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OZET

Maclura pomifera Bitkisinden izole Edilen Pomiferin Maddesinin Ratlarda

Indometazin ile Olusturulan Gastrik Hasar Uzerine Etkilerinin Arastiriimasi

Amag: Daha onceki c¢alismalarda Maclura pomifera bitkisinin su ekstresinin
gastrik hasar tizerine etkili oldugu bildirilmis, bu ¢alismada ise bu etkinlige sahip oldugu
diisiiniilen pomiferin maddesi saflastirilarak, ratlarda indometazin ile olusturulan gastrik
hasar iizerine antiiilser etkileri incelenmistir.

Materyal ve Metot: Calisma i¢in gerekli olan pomiferin Maclura pomifera
bitkisinden ITK yéntemi ile saflastirilarak, NMR y&ntemi ile yapisi aydinlatildi. Calisma
i¢in, toplam 36 adet Sprague Dawley cinsi erkek rat temin edilerek, 6’sarli1 6 gruba ayrildi.
REF grubuna 25 mg/kg ranitidin (Ulcuran® 25 mg/ml flakon), PMF-100 grubuna 100
mg/kg, PMF-200 grubuna 200 mg/kg, PMF-300 grubuna 300 mg/kg pomiferin ve saglikli
grup hari¢ tiim gruplara 25 mg/kg indometazin uygulandi. Ratlar, uygulamadan 6 saat
sonra sakrifiye edilerek, midelerinde milimetrik kagit yardimiyla iilser alani tespitleri
yapildi. Biyokimyasal olarak, mide dokularinda LPO ve GSH seviyeleri ile SOD ve KAT
aktiviteleri olgiilda.

Bulgular: Saglikli grupla karsilagtirildiginda; kontrol grubunda, iilser alani, LPO
seviyesi ve KAT aktivitesi 6nemli oranda artarken (p<0.05), SOD aktivitesi ile GSH
seviyelerinin ayni oranda azaldig1 goriildii (p<0.05). Artan tlser alani, LPO seviyesi ve
KAT aktivitesinin REF ve PMF gruplarinda belirgin bir sekilde doza baglh olarak diistigii
gozlemlendi (p<0.05), SOD aktivesi ve GSH seviyesinin rejenere oldugu bulundu
(p<0.05).

Sonu¢: Maclura pomifera bitkisinden saflastirilan pomiferin  maddesi
indometazin ile indiiklenen gastrik hasar iizerine etkili oldugu tespit edilirken, bu etkinin
antioksidan sistem {lizerinde olusturdugu pozitif degisikliklerden kaynaklanabilecegi
diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan sistem, indometazin, Maclura pomifera,

pomiferin, iilser.
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ABSTRACT

Investigation of the Effects of Pomiferin Substance Isolated from Maclura

pomifera Plant on Indomethacin-Induced Gastric Damage in Rats

Aim: Previously, water extract of Maclura pomifera plant has been found
effective on gastric damage. In this study, Pomiferin substance with possible curative
activity was purified and its antiulcer effects were investigated on gastric damage induced
by indomethacin in rats.

Material and Method: Pomiferin substance needed was purified from Maclura
pomifera plant by TLC method and its structure was elucidated by NMR methods. For
the study, a total of 36 Sprague Dawley male rats were purchased and they were divided
into 6 groups (n=6 each). The 25 mg/kg indomethacin was administered orally to all
groups, except healthy ones, and 25 mg/kg ranitidine (Ulcuran® 25 mg/ml vial) to REF
group, 100 mg/kg pomiferin to PMF-100 group, 200 mg/kg pomiferin to PMF-200 group
and 300 mg/kg pomiferin to PMF-300 group. Rats were sacrificed after 6™ hours of
administrations and ulcerative fields were identified in stomach via graph papers.
Biochemically, LPO and GSH levels as well as SOD and CAT activities were measured
in stomach tissues.

Results: Comparing with healthy group, in control group, it was observed that
while ulcerative area, LPO levels and CAT activity increased significantly (p<0.05), SOD
and GSH levels decreased simultaneously (p<0.05). It was observed that in REF group
and PMF groups dose-dependently dropped the increased areas of ulcer, LPO levels and
CAT activity (p<0.05), It was found that GSH levels as well as SOD activities
significantly regenerated (p<0.05).

Conclusion: It was found that pomiferin purified from Maclura pomifera plant
was effective on gastric injury induced by indomethacin. This effect was thought to be
caused by positive changes in the antioxidant system.

Key Words: Antioxidant system, indomethacin, Maclura pomifera, pomiferin,

ulcer.
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1. GIRIS

Giliniimiizde bilim ve teknolojinin ilerlemesiyle beraber bircok bilimsel ¢caligsma
hiz kazanmistir. Bu ¢aligmalar, hem insanlarin yeni seyler 6grenmesine hem de daha
iyl yasam sartlarina kavugsmasina Onciilik eder. Ayrica bilinmeyen olgularin
bulmasinda da 6nemli bir yere sahiptir. Bu dogrultuda genellikle bilimsel ¢alismalar
toplumda tedavisi miimkiin olmayan birgok hastaliga ¢are olabilmesi igin bitkisel tedavi
yontemlerine yonelmistir. Bunlardan en yaygin olan1 da mide ve duodenumda yayilan
multifaktoriyel bir hastalik olan {ilser hastaligidir.

Ulser, genellikle mide mukozasinda harabiyet olusturan Helicobacter pylori ya
da non-steroid antiinflamatuar ilaglar tarafindan kanama merkezi olabilen yara olarak
ifade edilebilir.l 2 Sadece mide degil aym zamanda tiim gastrointestinal sistemi
etkileyecek sekilde hasar olusturan bir hastaliktir.®

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda {ilserin patogenezi lizerine dokuda meydana
gelen oksidatif stresin biiyiik 6nemi oldugu ve siiperoksit, peroksit gibi ¢esitli radikal
tiirlerinin bu olusumda gérev aldig1 gosterilmistir.*’

Gilinlimiizde ilser tedavisi icin gelistirilen bir¢ok ila¢ (anti asit, H2 reseptor
antogonisti, proton pompa inhibitorii) hastalifin seyrini diisiirse de bu ilaglarin
kullanimu iilser i¢in tam bir tedavi olusturmamaktadir. Hatta sahip olduklar1 bazi yan
etkiler ile iilserden daha tehlikeli sonuglara sebebiyet vermektedirler.®1!

Insanligin en eski hastaliklarindan biri olan iilser, eski zamanlardan beri halk
tarafindan yaygin bir sekilde bitkisel tedavi yontemleri ile iyilestirilmeye ¢alisilmistir.
Bu calismalar dogrultusunda bilimsel arastirmalar alternatif tibba dogru yonelmis ve

bazi ¢alismalara konu olmustur.*?



Ulser gibi birgok hastaligi tedavi etmek icin kullanilan bitkilerin igerdigi ¢esitli
molekiiller izole edilerek etkileri belirlenmeye ¢alisilmis, antioksidan, antiinflamatuar,
antibakteriyel, antiseptik vs. gibi bir¢cok 6zelligi gosterilerek bu hastaliklar {izerine
etkileri tespit edilmistir.> 1314
Bu dogrultuda yapilan bu ¢alismada su ekstresinin antiiilser etkisi'® tespit

edilmis olan Maclura pomifera bitkisinden pomiferin maddesi saflastirilarak, ratlarda

indometazin ile olusturulan iilser modeli iizerine etkileri incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

1.1. Mide Anatomisi

Mide, diyafram ile bagirsaklar arasinda, karin boslugunun iist kisminda yer alan
sindirim sisteminin en genis organidir. Mide anatomik olarak dort boliime sahip bir
organdir.'® Bu dort boliim;

-Kardiyak boliimii

-Fundus boliimii

-Mide govdesi (Korpus)

-Antrium ve Piloris bolimidir.

Yemek borusu

Kardia —

kastabakalari

Mide duvarini olusturan

Onikiparmak _ J
bagirsag pilorkanah Kiiciik kurvatur /
(Duodenum) ! Pilorsfinkteri /

- /

Korpus

Buiytik kurvatur

Midenin mukoza
kivrimlar:

Sekil 2.1. Midenin anatomik goriiniimii'’

1.2. Midenin Yapisi

Mide fibromiiskiiler yapida olup organin ig yiizii epitelle ortiiliidiir. Bu yap1 salgi
veya absorbsiyon gorevlerine gore farkliliklar gosterir.’® Mide histolojik yapisinda
baslica yer alan tabakalar (distan ice dogru);

e Seroza: Midenin dis yiiziidiir.
e Longitidunal kas tabakas1

o Sirkiiler (dairesel) kas tabakasi



e Submukoza: Sinirleri, lenfatikleri ve organi besleyen kan damarlarini iceren
gevsek bag dokusudur.

e Mukoza: Derin olmayan katlanmalari (plikalar) igerir. Mide bosaldik¢a bu
katlanmalar derinlesir. Ayrica, bu kivrimli tabakada tubuler tarzda bezler (gll.gastricae)
bulunur. Bu bezler HCI (hidroklorik asit), sindirim enzimleri, intrinsik faktér ve mukus
gibi ekzokrin salg yaparlar.'® 1°
Mide bezlerinde

- Esas (Zimojen) hiicreler: pepsinojen

- Pariyetal (Okzintik) hiicreler: HCI ve intrinsik faktor,

- Boyun mukus hiicreleri: mukus,

- Enteroendokrin hiicreler; serotonin, enteroglukagon ve histamin salgilarlar.

seklinde dort tip hiicre bulunur.

1.3.  Midenin Fonksiyonlari

Midenin baslica ii¢ fonksiyonu vardir:

1. Yutulan besinleri depo etmek

2. Besin maddelerinin sindirimini saglayan mide sivisi ile karismasini
saglamak

3. Besin maddelerinin sindirimini ve emilimin yapilabilmesi i¢in uygun

sekilde bagirsaklara iletmektir.®
1.4. Midenin Fizyolojisi
1.4.1. Mide Salgisi
Mide salgis1 midenin mukoza tabakasi basit tiibiiler bezlerden meydana gelen

bir islevdir. Mide mukozasinda temelde 5 farkl: hiicre bulunur. Bunlar;



1) Mukus salgilayan tek katli kolumner epitel hiicreleri

2) Parietal hiicreler

3) Esas (zimojen) hiicreler

4) Boyun hiicreleri ve

5) Anjentafin hiicrelerdir.
Mukoza hiicreleri rejenere olabilen bir yapiya sahip olup siirekli yenilenmektedir.?% 2

1.4.2. Mide Salgilar1 ve Fonksiyonlari

a) Mukus Salinmasi

Yiizey ve boyun mukus hiicreleri tarafindan salgilanan mukus (miisin), mide
asidine kars1 koruyucu 6zellikte olup, midenin tiim yiizeyini sarar. Mukus, yiiksek
molekiiler agirliga sahip bir glikoproteindir. Bazi proteolitik enzimler ve etanol,
metanol gibi ¢esitli kimyasal ajanlar bu yapiy1 parcalayabilirler.??

b) intrinsik Faktor Salinmasi

Intrinsik faktor, pariyetal hiicreler tarafindan iiretilen bir glikoproteindir.
Vitamin Bi2’nin ince bagirsaklardan emilimini saglamada goérev yapar. Eksik
salgilanmas1 veya otoimmiinite sonucu islevini yitirmesi anemiye yol agar.?®

c) Mide Asidi (HCI) Salgilanmasi

Mide asidinin salgist pariyetal hiicrelerde gergeklesir. Uretilmesinde yiiksek
derecede enerjiye ihtiya¢ duyar. Ortalama bir litre mide sivist i¢in 1200 cal enerji
harcanir. Uretimi icin karbondioksit (COz) gereklidir ve hiicre ici ya da kandan difiizyon
yoluyla saglanir. Hiicre iginde CO2, karbonik anhidraz (CA) enzim aktivitesiyle su ile
birlestirilerek karbonik asit (H2CO3) meydana getirilir. Ayrica, hiicre iginde suyun
ayrismasindan dolay1 hidrojen iyonu (H") ve hidroksil (OH") iyonu meydana gelir.

Hidrojen iyonu salgi kanallarina gelirken, hidroksil ile karbonik asit birleserek su ve



bikarbonat meydana getirir. Meydana gelen bikarbonat iyonu kandaki klor (CI) iyonu
ile aktif transport yoluyla yer degistirir ve salgi kanalina tasinir. Hiicrelerde olusan bu
hidroklorik asit (HCl) mide liimenine salinir ve cesitli gorevleri bulunmaktadir. Bu
gorevlerden en basta geleni inaktif pepsinojenin aktif pepsine doniistiiriilmesidir. Buna
ilaveten pepsin enziminin aktivitesi i¢in gerekli olan pH’y1 saglar.'® 20

1.4.3. Mide Sekresyonunun Kontrolii

Mide salgisi, mide bos oldugunda da devam eder. Ancak, ¢ok az miktarda olup,
az miktarda HCl ve pepsinojen igerir. Bu asamaya bazal sekresyon adi verilir. Asil
onemli diizeyde salgilama sindirim sirasinda gerceklesir.?

Mide asidi ve pepsinojen ile gastrin, histamin, somatostatin ve prostaglandin
gibi salgilar, sinirsel ve hormonal olarak iki yolla kontrol edilir. Bu olaylar 3 fazda
diizenlenir. Sinirsel kontrol ile salgilamanin meydana gelisi hizli olur fakat kisa siire
devam eder. Besini gormek, koklamak gibi duyusal uyarimlar vagus siniri araciligi ile
mide sekresyonunu arttirir. Vagus siniri, asetilkolin salgilayarak bu etkiyi
gerceklestirir.?* Bu fazlar:

1- Sefalik faz: Besin alim1 ger¢eklesmeden meydana gelir.

2- Qastrik faz: Besin alim1 gerceklestiginde mide bezleri iki yoldan uyarilir.

a) Besin alimi sonucu midenin genislemesi gastrin hormonunun
salgilanmasima neden olur. Salgilanan gastrin, kana gecerek fundus ve korpus
bolgelerinde bulunan bezlere ulasir ve salgiya neden olur.

b) Besinin icerdigi bazi maddelerin (kismen sindirilmis proteinler, etil
alkol, kafein vs. gibi) salgilanmasina neden olurlar.?

3- Intestinal faz: Duodenuma ulasan besinlerin sindirimi ve emilmesi az
miktarda intestinal kaynakli gastrin salgilanmasina neden olur. Pargalanan protein

rezidiileri bu intestinal gastrinin daha fazla miktarda kana gegmesine ve mideye



ulagmasi sonucu sekresyonunun artmasina neden olur. Fakat duodenuma gelen asitli
kimiis, buradan sekretin ve kolesistokinin hormonlarinin salgilanmasini saglar. Bu
hormonlar kan yoluyla mideye ulasmasi sonucunda sekresyonu inhibe ederler. Buna
ragmen bazi durumlarda sekretin azalan pepsin miktarini da arttirabilir.®

Mide s1vis1 pH’ s12’nin altina indiginde, gastrin salgi meknizmasini inhibe olur.
Bu etki pH’ nin ¢ok fazla diiserek antrum mukozasindan “somatostatin” hormonunun
salgilanmasina sebep olur.?®

1.5. Ulser

Ulser; mide ve duodenumda meydana gelen multifaktdriyel-kronik
enflamatuvar bir hastaliktir. Hastaligi meydana getiren faktorler, asit salinimi ve
koruyucu mukoza bariyerindeki bozukluklara ek olarak genetik yatkinlik (irsiyet), stres,
kortizon tiirii ilaclar, aspirin ve indometazin (IND) gibi NSAIl (Non steroid
antienflamatuvar ilaglar)’ ler, Helicobacter pylori, Herpes Simplex virisii (Tip I/ HSV—
1) ile sigara ve alkol kullanimidir.?®

1.5.1. Epidemiyolojisi

Tiim diinyada yaygin bir sekilde goriilen, is giicti ve maddi kayiplara sebep olan
tilser, tarihi ¢ok eski olmasinin yanisira 6nemli hastaliklarin baginda gelir.

Gilinlimiizde tarihi kalintilarda yapilan kazilar sonucu bulunan mumyalar
incelendiginde, bu mumyalarin 6liimlerine neden oldugu diisiiniilen iilser bulgularina
rastlanmistir.?’ Tlk goriildiigii zamanlarda pek ¢ok dliime neden olmus hastaliklardan
biri olan tilser, suan tedavi edilebilir bir hastalik olsa da, insan sagligi agisindan 6nemli
bir yer tutmaktadir.*2

Insanlarda ¢ok fazla rastlamilan hastaliklardan biri olan iilser, her yasta

goriilebilir. Nispeten diisiik sayilabilecek mortaliteye sahip olmasina ragmen ¢ogu



zaman dmiir boyu ila¢ kullanimimi gerektirebilir.'2 Bu sebeple hastaligin insanlara hem
maddi hem de manevi yiikii fazladir. ABD’de yilda 500.000 yeni vaka gozlenirken,
niiks 4-4.5 milyon civarindadir.?? Bu degerler goz 6niine alindiginda, iilkemizde sadece
bir yilda 120 bin yeni bir vaka ve yaklasik 1 milyona kiside tekrarlayabilecegi
hesaplanabilir. Yapilan istatistiksel analizlere gore bir kisinin bir yil i¢inde iilsere
yakalanma riski % 1.8 olarak belirtilmistir.?® Yine, hayat boyu iilser hastaliginin
meydana gelme olasilig1 erkekler icin yaklasik % 14, kadinlar i¢in ise % 11 oldugu
bildirilmistir.?®

Mide hasarinin olugsmasinin bir¢ok nedeni olmakla beraber yag, karbohidrat ve
protein igeren besin maddelerinin alinmas1 ve ¢evresel stres yapici ajanlarin etkisinin
de roliiniin oldugu diisiiniilmektedir.>® Ayn1 zamanda beslenmenin ve parazitik
faktorlerin gastrik hasar olusumunda etkili olduklar1 gozlenmektedir.3!

