sistem tarafindan olusturulan siiperoksit radikalinin dismutasyon
reaksiyonu, canlilardaki hidrojen peroksitin asil kaynagidir. Diger taraftan glukoz
oksidaz, iirat oksidaz ve D-aminoasit oksidaz gibi enzimler oksijene iki elektron verirler
ve H202 meydana getirirler.

20, " +2H" 590y H,0,+ 0>

Tek bagina bulundugunda hidrojen peroksit ¢ok zayif oksidan 6zelliktedir. Nedeni
ise orbitalinde ortaklanmamis bir elektron icermemektedir. Hidrojen peroksitler hiicreler
tarafindan kofaktor olarak selenyumu kullanan glutatyon peroksidaz, katalaz ve belirli
peroksidazlar tarafindan bulundugu ortamdan yok edilebilir. Hidrojen peroksit (H202),

Serbest radikal ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) icende 6nemli role sahiptir ancak serbest
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radikal degildir. Nedeni ise ortamdaki gecis metallerinden Fe ve Cu ile siiperoksit
reaksiyona girer, yikilarak en aktif ve zarar verici oksidan olan hidroksil radikaline
dontstir.

H>0,+ Oz~ Fe'? veya Cu' -OH + OH + O

Varliginda

Yukaridaki reaksiyon Haber-Weiss reaksiyonu olarak adlandirilir. Bu reaksiyon
ortamda katalizér olmasi1 ya da katalizor olmamasi gibi iki durumdada gergeklesebilir.
Diger taraftan katalizor olmadigi durumda reaksiyon yavas ilerler. Bu reaksiyonun
olusumu sirasiyla once ferri demir (Fe*?) siiperoksit tarafindan ferro demir’e (Fe*?)
indirgenmesi ve olusan ferro demir kullanilarak fenton reaksiyonuyla hidrojen
peroksitten ‘OH ve OH- iiretilmesi seklindedir.”*-7

Reaksiyon olusum mekanizmasi asagidaki sekildedir.

FeB + 0" — Fe? + 0
Fe*? + H,0, — Fe*3 + -OH + OH"

Hidroksil radikali C(OH)

Hidroksil radikali, ortamdaki geg¢is metalleri etkisiyle olugsan fenton reaksiyonu
sonucu ve suyun yiiksek enerji ile iyonlarina ayrilmasiyla olusan giiglii oksidan radikaldir.
Hidroksil radikali 6zellikle organik molekiilleri etkileyen ve bulundugu yerde biiyiik
hasarlar meydana getiren aktif hareketli bir oksidandir.

H,O —OH + H- + ¢ — H20:
Fe*2+ H,0, — Fe" + OH + OH-

Hidroksil radikali bir¢ok biyolojik molekiilden hidrojen atomu koparabilir,

bunlara tiyoller de dahil edilir.

R-SH +OH — RS+ H,O
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Hidroksil radikalinin en iyi bilinen hasar1 lipid peroksidasyonunu (LPO)
olusturmasidir. Lipid peroksidasyonu memrana yakin kisimda hidroksil radikalinin
iiretilmesi ve membran fosfolipit zincilerinin yag tabakasina saldirmasiyla gerceklesen
olaydir. Ayriyaten hidroksil radikalinin doymamis ¢ift zincir iceren (arasidonik asit) yag
asitlerine ilgisi ¢ok oldugu bildirilmistir.5”- 76

Singlet Oksijen (10»)

Singlet oksijen, orbitalinde elektron veya eslesmemis elektron bulundurmadigi
icin serbest radikal degildir. Oksijenin orbitalinde bulunan verilen enerji sonucu,
eslesmemis elektronlardan herhangi birinin bagka bir orbitale yer degistirmesiyle
meydana gelir. Diger ROS ile okside olmasini artiran neden singlet oksijenin
orbitalindeki elektronlarin ayn1 yonlii olmasindandir. Singlet oksijen fotokimyasal
reaksiyonlar i¢in olabildigince 6neme sahiptir.®’

Nitrik oksit (NO) ve nitrojen dioksit (NO-2)

NO, orbitalinde tek sayida elektron bulunduran, renksiz ve gaz halinde bulunan
serbest radikaldir. Nitrojen dioksit orbitalinde eslesmemis elektron bulunan serbest
radikaldir. Nitrik oksidin oksijen ile reaksiyonu sonucu nitrojen dioksit olusur. NO:
zehirli ve ¢ok giiclii oksidandir. Nitrik oksit yogunlugunun az oldugu durumlarda da
onemli fizyolojik islevlere sahiptir, fakat fazla ve kontrolsiiz nitrik oksit {iretimi hiicreler
icin zararli oldugu gosterilmistir. Arasidonik asit metabolizmasi oksijen rediiksiyonu
sirasinda nitrojen dioksite maruz kalmasi konsantrasyonda degisiklik meydana getirdigi
gozlemlenmistir. Aragidonik metabolizmasinda diisiik miktarda nitrojen dioksit bu
metabolizmanin artmasinda biiyiik oranda etki gosterir.””- 78

Nitrik oksit sentaz olarak bilinen enzimlerce L-argininin L-sitriiline dontligiimii
sirasinda tretilmektedir. NO az yogunlukta onemli fizyolojik islevlere sahiptir, ancak

asir1 ve kontrolsiiz NO sentezi hiicreler i¢in zararli olmaktadir. NO, yarilanma 6mrii kisa
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olan, 2-30 saniye icinde nitrata oksitlenerek daha kararli bir yapt meydana getirir.
Biyolojik olarak kardiyovaskiiler sistemde, sinir sisteminde ve immun sistemde etki
gosterip, norotransmitter ve noromodulator bir etkiye sahiptir.”

NO oksijene bagl sisitemlerde oksijeni uzaklastirir ve lipid peroksidasyonunu
inhibe eder. Boylece hiicreleri korumus olur, serbest radikal ve metal aracili siireglerde
antioksidan olarak giiglii etki gosterir.”®

Son yillardaki yapilan caligmalarda nitrik oksit iizerinde fazlaca durulmaya
baslanilmistir. Nitrik oksit orbitalindeki eslesmemis elektrondan dolayi, thiol gruplari,
sliperoksit, ve nitrojen dioksit ile reaksiyonu ¢ok hizlit meydana gelir. Diger radikallerle
birlikte Alzheimer hastaligi, diabetes mellitus, kalp bozukluklari, septik sok ve gastrik
hasar meydana gelmesinde etkili oldugu diisiiniilmektedir.°

2NO + O2 — 2NOz ya da NO + O2 — NO»
02+ NO — ONOO" ( peroksinitrit)

ONOO"+H" — ‘OH + NO;

Diger Serbest Radikaller

Meydana gelmek icin kaynak olarak ROS’lar1 kullanan karbon merkezli radikaller
(R"), peroksil radikalleri (ROO"), tiyol radikalleri (RS-), alkoksil radikalleri (RO"), gibi
onemli serbest radikaller de olusabilmektedir. Peroksil radikali yar1 émrii uzun olup,
polidoymamus yag asitlerinden olugsmaktadir. Oksijenle reaksiyona giren tiyol radikalleri
tiyol (RSOy) veya siilfenil (RSO") vb. gibi radikaller olusturabilirler.?!

2.6.2. Serbest Radikal Kaynaklar

Canlida serbest radikaller normal kosullarda metabolizma islevi sirasinda ya da
cevresel faktorlerin etkisi ile de olusabilmektedir. Ornek olarak en dnemlileri stres ve
hastaliklardir. Bundan dolay1 serbest radikaller endojen ve eksojen olmak iizere ikiye

ayrilir.%?
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Eksojen radikal kaynaklar

fla¢ oksidasyonu (Aminotriazol, asetaminofen, bleomisin)

Iyonize radyasyon

Gamma radyasyon, Ultraviyole 151k, x-ray

Metal iyonlar1 (Demir, nikel, bakir, krom, kadmiyum, civa)

Kirleticiler (Karbon monoksit, Asbest lifleri, ozon, mineral tozlar, ozon,
karbon monoksit, nitrojen dioksit, nitrik oksit, silika, baz1 solventler,
toksinler, kiikiirt dioksit, hipoklorit)

Sigara dumani, egzos dumani

Cevresel ajanlar, pestisitler, hava kirliligine neden olan fotokimyasal
maddeler, hiperoksit, solventler, aromatik hidrokarbonlar, anastezik
maddeler gibi ksenobiyotikler.

Stres, katekolamin miktarinda artmasini ve artyan bu miktarin oksidasyon

reaksiyonlart ile serbest radikal olusturur.

Endojen radikal kaynaklar:

a. Kiiciik Molekiillerin Oksidasyonu

Oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlarina notral sivi ortamda girebilen ve ¢6ziinme

ozelligine sahip ¢ogu intraselliiler olarak serbest radikalleri olustururlar. Bu duruma

ornek olarak tiyoller, hidrokarbonlar, katekolaminler, flavinler ve tetrahidroproteinler

verilebilir. Bu maddeler oksijenin rediiksiyonunu saglarken primer olarak siiperoksit

radikallerinin  olusmasina neden olurlar. Siiperoksit radikallerinin enzimatik

dismutasyonu ise hidrojen peroksidin olusmasina neden olur. Bundan dolay1 siiperoksit

radikalini olusturan enzimatik dismutasyonu hidrojen peroksidin olugsmasina neden olur.
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Bundan dolay1 siiperoksit radikalini olusturan reaksiyonlar dismutasyon nedeni ile
hidrojen peroksit olusmasinada neden olmustur.3

b. Enzimler ve Protein

Cogu enzim katalitik dongtiler sirasinda serbest radikal olugsmasini saglar. Bu olay1
meydana getiren aldehit oksidaz, ksantin oksidaz (XO), triptofan dioksijenaz ve
flavoprotein dehidrogenaz gibi enzimlerdir. Genel olarak iizerlerinde en ¢ok calisilan
ksantin oksidaz olup, oksijenin hidrojen perokside indirgenmesi sirasinda siiperoksit
radikalini olusturur. /n vivo kosullarda olusturulan iskemi, ksantin oksidaz, dehidrogenaz
halinden oksidaz haline doniistiirtiliirken siiperoksit radikali meydana gelir.%’

Oksijen bulundugunda XO enzimi hipoksantini ksantine veya ksantini {irata
okside eder. Meydana gelen bu reaksiyonda oksijen atomu elektron alicisidir.

Hipoksantin + 20, — Ksantin + 20"+ 2H "
Ksantin + 20, — Urat + 20~ +2H"*

Yukaridaki reaksiyonda meydana gelen siiperoksit radikallerinin yaptig1 en biiyiik
hasar vaskiiler sistemdedir. Yapilan bazi ¢alismalarda XO enziminin akciger, barsak,
bobrek ve karaciger gibi dokularda hasara neden oldugu gézlemlenmistir.

