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ÖZET 

Ratlarda Deneysel Olarak Oluşturulan Alt Ekstremite İskemi-Reperfüzyon 

Hasarında Aposinin’in Koruyucu Etkisinin Araştırılması 

 

Amaç: Bu çalışmada, ratlarda deneysel olarak oluşturulan alt ekstremite iskemi- 

reperfüzyon hasarında Aposinin’in koruyucu ve tedavi edici etkisinin olup olmadığı 

araştırıldı.  

 

Materyal ve Metot: Bu çalışmada, 250-300 gram ağırlığında Sprague-Dawley 

cinsi 32 adet erkek rat her grupta 8 rat olacak şekilde Kontrol, İskemi Reperfüzyon 

(İ/R), Aposinin (AP) ve AP+İ/R Grubu olmak üzere 4 gruba ayrılarak kafeslere 

yerleştirildi. Tüm ratlar Ketamin (60mg/kg) ve Ksilazin (8mg/kg) anestezisi altına 

alınıp, kontrol ve AP grupları hariç diğer 2 gruba anestezi altında sol alt ekstremiteye 

turnike uygulanıp 2 saat iskemi oluşturuldu (ısının düşük olması ve pençelerin siyanotik 

olması iskeminin oluştuğu anlamına geldi), ardından turnikeler açılıp 2 saatlik 

reperfüzyon oluşturuldu (pençelerin pembeleşmesi ve ısı artışı reperfüzyonun 

sağlandığını gösterdi). Reperfüzyon sonunda ratlar sakrifiye edilerek kan ve 

Gastrocnemius dokusu örnekleri alındı. Plazmada MDA, SOD, CAT, GSH, GPx, İMA 

ve AOPP düzeylerine, Gastrocnemius kasında MDA, SOD, CAT, GSH ve GPx 

aktivitesine bakıldı. 

 

Bulgular: Plazma ve Gastrocnemius dokusu SOD, CAT, GSH düzeyi ve GPx 

aktivitesi İ/R grubunda diğer gruplara göre önemli oranda azalırken plazma ve 

Gastrocnemius dokusu MDA ve plazma İMA ve AOPP düzeyleri İ/R grubunda diğer 

gruplara göre önemli oranda artış gösterdi (P<0.001). İ/R grubuna göre AP+İ/R 

grubunda plazma ve Gastrocnemius dokusu SOD, CAT, GSH düzeyi ve GPx aktivitesi 

önemli oranda artarken plazma ve Gastrocnemius dokusu MDA ve plazma İMA ve 

AOPP düzeyleri önemli oranda azaldı (P<0.001). 

 

Sonuç: Biyokimyasal ve histopatolojik bulgular doğrultusunda AP’nin alt 

ekstremite İ/R oluşturulan ratlarda lipid peroksidasyonunu azalttığı, antioksidan enzim 

düzeylerini önemli oranda arttırdığı, oluşan oksidatif stresi önlediği, oluşan kas dokusu 

striasyon kaybını, hemorajiyi, konjesyonu, zenker nekrozunu, hiyalin dejenerasyonunu 

ve mononükleer hücre infiltrasyonunu azalttığı görülmektedir. AP’nin alt ekstremite İ/R 

oluşturulan ratlarda oluşan hasarı azaltarak tedavi edici ve koruyucu etkisinin olduğu 

belirlendi. 

 

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Aposinin, İskemi-Reperfüzyon, Oksidatif 

stres, Rat 
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ABSTRACT 

The Investigation of Apocynin’ Protective Effect of Experimental Lower Extremity 

Ischemia Reperfusion in Rats 

Aim: In this study, it was investigated whwether Apocynin’ has protective and 

therapeutic effect on experimental lower extremity ischemia-reperfusion in rats.  

 

Material and Method: In this study, a total of 32, 250-300 gram Sprague-

Dawley male rats were randomly divided into four equal groups containing of 8 rats per 

group as Control;Ischemia/Reperfusion (I/R);Apocynin (AP) and AP+I/R and placed in 

cages. All rats were anesthetized with xylazine (8 mg/kg) and ketamine (60 mg/kg). 

Except for the control and AP group, the left lower limbs of the other 2 groups were 

applied to 2 hours of ischemia (low temperature and cyanotic claw marks the 

occurrence of ischemia) and 2 hours of reperfusion (the pinking of the claws and the 

increase in temperature indicate reperfusion) with tourniquet. Prior 30 minutes to 

ischemia, rats were given 0.5 mL 10% DMSO i.p. (one times) for control and I/R 

groups. Prior 30 minutes to ischemia, rats were given AP 20 mg/kg/i.p. (one times) (It 

was dissolved in 10% DMSO) by intraperitoneal for AP and AP+I/R groups. All of rats 

were sacrificed after reperfusion, taken blood and dissected Gastrocnemius tissues. 

MDA, SOD, CAT, GSH, GPx, IMA and AOPP levels were measured in the plasma; the 

levels of MDA, SOD, CAT, GSH and GPx were determined in Gastrocnemius muscle. 

 

Results: Plasma and Gastrocnemius tissue SOD, CAT, GSH levels and GPx 

were significantly lower in the I/R group than the other groups but plasma and tissue 

MDA, plasma IMA and AOPP levels were significantly higher in the I/R group than in 

the other groups (P<0.001). The levels of plasma and Gastrocnemius tissue SOD, CAT, 

GSH levels and GPx were significantly increased in the AP+I/R group according to I/R 

group (P<0.001). The levels of plasma and tissue MDA levels, plasma IMA and AOPP 

levels were significantly decreased in the AP+I/R group according to I/R group 

(P<0.001). 

 

Conclusion: According to the biochemical and histopathological findings, it is 

seen that AP reducing of the lipid peroxidation, increased antioxidant enzyme levels, 

prevented oxidative stress; loss of striation in muscle fibers, hemorrhage, congestion, 

Zenker’s necrosis, hyaline degeneration and mononuclear infiltration experimental 

lower extremity I/R in rats. It has been determined that apocynin has protective and 

treatment effect and decrease the injury occured in experimental lower extremity İ/R 

injury in rats 

 

Keywords: Antioxidant, Apocynin, Ischemia-Reperfusion, Oxidative stress, Rat 
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1. GİRİŞ 

İskemi, bir dokunun veya organın arteriyel veya venöz kan akımında çeşitli 

nedenlerle meydana gelen azalma veya kesilme sonucunda doku ve organlara yeterli 

düzeyde perfüzyon sağlanamaması sonucu dokuların oksijensiz ve besinsiz kalmasına 

iskemi denir. İskemi sonucunda doku veya organların oksijensiz kalmasıyla hipoksi 

oluşur. Tarif edilen bu iki durumda da iskemi reperfüzyon hasarı oluşarak dokudaki 

metabolizma anaerobik yöne doğru kayar ve oluşan bu hasar sürecine 

iskemi/reperfüzyon (İ/R) denir.
1-3

 

Reperfüzyon ise iskemi sırasında doku veya organda meydana gelen enerji 

ihtiyacının karşılanması ve metabolitlerin uzaklaştırılması için kan akımının yeniden 

sağlanması olarak tanımlanır. İskemiye uğrayan doku veya organlarda enerji ihtiyacı 

aerobik olarak sağlanamadığından anaerobik olarak sağlanır. Ancak anaerobik olarak 

sağlanmasının sonucu olarak bu metabolizma sonrasında metabolitler oluşur. Oluşan 

metabolitler dokuda perfüzyona uğramadığı için doku da birikerek ve kan akımı ile tüm 

vücuda yayılır ve uzak dokularda da hasarlara neden olur. Bundan dolayıda reperfüzyon 

da meydana gelen hasar iskemiye bağlı oluşan hasardan daha fazladır.
3-5

 

İskelet kasında meydana gelen iskemi, abdominal aortaya geçici süre ile kros-

klemp uygulanması sonrasında, tek veya çift taraflı akut femoral arter tıkanıklıklarında, 

travmatik veya iatrojenik arteriyel yaralanmalarda, damar tıkanıklığı ve tromboembolik 

durumlarda oluşmaktadır.
6,7

 Ayrıca miyokard infarktüsü, organ transplantasyonu, 

serebrovasküler olaylar, arter embolilerinde yapılan trombolitik tedaviler, sepsis, şok ve 

yanık durumları iskemi reperfüzyon nedenleri arasında sayılabilir.
8
 

Reperfüzyona maruz kalan iskelet kasında, ilk olarak lokal komplikasyonlar olan 

ödem ve kas nekrozu meydana gelirken, sonrasında sistemik inflamatuar yanıt ve 

devamında ise uzak organ hasarları (böbrek, karaciğer, akciğer vb.) oluşmaktadır.
9,10

 



2 

 

Aposinin (4'-hidroksi-3'-metoksi-asetofenon) asetovanillon olarak da bilinen 

düşük toksisite ve özgüllüğe sahip nikotinamid adenin dinükleotit fosfat (NADPH) 

oksidaz enzimi inhibitörü olarak görev yapan hücre içi aktif bir doğal antioksidan ve 

antienflamatuvar bir asetofenondur. Kardiyovasküler hastalıklarda, astımda, artritte,  ve 

nörolojik hastalıklarda tedavi amacıyla kullanılmaktadır.
11-17

 

Aposinin ROS’un ana kaynağı olan NADPH oksidazın inhibitörü olduğu için 

oksidatif stresi baskılayarak ROS üretimini azaltarak hücre ölümlerini azalttığı 

bilinmektedir.
18

 Aposinin’in yapılan çalışmalar sonucunda İ/R hasarına karşı dokuları 

koruduğu görülmüştür.
13 

Ancak Aposinin’in alt esktremite iskemi reperfüzyon 

hasarında kullanımıyla alakalı çok az literatüre rastlanmıştır. 

Bu amaçla, ratlarda deneysel olarak oluşturulan alt ekstremiteye 

iskemi/reperfüzyon hasarında Aposinin’in koruyucu, tedavi edici etkisinin olup 

olmadığı ve iskemi/reperfüzyon hasarında kullanılabilirliği araştırıldı. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1.İskemi 

İskemi, dokunun ve organın arteriyel ya da venöz kan akımında meydana gelen 

azalmaya bağlı olarak yetersiz perfüzyonu sonucu bu dokunun veya organın hipoksiye 

uğramasıdır. Bunun sonucunda ise doku ve organ ihtiyacı olan besinleri alamadığı için 

hücresel enerji depoları boşalır ve oluşan toksik metabolitler uzaklaştırılamadığı için 

hücre ölümü, doku hasarı veya nekroz ile sonuçlanır.
2,19

 

İskemi sonrasında kan akımının yeniden sağlanmasına reperfüzyon adı 

verilmektedir. İskeminin neden olduğu doku ve organda hasar gelişir. Bu iki durumun 

birlikte gerçekleşmesine iskemi/reperfüzyon (İ/R) hasarı denir. Organ transplantasyonu, 

hemorajik şok, major cerrahi girişimleri, trombolitik tedavi, resüsitasyon, miyokard 

infarktüsü ve serebrovasküler hastalıklar gibi birçok klinik durumlar iskemi/reperfüzyon 

hasarının oluşumunu artırır.
20,21

 

2.1.1.İskeminin Tarihçesi 

İskemiye bağlı iskemik hasar Volkmann tarafından 1881 yılında tanımlanarak 

periferik arter hastalıklarının gelişimine neden olan faktörler ile ilgili ilk adım 

atılmıştır.
22

 Cannon 1920’li yıllarda şok ile ilgili toksik faktörleri araştırmıştır ve 1923 

yılında ise iskemik dokunun tekrar kanlandırılmasına bağlı sistemik etkilerin ortaya 

çıktığı fikrini ‘Traumatic Shock’ adlı çalışması ile savunmuştur.
23

 Köpeklerde 

uygulanan ekstremite turnikelerinde deneysel olarak ödemin oluştuğunu 1926 yılında 

Jepson bildirmiştir.
24

 Haimovici tarafından ise ilk kez 1960 yılında iskemik ekstremite 

revaskülarizasyonu ile meydana gelebilecek riski “myonefropatik-metabolik sendrom” 

olarak tanımlamıştır.
25
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2.1.2.İskemi Reperfüzyon Hasarı 

İskemi/reperfüzyon hasarı, organ transplantasyonu, hemorajik şok, major cerrahi 

girişimleri, trombolitik tedavi, resüsitasyon, miyokard infarktüsü ve serebrovasküler 

hastalıklar gibi birçok durumun ortak bir klinik tablosudur.
20, 21

 Alt ekstremitelerde 

oluşan I/R hasarı, özellikle aort cerrahisi sırasında abdominal aortaya geçici bir süre 

klemp uygulanmasında, travmatik veya iatrojenik arteriyel yaralanmalarda, akut 

femoral arter tıkanıklıklarında meydana gelmektedir.
26

 

Alt ekstremite I/R hasarında lokal etkiler iskelet kası ve damar endotelinde 

oluşur. Sistemik etkileri ise başta akciğer olmak üzere, kalp, beyin, böbrekler ve tüm 

organlarda gözlenebilir.
9
 

Doku ve organlarda görülen iskemik hasarın şiddeti, iskeminin süresi dışında 

doku ve organların biyokimyasal ve yapısal olarak spesifik farklılıklara sahip olmaları 

ve iskemi sürelerine bağlıdır. Buna göre iskelet kası, iskemik hasara en hassas dokudur 

bundan dolayı da alt ekstremite I/R hasarında önemli rol oynar. Alt ekstremite I/R 

hasarında prognoz kas dokudaki hasar miktarına bağlıdır ve reperfüzyonla oluşmuş 

inflamatuar yanıt, geri dönüşümlü zedelenme miktarı ile doğru, nekrotik kas miktarı ile 

ters orantılıdır.
1,9,27

 

Reperfüzyon hasarı ise, iskemi periyodunu izleyen zamanda yeniden kanlanma 

ile doku ya da organlarda meydana gelen hasardır.
28

 Reperfüzyon ile sistemik dolaşıma 

çıkan inflamatuar maddeler, endotel hücre uyarılmasına ve mikrovasküler fonksiyon 

bozukluğuna yol açar. Buna bağlı olarak yaygın uzak organ hasarları, yüksek mortalite 

ile seyreden çoklu organ yetmezlik sendromu veya sistemik inflamatuar yanıt sendromu 

mikroembolilerle diğer organ kapillerini tıkayarak gelişebilir.
7,29
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2.1.3.İskelet Kasında İskemi/Reperfüzyon Hasarı 