1.5.2. Etiyoloji

a) Yas:

Genellikle mide {lseri yaslilarda, duodenum iilseri ise genglerde daha sik
gozlenir. Ulkemizde goriilen mide iilserinin insidans1 30 ile 60 yas arasinda artarken,
duodenum iilserlerinin insidans1 20-50 yaslar1 arasinda artmaktadir.>?

b) Sosyoekonomik etkenler:

Sosyoekonomik diizeyler, sehir ve sosyal hayat dikkate alindiginda kirsal
kesimde, kendi isinde yalniz ¢alisan, ciftlik ve koy gibi diisiikk yagam standartlarinda
yasayan insanlarda mide iilserleri, yiiksek yasam standartlar1 olan kalabalik sehirde

yasayan insanlarda ise duodenum iilserleri, daha sik goriilmektedir.>®



c) Diyet:

Gegmisten giliniimiize, siit ve siit tirlinleri iilser sagaltiminda kullanilmasina
ragmen, icerdikleri yiiksek oranda kalsiyum nedeniyle mide asit salgisini arttirdigi
belirtilmisgtir.*3

d) Alkol:

Mide mukozast % 10 ve altindaki konsantrasyonda alkol igeriklerini tolere
edebilirken, % 20’nin stlindeki konsantrasyonlarda hasar ve onarim mekanizmalara
devreye girmektedir.3*

e) Stres ve Psikolojik faktorler:

Ulser ve sinir sistemi iliskisi bircok ¢alismada ortaya konulmustur. Ayrica,
beyin ile bagirsak arasindaki néral iliski ve bunlara stresin etkisi arastirilmistir. 3°
Deney hayvanlar1 iizerinde yapilan stres calismalarmin tlsere neden oldugu
bildirilmistir.%’

f) Ilaglar:

Ulser olusumunda en énemli faktdrlerden biri kuskusuz ilaclardir. Gegtigimiz
30 yilda antiinflamatuarlarin gelismesiyle kullanimi yayginlagmis, bunun sonucu olarak
yan etkilerinin gériilme sikligi da artmistir. ABD’de bu nedenle yillik yatan hasta sayisi
200.000 ile 400.000 gibi rakamlara ulasmustir.®® Tlag teknolojisinin gelisimiyle yan
etkilerinin azaldig1 diisiiniilse de endoskopik muayenelerde diizenli NSAII alan
kisilerin % 30 ile 50’sinde iilser tespit edildigi bildirilmistir.3* ° Asetilsalisilik asit
(Aspirin) kullanan kisilerin mide iilseri prevalansi % 20 ve duodenal ilser prevalansi %
5 oldugu bildirilmistir.** Hastaneye gastrointestinal kanama ile bagvuran kisilerin

yaklasik % 50’si, siklikla aspirin ya da NSAII kullandiklarii belirtmislerdir.>®



g) Sigara:

Yapilan ¢alismalara gore, duodenal tilseri bulunan hastalardan sigara igenlerde
tyilesmenin, igmeyenlere gore daha uzun siirdiigli ve niiks goriilme oraninin arttigi
bildirilmistir.>

h) Ek hastaliklar:

Zollinger-Ellison Sendromu, Kronik Obstriiktif Akciger Hastaligi (KOAH),
Siroz, Kronik bobrek yetmezligi gibi hastaliklar mide ve duodenum {ilserlerinin
meydana gelme olasiligin1 artirdig1 belirtilmistir.3 42 43

1.5.3. Non-Steroid Antiinflamatuar flaclar ve Hasar Olusum Mekanizmasi

Mide dlseri, siklikla asit salgilamayan antrium mukozasinda meydana
gelmektedir. Bunun yani sira pepsin, safra asitleri, hipertonik tire, sodyum hidroksit,
HCI, etanol, NSAII’ lar gibi farkl1 etkiler gostererek iilsere neden olan ajanlar mide
mukoza savunmasinin bozulmasinda rol alarak tlser olusumuna sebebiyet

vermektedir.18 44

Bu ajanlardan en fazla iilsere sebep olan NSAII, etkilerini hem lokal hem de
sistemik olarak gosterdiginden gerek iilser olusumunda gerekse yan etkilerin meydana

gelmesinde daha ¢ok sistemik yol etkilidir.*®

NSAII’ lerin mide mukozasindaki etkileri hem direkt hem de siklooksijenaz
inhibisyonu ile olmaktadir. Uretiminde siklooksijenaz enziminin gérev aldigi, mide
mukozasinda bulunan prostaglandinler (PG), histamin tarafindan diizenlenen mide
salgisini inhibe ederler.*® Aym1 zamanda mukozada, mukus ve bikarbonat yapimi ile
mukoza kan akimini arttirirlar. Bundan dolay1 PG Ez, Prostasiklin (PGl.), ve PG Fz-a

mide mukozasi savunmasinda 6nemli rol oynarlar. Birgok ¢alismada PG’lerin alkol,
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stres, aspirin ve indometazinin (IND) zararli etkilerinden mukozay1 korudugu ve iilser
meydana gelen durumlarda PG sentezinin inhibe oldugu gosterilmistir.*’

Siklooksijenaz enziminin inhibe edilmesi koruyucu PG’lerin miktarinin
diismesine ve arasidonik asit metobolizmasinin lipoksijenaz yoluna kaymasina sebep
olur. PG’ler ve 16kotrienler (LT), arasidonik asit metabolizmasi iiriinleri olmalarina
ragmen mide mukozasi iizerine ters etki gdsterirler.*® Bu olayin meydana gelmesi ile
Hidroperoksieikozatetraenoik asit (HPETE), Hidroksieikozatetraenoik asit (HETE) ve
LT lerin iiretiminde artis meydana gelir ve bunlar mide mukozasini olumsuz etkiler.
Inflamatuvar ajanlardan olan LT’lerin, mukozal hasar1 artirdigi bircok ¢alismada
gosterilmistir. Bu nedenle lipooksijenaz enziminin inhibisyonu ile LT iiretiminin
azalmasini ve mide mukozasimin korunmasini saglayabilmektedir. %

Etanol, mide mukozasinda LT miktarini artirmaktadir. Buna bagl olarak LTC4
ve LTD4 sentezinin inhibisyonu, mide mukozasinda etanol gibi iilserojenler tarafindan
meydana getirilen hasar1 engelleyebilmektedir. Ayrica NSAII’lerin sebep oldugu mide
ilserleri, LT  antagonistleri ve  lipoksijenaz  inhibitorleri  kullanilarak
azaltilabilmektedir.®® NSAIl hem PG sentezini inhibe ederler hem de mukoza kan
akiginda, aktif iyon transportunda ve mukoza permeabilitesinde degisiklik meydana
getirerek hasar olustururlar. Bu etkiler mide mukoza savunmasinin agiklanmasiyla daha
iyi anlasilabilir.>

1.6. Midenin Ulser Savunmasi ve Mekanizmasi

Mukus tabakasi ile mide epitel hiicreleri tarafindan salgilanan bikarbonat,
mukus tabakasinin iizerinde mide asidini notralize edecek sekilde sarar. Ayrica mide

mukoza hiicreleri tarafindan tiretilen PG’ler de mukoza savunmasini olusturan énemli

bir faktordiir.
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Mide mukoza savunmasi;
1) Preepitelyal
2) Epitelyal

3) Postepitelyal olmak iizere ii¢ kategoride smiflandirilir.4% 5253

1- Preepitelyal mekanizma: Bikarbonat ve mukus salgilayarak mide
mukozasin1 sarar ve korunmasini saglar. Bikarbonat, epitelyum hiicrelerinden
salgilanir. Indometazin (IND) ve asetilsalisilik asit gibi NSAII’ler mide mukus salgisin1
inhibe ederler.>*

Kolinerjik ajanlar, PG ve liimen i¢i asit miktariyla ilgili olarak bikarbonat salgi
diizeyi artarken, histamin ve gastrin ile salinim etkilenmez. Bu dogrultuda mide
mukozasindaki NSAII” ler bikarbonat salinimimi da azaltir.> %

2- Epitelyal mekanizma: IND, mide mukozasinda bazal ve diizenlenmis
mide sivist salgisini artirdigindan hasar meydana getirir.®® NSAIl’lerin biiyiik kism1
mukoza bariyerini olusturan hiicrelerin membran permeabilitesini degistirirler ve

mukozada hasar meydana gelmesine neden olurlar. PG’ler ve bunlarin ¢esitli analoglari

mukozanin negatif elektrik potansiyelini arttirdigindan H* geri  difiizyonunu

azaltirlar,40. 52, 53,57

3 Postepitelyal mekanizma: Mukozaya gelen kan akisindaki azalma
hiicrelerin isleyisinde dnemli enerji kaynagi olan ATP miktarinda azalmaya sebep olur.
Mukoza hiicrelerinin kapiller damarlar1 arasinda H' iyonu alis-verisi kolaylikla
gerceklesir. Fakat IND gibi NSAIi’ler, mukoza kan damarlarinda daralmaya neden
oldugundan kan akisin1 engeller ve iyon transportunu yavaslatir.>> °® Bu nedenle mide

mukozasinda meydana gelen hasar énlenemedigi gibi gelisim siklig1 da artmaktadir.®
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1.7. Antioksidan Savunma Sistemi
1.7.1. Antioksidanlar
Serbest radikaller, orbitallerinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron igeren
atom ya da molekiillerdir.>® Atomlarin orbital bolgelerinde en ¢ok iki tane ve
birbirlerine zit bir konumda elektronlar bulunmaktadir. Geg¢is metalleri olarak bilinen
demir, bakir, mangan gibi atomlar yoriingelerinde birer elektron bulundurmalarina
ragmen, radikal 6zellik gostermezler. Ancak bazi atom gruplar1 (nitrit dioksit, nitrik
oksit) bir orbitalinde tek bir elektron tasidiklar1 igin radikal 6zellik gosterebilirler.®
Serbest radikaller ii¢ yolla meydana gelir.%
1)  Homolitik bagin ayrilmasi ve bir elektronun bir molekiilden digerine
transfer edilmesi sonucu olusan serbest radikallerdir. En yaygin goriilen serbest radikal

olusumu homolitik bagin ayrilmasidir.

X: Y- X+Y
2)  Birmolekiilden tek bir elektronun kaybi veya bir molekiiliin heterolitik
boliinmesi ile meydana gelen radikallerdir. Heterolitik bdliinmede kovalent bagi
olusturan her iki elektron atom veya atom gruplarinin birinde kalir.
X:Y > Xo+Y*
3)  Bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi sonucu da serbest radikaller
olusur.
A+e— A~
Canlilarda radikal saglayan en biiyiik kaynak oksijendir. Bunun sebebi, oksijen
atomunun orbitallerinde eslesmemis bir elektron ¢iftinin bulunmasidir. Sahip oldugu bu

ozellik ile oksijen, diger serbest radikaller ile kolayca reaksiyona girebilirken, radikal
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olmayanlarla daha zor reaksiyona girebilirler. Aerobik (oksijenli) solunum yapan
canlilar, oksijenin bu Ozelliklerinden dolayr serbest radikallerin en fazla meydana
geldigi canlilardir. Bu nedenle enerji tiretiminde oksijen kullanimi nedeniyle serbest
radikallerin etkilerine en cok maruz kalan aerobik canlilardir.®

Serbest radikal cesitleri:

Siiperoksit radikali (O2-): Stiperoksit radikali, molekiiler oksijenden bir elektron

kopararak indirgenmesiyle meydana gelir.

O2+e — 02°

Neredeyse tiim aerobik hiicrelerde bulunan siiperoksit radikali eozinofil,
makrofaj, monosit, ve noétrofil gibi immiin sistem hiicreleri tarafindan iiretilerek de
radikal olusumu artabilmektedir.®*

Siiperoksit radikalleri hasar olusumunda diisiik oranda gorev alsa da meydana
getirdikleri asil hasar hidrojen peroksit (H202) ve peroksil (HO2) radikallerinin
olusumunda gorev almasiyla gergeklesir. Siiperoksit radikalleri, bu iyonlarin ve gecis
metallerinin indirgeyicisi olarak gérev alir.%?

Iki adet siiperoksit radikali ile hidrojen peroksit meydana gelir.

02"+ 0z"+ 2H" - H20, + O;
HOz + Q2"+ H* — H20, + O2

Peroksi nitrit, siiperoksit radikali ile nitrik oksit radikalinin birer eslesmemis

elektronlarini kovalent bag ile baglamalari sonucu meydana gelir.5

02+ NO- — ONOO" ( peroksinitrit)

Hidroksil radikali (‘OH), siiperoksit radikali ile reaksiyona girerek giiglii bir

oksidan olusturmaktadir.%*
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02 "+ HOCl — -OH + CI" + O
Hem indirgeyici hem de yiikseltgeyici 6zellik gosteren siiperoksit anyonu,
adrenalin, dopamin, askorbat ve hidroksilamin gibi c¢esitli yapilardaki metabolitleri
oksitler. Nitrobluetetrazolium ile sitokrom c’yi indirgerken, ferrisitokrom c bir elektron
kaybederek okside olur. Oksidan olarak ise epinefrinin oksidayonunda bir elektron
alirak H202 indirgenir.%® Ayrica gecis metalleri otooksidasyona ugrayarak da siiperoksit
radikali olusabilmektedir.
Fe*2+ 0, — Fet + 02~
Cu*+ 0y — Cu?+ 02~
Yukaridaki redoks reaksiyonlari geri doniistimlii olup serbest radikal olusumunu
hizlandiran 6nemli reaksiyonlardir.®®
Hidrojen peroksit (H202): Molekiiler oksijen asidik bir ortamda iki elektron
almas1 veya siiperoksitin bir elektron kazanmast ile hidrojen peroksit meydana gelir.®®
0, "+ e+ 2H*— H202
0O, + 2+ 2H* — H20>
Hidrojen peroksitin biyolojik sistemlerdeki asil kaynagi, siiper oksit radikali
olusturan kaynak bir reaksiyonda firetilen radikalin dismutasyon reaksiyonudur.
Bunlara ek olarak, iirat oksidaz, glukoz oksidaz ve D-aminoasit oksidaz gibi enzimler,

oksijene 2 elektron kazandirarak H20; olustururlar.

20, +2H* 590 | H,0,+0,

Kendi basina bulunan hidrojen peroksit zayif bir oksidan 6zellik gosterir. Cilinkii
ortaklanmamis bir elektron igermemektedir. Olusan H202, uygun kosullarda hiicreler
tarafindan kofaktor olarak selenyumu kullanan glutatyon peroksidaz, katalaz ve belirli
peroksidazlar tarafindan yok edilebilir. Serbest bir radikal olmayan H2Og, serbest

15



radikaller icerisinde onemli bir rol oynar. Bunun nedeni, Fe ve Cu gibi gecis metalleri
bulundugu ortamda stiperoksit radikalleri ile reaksiyon verirler ve hem reaktif, hem de
en zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali olusturarak kolayca
yikilirlar.®
H202 +02 " ———» OH+ OH + O3
Yukarida anlatilan bu reaksiyon Haber-Weiss reaksiyonu olarak tanimlanir.
Haber-Weiss reksiyonu, katalizorlii veya Kkatalizorsiiz olarak iki sekilde olusabilir.
Fakat katalizor yoklugunda ¢ok uzun siirede gergeklesir. Bu reaksiyon sirasiyla, ferri
demir (Fe*3) siiperoksit tarafindan ferro demire (Fe*?) indirgenmesi ve sonrasinda ferro
demir kullanilarak Fenton reaksiyonuyla hidrojen peroksitten -OH ve OH- iiretilmesi
seklinde gergeklesir.?> ¢’ Reaksiyon asagidaki sekildedir.
Fe*3+ 0, — Fe*? + 0,
Fe*2+ H,0, — Fe*3 + OH + OH"

Hidroksil radikali (OH): Hidroksil radikalleri, suyun yiiksek enerji ile
iyonlarina ayrilmasi ve fenton reaksiyonu sonucu olusan gii¢lii bir radikal tiirtidiir.
Ozellikle organik molekiillere affinitesi olan, etkili oludugu bélgede biiyiik hasar
olusturan, enerjisi yiiksek bir oksidandir.%®

H20 - OH+ H +e — H202
Fe*? + H,02 — Fe* + OH + OH
Hidroksil radikali bir¢ok biyolojik molekiilden hidrojen atomu koparabilir, bunlara

tiyoller de dahildir.

R-SH +OH — RS+ H»0O

16



Hidroksil radikalinin en iyi bilinen hasar1 lipid peroksidasyonu (LPO) meydana
getirmesidir. Bu olay, membrana yakin bir yerde meydana gelen hidroksil radikallerinin

membran fosfolipid zincirlerine saldirmasidir. Hidroksil radikalinin doymamais ¢ift

zincir igeren yag asitlerine daha ilgili oldugu bilinmektedir.%® "

Singlet Oksijen (*O2): Eslesmemis elektrona sahip olmayan singlet oksijen, bir
serbest radikal degildir. Fakat orbitalinde icerdigi elektronlarin ayni yonlii olmasi
singlet oksijenin diger ROS ile okside olmasini artirmaktadir. Singlet oksijen,

fotokimyasal reaksiyonlar i¢inde oldukca énemli bir yer tutar.’* 72

Nitrik oksit (NO) ve azot dioksit (NOz2): Eslenmemis elektrona sahip olan
nitrik oksit ve azot dioksit birer radikaldirler. Oksijen ile nitrik oksidin reaksiyona
girmesi sonucu azot dioksit meydana gelir ve olusan bu bilesik ¢cok zehirli ve giiglii bir
oksidandir. Arasidonik asit metabolizmasi oksijen rediiksiyonu sirasinda NO2’ye maruz
kalmast konsantrasyona bagli olarak degisiklik gostermektedir. Diisiik miktarda
NO2’nin bu metabolizmay1 biiyiik oranda artirdig1 belirtilmistir.%% 673

Nitrik oksit, L-arginin amino asidi ile in vivo seklinde iiretilmektedir. NO
kokusuz, renksiz ve az indirgenebilen oksidan bir gazdir. Nitrik oksidin sahip oldugu
eslenmemis elektronlar siiperoksit, tiyol gruplar1 ve azot dioksit ile seri reaksiyonlar
meydana getirmektedirler. Bu radikallerin diger radikaller ile birlikte diabetes mellitus,
septik sok, kalp bozukluklari, Alzheimer hastalig1 ve gastrik hasar olusumunda etkili

oldugu diisiiniilmektedir.5% 6 74

2NO + O2 — 2NOz ya da NO + Oz — NO2
02~ + NO — ONOO" ( peroksinitrit)

ONOO" + H* — ‘OH + NO2
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Diger Serbest Radikaller:

Serbest oksijen radikallerinin kaynagini olusturdugu karbon merkezli radikaller
(R'), peroksil radikalleri (ROOQO:), alkoksil radikalleri (RO), tiyol radikalleri (RS-) gibi
onemli serbest radikaller de meydana gelebilir. Polidoymamis yag asitlerinden
meydana gelen peroksil radikali yar1 émrii uzun bir radikaldir. Tiyol radikalleri de
tekrar oksijenle reaksiyona girerek siilfenil (RSO-) veya tiyol peroksil (RSO2’) vb. gibi
radikalleri meydana getirebilirler.”?