X0, normal durumda NAD* bagimli dehidrogenaz gorevini iistlenir, fakat serbest
radikal olusturmaz. Ancak iskeminin akut fazini gecirdikten sonra hiicre membrani sahte
sodyum-kalsiyum pompasi meydana getirme egilimi olusur. Boyle bir durumda proteaz
enzimlerinin miktarinda artma olmasina ragmen hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonundaki
artis devam etmektedir.3%

Ksantin + H,O + NAD* — Urik asit + NADH + H*
Ksantin + H2O + 2 O, — Urik asit + 2 Oy~ + 2 H*
XD
Ca™|
X0
Hipoksantin — O>~ + H,0, + Urat
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0)}
Yukaridaki reaksiyon siirecinde hiicre, ksantin dehidrogenaz (XD) XO ‘a

doniismesine imkan saglamis olur. Hiicre iginde gerceklesen bu siiregte siiperoksit (O27)
radikaller meydana gelmis olur. Meydana gelen bu siiperoksit radikallerinin hidrojen
perokside doniisiimii cok hizli bir sekilde gergeklesir. Giiglii radikal olmayan hidrojen
peroksit Fe*? varliginda fenton reaksiyonuyla ¢ok gii¢lii hidroksil radikaline doniismesini
saglar. XO’a yap1 benzerligi olan aldehit oksidaz, substratlarini ¢ogunlukla ayni sekilde
kullanarak siiperoksit radikali tiretirler.®

c. Mitokondrial Elektron Transportu

Hiicrenin i¢ mitokondrisinde simirlandirilmis oksidatif fosforilasyon zinciri
bilesenleri biiylik miktarda rediikte oldugu zaman mitokondriyal siiperoksit radikalinin
aciga cikist artar. Bu olay sonucunda mitokondrial radikal yapimina etki eden endojen
faktorlerin, solunumu regiile eden maddeler oldugu disiiniilmektedir. Solunumda
reglilasyona neden olan maddeler, hazir olarak bekleyen NAD’ye bagli substratlar,
siiksinat, oksijen ve adenozin difosfat (ADP)’dir. Ama oksijenin sitokrom oksidaz
araciligiyla HoO’ya indirgenmesi, sinirli miktarda bulunmasi, artan solunum zinciri
indirgenmesi ve hiicre i¢inde indirgeme kofaktorlerinin yigilmasi, iskemik hiicrelerde
stiperoksit radikal yapiminda kolaylik saglayacaktir. Yapilan bazi aragtirmalar sonucunda
yalitilmis mitokondri ve submitokondrial pargaciklar konu edinerek, mitokondrial serbest
radikallerin kaynaginin, i¢ mitokondrial membranda yer alan elektron transport zinciri
oldugu gosterilmistir.3® Mitokondri i¢inde en basta siiperoksit radikali daha sonra
hidrojen peroksit ve hidroksil radikali meydana gelmektedir. Mitokondrial oksijen
tiiketiminin yaklagik %1-2’sini siiperoksit ve hidrojen peroksit yapimi olusturmaktadir.
Bozulmamis mitokondri, hidrojen peroksidi sitoplazmaya verebilmekte, fakat siiperoksit
radikali i¢in farkli bir durum vardir. Mitokondrial siiperoksit dismutaz, mitokondrial

siiperoksit radikalini ¢ok diisiik denge derisiminde tutar ve bu duruma bakarsak
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mitokondrial siiperoksit radikali ve hidrojen peroksit gibi hidroksil radikali de
mitokondride yapilabilir, bu konu ile ilgili ¢alismalar devam etmektedir.3”: 88

d. Endoplazmik Retikulum ve Niikleer Membran Transport Sistemleri

Membrandaki sitokromlarin oksidasyonu sonucu endoplazmik retikulum ve
niikleer membranda serbest radikallerin olusumu gergeklesir. Meydana gelen bu serbest
radikaller hem sitozolik ve hem de intraorganel reaksiyonlarin baslamasina sebep
olabilirler. Niikleer membranda meydana gelen radikallerin varliginda en basta DNA
yapisi serbest radikal harabiyetine maruz kalabilecektir.®

Endoplazmik retikulum ve niikleer membranlar 6zdes elementleri, Ornegin
sitokrom P450 ve bs'i igerdikleri i¢in ksenobiotikleri, ansature yag asitlerini okside
edebilir ve oksijeni rediikte edebilirler. Ayrica otooksidasyonla hidrojen peroksit ve
siiperoksit radikali olusturmalarinin nedeni sitokrom rediiktazlarin flavoprotein
icermeleridir. Mikrozomal ve niikleer membran sitokromlar1 bir elektron aktariminin
direkt olarak peroksisitokrom komplekslerinde ya da siiperoksit radikalinde ayrisma
yapabilmesi ile hidrojen peroksit olusturabilirler. Yapilan c¢aligmalarda rat karaciger
mikrozomlarinda da hidroksil radikalinin olusumu goézlemlenmistir. 36 °°

e. Peroksizomlar

Hiicre yapisindaki peroksizomlar giiglii  hidrojen peroksit kaynagidir.
Peroksizomlar, iirat oksidaz, L-a-hidroksi asit, D-amino asit oksidazdan olduk¢a zengin
olan, bu enzimler hidrojen peroksit olusturma 6zellige sahiptirler.®°

f. Plazma Membranlar

Plazma membrani, serbest radikaller i¢in ciddi 6nemli bir yapidir. Hiicre iginde,
ekstraseliiler olarak olusan serbest radikaller, hiicrenin baska bolgeleriyle reaksiyon
yapabilmek i¢in ya plazma memmbraninda hasar yapip ge¢meli ya da toksik reaksiyonlari

membranda baslamasini  gergeklestirmelidir. Membranda bulunan gliseridler,
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fosfolipidler, steroller gibi ansature yag asitleri ve basit¢e okside olabilen amino asitleri
iceren zar proteinleri serbest radikal hasarma agiktir. Ayrica, transmembran egiminin
bozulmasiin, salgi yapan fonksiyonlarin kaybinin, seliiler metabolik olaylarin
inhibisyonunun nedeni serbest radikallerin baglattig1 yapisal 6nemi olan proteinlerin
oksidasyonu ya da lipid peroksidasyonu olabilir.®! Bu konu hakkinda son zamanlarda
dikkat cekici olan lipoksijenaz ve siklooksijenaz gibi mikrozomal ve plazma membrama
bagli enzimlerin serbest radikal agia ¢ikarmalaridir. Bu lipoksijenaz ve siklooksijenaz
enzimlerinin baskin substrati olan arasidonik asidin enzimatik oksidasyonu ile bir
karbonlu serbest radikal agiga ¢ikarirlar. Diger yandan siklooksijenazin katalize ettigi
aragidonik asit metabolizmasi sirasinda bir oksijen merkezli radikal meydana geldigi, bu
radikalin hidroksil radikali oldugu ve PGG tizerindeki hiperoksidin par¢alanmasi sonucu
olustugu ileri siiriilmektedir. Prostaglandin sentezi sirasinda olusan hidroksil radikali ya
da diger radikal tiirlerinin siklooksijenazin feedback (geri bildirim) cevabina neden
olabilir, prostaglandin sentezinin hem hizin1 hem de miktarin1 ayarlanmasin
saglayabilir.”!

2.6.3. Serbest Radikallerin Hiicre Hasarindaki Etkileri

Oksijen atomunun indirgenmesi ve enzimatik reaksiyonu sonucu siiperoksit
olusur. Bu siiperoksit radikali hiicrede en ¢ok lipid molekiilii ile reaksiyon verir. Oksijen
molekiili normal durumda metabolik reaksiyonlarda %35-10 yiiksek toksisite iriinii
olusturabilir. Oksijenli solunum yapan canlilar intraselliiler ve ekstraselliiler antioksidan
suvunma sistemi ile olusan toksik iirlinleri zarar seviyesini azaltarak duruma getirerek
kendilerini korurlar. Fakat antioksidan savunma sisitemi zayiflar ve radikal iiretimi artar
ise hiicrelerde hasar meydana gelir.3! %2
Oksijen radikalleri kisa stire igerisinde yikim meydana geldikten sonra enzimler

tarafindan detoksifiye edilmezlerse niikleik asitler, proteinler, lipidler, karbonhidratlar ve
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glikoproteinler gibi biyolojik yapilarda reaksiyon meydana getirerek gecici veya geri

doniisiimsiiz degisikliklere yol agar.

Reaktif oksijen radikalleri (reactive oxygen species - ROS) viicutta nétrofil,

monosit, makrofaj, eozinofil gibi savunma hiicrelerinden, hiicre ylizeylerindeki rediikte

NADPH oksidaz sistemi sayesinde {iretilmektedir. Serbest oksijen radikalinin

iiretilmesinin nedeni yabanci mikroorganizmalar1 yok etmektir. Kronik inflamasyonda

koruyucu olan bu mekanizma hasar olusmasina neden olur.”

ROS’larin hiicre ve dokulardaki baslica zararl etkileri;

DNA’nin zarar gormesi

Niikleotid yapili koenzimlerin yadimlanmasi

Kollajen ve elastin gibi uzun Omiirli bilesiklerdeki oksido-rediiksiyon
olaylarmin bozularak kapillerde aterofibrotik degisikliklerin olugsmasi
Tiyollere bagimli enzimlerin fonksiyonlar1 ve yapisinin bozulmasi, hiicre
ortaminin tiyol/disiilfit oraninin degismesi

Protein ve lipidlerle kovalent baglanmasi

Mukopolisakkaritlerin yadimlanmasi

Zar proteinlerinin zarar gérmesi, tagima sistemlerinin bozulmasi

Enzim aktivitelerinde ve lipid metabolizmasindaki degisiklikler

Proteinlerin zarar gérmesi

Lipid peroksidasyonu, zar fonksiyonu ve yapisinin degismesi

Yas pigmenti ve seroid denilen bazi maddelerin y1gilmasi

Membran lipidleri iizerine etkileri:

Canli organizmasinda serbest radikallere karsi hassas ve onlardan etkilenen

lipidlerdir. Canlinin hiicrelerindeki membran yapisinda poliansatiire yag asitleri (PUFAs)

¢ok miktarda bulunur ve okside edici radikallerle ¢ok kolay reaksiyona girebilirler.”*
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Poliansatiire yag asitleri baglar ile serbest radikallerin baglarin reaksiyon meydana
getirmesi sonucunda olusan iirlin peroksidasyon (LOO‘) yapilaridir. Ayrica ROS
kendilerine 6zgii karekterleri ile lipitlerden elektron koparmasiyla lipit radikali meydana
getirirler. Boylece PUFAs’1n oksidatif yikimina lipid peroksidasyonu denilmektedir. Bu
durumun meydana gelmesinden sonra yeni radikaller olusur ve bdylece zincir reaksiyonu
seklinde devam eder. Bu reaksiyonun devamli tekrarlanmasi ¢ok zararli ve geri doniistimii
olmayan bir hasar meydana gelir.®> Bu zincir reaksiyonlar1 sonucunda olusan iriin
hidroperoksitler (LOOH) ve bunlar siddeti daha ¢ok olan aldehitlere (L-CHO) doniisiir.
Lipid peroksidasyonunun olugmasi hidroksil radikali tarafindan metilen karbon
atomundan bir hidrojen atomu koparilmasi ile baglar. Ayrica siiperoksit radikali lipit
molekiiliinden tek hidrojen koparamaz fakat ortamda bulunan Fe*? varliginda Haber-
Weiss reaksiyonu sonucunda hidroksil radikalini meydana getirir. Bununla beraber
stiperoksit anyonunun protonlanmis formu daha reaktif olup linoleik asit gibi baz1 yag
asitlerinden hidrojen atomu koparabilir. Boylece siiperoksit anyonu protonlastig1 i¢in
yiiksiz olur ve hiicre membranindan kolayca gecebilir, lipitlerin alt hiicresel
organellerinde peroksidasyona sebep olur. Metilen karbonundan bir hidrojen atomu
koparan lipit molekiilii karbon merkezli bir radikal olusturur. Meydana gelen bu radikal
molekiiler diizenleme ile konjuge dien olusturarak kararli duruma gelir. Boylece konjuge
dien molekiiler oksijen ile reaksiyon vererek lipit peroksil radikalini meydana getirir.”
Tiobarbitiirik asitle dl¢iilebilen MDA (malondialdehit) olusumu yag asitlerinden
iic ya da daha fazla ¢ift bag bulunduranlarin peroksidasyonu ile gerceklesir. MDA lipid
peroksidasyon seviyesini gosteren genellikle biyomarker olarak kullanilmaktadir, ancak
spesifik bir kriter degildir.”’ Ayrica ¢ift bag sayisindaki artma serbest radikaller ile
tepkimeye girme olasilig1 artar, bdylece MDA olusmasindaki artis ile paraleldir. Bununla

beraber peroksidasyon esnasinda olusan konjugat dien dl¢iimiinde, in vivo kosullarda lipit
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hidroperoksitlerin diizeyini belirlemekte giderek 6nem kazanmaktadir. Meydana gelen
lipit peroksil radikali bagka lipit molekiillerinden bir hidrojen atomu koparir ve zincirleme
reaksiyonunun baslamasinda etken olur.%!

