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OZET

Bu ¢aligmada, Usnea longissima Ach. liken tiiriinden izole edilen difraktaik asit
(DA)Y’in ratlarda indometazin (IND) ile olusturulan iilser modelindeki koruyucu etkisi (in
vivo) arastirildi. Her bir deney grubu 6’sar rattan olusturuldu. 25, 50, 100 ve 200 mg/kg
dozlarda DA, 50 mg/kg dozda ranitidin (RAN, pozitif kontrol) ve 25 mg/kg dozda IND
(negatif kontrol) oral yolla verildi. DA’y1 siispansiyon haline getirmek i¢in kullanilan
(%1’lik CMC) ¢ozeltisi IND ile birlikte ayr1 bir grup olarak deneye alindi. DA’nin olas
etkilerini gdzlemek igin bir deney grubu da IND uygulamaksizin yalnizca 100 mg/kg dozda
DA verildi. Caligmalarda kontrol grubu olarak kullanilmak {izere bir gruba da musluk suyu
verildi.

IND ile muamele edilen grupta meydana gelen tilserin, uygulanan DA nin her
dort dozu vasitasiyla 6nemli oranda (p<0.05) azaltildifr belirlendi. Diger yandan,
antioksidant savunma sistemlerinin iilser gelisimindeki roliiniin belirlenmesi amaciyla, rat
mide dokularinda siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx)
gibi antioksidan enzimlerinin aktiviteleri ile total glutatyon (GSH) ve lipit peroksidasyon
(LPO) miktarlart belirlendi. Bulgular, kontrol gruplari ile karsilagtirilarak degerlendirildi.
IND uygulanan dokularda GSH mikta1 ile SOD ve GPx enzim aktiviteleri azalirken, CAT
aktivitesiyle LPO miktarinin arttig1 tespit edildi.

Elde edilen sonuglar, gastrik hasar olugumunda serbest radikallerin iiretildigini ve
IND’nin antioksidan savunma sistemini olumsuz etkileyerek iilser olusumuna katki
sagladigim g6stermektedir. Usnea longissima Ach’dan saflastirilan DA ve RAN ile muamele
edilmis dokularda, bu maddelerin IND’nin aksine antioksidan savunma sistemini olumlu
yonde etkiledigini ve gastrik mukozada iiretilen reaktif oksijen (ROS) radikallerinin tilser

olusumundaki olumsuz etkilerinin azaltildig1 bulunmustur.



SUMMARY

An investigation on the protective effects of diffractaic acid isolated from Usnea
longissima Ach. on the indomethacine-induced ulcer model in rats, and its in vivo
antioxidant properties.

In this study, the gastro-protective effect of diffractaic acid (DA) isolated from a lichen
species, Usnea longissima Ach. in indomethacin induced ulcer model in rats was investigated, in
vivo. Each of the experimental groups consisted from 6 rats. DA at 25, 50, 100 and 200 mg/kg
doses, ranitidine at 50 mg/kg dose (positive control) and indomethacin at 25 mg/kg dose
(negative control) administrated per orally. %1 CMC solution, used to prepare homogeneous
suspension of DA, with indomethacin is taken under control as another group. 100 mg/kg of DA
is administrated to healthy rats without indomethacin to understand the effects of DA.

It is determined that ulcers occurred in indomethacin administrated tissues were
decreased significantly by all doses of DA (»p<0.05). In order to discuss the role of antioxidant
defence systems on ulcer progress, activities of antioxidant enzymes such as superoxide
dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPx), and total glutathione (GSH)
and lipid peroxidation (LPO) amounts were determined in rat stomach tissues. Results
appreciated by comparing with control groups. In indomethacin administrated tissues, increased
CAT activity and LPO amount in contrast to decreased activities of SOD and GPx and GSH
amount were fixed.

These results suggested that free radicals are produced in the gastric mucosal damage
and indomethacin also effects negatively to the antioxidant defence systems that contribute ulcer
formation. It is appeared that, in DA, isolated from Usnea longissima, and ranitidine
administrated- tissues, antioxidant defence system was affected affirmative in contrast to
indomethacine-administrated tissues, and negative effects of reactive oxygen (ROS) radicals,

produced in gastric mucosa were reduced.



GIRIS VE AMAC

Ulser; mide ve duodenumun multifaktdriyel-kronik inflamatuvar hastaligidir.
Hastalig1 meydana getiren 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 ilag)’ler,

Helicobacter pylori ve Herpes Simplex Viriisii (Tip I/ HSV-1)’diir'.

Ulseri meydana getiren 6nemli sebeplerden biri diizenli NSAID kullamimdir.
NSAID’lerin ilser yapici etkileri, enflamatuar bozukluklardaki kullanimlarimin en
biiytik dezavantaji olmaya devam etmektedir. NSAID’ler tarafindan uyarilan gastrik
mukozal iilserasyon temel olarak sitoprotektif prostaglandinlerin eksikligine baglanir.
Bu prostaglandinlerin eksikligi midede gastrik asitlerin, safra tuzlarinin ve etil alkoliin
tahrip edici etkilerini artirmaktadir. Aspirin ve indometazin'in siklooksijenaz (COX)
enzim sistemini inhibe ederek antienflamatuar aktivite gosterdikleri diistiniilmektedir.
Aspirin ve indometazin gibi antienflamatuar ilaglarin COX enzim sistemini bloke
etmesi ise prostaglandin biyosentezinin baskilanmasi ve gastrik mukozal bariyerin
bozulmasi sonucu gastrik hasarin olusumuna neden olur. Daha 6nceki aragtirmalarda
COX enziminin inhibisyonu sonucunda aragidonik asit metabolizmasinin 5-lipoksijenaz
yolunda bir artiy meydana geldigi ve bunun da lﬁkotrienleriﬁ ve
hidroperoksieikozatetraenoik asidin oksijeninden tiirevienen gastrik mukozada tahribata

sebep olan radikallerin asir1 iiretimi ile sonuglandig1 kaydedilmistir™®.

Daha 6nce de belirtildigi gibi iilser midedeki koruyucu ve saldirgan faktérlerin
etkilesimi stirecindeki diizensizlikten meydana gelmektedir. Indometazin uyarmali tilser

olusumunun COX inhibisyonuyla iligkili oldugu ve COX inhibisyonun da prostaglandin



biyosentezini baskilayarak gastrointestinal hasara kars1 bir savunma faktorii olan mukus
olusumunu engelledigi rapor edilmistir’”. Bununla beraber indometazin uyarimli mide
tilserlerinin olugsum mekanizmasi ayrintili olarak heniiz aydinlatilamamigtir. Bu konuda
alternatif sebepler {izerine tartigmalar hala devam etmektedir. Prostaglandin
biyosentezinin inhibisyonu, lokal kan akisinin azalmasi, topikal tahrig, yeniden
yapilanma ve doku onariminin engellenmesi bu sebeplerden bazilaridir'®",

Son zamanlarda indometazin gibi NSAID’ler tarafindan uyarilan akut gastrik
deneysel lezyonlarda oksijenden tiirevlienen serbest radikallerin (ROS) de 6nemli rol
oynadigin1 g6steren ¢aligmalar yayimlanmigtir 152 Bu ¢aligmalarda 6nemli miktarlarda
tiretilen oksijen metabolitlerinin ise dokuyu dejenere ederek iilsere sebep olduklari
bildirilmistir™S. Diger birgok doku hasar1 gibi gastrik iilser de stiperoksit anyonlarinin
olusumuyla ilgilidir. Ayrica gastrik mukozadaki ilserin tedavisinde antioksidan
enzimlerin koruyucu etkilerine ve karsilikli olarak bu enzimlerin birbirlerini
etkilemelerine de dikkat gekilmistir™?*2, Canli dokulardaki hiicreler ROS hasarlarmi
Onleyebilecek veya tamir edebilecek pek ¢ok savunma mekanizmasina sahiptir. ROS’un
tahribatlari, primer olarak stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon S-
transferaz (GST), glutatyon rediiktaz (GR) ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi enzimler
ve sekonder olarak da antioksidan vitaminler, glutatyon (GSH), birgok makro ve mikro
molekiiller tarafindan azaltilir*®**. Sayet siiperoksit (O-), hidroksil (OH-) ve hidrojen
peroksit (H>0,) gibi ROS iiyeleri agir1 {iretilirse, membran lipitlerinin, proteinlerin,
niikleik asitlerin ve ekstraseliiler matriks glikozaminoglikanlarinin zarar gérmesine
bagh olarak doku hasar1 olay:r baglayabilir. Gastrik iilser olusumunu tetikleyen
mekanizmalardan birisinin de bu mekanizma olabilecegi pek ¢ok arastirmaci tarafinda

one siiriilmiistiir'> 722313 Serbest radikalleri etkisizlestiren sekonder molekiillerden



biri olan GSH, gastro intestinal dokular1 makro molekiil igeren lipitlerin oksidatif
hasarlarindan korumada dnemli gérev tistlenmigtir! 20374547,

Bu giin bilinen pek ¢ok etken maddenin indometazin ile uyarilan gastrik hasar
lizerine pozitif etkileri gosterilmigtir'’*!272932363748-56 1yj5er yandan ¢ok sayida bitki
ekstrelerinin antiiilserojen etkileri de rapor edilmistir >,

Likenler, mantar ve alglerin bir araya gelerek teskil ettikleri simbiyotik (ortak
yasayan) bir bitki grubudur. Giintimiizde 20000 den fazla tiire sahip oldugu bilinen
likenlerin, tilkemizdeki florasi henliz tamamlanmamis olup bdlgemiz ile ilgili yapilan
calismalar ise son derece azdir’>"'. Likenlerin gok sayida madde sentezlemekte
olduklart ve bu maddelerin ¢ogunun biyolojik aktivitelere sahip olduklar tespit
edilmistir’®®. Liken ve liken metobolitlerinin gosterdigi aktivitelerden bir kismu;
antiviral®, antibakteriyel®°, antitimor’™®, allerjen”, bitki biyiime inhibitori®,
antiherbivor’®, enzim inhibitsri’ % seklinde siralanabilir. Parfiim sanayindeso,
kozmetik krem sanayinde'™, bava kirliliginin belirlenmesinde'®'%” faydalanilan
likenler pek ¢ok {lilkede insanlar ve hayvanlar tarafindan besin kaynagi olarak da
kullanilmaktadir®'. Likenlerin iistiin yasam mukavemeti kendi biinyelerinde iirettikleri
gok 6zel molekiillerden ileri gelmekte® ve yapilan biyolojik aktivite lgiimlerinde liken
metabolitlerinin her gegen giin yeni dzellikleri kesfedilmektedir. Ustelik bu maddelerin
genellikle sitotoksik 6zelliklerinin az olmas, ilag 6zelliklerinin arastirilmasinda 6nemli
yer tutmaktadir.

Literatiirde liken ekstrelerinin ve liken metabolitlerinin antiiilserojen etkilerinin
incelendigi ¢ok az sayida arastirmaya rastlanmustir'® 1'%, Antitilserojenik etki siirecinin

mekanizmalar1 hakkinda ise bilgiler olduk¢a sinirhdir. Bu agidan bakildiginda bu

caligma iilserin Onlenmesinde oksidatif siire¢ iizerinde bir liken metaboliti olan



diffraktaik asit (DA)’in etkili olup olmadiginin tespit edilmesi agisindan 6nemli bir
eksikligi tamamlayacaktir. Bu arastirmada; siganlarda indometazin ile olusturulan iilser
modeli kullanarak bir liken tiirli olan Usnea longissima ach’dan izole edilen DA’nin
invivo iilser koruyucu etkisi ve mide dokularinda antioksidan etkisi; (CAT, GPx ve

SOD enzimleri, GSH ve lipit peroksidasyon (LPO) diizeyleri tespit edilmeye ¢aligildi.



1. GENEL BILGILER

1.1. LIKENLER

Likenler, en az iki organizmadan (fungus ve alg) olusan bitkilerdir. Fungus,
kendi karbonhitratini tiretemez, fotosentez partneri olan alg ve cyanobakterilerden hazir
olarak alirlar. Bunlar da ekosistem igin caligir ve fungus icin glukoz {retirler.
Cyanobakteriler ise azot iiretir. ki organizma da tek baslarina yasayamayacaklari
yerlerde beraber kolonize olup yasayabilirler. Likenler, diinyada ve {ilkemizde ¢ok eski
zamanlardan beri halk hekimliginde bir ¢ok hastaligin tedavisinde kullanilmistir. Diinya
Saghk Orgiitiiniin (WHO) bir ¢ok iilkedeki yaymlara dayanarak hazirladiga bir
aragtirmaya gore, diinyada tedavi amaciyla kullanilan tibbi bitkilerin toplam tiir sayist
20 000 civarmdadir 7", Ulkemizde 9000’e yakin bitki tiiriiniin dogal olarak yetistizi ve
bunlarin kimyasal igerikleri hakkindaki ¢aligmalarin yok denecek kadar az oldugu da

vurgulanmaktadir'"!

. Bitkisel organizmalar icerisinde incelenen likenler de antik
caglardan beri tibbi 6zellikleri itibariyle degerlendirilmislerdir''?. Fungus (mycobiont)
ve alg (phycobiont) partnerlerinin olusturdugu simbiyotik bitkiler olan likenler, yavas
tiremelerinden kaynaklanan rekabette zayif kalma dezavantajlarini, iirettikleri 6zel
maddeler sayesinde telafi ederler. Ozellikle aromatik yapili sekonder metabolitler,
onlarin en giiclii antagonistik maddelerini olusturmaktadir. Diger taraftan likenlerin

80,113,114

boya ve parfiimeri sanayisinde ham madde olarak ve hava kirliligi indikatorii

olarak 0107115116 1yllamldiklan da kaydedilmistir. Her ne kadar likenlerin global
krizlerde besin kaynagi olarak kullanilabilecegi teklif edilmigse de, dogal yolla
tiremeleri ¢ok yavas oldugundan, bu tiir bir degerlendirmenin ekonomik olmadig: ifade

edilmigtir'"”.



Likenler, yeterli nemin bulundugu kizgin ¢ollerde, arktik ve antartik bolgelerde
yiiksek daglarin dondurucu soguklarinda, diger bitkilerin yasayamadig: taglar, verimsiz
topraklar, kuru aga¢ kabuklar1 ve kiremitler tizerinde dahi yetisebilmektedirler. Bu
Ozelliklerinden dolayr diinyanin hemen her yerinde yayilis gosterdikleri rapor
edilmistir®. Tirkiye florast likenler bakimindan oldukga zengin olmasina ragmen
taksonomik, floristik ve kimyasal liken metabolitleri lizerinde galigmalar son yillarda
baglamigtir. Avrupa iilkelerinde, likenlerin 16.ylizyildan beri, g¢esitli hastaliklarin
tedavisinde dekoksiyon veya inflizyon seklinde kullamildigina dair bir ¢ok kayit
bulunmaktadir®®'. ikinci Diinya Savagi’ndan sonra mevcut antibiyotiklerin azligi
lizerine, likenler iizerinde antimikrobiyal arastirmalarin yapilmasma yol agmistir.
Likenlerde bulunan antimikrobiyal etki, yapilarinda bulunan asitlerden ileri gelmektedir.
Farkli liken tiirlerinden izole edilmis protolikesterinik asit, pulvinik asit tiirevleri, depsid
grubundan evernik, olivetorik asit, tridepsid grubundan giroforik asit, depsidon
grubundan fisodik, lobarik, fumarprotosetrarik asitler ile dibenzofuran tiirevlerinden
usnik asitin antimikrobiyal etkileri saptanmustir''%.

Likenlerde bulunan maddelerin ¢ogu asit 6zelligi gosterdigi igin bunlara
karakteristik liken asitleri denilmektedir. Likenlerin kayalarn pargalama o6zelligini
sentezledikleri bu asitler vasitasi ile gergeklestirdiklerine inanmilmaktadir. Likenlerin bu
asidik maddeleri %1-5 oraninda, ¢ogu zaman da %25 oraninda igermeleri bu maddelerin
izolasyonunu kolaylastirmakta, dolayisiyla da likenlerin bu yoniiyle tohumlu bitkilerden
daha fazla onem kazanmasma neden olmaktadir’’. Uzun zamandir hastaliklarin
Onlenmesinde kullanilan likenlerin iyilestirici O6zelliklerinin, yapilarinda bulunan
asitlerden kaynaklandin diistiniilmektedir''®. Liken primer metabolitleri yalmz algler

tarafindan fotosentezle sentezlenmektedir. Likenlere 6zgii ¢esitli polisakkaritlerin yam



sira ¢esitli amino asit, amin ve proteinler de likenlerden izole edilmis primer

metabolitlerdir'®. Likenler tarafindan sentezlenen bulunan alifatik ve aromatik
bilesikler ise sekonder metabolitler olup glintimiize kadar 300’den fazla sekonder
metobolitin saflastirilarak yapisi spektroskopik yontemlerle aydinlatilarak karakterize
edilmigtir’>3%12,

1.1.1. Usnea longissima

Sekil 1. Usnea longissima’nin dogal ortaminda ¢ekilmis resimleri.

Usnea longissima Ach. tallusu asihi durur, olduk¢a uzundur(Sekil 1). Agaglar
tizerinde bulunur (epifit). Genellikle gblge ve nemli bolgeleri sever, kirlilige en duyarl
likenlerden biridir. Varlig: saf havaya delalet ettigi gibi, yoklugu da hava kalitesinin
distligiinii gosterir. Konifer yagmur ormanlar1 gibi bolca bulundugu bélgelerde

geleneksel olarak ¢ocuk bezi imalatinda kullanmilmugtir. Ayrica, kadinlara yénelik hijyen



tirlinlerinin yapiminda ve ¢esitli ilaglarin terkibinde yer almistir. Cin ve Hindistan'da

ekspektoran, Avrupa'da ise saglar giiglendirmek igin kullamlmustir' %,

Hindistan’da yerliler tarafindan bazen astim olusturduklari diigiiniilen yastik ve

123

minderlerin doldurulmasinda kullanilan maddelere alternatif olarak kullanilmislardir
Ayrica Ingiliz Kolombiyasi’nda Queen Charlotte Adalart yerlileri tarafindan sicak

katranin ilag olarak kullamiimadan once safsizliklarinin giderilmesi amaciyla da

124 125

kullanmiglardir ©* ve mevsimlik kamplarda hijyenik yatak olarak kullanilmigtir' .

Vancouver Adasi’nin bati kiyisindaki Nitinaht yerlileri tarafindan absorban 6zellikleri

dolayisiyla bebek bezi, kadinlar i¢in saglik triinleri (hijyenik ped), ve som baliginin

126

temizlenmesinde “”, Hindistan’da ise kemik kiriklarinin tedavisinde kullanildiklan rapor

edilmistir'®. Bir liken tiirii olan Usnea longissima Ach. terlemeyi, bas donmesini,

islimeyi, agriyr ve balgami 6nlemek amaciyla kullanilmasimin yam sira iiriner sistem

i¢in de faydali oldugu ve disi genital sistemi sismesini onledigi bilinmektedir'®’.

Ekspektoran olarak kullanimimn yam sira iilsere karsida kullandmugtir''>12%,

Bu likenden izole edilen baz1 bilesikler usnik asit, barbatik asit, difraktaik asit, 4-

O-dimetilbarbatik asit(+), evernik asit, B-orsinol, B-orsinolkarboksilik asit, squamatic

129,130,

asid (&), atranorin (£) ve yag asitleri (+) ve likenin'! olarak siralanabilir.



1.1.1.1. Difraktaik Asit (C20H2,07)

Sekil 2. Difraktaik asitin molekiil yapist

DA, liken metabolitleri igerisinde depsitler simfina dahil edilen bir didepsittir.
Daha once yapilan c¢alismalar da Usnea, Alectoria, Parmelia, Cetraria cinslerinde

bulundugu rapor edilmistir (Sekil 2)’3%°. Literatiirde, yapilan arastirmalarda DA’nin

analjezik ve antipiretik ', antiviral®?, antitiimor'>, a;ntiproIiferatif134 ve lokotrien
biyosentez inhibitorii'>®  ozellikleri rapor edilmigti. Bu aragtirmada Usnea
longissima’dan izole edilip saflagtinilan difraktaik asitin ilser koruyucu ve antioksidan

ozellikleri aragtirilmgtir. Elde edilen veriler diinya literatiiriinde ilk kez yer alacaktr.

