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KISALTMALAR

ARE : Antioksidan cevap elementi
ATP : Adenozin trifosfat

°C : Santigrat derece

cm : Santimetre

CYP : Sitokrom P450

DNA : Deoksiniikleik asit

dk : Dakika

Fe : Demir

gr : Gram

GSH : Glutatyon

GSH-Px : Glutatyon peroksidaz
H&E : Hemotoksilen eozin
HPLC : Yiiksek basing¢li s1vi kromatografisi
H,0, : Hidrojen peroksit

iL : Interlokin

IMA : Inferior mezenterik arter
ip : Intraperitoneal

I-R : Iskemi reperfiizyon
KAT : Katalaz

KC :Karaciger

KD : Ksantin dehidrogenaz
kg : Kilogram

KO : Ksantin oksidaz

L : Litre
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SICANLARDA OLUSTURULAN DENEYSEL INTESTINAL ISKEMi
REPERFUZYON MODELINDE SULFORAFANIN ETKIiLERI

OZET

Amac: Beyin, bobrek, karaciger, kalp gibi organlari iskemi reperfiizyon (i-R) hasarma
kars1 korudugu gosterilmis olan sulforafanin (SFN) deneysel intestinal i-R modelinde

reperfiizyon hasari tizerine etkilerini aragtirmak.

Materyal ve Metod: Calismada 30 adet Wistar—Albino sigan kullanildi. Kontrol grubu
(n=10), I-R grubu (n=10) ve SFN+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.  Sulforafant+iskemi-reperfiizyon grubuna 3 mg/kg dozunda SFN
intraperitoneal verildi. Histopatolojik inceleme ve doku malondialdehit (MDA),
stiperoksid dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitesi 0l¢limil i¢in

ileum rezeksiyonu yapildiktan sonra sicanlar sakrifiye edildi.

Bulgular: Histopatolojik olarak I-R ve SFN+I-R grubunda benzer sekilde hiicre hasar
tespit edildi. Sulforafan+iskemi-reperfiizyon grubunda GSH-Px aktivite artist SOD
aktivitesindeki artisa gore daha fazladir ve her iki artis da kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamhidir (p<0,001). Sulforafan uygulamasi ile doku MDA

seviyesinde kontrol grubuna goére anlamli farklilik olmamustir.
Sonug: SFN kullaniminin ince bagirsaktaki I-R hasarina etkisi net gosterilememistir.

Anahtar Kelimeler: iskemi, reperfiizyon, sulforafan, ince barsak
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THE EFFECTS OF SULPHORAPHANE IN THE RAT MODEL OF
EXPERIMENTAL INTESTINAL ISCHEMIA REPERFUSION

ABSTRACT

Aim: To investigate the effects of sulphoraphane (SFN), which was shown to protect
such organs as the brain, kidneys, liver and the heart against the injury of ischemia

reperfusion (I-R), on the injury of reperfusion in the experimental intestinal I-R model.

Material and Method: The study employed 30 Wistar-Albino rats and there were three
main groups: control group (n=10), I-R group (n=10) and SFN + I-R group (n=10). The
rats in the control group were sacrificed after a 3 hour-follow-up subsequent to the
laparotomy. The Ischemia-Reperfusion group was given an hour of ischemia and a two-
hour of reperfusion afterwards. The Sulphoraphane+Ischemia-Reperfusion group was
administered a dose of 3mg/kg SFN intraperitoneal. The rats were sacrificed after the
ileum resection for a measurement of tissue malondialdehit (MDA), superoksid
dismutaz (SOD) and glutatyon peroksidaz (GSH-Px) activity and histopathological

analysis.

Findings: The IR and SFN+I-R groups were histopatologically shown to have similar
cell injuries. In the SFN+I-R group, the increase in the GSH-Px activity was higher than
the SOD activity and both of the increases were statistically significant compared to the
control group (p<0,001). The SFN application did not yield a significant difference in

the tissue MDA level compared to the control group.

Result: The effect of the use of SFN on the I-R injury in the intestine did not show an

apparent effect.

Key words: ischemia, reperfusion, sulphoraphane, intestine
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1.GIRIS ve AMAC

Hiicrenin iskemik hasar1 klinikte en ¢ok karsilasilan hiicre hasar1 tipidir ve bu yiizden
cok sayida klinik ve deneysel ¢alismada arastirilmistir. Dogrudan dokuya giden damarin
tikanmas1 ile meydana geldigi gibi, sistemik kan dolasgiminin kritik diizeylere diismesi
ile de olusabilir. Eger geri doniisiimsiiz bir hasar meydana gelmeden tekrar kan dolasimi
saglanirsa hiicre kendini yeniler. Fakat iskeminin siddeti ve siiresi ile iliskili olarak
hiicrede geri doniisiimsiiz bir hasar meydana gelmis ise, kan akiminin tekrar saglanmasi
tamir etmek yerine meydana gelen hasari arttirabilir. Béylece iskemi-reperfiizyon (i-R)

hasar1 meydana gelir (1).

Iskemi-reperfiizyon hasari; tiim organ ve sistemleri ilgilendiren, dokulara yeterli oksijen
(O,) saglanamamasinin tetikledigi hiicresel olaylar dizisi ve son yillarda iizerinde en ¢ok
aragtirma yapilan konulardan biridir. Dokulara yeterli miktarda O, ve diger metabolik
gereksinimlerin ulastirtlamamasi sonucunda oksidatif stres ortaya ¢ikar. Oksidatif stres
coklu organ yetmezligine kadar varan ciddi klinik sonuglara neden olabilir. Klinik
olarak I-R hasari; intestinal cerrahi, organ transplantasyonu, travma cerrahisi ve

vaskiiler cerrahide 6nem kazanmaktadir (2).

Intestinal iskemi, cesitli nedenlerle ortaya c¢ikan etiyolojisine gdre mortalite ve
morbiditesi degisen klinik bir durumdur. Strangiilasyon ileusu ve akut mezenterik
iskemi en sik karsilagilan nedenlerdir (3). Akut mezenterik iskemiler; erken teshis
edilmeleri halinde sonuglar1 yiiz giildiiriicii olmakla birlikte, tan1 kriterlerinin kesin
temellere dayanmamasi tanida gecikmelere yol agmaktadir. iskemi sonrasi reperfiizyon,
hasarli dokularin iyilesmesi i¢in bir Onkosul olmasina ragmen hasari daha da

arttirabilmektedir (4). Reperfiizyon ile iskemik dokuda olusan Serbest Oksijen



Radikalleri (SOR)min, bu hasardan sorumlu oldugu ortaya konulmus ve bazi
farmakolojik ajanlar ile olusan reperfiizyona bagli hasarin azaltilabilecegi veya
Onlenebilecegi yine bir dizi deneysel arastirmayla kanitlanmistir (5). Klinigimizde bu

konuda yapilan arastirmalarda da benzer sonuglar elde edilmistir (6).

Literatiirde SFN’mn antioksidan ajan olarak ince bagirsak I-R modelinde etkisinin ve
uygulama bi¢iminin arastirildigi bir c¢alismaya rastlanmamistir. Bu c¢alismada,
sicanlarda olusturulan deneysel ince bagirsak I-R hasarinda uygulanan SFN’m etkisini

incelemek amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. CERRAHI ANATOMI
Mezenterik dolasim ii¢ arteri igerir:
1) Colyak trunkus; mide ve duodenumun proksimal yarisini besler.

2) Superior mezenterik arter (SMA); duodenumun distal yarisi, jejunum, ileum,
cekum, apandiks, ¢ikan kolon ve proksimal 2/3 transvers kolonu besler (Sekil

1.1).

3) Inferior mezenterik arter (IMA); 1/3 distal transvers kolon, inen kolon, sigmoid

kolon, rektum ve anal kanalin proksimal kismin1 besler (Sekil 1.2).