İskelet kası, iskemik hasara en hassas doku olup ekstremitenin esas kütlesini 

oluşturur. Bundan dolayı da ekstremitedeki İ/R hasarının en önemli kısmını iskelet kası 

hasarı oluşturur.
1,9

 İskemiyi takiben yaklaşık üçüncü saatte ciddi kas hasarı ve altıncı 

saatte yaklaşık % 97 fonksiyonel doku kaybı oluştuğu (geri dönüşümsüz zedelenme) 

spektrofotometrik (triphenyltetrazolium chloride) yöntemlerle gösterilmiştir.
30

 Kas 

lifleri, sahip oldukları myoglobin içeriğine göre, kırmızı (Tip 1) ve beyaz (Tip 2) olarak 

sınıflandırılır. Kasların çoğu her iki türü içerse de bacağın ön kompartmanında Tip 1 ya 

da yavaş kasılan lifler daha çok baskın olup, enerji üretiminde aerobik metabolizmayı 

kullanmaları bu kas grubunu iskemiye daha hassas kılar. Bacağın arka kompartmanında; 

gastroknemius kasında Tip 2 veya hızlı kasılan lifler baskın olup, enerji üretiminde 

anaerobik metabolizma ön plandadır. İskeminin süresi ve etkilenen kas lifi tipi iskemik 

hasarda önemli olmakla birlikte dokunun vücuttaki konumu da önemlidir. Örnek olarak, 

çabuk soğuma sebebiyle, distal ekstremite kas dokusu proksimal kas dokusuna göre 

iskemiye daha dirençlidir.
1,9

 

2.1.4.İskemi Reperfüzyon Hasarı Mekanizması 

İskemi sırasında hücre pH’ında düşüşe neden olan anaerobik metabolizma 

bulunmaktadır.
31

 Bu pH düşüşüne bağlı hidrojen iyonu birikimini tamponlamak için, 

Na
+
 / H

+
 pompası, büyük miktarda sodyum iyonu akışı üreterek fazla miktarda hidrojen 

iyonu salgılar. Ayrıca iskemi ATPazları etkisiz hale getiren hücresel ATP'yi de (Na
+
 / 

K
+
 ATPaz) tüketir, aktif Ca

+2
 akışını azaltır ve endoplazmik retikulum (ER) ile 

kalsiyumun yeniden alımını sınırlar, böylece hücrede kalsiyumun aşırı birikmesine 

neden olur. Bu değişikliklere, mitokondriyal membran potansiyelinin yayılmasını 

sağlayan ve ATP üretiminin daha da bozan mitokondriyal membran geçişini sağlayan 

(MPT) gözeneklerin açılması eşlik eder. Kalpte, bu hücresel değişikliklere hücre içi 
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proteazların (örneğin kalpainler) aktivasyonu eşlik eder. Ayrıca bu hücresel 

değişiklikler, myofibrillere zarar vererek hiper kontraktür ve kontraktür bant nekrozu 

üretir. Bu değişiklikler ve buna bağlı doku zedelenmelerinin derecesi, kan 

dolaşımındaki düşüşün büyüklüğüne ve iskemik dönemin süresine göre değişmektedir.
32

 

Aşağıda anlatıldığı gibi diğer biyokimyasal olaylar, iskemik yaralanmalara katkıda 

bulunmayan iskemilerde ortaya çıkar, ancak kan akımının sağlandığı zaman kandaki 

oksijen ve şekilli elemanlar tarafından beslendiğinde, doku hasarını şiddetlendiren 

olaylar dizisini tetikler(Şekil 2.1). 
 

 

 

Şekil 2. 1. İskemi/reperfüzyon mekanizması 
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Her ne kadar hızlı reperfüzyon aerobik ATP üretimi için gerekli olan oksijen ve 

substratları geri kazandırsa da birikmiş H
+
'ı yıkayarak hücre dışı pH'ı 

normalleştirmesine rağmen reperfüzyonun kendisinin zararlı sonuçları olduğu 

görülmektedir. Reperfüzyon hasarının altında yatan mekanizmalar aşağıda görüldüğü 

gibi çok faktörlüdür: 

1. Kan akışı tekrar sağlandığında moleküler oksijenin yeniden üretilmesiyle 

birlikte reaktif oksijen türlerinin (ROS) oluşması, 

2. Kalsiyum aşırı yüklenmesi, 

3. MPT gözeneğinin açılması, 

4. Endotel disfonksiyonu, 

5. Protromojenik bir fenotipin ortaya çıkması, 

6. Belirgin inflamatuar cevaplar şeklinde sıralanabilir
33

 

2.2.Aposinin’in Tanımı ve Tarihçesi 

Aposinin (Şekil 2.2), moleküler oksijenin süperoksit anyonuna tek elektron 

redüklemesiyle katalize edebilen, bir çok enzimatik kompleks yapısında olan NADPH 

oksidazın (NOX) en çok kullanılan inhibitörüdür.
34

 

 

Şekil 2. 2. Aposinin 

Asetovanillone (AP, 4-hidroksi-3metoksi-asetofenon) olarak da bilinen Aposinin 

1883 yılında ilk kez farmakolog Oswald Schmiedeberg tarafından tanımlanmış ve 

Apocynum cannabinum (Kanada keneviri) (Resim ) köklerinden izole edilmiş.
35,36

 1971 
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yılında ise Hindistan, Nepal, Tibet ve Pakistan dağlarında yetişen, küçük yıllık bitki 

olan Picrorhiza kurroa (Scrophulariaceae) (Resim 2) köklerinden de AP elde edilmiştir. 

Picrorhiza kurroa, asetofenon türevleri (anti-astmatik özelliklere sahip), kutkin 

(hepatoprotektif olan kutkoside ve iridioidler) ve curcubitacins (anti-tümör etkileri olan) 

olmak üzere bir dizi aktif maddeyi içeren bir tıbbi bitkidir.
37

 Ayrıca, 1891 yılında Otto 

tarafından tanımlanmış olan asetovanillona ile Aposinin benzer olduğu doğrulanmıştır.
38

 

 

Şekil 2. 3. Apocynin cannabium bitkisi ve Picrorhiza currora bitkisi 

Elde edilen ekstrat ile Çin ve Güney Asyalılar tarafından enflamatuar hastalıkları 

ve ödem çözücü olarak kalp hastalıklarının tedavisinde ilaç olarak kullanılmıştır.
39

 

İmmünomodülatör etkisi ise 1990 yılında bulunmuştur.
39,40

 

2.2.1.Aposinin’in Kimyasal Özellikleri 

Aposinin, hafif bir vanilya kokusuna sahip, molekül ağırlığı 166.17 olan beyaz 

kristalimsi yapıda bir asetofenondur ve erime noktası 115°C'dir.
36

 Çözünürlüğü soğuk 

suda hafif olmasına karşı sıcak su, alkol, benzen, kloform ve eterde serbest olarak 

çözünmektedir.
41

 Aposinin’in en etkili formu peroksidaz aracılı oksidasyonla bir dimere 

dönüştürülmüş şeklidir (Şekil 2.4).
42
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Şekil 2. 4. Aposinin aktif dimerizasyonunun oluşumu
40

 

2.2.2.Aposinin’in Etki Mekanizması 

Aposinin, inhibisyon mekanizması tam olarak bilinmemektedir fakat birçok 

deneysel çalışmada fagositik ve non-fagositik hücrelerde kompleks NADPH-oksidazın 

etkili bir inhibitörü olarak kullanılmıştır.
36,43

  Aposinin’in  en etkili formu peroksidaz 

aracılı oksidasyonla bir dimere dönüştürülmüş şeklidir (Şekil 2.5).
42

 

Aposinin, hücre zarında bulunan yapısı oldukça karmaşık NADPH-oksidaz 

kompleksinin iki sitosolik bileşeni olan; iki zar-sınırlı elementlerden (gp91phox ve 

p22phox), üç sitozolik komponentten (p67phox, p47phox ve p40phox) ve düşük 

moleküler ağırlıklı bir G proteininden (ya rac 2 ya da rac 1) oluşan bu kompleksin hücre 

içi translokasyonunun bir inhibitörüdür.
11,44

 

Picrorhiza scrophulariiflora ekstraktında bol miktarda bulunan Aposinin’in 

sitozolde bulunan bileşenlerin hücre zarına göçünün NADPH-oksidazın aktivasyonunu 

sağladığı belirtilmiştir.
45

 NADPH-oksidaz aktivitesinin ve eş zamanlı ROS üretiminin 

seçici bir inhibitörü olan Aposinin aktif insan nötrofillerinde ki IC50 değeri 10 μM’dır.
46

 

Aposinin p47phox'un lökositler, monositler ve endotelyal hücrelerde Nox2'ye 

translokasyonunu önlemesine rağmen fagositoz veya hücre içi öldürmeyi 

etkilemediğinden dolayı polimorfonükleer nötrofil (PMN)'lerin diğer savunma 

mekanizmalarına müdahale etmemektedir.
40,42

 Önemli bir Aposinin raporunda, bir 

NADPH-oksidaz inhibitörü olan Aposinin bileşiğinin miyeloperoksidaz (MPO) ile 
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aktivasyon gerektirdiği belirtilmiştir.
46

 Aposinin’in etkinliğini arttıran MPO’dur ve 

MPO’nun salımını zimosan gibi ajanlar destekler.
47

 Buna bağlı olarakta MPO'dan 

yoksun veya eksik olan hücrelerde oksidazı inhibe etmez.
48

  

 

Şekil 2. 5. Aposinin tarafından NADPH oksidaz inhibisyon mekanizması
49 

İnhibisyon sadece Aposinin dimerlerinin varlığında etkilidir, bu durum, bu enzim 

olmadan vasküler hücrelere MPO eklendiğinde mümkün olan bir durumdur.
49

 

Aslında, NADPH-oksidaz aktivitesini bloke eden aktif inhibitör bileşik olduğu 

ileri sürülen Aposinin’in in vitro ortamdaki anti-inflamatuar etkileri şunlardır;
47

 

1. Nötrofillerde oluşabilecek oksidatif hasarının azaltılması,
36

 

2. Nötrofil aracılı oksidatif hasarların önlenmesi,
46

 

3. U937 monositik hücre dizisinin tümör nekroz faktörü (TNF) ile tedavi 

edilen İnsan umbilikal ven endotelyal hücrelerinin adezyonunun azalması,
11

 

4. Polimorfonükleer granülosit kemotaksisinin azaltılması,
50

 

5. Peroksinitritin inhibisyonu,
51

 

6. İnflamasyon aracılı kıkırdak yıkımının inhibisyonu.
43

 

Aposinin’in kinetiği hakkında in vivo şartlarda sıçanlara 120 mg/kg Aposinin’in 

i.p. uygulamasının ardından 20 saatlik bir süre sonra, hayvanların idrarında değişmeden 

%80 oranında Aposinin atılımı görülmektedir ve Aposinin yan etkileri bilinmemektedir. 
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Aposinin farelerde oral uygulamasında ise çok düşük toksisiteye (LD50:9g/kg) 

sahiptir.
36

 

2.3.Gastrocnemius Kası  

Gastrocnemius kası, epicondylus lateralis ve epicondylus medialis femoris’ten 

Ccaput laterale ve Caput mediale olmak üzere iki baş şeklinde başlayan bacağın arka 

tarafındaki en yüzeysel ve en geniş kastır.
52

 Caput laterale ve Caput mediale’nin kirişi 

tibia’nın orta hattında birleşerek aşağı doğru uzanan bir tendo oluşturur ve bacağın 

ortalarına doğru geniş bir aponevroz ile sonlanır. Kasın ön tarafında yer alan aponevroz, 

aşağı doğru daralarak Tendo musculi gastrocnemii oluşturur. Bu tendonun derininde 

bulunan M.soleus’un kirişiyle birleşerek Tendo calcaneus communis’i oluşturur ve 

Tuber calcanei’ye yapışarak sonlanır. Tendo calceneus communis’in şekillenmesinde 

M.biceps femoris’in, M.semitendinosus ve M.flexor digitorum superficialis’in 

aponevrotik uzantıları da yer alır. Caput laterale’nin başlama yerinde ise Fabella olarak 

adlandırılan sesamoid bir kemik bulunabilir. 

Gastrocnemius kası ayak ekleminin Articulatio pedis ekstensoru, Articulatio 

femorotibialis ise siniri olan N.tibialis tarafından innerve edilerek fleksoru şeklinde 

çalışır. 

İskelet kaslarında bulunan lifler hızlı ve yavaş seğirme olarak sınıflandırılabilir. 

Gastrocnemius kasında bulunan lifler ise bu iki özelliği bir arada 

bulundurmaktadır(Şekil 2.6). 
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Şekil 2. 6. Ratta Gastocnemius kasının lateralden görüntüsü 

2.4.Serbest Radikaller 

Maddenin yapı taşını oluşturan atom; proton, nötron ve çekirdek çevresinde 

bulunan elektronlardan oluşur.
53

 Çekirdek çevresindeki bu elektronlar orbital olarak 

adlandırılan bölgede çift olarak bulunurlar.
54

 

Dış orbitalinde eşleşmemiş bir elektorunu olan atom ya da molekül serbest 

radikal olarak adlandırılır. Serbest radikaller ise genellikle kararsız ve çok reaktiftirler.
55

 

Serbest radikallerin reaktif olması ise diğer moleküllerle elektron alışverişi şeklinde 

etkileşimde bulunabilirler. Bundan dolayıda serbest radikaller oksidan ya da redüktan 

olarak davranabilirler ve bu reaktivite özelliklerinden dolayıda yarılanma ömürleri çok 

kısadır.
56

 

Serbest radikaller, organizmada aerobik solunum gibi metabolizma sırasında 

oluşabildiği gibi patolojik durumlarda da (iskemi, hemorajiler, allerji, enfeksiyonlar, 

entoksikasyonlar, hava kirliliği, radyoaktiviteye maruz kalma, stres ve yaşlanmaya 

benzer birçok nedenler) meydana gelebilir. Yan ürün olarak açığa çıkan bu serbest 

radikaller; karbonhidrat, protein, lipid ve deoksiribonükleik asit (DNA) gibi 

organizmadaki önemli bileşiklerin yapılarının bozulmasına sebep olurlar.
57,58
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Serbest radikalller üç yolla şekillenebilir;
53

 

1. Bir molekülün kovalent bağının homolitik şekilde yıkılması ile, 

2. Normal bir molekülün elektron kaybetmesi ile, 

3. Normal bir moleküle bir elektron eklenmesiyle,  

Oksijenden oluşmuş radikaller ise biyolojik sistemlerin en önemli serbest 

radikalleridir. Dış yörüngesini oluşturan p orbitalinde eşleşmemiş iki elektrona sahip 

oksijen molekülü “biradikal” olarak adlandırılır ve her zaman serbest radikale 

dönüşmeye yatkındır.  Bundan dolayı da karşımıza sıkça çıkan moleküler oksijenin 

reaksiyonları sonucu “serbest oksijen radikalleri” ya da diğer adıyla “reaktif oksijen 

türevleri (ROT)” denilen sınıfı oluşturmaktadır. Bu sınıftaki başlıca serbest radikaller; 

hidroksil (•OH), hidrojenperoksit (H2O2), süperoksit (O2•¯), hidrojen (H
+
), peroksit 

radikali (HO2), nitrojenoksit (NO) ve nitrojendioksit (NO2)’tir. Serbest radikaller ise 

biyokimyasal reaksiyonları (mitokondriyal enerji metabolizması, solunum, 

prostaglandin sentezi, detoksifikasyon) katalizlemede rol alırlar.
59,60

 

2.4.1.Serbest Radikal Çeşitleri 

Serbest radikal çeşitleri Tablo 2.1’de gösterilmiştir. 

