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KARACIGER ISKEMi REPERFUZYON HASARINDA
THYMOQUINONE’NIN
KARACIGER DOKUSUNA KORUYUCU ETKIiSI
Murat KAYA, Genel Cerrahi Anabilim Dah

Uzmanhk Tezi

OZET

Amac:Karaciger iskemireperflizyon hasari, karaciger travmalarinda ve ameliyatlarinda
sik karsilasilan bir durumdur. Reperfiizyon sirasinda aciga ¢ikan serbest oksijen radikalleri
iskemireperfiizyonhasarinda 6nemli rol oynamaktadir. Thymoquinone,Nigellasativanin
farmakolojik olarak bilinen en aktif igerigidir. Thymoquinone’ninoksidatif hasara karsi
koruyucu etkisini gostermek {iizere ¢esitli in vivo ve in vitro ¢aligmalar bildirilmistir. Biz bu
calismada Thymoquinone’niniskemi ve reperfiizyonabagli karaciger hasarinda koruyucu

etkisinin olup olmadigini bulmay1 amagladik.

Gere¢ ve Yontemler:U¢ ayhik 30 erkek Wistar Albinoratsham, kontrol ve
Thymoquinone tedavi grubu olmak iizere 3 gruba ayrildi.Kontrol grubuna veThymoquinone
grubundakiratlara 60 dakika hepatikiskemi ve takiben 60 dakika reperfiizyon uygulandi.
Thymoquinone grubundaki ratlaraiskemi dncesi ve reperfiizyon 6ncesi intraperitoneal olarak
5 mg/kg Thymoquinone verildi.Ratlar, kan 6rnekleri ve karaciger dokular1 alindiktan sonra
sakrifiye edildi.Serum aspartataminotransferaz, alaninaminotransferaz,
velaktatdehidrogenazseviyeleriarastirildi. Hepatikdokudatotal antioksidanseviye,katalaz, total
oksidatifseviye, oksidatifstresindeksivemyeloperoksidazdegerleridlgiildii.

Aynizamandakaracigerdokusuisikmikroskobuilehistopatolojikolarakincelendi.

Bulgular:Thymoquinone grubundakontrol grubuna

oranlakaracigerenzimseviyeleribarizsekildediisiikbulundu.Karacigerdokusunda Total
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antioksidanseviyeThymoquinonegrubundakontrol grubunaoranlabelirginyiiksekliktesbitedildi.
HistolojikolarakdokuhasariThymoquinonetedavigrubundakontrolgrubunaoranladahahafifolara

kdegerlendirildi.

Sonu¢:Calismamiz  Thymoquinone’nin  karaciger iskemireperfiizyon hasarinda

karaciger dokusu iizerinde koruyucu etkilerini ortaya koydu.

Anahtar Kelimeler:Thymoquinone,iskemireperfiizyon hasari,karaciger
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PROTECTIVE EFFECTSOF THYMOQUINONEON HEPATIC

ISCHEMIA-REPERFUSION INJURYIN RATS
Murat KAYA,Department of General Surgery

MedicalSpecializationThesis

ABSTRACT
Background:Liverischemiareperfusioninjury is a
commonsituationforlivertraumaandliversurgery. Oxygenfreeradicals, produced on

reperfusion, play a critical role in theinjurycausedbyischemia-reperfusion. Thymoquinone,
theactiveconstituent of Nigellasativaseeds, is a pharmacologicallyactivequinone.It has
beenreportedthatthymoquinonepreventsoxidativeinjury in various in vitroand in vivostudies in
ratsInthisstudy, weaimedto determine whether Thymoquinone prevents hepatic ischemia-

reperfusion injury to the liver.

MaterialsandMethods: Thirty 3-month-oldmaleWistar Albinorats were divided into
three groups as sham, control, and Thymoquinonetreatment group. Rats in controlgroup
andThymoquinonegroup underwent hepatic ischemia for 60 min followed by 60 min period
of  reperfusion. Rats in  Thymoquinone group received Thymoquinone5
mg/kgintraperitoneally, before ischemia and before reperfusion. Blood samples and liver
tissues were harvested from the rats, and then the rats were sacrificed. Serum
aspartateaminotransferase, alanineaminotransferase, and lactate dehydrogenaselevels were
determined. Total antioxidant capacity, catalase, total oxidative status, oxidative stress index
and myeloperoxidase in hepatic tissue were measured. Also liver tissue histopathology was

evaluated by light microscopy.

Results: The levels of liver enzymes in Thymoquinone group were significantly lower

than incontrol group. Total antioxidant capacityin liver tissue was significantly higher in



Thymoquinone group than in control group. Histological tissue damage was milder in the
Thymoquinonetreatment group than that in the control group.
Conclusion:Our study revealed that Thymoquinone protects the rat liver against to

hepatic ischemia-reperfusion injury.

Keywords: Thymoquinone,ischemiareperfusioninjury,liver
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1.GIRIS

Travma, karaciger transplantasyonu, karaciger rezeksiyonu, safra yolu
tikanikliklari,hemorajik veya kardiyojenik sok gibi durumlar sirasinda karacigerde iskemi
reperfiizyon(I/R) hasar1 olusabilir. Karaciger (I/R) hasarinda reaktif oksijen tiirevlerinin
olusumu, sitokinlerin salinimi ve Kupffer hiicrelerinde aktivasyon, nitrik oksit ve endotelin
dengesinde bozulma, noétrofil 16kositlerin toplanmasi, pH degerlerinde bozulma gibi ¢esitli
hiicresel ve molekiiler degisiklikler énemli rol oynar. Bu degisikliklerde hiicre Sliimiine,
organ fonksiyon bozukluklarina ve sonrasinda da organ kaybina neden olabilmektedir. I-R
hasar1 karaciger rezeksiyonu ya da nakli sonrasinda goriilen fonksiyon kaybi ya da
fonksiyonun bozulmasinin baslica nedenidir(1). Bir¢ok ¢aligmada reperfiizyon hasarina karsi
antioksidan ve antiinflamatuar ilaglarin kullanimi ile bu hasarin siddeti azaltilmaya
calisilmigtir.

Nigella Sativa Giineybati Asya'da Ranunculacea ailesinden dogal yillik otsu bir
bitkidir. Nigella Sativa’nin antioksidan, antiinflamatuar, antikanser, antihistaminik ve
antibakteriyel gibi cesitli terapdtik etkileri tanimlanmistir. Ayrica Nigella Sativa’nin karaciger
de dahil olmak {iizere ¢esitli organlarda iskemi reperfiizyon hasarina karsi koruyucu etkilerinin
oldugu gosterilmistir. (2).

Thymoquinone(TQ) ise Nigella sativadan elde edilen yaklasik 40 ayr1 etken maddeden
en etkili ana aktif bilesendir(3,4,5). TQ farmakolojik olarak aktif kinondur. TQ’nun da
antioksidan, antiinflamatuar, antitiimor, antihistaminik, antibakteriyel gibi cesitli terapotik
etkileri tanimlanmigtir(6,7). Ratlarda ¢esitli in vivo ve in vitro ¢alismalarda TQ nun oksidatif
hasardan koruyucu etkisinin oldugu belirtilmistir. Buda TQ’nun dokuda antioksidan bir ajan
olarak membran lipid peroksidasyonuna karst koruyucu etkilerinin olabilecegini
diistindiirmektedir(8). Ayrica degisik organlarda iskemi reperfiizyon hasarina karst TQ nun
koruyucu etkisini gostermek  lizere ¢ok sayida in vivo ve in vitro ¢aligmalar
bildirilmistir(6,9).

Biz bu calismamizda TQ’nun karaciger iskemi ve reperfiizyon hasarinda karaciger

dokusu tizerine koruyucu etkisinin olup olmadigini bulmay1 amagladik.



2.GENEL BILGILER

2.1. Karaciger

2.1.1 Karaciger anatomisi

Karaciger karin boslugundaki en biiylik organdir. Normal agirlig1 eriskin erkeklerde
ortalama 1400-1600 gr, eriskin bayanda ortalama 1200-1400 gr civarindadir(10). Karaciger,
hepatik venleri igeren hatlarla ayrilan seri segmentlerin birlesmesiyle olusur. Karaciger, i¢inde
orta hepatik venin seyrettigi ana hepatik fissiir ile 2 sektore ayrilir. Temelde karaciger 3 ana
hepatik ven tarafindan 4 segmente ayrilir. Sag ile sol karaciger arasindaki anatomik boliinme
cizgisi, safra kesesi yataginin medial kenarindan inferior Vena Cava’nin posteriorunun soluna
dogru olan bir plan boyuncadir (Cantilie ¢izgisi)(11,12,13).

Karacigerin yiizeyi, Glisson kapsiilii denilen periton tarafindan ortiiliir. Bu periton,
karacigerin sadece arka-alt boliimiinde inferior Vena Cava ve hepatik venlere yakin bir

kismin1 6rtmez. Karacigerin visseral ve diafragmatik olmak tizere 2 yiizii vardir.(10,11)

Lizamenrem Tere: Hepar (Rownd Bramend)



Sekil 1. Karacigerin ligamentleri ile birlikte anterior goriiniimii.

Karaciger; falsiform ve teres hepatis ligamanlari ile karin 6n duvarina ve diafragmaya
baglanir. Karacigeri orten periton (Glisson kapsiilii), iki yaprak halinde diafragmaya yapisir.
Bu iki ligamente anterior ve posterior koroner ligamentler denir. Bu ligamentler, sagda ve
solda trianguler ligamentleri olustururlar. Ayrica oOnde birleserek falsiform ligamenti
meydana getirirler. Falsiform ligament icinde, sol umblikal ven kalintisinin olusturdugu
ligamentum teres hepatis vardir. Falsiform ligament ve ligamentum teres hepatis
karacigerikabaca sag ve sol iki loba ayirir.

Teres hepatis ligamentinin olusturdugu oluk ile safra kesesi yatagi arasindaki kisim
kuadrat lob olarak adlandirilir. Porta hepatis,kaudat lobu kuadrat lobtan ayirir. Gastrohepatik
ligament ile i¢inde karacigere kan getiren portal ven ve hepatik arterin ve biliyer elemanlarin
oldugu hepatoduodenal ligament karacigeri yerinde tutan diger anatomik

olusumlardir(11,14).

Lizsmextem Tere: Heputs (Fowsd Bramewd)

Sekil 2. Karacigerve ligamentlerinin inferior goriiniimii



2.1.2. Fonksiyonel cerrahi anatomi

Karaciger yapisal olarak hepatik venlerin durumuna gore ayrilmig segmentlerin
birlesmesinden olusur. Karaciger i¢indeorta hepatik venin seyrettigi ana hepatik fissiir ile sag
ve sol olmak iizere 2 loba ayrilir(11,12).

Karacigerin yapisi, Mclondoe ve Counseller (1927),Hjorstjo (1931), Ton That Tung
(1939), Healey ve Schroy (1953), Goldsmith ve Woodburne (1957), Couinaud (1957) ve
Bismuth ve ark.(1982)’nin ¢alismalariyla aydinlatilmistir. Couinaud tarafindan yapilan
tanimlama yapilanlar i¢inde en ideal ve ayn1 zamanda karaciger ameliyatlar1 i¢in en kullanigh
tanimlamadir.

Esas olarak karaciger 3 ana hepatik ven tarafindan 4 segmente ayrilir. Bu segmentler
portal pedikiil dallarin1 da alirlar. Bu portal dallar hepatik venlere alternatif olustururlar. Ana
portal fissiir, orta hepatik veni icerir ve anteriorda safra kesesi yataginin ortasindan
posteriorda vena kava inferiorun soluna dogru ilerler. Sag ve sol karaciger loblart da bu ana
portal fissiire gore ifade edilir. Sag ve sol loblar arteriel, portal vaskiilarizasyon ile biliyer

drenajdan bagimsizdir(11,13,15).




Sekil 3. Karacigerin segmental yapisi (Couinaud’a gore)

Karaciger sag ve sol loblar1 kendi aralarinda portal fissiirler ile ikiye ayrilirlar. Bu 4
alt grup Goldsmith ve Woodburne’niin tarifine gore segment olarak tanimlanirken,
Couinaud’un bilimsel adlandirmasinda sektor olarak ifade edilmektedir(11,13,15).

Karaciger,vena porta ve A.hepatika ile beslenen ve hepatik venler tarafindan drene
edilir(11,14).

