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Bu caligmada, Resveratrol, Trimetazidin ve NADH maddelerinin tavsanlara 30 giin boyunca
verilmesini takiben olusturulan retinal iskemi ve reperfiizyon asamasinda meydena gelen hasarlar
incelendi. Hayvanlar rastgele segilerek 4 gruba ayrildi. Gruplar; Kontrol (herhangi bir madde
verilmeyen), Resveratrol + I-R, Trimetazin + I-R ve NADH + I-R olarak adlandirildi. Resveratrol
grubuna 25 mg/ml/kg, 48 saat araliklar olmak iizere DMSO’da ¢oziilmiig resveratrol, Trimetazidin
grubuna saf suda ¢oziinmiis giinlik 10 mg/kg olmak {izere 12 saat araliklarla 2 doz halinde, NADH
grubuna 10 mg/kg olmak {izere 24 saat araliklarla olmak iizere madde verimi yapildi. 30 giinliik
madde verimi tamamlandiktan sonra deneyde hayvanlarin bir goziine iskemi-reperflizyon islemi
uygulanirken diger g6zii kontrol olarak kullanildi. 24 saat reperfiizyon sonrasinda hayvanlar kesildi.
Daha sonrasinda retinalar analizler igin izole edildi. Homojenize edilen retina 6rneklerinde nitrik oksit
(NO) ve apoptozis sonucu olugan hasarlar incelendi. Ayrica retinada HPLC ile iskemi sonucu olugan

enerji miktarlarindaki degisimler incelendi.

Anahtar Kkelimeler : Retinal iskemi, Resveratrol, NADH, Trimetazidin
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In this study, resveratrol, trimetazidine and NADH were administrated to the rabbits for 30
days to examine damage which occurred during retinal ischemia and reperfusion. The animals were
classified randomly into four groups. Groups were named, the control (not any substances given),
Resveratrol+1-R, Trimetazin+I-R, and NADH+I-R. Experimental groups received the substances as
indicated below: Resveratrol group took 25 mg/ml/kg of resveratrol which was dissolved in DMSO
and given to rabbits with at an intervals of 48 hours, trimetazidine group took 10 mg / kg doses of
trimetazidine which dissolved in distilled water and 2 times in a day with 12 hour intervals, NADH
group which took 10 mg/kg NADH with 24 hour intervals. During experimental application while one
eye was used for ischemia-reperfusion, the other eye was used as control. After 24 hour reperfusion,
rabbits were dissected and the retinas were isolated for analyses. Homogenized retina samples were
prepared and used for nitric oxide and apoptosis analysis. Furthermore the changes in energy amount,

which, prepared was caused by ischemia in retina were measured by HPLC in retina.

KEY WORDS: Retinal ischemia, Resveratrol, NADH, Trimetazidine
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Simgeler Dizini

ATP: Adenozin tri fosfat

RPE: Retina pigment epiteli

NO: Nitrik oksit

I-R: iskemi reperfiizyon

NADH: Nikotin adenin diniikleotid hidrit
ROS: Reaktif oksijen tiirleri

SOD: Siiperoksit dismiitaz

cGMP: Siklik guanozin monofosfat
TMZ: Trimetazidin

HPLC: High performance liquid chromatography (yiiksek performansli sivi
kromatografisi)

DMSO : Dimetil siilfoksit
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1. GiRiS CiGDEM GOVER

1. GIRiS

Iskemi, bir dokuyu besleyen arteriyal sistemin belli bir zaman dilimi iginde
tikanmasi sonucunda ortaya ¢ikan bir durumdur. iskemik hasarin giderilmesi i¢in bu

kritik zaman dilimi i¢inde dokunun tekrar oksijen ile beslenmesi gerekmektedir.

Bir dokuya giden kan akimi kesildiginde, o dokuya ait hiicrelerin fonksiyon
bozuklugu ile baslayan ve hiicre oliimiine kadar ilerleyen bir dizi kimyasal olay
gerceklesir. Hiicresel fonksiyonlarin gerceklesebilmesi igin gerekli temel yakit
oksijendir. Normal hiicre fonksiyonlar1 i¢in gerekli olan yiiksek enerjili fosfat baglar
aerobik metabolizma ile saglanir. Oksijen yetersizligi durumunda anaerobik
metabolizma devreye girer (Grace, 1994). Bu durum laktik asit ve toksik
metabolitlerin birikimi ile sonuglanir. Ortaya ¢ikan asidoz nedeniyle normal enzim
kinetigi degisir ve yliksek enerjili fosfat baglarmin yapimi azalir. Sonugta hiicre

kendi homeostazi i¢in gerekli olan enerjiden yoksun kalir.

Dokularm iskemiye dayaniklilign birbirinden farklhidir. Iskelet kaslari
iskemiye uzun siire dayanabildigi halde néronlarda dakikalar i¢inde geri doniisiimsiiz
yikim ortaya c¢ikabilir. Hiicresel homeostaz i¢in gerekli olan enerji kaynaklarinin,
ozellikle ATP’nin tiiketimi, hiicre membraninda iyon dengesizligine yol agar. Na' ve
Ca"" iyon dengesi bozulur. Bunu asidoz ve ozmotik sok gibi klinik bulgular ile
kromatin kiimelenmesi ve piknozis gibi histolojik bulgular takip eder (Semenza,

2000; Girotti, 2000 ).

Iskemi olusmus dokunun kan akisiin tekrar saglanmasina reperfiizyon
denilmektedir. Iskeminin kritik siiresi dolmadan, doku reperfiize edilirse hiicreler
oliimden kurtulabilir. Iskemi siiresinin uzamasi reperfiizyona ragmen 6liim riski olan
hiicrelerin sayisini artirir. Bu hiicreler geri doniisiimsiiz doku hasar1 fazina girdikleri

i¢in reperfiize edilseler bile nekroza girerler.

Reperflizyonun, iskemik dokuda enerji ihtiyacinin saglanmasi ve toksik
metabolitlerin uzaklastirilmasi1 gibi iki olumlu etkisi vardir (Kuzu ve ark., 1998).

Boylelikle reperfiizyon iskemik hasarin diizeltilebilmesi i¢in gerekli bir siirectir.
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Ancak oksijenlenmis kanin iskemik dokuya doniisii dokuyu daha fazla zedeleyen bir

reaksiyon siirecini baslatir (Zimmerman, 1992).

Reperflizyon hasarinin biiyiilk boliimiinden serbest radikaller sorumlu
tutulmaktadir. Bir veya daha ¢ok sayida eslesmemis elektron igeren serbest radikaller
biyomolekiilleri okside edip hiicre 6liimiine sebep olabilmektedirler (Celebi ve ark.,

2002, Baykal ve Kocabalkan, 2000).

Reperfiizyon hasarina dogrudan veya dolayli olarak katilan pek ¢ok madde ve
biyokimyasal reaksiyon tanimlanmistir. Bu maddelerin birbiriyle etkilesimi
sonucunda iskemi-reperfiizyon hasarimin reperfiizyon kisminin mediatdrleri olan

serbest oksijen radikalleri ortaya ¢ikar.

G0z, asir1 miktarda serbest radikal etkisine maruz kalan bir organdir. Ciinkii
retina oksijen bakimindan zengin olup biiylik miktarda doymamis yag asidi igerir.
Retina pigment epiteli (RPE) hiicreleri siirekli olarak her giin bir ¢cok fotoreseptor dis
segmentini par¢alamakta ve fagosite etmektedir. RPE lokalizasyonu, fotik
reaksiyonlar ve koriokapillaristen difiize olan yliksek parsiyal oksijen (PO, ) seviyesi
ve buradaki yiliksek metabolik aktivite sonucu serbest radikal iiretimi ve bunlarin
etkisine maruz kalma riski artmaktadir (Braguet ve Doly, 1986; Yeh ve Ashton,
1990).

Diabetik retinopati, retinal vaskiiler okliizyon, glokom, prematiire retinopatisi
gibi ciddi goz hastaliklarinin gelisiminde ve progresyonunda retina iskemisinin
Oonemi ¢ok biiytiktiir. Serbest radikaller, iyonize radyasyon, stres yapict durumlar,
enzimatik ve enzimatik olmayan reaksiyonlar sonucunda viicuttaki biyolojik
fonksiyonlarin yan iiriinii olarak olusurlar (Basaga, 1990).

Iyonize radyasyonla olusan serbest radikaller, DNA’y1 etkileyerek hiicrede
degisime ve Oliime yol agarlar. DNA yapisindaki piirin ve pirimidin bazlarinda
parcalanma ve yikim sonugta DNA’ nin denatiirasyonuna neden olur. Oksidatif hasar
zincir kiriklari, baz c¢ifti degisimleri, yeniden diizenlenme gibi yapisal degisimlere
neden olmaktadir. DNA, serbest radikallerden kolaylikla zarar gorebilen énemli bir

hedef molekiildiir (Winrow, 1993; Halliwell, 1994).
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Hiicrelerin maruz kaldig1 hipoksi, 1s1, antikanser ilaglar, radyasyon, gamma ve
ultraviyole 1sinlar1 gibi dis etkenler apoptoza neden olabilmektedir. Bu etkenler DNA
hasar1 olusturarak hiicrede apoptozis meydana getirirler.

Apoptozis, organizmanin ihtiya¢ duymadigi, biyolojik gorevini tamamlamis
veya hasarlanmis hiicrelerin, zararsiz bir bi¢imde ortadan kaldirilmasini saglayan ve
genetik olarak kontrol edilen programli hiicre 6liimiidiir. Apoptozis, hiicre dliimiinii
tetikleyen fizyolojik veya patolojik stimiiliis ile indiiklenmekte, uyar1 hiicresel 6lim
uyarisina dontismekte, proteolitik kaspazlarin aktivasyonu ile baslamakta ve 6len
hiicre fagositoz ile ortamdan uzaklastirilmaktadir (Bosman ve ark., 1996)Apoptozis,
insanlarda ve pek ¢ok canlida normal gelisme ve eriskin yasami i¢in hayati 6nem
tasimaktadir. Insanlarda apoptotik mekanizmanin bozulmasi kanser, otoimmiin ve
norodejeneratif hastaliklarin gelismesine neden olabilir. Bu hastaliklarda apoptozu
kontrol eden mekanizmalarin anlagilmasi yeni tedavi imkanlarina kap1 acabilecegi
i¢cin 6nemli goriinmektedir.

Iskemi sonucu olusan hasarlarin zararlarini ortadan kaldirmak veya en aza
indirmek i¢in organizma tarafindan ¢esitli savunma mekanizmalar1 gelistirilmistir.

Bu mekanizmalarin basinda antioksidan o0zelligi olan maddelerle olusan
hasarlar1 engellemektir. Retinal dokuda olusan hasarin ve iyilesmenin diizenleyicisi
olan molekiiller yaninda patolojik siiregte rol olan bircok faktoriin varlig
gosterilmistir.  Ayn1  zamanda retinada hiicrelerin  birbirleriyle etkilesimi,
norotransmitter olarak adlandirilan kimyasal aracilarlarla da saglanmaktadir.

Resveratroliin antioksidan 6zelligi, endotelyal nitrik oksit (NO) {iretimini
arttirmas1 ve apoptozisi engellemesi bizi, resveratroliin intraperitoneal olarak
verilmesinin iskemi-reperflizyon (IR) hasarini onleyici, organ disfonksiyonlarini
azaltic1 etkisi olup olmadig1 konusunu arastirmaya yoneltmistir. Resveratrol’iin yani
sira NADH, insan viicudunda tiim canli hiicrelerde dogal olarak bulunan, bir
koenzimdir. NADH maddesinin iskemi esnasinda ve sonrasinda olusan hasarlara
kars1 oOnleyici etkisinin gosterilmesi amaclanmistir. Trimetazidin maddesi iskemik

stirecte kullanilan anti iskemik bir maddedir.
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Calismada asagidaki sonuglara ulasilmasi amacglanmustir:

Hayvan gruplarina; NADH, Resveratrol ve Trimetazidin maddeleri verilip
sonrasinda olusturulacak retinal iskemi-reperfiizyon asamasinda olusan hasari
incelemektir. iskemi reperfiizyon sonrasi gruplarda retinadaki nitrik oksit miktarmin
incelenmesi, piirin miktarlarindaki degismenin HPLC ile belsrlenmesi ve yine retina

dokusunda apoptozise bakilmasi amaglanmustir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Goziin Yapisi

G0z, kafatas1 icinde koruyucu kemik yapilarda (orbita) yer alan fotosensitif
bir organdir. Her goz seklini koruyan fibroz bir kiireden, goriintiiyli odaklayan bir
mercek sisteminden ve merkezi sinir sistemine gorlintii bilgisini toplayan, isleyen ve
nakleden hiicre ve sinir sisteminden olusur. G6z i¢ ice ii¢ tabakadan olusur; dista
sklera ve kornea, ortada koroid (korpus siliyare ve iristen olusan vaskiiler tabaka),

icte ise iki kattan olusan retina denilen sinir dokusu tabakasi yer almaktadir.

2.1.1. Goz Kiiresini Cevreleyen Tabakalar

2.1.1.1 Tunica fibrosa (goziin dis tabakas1) gz kiiresinin saglamligini saglar.
Bunun anterior kismi kornea, posterior kismi sklera adini alir. Kornea saydam,
renksiz, kan damarlar1 tasimayan bag dokusu yapisindadir. Korneanin refraksiyon
indeksi (kirma indeksi) her tarafinda aynidir ve optik bakimdan homojendir. Tunica

fibrosanin en genis kism1 olan sklera kollajen dokudan yapilmis ve saydam degildir.

2.1.1.2 Tunica vasculosa (goziin orta tabakasi), koroid, korpus silier ve
iris’ten meydana gelmistir. Bu tabaka, kan damarlarindan, pigment hiicrelerinden ve
bag dokusundan yapilmistir. Goziin gerisinde vaskiiler ve kapiller tabakalar arasinda
parlak ve opak bir yap1 vardir, buna tapetum lucidum denir. Renkli olan bu yap1
domuz ve insan harig¢ biitiin evcil hayvanlarda mevcuttur. Rengi hayvan tiiriine gore
degisir ve karanlikta hayvanlarin gdzlerinin parlamasini saglar. Choroidea retina ile
sklera arasindaki damar tabakasidir. Esas gorevi retinanin dis tabakasini beslemektir

(Tumay, 2010).

Korpus silier halka seklinde bir yapidir. Irisin arka uzantisidir ve silier kasi
igerir. D1g pigmentli epitel kismi retina pigment epiteli ile devam eder, i¢ pigmentsiz

epitel kismi ise akoz siviy1 tiretir (Tumay, 2010).



2.ONCEKIi CALISMALAR CiGDEM GOVER

Iris, corpus ciliare’den kok alan ve diiz kaslardan yapilmis bir diyaframdir.
Ortasindaki agikliga pupilla (g6z bebegi) adi verilir. Iris tabakalidir ve gdziin rengi
epitel hiicrelerdeki pigmente baghdir. Irisin kas telleri diiz kaslardan yapilmistir.
Kasildiklarinda gézbebeginin ¢apini daraltirlar. Radyal bi¢imde yer almis kaslar ise

kasildiklar1 zaman gézbebeginin ¢apini genisletirler (Tumay, 2010).

2.1.1.3 Tunica nervosa (goziin i¢ tabakasi, retina) goziin 1518a kars1 duyarh
olan sinir tabakasidir. Retina, gorme siniri (nerveous opticus) ile beyne baghdir ve
151k reseptorleri retinanin ¢ubuklar1t (rod) ve konileridir (cone). Embriyoloji
bakimindan retina beynin bir par¢asi ve gorme siniri de serebral traktuslardan birisi

olarak kabul edilir.

Sekil 1. Goziin anotomik yapist ( Tumay, 2010)

Go6z kiiresinin i¢inde humor aquous, iris, lens ve humor vitreus bulunur.
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2.1.2. Humor Vitreus ve Humor Aquous

Humor Vitreus goziin en biiyiikk hacmini olusturur ve goz i¢i yapilara destek
olur. Onde lens ve silier cisim, arkada retina ile smirlidir. Vitreus, hidrofilik bir
mukopolisakkarit olan hyaluronik asit ile kollajen iceren berrak jel seklinde bir
maddedir. Taginmasi difiizyon ve aktif transport yoluyla olmaktadir. Humor aquous
diflizyonla mercek ve korneanin beslenmesini saglar. Drenaji kornea ve skleranin
birlesme yerinde bulunan schlemm kanali adli venle olur. G6z iginde belirli bir
basing vardir; buna g6z i¢i (intraokiiler) basinci denir ve 20 (15-25) mm Hg kadardir.

Bu basing goze bir dayaniklilik verir ve goz kiiresinin diizgiinliiglinii saglar.