Tablo 2. 1. Serbest radikal türleri 

Oksijen kaynaklı radikaller Oksijen kaynaklı olmayan radikaller 

Potansiyel oksijen 

radikalleri 

Reaktif oksijen 

türevleri 
 

Süperoksit radikali (O2
-
) 

Singlet oksijen 

(
1
O2) 

Karbon kaynaklı radikaller  

Triklor metil (CCL) 

Hidroksil radikali (HO
.
)   

 
Hidrojen peroksit 

(H2O2) 

Sülfür kaynaklı radikaller 

Thiyl (RS
.
) 

Peroksil radikali (ROO
.
)   

Nitrik oksit (NO
.
) 

Peroksinitrit 

(OONO-) 

Nitrojen kaynaklı radikaller 

Fenildiazin (C6H2N:N) 

Alkoksil radikali (RO
.
)  

Geçiş metal kompleksleri 

Fe
+3

/Fe
+2

, Cu
+3

/Cu
+2
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Süperoksit Radikali (O2·
–
) 

Tüm aerobik hücrelerde kararlı durumdaki oksijenin suya dönüşmek amacıyla 

bir elektron alarak indirgenmesi sonucu süperoksit radikali (O2·
–
) meydana gelir. Çok 

toksik olmayan bu radikal direkt olarak zarar vermez. Bu radikalin asıl önemi geçiş 

metallerinin indirgeyicisi olan hidrojen peroksitin (H2O2) kaynağı olmasıdır. Süperoksit 

radikali ise nitrik oksitle reaksiyona girerek toksik ürün olan peroksinitriti (ONOO
-
), 

azot dioksit (NO2), hidroksil radikali (•OH), nitronyum iyonu (NO2
+
) gibi ürünlere 

dönüşebilen peroksinitriti (ONOO
-
) oluşturur. 

O2 + e
-
              O2·

–
 

  Süperoksit radikalinin diğer bir meydana geliş şekli ise Fenton ve Haber Weiss 

reaksiyonu ile olmaktadır. Bu reaksiyonda indirgenmiş geçiş metallerinin reversibl 

otooksidasyonu ile meydana gelebilmektedir.
1,61

 

Fe2
+ 

+ O2                                        Fe3
+
 + O2•

- 

Cu
+ 

+ O2                                        Cu2
+
 + O2•

- 

Hidrojen Peroksit (H2O2) 

Hidrojen peroksit tek başına serbest radikal değildir. Öncelikle süperoksitin 

etrafından bir elektron ya da moleküler oksijenin etrafındaki moleküllerden iki elektron 

alması ile peroksit oluşur. Peroksit molekülü ise süperoksit dismutaz (SOD) enzimi 

katalizörlüğünde hidrojen molekülü ile birleşerek hidrojen peroksiti (H2O2) 

oluşturur.
62,63

 

Serbest radikal olmayan hidrojen peroksit kararsız yapıda olup, biyolojik zarlara 

nüfuz edebilme ve reaktif oksijen türlerinin üretilmesine katkı sağladığı için önemlidir. 

Hidrojen peroksit süperoksit anyon radikaliyle geçiş metal iyonlarının bulunduğu 

durumda hızlıca gercekleşen bir reaksiyonla en reaktif ve zarar verici serbest oksijen 

radikali çeşiti olan hidroksil radikalini de oluşturmak üzere kolaylıkla 
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yıkılabilmektedir.
64

 Diğer bir önemli fonksiyonu ise hücre içi sinyal molekülü olarak 

görev yapmasıdır. Hücre membranlarını kolaylıkla geçebilen hidrojen peroksit uzun 

ömürlü bir oksidandır.
65,66

 

Biyolojik sistemlerde H2O2’nin asıl üretim reaksiyonu ise süperoksitin 

dismutasyonu ile gerçekleşir.
65

 

2O2·
–  

+ 2H
+      SOD

      H2O2 + O2 

Hidroksil Radikali  (OH·
–
) 

Hidroksil radikali, hidrojen peroksitten Fenton Reaksiyonu ve Haber-Weiss 

Reaksiyonu sonucunda oluşmaktadır (Tablo 2.2). Bununla birlikte suyun da yüksel 

enerjili iyonize edici radyasyona maruz kalmasıylada hidroksil radikali oluşur. 

Yarılanma ömrü çok kısa olan hidroksil radikali, oldukça reaktif ve toksik bir yapıya 

sahiptir. Oluştuğu yerde büyük hasarlar meydana getiren bu radikal tiyoller ve yağ 

asitleri gibi farklı moleküllerden bir proton kopararak yeni radikal oluşumuna ve 

oksidatif hasar’ın meydana gelmesine neden olur.
1,67

 

Tablo 2. 2. Haber-Weiss ve Fenton Reaksiyonu
68

 

Haber-Weiss ve Fenton Reaksiyonu 

H2O2 + Cu
+
/Fe

+2
  OH· + OH

–
 + Cu

+2
/ Fe

+3
 Fenton Reaksiyonu 

Cu
+2

/ Fe
+3

 + O2·
-
  Cu

+
/Fe

+2
 + O2  

O2·
-
 + H2O2  OH· + OH

–
 + O2 Haber-Weiss reaksiyonu  

Singlet Oksijen (
1
O2) 

Singlet oksijen eşleşmemiş elektron içermediği için serbest radikal değildir ama 

serbest radikal reaksiyolarının başlamasına neden olduğundan radikal sınıfında yer alan 

reaktif oksijen molekülüdür. Oksijende bulunan eşleşmemiş elektronlardan birine 

verilen enerji ile bulunduğu orbitalden başka orbitale veya kendi spininin tersi yönünde 
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oluşan hareketi ile meydana gelir.
69

 Singlet oksijenin membranda bulunan yağ 

asitleriyle direkt olarak reaksiyona girip lipid peroksitlerini oluşturur.
70

 

Nitrik Oksit (NO·) 

Kimyasal olarak azot oksit veya nitrojen monoksit olarak da adlandırılan nitrik 

oksit, L-argininin sitrulline dönüşümü sırasında oluşan bir ara üründür. Nitrik oksit 

sentetaz (NOS) enzimi ile üretilir. Nitrik oksit renksiz ve toksik bir gazdır.
71

  

L-arjinin + NADPH + O2      
NOS

       L-sitrullin + NO˙ + NADP
+
 

NO˙ eşleşmemiş bir elektrona sahip olduğu için oksijen, superoksit radikalleri ve 

geçiş metalleriyle hızlıca reaksiyona girebilen, yarı ömrü çok kısa olan bir moleküldür. 

Nitrik oksit (NO˙) Fe-S proteininden demiri çıkarrıp yerine kendisi bağlanır. Bu 

durumda Fenton reaksiyonunu başlatır ve bu reaksiyonla karsinogenesizte rol alır. 

Nitrik oksit, süperoksit radikali veya hidrojen peroksitle reaksiyona girerek daha 

oksidan ajan olan peroksinitrite (ONOOH-) dönüşür. Oksidan ajan olan peroksinitrit 

radikal olmamasına rağmen reaktif olan •OH radikalini meydana getirir.
71,72

 

Buna ek olarak peroksinitrit, nitrit (NO2
-
) ve nitrat (NO3

-
) oluşturmak üzere 

metabolize edilir. Nitrit oksit (NO˙) radikalinin ise stabil son ürünleri nitrit ve nitrat 

molekülleridir. Plazma gibi çoğu vücut sıvısında nitritin çoğu nitrata dönüşür. Nitrik 

oksit (NO˙) elektriksel alanda yüksüz olmasından dolayı reseptöre ihtiyaç duymadan 

kolayca membrandan geçebilir ve bir dizi nitrojen dioksitlere dönüşebilir.
62

  

 2.4.2.Serbest Radikallerin Kaynakları 

Serbest radikaller, hücrelerin normal metabolik aktivitesi içerisinde oksidasyon 

veya redüksiyonu sırasında oluşabileceği gibi diğer dış kaynakların etkisi ile de 

oluşabilir. Elektriksel olarak da pozitif (+), negatif (-) veya nötr (0) olabilirler. Radikal 

olmayan bir molekülün serbest radikal ile reaksiyona girmesi sonucu yeni bir serbest 

radikal oluşur, bu özellik ise serbest radikallerin bir dizi zincir reaksiyonu şeklinde 
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devam etmesini sağlar. Hücrelerde serbest radikaller ise endojen ve ekzojen olmak 

üzere iki şekilde sınıflandırılırlar(Tablo 2.3).
73,74

 

Tablo 2. 3. Hücrede bulunan serbest radikallerin kaynakları 

ENDOJEN KAYNAKLAR EKSOJEN KAYNAKLAR 

Mitokondriyal elektron transport zinciri 

Kloroplast elektron transport zinciri 

Oksidan enzimler:    

Ksantin oksidaz 

Triptofan dioksijenaz 

Galaktoz oksidaz 

Siklooksijenaz 

Lipooksijenaz 

Mono aminooksidaz 

Fagositik hücreler:  

Nötrofiller 

Monosit ve makrofajlar 

Eozinofiller 

Endotelyal hücreler 

Oto-oksidasyon reaksiyonları (Fe
+2

,epinefrin) 

İlaç oksidasyonları 

İyonize radyasyon 

Güneş ışığı 

X-ışınları 

Isı şoku 

Glutatyonu okside eden maddeler 

Ortam havası: 

Sigara dumanı 

Ozon 

Kükürtdioksit 

Egzos gazları 

 

2.4.3.Serbest Radikallerin Hücresel Elemanlar Üzerine Etkileri 

Lipidler Üzerine Etkileri (Lipid Peroksidasyonu) 

Lipid reaksiyonu, doymamış yağ asitlerinin süperoksit radikalleri tarafından 

alkoller, aldehitler, peroksitler, hidroksi yağ asitleri, etan ve pentan gibi çeşitli ürünlere 

yıkılmasını kapsayan reaksiyonlar dizisidir.
75

 

Serbest radikallere karşı poliansatüre yağ asitleri hassastırlar ve savunma 

mekanizmalarının kapasitesini aşan durumlar da serbest radikaller membrandaki 

kolesterol ve yağ asitlerinin doymamış bağlarıyla reaksiyona girerler buna “lipid 

peroksidasyonu” denir.
66
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Peroksidasyon, çoklu doymamış yağ asidi molekülünün metilen grubundan bir 

H
+
 atomunun reaktif oksijen türlerince çıkarılmasıyla başlayabilir ve lipid radikali 

oluşur. Oluşan bu lipid radikaline oksijen molekülünün eklenmesiyle lipid peroksil 

radikali meydana gelir. Birçok yıkım sonrasıda son ürün olan, mutajenik, genotoksik ve 

karsinojenik bir bileşik olan malondialdehid (MDA) meydana gelir ve bu bileşik 

hücreler için aşırı toksiktir. Kan ve dokularda bulunan MDA, lipid peroksidasyonun 

belirlenmesinde çok sık kullanılan bir parametredir.
76,77

 

Proteinler Üzerine Etkileri 

Serbest radikaller doğrudan proteinler üzerine hasar oluşturur ve bu oluşturduğu 

hasarın derecesini ise proteini oluşturan aminoasit kompozisyonu belirler. Proteinlerin 

yapılarını oluşturan aminoasitler doymamış bağ ve sülfür içeriyorlarsa serbest radikaller 

ile daha yüksek reaktiviteye sahip olduğundan daha kolay reaksiyona girerler. Bu 

aminoasitlere örnek olarak histidin, fenil alanin, metionin, tiriozin, triptofan ve sistein 

verilebilir. Bunlar serbest radikaller ile etkileşime girerek dimerler ve büyük agregatlar 

meydana getirirler. Oluşan bu protein hasarının derecesi ise proteinin hücresel 

lokalizasyonu veya serbest radikalin toksisite gücüne göre değişebilir.
66,78

 

Nükleik Asitler ve DNA Üzerine Etkileri 

İyonize radyasyonla oluşan serbest radikaller DNA’da meydana getirdikleri 

hasarlar sonucunda hücrede mutasyonlara ve ölüme neden olabilirler. Aktif formdaki 

nötrofillerden salınan hidrojen peroksit (H2O2) memebranlardan kolayca geçerek hücre 

çekirdeğine ulaşır. Hücre çekirdeğine ulaşan hidrojen peroksit (H2O2) DNA hasarına, 

hücrede disfonksiyona ve hücrenin ölümüne neden olabilir.
66,79

 Hidroksil radikalide 

yine DNA’da kolaylıkla hasarlara neden olabilir. Bu radikale karşı özellikle, primidin 

C4-C5 çift bağı çok hassastır. Hidroksil radikalinin bu bağa olan saldırısı sonucu urasil 

glikol, timin glikol, 5-hidroksideoksiüridin, 5-hidroksideoksisitidin, üre kalıntısı ve 
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hidantoin gibi oksidatif pirimidin hasar ürünleri oluşur. Pürinlerde hidroksil 

radikalinden aşırı şekilde etkilenirler ve bu etkiler sonucunda 8-hidroksi deoksiguanozin 

ve 8-hidroksi deoksiadenozin formamidopirimidin ürünleri oluşur. Programlanmış 

hücre ölümüne ve DNA’nın parçalanmasına yol açan poli sentetaz enziminin (ADP-

riboz) aktivasyonunu yine serbest radikallerin saldırısı olmuşturmaktadır.
80-82

 

Karbonhidratlar Üzerine Etkileri 

Glukoz gibi monosakkaritler otooksidasyona uğraması sonucu hidrojen peroksit 

(H2O2), okzoaldehid ve peroksitler meydana gelir. Glikasyon olarak adlandırılan 

karbonhidratların proteinlere bağlanması reaksiyonunda serbest radikaller proteinlerin 

hasara karşı duyarlılığını artırmaktadır. Okzo aldehitler; DNA, RNA ve proteinlere 

bağlanabilirler veya çapraz bağ oluşturabilirler. Bu bağlanma özelliklerinden dolayı 

antimitotik etki göstererek kanser ve yaşlanma olaylarında etki göstermektedirler.74 

2.5.Antioksidan Savunma Mekanizması 

Sürekli olarak organizmada meydana gelen metabolik olaylar sırasında serbest 

radikaller oluşur. Bu serbest radikallerin etkilerinin azaltılması veya tamamen etkisiz 

hale getirilmesini sağlayan savunma sistemlerine antioksidan savunma sistemleri 

denir.
1,83

 Antioksidanlar, lokal oksijen miktarını azaltarak, hidroksil radikallerini (HO˙) 

temizleyip lipid peroksidasyonunun oluşmasını önlemesiyle organizmayı serbest radikal 

etkilerinden korumaktadırlar. En önemli özellikleri ise düşük konsantrasyonlarda bile 

substratın oksidasyonunu azaltırlar veya inhibe de ederler.
84

 

Antioksidanların Sınıflandırılması;  

Antioksidanlar genel olarak 4 başlık altında sınıflandırılabilir;
85

 

1- Yapısal özelliklerine (enzimatik, enzimatik olmayan), 

2- Çözünürlüklerine (suda çözünenler, yağda çözünenler), 

3- Kaynaklarına (endojen, ekzojen), 
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4- İnsan vücudundaki yerleşimlerine (intraselüler, ekstraselüler) göre sınıflara 

ayrılırlar. 