Sag ile sol karaciger loblar1 arasindaki anatomik boliinme, safra kesesi yataginin
medial kenarindan inferior vena kavanin soluna dogru olan bir plan boyuncadir(Cantilie
cizgisi)(11,14,16).

Ligamentum teres hepatisin solunda kalan karaciger kismi sol lob, saginda kalan kismi1
ise sag lob olarak adlandirilir. Portal vendz ve hepatik arteriyel dallar, segmental
organizasyona uyarak segmentlerin i¢inde dagilirlar. Sektorler arasi drenaji saglayan hepatik
venler, posteriorda vena cavaya dogru birbirine yaklasir ve karaciger igine ana fissiiri
belirler(11,12).

Supin pozisyonda frontal planda, sag portal fissiir, sag karacigeri anteromedial
(anterior) ve posterolateral (posterior) olarak iki sektore ayirir. Sag hepatik ven, sag fissiir
icinde seyreder. Karaciger sag lobu, icinden sag hepatik venin seyrettigi sag portal fissiir ile
ikiye ayrilir. Her iki sektor kendi i¢inde de ikiye ayrilir; anterior sektor (segment V) ve
segment VIII) ve posterior sektor (segment VI ve segment VII ) den olusur(11,16,17).

Karaciger sol lobu, i¢inde sol portal venin seyrettigi sol portal fissiir ile 2 sektore
ayrilir. Sol portal fissiir, ligamentum teresin posteriorunda, sol hepatik venin yonii ile ayni
dogrultudadir. Bdylece sol karacigerin anterior sektorli, sag lobun ana portal fissiiriiniin
solunda kalan bir kism1 ve sol lobun anterior kismindan olusur. Posterior sektor, segment II
denilen ve sadece sol lobun posteriorundan olusan tek segmentten olusur. Tek segmentten
olusan tek sektor budur. Anterior sektor, umblikal fissiir ile iki segmente ayrilir. Bunlar,
medial segment (kuadrat lob ve segment IV) ve sol lobun anterior kismindan (segment
[I)olusur( 11,12,16,17).

Karaciger hilusunda, sag portal triad, sag karacigere girmeden 1-1,5 cm’lik kisa bir yol
izler. Bununla birlikte sol tarafta portal triyad, kuadrat lobun altinda 3-4 cm kadar ilerler ve
gastrohepatik ligamentin iist kisminda peritoneal kilif ile ortiiliir. Alt ylizeyde ise quadrat

lobdan bag dokusu ile ayrilir. Sol portal dal, bu seyri esnasinda anteriora yonelir, umblikal



fissiir i¢inde ilerleyerek segment II ve segment III’lin dallarin1 ve segment IV’iin rekiirren
dalin1 verir.

Kuadrat lobun altindaki pedikiil, portal venin sol dali ve sol hepatik kanal tarafindan
olusturulur ve bu pedikiil, umblikal fissiiriiniin tabaninda hepatik arterin sol daliyla
birlesir(11,14).

Portal pedikiiliin hilusta dallanmasi ve Scheele’nin (1994) tanimladigi sag (segment V-
VIII) ve sol (segment II-IIT) simetrik dagilim nedeniyle, segment IV siiperior (IVa) ve inferior
(IVb) olarak ikiye ayrilmistir. Umblikal ven, orta hepatik ven baglandiktan sonra segment
IVb’nin drenajini saglar ve bu, segmenter rezeksiyonun basarisi i¢in dnemlidir(11,18).

Kaudat lob (segment I), karacigerin posteriora uzanan kismidir ve vena kava inferioru
posteriora dogru sarar. Bu lobun, biiyiik vaskiiler yapilar arasinda olmasi (posteriorda vena
kavainferior, inferiorda sol portal triyad ve vena kava inferior, superiorda orta ve sol hepatik
ven) Onemini artirir. Kaudat lobun sinir1 sol portal venden sol hepatik vene uzanan oblik
diizlemdir. Sol kisim sabit biiyiikliikte ve sag kisim degisken boyuttaolabilir. Anterior yiizey,
segment ['V’iin posterior ylizeyi ile ortiiliidiir ve lateralde segment VI ve VII'nin i¢ine karisir.
Kan damarlarini ve biliyer dallarini, sag ve sol portal triyaddan alir. Kaudat lobun sag kismi,
portal vendz kanini, sag portal ven veya vena porta bifurkasyonundan saglarken, sol kismi
sadece sol portal venden saglar. Benzer sekilde, arteriyel dolagim ve biliyer drenaj, sag tarafta
posterior sektdor damarlarindan veya pedikiiliinden saglarken, sol tarafta sol ana damarlarla
saglanir. Kaudat lobun hepatik vendz drenaji tektir ve dogrudan vena kava inferiora
dokiiltir(11,14).

Kaudat lobun posterior kenari, sol tarafta hafifce diafragmanin crural alanina bitisik
olup fibréz bir yapiya sahiptir ve cogunlukla posteriorda vena kava inferiorun arkasina
genigler. Benzer yapida fibroz bir doku segment VII’nin posterior yiiziinden protriizeolarak
venacava inferioru sarar. Bu ligament toplumda yaklasik %50’nin {izerinde mevcuttur.

Kaudat lobun kaudal kenari, papiller olusuma sahiptir ve %27 hastada bu olusum

bliyiiktiir. Bu goriiniimde tomografide lenf nodu olarak degerlendirilebilir(11,17).



2.1.3. Karaciger fizyolojisi

Karaciger tarafindan iiretilen safra, basta biliiriibin olmak iizere safra boyalari, safra
asitlerinin bagl tuzlari, fosfolipidler, kolestrol, protein, elektrolitler, su ve bircok metabolitin
karisimindan meydana gelen sulu, karmagik bir ¢dzeltidir. Osmolalitesi plazma gibi
300mOsm/kg’dir. Giinde yaklasik olarak 600 ile 1000 ml arasinda safra salinimi olur.Safra
asitleri, karaciger tarfindan kolestrolden sentez edilir ve kolestroliin viicuttan atildig1 baslica
yolsafra ile atilimidir.

Bagirsaklardan emilen pentoz ve heksozlar karacigerde viicuttaki en Onemli
karbonhidrat depolama sekli olan glikojen haline getirilir. Bu da glikojenez olarak
adlandirilir. Tam tersine karaciger glikojeni pargalayarak viicut igin gerekli glikozu
saglayabilir. Bu isleme ise glikojenoliz adi verilmektedir. Karaciger glikozu heksoz
monofosfat lizerinden ¢esitli sekillerde kullanilan pentozlara doniistiiriir.

Karaciger ayn1 zamanda yag asitleri ile notral yaglar1 sentez ve katabolize eden bir
organdir. Yag asitleri 4 karbonlu keton cisimciklerine ve aktif asetat gibi 2 karbonlu
bilesiklere doniistiiriiliir. Benzer sekilde gliserol de parcalanarak aktif asetata doniistiiriiliir.
Kolestrol sentezi ve esterlestirilmesi temel olarak karacigerde meydana gelen olaylardir.
Karaciger fosfolipid ve lipoproteinlerin de sentezinde ve pargalanmasinda da O6nemli rol
oynar.

Karacigerde cesitli proteinleraminoasitler kullanilarak sentez edilir. Deaminasyon
yoluyla aminoasitlerden seker ve yag asitleri de meydana getirilebilir. Transaminasyon
yoluyla azotlu olmayan bilesiklerden aminoasit iiretilebilir. Albumin ve globiilinin {iretildigi
tek organ karacigerdir. Protein metabolizmasinin son {iriinii olan {irenin yapildig1 en 6nemli
yerlerden biridir. Beta ve gamma globiilin gibi globinler de karacigerde tiretiltir.

Pihtilasmada rol oynayan proteinlerin ¢ogu karacigerde sentez edilir. Bu pihtilasma
faktorleri fibrinojen, protrombin ve faktor V,VILVIILIX,X,XI ve XII’dir. Protrombin, faktor
VILIX, ve X’nun yapimi i¢in K vitamini gereklidir. Bununla birlikte karaciger kandaki
plazminojen aktivatorlerini uzaklastirarak kontrolsiiz fibrinoliz olayina engel olur.

Vitaminlerin tamami karacigerde depolanir ve karaciger tarafindan kullanilir.
A,D,E.K, ve B12 vitaminlerinin de ana deposu karacigerdir.

Karaciger ayn1 zamanda viicudun detoksifikasyon merkezidir. Karaciger oksidasyon,

rediiksiyon, metilasyon, asetilasyon, esterifikasyon ve konjugasyon gibi iglemlerle, steroid



hormonlar gibi i¢kaynakli, ila¢ ve kimyasal madde gibi diskaynakli birgok maddeyi yikima
veya degisime ugratir.

Karaciger retikiiloendoteliyal sistemin bir parcasi olan kupffer hiicreleri aracilig ile
bakterilerin ve diger artiklarin fagositoz yoluyla kandan temizlendigi birorgandir.

Karacigerin yapilan kan akimi Olglimleri, kalp dakika hacminin dorttebirinin
karacigere gittigini ortaya koymustur. Bu da normal bir kiside dakikada ortalama 1500 ml lik
bir kan akimi anlamina gelir.Karaciger kan akimmin yaklasik dortte biri A.Hepatikalar
tarafindan saglanir. Diger kismi ise vena porta tarafindan saglanir. Vena porta i¢ basinci
ortalama 7-10 mmHg kadardir. A.hepatika igindeki basing ise, sistemik arteriyel basing
kadardir.Karaciger siniizoidlerinde ise basing, ortalama 4-8 mmHg’ya kadar diiser.
V.hepatikalardaki basing 3-6 mmHg kadardir. V.cava icerisinde basing ise, diyafragma
diizeyinde 2-5 mmHg kadardir Bu basing farklar1 kanin kalp yoniinde akmasin1 saglar. Vena

porta kaninin oksijen igerigi sistemik vendz kana oranla daha yiiksektir (19).

2.2. Iskemi Reperfiizyon Hasar1

Iskemi arteriyel ya da vendz kan akiminin azalmasina bagli olarak organ ve dokunun
yetersiz kanlanmasi ve bunun sonucunda da bu doku veya organlarin oksijenden yoksun
kalmas1 seklinde tanimlanir.iskemi sonrasinda ise hiicresel enerji depolarinin bosalmasi ve
toksik metabolitlerin birikmesi sonucunda hiicre 6liimii ortaya ¢ikmaktadir. Iskemik dokuda
hem hiicrenin rejenerasyonu, hem de toksik metabolitlerin temizlenmesi i¢in yeniden kan
akimi gerekir. Ancak reperflizyon dokuda paradoksal olarak iskemi ile olusan hasara gore
cok daha ciddi bir hasar meydana getirir(20,21).

Reperfiizyon hasarinda, hizli bir sekilde olusan serbest oksijen radikalleri(ROS) basta
olmak iizere birgcok mekanizma rol oynar. Reperfiizyon hasarinda en fazla etkilenen hiicresel
yapilar, membran lipidleri, proteinler, niikleik asitve deoksiriboniikleik  asit
molekiilleridir(20,22).

Iskemik déneminde hiicrelerde metabolik ve yapisal degisiklikler meydana gelir.
Dokuya gelen kan akiminin kesilmesi sonucunda hiicrelerde oksidatif fosforilasyon azalir ve

adenozin trifosfat ve fosfokreatin benzeri yiiksek enerjili fosfatlar sentezlenemez(20,23).



Hiicrede enerji depolarimin bosalmasi neticesinde hiicre zarindaki Na,K-ATPaz
pompalari inhibe olur. Bunun sonucunda da  hiicre iginde Na" ve Ca™ iyon
konsantrasyonlarinda artis olur(20,24). Hiicre i¢i Ca™ iyon konsantrasyonunun artis1 hiicre
icin 6liimciil bir durumdur(20,25).

