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OZET
Ratlarda Deneysel Olarak Olusturulan Alt Ekstremite iskemi-Reperfiizyon

Hasarinda Aposinin’in Koruyucu Etkisinin Arastirilmasi

Amag: Bu calismada, ratlarda deneysel olarak olusturulan alt ekstremite iskemi-
reperfiizyon hasarinda Aposinin’in koruyucu ve tedavi edici etkisinin olup olmadigi
arastirildi.

Materyal ve Metot: Bu calismada, 250-300 gram agirliginda Sprague-Dawley
cinsi 32 adet erkek rat her grupta 8 rat olacak sekilde Kontrol, Iskemi Reperfiizyon
(I/R), Aposinin (AP) ve AP+I/R Grubu olmak iizere 4 gruba ayrilarak kafeslere
yerlestirildi. Tiim ratlar Ketamin (60mg/kg) ve Ksilazin (8mg/kg) anestezisi altina
alinip, kontrol ve AP gruplart hari¢ diger 2 gruba anestezi altinda sol alt ekstremiteye
turnike uygulanip 2 saat iskemi olusturuldu (1sinin diisiik olmasi1 ve pengelerin siyanotik
olmasi iskeminin olustugu anlamina geldi), ardindan turnikeler ag¢ilip 2 saatlik
reperfiizyon olusturuldu (pencelerin pembelesmesi ve 1s1 artist reperfiizyonun
saglandigin1  gosterdi). Reperfiizyon sonunda ratlar sakrifiye edilerek kan ve
Gastrocnemius dokusu drnekleri alindi. Plazmada MDA, SOD, CAT, GSH, GPx, IMA
ve AOPP diizeylerine, Gastrocnemius kasinda MDA, SOD, CAT, GSH ve GPx
aktivitesine bakildu.

Bulgular: Plazma ve Gastrocnemius dokusu SOD, CAT, GSH diizeyi ve GPx
aktivitesi I/R grubunda diger gruplara gore onemli oranda azalirken plazma ve
Gastrocnemius dokusu MDA ve plazma IMA ve AOPP diizeyleri I/R grubunda diger
gruplara gore &nemli oranda artis gosterdi (P<0.001). I/R grubuna gore AP+I/R
grubunda plazma ve Gastrocnemius dokusu SOD, CAT, GSH diizeyi ve GPx aktivitesi
onemli oranda artarken plazma ve Gastrocnemius dokusu MDA ve plazma IMA ve
AOPP diizeyleri 6nemli oranda azaldi (P<0.001).

Sonu¢: Biyokimyasal ve histopatolojik bulgular dogrultusunda AP’nin alt
ekstremite I/R olusturulan ratlarda lipid peroksidasyonunu azalttigi, antioksidan enzim
diizeylerini 6nemli oranda arttirdig1, olusan oksidatif stresi 6nledigi, olusan kas dokusu
striasyon kaybini, hemorajiyi, konjesyonu, zenker nekrozunu, hiyalin dejenerasyonunu
ve mononiikleer hiicre infiltrasyonunu azalttig: goriilmektedir. AP nin alt ekstremite I/R
olusturulan ratlarda olusan hasari azaltarak tedavi edici ve koruyucu etkisinin oldugu
belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Aposinin, Iskemi-Reperfiizyon, Oksidatif
stres, Rat



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;lschemia/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 I/R
injury in rats

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

Iskemi, bir dokunun veya organin arteriyel veya vendz kan akiminda gesitli
nedenlerle meydana gelen azalma veya kesilme sonucunda doku ve organlara yeterli
diizeyde perfiizyon saglanamamasi sonucu dokularin oksijensiz ve besinsiz kalmasina
iskemi denir. Iskemi sonucunda doku veya organlarin oksijensiz kalmasiyla hipoksi
olusur. Tarif edilen bu iki durumda da iskemi reperfiizyon hasar1 olusarak dokudaki
metabolizma anacrobik yone dogru kayar ve olusan bu hasar siirecine
iskemi/reperfiizyon (i/R) denir.*?

Reperfiizyon ise iskemi sirasinda doku veya organda meydana gelen enerji
ithtiyacinin karsilanmasi ve metabolitlerin uzaklastirilmasi i¢in kan akiminin yeniden
saglanmas1 olarak tanimlanir. Iskemiye ugrayan doku veya organlarda enerji ihtiyaci
aerobik olarak saglanamadigindan anaerobik olarak saglanir. Ancak anaerobik olarak
saglanmasinin sonucu olarak bu metabolizma sonrasinda metabolitler olusur. Olusan
metabolitler dokuda perfiizyona ugramadigi i¢in doku da birikerek ve kan akimi ile tim
viicuda yayilir ve uzak dokularda da hasarlara neden olur. Bundan dolayida reperfiizyon
da meydana gelen hasar iskemiye bagli olusan hasardan daha fazladir.>®

Iskelet kasinda meydana gelen iskemi, abdominal aortaya gegici siire ile kros-
klemp uygulanmasi sonrasinda, tek veya cift tarafli akut femoral arter tikanikliklarinda,
travmatik veya iatrojenik arteriyel yaralanmalarda, damar tikanikligi ve tromboembolik
durumlarda olusmaktadir.®” Ayrica miyokard infarktiisii, organ transplantasyonu,
serebrovaskiiler olaylar, arter embolilerinde yapilan trombolitik tedaviler, sepsis, sok ve
yamk durumlari iskemi reperfiizyon nedenleri arasinda sayilabilir.®

Reperfiizyona maruz kalan iskelet kasinda, ilk olarak lokal komplikasyonlar olan
6dem ve kas nekrozu meydana gelirken, sonrasinda sistemik inflamatuar yanit ve

devaminda ise uzak organ hasarlar1 (bobrek, karaciger, akciger vb.) olusmaktadir.®*°



Aposinin (4'-hidroksi-3'-metoksi-asetofenon) asetovanillon olarak da bilinen
diisiik toksisite ve ozgiilliige sahip nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH)
oksidaz enzimi inhibitorii olarak gorev yapan hiicre i¢i aktif bir dogal antioksidan ve
antienflamatuvar bir asetofenondur. Kardiyovaskiiler hastaliklarda, astimda, artritte, ve
norolojik hastaliklarda tedavi amaciyla kullanilmaktadir.**™*’

Aposinin ROS’un ana kaynagi olan NADPH oksidazin inhibitorii oldugu i¢in
oksidatif stresi baskilayarak ROS iiretimini azaltarak hiicre oliimlerini azalttigi
bilinmektedir.® Aposinin’in yapilan ¢alismalar sonucunda I/R hasarina karsi dokulari

korudugu gé’)rﬁlml'istﬁr.13

Ancak Aposinin’in alt esktremite iskemi reperfiizyon
hasarinda kullanimiyla alakal1 ¢ok az literatiire rastlanmaistir.
Bu amagla, ratlarda deneysel olarak olusturulan alt ekstremiteye

iskemi/reperflizyon hasarinda Aposinin’in koruyucu, tedavi edici etkisinin olup

olmadig1 ve iskemi/reperfiizyon hasarinda kullanilabilirligi arastirildi.



2. GENEL BILGILER

2.1.Iskemi

Iskemi, dokunun ve organin arteriyel ya da vendz kan akiminda meydana gelen
azalmaya bagh olarak yetersiz perfiizyonu sonucu bu dokunun veya organin hipoksiye
ugramasidir. Bunun sonucunda ise doku ve organ ihtiyaci olan besinleri alamadigi i¢in
hiicresel enerji depolart bosalir ve olusan toksik metabolitler uzaklastirilamadigi igin
hiicre 6liimii, doku hasar1 veya nekroz ile sonuclanir.>**

Iskemi sonrasinda kan akiminin yeniden saglanmasina reperfiizyon adi
verilmektedir. Iskeminin neden oldugu doku ve organda hasar gelisir. Bu iki durumun
birlikte gergeklesmesine iskemi/reperfiizyon (I/R) hasari denir. Organ transplantasyonu,
hemorajik sok, major cerrahi girisimleri, trombolitik tedavi, resiisitasyon, miyokard
infarktiisii ve serebrovaskiiler hastaliklar gibi bir¢ok klinik durumlar iskemi/reperfiizyon

20,21
hasarimin olusumunu artirir.”®

2.1.1.Iskeminin Tarihgesi

Iskemiye bagli iskemik hasar Volkmann tarafindan 1881 yilinda tanimlanarak
periferik arter hastaliklarinin gelisimine neden olan faktorler ile ilgili ilk adim
atilmistir.”> Cannon 1920’li yillarda sok ile ilgili toksik faktorleri arastirmistir ve 1923
yilinda ise iskemik dokunun tekrar kanlandirilmasma bagli sistemik etkilerin ortaya
ciktigr fikrini ‘Traumatic Shock’ adli c¢alismasi ile savunmustur.”® Kopeklerde
uygulanan ekstremite turnikelerinde deneysel olarak 6demin olustugunu 1926 yilinda
Jepson bildirmistir.** Haimovici tarafindan ise ilk kez 1960 yilinda iskemik ekstremite
revaskiilarizasyonu ile meydana gelebilecek riski “myonefropatik-metabolik sendrom”

olarak tanimlamustir.?®



2.1.2.Iskemi Reperfiizyon Hasar1

Iskemi/reperfiizyon hasar1, organ transplantasyonu, hemorajik sok, major cerrahi
girisimleri, trombolitik tedavi, resiisitasyon, miyokard infarktiisii ve serebrovaskiiler
hastaliklar gibi bircok durumun ortak bir klinik tablosudur.®® #* Alt ekstremitelerde
olusan I/R hasari, 6zellikle aort cerrahisi sirasinda abdominal aortaya gecici bir siire
klemp uygulanmasinda, travmatik veya iatrojenik arteriyel yaralanmalarda, akut
femoral arter tikanikliklarinda meydana gelmektedir.26

Alt ekstremite I/R hasarinda lokal etkiler iskelet kasi ve damar endotelinde
olusur. Sistemik etkileri ise basta akciger olmak {izere, kalp, beyin, bobrekler ve tiim
organlarda gt')zlenebilir.9

Doku ve organlarda goriilen iskemik hasarin siddeti, iskeminin siiresi disinda
doku ve organlarin biyokimyasal ve yapisal olarak spesifik farkliliklara sahip olmalari
ve iskemi siirelerine baglidir. Buna gore iskelet kasi, iskemik hasara en hassas dokudur
bundan dolay1 da alt ekstremite I/R hasarinda 6nemli rol oynar. Alt ekstremite I/R
hasarinda prognoz kas dokudaki hasar miktarina baglidir ve reperfiizyonla olugmus
inflamatuar yanit, geri doniisiimlii zedelenme miktar ile dogru, nekrotik kas miktar ile
ters orantilidir.>*%

Reperfiizyon hasari ise, iskemi periyodunu izleyen zamanda yeniden kanlanma
ile doku ya da organlarda meydana gelen hasardir.?® Reperfiizyon ile sistemik dolasima
cikan inflamatuar maddeler, endotel hiicre uyarilmasina ve mikrovaskiiler fonksiyon
bozukluguna yol agar. Buna bagli olarak yaygin uzak organ hasarlari, yiiksek mortalite
ile seyreden ¢oklu organ yetmezlik sendromu veya sistemik inflamatuar yanit sendromu

mikroembolilerle diger organ kapillerini tikayarak gelisebilir.”



2.1.3.Iskelet Kasinda Iskemi/Reperfiizyon Hasar1

Iskelet kasi, iskemik hasara en hassas doku olup ekstremitenin esas kiitlesini
olusturur. Bundan dolay1 da ekstremitedeki I/R hasarinmn en énemli kismin1 iskelet kas1
hasari olusturur.l’9 Iskemiyi takiben yaklasik {i¢iincii saatte ciddi kas hasar1 ve altinci
saatte yaklasik % 97 fonksiyonel doku kaybi olustugu (geri doniisiimsiiz zedelenme)
spektrofotometrik (triphenyltetrazolium chloride) yontemlerle gdsterilmistir.® Kas
lifleri, sahip olduklar1 myoglobin igerigine gore, kirmizi (Tip 1) ve beyaz (Tip 2) olarak
smiflandirilir. Kaslarin ¢ogu her iki tiirii igerse de bacagin 6n kompartmaninda Tip 1 ya
da yavas kasilan lifler daha ¢ok baskin olup, enerji iiretiminde aerobik metabolizmay1
kullanmalari bu kas grubunu iskemiye daha hassas kilar. Bacagin arka kompartmaninda;
gastroknemius kasinda Tip 2 veya hizli kasilan lifler baskin olup, enerji iiretiminde
anaerobik metabolizma &n plandadir. Iskeminin siiresi ve etkilenen kas lifi tipi iskemik
hasarda 6nemli olmakla birlikte dokunun viicuttaki konumu da 6nemlidir. Ornek olarak,
cabuk soguma sebebiyle, distal ekstremite kas dokusu proksimal kas dokusuna gore
iskemiye daha direnglidir.™®

2.1.4.1skemi Reperfiizyon Hasar1 Mekanizmasi

Iskemi sirasinda hiicre pH’inda diisiise neden olan anaerobik metabolizma
bulunmaktadir.®* Bu pH diisiisiine bagh hidrojen iyonu birikimini tamponlamak igin,
Na" / H* pompasi, biiyiik miktarda sodyum iyonu akis iireterek fazla miktarda hidrojen
iyonu salgilar. Ayrica iskemi ATPazlar etkisiz hale getiren hiicresel ATP'yi de (Na* /
K* ATPaz) tiiketir, aktif Ca™ akisim azaltir ve endoplazmik retikulum (ER) ile
kalsiyumun yeniden alimini simnirlar, bdylece hiicrede kalsiyumun asir1 birikmesine
neden olur. Bu degisikliklere, mitokondriyal membran potansiyelinin yayilmasini
saglayan ve ATP iiretiminin daha da bozan mitokondriyal membran gecisini saglayan