Lipit peroksidasyonu hasar olusturmasi iki yolla yapar. Birincisi direkt yolla olan
membran yapisina ve ikincisi ise indirekt olarak tirettigi reaktif aldehitlerle diger hiicre
bilesenlerine zarar verir. Bundan dolay1 bir¢ok hastaliga ve doku hasarinin olugsmasina
neden olurlar. Lipid peroksidasyonu aterojenez ve karsinojenez gibi ciddi problemlerle
ilgisi bulunmaktadir. Hidrofobik yapida olan lipid radikalleri genel olarak reaksiyonlarini
membrana bagli olan molekiillerde gergeklestirir, bundan dolayr membran permeabilitesi
ve mikroviskositesini ciddi sekilde etkiler. Lipit peroksidasyonu sonucunda olusan
molekiillerden biri olan MDA membran komponentlerinin capraz baglanmast ve
polimerizasyonuna neden olur. Bu olay; iyon transportu, deformasyon, membrana bagl
enzim ve reseptorlerin inaktivasyonu ayrica hiicre yiizey bilesenlerinde yigilma gibi
intrinsik membran Ozelliklerini degistirir. Meydana gelen bu etkiler MDA’nin
karsinojenik, mutajenik ve genotoksik oOzellikte oldugunu gostermektedir.”® MDA
ozellikle karaciger hiicrelerinde, DNA ve proteinlere ¢apraz baglanarak biiyiik hasar
meydana getirir. Fakat yikim tirlinlerinin DNA’ya baglanmasi, lipit peroksidasyonlarinin
neden oldugu en 6nemli patolojik sorundur. Lipit hidroperoksitlerin faydali oldugu
durumlara 6rnek olarak programlanmig hiicre 6liimiinii baslattigi, hiicrelerin ¢ogalma ve
farklilagsmasi ile eritrositlerin olgunlagsmasinda yardimei oldugu bildirilmektedir.®’

Sonug olarak lipid peroksidasyonu; ya toplayici reaksiyonlarla (antioksidan
enzimler) bastirilir ya da otokatalitik yayilma reaksiyonlariyla devam eder. Buna gore;

= Antioksidan kapasite yeterli oldugunda hasar meydana gelmez. Bunun nedeni

ise, peroksidatif hasarlar dnlenir veya tamir edilir,
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= Orta dereceli oksidatif hasar (subletal), hiicre koruyucu aktivitesini uyarir
(Katalaz, GSH-Px gibi),

= Daha genis hasar apoptozisi yani genetik olarak programlanmig 6liimii tetikler.
Biiytik hasar ise programlanmamis ani 6liim olan nekrozisle sonuglanir,

= Lipid peroksidasyonuyla baslayan hiicre sinyalleri, oksidatif stres durumunda

apoptotik hiicre 6liimiiyle en yiiksek diizeye ulasir.

Bundan daha ileri seviyesinde ise oksidatif stres ve hiicre sinyalleri, nekrotik hiicre
olimiiyle beraber yayginlasan enflamasyon ile birlikte artar. Subseliiler membranlarin
stres sinyali naklinde plazma membranindan ¢ok daha Oneme sahip oldugu
bildirilmektedir.?8-10!

Proteinler iizerine etkileri:

Serbest radikallerin diger bir hedefi ise proteinlerdir. Proteinlerin aminoasit
kompozisyonu serbest radikallerden etkilenmeleri i¢in dnemli bir unsurdur. Proteinlerin
doymamig ve siilfiir (-SH) grubu igerenleri (triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin,
metionin, sistein) okside olmalar1 daha kolaydir. Oksijensiz (aerobik) kosullarda hidroksi
radikali proteinlerlerde intersellular olarak S-S baglar1 arasinda ¢apraz baglanma yapar.
Hidroksi radikali bazi amino asit kalmtilarinin peptit bagini oksijensiz (aerobik)
kosullarda kirarak peptit zincirinin parcalanmasina neden olur. In vitro kosullar altinda
mitokondride ve eritrositlerde endojen proteinler pargalanir ve hiicrelerde olusan oksijen
radikallerinden etkilenir.®°

Proteinlerin primer, sekonder ve tersiyer yapilari iizerine oksijen radikalleri etki
gosterebilir. Primer yapisinda meydana gelen oksidatif modifikasyon olay1 sekonder ve
tersiyer yapt degismelerine sebep olmaktadir. Bu olaylar sonucunda membran
proteinlerinin yap1 ve fonksiyonlarinda ki degismeler proteolitik hasasiyette artisa

meydana gelir,”%: 100 101
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Okside proteinleri okside olmayan proteinlerden ¢ok hizli bir sekilde proteinazlar
parcalar. Ornek olarak birgok hayvansal dokularda proteinlerin okside formunu
parcalayabilen notral alkalin proteazlar bulundururlar. Fakat bu nétral alkalin proteazlar
okside olmayan proteinleri par¢alayamazlar.®® Protein pargalanmasi; birinci basamakta
bazi amino asitler okside olur ve karbonil tiirevleri olusturur ve ikinci basamakta,
modifiye proteinler intraselular proteazlar tarafindan ¢ok hizli sekilde pargalanir. Okside
olan proteinlerin pargalanmasi yararli da olabilir ve nedeni ise sonradan olusabilecek
oksidatif hasar1 Onleyerek proteinlerde ¢apraz baglanma olusumunu engeller. Yeni
protein sentezi igin amino asit olusmasini proteolotik aktivite saglar.%

Sitoplazma ve membran proteinleri serbest radikallerle etkilestiklerinde, ¢apraz
baglanarak dimerlesir ve ¢ok biiylik agregatlara doniisiirler. Hem proteinlerinde yiiksek
oranda hasar meydana gelir. Indirgenmis oksijen tiirevleri protein yapisii olusturan
peptid baglar1 ve prolin, lizin gibi amino asitler gibi yapilar tizerinde etki gdsterirler. Buna
ornek olarak superoksit radikali, hidroksil radikali, hidrojen peroksit agiga ¢ikarici
reaksiyon ortaminda prolin ve lizin hidroksilasyonu nonenzimatik olarak olusabilir.*

Hidrojen peroksit ve siiperoksit radikalleri, oksihemoglobinin methemoglobine
doniismesine neden olur. /n vivo sartlarda meydana getirilen proteinlerdeki oksidatif
hasar, transport proteinlerini, enzimleri, reseptor fonksiyonunu ve belki de immiin sistem
tizerinde etki gosterebilir. Meydana gelen proteinlerdeki oksidatif hasar tirlinleri diger
biyomolekiiller {izerinde sekonder hasarlar olusmasina yol agar (DNA enzimlerinin
inaktivasyonu vs.).!%2

DNA iizerine etkileri:

Hiicre i¢inde radyasyonun etkisi sonucunda enerji depolanmasi sonucunda
iyonlar, serbest radikaller ve aktif molekiiller meydana gelir. Bu iyonize edici

radyasyonlar sonucunda olusan serbest radikaller, DNA’da mutasyona veya 6liime neden
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olurlar. Sitotoksisite, yliksek oranda ya DNA'daki diger bozukluklara bagl ya da niikleik
asit-baz gevre gartlarindan dogan kromozom degisikliklerine baglidir.!* Niikleik asitlerin
yapisini olusturan bazlar ve deoksiriboz sekere serbest radikaller etki ederek reaksiyona
girer ve hasar meydana getirir. DNA ‘y1 olusturan ¢ift sarmal, heliks yapisinin dig
kisminda bulunan deoksiriboz sekeri oksidasyona kars1 asir1 duyarlidir.!%

Oksidatif tepkime sonucunda DNA ‘nin zincirinde g¢apraz baglanma olur ve
bdylece genetik bilginin transkripsiyonu degisir. ROS’larin konsantrasyonlarmin yiiksek
olmas1 DNA zincirinde kirilmaya meydana getirir. DNA yapisina giren serbest radikaller
niikleik asitlerle tepkimeye girerek DNA’da ki niikleotid dizilisinde catlamaya sebep
olurlar ve bu hiicrelerin kanser hiicresi olma ihtimalini artirirlar. Hiicrelerde olusan
oksidatif stres sonucunda hiicre i¢i kalsiyum seviyesinde asir1 yiikselmesi, endoniikleazi
aktive ederek DNA fragmentasyonuna neden olabilirler.!% 192

Hiicre membranindan hidrojen peroksit kolay bir sekilde gegerek hiicrenin
niikleusuna ulasir. Boylece DNA ‘da hiicre disfonksiyonuna ve hiicre dliimiine sebep
olacak hasar meydana getirir. Hidroksil radikali, DNA’nin biitiin komponentlerine hiicum
eder ve boylece hiicre disina radikal salarak komsu hiicrelerde hasara neden olur.?* 3!

Enzimler iizerine etkileri:

Proteolitik ve katabolik enzimlerin seviyesini serbest radikaller artirirlar. Elastaz,
fosfolipaz, siklooksijenaz, ksantin oksidaz, lipoksijenaz, triptofan dioksijenaz, proteaz,
ve galaktoz oksidaz gibi enzimleri aktiflestirir. a-1- antitripsini inaktive ederler.”

Karbonhidratlar iizerine etkileri:

Basit seker olan monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucunda peroksitler,
glioksal hidrojen peroksit ve okzoaldehitler olusturur. DNA, RNA ve proteinlere

baglanan okzoaldehitler antimitotik etki yaparlar. Okzoaldehitlerin gostermis olduklari

bu etkiden dolay1 yaslanma ve kanser olaylarinda role sahiptir. Bag dokunun 6nemli
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mukopolisakkaritlerinden biri hidrojen peroksit, hiyaliironik asit ve siiperoksit radikalinin
etkileriyle pargalanmaktadir. Boylece hiyaliironik asitin fazlaca bulundugu bolgelerde
patolojik bozukluklar meydana gelmektedir.

2.7. Antioksidanlar

Canli organizmada meydana gelen reaktif oksijen tiirlerini engellemek ve bu
tiirlerin olusturdugu hasarlar1 6nlemek, ayrica detoksifikasyonu saglamakk i¢in viicutta
gérev yapan savunma sistemlerine ‘“antioksidanlar” veya ‘“antioksidan savunma
sistemleri” denilmektedir.®!

Radikallerle ¢ok hizli reaksiyona giren antioksidanlar, otooksidasyon/
peroksidasyonun dengesinin devamini Onleyen maddelerdir. Antioksidanlarin diger
gorevleri ise fazla bulunan serbest radikalleri pasiflestirmek, serbest radikallerin toksik
etkilerine karst hiicreleri korumak ve hastaliklarin 6nlenmesinde yardimci oldugu
denilebilir.!%

Antioksidanlarin etki mekanizmalari

1. Toplayict etki; SOR’lar1 tutabilir ya da bunlar1 daha zayif molekiillere
dontistiirerek etki yaparlar. Antioksidan enzimlerin islev seklidir.

2. Bastirict etki; SOR’larin aktivitelerini azaltmak igin bir H» ekleyebilir ya da
inaktif duruma doniistiirerek etki yaparlar. Bunlara vitaminler ve flavanoidler
ornek verilebilir.

3. Zincir kiric1 etki; SOR’larin zincirlerinde kiric1 etki yaparlar. Bunlara
hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller 6rnek verilebilir.

4. Onarict etki; Serbest radikallerin etkisiyle olusan hasarda onarict etkiye
gosterirler.

5. Hiicresel kinaz kayiplarint 6nleme; yiikseltgenme reaksiyonlarmi durdurucu

etkiye sahiptirler.
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6. Enzimatik etki; antioksidan enzimler (SOD vs.) ile enzimatik olmayan

antioksidanlarin sentez reaksiyonlarinin ¢ogalmasinda etkili olurlar.

Lipid peroksidasyonunu inhibe eden antioksidanlar, peroksidasyon zincir

reaksiyonunu onleyerek ya da ROS’lar1 ortadan kaldirarak inhibasyonu gerceklestirirler.

Serbest radikallerin etkileriyle biyolojik sistemlerde

antioksidanlarla inhibe oldugu bildirilen bilgilerdendir.!%

Antioksidanllarin siniflandirilmasi

indiiklenen hasarin diyet

Antioksidanlar iki gruba ayrilir ve endojen ve eksojen olmak iizere isimlendirilir.

Endojen ve eksojen antioksidanlar, viicudu serbest radikallerden korur ve olusan serbest

radikalleri etkisiz duruma getirir. Boylece bu durumda oksidan/antioksidan oranim

korumak i¢in kullanilirlar.®!