Superior mezenterik arter, ¢oOlyak arterin yaklasik lem altindan, L1 diizeyinde
abdominal aortadan ¢ikar. SMA’nin en 6nemli dallari, inferior pankreatikoduodenal

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

Mezenter damarlariin birbirleri arasinda zengin kollateral dolagim vardir. Bu yan dal
aginin zengin olmasi nedeniyle en azindan iki ya da ii¢ ana damarin tikanmasi ya da

kritik darliga sahip olmasi durumunda klinik bulgular ortaya cikar.
Superior mezenterik arter ve ¢olyak trunkus arasindaki anatomik iliski

Inferior pankreatikoduodenal arter SMA nin ilk dalidir. On ve arka olarak ikiye ayrilir.
Bu dallar ¢olyak trunkus ile, siiperior pankreatikoduodenal arter aracilig ile iliskilidir.
Bu iki arter arasindaki temel yan dal grubu, gastroduodenal veya pankreatikoduodenal
arterler yolu ile saglanir. Bu seviyede iki dnemli yan dal vardir. Birincisi SMA’nin

omental dallar1 ile ¢olyak trunkus dallar1 arasinda gelisebilen Barkow arki , digeri de



SMA ve ¢olyak trunkus arasindaki embriyonik bir kalinti olan ve sik goziikmeyen

Biihler arkidir.
Superior mezenterik arter ve inferior mezenterik arter arasindaki anatomik iliski

Superior mezenterik arter ve IMA arasinda ii¢c 6nemli iliski vardir (Sekil 1.3). En
onemlisi Drummond’un marjinal arteridir. Normalde kolonun mezenter yiizeyine yakin
ve kiigiik olan bu arter SMA ve IMA tikandiginda genislemektedir. Ikinci dnemli iligki
Riolan arkidir (Sekill.3). Bu yap1 mezenter icinde ve daha merkezde yer alir, sol ve orta
kolik arterleri birlestirir. Kivrintili gidisi nedeniyle “meandering mezenterik arter” de
denir. Arteriografilerde goriintiilendiginde hemen daima viseral arteryel tikanmayi

gosterir.

Mezenterik vaskiiler yatak 6zelliklidir. Vaskiiler yataktaki diren¢ ¢ok diisiiktiir ve bu
sayede ana kanallar daraldiginda kollateral kan akimi gelisme potansiyeli gosterir.
Kronik iskemide, ii¢ ana arter de, diger aortik dallardan 6nemli miktarda kan akimi
alirlar. Bu dallar, lumbar, interkostal, renal, internal mamarial (derin epigastrik dallar
araciligi ile), orta sakral ve hipogastrik arterlerdir (inferior ve superior rektal arterler

araciligiyla).

I
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Sekil 1. SMA ve dallari Sekil 2. IMA ve dallar
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Sekil 4. Akut mezenterik iskemi kliniginde lokal ve sistemik cevaplar (7).



Bir dokuya giden kan akimi kesildiginde, o dokuya ait hiicrelerin fonksiyon bozuklugu
ile baslayan ve hiicre Oliimiine kadar ilerleyen bir dizi kimyasal olay gergeklesir.
Hiicresel fonksiyonlarin ger¢eklesebilmesi i¢in gerekli temel yakit oksijendir. Normal
hiicre fonksiyonlar i¢in gerekli olan yiiksek enerjili fosfat baglar1 aerobik metabolizma
ile saglanir. Oksijen yetersizligi durumunda anaerobik metabolizma devreye girer. Bu
da laktik asit ve toksik metabolitlerin birikimi ile sonuglanir. Ortaya ¢ikan asidoz
nedeniyle normal enzim kinetigi degisir ve yiiksek enerjili fosfat baglarinin yapimi
azalir. Bu durumda hiicre kendi homeostazi i¢in gerekli olan enerjiden yoksun kalir (8—

10).

Dokularmn iskemiye dayanikliligi birbirinden farklidir. iskelet kaslari iskemiye uzun
siire dayanabildigi halde noronlarda dakikalar icinde geri doniisiimsiiz yikim ortaya
cikabilir. Hiicresel homeostaz icin gerekli olan enerji kaynaklarinin, 6zellikle ATP’nin
tiikketimi, hiicre membraninda iyon dengesizligine yol acar. Sodyum ve kalsiyum iyon
dengesi bozulur. Bunu asidoz ve ozmotik sok gibi klinik bulgular ile kromatin

kiimelenmesi ve piknozis gibi histolojik bulgular takip eder (8—11).

Iskeminin siiresi ve yogunluguna bagl olarak, oksijenin dokulara tekrar ulasmasiyla
birlikte doku hasar1 daha da fazla artabilmektedir (oksijen paradoksu) (12). Iskemi-
reperfiizyon, endotel ve degisik hiicre tipleri arasinda kompleks etkilesimlere sebep
olarak mikrovaskiiler hasar, hiicresel nekroz ve/veya apopitoz olusmasina Onciiliik

edebilir (13).

Reperfiizyon hasar1 SOR, endotelial faktorler ve nétrofillerin eslik ettigi karmasik bir
mekanizmayla gergeklesir. Hasar1 asil tetikleyen olaymm endotel hiicrelerindeki

zedelenme oldugu diistiniilmektedir (14, 15).

Iskemi-reperfiizyon hasarinda gercek mekanizma tam olarak bilinmemekle birlikte
degisik etyolojik faktorler suclanmaktadir. Genel olarak bu faktdrler; 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 notrofillerdir
(16).
Reperflizyon sonrasi intestinal kapillerlerde osmotik yansima katsayisi artar. Bu

permeabilite artig1 siiperoksit radikallerinin spesifik gidericisi olan SOD’un uygulanimi

ile biiyiik dl¢iide onlenmistir (17).



Bugiin i¢in intestinal I-R hasar1 olusumunda temel 2 mekanizma ortaya atilmstir.
Bunlar:

1. Serbest oksijen radikallerinin olugumu.

2. Fosfolipaz A2 aktivasyonu (18- 20).

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 baglar indirgenerek; adenozin difosfat, adenozin monofosfat,
adenozin, inozin ve hipoksantine c¢evrilir. Adenozin hiicre disina ¢ikarak inozin ve
hipoksantine ayrilir. Normal dokularda hipoksantin {irik aside doniislir. Hipokside ise
hipoksantin daha  fazla metabolize edilemez ve birikir. Yapilan c¢aligmalarda
hipoksantin diizeyi, iskemik bagirsakta normal bagirsak dokusundan 5 kat fazla
bulunmustur. Ayn1 zamanda iskemide ksantin dehidrogenaz (KD)’in biiyiik bir kismi
KO’a doniislir. Bu doniisiimiin biiylik bir boliimii iskeminin baslamasi ile birlikte ilk
dakikada gerceklesir. Reperfiizyon periyodunun baslamast ve oksijenin dokulara
ulagmasi ile KO; hipoksantini ksantine, sonra da iirik aside doniistiiriir. Bu basamak
onemlidir ¢iinkii bu sirada SOR olusur. Bu reaksiyonlarda iiriinler olarak ortaya ¢ikan
H,O, ve OH’, hiicre ve mitokondri membranlarinda lipitlerin peroksidasyonunu ve
noétrofil infiltrasyonunu baslatma 6zelligine sahiptir (21). Serbest oksijen radikallerinin
ilk olusani Oz" dir. Oksijen radikali, genellikle instabildir ve H;O, ve O,’e doniisiir
ancak O,  daha ciddi hasara neden olan oksijen radikallerinin prekiirsorii olmasi nedeni
ile de onemlidir. Hidrojen peroksit zayif ve yavas bir oksidandir ve katalaz enzimi etkisi
ile H,O ve Oy’e yikilir. Ancak reperfiizyonda H,O, siiperoksit radikali ile reaksiyona
girerek (Haber-Weiss reaksiyonu) hidroksil kokii (OH ) ve hidroksil radikaline (OH")

doniigiir. Reperfiizyon hasarindan sorumlu olan ana radikal de hidroksil radikalidir.



Ancak hidroksil radikalinin olustugu Haber-Weiss reaksiyonunun gerceklesmesi igin

ortamda metal selatlarin olmasi gereklidir (8).

Iskemi:
Inozin
ATP ADP Adenozin
Hipoksantin

Reperfuzyon:

Ksantin Oksidaz Ksantin Oksidaz

Hipoksantin Ksantin Urik asit

0,", H,0O,, OH"

o : : .
(Haber- Weiss reaksiyonu)

Sekil 5. Iskemi ve reperfiizyon (22)

Hidroksil radikali ¢ok reaktif ve kisa Omiirlii bir radikaldir. Protein, polisakkarid,
niikleik asit ve ansatiire yag asitleri gibi bir ¢cok biyolojik madde ile reaksiyona girer.
Hidroksil radikallerinin karekteristik 6zelligi hidrojen atomlarini membrana bagh
poliansature yag asitlerinden ayirmasidir. Poliansature yag asidleri hiicre membraninda
yiiksek konsantrasyonda bulunurlar ve radikaller tarafindan kusatilirlar (22). Lipit
igerikli hiicre membranlar1 bu oksijen derivesi olan serbest radikallerin primer hedef
noktasidir. Hidroksil radikalinin direkt olarak poliansature yag asitleri ile reaksiyona
girmesi ile hlicre membranlarinda ¢oziilme ve buna bagli hiicre 6liimii olur. Lipit
peroksidasyonunun son {iriinlerinden biri de malondialdehit (MDA)’dir (19- 22). Son
calismalar molekiiler oksijenden olusan sitotoksik ve anstabil olan siiperoksit
radikalinin iskemik bagirsakta kapiller permeabilite artisgindan sorumlu oldugunu

gostermektedir (23).
Haber-Weiss Reaksiyonu

Reaktif O, metabolitlerinden en toksik ve en reaktif olan hidroksil radikali bu
reaksiyonla olusur. Haber- Weiss reaksiyonu demirin (Fe) katalizorliiginde gerceklesen
ve siiperoksit radikali ile H,O,’nin Fe esliginde reaksiyona girip sonucta hidroksil

radikali, hidroksil kokii ve oksijenin olustugu bir reaksiyondur (24).



