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KISALTMALAR

102 : Singlet oksijen

BSA : Bovine Serum Albumin
CAT : Katalaz

COoxX : Siklooksijenaz enzimi
GAE : Gallik Asit egdegeri

GI : Gastro intestinal

GPx : Glutatyon peroksidaz
GR : Glutatyon rediiktaz
GSH : Glutatyon

GST : Glutatyon S-Transferaz
H,0, : Hidrojen peroksit

HO : Hidroksil

HO, : Peroksil

IG : Indirgeme giicii

NO : Nitrik oksit

NO* : Nitronyum iyonu

NOy : Azot protoksit

NSAID : Steroid olmayan antienflamatuar ilaglar
NBT : Nitro blue tetrazolium
0, : Siiperoksit

PMN : Polimorfo niikleer

PUFA : Polidoymamug yag asitleri (Polyunsaturated fatty acids)
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: Total antioksidan aktivite

: Toplam fenolik bilegikler
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OZET

Bu c¢ahgmada, ratlarda indometazin ile olugturulan iilser modellerinde Usnea
longissima liken tiiriinden elde edilen su ekstresinin (in vivo) antiiilserojen etkisi aragtirilds.
Indometazin ile olusturulan iilser modelinde, 6 adet rat’dan olusturulmus deney gruplari
kullanilarak Usnea longissima min farkli dozlardaki (50, 100 ve 200 mg/kg) su ekstresinin
antiiilserojen aktivitesi negatif kontrol (sadece indometazin uygulanan) ve ranitidin (pozitif
kontrol) gruplan ile mukayese edilerek belirlendi. Usnea longissima’ mn su ekstresinin 100
mg/kg dozda, negatif kontrol gruplan ile kiyaslandiginda anlamh bir antiiilserojen aktivite
gosterdigi tespit edildi. Gozlenen antiiilserojen aktivite ile antioksidan savunma sistemi
arasindaki iligkiyi anlamak igin, su ekstresinin total antioksidan aktivitesi tiyosiyonat
metodu kullanarak belirlendi. Antioksidan aktivite 6lgiimleri trolox ve askorbik asitle
(pozitif kontrol) mukayese edilen Usnea longissima’ mn su ekstresinin 1limh bir antioksidan
aktiviteye sahip oldugunu gosterdi. Bunlara ilaveten, antioksidan enzim aktivitelerinin
antiiilserojen aktivite iizerine olan etkilerini agiklamak igin, gastrik hasarli rat mide
dokularinda antioksidan enzimlerden siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve
glutatyon s transferaz (GST) enzimlerinin aktiviteleri belirlendi ve kontrol gruplarindaki
mide dokularindaki enzim aktiviteleri ile kargilagtirildi. Indometazin uygulanan dokularda
SOD ve GST aktiviteleri kontrol (saglikl) gruplarina gore azalirken, CAT aktivitesi ise
bunlarin aksine artmugtir. Bu sonuglar, gastrik hasar olugumunda serbest radikallerin
tiretildigini ve indometazinin antioksidan savunma sisteminde Gnemli rol oynayan bu
enzimlerin aktivitelerini olumsuz etkileyerek iilser olusumuna katki sagladigim
gostermektedir. Usnea longissima’ mmn su ekstresi ve ranitidin ile muamele edilmis
dokularda indometazinin aksine SOD ve GST aktivitelerinin artirilmasi, katalaz
aktivitesinin ise azaltilmas: gastrik mukozada iiretilen reaktif oksijen (ROS) radikallerinin

tilser olusumundaki olumsuz etkilerinin azaltildigim dogrulamaktadir.



SUMMARY

An investigation on the effects of water extract of Usnea longissima on the
antiulcerogenic, and some antioxidant enzymes activities on the model of
indomethacine-induced ulcer in rats.

In this study, the antiulcerogenic effect of water extract obtained from a lichen species,
Usnea longissima in ulcer models induced by indomethacin was investigated, in vivo. In the
experimental groups that consisting of 6 rats, the antiulcerogenic activity of water extract at 50,
100 and 200 mg/kg doses was determined by comparing the negative control groups (only
treated with indomethacin) and ranitidine groups (positive control). 100-mg/kg dose of the
water extract of Usnea longissima exhibited a siginificant antiulcerogen activity as compared to
negative control groups. In order to discuss the relationship between antiulcerogen and
antioxidant defence systems, total antioxidant activity of water extract of Usnea longissima was
evaluated by using the thiocyanate method. The water extract of Usnea longissima showed a
moderate antioxidant activity when compared with the trolox and ascorbic acids, which were
used as positive antioxidant controls. In addition, the activities of antioxidant enzymes such as
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione S-transferase (GST) were
determined in the gastric damaged stomach tissues of rats and compared with that of the control
groups to expound the effects of antioxidant enzymes on the antiulcerogenic activity. The
activities of SOD and GST in indomethacin-administrated tissues reduced, contrarily the CAT
activity increased. These results suggested that free radicals are produced in the gastric mucosal
damage and indomethacin also effects negatively to the activities of the enzymes, which play an
important role in antioxidant defence systems. In contrast to indomethacine-adminisrated
tissues, the increase in the activities of SOD and GST and the decrease in the activity of CAT in
the water extract of Usnea longissima and ranitidine administrated- tissues, supports that the

reduction of negative effects of reactive oxygen (ROS) radicals, produced in gastric mucosa.



GIRiS VE AMAC

Diger tiim yaralar gibi gastrik lilser de enflamasyonla birlikte ortaya cikar.
Gastrointestinal (GI) lilserasyonda enflamatuar cevap genellikle yikicidir. Ciinkii hepsi
doku nekrozu ve gastrik iilserasyon patogenezine yol agan lipit tiirevli eikozanoitlerin
yani sira lokal enflamasyon aracilarmmin salinmmyla birlikte goriiliir. Calhgmalar parental
lokotrien uygulamasinin gastrik vazokonstriksiyon, vaskiiler permeabilitede artis,
gastrik mukozada yikim, asit ve pepsin sekresyonunda artiy meydana getirdigini
gostermistir. Ulserin midedeki defansif ve saldirgan faktorlerin etkilesim siirecindeki
diizensizlikten ileri geldigi iyi bilinmektedir. Bu diizensizlie sebep olan etmenler stres,
alkol ve sigara tliketimi, steroid olmayan antienflamatuar ilaglarin (NSAID) yan etkileri
vb. geklinde siralanabilir. NSAID’larm tahrig edici etkileri, enflamatuar bozukluklardaki
kullanimlarmin en biiyilkk dezavantaji olmaya devam etmektedir. NSAID-indiiklemeli
GI mukozal iilserasyon temel olarak sitoprotektif prostaglandinlerin eksiklifine
baglanir. Bu prostaglandinlerin eksikligi midede gastrik asitlerin, safra tuzlarnmn ve
etanol iin tahrip edici etkilerini artirir. Aspirin ve indometazin 'in siklooksijenaz (COX)
enzim sistemini bloke ederek antieflamatuar aktivite gosterdikleri diistiniilmektedir.
Aspirin ve indometazin gibi antieflamatuar ilaglarm COX enzim sistemini bloke etmesi
ise prostaglandin biyosentezinin baskilanmas: ve gastrik mukozal bariyerin bozulmasma
bagh olarak gastrik iilserasyon ile sonuglanir. Daha Onceki aragtrmalarda COX
enziminin engellenmesi sonucunda aragidonik asit metabolizmasin S5-lipoksijenaz
yolunda bir artig meydana geldifi ve bunun da ISkotrienlerin  ve
hidroperoksieikozatetraenoik asidin oksijeninden tiirevienen gastrik mukozada tahribata

sebep olan radikallerin agir1 tiretimi ile sonuglandig1 rapor edilmigtir'.



Daha 6nce de belirtildigi gibi iilser midedeki defansif ve saldirgan faktorlerin
etkilegimi siirecindeki diizensizlikten meydana gelmektedir. Indometazin-indiiklemeli
iilser olugumunun COX inhibisyonuyla iligkili oldugu ve COX inhibisyonun da
prostaglandin biyosentezini baskilayarak GI hasara kars:i bir savunma faktdrii olan
mukus olugumunu engelledigi belirlenmigtir®*®.

Indometazin-indiiklemeli mide ilserlerinin olusum mekanizmas1 ayrintih olarak
aydmlatilmigtir. Bunlar arasinda prostaglandin biyosentezinin inhibisyonu, lokal kan
akiginda bir azalmanmn olmasi topikal tahrig, yeniden yapilanma ve doku onarimnin
engellenmesi sayilabilir®’.

Indometazin gibi NSAID’lar tarafindan uyarilan akut gastrik deneysel
lezyonlarda  oksijenden tiirevli serbest radikallerin (ROS) oOnemli rolii oldugunu
gosteren ok sayida caligma mevcuttur'“?. Oksijen tiirevli radikallerin stres, etanol
yada NSAID’larla olusturulan akut deneysel gastrik lezyonlarm patogenezindeki rolii de
cok iyi bilinmektedir'**'*, Bunun yam sira, insanlarda kronik iilserlerin %75-85’i
Helicobacter pylori enfeksiyonuna bagh olup, bu bakteri polimorfik niikleer 16kositlerin
oksidatif baskisina yol acar. Bunun sonucunda 6nemli miktarda oksijen metabolitleri
iiretilir ve bu metabolitler ise dokuyu dejenere ederek iilsere sebep olurlar*’. Diger
bircok doku hasar1 gibi gastrik {ilser de siiperoksit anyonlarinmn olusumuyla
yonlendirilir. Gastrik mukozadaki iilser formasyonunun giderilmesinde antioksidan
enzimlerin koruyucu fonksiyonlarma ve Kkarsilikh olarak birbirlerini etkilemelerine
dikkat cekilmigtir™>*,

Hiicreler ROS hasarlarm Onleyebilecek veya tamir edebilecek pek ¢ok
mekanizmaya sahipti. ROS’nin tahribatlari, primer olarak enzimler [Siiperoksit

dismutaz (SOD), katalaz (CAT), Glutatyon S-transferaz (GST), glutatyon rediiktaz



(GR) ve glutatyon peroksidaz (GPx)] ve sekonder olarak da antioksidant vitaminler,
glutatyon (GSH) ve bircok makro ve mikro molekiiller tarafindan azaltilarak serbest
radikallerin hiicrelerde diigiik ve belirli konsantrasyonlarda tutulmalar saglamr3943 .
Sayet siiperoksit (O7), hidroksil (HO.) ve hidrojen peroksit (HOOH) gibi ROS tiiyeleri
agin iiretilirse, membran lipitlerinin, proteinlerin, niikleik asitlerin ve ekstraseliiler
matriks glikozaminoglikanlarinin zarar gormesine bagl olarak doku hasari prosesi
baglayabilir. Gastrik iilser olusumunu tetikleyen mekanizmalardan birisinin de bu
mekanizma olabilecegi pek cok arastrmaci tarafinda one siirlilmiigtiir'*"6!92430-3¢,
Serbest radikalleri etkisizlestiren sekonder molekiillerden GSH ise, gastro intestinal
dokular1 makromolekiil iceren lipitlerin oksidatif hasarlarindan korumada 6nemli gorev
tistlenmigtir'&192644-46,

Bu giin bilinen pek ¢ok etken maddenin indometazin ile uyarilan gastrik hasar
iizerine pozitif etkileri gosterilmigtir'¢2026783135364755 Diger yandan ¢ok sayida bitki
ekstrelerinin antitilserojen etkilerinin oldugu da rapor edilmigtir’® ",

Likenler, mantarlar ve alglerin bir araya gelerek teskil ettikleri simbiyotik (ortak
yasayan) bir bitki grubudur. Giiniimiizde 20000 den fazla tiire sahip oldugu bilinen
likenlerin, iilkemizdeki florasi heniiz tamamlanmamug olup bolgemiz ile ilgili yapilan
cahsmalar ise son derece azdir'*'®. Likenlerin ¢ok sayida madde sentezlemekte
olduklar1 ve bu maddelerin ¢ogunun biyolojik aktivitelere sahip olduklar1 tespit
edilmistir’ *2, Bu aktivitelerden bir kismu; antiviral®, antibakteriyel®*®, antitiimor’®*?,
allerjen”, bitki biiyiime. inhibitori®, antiherbivor’, enzim inhibitorii®®'® geklinde

siralanabilir. Parfiim sanayiinde79, kozmetik krem sanayiinde103

, hava kirlili§inin
belirlenmesinde'®®  faydalamlan likenler pek ¢ok iilkede de besin olarak

kullamlmaktadr®®. Likenlerin {istiin yasam mukavemeti kendi biinyelerinde iirettikleri



cok 6zel molekiillerden ileri gelmekte” ve yapilan biyolojik aktivite Olclimlerinde liken
metabolitlerinin her gecen giin yeni ozellikleri kegfedilmektedir. Ustelik bu maddelerin
genellikle sitotoksik Ozelliklerinin az olmasi, ilag Ozelliklerinin aragtirilmasinda 6nemli
yer tutmaktadur.

Literatiirde liken ekstrelerinin ve liken metabolitlerinin antiiilserojen etkilerinin
incelendigi ¢ok az sayida aragtirmaya rastlanmgtir' "%, Antiiilserojenik etki siirecinin
mekanizmalar1 hakkinda ise bilgiler olduk¢a sinirhdir. Bu agidan bakildiginda bu
caligma tilserin 6nlenmesinde oksidatif siire¢ tizerinde likenlerin etkili olup olmadiginin
tespit edilmesi acisindan Snemli bir eksikligi tamamlayacaktir.

Bu aragtrma; antioksidant potansiyele sahip oldugunu belirlenen Usnea
longissima liken tiiriiniin antiiilserojen etkisinin olup olmadigmin, sayet antiiilserojen
etkiye sahip ise bu etkinin oksidatif siirecten nasil etkilendiginin ve bu liken tiiriiniin
antililserojenik  potensiyelinin ilag caligmalar1 yapilabilmesi igin yeterli olup

olmadiginin tespit edilmesi amaciyla gerceklestirilmigtir.



1. GENEL BILGILER

1.1. LIKENLER

Tibbi agidan 6nemli olan bitkiler, diinyada ve iilkemizde ¢ok eski zamanlardan
beri hastaliklarin tedavisi amaciyla kullamimaktadir. Diinya Saglk Tegkilati’nin
(WHO) bir ¢ok tilkedeki yaymnlara dayanarak hazirladif bir aragtirmaya gore, diinyada
tedavi amaciyla kullanilan tibbi bitkilerin toplam tiir sayist 20 000 civarmdadir™7®,
Ulkemizde 9000’¢ yakin bitki tiiriiniin dogal olarak yetistii ve bunlarin kimyasal
icerikleri hakkindaki caligmalarin yok denecek kadar az oldugu da vurgulanmaktadur' ",

Bitkisel organizmalar icerisinde incelenen likenler de tibbi Ozellikleri itibariyle
antik caglardan beri degerlendirilmektedir'!!. Mantar (mycobiont) ve alg (phycobiont)
partnerlerinin olugturduBu simbiyotik bitkiler olan likenler, yavag iiremelerinden
kaynaklanan rekabette zayif kalma dezavantajlarmi, iirettikleri 6zel maddeler sayesinde
telafi ederler. Ozellikle aromatik yapii sekonder metabolitleri, onlarm en giiclii
antagonistik maddelerini olugturmaktadir. Diger taraftan likenlerin boya ve parflimeri
sanayiinde hammadde olarak''>!"® ve hava kirliligi indikatori  olarak''*'"
kullanildiklar1 da belirtilmigtir. Her ne kadar likenlerin global krizlerde besin kaynag:
olarak kullanilabilecegi teklif edilmigse de, dogal yolla iiremeleri cok yavag
oldugundan, bu tiir bir degerlendirmenin ekonomik olmadig: ifade edilmigtir''®. Son
yillardaki aragtirmalar, liken metabolitleri ve onlarin antimikrobiyal etkileri iizerinde
yogunlagmugtir. Aragtirmalar sonucunda 300’¢ yakin liken metabolitinin yapisi
aydmnlatiimiy ve bunlardan Ozellikle protolikesterik asit, pulvinik asit, fisodik asit,
lobarik asit, fumarprotosetrarik asit ve usnik asitin en yiiksek antimikrobiyal etki

gosteren liken maddeleri oldugu saptanmisti®”®8, Ote yandan likenlerin tibbi Snemleri



bilim adamlarinin ilgisini ¢ekmekte ve likenlerin tibbi kullamm alanlar,
aragtirmacilarin likenler tizerinde yogunlagmasini saglamaktadar.

Likenler alglerle fungus hiflerinin olugturduklan simbiyotik birliktelikler olup
belirli zamanlarda yeterli nemin bulundugu kizgmn ¢ollerde, Arktik ve Antartik bolgeler
ile yiiksek daglarm dondurucu soguklarnda diger bitkilerin yasayamadig taglar,
verimsiz topraklar, kuru aga¢ kabuklan ve kiremitler iizerinde dahi yetigebilmektedirler.
Bu ozelliklerinden dolayr diinyamin hemen her yerinde yayihy gOsterdifi rapor
edi]mistirsz.

Tiirkiye liken florasi oldukca zengin olmasmna ragmen taksonomik, floristik ve
kimyasal liken metabolitleri {izerinde c¢ahsmalar son yillarda baglamugtr. Avrupa
iilkelerinde likenlerin 16.yiizylldan beri cesitli hastabiklarin tedavisinde dekoksiyon
veya infiizyon seklinde kullamldigma dair bir ¢ok kayit bulunmaktadu®®®, ikinci
Diinya Savagi’'ndan sonra ilkel funguslardan elde edilen antibiyotiklerin kithg, likenler
iizerinde benzer arastirmalarin yapilmasina yol agmustir. Likenlerdeki bu antimikrobiyal
etki, yapilarinda bulunan asitlerden ileri gelmektedir. Farkli liken tiirlerinden izole
edilmig 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 saptammstnrm.