2.1.3. Retina Anatomisi

Retina 6nemli kimyasal ve fiziksel olaylarin merkezidir. Gorme mekanizmasi
bu olaylarin esasina dayanir (Aliak, 2008). Merkezi sinir sisteminin goz i¢indeki
devami kabul edilen retina, embriyoda optik kapin i¢ ve dis tabakalarindan
farklilasmis, ince, seffaf yapida, 1s1ik sinyallerinin sinirsel iletiye doniistiiriildigi,
dolayistyla goérmenin saglanmasi i¢in en gerekli ve en onemli tabakadir. Renkli
gormeden sorumlu olan konileri ve esas olarak karanlikta gérmeden sorumlu olan
basilleri igeren, goziin 1518a duyarli boliimiidiir. Basil ve koniler uyarildiklarinda,
sinyaller retinadaki ardisik ndéronlara ve sonugta optik sinir liflerine ve buradan da
beyin korteksine iletilir.

Retina, sklera ve koroidden sonra goz kiiresinin en igteki iiclincli katmanidir.
Optik sinirden ora serataya kadar uzanir. igte vitre, dista koroid ile komsudur. Retina,
pigmentli retina ve saydam bir zar olan sensoriyel retinadan olusmustur. Pigment
epiteli koroide sikica yapigsmistir. Pigmentli retina tek katl hiicre tabakasindan olusur
ve yapisinda melanin bulunur. Pigment epitelindeki melanin, 15181n koroide ve goz
disina gegmesini engellemesi yaninda, fotoreseptorlerdeki foto-kimyasal reaksiyonlar
sonucu agiga c¢ikan 1siy1 emerek termostat gorevi de yapar. Sensoriyel retina ise
mitozlar sonucu fotoreseptorler (basil ve koni hiicreleri), sinyalleri basil ve

konilerden bipolar hiicre dentritlerine yatay olarak ileten horizontal hiicreler,
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sinyalleri bipolar hiicrelerden gangliyon hiicrelerine ileten amakrin hiicreler ve

destek hiicreleri olan miiller hiicrelerinden meydana gelmistir.

GELEN ISIK

| | | | l

—l¢ sinirlayici m Ganglion hlcrelerin
I 1)t ‘ Yol membran aksonlan

Amakrin 4
hlicreler
Mol 2 Bipolar
ol hicreler
hocrest N
Dig plexiform
Yatty bl > Koni ve
gomak I¢
segmenti
b e
Konl ve Y30y Dig sinirlayic
l;oh*laklann membran
dis segmenti
Pigment eplteli

Sekil 2. Retina kanallarinda bulunan hiicreler ( Alinak, 2008 )
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2.2. Oksidatif Stres

Viicuttaki fizyolojik aktivitenin dogal {riinii olan serbest radikalleri,
organizma dogustan kazandig1 ¢ok hassas bir donanimla oksidan-antioksidan denge
olarak tanimlanabilecek bir ¢izgide tutmaya ¢alisir. Bu dengenin bozulmasi oksidatif
strese yol acar. Reaktif oksijen tiirleri (ROS), reaktif nitrojen tiirleri (RNS) ve siilfiir
merkezli radikaller oksidan sinifina girer. Ancak tiim reaktif tiirleri radikal
degildirler. Radikal olan ve olmayan reaktif tiirleri sekil- 3’de 6zetlenmistir (Abuja,

2001 ve Word ve ark., 1996).

Reaktif Tiirleri
Radikal Radikal olmayanlar
Hidroksil ("OH) Peroksinitrit (ONOO)
Alkoksil (L(R)O") Hipoklorit (OCI)
Hidroperoksil (HOO") Hidroperoksit (L(R)OOH)
Peroksil (L(R)0O0O") Singlet oksijen (ID:]
Niftrik oksit (NO") Hidrojen peroksit (H203)
Stiperoksit (O’1) Ozon (03)

Sekil 3. Radikal ve radikal olmayan reaktif oksijen tiirleri (Abuja, 2011 ;
Word ve ark., 1996)

Canli organizma icin 6nemli olan yapilari, fiziksel ve kimyasal ozellikleri,
hiicresel kaynaklari, rol oynadiklar tepkimeler ve etkileri ile ¢esitli klinik
durumlarin patogenezinde rol oynayan serbest radikaller, atomik yoriingelerinde
eslesmemis elektron bulundurarak, bagimsiz olarak var olabilen molekiillerdir.
Eslesmemis elektronun kazandirdigi en onemli Ozellik bir¢cok radikal ile bu
elektronun paylasilabilinmesidir (Dormandy, 1983).

Serbest radikallerin en 6nemli tepkimeleri, molekiiler oksijen ve onun reaktif

tiirlerinin oldugu tepkimelerdir (Aslan ve ark., 1995).
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Demir, bakir, mangan, molibden gibi gecis metalleri de dis ydriingelerinde
birer elektron tagimalarina ragmen radikal karakter gostermezler. Serbest radikal
kabul edilen atom ve molekiiller elektron dagilimlarinin yani sira termodinamik
yapilart ve lokal kinetik reaktiviteleri ile degerlendirilir (Byung, 1994; Young, 2001).
Antioksidan ise; okside olabilen substrata gore ortamda daha az derisimde bulunan
ve bu substratin oksidasyonunu belirgin sekilde geciktiren veya engelleyen madde
olarak tanimlanabilir. Bu tanima gore antioksidanlarin fizyolojik rolii, serbest
radikalleri iceren kimyasal tepkimelerin sonucunda hiicresel bilesenlere gelebilecek
zarar1 Onlemektir (Barber ve ark., 1994).

Aerobik metabolizmada denge, serbest radikal olusumu ve bunlarin benzer
hizla antioksidan sistemler tarafindan uzaklastirilmasiyla karakterizedir. Geri
doniistimsiiz oksidatif hasarin birikimi ile once hiicre daha sonra doku ve organ

sistemlerinde yapisal ve islevsel bozukluklar ortaya ¢ikabilir.

2.2.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron igeren atom
veya molekiillerdir. Bu tip maddeler, ortaklanmamis elektronlarindan dolay1 oldukca
reaktiftir. Yar1 Omiirleri ¢ok kisadir. Serbest radikaller normal metabolik olaylar
sirasinda olusabilecekleri gibi ¢ok cesitli dis etkenlere bagli olarak da olusabilirler

(Cheeseman ve Slater, 1993).

Serbest radikaller {i¢ yolla meydana gelirler (Mccord, 1991):
1- Kovalent bag1 olusturan elektronlardan birinin bag atomlarindan birinde,
digerininde diger atomda kalmasiyla sonuclanan bag kirilmast.

X:Y—->X +Y"

2- Normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybi. Kovalent bagi olusturan
her iki elektron atomlarin birinde kalir. Boylece serbest radikaller degil iyonlar
meydana gelir.

XY -o>X:—+Y

10
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3- Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi.

X+te-— X —

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron transferi sonucu
meydana gelirler. Serbest radikaller pozitif yiiklii, negatif yiikli veya elektriksel
olarak notr olabilirler. Organik veya inorganik molekiiller seklinde olabilirler.

iki serbest radikalin birbiri ile reaksiyona girmesi sonucu radikal olmayan bir
bilesik ortaya ¢ikar ve her iki serbest radikal ortadan kalkar. Bir serbest radikal,
olmayan bir yapiyla reaksiyona girince bagka bir serbest radikal olusturur. Bu 6zellik
serbest radikallerin zincir reaksiyonlar1 olusturabilmelerini saglar (Bast ve ark.,

1991).

2.2.1.1. Serbest Radikal Olusumu ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Biyolojik sistemlerdeki en Onemli serbest radikaller, oksijenden olusan
radikallerdir. Serbest oksijen radikali biyokimyasinda anahtar rolii oynayan
maddeler, oksijenin kendisi, siiperoksit, hidrojen peroksit, gecis metallerin iyonlari
ve hidroksil radikalidir. Oksijen atomu toplam sekiz elektron igerir. Bu
elektronlardan dis yoriingede bulunan iki tanesi eslesmemistir. Molekiiler oksijen
(Oy), iki tane eslesmemis elektronu bulundugundan kendisi de bir radikaldir. Her iki
atom denge halinde oldugundan bu oksijen molekiiliiniin reaktif bir 6zelligi yoktur.
Bu 6zelliginden dolay1 oksijen, diger serbest radikallerle kolayca reaksiyona girer.

Radikal olmayan maddelerle ise daha yavas reaksiyona girer. Oksijen en son
suya indirgenir. Mitokondriyal elektron transport zinciri tarafindan gerceklestirilen
bu siirecte, %1-2 oraninda molekiiler oksijen ka¢agi meydana gelir. Bu oksijenin
rediiksiyonu ile siiperoksit anyonu (O,), hidrojen peroksid ve hidroksil radikali gibi
reaktif iirlinler aciga ¢ikar. Bu radikaller oksijenin toksik etkisinin gercek nedenini

olustururlar (Brunori ve Ratilio, 1984).

0,— 50,22 .H o,

11
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2.2.1.1.1. Siiperoksit Radikali

Tiim aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu,

serbest stiperoksit radikal anyonu meydana gelir.

0,+e—0,

Diger radikallere oranla reaktivitesi ¢ok azdir. Olusumuna neden oldugu
radikallerle birlikte organizmada genel bir oksitleyici gibi davranmaktadir.
Siiperoksit, bir serbest radikal olmakla birlikte kendisi direkt olarak fazla zarar
vermez. Hidrojen peroksidin kaynagi olmasi ve geg¢is metalleri iyonlarinin

indirgeyicisi olmasi bakimindan 6nemlidir (Bast ve ark., 1991).

Stiperoksidin, fizyolojik bir serbest radikal olan nitrik oksit ile birlesmesi

sonucu reaktif bir oksijen tiirevi olan peroksinitrit meydana gelir.

0, + NO — ONOO~

Boylece NO’1n normal etkisi inhibe edilir. Ayrica, peroksinitritlerin dogrudan
proteinlere zararli etkileri vardir ve azot dioksit (NO;), hidroksil radikali (OH) ve
nitronyum iyonu gibi daha bagka toksik iirtinlere doniisiirler.

Stiperoksit, diisiik pH degerlerinde daha reaktif olup oksidan perhidroksil
radikali olusturmak iizere protonlanir. Siiperoksit anyonu hem oksitleyici hem de
rediikleyici Ozellige sahiptir. Rediiktan olarak gorev yaptiginda, Ornegin
ferrisitokrom C’nin ya da nitroblue tetrazolium’un rediiksiyonunda bir elektron
kaybeder ve oksijene okside olur. Sitokrom c’yi indirgemesi Siiper oksit dismiitaz
(SOD) tarafindan inhibe edilir. Bundan faydalanilarak SOD aktivitesi ve fagositler
tarafindan tiretilen O, tayini yapilir. Oksidan olarak gorev yaptiginda, 6rnegin
epinefrinin oksidasyonunda bir elektron alir ve hidrojen perokside indirgenir.

Stiperoksit ile perhidroksil radikali birbirleriyle reaksiyona girince biri okside
olur digeri indirgenir. Bu dismutasyon reaksiyonunda oksijen ve hidrojen peroksid

meydana gelir.

HO, +0; +H® - 0, +H,0,

12
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Indirgenmis gegis metallerinin otooksidasyonu da siiperoksit meydana

getirebilir.

Fe’" +0, = Fe'r + 05

Cu™+0, - Cu™ +05

Bu reaksiyonlar geri doniisiimliidiirler. Bu ylizden, gec¢is metalleri iyonlarinin
oksijenle reaksiyonlar1 geri doniisiimlii redoks reaksiyonlari olarak diisiiniilebilir.

Stiperoksit radikali, siilfidril gruplarinin disiilfidlere ylikseltgenmesine ve
ferrik demirin ferr6z formuna indirgenerek ferritinden demirin direkt olarak
ayrilmasimna neden olur. Ferritin, demirin giivenli depolama formudur. Demir,
stiperoksit radikali ve H,O,’den OH {iretimini tesvik eder (Bilinski, 1989; Akkus,
1995).

2.2.1.1.2. Hidrojen Peroksit

Molekiiler oksijenin g¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi veya
stiperoksidin bir elektron almasi sonucu peroksit olusur. Peroksit molekiili iki
hidrojen atomu ile birleserek hidrojen peroksidi (H,O;) meydana getirir. H,O,

membranlardan kolayca gecebilen uzun 6miirlii bir oksidandir (Markesbery, 1997).

O, +e +2H — H,0,

O, +2e +2H — H,0,

Hidrojen peroksit genellikle biyolojik sistemlerde siiperoksidin dismutasyonu
ile meydana gelir. iki siiperoksit molekiilii iki proton alarak hidrojen peroksit ve
molekiiler oksijeni olustururlar. Reaksiyon sonucu radikal olmayan iiriinler meydana

geldiginden bu bir dismutasyon reaksiyonu olarak bilinir.

207 +2H® - H,0, +0,

13
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Bu dismutasyon ya spontandir ya da SOD enzimi tarafindan katalizlenir.
Spontan dismutasyon pH 4.8’de en hizlidir. Bu pH’da protonlanmis ve
protonlanmamis radikal konsantrasyonlari esittir. Fakat, hem protonlanmis radikalin
arttig1 daha asit pH’da hem de siiperoksit iyonunun fazla oldugu alkali pH’da bu hiz
belirgin sekilde diisiiktiir. Siiperoksidin SOD tarafindan dismutasyonu ise daha genis
bir pH araliginda katalizlenir. Spontan dismutasyonun nispeten yavas oldugu nétral
ya da alkali pH’da enzimatik dismutasyon daha belirgindir ( Cheeseman ve Slater,
1993; Akkus, 1995).

Hidrojen peroksit, bir serbest radikal olmadigi halde, reaktif oksijen tiirleri
icine girer ve serbest radikal biyokimyasinda énemli bir rol oynar. Ciinkii siiperoksit
ile reaksiyona girerek, en reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil

radikali olugturmak tizere kolaylikla yikilabilir.
H,0,+0, --0OH+0H +0,

Bu reaksiyona Haber-Weiss reaksiyonu adi verilir. Katalizér varliginda veya
katalizorsiiz olusabilir. Fakat katalizorsiiz reaksiyon cok yavas ilerler. Demirle
katalizlenen ikinci sekil ise ¢ok hizlidir ve fenton reaksiyonu admi alir. Bu
reaksiyonda 6nce ferri demir (Fe") siiperoksit tarafindan ferro demire (Fe'?)
indirgenir. Sonra bu ferro demir kullanilarak fenton reaksiyonu ile hidrojen

peroksitten OH ve OH™ tiretilir.

O; + Fe’" - 0, + Fe™

Fe’” +H,0, — Fe'" +OH +-OH

0, +H,0, --OH+0OH +0,

Mitokondride bol miktarda H,O, bulunur. Metal iyonlar1 da ¢ok oldugu igin
cok fazla hidroksil radikali iiretimi s6z konusudur. Bu metal katyonlari, DNA veya

hiicre zarina baglanirsa hidroksil radikali olusumuna sebep olabilir (Reiter, 1998).

14
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2.2.1.1.3. Hidroksil Radikali

Oksijen radikalleri i¢cinde en reaktif ve en toksik etkili olani1 hidroksil
radikalidir (OH). Hidroksil radikali (OH), hidrojen peroksidin geg¢is metallerinin
varliginda indirgenmesiyle meydana gelir. Suyun yiiksek enerjili iyonize radyasyona
maruz kalmasi sonucunda da hidroksil radikali olusur. Yarilanma omrii ¢ok kisa olan
bu molekiil olustugu yerde biiylik hasara sebep olur. Haber-Weiss ve Fenton
reaksiyonlart hidroksil olusumundaki en 6nemli reaksiyonlardir (Mccord ve Day,
1978).

Hidroksil radikali olusunca hemen firetildigi yerin birka¢ Ao uzakliginda
herhangi bir molekiille reaksiyona girer. Reaktifligi yiiksek oldugu icin 37 °C de
beklenen yarilanma 6mrii 1x10” saniyedir (Karbownik ve Reiter, 2000).

Niikleer ve mitokondriyal DNA, membran lipitleri ve karbonhidratlar1 gibi,
hiicrenin makro molekiilleri tizerine yikici etki yapmamaktadir (Halliwell, 1993;

Halliwell, 1994).

2.2.1.1.4. Tekli Oksijen

Singlet oksijen ortaklanmamis elektronu olmadigi i¢in radikal olmayan
reaktif oksijen molekiiliidiir (Akkus, 1995). Serbest radikal olmamasina ragmen ¢ok
reaktif olmas1 ve iiretimi sirasinda bazi radikal tepkimeler olusmasi nedeniyle ayni
aileden sayilmaktadir (Halliwell ve Gutterridge, 1989). Serbest radikal reaksiyonlari
sonucu meydana geldigi gibi serbest radikal reaksiyonlarinin baslamasina da neden
olur.