1.2. ULSER

Sindirim sisteminin en genis yerini teskil eden mide, i¢ ylizii mide mukozas ile
kapli kastan (diiz kas) yapilmus, oldukga genis bir torbadir. Kendisinden sonra
onikiparmak barsagiyla (duodenum) devam eder. Yukarida yemek borusu ile birlesir.
Torba seklinde oldugundan sekli; doluluk derecesine, kasmin kasilma durumuna
(tonus), solucanvari hareketlerine, viicut yapisina, ayakta yada yatar vaziyette olusuna,

komsu organlarin durumuna gore degisir. Midenin 2 ucu vardir. Her iki ucu da sfinkter
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dedigimiz birer biiziik(kapak) ile i¢indekileri i¢inde tutmaga calisir. Diyafram ile gogiis
boslugundan ayrilir. Midenin baghca 2 fizyolojik aktivitesi vardir; 1- Midenin hareketi
(motilite); Yiyilen yiyeceklerin depo edilmesi, ogiitiilmesi, birbirleriyle ve mide
stvistyla karigmalarim saglayarak olusan materyalin 12 parmak barsagina, diizenli bir
sekilde gegirilmesi. 2- Midenin asit ve pepsin salgilamasi; Besinlerin parcalanmasini ve

birbirine iyice karigmasina yardime olmasi'*®,

Sekil 3. Mide, 6zofagus ve duodenum iilserlerini gsteren resim

Peptik tlser mide ve duedonumda (ince barsaklarin ilk parcas1) olusan
enflamasyonlardir(Sekil 3). Peptik ilser; travma, stres, sepsis, hemorajik sok, yaniklar,
pulmoner ve karaciger hastaliklari, rezerpin, epinefrin, steroidler, sigara kullanmimi,
NSAID ve alkol gibi iyi bilinen pek ¢ok faktoriin sebep oldugu bir hastaliktir.
Hastalarin yaklagik %60-80’ninde etiolojik faktér bilinmemektedir'®”. Stres!,
etanol °*'*, NSAID’ler"**"* ve tzellikle de iskemi reperfiizyon'®! ile iliskili gastrik
mukozal hasarda oksijen kokenli serbest radikaller patojen faktérler olarak kabul

edilmektedirler'*?. Etanolle olusturulan gastro duodenal hasarlarda serbest radikal
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olusumunun patojenik faktdrlerden biri oldugu birgok aragtirmaci tarafindan da

dogrulanmigtir!33 141:143. 144

Insanlarda téim aerobik hiicrelerde firetilen oksijen tiirevli serbest radikaller olan

stiperoksit (O, ) ve hidroksil (OH-) radikalleri ile bu radikallerin kaynaklan veya iiriinii

olan singlet oksijen (‘O,) ve hidrojen peroksit (H,0,) pek cok zararh etkiye sahiptir.
Eger hemen ortamdan uzaklastirilmazlarsa, biyolojik sistemlere toksik etki yaparlar.
Toksik etki protein inaktivasyonuna, DNA hasarina ve lipit peroksidasyonuna sebep
olarak hiicrenin yapisal ve fonksiyonel aktivitelerini oksidatif hasara ugratir. Bu hasar
Onlemek tizere SOD, CAT, GPx ve GR gibi enzimler radikal siipiiriicti olarak gorev
yaparlar'*' Dokularda normalde de az miktarda olusan serbest radikallere kars:
korunmak i¢in SOD, CAT, GR, MPx ve GPx gibi enzimler meveuttur' %", Fakat bu
enzimler ekstraseliiler sivida fazla miktarda bulunmadigi igin insan ve diger tim memeli
hiicreleri in vitro olarak ekstraseliiler oksijen kokenli radikallere maruz kaldigindan
tahrip olurlar. Respiratuar ve gastrointestinal kanali dégeyen hiicreler oksijen kokenli
radikallere sikga maruz kalirlar. Askorbat ve demir tuzlari gibi maddelerin agin tiiketimi
veya akcigerlerin birka¢ yil sigara i¢imine maruz kalmasi ile gozlenebilen bir hasar
olusmasi icin yillar gegmesi gerekir. Oysa oksijene maruz kalmis izole hiicrelerde
benzer hasarlar birkag dakika veya birka¢ -saatte olusabilmektedir. Bu farklili3:
aciklayacak faktérlerden birisi de epitelyal hiicre hasarindan sonra yiizey epitelinin in
vivo olarak hizla gogalabilmesidir. Bu siire zedelenmis gastrik mukozada birkag saatten

az bir siiredir.
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Diger taraftan oksijen radikallerinin sebep oldugu biiylik gastrik mukozal
hasarlarin mekanizmas1 tam olarak aydinlatilamamgtir. Oksidan maddeler,
polidoymamus yag asitleri, kiikiirt igeren amino asitli proteinler ve niikleik asitlerle
kolayca reaksiyona girerler'*’. Bu durum membranin vital Szelliklerini degistirerek,
epitelin ve endotelin bariyer 6zelligini tahrip edebilir. Oksijen radikalleri, arasidonik asit
metabolizmasinn {irlinleri ile de etkilegerek tromboksan olusumunu sitiimiile (uyarma)
eder ve gastrik mukozay1 sekonder mekanizmalar aracilig ile tahrip eder. Tromboksan
ise mukozal ve submukozal damarlar1 kontrakte ederek gastrik mukozal kan akimim

durdurur'#®#,

Oksijen radikallerinin diger bir kaynagi da polimorfo niikleer (PMN)
16kosit’lerdir. Notrofillerin siiperoksit'e bagh birikim ile nétrofil kékenli oksidanlarin
sebep oldugu mikro wvaskiiler rezistanstaki artis da gastrik mukozada oksijen

radikallerinin sebep oldugu hasarlarmn patojenik faktorlerinden biridir'**'>2,

Bu nedenle, akut gastrik mukozal hasarlarin gelismesine karsi korunmada
endojen antioksidan savunma mekanizmalarin oldukg¢a 6nemli oldugu tespit edilmistir.
Tripeptit yapisinda olan GSH, 6zellikle insan ve sigan gastrik mukozasinda yiiksek
konsantrasyon da bulunan endojen bir antioksidandir'*®'**'3, Glutatyon’un dogal bir
stiperoksit radikali toplayicis1 oldugu ve selliiler biitiinltigiin devamu igin gerekli olan

protein-tiol gruplarin: oksidasyona kars: korudugu bilinmektedir'*%.

Gastrointestinal mukusun da fizyolojik bir antioksidan oldugu diistiniilmektedir.
Ciinkti mukus epitel hiicrelerini tamamen kapatarak liimen ile epitel arasinda fizyolojik
bir bariyer olusturur'® mukus, OH- radikali ve H,O, ile reaksiyona girerek alttaki

epiteli oksidatif hasardan korur.
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Ulsere en biiyiik nedenlerden biride "Helicobacter pylori" adli bir etkenidir.
Birgok {iilser Helicobacter pylori mikrobunun varlig1 ile meydana gelir. Bu bakteri
midede mukus tabakasi ile mide epiteli arasina yerleserek yasamini siirdiiren kivrik
veya spiral sekilli bir bakteridir. Helicobacter pylori mide asidini nétralize eden
enzimler salgilayarak asidik mide ortaminda yagayabilme yetenegine sahiptir. Bu
mekanizma ile bakteri koruyucu mukus tabakasina kadar ulagsan bakteri spiral sekilli
olmasindan dolay:r kivrilarak mukus tabakasi boyunca ilerler, ve koruyucu mukus
tabakasimi zayiflatarak mide asidinin duyarli alt tabakalara gegmesine olanak saglar.
Boylece mide asidi ve bakterinin kendisi birlikte bu tabakada doku hasar1 meydana

getirerek iilser olusumuna neden olur®2%6>%8,

1.2.1. indometazinle Olusturulan Ulserler

Indometazin, diger nonsteroidal antienflamatuar ilaglar gibi siklooksijenaz
enzimini inhibe ederek prostaglandin sentezini azaltir. Sikloksijenaz enziminin viicutta
iki izoenzimi vardir. Bunlar COX-1 ve COX-2'dir. Viicutta en fazla bulunan tip COX-1
olup, fizyolojik uyarilarla 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
indiiklenebilir. Aspirin ve indometazin, COX-I’i daha fazla inhibe ederken COX-2
tizerine etkileri nispeten daha azdir. Halbuki flurbiprofenin COX-1’e olan inhibitor
etkisi COX-2 ye gore daha diisiiktiir. COX-2 tizerine olan inhibitér etkileri COX-1"e
gore daha fazla olan NSAID’lerden meloksikam, tenoksikam ve nabumeton halen tibbi
kullanimi yaygin olan ilaglardir. Gastrik bikarbonat ve mukus sekresyonun azalmasi

indometazinin hasarlagtirici etkisine yardim eder. Vaskiiler hasar etanol veya
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indometazin tarafindan uyarilan siddetli gastrik mukozal lezyonlarin patojenizinde hiz

siurlayici bir basamak gibi gorinmektedir'*!'>.

Eger vaskiiler hasar mevcutsa, stiperfisyal mukozal kapiller kan akimi diiger ve
dolasimdan plazma sizar. Bu durum mukozal kan damarlarinda dolagimin tamamen
durmas1 sonucu konjesyonu hizlandirir. Nekrotik yiizey epitelinin dékiilmesi ile olusan
erozyon hipoksik ortamda genigler ve bdylece hemorajik derin erozyon ve iilser olusur
(Sekil 4). Eger vaskiiler hasar minimal derecede ise veya yoksa kan akim1 devam eder
ve stiperifisyal mukozal hiicre hasarina ragmen gastrik pit’deki proliferatif zon ¢abucak
hasar1 karsilar ve hiicre proliferasyonu gelisir. Eger vaskiiler hasar yoksa veya az ise
stiperfisyal epitelin % 95°i etanolle yikildigi halde hasardan 15-60 dakika sonra
derindeki kiiboidal hiicreler yiizeyi kaplar. Vaskiiler hasar ve derin hemorajik erozyon
veya iilserlerin yoklugunda, gastrik mukozanin epitelyal yenilenmesi son derece hizli ve
yeterlidir. Bagka bir degisle eger vaskiiler hasar1 farmakolojik olarak dikkate alirsak,
gastrik mukozal epitel dogal ve yeterli tamir kapasitesinden dolay:r kendi kendine
iyilesir. Boylece vaskiiler endotel, gastrik lezyonlar1 6nledigi veya azalttig1 diisiiniilen

yeni ilaglar i¢in terapdtik bir hedef olarak gosterilmektedir'*®,



15

| VASKULER HASAR |

VAR YOK VEYA MINIMAL
ORTA DERECEL | KAN AKIMININ DEVAMI |
KONJESYORI l
] SIDDETLI NEKROZUN
ARTAN OLMAYIS!
PERMEABILITE I
l RESISUTASYON VE
SIDDETLI HOCRE
KONJESYON PROLIFRERASYONU
ICIN PROLIFERATIF
ZONUN ZARARI
YERINE KOYMAS!
ISKEMI VE
HEMORAJI I
SADECE YUZEY
v HUCRE HASARI VE
EROSYON HIZLI RESTITUASYON
OLSER

Sekil 4. Cesitli kimyasallarin olusturdugu gastrik erozyon ve iilserlerin patojenezinde vaskiiler
hasarin 6nemi.

1.2.2. Likenler ve Ulser

Likenler yapilanmalari, yasadiklar1 c¢evre kosullari, temizligine, tutunduklari
kayanin minerallerine ve iklim kosullarina kadar bir¢ok etkiye gore renk ve gelisme
gosterdiklerinden, merakli bakislara kendileri ile birlikte ¢evrelerinin sirlarin1 da agiga
vururlar. Likenlerin iistiin yasam mukavemeti kendi biinyelerinde iirettikleri ¢ok ozel

molekiillerden ileri gelmekte’®

ve yapilan biyolojik aktivite Olglimlerinde liken
maddelerin her gegen giin yeni Ozellikleri kesfedilmekte, iistelik bu maddelerin
sitotoksik 6zelliklerinin az olmasi1 da ilag 6zelliklerinin aragtirilmasinda 6n planda
tutulmaktadir. Liken ekstrelerinin ve likenlerden elde edilen molekiillerin antiiilserojen

etkilerinin incelendigi ¢ok az sayida arastirma vardir'%%'915%138 - Antiiilserojenik etki

stirecinin mekanizmalar1 hakkinda ise bilgiler oldukga sinirhidir.
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1.3. ANTIOKSIDANLAR
1.3.1. Serbest Radikaller

Kuantum kimyasina gére ancak iki elektron bir bagmn yapisina girebilir. Ayrica
iki elekronun zit spinli olmasi gerekir. Elektron ciftleri olduk¢a kararlidir ve insan
viicudunun neredeyse tiim elektronlart “elektron ¢ifti” halinde bulunur. Bir bag
koptugunda elektronlar ya birlikte kalir (heterolitik pargalanma) ya da ayrlirlar
(homolitik pargalanma). Eger birlikte kalirlarsa kimyasal bag heterolitik olarak
parcalanir, homolitik olarak pargalanir ise serbest radikaller olusur. Bu eslesmemis
elektronlar yiiksek enerjilidir ve eslesmis elektronlari ayirip onlarin fonksiyonlarina
engel olurlar. Bu ozellikleri serbest radikalleri hem tehlikeli hem de kullanigh
yapmaktadir. Bu nedenle, serbest radikaller yasam igin gereklidir ve elektron
transferinin de, enerji iiretiminde ve pek ¢ok diger metabolik olaylarda 6nemli
iirinlerdir. Sayet zincir reaksiyonu kontrolsiiz bir davranig gosterirse hiicrede hasarlara
neden olur. Bilim adamlari 1954'lerden beri serbest radikallerin yaglanma ve dejeneratif
hastaliklara neden oldugunu bilmektedirler. Cogu elektronlar ¢ift halde bulunurken,
serbest radikaller bu elektronlar1 birbirinden ayirarak reaksiyonu durdururlar. Ama
sonugta serbest radikal kendine bir ¢ift elektron alarak elektron ¢ifti haline geger, diger
elektron serbest radikal olur. Bu tip molekiiller ortaklanmamis elektronlarindan dolay:

oldukga aktiflerdir ve bu yiizden niifuz edici 6zellige sahiptirler>.
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Serbest radikaller {i¢ yolla meydana gelirler:

1 - Kovalent bagli bir molekiiliin herbir atom, kovalent bag1 olusturan elektron
ciftinden birer elektron alir ve genellikle yiiksiiz atomlar ya da atom gruplar olusur. Bu
boliinme sekline homolotik olarak béliinme denir. Bu béliinme sonucunda olugan atom

veya atom gruplarina radikal denir.

X:Y — X +Y
2 - Bir molekiilden tek bir elektronun kaybi1 veya bir molekiiliin heterolitik
boliinmesi. Heterolitik béliinmede kovalent bag1 olusturan her iki elektron atom veya

atom gruplarinin birinde kalirlar. Béylece serbest radikaller degil iyonlar meydana gelir.
X:Y — "X +Y
3 - Bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi
A+e — > A

Biyolojik sistemlerdeki en Onemli serbest radikaller, oksijenden olusan
radikallerdir. Serbest oksijen radikali biyokimyasinda anahtar rolii oynayan maddeler
oksijenin kendisi, siiperoksit, hidrojen peroksit, gecis metallerinin iyonlar1 ve hidroksil

radikalleridir'’

. Bunlardan ilk dordiinin ¢esitli reaksiyonlarn sonuncu genellikle
hidroksil radikalleri meydana gelir. Oksijen molekiiliiniin elektronlart o sekilde
dagilmiglardir ki bu elektronlardan iki tanesi eglesmemistir. Bu yiizden oksijen bazen
bir di radikal olarak degerlendirilmektedir. Oksijenin bu 6zelligi onun diger serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girmesini saglarken, radikal olmayan maddelerle ise

nispeten daha yavag tepkime vermesini saglar. Oksijenin kismi indirgenmesi sonucu g¢ok

sayida reaktif {iriin olugsmasina ragmen son indirgenme {ir{inii sudur.
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1.3.1.1. Serbest Radikal Cegitleri

Stiperoksit Radikali : Hemen hemen tiim aerobik hiicrelerde enerji metabolizmasinda,
oksidasyon sirasinda ya da oksidazlar gibi bazi enzimlerin aktivitesi sonucunda
oksijenin bir elektron almasi1 sonucu serbest siiperoksit radikal anyonu(O,+ ) meydana

gelir.

O, +e —» Oy
Stiperoksit bir radikal olmakla birlikte, kendisi direkt olarak zarar vermez.
Stiperoksitin zararl etkileri ¢ok iyi anlagilamamasina ragmen, yiiksek derecede toksik

160161 Oksidatif hasarda nadiren rol

olduguna dair birgok deliller bulunmaktadir
almalarinin nedeni hizhi bir sekilde siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi tarafindan
hidrojen perokside (H,O,) déniistiirtilmeleridir. Buna ilaveten asidik durumlarda H,O,
ve peroksil (HO,+) radikalleri iireten spontan protonasyona da ugrarlar'®'. Stiperoksit
radikallerinin asil zararlari, yukarida da bahsedildigi gibi hidrojen peroksit kaynag: ve
gecis metalleri iyonlarinin indirgeyicisi olmalaridir.
Oy + 0+ 2H —» H0, + O,
Siiperoksit fizyolojik bir serbest radikal olan nitrik oksit ile birlesmesi sonucu
reaktif bir oksijen tiirevi olan peroksinitrit meydana getirir.
Oy + NO- —» ONOO
Boylece NO- deaktive edilmis olur. Bununla beraber, peroksinitritlerin dogrudan
proteinlere zararli etkilerinin yam sira azot protoksit (NO, ), hidroksil radikali (OH-)
ve nitronyum iyonu (NO") gibi baska toksik iirtinlerin olusumunu katalizlerler.
Stiiperoksit anyonu hem oksitleyici (yiikseltgeyici) hem de indirgeyici 6zellige

sahiptir. Adrenalin, dopamin, askorbat ve hidroksil amini oksitler, nitrobluetetrazolium
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ve sitokrom c'yi indirger. Rediiktan (indirgeyici) olarak gorev yaptiginda, ferrisitokrom
¢’nin rediiksiyonunda bir elektron kaybeder ve oksijene okside olur. Oksidan olarak
gérev yaptiginda ise epinefrinin oksidasyonunda bir elektron alir ve hidrojen perokside
indirgenir'>’.

Stiperoksit ile perhidroksil radikali birbirleriyle reaksiyona girince biri okside
olurken digeri indirgenir. Bu dismutasyon reaksiyonu sonucu oksijen ve hidrojen

peroksit meydana gelir'*.

HO» + Oy + H — 5 H,0, + O,

Diger taraftan indirgenmis gecis metallerinin oto oksidasyonu da stiperoksit

‘meydana getirebilmektedir'’.

Fe2 + 0, — 5  Fe® + 0y
Cu" + 0, — %  Cu?+0,

Bu reaksiyonlar geriye doniislii redoks reaksiyonlar1 olarak kabul edilmektedir

ve serbest radikal reaksiyonlarinin hizlanmasinda gok biiyiik dneme sahiptir'®2.

Hidrojen Peroksit : Asidik ortamda molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki
elektron almas: veya siiperoksitin bir elektron almasi sonucu hidrojen peroksit meydana
gelir!48163

Oy +e+2H — 3 H0,

0O, + 2 + 2H —» H,O,
Ancak biyolojik sistemlerde hidrojen peroksidin asil {iretimi siiperoksitin
dismutasyonu ile olur. Siiperoksit molekiilii proton alarak hidrojen peroksit ve

147

molekiiler oksijeni olusturur”’. Bu dismutasyon ya spontandir ya da siiperoksit

dismutaz enzimi tarafindan katalizlenir. Spontan dismutasyon pH 4.8’de en hizhdir.
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Stiperoksit dismutaz tarafindan katalizlenen dismutasyon ise daha genis bir pH

araliginda olur.
20y +2H ——»  H;0,+0,

H,0O, kendi bagina serbest radikal degildir, ¢linkii ortaklanmamig bir elektron
icermemektedir'®*'%. Hidrojen peroksit serbest bir radikal olmadigi halde, reaktif
oksijen ttirleri igine girer ve serbest radikal biyokimyasinda 6nemli bir rol oynar. Ciinkii
Fe ve Cu gibi ge¢is metalleri varliginda stiperoksit ile reaksiyona girerek en reaktif ve
zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali olusturmak {izere kolaylikla

yikilabilir'*®,

_  Fe™ _
H;0, + Oy _eﬁ, OH: + OH + O,

Cu
Bu reaksiyona Haber - Weiss reaksiyonu adi verilir. Haber - Weiss reaksiyonu
katalizér varh@inda veya kataliz6rsiiz cereyan eder. Fakat katalizorsiiz reaksiyon
oldukga yavas ilerler. Demirle katalizlenen ikinci sekli ise ¢ok hizlidir. Bu reaksiyonda
once ferri demir (Fe™) stiperoksit tarafindan ferro demire (Fe'?) indirgenir. Sonra bu

ferro demir kullanilarak “Fenton reaksiyonu” ile hidrojen peroksitten OH: ve OH"

154 147

tiretilir ™", Reaksiyon mekanizmasi agagidaki sekildedir™'.

0, + Fe™ —_» 0, +Fe™

Fe? + 1,0, —» Fe® + OH- + OH

Hidroksil Radikali : Suyun hidroliziyle (yiiksek enerjili iyonize edici reaksiyona maruz
kalmasi) ya da pargalanmasiyla hidrojen radikalleri ve hidroksil radikalleri olusturabilir
Hidroksil radikali (OH-) hidrojen peroksidin ge¢is metallerinin varliginda

indirgenmesiyle de (Fenton reaksiyonu) meydana gelir'®.
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H-O-H ——»  H- + OH-

Son derece reaktif bir oksidan radikaldir. Olustugu yerde biiyiik hasara neden
olur. Hidroksil radikali birgok biyolojik molekiilden hidrojen atomu koparir. Bunlardan
birisi de tiollerdir.