Tablo 2. 4. Antioksidanların sınıflandırılması
86,87

 

Endojen Antioksidanlar 

Enzimatik Nonenzimatik 

Süperoksit dismutaz (SOD) 

Katalaz (CAT) 

Glutatyon S-transferaz (GST) 

Glutatyon redüktaz (GR) 

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) 

Fosfolipid hidroperoksit glutatyon 

peroksidaz (PLGSH-Px) 

Albümin 

Askorbat (vit C) 

Bilirübin 

Ferritin 

Flavonoidler 

Glutatyon (GSH) 

Laktoferrin 

Melatonin 

Seruloplazmin 

Sistein 

Transferrin 

Ürat 

α-Tokoferol (Vit E) 

β-Karoten (Vit A) 

Eksojen Antioksidanlar 

Vitamin Eksojen Antioksidanlar İlaç Olarak Kullanılan Eksojen Antioksidanlar 

Askorbik asit (Vitamin C) Barbitüratlar 

Folik asit (Vitamin B9) 
Demir redoks döngüsü inhibitörleri 

(desferroksamin) 

α-Tokoferol (Vitamin E) Demir şelatörleri 

β-karoten (Vitamin A) 
Endojen antioksidan aktiviteyi artıranlar (GPx 

aktivitesini artıran ebselen ve asetilsistein) 

 
Ksantin oksidaz inhibitörleri (allopürinol, 

oksipürinol, pterin aldehit, tungsten) 

 

NADPH oksidaz inhibitörleri (adenozin, lokal 

anestezikler, kalsiyum kanal blokörleri, nonsteroid 

antiinflamatuar ilaçlar) 

 
Nonenzimatik serbest radikal toplayıcılar 

(mannitol, albümin) 

 Nötrofil adezyon inhibitörleri 

 Rekombinant süperoksit dismutaz 

 Sitokinler (TNF ve IL-1) 

 Trolox-C (vitamin E analoğu) 
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2.5.1.Endojen Antioksidanlar 

2.5.2.Enzimatik Antioksidanlar 

Süperoksit dismutaz (SOD): Organizmadaki serbest radikallere karşı ilk 

savunma basamağı olan süperoksit dismutaz (SOD)  ilk kez Mccord ve Fridovich 

tarafından 1968 yılında tanımlanan metalloenzim yapısında bir enzimdir. Bu enzim 

süperoksit radikalini, H2O2 ve moleküler oksijene dismutasyonunu katalizler.
88,89

 Buna 

bağlı olarak hidroksil radikali ve süperoksit radikallerinden H2O2 oluşumunu meydana 

getirerek oksijen radikallerine göre daha çok reaktif ve toksik etkiye sahip olan HO˙ 

radikalinin ortamda birikmesini önler.
72,73

 

2O2˙
 
‾    +    2H

+
           

SOD
                    H2O2   +     O2 

Serbest radikalleri substrat olarak kullanan enzim sadece SOD’dur. SOD’un 

organizmada 2 izoenzimi bulunmakta olup, taşıdıkları prostetik grup (metallere) ve 

lokalizasyonlarına göre de adlandırılırlar. Bu izomerlerden en çok bulunanı Cu – Zn 

olup sitozolde bulunur. Diğeri ise Mn içeren tipi olup mitokondride bulunur ve nükleer 

DNA tarafından kodlanarak mitokondriye taşınır.
90,91

 

Katalaz (CAT):  Katalaz, peroksizom yapısındaki membrana bağlı bir enzimdir 

ve bu enzim H2O2’ten su ve oksijen oluşumunu katalizler. 

2H2O2                   
CAT

                     O2    +  2H2O 

Katalaz enzimi ilk defa 1901'de Leew tarafından doğada bol miktarda olduğu 

bulunmuş ve 1937'de ise Summer ve Dounce tarafından karaciğer dokusundan kristal 

şeklinde izole edilmiştir. Yapısında dört hem grubu bulunduran CAT 248 kDa molekül 

kütlesine sahip bir hemoproteindir. Homotetramerik yapıda olan bu enzim dört alt 

üniteden oluşup her ünitede bir hem ve NADPH molekülüne sahiptir. Karaciğer, böbrek 

ve eritrositlerde CAT aktivitesi yüksektir.92,93 
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Kan, kemik iliği, muköz membran, karaciğer ve böbrek gibi canlı sistemlerde 

bulunan CAT enzimi, antioksidan özellik göstermektedir. Moleküler oksijen varlığında ise 

hidrojen peroksitin (H2O2) ve ROOH gibi peroksitlerin hücrede oluşturacağı hasarlara 

karşı korumaktadır.
94

 

Glutatyon peroksidaz (GPx): 

Hücrenin sitozolünde bulunan GPx, sitozol ve mitokondrideki SOD tarafından 

meydana gelen hidrojen peroksit (H2O2) ve organik peroksitleri ortadan kaldıran bir 

hidroperoksidazdır. Aktif bölgesinde 4 adet selenyum ihtiva eder. Eritrositler ve diğer 

dokularda oluşan hidrojen peroksit (H2O2) ve lipid peroksitlerin redükte glutatyonla 

elimine edilerek membran lipidlerini ve hemoglobini oluşabilecek oksidasyona karşı 

korumaktadır. Eritrositlerdeki oksidatif stresi en iyi engelleyen antioksidan glutatyon 

peroksidazdır. Bu antioksidan enzimin aktivitesinin azalmasına bağlı olarak hidrojen 

peroksit (H2O2) seviyesi artar ve bu durumda şiddetli bir hücre hasarı meydana gelir. 

Glutatyon peroksidaz reaksiyonları ise aşağıdaki gibi gerçekleşmektedir.
95

 

H2O2+ 2GSH          
GPx

             GSSG + 2H2O                                 

ROOH + 2GSH         
GPx

           GSSG + ROH + H2O 

Glutatyon peroksidazın önemli rol oynadığı diğer bir yerde fagositik hücrelerdir. 

Fagositik hücrelerde fagositoz sırasında oluşan serbest radikallerin peroksidasyonundan 

kaynaklanan hücre hasarını engellemektedir.
96

 

Glutatyon redüktaz (GR): İlk kez 1951 yılında tanımlanan glutatyon redüktaz 

enzimi disülfür substratları ile indirgenmiş pirimidin nükleotidleri arasında elektron 

tranferazını sağlar. 

GSSG + NADPH + H
+
        

GR
          2GSH + NADP

+ 

Glutatyon redüktaz, okside glutatyon’u (GSSG) hızlı bir şekilde redükte 

glutatyon’a çevirerek hücreyi peroksitlerin oluşturacağı hasarlara karşı korur. Her 
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hücrede bulunan GR hücrenin fonksiyonel proteinlerini oksidan ajanlara karşı 

korumaktadır. Eritrositlerde bulunan GSH/GSSH oranı yaklaşık olarak 500/1’dir. GR 

ise bilinen en önemli görevi hücredeki bu oranı korumaktır. Bu oran düşer ise 

eritrositler hemolize uğramaktadır.
97,98

 

2.5.1.2.Non-enzimatik Antioksidanlar 

Glutatyon (GSH): Tripeptit yapıda düşük molekül ağırlıklı olan glutatyon (Şekil 

2.7); sistein, glutamik asit, ve glisinden oluşur. Önemli intrasellüler bir tiyol bileşiği 

olup gamma-glutamil köprüsü ve sülfidril grubu olmak üzere iki şekilde oluşmaktadır. 

İlk kez 1888’de De Rey Pailhade tarafından izole edilen bir enzimdir. Doğada çok 

yaygın olarak bulunan bu enzim 1921 yılında da Hopkins tarafından kristalleştirilmiştir. 

1929 yılında açık formülü yazılan glutatyon 1935 yılında ise Harrington ve Mead 

tarafından γ-L-glutamil-L-sisteil-glisin olark sentez edilmiştir.
99,100

 

 

Şekil 2. 7. Glutatyonun yapısı
101

 

Glutatyonun dokulardaki düzeyini gama glutamil transferaz (GGT) ayarlar. 

Endojen ve eksojen bazı bileşiklerle konjuge olan glutatyon, lipid peroksidasyonla 

konsantrasyonu azalırken, okside glutatyonun (GSSG) konsantrasyonu artmaktadır. 
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Glutatyonun yapısında bulunan sülfhidril (–SH) grupları hücre hasarına neden olan 

oksitleyici ajanların etkilerini ortadan kaldırmaktadır. Glutatyon ile glutatyon 

peroksidaz (GPx) arasındaki ilişki ise şöyledir; glutatyonun yükseltgenmesi selenyum 

içeren glutatyon peroksidaz ile olurken, glutatyon peroksidazın (GPx) indirgenmesinde 

ise glutatyon görev almaktadır. 

Glutatyon, karaciğer, kan hücreleri, plazma, akciğer, böbrekler, beyin gibi 

organlarda bulunur. Bu organlar arasında özellikle karaciğerde yüksek düzeyde 

bulunmaktadır. Kanda bulunan glutatyonun ise neredeyse tamamı eritrositlerde yer alır 

ve eritrositleri oksidatif hasarlara karşı korur.
99,102

 Üç aşamada gerçekleşen 

eritrositlerdeki glutatyon, bu oluşum aşamalarından herhangi birinde gerçekleşecek bir 

genetik bozulma sonucu glutatyon (GSH) yetersizliğine neden olur.
76,103,104

 

Hücredeki glutatyonun görevlerini genel olarak üç başlık altında toplayabiliriz; 

1. Bir antioksidan olmasından dolayı direkt serbest radikal temizleyicisi, 

2. Detoksifikasyon sırasında GSH-S transferazlar için kofaktör olması, 

3. Glutamini GSH’dan diğer aminoasitlere transfer eden gamaglutamil 

transpeptidazlar için substrat olarak kullanılır. 

Glutatyon, hücrenin oksidasyon-redüksiyon dengesinde önemlidir. Toksik 

metabolitleri hücreden uzaklaştırır ve sülfidril grubunun (–SH) ise devamlılığını 

sağlar.
105

 

2.5.3.Ekzojen Antioksidanlar 

Eksojen antioksidanlar aşağıda sıralanmıştır.  

 Barbütiratlar 

 Demir Redoks Döngüsünün İnhibitörleri: Deferroksamin, seruloplazmin. 

 Demir Şelatörleri 

 Diğer Nonenzimatik Serbest Radikal Toplayıcıları: Albumin, mannitol, DMSO. 
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 Endojen Antioksidan Aktiviteyi Arttıran Maddeler: Asetilsistein, Glutatyon 

peroksidaz aktivitesini arttıran ebselen. 

 Ksantin Oksidaz İnhibitörleri: Allopürinol, folik asit, oksipürinol, pterin aldehid, 

tungsten. 

 NADPH Oksidaz İnhibitörleri: Adenozin, cetiedil, difenilin iodunyum, kalsiyum 

kanal blokerleri, lokal anestezikler, non-steroid antiinflamatuar ilaçlar. 

 Nötrofil Adezyon İnhibitörleri 

 Recombinant süperoksit dismutaz 

 Sitokinler: TNF ve interlökin-1 

 Soya Fasulyesi İnhibitörleri: Ksantin dehidrojenazın proteolitik etki sonucu 

ksantin oksidaza dönüşümünü inhibe ederler. 