(MPT) gozeneklerin agilmasi eslik eder. Kalpte, bu hiicresel degisikliklere hiicre igi



proteazlarin (6rnegin kalpainler) aktivasyonu eslik eder. Ayrica bu hiicresel
degisiklikler, myofibrillere zarar vererek hiper kontraktiir ve kontraktiir bant nekrozu
uretir. Bu degisiklikler ve buna bagli doku zedelenmelerinin derecesi, kan
dolasimindaki diisiislin biiylikliigline ve iskemik donemin siiresine gore de:gismektedir.32
Asagida anlatildigr gibi diger biyokimyasal olaylar, iskemik yaralanmalara katkida
bulunmayan iskemilerde ortaya ¢ikar, ancak kan akiminin saglandigi zaman kandaki
oksijen ve sekilli elemanlar tarafindan beslendiginde, doku hasarimi siddetlendiren

olaylar dizisini tetikler(Sekil 2.1).
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Sekil 2. 1. Iskemi/reperfiizyon mekanizmasi



Her ne kadar hizli reperfiizyon aerobik ATP iiretimi i¢in gerekli olan oksijen ve
substratlar1  geri kazandirsa da birikmis H™ yikayarak hiicre dist  pH"1
normallestirmesine ragmen reperfiizyonun kendisinin zararli sonuglar1 oldugu
goriilmektedir. Reperfiizyon hasarmin altinda yatan mekanizmalar asagida goruldigi
gibi ¢ok faktorlidiir:

1. Kan akig1 tekrar saglandiginda molekiiler oksijenin yeniden tiretilmesiyle
birlikte reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusmasi,

2. Kalsiyum asir1 yiiklenmesi,

3. MPT gozeneginin acilmast,

4. Endotel disfonksiyonu,

5. Protromojenik bir fenotipin ortaya ¢ikmasi,

6. Belirgin inflamatuar cevaplar seklinde siralanabilir™

2.2.Aposinin’in Tanim ve Tarihgesi

Aposinin (Sekil 2.2), molekiiler oksijenin siiperoksit anyonuna tek elektron
rediiklemesiyle katalize edebilen, bir ¢ok enzimatik kompleks yapisinda olan NADPH

oksidazin (NOX) en ¢ok kullanilan inhibitriidiir. *

CHa

CHa

OH

Sekil 2. 2. Aposinin
Asetovanillone (AP, 4-hidroksi-3metoksi-asetofenon) olarak da bilinen Aposinin
1883 yilinda ilk kez farmakolog Oswald Schmiedeberg tarafindan tanimlanmis ve

Apocynum cannabinum (Kanada keneviri) (Resim ) kéklerinden izole edilmis.**3° 1971



yilinda ise Hindistan, Nepal, Tibet ve Pakistan daglarinda yetisen, kiigiik yillik bitki
olan Picrorhiza kurroa (Scrophulariaceae) (Resim 2) koklerinden de AP elde edilmistir.
Picrorhiza kurroa, asetofenon tiirevleri (anti-astmatik ozelliklere sahip), kutkin
(hepatoprotektif olan kutkoside ve iridioidler) ve curcubitacins (anti-tiimor etkileri olan)
olmak tizere bir dizi aktif maddeyi igeren bir tibbi bitkidir.*’ Ayrica, 1891 yilinda Otto

tarafindan tanimlanmis olan asetovanillona ile Aposinin benzer oldugu dog‘grul'cmmls‘ur.38

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

Elde edilen ekstrat ile Cin ve Gliney Asyalilar tarafindan enflamatuar hastaliklari
ve 0dem c¢oziicli olarak kalp hastaliklarinin tedavisinde ilag olarak kullamlmlstlr.39

Immiinomodiilatér etkisi ise 1990 yilinda bulunmustur.>**°

2.2.1.Aposinin’in Kimyasal Ozellikleri

Aposinin, hafif bir vanilya kokusuna sahip, molekiil agirlig1 166.17 olan beyaz
kristalimsi yapida bir asetofenondur ve erime noktas: 115°C'dir.*® Coziiniirliigi soguk
suda hafif olmasina karsi sicak su, alkol, benzen, kloform ve eterde serbest olarak
¢oziinmektedir.** Aposinin’in en etkili formu peroksidaz aracili oksidasyonla bir dimere

doniistiiriilmiis seklidir (Sekil 2.4).%



H,C o H,C o]

OCH, OCH,
OH OH

Sekil 2. 4. Aposinin aktif dimerizasyonunun olusumu™®

2.2.2.Aposinin’in Etki Mekanizmasi

Aposinin, inhibisyon mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir fakat birgok
deneysel calismada fagositik ve non-fagositik hiicrelerde kompleks NADPH-oksidazin
etkili bir inhibitorii olarak kullanilmustir.*** Aposinin’in en etkili formu peroksidaz
aracili oksidasyonla bir dimere doniistiiriilmiis seklidir (Sekil 2.5).42

Aposinin, hiicre zarinda bulunan yapisi olduk¢a karmasik NADPH-oksidaz
kompleksinin iki sitosolik bileseni olan; iki zar-sinirli elementlerden (gp91phox ve
p22phox), ii¢ sitozolik komponentten (p67phox, p47phox ve p40phox) ve diisiik
molekiiler agirlikli bir G proteininden (ya rac 2 ya da rac 1) olusan bu kompleksin hiicre
ici translokasyonunun bir inhibitoriidiir.***

Picrorhiza scrophulariiflora ekstraktinda bol miktarda bulunan Aposinin’in
sitozolde bulunan bilesenlerin hiicre zarina gogiiniin NADPH-oksidazin aktivasyonunu
sagladig belirtilmistir.”> NADPH-oksidaz aktivitesinin ve es zamanli ROS iiretiminin
secici bir inhibitorii olan Aposinin aktif insan nétrofillerinde ki ICso degeri 10 },LM’dlI‘.46

Aposinin p47phox'un 16kositler, monositler ve endotelyal hiicrelerde Nox2'ye
translokasyonunu Onlemesine ragmen fagositoz veya hiicre i¢i Oldiirmeyi
etkilemediginden dolayr polimorfoniikleer notrofil (PMN)'lerin  diger savunma
mekanizmalarma miidahale etmemektedir.***> Onemli bir Aposinin raporunda, bir

NADPH-oksidaz inhibitdrii olan Aposinin bilesiginin miyeloperoksidaz (MPO) ile



aktivasyon gerektirdigi belirtilmistir.*® Aposinin’in etkinligini arttiran MPO’dur ve

MPO’nun salimini1 zimosan gibi ajanlar destekler.*’ Buna bagli olarakta MPO'dan

yoksun veya eksik olan hiicrelerde oksidazi inhibe etmez.*®

0, —— o [ vaskuler NADPH Oksidaz

Fagositik
NADPH
oksidaz

gp91Phox \

Sitosolik alt

birimlerin . 0.-

............................... translokasyon

o FNS@® ]
H,0, 0

2

Sekil 2. 5. Aposinin tarafindan NADPH oksidaz inhibisyon mekanizmasi*®

Inhibisyon sadece Aposinin dimerlerinin varliginda etkilidir, bu durum, bu enzim
olmadan vaskiiler hiicrelere MPO eklendiginde miimkiin olan bir durumdur.*®
Aslinda, NADPH-oksidaz aktivitesini bloke eden aktif inhibitor bilesik oldugu

ileri siiriilen Aposinin’in in vitro ortamdaki anti-inflamatuar etkileri sunlardir;*’

1. Notrofillerde olusabilecek oksidatif hasarinin azaltilmas1,*®
2. Notrofil aracili oksidatif hasarlarin éinlenmesi,46
3. U937 monositik hiicre dizisinin tiimoér nekroz faktorii (TNF) ile tedavi

edilen insan umbilikal ven endotelyal hiicrelerinin adezyonunun azalmasi,**

4. Polimorfoniikleer graniilosit kemotaksisinin azaltilmasi,
5. Peroksinitritin inhibisyonu,*
6. Inflamasyon aracili kikirdak yikiminin inhibisyonu.43

Aposinin’in kinetigi hakkinda in vivo sartlarda siganlara 120 mg/kg Aposinin’in
I.p. uygulamasinin ardindan 20 saatlik bir siire sonra, hayvanlarin idrarinda degismeden

%80 oraninda Aposinin atilimi gériilmektedir ve Aposinin yan etkileri bilinmemektedir.
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Aposinin farelerde oral uygulamasinda ise ¢ok diisiik toksisiteye (LD50:9g/kg)
sahiptir.*®

2.3.Gastrocnemius Kasi

Gastrocnemius kasi, epicondylus lateralis ve epicondylus medialis femoris’ten
Ccaput laterale ve Caput mediale olmak tizere iki bas seklinde baslayan bacagin arka
tarafindaki en yiizeysel ve en genis kastir.> Caput laterale ve Caput mediale nin kirisi
tibia’nin orta hattinda birleserek asagi dogru uzanan bir tendo olusturur ve bacagin
ortalarina dogru genis bir aponevroz ile sonlanir. Kasin 6n tarafinda yer alan aponevroz,
asag1 dogru daralarak Tendo musculi gastrocnemii olusturur. Bu tendonun derininde
bulunan M.soleus un kirisiyle birleserek Tendo calcaneus communis’i olusturur ve
Tuber calcanei’ye yapisarak sonlanir. Tendo calceneus communis’in sekillenmesinde
M.biceps femoris’in, M.semitendinosus ve M.flexor digitorum superficialis’in
aponevrotik uzantilari da yer alir. Caput laterale 'nin baslama yerinde ise Fabella olarak
adlandirilan sesamoid bir kemik bulunabilir.

Gastrocnemius kasi ayak ekleminin Articulatio pedis ekstensoru, Articulatio
femorotibialis ise siniri olan N.tibialis tarafindan innerve edilerek fleksoru seklinde
calisir.

Iskelet kaslarinda bulunan lifler hizli ve yavas segirme olarak siniflandirilabilir.
Gastrocnemius  kasinda  bulunan lifler ise bu iki ozelligi bir arada

bulundurmaktadir(Sekil 2.6).
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Latissimus dorsi

Spinotrapezius

Triceps brachii O

Sekil 2. 6. Ratta Gastocnemius kasinin lateralden goriintiisii

2.4.Serbest Radikaller

Maddenin yap1 tasini olusturan atom; proton, nétron ve ¢ekirdek g¢evresinde
bulunan elektronlardan olusur.>® Cekirdek cevresindeki bu elektronlar orbital olarak
adlandirilan bdlgede ¢ift olarak bulunurlar.

Dis orbitalinde eslesmemis bir elektorunu olan atom ya da molekiil serbest
radikal olarak adlandirilir. Serbest radikaller ise genellikle kararsiz ve ¢ok reaktiftirler.”®
Serbest radikallerin reaktif olmasi ise diger molekiillerle elektron aligverisi seklinde
etkilesimde bulunabilirler. Bundan dolayida serbest radikaller oksidan ya da rediiktan
olarak davranabilirler ve bu reaktivite 6zelliklerinden dolayida yarilanma Omiirleri ¢ok
kisadir.”®

Serbest radikaller, organizmada aerobik solunum gibi metabolizma sirasinda
olusabildigi gibi patolojik durumlarda da (iskemi, hemorajiler, allerji, enfeksiyonlar,
entoksikasyonlar, hava kirliligi, radyoaktiviteye maruz kalma, stres ve yaslanmaya
benzer birgok nedenler) meydana gelebilir. Yan iiriin olarak agiga ¢ikan bu serbest
radikaller; karbonhidrat, protein, lipid ve deoksiriboniikleik asit (DNA) gibi

organizmadaki 6nemli bilesiklerin yapilarinin bozulmasina sebep olurlar.”"*®
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Serbest radikalller {i¢ yolla sekillenebilir;53

1. Bir molekiiliin kovalent baginin homolitik sekilde yikilmasi ile,
2. Normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi ile,
3. Normal bir molekiile bir elektron eklenmesiyle,

Oksijenden olusmus radikaller ise biyolojik sistemlerin en Onemli serbest
radikalleridir. Dis yoriingesini olusturan p orbitalinde eslesmemis iki elektrona sahip
oksijen molekiilii “biradikal” olarak adlandirilir ve her zaman serbest radikale
donlismeye yatkindir. Bundan dolayr da karsimiza sik¢a ¢ikan molekiiler oksijenin
reaksiyonlart sonucu “serbest oksijen radikalleri” ya da diger adiyla “reaktif oksijen
tirevleri (ROT)” denilen sinifi olusturmaktadir. Bu siniftaki baslica serbest radikaller;
hidroksil (¢OH), hidrojenperoksit (H,0,), siiperoksit (Oz* ), hidrojen (H"), peroksit
radikali (HO,), nitrojenoksit (NO) ve nitrojendioksit (NO,)’tir. Serbest radikaller ise
biyokimyasal reaksiyonlar1 (mitokondriyal enerji metabolizmasi, solunum,

prostaglandin sentezi, detoksifikasyon) katalizlemede rol alirlar.>*%

2.4.1.Serbest Radikal Cesitleri
Serbest radikal ¢esitleri Tablo 2.1°de gosterilmistir.