R-SH + OH* —» RS‘+H;0

Meydana gelen siilfiir radikali oksijenle birleserek RSO, ve RSO’ gibi oksisiilfiir
radikallerini meydana getirir. Bu radikaller de biyolojik molekiillerde hasar yapici
etkiye sahiptir.

Belki de hidroksil radikalinin en iyi tamimlanmig biyolojik hasart lipit
peroksidasyonunu artirmasidir. Bu durum hidroksil radikallerinin membranlara yakin
bir yerde iiretilmesi ve membran fosfolipid zincirinin yag asidi tabakasina atak yapmasi
ile meydana gelir. Bu radikalin arasidonik asit gibi doymamis yag asitlerine olan ilgisi

" daha fazladir.

Singlet Oksijen : Singlet oksijen ('O,) ortaklanmamus elektronu olmadig icin radikal
olmayan reaktif oksijen molekiiltidiir. Serbest radikal reaksiyonlar1 sonucu meydana
geldigi gibi serbest radikal reaksiyonlarimin baglamasina da sebep olur. Singlet oksijen

elektronlarindan birinin enerji alarak ters spinli bagka bir orbitale uyarilmast sonucu

olusur *°.

Diger Radikaller : Serbest oksijen radikallerinin etkisi sonucu karbon merkezli
radikaller (R-), peroksil radikalleri (ROO-), alkoksil radikalleri (RO-), tiyol radikalleri
(RS-) gibi 6nemli serbest radikaller de olusabilir. Bunlardan 6zellikle polidoymamis yag

asitlerinden meydana gelen peroksil radikali yar1 6mrii uzun olan bir radikaldir. Tiyol
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radikalleri ise oksijenle tekrar reaksiyona girerek siilfenil (RSO-) veya tiyol peroksil

(RSOy°) vb. gibi radikalleri olusturabilirler.

1.3.2. Serbest Radikallerin Kaynaklarn
Biyolojik Kaynaklart :

- Aktive olmus fagositler: (Respiratory Burst)!4™1%,

- Antineoplastik ajanlar: Nitrofurantoin, bleomisin, doksorubisin ve adriamisin.

- Radyasyon15 I

- Bagimlilik yapan maddeler: Alkol ve uyusturucular.

- Cevresel ajanlar : Hava kirliligi yapan fotokimyasal maddeler , hiperoksitler,
pestisitler, sigara dumam, solventler, anestezikler ve aromatik hidrokarbonlar.

- Stres : Streste katekolamin diizeyi artar. Katekolaminlerin oksidasyonu ise serbest

radikal kaynagidir. Bu olay, stresin hastaliklarin patojenezindeki roliiniin serbest radikal

tiretimiyle ilgili olabilecegini gostermesi bakimmdan Snemlidir.

Intraselliiler kaynaklar: :

- Kiigiik molekiillerin oto oksidasyonu : Tioller, hidrokinonlar, katekolaminler,
flavinler, tetrahidropterinler, antibiyotikler'5*16%16°,

- Enzimler ve proteinler : Ksantin oksidaz, dioksijenaz, hemoglobin. Birgok enzimin
katalitik siklusu esnasinda serbest radikaller agiga gikar. Ksantin oksidaz serbest radikal
olusturan enzimler i¢inde en gok arastirilmis olamdir'”’. Normalde NAD (Nikotinamid
adenin diniikleotid) bagimli dehidrojenaz olarak etki eder ve herhangi bir serbest radikal
tiretimine sebep olmaz. Fakat, in vivo olarak olusturulan iskemi, enzimin dehidrojenaz

formundan oksidaz formuna doniigmesine ve siiperoksit radikalinin iiretimine sebep
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olur'®. Aldehit oksidaz da yap: itibariyle ksantin oksidaza benzer ve substratlarinin
¢ogu aynit olup, siiperoksit radikali iiretir. Benzer sekilde triptofan dehidrojenaz gibi
enzimler de radikal olusumuna sebep olurlar'*"!%,

- Mitokondriyal elektron transportu: Normalde hiicrelerde en biiylik serbest radikal
kaynaklarindan biri elektron transport zincirinden elektron sizintisidir. Mitokondri i¢
zarinda yerlesmis oksidatif fosforilasyon zinciri bilegenleri biiyiik oranda indirgendigi
zaman mitokondriyal siiperoksit radikal tretimi artar'®. Boylece NAD' bagh
substratlar, siiksinat, ADP (Adenozin di fosfat) ve oksijen gibi endojen faktérler
oksidatif fosforilasyonu regiile ederek mitokondriyal radikal {iretimine etki ederler.

- Endoplazmik retikulum ve niikleer membran elektron transport sistemleri: (Sitokrom
P-450, sitokrom bs ) Endoplazmik retikulum ve niikleer membranda ise serbest radikal
iretimi membrana bagh sitokromlarin oksidasyonundan kaynaklanir. Membrana bagh
sitokrom P-450 ve bs, doymamig yag asitleri ve ksenobiyotikleri rediikte ederken
dioksijen ve diger substratlari ise okside ederler.

- Peroksizomlar, oksidazlar, flavoproteinler: Peroksizomlar ¢ok énemli hiicre i¢i HyO,
kaynagidirlar. Bu organeldeki D-amino asit oksidaz, iirat oksidaz, L-hidroksil asit
oksidaz ve yag asidi agil COA oksidaz gibi oksidazlar siiperoksit liretmeden bol
miktarda H,O, tiretimine sebep olurlar. Ancak peroksizomlarda katalaz aktivitesi de gok
yiiksek oldugu i¢in bu organelden sitozole ne kadar H,O, gectigi bilinmemektedir'*.

- Aktive olmus fagositler: Bakterisidal rollerinin sonucu olarak siiperoksit
iretirler48151152

- Plazma membrani: Plazma membram serbest radikal olusum reaksiyonlarinin kritik bir

bolgesidir. Ekstraseliiler olarak tiretilen serbest radikaller diger hiicre bilesenleri ile

reaksiyona girmeden Once plazma membranim gegmek zorundadirlar. Bu gegis
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sirasinda membranda toksik maddeleri tireten reaksiyonlar baglatabilirler. Membrandaki
fosfolipitlerin, glikolipitlerin, gliseridlerin ve sterollerin biinyesinde bulunan ve
doymamig yag asitleriyle okside olabilen transmembran proteinleri serbest radikal
hasarindan " ¢abuk etkilenirler. Lipit peroksidasyonu veya yapisal olarak Onemli
proteinlerin  oksidasyonunun sebep oldugu artmis membran permeabilitesi;
transmembran iyon gradiyentinin bozulmasina, sekretuar fonksiyonlarinin kaybina ve
intreselliiler metabolik olaylarmn inhibisyonuna sebep olur'®’.

Hidrojen peroksit, membranlar1 neredeyse su kadar kolay gecebilme 6zelligine
sahiptir. Saldirgan O,- radikal anyonu ise membranlar1 ve transmembranal anyon
kanallarim gegerek hiicreye girer. Ayn1 zamanda polianyonik hiicre yiizeyi, ¢evre doku
stvisindan 2-3 pH daha diistik oldugu tahmin edilen, bir mikro ¢evre saglayan, ¢ogu
¢oziinmiis H' den olusan son derece zit bir konsantrasyonu ceker. Bu pratik cevre Oy
nin protonla reaksiyonu sonucu perhidroksil radikalinin olusumunu saglar'*’.

H + Op — HO,

HO»", O, den daha giiglii bir oksidandir, bu nedenle lipitlerin ve proteinlerin
hidrofobik kisimlarim daha iyi parcalayabilecegi ve toksik etkisini daha fazla
olabilecegi diistiniilmektedir. Bu sebeple saldirgan oksijen radikallerine karg1 bir bariyer
olugturan hiicre yiizeyleri, diger radikal tiirlerine reaktif bir forma modifiye eden ve
daha permeabl bir kap: gorevi goriir. Serbest radikallerin fagositik hiicre plazma
membraninda, NADPH (Nikotinamid adenin diniikleotid hidrojen fosfat)-oksidaz aracili
iiretimi, serbest radikallerin énemli bir biyolojik kaynagidir'*®. Fagosit kokenli serbest
radikaller hem olugtuklar1 hiicreye, hem de yakininda bulunan hiicrelere hasar verirler.

Lipoksijenaz ve siklooksijenaz gibi plazma membraniyla baglantili enzimler ile

mikrozomlar tarafindan serbest radikal iiretimi, bu enzimlerin predominant substrati
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olan arasidonik asit metabolizmas ile iligkili pek ¢ok yeni bulug ve biyolojik agidan
Onemli tirlinlerin meydana gelmesinden dolay: ilgingtir. Bu iirlinler prostaglandinleri,
tromboksanlari, 16kotrienleri ve anaflaksinin slow-reakting substratim igerir (Sekil 5).
Son zamanlarda aragidonat metabolizmasinda yer alan bu enzimatik olaylarin

otokatalitik lipit peroksidasyonuna dnciiliik etmesi bu konuya olan ilgiyi artirmigtir'’.

Aragidonik Asit

Siklooksijenaz (COX) 5- Lipooksijenaz

OH: Porfirin Radikali
v Peroksitler |

Prostaglandin H

5-HPETE

> Serbest radikal ara tirtinleri

A 4

A A A
Prostaglandinler Tromboksan Prostasiklinler

Lokotienler

Sekil 5. Aragidonik asit metabolizmasi esnasinda iiretilen serbest radikaller

Sekil 5’dende anlagilacagi gibi aragidonik asit metabolizmasi reaktif oksijen

metabolitlerinin  6pemli bir kaynagidir'®’.

Aragidonik asitin biyoaktif iirlinlere
dontislimii esnasinda genig spektrumlu oksijen, karbon ve hemoprotein radikalleri
olusur ve bunlar doku hasarina yol agarlar'®’. Prostaglandin sentezi esnasinda hidroksil
radikali veya diger radikallerin {iretimi, siklooksijenazin (COX) feed-back
regiilasyonuna yol agar, prostaglandin biyosentezinin hiz ve siiresini modiile eder ve
prostaglandin sentezinden sonra ikinci ulak ve sitotoksik etkilerini hizlandirir. COX,

ksenobiyotikleri daha toksik tiirlere metabolize etme yetenegine de sahiptir' *'%.



26

Trombositlerde tromboksan sentezinin imidazol ve nordihidroguiaretik asit gibi
radikal toplayicilarla inhibe edilmesi, prostaglandin endoperoksitinin tromboksanlara
doniiglimiiniin bir serbest radikal reaksiyonu sonucu olabilecegi diisiincesini
kuvvetlendirmektedir'¥’.  Lipoksijenaz  kaynakli  peroksitler  oksidan-sensitif
siklooksijenaz  aktivitesini ~ degistirebilir'®. Bu sebeple, prostaglandin  ve
tromboksanlarin biyosentezi, biyosentetik enzimin kendisi ve diger hiicre komponentleri
ile reaksiyon yetenegine sahip hemoprotein-oksijen ve karbon merkezli serbest
radikallerin olugmasiyla sonlanir.

Yukaridaki bilgilere dayanarak serbest radikallerle prostaglandin metabolizmas1
birbirleriyle yakindan iligkili oldugunu kolayca sOyleyebiliriz. Reaktif oksijen
metabolitleri fosfolipaz aktivasyonu yolu ile prostaglandin E,, F,, 6-keto PGF1. ve
TXB; sentezini gerceklestirirler. PGE; ve I, adenilat siklazi aktive ederek cAMP
sentezini artirirlar ki, siiperoksit de cAMP sentezini artirict etkiye sahiptir. Bu bilgiler
reaktif oksijen tiirlerinin prostaglandin sentezi yolu ile cAMP konsantrasyonunu
artirdiklarini dogrulamaktadir™.

- Hayvan hiicrelerinde stiper oksitin bir bagka kaynag1 da askorbik asit, tioller (sistein
gibi), adrenalin ve flavin koenzimleri gibi bilesiklerin oto oksidasyonudur15 .

- Oksidatif stres yapici durumlar: Iskemi, travma, intoksikasyon'>®.

Hiicrelerde serbest radikal iiretimi bazi yabanci toksik maddeler tarafindan da
biiyiik oranda artirilabilir. Bu tip maddeler dort grupta toplanmustir’>.
1- Toksinin kendisi bir serbest radikaldir. Kirli havanin koyu rengini veren azot
dioksit'™® gazim buna 6rnek verebiliriz. NO, gaz1 radikalik bir madde olup ayn1 zaman

da iyi bir lipit peroksidasyonu baslaticisidir.
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2- Toksin bir serbest radikale metabolize olur. Mesela toksik bir madde olan
karbontetrakloriir (CCly) karacigerde sitokrom P-450 tarafindan triklorometil (CCls-)
serbest radikaline doniistiiriiliir. Bu radikalin oksijenle reaksiyonu sonucu meydana
gelen peroksil radikali de giiglii bir lipit peroksidasyonu baglaticisidir.

CCls* + Oy — -CCl30,
3- Toksinin metabolizmasi sonucu serbest oksijen radikali meydana gelir. Bunun tipik

bir 6rnegi paraquattir.

4- Toksin antioksidan aktiviteyi diigiirlir. Mesela parasetamoliin karacigerde sitokrom P-
450 tarafindan metabolizmasi sonucu olusan {iriin glutatyon ile reaksiyona girer ve

miktarini azaltan bir {irlin meydana getirir.

1.3.3. Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller; hiicre membran proteinlerinin yapilarini bozar, membran lipit
ve proteinlerini tahrip ederek hiicre membranini sertlestirip hiicre fonksiyonunu
engeller, nuklear membram yararak nukleusta ki genetik materyale etki edip DNA'y1
kirilma ve mutasyonlara agik hale getirir, bagigiklik sistemindeki hiicreleri yok ederek
bagisiklik sistemini zorlar ve enzimleri aktiflestirir veya inaktive eder'®. Ayrica
mitokondrideki aerobik solunumu ve kapiller permeabiliteyi bozup, hiicrenin potasyum
kaybim ve trombosit agregasyonunu artirirlar.
Membran Lipitlerine Etkileri (Lipit peroksidasyonu) : Biyomolekiillerin tim bliyik
siiflart serbest radikaller tarafindan etkilenmesine karsin, bunlar arasinda en hassas
olam lipitlerdir. Lipit peroksidasyonu bir serbest radikal kaynagidir, oksijenle karsilagan
lipitlerin peroksidasyona ugramasi (oto oksidasyonu) sadece besinlerin bozulmasindan

(acima) sorumlu olmayip aym zamanda, kanser, yangisal hastaliklar, ateroskleroz,
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yaslanma vb. gibi olaylara neden olabilen doku hasarindan da sorumludur. Bu yikici
etkiler metilenle kesintiye ugramis ¢ift baglar igeren doymamig yag asitlerinden,
peroksit olugmas: sirasinda iiretilen serbest radikaller (ROO-, RO-, OH-) tarafindan
baglatilir. Membranlardaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamug(gift) baglar1 serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon {iriinleri olustururlar. Lipit
radikallerinin hidrofobik yapida olmasi yiiziinden reaksiyonlarin ¢ogu membrana bagli
molekiillerde meydana gelir. Bundan da membran permeabilitesi ve mikro vizkozitesi
ciddi bir sekilde etkilenir, Polidoymams yag asitlerinin (PUFA) oksidatif yikim “lipit
peroksidasyonu (LPO)” olarak bilinir ve olduk¢a zararlidir. Ciinkii LPO kendi kendini
devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler ve bu oto katalitik reaksiyonu sonucu
olusan lipit peroksit, membraninin stabilizasyonunu ortadan kaldirarak, hizli hiicre ve
doku bozulmalarina neden olurken lipit, alkol ve aldehitler gibi istenmeyen yan tiriinler
olusur 174172 By {iriinlerin ya hiicre diizeyinde metabolize edilirek veya baglangictaki
etki alanlarindan diffiize olup hiicrenin diger bolimlerine hasari yayarak bir¢cok
hastaliga ve doku hasarina neden olular'”. Bu iriinlerden en ¢ok Dbilineni
malondialdehittir (MDA)'7*!"°. Serbest radikaller tarafindan zar lipitlerine direkt saldiri
reversibl ve irreversibl kardiyak etkilerin olusumuna yol agar. LPO sonucunda, bazilart
serbest radikal aktivitesinin gostergeleri olarak kullanilan, bir¢ok {iriin olusur. LPO’nun
baslangi¢ asamalarinda dien konjugatlarinin olusumu ile bir molekiiler dlizenlenme
olusur. Insanlarda en sik goriilen linoleik asitin 9,11 izomeridir. Daha sonraki yayilma
evresinde daha ileri LPO ve fragmentasyon(pargalanma) olusur. Ortaya ¢ikan son

tiriinlerden biri yukarida bahsedildigi gibi MDA dir'™®.
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Olayn tamam agagidaki sekilde 6zetlenebilir' 72 :

1. Baslama safthas1

LOOH + metal ™ — 5 LOO- + metal ™Y + H'

X + LH —_— L+ + XH

2. flerleme safhast

L+ + O — LOO-

LOO- + RH — LOOH + R-:,vb

3. Sonlanma sathasi

LOO- + LOO- ————* LOOL + O,
LOO- + L- —————* LOOL
L- + L —_— LL

Olay1 baglatan molekiiler onciiller genel olarak hidroperoksit tirtin LOOH
oldugundan LPO, potansiyel yikici etkileri olan bir zincir tepkimesidir. Gerek insanlar
ve gerek dogada LPO’yu denetlemek ve azaltmak i¢in antioksidanlar kullanilir. Propil
gallat, butillenmis hidroksianizol (BHA) ve butillenmis hidroksitoluen (BHT)
antioksidan olarak kullanilan gida katkilaridir. Dogada goriilen antioksidanlar yagda
¢ozlinen B-karoten ile E vitaminini (tokoferol), ve suda ¢6ziinen C vitaminini

kapsar159,172'
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Proteinlere Etkileri : Serbest radikallerin ¢ift bag ve siilfiir igeren molekiillerle olan
reaktivitesi sebebiyle, triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin ve sistein gibi
amino asit iceren proteinler bu serbest radikallerden kolayca etkilenirler. Bu
etkilenmenin sonucunda da siilfiir radikalleri ve karbon merkezli radikaller olusur'*’. Bu
istenmeyen reaksiyonlar sonucu immiinoglobulin G ve alblimin gibi ¢ok sayida disiilfid
bagi bulunduran proteinlerin {i¢ boyutlu yapilann bozulur ve proteinlerin
konfigiirasyonlarin1 bozarak viicuttaki normal metabolik aktivitelerini engeller.

Niikleik Asit ve DNA’ya Etkileri : Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller
DNA’y1 etkileyerek hiicrede mutasyona ve Sliime yol agarlar. Sitotoksisite bilyilik
oranda, niikleik asit baz modifikasyonundan dogan kromozom degisikliklerine veya
DNA’daki diger bozukluklara bagldir'***°. OH- radikalinin hem prokaryotik hem de
Okaryotik hiicrelerde, radyasyonun sebep oldugu hiicre 6liimiinden biiyiik oranda (% 80

oraninda) sorumlu bir ajan oldugu diisiiniilmektedir'*’

. Aktive olmug nétrofillerden
kaynaklanan H,O, membranlardan kolayca gegtikten sonra hiicre ¢ekirdegine ulasarak
DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hatta 6liimiine yol agabilir. Bu ylizden DNA
serbest radikallerden kolay zarar gérelebilen agik bir hedeftir. Stiperoksite maruz kalan
DNA molekiilleri hayvanlara enjekte edildiginde daha fazla antijenik 6zellik gosterirler
ki bu olduk¢a 6nemli bir etkidir. Ciinkii otoimmiin bir hastalik olan sistemik lupus
eritematosuz (SLE) ve romatoid artritte (RA) dolasimda anti-DNA antikorlar1 bulunur.

Stiperoksit ve hidrojen peroksitin enzimatik toplayicilari, (OH<) prekiirsdrlerinin

konsantrasyonunu azaltarak DNA’y1 korur'*.
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Karbonhidratlara Etkileri : Serbest radikallerin karbohidratlar iizerine de Onemli
etkileri vardir. Monosakkaritlerin oto oksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksitler
ve okzalaldehitler meydana gelir. Bu maddeler diyabet ve sigara igimi ile iligkili kronik
hastaliklarin patolojik bulgularinda da Snemli rol oynarlar'®. Okzalaldehitler DNA,
RNA ve proteinlere baglanabilme ve aralarinda ¢apraz baglar olugturabilme
Ozelliklerinden dolay1 antimitotik etkiye sahiptirler. Boylece kanser ve yaslanma

olaylarinda da dnemli rol oynarlar'>.