Likenlerin en 6nemli 6zelliklerinden biri “liken maddeleri” denilen metabolik
iiriinler halinde komplekslegsmis organik bilesikler iliretme yetenegidir. Bu liken
maddeleri likenlerin yapisinda bulunan mantar kismndan {retilir. Bu maddeler suda
¢oziinmezler. Medulla veya kortekste mantar hiflerinin yiizeyinde kristallegirler. Bazi

liken maddeleri liken tallusunun rengini belirleyen genellikle sari, turuncu veya kirmizi



pigmentlerdir. Bu 6zelliklerinden dolay: ¢ok eski zamanlardan beri boyama amaciyla da
kullanilmiglardir. Giinlimiizde likenlerden hala gida, boya, ilag, maya, deri, kozmetik ve
dekorasyon endiistrilerinde faydalaniimaktadir. Bunlara ilaveten likenler, hava
kirliliginin nemli indikatorleridirler®.

Likenlerde bulunan maddelerin ¢ogu asit Ozellifi gOsterdigi icin bunlara
karakteristik liken asitleri denilmektedir. Likenlerin kayalar1 parcalama o6zelligini
sentezledikleri bu asitler vasitasi ile gerceklestirdiklerine inanilmaktadir. Likenlerin bu
asidik maddeleri %1-5 oraminda, ¢ogu zaman da %25 oraminda igermeleri bu
maddelerin izolasyonunu kolaylagtirmakta, dolayssiyla da likenlerin bu yOniiyle
tohumlu bitkilerden daha fazla 5nem kazanmasma neden olmaktadir™.

Uzun zamandir hastaliklarm sagitiminda  kullanillan likenlerin iyilestirici
Ozelliklerinin, yapilarinda bulunan asitlerden kaynaklandig: saptanmugtir''®,  Liken
primer metabolitleri yalmiz algler tarafindan fotosentezle sentezlenmektedir. Likenlere
Ozgii cesitli polisakkaritlerin yam sira ¢esitli amino asit, amin ve proteinler de
likenlerden izole edilmis primer metabolitlerdir''®. Likenlerde bulunan alifatik ve
aromatik bilegikler ise sekonder metabolit iiriinler olup giiniimiize kadar 300 ‘den fazla

aromatik bilegifin yapis1 spektroskopik yontemlerle aydinlatilarak karakterize
edilmistir78’79’120.



1.1.1. Usnea Longissima

Usnea longissima tallusu asili durur, olduk¢a uzundur. Agaglar iizerinde bulunur
(epifit). Kirlilige en duyarht likenlerden biridir. Genellikle golge ve nemli bolgeleri
sever. Varhgi saf havaya delalet ettigi gibi, yoklugu da hava kalitesinin diigtiigtinii

(Avrupa'nin biiytik boliimiinde oldugu gibi) gosterir. Konifer yagmur ormanlari gibi



bolca bulundugu bdlgelerde gelencksel olarak cocuk bezi imalatinda kullanilmuigtar.
Ayrica kadinlara yonelik hijyen {irlinlerinin yapiminda ve ¢esitli ilaclarin terkibinde yer
almigtr. Cin ve Hindistan'da ekspektoran, Avrupa'da ise saglan giiglendirmek icin
kullamlmgtir''.

Hindistan’da yerliler tarafindan bazen astim olugturduklan diigiiniilen yastik ve
minderlerin doldurulmasinda kullanlmigtir'®®. Ayrica Ingiliz Kolombiyasi’nda Queen
Charlotte Adalar1 yerlileri tarafindan sicak katranin ilag olarak kullanilmadan ©nce
stiziilerek safsizliklarmm giderilmesi icin kullanmuglardir'®. Yine aym bolge yerlileri
tarafindan mevsimlik kamplarda hijyenik yatak olarak kullamlmugtir'®*, Vancouver
Adasrnin bat1 kiyisindaki Nitinaht yerlileri tarafindan absorban ozellikleri dolayisiyla
bebek bezi, kadmlar igin saghk diriinleri (hijyenik ped), ve som baliginm
temizlenmesinde  kullamlmigtr'®.  Hindistan’da  kemik kirklarmm  tedavisinde
kullanildiklar1 da rapor edilmigtir'”®. Biitiin bunlara ilaveten Gelencksel Cin tibbinda
kullanidmugtir'?®, Ornegin Usnea longissima telemeyi, bag donmesini, {iglimeyi, agriy1,
balgami Onlemek amaciyla kullamlmugtir, iiriner trakt igerisinde faydahdir ve digi
genital sisteminde gigmeyi Onler. Enteral olarak almir ve ekspektoran olarak ve iilsere
kars: kullanilirds'*#1%7,

Bu likenden izole edilen bazi bilegikler (+)-usnik asit, barbatik asit, diffractaik
asit, 4-O-dimetilbarbatik asid, evernik asid, B-orsinol; B-orsinolkarboksilik asid,'?*'%°

ve likhenin'?° olarak siralanabilir.
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1.2. ULSER

Peptik iilser; travma, stres, sepsis, hemorajik §ok, yaniklar, pulmoner ve
karaciBer hastaliklari, rezerpin, epinefrin, steroidler, nonsteroidal antiinflamatuar ilaglar
ve alkol gibi iyi bilinen pek c¢ok faktoriin sebep oldufu bir hastaliktir. Hastalarin
yaklagik %60-80’inde etyolojik faktor bilinmemektedir'®. Etanol tiiketimi erkeklerde
akut gastro duodenal hasarlarin predispozan faktorlerinden biridir. Sicanlarda etanol ‘iin
intragastrik veriligi gozle goriiliir histolojik gastrik mukozal hasar olugturmaktadir'®,
Etanol gastroduodenal mukozaya penetre olarak membran hasarma, hiicre
eksfoliasyonuna ve erozyona sebep olur'®?. Mukozal permeabilitedeki artisla birlikte
mast hiicreleri, makrofajlar ve difer kan hiicrelerinden vazoaktif iiriinlerin salinim ile
vaskiiler hasar, nekroz ve iilsere meydana gelir >

lar'*'%7  ve ozellikle de iskemi

Stres, etan01135'136, antienflamatuar ilag
reperfiizyon™® ile iligkili gastrik mukozal hasarda oksijen kokenli serbest radikaller
patojen faktorler olarak kabul edilmektedirler'®. Etanolle olusturulan gastro duodenal
hasarlarda serbest radikal olugumunun patojenik faktorlerden biri oldugu bircok
aragtirmaci tarafindan da dogrulanmmtlrl”’ 138,140,141

Insanlarda tiim aerobik hiicrelerde {iretilen oksijen kokenli serbest radikaller;

stiperoksit (O," ) ve hidroksil (OH) radikalleri ile bu radikallerin kaynaklar: veya iiriinii

olan singlet oksijen ('0y) ve hidrojen peroksit (H202) pek ¢ok zararh etkiye sahiptirm'

145 Dokularda normalde de az miktarda olugan serbest radikallere karg1 korunmak icin
SOD, CAT ve GPx gibi enzimler mevcuttur'*>'*. Fakat bu enzimler ekstraseliiler
sivida fazla miktarda bulunmadig: igin insan ve difer tiim memeli hiicreleri in vitro
olarak ekstraseliiler oksijen kokenli radikallere maruz kaldiginda tahrip olur.

Respiratuar ve gastrointestinal kanali doseyen hiicreler oksijen kokenli radikallere sik¢a
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maruz kalrlar. Askorbat ve demir tuzlar1 gibi maddelerin agiri tiiketimi veya
akcigerlerin birkac yil sigara igimine maruz kalmasi ile gdzlenebilen bir hasar olugmasi
icin yillar gecmesi gerekir. Oysa oksijene maruz kalmig izole hiicrelerde benzer hasarlar
birkac dakika veya birkac saatte olusabilmektedir. Bu farkhihi: aciklayacak faktdrlerden
birisi de epitelyal hiicre hasarindan sonra yiizey epitelinin in vivo olarak hizla
gogalabilmesidir. Bu siire zedelenmis gastrik mukozada birkag saatten az bir siiredir.

Oksijen radikallerinin sebep oldugu biiyilkk gastrik mukozal hasarlarin
mekanizmas: tam olarak aydmlatilamamgtir. Oksidanlar, polidoymamig yag asitleri,
kiikiirt iceren amino asitli proteinler ve niikleik asitlerle kolayca reaksiyona girerler'**.
Bu durum membranin vital Ozelliklerini degistirerek epitelin ve endotelin bariyer
Ozelligini tahrip edebilir. Oksijen radikalleri, aragidonik asit metabolizmasinin {irtinleri
ile de etkilegerek tromboksan olugsumunu sitiimiile eder ve gastrik mukozay: sekonder
mekanizmalar araciifn ile de tahrip eder. Tromboksan mukozal ve submukozal
damarlar1 kontrakte ederek gastrik mukozal kan akimini durdurur'*S,

Oksijen radikallerinin diger bir kaynag da polimorfo niikleer (PMN) lokosit
’lerdir. Notrofillerin siiperoksite bagh akiimiilasyonu ile nétrofil kokenli oksidanlarin
sebep oldugu mikro vaskiiler rezistanstaki artiy da gastrik mukozada oksijen
radikallerinin sebep oldugu hasarlarm patojenik faktorlerinden biridir'*14.

Akut gastrik mukozal hasarlarin geligmesine karsi korunmada endojen
antioksidan savunma mekanizmalarin olduk¢a Onemli oldugu tespit edilmistir. Tripeptit
yapisinda olan glutatyon (rediikte glutatyon, GSH), ozellikle insan ve sican gastrik
mukozasinda yiiksek konsantrasyon da bulunan endojen bir antioksidandir'>>31%,

Glutatyon‘un dogal bir stiperoksit radikali toplayicis1 oldugu ve selliiler biitiinligiin
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devamu icin gerekli olan protein-tiol gruplarbm oksidasyona karst korudugu
bilinmektedir'®.

Etanol, sicanlarda nonprotein siilfidril konsantrasyonunda anlamh bir diigme
yaparak gastrik mukozal hasara sebep olmaktadir'*>!°"'>* insanlarda da % 80 etanol ile
olusturulan gastrik mukozal hasarin nedeninin GSH ve sistein gibi total siilfidrillerin
(nonprotein-protein) antrum ve gastrik corpusta azahgt ile yakindan ilgili oldugu
belirtilmigtir'>2. Endojen siilfidril eksiklifinde gastrik mukus hiicrelerinin oksijen
metabolitlerine ve aside karyt hassasiyeti artmaaktadir’>>5>155157 gy ylizden
glutatyonun normal doku da konsantrasyonunun sabit tutulabilmesi sonucu etanoliin
olusturdugu oksijen metabolitleri uzaklagtirlacak ve bu suretle mukozal hasar inhibe
edilebilecektir'>®, Ayrica parenteral GSH’nin gastrik mukozal kan akiminda artiga,
mukus iiretiminin stimiilasyonuna veya siilfidril iceren proteazlarm inhibisyonuna
yardim ettigi rapor edﬂmistir132’134’159’16°. Bu yiizden endojen GSH gastrik mukozal
biitlinliigiin devaminda &nemli bir rol oynamaktadir*>">%,

Gastrointestinal mukusun da fizyolojik bir antioksidan oldugu diigiiniilmektedir.
Ciinkii mukus epitel hiicrelerini tamamen kapatarak oksidatif hasardan korur ve ayrica
liimen ile epitel arasinda fizyolojik bir bariyer olugturur'*?, Mukus ‘OH radikali ve H,O,
ile reaksiyona girerek alttaki epitele antioksidan koruma saglar. Ayrica kobay gastrik
musininin etkili bir hidroksil radikali toplayicis: oldugu da belirlenmistir'®’.

Yap: olarak birbirinden farkh pek ¢ok kimyasal madde insanlar ve deney
hayvanlarinda midenin asit iireten kismindaki mukozal epitelde hemoraji ve nekroza
sebep olur. Etanol tiiketimi de erkeklerde akut gastroduodenal hasarlarin predispozan
faktdrlerinden biridir. Kimlerde ve ne zaman iilser geligecegi ve bu iilserin nerede

lokalize olacagi dnceden tahmin edilemez, bu sadece hayvan modellerinde veya in vitro
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sistemlerde olugturulabilir. Oysa hem fiilser hastalarinda hem de hayvan modellerinde
tedavi evresine etki edilebilir. Genel olarak akut evrede bir iilseri nelerin aktive ettigi
veya iilserin nasil iyilesecegi bilinmektedir. Fakat maalesef kronik evrede primer ve
sekonder faktorler kangiktir. Bu sebeple etyolojinin ne ile iligkili oldugu hasarlara
cevabin ne oldugunu bilmek imkansizdir.

Sicanlara intragastrik verilen etanol ile olugturulan gastrik mukozal lezyonlar,
insanda olugan iilseratif hastalifin hem patojenezini hem de tedavisini ortaya koymak
icin kullanilabilir. Hayvanlarda ayrica aspirin, indometazin gibi antiinflamatuar ajanlar,
stres, iskemi-reperfiizyon ile de iilser olugturulabilir. Mukozal lezyonlarin patojenezinin
iyi bilinmesi, iilser hastalifma bagarih bir farmakolojik yaklagim saglayabilir. Etyolojik
hikayenin baglangicindan itibaren yapilan tedavi ve 6nlemler her hastahk i¢in en uygun
miidahale geklidir.

Etanol (%50-100) protektif ajanlarin varh@inda bile gastrik mukozaya hizh bir

162

sekilde penetre olur ~. Hiicre ve plazmé membran hasarma sebep olan etanol, sodyum

ve suyun intraselliiler birikimine yol acan membran permeabilitesini de artirir. “Leakey
membran” (delik membran) hiicre hasarmin geligmesinde iyi bilinen bir evredir'?.
Membran permeabilitesi arttifi zaman intraselliiler ve ekstraseliiler kopartmanlar
arasmdaki normal elektrolit dagilimi bozulur. Intraselliiler kalsiyum birikimi gastrik
mukozal hasarlarin patojenezinde ©nemli bir basamaktir. Gastrik mukozadaki bu
degigiklikler hiicre oliimii ve ylizeysel epitel de eksfolyasyona sebep olarak erozyon
oiusturur. Lamina propriya ve submokozadaki yapilar (mast hiicreleri, makrofajlar, kan
damarlar1 gibi) liminal hasar verici ajanlara maruz kaldiginda bu degisiklikler mukozal

permeabilitedeki artigla sonuglanir'*,
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Sicanlarda etanoliin intragastrik veriliginden 1 dakika sonra vaskiiler hasarlar
meydana gelir. Oncelikle gastrik pitlerdeki siiperfisyal, subepitelyal mukozal kapillerde
belirlenen vaskiiler lezyonlarin hem mukozaya penetre olan etanoliin direk etkisi hem
de mast hiicreleri ve diger doku veya hiicrelerden (makrofaj, 16kosit, trombosit gibi)
vazoaktif aminlerin salmmu ile indirek olarak olusturuldugu belirgindir®. Cesitli
formlardaki gastrik iilserlerde mast hiicre degraniilasyonunun Onlenmesinin etanoliin
olusturdugu gastrik erozyonlar1 azaltacag: ileri siiriilmektedir. Ustelik genetik olarak
mast hiicre cevabi az olan farelerde alkoliin yaptif1 gastrik mukozal hasar kontrolden
daha azdr.