Tablo 2. 1. Serbest radikal tiirleri

Oksijen kaynakh radikaller Oksijen kaynakh olmayan radikaller
Potansiyel oksijen Reaktif oksijen
radikalleri tiirevleri

Singlet oksijen Karbon kaynakli radikaller

iiperoksit radikali (O . .
Siiperoksit radikali (O7) (0,) Triklor metil (CCL)

Hidroksil radikali (HO)
Hidrojen peroksit Siilftir kaynakli radikaller

(H,0,) Thiyl (RS)
Peroksil radikali (ROO’)

. . _ Peroksinitrit Nitrojen kaynakli radikaller
Nitrik oksit (NO) (OONO-) Fenildiazin (C6H2N:N)

Gegcis metal kompleksleri

Alkoksil radikali (RO) Fe*¥/Fe*? Cu™¥/Cu™
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Siiperoksit Radikali (O,")

Tiim aerobik hiicrelerde kararli durumdaki oksijenin suya doniismek amaciyla
bir elektron alarak indirgenmesi sonucu siiperoksit radikali (O,-") meydana gelir. Cok
toksik olmayan bu radikal direkt olarak zarar vermez. Bu radikalin asil onemi gecis
metallerinin indirgeyicisi olan hidrojen peroksitin (H,0;) kaynagi olmasidir. Siiperoksit
radikali ise nitrik oksitle reaksiyona girerek toksik iiriin olan peroksinitriti (ONOQ),
azot dioksit (NO,), hidroksil radikali (*OH), nitronyum iyonu (NO,") gibi iiriinlere
doniisebilen peroksinitriti (ONOQ") olusturur.

O,+e —> 0Oy

Stiperoksit radikalinin diger bir meydana gelis sekli ise Fenton ve Haber Weiss
reaksiyonu ile olmaktadir. Bu reaksiyonda indirgenmis gecis metallerinin reversibl
otooksidasyonu ile meydana gelebilmektedir.>®*

F62+ + Oy > F63+ + Oy

Cu’+ O, »Cuy" + Op+°

Hidrojen Peroksit (H,0;)

Hidrojen peroksit tek basma serbest radikal degildir. Oncelikle siiperoksitin
etrafindan bir elektron ya da molekiiler oksijenin etrafindaki molekiillerden iki elektron
almasi ile peroksit olusur. Peroksit molekiilii ise siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi
katalizorliigiinde hidrojen molekiilii ile Dbirleserek hidrojen peroksiti (H20,)
olusturur.ez'63

Serbest radikal olmayan hidrojen peroksit kararsiz yapida olup, biyolojik zarlara
niifuz edebilme ve reaktif oksijen tiirlerinin iiretilmesine katki sagladigi i¢in 6nemlidir.
Hidrojen peroksit siiperoksit anyon radikaliyle gecis metal iyonlarinin bulundugu

durumda hizlica gerceklesen bir reaksiyonla en reaktif ve zarar verici serbest oksijen

radikali ¢esiti olan hidroksil radikalini de olusturmak iizere kolaylikla
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yikilabilmektedir.** Diger bir énemli fonksiyonu ise hiicre ici sinyal molekiilii olarak
gorev yapmasidir. Hiicre membranlarin1 kolaylikla gecebilen hidrojen peroksit uzun
Smiirlii bir oksidandir.*>

Biyolojik sistemlerde HO;’nin asil iiretim reaksiyonu ise siliperoksitin

dismutasyonu ile gergeklesir.®®
20, +2H"_ 3 H,0,+ 0,

Hidroksil Radikali (OH-")

Hidroksil radikali, hidrojen peroksitten Fenton Reaksiyonu ve Haber-Weiss
Reaksiyonu sonucunda olusmaktadir (Tablo 2.2). Bununla birlikte suyun da yiiksel
enerjili iyonize edici radyasyona maruz kalmasiylada hidroksil radikali olusur.
Yarilanma 0mrii ¢cok kisa olan hidroksil radikali, olduk¢a reaktif ve toksik bir yapiya
sahiptir. Olustugu yerde biiylik hasarlar meydana getiren bu radikal tiyoller ve yag
asitleri gibi farkli molekiillerden bir proton kopararak yeni radikal olusumuna ve
7

oksidatif hasar’in meydana gelmesine neden olur.®

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

Haber-Weiss ve Fenton Reaksiyonu

0 —>

H,0, + Cu*/Fe OH- + OH + Cu*¥/ Fe*®* Fenton Reaksiyonu

Cu¥ Fe®+0, ———» Cu*lFe™+0,

0, + H,0, — > OH - +OH +0, Haber-Weiss reaksiyonu

Singlet Oksijen (*O,)

Singlet oksijen eslesmemis elektron igermedigi i¢in serbest radikal degildir ama
serbest radikal reaksiyolarmin baglamasina neden oldugundan radikal sinifinda yer alan
reaktif oksijen molekiiliidiir. Oksijende bulunan eslesmemis elektronlardan birine

verilen enerji ile bulundugu orbitalden bagka orbitale veya kendi spininin tersi yoniinde
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olusan hareketi ile meydana gelir.69 Singlet oksijenin membranda bulunan yag
asitleriyle direkt olarak reaksiyona girip lipid peroksitlerini olusturur.”

Nitrik Oksit (NO-)

Kimyasal olarak azot oksit veya nitrojen monoksit olarak da adlandirilan nitrik
oksit, L-argininin sitrulline doniistimii sirasinda olusan bir ara triindiir. Nitrik oksit
sentetaz (NOS) enzimi ile iiretilir. Nitrik oksit renksiz ve toksik bir gazdir.™

L-arjinin + NADPH + 0, _"%°%  Lsitrullin + NO® + NADP*

NO’ eslesmemis bir elektrona sahip oldugu igin oksijen, superoksit radikalleri ve
gecis metalleriyle hizlica reaksiyona girebilen, yar1 dmrii ¢ok kisa olan bir molekiildiir.
Nitrik oksit (NO") Fe-S proteininden demiri ¢ikarrip yerine kendisi baglanir. Bu
durumda Fenton reaksiyonunu baslatir ve bu reaksiyonla karsinogenesizte rol alir.
Nitrik oksit, siliperoksit radikali veya hidrojen peroksitle reaksiyona girerek daha
oksidan ajan olan peroksinitrite (ONOOH-) doniisiir. Oksidan ajan olan peroksinitrit
radikal olmamasina ragmen reaktif olan *OH radikalini meydana getirir.”"

Buna ek olarak peroksinitrit, nitrit (NO2) ve nitrat (NO3) olusturmak {izere
metabolize edilir. Nitrit oksit (NO") radikalinin ise stabil son iriinleri nitrit ve nitrat
molekiilleridir. Plazma gibi ¢ogu viicut sivisinda nitritin ¢ogu nitrata dondisiir. Nitrik
oksit (NO") elektriksel alanda yiiksiiz olmasindan dolay1 reseptore ihtiya¢ duymadan
kolayca membrandan gecebilir ve bir dizi nitrojen dioksitlere doniisebilir.%?

2.4.2.Serbest Radikallerin Kaynaklari

Serbest radikaller, hiicrelerin normal metabolik aktivitesi igerisinde oksidasyon
veya rediiksiyonu sirasinda olusabilecegi gibi diger dis kaynaklarin etkisi ile de
olusabilir. Elektriksel olarak da pozitif (+), negatif (-) veya notr (0) olabilirler. Radikal

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

radikal olusur, bu o6zellik ise serbest radikallerin bir dizi zincir reaksiyonu seklinde
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devam etmesini saglar. Hiicrelerde serbest radikaller ise endojen ve ekzojen olmak

iizere iki sekilde smiflandirilirlar(Tablo 2.3).7%™

Tablo 2. 3. Hiicrede bulunan serbest radikallerin kaynaklar1

ENDOJEN KAYNAKLAR EKSOJEN KAYNAKLAR
Mitokondriyal elektron transport zinciri Ila¢ oksidasyonlar
Kloroplast elektron transport zinciri Iyonize radyasyon

Oksidan enzimler: Giines 15181

Ksantin oksidaz X-1s1nlar1

Triptofan dioksijenaz Is1 soku

Galaktoz oksidaz Glutatyonu okside eden maddeler
Siklooksijenaz Ortam havasi:
Lipooksijenaz Sigara dumani

Mono aminooksidaz Ozon

Fagositik hiicreler: Kiikiirtdioksit

Notrofiller Egzos gazlar

Monosit ve makrofajlar

Eozinofiller

Endotelyal hiicreler

Oto-oksidasyon reaksiyonlar1 (Fe*? epinefrin)

2.4.3.Serbest Radikallerin Hiicresel Elemanlar Uzerine Etkileri

Lipidler Uzerine Etkileri (Lipid Peroksidasyonu)

Lipid reaksiyonu, doymamis yag asitlerinin siiperoksit radikalleri tarafindan
alkoller, aldehitler, peroksitler, hidroksi yag asitleri, etan ve pentan gibi gesitli tiriinlere
yikilmasini kapsayan reaksiyonlar dizisidir.”

Serbest radikallere karsi poliansatiire yag asitleri hassastirlar ve savunma
mekanizmalarinin kapasitesini asan durumlar da serbest radikaller membrandaki
kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglartyla reaksiyona girerler buna “lipid

peroksidasyonu” denir.?®
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Peroksidasyon, ¢oklu doymamis yag asidi molekiiliiniin metilen grubundan bir
H" atomunun reaktif oksijen tiirlerince ¢ikarilmasiyla baslayabilir ve lipid radikali
olusur. Olusan bu lipid radikaline oksijen molekiiliiniin eklenmesiyle lipid peroksil
radikali meydana gelir. Bir¢ok yikim sonrasida son iiriin olan, mutajenik, genotoksik ve
karsinojenik bir bilesik olan malondialdehid (MDA) meydana gelir ve bu bilesik
hiicreler i¢in asir1 toksiktir. Kan ve dokularda bulunan MDA, lipid peroksidasyonun
belirlenmesinde ¢ok sik kullanilan bir parametredir.76’77

Proteinler Uzerine Etkileri

Serbest radikaller dogrudan proteinler iizerine hasar olusturur ve bu olusturdugu
hasarin derecesini ise proteini olusturan aminoasit kompozisyonu belirler. Proteinlerin
yapilarini olusturan aminoasitler doymamais bag ve siilfiir iceriyorlarsa serbest radikaller
ile daha yiiksek reaktiviteye sahip oldugundan daha kolay reaksiyona girerler. Bu
aminoasitlere 6rnek olarak histidin, fenil alanin, metionin, tiriozin, triptofan ve sistein
verilebilir. Bunlar serbest radikaller ile etkilesime girerek dimerler ve biiyiik agregatlar
meydana getirirler. Olusan bu protein hasarinin derecesi ise proteinin hiicresel
lokalizasyonu veya serbest radikalin toksisite giiciine gore degisebilir.®®"®

Niikleik Asitler ve DNA Uzerine Etkileri

Iyonize radyasyonla olusan serbest radikaller DNA’da meydana getirdikleri
hasarlar sonucunda hiicrede mutasyonlara ve 6liime neden olabilirler. Aktif formdaki
notrofillerden salinan hidrojen peroksit (H,0,) memebranlardan kolayca gegerek hiicre
¢ekirdegine ulasir. Hiicre ¢ekirdegine ulasan hidrojen peroksit (H,O,) DNA hasarina,
hiicrede disfonksiyona ve hiicrenin 6liimiine neden olabilir.®®"® Hidroksil radikalide
yine DNA’da kolaylikla hasarlara neden olabilir. Bu radikale karsi 6zellikle, primidin

C4-C5 ¢ift bagi ¢ok hassastir. Hidroksil radikalinin bu baga olan saldirisi sonucu urasil

glikol, timin glikol, 5-hidroksideoksiiiridin, S5-hidroksideoksisitidin, ire kalintisi ve
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hidantoin gibi oksidatif pirimidin hasar {irlinleri olusur. Piirinlerde hidroksil
radikalinden asir1 sekilde etkilenirler ve bu etkiler sonucunda 8-hidroksi deoksiguanozin
ve 8-hidroksi deoksiadenozin formamidopirimidin {riinleri olusur. Programlanmis
hiicre 6liimiine ve DNA’nin parcalanmasina yol acan poli sentetaz enziminin (ADP-
riboz) aktivasyonunu yine serbest radikallerin saldiris1 olmusturmaktadir.2*®?

Karbonhidratlar Uzerine Etkileri

Glukoz gibi monosakkaritler otooksidasyona ugramasi sonucu hidrojen peroksit
(H20,), okzoaldehid ve peroksitler meydana gelir. Glikasyon olarak adlandirilan
karbonhidratlarin proteinlere baglanmasi reaksiyonunda serbest radikaller proteinlerin
hasara karsi duyarhiligini artirmaktadir. Okzo aldehitler; DNA, RNA ve proteinlere
baglanabilirler veya c¢apraz bag olusturabilirler. Bu baglanma 06zelliklerinden dolay1
antimitotik etki gostererek kanser ve yaslanma olaylarinda etki gdstermektedirler.™

2.5.Antioksidan Savunma Mekanizmasi

Stirekli olarak organizmada meydana gelen metabolik olaylar sirasinda serbest
radikaller olusur. Bu serbest radikallerin etkilerinin azaltilmasi veya tamamen etkisiz
hale getirilmesini saglayan savunma sistemlerine antioksidan savunma sistemleri
denir.'® Antioksidanlar, lokal oksijen miktarin azaltarak, hidroksil radikallerini (HO")
temizleyip lipid peroksidasyonunun olusmasini 6nlemesiyle organizmay serbest radikal
etkilerinden korumaktadirlar. En 6nemli ozellikleri ise diisiik konsantrasyonlarda bile
substratin oksidasyonunu azaltirlar veya inhibe de ederler.®

Antioksidanlarin Siniflandirilmasi;

Antioksidanlar genel olarak 4 baslik altinda siniflandirilabilir;®

1- Yapisal ozelliklerine (enzimatik, enzimatik olmayan),

2- Coziintirliikklerine (suda ¢oziinenler, yagda ¢oziinenler),

3- Kaynaklarma (endojen, ekzojen),
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4- Insan viicudundaki yerlesimlerine (intraseliiler, ekstraseliiler) gére siniflara

ayrilirlar.