1.3.4. Antioksidan Savunma Sistemleri

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 nlemek
icin viicutta birgok savunma mekanizmalar1 gelismistir. Bunlar antioksidan savunma
sistemleri veya kisaca antioksidanlar olarak bilinir. Antioksidanlar, endojen ve ekzojen
kaynakli olabilmektedirler. Antioksidanlar aym1 zamanda serbest radikal olusumunu
engelleyen ve mevcut radikalleri etkisiz hale getirenler seklinde de ikiye ayrilirlar.
Ayrica enzim ve enzim olmayanlar seklinde de simiflandirilan antioksidanlar hiicrelerin

hem s1vi hem de membran kisminda bulunurlar.
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1.3.4.1. Endojen (Dogal) Antioksidanlar
1.3.4.1.1. Primer Antioksidanlar (Enzimler)
1.3.4.1.1.1. Katalaz (EC 1.11.1.6)

Dogada yaygin bir sekilde mevcut olup, ilk defa 1901 'de O. Leew tarafindan
bulunmugtur. Yine ilk defa 1937'de Summer ve Dounce tarafindan karacigerden kristal
formda izole edilmistir. Molekiil kiitlesi 240.000 Daltondur. Dort alt {initeden
olusmustur. Peroksizomlarda, lizozomlarda ve mitokondride bulunur. Kandaki CAT
aktivitesi biiylik 6lgiide eritrositlerden kaynaklanmaktadir. Bu nedenle insan eritrositleri
CAT yoniinden ¢ok zengindir. GPx esas olarak mitokondri ve sitozolde bulunurken,
CAT peroksizomlarda bulunur. Eritrositlerde mitokondri olmadigi halde yiiksek
aktivitede CAT ve GPx vardir. CAT, 4 tane hem grubu bulunan bir hemoproteindir.
Peroksidaz etkinligine sahip olmasina ek olarak bir molekiil H,O,’yi elektron verici
substrat, diger H,O,’yi ise elektron alici substrat olarak kullanabilir. Peroksizomal
enzimler, mitokondriyal ve mikrozomal elektron tagiyici sistemler ve keza ksantin
oksidazin H,O, kaynag1 olarak kabul edilmesi zorunludur'’?. Biiyiik molekiillii lipit

hidroperoksidlere etki etmezken, hidrojen peroksidi oksijen ve suya parc;alar15 .

2H,0, CAT JH,0 + O,

v
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1.3.4.1.1.2.Glutatyon Peroksidaz (EC 1.11.1.9)

GPx hidroperoksidlerin indirgenmesinden sorumlu, tetramerik 4 selenyum
atomu ihtiva eden sitozolik bir enzimdir. Memeli eritrositlerinden ilk defa Mills ve
arkadaglar tarafindan karakterize edilmislerdir. Daha sonra yapilan aragtirmalarla enzim
hakkindaki bilgiler artirilmigtir. Baskin olarak sitozolik bir enzimdir ve mitokondride
disiik diizeylerde bulunur. GPx aktivitesindeki azalma, hidrojen peroksitin ve lipit
peroksitlerin artmasina ve bu da hiicre hasarina yol agar. GPx'in beyin diizeyleri
dustiktiir. Prostetik grup olarak selenyum (Se) igeren metalloenzimdir. Beyinde, beyin
selenyumunun ¢ok az bir kismini igerdiginden dolay1 diyetle elde edilebilirliginden ¢ok
fazla etkilenmez. GPx sitozolik hasara kars1 etkin koruyucu bir mekanizma saglar. Bu
enzim, HyO,'1 ve lipit peroksitlerini GSH'yi kullanarak rediiksiyon yoluyla uzaklastirir.

GPx asagidaki reaksiyonlar: katalize eder'*.

0,0, +2GSH — 9% | GSSG+ 2,0

ROOH+2GSH  —OPX | GSSG+ROH +IL,0

Fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidaz da (PLGPx) monomerik,
selenyum atomu ihtiva eden sitozolik bir enzimdir. Membran fosfolipid
hidroperoksitlerini alkollere indirger'**'*. Membrana bagl en dnemli antioksidan olan

vitamin E yetersiz oldugu zaman, PLGPx membran1 peroksidasyona kars: korur.
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1.3.4.1.1.3. Siiperoksit Dismutaz (EC 1.15.1.1)

Stiiperoksitin, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene déniistimiinii katalizleyen
bu enzim, beyinde yaygin bir sekilde bulunur ve aktivitesi yas artisiyla beraber artar.
Insanlarda iki tipi vardir. Bunlar sitozolde bulunan dimerik Cu ve Zn ihtiva eden
Cu,Zn-SOD ile mitokondri de bulunan ve tetramerik Mn ihtiva eden Mn-SOD'46
izomerleridir. Mitokondriyal SOD hemen hemen total SOD’ nin % 60 'ini icerir. Zira
stiperoksit sitozole gore mitokondride hemen hemen iki kat daha fazla olusur. Tiim
SOD'ler fizyolojik sartlarda'*®'*” birbirlerinin izomeridir. SOD’nin Fe ihtiva eden
izomeri (Fe-SOD) ise sadece mikroorganizmalarda ve bazi bitkilerde bulunur.

Genel olarak hiicrede en bol bulunan izomer sitozolik Cu, Zn-SOD dir. Cu, Zn-
SOD ilk defa, 1969'da, Mc Cord ve Fridovic tarafindan hayvan, bitki dokular1 ve
mayadan saflastilmis ve tanimlanmistir. Molekiil kiitlesi 32.000 daltondur. Iki alt
{initesi vardir ve bunlarin her birinde bir Cu ve bir Zn atomu bulunmaktadir. Ayrica her
alt birimde bir zincir i¢i disiilfiir kopriisii, bir siilfidril grubu ve bir de asetillenmis
terminal amino grubu bulunmaktadir. Cu,Zn-SOD enziminin ayr1 formlar
bulunmaktadir. Mn-SOD mitokondrial bir enzimdir ve prokaryatlarin sitozollinden elde
edilebilmektedir. Ik kez 1970 yilinda Keele ve arkadaslan tarafindan izole edilmistir.
Buradaki mangan, +3 degerliklidir ve iki alt birimden olusmustur. Her alt birimde bir
Mn atomu vardir ve 23.000 dalton siiperoksite kars1 etkin bir koruma saglarlar's!. Her
iki enzimin Kkatalizledigi reaksiyon aynidir. Enzimin fizyolojik fonksiyonu lipit
peroksidasyonunu inhibe ederek oksijeni metabolize eden hiicreleri siiperoksit serbest
radikallerinin zararli etkilerine karst korumaktir'**'*’. Normalde metabolizma sirasinda
hiicreler tarafindan fazlaca siiperoksit iiretilmesine ragmen bu enzim sayesinde

intraselliiler diizeyleri diisiik tutulur. SOD fagosite edilmis bakterilerin intraselliiler
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Oldiiriilmesinde de rol oynar. Bu ylizden SOD graniilosit fonksiyonu i¢in ¢ok 6nemlidir.
Lenfositlerde de graniilositlerden daha fazla oranda SOD bulunur.

Fagositik hiicrelerin solunum patlamast NADPH-Oksidazi kapsar ve bakterilerin
Oldiirilmesine yardim eder, yani notrofiller ve diger fagositik hiicreler bakterileri
yuttugunda oksijen tiiketiminde ani bir artig goriillir bu olay solunum patlamas: olarak
bilinir. Bu hizli oksijen tiikketimi olay1 (15-20 saniyelik bos bir aradan sonra) O, «,
H,0,, OH:, HOCI (hipoklorit iyonu) gibi tepki veren tlirevlerin biiyiik miktarda
tiretilmesi ile kendini g&sterir. Bu {iriinlerden bazilar1 gii¢lii mikrop 6ldiiriicli ajanlardar.
Solunum patlamasindan sorumlu elektron tasima zincir sistemi bir flavoprotein,
NADPH : O, - oksidorediiktaz (Cogunlukla NADPH oksidaz olarak bilinir) ve bir 5-tipi
sitokrom igerir. Bu sistem oksijenin stiperoksit anyona tek elektron ile indirgenmesini
saglar. Sistem nétrofiller ve diger fagositik hiicrelerin plazma zarma yerlegiktir.
NADPH pentoz fosfat yolu {izerinden {tiretilir ve bu dongii etkinligi fagositoz sirasinda

belirgin sekilde artar.

] SOD R
20, + 2H' > H,0,+ 0,

Stiperoksit iyonu hiicre digina veya yutulan bakteri ile kargilasacagi fagolizomlar
igine itilir. Bakterilerin fagolizomlar i¢inde Sldiirtilmesi goriildiigii kadariyla artmig pH
stiperoksit iyonu veya daha ileri oksijen tiirevlerinin (H,O, , OH:, HOCI") karma
etkisine fagositik hiicrelerde bulunan bazi bakterisidal peptidlere (defensinler) ve diger
proteinlerin etkisine baglidir. Fagositik hiicrenin sitozoliine giren herhangi bir
stiperoksit  yukarda gosterilmis olan kendiliginden dismutasyonun aym olan bir
tepkimeyi kataliz eden SOD etkisiyle H,O,” ye g¢evrilir. H,O, daha sonra

miyeloperoksidaz (MPx) tarafindan kullanilir veya GPx veya CAT ile yok edilir' 7.
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1.3.4.1.1.4. Glutatyon Rediiktaz (EC 1.6.4.2)

Glutatyon rediiktaz 50.000 daltonluk alt birimlere sahip bir dimerdir. Gorevi
yiikseltgenmig glutatyonu (GSSG) indirgenmis (GSH) hale ¢evirmektir. Bu indirgenme
islemi sirasinda NADPH’dan gelen elektronlar okside glutatyonun disiilfid bagina direkt
olarak transfer edilemezler. Siklikla 6nce NADPH’dan sikica bagli bulunan FAD’ye
transfer edilirler. Daha sonraki alt birimlerdeki 2 sistein arasinda bulunan disiilfid
kopriisiine transfer edilmek suretiyle okside glutatyona aktarilmig olurlar. Her bir
subunit 3 tane yapisal alan igerir, bunlar: FAD baglayici olan, NADPH baglayici olan
ve ara yliz alamdir. FAD alami ve NADP' alam birbirine benzer ve diger
dehidrojenazlardaki niikleotid baglayici alanlara benzerler. FAD ve NADP*’nin
izoalloksozin ve nikotinamid halkalar1 birbirine gegecek sekilde genis 6l¢iide aralarinda
baglanirlar. Oksidize glutatyon igin baglayici alanin bir alt biriminin FAD alant ile diger

alt birimin ara yiiz alanindan meydana geldigi belirtmek gerekir'”’.

GR
GSSG + NADPH + H" ——=* 2GSH + NADP"

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

gercken NADPH’1 saglar172 .
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1.3.4.1.1.5. Glutatyon S-Transferaz (EC 2.5.1.18)

GST’ler, sisteinin siilfiir atomu iizerinden ¢esitli elektrofillere glutatyonu aktaran
proteinlerdir. GST, bunun yam sira hem, bilirubin, polisiklik aromatik hidrokarbonlar
ve deksametazon gibi hidrofobik bilesiklere de yiiksek bir afiniteyle baglanabilmektedir.
E.coli’den insana kadar ¢ok c¢esitli tlirlerden GST saflagtirilabilirken engok da sigan
karacigerinden saflagtirllmigtir. GST’ler en az 7 alt {initeden olusan homodimer veya
heterodimerlerdirler. Spesifik GST alt {initelerinin fenobarbitol, 3-metilsolantren, trans-
stilben oksit gibi ¢esitli ksenobiyotikler tarafindan indiiklenmesinden ve dokuya spesifik

bir tarzda ekspresse olmasindan beri, GST gen ailesi gen ekspresyonunun dokuya 6zel
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diizenlenmesi ve indiiksiyonunun aragtirilmasinda yararl bir model sistemi olmustur

GST’ler bagta aragsidonik ve lineolat hidroperoksitleri olmak iizere LPO’lara

kargt Se-bagimsiz GSH peroksidaz aktivitesi koruyucu mekanizma olustururlar’*®.

GST’ler antioksidan aktivitelerine ilave olarak ¢ok ©Onemli biyokimyasal
fonksiyonlara da sahiptirler. Katalitik ve katalitik olmayan ¢ok sayida fonksiyona sahip
GST’lerin tiim canli hiicrelerde bulunmas1 hayati 6nemlerinin bir gostergesidir. Hem
detoksifikasyon yaparlar, hem de hiicre i¢i baglayici ve tagtyici rolleri vardir. Katalitik
olarak, yabanci maddeleri glutatyonda ki sisteine ait -SH grubu ile baglayarak onlarin
elektrofilik bolgelerini nétralize eder ve iiriinlin daha fazla suda ¢ozliniir hale gelmesini
saglarlar. Olusan bu GSH konjugatlar1 boylece organizmadan atilabilir ve daha ileri bir
iirline metabolize olabilirler. GSH’den glutamat ve glisinin koparilmasindan sonra
sisteinin serbest amino grubu asetillenerek merkaptiirik asitlere doniistiirtiliir'*.

Lokotrien C4 i{in sentezi GST tarafindan Kkatalizlenmekte olup, GST’ler

prostaglandin sentezinde PG izomeraz etkisine de sahiptirler'*.
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1.3.4.1.2. Sekonder Antioksidanlar (Enzim Olmayanlar)

Lipit fazda bulunanlar antioksidanlar o(-) tokoferol (E - vitamini) ve B -
karoten’dir. Siv1 fazda (hiicre sitozolii veya kan plazmasinda) bulunanlar ise askorbik
asit, miyoglobulin, melatonin, hemoglobin, iire, ferritin, sistein, metionin,

seruloplazmin, albiimin, laktoferrin, bilirubin ve glutatyondur.

1.3.4.1.2.1. Glutatyon (GSH)
GSH, birgok hiicrede bulunur ve bir tripeptiddir: y-L-glutamil-L-sisteinilglisin
(sekil 6). GSH L-glutamat, L-sistein ve glisinden iki basamakta sentezlenir. Olusan her

peptid bag: i¢in bir molekiil ATP harcanir'”.

S
0 T A o
- JK/N M -
0] O
O Ill + NH,

Sekil 6. GSH’nin molekiil yapisi

v-Glutamilsistein

L-Glutamat + L-Sistein + ATP Sentotas >

v-Glutamil sistein + ADP +P;

Glutatyon

v-Glutamil sistein + Glisin +ATP

GSH, hemoglobin ve diger eritrosit proteinlerinde bulunan sistein rezidiilerini
indirgenmis halde tutarak siilfhidril tamponu goérevini goriir. Eritrosit hiicrelerinde
GSH/GSSG oram yaklasik 500°diir. indirgenmis glutatyon yani GSH, aktif bolgesinde
selenyum iz elementini igeren bir enzim olan GPx enzimi katalizérliigiinde H>O, ve

organik peroksitlerle reaksiyona girerek antioksidan etki sergiler ve H>O,’yi
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alyuvarlardan uzaklagtirir. HyO, birikmesi hemoglobinin methemoglobine oksidasyon
hizim1 artirarak alyuvarlarin yasama siiresini azaltabildiginden bu tepkime ¢ok
Onemlidir. Ayrica alyuvarlarda hemoglobinin methemoglobine otooksidasyonu ile
sliperoksit olusurken diger dokularda ise bu sitokrom P 450 rediiktaz ve ksantin oksidaz
gibi enzimlerle olusur' %7180,

GSH, hidrojen peroksidi veya organik oksitleri kimyasal olarak detoksifiye
edebilir. GSH’yi peptid bagindan dolayr diisiik enerjili bilesikler arasinda kabul
edebiliriz'®!. GSH, hiicre proteinlerini indirgemis sekilde tutan disiilfit-stilfidril degisimi
tepkimelerinde etki gosterir. Belirli oksidaz tepkimeleriyle olusan hidrojen peroksidi
uzaklagtiran enzim GPx’e substratlik yaparak proteinlerin stilfidril gruplarini da korur.
GSH yoklugunda hidrojen peroksit birikir. GSSG, GR tarafindan stirekli GSH’ye
indirgenerek GSH miktar: diizenlenir'®!.

Molekiiler oksijenden tlireyen oksidatif radikaller iki mekanizmayla
uzaklagtinilir. Birincisi, toksik radikallerin enzimatik inaktivasyonudur. Ornegin GPx ve
CAT, reaktif oksijen ara firinlerini suya indirger. Ikinci mekanizma ise oksijen
radikallerini kimyasal olarak inaktive eden vitamin C, E ve B-karoten gibi diyetle alinan
antioksidanlarla ilgilidir'®?.

Bir ¢ok enzimin gayet sistein tiyol grubu (—SH) oksitlenecek olursa inaktive ya
da inhibe olur. GSH, Gama-glutamilsisteinilglisin, duyarli ve esansiyel —SH gruplarim
iceren enzimlerin dogal aktivatoriidiir. Glutatyon hiicrede bir ko-enzimden ziyade var
olan amino asit dnciillerinden kolayca sentezlenen dogal bir antioksidandir. Fenilalanin
ve tirozinin oksidatif yikiminda g6rev alan maleilasetoasetat izomeraz da dahil olmak
tizere glutatyon ¢ok az sayida enzim igin spesifik bir koenzimdir. Glutatyonun hiicre igi

derisimi kontrol edilerek bir ¢ok enzimin aktivitesi diizenlenebilir'®'.
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1.3.4.1.2.2. Diger Sekonder Antioksidanlar

Insan viicudunda olduk¢a az miktarlarda bulunmasina karsin vitaminlerin
viicuttaki etkinlikleri olduk¢a fazladir. Bunlarin bir boliimii, besinlerle aldigimiz
karbonhidrat, yag ve proteinden enerji ve hiicrelerin olugmasi ile ilgili biyokimyasal
olaylarin diizenlenmesine yardimcr olurlar. A, E ve C viicut hiicrelerinin hasarini
onleyerek normal islevlerini siirdlirmeleri ve bazi zararlh maddelerin etkilerinin
azaltilmasinda (Antioksidan etki) yardimci olurlar. Antioksidanlar, hiicremizi, serbest
radikalleri noétiirlegtirerek korurlar. Bunlar uyum igerisinde c¢alisan bir takim gibi
radikalik saldirilara karst koyarlar. B-Karotenin, askorbik asitin ve tokoferoliin
antioksidan etkileri yillardan beri bilinmektedir. 3-Karoten organizmada A vitaminin
parsiyal oksijen 6nciilii olmasinin yant sira bir antioksidan olarak gorev yapar. Bununla
beraber, 15 torr’da 150 torr’dan daha iyi antioksidan oldugu, 760 torr’da ise prooksidan
olarak davrandigi bildirilmistir. Hiicrelerin disinda B-Karoten ndbet tutarken; hiicre
duvarindan, iceri girmek isteyen saldirganlara karsi savunmay1 ise eser elementlerden
selenyumun da yardimiyla E vitaminini Gistlenmigtir. Suda ¢6ziinen vitaminlerden birisi
olan askorbik asit yap: itibariyle en basit vitaminlerden biridir. Bir geker asidinin
laktonundan ibarettir. Yiiksek yapili hayvanlarin pek gogu ve bitkiler kolayca askorbik
asidi glukozdan sentezleyebilmektedirler. Hiicre igerisindeki C vitamini serbest
radikallere son darbeyi vurmakta ve bu sekilde radikallerin tesirleri ortadan kaldirilmaya
calismaktadir. E vitamini yagda ¢6ziinen bir vitamin olup temel gorevi lipitleri oksidatif
hasardan korumaktir. Ince barsaklardan kolayca emilir ve viicudun tiim dokularina
taginarak hiicre membranlari etrafinda depolanir. BSylece hiicre membraninda koruyucu

bir tabaka olusturmus olur'®,
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1.3.4.2. Ekzojen Antioksidanlar

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

2. Soya fasulyesi inhibitérleri: Ksantin dehidrojenazin proteolitik etki sonucu ksantin
oksidaza doniiglimiinii inhibe ederler.

3. NADPH oksidaz inhibitorleri: Adenozin, lokal anestezikler, Kkalsiyum kanal
blokerleri, non-steroid antienflamatuar ilaglar, cetiedil ve difenilin iyodoniyum

4. Recombinant stiperoksit dismutaz

5. Troloks-c : E vitamini analogu

6. Endojen antioksidan aktiviteyi artiran maddeler: Glutatyon peroksidaz aktivitesini
artirirlar. Bunlar; Ebselen ve asetil sisteindir.

7. Diger nonenzimatik serbest radikal toplayicilari: Mannitol ve alblimin

8. Demir redoks dongiisiiniin inhibitérleri: Desferroksamin ve seruloplazmin

9. Nétrofil adezyon inhibitirleri

10. Sitokinler:

- Tiimér Nekroz Faktér (TNF)

- Interlokin-1

11. Barbitiiratlar

12. Demir selatorleri'®.

1.3.4.3. Gida Antioksidanlar:
- Butillenmis hidroksitoluen (BHT) - Etoksiguin
- Butillenmis hidroksianisol (BHA) - Propilgalat

- Sodyum benzoat - Fe-superoksid dismutaz'®.
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1.3.5. Antioksidan Etki Tipleri

Antioksidanlar dort ayn sekilde etki ederler'>*!8%184
1. Toplayici etki (scavenging etki) : Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma
veya reaktif olamayan yeni bir molekiile ¢evirme islemine toplayici etki denir.
2. Bastirict etki (quencher etki) : Serbest oksijen radikalleri ile etkilesip onlara bir
hidrojen atarak aktivitelerini azaltan veya inaktif sekle doniistiiren etkiye bastirict etki
denir.
3. Onarici etki (repair etki) : Genellikle DNA’daki hasarlarin tamir edilmesinde bu
etki devamli gegerlidir.
4. Zincir kwrict etki (chain breaking etki ) : Serbest oksijen radikallerini kendilerine

baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini engelleyici etkiye zincir kirici etki denir.

