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OZET

Normal metabolik reaksiyonlarin isleyisi esnasinda siirekli olarak az miktarda
olusan serbest radikaller, hiuicre i¢i ve disi gesitli antioksidan molekillerle belli bir
optimal dlzeyde tutulurlar. Serbest radikallerin asin artisi ve / veya antioksidan
sistemlerdeki bir yetersizligin ve stres hormonlarinin, gastrik hastaliklar dahil (llser,
kanser vs.) bir ¢gok hastaligin etyopatogenezinde rol aldigi kabul edilmektedir. Bu
¢alismada normal bir adrenal bezin eritrosit ve mide dokusundaki oksidan (MDA) ve
antioksidan enzimler (GPx, SOD ve GSH) (zerine olan etkilerinin arastiriimasi
amaglanmistir.

230 + 20 gr agirhginda 33 adet albino Wistar cinsi digi sigan; kontrol (grup 1),
yalanci operasyon (grup ) ve adrenalektomili grup (grup lil) olmak lzere rasgele (g
gruba bélindld. Grup Hl ve IllI'e uygulanan operasyonun 8. giun( butin gruplardaki
hayvanlardan intrakardiyak kan alindiktan sonra, h ayvanlar d ekapitasyonla ¢ Idur{ldi
ve hemen biyokimyasal analizler i¢in mide dokular alindi.

Mide dokusunda oélgilen GPx ve SOD aktiviteleri (p<0.05, her ikisi igin) ve MDA
dizeyi yalanci operasyon grubu ile karsilastinldiginda adrenalektomili grupta anlamli
derecede dusuk (p<0.01), GSH dizeyleri ise yiksek bulundu (p<0.05). Eritrositlerde
6lctilen GSH duzeyi grup 1l ile karsilastinldiginda grup li'de anlamli derecede yiiksek
(p<0.05), MDA duzeyi ise dustk bulundu (p<0.05). Grup lll'de &l¢llen eritrosit ve mide
dokusundaki GPx, SOD, GSH ve MDA duzeyleri grup 1 ile karsilastiriididinda, gruplar
arasindaki fark istatistiki olarak anlamii degildi.

Adrenalektomi, adrenal kaynakli bir veya birden ¢ok faktoérin etkisi ile, eritrosit
ve mide dokusundaki strese karsl normal antioksidan cevabi zayiflatmaktadir. Adrenal
kaynakli hormonlar farkli dokularda metabolizmayi gok yoénlu etkileyebileceginden,
stres olusumu mekanizmasini agiklayabilmek igcin adrenal kaynakl faktérierle oksidan-
antioksidan molekdller arasindaki iligkiyi daha net ortaya koyabilmek igin spesifik fakat

kapsamli deney protokolleri gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: adrenalektomi, oksidatif stres, antioksidanlar, gastrik Glser
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ABSTRACT

During normal metabolic reactions in body, free radicals produced little and
continuously are in optimal levels with extracellular and intracellular antioxidant
molecules. It has been believed that overproducing of free radicals and/or deficiency of
antioxidant systems, and stress hormones play a role in etiopathogenesis of many
diseases such as ulcer and cancer. In this study, it was aimed that effect of a normal
adrenal gland on oxidant and antioxidant enzymes was investigated in gastric tissue
and erythrocyte.

A total of 33 Wistar albino female rats, weighing 230+£20 gr were used in this
study. Animals were grouped as control (group I), sham operation (group lI),
adrenalectomized group (group lll). Eight days after operation on group Il and Ill,
intracardiac blood was withdrawn from each animal in all groups. Animals were killed
by decapitation and stomaces were removed for biochemical analyzes.

GPx, SOD activities (p<0.05) and MDA levels were compared with sham
operation group in a gastric tissue. It was seen that these levels were significantly low
(p<0.01) and GSH levels were high (p<0.05). GSH levels in erythrocyte were compared
with group [l, and it was significantly high (p<0.05) in group Ill, while MDA levels were
low (p<0.05). In group I, GPx, SOD, GSH and MDA levels of gastric tissue and
erythrocyte were compared with group I. There was no statistically significant
difference among groups.