Antioksidanlar

r 7S \

Dogal antioksidanlar

S T

Enzimatik
SOD
Katalaz
Glutatyon-S-transferaz
Glutatyon rediiktaz

Glutatyon peroksidaz

Sentetik antioksidanlar

BHT, BHA, Troloks ve

Enzimatik olmavan cesitli selat olusturucu

/

Endojen
Glutatyon
Sertiloplazmin
Bilirubin
Ferritin
Laktoferrin
Urik asit
Haptoglobinler
Albumin

\ sentetik maddeler

Eksojen

E vitamini
B-Karoten
Askorbik Asit

Flavonoidler

Sekil 2.3. Antioksidanlarin siniflandirilmasi
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2.7.1. Endojen (Dogal) Antioksidanlar

a) Enzimatik antioksidanlar: Bircok mekanizma tiiriiniin ile hiicre icinde
meydana getirdigi radikaller bazi enzimlerin etkisiyle giderilebilir. Bununla birlikte ¢ogu
enzim dogrudan ya da dolayli yollarla serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesinde etki
gosterirler. Bu mekanizmalardan en Onemlilerinin ¢alisma prensibi asagidaki
anlatilmistir.

Siiperoksit Dismutaz (SOD):

SOD enzimi ilk 6nce 1969 yilinda Mc Cord ve Fridovich adli aragtirmacilar
tanimlamistir. Oksijenin bulundugu metabolizma reaksiyonlari sirasinda maydana gelen
siiperoksit anyonunun (O7), hidrojen peroksit (H202) ve molekiiler oksijen (O.)
katalizini gergeklestiren enzimatik bir antioksidandir. SOD enzimi hiicresel bolmelerde
siiperoksit diizeylerini kontrol eder ve ayrica hiicreleri direkt oksidatif hasara karsi
korumada 6nemli rola sahiptir. H2O: ‘nin ortamdan uzaklastirilmasi1 KAT ya da GSH-Px
gibi antioksidan enzimler tarafindan gergeklestirilir.!% Siiperoksit dismutaz enzimi hepsi
metalloprotein yapisinda olan 4 izoenzim bulunduran 6zellige sahiptir. SOD enziminin 3
¢esiti bulunur. Intraselliiler izomerlerinden birincisi sitozolik SOD bakir ve ¢inkoya bagl
iken (Cu/Zn-SOD), mitokondriyal SOD manganeze (Mn-SOD) ve sonuncusu ise
iceriginde bakir (Cu) bulunduran ve vaskiiler endotele bagl plazmada bulunan siiperoksid
radikallerini metabolizesini gergeklestiren bakir SOD (Cu-SOD)’dur.'”” Hiicrelere
genellikle sitozolik SOD ¢ok bulunur ve eritrositler i¢in énemli, ¢iinkii hemoglobinin
otooksidasyonunda olusan siiperoksitleri temizler ve iki alt {initesi vardir. Bu {initelerin
her birinde birer tane bakir (Cu) ve ¢inko (Zn) atomu bulundurmaktadir. Oksijen
radikallerinin en biiyiik kaynagi mitokondrideki solunum zinciri ve bu 6zellige bakilirsa
Mn-SOD’nin ¢ok onemli antioksidandir. Mitokondriyal enzimdir ve dort esit alt iinite

bulundurmaktadir. Aktif bolgesinde Mn*™ bulundurmaktadir. Ancak Cu/Zn SOD ile
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yapisinda farliliklar olmasina ragmen ayni reaksiyonu katalize etmektedir. Mn-SOD

107 Ekstraseliiler

timor nekrozis faktorii ve interlokin-1 tarafindan uyariimaktadir.
stvilardan olan snoviyal s1v1 ve plazma sivisinda ¢ok az miktarlarda SOD enzimi bulunur.
Ekstraselliiler siiperoksit dismutaz (EC- SOD), hiicrede genel olarak homotetramer
formda bulunur ancak diger formlar olan multimer, tetramer ve dimer formlarda da
bulunma ihtimali vardir. Genellikle matriks ve hiicre yiizeylerinde bulunur. SOD
enziminin ekstraselliiler olan1 glia hiicreleri, endotel hiicreleri ve fibroblast hiicreleri
tarafindan salgilanir ve sentezlenir. EC-SOD seviyesi genellikle akciger tip 2 epitel
hiicreleri, solunum yollar1 ve kan damarlarini ¢evresini sarmalayan diiz kas hiicrelerinin
yogunluk miktarina bagli olarak yiiksek bulunur. Siiperoksit anyonunu ekstraseliiler
diizeylerde enzimatik olarak etkisizlestirebilen tek antioksidan enzimdir. Bu 6zelliginden
dolay1 yangi, fibrosiz ve oksidan hasar1 gibi benzer ¢ogu akciger hastaliklarindan
korumada etkili bir role sahiptir.!97-19 Ekstraseliiler SOD (EC-SOD) bakir ve ¢inkoya
baglidir. Bunlara ek olarak bazi bakteri ve kloroplastlarda demire bagli SOD (Fe-SOD)
ve nikele bagli SOD (Ni-SOD) bulundugu bildirilmistir.%

ROS’lara kars1 antioksidan savunma enzimatik bir yol olusturmustur. Boylece ilk
savunma sistemi enzimi SOD olmustur. Bu yolun ikinci savunma enzimleri olarak
SOD’dun aktivitesi ile meydana gelen iiriin hidrojen peroksiti suya indirgeyen glutatyon
peroksidaz ve katalaz enzimidir.

202+ 2H"_59P  H,O0, + O3
2GSH + H,0, SSHFx GSSG + 2H,0

SOD, reaktif oksijen tiirlerinden olan siiperoksit anyonuna bir elektron vermesi
sonucu hidrojen perokside indirgenirken, glutatyon peroksidaz enzimi selenyum ve

katalaza bagimli olmakla birlikte H2O> ‘yi suya rediikte etmektedir. Diger taraftan
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antioksidan etkisi olan SOD enzimi ise siiperoksit ile Fe**’{in, Fe**’ye indirgenmesi ile

hidroksil radikalinin olusmasini 6nlemektedir.''?

Bu reaksiyon zincirleme seklinde devam eder, yani SOD aktivitesindeki artis,
ikinci kademe enzimlerinin aktivitesinde artis meydana gelmektedir. Hiicrede olusan
yiiksek siiperoksit iiretimine adaptasyon gdsteren SOD artis1 ile GSH-Px arasindaki
dengesizlik olursa hiicrede oksidatif stresin meydana gelmesi kaginilmaz olur. Yani
SOD/GSH-Px dengesinin oronindaki yilikselme oksidatif hasarin olusacagi ve bu olayin
patolojik olaylar1 baslatabilecegini gosterebilir. SOD enziminin fizyolojik 6nemi,
ortamdaki siiperoksit radikallerinin aerobik hiicrelere zarar vermesini engellemek ve
boylece lipid peroksidasyonunun baglamasini engellemektir.!1% 111

Katalaz (KAT):

Hayvansal organizmanin canli hiicrelerinde KAT enzimi her bir alt biriminin bir
hem grubu bulundurmakta, dort alt {initeden olusmakta, tetramerik yapiya sahip ve
240,000 dalton agirliginda proteindir. Biitiin oksijenli solunum yapan hiicrelerde bu
enzim bulunur. Miyokard, karaciger, bobrek, eritrositler ve c¢izgili kaslar katalaz
aktivitesinnin yliksek oldugu organlardir. Katalazin %80°ni peroksizomlarda ve %20’si
ise sitozolde bulunmaktadir. Beyin, kalp ve iskelet kasinda diisiik oranda katalaz (KAT)
bulunur. Hiicrelerde olusan hidrojen peroksidi katalaz enzimi su ve oksijene ¢evirerek
etkisiz duruma getirir. Siiperoksit dismutaz aktivitasi sonucunda meydana gelen hidrojen
peroksid radikal degildir fakat reaktif aktivitesi yiiksek olan hidroksil radikalinin (OH")
olusmasinda 6nciil oldugundan hiicre i¢i oksidatif hasarin olugsmasinda sebep olmaktadir.
Bundan dolay1 katalaz enzimi H>O> ‘in iki elektronunu su ve oksije par¢alayarak hidrojen
111, 112

peroksidin derigiminin azalmasini saglamaya ¢alisir.

2H,O, _KAT » 2H20 + O2
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Diger bir 6zelligide H>O; konsantrasyonunda askorbat ve fenol gibi rediikte edici
kosubstratlar1 kullanmasi ile peroksidaz gibi davranir.

RHXH + H,0, —KAT J RX +2H,0
Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px):

GSH-Px, hiicre sitoplazmasinda bulunmaktadir ve H>O>’den dolay1 olusan
oksidatif hasara kars1 korur ve H»O: etkisiyle olusan hidroksil radikalinin meydana
gelmesini engeller.!'! Ik olarak 1957 yilinda Mills tarafindan sigir eritrositlerinde
glutatyon peroksidaz enzimi izole edildi. Yapilan ¢aligmalarda selonoprotein yapisinda
oldugu belirlenmistir. Glutatyon peroksidaz enzimi dort protein alt birimi bulunmakta ve
alt birimlerinde selenyum atomu bulunmaktadir. Glutatyon peroksidaz enziminin iki
temel sekli vardir. Bunlardan birincisi aktif bolgesinde Se bulunduran selenyuma bagh
olan ve ikincisi bagli olmayan glutatyon peroksidazlardir. Selenyuma bagimli glutatyon
hidrojen peroksid ve organik hiperoksitlere karsi etkili, digeri ise genellikle organik
hidroperoksidlerin metabolize edilmesinden sorumludur. Bu GSH-Px enziminin dort tipi
oldugu, bunlarin enziminin gastro-intestinal glutatyon peroksidaz (GI-GSH-Px = GSH-
Px -3), plazma glutatyon peroksidaz (P GSH-Px = GSH-Px-2), sitozolik glutatyon
peroksidaz (C GSH-Px = GSH-Px-1), fosfolipid glutatyon peroksidazdir (PL-GSH-Px =
GSH-Px -4).30

Bu enzim hidrojen peroksit varliginda H>O:; ‘in hidroperoksitlere ve suya
indirgenir, glutatyon (GSH) ise okside glutatyona (GSSG) yiikseltgenir.!!?

H,O, +2GSH  S8HPx  GSSG + 2H,0
ROOH + 2GSH _GSH-PY ROH + H,O + GSSG

Okside glutatyonun diger bir ifadesi glutatyon disiilfit (GSSG) seklindedir. Bu

glutatyon ortamda bulunan glutatyon rediiktaz (GR) enziminin ortamda bulunmasi
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durumunda okside glutatyon rediikte glutatyona doniisiimii i¢in indirgenme gerceklesir
ve bu reaksiyon olayimnda NADPH elektron verici olarak gorev yapar.!!! Glutatyon redoks
dongiisiiniin meydana geldigi hiicrelerde hidrojen peroksit ve hidroperoksitlerin
indirgenmesinde 6neme sahiptir. Bu dongiiniin anahtar enzimi glutatyon peroksidaz,
glutatyon ise substratidir. Oksdiatif stresin diger gostergesi ise GSSG/GSH oranidir.
Ornek olarak eritrositlerdeki bu oran 1/500 seviyesinde tutulur. Eritrositlerdeki bu
dengenin bozulmasi hasar olusmasina neden olur.!'! GSH-Px enzimi selenyum ve E
vitamini arasindaki iligki Onemli oranda yiiksektir. Bu enzimin kofaktorii olan
selenyumun 6nemi ortamda bulunan bu radikallerin ortadan kaldirilmasinda yardime1
olmaktir. Bundan dolayr E vitamini ve selenyum eksikliginde GSH-Px enziminin
aktivitesinde azalma olur. SOD ve katalaz enzimlerinin aksine glutatyon peroksidaz
enziminin yasla birlikte kandaki seviyesinde yiikselme oldugu belirlenmistir,!1% 111 113

Glutatyon Rediiktaz (GR):

GR, yapisinda FAD bulunduran flavoprotein tiirevi bir enzimdir. iki alt iiniteden
olusan yiikseltgenmis glutatyonu (GSSG) indirgenmis glutatyona (GSH) c¢eviren
dimerdir. Bu alt {initeler yapisinda ii¢ alan bulundurmakta ve bunlar ara yiiz alan, NADPH
baglayan alan ve FAD baglayan alandir. GSSG (Okside glutatyon) birinin alt biriminin
FAD bolgesi ile digerinin alt biriminin arayiiz bdlgesinden meydana gelen baglanma
bolgesi bulunmaktadir. Okside glutatyonun rediikte reaksiyonuyla glutatyona
indirgenmesi esnasinda genellikle elektronlar NADPH’dan FAD’ye aktarimi gergeklesir.
Boylece son olarak FAD’ye transfer edilen elektronlar alt birimlerdeki iki sistein
arasindaki disiilfid kopriisiine aktarilmak iizere okside glutatyona aktarma gerceklesir.
Bundan dolay1 serbest radikallerin olusturdugu hasar1 6nleyebilmesi i¢in NADPH’ a
11, 112

ihtiyag vardir ve bunun en 6nemli kaynagi ise pentoz fosfat yoludur.