Tablo 2. 4. Antioksidanlarin siniflandirilmasi

86,87

Endojen Antioksidanlar

Enzimatik

Nonenzimatik

Stiperoksit dismutaz (SOD)
Katalaz (CAT)

Glutatyon S-transferaz (GST)
Glutatyon rediiktaz (GR)
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
Fosfolipid hidroperoksit glutatyon
peroksidaz (PLGSH-PXx)

Albiimin
Askorbat (vit C)
Biliriibin

Ferritin
Flavonoidler
Glutatyon (GSH)
Laktoferrin
Melatonin
Seruloplazmin
Sistein
Transferrin

Urat

a-Tokoferol (Vit E)
B-Karoten (Vit A)

Eksojen Antioksidanlar

Vitamin Eksojen Antioksidanlar

Tlac Olarak Kullanilan Eksojen Antioksidanlar

Askorbik asit (Vitamin C)
Folik asit (Vitamin B9)
a-Tokoferol (Vitamin E)
B-karoten (Vitamin A)

Barbitiiratlar

Demir redoks
(desferroksamin)
Demir selatorleri
Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar (GPx

dongtisii inhibitorleri

aktivitesini artiran ebselen ve asetilsistein)

Ksantin  oksidaz  inhibitorleri  (allopiirinol,
oksipiirinol, pterin aldehit, tungsten)

NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokal
anestezikler, kalsiyum kanal blokoérleri, nonsteroid
antiinflamatuar ilaglar)
Nonenzimatik  serbest
(mannitol, albiimin)
Notrofil adezyon inhibitorleri
Rekombinant siiperoksit dismutaz
Sitokinler (TNF ve IL-1)
Trolox-C (vitamin E analogu)

radikal  toplayicilar
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2.5.1.Endojen Antioksidanlar

2.5.2.Enzimatik Antioksidanlar

Siiperoksit dismutaz (SOD): Organizmadaki serbest radikallere karsi ilk
savunma basamag@i olan siiperoksit dismutaz (SOD) ilk kez Mccord ve Fridovich
tarafindan 1968 yilinda tanimlanan metalloenzim yapisinda bir enzimdir. Bu enzim
stiperoksit radikalini, H,O;, ve molekiiler oksijene dismutasyonunu katalizler.2®%° Buna
bagli olarak hidroksil radikali ve siiperoksit radikallerinden H,O, olusumunu meydana
getirerek oksijen radikallerine gore daha ¢ok reaktif ve toksik etkiye sahip olan HO®

. .. .. C e 72,73
radikalinin ortamda birikmesini Onler.

20,'~ + 2H' SOP > HO0, + O

Serbest radikalleri substrat olarak kullanan enzim sadece SOD’dur. SOD’un
organizmada 2 izoenzimi bulunmakta olup, tasidiklar1 prostetik grup (metallere) ve
lokalizasyonlarina gore de adlandirilirlar. Bu izomerlerden en ¢ok bulunani Cu — Zn
olup sitozolde bulunur. Digeri ise Mn igeren tipi olup mitokondride bulunur ve niikleer
DNA tarafindan kodlanarak mitokondriye taginir. %%

Katalaz (CAT): Katalaz, peroksizom yapisindaki membrana bagl bir enzimdir
ve bu enzim H,0;’ten su ve oksijen olusumunu katalizler.

2H,0, — AT s 0, + 2H,0

Katalaz enzimi ilk defa 1901'de Leew tarafindan dogada bol miktarda oldugu
bulunmus ve 1937'de ise Summer ve Dounce tarafindan karaciger dokusundan kristal
seklinde izole edilmistir. Yapisinda dort hem grubu bulunduran CAT 248 kDa molekiil
kiitlesine sahip bir hemoproteindir. Homotetramerik yapida olan bu enzim dort alt
initeden olusup her tinitede bir hem ve NADPH molekiiliine sahiptir. Karaciger, bobrek

ve eritrositlerde CAT aktivitesi yiiksektir.%
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Kan, kemik iligi, mukéz membran, karaciger ve bdbrek gibi canli sistemlerde
bulunan CAT enzimi, antioksidan 6zellik gostermektedir. Molekiiler oksijen varliginda ise
hidrojen peroksitin (H20,) ve ROOH gibi peroksitlerin hiicrede olusturacagi hasarlara
kars1 korumaktadir.**

Glutatyon peroksidaz (GPx):

Hiicrenin sitozoliinde bulunan GPX, sitozol ve mitokondrideki SOD tarafindan
meydana gelen hidrojen peroksit (H20,) ve organik peroksitleri ortadan kaldiran bir
hidroperoksidazdir. Aktif bdlgesinde 4 adet selenyum ihtiva eder. Eritrositler ve diger
dokularda olusan hidrojen peroksit (H,O,) ve lipid peroksitlerin rediikte glutatyonla
elimine edilerek membran lipidlerini ve hemoglobini olusabilecek oksidasyona karst
korumaktadir. Eritrositlerdeki oksidatif stresi en iyi engelleyen antioksidan glutatyon
peroksidazdir. Bu antioksidan enzimin aktivitesinin azalmasina bagli olarak hidrojen
peroksit (H,O;) seviyesi artar ve bu durumda siddetli bir hiicre hasar1 meydana gelir.
Glutatyon peroksidaz reaksiyonlari ise asagidaki gibi ger(;eklesmek‘[edir.95

H,O.+ 2GSH — S 5 GSSG + 2H,0
ROOH +2GSH —°® GSSG + ROH + H,0

Glutatyon peroksidazin dnemli rol oynadig1 diger bir yerde fagositik hiicrelerdir.
Fagositik hiicrelerde fagositoz sirasinda olusan serbest radikallerin peroksidasyonundan
kaynaklanan hiicre hasarini engellemektedir.®®

Glutatyon rediiktaz (GR): Ilk kez 1951 yilinda tanimlanan glutatyon rediiktaz
enzimi disiilflir substratlar1 ile indirgenmis pirimidin niikleotidleri arasinda elektron
tranferazini saglar.

GSSG + NADPH + H" «—%* 5 2GSH + NADP"
Glutatyon rediiktaz, okside glutatyon’u (GSSG) hizli bir sekilde rediikte

glutatyon’a cevirerek hiicreyi peroksitlerin olusturacagi hasarlara karsi korur. Her
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hiicrede bulunan GR hiicrenin fonksiyonel proteinlerini oksidan ajanlara karsi
korumaktadir. Eritrositlerde bulunan GSH/GSSH orani yaklasik olarak 500/1°dir. GR

ise bilinen en Onemli gorevi hiicredeki bu orani korumaktir. Bu oran diigser ise

eritrositler hemolize ugr,ramaktatdlr.97’98

2.5.1.2.Non-enzimatik Antioksidanlar

Glutatyon (GSH): Tripeptit yapida diisiik molekiil agirlikli olan glutatyon (Sekil
2.7); sistein, glutamik asit, ve glisinden olusur. Onemli intraselliiler bir tiyol bilesigi
olup gamma-glutamil kopriisii ve stilfidril grubu olmak tizere iki sekilde olusmaktadir.
Ilk kez 1888°de De Rey Pailhade tarafindan izole edilen bir enzimdir. Dogada ¢ok
yaygin olarak bulunan bu enzim 1921 yilinda da Hopkins tarafindan kristallestirilmistir.

1929 yilinda agik formiilii yazilan glutatyon 1935 yilinda ise Harrington ve Mead

tarafindan y-L-glutamil-L-sisteil-glisin olark sentez edilmistir.***%

r ([:‘OO
Glisin (Gly) < fHI
NH

> [

Ozf

Sistem (Cys) < HC—CH,-SH

| )

NH

-

i 2 o

Glutamat (Glu) < CH-

Sekil 2. 7. Glutatyonun yaplsl101
Glutatyonun dokulardaki diizeyini gama glutamil transferaz (GGT) ayarlar.
Endojen ve eksojen bazi bilesiklerle konjuge olan glutatyon, lipid peroksidasyonla

konsantrasyonu azalirken, okside glutatyonun (GSSG) konsantrasyonu artmaktadir.
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Glutatyonun yapisinda bulunan siilfhidril (-SH) gruplar1 hiicre hasarina neden olan
oksitleyici ajanlarin etkilerini ortadan kaldirmaktadir. Glutatyon ile glutatyon
peroksidaz (GPx) arasindaki iliski ise soyledir; glutatyonun yiikseltgenmesi selenyum
igeren glutatyon peroksidaz ile olurken, glutatyon peroksidazin (GPX) indirgenmesinde
ise glutatyon gorev almaktadir.

Glutatyon, karaciger, kan hiicreleri, plazma, akciger, bobrekler, beyin gibi
organlarda bulunur. Bu organlar arasinda Ozellikle karacigerde yiiksek diizeyde
bulunmaktadir. Kanda bulunan glutatyonun ise neredeyse tamamu eritrositlerde yer alir

99,102

ve eritrositleri oksidatif hasarlara kars1 korur. Uc¢ asamada gerceklesen

eritrositlerdeki glutatyon, bu olusum asamalarindan herhangi birinde gergeklesecek bir
genetik bozulma sonucu glutatyon (GSH) yetersizligine neden olur,’®%31%4
Hiicredeki glutatyonun gorevlerini genel olarak ii¢ baslik altinda toplayabiliriz;
1. Bir antioksidan olmasindan dolay: direkt serbest radikal temizleyicisi,
2. Detoksifikasyon sirasinda GSH-S transferazlar i¢in kofaktor olmasi,
3. Glutamini GSH’dan diger aminoasitlere transfer eden gamaglutamil
transpeptidazlar i¢in substrat olarak kullanilir.
Glutatyon, hiicrenin oksidasyon-rediiksiyon dengesinde oOnemlidir. Toksik
metabolitleri hiicreden uzaklastirir ve siilfidril grubunun (-SH) ise devamliligini

<11
saglar.'®

2.5.3.Ekzojen Antioksidanlar
Eksojen antioksidanlar asagida siralanmastir.
e Barbiitiratlar
e Demir Redoks Déngiisiiniin Inhibitorleri: Deferroksamin, seruloplazmin.
e Demir Selatorleri

¢ Diger Nonenzimatik Serbest Radikal Toplayicilari: Albumin, mannitol, DMSO.
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e Endojen Antioksidan Aktiviteyi Arttiran Maddeler: Asetilsistein, Glutatyon
peroksidaz aktivitesini arttiran ebselen.
e Ksantin Oksidaz Inhibitorleri: Allopiirinol, folik asit, oksipiirinol, pterin aldehid,
tungsten.
e NADPH Oksidaz Inhibitorleri: Adenozin, cetiedil, difenilin iodunyum, kalsiyum
kanal blokerleri, lokal anestezikler, non-steroid antiinflamatuar ilaglar.
e Nétrofil Adezyon Inhibitorleri
¢ Recombinant siiperoksit dismutaz
e Sitokinler: TNF ve interlokin-1
e Soya Fasulyesi Inhibitorleri: Ksantin dehidrojenazin proteolitik etki sonucu
ksantin oksidaza dontisiimiinii inhibe ederler.
e Troloks-c: E vitamini analogu®®®’
Antioksidanlarin etki sekilleri dort bashk altinda incelenebilir;
1.Toplayic1 (scavenging) etki: Serbest oksijen radikallerini etkileyip tutma veya
reaktif olamayan daha zay1f yeni bir molekiile doniistiirmesi,
2.Bastiric1 (quencher) etki: Serbest oksijen radikallerine bir yeni hidrojen
aktararak etkisini azaltir veya inaktif sekle doniistiirmesi,
3.0naric1 (repair) etki: Genellikle DNA’da meydana gelen hasarlarin
onarilmasindaki siiregte bu etki gecerlidir. Okside proteinlerin proteolitik enzimlerle,
membran lipidlerini lipazlarlar, acil transferazlar ve peroksidazlar ile ortadan
kaldirilmasi,
4. Zincir kinar (chain breaking) etki: Serbest oksijen radikallerini kendilerine

baglamalar1 sonucunda reaksiyon zincirlerinin devamliligimnin kirilmasina denir. %
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2.6.0ksidatif Stres Parametreleri

Oksidatif stres; hiicrelerde meydana gelen serbest radikaller ile antioksidanlarin
arasindaki dengenin oksidanlar yoniinde bozulmasidir. Bu bozulma sonucunda canlilar
icin biiylik 6nem arz eden reaktif oksijen metabolitleri olusmaktadir. Olusan serbest
radikaller antioksidan kapasitesini astig1 zaman lipid, protein ve niikleik asitlerde olmak
tizere birgok molekiile zarar verir ve hiicrelerde olusan oksidatif hasar sonucunda da
fonksiyon bozukluklari meydana gelir.107‘108 Doku hasarlart ve DNA mutasyonlarina
neden olan serbest radikaller kanser, alerji, ateroskleroz, diyabet, sepsis, infertilite,
bobrek yetmezligi, yaslanma gibi 100°den fazla hastalifa neden oldugu
bilinmektedir.'%***°