1.7.2. Serbest Radikal Kaynaklari:

Serbest radikaller canlida normal yasam kosullarinda metabolizma isleyisi
sirasinda olusabildigi gibi gesitli ¢cevresel faktorler ile de olusabilmektedir. Bunlardan
en Oonemlileri stres ve hastaliklardir. Bu nedenle serbest radikal kaynaklari1 endojen ve
eksojen olmak iizere ikiye ayrilir.

Eksojen radikal kaynaklar:

- Ilag oksidasyonlari

- Radyasyon

- Giines 15181, UV-1s1nlar1

- Sigara dumani, egsoz gazlari

- Kiikiirtdioksit

- Cevresel ajanlar: Hava kirliligine sebep olan fotokimyasal
maddeler, hiperoksit, pestisitler, solventler, anastezik maddeler, aromatik
hidrokarbonlar gibi ksenobiyotikler.

- Stres: Stresin katekolamin diizeyini artirmasina ilave olarak artan

katekolamin oksidasyon reaksiyonlari ile serbest radikal olusumu gozlenir.”™ "
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Endojen radikal kaynaklari:

a Kiiciik molekiillerin otooksidasyonu: Normal ortamda tiyoller,
hidrokinonlar, katekolaminler, flavinler, tetrahidrobiyopterin gibi pek cok bilesik

otooksidasyon reaksiyonlari ile serbest radikalleri olustururlar.’® 78

b. Enzimler ve proteinler: Cogu enzimin aktivitesi sirasinda serbest

radikaller meydana gelir. Ksantin oksidaz (XO), aldehit oksidaz ve triptofan
dioksijenaz bdyle enzimlerden olup, serbest radikal meydana gelmesinde rol oynarlar.”
Ksantin oksidaz aktivitesini, nikotinamid adenin diniikleotid (NAD")-bagimli
dehidrogenaz olarak gésterir ve serbest radikal tiretimi gergeklestirmez. Fakat in vivo
olarak olusturulan iskemi, enzimin dehidrogenaz formundan oksidaz formuna
donligmesine ve siiperoksit radikalinin tiretimine sebep olur. XO enzimi, oksijen
varhiginda hipoksantini ksantine veya ksantini iirata oksitler. Bu reaksiyonda elektron

alicis1 molekiiler oksijendir. " &

Hipoksantin + 20, — Ksantin + 202~ + 2H*

Ksantin + 20, — Urat + 202~ + 2H*

Yukaridaki tepkimelerle olusan siiperoksit radikallerinin ortaya g¢ikardigi en
bliylik hasar vaskiiler sistemdedir. Bunlara ek olarak yapilan caligmalarda XO
enziminin bagirsak, akciger, karaciger, bobrek gibi dokularda da hasara neden oldugu
bildirilmistir.8! 82

Ksantin oksidaz, normalde NAD" bagimli dehidrogenaz olarak gorev yapar ve
herhangi bir serbest radikal meydana getirmez. Fakat iskeminin akut fazi sonrasinda
hiicre membrani sahte sodyum-kalsiyum pompasi olusturma egilimine girer. Hiicre i¢i

kalsiyum konsantrasyonundaki artis proteaz enzimlerinin miktarinin artmasi

durumunda bile devam eder.5°
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Ksantin + H20 + NAD" — iirik asit + NADH + H*
Ksantin + H20 + 2 O, — Urik asit + 2 02"+ 2 H*
XD
Ca™|
X0

Hipoksantin — Oy~ + H202 + Urat

1
02

Bu siiregte hiicre, ksantin dehidrogenazin (XD) XO’a doniisiimiine olanak
saglar. Hiicre i¢i bu siire¢ sonunda siiperoksit (O27) radikalinin tiretimi gergeklesir.
Meydana gelen siiperoksit radikalleri hizli bir sekilde hidrojen peroksite doniisiir.
Hidrojen peroksit, giiclii bir radikal olmasa da Fe' varliginda fenton reaksiyonu

olusturarak giiclii bir radikal olan hidroksil radikalinin olusmasina neden olur.®% &

Aldehit oksidaz, yapi itibariyle XO’a benzer ve substratlarinin ¢ogunu da ayni1
sekilde kullanarak siiperoksit radikali iiretirler.3*

c. Mitokondriyal elektron tasinmasi: Hiicrenin dogal yasam siirecinde
serbest radikallerin ana kaynaklarindan biri Elektron Tagima Sistemi’nden (ETS) sizan
elektronlardir. Mitokondriyal ETS’de meydana gelen sizint1 iki yerden kaynaklanir.
Birinci olarak, nikotinamid adenin diniikleotid hidrojen (NADH)-dehidrogenaz
basamaginda, ikinci olarak da ubikinon basamaginda koenzim Q’ya elektron sizmasi
goriilmektedir. ETS nin son basamaginda elektronlarin O2’e taginmasindan sorumlu
olan sitokrom oksidaz enzimi, oksijenin % 97-99’unu harcayarak suya indirger. Fakat
O2’nin % 1-31, elektron transport zincirinde meydana gelen sizintidan ortaya ¢ikan
elektronlarla birleserek siiperoksit radikalinin iiretimini gerceklestirir. Bu sekilde

NAD™ bagli substratlar, siiksinat, adenozin difosfat (ADP) ve oksijen gibi endojen

20



faktorler oksidatif fosforilasyonu regiile ederek mitokondriyal radikal iiretimine etki

eder.’®

d. Endoplazmik retikulum ve niiklear membran elektron transport
sistemleri: Endoplazmik retikulum ve niiklear membranda ise serbest radikal
tiretimimembrana bagli sitokromlarin oksidasyonu sonucunda meydana gelir.
Membrana bagli sitokrom P-450 ve bs, doymamis yag asitleri ve ksenobiyotikleri

rediikte ederken dioksijen ve diger substratlar1 ise okside ederler.®

e Peroksizomlar: Peroksizom hiicre iginde ¢ok Onemli bir hidrojen
peroksit kaynagidir. Bu organeldeki D-aminoasit oksidaz, tirat oksidaz, hidroksilizin
oksidaz ve yag asidi acil-COA oksidaz gibi oksidazlar Oz~ tiretmeden, asir1 seviyede
H20: iiretimine sebep olurlar. Fakat katalaz aktivitesi ¢ok yiiksek oldugu i¢in bu

organelden sitozole ne kadar H20; gegtigi bilinmemektedir.”™

f. Plazma membram: Hiicreyi saran plazma membran1 serbest
radikaliiretimi i¢in ¢ok Onemli bir yer arz etmektedir. Hiicre disinda iiretilen
serbestradikallerin, diger hiicre elemanlarina ulagsmasindan 6nce plazma membraninm
gecmesi gerekir. Bugecis sirasinda membranda toksik reaksiyonlarin olugmasina da
neden olabilirler. Membran yapisini olusturan fosfolipidler, glikolipidler, gliseridler ve
membran proteinleri serbest radikallerden kolayca etkilenirler. Bu etkilenme sonucu
meydana gelen LPO veya yapisal proteinlerin oksidasyonu ile membran

permabilitesinde bozulmalar meydana gelmektedir.®

Hidrojen peroksit, hiicre membranlarini kolay gecebilen gii¢lii oksidandir. Bu
sebeple proteinlerin ve lipidlerin hidrofobik kisimlarini daha iyi parcalayabilecegi ve

toksik etkisinin daha fazla olacagi tahmin edilmektedir. Serbest radikallerin
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nonfagositik hiicre membranlarinda NADPH-oksidaz araciligi ile {iretiminin serbest
radikal olusumunun énemli bir kaynag: olarak gériilmektedir.®’

Mikrozomlar tarafindan serbest radikal iiretimi, lipoksijenaz ve siklooksijenaz
gibi plazma membraniyla baglantili enzimler ve bu enzimlerin predominant substrati
olan aragidonik asit metabolizmasi ile iliskili pek ¢ok yeni kesif, 6nemli biyolojik
tiriinlerin meydana gelmesinden dolayi ilgingtir. Bu trtinler prostaglandinleri,
tromboksanlari, Ikotrienleri ve anaflaksinin slow-reakting substratin1 (SRS-A) igerir.*®
Serbest radikal iiretimini bazi toksik maddeler artirabilir. Bu maddeler dort

gruba ayrilir.” %

1)  Toksinin kendisi bir serbest radikaldir.

2) Toksin bir serbest radikale metabolize olabilir.  Ornegin
karbontetrakloriir (CCl4) toksik bir maddedir ve karacigerde sitokrom P—450 tarafindan
triklorometil (CCl3) serbest radikaline doniistiiriiliir. Bu radikalin oksijenle reaksiyona
girmesi neticesinde meydana gelen peroksil radikali giiclii LPO baslaticisidir.

3)  Toksinin metabolizmasi sonucunda serbest oksijen radikali olusur.

Bunun en basit 6rnegi paraguattir.

4)  Toksin antioksidan aktiviteyi diigiirebilir. Parasetamol karacigerde
sitokrom P-450 tarafindan GSH ile reaksiyona girip miktarini azaltan bir {riin

olusturur.

1.7.3. Serbest Radikallerin Etkileri
Serbest radikaller, 6nemli etkilerini canli hiicreler i¢in hayati olan DNA, yaglar

ve proteinlere saldirarak gosterirler. Bunun bir sonucu olarak meydana gelen yapisal ve
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metabolik degisiklikler, ¢esitli hasarlarin ve hastaliklarin olusmasina neden
olmaktadir,% %

Membran lipidleri iizerine etkileri: Serbest radikaller membranlar tizerindeki
cogu bilesigi ve molekiilii etkilese de, bu radikallerin en goze garpan etkileri yag asitleri
tizerine etki ederek LPO’nun baglatilmasi olarak da bilinir. LPO, ¢oklu doymamis yag
asitlerinin radikallerle oksidasyonu sonucu baslayan ve otokatalitik zincir reaksiyonlari
seklinde tekerriir eden, ¢ok sayida biyolojik yapidaki hasarlara sebep olan reaksiyon
stirecidir. Membranlarda yikici etkiye sahip olan LPO, genellikle meydana gelen
hidroksil radikalinin membran yag asidi yan zincirlerine saldirmasiyla ortaya cikar.
LPO ile meydana gelen membran hasar1 geri doniisiimsiizdiir.” %% 92

Membran ya da ¢oklu doymamis yag asitlerinin i¢erdigi metilen grubundan (-
CHy) bir hidrojen (H)) atomunun c¢ikartilmasiyla lipid peroksidasyonu baslatan ilk
hareket gerceklesir. Boylece tek elektron iceren H-’nin uzaklastirmasi sonucu karbon
merkezli -CH- lipid radikali meydana gelir. Meydana gelen lipid radikali dayaniksiz bir
bilesiktir. Lipid peroksil radikali, lipid radikallerinin molekiiler oksijenle etkilesmesi
sonucu bir dizi degisiklige ugrayarak molekiil i¢i ¢ift baglarin pozisyonlarinin
degismesiyle konjuge dien yapilarinin meydana gelmesi ile olusur. Daha sonra lipid
peroksil radikalleri, membran yapisindaki diger polidoymamis yag asitleri ile
reaksiyona girerek yeni karbon merkezli radikaller olustururken, kendileri de agiga
¢ikan H-pargacig ile birleserek lipid hidroperoksitlerine doniisiir ve boylece olay kendi
kendine katalizlenerek devam eder. Bu da zincirleme reaksiyonlarin baglamasina neden
olur.%6. 76

Membranlarda biriken lipid hidroperoksitler, membran fonksiyonlarinda gesitli

hasarlar meydana getirir. Ayrica lipid hidroperoksitleri gegis metalleri katalizorliigiinde
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yikilmasi sonucu ¢ogu zararli olan aldehitler olusur. LPO sonucunda ortaya ¢ikan gesitli
aldehitlerden en ¢ok bilinenleri malondialdehit (MDA) ve 4-hidroksinonenal
(HNE)dir.

MDA 6l¢iimii ile LPO’nun degerlendirilmesi yapilabilmektedir. Meydana gelen
bu bilesikler ya hiicresel olarak metabolize olurlar ya da baslangicta etkili olduklari
bolgeden difiize olup hasarli hiicrenin diger boliimlerine yayilirlar. Lipid radikalleri
hidrofobik yapidadir ve bu nedenle reaksiyonlarin ¢ogu membrana bagli molekiillerde
meydana gelir. Peroksil radikalleri ve aldehitler, membran komponentlerinin ¢apraz
baglanma ve polimerizasyonuna neden olarak, reseptorleri ve membrana bagh

enzimleri inaktive etmek suretiyle membran proteinlerinde de ciddi hasarlar meydana

getirebilirler. Bu sekilde iyon transportunu da etkileyebilirler.5% 8. 93,94

Lipid peroksidasyonu reaksiyonu iki sekilde sonuglanir. Bu reaksiyon ya
toplayict antioksidan reaksiyonlarla sonlandirilir ya da otokatalitik yayilma
reaksiyonlari ile devam eder.%®

Lipid peroksidasyonu sonucunda membran yapisinda cesitli degisiklikler
meydana gelir. Bunlar kisaca:

-Membran iizerindeki yag asiti miktarinda azalma meydana gelir.

-LPO sirasinda olusan lipid hidroperoksitleri biyomembranlar {izerinde
yerlesmis halde bulunan bazi1 enzimleri inhibe eder.

-Tiyol gruplarini oksidasyona ugratarak membran {izerinderi protein-lipid
iliskisini bozar.

-Membranin yapi taslarindan olan lipidlerin akigkanligini bozar.

-LPO sonucu olusan serbest radikaller membran disinda da cesitli yapisal

molekiillerde bozulmalara neden olurlar.®
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Proteinler iizerine etkileri: Proteinler, lipitlere gore serbest radikallerden daha
az etkilenirler. Proteinlerin etkilenme derecelerini ihtiva ettikleri aminoasit bilesimi
belirler. Doymamis bag ve siilfiir ihtiva eden aminoasitlerden (triptofan, tirozin, fenil
alanin, histidin, metiyonin, sistein v.s.) meydana gelmis proteinler serbest radikallerden
daha ¢abuk etkilenirler. Karbon merkezli radikaller, siilfiir radikalleri ve proteinlerin
radikallerinin reaksiyona girmesi sonucu olusur. Bu karbon merkezli radikallerden
protein karbonillerin (PCO) 6lgililmesi ile proteinlerde meydana gelen oksidatif hasar
Olciilebilir. Serbest radikaller proteinlerde parcalanma ve g¢apraz baglanmalar ile
proteinlerin birbirleri arasinda birlesimlerini meydana getirebilir. Birgok biyokimyasal
yapinin ve O6zellikle enzimlerin yapisinda bulunan proteinlerin hasar gérmesi sonucu
hiicrenin normal fonksiyonlarinda bozukluklar ve enzim aktivitelerinde aksaklilar

meydana gelir.” %

Proteinlerin ¢ok farkli sekillerde modifikasyona ugramasma bagli olarak,
protein oksidasyonu sadece bir evrensel belirtegten olusmuyor. Cesitli oksidatif protein
modifikasyonlari, oksidasyona ugrayan amino asit miktar1 yanisira olusturulan tiriinler
bakimindan da iyi derecede spesifiktir. Bununla birlikte bazi oksidatif protein
modifikasyonlarinca da yaygin 6zelliktedir ve fazla sayida amino asitte degisiklige
sebebiyet vererek, asir1 miktarda {iriin olusumunu gergeklestirebilir. Spesifik
modifikasyonlara tirozinin ditirozine doniisiimii, genis ¢apli modifikasyonlara ise
arginin, lizin ile tirozin amino asitlerinin yan zincirlerinin, 4-hidroksi-2-nonenalle
reaksiyonu sonucunda olusan PCO’ler bunlara 6rnektir.%” %

DNA iizerine etkileri: Iyonize edici radyasyondan kaynaklanan hiicre
Oliimiiniin baslica nedeni olarak niikleik asitlerin ROS ile reaksiyona girmesi ve bu

reaksiyon sonucunda DNA’da mutasyona ve hiicre Oliimiine sebep oldugu

diisiiniilmektedir. Ayrica LPO sonucu olusan MDA ’nin nadirde olsa DNA’da
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mutasyona neden oldugu, beslenme ve yasam sekli gibi faktorlerle bir araya gelerek
kanser ve genetik bazi hastaliklara yol actig1 diisiiniilmektedir,% 199

Hidroksil radikali, deoksiriboz ve bazlarla kolay bir sekilde reaksiyona girerek
cesitli degisimlerin meydana gelmesine neden olur. DNA’nin yakininda olusan
hidroksil radikali mutasyonlara sebep olabilir. DNA hasari, hidroksil radikalinin
niikleik asitlerde doymus karbon atomlarindan hidrojen ¢ikarmasi veya ¢ift baglara
katma tepkimeleri meydana getirmesi ile olusur. Hidroksil radikalinin singlet oksijeni
niikleik asitlerle daha az tepkimeye girme yetenegine sahiptir. Siiperoksit anyonu ise
kuvvetli bir oksitleyicidir ve yiiksek elektron yogunluguna sahip guanin gibi
molekiillerle daha kolay reaksiyona girer,0%: 102

Aktive olmus noétrofiller tarafindan meydana getirilen H20,, hiicre
membranindan rahatlikla gecerek hiicre ¢ekirdegine ulasip DNA hasarina, hiicre
disfonksiyonuna ve hatta hiicre 6liimiine yol agabilir. Reaktif oksijen tiirleri tarafindan
meydana getirilen DNA’nin oksidatif hasar1 sonucunda karsinogenez ve cesitli
hastaliklar goriilebilir, % 100 103, 104

1.7.4. Antioksidan Savunma Sistemleri

Canliy1 meydana getiren hiicreler, serbest radikallerin ortaya g¢ikardiklar
zararlar1 dnlemek i¢in hem hiicre icerisinde hem de hiicre membraninda isleyen bir¢ok
mekanizma gelistirmislerdir. Bu isleyen mekanizmalar farkli sekilde etki meydana
getirebildikleri gibi gerek radikal {iretimini engellemek gerekse olusan radikallerin

zararl1 etkilerini ortadan kaldirmak icin tasarlanmistir.®

Canli organizmalarin
olusturdugu bu sisteme antioksidan savunma sistemi ya da kisaca antioksidanlar
denilmektedir. Antioksidanlar endojen ve ekzojen kaynakli olarak ikiye ayrilmakla
beraber, serbest radikal olusumunu engelleyen ve mevcut radikalleri etkisiz hale

getirenler veya enzim ve enzim olmayanlar seklinde de siniflandirilabilmektedir.'®
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Antioksidanlar dort ayri sekilde etki ederler:10° 106

i Toplayic1  etki (scavenging etki): Serbest oksijen radikallerini
etkileyerek onlar1 tutma veya reaktif olamayan yeni bir molekiile ¢evirme islemine
toplayict etki denir.

