T.C.
ERCIYES UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
GENEL CERRAHI ANABILIM DALI

SICANLARDA OLUSTURULAN DENEYSEL
INTESTINAL iSKEMI REPERFUZYON MODELINDE
QUERCITRIN’IN ETKILERI

TIPTA UZMANLIK TEZi

Dr. Filiz YILDIZ

KAYSERI - 2015



T.C.
ERCIYES UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
GENEL CERRAHI ANABILIM DALI

SICANLARDA OLUSTURULAN DENEYSEL
INTESTINAL iSKEMi REPERFUZYON MODELINDE
QUERCITRIN’IN ETKILERI

TIPTA UZMANLIK TEZi
Dr. Filiz YILDIZ

Bu ¢alisma Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma tarafindan TTU-

2014-4901 proje kodu ile desteklenmistir.

Danisman

Prof. Dr. Engin OK

KAYSERI - 2015



TESEKKUR

Asistanlik hayatim boyunca adim adim takip ederek, hem cerrahi terbiye hem de insani
terbiye anlaminda kendime ornek aldigim, cerrahi bilgi ve tecriibelerini benden
esirgemeyen, yanlarinda olmaktan gurur duydugum ve her zaman sevgi ve saygi ile
anacagim ¢ok degerli hocalarim Prof. Dr. Zeki YILMAZ, Prof. Dr. Erdogan SOZUER,
Prof. Dr. Engin OK, Prof. Dr. Alper AKCAN, Dog. Dr. Hizir AKYILDIZ, Yrd. Dog.
Dr. Muhammet AKYUZ, Yrd. Dog. Dr. Bahadir OZ ve Yrd. Dog. Dr. Ertan EMEK ’e;

Su anda klinigimizde olmayan Prof. Dr. Yiicel ARITAS, Prof. Dr. Can KUCUK ve Yrd.
Dog. Dr. Tarik ARTIS’ a;

Tez danigmanim olmay1 kabul ederek bana onur veren, calismalarim boyunca beni

yonlendiren ve yardimlarini esirgemeyen Prof. Dr. Engin OK’a;

Asistanlik egitimim boyunca calistigim biitlin asistan arkadaslarima; emeklerini,
desteklerini ve sevgilerini esirgemeyen servis, poliklinik, yogunbakim ve ameliyathane

hemsire ve personellerine;
Deneysel agsamada desteklerini esirgemeyen DEKAM personeline

Egitim hayatim boyunca tiim varligiyla her daim beni destekleyen anneme, babama ve

kardeslerime;
Sonsuz tesekkiirlerimle...
Dr. Filiz YILDIZ

Kayseri — 2015



ICINDEKILER

TESEKKUR ....uuveieereeceerenenenesesesessesessssssssssesssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssessssssssseness i
KISALTMALAR ....ovveeteererresressessssssssssssssessessessessessessssssssssessssessssessessessessessessessssesses i
TABLO Ve SEKIL LISTESI ....cououiiiiceerececnenenseescsessssesesessssssssesssesssssesesesssssassens vi
RESIMLER LISTESI ....ccovoiteeiinieeieessssnesessssssessssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssessesssses vii
OZET ....oeeeeeeeecrererssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssse viii
ABSTRACT c.ceoeeeeenseeesssssessessessessesssssssssssssssessessessessessessessessssessssssessessessessessessassssens ix
L1.GIRIS V& AMAC .uueeeerererrrrnrssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssasess 1
2. GENEL BILGILER .......cuoovteetreereetssessesssessssessesssssssessssessssssessssssssssssessssssessssessesesss 3
2.1 ANATOMI ..o, 3
2.2. SERBEST RADIKALLER .......cooovviviveeeieeieeeeeeeeeeesees e 13
2.3. ANTIOKSIDAN SAVUNMA SISTEMLERI.........cccoovvviiiieeeeeeeeeeeee e 22
2.4 QUERCITRIN ....ouimiiiiieeeceee e 24
3.GEREC Ve YONTEM.....coureererernrnrenesesssssesesessssssssesessssssssssesssssssssssssessssssssssesssess 27
3.1 DENEKLER ...t 27
3.2  ANESTEZL. ..o 27
3.3. CERRAHI ISLEM ... 28
3.4. DENEY GRUPLARI ..ot 28
3.6. DEGERLENDIRILECEK PARAMETRELER ..........ccocvvivivoieeiieeieeeeeseseseeas 30
3.7 ISTATISTIKSEL ANALIZ ..o 34
4. BULGULAR .....ceveererererreressessesessesssesssssssssessssesssssssasssssssesesssssssessessssessessssessasssesasse 35
4.1. HISTOPATOLOJIK DEGERLENDIRME VE BULGULAR .......cccceocovivrnnnnn... 35
4.2. BIYOKIMYASAL DEGERLENDIRME .........cocoovimiiiiiieeeeeeeeeeeeeeseeeeee e, 37
5. TARTISMA ....cuereereereensenssnssssnssssssssessessesssssssssssssessessessessssessessesssssssassassassassesseses 40
6. SONUCLAR .....cevveerereeresreressessssessessssessesssessessssessassssesssssssesesssssesessesssssssesssssssessssesasse 46
KAYNAKLAR ...ocvevterteresressessessessssessssessessessessessessessssssssssssessessessessessessesssssessssessessesss 47



KISALTMALAR
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I-R : Iskemi reperfiizyon

KAT : Katalaz

KC : Karaciger
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SICANLARDA OLUSTURULAN DENEYSEL INTESTINAL ISKEMi
REPERFUZYON MODELINDE QUERCITRIN’IN ETKILERI

OZET

Amac: Antioksidan 6zelligi bilinen Quercitrin’in deneysel intestinal I-R modelinde

reperfiizyon hasari iizerine etkilerini arastirmak.

Materyal ve Metod: Calismada 30 adet Wistar—Albino sican kullanildi. Sham grubu
(n=10), I-R grubu (n=10) ve Quercitrin+I-R grubu (n=10) olmak iizere 3 grup
olusturuldu. Kontrol grubundaki sicanlar laparotomiyi takiben 3 saat gdzlem sonrasi
sakrifiye edildiler. Iskemi-reperfiizyon grubuna 1 saat iskemi ve takiben 2 saat
reperfiizyon uygulandi. Quercitrintiskemi-reperfiizyon grubuna 24 saat Once gastrik
lavaj ile 5 mg/kg dozunda Quercitrin verildi. Histopatolojik inceleme ve doku
malondialdehit (MDA), siiperoksid dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px),
nitrik oksit (NO) ve 8-hidroksi-deoksiguanozin (8-oHDG) aktivitesi ol¢limii i¢in ileum

rezeksiyonu yapildiktan sonra sicanlar sakrifiye edildi.

Bulgular: Histopatolojik olarak Quercitrin+i-R ve I-R gruplar1 arasindaki fark anlamli
bulundu (p<0.001). Quercitrint+iskemi-reperfiizyon grubunda MDA, NO ve 8-oHDG
aktivitesinde azalis istatistiksel olarak anlamhidir (p<0,001). GSH-Px ve SOD
aktivitesinde I-R gore daha fazla azalmaktadir ve sham grubuna gére istatistiksel olarak

anlamlhidir (p<0,001).

Sonuc: Quercitrin’in I-R ile olusan oksidatif stresi onlemis ancak viicudun dogal

oksidatif stres koruyuculari {izerinde etki yapmamustir.

Anahtar Kelimeler: iskemi, reperfiizyon, Quercitrin, ince barsak
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EFFECTS OF QUERCITRIN IN EXPERIMENTAL RAT MODEL OF
INTESTINAL ISCHEMIA-REPERFUSION

ABSTRACT

Objective: To investigate effects of quercitrin known for its antioxidant features on

experimental model of intestinal ischemia-reperfusion (I-R).

Material and method: Thirty Wistar-Albino rats were used in the study. Rats were
assigned into 3 groups including sham group (n=30), I-R group (n=30) and quercitrin
plus I-R group (n=10). In the control group, rats were sacrificed after 3-hours after
laparotomy. In ischemia-reperfusion groups, rats underwent one hour of ischemia
followed by 2 hours of reperfusion. In quercitrin plus reperfusion group, 5 mg/kg
quercitrin was given to rats 24 hours before laparotomy by gastric lavage. Rats were
sacrificed after resection of ileum for histopathological examination and measurements
of tissue malonyldialdehyde (MDA), super oxide dismutase (SOD), glutathione
peroxidase (GHS-PX), nitric oxide (NO) and 8-hydroxydeoxyguanosine (8-oHDG)

activities.

Results: Significant differences were detected in histopathological examination
between quercitrin plus I-R and I-R groups (p<0.001). MDA, NO and 8-oHDG
activities were significantly decreased in quercitrin plus I-R group (p<0.001). The
extent of decrease in GSH-Px and SOD activities was greater when compared to I-R

group while it was significantly greater when compared to sham group (p<0.001).

Conclusion: Quercitrin prevented oxidative stress induced by I-R but had no effect on

native defenders against oxidative stress.

Keywords: Ischemia, reperfusion, quercitrin, small intestine
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1.GIRIS ve AMAC

Intestinal iskemi, cesitli nedenlerle ortaya cikan, etiyolojisine gore mortalite ve
morbiditesi degisen klinik bir durumdur. Strangiilasyon ileusu ve akut mezenterik
iskemi en sik karsilasilan nedenlerdir [1]. Akut mezenterik iskemi hastaneye
basvurularin %o 1’inden daha azdir [2, 3]. Akut karin tablosundaki hastalarda ise
insidans1 %1 civarindadir ancak bu oran 70 yas iistii hastalarda %10’a kadar ¢ikabilir [3,
4]. Arteriyel ya da vendz kan akimi azalmasina bagli organ ve dokunun yetersiz
perfiizyonu sonucu bu doku veya organlarin oksijenden yoksun kalmasi seklinde
tanimlanan iskemi, hiicresel enerji depolarinin bosalmasi ve toksik metabolitlerin
birikmesi sonucunda hiicre 6liimiine yol agmaktadir. Iskemik dokuya hem hiicrenin
rejenerasyonu, hem de toksik metabolitlerin temizlenmesi i¢in yeniden kan akimi
gerekir. Ancak, iskemik dokunun reperfiizyonu dokuda paradoksal olarak sadece iskemi
ile olusan hasara gore cok daha ciddi bir hasara yol acar [5]. Reperfiizyon doneminde
gozlenen hasarda, hiicre i¢ine molekiiler oksijen girisi ile hizla olusan serbest oksijen
radikal (SOR) tiirevleri basta olmak iizere bir¢ok mekanizma rol oynamaktadir.
Reperflizyon hasarina en fazla duyarli olan hiicresel yapilar, zar lipitleri, proteinler,
niikleik asitler ve deoksiriboniikleik asit molekiilleridir[6]. Reperfiizyon ile iskemik
dokuda olusan Serbest Oksijen Radikalleri (SOR)nin, bu hasardan sorumlu oldugu
ortaya konulmus ve bazi farmakolojik ajanlar ile olusan reperfiizyona bagli hasarin

azaltilabilecegi veya Onlenebilecegi yine bir dizi deneysel arastirmayla kanitlanmistir

[7].

Literatiirde Quercitrin’in antioksidan ajan olarak ince bagirsak I-R modelinde etkisinin

ve uygulama biciminin arastirildigi bir caligmaya rastlanmamistir. Bu ¢alismada,
1



siganlarda olusturulan deneysel ince bagirsak I-R hasarinda uygulanan quercitrin’in

etkisini incelemek amac¢lanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. ANATOMIi

Ince bagirsak anatomik olarak 3 boliime ayrilir. ilk bolimii yaklasitk 25 cm
uzunlugundaki duodenumdur ve ince bagirsagin en kisa, en genis ve en az hareketli
kismidir. Pilordan, Treitz ligamani seviyesindeki duodenojejunal aciya kadar devam
eder. Ince bagirsagin geri kalan béliimleri sirasiyla jejunum ve ileumdur. Jejunum;
duodenumun bitisinden, diyafragmanin sag krusundan baslaylp jejunumu asan
duodenojejunal siispansér ligamentten (Treitz ligamani) baslar. Ancak jejunumun
biterek ileumun basladig1 yer icin belirgin bir anatomik ayrim mevcut degildir. Ince
bagirsaklarin  2/5 proksimal bolimii jejunum 3/5 distal bolimii ileum olarak

degerlendirilir. Terminal ileum ¢ekumda sonlanir.