Oksijenin elektronlarindan birinin enerji alarak kendi spininin ters yoniinde
olan baska bir orbitalle yer degistirmesiyle olusur. Enerji absorbsiyonu ile uyarilan
oksijenin paylasilmamis dis elektronlar: spinlerini degistirerek ayr1 ayr1 ya da ayni
orbitali isgal edebilir. Bu iki forma singlet oksijen adi verilmektedir. Singlet oksijen,
uyarilmis elektronlarin daha diisiilk enerji seviyelerine inmesiyle 1s1k yayar

(Cheeseman ve Slater, 1993).

15
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2.2.1.1.5. Nitrik Oksit

Nitrik oksit (NO) intraseliiler ve ekstraseluler ortamlarda yaygin bulunan bir
sinyal molekiilii olup, bir¢ok olayimn regiilasyonunda, kan basinci, kardiyovaskiiler,
sinir sistemlerine ait fizyopatolojik mekanizmalarda, apoptozisde ve immiinolojik

reaksiyonlarda yer alan bir radikaldir (Kelm ve ark., 1997; Moncada ve ark., 1993).

Nitrik oksit, birer atom azot ve oksijenden olusan atom agirligi 30 olan gaz
yapisinda kii¢iik bir molekiildiir. Lipofilik bir yapiya sahip olan NO, suda az ¢6ziiniir
ve membranlardan kolayca gecebilir. Dis yoriingesinde c¢ift olmayan elektron
bulunmasi nedeniyle serbest radikal oOzelligi tasiyan NO, oldukg¢a reaktif bir
maddedir. Son derece dayaniksiz bir bilesik olan NO’in dokulardaki yart dmrii 2-30
saniyedir. Oksijen varliginda ve doku disinda yar1 6mrii 4 dakikaya kadar ¢ikabilir.
NO sentezlendikten kisa bir siire sonra serbest radikallerle reaksiyona girerek nitrit
(NO;) ve nitratlara (NO;) doniisiirler. Bu reaksiyonlar demir gibi bazi metaller
tarafindan katalize edilir ( Lowestein ve ark., 1994; Kiechle ve Malinski, 1993).
Nitrik oksitin hizli bir sekilde nitrit ve nitrata doniistimii nedeniyle bunlarin toplami1
nitrik oksit konsantrasyonunu verir.

NO’in temel fonksiyonlart sunlardir :

e Kan damarlarinda vazodilatasyona yol agar.

e Trombosit agregasyonunu onler.

e Viicud savunmasiyla ilgili olarak makrofaj, ndétrofil, fibroblast ve mast
hiicrelerinden NO salinir, sitotoksik etkilerle, bakteri, mantar ve c¢esitli
patojenlerin 6ldiiriilmesini saglar.

e Santral sinir sisteminde ndronal bir habercidir.

e Norotoksik etki gdsterebilir.

Asetilkolin, serotinin, histamin, vazopresin, insiilin, klonidin, katekolamin
gibi vazoaktif maddeler ve ilaglar NO saliverilmesine neden olur. Trombosit
agregasyonu sirasinda aktive edilen trombositlerin saliverdigi ATP ve ADP ile

pihtilagsma sirasinda olusan trombin de NO salgilanmasina neden olur.
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Bakteriler, sigara dumani ve egzoz gazlar1 reaktif azot oksitleri liretir. NO
kararli bir serbest radikaldir ve fizyolojik sartlar altinda birgok fonksiyonda rol oynar
(Simonian ve Coyle, 1996). Hiicre i¢i konsantrasyonu fazla arttiginda néron 6liimii
ile sonuglanan toksik olaylar1 baslatir. Nitrik oksit, biyolojik sistemlerde O,, O ve
gecis metalleriyle reaksiyona girer. Metal ve tiyol igeren proteinlerle yiirliyen
reaksiyonlar, enzim aktivitelerinde zayiflamaya neden olur.

Nitrik oksitin elektron transport zincirindeki demir igeren komplekslere
saldirmasi, bozulmus enerji metabolizmasiyla sonuclanir. Nitrik oksit olusumunun
artmasi sinir hiicreleri tahribatina yol agar (Reiter, 1998).

Nitrik oksit, oksijen ve NADH’in bulundugu ortamda substrat olarak L-
argininden Nitrik oksit sentetaz (NOS) ile olusur (Nelson ve Cox, 2000).

NOS enzimi FAD, Heme, Ca", calmodulin ve 6 (R)-tetra-hidro-L biopretin
(BH4) kofaktorlerine ihtiya¢ duyan bir enzimdir. Bu enzimin ¢esitli formlar1 vardir.
Néronal form ( n NOS, NOS-1, Tip I ) Ca™ bagimli bir enzimdir ve néral doku ile
iskelet kasinda bulunur. Indiiklenebilir form ( i NOS, NOS-2, Tip II) sitokin veya
endotoksin aktivasyonuna cevap olarak hiicre ve dokudan salinir. Normal kosullar
altinda Ca™” bagimli degildir. Ugtincii form olan endotelial form ( e NOS, NOS-3,
Tip III) Ca™ bagimhdir. Néronal formdan farkli boyut olarak daha kiigiik olusur. ilk
olarak vaskiiler endotel hiicrelerinde bulunmustur (Maxey ve Johnson, 2002). e NOS
fizyolojik dozlarda toksik degil iken, Ca™" bagimsiz indiiklenebilir formu olan i NOS
formu toksiktir. Iskemide i NOS aracihigi ile salman NO yiiksek miktarda iken

toksiktir.
Cc00~ [ tlzoo- clzoo—
H-ﬁ—tlz—n Heﬁ‘“(l:_ﬂ Hﬁ—cl:~ﬁ
(llﬂg ?Ha CI!HE
«’lmﬂ NADPH,0, NADP* H,0 cI:H2 $NADPH,0, INADP* H,0 (l.!Hﬁ
(J:H’ Cl‘-Hz (I}Hz + N&*
NH Nos NH ~NO= NH
| 5- | | Nitrik oksit
tI:-NH., - (|:=N.—OH- c|:=o -
NH, L NH, J
Arginin Hidroksiarginin Sitrullin

Sekil 4. Nitrik oksit biyosentezi ( Maxey, 2002)
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NO siiperoksit anyon radikali ile reaksiyona girerek peroksinitrite
dontisebilmektedir. Ancak NO bir yandan siiperoksit anyon radikalini temizlerken
diger yandan olusan peroksinitrit (ONOO®) ve hidroksil (‘OH) potent birer
oksidanlardir. Peroksinitrit hiicre membraninda lipid peroksidasyonunu baglatarak
hiicre hasar1 yapmaktadir. Proteinlerde tirozin amino asitlerinin nitrasyonuna neden
olarak protein yapisini bozmaktadir. Bu sekilde olusan nitrotirozin de oksidatif
stresin onemli gdstergesidir (Maxey ve Johnson, 2002).

Diger taraftan nitrik oksit ile olusan hidroksil hiicresel hasar bakimindan
bilinen en 6nemli radikaldir. NO ortamdaki siiperoksit (O,*), lipit peroksil (LOO®)
ve tiyol radikalleri gibi radikaller ile ¢ok hizli bir sekilde reaksiyona girebilmektedir.
Bilindigi {izere bu radikallerin dokulardaki miktar1 iskemi ve ozellikle de iskemi
sonras1 reperfiizyon esnasinda artmaktadir. Dolayisiyla bu reaksiyonun olusum
hizinin  reperfiizyon sonucu meydana gelen oksidatif stres ile artacagi
diisiiniilmektedir. Bu nedenle bu ¢alismaya retina dokusunda miktar1 heniiz tespit
edilmemis olan NO miktarinin 6l¢iimii de dahil edilmistir.

NO etkisini c¢GMP yolu iizerinden gostermektedir. Ca™" arjininden NO
sentezini indiikler. NO ise GTP ‘den cGMP olusumunu artirir. cGMP inaktif protein
kinazlar aktive eder ve diiz kaslarda gevsemeye neden olur. NO oldukga kisa bir yar1
omre sahip olan NO, ve NOs’e doniismektedir.

NO angiogenez ve hiicresel migrasyonu saglar. Yarada kollajen depolanmasi
ve kollajen capraz baglarimi artirarak yara iyilesmesini hizlandirir. Sitokolik
guanilatlar siklaz ve ¢cGMP aracili vasodilatasyon yapar. Endotelyal 16kosit hiicre
adezyonunu inhibe eder. Lokosit adezyon, aktivasyon ve kemotaksisinin endojen
inhibitoriidiir. Endotel proliferasyonu ve apoptozisi module eder. Selliiler
immiinomodulasyon ve bakteriyel sitotoksisiteyi artirir. Norojenez ve fonksiyonel
tamirde rol oynar ve noronal hasardan korunmada 6nem tasir (Maxey ve Johnson,
2002).

NO mikarindaki artisa bagli olarak dokularda apoptozis mekanizmasi
baslamaktadir. Yapilan ¢esitli caligmalarda farkli tiimor olgularinda nitrik oksit
sentetaz (NOS) enzim sentezinde bir artisin ortaya ¢iktig1 gozlenmistir (Weigert ve
Brune, 2008). Farelerde NOS sentezini saglayan genin mutasyon ile bloklanmasi

sonucunda NO’daki artisa bagli olarak tiimor gelisiminde bir hizlanma oldugu tespit
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edilmistir (Scott ve ark., 2001). Dolayisiyla dokularda NOS’deki artisin muhtemelen
artan NO {riinlindeki miktarla iligkili olabilecegi s6z konusudur. Biyolojik dokularda
NO miktar1 ortamdaki O, ile de iliskili olmaktadir. Ornegin beyin dokusunda NO
miktar1 yaklasik 20 pM iken arteriyal kanda 150 uM olarak tespit edilmistir (Grassi
ve ark., 2005)

2.2.1.2. Serbest Radikal Kaynaklan

Biyolojik sistemlerde serbest radikal olusumu normal metabolik olaylarin
seyri esnasinda ve organizmanin ¢esitli dis etkilere maruz kalmasiyla meydana gelir.
Serbest radikaller, iyonize radyasyon, stres yapict durumlar, enzimatik ve
enzimatik olmayan reaksiyonlar sonucunda viicuttaki biyolojik fonksiyonlarin yan

irlinli olarak olusurlar (Basaga, 1990).

a- Biyolojik kaynaklar

i. Aktive olmus fagositler

i1. Antineoplastik ajanlar

iii. Radyasyon

iv. Aliskanlik yapan maddeler; alkol ve uyusturucu maddeler

v. Cevresel ajanlar (hava kirliligi yapan fotokimyasal maddeler; hiperoksi,
pestisitler, sigara dumani, solventler, anestezikler, aromatik hidrokarbonlar)

vi. Stres: Streste katekolamin diizeyi artar. Katekolaminlerin oksidasyonu ise

serbest radikal kaynagidir.

b) intraselliiler kaynaklar

1. Kii¢ciik molekiillerin otooksidasyonu

ii. Enzimler ve proteinler; ksantin oksidaz, triptofan dioksijenaz, hemoglobin

iii. Mitokondrial elektron transportu

iv. Endoplazmik retikulum ve niikleer membran elektron transport sistemleri
(sitokrom P-450, sitokrom b5)

v. Peroksizomlar; oksidazlar, flavoproteinler
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vi. Plazma membrani; lipoksijenaz, prostoglandin sentetaz, fagositlerde
NADPH oksidaz, lipit peroksidasyonu

vii. Oksidatif stres yapict durumlar; iskemi, travma, intoksikasyon

Hiicrelerde serbest radikal iiretimi, bazi yabanci toksik maddeler tarafindan
da biiyiik oranda arttirilabilir. Bu maddeler ya dogrudan serbest radikal {iretirler veya
antioksidan aktiviteyi diistiriirler.

Bu tip maddeler dort grupta toplanabilirler;

i. Toksinin kendisi bir serbest radikaldir. Kirli havanin koyu rengini veren
azotdioksit gazi ornek olarak verilebilir. Bu radikal iy1 bir lipit peroksidasyon
baslaticisidir.

ii. Toksin bir serbest radikale metabolize olur. Mesela, toksik bir madde olan
karbontetrakloriir karacigerde sitokrom P-450 tarafindan triklorometil serbest
radikaline doniisiir. Bu radikalin oksijenle reaksiyonu sonucu meydana gelen
peroksil radikali de kuvvetli bir lipit peroksidasyonu baslaticisidir. Boylece, reaktif
serbest radikal tretimi, karacigerde antioksidan savunmalari asar. Bu da hiicre
membranlarinin oksidatif yikim1 ve ciddi doku hasari ile sonuglanir.

i11i. Toksinin metabolizmasi sonucu serbest oksijen radikali meydana gelir.

Bunun tipik bir drnegi paraquatdir. Ozellikle karacigerde biriken paraquat, bir
serbest radikale indirgendikten sonra tekrar yiikseltgenerek rejenere edilirken
beraberinde oksijen indirgenir. Boylece bol miktarda siiperoksit tiretilmis olur.

iv. Toksin antioksidan aktiviteyi diisiiriir. Mesela parasetamoliin karacigerde
sitokrom P-450 tarafindan metabolizmas1 glutatyonla reaksiyona giren ve miktarini
azaltan bir iiriin meydana getirir.

Metal iyonlarmin serbest radikal reaksiyonlarindaki Onemleri lipit
peroksidasyonundaki etkileridir. Gegis metalleri lipit peroksidasyonunu baslatmaktan
ziyade sentezlenmis olan lipit hidroperoksitlerinin parcalanmalarin1 ve lipit
peroksidasyonun zincir reaksiyonlarini katalize ederler. Bdylece zararli olan

radikalleri daha az zararli hale getirirler (Akkus, 1995).

20



2.ONCEKIi CALISMALAR CiGDEM GOVER

2.2.1.3. Serbest Radikallerin Etkileri

2.2.1.3.1. Membran lipidlerine etkileri

Hiicre membrani, bol miktarda doymamis yag asidi icerdiginden serbest
radikal hasarima olduk¢a duyarhidir. Ortamda bulunan serbest radikaller yag
asitlerinden bir proton kopararak “Lipid peroksidasyon” olarak bilinen reaksiyonun
baslamasina neden olurlar. Lipid peroksidasyonu sonucu aciga ¢ikan peroksitler,
alkoller, aldehitler, hidroksi yag asitleri gibi maddeler hiicrenin bir¢ok komponentiyle
reaksiyona girerek hiicresel ve metabolik fonksiyonlar iizerine toksik etki gosterirler
(Kose ve Dogan, 1992).

Lipid peroksidasyonu sonucu agiga ¢ikan kisa zincirli yag asitleri ve
triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metionin ve sistin gibi amino asitleri igeren
yapisal proteinlerin oksidasyonu, membran gec¢irgenliginin artmasina ve
membrandaki akiskanligin azalmasia neden olmaktadir (Kdse ve Dogan, 1992). Ug
veya daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu malondialdehit
(MDA) olusur. MDA, membran komponentlerinde c¢apraz baglanma ve
polimerizasyona yol acarak iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre yiizey
determinantlarinin bazi 6zelliklerini degistirmektedir. Bu o6zelliklerinden dolay1

MDA ; mutajenik, genotoksik ve karsinojenik bir bilesiktir (Kdse ve Dogan, 1992).

2.2.1.3.2 Proteinlere etkileri

Hiicrenin protein yapilari, serbest radikallerin, 6zellikle duyarli amino asitler
ile direkt etkilesimi sonucunda hasara ugramaktadir. Protein fonksiyonu igin kritik
pozisyonda olan aminoasitler (6rnegin enzimin aktif bdlgesindeki amino asitler),
ozellikle radikal hasarina duyarlidirlar. Metionin, sistein gibi terminal siilfidril (-SH)
grubu bulunduran amino asitler ile triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin gibi
aromatik amino asitler, oksidasyona en fazla maruz kalanlardir. Oksidasyon sonucu

proteinlerin sekonder ve tersiyer yapilarinda olusan degisiklikler fonksiyonlarini
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etkilemektedir. Enzim veya reseptor fonksiyonuna sahip membran proteinleri,
Ozellikle serbest radikallerin modifikasyonlarina duyarli olduklar1 igin protein
oksidasyonu ile 6nemli hiicresel ve membran fonksiyonlar1 bozulmaktadir. Bunun
yani sira iskemi-reperflizyon siirecinde hiicre i¢i enzimlerden olan antioksidan
enzimlerin  oksidasyonlar1 da bu enzimlerin aktivitelerindeki azalmanin

nedenlerinden birini olusturabilmektedir (Islekel ve ark., 2000).

2.2.1.3.3. Karbohidratlara etkileri

Monosakkaritlerin oksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksitler ve
okzaloaldehitler meydana gelir. Okzaloaldehitler, DNA, RNA ve proteinlere
baglanabilme ve aralarinda capraz baglar olusturabilme 6zelliginden dolay1
antimitotik etki gosterirler (Akkus, 1995). Karbohidratlarin proteinlere baglanmasi,
proteinleri serbest radikal hasarina daha duyarl kilmaktadir. Boylece hormonal ve
norotransmitter yanitlarda rol oynayan hiicre reseptor islevleri degismektedir (Aybey
ve ark., 1996; Winrow ve ark., 1993). Bir mukopolisakkarit olan hyaliironoik asit
gbzilin vitreusunda bol miktarda bulunur. Hyaliironoik asidin oksidasyonu katarakt

olusumuna katkida bulunur (Akkus, 1995).

