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YUKSEK LISANS TEZI

CYPERUS ROTUNDUS EKSTRESININ ISKEMI/REPERFUZYON OLUSTURULMUS
SICANLARDA GASTRAL MUKOZAL HASARA KARSI ETKISI

Ayse Nur AKGUNLU

Harran Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlisi
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog¢. Dr. Davut MUSA
Yil: 2006, Sayfa 63

Bu arastirmada, sicanlarda Iskemi/Reperfiizyon’'un neden oldugu gastrik mukozal hasar Uzerinde
Cyperusrotundus un metanol ekstresi ve Vitamin E’' nin mide tizerinde koruyucu etkileri ¢alisilmistir.
Calismamizda, anestezi altinda 1 saat boyunca celiak arterin kiskacla sikistirilmasi sonucu iskemi
olusturuldu. Calismamizda ayrica oral yolla kullanilan Cyperus rotundus ekstresinin (200 mg/kg) ve
Vitamin Enin (100 mg/kg) bir saat iskemi ve bir saat iskemi/bir saat reperflizyon uygulamalarinda
mukozal hasar Uzerinde potansiyel antioksidan etkileri degerlendirildi. Calisma sonunda GSH ve
MDA analizleri sonuglarina gére mide lezyonlari Uizerinde reaktif maddelerin seviyelerinde anlamli
derecede azalma goruldu.

ANAHTAR KELIMELER: Cyperus rotundus, Gastrointestinal Sistem, |skemi/Reperfiizyon, Rat



ABSTRACT

MSc Thesis

EFFECT OF CYPERUSROTUNDUSEXTRACTS AGAINST GASTRIC MUCOSAL INJURY
INDUCED BY ISCHAEMIA/REPERFUSION IN RATS

Ayse Nur AKGUNLU

Harran University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Davut MUSA
Y ear: 2006, Page: 63

This study was carried out to investigate the gastroprotective effect of Cyperus rotundus on gastro
ulceration induced by Ischemia/Reperfusion in rats. Our preliminary study shows that an Oral
administration of an methanol extract of Cyperus rotundus and Vitamin E to study the protection
effect on gastric ulcer of the stomach. Our study was carried out anesthetized rats, ischemia produced
for one hour by clamping celiac artery. The study was further undertaken to evaluate the antioxidant
potential of Cyperus rotundus extract orally dose of 200 mg/kg compaired with Vitamin E at orally
dose of 100 mg/kg for one hour ischemia and one hour ischemia/one hour reperfusion interval. The
study was resulted in significant reduction in lesions of stomach and reduction in stomach MDA and
GSH.

KEY WORDS: Cyperusrotundus, Gastrointestinal System, |schemia/Reperfusion, Rats
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1 GIRIS Ayse Nur AKGUNLU

1. GIRIS

Mide mukozas zararli etkenlere kars iyi korunan ve diren¢c gosteren bir
dokudur. Cesitli faktorler bu koruma veya direnci yenip, mide mukozasina etki
ederek farkli siddetlerde hasara neden olurlar. Midede mukozal korunma
bozuldugunda mukozal hasar slreci baslamaktadir. |Iskemi/Reperfizyon (I/R)
hasarinda reaktif oksijen tirlerinin ataklari sonucu bircok biyolojik molekilde
patolojik degisiklikler ve beraberinde artan membran lipid peroksidasyonlari
olusmaktadir. Gastrointestinal sistem (GIS)’in Ulser yaralarinin olusumunda; stres,
nonsteroidal antiinflamatuar ilaclar (NSAID), etanol, HCI gibi kimyasalarla
etkilesimi, ayrica serbest radikaller, safra asitleri, proteazlar gibi i¢c kaynakli faktorler
rol oynar (Ozer ve ark., 2004). Bu patolojik degisiklikler gastrik mukozada
sitoprotektif sistemi kirarak erozyonlarin olusumuna ya da Ulser ataklarina neden
olmaktadir.

Biyolojik sistemlerdeki en onemli serbest radikaller oksijenden olusan
radikalerdir (Akkus, 1995). Oksijen radikalleri inflamasyon ve doku hasari
patogenezinde rol adiklari bilinen bilesiklerdir (Baki ve ark., 2000). Serbest oksijen
radikalleri, htcrenin 6nemli komponentleri olan lipid, karbonhidrat, protein ve
DNA'yi oksitleyerek biyolojik sistemlerde agir hiicre zedelenmelerine neden olurlar
(Uysal, 1998).

Organizmada serbest radikalerin  zararli  etkilerini  ortaya koymadan
etkisizlestiriimesini  saglayan gucli savunma sistemi  bulunmaktadir. Serbest
radikallerin olusum hizi ile etkisizlestiriime hizi dengede oldugu slirece organizma
bu bilesiklerden etkilenmemektedir. Buna karsilik savunma azalir ya da bu zararli
bilesiklerin olusum hizi sistemin savunma giiciinii asarsa, bu denge bozulup serbest
radikallere bagli zararli etkiler ortaya cikmaktadir (Halliwell, 1996; Nakazawa ve
ark.,1996).
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Serbest radikaller, 6zellikle antioksidanlarla dengelenmedigi durumlarda
organizma icin zararli olabilmektedir. Bu radikaller GIS lezyonlarinda rolleri olan
cok onemli partikuller dup, birgok biyolojik molekilde zararli etkiler dogururlar
(Ogle ve ark., 1989). Serbest radikalere bagli hicre hasarindaki en o6nemli
mekanizmalardan biri membranlardaki lipit peroksidasyonudur. Lipit peroksidasyonu
sonucu membranlarda yapisal ve fonksiyonel hiicre hasari olusur. Malondialdehit
(MDA) gibi Urtnlerin  o6lcimu lipid peroksidasyonun bir gosterges olarak
kullanilmaktadir. Mide mukozasi hasarinda lipid peroksidasyonu 6nemli rol oynar
(Ozer ve ark., 2004).

Gadtrik  Ulser iyilesmesinde epitel yapilarin yeniden olusumu, alttaki bag
dokusunun tamiri gerekir. Kan akiminin diizenlenmesinde, yeni damar ve yumusak
doku olusumunda, GISin mide asit sekresyonunu inhibe etmede, mukus
sekresyonunu arttirarak mide mukoza butinligini korumada, epitel hicrelerinin
cogamasini arttirarak hicre dretimini dolayisiyla yara iyilesmesini hizlandirmada
onemli rol oynar. GIS'e ait dolasmin engellenmes ile ilgili bazi patolojiler midede
iskemiye neden olabilir (Ozer ve ark., 2004). I/R, midede serbest radikal olusumuile
baglartili olarak gastrik lezyonlarin olusmasina neden olur.

Cyperus rotundus aternatif tip bilimlerinde; 6zellikle mide yaraarina karsi,
gaz sokturtch, didretik, antibakteriyel, antimalariyal, antiinflamatuar, aneljezik,
sakinlestirici  olarak kok ve rizomlari  kullanilmaktadir. Bu calismada
Iskemi/Reperfiizyon olusturulmus sican midelerindeki MDA ve GSH miktarlari
Uzerinde Vitamin E ve Cyperus rotundus un etkileri arastirilmistir. Béylece mide
lezyonlarinin serbest radikal olusumuna bagli molekuler diizeyde arastirilmasi ve bu
konuda alternatif tip bilimlerinde kullanilan Cyperus rotundus un tibbi tedavi

yontemlerine katkida bulunmas amaglanmaktadir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1 Midenin Anatomik Yapis

Gastrointestinal kanalin dokusal yapisi agiz boslugu hari¢ benzer yapidadir.
Mide icten disa dogru; mukoza, submukoza, muskularis mukoza ve seroza olmak
Uzere dort tabakadan olusmaktadir. Epitel tabakasi keratinize olmadigi igin besin ve
ilag emilimine izin veren koruyucu bir isleve sahiptir. Submukoza yogun olmayan
duz kas liflerinden ve gevsek bag dokusundan olusur. Kas liflerinin olusturdugu
demette lifler birbirine ¢cok noktadan baglanmistir. Bu sayede iyonlar bir hiicreden
digerine kuguk bir direncle ulasarak, elektriksel sinyalerin hizli yayilmasini
saglamaktadir. Sekil 2.1’de mide duvarindan alinmis bir kesit gorilmektedir.
Sirkiuler ve longitidinal kas tabakalari arasinda baglanti noktalari bulundugundan
birinin uyarilmas digerini de uyarir (Sanders, 1992).

kaeh fabakanm
af® katman

uzunlamasina

—. ", kagh labaka

mukozamn kash %ﬁ;lgl il

tabakasai

Sekil 2.1. Mide duvarindan bir kesit (Anonymous, 2001)
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Mide anatomik olarak (kardiya, fundus, korpus ve pilor) doért bolime ayrilir.
Kardiya; 6zofagus ile mide arasindaki gecis bdlgesinde dar sirkiler bir banttir.
Fundus, kardiyanin solunda Ust kisimda yer alan kubbe bicimdeki bolgedir. Fundus
ve korpus tubuler gastrik bezler (fundus bezleri) ile doludur. Gastrik bezlerdeki epitel
hicrelerin dagilimi dizenli degildir. Gastrik bezlerin Ust yarisinda pariyetal hicreler
bulunur, tabaninda ise seyrektirler. Pariyetal hiicrelerin arasinda kimeler halinde ya
da tek olarak mukoz hicreleri ile esas hiicreler de denilen Zimojen hicreler tibuler
bezlerin alt bélimiinde daha fazla bulunurlar. Korpus midenin en buyik pargasidir.
Pilor, duedonuma acilan midenin alt bélgesini olusturur. Burada diiz kas hiicrelerinde
olusan pilor sfinkteri bulunur (Guyton ve Hall, 1996). Sekil 2.2."de midenin genel
anatomisi, mide kan damar sistemi numaralandirilarak gosterilmistir.

Sekil 2.2. Midenin genel anatomisi (Anonymous, 2005)
1. Celiak arter govdesi 2. Sol gastrik arter
3. Genel karaciger arteri 4. Karaciger arteri
5. Gastroduodenal arteri 6. Sag gastroepipolik
arteri 7. Duodenal arteri 8. Kisa gastrik arteri
9. Sol gastroepipolik arteri 10. Dalak arteri
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Mide mukozasinin epitel tabakasinda cok sayida tubller bez yer alir. Bu
bezlerde (g tip salgi hiicres bulunmaktadir. Zimojenik hiicreler pepsinojen sagilar
ve bu madde pariyetal hicrelerden saliverilen hidroklorik asit (HCL) ile pepsine
donustirdlor. Salgi yapan hiicrelerin cogu mukus ve lizozim Uretir, ancak arada HCL
salgilayan birkag pariyetal hiicre bulunabilir. Pariyetal hiicreler esas olarak H*
salgilar. Bu hicrelerde bol miktarda bulunan karbonik anhidraz enziminin etkisiyle
stoplazmada bikarbonat ve hidrojen iyonlari olusur. Mukus hicreleri mukus
salgilayarak hem mukozayi asit ve pepsinden korur, hem de besinleri idatip
kayganlastirir. Pariyatal hiicrelerden insitrik faktor de salgilanmaktadir. Glikoprotein
yapidaki ingitrik faktor, vitamin Bio'yi baglar ve ileumdaki 6zel mukoza
reseptorlerine tasinmasini saglar (Gedda ve ark., 1995; Guyton ve Hall, 1996).

Mideye ait ekzokrin (asit ve pepsinojen) ve endokrin (gastrin, histamin,
somatostatin ve prostaglandin) salgilar sinirsel, parakrin ve hormonal yollar ile
santral, periferal ve intraselliler olarak duzenlenmektedir. Mide asit salgisinin
duzenlenmesi sefalik, gastrik, intestinal kaynakli sinirsel ve hormonal stimtludar ile
saglanmaktadir. Sefalik uyaranlar besinlerin distnilmes veya gorulmes gibi
durumlarda ortaya cikmaktadir. Ruhsal durumlardaki degisiklikler de mide asit
sagisini etkileyebilmektedir. Besinin mideye girmes, mide mukozasinda |okal
reflekdler araciligi ile asit, gastrin salinmasini ve motiliteyi baslatmaktadir. Proteinler
ve peptidlerin asidi kismen nétralize etmesi, mekanik uyari ile baslayan salgilari
daha da arttirmaktadir (Schubert, 1994).

2.2. Mide Mukozas Hasarinin Olusumu

Gastroduodena mukozadaki doku hticre hasarinin dnemli kaynaklarindan birisi
cogu zaman kan akiminin azalmasi ya da iskemiden kaynaklanan hipoksidir.
Hipoksi, donisimli ya da donusimsiiz hticre hasarina neden olabilmektedir. Serbest
radikallerin olusmas hasari daha da ileriye gotirebilmektedir. Serbest radikaller;
¢cOzunebilir proteinleri ya da membran yapisindaki enzimatik proteinleri etkileyerek
hasara neden olabilmektedir (Morales ve ark., 1992).
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Gastroduodenal hasarin tipleri arasinda; diffize mukoza nekrozu, lokalize
lezyonlar, Ulserler ve akut ya da kronik nekrozlar sayilabilmektedir. Erozyon;
mukozanin en (st tabakasini da kapsayan yuzeysel nekrozdur (Szabo, 1991). Nekroz,
muskularis mukozaya dogru ilerler ise Ulser adini alir. Donlsimsiiz hasara ugramis
hicreler ya infiltre olan inflamatuvar hicrelerle, ya da o bolgedeki makrofgjlarla
ortadan kaldirilir. Bakteri gibi enfekte edici gjanlarla olusan gastroduedonal hasarda
hem akut hem de kronik inflamatuar hiicreler rol oynamaktadir (Wallace ve Granger,
1996). Inflamatuar hticreler organizmanin savunma birimleridir. Fakat |6kositlerden
sdliverilen proteazlar ilk hasara etki ederler. Olusabilen sekil degisikliklerini
hiperplazi ya da hipertrofi, bazen de malign degisimler izleyebilir (Wallace ve Bell,
1994).