2 Bastirict etki (quencher etki): Serbest oksijen radikalleri ile etkilesip
onlara bir hidrojen atarak aktivitelerini azaltan veya inaktif sekle doniistiiren etkiye
bastirici etki denir.

3 Onarict etki (repair etki): Genellikle DNA’daki hasarlarin tamir
edilmesinde bu etki siirekli gecerlidir.

4, Zincir kiric1 etki (chain breaking etki): Serbest oksijen radikallerini
kendilerine baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini engelleyici etkiye zincir kirici
etki denir.

Serbest radikaller ve bunlar etkisizlestirmek i¢in kullanilan veya firetilen
antioksidanlar hakkinda mevcut bilgiler arttikca bunlara olan ilgi de bilim adamlar1
tarafindan her gecen giin artmaktadir. Bu baglamda hemen her sahada yapilan
calismalarin antioksidan 6zellikler ile birlikte degerlendirme calismalar1 da 6n plana

¢ikmaktadir.®

1) Endojen (Dogal) antioksidanlar:

a) Primer antioksidanlar (Enzimler):

Siiperoksit dismutaz (SOD): Bu enzim, siiperoksit radikalinin H20, ve
molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizleyen enzim olarak gorev yapar. SOD’nin
aktivitesi yaslanmaya paralel olarak artar. Bu enzim neredeyse biitiin canlilarda

bulunmaktadir. Memelilerde ii¢ tipi vardir. Bunlar sitozolde bulunan dimerik Cu veZn
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ihtiva eden Cu-ZnSOD, ekstraseliiler etki gésteren ECSOD ve mitokondri de bulunan
tetramerik Mn ihtiva eden Mn-SOD izomerlerdir. SOD’nin Fe ihtiva eden izomeri Fe-
SOD ise sadece mikroorganizmalarda ve baz1 bitkilerde bulunmaktadir. SOD’nin tim

cesitleri, siiperoksitin dismutasyon reaksiyonunu katalizleyebilirler.8® 107 108

02+ 02 "+ 2H" — H202 + O2
Stiperoksit radikallerinin dismutasyonunu katalizleyen bu enzim, ilk olarak inek
eritrositlerinden saflastirilmis ve daha sonraki calismalarda insan eritrositlerinde de
tespit edilmistir. Bir¢cok deney sisteminde ¢alisilan bu enzimin ksantin-ksantin oksidaz
deney sistemine eklendiginde sitokrom c’nin indirgenmesini inhibe ettigi goriilmiistiir.
Hemen hemen biitiin canlilarda bulunan ve siiperoksit gibi oldukca saldirgan bir
radikalin etkisini ortadan kaldiran SOD’in canlilarda 6nemli roller {istlendigi ve

yasamsal etkiye sahip oldugu diisiiniilmektedir.'%°

[lk kez 1969 yilinda Mc Cord ve Fridovich tarafindan Cu-Zn SOD
tamimlanmustir.’% Hayvansal hiicrelerin sitozoliinde yer alan Cu-Zn SOD enziminin
molekiil agirligr yaklasik olarak 32.000 Daltondur. Birbirinin ayni olan iki alt {initeden
meydana gelir. Her alt {initede bir Cu atomu ve bir Zn atomu, bir zincir i¢i disiilfiir
kopriisi, bir siilthidril grubu ve bir asetillenmis terminal amino grubu bulundugu tespit

edilmistir.”8 109

Stiperoksit dismutazin bir diger ¢esidi olan Mn-SOD; prokaryotik hiicrelerde
molekiil agirlig1 40.000 dalton olan, birbirinin ayni iki alt birimden olusan ve enzimin
alt birimi basina birer atom Mn bagli olan enzimdir. Mitokondri dismutazi da diger
prokaryotik hiicrelerdeki dismutaza benzer, ancak 80.000 dalton molekiil agirliginda
tetramer yapidadir. Mitokondri ve diger prokaryotlara ait dismutazlarin pek ¢ok ortak

0zelligi vardir ve primer yapilar1 da birbirine ¢ok benzerdir. Ancak ayn1 tepkimeyi
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katalizlemeleri disinda Mn-SOD ile Cu-Zn SOD arasinda higbir ortak yapisal 6zellik
yoktur.10

Bazi1 bakteriler birden fazla SOD igerirler. Bunlardan biri biitiin prokaryotlarda
bulunan Mn-SOD olup, hiicre sitoplazmasinda bulunur. Baz1 bakteriler ise periplazmik
bolgelerinde demir igeren bir SOD (Fe-SOD) bulundurur.!!

Serbest radikallerin olusturdugu yikici etkinin 6nlenmesinde SOD enziminin
katalaz enzimi ile birlikte incelenmesi gerektigi ve hatta iki enzimin bir kompleks haline
getirilip fenton reaksiyonu sonucu olusan radikallerin giderilmesinde daha etkili olacagi
diisiiniilmektedir. Ciinkii SOD ile katalizlenen tepkime sonunda olusan hidrojen
peroksit oksijenin toksik tiirlerinden biridir ve katalaz tarafindan birikimi

onlenmektedir. 112

Katalaz (KAT): Katalaz, tiim canli hiicre tiplerinde degisik konsantrasyonlarda
bulunan, dort tane alt grup igeren ve her bir alt grubu 60.000 dalton agirliginda olan
enzimdir. Bu enzimin en Onemli gorevi H202’i molekiiler oksijen ve suya
katalizlemektir,13 114

2H,0; —KAT | 21,0 + 0,

Katalaz enzimi daha ¢ok peroksizomlarda bulunmaktadir. KAT 1n indirgeyici
aktivitesinin hedefi H20: ile metil, etil hidroperoksitleri gibi kii¢iik molekiillerdir.
Biiytik molekiillii lipid hidroperoksitlerine etki etmez. Kan, kemik iligi, mukoz
75,115, 116

membranlar, karaciger ve bobreklerde yiiksek miktarda bulunmaktadir.

Glutatyon peroksidaz (GPO): Bu enzimin varhigi ilk defa Mills tarafindan

" Hiicrelerde olusan

1957 yilinda memeli eritrositlerinde  saptanmigtir.'
hidroperoksitlerin uzaklastirilmasindan sorumlu olan bir enzimdir. Molekiil agirlig: ise

yaklagsik olarak 85.000 dalton’dur. Birbirinin ayn1 dort subiiniteden olusan tetramerik
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bir enzimdir. Her subunit bir selenyum atomu icerir. Bu nedenle hiicreleri cesitli
hasarlara kars1 koruyan bir selenoenzim oldugu diisiiniilmektedir.” '8 1° Enzim
aktivitesinin % 60-75’1 6karyot hiicrelerin sitoplazmasinda, % 25-40’1 ise mitokondride
gerceklesir. GPO, intraselliiler mesafede lipidleri peroksidasyondan koruyan en 6nemli
enzimdir. Bu nedenle hiicrenin 6zellikle sitozolik kompartmaninda yer alan bu enzim
hiicrenin yapisin1 ve fonksiyonunu korur.’?® 12! GPO, asagidaki reaksiyonlari
katalizler.'18 122

GPO
H202,+ 2GSH —»GSSG + 2H.0

ROOH + 2GSH —CPO | GSSG + ROH + H,0

Membran fosfolipid hidroperoksitlerini  alkole indirgeyen fosfolipid
hidroperoksit glutatyon peroksidaz (PLGPO) da selenyum atomu igerir ve monomerik
yapidadir. Ayrica sitozolik bir enzimdir. Membrana bagli antioksidan olan vitamin
E’nin yetersiz oldugu durumlarda PLGPO, hiicre membranint LPO’ya karsi
123,124

korunmasini saglar.

PLGPO
H.0,+2GSH — > GSSG + 2H.0

ROOH + 2GSH PLGPO | (SSG + ROH + H,0

PLOOH + 2GSH PLGPO | (SSG +PLOH + H,0

Hidroperoksitlerin rediikte olmasi ile meydana gelen okside glutatyon
(GSSG), asagida anlatilan glutatyon rediiktazin (GR) katalizledigi reaksiyon ile tekrar
glutatyon (GSH)’a doniisiir. GPO’nun, hiicredeki dagilimi, GR’ye bagimlidir. Her iki

enzim de en yiiksek miktarda sitozolde bulunur.*?®

Glutatyon S-transferaz (GST): “Selenyuma bagli olmayan GPO” olarak
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adlandirilir. GST’ler, sisteinin siilfiir atomu {izerinden c¢esitli elektrofillere GSH’1
aktaran proteinlerdir. E.coli’den insana kadar ¢ok g¢esitli tiirlerden GST
saflastirilabilirken en ¢ok rat karacigerinden saflastirilmistir.}?

Glutatyon S-transferazlar antioksidan aktivitelerinin yaninda ¢ok Onemli
biyokimyasal fonksiyonlara da sahiptirler. Katalitik ve katalitik olmayan ¢ok sayida
fonksiyona sahip GST’lerin tiim canli hiicrelerde bulunmas1 hayati 6nem tasidiklarinin
bir gostergesidir. Hem detoksifikasyon yaparlar, hem de hiicre i¢i baglayici ve tasiyici
rolleri vardir. Katalitik olarak, yabanci maddeleri GSH’daki sisteine ait -SH grubu ile
baglayarak onlarin elektrofilik bolgelerini notralize eder ve iirlinlin daha fazla suda
¢Oziiniir hale gelmesini saglarlar. Olusan bu GSH konjugatlar1 boylece organizmadan
atilabilir ve daha ileri bir iiriine metabolize olabilirler. GSH’dan glutamat ve glisinin
koparilmasindan sonra sisteinin serbest amino grubu asetillenerek merkaptiirik asitlere
doniistiiriiliir.'?®

GST
RX+GSH — HX+GSR

Glutatyon S-transferazlar basta arasidonik ve lineolat hidroperoksitleri olmak

tizere LPO’ya kars1 gosterdikleri Se-bagimsiz GPO aktivitesi ile koruyucu mekanizma

olustururlar.t?®

GST
GSSG + ROH+ H,0 ——»ROOH + 2GSH

Glutatyon rediiktaz (GR): GR, 50.000 dalton’luk alt birimlere sahip bir
dimerdir. Gorevi yiikseltgenmis glutatyonu (GSSG) indirgenmis (GSH) hale
cevirmektir. Bu indirgenme islemi sirasinda NADPH dan gelen elektronlar GSSG’nin
distilfid bagina direkt olarak transfer edilemezler. Siklikla 6nce NADPH’dan sikica

bagli bulunan flavin adenin difosfat (FAD)’a transfer edilirler. Daha sonra, alt
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birimlerdeki 2 sistein arasinda bulunan disiilfid kopriisiine transfer edilmek suretiyle
GSSG’a aktarilmis olurlar.'?’

Her bir subunit 3 tane yapisal alan igerir, bunlar: FAD baglayici olan, NADPH
baglayici olan ve ara yiiz alanidir. FAD alan1 ve NADP™ alan1 birbirine benzer ve diger
dehidrojenazlardaki niikleotid baglayici alanlara benzerler. FAD ve NADP"in
izoalloksozin ve nikotinamid halkalar1 birbirine gececek sekilde genis 6l¢iide aralarinda
baglanirlar. GSSG i¢in baglayici alanin bir alt biriminin FAD alani ile diger alt birimin
ara yiiz alanindan meydana geldigi belirtmek gerekir.?®

GSSG + NADPH + H*  -CR o  2GSH + NADP*

Alyuvarlardaki pentoz fosfat yolu ise GR’nin GSSG’yi GSH’a ¢evrimi i¢in
gereken NADPH’1 saglar.?®

Miyelo peroksidaz (MPO): Noétrofil graniillerde bol miktarda bulunan MPO
enzimi H>Oz’den hipoklorik asit (HOCI) olusturmak tiizere etki eder. Asidik pH
olusumuna bagli olarak MPO aktivitesi artmakta ve membrani kolayca gegen H20-
bakteriye toksik etki yapmakta ya da hidroksil (OH') radikaline doniismektedir. Bu
tepkimede HOCI yer almaktadir. H20, ile MPO CI iyonlarimi kullanarak H207’i
HOCT’e dontistiirmektedir. Cok reaktif olan HOCI bir¢ok biyolojik molekiilii

oksitlemektedir.1°

H,0, + CIF + H* —MPO | hocl + H,0

HoCl+0,- MPOq 4 o1 +CI
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b) Sekonder antioksidanlar:
Glutatyon (GSH): GSH, birgok hiicrede bulunur ve bir tripeptiddir (Sekil
2.2). GSH L-glutamat, L-sistein ve glisinden iki basamakta sentezlenir. Olusan her

peptid bagi icin bir molekiil ATP harcanir.'3!

NH, (@)
GSH HO C|§H H,C NH (|3| H.C 0]
e oy e Sen” T NP
I | | |
o o (|3H2 OH
TG A e I\ J

h'd e o

Glutamic acid cysteine glycine

Sekil 2.2. Glutatyon’un molekiil yapisi**?

p v-Glutamilsistein
—_—

L-Glutamat + L-Sistein + AT y-Glutamil sistein + ADP

+P; sentetaz

Glutatyon
v-Glutamil sistein + Glisin +ATP  sentetaz GSH + ADP + P;

Glutatyon, hemoglobin ve diger eritrosit proteinlerinde bulunan sistein
rezidiilerini indirgenmis halde tutarak siilthidril tamponu gorevini goriir. Eritrosit
hiicrelerinde GSH/GSSG orami yaklasik 500°diir. Indirgenmis glutatyon yani GSH,
aktif bolgesinde selenyum iz elementini iceren bir enzim olan GPO enzimi
katalizorliigiinde H20. ve organik peroksitlerle reaksiyona girerek antioksidan etki
sergiler ve H:02’yi alyuvarlardan uzaklastirr. H2O2 birikmesi, hemoglobinin
methemoglobine oksidasyon hizin1 artirarak  alyuvarlarin = yasama  siiresini

azaltabildiginden bu tepkime ¢ok 6nemlidir. Ayrica alyuvarlarda hemoglobinin
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methemoglobine otooksidasyonu ile siiperoksit olusurken, diger dokularda sitokrom P
450 rediiktaz ve XO gibi enzimlerle olugur, 129 131,133

Glutatyon, H2O>’yi veya organik oksitleri kimyasal olarak detoksifiye edebilir.
Peptid bagindan dolayr GSH’1 diisiik enerjili bilesikler arasinda kabul edebiliriz. GSH,
hiicre proteinlerini indirgemis sekilde tutan disiilfit-siilthidril degisimi tepkimelerinde
etki gosterir. Belirli oksidaz tepkimeleriyle olugan H202’1 uzaklastiran enzim GPO’a
substratlik yaparak proteinlerin stilthidril gruplarini da korur. GSH yoklugunda H20-
birikir. GSSG, GR tarafindan siirekli GSH’a indirgenerek GSH miktar1 diizenlenir.!3*

Molekiiler oksijenden tlireyen oksidatif radikaller iki mekanizmayla
uzaklastirilir. Birincisi, toksik radikallerin enzimatik inaktivasyonudur. Ornegin GPO
ve KAT, reaktif oksijen ara iiriinlerini suya indirger. Ikinci mekanizma ise oksijen
radikallerini kimyasal olarak inaktive eden askorbik asit, a-tokoferol ve B-karoten gibi
diyetle alinan antioksidanlarla ilgilidir.**®

Birgok enzimin sayet sistein tiyol grubu (—SH) oksitlenecek olursa inaktive ya
dainhibe olur. GSH, gamma-glutamilsisteinilglisin, duyarl ve esansiyel -SH gruplarini
iceren enzimlerin dogal aktivatoriidiir. GSH hiicrede bir koenzimden ziyade var olan
amino asit onciillerinden kolayca sentezlenen dogal bir antioksidandir. Fenilalanin ve
tirozinin oksidatif yikiminda gbrev alan maleilasetoasetat izomeraz da dahil olmak
tizere GSH ¢ok az sayida enzim igin spesifik bir koenzimdir. GSH’un hiicre i¢i derisimi
kontrol edilerek bir¢ok enzimin aktivitesi diizenlenebilir.*3®

Diger sekonder antioksidanlar: Canli viicudunda olduk¢a az miktarlarda
bulunmasina ragmen vitaminlerin viicuttaki gérevleri oldukga fazladir. Vitaminlerin bir
boliimii, besinlerle aldigimiz karbohidrat, yag ve proteinden enerji ve hiicrelerin

olusmasi ile ilgili biyokimyasal olaylarin diizenlenmesine yardimeci olurlar. A, E ve C
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vitaminleri viicut hiicrelerinin serbest radikallerin meydana getirebilecegi hasarlari
Onleyerek hiicrelerin normal islevlerini siirdiirmeleri ve bazi zararli maddelerin
etkilerinin azaltilmasinda (antioksidan etki) yardimcr olurlar. Antioksidanlar hiicremizi,
serbest radikallerin etkilerini bertaraf ederek korurlar. Bunlar, uyum igerisinde calisan
bir takim gibi radikalik saldirilara kars1 koyarlar. B-karoten, askorbik asit ve tokoferoliin
antioksidan etkileri yillardan beri bilinmektedir. B-karoten organizmada A vitaminin
parsiyel oksijen 6nciilii olmasinin yani sira bir antioksidan olarak gorev yapar. Bununla
beraber, 15 torr’da, 150 torr’dan daha iyi antioksidan oldugu, 760 torr’da ise prooksidan
olarak davrandigi bildirilmistir. Hiicrelerin disinda B-karoten nobet tutarken; hiicre
duvarindan, iceri girmek isteyen saldirganlara karsi savunmayi ise eser elementlerden
selenyumun da yardimiyla E vitamini {istlenmistir.1%®

Basit yapidaki bir seker asidinin laktonundan ibaret olan askorbik asit, yap1
itibariyle en basit vitaminlerden biridir. Yiiksek yapili hayvanlarin pek ¢ogu ve bitkiler
kolayca askorbik asidi glukozdan sentezleyebilmektedirler. Hiicre igerisindeki C
vitamini serbest radikallere son darbeyi vurmakta ve bu sekilde radikallerin tesirleri
ortadan kaldirilmaya ¢aligmaktadir. E vitamini yagda ¢oziinen bir vitamin olup temel
gdrevi lipidleri oksidatif hasardan korumaktir. Ince bagirsaklardan kolayca emilir ve
viicudun tiim dokularina tagiarak hiicre membranlar1 etrafinda depolanir. Boylece

hiicre membraninda koruyucu bir tabaka olusturmus olur.*% 137

2) Ekzojen antioksidanlar®

1. Ksantin oksidaz inhibitorleri: Tungsten, allopiirinol, oksipiirinol, folik
asit ve pterin aldehit.
2. Soya fasulyesi inhibitorleri: XD’1n proteolitik etki sonucu XO

doniisiimiini inhibe ederler.
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3. NADPH oksidaz inhibitérleri: Adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum

kanal blokerleri, non-steroid antienflamatuar ilaglar, cetiedil ve difenilin iyodoniyum.