2.2.1.3.4. Niikleik Asitler ve DNA’ya Etkileri

DNA yapisinda oksidatif hasara sebep olan pek ¢ok faktor vardir. Iyonize
radyasyon, artmis oksijen konsantrasyonu, ksantin oksidaz ve ¢esitli kimyasallar asir1
radikal olusumuna neden olarak direkt hasara yol agarlar. Bazi serbest radikaller de
DNA tamir enzimlerini etkileyerek hasara yol acarlar. Iyonize radyasyonla olusan
serbest radikaller, DNA’y1 etkileyerek hiicrede degisime ve 6liime yol acarlar. DNA
yapisindaki plirin ve pirimidin bazlarinda parcalanma ve yikim sonugta DNA’nin
denatiirasyonuna neden olur. Oksidatif hasar DNA kiriklari, baz cifti degisimleri,

yeniden diizenlenme gibi yapisal degisimlere neden olmaktadir. DNA, serbest
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radikallerden kolaylikla zarar gérebilen 6nemli bir hedef molekiildiir (Winrow, 1993;

Halliwell, 1994).

Cevresel Faktdrler Serbest radikal yvapinu Endojen Faktorler
0, . H,0»

Geceis Metalleri

Fe?.Cu”
OH-
Lipit peroksidasyonu DNA Hasari Protein Hasar1i

N b

Doku Hasari

Sekil 5. Viicuttaki Onemli serbest radikaller ve olusturduklar1 hasarlar
(Halliwell, 1994)

2.2.1.4 Goz ve Serbest Radikaller

G0z, asirt miktarda serbest radikal etkisine maruz kalan bir organdir. Ciinkii
retina oksijen bakimindan zengin olup biiyilk miktarda doymamis yag asidi igerir.
Retina pigment epiteli (RPE) hiicreleri siirekli olarak her giin bir ¢ok fotoreseptor dis
segmentini parcalamakta ve fagosite etmektedir. RPE lokalizasyonu, fotik
reaksiyonlar ve koriokapillaristen difiize olan yliksek parsiyal oksijen (PO, ) seviyesi
ve buradaki yliksek metabolik aktivite sonucu serbest radikal iiretimi ve bunlarin
etkisine maruz kalma riski artmaktadir (Braquet ve Doly, 1986; Yeh ve Ashton,
1990).
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Goz bu radikallerin etkisine yatkin oldugu gibi yeterli miktarda antioksidan

savunma sistemlerine de sahiptir.

2.3 iskemi

Iskemi kelimesi, Yunanca "iskho" yani geri alinma ile "haima" yani kan
kelimelerinin birlesiminden meydana getirilerek ilk defa Virchow tarafindan tip
literatiiriine kazandirilmistir. Iskemi, bir dokuya kan akiminin yetersizligini ve
hiicresel enerji ihtiyacinin karsilanmasindaki yetersizligi ifade eden patolojik bir

durumdur.
Iskemi, dokulari {i¢ ihtiyacindan yoksun birakir:
1) Oksijen
2) Metabolik substratlar
3) Artik iiriinlerin uzaklastirilmast.

Bu ihtiyaglarin giderilememesi hemostatik cevabi azaltacak ve zamanla doku

hasarm artiracaktir. Eger bu durum uzun siirerse doku dlecektir (Infarktiis).

Hiicresel fonksiyonlarin gerceklesebilmesi i¢in gerekli temel yakit oksijendir.
Normal hiicre fonksiyonlar1 i¢in gerekli olan yiiksek enerjili fosfat baglar1 aerobik
metabolizma ile saglanir. Oksijen yetersizligi durumunda anaerobik metabolizma
devreye girer. Bu da laktik asit ve toksik metabolitlerin birikimi ile sonuglanir.
Ortaya ¢ikan asidoz nedeniyle normal enzim kinetigi degisir ve yiiksek enerjili fosfat
baglarinin yapimi azalir. Bu durumda hiicre kendi homeostazi i¢in gerekli olan
enerjiden yoksun kalir (Nayak ve ark., 1993).

iskemiye direng farkli dokularda degiskenlik gosterir. Iskelet kasi saatlerce
iskemiye maruz kalsa bile normale donebilirken, noronlar birka¢ dakikada geri
doniisiimsiiz hasara ugrayabilirler (Nayak ve ark., 1993). Homeostaz i¢in gerekli olan
enerji kaynaklarinin, 6zellikle ATP sentezinin azalmasi (ya mitokondrial oksidatif

fosforilasyon ya da anaerobik glikoliz yolu ile) intraselliiler metabolit birikmesine ve
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hiicre membraninda iyon dengesizligine yol acar (Augistin ve ark., 1988; Osborne ve
ark., 2004).

Oncelikle enerji gerektiren Na-K pompasi etkilenirken, Na' iyonlart
intraselliiler alana gecer ve komsu intertisyel boslukta osmotik dengeyi saglamak i¢in
bereberinde su ceker. Bunun sonucunda K iyonlar1 intraselliiler alandan,
ekstraselliiler alana kagar. Bu degisikliklere mitokondriyal fosfolipaz inaktivasyonu
eslik eder ve oksidatif fosforilasyon kaybi ortaya cikar bdylece adenozin trifosfat
(ATP) iiretimi durma noktasina gelir. Iskemik hasara kars1 gelisen erken fazdaki bu
degisiklikler zedeleyici ajan ortadan kaldirilmazsa irreversibl hiicre hasari meydana
gelir (Sekil 6). Kalsiyum iyon dengesi bozulur, hiicre dist Ca" plazma
membranindan iceriye akisi artarak stoplazmada birikir. Bu olaylar sonucunda
sirastyla mitokondriyal hasar, lizozomlarda sisme, endoplazmik retikulumun
dilatasyonu, enzim ve protein kaybi, hiicresel kompartmanlarin bozulmasi ve otoliz
meydana gelir. Bunu asidoz ve ozmotik sok gibi klinik bulgular ile kromatin

kiimelenmesi ve piknozis gibi histolojik bulgular takip eder (Chun ve ark., 2004).
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Sekil 6. iskemi hasar1 ( Osborne, 2004)

Iskemi hasar1, bir dokuyu besleyen arteriyal sistemin belli bir zaman dilimi
icinde tikanmasi sonucunda ortaya ¢ikan durumdur. Iskemi olusmus dokuda kan
akiminin yeniden saglanmasina reperfiizyon denilmektedir. Reperfiizyon hasari ise,
doku kan akimi yeniden saglandiginda ortaya ¢ikan hasara verilen addir. Iskemi
kritik bir zaman dilimini asarsa dokularda ardisik birtakim kimyasal olaylar
olugmakta ve bu olaylar hiicre disfonksiyonu, interstisyel 6dem, hiicresel hasar ve en
sonunda hiicre dliimiine yol agmaktadir. Iskemi hasarinin giderilmesi icin, bu kritik
zaman diliminde dokunun tekrar oksijene olmasi sarttir. Ancak, reperfiizyon

sirasinda oksijen serbest radikallerinin rol oynadigi reperfiizyon hasari olusur.

Iskemik dokudaki hasarin sadece iskemi tarafindan olusturuldugu
diisiiniiliirken, son yillardaki ¢alismalar reperfiizyonun da bu hasarda énemli bir rol

aldigin1 gostermistir.

Iskemi, anoksi (tamamen oksijen yoklugu) ve hipoksi (oksijen azligr) ile

karistirilmamalidir; ¢linkii iskemi her zaman hipoksi ve anoksi komponentleri ile
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birlikte goriilmektedir ancak hipoksi ve anoksi her zaman iskemiyi

kapsamamaktadir.

Hipokside ilk etkilenen mitokondrial oksidatif fosforilasyonla saglanan
hiicrenin aerobik solunumudur. Bu esnada, adenozin trifosfat (ATP) yapimi
yavaglamakta ya da durmaktadir. Bu durum sodyum pompasi yetersizligine neden
olacak sekilde ATP az aktivitesinin azalmasina neden olmaktadir. Iyon tutulumuna

1zo-ozmotik su birikimi eslik ederek akut hiicresel sisme meydana gelmektedir.

Hiicrede ATP azalinca adenozin monofosfat (AMP) birikmekte, bu da
anaerobik glikoliz ile glikojenden ATP sentezini artirarak hiicreye enerji
saglamaktadir. Glikolizis laktik asit ve fosfat tlirevlerinin hidrolizi ile inorganik
fosfatlarin birikimine yol agmakta ve bu durum hiicre i¢i pH" diisiirmektedir. Bunu
izleyen siiregte, graniiler endoplazmik retikulumdan ribozomlarin ayrilmasi ve
polizomlarin bozulmasiyla monozomlar olusmaktadir. Hipoksi devam ederse,
membran gegirgenligi azalmakta ve sonucta hiicre yiizeyinde yerel siskinlikler
olusmaktadir. Iskeminin baslamasiyla birlikte hiicrenin aerobik solunumu
etkilenmekte ve doku hiicresel ATP diizeyinde azalma olmaktadir. ATP yikimi
sonunda hipoksantin ve ksantin gibi piirin metabolitleri birikmekte ve bir 6n enzim

olan ksantin dehidrogenaz enzimi, ksantin oksidaza doniismektedir.

27



2.ONCEKIi CALISMALAR CiGDEM GOVER

Intracellular AMP
5'NTase Jy_’ ADP
. P - \ Adenosine kinase
L - Homocysteine A | ATP
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XDH = Xanthine dehydrogenase Xanthine | Epdothelium
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Sekil 7. Adenozin tiretimi ( Roth ve ark., 2003)

Bu nedenle reperflizyon esnasinda sistemde agiga cikan asir1 oksijen
nedeniyle endoplazmik retikulum, mitokondri, plazma membrani ve sitosolde asiri
siiperoksid anyonu (O) iiretilmektedir. Siiperoksid anyonunun olusmas: ile
zincirleme reaksiyonlar baslamakta ve endotel hiicrelerinde diger oksijen radikalleri
ile birlikte hidrojen peroksit ( H,O,) olusmaktadir. Daha sonra H,O,, Fe™ in Fe™ ye
donistiirmekte ve siiperoksit anyonlari tarafindan katalizlenen fenton reaksiyonu ile
OH" anyonuna doniismektedir. Baglica antioksidan enzimler siiperoksit dismutaz,
katalaz ve glutatyon peroksidazdir. Serbest oksijen radikalleri lipid peroksidasyonu,
protein ve DNA hasarina neden olmaktadir. Ayrica anaerobik metabolizma
sonucunda laktik asit olugsmakta, hiicre membrani boyunca iyon gradienti kayb1 ile

hiicresel mekanizmalar hasara ugramaktadir (Sekil 8).
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Sekil 8. Iskemi-reperfiizyon sonrasinda meydana gelen siiperoksit radikalleri
ve doku hasar1 (Osborne ve ark., 2004)
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Iskemi doneminde tekrar doku kan akimi saglanirsa doku hasar1 geri
dontistimli olmakta, iskeminin devam etmesi halinde geri doniisiimsiliz zedelenme
olusmaktadir. Geri doniisiimsiiz zedelenme sonucu mitokondrilerde ileri derecede
vakuolizasyon, hiicre zarlarinda asir1 yikim, lizozomlarda sisme goriilmektedir.

Retina, diensefalonun bir uzantis1 olarak beyin ile bir¢cok fonksiyonel ve
yapisal benzerlikler igermektedir. Beyin ile karsilastirildiginda retinanin kendine has
ve Ozellikli ¢evresel yapisi ile iskemik hasara anlamli bir sekilde dogal bir direncinin
bulundugu goriilmektedir. Retinanin iskemiye gosterdigi rolatif direng beyin ile
retina arasindaki en goze carpici farktir. Noroproteksiyona dayali tedavi stratejileri
beyin iskemilerinde hayal kirikligina ugratici sonuglar vermistir. Beyin birkag
dakikalik iskemiye c¢ok genis bir hasar veya oliimle cevap verebilirken retina 60
dakikalik iskemiye hasarsiz yanit verebilir. Retinada, hemoglobin ve miyoglobin ile
uzaktan iligkili, ndrona 6zel solunumsal bir protein olan noroglobin yiiksek
seviyelerde bulunmaktadir. Beyindekinin 100 kati kadar olan bu protein retinada
Ozellikle  fotoreseptorlere  yerlesmistir.  Retinanin  iskemik  modellerinde
fotoreseptorlerde, i¢ retinaya oranla daha az fonksiyonel ve yapisal hasar
goriilmesinin nedeni heniiz tam olarak agiklik kazanmamistir. Ancak bu gercegin ii¢
temel nedene dayandig diisiiniilmektedir.

1. Lokal enerji substratlar1 mevcuttur (Vitreusda énemli miktarlarda glukoz,
retinada glikojen deposu vardir).

2. Bu enerji substratlar retinal iskemi periyodu boyunca bosalmaktadir.

3. lIzole retina oksijen yoklugunda bile glukolizis ile glukozdan ATP
sentezleyebilir(Tumay, 2010).

Retinal iskeminin karigik patofizyolojisi retina ve vaskiiler destegi arasindaki
dinamik iligki ile alakalidir. Koroid, retina ve optik sinir basi kan akimlarmin tek tek
veya hepsinin birden etkilenmesi retinada degisik patolojik durumlara yol agacaktir.
Kan akimi kesildiginde retinadaki degisik hiicre tipleri farkli sekillerde bu durumdan

etkilenecektir.
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2.3.1 Geri Doniisiimlii Zedelenme

Hipoksi, oncelikle mitokondrilerdeki oksidatif fosforilasyonu etkileyerek,
ATP ve fosfokreatin depolarinda azalmaya neden olur. Mevcut ATP sirasiyla
adenozindifosfat, adenozinmonofosfat, inozin ve hipoksantin’e yikilir. Olusan ve
biriken bu metabolitler fosfofruktokinaz enzimini uyararak hiicresel metabolizmanin
anaerobik yone kaymasina neden olur. Bu metabolik degisim, daha fazla glikojen
kullanim1 ancak daha az ATP iiretimi (aerobik solunumla elde edilen miktarin
yaklasik %7(]si) ile sonuglanir (Brunori ve Ratilio, 1984). Dolayisiyla doku glikojen
depolar1 hizla tiikenir. Iskeminin devam etmesi, hipoksantin ve anaerobik glikoliz
tirtinlerinin (laktik asit, hidrojen iyonu, inorganik fosfatlar) hiicre i¢inde birikimi,
asidozda artig ve dolayisiyla enzim ve protein hasartyla sonuglanir.

ATP depolarindaki azalma, ATP bagimli hiicre zar1 pompalarinda fonksiyon
bozukluguna neden olarak, hiicre dis1 potasyum kaybi ve hiicre i¢i ani sodyum
kalsiyum- kloriir artigina ikincil hiicresel sismeyle sonuglanir. Bu hidropik degisiklik,
inorganik fosfatlar, laktik asit ve piirin niikleotidleri gibi metabolitlerin birikimi
sonucu artan osmotik yiikle daha da belirginlesir. Hiicresel sisme, makroskopik
olarak organ renginde solma ve agirliginda artisla, mikroskopik olarak ise
sitoplazmada  berrak  vakuoller olusumuyla (hidropik degisiklik/vakuoler
dejenerasyon) kendini gosterir (Bast ve ark., 1991).

Sonrasinda, ribozomlarin graniilli endoplazmik retikulumdan ayrilmasi ve
polizomlardan monozomlarin olusumu ile protein sentezinde azalma olusur. Hipoksi
diizelmez ise mitokondri fonksiyonunda kotillesme ve membran gecirgenliginde
artisa bagli hiicresel sisme ve fosfolipidden zengin dansiteler ile karakterize

morfolojik bozulma goriiliir.

Hiicresel iskelet; mikrovillus gibi yapisal ozelliklerin kaybi, hiicreler
arasindaki baglarin gevsemesi ve hiicre yiizeyinde kabarciklarin olusumu ile bozulur.
Hiicre ¢ekirdegi graniiler ve fibriller elemanlarinda dagilma meydana gelir. Osmotik
regiilasyon kaybi1 sonucunda mitokondri, endoplazmik retikulum ve hemen hemen
tiim hiicre organellerinde hidropik degisiklikler olusur (Bast ve ark., 1991).