20, +2H,0, — 5 20%+20H +20H"

Iskemi sirasindaki ATP katabolizmasinin 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 (18). 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 (25).

Dehidrogenazin oksidaza donligme mekanizmasi tam olarak anlasilamamistir. Bunun
proteolizis veya enzime bagl siilfidril gruplarinin disiilfidlere oksidasyonu sonucu

oldugu diistiniilmektedir (18).

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 hasarin1 baglatirlar.
Radikallerin neden oldugu reperfiizyon hasarinda mukozaya siirli hasarda serbest

radikaller 6nemli iken; transmural infarktlarda herhangi bir rolleri yoktur (26).
Notrofil Aktivasyonu

Serbest radikallerin artist ve Fosfolipaz A, (PLA;) aktivasyonu her ikisi birden
intestinal dokuda nétrofillerin aktivasyonuna neden olurlar. Siddetli mukozal
lezyonlarin olusumundan da bu hiicreler biiyiik dl¢iide sorumludur (22). Aktive olan
notrofiller fazla miktarlarda O, tiiketimine neden olur ve hiicre membraninda
Nikotinamid adenin dintikleotid fosfatin (NADP) katalizorliik yaptigr bir reaksiyonla
asirt miktarlarda siiperoksit anyonlar olusur. Daha sonraki reaksiyonlar SOD ve
myeloperoksidaz (MPO) enzimlerinin katalizledigi reaksiyonlardir. Bunlarin sonucunda
H,0,, OH’ ve hipoklorik asit (HOCL) olusur. Hiicre membraninda bulunan poliansature
yag asidi zincirleri serbest radikallere karsi son derece duyarlidir. Sepsiste lipit

peroksidasyonunun artmasi ile birlikte serbest radikal iiretiminin arttigi ve sonugta



oksidan bir patlamanin olustugunu gdsteren kanitlar mevcuttur (20). Notrofillerde MPO

enzimi kullanilarak H,O;’ye klor eklenmesi ile HOCL olusur.

Myeloperoksidaz enzimi, dokularda polimorfoniikleer 16kositlere (PMNL) spesifik bir
enzimdir ve dokulardaki 16kosit diizeyinin saptanmasinda yardimcidir (27).
Myeloperoksidaz enzimi dokuda biriken polimorfoniikleer 16kositlerin marker enzimi
olarak kullanilir ve reperfiizyon hasarinin bir gostergesi olarak degerlendirilir (28).
Ancak bazi g¢alismalarda pyelonefritik lezyonlarda olduk¢a fazla miktarda notrofil
olmasina ragmen bu dokularda MPO varligi gosterilememistir. Bu nedenle reperfiizyon
hasarinda reperfiizyon yapilan organa gore bu enzimin degerleri degisebilir ve enzim
degerlerindeki diisme dokudaki hasarin degerlendirilmesinde yanilgilara yol agabilir

Q7).

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 (21). Hiicre membran hasar1 sonucu hiicre i¢ine akisi kolaylasan

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 I6kotrienlerin olusumunu stimiile eder. Platelet aktive edici
faktor, histamin, lizozomal enzimler, endotoksin, prostoglandin E; (PGE,), Lokotrien By
(LTB4) gibi metabolitlerin {iretimlerinin artmasi ile inflamatuar olaylar ilerler (17, 18).
Reperfiize olan bagirsakta ortaya c¢ikan serbest radikaller LTB4 birikimi ve nétrofil
aktivasyonuna neden olur. Boylece O, kaynakli serbest radikallerin bozulmus
dagiliminda ilk basamak olusturulur ve PLA, aktivasyonu I-R hasarin arttiran bir diger

faktor olarak patolojiye karisir (29).

Ince bagirsak I-R hasarinda lokal olarak iiretilen serbest radikaller, arasidonik asit
metabolitleri (platelet aktive edici faktdr, 16kotrien, prostoglandin) ve sitokinler hasarin
oldugu bolgeye dogru dolagimdaki noétrofillerin ulagmasini kolaylastirip hasari
arttirirlar.  Reperfiize olan bagirsakta hasarda notrofiller ana medyatorlerdir. Bu

kompleks reaksiyon nétrofillerle hasarin oldugu bolgelerdeki mikrovaskiiler yapilarin
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endotelyal hiicreleri arasinda gerceklesir. Bu olaylardaki diger medyatorler hasarli
bolgeye notrofillerin adhezyon ve gociinii aktive eden adhezyon molekiilleridir (30).
Ksantin oksidaz sistemi ve PLA, aktivasyonu, siddetli mukozal hasardan sorumlu
oldugu disiiniilen nétrofillerin hasarli olan bdlgeye ulagsmalarimi ve aktivasyonunu

arttirarak I-R hasarimin ilerlemesine neden olur (17).
2.2. SERBEST RADIKALLER

Atomlar bir ¢ekirdek igerirler ve elektronlar bu cekirdek etrafinda genellikle ¢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 (31).
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

ozelligi onun diger serbest radikallerle kolayca tepkimeye girmesine neden olur (32).
Tablo 1’de hiicrede olusan serbest radikaller gosterilmistir.
1-Siiperoksit radikali

Hemen tiim aerobik hiicrelerde O,’nin bir elektron olarak indirgenmesi sonucu,
stiperoksit radikali meydana gelir. Siiperoksit radikali direkt olarak fazla zarar vermez.
Asil 6nemi H,O; kaynagi olmasi ve gecis metalleri iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir.
Stiperoksit radikalinin fizyolojik bir serbest radikal olan nitrik oksit (NO) ile birlesmesi
sonucu reaktif bir oksijen tiirevi olan peroksinitrit meydana gelir. Fagositoz gorevi

yapan makrofaj, notrofil ve monositler tarafindan enzimatik olarak iiretilirler (8).
2-Hidrojen peroksit

Molekiiler O, ’nin ¢evresindeki molekiillerden 2 elektron almasi sonucu peroksit olusur.

Peroksit molekiilii 2 hidrojen atomu ile birleserek H,O,’yi meydana getirir. Hidrojen
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peroksit membranlardan kolayca gecebilen uzun 6miirlii bir oksidandir. Katalaz (KAT)

enzimi ile H,O, ve O3’ ye yikilir (32).

Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadigi halde, reaktif O, tiirleri ig¢ine girer ve
serbest radikal biyokimyasinda 6nemli bir rol oynar. Ciinkii siiperoksit ile reaksiyona
girerek, en reaktif ve zarar verici serbest radikal olan OH" olusturmak tizere kolaylikla
yikilabilir. Buna Haber-Weiss tepkimesi ad1 verilir. Haber-Weiss tepkimesi, ya katalizor
varliginda ya da katalizorsiiz olarak gerceklesir. Fakat katalizorsiiz reaksiyon oldukca

yavas ilerler. Bu tepkime asagidaki gibi ilerler.

20," + 2H,0, » 20, +20H +20H"

Demirle katalizlenen ikinci sekli ise ¢ok hizlidir. Bu tepkimede 6nce ferri demir (F e
siiperoksid tarafindan ferro demire (Fe*") indirgenir. Sonra ferro demir kullanilarak
Fenton reaksiyonu ile H,O,’den hidroksil radikalleri iiretilir. Bu tepkime agagidaki gibi

ilerler.