Bunun yanisira oksidatif metabolitler diisiik konsantrasyonlarda da
mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlar1 6nlemede ve mitotik aktivasyon i¢in

gerekli olan enzimlerin aktivasyonunda yer almalariyla da biyolojik sistemde yararli

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

Oksidatif Stres Parametreleri

A) Antioksidan enzimlerin
degerlendirilmesi
Siiperoksit dismutaz (SOD)
Glutatyon peroksidaz (GPx)
Katalaz (CAT)
Glutatyon-S-transferaz (GST)
Glutatyon rediiktaz (GR)

B) Total antioksidan aktivitesinin

1. Antioksidan savunma sisteminin

Olctimii . .
belirlenmesi

C) Diisiik molekiil agirlikli
antioksidanlarin 6l¢iimii (LMWA)
Alfa-tokoferol
Askorbik asit
Glutatyon
Melatonin

2. Enzim kofaktérlerinin 6l¢iilmesi Cu, Zn, Mn, Se, Fe elementleri

A) Lipid peroksidasyon iirtinlerinin
belirlenmesi
Malondialdehit (MDA)

3. Oksidatif hasar biyobelirteclerinin ]
Aldehitler

6lciimil ) . .
B) Protein hasarinin belirlenmesi

C) DNA hasarinin belirlenmesi
8-hidroksi-2’-guanozin (8-OHdG)

Elektron paramagnetik rezonans

4. Radikallerin 6lgtimii ..
spektroskopisi (ERP)
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3.MATERYAL VE METOT

3.1.Materyal

3.1.1.Analizlerde kullanilan cihaz ve malzemeler

Calismada derin dondurucu (-20 °C Bosch), sogutmali santrifiij (Hettich
Zentrifugen Rotina 38 R), pH metre (Thermo Mettle Toledo Inlab), hassas terazi
(Shimadzu), Elisa okuyucu (Biotek pQuant), Otomatik pipetler (Eppendorf), magnetik
karistirict (Heildolph MR 3001 Expert Pro-ISM), distile su cihazt (GFL 200112),
calkalayicili su banyosu (GFL 1083), TissueLyser (Qiagen), vortex (IKA-MS2
Minishaker), clevenger aparati, etiiv (Ecocell), quartz plate (Hellma), makas, 0.5 cm
biopsy punch, bistiiri ve pens kullanildi.

3.1.2.Malzeme ve kimyasallar

Calismada kullanilan tiim kimyasal maddeler analitik saflikta olup Sigma ve
Merck firmasindan temin edildi. Aposinin (Sigma St, Louis, MO, USA) litaretiirden
faydalinarak % 10’luk DMSO ile ¢6ziindiiriiliip 20 mg/kg dozunda intraperitoneal (i.p.)
olarak uyguland.™*

3.1.3.Hayvan materyali

Bu ¢alismada kullanilan ratlar Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve
Arastirma Merkezi (ATADEM) tarafindan saglandi. Calisma izni i¢in 29.11.2017 tarihli
36643897-000-E.1700331428 sayili etik kurul karari ile onaylanmustir.

Bu calisma i¢in 8-9 haftalik 32 adet canli agirliklar1 250-300 g olan erkek
Spraque-Dawley cinsi rat kullanildi. Ratlar 12 saat aydinlik/karanlik siklusunda 22°C
(2) olan ortamda tutuldular. Ortama adaptasyon saglamalar i¢in bir hafta siireyle ratlar

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

Calismada 32 adet erkek Spragque-Dawley cinsi ratlar rasgele segilip tartilarak
ortalama agirliklar esitlenerek her grupta 8 rat olacak sekilde 4 gruba ayrilarak asagida
tanimlandi.

Kontrol grubu (K): Anesteziye alinmadan 30 dakika once 0.5 mL % 10’luk
DMSO 1i.p. olarak uygulandi ve 4 saat anestezi sonrasinda doku (sol alt ekstremiteden)
ve kan ornekleri alindu.

Iskemi/Reperfiizyon grubu (I/R): Anesteziye alinmadan 30 dakika &nce 0.5
mL %10’luk DMSO i.p. olarak uygulandi. Anestezi altinda sol alt ekstremiteye 2 saat
iskemi olusturuldu, ardindan turnikeler agilip 2 saatlik reperflizyon olusturuldu ve

160 e kan drnekleri alindi.

sonrasinda doku (sol alt ekstremiteden)

Aposinin grubu (AP): Anesteziye alinmadan 30 dakika once 20 mg/kg
Aposinin i.p. olarak uygulandi ve 4 saat anestezi sonrasinda doku (sol alt ekstremiteden)
ve kan ornekleri alindu.

Aposinin+iskemi/Reperfiizyon (AP+i/R): Anesteziye alinmadan 30 dakika
once 20 mg/kg Aposinin i.p. olarak uygulandi. 30 dakika sonra anestezi altinda alt
ekstremiteye turnike uygulanip 2 saat iskemi olusturuldu (1sinin diisiik olmasi ve
pencelerin siyanotik olmasi iskeminin olustugu anlamina geldi), ardindan turnikeler
acilip 2 saatlik reperfiizyon olusturuldu (pencelerin pembelesmesi ve 1s1 artist
reperfiizyonun saglandigini gosterdi) ve sonrasinda doku (sol alt ekstremiteden) ve kan
ornekleri alindi.

3.2.1. Deneysel Uygulamalar ve Numunelerin Alinmasi

Tiim ratlar Ksilazin (8 mg/kg) ve Ketamin (60 mg/kg) ile anestezi altina alindi.

Kontrol ve aposinin grubu hari¢ diger 2 gruptaki ratlarin sol alt ekstremitelerine turnike

uygulanip 2 saat iskemi olusturuldu (1sinin diisiik olmas1 ve pengelerin siyanotik olmasi
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iskeminin olustugu anlamina geldi), ardindan turnikeler acilip 2 saatlik reperfiizyon
olusturuldu (pengelerin pembelesmesi ve 1s1 artis1 reperfiizyonun saglandigini gosterdi)
olusturuldu (Sekil 3.1).

Ksilazin (8 mg/kg) ve Ketamin (60 mg/kg) ile anestezi altina dekapitasyon islemi
uygulanarak kan 6rnekleri lityum heparinli tiiplere alindi. Alinan kanlar lityum heparinli
tiiplere aktarilarak, 3000 rpm’de, +4 °C’de 10 dk santrifiij edilerek plazmalar1 ayrilip,
biyokimyasal analizler yapilincaya kadar -20 °C’de deep freezde saklandi.

Sol alt ekstremitede bulunan Gastrocnemius kasina ulasilarak kas dokusunun bir
kismi1 biyokimyasal analizler i¢in aliarak biyokimyasal analizleri yapilincaya kadar -20
°C’de deep freezde saklandi. Alinan kas dokusunun bir kismi ise % 10’luk formaldehit

solusyonu igerisinde histopatolojik analizler yapilincaya kadar saklandi.

Sekil 3. 1. Turnike ile sol alt ekstremitede iskemi olusturulmasi
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3.2.2.Biyokimyasal Analizler

Biyokimyasal analizler igin gerekli miktarda Gastrocnemius kas dokusu
tartilarak analizlere gore uygun tampon c¢ozeltiler segilerek sulandirilip, Qiagen
TissueLyserll kullanilarak homojenize edildi. Analizlerde belirtilen rpm ve siirede
ornekler santriflij edilerek siipernatantlar elde edildi. GPx ve SOD aktivitelerini gram
protein cinsinden ifade edebilmek igin kas dokusunda protein diizeyleri Lowry ve
ark.*** nin metoduna gore Slciildii.

1) Plazmada MDA tayini:

Cozeltiler: TBA ¢ozeltisi (% 0.67), % 20°lik Trikloroasetik asit (TCA) ¢ozeltisi
ve n-biitanol.

Prensip: Tiyobarbiitirik asit tepkimesi kullanilarak lipid icerik, diisik pH’da
TBA varliginda 1sitilarak 535 nm’de en yiiksek pik olusturan stabil kirmizi—pembe renk
elde edildi. Bu rengi bir MDA molekiilii ile iki TBA molekiiliinlin birlesmesi sonucu
olusan kromojen verir. MDA'in bir kismi peroksidasyon sirasinda olusurken, biiyiik
cogunlukta, ortam asitlestirildikten sonra uygulanan 1sitma asamasinda lipid
peroksidlerin yikimlanmasi sonucu olusur.™

Deneyin Yapihsi: Test isaretli tiipe 0.5 mL plazma konulduktan sonra iizerine
2.5 mL TCA c¢ozeltisi, kor isaretli diger bir tiipe ise 3 mL TCA eklendi. Her iki tiipe de
birer ml TBA ¢0zeltisi ilave edildi. Yarim saat 95 °C’de su banyosunda bekletildi. Daha
sonra buzlu su igerisinde hizla sogutuldu. Tiiplere 4’er mL n-biitanol ilave edildi ve
karigtirildi. 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. n-biitanol tabakasi ayr1 bir tiipe
aliarak, absorbans 535 nm’de spektrofotometrede okundu. Standart egri kullanarak

plazmadaki MDA diizeyleri hesaplandi.
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2) Plazmada CAT tayini:

Prensip: Katalaz tayininde H,O, ile plazmanin inkiibe edilmesinden sonra
ortamda kalan hidrojen peroksitin amonyum molibdatla stabil bir kompleks olusturmasi
ve bunun spektrofotometrik 6l¢limii temeline dayanan bir metod kullanild.**

Deneyin  Yapihisi:  Fosfat tamponu ile 20 kez dilue edilmis
plazmanin/siipernatantin 0.2 mL’si, 1 mL substrat (60 pmol/L, pH: 7.4 sodyum
potasyum fosfat tamponu i¢inde 65 mmol/mL H,0,) ile 37 °C’de 60 sn inkiibe edildi.
Enzimatik reaksiyon 1 mL amonyum molibdat (32.4mmol/L) eklenerek durduruldu ve
hidrojen peroksidin molibdatla olusturdugu sar1 renkli kompleksin absorbansi 405
nm’de kore kars1 spektrofotometrede Olgiilerek A numune’nin absorbans degeri elde
edildi. A korl’in absorbans degeri 1 mL substrat, I mL molibdat ve 0.2 mL plazmanin
ilave edilmesi sonucu elde edilerek asagidaki formiile gore sonuglar hesaplandi.
Asagidaki formiile gére sonuglar hesaplandi.

Katalaz aktivite hesab1 (kU/L) = ((A korl —A numune) / (A kor2-A kor3) ) x 271

3) Plazmada GSH tayini:

Analizde kullanilan cozeltiler

Proteinsizlestirme ¢ozeltisi: % 10’luk TCA ¢6zeltisi, 400 mM Tris-HCI tamponu
(pH: 8.9), 2.5 mM DTNB ¢ozeltisi ve standart ¢ozelti: 1 mM stok GSH ¢ozeltisi
hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden SuM- 100uM arasinda seyreltmeler yapilarak standart
¢Ozeltiler hazirlandi.

Plazmada glutatyon diizeyinin 6Slgiilmesinde Tietze™ yontemi kullanildi. Bu
yonteme gore plazma ile ayn1 hacimde eklenen TCA ¢o6zeltisi ile proteinsizlestirilmis
orneklerdeki glutatyonun hem siilthidril hem de primer amino grubu 5,5-ditiyobis-2-
nitrobenzoik asit (DTNB) ile siddetli kolorimetrik tiirevler olusturur ve bu tiirevlerin

olusturdugu renk spektrofotometrik olarak saptandi.
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Deneyin Yapilisi: TCA ile yapilan proteinsizlestirme isleminden sonra ¢okelti
santrifiij edilerek uzaklastirildi. Ust fazda GSH tayini yapild.

Plazmada GSH Tayini: Ornek tiiplere 200 uL distile su, 700 pL 400mM Tris-
HCI, 100 pL 2.5 mM DTNB; kor tiiplere 200 pL iist faz 6rnek, 700 pL 400mM Tris-
HCI, 100 puL 2.5 mM DTNB; standart tiiplere 200 uL GSH, 700 uL 400mM Tris-HCI,
100 pL 2.5 mM DTNB alinip oda sicakliginda 10 dakika inkube edilerek absorbanslar
spektrofotometrede 412 nm’de okundu.

Hesaplama: Serum glutatyon diizeyleri, glutatyon standart grafigi kullanilarak
okunan absorbans degerlerinin karsilastirilmasiyla sonuglar hesaplandi.

4) Plazma AOPP tayini:

Prensibi: AOPP &lgiimii Witko-Tarsat ve ark.™® tanimladigi yonteme gore
yapildi. Bu yonteme gore; AOPP olusumu klorine oksidanlarin (kloraminler ve
hipoklordz asit gibi) olusumu ile indiiklenmektedir. Bu sebeple konsantrasyonu da
bunlara korele olarak degisir. AOPP konsantrasyonu ol¢limiinde bu iligki nedeni ile
Chloramine-T standart olarak kullanildi.

Reaktifler:

Asetik Asit: % 96, v/v olacak sekilde hazirlandi.

Potasyum Iyodiir (KI): 1.16 mol/L olacak sekilde hesaplandi ve PBS (20
mmol/L, pH:7.4) ile 1 litreye tamamlandi.

