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‘Ratlarda indometazin ile Olusturulan Gastrik Hasarlar Uzerine Alfa Lipoik
Asidin Gastroprotektif Etkilerinin ve Bu Etkilerin Antioksidant Sistem ile

liskisinin Belirlenmesi’

OZET: Bu ¢ahismada, alfa lipoik asit (ALA)’in ratlarda indometazin (IND) ile
olusturulan tilser modelindeki koruyucu etkisi (in vivo) arastirildi. Her bir deney grubu
6"sar rattan olusturuldu. 50, 75, 100, 150, 200 ve 300 mg/kg dozlarda ALA, 50 mgkg
dozda ranitidin (RAN, pozitif kontrol), 30 mg/kg lansoprazol (LAN, pozitit kontrol),
yalmzea musluk suyu (saghkli kontrol) ve 25 mg/kg dozda IND (negatif kontrol) oral
yolla verildi.

IND ile muamele edilen grupta meydana gelen ilserin, uygulanan ALA’nin
biitiin dozlarimin 6nemli oranda iilser olusumunu azalttigr (p<0.05) belirlendi. Diger
yandan, antioksidant savunma sistemlerinin ilser gelisimindeki roliiniin belirlenmesi
amactyla, rat mide dokularinda siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon-S-
transferaz (GST) ve miyeloperoksidaz (MPO) gibi antioksidan enzimlerinin aktiviteleri
ile total glutatyon (GSH) ve lipit peroksidasyon (LPO) miktarlar belirlendi. Bulgular,
kontrol gruplart ile karsilastirilarak degerlendirildi. IND uygulanan dokularda SOD ve
GST enzim aktiviteleriyle GSH miktan azalirken, MPO, CAT aktiviteleri ile LPO
miktarinimn arttif tespit edildi.

Elde edilen sonuclar, IND’nin antioksidan savunma sistemini olumsuz
etkileyerek iilser olusumuna katki sagladigim ve gastrik hasar olusumunda serbest
radikallerin iretildigini gostermektedir. ALA, RAN ve LAN ile muamele edilmis
dokularda, IND’nin aksine antioksidan savunma sisteminin olumlu yonde etkilendigi ve
vastrik mukozada tretilen reaktif oksijen (ROS) radikallerinin ilser olusumundaki

olumsuz etkilerinin azaltildig: belirlenmigtir.

Anahtar Kelimeler: indometazin, antioksidant, anti-tilserojenik aktivite, alfa lipoik

asit.
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‘Determination of Gastroprotective Effects Alpha Lipoic Acid and the
Relation of These Effects of with Antioxidant System on Indomethacin-Induced

Gastric Damage in Rats’

SUMMARY: In this study, the gastro-protective effect of alpha lipoic acid (ALA) in
indomethacin (IND) induced ulcer model in rats was investigated, in vivo. Each of the
experimental groups consisted from 6 rats. ALA at 50, 75, 100, 150, 200 ve 300 mg/kg
doses, ranitidine (RAN, positive control) at 50 mg/kg, lansoprazol (LAN, positive
control) at 30 mg/kg dose, water (healthy, control) and IND (negative control) at 25
mg/kg dose administrated per orally.

[t is determined that ulcers occurred in IND administrated tissues were decreased
signiticantly by all doses of ALA (p<0.05). In order to discuss the role ot antioxidant
defence systems on ulcer progress, activities of antioxidant enzymes such as superoxide
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutation-s-transferase (GST) and myeloperoxidase
(MPO) and total glutathione (GSH) and lipid peroxidation (LPO) amounts were
determined in rat stomach tissues. Results appreciated by comparing with controls. In
IND administrated tissues, increased CAT, MPO activities and LPO amount in contrast
to decreased activities of SOD and GST and amount of GSH amount were tixed.

These results suggested that free radicals are produced in the gastric mucosal
damage and IND also effects negatively to the antioxidant defence systems that
contribute ulcer formation. ALA, RAN, LAN administrated- tissues, antioxidant
defence system was affected affirmative in contrast to IND-administrated tissues, and
negative effects of reactive oxygen (ROS) radicals, produced in gastric mucosa were

reduced.

Keywords: Indomethacin, antioxidant, anti-ulcerogenic activity, alpha lipoic acid.



1. GIRIS VE AMAC

Ulser; mide ve duadenumun multifaktériyel bir hastaligidir. Hastahg meydana
setiren faktorler asit sekresyonu ve koruyucu mukoza bariyerindeki bozukluklara ilave
olarak genetik yatkinlik (irsiyet), stres, kortizon tiirii ilaglar, sigara, alkol, aspirin ve
indometazin gibi NSAID (Non steroid antienflamatuar ilaglar)ler, Helicobacter pylori
ve Herpes Simplex Virisi (Tip [/ HSV-1)"dir'.

Ulseri meydana getiren onemli sebeplerden biri diizenli NSAID kullanimidir.
NSAiD’lerin iilser yapict etkileri, enflamatuar bozukluklardaki kullanimlarinin en
biiyiik dezavantaji olmaya devam etmektedir. indometazin uyarmali ilser olusumu
temel olarak COX inhibisyonuyla iliskilidir ve COX inhibisyonun da prostaglandin
biyosentezini baskilayarak gastrointestinal hasara kars1 bir savunma ftaktérii olan mukus
olusumunu engelledigi rapor edilmis olmasma ragmen®™” indometazin uyarimli mide
tilserlerinin olusum mekanizmasi ayrintih olarak heniiz tam olarak aydinlanmamis olup
bu konuda alternatit sebepler {izerine tartismalar hala devam etmektedir. Prostaglandin
biyosentezinin inhibisyonu, lokal kan akisimin azalmasi, topikal tahris, yeniden
vapilanma ve doku onariminin engellenmesi indometazin uyarimli mide tilserlerinin
sebeplerinden bazilaridir””. Indometazin gibi NSAID’ler tarafindan uyarilan akut
gastrik deneysel lezyonlarda oksijen kaynakli serbest radikallerin (ROS) de 6énemli rol
oynadigint gosteren ¢alismalar yay1mlanm1$t1rm'27.

Bu ¢alismalarda 6nemli miktarlarda {iretilen oksijen metabolitlerinin ise dokuyu
dejenere ederek iilsere sebep olduklar bildirilmisitir™®>*. Diger bircok doku hasari gibi
gastrik Glser de stiperoksit anyonlarinin olusumuyla ilgilidir. Ayrica gastrik mukozadaki
iilserin tedavisinde antioksidan enzimlerin koruyucu etkilerine ve karsilikli olarak bu

enzimlerin birbirlerini etkilemelerine de dikkat ¢ekilmistir' 732",



&=

Canh dokulardaki hiicreler ROS hasarlarm dnleyebilecek veya tamir edebilecek pek
cok savunma mekanizmasma sahiptir. ROS un tahribatlar, primer olarak stiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon S-transferaz (GST), glutatyon rediiktaz (GR)
ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi cnzimler ve sekonder olarak da antioksidan
vitaminler. glutatyon (GSH). bir¢ok makro ve mikro molekiiller tarafindan azaltilir'”>"
5155

Sayet stiperoksit (O7), hidroksil (OH) ve hidrojen peroksit (H,0,) gibi ROS
tiyeleri asirt dretilirse, membran lipitlerinin, proteinlerin, niikleik asitlerin ve
ckstraseliiler matriks glikozaminoglikanlarinin zarar gérmesine bagl olarak doku hasar
prosesi baslayabilir. Gastrik tilser olusumunu tetikleyen mekanizmalardan birisinin de
bu mekanizma olabilece@i pek ¢ok arastirmaci tarafindan ne siiriilmistiir' 2727434
Serbest radikalleri etkisizlestiren sekonder molekiillerden biri olan GSH, gastro
intestinal dokulart makro molekiil igeren lipitlerin oksidatif hasarlarindan korumada
onemli gorev tistlenmistir'*'7#%:56-38

Bu giin bilinen pek ¢ok etken maddenin indometazin ile uyarilan gastrik hasar
lizerine pozitif etkileri gosterilmigtir'? 3741 #447. 48.59-66.

Meveut aragtirmada  cahisilan  alfa lipoik asit (ALA)’in biyokimyasal
proseslerdeki rolii dikkate ahinarak, baslangigta vitamin B komplekslerine dahil
edilmigtir. Bununla birlikte simdilerde aragtirmacilarin ¢cogu ALA'min bir vitamin
olmadi@ma inanmaktadir. Siiltiiriin kaynagr olan sistein ve oktanoik asit ALA nin direkt
prokiirsor (baslangic molekiilii)"i diirler ve bakteri ve bitkilerdekine benzer olarak insan
ve hayvanlardaki mitokondrilerde sentezlendigi farz edilmektedir®'.

ALA'nin - molekiiler 6zelliklerine ilaveten son yillarda onun antioksidant

Ozelliklerinin de kesfedilmis olmasi bu molekiile bilim adamlarinm ilgisini artirmis ve



tlerleyen aragtirmalarin ALA min dogrudan reaktit oksijen simiflart (ROS) ve onlarin
scbep olduklart metabolik hastaliklar tizerine etkilerine yogunlasmasina neden olmustur.
ALAnin hiicre ¢t ROS larin pek ¢ogunun radikalik ctkisini siipiirerek oksidatif stresle
savastigl pek ¢ok calisma ile de gosterilmistir® . ROS’lerin radikalik etkilerinin
stiptiriilerek ortadan Kaldirilmasy bir tarata vitamin C, vitamin E ve glutatyon (GSH)
cibi diger hiicresel antioksidantlarin rejenere edilerek yeniden kullamlabilir forma
cetirilmesini de ALA nin sagladigi belirlenmistir®®.

Son 50 yilda ALA nmin farmakolojik 6zelliklerine iliskin arastirmalarda enteresan
bir yiikselise tanik oluyoruz(’x‘”. Diabet, ateroskleroz, ndronlardaki dejeneratif
prosesler, cklem hastaliklar1 ve AIDS gibi pek ¢ok hastaligin tedavisinde lipoik asidin
faydali etkilerini dogrulayan yayinlarin sayisinda ¢ok biiyiik bir artis vardir. Cagdas
ubbin bu molekiile merak1 aslinda lipoik asidin rediiktif (indirgeme) giiciinden
kaynaklanmaktadir. Lipoat/dihidrolipoat sisteminin diisiikk redoks potansiyelinden
dolay1 diger antioksidantlarin okside formlarinin rediiksiyonunda oldugu gibi ROS’leri
notrlestiren reaksiyonlara oldukg¢a etkili bir sekilde katilir. Antioksidantlar arasinda
yagda oldugu gibi suda da ¢ok iyi bir sekilde ¢oziinebilen yegane molekill ALA dir’®,
Bu yiizden ALA antioksidantlarin antioksidant: olarak adlandirilir®®.

Literatiirlerde ALA'nin gorevleri arasinda: Koenzim (biitiin hiicrelerde enerji
elde etmek i¢in baslica yol olan glukoz oksidasyonunun en énemli enzimlerinden birisi
olan piruvat dehidrogenaz enzim kompleksinin (PDEC) aktivitesi icin), antioksidant
(hiicrelerde hasar yapan ROS’lerin etkisizlestirilmesi i¢in), molekiiler rejenerasyon
(hiicre i¢i ve hiicre disinda gorev yapan diger antioksidantlarin rejenere (yenilenme)
cdilmesi i¢in) ve molekiiler kelasyon (kadmium, arsenik, mangan, bakir, ¢inko ve civa

gibi metallerle birleserek (kelasyon) onlarin dokularda toksik etki gostermelerini
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engellemek i¢m) sayihmstir’ ™. Bu molekiiler yeteneklerini kullanarak gelistirilen ¢ok
sayida aragtirmalarda ALA'nin pozitit etkileri gosterilmistir. Bu ¢alismalarm  bir
boliimid “Genel Bilgiler” bash@r altinda ayrintili olarak verilecegi i¢in burada 6z bilgi

vermekle yetinecegiz.

ALAmin pozitif etkileri:

*Diyabet ve diyabetik néropatiler™”.

“Norolojik Hastaliklar'""'2,

*AIDS Hastahgi®>'".

*Zararh Isilarin Yol A¢tigi Hastahiklar'™'"7,

. 118132
*Apoptozis ve Kanser .
*Diger Hastaliklar:

-ALA’nin hepatik koma ve hepatit tedavisinde etkili oldugu bildirilmis ve akut
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alkol zehirlenmesi esnasinda ALA verilmesi tavsiye edilmistir
-RNA polimeraz II'yi inhibe ederek ve mRNA sentezini bloklayip zehirlenmeye
vol agan o- ve B- amanitin isimli iki mantar metabolitinin neden oldugu

zehirlenmelerde ALA basar ile kullanilmistir' "%,

-Hipertansiyon iizerine ALA nin pozitif etkileri gosterilmistir' >33,

-Eklem hastali@gimin iyilestirilmesi oksidatif streste azalma, entflamatuvar sitokin
aktivasyonunun ve NF-KB DNA baglama aktivitesinin inhibisyonu ile iliskili
oldugunu kaydeden bir calismada ALA’nmn in vivo (canhda) kemik yap
bozulmalarim  ve in vitro (deney ortaminda-canli disinda) olarak da
osteoklastogenezi engelledigi sonug¢ olaraksa ALA’nin romatoit artrit icin yeni

R . . . . . . . e 139-14
ilave bir terapi olabilecegine isaret edilmistir'"'*'.
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-Yashlhikla ilgili hastabklann azaltilmast ve egzersizin olumsuzluklart {izerine
ALA nmin ctkilerine dair yapilan 6n ¢alismalar umut vericidir®.

-Diger yandan fakiiltemiz biinyesinde arastirmalarina devam eden ekibimizin
vayin asamasina getirdiklert son aragtirmalarinda enflamasyonu engellendiginin
belirlendigi ¢alismalarin biylik boltimi gergeklestirilmis ve neredeyse yayin

2 Ayrica ekibimizin gerceklestirdigi farkh bir projede

asamasina gelinmistir'
de ALA’nin deneysel sepsis sonrasit olusturulan akciger hasan {izerine olumlu

ctkileri ok dnemli bir dergide yayinlanmak tizeredir'*.

Yapilan literatiir taramalarinda ALA nin antiiilserojenik etkisine dair ¢alismalara
rastlayamadik. Bu yilizden arastirmamiz bu 6nemli molekiiliin mitkemmel 6zelliklerine
bir yenisinin eklenmesi agisindan énemli kabul edilebilir. Mevcut aragtirmada ALA’nin
antiilserojenik aktivitesinin olup olmadig: sicanlarda indometazin ile olusturulan iilser
modeli kullanarak belirlenmeye c¢alisilmis ve sigan mide dokularindaki antioksidant
sistemin ¢esitli paramatreleri (katalaz, stiperoksit dismutaz, glutatyon s-transferaz,
miyeloperoksidaz gibi enzimler ile glutatyon ve lipit peroksidasyon diizeyleri) {izerine

ctkilert arastinnustir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Mide Ulseri

Mide diyatramin (gégusle karin boslugunu birbirinden ayiran kas bélme)
altinda. epigastrik (mide hizasindaki karin duvarma ait), umbilikal (gobege ait) ve sol
hipokondriak (lokmaalti) bolgede yer alan sindirim sisteminin en genis boliimiidiir
(Sckil 1). Midenin belirli bir sekli yoktur. Ancak ig¢erisi orta derecede dolu olan ve iki
ucundan tutulmus sarkik bir torbaya benzetilebilir. Midenin i¢ hacmi yasa gore degisir.
Yeni doganda 30 em’, pubertede 1000 cm® ve eriskinde 1500 cm® kadardir'*. Mide
fizyolojik olarak, besinlerin sindiriminde 6nemli rol oynayan ve sindirim enzimleri,
hormonlar, hidroklorik asit, B12 vitamininin ince bagirsagin son kismindan emilmesi
icin varligr sart olan intrensik faktdr gibi salgilar1 yapan, hem ekzokrin (salgilarim
kanallar aracilifiyla viicut bosluklarina veya disar1 salan bez sistemleri) hem de
endokrin (salgilarim bir kanal sistemi olmaksizin dogrudan kan akimina veren bez
sistemi) bir organdir. Anatomik olarak bes kisimda incelenmesine ragmen histolojik
olarak kardia, fundus, korpus ve pilor olmak iizere doért kisimda incelenir. Bununla
birlikte fundus ve korpus mikroskobik yapi olarak aym oldugundan histolojik olarak
sadece ii¢ bolge ayirt edilebilir. Mide histolojik olarak icten disa dogru runika mukoza,
tunika submukoza, tunika muskularis ve tunika seroza olmak lizere 4 tabakadan
meydana gelir'*.
Kardia bolimi: Midenin en proksimali (bir organizmanin orta cksenine ya da
organizmanin herhangi bir pargasinin bir baglanti noktasina gére yakin olan bolgesi)

olan 2-3 cm genisligindeki boliimudir.



Yeerneh
‘ borusuy

Sekil 1. Midenin yerlesimi ve Glserli midenin goriiniimil.

Fundus boliimii: Midenin kardia diizeyinin {izerinde kalan kubbe seklindeki boliimiidiir.
Korpus boliimii: Midenin orta boliimi olup fundus ile antrum arasindaki yerdir.

Antrum ve pilor: Midenin Kkorpustan sonraki antrum ve pilorik kanalin olustugu
bolimdiir. Pilor kanaliin sonunda bulunan pilorik sfinkter, mide igeriginin duodenuma

gecisini kontrol eder.

Midenin ii¢ temel fonksiyonu vardir:
® Depolama: Besin maddeleri sindirilmek {izere gegici bir siire depolanir. Yeni doganda
30 ml hacme sahip iken, yetiskinde normal sartlardaki hacmi 1-1,5 litredir.
Gerektiginde 2-3 litre besin depolayabilir.
e Alman besinleri mide ile kansgtirarak yan sivi, yarr kati seklindeki kimiis haline
getirir.
e Kimiisiin ince bagirsaklara ge¢isini kontrol eder.

Midede sindirim ve kimiis olusumu, mide salgisi ile saglanir. 24 saatte 2-3 litre
mide 6zsuyu salgilanir. Bu salgi iginde pepsin, HCI, intrinsik faktér, mukus ve su

bulunur. Mide cerrahi anatomi agidan, proksimal (organin gévdeye baglanma noktasina



vakin kismi) mide cerrahi béliimii ve distal (organizmada ya da bir yapmmn baglanma
yerinden uzakta olan herhangi bir bolgesi) mide cerrahi béliimii olarak iki ana
boliimden olusur. Midenin 6n duvart ve arka duvart uzun cksen boyunca sag ve solda
birer cgrilikle birlesmiglerdir. Sag taraftaki konkav egrilige kurvatura minér, sol
taraftaki konveks egrilige kurvatura majér denir. Midenin kiictik kurvatiirii kardia ile
pilor arasinda ve diyatramin sag krusunun ¢apraz yapan lifleri 6niinde uzanir. Biiyiik
kurvatiir Gistte gastrointestinal ligaman, altta omentum majus ile baglantilidir. Omentum
majusun iki yapragi arasinda sag ve sol gastroepiploik damarlar bulunur'*'**. Torba
seklinde oldugundan sekli: doluluk derecesine, kasmin kasilma durumuna (tonus),
solucanvari hareketlerine, viicut yapisina, ayakta ya da yatar vaziyette olusuna, komsu
organlarm durumuna gore degisir. Mide bos iken yukariya ve asagiya, dolu iken arkaya
ve One bakar. Bu nedenle yiizlere anterosuperior ve anteroinferior yiizler denir'*"'*¥,
Mide direkt olarak dis ortamla iligkisi olan birkag organdan biridir. Disardan oral
olarak aldigimiz tiim besin ve kimyasal maddelerin ilk temas ettigi organ midedir. Bu
nedenle gastrointestinal sistemin en dnemli organlarindan olan midede birgok koruma
mekanizmast bulunmakla beraber birgok fizyopatolojik olaymn da gelismesi olasidur.
Ayrica gastrointestinal sistem direkt olarak otonom sistemle kontrol edildigi igin sinirsel
veya emosyonel tiim degisiklikler 6ncelikle mideyi etkileyecektir. Tiim bu nedenlerden
dolayr mideyi etkileyen birgok sistemik hastalik bulunmakla beraber en sik karsimiza
mide tlseri ¢tkmaktadir. Mide ve duedonumu etkileyen patolojilerin etyolojisi farkl
olmakla beraber sonug olarak enflamasyon meydana gelmekte ve bunun sonucunda ise

peptik iilser olusmaktadir'*'#¥.
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Peptik iilser; mide mukozasinin ileri derece enflamasyonu anlamina gelir. Mide ve
duodenumun multifaktoriyel-krontk enflamatuvar hastahgidir: gastrointestinal sistemin
herhangt bir yerinde asit-pepsinle temas etmis bir mukoza deligi olarak da
tanimlanmaktadir. Ozellikle crigkinlerin ileri yaslaninda yaygin olmak {izere tiim
toplumda hafif ve orta siddette tlser olduk¢a sik olarak goriilmektedir. Gastritte
cntflamasyon yiizeysel oldugundan ¢ok =zararli degildir. . Halbuki peptik (iilser,
mukozanin. mide stvisimn sindirim islevi sonucu ortadan kaldirilmis alamdir ve

"% Gastrointestinal (GI) tlserasyonda

lizevsel olmayip daha derinlere inmektedir
inflamatuar cevap genellikle yikicidir. Ciinki hepsi doku nekrozu ve gastrik iilserasyon
patogenezine yol agan lipit tiirevli eikosanoidlerin yani sira lokal inflamasyon
aractlarinin salimmuyla birlikte goriiltir. Calismalar parental lokotrien uygulamasinin
gastrik vazokonstriksiiyon, vaskiiler permeabilitede artig, gastrik mukozada yikim, asit
ve pepsin sekresyonunda artis meydana getirdigini gostermistir'*. Eger vaskiiler hasar
varsa, siiperfisyal mukozal kapiller kan akimi yavaslar ve dolasimdan plazma sizar. Bu
durum mukozal kan damarlarinda dolagimin tamamen durmasi sonucu konjesyonu
hizlandirr. Nekrotik yiizey epitelinin dokiilmesi ile olusan erozyon, hipoksik ortamda
genisler ve bdylece hemorajik derin erozyon ve iilser meydana gelir. Sayet vaskiiler
hasar minimal derecede ise veya yoksa kan akimi devam eder ve siiperitisyal mukozal
hiicre hasarina ragmen gastrik pit’deki proliferatif zon ¢abucak hasari karsilar ve hiicre
proliferasyonu gelisir. Eger vaskiiler hasar yoksa veya az ise stipertisyal epitelin %95’
etanolle yikildigr halde hasardan 15-60 dakika sonra derindeki kiibik hiicreler yiizeyi
kaplar. Vaskiiler hasar ve derin hemorajik erozyon veya tilserlerin yoklugunda, gastrik

mukozanin epitelyal yenilenmesi son derece hizh ve yeterlidir. Baska bir degisle eger

vaskiiler hasar farmakolojik olarak dikkate alirsak, gastrik mukozal epitel dogal ve
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yeterli tamir kapasitesinden dolayr kendi kendine iyilegir' ™" Belirtildigi tizere gastrik
hasarin midedeki savunma ve yikict faktorlerin etkilesim siirecindeki diizensizlikten
ilert geldigl iyi bilinmektedir. Gastrik hasar: mide ve duodenumda mukus. bikarbonat,
prostaglandin sentezi gibi mukozal koruma mekanizmalart ile mukozaya zarar verebilen
asit-pepsin arasindaki dengenin bozulmasi ile ortaya ¢ikar. Asit sekresyonu ve koruyucu
mukoza bariyerindeki. bozukluklara ilave olarak genetik yatkinlik (irsiyet), stres,
travma, sepsis. hemorajik sok, yamiklar, pulmoner ve karaciger hastaliklan, rezerpin,
epinefrin, steroidler, sigara kullanimi, alkol, aspirin ve indometazin gibi nonsteroid
antienflamatuar ilaglar (NSAID), Helicobacter pylori ve Herpes simplex viriisii (Tip
I/HSV-1) hastaligt meydana getiren faktorlerdir. Hastalann yaklasik %60-80’ninde
ctiyolojik faktor bilinmemekle beraber hastalik gelisimindeki tizyopatoloji birbirlerine

52133 Bunun yani sira, insanlarda kronik iilserlerin %75-85"1 Helicobacter

benzerdir'
pvlori enfeksiyonu gosterilmis olup, bu bakteri polimorfoniikleer 16kositlerin oksidatif
baskisina yol acar. Bunun sonucunda 6nemli miktarda oksijen metabolitleri iiretilir ve
bu metabolitler ise dokuyu dejenere ederek iilsere sebep olur™*.