Mide cesitli endojen ve eksojen hasar verici ganlarin hasari baslatabilecegi,
hizlandirabilecegi ya da kotulestirebilecegi aktif bir ortamdir (Szabo, 1991).
Indometazin ve benzeri nonsteroidal antiinflamatuvar ilaglar ile H. pylori bugin
gastrik Ulserin temel nedenleri arasinda yer amaktadir (Wangovan ve Cover,
1996).

2.3. Gastroprotektif Faktorler

Mide adtinin asiri salgilanmasinin  mukozada Ulser olusumuna neden
oldugunun dustintilmesi; antikolinerjik ilaglar, H reseptdr antagonistleri, antiasitler
ve proton pompa inhibitorlerini kapsayan Ulser tedavisinin temelini olusturmustur.
Fakat artan asit saliniminin tek basina nadiren Ulser olusturdugu fark edilmistir.
Prostaglandinlerin mide mukozasinda direnci artirdiginin kesfedilmesi sonucunda,
mukozanin  kendisini  nasil  savundugunun ve bunun disaridan nasl

degistirilebileceginin anlasilmasini saglamistir.

Andre Robert “sitoproteksiyon” sdzciguni ilk kez kullanmistir (Robert ve ark.,
1979). Sitoprotektif ganlarin derin hemorgjik nekrozu o6nlemesine kars asit

nétralizasyonu ve inhibasyonundan farkli mekanizmalarla korunmanin adidir.
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Sitoproteksiyon terimi sozcik anlamini tam olarak karsilamamaktadir. Ayni
konularda arastirma yapan Szabo, “gastroproteksiyon” terimini onermistir (Szabo,
1991). Sitoproteksiyon mide korunmasinda yer alan ¢ok o©nemli bir fizyolojik
mekanizmadir. Bu fonksiyon prostaglandinler sayesinde gerceklesir. Sitoproteksiyon
etki hiicrelerin zedeleyici ve dlduriict etkenlere karsi direncinin arttirilmasidir. Bu
etki midedeki asit ve pepsin sekresyonunu inhibe edici etkiden bagimsizdir.

Prostaglandinlerin antillserojenik etkisinde her iki faktor de rol oynar.

Sitoprotektif etki su sekilde 6zetlenebilir;
» Mukus salgisinin artmasi
» Busalgiicindeki bikarbonat iyonlari (HCO3 ™) "nin artmas
» Mukoza bariyerinin negatif elektrik potansiyelinin artmasi ile birlikte H*
difflizyonunun 6nlenmesi
= Mukozal epitelin regjeneratif kapasitesin arttirilmasi
= Epitelya hicrelerin lizozom membranlarinin stabilitesinin gelistiriimes (Kayaalp
ve Turker, 1998).

Mukoza savunmasi terimi, hidrojen iyonlari (pH), ozmolarite ve sicaklik gibi
etkenlere slrekli maruziyete kars mukoza bitinlGiginin bozulmasina izin vermeyen
faktorleri ifade etmektedir. Mukoza hasari slrekli olarak olusurken, cok cabuk
onarilabilmektedir. Boylece hasar en Ustteki hiicre tabakasinda sinirlanarak zararli
bilesiklerin sistemik dolasima gegmes Onlenmektedir. Mukoza icinde irritanlar
bulundugunda da mukozanin direnci artmaktadir. Bu ylzden mukozanin hasara karsi
direnci, hareketsiz bir bariyer islevinden ¢ok dinamik bir olay olarak gorinmektedir
(Wallace ve Bdll, 1994).

Savunmanin ilk basamagini submukoza bezlerinden saliverilen asit, mukus,
immunoglobilinler, laktoferrin, antibakteriyel bilesikler ve yizey aktif fosfolipidleri
olusturmaktadir. Epitel hicreleri ise savunmanin ikinci basamagidir. Bu hicreler
asitle olusan hasara kars direnclidirler ve pasif difizyona karsi secici bariyer
olustururlar. Epitel buttnltigl bozuldugunda c¢ok hizli bir onarim baslamaktadir.

Mukoza mikrosirkilasyonu savunmanin glincl basamagidir. Asit ve toksinlerin geri
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difizyonu mukoza kan akiminda bir artis olusturmaktadir. Bu artis hasarin

sinirlanmasinda ve onarimin kolaylastirilmasinda 6nemli role sahiptir.

Savunmanin dordincl basamagini mukoza immin sistemi olusturur. Mast
hicreleri ve mukoza icine yabanci maddelerin girisini agilayarak uygun inflamatuar
yaniti yoneten makrofgjlar gibi cesitli aarm hicreleri bu sistemi olusturur. Son
olarak, derine inen mukoza hasarinda, mide mukoza bezlerinin blylmes ve
gelismes, innervasyon ve mikrosirkilasyonun yeniden kurulmasi ile onarim
surecleri baslamaktadir (Szabo, 1991; Whittle ve ark., 1990; Whittle ve Lopez
Belmonte, 1993).

Mide mukozasinin korunmasini saglayan faktorler;

Epitel hiicreleri arasindaki siki baglar
Y eterli mukoza kan akimi

Mukoza tzerindeki yapiskan mukus tabakasinin koruyucu etkis

Mukus tabakasi icinde bulunan bikarbonat iyonlari ve glikoprotein molekdllerinin
negatif elektrik etkisi ile hidrojen iyonunun (H") nétralize edilmesi

» Mide mukozasinda yapilan prostaglandinlerin hem asit salgisini azaltici hem de
sitoprotektif etki gostermesi

= Mukusun devamli yenilenmesi ile mukoza Uzerinde elektronegatif bir
permesbilite bariyerinin  olusmas ve bu sayede H"nun mukozaya geri
diffuzyonunun onlenmesi

» Mukoza ytzey epitel hicrelerinin ve tubller bezlerin rejenerasyon yeteneginin
yeterli olmasinin epiteldeki hasari hizla onarmasi (Guyton, 1986; Kayaalp, 1998;
Ganong, 1995).

Mukoza savunmasinin tim seviyeleri asildiginda midede Ulser olusur. Bu
hasar, mukozadan daha igeriye yayilarak muskuloris mukozaya kadar ulasir. Bu
asamada son savunma basamagi olarak onarim baslatilmaktadir. Nekrotik dokunun
ortadan kaldirilmasinda akut inflamatuar yanit belirleyici rol oynamaktadir.
Granulasyon dokusu yeni boltnen hticrelerin Gstiini kaplayarak, mukoza yapisinin

yeniden kurulmasina imkan tanimaktadir. Bu olay kan damarlarinin da gelismi ile
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sona ermektedir. Mide bezlerinin yeniden olusabilmes ic¢in, hasara ugramis aan
icindeki damarlarin yeniden yapilanmas gerekmektedir. lyilesme olayi Ulser alaninin
sinirlarindan badlayip, Ulserin ilk olustugu alanin merkezine dogru ilerlemektedir
(Szabo, 1991; Wallace ve Bell, 1994).

2.4. | skemi/Reperfuzyon Tanimi ve M ekanizmas

Iskemi; dokuya giden kan akiminin herhangi bir nedenle kesintiye ugramas
sonucunda, o doku veya organin islevini gorememesidir. Baslangicta hiicresel ve
intestisyel ddem, hicre fonksiyonlarinin bozulmasi, nihayetinde hiicresel kaos ve
O0lum gerceklesir (Grace, 1994). Iskemiye bagli gelisen doku hasarinda hicresel
enerji depolarinin (ATP) tukendigi ve toksik metabolitlerin birikiminin katkisi ile
hiicre 6limunun gergeklestigi yapilan calismalarda gosterilmistir (Yu, 1994). Plazma
membran degisiklikleri, asidoz, osmotik sok, kromatin ve nikleer piknozisin
kimelenmesini izleyen sodyum ve kalsiyum iyon dengesinin bozulmasina yol acar.
Bu degisklikler mitokondriyal fosfolipaz aktivasyonu tarafindan sentetik ve
hemostatik kapasitenin yetmezliginin yol agtigi ATP Uretiminin azalmas ve oksidatif
fosforilasyonun kaybi mitokondriyal fosforilasyonu tarafindan karsilanir (Grace,
1994).

Iskeminin gelisiminde birden fazla faktor veya stire¢ dne strilmekle birlikte
hiicresel hipoks ve enerji krizinin dnemli bir etken oldugu bilinmektedir. Iskemi
sonucunda reaktif oksijen metabolitlerinin Uretiminde artis, iyon imblansi, osmotik
stres, mekanik stres ve metabolik bozukluklar gelisir (Clerk ve ark., 1998). Iskemi
sirasinda gelisen anaerobik metabolizma sonucunda hidrojen iyonlarinin birikimi ve
ATPnin tuketilmes oksijen dagiliminin azalmasina yol agar. Hucre iginde ATP
sentezi azalir ve dokunun enerji dengesi bozulur. Anaerobik glikolizis sonucunda
laktik asidoz hizlanir ve reperflizyonla birlikte vicut igin toksik olan serbest oksijen
radikalleri artar (Aricioglu ve ark., 1994). Stresin yol actigi iskemi sonucunda olusan
H.O, ve serbest radikaller, glikoliz ve oksidatif fosforilasyonu inhibe ederek ATP
miktarinin dismesine yol acarlar (Cochrane, 1991).
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Iskemi sirasinda yuksek enerjili fosfat bilesigi olan ATP 'nin yikimi sonucunda
hipoksantin ve ksantin gibi purin metabolitlerinin konsantrasyonu yukselir, asiri
miktarda hipoksantin birikir. Normal kosullarda hipoksantin, ksantin dehidrojenaz
enzimini kullanarak, ortamdaki NADPH + H varliginda ksantin ve NADP olusur
(Czyrko ve ark., 1989). Ancak iskemi sirasinda ksantin dehidrojenaz enzimi bol
miktarda bulundugundan, ksantin oksidaz’'a donusir. Ksantin ve hipoksantin
oksidasyonu esnasinda *OH ve stperoksit radikali olusur. Ksantin oksidaz endotel
hicrenin 6nemli bir serbest radikal kaynagidir. Slperoksit radikali post-iskemik

dokuda ksantin oksidaz enzimi tarafindan olusturulan major Grtinddr (Grace, 1994).

Reperfuzyon; kesintiye ugrayan kan akiminin doku veya organda yeniden
saglanmasi, diger bir deyisle dokunun yeniden kanlanmasidir. Ik olarak yeniden
enerji saglanir, ikinci olarak ise toksk metabolitler ortamdan uzaklastirilir. Bu
ylzden iskemik dokunun iyilesmesi icin reperflizyon sarttir. Bununla birlikte toksik
metabolitlerin sistemik dolasima tekrar geri donmeleri ciddi metabolik sonuclara yol
acabilir ve reperfiizyonun kendisi de ilave doku hasarlari yapabilir (Grace, 1994).

Reperflizyon esnasinda aniden ortama bol miktarda oksijen katilmas ile
purinlerin stiratle okside olmasina neden olur. Olusan Urat ve slperoksit anyonundan
superoksit; Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonlarini kullanarak demir veya bakir
varliginda serbest hidroksil radikallerinin Uretilmesine neden olur. Olusan sliperoksit
anyonu endotelyal hiicrelerde hidrojen peroksit, hidroksil peroksit, hidroksil radikali

ve diger oksijen metabolitlerinin agiga cikmasina neden olur.

Ksantin oksidaz ve natrofillerin  aktivasyonu doku hasarinda esas
metabolizmayi olustururlar (Sekil 2.3.). Sekonder otolizi (lizozomlarin sismes,
endoplazmik retikulumun vezikilasyonu ve dilatasyonu, enzimler ve proteinlerin
sizmasi, hicresel bolinmenin kaybi); membran bitinltginin bozulmas ve hiicre
olumu izler (Grace, 1994; Hansen, 1995). Reperflizyon ile oksidatif aktivite meydana
gelir, serbest radikaller Uretilir. Hiperoks durumunda molekiler oksijenin stiperoksit
radikaline donusimi artarak, ilk birkac dakika icinde serbest oksijen radikalleri

10
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patlamas olur ve bu durum reperflizyon esnasinda hasarin daha da buytimesine
neden olur (Grace, 1994).

OH" HOCL

Sekil 2.3. Reperfuizyon biyokimyasi (Grace, 1994)

Reperflizyon hasarinin serbest radikaller, endotelyal faktorler ve nétrofiller
tarafindan olusturuldugu dustnilmektedir. Reperflizyon esnasinda ¢ok sayida serbest
radikal elemanlari Uretilir ki hidroksil radikali ¢ok daha reaktifdir ve lipid
peroksidasyonunun baslangi¢ dUrinddir. Dinamik sistem cesitli lokal gevre faktorleri,
notrofil  kemotaksisi, yapismas ve gocl tarafindan regile edilir. Sonugcta,
reperfizyon tarafindan olusturulan hasarin iskemiye bagli gelisen hasardan daha
siddetli oldugu bir cok arastirmaci tarafindan aciklanmistir (Grace, 1994; Hansen,
1995; Yu, 1994).