1.2.1. indometazinle Olusturulan Ulserler

Indometazin, diger nonsteroidal antiinflamatuar ilaglar gibi siklooksijenaz
enzimini inhibe ederek prostaglandin sentezini inhibe eder. Sikloksijenaz enziminin
viicutta iki izozimi vardir. Bunlar COX-1 ve COX-2 dir. Viicutta predominant olan 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-1 ‘i daha fazla inhibe ederken
COX-2 iizerine etkileri nispeten daha azdw. Halbuki flurbiprofenin COX-1 ‘e olan
inhibitor etkisi COX-2 ye gore daha diigiiktiir. COX-2 iizerine olan inhibitor etkileri
COX-1 e gore daha fazla olan NSAID’lardan meloksikam, tenoksikam ve nabumeton
halen tibbi kullanmmi yaygin olan ilaglardir. Gastrik bikarbonat ve mukus
sekresyonunun azalmasi indometazinin hasarlayici etkisine yardim eder. Vaskiiler hasar
etanol veya indometazin tarafindan indiiklenen siddetli gastrik mukozal lezyonlarin

patojenezinde hiz smnirlayici bir basamak gibi gﬁrﬁnmektedir132'l63. Son zamanlarda
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yapilan cahgmalarda etanol veya aspirin tarafindan gastrik mukozada olugturulan
vaskiiler lezyonlar1 Onleyen prostaglandin analoglan veya siilfidril ilaglarin hemorajik
erozyon ve lilserleri de yok ettigi veya bariz bir sekilde azalttig1 do grulanmugtsr'

Eger vaskiiler hasar mevcutsa, siiperfisyal mukozal kapiller kan akim diiser ve
dolagimdan plazma sizar. Bu durum mukozal kan damarlarinda dolagimin tamamen
durmasi1 sonucu konjesyonu hizlandirir. Nekrotik yiizey epitelinin dokiilmesi ile olugan
erozyon hipoksik ortamda genisler ve boylece hemorajik derin erozyon ve {ilser olugur.
(Sekil 1). Eger vaskiiler hasar minimal derecede ise veya yoksa kan akim devam eder
ve siiperifisyal mukozal hiicre hasarmma ragmen gastrik pit’deki proliferatif zon ¢abucak
hasar1 kargilar ve hiicre proliferasyonu geligir. Eger vaskiiler hasar yoksa veya az ise
stiperfisyal epitelin % 95’i etanolle yikildig1 halde hasardan 15-60 dakika sonra
derindeki kiiboidal hiicreler yiizeyi kaplar. Vaskiiler hasar ve derin hemorajik erozyon
veya iilserlerin yoklugunda, gastrik mukozamn epitelyal yenilenmesi son derece hizh ve
yeterlidir. Bagka bir degisle eger vaskiiler hasari farmakolojik olarak dikkate alirsak,
gastrik mukozal epitel dogal ve yeterli tamir kapasitesinden dolayr kendi kendine
iyilegir. Boylece vaskiiler endotel, gastrik lezyonlar1 Onledifi veya azalttify diigiiniilen
yeni ilaglar icin terapotik bir hedef olarak gosterilmektedir'®,

Orta dereceli— . Artan > Siddetli > Iskemi ve Erozyon

konjesyor1 permeablhte konjesyon hemoraji I iilser
VASKULEER

HASAR

Kan Siddetli Resisutasyon ve hiicre Sadece yiizey
akiminin nekrozun proliferasyonu igin hiicre hasar1 ve
de —» olmayig —» _
vami proliferatif zonun zarar z
yerine koymasi restituasyon

Sekil 1. Cegitli kimyasallarin olugturdugu gastrik erozyon ve iilserlerin patojenezinde vaskiiler
hasarin 6nemi
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1.2.2. Likenler ve Ulser

Likenlerin iistiin yagam mukavemeti kendi biinyelerinde iirettikleri ¢ok ozel
molekiillerden ileri ge]me:kte79 ve yapilan biyolojik aktivite Olglimlerinde liken
maddelerin her gegen giin yeni Ozellikleri kesfedilmekte, iistelik bu maddelerin
sitotoksik ozelliklerinin az olmas: da ilag Gzelliklerinin aragtirilmasinda 6n planda
tutulmaktadir. Likenlerin antiiilserojen etkilerinin incelendigi ¢ok az sayida aragtirma
vardir'®'%_ Antiiilserojenik etki siirecinin mekanizmalar1 hakkinda ise bilgiler oldukga
sinirlidir. Bu agidan bakildiginda planlanan bu aragtirma en azindan oksidatif siirecin
likenler tarafindan engellenip engellenemeyeceginin  tespit edilmesi {ilserin

Onlenmesinde 6nemli bir agama olacaktir.

1.3. ANTIOKSIDANLAR
1.3.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller bir veya daha fazla ortaklanmamig elektron ihtiva eden atom
veya molekiillerdir. Bu tip molekiiller ortaklanmamug elektronlarindan dolayr oldukca
aktiflerdir ve bu yiizden niifuz edici 6zellige sahiptirler. Serbest radikaller ii¢ yolla
meydana gelirler'®.

1 - Kovalent bagh bir molekiiliin her bir grubunda ortak elektronlardan birinin
kalarak homolotik olarak boliinmesi.

X:Y —»X+Y

2 - Bir molekiilden tek bir elektronun kaybi veya bir molekiiliin heterolitik

boliinmesi. Heterolitik boliinmede kovalent bagi olugturan her iki elektron atom veya

atom gruplarinin birinde kalirlar. Boylece serbest radikaller degil iyonlar meydana gelir.

X:Y—» X:7+Y"
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3 - Bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi
A+e —» A~

Biyolojik sistemlerdeki en Onemli serbest radikaller, oksijenden olugan
radikallerdir. Serbest oksijen radikali biyokimyasinda anahtar rolii oynayan maddeler
oksijenin kendisi, siiperoksit, hidrojen peroksit, gecis metallerinin iyonlar1 ve hidroksil
radikalleridir'*>. Bunlardan ilk dordiiniin cesitli reaksiyonlar1 sonuncu genellikle
hidroksil radikalleri meydana gelir. Oksijen elektronlar o sekilde dagidmuglardir ki bu
elektronlardan iki tanesi eglesmemistir. Bu yiizden oksijen bazen bir di radikal olarak
degerlendirilmektedir. Oksijenin bu o©zelli§i onun dier serbest radikallerle kolayca
reaksiyona girmesini saglarken, radikal olmayan maddelerle ise nispeten daha yavag
reaksiyona girmesini saglar. Oksijenin son indirgenme iiriinii genellikle sudur, ancak

kismi rediiksiyonla ¢ok sayida yiiksek derecede reaktif iiriinler de olusturabilmektedir.

1.3.1.1. Serbest Radikal Cesitleri

Stiperoksit Radikali : Hemen tiim aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron olarak

indirgenmesi sonucu serbest siiperoksit radikal anyonu (O3 ") meydana gelir.

Oy+e” —"02._

Siiperoksit bir radikal olmakla birlikte, kendisi direkt olarak zarar vermez.
Stiperoksitin zararh etkileri ¢cok iyi anlagilmamasma ragmen, yiiksek derecede toksik
olduguna dair bircok deliller vardir'®*'®’. Bununla beraber oksidatif hasarda nadiren rol
alirlar, c¢iinkii lzh bir gekilde siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi tarafindan hidrojen
perokside (H20,) cevrilirler. Buna ilaveten asidik durumlarda H,O; ve peroksil (HO,)

radikallerini iireten spontan protonasyona ugrarlar'®’. Bu siiperoksit radikallerinin asil
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zararlari, hidrojen peroksit kaynagi ve geciy metalleri iyonlarmm indirgeyicisi
olmalaridir.

0, +0, +2H" —® H,0,+0,

Siiperoksit fizyolojik bir serbest radikal olan nitrik oksit ile birleymesi sonucu

reaktif bir oksijen tiirevi olan peroksinitrit meydana getirir.
O, + NO —» ONOO

Boylece NO' in normal etkisi inhibe edilir. Ayrica peroksinitritlerin dogrudan
proteinlere zararh etkileri vardir ve azot protoksit (NOy" ), hidroksil radikali ( ‘OH ) ve
nitronyum iyonu (NO" ) gibi bagka toksik iiriinlere de doniisiirler.

Siiperoksit anyonu hem oksitleyici hem de indirgeyici o©zellige sahiptir.
Adrenalin, dopamin, askorbat ve hidroksil amini oksitler, nitrobluetetrazolium ve
sitokrom c'yi indirger. Rediiktan olarak gorev yaptifinda, ferrisitokrom c’nin
rediiksiyonunda bir elektron kaybeder ve oksijene okside olur. Oksidan olarak gorev
yaptiginda ise epinefrinin oksidasyonunda bir elektron alrr ve hidrojen perokside
indirgenir'®>.

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

peroksit meydana gelir145 .

HOy; + O," + H —» H0,+ 0,

Diger taraftan indirgenmis gecis metallerinin oto oksidasyonu da siiperoksit

meydana getirebilmektedir'*.

Fe*" +0, —p Fe**+ 0,
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Cut+0, —» Cu> ' +0,

Bu reaksiyonlar geriye doniiglii redoks reaksiyonlar:1 olarak kabul edilmektedir

ve serbest radikal reaksiyonlarinin hizlanmasinda ¢ok biiyiik Sneme sahiptir168.

Hidrojen Peroksit : Asidik ortamda molekiiler oksijenin cevresindeki molekiillerden iki

elektron almasi veya siiperoksitin bir elektron almasi sonucu hidrojen peroksit meydana

gelir145’169.

0, +¢ +2H —¥ H,0,

Oz +2e + 2H* —» H,O,

Ancak biyolojik sistemlerde hidrojen peroksidin asil iiretimi siiperoksitin
dismutasyonu ile olur. Siiperoksit molekiili proton alarak hidrojen peroksit ve
molekiiler oksijeni olustururlar'*. Bu dismutasyon ya spontandir ya da siiperoksit
dismutaz enzimi tarafindan katalizlenir. Spontan dismutasyon pH 4.8 'de en hizhdir.
Stiperoksit dismutaz tarafindan Kkatalizlenen dismutasyon ise daha genis bir pH

araliginda olur.
20, +2H" SODy  H,0,+0,

H>0, kendi bagma serbest radikal degildir, ¢iinkii ortaklanmamig bir elektron
icermemektedir'®*'™. Hidrojen peroksit serbest bir radikal olmadigi halde, reaktif
oksijen tiirleri icine girer ve serbest radikal biyokimyasinda onemli bir rol oynar. Ciinkii

Fe ve Cu gibi gecis metalleri varliginda siiperoksit ile reaksiyona girerek en reaktif ve
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zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali olugturmak {izere kolaylhkla
yikilabilir'*,

Fe** veya
H,0,+0, ——» OH + OH + O,

+

Bu reaksiyona Haber - Weiss reaksiyonu adi verilir. Haber - Weiss reaksiyonu
katalizor varh@inda veya katalizorsiiz cereyan eder. Fakat katalizOrsiiz reaksiyon
oldukga yavag ilerler. Demirle katalizlenen ikinci sekli ise ¢cok hizlidir. Bu reaksiyonda

*) siiperoksit tarafindan ferro demire (Fe’*) indirgenir. Sonra bu

once ferri demir (Fe
ferro demir kullanilarak “Fenton reaksiyonu” ile hidrojen peroksitten ‘OH ve OH

iiretilir'*2, Reaksiyon mekanizmasi agagidaki sekildedir'**.

0, + Fe¥*—» 0, +Fe**

Fe?* + H,0, —p Fe** + OH + OH

Hidroksil Radikali : Hidroksil radikali (OH) hidrojen peroksidin gecis metallerinin
varhginda indirgenmesiyle (Fenton reaksiyonu) meydana gelir'®. Suyun yiiksek enerjili
iyonize edici reaksiyona maruz kalmasi sonucunda da hidroksil radikali olugur.
H-O-H ——p H+0OH
Son derece reaktif bir oksidan radikaldir. Olugtugu yerde biiyiikk hasara neden
olur. Hidroksil radikali bircok biyolojik molekiilden hidrojen atomu koparir. Bunlardan
birisi de tiollerdir.

R-SH + OH —p» RS '+ H,O
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Meydana gelen siilfiir radikali oksijenle birlegerek RSO, ve RSO’ gibi oksisiilfiir

radikallerini meydana getirir. Bu radikaller de biyolojik molekiillerde hasar yapici
etkiye sahiptir.

Belki de hidroksil radikalinin en iyi tammlanmg biyolojik hasar1 lipit
peroksidasyonu’nu stimiile etmesidir. Bu durum hidroksil radikallerinin membranlara
yakin bir yerde firetilmesi ve membran fosfolipid zincirinin yag asidi tabakasina atak
yapmas! ile meydana gelir. Bu radikalin aragidonik asit gibi doymamig yag asitlerine

olan ilgisi daha fazladir.

Singlet Oksijen: Singlet oksijen ('0;) ortaklanmamus elektronu olmadif: icin radikal
olmayan reaktif oksijen molekiiliidiir. Serbest radikal reaksiyonlar1 sonucu meydana
geldigi gibi serbest radikal reaksiyonlarinin baglamasma da sebep olur. Singlet oksijen
elektronlarindan birinin enerji alarak ters spinli baska bir orbitale uyarilmasi sonucu

01u$,ur165 .

Diger Radikalle : Serbest oksijen radikallerinin etkisi sonucu karbon merkezli
radikaller (R’), peroksil radikalleri (ROO"), alkoksil radikalleri (RO, tiyol radikalleri
(RSY) gibi 6nemli serbest radikaller de olugabilir. Bunlardan 6zellikle polidoymamis yag
asitlerinden meydana gelen peroksil radikali yar1 6mrii uzun olan bir radikaldir. Tiyol
radikalleri ise oksijenle tekrar reaksiyona girerek siilfenil (RSO?) veya tiyol peroksil

(RSOy) vb. gibi radikalleri olugturabilirler.
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1.3.2. Serbest Radikallerin Kaynaklar
Biyolojik Kaynaklar: :

- Aktive olmug fagositler: (Respiratory Burst)"44195,

- Antineoplastik ajanlar: Nitrofurantoin, bleomisin, doksorubisin ve adriamisin

- Radyasyon '8

- Aligkanlik yapan maddeler: Alkol ve uyusturucular

- Cevresel ajanlar : Hava Kkirliligi 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 bakimindan 6nemlidir.

Intraselliiler kaynaklar :

- Kiiciik molekiillerin oto oksidasyonu : Tioller, hidrokinonlar, katekolaminler,
fiavinler, tetrahidropterinler, antibiyotikler'®"""72,

- Enzimler ve proteinler : Ksantin oksidaz, dioksijenaz, hemoglobin. Bircok enzimin
katalitik siklusu esnasinda serbest radikaller agifa ¢ikar. Ksantin oksidaz serbest radikal
olusturan enzimler icinde en c¢ok aragtrilmug olamdir'**. Normalde NAD bagiml
dehidrojenaz olarak etki eder ve herhangi bir serbest radikal iiretimine sebep olmaz.
Fakat in vivo olarak olusturulan iskemi, enzimin dehidrojenaz formundan oksidaz
formuna déniigmesine ve siiperoksit (Oy 7) radikalinin iiretimine sebep olur'®. Aldehit
oksidaz yap: itibariyle ksantin oksidaza benzer ve substratlarmin ¢ogu aym olup,
stiperoksit radikali tiretir. Benzer sekilde triptofan dehidrojenaz gibi enzimler de radikal

olugumuna sebep olurlar*7,
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- Mitokondriyal elektron transportu : Normalde hiicrelerde en biiyiikk serbest radikal
kaynaklarindan biri elektron transport zincirinden elektron sizintisidw. Mitokondri ig
zarinda yerlegmis oksidatif fosforilasyon zinciri bilesenleri biiylik oranda indirgendigi
zaman mitokondriyal stiperoksit radikal iiretimi artar', Boylece NAD' bagh
substratlar, siiksinat, ADP ve oksijen gibi endojen faktorler oksidatif fosforilasyonu
regiile ederek mitokondriyal radikal iiretimine etki ederler.

- Endoplazmik retikulum ve niikleer membran elektron transport sistemleri: (Sitokrom
P-450, sitokrom bs ) Endoplazmik retikulum ve niikleer membranda ise serbest radikal
liretimi membrana bagh sitokromlarm oksidasyonundan kaynaklanir. Membrana bagh
sitokrom P-450 ve bs, doymamug ya§ asitleri ve ksenobiyotikleri rediikte ederken
dioksijen ve diger substratlar1 ise okside ederler.

- Peroksizomlar, oksidazlar, flavoproteinler : Peroksizomlar ¢ok dnemli hiicre i¢i H,O,
kaynagidirlar. Bu organeldeki D-amino asit oksidaz, iirat oksidaz, L-hidroksil asit
oksidaz ve yag asidi acil COA oksidaz gibi oksidazlar siiperoksit iiretmeden bol
miktarda H,O, iiretimine sebep olurlar. Ancak peroksizomlarda katalaz aktivitesi de ¢ok
yiiksek oldugu icin bu organelden sitozole ne kadar H,0, gectigi bilinmemektedir'*.

- Aktive olmug fagositler: Bakterisidal rollerinin sonucu olarak siiperoksit
iiretirler'45-148:149
- Plazma membrant : Plazma membram serbest radikal olugyum reaksiyonlarmm kritik
bir bolgesidir. ekstraseliiler olarak iiretilen serbest radikaller diger hiicre komponentleri
ile reaksiyona girmeden Once plazma membramm gegmek zorundadirlar. Bu gegis
srrasmnda membranda toksik maddeleri iireten reaksiyonlar baglatabilirler. Membranda
yer alan ve fosfolipitler, glikolipitler, gliseridler ile sterollerin biinyesinde bulunan

doymamu§ yag asitleriyle okside olabilen ve amino asit iceren transmembran proteinleri
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serbest radikal hasarindan ¢abuk etkilenirler. Lipit peroksidasyonu veya yapisal olarak
Onemli proteinlerin oksidasyonunun sebep oldugu artmu§ membran permeabilitesi
transmembran iyon gradiyentinin bozulmasmna, sekretuar fonksiyonlarinin kaybina ve
integre selliiler metabolik proseslerin inhibisyonuna sebep olur',

Hidrojen peroksit, membranlar: neredeyse su kadar kolay gecebilme Ozelligine

sahiptir. Saldrgan O," = radikal anyonu membranlari ve transmembranal anyon

kanallarim1 gecerek hiicreye girer. Aym zamanda polianyonik hiicre yiizeyi, ¢evre doku

stvisindan 2-3 pH daha diisiik oldugu tahmin edilen bir mikro ¢evre saglayan ¢ogu
¢oziinmiis H* den olugan son derece zit bir konsantrasyonu geker. Bu pratik gevre O"

in protonla reaksiyonu sonucu perhidroksil radikalinin olusumunu saglarm.
H+0y," —3p HOy"

HO, ", Oy " den daha giiclii bir oksidandir, bu nedenle lipitlerin ve proteinlerin
hidrofobik kisimlarim1 daha iyi pargalayabilecegi ve toksik etkilerinin daha fazla
olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu sebeple saldirgan oksijen radikallerine karg1 bir bariyer
olugturan hiicre yiizeyleri, difer radikal tiirlerine reaktif bir forma modifiye eden ve
daha permeabl bir kap:r gorevi goriir. Serbest radikallerin fagositik hiicre plazma
membraninda, NADPH-oksidaz aracili iiretimi, serbest radikallerin 6nemli bir biyolojik
kaynagldlr145 . Fagosit kokenli serbest radikaller hem olugtuklar1 hiicreye, hem de
yakininda bulunan hiicrelere hasar verirler.