PBS (20 mmol/L, pH:7.4) hazirlanmasi: Na,HPO,’den 5.796 gr, KH,PO,4’den
0.52 gr ve NaCl’den 8.71 gr tartild1 ve distile su ile 1 litreye tamamlanda.

10 pl plazma/Chloramine-T standart sol. tiiplere aktarilarak {izerlerine 160 pL
PBS eklenip karigtirilarak 25 sn inkiibe edildi. 20 pl %96’lik asetik asit eklenip 25 sn
inkiibe edildikten sonra {izerlerine 10 pl KI ilave edilerek 25 sn inkiibe edildi. Blank ise

160 ul PBS+20 pl asetikasit+10 pl KI’dan olustu. Reaksiyon karisiminin absorbansi
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blank’e kars1 340 nm’de spektrofotometrede dl¢iildii. Olgiilen AOPP konsantrasyonlari
Chloramine-T {initesi ile umol/L olarak ifade edildi.
5) Plazma IMA diizeylerinin belirlenmesi

Plazma IMA diizeylerine David Bar ve ark.!’

tarafindan gelistirilen kolorimetrik
metod kullanilarak bakildi. Her numune i¢in numune korii olusturuldu. 200 uLL plazma
cam tiiplere alinarak {izerlerine 50 puL %0.1’lik CoCl,.6H,0 eklenerek karistirildi. 10
dakika oda 1s1sinda kobalt albumin baglanmasinin saglanmasi i¢in beklendi. Uzerine 50
pL renklendirici ajan olarak Dithiothreitol (DTT) (1.5 mg/mL) eklendi. Oda 1sisinda 2
dakika beklendi ve kobalt ve albumin arasindaki baglanmay1 durdurmak icin 1mL %
0.9” luk NaCl eklendi. Numune kériine DTT yerine 50 pL distile su kondu. Orneklerin
absorbanslar1 Biotek ELISA Readerda (Bio Tek pQuant MQX200 Elisa reader/USA)
470 nm’de sonuglar ABSU absorbans iinitesi cinsinden degerlendirildi.

6) Plazma ve kas dokusunda SOD tayini:

Analizde kullanilan c¢ozeltiler:

A) (")l(;iim Karistimi: 0.3 mM Kasantin, 0.6 mM EDTA-150 uM NBT, 0.4 M

Na2C0s; 1.2 g /L BSA (Bovin Serum Albumin)

B) SOD enziminin aktivitesini 6l¢cmek icin kullanilan c¢oézelti (167 U/L
Xanthine oksidaz): Hazir olarak temin edilen (1 mL’sinde 32 mg protein ve 0.3 U
enzim ihtiva eden) enzimden 70 pL alindi ve iizerine 4 ml soguk 2 M (NH,4),SO4
¢oOzeltisi 1lave edildi.

C) 2M (NH4)2SO4 (Amonyum siilfat) : 1.0571 g (NH4)2804 alindi, bir miktar
distile suda ¢oziildii ve hacmi saf soguk su ile 4 mL’ ye tamamlandi. Bu ¢6zelti taze

0
olarak hazirlandi ve +4 C’de bekletilerek soguk bir sekilde kullanildi.

D) 0.8 mM CuCl; (Bakir kloriir): 0.0136 g CuCI2 alindi, bir miktar saf suda

¢oziiliip hacmi distile su ile 100 mL’ye tamamlanda.
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Prensip: Ksantin, ksantin oksidaz enzimi vasitasiyla tirik asite doniistiiriiligtinde
olusan siiperoksit radikalleri, ortamda NBT’nin (nitrobluetetrazolium) varliginda NBT
ile reaksiyona girerek 560 nm dalga boyunda, maksimum absorbans veren formazon
bilesigini meydana getirirler. Eger ortamda SOD enzimi varsa siiperoksit radikalleri bu

enzim tarafindan HZOZ’ye dontstiiriildiigii i¢in formazon olusumu azalir ve buna bagh

olarak 560 nm’de Olgiilen absorbans azalir. Absorbanstaki azalmanin miktar1 bize SOD
aktivitesi hakkinda bilgi verecektir.
SOD’ un olglimii ve aktivitesinin belirlenmesi olusan formazon miktarlar
dikkate alimarak gelistirilen formiille hesaplandi.™®
Deneyin Yapihisi: 25 g doku alinir hazirlanan homojenat tamponu ile hacmi 2.5
mL’ye tamamlanarak ultraturraks ile 45 sn homojenize edildi ve 5000 G’de 60 dk
santrifiij edilip siipernatantlar1 kullanilmak {izere ayrildi. Bos deney tiiplerinin her birine
2.85 mL olglim tamponu konuldu. Test tliplerine 100 pL hazirlanan siipernatant/
sulandirilmis plazma eklenirken kor tiiptine 100 uL distile su eklendi. 50 pL Xanthine
Oxidase ¢ozeltisi tiim tliplere aktarildiktan sonra 25 °C’de 20 dk inkiibe edildi. Sonra
tiim tliplere ImL CuCl; ilave edilip, 560 nm’de reaktif soliisyonuna kars1 okundu.
Hesaplama:
(EU/mg doku) = (AAkor — AAnumune) / AAkSr
(U/mL plazma) = (AAkoér — AAnumune) / AAkor
7) Plazma ve kas dokusunda Glutatyon peroksidaz (GPx) tayini:

Plazma ve kas dokusu homojenatinda GPx aktivitesi Matkovics ve ark.**

metoduna gore dl¢iildii.
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Analizde kullanilan c¢ozeltiler:

-Tampon I-Tris-HCI tamponu (50mM pH:7.6): 6.057 g Trishidroksi
metilaminometan ve 0.372 gr EDTA-Na, ve 3.90 mL HCI alinip toplam hacim distile su
ile 1000 mL’ye tamamlandi.

-Tampon II- Tris tamponu (0.4M pH: 8.9): 4846 g Trishidroksi
metilaminometan alinarak hacim distile su ile 1000 mL’ye tamamlandi ve pH HCI ile
8.9’a ayarlandi.

-Red GSH Soliisyonu:6 mg Red Glutatyon alinarak hacim tampon I ile 10
mL’ye tamamlandi.

-CHPO: 5puL alinarak tampon I ile 10mL’ye tamamlandi.

-DTNB Soliisyonu:0.099 gr DTNB almip hacim metanolle 25 mL’ye
tamamlandi.

-TCA: % 10’luk TCA ¢ozeltisi hazirland.

Her numune i¢in bir kontrol bir de 6rnek tiipii hazirlandi. Tiplere 0.1 mL kan
(0.5 mL siipernatant) numunesi konuldu. Tiiplere 0.7 mL tampon I’den ilave edildi (0.3
mL dokuda). Sadece 6rnek tiiplerine 0.1 mL CHPO konulup ardindan 6rnek ve kontrol
tiiplerine 5’er sn araliklarla 0.1 mL Red. GSH eklendi ve 37 °C’de 10 dakika bekletildi.
Uzerlerine 5 sn araliklarla 1 mL TCA soliisyonu eklendikten sonra 5 dakika beklenip
2500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra yeni tiiplere siipernatantlardan ImL
aktarildi. Bunlarin iizerine de 2 mL tampon II ilavesinden sonra 0.1 mL DTNB konarak
oda sicakliginda 5 dakika bekletildi ve 412 nm’de su koriine karst okundu.

Hesaplama= (E Kontrol- E Ornek) x Ekstinksiyon katsayisi/mg protein

Ekstinksiyon katsayisi: 0.76989

8) Dokuda MDA tayini:

Analizde kullanilan cozeltiler:
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-Renk ayraci: % 10’luk TCA ile perklorik asitle hazirlanan TBA iyice
karistirilir.

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

Deneyin Yapihsi:

Tablo 3. 1. Dokuda MDA tayini

Dokuda MDA Tayini

Cozelti/Numune Test Kor

FTS (fizyolojik

-- 250uL
tuzlu su)
Numune 250uL --
Renk ayraci 2250uL 2250uL

Vortekslenir, 100 °C’de 20 dk beklenir.
3000 rpm’de 10 dk santrifiij edilir.

Stipernatant 532 nm’de okunur.

Tiyobarbiitirik asit tepkimesi kullanilarak lipid igerik, diisik pH’da TBA
varliginda 1sitilarak 532 nm’de en yiiksek pik olusturan stabil kirmizi—pembe renk elde
edildi. Bu rengi bir MDA molekiilii ile iki TBA molekiiliiniin birlesmesi sonucu olusan
kromojen verdi. MDA'nin bir kismu peroksidasyon sirasinda olusurken, biiyiik
cogunlukta, ortam asitlestirildikten sonra uygulanan 1sitma asamasinda lipid
peroksidlerin yakilmasi sonucu olustu. Sonuglar 1.1.3.3 tetracthoxypropane’dan 10 pL
almarak 10 mL absolut etanolde c¢ozdiiriiliip +4°C’de koyu bir sisede saklanan
standarttan standart kalibrasyon egrisi olusturularak hesaplandi ve nmol/g olarak

degerlendirildi.'?°
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9) Dokuda CAT tayini:

Katalaz tayininde H,0; ile plazmanin inkiibe edilmesinden sonra ortamda kalan
hidrojen peroksitin amonyum molibdatla stabil bir kompleks olusturmasi ve bunun
spektrofotometrik 6l¢iimii temeline dayanan bir metod kullanildr.**

Fosfat tamponu ile 20 kez dilue edilmis dokunun 0.2 mL’si, 1 mL substrat (60
umol/L, pH: 7.4 sodyum potasyum fosfat tamponu i¢inde 65 mmol/mL H,0, ) ile 37
°C’de 60 sn inkiibe edildi. Enzimatik reaksiyon 1 mL amonyum molibdat (32.4mmol/L)
eklenerek durduruldu ve hidrojen peroksidin molibdatla olusturdugu sar1 renkli
kompleksin absorbansi 405 nm’de kore karsi spektrofotometrede oOlgiilerek A
numune’nin absorbans degeri elde edildi. A korl’in absorbans degeri 1 mL substrat, 1
mL molibdat ve 0.2 mL siipernatant ilave edilmesi sonucu elde edilerek asagidaki
formiile gére sonuglar hesaplandi.

Katalaz aktivite hesab1 (kU/g) = ((A korl —A numune) / (A kor2-A kor3) ) x 271

10) Dokuda GSH tayini

GSH’1n doku ekstraksiyonu ve analizi i¢in 0.5 g doku tartildi. Doku {iizerine 5
mL % 5’lik siilfosalisilik asit (SSA) ¢ozeltisi eklenerek dokular cam bagetle ezildi ve
vortekste iyice karigtirilarak homojenize edildi. Homojenat 4500 rpm’de 15 dakika
santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant igeriginin 1 mL’sine 5 mL fosfat tamponu
eklenerek 60 °C’de 10 dakika bekletildi. Bu soliisyon ¢abucak oda 1sisina getirildi ve 1
mL DTNB ayiraci ilave edilerek 412 nm’de ayrag¢ kortine karsi optik dansitesi okundu.
Glutatyon hesaplamasi (umol GSH/g doku), glutatyon standardi (% 5 stilfosalisilik asit)
ile elde edilen kalibrasyon egrisinden hesaplandi.*?"#

Hesaplama (mmol/g)=((ODnumune-ODkor) x Ekstinksiyon kat say1si-ODstd)xf

f: Sulandirma katsayist
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3.2.4. Histopatolojik Analizler

Histopatolojik degerlendirme amaciyla alinan Gastrocnemius dokulart % 10’luk
formalin soliisyonunda 24 saat tespit edildikten sonra, yikanarak rutin doku takibi 70°,
80°, 90°, 96°, 100° alkol ve ksilolden gegirildikten sonra parafin bloklar yapildi. Her
bloktan 4 um kalinhiginda mikrotom ile Kkesitler alinip preparatlar hazirland.
Histopatolojik inceleme igin hazirlanan preparatlar Hematoksilen-Eozin (HE) ile
boyanarak Leica DM 1000 1sik mikroskobunun x40 objektifi ile degerlendirildi.
Kesitlerden elde edilen bulgularin skorlamasi -: yok, +: hafif, ++: orta, +++: siddetli
olarak Tablo 4.3’te gosterildi.

3.2.5. istatistiksel Analizler

Kontrol, Iskemi/reperfiizyon, Aposinin ve Aposinin+iskemi/reperfiizyon gruplar
arasindaki farkliligin 6nemi i¢in SPSS 22.0 paket programi kullanilarak varyans analizi

Anova testi yapildi. Coklu karsilagtirma i¢in de Tukey testi yapildi.
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4. BULGULAR

4.1.Biyokimyasal Bulgular

4.1.1.Kan plazmasina ait biyokimyasal analizlerin sonug¢lari

Kontrol grubuna gére I/R grubunda plazma MDA, AOPP ve IMA diizeylerinde
artis tespit edilirken, I/R grubuna gére AP+I/R grubunda bu parametrelerde azalmanin
oldugu belirlendi (p<0.001).

/R grubunda tiim gruplara gore plazma GSH diizeyi, GPx, CAT ve SOD
aktivitelerinde bir azalma saptanirken, kontrol grubuna gore I/R grubunda azalma
saptanirken, I/R grubuna goére AP+I/R grubunda bu parametrelerde p<0.001 diizeyinde
O6nem bulunarak Tablo 4.1’de gosterildi.