Reperflzyon hasari, mikrovaskiler gegirgenligin artisi, protein kaybi ve

notrofil saliniminin morfolojik bulgulari ile karakterizedir. Notrofiller sistemik

hasarda daima esas rolU oynarlar (Grace, 1994).

11
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Sekil 2.4. Iskemi/ Reperfiizyon hasarinda endotelyal hicrelerin rolt (Grace, 1994)

2.4.1. Iskemik ve hipoksik zedelenme

Hucre icerisinde hipoks ilk olarak mitokondriyumda oksidatif fosforilasyonu
engeller. Adenozin trifosfat (ATP) olusumu durur. Hicre zarinin duyarli ATP
aktivitesinin azalmasi, zarda aktif sodyum yetersizligine yol acarak, hticre i¢i sodyum
birikimi ve hticreden potasyumun disari atilmasina yol agar. Buna su birikimi de eslik
ederek akut hicresel sisme meydana gelir. Hicre i¢i adenozin monofosfat (AMP)
artimi fosfofriktokinaz enzimini uyarir ve aerobik glikoliz hizla artar. Hucre
icerisinde inorganik fosfat birikimi, hicre ici pH'i distrir. Bu asamada geri
dontsimli zedelenme sdz konusudur. Geri donusimsliz zedelenme asamasinda ise
meydana gelen yapisa degisiklikler mitokondriyum ve kristalarinda asiri
vakualizasyon, plazma zarinda asiri zedelenme, lizozomlarda sismeyi kapsamaktadir.
Iskemik aanin reoksijenizasyonu sirasinda hiicre icinde yogun kalsiyum tutulumu
olusur. Bu birikme mitokondriyum matriksinde gerceklesir.
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Sekil 2.5. Iskemide hasarin zamana bagli degisimi (Hoshino ve ark., 1988)

Sonucgta olusan hasar iskemi

reperfizyon peryodlarinda olusan hasarin

toplamidir. Sekil 2.5.'te iskemi-reperfiizyon komponentlerinin zamana bagli grafigi
gorulmektedir. Olayin gozlenebilmesi igin toplam hasarin Olgulebilir dizeyde (teshis
esigi) olmasi gerekir. Iskemi, geri dontsiimsiiz hasar olusacak kadar uzun strmiisse

(canlilik esigi), reperfiizyondan soz edilemez. Tedavi araigi asilir ve sonugta tedavi
Otes soz konusudur. Iskeminin “orta periyodu” ya da tedavi araligi icerisinde

iskemik komponent hala kuglktur ve reperfiizyon komponenti predominanttir. Etkin

tedavi icin uygun zamani gosterir.

Iskemi/Reperfiizyon sonucu olusan total hasarin canlilik esigini gecme sires
tek basina iskemik peryod tamamen kisa ise, biyokimyasal degisiklikler icin yeterli
zaman sz konusudur. Bu durumun atinda; total post iskemik hasar (hasarsiz aan)

Olcllmeyecektir (Packer, 1991; Cotran ve ark., 1994).
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Cizelge 2.1. Iskemi/Reperflizyon hasarinda savunma mekanizmasi (Grace, 1994)

Serbest radikal temizleyicileri

Katalaz
SOD } Superoksid ve hidrojen peroksid temizleyicileri
Nafazotram

Mannitol

Dimetiltiyolre

Dimetilstilfoksid Hidroksil radikali temizleyicileri
Merkapropionil glisin

Histidin

Serbest radikal Uretim inhibitorleri

Allopurinol
Desferroksamin

Ksantin oksidaz inhibitéru
Demir baglayici ajan

Notrofil inhibitorleri

Adenozin ?  Slperoksid anyonu modilator
Transforming growth faktor 3

Notrofil adhezyon inhibitori
Monoklonal antikorlar CD-11, CD-18

Antiproteazlar ? Notrofil proteaz aktivitesi inhiblisyonu

Perflurokimyasallar ? Notrofil kemotaksis supresyonu ve lilozim

Antioksidanlar

Vitamin E

Propranol Peroksidasyonu durduranlar

Kalsiyum kanal blokerleri Peroksidasyonu durduranlar
Kaptopril

Nafazatrom

Hipotermi ? Metabolizmanin yavaslamasi

14
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2.4.2. Hucre zedddenmesinde serbest radikaller

Reaktif oksijen tlrevlerinin (stiperoksit radikali, hidrojen peroksit ve hidroksil
radikali) bir cok organ sisteminde iskemik peryodda olusan hasardan daha fazla bir
hasarin reperflizyonda olustuguna dair deliller vardir (Yia-Herttuala, 1991,
Zimmerman ve Granger, 1994; Bulkley, 1987).

Reperfiize olmus iskemik dokuda en az (¢ tane aktif oksijen radikal kaynagi
mevcuttur. Aktiflesmis fosfolipaz, hiicre membran fosfolipidlerinden arasidonik asidi
serbestlestirir. Bu da serbest radikal olusturan siklooksijenaz ve lipooksijenaz
yollarini aktivite eder (Ferrari ve ark., 1991). Normalde NAD"yi NADH’a
indirgeyerek, hipoksantinrksantin-Urik asit donusimuni  katalizleyen ksantin
dehidrojenaz, iskemi sirasinda sinirli bir proteoliz ile ksatin oksidaza donusir. Bu
doénusimin miktari doku iskemisinin stiresiyle orantilidir. Ksantin oksidaz reaksiyon
sirasinda elektron alicisi olarak NAD"yi degil molekiiler oksijeni kullanir. Bu enzim
dusiik oksijen basincinda aktif degildir, reperfiizyonda oksijen basinci arttiginda
aktiflesir. Asagidaki sekilde goruldugu gibi; iskemik htcrelerde adenozin trifosfat
(ATP) depolari hizla azalirken ksantin oksidaz enziminin substrati olan adenozin,

inozin, hipoksantin gibi ptrin metobalitleri ortamda birikirler.

REPERFUZYON
| ISKEMI #

) HIPOKSANTIN KSANTIN
ATP AZALMAS! comepr  BIRIKIMI

_,_.’_._.q_—b-
siazolik Cli*? amg \ \

KSANTIN OKSioaz ~ SUPEROKSIT
JENERASYONU

' Y | siperoksit
dismutaz
kalmoduline bagimli proteaz aktivasyony

ksantin dehidrojenaz HIDROJEN
PERCKSIT

Fee

fenton reaksiyonu

Fek

HIDROKSIL RADIKALI

1 OKSIDAN HASIR |
L 1

Sekil 2.6. Iskemide olusan oksijen radikalleri (Brady ve ark., 1996)
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Reperflizyon esnasinda oksijenin dokulara yeniden girisi ile aktiflesen ksantin
oksidaz, bu maddeleri kullanarak siiperoksit Uretiminde adeta bir patlamaya sebep
olur (Hoshino ve ark., 1988). Iskemi, kompleman sistemini ve kemotaktik faktorlerin
olusumunu aktive eder. Bu sahada toplanan nétrofiller, NADPH oksidaz enzimi yolu

ile sliperoksit Uretir.
2.5. Serbest Radikal Kaynaklari

Serbest radikal dis orbitalinde tek sayida elektron bulunan bir atom veya
molekdildir. Hem organik hem de inorganik molekiller halinde bulunurlar. Bu
bilesikler organizmada norma metabolik yollarin isleyis srasinda olustugu gibi,
cesitli dis etkenlerin etkisiyle de olusmaktadir. Cok kisa yasam sireli ancak
yapilarindaki dengesizlik nedeniyle ¢ok aktif yapili olan serbest radikaller tim hiicre
bilesenleri ile etkilesebilme 6zelligi gostermektedir (Del Maestro, 1980; Kehrer ve
ark, 1994).

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron transferi sonucu
meydana gelmektedirler. Serbest radikaller pozitif yUklG, negatif ydkli veya
elektriksel olarak nétr olabilirler. CU?*, Fe**, Mr*, Mo gibi gegis metallerinin de
ortaklasmamis elektronlari oldugu halde serbest radikal olarak kabul edilmezer.
Fakat bu iyonlar reaksiyonlari katalizlediklerinden dolayi serbest radikal olusumunda
onemli rol oynarlar (Akkus, 1995).

Cizelge 2.2. Serbest oksijen radikalleri (Akkus, 1995)

Tar Adi Tar Adi
0O, Singlet oksijen NO Nitrikoksit

0, Slperoksid NO', Nitrojendioksit
H,O, Hidrojen peroksit NO™, Nitril katyonu

OH Hidroksil radikali NO Nitroksil
ROO Peroksi radikali NO™ Nitrozil

RO Alkoksi radikali ONOO Peroksinitrit
ROOR Endoperoksit ONOO' | Peroksinitrit radikali

16
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Biyolojik sistemlerdeki en Onemli serbest radikaller oksijenden olusan
radikallerdir (Akkus, 1995). Oksijen radikalleri inflamasyon ve doku hasari
patogenezinde rol adiklari bilinen bilesiklerdir (Baki ve ark., 2000). Oksijen
atomunun dis yoringesini olusturan p orbitalinde 2 elektron eksik oldugundan
diradikal olarak kabul edilir. Oksijen radikal durumunda iken radikal olmayan
yapilarla yavas, serbest radikallerle ise kolayca reaksiyona girebilmektedirler
(Cheeseman ve Slater, 1993).

2.5.1. Stiperoksid radikali (O7,)

Sliperoksit anyonu, molekiler oksijenin bir elektron almasiyla meydana gelir
(Akkus, 1995). Norma kosullarda olusan temel oksijen radiakli anyonudur.
Indirgeyici Ozellikteki biyomolekiller oksijene tek elektron verip kendileri
oksitlenirken stiperoksid radikali olusur. Hidrokinonlar, flavinler, tiyoller,
katekolaminler, ferrodoksinler, indirgenmis nukleotidler gibi yizlerce biyolojik
molekll aerobik ortamda oksitlenirken stiperoksid yapimina neden olurlar. Basta
ceditli hidrogenazlar ve oksidazlar olmak Uzere, ylUzlerce enzimin katalitik etkis
sirasinda slperoksid radikali bir Grin olarak olusabilir. Antibakteriyel etki icin
gerekli olan bu radikal yapimi, daha reaktif Urtinlerin olusumunu da baslatir (Kiling
ve Kiling, 2002).

Slperoksid, bir serbest radikal olmakla birlikte kendisi direkt olarak fazla zarar
vermez. Asil dnemi hidrojen peroksid kaynagi olmasi ve gecis metaleri iyonlarinin
indirgeyicisi olmasidir (Akkus, 1995).

Slperoksid anyonu ortamdan uzaklastirilmazsa;
Ortamdan bir proton alarak perhidroksil radikali olusturabilir.
Perhidroksil radikali ile tepkimeye girerek oksijen ve H,O; i olusturabilir.
H,Os ile tepkimeye girerek hidroksil radikali ve tekli oksijen olusturabilir (Kiling
ve Kiling, 2002).

07, + H,0,? "0, + OH™ + OH (Haber-Weiss tepkimesi)
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Superoksid radikalinin ortamdan uzaklastirildigi tepkimeye dismutasyon
tepkimesi denir.
O, + 0, SOD H,O, + O,

Bu tepkime, superoksid dismutaz (SOD) enzimi tarafindan slperoksid
radikalinden hidrojen peroksit ve oksijen molekil i olusmasiyla sonuclanir (Kiling ve
Kiling, 2002).

2.5.2. Hidrojen peroksid (H20,) radikali

Hidrojen peroksit, stiper oksit radikalinin spontan veya SOD ile katalizlenen
dismutasyon reaksiyonuyla ya da molekuler oksijenin iki elektron aarak
indirgenmesiyle meydana gelir. Ancak biyolojik sistemlerde hidrojen peroksidin asil

Uretimi stiperoksidin dismutasyonu ile olur (Akkus, 1995).

Hidrojen peroksid, ortaklanmamis elektron icermediginden radikal 6zelligi
tasimaz, bu ylUzden gercekte serbest radikal degildir. Oksitleyici bir tir olarak
bilinmesinin bakir, demir gibi metal iyonlarin varliginda hidroksil radikalinin énctll

olarak davranmasidir (Kiling ve Kiling, 2002).

H,O, membranlardan kolayca gegebilen uzun émorlt bir oksidandir (Akkus,
1995). Biyolojik sistemlerde olusan H,O,'in derhal ortamdan uzaklastirilmasi
gerekir. Bu gorevi hicrelerdeki onemli oksidan enzimler olan katalaz ve peroksidaz

enzimleri yerine getirirler (Kiling ve Kiling, 2002).

2 H,0, ? 2H,0 + O, (KatalaZ)

H,O, + AH, ? 2H,0 + A peroksidaz
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2.5.3. Hidroksil radikali (OH)

Hidroksil radikali hem slperoksit anyonundan hem de hidrojen peroksitten
meydana gelir. Her iki reaksiyon da oksijen radikallerine ihtiyag duyar (Erden,
1992). Biyolojik ve kimyasal sistemlerde Uretilebilen hidroksil radikali (.OH)
canlilarda iki mekanizma ile olusabilir. Birincisi iyonlastirici radyasyon etkis ile
sulu ortamda su molekillerinin iyonlasmasi gerceklesir. lkincis ise hidrojen
peroksidin eksik indirgenmes ile hidroksil radikali yapimi, vicutta bu radikalin en
onemli kaynagidir. H>O2'nin iki elektron ile indirgenmesiyle su olusurken, tek
elektronla indirgenmesi OH yapimina neden olur. Bu tur indirgenme Fe, Cu gibi
metal iyonlari tarafindan katalizlenir (Kiling ve Kiling, 2002).