Mukozasmin sirkiiler foldlarinin (valvulae conniventes) daha genis ve kalin olmasi
nedeniyle jejunum duvari daha kalindir ve capr daha genistir. Distale dogru valvula

konnivantesler azalir, distal ileumda ise seyreklesir ve gekum yakininda hi¢ bulunmaz.

Ince bagirsaklarm cap1 ve sirkiiler kaslarin varligi distale gidildikge azalir.ince
bagirsaklarin kanlanmasi proksimal kisimda daha diiz ve basit bir sekilde olurken (vasa
recta) distal kistmda daha kompleksdir. Ayrica jejunuma ait mezenterin iki yapragi

arasinda bulunan yag dokusu incedir, ileumda ise bu yag dokusu daha fazladir.



Sindirim sisteminde tiim ince bagirsaklar1 ve transvers kolonun distal 1/3’iine kadar
olan kalin bagirsagi siiperior mezenterik arter beslerken, bu segmentten proksimal

rektuma kadar olan kisim inferior mezenterik arterden beslenir.

2.1.1. Vaskiiler Anatomi

Mezenterik dolasim {i¢ arteri igerir:

1) Colyak trunkus; mide ve duodenumun proksimal yarisini besler (Sekil 1).

2) Superior mezenterik arter (SMA); duodenumun distal yarisi, jejunum, ileum,

cekum, ¢ikan kolon ve proksimal 2/3 transvers kolonu besler (Sekil 1).

3) Inferior mezenterik arter (IMA); 1/3 distal transvers kolon, inen kolon, sigmoid
kolon ve rektumun proksimal kismini besler (Sekil 1). Bu dallar zengin sekilde
kollateraller icerir. Bu nedenle genellikle semptomatik hastalik olusmasi i¢in en az iki

ana vaskiiler yapida akimin bozulmasi gerekir [2, 8-11].
2.1.1.1. ince Bagirsagin Arterleri

Superior mezenterik arter, ¢olyak arterin yaklasik 1ecm altindan, L1 vertebra diizeyinde
abdominal aortadan ¢ikar. SMA’nin en Onemli dallari, inferior pankreatikoduodenal

arter, 4-6 jejunal ve 9-13 ileal dal, ileokolik, sag kolik ve orta kolik arterdir.

Jejunal ve ileal dallarin hepsi SMA’dan ¢iktiktan sonra mezenter i¢inde iki u¢ dala
ayrilir.Bu u¢ dallar kendilerine komsu olan diger ug¢ dallarla kavis biciminde
anastomozlar yaparlar. Bu kavislerin konveks taraflarindan tekrar dallar ¢ikar. Bunlar da
uc dallara ayrilarak kendi aralarinda anastomozlar yaparak ikinci bir kavis meydana
getirirler. Boylece iki ila bes sira halinde anastomozlardan olusan arter kavisleri
meydana gelir. [leumda arter kavisleri daha fazla sayida olup daha kompleks bir yapiya
sahiptirler. Bagirsak mukozasinda son arter kavislerinden c¢ikan dallar arasinda
kollateral dolasim yoktur. Diiz ve dik bir sekilde ilerleyerek mezenterde, jejenumda ve

ileumda dagilirlar.



Bu vaskiiler yap1 bagirsagin mezenterik kenarinda antimezenterik kenara gore daha iyi

beslenme saglar (Sekil 2).

Cystc
Hepalic:

Fight gastic

Superior pancrealicodundenal

Inkerice pancreaticoduoden

(| Superior Mesenteric

Middle

Right gaskoepplat :
colic

Let gasiepiploic

Pancreaticoduodenal
Margiral artery of Drummond

lleocolic

Sigmaig

Sekil 1. Mezenterik arteriyel dolasim[8] Sekil 2. SMA dallari[12]

2.1.1.2. ince Bagirsagin Venleri

Ince bagirsaktan donen vendz kan, arterler boyunca devam ederek v. mezenterika

superior yolu ile vena portaya dokiiliir.

2.1.1.3. Siiperior Mezenterik Arter-Colyak Trunkus Arasindaki Anatomik

Baglantilar

Siiperior mezenterik arter, ilk dali olan inferior pankreatikoduodenal arterle, ¢olyak

trunkusun dali olan siiperior pankreatikoduodenal arter araciligi ile iligkilidir. Bu

seviyede iki Onemli yan dal vardir. Birincisi SMA ve ¢olyak trunkus arasinda

embriyonik bir kalinti olan ve sik gozikkmeyen Biihler arki (Sekil 3), digeri ise

SMA’nin omental dallar1 ile ¢olyak trunkus dallar1 arasinda gelisen Barkow arkidir

(Sekil 4).



Sekil 3. SMA ile IMA iligkisi [13]
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Sekil 4. Barkow arki [14]
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2.1.1.4. Superior Mezenterik Arter-inferior Mezenterik Arter Arasindaki

Anatomik Baglantilar

Stiperior mezenterik arter ile IMA arasinda 3 Onemli baglanti vardir. En Onemlisi
Drummond’un marjinal arteridir (Sekil 3). Normalde kolonun mezenterik yiizeyine
yakin ve kiiciik olan bu arter SMA ve IMA tikandiginda genislemektedir. Ikinci 6nemli
iligki orta kolik arter ile sol kolik arteri birlestiren, “meandering mezenterik arter” de
denilen Riolan arkidir (Sekil 3). Normalde goriintilenmeyen bu vaskiiler yapi
cogunlukla visseral akimda bir tikanmay1 gosterir. Diger bir baglanti ise SMA ile IMA

arasinda embriyolojik baglanti olan Villemin arteridir (Sekil 3).

Iskemi Reperfiizyon Hasar1

Akut Mezenterik iskemi
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Sekil 5. Akut mezenterik iskemi kliniginde lokal ve sistemik cevaplar[15]

Arteriyel ya da ven6z kan akimi azalmasina bagli organ ve dokunun yetersiz perfiizyonu
sonucu bu doku veya organlarin oksijenden yoksun kalmasi seklinde tanimlanan iskemi,
hiicresel enerji depolarinin bosalmast ve toksik metabolitlerin birikmesi sonucunda
hiicre 6liimiine yol agmaktadir. Iskemik dokuya hem hiicrenin rejenerasyonu, hem de
toksik metabolitlerin temizlenmesi ic¢in yeniden kan akimi gerekir. Ancak, iskemik

dokunun reperfiizyonu dokuda paradoksal olarak sadece iskemi ile olusan hasara gore

7



cok daha ciddi bir hasara yol agar [5]. Reperfiizyon doneminde gozlenen hasarda, hiicre
icine molekiiler oksijen girisi ile hizla olusan serbest oksijen radikal (SOR) tiirevleri
basta olmak {izere birgok mekanizma rol oynamaktadir. Reperfiizyon hasarina en fazla
duyarli olan hiicresel yapilar, =zar lipitleri, proteinler, niikleik asitler ve
deoksiriboniikleik asit molekiilleridir [6]. Iskemik dénemde hiicrede metabolik ve
yapisal degisiklikler meydana gelir. Dokuya gelen kan akiminin kesilmesi ile hiicresel
oksidatif fosforilasyon azalir ve adenozin 5'-trifosfat ve fosfokreatin gibi yiiksek enerjili
fosfat sentezi azalir [16]. Hiicrede enerji depolarinin bosalmasi ile hiicre zarinda
bulunan Na*, K*-ATP az pompasi inhibe olur. Sonugta hiicre iginde Na* ve Ca™ iyon
konsantrasyonlar1 artar[17]. Hiicre i¢inde Ca*" iyon konsantrasyonunun artis1 hiicre i¢in
sitotoksiktir [18]. Nitekim yine bu donemde hiicrede iyon konsantrasyonunun degisimi
ile proinflamatuar sitokinlerin 16kosit adhezyon molekiillerinin yapiminda artig, buna
karsilik antioksidan enzimlerin olusumunda azalma olur. Bu durum hiicreyi reperfiizyon
donemindeki hasara karsi dayaniksiz kilar. Reperfiizyon hasart SOR, endotelial
faktorler ve notrofillerin eslik ettigi karmasik bir mekanizmayla gergeklesir. Hasar1 asil

tetikleyen olaym endotel hiicrelerindeki zedelenme oldugu diisiiniilmektedir [15, 19]

(Sekil 5).

Iskemi-reperfiizyon hasarinda gercek mekanizma tam olarak bilinmemekle birlikte
degisik etyolojik faktorler suclanmaktadir. Genel olarak bu faktorler; proteaz ve
fosfolipaz aktivasyonu, kalsiyum konsantrasyonundaki degisiklikler, ATP tiiketimi,
serbest radikaller tarafindan olusturulan hiicre hasari, nitrik oksit sentezinin inhibisyonu,
sitokinler ve bunlara ek olarak hiicrenin immun sisteminde aktif rolii olan nétrofillerdir

[20].

Reperfiizyon sonrasi intestinal kapillerlerde osmotik yansima katsayisi artar. Bu
permeabilite artist stiperoksit radikallerinin spesifik gidericisi olan SOD’un uygulanimi

ile biiyiik dl¢tide onlenmistir [21].
Bugiin i¢in intestinal I-R hasar1 olusumunda temel 2 mekanizma ortaya atilmustir.
Bunlar:

1. Serbest oksijen radikallerinin olusumu.



2. Fosfolipaz A2 aktivasyonu [22-24].

Bagirsakta I-R hasarinda rol oynayan SOR’un baslica ii¢ kaynaktan olustugu ileri

siiriilmektedir. Bunlar;

1) Ksantin Oksidaz (KO) reaksiyonuna bagli serbest oksijen radikalleri olusumu.
2) Notrofillerden kaynaklanan serbest oksijen radikalleri.

3) Bilinmeyen sebeplerle olusan serbest oksijen radikalleri.

1. Ksantin Oksidaz yolu

Iskemi siiresince hiicrede ATP iiretimi durur ancak tiiketimi devam eder. ATP sirasi ile
enerjiden zengin fosfat baglar1 indirgenerek adenozin difosfat, adenozin monofosfat,
adenozin, inozin ve hipoksantine ¢evrilir. Adenozin hiicre disina ¢ikarak inozin ve
hipoksantine ayrilir. Normal dokularda hipoksantin iirik aside dontisiir. Hipokside ise
hipoksantin daha fazla metabolize edilemez ve birikir. Yapilan ¢calismalarda hipoksantin
diizeyi, iskemik bagirsakta normal bagirsak dokusundan 5 kat fazla bulunmustur. Ayni
zamanda iskemide ksantin dehidrogenaz (KD)’in biiyiik bir kism1 KO’a doniisiir. Bu
doniigiimiin biiytlik bir boliimii iskeminin baglamasi ile birlikte ilk dakikada gergeklesir.
Reperfiizyon periyodunun baglamasi ve oksijenin dokulara ulagmasi ile KO hipoksantini
ksantine, sonra da trik aside doniistiiriir (Sekil 6). Bu basamak onemlidir ¢iinkii bu
sirada SOR olusur. Bu reaksiyonlarda tirtinler olarak ortaya ¢ikan H,O, ve OH’, hiicre

ve mitokondri membranlarinda lipitlerin peroksidasyonunu ve nétrofil infiltrasyonunu

baglatma Ozelligine sahiptir [25]. Serbest oksijen radikallerinin ilk olusani "O,’dir.

Oksijen radikali, genellikle instabildir ve H,O, ve O,’e doniisiir ancak 'O, daha ciddi

hasara neden olan oksijen radikallerinin prekiirsorii olmasit nedeni ile de dnemlidir.
Hidrojen peroksit zayif ve yavas bir oksidandir ve katalaz enzimi etkisi ile H,O ve O;’e
yikilir. Ancak reperfiizyonda H,O; siiperoksit radikali ile reaksiyona girerek (Haber-
Weiss reaksiyonu) hidroksil kokii (OH ) ve hidroksil radikaline (OH’) doniisiir.

Reperfiizyon hasarindan sorumlu olan ana radikal de hidroksil radikalidir. Ancak



hidroksil radikalinin olustugu Haber-Weiss reaksiyonunun gergeklesmesi i¢in ortamda

metal selatlarin olmasi gereklidir [26].