Adrenalectomy reduces normal antioxidant response to stress in gastric tissue
and erythrocyte via much factor resulting from adrenal gland. Adrenal hormones affect
metabolism versatility. For »this reason specific and comprehensive studies are needed
to elucidate exactly mechanism of stress formation and relation between adrenal

factors and oxidant-antioxidant molecuies.

Key words: adrenalectomy, oxidative stress, antioxidants, gastric ulcer
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KISALTMALAR

CBG: Kortizol Baglayici Globulin
DHEA: Dehidroepiandrosteron
ER: Endoplazmik retikulum
GPx: Glutatyon peroksidaz
GSH: Redikte glutatyon

H,0,: Hidrojen peroksit

MDA: Malondialdehid

MT: Mitokondri

NO’: Nitrik oksit

0, : Superoksit radikali

OH’: Hidroksil radikali

'0,: Singlet oksijen

PUFA: Poliansatire yag asidi
ROT: Reaktif oksijen torleri
SOR: Serbest oksijen radikalleri
SOD: Superoksid dismutaz
XO: Ksantin oksidaz
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1. GIRIS ve AMAG

Serbest radikaller bir veya daha fazla paylasilmamis elektron igeren, oldukga
reaktif atom veya molekillerdir (1). Biyolojik sistemlerdeki en énemli radikaller, hem
fizyolojik hem de fizyolojik olmayan sartlarda ¢esitli biyokimyasal reaksiyoniar
esnasinda olusan serbest oksijen radikalleri (SOR) dir (2). Normal kosullarda SOR,
intraselltler ve ekstraselliiler ortamda bulunan superoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon
peroksidaz (GPx) gibi antioksidan enzimler ile ve/veya glutatyon, albumin,
sertloplazmin, ferritin, vitamin A, C ve E gibi enzim olmayan antioksidan 6zellige sahip
maddelerle belli bir optimal dlizeyde tutulmaktadirlar (3-5).

SOR'nin asiri artist veya antioksidan sisteminde yetersizlifin kanser (6),
ateroskleroz (7), kardiyo-serebrovaskuiler hastalikiar (8, 9), gastrik tlser (10) gibi bir
¢ok hastaliin etyopatogenezinde rol aldigi kabul edilmektedir. Bununia birlikte
SOR'nin sebep oldugu gastrik mukozal hasarin mekanizmasi tam olarak bilinmiyor.

Herhangi bir nedenle artmis SOR, poliansatiire yag asitleri, sulfir iceren amino
asitli proteinler ve nukleik asitlerle kolayca reaksiyona girerler (11). Bu durum biyolojik
membranlarin yapisini bozarak epitel ve endotelin bariyer 6zelligini olumsuz yonde
etkileyebilir. Buna ilaveten artmig SOR, antioksidan enzimlerin inaktivasyuonuna yol
acarak da bu sidrecin hizlanmasini sagdlayabilir. Ayrica SOR, arasidonik asit
metabolizmasinin Grinleri ile etkileserek tromboksan olusumunu stimille eder ve
olusan tromboksan mukozal ve submukozal damarlan kontrakte ederek kan akimini
engelleyen sekonder bir mekanizmayla gastrik hasar olusumunu kolaylastirabilir (12).

Endojen antioksidan molekiillerin, akut gastrik mukozal hasarin olugsumuna
karst 6nemli koruyucu ozellik gosterdigi ifade edilmektedir. Endojen bir antioksidan
olan redukte glutatyon (GSH), 6zellikle insan ve siganlarin gastrik mukozasinda yiiksek
konsantrasyonlarda bulunur (13-15). GSH, proteinlerin — SH gruplarini rediikte halde
tutar ve bu gruplari oksidasyona kargi koruyarak mukozal bittinligin saglanmasinda
6nemli rol oynar (16, 17). Endojen siifidril konsantrasyonunun azaldi§i durumlarda
gastrik mukus hucrelerinin serbest oksijen radikallerine ve gastrik asit salgisina karsi
hassasiyetlerinin artti§! degisik calismalarda ifade edilmistir (15, 17, 18).