 Troloks-c: E vitamini analoğu
86,87

 

Antioksidanların etki şekilleri dört başlık altında incelenebilir; 

1.Toplayıcı (scavenging) etki: Serbest oksijen radikallerini etkileyip tutma veya 

reaktif olamayan daha zayıf yeni bir moleküle dönüştürmesi,  

2.Bastırıcı (quencher) etki: Serbest oksijen radikallerine bir yeni hidrojen 

aktararak etkisini azaltır veya inaktif şekle dönüştürmesi, 

3.Onarıcı (repair) etki: Genellikle DNA’da meydana gelen hasarların 

onarılmasındaki süreçte bu etki geçerlidir. Okside proteinlerin proteolitik enzimlerle, 

membran lipidlerini lipazlarlar, açil transferazlar ve peroksidazlar ile ortadan 

kaldırılması, 

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

bağlamaları sonucunda reaksiyon zincirlerinin devamlılığının kırılmasına denir.
106
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2.6.Oksidatif Stres Parametreleri 

Oksidatif stres; hücrelerde meydana gelen serbest radikaller ile antioksidanların 

arasındaki dengenin oksidanlar yönünde bozulmasıdır. Bu bozulma sonucunda canlılar 

için büyük önem arz eden reaktif oksijen metabolitleri oluşmaktadır. Oluşan serbest 

radikaller antioksidan kapasitesini aştığı zaman lipid, protein ve nükleik asitlerde olmak 

üzere birçok moleküle zarar verir ve hücrelerde oluşan oksidatif hasar sonucunda da 

fonksiyon bozuklukları meydana gelir.
107,108

 Doku hasarları ve DNA mutasyonlarına 

neden olan serbest radikaller kanser, alerji, ateroskleroz, diyabet, sepsis, infertilite, 

böbrek yetmezliği, yaşlanma gibi 100’den fazla hastalığa neden olduğu 

bilinmektedir.
109,110

 

Bunun yanısıra oksidatif metabolitler düşük konsantrasyonlarda da 

mikroorganizmaların neden olduğu enfeksiyonları önlemede ve mitotik aktivasyon için 

gerekli olan enzimlerin aktivasyonunda yer almalarıyla da biyolojik sistemde yararlı 

etkilerinden de bahsedilebilir.
85
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Tablo 2. 5. Oksidatif stres parametreleri 

Oksidatif Stres Parametreleri 

1. Antioksidan savunma sisteminin 

ölçümü 

A) Antioksidan enzimlerin 

değerlendirilmesi 

Süperoksit dismutaz (SOD) 

Glutatyon peroksidaz (GPx) 

Katalaz (CAT) 

Glutatyon-S-transferaz (GST) 

Glutatyon redüktaz (GR) 

B) Total antioksidan aktivitesinin 

belirlenmesi 

C) Düşük molekül ağırlıklı 

antioksidanların ölçümü (LMWA) 

Alfa-tokoferol 

Askorbik asit 

Glutatyon 

Melatonin 

2. Enzim kofaktörlerinin ölçülmesi Cu, Zn, Mn, Se, Fe elementleri 

3. Oksidatif hasar biyobelirteçlerinin 

ölçümü 

A) Lipid peroksidasyon ürünlerinin 

belirlenmesi 

Malondialdehit (MDA) 

Aldehitler 

B) Protein hasarının belirlenmesi 

C) DNA hasarının belirlenmesi 

8-hidroksi-2’-guanozin (8-OHdG) 

4. Radikallerin ölçümü 
Elektron paramagnetik rezonans 

spektroskopisi (ERP) 
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3.MATERYAL VE METOT 

3.1.Materyal 

3.1.1.Analizlerde kullanılan cihaz ve malzemeler  

Çalışmada derin dondurucu (-20 
0
C Bosch), soğutmalı santrifüj (Hettich 

Zentrifugen Rotina 38 R), pH metre (Thermo Mettle Toledo Inlab), hassas terazi 

(Shımadzu), Elisa okuyucu (Bıotek µQuant), Otomatik pipetler (Eppendorf), magnetik 

karıştırıcı (Heildolph MR 3001 Expert Pro-ISM), distile su cihazı (GFL 200112), 

çalkalayıcılı su banyosu (GFL 1083), TissueLyser (Qiagen), vortex (IKA-MS2 

Minishaker), clevenger aparatı, etüv (Ecocell), quartz plate (Hellma), makas, 0.5 cm 

biopsy punch, bistüri ve pens kullanıldı. 

3.1.2.Malzeme ve kimyasallar 

Çalışmada kullanılan tüm kimyasal maddeler analitik saflıkta olup Sigma ve 

Merck firmasından temin edildi. Aposinin (Sigma St, Louis, MO, USA) litaretürden 

faydalınarak % 10’luk DMSO ile çözündürülüp 20 mg/kg dozunda intraperitoneal (i.p.) 

olarak uygulandı.
111

 

3.1.3.Hayvan materyali 

Bu çalışmada kullanılan ratlar Atatürk Üniversitesi Tıbbi Deneysel Uygulama ve 

Araştırma Merkezi (ATADEM) tarafından sağlandı. Çalışma izni için 29.11.2017 tarihli 

36643897-000-E.1700331428 sayılı etik kurul kararı ile onaylanmıştır. 

Bu çalışma için 8-9 haftalık 32 adet canlı ağırlıkları 250-300 g olan erkek 

Spraque-Dawley cinsi rat kullanıldı. Ratlar 12 saat aydınlık/karanlık siklusunda 22°C 

(±2) olan ortamda tutuldular. Ortama adaptasyon sağlamaları için bir hafta süreyle ratlar 

çalışma boyunca standart rat yemi ve musluk suyu ile ad libitum beslendiler.  
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3.2.Metod 

Çalışmada 32 adet erkek Spraque-Dawley cinsi ratlar rasgele seçilip tartılarak 

ortalama ağırlıkları eşitlenerek her grupta 8 rat olacak şekilde 4 gruba ayrılarak aşağıda 

tanımlandı. 

Kontrol grubu (K): Anesteziye alınmadan 30 dakika önce 0.5 mL % 10’luk 

DMSO i.p. olarak uygulandı ve 4 saat anestezi sonrasında doku (sol alt ekstremiteden) 

ve kan örnekleri alındı. 

İskemi/Reperfüzyon grubu (İ/R): Anesteziye alınmadan 30 dakika önce 0.5 

mL %10’luk DMSO i.p. olarak uygulandı. Anestezi altında sol alt ekstremiteye 2 saat 

iskemi oluşturuldu, ardından turnikeler açılıp 2 saatlik reperfüzyon oluşturuldu ve 

sonrasında doku (sol alt ekstremiteden)
160

 ve kan örnekleri alındı. 

Aposinin grubu (AP): Anesteziye alınmadan 30 dakika önce 20 mg/kg 

Aposinin i.p. olarak uygulandı ve 4 saat anestezi sonrasında doku (sol alt ekstremiteden) 

ve kan örnekleri alındı. 

Aposinin+İskemi/Reperfüzyon (AP+İ/R): Anesteziye alınmadan 30 dakika 

önce 20 mg/kg Aposinin i.p. olarak uygulandı. 30 dakika sonra anestezi altında alt 

ekstremiteye turnike uygulanıp 2 saat iskemi oluşturuldu (ısının düşük olması ve 

pençelerin siyanotik olması iskeminin oluştuğu anlamına geldi), ardından turnikeler 

açılıp 2 saatlik reperfüzyon oluşturuldu (pençelerin pembeleşmesi ve ısı artışı 

reperfüzyonun sağlandığını gösterdi) ve sonrasında doku (sol alt ekstremiteden) ve kan 

örnekleri alındı. 

3.2.1. Deneysel Uygulamalar ve Numunelerin Alınması 

Tüm ratlar Ksilazin (8 mg/kg) ve Ketamin (60 mg/kg) ile anestezi altına alındı. 

Kontrol ve aposinin grubu hariç diğer 2 gruptaki ratların sol alt ekstremitelerine turnike 

uygulanıp 2 saat iskemi oluşturuldu (ısının düşük olması ve pençelerin siyanotik olması 
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iskeminin oluştuğu anlamına geldi), ardından turnikeler açılıp 2 saatlik reperfüzyon 

oluşturuldu (pençelerin pembeleşmesi ve ısı artışı reperfüzyonun sağlandığını gösterdi) 

oluşturuldu (Şekil 3.1).  

Ksilazin (8 mg/kg) ve Ketamin (60 mg/kg) ile anestezi altına dekapitasyon işlemi 

uygulanarak kan örnekleri lityum heparinli tüplere alındı. Alınan kanlar lityum heparinli 

tüplere aktarılarak, 3000 rpm’de, +4 °C’de 10 dk santrifüj edilerek plazmaları ayrılıp, 

biyokimyasal analizler yapılıncaya kadar -20 °C’de deep freezde saklandı. 

Sol alt ekstremitede bulunan Gastrocnemius kasına ulaşılarak kas dokusunun bir 

kısmı biyokimyasal analizler için alınarak biyokimyasal analizleri yapılıncaya kadar -20 

°C’de deep freezde saklandı. Alınan kas dokusunun bir kısmı ise % 10’luk formaldehit 

solusyonu içerisinde histopatolojik analizler yapılıncaya kadar saklandı. 

 

Şekil 3. 1. Turnike ile sol alt ekstremitede iskemi oluşturulması 
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3.2.2.Biyokimyasal Analizler 

Biyokimyasal analizler için gerekli miktarda Gastrocnemius kas dokusu 

tartılarak analizlere göre uygun tampon çözeltiler seçilerek sulandırılıp, Qiagen 

TissueLyserII kullanılarak homojenize edildi. Analizlerde belirtilen rpm ve sürede 

örnekler santrifüj edilerek süpernatantlar elde edildi. GPx ve SOD aktivitelerini gram 

protein cinsinden ifade edebilmek için kas dokusunda protein düzeyleri Lowry ve 

ark.
112

’nın metoduna göre ölçüldü. 

1) Plazmada MDA tayini: 

Çözeltiler: TBA çözeltisi (% 0.67), % 20’lik Trikloroasetik asit (TCA) çözeltisi 

ve n-bütanol. 

Prensip: Tiyobarbütirik asit tepkimesi kullanılarak lipid içerik, düşük pH’da 

TBA varlığında ısıtılarak 535 nm’de en yüksek pik oluşturan stabil kırmızı–pembe renk 

elde edildi. Bu rengi bir MDA molekülü ile iki TBA molekülünün birleşmesi sonucu 

oluşan kromojen verir. MDA'nin bir kısmı peroksidasyon sırasında oluşurken, büyük 

çoğunlukta, ortam asitleştirildikten sonra uygulanan ısıtma aşamasında lipid 

peroksidlerin yıkımlanması sonucu oluşur.
113

 

Deneyin Yapılışı: Test işaretli tüpe 0.5 mL plazma konulduktan sonra üzerine 

2.5 mL TCA çözeltisi, kör işaretli diğer bir tüpe ise 3 mL TCA eklendi. Her iki tüpe de 

birer ml TBA çözeltisi ilave edildi. Yarım saat 95 ºC’de su banyosunda bekletildi. Daha 

sonra buzlu su içerisinde hızla soğutuldu. Tüplere 4’er mL n-bütanol ilave edildi ve 

karıştırıldı. 3000 rpm’de 10 dakika santrifüj edildi. n-bütanol tabakası ayrı bir tüpe 

alınarak, absorbans 535 nm’de spektrofotometrede okundu. Standart eğri kullanarak 

plazmadaki MDA düzeyleri hesaplandı. 
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2) Plazmada CAT tayini: 

Prensip: Katalaz tayininde H2O2 ile plazmanın inkübe edilmesinden sonra 

ortamda kalan hidrojen peroksitin amonyum molibdatla stabil bir kompleks oluşturması 

ve bunun spektrofotometrik ölçümü temeline dayanan bir metod kullanıldı.
114

  

Deneyin Yapılışı: Fosfat tamponu ile 20 kez dilue edilmiş 

plazmanın/süpernatantın 0.2 mL’si, 1 mL substrat (60 μmol/L, pH: 7.4 sodyum 

potasyum fosfat tamponu içinde 65 mmol/mL H2O2) ile 37 °C’de 60 sn inkübe edildi. 

Enzimatik reaksiyon 1 mL amonyum molibdat (32.4mmol/L) eklenerek durduruldu ve 

hidrojen peroksidin molibdatla oluşturduğu sarı renkli kompleksin absorbansı 405 

nm’de köre karşı spektrofotometrede ölçülerek A numune’nin absorbans değeri elde 

edildi. A kör1’in absorbans değeri 1 mL substrat, 1 mL molibdat ve 0.2 mL plazmanın 

ilave edilmesi sonucu elde edilerek aşağıdaki formüle göre sonuçlar hesaplandı. 

Aşağıdaki formüle göre sonuçlar hesaplandı. 

Katalaz aktivite hesabı (kU/L) = ((A kör1 –A numune) / (A kör2-A kör3) ) x 271 

3) Plazmada GSH tayini: 

Analizde kullanılan çözeltiler 

Proteinsizleştirme çözeltisi: % 10’luk TCA çözeltisi, 400 mM Tris-HCI tamponu 

(pH: 8.9), 2.5 mM DTNB çözeltisi ve standart çözelti: 1 mM stok GSH çözeltisi 

hazırlandı. Bu stok çözeltiden 5μM- 100μM arasında seyreltmeler yapılarak standart 

çözeltiler hazırlandı. 

Plazmada glutatyon düzeyinin ölçülmesinde Tietze
115

 yöntemi kullanıldı. Bu 

yönteme göre plazma ile aynı hacimde eklenen TCA çözeltisi ile proteinsizleştirilmiş 

örneklerdeki glutatyonun hem sülfhidril hem de primer amino grubu 5,5-ditiyobis-2-

nitrobenzoik asit (DTNB) ile şiddetli kolorimetrik türevler oluşturur ve bu türevlerin 

oluşturduğu renk spektrofotometrik olarak saptandı. 
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Deneyin Yapılışı: TCA ile yapılan proteinsizleştirme işleminden sonra çökelti 

santrifüj edilerek uzaklaştırıldı. Üst fazda GSH tayini yapıldı. 

Plazmada GSH Tayini: Örnek tüplere 200 μL distile su, 700 μL 400mM Tris-

HCI, 100 μL 2.5 mM DTNB; kör tüplere 200 μL üst faz örnek, 700 μL 400mM Tris-

HCI, 100 μL 2.5 mM DTNB; standart tüplere 200 μL GSH, 700 μL 400mM Tris-HCI, 

100 μL 2.5 mM DTNB alınıp oda sıcaklığında 10 dakika inkube edilerek absorbanslar 

spektrofotometrede 412 nm’de okundu. 

Hesaplama: Serum glutatyon düzeyleri, glutatyon standart grafiği kullanılarak 

okunan absorbans değerlerinin karşılaştırılmasıyla sonuçlar hesaplandı.  

4) Plazma AOPP tayini: 

Prensibi: AOPP ölçümü Witko-Tarsat ve ark.
116

 tanımladığı yönteme göre 

yapıldı. Bu yönteme göre; AOPP oluşumu klorine oksidanların (kloraminler ve 

hipokloröz asit gibi) oluşumu ile indüklenmektedir. Bu sebeple konsantrasyonu da 

bunlara korele olarak değişir. AOPP konsantrasyonu ölçümünde bu ilişki nedeni ile 

Chloramine-T standart olarak kullanıldı.  

Reaktifler:  

Asetik Asit: % 96, v/v olacak şekilde hazırlandı.  

Potasyum İyodür (KI): 1.16 mol/L olacak şekilde hesaplandı ve PBS (20 

mmol/L, pH:7.4) ile 1 litreye tamamlandı.  

PBS (20 mmol/L, pH:7.4) hazırlanması: Na2HPO4’den 5.796 gr, KH2PO4’den 

0.52 gr ve NaCl’den 8.71 gr tartıldı ve distile su ile 1 litreye tamamlandı.  