O, +Fe™ 2 O,+Fe™

Fe' + H,0, ? Fe™+ OH + "OH (Fenton reaksiyonu)

O+ H,0O, ? 'OH + OH + O,

Hidroksil radikali son derece reaktif bir oksidan radikaldir. Yarilanma émri
cok kisadir. Olustugu yerde bllyUk hasara sebep olur (Erden, 1992).

2.5.4. Singlet oksijen ('O,) radikal

Singlet oksijen ('O,) ortaklasmamis elektronu olmadigi icin radika olmayan
reaktif oksijen molekiltdur. Serbest radikal reaksiyonu sonucu meydana geldigi gibi
serbest radikal reaksiyonlarinin baslamasina da neden olur. Oksijenin
elektronlarindan birinin enerji alarak kendi spinin ters yoninde olan baska bir

orbitalle yer degistirmesiyle olusur (Akkus, 1995).

Serbest oksijen radikalerinin etkis sonucu karbon merkezli radikaller (R),
peroksil radikalleri (RO), tiyol radikaleri (RS) gibi 6énemli serbest radikaller de
meydana gelirler. Bunlardan Ozellikle poliansatiire yag asitlerinden meydana gelen
peroksil radikali yari 6mri uzun olan bir radikaldir (Akkus, 1995).
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2.5.5. Radikallerin hiicre Uzerindeki etkileri

Serbest oksijen radikalleri, hicrenin 6nemli komponentleri olan lipid,
karbonhidrat, protein ve DNA'yi oksitleyerek biyolojik sistemlerde agir hicre
zedelenmelerine neden olurlar (Uysal, 1998). Organizmada serbest radikallerin
zararli etkilerini ortaya koymadan etkisizlestiriimesini saglayan gucli savunma
sistemi bulunmaktadir. Serbest radikallerin olusum hizi ile etkisizlestiriime hizi
dengede oldugu siirece organizma bu bilesiklerden etkilenmemektedir. Buna karsilik
savunma azalir veya bu zararli bilesiklerin olusum hizi sistemin savunma gucint
asarsa, bu denge bozulmakta ve serbest radikallere bagli zararli etkiler ortaya
cikmaktadir (Halliwell, 1996; Nakazawa, 1996). Serbest radikallerin organizma
Uzerindeki  etkilerini  Oncelikli  olarak membran lipidleri  Uzerinde lipid

peroksidasyonu meydana getirerek gostermektedirler.

Lipid peroksidasyonunda, hiicre membran fosfolipidlerindeki poliansatiire yag
asidi (PAYA) ile oksijen radikali, lipid hidroperoksitlerini (LOOH) olusturmak icin
resksiyona girer. Peroksidasyonnun siddeti lipidlerin doymamislik dereces ile
orantili olarak artar. PAY A’larinoksitlenmesi ile yag asidi radikali (L) ortaya cikar,
buna oksijenin eklenmesiyle lipid peroksi radikali ortaya (LOO) olusur. Peroksi
radikali zincir reaksiyonun tasiyicisidir. Eger E vitamini gibi bir antioksidan
tarafindan 6nlenmezse komsu PAY A molekillerini okside eder (Vannucci ve ark.,
1997). Bu durumda yeni radikallerin ve toksik adehitlerin olusmasina neden olan

lipid hidroperoksitleri meydana gelir.

Lipid peroksidasyonu membran yapisina ve diger hicre bilesenlerine zarar
verir. Membran gegirgenligi ve membran akiskanligi ciddi sekilde etkilenir. Lipid
peroksitlerinin yikimindan olusan Urinlerden biri malondiadehittir (MDA). Bu,
protein ve fosfolipidierle capraz bag ve polimerizasyon yaparak o6zelliklerinin
kaybolmasini saglar. MDA, deformasyon, iyon transportu, enzim aktivites ve hiicre
ylUzey bilesenlerinin agregasyonu gibi intristik membran o6zelliklerini degistirir.
Hucrenin her tarafina dagilarak, 6zellikle stlfidril iceren enzimleri inaktive eder.
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Nuklek adtlerle etkilesmeye girerek genetik sifreden mutasyonlara yol acar
(Freeman ve Crapo,1982).

Proteinlere etkileri; proteinlerin serbest radikallerden ne derecede etkilenecegi
aminoasit kompozisyonlarina baglidir. Triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, sistein
gibi aminoasitler kolaylikla etkilenirler. Ctinkl doymamis bag ve stlfir grubu iceren
molekillerin serbest radikallerle reaktivites yuksektir. Etkilesim proteinlerin spesifik
bolgeleri lzerinde yogunlasmissa htcrenin canliligini  olumsuz etkileyehilir
(Cheeseman ve Slater, 1993).

Niukleik asit ve DNA’ya etkileri; iyonize edici radyasyonla olusan serbest
radikaller, DNA'yi etkileyerek hiicrede mutasyonlarin olusmasina ve hticre 6lime
yol acarak gosterirler. Oksijen radikalleri oksidatif yarilma ile DNA hasarina yol
acabilirler. DNA baglarinin kopmasi ile DNA cift sarmalinin ayrilmasi sonucunda
hiicrede mutasyonlar ya da hticre 6lumu gerceklesebilir (Cheeseman ve Slater, 1993;
Halliwell, 1996). Nétrofillerin NADPH oksidaz enzimi yolu ile olusturduklari HO»
membranlardan kolayca gegip hticre ¢ekirdegine ulasarak DNA hasarina neden olup,

hiicre disfonksiyonu veya 6limtne yol acabilir (Akkus, 1995).

Karbonhidratlara etkilerini ise monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu
peroksitler ve oksoadehitler meydana gelmesiyle gosterirler (Akkus, 1995).
Okzaoadehidier DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme, aralarinda gapraz baglar
olusturma 0Ozelliklerinden dolayi antimitotik etki gosterirler. BOylece kanser,
yaslanma, diyabet ve kronik hastaliklar gibi patolojik prosesierde 6nemli rol oynarlar
(Akkus, 1995).

2.6. Antioksidan Savunma Sistemleri

Reaktif oksijen tlrlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasari
Onlemek icin vicutta bircok savunma mekanizmaari geismistir.  Bunlar
“antioksidan savunma sistemleri” ya da kisaca “antioksidanlar” olarak bilinirler.

Huicrenin hem sivi hem de membran kisimlarinda bulunabilirler.
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Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlari tutma veya ¢ok daha zayif bir
molekile ¢evirme islemine toplayici etki denir. Antioksidan enzimler, trakeobronsial
mukus ve kictk moleklller bu tip bir etki gosterirler. Serbest oksijen radikalleriyle
etkilesip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini azaltan ya da inaktif sekle
donustiren olaya bastirici etki adi verilir. Vitaminler, flavanoidler, trimetazidin
(antiiskemik bir gjan) bu tarz bir etkiye sahiptirler (Akkus, 1995).

Antioksidanlar; endojen kaynakli ve eksojen kaynakli antioksidanlar olmak

Uzere badlica iki ana gruba ayrilirlar.

Endojen antioksidanlar: Enzimatik antioksidanlar ve enzimatik olmayan
antioksidanlar olmak Uzere iki gruba ayrilirlar. Enzimatik antioksidanlar; stperoksid
dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), katalaz, mitokondriyal sitokrom
oksidaz sistemi tarafindan olusmaktadir. Enzimatik olmayan antioksidanlar; lipid
fazda a-tokoferol, (3-karoten, sivi fazda ise askorbik asit, glutatyon, albumin, sistein,
urat, transferin, laktoferrin, ferritin, sertloplazmin, hemoglobin, miyoglobin,
billuribinden olusmaktadir.

Enzimatik antioksidanlari olusturan stiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon
gibi redoks siklusunda yer alan enzimler, hiicre icindeki primer korunma sistemini
meydana getirirler. Bunlar serbest radikal zincir tepkimesinin baslamasi icin gerekli
olan serbest radikal miktarini azalttiklarindan, primer antioksidanlar olarak
tanimlanirlar (Shiafer ve ark., 1992; Ferrari ve ark., 1991; Fridovich, 1978).

Slperoksid dismutaz (SOD) aktivitesi, yuksek oksijen kullanimi olan
dokularda fazladir. Hipoks esnasinda SOD’un aktivitess azalir. Fizyolojik
fonksiyonu, aerobik organizmalari stiperoksidin zararli etkilerine karsi korumaktir.
Bu enzim slperoksid anyonunun hidrojen peroksd ve molekiler oksijene
dénusimind katalizler. Katalaz, iki hidrojen peroksit molekiltinden birini elektron
vericis, digerini elektron alicis olarak kullanarak bunlari zararsiz hale getirir
(Shlafer ve ark., 1992; Gaetani veark., 1989).
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Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), a-tokoferolden sonra ikinci bir savunma hatti
olarak, peroksidleri membrana zarar vermeden yok eder. H,O,'yi detoksifiye eder ve
lipid hidroperoksidlerini toksik olmayan bir akole cevirir ( Imlay, 1988; Ferrari,
1991; Curella ve ark., 1987). Bu islem icin elektronlarini aldigi glutatyona (GSH)
ihtiyac duyar. GSH-Px ’in devamli olusan hidrojen peroksidi ortadan kaldirma cabasi
glutatyonda azalma ile sonuglanir ve hicrenin oksidatif hasarina yol agar. Iskemik
dokudan GSH sizintis ve artmis metabolik kullanim nedeniyle VR’ da doku GSH
dizeyinde azalma meydana gelir. Ayrica GSH’in otooksidasyonu sirasinda a-
tokoferol ile etkilestigi gosterilmistir (Akkus, 1995; Packer, 1991).

Eksojen antioksidanlar: Enzim inhibitérleri olarak; aldehit, alloplrinal,
oksipurinol, folik asit, tungsten NADPH oksidaz inhibitorleri (non-steroid
antiinflamatuar ilaglar, adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum kana blokerleri)
siralanabilir. Non-enzimatik serbest radikal toplayicilari; dimetilstlfoksit ve mannitol
eksojen antioksidan grubuna girerler. Demir-redoks dongusltl  inhibitorleri;

desferroksamin, sertiloplazmin. Notrofil adhezyon inhibitorleri.

Gida antioksidanlari; butylated hydroxytoluene (BHT), propylgalate, butylated
hydroxyanisole (BHA), sodyum benzoat, ethoxyquin.

2.6.1. Vitamin E

Vitamin E dogada bulunan birbiri ile baglantili bir grup bilesigi kapsamaktadir.
Bunlar temelde 2 metil-6 kroman halkasi icerirler. Vitamin E benzeri etkiye sahip
bilesikler iki grupta toplanirlar. Birinci grup tokoferoller, ikinci grup tokotrienoller
olarak adlandirilir. a-tokoferol dogada yaygin olarak bulunan bir vitamindir. Vizkoz,
beyazims sari renkte olan bu vitamin isiya dayanikli fakat oksijen ya da ultraviole ile
degrade olur. Yapisinda bulunan fenolik hidroksil grubuna sahip aromatik halka,
vitaminin kimyasal olarak aktif kismini olusturur ve antioksidan 6zelliginden
sorumludur (Top, 1993). Vitamin E ’'nin biyolojik olarak en aktif formu a-
tokoferoldir. Sekil 2.7." de a-tokoferol’ in yapisi gorulmektedir.
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wWitamin E  { a-tocopherol)

Sekil 2.7. Vitamin E yapisi (5,7,8 trimetil tokol) (Anonymous, 2005)

Vitamin E yagda c¢ozinen ve zincir-kirici bir antioksidandir. Lipofilik yapisi
sebebiyle; molekller oksijen ve serbest radikallerle cok hizli bir sekilde reaksiyona
girebildigi yerler olan lipoproteinlerde, hicre membraninda ve yag dokusunda
birikir.  Ozellikle membranlardaki ansatire yag asitlerini  peroksidasyon
reaksiyonlarindan korur (Dieber-Rotheneder ve ark., 1991). Vitamin E, sellller ve
subselliler membran fosfolipidierinde bulunan poliansatire yag asitlerinin
peroksidasyonuna kars ilk savunma hattini olusturuyor gibi gbzukmektedir (Packer,
1991; Gey, 1990). Mitokondri, endoplazmik retikulum ve plazma membran
fosfolipidlerinin  a-tokoferol’e kars affiniteleri  vardir ve vitamin burada
yogunlasmaktadir (Cotran ve ark., 1994).