Insan gastrik mukozasinda, superoksid radikallerini hidrojen perokside (H,O,)
dénlstiren, hem mitokondrial Mn-SOD hem de sitozolik Cu,Zn-SOD enzimleri ve
olusan H,O;'leri metabolize eden GPx ve KAT enzimleri bulunur (19). Yapilan bir klinik
calismada, gastrik dlserli dokuda, GPx ve SOD aktiviteleri ve GSH dizeyinin azaldigi,
buna karsgilik lipid peroksidasyonunun bir géstergesi olarak 6lgiilen tiobarbutirik asit



reaktif substanslari (TBARS)‘nin kontrol grubuna gére anlamli bir sekilde artti§: ifade
edilmistir (20).

Endokrin sistemdeki uygun iglerligin ve kargihkh etkilegimin saglanmas;,
homeostatik dengenin korunmasinda en 6nemli faktérlerden biridir. Adrenal bez,
metabolizmada son derece 6nemli fonksiyonlari olan kortizol, aldosteron, adrenalin,
noradrenalin ve dopamin gibi molekdllerin sentez edildigi hayati éneme sahip bir
organdir. Bilindigi gibi fiziksel ve emosyonel travma, agir infeksiyonlar, sepsis ve
cerrahi girisimler gibi, stres olusturan bir gok durumda 6zellikle adrenal korteks salgilari
biyuk rol oynamaktadir (21-23). Stres durumlarinda sempatik sinir sisteminin
uyariimasiyla adrenal medulla salgilarinin artmasi sonucu plazma katekolamin
duzeyleri yikselir. Katekolaminlerin oksidasyonu ise serbest radikal kaynagidir (24,
25).

Glukokortikoidlerin, kortikosteroid reseptéleri bulunduran periferal dokularda
antioksidan enzimler igin duzenleyici bir faktér oldugu cesitli ¢alismalarda ifade
edilmektedir (26-29). Yapilan bir galismada, adrenomeditillektomili siganlarin peritoneal
makrofaj huicrelerinde, SOD ve GPx aktiviteleri ve H,O, tiretiminin kontrol grubuna gére
anlamh sekilde dustugu, bu dustsin deksametazon verilen grupda daha az oldugu
ifade edilmis ve bu hiicrelerde glukokortikoidler ve adrenalinin, antioksidan enzim
aktivitelerini fizyolojik olarak regtile edebilecegdi ifade edilmistir (30). Adrenalektomili
siganlar tizerinde yapilan bir bagka g¢alismada, subkutan glukokortikoid enjeksiyonunun
(10 mg/kg), beyin dokusunda antioksidan defans sistemini zayiflattigi, karaciger
dokusunda ise SOD aktivitesini artirirken, GPx aktivitelerini azalittigi belirtilmistir (31).

Endojen stres hormonlarini uzaklastirmak amaciyla adrenalektomi yapilan veya
intakt deney hayvanlarina gesitli Ulser olusturucu modeller (etanol ya da indometasin
verilmesi, sofukta tutma vs.) uygulanarak, stresle ilgili gastrik lezyonlarin geligimi
strecinde adrenal hormonlarin rolt ve keza gastrik Ulser olusumu UGzerine serbest
radikaller ve antioksidan molekiillerin etkileri incelenmis olmakla beraber (10, 32-34),
yaptigimiz literatir taramalarinda adrenal bezin mide dokusundaki antioksidan
savunma sistemleri lzerine olan etkilerini arastiran literatire rastlanmamistir. Bu
calismada eritrosit ve mide dokusunda, oksidan ve antioksidan sistemler Uzerine
normal bir adrenal bezin fizyolojik etkilerinin arastiriimasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Adrenal Gland (Bdbrekiistii Bezi)

Bobrekistl bezi, sag ve sol bébrek lzerinde, karin arka duvarina yaslanmis
olarak duran, retroperitonal yerlesimli bir ¢ift i¢ salgl organidir. Embriyolojik gelisim ve
fonksiyonlari bakimindan birbirinden tamamen farkli korteks ve medulla kisimlarindan
olusur (Sekil 2. 1). Adrenal korteks, fétal hayatin 4-6. haftalarinda ¢tlemik epitelden
(mezodermden) gelisirken, medulla kismi embriyolojik olusumun 7. haftasinda néral
krest'ten (néroektodernden) geligir. Adrenal medullayi olusturmak (zere kortekse dogru
goéc eden bu hlcreler feokromablastlara ve sempatoblastlara farklilasirlar.
Feokromablastlardan katekolaminleri (adrenalin, noradrenalin ve dopamin) sentezleyen
medullanin kromaffin hicreleri, sempatoblastlardan ise sempatik ganglion hicreleri
gelisir (35).