GSSG + NADPH + H" _SR,  2GSH + NADP*
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Glutatyon S-transferaz (GST):

Glutatyon S-Transferaz enzimi toksik metabolitlerle glutatyonun konjugayonunu
katalizler ve toksik metabolitlerin detoksifikayonuna neden olan antioksidandir. Basta
aragidonik asit ve lineolat hidroperoksitler GST’dir. Bunlar lipid peroksitlere karsi
selenyuma bagimli olmayan glutatyon peroksidaz aktivitesi gosterirler ve antioksidan
sistem meydana getirir. BOylece katalitik ve katalitik olmayan bir¢ok fonksiyona
sahiptirler. Ayrica bu enzimler hem hiicre i¢i tastyict ve baglayicidir hem de detoksifiye
111,112

edici rollere sahiptirler.

ROOH+2GSH _S5T ,  GSSG -+ ROH + H,O

Glutatyon S-transferazlar {i¢ sitozolik ve bir mikrozomal gruba ayrilir. Bu enzim
yabanci maddeleri glutatyonda bulunan —SH grubu ile baglayarak nétralize islemini
gerceklestirirler. Boylece meydana gelen liriiniin suda kolay ¢oziinmesini saglayarak,
organizmadan  kolayca  atilmasim1  saglamaktadir.  Lipit  hidroperoksitlerin
detoksifikasyonunda rol oynayan GSH-Px ve PL GSH —Px enzimlerinden sonra énemli
olan tigiincii enzimdir.®°

Miyeloperoksidaz (MPO):

Myeloperoksidaz (MPO), memeli nétrofillerinde bulunan ve fagosite edilmis
bakterilerin oldiiriilmesinde 6nemli role sahiptir. 1940’11 yillarda verdoperoksidaz olarak
anilirken daha sonralari myeloperoksidaz olarak adlandirilmistir. Bu enzimin %3-4’{
karbonhidrattir ve MPO aktivitelerini bloke etmektedir. Bu enzim hidrojen peroksit
(H203) ile birlikte halojen iyonlardan etki sirasi iyodit, bromit ve klorit olan ve bunlarin
bulundugu ortamda oksijene bagl (antibakteriyel) etki gostermektedir. MPO’nun en
etkili reaksiyonu MPO+H>0>+Cl seklindedir. H2O> ve diger halojenlerin miktarinda ki
artig antibakteriyel etkiyi artirmakta, ayrica HO> ‘in antibakteriyel mekanizmadaki rolii
mikrobiyal metabolizma tizerine olan etkisidir. Boylece H>O’in tek bagina antibakteriyel

etkiye sahiptir. Ortamda bulunan H>O, iiretimi fagositoz yapan hiicrelerde yapilarak
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salinmaktadir. H>O> 'in konsantrasyonu antibakteriyel mekanizma da ¢ok olan énemli bir
yer tutar, !4 113

b) Sekonder Antioksidanlar:

Glutatyon (GSH):

Glutatyon; glutamik ait, sistein ve glisenden olusan molekiiler agirlig1 diisiik ve

bir tripeptiddir. Ayrica bol miktarda bulunan intraselliiler tiyolden olan GSH, bitkiler ve

hayvanlar ve mikroorganizmalarda hiicre sitozoliinde bulunmaktadir.!!

Glisin (Gly) < CH

~

Sistemn (Cys) < HC—CH,-SH

r

~

Glutamat (Glu) < CH,

Sekil 2.4. Glutatyonun yapisi %

Glutatyonun hiicre i¢inde kullanildig1 ii¢ 6nemli uygulama asagidadir:
1. Serbest radikallerin direk temizleyicisinde antioksidan etki yaparak,
2. Glutatyon -S transferazlarin detoksifikasyonu olayinda kofaktor etki yaparak,
3. Glutatyondan diger aminoasitlere glutamin transferinde araci olan
gamaglutamil transpeptidazlar i¢in substrat olarak gorev yapar.
Glutatyon enzimi hiicrenin okside-rediikte oraninda 6nemli role sahiptir. Boylece
hiicrelerdeki toksik metabolitlerin uzaklastirilmasinda rol oynar ve indirgenmis seklinden

dolayr stilfhidril grubunun hiicredeki siirekliligini saglamaktadir. Glutatyonun
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biyosentezi iki adimda gerceklesir. Sentezin olusumu y-glutamilsisteinil sentetaz ve
glutatyon sentetaz adindaki bu enzimlerin katalizledigi tepkime ile ATP’ye bagimli
olarak meydana gelir.!!®

v-glutamil sistein sentetaz
L-glutamat + L-sistein + ATP ——»  y-glutamil sistein +ADP + Pi ...... @
Glutatyon sentetaz

y-glutamil sistein + Glisin + ATP —————» GSH+ADP+Pi................. (IT)

Birinci adim L-glutamat ile L-sisteinin y-Glutamil sisteinil sentetaz araciligiyla bir
araya gelmesidir. Glutatyon sentezini sinirlandiran enzim olan y-glutamil sistein sentetaz
bu reaksiyonu katalize eder. Ikinci adim glisin ve y-glutamil sistein birlesmesidir.
Glutatyonda homeostazisinin saglanmasi, enzim aktivitesi ve sentezinde kritik role
sahiptir. Glutatyon dokularda indirgenmis glutatyon (GSH) ve okside glutatyon (GSSG)
seklinde bulunup denge halindedirler. indirgenmis glutatyon serbest siilfhidril grubu
bulundurmas: ile hiicre ic¢indeki proteinlerin tiol gruplarimi ve hemoglobinin sistein
gruplarini rediikte sekilde bulundurur.!!’

Rediikte protein ve enzimlerin —SH grubu ile yeteri kadar kontrolii saglanan
indirgenme formlar1 ve bdylece glutatyonun sistein rezidiisiinde bulunan tiyol yan grubu
onun fizyolojik 6zelliklerinin belirli bir boliimiinii yerine getirmektedir. Enzimler —SH
grubunu bulunduranlarin hizlar1 yiiksek olmayip O ile temas etmesi ya da okside
olmasiyla hizli sekilde aktivitelerini kaybetmektedir. Boylece bu reaksiyon sonunda tiyol
gruplarini tekrardan rediikte eder, glutatyon ise okside olup bunlarin aktivitesini
saglamaktadir.3!: ''7 Glutatyonun metabolik fonksiyon ve hiicresel diizenleyicilerin
timiindeki Omenli mekanizma —SH —disiilfit oranindaki denge degisimidir. Hiicre
icerisinde tiyol gruplar1 siirekli rediikte durumda bulunurlar. Ciinkii sistein amino asidi,

bir takim enzimatik reaksiyonlar ve CoA’nin protein sentezi i¢in ortamda rediikte
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seklinde bulunmalidirlar. Hiicrelerde glutatyonun %95’i GSH ve geriye kalan %51 ise
okside glutatyondur. Bazen hiicrenin indirgenme kapasitesi yetersiz oldugundan
GSH/GSSG dengesinde degisim azalma yoniindedir. Oksidatif stres indikatorii olan
intraselliiler GSSG miktari, hiicresel redoks indikatorii oldugunu GSH/GSSG miktar1
hiicrelerin antioksidatif kapasitesini beirlemede Oksidatif stres ve olusan patolojik halde
ROS’larin glutatyona bagimli detoksifikasyonu, reaktif oksijen tiirleri ile kendiliginden
ya da direk olusan reaksiyonlar ve yapisinda selenyum bulunduran glutatyon peroksidaz
etkisiyle katalizlenen reaksiyonlar seklinde temel mekanizmalarla ger¢eklesmektedir ve
bu enzim H20: ile olusan diger peroksitleri indirger ve peroksitleri korur. Bu iki
reaksiyon sonunda GSSG meydana gelmektedir.!!?

ARDS ve Oksidatif Stres Tliskisi

Akciger yapisinda meydana gelen hasarin olugsmasinda reaktif oksijen ve nitrojen
tirleri rol (ROS/RNS) almaktadir. Bu nedenle siiperoksit ve peroksinitrit radikalleri
akcigerdeki antioksidan savunma sisteminde azalmaya sebep olmasi veya oksidan oranin
artis1 antioksidan savunma sisteminin yetersiz kalmasinda etken rol oynamaktadir.
Boylece akcigerde olusan oksidan artist antioksidan savunma sisitemi enzimleriyle

baskilanmakta veya etkisi azaltilmaktadir.’
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Deneyde Kullamlan Cihazlar
Sogutmali santrifiij : Hettich Universal R 320

UV-visible spektrofotometre : BIO-TEK EPOCH, GEN 5 Yazilimi ile birlikte

pH metre : OHAUS Starter 3100 pH Metre

Hassas terazi : Denver Instrument TP-303

Derin dondurucu : Sanyo MDF - 235

Manyetik karistiricilar : Heidolph Hei-Standard

Otomatik pipetler : Eppendorf Research Pipette set 1 ve set 2
Buzdolabi : Vestel tek kapili buzdolabi

Distile su cihazi : GFL 2012/4

Calkalayicili su banyosu : GFL 1083

Homojenizator : Qiagen Tissuelyser LT

Vorteks : Heidolph Standard ve IKA MS-3 Digital

3.2. Deney Materyalinin Temini ve Etken Maddenin izolasyonu

3.2.1.Meyvenin Toplanmasi ve Teshisi

Maclura pomifera (Yalanci Portakal) Prof.Dr. Ergin HAMZAOGLU ve Dr. Murat
KOC tarafindan Ankara Universitesi kampiis alanindan 15.10.2010 tarihinde
toplanmustir.

Toplanan meyvelerin tiirlinlin teshisi i¢in drneklerde uluslararasi teshis yontemi
kullanilmis olup yine ayni arastirmacilar tarafindan 6rnekler dogrulanmistir. Toplanan
meyvelerden ve bitki 6rneklerinden alinan materyaller M.Kog¢ 1292 kodu verilerek Bozok

Universitesi Biyoloji Béliimii Herbaryumunda (Yozgat) saklanmistir.
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3.2.2.Pomiferin izolasyonu ve Yapisal Dogrulanmasi

Bu arastirmada pomiferin, Prof.Dr. Ahmet CAKIR tarafindan kromatografik
yontemler kullanilarak Maclura pomifera meyvelerinden izole edilmistir ve izoflavonoid
yapida olan bu maddenin yapisal dogrulamasi i¢in UV-Goriiniir Bolge, IR, 1H-NMR,
13C-NMR, 1D ve 2D NMR spektroskopik yontemler kullanilmigtir.