Tablo 4. 1. Tiim gruplarin plazmasinda 6l¢iilen bazi biyokimyasal parametreler

Gruplar MDA (mmol/L) SOD (EU/mL protein) CAT (kU/L)
K 19.92 +0.21° 16.26 + 0.40° 152.96 +2.07°
iR 31.67 + 0.69° 13.16 £ 0.23° 130.33 + 1.07°
AP 18.46 + 0.31° 17.16 £ 0.31° 166.98 + 1.57°
AP+i/R 23.64 +0.74 16.17 £ 0.12° 133.95+ 1.97°
p sk sk ke

**% n<0.001. **°% Aym siitunda farkli harf ile gosterilen ortalamalar arasi fark

Onemlidir.

Gruplar GSH (mmol/L) GPx (U/mL protein)  AOPP (umol/L) IMA (AABSU.un)

K 2.51 +0.03° 0.27 + 0.00? 0.004 + 0.00° 0.34+0.01°
iI/R 2.05+0.01° 0.23 + 0.00° 0.006 = 0.00° 0.70 + 0.012
AP 2.68 +0.03% 0.27 £ 0.00? 0.003 + 0.00° 0.33+0.01°
AP+i/R 2.21+0.02¢ 0.26 + 0.00? 0.004 + 0.00° 0.35+0.01°
P **kk *kk **k*% **k%k

**% n<0.001. **°% Aym siitunda farkli hafr ile gosterilen ortalamalar arasi fark

Onemlidir.
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Sekil 4. 7. Plazma IMA diizeyinin gruplara gore dagilimi

4.1.2. Gastrocnemius dokusuna ait biyokimyasal analizlerin sonuclari

I/R grubunda tiim gruplara gore Gastrocnemius dokusu MDA, diizeyinde artis

tespit edilirken, AP+I/R grubunda MDA diizeyinde I/R grubuna gore azalmanin oldugu

belirlendi (p<0.001).

I/R grubunda tiim gruplara gére Gastrocnemius dokusunda GSH diizeyi, GPx,

CAT ve SOD aktivitelerinde bir azalma saptandi. I/R grubuna gére AP+I/R grubunda

bu degerlerde p<0.001 6nem derecesinde artis tespit edilerek Tablo 4.2°de gosterildi.

Tablo 4.2.Kontrol ve diger gruplarin Gastrocnemius dokusundaki bazi

biyokimyasal parametreler

Gruplar MDA SOD _ CAT GSH GPx _

(mmol/g doku) (EU/g protein) (kU/g doku) (mmol/g doku)  (U/g protein)
K 17.80 +0.18" 24.76 + 0.64° 253.22 +5.78° 2.14+0.01*  0.16 +0.00°
iR 50.60 + 2.65° 19.89 + 0.64° 155.14 + 7.96° 2.06+0.02° 0.13+0.01°
AP 17.40 + 0.30° 26.45 + 0.54° 264.70 + 3.94° 216 £0.01*  0.17 +0.00°
AP+I/R  21.18+0.49" 26.09 + 0.252 191.12 +1.23° 2.13£0.00°  0.16+0.00°
p ook ook _— _ ook

**% n<0.001. **°% Aym siitunda farkli harf ile gosterilen ortalamalar arasi fark

onemlidir.
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Sekil 4. 13. Kontrol grubu gluteal kas dokusunun normal goriintimii.

Sekil 4.

. /R grubu gluteal kas dokusunda konjesyon, 6dem ve hemoraji.
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Sekil 4. 15. Aposinin grubu gluteal kas dokusunun normal gériiniimii.

Sekil 4. 16. AP+I/R grubu gluteal kas dokusunda hafif 6dem.
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4.2.1. Mikroskobik Bulgular

— A i DA S LT i Ao - a s i

Sekil 4. 17. Kontrol grubu rat Gastrocnemius normal histopatolojik goriintiisii H&E,
Bar: 50um

Kontrol Grubu: Bu grupta bulunan ratlarin Gastrocinemius dokular

incelendiginde normal histolojik yapida oldugu goriildii (Sekil 4.17).
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Sekil 4. 18. I/R grubu rat Gastrocnemius histopatolojik goriintiisii H&E, Bar: 50um

I/R grup, Gastrocnemius dokusu, kas liflerinde striasyonun kayb, kasliflerinde hiyalin
dejenerasyonu ve zenker nekrozu (oklar). Interlobiiler araliklarda siddetli 6dem
(yildizlar) ile birlikte mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 (ok baslar1). Intersitisyel
damarlarda siddetli dilatasyon ve konjesyon, H&E, Bar: 50pm.

Iskemi/Reperfiizyon Grubu: Bu grupta bulunan ratlarin gluteal kas dokulari
incelendiginde, bazi kas liflerinde striasyonun kayboldugu, kasliflerinde hiyalin
dejenerasyonu ve zenker nekrozu gozlendi. Interlobiiler araliklarda siddetli 6dem ile
birlikte mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 ve hemoraji tespit edildi. Intersitisyel

damarlarda siddetli dilatasyona ve konjesyona rastlanildi (Sekil 4.18).
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Sekil 4. 19. AP grubu rat Gastrocnemius histopatolojik goriintiisit H&E, Bar: 50pm

Aposinin Grubu: Aposinin grubunda bulunan ratlarin kas liflerinin yapisi
normal olup cekirdekleri perifere yerlesim gostermistir. Kas lifleri biitiin ve striasyonlari

(¢izgilenme) belirgin oldugu gozlendi (Sekil 4.19).
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Sekil 4. 20. AP+I/R grubu rat Gastrocnemius histopatolojik goriintiisii H&E, Bar: 50pm

Aposinin + I/R grup, Gastrocnemius dokusu, interstistyel damarlarda hafif diizeyde
konjesyon, hafif diizeyde mononiikleer hiicre infiltrasyonu (ok baslar1), kas liflerinde
striasyonun kaybi ve hafif diizeyde 6dem (yildiz), H&E, Bar: 50um.

Aposinin+iskemi/Reperfiizyon Grubu: Bu grupta bulununan ratlarin gluteal
kas dokular1 incelendiginde kas liflerinde orta diizeyde hiyalin dejenerasyonlarina tespit
edildi. Baz1 kas liflerinde striasyonun kayboldugu ve 6demin hafif diizeyde oldugu
belirlendi. Interstisyel damarlarda hafif diizeyde konjesyon gozlendi (Sekil 4.20).
Histopatolojik bulgular Tablo 4.3’te gosterildi.

Tablo 4. 3. Gastrocnemius dokusuna ait histopatolojik bulgularin skorlanmasi

K AP 1i/R AP+i/R

Kas liflerinde hiyalin dejenerasyonu - - +++ ++
Kas liflerinde zenker nekrozu - - +++ -
Interlobiiler araliklarda 6dem - - 4+ +

+++ ++

Intersitisyel damarlarda siddetli dilatasyon ve konjesyon
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5. TARTISMA

Calismamizda; ratlarda deneysel olarak olusturulan alt ekstremite iskemi-
reperfiizyon hasarinda Aposinin’in koruyucu ve tedavi edici etkisinin olup olmadigi
arastinldi. Calisma sonucunda Aposinin’in  alt ekstremite I/R hasarinda lipid
peroksidasyonunu azalttigi, antioksidan enzim diizeylerini 6nemli oranda arttirdigi,
olusan oksidatif stresi Onledigi, olusan kas dokusu striasyon kaybini, hemorajiyi,
konjesyonu, zenker nekrozunu, hiyalin dejenerasyonunu ve mononiikleer hiicre
infiltrasyonunu azalttig1 goriildii.

Alt ekstremite iskemisi mortalite ve morbidite oram1 yiliksek olan klinik bir
sorundur. Buna sebep olan nedenler ortadan kaldirilip reperfiizyonun saglanmasinda
bile bu riskler devam etmektedir. Alt ekstremite I/R hasari (oksijen paradoksu olarakta
bilinir) 6zellikle aort cerrahisinde, femoral arter tikaniklarinda ortaya cikarak uzak
organ hasarlarina neden oldugu i¢in klinik olarak ciddi dneme sahiptir. Klinik olarak I/R
hasarinin biyokimyasal mekanizmalarinin agiklanmasi, hasar1 azaltacak yeni tedavi
yontemlerinin ve ajanlarinin gelistirilmesi gerekmektedir.

Iskemi, viicuttaki hiicre, doku ve organlara islevleri igin gerekli olan kan
akiminin herhangi bir nedene bagl olarak reversible veya irreversibl sekilde azalmasi
veya tamamen kesilmesi sonucu perflizyonunun bozulmasi olarak tanimlanr. 3%
Iskeminin oldugu doku ve organlarda oksijene olan ihtiya¢ giderilemedigi icin doku
asitliginde artis, fosfolipaz ve lizozimlerin aktivasyonu, toksik metabolitlerin birikmesi
sonucu hiicresel hasarlar ve nekrozlar meydana gelmektedir.

Iskemi sonrasinda dokuya kan akiminin tekrar saglanmasi ise reperfiizyon olarak
adlandrilir. Iskeminin olusturdugu hasarm daha da genislemesine iskemi/reperfiizyon
hasar1 denir. Iskemi-reperfiizyon kaynakli yaralanma, akut organ islev bozuklugunun

birincil nedenidir ve genellikle koroner arter hastaligi, trombolitik tedavi, balon
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anjiyoplasti, kardiyopulmoner bypass, tikayici arter hastalig1 (aort ve periferik arteriyel
capraz kenetleme), felg, turnike uygulamasi, miyokiiler doku transferi, sepsis, sok, agik
renal tas cerrahisi, parsiyel nefrektomi, travma, genis alan yaniklar1 ve bobrek nakli gibi
bircok durumda ortaya (;1kar.123'127

Iskeminin dokuda meydana getirdigi hasar, dokular arasindaki hipoperfiizyonun
siiresi ve miktar1 ile orantiliyken, hiicrenin tipi, yaralanmaya kars1 hassasiyeti,
diferansiyasyonu, kan ihtiyac1 ve metabolizmasina gore ise farklilik gosterir. iskemiye
kars1 kemik ve deri gibi dokular direngliyken, iskelet kasi ve bagirsak mukozasi gibi
dokular daha hassastir. Bu dokulardaki iskemik hasara karst meydana gelebilecek
degisikliklerin geri doniisiim siireleri kas dokusu icin 4 saat, sinir dokusu 8 saat, yag
dokusu 13 saat, deri i¢in 24 saat ve kemik dokusu icin ise 4 giine kadardir.'?®

Iskemik hasarlarda en hassas doku iskelet kasi olmasi sebebiyle alt ekstremite
iskemi/reperflizyon hasarinda iskelet kasi 6nemli rol oynamaktadir. Meydana gelen
reperfiizyon, dokudaki inflamatuar yanit, geri donilisiimlii hasar ile dogru orantiliyken
nekrotik kas miktariyla ters orantilidir. Kas dokusunda olusan iskemik hasar iskemi
sonrasi 2 saate kadar olan kisimda geri doniigiim saglanabilirken ti¢iincii saatte ciddi kas
hasar1 ve altinci saatte yaklasik olarak % 97 oraninda dokuda fonksiyonel kaybin
meydana geldigi bildirilmistir.""%

Aposinin (4'-hidroksi-3'-metoksi-asetofenon) asetovanillon olarak da bilinen
166.17 g/mol molekiiler agirhiga, diistik toksisite ve 6zgilliige sahip bir asetofenondur.
Aposinin, segici bir nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH) oksidaz enzimi
inhibitorii ve ROS iiretimini Onleyici olarak goérev yapan hiicre ici aktif bir dogal
antioksidan ve antienflamatuvar 6zelliklerinden dolay1 kardiyovaskiiler hastaliklarda,

astimda, artritte, ve norolojik hastaliklarda (Beyin travmasi, Alzheimer ve Parkinson

hastaligl) tedavi amaciyla kullanilmaktadir,**"*712 Aposinin’in yapilan ¢aligmalar
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sonucunda I/R hasarma karsi dokular1 korudugu belirlenmigtir. "33 Aposinin

133

arasidonik asit metabolizmasini etkiledigi™*?, kan akisi arttirdigi™> ve siklooksijenaz

aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir.**

Oksidatif stres, hiicresel metabolizma sirasinda meydana gelen hidroksil radikali,
siiperoksit radikali ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen tiirlerinin miktarlarindaki
artis1 (ROS) ile onlar1 detoksifiye eden, antioksidanlarin yetersizligi sonucu oksidatif
dengenin bozulmasi olarak tanimlanir. Oksidatif stresteki artis sonucunda olusan reaktif
oksijen tiirleri hiicre i¢i lipid ve protein yapilarin ¢ift bag igeren gruplarina ve
DNA’daki bazlarin ¢ift baglarina saldirir ve bir hidrojen atomu kopararak zincirleme
oksidasyon reaksiyonlarini baslatirlar bununla birlikte hiicre igi lipid, protein ve DNA
gibi makromolekiiller hasarlanarak hiicre zedelenmesi veya hiicre 6liimiine neden
olmaktadir.*®® Oksidatif stresi ve enflamatuar tepkileri hafifleten birgok ilag, I/R deney
modellerinde organ hasarini hafifletmek icin kullanllmlstlr.136'138

NADPH oksidaz, ROS'un ana kaynagidir ve NADPH oksidazin yiiksek
aktivitesi, ROS iiretiminin artmasina neden olur.”®® Xu M ve ark.'® yaptig1 calismada,
NADPH oksidaz inhibitoriit Aposinin’in, oksidatif stresi baskilayarak ROS iiretimini ve
hiicre 6liimiinii 6nemli dl¢lide azalttigini tespit etmislerdir.