Serbest radikaller ve bunlart etkisizlestirmek i¢in kullanilan veya iretilen
antioksidanlar hakkinda mevcut bilgiler arttikca bunlara olan ilgi de bilim adamlar
tarafindan her gecen giin artmaktadir. Bu baglamda hemen her sahada yapilan
caligmalarin antioksidan ozellikler ile birlikte degerlendirme caligmalar1 da 6n plana

¢cikmaktadir.
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2.1. Deneylerde Kullamlan Kimyasallar

Deneylerde kullanilan biitiin kimyasal malzemeler Sigma Chemicals Company

(Germany)’ den temin edilmistir.

2.2. Deneylerde Kullanilan Cihazlar

Sogutmal1 santrifiij
UV-Visible Spektrofotometre
pH metre

Hassas terazi

Derin dondurucu

Magnetik karnigtiricilar
Otomatik pipetler

Buzdolab1

Saf su cihaz1

Calkalayicili su banyosu
Homojenizator

Doner Buharlastiric: (Evaporatér)
Kompreso6r

UV Lambasi 254nm - 366nm

: Hettich Universal 32 R
: Thermo Spectronic-HEAIOS 3
: Schott CG 842

: Scaltec SPB 31

: Sanyo MDF - 235

: Boeco MSH 300

: Eppendorf

: Profilo

: GFL 2012

: Memmert

: Ika-Werke

: BSI

: Milipore

: Model Mineralight.
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2.3. Deneylerde Kullanilan Cézeltiler ve Hazirlamiglar

1. CAT Homojenat Tamponu (50 mM pH 7.8, %1 Triton x-100 iceren Fosfat Tamponu):
1.7 g KH,PO4 ve 2,5 ml Triton x-100 alinarak 200 ml saf suda ¢oziildi. pH 7.8’¢
ayarlanarak son hacim saf su ile 250 ml’ye tamamlandi.

2. CAT Olgiim Karisimi (40 mM pH 7°de HyO, iceren 50 mM Fosfat Tamponu):
1020 pl Hy0, ve 1.7 g KH,PO4 200 ml saf suda ¢oziildii ve pH 7’ye ayarlandiktan
sonra son hacim 250 ml’ye tamamlandi.

3. GPx Homojenat Tamponu (50 mM pH 7.8, 30 mM KCI iceren Fosfat Tamponu):
0,6804 g KH,PO,4 ve 0.2236 g KCI alinarak 1-2 damla 5 M NaOH ile 90 ml saf
suda ¢6ziildii ve pH 7.8’ye ayarlandiktan sonra son hacim saf su ile 100 ml’ye
tamamlandi.

4. GPx Olciim Karisimi -

A - 50 mM Fosfat tamponu : 0.6804 g KH,PO4 aliarak hacmi saf su ile 100
ml’ye tamamlandi.

B - 1 mM EDTA : 0.0029 g EDTA alindi ve hacmi 10 ml’ye tamamlandu.
(1 damla 5 M NaOH ile ¢6ziiniir)

C -1 mM GSH : 0.0031 g GSH alinarak 10 ml saf suda ¢oziildii.

D - 0.2 mM B-NADPH : 0.0016 g alinarak 10 ml saf suda ¢oztildii.

E — 1 mM NaNj : 0.0065 g tartildi ve 100 ml saf suda ¢oziildi.

F — 1 EU/ml Glutatyon Rediiktaz : 5,2 ul Glutatyon Rediiktaz alinir 10 ml saf
suda ¢oziildil.

5. GPx enziminin aktivitesini 6lgmek igin gereken ¢ozelti (0.25 mM H;0;):

25,53 ul HyO, alinarak ve hacmi 1000 m1’ye distile su ile tamamlandi.
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6. SOD Homojenat Tamponu (50 mM pH 7.8, 10 mM EDTA igeren Fosfat Tamponu):
1.7 g KH,PO4 ve 0.73 g EDTA alinarak 200 ml saf suda ¢6ziildii ve pH 7.8’¢
ayarlandiktan sonra son hacim distile su ile 250 ml’ye tamamland.

7. SOD Olgiim Karisimu:

A - 0.3 mM Ksantine : 0.0018 g Ksantine alinarak hacmi distile su ile 40 ml’ye
tamamland.

B - 0.6 mM EDTA : 0.0035 g EDTA alindi ve hacmi distile su 20 ml’ye
tamamlandi.(2 damla 5 M NaOH ile ¢6ziiniir)

C — 150 uM NBT (Nitro blue tetrazolium) : 0.0024 g NBT alinarak 20 ml distile
suda ¢oziildi.

D - 0.4 M NayCOs : 0.5088 g alinarak 12 ml distile suda ¢6ziildii.

E - 1.2 g/ L BSA (Bovine Serum Albumine) : 0.0061 g tartildi ve 6 ml distile
suda ¢oziildii.

8. SOD enziminin aktivitesini 6lgmek igin gereken ¢ézelti (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),SO4 ¢ozeltisi eklendi.

9. SOD enziminin aktivitesini olgmek igin gereken ¢ozelti (2 M (NHy250y):

0,7928 g (NH4),SO4 alind: ve 3 ml distile suda ¢oziildi. (bu ¢ozelti her seferinde
taze olarak hazirlandi ve soguk olarak kullanilds).

10. SOD enziminin aktivitesini olgmek icin gereken ¢ozelti (0.8 mM CuCly):

0.0108 g CuCl, alind1 ve 100 ml distile suda ¢oztildii.

11. GSH Homojenat Tamponu (50 mM pH 7.4, Tris - HCI Tamponu ):
1.514 g Tris-HCI alinarak 200 ml saf suda ¢oziildii ve pH 7.4 ‘e ayarlandiktan

sonra son hacim distile su ile 250 ml’ye tamamlanda.
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12. GSH Olgiim Tamponu (200 mM pH 8.2, 0,2 mM EDTA igeren Tris-HCI Tamponu):
6,05 g Tris-HCI ve 0,0146 g EDTA alinarak 200 ml saf suda ¢oziildii ve pH
8.2’ye ayarlandiktan sonra son hacim distile su ile 250 ml’ye tamamlandi.

13. GSH miktarmt olgmek icin gereken gizelti (10 mM DTNB ):

0,03963 g DTNB alind1 ve 10 ml’ye metanol ile tamamlandi.

14. LPO Homojenati Tamponu (% 10 KCI ).

10 g KCI alinarak 100 ml saf suda ¢oziildii.

15. LPO Ol¢iim karigimz:

A - % 8 Sodyum lauril siilfat (SLS) : 0,8 gr SLS almip distile su ile 10 ml’de
cozildil.

B - % 0,08 Tiyobabiitirik (TBA) : 0,48 gr TBA alinarak 1-2 damla 1 M NaOH
ilavesi ile hacmi 60 ml’ye tamamlandi.

C — % 20 Asetik asit : 13 ml glasiyel asetik asit alind1 tizerine 65 ml distile su

eklendi.

2.4. Deney Bitkileri

Bu arastirmada ¢aligma materyali olarak bolgemizde yeterli diizeyde elde
edebilecegimiz bir liken tiirli olan Usnea longissima Ach. tercih edildi. Liken 6rnekleri,
Gilimiigshane ili, Torul ilgesi, Serenay yaylasindan 40° 35’ 50” enlem, 39° 24 45”
boylamda 14 Temmuz 2003 tarihinde Dr. Ali ASLAN tarafindan toplandi ve
uluslar arasi teshis yontemleri kullanilarak tiir teshisi yapildi'®. Tiiriin herbaryum
omegi Atatiirk Universitesi, Kazim Karabekir Egitim Fakiiltesi Herbaryumu’nda

depolanmustir.
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2.5. Usnea longissima Ach.’dan Difraktaik Asit’in Izolasyonu

Liken 6rnekleri toplandiktan sonra yabanci maddelerden temizlendi ve oda
sicakliginda, golgede kurutuldu. Kuru drnekler bir havanda sivi azot ile ogiitiilerek toz
haline getirildi. 250 g &giitiilmis liken 6rnedi ¢alkalayicilt bir su banyosunda iki giin
stireyle geri sogutucu altinda dietileter ile ekstrakte edildi ( 37 °C, 200 ml x 5).
Dietileter evaparatdrde uzaklagtirildi ve 18.75 gram ham ekstre (% verim: 7,5) elde
edildi. Ham ekstre ince tabaka kromatografisinde degisik ¢oziicti sistemleri ile kontrol
edildi ve ekstrenin major iki bilesik ihtiva ettigi belirlendi. Bu iki major bilesigi

saflagtirmak i¢in silika jel kolon kromatografisi yapildi.

2.5.1. Kolon Kromatografisi

Kolon kromatografisi i¢in silika jel G-60 (70-230 mesh, 0.063-0.3 mm)

kullamldi.

Kullanilan silika jel miktarn : 210 gr

Kullanilan kolon ebatlar :3x80cm
Kullanilan eliient : CHCI; :n-Hekzan (80:20 ve 90:10)
Eliient hacmi :30ml

Silika jel kolona 18.75 gr ekstre kuru tatbik ile yiiklendi. Alinan her fraksiyon
preparatif ince tabaka kromatografisi yontemi ile (Merck silika jel G-60 Fas4, 2 mm)
kontrol edildi. Ince tabaka kromatografisinde (ITK) CHCI; : n-hekzan (90:10, 75:25,
70:30) ve CHCI; : MeOH (90:10) yiiriitiicti faz olarak kullamldi. ITK daki lekeler UV-
254 nm’de goriintiilendi. Bu iglemlerin sonucunda 11.25 gr usnik asit ve 3.75 gr

difraktaik asit saflastinldi. Difraktaik asitin Rf degeri CHCI3 : metanol ¢0ziicii
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sisteminde 0.72 olarak tespit edildi. Saflagtirilan difraktaik asitin erime noktas1 189-
190° olarak belirlendi. Molekiil yapis: UV, IR, MS, 'H-NMR, >C-NMR, APT-NMR ve
DEPT-NMR spektroskopik yo6ntemleri ile aydinlatildi. Aym zamanda difraktaik asit
gaz kromatografisinde de yiiriitiilerek safligindan iyice emin olundu. B&ylece, bilesigin

molekiil yapist daha dnceki literatiir bilgileri ile de dogrularinda’™"”.

2.6. Deney Hayvanlar

Tez calismamiz i¢in 180-220 g agirliktaki toplam 54 adet Wistar erkek rat
kullamlmistir. Deney hayvanlar1 (Sekil 7), Atatiirk Universitesi, Tibbi Deneysel
Uygulama ve Aragtirma Merkezi Laboratuarlarindan temin edildi ve deneyler Tip
Fakiiltesi, Farmakoloji A.B.D. nezdinde yapildi. Hayvanlar deneye alinmadan once

gruplara ayrilmig ve standart sartlar altinda muhafaza edilmistir.

Sekil 7. Arastirmada kullanilan Wistar ratlar1 ggsteren fotograf.
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2.7. Ratlarda indometazin-Ulserinin Olusturulmas: ve DA’min Verilmesi
Indometazin ile uyarilan gastrik hasarli (iilserli) doku iizerine Usnea
longissima’dan saflagtirilan difraktaik asit’in antifilserojen etkilerini arastirmak tizere
yapilan bu c¢alisma, Guidobono ve arkadaglar'**nin yontemi esas alinarak
gergeklestirildi. 6 adet rattan olusturulan deney gruplarn bir giin siireyle a¢ birakildiktan
sonra; her bir grupta bulunan ratlara sirasiyla 25, 50, 100 ve 200 mg/kg dozlarda DA
igeren, % 1’lik CMC (Karboksi metil seliiloz) i¢inde siispansiyon haline getirilerek oral
uygulandi. Diger yandan pozitif kontrol grubuna da saf su igerisinde ¢6ziilen ranitidin
(50 mg/kg) oral verildi. DA’mn mideler iizerine dogrudan etkisi olup olmadigim
Ogrenmek amaci ile de DA’nin 100 mg/kg dozda indometazin verilmeksizin direkt
olarak ratlara verildi. Negatif kontrol gruplar1 olarak kullanmak {izere bir gruba sadece
% 1’lik CMC verildi. Bir gruba ise sadece musluk suyu (kontrol grubu) verilmek

suretiyle deneyler gergeklestirildi.

DA, RAN, CMC ve musluk suyu yukarida belirtilen doz ve miktarlarda oral
olarak verildikten 5 dakika sonra da indometazin 25 mg/kg (Dogrudan etkisi olup
olmadigin1 6grenmek amaci ile verilen DA 100 mg/kg ve pozitif kontrol grubu harig)
yine aym gekilde oral yola verildi. Uygulamalardan 6 saat sonra yiiksek dozda anestezik
madde (thiopental sodium, 50 mg/kg) kullanmilarak hayvanlar sakrifie edildi ve ratlarin
mideleri ¢ikarildi. Mideler biiyiik kuvartur boyunca agilarak serum fizyolojik ile yikand1
ve makroskopik olarak mide incelendikten sonra mide dokulart biyokimyasal
incelemeler igin -20 °C’de saklandi. DA’nin antiiilserojen etkileri, makroskopik ve
biyokimyasal analizlere dayandirilmak suretiyle belirlendi. DA, IND, RAN ve CMC

gruplarindan elde edilen sonuglar ve kontrol grubu ile mukayese edildi.
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2.7. 1. Mide Dokusunun Makroskopik Incelenmesi

Gastrik lezyonlarin belirlenmesi i¢in makroskopik degerlendirmeye alinan rat
mideleri, biiyiik kuvartur boyunca agilarak serum fizyolojik ile yikandiktan sonra tilser
sayis1 ve alanlan belirlendi. Alan genislikleri ise mili metrik kagit kullamilarak bir

biiyiiteg yardimiyla tespit edildi.

2. 7. 2. Mide Dokusunun Biyokimyasal incelenmesi

Rat mideleri makroskopik olarak incelendikten sonra mide dokular
biyokimyasal incelemeler i¢in -20 °C’de saklandi. Dokularin enzim aktivitelerini
6lgmek icin ii¢ gilin igerisinde mide dokusu homojenatlar1 hazirlandi. Mide dokusu
homojenatlarindan elde edilen siipernatantlarda CAT, GPx, SOD enzim aktiviteleri ve
GSH ile LPO miktarlar literatlirlere dayali, uygun metotlar kullamilmak suretiyle tespit

edildi. Tim 6l¢limler oda sicakliginda gergeklestirildi.

2.7.2. 1. Doku Homojenatlarmin Hazirlanmasi

Mide dokular1 bir havan i¢inde siv1 azot ile Sgiitiilerek toz haline getirildikten
sonra mide dokularindan 0.5 g tartilarak tizerine 4.5 ml tampon ¢ozeltiler (her parametre
icin farkli bir tampon sistemi kullanilarak) ilave edildi ve sonra da bir ultra-turraks
homojenizatérde 10 dakika siireyle buz iizerinde homojenize edildi. Homojenatlar bir
stizgeg kagidindan siiziildiikten sonra sogutmali santrifiij kullanilarak her enzim igin
literatiirlerde belirtilen hizlarda 4 °C’de santrifiij edildi ve lstte kalan berrak kisim da

(stipernatant) enzim aktiviteleri tayin edildi*"'%¢
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2.7.2.2. CAT Aktivitesinin Ol¢iimii

Olgiim Prensibi : Aktivite 6lgiim ortamindaki H,0,nin CAT vasitasiyla H,0’ya
doniigiimii saglanirken meydana gelen absorbans azalmasinin 240 nm'de 6lgiilmesi
esasina dayanmaktadir. Harcanan H,0, miktarindan CAT aktivitesi asagida bahsedilen
yonteme gore hesaplanmistir.

CAT Olgiimii : CAT aktivitesi, Aebi (1984) 'nin belirttigi metoda gore sl¢uldi'®. 0.5 g
doku fiizerine 4.5 ml 50 mM K-fosfat tamponu (pH 7.8) ilave edilerek homojenize
edildi®’. Homojenatlar, 18000 g’de 60 dakika santrifiij edildi ve siipernatantlar CAT
aktivitesi Olglimiinde enzim kaynagi olarak kullamildi. Kuvartz spektrofotometre kiiveti
icerisine son konsantrasyonu 20 mM olacak sekilde H,O, c¢ozeltisinden 1,5 ml
konularak numune ¢ézeltisinden 1,5 ml ilave edilir edilmez kronometre ¢alistirildi. Alt
list etme sonrasi spektrofotometrede 240 nm dalga boyundaki absorbans azalmasi, 15
saniye araliklarla 3 dakika stireyle, kore kars1 kaydedildi.

CAT Aktivitesi’nin Hesaplanmas: : Olglimlerde lineer olarak absorbans azalmasi olan
araliktan dakika bagina absorbans azalmasi hesaplandi. Isitk yolu (b)= 10mm,
ekstinksiyon katsayist (On,0,), 0.00394 (mmol! x mm) alinarak A = [lb.c
formiiliinden 240 nm'de, dakikada 1 mmol H,O,'nin harcanmasini saglayan enzim
miktar1 (=EU) hesapland1'®’. Formiil pratik olarak mmol/min= A/39,4 x 30 sekline
getirildi ve biitlin aktiviteler bu formiilde yerine konulan absorbans degerlerinden

hesaplandi. CAT aktivitesi, seyrelme faktorleri dikkate alinarak mmol.dakika .mg doku

! olarak tarif edildi. Deneyler 3 paralel tekerriir halinde yapildi.
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2.7.2.3. GPx Aktivitesinin Ol¢iimii

Ol¢iim Prensibi : Aktivite ol¢iimii GPx ve GR arasindaki doéniisiimlii tepkimelere
dayandinlmigtir. GPx ortamdaki GSH ve H,0,’yi H,O’ya doniistiirerek GSSG
sentezler. GR ise olugsan GSSG’ yi pentoz fosfat yolundan gelen NADPH’1 kullanarak
tekrar GSH’ ye doniistiiriir. Bu esnada harcanan NADPH miktar1 340 nm’de
belirlenebilir. Absorbans azalmasi ile GPx aktivitesi arasinda dogrudan baglanti
kurulmas: esasina dayanarak 6lgtim yapildi.

GPx Olgiimii © GPx aktivitesi, Lawrence (1976) 'nin belirttigi metot kullanilarak
olciildii'®®. 0.5 g doku tizerine 4.5 ml 50 mM K-fosfat tamponu (30 mM KCl igerir ve
pH 7.8) ilave edilerek homojenize edildi*'. Homojenatlar, 18000 g’de 20 dakika
santrifiij edildi ve stipernatantlar GPx aktivitesi Slglilmiinde enzim kaynagi olarak
kullanildi. Kuvartz spektrofotometre kiiveti igerisine 2400 pl 6lgtim karigimi (son
konsantrasyonlar 50 mM KH;PO4, 1 mM EDTA, 1 mM GSH, 0.2 mM B-NADPH, 1
mM NaNj; ve 1 EU/ml GR olacak sekilde) ve 300 pl supernatant konularak birkag
dakika inkubasyona birakildi ve sonra 300 pl 0.25 mM H;O, konulur konulmaz
kronometre ¢alistirildi. Alt {ist etme sonrasi spektrofotometre de 340 nm dalga
boyundaki absorbans azalmasi, 15 saniye araliklarla 5 dakika siireyle, kore kars
kaydedildi.

GPx Aktivitesi’nin Hesaplanmas: : Olgtimlerde lineer olarak absorbans azalmasi olan

araliktan dakika basina absorbans azalmas: hesaplandi. Isik yolu (b)= 10mm,

ekstinksiyon Kkatsayist (Onapph), 6.22 (mmol'l X mm'l) alinarak A = O.b.c
formiiliinden 340 nm'de, dakikada 1 pmol NADPH'nin harcanmasini saglayan enzim
miktart (EU) hesaplandi'®. GPx aktivitesi, seyrelme faktorleri dikkate alinarak

umol.dakika™.mg doku™ olarak tarif edildi. Deneyler 3 paralel tekerriir halinde yapilda.
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2.7.2.4. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesinin Olgiimii

Olgiim Prensibi : Ksantin, ksantin oksidaz enzimi vasitasiyla tirik aside déniistiiriiliirken
meydana gelen siiperoksit radikalleri, sayet ortamda NBT (nitro blue tetrazolium)
mevcutsa, NBT ile reaksiyona girerek formazon boyasi olugtururlar. Bu bilesik 560 nm
dalga boyunda maksimum absorbans verir. Sayet ortamda SOD enzimi varsa sliperoksit
radikalleri bu enzim tarafindan H;O,’ye doniisturtldiigli icin formazon olusumu
azalacak buna bagli olarak da 560 nm’de Olgiilen absorbans azalacaktir. Absorbanstaki
azalmanin miktar: bize SOD aktivitesini verecektir. Ozetle; SOD aktivitesi asagida

verilen II nolu reaksiyonun inhibe edilme derecesiyle lglilebilmektedir.