Iskemi:
Inozin
ATP ADP Adenozin
Hipoksantin

Reperfizyon:

e Ksantin Oksidaz

Hipoksantin Ksantin Urik asit

0,°, H,O,, OH"

O : : :
(Haber- Weiss reaksiyonu)

Sekil 6. iskemi ve reperfiizyon [27]

Hidroksil radikali ¢ok reaktif ve kisa Omiirlii bir radikaldir. Protein, polisakkarid,
niikleik asit ve ansatiire yag asitleri gibi bircok biyolojik madde ile reaksiyona girer.
Hidroksil radikallerinin karekteristik 06zelligi hidrojen atomlarini membrana bagh
poliansature yag asitlerinden ayirmasidir. Poliansature yag asidleri hiicre membraninda
yiiksek konsantrasyonda bulunurlar ve radikaller tarafindan kusatilirlar [27]. Lipit
igerikli hiicre membranlar1 bu oksijen derivesi olan serbest radikallerin primer hedef
noktasidir. Hidroksil radikalinin direkt olarak poliansature yag asitleri ile reaksiyona
girmesi ile hiicre membranlarinda ¢oziilme ve buna bagli hiicre oliimii olur. Lipit
peroksidasyonunun son iiriinlerinden biri de malondialdehit (MDA)’dir [23-25, 27]. Son
caligmalar molekiiler oksijenden olusan sitotoksik ve anstabil olan siiperoksit
radikalinin iskemik bagirsakta kapiller permeabilite artisgindan sorumlu oldugunu

gostermektedir [21].
Haber-Weiss Reaksiyonu

Reaktif O, metabolitlerinden en toksik ve en reaktif olan hidroksil radikali bu

reaksiyonla olusur. Haber- Weiss reaksiyonu demirin (Fe) katalizorliiglinde gerceklesen
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ve siiperoksit radikali ile H,O,’nin Fe esliginde reaksiyona girip sonugta hidroksil

radikali, hidroksil kokii ve oksijenin olustugu bir reaksiyondur [28].
Fe’ +°'0, > Fe*' + O,
Fe’" +H,0, — Fe’ +OH +OH
‘05, + H,0, - 'OH +OH +0,

Iskemi sirasindaki ATP katabolizmasmin net sonucu hipoksantin ve ksantin
konsantrasyonlarinin artmasidir. Bu reaksiyonlarla ayni anda, iskemi, KD’in KO’a
doniismesine neden olur. Cogu canlida bagirsak KO ve KD’1n ana kaynagidir. Ksantin
dehidrogenaz normal saghkli bireylerde bulunan predominant enzimdir ve
hipoksantinin iirik aside metabolizasyonunu katalizler [22]. Bu reaksiyonda
Nikotinamid adenin diniikleotid (NAD) elektron akseptoriidiir. Doku iskemisi sirasinda
KD, KO’a ¢evrilir. Yapilan ¢aligmalarda bu doniisiimiin iskemi sirasinda bir dakika

icinde gerceklestigi gosterilmistir [29].

Dehidrogenazin oksidaza doniigme mekanizmasi tam olarak anlasilamamistir. Bunun
proteolizis veya enzime bagh siilfidril gruplarin distilfidlere oksidasyonu sonucu

oldugu diisiiniilmektedir [22].

Reperflizyon sirasinda aniden O, konsantrasyonunun artmasi ve reaksiyonlara
eklenmesi ile O, kaynakli serbest radikallerin zincirleme reaksiyonu baglar. Bu
radikaller direkt olarak hasara neden olurlar veya nétrofillerin aktivasyonu ya da lipit
peroksidasyonu yolu ile hasarin etkisini arttirirlar. Ksantin dehidrogenazi igeren
endotelyal hiicreler serbest radikallerin neden oldugu doku hasarim1 baglatirlar.
Radikallerin neden oldugu reperfiizyon hasarinda mukozaya sinirli hasarda serbest

radikaller 6nemli iken transmural infarktlarda herhangi bir rolleri yoktur [30].
Notrofil Aktivasyonu

Serbest radikallerin artis1 ve Fosfolipaz A, (PLA,) aktivasyonu her ikisi birden intestinal

dokuda nétrofillerin aktivasyonuna neden olurlar. Siddetli mukozal lezyonlarin
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olusumundan da bu hiicreler biiyiik 6l¢iide sorumludur [27]. Aktive olan notrofiller
fazla miktarlarda O, tiiketimine neden olur ve hiicre membraninda Nikotinamid adenin
dintikleotid fosfatin (NADP) katalizorliik yaptigi bir reaksiyonla asir1 miktarlarda
stiperoksit anyonlar olusur. Daha sonraki reaksiyonlar SOD ve myeloperoksidaz (MPO)
enzimlerinin katalizledigi reaksiyonlardir. Bunlarin sonucunda H,O,, OH" ve hipoklorik
asit (HCL) olusur. Hiicre membraninda bulunan poliansature yag asidi zincirleri serbest
radikallere karsi son derece duyarhidir. Sepsiste lipit peroksidasyonunun artmasi ile
birlikte serbest radikal iiretiminin artti1 ve sonugta oksidan bir patlamanin olustugunu
gosteren kanitlar mevcuttur [23]. Nétrofillerde MPO enzimi kullanilarak H,O,’ye klor

eklenmesi ile HCL olusur.

Myeloperoksidaz enzimi, dokularda polimorfoniikleer 16kositlere (PMNL) spesifik bir
enzimdir ve dokulardaki 16kosit diizeyinin saptanmasinda yardimcidir [31].
Myeloperoksidaz enzimi dokuda biriken polimorfoniikleer 16kositlerin marker enzimi
olarak kullanilir ve reperfiizyon hasarinin bir gostergesi olarak degerlendirilir [32].
Ancak bazi caligmalarda pyelonefritik lezyonlarda oldukca fazla miktarda nétrofil
olmasina ragmen bu dokularda MPO varlig1 gosterilememistir. Bu nedenle reperfiizyon
hasarinda reperfiizyon yapilan organa gore bu enzimin degerleri degisebilir ve enzim
degerlerindeki diigme dokudaki hasarin degerlendirilmesinde yanilgilara yol agabilir

[31].

Inflamatuar olaylara erken cevapta immiin sistem; makrofaj ve nétrofil graniilositleri
aktive eder. Polimorfoniikleer 1dkositler ile baslayan I-R hasarinda olusan mukoza
hasar1 monoklonal antikorlarin kullanilmasi ile endotelyal hiicrelere 16kosit tutunmasi
engellenerek azaltilmistir. Hidrojenperoksit, Fe ve siiperoksitin reaksiyonlar1 sonucu
bagirsakta graniilosit infiltrasyonu olusur ve daha sonra bagirsakta reperfiizyona baglh
hiicre hasari ilerler [25] . Hiicre membran hasari sonucu hiicre igine akist kolaylagan

kalsiyum PLA, ve arasidonik asit salinimini aktive eder.

Fosfolipaz A,; dokudaki sitotoksik lizofosfolipitleri arttirma yetenegi olan hidrolitik bir
enzimdir ve membrandaki yag asitlerini fosfolipitlerden ayirir. Artmis fosfolipaz
aktivitesi prostoglandin ve l6kotrienlerin olusumunu stimiile eder. Platelet aktive edici

faktor, histamin, lizozomal enzimler, endotoksin, prostoglandin E, (PGE,), Lokotrien By
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(LTB,4) gibi metabolitlerin {iretimlerinin artmasi ile inflamatuar olaylar ilerler [21, 22].
Reperfiize olan bagirsakta ortaya cikan serbest radikaller LTB4 birikimi ve nétrofil
aktivasyonuna neden olur. Bdylece O, kaynakli serbest radikallerin bozulmus
dagiliminda ilk basamak olusturulur ve PLA, aktivasyonu I-R hasarini arttiran bir diger

faktor olarak patolojiye karisir [33].

Ince bagirsak I-R hasarinda lokal olarak iiretilen serbest radikaller, arasidonik asit
metabolitleri (platelet aktive edici faktor, 16kotrien, prostoglandin) ve sitokinler hasarin
oldugu bolgeye dogru dolasimdaki ndtrofillerin ulagsmasin1  kolaylastirip hasari
arttirirlar.  Reperfiize olan bagirsakta hasarda notrofiller ana medyatorlerdir. Bu
kompleks reaksiyon nétrofillerle hasarin oldugu bolgelerdeki mikrovaskiiler yapilarin
endotelyal hiicreleri arasinda gerceklesir. Bu olaylardaki diger medyatorler hasarli
bolgeye notrofillerin adhezyon ve gociinii aktive eden adhezyon molekiilleridir [34].
Ksantin oksidaz sistemi ve PLA, aktivasyonu, siddetli mukozal hasardan sorumlu
oldugu disiiniilen nétrofillerin hasarli olan bdlgeye ulagsmalarimi ve aktivasyonunu

arttirarak I-R hasarmin ilerlemesine neden olur [21].
2.2. SERBEST RADIKALLER

Atomlar bir ¢ekirdek icerirler ve elektronlar bu ¢ekirdek etrafinda genellikle c¢iftler
halinde hareket ederler. Serbest radikal, bir veya daha fazla eslenmemis elektron igeren
herhangi bir atom veya molekiildiir. Bu molekiiller eslenmemis elektronlarindan dolay1
oldukga reaktiftirler. Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron transferi
sonucu meydana gelirler. Serbest radikaller pozitif ya da negatif yiiklii veya elektriksel

olarak notral olabilirler. Organik veya inorganik molekiiller seklinde bulunabilirler [35].
Siiper Oksit Radikalleri ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest radikaller O,’den olusan radikallerdir. Serbest
oksijen radikallerin biyokimyasinda anahtar rolii oynayan maddeler O,, ‘O,, H,O,, OH"

ve ge¢is metallerinin iyonlaridir. Oksijenin elektron dagiliminda iki tanesi
eslenmemistir. Bu nedenle O; bazen bir diradikal olarak da degerlendirilir. Oksijenin bu

0zelligi onun diger serbest radikallerle kolayca tepkimeye girmesine neden olur [36].
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Tablo 1°de hiicrede olusan serbest radikaller gosterilmistir.

1-Siiperoksit radikali ( 'O,)

Hemen tiim aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu
serbest Siiperoksit radikal anyonu (O, meydana gelir. Siiperoksit bir radikal olmakla
birlikte kendisi direkt olarak zarar vermez. Asil 6nemi, hidrojen peroksit kaynagi olmasi

ve gecis metalleri iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir [37].
2-Hidrojen peroksit (H,0,)

Molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi veya siiperoksitin
bir elektron almasi sonucu peroksit olusur.Peroksit molekiilii iki hidrojen atomu ile
birleserek hidrojen peroksiti (H,O») olusturur. H,O, serbest bir radikal olmadig: halde,
reaktif oksijen tiirleri igine girer ve serbest radikal biyokimyasinda énemli bir rol oynar

[38, 39].
3-Hidroksil Radikali (OH')

Hidroksil radikali H,O,’nin ge¢is metallerinin varliginda indirgenmesiyle (Fenton
reaksiyonu) meydana gelir. Suyun yiiksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz
kalmasi sonucunda OH’ olusur. Hidroksil radikali yarilanma 6mrii ¢ok kisa olan son

derece reaktif bir O, radikalidir [40] .
4-Nitrik Oksit (NO)
1980 yilinda Furchgott ve Zawadzki [41] lokal etki gosteren endotel nonprostaglandin

kaynakli vazodilatator varligini géstermisler ve buna EDRF adin1 vermislerdir. Ignarro
ve arkadaslar1 [42] 1987‘de EDRF adi verilen bu mediatdriin NO oldugunu ileri
stirmiistiir. NO spesifik sitozolik bir enzim olan Nitrik Oksit Sentaz (NOS) tarafindan
endotel hiicrelerini de icerecek sekilde bircok doku tarafindan L-arginin’in L-sitriilline

dontistimii sirasinda olusan bir maddedir [43].

Simdiye kadar ti¢ tip NOS tanimlanmustir:
14



1.Konstitiisyonel NOS (cNOS) az miktarda endotel ve ndronal NO yapimindan
sorumludur. Ca™" ve kalmoduline bagimlidir. Uyarilma sonucu saniyeler veya dakikalar
icinde diisiik veya orta derecede yapilan NO, daha ¢ok fizyolojik amacli olaylarda
etkilidir.