Poliansaiire yag asitlerinin peroksidasyonu (lipid peroksidasyonu) sonucu son
uriin olarak oldukg¢a toksik bir aldehid olan MDA olusur. Meydana gelen bu
dokulardaki lipid peroksidasyonu ile hizli bir sekilde hiicre Sliimleri baglamaktadir.**°
Lipid peroksidasyon sonucuna bagli MDA artis1, serbest oksijen radikalleri, hiicre zar
fosfolipitlerinin peroksidasyonuna neden olarak hiicre zari biitiinliigiinde bozulma,
hiicre sismesi ve arasidonik asit/lipid peroksit salinimi meydana getirirler.

Yapilan birgok iskemi ¢alismasinda I/R olusturulan grubun kan ve dokularindaki

MDA diizeyinin kontrol grubuna gore artis gosterdigi saptanmistir.*****> Chang ve
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ark .21 ve Li ve ark.’®**°. Kalp kas1 /R hasarinda'*, bobrek 1/R hasarinda **° *°;
testis I/R halsarlnda,154 karaciger /R hasarlnda141, omurilik /R hasarinda #1152 aAp
uygulanan gruptaki MDA diizeyinin I/R grubuna gore onemli oranda azaldif
saptanmustir.

Alt ekstremite I/R hasar1 uygulanan ¢alismalarda Gastrocnemius kas dokusu ve
kan MDA diizeyinin kontrol grubuna gére I/R grubunda 6nemli oranda azaldif
bulunmugtur. #2147 153158159 At ekstremite I/R hasari iizerine Aposinin’in etkisi lizerine
yapilan calismalarda kontrol grubuna gére I/R grubunda MDA diizeyi artarken I/R
grubuna gore Aposinin’in uygulandigi grupda MDA diizeyinin azaldigi tespit

142157160 By caligmamin  sonucunda elde edilen bulgular dogrultusunda

edilmistir.
Aposinin’in alt ekstremite I/R hasarinda lipid peroksidasyonunu dnledigi saptand.

SOD ve CAT, organizmalarin savunma mekanizmasinda yer alan antioksidan
enzimlerdir. SOD, siiperoksitin antioksidan savunmanin ilk basamagi olan H,O, ve
O,'ye doniistimiinii katalizlerken, CAT, H,0.'yi O, ve H,O'ya dénl'is‘[iin'jlr.l61 SOD,
serbest radikalleri notralize edebilen ve dokulari serbest radikallerin ve diger aktif
oksijen tiirlerinin zararli etkilerinden koruyabilen endojen antioksidan ve serbest
radikallerin ortamdan temizlenme kapasitesini gosteren bir enzimdir. 1%

Alt ekstremite I/R hasari uygulanan ¢alismalarda Gastrocnemius kas dokusu ve
kan SOD ve CAT aktivitesinin kontrol grubuna gore I/R grubunda énemli oranda
azaldig bulunmugtur, 242147 153158.159 Kalp kast IR hasarinda,"*®  bobrek /R
hasar1nda,155’156 karaciger /R hasarlnda,141 omurilik /R hasarmda***°* soD
diizeyinin I/R grubunda kontrol grubuna gére 6nemli oranda azaldigim, bagirsak
iskemisinde™® ve omurilik /R hasarinda omurilik SOD ve CAT aktivitesinin'** /R

grubunda kontrol grubuna goére dnemli oranda azaldigini tespit etmislerdir. Yapilan

calismada Gastrocnemius kas dokusu ve plazma SOD ve CAT diizeylerinin /R
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grubunda diger gruplara gore azalmanin p<0.001 6neminde oldugu literatiir bulgulari ile
paralellik gdstermektedir. Yapilan arastirmalar sonucunda AP’in alt ekstremite I/R
hasarinda kas ve kan SOD ve CAT aktiviteleri ile ilgili herhangi bir literatiire
rastlanilmamistir. Bu bulgular dogrultusunda AP’in antioksidan 6zelliginden dolayi
SOD ve CAT aktivitelerini arttirdig1 ve oksidatif stresi 6nledigi gorildii.

Glutatyon (L-y-glutamil-L-sisteinilglisin) (GSH); yapisinda bir tiyol tasiyan,
glutamik asit, sistein ve glisin’den meydana gelen bir ‘[ripeptitdir.164 GPx ise, H,0O, ve
cesitli hidro peroksitleri ve lipid peroksitleri ayristiran selenyum (Se) bagimli bir
enzimdir. GPx hiicresel bir enzimde stoplazma boyunca dagilmis vaziyette bulunur
ancak mitokondride aktivite gé')stelrir.164 Hiicre dongiisii i¢indeki birgok ozelligine ek
olarak, GSH ve GPx, hiicrenin koruyucu mekanizmasmin lipid peroksidasyonuna ve I/R
hasar1 sirasinda ortaya ¢ikan oksidatif strese karsi koruyan 6nemli bilesenlerdir.m’166

Glutatyon, peroksitlerin pargalanmasi, nitrik asit dongiisiiniin diizenlenmesi,
protein disiilfiir baglarinin bakimi, DNA sentezi ve onarmmi ile ilgilidir. Oksidatif
stresteki roliine ek olarak, glutatyon ayrica C ve E vitaminleri gibi ekzojen
antioksidanlarin korunmasina da yardimei olur. Hiicreler iginde, glutatyon rediikte ve
okside halde bulunur. Saglikli hiicrelerde, toplam glutatyon havuzunun % 90'indan
fazlas1 indirgenmis halde iken % 10'dan azi oksitlenmis veya disiilfiir formunda
bulunur. GSSG'nin GSH'ye oraninin artmasi oksidatif stresin bir gostergesidir.'®’

Gastrocnemius kas1 I/R calismalarinda kas dokusu ve plazmada GSH diizeyinin

145,147,152153.168  yurilik I/R hasarinda

kotrol grubuna gore I/R grubunda azaldig,
omurilik GSH diizeyi,”'kas dokusu ve plazmadaki GSH diizeyi ve GPx
aktivitesinin'*°81%% kotrol grubuna gore I/R grubunda azaldig: bildirilmistir.

Duran ve ark.'® rat alt ekstremite I/R hasari iizerine AP’nin etkisi iizerine

yaptiklar1 ¢alismada GSH diizeyini I/R grubuna gére AP’nin azalttigi bulgusu yapilan
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calismayla benzerdir. Liu ve ark.*** yaptigi I/R hasarinda sican karaciger dokusundaki
GSH diizeyinin I/R- grubunda artarken I/R grubuna goére AP+I/R grubunda arttif
saptanmustir. Bir antioksidan olan AP’nin GSH diizeyini ve GPx aktivitesini arttirdig,
iskemi durumlarinda kaslardaki hasar1 azalttig1 yapilan ¢alisma ile tespit edilmistir.
Iskemi modifiye albiimin, iskemik hasar ve oksidatif stresin belirlenmesinde son
yillarda biyo belirte¢ olarak kullanilan hassas bir parametredir. Akut iskemik
durumlarda bakir, nikel ve kobalt gibi transizyonel metaller i¢in albuminin metal
baglama kapasitesi azalir ve ortaya ¢ikan bu yeni albumin IMA olarak tanimlanrt***"
IMA’nin gésterilmesi myokard iskemisi sirasinda insan serum albumininin N terminal
bolgesinin kobalta baglanmasinda azalma oldugunun tespitine dayanmaktadlr.ln’172
Albuminin N terminal bdlgesi kobalt, bakir, nikel gibi agir metallerin baglanma yeridir.
Iskemi veya reperfiizyon esnasindaki sodyum-kalsiyum pompasinin bozulmasi gibi
hiicresel degisimler sonucu serbest radikallerin ve laktik asidozun artmasi gibi
nedenlerle albuminin N terminal bolgesinin bozulmasina neden olarak albuminin metal

baglama kapasitesi azalir.}173

Yapilan ¢aligmalarda iskemi modifiye albumin diizeyi
iskemik kasta, akut koroner sendrom, ileri diizey karaciger yetmezligi, bobrek
yetmezligi, kanserin ileri evrelerinde, akut inmelerde ve gebelikte yiikseldigi tespit
edilmigtir. ™"

Albiiminin kobalt i¢in baglanma kapasitesini degistiren modifikasyonlar, asidoz,
azalan oksijen gerilimi ve serbest radikallerin meydana gelmesi sonucunda iskemi
reperfiizyon da ortaya cikabilir. Son arastirmalar, ¢esitli kosullarin pulmoner emboli,
mezenterik iskemi, periferik arter tikanikligi, derin vendz tromboz ve fel¢ dahil olmak
tizere iskemi tarafindan modifiye edilmis alblimin seviyelerini yiikseltebilecegini ve
iskemi tarafindan modifiye edilmis albiiminin bu durumlar i¢in tanisal bir biyolojik

belirteg olabilecegini bildirmistir.'**"*1"®

57



Protein oksidasyonu, proteinlerin reaktif oksijen tiirevleri ya da oksidatif stres
iiriinleriyle kovalent modifikasyonu ile AOPP meydana gelir.”® Proteinler oksidanlar
ile etkilesime girdiklerinde kovalent degisiklige ugrar. Bu degisikliklerden bazilari
protein  molekiilleri iizerine serbest radikallerin direkt etkileri sonucunda
olusabilmektedir. Bir kism1 ise proteinlere oksidasyon yan iiriinlerinin kovalent olarak
baglanmasiyla meydana gelir. Proteinlerin radikal aracili yikimi; elektron kaybi, metal-
iyon katalizli reaksiyonlar, lipit ve sekerlerin oto-oksidasyonu ile baslatilabilmekte ve
bu {iriinlerin olusum hizinin artmasi veya temizleyici mekanizmalarin yetersiz kalmast,
proteinler de dahil olmak {izere diger hiicresel molekiillerdeki oksidatif
modifikasyonlarin artmasina neden olur,*’%%

Cakmak ve ark.’® insanda akut iskemik felclerlerde serum IMA diizeyinin
kontrol grubuna gore artis gosterdigini tespit etmislerdir. Wu ve ark. ' yaptiklari
bobrek I/R galismasinda bébrek dokusu ve serum AOPP diizeyinin diger gruplara gére
I/R grubunda arttigin1 bulmuslardir. Omurilik I/R hasarinda omurilik dokusu ve plazma
AOPP diizeyinin I/R grubunda arttigina dair g¢aligmalar soz konusudur, 2152172
Bagirsak iskemisinde Bahsir ve ark.*® benzer bulgular tespit etmislerdir.

k.*® ratlardaki Gastrocnemius kasi I/R ¢alismalarinda plazma

Yildirim ve ar
IMA ve AOPP diizeylerinin kotrol grubuna gére I/R grubunda arttigin1 bulmuslardr.
Giindiiz ve ark.*® yaptiklar1 ratlardaki alt ekstremite I/R ¢alismasinda kas dokusu ve
plazma IMA diizeyinin kontrol grubuna gére I/R grubunda arttigini saptamislardir. Ali
Abdelgawad ve ark.'®? kalp kasi I/R ¢alismasinda IMA diizeylerinin I/R grubunda diger
gruplara gore arttigii bulmuslardir'™®. Yapilan aragtirmalar sonucunda AP’in alt

ekstremite I/R hasarinda kas ve kan IMA ve AOPP diizeyleri ile ilgili herhangi bir

literatiire rastlanmamustir.
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Yapilan bu tez calismasinda histopatolojik olarak Ozer ve ark.’%mn yaptigi
calisma ile paralel sonuglar elde edilmis olup, deneysel olarak olusturulan alt ekstremite
I/R hasarinda makroskobik olarak I/R grubunun kas dokusunda olusan 6dem, konjesyon
ve hemorajinin AP uygulamasiyla giderildigi, mikroskobik olarak ise I/R grubunun
Gastrocinemius dokusundaki ¢izgilerin kayboldugu; siddetli hemoraji, zenker nekrozu,
hiyalin dejenerasyonu ve mononiikleer hiicre infiltrasyonunun AP uygulamasiyla bu

bulgularin hafifledigi tamamen kaybolmadig1 goriildii.
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SONUC VE ONERILER

Ozellikle iskelet sistemi ve kaslarda meydana gelen travma sonucu ve bazi
ameliyatlarda cerrahlarin isini kolaylastirmak icin ameliyat bolgesinde kansiz bir ortam
olusturmak amaciyla turnike uygulamasi alt ekstremite I/R hasarina neden olmaktadir.
Bu I/R hasarindan hastay1 korumak amaciyla bir¢ok antioksidan kullanilmaktadir.

Elde edilen biyokimyasal parametrelerin sonuglar1 ve histopatolojik bulgular
dogrultusunda deneysel olarak olusturulan alt ekstremite I/R modelinde Aposinin’in
iskelet kasi iizerine etkisini incelemek amaciyla yapilan bu ¢alismada I/R’nin kas
hasarina neden oldugu, lipid peroksidasyonunu, oksidatif stresi arttirdig1 ve antioksidan
enzim diizeylerini 6nemli oranda azalttig1 goriilmektedir. iskemi olusturulmadan énce
uygulanan Aposinin’in kaslari hasardan korudugu, lipid peroksidasyonunu ve oksidatif
stresi azalttig1 ve antioksidan enzim diizeylerini 6nemli oranda arttirdig1 goriilmektedir.
Sonug olarak ratlarda deneysel olarak olusturulan alt ekstremite iskemi-reperfiizyon
hasarinda Aposinin’in kaslarda olusan hasar1 azaltarak koruyucu etki gosterdigi

saptandi.
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