Meyveler Once biiyiik parcalara boliinerek kurumaya birakilmistir. Kurutulan
meyveler daha kiiclik parcalara ayrildiktan sonra oda kosullarinda 5 defa etil asetat ile
mesara edilmis ve bu ekstraksiyon islemi ile 114 gram elde edilmistir. Kromatografik
caligmalarda kolon kromatografisi igin silika jel (Kiesel gel 60, 70-230 mesh, Merck)
sabit faz materyali, ince tabaka kromatografisi (ITK) igin ise silika jel (Hazir plak,
Kieselgel 60 F254, 0.2 mm, Merck, 5554) kullanilmistir. Bu islemden 25 gr ekstre
alinarak silika jel kolon kromatografisinde fraksiyonlanmistir. Bu islemde toplam her biri
5’er gr olan MP-1 ve MP-2 olarak kodlanan iki izole majér madde elde edilmistir. ITK da
izole edilen molekiillere ait lekeler UV254 ve UV366 nm 151k dalga boyuna sahip UV
lambasinda belirlenmistir. Kolon kromatografisi yonteminde kullanilmak iizere
siispansiyon silika jel (70-230 mesh)’den daha 6nce hazirlanan 250 gr ekstreden 25 gr
alinarak yeteri kadar sicak kloroform-etil asetat (8:2) ‘da ¢dziildiikten sonra haraketli faz
sistemi ile 2,5 x 70 cm boyutundaki bir kolona doldurulmustur. Eliisyonun devamliligi
kloroform-etil asetat (8:2) hareketli faz ile saglanarak 50 ml hacimler seklinde
fraksiyonlar toplanmistir. Devaminda ITK ile kloroform-etil asetat (8:2) sistemi
kullanilarak kontrol edilmistir ve fraksiyonlarin saflig1 belirlenmistir. Yapilan analizle
safliklar1 belirlenen madde fraksiyonlar1 ayr1 ayr1 toplandiktan sonra c¢doziiciileri

uzaklagtirilarak 5’er gr miktarda saf 2 madde MP-1 ve MP-2 seklinde kodlanmuistir.

48



Bu maddelerin kimyasal yapilar1 IR, 'H-NMR, "*C-NMR, DEPT !*C-NMR,
'H,'"H-COSY, HMQC ve HMBC spektroskopik yontemleri ile sirasiyla osajin (MP-1) ve
pomiferin (MP-2) olarak aydinlatilmistir.

3.3. Deney Hayvanlarimin Temini

Bu calisma, Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu tarafindan 02.09.2015 tarihli,
159 sayil1 yazida belirtilen 133 karar nolu izni ile gergeklestirilmistir. Calismada 200-250
gram agirhikta Wistar ki erkek ratlar kullanilmistir. Deney hayvanlari, Atatlirk
Universitesi, Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi laboratuarlarindan temin
edilmis ve deneyler aynt merkezde gergeklestirilmistir. Hayvanlar deneye alinmadan
once gruplara ayrilmis, standart sartlar altinda muhafaza edilmis ve beslenmistir.

3.3. Ratlarda Oleik Asit Uygulamasi ile Deneysel ARDS Olusturulmasi

3.3.1. ARDS Modeli

Bu calismada oleik asit ile uyarilan akciger akut hasari tizerine Maclura pomifera
bitkisinden elde edilen pomiferin maddesinin etkilerini aragtirmistir. Deneyde uygulanan
model Erol ve ark.” tarafindan tarif edilen sekilde gergeklestirildi. Uygulamalar siiresince
ratlar oda sicakliginda (22°C=£1) ve % 40-50 sabit nem oraninda, havalandirma sistemine
sahip bir odada bekletildi. Isik periyodu ise 12 saat giindiiz ve 12 saat gece olacak sekilde
ayarlandi. Standart rat kafeslerinde optimal sartlarda taze ¢cesme suyu ve ad libitum
standart pellet yem verildi. Deney giinii tim uygulamalar ayn1 giin ve esit zamanlama ile
yapildi. Deneyde uygulanan POM dozunun belirlenmesinde daha dnce yapilan ¢aligmalar
incelenerek tahmini etkin doz aralig1 belirlendi.!'® 1! Uygulama asagida 6zetlenen sekile
gerceklestirildi.

a. Saglikli grubu: Oleik asitin meydana getirdigi degisikleri saglikli dokularla

mukayese edebilmek icin sadece intravendz yolla 300 pl izotonik uygulanan

grup,
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b. Kontrol grubu: Bu gruba akciger hasar1 olusturulmasi amaciyla 250 pl %1°lik
BSA iginde ¢oziilen 50 ul OA (OA+BSA) kuyruk veninden intravendz yolla
uygulanan grup,

c. POM-150: 1 ml distile su i¢inde hazirlanmis oral yolla 150 mg/kg dozda
pomiferin + intravendz yolla 250 ul %1°lik BSA i¢inde ¢oziilen 50 pl OA
(OA+BSA) verilen grup,

d. POM-300: 1 ml distile su i¢inde hazirlanmis oral yolla 300 mg/kg dozda
pomiferin + intravendz yolla 250 ul %1°lik BSA i¢inde ¢oziilen 50 pl OA
(OA+BSA) verilen grup.

Akciger hasar1 olustrumak icin kullanilan OA (cis-9-octadecenoic acid Sigma-
Aldrich Germany) ratlara kuyruk veninden (v.caudalis) 25G igne ucuna sahip insiilin
enjektorii kullanilarak, 50 ul OA 250 ul %1°lik BSA (Bovine Serum Albumin — Sigma
Aldrich Germany) soliisyonu i¢inde ¢oziilerek verildi. 24 saat sonra ratlara sevofluran
anestezisi uygulandiktan sonra servikal dislokasyon yontemi uygulanarak 6tanazi edildi.

3.4. Akciger Dokusunun Biyokimyasal Incelenmesi

Akciger dokulart ¢ikarilip biyokimyasal incelemeler icinse petri kaplarina
kodlanarak koyuldu. Biyokimya incelemesinde kullanilacak dokular -20°C’de derin
dondurucuda (BEKO) dondurulduktan sonra sivi azot kullanilarak homojenize edildi ve
dokular -80 °C derin dondurucu (SANYO MDF-235) icerisinde deneylerin yapilmasina
kadar saklandi.

3.4.1. Deneylerde Kullanilan Cozeltiler, Hazirlanislar: ve Olciimleri

3.4.1.1. Lipid Perokisdasyon Seviyesinin Belirlenmesinde Kullanilan
Cozeltiler ve Olgiimii

1. LPO Homojenat Tamponu (% 10 KCI): 10 g KCl alinarak bir miktar saf suda

¢Oziilmiis ve hacmi saf su ile 100 ml’ye tamamlanmastir.
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2. LPO Olgiim Karigimu:

a) % 8 Sodyum dodesil siilfat (SDS): 0.8 g SDS alinip bir miktar saf suda
¢oziilmiis ve hacmi saf su ile 10 ml’ye tamamlanmustir.

b) % 0.08 Tiyobarbiitirik (TBA): 0.48 g TBA alinarak 1-2 damla 1 M NaOH
cozeltisi ilavesi ile bir miktar saf suda ¢oziilmiistiir. Daha sonra distile su ile
hacmi 60 ml’ye tamamlanmuistir.

c) % 20 Asetik asit: 13 ml %100’liik glasiyel asetik asit alinmis, iizerine 65 ml
saf su eklenmistir.

Olciim prensibi ve dl¢iim: Hiicre zarinda serbest radikallerin meydana getirdigi
LPO’nun son firiinlerinden olan MDA seviyesini belirlemek i¢in kullanilan yéntemlerin
cogu MDA’nin tiyobarbitiirik asit (TBA) ile verdigi reaksiyon temel olarak
kullanilmaktadir. Bir molekiill MDA iki molekiil TBA ile stabil kirmizi renk olugturmak
lizere reaksiyona girmektedir. LPO ol¢iimii, Ohkawa ve ark.'?° metoduna gore MDA’in
asidik ortamda TBA ile olusturdugu rengin 532 nm’de dl¢iilmesi prensibine dayanarak
yapilmustir.

Olgiimii ise 0.025 gr dokunun iizerine homojenize etmek icin 1.5 ml %10 KCl
eklenir. Bu homojenatlar, 5000 gr 4°C’de 20 dk. santrifiij edilmis ve olusan bu
stipernatant kisimlar LPO degerinin belirlenmesi i¢in kullanilmistir. Kapakli deney
tiipleri icerisine 250 pl homojenat, 100 ul % 8 sodyum dodesil siilfat (SDS), 750 ul % 20
asetik asit, 750 pl % 0.08 TBA ve 150 pl distile su pipetlenerek vortekslenmistir. Karigim
100°C’de 60 dakika inkiibasyona birakildiktan sonra iizerine 2.5 ml n-biitanol ilave

edilmis ve 6l¢lim alinmustir.
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LPO Standart Grafigi
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Sekil 3.1. MDA miktarinin hesaplanmasinda kullanilan standart grafik

Miktarin hesaplanmasi: Meydana gelen kirmizi rengin absorbanslar1 96 kuyulu
kuartz plate kullanilarak 532 nm’de okunmustur ve Onceden hazirlanmig seyretme
katsayis1 dikkate alinarak MDA stok c¢ozeltisi kullanilarak olusturulan grafikten
yararlanarak hesaplamalar yapilmistir (Sekil 3.1). Numunelerin LPO miktarlari, nmol
MDA/g doku olarak tarif edilmistir. Her bir faktoriin etkisi 3 tekrar yapilarak verilmistir.

Glutatyon Seviyesinin Belirlenmesinde Kullanilan Cézeltiler ve Ol¢iimii

1. GSH Homojenat Tamponu (50 mM, pH 7.4, Tris-HCI Tamponu): 1.514 g Tris-
HCl 200 ml saf suda ¢06ziilmiis, pH’st bir pH metre kullanilarak 7.4’e
ayarlanmis ve sonra hacmi saf su ile 250 ml ye tamamlanmaistir.

2. GSH Olgiim Tamponu (0.2 mM EDTA, 200 mM pH 8.2 iceren Tris-HCI
Tamponu): 6.05 g Tris-HCI ve 0.0146 g EDTA alinarak 200 ml saf suda
¢oziilmiis, pH’s1 bir pH metre kullanilarak 8.2°ye ayarlanmis ve sonra hacmi
saf su ile 250 ml ye tamamlanmuistir.

3. GSH Miktarin1 Olgmek i¢in Gereken Cozelti (10 mM DTNB (5,5'-dithiobis(2-
nitrobenzoic acid)): 0.03963 g DTNB alinmis ve bir miktar metil alkolde

coziilerek hacmi yine metil alkol ile 10 ml ye tamamlanmaigtir.
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Olgiim prensibi: Olusan sarimsi renk spektrofotometre araciligiyla 412 ‘nm de
Olgiilmektedir. Ortamda bulunan disiilfit kromojen olan DTNB [5,5'-Ditiyobis (2-
nitrobenzoik asit)], c¢ok kolay sekilde siilfhidril gruplu bilesikler araciligiyla
indirgenmektedir.

Olgiimii ise Sedlak ve Lindsay’in'?! gelistirdigi yontem esas almarak
gerceklestirilmistir. 0.025 gr dokuyu homojenize etmek i¢in tizerine 1.5 ml 50 mM Tris-
HCI (pH 7.4) eklenmektedir. Olusturulan bu homojenatlar, 12.000 gr 4°C’de 10 dk
santrifiij edilmis bu silipernatant kisimlar GSH degerinin belirlenmesi i¢in kullanilmistir.
Kapakli deney tiipleri icerisine ol¢iim tamponundan (pH = 8.2, 200 mM Tris-HCI
iceriginde 0.2 mM EDTA) 1500 pl, 500 pl siipernatant, 100 ul DTNB ve 7900 pl metanol
pipetleme yapilarak vortekslenmistir. Karisim 30 dk 37°C’de inkiibasyona birakilmis ve

sonug olarak o6l¢timleri yapilmaistir.