Hayvanlarla yapilan arastirmalarda, tlser hastalifinin sadece insanlarda degil
aym zamanda rat, kedi, kdpek, sigir, domuz, kuzu ve tavuklarda da gorildiigiinii
gostermistir.  Ulser hayvanlar arasinda en yaygin olarak kedi, kopek gibi eveil
hayvanlarda gortilmektedir. Kedi ve kopeklerde gastrik hasar olusmasinin bir¢ok nedeni
olmakla beraber dengesiz yag, karbohidrat ve protein i¢eren besin maddelerinin
alinmast ve ¢evresel stres yapict ajanlarin etkisinin de roliiniin oldugu diisiiniilmektedir.
Ayrica tavuk ve domuzlarda da cevresel stres ve beslenme taktorlerinin gastrik hasara

neden oldugu bildirilmistir. Diger yandan sigirlarda iklim, yas ve siitten kesimin gastrik

hasar olusmasini etkiledigl aym zamanda beslenmenin, parazitik faktorlerin, savunma



ve saldirgan taktorlerdeki degisikliklerin gastrik hasar olusumu ile paralellik gosterdigi
soriilmektedir® 1,

Non steroid anti-inflamatuvar ilaglar (NSAII) giintimiizde 6zellikle romatizmal
hastaliklarda siklikla kullanimaktadir. Ancak bu ilaclara bagl olarak 6zotagus, mide,
duodenum ve bobreklerde énemli yan etkiler goriilmektedir'™*, Endoskopik taramalarda
NSAII kullanan bireylerin %35-60"nda midede erozyonlar ve submukozal kanamalar ile
%10-25'nde mide ve duodenumda iilserler goriilmektedir. Ozellikle yashilarda bu
oranlarda ve komplikasyon riskinde daha fazla artis olmaktadir'>"'*, Ayrica NSAII
kullananlarin  yaklasik % 10’unda olim  bildirilmigtir. NSAIl  bagh gelisen
gastroduodenal lezyonlar akut olarak 1-2 hafta iginde, kronik olarak ise dort hafta ve
sonrasinda gelisir'”’. Daha oncede belirtildigi iizere iilseri meydana getiren Onemli
sebeplerden biri de NSAII kullammidir. NSAII kullammui gelisen toplumlarda kullanim
stkhigt olduk¢a artan ilag gruplarindan biridir. Ayrica sosyoekonomik sartlarin daha
iylye gitmesi sonucu artan ortalama insan omrii niifustaki yash oranini artirmis olup
kronik hastaliklara bagh NSAII kullanimini artiran bir baska neden haline gelmistir.
NSAIl'lerin iilser yapict etkileri, entlamatuar bozukluklardaki kullanimlarimin en biiyiik
dezavantaji olmaya devam etmektedir. NSAIl'ler tarafindan uyarilan gastrik hasarlarin
olusum mekanizmast ayrintili olarak aydinlatilmistir. Bunlar arasinda prostaglandin
biyosentezinin inhibisyonu, lokal kan akisinda bir azalmanin olmasi topikal tahris,

. . e 159.
yeniden vapilanma ve doku onarimmin engellenmesi sayilabilir'>*'®!

. Aspirin ve
indometazin'in siklooksijenaz (COX) enzim sistemini inhibe ederek antienflamatuar
aktivite gosterdikleri diisiintilmektedir. 1990°lara kadar vicutta tek tip COX oldugu

zannedilirken daha sonra COX enziminin COX~1 (yapisal) ve COX-2 (indiklenebilir)

olmak tzere iki izozimi oldugu anlasiimistir. Bu iki izozimin genetik kodlamalan da



farkhdir ', Vieutta predominant olan tip COX-l olup, fizyolojik uyanlarla aktive
olan formdur. COX~1 damar endoteli. mide mukozasi, bobrek, kalp ve trombositlerde
bulunur. COX-2 ise enflamatuar uyarilarla aktive olan formdur. Makrofajlarda ve diger
enflamatuar hiicrelerde bulunur ve iltihap etkenleri ile indiklenebilir'®®. NSAII’lerin
gastrik yan etkilerinden COX~I inhibisyonu, anti-inflammatuar etkilerinden ise daha
¢ok COX-2 inhibisyonu sorumludur'®’. Aspirin ve indometazin, COX-I’e¢ olan
selektiviteleri COX-2"ye nispeten daha yiiksektir. Halbuki flurbiprofen COX-2’yi COX-
I’e gore daha fazla inhibe eder. COX-2 ectkileri COX~1 e gore daha fazla olan
NSAII'lardan meloksikam, tenoksikam ve nabumeton halen tibbi kullanimi yaygin olan
ilaglardir' 710,

Aspirin ve indometazin gibi antientlamatuar ilaglarin COX enzim sistemini
bloke etmesi ise prostaglandin biyosentezinin baskilanmasi ve gastrik mukozal bariyerin
bozulmasi sonucu gastrik hasarin olusumuna neden olur. Daha 6nceki arastirmalarda
COX enziminin inhibisyonu sonucunda arasidonik asit metabolizmasinin 5-lipoksijenaz
yolunda bir artis meydana geldigi ve bunun da I6kotrienlerin  ve
hidroperoksieikosatetraenoik asidin oksijeninden tiirevlenen gastrik mukozada tahribata
sebep olan radikallerin agir1 Giretimi ile sonuglandig1 kaydedilmistir™>227149153, Oksijen
radikallerinin stres, etanol ya da NSAIl'larla olusturulan akut deneysel gastrik
lezyonlarin patogenezindeki rolii de ¢ok iyi bilinmektedir'®'*?*?%2735 Bununla beraber
castrik bikarbonat ve mukus sekresyonunun azalmasi indometazinin hasarlayici etkisine

' NSAIil'larin gastrik hasar olusturmasindaki temel mekanizmalarin

yardim eder
basinda reaktif oksijen simniflar1 (ROS) miktarim artirmasi ve prostaglandin miktarin

diisiirmesi ~ gelmektedir. Bu ROS  miktarindaki artis ve buna paralel olarak

prostaglandinlerin eksikligi midede gastrik asitlerin, safra tuzlarimin ve etanol’iin tahrip



cdici etkilerini artirmaktadir. ROS™nin gastrik ve duodenal mukozaya verdigi tahrip
cdici dlseratit ctkileri (kanamalarda dahil olmak tzere), hayvanlardan insanlara kadar
cenis bir velpazede arastirthmistie' 17,

Indometazin gibi NSAIli'lar kullamlarak olusturulan deneysel akut gastrik
lczyonlarda oksijenden tiirevli ROS ve LPO’nun énemli rollerinin oldugunu gésteren
calismalar meveuttur. Ayrica bu ¢alismalarda lipit peroksit ve hidrojen peroksitin
gastrik mukozal hiicrelerde birikiminin hizlanmasina ragmen glutatyon peroksidaz
aktivitesinin azaldigr goriilmektedir. Hidroksil, siiperoksit, hidrojen peroksit, nitrik
oksit, peroksinitrit gibi radikallerin ¢esitli reaksiyonlarla dokularda olusturdugu hasarlar
gibi gastrik hasar olusumunda da birgok reaksiyonu yénlendirdikleri goriilmektedir. Bu
yizden gastrik mukozadaki iilser formasyonunun giderilmesinde antioksidan enzimlerin
koruyucu fonksiyonlarinin oldugu diistintilmiistiir' 7',

Hiicreler ROS’un zararli etkilerini onleyebilecek veya olusan zararl etkileri
tamir edebilecek birok mekanizmaya sahiptir. ROS’un tahribatlari, primer olarak
enzimler ve sekonder olarak da antioksidan vitaminler, glutatyon (GSH) ve melatonin
gibi birgok makro ve mikro molekiiller tarafindan azaltilarak serbest radikallerin
hiicrelerde  diistik ve belirli konsantrasyonlarda tutulmalart saglamir' 777, Sayet
stiperoksit (O;7), hidroksil (HO) ve hidrojen peroksit (H>O,) gibi ROS iiyeleri asiri
tiretilirse, membran lipitlerinin, proteinlerin, niikleik asitlerin ve ekstraseliiler matriks
glikozaminoglikanlarinin zarar gérmesine bagl olarak doku hasari prosesi baslayabilir.
Gastrik hasar olusumunu tetikleyen mekanizmalardan birisinin de bu mekanizma
olabilecegi pek ¢ok arastirmaci tarafinda one siiriilmiistir'’''7. Serbest radikalleri
ctkisizlestiren sekonder molekiillerden GSH ise. gastrointestinal doku lipitlerini

PN « . e 4546178179 g
oksidatif hasardan korumada énemli gorev tistlenmistir™>**!"%17 gy glin bilinen pek
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cok etken madde ve bitki ekstraklari’nin indometazin ile uyarilan gastrik hasar tizerine

pozitif etkileri gosterilmigtir™ "%,

2.2. Antioksidantlar

Serbest radikalleri ve reaktif oksijen tiirlerini (ROS) engelleyerek bunlarin
meydana getirdigi hasari onlemek {lizere bir¢ok savunma mekanizmalar1 vardir. Bu
mekanizmalar "antioksidant savunma sistemleri” veya kisaca "antioksidantlar" olarak
bilinirler. Organizmalarda ROS miktar1 ile antioksidantlar arasinda bir denge stirekli
olarak vardir. Bu dengenin ROS lehine kaymasi oksidatif stresi artirirken (Sekil 2)
organizmalar da pek ¢ok hastaligin ortaya ¢tkmasina elverisli hale gelmis sayilir'™®. Bu

yiizden oncelikle serbest radikalleri iyi tanimak gereklidir.

Vitamin E,
Enzymes,
Cell
‘defenses =

.'._A!_"'

Cxidative stress

Sekil 2. ROS’ler ile viicut savunmalari arasindaki denge bozulmamalidir.

2.2.1. Serbest radikaller:
Serbest radikaller orbitallerinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron ihtiva

eden atom veya molekiillerdir. Serbest radikaller i¢in birgok tanim yapilmasina ragmen



otoritelerin tizerinde birlestigi tanim; bir serbest radikalin molekiler ya da atomik
yorungesinde bulunan ve genelde ¢ok reaktif olan ¢iftlesmemis elektron bulunduran bir

. B . . . 10.24.25,187.188
kimyasal triin oldugu seklindedir

. Elektronlar atomlar ic¢erisinde orbital
olarak bilinen bélgelerde en tazla iki tane olacak sekilde ve birbirlerine z1t konumda
bulunmaktadirlar. Demir, bakir, mangan gibi gegis metalleri yoriingelerinde birer
clektron tasimalarina ragmen radikal karakter géstermezken bazi atom kombinasyonlan
(nitrit dioksit, nitrik oksit) bir orbitalinde tek elektron bulunduran dagilimlart nedeni ile
radikal Ozellik gosterirler. Serbest radikal kabul edilen atom ve molekiiller elektron
dizilislerinin yaninda termodinamik yapilart ve lokal kinetik reaktiviteleri ile

degerlendirilmelidir. Serbest radikaller ii¢ yolla meydana gelir'"2+25:189,

1. Hemolitik bag ayrilmasi ve bir elektronun bir molekiilden digerine transter edilmesi
sonucu olusan serbest radikallerdir. En yaygin goriilen serbest radikal olusumu

hemolitik bag ayrilmasidir.
XY —=>X+Y
2. Bir molekiilden tek bir elektronun kaybi veya bir molekiiliin heterolitik béliinmesi.

Heterolitik boliinmede kovalent bagi olusturan her iki elektron atom veya atom

gruplarinin birinde kalir.
XYV — X+ Y
3. Bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi sonucu olusan serbest radikaller.
A+e — A"

Biyolojik sistemlerdeki en blyilik radikal kaynagi oksijendir. Clinkii oksijen

atomu orbitallerinde iki eslesmemis elektrona sahiptir. Oksijenin bu 6zelligi onun diger



16

serbest radikallerle kolayca reaksiyona girmesini saglarken, radikal olmayan maddelerle
ise daha yavay reaksiyona girmesini saglamaktadir. Oksijen atomu orbitallerindeki
clektronlarin farklr dizilimi ile de siiperoksit. peroksit ve singlet oksijen gibi radikallerin
olusumuna da neden olur. Ayrica serbest oksijen radikali olusumunun anahtar maddeleri
arasindaoksijenin kendisi, stiperoksit, hidrojen peroksit, gegis metal iyonlar ve
hidroksil radikalleride yer almaktadir. Oksijenli (Aerobik) solunum yapan canlilar
disardan aldiklar besin maddelerini oksijeni kullanarak enerjiye cevirirler. Dolayisiyla
acrobik solunum yapan canhlar serbest radikallerin en fazla olustugu canli grubudur. Bu
viizden aerobik solunum yapan canlilar serbest radikallerin etkilerine daha fazla maruz

19.24.25.190
kalirlar S

2.2.2. Serbest radikal cesitleri:

Siiperoksit radikali (Oy ): Oksijen molekiiliiniin icerdigi iki serbest elektrondan bir

tanesini disaridan bir elektron alarak indirgenmesi sonucu siiperoksit radikali olusur.

Oz**'e_ — Oy

Stperoksit radikali (O, ) hemen hemen biitiin aerobik hiicrelerde
bulunmaktadir. Siiperoksit radikalinin eozinotil, monosit, makrotaj ve nétrofil gibi
fagositik hiicreler tarafindan tiretilerek radikal olusunu artirdig1 binmektedir'*>***'%°,

Stiperoksit radikali nadir olarak oksidatit hasara neden olurlar. Ciinkii siiperoksit

dismutaz enzimi ile hizlt bir sekilde hidrojen peroksite (H,0,) ¢evrilir. Buna ilaveten

asidik durumlarda H,O, ve peroksil (HO, ) radikallerini iireten spontan reaksiyona



ugrar. Siiperoksit radikallerinin asil zararlart hidrojen peroksit kaynagi ve gegis
. - . e« 191
metalleri iyonlarinin indirgeyicisi olmalandir ™.

[ki siiperoksit radikalinin bir araya gelmesi sonucu hidrojen peroksit olusur.

0, +0, +2H" — H,0, + O,

Siiperoksit radikali ve peroksil radikali birbirleriyle reaksiyona girince biri
okside olurken digeri indirgenir. Bu dismutasyon reksiyonu sonucu da hidrojen peroksit

ve oksijen olusur.

HO, + 0, + H" — Hy0, + O,

Siiperoksit radikalinin nitrik oksit radikali ile birer eslesmemis elektronlarin

. - - Y . 192
kovalent bag ile baglamalari sonucu peroksinitrit meydana gelir' .

0,  +NO — ONOO ( peroksinitrit)

Hidroklorik asit (HOCI) oksijen metabolitleri ile reaksiyona girme ozelligine

sahip olmasi nedeniyle ilgi uyandirmistir. Hidroklorik asitin siiperoksit radikali ile

reaksiyona girmesi sonucunda oldukga gii¢lii oksidan olan hidroksil (OH") radikalinin

193
olustugu goriilmistir ™.

0, +HOCl — OH +Cl + 0O,

Siiperoksit anyonu hem indirgeyici hem ylikseltgeyici oOzellige sahiptir.
Adrenalin, dopamin, askorbat ve hidroksilamini oksitler nitrobluetetrazolium ve
sitokrom ¢'yi indirger. Rediiktan olarak gorev yaptiginda ferrisitokrom c¢’nin

rediiksiyonunda bir elektron kaybeder ve oksijene okside olur. Oksidan olarak gorev



yaptiginda ise cpinefrinin oksidayonunda bir elektron alir ve hidrojen peroksite

19,188,194

indirgenir Diger taraltan ge¢is metallerinin otooksidasyonu sonucunda da

siiperoksit radikali olusabilmektedir. Bu  reaksiyonlar geri doniisimli  redoks
reaksiyonlart olup serbest radikal reaksiyonlarinin hizlanmasinda ¢ok biiyiik dneme

c e 195
sahiptir .

7 + -
Fe' + 0, — Fe” + O,

Cu™ +0, = Cu?+0,"

Hidrojen peroksit (H,0,): Asidik ortamda molekiiler oksijenin ortamdan iki elektron

almasi veya siperoksit’in bir elektron almasi sonucu hidrojen peroksit meydana
. 19.2425.188.196
gelir .

0, +¢ +2H" — H,0,

0, +2¢ +2H" — H,0,

Biyolojik sistemlerdeki hidrojen peroksitin asil kaynagi herhangi bir sistem
tarafindan iretilen stiperoksit radikalinin dismutasyon reaksiyonudur. Ayrica iirat
oksidaz, glukoz oksidaz, ve D-aminoasit oksidaz gibi enzimler iki elektronunu oksijene
vererek H-O, olustururlar.

SOD
20,7 +2H" > H,0,+ O,
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[idrojen peroksit kendi basma ¢ok zayif oksidant ozelligi gosterir. Ciinki
ortaklanmamis bir clektron icermemektedir. Hidrojen peroksit gerektiginde hiicreler
tarafindan selenyum igeren glutation peroksidaz, katalaz ve belirli peroksidazlar
tarafindan ortadan kaldirilabilir. H>O, serbest bir radikal olmadigi halde, reaktif oksijen
tiirleri i¢ine girer ve scrbest radikaller i¢erisinde 6nemli bir rol oynar. Ciinkii Fe ve Cu
aibi gegis metalleri varhginda siiperoksit ile reaksiyona girerek en reaktif ve en zarar
verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali olusturmak iizere kolaylikla

oo 19.24.25.188.196
yiktlabilir .

Fe™ veya Cu’

Hy0,+ 0y ——— "OH+OH + O,

Bu reaksiyona Haber-Weiss reaksiyonu adi verilir. Haber- Weiss reksiyonu
katalizorlii veya katalizorsiiz olarak meydana gelebilir. Ancak katalizér olmadigi zaman
cok yavas ilerler. Bu reaksiyonda once ferri demir (Fe™) siiperoksit tarafindan ferro

demir’e (Fe™) indirgenir. Daha sonra bu ferro demir kullanilarak Fenton reaksiyonu ile

197,198

hidrojen peroksitten 'OH ve OH  iretilir reaksiyonun mekanizmasi asagidaki

sekildedir.

Fe”+0,  — Fe™ + 0,

Fe?+ H,0, — Fe™ + OH + OH

Hidroksil radkali (OH): Hidroksil radikalleri. hidrojen peroksitin gecis metalleri

varhginda yani fenton reaksiyonu sonucu ve suyun yiiksek enerji ile iyonlarina

ayrilmast ile olusan son derec reaktif oksidan radikaldir. Hidroksil radikali ozellikle
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biyolojik molekiiller tizerine saldiran ve olustugu verde biitiik hasarlara neden olan

oldukea hareketli bir oksidandir™ .

HO — OH+H +¢ — H>0O»

Fe? + HyOr — Fe + OH + OH”

Hidroksil radikali  bir¢ok biyolojik molekiilden hidrojen atomu kopanr.

Bunlardan birisi de tiollerdir.

R-SH +'OH — RS + H,0

Meydana gelen siilfiir radikali oksijenle birleserektiyol peroksil (RSO,) ve
silfenil (RSO) gibi oksisiiltlir radikallerini meydana getirir. Bu radikaller de biyolojik

molekiillerde hasar yapicr etkiye sahiptir.

Bekli de OH" en iyi tammlanmis biyolojik hasari lipid peroxidasyonunu stimiile
etmesidir. Bu durum hidroksil radikallerinin membrana yakin bir yerde iiretilmesi ve
membran fosfolipid zincirinin yag asidi tabakasina atak tapmasi ile meydana gelir.
Ayrica hidroksil radikalinin arasidronik asit gibi doymanus yag asitlerine olan ilgisinin

de fazla oldugu ileri stirilmektedir.

Singlet Oksijen ('0,): Singlet oksijen eslesmemis elektron yada elektronlara sahi
p

vlmadindan dolay1 bir serbest radikal degildir. Oksijenin eslesmemis elektronlardan

birinin verilen enerji sonucu bulundugu orbitalden baska bir orbitale veva kendi spininin



ters yoniinde yer degigtirmesiyle olusur. Ancak orbitalinde i¢erdigi clektronlarin aym
yonlii olmast singlet oksijenin  diger reaktif oksijen tiirleri ile okside olmasim
artrmaktadir.  Singlet  oksijen ozellikle fotokimyasal reaksivonlar i¢in oldukca

. e 186,200
onemlidir’ ™.

Nitrik oksit (NO) ve nitrojen dioksit (NOy): Nitrik oksit ve nitrojen dioksit

clesmemis elektronlan ile birer radikaldirler. Nitrojen dioksit, nitrik oksitin oksijen ile
reaksiyona girmesi sonucu meydana gelir. NO, oldukga zehirli ve ¢ok gli¢li bir
oksidandir. Oksijen rediksiyonu sirasinda NO,’ve maruz kalmast durumunda
aragidronik asit metabolizmasimin NO, konsantrasyonuna bagl olarak degistigi
goriilmektedir. Dusiik miktarda NO, nin arasidronik asit metabolizmasini biiylik oranda
artirdi@t g,(izlenmistirl%'20'‘20 >

Nitrik oksit L-arjinin amino asitinden in vivo olarak iiretilmektedir. NO
kokusuz, renksiz ve az indirgenebilen oksidan bir gazdir. Son yillarda radikal olan nitrik
oksit tizerinde oldukga tazla durulmaya baslanmistir. Nitrik oksit elesmemis elektronlan
sayesinde stiperoksit, thiol gruplart ve nitrojen dioksit ile hizhi reaksiyonlar
olusturmaktadir. Diger radikallerle birlikte diabetes mellitus, septik sok, kalp
bozukluklari, Alzheimer hastalifi ve gastrik iilserlerin olusumunda etkili oldugu
18.23.196,202.203.

diistinilmektedir

2NO + Oy — 2NOsryada NO + 05 — NO»

0," + NO — ONOO ( peroxynitrit)

ONOO +H" — “OH + NO,

Diger Serbest Radikaller: Serbest oksijen radikallerinin etkisi sonucu karbon merkezli

radikaller (R"), peroksil radikalleri (ROO), alkoksil radikalleri (RO, tiyol radikalleri (
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RS’) gibi 6nemli serbest radikallerde olusabilir. Bunlardan zellikle polidoymamis yag
asitlerinden meydana gelen peroksil radikali yart émrii wzun olan bir radikaldir. Tiyol

radikalleri de tekrar oksijenle reaksiyona girerek siilfenil (RSO") yeva tiyol peroksil

(RSO») vb. gibi radikalleri olusturabilirler'™

2.2.3. Serbest radikal kaynaklari:

Serbest radikaller organizmanin normal yasamani siirdiirmesi icin gerekli olan
metabolik faaliyetlerini devam ettirmesi i¢in gerekli olan reaksiyonlarn sonunda
olusabildigi gibi stress ve radyason gibi ¢evresel faktérlerin etkisiyle de olusmaktadir.

Bu nedenle serbest radikal kaynaklari endojen ve eksojen olmak iizere ikiye ayrilir.

Eksojen radikal kavnaklar:

- llag oksidasyonlan, Radyasyon, Giines 15181, UV-isinlar1

- Sigara dumani, egzos gazlan, kiikiirt dioksit

- Aliskanlhik yapan maddeler

- Cevresel ajanlar: Hava kirliligi yapan fotokimyasal maddeler. hiperoksit,
pestisitler, solventler, anastezik maddeler, aromatik hidrokarbonlar gibi
ksenobiyotikler.

154,155.186.188.
Stres ™"

+

Endojen radikal kavnaklar:

- Kiiciik molekiillerin  otooksidasyonu: Normal ortamda tiyoller, hidrokinonlar,

katekolaminler, flavinler, tetrahidrobiyopterin gibi pek c¢ok bilesik otooksidasyon

: . : : 186,204,205,
reaksiyonlart ile serbest radikalleri olusturur'***"+2%



- Enzimler ve proteinler: Birgok enzimin katalitik sikluslart sirasinda da serbest
Jikaller agiga ¢ikar. Ksantin oksidaz, aldehit oksidaz ve triptofan dioksijenaz boyle
enzimlerden olup, serbest radikal olusumuna neden olurlar'®*".

Ksantin oksidaz normalde nikotinamid adenin diniikleotid (NAD)-bagimh
dehidrogenaz olarak etki eder ve herhangi bir serbest radikal Uretimine sebep olmaz.
Fakat. in vivo olarak olusturulan iskemi, enzimin dehidrogenaz formundan oksidaz
formuna déniismesine ve siiperoksit radikalinin tretimine sebep olur. Ksantin oksidaz
enzimi oksijen varhginda hipoksantini ksantine veya ksantini Grat’a oksitler, Bu

reaksiyonda elektron alicist molekiiler oksijendir'™ 170,186

Hipoksantin + 20, — Ksantin + ‘202‘- +2H

. - +
Ksantin +20, — Urat + 20, +2H

Hipoksantin- ksantin arasindaki bu tepkime sonucu olusan siiperoksitin yarattigi
en biiyiik hasar vaskiiler sistemdedir. Fakat yapilan arastirmalar ksantin oksidaz
enziminin barsak. akciger, karaciger, bobrek gibi dokularda da hasara neden oldugu
g(’izler111f1i$tir”’5 173,

Normalde NAD bagimli dehidrogenaz olarak etki eder ve herhangi bir serbest
radikal olusumuna neden olmaz. Ancak ilk iskemi atagindan sonra hiicre membrani
sahte sodyum-kalsiyun pompast olusturma egilimine girer. Hicre i¢i kalsiyum
konsantrasvonun artmast proteazlarin miktar1 artsa bile devam eder. Bu sirada hiicre
ksantin dehidrogenazin (XD) ksantin oksidaz (X0O)’a d6niislimiine izin verir. Bu olusan

hiicre i¢i olaylarin sonunda XD enzimi dehidrojenaz formundan oksidaz formuna

doniisiir ve siiperoksit (O,7) radikalinin iiretimine neden olur. Olusan sliperoksit



radikalleri hizli bir sekilde hidrojen peroksite doniisiir. Hidrojen peroksit giiglii bir
radikal olmasa da, Fe™ varhgimda fenton reaksiyonu olusturarak giiclii bir radikal olan

. . R 164,189
hidroksil radikalinin olusmasina neden olur™"".