Lipoksijenaz ve siklooksijenaz gibi plazma membraniyla baglantii enzimler ile
mikrozomlar tarafindan serbest radikal liretimi, bu enzimlerin predominant substrati
olan aragidonik asit metabolizmasi ile iliskili pek ¢ok yeni bulug ve biyolojik acidan
Onemli iiriinlerin meydana gelmesinden dolay: ilgingtir. Bu {irlinler prostaglandinleri,

tromboksanlari, 16kotrienleri ve anaflaksinin slow-reakting substratim icerir (Sekil 2).
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Son zamanlarda aragidonat metabolizmasinda yer alan bu enzimatik proseslerin

otokatalitik lipit peroksidasyonuna dnciiliik etmesi bu konuya olan ilgiyi artirmugtir' 4,

Aragidonik Asit

Siklooksijenaz (COX) 5- Lipooksijenaz

OH - Porfirin Radikali

Peroksitler | «f—
Pr landin H
ostaglandin 4
5-HPETE
— Serbest radikal ara iiriinleri

[ I 1 !

; . Lokotienler
Prostaglandinler Tromboksan Prostasiklinler

Sekil 2. Aragidonik asit metabolizmas1 esnasinda iiretilen serbest radikaller

Aragidonik asit metabolizmasi reaktif oksijen metabolitlerinin Onemli bir
kaynag1d1rl44. Aragidonik asitin biyoaktif {irlinlere dOniigiimii esnasinda genis
spektrumlu oksijen, karbon ve hemoprotein radikalleri olusur ve bunlar doku hasarina
yol acar' . Prostaglandin sentezi esnasinda hidroksil radikali veya dier radikallerin
tiretimi, siklooksijenazm (COX) feed-back regiilasyonuna yol agar, prostaglandin
biyosentezinin lmz ve siiresini modiile eder ve prostaglandin sentezinden sonra ikinci
ulak ve sitotoksik etkilerini hizlandirr. COX, ksenobiyotikleri daha toksik tiirlere
metabolize etme yetenegine de sahiptir**'”,

Trombositlerde tromboksan sentezinin imidazol ve nordihidroguiaretik asit gibi

radikal toplayicilarla inhibe edilmesi, prostaglandin endoperoksitinin tromboksanlara
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doniigiimiiniin  bir serbest radikal reaksiyonu sonucu olabilecegi diigiincesini
kuvvetlendirmektedir'*.  Lipoksijenaz ~ kaynakh  peroksitler  oksidan-sensitif
siklooksijenaz ~ aktivitesini modiile edebilir'”>. 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.

Serbest radikallerle prostaglandin metabolizmas1 Dbirbirleriyle yakindan
iligkilidir. 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 artirici etkiye
sahiptir. Bu bilgiler reaktif oksijen tiirlerinin prostaglandin sentezi yolu ile cAMP
konsantrasyonunu artirdiklarim dogrulamaktadlr165 .

- Hayvan hiicrelerinde siiperoksitin bir bagka kaynag: da askorbik asit, tioller (glutatyon,
sistein gibi) adrenalin ve flavin koenzimleri gibi bazi bilegiklerin oto oksidasyonudur
165

- Oksidatif stres yapict durumlar: iskemi, travma, intoksikasyon'®.

Hiicrelerde serbest radikal iiretimi bazi yabanci toksik maddeler tarafindan da
biiyiik oranda artirilabilir. Bu tip maddeler dort grupta toplanabilir'®.

1 - Toksinin kendisi bir serbest radikaldir. Kirli havanin koyu rengini veren azot
dioksit'> gazini buna 6rnek verebiliriz. NO, gazi radikalik bir madde olup aym zaman
da iyi bir lipit peroksidasyonu baglaticisidir.

2 - Toksin bir serbest radikale metabolize olur. Mesela toksik bir madde olan

karbontetrakloriir (CCly)karacigerde sitokrom P-450 tarafindan triklorometil (CCs)
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serbest radikaline doniistiiriilir. Bu radikalin oksijenle reaksiyonu sonucu meydana
gelen peroksil radikali de giiclii bir lipit peroksidasyonu baglaticisidir.

CClz +O;, —» CCl30,
3 - Toksinin metabolizmasi sonucu serbest oksijen radikali meydana gelir. Bunun tipik
bir 6rnegi paraguattir.
4 - Toksin antioksidan aktiviteyi diistiriir. Mesela parasetamoliin karacigerde sitokrom
P-450 tarafindan metabolizmasi sonucu glutatyon la reaksiyona girerek ve miktarii

azaltan bir iiriin meydana getirir.

1.3.3. Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller hiicrelerin lipit, protein, DNA, karbohidrat ve enzim gibi tliim 6nemli
bilegenlerine etki ederler. Mitokondrideki aerobik solunumu ve kapiller permeabiliteyi
bozarlar ve hiicrenin potasyum kaybim ve trombosit agregasyonunu artirirlar. Proteaz,
fosfolipaz, elastaz, siklooksijenaz, ksantin oksidaz, Lipoksijenaz, triptofan dioksijenaz
ve galaktoz oksidaz gibi litik enzimleri aktiflestirirken alfa-1- antitripsin gibi bazi

savunma sistemlerini de inaktive ederler'®®. Serbest radikallerin etkilerini :

Membran lipitlerine etkileri (Lipit peroksidasyonu)

Biyomolekiillerin tiim biiyiik smflar1 serbest radikaller tarafindan etkilenmesine
kargin, bunlar arasinda en hassas olam lipitlerdir. Membranlardaki kolesterol ve yag
asitlerinin doymamis baglar1 serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek
peroksidasyon iirtinleri olustururlar. Polidoymamg yag asitlerinin (PUFA) oksidatif
yikimi lipit peroksidasyonu olarak bilinir ve olduk¢a zararlidiwr. Ciinkii lipid

peroksidasyonu kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler ve bu
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otokatalitik reaksiyon sonucu lipit peroksit, lipit alkol ve aldehitler gibi istenmeyen yan
Urtinler olusur144’176.

Lipid peroksidasyonu, organizmada olugan bir serbest radikalin etkisi sonucu
membran yapisnda bulunan polidoymamus yag asidi zincirinden bir hidrojen atomu
uzaklagtirilmasiyla baglar. Bunun sonucu yag asidi zinciri bir lipid radikali niteligi
kazanir. Olugan lipid radikali kararhh degildir ve bir dizi degigiklige ugrar. Molekiil ici
cift baglarin pozisyonlarmn degigsmesiyle konjuge dienler ve takibinde lipid radikalinin
molekiiler oksijenle etkilegmesi sonucu da lipid peroksit radikali meydana gelir. Bu,
membran yapisindaki diSer polidoymamis yag asitlerini etkileyerek yeni lipid
radikallerinin olugumuna yol acar. Lipit peroksit radikalleri de agifa ¢ikan hidrojen
atomlarin1 alarak hidroperoksidlere doniigtirler'®.

Plazma membram ve organel lipid peroksidasyonu, serbest radikal kaynaklarinin
tiimiiyle stimiile edilebilir ve metal varhginda katalizlenebilir'*,

Lipid hidroperoksidleri yikildiginda ¢ogu biyolojik olarak aktif olan aldehidlere
doniigiir. Bu bilegikler ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler ya da hiicrenin diger
kisimlarina yayilarak zarar verirler'®.

Lipid radikallerinin hidrofobik yapida olmas:i yiiziinden reaksiyonlarm cogu
membrana bagh molekiillerde meydana gelir. Bundan da membran permeabilitesi ve

mikrovizkozitesi ciddi bir gekilde etkilenir.

Proteinlere Etkileri
Serbest radikallerin doymammg ve siilfiir iceren molekiillerle olan reaktivitesi
sebebiyle, triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin, metiyonin ve sistein gibi amino asit

iceren proteinler bu serbest radikallerden kolayca etkilenirler. Bu etkilenmenin
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sonucunda da siilftir radikalleri ve karbon merkezli radikaller olusur'**. Bu istenmeyen
reaksiyonlar sonucu immiinoglobulin G ve albiimin gibi ¢ok sayida disiilfid bag
bulunduran proteinlerin ii¢ boyutlu yapilar1 bozulur ve normal fonksiyonlarm yerine
getiremezler. Nitekim serum proteinlerinde, katarakth lens proteinlerinde ve
enflamatuar eklem hastahigi olan kigilerin sinoviyal sivilarindaki IgG ‘lerinde serbest
radikal hasan tespit edilmigtir'®.

Sitoplazmik ve membran proteinleri, ozon ve protoporfirin IX gibi okside edici
ajanlara maruz kaldiktan sonra capraz baglanarak dimerlegir veya daha biiyilk
agregatlara doniigiir. Prolin ve lizin; siiperoksit radikali, hidrojen peroksit ve hidroksil
radikali tiireten reaksiyonlara maruz kaldiklarinda nonenzimatik hidroksilasyona

ugrayabilmektedirler'®®

. Hem proteinleri de serbest radikallerden 6nemli oranda zarar
géren proteinlerdendir. Ornegin; oksi hemoglobinin Oy ~ veya H,O, ile reaksiyonu
methemoglobin olugsumuna sebep olmaktadir',

0, +HbFe..0, 2H'y Hb-Fe* + Hy0, + O,

+
H,0, + 2Hb-Fe'2-0, 2H3 2Hb-Fe*® + 2H,0 + O,

Niikleik Asit ve DNA’ya etkileri

Iyonize edici radyasyonla olugan serbest radikaller DNA’y1 etkileyerek hiicrede
mutasyona ve Olime yol acarlar. Sitotoksite biiyilkk oranda, niikleik asit baz
modifikasyonundan dogan kromozom degigikliklerine veya DNA’daki diger
bozukluklara baghdr'**'®. OH' radikalinin hem prokaryotik hem de okaryotik
hiicrelerde, radyasyonun sebep oldugu hiicre Sliimiinden biiyiik oranda (% 80 oraninda)
sorumlu bir ajan oldugu diigiiniilmektedir'**. Aktivite olmug nétrofillerden kaynaklanan

H,0, membranlardan kolayca gectikten sonra hiicre cekirdegine ulagarak DNA
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hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hatta Sliimiine yol acabilir. Bu yiizden DNA serbest
radikallerden kolay zarar goriilebilen acik bir hedeftir. Siiperoksite maruz kalan DNA
molekiilleri hayvanlara enjekte edildi§inde daha fazla antijenik 6zellik gosterirler ki bu
oldukca Onemli bir etkidir. Ciinkii otoimmiin bir hastalik olan sistemik lupus
eritematosuz (SLE) ve romatoid artritte (RA) dolagiminda anti-DNA antikorlan
bulunur. Siiperoksit ve hidrojen peroksitin enzimatik toplayiciari, (‘OH)

prekiirsorlerinin konsantrasyonunu azaltarak DNA’y1 korur'®,

Karbohidratlara Etkileri

Serbest radikallerin karbohidratlar tiizerine de Onemli etkileri vardamr.
Monosakkaritlerin oto oksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksitler ve
okzalaldehitler meydana gelir. Bu maddeler diyabet ve sigara icimi ile iligkili kronik
hastaliklarin patolojik proseslerinde de 6nemli rol oynarlar165 .

Okzalaldehitler DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme ve aralarinda gapraz
baglar olusturabilme 6zelliklerinden dolayr antimitotik etkiye sahiptirler. Boylece
kanser ve yaglanma olaylarinda da 6nemli rol oynarlar165 .

Serbest radikaller enflamatuvar cevap ve sekonder doku hasarinin
modiilasyonunda da 6nemli rol oynar. Iltihap hiicreleri ile iligkili doku hasarinda risk
altinda bulunan kollagen ve hiyaluronik asit gibi ekstraseliiler doku komponentlerinin,

enflamatuar osteoatiritle etkilendikleri goriilmiigtiir'**. Kikirdak dokunun esas &gesi
olan kollagen O,"  ile hasarlanir ve jelasyonu 6nlenir'®2. SOD kollagen jelasyonunu
stiperoksit inhibisyonundan korur. Eklem sivisimn vizkositesinin devamu igin gerekli
olan hiyaluronik asit O," ~ ile depolimerize edilebilir'®>'”’. O," =, H,0, ve OH

toplayicilar1 siiperoksit olugturan sistemden "hyaluronik asitin depolimerizasyonunu
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Onler. ekstraseliiler sivinin ¢ok diigiik seviyede SOD ve CAT aktivitesine sahip olmasi
nedeniyle rediikte oksijen tiirlerinin kiigiik miktarlar1 bu boliimlerde yaygmn hasara
sebep olabilirler'*.

Revers, pasif Arthus reaksiyonunun, carragenan’le indiiklenen bacak &deminin
inhibisyonu aktive olmug lokositlere bagh akciger kapiller endotelyal hiicre hasar1 ve
pulmoner Odemin azalmasi siiperoksit dismutazin antiinflamatuar etkilerinin

ornekleridir'4”1%,

1.3.4. Antioksidan Savunma Sistemleri

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek
icin viicutta bircok savunma mekanizmalar1 geligmigtir. Bunlar antioksidan savunma
sistemleri veya kisaca antioksidanlar olarak bilinir. Antioksidanlar, (dogal)endojen ve
ekzojen kaynakh olabilmektedirler. Antioksidanlar aym zamanda serbest radikal
olusumunu engelleyen ve mevcut radikalleri etkisiz hale getirenler seklinde de ikiye
ayriirlar. Ayrica enzim ve enzim olmayanlar seklinde de simflandirlan antioksidanlar

hiicrelerin hem sivi hem de membran kisminda bulunurlar.

1.3.4.1. Dogal (Endojen) Antioksidanlar

1.3.4.1.1. Primer Antioksidanlar (Enzimler)

1.3.4.1.1.1. Siiperoksit dismutaz : Siiperoksitin, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene
doniisiimiinii katalizleyen bu enzim, beyinde yaygmn bir gekilde bulunur ve aktivitesi yag
artigtyla beraber artar. Insanlarda iki tipi vardir. Bunlar sitozolde bulunan dimerik Cu ve

Zn ihtiva eden CuZnSOD ile mitokondri de bulunan tetramerik Mn ihtiva eden
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MnSOD'*'*izomerlerdir. SOD’nin Fe ihtiva eden izomeri (FeSOD) 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 saflagtirilmis ve tammlanmustir. Molekiil kiitlesi 32.000 Daltondur. Iki alt
tinitesi vardir ve bunlarm 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 asetillenmig
terminal amino grubu bulunmaktadwr. Cu,Zn-SOD enziminin ayr1 formlar
bulunmaktadir. Sitoplazmada bulunanin diginda bazi hayvanlarin plazmasmda 130.000
Dalton molekiil kiitleli Cu,Zn-SOD bulundugu tespit edilmistir''®. Mn-SOD
mitokondrial bir enzimdir ve prokaryatlarin sitozoliinden elde edilebilmektedir. Ik kez
1970 yiinda Keele ve arkadaglar1 tarafindan izole edilmigtir. Buradaki mangan +3
degerliklidir ve iki alt birimden olugsmugtur. Her alt birimde bir Mn atomu vardir ve
23.000 Dalton molekiil kiitlesine sahiptir. Mitokondrial SOD hemen hemen total
SOD'nin % 60 'm igerir. Zira siiperoksit sitozole gére mitokondride hemen hemen iki
kat daha fazla olugur. Tiim SOD'ler fizyolojik sartlarda siiperoksite kargi etkin bir

koruma saglarlar'®’

. Her iki enzimin katalizledigi reaksiyon aynidir. Enzimin fizyolojik
fonksiyonu lipid peroksidasyonunu inhibe ederek oksijeni metabolize eden hiicreleri
stiperoksit serbest radikallerinin zararh etkilerine kargi korumaktir'**'*, Normalde
metabolizma sirasinda hiicreler tarafindan fazlaca siiperoksit tiretilmesine ragmen bu
enzim sayesinde intraselliiler diizeyleri diigiik tutulur. SOD fagosite edilmis bakterilerin
intraselliiler 6ldiiriilmesinde de rol oynar. Bu ylizden SOD graniilosit fonksiyonu igin

cok onemlidir. Lenfositlerde de graniilositlerden daha fazla oranda SOD bulunur.
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1.3.4.1.1.2. Katalaz : Dogada yaygm bir gekilde mevcut oldugu ilk defa 1901 'de O.
Leew tarafindan bulunmugtur. Yine ilk defa 1937'de Summer ve Dounce tarafindan
karacigerden kristal formda izole edilmigtir. Molekiil kiitlesi 240.000 Daltondur. Dort
alt iiniteden olugmustur. Peroksizomlarda, lizozomlarda ve mitokondride bulunur.
Kandaki katalaz aktivitesi biiyiik 6l¢iide eritrositlerden kaynaklanmaktadir. Bu nedenle
insan eritrositleri katalaz yoniinden c¢ok zengindir. GPx esas olarak mitokondri ve
sitozolde bulunurken, katalaz peroksizomlarda bulunur. Eritrositlerde mitokondri
olmadig: halde yiiksek aktivitede CAT ve GPx vardir. Katalaz 4 tane hem grubu
bulunan bir hemoproteindir. Peroksizomlarda lokalizedir'®?. Biiyiikk molekiillii lipit
hidroperoksidlere etki etmezken, hidrojen peroksidi oksijen ve suya parcalar'®,

2H202 CAT > 2H,0 + O,

Glutatyon peroksidaz : GPx hidroperoksidlerin indirgenmesinden sorumlu, tetramerik 4
selenyum atomu ihtiva eden sitozolik bir enzimdir. Memeli eritrositlerinden ik defa
Mills ve arkadaglan tarafindan karakterize edilmiglerdir. Daha sonra yapilan
aragtirmalarla enzim hakkindaki bilgiler artirilmgtr. Dominant olarak sitozolik bir
enzimdir ve mitokondride diigiikk diizeylerde bulunur. GPx aktivitesindeki azalma,
hidrojen peroksitin artmasma ve bu da hiicre hasarma yol agar. GPx'in beyin diizeyleri
diigiiktiir. Prostetik grup olarak selenyum (Se) iceren metalloenzimdir. Beyinde, beyin
selenyumunun ¢ok az bir kismmm icerdiginden dolay: diyetle elde edilebilirliginden ¢ok
fazla etkilenmez. GPx sitozolik hasara kargt etkin koruyucu bir mekanizma saglar. Bu
enzim, H,O,'i ve lipid peroksitlerini GSH"1 kullanarak rediiksiyon yoluyla uzaklagtirir.
GPx agagidaki reaksiyonlar: katalize eder'®,

H,0, + 2GSH —SPX__§ GSSG + 2H,0
GPx



34

ROOH + 2GSH —— GSSG + ROH + H,0
Fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidaz da (PLGPx) monomerik,
selenyum atomu ihtiva eden sitozolik bir enzimdir. Membran fosfolipid
hidroperoksitlerini alkollere indirger'**'%>, Membrana bagh en énemli antioksidan olan
vitamin E yetersiz oldugu zaman, PLGPx membram peroksidasyona karg1 korur.
Hidroperoksitlerin rediikte olmasi ile meydana gelen GSSG, glutatyon

rediiktazmn katalizledigi agafidaki reaksiyon ile tekrar GSH a doniigtiiriiliir'’®.