Cogu memelilerde bdbrekistl bezinin dortte G¢linti olusturan adrenal korteks,
sahip oldugu hiicre kimelerine gore ¢ tabakaya ayrilir (Bkz. Sekil 2. 1):

1. Zona Glomeruloza (ZG): Bu tabaka kapsulin hemen altinda yer alir ve
aldosteron salgtlayan hicreler ihtiva eder. Bu hicrelerin sekresyonlari ekstraselliler
sividaki anjiyotensin |l ve potasyum konsantrasyonlar tarafindan kontrol edilir.

2. Zona Fasikiilata (ZF): Korteksin yaklasik % 75'ini olusturur. Bu
tabakadan glukokortikoidlerin (kortizol, kortikosteron v.s.) yani sira az miktarda adrenal
androjenler ve &strojenler salgilanir. Bu hicrelerin sekresyonlari adrenokortikotropik
hormon (ACTH) araciligiyla hipotalamus-hipofiz aksi tarafindan kontrol edilir.

3. Zona Retikiilaris (ZR): Korteksin en derin tabakasidir. Buradaki
hiicrelerden adrenal androjenler ve az miktarda da 6strojenler ve bazi glukokortikoidler
salgitanir. Bu hiicrelerin sekresyonlari da ACTH tarafindan kontrol edilir (35, 36).

Adrenal medulla, iki tip kromaffin hucre igerir. Bunlardan biri iri granulla (yesil
floresans veren) noradrenalin salgilayan hiicreler, digeri daha ince granullti (floresans
gostermez) adrenalin salgilayan hicrelerdir. Medullada tek tek veya gruplar halinde bol
miktarda sempatik ganglion hicreleri bulunur (37).

Boébrekusti bezi; aorta, a. phrenica inferior ve renal arterden menseyini alan
¢ok sayida kuguk arter tarafindan beslenir. Her bir bezden tek bir ven gikar (v.
suprarenalis) ve venéz kani solda renal vene, sagda vena cava inferiora tagir. Medulla
venalarinin duvarlarinda diiz kas demetleri vardir ve gerekli durumlarda, kasilarak

adrenalin igeren kanin genel dolagima gegmesine engel olabilir. Ayrica lenfatik



dolasima sahip olan bdébrekisti bezinin sinirsel innervasyonu nervus vagus ve
splanchnicus tarafindan saglanir (plexus suprarenalis) (37).

$i5] Adrenokortikal doku
B Adrenomedailer doku

Kapsil

Adrenal glandlar
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Glomerdioza
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$ekil 2. 1. Adrenal Bezin Lokalizasyonu ve Histolojik Kesiti.

2.1.1. Adrenal Korteks Hormonlan

Adrenal korteks hormonlarinin ana kaynagi kolesteroldur. Kolesterol ise baslica
u¢ farkll kaynaktan saglanir; (1) plazma lipoproteinleri (LDL, HDL); (2) adrenal
hucrelerde bulunan kolesterol esterleri; (3) asetattan endojen sentez (38). Adrenal
kortekste farkli yapilarda gok sayida steroid sentez edilmesine ragmen, yasamsal
éneme sahip ve hormonal aktivite gésteren steroidler glukokortikoid, mineralokortikoid
ve cinsiyet hormonlari olmak izere U¢ grupda incelenir.

Steroidlerin temel yapisinda
U¢ tane 6 Kkarbonlu siklohekzan
halkasinin  olusturdugu fenantren
halkasi ile birlikte bir tane 5 karbonlu

siklopentan halkasinin yer aldig

siklopentanoperhidrofenantren halka
sistemi bulunmaktadir (Sekil 2. 2). Sekil 2. 2. Siklopentanoperhidrofenantren Halkas:.