Ksantin + H,O + NAD"™— {irik asit + NADH + H"

Ksantin + H-O +2 Oy — Urik asit +2 Oy + 2 H"

XD
Ca'" |
X0

Hipoksantin — O, + HyO, + Urat

T
0,

Aldehit oksidaz yapr itibariyle ksantin oksidaza benzer ve substratlarimin ¢ogunu

da aym sekilde kullanarak stiperoksit radikali iiretirler™.

- Mitokondrival clektron transferi: Normalde hiicrelerde en bilylik serbest radikal
kaynaklarindan biri elektron tagima sisteminden (ETS) sizan elektronlardir.
Mitokondriyal ETS’den elektron iki yerde sizmaktadir. Birincisi, nikotinamid adenin
diniikleotid hidrojen fosfat (NADH)-dehidrogenaz basamaginda, iki olarak koenzim Q
va da ubikinon basamaginda elektron sizmasi goriilmektedir. ETS nin son basamaginda
elektronlarin O,’e tasinmasindan sorumlu olan sitokrom oksidaz enzimi oksijenin %97-
09’unu harcayarak suya indirger. Ancak Os'nin %1-3"{i elektron transport zincirinden
sizan elektronlarla bir araya gelerek siiperoksit radikalinin tretimini arttirir. Boylece

NAD" bagh substratlar. siiksinat. adenozin di fostat (ADP) ve oksijen gibi endojen



faktorler oksidatit fosforilasyonu regiile ederek mitokondriyal radikal iretimine etki
cdop! 01631860

- LEndoplazmik  retikulum ve  niikleer  membran  clektron  transport  sistemleri:
Endoplazmik retikulum ve niikleer membranda ise serbest radikal {iretimi membrana
bagh sitokromlarin oksidasyonundan kaynaklamr. Membrana bagli sitokrom P-450 ve
bs. doymamis yag asitleri ve ksenobiyotikleri rediikte ederken dioksijen ve diger
substratlar ise okside ederler.

- Peroksizomlar: Peroksizomlar ¢ok 6nemli hiicre i¢i hidrojen peroksit kaynagidirlar.
Bu organeldeki D-aminoasid oksidaz, iirat oksidaz, L-hidroksilizin oksidaz ve yag asidi
agil- CoA oksidaz gibi oksidazlar O,” liretmeden, bol miktarda H,O, iiretimine sebep
olurlar. Ancak katalaz aktivitesi ¢ok yiiksek oldugu i¢in bu organelden sitozole ne kadar
H,0, gectigi bilinmemektedir!'*®:!?4207208,

- Plazma membrani: Plazma membram serbest radikal tretimi igin kritik bir yer
olusturmaktadir.  Ekstraseliller olarak tretilen serbest radikaller diger hiicre
komponentlerine ulagsmadan 6nce plazma memramm gegmesi gérekir. Bu gecis
sirasinda membranda toksik reaksiyonlarin olusmasina da neden olabilirler. Membranda
yer alan fosfolipidler, glikolipidler, gliseridler ve membran proteinleri serbest
radikallerden ¢abuk etkilenirler. Lipid peroksidasyonu veya yapisal proteinlerin
oksidasyonu  sonucu  membran  permabilitesinde  bozukluklar = meydana
gelmektedir'03-166:167.186.207.208
[lidrojen peroksit membranlar1 neredeyse su kadar kolay gegebilen giiclii

oksidandir. Bu nedenle proteinlerin ve lipidlerin hidrofobik kisimlarim daha iyi

parcalayabilecegi ve toksik etkisinin daha fazla olacagi tahmin edilmektedir. Serbest
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radikallerin nonfagositik hiicre membranlarinda NADPH-oksidaz aracthg ile tiretiminin
serbest radikal olusumunun dnemli bir kaynagr olarak g,(iri’dmcktedir'5 0.186,

Lipoksijenaz ve siklooksijenaz gibi plazma membraniyla baglantli enzimler ile
mikrozomlar tarafindan serbest radikal tiretimi, bu enzimlerin predominant substrati
olan arasidonik asit metabolizmast ile iliskili pek ¢ok yeni bulug ve biyolojik acidan
onemli triinlerin meydana gelmesinden dolay1 ilgingtir. Bu driinler prostaglandinleri,
romboksanlarl. l6kotrienleri ve anatlaksinin slow-reakting substratint igerir. Son
samanlarda arasidonat metabolizmasinda yer alan bu enzimatik proseslerin otokatalitik
lipit peroksidasyonuna onciiliik etmesi bu konuya olan ilgiyi artirmistir. Serbest radikal
iiretimini baz1 toksik maddeler artirabilir. Bu maddeler dort gruba ayrilir 8,

I- Toksinin kendisi bir serbest radikaldir.

7. Toksin bir serbest radikale metabolize olabilir. Omegin toksik bir madde olan
karbontetra kloriir (CCly) karacigerde sitokrom P-450 tarafindan triklorometil (CCls)
serbest radikaline donistiiriiliir. Bu radikalin oksijenle reaksiyona girmesi neticesinde
meydana gelen peroksil radikali gii¢li lipid peroksidasyonu baslaticidir.

3. Toksinin metabolizmasi sonucu serbest oksijen radikali meydana gelir. Bunun en
basit drnegi paraguattir.

4. Toksin antioksidant aktiviteyi distrebilir. Ornegin parasetamoliin karacigerde

sitokrom P—450 tarafindan glutatyonla reaksiyona girerek ve miktarim azaltan bir Griin

meydana getirir.

2.2.4. Serbest radikallerin etkileri:
Serbest radikaller etkilerini ozellikle canli hiicreler i¢in yasamsal oneme sahip

olan DNA. yaglar, proteinler ve karbonhidratlara saldirarak gosterirler. Mitokondride
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oksijenli solunum sonucunda meydana gelen serbeset radikallerin alveolar epitel
labakada ve DNA ya zarar vererek yapisal ve metabolik gesitli hastaliklarin olusmasina

e . IS1,181.186.209
neden oldugu diigiiniilmektedir =

Membran lipidleri iizerine etkileri: Membranlar tizerindeki birgok bilesik ve molekiiliin
serbest radikallerden etkilenmesine ragmen, radikallerin en belirgin etkileri yag asitleri
iizerine etki ederek lipid peroksidasyonunu (LPO) baslatmalart olarak bilinir. LPO,
polidoymanus yag asitlerinin radikaller ile oksidasyonu sonucu baglayan ve otokatalitik
sincir reaksiyonlart seklinde devam eden birgok biyolojik yapida hasarlara neden olan
reaksiyon siirecidir. LPO membranlarda olusturdugu yikict etkisi genellikle reaksiyon
sirasinda aciga ¢ikan ‘OH radikalinin membran yag asidi yan zincirlerine saldirmastyla
olusur. LPO ile meydana gelen membran hasar geri déniisiimsiizdiir' 18.186.210-212

Lipid peroksidasyonu baslatan ilk hareket membran yada polidoymamis yag
asitlerinin icerdigi metilen grubundan (-CH;-) bir hidrojen (H’) atomunun ¢ikartilmasi
ile baslar. Boylece tek elektron igeren H’nin uzaklagtirmast sonucu karbon merkezli -
‘CH- lipid radikali meydana gelir. Olusan lipid radikali dayaniksiz bir bilesiktir. Bir dizi
degisiklige ugrayarak molekil ici ¢ift baglarin pozisyonlarinin degismesiyle konjuge
dien yapilart ve daha sonra lipid radikallerinin molekiiler oksijenle etkilesmesi sonucu
lipid peroksil radikali meydana gelir. Lipid peroksil radikalleri, membran yapisindaki
diger polidoymamus yag asitleri ile reaksiyona girerek veni karbon merkezli radikaller
olustururken. kendileri de agiga ¢ikan H pargacigy ile birleserek lipid
hidroperoksitlerine doniisir ve bdylece olay kendi kendine katalizlenerek devam ederek

. : : 118,154.1386,19
zincir reaksivonlarinin baslamasina neden olur 18- e,



Lipid  hidroperoksitlerinin membranlarda  birikimi  sonucu,  membran
fonksiyonlarinda bozukluklar meydana gelir. Aynca lipid hidroperoksitleri gegis
metalleri katalizorligiinde yikilmasi sonucu ¢ogu zararlt olan aldehitler olusur. LPO
sonucunda ortaya ¢ikan cesitli aldehitlerden en iyi bilinenlerimalondialdehit (MDA) ve
4-hidroksinonenal  (HNE) dir. MDA  olgiimit  ile LPO’nun degerlendirilmesi
yapilabilmektedir. Bu bilesikler ya hiicresel olarak metabolize olurlar ya da baglangigta
ctkili olduklart bolgeden diftiize olup hasarli hiicrenin diger boliimlerine yayarlar. Lipid
radikallerinin hidrofobik yapida olmast dolayist ile reaksiyonlarin ¢ogu membrana baglh
molekiillerde meydana  gelir.  Peroksil radikalleri ve aldehitler, membran
komponentlerinin ¢apraz baglanma ve polimerizasyonuna neden olarak membranlarda,
reseptorieri ve membrana bagli enzimleri inaktive etmek suretiyle membran
proteinlerinde  de ciddi hasarlar meydana getirebilirler. lyon transportunu
ctkileyet‘)ilirlerl(’S‘'87’2 12-214,

LPO reaksiyonu ya toplayict antioksidant reaksiyonlarla sonlandirnilir veya
otokatalitik yaytlma reaksiyonlari ile devam eder'”. LPO sonucunda memran yapisinda
cesitli degigiklikler meydana gelir. Bunlar kisaca®"”
|- Membran iizerindeki yag asiti miktarinda azalma meydana gelir.

2- Lipid peroksidasyonu sirasinda olusan lipid hidroperoksitleri biomemranlar tizerinde
verlesmis halde bulunan bazi enzimleri enzimleri inhibe eder.

3- Tiyol gruplarmi oksidasyona ugratarak membran Gzerinderi protein-lipid iligkisini
bozar.

4- Memramn yapt taslarindan olan lipitlerin akigkanh@ini bozar.

5- Lipid peroksidasyonu sonucu olusan serbest radikaller membran disinda da cesitli

yapisal molekiillerde bozulmalara neden olurlar.
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Proteinler iizerine etkileri: Proteinler, lipitlere gore serbest radikallerden daha az
ctkilenirler. Proteinlerin etkilenme dereceleri icerdikleri aminoasit kompozisyonuna
baglidir. Doymanus bag ve siilfiir iceren amino asitlerden (triptofan. tirozin. fenil
alanin. histidin, metiyonin. sistein gibi) meydana gelmis proteinler serbest radikallerden
daha ¢abuk etkilenirler. Proteinlerin radikaller ile reaksiyona girmesi sonucu karbon
merkezli radikaller ve silfur radikalleri meydana gelir. Bu karbon merkezli
radikallerden karbonillerin (PCO) Olglilmesi ile proteinlerde meydana gelen oksidatif
hasar olciilebilir.  Serbest radikallerin olusturdugu hasar sonucunda proteinlerde
fragmantasyon, ¢apraz baglanmalar ve proteinlerin agregasyonu meydana gelebilir.
Bircok biyokimyasal yapmin ve szellikle enzimlerin yapisinda bulunan proteinlerin
hasar gdrmesi sonucu hiicrenin normal fonksiyonlarinda bozukluklar ve enzim
aktivitelerinde aksaklilar meydana gelir1 18,181,186.216

Proteinlerin ¢ok farkli sekillerde modifikasyona ugramasina bagh olarak, protein
oksidasyonunun  tek  bir evrensel belirteci  yoktur. Bazi oksidatif protein
moditikasyonlari, hem oksidasyona ugrayan amino asit miktari, hem de olusturulan
iiriinler bakimindan gayet spesifiktir. Bazi oksidatit protein moditikasyonlar ise genis
caph ozellik tasir ve ¢ok sayida amino asitte degisiklige yol agarak, yine ¢ok sayida
iirtin_ olusturabilir. Spesifik modifikasyonlara tirozin'nin ditirozine doniisiimii, genis
capl modifikasyonlara ise arginin, lizin ve tirozin amino asitlerinin yan zincirlerinin, 4-
hidroksi-2-nonenal ile reaksiyonu sonucunda olusan PCO’ler Omek olarak

a2 7218
cOsterilebilir .

DNA iizerine etkileri: lyonize edici radvasyondan kaynaklanan hiicre oliimiiniin baslica

nedeni olarak niikleik asitlerin reaktif oksijen tiirleri ile reaksiyona girmesi ve bu
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reaksiyon sonucunda DNA’da mutasyona ve hiicre 6liimiine yol agtigt diisiintilmektedir.
Ayrica lipid peroksidasyonu  sonucu olusan melanoaldehit (MDA)'in nadirde olsa
DNA’da mutasyona sebep oldugu. beslenme ve yasam sekli gibi faktorlerle bir araya
velerek kanser ve genetik bazi hastaliklara neden oldugu dﬂ$ﬁnulmektedirm 220,

Hidroksil radikali. deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girer ve
degisikliklere yol agar. Eger hidroksil radikali DNA’nin yakininda meydana gelirse
mutasyonlara neden olabilir. Hidroksil radikali. niikleik asitlerde doymus karbon
atomlarindan hidrojen ¢ikarir veya ¢ift baglara katma tepkimeleri ile sonuglanan
tepkimelere girer ve DNA hasarina neden olurlar. Siiperoksit anyonu giiglii bir
oksitleyici oldugundan, guanin gibi yiiksek elektron yogunluklu bolgeler igeren
molekiillerle daha kolay tepkimeye girerm’m.

Aktive olmus notrofillerden kaynaklanan hidrojen peroksit membranlardan
kolayca gegerek ve hiicre ¢ekirdegine ulasarak DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve
hatta hiicre 6liimiine yol agabilir. Reaktif oksijen tiirleri, DNA nin oksidative hasarn

. . - ]l 207,208,210.223,22
sonucu karsinogenesis ve gesitli hastahiklar gorulebxhr“g‘lg(" 07:208.210.223.224

2.2.5. Antioksidant savunma sistemleri

Canhlar serbest radikallerin zararli etkilerini engellemek igin hem hiicre
icerisinde hem de hiicre membranin  da etki gosteren birgok mekanizma
veligtirmislerdir. Bu mekanizmalar gerek radikal tiretimini engelleyerek gerekse olusan
radikallerin  zararh  etkilerini ortadan kaldirmak i¢in tasarlanmistir.  Iste canli
organizmalarm olusturdugu bu sisteme antioksidant savunma sistemi veya kisaca
antioksidantlar denilmektedir. Antioksidantlar endojen ve ekzojen kaynaklt olarak ikiye

ayrilmakla beraber serbest radikal olusumunu engelleyen ve mevcut radikalleri etkisiz
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hale getirenler veya enzim ve enzim olmayanlar seklinde de siniflandirilabilmektedir

(Sekil 3).

Yitamin &

—~carotene

WVitaming C and E
—carotene

of all celiular /4
membranas
Vitmmin E +
p~carotene

Sekil 3. Antioksidant sistem 1% (http://www.mustafaaltinisik.org.uk/21-adsem-01.pdf).

2.2.5.1. Endojen (Dogal) antioksidantlar:

a. Primer antioksidantlar (Enzimler):

Siiperoksit dismutaz (SOD): Stiperoksit dismutaz enzimi siiperoksitin, hidrojen peroksit
ve molekiiler oksijene doniisimiini katalizleyen enzimdir. SODnin aktivitest yas
artistyla  beraber artar. SOD yaklagik olarak biitiin canlilarda bulunmaktadir.
Memelilerde {i¢ tipi vardir. Bunlar sitozolde bulunan dimerik Cu ve Zn ihtiva eden Cu-

7ZnSOD, extraselular etki gosteren ECSOD ve mitokondri de bulunan tetramerik Mn
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ihtiva eden Mn-SOD izomerlerdir. SOD’nin Fe ihtiva eden izomeri Fe-SOD ise sadece
mikroorganizmalarda ve bazi bitkilerde bulunmaktadir. SOD’nin  tiim cesitlert

- .y N . . P o5
stiperoksitin dismutasyon reaksiyonunu katalizleyebilirler”

O» T+ O T4 2H — H00+ O

Siiperoksit radikallerinin dismutasyonunu katalizleyen bu enzim ilk olarak inek
eritrositlerinden satlastirilmis ve daha sonraki ¢aligmalarda insan eritrositlerinde de
tesbit edilmistir. Birgok deney sisteminde ¢alistlan bu enzimin ksantin-ksantin oksidaz
deney sistemine eklendiginde sitokrom ¢’nin indirgenmesini inhibe ettigi goriilmistir.
Hemen hemen biitiin canlilarda bulunan ve siiperoksit gibi olduk¢a saldirgan bir
radikalin etkisini ortadan kaldiran SODnin canlilarda 6nemli roller ustlendigi ve
yagamsal etkiye sahip oldugu du$ﬁnﬁlmektedir‘9’22’24"44‘186’2 07.208.228-232.

Cu-Zn SOD: ilk kez 1969 yilinda tanimlanmus, hayvansal hiicrelerin sitozolinde
yer aldif belirlenmis ve molekiil agirh@giminda yaklasik olarak 32000 Dalton oldugu
kaydedilmistir. Cu-Zn SOD birbirinin aym olan iki alt {initeden meydana gelmistir ve
her alt tinitede bir Cu atomu ve bir Zn atomu, bir zincir i¢i distilflir kopriisi, bir sulfidril
grubu ve bir asetillenmis terminal amino grubu tagididi tespit edilmi$tir204”20 8.228

Mn-SOD: prokaryotik hiicreler molekiil agirhg 40000 dalton olan, birbirinin
ayni olan iki alt birimden olugan ve enzimin alt birimi basina birer atom Mn bagli olan
enzimdir. Mitokondri dismutazi da diger prokaryotik hiicrelerdeki dismutaza benzer,
ancak 80000 molekiil agirhginda tetramer yapidadir. Mitokondri ve diger prokaryotlarin

dismutazlarmin pek cok ortak dzelligi primer yapilart da birbirine gok benzerdir. Ancak

avmi tepkimeyi katalizlemeleri disinda Mn-SOD ile Cu-Zn SOD arasinda higbir ortak
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tad
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vapisal Gzellik yoktur™?. Bazi bakteriler birden fazla SOD icerirler. Bunlardan biri
batiin prokaryotlarda bulunan Mn-SOD olup, hiicre sitoplazmasinda bulunur. Bazi
bakteriler periplazmik bélgelerinde demir iceren bir SOD (FeSOD) bulundurur=*.
Serbest radikallerin olusturdugu yikict etkinin 6nlenmesinde SOD enziminin
katalaz enzimi ile birlikte incelenmesi gerektigi ve hatta iki enzimin bir kompleks haline
getirilip fenton reaksiyonu sonucu olusan radikallerin giderilmesinde daha etkili olacag:
diigiinilmektedir. Cinkdi SOD ile katalizlenen tepkime sonunda olusan hidrojen
peroksit oksijenin  toksik tirlerinden biridir ve katalaz tarafindan  birikimi

w L 19.22.2425.144.186.188 207 208 229-232.235
onlenmektedir .

Katalaz (CAT): Katalaz, tim canh hiicre tiplerinde degisik konsantrasyonlarda
bulunan. dort tane alt grup igeren ve her bir alt grubu 60,000 dalton agirhiginda olan
enzimdir. Bu enzimin en onemli gorevi hidrojen peroksiti molekiiler oksijen ve suya

. . 22.7425.144.186.188.207.208.229.-232.235-237
katalizlemektir .

CAT
2H, O — 2H, O+ Oy

Katalaz enzimi daha ¢ok peroksizomlarda lokalizedir. CAT in indirgeyici
aktivitesi hidrojen peroksit ile metil, etil hidroperoksitleri gibi kiiciik molekiillere
karsidir. Biiylik molekiillii lipid hidroperoksitlerine etki etmez. Kan, kemik iligi, mukoz

[ . . . G4 23823
membranlar, karaciger ve bobreklerde yiiksek miktarda bulunmaktadir'*+>3%%3

Glutatyon peroksidaz (GPx): Glutatyon peroksidaz enziminin varhg ilk defa Mills
tarafindan 1957 yilinda memeli eritrositlerinde saptanmistr. Hiicrelerde olusan

hidroperoksitlerin uzaklastirilmasindan sorumlu olan bir enzimdir. Molekiil agirhig ise



yaklasik olarak 85000 Daltondur. Birbirinin ayni dort subiinitten olusan tetramerik bir
cnzimdir. Her subiinit bir selenyum atomu icerir. Bu nedenle hiicreleri ¢esitli hasarlara
karst koruyan bir selenoenzim oldugu d(’lsﬁni‘xlmektedir' 18.186.207.208, 240,41

Enzim aktivitesinin % 060-7571 dkaryot hiicrelerin sitoplazmasinda bulunur. %
254071 ise mitokondridedir. GPx. intraselliiler mesafede lipidleri peroksidasyondan
koruyan en onemli enzimdir. Bu nedenle hiicrenin dzellikle sitozolik kompartmaninda

SIS - . . 242243
yer alan bu enzim hiicrenin yapisint ve fonksiyonunu korur .

. . . . o1 207,208.240.24
(3Px. asagidaki reaksiyonlari katalizler™"720%1024,

GPx
H,O0,+2GSH — GSSG + H-O

GPx
ROOH + 2GSH — GSSG + ROH + H-O

Membran fosfolipid  hidroperoksitlerini alkole indirgeyen fosfolipid
hidroperoksit glutatyon peroksidaz (PLGPx) da selenyum atomu igerir ve monomerik
vapidadir. Ayrica sitozolik bir enzimdir. Membrana bagli antioksidant olan vitamin
E’nin yetersiz oldugu durumlarda PLGPx membranin peroksidasyonuna karst

1245246
korunmasint saglar .

PLGPx
H,O,+ 2GSH - GSSG + H0

PLGPx
ROOH +2GSH  — GSSG + ROH + H,O

PLGPx



PLOOH + 2GSH — GSSG + PLOH + H,O

[Hidroperoksitlerin rediikte olmast ile meydana gelen okside glutatyon (GSSG),

glutatyon reditktazi (GR) katalizledigi reaksiyon ile tekrar glutatyon (GSH)’a doniistir.

GR
GSSG + NADPH+H — 2GSH + NADP

GPxin. hiieredeki dagilimi, GR’a bagimlidir. Her iki enzim de sitozolde en

. 246
yiiksek konsantrasyonlarda bulunur™".

Glutatyon s-transferaz (GST): ~Selenyuma bagh olmayan GPx” olarak adlandinlir.
GST'ler. sisteinin siilfiir atomu {zerinden gesitli elektrofillere glutatyonu aktaran
proteinlerdir. E.coli’den insana kadar ¢ok ¢esitli tiirlerden GST saflastinlabilirken engok

da si¢an karacigerinden saﬂastlrllmlstlrm.

GST’ler basta arasidonik ve lineolat hidroperoksitleri olmak tlizere LPO’lara

karst Se-bagimsiz GSH peroksidaz aktivitesi koruyucu mekanizma olu§turur1ar248.

GST’ler antioksidant aktivitelerine ilave olarak ¢ok Onemli biyokimyasal
fonksiyonlara da sahiptirler. Katalitik ve katalitik olmayan ¢ok sayida fonksiyona sahip
GST lerin tiim canl hiicrelerde bulunmast hayati onemlerinin bir gostergesidir. Hem
detoksifikasyon yaparlar, hem de hiicre ici baglayici ve tasiyict rolleri vardir. Katalitik
olarak. yabanci maddeleri glutatyonda ki sisteine ait -SH grubu ile baglayarak onlarin

clektrofilik bolgelerini notralize eder ve lriinin daha tazla suda ¢oziiniir hale gelmesini



saglarlar. Otugsan bu GSH konjugatlar bdylece organizmadan atilabilir ve daha ilert bir
iiriine metabolize olabilirler. GSH'den glutamat ve olisinin koparilmasindan sonra
sisteinin serbest amino grubu asetillenerek merkaptiirik asitlere d(‘intistﬂrijlurm.
GST
ROOH + 2GSH — GSSG + ROH + H,O

Glutatyon rediiktaz (GR): Glutatyon rediiktaz 50.000 daltonluk alt birimlere sahip bir
dimerdir. Gorevi yiikseltgenmis glutatyonu  (GSSG) indirgenmis (GSH) hale
cevirmektir. Bu indirgenme islemi sirasinda NADPH'dan gelen elektronlar okside
slutatyonun  disiilfid bagma direkt olarak transter edilemezler. Siklikla Once
NADPH dan sikica bagh bulunan Fenil adenin difosfat (FAD)a transter edilirler. Daha
sonraki alt birimlerdeki 2 sistein arasinda bulunan distilfid képriistine transfer edilmek
suretiyle okside glutatyona aktarilmig olurlar. Her bir subunit 3 tane yapisal alan igerir,
bunlar: FAD baglayict olan, NADPH baglayici olan ve ara yiiz alanidir. FAD alani ve
NADP" alani birbirine benzer ve diger dehidrojenazlardaki niikleotid baglayici alanlara
benzerler. FAD ve NADP “nin izoalloksozin ve nikotinamid halkalar birbirine gececek
sekilde genis Ol¢iide aralarinda baglanirlar. Oksidize glutatyon igin baglayict alanin bir
alt biriminin FAD alani ile diger alt birimin ara yiiz alamindan meydana geldigi

belirtmek gerekirm.