X0

I KSANTIN — URIK ASIT + SUPEROKSIT (Oy")
0,
II NBT N FORMAZON
B . SOD
I 20, + 2H _—> O, +  HyO,

SOD Olgiimii : SOD aktivitesi Sun ve arkadaslari (1988) tarafindan tarif edilen yénteme
gore olgiildii'®. Mide dokulari homojenize edildikten sonra 18000 g’de 1 saat santrifiij
edildi®'. Cam bir spektrofotometre kiivetine 2450 pl 6l¢im karigimi (0.3 mM Xanthine,
0.6 mM EDTA, 150 uM NBT, 0.4 M Na,CO3, 1.2 g/ L BSA), 500 ul supernatant, 50 pl
ksantin oksidaz eklendikten sonra karigtirilarak yaklagik 20 dakika inkubasyon birakild:

ve 1000 ul CuCl, ilave edilerek reaksiyon sonlandirildi.
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SOD Aktivitesi’nin Hesaplanmasi: Olusan formazon miktarlart 560 nm’de 3 ml’lik
quartz kiivetler kullanilarak okundu ve seyreltme katsayilar1 dikkate almarak asagidaki
gelistirilen formiilden aktivite degerleri (EU) elde edildi ve SOD aktivitesi, mmol. dakika

!\ mg doku™ olarak tarif edildi. Her bir faktoriin etkisi 3 tekerriir yapilarak verildi.

AAK():"A»Anumune
EU/mg.doku=100- (1- )x 100
AIAK(Sr

2.7.2.5. Total GSH Miktar1 Olgiimii

Olgiim Prensibi : Olgiim ortammdaki DTNB [5,5'-Ditiyobis (2-nitrobenzoik asit)]
distilfit bir kromojendir ve stilthidril gruplu bilesikler tarafindan kolayca indirgenir.
Meydana gelen sar1 renk 412 nm spektrofotometrik olarak dlgiilebilir.

GSH miktarmn élgiilmesi : Sedlak ve arkadaglarinin geligtirdigi yontem esas almarak
gergeklestirildi'®. 0.5 g doku iizerine 4.5 ml 50 mM Tris-HCI (pH 7.4) ilave edilerek
homojenize edildi®’. Homojenatlar, 12000 g’de 10 dakika santriftj edildi ve
stipernatantlar, GSH miktarinin belirlenmesinde kullanildi. Kapakli deney tiipleri
igerisine 1500 pl $l¢tim tamponu (0.2 mM EDTA igeren 200 mM Tris-HCI, pH = 8.2),
500 pl stipernatant, 100 pl DTNB ve 7900 pl metanol pipetlenerek vortekslendi.

Karigim 37 °C’ta 30 dakika inkubasyona birakildi ve sonra Slgiimleri alindi.
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GSH Miktarimin Hesaplanmas: : Olusan sar1 renk miktarlar1 412 nm’de 3 ml’lik quartz
kiivetler kullanilarak okundu ve seyreltme Kkatsayilar1 dikkate alinarak Onceden
hazirlanan GSH stok ¢6zeltisi kullanilarak olugturulan standart grafikten (Sekil 8)
yararlanarak Olglimler yapildi. Numunelerin GSH miktarlari, nmol/mg doku olarak tarif

edildi. Her bir faktSriin etkisi 3 tekerriir yapilarak verildi.

GSH Standart Grafigi

Absorbans (412 nm

0 0,5 1 1,5 2 2,5
GSH Konsantrasyonlan (nM)

Sekil 8. GSH miktarlarinin belirlenmesinde kullanilan standart grafik.
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2.7.2.6. LPO Miktan Olciimii

Olciim  Prensibi : Serbest radikallerin hiicre zarinda olusturdugu lipit
peroksidasyonunun son fiiriinlerinden olan malondialdehit (MDA)''”  diizeyini
belirlemek igin kullanilan yontemlerin gogu MDA’nin tiyobarbitiirik asit (TBA) ile
verdigi reaksiyonu temel alir. Bir molekiil MDA iki molekiil TBA ile stabil kirmiz1 renk
olusturmak {izere reaksiyona girer. LPO &l¢limii, Ohkawa ve arkadaslarinin metoduna
gére MDA’nin asidik ortamda tiyobarbiitirik (TBA) asitle olusturdugu rengin 532
nm’de optik dansitesinin dlgiilmesi prensibine dayanarak yapildi''.

LPO Olgiimii : Ohkawa ve arkadaslarimin gelistirdigi yontem esas alinarak
gerceklestirildi''. 0.5 g doku iizerine 4.5 ml % 10 KCI ilave edilerek homojenize
edildi*'. Homojenatlar, 5000 g’de 20 dakika santrifiij edildi ve bu siipernatantlar, LPO
miktarinin belirlenmesinde kullanildi. Kapakli deney tiipleri icerisine 250 pl homojenat,
100 pl % 8 sodium lauryl sulphate (SLS), 750 ul % 20 asetik asit, 750 ul % 0.08 TBA
ve 150 pl saf su pipetlenerek vortekslendi. Karisim 100 °C’ta 60 dakika inkubasyona
birakildiktan sonra iizerine 2,5 ml n-biitanol ilave edildi ve 6l¢tim alind1.

LPO Miktarimin Hesaplanmas: : Olusan kirmizi renk miktarlar1 532 nm’de 3 ml’lik
cam kiivetler kullanilarak okundu ve seyreltme katsayilarn dikkate alinarak 6nceden
hazirlanan MDA stok ¢ozeltisi kullanilarak olusturulan standart grafikten yararlanarak
Slcumler yapildi (Sekil 9). Numunelerin LPO miktarlar1, nmol MDA/g doku olarak tarif

edildi. Her bir faktoriin etkisi 3 tekerrlir yapilarak verildi.
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LPO Standart Grafigi

Absorbans (532 nm)

0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012
MDA Konsantrasyonlarn (nM)

Sekil 9. LPO miktarlarinin belirlenmesinde kullanilan standart grafik.

2.7.3. Istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler SPSS 12.0 software programi kullanilarak yapildi.Biitiin
Olgtimlerde istatistiksel farkliliklar ve Onem seviyeleri one-way variance analyzes
(ANOVA) testi ile belirlendi ve p<0.05 seviyesindeki sonuclar énemli kabul edildi.

Coklu karsilastirmalarda Scheffe’s multiple comparison testi uygulandi.
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3. BULGULAR

Yaptigimiz galismalardan elde ettigimiz veriler, bu béliimde tablo ve sekiller ile
gosterilmis, kontrole gore mukayeseler ‘% kontrol’ olarak ifade edilmistir. Deneylerde
pozitif kontrol olarak ranitidin, negatif kontrol olarak indometazin kullamilmigtir. DA,
hem yalniz hem de muamelelerinde siispansiyon haline getirici olarak kullanilan CMC
ile birlikte olmak iizere ayri birer grup seklinde dl¢time alinmistir. Her deneye ait veriler
ait tablo halinde ve degisik muamele gruplari arasindaki farkin daha iyi goriilmesi
amaciyla da tablonun hemen altinda diyagramlar halinde sunulmustur.

Bulgular kisminda tablo halinde sunulan veriler, 3 tekerriir olarak yapilan deney

sonuglarinin ortalamasi + standart sapma (SD) olarak sunulmustur.

3.1. DA’nin Spektral Verilerle Yapisinin Aydinlatilmasi

DA, Usnea longissima’nin dietileter ekstresinden kromatografik yontemlerle
beyaz renkli, toz halinde izole edildi. Izole edilen DA, ince tabakada yiiriitlildii ve
goriiniir 151kta renksiz, UV,s4 nm de ise mor renkli oldugu tespit edildi. Bilesigin CHCI;
¢ozeltisi UV-Visible spektrofotometrede genis bir aralikta (200-1000 nm) tarand: ve
aromatik bilesiklerin spektrumuna uygun olarak 253 ve 315 nm de maksimum

absorbanslar verdigi belirlendi. DA’nun UV-Visible spektrumu Sekil 10°da verilmistir.
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Sekil 10. DA’nin UV spektrumu (CHCls)

Sekil 11. DA’nin IR spektrumu
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Bilesigin IR spektrumunda (Sekil 11) 1753, 1651 ve 1625 cm™*de gozlenen
siddetli absorban bantlari C=O gruplart igin karakteristiktir'>%. 1472-1395 cm™ arasinda
gbzlenen absorban bantlar1 ise aromatik C=C bag titresiminden kaynaklanmaktadir.
3439 ve 3438 cm™ de gozlenen absorban bantlan karboksilli asitlerin ~OH titresim
bantlar, 2850-3004 cm™ arasinda gozlenen bantlar ise alifatik C-H gerilme bantlari igin
karakteristiktir. Izole edilen DA, gaz kromatografisine (GC) tatbik edildiginde saf
oldugu goézlendi. Difraktaik asitin GC spektrumu Sekil 12°de verilmistir. DA’nin EI-
kiitle (MS) spektrumunda (Sekil 13) bilesigin molekiiler iyon piki (M)
gbzlenememigtir. Bu molekiiliin kolayca par¢alanmasi ile izah edilebilir. Molekiiliin
ester yapisinda olmast da bunu dogrulamaktadir. Kiitle spektrumunda gozlenen
parcalanma iyonlar1 bilesigin molekiil yapisi ile de olduk¢a uyumludur. DA, a-
pargalanmasi ile karakteristik olarak m/z:193 (%100) (Cy;H203") ve m/z:165 (% 1.8)
(CoHy05") parcalanma iyonlar: vermistir. Bilesigin diger pargalanma iyonlarma ait m/z
iyon pikleri sekil altinda ayrica sunulmugtur.

DA’nin yapisinin tam olarak aydinlatilmasi NMR spektroskopik yontemleri ile
yapilabilmistir. Bilesigin 'H-NMR, spektrumu incelediginde 8=2-3 ppm arasinda
gbzlenen 4 singlet aromatik halkaya bagli —CHj; gruplarini isaret etmektedir (Sekil 14).
Bu sinyallerin integrasyonu toplam 12 hidrojene tekabiil etmektedir. Bu bilgiler bize
molekiiliin yapisinda aromatik halkaya bagli 4 adet —CH3; grubu oldugunu
gostermektedir (sekil 15). 6=3.9 ppm civarinda gézlenen kuvvetli singletler ise aromatik
halkaya bagli metoksil hidrojenlerine (-OCH3) aittir. Bu hidrojenlerin oksijenin indiiktif
etkisinden dolay: agag1 alanda rezonans (6=3-4 ppm arasinda) olmalar1 karakteristiktir.
Olefinik bolgede gozlenen 2 singlet ise (6=6.60 ve 6.63 ppm) aromatik halkaya bagli

hidrojenlere aittir.
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Sekil 13. Difraktaik asitin El-kiitle (MS) spektrumu. m/z : 193 (%100) C;;H;03, 177 (%0.9)
CioH1003, 163 (%1.8) CioH 902, 150 (%6.3) C1oHi30,, 135 (%1.8) CoH 0, 120 (%0.9) CoHio,
107 (%2.2) CgHyo, 91 (%3.5) C;Hg, 77 (2.6) CeHs.
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DA’nin *C-NMR spektrumunda toplam 20 sinyal tespit edilmistir (Sekil 16). Bu
sinyallerin 6 tanesi alifatik bdlgede (0-70 ppm) 14 tanesi ise olefinik bolgede (100-180
ppm) rezonans olmustur. Olefinik bolgede 12 adet karbon sinyalinin gozlenmesi
molekiilde iki adet aromatik benzen halkasiun varligina isaret etmektedir’®”. Olefinik
bolgede goézlenen diger iki karbon sinyali ise asit ve ester grubunun karbonil (C=0)
karbonlarina aittir. §=9.12, 9.36, 20.45, 24.39 ppm’de rezonans olan 4 adet °C sinyali
aromatik halkaya bagli metil karbonlarina aittir. Aromatik halkaya bagli metoksil
(OCH3) karbonlar ise oksijen atomunun indiiktif etkisinden dolay1 beklenildigi gibi
alifatik bolgede, 6=55.94 ve &=62.35 ppm de rezonans olmustur.

DA igin dnerilen molekiil yapist APT *C-NMR spektrumu(Sekil 17) ve DEPT
BC-NMR (Sekil 18)spektrum verileri ile de uyumludur. APT *C-NMR spektrumunda
metil (-CHj;) ve tersiyer (-CH) karbonlari negatif sinyal, metilen (-CH,) ve kuarterner
karbonlar ise pozitif sinyal verir. Molekiilin APT *C-NMR spektrumu incelendiginde
molekiil yapisi ile uyumlu olarak 8 negatif sinyal, 12 adette pozitif sinyal gézlenmistir.
APT PC-NMR spektrumunda 5=108.39 ve §=116.99 ppm de gdzlenen 2 negatif sinyal
ise aromatik halkadaki tersiyer karbonlara (-CH) aittir. Bu 2 negatif sinyal bize aromatik
halkada sadece iki karbonun dallanmig grup tagimadigim géstermektedir. DA’nin DEPT
BCNMR spektrumu incelendiginde ise yapi ile uyumlu olarak toplam 8 adet hidrojen
tasiyan karbon sinyali gézlenmistir. Bu 8 sinyalin 2 adeti tersiyer (-CH) karbonlara (C-5
ve C-5") ve 6 adeti ise metil (-CH3) karbonlarma ( C-8, C-8', C-9, C-9' ve 2 X OCHj3)
aittir. DA’nin metilen karbonu (-CH,) icermedigi de DEPT *C-NMR spektrumunda
kolayca goriinmektedir. DA’nin spektral verileri daha 6nce literatiirde yayimlanmig
verilerle de dogrulanmustir. 7 Difraktaik asitin '"H-NMR ve '*C-NMR ve APT *C-

NMR verileri Tablo 1’de sunulmustur.
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Tablo 1. DA’nin 'H-NMR, >C-NMR ve APT *C-NMR verileri

C/H BC.NMR S(ppm) | APTC-NMR &(ppm) | 'H-NMR &(ppm)
1 119.73 +119.73 -
2 160.32 +160.32 -
3 117.68 +117.68 -
4 157.44 +157.45 -
5 108.38 - 108.39 6.63 (1H, s)
6 135.76 +135.76 -
7 166.56 +166.55 -
8 9.12 -9.12 2.17 (3H, s)
9 20.45 -20.45 2.48 (3H, s)
OCH; 62.35 -62.35 3.87 (3H, s)
OCH; 55.94 -55.95 3.86 (3H, s)
1k 117.81 +117.81 -
2 164.07 +164.07 -
3 108.71 +108.71 -
4 154.41 +154.41 -
5 116.99 -116.99 6.63 (1H, s)
6’ 141.39 +141.37 -
7 176.20 +176.16 -
8 9.36 -9.36 2.19 (3H, s)
9 24.39 -24.39 2.61 (3H, s)
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3.2. Makroskopik Bulgular

Makroskopik inceleme sonuglar1 Tablo 2 ve Sekil 19°da sunulmustur.

A B

Sekil 19. IND (25 mg/kg) tarafindan olusturulan gastrik hasarh dokudan (A) ve DA (200
mg/kg) ile muamele edilmig grupdan alinan (B) rat mideleri.

Tablo 2’den goriildiigti tizere sadece musluk suyu verilen grupta iilser
olusmazken IND ile muamele edilen mideler’de 30.75+8.96 mm* RAN grubunda
8.38+3.59 mm?, CMC’de slispansiyon haline getirilen DA’nin 25, 50, 100 ve 200 mg/kg
dozlar ile muamele edilen gruplarda ise sirasi ile 17.384+9.97, 14.50+7.85, 2.63+1.11 ve
1.00+:1.68 mm? iilser alam tespit edilmigtir. Bu sonuglara gére DA ve RAN’1n IND ile
olusturulan iilseri biitiin dozlarda 6nemli oranda (P<0.05) azaltmigtir (Tablo 2).

DA, 100 mg/kg dozda IND’siz olarak dogrudan midelere uygulandiginda
midelerde herhangi bir iilser olusumu gozlenmedi. Diger yandan IND ile birlikte
uygulandiginda CMC’nin IND tarafindan olusturulan mide hasarlarinda herhangi bir
azalmaya neden olmadid1 da belirlendi (P>0.05).

Sekil 20°den de net bir gekilde gériilebilecegi iizere IND grubunda meydana
gelen ilser, uygulanan RAN ve DA’nin her dort dozu vasitasiyla 6nemli oranda
(»<0.05) azaltilmigtir. IND’nin meydana getirdigi tilser dikkate alindiginda ranitidinin
% 72.7, DA’nin 25, 50, 100 ve 200 mg/kg dozlarimin ise sirasiyla % 43.5, % 52.9, %

91.4 ve % 96.7 oraminda iilseri engelledigi belirlenmisgtir.
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Tablo 2. IND (25 mg/kg) tarafindan olusturulan gastrik hasar iizerine farkl1 dozlarda uygulanan

DA (25, 50, 100 ve 200 mg/kg), RAN (50 mg/kg) ve CMC (% 1)’nin etkilerini gdsteren Sl¢tim
sonuglar.

Hasar alani
Muameleler 5
Doz (mg/kg) N mm % Azalma P
25 6 17.38+9.97 43.5 P<0.05
. 50 6 14.50+7.85 52.9 P<0.05
IND-DA
100 6 2.63+1.11 914 P<0.05
200 6 1.00+1.68 96.7 P<0.05
DA 100 6 0.00£0.00 0 P<0.05
IND-CMC % 1 6 27.38+2.29 11.0 P>0.05
IND-RAN 50 6 8.38+3.59 72.7 P<0.05
IND 25 6 30.75+8.96 -
KONTROL 6 0.0020.00 0 P<0.05

Kontrol : Musluk suyu ile muamele edilmis mide dokularindaki iilser alanlar:

IND : Indometazin ile muamele edilmis mide dokularindaki iilser alanlari
DA : Diffraktaik asit ile muamele edilmis mide dokularindaki iilser alanlar
RAN : Ranitidine ile muamele edilmis mide dokularindaki iilser alanlar
CMC : CMC ile muamele edilmis mide dokularindaki iilser alanlar

N : Deneylerde kullanilan rat sayisi

% Azalma : (IND-Uygulama/IND)*100) formiiliine gére belirlenmistir.

35

Ulser Alan1 mm2

IR

Sekil 20. IND (25 mg/kg) tarafindan olusturulan gastrik hasar izerine farkli dozlarda uygulanan
DA (25, 50, 100 ve 200mg/kg), RAN (50 mg/kg) ve CMC (% 1)’nin etkilerinin
karsilastiriimasini gésteren diyagram
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3.3. Biyokimyasal Bulgular

Rat mideleri makroskopik olarak incelendikten sonra mide dokular
biyokimyasal incelemeler igin -20 °C°de saklandi1 ve dokularin enzim aktiviteleri en geg
ic giin igerisinde analiz edildi. Mide dokusu homojenatlarindan elde edilen
stipernatantlarda SOD, CAT ve GPx enzim aktiviteleri ile LPO ve GSH miktarlar
literatiirlere gore uygun metodlar kullamlarak tespit edildi. Ayrica silispansiyon halinde
uygulanan CMC ile DA’nin antiasit 6zelligini olup olmadigim belirlemek igin de % 1
CMC ve 100 mg/kg DA’nin pH’s1 6lgiildii. %1 CMC’nin pH’s1 7.7 ve 100 mg/kg
DA’nin pH’s1 6.9 bulundu. Elde edilen veriler ile antiasit mekanizmasi ile {ilserojen

etkinin giderilmedigine kanaat getirildi.

3.3.1. Katalaz Aktivitesi Uzerine DA’nin Etkileri

CMC’de ¢oziilen DA (25, 50, 100 ve 200 mg/kg), RAN, IND ve kontrol
gruplarinin mide dokularinda belirlenen CAT aktivitelerini gésteren sonuglar Tablo 3
ve Sekil 21°de gosterilmistir. Tablo 3’den goriildiigli izere CAT aktiviteleri kontrol
grubunda 73.09 + 5.98, indometazin grubu midelerinde 111.48 + 2.47, ranitidin
grubunda 39.67 + 2.19 ve IND ile birlikte uygulanan DA’nin 25, 50, 100 ve 200 mg/kg
dozlar1 ile muamele edilen gruplarda ise sirasi ile 57.78 + 0.63, 49.57 + 5.08, 52.96 +
0.64 ve 73.51 £ 4.55 mmol.dakika™ .mg dokuolarak tespit edilmistir. Bu sonuglara gore
IND’nin 6nemli oranda (P<0.05) artirdign CAT aktivitesini, IND ile birlikte uygulanan
CMC ve RAN’1n 6nemli oranda azalttig1 (P<0,05) tespit edildi. Diger yandan DA, 100
mg/kg dozda IND’siz olarak dogrudan uygulandiginda CAT aktivitesini etkilemezken
(P>0.05), IND ile birlikte uygulandiginda 25, 50 ve 100 mg/kg 6nemli oranda (P<0.05)

200 mg/kg dozda ise 6nemsiz oranda (P>0.05) aktiviteyi azaltmugtir.
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Tablo 3. IND (25 mg/kg), DA (25, 50, 100 ve 200 mg/kg), RAN (50 mg/kg), CMC (% 1) ve
kontrol gruplarindan alinan mide dokularindaki CAT aktivitelerini gosteren sonuglar. Sonuglar,
paralel ii¢ Olgiimiin ortalamasi (& standart sapma) olarak verilmis ve p < 0.05 seviyesinde
istatistiksel olarak énemli kabul edilmistir.