Adrenokortikal steroidlerin 19 C' lu ve 21 C’ lu olmak {izere iki yapisal tipi vardir.
21 C’ lu steroidler hem glukokortikoid hem de mineralokortikoid aktiviteye sahipken, 19
C'’ lu steroidler androjenik aktiviteye sahiptir. Steroid hormonlar 3. C atomuna bagli bir
keton veya hidroksil grubu tasir. Bir gok steroidin 10. ve 13. karbonlarina bir metil grubu
ve bazilarinin 17. karbon atomuna hidroksil veya keton grubu baglanmigtir (Sekil 2. 3)



(35, 39). Adrenal steroid hormonlarin reseptérleri intrasellllar yerlesim g&sterir. Steroid
hormonlari, reseptorlri ile kompleks olusturduktan sonra, DNA yapisindaki 6zel
“hormona yanit elemanlarina” baglanarak gen ifadesini dizenlemektedirler. Tam
memelilerde steroid hormonlan mitokondri ve diiz endoplazmik reitkulumda gegen bir
seri reaksiyon ile olusur. Steroid sentezinde anahtar rol oynayan enzim sistemi

sitokrom P-450 yan zinciri koparici enzim (P-450scc) mitokondride lokalizedir (39, 40).

?HzOH H ?HzOH
C=0 Oyl C=
HO HiC \ -OH HO C
H,C HsC
0 (o}
Kortizol Aldosteron
OH O
HiC HaC
HsC HiC
o] HO
Testesteron DHEA

Sekil 2.3. Baz! Adrenal Hormonlann Kimyasal Yapilari.

2.1.1.1. Glukokortikoidler

En potent glukokortikoid olan kortizol ZF ve az miktarda da ZR'de sentez edilir.
Kortizol ve kortikosteron en ©&nemli glukokortikoidlerdir ve kortizol glukokortikoid
aktivitenin yaklasik % 95'inden, kortikosteron ise % 4’tiinden sorumludur (36, 39).

2.1.1.1.1. Biyosentezi

Kortizol sentezi igin pregnenolondan énce 17a-hidroksilasyon ve daha sonra gift
bagin izomerizasyonu gergeklesir. Bu reasiyonda 3pB-hidroksisteroid dehidrogenaz:
izomeraz kompleksi gérev alir. Kortizol, endoplazmik retikulumda (ER) 21-hidroksilaz
ve mitokondride 11pB- hidroksilazin etkileri ile 17a- hidroksiprogesterondan sentezlenir
(Sekil 2. 4) (41). Kortizol sentezi, hipotalamustan salinan kortikotropin saliverici faktor
(CRF) etkisiyle ACTH tarafindan dizenlenir. Sentezlenen kortizol, negatif feed-back
mekanizmayla bu hormonlarin salveriligini inhibe edr. ACTH, hicre yuzeyindeki
reseptorli aracilifiyla hicre igi cAMP'yi artirarak, kortekste steroid sentezini,
kolesterolun kortikal hiicre igerisine alinigini, kolesterol esterlerinin hidrolizini ve

kolesterolden pregnenolon olugsumunu hizlandirarak etki eder (39, 40, 42).
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Sekil 2.4. Adrenal Bezde Steroidlerin Sentezi.

Ciddi enfeksiyon, travma, yanik, veya cerrahi operasyonlarda, norepinefrin ve
serotonerjik-kolinerjik noronlarin aktivasyonuyla hipotalamustan CRF salgilanmasi
hipofizden ACTH salgilanmasini, dolayisiyla uyaranin siddeti ile orantili olarak kortizol
uretimini artinr (43, 44). Stres esnasinda, dolasimdaki artmig sitokin duzeyi,
hipotalamo-hipofizer-drenal aks'in uyariimasina neden olur (45). Ciddi hastalik
durumiarinda, CBG miktarinin hizli bir sekilde azalmasi, dolagsimdaki serbest kortizol
duzeyinde artiga yol agar (46). Nétrofil elastazlar tarafindan CBG'in pargalanmasindan
dolayl, kortizol serbest hale gelir ve inflamasyon bolgesinde serbest kortizol dizeyi
artabilir (47). Sistemik etkilerine ilaveten, sitokinler periferal kortizol metabolizmasini
degistirerek doku kortizol duzeyini (48) ve glukokortikoid reseptérlerinin kortizole
duyarlihg@ini artirabilir (49).