GR
GSSG + NADPH+H® —  2GSH + NADP”

Alyuvarlardaki pentoz fosfat yolu ise, GR’nin GSSG’yi GSH’ye ¢evrimi igin

IS £ 1)
vereken NADPH'1 saglar™.
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Miyeloperoksidaz (MPO): Notrofil graniillerde bol mitarda bulunan MPO enzimi
H,0,"den hipoklorik asit (HOCI) olusturmak iizere etki eder. Asidik pH olusumuna
bagli olarak MPO aktivitesi artmakta ve membranit kolayca gecen HyO» bakteriye toksik
etki yapmakta ya da hidroksil (OH') radikaline dontismektedir. Bu tepkimede HOCI yer
almaktadir. H,O, ile MPO, CI iyonlarint HOCI'ye déniistiirmektedir. Cok reaktif olan

6,229.250

HOCI birgok biyolojik molekiilii oksitlemektedir

H,0, + ClI' + H'— HOCI + H,0O

HOCI+ O, " —> O, + OH + CTI’

b. Sekonder antioksidantlar:
Glutatyon (GSH): GSH, bircok hiicrede bulunur ve bir tripeptiddir (Sekil 4). GSH L-
glutamat, L-sistein ve glisinden iki basamakta sentezlenir. Olusan her peptid bagi i¢in

bir molekiil ATP harcanir™".

N S TR 1

Sekil 4. Glutatyon’un molekiil yapisi



v-Glutamilsistein

\j

L-Glutamat + L-Sistein + ATP y-Glutamil sistein + ADP +P;

Glutatyon

v

4-Glutamil sistein + Glisin +ATP GSH + ADP + P;

GSH. hemoglobin ve diger critrosit proteinlerinde bulunan sistein rezidiilerini
indirgenmis halde tutarak silthidril tamponu gorevini goriir. Eritrosit hiicrelerinde
GSH/GSSG oranmi yaklastk 500°diir. indirgenmis glutatyon yani GSH, aktif bolgesinde
selenyum iz clementini igeren bir enzim olan GPx enzimi katalizorligtinde H,O, ve
organik peroksitlerle reaksiyona girerek antioksidant etki sergiler ve H>0,’y1
alyuvarlardan uzaklagtirir. HoO2 birikmesi hemoglobinin methemoglobine oksidasyon
hizint  artirarak alyuvarlarin  yasama  siiresini azaltabildiginden bu tepkime ¢ok
snemlidir. Ayrica alyuvarlarda hemoglobinin methemoglobine otooksidasyonu ile
siiperoksit olusurken diger dokularda ise bu sitokrom P 450 rediiktaz ve ksantin oksidaz
gibi enzimlerle olusur™ 7.208.250-252.

GSH, hidrojen peroksidi veya organik oksitleri kimyasal olarak detoksitiye
edebilir. GSH’yi peptid bagindan dolayr disiik enerjili bilesikler arasinda kabul
edebiliriz. GSH, hiicre proteinlerini indirgemis sekilde tutan disiiltit-siilfidril degisimi
tepkimelerinde etki gosterir. Belirli oksidaz tepkimeleriyle olusan hidrojen peroksidi
uzaklastiran enzim GPx’e substrathik yaparak proteinlerin siilfidril gruplarint da korur.
GSH yoklugunda hidrojen peroksit birikir. GSSG. GR tarafindan siirekli GSH’ye
indirgenerek GSH miktari diizenlenir™"*>.

Molekiiller oksijenden tireyen oksidatif radikaller iki mekanizmayla

uzaklastirihr. Birineisi, toksik radikallerin enzimatik inaktivasyonudur. Ornegin GPx ve

CAT. reaktif oksijen ara iriinlerini suya indirger. ikinci mekanizma ise oksijen



radikallerini kimyasal olarak inaktive eden askorbik asit, a-tokoferol ve B-karoten gibi
divetle alinan antioksidantlarla ilgilidir'¥=072"8-254,

Bir¢ok enzimin sayet sistein tiyol grubu (-SH) oksitlenecek olursa inaktive ya da
inhibe olur. GSH, Gama-glutamilsisteinilglisin. duyarli ve esansiyel ~SH gruplarim
igeren enzimlerin dogal aktivatoriidiir. Glutatyon hiicrede bir ko-enzimden ziyade var
olan amino asit dnciillerinden kolayca sentezlenen dogal bir antioksidantdir. Fenilalanin
ve tirozinin oksidatit’ yikiminda gorev alan maleilasetoasetat izomeraz da dahil olmak
tizere elutatvon ¢ok az sayida enzim i¢in spesifik bir koenzimdir. Glutatyonun hiicre ici

derisimi kontrol edilerek bircok enzimin aktivitesi diizenlenebilir®>.

Niger sekonder antioksidantlar: Canli viicudunda olduk¢a az miktarlarda bulunmasina
ragmen vitaminlerin viicuttaki gorevleri olduk¢a fazladir. Vitaminlerin bir bolumi,
besinlerle aldigimiz karbonhidrat, yag ve proteinden enerji ve hiicrelerin olusmas: ile
ilgili biyokimyasal olaylarin diizenlenmesine yardimei olurlar. A, E ve C vitaminleri
viicut hiicrelerinin serbest radikallerin meydana getirebilecegi hasarlar1 6nleyerek
hiicrelerin normal islevlerini stirdiirmeleri ve baz1 zararli maddelerin etkilerinin
azaltilmasinda (Antioksidant etki) yardimer olurlar. Antioksidantlar, hiicremizi, serbest
radikalleri notlirlestirerek korurlar. Bunlar uyum igerisinde ¢alisan bir takim gibi
radikalik saldirilara karst koyarlar. B-Karotenin, askorbik asitin ve tokotferoliin
antioksidant etkileri yillardan beri bilinmektedir. 3-Karoten organizmada A vitaminin
parsiyal oksijen Oncllii olmasinin yani sira bir antioksidant olarak gérev yapar. Bununla
beraber. 15 torr’da 150 torr’dan daha iyi antioksidant oldugu, 760 torr’da ise prooksidan

olarak davrandigi bildirilmistir. Hiicrelerin disinda B3-Karoten nobet tutarken; hiicre
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duvarindan. i¢eri girmek isteyen saldirganlara karst savunmayi ise eser e¢lementlerden
[ AT i i 186255

selenyumun da yardimiyla E vitaminini Gstlenmisgtir .

Suda ¢oziinen vitaminlerden birisi olan askorbik asit yaprt itibariyle en basit

vitaminlerden biridir.  Bir seker asidinin laktonundan ibarettir. Yiiksek yapili

clukozdan

o

hayvanlarin = pek  ¢ogu  ve  bitkiler kolayca  askorbik  asidi
sentezleyebilmektedirler. Hiicre igerisindeki C vitamini serbest radikaliere son darbeyi
vurmakta ve bu sekilde radikallerin tesirleri ortadan kaldirilmaya ¢alismaktadir. E
vitamini yagda ¢Oziinen bir vitamin olup temel gorevi lipitleri oksidatif hasardan
korumaktir. ince barsaklardan kolayca emilir ve viicudun tiim dokularina tasinarak
hiicre membranian etrafinda depolanir. Boylece hiicre membraninda koruyucu bir

18,1862
tabaka olusturmus olur' %1%,

2.2.5.2. Ekzojen antioksidantlar:

I. Ksantin oksidaz inhibitorleri: Tungsten, allopiirinol, oksipiirnol, folik asit ve pterin
aldehit

2. Sova fasulyesi inhibitorleri: Ksantin dehidrojenazin proteolitik etki sonucu ksantin
oksidaza doniisiimiinii inhibe ederler.

3. NADPH oksidaz inhibitorleri: Adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum kanal

blokerleri, non-steroid antientflamatuar ilaglar, cetiedil ve difenilin iyodoniyum

4. Recombinant siiperoksit dismutaz

L

. Troloks-c: E vitamini analogu
6. Endojen antioksidant aktiviteyi artiran maddeler: Glutatyon peroksidaz aktivitesini
artinirlar. Bunlar; Ebselen ve asetil sisteindir.

7. Diger nonenzimatik serbest radikal toplayicilari: Mannitol ve albiimin



S. Demir redoks dongiisiiniin inhibitérleri: Desterroksamin ve seruloplazmin
9. Nétrofil adezvon inhibitorleri
10. Sitokinler:
- Timér Nekroz Faktdr (TNF)
- Interlokin 1
L. Barbitiiratlar

. LS.
12. Demir selatorleri™

2.2.5.3. Gida antioksidantlar::

- Butillenmis hidroksitoluen (BHT)
- Etoksiguin

- Butillenmis hidroksianisol (BHA)
- Propilgalat

- Sodyum benzoat

o 136.257.
- Fe-superoksid dismutaz

2.2.6. Antioksidant etki tipleri: Antioksidantlar dort ayn sekilde etki
ederlep! 18186:207.208.255.257,

1. Toplayict etki (scavenging etki): Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar tutma
veya reaktif olamayan yeni bir molekiile ¢evirme islemine toplayici etki denir.

2. Bastiricr etki (quencher etki): Serbest oksijen radikalleri ile etkilesip onlara bir

hidrojen atarak aktivitelerini azaltan veya inaktif sekle doniistiiren etkiye bastirici etki

denir.



3. Onarrter etki (repair etki): Genellikle DNAdaki hasarlarin tamir edilmesinde bu etki
stirckli gegerlidir.
4. Zincir kirier etki (chain breaking etki): Serbest oksijen radikallerini kendilerine

baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini engelleyici etkiye zincir kirier etki denir.

Serbest radikaller ve bunlart ctkisizlestirmek i¢in kullamlan veya iiretilen
antioksidantlar hakkinda mevéut bilgiler arttik¢a bunlara olan ilgi de bilim adamlar
tarafindan her gegen gilin artmaktadir. Bu baglamda hemen her sahada yapilan
calismalanin antioksidant 6zellikler ile birlikte degerlendirme ¢alismalari da 6n plana

¢tkmaktadir.

2.3. Alfa Lipoik Asit

Alfa-lipoik asit (ALA) aslinda yakindan tamidigimiz bir molekiildiir. B grubu
vitaminler” den birisidir. Hem suda hem de yagda ¢oziinebildigi igin hiicre i¢inde, hiicre
disinda ve membran yapisinda da etkisini siirdiirebilir. Giinliik besinlerimizle kolayca
ve bol miktarda aliabilir. Alfa lipoik asit (LA) son yillarda bilim adamlarinin biiyiik

e e . .. .4 258
ilgisini ¢eken molekiillerden birisidir~°.

2.3.1. Alfa Lipoik Asit’in Kimyasal Ozellikleri: Alfa lipoik asit (ALA) 1950°de sigir
karacigerinden daha sonra da patatesten izole edilmistir. Daha sonraki yillarda onun
Kimyasal yapisi tespit edilmis ve ¢esitli sentezler vasitasiyla dogrulanmistir. ALA 6,8-
dithiooktanoik asit olarak ta adlandirilabilir. Asimetrik karbon atomuna sahip
olmasindan dolay: optikce akftiftir. ALA kan beyin bariyerini asabilen diisiik molekiiler

agirlikta bir maddedir. Dogal olarak meydana gelen ALA R’ konfigiirasyonundadir ve
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polarize 15181 saga (dekstro D) dondiriir (Sekil 5). ALA nin amidi E2 (dihidrolipoat
aciltransferaz)'nin - koenzimidir.  E2; 16sin, izolosin ve valinin transaminasyonu
esnasinda  gekillenen  a-keto asitler.  a-ketoglutarat ve ve piruvatin - oksidatif
dekarboksilasyonunu  katalizleyen mitokondrial multienzim  komplekslerinin  alt
tnitesidir. Bu reaksiyonlar koenzim A’ya a-keto grubu transfer edilmesine dayanan
mekanizmayt anlatir.  Aym zamanda LA ‘glisin sentez ve yikimma katilan 4
mitokondrial enzim kompleksinin temel elementidir®™®*. ALA diyetten kolayca emilir,
nakledilir, beyini de igerisine alan ¢esitli dokularda hiicrelerin sitoplazmasinda bulunan
glutatyon rediiktaz ve tiyoredoksin rediiktaz tarafindan NADPH “in varligina bagh

olarak dihidrolipoik asite (DHLA) déniistiiriiliir® %0468,

a) 8§85 b} SH SH
/o
/ |
CH3 CH CHa CHy CH; CH CH; CH;
\\ // \\ / \\ // \ \ / \ // \ / \\
CHz CH3 CH; COOH CH; CHy CH» COOH

Sekil 5. Lipoik asit (a) ve onun indirgenmis formu-dihidrolipoik asit (b).

Biyokimyasal proseslerdeki rolii dikkate alindiginda, baslangicta vitamin B
komplekslerine dahil edilmistir. Bununla birlikte simdilerde arastirmacilarin ¢ogu lipoik
asidin bir vitamin olmadigina inanmaktadir. Siilfiiriin kaynagi olan sistein ve oktanoik
asit lipoik asidin direkt prokiirsor (baslangic molekiilii)’ti diirler ve bakteri ve
bitkilerdekine benzer olarak insan ve hayvanlardaki mitokondrilerde sentezlendigi farz
edilmektedir®’.

ALA'nin molekiiler &zelliklerine ilaveten son vyillarda onun antioksidant
Ozelliklerinin de kesfedilmis olmast bu molekiile bilim adamlarinin ilgisini artirmis ve

ilerleyen arastirmalarin ALA'nin dogrudan reaktif oksijen sinitlari (ROS) ve onlarm
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sebep olduklart metabolik hastaliklar tizerine ctkilerine yogunlagsmasina neden olmustur.
ALAnm hiere i¢i ROS larin pek ¢ogunun radikalik etkisini stiptirerek oksidatif stresle
savastigt pek ¢ok ¢alisma ile de gﬁsterilmistir(’l"55. ROS’lerin radikalik etkilerinin
stiptiriilerek ortadan kaldirilmast bir tarafa vitamin C. vitamin E ve glutatyon (GSH)
oibi diger hiicresel antioksidantlarin rejenere edilerek yeniden kullanilabilir forma
vetirilmesini de ALA'nin sagladigr belirlenmistir®®**” ALA ve DHLA’nin hem
prooksidant hemde antioksidant ézelliklere sahip oldugu bazi ¢alismalarda''”20-2%92%
gosterilmis olmasina ragmen hem ALA hem de DHLA gili¢lii antioksidant aktivite

261.262

gosterir ve hiicre i¢i GSH seviyesini artirmak i¢in glutatyon disilfiti veya
dehidroaskorbati rediiksiyona ugratir. En 6nemli tiyol yapisindaki antioksidant olan
GSH, sistemik olarak uygulandiginda kan-beyin bariyerini asamadigi i¢in beyinde
sentezlenmek zorundadir. Bu ylizden DHLA hiicre i¢i ve hiicre disi alan.ta beyin
antioksidant potansiyelini artirmak i¢in oldukga enteresan bir alternetit olarak karsimiza
¢ikmaktadir.

Son 50 yilda ALA nin tarmakolojik 6zelliklerine iliskin arastirmalarda enteresan

bir yiikselise tanik oluyoruz(’8

. Diabet, ateroskleroz, noronlardaki dejeneratit prosesler,
cklem hastaliklant ve AIDS gibi pek ¢ok hastaligin tedavisinde lipoik asidin faydah
etkilerini dogrulayan yayinlarin sayisinda ¢ok biiyiik bir artis vardir. Cagdas tibbin bu
molekile meraki  ashinda  lipoik  asidin  rediiktif  (indirgeme)  giiciinden
kavnaklanmaktadir.  Lipoat/dihidrolipoat sisteminin disiik redoks potansiyelinden
dolay1 diger antioksidantlarin okside formlarmnin rediiksiyonunda oldugu gibi ROS leri
notrlestiren reaksiyonlara oldukga etkili bir sekilde katilir. Antioksidantlar arasinda
vagda oldugu gibi suda da ¢ok iyi bir sekilde ¢iziinebilen yegane molekiil ALA dir’™.

Bu viizden lipoik asit antioksidantlarin antioksidant: olarak adlandirlir®®.



2.3.2. Alfa Lipoik Asit’in Bashea Gorevleri:

*  Bitiin hiicrelerde enerji clde etmek i¢in baslica yol olan glukoz oksidasyonunun en
onemli enzimlerinden birist olan piruvat dehidrogenaz enzim kompleksinin (PDEC)
aktivitesi i¢in koenzim olarak gereklidir.

*  Hiicrelerde hasar yapan ROS lerin etkisizlestirilmesi i¢in gereklidir.

*  [iicre i¢i ve hiicre disinda gorev yapan diger antioksidantlarin rejenere (yenilenme)
cdilmesti i¢in gereklidir.

Kadmium. arsenik. mangan, bakir, ¢inko ve civa gibi metallerle birleserek

(kelasyon) onlarin dokularda toksik etki gdstermelerini enge[lerm *2

2.3.3. Alfa Lipoik Asit’in Klinik Kullanim Alanlar:

Divabet ve divabetik noropatiler: ALA diyabetlerin ve diyabetik noropatilerin tedavisi

icin yogun preklinik ve klinik denemeler altindadir™*. ALA’nin proteinlerin glikasyon
oranim diisiirdiigii ve CML oranim azalttig ispatlanmustir®®. Diyabete bagl olarak
gelisen katarakt gelisimi tizerine ALA mn pozitit etkilere sahip oldugu yapilan bazi
¢ahigmalarla g(isterihni$tir35'87.

ALAnin denendigi 6nemli klinik denemelerde birisi ALADIN programi adli bir
¢alismadir. Bu programda siibjeler deney ve kontrol grubu olarak rastgele ayrilmiglar ve
iki korlii ve plasebo kontrollt bir prosedir uygulanmustir. Tip II diyabetli ve periferal
noropatili toplam 328 hasta bu ¢alismaya katilmistir. Hastalar plasebo ve lipoik asidi
1200, 600 ve 100 mg dozlarda intra vendz olarak 3 hafta boyunca almislar ve plasebo
verilen kontrol gruplarina gore kan glukoz seviyesinin % 24 diisliriildigli ve plazmada

lipit peroksidasyon triinlerinin % 8 azaltuldig: tespit edilmistir™.
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Diyabet Gzerine ALAnmn etkilerinin arastirildigt  ve deney hayvanlan
kullanilarak gerceklestirilen galismalar olduk¢a yogun bir sckilde gintimiizde de
siirdiirilmektedir.  Bir  ¢alisma da  deneysel diyabetlilerin laktat ve piruvat
konsantrasyonlarinda ALA’nm pozitif etkileri gésterilmiﬁirw . Baska bir ¢alisma da
siklohegzimit ile uyarlan diyabette ALA uygulanmast hastalik gelistiren hayvanlarin
yiizdesini (yaklagik %30) ve pankreas adaciklarinin entlamasyon siirecini 6nemli
diizeyde azalttr”’. Diger yandan insiiline resistanslt kaslar ve genetiksel olarak diyabetli
obez hayvanlar iizerinde yapilan calismalar ALA nin kas dokusunda kullanimim %62
oraminda  diizelttigini  ve glikolizde glikoz ~ oksidasyonunu %30’un {izerinde
hizlandirdigim gosterdi. ALA uygulanmasinin kaslardaki glikojen konsantrasyonunu
artirdign (%21) ve plazma serbest yag asidi konsantrasyonunu diistirdiigii (%15-17) ve
ratlarda ki insiilin resistansh iskelet kaslarinda aerobik ve anaerobik glikoliz oranlart ile
glikoz transport sistemlerini ileri diizeyde uyardigt gésterilmis,tir(“. Bu durum lipoatin
pankreasin beta hiicreleri iizerine koruyucu etkisine isaret etmektedir. Benzer sonuglar
10 giin siireyle gtinde 500 mg lipoik asit enjekte edilen Tip II diyabetli 20 hastay1 igeren
bir deneyde de elde edildi” (bu deneyde de glukoz kullanimimn hizlandiridig
dokimanlanmistir). Diger bir ¢alismada instiline doku sensitivitesi artirllmug Tip I
diyabetli  hastalara ALA uygulandiginda  glisemi  seviyesinin distraldigi
géjst(::rilmistirq3 . Yapilan diger bir ¢alismada v- linoleik asit ve a-lipoik asit birlikte
ratlara verilmis ve deneysel diyabetik noropatinin hem elektrofizyolojik ve hem de
norokimyvasal uyumunun  diizenlenmesinde etkili oldugu tespit edilmistir™. Diger
yandan ALA nm insiilin resistanst belirteclerinin (hiper tansiyon ve hiper glisemi gibi)
bir boliimiini azalttlgl%’% ve pankreasin Langerhans adaciklari denilen bolgesinde

. L . . . - - S e 9799
veralan p-hiicrelerinin fonksiyonlarini ve hiicre kiimelerini korudugu kaydedilmigtir
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Divabette ve diyabete bagh polindropatiler de LA nin ¢ok agik bir sckilde farmakolojik
olarak vararlt ctkilere sahip oldugu son g¢alismalardan ortaya ¢ikmaktadir. Yazarlar
diyabet  ve  ndrodejeneratit  hastaliklarda  ALA  ile  tedavinin  etkinligini
Lipoat/dihidrolipoat sisteminin yalnizca antioksidant 6zelliklerine atfetmislerdir. Bu
durum ROS siipiirme yetenegi ve gii¢lii bir antioksidan olan glutatyon (GSH) gibi diger
antioksidanlarm rediikte formlarinin doku konsantresyonlart iizerine dnemli bir etkiye
sahip olmasindan kaynaklandigin vurgulamislardir.

Vorolojik Hastaltklar: Merkezi sinir sisteminin fonksiyonlarimin diizeltilmesi veya

korunmast {izerine ALA'min etkilerinin arastirlmasma dair ¢alismalar baslangic
asamasinda olmasina ragmen sonug¢lar umut vericidir'”. ALA’min sinir hiicreleri
iizerine koruyucu etki sergilemek iizere potansiyeli oldugu ilk kez 1968’de oksijen
toksisitesi iizerine yaymlanan kapsamli bir review de anmildi'". Felg, kalp durmas:,
kanama ve kafa yaralanmasina bagh olarak gelisen beyin hasar1 az veya gok artirllmis
hipoksia (oksijen yetmezligi) peryodu sonrast dokularin birdenbire yeniden
oksijenlenmesi (repertiizyon)'nin bir sonucudur. Iskemik reperfiizyona maruz birakilan
(serebral arter kapatilarak) hayvanlara ALA uygulanmasi reperfiizyonun etkilerini
azaltti, bu hayvanlarda beyindeki ROS seviyesi daha dusiiktii, hasarin boyutu azaltildi
ve hayvanlarin yasama zamani kontrol grubu ile karsilastirildiginda kesinlikle daha

D .
uzundu'"”

' Bir baska calismada ALA'min noronal hiicreleri glutamatin hiicresel
toksisitesinden korudugu, hiicre i¢i glutatyon azalmasini engelledigi ve néronal nitrik
oksit sentaz enzimini inhibe ettigi tespit edilmistir'”®. San Bruno'da ki Tibbi Arastirma
Merkezinden Byrd. dogum asamasindaki hamile kadinlara ALA uygulanmasinin dogru

olabilecegini www .lipoic.com isimli sitede ileri stirdii. O kendi fikrini yeni doganin sik

stk zayit veya gii¢lii hipoksia ve daha sonrada yeni doganin repertiizyon ve ani yeniden
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oksijenlenmesi ile baglantih oldugu gercegi ile destekledi. Repertfiizyonda lipoik asitin
hiicre-koruyucu aksiyonun denenmesinden beri, ¢alisan kadinlara bu komponentin
uygulanmasimin ¢ocukta noronlarm hizli kaybim tamamen Onleyebilecegi ve yeni
doganin saghg ve zekasi iizerine yararl etkiye sahip olabilecegi diigtinilmektedir.
Hiicrelerin redoks durumu ile oksidatit' stres seviyesi arasindaki karsilikh
iliskinin dogrulanmasi ve nérodejeneratif proseslerin ilerleyisi, Parkinson hastalifindan
Glen hastalarin substantia nigra simin noronlarindaki GSH’nin ¢ok diisiik seviyede
oldugunu  gosteren  ¢alismalardan  kaynaklanmaktadir. Parkinson hastalarinin
beyinlerinin otopsi ¢aligmalart ekstra piramidal sistemde dopaminin artirildigim

.. s 106
gostermustir .