Tokoferoller, fenolik bir hidrojeni, peroksidasyona ugramis bir poliansatiire
yag asidindeki serbest peroksit radikaline aktarabilmelerinin sonucu serbest radikal
zincir reaksiyonlarini kirarak antioksidan bir davranis ortaya koymaktadirlar. Olusan
serbest fenoks radikali bundan sonra yeni bir serbest peroksit radikali ile reaksiyona
girer. Boylece a-tokoferol kolay kolay reversibl oksidasyona ugramaz, kroman halkasi
ve yan zincir, serbest olmayan radikal Grtnine okside olurlar. Bu oksidasyon Gring,
ikinci konumdaki hidroksil grubu tzerinden glukuronik asid ile konjugasyona ugrayarak
safrayolu ile atilir (Cotran ve ark., 1994).
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Sekil 2.8. Vitamin E'nin diger antioksidanlarlailiskisi (Arendt, 1988)

Vitamin E ’nin baslica fonksiyonu; hiicre membran fosfolipidlerinde bulunan
coklu doymamis yag aditleri ve 0Ozellikle LDL kolesteroll serbest radikallerin
oksidasyonundan korumaktir. Zincir kirici antioksidanlardan biridir (Akkus, 1995;
Arendt, 1988). Sekil 2.8."de Vitamin E'nin antioksidan yapisina bagli olarak diger
antioksidanlarlailiskis sematize edilmistir. Vitamin E 'nin antioksidan yapis radikal
olusumunu arttiran ¢esitli substratlarin peroksidasyon reaksiyonlarinin (6zellikle yag

metabolizmasinin) kontrolinde olmasina neden olur.

E vitamini eksikliginde, yuksek dizeyde reaktif olan *OH radikali ¢oklu
doymamis yag asitlerinin membranlardaki peroksidasyonunu baslatabilir. Glutatyon
peroksidaz sistemi bunun ardindan glutatyon rediktaz ve glukoz6-fosfat
dehidrojenaz yolu ile rejenere edilir. Selenyum, pankreasin bitinltgli korur ve
boylece normal lipid emilimine yol acar. Glutatyon enzimleri vasitasiyla peroksitleri

tahrip eder. Coklu doymamis yag asitlerinin oksidatif saldirini énler ve E vitamin
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gereksinimini azaltilir. E vitamini ise, selenyumu aktif formda tutar, selenyum
kaybini 6nler ve membran lipidlerinde otooksidasyon reaksidasyonlari zincirini onler
(Galli ve Socini, 1981).

Cesitli substratlarin oksidayon reaksiyonlari vasitasiyla serbest radikaller ve
stperoksit anyonlar gibi yuksek diizeyde reaktif ara trtnler olusur. Bu reaktif ara
Urdnler stiperoksit dismutaz, katalaz, peroksidaz ve 6zellikle de glutatyon peroksidaz
(selenyum bagimli) gibi cesitli enzimatik reaksiyonlar ile vicutta antagonize
edilirler. Serbest oksijen radikalleri tarafindan olusturulan oksidatif stres hiicrenin
zarla cevrili tum organellerini etkileyerek hiicreye zarar verir. Zarar mekanizmas
tim zarlardaki lipidierin peroksidasyona ugramas ve bitlnligin bozulmasi
seklindedir. Vitamin E ve benzer yagda eriyen bileskler hlcre zarinda lipid
molekullerinin arasina yerleserek peroksidasyona karsi zari ve hicreyi korur
(Baltaci, E., 1995). Sekil 2.9'da goruldigi gibi Vitamin E' nin serbest radikallerin
olusturdugu reaksiyonlari bloke ettigi gorulmektedir.

SH protemlenne kimyasal tahribat
H,O + %0,

Eatalaz

Enzim Sistemlen /f

¥ santin —_—= HyOy ———= ZH,0
Olesidaz
Amino ast oksidazlar

Olkesidantlart .
Baskilayicilar 235H Peroksidaz

Glutasyon €158

M

Doymamss ~ . poom — o | ROH+ HyO

Lipidler Iy |
|
|
VITAMINE Lipid Perokaidasyorm
(Beaksiyonu Bloke Eder) Hijcre Tahribat

|
|
|
Sekil 2.9. Vitamin E’ nin antioksidan etkisi (Galli ve Socini, 1981)

Tokoferolun total iskemi uygulanan izole organlarda iskemiden koruyucu etkisi

bulunmustur. Sicanlarda miyokard ve karaciger Uzerinde calisilmis ve myokarddaki
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koruyucu etkinin karacigere gére daha fazla oldugu tesbit edilmistir (Paranich ve
lukhnik, 1993).

Iskemik hicrelerde hasarin nedeni serbest radikal reaksiyonlarina baglanmis
olup, a-tokoferolun antioksidan 6zelligi ile iskemiyi azaltici etkis gosterilmistir
(Esterbauer ve ark., 1991; Marubayashi ve ark., 1986; Lee ve Clemens, 1992). a-
tokoferol gorevini tamamladiktan sonra yeniden devreye dahil olmadigindan,
hiicredeki biyolojik roltini strdirmek igin timu ile yenilenmelidir. Tokoferollerin
antioksidan etkisi yuksek oksijen konsantrasyonlarinda etkilidir ve bundan dolayi en
yiksek oksijen basinglarina maruz kalan lipid yapilarinda Ornegin; eritrosit
membranlari ve solunum sistemi membranlarinda yogunlasma egilimi sasirtici
degildir (Scott, 1980).

Vitamin E' nin Iskemi/Reperflizyon zararlarina karsi koruyucu etkisi, serbest
oksijen radikallerinin olusumunu azaltarak doku hasarini azaltma seklindedir (Uysal,
1994).

2.6.2. Cyperusrotundus

Cyperus rotundus L. Cyperaceae familyasina ait kozmopolit ¢ok vyillik bir
bitkidir. DUnyanin tropikal ve sicak iliman bolgeleri boyunca, hemen hemen her gesit
toprakta Ozellikle nemli topraklarda yayilimini sirdurtr. Cyperus rotundus
geleneksel tibbi bir bitki olup 6zellikle Hindistan, Cin ve Japonya'da dogal haplari
spazm ve mide rahatsizliklarina kars kullanilmaktadir (Hall ve ark.,2004;
Dassanayake ve Fosberg, 1985).

Y apraklari kisa, govdesi 3 koseli, kok saplari zeytin tanesi biciminde, esmer
yumrulu, ¢ok vyillik bir sazotu tartudir(Sekil 2.10.). Yumrularindan inflizyon yoluyla
faydalanilir. Nisasta, seker, etken maddeleri flavanoidler, eterik yaglar ve akoloitler

icerir.

Asya Ulkeleinde Cyperus rotundus un rizomlari yapilan kapsamli arastirmalar

sonucunda mide ve bagirsak dizensizlikleri ve antiinflamatuar hastaliklarin
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tedavisinde geleneksel tibbi ilag olarak kullanilmaktadir (Thebtaranonth ve ark.,
1995).

Sekil 2.10. Cyperus rotundus un bir goruntiisi
(Anonymous, 2000)

Toprak atinda rizomlar (yumru ve tiber) ile cogalir. Toprak Usttindeki kismi 30-
40 cm boylu olmasina karsilik, genelde birim aandaki yogunlugu c¢ok fazla
oldugundan diger bitkilerle rekabet glct yuksektir. Mart sonu veya nisan basinda
toprak ytzine cgikar, bu arada toprak alti organlarini (rizom) cogaltarak buralardan da
cikidar yapar (sekil 2.11.). Bu ¢ikislar soguk giinlere kadar devam eder.

'@ 2000 AnclerntWay com r

Sekil 2.11. Cyper us rotundus un rizomlari
(Anonymous, 2000 )
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari

Bu calisma Harran Universitesi FenEdebiyat Fakiltess Biyoloji Boélimi
Arastirma Laboratuarinda gerceklestirildi. 180-200 gr agirliginda saglikli erkek
Wistar albino sicanlar (Ankara Hifzisihha Serum Ciftligi) temin edildi. Arastirma
siresince Ankara Yem Fabrikasi'nin 6zel fare yemi ile beslenen deneklere musluk
suyu verildi. Pasanmaz celik kafeder, Uzeri tel muhafazali olup 40x20x15 cm
boyutlarindadir. 5 gruba ayrilan sicanlar her bir kafes icerisinde n=6 denekten

olusacak sekilde gruplandirildi. Deneyden 6nce 15 giin siireyle sicanlar gozlenmistir.

3.2. Deney Gruplari

Bu Deneyde saglikli 30 adet sican her grupta n=6 olmak Uzere 5 esit gruba
ayrildi. Deneyden 18 saat Once a¢ birakilan sicanlara su serbest birakildi.

Grup 1 (Sham Kontrol Grubu): Bu grup n=6 denekten olusmustur. Bu grupta
deneklerin karinlarina periton agilarak girildi ve baska bir islem yapilmadi. Normal

degerlerin saptanmasi amaclandi.

Grup 2 (Kontrol Iskemi Grubu): Bu grup n=6 denekten olusmustur. Hasta grup
olarak da adlandirilan grupta deneklerin midelerinde Celiak, Ozofagus ve Pilor dan
gelen arterler baglanarak 60 dakikalik iskemi uygulamasi gerceklestirildi.

Grup 3 (C. rotundus + Iskemi Grubu): Bu grup n=6 denekten olusmustur. Bu

gruba 60 dakikalik iskemi uygulamasindan 10 dakika 6nce oral yolla (p.o.) bitki
ekstresi (200mg/kg) verildi.
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Grup 4 (C. rotundus + I/R Grubu): Bu grup n=6 denekten olusmustur. Bu gruba
Iskemi/Reperfiizyon uygulamasindan 10 dakika Oonce oral yolla bitki ekstresi (200
mg/kg) verilip, 60 dakikalik iskemiyi takiben 60 dakikalik reperflizyon
gerceklestirildi.

Grup 5 (Vitamin E + Iskemi Grubu): Bu grup n=6 denekten olusmustur. Bu gruba
60 dakikalik iskemi uygulamasindan 10 dakika once ora yolla bitki ekstres (100

mg/kg) uygulandi.

3.3. Bitki Ekstraksiyon Y ontemi

Bu calismada Cyperus rotundus (topalak) bitkisi Sanliurfa da tibbi bitkiler
aktarindan temin edildi. C. rotundus rizomlari temizlenerek suda iyice yikandi ve
inkibator ile kurutuldu. Daha sonra elektrikli 6gutlcu ile dgutllerek toz haline
getirildi. %1001k metanol igerisine birakilan toz halindeki bitki rizomu 24 saat
bekletildi, daha sonra siizllerek tortusu atildi. Negatif basing altinda rotary

evaporator vasitasiyla metanol uzaklastirildi.

Elde edilen Cyperus rotundus ekstresi deneyde kullanilmak Gzere %10 ’luk
sispansiyonu hazirlandi. 10 ml Gum Arabicada 200 mg/kg dozlar hazirlandi.
Deneylere baslamadan 10 dakika 6nce deneklere ora yolla (p.o.) verildi.

3.4. Deneyin Yapilis

Wada ve arkadadarinin (1995) metodunu gére I/R tarafindan gastrik mukozal
hasar olusturuldu. Sicanlar; Ketamin/Xylazine anestezi (35mg/kg5mg/kg) altinda
kiskac araciligiyla Celiak, Ozofagus ve Pilor' dan gelen arterler baglanarak 60
dakika boyunca sikistirilmasiyla iskemi durumunda bekletildi. Olusturulan gruplarin
icinde sham kontrol gubu hari¢ diger gruplarda iskemi gerceklestirildi. 1. Grup olan
sham kontrol grubuna herhangi bir islem yapilmamis olup, sadece normal degerlerin
saptanmas amaglandi. 2. Grup kontrol iskemi grubuna tedavi amagli herhangi bir

idem vyapilmayip yanizca iskemi gerceklestirildi. 3. ve 4. Gruplara deneye
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baslamadan 10 dakika 6nce orogastrik olarak ora yolla (200 mg/kg) bitki ekstresi
verildi. 5. Gruba ise Iskemi uygulamasindan 10 dakika 6nce oral yolla (100 mg/kg)
Vitamin E verildi. Yanizca 4. Grupta sicanlar iskemiden sonra 60 dakika boyunca
kiskacin kaldirilmasi ile reperflize edilerek I/R uygulamasi gergeklestirildi.

Uygulama bitiminde vertikal orta hat insizyonu ile karinlari agildi. Kardiya
bolgesinin hemen Ustiinden, pilor bolgesinin altindan kesilerek mide cikartildiktan
sonra deneklerin kalplerine hava verilerek olduraldi. Cikartilan mide, Pilor’dan
Kardiya'ya kadar buyik ve kiguk kurvaturundan uzunlamasina iki esit parcaya
kesildi, serum fizyolojik solUsyonunda yikandi. Daha sonra cikartilan midelerin
yaris biyokimyasal analizler icin derhal dondurularak saklandi, diger yaris ise
%10’ luk formaldehit fiksatifi icerisinde histopatol ojik incelemeye hazirlandi.

Mukoza lezyonlar 1-3 dakika icinde ortaya cikmakta ve 60 dakika icinde
maksimum diizeye ulasmaktadir (Frydman ve ark., 1991; Oates ve Hakkinken.,
1998).