Ayni1 zamanda hiicre i¢i iyon konsantrasyonlarinin degisimi ile proinflamatuar sitokinlerve
16kosit adhezyon molekiil liretiminde artis olmasina karsin antioksidan enzim seviyelerinde
azalma olur. Bundan dolay1 hiicre reperfiizyon doneminde hasara kars1 dayaniksiz duruma
diiser. Adenozin trifosfat(ATP) iiretimin durmasibuna karsilik kullaniminin devam etmesi
sebebiyle ATP’den olusan adenozin, hizla hiicre disina difiize olarak inozin ve hipoksantine
pargalanir. Bundan dolayiiskemi sonucu yiiksek enerjili fosfat bilesiklerinin yikima,
sonrasinda dokularda piirin metabolitleri olan ksantin ve hipoksantinin birikimi ve ayni
zamanda ksantin dehidrojenazdan (KDH) ksantin oksidaza (KO) olusumu ortaya cikar.
Normal sartlarda hipoksantinin iirik asite metabolize oldugu reaksiyonda elektron alici olarak
NAD "alirken hipoksi veya iskemidurumlarinda KDH — KO’a déniisiimiine bagl olarak
hipoksantinin iirik asite donilistimii KO tarafindan gergeklestirlir.Bu reaksiyonda ise elektron

alict olarak molekiiler oksijen kullanilmaktadir(20,26).

2.3. Serbest Radikaller

Atomlarin yapisinda bulunan elektronlar orbital adi verilen uzaysal bir yoriingede
bulunmaktadirlar. Dogada bircok molekiil ¢ift elektronludur. Bunun yaninda az sayida
molekiil ise tek ve eksik elektron bulundurur. Eksik elektron bulunduran bu molekiiller
herhangi bir molekiil ile karsilastiklarinda o molekiille etkilesime girerek elektron alir veya
verirler. Bu sekilde baska molekiillerle kolayca elektron aligverisi yapan ve onlarin yapisini
bozan bu molekiillere serbest radikaller veya oksidan molekiiller denmektedir. Paylagilmamis
elektronlar, genellikle iist kisma yazilan bir nokta (O°) veya ¢izgi (O) seklinde gosterilirler

(27,28).

Birbagka deyisle serbest radikaller, eslenmemis elektron iceren atom veya

molekiillerdir. Genelde elektronlar atom veya molekiillerde eslenik olarak bulunmalari



nedeniyle molekiillerstabil haldedir ve reaktif degildir. Ancak, molekiile bir elektron ilavesi
ya da bir elektron kaybi bu stabiliteyi bozar ve molekiilii reaktif hale getirir(20,29).

Serbest radikaller hiicrelerin normal metabolizmasi1 sirasinda ¢esitli reaksiyonlar
sonucu ortaya ¢ikabilir. Bunun yaninda hava kirliligi,sigara, 151k, radyasyon,isi,antineoplastik
ilaclar, anestezik maddeler veyaaromatik karbonlarin hiicre i¢cinde metabolizmasi sirasinda da
serbest radikaller olusabilmektedirler. Yapilarindaki anstabil durum nedeniyle diger
molekiillerle kolayca elektron aligverisi yaparak onlarin yapilarini bozan serbest radikallerin

yasam siireleri de oldukga kisadir(27,30.).
Serbest radikaller 3 yolla meydana gelmektedir:

1. Kovalent baglarin,kirilma sirasinda bag yapisindaki iki elektronun her biri ayr1 atom
tizerinde kalidigi homolitik kirilmasi sonucu yiiksek enerjili elektromanyetik dalgalar ve

yluksek sicaklik ile kirilmasi,

2. Molekiiliin heterolitik boliinmesi ile bir molekiilden tek bir elektron kaybi veya
radikal o6zelligi bulunmayan bir molekiilde elektron kayb1 sirasinda dis orbitalinde
paylagilmamis elektron kalmast,

3. Bir molekiile tek bir elektron eklenmesi sirasinda iki radikal reaksiyona giriyorsa,
her iki radikalde ortadan kalkar. Bunun yaninda bir radikal, radikal olmayan bir molekiille
reaksiyona giriyorsa yeni bir serbest radikal olusur. Bu 6zellik zincir reaksiyon olusumuna
neden olur. Serbest radikaller biyolojik sistemlerde en fazla elektron transferi sonucu ortaya
cikmaktadir. Serbest radikaller elektiriksel olarak pozitif, negatifveya notryiikli olabilirler
(28,31).

2.3.1. Reaktif Oksijen Tiirevleri (ROS)

Biyolojik sistemlerde en 6nemli serbest radikaller oksijen tiirevi serbest radikallerdir.
Molekiiler oksijenin (O,), iki tane eslenmemis elektronu bulunur. Dolayiyla oksijenin kendisi
de bir radikaldir. Ancak bu molekiil reaktif bir o6zellik gostermemektedir. Bu o6zelligi
nedeniyle oksijendiger serbest radikallerle kolayca reaksiyona girebilmektedir.Oksijen serbest

radikal olmayan molekiillerle daha yavas reaksiyon olusturur. Oksijen sitokrom oksidazin
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etkisiyle 4 elektron alarak indirgenir. Bununla birlikte kismi rediiksiyonlada ¢ok sayida ve
ylksek derecede reaktif iiriinler ortaya ¢ikabilir. Cesitli reaksiyonlardan sonra oksijen hiicre

icinde enson suya indirgenir(27,31,32).

2.3.1.1. Siiperoksit Radikalleri (O)

Canlilarda olustugu gosterilen ilk radikal siiperoksit radikalidir. Aerobik hiicrelerin

tamaminda oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu ortaya ¢ikabilir(27,31,32).

0, + e 0y

Siiperoksit, serbest radikal olmasma karsin kendisi ¢ok zararli degildir. Onemi
hidrojen peroksit kaynagi olmasi, ayni zamanda gecis metal iyonlarinin indirgeyicisi
olmasindan kaynaklanmaktadir(33).Siiperoksit anyonu hiicre i¢inde oksitleyici olarak gorev
yapar. Alinan elektron metal iyonu, sitokrom c veya bir bagka radikale verilirse tekrar
oksijene oksitlenme gerceklesir. Siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi Sitokrom c’nin
indirgenmesini inhibe eden enzimdir. Bu sayede SOD aktivitesi ve fagositler tarafindan
iiretilen O, tayini yapilabilmektedir(31,34). Endotel kaynakli gevsetici faktor (EDRF) olarak
bilinen nitrik oksit(NO)'in, bir siiperoksitle birleserek olusturdugu reaksiyon peroksinitrit

(ONOO) ortaya ¢ikmasi nedeniyle fizyolojik bakimdan 6nemlidir.

0;” + NO'»> ONOO’

Peroksinitritlerin proteinlere zararli etkileri vardir. Bunun yaninda azot dioksit (NOy),
hidroksil radikali (OH) ve nitronyum iyonu (NO;) gibi toksik metabolitlere
dontisebilmektedirler(35,36).
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Stiperoksit ile perhidroksil radikalleri SOD enzimi tarafindan katalize edilen bir
reaksiyona girdiklerinde dismutasyon reaksiyonu olarak adlandirilan oksijen ve hidrojen
peroksit olusur. Bu reaksiyonda Siiperoksit ile perhidroksil radikallerinden biri okside olurken

digeri indirgenir.

HO + O, + H =2 H;0;, + 0,

Hiicrelerde siiperoksit birikimi SOD enziminin yiiksek kataliz giicii ile 6nlenmis olur.
Ancak stiperoksit yapiminin arttigi cesitli patolojik durumlarda siiperoksitlere bagh

tepkimeler goriilmeye baglanir(37).

2.3.1.2. Hidroksil Radikalleri (HO")

Hemenhemen biitliin biyomolekiillerle reaksiyona girebilen Hidroksil radikali (OH")
serbest radikaller i¢inde en kuvvetli oksidan 0Ozelligi olan radikaldir. Gegis metallerinin

varliginda Hidrojen peroksidin indirgenmesiyle hidroksil radikalleri olusur ve bu radikaller

¢ok kisa omiirliidiirler(31,35,38).

H O"H - H + OH

Hidrojen peroksit serbest radikal olmamasina ragmen, reaktif oksijen tiirleri i¢inde yer
alir. Siiperoksit ile reaksiyon sonucu kolayca yikilir ve en reaktif ve zarar verici serbest
oksijen radikali olan hidroksil radikalini olusturur. Bu nedenle de serbest radikal

biyokimyasinda dnemli bir rol oynar.

H;0, + 0,> .OH + OH + O,
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Katalizorlii veya katalizorsiiz olarak meydana gelebilen bu reaksiyona Haber-Weiss
reaksiyonu adi verilir(28,31,35). Hidroksil radikali deoksiriboniikleik asit’te mutasyonlara ve
onkojenik aktivitenin artmasina neden olmasindan dolay1 asir1 hasarlar olusturabilmektedir

(31,39,40).

2.3.1.3. Hidrojen Peroksit (H,0O,)

Hidrojen peroksit, oksijenin enzimatik olarak iki elektron almasisonucu ya da siiperoksitlerin
enzimatik veya nonenzimatik dismutasyon reaksiyonlari sonucunda olusabilir. Hidrojen

peroksidhiicre membranlarindan kolayca gecebilen, uzun émiirlii bir oksidandir (31,36).

20,7 + 2H™> H,0, + O,

Hidrojen peroksitin yapisinda paylagilmamig elektron bulunmadigindan radikal
0zelligi yoktur ve reaktif degildir. Hidrojen peroksidin oksitleyici olarak bilinmesinin sebebi
metal iyonlar1 varliginda hidroksil radikali olusumunda rol oynamasindan kaynaklanir. .
Hiicrelerde H,O,’in ortadan kaldirilmasinda katalaz ve peroksidaz gibi antioksidan enzimler

rol oynar (31)

2.3.1.4. Hipoklorik Asit (HOCI)

Hipoklorik asit de radikal olmamasina ragmen reaktif oksijen tiirevleri (ROS) i¢inde
sayllmaktadir. Aktive olan notrofiller, monositler makrofajlar ve eozinofiller gibi fagositik
hiicrelerin bakterileri 6ldiiriilmesinde 6nemli rol oynarlar. Bu hiicreler fagositik hiicrelerin
bakterileri 6ldiirmesinde biiyiik dnemi olan siiperoksit radikallerini (Oy) iiretirler. Ozellikle
nétrofiller miyeloperoksidaz(MPO) enzimleri sayesinde &nce O,’i olusturur vedaha sonra
dismutasyon yoluyla hidrojen peroksiti kloriir iyonuyla birlestirirler. Bu reaksiyonla

Hipoklorik Asit (HOCI)’1 meydana getirirler. HOCI gii¢lii bir antibakteriyel ajandir.
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H202 + HCI — HOCI + HzO

2.3.1.5. Singlet 0, (0,™)

Singlet oksijen (Ogm) de radikal olmayan reaktif oksijen molekiiliidiir. Singlet oksijen
serbest radikal reaksiyonlar1 sonucunda olusbilmesinin yaninda, serbest radikal
reaksiyonlarini da baglatabilir. Singlet oksijen kovalent tepkimelere girerek yada igerdigi
enerjiyi diger molekiillere transfer ederek reaksiyon olusturur. Bu reaksiyonlar genellikle
yapisinda ¢ift karbon bagi bulunan molekiillerle olur. Bunlardan molekiillerden bazilari;
fenoller,tokoferoller, DNA, billirubin, Kkarotenler, kolesterol, rediikte nikotinamid adenin
dintikleotid fosfat, triptofan, metionin, sistein ve histidindir. Singlet oksijenin doymamis yag
asitleri ile tepkimeye girmesi sonucu peroksi radikali(ROO’) meydana getirilir ve lipid

peroksidasyonu baslatabilir(36,40).
2.3.2. Reaktif Nitrojen Tiirleri (NO, NO,, NO ", NO")
2.3.3. Serbest Radikal Uretim Kaynaklar

2.3.3.1. Endojen Serbest Radikal Uretim Kaynaklar

1. Mitokondriyal elektron transport sistemi
2. Endoplazmik retikulum

3. Redoks dongiisii

4. Oksidan enzimlerin reaksiyonlari

5. Oto-oksidasyon

6. Fagositoz

7. Aragidonik asit metabolizmasi
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2.3.3.2. Ekzojen Serbest Radikal Uretim Kaynaklar

1.Cevresel etkenler : Hava kirliligi yapan fotokimyasal maddeler; aromatik karbonlar
sigara dumani, c¢oziiciiler, pestisitler, azot dioksit, siilfiir dioksit, ozon, titanyum aliminyum,
molibden, kursun, nikel, kobalt gibi metaller, antibiyotik ve anestezikler gibi ilaglar bu
gruptandir.