GSSG + NADPH + H* __Glutatyon _ 5 GSH + NADP
Rediiktaz
1.3.4.1.1.3. Glutatyon S-transferazlar : GST ‘lar basta aragidonik ve lineolat
hidroperoksitleri olmak tizere lipid peroksitlerine karsi Se-bagimsiz GSH peroksidaz
aktivitesi gostererek bir defans mekanizmasi olustururlar143.
ROOH + 2GSH _GST,, GSSG + ROH + H,0

GST ‘lar antioksidan aktivitelerine ilave olarak ¢ok ©Onemli biyokimyasal
fonksiyonlara da sahiptirler. Katalitik ve katalitik olmayan ¢ok sayida fonksiyona sahip
GST ‘larn tiim canh hiicrelerde bulunmas: hayati 6nemlerinin bir gostergesidir. Hem
detoksifikasyon yaparlar, hem de hiicre ici baglayic1 ve tagiyici rolleri vardir. Katalitik
olarak, yabanci maddeleri glutatyondaki sisteine ait -SH grubu ile baglayarak onlarin
elektrofilik bolgelerini nétralize eder ve iiriiniin daha fazla suda ¢ziiniir hale gelmesini
saglarlar. Olugan bu GSH konjugatlar1 boylece organizmadan atilabilir ve daha ileri bir
iirine metabolize olabilirler. GSH ‘dan glutamat ve glisinin koparilmasindan sonra
sisteinin serbest amino grubu asetillenerek merkaptiirik asitlere dOntigtiiriliir.

Ksenobiyotiklerin klasik atihim iiriinii olan bu merkaptiirik asitler safra ile atiir. Bu yol
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GST “‘larm kanserojen, mutajen ve diger =zararlh kimyasallarm hiicre igi
detoksifikasyonunda rolleri oldugunu gosterir. Metabolize edilmeyen lipofilik-
hidrofobik pek c¢ok bilesigi baglama Ozellikleri bu enzimlerin hiicre icinde siurh
¢oziinirliie sahip molekiiller i¢in depo ve tagima rolii iistlendigini gosterir.

Lokotrien C4 iin sentezi GST tarafindan katalizlenmekte olup, GST’lar

prostaglandin sentezinde PG izomeraz etkisine sahiptirler.

1.3.4.1.2. Sekonder Antioksidanlar (Enzim Olmayanlar)

Lipid fazda bulunanlar: o, - tokoferol (E - vitamini) , B - karoten

St fazda (hiicre sitozolii veya kan plazmasinda) bulunanlar:

- Askorbik asit - Myoglobulin - Melatonin - Hemoglobin
- Ure - Ferritin - Sistein - Metionin

- Seruloplazmin - Albiimin - Laktoferin - Bilirubin

- Glutatyon

1.3.4.2. Ekzojen Antioksidanlar

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

2. Soya fasulyesi inhibitorleri: Ksantin dehidrojenazin proteolitik etki sonucu ksantin
oksidaza doniigiimiinii inhibe ederler.

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

blokerleri, non-steroid antiinflamatuar ilaglar, cetiedil, difenilin iyodoniyum
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4. Recombinant siiperoksit 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 albiimin

8. Demir redoks dongiisiiniin inhibitorleri: Desferroksamin ve seruloplazmin
9. Notrofil adezyon inhibitorleri

10. Sitokinler

- Tiim6r Nekroz Faktor (TNF)

- Interlokin - 1

11. Barbitiiratlar

12. Demir gelatirleri

1.3.4.2. Gida Antioksidanlar:

- Butillenmig hidroksitoluen (BHT)
- Butillenmig hidroksianisol (BHA)
- Sodyum benzoat

- Etoksiguin

- Propilgalat

- Fe - superoksid dismutaz

1.3.5. Antioksidan Etki Tipleri

Antioksidanlar dort ayn gekilde etki ederler'®.
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1. Toplayiwct etki (scavenging etki) : Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlari
tutma veya reaktif olamayan yeni bir molekiile ¢evirme iglemine toplayici etki denir.

2. Basurict etki (quencher etki) : Serbest oksijen radikalleri ile etkilesip onlara bir
hidrojen atarak aktivitelerini azaltan veya inaktif sekle doniistiiren etkiye bastirici etki
denir.

3. Onarici etki (repair etki) : Genellikle DNA’daki hasarlarin tamir edilmesinde bu etki
devamh gegerlidir.

4. Zincir kirict etki (chain breaking etki ) : Serbest oksijen radikallerini kendilerine

baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarin1 engelleyici etkiye zincir kiric etki denir.
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2. MATERYAL VE METOD
2.1.Deneylerde Kullamlan Kimyasallar
Deneylerde kullamlan biitiin kimyasal malzemeler Sigma Chemicals Company

(Germany)’den temin edilmistir.

2.2. Deneylerde Kullamilan Cihazlar

Masa santriftijii : Hettich-EBA 20

Sogutmal santrifiij : Suprafuge 22 - Heraeus Sephatech
UV-Visible Spektrofotometre : Thermo Spectronic-HEAIOS
pH metre : Schott CG 842

Hassas terazi : Scaltec SPB 31

Derin dondurucu : Sanyo MDF - 235

Magnetik kangtiricilar : Boeco MSH 300

Otomotik pipetler : Eppendorf

Buzdolab: : Profilo

Saf su cihazi : GFL 2012

Calkalayicili su banyosu : Memmert

Liyofilizatr : Labconco

Homojenizator : Ika-Werke

Doner Buharlastiric1 (Evaporator) : BSI

2.3. Deneylerde Kullamlan Cozeltilerin hazirlamg:
50 mM pH 7.8, %Il Triton x-100 iceren Fosfat Tamponu (CAT enziminin

aktivitesini 6lgmek icin gereken homojenat tamponu): 1.7 g KHPO4 ve 25 ul Triton x-
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100 alinarak 200 ml saf suda ¢o6ziildii. pH 7.8 ‘e ayarlanarak son hacim saf su ile 250
ml’ye tamamlandi.

CAT Olciim Kangimi: pH 7°de 40 mM H,0, iceren 50 mM Fosfat Tamponu:
1020 pl H,0; ve 1.7 g KH,PO4 200 ml saf suda ¢oziildii ve pH 7 ‘e ayarlandiktan sonra
son hacim 250 ml’ye tamamlanda.

50 mM pH 7.8, 10 mM EDTA iceren Fosfat Tamponu (GST ve SOD
enzimlerinin aktivitesini 6lcmek icin gereken homojenat tampon): 1.7 g KH,PO, ve
0.73 g EDTA alinarak 200 ml saf suda ¢6ziildii ve pH 7.8 ‘e ayérlandJktan sonra son
hacim saf su ile 250 m!’ye tamamlandi.

0.11 M Fosfat Tamponu (GST enziminin aktivitesini 6lgmek icin gereken 6lciim
tamponu): 3.02 g KH,PO, alinarak 75 ml saf suda ¢oziildii ve pH 6.5 ‘e ayarlandiktan
sonra son hacim saf su ile 200 ml’ye tamamlanda.

30 mM Glutatyon Cozeltisi (GST enziminin aktivitesini Olgmek icin gereken
substrat ¢ozeltisi): 0.046 g glutatyon tartild: ve 5 ml saf suda ¢oziildii.

30 mM CDNB (GST enziminin aktivitesini 6lgmek icin gereken ¢ozelti): 0.03 g
CDNB tartildiktan sonra 5 ml saf etanolde ¢oziildii.

SOD Olciim karisimu:

A - 0.37 mM Ksantine: 0.0028 g Ksantine almarak hacmi saf su ile 50 ml’ye
tamamlandi.

B - 0.73 mM EDTA: 0.01 g EDTA ahndi ve hacmi 10 ml’ye tamamlandi.

C - 183.6 uM NBT (Nitro blue tetrazolium): 0.0075 g NBT almarak 50 ml saf
suda ¢oziildii.

D —0.49 M NayCO3 : 2.59 g almarak 50 ml saf suda ¢oziildii.
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E — 1.2 g/ L BSA (Bovine Serum Albumine): 0.0061 g tartild1 ve 50 ml saf suda
¢Oziildi.

167 U/L Xanthine oksidaz (SOD enziminin aktivitesini Olgmek igin gereken
¢ozelti) : Orijinal ambalajindan 5.65 pl alind1 ve lizerine 43.4 ml (NH4)2SO4 ¢ozeltisi
eklendi.

2 M Amonyum Siilfat, (NH;)2SO4 (SOD enziminin aktivitesini Slcmek icin
gereken ¢ozelti): 13.2 g (NH4)>SO4 alind: ve 50 ml distile suda ¢oziildii. (bu ¢dzelti her
seferinde taze olarak hazirlandi ve soguk olarak kullamldi).

0.8 mM CuCl, (SOD enziminin aktivitesini 6l¢cmek icin gereken ¢ozelti) : 0.0108
g CuCl, alindi ve 100 ml distile suda ¢oziildii.

0.2 M Fosfat Tamponu (pH 7)., (Bitki ekstraktlarimn antioksidant aktivitesini
6lcmek icin gereken homojenat tampon): 2,72 g KH,PO4 90 ml saf suda ¢oziildii ve pH
7’e ayarlandiktan sonra son hacim 100 ml’ye tamamlanda.

Linoleik asit ¢ozeltisi (Bitki ekstraktlarnmn antioksidant aktivitesini Slgmek icin
gereken c¢ozelti): 0.2804 g linoleik asit, 0.2804 g Tween 20 ve 45 ml homojenat
tamponu karigtirild: ve pH 7°e ayarlandiktan sonra son hacim 50 ml’ye tamamlandi.

%30 Amonyum tiyosiyanat ¢ozeltisi (Bitki ekstraktlarinin  antioksidant
aktivitesini Olgmek icin gerekli ¢ozelti): 4.5 g amonyum tiyosiyanat 15 ml saf suda
¢oziildii.

0.02 M Fosfat Tamponu, pH 6.6 (Bitki ekstraktlarimn indirgeme kuvvetlerini
Olcmek igin gereken homojenat tampon): 2.72 g KH,PO, 90 ml saf suda ¢6ziildii ve pH
7’e ayarlandiktan sonra son hacim 100 ml’ye saf su ile tamamland.

%1 Potasyum ferrisiyanit ¢ozeltisi (Bitki ekstraktlarinin indirgeme kuvvetlerini

Olgmek icin gereken ¢ozeltisi): 0.505 g potasyum ferrisiyanit 50 ml saf suda ¢oziildii.
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%10 TCA cozeltisi (Bitki ekstraktlarinin indirgeme kuvvetlerini Slgmek icin
gereken ¢ozeltisi): 5 g TCA 50 ml saf suda ¢oziildii.

% 0.1 Demir III kloriir, FeCls, ¢ozeltisi (Bitki ekstraktlarinin indirgeme
kuvvetlerini 6lgmek icin gereken ¢ozeltisi):0.1 g FeClz 100 ml saf suda ¢oziildii.

% 7.5 Na;COs ¢ozeltisi (Bitki ekstraktlarinin toplam fenolik bilegiklerini 5lgmek
icin gereken ¢ozeltisi): 7.5 g NayCO3 100 ml saf suda ¢oziildii.

Folin Ciocalteu Cozeltisi (Bitki ekstraktlarmin toplam fenolik bilegiklerini

Olgmek igin gereken ¢Ozeltisi): Orijinal ambalajdan hazir olarak kullanildi.

2.4. Deney Bitkileri

Bu aragtrmada cahgma materyali olarak bolgemizde yeterli diizeyde elde
edebilecegimiz bir liken tiirti olan Usnea longissima Ach. tercih edildi. Liken 6rnekleri,
Giresun ¢evresinden Haziran-Eyliil aylarinda muhtelif zaman araliklariyla Dr. Ali Aslan
tarafindan toplandiktan sonra uluslar arasi teshis yontemleri kullanilarak tiir teshisi
yapild"™'”®, Tiiriin herbaryum &rnegi Atatiirk Universitesi-Kazim Karabekir Egitim

Fakiiltesi Herbaryumu’nda depolanmugtir.

2.5. Deney Hayvanlar

Tez cahgmamiz icin 180-190 g agwhktaki toplam 36 adet erkek Wistar rat
kullamlnugtir. Deney hayvanlari,  Atatiirk Universitesi-Tip Fakiiltesi, Farmakoloji
Anabilim Dali, Deney Hayvanlar1 Laboratuarindan temin edilmistir. Hayvanlar deneye

alinmadan 6nce gruplara ayrilmis ve standart gartlar altinda muhafaza edilmistir.
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2.6. Bitki Ekstraktinin Hazrlanmasi

Liken ornekleri toplandiktan sonra yabanci maddelerden temizlendi ve oda
sicakliginda kurutuldu. Kuru ornekler bir havanda siv1 azot ile ogiitiilerek toz haline
getirildi. 100 g 6giitiilmiig liken 6rnegi calkalayicihi bir su banyosunda iki giin siireyle
devam ettirilerek saf su ile ekstrakte edildi ( 60-80 °C, 200 ml x 4). Ekstraktlar daha
sonra 5 um-Hg basing altinda liyofilize edilerek suyu uzaklagtirildi ve (% 12,5 verimle)
12.5 g liyofilizat elde edildi. Elde edilen liyofilizatlar deneyler yapilincaya kadar -20

°C’ta muhafaza edildi.

2.7. Ratlarda indometazin-Ulserinin Olusturulmas: ve Ekstrelerin Verilmesi
Indometazin ile uyarilan gastrik hasarh (iilserli doku iizerine Usnea
longissima’nin su ekstresinin antiiilserojen etkilerini aragtirmak {izere yapilan bu
calisma, Guidobono ve arkadaglari®’ min yontemi esas alinarak gerceklestirildi. 6’gar
rattan olusturulan deney gruplar: bir giin siireyle a¢ birakildiktan sonra; her bir grupta
bulunan ratlara sirasiyla liken ekstreleri (50, 100 ve 200 mg/kg dozlarda), ranitidin (150
mg/kg) ve musluk suyu oral olarak verildikten 5 dakika sonra da indometazin (25
mg/kg) yine aym gekilde oral yola verildi. Uygulamalardan 6 saat sonra yliksek dozda
anestezik madde (thiopental sodium, 50 mg/kg) kullanilarak hayvanlar sakrifie
edildikten sonra mideleri ¢ikarildi. Mideler biiyilk kuvartur boyunca agilarak serum
fizyolojik ile yikandi. Makroskopik olarak mide incelendikten sonra mide dokulari
biyokimyasal incelemeler i¢in -20 °C’de saklandi. Usnea longissima ekstrelerinin
antiiilserojen etkileri makroskopik ve biyokimyasal analizler yapilmak suretiyle
belirlendi. Sonuglar indometazin, ranitidin ve kontrol gruplar1 ile mukayese edildi.

Saglikli hayvan grubu kontrol grubu olarak degerlendirmeye alinacagindan dolayr bu
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gruba yalmzca musluk suyu verildi. Bdylece saglikh doku (kontrol) ile ekstre, ranitidin
ve indometazin verilen gruplar arasindaki korelasyonlarin istatistiksel olarak analizleri

yapildi.

2.7.1.Mide Dokusunun Makroskobik incelenmesi

Gastrik lezyonlarin belirlenmesi i¢in makroskopik degerlendirmeye alinan rat mideleri,
biiyiik kuvartur boyunca agilarak serum fizyolojik ile yikandiktan sonra iilser sayis1 ve
alanlan belirlendi. Alan geniglikleri milimetrik kagit kullanlarak bir biiytiteg yardimyla

belirlendi.

2.7.2. Mide Dokusunun Biyokimyasal incelenmesi

Rat mideleri makroskopik olarak incelendikten sonra mide dokular1 biyokimyasal
incelemeler i¢in -20 °C’de saklandi. Dokularin enzim aktiviteleri en ge¢ ii¢ giin
icerisinde analize alindi. Mide dokusu homojenatlarmdan elde edilen siipernatantlarda
SOD, CAT ve GST enzim aktiviteleri literatiirlere dayali olarak uygun metotlar

kullanilmak suretiyle tespit edildi. Tiim Sl¢iimler oda sicakliginda gerceklestirildi.