GSH Standart Grafigi
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Sekil 3.2. GSH miktarinin hesaplanmasinda kullanilan standart grafik

Miktarin hesaplanmasi: Meydana gelen sar1 rengin 96 kuyulu kuartz plate
kullanilarak 412 nm’de absorbanslari okunmustur. Onceden hazirlanan seyreltme
katsayilar1 dikkate alinmig stok GSH ¢ozeltisiyle olusturulan standart grafigine (Sekil 3.2)
bakilarak hesaplamalar yapilmistir. Numuneler nmol/mg doku seklinde GSH miktarlari

gosterilmektedir. Faktorlerin her birinin tesiri 3 kez tekrar yapilarak belirlenmistir.
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Siiperoksit Dismutaz Aktivetisinin Belirlenmesinde Kullamilan Cozeltiler ve
Ol¢iimii
1. SOD Homojenat Tamponu (10 mM EDTA igeren Fosfat Tamponu, 50 mM pH
7.8): 1.7 g KH2PO4ve 0.73 g EDTA alinarak 200 ml saf suda ¢6ziilmiis, pH’s1
bir pH metre kullanilarak 7.8’e ayarlanmis ve sonra hacmi saf su ile 250 ml’ye
tamamlanmigtir.
2. SOD Olgiim Karigimi:

a) 0.3 mM Ksantin: 0.0018 g Ksantin alinarak bir miktar saf suda ¢6ziilmiis ve
hacmi saf su ile 40 ml’ye tamamlanmustir.

b) 0.6 mM EDTA: 0.0035 g EDTA alinmis, bir miktar saf suda ¢6ziilmiis ve
hacmi saf su ile 20 ml’ye tamamlanmistir (2 damla 5 M NaOH ile
coziinmektedir).

c) 150 uM NBT (Nitro blue tetrazolium): 0.0024 g NBT (Nitroblue
tetrazolium) alinarak bir miktar saf suda ¢oziilmiis ve hacmi saf su ile 20
ml’ye tamamlanmigtir.

d) 0.4 M Na,COs: 0.5088 g alinarak bir miktar saf suda ¢oziilmiis ve hacmi saf
suile 12 ml’ye tamamlanmistir.

e) 1.2 g/L BSA (Bovine Serum Albumine): 0.0061 g tartilmisg, bir miktar saf
suda ¢oziilmiis ve hacmi saf su ile 6 ml’ye tamamlanmistir.

3. SOD Enziminin Aktivitesini Olgmek I¢in Gereken Cézelti (167 U/L Ksantin
oksidaz):

a) Orijinal ambalajindan (1 ml sinde 32 mg protein ve 0.3 U enzim ihtiva eden
enzim) 34.79 ul alinmig ve ilizerine 2 ml soguk 2 M (NH4)2SO4 ¢ozeltisi

eklenmistir.
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b) 2 M (NH4)2S04: 0.7928 g (NH4)2SO4 alinmis, bir miktar saf suda ¢oziilmiis
ve hacmi saf su ile 3 ml ye tamamlanmistir. Bu ¢6zelti her seferinde taze
olarak hazirlanmig ve +4°C’de saklanarak soguk olarak kullanilmistir.

c) 0.8 mM CuCly: 0.0108 g CuCl, alinmis, bir miktar saf suda ¢oziilmiis ve
hacmi saf su ile 100 ml ye tamamlanmuistir.

Olciim prensibi: Ksantin oksidaz (XO) enzimi ksantini iirik asite doniistiiriirken
ortamda olusan siliperoksin radikalleri, eger ortamda NBT (nitro blue tetrazolium)
bulunuyorsa, NBT ile reaksiyona girerek formazon boyasi meydana getirmektedir.
Olusan bu bilesik 560 nm’de 6lgiilmekte ve maksimum absorbans vermektedir. Ortamda
eger SOD enzimi bulunuyorsa siiperoksit radikalleri bu enzim tarafindan hidrojen
perokside (H20») doniistiiriildiigii i¢in formazon olusumunda azalma meydana gelecektir
ve 560 nm’de Olgiilen absorbans azalacaktir.

Absorbanstaki azalmanin miktar1 SOD aktivitesini vermektedir. Ozetle; SOD
aktivitesi asagida verilen II nolu reaksiyonun inhibe edilme derecesiyle
Olciilebilmektedir.

I. Ksantin X0 Urik Asit + Siiperoksit (O2)
II. NBT (O3 Formazon
L. 2 02"+ 2H+ _SOD | O2+ H20;

Olgiim ise SOD aktivitesi Sun ve ark.'® tarafindan tarif edilen ydnteme gore
Ol¢lilmiistlir. Akciger dokular1 homojenize edildikten sonra 18.000 g’de 1 saat santrifiij
edilmistir. Deney tliptine 980 ul dl¢tim karigimi (0.3 mM ksantin, 0.6 mM EDTA, 150
uM NBT, 0.4 M Na>COs, 1.2 g/LL BSA), 200 pl supernatant, 20 pul XO eklendikten sonra
karistirilarak yaklasik 20 dakika inkiibasyon birakilmis ve 400 pl 0.8 mM CuCl; ilave

edilerek reaksiyon sonlandirilmistir.
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Aktivitenin hesaplanmasi: Meydana gelen formazon degeri 96 kuartz plate
kullanilarak 560 nm’de okunmustur. Dikkate alinan seyreltme katsayilar1 asagidaki
gelistirilen formiilden aktivite degerleri (EU) elde edilmis ve SOD aktivitesi
mmol/dakika/mg doku olarak tarif edilmistir. Her bir faktoriin etkisi 3 tekrar yapilarak
verilmistir.

AAkOr — AAnumune

EU/mg doku =
AAKkOr

Katalaz Aktivitesini Belirlenmesinde Kullanilan Cozeltiler ve Ol¢iimii

1. KAT Homojenat Tamponu (50 mM pH 7.8, %1 Triton X-100 igeren Fosfat
Tamponu): 1.7 g KH2PO4 ve 2.5 ml Triton X-100 alinarak 200 ml saf suda ¢oziilmiis,
pH’s1 bir pH metre kullanilarak 7.8’e ayarlanmis ve sonra hacmi saf su ile 250 ml’ye
tamamlanmustir.

2. KAT Olgiim Karisimi (40 mM, pH 7°de H>O: igeren 50 mM Fosfat Tamponu):
1020 pl H2O2 ve 1.7 g KH2PO4200 ml saf suda ¢6ziilmiis, pH’s1 bir pH metre kullanilarak
7.0’a ayarlanmis ve sonra hacmi 250 ml’ye tamamlanmastir.

Olciim Prensibi: Meydana gelen aktivite, ortamindaki hidrojen peroksitin (H202)
KAT vasitastyla suya doniisiimii saglanirken olusan absorbans azalmasinin 240 nm’de
olciim yapilmaktadir. Olgiim ise KAT m aktivitesi Aebi’nin'?? belirttigi metoda gore
gerceklestirilmistir. 0.025 gr dokuyu homojenize etmek i¢in iizerine 1.5 ml 50 mM K-
fosfat tamponu (pH 7) eklenmektedir. Olusan homojenat 10.000 g’de 4°C’de 60 dakika
santrifiij edilerek silipernatantlar katalaz aktivitesi Ol¢limiinde enzim kaynagi olarak
kullanilmistir. Kuartz plate igerisine H>O» ¢ozeltisinden 100 pl konularak numune
cozeltisinden 200 pl ilave edildigi anda kronometre calistirlmistir. Kuartz plate,
okuyucuda 240 nm dalga boyunda 15 saniye aralikla 3 dakika siireyle dl¢iilerek absorbans

azalmasi kore kars1 kaydedilmistir.
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Aktivitenin hesaplanmasi: Olgiimler, lineer olarak absorbans azalmasi olan
aralikta dakika basina absorbans azalmasi olarak hesaplanmistir. Isik yolu (b)= 10mm,
azalma katsayisi (€H203), 0.00394 (mmol-1 x mm-1) alinarak A = ¢.b.c formiiliinden 240
nm’de, dakikada 1 mmol H,O,’in harcanmasim saglayan enzim miktar1 (=EU)
hesaplanmistir. Formiilde seyreltme faktorleri dikkate alinmis, 25 mg doku igin
mmol/min= 60/25 x A/0.00394 seklinde olusturulan formiilde biitiin aktiviteler yerine
konularak absorbans degerlerinden hesaplanmistir. KAT aktivitesi, pmol/dakika/mg
doku olarak tarif edilmistir. Deneyler 3 paralel tekrar halinde yapilmistir.

3.5. Istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler IBM SPSS 20.0 yazilim programi kullanilarak yapilmistir.
Biitiin ol¢timlerde istatistiksel farkliliklar ve Onem seviyeleri “One-way Analysis of
Variance (ANOVA)” testi ile belirlenmis ve p<0.05 seviyesindeki sonuglar nemli kabul

edilmistir. Coklu karsilastirmalarda Duncan testi uygulanmustir.
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4. BULGULAR

4.1. Doku LPO Seviyesi

Akciger LPO Seviyesi
375,0
=
< 325,0
e0275,0
= 2250
= 1750
=]
125,0
=20 el - man
’ Kontrol POM-150 POM-300
Saghkli (‘glg)" (150 mg/kg (300 mg/kg
POM + OA) POM + OA)
Ortalama 138,3 3342 172,2 119,3

Sekil 4.1. Doku LPO seviyesi

Akciger dokusuna ait LPO seviyeleri Sekil 4.1°de verilmistir. Saglikli grup ile
kiyaslandiginda OA uygulamasinin LPO seviyesini Onemli seviyede arttirdigi
gozlenmistir (P<0.05). Tedavi olarak uygulanan POM’un doza baglh olarak akciger
dokusunda artan bu LPO seviyesini azalttig1 belirlenmistir (P<0.05).

4.2. Doku SOD Aktivitesi

Akciger SOD Aktivitesi

4,30
4,20
S 4,10
4,00
3,90
3,80
3,70
3,60

oku

mmol/dakika/mg

Ortalama

POM-150
(150 mg/kg
POM + OA)

4,21 3,88 4,00

Kontrol

Saglikli (OA)

Sekil 4.2. Doku SOD aktivitesi

POM-300
(300 mg/kg
POM + OA)

4,07
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Akciger dokusuna ait SOD aktiviteleri Sekil 4.2°de gosterilmistir. Saglikli grup ile
kiyaslandiginda OA uygulamasi kontrol grubunda SOD aktivitesini dnemli seviyede
inhibe etmistir (P<0.05). Tedavi i¢in uygulanan POM ise doza baglh olarak akciger

dokusu SOD aktivitesini istatistiksel olarak anlamli sekilde arttirmistir (P<0.05).

4.3. Doku GSH Seviyesi
Akciger GSH Seviyesi
6,50
2 600
<
%n 5,50
= 500
=]
4,00
Kontrol POM-150 POM-300
Saglikli (OA) (150 mg/kg (300 mg/kg
POM + OA) POM + OA)
Ortalama 5,85 4,88 5,65 6,06

Sekil 4.3. Doku GSH seviyesi

Akciger dokusu GSH seviyeleri Sekil 4.3’de verilmistir. Saglikli grup ile
kiyaslandiginda OA uygulanan kontrol grubu GSH seviyesi 6nemli seviyede azalmistir
(P<0.05). Tedavi olarak uygulanan POM ise akciger dokusu GSH seviyesini doza bagh

sekilde 6nemli oranda arttirmistir (P<0.05).
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4.4. Doku KAT Aktivitesi

Akciger KAT Aktivitesi
10,00

=
<
= 8,00
)
E 6,00
=
Z 4,00
S
= 2,00
E— 0,00
’ Kontrol POM-150 POM-300
Saglikli (OA) (150 mg/kg (300 mg/kg
POM + OA) POM + OA)
Ortalama 3,90 8,39 7,10 418

Sekil 4.4. Doku KAT seviyesi
Akciger dokusu KAT aktivitesi Sekil 4.4’de gosterilmistir. Saglikli grup ile
kiyaslandiginda OA uygulanan kontrol grubunda KAT aktivitesinin dnemli seviyede
yiikseldigi belirlenmistir (P<0.05). Tedavi olarak uygulanan POM ise 150 mg/kg dozda
artan bu aktiviteye 6nemli etkisi tespit edilemese de (P>0.05) 300 mg/kg dozda artan bu

aktiviteyi belirgin bir sekilde azalttig1 gézlenmistir (P<0.05).
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5. TARTISMA

Akut Respiratuar Distres Sendromu (ARDS) akut gelisen hipoksemi, akciger
0demi, yaygin damar endotel hasari, doku arasi1 kanamalar ve 6liim ile sonuglanabilecek
ciddi inflamasyon ile seyreden bir akciger sendromudur.® 1 Patolojisinde 6dem, immiin
hiicre infiltrasyonu, sivi kagist ve nekroz temelini olusturan durumlardir. Daha 6nce
yapilan c¢aligmalarda ARDS patofizyolojisinde ROS olusumunun doku hasarini1 énemli
oranda arttirdig1, bu nedenle antioksidan sistemin gii¢lendirilmesinin ARDS tedavisinde
doku hasarini azaltabilecegi belirtilmektedir.” Bu sebeple ¢aligmada daha Onceki
caligmalarda antioksidan etkinligi belirlenen POM’un ratlarda oleik asit ile indiiklenen
ARDS modeli iizerine etkileri incelenmistir.