Artirtlmis  dopamin, H,O;’nin fazla iretilmesine bdylelikle de
noérotoksik hidroksil radikali (HO.) nin birikmesine yol agar. Yukarida bahsedildigi
iizere ALA hem GSH miktarimi rejenere etmekte hem de hidroksil radikalini
etkisizlestirmekte boylelikle de antioksidant sistem tizerine etki ederek pozitif sonuglara
yol agabilmektedir. Giiniimiizde, Parkinson hastalifinin patogenezisinde yalmzca
mitokondrial bozukluklar ve serbest radikallerin rolii degil ayni zamanda, bu datalarin
isiginda, tam karsit olarak giiniimiize kadar tedavinin altin bir standarti olarak dikkate
alinan Parkinson hastah@inin tedavisinde direkt dopamin prokiirsorii olan L-DOPA
(3,4-dihydroxyphenyl-L-alanine) nin kullanimi ile bir problemin ortaya ¢ikmig olmasi
da sorgulanmaktadir. Soyleki hidrojen peroksit iiretiminin ve dolayisi ile hidroksil
radikali konsantrasyonunun artisinin yalnizca dopaminin oksidasyonundan degil ayni
samanda onun prokiirsorii olan L-DOPA’nin  oksidasyonundan da sonuglandig
gﬁsterilmi$tirm 7. Kisilik parcalanmasi tarafindan eslik edilen hatiza ve bilme kapasitesi

kaybi gibi semptomlara sahip olan Alzhaymer hastah@i merkezi sinir sisteminin

ilerleme veteneginde olan bir hastaligidir. Bu hastahgin seyrine ROS’nin de katkida
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- . 108,109 : R IRE . s
bulunduguna inanilmaktadir . Dementia (delilik) teshisli hastalara verilen ALA nin
hastaligin - akisint  engelledigi  iki  norolojik test (MMSE: minimalmental state
examinatio, ASAScog: Alzheimer’s disecase assessment scale-cognitive subscale)

"0 Bu calismalar hazirlik ¢alismalart olmakla beraber bazi

tarafindan dogruland:
yazarlar tarafindan bu ¢ahgmalarin  kontrollii bir denemenin metodolojisi ile
uymadiginin ve Alzhaymer hastaliginin akisinda ALA'nin potansiyel bir noroprotektif
ctkiye isaret edebileceginin alti gizilmigtir. Ayrica vaskiiler demans’ta piruvat
dehidrogenaz enzim kompleksinin azaltildigt ve ALA ilavesi ile bu enzimin
aktivitesinin artirlldi@i  yapilan bir ¢aligmada gésterilmistirm. Limitli sayidaki
calismalarda ALA ve Vit. E igeren antioksidant ilaglarin ndropatik sendromlart azalttig

ve sinir iletim hizim duizelttigi bulunmustur’ 12,

AIDS Hastaligr: AIDS tedavisinde ALA min kullaniminin taydah etkileri olduguna dair

bazi1 arastirmalar meveuttur™'3. Cesitli ¢alismalar ALA’min AIDS’in tedavisinde
onemli olan NF-KB aktiflesmesini onledigini kamtlamwtlr”"'. Aktif NF-KB sonugta
apoptozise ugrayacak olan enfekte olmus T lenfositlerde virtis ¢ogalmasimn
lizlanmasina yol agan proviriis HIV'nin belirli DNA bolgelerine baglanma ile ilgili
olabilecegi gésterilmi$tirmo.

Zararly Ismlarin Yol Actigr Hastaliklar: ALA’mn radyoprotektif etkisi Korkina ve

arkadaslar1 taratfindan Cernobil kazasi izlenerek gt')zlendi“5 . Kontamine olan alanlarda
vasayan ¢ocuklara 4 hafta siireyle giinde 400 mg ALA ve 200 mg Vitamin E verildi.
Spontan olarak [6kositlerin 151k ¢ikarma 6zelligi luminol testi uygulanarak tespit edildi
ve her iki uygulamada da bir ay sonra normale geri dondiiriildii. Yalnizea ¢ok yiiksek
doz ALA verilenlerde eritrosit glutatyon diizeyinde dnemli bir diistise neden oldu. ALA

tedavisinin bobrek ve karaciger fonksiyonlarim normallestirdigi de amildi. Diger yandan



Demir ve arkadaglart ultraviyole radyasyona karst ALA nin koruyucu etkisi oldugunu

yaptiklart ¢alismada ortaya koydular''®

. ALAnin zararli 1sinlara karst koruyucu etkileri
0iz Oniine ahnarak deri kremleri tretildigi de literatiirde kayithdir'".

Apoptozis ve Kanser: Apoptozis, kontrollii olarak hiicrelerin Glmesi anlamina gelirken

kanser. bozulan hiicresel mekanizmaya bagh olarak kontrolsiiz bir sekilde hiicrelerin
boltinerek ¢ogalmasidir. Kanser hiicrelerinin bir 6zelligi de normal apoptozis siirecine
kars l\'oymalarldlr”s. Kanser hastaliginin tedavi edilmesi amaci ile son yapilan ilag
arastirma ve gelistirme c¢alismalarninda kanserli doku ve hiicrelerin apoptozise karsi
gosterdiklert  direncin  kirlmasint  saglayacak  muhtemel ilaglarin = bulunmasi
hedetlenmektedir. ALA bu yonii ile de pek ¢ok arastirmada degerlendirilmis ve son
derece onemli sonuglar elde edilmistir. ALA prooksidant (oksidasyon etkisini artirict)
zelliklere de sahiptir''”'*. Ornegin, ALA doza bagh olarak kas ici ROS iiretimini
artirir ve hiicre i¢i oksidant seviyelerini yiikselterek adiposit (yag hiicresi)’lere glukoz
oirisini uyanr'?'. Kanser hiicrelerinde de ROS’ler hiicre biiyiimesi ve apoptozis
regiilasyonu asamalarinda hayati bir rol oynar. ALA ve onun rediiksiyona ugramis
formu olan DHLAmn proliferasyonunu (hiicre boliinmesini) durdurdugu ve c¢esitli
kanser hiicrelerinde ve kanserli hale doniistirtlmiis hiicre dizilerinde apoptozisi
uyardigt (normal ve ve kanserli hale donistiiriilmemis hiicre dizilerine karsi ¢ok diisiik

2

aktivite gostermesine ragmen) yapilan arastirmalarda g(isterilmistir'23" Bununla
birlikte ALA nin apoptozis siirecini baslatmak suretiyle mi veya bir sinyal molekiiliinii
aktiflestirerek mi apoptozisi uyardigi heniiz tamamen acik degildir. Apoptotik siirecte
ROS nin roliiniin ne oldugu ve bu siire¢ ile iliskili 6zel bir ROS tiirii'niin rolii olup

olmadiginin belirlenmesi gerekmektedir. Fakat apoptozis sinyal sistemi boyunca

ROS'nin roli oldugu distincesi pek ¢ok arastirma ile desteklenmistir. Bu
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aragtirmalardan  bazilari: Pek ¢ok  apoptozis yapict ajanlar taratindan olusturulan

127-129

apoptozisi antioksidantlar inhibe etmektedir apoptozise ugrayvan hiicrelerde ROS

artirtlir™”; disaridan uygulanan ROS ler ¢esitli hiicre tiplerinde apoptozisi uyarir' ="
ve hiicre i¢i antioksidant seviyelerinin azaltilmast apoptotik hiicre Sliimiinii tesvik
cder? seklinde 6zetlenebilir.

ALA nin hem pro-oksidant hemde antioksidant olarak etki gésterdiginin ropor
edilmis olmasindan dolayt onun apoptoziste ki rolii ve etki mekanizmas1 heniiz
“unamen agtklanamamistir. Bu konuda ¢ok sayida arastirma yapilmis ve halen de
vapilmaktadir. Yapilan arastirmalardan birisinde kanserli hale déniistiiriilmiis (HT29)
insan kolonu hiicrelerinde ALA’nin mitokondrial solunumu ve giiglii bir radikal
molekiill olan superoksit anyonu (O;7)'nun seviyesini artirdigi gosterilirken normal
déniistiiriilmemis hiicrelerde aym etkiler gézlenmemistir'*®. Aymi sekilde baska bir
¢alismada ALA nin kanser hiicrelerine dontistiiriilmemis hiicreler {izerine minimal etki
gosterirken Jurkat, FaDu, and Ki-v-Ras gibi doniistiirtilmiis mezensimal hiicreleri iceren
¢esitli timor hiicresi kiimelerinin apoptozisini uyardigt gosterilmistir'”’. ALA nin
saglikli insan periferal kan monositleri {izerine bir etkiye sahip olmaksizin redoks
reglilasyonu yolu ile insan lokemik (16semili) T-hiicrelerinin Fas-ayarli apoptozisini de
kuvvetlendirdigi bildirilmigirm. Bu calismalar ALA tarafindan kanser hiicrelerinin
olmesinde ROS nin roliinii ve bir antikanser ajani olarak ALAnin potansiyel yararini
agiklamaktadir. Kanser hiicreleri Uzerine ALA nin etkilerinin arastirldigi bir makale de
ALA’nin, ROS iiretimini artirdign ve insan akcigerinin kanserli epitelyum hiicreleri
(H460) nin apoptozisinde artisa yol agtigr rapor ediliyor ve ROS siipiiriiciileri ve GPx
ve SOD gibi antioksidant enzimlerin normalden fazla iiretilerek ROS iiretiminin

engellenmesi yolu ile ALA min uyardigi apoptozis etkili bir sekilde inhibe edildigi ifade



LA
[

cdiliyor. Ayrica apoptozis siirecinin Snemli elemenlart olan proteolitik enzimlerden
kaspazlarin inhibitorleri ilave edilerek LA'mn uyardigi apoptozisin engellenebilecegi
ortaya konulmustur. Aym sekilde mitokondrial solunum zincirini inhibe eden ‘rotanone’
da ALA mn ROS ve apoptozis olusturucu ctkilerini potansiyel olarak engelleyebildigi
deneylerle gosterilmistir. Bu durum ALA™nin olusturdugu hiicre 6liimiinde ROS’lerin
rolii oldugunun ispati olarak degerlendirilmistir. Hiicrelerde apoptozisi engelleyen
faktorierden birisininde Bel-2 proteini oldugu vurgulanarak peroksitlere bagh olarak
protein yapilt molekiillerin ytkiminun artmasi ile Bcl-2 miktarinin da azaltildig1 yapilan
deneylerle belirlenmistir. Sonu¢ olarak ta *ALA prooksidand aktivite gostererek
peroksit olusumunu hizlandirir ve bunu Bcl-2'nin azalmasina bagl olarak apoptozisin
artirtlmast izler” denilmistir.

Diger Hastaliklar:

*  ALA'nin hepatik koma ve hepatit tedavisinde etkili oldugu bildirilmis ve akut alkol
zehirlenmesi esnasinda ALA verilmesi tavsiye edilmis,tirl33 .

* RNA polimeraz 11'yi inhibe ederek ve mRNA sentezini bloklayip zehirlenmeye yol
acan a- ve - amanitin isimli iki mantar metabolitinin neden oldugu zehirlenmelerde
ALA basan ile kullamlmlstlrm'm’. Hipertansiyon iizerine ALA’min pozitif etkileri
gﬁsterilmistirm’m.

* Eklem hastahgmin iyilestirilmesi oksidatif streste azalma, enflamatuvar sitokin
aktivasyonunun ve NF-KB DNA baglama aktivitesinin inhibisyonu ile iliskili
oldugunu kaydeden bir ¢alismada ALA'mn in vivo (canhda) kemik yapi
bozulmalarini  ve in vitro (deney ortaminda-canli disinda) olarak  da
osteoklastogenezi engelledigi sonug olaraksa ALA nin romatoit artrit i¢in veni ilave

. . . . . . .. 13914
bir terapi olabilecegine 1garet edilmistir™ "
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# Yaghhkla ilgili hastaliklarin azalulmasi ve cgzersizin olumsuzluklar {izerine
ALA nin etkilerine dair yapilan 6n ¢ahismalar umut vericidir®.

% Diger yandan fakiiltemiz biinyesinde arastirmalarina devam eden ckibimizin yaymn
asamasina getirdikleri son ¢alismalarda enflamasyonu engellendigi belirlenmis ve

e 14214
neredeyse yayin agamasina gelinmistir

2.3.4. Alfa Lipoik Asit’in Klinik Kullanim Dozaji: Arastirmacilar insanlarda 200-
1800 my/giin arasinda degigen terapétik dozlar rapor etmiglerdirm‘m'2(’3‘3(’6. Oral letal
doz (LD30) siganlar i¢in 1130 mg/kg ve fareler icin 502 mg/kg; intra peritonal letal doz

(IP L.D50) siganlar i¢in 200 mg/kg ve fareler i¢in 160 mg/kg olarak bildirilmistir™.

2.3.5. Alfa Lipoik Asit’in Dogal Kaynaklar: ALA’nin glukoz oksidasyonun ¢ok
miktarda gergeklestirildigi kalp, karaciger ve kas gibi dokularda daha bol oldugu
sdylenebilir. Yapilan miktar analizi calismalarindan birisinde su sonuglara ulasiimistir.
Sigir bobregi (2.6 mg/g agirlik), sigir kalbi (1.5 mg/g agirlik), sigir karacigeri (0.9 mg/g
agirlik), 1spanak (3.2 mg/g agirhk), brokoli (0,9 mg/g agirlik) ve domates (0,6 mg/g
agirlik), bal kabagi (0.4 mg/g agirlik) kirmizi et ve patateste bol miktarda
bulunmaktadir®®’. Diger yandan bazi firmalar yalnizca ALA iceren preparatlarin yani
sira ALA nminda yapisinda yeraldif preparatlarida halkimizin kullanimina sunmuslardir.
Bu tiir preparatlar doktorlarimizin 6nerisi ile hem hastaliklarin tedavisini giliglendirmek
hemde giinlik  yasantimizin  getirdigi ~ ckstra olumsuzluklara  viicudumuzun
mukavemetini artirmak amact ile ginliik diizenli kullamm i¢in eczanelerimizde yer

almaya baslamistir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Deneylerde Kullanilan Kimyasallar

Arastirmamiz  kapsaminda yapilan deneysel ¢alismalarda ve biyokimyasal
ol¢limlerde  kullanilan  biitin - kimyasal malzemeler Sigma Chemicals Company
(Germany)’'den, dlser deneylerinde kullanilan ilaglar ve pozitif kontroller ise asagida

listelendigi gibi farkl firmalardan temin edilmistir.;

Indometazin - (Endol kapsiil, 25 mg) Deva ilag
Ranitidin - (Ranitine tablet, 150 mg) Biofarma ilag
Lansoprazol : (Lansor kapsiil, 30 mg) Sanovel ilag

Sodyum pentotal : (Pentothal sodium tlakon, 500 mg) Abbot Lab.

3.2. Deneylerde Kullanilan Cihazlar

Sogutmalt santrifiij
UV-visible spektrototometre
pH metre

Hassas terazi

Derin dondurucu

: Hettich Universal 32 R

: Thermo Spectronic-HEAIOS B
: Schott CG 842

: Scaltec SPB 31

: Sanyo MDF - 235

Magnetik karistiricilar : Boeco MSH 300
Otomatik pipetler : Eppendorf
Buzdolab1 : Profilo

Distile su cithaza : GFL 2012
Calkalayictlt su banyosu : Memmert
Homojenizator : lka-Werke

Déner buharlastirict (evaporatdér) @ BSI

Kompresor : Milipore

UV lambast 254nm - 366nm : Model Mineralight
Liyotilizator : Labconco
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3.3. Deneylerde Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlamslar:

SOD Homojenat Tamponu (50 mM pH 7.8, 10 mM EDTA iceren Fosfat Tamponu): 1.7
¢ KH,POy ve 0.73 g EDTA alinarak 200 ml sat suda ¢ozildi, pH™1 bir pH metre

kullamlarak 7.8 ¢ ayarlandi ve sonra hacmi saf su ile 250 ml’ye tamamlandi.

SOD Olciim Karigimu:

A - 0.3 mM Ksantin: 0.0018 g Ksantin alinarak bir miktar sat suda ¢oziildii ve
hacmi sat su ile 40 ml’ye tamamlandi.

B - 0.6 mM EDTA: 0.0035 ¢ EDTA alind1, bir miktar saf suda ¢ozildii ve hacmi
saf su ile 20 ml’ye tamamlandi (2 damla 5 M NaOH ile ¢dztntr).

C - 150 uM NBT (Nitro blue tetrazolium): 0.0024 ¢ NBT alinarak bir miktar saf
suda ¢oziildii ve hacmi saf su ile 20 ml’ye tamamlandi.

D - 0.4 M Na,COs: 0.5088 g alinarak bir miktar saf suda ¢oziildli ve hacmi saf su
ile 12 ml’ye tamamlandl.

E -1.2 ¢/ L BSA (Bovine Serum Albumine): 0.0061 g tartildi, bir miktar saf suda

coziildii ve hacmi saf su ile 6 ml’ye tamamland.

SOD enziminin aktivitesini olgmek icin gereken ¢ozelti (167 U/L Xanthine oksidaz):
Orijinal ambalajindan (1 ml sinde 32 mg protein ve 0.3 U enzim ihtiva eden

enzim) 34.79 ul alind1 ve {izerine 2 ml soguk 2 M (NH4)2SO4 ¢ozeltisi eklendi.

SOD enziminin aktivitesini 6l¢mek icin gercken ¢ozelti ( 2 M (NH,>SOy): 0.7928 g
(NH4)2SO4 alindi, bir miktar saf suda ¢dzildi ve hacmi saf su ile 3 ml ye
tamamlandi. Bu ¢ozelti her seferinde taze olarak hazirlandi ve +4°C°de saklanarak

soguk olarak kullanildi.

SOD enziminin aktivitesini Slemek icin gereken ¢ozelti (0.8 mM CuCls): 0.0108 g CuCl,

alinda. bir miktar saf suda ¢oziildii ve hacmi sat su ile 100 ml ye tamamland.

CAT Homojenat Tamponu (50 mM pH 7.8, %1 Triton X-100 iccren Fosfat Tamponu):
1.7 ¢ KH,PO;y ve 2.5 ml Triton X-100 alinarak 200 ml saf suda ¢oziildil, pH'1 bir



pll metre kullantlarak 7.87¢ ayarlandi ve sonra hacmi sat su ile 250 ml’ye

tamamlandi.

CAT Olciim Kartsimt (40 mM, pH 7 'de HO5 i¢eren 50 mM Fosfat Tamponu): 1020 pl
H20, ve 1.7 g KH»PO4 200 ml saf suda ¢oztldi. pH't bir pH metre kullamlarak

7.07ye avarlandi ve sonra hacmi 250 ml’ye tamamlandz.

GST Homojenat Tamponu (50 mM pH 7.8, 10 mM EDTA i¢eren Fosfat Tamponu): 1.7 g
KH,POy4 ve 0.753 g EDTA alinarak 200 ml saf suda ¢ozildi, pH't bir pH metre

kullanilarak 7.8”e ayarlandi ve son hacim sat su ile 250 ml’ye tamamlandi.

GST Olciim karisum (0,11 M Fosfat Tamponu): 3.02 g KH,POj4 alinarak 75 ml saf suda
coziildi, pH 1 pH metre kullanilarak 6.5°e ayarlandi ve son hacim 200 ml olacak
sekilde saf su ile seyreltildi.

A - 30 mM Glutatyon ¢ozeltisi: 0.046 g glutatyon tartildi, bir miktar saf suda
¢Oz0ldi ve hacmi saf su ile 5 ml’ye ayarlandi.
B - 30 mM CDNB: 0.03 CDNB tartildiktan sonra az bir miktar %99.9 satliktaki

etil alkolde ¢oziildii ve hacmi ayni etil alkol ile 5 ml’ye tamamlandi.

MPO Homojenat Tamponu (50 mM, pH 6.0 olan ve % 0.5 HTAB [MA, 364.5-hexadecy
three methyvl ammonium bromide] i¢eren Fosfat Tamponu):
1.02 ¢ KH2PO4 ve 0.75 ¢ HTAB alinarak 125 ml saf suda ¢oziildii, pH'1 pH metre

ile 6.0”a ayarlandr ve hacmi saf su ile 150 ml’ye tamamlanda.

MPO Olciim karisim 30 mM KHPO; pH 6'st (MA, 136.09) olan 0.167 mg/ml o-
dianizidin-HCl ve % 0.0005 H,O; i¢eren 43 ml ol¢iim karisimi):
A6 77 me/ ml o-dianizidin-HCI 45 ml: (MA, 317.2), 7.5 mg o-dianizidin-HCl
B - % 0.0005 H>0» (%30’luk tan) 45 ml i¢in: 83.3 pl % 30’luk H,0O, den alinarak
300 ml ye tamamlanmis ¢ozeltiden 4.5 ml alindi.
C~50 mM KH>PO4 pH 6,0: 0.3062 ¢ KH>POy alindt.
Bu ii¢ tartim alindi. 40 ml saf suda ¢o6ziildii, pH'1 6,0%a ayarlandi ve hacmi saf su

ile 45 ml ve tamamlandi.



GSI Homojenat Tamponi ( 50 mM, pH 7.4, Tris - HCI Tamponit )
1.514 g Tris-HC1 200 ml saf suda ¢oziildii, pH't bir pH metre kullanilarak 7.4°e

avarlandr ve sonra hacmi saf su ile 250 ml ye tamamlandi.

GSH Olciim Tamponu (200 mM pH 8.2, 0.2 mM EDTA iceren Tris-HCI Tamponu):
6.05 g Tris-HCl ve 0.0146 g EDTA alinarak 200 ml saf suda ¢oziild, pH’1 bir pH
metre kullanilarak 8.2°ve ayarlandi ve sonra hacmi saf su ile 250 ml ye

tamamlandi.

GSH miktarin 6l¢mek i¢in gereken ¢ozelti (10 mM DTNB )
0.03963 g DTNB alindi ve bir miktar metil alkolde ¢éziilerek hacmi yine metil

alkol ile 10 ml ye tamamlandt.

LPO Homojenat Tamponu ( % 10 KCI ):
10 ¢ KCI ahnarak bir miktar saf suda ¢oziildii ve hacmi saf su ile 100 ml’ye

tamamlandi.

LPO Olciim karisum:
A - % 8 Sodyum lauril siilfat (SLS): 0.8 g SLS ahimip bir miktar saf suda ¢oziildi

ve hacmi saf su ile 10 ml’ye tamamlandi.

B - % 0.08 Tiyobarbiitirik (TBA): 0.48 g TBA alinarak 1-2 damla 1 M NaOH

cozeltisi ilavesi ile bir miktar saf suda ¢dziildii. Daha sonra distile su ile hacmi
60 ml ye tamamlandi.

C - % 20 Asetik asit: 13 ml glasiyel asetik asit alindi. tizerine 65 ml saf su

eklendi.

3.4. Deney Hayvanlar::
Tez calismalarinda 180-200 g agirhkta 60 adet erkek Albino Wistar ratlar ( Sekil
6) kullantlmistir. Deney hayvanlarn, Atatirk Universitest, Tibbi Deneysel Uygulama ve

Arastirma  Merkezi Laboratuarlarindan  temin edildi ve deneyler Tip Fakiiltesi,
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Farmakoloji Anabilim Dalinda gergeklestirildi. Hayvanlar deneye alinmadan once

gruplara ayrildi ve standart sartlar alunda muhafaza edildi ve beslendi®®.

Sekil 6. Arastirmada kullanilan Wistar ratlar gosteren fotograflar.

3.5. indometazin (IND) ile Ratlarda Ulserinin Olusturulmasi ve Alfa Lipoik Asit
(ALA), Ranitidin (RAN) ve Lansoprazol (LAN)’un Uygulanmasi:

IND ile uyarilan gastrik hasarli doku ilizerine ALA’min antiiilser etkilerini
aragtirmak Gzere yapilan bu calisma, Guidobono ve arkadaslarinin yéntemi temel
ahinarak baz degisiklikler yapilmak suretiyle gerceklestirildi' .

Deney prosediirii asagida belirtilen sekilde gergeklestirildi.
L. Her bir grupta 6 adet rat kullanilarak deney gruplan olusturuldu ve bir giin boyunca
a¢ birakildi. Bu gruplar;
a) Indometazin (IND) grubu: Ulser gelisimini kontrol etmek amaciyla sadece
indometazinin verildigi grup (negatif kontrol),

b) Referans gruplar: Ulser tedavisinde yaygm olarak kullamilan ranitidin ve

lansoprazol gibi ticari referans ilaglarin verildigi gruplar,
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¢) Saghkli grup (kontrol): Indometazinin iilser vapicr etkisini ve enzim
aktivitesindeki degisikleri saghklt dokularla mukayese edebilmek icin higbir
maddenin verilmedigi grup,

d) Uygulama gruplarn: Antitilser etkisini incelemek {izere ALA min alti farkli
dozunun verildigi gruplardir.

Hayvanlar a¢ birakildiktan bir giin sonra, her bir uygulama grubunda bulunan

ratlara; ALA farkli dozlarda (50, 75, 100, 150, 200 ve 300 mg/kg) olmak iizere saf

suda ¢oziilerek oral yoldan steril metal bir sonda ile verildi. Referans gruplarina ise

ranitidin (25 mg/kg) ve lansoprazol (30 mg/kg) ayrt ayn saf suda preparatlari

hazirlanarak oral yoldan steril metal bir sonda ile verildi. Saghkli gruba ise saf su

verildi ve diger hayvanlar ile ayni sartlar altinda (oda, sicaklik, nem, glines 15181,

karanhk vb.) muhafaza edildi.