2.7.2.1. Doku Homojenatlarimin Hazirlanmasi

Mide dokular1 bir havan iginde sivi azot ile Ogiitiilerek toz haline getirildikten
sonra Mide dokularindan 0.5 g tartilarak iizerine 4.5 ml tampon ilave edildi ve sonra da
bir ultra-turraks homojenizatérde 15 dakika siireyle buz iizerinde homojenize edildi.
Homojenatlar bir slizge¢ kagidindan siiziildiikten sonra sogutmah santrifiij kullanilarak

her enzim igin literatiirlerde belirtilen hizlarda 4 °C’de santrifiij edildikten sonra iistte




kalan berrak kisim (siipernatant) enzim aktivitelerinin®®'®®  ve total protein
diizeylerinin'®' belirlenmesi igin kullamilda

2.7.2.2 .Siiperoksit Dismutaz Aktivitesinin Ol¢iimii

Olgiim Prensibi: Ksantin, Ksantin oksidaz enzimi vasitasiyla iirik aside doniistiiriilirken
meydana gelen siiperoksit radikalleri, sayet ortamda NBT (nitro blue tetrazolium)
mevcutsa, NBT ile reaksiyona girerek Formazon boyasi olugtururlar. Bu bilegik 560 nm
dalga boyunda maksimum absorbans verir. Sayet ortamda SOD enzimi varsa siiperoksit
radikalleri bu enzim tarafindan H;O,’ye doniigtiiriildiigii icin formazon olugumu
azalacak buna bagh olarak da 560 nm’de Olglilen absorbans azalacaktir. Absorbanstaki
azalmanmn miktar1 bize SOD aktivitesini verecektir. Ozetle; SOD aktivitesi asafida

verilen II nolu reaksiyonu inhibe etme derecesiyle Slciilebilmektedir.

X0
I KSANTIN —> URIK ASIT + SUPEROKSIT (0" )

07)
I NBT — FORMAZON

SOD
m 20, +2H" > 0,+H,0,

SOD Olciimii:SOD aktivitesi Sun ve arkadaglan (1988) tarafindan tarif edilen yonteme

gore Olciildii 182

. Mide dokular1 homojenize edildikten sonra elde edilen siipernatantlar
agagidaki tabloda verilen miktarlarda deney tiiplerine pipetlenerek 20 dakika bekletildi

ve sonra CuCl, ilave edilerek reaksiyon sonlandirildi. Tabloda yer alan 6lciim karigimu;
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0.37 mM Xanthine, 0.73 mM EDTA, 183.6 uM NBT, 0.49 M NayCO3, 1.2 g / L BSA

(bovine serum Albumine) icerecek sekilde ayarland.

KOR NUMUNE
Olgiim karigim 2.45 ml 2.45 ml
Numune - 0.5 ml
Distile Su 0.5ml -
XO (Ksantin Oksidaz) 50 ul 50 pl
25 °C’de 20 dakika inkiibasyon (numunelere XO katmak icin gegen siire)
CuCl, (reaks. Sonlanir) 1 ml 1 ml

SOD Aktivitesi’nin Hesaplanmasi: Olugan formazon miktarlar1 560 nm’de 3 ml’lik
quartz kiivetler kullamlarak okundu ve gelistirilen formiilden elde edilen aktivite
degerleri seyreltme faktorii olan 80 katsayss:i ile de carpilip siipernatantlardaki protein
miktarma boliindiikten sonra EU/mg protein (EU/mg.doku / mg protein) olarak ifade
edildi. Her bir faktoriin etkisi 3 tekerriir yapilarak verildi.

AAxsr-AAsumune

EU/mg.doku= 100 - ( 1- )x 100
A16‘K6r

2.7.2.3. Katalaz Aktivitesinin Olciimii
Olgiim Prensibi: Aktivite 6lgim ortamindaki H,O,nin CAT vasttasiyla H,O 'ya

doniiglimii saglanirken meydana gelen absorbans azalmasmin 240 nm'de Olgiilmesi
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esasma dayanmaktadir. Harcanan H,0, miktarindan CAT aktivitesi agagida bahsedilen

yonteme gore hesaplanmugtir.

CAT Olciimii: CAT aktivitesi, Aebi (1984) 'nin raporunda belirttigi prosediir vasitasiyla

183 Kuvartz spektrofotometre kiiveti icerisine son konsantrasyonu 20 mM olacak

Olciildi
sekilde H,0, c¢ozeltisinden 2 ml, son konsantrasyonu 50 mM olacak gekilde K-fosfat
tamponu (pH = 7.8) icerisinde hazirlanan numune ¢6zeltisinden 1 ml ilave edildi ve
kronometre caligtirildi. Alt {iist etme sonrasi spektrofotometrede 240 nm dalga
boyundaki absorbans azalmasi, 15 saniye araliklarla 3 dakika siireyle, kore karsi

kaydedildi.

CAT Aktivitesi’nin Hesaplanmasi: Olgiimlerde lineer olarak absorbans azalmasi olan

araliktan dakika bagina absorbans azalmasi hesaplandi. Igsik yolu (b)= 10mm,

ekstinksiyon katsayist (€n,0, )=0.00394 (mmol* x mm') alinarak (Aebi, 1987) A=E.b.c

formiilinden 240 nm'de, dakikada 1 mmol H,O,'nin harcanmasim saglayan enzim
miktan1 (=EU) hesaplandlm. Formiil pratik olarak mmol/min= A/39,4 x 30 sckline
getirildi ve biitiin aktiviteler bu formiilde yerine konulan absorbans degerlerinden

hesaplandi. CAT aktivitesi, bulunan EU'leri supernatantlarda belirlenen total protein
miktarina boliinerek Wmol x (dakika x mg protein)'l olarak tarif edildi. Deneyler 3

paralel tekerriir halinde yapildi.
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2.7.2.4. Glutatyon S- Transferaz Aktivitesinin Olgiimii

Olgiim Prensibi: GST 6lgiim ortamindaki 1-kloro 2,4-dinitrobenzen (CDNB) ile ortama
ilave edilen glutatyon 340 nm’de Olciilebilen bir kompleks olugturmaktadir. GST bu
kompleks olusumunu katalizledigi icin olusan renk giddeti ile GST aktivitesi arasinda
dogru orant1 vardir. Béylece 340 nm’de Olgiilen renk siddetinden GST aktivitesi kolayca

hesaplanabilir.

GST Olgiimii: Rat mide dokusundan elde edilen homojenatlarin GST aktiviteleri Habig
ve Jakoby (1981) tarafindan belirtilen prosediir dogrultusunda belirlendi'®. Son
konsantrasyonlari: 0.1 M KH,;PO, tamponu (pH 6.5), 1 mM CDNB ve 1 mM glutatyon
olacak sekilde reaktifler agagidaki tabloda verilen miktarlarda 3 ml’lik kuvartz kiivete
pipetlendi. GSH katihr katilmaz kiivet altiist edilerek absorbanslar 3 dakika boyunca 15
saniyede bir kaydedildi. 3 dakikalik zaman arah@mdaki absorbans degigiminin lineer

oldugu kisimdan dakika bagina absorbans degigimi tespit edildi.

Kér Numune
Olgiim Tamponu 2.7 ml 2.7 ml
Distile Su 0.1ml -
CDNB 0.1ml 0.1ml
GSH 0.1ml 0.1ml
Numune - 0.1ml
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GST Aktivitesi’nin Hesaplanmasi: Olgiimlerde lineer olarak absorbans artist olan

araliktan dakika bagmna absorbans azalmasi ile hesaplandi. Isik yolu (b)= 10 mm,

ekstinksiyon katsaysi (Econs)=9.6 (mmol! x cm!) almarak A=E.b.c formiiliinden 340

nm'de, dakikada 1 mmol konjugatn iiretilmesini saglayan enzim miktar1 (=EU)
hesaplandi. Formiil pratik olarak mmol/min= (A / 9.6) x 300 sekline getirildi ve biitiin
aktiviteler bu formiilde yerine konulan absorbans degerlerinden hesaplandi. GST

aktivitesi, bulunan EU'lerinin supernatantlarda belirlenen total protein miktarma
boliinerek mmol x (dakika x mg protein )'1 olarak tarif edildi. Her bir 6lgiim 3 tekerriir

halinde yapilda.

2.8. Bitki Ekstraktinin Antioksidant Aktivitesinin Belirlenmesi

Usnea longissima’nin su ekstresinin antioksidant aktivitesi tiyosiyanat yontemi
kullanilarak Mitsuda ve ark. (1996) tarafindan belirtilen prosediire goére belirlendi'®.
1 mg liyofilizat 1 ml saf suda ¢oziildiikten sonra kapakli deney tiipii icerisinde tizerine 4
ml fosfat tamponu (0.2 M, pH 7) ve 5 ml linoleik asit ¢ozeltisi ilave edildi ve daha sonra
37 °C’ta inkiibasyona birakildi. Inkubasyonun baglatilmasim miiteakip her 6 saatte bir
%75 etanol ve %30 amonyum tiyosiyanat ¢ozeltilerine 0.1 ml inkiibasyon karigim ilave
edilerek vortekslendi. Karigima %35 HCI igerisinde 0.02 M FeCl, ¢ozeltisi ilave
edilerek absorbanslar 500 nm’de kore karg1 olgiildii. Kontrol igin aym iglemler yalmzca
linoleik asitli karigimda, kor icin ise 0.1 ml saf su ilave edilerek tekrarlandi
Inkiibasyona kontroliin maksimum absorbansa ulagmasi neticesinde son verildi.

inkiibasyon karigimindan her seferinde 3 tekerriir ile sonuglar verildi.
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2.9. Bitki Ekstraktindaki Total Fenolik Bilesiklerin Miktarlarimn Belirlenmesi
Usnea longissima’nin su ekstresinin toplam fenolik bilegiklerinin miktar
Slinkard ve Singleton (1977) tarafindan belirtilen prosediire uygun olarak Folin-
Coicalten ¢ozeltisi kullanilarak olciildii'®. 0.5 mg liyofilizat 0.5 ml saf suda
coziildiikten sonra kapakl deney tiipii icerisinde lizerine 2.5 ml Folin-Coicalteu ¢ozeltisi
ilave edildi ve 30 °C’ta 5 dakika inkubasyona birakildi. Sonra bu karigimm iizerine 2ml
Na,CO; ilave edilerek 30 °C’ta 90 dakika siireyle yeniden inkubasyona birakildi. 90.
dakikamn sonunda 765 nm’de absorbanslar olgiildii. Gallik asit kullanilarak hazirlanan
standart grafikten de yararlamlarak sonuglar, mg Gallik Asit ekuvalenti(GAE) / g

liyofilizat geklinde verildi.

3,000000
2,500000
2,000000
1,500000

1,000000

Absorbans (765 nm)

0,500000
0,000000

-0,500000
o

Gallik asit konsantrasyonlari (mg / ml)

Sekil 3. Toplam fenolik bilegiklerin miktarmin belirlenmeinde kullamlan gallik asit
standart grafigi
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2.10. Bitki Ekstraktindaki indirgeme Kuvvetinin Belirlenmesi

Usnea longissima’nin su ekstresinin indirgeme giicii Yen ve Chen (1977)
tarafindan belirtilen prosediire uygun olarak belirlendi'®’. 0.5 mg liyofilizat 0.5 ml saf
suda coziildiikkten sonra kapakli deney tiipii icerisinde iizerine 2.5 ml fosfat tamponu
(0.2 M, pH 6.6) ve 2.5 ml % 1’lik potasyum ferrisiyanid ¢6zeltisi eklendikten sonra 50
°C’ta 30 dakika inkubasyona birakildi. % 10’luk TCA ¢ozeltisinden 2.5 ml ilave edilip
3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Bu kartgimn iizerine 2.5 ml siipernatan alinarak
tizerine 2.5 ml %0.1’lik FeCl; ve 2.5 ml saf su ilave edildikten sonra 700 nm’de

absorbans 6lciildii. Yiiksek absorbans, yiiksek indirgeyici giicii temsil etmektedir.

2.11. Istatistiksel Analizler

Istatistiksel ~ analizler ~SPSS 9.0 software programu  kullamlarak
gerceklestirildi. Biitlin Slgiimlerde istatistiksel farkhiliklar ve 6nem seviyeleri one-way
variance analyzes (ANOVA) testi ile belirlendi ve p<0.05 seviyesindeki sonuglar

Onemli kabul edildi. Coklu kargilagtirmalarda Scheffe’s multiple comparison testi

vygulandi.
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3. BULGULAR

Yaptigimz ¢ahsmalardan elde ettigimiz veriler, bu boliimde tablo ve sekiller ile
gosterilmig, kontrole gére mukayeseler % inhibisyon olarak ifade edilmistir. Her deneye
ait verilere ait tablonun hemen altinda degigik muamele gruplar: arasindaki farkin daha
iyi goriilmesi amaciyla, verilerin ortalamalarina gore hazirlanan  diyagramlar
sunulmugtur.

Bulgular kisminda sunulan veriler, 3 tekerriir olarak yapilan deney sonuclarinm
ortalamasi + standart sapma (SD) olarak sunulmusgtur. Biitiin verilere SPSS 9.0 software
kullamlarak one-way variance analyzes (ANOVA) testi uygulandi ve p<0.05
seviyesindeki sonuglar Onemli kabul edildi.Coklu kargilastirmalarda ise Scheffe’s

multiple comparison testi uygulands.

3.1. Makroskopik Bulgular

Altigar rattan olugturulan deney gruplar bir giin siireyle a¢ birakildiktan sonra
her bir grupta bulunan ratlara sirastyla farkli dozlarda (50, 100 ve 200 mg/kg) liken
ekstreleri, ranitidin (150 mg/kg) ve musluk suyu oral olarak verildikten 5 dakika sonra
da indometazin (25 mg/kg) yine aymi gekilde oral olarak verildi. Uygulamalardan 6 saat
sonra yiiksek dozda anestezik madde (thiopental sodium, 50 mg/kg) kullamlarak
hayvanlar sakrifie edildi ve sonra da mideleri c¢ikarildi. Mide biiylik kuvartur boyunca
acilarak serum fizyolojik ile yikandi ve mide dokusu makroskopik olarak incelendi.

Makroskopik inceleme sonuglari Tablo 1 ve Sekil 4’de sunulmugtur.



52

Tablo 1’den goriildiigii lizere iilser alanlar1 indometazin ile muamele edilen
kontrol grubu midelerin’de 44.17+2.9, ranitidin grubunda 6.0+2.1, U.longissima’nin su
ekstresinin 50, 100 ve 200 mg/kg dozlan ile muamele edilen gruplarda ise sirasi ile

17.33+3.39, 9.33+2.16 ve 11,5+1,87 olarak tespit edildi.

Tablo 1. Usnea longissima’mn su ekstresinin farkli dozlardaki (50, 100 ve 200mg/kg)
antiulserojen aktivite 6lgiim sonuglar

Ormekler Doz (mg/kg) N Ulser alam (mm?) % p
inhibisyon
50 6 17.334£3.39 60.8 <0.05
U.longissima
100 6 9.33+2.16 78.9 <0.05
200 6 11.5+1.87 74.0 <0.05
Ranitidine 150 6 6.0+2.10 86.4 <0.05
Kontrol - 6 44.17+2.86 - -

Kontrol  : Indometazin ile muamele edilmis mide dokularmndaki iilser alanlari
Ranitidine : Ranitidine ile muamele edilmis mide dokularindaki iilser alanlar
N : Deneylerde kullanilan rat sayisi
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Sekil 4’den de cok net bir sekilde goriilebilecegi iizere kontrol grubunda
meydana gelen iilser uygulanan ranitidin ve U.longissima’nmn her ii¢ dozu vasitasiyla

Onemli oranda (p<0.05) azaltdmugtir.

— O Kontrol
E

é B50

g 1100

[ ]

o 0200

o
= 5 Ranitidin

.
Ornekler

Sekil 4. Ranitidin (150 mg/kg) ve Usnea longissima’nin 50, 100 ve 200 mg/kg
dozlardaki su ekstresinin antiulser aktivitelerinin kargilagtirilmasi

Kontrol’de meydana gelen {ilser dikkate ahindiginda ranitidinin % 86.4,
U.longissima’nin su ekstresinin 50, 100 ve 200 mg/kg dozlarinm ise sirasiyla % 60.8,

% 78.9 ve % 74 oraninda indometazinin neden oldugu iilseri engelledigi belirlenmistir.
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3.2. Biyokimyasal Bulgular

Rat mideleri makroskopik olarak incelendikten sonra mide dokular
biyokimyasal incelemeler i¢in -20 °C’de saklandi. Dokularin enzim aktiviteleri en geg
iic giin icerisinde analize alindi Mide dokusu homojenatlarmdan elde edilen
siipernatantlarda SOD, CAT ve GST enzim aktiviteleri literatiirlere dayah, uygun

metodlar kullanilarak tespit edildi.

3.2.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi

Usnea longissima ‘nin su ekstresi (50, 100 ve 200 mg/kg), ranitidin, indometazin
ve saglikli hayvan gruplarmin mide dokularinda belirlenen SOD aktivitelerini gdsteren
sonuclar Tablo 3 ve Sekil 5’de gosterilmigtir. Tablo 3’den goriildiigii tizere SOD
aktiviteleri saghkli hayvan grubunda 50.0+0.3, indometazin grubu midelerinde
32.1+0.7, ranitidin grubunda 51.7+0.8 ve U.longissima’nin su ekstresinin 50, 100 ve
200 mg/kg dozlan ile muamele edilen gruplarda ise sirasi ile 34.1+0.0, 44.742.6 ve
39.5+1.8 olarak tespit edilmigtir.