Fe*" + 2H,0, » Fe'"+OH + OH" ( Fenton tepkimesi) (33)

Gortildiigi gibi siiperoksid, hem H,O, kaynagi hem de ge¢is metalleri iyonlarinin
indirgeyicisidir. Indirgenmis gecis metalleri (demir ve bakir) okside sekillerine goére

H,0, birlikte daha reaktiftirler (32).
3-Hidroksil Radikali

Hidroksil radikali H,O»’nin gecis 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 (34).
4-Nitrik Oksit

Nitrik oksit hemostatik olaylarda ve organizmanin savunma mekanizmalarinda otokrin
ve parakrin etkisi olan bir aracidir. Makrofajlar, nétrofiller, hepatositler ve endotel
hiicreler tarafindan iretilir. En Onemli fonksiyonu viicudun g¢esitli dokularinda
interlokin-1 ve sitokinlerin etkilerine paralel bir islev gormesidir (35). Timor
hiicrelerini, parazitleri, bakteri ve mantar hiicrelerini 6ldiirmede gorev alir. Ancak
yiiksek seviyelerde normal hiicreler iizerinde toksik etkisi vardir. Siiperoksit ile

inaktiflesir ve SOD enzimi ile korunur. Bu bakimdan serbest radikal tutucu olarak kabul
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edilse de uygun ortamlarda siiperoksit ile gii¢lii bir oksidan olan peroksinitriti olusturur.
Diisiik pH'da duragan degildir. Spontan olarak parcalanarak hidroksil radikali ve

nitrojen oksit olusur (36).

Tablo 1. Serbest radikaller ve diger reaktif O, bilesikleri (36).

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 EtKkileri

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 triinleri olustururlar. Coklu doymamis yag asitlerinin ve
kolesteroliin oksidatif hasarlanmasina lipit peroksidasyonu denilmektedir. Lipit

peroksidasyonu ile meydana gelen membran hasari geri doniisiimsiizdiir.

Lipit peroksidasyonu ii¢ basamakta meydana gelmektedir. Birinci basamakta; ¢oklu
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

doymamis yag asitlerini etkileyerek yeni lipit radikallerini saglamakta ve kendileri de
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aciga c¢ikan hidrojen atomlarin1 alarak lipit peroksitlerine doniismektedir. Lipit
peroksidasyonu, lipit hidroperoksitlerin aldehit ve diger karbonil bilesiklerine
doniismesiyle sona ermektedir. Bu {irlinlerden biri olan MDA proteinlerin amino
grubuna, fosfolipitlere veya niikleik asitlere baglanarak toksik etkisini gosterir. Sonucta
zincirler arast reaksiyon durmakta ve radikal olmayan iirlin olusmaktadir (37).
Malondialdehit, yag asidi oksidasyonunun 6zgiin ya da kantitatif bir indikatorii degildir

fakat lipit peroksidasyonunun derecesiyle benzerlik gosterir (38).
2-Proteinlere etkileri

Serbest radikallerin ¢ift bag ve tiyol igeren molekiillerle reaktivitesinin yiiksek
olmasindan dolay1; triptofan, trozin, fenilalanin, histidin, metionin ve sistein
aminoasitleri serbest radikal hasara duyarlidir. Yapisinda veya katalitik aktivitesinde
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 (39).
3-Karbonhidratlara etkileri

Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu H,O, okzoaldehitler olusur. Okzoaldehitler,
DNA, riboniikleik asit ve proteinlere baglanabilir ve ¢apraz bag olusturabilirler. Bag
dokusunun 6nemli bir mukopolisakkaridi olan hyaliironik asitin serbest radikallerle
etkileserek bag dokusunun duraganliginin bozulmasina ve sivinin akigkanliginin

kaybina neden olur (39).
4-Niikleik asitler ve DNA'ya etkileri

Iyonize edici serbest radikaller, DNA’y1 etkileyerek hiicrede mutasyona ve dliime yol
acarlar. Sitotoksisite de hem niikleobaz modifikasyonuna hem de DNA'nin ¢ift sarmal

yapisinin bozulmasina baglidir (40).
2.3. ANTIOKSIDAN SAVUNMA SISTEMLERi

Organizmada devamli olarak SOR olusmasina ragmen antioksidan savunma sistemleri
ile oksidasyon arasindaki dinamik dengeden dolay1 zararli etkiler ortaya g¢ikmaz.
Fizyolojik veya patolojik olaylar sonucu bu dengenin oksidasyon lehine degismesi

durumunda oksidatif hasar gelisebilmektedir.
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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 (40, 41).

a) Siiperoksit dismutaz: 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 (42, 43).

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

lokalizedir (38). Hidrojen peroksiti oksijen ve suya pargalar (44).

¢) Glutatyon peroksidaz: Hidroperoksidlerin indirgenmesinden sorumlu enzimdir.
Tetramerik dort selenyum atomu ihtiva eden sitozolik bir enzimdir (43). Membran

fosfolipit hidroperoksitlerini alkollere indirger (43, 44).

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

Ooneminin gostergesidir (43, 44).

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

radikalleri yakalayarak olusabilecek zincir reaksiyonlarini engeller (40-42).

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 (45, 46).
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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. SULFORAFAN (SFN)

D,L-Sulforafan

Sinonim: 1-izotiyosiyanat-4-(metilsiilfinil)-biitan
O

SW
He” NCS

Molekiiler Formiil: C¢H{1NOS,
Molekiiler Agirhigr: 177.3
Goriiniis: Sar1 s1vi

Diger Ozellikleri: Suda ¢dziiniir, anyonik, ugucu olmayan, 1stya dayamkli. Sulforafan

(SFN) ilk 1948°de sentezlendi (47).

Epidemiyolojik ve klinik ¢alismalardan elde edilen veriler brokoli, karnibahar, su teresi,
Briiksel lahanas1 ve lahana gibi turpgillerden zengin beslenenlerin belirli tip kansere
daha az yakalandigin1 gostermistir. S6z konusu bitkilerin antikarsinogenez ve tiimor
biiylimesi, tlimor cesitliligi ve niikslerin azaltilmasi gibi kemoterapotik bakimdan
faydali etkileri; bir fonksiyonel izotiosiyonat grubu igeren yiiksek fitokimyasal i¢erikleri
ile iliskilendirilir.

Brokolinin saglikla ilgili faydali etkilerinden igerigindeki glukorafanin biyolojik aktif
metaboliti olan ve bir izotiyosiyonat olan SFN sorumlu tutulmustur. Glukorafanin, SFN

glukozinolat (SGS) olarak da bilinir.
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Bu organik izotiosiyanatlar bitkinin kendisi tarafindan iiretilmez, fakat glukofarin gibi

dogal glukozinolat tizerindeki mirozinazin enzimatik hareketi tarafindan iiretilir.
Sulforafan izotiyosanattan elde edilen dogal bir {iriindiir (48).
Biyokimyasi

Glukorafanin bir glukozinolattir ve brokolinin 6zellikle Mariner tiiriinde (Brassica
olerecea italica) ve Brassica ailesinin diger iiyelerinde yliksek konsantrasyonda bulunur

(49). Glukozinolatlarin, aktiflesmeleri i¢in enzimatik hidrolize ugramalar1 gerekir (50).

Mirozinaz enzimi katalizorliiglinde, glukorafaninden bir glukoz molekiilii

uzaklastirilmasiyla; aktif izotiyosiyonat olan SFN iiretilir (51).

0 HO

HO :
- S \%\OH H,0 Glucose
dRin N CH,OH

“ Myrosinase

2o~ N=C=5

\0503 Y.
4
Glucoraphanin Sulforaphane

(Sulforaphane glucosinate)

Sekil 6. Sulforafan biyokimyasi (51).

Bu bilesik sitoprotektif etkisini; hem oksijenaz 1 (HO-1), NAD(P)H: quinon
oxidoreduktaz 1, glutatyon rediiktaz ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gibi antioksidan
ve faz 2 enzimlerinin kodlandig1 promotor bolgesindeki antioksidan cevap elementine
(ARE) baglanan transkripsiyon faktor NF-E2-related faktor-2 (Nrf2) araciligi ile

gosterir.

Faz 2 enzimleri, I-R sirasinda olusan SOR’un detoksifikasyonunda énemli bir rol
istlenir. NF-E2-related faktor-2, sitoskeletal-baglantili bir spesifik inhibitér protein
(Kelch-benzeri ECH associated protein 1, Keap 1) tarafindan sitoplazmada tutulur.
Oksidatif stres uyarisi ile : Keap 1 hinge bolgesindeki sistein kalintilari modifiye olur.
Bu modifikasyon sonucunda Keap 1’de olusan degisimle, Nrf2 serbestlesir.
Serbestlesen Nrf2’nin nukleusa translokasyonu gerceklesir ve burada maf protein ailesi

ile heterodimerize olur. Sonugta sitoprotektif genlerin upregiilasyonunu koordine eder.

Sulforafan, Nrf2-Keapl kompleksini ve ARE-kontrollii genleri aktive etmek iizere

Nrf2’nin nukleusa translokasyonuna izin verebilir (52).
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Farmakokinetigi

Bitki hiicrelerindeki glukorafaninden boliimsel olarak ayrilan mirozinaz enzimi,
brokolideki glukorafanini hidrolize eder. Bitki yemek i¢in hazirlanirken veya
cignendiginde mirozinaz enzimi salinir (53). Hatta bu hidrolize memeli gastrointestinal

sistem mikroflorasi da aracilik eder (54).