Yukarida belirtilen tim maddeler belirtilen doz ve miktarlarda oral olarak

verildikten 5 dakika sonra tim siganlara aym sekilde oral yolla IND (25 mgkg

dozda) verildi.

IND verilmesinden 6 saat sonra yiiksek dozda anestezik madde (thiopental sodium

30 mg/kg) kullamlarak tiim gruplardaki hayvanlar sakrifiye edildi ve mideleri

cikarildr.

Mideler biiylik kuvartur boyunca agilarak serum fizyolojik ile yikandi ve

makroskopik olarak incelendikten sonra tiim sigan gruplarina ait mide dokulart

biyokimyasal incelemeler igin -20 °C"de saklandi.

ALAnin antidlser ve antioksidant etkileri, makroskopik ve biyokimyasal analizler

vapilarak belirlendi. ALA verileni gruplardan elde edilen sonuclar, IND ve referans

ilaglarinin verildigi gruplardan elde edilen sonuclar ile mukayese edildi.
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3.6. Mide Dokusunun Makroskobik ve Biyokimyasal Olarak incelenmesi

3.6.1. Mide Dokusunun Makroskopik Incelenmesi: Gastrik lezybnlarm belirlenmesi
igin rat mideleri makroskopik degerlendirmeye alindi ve rat mideleri. biiyiik kurvatur
boyunca acilarak serum fizyolojik ile yikandiktan sonra iilser sayisi ve alanlari tespit
cdildi. Ulser alan genislikleri milimetrik kagit kullamlarak bir bityiiteg yardimiyla
Olgiildi. ALA ve referans ilaglar (RAN ve LAN)’1n antiiilser etkileri asagidaki formiile

gore hesaplandi.
Antilllser etki (%) =IG-DG /G X 100

(IG Indometazin grubu ilser alanini, DG ise deney gruplarinin {ilser alanin

gostermektedir)

3.6.2. Mide Dokusunun Biyokimyasal Incelenmesi: Antiiilser deneylerinden sonra ii¢
gun icerisinde biyokimyasal incelemeler i¢in -20°C de saklanan mide dokularindaki
enzim aktivitelerini Slgmek {izere mide dokularindan homojenatlar hazirlandi. Mide
dokusu homojenatlarindan elde edilen siipernatantlarda SOD, CAT, GST ve MPO
enzim aktiviteleri ile GSH ve LPO miktarlart literatiirlere dayali, uygun metotlar
kullanmlmak suretiyle tespit edildi. Tiim Sl¢imler oda sicakliginda, u¢ paralel tekerrir

olarak ger¢eklestirildi.

3.6.2.1. Doku Homojenatlarinin Hazirlanmasi: Mide dokulari bir havan icinde sivi
azot ile ogiitiilerek toz haline getirildi. Her bir rat grubu dokularindan 0.3 g tartildi,
uzerlerine 4,5 ml tampon ¢ozeltilerden (her parametre i¢in farkli bir tampon sistemi

kullanilarak) ilave edilerek 1/10 oraminda seyreltildi. Bu homojenatlar sonra
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homojenizatorde 10 dakika siireyle buz tizerinde homojenize edildi. Homojenatlar bir
stizgeg kagidindan siiziildiikten sonra sogutmali santrifiij kullanilarak her enzim i¢in
literatiirlerde belirtilen hizlarda 4”C"de santrifiij edildi ve hazirlanan bu siipernatantlarda

L , 181.207.208270.271
biyokimyasal arastirmalar yapildi et

3.6.2.2. Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin l¢iimii:

Olgiim prensibi: Ksantin, ksantin oksidaz enzimi vasitastyla tirik aside doniistiiriiliirken

meydana gelen siiperoksit radikalleri, sayet ortamda NBT (nitrobluetetrazolium)
mevceutsa, NBT ile reaksiyona girerek formazon boyasi olustururlar. Bu bilesik 560 nm
dalga boyunda maksimum absorbans verir. Sayet ortamda SOD enzimi varsa stiperoksit
radikalleri bu enzim taratindan H>O,’ye déniistiriildigi icin formazon olusumu
azalacak buna bagli olarak da 560 nm’de élgiilen absorbans azalacaktir. Absorbanstaki
azalmamn miktart bize SOD aktivitesini verecektir. Ozetle; SOD aktivitesi asagida

verilen Il nolu reaksiyonun inhibe edilme derecesiyle 6l¢iilebilmektedir.

[ Ksantin X0 Urik Asit + Stiperoksit (0> )
0,

I NBT ——— Formazon
SOD

e

I 20, +2H 0, + H,0,

SOD 6leiimii: SOD aktivitesi Sun ve arkadaslari (1988) tarafindan tarit edilen yonteme
gore 6leiildi?’. Mide dokulart homojenize edildikten sonra 18.000 g'de 1 saat santrifiij
edildi. Cam bir spektrofotometre kiivetine 2450 pl 6l¢iim karisimi (0.3 mM ksantin, 0,6
mM EDTA. 150 uM NBT, 0.4 M Na,COs;, 1,2 g/L BSA), 500 ul supernatant, 30 ul

ksantin oksidaz eklendikten sonra kangtirilarak yaklasik 20 dakika inkubasyon birakildi

ve 100 pl 0.8 mM CuCly ilave edilerek reaksiyon sonlandirildi.
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SOD _aktivitesi 'nin_hesaplanmasi: Olusan formazon miktarlart 560 nm’de 3 mllik

kuvartz kiivetler kullanilarak okundu ve seyreltme katsayilar dikkate alinarak asagidaki
geligtirilen formiilden  aktivite degerleri (EU) elde edildi ve SOD  aktivitesi

mmol/dakika/mg doku olarak tarif edildi. Her bir faktdriin etkisi 3 tekrar vaptlarak

vertldi.

EU/mg doku = Ay — AAnumunc / Af\k(ir

3.6.2.3. Katalaz (CAT) aktivitesinin él¢iimii:

Olciim prensibi: Aktivite ol¢tim ortamindaki HyOa'nin CAT vasitasiyla suya doéniistimi

saglanirken meydana gelen absorbans azalmasimin 240 nm'de Ol¢tilmesi  esasina
dayanmaktadir. Harcanan H,O, miktarindan CAT aktivitesi asagida bahsedilen yonteme

gore hesaplanmistir.

CAT bleiimii: CAT in aktivitesi Aebi'nin belirttigi kurallar uygulanarak lgildi®™. 0,5 g
doku alinarak tizerine 4.5 ml 50 mM K-fosfat tamponu (pH 7.8) ilave edilerek
homojenize edildi. Olusan homojenat 18.000 g’de 4°C’de 60 dakika santrifij edilerek
stipernatantlar katalaz aktivitesi l¢limiinde enzim kaynag: olarak kullanildi. Kuvartz
spektrofotometre kiiveti igerisine son konsantrasyonu 20 mM olacak sekilde H,O,
¢Ozeltisinden 1.5 ml konularak numune c¢ozeltisinden 1.5 ml ilave edildigi anda
kronometre ¢ahistirildi. Kuvartz kiivet alt iist etme sonrasi spektrofotometrede 240 nm
dalga boyunda 15 saniye arahkla 3 dakika siireyle lciilerek absorbans azalmas: kire

karst kaydedildi.
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CAT akiivitesi 'nin_hesaplanmase: Olctimlerde lineer olarak absorbans azalmast olan

arabktan dakika basina absorbans azalmast hesaplandi. Isik yolu (b)= 10mm. azalma
Rulsayist (- _i1,0,), 0,00394 (mmol-! x mm-1) alinarak A = _I.b.c formiiliinden 240

nm’de, dakikada 1 mmol H,Os'nin harcanmasin saglayan enzim miktart (=E()
hesaplandi. Formiil pratik olarak mmol/min= A/39.4 x 30 sekline getirildi ve biitiin
aktiviteler bu formilde yerine konulan absorbans ‘degerlerinden hesaplandi. CAT
aktivitesi, seyrelme faktorleri dikkate alinarak mmol/dakika/mg doku olarak tarif edildi.

Deneyler 3 tekrar yapilarak verildi.

3.6.2.4. Glutatyon s-transferaz (GST) aktivitesinin olctimii:

Olciim prensibi: GST Sletim ortamindaki 1-kloro 2,4-dinitrobenzen (CDNB) ile ortama

ilave edilen glutatyon 340 nm’de 6lgiilebilen bir kompleks olusturmaktadir. GST bu
kompleks olusumunu katalizledigi i¢in olusan renk siddeti ile GST aktivitesi arasimda
dogru oranti vardir. Bdylece 340 nm'de ¢l¢iilen renk siddetinden GST aktivitesi kolayca

hesaplanabilir.

GST oleiimii: Rat mide dokusundan elde edilen homojenatlarin GST aktiviteleri Habig
ve Jakoby tarafindan belirtilen prosediir dogrultusunda  belirlendi*”™*,  Son
konsantrasyonlari: 0,1 M KH,PO, tamponu (pH 6,5), | mM CDNB ve | mM glutatyon
olacak sekilde reaktitler 3 ml'lik kuvartz kiivete pipetlendi. GSH katilir katilmaz kiivet
alttist edilerek absorbanslar 3 dakika boyunca ve 15 saniyede bir kaydedildi. 3 dakikalik

<caman  arahgindaki absorbans degisiminin lineer oldugu kisumdan dakika basina

absorbans degisimi tesbit edildi.
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GST _aktivites 'nin_hesaplanmase: Olgiimlerde  lineer olarak  absorbans artist olan

arabiktan dakika bagina absorbans azalmast ile hesaplandi. Isik yolu (b)= 10 mm.
ckstinksiyon katsayist (£)=9.6 (mmol-! x cm'l) almarak A= ¢.b.c formiiliinden 340
nm’de. dakikada 1 mmol konjugatin iiretilmesini saglayan enzim miktarni (EU)
hesaplandi. Formil pratik olarak mmol/min= (A / 9.6) x 300 sekline getirildi ve biitiin
aktiviteler bu formiilde yerine konulan absorbans degerlerinden hesaplandi. GST
aktivitesi, seyrelme taktorleri dikkate alinarak nmol/dakika/mg doku olarak tarif edildi.

Deneyler 3 tekrar yapilarak verildi.

3.6.2.5. Miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesinin 6l¢iimii:

Olciim_prensibi: MPO  enzimleri notrofillerin solunum patlamasi esnasinda H>0,

vasitasi ile hipoklorik asit iiretirler ve kofaktor olarak Hem’e ihtiya¢ duyarlar. Aktivite
dletim ortamindaki H,O,, MPO vasitasiyla harcanirken olusan hipoklorit absorbansta
bir artisa sebep olur. Olgiim prensibi, meydana gelen absorbans artisinin 460 nm’de

Olgiilmesi esasina dayanir. Olusan hipoklorit miktarindan MPO aktivitesi hesaplanabilir.

MPO olciimii: MPO aktivitesi Bradley’in belirttigi yontem esas alinarak oleiildi?”. 0,1
g doku ahnarak tizerine 10 ml 50 mM fosfat tamponu (pH 6.0) ilave edilerek
homojenize edildi. Olusan homojenat 3500 g 4°C’de 30 dakika santrifij edilerek
stipernatantlar MPO aktivitesi 6l¢iimiinde enzim kaynagi olarak kullanildi. Kuvartz
spektrofotometre kiveti igerisine 2,8 ml 8l¢iim tamponu, 0,12 ml homojenat tamponu
ve 0.12 ml numune ¢ézeltisinden ilave edildigi anda kronometre calistinldi. Kuvartz
kiivet spektrofotometrede 460 nm dalga boyunda 30 saniye arahklarla ve 5 dakika

stireyle dlglilerek absorbans azalmasi kore karst kaydedildi.



65

MPQ uaktivitesi nin_hesaplanmast: Olgiimlerde lineer olarak absorbans azalmast olan

araliktan dakika bagina absorbans azalmasi hesaplandi. Isik yolu (b)= 10mm.,
ekstinksiyon katsayist (I ljpo2), 0,00394 (umol-! x mm-l) alinarak A = | b
formiilinden 460 nm’de, dakikada 1 mmol H,O, nin harcanmasimi saglayan enzim
miktart (EU) hesaplandi. Formiil pratik olarak mmol/min= A/39.4 x 30 sekline getirildi
ve biitiin aktiviteler bu formiilde yerine konulan absorbans degerlerinden hesaplandi.

MPO aktivitesi, seyrelme faktérleri dikkate alinarak umol/dakika/mg doku olarak tarif

edildi. Deneyler 3 tekrar yapilarak verildi.

3.6.2.6. Total glutatyon (GSH) miktar: él¢iimii:

Olciim prensibi: Ol¢iim ortamindaki DTNB [5,5"-Ditiyobis (2-nitrobenzoik asit)] disiilfit

bir kromojendir ve siilthidril gruplu bilesikler tarafindan kolayca indirgenir. Meydana

gelen sari renk 412 nm’de spektrofotometrik olarak 6lgiilebilir.

GSH_miktarumn olgiilmesi: Sedlak ve Lindsay’in gelistirdigi yoéntem esas alinarak

gerceklestirildi*™®. 0,5 g doku izerine 4,5 ml 50 mM Tris-HCI (pH 7.4) ilave edilerek
homojenize edildi. Homojenatlar, 12.000 g 4°C’de 10 dakika santrifiij edildi ve
stipernatantlar, GSH miktarinin belirlenmesinde kullanildi. Kapakli deney tiipleri
igerisine 1500 pl 6l¢tim tamponu (0,2 mM EDTA iceren 200 mM Tris-HCl, pH = 8§,2),
500 pl stipernatant, 100 ul DTNB ve 7900 pl metanol pipetlenerek vortekslendi.

Karigim 37°C’ta 30 dakika inkubasyona birakildi ve sonra Slciimleri alindi.

GSH miktarimin_hesaplanmasi: Olusan sari renk miktarlart 412 nm’de 3 ml’lik kuvartz

kiivetler kullanilarak okundu ve seyreltme katsayilart dikkate alinarak 6nceden
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hazirlanan GSH stok ¢ozeltisi kullanilarak olusturulan standart grafikten (Sekil 8)
yararlanarak dl¢timler yapildi. Numunelerin GSH miktarlart. nmol/mg doku olarak tarif

edildi. Her bir faktoriin etkisi 3 tekrar yapilarak belirlendi.

GSH Standart Grafigi

1.8 -

Absorbans (412 nm/

GSH Konsantrasyonlar (nM)

Sekil 7. GSH miktarlarinin belirlenmesinde kullanilan standart grafik.

3.6.2.7. Lipid peroksidasyon (LPO) miktar 6l¢iimii:

Olciim_prensibi: Serbest radikallerin hiicre zarinda olusturdugu LPO’nun son

trtinlerinden olan MDA diizeyini belirlemek i¢in kullamlan ydntemlerin ¢ogu MDA’ nin
tiyobarbitiirik asit (TBA) ile verdigi reaksiyonu temel ahr. Bir molekiil MDA iki
molekiil TBA ile stabil kirmizi renk olusturmak tizere reaksiyona girer. LPO 6l¢iimii,
Ohkawa ve arkadaslarinin metoduna gore MDA'nin asidik ortamda TBA ile

olusturdugu rengin 532 nm’de 6lgiilmesi prensibine dayanarak yapildi®’".

LPQO 6lciimii: 0,5 g doku Uzerine 4,5 ml %10 KCI ilave edilerek homojenize edildi.
Homojenatlar, 5000 g 4°C’de 20 dakika santrifiij edildi ve bu slipernatantlar, LPO
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miktarinin belirlenmesinde kullanildi. Kapaklr deney tiipleri igerisine 250 pl homojenat,
100 ul %8 sodium lauril sulfat (SLS), 750 pl %20 asetik asit, 750 pl %0.08 TBA ve 150
pl distile su pipetlenerek vortekslendi. Karigim 100°C’ta 60 dakika inkubasyona

brrakildiktan sonra tizerine 2.5 ml n-biitanol ilave edildi ve 6lciim alindi.

LPO miktarimn_hesaplanmasr: Olusan kirmizi renk miktarlart 532 nm’de 3 ml’lik cam

kiivetler kullamlarak okundu ve seyreltme Kkatsayilart dikkate alinarak ©nceden
hazirlanan MDA stok ¢ozeltisi kullanilarak olusturulan standart grafikten yararlanarak
dlgtimler yapildi (Sekil 8). Numunelerin LPO miktarlari, nmol MDA/g doku olarak tarif

edildi. Her bir faktoriin etkisi 3 tekrar yapilarak verildi.

LPO Standart Grafigi
07
0’6 - =" == =l " Tl X\ TP, = b e e _.._. S e
)
£ 05 /=8 = T TY=64,79xF 0,01
804 PSS -~ Re-posg3 -
7] i !
g 0,3 | - —
202+ |
< |
0.1 - -
O T T T i T 1
0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012

MDA Konsantrasyonlari (nM)

Sekil 8. LPO miktarlarinin belirlenmesinde kullanilan standart gratik.

3.7. Istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler SPSS 13.0 yazilim programi kullanilarak yapildi. Biitiin
olciimlerde istatistiksel farkhlhiklar ve 6nem seviyeleri one-way variance analyzes
(ANOVA) testi ile belirlendi ve p<0.05 seviyesindeki sonuglar énemli kabul edildi.
Coklu karsilastirmalarda Duncan testi uygulandi ve sonuclar istatistiksel olarak

birbirinden farkli gruplar farkli hartlerle temsil edilecek sekilde sunuldu.
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4. BULGULAR

Yapugimiz ¢aliymalardan elde ettigimiz veriler. bu boltimde tablo ve sekiller ile
oosterilmistir. Bulgularimizt sunus seklimiz oncelikle iilser deneylerine ait bulgularin
degerlendirilmesi ve daha sonrada biyokimyasal bulgularin degerlendirilmesi seklinde
olacaktir. Ulser deneylerinden elde edilen bulgular tablo ve sekillerle izah edilmeye
calistlacak bu sunumlart biyokimyasal bulgularin degerlendirilmesi izleyecektir. Her
deneye ait veriler tablo halinde verilecek ve degisik muamele gruplar arasindaki farkin
daha iyi goriilmesi amactyla da tablonun hemen alunda diyagramlar halinde
sunulacaktir. Tablo olarak verilen bulgular, 3 tekerriir olarak yapilan deney sonuglarinin
ortalamasi + standart hata (SE) olarak sunulmustur. Biitiin verilere SPSS 13.0 software
kullantlarak one-way variance analyzes (ANOVA) testi uygulanmig ve p<0.05
seviyesindeki sonuglar 6nemli kabul edilmigtir. Coklu karsilastirmalarda Duncan testi

uygulanmis ve istatistiksel olarak farkli olan her grup farkli bir hart ile belirtilmistir.

4.1. indometazin ile Olusturulan Ulser Modeli Uzerine Deneysel Bulgular:
Yaptigimiz invivo deneylerden elde ettigimiz veriler, bu béliimde Tablo ve Sekiller ile
gosterilmis olup IND grubuna gore mukayeseler “antililser etki (%)” olarak ifade
edilmistir. Ulkemizde iilser tedavisinde yaygin olarak kullanilan ticari ilaglardan H,
reseptor antagonistleri (HRA) ve proton pompa inhibitérleri (PPI) deneylerimizde
referans ila¢ olarak, antililser etkinin derecesinin anlasilabilmesi amaciyla
kullanilmistir. H, reseptor antagonisti olarak ranitidin (RAN), proton pompa inhibitorii
olarak ise lansoprazol (LAN) secilmistir. Ulser gelisiminin tespitinde negatif kontrol
olarak indometazin (IND) kullanilmistir (Sekil 9). Her deneye ait veriler cizelgelar
halinde sunulmustur. Bulgular kisminda ¢izelge halinde sunulan veriler, 3 tekerriir

olarak vapilan deney sonuglarinin ortalamasi + standart hata (SE) olarak verilmistir.



69

Sekil 9. Indometazin (IND) uygulamasi sonrasinda saghikl ve muamele grubu sicanlara
ait mide dokularimin makroskobik gériiniimii. [C: Muamele edilmemis (saghkli), F:
Yalnizca IND (25 mg/kg) ile muamele edilmis, A, B, D, E: IND (25 mg/kg) + ALA,
RAN veya LAN ile muamele edilmis sigan midesi].

ALA’nm 50, 75, 100, 150, 200 ve 300 mg/kg dozlarda indometazinin neden
oldugu gastrik hasarlart 6nemli oranda azaltmistir (Tablo 1 ve Sekil 9,10) (p<0,05).
ALA’min her bir dozu sirasiyla %88.2, 89.9, 91.4, 93.5, 95.1 ve 96.1 oraninda etki
gosterdigi tespit edilmistir. Diger yandan arastirmamizda, RAN"1n %72.3 oraninda;
LAN’in %95.3 oraminda IND’nin olusturdugu iilseri azalttifr belirlendi. Referans
ilaglardan RAN ile kargilastinldiginda ALA’nm tiim dozlarinin daha yiiksek oranda
(p<0.05); LAN ile karsilasinldiginda ALA’nin 50, 75 ve 100 mg/kg dozlarmin
LAN’dan daha diisiik (p<0.05) 150 mg/kg duzunun LAN’a esit (p=<0.05), 200 ve 300
mg/kg dozlarmin ise LAN’dan daha yiiksek (p<0.05) oranda iilser olusumunu
engelledigi belirlendi. Bu bulgulara gére ALA'nin oldukga yiiksek bir antiiilserojenik

aktiviteye sahip oldugu séylenebilir.
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Tablo 1. Alfa lipoik asit (ALA) ile ile pozitif kontrol ilaglart olarak kullanilan ranitidin
(RAN) ve lansoprazol (LAN)’iin rat midelerinde deneysel olarak indometazin (IND) ile
olusturulan iilserler tizerine etkileri.

Muameleler N Doz Ulser alani % Inhibition®
mg/ke viicut ag. (mm?)

IND+ALA 6 50 5.54+0.7d 88.2*
IND+ALA 6 75 4.740.5d 89.9*
IND+ALA 6 100 4.0+0.4¢,d 91.4%
IND+ALA 6 150 3.0+0.4b,c 93.5%
IND+ALA 6 200 2.3+0.3b 95.1*
IND+ALA 6 300 1.84+0.5b 96.1*
IND+RAN 6 25 12.7+1.0e 72.3%
IND+LAN 6 30 2.2+0.6b 95.3*
IND 6 25 46.5+0.4f 0

Saglikh 6 - 0.04+0.0a -*

ALA’nin alti; RAN ve LAN’in ise tek dozu ratlara verilmis ve sonuglar 6 rat’taki (N) ol¢timiin
ortalamast [+ standart hata (SE)] olarak gosterilmistir. Aym harfe sahip olan degerler Duncan
testine gore istatistiksel olarak farksizdir (¢=0.05). IND grubu ile mukayese edildiginde
istatiksel acidan farkli gruplar (p<0.05) * ile gosterilmistir. ¥ 94 olarak IND’ye gore hasar
alanlarmdaki inhibisyon miktarini ifade etmektedir.
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SOmgkg) (mpkgy (100mghe) (Hlaghkyy 200maky) g:»‘iuﬁggz:g &;ffsz}}g; (30 mofka) {25 mplkg)

Ullser alans (mun2)

Sekil 10. Ranitidine (RAN) ve lansoprazol (LAN)’iin tek; alfa lipoik asit (ALA)’in ise altt
dozunun IND tarafindan rat midelerinde olusturulan iilserler tizerine etkilerini gosteren
diyagram.
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4.2.1. SOD aktivitesi iizerine alfa lipoik asit (ALA)’in etkileri: ALA nin farkh
dozlart (30, 75. 100, 150, 200 ve 300 mg/kg), RAN, LAN, IND ve kontrol gruplarinin
mide dokularinda belirlenen SOD aktivitelerini gdsteren sonuglar Tablo 2 ve Sekil
[17de gosterilmistir. SOD aktivitesi, seyrelme taktorleri dikkate almarak mmol/dakika
/mg doku olarak tarif edilmistir.

Tablo2"den goriildgii tizere SOD aktiviteleri kontrol grubunda 136.5+0.3, IND
grubu midelerinde 101.24£0.2, RAN grubunda 136.1+0.3, LAN grubunda 137.0+0.2ve
IND ile birlikte uygulanan ALA min 50, 75. 100, 150, 200 ve 300 mg/kg dozlan ile
muamele edilen gruplarda ise sirast ile 109.2+0.2, 113.8+0.2, 118.74£0.6, 124.3+0.3,
129.0+£0.2 ve 138.2£0.2 olarak tespit edilmistir. Tablo 2 ve Sekil 11 de goriilecegi gibi
IND nin 6nemli oranda (p<0.05) azalttigi SOD aktivitesini, ALA nin 5 dozu (50, 75,
100, 150 ve 200 mg/kg ) kontrol seviyesine artirmis (p<0.05) hatta 300 mg/kg dozda
kontrol seviyesi lizerine ¢ikarmistir (p<0.05). Referans ilaglarda ALA’ya benzer sekilde
uygulandiklart dozlarda IND’nin azalttign SOD aktivitesini kontrol seviyesine
¢tkarmislardir (p<0.05).