4. Rekombinant siiperoksit dismutaz
5. Troloks-c: E vitamini analogu.
6. Endojen antioksidan aktiviteyi artiran maddeler: GPO aktivitesini

artirirlar. Bunlar; ebselen ve asetil sisteindir.

7. Diger nonenzimatik serbest radikal toplayicilari: Mannitol ve albiimin

8. Demir redoks dongiisiiniin inhibitorleri: Desferroksamin ve
seruloplazmin

9. Notrofil adezyon inhibitorleri

10. Sitokinler: Tiimor Nekroz Faktor (TNF), Interlokin I

11. Barbitiiratlar

12. Demir selatorleri

Gida antioksidanlar1'%:

- Butillenmis hidroksitoluen (BHT)

- Etoksiguin

- Butillenmis hidroksianisol (BHA)

- Propilgalat

- Sodyum benzoat

- Fe-superoksid dismutaz

1.8.Ulser ve Oksidatif Stres Iliskisi

Ulser, asrimizin &nemli ve yaygmn problemlerinden biri olarak karsimiza
cikmakta ve mevcut tedavi yontemleri hastalarin sikayetlerini gidermeye yonelik

semptomatik bir tedavi olarak kalmakta, bu nedenle {ilser tedavisinde tam bir basari
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saglanamamaktadir. Ayrica iilser semptomlar1 giderilmis veya iilseri tedavi edilmis
hastalarin tekrar bu hastalia yakalanma ihtimalinin de oldukg¢a yiliksek oldugu
gozlenmektedir.

Ulser tedavisinde kullanilan ilaglarin etiyolojiye yonelik degil semptoma
yonelik olmasi, uzun siireli kullanimlarinda sindirim bozukluklarina yol agmalar1, hatta
timor gelisim sikligin1  artirmalart da en Onemli dezavantajlar1 olarak goze
carpmaktadir.t*®

Ulser veya canlida hasara sebep olan herhangi bir olay oksidatif stresin artmast,
devaminda reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) fazla miktarda iiretilmesine neden olur. Bu
sebeple ge¢mis calismalarda, oksijen radikallerinin stres, etanol ya da NSAil’lar
kullanilarak meydana getirilen akut deneysel gastrik lezyonlarin patogenezindeki

rollerinin 6nemli oldugu ortaya koyulmustur,® 140141

Artan ROS miktarina ek olarak COX inhibisyonuyla ortaya ¢ikan PG eksikligi
ve mide kan dolasimi ile doku beslenmesinin bozulmasi, mide asiti, safra tuzlar1 ve
etanol’lin meydana getirdikleri zarar1 siddetlendirmektedir. Ayrica meydana gelen bu
142-144

hasarlarda ROS’nin yikim olusturan etkileri, birgok canli {izerinde incelenmistir.

1.9. Maclura pomifera

Moraceae 37 cinse ait 1179 tiir barindiran tohumlu bitkilerin en genis
familyalarindan biridir. Maclura bu ailenin en kapsamli cinsindendir. Maclura pomifera

(Yalanc1 Portakal) 36 tiirden biridir.}*> 146Sistematigi asagidaki gibidir.

Alem : Plantae (bitkiler)

Divisio (Bo6lim) : Spermatophyta (Tohumlu bitkiler)
Subdivisio

(Alt bolim) : Gymnospermae (Agik tohumlular)
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Klassis : Magnoliopsida (Dicotyledoneae = Cift Cenekli Bitkiler)

Subklassis : Hamamelidae

Familya : Moraceae (Dutgiller)

Genus (cins) : Maclura

Tiir : Maclura pomifera (Raf.) C.K. Schneid.

Yalanc1 portakal (osage orange) olarak da bilinen, acik giinesli alanlarda ortaya
¢ikan, kurakliga toleransli, genis toprak tip ve nem kosullarinda yetisebilen bir agactir.
Bununla birlikte, 4.5°lik bir alt toprak pH sinirinda, iyi drene topraklarda ve diizensiz
ormanlarda bulunabilir. Bu agac, Nisan ve Haziran aylarinda goze ¢arpmayan yesil
cicekler halinde izlenir. Ekim ve Kasim aylarinda kaba sar1 yesil olgun dokulu, agir

yesil toplar halinde diisen, asitli ve siitlii, yenmeyen bir meyveye sahiptir (Sekil 2.3).14’

Sekil 2.3. Maclura pomifera (Osage Orange)*#®

Maclura pomifera bitkisinden izoflavin tiirevi iki temel madde olan osajin ve
pomiferin izole edilip yapilar aydinlatilmigtir. Taze meyvesinden elde edilen etil asetat

ekstresinde % 25.7 0sajin ve % 36.2 pomiferin bulunmaktadir.}*® Yapilan galismalarda
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bu bitkiden elde edilen ekstrelerin 6nemli farmakolojik etkileri ve antimikrobiyal,

antienflamatuar, antitiimoral ve antidepresan dzellikleri belirlenmisgtir.°

1.9.1. Maclura pomifera’nin Kimyasal Bileseni

Maclura pomifera tohumunda, sirasiyla: % 5.88 kiil, % 32.75 yiiksek protein
icerigi, % 33.89 nem, % 6.72 yag, % 20.76 karbonhidrat ve yag igerikleri
bulunmaktadir. 100 gram kuru maddede, potasyum 421.65+0.01, kalsiyum
218.56+0.06, magnezyum 185.00+£0.001, demir 3.254+0.07, ¢inko 2.61+0.02, bakir
1.15+0.01 mg mineral icerdigi bulunmustur.®>

Yagin fiziko-kimyasal ozellikleri:

Ham yag1, % 13.87 oleik, % 76.19 stearik, % 6.76 ve % 2.40 palmitik asit gibi
yag asitlerini icermektedir.’>! Maclura pomifera tohumunun yag: 100 gram tohumda
mg olarak, 18.92 a-tokoferol, 10.80 y-tokoferol, 6.02 B-tokoferol ve 6.29 &-tokoferol
icerdigi tespit edilmis olup, zengin tokoferol igerigine sahip oldugu belirlenmistir.'%

Ayrica Maclura pomifera 6nemli besin maddelerini, insan sagligini olumlu
yonde etkileyecek esansiyel yaglar1i ve yagda c¢oziinen biyoaktif molekiilleri
icermektedir.’>! Yine bu bitkiden elde edilen deniz tuzu ve metanol ekstresinin birgok
antioksidan 6zellikli mantar tiirleri ile kiyaslandiginda daha etkili antioksidan 6zelligi
oldugu belirlenmistir.*>?

1.10. Pomiferin

Maclura pomifera bitkisinin etil asetat ekstratt % 36.2 oraninda pomiferin
(PMF) % 25.7 civarinda osajin (OSJ) i¢cermektedir. Maclura pomifera bitkisinden
saflagtirllan PMF, sistematik olarak “3-(3,4-dihydroxyphenyl)-5-hydroxy-8,8-di-
methyl-6-(3-methylbut-2-enyl)-4H,8H-pyrano[2,3-h]chromen-4-one” seklinde
tanimlanir. Molekiiler formiilii C2sH2406’dir.*>
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Ayni bitkide yliksek miktarlarda bulunan PMF ve OSJ yapisal olarak birbirine
benzerler. iki molekiil arasindaki tek fark, 3 nolu karbona bagli grubun PMF’de OH
yerine osajinde H grubunun bagli olmasidir. /n vitro yapilan antioksidan potansiyel ve
kapasiteyi ortaya koyma ¢alismalar1 pomiferinin gii¢li bir antioksidan oldugunu ortaya
koydugu gibi, benzer testler ayni sekilde izoflavon grubu maddelerin de antioksidan
kapasitesinin oldugunu da saptamistir. Fakat genistein ve daidzein gibi soya kaynakli
izoflavon tiirevi maddeler, sahip olduklar1 antioksidan kapasiteye ragmen in vivo

modellerde basarisiz bulunmustur. 4% 150

Pomiferin, tek basina sahip oldugu antioksidan kapasitesinin kesin olmamakla
beraber, OSJ’den farkli olarak fazladan sahip oldugu —OH grubundan kaynaklandigi

diisiiniilmektedir (Sekil 2.4).143

Osajin: R=H
Pomiferin: R=0OH

Sekil 2.4. Osajin ve pomiferinin yapist
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Deneylerde Kullamilan Kimyasallar

Biyokimya 6l¢timlerinde kullanilan biitiin kimyasal malzemeler Sigma
Chemicals Company’den temin edilmistir.

Ulser deneylerinde kullanilan ilaglar ise;

Indometazin : (Endol® kapsiil 25 mg) Deva Ilag,

Ranitidin : (Ulcuran® 25 mg/ml 1 flakon) Abfar

firmalarindan temin edilmistir.

2.2. Deneylerde Kullamlan Cihazlar

Sogutmali santrifiij : Hettich Universal R 320

UV-visible spektrofotometre : BIO-TEK EPOCH, GEN 5 Yazilimi ile birlikte

pH metre : OHAUS Starter 3100 pH Metre

Hassas terazi : Denver Instrument TP-303

Derin dondurucu : Sanyo MDF - 235

Manyetik karistiricilar : Heidolph Hei-Standard

Otomatik pipetler : Eppendorf Research Pipette set 1 ve set 2
Buzdolabi : Vestel tek kapili buzdolabi

Distile su cihazi : GFL 2012/4

Calkalayicili su banyosu : GFL 1083

Homojenizator : Qiagen Tissuelyser LT

Vorteks : Heidolph Standard ve IKA MS-3 Digital

2.3. Deney Materyalinin Temini ve Etken Maddenin izolasyonu
Maclura pomifera (Yalanci Portakal) Ankara Universitesi kampiis alanindan

Prof. Dr. Ergin HAMZAOGLU ve Dr. Murat KOC tarafindan 15.10.2010 yilinda
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toplanmistir. Ornekler yine ayn1 arastirmacilar tarafindan incelenip uluslararasi teshis
yontemleri kullanilarak tiiriin teshisi dogrulanmustir. Orneklere M.Kog¢ 1292 kodu
verilerek Bozok Universitesi Biyoloji Béliimii Herbaryumunda (Y ozgat) saklanmustir.

Calismada, Maclura pomifera meyvelerinden izole edilen ve kimyasal yapisi
pomiferin olarak dogrulanan izoflavonoid molekiil kromatografik yontemler ile elde
edilmistir.

Caligmada gerekli olan pomiferin kromatografik yontemlerle Prof. Dr. Ahmet
CAKIR tarafindan saflastirilmis ve kimyasal yapis1 UV-Gériiniir Bélge, IR, *H-NMR,
13C-NMR, 1D ve 2D NMR spektroskopik yontemleri ile dogrulanmustir.

Kurutulan meyveler bir degirmen ile kiigiik pargalara ayrildiktan sonra etil asetat
ile 5 kez oda sartlarinda mesare edilerek ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyon isleminin
sonunda 114 gram ekstre elde edilmistir. Bu ekstreden 25 gram alinarak silika jel kolon
kromatografisinde fraksiyonlanmis ve kromatografik ¢alismalarin sonucunda 5’er gram
civarinda MP-1 ve MP-2 kodlu iki majér madde izole edilmistir. Kromatografik
caligmalarda kolon kromatografisi igin silika jel (Kiesel gel 60, 70-230 mesh, Merck)
sabit faz materyali, ince tabaka kromatografisi (ITK) icin ise silika jel (Hazir plak,
Kiesel gel 60 F254, 0.2 mm, Merck, 5554) kullanilmistir. ITK da maddelere ait lekeler
UV lambasinda UV254 ve UV366 nm’de belirlenmistir. Kolon Kromatografisi igin,
250 gram silika jel (70-230 mesh) kloroform-etil asetat (8:2) haraketli faz sistemi ile
stispansiyon haline getirilerek ve 2,5 x 70 cm boyutundaki bir kolona doldurulmustur.
Ekstre (25 gram) yeterli miktarda kloroform-etil asetat (8:2) icerisinde sicakta
¢oziildiikten sonra kolona tatbik edilmistir. Eliisyona kloroform-etil asetat (8:2)
hareketli faz ile devam edilmis ve fraksiyonlar 50 ml hacimler halinde toplanmustir.

Toplanan fraksiyonlar ITK ile kloroform-etil asetat (8:2) sistemi ile kontrol edilerek
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fraksiyonlarin saflig1 belirlenmistir. Saf maddeleri igceren fraksiyonlar ayr1 konularak
kendi arasinda birlestirildikten sonra ¢oziiciisii uzaklastirilmis ve 5’er gram civarinda
MP-1 ve MP-2 olarak kodlanan iki madde saflagtirllmistir. Bu maddelerin kimyasal
yapilart IR, tHNMR, BC-NMR, DEPT *¥C-NMR, *H,'H-COSY, HMQC ve HMBC
spektroskopik yontemleri ile sirasiyla osajin (MP-1) ve pomiferin (MP-2) olarak
aydinlatilmistir.

2.4. Deney Hayvanlarinin Temini

Bu ¢alisma, Deney Hayvanlari Yerel Etik Kurulu tarafindan 29.08.2013 tarihli,
124 sayili yazi ile izni ile gerceklestirilmistir. Ayrica TUBITAK Birimi tarafindan

2135114 nolu proje ile desteklenmistir.

Calismada 200-250 gram agirlikta 36 adet Sprague Dawley 1rki erkek ratlar
kullanilmistir. Deney hayvanlari, Atatiirk Universitesi, Tibbi Deneysel Uygulama ve
Arastirma Merkezi Laboratuarlarindan temin edilmis ve deneyler yine burada
gerceklestirilmistir. Hayvanlar deneye alinmadan once gruplara ayrilmis, standart
sartlar altinda muhafaza edilmis ve beslenmistir.

2.5. Ratlarda indometazin Uygulamasi ile Deneysel Ulser Olusturulmasi

2.5.1. Ulser Modeli

Indometazin ile uyarilan gastrik hasarli doku iizerine Maclura pomifera
bitkisinden elde edilen pomiferin maddesinin etkilerini arastirmak {izere yapilan bu
calisma, Guidobono ve ark.'® (1997) ydntemi temel alinarak gerceklestirilmistir.

Deney prosediirii asagida belirtilen sekilde gergeklestirilmistir.

1. Her bir grupta 6 adet rat kullanilarak 6 deney grubu olusturulmus ve altlik

malzemeleri alinarak bir giin boyunca a¢ birakilmistir. Bu gruplar;
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a) Kontrol (indometazin) grubu: Ulser gelisimini kontrol etmek
amaciyla sadece indometazinin 25 mg/kg dozda verildigi grup,

b) Referans grubu (REF): Ulser tedavisinde yaygmn olarak
kullanilan ranitidinin 25 mg/kg dozda verildigi grup,

C) Saglhkli grup: Indometazinin iilser yapici etkisini ve enzim
aktivitesindeki degisikleri saglikli dokularla mukayese edebilmek i¢in higbir
maddenin verilmedigi grup,

d) Tedavi gruplari: Antiiilser etkilerini incelemek iizere pomiferin
verilen gruplardir.

- PMF-100: Pomiferinin 100 mg/kg dozda uygulandigi grup + IND (25 mg/kg)
- PMF-200: Pomiferinin 200 mg/kg dozda uygulandigi grup + IND (25 mg/kg)
- PMF-300: Pomiferinin 300 mg/kg dozda uygulandigi grup + IND (25 mg/kg)
2. Hayvanlar a¢ birakildiktan bir giin sonra, her bir uygulama grubunda
bulunan ratlara; Maclura pomifera bitkisinden elde edilen pomiferin maddesi degisik
dozlarda saf suda ¢oziilerek oral yoldan steril metal bir sonda ile verilmistir. Referans
ila¢ olarak belirlenen ranitidin (25 mg/kg) ise referans gruba saf suda ¢oziilerek oral
yoldan uygulanmistir. Saglikli gruba ise hi¢cbir muamele yapilmadan, diger hayvanlar
ile aym sartlar altinda (oda, sicaklik, nem, giines 15181, karanlik vb.) muhafaza

edilmistir.

3. Yukarida belirtilen tiim maddeler belirtilen doz ve miktarlarda oral
olarak verildikten 5 dakika sonra saglikli grup hari¢ tiim sicanlara ayni sekilde oral

yolla indometazin (25 mg/kg dozda) verilmistir.
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4, Indometazinin verilmesinden 6 saat sonra yiiksek dozda anestezi madde
(thiopental sodium 50 mg/kg) kullanilarak tiim gruplardaki hayvanlar sakrifiye edilmis
ve mideleri alinmustir.

5. Mideler biiyilik kuvartur boyunca agilarak serum fizyolojik ile yitkanmis
ve makroskopik olarak incelenmistir. Daha sonra tiim sigan gruplarina ait mide dokulari
biyokimyasal ve histopatolojik incelemeler i¢in -20 °C’de buzdolabina ve % 10’luk
formalin soliisyonuna alinmistir.

6. Pomiferin maddesinin antitilser etkileri, makroskopik ve biyokimyasal
analizlere dayandirilmak suretiyle belirlenmistir. Pomiferin verilen gruplardan elde
edilen sonuglar, indometazin ve referans ilaglarinin verildigi gruplardan elde edilen

sonuglar ile karsilastirilmistir.

2.6. Mide Dokusunun Makroskopik Incelenmesi

Gastrik lezyonlarin belirlenmesi igin rat mideleri makroskopik degerlendirmeye
alinmus, iilser say1s1 ve alanlar1 tespit edilmistir. Ulser alan genislikleri milimetrik kagit
kullanilarak bir biiyiite¢ yardimiyla 6l¢tilmiistiir.