10 μl plazma/Chloramine-T standart sol. tüplere aktarılarak üzerlerine 160 μL 

PBS eklenip karıştırılarak 25 sn inkübe edildi. 20 μl %96’lık asetik asit eklenip 25 sn 

inkübe edildikten sonra üzerlerine 10 μl KI ilave edilerek 25 sn inkübe edildi. Blank ise 

160 μl PBS+20 μl asetikasit+10 μl KI’dan oluştu. Reaksiyon karışımının absorbansı 
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blank’e karşı 340 nm’de spektrofotometrede ölçüldü. Ölçülen AOPP konsantrasyonları 

Chloramine-T ünitesi ile μmol/L olarak ifade edildi. 

5) Plazma İMA düzeylerinin belirlenmesi 

Plazma İMA düzeylerine David Bar ve ark.
117

 tarafından geliştirilen kolorimetrik 

metod kullanılarak bakıldı. Her numune için numune körü oluşturuldu. 200 μL plazma 

cam tüplere alınarak üzerlerine 50 μL %0.1’lik CoCl2.6H2O eklenerek karıştırıldı. 10 

dakika oda ısısında kobalt albumin bağlanmasının sağlanması için beklendi. Üzerine 50 

μL renklendirici ajan olarak Dithiothreitol (DTT) (1.5 mg/mL) eklendi. Oda ısısında 2 

dakika beklendi ve kobalt ve albumin arasındaki bağlanmayı durdurmak için 1mL % 

0.9’ luk NaCl eklendi. Numune körüne DTT yerine 50 μL distile su kondu. Örneklerin 

absorbansları Biotek ELISA Readerda (Bio Tek μQuant MQX200 Elisa reader/USA) 

470 nm’de sonuçlar ABSU absorbans ünitesi cinsinden değerlendirildi. 

6) Plazma ve kas dokusunda SOD tayini: 

Analizde kullanılan çözeltiler: 

A) Ölçüm Karışımı: 0.3 mM Ksantin, 0.6 mM EDTA-150 μM NBT, 0.4 M 

Na2CO3; 1.2 g /L BSA (Bovin Serum Albumin) 

B) SOD enziminin aktivitesini ölçmek için kullanılan çözelti (167 U/L 

Xanthine oksidaz): Hazır olarak temin edilen (1 mL’sinde 32 mg protein ve 0.3 U 

enzim ihtiva eden) enzimden 70 μL alındı ve üzerine 4 ml soğuk 2 M (NH4)2SO4 

çözeltisi ilave edildi. 

C) 2M (NH4)2SO4 (Amonyum sülfat) : 1.0571 g (NH
4
)
2
SO

4 
alındı, bir miktar 

distile suda çözüldü ve hacmi saf soğuk su ile 4 mL’ ye tamamlandı. Bu çözelti taze 

olarak hazırlandı ve +4
o

C’de bekletilerek soğuk bir şekilde kullanıldı. 

D) 0.8 mM CuCl2 (Bakır klorür): 0.0136 g CuCl
2 

alındı, bir miktar saf suda 

çözülüp hacmi distile su ile 100 mL’ye tamamlandı. 
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Prensip: Ksantin, ksantin oksidaz enzimi vasıtasıyla ürik asite dönüştürülüğünde 

oluşan süperoksit radikalleri, ortamda NBT’nin (nitrobluetetrazolium) varlığında NBT 

ile reaksiyona girerek 560 nm dalga boyunda, maksimum absorbans veren formazon 

bileşiğini meydana getirirler. Eğer ortamda SOD enzimi varsa süperoksit radikalleri bu 

enzim tarafından H
2
O

2
’ye dönüştürüldüğü için formazon oluşumu azalır ve  buna bağlı 

olarak 560 nm’de ölçülen absorbans azalır. Absorbanstaki azalmanın miktarı bize SOD 

aktivitesi hakkında bilgi verecektir. 

SOD’ un ölçümü ve aktivitesinin belirlenmesi oluşan formazon miktarları 

dikkate alınarak geliştirilen formülle hesaplandı.
118

 

Deneyin Yapılışı: 25 g doku alınır hazırlanan homojenat tamponu ile hacmi 2.5 

mL’ye tamamlanarak ultraturraks ile 45 sn homojenize edildi ve 5000 G’de 60 dk 

santrifüj edilip süpernatantları kullanılmak üzere ayrıldı. Boş deney tüplerinin her birine 

2.85 mL ölçüm tamponu konuldu. Test tüplerine 100 μL hazırlanan süpernatant/ 

sulandırılmış plazma eklenirken kör tüpüne 100 μL distile su eklendi. 50 μL Xanthine 

Oxidase çözeltisi tüm tüplere aktarıldıktan sonra 25 °C’de 20 dk inkübe edildi. Sonra 

tüm tüplere 1mL CuCl2 ilave edilip, 560 nm’de reaktif solüsyonuna karşı okundu. 

Hesaplama:  

                   (EU/mg doku)  = (ΔAkör – ΔAnumune) / ΔAkör 

                    (U/mL plazma)  = (ΔAkör – ΔAnumune) / ΔAkör 

7) Plazma ve kas dokusunda Glutatyon peroksidaz (GPx) tayini: 

Plazma ve kas dokusu homojenatında GPx aktivitesi Matkovics ve ark.
119 

metoduna göre ölçüldü. 
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Analizde kullanılan çözeltiler: 

-Tampon І-Tris-HCl tamponu (50mM pH:7.6): 6.057 g Trishidroksi 

metilaminometan ve 0.372 gr EDTA-Na2 ve 3.90 mL HCl alınıp toplam hacim distile su 

ile 1000 mL’ye tamamlandı. 

-Tampon II- Tris tamponu (0.4M pH: 8.9): 48.46 g Trishidroksi 

metilaminometan alınarak hacim distile su ile 1000 mL’ye tamamlandı ve pH HCl ile 

8.9’a ayarlandı.  

-Red GSH Solüsyonu:6 mg Red Glutatyon alınarak hacim tampon I ile 10 

mL’ye tamamlandı. 

-CHPO: 5μL alınarak tampon I ile 10mL’ye tamamlandı. 

-DTNB Solüsyonu:0.099 gr DTNB alınıp hacim metanolle 25 mL’ye 

tamamlandı. 

-TCA: % 10’luk TCA çözeltisi hazırlandı. 

Her numune için bir kontrol bir de örnek tüpü hazırlandı. Tüplere 0.1 mL kan 

(0.5 mL süpernatant) numunesi konuldu. Tüplere 0.7 mL tampon I’den ilave edildi (0.3 

mL dokuda). Sadece örnek tüplerine 0.1 mL CHPO konulup ardından örnek ve kontrol 

tüplerine 5’er sn aralıklarla 0.1 mL Red. GSH eklendi ve 37 
o
C’de 10 dakika bekletildi. 

Üzerlerine 5 sn aralıklarla 1 mL TCA solüsyonu eklendikten sonra 5 dakika beklenip 

2500 rpm’de 5 dakika santrifüj edildikten sonra yeni tüplere süpernatantlardan 1mL 

aktarıldı. Bunların üzerine de 2 mL tampon II ilavesinden sonra 0.1 mL DTNB konarak 

oda sıcaklığında 5 dakika bekletildi ve 412 nm’de su körüne karşı okundu.  

Hesaplama=  (E Kontrol- E Örnek) x Ekstinksiyon katsayısı/mg protein  

Ekstinksiyon katsayısı: 0.76989 

8) Dokuda MDA tayini: 

Analizde kullanılan çözeltiler: 
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-Renk ayracı: % 10’luk TCA ile perklorik asitle hazırlanan TBA iyice 

karıştırılır. 

-Homojenat Tamponu: 0,2 mM, pH 7.4 olan, 150 mL Tris-HCl.   

Deneyin Yapılışı: 

Tablo 3. 1. Dokuda MDA tayini 

Dokuda MDA Tayini 

Çözelti/Numune Test Kör 

FTS (fizyolojik 

tuzlu su) 
-- 250μL 

Numune 250μL -- 

Renk ayracı 2250μL 2250μL 

Vortekslenir, 100 
o
C’de 20 dk beklenir. 

3000 rpm’de 10 dk santrifüj edilir. 

Süpernatant 532 nm’de okunur. 

 

Tiyobarbütirik asit tepkimesi kullanılarak lipid içerik, düşük pH’da TBA 

varlığında ısıtılarak 532 nm’de en yüksek pik oluşturan stabil kırmızı–pembe renk elde 

edildi. Bu rengi bir MDA molekülü ile iki TBA molekülünün birleşmesi sonucu oluşan 

kromojen verdi. MDA'nin bir kısmı peroksidasyon sırasında oluşurken, büyük 

çoğunlukta, ortam asitleştirildikten sonra uygulanan ısıtma aşamasında lipid 

peroksidlerin yakılması sonucu oluştu. Sonuçlar 1.1.3.3 tetraethoxypropane’dan 10 μL 

alınarak 10 mL absolut etanolde çözdürülüp +4
o
C’de koyu bir şişede saklanan 

standarttan standart kalibrasyon eğrisi oluşturularak hesaplandı ve nmol/g olarak 

değerlendirildi.
120
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9) Dokuda CAT tayini: 

Katalaz tayininde H2O2 ile plazmanın inkübe edilmesinden sonra ortamda kalan 

hidrojen peroksitin amonyum molibdatla stabil bir kompleks oluşturması ve bunun 

spektrofotometrik ölçümü temeline dayanan bir metod kullanıldı.
114

  

Fosfat tamponu ile 20 kez dilue edilmiş dokunun 0.2 mL’si, 1 mL substrat (60 

μmol/L, pH: 7.4 sodyum potasyum fosfat tamponu içinde 65 mmol/mL H2O2 ) ile 37 

°C’de 60 sn inkübe edildi. Enzimatik reaksiyon 1 mL amonyum molibdat (32.4mmol/L) 

eklenerek durduruldu ve hidrojen peroksidin molibdatla oluşturduğu sarı renkli 

kompleksin absorbansı 405 nm’de köre karşı spektrofotometrede ölçülerek A 

numune’nin absorbans değeri elde edildi. A kör1’in absorbans değeri 1 mL substrat, 1 

mL molibdat ve 0.2 mL süpernatant ilave edilmesi sonucu elde edilerek aşağıdaki 

formüle göre sonuçlar hesaplandı.  

Katalaz aktivite hesabı (kU/g)  = ((A kör1 –A numune) / (A kör2-A kör3) ) x 271 

10) Dokuda GSH tayini 

GSH’ın doku ekstraksiyonu ve analizi için 0.5 g doku tartıldı. Doku üzerine 5 

mL % 5’lik sülfosalisilik asit (SSA) çözeltisi eklenerek dokular cam bagetle ezildi ve 

vortekste iyice karıştırılarak homojenize edildi. Homojenat 4500 rpm’de 15 dakika 

santrifüj edildi. Elde edilen süpernatant içeriğinin 1 mL’sine 5 mL fosfat tamponu 

eklenerek 60 °C’de 10 dakika bekletildi. Bu solüsyon çabucak oda ısısına getirildi ve 1 

mL DTNB ayıracı ilave edilerek 412 nm’de ayraç körüne karşı optik dansitesi okundu. 

Glutatyon hesaplaması (µmol GSH/g doku), glutatyon standardı (% 5 sülfosalisilik asit) 

ile elde edilen kalibrasyon eğrisinden hesaplandı.
121,122

 

Hesaplama (mmol/g)=((ODnumune-ODkör) x Ekstinksiyon kat sayısı-ODstd)xf 

f: Sulandırma katsayısı 
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3.2.4. Histopatolojik Analizler 

Histopatolojik değerlendirme amacıyla alınan Gastrocnemius dokuları  % 10’luk 

formalin solüsyonunda 24 saat tespit edildikten sonra, yıkanarak rutin doku takibi 70°, 

80°, 90°, 96°, 100° alkol ve ksilolden geçirildikten sonra parafin bloklar yapıldı. Her 

bloktan 4 m kalınlığında mikrotom ile kesitler alınıp preparatlar hazırlandı. 

Histopatolojik inceleme için hazırlanan preparatlar Hematoksilen-Eozin (HE) ile 

boyanarak Leica DM 1000 ışık mikroskobunun x40 objektifi ile değerlendirildi. 

Kesitlerden elde edilen bulguların skorlaması -: yok, +: hafif, ++: orta, +++: şiddetli 

olarak Tablo 4.3’te gösterildi. 

3.2.5. İstatistiksel Analizler 

Kontrol, İskemi/reperfüzyon, Aposinin ve Aposinin+İskemi/reperfüzyon grupları 

arasındaki farklılığın önemi için SPSS 22.0 paket programı kullanılarak varyans analizi 

Anova testi yapıldı. Çoklu karşılaştırma için de Tukey testi yapıldı. 
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4.BULGULAR 

 4.1.Biyokimyasal Bulgular 

4.1.1.Kan plazmasına ait biyokimyasal analizlerin sonuçları 

Kontrol grubuna göre İ/R grubunda plazma MDA, AOPP ve İMA düzeylerinde 

artış tespit edilirken, İ/R grubuna göre AP+İ/R grubunda bu parametrelerde azalmanın 

olduğu belirlendi (p<0.001). 

 İ/R grubunda tüm gruplara göre plazma GSH düzeyi, GPx, CAT ve SOD 

aktivitelerinde bir azalma saptanırken, kontrol grubuna göre İ/R grubunda azalma 

saptanırken, İ/R grubuna göre AP+İ/R grubunda bu parametrelerde p<0.001 düzeyinde 

önem bulunarak Tablo 4.1’de gösterildi. 

Tablo 4. 1. Tüm grupların plazmasında ölçülen bazı biyokimyasal parametreler 

*** p<0.001. 
a,b,c,d

: Aynı sütunda farklı harf ile gösterilen ortalamalar arası fark 

önemlidir. 

 

Gruplar GSH (mmol/L) GPx (U/mL protein) AOPP (µmol/L) İMA (ΔABSU.un) 

K 2.51 ± 0.03
b
 0.27 ± 0.00

a
 0.004 ± 0.00

b
 0.34 ± 0.01

b
 

İ/R 2.05 ± 0.01
d
 0.23 ± 0.00

b
 0.006 ± 0.00

a
 0.70 ± 0.01

a
 

AP 2.68 ± 0.03
a
 0.27 ± 0.00

a
 0.003 ± 0.00

b
 0.33 ± 0.01

b
 

AP+İ/R 2.21 ± 0.02
c
 0.26 ± 0.00

a
 0.004 ± 0.00

b
 0.35 ± 0.01

b
 

P *** *** *** *** 

*** p<0.001. 
a,b,c,d

: Aynı sütunda farklı hafr ile gösterilen ortalamalar arası fark 

önemlidir. 