Doku iskemisi sirasinda baska bir¢ok mekanizma daha aktive olur. Niikleer

faktor-kappaB (NF-kB) aktivasyonuyla, iltihabi aracilarin ve adezyon molekiillerinin
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(6zellikle ICAM-1 ve E-selektin) sentezinde artis olur. Adezyon molekiillerindeki bu
artig, iltihabi-iskemik alan 16kosit adezyonunu arttirir. Oksijen NO sentezi i¢in de
gerekli olup, iskemik dokuda NO seviyesinde azalma goriiliir. Bunlara ek olarak
kompleman sistem aktivasyonu ve platelet aktive edici faktor (PAF) sentez artisi
gergeklesir. Dolayisiyla iskemi, dokuyu reperflizyon hasarina karst daha hassas bir
duruma getirir. Eger doku perflizyonu diizelirse tiim bu degisimler geri doniisiimlii

olup iskeminin devami durumunda geri doniistimsiiz zedelenme ile sonuglanir.

2.3.2 Geri Doniisiimsiiz Zedelenme

Kritik iskemi zamani, doku canliliginin siirdiirebildigi maksimum iskemi
stiresi olarak tarif edilir. Ortalama kritik iskemi siiresi ise %50 doku kaybina neden
olan iskemik zaman doénemidir. Hiicrenin metabolik aktivitesi ve adaptasyon
mekanizmalarina gore kritik iskemi siiresi farklilik gostermekle birlikte uzun siireli
iskemide geri donlisiimsiiz hasar ve nekroz kaginilmazdir (Mccord, 1985). Hipoksi
sonucunda gelisen mitokondri fonksiyon bozuklugu (oksidatif fosforilasyon
yetersizligine bagli ATP depolarinda azalma) ve hiicre zar1 hasarmin doku
oksijenasyonunun yeniden saglanmasina ragmen diizeltilememesi geri doniisiimsiiz
hasarin en 6nemli gostergesidir. Bu donemde mitokondriyal vakuolizasyon artis1 ve
matriks i¢i kalsiyumdan zengin yogunluk birikimi olusur. Hiicresel zarlarin timiinde
gerceklesen hasar; hiicre organelleri ve hiicrede sisme, protein, esansiyel koenzim ve
riboniikleik asit kaybi, ATP sentezinde kullanilan metabolitlerin depolanamamasina
bagh yiiksek enerjili fosfat depolarinda azalma ve interstisyel alandaki
makromolekiillerin hiicre ic¢ine gecisiyle sonuglanir. Lizozomal membran hasari
enzimlerin sitoplazma i¢ine sizmasina yol agar.

Asit hidrolazlar, diisiik sitoplazmik pH’da, tiim hiicresel elemanlarin
enzimatik yikimina neden olurlar. Lizozomal sindirim, hiicre 6limii sonrasi,
interstisyel alanda dahi devam eder. Sonrasinda olii hiicreler fosfolipid kitleler
sekline donerek myelin sekiller olarak tanimlanirlar. Bu fosfolipid kitleler yag
asitlerine pargalanir veya fagositoza ugrayarak ortadan uzaklastirilir. Olusmus yag

asitlerinin kalsifikasyonu ise kalsiyum sabunlarimin olusumuyla sonuglanir.
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Hiicrelere has proteinlerin hiicre zar1 hasar1 veya hiicre Oliimiiyle sistemik
dolasima ge¢cmesi ve bunlarin kan serum orneklerinde gosterilmesi spesifik doku
hasar tespitinde énemlidir. Ornegin, myokard infarktiisii tan1 ve takibinde myokard

dokusuna 6zgii kreatin kinaz ve troponin izoformu dl¢iimleri dnemlidir.

2.3.2.1 Geri Doniisiimsiiz Zedelenme Mekanizmalari:

i) Membran fosfolipid kaybi: Hiicre zart membran fosfolipidleri, hem yikim
artis1 (artmus hiicre ici kalsiyum ile aktive olmus fosfolipazlar) hem de sentez

azalmas1 (ATP bagimli reagilasyon ve sentez azalmasi) sonucunda azalir.

ii) Hiicre iskelet anormallikleri: Hiicre zarinin iskeletten ayrilip yirtilmast,

artmis hiicre i¢i kalsiyum ile aktiflesen proteazlar ve hiicre sismesi sonucu olugur.
iii) Toksik oksijen radikalleri

iv) Lipid yikim iiriinleri

Bu zedelenme mekanizmalariyla 4 ana sistem olan hiicre zar1 biitiinligi,
oksidatif fosforilasyon, protein sentezi ve hiicrenin genetik yapisi etkilenir. Geri
doniisiimsiiz hiicre zedelenmesinin en 6dnemli unsuru artmis hiicre zar1 gecirgenligi
olup hacim regiilasyon bozuklugu, hiicre i¢i ve disina makromolekiillerin artmig
hareketi ve hiicre zar1 yapisal bozukluguna neden olur (Miller, 1984). Fosfolipid
yikim {riinleri membran iizerinde deterjan etkisi yaparlar. Bozulmus oksidatif
fosforilasyon ve azalmis hiicre i¢i ATP depolarina bagl gelisen membran iyon
pompa disfonksiyonu hiicre i¢i kalsiyum miktarinda ani yiikselise neden olur. Bu
yukselise organellerden salinan kalsiyum da katkida bulunur. Artmis hiicre ici
kalsiyum  birgok enzimatik sistemde [fosfolipazlar (membran hasari),
proteazlar(membran ve hiicre iskeleti hasar1), ATPazlar (ATP yikimi) ve
endontikleazlar (kromatin yikimi)] aktivasyon olusturur (Newel, 1986).

Hiicresel fonksiyonlar hiicre 6liimiinden 6nce kaybolur. Hasarin morfolojik
goriinlimii, kritik biyokimyasal sistemlerde bozukluklar olusup geri doniisiimsiiz

hasar oturduktan ¢ok sonra belirgin hale gelir. Hiicre sismesi dakikalar ic¢inde
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goriilebilen geri doniisiimlii bir hasardir. Geri doniisiimsiiz hasar 20-60 dakika i¢inde
151k mikroskobunda goriilebilirken, hiicre 6limii ancak 10-12 saatte belirgin hale

gelir.

Ozet olarak
Normal sartlarda;

KDH (NAD yi kullanarak)

Hipoksantin » Ksantin ve trik asit

I[skemide,

ATP ——— » pargalanr ——» AMP ve ADENOZIN
ADENOZIN hiicre disina geger —— inozin ve hipoksantin
AMP —, Hipoksantin

KDH —» KO

Reperfiizyon ile,
KO (02’1 kullanarak)

Hipoksantin » Ksantin + O3

KO

Ksantin + 203 + H>O Urik asit + Os + H2O»

2.3.3. Serbest radikallerin iskemideki rolii

Glutamat ve glukoz/oksijen yetersizliginden kaynaklanan bir¢cok serbest
radikal olusum yolu vardir (Pellegrini Giampietro ve ark.,, 1990) ve serbest
radikaller, retinal iskemideki hasarm 6nemli nedenidir (Bonne ve ark., 1998). Iskemi
sonrasindaki reperflizyon hasar1 diizensiz bir yol izler, fakat iskemi sirasinda ortamda
mevcut olan bilesikler tilkendiginde, genel olarak oksijenden kaynaklanan veya diger

serbest radikaller olusur (Osborne ve ark., 2004).
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Serbest radikaller iskemi-reperfiizyon sirasinda bir¢ok yolla olusabilmektedir.
Reperfiizyonun erken safhalarinda olustugu diisiiniilen siiperoksit radikalleri (O)
ortamda daha baskin bir sekilde bulunur. iskemi sirasindaki ATP degredasyonu,
hipoksantin olusmasina ve sinirlerdeki hiicre i¢i kalsiyum miktarinin artmasina neden
olur. Boylece Ca™ bagimsiz bir protein olan kalpaini aktive eder. Kalpain, ksantin
dehidrogenazi ksantin oksidaza doniistiiriir. Ksantin oksidaz da birikmis hipoksantini
iirik asite okside eder, iirik asit ise O ‘nin serbest kalmasina neden olur. Bu iki
molekiil Haber-Weiss meknizmas: ile reaksiyona girerek ¢ok toksik olan hidroksil
radikalini (OH) olusturur (Barry ve Grace, 1997).

Ayrica, siiperoksit radikali, iskemi sirasinda ¢ok fazla miktarda bulunan nitrik
oksitle etkilesime girer, bu etkilesim sonucu nitrosil radikali olan peroksinitrit ve
sonunda da hidroksil radikali olusur (Chan, 1996). Glial hiicrelerin ve ortama sizan
l16kositlerin aktivasyonu sonucu, iskemi sonrasindaki radikallerin olusumunda 6nemli
rolii olan sitokinler, nitrik oksit ve arasidik asit gibi inflamasyon yonlendiricileri

serbest kalir (Osborne ve ark., 2004).

2.3.3.1. I/R Hasarmna Kars1 Olusan Savunma Mekanizmalari

Serbest Oksijen Radikalleri (SOR) olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi
hasar1 dnlemek icin bir¢ok savunma mekanizmalar1 vardir. Antioksidan olarak da
adlandirilan bu savunma mekanizmalarinin etkileri dort ayr1 sekilde olur;

1) Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin onarilmasi onarici etkidir.

2) SOR’ni baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini engelleyici etki zincir
kiricr etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir kirici etki gosterirler.

3) SOR’yle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini azaltma veya
inaktif sekle doniistiirme bastirici etkidir. Vitaminler, flavanoidler bu tarz bir etkiye
sahiptirler.

4) SOR’ni etkileyerek onlar1 tutma veya daha zayif yeni molekiile ¢evirme
toplayict etkidir. Antioksidan enzimler, trakeobronsiyal mukus ve kiiglik molekiiller
bu tip etki gosterirler.

Antioksidanlar, endojen kaynakli veya eksojen kaynakli olabilirler.
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2.3.3.1.1 Endojen Antioksidanlar

Endojen antioksidanlar, enzim ve enzim olmayanlar olmak {izere iki sinifa
ayrilirlar.

Enzim olan endojen antioksidanlar;

Stiperoksit dismutaz (SOD), Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), Glutatyon S-
Transferazlar (GST), Katalaz (CAT), Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi,
Hidroperoksidaz.

Enzim olmayan endojen antioksidanlar;
Melatonin, Seruloplazmin, Transferrin, Miyoglobin, Hemoglobin, Ferritin,

Bilirubin, Glutatyon, Sistein, Metiyonin, Urat, Laktoferrin, Albiimin

2.3.3.1.2 Eksojen Antioksidanlar

Vitamin olan eksojen antioksidanlar:

a-tokoferol (vitamin E), B- karoten, Askorbik asit (vitamin C), Folik asit (folat).

[lag olarak kullanilan eksojen antioksidanlar:

Ksantin oksidaz inhibitorleri (allopiirinol, oksipiirinol, pterin aldehit),
NADPH oksidaz inhibitrleri (adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum kanal
blokerleri, nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar, diphenyline iodonium), rekombinant
stiperoksit dismutaz, trolox-C (vitamin E analogu), endojen antioksidan aktiviteyi
artiranlar (GSH-Px aktivitesini artiran ebselen ve asetilsistein), nonenzimatik serbest
radikal toplayicilar (mannitol, albiimin), demir redoks dongiislii inhibitorleri
(desferroksamin), noétrofil adezyon inhibitorleri, sitokinler (TNF ve IL-1),

barbitiiratlar, demir selatorleri.
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2.4. Apoptozis

Apoptoz, eski Yunanca “APO” (ayr1) ve “PTOZIS” (diismek) kelimelerinin
birlesmesiyle olusan ve Homeros tarafindan ‘sonbaharda yaprak dokiimiinii’
tanimlamak i¢in kullanilmis bir sozciiktiir. Bu nedenle bazi hiicrelerin sonbahar
yapraklar1 gibi adeta kuruyarak viicudu terk etmesi ve arkadan gelen hiicrelere yer
acmasiyla gergeklesen hiicre oliim tipi, Klasik Yunan tarihgisi James Cormack’in

Onerisiyle “apoptoz” olarak adlandirilmistir (Cummings ve ark., 1997).

Her hiicre, dogar, biiyiir, cogalir (proliferasyon), farklilasir (diferansiasyon) ve
Oliir (apoptozis). Biitiin bu olaylar dogal bir denge halinde siirer. Doku homeostazisi
yani yeniden yapim ve yikimin bir diizen ic¢inde olusu, apoptozis/proliferasyon
dengesinin saglikli bir sekilde siirdiiriilmesine baghdir (Erdogan, 2003; Hikim ve
ark., 1995). Son yillarda, bu dengenin bozulmasinin bir¢ok Onemli hastaligin
patogenezinde rol aldigi gosterilmistir (Mcphie ve ark., 2003). Ornegin; artmus
proliferasyon ve azalmig apoptozisin karsinogenezisde rol oynadigi diigiiniilmektedir

(Kerr, 1994).

Apoptozis, programlanmis hiicre o6liimii, organizmada fizyolojik siire¢lerin
yani sira ¢esitli patolojilerin ortaya ¢ikisindaki mekanizmalarda da rol oynamaktadir.
Tek bir hiicre, ¢cogalarak ¢ok hiicreli organizmaya doniisiirken organizma igin zararl
olabilecek bir takim mutasyonlu hiicreler ve yanlis yere yerlesen hiicrelerin yok
edilmesi gerekir. Bu islem i¢in bir program dahilinde sinyaller devreye girer. Kanser,
diyabet, AIDS, iskemi gibi hastaliklarin baslangicinda apoptozis sonucu asir1 vezikiil
artist oldugundan immiin sistem bunlar1 yok etmede yetersiz kalabilir ve sonugta
apoptozis mekanizmasi belli bir asamadan sonra isleyemez hale gelir. Boylece

patolojik durumlar ortaya ¢ikar (Dilsiz, 2009).

Apoptozisin diizenli olmadigr durumlarda tiimorogenezis ve sonucta kanser
olusur. Ayrica enfeksiyon ajam1 bir kisim virlisler apoptozisi engelleyerek etkili
olurlar. Deneysel caligmalarda nitrik oksitin (NO) ilave edildigi ortamlarda hiicrede

apoptozisin engellendigi goriilmiistiir (Dilsiz, 2009).
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2.4.1. Apoptozisde Hiicre Morfolojisi

Apoptoz, dokuda belli bir bolgedeki tiim hiicreleri etkilemek yerine, daginik
olarak tek tek hiicrelerde ortaya cikar ve tipik olarak yangisal degisiklikler yoktur.
Apoptoziste ana morfolojik olay, niikleusun kondensasyonu ve daha sonra parcalara
ayrilmasidir. Kromatin, normalde mikst kondens bir yapida olup daha diffiiz
goriinlimdedir. Apoptoziste siiperkondens bir hal alarak niikleus zar1 altinda
kresentik goriiniim olusur. Floresan boyamada DNA boncuklanmalar seklinde
goriiliir, bunun nedeni DNA’nin endoniikleaz ile olduk¢a 06zgil sekilde
interniikleozomal bolgelerden 180-200 baz ¢ifti (bp) biiyiikliigiinde parcalara
ayrilmasidir. Immiino elektroforez yapildiginda “ladder patern’’ olarak isimlendirilen
merdiven seklinde bir goriinim olusur (Gavrieli, 1992). Normalde bir hiicrede
birbirini takip eden 7 kirilma onarilirken, apoptoziste yaklasik 300 000 kirilma
meydana gelir ve hiicre onarimi yapilamaz.

Apoptozisin erken evresinde hiicreler birlesme bdlgelerinden ayrilir,
Ozellesmis yiizey organellerini kaybeder ve belirgin sekilde biiziiliir, birka¢ dakikada
hacimlerinin 1/3’iini kaybederler. Bu goriiniim, muhtemelen plazma membraninda
bulunan iyon kanallar1 ve pompalarinda aktivasyonun bozulmasina baghdir.
Apoptotik hiicrelerin bulundugu dokulardan elde edilen kesitler 151k mikroskobunda
incelendiginde, hiicreler, etrafinda acik bir halo ile goriilmektedir Daha sonra plazma
membraninda tomurcuklanmalar olusur ve hiicre, sitoplazma ile ¢evrilmig kromatin
parcalarindan olusan apoptotik cisimciklere pargalanir. Hiicre heniiz yasamaya

devam etmektedir.
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Sekil 9. Apoptosiz ve Iskemi iliskisi

2.5.Cahismada Kullanilan Maddeler
2.5.1. NADH (Nikotin Adenin Diniikleotid Hidrit)

NADH, (Nikotin Adenin Diniikleotid Hidrit) insan viicudunda tiim canl

hiicrelerde dogal olarak bulunan bir koenzimdir. NADH ayni1 zamanda Coenzym 1
olarak da adlandirilir ve Vitamin B3’{in bir tiirevidir.