Tablo 2 ve Sekil 11 da goriilebilecegi iizere kontrol grubuna gore IND ile
muamele sonrast meydana gelen SOD aktivitesinde ki inhibisyon (p<0.05) uygulanan
ALA min 200 ve 300 mg/kg dozlari ve referans ilaglar tarafindan net bir sekilde ortadan
kaldirilmig ve kontrol seviyesine yaklagtirmistir. Bu bulgular ALA, RAN ve LAN’in

SOD aktivitesi tizerine aktive edici etkiye sahip oldugunu géstermektedir.
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Tablo 2. Alfa lipoik asit (ALA) ile ile pozitif kontrol ilaglarr olarak kullanilan ranitidin
(RAN) ve lansoprazol (LAN)’in deneysel olarak indometazin (IND) ile Ulser
olusturulan rat midelerindeki siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktiviteleri iizerine

etkileri.

Muameleler N Doz SOD aktivitesi % Aktivite
mg/kg viicut ag. (mmol/dakika/mg doku)

IND+ALA 6 50 109,2+0,2b 80.0%*
IND+ALA 6 75 113,8+0,2¢ 83.4%
IND+ALA 6 100 118,7+0,6d 86.9%
IND+ALA 6 150 124,340,3¢ 91.1%
IND+ALA 6 200 129,0:£0,2f 94.6*
IND+ALA 6 300 138,2+0,2h 101.2*
IND+RAN 6 25 136,1+0,3¢ 99.7*
IND+LAN 6 30 137,0+0,2¢ 100.4*
IND 6 25 101,2+0,2a 74.1

Saghkh 6 - 136,5+0,3¢ 100.0*

ALAnn alti; RAN ve LAN"1n ise tek dozu ratlara verilmis ve sonuglar 6 rat’taki (N) dlgiimiin
ortalamasi [+ standart hata (SE)] olarak gosterilmistir. Aym harfe sahip olan degerler Duncan
testine gore istatistiksel olarak farksizdir (¢=0.05). IND grubu ile mukayese edildiginde
istatiksel agidan farkl gruplar (p<0.05) * ile gosterilmistir.
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Sekil 11. Ranitidine (RAN) ve lansoprazol (LAN)’iin tek; alfa lipoik asit (ALAYin ise alti
dozunun deneysel olarak indometazin (IND) ile dilser olusturulan rat midelerindeki siiperoksit
dismutaz (SOD) enzim aktiviteleri izerine etkilerini gdsteren diyagram. sonuglar 6 rat’taki (N)
Ol¢timiin ortalamasi [+ standart hata (SE)] olarak gosterilmistir. Aynt harfe sahip olan degerler
Duncan testine gore istatistiksel olarak farksizdir (¢=0.05).
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4.2.2. CAT aktivitesi iizerine alfa lipoik asit (ALA)’in ctkileri:

ALA nm tarkl dozlart (50. 75, 100, 150, 200 ve 300 mg/kg), RAN, LAN, IND
ve kontrol gruplarinin mide dokularinda belirlenen CAT aktivitelerini gdsteren sonuglar
Tablo 3 ve Sekil 12'de gosterilmistir. CAT aktivitesi, seyrelme faktorleri dikkate
almarak mmol/dakika /mg doku olarak tarit edilmistir.

Tablo 3 den gorildiigi tizere CAT aktiviteleri kontrol grubunda 81.0+0.8, IND
crubu midelerinde 115.9+0.4, RAN grubunda 83.9+0.4, LAN grubunda 87.1£0.9 ve
IND ile birlikte uygulanan ALA'min 50, 75, 100, 150, 200 ve 300 mg/kg dozlan ile
muamele edilen gruplarda ise sirast ile 105.3+£0.6, 101.2+0.2, 97.2+0.5, 91.9+0.3,
85.5+0.6 ve 78.9+0.5 mmol/dakika/mg doku olarak tespit edilmistir. Bu sonuglara gore
IND’nin énemli oranda (p<0.05) artirdigi CAT aktivitesini, IND ile birlikte uygulanan
RAN ve 200 mg/kg ALA saglikli ile neredeyse ayni seviyeye getirmis, 200 mg/kg ALA
ise dahada asagiya distrmistiir (p<0.05). CAT aktivitesi tizerine hem referans ilaglar
RAN (103.6) ve LAN (107.5) hemde ALA’nin biitiin dozlan pozitif yonde etki
gostererek kontrol (%100) seviyesine yaklastirmistir (Tablo 3. , Sekil 12.). Diger
yandan, ALA'nin tiim dozlarmin CAT aktivitesini doz artisina bagli olarak kontrol
seviyesine azalttigi (p<0.05) da oldukca dikkat cekicidir. Bu bulgular ALA, RAN ve

LAN"in CAT aktivitesi iizerine inhibe edici etkiye sahip oldugunu géstermektedir.
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Tablo 3. Alfa lipoik asit (ALA) ile ile pozitif kontrol ilaglar1 olarak kullanilan ranitidin
(RAN) ve lansoprazol (LAN)’in deneysel olarak indometazin (IND) ile tlser
olusturulan rat midelerindeki katalaz (CAT) enzim aktiviteleri tzerine etkileri.

Muameleler N Doz CAT aktivitesi % Aktivite
mg/kg viicut ag. (mmol/dakika/mg doku)

IND+ALA 6 50 105.3+0.6h 130.0*
IND+ALA 6 75 101.240.2¢ 124.9%
IND+ALA 6 100 97.2+0.5f 120.0*
IND+ALA 6 150 91.9+0.3¢ 113.5*
IND+ALA 6 200 85.5+0.6¢,d 105.6*
IND+ALA 6 300 78.9+0.5a 97.4*

IND+RAN 6 25 83.9+0.4c 103.6*
IND+LAN 6 30 87.1+0.9d 107.5%
IND 6 25 115.9+£0.41 143.1

Sazhkh 6 - $1.0+0.8b 100.0*

ALAnin alti; RAN ve LAN i ise tek dozu ratlara verilmis ve sonuglar 6 rat’taki (N) dlgtimiin
ortalamasi [+ standart hata (SE)] olarak gosterilmistir. Ayni harfe sahip olan degerler Duncan
testine gore istatistiksel olarak farksizdir (0=0.05). IND grubu ile mukayese edildiginde
istatiksel acidan farkli gruplar (p<0.05) * ile gosterilmistir.
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Sekil 12. Ranitidine (RAN) ve lansoprazol (LAN)’lin tek; alfa lipoik asit (ALA)n ise alti
dozunun deneysel olarak indometazin (IND) ile iilser olusturulan rat midelerindeki katalaz
(CAT) enzim aktiviteleri {izerine etkilerini gosteren diyagram. sonuglar 6 rat’taki (N) Slctimiin
ortalamasi [+ standart hata (SE)] olarak gosterilmistir. Ayni harfe sahip olan degerler Duncan
testine gore istatistiksel olarak farksizdir (¢=0.05).
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4.2.3. GST aktivitesi iizerine alfa lipoik asit (ALA)’in etkileri: ALA min ftarkh
dozlart (50, 75. 100, 150, 200 ve 300 mg/kg), RAN, LAN, IND ve kontrol gruplarmimn
mide dokularinda belirlenen GST aktivitelerini gosteren sonuglar Tablo 4 ve Sekil 137de
eosterilmistir. GST aktivitesi, seyrelme faktorlert dikkate alinarak nmolidakika /mg
doku olarak tarif edilmistir.

Tablo 4°den goruldugi tzere GST aktiviteleri kontrol grubunda 41.33+£0.91,
IND grubu midelerinde 31.57+£0.88, RAN grubunda 31.27+1.18, LAN grubunda
41.70+1.21ve IND ile birlikte uygulanan ALA nin 50, 75, 100, 150, 200 ve 300 mg/kg
dozlan ile muamele edilen gruplarda ise sirasi ile 35.43+0.61, 36.97+0.39, 37.77+0.37,
39.00+£0.32, 40.20+0.31 ve 41.93+£0.39 olarak tespit edilmistir. Bu sonuglara gore
INDnin 6nemli (p<0.05) diizeyde azalttigt GST aktivitesini ALA’min 50, 75, 100 ve
150 mg/kg dozlarinin degisen seviyelerde 6nemli (p<0.05) artislar sagladigi 200 ve 400
mg/kg dozlannin ise kontrol seviyesine artirdigi belirlendi (p<0.05). Ilaveten referans
ilag olarak kullandigimiz pozitif kontrollerden LAN’da ALA’ya benzer sekilde GST
aktivitesini saghklt kontroller seviyesine (p<0.05) ¢ikardig fakat ilging bir sekilde de
RAN’in ise GST aktivitesi tizerine hi¢ etki gostermedigi (p>0.05) de kaydadeger olarak
not edilmelidir.

Tablo 4 ve Sekil 13°dan da goriilebilecedi tizere kontrol grubuna gore IND ile
muamele sonrast meydana gelen GST aktivitesinde ki inhibisyon (p<0.05) IND ile
birlikte uygulanan 200 ve 300 mg/kg ALA ve LAN tarafindan net bir sekilde ortadan
kaldirilmis ve kontrol grubundaki seviyeye getirilmistir (p<0.05). Bu bulgular ALA nin
IND ile birlikte uygulandifinda GST aktivitesini  artirict  etkisinin = oldugunu

gostermektedir.
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Tablo 4. Alfa lipoik asit (ALA) ile ile pozitif kontrol ilaglart olarak kullanilan
ranitidin (RAN) ve lansoprazol (LAN)’tin deneysel olarak indometazin (IND) ile llser
olusturulan rat midelerindeki glutatyon s-transferaz (GST) enzim aktiviteleri lizerine
etkileri.

Muameleler N Doz GST aktivitesi % Aktivite
mg/kg viicut ag. (nmol/dakika/mg doku)

IND+ALA 6 50 35.43+£0.61b 85.72%
IND+ALA 6 75 36.97+0.39b,c 89.45%
IND+ALA 6 100 37.77+0.37¢ 91.39%
IND+ALA 6 150 39.00+0.32¢.d 94.36*
IND+ALA 6 200 40.20+£0.31d.e 97.27*
IND+ALA 6 300 41.93+0.39¢ 101.45*
IND+RAN 6 25 31.27+1.18a 75.66

IND+LAN 6 30 41.70+1.21e 100.90*
IND 6 25 31.57+0.88a 76.39

Saghkh 6 - 41.33+0.91¢ 100.0*

ALA’nm alti: RAN ve LANn ise tek dozu ratlara verilmis ve sonuglar 6 rat’taki (N) dl¢iimiin
ortalamast [+ standart hata (SE)] olarak gosterilmistir. Ayni harfe sahip olan degerler Duncan
testine gore istatistiksel olarak farksizdir (¢=0.05). IND grubu ile mukayese edildiginde
istatiksel agidan farkl gruplar (p<0.05) * ile gosterilmigtir.
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Sekil 13. Ranitidine (RAN) ve lansoprazol (LAN)’iin tek; alfa lipoik asit (ALA)’in ise alt
dozunun deneysel olarak indometazin (IND) ile iilser olusturulan rat midelerindeki glutatyon
s-transferaz (GST) enzim aktiviteleri {izerine etkilerini gosteren diyagram. sonuglar 6 rat’taki
(N) 6l¢iimiin ortalamasi [+ standart hata (SE)] olarak gosterilmistir. Aym harfe sahip olan
degerler Duncan testine gore istatistiksel olarak farksizdir (0=0.05).
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4.2.4. MPO aktivitesi tizerine alfa lipoik asit (ALA)’in etkileri: ALA 'min farkh
dozlart (50. 75, 100, 150, 200 ve 300 mg/kg), RAN, LAN, IND ve kontrol gruplarinin
mide dokularinda belirlenen MPO aktivitesinin miktarlann gésteren sonuglar Tablo 5
ve Sekil 14.°da gosterilmistir. Numunelerin MPO aktiviteleri umol/dakika/mg doku
olarak tarif edilmistir.

Tablo 5.°da gortldiigii tizere MPO aktivitesi kontrol grubunda 8.37+0.08, IND
grubu midelerinde 17.77+0.25, RAN grubunda 7.64+0.34, LAN grubunda 8.80+0.08ve
IND ile birlikte uygulanan ALA min 50, 75, 100, 150, 200 ve 300 mg/kg dozlan ile
muamele cdilen gruplarda ise sirasi ile 15.47+0.26, 13.90+0.35, 11.85+0.35,
10.07+0.33, 9.11+0.17 ve 8.31£0.29 olarak tespit edilmistir. Bu sonuglar bize IND nin
onemli oranda (p<0.05) artirdign MPO aktivitesini, IND ile birlikte uygulanan ALA nin
biitiin dozlarda inhibe ettigini (p<0.05) ve 200 (% 108.8) ile 300 (% 99.3) mg/kg
dozlarda kontrol seviyesine (p<0.05) azalttigimi gostermektedir. Saghikli gruptaki MPO
seviyesinin 100 olarak kabul edildigi skala g6z oniine alindiginda referans olarak
kullanilan ilaglardan RAN ve LAN’1n sirastyle % 91.6 ve 105.1°lik bir aktivite seviyesi
oletildigli bu oranin IND ile muamele edilen dokularda % 212.3 seviyesi ile
belirlenmistir.

Tablo 5 ve Sekil 14’de goriilebilecegi tizere kontrol grubuna gére IND ile
muamele sonrast meydana gelen MPO miktarindaki artisin (p<0.05) IND ile birlikte
uygulanan ALA nin 200 ve 300 mg/kg dozlarinin yani sira RAN ve LAN tarafindan da
net bir sekilde ortadan kaldinldigt ve kontrol grubundaki seviyeye getirildigi
goriilmektedir (p<0.05). Bu bulgular ALA, RAN ve LAN’in IND ile birlikte

uvgulandiklarinda MPO enziminin miktarini azalttigini gostermektedir.
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Tablo 5. Alfa lipoik asit (ALA) ile ile pozitif kontrol ilaglar olarak kullanilan ranitidin
(RAN) ve lansoprazol (LAN)iin deneysel olarak indometazin (IND) ile dlser
olusturulan rat midelerindeki miyeloperoksidaz (MPO) enzim aktiviteleri Uzerine
etkileri.

Muameleler N Doz MPO aktivitesi % Aktivite
mg/kg viicut ag. (umol/dakika/mg doku)
IND+ALA 6 50 15.47+0.26f 184.8*
IND+ALA 6 75 13.90+0.35¢ 166.1*
IND+ALA 6 100 11.85+0.35d 141.6%
IND+ALA 6 150 10.07£0.33¢ 120.3*
IND+ALA 6 200 9.11£0.17b 108.8*
IND+ALA 6 300 8.31+0.29a,b 99.3*
IND+RAN 6 25 7.64+0.34a 91.6*
IND+LAN 6 30 8.80+0.08b 105.1*
IND 6 25 17.77£0.25¢ 212.3
Saglikli 6 - 8.37+0.08a,b 100.0*

ALAnm alti; RAN ve LANin ise tek dozu ratlara verilmis ve sonuglar 6 rat’taki (N) dl¢iimiin
ortalamas [+ standart hata (SE)] olarak gosterilmistir. Ayni harfe sahip olan degerler Duncan
testine gore istatistiksel olarak farksizdir (¢=0.05). IND grubu ile mukayese edildiginde
istatiksel agidan farkli gruplar (p<0.05) * ile gdsterilmistir.
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Sekil 14. Ranitidine (RAN) ve lansoprazol (LAN)’iin tek; alfa lipoik asit (ALA)’in ise alti
dozunun deneysel olarak indometazin (IND) ile iilser olusturulan rat midelerindeki
miyeloperoksidaz (MPO) enzim aktiviteleri iizerine etkilerini gosteren diyagram. sonuglar 6
rat’taki (N) Slgiimiin ortalamasi [+ standart hata (SE)] olarak gdsterilmistir. Ayni harfe sahip
olan degerler Duncan testine gore istatistiksel olarak farksizdir (0=0.05).
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4.2.5. GSH aktivitesi iizerine alfa lipoik asit (ALA)’in etkileri:

ALA nin farkh dozlari (50, 75, 100, 150, 200 ve 300 mg/kg), RAN, LAN, IND
ve kontrol gruplarinin mide dokularinda belirlenen GSH miktarlarini gosteren sonuglar
Tablo 6 ve Sekil 15.°de gosterilmistir. Numunelerin GSH miktarlari, nmol/mg doku
olarak tarit edilmistir.

Tablo 67den goriildiigu tizere GSH miktarlart kontrol grubunda 4.21+0.05, IND
grubu midelerinde 3.09+0.03, RAN grubunda 4.16£0.01, LAN grubunda 3.81£0.02 ve
ALA™nm 50. 75, 100, 150, 200 ve 300 mg/kg dozlari ile muamele edilen gruplarda ise
strast ile 3.28+0.01, 3.52+0.01, 3.66+0.03, 3.87+0.02, 4.06+0.02 ve 4.37+0.01 olarak
tespit edilmistir. Bu sonuglar bize IND nin azalttigt GSH miktarini, IND ile birlikte
uygulanan ALAnin 50, 75, 100, 150 ve 200 mg/kg dozlarinim artirdigin (p<0.05), 300
mg/kg dozunun kontrol seviyesinin de {izerine ¢ikardigi (p<0.05) belirlendi. Referans
ilaglartmizdan LAN GSH miktarint ALA'ya benzer sekilde artirirken (p<0.05) RAN
kontrol seviyesine ¢ikarmistir (p<0.05).

Tablo 6 ve Sekil 15°de de goriilebilecegi tizere kontrol grubuna gore IND ile
muamele sonrasi meydana gelen GSH miktarindaki azalma (p<0.05) IND ile birlikte
uygulanan ALA'nin 200 ve 300 mg/kg dozlan ve referans ilaglanimiz RAN ve LAN
tarafindan kontrol seviyesine artirilmustir.. Bu bulgular ALA, LAN ve RAN"n IND ile

birlikte uygulandiklarinda GSH miktarini artirdigini géstermektedir.



Tablo 6. Alfa lipoik asit (ALA) ile ile pozitif kontrol ilaglar olarak kullamlan ranitidin
(RAN) ve lansoprazol (LAN)’iin deneysel olarak indometazin (IND) ile ilser
olusturulan rat midelerindeki toplam glutatyon (GSH) miktarlar iizerine etkileri.

Muameleler N Doz GSH miktari % Aktivite
mg/kg viicut ag. (nmol/mg doku)

IND+ALA 6 50 3.28+0.01b 77.9%
IND+ALA 6 75 3.52+0.01c¢ 83.6%
IND+ALA 6 100 3.66+0.03d 86.9%
IND+ALA 6 150 3.87+0.02¢ 91.9%
IND+ALA 6 200 4.06+0.02f 96.4*
IND+ALA 6 300 4.37+£0.01h 103.8*
IND+RAN 6 25 4.16+0.01g 98.8*
IND+LAN 6 30 3.81+0.02¢ 90.5%*
IND 6 25 3.09+0.03a 73.4

Saglikli 6 - 4.21+0.05g 100.0*

ALA’nm alti; RAN ve LANmn ise tek dozu ratlara verilmis ve sonuglar 6 rat’taki (N) ol¢timiin
ortalamast [+ standart hata (SE)] olarak gosterilmistir. Ayni harfe sahip olan degerler Duncan
testine gore istatistiksel olarak farksizdir (0=0.05). IND grubu ile mukayese edildiginde
istatiksel agidan farkli gruplar (p<0.05) * ile gosterilmistir.
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Sekil 15. Ranitidine (RAN) ve lansoprazol (LAN)’iin tek; alfa lipoik asit (ALA)Y’in ise alti
dozunun deneysel olarak indometazin (IND) ile iilser olusturulan rat midelerindeki toplam
glutatyon (GSH) miktarlari iizerine etkilerini gosteren diyagram. sonuglar 6 rat’taki (N)
ol¢timiin ortalamasi [+ standart hata (SE)] olarak gosterilmistir. Ayni harfe sahip olan degerler
Duncan testine gore istatistiksel olarak farksizdir (0=0.05).
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4.2.6. LPO miktary iizerine alfa lipoik asit (ALA)’in etkileri:

ALA nm farkh dozlar (30, 75. 100, 150, 200 ve 300 mg/kg), RAN, LAN, IND
ve kontrol gruplarinin mide dokularinda belirlenen MDA miktarlarim gosteren sonuglar
Tablo 7 ve Sekil 16” de gosterilmistir. Numunelerin LPO miktarlari. nmo/ ¢ doku olarak
tarit edilmistir.

Tablo 7°de goriildiigii tizere LPO nun gostergesi olan MDA miktarlart kontrol
grubunda 17.48+0.71, IND grubu midelerinde 39.49+0.43, IND ile birlikte uygulanan
RAN grubunda 24.00+0.59, LAN grubunda 20.25+0.28 ve ALA nin 50, 75, 100, 150,
200 ve 300 mg/kg dozlart ile muamele edilen gruplarda ise swrasi ile 31.99+0.28,
27.59+£0.28, 24.10£0.43, 21.72+0.28, 20.74+0.28 ve 19.43+0.59 olarak tespit edilmistir.
Bu sonuglar bize IND'nin énemli oranda (p<0.05) artirdigt LPO miktarini, IND ile
birlikte uygulanan ALA'min tiim dozlan tarafindan doz artisina baglt olarak Snemli
(p<0.05) oranda azaltildigim gostermektedir. Referans ilaclarimizda benzer sekilde
RAN (%137.3) ve LAN (%115.9)lik oranlarda LPO miktarini azaltmislardir. Bu
oranlar kontrol igin %100 ve IND igin % 225.9 oldugu dikkate alindiginda oldukca
viksek olarak kabul edilebilir.

Tablo 7 ve Sekil 16°de goriilebilecegi iizere kontrol grubuna gore IND ile
muamele sonrasi meydana gelen LPO miktarindaki artig (p<0.05) IND ile birlikte
uygulanan ALA tarafindan net bir sekilde ortadan kaldinlmis ve 300 mg/kg doz
uygulandiginda da kontrol grubundaki seviyeye yaklastirmistir (p<0.05). Bu bulgular
ALA. RAN ve LAN"un IND ile birlikte uygulandiklarinda LPO miktarim azalttigini

gostermektedir.
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Tablo 7. Alfa lipoik asit (ALA) ile ile pozitif kontrol ilaglari olarak kullanilan ranitidin
(RAN) ve lansoprazol (LAN)’in deneysel olarak indometazin (IND) ile ilser
olusturulan rat midelerindeki lipit peroksidasyon (LPO) miktarlari lizerine etkileri.

Muameleler N Doz LPO miktar: % Aktivite
mg/kg viicut ag. (nmol/g doku)
IND+ALA 6 50 31.99+0.28f 183.01*
IND+ALA 6 75 27.59+0.28¢ 157.84%*
IND+ALA 6 100 24.10+0.43d 137.87%
IND+ALA 6 150 21.7240.28¢ 124.26*
IND+ALA 6 200 20.74+0.28b,¢ 118.65%
IND+ALA 6 300 19.43+0.59b 111.16%
IND+RAN 6 25 24.004+0.59d 137.30%*
IND+LAN 6 30 20.254+0.28b 115.85%
IND 6 25 39.49+0.43¢ 225.92
Sagiikh 6 - 17.48+0.71a 100.0*

ALAnin alti; RAN ve LAN’1n ise tek dozu ratlara verilmis ve sonuglar 6 rat’taki (N) ol¢timiin
ortalamasi [+ standart hata (SE)] olarak gosterilmistir. Ayni harfe sahip olan degerler Duncan
testine gore istatistiksel olarak farksizdir (¢=0.05). IND grubu ile mukayese edildiginde
istatiksel acidan farkli gruplar (p<0.05) * ile gosterilmistir.
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Sekil 16. Ranitidine (RAN) ve lansoprazol (LAN)’iin tek; alfa lipoik asit (ALA)’in ise alti
dozunun deneysel olarak indometazin (IND) ile iilser olusturulan rat midelerindeki lipit
peroksidasyon (LPO) miktarlari {izerine etkilerini gésteren diyagram. sonuglar 6 rat’taki (N)
olciimiin ortalamasi [+ standart hata (SE)] olarak gosterilmistir. Ayni harfe sahip olan degerler
Duncan testine gore istatistiksel olarak farksizdir (¢=0.05).



5. TARTISMA

Alfa-lipoik asit (ALA), ‘B grubu vitaminler’ den birisidir. Hem suda hem de
yagda ¢6ziinebildigi icin hiicre i¢inde, hiicre diginda ve membran yapisinda da etkisini
strdtirebilir. Gunliik besinlerimizle kolayca ve bol miktarda alinabilir. ALA 1950’ de
sigir karacigerinden daha sonra da patatesten izole edilmistir. ALA diyetten kolayca
emilir, ndkledilir. beyini de igerisine alan ¢esitli dokularda hiicrelerin sitoplazmasinda
bulunan glutatyon rediiktaz ve tiyoredoksin rediiktaz taratindan NADPH ‘in varligina

bagl olarak dihidrolipoik asite (DHLA) doniistiiriiliir® %+

. Biyokimyasal proseslerdeki
rolii dikkate alindiginda, baslangigta vitamin B komplekslerine dahil edilmistir. Bununla
birlikte simdilerde arastirmacilarin  ¢ogu lipoik asidin bir vitamin olmadigina
manmaktadir. Siilfiirin kaynagi olan sistein ve oktanoik asit lipoik asidin direkt
prokiirsor (baslangic molekilii) i diirler ve bakteri ve bitkilerdekine benzer olarak insan
ve hayvanlardaki mitokondrilerde sentezlendigi farz edilmektedir®'.