2. Indiiklenebilir NOS (iNOS) sitokinler ve enzimlere maruz kaldiktan sonra &zellikle

Makrofajlarda NO yapimindan sorumludur. Ca” ve kalmoduline gereksinim gdstermez.
Bu enzim daha cok sitotoksik ve immiinmodiilator etkilerden sorumlu, uzun siirede
fazla miktarda NO yapimu ile iliskilidir. iNOS aktivasyonu gen transkripsiyonu

gerektirdiginden, NO yapimi birkag saat sonra goriiliir ancak birkag¢ giin devam edebilir.
3. Ugiincii tip NOS nétrofillerde bulunur. Ca** bagimlidir ancak kalmoduline gereksinim

gostermez [44]. NO bazal durumlarda vaskiiler endotel tarafindan salinan bir maddedir
[45]. Asetilkolin, ATP ve bradikinin gibi vazodilatatorler, reseptor aracili Ca™ iyonunun
hiicreye akisini saglayarak endotelden NO’in iiretimini ve ekstraseliiler salinimini
tetikler. NO, vaskiiler diiz kas ve trombositlerde ¢oziinebilen guanilat siklazi stimiile
eder ve intraseliiler siklik Guanozin Monofosfat (¢cGMP) iiretimini artirir. Artmig cGMP
diizeyi, vaskiiler diiz kasta relaksasyonu baslatir ve plateletlerin endotele agregasyon ve

adezyonunu inhibe eder [46].

NO iki atom igeren, molekiil agirligi 30 olan ve gaz yapisinda bir serbest radikaldir.
Kiictik ve lipofilik bir molekiildiir. Dayaniksiz bir bilesiktir. Yar1 6mrii 3-50 sn‘dir [44].
Vaskiiler duvardaki diiz kas hiicre zarindan basit diffiizyonla gecer. Boylece damar
tonusunu lokal regiilasyonunda etkin rol oynar. Daha sonra hemoglobin ve diger hem
proteinleri ile hizla reaksiyona girerek absorbe olur. Dokularda ¢ok kisa siire kalan NO
hizla stabil son {irlinleri olan peroksinitrit, nitrit ve nitrata okside olur. Boylece etkisini
parakrin yoldan gosterir. Hipoksi, elektriksel uyari, kan akimindaki artis, Siiperoksit
Dismutaz (SOD) enzimi, sitokrom-C ve L-argininin fazlaligit NO’nun etkinligini artirir
[47]. Her ne kadar NO’in mikrovaskiiler sistemlerde yararli vazodilatator etkileri varmis
gibi gorilinliyorsa da, paradoks olarak sitotoksik radikal iiretimide yapabilir. Bir¢cok

durumda NO, siiperoksit ile reaksiyona girerek peroksinitrit yoluyla sekonder sitotoksik
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tirlinler olusturabilir. Beckman ve arkadaglar1 [48] bu reaksiyon i¢in su biyokimyasal

yolu dnermislerdir:
- : -+ : . -+
O2 +NO — ONOO +H <> ONOOH — HO +NO2 — NO3 +H

Peroksinitrit olusum hizi, stiperoksit ve NO diizeyleri ile ilgilidir. Siiperoksit ve NO
konsantrasyonunun her 10 kat artisina karsi, peroksinitrit 100 kat artabilir. Bu artis
sitotoksik diizeylere ¢ikabilir [48]. Radi ve arkadaslar1 [49] peroksinitritin veya bunun
ayrisma iriinlerinin demire ihtiya¢ duymadan lipit peroksidasyonunu baslatabilecegini
gdstermislerdir. In vitro sartlarda endotoksinle olusturulan hepatosit hasarinda NO’in
karacigeri koruyucu rolii oldugu ve NO’in inhibe edilmesi ile karaciger hasarinin arttig
gosterilmistir. iNOS inhibe edildiginde SOR’nin, NO ve glutasyon ile inaktivasyonu
ortadan kalktig1 icin karaciger hasarmin arttigi rapor edilmistir. NO’in karaciger
hastaliklarinda hemodinamik cevapta hepatosit fonksiyonlarinda ve hepatotoksisitede
etkili oldugu saptanmustir [50]. NO GiS’de nérotransmitter, vazorelaksan ve parankim
mediatorii olarak fonksiyon gormektedir [44]. NO’ten firetilen nitrovazodilatatér S-
Nitrozo-N-Asetil Penisilamin (SNAP), intravenéz (IV) olarak ratlara verildiginde
bagirsak hasarina neden olan endotoksinin etkisini azaltmistir. Bu sonuglar endojen
NO‘in hasara yol acan endotoksine karsi bagirsak mukozasini ve mikrovaskiiler yapiy1
korudugunu gostermektedir [50]. Endotel kokenli NO vaskiiler tonusun endotel
tarafindan kontroliinii saglar ve endotelin kanelemanlar ile etkilesimini diizenler. NO
diiz kas kasilmasini ve proliferasyonunu inhibe eder (antiproliferatif etki). Bu etkisini
cGMP artigina yol acarak gerceklestirir [44]. Damar liimeninde trombositlerin endotel

hiicrelerine adezyonunu, agregasyonunu 6nleyerek trombolizisi saglar.

NO nétrofillerin agregasyonunu da inhibe eder ve notrofillerden lizozomal enzimlerin
salimimin1 engeller. Aktive olan nétrofillerden NO salinimi ile siiperoksit anyoniiretimi
azalir [51]. Makrofajlarda TNF-a ve IL-1 gibi sitokinlerin aktive etmesi sonucu iNOS
indiiksiyonu ile olusan NO bir¢ok hiicre dist mikroorganizmanin ve bazen timor
hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe eder ve bunlara karsi sitotoksiktir. NO’in immiinolojik
olarak aktive olan lenfositlerde DNA sentezini artirdigi ve blastojenik ¢ogalmayi

sagladigi, supresor T hiicrelerini inhibe ettigi bildirilmistir [52].
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Bir¢ok klinik ¢caligmada sepsis ve travma hastalarinda NO‘in rolii arastirilmistir. Sepsisli
hastalarda NO‘in serum seviyesinin arttig1 fakat travmaya maruz kalan hastalarda NO
seviyesinin normalden az oldugu saptanmistir [53]. Sepsisli hastalarda NO seviyesinin
artist serum endotoksin seviyesi ile dogru orantili olarak bulunmus ve NO’in artigi
endotoksine baglanmistir. Travmali hastalarda ise NO’in azalan seviyesinin travma
sonrast gelisen hipovolemi ile ilgili oldugu disiinlilmistir. Yapilan g¢aligmalarda
nonspesifik NOS blokajinin sepsisli hastalarda kan basincini, sistemik vaskiiler
rezistanst ve periferik vaskiiler rezistansi artirdigi gosterilmistir [54]. Endotoksemi
oncesinde ya da sonrasinda NOS blokajinin kardiyak debiyi diislirdiigii, pulmoner
hipertansiyonu ve mortaliteyi 6nemli Olciide artirdigr saptanmustir. iNOS‘a spesifik
ajanlarin  kullanildig1 deneylerde bu inhibitorlerin nonspesifik ajanlara goére hem
dolasim yetmezligini hem de cogul organ yetmezligini ve mortaliteyi azalttig
goriilmiistlir [55]. Fizyolojik kosullarda NO, stabil anyonik iiriinleri olan nitrit ve nitrata
okside olur [56]. NO o6l¢iimleri indirekt ve direkt yontemler olmak iizere iki sekilde

yapilabilir:
1- indirekt yontemler biyolojik érneklerde guanil siklaz ve NOS aktivitesinin bioassay

yontemiyle incelenmesi veya diiz kas gevsetici etki, trombosit agregasyonu iizerine
inhibitdr etkinin Olciilmesi gibi yontemleri igerir. L arginin, cGMP ve L-sitriilin gibi L-
arginin-NO-cGMP kaskatinda rolii olan maddelerin diizeylerinin 6l¢ililmesi ile de NO

hakkinda indirekt bilgi edinilebilmektedir [57, 58].

2- NO diizeyinin tayininde kullanilan direkt yontemler ise genellikle spektroskopik ve
elektroanalitiktir. Bu yontemlerden baska fluorimetri, gaz ve yliksek basingli sivi
kromatografisi gibi yontemler de kullanilmaktadir[59, 60]. NO diizeyi tayininde en ¢ok

kullanilan yontem olan diazotizasyon yontemi, hemen her biyolojik Ornekte nitrit
Ol¢iimii i¢in kullanilabilecek standart bir spektroskopik yontemdir. Bu yontem ilk olarak
1879’da Griess tarafindan tanimlanmistir. Griess reaksiyonu nitritin asidik bir ortamda
primer bir aromatikaminle (sulfanilamid) diazotizasyonu ve N-(1-naftil) etilen diamin

(NEDD) ile renkli bir azo tlirevi olusturmasi esasina dayanir [61]. Sonugta olusan
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bilesik, 545-555 nm dalga boyundaki 15181 absorbe edebilen mor bir azo boyasidir.
Diazotizasyon yontemi nitrit iyonlarna duyarli oldugundan ortamdaki nitratin ¢esitli
indirgeme yontemleriyle nitrite indirgenmesi gerekmektedir. Indirgeme igin kullanilan
yontemler drneklerin bakirla kapli kadmiyum kolonlarindan gegirilmesi veya uygun
partikiil biytkligiindeki kadmiyum tozlarryla muamele edilmesi ve bakteriyel nitrat
rediiktaz enziminin kullanilmasidir [61, 62]. Bazi arastirmacilar serum, plazma veya
idrar Orneklerinin deproteinize edilmesini Onermektedirler. Deproteinizasyon ig¢in
kullanilan yontemler ultrafiltrasyon, ZnSO4, kadmiyum veya cesitli asitlerle muamele

ve Somogyi ayiracinin kullanilmasini igerir [62].

Tablo 1. Serbest radikaller ve diger reaktif O, bilesikleri [63].

Serbest radikaller Radikal olmayan SOR etkisi sonucu olusan radikaller
reaktif O, bilesikleri
Stiperoksid (05) Hidrojen peroksit (H,0O,) |Karbon merkezli radikaller (R)
Hidroksil (OH") Singlet oksijen (*0,) Peroksil/Karboksil (ROO")
Hidroperoksil (HO»") Hipokloréz asit (HOCI) Alkoksil (RO
Nitrik oksid (NO") Peroksinitrit (ONOO) Thiyl radikaller (RS")
Azot dioksid (NO;y) Ozon (O3)
Lipid hidroperoksit
(LOOH)

Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller hiicrelerin lipit, protein, deoksiniikleik asit (DNA), karbonhidrat ve

enzim gibi tiim 6nemli bilesiklere etki ederler.