Oral alimda brokolideki SFN’in ortalama %74’1 jejunumdan emilir (55). Emildikten
sonra merkapturik asit yolagi ile metabolize edilir ve eliminasyon siirecinde bdbrekte
tiibiiler sekresyon primer rol oynar (56, 57). Bununla beraber bu yolak karaciger, ince
bagirsak ve bobrek arasinda karmasik bir etkilesim igerir ve karaciger burada aktivitenin
ve SFN’m glutatyona konjugasyonunda primer alani olarak diisiliniiliir. Sulforafan-
glutatyon konjugat1 bobrekte veya sindirim sisteminde sirasiyla sistinil-glisin, sistein ve
N-asetilsistein’e doniistiiriiliir ve daha sonra karacigere asetilasyon i¢in tekrar doner. Bu
konjugatlardan en yaygin olan1 da sulforafan-N-asetilsistein’dir (58). Sulforafan

dolagima katildiktan sonra dokularda birikir ve antikarsinojenik etkiler gosterir.

Insanlarla ilgili bir calismada, brokoli filizlerinden alman 200 pM'luk SFN dozunda, bir
saatlik beslenme sonrasinda, 0.943 ve 2.27 umol/L'lik plazma konsantrasyonlar

goriildii. Sulforafanin yarilanma 6émrii 1.77 £ 0.13 saat idi (59).

SFN metabolitleri 72 saat igerisinde viicuttan atilir (60).

-fs"w"'v"""c"-rs CH;0H P il g
Il - - (‘|| T == 1§
N\ Mirozinaz h@
050; - Sulforafan

Glukorafanin

=Glu=Cys-Gly

| Glu-Cys-Gly Cys=Gly Cys Cys-NAc

s | I | I

GST & 5T 8 CGase & AT S

+ —_— | — | J— [ — |
R—HN=C=35§ R—MHNH—cCc=35 R—NH—C=35 R—MNH— =5 R—MWNH—C=23

Merkaptiirik asit

Sekil 7. Sulforafan farmakokinetigi (61)
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Yan Etki ve Toksitesi

SFN’in insanlarda kullaniminin giivenilirligini degerlendirmek i¢in bircok ¢alisma
yapilmustir. Yirmibes-100 pmol glukorafanin/giin 1 hafta ve 400 pmol glukorafanin/giin
2 hafta uygulanarak yapilan iki randomize, plasebo kontrollii ve cift kor calismada

herhangi bir yan etki goriilmemistir (62).

Bir doz artirnmi giivenligi ¢alismasinda, 340 nmol kadar yliksek SFN dozu igeren
brokoli filiz 6zii lokal olarak 3 kez Onkola uygulandi. Arastirmacilar biyopsi yapilan
dokularda onemli derecede faz 2 enzim aktivite artist gozlemledi ve hicbir ters

reaksiyon yoktu (63).
SFN’1n herhangi bir bilinen kontra endikasyonu ve ilag reaksiyonu yoktur.
Sulforafanin Diger Etkileri

Faz 2 enzimlerinin artirilmasi ile kirli hava ve polenlerin detoksifikasyonu, hiicresel
oksidatif stresin azalmasi, inflamatuar sitokin {retiminin baskilanmasi ve doku
inflamasyonunun azalmasi sonucu iist solunum yolu enfeksiyonu olusumunun da

engellenmesine yardimei1 olur (64).

Son zamanlarda, Helicobacter pylori baglantili gastritli hastalarda Helicobacter pylori
eradikasyonunun glutatyon S-transferaz aktivitesini ve antral mukozada glutatyon
seviyelerini artirdigt ya da restore ettigine dair bulgular aym1 zamanda SFN’in
insanlarda benzer bir timor-koruyucu etkisi olabilecegi fikrini destekler. Sulforafanin
helikobakter enfeksiyonlarini dogrudan fakat bilinmeyen bir mekanizma ile eradike
etmesi ve faz 2 enzim indiiksiyonu ile mide tiimor olusumunu bloke etmesi (yani bu
ikili etki) sunlara dair gelecek vaat eder; bu etkiler sinerjik olarak harekete gegebilir ve

insanlarda mide kanserine karsi etkili bir koruma saglayabilir (65).

In vitro calismalar romatoid T hiicrelerinde SFN’in TNF-o  ve IL iiretimini
durdurdugunu gostermistir(66). Sulforafan; mikropapiller formasyonu inhibe ederek ve
hiicre gocilinii  engelleyerek timdr metastazinin  ve anjiyogenezin giicli  bir
engelleyicisidir (67). Sulforafan; CYP1Al, CYP2B1/2 ve CYP3A4 aktivitelerini
azaltarak Faz 1 Sitokrom P450 (CYP) enzimlerini de modiile eder. Bdylece kanser
olusum asamasinda prokarsinojenlerin aktivasyonunun inhibisyonu ve DNA

eklentilerinin iiretiminin Oonlenmesini saglar. Faz 1 ve 2 enzimlerinin iizerindeki net
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etkisi metabolizmada artis saglanmasi ve kimyasal karsinojenlerin detoksifikasyonudur

(68).

Bir¢ok in vitro calismada kolon, pankreas, akciger, deri, meme, bobrek ve prostat
kanserlerinin olusum ve gelisim siirecinde engelleyici oldugu gosterilmistir(69-74).
Bazi ¢alismalarda SFN’nin Nrf2’yi aktive etmesinin renal I-R hasar1 ve kanserlerden

korunmada etkili bir sonug verecegi belirtilir.

Son ¢aligmalar Nrf2/ARE yolaginin aktivasyonunun; karaciger, kalp, beyin ve bobrekte
[-R hasarimi azalttigini, daha da 6tesi bobrek fonksiyonlarinin yeniden kazanilmasinda

ve beyindeki iskemi alaninin azaltilmasinda da yardimei oldugu bulunmustur (63).

Klinik ¢aligmalarda taze brokoli tiiketen saglikli bireylerde LDL ve total kolesteroliin
azaldigi, HDL nin arttig1 gosterilmistir (65).

SULFORAFAM

Antibiyotik

Faz Il indidksiyonu
H.Pylori

Cevap

indirekt Faz | Gzerinde
Antioksidan degisken etkiler

Etkiler

Hiicre déngisindn
durmasi ve
apopitoz

Tumar inhibisyonu

Sekil 8. SFN’1n Tiimér inhibisyon Mekanizmas1 (63)

Antienflamatuar
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3.GEREC ve YONTEM

Bu deneysel calisma, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Hakan Cetinsaya Deneysel ve
Klinik Arastirma Merkezi’nde (DEKAM) Ocak 2012°de Etik Kurul onayi ile yapildi
(Etik Kurul Karar Tarihi: 18.05.2011, Karar No: 11/66). TSU-11-3797 proje kodu ile

Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan desteklendi.
DENEKLER

Calismada agirhiklart  250-300 gram arasinda degisen 30 adet erkek
Wistar—Albino tipi sigan kullanildi. Hayvanlar pleksiglas kafeslerde muhafaza edildi ve
her kafese en fazla 5 hayvan konacak sekilde bakimlar1 yapildi. Hayvanlar penceresiz
odalarda otomatik sicaklik (22+ 2° C) ve 151k (07.00-21.00 saatleri arasinda 14 saat
aydinlik ve 21.00 ile 07.00 arasinda 10 saat karanlik peryodu) ortaminda takibi
yapilarak tutuldu. Tim si¢anlar deney giiniine kadar standart laboratuar yemi ile
beslendiler ve deney oOncesi tartildilar. Siganlar randomize olarak kontrol, I-R ve

SFN-+-R gruplarma ayrildi.
ANESTEZi

Calisma dncesinde su igmelerine izin verilmek kosulu ile 12 saat a¢ birakilan sicanlarin
timiinde cerrahi girisim, enjeksiyonlar, kan Orneklerinin alinmasi intraperitoneal
50mg/kg ketamin (Ketalar®, Pfizer-Istanbul) ve 10mg/kg xylazin anestezisi
(Rompun®, Bayer-istanbul) altinda yapildi.

CERRAHI iISLEM

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
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intestinal yapilar retrakte edildikten sonra SMA aortadan ciktifi yerden bulundu ve
klempe edildi. Bu islem i¢in buldog klemp kullanildi .Bir saat iskemi sonrasi klemp

acilarak 2 saat reperfiizyon sagland .
DENEY GRUPLARI

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

laparotomi yapildiktan sonra SMA izolasyonu yapilarak 3 saat gdzlem yapildu.