2.Radyasyon

3.Antineoplastik ilaglar (nitrofurantoin, bleomisin, doksorubisin)

4. Stres(36).

2.4. Serbest Radikallerin Viicuttaki Etkileri

Viicutta bir¢cok reaksiyon sonucundaortaya ¢ikan serbest radikallerin zararl etkilerinin
azaltilmasini saglayan savunma sistemleri mevcuttur. Serbest radikal olusum hiz1 ile ortadan
kaldirilma hiz1 arasindaki denge devam ettigi siirece organizma bu maddelerden
etkilenmemektedir. Serbest radikallerin olusum hizi sistemin savunma giiciinii asarsa denge

bozulmakta ve serbest radikallere bagli hasarlar meydana gelmektedir (41,42).

2.4.1. Serbest Radikallerin Lipidlere Etkileri

Doymamis yag asitlerinin serbest oksijen radikalleri ile oksidasyonuna lipid
peroksidasyonu denilir ve lipid peroksidasyonu ile ortaya c¢ikan membran hasar1 geri
dontissiiz bir hasardir. Lipid peroksidasyonunda, bir serbest oksijen radikalinin etkisiyle
membran yapisindaki doymamis yag asidi zincirinin metilen (CH,) grubundan bir hidrojen
atomu uzaklastirilir. Bunun sonucunda yag asidi zinciri bir lipid radikali haline doéner.

Olusan bu lipid radikali reaktif bir bilesiktir ve lipid radikali molekiilleri oksijenle etkileserek
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lipid peroksid radikallerini olustururlar. Lipid peroksid radikalleri de membran yapisindaki

diger poliansatiire yag asitlerini de etkileyerek yeni lipid radikallerinin olusumuna yol agarlar.

Bu arada lipid peroksid radikalleri de agiga ¢ikan hidrojen atomlarimi alarak lipid

hidroperoksidlerine doniisiirler(31,36,43,44).

Lipid peroksidasyonu toplayici reaksiyonlarla sonlanir veya otokatalitik yayilma
reaksiyonlartyla devam eder. Lipid peroksidasyonu, serbest radikal kaynaklarinin tiimiiyle
stimiile olabilir ve metallerin varli§i durumunda artar. Bu metaller redoks katalizatorii gibi
calisirlar ve siiperoksid ve hidrojen peroksidin daha giiglii oksidanlara doniistimiinii
katalizlerler (36,45). Lipid hidroperoksitlerinin yikimi, gecis metal iyon katalizini gerektirir.
Lipid hidroperoksidleri yikilarak biyolojik olarak aktif yapidaki aldehidleri olustururlar. Bu
bilesiklerde hiicre diizeyinde metabolize olur veya diffiize olarak hasarin yayilmasina sebep

olurlar (31,36).

U¢ veya daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu
malonildialdehid(MDA)meydana gelir. MDA diizeyi ise tiyobarbitiirik asidle oOlgiilebilir.
Genellikle lipid peroksit diizeylerinin oOlgiilmesinde bu yontem kullamlir. MDA
peroksidasyonunun spesifik yada kantitatif bir gostergesi degildirancak peroksidasyonunun

derecesiyle korelasyon gostermektedir(41,46).

Lipid peroksidasyonu bir zincir reaksiyonu seklinde direkt membran yapisim etkiler,
dolayl olarak ise reaktif aldehidler iiretmesi sayesinde hiicresel hasar yapar. Boylece doku

hasar1 ve bir¢ok hastaliga sebep olur(31).

Hidrofobik yapiya sahip olmalar1 sebebiyle lipid radikal reaksiyonlarinin ¢ogunlugu
membrana bagli molekiillerde meydana gelmektedir. Bu yiizden membran permeabilitesi ve
mikroviskozitesi onemli derecede etkilenmektedir. MDA, membran komponentlerinde ¢apraz
baglanma ve polimerizasyona sebep olarak enzim aktivitesi, iyon taginmasi ve hiicre yiizey
bilesenlerinin agregasyonu gibi bazi membran 6zelliklerini degistirmektedir. Yine diffiizyon
ozelligi sayesinde DNA’nin nitrojen bazlariyla reaksiyona girebilmektedir. Tiim bu 6zellikleri

sayesinde MDA, genotoksik, mutajenik ve karsinojenik bir bilesiktir(47).
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2.4.2. Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri

Serbest radikaller proteinleriicerdikleri aminoasit oranlarina gore farkli sekillerde
etkilerler.Serbest radikallerle aminoasit molekiillerinin stilfidril veya amino gruplarinin
etkilesmesi nedeniyle proteinlerde meydana gelen bu etkiler;

1. Aminoasit modifikasyonu,

2. Protein fragmantasyonu

3. Protein agregasyonu veya ¢apraz baglar

Fenilalanin, tirozin, triptofan, gibi aromatik aminoasitler doymamis yapilar igermesi
nedeniyle serbest radikallerden daha kolay etkilenirler. Sistein ve sistin gibi siilflir iceren
aminoasitler de serbest radikallerden ¢ok kolay etkilenirler. Proteinlerde meydana gelen bu
yapisal degisiklikler proteinlerin proteolize hassas hale gelmesine neden olur. Ayrica bu
degisiklikler nedeniyle enzim, norotransmitter ve reseptor fonksiyonlarinda da bozukluklar

meydana gelmektedir(36,43).

Immunglobulin G ve albumin gibi yapisinda fazla sayida disiilfit bagi bulunduran
proteinler de serbest radikallerle etkilesime girerek normal fonksiyonlarini
kaybederler.Proteinler, protoporfirin IX ve ozon gibi okside edici ajanlarla etkileserek
dimerik bilesiklere veya daha biiyiik agregatlara doniisebilmektedir. Prolin ve lizin gibi
aminoasitler de serbest radikallerle etkileserek nonenzimatik  hidroksilasyona

ugrayabilirler(31,36).

2.4.3. Serbest Radikallerin Karbonhidratlara EtKileri

Oksidasyon sonrasinda monosakkaritlerden peroksit, hidrojen peroksit, ve
okzoaldehitler meydana gelebilmekte ve bunlar da diabetin patogenezinde rol
oynayabilmektedir. Yine, koroner arter hastaligi, hipertansiyon, diabet komplikasyonlari,
psoriazis ve Behget hastalig1 gibi ¢esitli deri, kas ve goz hastaliklarinda serbest oksijen
radikallerinin arttigt ve ayni zamanda antioksidan savunma sistemlerinin dezayifladig

gosterilmistir. Serbest radikallerin karbonhidratlar {izerindeki etkisine bir 6rnekte goziin vitroz
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sivisinda  bol miktarda bulunan hyaliironik asitin oksidatif hasar1 sonrasinda katarakt

olusumudur(36,48).

2.4.4. Serbest Radikallerin DNA’ya Etkileri

Iyonize edici radyasyon sonrasinda meydana gelen serbest oksijen radikalleri DNA’y1
etkileyerek mutasyonlara sebep olmaktadir. Niikleik asitlerdekibaz modifikasyonlarina bagl
kromozom degisiklikleri veya DNA’daki diger degisiklikler hiicrelerde sitotoksik etki
yapmaktadir.Ornegin hidroksil radikalleri, deoksiriboz ve bazlarla rahatlikla reaksiyona
girerek hiicresel hasara neden olmaktadir.. Aktive nétrofiller tarafindan olusturulan hidrojen
peroksid de membranlar1 kolaylikla geg¢ip hiicre ¢ekirdegine ulagsmakta ve DNA hasarina
neden olmaktadir. Buna bagli olarakda hiicrede fonksiyon bozuklugu ve hiicre 6limii
meydana gelmektedir. Bu kolay etkilesimler nedeniyle serbest oksijen radikalleri agisindan

DNA, onemli ve kolay bir hedeftir (31,35,36).

2.5. Antioksidan Savunma Sistemleri

Serbest oksijen radikallerinin hiicre ve organlarda yapmis oldugu etkilerin ortadan
kaldirilmasi veya azaltilmasi igin viicutta bir¢cok savunma mekanizmasi bulunmaktadir. Bu
savunma mekanizmalar1 “antioksidan savunma sistemleri’’ veya ‘“‘antioksidanlar” olarak
adlandirilir. Antioksidanlar, olusan serbest oksijen radikallerini toplayarak ve/veya
peroksidasyon zincir reaksiyonlarini engelleyerek peroksidasyon reaksiyonlarini durdurur ve
oksidatif hasar1 en aza indirirler(36). Antioksidanlar endojen ve ekzojen kaynakli olmak iizere

iki grubta toplanr.

2.5.1 Endojen antioksidanlar
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Endojen kaynakli antioksidanlar da enzimatik antioksidanlar ve enzimatik olmayan

antioksidanlar olmak tizere iki grubta toplanirlar.

2.5.1.1 Enzimatik Antioksidanlar

1. Siiperoksit Dismutaz

Stiperoksit dismutaz (SOD), oksijen kullanan tiim organizmalarda yaygin olarak
bulunan metalloproteinlerdendir. ilk olarak Mc Cord ve Fridovich tarafindan 1968 yilinda
tanimlanmistir. Bu enzim sayesinde siiperoksit, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene

dontstiiriiliir (36,39).

SOD

20, + 2H> H,0, + O,

Spontan olarak da meydana gelebilen bu reaksiyonunhizi, SOD ile katalizlendiginde
4000 kat artar. Bir grup metalloenzim olan SOD’mn iki tipi vardir. Bunlar stoplazmada
bulunan SOD-1 (Cu-ZnSOD) ve mitokondride bulunan SOD-2 (MnSOD) dir .SOD’1n
aktivitesi oksijen kullanim1  yliksek olan dokularda fazladir.Normal sartlarda
hiicrelerdesiiperoksit anyon tretiminin arttigi durumlarda SOD enzimi sayesinde hiicre igi
stiperoksit radikal seviyesi diisiik tutulur. Béylece enzim oksijeni metabolize eden hiicreleri
stiperoksit serbest radikalinin zararhi etkilerinden korumus olur. Lipid peroksidasyonu da

bdylece inhibe olur. SOD enziminin hiicre disinda aktivitesi ¢ok diisiik seviyelerdedir (49).

Stiperoksit dismutaz ayn1 zamanda fagositoza ugrayan bakterilerin hiicre i¢inde
oldiiriilmesinde de rol oynar. SOD graniilosit fonksiyonlar1 agisindan 6nemli bir enzimdir.
SOD enzimi DNA’y1 radyasyonun iyonizan etkilerine karsi koruyucu 6zellik gostermektedir
(39,50).

2. Katalaz
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Katalaz (CAT), (H,O, Oxidoreductase)hemen hemen biitlin memeli hiicrelerinde
bulunur. CAT, aktif merkezinde 4 hem grubu igeren tetramerik yapida bir hemoproteindir.
CAT hidrojen peroksidi oksijen ve suya parcalar. CAT ayn1 zamanda bir molekiil hidrojen
peroksidi elektron verici substrat olarak digerini de oksidan veya elektron alicis1 olarak

kullanabilmektedir(51).

CAT

2H202 9 2H20 + 02

Katalazin indirgeyici aktivitesi, hidrojen peroksit, metil ve etil hidroperoksidler gibi
kiictik molekiillere karst goriiliirken biiyiik molekdillii lipid hidroperoksidlerde ise indirgeyici

aktivite gdstermez(36).

3. Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), hidrojen peroksit ve organik peroksitlerin
rediiksiyonunu saglayarak membran lipidlerini ve hemoglobini oksidatif hasardan korur.
GSH-Px enzimi ilk kez Mills tarafindan 1957°de gosterilmistir. Selenyuma(Se) bagimli ve
selenyumdan bagimsiz olmak tizere iki farkli yapida GSH-Px vardir. Selenyuma bagimli olan
GSH-Px, H,O, ve organik hidroperoksitlerin glutatyon tarafindan indirgenmesini katalize

eder. Tetramerik dort Se atomu iceren sitozolik bir enzimdir (43,52).

GSH-Px

H,0, + 2GSH > GSSG + 2H;

Glutatyon(GSH)hidrojen peroksit ve organik peroksitlerin indirgenmesi sirasinda
oksitlenirken, baglica pentoz fosfat yolundan saglanan NADPH ve GSH-Px enzimi sayesinde

indirgenir ve reaksiyonlarin devamliligi saglanmis olur.
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GSH-Px, fagositik hiicreler i¢in 6nemli fonksiyonlara sahiptir. GSH-Px eritrositlerde
oksidatif strese karsi en etkili antioksidandir. GSH-Px aktivitesindeki azalma sonucunda,

hidrojen peroksid artar ve siddetli hiicre hasar1 meydana gelir(53) .