Beyin, kalp, sindirim sistemi, kas viicudumuzun hangi parg¢asi olursa olsun

enerji ihtiyactmt NADH’tan saglayabilir. NADH, hemen hemen tiim viicuttaki

biyokimyasal ve metabolik reaksiyonlarin katalizi i¢in gerekli olan ATP {iretilmesine
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olanak saglar. Krebs ¢emberinde, hiicresel solunumda ve metabolizma gibi temel
olaylarda enerji tretir. NADH, ilk olarak Amerikan Tip aragtirmacist Dr. Nathan
KAPLAN tarafindan 1934 de kesfedilmistir. Hiicrelerin enerji liretiminde dnemli rol
oynar.
NADH takviyesi alinarak yapilan klinik ¢calismalarda su yararlar1 gosterilmistir.
e ATP enerji iiretimini artirir.
e Yorgunlugu azaltir ve yorgunluk duygusunu ortadan kaldirir.
e Dopamin ve adrenalin yaptig1 gibi ndrotransmitlerin artisini saglar.
e NADH dolayli olarak hafiza ve =zihinsel gelisimi etkileyen bilesiklerin
salgilanmasini saglar.
e NADH dogal bir antioksidan olarak DNA kiriklarinda tamir mekanizmasinda
onemli rol oynar.

Hiicrelerin enerji ihtiyaglar1 arttikga hiicrede mevcut bulunan NADH
miktarida artar. Ornegin kalp hiicresi 90 ng/g, beyin ve kas hiicreleri iceren doku 50
ng/g, karaciger hiicreleri 40 pg/g, kirmizi kan hiicreler 3 pg/g NADH igermektedir (
Nadlinger ve ark., 2002). Nadlinger ve ark. (2002) de yapmis olduklar1 ¢alismada
intraseliiler bulunan ATP’nin kan hiicrelerindeki NADH miktar1 ile dogru orantili

oldugu gosterilmistir.

2.5.2. Resveratrol

Bitkisel kaynakli ¢esitli yiyecek ve icecekler, bitkiler tarafindan hasara ya da
fungal ataklara kars1 sentezlenen birtakim flavonoid yapida olmayan fenolik
bilesikler igermektedirler. Bunlar arasinda resveratrol, stilben fitoaleksinlerin ana
aktif bilesigi olarak belirlenmistir. Resveratrol kimyasal olarak flavonoid yapida,
polifenolik, steroid olmayan bir bilesik olup estrojen benzeri biyolojik aktiviteye
sahiptir. Arichi ve ark., Polyganum cuspidatum adl bitkinin kurutulmus koklerinin
geleneksel Japon ve Cin tibbinda “Kojo-kon” adi verilen drog olarak kullanildigini
belirtmistir. Kojo-kon “Itadori” olarak da adlandirilmis ve mantar hastaliklari,

inflamasyon, kalp, karaciger ve damar hastaliklarinin tedavisinde kullanilmistir ve
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biitlin bu yararli etkilerden Polyganum cuspidatum’un primer aktif bileseni olan
resveratroliin sorumlu oldugu gosterilmistir (Arichi ve ark., 1982).

Resveratrol, Polyganum cuspidatum’dan baska iiziim, yer fistig1 ve ananasda
da bulunmaktadir. Trans-resveratrol ilk olarak 1976 yilinda Langcake ve Pryce
tarafindan asma yapraklarinda tespit edilmistir ve bilesigin fungal infeksiyona veya
ultraviyole (UV) 1s18a maruziyete cevap olarak yaprak dokular tarafindan
sentezlendigi gosterilmistir. Bitkiler ayrica resveratroliin glukozid formunu da
sentezlemektedir.

Uziimlerde resveratrol miktar1 asmanin yetistirildigi toprak, hava gibi kosullara,
Botrytis cinerea adi verilen kiifle enfekte olmasina ve sarapgilikta kullanilan
yontemlere bagli olarak degisebilmektedir. Uziimlerde resveratrol sentezi stres,
zedelenme, enfeksiyon ve UV 1sinlart gibi dis faktorlere baglh olarak degisim

gostermektedir (Cantos ve ark., 2003).

Resveratrol {iziim kabuklarinda 5-7 ppm, cekirdeklerinde 1 ppm, etli
kisimlarinda 0.1 ppm’den azdir (Douillet ve ark., 1999). Kirmiz1 saraplarda {iziimiin
kabuklar1 ile birlikte cibre fermentasyonu yapildig1 icin kabuklardan gegen

resveratrol miktar1 ortalama 1-11 ppm kadardir (Soleas, 1997).

2.5.2.1 Resveratroliin Kimyasal Yapisi

Resveratrol cis ve trans izomer sekillerde bulunur. Ayrica cis ve trans seklinde
glukozid olarak glukoz molekiiliine baglanarak da olusur. Resveratrol yag, di metil
stilfoksit (DMSO) ve alkolde ¢6ziinen bilesiktir. Molekiil agirligr 228 g/mol, erime
sicakligr 253-255 °C dir. Kapali formiilii C;4H,,0; diir. Saraplarda trans resveratrol,
cis resveratrole gore daha fazladir. Sarap 151k ve oksijen aldigi zaman trans
izomerlerin cis izomerlere doniistiigli belirlenmistir (Chen ve ark., 2002). Trans-
resveratroliin iziim suyu ekstraktlarinda stabilitesi gerek 2 yil siire ile % 60 nem ve
oda sicakliginda ve gerekse %75 nem ve 40 °C de 4 sene siire ile hizlandirilmis
stabilite testleri sonucunda elde edilen veriler resveratroliin stabilitesini korudugu

yoniindedir (Prokop ve ark., 2006).
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Sekil 10. Resveratroliin yapisi (Chen ve ark., 2002)

2.5.2.2 Resveratrol Sentezi

Resveratrol bitkilerde fenil alaninden birka¢ basamakta sentezlenir. Fenil
alaninden fenilalanin amonia liyaz enzimi ile deaminasyonla cinnamic asit olusur. Bu
bilesik cinnamate 4-hidroksilaz ile 4-coumaric asite doniisiir. 4-coumarat ile Co-A
esteri olusur. Bu ester CoA ligaz’ dir. 4-coumaryl Co-A ile 3 malonyl Co -A stilben

sentaz enzimi ile resveratrole dontistr (Wu, 2001).

2.5.2.3 Resveratroliin Ekstraksiyonu ve Analizi

Dogal kaynaklardan resveratroliin ekstraksiyonu diisiik miktarlarda olmasi
nedeniyle zaman alicidir. Resveratroliin ekstraksiyonunun kisa bir siirede denatiire

olmadan yapilmasi gerekir. Son senelerde HPLC-GC ile bir¢ok metod gelistirilmistir.
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Genellikle HPLC de UV modunda C18 reverz faz kolonu kullanilarak 6l¢iilmektedir.
Trans- resveratrol 307 nm, cis- resveratrol ise 280 nm de ol¢iilmektedir. Bitkilerden
resveratrol ekstraksiyonunda genellikle etil veya metil alkol kullanilmaktadir.
Yerfistigr ve iriinlerinde genellikle alkol ekstraksiyonu sonrasinda, elde edilen
resveratrol ekstrakti  Al,Os:Silikajel 60 R18 kolonundan gegirilip HPLC’de
Olclilmektedir (Sobolev ve ark., 1995). Cikolata ve kakao likoriinde ise Once yag
aliip, elde edilen ekstrakt etanolde ¢oziildiikten sonra kurutulup alkolde ¢oziiliip

HPLC’ de dlgiilmiistiir (Christine, 2006).

2.5.2.4. Resveratroliin Ticari Uretimi

Resveratrol ticari olarak asma bitkisine aliiminyum kloriir veya aliiminyum
stilfat ve UV 151k uygulamasi ile iiretilmektedir (Cantos, 2000). Genellikle ticari
olarak resveratrol igeren haplarin eldesinde Polygonum cuspidatum’un kurutulmus
kokleri kullanilmigtir. Daha ¢ok Cin, Hindistan ve Japonya’da resveratrol haplari

cesitli firmalar tarafindan satilmaktadir (Alkan, 2006).

2.5.2.5. Resveratroliin Biyolojik Etkileri

Sadece son birka¢ yilda resveratrol iizerinde yaymnlanmis 200 kadar makale
vardir. Bu makalelerin ¢ogunda resveratroliin antioksidan, kalp damar hastaliklari,
kanserin ilerlemesi iizerinde onleyici etkileri incelenmistir. Resveratroliin etkilerinin
tibbi yonden arastirilmasi Fransizlarin kolestrolii yiliksek gidalar almasina karsilik,
kalp-damar hastaliklar1 yiizdesinin diisiik olmasin1 kirmizi sarap tiikketimine

baglanmistir. Buna “Fransiz paradoksu” adi verilmektedir (Alkan, 2006).

Bundan sonraki c¢alismalar, kirmiz1 sarabin bilesiminde bulunan maddelerin
incelenmesi yoniinde olmustur. Mikroorganizmalara olan etkilerinin aragtirilmasi
konusunda yapilan ¢aligmalara Botyrtis cinerae enfeksiyonlarini durdurmasi
nedeniyle baslanmistir. Insanlarda deri enfeksiyonlarinda etkili olan bakteri

patojenleri tizerinde etkisi incelenmis Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis
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ve Pseudomonas aeruginosa nin 171-342 pg/ml resveratrolle inhibe oldugu
belirtilmistir. Trichophyton gibi bazi fungus tiirlerinin de 25-50 pug/ml resveratrolle
inhibe oldugu belirtilmistir (Marion, 2002). Ayrica klinik énemi olan Neisseria
gnorrhoeae ve Neisseria meningitidis (Docherty, 2001) ile Helicobacter pylori
(Mahady, 2000) gibi bakterilerin biliyime ve gelisimlerini engelledigi de
belirtilmektedir ve ayrica Herpes simplex replikasyonunu (Docherty, 1999) da
engellemektedir. Cesitli calismalar resveratroliin pihtilasmay1 engelledigini ortaya
cikarmistir. Kalsiyum konsantrasyonunun hiicre i¢inde artmasi pihti birikiminde
onemli rol oynar. Resveratrol Ca girisini engelleyerek piht1 birikimini de engeller.
Lipid peroksidasyonunu onler. Hiicre membranlarin1 koruyarak canli hiicrelerde

oksidatif streslerin etkilerini azaltir (Dobrydneva ve ark., 1999).

2.5.3. Trimetazidin (TMZ)

Kimyasal olarak 1-[(2,3,4-trimethoxyphenyl)methyl] piperazine tanimlanir.
Trimetazidin angina pektoris, periferik damar yetmezliginde kullanilmaktadir.

Genel olarak TMZ’in koruyucu etkileri su faktorlere baglanabilir.

-Serbest oksijen radikalleri iiretiminin inhibisyonu ve bunun sonucunda
membran lipidlerinin peroksidasyonlarinin azalmasi1 (Maridoneav ve Harpey, 1985).

-Inorganik fosfat ve fosfo kreatinin sallmiminin azalmasi ve bdylece ATP
tasarrufu saglanmasi (Lavanchy ve ark., 1987).

-Lipid peroksidasyonun engellenmesi ve tercihli olarak eksojen glukozun
kullanilmast (Mody ve ark., 1987).

-Hiicre i¢i asidozun siirlandirilmasi ( Lagadic ve ark., 1996).

-Mitokondrinin  fonksiyonunun korunmasi; ayrica, TMZ’nin hipoksi
olusturulmus izole kalp hiicrelerinde fizyolojik aktiviteyi korudugu (Fantini ve ark.,
1997), muhtemelen iyon akisini degistirerek hiicre i¢i pH’in1 diizenledigi ileri
stiriilmiistiir (Davies, 1987).

TMZ’nin, hiicrelerin i¢inde asirt Na™ ve Ca™ birikimini inhibe edip ve K~
kagisin1 engelleme suretiyle intraselliiler ddemi onledigi bildirilmistir. Iskemi
sirasinda asirt miktarda serbest oksijen radikallerinin iiretilmesi antioksidan

enzimlerin notralizasyon kapasitesini asar. Bu durum membran lipidlerinin
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peroksidasyonuna ve karbonhidrat ve proteinlerin katabolizmasina yol acar (Kay,
1999). Ayrica asir1 siiperoksit iiretimi sonucunda azalan ATP rezervleri mitokondrial
enerji metabolizmasimin bozulmasiyla iliskilidir (Guarleniri ve Muscari, 1990).
Boylece serbest oksijen radikallerinin zararl etkileri muhtemelen Na/K ATPaz’larin
inhibisyonuyla sonuglanir. Serbest oksijen radikalleri ayrica membran lipidlerinin
peroksidasyonundan sonra hiicre membranindaki pasif K= difiizyonunun artmasina
bagh olarak intraselliiler K azalmasina yol acarlar. Iskemi sirasnda TMZ,
intraselliiler ATP diizeylerinin azalmasina ve hiicre disina K kagisina neden olan
serbest oksijen radikallerinin asir1 miktarda serbest kalmasini nleyebilir. Bu nedenle
TMZ, hipoksik/iskemik bozukluklar sonucunda sinir sistemi diizeyinde aktif bir ilag
olabilir.

Trimetazidinin oral ve parenteral formlar1 bulunmaktadir. Giinliik 60 mg’ dan
iki veya ii¢ esit doza boliinerek uygulanabilmektedir. Trimetazidinin agiz yoluyla
uygulandiktan sonra barsak mukozasindan hizla emilir. 10 mg’lik tek bir oral dozdan
sonra TMZ’nin ortalama plazma konsantrasyonuna (C: 53,6 mikrogram/L) 1,8 saatte
erismektedir.

Tek ya da tekrarlanan dozlardan sonra TMZ’nin viicuttan atilma yarilanma
omrii yaklasik 6 saattir. Uygulanan TMZ nin dozunun % 80’den ¢ogu 48 saat i¢inde
ve %62 ‘si degismeksizin idrarla atilir. Idrarda 8 metabolit saptanmis olmakla
birlikte, 6zellikleriyle ilgili cok az sey bilinmektedir.

Sucu ve ark. (2002) de yapmis oldugu calismada siganlara gilinliik 2 doz
halinde 10 mg/kg Trimetazidin maddesinin sicanlara verilmesi ve sonrasinda
olusturulan iskemi reperfiizyona karsi yapilan GSH, SOD analizlerinde iskemi
grubuna gore anlamli bir sekilde korudugu gozlemlenmistir.

Sulikowski ve ark. (2008) de yapmis oldugi ¢alismada sigcan bobreginde
olusturulan iskemi sonrasindaki toplam piirin niikleotidleri arasindaki degisime
bakildiginda, iskemi yapilmis grup ile TMZ verilmis iskemi grubu arasinda kayde

deger fark gozlemlenmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Deney Hayvanlarinin Hazirlanmasi

Bu c¢alisma Harran Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii
Biyoteknoloji laboratuarinda gerceklestirilmistir. Calismada Yeni Zelanda irkina ait
tavsanlar kullamlmistir. Bu calismada ortalama agirliklar1 1900-2100 g olan
tavsanlar kullanildi. Denekler 4 gruba ayrilarak her gruba standart hazirlik, anestezi
ve cerrahi teknik uygulanmistir. Her grupta bulunan tavsanlar ayni laboratuar
ortaminda tutuldu. Tavsanlar oda sicakliginda 12 saat aydinlik 12 saat karanlikta
kalacak sekilde kafeslere konuldu. Tiim gruplara ayni standart tavsan yemi verilerek

yiyecek alimlar1 saglandi ve hayvanlarin giinliik takipleri yapildi.

1. Grup (Kontrol gurubu) : Bu grup 6 denekten olusmustur. Bu gruba
herhangi bir madde verilmemis olup, sadece normal degerlerin saptanmasi
amaglanmistir. Deneyde tavsanlarin bir goéziine iskemi yapilarak diger goziine
herhangi bir islem uygulanmadan kontrol amacl kullanilmistir.

2. Grup (NADH + i-R) : Bu grup 5 denekten olusmustur. Bu gruba ticari
olarak temin edilen NADH, iskemi Oncesi giinlilk 10 mg/kg olacak sekilde tek doz
halinde toplam 30 giin oral yol ile madde verimi yapilmistir. Bu gruba madde verimi
bitimini takiben, bir gdzlerine 45-50 dakikalik iskemiden sonra 24 saat siire ile
reperfiizyon, ardindan da hayvanlar kesilmistir.

3. Grup (Trimetazidin + I-R) : Bu grup 5 denekten olusmustur. Bu gruba
ticari olarak temin edilen Trimetazidin iskemi 6ncesi giinliikk 10 mg/kg olacak sekilde
2 doz halinde toplam 30 giin oral oarak madde verimi yapilmistir. Bu gruba 45-50
dakikalik iskemiden sonra 24 saat siire ile reperfiizyon gergeklestrildi.

4. Grup (Resveratrol + I-R) : Bu grup 5 denekten olusmustur. Bu gruba ticari
olarak temin edilen Resveratrol 48 saat araliklarla tek doz olacak sekilde 25 mg/kg

olacak sekilde oral yol ile 30 giin madde verimi yapilmustir.
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3.2. Anestezi Teknigi

Intramuskular olarak, 50 mg/kg ketamin hidrokloriir (Ketalar,) ve 5 mg/kg
ksilazin hidroklorid (Rompon, Bayer, Tiirkiye) kombinasyonu ile anestezi ve analjezi

saglandi.