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

yapilarak I-R hasari olusturuldu (52).

Grup IIL. SFN+i-R grubu (n=10):Deneklere operasyondan 1 saat dnce SFN (Sigma
S6317) musir 6zl yaginda ¢ozdiiriildi; 3mg/kg rat agirligi seklinde hesaplanarak
intraperitoneal (ip) yapild1 ve laparatomi yapildiktan sonra SMA izolasyonu yapilip 1

saat iskemi sonrasinda 2 saat reperfiizyon saglandi (52).
Calisma esnasinda mortalite olmadi.

Sakrifikasyon; ¢alisma icin 6rnekler alindiktan sonra abdominal aort ve vena cavaya

yapilan transvers kesi ile olusan hemoraji ile sagland.
DOKU ORNEKLERININ ALINMASI

Doku 6rneklemesi icin ileogekal valvin 10 cm proksimalindeki yaklagik 3 em’lik ileum

segmenti rezeke edildi (75).

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
kurutulduktan sonra doku SOD ve GSH-Px aktivite tayini ve MDA diizeyi tespiti igin

ependorf tiipiine konarak ¢aligma giiniine kadar -40 °C’ de derin dondurucuda saklandi.
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Resim 1. ileogekal valv ve SMA eksplorasyonu.

Resim 2. Siiperior mezenterik arter okliizyonu.
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Resim 3. Bagirsaklarin batin igine rediiksiiyonu ve batinin kapatilmasi.

Resim 4. Siiperior mezenterik arter reperfiizyonu
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Resim 5. Yaklasik 3 cm’lik terminal ileum segmentinin eksizyonu.
DEGERLENDIRILECEK PARAMETRELER
Biyokimyasal Parametrelerin Degerlendirilmesi

Yikanmis ve dondurulmus doku 6rneklerinin her biri hassas terazi (AND-6R) ile tartildi

ve yas agirliklar1 gram cinsinden verildi.
Dokularin Homojenizasyonu

Yas doku agirliklar: tespit edilen dokular doku agirliginin 1/5 oraninda homojenizasyon
tamponu ile (fosfat tamponlu salin-PBS) IKA ULTRA —~TURRAX T.25 basic marka
homojenizator ile 6500 rpm’de buz iginde 2 dk homojenize edildi. Elde edilen
homojenat 10000 g’de +4 °C’ de 10 dk Sigma 3K30 sogutmali santrifiijde ¢evrildi.Elde
edilen berrak silipernatantlar her bir parametre i¢in olmak iizere ii¢ pargaya ayrilarak
REVCO ULT 1740-5-V40 marka derin dondurucuda -40 °C’ de ¢aligma giiniine kadar

saklandi.

Yapilan analizlerin daha dogru sonug¢ vermesi i¢in; her bir 6rnek en az 2 kere calisildi.

Sonuglarin ortalamasi alinarak hesaplamada kullanildi.
Glutatyon Peroksidaz Ol¢iimii

Calisma gilinli ¢ozdiiriilen doku silipernatantlari Cayman firmasina ait Glutatyon
Peroksidaz olgiim kiti (item No.703102) kullanilarak ve kit prospektiisiine uyularak
calisildi. Sonuglar nmol/dk/yas doku agirligi olarak verildi.
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Siiperoksit Dismutaz Olciimii

Caligma giinii ¢ozdiirlilen doku siipernatantlar1 Cayman firmasina ait Siiperoksit
Dismutaz 6l¢iim kiti (item no.706002) kullanilarak ve kit prospektiisiine uyularak

calisildi. Sonuglar ti/yas doku agirligi olarak verildi.
Malondialdehid Olgiimii

Calisma gilinii ¢ozdiiriilen doku silipernatantlar1 Cayman firmasmna ait TBARS
(Thiobarbituric Acid Reactive Substances) 6l¢iim kiti (item No.10009055) kullanilarak
ve kit prospektiisiine uyularak calisildi. Sonuglar pmol/yas doku agirlig1 olarak verildi.

Histopatolojik degerlendirme

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

arkadaslarinin degerlendirmesine gore yapildi.

Tablo 2. Chiu histopatolojik hasar skorlamasi (75)

Evre 0 Normal mukoza

Evre 1 Genellikle kapiller konjesyonla birlikte ve viluslarin apeksinde
subepitelyal Guenhagen bosluklarinin olusturulmasi

Evre 2 Subepitelyal alanin genislemesi ve epitelin Lamina Propia’dan hafif
derece ayrilmasi

Evre 3 Villuslarin iist kisimlarinda yaygin epitelyal ayrilma
Lamina Propria ve villuslarda dokiilme, kapiller dilatasyon, Lamina

Evre 4 ., oy
Propria’da artmis seliilarite

Evre 5 Lamina Propria’da sindirilme ve biitiinliiglinde bozulma, kanama ve
iilserasyon

26



ISTATISTIKSEL ANALIZ

Veriler ortalama + standart sapma (& £ &#) ve/veya median (min.-max.) olarak
gosterildi. Veriler Sigmastat 3.5 istatistik paket programinda degerlendirildi. Verilerin
normal dagilim gosterip gostermedigine Shapiro-Wilk Normallik testi ile bakildi.
Normal dagilim gosteren degiskenler i¢in gruplar arasi farkin olup olmadigina Tek
Yonli Varyans Analizi (ANOVA) ile bakildi. Fark c¢ikan gruplarda ¢oklu
karsilagtirmalar i¢in Tukey testi ile yapildi. P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlaml
kabul edildi.
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4. BULGULAR

Bu deneysel ¢alismadan elde edilen bulgular su sekildedir.

Histopatolojik degerlendirme ve bulgular

Sicanlardan elde edilen ince bagirsak dokulari histopatolojik olarak Chiu skorlamasina

gore skorlandi. Coklu karsilastirma testine gore kontrol grubu ile SFN+I-R ve I-R

gruplart arasindaki fark anlamli bulundu (p<0.001).

Tablo 3. Chiu skorunun karsilastirilmasi

Kontrol
Median
(min-max)

I-R
Median
(min-max)

SFN+I-R
Median
(min-max)

Chiu skoru

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

2(1,00-3,00)"

1,50 (1,00-3,00)°

a,b: Gruplar arasi farklilig1 gostermektedir. Ayni harfin bulundugu gruplar arasinda fark

yoktur.
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Resim 6. Chiu histopatolojik hasar skorlamas1 evre 1

Resim 7. Chiu histopatolojik hasar skorlamasi evre 2
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Resim 8. Chiu histopatolojik hasar skorlamasi evre 3

Biyokimyasal Degerlendirme

Tablo 4 . GSH-Px degerlerinin karsilagtirilmasi

Kontrol I-R SFN+i-R p

(mean+SD) (mean+SD) (mean+SD)

GSH-Px (nmoV/dk/yas a b .
244,35 £95,53" | 107,76+43,49° | 900,14+417,23" | <.0.001

doku agirhg )

a,b,c: Gruplar aras1 farklilig1 gostermektedir. Ayni1 harfin bulundugu gruplar arasinda fark yoktur.

Glutatyon peroksidaz aktivitesi bakimindan gruplar karsilastirildiginda; kontrol grubuna
gore I-R grubu enzim aktivitesinin anlamli derecede azaldigi; buna karsilik kontrol
uygulamasi oncesi 3 mg/kg sigan agirligi dozunda uygulanan SFN ile anlamli derecede
azalan GSH-Px aktivitesinin anlamli derecede artmis oldugu hatta i-R uygulanmayan

grubun degerlerinin de {istline ¢ikardig: tespit edildi.
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Tablo 5. SOD degerlerinin karsilastirilmasi

Kontrol I-R SFN+i-R p
(mean+SD) (mean+SD) (mean+SD)
SOD (Ulyas doku agirhigr) | 32,03+5,07° | 35,68+12,75° 72,47ﬂ:17,64b <0.001

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

SOD aktivitiesi bakimidan gruplar karsilastirildiginda; kontrol grubuna gore I-R grubu

enzim aktivitesinin degismedigi; buna karsilik I-R &ncesi uygulanan SFN ile SOD

aktivitesinin anlamli derecede artmis oldugu tespit edildi (p<0.001). Ayrica SOD

aktivitesi SFN+I-R grubunda i-R grubundaki degerlere gore de anlamli sekilde yiiksek

bulundu.
Tablo 6. MDA degerlerinin karsilastirilmasi
Kontrol i-R SFN+i-R p
(mean+SD) (mean+SD) (mean+SD)
MDA
21,29+7,55" | 13,43+4,38" | 21,17+7,10° 0.016
(nmol/yas doku agirhgi)

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

MDA diizeylerinin istatistiksel karsilastirilmas: yapildiginda; kontrol grubuna gore I-R

grubu MDA degerlerinin azaldig: tespit edildi. I-R grubuna gére SFN +i-R grubu MDA

degerlerinin yiikseldigi belirlendi (p=0.016).
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5. TARTISMA

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 bosalmasi1 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 agar (76).