3.5. Histopatolojik Calismalar

Histopatolojik inceleme icin hazirlanan preparatlarda HematoksilenEozin
(H.E) boyas kullanildi. Histopatolojik yonden mide vylzey epiteli
mikrovilluslarindaki lezyonlar ve kriptlerin tutulum derinligi degerlendirildi. Olusan
mukozal hasar gruplarda , Parks ve Granger’in (1986) calismalarinda belirttikleri
sekilde skorlandi. Skorlama isleminde mikrovillusarda ve kriptlerde olusan lezyon
derinligi +4 derece Uzerinden skorlandi. Ayrica her grupta olusan mukoza

konjesyonun siddeti 3 derece Uzerinden (Hafif-Orta-Siddetli) degerlendirildi.
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Cizelge 3.1. Villus ve kript epitelyal inflamasyon ve nekrozis hiicreleri skorlama sistemi
(Parks ve Granger, 1986)

Villus Hicreleri Kript Hiucreleri
0 | hasar olusumu yok hasar olusumu yok
+1 | villus uglari nadiren etkilenmis kriptler nadiren etkilenmis
+2 | villus uglari yaygin olarak etkilenmis kriptler yaygin olarak etkilenmis
+3 | birkag villus hicresi etkilenmis birkag kript hicresi etkilenmis
+4 | villus uglari cogunlukla etkilenmis kript hiiceleri cogunlukla etkilenmis

Cizelge 3.2. Gruplarin morfolojik inceleme skor tablosu

GRUP | GRUP II GRUP IlI
C. rotundus
SHAM KONTROL KONTROL ISKEMI + ISKEMI
Mikro . Mukozal [Mikro|,, . Mukozal [Mikro|,, . Mukozal
. Kript . . Kript . . Kript .
villus Konjesyon |villus Konjesyon |villus Konjesyon
0 0 YOK +2 | +1 ORTA +2 0 HAFIF
0 0 YOK +2 | +1 ORTA +1 0 HAFIF
0 0 YOK +2 | +1 ORTA +1 0 HAFIF
0 0 YOK +2 | +1 HAFIF +1 0 HAFIF
0 0 YOK +3 | +3 ORTA +1 0 YOK
0 0 YOK +3 | +3 ORTA 0 0 YOK
GRUP IV GRUP V
C. rotundus + I/R Vitamin E + ISKEMI

Mikro Kript Mu.kozal Mikro Kript Mu_kozal
villus Konjesyon villus Konjesyon

+4 +4 SIDDETLI +2 0 HAFIF

+2 +1 ORTA +2 +1 ORTA

+2 +2 ORTA +2 0 HAFIF

+2 +1 ORTA +2 +1 ORTA

+3 +2 SIDDETLI +2 0 HAFIF

+2 +2 ORTA +2 +1 ORTA

Y ukaridaki cizelgelerde mide doku 6rneklerinden alinan kesitlerin incelenmes
sonucunda mukozal ylzede olusan mikrovillus ve kript hasarlarinin ve mukozal

konjesyonun siddeti skorlama yontemiyle ifade edilmistir.
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3.6. Biyokimyasal Analizler

Doku ornekleri 1/9 oraninda %6’ lik perklorik asit igerisinde ultrasonikator
yardimiyla buzlu ortamda homojenize edildi. Homojenize edilen mide oOrnekleri
vorteksle karistirilip, 6000 rpm’de 10 dakika stireyle santriflij edildi. Sipernatantlar
yeni tUplere aktarilarak GSH ve MDA andizleri yapilincaya kadar -25 C° 'de
bekletildi.

3.6.1. GSH analizi (Obrosova and Stevens, 1998)

Glutatyon, dokularda yuUksek dizeylerde bulunan ve glutamat, sistein, ve
glisinden olusan, dustk molekdl agirlikli onemli bir tripeptittir. Glutatyon serbest
radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara karsi korur
(Frei, 1994; Yalcin, 1998). Antioksidan olarak hiicre savunmasinda rol oynamasi
disinda DNA ve protein sentezleri, enzim aktivitelerinin diizenlenmesi, hicre ici ve

dis transportlar gibi hiicresel fonksiyonlarda da dnemli rolt vardir (Meister, 1983).

Glutatyonun peroksitlerle ve disllfitlerle reaksiyonu sonucu okside glutatyon
(GSSG) olusur. GSSG konsantrasyonundaki artis oksidatif stresin bir gostergesidir.
GSSG tiyol iceren proteinlerin konformasyon ve aktivites Uzerinde etkili olan
maddedir. Canlilarin yasayabilmes igin yiuksek miktarda glutatyona ve dusiik
miktarda okside glutatyona ihtiyac vardir. Reaksiyonlar sonucu olusan GSSG,
NADPH'nin de kullanildigi bir reaksiyonla tekrar GSH’a gewrilir (Seven ve Candan,
1996). Mide 6rneklerinde glutatyon miktarinin tespiti icin asagida belirtildigi Uzere
100 mM konsantrasyonlu bir ¢alisma soltsyonu hazirlanmistir.
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Cizelge 3.3. GSH standart egrisinin hazirlanmasi

Standart nH20 Calisma Konsantrasyon Diger
No (UM) soltisyonu (ul) (nmol) soltisyonlar

(W)
0 100 0 0 900
1 9 1 0.1 900
2 93 2 0.2 900
3 96 4 0.4 900
4 92 8 0.8 900
5 84 16 1.6 900
6 68 32 3.2 900

1. Stok soltisyonu: 3.073 mg indirgenmis GSH (Sigma) 10 ml saf suda
¢cozuldu. Boylelikle 1 mM’lik stok soltisyon hazirlanmis oldu.

2. Calisma soliisyonu: Stok soltisyonundan 100 mi aindi. Buna 900 1 saf su

ilave edilerek 100 mM konsantrasyonlu ¢alisma sol isyonu hazirlanmis oldu

3. Ornek ve standartlarin her birinden 100 mi alindi. Bunlara 890 m GSH
soltisyonu (20mM TrissHCl, 1mM EDTA, pH: 8.1) ve 10 nl optaldialdehit (10 mg
Optaldialdehit/1 ml metanol) ilave edilerek vortekslenmistir.

4. Ornekler oda sicakliginda isiktan korunabilecek bir yerde reaksiyonun
olusmas icin 6-7 dakika bekletildi. Daha sonra absorbans degerleri
spektroflorometre yardimiyla eksitasyon 345 nm ve emisyon 425 nm’'de okunarak,
standartlardan elde edilen egrideki formile uygulanarak nmol cinsinden hesaplandi
ve elde edilen sonuclar 100 mg doku yas agirligina gore degerlendirilmistir.

3.6.2. MDA analizi

Tiyobarbitirik asit reaktif maddeleri (TBARS) gerellikle doymamis yag asit
peroksidasyonunun son urund olan MDA ile reaksiyona girip florosans 0zellik
kazandirarak MDA’nin tespit edilmesini saglar. Lipit molekillerinin oksidasyon
Urdnt olan MDA miktari lipit peroksidasyonunun bir gostergesidir. Buna ilave olarak
DNA, protein ve karbonhidratlarin oksidatif hasarlari sirasinda da MDA
olusmaktadir (Jo ve Ahn, 1998).
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Stok standardin hazirlanmasi: Birinci ¢alisma solusyonu (W1); 4.05 M
konsantrasyonlu orijina stok tetraetoksipropan (TET, Sigma) sollisyonundan 24.7 mi
ainarak 10 ml suda seyreltilerek hazirlandi. Boylece konsantrasyonu 10 mM olan
birinci calisma solliisyonu hazirlanmis oldu Ikinci calisma solusyonu (W2) ise;
birinci ¢alisma soltisyonundan 10 ml alinip tzerine 990 m saf su ilave edilerek 100
mM konsantrasyonlu TET hazirlanmis oldu Uclincii ¢alisma solusyonu (W3); kinci
calisma soltisyonundan 100 nl alinip tzerine 900 m saf su ilave edilerek (10 nmol

konsantrasyonlu TET) hazirlandi.

Cizelge 3.4. MDA standart egrisinin hazirlanmasi

Standart No Saf Su (ul) 3. Calisma Konsantrasyon
Solusyonu (ul) (nmol)
0 100 0 0
1 0 10 1
2 80 20 2
3 60 40 4
4 20 80 8
5 - 100 10

Ornek ve standartlarin her birinden 100’ er pl alinarak (izerlerine sirasiyla

asagidaki solusyonlar ilave edilmistir.

»  Ornek ve standartlarin her birinden
* 9010 Sodium dodecyl sulfate (SDS)

» Asdik asit (pH: 3.5)

= 9%0.8 TBA (12 mg TBA 1.5 ml metanolde ¢ozuldu)

= nH20

1. Karisimlar iyice vorteksendi. Ornekleri iceren ependorf tupler 95 °C' ye
ayarlanmis sicak su banyosunda 45 dakika bekletildikten sonra musluk suyu altinda

sogutuldu.

100 pl
162 ul
200 pul
200 pl
338 pl

2. Orneklerin oldugu tiipler 3 000 rpm’ de 15 dakika santrifij edildi.
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3. Us fazdan 800 pl ainip spektroflorometre yardimiyla (Jasco FP- 6300)
eksitasyon 520 nm ve emisyon 555 nm’ de absorbans degerleri okundu.

4. Konsantrasyonlari bilinen standartlardan okunan absorbans degerlerinden
bir standart egri olusturuldu. Excel programi yardimiyla yapilan standart egri
sonucunda bir formil elde edildi. Okunan Ornek absorbandari, Standart egri
formuliinde Ornek olarak ifade edilen X yerine konularak gergek degerleri nmol

cinsinden tespit edildi.

3.7. Istatistiksel Analizler

Dereysdl calismaigin olusturulan sham kontrol (Grupl), Kontrol Iskemi (Grup
2), C. rotundus + Iskemi (Grup 3), C. rotundus + I/R (Grup 4), Vitamin E + Iskemi
(Grup 5) gruplarindan ainan ¢rneklerden elde edilen GSH ve MDA degerleri SPSS
programinda Mann-Whitney testi, gruplar arasi farkliliklar ise bagimsiz t tedti
kullanilarak degerlendirilmistir. Ayrica histopatolojik c¢alisma sonuclarina goére
gruplar aras karsilastirmalar icin Kruskal-Wallis Testi ve Chi-Square testi kullanildi.
Elde edilen ‘P degerleri “0.05, 0.01, 0.001" dizeylerine gbre degerlendirilerek
istatistiksel anlamliliklari saptandi. p>0.05 ise “karsilastirilan gruplar arasinda
anlamli bir fark yoktur”, p<0.05 ise “karsilastirilan gruplar arasinda anlamli bir fark
vardir’, p< 0.01 ise “kargilastirilan gruplar arasinda cok 6nemli farkliliklar vardir”,
p< 0.001 ise “karsilastirilan gruplar arasinda ileri diizeyde 6nemli farkliliklar vardir”
seklinde ifade edilmektedir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Mide orneklerinde bulunan GSH ve MDA konsantrasyonlari spektroflorometre
yardimiyla ol¢uldi. Bulunan degerlerin istatistiksel analiz sonuglari incelenerek

gruplar arasi karsilasatirmalar yapildi.

4.1. Mide GSH Olciim Sonuglari

Calismamizda mide dokusundan ainan oOrneklerde bulunan GSH
konsantrasyonlari spektroflorometre yardimiyla élcildi. Olglimler yapilmadan énce
konsantrosyanlari bilinen standartlar spektroflorometre ile olcllerek standart egri ve
formuli elde edildi. GSH miktarini saptamak icin GSH ophthaldialdehitin
olusturdugu renkli kompleksin spektroflorometre ile absorbansinin 6lgilmes
prensibi  kullanildi. Orneklerden okunan absorbans degerleri formiildeki yerine
konularak GSH miktarlari belirlendi. Sonra ortalama degerler hesaplanarak gruplar
aras karsilastirmalar yapildi.

Cizelge 4.1. Sham kontrol grubunda (Grup 1) GSH degerleri

Konsantrasyon (nmol
GSH/100 mg mide yas

Grup 2 L9 Ortalama deger + SD
agirligi)

1 130

122

117

140 125+ 13

104

o g B W DN

138

37
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Cizelge 4.2. Kontrol Iskemi grubunda (Grup 2) GSH degerleri

Konsantrasyon (nmol
GSH/100 mg mide yas

Grup 1 - Ortalama deger + SD
agirligi)
1 54
2 125
3 142
4 150 118+ 33
5 118
6 118

Cizelge 4.3. C.rotundus+ Iskemi grubunda (Grup 3) GSH degerleri

Grup 3

Konsantrasyon (nmol
GSH/100 mg mide yas

agirligi)

Ortalama deger + SD

122

77

143

111

120

O O Bl W N

103

112+ 22

Cizelge 4.4. C.rotundus + I/R grubunda (Grup 4) GSH degerleri

Grup 4

Konsantrasyon (nmol
GSH/100 mg mide yas

agirligi)

Ortalama deger £ SD

77

140

122

100

106

O O B W N

53

100 + 31
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Cizelge 4.5. Vitamin E + Iskemi grubunda (Grup 5) GSH degerleri

Grup 5

Konsantrasyon (nmol
GSH/100 mg mide yas
agirligi)

Ortalama deger + SD

113

114

113

114+ 0.5

114

114

o O B W N

114

Cizelge 4.6. Tum gruplardaki GSH ortalama degerleri

GRUPLAR Ortalama konsantrasyon degeri (nmol GSH/100
mg mide yas agirligi)
Sham kontrol grubu (Grup 1) 118 + 33
Kontrol Iskemi grubu (Grup 2) 125+ 13
C. rotundus+ Iskemi grubu (Grup 3) 112 + 22
C. rotundus+ I/Rgrubu (Grup 4) 100+ 31
Vitamin E + Iskemi grubu (Grup 5) 114 + 05

Absorbans

900
800
700
600
500
400
300
200
100

GSH

s

e

pd

/ y = 521,38x - 17,458

yrd

R”=0,9997

P

~”

0 05 1

15 2

Konsantrasyon (nmol)

Sekil 4.1. GSH standartlarindan elde edilen degerler

ve kalibrasyon egrisi
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140 125

_ 118
120 1 =

112 114
1 100 M

100 +—
Il

80 1T

60 T

40 1

20 1+

GSH miktari (nmol/100 mg doku
yas agirlik)

0
Grupl Grupll  Gruplll GruplV  GrupV
Gruplar

Sekil 4.2. Sican mide 6rneklerinde GSH miktari

Caismamizdaki gruplarin GSH dizeylerinin istatistiksel analizleri Mann
Whitney testine gore degerlendirildi. Buna gore;

- Sham kontrol (Grup 1) ile kontrol iskemi (Grup 2), C. rotundus + Iskemi
(Grup 3), C. rotundus + I/R (Grup 4) gruplari arasinda anlamli fark
gorilmemistir (p>0.05).