 

Gruplar MDA (mmol/L) SOD (EU/mL protein) CAT (kU/L) 

K 19.92 ± 0.21
c
 16.26 ± 0.40

a
 152.96 ± 2.07

b
 

İ/R 31.67 ± 0.69
a
 13.16 ± 0.23

b
 130.33 ± 1.07

d
 

AP 18.46 ± 0.31
c
 17.16 ± 0.31

a
 166.98 ± 1.57

a
 

AP+İ/R 23.64 ± 0.74
b
 16.17 ± 0.12

a
 133.95 ± 1.97

c
 

P *** *** *** 
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Tablo 4.1’de verilern tüm parametreler Şekil 4.1-7’de grafiksel olarak gösterildi. 

 

Şekil 4. 1. Plazma MDA düzeyinin gruplara göre dağılımı 

 

Şekil 4. 2. Plazma SOD aktivitesinin gruplara göre dağılımı 

 

Şekil 4. 3. Plazma CAT aktivitesinin gruplara göre dağılımı 
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Şekil 4. 4. Plazma GSH düzeyinin gruplara göre dağılımı 

 

Şekil 4. 5. Plazma GPx aktivitesinin gruplara göre dağılımı 

 

Şekil 4. 6. Plazma AOPP düzeyinin gruplara göre dağılımı 
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Şekil 4. 7. Plazma İMA düzeyinin gruplara göre dağılımı 

 

4.1.2. Gastrocnemius dokusuna ait biyokimyasal analizlerin sonuçları 

İ/R grubunda tüm gruplara göre Gastrocnemius dokusu MDA, düzeyinde artış 

tespit edilirken, AP+İ/R grubunda MDA düzeyinde İ/R grubuna göre azalmanın olduğu 

belirlendi (p<0.001). 

 İ/R grubunda tüm gruplara göre Gastrocnemius dokusunda GSH düzeyi, GPx, 

CAT ve SOD aktivitelerinde bir azalma saptandı. İ/R grubuna göre AP+İ/R grubunda 

bu değerlerde p<0.001 önem derecesinde artış tespit edilerek Tablo 4.2’de gösterildi. 

Tablo 4.2.Kontrol ve diğer grupların Gastrocnemius dokusundaki bazı 

biyokimyasal parametreler 

Gruplar 
MDA 

(mmol/g doku) 
SOD 

(EU/g protein) 
CAT 

(kU/g doku) 
GSH 

(mmol/g doku) 
GPx 

(U/g protein) 

K 17.80 ± 0.18
b
 24.76 ± 0.64

a
 253.22 ± 5.78

a 
2.14 ± 0.01

a
 0.16 ± 0.00

a
 

İ/R 50.60 ± 2.65
a
 19.89 ± 0.64

b
 155.14 ± 7.96

c 
2.06 ± 0.02

b
 0.13 ± 0.01

b
 

AP 17.40 ± 0.30
b
 26.45 ± 0.54

a
 264.70 ± 3.94

a 
2.16 ± 0.01

a
 0.17 ± 0.00

a
 

AP+İ/R 21.18 ± 0.49
b
 26.09 ± 0.25

a
 191.12 ± 1.23

b
 2.13 ± 0.00

a
 0.16 ± 0.00

a
 

P *** *** *** *** *** 

*** p<0.001. 
a,b,c,d

: Aynı sütunda farklı harf ile gösterilen ortalamalar arası fark 

önemlidir. 
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Tablo 4.2’de verilern tüm parametreler Şekil 4.8-12’de grafiksel olarak gösterildi. 

 

Şekil 4. 8. Gastrocnemius dokusundaki MDA düzeyinin gruplara göre dağılımı 

 

Şekil 4. 9. Gastrocnemius dokusundaki SOD aktivitesinin gruplara göre dağılımı 

 

Şekil 4. 10. Gastrocnemius dokusundaki CAT aktivitesinin gruplara göre dağılımı 
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Şekil 4. 11. Gastrocnemius dokusundaki GSH düzeyinin gruplara göre dağılımı 

 

Şekil 4. 12. Gastrocnemius dokusundaki GPx aktivitesinin gruplara göre dağılımı 

 

4.2.Histopatolojik Bulgular 

4.2.1.Makroskobik bulgular 

Gluteal kas dokuları makroskobik olarak incelendiğinde, K ve AP gruplarında 

normal görünümde olduğu gözlenirken (Şekil 4.13 ve Şekil 4.15), İ/R grubunda kas 

dokularının şiddetli düzeyde ödemli, ıslak ve koyu kahve-kırmızı renkte görüldüğü, 

konjesyon ve yer yer hemorajiler gözlendi (Şekil 4.14). AP+İ/R grubunda ise çok hafif 

ödem ve konjesyon gözlendi (Şekil 4.16) . 
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Şekil 4. 13. Kontrol grubu gluteal kas dokusunun normal görünümü. 

 

 

Şekil 4. 14. İ/R grubu gluteal kas dokusunda konjesyon, ödem ve hemoraji. 
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Şekil 4. 15. Aposinin grubu gluteal kas dokusunun normal görünümü. 

 

 

Şekil 4. 16. AP+İ/R grubu gluteal kas dokusunda hafif ödem. 
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4.2.1. Mikroskobik Bulgular 

 

Şekil 4. 17. Kontrol grubu rat Gastrocnemius normal histopatolojik görüntüsü H&E, 

Bar: 50µm 

Kontrol Grubu: Bu grupta bulunan ratların Gastrocinemius dokuları 

incelendiğinde normal histolojik yapıda olduğu görüldü (Şekil 4.17). 
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Şekil 4. 18. İ/R grubu rat Gastrocnemius histopatolojik görüntüsü H&E, Bar: 50µm  

İ/R grup, Gastrocnemius dokusu, kas liflerinde striasyonun kaybı, kasliflerinde hiyalin 

dejenerasyonu ve zenker nekrozu (oklar). İnterlobüler aralıklarda şiddetli ödem 

(yıldızlar) ile birlikte mononükleer hücre infiltrasyonları (ok başları). İntersitisyel 

damarlarda şiddetli dilatasyon ve konjesyon, H&E, Bar: 50µm. 

İskemi/Reperfüzyon Grubu: Bu grupta bulunan ratların gluteal kas dokuları 

incelendiğinde,  bazı kas liflerinde striasyonun kaybolduğu, kasliflerinde hiyalin 

dejenerasyonu ve zenker nekrozu gözlendi. İnterlobüler aralıklarda şiddetli ödem ile 

birlikte mononükleer hücre infiltrasyonları ve hemoraji tespit edildi. İntersitisyel 

damarlarda şiddetli dilatasyona ve konjesyona rastlanıldı (Şekil 4.18). 
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Şekil 4. 19. AP grubu rat Gastrocnemius histopatolojik görüntüsü H&E, Bar: 50µm  

Aposinin Grubu: Aposinin grubunda bulunan ratların kas liflerinin yapısı 

normal olup çekirdekleri perifere yerleşim göstermiştir. Kas lifleri bütün ve striasyonları 

(çizgilenme) belirgin olduğu gözlendi (Şekil 4.19). 
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Şekil 4. 20. AP+İ/R grubu rat Gastrocnemius histopatolojik görüntüsü H&E, Bar: 50µm  

Aposinin + İ/R grup, Gastrocnemius dokusu, interstistyel damarlarda hafif düzeyde 

konjesyon, hafif düzeyde mononükleer hücre infiltrasyonu (ok başları),  kas liflerinde 

striasyonun kaybı ve hafif düzeyde ödem (yıldız), H&E, Bar: 50µm. 

Aposinin+İskemi/Reperfüzyon Grubu: Bu grupta bulununan ratların gluteal 

kas dokuları incelendiğinde kas liflerinde orta düzeyde hiyalin dejenerasyonlarına tespit 

edildi. Bazı kas liflerinde striasyonun kaybolduğu ve ödemin hafif düzeyde olduğu 

belirlendi. İnterstisyel damarlarda hafif düzeyde konjesyon gözlendi (Şekil 4.20). 

Histopatolojik bulgular Tablo 4.3’te gösterildi. 

Tablo 4. 3. Gastrocnemius dokusuna ait histopatolojik bulguların skorlanması 

 K AP İ/R AP+İ/R 

Kas liflerinde hiyalin dejenerasyonu - - +++ ++ 

Kas liflerinde zenker nekrozu - - +++ - 

İnterlobüler aralıklarda ödem - - +++ + 

İntersitisyel damarlarda şiddetli dilatasyon ve konjesyon - - +++ ++ 
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5.TARTIŞMA 

Çalışmamızda; ratlarda deneysel olarak oluşturulan alt ekstremite iskemi- 

reperfüzyon hasarında Aposinin’in koruyucu ve tedavi edici etkisinin olup olmadığı 

araştırıldı. Çalışma sonucunda Aposinin’in alt ekstremite İ/R hasarında lipid 

peroksidasyonunu azalttığı, antioksidan enzim düzeylerini önemli oranda arttırdığı, 

oluşan oksidatif stresi önlediği, oluşan kas dokusu striasyon kaybını, hemorajiyi, 

konjesyonu, zenker nekrozunu, hiyalin dejenerasyonunu ve mononükleer hücre 

infiltrasyonunu azalttığı görüldü. 

Alt ekstremite iskemisi mortalite ve morbidite oranı yüksek olan klinik bir 

sorundur. Buna sebep olan nedenler ortadan kaldırılıp reperfüzyonun sağlanmasında 

bile bu riskler devam etmektedir. Alt ekstremite İ/R hasarı (oksijen paradoksu olarakta 

bilinir) özellikle aort cerrahisinde, femoral arter tıkanıklarında ortaya çıkarak uzak 

organ hasarlarına neden olduğu için klinik olarak ciddi öneme sahiptir. Klinik olarak İ/R 

hasarının biyokimyasal mekanizmalarının açıklanması, hasarı azaltacak yeni tedavi 

yöntemlerinin ve ajanlarının geliştirilmesi gerekmektedir. 

İskemi, vücuttaki hücre, doku ve organlara işlevleri için gerekli olan kan 

akımının herhangi bir nedene bağlı olarak reversible veya irreversibl şekilde azalması 

veya tamamen kesilmesi sonucu perfüzyonunun bozulması olarak tanımlanır.
3,20

 

İskeminin olduğu doku ve organlarda oksijene olan ihtiyaç giderilemediği için doku 

asitliğinde artış, fosfolipaz ve lizozimlerin aktivasyonu, toksik metabolitlerin birikmesi 

sonucu hücresel hasarlar ve nekrozlar meydana gelmektedir. 

İskemi sonrasında dokuya kan akımının tekrar sağlanması ise reperfüzyon olarak 

adlandrılır. İskeminin oluşturduğu hasarın daha da genişlemesine iskemi/reperfüzyon 

hasarı denir. İskemi-reperfüzyon kaynaklı yaralanma, akut organ işlev bozukluğunun 

birincil nedenidir ve genellikle koroner arter hastalığı, trombolitik tedavi, balon 
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anjiyoplasti, kardiyopulmoner bypass, tıkayıcı arter hastalığı (aort ve periferik arteriyel 

çapraz kenetleme), felç, turnike uygulaması, miyoküler doku transferi, sepsis, şok, açık 

renal taş cerrahisi, parsiyel nefrektomi, travma, geniş alan yanıkları ve böbrek nakli gibi 

birçok durumda ortaya çıkar.
123-127

 

İskeminin dokuda meydana getirdiği hasar, dokular arasındaki hipoperfüzyonun 

süresi ve miktarı ile orantılıyken, hücrenin tipi, yaralanmaya karşı hassasiyeti, 

diferansiyasyonu, kan ihtiyacı ve metabolizmasına göre ise farklılık gösterir. İskemiye 

karşı kemik ve deri gibi dokular dirençliyken, iskelet kası ve bağırsak mukozası gibi 

dokular daha hassastır. Bu dokulardaki iskemik hasara karşı meydana gelebilecek 

değişikliklerin geri dönüşüm süreleri kas dokusu için 4 saat, sinir dokusu 8 saat, yağ 

dokusu 13 saat, deri için 24 saat ve kemik dokusu için ise 4 güne kadardır.
128

 

İskemik hasarlarda en hassas doku iskelet kası olması sebebiyle alt ekstremite 

iskemi/reperfüzyon hasarında iskelet kası önemli rol oynamaktadır. Meydana gelen 

reperfüzyon, dokudaki inflamatuar yanıt, geri dönüşümlü hasar ile doğru orantılıyken 

nekrotik kas miktarıyla ters orantılıdır. Kas dokusunda oluşan iskemik hasar iskemi 

sonrası 2 saate kadar olan kısımda geri dönüşüm sağlanabilirken üçüncü saatte ciddi kas 

hasarı ve altıncı saatte yaklaşık olarak % 97 oranında dokuda fonksiyonel kaybın 

meydana geldiği bildirilmiştir.
1,7,30

  

Aposinin (4'-hidroksi-3'-metoksi-asetofenon) asetovanillon olarak da bilinen 

166.17 g/mol moleküler ağırlığa, düşük toksisite ve özgüllüğe sahip bir asetofenondur. 

Aposinin, seçici bir nikotinamid adenin dinükleotit fosfat (NADPH) oksidaz enzimi 

inhibitörü ve ROS üretimini önleyici olarak görev yapan hücre içi aktif bir doğal 

antioksidan ve antienflamatuvar özelliklerinden dolayı kardiyovasküler hastalıklarda, 

astımda, artritte, ve nörolojik hastalıklarda (Beyin travması, Alzheimer ve Parkinson 

hastalığı) tedavi amacıyla kullanılmaktadır.
11-17,129

 Aposinin’in yapılan çalışmalar 
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sonucunda İ/R hasarına karşı dokuları koruduğu belirlenmiştir.
13,130,131

 Aposinin 

araşidonik asit metabolizmasını etkilediği
132

, kan akışını arttırdığı
133

 ve siklooksijenaz 

aktivitesini inhibe ettiği gösterilmiştir.
134

 

Oksidatif stres, hücresel metabolizma sırasında meydana gelen hidroksil radikali, 

süperoksit radikali ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen türlerinin miktarlarındaki 

artışı (ROS) ile onları detoksifiye eden, antioksidanların yetersizliği sonucu oksidatif 

dengenin bozulması olarak tanımlanır. Oksidatif stresteki artış sonucunda oluşan reaktif 

oksijen türleri hücre içi lipid ve protein yapıların çift bağ içeren gruplarına ve 

DNA’daki bazların çift bağlarına saldırır ve bir hidrojen atomu kopararak zincirleme 

oksidasyon reaksiyonlarını başlatırlar bununla birlikte hücre içi lipid, protein ve DNA 

gibi makromoleküller hasarlanarak hücre zedelenmesi veya hücre ölümüne neden 

olmaktadır.
135

 Oksidatif stresi ve enflamatuar tepkileri hafifleten birçok ilaç, İ/R deney 

modellerinde organ hasarını hafifletmek için kullanılmıştır.
136-138

 

 NADPH oksidaz, ROS'un ana kaynağıdır ve NADPH oksidazın yüksek 

aktivitesi, ROS üretiminin artmasına neden olur.
139

 Xu M ve ark.
18

 yaptığı çalışmada, 

NADPH oksidaz inhibitörü Aposinin’in, oksidatif stresi baskılayarak ROS üretimini ve 

hücre ölümünü önemli ölçüde azalttığını tespit etmişlerdir. 