Reperfiizyon doneminde gozlenen hasarda, hiicre igine 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 ve deoksiriboniikleik asit molekiilleridir (77).

Iskemik dénemde hiicrede metabolik ve yapisal degisiklikler meydana gelir. Dokuya
gelen kan akiminin kesilmesi ile hiicresel oksidatif fosforilasyon azalir ve ATP ve
fosfokreatin gibi yiiksek enerjili fosfat sentezi azalir (78). Hiicrede enerji depolarinin
bosalmasi ile hiicre zarinda bulunan Na',K -ATP az pompas1 inhibe olur. Sonugta hiicre
icinde Na" ve Ca" iyon konsantrasyonlar1 artar (79). Hiicre ig¢inde Ca™ iyon
konsantrasyonunun artigi hiicre i¢in sitotoksiktir (80). Nitekim yine bu donemde
hiicrede iyon konsantrasyonunun degisimi ile proinflamatuar sitokinlerin 16kosit
adhezyon molekiillerinin yapiminda artis, buna karsilik antioksidan enzimlerin
olusumunda azalma olur. Bu durum hiicreyi reperfiizyon dénemindeki hasara karsi
dayaniksiz kilar. iskemi déneminde ATP iiretimi durdugu halde kullanimi devam ettigi

icin ATP’den AMP ve adenozin olusur.
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Adenozin, hizla hiicre digina diflize olur ve inozin ve hipoksantine parcalanir.
Dolayisiyla, iskemi sonucu yiiksek enerjili fosfat bilesiklerinin (ATP) yikimi, dokuda
ksantin ve hipoksantin gibi piirin metabolitlerinin birikimine ve KD’in KO’a
doniigiimiine yol agar. Normal sartlarda hipoksantin {irik asite metabolize olur ve bu
reaksiyonda elektron alict NAD" (nikotinamid adenin diniikleotidin okside formu)’ dir.
Ancak hipoksi ya da iskemi nedeniyle KD, KO’a doniistiigiinden hipoksantinin {irik
asite doniisiimii KO tarafindan gerceklesir ve bu reaksiyonda ise elektron alici olarak

molekiiler oksijen kullanilir (81).

Iskemi ve reperfiizyon hasarinin fizyopatolojisi ile ilgili cesitli faktorler ileri

stiriilmiistiir. Bunlar birbiriyle iliskileri karmasik, hiicresel ve humoral olaylar serisidir

(82, 83).

Ozellikle; SOR, PMNL, kompleman sistemi, endotel hiicreleri olmak iizere baslica dort

faktor hasarin nedenleri arasinda yer almaktadir.

Serbest radikal, eslenmemis elektron iceren atom veya molekiildiir. Genelde elektronlar
atom veya molekiilde eslenik olarak bulunmalar1 nedeniyle molekiil stabildir ve reaktif
degildir. Ancak, molekiile bir elektron eklenmesi ya da bir elektron kayb1 onu reaktif

hale getirir (84).

Organizma siirekli olarak serbest radikal ataklariyla kars1 karsiyadir. Serbest radikaller
fizyolojik sartlarda ve dis etkenlere kars1 organizmanin savunmasinda da belirli oranda
olusur ve i¢csel mekanizmalarla organizmaya olabilecek zararl etkileri 6nlenir. Biyolojik
sistemlerde olusan serbest radikallerin endojen kaynaklari oksijen, NO, uyarilmis
notrofil, mitokondriyal elektron transport sistemi, endoplazmik retikulum, peroksizom
ve plazma membrani olarak sayilabilir. Solunan oksijenin %95 ten fazlasi
mitokondrilerde ATP seklinde enerji olusumunda kullanilirken, yaklasik %5’ 1 de son
yoriingelerinde ortaklanmamis elektron igeren ve bu ozellikleri nedeniyle de toksik
serbest radikallere doniismektedir. Hidroksil radikali biliyilk molekiil yapist ve
elektronegativitesi nedeni ile DNA, protein, karbonhidrat ve lipitler gibi
makromolekiillerle reaksiyona girerek bu yapilarda oksidatif hasara neden olur.
Makromolekiiller hiicrelerde kisith miktarlarda bulunduklarindan bu yapilarda olusan
hasar oldukca énemlidir. In vivo herhangi bir OH’ siipiiriiciisiiniin etkili olabilmesi i¢in

mevcut hedef molekiillerin 6nemli bir bdliimiinii kapsayacak kadar yiiksek
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konsantrasyonda bulunmasi gerekir. Bu nedenle OH' olusumunun onlenmesi, bu

radikalin siipliriilmesinden daha etkilidir (85).

Deneysel ortamda basarili gibi goriinen ¢alismalarin ¢ok azi klinikte uygulama sansi
bulmustur. Bunda I-R hasarmin tek bir basamak veya mediatoriin bloke edilmesi ile
Onlenemeyecek kadar karmasik olmasinin rolii biiyiiktiir. Bu tiirden bir yaklagim
karsisinda organizma kendine kolaylikla yan yollar yaratmakta ve reperfiizyonla gelen
oksidatif yiiklenmenin yani sira proinflamatuar sitokinlerin ve kan hiicrelerinin

aktivasyonu ile giderek biiyiiyen I-R dizinini durdurma cabalar1 basarisiz kalmaktadir.

Ince bagirsakta I-R hasarin1 6nlemeye yonelik ¢alismalar artarak devam etmektedir.
Farkli hayvan calismalarinda dokularm I-R hasarmdan korunmasi igin cesitli tedavi
yontemleri basariyla kullanilmistir. Bunlar; iskemik 6n kosullama, antioksidan ajanlarla
tedavi, NO uygulamalari, perflorokarbonlarla tedavi, enteral beslenme, glisin ve
glutamin uygulamalaridir (86). Iskemi reperfiizyon iizerine yapilan deneysel
calismalarda bradikinin ve curcumin de kullanilmis ve bu maddelerin intestinal mukoza

hasarini azalttig1 biyokimyasal ve histopatolojik verilerle tespit edilmistir (6, 87).

Siganlarda deneysel intestinal I-R modelinde SMA’nin obliterasyonu vasitasiyla 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 (88). Bu ¢alismada deneklere ise
laparotomi sonrast SMA’nin klemplenmsi vasitasiyla 1 saat iskemi ve klempin

acilmastyla birlikte 2 saat reperfiizyon yapilarak I-R hasari olusturuldu (52).

Sulforafan ilk kez 1948’de sentezlendi (47). Epidemiyolojik ve klinik ¢aligmalardan
elde edilen veriler brokoli, karnibahar, su teresi, Briiksel lahanasi ve lahana gibi
turpgillerden zengin beslenenlerin belirli tip kansere daha az yakalandigini gostermistir.
S6z konusu bitkilerin antikarsinogenez ve tiimor bliylimesi, timor cesitliligi ve
niikslerin azaltilmas1 gibi kemoterapdtik bakimdan faydali etkileri; bir fonksiyonel

izotiosiyonat grubu iceren yiiksek fitokimyasal igerikleri ile iliskilendirilir.

Faz 2 enzimlerinin artirilmasi ile kirli hava ve polenlerin detoksifikasyonu, hiicresel
oksidatif stresin azalmasi, inflamatuar sitokin {retiminin baskilanmasi ve doku
inflamasyonunun azalmasi sonucu st solunum yolu enfeksiyonu olusumunun da

engellenmesine yardime1 olur (64).
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Son zamanlarda, H.pylori baglantili gastritli hastalarda H. pylori eradikasyonunun
glutatyon S-transferaz aktivitesini ve antral mukozada glutatyon seviyelerini artirdig1 ya
da restore ettigine dair bulgular ayn1 zamanda SFN’mn insanlarda benzer bir timor-

koruyucu etkisi olabilecegi fikrini destekler.

Bir¢ok in vitro ¢alismada kolon, pankreas, akciger, deri, meme, bobrek ve prostat
kanserlerinin olusum ve gelisim siirecinde engelleyici oldugu gosterilmistir (69-74).
Bazi calismalarda SFN’nin Nrf2’yi aktive etmesinin renal I-R hasar1 ve kanserlerden

korunmada etkili bir sonug verecegi belirtilir.