3.3. iskemi-Reperfiizyon Olusturulmasi

Denekler yiiziistii pozisyonda yatirilarak anestezi ve analjezi uygulandi.
Kontrol grubuna herhangi bir madde verimi yapilmadi. Kontrol grubu, Trimetazidin,
NADH ve Resveratrol grubundaki deneklerin bir goziine retinal iskemi olusturmak
amaciyla, serum fizyolojik sisesine, ucunda insiilin ignesi (27 Gauge) bulunan serum
seti takild1 ve bu insiilin ignesi ile temporal limbustan 6n kameraya girildi. G6z i¢i
basinci 150 mm Hg olacak sekilde serum sisesi 204 cm yiikseklige ¢ikartilarak tespit
edildi ve bu yiikseklikte 45-60 dakika siireyle tutuldu. Iskeminin baslamasiyla

birlikte plasebo grubuna 1 ml serum fizyolojik subkutan olarak verildi.
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Sekil 1. Iskemi modeli
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Sekil 2. Iskemi olusturulmus tavsanlar

3.4. DNA fragmentasyonu (Apoptozis) analizi

Bu c¢alisma i¢in Roche firmasina ait Apoptotic DNA ladder kit kullanildi.

izole edilen genomik DNA fragmentleri yatay jel elektroforez jelinde incelendi.

3.4.1 Orneklerin hazirlanmasi

e 15-20 mg retina dokusu tartilip ependorf tiiplere alindu.

e Homojenizasyon i¢in Lysis Buffer hazirlandi. Lysis buffer 10 ml Tris EDTA
soliisyonu ( TE) igerisinde 4 M iirea ve 20 mM NaCl hazirlandi.

e Doku oOrnekleri 1/10 oraninda Lysis buffer’de IKA T10 ULTRA-TURRAX
bicakli homejenizatérde homojenize edildi.

e Homejenat iizerine 20 mg/ ml olacak sekilde hazirlanmis Proteinaz K

sollisyonundan 40 pl ilave edildi.
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e Karisim vortekslendikten sonra 55 °C’ye ayarlanmis Termal karistiricida 2
saat kadar inkiibe edildi.

e Homojenatin tamami genomik DNA analizi i¢in kullanildi.

e Pozitif kontrol amaci ile bir tiipe kitten 200 pl pozitif kontrol (marker) alindu.

e Ependorf tiiplerdeki orneklerin tizerine 200 pl DNA’ya baglanma soliisyonu
eklendi

e Tipler 72 °C’de 10 dakika inkiibe edildi.

e Inkiibasyon sonras1 érneklere ve pozitif kontrole 100 ul isopropanol ilave
edildi.

e Ornekler vortekslendikten sonra pipet yardimu ile filtreli tiiplere aktarildi.

e Ornekler 8000 rpm de 1 dakika santrifiij edildi.

e Santrifiij sonunda olusan s1v1 faz dokiildi.

e Tiiplere 500 pul yikama soliisyonu eklendi ve 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edildi.

e Toplama tiliplerindeki sivi dokiildii ve yikama islemi bir kez daha
tekrarlandiktan sonra tiipler santrifiijden ¢ikarilmadan 10 saniye kadar 13000
rpm’de santrifiij edildi.

o Filtreler yeni epondorf tiiplere aktarildi.

e Her tiipe Termal karistiricida 70 °C  de 1sitilmus eliisyon soliisyonunudan 100
ul ilave edildi.

e Tiipler 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

e Filtreli tiipler atildi. Toplama tiipiinde biriken 6rnekler analiz i¢in kullanildi.

% 1.2 Agaroz Jelin Hazirlanmasi

e 1,8 gagarose tartildi.

e 150 ml Tris-Borate-EDTA (TBE) eklendi.

e Mikrodalga firinda 360 °C’de ¢6zdiirtildiikten sonra buna 10 pl ethidium
bromide eklendi. Jel soliisyonunun sicakligi 50-60 °C’ye geldiginde jel

tankina dokilda.

49



3. MATERYAL VE YONTEM CiGDEM GOVER

Tris/Borate/EDTA (TBE) Soliisyonunun Hazirlanmasi

o 54 gTris,

e 27.5 g Borik asit,

e 29gEDTA 1 litre distile suda ¢oziilerek SXTBE stok soliisyon hazirlandu.
Calismada 1XTBE kullanilacagi igin stok soliisyondan 1/5 oraninda
seyreltilerek kullanildi.

Analiz
e Eppendorf tiiplere her 6rnekten 20 pl alindi.
e Her tiipe 5 ul boya (5X) eklendi.
e Her yuvaya 10 pl 6rnek yiiklenerek yatay elektroforezde 1XTBE’de 150 V’de
yaklasik 40 dakika jelde ylizdiiriilen DNA bantlart KODAK Image Station
4000MM Pro cihazinda goriintiilendi.

3.5. Nitrik Oksit Analizi

Roche firmasina ait Nitric Oxide Colorimetric Assay Kit kullanildi.

Okumalar; BMG Labtect FLUO Star Omega florimetre cihazinda yapildu.

3.5.1.Doku Homojenizasyonu

e 20-25 mg retina dokusu tartilarak ependorf tiiplere alindi. Bu asamadan
itibaren doku 6rnekleri soguk zincirde kalmasina dikkat edildi.

e Dokular 10 mM N-ethylmaleimide (NEM) ve 2.5 mM EDTA igeren Fosfat
Tamponu (Phosphate Buffered Saline, PBS) igerisinde 1/10 oraninda
seyreltildi.

e Doku ornekleri buz ortaminda IKA T10 Basic ULTRA-TURRAX bigakli
homojenizatérde homojenize edilerek 14000 g’de + 4 °C’de 13 dk santrifiij
edildi.
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¢ Siipernatantlar kullanilmak tizere yeni ependorf tiiplere aktarildi.

3.5.2.Kit Icerigindeki Calisma Soliisyonlarinin Hazirlanmast:

Koenzim Tabletlerinin Hazirlanmasi

e 3 adet koenzim tableti

e 1 ml potasyum fosfat tamponu

Nitrat Rediiktaz Soliisyonu

¢ Nitrat rediiktaz soliisyonu

e 600 pl ultra saf su

Standart Soliisyonun Hazirlanmasi

Potasyum nitrat standart konsantrasyonu 80 mM dan 80 uM’ a diliie edildi

ve Cizelge 1 de gosterildigi gibi konsantrasyon serisi hazirlandi.

Cizelge 1. Standart soliisyon konsantrasyonlari

Standart no Saf su ile diliisyon Stok Konsantrasyon
1 497.5 ul 2.5l 0.4 uM
2 495 ul S5ul 0.8 uM
3 490 nl 10 pl 1.6 uM
4 475 ul 25 ul 4 uM
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Orneklerin Hazirlanmasi

e 150 pl 6rnek alindi.

e 350 ul reaksiyon soliisyonu olarak potasyum fosfat tamponu eklendi.
e Tiim orneklere esit miktarlarda Koenzim karisimi ilave edildi.
e Karnisimlar 25 °C de 30 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra drnekler mikroplakaya su islemler yapilarak yerlestirildi.
Inkiibasyondan sonra 6rnekler mikroplakadaki yuvalara konuldu ve iizerlerine

asagidaki tabloda belirtilen miktarlarda Ayirag I ve II ilave edildi.

Cizelge 2. Karisimin mikroplakalara yiiklenmesi.

Blank Ornek Standart

Inkiibasyon soliisyonu 150 pl 150 pl 150 pl
Ayrag 1 75 ul 75 ul 75 ul

Ayrag 2 75 ul 75 ul 75 ul

Karigim 5 dakika 25 °C de inkiibe edildi.
Orneklerin absorbans degerleri BMG FluoStar Omega cihazinda 550 nm’de

okundu. Orneklerden elde edilen absorbans degerleri kalibrasyon egrisinden olusan

formiil yardimi ile hesaplandi.

3.6.HPLC ile Piirin miktarlarmin élciilmesi
Tavsanlarda olusturulmus retinal iskemi reperfiizyon sonucunda olusan

hasarlar piirin niikleotidleri tizerinde degisikleri HPLC ile tayin edildi.

Bu calisma Smolenski ve ark.(1990)’ nin belirlemis oldugu metoda gore yapildi.
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3.6.1.HPLC i¢in o6rneklerin hazirlanmasi

e 25-30 mg retina dokusu tartildu.

e Dokular 200 pl % 8 lik Perklorik asit icerisinde bigakli homojenator ile
homojenize edildi.

e Karisim 5000 g’de 5 dakika santrifiij edildi.

e Siipernatanlar yeni tiiplere alindi

e Notralizasyon islemi icin 1 M KOH ( potasyum hidroksit) dan 20 pl ilave
edildi

e Kargim tekrar 5000 g’ de 5 dakika santrifiij edildi.

e Siipernatantlar HPLC analizi i¢in kullanildi.

3.6.2.Standartlarin Hazirlanmasi

e Tim Piirin niikleotidlerinden olusan bir standart karistm hazirlandi.
Olgiilebilen degerler buna gore hesaplandi.

e 5 farkli konsantrasyonda standartlar hazirlandi.

3.6.3. HPLC Analiz Sartlan

e Buanaliz i¢in gradient sistem kullanildi. 2 ayr1 mobil faz hazirlandi.

e A: 0.1 Molar KH,POy, icerisinde 4 mM Tetra butilamonyum bihidrojen siilfat
hazirlanarak pH 6’ya ayarlandu.

e B : A Mobil fazindan ve Metanoldan 70: 30 oraninda karisim hazirlanarak
pH 7.2 ye ayarlandi.

e Analiz i¢in Waters 2795 HPLC cihaz1 kullanild1.

e Analiz PDA ( Photodiode Array Dedector) ile 254 ‘nm de yapildi.

e Supelcosil LC-18 T 150 x 4.6 mm 3 pum ¢apinda kolon kullanildi.

e Numuneler ve standartlar otosampler 5 °C’ ye sogutuldu, 25 °C kolon

sicakliginda, injeksiyon hacmi 20 ul olacak sekilde ayarlandi.
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e Tiim 6rnekler ve standartlar enjeksiyon oncesi 0.45
e Analiz 6ncesi gerekli sartlarda kolon sartlanmasi saglandi.
HPLC Gradient sartlar1 soyledir:
Cizelge 3. HPLC akis gradienti
Zaman (dk) Akis (ml) Mobil faz B(%)
0 1.1 0
2.5 1.1 0
5 1.1 30
10 1.1 60
13 1.1 100
17 1.1 100
20 1.1 0
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Arastirma Bulgular

Calismada sirasiyla kontrol grubu 2200+150g (n=6), NADH grubu 1900+100g
(n=5), trimetazidin grubu 2100£150g (n=5) ve resveratrol grubu 2200£150g (n=5)
olmak tizere tavsanlar kullanildi. Bunlar sirasiyla; 1.Grup; kontrol (etken madde
uygulanmayan grup), 2. Grup; NADH grubu + iskemi-reperfiizyon (tavsanlara 30
giin boyunca 24 saat araliklarla 10 mg/ml/kg olmak iizere oral olarak madde verimi
yapildi), 3. Grup; Trimetazidin + iskemi-reperfiizyon (30 giin boyunca 12 saatte bir
10 mg/ml/kg Trimetazidin uygulanan grup ) ve 4. Grup; Resveratrol + iskemi-
reperfiizyon (30 giin boyunca 48 saatte bir 25 mg/ml/kg Resveratrol uygulanan grup)

olmak tlizere diizenlendi.

Gruplarin retina dokusunda bulunan nitrik oksit (NO’), BMG Labtect
FLUOStar Omega cihazi yardimu ile dl¢iiliip kaydedildi.

Gruplarin retina dokusunda apoptotik DNA Ladder kit ile apoptozise bakilip
agaroz jelde yiizdiiriilerek Kodak Image Station 4000MM Pro cihazi yardimi ile
goriintii elde edilmistir.

Gruplarin piirin niikleotitleri miktarlarindaki degismeler 2795 Waters HPLC
sistemi ile olgiiliip kaydedildi.

4.1.1. Klinik Sonuclar

Higbir grupta yem ve su tiiketiminde anormal durumlar gézlenmedi.
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4.1.2. DNA fragmantasyonu (Apoptozis) sonuclari

Apoptozisin en 6nemli 6zgiin yonii DNA’nin internukleozomal bolgelerden
yaklagik 180-200 baz ¢ifti veya bunun katlar1 boyutunda DNA pargalar1 olusturacak
sekilde pargalanmasidir. Kii¢lik molekiil yapisina sahip DNA bantlar1 agir olanlardan
daha hizli bir sekilde hareket ettiginden daha hizli bir sekilde ilerler. Bu durum
agaroz jel elektroforezinde merdiven goriintiisiiniin ortaya ¢ikmasina neden olur.

KlSag KilSo K2Sag K2Sol K3Sag KiSol RlSol R2Sol Poznf R3Sag R3Sel Rl Sag

- kontrol o
—
-

www- ""':

RiSol N1Sag N1-Sol N2-Sag Pomtf N2Sol N3Sag NiSol T1Sag Ti1Sel T2Sag

kontrol

Sekil 1. DNA fragmentasyon jel goriintiisii

K1SAG: Iskemi uygulanan kontrol K1SOL: iskemi uygulanan kontrol

K2SAG: Iskemi uygulanmayan kontrol K2SOL: iskemi uygulanan kontrol

K3SAG: Iskemi uygulanmayan kontrol K3SOL: iskemi uygulanan kontrol
R1SAG:Iskemi uygulanmayan Resveratrol madde R1SOL:iskemi uygulanan Resveratrol madde
R2SAG:iskemi uygulanan Resveratrol madde R2SOL:I skemi uygulanmayan Resveratrol madde
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R3SAG: Iskemi uygulanan Resveratrol madde R3SOL: iskemi uygulanmayan Resveratrol madde
N1SAG:iskemi uygulanan NADH madde NI1SOL: iskemi uygulanan NADH madde
N2SAG:Iskemi uygulanan NADH madde N2SOL:Iskemi uygulanmayan NADH madde
N3SAG:iskemi uygulanan NADH madde N3SOL:iskemi uygulanan NADH madde
T1SAG:Iskemi uygulanan Trimetazidin madde T1SOL:iskemi uygulanan Trimetazidin madde
T2SAG:Iskemi uygulanan Trimetazidin madde T2SOL: iskemi uygulanan Trimetazidin madde

Retina oOrneklerinden izole edilen DNA’larin elektroforez jelinde ylizdiiriilmesi
sonucunda elde edilen goriintiilerde apoptotik olgunun 6zellikle iskemi uygulanan kontrol
veya maddelerin verildigi 6rneklerde DNA kirilmalarinin olustugu gdzlemlenmistir. iskemik
olgularda olusan apoptotik olgunun verilen maddelerle bu siirecin kismen engelledigi
gbzlemlenmistir. Bu maddelerden 6zellikle NADH ve Trimetazinin kontrol iskemi grubu ve
madde verilen iskemi uygulanan gozle karsilastirildiginda olumlu yonde koruyucu etkiye

sahip oldugu gézlemlenmistir.

4.1.3 HPLC sonuclan
Tim Ornekler ve standartlar, Waters 2795 HPLC, PDA dedektérde 254 nm de

Supelcosil LC-18 T 150 x 4.6 mm 3 pum o6zelligine sahip kolonda belirli gradient

sartlarinda okumasi yapildi.
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Sekil 2. HPLC piirin standartlari karigim kromatogrami

Standartlarin tanimlama isleminden sonra tiim numuneler i¢in bir proses

methodu olusturularak piirin niikleotidleri hesaplandi.
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Auto-Scaled Chromatogram
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Sekil 15: Kontrol grubu iskemi reperfiizyon yapilmamis saglikli goz

Auto-Scaled Chromatogram

20.00

0.050
0.040H
0.030- &
1 @
[
| - Y]
' W TS
0.020 s o R -
1 o N &g Q- ®
[ I - -
cal® 3T e
4 | i
0010+ % a3 g 535 A
u'fz Dm (0]
Q ||| o g s l
of 3¢ 3 o9 | | .\
0.0007— i ) —_Jol YA
[ [ [ [ [ [ | [ [ [ | [ [ [ | [ [ [ | [ [ [ | [ [ [ [ [ [
8.00 1000 1200 1400 1600 1800 2000
Miriitae

Sekil 16. Kontrol grubu iskemi reperfiizyon uygulanan goz
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Auto-Scaled Chromatogram
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Sekil 17. NADH grubu iskemi reperfiizyon uygulanmayan goz
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Sekil 18. NADH grubu iskemi reperfiizyon uygulanan goz

60



4.ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

CiGDEM GOVER

Auto-Scaled Chromatogram
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Sekil 19. Resveratrol grubuna ait iskemi reperfiizyon uygulanan goz

Auto-Scaled Chromatogram
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Sekil 20. Resveratrol grubuna ait iskemi reperfiizyon uygulanmayan goz
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Auto-Scaled Chromatogram
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Sekil 21. Trimetazidin grubuna ait iskemi reperfiizyon uygulanan goz
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Cizelge 1. HPLC analiz sonuglari

Ornekler | ATP(UM/mg) | ADP(LM/mg) AMP(UM/mg)
KI1SAG |31.3 41 17
KISOL |34.2 37 14
K2SAG |51 24 9.8
K2SOL |29 46.2 11
K3SAG | 48.9 18 7.2
K3SOL |27 44 11
NISAG |41 21 12
NISOL | 40.1 24 14
N2SAG | 38.2 26.7 16
N2SOL | 57 14.2 6.4
N3SAG |42 24.4 11
N3SOL | 44.1 28.9 13.3
TISAG |42 30 10
TISOL |43 31 12
T2SAG | 41 28.1 14
T2SOL |38 32 12.7
T3SAG |35.5 34 16.5
T3SOL |[37.2 32 13.9
R1SAG |56 30 7.1
RISOL |40.1 17 12.6
R2SAG |37 29 15.8
R2SOL | 57 14 6.4
R3SAG |39 32 12
R3SOL | 54 30.4 8.4
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Sekil 22. HPLC analiz sonuglari

HPLC ile yapilan analizde, piirin niikleotidleri ve enerji miktarlarindaki degigsme
iskemi uygulanan kontrol gruplar1 ile madde verilip iskemi uygulanan deney gruplari
karsilastirildiginda; verilen maddelerin genel itibariyle iskemi siirecte gdzlemlenen

enerji seviyesindeki degisimlerin kismen 6nlendigi gézlemlenmistir.