- Sham kontrol (Grup 1) ile Vitamin E + Iskemi gruplari arasinda anlamli fark
gordlmastir ( p<0.05).

- Kontrol Iskemi (Grup 2) ile Vitamin E + Iskemi gruplari arasinda anlamli fark
gordlmastir ( p<0.05).

- Diger gruplar arasinda yapilan karsilastirmalarda anlamli fark gézlenmemistir

4.2. Mide MDA Olc¢iim Sonuglari

Mide orneklerinde MDA konsantrasyonlari spektroflorometre yardimiyla
olculdi. MDA miktarinin saptanmasi icin, MDA ile Tiyobarbdtirik asit reaksiyonu
sonucu olusan renkli kompleksin spektroflorometre ile absorbansinin 6lgllmes
prensibi kullanildi. Olglimler yapilmadan 6nce konsantrasyonlari bilinen standartlar
spektroflorometre ile oOlcillerek standart egri ve formiil elde edildi. Orneklerden
okunan absorbans degerleri formuldeki yerine konularak MDA miktarlari belirlendi.

Sonra ortalama degerler hesaplanarak gruplar arasi karsilastirmalar yapildi.
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Cizelge 4.7. Sham kontrol grubunda (Grup 1) MDA degerleri

Konsantrasyon (nmol
MDA/100 mg mide yas
Grup 1 agirligi) Ortalama deger + SD
1 25
2 2.8
3 2.8 31+£05
4 3
5 3.3
6 4.1

Cizelge 4.8. Kontrol Iskemi grubunda (Grup 2) MDA degerleri

Konsantrasyon (nmol
MDA/100 mg mide yas
Grup 1 agirligi) Ortalama deger + SD
1 2.6
2 3.4
3 3.5 35+0.7
4 4.8
5 3.5
3.5

Cizelge 4.9. C.rotundus+ Iskemi (Grup 3) MDA degerleri

Konsantrasyon (nmol
MDA/100 mg mide yas
Grup 3 agirligi) Ortalama deger = SD
1 3.6
2 4.6
3 3.3 35+06
4 2.8
5 3.7
6 2.9
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Cizelge 4.10. C.rotundus+ I/Rgrubunda (Grup 4) MDA degerleri

Konsantrasyon (nmol
MDA/100 mg mide yas
Grup 4 agirligi) Ortalama deger + SD
1 3.4
2 2.9
3 3 31+02
4 2.9
5 3.3
6 3.3

Cizelge 4.11. Vitamin E + Iskemi grubunda (Grup 5) MDA degerleri

Konsantrasyon (nmol
MDA/100 mg mide yas
Grup 5 agirligi) Ortalama deger £+ SD
1 3.6
2 3.4
3 35 3.5+ 0.06
4 3.5
5 35
6 3.5

Cizelge 4.12. Tum gruplardaki MDA ortalama degerleri

Ortalama konsantrasyon degeri (nmol
GRUPLAR MDA/100 mg mide yas agirligi)
Sham Kontrol grubu (Grup 1) 3.1+£05
Kontrol 1skemi grubu (Grup 2) 35+07
C. rotundus+ Iskemi grubu (Grup 3) 35106
C. rotundus+ I/R grubu (Grup 4) 31+£02
Vitamin E + Iskemi grubu (Grup 5) 3.5+ 0.06
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MDA

140

120

100

80

Absorbans

60

40

20

0 0,5 1 15 2
Konsantrasyon (nmol)

Sekil 4.3. MDA standartlarindan elde edilen degerler
ve kalibrasyon egrisi

MDA miktari (nmol/100 mg doku yas agirlik)

Grup! Grupll Gruplll  GruplV GrupV
Gruplar

Sekil 4.4. Sican mide rneklerinde MDA miktar
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Calismamizdaki gruplarin MDA dlzeylerinin istatistiksel analizleri Mann-
Whitney testine gore degerlendirildi. Buna gore;

- Sham kontrol (Grup 1) ile kontrol iskemi (Grup 2), C. rotundus + Iskemi
(Grup 3), C. rotundus + I/R (Grup 4) gruplari arasinda anlamli fark
gorulmemistir (p>0.05).

- Sham kontrol (Grup 1) ile Vitamin E + Iskemi (Grup 5) gruplari arasinda
anlamli fark gordlmustar ( p<0.05).

- Kontrol skemi (Grup 2) ile C. rotundus + Iskemi +Reperfiizyon (Grup 4)
gruplari arasinda anlamli fark gordlmustar ( p<0.05).

- C. rotundus + I/R (Grup 4) ile Vitamin E + Iskemi gruplari arasinda ¢ok
onemli farklilik gorulmustir ( p<0.01).

- Diger gruplar arasinda yapilan karsilastirmalarda anlamli fark gozlenmemistir.

4.3. Histopatolojik Calisma Sonuglari

Histopatolojik inceleme yapilan mide epitel yizeyinde mikrovillus ve kript
epitelyal inflamasyon ve nekrozis hicreleri skorlama yontemi (Parks ve Granger,
1986) kullanilarak elde edilen sonuclarin istatistiksel analizi yapildi. Chi-Square
testi ve Kruska-Wallis testi kullanilarak gruplar karsilastirildiginda P< 0.001
anlamli  sonu¢ alinmistir.  Mikrovilluserde olusan hasarin 0 ile +4
derecelendirilerek yapilan skorlama yontemi sonuclari sekil 4.3."de gorilmektedir.
Kontrol iskemi (Grup 2) ile diger gruplar arasinda (P<0.001) ileri diizeyde anlamli
farklilik oldugunu gostermektedir.
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MKROWULHASAR
o
o

GRUP1 GRUP2 GRUP3 GRUP4 GRUPS5

GRUP

Sekil 4.5. Mide epitel dokusunda mikrovilluslerde hasar
olusumunun skorlama yéntemine bagli grafigi

Sham kontrol gurubu (Grup 1) ile C. rotundus + Iskemi grubunda (Grup 3)
kript hlcrelerinde hasar gorulmemistir (Sekil 4.4.). C. rotundus + I/R grubunda
(Grup 4) ise kriptlerde yaygin hasar gorulmustir ve kriptlerdeki hasar olusumu
reperfuizyon olgusuna bagli olup, reperfiizyon sonucu kan akimi tekrar saglandiginda
ortama oksijenin ulasmasiyla hasar daha da artar (Haglund ve Lundgren, 1978).

GRUP1 GRUP2 GRUP3 GRUP4 GRUPS

GRUP

Sekil 4.6. Mide epitel dokusundaki kript hiicrelerinin hasar grafigi
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Grup 1. Sham Kontrol Grubunda; deneklere herhangi bir islem yapilmamis olup,
sadece normal degerlerin saptanmasi amaclandi. Mikrovillus ve kript hiicrelerinde

lezyon ya da hasar gérilmedi. Mukozal konjesyon ise yoktur.

Grup 2: Kontrol Iskemi Uygulamasi; Kontrol Iskemi grubundan ainan kesitlerin
histopatolojik olarak incelenmesi sonucunda mikrovilludarin yizeylerinde mukozal
epitelde nekroz, apoptozis ve dokilme , villuslardan kriptlerin derinliklerine ilerleyen

yaygin hasar gorulmektedir (Sekil 4.7.). Mukozal konjesyon orta siddettedir.

Sekil 4.7. Kontrol iskemi grubunda mikrovilluslari ileri derecede etkileyen
ve kriptlere uzanmis mukozal hasar (H.Ex100)

Grup 3: C. rotundus + Iskemi Uygulamasi; Mikrovillusarda hafif derecede hasar
mevcut olup az sayida epitel hiicresinde disorganizasyon ve dokilme mevcuttur.
(Sekil 4.8.). Kriptlerde ise hticresel dokulme ve disorganizasyon gorilmemektedir.
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Sekil 4.9.da da goruldigu gibi hiucrelerde yiuzeysel hasar mevcut, saglam
mikrovillusarin yaninda okla isaretli aanda az sayida mikrovilluserde

disorganizasyon ve dokilme mevcuttur. Mukozal konjesyon ise oldukca hafif
diizeydedir.

Sekil 4.8. Mikrovillus epitelinde disorganizasyon ve dokilme (H.E. x200)

Grup 4. C. rotundus + I/R Uygulamasi; Mikrovillusari déseyen mukozal epitelde
yaygin disorganizasyon, dokilme, apoptozis, ve nekroz mevcuttur (Sekil 4.9.). Bu

hasar kript derinliklerine dogru ilerlemektedir. Ayrica orta siddette mukozal
konjesyon izlenmektedir.

Sekil 4.9. Apoptotik ve nekrotik hiicreler ile mukozal konjesyon (H.E. x400)
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Okla isaretli alanlarda (Sekil 4.10.) nekrotik hicreler mevcuttur. Nekrotik

hiicre kimesi okla gosterilmektedir. Bazi hiicrel erde niikleus tamamen kaybolmustur.

Sekil 4.10. Nekrotik hticre kimesini gosteren bir kesit (H.E. x400)

Grup 5: VitaminE + Iskemi Uygulamasi; Bu grupta mikrovilluslari doseyen
epitelde +2 hasarlanma izlenirken, +1 siddetinde kript hasari izlendi. Sekil 4.11.'de
goruldigt gibi  kriptlerde hafif hasar olusumu okla isaretlenmistir. Mukozal

konjesyon ise hafiften orta siddete degisen derecelerde izlendi.

sy

Sekil 4.11. Kriptlerde hafif hasar olusumundan bir kesit (H.E. x200)
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Mikrovilluslari doseyen mukozal epitel hicrelerinin bir kisminda hafif
disorganizasyon ve dokulme Sekil 4.10." daizlenmektedir.

Sekil 4.12. Mikrovillus epitelinde hafif siddette disorganizasyon ve dokilme
(H.E. x200)

4.3. Tartisma

Dokular oksijensiz kaldiginda hasara ugrar ve belli bir periyoddan sonra hasar
geri donisimsiiz hale gelir. Hipoksi sonucu geri donusimstiz degisikliklerin
gelismesi icin gecen sire degiskendir. Iskelet kadarinin saatlerce hipoksiyi tolore
edebilmesine karsin beyin igin bu siire gok kisadir; kalp ve mide igin ise yaklasik 60
dakika kadardir ( Cavdar ve ark., 1997).

Reaktif oksijen tlrevierinin (slperoksit radikali, hidrojen peroksit ve hidroksil
radikali) bir cok organ sisteminde iskemik peryodda olusan hasardan daha fazla bir
hasarin reperflizyonda olustuguna dair deliller vardir (YiaHerttuala, 1991,
Zimmerman ve Granger, 1994; Bulkley, 1987). Kan akimi tekrar saglandiginda
ortama oksijenin ulasmasiyla hasar daha da artar. Ksantin oksidaz inhibitorleri ve
rekombinant teknolojiyle Uretilen siiperoksit dismutaz (SOD) enziminin, glukoz
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kullaniminin, trimetazidinin kullanimi gibi Iskemi/Reperflizyon modellerinde yararli

etkilerini arastiran ¢alismalar mevcuttur.

LiteratUrde celiak arter veya sol gastrik arterin baglanmasiyla olusturulan Ulser
modelleri bulunmaktadir. Wada ve arkadaslari mide iskemisi ve YR'un loka kan
akimini azaltarak mukoza hasarina neden oldugunu, NO dizeyinin ise kan
akimindaki degisiklikler ile uyumlu oldugunu ifade etmektedirler (Wada ve ark.,
1998).

Iskemi nedeniyle ortamin asittesmes, hasarli hiicrelerden demir iyonlarinin
sdinimi, mitokondriyal solunum zincirlerindeki aksamalar, ksantin oksidaz
enziminin aciga cikmasi ile dokularda reaktif oksijen tirleri sentezi uyarilir (Cavdar
ve ark., 1997). Son vyillarda yapilan calismalarda cesitli stres modellerinin reaktif
oksijen tdrlerinin olusumunu hizlandirdigi ve lipit peroksidasyonuna yol actigi
gosterilmistir (Das ve ark., 1993; Goldin ve ark., 1997). Reaktif oksijen tirlerinin
olusturdugu oksidatif hasar oksidan stres olarak tanimlanmaktadir. Oksidan stresile
GSH dizeylerinin azaldigi bilinmektedir. In vivo ve in vitro yapilan deneylerde
endojen GSH'in cesitli hasarlarda mide mukozasi bUtunluginin korunmasinda
Onemli bir mediyator olabilecegi goértst ileri strtlmektedir. Diger yandan stres
Ulserine bagli iskeminin, hasara kars savunmada onemli bir faktér olan mukozal
enerji metabolizmasini azalttgi da gosterilmistir (Menguy, R., 1981; Mozsk ve ark.,
1992).