Maclura pomifera bitkisinin halk dilinde yalanci portakal, at elmasi, ¢it elmasi ve
yol elmasi gibi isim kullanilmaktadir.!*® Maclura pomifera bitkisinin etil asetat
ekstresinin % 36.2 pomiferin ve osajinden olugmaktadir. Diger yandan fazladan sahip
oldugu —OH grubu ile osajinden farklidir.!'® Pomiferinin kimyasal yapisi agik olarak 3-
(3,4-dihidroksifenil) — 5 — hidroksil — 8, 8 — dimetil — 6 - (3-metilbut-2-enil) - 4H, 8H —
pirano - [2,3-h] chromen — 4 - one, kapali formiilii ise C25sH240¢ olarak tespit edilmistir.
Moraceae familyasindan maclura cinsine ait olan tiir ismi Maclura pomifera bitkisinin iki
izoflavin tlirevinden biri olan pomiferin maddesinin yapilan caligmalarda
antienflamatuar, antitimoral ve antidepresan ve antimikrobiyal 6zellikleri
belirlenmistir.5* 66

Flavonoid yapisinda olan pomiferinin giiglii antioksindan etkisinin yan1 sira bu
grup molekiillerin daha dnceki ¢aligmalarda tespit edilen fosfolipaz A> inhibisyonununa
neden olduklari da bildirilmektedir.!?* 125 Kalp ve bobrek iskemileri tizerine antioksidan

sistemi giiglendirerek iyi etkilerinin oldugu belirlenmistir. 2% 126
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ARDS sendromunda sekillenen inflamasyon siireci sirasinda immiin hiicreler
tarafindan salgilanan mediyatorler redoks sisteminde bir dengesizlige sebep olarak
oksidatif stresi meydana getirir. Akciger dokusu bu oksidatif stresi olusturan ROS’lere
kars1 GSH, tokoferoller, askorbik asit, retinol gibi antioksidan molekiiller yani sira SOD,
KAT, GSH-Px ve GR gibi ¢esitli antioksidan enzimleri barindirir. Her ne kadar dokunun
sahip oldugu antioksidan sistem bu ajanlara kars1 dokuyu savunsa da son ¢aligmalar artan
ROS ve RNS miktarinin hastaligin mekanizmasinda ve patolojinin gelismesinde ¢ok
onemli bir faktor oldugu bildirmektedir.”® 127

Deneysel olarak OA ile indiiklenen akciger hasar1 modeli deney hayvanlarinda
siklikla ARDS {izerine yapilan ¢aligmalarda bu hastaligin patofizyolojisine en yakin

model olarak kullanilmaktadir.!!

OA’nin damar i¢i verilmesi akcigerde ARDS’de
gdzlenen agir bir infilamasyonla karakterize bir patoloji gosterir. Ozellikle akciger damar
endotellerinde hasara sebep olarak burada oksijen ge¢isinin saglandigi akciger alvoelleri
ve kapillar damarlar arasindaki membranda bozulmalar, alvoellerde sivi birikimi, immiin
hiicre infiltrasyonlari, sitokin salinimi ve ROS miktarinda asir1 artisa sebep olurlar.’
Ayrica ROS miktarinin artmasi nétrofillerin aktivasyonuyla iliskilidir ve bu
aktivasyon hiicrelerin hasar siirecinde siiperoksit ve hidroksil radikallerinin iiretimine
neden olarak gosterilmektedir. Ornegin doku hasar siirecinde zarar goren hiicreler
tarafindan salinan nitrik oksitler peroksinitrit iiretimi ile sonuglanan ROS iiretimini aktif
hale getirir.!?® Daha onceki ¢alismalar OA’nin intravenoz olarak uygulamanmasi ile
akciger epitel ve endotel yapisinin tamaminda meydana getirdigi etki sonucunda gaz
degisimini durduran plazma proteini ve sivinin birikiminin ortaya ¢iktigini bildirmistir.5!
ROS’ler hiicre membranlarini olugturan doymamis yag asitlerine saldirarak LPO

yapisini meydana getirirler ve bu durum membran yapi, gegirgenlik ve dayanikliliginda

bozulmaya neden olur.’ Bu bozulmalar ayni zamanda hiicrenin 6liimiine sebebiyet verir
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ve hiicre 6liimii ile LPO seviyeleri arasinda paralellik gozlenir. Bu nedenle doku LPO
seviyesinin belirlenmesi doku hasar seviyesini gosteren 6nemli bir parametredir. Daha
onceki deneysel caligmalarda OA uygulamasinin ROS ve LPO seviyelerinin 6nemli
oranda arttirdig1 bildirilmektedir. Bu konuda Liu ve ark.%’ tarafindan OA uygulanan
hayvanlarda akciger doku ROS seviyesinin, Chen ve ark.'? ise serum LPO seviyesinin
30 dakika igerisinde pik seviye ulastigini bildirirlerken, Yang ve ark.!*° tarafindan gine
domuzlarma damar i¢i uygulanan OA’nin bronkoalvolar sivida LPO seviyesinin arttig1
tespit edilmistir. Bulgularda belirlenen doku LPO seviyesinin yiikselmesi ROS miktarinin
arttigin1 gostermektedir. Maclura pomifera bitkisinden elde edilen POM 150 ve 300 mg
dozda oral olarak uygulandiginda OA ugulamasiyla artan LPO seviyesini doza bagh
olarak 6nemli oranda azalttig1 tepit edilmistir. Bu molekiiliin ROS nétrolizasyonunda
kullanilmak tizere ortama sagladig1 antioksidan 6zelligini saglayan sahip oldugu iki adet
serbest hidroksil gruplarindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.%> ''® Daha 6nce yapilan
caligmalarda da OA uygulamasinin akciger dokusu ve serumda LPO seviyesini dnemli
sekilde arttirdig1, antioksidan 6zellikli lipoik asit, vitamin E ve C uygulamalarinin artan
bu doku ve serum LPO seviyelerini azalttiklari tespit edilmistir.”> '!' Ayrica bu
caligmalarda yapilmis olan histopatolojik incelemelerde azalan LPO seviyesiyle paralel
doku hasarinin da azaldig1 gozlenmistir.

Superoksit dismutaz enzimi sliperoksit radikallerini bir substrat olarak kullanarak
bu radikalleri dismutaz reaksiyonu gerceklestirerek hidrojen peroksite doniistiiriir. Bu
enzimin aktivitesi direk olarak antioksidan sistem ile iliskilidir ve siiperoksit radikal
dretimi ile ilgili bilgi verir. SOD’nin inhibisyonu siiperoksit radikalinin aniden
yiikselmesine ve LPO seviyesinin artmasina neden olur.®® Deneysel olarak OA’nin
intravendz yolla uygulanmast SOD aktivitesinin akciger dokusu ve plazmada Snemli
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oranda aktivitenin inhibe olmasina neden olur.!? Mevcut c¢alismada OA
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uygulamasinin SOD aktivetesini 6nemli derecede inhibe ettigi tespit edilmisken, tedavi
olarak uygulanan POM doza bagli olarak diisen bu aktiviteyi belirgin sekilde arttirdigi
belirlenmistir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar OA uygulamasmin akciger SOD
aktivitesini 6nemli oranda inhibe ettigini bildirmistir.” !> °% 13! Diger yandan Yang ve
ark.3® OA uygulamasimin bronkoalvolar sivida SOD aktivesini arttirdigini bildirmistir.
Bulmus ve ark.!" ve Korkmaz ve ark.!* OA uygulamsiyla serum ve doku SOD
aktivitesinin degismedigini rapor ederken, Tirkoglu ve ark.!> ayn1 modelde doku SOD
aktivitesinin arttigin1 ve serum aktivitesinin degigsmedini rapor etmislerdir. Pandey ve
ark.' ciddi oliimlere sebep olan ARDS’nin arastirilmasi i¢in oleik asit modelinin
kullanilma nedenini sendromun patofizyolojisinde de gozlenen akcigerde erken eksiidatif
fazi meydana getirmesi olarak gostermislerdir. Bundan dolayr feniramin maleat
maddesinin sicanlarda OA ile olusturulan ARDS iizerine etkilerini arastirmak igin
yaptiklari caligmada antihistaminik etkili olan bu maddenin erken fazda faydali oldugunu
bildirmislerdir. Zhao ve ark.!3! karaciger X reseptortiniin oleik asit ile olugturulan ARDS
modeli {izerine yaptiklar1 arastirmada karaciger X reseptoriiniin (LXR) ekspresronu ve
aktivitesinin arttirtlmasinin antioksidan savunmayi giiclendirdigi ve inflamatuvar siireci
azalttig1 rapor edilmistir.

Hidrojen peroksit ROS’ler ile kiyaslandiginda metabolizma ve hiicre saglig
acisindan daha az zararlhdir. Fakat konsantrasyonu arttiginda hiicre yasamini tehdit eden
bir durum meydana gelir. Bu durumun olugmasini engellemek ve olusan hidrojen
peroksitin bertaraf edilmesini saglamak amagli KAT enzimi ile GSH antioksidan
metabolizmada gorev yapar. KAT enzimi H>O:’1 bir substrat olarak suya doniisiimii i¢in
direk kullanirken, GSH bunu GR ve GSH-Px enzimleri aracilifiyla suya doniistiiriir.!!?
Calismada OA uygulamasi ile GSH seviyesi dnemli seviyede azalmistir. Bu durum GSH

rejenerasyonunu saglayan enzimlerin inhibisyonu, GSH’1n bir antioksidan savunma araci
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olarak asir1 kullanimi1 veya hasar alan dokuda nekroze dokunun artmasi ile doku genelinde
GSH miktarinin azalmasi olarak yorumlanabilir. Daha 6nce Erol ve ark.’ tarafindan
yapilan bir ¢calismada deneysel olarak damari¢i OA uygulamasi akciger dokusunda GSH
miktar1 onemli seviyede diiserken, GSH yenilenme metabolizmasinda énemli yeri olan E
vitamini verilen grupta diger tedavi gruplari ile kiyaslandiginda azalan bu seviyeyi biiyiik
miktarda arttirdig1 tespit edilmistir. Bu durum GSH miktarmin azalmasinin GSH’in
rejenerasyonunu saglayan sistemle alakali olma ihtimalini kuvvetlendirmistir. Mevcut
caligmaya paralel olarak daha onceki calismalarda da akciger KAT aktivitesinin OA
uygulamasiyla hem serum hem akciger dokusunda belirgin sekilde inhibe oldugu tespit
edilmistir.” !

Daha oOnceki g¢alismalarda ARDS’de meydana gelen hasardan sorumlu olan
inflamasyon siirecinin hastalik sirasinda artan ROS ve oksidatif stresin daha da

siddetlendigi ve dokuda kalici hasar1 arttirdigi bildirilmistir.” 132
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak, tiim elde edilen veriler degerlendirildiginde;

1- Oleik asit uygulamasi akciger dokusunda onemli seviyede oksidatif stres
olusturarak antioksidan metabolizmada belirgin bozulmalara neden
olmaktadir. LPO sonuglar1 gbz 6niine alindiginda, ARDS’de meydana gelen
hiicresel hasarda sendromun siirecinde ROS ve oksidatif stresin énemli bir
etkisi oldugu diistiniilmektedir.

2- Maclura pomifera bitkisinden elde edilen POM antioksidan sistemde meydana
gelen bozulmalarda belirgin diizelmeler meydana getirmistir. POM uygulamasi
ile diisen LPO seviyeleri azalan hiicresel ve doku hasarmin oldugunu
diisiindiirmektedir.

Calisma sonuglar1 degerlendirildiginde;

1- ARDS’de hiicresel hasarin olusmasinda ROS’ler 6nemli rol oynadigindan
mevcut tedavilere ek olarak antioksidan tedavilerin de uygulanmasi faydali
olabilir.

2- POM, oksidatif stres ve ROS’lerin rol oynadigi patolojik durumlarda

antioksidan sistemi giiglendirmek i¢in kullanilabilir.
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