Tablo 3 ve $ekil 5°den de ¢ok net bir gekilde goriilebilecegi lizere saghkh
hayvan grubuna gore indometazinle muamele sonrasi meydana gelen SOD aktivitesinde
ki inhibisyon (p < 0.05) uygulanan ranitidin ile ortadan kaldirilmig (p > 0.05) ve
U.longissima’nm her ti¢ dozu vasitasiyla nemli oranda (p<0.05) azaltilmmgtir.

Saglikli hayvan gruplarni ile mukayese edildiginde indometazin grubunda
meydana gelen SOD inhibisyonun % 35.8, ranitidin grubunda % -3.4, U.longissima’nmn
su ekstresinin 50, 100 ve 200 mg/kg dozlar ile muamele edilen gruplarda ise sirastyla

% 31.8, % 10.6 ve % 21 oraninda oldugu belirlenmigtir.



55

Tablo 3. Ranitidin (150 mg/kg), indometazin (25 mg/kg) ve Usnea longissima’mn
farkli dozlardaki (50, 100 ve 200 mg/kg) su ekstresi ile muamele edilmig rat
midelerindeki siliperoksit dismutaz enzim aktiviteleri 6lciim sonuglari. Sonuglar, paralel
ii¢ Olciimiin ortalamas:i (* standart sapma) olarak verilmig ve p < 0.05 seviyesinde
istatistiksel olarak énemli kabul edilmigtir.

Siiperoksit dismutaz
Dokular Doz N aktivitesi % )/
(mg/kg) EU/mg protein Aktivite

U.longissima 50 6 34.1+£0.0 31.8 <0.05
100 6 44.7+2.6 10.6 <0.05
200 6 39.5+1.8 21.0 <0.05
Ranitidine 150 6 51.740.8 -34 >0.05
Indometazin 25 6 32.1+0.7 35.8 <0.05

Kontrol - 6 50.0+0.3 - -

Kontrol: Su ile muamele edilmis dokular

Indometazin: Indometazin ile muamele edilmig dokular
Ranitidine: Ranitidine ile muamele edilmis dokular

N: Deneylerde kullanilan rat sayisi

60 -
& m Kontrol
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0 -

Ornekler

Sekil 5. Ranitidin (150 mg/kg), indometazin (25 mg/kg) ve Usnea longissima’nin farklh
dozlardaki (50, 100 ve 200 mg/kg) su ekstresinin rat mide dokularindaki siiperoksit
dismutaz enzim aktiviteleri tizerine etkisi.
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3.2.2, Katalaz (CAT) Aktivitesi

Usnea longissima ‘nin su ekstresi (50, 100 ve 200 mg/kg), ranitidin, indometazin
ve saglikli hayvan gruplarmin mide dokularinda belirlenen CAT aktivitelerini gosteren
sonuglar Tablo 4 ve $Sekil 6’da sunulmugtur. Tablo 4’ten goriildiigii iizere CAT
aktiviteleri kontrol (saglikli hayvan) grubunda 34.7+0.1, indometazin grubunda
60.9x1.9, ranitidin grubunda 57.240.3 ve U.longissima’nmn su ekstresinin 50, 100 ve
200 mg/kg dozlan ile muamele edilen gruplarda ise sirasi ile 54.6+1.2, 51.440.1 ve
53.940.9 olarak tespit edilmigtir.

Tablo 4 ve Sekil 6’dan da ¢ok net bir gekilde goriilebilecegi iizere kontrol
grubuna gore indometazinle muamele sonrasi meydana gelen CAT aktivitesinde ki
aktivasyon (p < 0.05) uygulanan ranitidin (p > 0.05) ve U.longissima’mn her li¢c dozu
vasitasiyla O6nemli oranda (p<0.05) azaltdmustir. Fakat kontrol seviyesine
getirilememigtir.

Kontrol gruplar: ile mukayese edildiginde indometazin grubunda meydana gelen
CAT aktivasyonun % 74.6, ranitidin grubunda % 56.2, U.longissima’nin su ekstresinin
50, 100 ve 200 mg/kg dozlar1 ile muamele edilen gruplarda ise sirasiyla % 57.3, %

48.1 ve % 55.3 oranminda azaldif belirlenmigtir.
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Tablo 4. Ranitidin (150 mg/kg), indometazin (25 mg/kg) ve Usnea longissima’mn farkl
dozlardaki (50, 100 and 200 mg/kg) su ekstresi ile muamele edilmis rat mide
dokularindaki katalaz enzim aktiviteleri lciim sonuglari. Sonuglar, paralel ii¢ Glgiimiin
ortalamasi (X standart sapma) olarak verilmis ve p < 0.05 seviyesinde istatistiksel olarak
Onemli kabul edilmigtir.

Dokular Doz N Katalaz Aktivitesi 9% Aktivite p
(mg/kg) mmol.min"'.mg protein™
U.longissima 50 6 54.6+1.2 157.3 <0.05
100 6 51.4+0.1 148.1 <0.05
200 6 53.9+0.9 155.3 <0.05
Ranitidine 150 6 57.240.3 156.2 <0.05
Indometazin 25 6 60.9+1.9 174.6 <0.05
Kontrol - 6 34.740.1 - -

Kontrol: Su ile muamele edilmis dokular

Indometazin: Indometazin ile muamele edilmis dokular
Ranitidine: Ranitidine ile muamele edilmig dokular

N: Deneylerde kullanilan rat sayisi

70 A
g 60 - ) [ Kontrol
g fgi 50 - . |=so0
§ 2 a0 . 100
% E 30 - 200
¥ E 20 1 O Ranitidin
10~ \ " |Bindometazin
0 S .
Ornekler

Sekil 6. Ranitidin (150 mg/kg), indometazin (25 mg/kg) ve Usnea longissima’nn farkl
dozlardaki (50, 100 ve 200 mg/kg) su ekstresinin rat mide dokularindaki katalaz enzim
aktiviteleri iizerine etkisi.
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3.2.3. Glutatyon S-transferaz (GST) Aktivitesi

Usnea longissima su ekstresi (50, 100 ve 200 mg/kg), ranitidin, indometazin ve
kontrol gruplarmin mide dokularinda belirlenen GST aktivitelerini gdsteren sonuglar
Tablo 5 ve Sekil 7°de verilmigtir. Tablo 5’ten goriildiigii tizere GST aktiviteleri kontrol
grubunda 29.4+0.3, indometazin grubunda 25.8+1.3, ranitidin grubunda 17.4+0.8,
U.longissima’nn su ekstresinin 50, 100 ve 200 mg/kg dozlann ile muamele edilmig
gruplarda ise sirasi ile 28.0+0.0, 31.7+1.1 ve 27,0+0,5 olarak tespit edilmigtir.

Bu sonuglara gore kontrol grubuyla kiyaslandiginda indometazinle muamele
sonrast meydana gelen GST aktivitesinde ki inhibisyon uygulanan ranitidin ve
U.longissima’nin 100 mg/kg’lik dozu vasitasiyla 6nemli (p<0.05) oranda artirilirken,
200 mg/kg’hik dozu vasitasiyla da Snemli (p<0.05) oranda azaltilmgtir.

Kontrol gruplan ile mukayese edildiginde indometazin grubunda meydana gelen
GST inhibisyonun % 12.2, ranitidin grubunda % 40.8, U.longissima’nin su ekstresinin
50 ve 200 mg/kg dozlan ile muamele edilen gruplarda sirasiyla % 4.8, ve % 8.2 ve 100

mg/kg dozunda ise % 7.8 civarmnda extra bir artig oram gosterdigi belirlenmigtir.
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Tablo 5. Ranitidin (150 mg/kg), indometazin (25 mg/kg) ve Usnea longissima’mn farkh
dozlardaki (50, 100 ve 200 mg/kg) su ekstresi ile muamele edilmig rat mide
dokularindaki glutatyon S-transferaz enzim aktiviteleri olgiim sonuglari. Sonuclar, paralel
ii¢ Olciimiin ortalamas1 (% standart sapma) olarak verilmi§ ve p < 0.05 seviyesinde
istatistiksel olarak 6nemli kabul edilmigtir.

Glutatyon S-Transferaz

Dokular Doz N Aktivitesi % p
(mg/kg) nmol.min"'.mg protein™ _ Kontrol
U.longissima 50 6 28.0+0.0 4.8 >0.05
100 6 31.7+1.1 -7.8 <0.05
200 6 27.0+0.5 8.2 <0.05
Ranitidine 150 6 17.4+0.8 40.8 <0.05
indometazin - 6 25.8+1.3 12.2 <0.05
Kontrol - 6 29.4+0.3 - -

Kontrol: Su ile muamele edilmig dokular

Indometazin: Indometazin ile muamele edilmis dokular
Ranitidine: Ranitidine ile muamele edilmig dokular

N: Deneylerde kullanilan rat sayisi
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Sekil 7. Ranitidin (150 mg/kg), indometazin (25 mg/kg) ve Usnea longissima’nin farkl
dozlardaki (50, 100 ve 200 mg/kg) su ekstresinin rat mide dokularindaki glutatyon S-
transferaz enzim aktiviteleri iizerine etkisi
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3.3. Usnea longissima’nm Su Ekstresinin Antioksidan Ozellikleri

Usnea longissima’nin su ekstresinin total antioksidan aktivitesi (TAA), toplam
fenolik bilesik (TFB) miktar1 ve indirgeme giicii (IG) belirlenerek sonuglar Tablo 6 ve
Sekil 8’de tzetlenmigtir. TFB’ye ait sonuglar,pozitif kontrol, troloks ve askorbik asit ile
mukayese edilerek verilmigtir.

Tablo 6 ve Sekil 8ten goriilebilecegi gibi Usnea longissima’min su ekstresi,
troloks ve askorbik asidin  total antioksidan aktivitesi smasiyla 0.67110.027,
0.00630.001 ve 0.99030.025 olarak tespit edilmigtir. Kontrole gore kargilastirildiSinda
Usnea longissima’nin su ekstresinin % 47.08 ve troloks’'un % 99.52 peroksit
inhibisyonuna sebep olmasi istatistiksel olarak Onemlidir. (p<0.05) Diger yandan
askorbik asidin peroksit olusumu iizerine (% 22.59) inhibisyon etkisi ise istatistiksel
olarak 6nemsiz (p > 0.05) bulunmustur (Tablo 6).

Usnea longissima’nin su ekstresinin toplam fenolik bilesiklerinin ve indirgeme

giicliniin sirastyla 18.310.010 GAE/g liyofilizat ve 0.10010.010 (ort. Abs.) oldugu tespit

edilmistir (Tablo 6).
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Tablo 6. Usnea longissima’nin su ekstresinin total antioksidan aktivitesinin, indirgeme
giiciiniin ve fenolik bilesik miktarimn kargilagtirilmasi. Sonuglar, paralel ii¢ Olciimiin
ortalamasi (; standart sapma) olarak verilmis ve p < 0.05 seviyesinde istatistiksel olarak
Snemli (*) kabul edilmistir.

Total antioxidan aktivite Indirgeme giicii  Fenolik bilegik miktar:
Numune 48 saat sonundaki % Ort. Absorbans  (mg GAE/g liyofilizat)
Ort. Absorbans  Inhibisyon (700 nm)
(500 nm)
U .longissima  0.67110.027 47.08* 0.10040.010 18.340.010
Troloks 0.00610.001 99.52%* — —
Askorbik Asit  0.990+0.025 22.59 — —

Kontrol 1.27040.012 — — —
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Sekil 8. Usnea longissima’nin su ekstresinin, trolox’un ve askorbik asitin antioksidan
aktiviteleri. Sonuglar, her 6 saatte bir paralel {i¢ Sl¢iimiin ortalamasi olarak verilmistir.
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4. TARTISMA

Giiniimiizde 20000 den fazla tiire sahip oldugu tahmin edilen likenler, mantarlar
ve alglerin bir araya gelerek teskil ettikleri simbiyotik (ortak yasayan) bir bitki
grubudur. Cok sayida madde iiretmekte olan likenler pek ¢ok yonden biyolojik aktivite
gosterirler’ *2. Diger yandan likenlerden izole edilen ¢ok sayida molekiilin de degisik
biyolojik aktivitelere sahip olduklar1 belirlenmistir’ ', Bu ilging bitki grubuna dahil
olan tiirlerden birisi de epifit (agaclar lizerinde yasayan) bir liken olan Usnea
longissima’dir . Bu liken tiirii hava kirliliginin belirlenmesinde 6nemli bir indikator
olarak kabul edilmektedir. Konifer yagmur ormanlar gibi bolca bulundugu bolgelerde
geleneksel olarak c¢ocuk bezi gibi kullamlmugtir. Ayrica kadin hijyen iirlinlerinin
yapiminda ve gesitli ilaglarin terkibinde yer almugtr. Hem Cin hem de Hindistan'da
ekspektoran olarak kullanllan bu tiir Avrupa'da da iyi bir sa¢ giiclendirici olarak
bilinmektedir'?!. Bunlara ilaveten diinyann farkh bolgelerinde, halk hekimliginde
terleme, bay donmesi, iigiime, agr1 ve balgamin Onlenmesinde, kemik kirklarmn
tedavisinde'??, hijyenik yatak yapmmnda'®*, kadmlar icin saghk iiriinleri yapmunda
(hijyenik ped gibi) '*°, idrar yolu hastaliklar1 ile iilser tedavisinde ''®1261%7
kullamlmugtir. Bu ¢aligmada, balk hekimliginde yaygin bir kullanima sahip olan Usnea
longissima deney materyali olarak segilmigtir.

Likenlerin antiiilserojen ve antioksidan etkilerinin incelendifi cok az sayida
aragtirma vardir'®'%_ Antiiilserojenik etki siirecinin mekanizmalari hakkinda ise
bilgiler olduk¢a smirhdr. Bu agidan bakildiginda mevcut aragtirmanin bu konuda bir
boslugu dolduracagi inancim tagimaktayrz. Bu amacla, Usnea longissima’ nm su
ekstresinin degigik dozlarda antiiilserojen etkisi, antioksidan metabolizma iizerine olan

etkisi ve antioksidan aktivitesi aragtirildi. Ayrica, enzim aktivitelerinin antiiilser aktivite
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mekanizmasi iizerine olan etkisini aragtirmak igin {ilserli dokularda superoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon S-transferaz (GST) enzim aktiviteleri Sl¢iildii.

Usnea longissima 'nin su ekstresinin antiiilser aktivitesini belirlemek icin, 6’sar
rattan olugturulan deney gruplar: bir giin siireyle a¢ birakildi. Daha sonra, her bir grupta
bulunan ratlara sirastyla 50, 100 ve 200 mg/kg dozlarda liken ekstresi, ranitidin (150
mg/kg) ve musluk suyu oral olarak verildikten 5 dakika sonra da indometazin (25
mg/kg) yine aym sekilde oral olarak verildi. Bu uygulamalardan 6 saat sonra ise yiiksek
dozda anestezik madde (thiopental sodium, 50 mg/kg) verilen hayvanlar sakrifie
edildikten sonra mideleri ¢ikarildi, biiyiik kuvartur boyunca agilarak serum fizyolojik
ile yikandi ve iilserli alanlarin sayis1 ve boyutlar1 makroskopik olarak incelendi.

Aragtirmamizda indometazin ile muamele edilen rat midelerinde meydana gelen
iilserli doku hasar1 (Tablo 1, Sekil 4) Usnea longissima’ nmn su ekstresinin 50, 100 ve
200 mg/kg dozlarda sirasiyla 2.5, 4.7 ve 3.8 kat azaldif1 gozlenmistir (p<0.05). Dozlar
arasinda en etkili doz 100 mg/kg olarak uygulanan doz olmasma kargmn ranitidin ile
mukayese edildiginde antiiilserojen etkisi daha azdir. Fakat bu farkin 100 mg/kg doz ve

ranitidin icin istatistiksel agidan Snemsiz (p > 0.05) oldugu tespit edilmigtir.

Indometazinin  gastrik hasar olugturmasinin  sebepleri arasinda; mide
dokusundaki sitoprotektif prostaglandinlerin sentezini inhibe etmesi'’®, LPO’nu
artlrma81189'195, doku glukoz seviyesini azaltmas1196, MPx aktivitesini ve NOS
aktivitesini artirmas1'®™'®® sayilabilir. Indometazinin, etanol ve difer ajanlar ile
olusturulan mukozal hasarlarin reaktif oksijen molekiilleri ile iligkili oldugu da Gne

stiriiimi iistiir199.



Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda indometazin gibi antiinflamatuar ilaglarin
hem prooksidan hem de lipit peroksit olugturucu etkilerinin oldugu ve bu tiir ilaclarin
mukozal hiicrelerin antioksidan sistemlerini siiratle bloke ederek ROS olugumuna ve bu
ROS olusumunun da lipit peroksidasyonuna neden olabilecegi ©ne stiriilmiigtiir'®>'%,
Oksidatif hasar daha ileriki agamalarda kontrol edilemeyen lipit peroksidasyonu, protein
oksidasyonu ve nihayetinde de hiicre 6liimiine yol acabilmektedir.

Organizmalar ROS‘lerin toksisitesine kargt hem enzimatik hem de enzimatik
olmayan savunma mekanizmalarma sahiptirler2°°'2°2. ROS ‘lara karg1 (6zellikle de [O; -
] stiperoksit anyonuna kargt) savunmada 6nemli siipiiriicii enzimlerden biri de SOD ‘dur.
SOD ‘ler (sitoplazmik Cu / Zn SOD, Mitokondrial Mn-SOD), O, ™~ anyonunun H>O,‘ye
doniiglimiinii katalizlerken CAT ve GPx ise H2O; ‘in HO‘ya doniigtimiinii katalizler™®.