Son ¢aligsmalar Nrf2/ARE yolagimin aktivasyonunun, karaciger, kalp, beyin ve bobrekte
I-R hasarin1 azalttigini daha da &tesi bobrek fonksiyonlarmin yeniden kazanilmasinda

ve beyindeki iskemi alaninin azaltilmasinda da yardimet oldugu bulunmustur (63).

Sulforafanin insanlarda kullanimmin giivenilirligini degerlendirmek i¢in birgok
calisma yapilmistir. 25-100 umol glukorafanin/giin 1 hafta ve 400 pmol
glukorafanin/giin 2 hafta uygulanarak yapilan iki randomize, placebo kontrollii ve ¢ift

kor ¢aligmada herhangi bir yan etki goriilmemistir (62).

Serbest oksijen radikallerinin 6zellikle hiicresel membran lipitlerinin peroksidasyonunu
da igeren farkli mekanizmalarla hiicre hasarina ve sonugta nekroza neden olduguna
inanilmaktadir (87,89). Lipit radikalleri pek ¢ok radikal reaksiyon ile olusabilir. Lipit
radikali, memeli hiicre membranlarinda bol miktarda doymamis yag asitlerinin
peroksidasyonuna sebep olarak hiicre hasarina neden olmaktadir. Lipit radikali oksijen
ile reaksiyona girer ve lipit peroksid radikalini yapar. Tiim biyolojik membranlar lipit
peroksidasyonuna duyarlidir. Gegirgenlik degiskenliklerinden baslayarak membranda
yapisal ve fonksiyonel bozukluklar olusabilir. Membran biitiinliigii bozulabilir. Lipit
peroksit radikali diger lipit hidroperoksitlerini olusturur. Hidroperoksitler yiiksek
derecede toksik iiriinlere doniisiir. En toksik iirlinler aldehidlerdir (87,90). Otamiri ve
ark. intestinal I-R ¢alismalarinda, I-R grubunda MDA seviyelerinde anlamli bir artis
oldugu gosterilmistir (91). Mevcut deneysel modelde, SFN uygulamas: ile SOD, GSH-
Px gibi antioksidan enzim aktivitelerinde gozlenen anlamli artiglara ragmen; MDA
diizeylerinde tespit edilen yilikselme beklenen bir bulgu degildir. Bu farkliligin MDA
Olctimiinde kullanilan metoda bagli olabilecegi diisiiniilebilir. Soyle ki, gliniimiizde
MDA o6lctimleri yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) gibi analitik hassasiyeti

yiiksek metotlarin kullanimi 6nerilmektedir .Bu projede MDA dl¢limiinde kullanilan
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Cayman marka MDA kitinin 6l¢iim prensibi, tiyobarbitiirik asitin MDA ve benzeri
karbonil grubu iceren bilesiklerle yaptigt pembe kompleksin degerlendirilmesi
oldugundan; metot MDA disinda baska bilesikleri de 6l¢mektedir. Diger bir ifadeyle
pozitif interferansa agik bir metotdur. Bu nedenle yalanci yiliksek degerlerin elde

edildigi diisiiniilebilir (92, 93).

Stiperoksit dismutaz siiperoksit serbest radikalinin H,O, ve O, doniisiimiini
katalizleyen antioksidan enzimdir. Normal metabolizma sirasinda hiicreler tarafindan
yiiksek oranda O, iiretilmesine ragmen hiicrei¢i diizeyi SOD tarafinda diisiik tutulur.
Ancak, H,O, gecis metalleri varhiginda Fenton ve Haber Weiss reaksiyonu ile son
derece aktif OH" ’ye dontismektedir (94). Reperflizyon 6ncesi uygulanan SOD bagirsak

liimenine olan net s1vi kaybini 6nler ve mukozal lezyonlarin ilerlemesini engeller (95).

Bizim ¢alismamizda SFN uygulamas: ile hem kontrol hem de I-R grubuna gore anlaml
derecede SOD aktivitesi yiikselmesi tespit edildiginden; SFN’nin SOD’u da aktive
ettigi one siiriilebilir. Ayrica SFN’nin direkt antioksidan etki gostererek de I-R
sartlarinda olusan SOR’u sondiirdiigii ve bu yolla SOR hasarina bizzat hedef olabilen

antioksidan enzimleri korudugu diisiiniilebilir.

Glutatyon peroksidazin fagositik hiicrelerde de Onemli fonksiyonlar1 vardir. Diger
antioksidanlarla birlikte GSH-Px, solunum patlamasi sirasinda serbest radikal etkisi ile
fagositik hiicrelerin zarar gdrmesini Onler. Glutatyon peroksidaz eritrositlerde oksidatif

strese karsi en etkili antioksidandir (96).

Kanda ve homojenize edilmis dokularda GSH-Px diizeyine bakilarak I-R hasarindan ne
diizeyde etkilendigi belirlenebilir. Bu ¢alismada bulgulardan da fark edilecegi gibi I-R
uygulamasi ile azalan enzim aktivitesi SFN uygulamas: ile arttirilabildi. Glutatyon
peroksidaz aktivitesindeki artisin muhtemel nedenleri arasinda yeniden enzim
sentezlenmis olmasi veya var olan enzimin aktivitesinin arttirilmig olmasi One

surtlebilir.

Iskemi reperfiizyon sonrast GSH-Px aktivitesinde gozlenen belirgin azalmanm SOD
aktivitesinde tespit edilememesi I-R ile olusan oksidatif stresin SOD {izerine olumsuz

bir etkisinin olmadigini digiindirebilir.

Intestinal I-R hasarmin histopatolojik degerlendirilmesinde bircok skorlama sistemi

gelistirilmistir. Chiu ve ark. (75), Yoshida ve ark. (97), Hierholzer ve ark. (98)

36



siniflamalar yapmiglardir. Chiu ve ark. tarafindan tanimlanan histopatolojik siniflama
intestinal I-R hasar1 ve buna karsi kullamlan antioksidan ajanlarin etkisinin
histopatolojik olarak degerlendirilebildigi sik kullanilan, basit ve sade bir morfolojik

skorlama sistemidir.

Histopatolojik hasar yoniinden gruplar degerlendirildiginde en fazla hasarm I-R
grubunda oldugu goriildii. Coklu karsilastirma testine gére kontrol grubu ile SEN+I-R
ve I-R gruplan arasindaki fark anlamli bulundu. Iskemi-reperfiizyon grubunda Chiu
skorlar1 yiiksek denekler olmadigi icin SFN+I-R grubundaki hafif degisiklikler
histopatolojiye tam olarak yansimadigi diisliniildii. Bu anlamda daha yiiksek Chiu
skorlu yani iskemi siiresinin daha uzun tutuldugu bir ¢calismada bu aradaki kii¢tik farkin

anlamli olup olmadig1 degerlendirilebilir.

Antioksidan savunma mekanizmalarinin bilinmesi ve ince bagirsak da olusan oksidatif
strese bagli hasarlanmanin iyi anlasilmasi, klinik ortamda cerrahiye yardimci yeni
antioksidan tedavi secgeneklerinin gelistirilmesi bakimindan ©6nemlidir. Cerrahi
uygulamalara yardimei olabilecek bu tiir destek tedavileri I-R’1m etiyolojisinde rol aldig1
hastaliklarin tedavisinde kullanilmasi ile bu tiir hastaliklarda mortalite ve morbiditeyi

azaltabilir.

Bizim ¢aligmamizda intestinal I-R hasarinda SFN etkinligi biyokimyasal olarak
gosterilse bile histopatolojik olarak net gosterilememistir. Reperfiizyon hasarinin
karmagik mekanizmalari akla getirildiginde SFN ile ince bagirsaklarda muhtemel farkli
etki mekanizmalarini ortaya ¢ikarmaya yonelik ve 6zellikle diger baska parametrelerin

kullanilacag: ¢aligmalara ihtiyag vardir.
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6. SONUCLAR

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

etkileri” adl1 ¢alismanin sonuglari su sekilde siralanabilir:

1.  Histopatolojik degerlendirmede; SFN’in  iskemi sonrasi reperfiizyona bagh
intestinal mukoza hasarina hafif fayda sagladigi goriilse de aradaki fark

istatistiksel olarak anlamli bulunamamustir.

2. Hernekadar MDA sonuclar1 SFN’ nin I-R hasari iizerine faydali oldugunu
gostermede yetersiz kalsa da ; SFN uygulanan I-R olusturulmus ratlarda gézlenen
SOD ve GSH-Px aktivitesindeki belirgin yiikselmelerin 1s1¢inda SFN’ nin I-R
hasarinda oksidatif stres araciligi ile hasarin 6nlenmesinde faydali olabilecegi 6ne

surtlebilir.
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