2.7. Mide Dokusunun Biyokimyasal Incelenmesi

Antiiilser deneylerinden sonra {i¢ giin igerisinde biyokimyasal incelemeler igin
-20°C’de saklanan mide dokularindaki enzim aktivitelerini Ol¢mek tizere mide
dokularindan homojenatlar hazirlanmigtir. Mide dokusu homojenatlarindan elde edilen
siipernatantlarda SOD ve KAT enzim aktiviteleri ile GSH ve LPO miktarlar
literatiirlere dayali, uygun metotlar kullanilmak suretiyle tespit edilmistir. Tim

Olctimler oda sicakliginda, en az bes paralel tekerriir olarak gergeklestirilmistir.
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2.7.1. Doku Homojenatlarimn Hazirlanmasi:

Mide dokular bir havan i¢inde s1vi azot ile dgiitlilerek toz haline getirilmistir.
Her bir rat grubu dokularindan 0.025 g tartilmus, tizerlerine 1.5 ml tampon ¢6zeltilerden
(her parametre i¢in farkli bir tampon sistemi) ilave edilerek 1/60 (w/v) oraninda
seyreltilmistir. Bu homojenatlar daha sonra homojenizatérde 10 dakika siireyle buz
tizerinde homojenize edilmistir. Homojenatlar bir siizge¢ kagidindan siiziildiikten sonra
sogutmali santrifiij kullanilarak her enzim igin literatiirlerde belirtilen hizlarda 4°C’de
santrifiij edilmis ve hazirlanan bu siipernatantlarda biyokimyasal arastirmalar
yapilmustir. >

2.7.2. Deneylerde Kullamlan Cézeltiler ve Hazirlanislar:

Lipid Perokisdasyon Seviyesinin Belirlenmesinde Kullanilan Cozeltiler

1. LPO Homojenat Tamponu (% 10 KCI): 10 g KCI alinarak bir miktar saf
suda ¢oziilmiis ve hacmi saf su ile 100 ml’ye tamamlanmustir.

2. LPO Olgiim Karisima:

a) % 8 Sodyum dodesil siilfat (SDS): 0.8 g SDS alinip bir miktar saf suda
¢Oziilmiis ve hacmi saf su ile 10 ml’ye tamamlanmaistir.

b) % 0.08 Tiyobarbiitirik (TBA): 0.48 g TBA alinarak 1-2 damla 1 M
NaOH ¢ozeltisi ilavesi ile bir miktar saf suda ¢6ziilmiistiir. Daha sonra distile su ile
hacmi 60 ml ye tamamlanmustir.

C) % 20 Asetik asit: 13 ml %100’1iik glasiyel asetik asit alinmais, tizerine 65
ml saf su eklenmistir.

Glutatyon Seviyesinin Belirlenmesinde Kullamlan Cozeltiler

1. GSH Homojenat Tamponu ( 50 mM, pH 7.4, Tris - HCI Tamponu ):

1.514 g Tris-HC1 200 ml saf suda ¢dziilmiis, pH’s1 bir pH metre kullanilarak

7.4’e ayarlanmis ve sonra hacmi saf su ile 250 ml ye tamamlanmustir.
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2. GSH Olgiim Tamponu (200 mM pH 8.2, 0.2 mM EDTA (Etilendiamin
tetraasetik asit) igeren Tris-HCI Tamponu):

6.05 g Tris-HCI ve 0.0146 g EDTA alinarak 200 ml saf suda ¢6ziilmiis, pH’s1
bir pH metre kullanilarak 8.2’ye ayarlanmis ve sonra hacmi saf su ile 250 ml ye
tamamlanmaistir.

3. GSH Miktarmi Olgmek I¢in Gereken Cézelti (10 mM DTNB (5,5'-dithiobis-

(2-nitrobenzoic acid)):

0.03963 g DTNB alinmis ve bir miktar metil alkolde ¢oziilerek hacmi yine metil
alkol ile 10 ml ye tamamlanmustir.

Siiperoksit Dismutaz Aktivetisinin Belirlenmesinde Kullanilan Cozeltiler

1 SOD Homojenat Tamponu (50 mM pH 7.8, 10 mM EDTA igeren Fosfat
Tamponu):

1.7 g KH2PO4 ve 0.73 g EDTA alinarak 200 ml saf suda ¢6ziilmiis, pH’s1 bir
pH metre kullanilarak 7.8’¢ ayarlanmis ve sonra hacmi saf su ile 250 ml’ye
tamamlanmustir.

2. SOD Ol¢iim Karisimu:

a) 0.3 mM Ksantin: 0.0018 g Ksantin alinarak bir miktar saf suda ¢6ziilmiis
ve hacmi saf su ile 40 ml’ye tamamlanmustir.

b) 0.6 mM EDTA: 0.0035 g EDTA alinmis, bir miktar saf suda ¢6ziilmiis
ve hacmi saf su ile 20 ml’ye tamamlanmistir (2 damla 5 M NaOH ile ¢6ziinmektedir).

C) 150 uM NBT (Nitro blue tetrazolium) : 0.0024 g NBT (Nitroblue
tetrazolium) aliarak bir miktar saf suda ¢Oziilmiis ve hacmi saf su ile 20 ml’ye

tamamlanmuistir.
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d) 0.4 M NaCOs: 0.5088 g alinarak bir miktar saf suda ¢oziilmiis ve hacmi
saf su ile 12 ml’ye tamamlanmistir.

€) 1.2 g/ L BSA (Bovine Serum Albumine): 0.0061 g tartilmis, bir miktar
saf suda ¢ozlilmiis ve hacmi saf su ile 6 ml’ye tamamlanmaistir.

3. SOD Enziminin Aktivitesini Olgmek I¢in Gereken Cozelti (167 U/L Ksantin
oksidaz):

a) Orijinal ambalajindan (1 ml sinde 32 mg protein ve 0.3 U enzim ihtiva
eden enzim) 34.79 pl alinmig ve lizerine 2 ml soguk 2 M (NH4)2SO4 ¢ozeltisi
eklenmistir.

b) 2 M (NH4)2SO4 : 0.7928 g (NH4)2SO4 alinmis, bir miktar saf suda
¢Oziilmiis ve hacmi saf su ile 3 ml ye tamamlanmistir. Bu ¢6zelti her seferinde taze
olarak hazirlanmig ve +4°C’de saklanarak soguk olarak kullanilmustir.

0) 0.8 mM CuCl> : 0.0108 g CuCl; alinmis, bir miktar saf suda ¢oziilmiis
ve hacmi saf su ile 100 ml ye tamamlanmustir.

Katalaz Aktivitesini Belirlenmesinde Kullanilan Cozeltiler

1 KAT Homojenat Tamponu (50 mM pH 7.8, % 1 Triton X-100 igeren
Fosfat Tamponu): 1.7 g KH2PO4 ve 2.5 ml Triton X-100 alinarak 200 ml saf suda
¢oOziilmiis, pH’s1 bir pH metre kullanilarak 7.8’e ayarlanmis ve sonra hacmi saf su ile
250 ml’ye tamamlanmastir.

2 KAT Olgiim Karisimi (40 mM, pH 7°de H20; iceren 50 mM Fosfat
Tamponu): 1020 pl H202 ve 1.7 g KH2PO4 200 ml saf suda ¢oziilmiis, pH’s1 bir pH

metre kullanilarak 7.0’a ayarlanmis ve sonra hacmi 250 ml’ye tamamlanmustir.
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2.7.3. Lipid Peroksidasyon Seviyesinin Ol¢iimii:

Ol¢iim prensibi: Serbest radikallerin hiicre zarinda olusturdugu LPO’nun son
tirtinlerinden olan MDA diizeyini belirlemek i¢in kullanilan yontemlerin gogu MDA’in
tiyobarbitiirik asit (TBA) ile verdigi reaksiyonu temel alinmaktadir. Bir molekiil MDA
iki molekiil TBA ile stabil kirmizi renk olusturmak {izere reaksiyona girmektedir. LPO
ol¢iimii, Ohkawa ve ark.'®® (1979) metoduna gére MDA’in asidik ortamda TBA ile
olusturdugu rengin 532 nm’de Ol¢ililmesi prensibine dayanarak yapilmistir.

Olciim: 0.025 g doku iizerine 1.5 ml %10 KCI ilave edilerek homojenize
edilmistir. Homojenatlar, 5000 g 4° C’de 20 dakika santrifiij edilmis ve bu
siipernatantlar LPO miktarinin belirlenmesinde kullanilmistir. Kapakli deney tiipleri
icerisine 250 ul homojenat, 100 pl % 8 sodyum dodesil siilfat (SDS), 750 ul % 20 asetik
asit, 750 ul % 0.08 TBA ve 150 ul distile su pipetlenerek vortekslenmistir. Karigim 100°
C’de 60 dakika inkiibasyona birakildiktan sonra {izerine 2.5 ml n-biitanol ilave edilmis

ve Ol¢tiim alinmustir.

) LPO Standart Grafigi
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Sekil 3.1. MDA miktarinin hesaplanmasinda kullanilan standart grafik

Miktarin hesaplanmasi: Olusan kirmizi renk miktarlar1 532 nm’de 96 kuyulu
kuartz plate kullanilarak okunmustur ve seyreltme katsayilar1 dikkate alinarak 6nceden

hazirlanan MDA stok ¢6zeltisi kullanilarak olusturulan standart grafikten yararlanarak
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Olctimler yapilmistir (Sekil 3.1). Numunelerin LPO miktarlari, nmol MDA/g doku
olarak tarif edilmistir. Her bir faktoriin etkisi 3 tekrar yapilarak verilmistir.

2.7.4. Total Glutatyon (GSH) Miktar1 Ol¢iimii:

Olciim prensibi: Olgiim ortamindaki DTNB [5,5'-Ditiyobis (2-nitrobenzoik
asit)] disiilfit bir kromojendir ve siilthidril gruplu bilesikler tarafindan kolayca
indirgenmektedir. Meydana gelen sari renk 412 nm’de spektrofotometrik olarak
oOl¢iilebilmektedir.

Olciim: Sedlak ve Lindsay’in'® (1968) gelistirdigi yontem esas almarak
gerceklestirilmigtir. 0.025 g doku iizerine 1.5 ml 50 mM Tris-HCI (pH 7.4) ilave
edilerek homojenize edilmistir. Homojenatlar, 12.000 g 4°C’de 10 dakika santrifiij
edilmis ve silipernatantlar, GSH miktarinin belirlenmesinde kullanilmistir. Kapakli
deney tiipleri igerisine 1500 pl 6l¢iim tamponu (0.2 mM EDTA igeren 200 mM Tris-
HCI, pH = 8.2), 500 pl siipernatant, 100 ul DTNB ve 7900 pl metanol pipetlenerek
vortekslenmistir. Karisim 37° C’de 30 dakika inkiibasyona birakilmis ve sonra
Ol¢timleri alinmistir.

Miktarin hesaplanmasi: Olusan sar1 rengin 412 nm’de absorbanslar1 96 kuyulu
kuartz plate kullanilarak okunmustur. Seyreltme katsayilar1 dikkate alinarak énceden
hazirlanan GSH stok ¢ozeltisi kullanildi ve olusturulan standart grafikten (Sekil 3.2)
yararlanarak hesaplamalar yapildi. Numunelerin GSH miktarlari, nmol/mg doku olarak

tarif edildi. Her bir faktoriin etkisi 3 tekrar yapilarak belirlendi.
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GSH Standart Grafigi
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Sekil 3.2. GSH miktarinin hesaplanmasinda kullanilan standart grafik

2.7.5. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Ol¢iimii:

Ol¢iim prensibi: Ksantin, XO enzimi vasitastyla lirik aside dontstiiriiliirken
meydana gelen siiperoksit radikalleri, sayet ortamda NBT (nitrobluetetrazolium)
mevcutsa, NBT ile reaksiyona girerek formazon boyasi olusturmaktadirlar. Bu bilesik
560 nm dalga boyunda maksimum absorbans vermektedir. Sayet ortamda SOD enzimi
varsa siiperoksit radikalleri bu enzim tarafindan H202’ye doniistiiriildiigii i¢in formazon
olusumu azalacak, buna bagl olarak da 560 nm’de 6l¢iilen absorbans azalacaktir.
Absorbanstaki azalmanin miktar1 SOD aktivitesini vermektedir. Ozetle; SOD aktivitesi

asagida verilen II nolu reaksiyonun inhibe edilme derecesiyle dl¢iilebilmektedir.
. X0 . . , . -
I Ksantin ____—__5 Urik Asit + Siiperoksit (O2")

. NBT 0,. S Formazon
SOD

1. 207 +2H" _——— 5 02+ H0;
Olciim: SOD aktivitesi Sun ve ark.'*® (1988) tarafindan tarif edilen yonteme

gore Olcililmiistiir. Mide dokulari homojenize edildikten sonra 18.000 g’de 1 saat

santrifiij edilmistir. Deney tiipiine 980 pl 6l¢tim karigimi (0.3 mM ksantin, 0.6 mM
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EDTA, 150 uM NBT, 0.4 M Na>COs, 1.2 g/L BSA), 200 pl supernatant, 20 pl XO
eklendikten sonra karigtirilarak yaklagik 20 dakika inkiibasyon birakilmis ve 400 ul 0.8
mM CuCl; ilave edilerek reaksiyon sonlandirilmistir.

Aktivitenin hesaplanmasi: Olusan formazon miktarlar1 560 nm’de kuartz plate
kullanilarak okunmustur. Seyreltme katsayilar1 dikkate alinarak asagidaki gelistirilen
formiilden aktivite degerleri (EU) elde edilmis ve SOD aktivitesi mmol/dakika/mg doku

olarak tarif edilmistir. Her bir faktoriin etkisi 3 tekrar yapilarak verilmistir.

AAksr—AAnumune

EU/mg doku =
AAxsr

2.7.6. Katalaz (KAT) Aktivitesinin Ol¢iimii:

Olciim Prensibi: Aktivite, dl¢iim ortamindaki H202 nin KAT vasitasiyla suya
doniigiimii saglanirken meydana gelen absorbans azalmasinin 240 nm’de 6l¢iilmesi
esasina dayanmaktadir.

Olciim: KAT’in aktivitesi Aebi’nin®®® (1984) belirttigi metoda gore
Ol¢iilmiistiir. 0.025 g doku alinmis, tizerine 1.5 ml 50 mM K-fosfat tamponu (pH 7)
ilave edilerek homojenize edilmistir. Olugan homojenat 10.000 g’de 4° C’de 60 dakika
santrifiij edilerek siipernatantlar katalaz aktivitesi Ol¢iimiinde enzim kaynagi olarak
kullanilmistir.

Kuartz plate igerisine H20: ¢ozeltisinden 100 upl konularak numune
cozeltisinden 200 pl ilave edildigi anda kronometre calistirilmistir. Kuartz plate,
okuyucuda 240 nm dalga boyunda 15 saniye aralikla 3 dakika siireyle Olgiilerek

absorbans azalmasi kore kars1 kaydedilmistir.
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Aktivitenin hesaplanmasi: Olgiimler, lineer olarak absorbans azalmasi olan
aralikta dakika basina absorbans azalmasi olarak hesaplanmistir. Isik yolu (b)= 10mm,
azalma katsayisi (eH202), 0.00394 (mmol-1 x mm-1) alinarak A = e.b.c formiiliinden
240 nm’de, dakikada 1 mmol H20,’in harcanmasini saglayan enzim miktar1 (=EU)
hesaplanmistir. Formiilde seyreltme faktorleri dikkate alinmis, 25 mg doku igin
mmol/min= 60/25 x A/0.00394 seklinde olusturulan formiilde biitiin aktiviteler yerine
konularak absorbans degerlerinden hesaplanmistir. KAT aktivitesi, umol/dakika/mg
doku olarak tarif edilmistir. Deneyler 3 paralel tekrar halinde yapilmistir.

2.8. Istatistiksel Analizler

[statistiksel analizler IBM SPSS 20.0 yazilm programi kullanilarak
yapilmustir.1®° Biitiin l¢iimlerde istatistiksel farkliliklar ve énem seviyeleri “One-way

Analysis of Variance (ANOVA)” testi ile belirlenmis ve p<0.05 seviyesindeki sonuglar

onemli kabul edilmistir. Coklu karsilastirmalarda Duncan testi uygulanmistir.
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3. BULGULAR
3.1. Makroskobik Analiz

Bu ¢alismada Maclura pomifera bitkisinden etil asetatta izole edilen pomiferin
maddesinin (100, 200 ve 300 mg/kg) dozlarinin ve ranitidinin (referans ilag olarak) 25
mg/kg dozunun indometazin (IND) ile olusturulan deneysel iilser modeli {izerine
antililser etkileri incelenmistir. Calismamizda ayni harflerle gosterilen ortalama
degerler istatistiksel olarak farksiz ve/veya anlamsiz (p>0.05) kabul edilirken, farkli
harflerle gosterilen ortalama degerler ise istatistiksel olarak farkli ve/veya anlamli
(p<0.05) degerlendirilmistir.

Deneysel iilser modelinde meydana gelen hasarin miktar1 ve kapladigi alan
makroskobik olarak 6lgiilebilmektedir. Olusan iilser alanlarinin yogunlugu uygulanan

tedavinin etkinligini degerlendirmede 6nemli bir kistastir.

Mide Dokusu Ulser Alanlar:

25.00 -
20.00 -
15.00 -
€ 10.00 - a
5.00 - n n
s
- _b,J = ), C -
i Saglikli Kontrol Referans | 100mg/kg | 200mg/kg | 300mg/kg
PMF PMF PMF
m+SE 0.00 2.36 0.58 0.43 0.70 0.17
ortalama 0.00 19.83 4.00 4.50 2.17 0.17

Duncan testine gore sekildeki farkli harfler gruplar arasi farki gdstermektedir.

Sekil 4.1. Mide iilser alanlarini gosteren grafik




Sekil 4.2. Saglikli (A) ve Kontrol (B) gruplarina ait resimler

Sekil 4.3. REF (C) ve PMF-100 (D) gruplarina ait resimler

Sekil 4.4. PMF-200 (E) ve PMF-300 (F) gruplarina ait resimler
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Deney sonunda ratlardan aliman mide dokular1 yiizeyinde yapilan iilser alani
Olctimlerini gosteren Sekil 4.1 incelendiginde IND’ nin uygulandig1 kontrol grubunda
Oonemli oranda {ilser alan1 meydana geldigi gozlenmistir (p<0.05) (Sekil 4.1 ve Sekil
4.2). Referans tedavi grubu olarak belirlenen REF grubu, IND grubu ile kiyaslandiginda
referans ilacin ve pomiferinin tiim dozlarinin iilser alanim1 anlamli sekilde azalttigi
tespit edilmistir (p<0.05). PMF-100 grubu, REF grubu ile benzer sekilde etki ederek
iilser alanim1 azaltmis olup, bu iki grup arasinda anlamli bir fark bulunamamistir
(p>0.05) (Sekil 4.1 ve Sekil 4.3). Ayrica PMF-200 grubu iilser alanini azalttig
gozlemlenirken, REF ve PMF-100 ile aralarinda anlamli bir fark bulunamamaistir
(p>0.05). PMF-300 grubu diger gruplar ile kiyaslandiginda; PMF-200 ile aralarinda
anlamli bir fark bulunmazken (p>0.05), REF ve PMF-100 gruplar ile aralarinda
anlamli fark oldugu bulunmustur (p<0.05). Ayn1 zamanda PMF-300 ve PMF-200
gruplart ile saglikli mide dokular1 arasinda istatistiksel olarak bir fark olmadigi
belirlenmistir (p>0.05) (Sekil 4.1 ve 4.4). Bu sonuglar dikkate alinarak yapilan
makroskobik degerlendirmede PMF’in anti ilser etkisi net bir sekilde ortaya
konulmustur.