ALAnin bu molekiiler 6zellikleri son yillarda onun antioksidant &zelliklerinin
kestedilmesinden sonra dogrudan reaktif oksijen siflari (ROS) ve onlarin sebep
olduklar metabolik hastaliklar Gizerine ¢alismalarin yogunlasmasina neden olmustur.
ALAnn hiicre i¢i ROS’larin pek ¢ogunun radikalik etkisini siipiirerek oksidatif stresle
savastigi pek ¢ok calisma ile gosterilmistir® ®°. ROS’lerin radikalik etkilerinin
stptriilerek ortadan kaldirlmasi bir tarata vitamin C, vitamin E ve glutatyon (GSH)
aibi diger hiicresel antioksidantlarin rejenere edilerek yeniden kullanilabilir forma
getirilmesini de ALA'nin sagladigr belirlenmistir®® %", ALA ve DHLA'min hem
prooksidant hemde antioksidant 6zelliklere sahip oldugu bazi calismalarda'!'®*3%%
gOsterilmis olmasina ragmen hem ALA hem de DHLA giiclii antioksidant aktivite
261,262

gosterir ve hiicre i¢i GSH seviyesini artirmak i¢in glutatyon disiilfiti veya
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dehidroaskorbati rediiksiyona ugratir. En énemli tiyol vapisindaki antioksidant olan
GSH. sistemik olarak uygulandiginda kan-beyin bariyerini asamadigr i¢in beyinde
sentezlenmek zorundadir. Bu yiizden DHLA hiicre i¢i ve hiicre dist alanda beyin
antioksidant potansiyelini artirmak i¢in oldukca enteresan bir alternetif olarak karsimiza
¢tkmaktadir.

Son 50 yilda lipoik asidin farmakolojik 6zelliklerine iliskin arastirmalarda

08 N - .
. Diabet, ateroskleroz, néronlardaki dejeneratif

cnteresan bir yiikselise tanik oluyoruz
prosesler. eklem hastaliklari ve AIDS gibi pek cok hastahgin tedavisinde lipoik asidin
faydali etkilerini dogrulayan yaymnlarin sayisinda cok bitylik bir artig vardir. Cagdas
tbbin bu molekiile meraki ashnda lipoik asidin rediiktif (indirgeme) giictinden
kaynaklanmaktadir. Lipoat/dihidrolipoat sisteminin diisik redoks potansiyelinden
dolayr diger antioksidantlarin okside formlarinin rediiksiyonunda oldugu gibi ROS’leri
notrlestiren reaksiyonlara olduk¢a etkili bir sekilde katilir. Antioksidantlar arasinda
vagda oldugu gibi suda da ¢ok iyi bir sekilde ¢oziinebilen yegine molekiil ALA dir’,
Bu ylizden alfa lipoik asit antioksidantlarm antioksidanti olarak adlandirilir®®.

ALA'nin  antiiilserojen etkisinin incelendigi calismalar olsa da olusan
antiiilserojenik etki siirecinin mekanizmalarn hakkinda bilgiler olduk¢a sinirhdir. Bu
agidan bakildiginda mevcut arastirmanin bu konuda bir boslugu dolduracag: inancini
tagimaktayiz. Bu amagla ticari ambalaji igerisinde satilmakta olan bir tiriin olarak
pivasadan aldigimiz ALA'nmin degisik dozlarda gastroprotektif etkisi ve antioksidan
sistem Gizerine olan etkisi aragtinldi. ALA'min antiiilserojenik aktivitesinin olup
olmadigr sicanlarda indometazin ile olusturulan iilser modeli kullanarak belirlenmeye

cahsilirken gastroprotektif etkinin mekanizmasimin aydinlatilmasina 151k tutabilmek icin

de gastrik hasarli dokularda SOD. CAT. GST ve MPO enzim aktiviteleri ile GSH ve



LPO mikuarlart dlgiilerek  ALA™nm bu  antioksidant  sistemleri  nasil  etkiledigi
belirlenmeye ¢alisildi.

Aragtirmamizda indometazin (IND) ile muamele edilen rat midelerinde meydana
gelen dilserli doku hasarini (Tablo 1. Sekil 9 ), ALA nin 50, 75. 100, 150, 200 ve 300
mg/kg dozlarda IND’e gore sirasiyla % 88.2, 89.9, 91.4, 93.5, 95.1 ve 96.1 (p<0.05)
azaltigr gozlenmistir. Saghkh (kontrol) grupta ilser alani olugsmazken IND ile
olusturulan ilseri: RAN"in % 72.3 oraninda (p<0.05), LAN’in da % 95.3 oraninda
(p<0.05) azaltudr tespit edilmistir (Tablo 1 ve Sekil 9). ALA min uygulanan dozlan
arasinda en etkili doz 300 mgkg olarak uygulanan doz olup RAN ile mukayese
edildiinde Glser dnleyici etkisinin gok daha fazla, LAN ile karsilastirildiginda ise bu
etkinin 200 mg/kg dozuyla hemen hemen esit, 300 mg/kg dozda ise daha etkili oldugu
gorilmektedir. Meveut bulgular dogrultusunda ALA’mn  her dozda giiglii bir
antililserojenik ajan oldugunu ortaya koymaktadir.

IND nin gastrik hasar olusturmasinin sebepleri arasinda; mide dokusundaki
sitoprotektit’ prostaglandinlerin sentezini inhibe etmesi'’=***27827 LPO’yu artirmasi'*”

281

20.23-27.4828¢ . . . .. .. - .
20.23-2748280 ° qoku glukoz seviyesini azaltmasi™', MPO aktivitesini ve NOS aktivitesini

18,19,23,282-284

artirmast sayilabilir. IND, etanol ve diger ajanlar ile olusturulan mukozal

hasarlarin,  reaktit oksijen molekilleri ile iliskili oldugu da literatiirde

g 2023,24.26,27,285-289
kaydedilmistir '

. Literatlirde rapor edilmis ¢ok sayida arastirmada IND
gibi antienflamatuar ilaglarim hem prooksidan hem de lipit peroksit olusturucu
etkilerinin oldugu ve bu tiir ilaglarin mukozal hiicrelerin antioksidan sistemlerini siiratle

bloke ederek ROS olusumuna ve bu ROS olusumunun da lipit peroksidasyonuna neden

e 9(23.7.57.286 e .. .
olabilecegi one stirilmstiir """ Oksidatif hasarlar nedeni ile kontrol edilemeyen
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lipit peroksidasyonu bir siire sonra proteinlerde oksidasyona ve sonunda da hiicre
Olimine yol acabilmektedir.

Deneysel sonuglarimizin 1s13inda bir nonsteroidalantienflamatuvar ilag olan IND
tarafindan ratlarin midelerinde olusturulan lserlerin ¢ok bityiik oranda énlendigi tespit
cdilmis bu etkinin hangi mekanizma ile olabilecegi konusuna sk tutmak amact ilede
antioksidant enzimlerden SOD, CAT ve GST aktiviteleri, travma halinde dokulara
ybnlenen ndétrofillerin  belirteci  olan  miyeloperoksidaz enziminin aktivitesi ile
antioksidant sistemin dnemli bileseni olan total glutatyon (GSH) diizeyi belirlenmistir.
Yine dokularda hasar seviyesinin bir markdrii olarak MDA seviyeleri  Ol¢lilmek
suretiyle hiicresel seviyede olugabilecek lipit peroksidasyon diizeyi belirlenmek

suretiyle hasarin diizeyi izlenmeye ¢alistimistir.

Organizmalar ROS'larin toksisitesine karst hem enzimatik hem de enzimatik
olmayan savunma mekanizmalarina sahiptirler*"** ROS’lara karst (6zellikle de [O5]
siiperoksit anyonuna karsi) savunmada énemli siipiiriicii enzimlerden biri de SOD*dir.
SOD’ler (sitoplazmik Cu / Zn SOD, Mitokondrial Mn-SOD), Oy~ anyonunun H»O»’ye
déniisimiinii katalizlerken CAT ise H,O»’nin H,O'ya doniisiimiinii katalizler”*>27-%,
IND ile iilser olusturulmus dokularda bazi antioksidan enzim aktiviteleri (SOD ve

CAT) nin azaldig1 konusunda pekgok literatiir kaydina rastlanmugtyr=-3-27271280.290

Arastirmamizda IND ile muamele edilen rat midelerinde belirlenen SOD
aktivitesi (Tablo 2 ve Sekil 11) saghkh gruba gore nemli oranda azalmistir (p<0.03).
IND ile muamele edilen ratlarda ALA nin 50, 75, 100, 150, 200 ve 300 mg/kg dozlarda
uygulanmast ile SOD aktivitesi 6nemli oranda artarak kontrol (saglikl) grubu
seviyesine gelmistir (p<0.05). Benzer sekilde RAN ve LAN’in de SOD aktivitesini

kontrol grubu seviyesi ve lizerine ¢ikardigr tespit edilmistir (p<0.05).
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Diklofenak sodyum, meloksikam ve ketoprotenil gibi ¢esitli NSAID’ler ve IND
ile muamele cdilen rat mide dokularinda SOD  aktivitesinin azaldigina iliskin
bulgularimiz daha 6nce yapilnmig olan ¢ok sayida caligma ' $=0-212327.207.208 280201200y
uyum icerisindedir. Fakat IND’nin hangi mekanizma ile SOD aktivitesini inhibe ettigi
hentiz kesin olarak agikliga kavusturulamamis olup bu konuyu aydinlatabilmek

amactyla bazi izahlar yapilmaktadir.

Antioksidanlarin inhibisyonu ROS birikimine yol acar. ROS’larn iiretildigi
verde SOD%yi de i¢ine alan antioksidanlarin varligr, IND ile uyarilan patojenezin
kontrol edilmesinde koruyucu bir faktér olarak davranmr??2327291 Arastirmamizda IND
etkisi ile azalan SOD aktivitesinin, ALA nin tiim dozlari, RAN ve LAN tarafindan
yeniden artirildigr ve bunun da oksidatif hasar1 kismen engelleyerek gastrik hasarin
giderilmesinde rol oynadigi diisiiniilebilir. Cu. Zn ve Mn kompleksleri ile yapilan
calismalarda SOD aktivitesi ile prostaglandin sentezi arasinda bir iliskiye isaret
edilmekte ve IND ile olusturulan iilser modelinin olasi mekanizmalarindan birisi olarak
kabul edilmektedir™=""*. Bu aragtirmalar 1s18inda ele alindiginda mevcut arastirma
¢ergevesinde elde ettigimiz bulgular prostaglandin seviyeleri tizerine de ALA ' nin etkili

olabilecegi izlenimini vermektedir.

IND ile muamele sonucu prostaglandin konsantrasyonu azalsa da Mn ve Cu
komplekslerinin gastrik korumadaki katkilari 6nemlidir. Bunun yani sira Cu ve Mn
kompleksleri taratindan saglanan gastrik korumaya sadece prostaglandinler degil
serbest radikal stiptiriiciiler gibi diger faktorler de katkida bulunurlar™”. SOD veya
SOD"ye benzer etki gsteren antioksidantlar tarafindan siiperoksitlerin elimine edilmesi,

gastrik koruma prosesinde énemli bir faktordiir. Nitekim etanol ile uyarilan gastrik



hasarli dokularda SOD aktivitesinin azaldigr ve serbest radikallerin gastrik mukozal

. - - C ; S 20029
hasarin patojenezine kattldigr gesitli ¢ahgmalarda rapor edilmistir !

SOD inhibitorii olan dictilditiyokarbamat (DDC) verilen IND ile uyarilmis
ilserli rat dokusunda SOD aktivitesinin azaldigi, bunun sebebinin ise mukozal
asidifikasyonun yol agtigr bikarbonat salgilanmasindaki artisin DDC tarafindan inhibe
edildigi rapor edilmistir™. DDC nin bikarbonat salgtlanmast tzerindeki inhibisyon

ctkisi SOD ilavesiyle tersine dondiiriilebilir”®

. Bu bilgilerden yola ¢ikarak SOD’nin
bikarbonat salgilanmast prosesinde de rol aldigr séylenilebilir.

Biitiin bu verilerden yola ¢ikarak RAN, LAN ve ALA’nin tim dozlarinin
gastroprotektit etki gostermesinde, SOD aktivitesini artirmasinin énemli bir paya sahip
oldugunu ditstinmekteyiz (Sekil 11).

Aragtirmamizda kontrol ve muamele gruplarinda tespit edilen CAT aktiviteleri
Tablo 3 ve Sekil 12 “de sunulmugstur. IND tarafindan énemli oranda artirilan CAT
aktivitesi {izerine hem referans ilaglar RAN (103.6) ve LAN (107.5) hemde ALA nin
bitiin dozlart pozitif' yénde etki gostererek kontrol (%100) seviyesine yaklastirmistir
(Tablo 3. Sekil 12). Bu baglamda ALA nin mevcut ¢alismada belirlenen gastroprotektif
etkisinin CAT aktivitesi ile iligkili oldugu one siiriilebilir.

Mide dokusunda indometazin vasitasiyla CAT aktivitesinin artirildigi

1327280290297 3isim bulgularimizda da IND taratindan CAT

literatiirlerde belirtilmistir’
aktivitesinin artinnldig: tespit edilmistir. Bir baska acidan degerlendirilecek olursa CAT
aktivitesindeki artisin diger antioksidant bir enzim olan glutatyon peroksidaz (GPO) ile
tlgisi oldugu degerlendirilebilir. Hem CAT hemde GPO enzimleri hidrojen periksit

(H205)"1 kullanma hususunda yaris halinde olabilir'®®. Bu durum proses esnasindaki

enzimatik ilginin - yoni ile alakalidir. Sayet bu arastirmada GPO  aktivitesi
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aragtirilabilmiy olsaydr bu durum hakkinda bir agiklama getirilebilirdi. Diger yandan
bagka arastirmalarda bu durum literatiirlerde kaydedilmistir™***"=" CAT ve GPO
enzimleri H,O2'yi HyO’ya doniistiirerek zayif radikalik etkisini ortadan kaldirirlar.
Cinkd H,O; ortaklanmamis bir elektron igermedigi i¢in kendi basina gli¢lii bir radikal

%% Bununla beraber. hidrojen peroksit serbest bir radikal olmadifi halde,

degildir
reaktif oksijen tirleri igine girer ve serbest radikal biyokimyasinda énemli bir rol oynar.
H20s. I'e ve Cu gibi gegis metalleri varliginda siiperoksit ile reaksiyona girerek en
reaktif ve zarar verici radikal olan hidroksil radikali olusturabilir'*®72% By yiizden
H,0O; nin suya doniistiiriilmesi zorunludur. Gastrik hasara ugramis olan dokularda CAT
aktivitesinin artmasi ikinci planda gastrik korumaya yardimeir olmasi acisindan da
olduk¢a  Onemlidir ve bu tir arastrma c¢alismalarinda GPO  enziminin
degerlendirilmeside arastirmaya olumlu yénde katki saglar diye diistiniiyoruz.

Gastrik mukozal dokularin igerisindeki notrofil salinimi MPO enzimi ile kontrol
altinda tutulmaya ¢alisihr. MPO deneysel olarak olusturulmus ¢esitli gastrik yaralarda
nétrofil salmiminin bir gostergesi olarak kullanihr*®*, Gastrik mukozal dokularm
icerisindeki notrofil salimmi gesitli gastrik lezyonlarin patolojisinde tehlikeli bir
olusumdur'**?=738:3023% g o amanlarda yapilan ¢alismalar mide dokusunda olusan
gastrik mukozal hasarlarin MPO aktivitesini artirdigim gostermektedir>>>7233-303304.

Arastirmamizda saf su icerisinde ¢ozillerek uygulanan ALA min farkli dozlan
(50, 75, 100, 150, 200 ve 300 mg/kg), RAN, LAN, IND ve kontrol gruplarinin mide
dokularinda belirlenen MPO aktivitelerini gosteren sonuglar Tablo 5 ve Sekil 14.°de
gosterilmistir. Tablo 5 “den goriildiigii {izere kontrol grubunda ki MPO aktivitesi
8.37+0.08, IND grubu midelerinde 17.77+0.25, RAN grubunda 7.64+0.34, LAN

grubunda 8.80+0.08 ve IND ile birlikte uygulanan ALA min 50. 75. 100, 150, 200 ve
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300 mg/kg dozlart ile muamele edilen gruplarda ise sirast ile 15.47+0.26, 13.90+0.35,
[1.85£0.35, 10.07+0.33, 9.11+0.17 ve 8.31+0.29 olarak tespit edilmistir. Bu sonuglar
bize IND’nin 6nemli oranda (p<0.05) artirdigt MPO aktivitesini, IND ile birlikte
uygulanan RAN ve LAN’m yani sira ALA’ninda tiim dozlarda MPO aktivitesini
azaltigini (p<0.05) gostermektedir. Bu sonuclar ALAnin MPO aktivitesi lzerinde
onemli oranda etkin oldugunu gostermektedir.

Sekil 15 ve Tablo 6”dan gériilebilecegi gibi GSH miktart IND taratindan 6nemli
oranda azaltilmistir (p<0.05). IND ile birlikte uygulanan ALA’nin biitiin dozlarda GSH
miktarint artirmis 300 mg/kg dozda ise daha da artirarak kontrol seviyesinin {izerine
¢ikarmigtir (p<0.05). LAN hemen hemen ALA’nin 150 mg/kg dozu ile ayni oranda
GSH miktarin kontrol diizeyine artirirken (p<0.05) RAN ise kontrole esit diizeyde artis
saglamistir (p<0.05). Bu bulgular IND tarafindan meydana getirilen gastrik hasarin
temel sebeplerinden birisinin  gastrik GSH diizeyinin azaltilmasi  oldugunu
gostermektedir. Bulgularimiz literatiirlerdeki bulgular ile tam bir uyum igerisindedir’*
27.271290.305

Aragtirmamizda sat su igerisinde ¢oziilerek uygulanan ALA’nin tarkli dozlari
(50, 75, 100, 150, 200 ve 300 mg/kg), RAN, LAN, IND ve kontrol gruplarinin mide
dokularinda belirlenen GST aktivitelerini gésteren sonuglar Tablo 4 ve Sekil 13’da
gosterilmistir. Tablo 4 ‘den goriildiigii tizere kontrol grubunda ki GST aktivitesi
41.33+091 olup, IND ile muamele edilen grupta 31.57+0.88’lik seviyeye diismiistiir.
Referans ilaglar ile muamele sonrast GST aktivitesi LAN grubunda % 100.9 olarak
saghkli grup seviyelerinde kaydedilirken RAN"1n aktiviteyi etkilemedigi (31.27+1.18)
tespit edilmistir. IND ile muamele sonrast GST aktivitesinde meydana gelen azalma

ALA ile muamele sonrasindada artirllmis ve 200 (% 97.3) ile 300 ((% 101.3) mg/kg



dozlarda da tamamen kontrol seviyesine getirilmistir. Bu sonuglar ALA nin 200 ve 300
mg/kg dozlarmm GST aktivitesi tizerinde Snemli oranda etkin oldugunu géstermektedir.
Cesithi kimyasal  ajanlarin ¢ogu GSH  ve GSH-bagli  enzimlerin

et el 92426258 306-308
konsantrasyonunu artirarak  etki  gésterirler ’ .

Diger yandan bazi
kemopreventif ajanlarm ¢esitli dokularda GSH ve GSH-bagh enzimleri uyardigi da
belirlenmistir”. Ozellikle GPO ve GST gibi faz Il enzimlerinin uyaricilar potansiyel
Kemopreventif ajanlar olarak diisiiniilmektedir'”~0258310. Cesitli dokulardaki GSH ve
GSH-bagh enzimler (GPO ve GST) antioksidan ve detoksitikasyon 6zelliklerinden
dolayr kemoprevensiyon biomarkirlari olarak da dikkate alinirlar'®2426:258.311.3 2 Bu
agidan bakildiginda, GST aktivitesinde meydana getirdigi artis nedeniyle ALA’ya
potansiyel bir kemopreventif ajan goziiyle bakilabilir.

IND ile olusturulan gastrik hasarh dokularda LPO miktarimin arttigi ¢ok sayida

'21,24'26.38,43,()3‘2()7‘208‘258,313. Bizim bulgularlmlzda da IND ile

literatiirde kayithdir'”
muamele sonrast LPO miktar1 6énemli oranda artmistir (p<0.05). IND ile birlikte
uygulanan ALA’mn biitiin dozlarda énemli oranda LPO miktarin azaltigr (p<0.05)
belirlenmistir (Tablo 7 ve Sekil 16). Benzer sekilde RAN ve LAN da énemli oranda
LPO miktarini azaltt1ig1 (p<0.05) gézlenmistir.

IND vasitasiyla olusturulan gastrik hasarin en  6nemli  sebebi olarak

. .. . .. . . 227829031«
prostaglandin ~ sentezinin engellenmesi  gésterilmektedip?=782%0314.

Prostaglandin
sentezini gerceklestiren prostaglandin H sentaz, hem COX hem de hidroperoksidaz
aktivitesine sahiptir. Indometazinin gastrik toksisitesinin COX enzimini inhibe etme
vetenegine bagl oldugu disiiniilmektedir. Fakat prostaglandin H sentazin gastrik

toksisite ile ilgili olan aktivitesinin COX aktivitesinin yani sira peroksidaz aktivitesine

- - oy " . - 52 313 . . .
bagli olabilecegi de g6z ardi edilmemelidir’'”. Zira indometazin ortamda mevcut olan



bir peroksidaz cnzimi vasitasiyla HyOs ile reaksiyona girerek stiperoksit olusturabilir,
stiperoksit ise membranlarda hasara yol acabilir™"="=07-20%

Prostaglandin H sentaz, H>O» varhginda IND tarafindan inhibe edilmez,
prostaglandin Il sentazin peroksidaz aktivitesi gdstermesi IND tarafindan inhibe

. . . 31s
cdilmedigine isaret eder’ .

IND, H,O; varhginda lipit peroksidasyonunu uyaracak
sekilde®™  aksiyon gostererek dilser olusturabilir. Bu bilgiler indometazin ile. rat
midelerinde ilser olusumunun mekanizmasimin COX enzimleri inhibisyonunun yam
sira lipit peroksidasyonu yoluyla da olabileceginin géz ardi edilmemesi gerektigini
dogrulamaktadir. Bu nedenle indometazinin lipit peroksidasyonuna ydnelmemesi i¢in
ortamdaki H,O,'in harcanmasi gerekir. H,O,, CAT, GPO ve yine bir peroksidaz enzimi
olan. MPO enzimlerinin substrati oldugu i¢in CAT, GPO ve MPO aktivitesinde
meydana gelen artis daha fazla H,Os’nin harcanmasi anlamina gelecek ve ortamda
harcanacak H,O» olmadig: i¢in indometazin lipit peroksidasyonuna ydnelmeyecektir.
Bagh olarak IND ile muamele sonrasi mide dokusunda CAT ve MPO aktivitelerinde bir
artis kaydedilmistir. Bu baglamda ALA’min SOD enzimi, LPO ve GSH miktarlari

tizerine tizerine modilator etkileride dikkate alindi ginda, iilserin 6nlenmesinde ALA nin

pozitif etkileri kayda degerdir.
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Sonug olarak bu ¢alismada,

1. Eczanelerde ‘alfa lipoik asit” ady ile satilan ilag. lokal bir eczaneden temin edildi.

I~

. Alfa lipoik asit’in IND ile olugturulan tlseri 6nemli oranda 6nledigi belirlendi.

3. Alfa lipoik asit’in SOD, CAT, GST, MPO enzim aktiviteleri ile GSH ve LPO
miktarlan tizerine etki ederek dokularin lehine olacak sekilde modiilator etkiye sahip
olmasinin gastroprotektit etkisi ile iliskili oldugu seklinde degerlendirildi.

4. Alfa lipoik asit’in diger lilser modellerinde denenmesinin, onun ilser koruyucu ve
antiiilserojenik etkisi hakkinda daha detayl bilgilere ulasabilmek agisindan faydal
olacagi kanaatine varldr.

5. Bu ¢alismadan elde edilen bulgularin “IND ile olusturulan tlserlerde ROS’lar etkin

rol oynar” hipotezini destekledigi belirlendi.

Mevcut arastirmada alfa lipoik asidin anti-lilserojenik etkilere sahip oldugu
belirlenmis ve bu etkinin antioksidant sistem ile iliskili oldugu tespit edilmistir.
Gelecekte yapilacak olan ¢alismalarda antiiilserojenik siirecte 6nemli diger parametreler
olan “NOS, PGE ve COX seviyeleri ile mide asit ve mukus salgis1 lizerine etkileri de
arastirtimalidir. Bu suretle alfa lipoik asit ‘gastroprotektif yetenegi olan yeni bir ilag’

olarak tespit edilerek ila¢ sanayinde degerlendirilebilecegi kanaatindeyiz.
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