Poliansaüre yağ asitlerinin peroksidasyonu (lipid peroksidasyonu) sonucu son 

ürün olarak oldukça toksik bir aldehid olan MDA oluşur. Meydana gelen bu 

dokulardaki lipid peroksidasyonu ile hızlı bir şekilde hücre ölümleri başlamaktadır.
140

 

Lipid peroksidasyon sonucuna bağlı MDA artışı, serbest oksijen radikalleri, hücre zarı 

fosfolipitlerinin peroksidasyonuna neden olarak hücre zarı bütünlüğünde bozulma, 

hücre şişmesi ve araşidonik asit/lipid peroksit salınımı meydana getirirler. 

Yapılan birçok iskemi çalışmasında İ/R oluşturulan grubun kan ve dokularındaki 

MDA düzeyinin kontrol grubuna göre artış gösterdiği saptanmıştır.
141-145

 Chang ve 
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ark.
146-155

 ve Li ve ark.
156-159

. Kalp kası İ/R hasarında
146

, böbrek İ/R hasarında 
155

 
156

; 

testis İ/R hasarında,
154

 karaciğer İ/R hasarında
141

, omurilik İ/R hasarında 
145,150-152

 AP 

uygulanan gruptaki MDA düzeyinin İ/R grubuna göre önemli oranda azaldığı 

saptanmıştır. 

Alt ekstremite İ/R hasarı uygulanan çalışmalarda Gastrocnemius kas dokusu ve 

kan MDA düzeyinin kontrol grubuna göre İ/R grubunda önemli oranda azaldığı 

bulunmuştur.
142,147,153,158,159

 Alt ekstremite İ/R hasarı üzerine Aposinin’in etkisi üzerine 

yapılan çalışmalarda kontrol grubuna göre İ/R grubunda MDA düzeyi artarken İ/R 

grubuna göre Aposinin’in uygulandığı grupda MDA düzeyinin azaldığı tespit 

edilmiştir.
142,157,160

 Bu çalışmanın sonucunda elde edilen bulgular doğrultusunda 

Aposinin’in alt ekstremite İ/R hasarında lipid peroksidasyonunu önlediği saptandı. 

 SOD ve CAT, organizmaların savunma mekanizmasında yer alan antioksidan 

enzimlerdir. SOD, süperoksitin antioksidan savunmanın ilk basamağı olan H2O2 ve 

O2'ye dönüşümünü katalizlerken, CAT, H2O2'yi O2 ve H2O'ya dönüştürür.
161

 SOD, 

serbest radikalleri nötralize edebilen ve dokuları serbest radikallerin ve diğer aktif 

oksijen türlerinin zararlı etkilerinden koruyabilen endojen antioksidan ve serbest 

radikallerin ortamdan temizlenme kapasitesini gösteren bir enzimdir.
162,163

  

Alt ekstremite İ/R hasarı uygulanan çalışmalarda Gastrocnemius kas dokusu ve 

kan SOD ve CAT aktivitesinin kontrol grubuna göre İ/R grubunda önemli oranda 

azaldığı bulunmuştur.
142,147,153,158,159

 Kalp kası İ/R hasarında,
146

 böbrek İ/R 

hasarında,
155,156

 karaciğer İ/R hasarında,
141

 omurilik İ/R hasarında
145,150,151

 SOD 

düzeyinin İ/R grubunda kontrol grubuna göre önemli oranda azaldığını, bağırsak 

iskemisinde
148

 ve omurilik İ/R hasarında omurilik SOD ve CAT aktivitesinin
152

 İ/R 

grubunda kontrol grubuna göre önemli oranda azaldığını tespit etmişlerdir. Yapılan 

çalışmada Gastrocnemius kas dokusu ve plazma SOD ve CAT düzeylerinin İ/R 
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grubunda diğer gruplara göre azalmanın p<0.001 öneminde olduğu literatür bulguları ile 

paralellik göstermektedir. Yapılan araştırmalar sonucunda AP’in alt ekstremite İ/R 

hasarında kas ve kan SOD ve CAT aktiviteleri ile ilgili herhangi bir literatüre 

rastlanılmamıştır. Bu bulgular doğrultusunda AP’in antioksidan özelliğinden dolayı 

SOD ve CAT aktivitelerini arttırdığı ve oksidatif stresi önlediği görüldü. 

 Glutatyon (L-γ-glutamil-L-sisteinilglisin) (GSH); yapısında bir tiyol taşıyan, 

glutamik asit, sistein ve glisin’den meydana gelen bir tripeptitdir.
164

 GPx ise, H2O2 ve 

çeşitli hidro peroksitleri ve lipid peroksitleri ayrıştıran selenyum (Se) bağımlı bir 

enzimdir. GPx hücresel bir enzimde stoplazma boyunca dağılmış vaziyette bulunur 

ancak mitokondride aktivite gösterir.
164

 Hücre döngüsü içindeki birçok özelliğine ek 

olarak, GSH ve GPx, hücrenin koruyucu mekanizmasının lipid peroksidasyonuna ve İ/R 

hasarı sırasında ortaya çıkan oksidatif strese karşı koruyan önemli bileşenlerdir.
165,166

 

 Glutatyon, peroksitlerin parçalanması, nitrik asit döngüsünün düzenlenmesi, 

protein disülfür bağlarının bakımı, DNA sentezi ve onarımı ile ilgilidir. Oksidatif 

stresteki rolüne ek olarak, glutatyon ayrıca C ve E vitaminleri gibi ekzojen 

antioksidanların korunmasına da yardımcı olur. Hücreler içinde, glutatyon redükte ve 

okside halde bulunur. Sağlıklı hücrelerde, toplam glutatyon havuzunun % 90'ından 

fazlası indirgenmiş halde iken % 10'dan azı oksitlenmiş veya disülfür formunda 

bulunur. GSSG'nin GSH'ye oranının artması oksidatif stresin bir göstergesidir.
167

  

 Gastrocnemius kası İ/R çalışmalarında kas dokusu ve plazmada GSH düzeyinin 

kotrol grubuna göre İ/R grubunda azaldığı,
145,147,152,153,168

 omurilik İ/R hasarında 

omurilik GSH düzeyi,
151

kas dokusu ve plazmadaki GSH düzeyi ve GPx 

aktivitesinin
142,158,159

 kotrol grubuna göre İ/R grubunda azaldığı bildirilmiştir.  

 Duran ve ark.
157

 rat alt ekstremite İ/R hasarı üzerine AP’nin etkisi üzerine 

yaptıkları çalışmada GSH düzeyini İ/R grubuna göre AP’nin azalttığı bulgusu yapılan 
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çalışmayla benzerdir. Liu ve ark.
141

 yaptığı İ/R hasarında sıçan karaciğer dokusundaki 

GSH düzeyinin İ/R- grubunda artarken İ/R grubuna göre AP+İ/R grubunda arttığı 

saptanmıştır. Bir antioksidan olan AP’nin GSH düzeyini ve GPx aktivitesini arttırdığı, 

iskemi durumlarında kaslardaki hasarı azalttığı yapılan çalışma ile tespit edilmiştir. 

İskemi modifiye albümin, iskemik hasar ve oksidatif stresin belirlenmesinde son 

yıllarda biyo belirteç olarak kullanılan hassas bir parametredir. Akut iskemik 

durumlarda bakır, nikel ve kobalt gibi transizyonel metaller için albuminin metal 

bağlama kapasitesi azalır ve ortaya çıkan bu yeni albumin İMA olarak tanımlanır
169,170

 

İMA’nın gösterilmesi myokard iskemisi sırasında insan serum albumininin N terminal 

bölgesinin kobalta bağlanmasında azalma olduğunun tespitine dayanmaktadır.
171,172

 

Albuminin N terminal bölgesi kobalt, bakır, nikel gibi ağır metallerin bağlanma yeridir. 

İskemi veya reperfüzyon esnasındaki sodyum-kalsiyum pompasının bozulması gibi 

hücresel değişimler sonucu serbest radikallerin ve laktik asidozun artması gibi 

nedenlerle albuminin N terminal bölgesinin bozulmasına neden olarak albuminin metal 

bağlama kapasitesi azalır.
172,173

 Yapılan çalışmalarda iskemi modifiye albumin düzeyi 

iskemik kasta, akut koroner sendrom, ileri düzey karaciğer yetmezliği, böbrek 

yetmezliği, kanserin ileri evrelerinde, akut inmelerde ve gebelikte yükseldiği tespit 

edilmiştir.
174,175

 

 Albüminin kobalt için bağlanma kapasitesini değiştiren modifikasyonlar, asidoz, 

azalan oksijen gerilimi ve serbest radikallerin meydana gelmesi sonucunda iskemi 

reperfüzyon da ortaya çıkabilir. Son araştırmalar, çeşitli koşulların pulmoner emboli, 

mezenterik iskemi, periferik arter tıkanıklığı, derin venöz tromboz ve felç dâhil olmak 

üzere iskemi tarafından modifiye edilmiş albümin seviyelerini yükseltebileceğini ve 

iskemi tarafından modifiye edilmiş albüminin bu durumlar için tanısal bir biyolojik 

belirteç olabileceğini bildirmiştir.
169,176-178
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Protein oksidasyonu, proteinlerin reaktif oksijen türevleri ya da oksidatif stres 

ürünleriyle kovalent modifikasyonu ile AOPP meydana gelir.
179

 Proteinler oksidanlar 

ile etkileşime girdiklerinde kovalent değişikliğe uğrar. Bu değişikliklerden bazıları 

protein molekülleri üzerine serbest radikallerin direkt etkileri sonucunda 

oluşabilmektedir. Bir kısmı ise proteinlere oksidasyon yan ürünlerinin kovalent olarak 

bağlanmasıyla meydana gelir. Proteinlerin radikal aracılı yıkımı; elektron kaybı, metal-

iyon katalizli reaksiyonlar, lipit ve şekerlerin oto-oksidasyonu ile başlatılabilmekte ve 

bu ürünlerin oluşum hızının artması veya temizleyici mekanizmaların yetersiz kalması, 

proteinler de dahil olmak üzere diğer hücresel moleküllerdeki oksidatif 

modifikasyonların artmasına neden olur.
179,180

 

 Çakmak ve ark.
181

 insanda akut iskemik felçlerlerde serum İMA düzeyinin 

kontrol grubuna göre artış gösterdiğini tespit etmişlerdir. Wu ve ark.
149

 yaptıkları 

böbrek İ/R çalışmasında böbrek dokusu ve serum AOPP düzeyinin diğer gruplara göre 

İ/R grubunda arttığını bulmuşlardır. Omurilik İ/R hasarında omurilik dokusu ve plazma 

AOPP düzeyinin İ/R grubunda arttığına dair çalışmalar söz konusudur.
145,152,175

 

Bağırsak iskemisinde Bahsir ve ark.
148

 benzer bulguları tespit etmişlerdir. 

Yıldırım ve ark.
158

 ratlardaki Gastrocnemius kası İ/R çalışmalarında plazma 

İMA ve AOPP düzeylerinin kotrol grubuna göre İ/R grubunda arttığını bulmuşlardır. 

Gündüz ve ark.
169

 yaptıkları ratlardaki alt ekstremite İ/R çalışmasında kas dokusu ve 

plazma İMA düzeyinin kontrol grubuna göre İ/R grubunda arttığını saptamışlardır. Ali 

Abdelgawad ve ark.
182

 kalp kası İ/R çalışmasında İMA düzeylerinin İ/R grubunda diğer 

gruplara göre arttığını bulmuşlardır
182

. Yapılan araştırmalar sonucunda AP’in alt 

ekstremite İ/R hasarında kas ve kan İMA ve AOPP düzeyleri ile ilgili herhangi bir 

literatüre rastlanmamıştır. 
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Yapılan bu tez çalışmasında histopatolojik olarak Özer ve ark.
160

’ın yaptığı 

çalışma ile paralel sonuçlar elde edilmiş olup, deneysel olarak oluşturulan alt ekstremite 

İ/R hasarında makroskobik olarak İ/R grubunun kas dokusunda oluşan ödem, konjesyon 

ve hemorajinin AP uygulamasıyla giderildiği, mikroskobik olarak ise İ/R grubunun 

Gastrocinemius dokusundaki çizgilerin kaybolduğu; şiddetli hemoraji, zenker nekrozu, 

hiyalin dejenerasyonu ve mononükleer hücre infiltrasyonunun AP uygulamasıyla bu 

bulguların hafiflediği tamamen kaybolmadığı görüldü. 
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SONUÇ VE ÖNERİLER 

Özellikle iskelet sistemi ve kaslarda meydana gelen travma sonucu ve bazı 

ameliyatlarda cerrahların işini kolaylaştırmak için ameliyat bölgesinde kansız bir ortam 

oluşturmak amacıyla turnike uygulaması alt ekstremite İ/R hasarına neden olmaktadır. 

Bu İ/R hasarından hastayı korumak amacıyla birçok antioksidan kullanılmaktadır.   

Elde edilen biyokimyasal parametrelerin sonuçları ve histopatolojik bulgular 

doğrultusunda deneysel olarak oluşturulan alt ekstremite İ/R modelinde Aposinin’in 

iskelet kası üzerine etkisini incelemek amacıyla yapılan bu çalışmada İ/R’nin kas 

hasarına neden olduğu, lipid peroksidasyonunu, oksidatif stresi arttırdığı ve antioksidan 

enzim düzeylerini önemli oranda azalttığı görülmektedir. İskemi oluşturulmadan önce 

uygulanan Aposinin’in kasları hasardan koruduğu, lipid peroksidasyonunu ve oksidatif 

stresi azalttığı ve antioksidan enzim düzeylerini önemli oranda arttırdığı görülmektedir. 

Sonuç olarak ratlarda deneysel olarak oluşturulan alt ekstremite iskemi-reperfüzyon 

hasarında Aposinin’in kaslarda oluşan hasarı azaltarak koruyucu etki gösterdiği 

saptandı.  
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