1-Membran lipitlerine etkileri (Lipit peroksidasyonu)

Biyolojik molekiillerin hepsi serbest radikaller tarafindan etkilenirler fakat lipitler
serbest radikal hasarindan en fazla etkilenen biyomolekiillerdir. Hiicre membranindaki
kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest radikallerle kolayca tepkimeye
girerek peroksidasyon iriinleri olustururlar. Coklu doymamis yag asitlerinin ve
kolesteroliin oksidatif hasarlanmasina lipit peroksidasyonu denilmektedir. Lipit

peroksidasyonu ile meydana gelen membran hasari geri doniisiimsiizdiir.
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Lipit peroksidasyonu ii¢ basamakta meydana gelmektedir. Birinci basamakta; coklu
doymamis yag asitlerinin metil grubuna serbest radikal saldirisi ile lipit molekiiliindeki
alkilik hidrojen kopartilir ve es zamanh alkil radikali olusur. Alkil radikali O, ile
tepkimeye girerek lipit peroksidasyonunu baslatabilen OH" olusturur. Ikinci asamada;
radikal membran lipitlerinin molekiiler O, ile reaksiyona girmesi ile lipit peroksit
radikalleri olusur. Lipit peroksit radikalleri de hiicre membranin da bulunan g¢oklu
doymamus yag asitlerini etkileyerek yeni lipit radikallerini saglamakta ve kendileri de
aciga cikan hidrojen atomlarimi alarak lipit peroksitlerine doniismektedir. Lipit
peroksidasyonu, lipit hidroperoksitlerin aldehit ve diger karbonil bilesiklerine
donlismesiyle sona ermektedir. Bu {iriinlerden biri olan MDA proteinlerin amino
grubuna, fosfolipitlere veya niikleik asitlere baglanarak toksik etkisini gdsterir. Sonucta
zincirler arasi1 reaksiyon durmakta ve radikal olmayan {iriin olusmaktadir [64].
Malondialdehit, yag asidi oksidasyonunun 6zgiin ya da kantitatif bir indikatorii degildir

fakat lipit peroksidasyonunun derecesiyle benzerlik gosterir [65].
Malondialdehid (MDA)

U¢ ya da daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu
malondialdehid (MDA) olusur. Yag asidi peroksidasyonu MDA’in asil kaynagin
olusturmakla birlikte hemoglobin (Hb) ve myoglobinin H,O, ile etkilesmesi ile de
olusum gerceklesebilir [66]. Lipid peroksidasyonu biyolojik membranlarda akiciligin
kaybina, membran potansiyelinde azalmaya, hidrojen ve diger iyonlara karsi
gecirgenligin artigina ve sonugta hiicrenin hasarina ve hiicre igeriginin serbestlesmesine
neden olur. Peroksidasyon sonucu olusan MDA membran bilesenlerinin
polimerizasyonuna ve c¢apraz bag yapmalarina neden olur. Bu durum hiicre yiizeyinin
durumunu, enzim aktivitesini ve iyon transportunu etkileyebilir. MDA lipid
peroksidasyonunun son lriinii oldugundan lipid peroksidasyonunu ve serbest oksijen

radikal olusumunu MDA ‘y1 6lgerek izlemek miimkiindiir [67].
2-Proteinlere etkileri

Serbest radikallerin ¢ift bag ve tiyol igeren molekiillerle reaktivitesinin yiiksek
olmasindan dolay1 triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metionin ve sistein

aminoasitleri serbest radikal hasarina duyarlidir. Yapisinda veya katalitik aktivitesinde
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bu aminoasitler yer alan enzimler radikal etkisi ile inhibe olurlar. Ayrica radikal etkisi
ile sitoplazmik ve membran proteinlerinde capraz baglanmalar ve agregat olusumu
goriiliir. Normalde modifikasyonlara direncgli olan prolin, lizin gibi aminoasitler, O,

H,0,, OH" etkisi ile nonenzimatik olarak hidroksilasyona ugrayabilirler [68].
3-Karbonhidratlara etkileri

Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu H,O; okzoaldehitler olusur. Okzoaldehitler,
DNA, riboniikleik asit ve proteinlere baglanabilir ve capraz bag olusturabilirler. Bag
dokusunun 6nemli bir mukopolisakkaridi olan hyaliironik asitin serbest radikallerle
etkileserek bag dokusunun duraganligimin bozulmasma ve sivinin akiskanli§inin

kaybina neden olur [68].
4-Niikleik asitler ve DNA'ya etkileri

Genetik materyalin molekiiler biitiinliigiinde eksojen vaya endojen faktorlerin etkisiyle
meydana gelen tiim degisiklikler “DNA hasar1” olarak adlandirilir [69] . DNA hasarina
neden olan etkenler endojen (yanlis eslesmeler, insersiyon ve delesyonlar, deaminasyon
ve metilasyon gibi kimyasal degisiklikler, depurinasyon/ depirimidinasyon gibi baz
kayiplari, replikasyon hatalar1 ve oksidatif hasar) ve eksojen (aflotoksin, benzopren
kemoterapi ilaglari, alkilleyici ajanlar, vinil klorid, mustard gazlar1 gibi kimyasal ajanlar
ve ultraviyole radyasyon, iyonize radyasyon gibi fiziksel ajanlar) olarak iki grupta
degerlendirilebilir [69]. Oksidatif hasar ile baz ve seker modifikasyonlari, kovalent
capraz baglanmalar, tek ve ¢ift zincir kiriklar1 gibi ¢ok sayida DNA hasar tirlinii olugur
[70]. Serbest radikallerin DNA hasar iki sekilde agiklanmustir. Birincisi OH radikali

olusumuna baglanmistir. Biyolojik membranlar1 kolayca gecen H,O; niikleusa penetre

olur ve demir ve bakir Iyonlar1 ile reaksiyona girerek hidroksil (OH) radikaline

doniistir.

Ihtimallerden biri, bu metal iyonlarinin her zaman in vivo ortamda DNA’ya baglanmak
i¢in hazir bulunmalaridir. Omegin bakir iyonlarinin kromozomlarda bulundugu ve H,0O,
bagimli izole DNA hasarin1 tesvik edici olarak ¢ok etkili oldugu disiiniilmektedir.
Ikinci ihtimal ise metal iyonlarinin oksidatif stres sonucu hiicre i¢inde saliverildigi ve

sonrasinda DNA’ya baglandigidir [71]. Boylece oksidatif stres hiicre i¢inde serbest
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kalsiyum (Ca'")’un miktarini artirir ve hiicre ici serbest demir ve/veya bakir iyonlari
artar ve bunlar da DNA’ya baglanip oksidatif hasar icin DNA’y1 hedef haline getirirler
[71]. OH radikali DNA’nin seker parcalari ile karbon atomlarindan bir He atomu
ayirarak tepkimeye girer [72]. Buna ilave olarak olusan bu karbon merkezli seker
radikalleri ile c¢esitli seker triinleri, baz-seker radikalleri ile abazik bolgeler, zincir
kiriklar1 ve DNA-protein ¢apraz baglantilart meydana gelir [72]. OH radikali piirin ve
pirimidin bazlar ile de etkilesir ve bu bazlarda degisik modifikasyonlarin olusmasina
neden olur [72]. DNA baz lezyonlar1 oliimciil, mutajenik veya DNA polimeraz
aktivitesine bagli olarak her iki sekilde de sonuglanabilir [73]. Oksidatif olarak
indiiklenen DNA hasarlarindan en sik gozlenen mutasyonlar Sitozin-Timin degisimidir
[73]. Oksidatif strese bagli DNA hasarmi agiklayan ikinci yol ise hiicre iginde
tetiklenen, DNA’nin omurgasini parcalayan niikleaz enziminin aktivasyonuna onciiliik
eden bir dizi metabolik olaydir. Oksidatif stresin hiicre i¢i Ca’ miktarini artirmasi ve
Ca"" bagimli endoniikleaz aktivasyonu ile programli hiicre liimiine (apopitozis) benzer
bir mekanizma ile DNA pargalanir [71]. DNA’nin oksidatif hasardan korunmasi igin
demir selatorleri ve radikal temizleyicilerinin birlikte kullanilmalarinin 6nemli fayda

sagladigi one siirilmiistiir [71].
8-Hidroksi-Deoksiguanozin; Oksidatif DNA Hasar1 Belirteci

8-hidroksi-deoksiguanozin (8-OHdG) DNA, protein ve lipid peroksidasyonlar: ile
iligkili arastirmalarda oksidatif stres belirteci olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir
[74]. Tim piirin ve primidin bazlar1 igerisinde guanin en fazla oksidasyona egilimli
olandir [75]. 8-OHdG, hidroksil radikali ve deoksiguanozin tortusundan meydana gelir
[74]. Modifiye bir bazolan 8-OHdG, SOR’larin DNA’da yaptig1 20°den fazla oksidatif
baz hasar {riiniinden biri olup guaninin 8. karbon atomuna hidroksil radikali ataklar
sonucu olusur. OH radikali, guaninin 4, 5 ve 8. pozisyonlarindaki karbon atomlar1 ile
reaksiyona girer ve DNA iirlin radikallerini olusturur. OH radikalinin C-8’e katilmasi ile
olusan katilma iriinii radikali (C8OH) bir elektron ve proton kaybederek C8
hidroksiguanin (8-OHGua)’e okside olur [76]. DNA oksidasyonunun en fazla {iriinii
olup ayn1 zamanda mutajenik potansiyeline bagli olarak en fazla calisilan oksidasyon
stres belirtecidir [74]. Guaninden tirozin trasversiyonu iretilirken 8-OHdG DNA

replikasyonu sirasinda adeninle ¢iftlesir ve bu durum bitisik bazlarin yanlis okunmasina
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neden olabilir [74]. Pek ¢ok kanit iiriner 8-OHdG nin sadece hiicresel oksidatif stresin
bir belirteci degil aynm1 zamanda kanser, ateroskleroz, diabet gibi hastaliklar i¢in de risk
faktorii olabilecegini gostermistir [75]. 8-OHdG, pisirilmis gidalardaki 1sitilmig
glukozda izole edilmesi ile kesfedilmistir [77]. Kasai ve Nishiruma, mutajenler oldukca
stabil olmayan yapilar olduklar1 i¢in onlar1 izole etmenin zorlugundan dolayi,
karsinojenler ve mutajenlerle reaksiyone giren, 6zellikle guanin gibi niikleik asit bazlari
tarafindan olusan guanin deriveleri gibi tuzak reaktif mutajenlerin kullanildig1 bir
yontem gelistirmislerdir [77]. Daha sonraki ¢alismalarda insan organlarinda, 16kosit
DNA’sinda ve idrarda oksidatif stres, diyet, kanser siklig1 ve yaglanma ile iligkili olarak
8-OHdG seviyeleri analiz edilmistir [77]. Ayrica 8-OHdG ile erkek infertilitesi arasinda
da iliski saptanmistir [78]. Varikosel ve subklinik varikosel hastalarinda spermatik kord
ve bununla iligkili periferal kandan elde edilen 16kosit DNA’sinda, 8-OHdG seviyeleri
tespit edilmistir [78]. 8-OHdG DNA’da OH radikali, serbest oksijen ve tek elektron
oksidanlarinin olusturdugu DNA lezyonlarinin en ¢ok goriilenidir [79]. 8-OHdG baz
eksizyon tamiri, niikleotit eksizyon tamiri gibi major oksidatif DNA hasar1 tamir
tiriinlerini temsil eder [79]. Genel olarak oksidatif hasarli DNA’nin tamir edilebildigi,
tamir Uriinlerinin kan dolasimina salindig1 ve oradan da daha ileri diizeyde metabolize
edilmeden idrara gectigi kabul edilir [79]. Gegtigimiz birka¢ on yilda 8-OHdG genisce

calisilmig ve oksidatif stresin bir belirteci olarak kullanilmistir [79].

2.3. ANTIOKSIDAN SAVUNMA SIiSTEMLERI

Viicutta oksidan ve antioksidan savunma sistemleri bir denge halinde bulunmaktadir.
Bu dengenin oksidasyon lehine donmesi ile oksidatif hasar olusabilir. Serbest oksijen
radikallerini ortadan kaldirmak i¢in organizmada bulunan sistemler antioksidan sistem-
ler olarak adlandirilir. Antioksidan sistemler primer, sekonder ve tersiyer olarak ii¢
gruptur. Primer antioksidan sistemler, serbest radikal olusumunu engelleyerek etkili
olan sistemlerdir. Serbest radikalleri biyolojik 6nemi olan daha zararli molekiillere
doniismeden etkisiz hale getirirler. Siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, katalaz,

ferritin ve seruloplazmin gibi enzimler bu grupta yer alir [80].
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Iskemi reperfiizyon hasarlanmasmni inhibe eden pek cok endojen mekanizma
bulunmakla beraber, ekzojen olarak da hasarlanmay1 engelleyebilen bircok ilag

tanimlanmistir. Etki mekanizmalari farkli olan ekzojen ve endojen ajanlar sunlardir:
Antioksidan enzimler

Serbest radikalleri, biyolojik 6nemi olan molekiillerle etkilesmeden 6nce daha zararsiz
bilesiklere doniistiirerek veya baska molekiillerden radikal iiretimini engelleyerek

etkilerini gdsterirler [81, 82].

a) Siiperoksit dismutaz (SOD): Bu enzim siiperoksitin, hidrojen peroksit ve molekiiler
oksijene doniisiimiinii katalizler. Enzimin fizyolojik fonksiyonu oksijeni metabolize
eden hiicreleri siiperoksit serbest radikallerinin zararli etkilerine karsi korumaktir.

Boylece lipit peroksidasyonunu inhibe eder [35, 83].

b) Katalaz: Dort tane hem grubu bulunan bir hemoproteindir. Peroksizomlarda

lokalizedir [65]. Hidrojen peroksiti oksijen ve suya pargalar [84].

¢) Glutatyon peroksidaz (GSH-Px): Hidroperoksidlerin indirgenmesinden sorumlu
enzimdir. Tetramerik dort selenyum atomu ihtiva eden sitozolik bir enzimdir. Membran

fosfolipit hidroperoksitlerini alkollere indirger [35, 84].

d) Glutatyon-S-transferazlar (GST): Antioksidan aktivitelerine ilave olarak cok
onemli biokimyasal fonksiyonlara da sahiptirler. Tiim canli hiicrelerde bulunmasi hayati

Oneminin gostergesidir [35, 84].