4. Glutatyon-S-Transferaz

5. Mitokondrial Sitokrom Oksidaz

2.5.1.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

1. A Vitamini (f—Karoten)
2.C Vitamini (Askorbik Asit)
3. E Vitamini (a -Tokoferol)
4. Polifenoller/Flavanoidler
5. Transferin ve Laktoferrin
6. Seruloplazmin

7. Albumin

8. Glutatyon (GSH)

9. Bilirubin

10. Melatonin

11. Urik Asit

12. Yiiksek Dansiteli Lipoprotein (HDL)
13. Ferritin

14. Mannitol

15. Ubikinon (Koenzim Q)
16. Allopurinol/Oksipurinol
17. Sistein/Asetilsistein

18. Haptoglobin

19. Adenozin

20. Hemopeksin

21. Sitokinler

22. Histidin
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23. Selenyum

2.5.2. Eksojen antioksidanlar

Allopiirinol, folik asit, C vitamini, troloks- C, asetilsistein, mannitol, adenozin ekzojen

antioksidan grubundandir(36,54).

2.5.3. Antioksidan etki mekanizmalari

1.Toplayici/Siipiiriicii (scavenging) etki: Serbest oksijen radikalleri ile etkilesime
girerek onlar1 tutma veya ¢ok daha zayif bir molekiil haline ¢evirme islemine toplayici etki

denilir. Antioksidan enzimler bu tipte etki gosterirler.

2.Bastiric1/Sondiiriicii (quenching) etki: Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara
bir hidrojen aktararak aktivitelerini azaltan ve inaktif sekle doniistiiren reaksiyona bastirict

etki denir. A vitamini ve flavinoidler bu sekilde bir etki yaparlar.

3.Zincir kirict (Chain breaking) etki: Serbest oksijen radikallerini kendilerine
baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarimi engellerler. Bu etkiye zincir kirict etki denir.

Hemoglobin, seruloplazmin, E vitamini ve mineraller zincir kirici1 6zellik gosterirler.

4. Onarici (repair) etki:Hasar gérmiis olan oksidatif biyomolekiilleri onarirlar(36).

2.6. Total Antioksidan Status/Seviye (TAS)

Normal sartlarda organizma, endojen ve/veya eksojen nedenlerle meydana gelen
serbest radikaller ve bu radikallere baglin olarak gelisen oksidatif stres ile miicadele eden
kompleks bir antioksidan savunma sistemine sahiptir. Viicudun olusan oksidan durumlara
kars1 antioksidan savunma sistemlerinin ¢alisarak serbest radikallerin temizlenmesinde kan
¢ok Onemlidir. Antioksidanlar kan ile viicudun tamamina tasinir ve dagitilir(55). Total
antioksidan kapasitenin biiylik bir kismi plazmada bulunan antioksidan molekiillerle

olusturulur.Serbest demiri toplayan transferrin ve seruloplazmin gibi antioksidanlarin yaninda
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yaninda serbest radikalleri kapan zincir kirici antioksidanlar daplazmada bulunmaktadir.
Albiimin, {irik asit ve askorbik asit gibi antioksidanlar ise plazmadaki total antioksidan
seviyenin % 85’inden fazlasini meydana getirir. Cilinkii bu antioksidanlar bilirubin, a-
tokoferol, flavinoidler, indirgenmis glutatyon ve p-karoten gibi antioksidanlara oranla
plazmada daha yiiksek seviyelerde bulunur.Antioksidanlar plazmada kendi aralarinda da
etkilesim i¢indedirler. Bu etkilesimler sayesinde antioksidanlar tek baslarina yaptiklar1 etkinin
toplamindan daha fazla antioksidan etki gdsterebilmektedir.Glutatyonun askorbati, askorbatin
da a-tokoferolii yeniden aktiflestirmesi bu sinerjistik etkiye drnek olarak gosterilebilir.Bundan
dolayidir ki total antioksidan durumun belirlenmesi antioksidanlarin ayri ayr1 dlgiilerek

belirlenmesinden ¢ok daha degerlidir(56,57).

2.7. Total Oksidatif Stres (TOS)

Viicudumuzda mecut oksidan ve antioksidan dengenin oksidanlar lehine bozulmasi
sonucu meydana gelen patolojik durumOksidatif stres olarak adlandirilir. Oksidatif stresin
toplam degeriTotal Oksidatif Stres(TOS) olarak ifade edilir. Bu durum, asir1 miktarda reaktif
oksijenradikali ve/veya nitrojen radikallerinin olusumu veya antioksidan tampon sisteminin
yesizligi sonucu ortaya c¢ikar. Reaktif oksijen ve nitrojen radikallerinin seviyelerindeki artig
ise hiicreleretoksik etki yapar ve hiicrenin lipit, protein ve DNA benzeri molekiillerine zarar

verir. Bu gibi durumlarda damar endoteli daha az oranda etkilenir.

2.8. Oksidatif Stres indeksi (OSI)
Total oksidanlarin seviyelerinin, total antioksidanlarin seviyelerine boliinmesiyle elde

edilen oransal bir indekstir veOSI  degerinin yiiksek olmasi oksidatif stresin arttig1

durumlarda ortaya ¢ikar(58,59).
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( TOS, pmol H,0, Equiv. / L.)
OSi =

(TAS, pmol trolox Equiv. / L.)x10

2.9. Thymoquinone

Nigella sativa Gilineybati Asya'da Ranunculacea ailesine ait dogal yillik otsu bir
bitkidir. Ozellikle Dogu Akdeniz iilkelerinde tohumlar1 i¢in yetistirilir. Nigella sativa yaklasik
20-30 cm uzunlugunda giir bir sekilde kendi kendine dogrusal olarak dallanan bir bitkidir.
Cigekleri narin ve genellikle beyaz veya soluk koyu mavi 5-10 yapraklidir. Meyvesi her biri
cok sayida tohum igeren 3-7 birlesik folikiilden olusan biiyiik ve sisirilmis bir kapsiil
seklindedir.

Nigella sativa tohumlar1 yag ve protein agisindan iyi bir kaynaktir. Tohumlarin analizi
sonucunda % 20.85 protein,% 38.20 yag,% 4.64 su, % 7.94 lif ve % 31.94 karbonhidrat
icerdigi gosterilmistir. (60). Kursun, kadmiyum ve arsenik izine rastlanilmamistir.
Potasyum,fosfor,sodium ve demir baskin elementler olarak bulunurken
cinko,kalsiyum,magnezyum,manganez ve bakir daha diisiik oranlarda tesbit edilmistir. (60).

Tohumlar potansiyel olarak yag asitlerinin yaklasik %84°li oraninda linoleic ve oleic
asitten zengin doymamis yag asitleri icerirken total protein iceriginin yaklasik %30’unu
olusturan esansiyel aminoasitleri icermesi nedeniyle 6nemli bir besin kaynagidir(60,61).
Tohumlarin yag igerikleri aynm1 zamanda onemli miktarda steroller de igerir. B-Sitosterol total
sterol miktarinin % 69 unu igeren baskin sterol iken kampesterol ve stigmasterol sirasiyla
toplam steroliin % 12 ve % 19 unu teskil eder(61). Tohum yagininpolifenoller (1,744 ng / g)
ve tokoferoller(toplam o-,3- ve y-izomerlerinin 340 pg / g’1) agisindan zengin oldugu
bulunmustur(61).  Nigella  sativa  tohumlart  %36-38 oraninda  sabit(fixed)
yaglar,proteinler,alkaloidler, saponinler ve %0.4-%2.5 oraninda esansiyel yag igerir(3). Sabit
yaglar agirlikli olarak linoleik asit (C18: 2), oleik asit (C18: 1) ve palmitik asit (C16: 0) olarak
adlandirilan yag asitlerinden olusur(60,62,63).

Bir¢ok bileseni ugucu esansiyel yag ile karakterizedir. Bunlardan da 6nemli olanlar

thymoquinone (% 27.8 -57.0), p-simen (% 7.1 -15.5), thymol (% 5.8 -11.6), t-anetol (% 0.25-
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2.3) , 4-terpinol (%2.0 -6.6) ve longifoline (% 1.0 -8.0)dir(3,64).Thymoquinone Nigella
sativadan ¢ikarilan ugucu yagin ana aktif bilesenidir(3,4,5).

Nigella sativa tohum yaglari ve ekstrelerinde farmakolojik olarak aktif olan
thymoquinone, dithymoquinone, thymohydroquinone ve thymol o6l¢iimlerinde iyi kalite
kontrol yontemleri kullanilmistir(65).Diger aktif bilesenler ise indazol ¢ekirdek igeren
nigellidine(66) ve bronsial astma tedavisinde kullanilan,ucucu yag fraksiyonundan izole

edilen nigellonedir (67).Ayn1 zamanda Nigella sativada ii¢ flavinoid ve triterpen saponin

tesbit edilmistir(68,69).

Geleneksel kullamim:

Tohumlar dogal aromatik yapilar1 nedeniyle Italya,Almanya,Giiney Fransa ve Asya’da
yemeklerde baharat olarak kullanilmaktadir. Halk hekimliginde ise Misir halki tarafindan
ditiretik, gaz giderici olarak, astma,solunum sikintist ve Oksiiriik tedavisinde

kullanilmistir(67).

Thymoquinone, Nigella Sativanin farmakolojik olarak bilinen en aktif
igerigidir(3,4,5).

O CHj
CHq

H4C
0

Sekil 4. Thymoquinone’nin kimyasal yapis1
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Esanlamhisi:  2-Isopropyl-5-methyl-1,4-benzoquinone
Kimyasal Formiili: C;0H;,0,

Molekiiler agirhgi:164.2 g/mol

2.10. Prolidaz

Prolidaz besinlerle alinan proteinlerden ve viicuttaki depo kollajeninden imino
asitlerin geri kazanilmasinda Onemli rol oynayan bir enzimdir. C-ucunda prolin veya
hidroksiprolinin imino azotunu igeren peptid bagi bulunduran bilesikler Prolidaz tarafindan
hizli bir sekilde hidrolize ugrarlar. Prolidazin bu reaksiyonu katalizleyen tek enzim olmasi
nedeniyle spesifitesi yiiksektir. Prolidaz eksikligi prolinin normal dongiisiindeolmayan biiyiik
miktarda prolin ve hidroksiprolin iire ile disar1 atilmasi gibi bozulmalara sebep olur. Prolidaz
enzim aktivitesi eritrosit, l16kosit ve fibroblastlarda ¢ok diisiiktiir. Bu nedenle prolidaz enzim
aktivitesini 6lgmek etkilenen kisilerde miimkiin olmamaktadir. Prolidaz iminopeptidler gibi
aminoasitleri baglar ve sonucta eksikligi ortaya cikmaktadir. Bu durumlarda goriilen
iminopeptidiiri  hiperparatiroidizm, ragitizm ve paget hastalii gibi durumlarda da
tanimlanmigstir (70).

Prolidaz eksikligi kollajen yapim yikiminin oldugu cilt ve diger kollajen dokularda
anormalliklere sebep olur.Etkilenen boliimlerden idrara asir1 miktarda iminopeptid kagisi
olur.Bu durum prolidaz i¢in bupeptidlerin substrat olarak gérev yapmalarin1 engeller. Nadir

olarak goriilen genetik prolidaz eksikligi otozomal resesif gecislidir (71).
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3.GEREC ve YONTEM

Calismamiz Yerel Etik Kurulu onayr (Hr.U. Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik
Kurulu’nun 18.02.2010 tarih ve B.30.HRUn.0.05.07.00/270-40 sayili onay karar1) alindiktan
sonra, Cevre ve Orman Bakanlig1 tarafindan Resmi Gazete’nin 6 Temmuz 2006 tarih ve 2622
sayil1 niishasinda yayimlanan Hayvan Deneyleri Etik kurullarinin Caligma Usul ve Esaslarina
dair Yonetmelik ile Harran Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Y®onergesine

uygun olarak gerceklestirildi.
3.1 Calisma gruplarinin olusturulmasi

Ratlar ¢alisma oncesinde oda sicakliginda ve 12 saat 151k 12 saat karanlik ortamda
tutuldu. Caligmamizda agirliklar1 180-240 gr arasinda olan 30 adet Wistar-albino rat
kullanildi. Tiim ratlar standart kosullar altinda sebeke suyu ve standart rat yemi ile beslendi.
Girisimden 8 saat Once tim ratlarin beslenmesi kesildi. Ratlar, opere sham grubu,
Iskemi/Reperfiizyon grubu (kotrol grubu), ve iskemi/Reperfiizyon (I/R)+Thymoquinone (TQ)
Grubu (TQ grubu) olarak esit 3 gruba ayrildi.