4.1.4.Nitrik Oksit Analizi Sonuclari

Nitrik oksit (NO); nitrik oksit sentaz (NOS) adli enzim ile arjininden endojen
olarak elde edilir. Diisiik konsantrasyonda, Merkezi sinir sisteminde biyolojik
haberci molekiil gibi davranir ve fizyolojik sartlarda sinaptik plastisite, hafiza
olusumu, vazodilatasyon ile serebral kan akimi ve ndroendokrin sekresyon gibi
birgok fonksiyonda rol oynar. Noronal olarak iiretilen NO’un hafiza olusumunda rol
oynadigina dair bazi kanitlar vardir. Ancak yiiksek konsantrasyonda NO, O ile veya
stiperoksit anyonu (O;") ile reaksiyona girerek reaktif nitrojen-oksijen radikallerini

(RNOS) olusturur (Lieberman, 2008).
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Ornek | Absorbans | uM

K1sag 0,208 9,94
K1sol 0,264 12,61
K2sag 0,194 9,27
K3sol 0,17 8,13

N1sag 0,194 9,27
N1sol 0,223 10,66
N2ssag 0,255 12,18
N2sol 0,155 7,42

R1sag 0,095 4,56
R1sol 0,13 6,23
R2sag 0,12 5,75
R2sol 0,13 6,23

T1sag 0,14 6,7
T1sol 0,148 7,08
T2sag 0,116 5,56
T2sol 0,095 4,56

Cizelge 5: Retina dokularindaki nitrik oksit miktar1

Nitrik oksit miktari

03 //
9.2 / y=0,0217x - 0,0008
0,15 / Rp2=1

Absorbans
ja=]
(=]
w

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Konsantrasyon (M)

Cizelge 6 : Nitrik oksit standartlarinin kalibrasyon egrisi
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Nitrik oksit miktari
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Cizelge 7: Gruplara ait retina 6rneklerinde Nitrik oksit miktarlar

4.2. Tartisma

Iskemi ve reperfiizyon sonucu dokuda meydana gelen hasar, bu hasarda
serbest oksijen radikallerinin rolii ve antioksidanlarin bu hasar1 gidermede etkileri
konusunda son yillarda birgok arastirmalar yapilmustir. Insan retinasi; diabetik
retinopati, orak hiicre anemisi, glokom, prematiire retinopati ve retinal arter ve ven
tikaniklig1 gibi durumlarda iskemi-reperfiizyon hasarina maruz kalmaktadir (Yoon ve
Marfor, 1989). iskemi siiresi arttikca doku hasarinin biiyiikliigii de artar. Dokulara
gore farklilik gostermekle beraber iskeminin belirli bir siiresine kadar doku, geri
doniigebilen doku hasar1 fazina, iskemi siiresi arttikca doku geri doniisiimsiiz doku
hasar1 fazina girer. Bu asamadaki doku reperfiizyon edilse dahi doku hasar1 geri
donmez (Cotran ve ark., 1989). Retina i¢in bu stire 30-90 dk olarak kabul edilir
(Aydemir, 2002; Yoneda ve ark., 2001). Dokuya tekrar oksijen desteginin

saglanmasiyla sisteme aniden asir1 miktarda giren oksijen, serbest oksijen
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radikallerinin olusumuna neden olur. Bodylece doku hasar1 daha da artar
(Bozkurt,1997; Matsubara ve ark., 2000). Reperflizyonla birlikte dokuya gelen
16kositlerin serbest radikal olusumuna neden olarak oksidatif hasari arttirdig:
bilinmektedir. Lokosit toplanmasinin inhibe edildigi bir ¢alismada hasarin azaltildig:
gosterilmistir ( Matsubara ve ark., 2000).

Iskemi-reperfiizyon hasarindan sorumlu olan mekanizmalar; aspartat ve
glutamat gibi uyaric1 amino asitlerin agiga c¢ikmasi, enerjiye bagli tasima
sistemlerindeki bozulmalar, 6zellikle hiicre i¢i kalsiyum miktarinin artmasi, bunun
sonucu olarak kalsiyum tarafindan yiiriitillen bazi siire¢lerin baglamasi ve serbest
radikallerin olusmasidir (Cotran, ve ark., 1989; Aydemir, 2002). Iskemi-reperfiizyon
sonrasinda olusan hasarlarin zarar verici etkilerini ortadan kaldirmak i¢in yapilan bir
calismada koruyucu madde olarak kullanilan Fluripitin maddesinin ATP diizeyleri
arasindaki farkliliklarla karsilastirildiginda ¢alismamizda kullanilan ve yapay bir
Ozellik tagimayan dogal antioksidan etken maddesi olan resveratroliin ATP miktarini
korumada daha etkin oldugu gézlemlenmistir. Yine aynt zamanda dogal bir enerji
kaynagi olan NADH’in iskemi-reperfiizyon esnasinda gozlemlenen ATP
miktarindaki azalmay1 engelledigi goriilmiistiir. Ilag sektoriinde yaygin olarak
kullanilan Trimetazidin maddesinin de piirin niikleotidleri iizerinde koruyucu etki
gosterdigi goriilmiistiir.

Ayrica saglikli retina dokusunda kontrollii olarak belirli oranlarda olusabilen
apoptozisin iskemi-reperfiizyon sonucu durdurulmus oldugu tespit edilmistir.
Maddelerin 6zelliklede NADH ve Trimetazidinin verildigi veya bu maddelerin
verilip iskemi uygulanan Orneklerde kontrole yakin bir aktivite goriilmiistiir. Bu
sonuglar dikkate alindiginda 6zellikle NADH ve Trimetazidinin ve kismi olarakta

Resveratrol maddelerinin iskemik hasar1 dnlemede etkin rol aldig1 anlasilmaktadar.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Yapmis oldugumuz c¢alismada retinada iskemik siirecte ve reperfiizyon
asamasinda dokuda cesitli hasarlar meydana geldigi gozlemlenmistir. Iskemik
siirecte olusan serbest radikallerin etkileri ¢esitli antioksidanlarla en aza indirildigi

bilinmektedir.

Retinada HPLC de yapilan piirin niikleotidi analizi sonuglar1 anlaml
bulunmustur. Analiz sonucglarinda iskemi uygulanan kontrol gruplarinda iskemi
yapilmayan goze gore, ATP miktarlarinda dnemli derecede degisim saptanmuistir.
Dokuda iskemi hasarmin olusmasi sonucu ile ATP miktarlarinda azalma oldugu,
ATP miktarlarindaki azalmanin iskemi sonrasi reperfiizyon asamasinda serbest
radikallerin olusturmus oldugu bilinmektedir. Bu sebeple iskemi siiresi 6ncesi 30 giin
siire ile tavsanlara verilen resveratrol, trimetazidin ve NADH maddelerinin ATP
diizeylerini korudugu gézlenmistir.

Verilen maddelerden dogal bir antioksidan olan resveratrol ve bir koenzim
olan NADH’1n iskemi reperfiizyon esnasinda azalan ATP miktarini, ticari bir ilag
etken maddesi olan Trimetazidin oranla daha etkili bir koruyucu etkiye sahip oldugu
gbzlemlendi.

Calismamizda c¢ikan sonuglar dogrultusunda iskemik siiregte serbest
radikallerin olusturmus oldugu hasarlarin zararlarint minimuma indirmek ve olusan
zararlarin derecesini azaltmak i¢in verilen madde gruplarindan en etkili olan
Resveratrol ve NADH oldugu i¢in, boyle bir silirece girmis bireylerin tedavisinde
kullanilacak olan kimyasal ilaclar yerine tedavide destekleyici olarak kullanilmasini

yayginlastirilmasi onerilebilir.
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OZET

Retinal iskemi, gorme kaybma ve korliige neden olan bir etkendir.
Glukoz/oksijen ve glutamat eksikligi nedeniyle olusan serbest radikaller, retinal
iskemideki hasarin 6nemli bir nedenidir.

Iskemi-reperfiizyon, serbest radikal olusumu, hiicrdeki piirin miktarlarmdaki
degismeye ve noronal hasara neden olmaktadir. Oksijenden kaynaklanan serbest
radikaller ve diger reaktif oksijen tiirleri hiicrede, protein yapisinin bozulmasina,
lipid peroksidasyonuna ve niikleik asitlerin parcalanmasina neden olur. Hiicreler,
serbest radikallerin zararli etkilerine karsi, cesitli enzimleri (katalaz, glutatyon
peroksidaz, siiperoksit dismutaz) ve cesitli bilesikleri ( askorbat, iirik asit, o-
tokoferol, glutatyon) kullanarak dogal savunma sistemleri gelistirmislerdir. Reaktif
oksijen tiirevlerinin hiicre i¢in hem faydali hem zararhi etkileri vardir. Cok diisiik
konsantrasyonda, bazi sinyal olaylarinda ikinci mesajc1 gibi hareket ederler. Bununla
beraber, ortamda asir1 derecede fazla bulunduklarinda, hiicrenin birgok hayati
organellerinin oksidatif hasara ugramasia neden olabilirler. Reaktif oksijen tiirleri
ve diger serbest radikaller apoptozis olusumunda énemli rolleri vardir.

Hiicrelerimiz aerobik solunumla enerji iiretirken oksijene gerek duydugu icin
serbest radikal olusumu kaginilmaz bir sonugtur. Bu duruma organizma antioksidan

olarak adlandirilan molekiillerle cevap verir.

Calismamizda dogal bir antioksidan olarak kullanilan Resveratrol ve
metabolizmada dogal olarak iiretile NADH maddesi ve ticari bir ilag olarak
kullanilan Trimetazidin maddelerinin Retinal iskemi olusturulmus tavsanlarda iskemi
ve Reperfiizyon asamasinda olan zararlar1 ve zararlara karst koruyucu etkisi

arastirilmasi planlanmistir.

Bu c¢alisma, Resveratrol, Trimetazidin ve NADH maddelerinin tavsanlara 30
giin boyunca verilmesi ile sonrasinda olusturulan retinal iskemi ve reperfiizyon
asamasinda olusan hasarlar incelendi. Hayvanlar rastgele secilerek 4 gruba ayrildi.
Gruplar, Kontrol (herhangi bir madde verilmeyen), Resveratrol + I-R, Trimetazin +
I-R ve NADH + I-R olarak adlandirildi. Resveratrol grubuna 25 mg/ml/kg, 48 saat
araliklar olmak {izere DMSO’da ¢6ziilmiis resveratrol, Trimetazidin grubuna saf suda

¢Oziinmiis giinliik 10 mg/kg olmak iizere 12 saat araliklarla 2 doz halinde, NADH



grubuna 10 mg/kg olmak iizere 24 saat araliklarla olmak iizere madde verimi yapildi.
Deneyde hayvanlarin bir goziine iskemi-reperfiizyon islemi uygulanirken diger gozii
kontrol olarak kullanildi. 24 saat reperfiizyon sonrasinda hayvanlar kesildi. Daha
sonrasinda retinalar analizler i¢in izole edildi. Homojenize edilen retina drneklerinde
nitrik oksit (NO), ve apoptozis sonucu olusan hasarlar incelendi. Ayrica retinada
HPLC ile iskemi sonucu olusan enerji miktarlarindaki degisimler incelendi.
Calismada yapilan analiz sonuglarinda; gerek Nitrik oksit analizi sonuclarinda
gerek Apoptozis caligmasi gerekse de HPLC ile yapilan piirin analizleri sonuglarinda
maddelerin iskemik silirecte olusturmus oldugu zararlara karsi koruyucu bir etkiye
sahip oldugu gozlemlenmistir. iskemi ve reperfiizyon siirecinde olusan serbest
radikaller ¢esitli antioksidanlarla zararl etkileri en aza indirildgi gézlenmistir.
Yapilan apoptozis analizi sonucunda tiim iskemi gruplarinda bantlagsma
goriilmiistiir. Bu durum fizyolojik bir siire¢ olan apoptozis olgusunun tiim gruplarda
hala devam ettigi ve iskemi reperfiizyon agsamasinda olusan hasarlarin etkisinin DNA

kiriklar1 olusmasini etkiledigi gézlemlenmistir.

HPLC ile yapilan piirin niikleotidleri ve enerji seviyelerindeki degismeler
iskemi gruplarina gére madde verilen gruplarda iskemik siirecte azalan enerji
miktarlarinin verilen maddelerle bu azalmay1 nispeten engelledigi gézlemlenmistir.



Retinal ischemia is a factor that causes vision loss and blindness. Free radicals which
occur due to lack of glucose, oxygen and glutamate, are an important cause of retinal

damage in ischemia.

Ischemia-reperfusion also change some paremeter in organisms. These are free radical
formation, change in purin quantities in cell and neuronal damage. free radical formation and
neuronal damage. In general free radicals which are formed by oxygen and other forming free
radicals can cause protein denaturation, lipid peroxidation and nucleic acid fragmentation in
cells. Cells are developed natural defense system to protect them by the harmful effect of free
radicals. These can be enzymes like catalase, glutathione peroxidase, superoxide dismutase
and various compounds such as ascorbate, uric acid, a-tocopherol, glutathione. Free radicals
generally have both beneficial and harmful effects for cells. In addition to this during some
signaling events, they act as second messenger in very low concentrations, However, when
they are present in high concentration, that can cause the cell to undergo oxidative damage in
many vital organelles. Moreover reactive oxygen species and other free radicals have an
important role in the formation of apoptosis. While our cells produce energy by aerobic
respiration, oxygen is consumed and free radicals are an inevitable consequence of these

reactions.

This condition is eliminated by some specific molecules named as antioxidant. During
our research we planed that resveratrol (a natural antioxidant), NADH(a substance formed in
metabolism naturally) and trimetazidine (a commercial medicine) were administrated in
retinal ischemia-reperfusion formed rabbits to eximine the damege of ischemia and

reperfusion and we were also planed to examine protectif effect of our matter.

In this study, resveratrol, trimetazidine and NADH were given to rabbits for 30 days.
After this administration retinal damage which forms during ischemia and reperfusion were
examined. Animals were divided into 4 groups randomly. Groups are like that, the control
(not to any substances), Resveratrol+I-R, Trimetazin+ I-R and NADH + [-R. Administration
to the animal were made like that resveratrol group took 25 mg / ml / kg of resveratrol which
was dissolved in DMSO and given to rabits 48 hours intervals, trimetazidine group took 10
mg / kg doses of trimetazidine which dissolved in distilled water and 2 times in a day and 12
hour intervals, NADH group which took 10 mg / kg NADH with 24 hour intervals. In the
study while one eye used for ischemia-reperfusion, the other eye used for control. . After 24

hour reperfusion rabbits are disected. Later retinas were isolated for anlyses.



Homojenized retinas semples were exemined for nitric oxide and apoptosis damage.
Moreover the chance in energy amough which caused by ischemi were exemined by HPLC in

retina.

The analysis of the nitric oxide, apoptosis resarch and purine analyzes by HPLC show
that our substances have a protective effect on ischemi and reperfusion. Free radicals effect

were eliminated to minimum level by our substance which probably contains antioxidants.

In apoptosis analysis fragmentation was observed in all ischemia groups. This suggest

apoptosis still forming and ischemia and reperfusion also cause DNA braek.

Analyzes which made by HPLC show that during ischemi, experiment group
nucleotides levels and energy level changed and when this change compare with control

group, our substances are prevent the failure of energy in cells