Indometazin ile muamele edilen mide dokularnda antioksidan enzim
aktivitelerinin (SOD, CAT ve GST) inhibe edildii konusunda pekgok literatiir kaydmna
rastlanmigtr! 5204206

Usnea longissima’dan elde edilen su ekstresinin halk arasinda ilser tedavisinde
kullamldigina dair bilgiler literatiirde kayith''™''®*” olmasina kargin antiilserojen etki
mekanizmasi hakkinda ise herhangi bir literatiir kayd: bulunamamugtir. Mevcut ¢ahgma
Usnea longissima’dan elde edilen su ekstresinin antiiilserojen etkiye sahip oldugunu
bilimsel olarak ortaya koymaktadir. Fakat etki mekanizmasimin; sitoprotektif
prostaglandinlerin ve bikarbonatlarin sentezini artirarak mu yoksa LPO ’nu azaltarak mu,
ve yahut ta MPx ve NOS aktivitesini azaltarak mm etkili oldugu agikhifa
kavusturulamamugtir. Bununla beraber aragtirmamizda, Usnea longissima’dan elde

edilen su ekstresinin antioksidan sistem {izerine pozitif etkileri tespit edilmistir.

Antiiilserojen etkinin ekstredeki antioksidan Ozelliklere sahip bilegenlerin antioksidan
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enzim aktiviteleri tizerindeki pozitif etkilerinden kaynaklanabilecegi kanaatindeyiz. Bu
konunun aydmlatilabilmesi i¢in ayrintihi arastirmalarimiz devam edecektir.

Aragtirmamizda indometazin ile muamele edilen rat midelerinde belirlenen SOD
aktivitesi (Tablo 2, Sekil 5) kontrol grubuna gore % 35.8 oraninda inhibe edilmigtir
(p<0.05). Usnea longissima’dan elde edilen su ekstreleri tarafindan 50, 100 ve 200
mg/kg dozlarda ise sirasiyla % 31.8, % 10.6 ve % 21.0 oraninda (p<0.05) SOD
inhibisyonu tespit edilmigtir. Diger yandan ranitidinin ise zayif bir aktivasyona sebep
oldugu (p > 0.05) belirlenmigtir. Bu bulgular icerisinde dikkat cekici olan durum
indometazin ile muamele edilen mide dokularinda meydana gelen SOD inhibisyonu
hem U. Longissima ekstresi tarafindan hem de ranitidin tarafindan aktive edilerek
kontrol seviyesine yakin degerlere c¢ikarlmasidir. U. Longissima’nin  ekstreleri ile
muamele edilen mideler icerisinde SOD aktivitesi tizerine en etkili dozun 100 mg/kg
oldugu tespit edildi. 150 mg/kg dozda uygulanan ranitidin ile muamele edilen dokularda
ise SOD aktivitesinin kontrol seviyesine ulastifi belirlenmis, U. longissima’nin 100
mg/kg’lik dozunun meydana getirdigi artig ile mukayese edildiinde aralarindaki farkin
Onemli (p<0.05) oldugu tespit edilmigtir.

Diklofenak sodyum, meloksikam ve ketoprofenil gibi cesitli NSAID‘ler ve
indometazin ile muamele edilen rat mide dokularinda SOD aktivitesinin azaldiSina
iligkin bulgularmmz daha Once yapilmig olan c¢ok sayida g;ahsmalgs’zo“'zo6 ile uyum
icerisindedir. Fakat indometazinin hangi mekanizma ile SOD aktivitesini inhibe ettigi
heniiz kesin olarak aciklifa kavugturulamammstir.

Antioksidanlarin inhibisyonu ROS birikimine yol acar. ROS ’lerin iiretildigi
yerde SOD ’yi de icine alan antioksidanlarin varli§i, indometazin ile uyaridan

patojenezin kontrol edilmesinde koruyucu bir faktor olarak davranir”™. Aragtirmamizda
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indometazin tarafindan inhibe edilen SOD aktivitesinin, U. Longissima’nin su
ekstresinin degigik dozlarda (6zellikle de 100 mg/kg’lik doz) SOD aktivitesini artirdif
ve bunun da oksidatif hasart kismen engelleyerek gastrik hasarin giderilmesinde rol
oynadig1 duiiniilebilir. Zira U. Longissima’mn su ekstresinin antioksidan aktiviteye
sahip olmas1 ve igerdigi fenolik bilesiklerin yapisinda bulunmasi muhtemel olan Cu, Zn
ve Mn vasitasiyla SOD ’nin aktivasyonunda pozitif yonde bir etki gostermesi miimkiin
olabilir. Zira Cu ve Mn kompleksleri ilavesi ile SOD aktivitesinin arttif1 deneysel
olarak ispatlanmlstlr2°4. Diger yandan Cu kompleksinin PGE; konsantrasyonunu
art1rd1g12°7’2°8, artan prostaglandinlerin ise gastroprotektif aktiviteye katildigi
diistiniilmektedir®. Bu bilgilere dayanarak indometazin tarafindan prostaglandin
sentezinin engellenerek”**?%2'° SOD enziminin inhibe edildigi sSylenebilir.

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 2,

SOD veya SOD‘ye benzer etki gOsteren ajanlar tarafindan siiperoksitlerin
elimine edilmesi, gastrik koruma prosesinde Onemli bir faktSrdiir. Nitekim etanol ile
uyarilan gastrik hasar1 SOD ‘nin azaltti§1 ve serbest radikallerin gastrik mukozal hasarin
patojenezine katildig: cesitli ¢caligmalarda rapor edi]mistir135 204,

SOD inhibit6érii olan dietilditiyokarbamat (DDC) verilen indometazin ile
uyarilmg tilserli rat dokusunda SOD aktivitesinin azaldig1, bunun sebebinin ise mukozal
asidifikasyonun yol agtif1 bikarbonat salgilanmasindaki artiggn DDC tarafindan inhibe

edildigi rapor edilmigtir’!. DDC ‘nin bikarbonat salgilanmas: iizerindeki inhibisyon
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etkisi SOD ilavesiyle tersine dondiiriilebilir™’®>. Bu bilgilerden yola gikarak SOD
bikarbonat salgilanmasi prosesinde de rol aldig: sSylenilebilir.

Biitiin bu verilerden yola ¢ikarak U. Longissima’nin su ekstresinin antiiilserojen
aktivite gostermesinde, SOD aktivitesini artirmasinin Snemli bir paya sahip oldugunu
diigiinmekteyiz.

Kontrol ve muamele gruplarinda tespit edilen CAT aktiviteleri (Tablo 3, Sekil 6)
Usnea longissima’nn su ekstresinin 50, 100 ve 200 mg/kg dozlarinda sirasiyla
54.6+1.2, 51.440.1 ve 53.940.9, ranitidin de 57.240.3 ve indometazinde ise 60.9+1.9
oraninda bulunmugtur. Kontrol grubu midelerinde belirlenen CAT aktivitesi ise
34.7+0.1°dir. Bu bilgilerden de anlagilacag lizere, tlim muameleler CAT aktivitesini
artirmugtir. Kontrole gore belirlenen tiim aktivite artiglar: istatistiksel olarak (p<0.05)’da
O6nemli bulunmugtur. Sonuclarin da gosterdigi gibi indometazin tarafindan artirillan CAT
aktivitesi verilen ti¢ farkh dozdaki ekstreler tarafindan bir miktar diigiiriilmiigtiir, tistelik
ekstre dozlarmm ranitidinden daha etkin olarakCAT aktivitesi iizerinde etki gosterdigi
ve en etkili dozun da 100 mg/kg oldugu tespit edilmistir.

Mide dokusunda indometazin vasitastyyla CAT  aktivitesinin = artirildif:
literatiirlerde belirtilmigtir'®>*'?, Bizim bulgularimzda da indometazin tarafindan CAT
aktivitesinin artirildif tespit edilmigti. CAT ve GPx enzimleri H»O;’'yi H>O’ya
doniigtiirerek zayif radikalik etkisini ortadan kaldirirlar. Ciinkii HyO, ortaklanmamig bir
elektron icermedigi icin kendi bagma giiclii bir radikal degildir 1%, bununla beraber
hidrojen peroksit serbest bir radikal olmadig halde, reaktif oksijen tiirleri icine girer ve
serbest radikal biyokimyasida Snemli bir rol oynar. H,O,, Fe ve Cu gibi gegis metalleri
varhigmda siiperoksit ile reaksiyona girerek en reaktif ve zarar verici radikal olan

hidroksil radikali olugturabilir'>®. Bu yiizden H,O,’ nin suya doniistiiriilmesi zorunludur.
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Gastrik hasara ugramig olan dokularda CAT aktivitesinin artmas: ikinci planda gastrik
korumaya yardimci olmasi agisindan oldukga dnemlidir.

Indometazin vasitasiyla olugturulan gastrik hasarm en Snemli sebebi olarak
prostaglandin  sentezinin engellenmesi g6sterilmcktedir188’204’2°9'21°. Prostaglandin
sentezini gerceklestiren prostaglandin H sentaz, hem COX hem de hidroperoksidaz
aktivitesine sahiptir. Indometazinin gastrik toksisitesinin COX enzimini inhibe etme
yetene@ine bagl oldugu disiiniilmektedir. Fakat prostaglandin H sentazin gastrik
toksisite ile ilgili olan aktivitesinin COX aktivitesinin yam sira peroksidaz aktivitesine
bagh olabilecegi de gozard: edilmemelidir***. Zira indometazin ortamda mevcut olan bir
peroksidaz enzimi vasttasiyla H;O, ile reaksiyona girerek stiperoksit olugturabilir,
stiperoksit ise membranlarda hasara yol acabilir.

Prostaglandin H sentaz, H,O, varliginda indometazin tarafindan inhibe edilmez,
prostaglandin H sentazin peroksidaz aktivitesi gostermesi indometazin tarafindan inhibe
edilmedigine igaret eder™’.

Indometazin H,O, varliginda lipit peroksidasyonunu uyaracak sekilde aksiyon
gostererek lilser olusturabilir. Bu bilgiler indometazin ile rat midelerinde iilser
olusumunun mekanizmasmmn COX enzimleri inhibisyonunun yam sira lipit
peroksidasyonu yoluyla da olabileceginin g6z ardi edilmemesi gerektigini
dogrulamaktadir. Bu nedenle indometazinin lipit peroksidasyonuna yGnelmemesi icin
ortamdaki H»O’in harcanmasi gerekir. H,O, , CAT enziminin substrati oldugu icin
CAT aktivitesinde meydana gelen artiy daha fazla H,O,’nin suya doniigtiiriilmesi
anlammna gelecek ve ortamda harcanacak HyO, olmadifi icin indometazin lipit

peroksidasyonuna yonelmeyecektir.
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Bu acidan degerlendirme yapilacak olursa Usnea longissima’nin su ekstresi ile
muamele sonrasinda mide dokularinda CAT enziminin aktivitesinin artirilmasi gastrik

hasarmn azaltilmasi anlamimna gelebilir.

Aragtirmamizda kontrol grubunda ki GST aktivitesi 29.440.3 olup, indometazin
ile muamele edilen grupta 25.8+1.3’likk seviyeye diigtiigii, ranitidin grubunda ise
aktivite azalmasinin 17.4+0.8 ile maksimum oldugu tespit edilmistir. Usnea
longissima’nin su ekstreleri 50, 100 ve 200 mg/kg dozlarda sirastyla 28.0+0.0 (p>0.05),
31.7x1.1 (p<0.05) ve 27.0+0.5 (p<0.05)’lik degerler elde edilmis ve 50 mg/kg’lik doz
ile 200 mg/kg’bk dozlar 6neml oranda bir aktivite artisi saglammgtir. Difer yandan
dikkat g¢ekici olarak 100 mg/kg’hk doz indometazin tarafindan inhibe edilen GST
aktivitesini kontrol seviyesinin iizerine kadar artwmugtir. Bu sonuclar Usnea
longissima’dan elde edilen su ekstresinin GST aktivitesi iizerinde 6nemli oranda etkin
oldugunu gostermektedir.

Cesitli bitki kaynakli koruyucu kimyasal bilesenlerin lipit peroksitlerinin
seviyesini ayarladiklari rapor edilmigtir. Bu koruyucu kimyasal ajanlarin ¢cogu GSH ve
GSH-bagh enzimlerin konsantrasyonunu artrrarak etki gosterirler’'®?'®, Diger yandan
bazi kemopreventif ajanlarin ¢esitli dokularda GSH ve GSH-bagh enzimleri uyardig: da
belirlenmistir*’®. Ozellikle GPx ve GST gibi faz II enzimlerinin uyaricilari potansiyel
kemopreventif ajanlar olarak diigiiniilmektedir’®®. Cesitli dokulardaki GSH ve GSH-
bagh enzimler (GPy, GST ve GGT) antioksidan ve detoksifikasyon Ozelliklerinden
dolay1 kemoprevensiyon biomarkirlari olarak dikkate almirlar®'2%,

Bu agidan bakildiginda, GST aktivitesinde meydana getirdigi artiy nedeniyle

Usnea longissima’dan elde edilen su ekstresine, potansiyel bir kemopreventif ajan
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gozilyle bakilabilir. Ekstrenin bu etki giicti muhakkak ki bilegiminde ki bazi maddelerle
ilgilidir. (+)-Usnik asit, barbatik asit, diffractaik asit, 4-O-dimetilbarbatik asit, evernik
asit, B-orsinol; B-orsinolkarboksilic asit,'”*'® likhenin'®® gibi baz1 bilesikler Usnea
longissima’dan izole ve karakterize edilmiglerdir. Ne yazik ki bu bilegiklerin metabolik
etkileri ile ilgili ¢ok az sayida kayit mevcut olup bulgularimzi mukayese edecek
caligmalar ilerideki aragtirmalarimizda iiretebilecegimizi imid ediyoruz.

Usnea longissima’nin su ekstresinin TAA’si; troloksun ve askorbik asit’in
standartlarma kargt Olglilmiiy TAA’leri swasiyla 0.67140.027, 0.006+0.001 ve
0.99010.0250larak tespit edilmigtir. Diger taraftan, ekstrenin TFB ve IG’lerinin de
sirastyla 18.310.010 GAE/g liyofilizat ve 0.10030.010 (ort. Abs.) oldufu tespit
edilmigtir. Bu sonuglar, Usnea longissima’nin su ekstresinin thmh diizeyde TAA’ya
sahip oldugunu ve bu aktivitenin 6nemli boliimiiniin ihtiva ettigi fenolik bilegiklerden
ileri geldigini isaret etmektedir.

Usnea longissima’mn su ekstresinin TAA, TFB ve IG degerlerinin yiiksek
olugu antioksidan potansiyelinin giicli olduguna isaret etmektedir.

Bir ¢ok hastalifin 6nlenmesinde antioksidanlar 6nemlidir. Biomedikal bilimdeki
son gelismeler, baz1 hastaliklardaki serbest radikal (stiperoksit , hidroksil radikali-OH,
singlet oksijen v.b.) igerigine dikkat gekmektedir. Serbest radikaller biomembranlardaki
doymamig yag asitlerine saldirarak membranlardaki lipid peroksidasyonuna yol agarlar.
Lipid peroksidasyonu ise membran gecirgenliginde azalma, enzim ve reseptor
aktivitesinde azalma ve hiicre inaktivasyonuna neden olan membran proteini hasarim
meydana getirir223'224. Serbest radikallerin DNA’ya saldirmasi durumunda da kansere
neden olan mutasyonlar meydana gelebilir. Bu nedenle, serbest radikal zincir

reaksiyonlarm bloke eden antioksidantlari belirlemek Gnemlidir**>??’. Antioksidan
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aktivite bugiine kadar pekcok tibbi dnemi olan bitkide belirlenmigtir®®. Likenlerde
antioksidan aktivitelerin belirlenmesine yonelik calgmalar oldukg¢a smirh olup ik
yapilan literatlir taramalarinda yalmzca iki cahigmaya rastlannnstlrzzg’z”. Usnea
longissima’nn su ekstresinin TAA, TFB ve IG degerlerinin yiiksek olusu da
antioksidan potansiyelinin oldugunu gostermektedir. Mevcut bulgulara dayanarak
Usnea longissima’nin antiiilserojenik etkisinde antioksidan potansiyelin de etkili oldugu

kanaatini tagimaktayiz.

Sonug olarak bu cahgmada,
1- Usnea longissima’nin su ekstresinin indometazin ile olugturulan tilseri Snemli oranda
onledigi,
2- Usnea longissima’min su ekstresinin, antioksidan enzimlerin aktiviteleri iizerine
dokularmn lehine olacak sekilde modiilator etkiye sahip oldugu,
3- Usnea longissima’nin su ekstresinin orta diizeyde antioksidan potansiyele ve
indirgeme giictine sahip oldugu ve bu potansiyelin 6nemli bir kismmin yapisindaki
fenolik bilegiklerden kaynaklandigi, antililserojenik siirecte Usnea longissima’mn su
ekstresinin bu antioksidan ¢zelliklerinin de etkili faktorler oldugu tespit edildi.
4- Ayrica, bu gahsmadan elde edilen bulgularm “Indometazin ile olusturulan iilserlerde
ROS’ler etkin rol oynadifr” hipotezini destekledifi ve antiiilserojenik siiregte Onemli
parametreler olan “NOS, MPx, COX, GSH, GR ve LPO” seviyelerinin de aragtiriimak
suretiyle Usnea longissima’nin antiiilserojen ilag aragtirmalarinda degerlendirilebilecegi

sonucuna varildi.
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