Ratlarin anestezisinde Ketamin ve Xylazine kombine kullanildi. Ketamin 87 mg/Kg
intraperitoneal olarak (Ketalar; Parke Davis, Eczacibasi, Istanbul, Turkiye) ve Xylazine 13
mg/kg (Rompun; Bayer AG, Leverkusen Germany) dozlarinda yapildi. Ratlara uygun
pozisyon verildi.(Resim-1)Ratlarin karin bdlgesi dezenfekte edildikten sonra orta hat
insizyonla laparatomi yapildi. Sham grubuna laparatomi disinda islem yapilmadi. Diger 2
grupta hepatoduodenal ligament ortaya konularak hepatik arter, v. porta ve koledok
mikrovaskiiler Bulldog klemp ile kapatildi.(Resim-3,4,5) Altmis dakika iskemi yapildiktan
sonra klempler agilarak 60 dakika reperfiizyon saglandi.(Resim-6) Kontrol grubuna herhangi
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bagka bir islem yapilmadi. TQ tedavi grubuna iskemiden hemen once ve reperfiizyondan

hemen sonra 5 mg/kg intraperitoneal olarak TQ verildi.

Resim 1. Ratlara uygun pozisyon verilmesi ve tesbiti
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Resim 2. Hepatikoduodenal ligamentin ortaya konulmasi
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Resim 3.Hepatikoduodenal ligamentin ortaya konulmast
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Resim 5. Hepatikoduodenal ligamentin klemplenmesi
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Resim 6. Hepatik iskemi olusturulmasi

Islem siiresince ek doz anesteziye ihtiyac duyulmadi. Islemin sonunda tiim ratlardan
karaciger dokusu ve kan 6rneklemesi yapildi.

Karaciger dokulart 9%10’luk formaldehit soliisyonu igerisine konarak patoloji
laboratuarina gonderildi. Hazirlanan parafin kesitlerden 4 mikron kalinliginda kesitler elde
edildi. Bu kesitler deparafinizasyon isleminden sonra histopatolojik inceleme igin
Hematoksilen-Eozin (HE) boyasi ile boyandi.

Ratlardan alinan kan 6rnekleri sanrifiij edilerek ve elde edilen serumlar calisilmak
tizere Biyokimya laboratuarinda -80 °C derin dondurucuda saklandi. Ayni ratlardan elde

edilen doku 6rnekleri de -80 °C derin dondurucuda saklandi.

3.2 Dokularin homojenizasyonu

Doku orneklerinin analizinden Once, biitiin doku 6rnekleri tartildi ve bos c¢alisma
tiiplerine yerlestirildi. Daha sonra bos tliplerde bulunan doku 6rnekleri iizerine her bir gram

doku i¢in, diliisyon 1:10 olacak sekilde 140 mM KCI solusyonu eklendi. Daha sonra biitiin
dokular mekanik karistiricida homojenize edildi. Homojenat 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij

31



edildi. Santrifilij sonrasi siipernatan’in Toplam oksidatif seviyesi (TOS), Toplam Antioksidan
Seviyesi (TAS) ve Oksidatif Stres indeksi (OSI), Prolidaz enzim aktivitesi ve diger klinik

testlerin 6l¢iimii yapildi. Sonuglar gram protein cinsinden verildi (72).

3.3 Total Antioksidan Seviye (TAS)

Orneklerin total antioksidan seviye (TAS) diizeyi, Rel Assay marka ticari kitler
kullanilarak o6l¢iilmiistiir. Olgiim ydntemi &rnekteki tiim antioksidan molekiillerin renkli
ABTS* katyonik radikalini rediiklemesi sonucu renkli radikalin antioksidan molekiillerin
toplam konsantrasyonlariyla orantili olarak dekolorize olmasi esasina dayanir. Kalibrator
olarak E vitamininin suda ¢6ziiniir bir analogu olan Trolox kullanilir. Sonug¢lar mmol Trolox
Equivalent/L olarak ifade edilir(73). Dokulardaki TAS sonuglar1 Trolox Equivalent/gram

protein olarak ifade edildi.

3.4 Total Oksidan Seviye (TOS)

Orneklerin toplam oksidan status (TOS) diizeyi, Rel Assay marka ticari kitler
kullanilarak 6Slciilmiistiir. Ol¢iim testin ¢alisma prensibinde ifade edildigi iizere 6rneklerin
icerdigi oksidan molekiillerin ferroz iyonu ferrik iyona kiimiilatif olarak oksitlemesine
dayanan, kolorimetrik yontem kullanilir. Sonuglar pmol H,O, Equivalent/L olarak ifade edilir

(74). Dokulardaki TOS sonuglar1 pmol H,O, Equivalent/gram protein olarak ifade edildi.

3.5 Oksidatif Stres Indeksi (OSI)

Orneklerin Oksidatif Stres Iindeksi (OSI) hesaplanirken TAS degerleri 10 ile garpilarak
TOS ile birimler esitlenir. Orneklerin i¢erdigi Toplam Oksidan Seviye (TOS) diizeylerinin,
orneklerin icerdigi Toplam Antioksidan Seviye (TAS) oram Oksidatif Stres indeksi (OSI)
olarak belirtildi (75).Sonuglar Arbutrary Units (AU) olarak ifade edildi.
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( TOS, pmol H,O, Equiv. / L.)
oSi =
(TAS, pmol trolox Equiv. / L.)x10

3.6 Prolidaz Enzim Aktivitesi Ol¢iimii

Plazma/Serum Prolidaz enzim aktivitesi 6l¢limii Modifiye Chinard metodu ile manuel
olarak olciildii. Yontemin prensibi glisil-prolin subsratinin prolidaz enzimi araciligi ile olusan
prolinin asidik ortamda 1s1 etkisiyle ninhidrin ile renkli bir bilesik olusturma ilkesine dayanir.
Rengin siddeti prolin konsantrasyonuna baghidir ve olusan prolinin absorbansi 515 nm’de

Olciilerek enzim aktivitesi U/L olarak tanimlanmstir (76).

3.7 Katalaz aktivite olciimii

H,0, ile inkiibe edilen ve amonyum molibdat eklenerek enzim reaksiyonlari
durdurulan serum CAT aktivitesi Goth tarafindan tariflenen kolorimetrik bir yontemle(77)
tesbit edildi.Serum CAT aktivitesi kU / L olarak ifade edildi

3.8 Myeloperoksidaz (MPO)’1n belirlenmesi

WBC iginde bulunan, lizozomal oksidatif bir enzim olan doku MPO aktivite 6l¢iimii
Wei ve Frenkel (78)tarafindan tariflenen metodla yapildi ve veriler U/g protein olarak

belirlendi.

3.9 Aspartat Aminotransferaz (AST)

33



Orneklerin igerdigi AST diizeyi Roche marka COBAS INTEGRA 800
otoanalizoriinde Roche marka AST kitleri kullanilarak Ol¢lilmiistiir. Testin prensibi
transaminasyon reaksiyonunda gerg¢eklesen NADH yiikseltgenmesinin hizi katalitik AST
aktivitesiyle dogru orantilidir. Absorbanstaki azalma 340 nm’de Olgiilerek tayin edilir.

Sonuglar U/L olarak ifade edildi.

3.10 Alanin Aminotransferaz (ALT)

Orneklerin igerdigi AST diizeyi Roche marka COBAS INTEGRA 800
otoanalizoriinde Roche marka ALT kitleri kullamilarak Olgiilmiistiir. Testin prensibi
transaminasyon reaksiyonunda gergeklesen NADH yiikseltgenmesinin hiz1 katalitik ALT
aktivitesiyle dogru orantilidir. Absorbanstaki azalma 340 nm’de Olgiilerek tayin edilir.

Sonuglar U/L olarak ifade edildi.

3.11 Laktat Dehidrogenaz (LDH)

Orneklerin  igerdigi LDH diizeyi Roche marka COBAS INTEGRA 800
otoanalizdriinde Roche marka LDH kitleri kullanilarak ol¢iilmiistiir. LDH, L-laktatin piriivata
doniisiimiinii katalize eder. Islem sirasinda NAD 'NADH’ye indirgenir. NADH olusumunun
baslangic hiz1 katalitik LDH aktivitesiyle dogru orantilidir. Absorbanstaki artis 340 nm’de
Olciilerek tayin edilir. Sonuglar U/L olarak ifade edildi

Doku ornekleri fosfat tamponu ile homojenize edildi, kan Ornekleri ise ¢oziilerek
homojen hale gelmesi saglandi. Doku ve Serum numuneleri biyokimya laboratuarinda
Prolidaz enzim Aktivitesi diizeyi, Miyeloperoksidaz enzim aktivite diizeyi, Katalaz enzim
Aktivite diizeyi manuel olarak, Total antioksidan kapasite (TAS) ve Total oksidatif seviye
(TOS) parametreleri ise Abbot Aeroset marka oto analizér cihazinda Erel tarafindan

gelistirilen Rel Assay ticari kitleri ile ¢alisildi. Doku 6rneklerinde ayrica lowry metodu ile

34



mikroprotein diizeyleri 6lciildii. Doku 6rneklerinde sonuglar gr protein cinsinden verildi.
Kontrol ve calisma grubunun serum ve doku verileri Statistical Package for the Social
Sciences(SPSS)’de karsilastirilarak degerlendirildi.

Alman doku 6rnekleri Patoloji boliimiimiizde histopatolojik olarak incelendi.

3.12 istatistiksel Analiz

Istatistik analizi Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) for Windows,
version 15.0 (SPSS Inc. Chicago, IL. USA) programi kullanilarak yapildi. Veriler ortalama +
standard sapma olarak sunuldu. Verilerin dagiliminin degerlendirilmesinde Kolmogorov-
Smirnov testi kullanildi. Her ii¢ grupta da parametreler normal dagildigi i¢in gruplarin
karsilagtirilmasinda “Independent Samples t-test” kullanildi. P<0.05 istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.

4.BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Bulgular:

Kan ve doku ornekleri biyokimyasal olarak c¢alisildi. Sonuglar istatistiksel olarak
degerlendirildi. Oncelikle iskemi reperfiizyon hasari olusup olusmadigm degerlendirmek
tizere sham ve kontrol grubu karsilastirildi. Sonrasinda TQ tedavi grubu ile kontrol grubu

karsilastirildi.
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Plazma orneklerinde AST, ALT ve LDH seviyeleri kontrol grubunda sham grubuna
oranla istatistiksel olarak anlamli artig bulundu. (Sirasiyla P <0.01, P <0.01 ve P <0.01).
Plazma TOS, MPO ve Prolidaz degerlerinde kontrol grubunda sham grubuna oranla

istatistiksel olarak anlamli derecede artis tesbit edildi. (sirasiyla P < 0.01, P<0.01, P<0.01)

Plazma OSI degerlerin kontrol grubunda sham grubuna oranla artmisti ancak
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. (P>0.05).Plazma Katalaz (CAT) degerlerinde Kontrol
grubunda Sham grubuna oranla anlamli bir diisiis tesbit edilmistir (P < 0.01). Plazma TAS
degerleri kontrol grubunda sham grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik

tesbit edilmistir (P < 0.05). Bu sonuglar (Tablo 1. ) de 6zetlenmistir.

Doku 6rneklerindeki AST, ALT ve LDH seviyelerikontrol grubunda sham grubuna
oranla anlamli derecede artmig olarak bulunmustur (Sirasiyla P<0.01, P <0.01 ve P<0.01).
Doku orneklerinde TOS, MPO ve Prolidaz degerlerinde kontrol grubunda sham grubuna
oranla istatistiksel olarak anlaml1 derecede artis tesbit edildi. (sirastyla P < 0.01, P <0.01,

P <0.01).

Doku orneklerinde TAS degerlerinde kontrol grubunda sham grubuna oranla
istatistiksel olarak anlamli artis gorildi.(P < 0.01). Doku orneklerinde Katalaz
degerlerindekontrol grubunda sham grubuna oranla anlamli bir diisiis tesbit edilmistir (P <

0.01).Bu sonuglar (Tablo 2.) de 6zetlenmistir.