Serbest radikal toplayicilar: Vitamin E, vitamin C, p-karoten, iirik asit, bilirubin,
albiimin bu gruptandir ve sekonder antioksidanlar olarak bilinir. Bunlar serbest

radikalleri yakalayarak olusabilecek zincir reaksiyonlarini engeller [81-83].

Notrofil inhibitorleri: PAF antagonistleri ve 5-lipooksijenaz inhibitorleri kemotaksisi
inhibe ederken Transforming Growth Faktor B ise notrofillerin endotele yapismasini ve
adenozin reseptor mekanizmasi yoluyla aktive ndtrofillerden serbest radikal tiretimini

inhibe eder [85, 86].
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Ekzojen antioksidanlar
a) Ksantin oksidaz inhibitorleri: Allopiirinol, folik asit, tungsten, pterin aldehit.

b)NADPH oksidaz inhibitorleri: Kalsiyum kanal blokerleri, non-steroid

antiinflamatuarlar, lokal anestezikler.

¢) Demir redoks dongiisiiniin inhibitorleri: Desferroksamin, seruloplazmin.
d) Sitokinler: Tiimor nekroz faktér o (TNF-a), IL-1.

e) Barbitiiratlar

2.4 QUERCITRIN

Quercitrin, dogada yaygin bulunan bir flavonoid olan Quercetin’in glikozitidir. 11k kez
Avusturyali kimyact Heinrich Hlasiwetz (1825-1875) tarafindan kimyasal analizi
yapilmistir. Dogada Quercitron (siyah mese agacindan elde edilen sar1 renkli dogal
boya) boyasinin yapisinda ve bazi mese tiirlerinde bulunur [87]. Flavonoidler en yiiksek
yapili bitkilerden basit yapili mantarlara kadar hemen her bitki tiiriinde yaygin olarak
bulunan bilesiklerdir. Flavonoidler bitki c¢iceklerine renk verirler. Bitkiyi UV-B
1sinlarinin zararh etkilerinden ve mikrobiyal saldiridan korurlar. Flavonoidler fenolik
yap1 gosteren dogal fitokimyasallardir. Flavonoidler antioksidan aktivitelerini dogrudan
radikal {dirtinleri yakalayarak demir, bakir gibi metalleri baglayarak ya da ksantin
oksidaz enzimini inhibe ederek gosterirler. Flavonoidlerin bir diger etkisi enzim
inhibisyonu seklinde goriilmektedir. Ayrica arasidonik asit metabolizmasindaki
enzimleri inhibe ederek ve komplement aktivasyonu azaltarak genel yangi cevabinida
hafifletmektedirler. Hayvan hiicrelerinde sentez edilemediginden, insanlar tarafindan
bitkisel besinlerin tiilketimi yoluyla alinmaktadir. Birgok alt gruplari olmakla birlikte
yapisal farkliligina gore 6 tane temel flavonoid grubu vardir. Bunlar: Flavononlar,

Flavonlar, Favonoller, Isoflavonoidler, Antosiyaninler ve Flavanlardir.

Flavonoidlerin gosterdikleri aktivitelerin gesitliligi cogunlukla bu yapisal farkliliklardan
kaynaklanmaktadir. En iyi tarif edilen Quercetin flavonoidlerin bir {iyesidir. Quercetin,
flavonol adi verilen flavonoid smifinin bir {iyesidir ve rutin, hesperidin, naringenin ve
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tanperitin gibi diger bir¢cok flavonoidin temel omurgasini olusturur. Quercetin’in kendisi
bir aglikon veya aglukondur ve yapisinda bir karbonhidrat igermez aslinda rutin’in
sekersiz formu olarak da adlandirilmakadir [88]. Quercitrin elma ve sogan basta olmak
tizere bircok sebze ve meyvede bulunan bir Quercetin’in glikozitidir. Yapilan
caligmalarda c¢ok kuvvetli bir siiperoksit radikali tutucusu olan quercitrin in vitro
ortamda lipid peroksidasyonunu engelledigi ve antikarsinojenik oldugu ortaya
konmustur. Simdiye kadar yapilan ¢alismalarda flavonoidler i¢in, vitaminlerde oldugu
gibi giinlik alinmasi tavsiye edilen standart bir doz kesinlik kazanmamistir [89].
Diyetimizin bir parcast olan flavonoidlerin ¢ok cesitli biyolojik aktiviteleri vardir.
Bunlar icinde en iyi tanimlanmis olani antioksidan aktiviteleridir. Flavonoidlerin
antioksidan Ozelliklerinden bagka ozellikleri de oldugu bildirilmistir, Bu o6zellikleri

asagidaki gibi 6zetleyebiliriz.

1) Antitumor etkisi

2) Antiviral etkisi

3) Antirombotik etki

4) Antiinflamatuar etki

5) Antiallerjik etki

6) Aterosklerozis ve koroner kalp hastaliklanndan koruma etkisi

7) Vazodilatasyon etkisi

8) Hiicresel imrnunitenin sitlimiilasyonu tizerine etkisi [90-96].

Boylesine genis etki yelpazesine sahip olan flavonoidlerden quercitrinin {izerine son
zamanlarda ¢ok sayida calisma yapilmaktadir. Quercitrin’in kimyasal yapisi asagidaki

sekilde gosterilmektedir.
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Quercitrin (Quercetin-3-rhamnoside)

Sekil 7. Quercitrin’in yapisi

Bizim c¢aligmamizda flavanoidlerin yiyeceklerde en sik bulunan alt grubu olan
quercitrinin I-R’de antioksidan etkisini arastirip yeni bir teropatik ajan olarak kullanp,

kullanilamayacagi degerlendirilmeye ¢alisilmustir.
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3.GEREC ve YONTEM

Bu deneysel ¢alisma, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Hakan Cetinsaya Deneysel ve
Klinik Arastirma Merkezi’'nde (DEKAM) Aralik 2013’te Etik Kurul onayi ile yapildi
(Etik Kurul Karar Tarihi: 11.12.2013, Karar No: 13/138).

3.1. DENEKLER

Calismada agirhiklart  225-290 gram arasinda degisen 30 adet erkek
Wistar—Albino tipi sigan kullanildi. Gruplar randomize olarak her biri 10’ar sigandan
olusan 3 gruba ayrildi. Tiim siganlar deney giiniine kadar standart laboratuar yemi ile
beslendiler ve deney oncesi tartildilar. Sicanlar randomize olarak sham, I-R(kontrol) ve
Quercitrin+i-R(galisma) gruplarina ayrildi. Q-I-R grubuna deneyden 24 saat once

gastrik gavaj yontemi kullanilarak 5 mg/kg/giin dozunda quercitrin verildi[97].
3.2. ANESTEZi

Calisma Oncesinde su igmelerine izin verilmek kosulu ile 12 saat a¢ birakilan sicanlarin
tiimiinde cerrahi girisim intraperitoneal 50mg/kg ketamin (Ketalar®, Pfizer-istanbul) ve
10mg/kg xylazin(Rompun®, Bayer-istanbul) anestezisi altinda yapildi. Deney siiresince

spontan solunuma birakildi.

27



3.3. CERRAHI ISLEM

Karin cildi trag edildikten sonra povidon iyot ile temizlendi. Ksifoidden itibaren
yaklasik 6 cm’lik vertikal insizyon ile laparotomi yapildi. Intestinal i-R modeli i¢in
intestinal yapilar retrakte edildikten sonra SMA aortadan ¢iktig1 yerden bulundu ve
klempe edildi. Bu islem i¢in buldog klemp kullanildi. Bir saat iskemi sonrast klemp

acilarak 2 saat reperfiizyon saglandi.
3.4. DENEY GRUPLARI

Grup I. Sham grubu (n=10): Bu gruptaki deneklere yukarida tariflendigi sekilde

laparotomi yapildiktan sonra SMA izolasyonu yapilarak 3 saat gézlem yapildi.

Grup II. i-R(kontrol) grubu (n=10): Bu gruptaki deneklere ise laparotomi sonrast
SMA’nin klemplenmsi vasitasiyla 1 saat iskemi ve klempin acilmasiyla birlikte 2 saat

reperfiizyon yapilarak I-R hasari olusturuldu [98].

Grup III. Q+i-R(¢cahsma) grubu (n=10):Deneklere 24 saat 6ncesinde gastrik gavaj
yontemi kullanilarak 5 mg/kg/giin dozunda quercitrin verildi. 24 saati dolduran
deneklere laparatomi yapildiktan sonra SMA izolasyonu yapilip 1 saat iskemi

sonrasinda 2 saat reperfiizyon saglandi [98].
Calisma esnasinda mortalite olmadi.

Sakrifikasyon; calisma i¢in ornekler alindiktan sonra abdominal aort ve vena cavaya

yapilan transvers kesi ile olusan hemoraji ile saglandi.
3.5. DOKU ORNEKLERININ ALINMASI

Doku orneklemesi i¢in ileogekal valvin 10 cm proksimalindeki yaklasik 3 cm’lik ileum

segmenti rezeke edildi [99].

Alman spesmenin 2 cm’i igerisindeki fekal igerik yikandiktan sonra histopatolojik
degerlendirme amaciyla %10’luk formaldehit igerisinde saklandi. Geri kalan 1 cm’lik

kismin igerisindeki fekal igerik de %0.9°luk salin ile yikanip kurutma kagidi ile
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kurutulduktan sonra doku SOD, GSH-Px, NO, 8-oHdG ve MDA diizeyi tespiti igin
aliminyum kagidi ile sarilarak ¢aligma giiniine kadar -80°C’ de derin dondurucuda

saklandi.

Resim 2. Siiperior mezenterik arter okliizyonu.
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Resim 3. Siiperior mezenterik arter reperfiizyonu

Resim 4. Yaklasik 3 cm’lik terminal ileum segmentinin eksizyonu.

3.6. DEGERLENDIRILECEK PARAMETRELER

Biyokimyasal Parametrelerin Degerlendirilmesi

Yikanmis ve dondurulmus doku 6rneklerinin her biri hassas terazi ile tartildi ve yas

agirliklart gram cinsinden verildi.
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Dokularin Homojenizasyonu

Yas doku agirliklar1 tespit edilen dokular homejenizasyon tiipiine konuldu.6 ml
homojenizasyon tamponu (fosfat tamponlu salin-PBS) ilave edildi. ULTRA —-TURRAX
T.25 basic marka homojenizatér ile homojenize edildi. Elde edilen homojenat 10000x
g’de +4 °C’ de 15 dakika santrifiij edilen berrak siipernatantlar derin dondurucuda -40

°C’ de calisma giiniine kadar saklandi. Sonuglar miligram/protein basina verildi.
Glutatyon Peroksidaz Ol¢iimii

Calisma giinii ¢6zdiiriilen doku siipernatantlart Sunred firmasina ait Glutatyon
Peroksidaz ol¢tim kiti (cat.no.201-11-5104) kullanilarak ve kit prospektiisiine uyularak

calisildi. Sonuglar miligram protein basina verildi.
Siiperoksit Dismutaz Ol¢iimii

Calisma giinii ¢ozdiiriilen doku siipernatantlar1 Sunred firmasina ait Siiperoksit Dismutaz
Ol¢tim kiti (cat.no.201-11-0169) kullanilarak ve kit prospektiisiine uyularak galisildi.

Sonuglar miligram protein basina verildi.
Nitrik Oksit Ol¢iimii

Calisma giinli ¢ozdiiriilen doku siipernatantlar1 Sunred firmasina ait Nitrik Oksit 6l¢iim
kiti (cat.no.201-11-0704) kullanilarak ve kit prospektiisiine uyularak calisildi. Sonuglar

miligram protein bagina verildi.
8-OHdG Olciimii

Calisma giinii ¢ozdiiriilen doku siipernatantlar1 Sunred firmasina ait 8-OHdG 06l¢iim kiti
(cat.no.201-11-0032) kullanilarak ve kit prospektiisiine uyularak calisildi. Sonuglar

miligram protein basina verildi
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Malondialdehid Ol¢iimii

Lipidperoksidasyonunun yikim iriinlerinden olan MDA’nin Ol¢limiinde kullanilan
spektrofotometrik metodlarin biiyiik bir kismi, MDA nin, tiyobarbitiirik asit (TBA) ile
reaksiyona girerek, 532 nm dalga boyunda maksimum absorbans veren pembe renkli bir
kompleks olusturmasi prensibine dayanmaktadir[100].Akciger, karaciger ve bdbrek

dokusu MDA tayininde, Ohkawa ve ark.’nin gelistirdigi metot kullanildi [101].