CAT Aktivitesi

Muameleler Doz mg/kg N mmol.dakika™.mg doku™ % Kontrol P
25 6 57.78 + 0,63 79.1 P<0.05
. 50 6 49.57 + 5,08 67.8 P<0.05
IND-DA 100 6 52.96 + 0,64 72.5 P<0.05
200 6 73.51 £ 4,55 100.7 P>0.05
DA 100 6 73.43 £ 1,17 100.5 P>0.05
IND + CMC % 1 6 40.77 £ 1,44 55.8 P<0.05
IND + RAN 50 6 39.67+2,19 543 P<0.05
IND 25 6 111.48 +2,47 152.5 P<0.05
Kontrol 6 73.09 + 5,98 100.0 -

Kontrol : Musluk suyu ile muamele edilmis mide dokularindaki CAT aktiviteleri

IND : Indometazin ile muamele edilmis mide dokularindaki CAT aktiviteleri
DA : Diffraktaik asit ile muamele edilmis mide dokularindaki CAT aktiviteleri
RAN : Ranitidine ile muamele edilmis mide dokularindaki CAT aktiviteleri
CMC : CMC ile muamele edilmis mide dokularindaki CAT aktiviteleri
N : Deneylerde kullanilan rat sayisi
CAT Aktivitesi
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Sekil 21. IND (25 mg/kg), DA (25, 50, 100 ve 200 mg/kg), RAN (50 mg/kg), CMC (% 1) ve
kontrol gruplarindan alinan mide 6rneklerindeki CAT aktivitelerinin karsilagtirilmasini gésteren
diyagram.
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Tablo 3 ve Sekil 21°den de goriilebilecegi iizere kontrol grubuna gére IND ile
muamele sonrast meydana gelen CAT aktivitesinde ki artis1 (»p<0.05) IND ile birlikte
uygulanan 200 mg/kg DA tarafindan net bir sekilde azaltmig ve kontrol grubundaki
seviyeye getirilmistir (p>0.05), diger yandan IND olmaksizin 100 mg/kg dozda
uygulanan DA ise CAT aktivitesini etkilememigtir (p<0.05). Bu bulgular DA, RAN ve

CMC’nin CAT aktivitesi iizerine inhibisyon etkisine sahip oldugunu géstermektedir.

3.3.2. Glutatyon Peroksidaz Aktivitesi Uzerine DA’nin Etkileri

CMC’de siispansiyon haline getirilerek uygulanan DA (25, 50, 100 ve 200
mg/kg), RAN, IND ve kontrol gruplarmin mide dokularinda belirlenen GPx
aktivitelerini gOsteren sonuglar Tablo 4 ve Sekil 22 de gosterilmigtir. Tablo 4’den
goriildiigii lizere GPx aktiviteleri kontrol grubunda 8.62 + 0.08, indometazin grubu
midelerinde 3.39 + 0.43, ranitidin grubunda 6.16 + 0.13 ve IND ile birlikte uygulanan
DA’nin 25, 50, 100 ve 200 mg/kg dozlar1 ile muamele edilen gruplarda ise sirasi ile
5.36 + 0.27, 5.72 + 0.15, 6.83 + 0.23 ve 7.59 + 0.08 olarak tespit edilmistir. Bu
sonuclara gére IND’nin 6nemli oranda (P<0.05) azalttign GPx aktivitesini, IND ile
birlikte uygulanan DA, CMC ve RAN’n yeniden artirdig1 ve hatta 200 mg/kg dozdaki
DA’nin kontrol seviyesine getirdigi (P>0.05) s6ylenebilir. Diger yandan DA, 100 mg/kg
dozda IND’siz olarak dogrudan uygulandiginda GPx aktivitesini etkilemezken
(P>0.05), IND ile birlikte uygulandiginda 25, 50 ve 100 mg/kg 6nemli oranda (P<0.05)
aktiviteyi artirdigi belirlendi. GPx aktivitesi, seyrelme faktorleri dikkate alinarak

umol.dakika .mg doku olarak tarif edildi.
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Tablo 4. IND (25 mg/kg), DA (25, 50, 100 ve 200 mg/kg), RAN (50 mg/kg), CMC (% 1) ve
kontrol gruplarindan alinan mide dokularindaki GPx aktivitelerini gosteren sonuglar. Sonuglar,
paralel ii¢ Ol¢limiin ortalamasi (£ standart sapma) olarak verilmis ve p < 0.05 seviyesinde
istatistiksel olarak 6nemli kabul edilmistir.

Muameleler GPx Aktivitesi
Dozmg/kg N umol.dakika”’.mg doku” % Kontrol P

25 6 5.36 £ 0.27 37.8 P<0.05
: 50 6 5.72+0.15 66.4 P<0.05
IND-DA 100 6 6.83 +0.23 79.2 P<0.05
200 6 7.59 +0.08 88.1 P<0.05
DA 100 6 7.86 +0.08 91.5 P>0.05
IND + CMC %1 6 7.24 +0.23 84.0 P<0.05
IND + RAN 50 6 6.16 £ 0.13 71.5 P<0.05
IND 25 6 3.39+£0.43 394 P<0.05

Kontrol 6 8.62 £0.08 100.0

Kontrol : Musluk suyu ile muamele edilmis mide dokularindaki GPx aktiviteleri

IND : Indometazin ile muamele edilmis mide dokularindaki GPx aktiviteleri
DA : Diffraktaik asit ile muamele edilmis mide dokularindaki GPx aktiviteleri
RAN : Ranitidine ile muamele edilmis mide dokularindaki GPx aktiviteleri
CMC : CMC ile muamele edilmis mide dokularindaki GPx aktiviteleri
N : Deneylerde kullanilan rat sayisi

GPx Aktivitesi

umol.dakika-1.mg doku-1

Sekil 22. IND (25 mg/kg), DA (25, 50, 100 ve 200 mg/kg), RAN (50 mg/kg), CMC (% 1) ve
kontrol gruplarindan alinan mide drneklerindeki GPx aktivitelerinin kargilagtiriimasini gsteren
diyagram.
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Tablo 4 ve Sekil 22°den de goriilebilecegi iizere kontrol grubuna gére IND ile
muamele sonrast meydana gelen GPx aktivitesinde ki inhibisyon (p<0.05) IND ile
birlikte uygulanan 200 mg/kg DA tarafindan net bir sekilde ortadan kaldirilmig ve
kontrol grubundaki seviyeye getirilmistir (p>0.05), diger yandan IND olmaksizin 100
mg/kg dozda uygulanan DA, GPx aktivitesini etkilememistir (p<0.05). Bu bulgular DA,
RAN ve CMC’nin IND ile birlikte uygulandiginda GPx aktivitesini artirica etkisinin

oldugunu gostermektedir.

3.3.3. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi Uzerine DA’nin Etkileri

CMC’de siispansiyon halinde uygulanan DA (25, 50, 100 ve 200 mg/kg), RAN,
IND ve kontrol gruplarinin mide dokularinda belirlenen SOD aktivitelerini gsteren
sonuglar Tablo 5 ve Sekil 23°de gosterilmistir. Tablo 5’den goriildiigii tizere SOD
aktiviteleri kontrol grubunda 112.10 + 0.35, indometazin grubu midelerinde 77.73 £
1.82, ranitidin grubunda 113.52 + 0.83 ve IND ile birlikte uygulanan DA’nm 25, 50,
100 ve 200 mg/kg dozlar1 ile muamele edilen gruplarda ise siras1 ile 115.29 + 0.46,
113.09 + 0.94, 117.18 £ 0.69 ve 114.98 + 1.25 olarak tespit edilmistir. Tablo ve
sekilden de goriilecegi gibi IND’nin 6nemli oranda (P<0.05) azalttigi SOD aktivitesini,
DA ve RAN’mn yeniden kontrol grubu seviyesine (P>0.05) artirdid1 tespit edilmistir.
DA, 100 mg/kg dozda IND’siz olarak dogrudan uygulandiginda kontrol grubuna goére
istatiksel olarak anlamli bir sekilde (P<0.05) SOD aktivitesini artirmistir. Diger yandan
IND ile birlikte uygulandiginda CMC’nin IND tarafindan azaltilan SOD aktivitesini
kontrol grubu seviyesine ¢ikardigi gozlendi (P>0.05). SOD aktivitesi, seyrelme

faktorleri dikkate almarak mmol. dakika™ . mg doku™ olarak tarif edildi.
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Tablo 5. IND (25 mg/kg), DA (25, 50, 100 ve 200 mg/kg), RAN (50 mg/kg), CMC (% 1) ve
kontrol gruplarindan alinan mide dokularindaki SOD aktivitelerini gosteren sonuglar. Sonuglar,
paralel ii¢ Olgiimiin ortalamasi (£ standart sapma) olarak verilmis ve p < 0.05 seviyesinde
istatistiksel olarak 6nemli kabul edilmistir.

Muameleler SOD Aktivitesi
Dozmg/kg N mmol.dakika'.mg doku™ % Kontrol P

25 6 115.29 £ 0.46 102.9 P>0.05
. 50 6 113.09 + 0.94 100.9 P>0.05
IND-DA 100 6 117.18 + 0.69 104.6 P<0.05
200 6 11498 £ 1.25 102.6 P>0.05
DA 100 6 117.49+0.11 104.8 P<0.05
IND + CMC % 1 6 114.56 £ 0.28 102.2 P>0.05
IND + RAN 50 6 113.52 £ 0.83 101.2 P>0.05
IND 25 6 77.73+1.82 69.3 P<0.05

Kontrol 6 112.10+0.35 100.0

Kontrol : Musluk suyu ile muamele edilmis mide dokularindaki SOD aktiviteleri
IND : Indometazin ile muamele edilmis mide dokularindaki SOD aktiviteleri
DA : Diffraktaik asit ile muamele edilmis mide dokularindaki SOD aktiviteleri
RAN : Ranitidine ile muamele edilmis mide dokularindaki SOD aktiviteleri
CMC : CMC ile muamele edilmis mide dokularindaki SOD aktiviteleri

N : Deneylerde kullanilan rat sayisi

SOD Aktivitesi
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mmol.dakika-1.mg doku-1

Sekil 23. IND (25 mg/kg), DA (25, 50, 100 ve 200 mg/kg), RAN (50 mg/kg), CMC (% 1) ve
kontrol gruplarindan alinan mide 6rneklerindeki SOD aktivitelerinin karsilagtirilmasini gosteren
diyagram.
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Tablo 5 ve Sekil 23°den de goriilebilecegi tizere kontrol grubuna gére IND ile
muamele sonrasi meydana gelen SOD aktivitesinde ki inhibisyon (p<0.05) uygulanan
DA (25, 50, 100 ve 200 mg/kg), RAN (50 mg/kg) ve CMC tarafindan net bir gekilde
ortadan kaldirilmis ve kontrol seviyesine getirilmistir (p>0.05), hatta 100 mg/kg dozda
uygulanan DA, IND olmaksizin kontrol dokusunun da {izerine gikarmistir (p<0.05). Bu
bulgular DA’nin SOD aktivitesi lizerine aktive edici etkiye sahip oldugunu

gostermektedir.

3.3.4. GSH Miktar1 Uzerine DA’nim Etkileri

CMC ile siispansiyon halinde uygulanan ¢oziilen DA (25, 50, 100 ve 200
mg/kg), RAN, IND ve kontrol gruplarmin mide dokularinda belirlenen GSH
miktarlarimi g6steren sonuglar Tablo 6 ve Sekil 24’de gésterilmistir. Tablo 6’dan
goriildiigti tizere GSH miktarlart kontrol grubunda 3.34 + 0.15, indometazin grubu
midelerinde 2.09 + 0.05, ranitidin grubunda 3.41 £ 0.09 ve DA’nmin 25, 50, 100 ve 200
mg/kg dozlar ile muamele edilen gruplarda ise sirasi ile 2.33 + 0.04, 2.59 £ 0.18, 3.17
+ 0.04 ve 3.26 £ 0.03 olarak tespit edilmistir. Bu sonuglar bize IND’nin énemli oranda
(P<0.05) azalttign GSH miktarini, IND ile birlikte uygulanan 100 ve 200 mg/kg dozda
DA ve RAN’1n kontrol seviyesine yiikselttigi (P>0.05) g6stermektedir. Diger yandan
DA, hem 100 mg/kg dozda IND’siz olarak dogrudan uygulandiginda (P<0.05), hemde
25 ve 50 mg/kg dozlarda IND ile birlikte uygulandiginda 6nemli oranda (P<0.05) GSH

miktarini azaltmigtir. Numunelerin GSH miktarlar1, nmol/mg doku olarak tarif edildi.
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Tablo 6. IND (25 mg/kg), DA (25, 50, 100 ve 200 mg/kg), RAN (50 mg/kg), CMC (% 1) ve
kontrol gruplarindan alman mide dokulardaki GSH miktarlarini gésteren sonuglar. Sonuglar,
paralel ¢ Slgiimiin ortalamasi (& standart sapma) olarak verilmis ve p < 0.05 seviyesinde
istatistiksel olarak 6nemli kabul edilmistir.

Muameleler GSH Miktan
Doz mg/kg N nmol/mg doku % Kontrol P

25 6 2.33+0.04 69.8 P<0.05
: 50 6 2.59+0.18 71.5 P<0.05
IND-DA 100 6 3.17+0.04 94.9 P>0.05
200 6 3.26 +0.03 97.6 P>0.05
DA 100 6 2.75+0.09 82.3 P<0.05
IND + CMC % 1 6 2.70+0.10 80.8 P<0.05
IND + RAN 50 6 3.41+0.09 102.1 P>0.05
IND 25 6 2.09+0.05 62.6 P<0.05

Kontrol 6 3.34+0.15 100.0

Kontrol : Musluk suyu ile muamele edilmis mide dokularindaki GSH miktarlart
IND : Indometazin ile muamele edilmis mide dokularindaki GSH miktarlari
DA : Diffraktaik asit ile muamele edilmis mide dokularindaki GSH miktarlari
RAN : Ranitidine ile muamele edilmig mide dokularindaki GSH miktarlari
CMC : CMC ile muamele edilmig mide dokularindaki GSH miktarlar

N : Deneylerde kullanilan rat sayisi

GSH Miktar1

nmol/mg doku
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Sekil 24. IND (25 mg/kg), DA (25, 50, 100 ve 200 mg/kg), RAN (50 mg/kg), CMC (% 1) ve
kontrol gruplarindan alman mide &rneklerindeki GSH miktarlarinin kargilastirilmasim gdsteren
diyagram.

%
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Tablo 6 ve Sekil 24’den de goriilebilecegi tizere kontrol grubuna gore IND ile
muamele sonrast meydana gelen GSH miktarindaki azalma (p<0.05) IND ile birlikte
uygulanan 100 ve 200 mg/kg DA ile RAN tarafindan yeniden ve kontrol grubundaki
seviyeye getirilmistir (p>0.05), Diger yandan, IND olmaksizin 100 mg/kg dozda
uygulanan DA, GSH miktarin1 bir miktar azaltmis ve bu azalma istatistiksel agidan da
onemli bulunmustur (p<0.05). Bu bulgular DA, RAN ve CMC’nin IND ile birlikte

uygulandiklarinda GSH miktarim artirdigini gostermektedir.

3.3.5. LPO Miktar1 Uzerine DA’nin Etkileri

CMC ile siispansiyon halinde uygulanan DA (25, 50, 100 ve 200 mg/kg), RAN,
IND ve kontrol gruplarinin mide dokularinda belirlenen MDA miktarlarimi gosteren
sonuglar Tablo 7 ve Sekil 25’de gosterilmistir. Tablo 6’dan goriildiigii tizere LPO’nun
gostergesi olan MDA miktarlar1 kontrol grubunda 12.42 £ 0.49, indometazin grubu
midelerinde 15.36 + 0.40, ranitidin grubunda 12.00 + 1.20 ve IND ile birlikte uygulanan
DA’min 25, 50, 100 ve 200 mg/kg dozlar1 ile muamele edilen gruplarda ise sirasi ile
8.51 + 3.05, 7.21 + 0.28, 541 + 1.02 ve 6.88 + 1.98 olarak tespit edilmistir. Bu
sonuglara bize IND nin 6nemli oranda (P<0.05) artirdig1 LPO miktarini, IND ile birlikte
uygulanan CMC ve RAN’1n kontrol seviyesine azalttigi (P>0,05) gostermektedir. Diger
yandan DA, hem 100 mg/kg dozda IND’siz olarak dogrudan uygulandiginda (P<0,05),
hemde 25, 50, 100 ve 200 mg/kg dozlarda IND ile birlikte uygulandiginda 6nemli
oranda (P<0,05) LPO miktarin1 azaltmistir. Numunelerin LPO miktarlar1, nmol MDA/g

doku olarak tarif edildi.
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Tablo 7. IND (25 mg/kg), DA (25, 50, 100 ve 200 mg/kg), RAN (50 mg/kg), CMC (% 1) ve
kontrol gruplarindan alinan mide dokularindaki LPO miktarlarini g6steren sonuglar. Sonuglar,
paralel ii¢ Slgiimiin ortalamasi (£ standart sapma) olarak verilmis ve p < 0.05 seviyesinde
istatistiksel olarak onemli kabul edilmistir.

Muameleler LPO Miktar
Doz mg/kg N nmol MDA/g doku % Kontrol P

25 6 8.51+£3.05 68.4 P>0.05
: 50 6 721+0.28 57.9 P<0.05
IND-DA 100 6 541+£1.02 434 P<0.05
200 6 6.88 +1.98 55.3 P<0.05
DA 100 6 6.72+0.28 542 P<0.05
IND + CMC % 1 6 10.87 £ 0.88 87.4 P>0.05
IND + RAN 50 6 12.00 + 1.20 96.5 P>0.05
IND 25 6 15.36 + 0.40 123.7 P<0.05

Kontrol 6 12.42 £ 0.49 100.0

Kontrol : Musluk suyu ile muamele edilmis mide dokularindaki LPO miktarlar

IND : Indometazin ile muamele edilmis mide dokularindaki LPO miktarlari
DA : Diffraktaik asit ile muamele edilmis mide dokularindaki LPO miktarlari
RAN : Ranitidine ile muamele edilmis mide dokularindaki L.LPO miktarlar
CMC : CMC ile muamele edilmis mide dokularindaki LPO miktarlari
N : Deneylerde kullanilan rat sayisi

LPO Miktari
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Sekil 25. IND (25 mg/kg), DA (25, 50, 100 ve 200 mg/kg), RAN (50 mg/kg), CMC (% 1) ve
kontrol gruplarindan alinan mide Srneklerindeki LPO miktarlarinin karsilastirilmasini gosteren
diyagram.
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Tablo 7 ve Sekil 25°den de goriilebilecegi tizere kontrol grubuna gére IND ile
muamele sonrasi meydana gelen LPO miktarindaki artis (p<0.05) IND ile birlikte
uygulanan CMC ve RAN tarafindan net bir gekilde ortadan kaldinlmis ve kontrol
grubundaki seviyeye getirilmistir (p>0.05); Bununla beraber, IND olmaksizin 100
mg/kg dozda uygulanan DA ve IND ile birlikte uygulanan DA’nmn tim dozlart LPO
miktarim daha da azaltoms ve bu azalma istatistiksel agidan da 6nemli bulunmustur
(p<0.05). Bu bulgular DA, RAN ve CMC’nin IND ile birlikte uygulandiklarinda LPO

miktarini azalttigini gstermektedir.
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4. TARTISMA

Giintimiizde 20000 den fazla tiire sahip oldugu tahmin edilen likenler, mantarlar
ve alglerin bir araya gelerek teskil ettikleri simbiyotik (ortak yasayan) bir bitki
grubudur. Likenler pek ¢ok yonden biyolojik aktivite gosterdikleri rapor edilmigtir’®®.
Diger yandan, likenlerden izole edilen ¢ok sayida molekiiliin de degisik biyolojik
aktivitelere sahip olduklar belirlenmistir’®'®. Bu ilging bitki grubuna dahil olan
tiirlerden birisi de epifit (agaglar tizerinde yagayan) bir liken olan Usnea longissima’dir .
Bu liken tiirti hava kirliliginin belirlenmesinde 6nemli bir indikatér olarak kabul

edilmektedir. Cocuk bezi, kadmn hijyen'?®

tirlinlerinin yapiminda ve gesitli ilaglarin
terkibinde yer almigtir. Hem Cin hem de Hindistan'da ekspektoran olarak kullanilan bu
tlir Avrupa'da da iyi bir sag¢ giiglendirici olarak bilinmektedir'?’. Bunlara ilaveten

diinyanin farkli bolgelerinde, halk hekimliginde terleme, bas donmesi, tisiime, agr ve

123 125

balgamin 6nlenmesinde, kemik kiriklarimin tedavisinde =, hijyenik yatak yapiminda'>,
idrar yolu hastahiklan ile iilser tedavisinde''>'?”'?® kullamilmistir. Bu ¢alismada, halk
hekimliginde yaygin bir kullanima sahip olan Usnea longissima Ach. deney materyali
olarak segilmigtir.