Grup istatistikleri (PLAZMASHAM/KONTROL )

PARAMETRE GRUP N Ortalama | Standart Standart
Sapma Hata
Plazma CAT SHAM 10 |8,1140 2,88447 91215
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KONTROL |10 [3,5310 2,40782 76142
Plazma MPO SHAM 10 22,1570 | 11,97916 3,78814
KONTROL |10 [93,2280 | 75,22273 23,78752
Plazma TAS SHAM 10 [,7090 ,30432 ,09623
KONTROL |10 | 1,1200 47164 14915
Plazma TOS SHAM 10 |18,1220 | 6,07359 1,92064
KONTROL |10 [29,5250 |[7,37371 2,33177
Plazma AST SHAM 10 [259,2000 |492,02389 | 155,59162
KONTROL |10 |1290,7000 |805,73418 | 254,79552
Plazma ALT SHAM 10 [53,6000 | 13335017 | 42,16902
KONTROL |10 |273,4000 |176,82081 |55,91565
Plazma LDH SHAM 10 [979,4000 |2463,6326 | 779,06906
KONTROL |10 [4907,8200 |2900,1029 | 917,09308
Plazma SHAM 10 |703,5850 | 8,40775 2,65877
PROLIDAZ KONTROL |10 |719,3580 | 11,09750 3,50934
Plazma OSI SHAM 10 |2,8380 1,36394 43132
KONTROL |10 [2,9270 77612 24543

Tablo 1.Sham ve kontrol gruplarinda plazma parametrelerin ortalama,Standart
sapma ve standart hata degerleri.

Grup Istatistikleri DOKUSHAM/KONTROL )

PARAMETRE GRUP N Ortalama | StandartD | StandartH
eviasyon ata
CAT SHAM 10 | 8,8090 2,15276 ,68076
KONTROL |10 | E2,4100 , 52132 ,16486
MPO SHAM 10 | 19,1550 5,10510 1,61437
KONTROL |10 | 61,5220 10,27041 3,24779
TAS SHAM 10 |,6110 ,11921 ,03770
KONTROL |10 | 1,0820 ,29491 ,09326
TOS SHAM 10 | 18,0450 6,04307 1,91099
KONTROL | 10 | 27,0540 6,90629 2,18396
AST SHAM 10 | 103,1000 29,63650 9,37188
KONTROL | 10 | 1740,8000 | 445,69192 | 140,94016
ALT SHAM 10 | 11,6000 3,40588 1,07703
KONTROL | 10 | 395,6000 38,98775 12,32901
LDH SHAM 10 | 196,7200 47,48723 15,01678
KONTROL |10 |7010,1100 | 866,02281 |273,86046
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PROLIDAZ SHAM 10 | 704,0360 9,00989 2,84918
KONTROL |10 | 720,6820 9,62631 3,04411

OSI SHAM 10 | 3,0750 1,28408 40606
KONTROL | 10 | 2,7450 ,87541 ,27683

Tablo 2.Sham ve kontrol gruplarinda doku parametrelerin ortalama,Standart
sapma ve standart hata degerleri.

Plazma ALT, AST ve LDH seviyeleri TQ grubunda kontrol grubuna oranla anlamli
derecede diisiik bulundu.(Sirasiyla P<0.05, P>0.05, P<0.01).(Grafik 1-2)
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Grafik-1:Plazma ALT ve AST seviyelerinin kontrol ve TQ gruplarinda karsilastirilmasi
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Grafik-2:Plazma LDH seviyelerinin kontrol ve TQ gruplarinda karsilastirilmasi
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Plazma TAS degerlerinde Thymoquinone tedavi grubunda kontrol grubuna oranla

istatistiksel olarak anlamli derecede artis tesbit edildi (P <0.01).(Grafik-3)
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Grafik-3:Plazma TAS degerlerinin kontrol ve TQ gruplarinda karsilagtirilmasi

Plazma TOS ve OSI degerlerinde Thymoquinone grubu ile kontrol grubu arasinda
istatistiksel fark tesbit edilmedi. (P > 0.05, P>0.05). Plazma CAT degerlerinde Thymoquinone
grubunda kontrol grubuna oranla artig olmakla birlikte istatistiksel anlamli bulunmadi (P >
0.05). Plazma MPOdegerlerinde Thymoquinone grubunda kontrol grubuna oranla anlamli bir
artis tesbit edilmistir (P < 0.01). Plazma Prolidaz degerlerinde Thymoquinone tedavi
grubunda kontrol grubuna oranla anlamli derecede diisiis tesbit edildi. (P < 0.05).Bu sonuglar

(Tablo 3.) de 6zetlenmistir.

Grup istatistikleri (PLAZMAKONTROL/TQ)

39



PARAMETRE GRUP N Ortalama | Standart Standart
Deviasyon | Hata
Plazma CAT KONTROL |10 | 3,5310 | 2,40782 76142
TQ 10 |4,7120 1,49013 47122
Plazma MPO KONTROL | 10 | 93,2280 | 7522273 | 23,78752
TQ 10 | 210,5380 | 88,99437 | 28,14249
Plazma TAS KONTROL | 10 | 1,1200 | 47164 14915
TQ 10 | 1,4440 | 34638 10954
Plazma TOS KONTROL | 10 | 29,5250 | 7,37371 233177
TQ 10 | 344990 | 7,57168 2,39438
Plazma AST KONTROL | 10| 1290,7000 | 805,73418 | 254,79552
TQ 10 | 609,4000 | 683,21466 | 216,05144
Plazma ALT KONTROL | 10 | 273,4000 | 176,82081 | 55,91565
TQ 10 | 101,4000 | 171,38793 | 54,19762
Plazma LDH KONTROL | 10 | 4907,8200 | 2900,10297 | 917,09308
TQ 10 | 2557,4700 | 2753,01951 | 870,58121
Plazma KONTROL | 10 | 719,3580 | 11,09750 | 3,50934
PROLIDAZ TQ 10 | 707,5830 | 9.83109 3.10886
Plazma OSI KONTROL | 10 | 2,9270 | ,77612 24543
TQ 10 |24750  |,59330 18762

Tablo 3.Kontrol ve TQ gruplarinda plazma parametrelerin ortalama,Standart
sapma ve standart hata degerleri.

Doku o6rneklerinde AST, ALT ve LDH seviyeleri Thymoquinone grubunda kontrol
grubuna oranla anlamli derecede diigiik bulundu (Sirastyla P <0.01, P <0.01, P <0.01).

Doku orneklerinde TAS, CAT ve MPO degerlerinde Thymoquinone grubunda kontrol
grubuna oranla anlaml1 derecede artis tesbit edilmistir (P < 0.01).

Doku 6rneklerinde TOS ve OSI degerlerinde Thymoquinone ile kontrol grubu
arasinda istatistiksel fark bulunmadi. (P>0.05) Doku oOrneklerinde Prolidaz degerlerinde
Thymoquinone grubunda kontrol grubuna oranla analamli derecede diisiis tesbit edilmistir (P

<0.01). Bu sonuglar (Tablo 4.) de 6zetlenmistir.
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Grup Istatistikleri (DOKU KONTROL/TQ)

PARAMETRE | GRUP N Ortalama | Standart Standart
Deviasyon | Hata
CAT KONTROL | 10 2,4100 , 52132 ,16486
TQ 10 5,1380 1,04944 , 33186
MPO KONTROL | 10 61,5220 10,27041 3,24779
TQ 10 245,2460 | 40,03531 12,66028
TAS KONTROL | 10 1,0820 ,29491 ,09326
TQ 10 1,5800 ,33705 ,L10658
TOS KONTROL | 10 27,0540 6,90629 2,18396
TQ 10 37,0470 4,50060 1,42321
AST KONTROL | 10 1740,8000 | 445,69192 140,94016
TQ 10 315,4000 | 86,08807 27,22344
ALT KONTROL | 10 395,6000 | 38,98775 12,32901
TQ 10 21,2000 4,73286 1,49666
LDH KONTROL | 10 7010,1100 | 866,02281 273,86046
TQ 10 1237,8600 | 236,15014 74,67723
PROLIDAZ KONTROL | 10 720,6820 | 9,62631 3,04411
TQ 10 705,8080 | 8,96320 2,83441
OSI KONTROL | 10 2,7450 ,87541 ,27683
TQ 10 2,4200 , 53715 ,16986

Tablo 4.Kontrol ve TQ gruplarinda doku parametrelerin ortalama,Standart sapma
ve standart hata degerleri.

4.2. Histopatolojik Bulgular:

Karaciger dokularmin histopatolojik incelemesinde; sham grubundaki karaciger
dokularinda patolojik bulgu saptanmadi (Resim-7). iskemi-reperfiizyon grubunda ise, tiim
karaciger Orneklerinde portal alanlarin c¢ogunda hafif-orta derecede lenfosit ve
plazmasitlerden olusan inflamasyon goriildii (Resim-8A ve Resim-8B). Bazi olgularda ise
fokal spotty nekroz ve inflamasyon dikkati ¢ekti (Resim-9). TQ verilen grupta ise bu
histopatolojik degisikliklerin vakalarin ¢ogunda bulunmadigi, baz1 vakalarda ise oldukga hafif

oldugu saptandi (Resim 10.).
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Resim 7: Sham grubuna ait karaciger dokusunda, ortasinda santral ven ve ¢evresinde safra

kanallar izlenen diizenli yapida portal alan izlenmektedir (HE, x400).

Resim8A:Iskemi-reperfiizyon grubuna ait iki olguda portal alanlarda iltihabi infiltrasyon

izlenmektedir (HE, x400).
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Resim8B:iskemi-reperfiizyon grubuna ait iki olguda portal alanlarda iltihabi infiltrasyon
izlenmektedir (HE, x400).

Resim 9: Iskemi-reperfiizyon grubuna ait bir olguda fokal spotty nekroz ve inflamasyon

goriilmektedir.
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Resim 10.:Iskemi-reperfiizyon sonrasi Thymoquinone verilen grupta portal alanda diizenli

yapi izlenmektedir.

S.TARTISMA

Travma, safra yolu tikanmalari, kanser, karaciger nakli sonrasi, ayrica cerrahi girisim
olmaksizin hemodinamik veya kardiyojenik sok periyodunu takiben karaciger iskemisi
olusabilmektedir. Karaciger I/R hasar1 patofizyolojisinde Kupffer hiicre aktivasyonu, reaktif
oksijen tlirevlerinin olusumu, sitokin ve kemokin salinimi, vazokonstriiksiyon, nitrik oksit ve
endotelin dengesindeki bozulma, nétrofil 16kositlerin toplanmasi, mitokondri geg¢irgenliginin
degisiklige ugramasi ve pH paradoksu gibi ¢esitli hiicresel ve molekiiler mekanizmalar 6nemli
rol oynar. Bu karmasik mekanizmalar hiicre 6liimiine, organ fonksiyon bozukluguna ve en
sonunda da organ kaybina neden olmaktadir(79).

Bu durum 6zellikle karaciger transplantasyon cerrahisinde 6nemli bir problem olarak

karsimiza ¢ikmaktadir. Son yillarda tiim diinyada 6zellikle de iilkemizde hizla artan karaciger
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transplantasyon cerrahisi bu sorunu daha da giincel hale getirmistir. Iskemi reperfiizyon hasari
karaciger rezeksiyonu ya da nakli sonrasinda hiicre hasar1 hatta hiicre 6liimiine sebep olarak
karaciger fonksiyon kaybina yol acabilmektedir. (80). Reperfiizyon hasarina kars1 ¢ok sayida
calisma yapilmis olup bu caligmalarin ¢ogunlugu antioksidan ve antiinflamatuar ilaglarin
etkilerini aragtirmak iizere planlanmigtir. Bu nedenle reperfiizyon hasarina karsi antioksidan
ve antiinflamatuar ilaglar kullanilarak hasar azaltilmaya ¢alisilmstir.