Calisma: MDA 6l¢iimii yapilacak her numune i¢in kullanilacak olan kimyasallar ve islem sirast Tablo

2.’de verildigi gibi hazirlandi.

Tablo 2. Ohkawa ve ark. gelistirdigi metoda goére MDA tayininde kullanilan kimyasallar

Stipernatant 0.1 mL
%38.1 Sodyum dodesil siilfat 0.1 mL
%20 Asetik asit (pH3.5) 0.75 mL
9%0.8 Tiyobarbitiirik asit 0.75 mL
dH,O 0.3 mL

95°C sicak su banyosunda 60 dakika kaynatildi

dH,O0 0.5mL

n-butonol/piridin (15:1) 2.5mL

4°C’de 4000 rpm’de 15 dakika santrifiije edildi

Siipernatantlardan 0.1mL alinip kapakli cam tiiplere konuldu. Uzerlerine sirasiyla
0.lmL sodyum dodesil siilfat (%8.1), 0.75 mL asetik asit (%20: pH 3.5), 0.75
mLtiyobarbitiirik asit (%0.8) ve 0.3 mL dH,O eklenerek iyice karistirildiktan sonra
agizlarn sikica kapatilan tiipler, 95°C sicak su banyosunda 60 dakika kaynatildu.
Kapaklart agilarak sogutulan tiiplere, 0.5mL dH,O ve 2.5 mL n-butonol/piridin (15:1)
karistmu eklenerekvorteksle iyice karistirildi. Tiiplerin 4°C’da 4000 rpm’de 15 dakika
santrifiij edilmesi ile elde edilen pembe organik fazin absorbansi, 532 nm’de, distile su
ile ayn1 sekilde calisilan kore karst Olgiildii. Standart egriden elde edilen doku MDA
seviyeleri (nmol/mL), ayn1 silipernatantlarda Bradford yontemi ile Slgiilen miligram

protein basina verildi (nmol MDA/ mg protein)[102].
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Histopatolojik degerlendirme

%10’luk formol icinde saklanan jejenum Ornekleri histopatolojik takibe alindi. Parafin
bloklara gémiilen oOrneklerden 5 mikron kalinhiginda kesitler aliarak
Hematoksilen&Eozin (H&E) boyast ile boyandi. Boyanan preparatlar 1sik
mikroskobunda degerlendirildi. Tiim histopatolojik degerlendirmelerde bakilan
preparatin  hangi gruba ait oldugu patolog tarafindan bilinmemekteydi. Iskemi-
reperfiizyon hasarina bagli ileumda olusan histopatolojik degisiklikler Chiu ve

arkadaslarinin degerlendirmesine goére yapildi.

Tablo 2. Chiu histopatolojik hasar skorlamasi [99]

Evre 0 Normal mukoza
Evre 1 Genellikle kapiller konjesyonla birlikte ve viluslarin apeksinde
vre
subepitelyal Guenhagen bosluklarinin olusturulmasi
Evre 2 Subepitelyal alanin genislemesi ve epitelin Lamina Propia’dan hafif
vre
derece ayrilmasi
Evre 3 Villuslarin iist kisimlarinda yaygin epitelyal ayrilma
Evre 4 Lamina Propria ve villuslarda dokiilme, kapiller dilatasyon, Lamina
vre
Propria’da artmus seliilarite
Evre 5 Lamina Propria’da sindirilme ve biitiinliigiinde bozulma, kanama ve
vre
iilserasyon
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3.7. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Veriler IBM SPSS Statistics for Windows, Version 22.0 (Armonk, New York, ABD:
IBM Corp.) istatistik paket programinda degerlendirildi. Ozet istatistik olarak birim
sayist (n), medyan, birinci ve Ugiincii ¢eyreklik [Medyan(Q;-Qs)] degerleri verildi.
Sayisal degiskenlerin normal dagilimi Shapiro-Wilk testi ile degerlendirildi. Gruplar
arasi karsilastirmalar Kruskal-Wallis analizi kullanildi. Coklu karsilastirma testi olarak
Student-Newman-Keuls testi kullanildi. p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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4. BULGULAR

Bu deneysel ¢alismadan elde edilen bulgular su sekildedir.

4.1. HISTOPATOLOJIK DEGERLENDIRME VE BULGULAR

Sicanlardan elde edilen ince bagirsak dokulari histopatolojik olarak Chiu skorlamasina

gore skorlandi. Coklu karsilastirma testine gére sham grubu ile Quercitrin+i-R ve I-R

gruplart arasindaki fark anlamli bulundu (p<0.001).

Tablo 3. Chiu skorunun karsilastirilmasi

Sham
Median

(min-max)

I-R(kontrol)
Median

(min-max)

Quercitrin+i-R
(calisma)
Median

(min-max)

Chiu skoru

0,00 (0,00-0,00)*

3,5(3,00-4,00)°

3 (3,00-4,00)°

a,b,c: Gruplar aras1 farkliligi gdstermektedir.

fark yoktur.
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Resim 6. Chiu histopatolojik hasar skorlamasi evre 2
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Resim 7. Chiu histopatolojik hasar skorlamasi evre 3

4.2. BIYOKIMYASAL DEGERLENDIRME

Tablo 4 . GSH-Px degerlerinin karsilagtirilmasi

Sham IR (kontrol) QIR(¢alisma) p
Medyan(Q:-Qs) Medyan(Q;-Qs3) Medyan (Q;-Qs)
GSH-Px (ng/mg) | 7-149(5.016-10,344)" | 3,793(3251-5,034)" | 1,862(1,595-2,735)¢ <0,001

a,b,c: Gruplar aras1 farklilig1 gostermektedir. Ayni harfin bulundugu gruplar arasinda fark yoktur.

Glutatyon peroksidaz aktivitesi bakimindan gruplar karsilastirildiginda; sham grubuna

gore I-R grubu enzim aktivitesinin azaldig1; quercitrin uygulanan grubunda enzim

aktivitesinin daha da azildig: tespit edildi.
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Tablo 5. SOD degerlerinin karsilastirilmasi

Sham IR QIR p
Medyan Medyan Medyan
(Qi1-Q3) (Q1-Qs) (Qi-Q3)
SOD(ng/mg) 0,135 0,0704 0,0418 <0,001
(0,0956-0,167))* | (0,05890,0861)° | (0,0369-0,0519)°

a,b,c: Gruplar arasi farklilig1 gostermektedir. Ayn1 harfin bulundugu gruplar arasinda fark yoktur.

SOD aktivitiesi bakimidan gruplar karsilastirildiginda; sham grubuna gére I-R grubu

enzim aktivitesinin azaldig1; quercitrin uygulanan grubunda enzim aktivitesinin daha da

azildig: tespit edildi.
Tablo 6. MDA degerlerinin karsilastirilmasi
Sham IR QIR p
Medyan Medyan Medyan
(Q1-Q3) (Q1-Q3) (Q1-Q3)
MDA 0,344 0,208 0,175
(nmol/mg protein) (0,245-0,381)* (0,176-0,233)° (0,132-0,194)° <0,001

a,b,c: Gruplar arasi farkliligi gostermektedir. Ayni harfin bulundugu gruplar arasinda fark yoktur.

MDA diizeylerinin istatistiksel karsilastirilmasi yapildiginda; sham grubuna goére i-R
grubu MDA degerlerinin azaldigi; quercitrin uygulanan grubunda MDA degerinin daha
da azildig1 tespit edildi.

Tablo 7 . NO degerlerinin karsilastirilmasi

Sham IR QIR p
Medyan(Qi-Qs) | Medyan(Q:-Qs) | Medyan (Qi-Qs)
NO(umol/mg) 4315(3,663-5,459)" | 2,342(2,138-2,852)" | 1,405(1,112-1,806)° <0,001

a,b,c: Gruplar arasi farklilig1 gostermektedir. Ayn1 harfin bulundugu gruplar arasinda fark yoktur.

38




NO diizeylerinin istatistiksel karsilastirilmasi yapildiginda; sham grubuna gore I-R

grubu NO degerinin azaldigi; quercitrin uygulanan grubunda NO degerinin daha da

azildig: tespit edildi.

Tablo 8. 8-OHDG degerlerinin karsilastirilmast

Sham IR QIR p

Medyan(Q:-Qs) | Medyan(Q:-Qs) | Medyan (Q;-Qs3)

8-OHDG (ng/mg) | 0-985(0.884-1.340)" | 0,505(0375-0,665)" | 0,280(0.200-0295)° | <0,001

a,b,c: Gruplar arasi farklilig1 gostermektedir. Ayn1 harfin bulundugu gruplar arasinda fark yoktur.

8-OHDG diizeylerinin istatistiksel karsilastirilmas1 yapildiginda; sham grubuna gére I-R

grubu 8-OHDG degeri azaldigi; quercitrin uygulanan grubunda 8-OHDG degerinin
daha da azildig tespit edildi.
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5. TARTISMA

Intestinal iskemide oksijen ve doku kanlanmasi azalir ve doku hasar1 olusur. Intestinal

reperfiizyon ile doku hasar1 daha da siddetlenir [103, 104].
Reperflizyon doneminde gozlenen hasarda, hiicre i¢cine molekiiler oksijen girisi ile hizla

olusan SOR tiirevleri basta olmak iizere bir¢ok mekanizma rol oynamaktadir.
Reperfiizyon hasarina en fazla duyarli olan hiicresel yapilar, zar lipitleri, proteinler,

niikleik asitler vedeoksiriboniikleik asit molekiilleridir [6].

I-R hasarim agiklayan kesin bir mekanizma bulunmamakla birlikte, hasardan sorumlu
birka¢ mekanizmadan sozedilebilir. Sitokinler, notrofil aktivasyonu, endotel adezyonu
ve bunun sonucunda {iretilen toksik metabolitler, PAF, fosfalipaz A2’nin aktivasyonu,
ksantin oksidaz enzim sistemi ve serbest oksijen radikalleri en Onemli hasar
mekanizmalaridir. Iskemik bagirsak sistemik ve portal dolasima hidrojen peroksit,
siiperoksit radikalleri, sitokinler, arasidonik asit metabolitleri gibi inflamatuar
metabolitler salgilar. Yapilan caligmalar reperflizyon sonrasi molekiiler oksijene bagl
olarak olusan hasarin iskemiye bagli intestinal mukoza hasarindan daha siddetli

oldugunu gostermektedir [105, 106].

SOR, PMNL, kompleman sistemi, endotel hiicreleri olmak {izere baslica dort faktor

hasarin nedenleri arasinda yer almaktadir.
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Serbest radikal, eslenmemis elektron iceren atom veya molekiildiir. Genelde elektronlar
atom veya molekiilde eslenmis olarak bulunmalari nedeniyle molekiil stabildir ve
reaktif degildir. Ancak, molekiile bir elektron eklenmesi ya da bir elektron kaybi onu

reaktif hale getirir [107].

Ince bagirsakta I-R hasarmi 6nlemeye yonelik calismalar artarak devam etmektedir.
Farkli hayvan c¢alismalarinda dokularin I-R hasarindan korunmasi igin gesitli tedavi
yontemleri bagsariyla kullanilmistir. Bunlar; iskemik 6n kosullama, antioksidan ajanlarla
tedavi, NO uygulamalari, perflorokarbonlarla tedavi, enteral beslenme, glisin ve

glutamin uygulamalaridir [108].

Siganlarda deneysel intestinal I-R modelinde SMA nin obliterasyonu vasitastyla iskemi
ve obliterasyonun giderilmesiyle reperfiizyon olusturma siireleri literatiirde hala
tartismal1 bir konudur. Mallick ve ark. deneysel modellerinde bu siireleri iskemi i¢in 30
dk, reperfiizyon i¢in ise 120 dk olarak uygulamislardir [109]. Bu calismada deneklere
ise laparotomi sonrast SMA’nin klemplenmsi vasitasiyla 1 saat iskemi ve klempin

acilmastyla birlikte 2 saat reperfiizyon yapilarak I-R hasari olusturuldu [98].