3.2. Biyokimyasal Analiz

3.2.1. LPO Seviyesi

Lipid peroksidasyonu (LPO) diizeyi, canli doku ve hiicrelerinde oksidatif hasari
gostermekte ve bu alanda en Onemli parametre olarak kabul edilmektedir. LPO
diizeyinin belirlenmesinde en yaygin kullanilan yontem oksidatif hasar sonucu
dokularda olusan MDA miktarinin belirlenmesidir. Mevcut calismada da mide

dokusunda meydana gelen hasarin tespit edilmesi icin MDA seviyesi 6l¢iilmiistiir.
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Mide Dokusu LPO Seviyeleri

100.00
95.00
90.00
85.00
80.00
75.00
70.00
65.00
60.00

nmol MDA/ mg doku

Saglikli Kontrol Referans | 100mg/kg | 200mg/kg | 300mg/kg
PMF PMF PMF

m+SE 1.52 2.44 3.53 1.45 2.50 1.07
Ortalama|  74.52 93.41 80.67 75.63 64.74 60.07

55.Uu

Duncan testine gore sekildeki farkli harfler gruplar arasi farki gostermektedir.

Sekil 4.5. Mide dokusu LPO seviyelerini gosteren grafik

Mide dokularinda yapilan LPO o&lgiimlerini gosteren Sekil 4.5 incelendiginde,
ilser alan1 sonuglarina paralel olarak kontrol (IND) grubunda LPO seviyesinin 6nemli
oranda arttig1 belirlenmistir (p<0.05). Referans (REF) ve tedavi (PMF) gruplarinda bu
seviyenin bilylik oranda azaldigr goézlemlenmistir (p<<0.05). REF grubunun LPO
seviyesi ile PMF-100 grubu LPO seviyesindeki azalma benzer olmakla birlikte
(p>0.05), pomiferinin 200 ve 300 mg/kg dozlarinin lipid peroksidasyonunu azaltmada
bu uygulamalardan daha etkili oldugu bulunmustur (p<0.05). Elde edilen bulgular
1518inda pomiferin maddesinin doza bagli olarak LPO seviyelerini azalttig1 tespit
edilmistir.

3.2.2. SOD Aktivitesi

Enzimatik antioksidan savunma sisteminin ilk basamaginda SOD enzimi gorev
almaktadir. Hasara yol acan serbest radikallerin hem olugmasina sebep olan hem de

bizzat kendisi yikici etkiye sahip olan siiperoksit radikalinin yok edilmesinde SOD
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sisteminin durumu ve mekanizmasi hakkinda da bilgi vermektedir.

Onemli bir enzimdir. Bu enzimin aktivitesi, doku ve hiicrelerde antioksidan savunma

Mide Dokusu SOD Aktiviteleri
3.700
2 3200
o
T 2.700
= |
& 2200
= |
Q 1700
O b
D 4200
— 1 C
= |
£ 0.700
C A A . . i .
U.2UU — = = = — —
Sagliklt Kontrol Referans | 100mg/kg | 200mg/kg | 300mg/kg
PMF PMF PMF
m +SE 0.008 0.156 0.004 0.058 0.017 0.189
Ortalama,  3.264 0.991 1.490 1.751 2.057 2.544

Duncan testine gore sekildeki farkli harfler gruplar arasi farki gdstermektedir.

Sekil 4.6. Mide dokusu SOD aktivitelerini gosteren grafik

Mide dokusu SOD aktivitesi dlgtimlerini gosteren Sekil 4.6 incelendiginde IND
uygulamasinin SOD aktivitesini nemli seviyede diisiirdiigii gézlemlenmistir (p<0.05).
LPO seviyeleri ve iilser alanlariyla iligkili olarak her iki parametredeki artig, benzer
oranda SOD aktivitesindeki diisiislerle paralellik gostermektedir. REF ve PMF-100
gruplart benzer sekilde bulunmus olup (p>0.05), PMF-200 ve PMF-300 gruplarinin
enzim aktivitesindeki artiglar REF grubundan 6nemli diizeyde yiliksek bulunmustur
(p<0.05). En yiiksek SOD aktivitesi ise saglikli grupta gézlenmistir.

3.2.3. GSH Seviyesi

Hiicre ve doku sagligi acisindan tehlikeli olan peroksit radikali gibi radikallerin

savunmasinda rol alan GPO ve GST gibi GSH bagimli enzimlerin aktivitesi i¢cin GSH
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vazgecilmez bir ajandir. GSH yoklugunda bu enzimlerin ¢aligmasi miimkiin degildir.
GSH adi gecen enzimlerin etkilerinin diizenlenmesinin yani1 sira; bu enzimlerden
bagimsiz bir sekilde hem C ve E vitaminlerinin rejenerasyonunda rol oynamasi hem de
direk antioksidan etki gostermesi sebebiyle antioksidan savunma sisteminin belki de en
onemli lojistik noktasini olusturmaktadir. Bu agidan GSH miktarinin o6lgiilmesi

antioksidan mekanizma ve diizeyi agisindan olduk¢a 6nemlidir.

Mide Dokusu GSH Seviyeleri
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Duncan testine gore sekildeki farkli harfler gruplar arasi farki gostermektedir.

Sekil 4.7. Mide dokusu GSH seviyelerini gosteren grafik

Mide dokusu GSH seviyelerini gosteren Sekil 4.7 incelendiginde kontrol
grubunda GSH seviyesinin 6nemli oranda distiigii tespit edilmistir (p<0.05). SOD
aktivitesine paralel seyreden GSH seviyeleri, yine benzer sekilde LPO seviyesi ve iilser
alanlar1 degerlerine ters bir seyirde oldugu goriilmiistiir. GSH diizeyi REF, PMF-100

ve PMF-200 gruplarinda kontrol grubuna gore belirgin diizeyde arttig1 gézlenmis ve

59



birbiri arasindaki fark 6nemli bulunmustur (p<0.05). Ayrica PMF-300 grubunda ise
GSH diizeyi saglikli gruptaki GSH diizeyinden daha yiiksek bir deger olarak
Olctlmiistiir (p<0.05).

3.2.4. KAT Aktivitesi

Katalaz enzimi, canlinin sahip oldugu antioksidan mekanizmada GSH’ dan
farkli bir mekanizmayla, enzimatik yolla peroksit radikallerinin etkisizlestirilmesinde
gorev alan Onemli bir enzimdir. Katalaz enzimi aktivitesinin Ol¢lilmesi antioksidan
mekanizmanin hangi yonde islediginin ortaya koyulmasinda ve de antioksidan savunma

giiciiniin belirlenmesinde énemli bir rol oynar.

Mide Dokusu CAT Aktiviteleri
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Duncan testine gore sekildeki farkli harfler gruplar arasi farki géstermektedir.

Sekil 4.8. Mide dokusu KAT aktivitelerini gosteren grafik

Mide dokusu KAT aktivitesi 6lgtimlerini gosteren Sekil 4.8 incelendiginde, IND
uygulamasinin KAT aktivitesini 6énemli oranda aktive ettigi goriilmektedir (p<0.05).

PMF-100 grubundaki katalaz enzim aktivitesi saglikli gruptan belirgin sekilde yiiksek
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degerde olcililmiistiir (p<0.05). Ancak PMF-200 ve PMF-300 gruplari ile saglikli grup
arasinda onemli bir fark bulunmamistir (p>0.05). REF grubunun katalaz aktivitesi
PMF-100 grubundaki katalaz aktivitesinden diisiik, PMF-300 grubundakinden yiiksek
oldugu bulunmustur (p<0.05). Ayn1 zamanda REF grubunun KAT aktivitesi saglikli ve
PMF-200 gruplarindaki enzim aktivitesi arasinda O6nemli bir fark bulunmamistir
(p>0.05). Bunun disinda {ilser alani, LPO ve GSH seviyeleri ile SOD aktivitesinde de
gbzlenen PMF’in 200 ve 300 mg/kg dozlardaki etkileri, KAT aktivitesinde de benzer

sekilde onemli farklar meydana getirmislerdir (p<0.05).
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4. TARTISMA

Tedavi amaciyla kullanilan bitkiler ilk vorolusumuzdan bu yana hayatimizda
onemli bir yere sahiptir. Bitkileri bu kadar énemli kilan modern tibbin gelisiminden
once insanlarin, dogadaki ¢ogu bitkiyi sifa olarak goérmesiyle birlikte bu bitkileri
kendilerini tedavi etmek amaciyla kullanmalarindan ileri gelir. Diger Onemli
sebeplerden birisi de bu bitkilerden izole edilen metabolitlerden dogal ilag elde edilmesi
ve bu sayede giiniimiiz eczaciligin gelisiminde 6nemli rol oynamasidir. Ornegin sdgiit
kabugundan elde edilen salisilik asit, Digitalis ve salisil aldehit tiirlerinden izole edilen
ve kalp rahatsizliginda kullanilan digitoksin, digoksin tiirevi dogal bilesikler bunlara
ornek olarak gosterilebilir. Giinlimiiz hastaliklarindan en yaygin olanlar arasinda
gosterilen kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin yaklagik %70’ini bitkilerden elde
edilen dogal ilaglar olusturmaktadir.*6!

Modern tibbin gelisimiyle birlikte bitkilerin sahip oldugu iyilestirici etkisini
meydana getiren etkenler {izerine ileri diizeyde calismalar yapilmis ve bir¢ok faydali
bulus ortaya konmustur. Giiniimiizde kullanilan sentetik iiriinlere karsi elde edilen bu
bitkisel kaynakli maddeler, uygulama kolayligi, azalan tedavi siiresi, giivenli doz
araliginin genis olmasi, minimum yan etki, iiretim ve elde etme maliyeti yoniinden de
iistiinliikleri ortaya konulmus ve insan hayatina kazandirilmistir.62

Gilinlimiiz diinyasmnin en Onemli hastaliklar1 arasinda gosterilen {lser
tedavisinde de bitkiler yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bundan dolay: halk tibbinda
degisik hastaliklarin tedavisinde kullanilan ve daha 6nce yapilan ¢alismalarda da tilsere
kars1 koruyucu etkisi belirlenen®® Maclura pomifera bitkisinin, bu etkiyi hangi
metabolit(ler) aracilifiyla gergeklestirdigi ve etkinin mekanizmasinin nasil isledigini

tespit etmek amaglanmis; dolayisiyla sunulan bu arastirmada Maclura pomifera
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bitkisinden saflastirilan pomiferin (PMF) maddesinin ratlarda indometazin (IND) ile

olusturulan akut mide hasar1 lizerine antitilser etkisi arastirilmastir.

Pomiferin {izerine hayvanlarda yapilan immiinolojik caligmalarda giiclii

antimikrobiyal etkilerinin oldugu bildirilmigtir.163-16°

Pomiferin antioksidan ve antimikrobiyal etki gosterdigi gibi yapilan in vitro
calismalarda PMF meme kanseri, akciger kanseri, prostat kanser hiicreleri, bobrek
kanseri dahil c¢esitli tiimor hiicre hatlar1 i{izerine antitimor etkiler gosterdigi

bildirilmistir.163-166

Yapilan bir c¢alismada PMF’nin total antioksidan kapasiteyi ve siiperoksit
dismutaz aktivitesini arttirdigi, malondialdehit oranini diisiirerek bobrek fonksiyonlarinin

(kreatinin ve kandaki iire) iyilesmesinde dnemli bir rol oynadig1 gosterilmistir.1%’

Yine pomiferinin etkileri lizerine yapilan ¢alismalardan birisi de, iskemi ve
reperfiizyona maruz kalan rat kalpleri lizerine kardiyo-koruyucu etkisi oldugu tespit
edilmis bunun da lipid peroksidasyonu mekanizmas:1 iizerinden gergeklestigi
bildirilmistir. Pomiferin, hiicre membraninda LPO seviyesini diisiirerek serbest

radikallere kars1 savunma mekanizmas1 olusturarak bu etkiyi gerceklestirir. 68 16°

Bunlara ilaveten streptozotosin ile indiiklenen diyabetik ratlarda pomiferin ve
osajinin antidiyabetik etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada, 100 ile 300 mg/kg/giin
pomiferin uygulanan rat gruplarinda 14 giin boyunca serum trigliserid miktarinin
azaldig1 ve serum glukoz seviyesinde énemli bir diigiis meydana getirdigi gozlenmistir.
Ek olarak, diyabetik ratlarda insulin miktar1 artarken normal ratlarda etkisinin olmadig:

ve pomiferinin osajine gére daha iyi antidiyabetik etki gosterdigi bildirilmistir.'"
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Ulser ¢ogunlukla mide, duodenum da goriiliirken az oranda da &zefagusta
goriiliir.* Ulsere sebep olan en &nemli faktorler; midede Helicobacter pylori
infeksiyonu'’2, NSAII kullanim1 ve gastrik asit salgisiin artmasidir. Bu faktorlerin
yanisira sigara, alkol ve glukokortikoid ila¢ kullanimi, agir stres altinda kalmak,
radyasyon ve kemoterapi de iilser olusumasima sebep olan onemli etkenlerdir.!’®
15(lser ayn1 zamanda, baz1 psikiyatrik tedaviler esnasinda da ortaya ¢ikmaktadir ve
tilsere sebep olan bu tedaviler arasinda en yaygin olarak depresyon gosterilmektedir.
Ciinkii selektif serotonin reuptake (geri emilim) inhibitorleri gibi antidepresanlar da
gastrointestinal kanamalara neden olmaktadir.!’® Bu durumda ila¢ kullanimina baglh
tilser olusumunun 6ngoriilebilecegi kanisina varilabilir. Ciinkii bu ilaglardan bazilari
Omiir boyu kullanilmak zorunda kalmabilir.

Bunlarin yanisira iilsere sebep olan faktorlerden birisi de stresdir. Stres ve iilser
arasindaki iligkiyi arastirmak i¢in deneysel olarak immobilizasyon, sogukta birakma ve
yiizdiirme yontemleri denenmistir.’’ Bu yontemler kullanilarak yapilan incelemelerde
stres, mast hiicre degraniilasyonuna sebebiyet vererkek histamin salinimini arttirmais,
hipermotiliteye, mukus tabakasinin zayiflamasina ve mide mukoza kan akisinin

bozulmasina neden olmustur,178-18!

Bunlara ilaveten stresin prostaglandinler, nérepeptitler ve nitrik oksit (NO) gibi
midenin korunmasinda gorev alan ajanlar lizerinden mukozal savunmay1 zayiflattig
bildirilmistir.'8?

NSAIi’lerin kullanimu iilserin ana sebeplerinden birisidir. Bu ilaglarin kullanim1
ozellikle yash popiilasyonda (kronik romatizmal hastaliklar, eklem rahatsizliklar1 vb.
nedenlerle) artmis olup, her yastan insanlarda kanamaya kadar varabilen

komplikasyonlarla gastrik yaralar olusturmaktadir.'® Kullanim siklig1 bakimindan en
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iist siralarda yer alan aspirin, ibuprofen ve indometazin gibi agr1 kesiciler, romatoid
artrit ve diger pek ¢ok akut ve kronik inflamatuar problemlerin tedavisinde 6nemli bir
yere sahipken, ayni zamanda midede diger bir inflamasyon tiirli olan iilsere de neden
olmaktadirlar. NSAIl’ler bircok yan etkiye sahip olmalarmnin yanisira en belirgin
etkilerini gastrointestinal dokuda hasar olusumuyla gostermektedir. Bu hasarin
meydana gelmesinde, mide dokusundaki sitoprotektif prostaglandinlerin sentezini
inhibe ederler ve buna bagli olarak mukus ve bikarbonat sekresyonu, yiizey epitel
hidrofobikligi ve mukozal kan akisi gibi midenin koruyucu mekanizmalarini devre disi
birakmada etkin bir rol oynamaktadir. Meydana gelen bu degisimlerle beraber
NSAII’ler, mide asidinin dokuda hasar vermek iizere bu yiizeyden igeriye dogru yayilir
ve hemorajik (kanamali) iilserlerin olusmasina sebep olurlar. Ayrica NSAIil’ler

16kotrien sentezini arttirarak tahrip edici etkilerini giiclendirmektedir.'8* 18°

Non-steroid antiinflamatuarlar yaygin sindirim sistemi inflamasyonlarina ve
artan sindirim kanali mukoza permeabilitesi ile karakterize enteropatiye neden
olabilmektedirler. NSAII’lerin sebep oldugu bu durum klinik olarak gizli kan kaybu,
demir eksikligi anemisi, malabsorbsiyon ve protein kaybina yol agan enteropati
seklinde sonuclar géisterebilir.186 Ayrica, NSAII’ler inflamatuar bagirsak hastaliklari
lezyonlarina benzer bulgular verebilir ve gelismekte olan inflamatuar bagirsak
hastaliklarmin da aktive edebilirler.'®’

Non-steroid antiinflamatuar grubu ilaglarin bazi formlari da belirgin yan etkilere
yol actiklar1 bildirilmistir. Ozellikle bu grubun fitil formlarinm, aniis ve rektumda

inflamasyon, iilser ve darliklara sebep oldugu belirtilmistir.18’