Likenlerin antifilserojen ve antioksidan etkilerinin incelendigi ¢ok az sayida
aragtirma vardir'®''%!%8  Antitilserojenik etki siirecinin mekanizmalan hakkinda ise
bilgiler olduk¢a sinirhdir. Bu agidan bakildiginda mevcut arastirmanin bu konuda bir
boslugu dolduracag: inancint tagimaktayiz. Bu amagla, daha 6nceki bir ¢calismamizda
iilser dnleyici etkisi oldugunu belirledigimiz Usnea longissima Ach.’nin'® biinyesinde
yer alan hangi molekiil veya molekiillerden bu etkinin kaynaklandigin: merak ederek

baslattigimiz izolasyon ve saflastirma islemleri sonunda saf olarak elde etmeyi

basardigimiz difraktaik asit’in degisik dozlarda iilser &nleyici etkisi, antioksidan
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metabolizma {izerine olan etkisi ve antioksidan aktivitesi aragtirildi. Ayrica, enzim
aktivitelerinin tilser onleyici aktivite mekanizmasi tizerine olan etkisini arastirmak icin
tilserli dokularda SOD, CAT ve GST enzim aktiviteleri ile GSH ve LPO miktarlari
oOlgiildii.

Aragtirmamizda indometazin ile muamele edilen rat midelerinde meydana gelen
tilserli doku hasar1 (Tablo 2, Sekil 20) DA’ nin 25, 50, 100 ve 200 mg/kg dozlarda
IND’e gore sirastyla % 43.5, 52.9, 91.4 ve 96.7, azaltti31 gozlenmistir (p<0.05). IND’siz
uygulanan DA iilser alani olugturmazken RAN’mn IND ile olusturulan iilseri %72.7
oraminda(P<0.05) azalttigi, CMC’nin ise {ilserin engellenmesinde etkisiz oldugu (p >
0.05) tespit edildi (Sekil 20). DA’nin uygulanan dozlar arasinda en etkili doz 200 mg/kg
olarak uygulanan doz olup ranitidin ile mukayese edildiginde ilser onleyici etkisi daha
fazladir.

Indometazinin gastrik hasar olusturmasinin  sebepleri arasinda; mide
dokusundaki sitoprotektif prostaglandinlerin sentezini inhibe etmesi'®, LPO’yu

artirmast> 1% doku glukoz seviyesini azaltmasi®®®, MPx aktivitesini ve NOS

aktivitesini artirmasi?®!2%

sayilabilir. Indometazin, etanol ve diger ajanlar ile
olusturulan mukozal hasarlarin reaktif oksijen molekiilleri ile iligkili oldugu da 6ne
stirtilmiigtiir’®,

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda indometazin gibi antienflamatuar ilaglarin
hem prooksidan hem de lipit peroksit olusturucu etkilerinin oldugu ve bu tiir ilaglarn
mukozal hiicrelerin antioksidan sistemlerini siiratle bloke ederek ROS olusumuna ve bu
ROS olusumunun da lipit peroksidasyonuna neden olabilecegi 6ne siirtilmiistiir'”*'%%.

Oksidatif hasar daha ileriki asamalarda kontrol edilemeyen lipit peroksidasyonu, protein

oksidasyonu ve nihayetinde de hiicre Sliimiine yol agabilmektedir.
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Organizmalar ROS’larin toksisitesine karst hem enzimatik hem de enzimatik
olmayan savunma mekanizmalarina sahiptirler’**?%, ROS’lara kars1 (6zellikle de [0y ]
stiperoksit anyonuna kars1) savunmada 6nemli siipiiriicii enzimlerden biri de SOD*dir.
SOD’ler (sitoplazmik Cu / Zn SOD, Mitokondrial Mn-SOD), O,-~ anyonunun H,O,’ye
d6niistimiinii katalizlerken CAT ve GPx ise H0, nin H,O’ya doniisiimiinii katalizler®®’.

Indometazin ile iilser olmus dokularda (SOD, CAT ve GPx) bazi antioksidan
enzim aktivitelerinin azaldig1 konusunda pekgok literatiir kaydina rastlanmugtir'**208-211

Usnea longissima Ach.’dan elde edilen su ekstresinin halk arasinda iilser

tedavisinde kullamldigina dair bilgiler literatiirde kayitli'!®!'%128

olmasina karsin
antitilserojen etki mekanizmas: hakkinda ise yalnizca bir tek literatiir kaydi mevcut olup
bilesenlerinden herhangi birisi hakkinda da ¢ok az sayida ¢alisma mevcuttur 38212213,
Mevcut ¢alisma Usnea longissima Ach.’dan elde edilen DA’mn iilser 6nleyici etkiye
sahip oldugunu bilimsel olarak ortaya koymaktadir. Fakat etki mekanizmasinin;
sitoprotektif prostaglandinlerin ve bikarbonatlarin sentezini artirarak mi yoksa mukus
sentezini azaltarak mi, ve yahut ta MPx ve NOS a.létivitesi tizerine mi etkili oldugu
agiklia kavusturulamamistir. Bununla beraber aragtirmamizda, Usnea longissima
Ach.’dan elde edilen DA’nin antioksidan savunma sistemi iizerine pozitif etkileri tespit
edilmigtir. Etki mekanizmalarmin aydinlatilabilmesi i¢in ayrmtili arastirmalarimiz
devam edecektir.

Aragtirmamizda indometazin ile muamele edilen rat midelerinde belirlenen SOD
aktivitesi (Tablo 5, Sekil 23) kontrol grubuna gére % 30.7 oraninda azalmistir(p<0.05).
Usnea longissima Ach.’dan elde edilen DA tarafindan hem CMC ile birlikte
uygulandiginda ve hemde IND olmaksizin yalmz basina uygulandiginda SOD aktivitesi

artinlmis ve kontrol seviyesine getirilmistir. Burada dikkat cekici bir durum IND ile
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birlikte uygulandiginda CMC’nin de SOD aktivitesini kontrol grubu seviyesine
(p>0.05) getirmis olmasinin belirlenmesidir. DA yalnz basgina uygulandiginda ise SOD
aktivitesini istatiksel olarak anlamli oranda artirarak Kkontrol grubunun da iizerine
¢ikarmistir (p<0.05). Diger yandan % 1°’lik CMC ile siispansiyon halinde uygulanan
IND ile birlikte uygulandiginda ise IND grubunun azalttign SOD aktivitesini yeniden
kontrol seviyesine ylikseltmigtir. Sonuglara gére CMC’nin ve DA’nin SOD aktivitesi
lizerine sinerjistik olarak aktive edici yonde davrandiklar soylenebilir. Benzer sekilde
RAN’nin da SOD aktivitesini kontrol grubu seviyesine ¢ikardigi tespit edilmistir
(p>0.05). RAN grubu ile DA uygulanan gruplar arasindaki fark kendi aralarinda
istatistiksel olarak farkli bulunmamgtir (p>0.05).

Diklofenak sodyum, meloksikam ve ketoprofenil gibi gesitli NSAID’ler ve
indometazin ile muamele edilen rat mide dokularinda SOD aktivitesinin azaldigina
iliskin bulgularimiz daha 6nce yapilmis olan ¢ok sayida ¢aligma'®®2%%210212 jje uyum
igerisindedir. Fakat indometazinin hangi mekanizma ile SOD aktivitesini inhibe ettigi
heniiz kesin olarak agikliga kavusturulamamstir.

Antioksidanlarin inhibisyonu ROS birikimine yol agar. ROS’larin tretildigi
yerde SOD’yi de igine alan antioksidanlarin varlifi, indometazin ile uyarilan
patojenezin kontrol edilmesinde koruyucu bir faktor olarak davranir®®. Aragtirmamizda
indometazin etkisi ile azalan SOD aktivitesinin, DA’nin tiim dozlar ve RAN tarafindan
yeniden artirildigi ve bunun da oksidatif hasar1 kismen engelleyerek gastrik hasarin
giderilmesinde rol oynadigi diigiiniilebilir. Cu, Zn ve Mn kompleksleri ile yapilan
calismalarda SOD aktivitesi ile prostaglandin sentezi arasinda bir iliskiye isaret

edilmekte ve IND ile olusturulan iilser modelinin olas1 mekanizmalarindan birisi olarak

kabul edilmektedir’®*'*2!7. By aragtirmalar 1s18inda ele alindifinda bu arastirma
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¢ergevesinde elde ettifimiz bulgular prostaglandin seviyeleri {izerine de DA’nin etkili
oldugu izlenimini vermektedir.

Indometazin ile muamele sonucu prostaglandin konsantrasyonu azalsa da Mn ve
Cu komplekslerinin gastrik korumadaki katkilar1 6nemlidir. Bunun yam sira Cu ve Mn
kompleksleri tarafindan saglanan gastrik korumaya sadece prostaglandinler degil serbest
radikal siipiiriiciiler gibi diger faktorler de katkida bulunurlar®®,

SOD veya SOD‘ye benzer etki gosteren ajanlar tarafindan stiperoksitlerin
elimine edilmesi, gastrik koruma prosesinde 6nemli bir faktordiir. Nitekim etanol ile
uyarilan gastrik hasarli dokularda SOD aktivitesinin azaldig1 ve serbest radikallerin
gastrik mukozal hasarin patojenezine katildig ¢esitli ¢aligmalarda rapor edilmigtir'*82%,

SOD inhibitérii olan dietilditiyokarbamat (DDC) verilen indometazin ile
uyarilmis iilserli rat dokusunda SOD aktivitesinin azaldig1, bunun sebebinin ise mukozal
asidifikasyonun yol agtig1 bikarbonat salgilanmasindaki artisin DDC tarafindan inhibe
edildigi rapor edilmistir’’®. DDC’nin bikarbonat salgilanmas: iizerindeki inhibisyon
etkisi SOD ilavesiyle tersine dondiriilebilir*’>. Bu bilgilerden yola ¢ikarak SOD
bikarbonat salgilanmast prosesinde de rol aldig: sGylenilebilir.

Biitiin bu verilerden yola ¢ikarak RAN’1mn ve DA’nin iilser 6nleyici aktivite
gostermesinde, SOD aktivitesini artirmasinin Onemli bir paya sahip oldugunu
distinmekteyiz. Fakat CMC hakkinda bdyle bir sonu¢ ¢ikarmak miimkiin
gbzilkmemektedir. Zira CMC, SOD aktivitesi {izerine pozitif etki gosterirken IND tilseri
tizerine etkisizdir (Sekil 20).

Aragtirmamizda kontrol ve muamele gruplarinda tespit edilen CAT aktiviteleri
Tablo 3 ve Sekil 21°de sunulmustur. RAN ve CMC, IND tarafindan &nemli oranda

artirllan CAT aktivitesini yeniden azaltmistir. Diger yandan IND olmaksizin yalniz
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uygulanan DA’nin CAT aktivitesi iizerine etkisiz oldugu, birlikte uygulandifinda ise
CAT aktivitesini azaltti1 tespit edildi. Bu bulgular DA’nmin CAT aktivitesi iizerine
etkisiz oldugunu gdstermektedir. Meydana gelen CAT inhibisyonunun CMC’den
kaynakland1g: sSylenebilir. Bu baglamda, DA’nin mevcut ilser dnleyici etkisinin CAT
aktivitesi ile iligkili olmadid1 soylenebilecegi gibi farkli bir mekanizmada &ne
stirtilebilir.

Diger yandan GPx aktivitesi ile ilgili bulgulanmiz (Sekil 22, Tablo 4) IND ile
muamele edilen rat midelerinde kontrol grubuna gore yaklasik olarak %60 oraninda bir
inhibisyon meydana geldigini (p<0.05) gostermektedir. RAN ve CMC ile muamele
edilen gruplarda GPx kismen aktive edilirken, DA’nin yalmz basina muamele edilen
gruplarda GPx aktivitesini etkilemedigi tespit (p>0.05) edilmistir. IND ile birlikte
uygulanan DA ise doz artigina bagl olarak GPx aktivitesini kismen artirmis fakat
kontrol seviyesine getirememis olup muhtemelen meydana gelen bu artis da CMC’den
kaynaklaniyor olabilir. Ancak total GSH diizeyinin de DA ile muamele edilmis
dokularda fazla olmast H,O, nin daha fazla kullanabilecegini bdylece GPx aktivitesini
artirabilegi yargisini da ¢ikarabilir.

Mide dokusunda indometazin vasitasiyla CAT aktivitesinin artirildig:
literatiirlerde belirtilmistir'®2%*?°, Bizim bulgularmizda da indometazin tarafindan
CAT aktivitesinin artirildign tespit edilmistir. GPx aktivitesinin IND tarafindan
azaltldign da literatiidde kayithdir’'?*?"!. Bu agidan bakildiginda bulgularimiz
literatiirle uyum igerisindedir. IND ile muamele edilen dokularda CAT aktivitesi
artarken GPx aktivitesinin azalmasi her iki enzimin H,0,’yi kullanmakta yaristyor
olmalarindan kaynaklamyor olabilir*!. CAT ve GPx enzimleri H>0,’yi H»O’ya

doniistiirerek zayif radikalik etkisini ortadan kaldirirlar. Ciinkii H,O, ortaklanmamus bir
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elektron igermedigi igin kendi basma giiglii bir radikal degildir '°*'®°. Bununla beraber,
hidrojen peroksit serbest bir radikal olmadig1 halde, reaktif oksijen tiirleri i¢ine girer ve
serbest radikal biyokimyasinda 6nemli bir rol oynar. H,O,, Fe ve Cu gibi gecis metalleri
varhginda stiperoksit ile reaksiyona girerek en reaktif ve zarar verici radikal olan
hidroksil radikali olusturabilir'*®. Bu yiizden H,O,’nin suya doniistiiriilmesi zorunludur.
Gastrik hasara ugramis olan dokularda CAT aktivitesinin artmas: ikinci planda gastrik
korumaya yardimei olmasi agisindan da olduk¢a 6nemlidir.

Sekil 24 ve Tablo 6°dan goriilebilecegi gibi GSH miktar1 IND tarafindan % 37,4
oraninda azaltilmugtir. IND ile birlikte uygulanan DA biitiin dozlarda GSH miktarini
artirmig 100 ve 200 mg/kg dozda ise daha da artirarak kontrol seviyesine getirmistir
(p>0.05). RAN, GSH miktarim1 kontrol diizeyine artirirken, CMC kismi olarak
azaltmigtir. DA, IND olmaksizin uygulandiginda ise kismi bir azalmaya neden
olmugtur. Bu bulgular IND tarafindan meydana getirilen gastrik hasarin temel
sebeplerinden birisinin gastrik GSH diizeyinin azaltilmas: oldugunu gostermektedir.
Bulgularimiz literatiirlerdeki bulgular ile tam bir uyum igerisindedir®*®2''22,

IND ile olusturulan gastrik hasarli dokularda LPO miktarinin arttig1 ¢ok sayida
literatiirde kaytlidi?®3!92208209211.218221.23 /g4 fyjgularimizda da IND ile muamele
sonrast LPO miktar1 6nemli oranda artmigtir (p<0.05). IND ile birlikte uygulanan
DA’nin  biittin  dozlarda onemli oranda LPO miktarim azalttigi (p<0.05)
belirlenmistir(Tablo 7, Sekil 25). RAN ve CMC, kismi bir miktar azalmasina neden
olurken IND olmaksizin yalmz basmna uygulanan DA &nemli oranda LPO miktarim

azalttif1 gozlenmistir.

Indometazin vasitasiyla olusturulan gastrik hasarmn en onemli sebebi olarak

prostaglandin sentezinin engellenmesi gosterilmektedir' 208216217, Prostaglandin
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sentezini gergeklestiren prostaglandin H sentaz, hem COX hem de hidroperoksidaz
aktivitesine sahiptir. Indometazinin gastrik toksisitesinin COX enzimini inhibe etme
yetenegine bagli oldugu diistintilmektedir. Fakat prostaglandin H sentazin gastrik
toksisite ile ilgili olan aktivitesinin COX aktivitesinin yani sira peroksidaz aktivitesine

bagh olabilecegi de g6z ard1 edilmemelidir®

. Zira indometazin ortamda mevcut olan
bir peroksidaz enzimi vasitasiyla H,O, ile reaksiyona girerek siiperoksit olusturabilir,
sliperoksit ise membranlarda hasara yol agabilir.

Prostaglandin H sentaz, H,O, varliginda indometazin tarafindan inhibe edilmez,
prostaglandin H sentazin peroksidaz aktivitesi gdstermesi indometazin tarafindan inhibe
edilmedigine isaret eder’*.

Indometazin H,0, varliginda lipit peroksidasyonunu uyaracak sekilde aksiyon
gostererek iilser olusturabilir. Bu bilgiler indometazin ile rat midelerinde {ilser
olusumunun mekanizmasinin COX enzimleri inhibisyonunun yam sira lipit
peroksidasyonu yoluyla da olabileceginin g6z ardi edilmemesi gerektigini
dogrulamaktadir. Bu nedenle indometazinin lipit peroksidasyonuna y6nelmemesi igin
ortamdaki H,O,’in harcanmasi gerekir. HyO, , CAT enziminin substrati oldugu i¢in
CAT aktivitesinde meydana gelen artis daha fazla H,O0,’nin suya doniistiiriilmesi
anlamina gelecek ve ortamda harcanacak H,0, olmadifi i¢in indometazin lipit
peroksidasyonuna y6nelmeyecektir. DA’y1 deney hayvanlarina vermek igin
kullandigimiz CMC’nin bu baglamda bir etkisi oldugu diisiiniilebilir. Fakat DA’nin
CAT ve GPx aktivitesi lizerine net bir pozitif etkisini belirleyemedik. Bu baglamda
DA’mn SOD enzimi iizerinde gosterdigi modiilatdr etkisi, iilser dnleyici mekanizma

hakkinda bize yol gostermektedir. Diger yandan ozellikle LPO ve GSH miktarlan

tizerine DA’ nin pozitif etkileri kayda degerdir.
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Aragtirmanuzda ilging bir sekilde CMC ile muamele edilen dokularda ki SOD,
CAT ve GPx enzim aktivitelerinin pozitif yénde etkilendigi tespit edilmistir. Pek ¢ok
etken madde tilser lizerine denenirken CMC’de g¢ziilerek ratlara verilmis olup 225228
aragtirmalarin higbirinde CMC’nin etkileri yalmz bagina verilmedigi igin literatiire baglh
bir yorum yapmamiz ¢ok zor goriinmektedir. Fakat CMC’nin SOD ve CAT aktivitesini
artirdigi*?®, HO- ve O, radikallerine karg1 antioksidan aktiviteye sahip oldugu®?>**
literatiirde kayitlidir. Bu baglamda deney verileri degerlendirilirken bilim adamlarinin
¢Oziicii sistemlerini ayr1 bir grup olarak deneye almalar1 gerektigi kanaatindeyiz. Bizim
aragtirmanizda CMC antiiilserojen aktivite gOstermezken antioksidan enzim
aktivitelerini olumlu etkilemigtir. Bu durum IND ile olusturulan dlserlerde bu
enzimlerin etkisiz oldugunu akla getirse de, CMC’nin H,O, miktarinin ayarlanmasinda
etkili oldugunu®®**° dikkate almamiz gerekmektedir.

Sonug olarak bu ¢alismada,

DA’nin indometazin ile olusturulan iilseri énemli oranda Onledigi belirlendi.
Bulgular, DA’min GPx, SOD aktivitesi, GSH ve LPO miktarlar1 tizerine dokularin
lehine olacak sekilde modilatér etkiye sahip olmasmun {ilser koruyucu ve
antililserojenik stiregte etkili oldugu seklinde degerlendirildi. Bu ¢alismada DA’nin
diger tilser modellerinde iilser 6nleyici ve antiiilserojenik etkisi arastirilmamstir. DA
diger filser modellerinde denenerek iilser koruyucu ve antiiilserojenik etkisi hakkimda
daha detayh bilgilere ulagilabilir. Ayrica, bu ¢aligmadan elde edilen bulgularin “IND ile
olusturulan tlserlerde ROS’larin etkin rol oynadigi” hipotezini destekledigi ve
antitilserojenik stiregte 6nemli parametreler olan “NOS, GR, MPx, PGE ve COX
seviyeleri ile mide asit ve mukus salgisi iizerine etkileri de arastinlmak suretiyle

DA "nin antiiilserojen ilag¢ arastirmalarinda degerlendirilebilecegi sonucuna varildi.
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