TBARS (Tiyobarbitirik asit reaktifleri) degerinin azalmasiyla dokularda lipit
peroksidasyonunun inhibisyonu iskemiden sonra gorulmistir. Birgok calismanin da
gosterdigi gibi dokularda lipit peroksidasyonu gastrik mukozal hasar Uzerinde buyuk
rol oynamaktadir ve bu hasar reperfiizyon ile olusmaktadir. Bu bulgular gosteriyor ki
antioksidan etkiye sahip bitki ekstraktlari Iskemi ve I/R modelleri ile mukozal hasar

olusumuna karsi koruyucu 6zellik géstermektedir.
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Tokoferolun total iskemi uygulanan izole organlarda iskemiden koruyucu etkisi
bulunmustur. Sicanlarda miyokard ve karaciger Uzerinde calisiimis ve myokarddaki
koruyucu etkinin karacigere gére daha fazla oldugu tesbit edilmistir (Paranich ve
lukhnik, 1993). Vitamin E'nin I/R zararlarina karsi koruyucu etkisi, serbest oksijen
radikallerinin olusumunu azaltarak doku hasarini azaltma seklindedir (Uysal, 1994).
Aydemir ve Celebi yaptiklari calismada Vitamin E' nin lipit peroksidasyonunu
belirgin olarak azalttigini ve GSH dizeyinde koruma sagladigini bulmuslardir
(Aydemir ve Celebi, 2002).
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Bu calismada, lipid peroksidasyon urtint olan ve lipid peroksidasyonun iyi bir
gosterges olarak kabul edilen MDA anadizi yapilip lipit peroksidasyonu indirekt
olarak gosterilmistir. Calismamizda mide dokusunun MDA ve GSH dizeyleri
degerlendirildiginde; kontrol iskemi grubunun MDA degerinin arttigi, GSH
degerinin ise dustigt goértlmektedir. Histopatolojik inceleme yapilan mide epitel
ylzeyinde mikrovillus ve kript epitelya inflamasyon ve nekrozis hiicreleri skorlama
yontemi (Parks ve Granger, 1986) kullanilarak elde edilen sonuclarin istatistiksel
analizi yapilip Chi-Square testi ve Kruskal-Wallis testi kullanilarak gruplar
karsilastirildiginda P< 0.001 anlamli sonug alinmistir.

Kontrol iskemi grubunun (Grup 2) MDA degeri (3.58 nmol MDA/100 mg
mide yas agirligi), sham kontrol grubunun (Grup 1) MDA degerinden ( 3.1 nmol
MDA/100 mg mide yas agirligi) yuksek bulunmustur. Sham kontrol grubu (Grupl)
ile karsilstirilan kontrol iskemi (Grup 2), C. rotundus + Iskemi (Grup 3), C. rotundus
+ I/R (Grup 4) gruplari arasinda anlamli fark gorulmemistir (p>0.05). Sham kontrol
(Grup 1) ile Vitamin E + Iskemi (Grup 5) gruplari arasinda anlamli fark gorulmasttr
(p<0.05). Kontrol iskemi (Grup 2) ile C. rotundus + I/R (Grup 4) gruplari arasinda
anlamli fark gorilmistir ( p<0.05). Diger bir karsilastirma daise C. rotundus + I/R
(Grup 4) ile Vitamin E + Iskemi gruplari arasinda ¢gok 6nemli farklilik gorulmustar
(p<0.01). Diger gruplar arasinda vyapilan karsilastirmaarda anlamli fark

gbzlenmemistir.
GSH o6l¢timu yapilan kontrol iskemi grubunun (Grup 2) GSH degeri (125 nmol

GSH/100 mg mide yas agirligi), sham kontrol grubunun (Grup 1) GSH degerinden
(118 nmol GSH/100 mg mide yas agirligi) disik oldugu gorilmastir. Sham kontrol
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grubu (Grup 1) ile karsilastirilan kontrol skemi (Grup 2), C. rotundus + Iskemi
(Grup 3), C. rotundus + I/R (Grup 4) grwplari arasinda anlamli fark gértlmemistir
(p>0.05). Sham kontrol (Grup 1) ile Vitamin E + Iskemi (Grup 5) gruplari arasinda
anlamli fark gorilmastir (p<0.05). Kontrol Iskemi (Grup 2) ile Vitamin E + Iskemi
(Grup 5) gruplari arasinda anlamli fark gordlmastir (p<0.05). Diger gruplar arasinda

yapilan karsilastirmalarda anlamli fark gozlenmemistir.

Iskemi uygulamasi ile mide mukoza lezyonlari (Ulser) olusturulmas sik¢a
basvurulan deneysel modellerden biridir. Ulser olusumunun baslica nedeni, mukoza
tabakasinin koruyucu 6zelliginin ortadan kalkmas ve ylzey epitel bittnlUgindn
bozulmasi sonucunda mukozanin bariyer 6zelliginin kaybolmasidir. Literatirlerde
yapilan calismalarda mideyi kan ile besleyen atar damarlarin kiskacla kapatilmasi
sonucu olusturulan Ulser modelleri  bulunmaktadir. Mide Iskemi’s ve
Iskemi/Reperfiizyon’ un lokal kan akimini kapatarak mukoza hasarina neden oldugu
bildirilmistir (Wadave ark., 1998).

Cdismamizda guclt bir antioksidan oldugu bilinen Vitamin E'nin gastrik
mukozal hasara kars etkili oldugu gosterilmistir. GSH degerlerine bakilacak olursa
yine bir antioksidan olarak kullandigimiz C. rotundus ekstresine gére Vitamin E'nin
daha etkili oldugunu gérmekteyiz. Ancak MDA degerlerini karsilastiracak olursak
antioksidan etkilerinin farkli olmadigini soyleyehiliriz.

Sonu¢ olarak dternatif tip bilimlerinde kullanilan Cyperus rotundus un
Ozellikle mide yaralarina karsi gastroprotektif etkisinin varligi tespit edilmistir.
Literatir arastirmamizda oksidatif stresin neden oldugu mide mukozal hasar
olusumuna bagli GSH ve MDA dizeyleriyle ilgili mekanizmalarin yeterli izah
edilmedigini gormekteyiz. Bu konuda Cyperus rotundus un antioksidan etkisine

iliskin molekuler diizeyde ek calismalarin gerektigi dustuinilmektedir.
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OZET

Bu calisma icin denekler (Wistar-abino) Ankara Hifzisihha Serum Ciftligi’
nden temin edildi. 30 adet denek her grupta n=6 olacak sekilde 5 esit gruba ayrildi.
Deneyden 18 saat 6nce a¢ birakilan sicanlara su serbest birakildi. Bitin sicanlara
Ketamin (35 mg/kg) ve Xylazine (5 mg/kg) anestezi (i.m.) uygulandi. Grup 1; sham
kontrol grubu, Grup 2 kontrol iskemi-hasta grup, Grup 3 C. rotundus + Iskemi
grubu olup (200 mg/kg) bitki ekstress (Gum Arabicada %10 luk slspansiyon
icerisinde) orogastrik yolla verildi. Grup 4; C. rotundus + |skemi/Reperflizyon grubu
ve Grup 5; Vitamin E + Iskemi grubu olarak adlandirildi. Olusturulan gruplarin
icinde sham kontrol grubu haric diger gruplarda iskemi gerceklestirildi. Sham kontrol
grubuna herhangi bir islem yapilmamis olup, sadece normal degerlerin saptanmas
amaclandi. 2. grup olan kontrol iskemi grubu hasta grup olup yalnizca iskemi
gerceklestirildi. 3. ve 4. gruplara deneye baslamadan 10 dakika 6nce orogastrik
olarak ora yolla (200 mg/kg) bitki ekstres verildi. 5. gruba ise Iskemi
uygulamasindan 10 dakika 6nce oral yolla (100 mg/kg) Vitamin E verildi. Yanizca
4. grupta sicanlar iskemiden sonra 60 dakika boyunca kiskacin kaldirilmas ile
reperfiize edilerek I/R uygulamasi gerceklestirildi.

Deney sonunda oldardlen bitin sicanlarin izole edilen midelerinin yaris
biyokimyasal analizler (MDA ve GSH) icin, diger yaris da histopatolojik inceleme
icin kullanildi.

Biyokimyasal analiz sonucunda GSH 6l¢ciimi yapilan kontrol iskemi grubunun
(Grup 2) GSH degeri (125 nmol GSH/100 mg mide yas agirligi), sham kontrol
grubunun (Grup 1) GSH degerinden (118 nmol GSH/100 mg mide yas agirligi)
dusik oldugu gorulmustar (Sekil 4.1.). Vitamin E grubunda GSH degeri (114 nmol
GSH/100 mg mide yas agirligi) ile kontrol Iskemi gurubu (125 nmol GSH/100 mg
mide yas agirligi) karidastiginda anlamli farklilik P< 0.05 gorulmustar.



Biyokimyasal analiz sonucunda MDA 6lcimi yapilan Sham kontrol (Grup 1)
ile Vitamin E + Iskemi (Grup 5) gruplari arasinda anlamli fark goralmustir (p<0.05).
Kontrol Iskemi (Grup 2) ile C. rotundus + I/R (Grup 4) gruplari arasinda anlamli fark
goralmustir ( p<0.05). Diger gruplar arasinda yapilan karsilastirmalarda anlamli fark
gozlenmemistir (Sekil4.2.).

Nicel olarak histopatolojik degerlendirme skorlama metodu kullanilarak yapildi.
Mide dokularinin histopatolojik incelenmesi, dorsal ve ventral ylizeylerin boyuna
kesilerek glandular bolgeden cikarilmasiyla yapildi. Midelerin yarisinda preparat
hazirlamak icin parafin yontemi kullanildi. Degerlendirilme, zarar goren ve apse
olusan bolgelerde skorlama metodu kullanilarak Cyperus rotundus ve Vitamin E

kriterleri tespitiyle yapildi.

Sonug olarak midede Iskemi ve Iskemi/Reperfiizyon modelleri uygulanmasina
bagli olarak mukoza bittnltgin bozuldugu gordlmistir. Mide dokusunda iskemi,
hiicreleri hasara ugratip, hiicre 6lumune yol agabilir. Bu nedenle iskemi durumunda
dokularda oksijenizasyonun tekrar saglanmasi hasarli bolgede reaktif oksijen
thrlerinin artmasina ve gegici olarak hasarin agirlasmasina sebep olmaktadir. Serbest
radikallerin birikimi ile lipit peroksidasyon 0Urini olan MDA konsantrasyonu
artmakta oldugu ve buna bagli olarak bir antioksidan olan GSH konsantrasyonunun
azaldigi gorilmastir. Kullanilan antioksidanlarin ise peroksidasyon Urtini olan MDA

olusumunu engelledigi ve antioksidan olan GSH miktarini korudugu tespit edilmistir.
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SUMMARY

In this study albino Wistar rats (weight 200£20 gr) were used. The animals
obtained from (Ankara Hifzisihha Serum Ciftligi) Ankara. 30 rats were divided into
equal 5 groups each containing 6 animals. All animal were fasted for 18 hours before
the experiment, water free add libitum. All rats were anesthetizing (i.m.) using
Ketamin (35mg/kg) and Xylazine (5mg/kg). Group 1 was Sham group (control not
treated with vehicle), group 2 was Ischemia group for 60 minutes and served as
control group. Group 3 (Ischemia group) was treated with 200 mg/kg body weight C.
rotundus before 10 minutes of Ischemia (suspended into %10 Gum Arabica). Group
4 |Ischemia /Reperfusion treated with 200 mg/kg body weight C. rotundus before 10
minutes of Ischemia for 60 minutes followed reperfusion for 60 minutes. Group 5
was treated with Vitamin E 100 mg/kg body weight before 10 minutes of Ischemia

for 60 minutes.

At the end of the experiment all rats were killed by dislocation, the stomach
removed and divided into 2 parts, one part for biochemical analysis (for MDA and
GSH), other for histopathological examination.

The biochemica analysis of GSH showed when we compared GSH value of
Vitamin E (114 nmol GSH/100 mg wet weight) and control group (125 nmol
GSH/100 mg wet weight) there are significant P<0.05 had been see p>0.05 between
all group in experiment (Fig. 4.1.)

The biochemical analysis of MDA shows, group 2 MDA value is (3.58 nmol
MDA/100 mg) of stomach wet weight. In this group when compared with group 3
and group 4 shows no gignificant p>0.05 value but significant p<0.05 when
compared with group 4 (Fig. 4.2.).

Quantitative histopathological assessment was performed using techniques of
the score method. Briefly the stomach was divided along a line running across the

upper part of the glandular mucosa and the cut edge derived from the ventral surface
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of the stomach was embedded in paraffin using standard technique. The criteria of
damage were absence of cells or gross disruption of cells in groups treated with

Cyperus rotundus and Vitamin E.

As a result the stomach Ischemia and Ischemia/Reperfusion models the
mucosal disrupter was shown in the experimental groups. This is the cause of
increase of peroxidations substrates MDA and decreased the level of GSH which is
an antioxidant. Both Ischemia and Reperfusion appear to contribute to the extent of
farther expression of Ischemia or Reperfusion injury not prevented by the treatments
designed to block reactive oxygen metabolites.