Kullanimi artan NSAIl’lerin etkileri {izerine her ne kadar cesitli arastirmalar

yapilmis olsa da, genelde daha ¢ok iilser iizerine yogunlasilmistir. Diger taraftan NSAIi
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grubu ilaglar tiiketim sikligina bagli olarak kendilerinin direkt yan etki gdstermelerinin
yanisira, bu grup ilaglarin gastrointestinal sistemde meydana getirdikleri yan etkileri
azaltmak i¢in kullanilan anti asitler, proton pompa inhibitorleri ve histamin reseptor
antogonistleri (ranitidin, simetidin vb.) gibi ilaglarin yan etki gériilme siklig1 da, bu iki
grubun birlikte kullanimiyla artmaktadir. Ornegin aliiminyum ve magnezyum ihtiva
eden antiasit grubu ilaglar mide ve idrar pH’n1 arttirir ve bundan dolay1 zayif asit
yapisinda olan NSAIl’lerin emiliminin azalmasina neden olmaktadirlar.? Bu sebeple bu
ilaglarin etkinliginin azalmasindan dolay: daha fazla kullanimini1 gerektirir ve bu da
yiiksek iilser riskini ortaya ¢ikarmaktadir. Simetidin ve ranitidin gibi Hz reseptor
antogonistlerinin, ketoprofen, ibuprofen, naproksen, tenoksikam gibi NSAil’lerle az da

olsa etkilesime girdikleri belirtilmektedir.'8’

H> reseptor antogonistleri asit salgisin1 baskilamakta ve mide pH’sini
alkalilestirmektedir. Diisen pH’ya bagirsak florasindaki artisin eslik etmesi ile mide
iceriginde daha fazla nitratlanma meydana gelir, dolayisiyla muhtemel kanserojenik
etkilerin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Bu grup ilaglardan olan simetidin ise bu
kanserojenik nitrath yapiyr kendi yapisinda bulundurmaktadir. Aym1 zamanda, H2
reseptor antogonisti kullanan hastalarda sindirim sistemi kanserlerindeki artig dikkat
cekmisgtir,3 188 189

Ulser tedavisinde bu ilaglarm yani sira cogunlukla proton pompa inhibitdrii
(PPI) olan ilaclar da (omeprazol, lasoprazol vs. gibi) kullanilmaktadir. PPT’lar mide
dokusunda bulunan proton pompalarinin (H'/K* ATPaz) fonksiyonunu geri

doniisiimsiiz olarak inhibe ederler ve bu mekanizmayla mide liimenine asit salinimini

durdurmaktadirlar.1°
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Bu ilaglarin yan etkilerini ortaya koyan cesitli ¢alismalar bulunmaktadir. Bu

calismalara drnek olarak; PPI kullanimi gastrin salgisini yiikksek oranda arttirarak timor

191

olusumuna sebep oldugu bildirilmistir.™”* Menapoz geg¢irmis ve sigara kullanan

kadinlarin 2 yildan fazla PPI kullanmalar1 sonucunda kemik erimesi ve kalca
kiriklarinin meydana geldigi rapor edilmistir.® Amerika’da goniillii deneklerle yapilan
bir calismada reflii tedavisinde siklikla kullanilan someprazol ile gece uyku sirasinda
ortaya ¢ikan asitsiz reflii sayisinin normalden 4 kat daha ¢ok oldugu ve uyku kalitesinin

olumsuz etkilendigi gozlenmistir.1%2

Ayn1 zamanda PP tiirevi ilaglarin uzun siireli kullanimiyla gesitli yan etkilerde
meydana gelmektedir. Bunlardan en onemli olanlar;; hipomagnezemi®® mide
mukozasinin incelmesi'® 'mide pH’sinin azalmasiyla bakteriyel ishallerin artmasi'®,
{ist fundusta polip olusumu'®, yasllarda Bi2 vitamini eksikligi®, hasta olmayanlarda
salg1 azalmasi ve bagimlilik®®’, kalp ritim bozukluklari'! gibi yan etkilerdir.

Giintimiizde iilser tedavisinde bu ilag gruplarinin kullanimiyla, elektif (kosullara
bagli) cerrahi gereksinimi azalmasina ragmen meydana gelen komplikasyonlar sonucu
ihtiya¢ duyulan acil gastrointestinal cerrahi operasyon sikliginda herhangi bir degisiklik
olmamustir.'8

Deney hayvanlari iizerinde yapilan iilser calismlar1 genellikle NSAII’lerin iilser
olusumu yan etkisinden faydalanilarak yapilir. Buna bagl olarak deney hayvanlar
iizerine uygulanan NSAII’ler kisa zamanda gastrik hasar meydana getirerek dokuda
cesitli patolojik degisiklikler meydana getirmektedirler.1%® Bu ilaglarmn yan etkilerinden
yaralanilarak yapilan benzer arastirmalarda, IND’nin ratlara uygulanmasiyla mide

dokusunun histopatolojisinde, hemoraji, makrofaj agirlikli mononiikleer hiicre
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infiltrasyonlar1, n6trofil, epitel hiicre dokiintiileri ve konjesyonlar meydana geldigi
bildirilmistir.14 1%

Indometazin aynm1 zamanda bu degisikliklerin yani1 sira mide dokusu
hiicrelerinde de cesitli degisiklikler meydana getirmektedir. Bu degisikliklerin basinda
antioksidan savunma mekanizmasimin ¢iktig1 sdylenebilir. NSAII grubu ilaglar1 mide
dokusunda prostaglandin sentezini inhibe ederek iilser olusumunda 6nemli bir rol
oynayarak ortaya ¢ikmaktadir.?%® Fakat son yillarda yapilan ¢alismalar, IND gibi NSAIi
ilaglarin etkilerinin sadece bu yolla iilser olusturmadigi, ayn1 zamanda mide dokusu
hiicrelerinde antioksidan mekanizmanin dengesinde de bozulmalar meydana
getirdikleri ortaya konulmus ve bu mekanizmanin sebep oldugu bozulmalarda artan
ROS miktarmin da 6nemli derecede rol oynadigini gostermektedir.* 2° ROS
miktarindaki artigla birlikte dokuda LPO seviyesi artar ve bu da iilser olusumunun
miktarini ve hizim da arttirmaktadir.?°> 202 Bunlara ek olarak, doku glukoz seviyesini

204

azaltmalar1®™*, MPO ve NOS aktivitelerini de arttirmalar1 hasar olusumundaki 6nemli

etkilerinden sayilabilir.2%% 206

Ratlara IND ile deneysel olarak olusturulan iilser modelinde intraperitonal yolla
verilen ozonun etkisinin olmadig1 gibi iilser alanini arttirdig1 bildirilmistir.?%’ Ortaya
cikan bu durumun sebebi ozonun peroksit radikalleri ile reaksiyona girmesi sonucu
serbest radikalleri arttirmasi ve ortamda artan ROS miktari iilseri iyilestirmekten ziyade
olusum siirecini kolaylastirdig1 diisiiniilebilir.?%® 2° Elde edilen bu bulgular 15181nda
iilser olusumunda siiperoksit radikallerinin ne kadar Onemli oldugunu ortaya
koymaktadir. Ulser olusumunda siiperoksit radikallerinin yanisira hidroksil (‘OH),

hidrojen peroksit, nitrik oksit, peroksinitrit gibi radikallerin de ¢esitli reaksiyonlarla
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midede hasar olusumunda énemli oranda sebebiyet verdikleri bilinmektedir.* 5% 140 210-

215

Indometazin ile olusturulan {ilser modeli iizerine yapilmis taranan tiim
caligmalarda IND uygulanan kontrol grubu dokularinda iilser oranina paralel bir LPO
artis1 gozlenmektedir.® 1 198,199, 201,202, 216-229 \yine penzer bir ¢alismada Chattopadhyay
ve ark.®! midede radikal miktarlarini 6lgerek, IND verilen kontrol grubunda mide asidi
ve radikal miktarlarinin asir1 derecede arttigini, buna baglh olarak da LPO seviyelerinin
arttigini bildirmislerdir. Mevcut ¢aligmada LPO ile ilgili elde edilen bulgular literatiir
ile uyum icerisindedir. Mevcut calismada da deney sonunda alinan mide dokularinda
kontrol grubu LPO seviyelerinin saglikli gruba oranla asir1 miktarda yiiksek bulunmus
ve bunun sebebininde yukardaki bahsedilen ROS miktarindaki artisa bagli olarak
tesekkiil ettigi diistiniilmektedir. Ayrica, mevcut ¢alismada tedavi gruplarinda (100, 200
ve 300 mg/kg dozlarda PMF uygulanan) doza bagli olarak LPO seviyelerinde dikkate
deger bir azalma gozlenmesi, LPO ile iilser arasindaki iligkiyi agikca ortaya
koymaktadir. Tiim bu verilerin 1518inda LPO’nun sadece oksidatif stresin degil, aym
zamanda hiicresel hasarlarinda 6nemli bir indikatorii olarak kullanilabilecegi
diistiniilmektedir.

Organizmalar, ROS’nin olusturdugu her tiirlii hasar1 savusturabilecek veya
diizeltebilecek ¢ok sayida mekanizmaya sahip oldugundan dolayi bu zararl radikallerin
meydana getirdikleri olumsuz etkiler, primer olarak enzimler, sekonder olarak da
antioksidan 6zelligi bulunan vitaminler, glutatyon, melatonin vb. bir¢ok savunma
ajanlarinca azaltilabilir veya engellenebilir. 8% 230
Her ne kadar viicutta savunma mekanizmalar1 olsa da Oz, ‘HO ve H.O> gibi

ROS miktarlarindaki artis veya birikme, membranlarin (lipidlerin), proteinlerin,

ekstraseliiler matriksteki glikozaminoglikanlarin ve hatta niikleik asitlerin yapilarini
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bozabilirler. Buda zincirleme reaksiyonlarla hiicre 6liimiine ve doku hasarina neden

bircok mekanizmayi baslatmasina sebep olur.* 140: 211, 212, 223,229

Viicutta savunma mekanizmasinin ilk hattin1 iyi bir antioksidan olan SOD
enzimi olusturmaktadir. Siiperoksit radikallerinin etkisiz hale getirilmesinde anahtar
gorev olan SOD enziminin aktivitesinin artmasi veya azalmasi ayn1 zamanda meydana
gelmis olan siiperoksit radikal miktar1 hakkinda da bizlere fikir verebilir.!%® Ulser
alanmnin ve LPO miktarmin azalmasi bu ilk basamagin 6nemli rol oynadigin
diistindiirmektedir. Siiperoksit radikali zayif bir radikal goriilmesine ragmen;
kendisinden daha tehlikeli ve hatta en tehlikeli ve zararli kabul edilen hidroksil
radikalinin olusumunda 6nemli bir rolii vardir. Bunu en iyi sekilde ortaya koyan
calismalardan biri de mide ortaminda yapilan radikalik Slgtimlerde hidroksil radikali
miktarinin 5 kata kadar artmasi agik¢a ortaya koymaktadir.>! Mide pariyetal hiicreleri
mide liimenine H* pompaladiklarindan, ortamdaki siiperoksit radikallerinin de bu
protonlar ile birleserek ‘OH radikali miktarini arttirabilecegini diisiiniilmektedir.> 23!

Mevcut calismada alinan mide dokularindaki SOD aktivitesi goz Oniine
alindiginda IND tarafindan 6nemli derecede inhibe edildigi tespit edilmistir. Uygulanan
PMF’nin ise doza bagimli olarak SOD aktivitesini arttirdigr belirlenmistir. Yine
calismamiz da tedavi ilaglarinin artan doz miktarryla SOD aktivitesinin daha ¢ok artip
saglikl1 SOD aktivitesine yaklastig1 da tespit edilmistir. Ajaikumar ve ark. % tarafindan
Punica granatum bitkisinin metanol ekstradinin ratlarda aspirin ve etanol ile
olusturulan iilser iizerine yapilan bir ¢alismada, bir NSAII grubu olan aspirinin SOD
aktivitesini onemli oranda disiirdigiinii, verilen ¢esitli dozlardaki ekstratin ise bu
azalan aktiviteyi arttirdigi ve buna bagl olarak da {ilser alanlarmin azaldigim

bildirilmistir.

70



Dengiz ve ark. 2!® tarafindan amiodaronun ratlarda IND ile olusturulan iilser
modeli iizerine yapilan bir ¢alismada, IND verilen ratlarin mide dokularinda SOD
aktivitesinin onemli diizeyde azaldigini, amiodaronun ise azalan bu aktiviteyi arttirdig
belirtilmistir.

Calismada elde edilen sonuglara paralel olarak diklofenak sodyum, meloksikam,
ketoprofenil ve IND gibi ¢esitli NSAIi’larin da, rat mide dokularinda SOD aktivitesini
azalttiklarini ortaya koyan ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir,?17 224 225,232

H202, her ne kadar eslenmemis bir elektron icermemesi sebebiyle gergekte
radikal olmasa da pargalanma triinleri ROS olan; Fe ve Cu gibi gecis metallerinin
varliginda ve/veya asidik ortamlarda siiperoksit radikalleri ile reaksiyona girerek en
zararh ve reaktif dzellikte olan hidroksil radikallerinin meydana gelmesinde rol alir.%® 1. 184
Bundan dolay1 ortamdaki H2O2 nin uzaklastirilmasi 6nemlidir.

GPO ve KAT enzimleri, peroksitlerle miicadelede antioksidan savunma
mekanizmasinin ikinci basamaginda yer almaktadir. Bu enzimler H202’yi suya
doniistiirerek zayif radikal giiciinii ortadan kaldirirlar.” 8 Her iki enzimde H20; i¢in
yarismaktadirlar.?3

Calismada yapilan KAT aktivitesi 6l¢timlerinde, kontrol grubunda bu aktivitenin
onemli derecede arttigi bulunmustur. KAT aktivitesi lizerine hem referans ilag hem de
PMF’ nin biitiin dozlar pozitif yonde etki gostererek katalaz seviyesini saglikli seviyesine
yaklagtirmistir. Bunun sonucunda ise ortamdan uzaklastirilan H2O2’nin ileri derecede
zararl peroksit radikallerinin olusumunu azalttig1 hatta engelledigi, bu sayede de iilsere
karst yapilan savunmada 6nemli bir katki yaptigr diistiniilmektedir. Mide dokusunda
indometazin vasitastyla KAT aktivitesinin artirildigs literatiirlerde belirtilmigtir, 217 232234

Mide ve barsak dokularinin korunmasinda 6nemli gorevleri bulanan GSH

oksidatif yikima kars1 iyi bir savunma elemanmidir.® 235237 Baz; bitkisel kaynakli
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metabolitlerin LPO seviyesini diisiiriicii etkilerinin bulundugunu ve bu etkinin ise GSH
ve buna bagli enzimlerin (GPO, GST ve GGT) miktarlarini arttirarak gercgeklestigi
ortaya atilmistir.?® 2° Ayn1 zamanda ¢esitli dokularda bulunan GSH ile buna baglh
enzimlerin antioksidan savunma ve detoksifikasyondaki rolleri sebebiyle dnemli bir

koruyucu faktor olduklar belirtilmistir. 240-242

Mevcut caligmada kontrol grubu (IND) dokularinda GSH miktar1 sagliklt
dokularla mukayese edildiginde anlamli derecede diisiik bulunmustur. Bu diisiisiin,
yukarida da bahsedildigi sekilde radikal miktarindaki artisa bagl olarak, ortamdaki
GSH’nun tiiketildigini acik¢a gozler oniine sermektedir. Diger yandan REF ve PMF
tedavi gruplarmin tamaminda tedaviye paralel GSH miktarlarindaki artig, oksidatif
hasarm azaldigini isaret etmektedir. Tiim bu verilerden yola ¢ikarak GSH miktarinin;
direk olarak antioksidan savunmayi, indirek olarak ise oksidatif hasari isaret eden bir
belirte¢ olabilecegi soylenebilir. Ciinkii ROS’larla miicadelenin GSH’a kalmasi
antioksidan savunmanin ¢aligmadigini, organizmanin son ¢are olarak elinde kalan
GSH’1 kullandigin1 gostermektedir. Nitekim SOD enziminin inhibe olmasi da bunu
dogrulamaktadir. Yine GSH miktarinin azalmasinin ortamdaki radikallere baglandigini,
dolayisiyla bu radikallerin miktarlarin arttigin1 dogrulamaktadir.

Kaplan ve ark.?*8 tarafindan ratlarda IND ile meydana getirilen gastrik oksidatif
stres modeli iizerine yapilan bir ¢alismada, IND uygulamasinin rat mide dokusunda
GSH miktarin1 6nemli oranda azaltirken tedavi i¢in uygulanan alfa-lipoik asitin ise
azalan bu miktar1 arttirdig: bildirilmistir.

Halic1 ve ark 8 tarafindan ratlarda IND ile olusturulan gastrik hasar iizerine
yapilan bir caligmada, rat mide dokusunda GSH miktar1 IND tarafindan 6nemli diizeyde
azaldigini, Ramalina capitata likeninden elde edilen su ve etanol ekstrelerinin ise azalan

GSH miktarimi arttirdig: belirtilmistir.
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Yakin zamanda, bitkisel kaynakli bircok metabolitin NSAIl’lerin
uygulanilmasiyla olusturulan akut mide hasarlar1 {izerine olumlu etkilerinin oldugu
gosterilmistir. Berenguer ve ark.?* tarafindan ratlarda NSAII (diklofenak sodyum) ile
indiiklenen gastrik hasar {izerine Rhizophora mangle bitkisi su ekstresinin etkisi
incelenmis ve olusan hasarin bu ekstre tarafindan Onemli oranda azaltildig
belirlenmistir.

Monteiro ve ark. 2** tarafindan Lippia sidoides bitkisinin yapraklarindan elde
edilen esansiyel yaglarin farelerde gastroprotektif (etanol modeli) ve antiinflamatuar
(kulak 6demi modeli) etkisi incelenmis, bu bitkiden elde edilen esansiyel yaglarin iyi
gastroprotektif ve antiinflamatuar etki gosterdikleri bildirilmistir.

Calisma sonunda elde edilen biyokimyasal analizler, istatistiksel analizler ve
makroskobik analizler géz oniine alindiginda, ¢alisma verileri ile mevcut literatiirler

benzerlik gosterdigi goriilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Calismada Maclura pomifera bitkisinden saflastiritlan PMF maddesinin ratlarda
IND ile olusturulan iilser modeli lizerine etkileri aragtirilmis olup, elde edilen sonuglar
PMF’nin iilser olusumunu engelledigi ve hatta glinlimiizde yaygin olarak kullanilan
ranitidin gibi etken maddeli ilaglardan daha etkili oldugunu gostermistir.

Giliniimiizde iilser hastaliginda yaygin olarak kullanilan ranitidin, lansaprazol ve
famotidin gibi pozitif etki gosteren ilaclara benzer olarak pomiferin etken maddesi de
ileride yapilabilecek olan farmasotik teknolijik calismalar ile alternatif bir ilag olarak

piyasaya siiriilebilir ve iilser tedavisinde kullanilabilecegi kanaatindeyiz.
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