Bir flavonoid olan quercitrinin ¢ok ¢esitli biyolojik aktiviteleri vardir. Bunlar i¢inde en
iyi tanimlanmis olan1 antioksidan aktiviteleridir. Flavonoidlerin antioksidan 6zellikleri
disinda antitiimoral, antiviral, antitrombotik, antiinflamatuar, antiallerjik, aterosklerozis
ve koroner kalp hastaliklarindan koruyucu, vazodilatasyon, hiicresel immiinitenin

sitiimiilasyonu gibi etkileri de oldugu bildirilmistir [90-96].

Quercitrin ¢esitli calismalarda farkli dozlarda kullanilmisti. Camuesco ve ark. tarafindan
yapilan bir ¢alismada DSS kullanilarak olusturulan kolit modelinde quercitrinin iki
farkli tedavi dozunda etkinligi arastirilmistir. Quercitrin’in antiinflamatuar etkinligini
iNOS’u inhibe ederek gosterdigi ortaya konulmustur. Ayrica bu caligmada
immiinohistokimyasal olarak makrofajlarin ve graniilositlerin infiltrasyonunun azaldig1
gosterilmistir. Quercitrin’it 1 mg/kg/giin ve 5 mg/kg/giin dozunda kullanmislardir.

Img/kg/giin dozunun daha etkili oldugunu tespit etmislerdir [110].

Sanchez de Medina ve ark.’nin yaptigi bir diger c¢alisma ise quercitrinin

trinitrobenzenstiilfonik asit ile olusturulan deneysel kolit modelinde quercitrinin
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antiinflamatuar 6zelligi gosterilmistir. Bu c¢alismada 1 ve 5 mg/kg/giin dozlarinda
quercitrinin kolitinin erken sathalarindaki (24 saat) etkisi arastirilmistir. Flavonoidle
tedavi kolonik malonaldehit artisin1 engellemis nitrikoksit sentaz ve ALP aktivitesini
inhibe etmistir ancak goriiniirdeki hasara etkisi olmamistir. Noétrofil infiltrasyonuna
etkisi (myeloperoksidaz) gosterilememistir. Quercitrinin trinitrobenzensiilfonik asit
kronik kolitindeki yararli etkilerinin hidroelektrik transporttaki bozukluklarda diizelme
ve buna baglh olarak inflamatuar kaskadin erken donemde bloke edilmesine bagl

oldugu diistiniilmiistiir [97].

Biyolojik molekiillerin hepsi serbest radikaller tarafindan etkilenirler, fakat lipitler
serbest radikal hasarindan en fazla etkilenen biyomolekiillerdir. Hiicre membranindaki
kolesterol ve yag asitlerinin doymamuis baglari, serbest radikallerle kolayca tepkimeye
girerek peroksidasyon firilinleri olustururlar. Coklu doymamis yag asitlerinin ve
kolesteroliin oksidatif hasarlanmasima lipit peroksidasyonu denilmektedir. Lipit
peroksidasyonu ile meydana gelen membran hasart geri doniigiimsiizdiir. MDA lipid
peroksidasyonunun son {iiriinii oldugundan lipid peroksidasyonunu ve serbest oksijen

radikal olusumunu MDA ’y1 6l¢erek izlemek miimkiindiir [67].

Quercetin serbest radikale bagli hasardan korunmay1 farkli yollarla yapmaktadir. Bu
yollardan biri direkt radikal temizleme o6zelligidir. Quercetin’in OH" radikalini [111,
112] ve onun prekiirsérii olan O, radikalini [113] temizlemesinin yaninda énemli bir
ozelligi de, lipid peroksidasyon zincir reaksiyonunu sonlandirmaktir [114]. Radikallerin
flavonoidler ile asagidaki reaksiyonla oksidize edilmeleri onlarin daha stabil hale getirir

ve reaktivitelerini distriir [115, 116].
Flavonoid(OH) + R* — Flavonoid(0’) + RH

Quercetin ayrica Fe ve Cu gibi gecis metallerini selatlayarak bu iyonlarin fenton
reaksiyonu yolu ile H;O,’den OH" radikali olusumunu engelleyerek lipid

peroksidasyonunu onlemektedir [117, 118].

Flavonoidlerin lipid peroksidasyonu iizerindeki etkileri birgok arastirmaci tarafindan
calisilmis ve MDA diizeylerini anlamli olarak diisiirdiikleri gdsterilmistir [115-117, 119,

120].
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Kahraman A. ve ark. tedavi verilen grubun I-R grubuna gére MDA’y1 anlamli

diisiirdiigiinii géstermislerdir [117].

Arivazhagan ve ark. tarafindan yapilan ii¢ ayr1 deneysel sigan ¢caligmasinda ise yaglanma
ile artan lipid peroksidasyon diizeyleri farkli organlarda degerlendirilmis; lipoik asidin
plazma, karaciger, bobrek ve farkli beyin bolgelerinde MDA diizeylerini azalttig, lipid

peroksidasyon ve protein oksidasyonu 6nledigi ortaya konulmustur [121].

Calismamizda MDA diizeyinin Quercitrin verilen grupta azaldigi goriilmiis olup
istatistiksel agidan baktigimizda anlamli diisiis oldugu goriilmistir (p<0.001).
Quercitrin verilen grupta MDA diizeyinin I-R grubuna gore diismiis olmas1 daha 6nceki
calismalarla uyum gostermektedir. Bu MDA degerlerinin diismesi Quercitrin’in

antioksidan 6zelligini géstermektedir.

SOD siiperoksitin, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizler.
Enzimin fizyolojik fonksiyonu oksijeni metabolize eden hiicreleri siiperoksit serbest
radikallerinin zararlh etkilerine kars1 korumaktir. Boylece lipit peroksidasyonunu inhibe

eder [35, 83].

Reperflizyon dncesi uygulanan SOD bagirsak limenine olan net sivi kaybini onler ve

mukozal lezyonarin ilerlemesini engeller [122].

Glutatyon peroksidazin fagositik hiicrelerde de onemli fonksiyonlart vardir. Diger
antioksidanlarla birlikte GSH-Px, solunum patlamasi sirasinda serbest radikal etkisi ile
fagositik hiicrelerin zarar gérmesini Onler. Glutatyon peroksidaz eritrositlerde oksidatif

strese karsi en etkili antioksidandir [123].

Serbest radikallerin olusumu ister kazara ister kasitli olsun ¢ok sayda hastalikta 6nemli
yer tutmaktadir ve serbest radikalleri siipliriicii etkisi oldugu gosterilmis olan
Quercitin’in bu tiir hastaliklarda ve iskemi-reperfiizyona bagli doku hasarinda koruyucu

bir etkisi oldugu gosterilmistir [124] .

Calismamizda SOD ve GSH-Px degerleri QIR grubunda sham ve I-R grubuna gore
daha diisiik oldugu goriildi. Bu da bize Quercitrin’in viicudun dogal oksidatif stres

koruyucular1 lizerinde etki yapmadigini gosterir.
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Hipoksi, elektriksel uyari, kan akimindaki artis, Siiperoksit Dismutaz (SOD) enzimi,
sitokrom-C ve L-arginin’in fazlaligt NO’in etkinligini artirir  [47]. Quercetin,
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) aktivitesini etkileyerek iskemi-reperfiizyon
hasarinin azalmasina neden olmaktadir. Nitrik oksit, endotelyal hiicreler ve makrofazlari

da igeren bircok hiicre tarafindan iiretilmektedir.

Nitrik oksitin erken yapisal NOS tarafindan saliverilmesi kan damarlarinin
dilatasyonunun saglanmasinda énemli olmakla birlikte iNOS tarafindan makrofajlardan
saliverdirilen nitrik oksidin yliksek konsantrasyonlarda bulunmasi oksidatif hasara yol
acabilir. Bu durumda aktive olan makrofajlar nitrik oksitle birlikte siiperoksit anyonu
tiretme kapasitelerini de biiyiik olgiide artirirlar. Nitrik oksit de serbest radikallere
reaksiyona girerek peroksinitrit olusturur. Olduk¢a toksik olan peroksinitrit ise
dogrudan LDL oksidasyonuna neden olarak hiicre membraninda irreveribl hasara yol
acar. Quercetin ise bu serbest radikalleri ortamdan siipiirdiigii icin nitrik oksitle

reaksiyona giremezler ve daha az hasar olusur [125, 126].

Calismamizda NO diizeyinin quercitrin verilen grupta azaldigr goriilmiis olup

istatistiksel agidan baktigimizda anlamli diislis oldugu gorilmiistiir (p<0.001).

NO degerlerinin diismesi Quercitrin’in iskemi-reperflizyon hasarinin azalmasinda etkili

oldugunu gostermektedir.

Oksidatif strese bagli DNA hasarin1 daha dnce iki farkli mekanizma ile agiklamistik.
Birincisi OH radikali olusumuna baglanmis digeri ise Ca’ mikatarinin artmasi ve

niikleaz enziminin aktivasyonuna baglanmstir.

8-hidroksi-deoksiguanozin (8-OHdG) DNA, protein ve lipid peroksidasyonlar: ile
iliskili arastirmalarda oksidatif stres belirteci olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir.
DNA oksidasyonunun en fazla iiriinii olup ayn1 zamanda mutajenik potansiyeline bagl
olarak en fazla calisilan oksidasyon lezyonudur [74]. Bizim ¢aligmamizda 8-OHdG’in
quercitrin verilen grupta digerlerine gore azaldigi goriilmiis olup istatistiksel acidan
baktigimizda anlamli diisiis oldugu goriilmiistiir (p<0.001). Bu durum Quercitrin’in

bunu serbest radikalleri siipiiriicii etkisine bagli olabilir.
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Intestinal I-R hasarmin histopatolojik degerlendirilmesinde bircok skorlama sistemi
gelistirilmigtir. Chiu ve ark. [74] tarafindan tanimlanan histopatolojik siniflama
intestinal I-R hasar1 ve buna karst kullanilan antioksidan ajanlarin etkisinin
histopatolojik olarak degerlendirilebildigi sik kullanilan, basit ve sade bir morfolojik

skorlama sistemidir.

Histopatolojik hasar yoniinden gruplar degerlendirildiginde en fazla hasarin I-R
grubunda oldugu goriildii. Sham grubu ile QIR ve I-R gruplari arasindaki fark anlamli
bulundu. Quercitrin grubunda histolojik hasar diger I-R grubuna gore anlamli olarak
azalmistir. Biyokimyasal olarak oksidatif stresi Onleyen Quercitrin’in bu etkisi

histopatolojik olarak da gdsterilmistir.

Antioksidan savunma mekanizmalarinin bilinmesi ve ince bagirsak da olusan oksidatif
strese bagli hasarlanmanin iyi anlagilmasi, klinik ortamda cerrahiye yardimci yeni
antioksidan tedavi segeneklerinin gelistirilmesi bakimindan ©Onemlidir. Cerrahi
uygulamalara yardime1 olabilecek bu tiir destek tedavileri I-R’1m etiyolojisinde rol aldig
hastaliklarin tedavisinde kullanilmasi ile bu tiir hastaliklarda mortalite ve morbiditeyi

azaltabilmek mumkiindir.

Sonug olarak Quercitrin I-R ile olusan oksidatif stresi onlemis ancak viicudun dogal
oksidatif stes koruyuculari tizerinde etki yapmamuistir. Dogal koruyucu mekanizmalarin
calisma grubunda daha diisiik olmasi, Quercitrin’in daha az oksidatif strese neden

olmasi ile agiklanabilir.
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6. SONUCLAR

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Hakan Cetinsaya DEKAM’da gercgeklestirilen
“Sicanlarda olusturulan deneysel intestinal iskemi reperfiizyon modelinde Quercitrin’in

etkileri” adli ¢alismanin sonuglari su sekilde siralanabilir:

1.  Histolojik olarak Quercitrin’in iskemi sonrasi reperfiizyona bagli intestinal

mukoza hasarini azaltict etkisi mevcuttur.

2. Bu g¢alisma da MDA, NO ve 8-OHdG aktivitelerinde ki azalmanin Quercitrin’in

oksidatif stres iizerinde dnleyici etkisini gostermektedir.

3. Quercitrin’in SOD ve GSH-Px gibi viicudun dogal antioksidanlarin iizerinde bir

etkiye sahip degildir.
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