Antioksidan ve antiinflamatuar, antikanser, antihistaminik ve antibakteriel etkileri
(6,7) bilinen Nigella sativa’nin reperfiizyon hasarma kars1 gesitli organlarda koruyucu
etkilerinin oldugu gosterilmistir. Nigella sativanin bu etkilerinin en iyi tanimlandig1 aktif
icerigi farmakolojik olarak aktif kinon olan Thymoquinone(TQ)’dur(3,4,5). Ratlarda ¢esitli in
vivo ve in vitro calismalarda TQ’nin oksidatif hasardan koruyucu etkisinin oldugu
belirtilmistir(6,9). Bu da TQ’nin dokuda antioksidan bir ajan olarak membrane lipid

peroksidasyonuna kars1 koruyucu etkilerinin olabilecegini desteklemektedir (8).

Bizimde etkinligini tespit etmeyi amacladigimiz TQ’nun antioksidan etkinliginin
olduguna dair ¢ok ¢esitli caligsmalar yapilmistir. Ancak Badary OA. ve arkadaslar1 yaptiklari
in vitro ¢aligmada dogrudan TQ’nun potent bir siiperoksit anyon toplayicisi olup olmadigini
arastirmiglar ve TQ nun ¢esitli serbest radikalleri toplayabilme yeteneginden dolay1 giiglii bir
antioksidan potansiyele sahip oldugunu bulmuglardir(8).

Thymoquinone ratlarda deneysel olarak yapilan birgok calismada ¢ok c¢esitli doz
araliklarinda ve doz sayilarinda kullanilmistir. Ancak TQ’nun toksisitesi ile ilgili ¢ok az
sayida yayin yapilmistir. Bununla ilgili olarak Al-Ali A. ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir
calismada TQ’nun toksik dozlar1 arastirilmistir. Bu calisma ile TQ LDS50 degerinin
intraperitoneal enjeksiyon ile 57.5 mg/kg ve oral yoldan verilmesi durumunda ise 794.3
mg/kg oldugu bulunmustur. Bu dozlar TQ’nun yayinlarda  belirtilen antiinflamatuar ve
antioksidan etkin dozunun intraperitoneal uygulamada yaklagik 10-15 kati, oral uygulamada
ise 100-150 katidir(81).Bu sonuclar bize TQ’nun oral ve intraperitoneal uygulamada olduk¢a
giivenli oldugunu gostermektedir. Bizim ¢alismamizda kullandigimiz TQ’nun 5 mg/kg lik
dozu antiinflamatuar ve antioksidan olarak etkin ayni zamanda toksik olmayan seviyede
oldugunu diisiindiirmektedir. TQ’nunbir ¢ok c¢alismada c¢esitli dozlarda kullanildigini
gormekteyiz. Bu dozlar da genel olarak TQ LD50 degerinin ¢ok altindadir. Alkharyt KM ve

arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢alismada sepsis sendromunda morbidite ve mortalite yoniinden
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TQ’nun koruyucu etkilerini arastirmiglardir. Bu ¢alismada TQ intraperitoneal olarak 1 ve 2
mg/kg dozunda kullanilmistir. Bu dozlarda sepsisle iliskili morbidite ve mortalitenin TQ
tarafindan distirtildiigiine dair giicli klinik iligkiler tespit etmislerdir(82). Baska bir calismada
Sankaraarayanan C ve arkadaslart 2011 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada kimyasal olarak
oksidatif stres ve pankreas B hiicre hasarit olusturulan ratlarda TQ’nun iyilestirici etkisini
arastirmiglardir. Bu ¢alismada ratlara 80 mg/kg dozunda verilen TQ’nun J hiicre hasarini geri
donderdigini tespit etmislerdir.

Ozel ve arkadaslari karacigerde I/R’nin neden oldugu hasarm bazibiokimyasal
parametreler {izerinden degerlendirilmesi ve grape seed proanthocyanidinekstresi
uygulamasinin bu parametrelerde olusabilecek degisikliklere etkilerininincelemisler,ratlarda
karaciger dokusunda, orta ve sol loblara 45 dakikasiireyle hepatik iskemi olusturuldu, takiben
1 saat reperfiizyona birakildu. Grape seed proanthocyanidin
ekstresi(GSPE)50mg/kguygulanan hayvanlarda ila¢ iskemiden 30 dakika ve reperfiizyondan
hemen Onceintraperitoneal olarak uygulamiglardir. Sonug¢ olarak GSPE tedavisinin
karacigerde I/R ile olusan serbest radikal aracili organ hasarim azalttigim gdstermislerdir(83).

Yapilan deneysel karaciger I/R modellerinde ¢ok farkli iskemi ve reperfiizyon siireleri
kullanilmaktadir. Kocabas ve arkadaglar1 2010 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada hemorajik soku
izleyen I/R hasarinin karaciger oksidan antioksidan durumuna etkisini arastirmslardir.
Calisma 24 adet rat 4 gruba ayrilarak yapilmistir. Tim ratlarda 30 dakikalik iskemi
uygulanmis, 3 gruba ise 1, 3 ve 24 saatlik reperfiizyon uygulanmistir. Bu sekilde reperflizyon
stirelerinin etkisi arastirilmistir. Sonug olarak reperfiizyonun birinci saatindeki MDA, XO,
SOD ve AOA degisimlerinin ii¢lincii ve yirmidordiincii saatlerden daha belirgin oldugunu
gormiisler ve a-tokoferol, askorbik asit ve melatonin gibi antioksidanlarin kullanilmasini,
bunun da reperflizyonun 6zellikle ilk saatinde tercih edilmesi gerektigini dnermislerdir(84).

Yapilan yayinlari inceledigimizde TQ’nun karaciger iskemi ve reperfiizyon hasarinda
koruyucu etkisini arastiran bir yayinla karsilasmadik. Bu konuda Nigella sativa. Urtica dioica
ve benzeri antioksidan ve antiinflamatuar oOzellikleri oldugu disiiniilen preparatlarin
kullanildigin1 ve bu preparatlarin da iskemi ve reperfiizyon hasarina karst koruyucu
ozelliklerinin oldugunu tebit ettik. Yildiz ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢aligmada
karaciger iskemi ve reperfiizyon hasari olusturulan ratlarda Nigella sativadan hazirlanan
sollisyon intraperitoneal olarak verilmis ve karaciger iizerine koruyucu etkileri arastirilmistir.

Calismanin sonucunda 6lgiilen AST, ALT, LDH, MPO, TOS ve OSI seviyeleri Nigella sativa

46



tedavi grubunda anlamli derecede diisiik oldugu ve TAS degerlerinin de anlamli derecede
yiiksek oldugunu bulmuslardir. Sonug olarak Nigella sativa’nin I/R hasarma kars1 koruyucu

etkilerinin oldugunu tespit etmislerdir(2).

Benzer bir ¢alismada da Terzi ve arkadaslari karaciger I/R hasari yapilan ratlarda
Urtica dioica’nin karaciger dokusuna koruyucu etkilerini arastirmiglardir. Urtica dioica
intraperitoneal olarak verilmis ve karaciger iizerine koruyucu etkileri arastirilmigtir.
Calismanin sonucunda dlgiilen AST, ALT, LDH, MPO, TOS ve OSI seviyeleri Urtica dioica
tedavi grubunda anlamli derecede diisiik bulunmustur. Yine Olgiilen TAS ve total serbest
stilfidril grup degerlerinin de anlamli derecede yiiksek oldugu tespit edilmistir. Sonug olarak
Urtica dioica’nin karaciger I/R hasarinda antioksidan kapasiteyi arttirdigi, oksidatif stresi ve

karaciger enzim seviyelerini azalttigin1 gostermislerdir(85).

Yapilan ¢aligmalar incelendiginde karaciger iskemi ve repefiizyon modellerinde genel
olarak 30 ile 60 dk civarinda iskemi ve sonrasinda da 30-60 dk civarinda reperfiizyon
yapildig1 goriildii(2,83,85). Ayrica bazi yayinlarda 60 dk lik reperfiizyonun sonrast donemde
hasarin en fazla oldugu gosterilmistir(84).Biz de ¢alismamizda yeterli iskemi ve reperfiizyon
stiresi oldugunu diisiindiigiimiiz 60 dk iskemi ve 60 dk reperfiizyonu uyguladik. Ayni
zamanda bu calismanin farkli iskemi ve reperfiizyon siirelerinde yapilmasininda faydali

olabilecegini diisiinmekteyiz.

Ratlarda TQ’nun oksidatif hasardan koruyucu etkisi ¢ogunlukla in vivo vedaha az
oranda in vitro ¢esitli ¢alismalarda arastirilmistir(6,9). Bu in vitro ¢alismalardan biri de MH
Daba ve arkadaslarinin yaptiklari ¢calismadir. MH Daba ve arkadaglari bu ¢alismada izole rat
hepatositlerinde TQ’ nun hepatoprotektif aktivitesini arastirmislardir. Calismanin sonucunda

TQ’nun izole hepatositlerde hepatoprotektif etkilerini gostermislerdir(86).

Biz ¢alismamizda TQ’nun antioksidan etkilerini bulmaya c¢alistik. Bu antioksidan
etkilerini ortaya koymak icin c¢esitli antioksidan ve oksidan parametreler kullandik. Cok
sayida parametre kullanarak sonuglarimizi giiclendirmeyiamagladik. Bu parametrelerden
antioksidan parametre olarak TAS ve CAT oksidan parametre olarak da TOS, MPO ve OSI
calisildi. Bunlarin yaninda karaciger enzimleri olarak bilinen ALT, AST ve LDH enzim
diizeyleri arastirildi. Ayrica kollagen yapim ve yikimina olan etkileri bulmak i¢in Prolidaz

diizeyleri de ¢aligildi.
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Prolidaz seviyeleri TQ grubunda hem plazmada hem de karaciger dokusunda azalmis
olarak bulundu. Prolidaz seviyelerinin diismesi kollagen yikiminin azaldigimi gosterebilir.
Tar¢in ve arkadaslar1 2008 yilinda yaptiklar1 bir calismada safra kanali ligasyonu yapilan
ratlarda kollagen diizeyi ve prolidaz arasindaki korelesyonu aragtirmiglar. Caligmanin
sonucunda kollagen seviyeleri ile prolidaz arasinda korelasyon bulmuslar(87). Bizim
calismamizda karaciger I/R hasari olusturulmasinda ana safra kanali baglanmaktadir.
Calismamizin sonuglarinda kontrol grubunda prolidaz seviyeleri artmis tedavi grubunda ise
azalmisti. Kollagen yikimindaki azalma ise TQ verilen grupta hiicre hasarinin azalmasinin
gostergesi olarak kabul edebiliriz. Ancak ¢alisgmamizin siiresi toplam 120 dakika idi. Bu
nedenle daha uzun siireli ¢caligmalarda sonuglarin degerlendirilmesi daha dogru yorumlarin
yapilmasi i¢in gereklidir.

Karaciger enzimleri olarak bilinen ALT ve AST seviyeleri karaciger parankimi ile
ilgili hemen her hastalikta degisiklik gostermektedir. Bizim ¢aligmamizda da kontrol
grubunda ALT ve AST seviyeleri ileri diizeyde artmisti. Ancak TQ grubunda bu enzimlerin
belirgin diizeyde azaldigin1 gordilkk. Bu nedenle TQ’nun karacigerde parankim diizeyinde
hasar1 azalttigin1 séylemek miimkiin olabilir.

TAS bircok antioksidan enzimin bir arada kullanilarak doku veya viicuttaki total
antioksidan kapasitenin gosterilmeye ¢alisildig1 bir testtir. Bizim ¢alismamizda TQ kullanilan
ratlarda TAS degerleri hem dokuda hem de plazma diizeyinde anlamli derecede artmusti.
TQ’nun kisa siireli kullanim1 ile ulasilan bu sonuglar bize TQ nin ¢ok gii¢lii bir antioksidan
ajan oldugunu gostermektedir

Sonug olarak calismamizda TQ’nun karaciger I/R hasar olusturulan ratlarda karaciger
hasarim1 azalttigin1 biyokimyasal ve histolojik olarak gosterdik. Ancak bu koruyucu etkilerin

en list diizeyde ortaya ¢ikarilmasi i¢in doz ve siire agisindan ek ¢aligmalara ihtiyag vardir.
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6.SONUC

Sonu¢ olarak calismamizda karaciger iskemireperflizyon hasarma  karsi
Thymoquinone’nin karaciger dokusu iizerine koruyucu etkilerinin oldugunu gostermis olduk.
Thymoquinone’nin iskemi reperfiizyon dncesi ve sonrasi daha uzun siireli ve farkli dozlarda

kullanimi ile ¢ok daha etkili sonuclar elde edilebilir.
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