2.1.1.1.2. Metabolizmasi

Serum kortizol diizeyi diurnal varyasyon gosterir ve gtinlik kortizoltin blylk bir
kismi sabah uyanmadan Onceki bir kag saatte yapilir. Kortizolun plazma yarilanma
émria 70-90 dakikadir. Kortizol eliminasyonunda primer mekanizma, karacierde
metabolize edildikten sonra metabolitlerinin (17-hidroksikortikosteroid gibi) idrarla

atimasidir (50). Karacigerde kortizolun A halkas! indirgenmekte ve 3. karbon



atomundaki -OH grubu glukronik asit ve az miktarda silfat ile konjugasyonla inaktive

edilmektedir.
Kortizol
Acmx M
Tama % 4 e
Zaman (saat)
Sekil 2. 5. Kortizol Salinimi Diurnal Varyasyon Gésterir.
2.1.1.1.3. Etkileri

Kortizol, sentezlendikten sonra adrenal korteksten plazmaya geger ve % 75'i
transkortin veya kortizol baglayici globulin (CBG) adi verilen spesifik plazma
proteinlerine, % 15'lik kismt albumine baglanir. Kortizolun aktif olan serbest formu %
10’dan azdir (42) (51). Kortizol hedef hiicreye diffizyonla girerek sitoplazmik veya
nikleer reseptérierini (tip Il reseptérier veya glukokortikoid reseptérleri) aktive ettikten
sonra, ¢ekirdekte DNA yapisindaki “hormona yanit elemani” adi verilen 6zgun bir
bolgeye baglanarak gen transkripsiyonunu ve RNA sentezini uyarir (52).

» Kortizol, instlin saliveriimesini baskilayarak, hiicrelere insiilin aracili glukoz ve
amino asit girisini engeller ve karacigerde glukoneogenezi uyararak kan glukozunun
artisina yol agar. Kortizol hipersekresyonu kas, bag dokusu, kemik ve diger periferal
dokularda protein katabolizmasini artirip, protein sentezini baskilarken, karacigerde
protein sentezini artirir. Kortizol, kas dokusunda endojen amino asit sentezini uyarir ve
kastan amino asit ¢ikigini artinr. Kan kortizol dizeyindeki asirt artma sonugta
hiperaminoasidemiye yol agar (53). Kortizolun etkisiyle kaslardan metabolize olan
glukojenik amino asitler karacigerde aminotransferazlarin etkisiyle glukoneogenik yolla
glukoza dénugur. Glukokortikoidlerin neden oldugu hiperaminoasidemi, glukagon
saliverilmesini uyararak glukoneogenezi hizlandirir (39).

o Glukokortikoidler hicresel lipaz aktivasyonu sadlayarak plazma serbest yag
asiti miktarini artirirlar. Kortizolun agiri miktari ekstremitelerde lipolizi uyarirken, yiz
(aydede yuz), sit (bufalo horglicii) ve goévde bolgesinde (sentripedal obesite)
lipogeneze neden olur.

o Glukokortikoidler antiinflamatuar etkiye sahiptirler. Bu etkileri muhtemelen

lizozomal membran stabilizasyonu, kapiller gegirgenligin azalmast, I6kositlerin



inflamasyon alanina gég¢unun azalmasi, hasarl hiicrelerin fagositozunun azaimasi,
dzellikle T lenfosit yapiminin azalmasi ve I6kositlerden IL-1'in saliniminin azalmasina
baghdir.

» Glukokortikoidler, travma, enfeksiyon, asiri sicak-soguk ve cerrahi girigsim gibi
stres olusturan her turli durumda, enerji metabolizmasini ayarlayarak strese
adaptasyonu saglarlar.

e Kortizol, ¢cok sayida proinflamatuar ve antiinflamatuar sitokinleri etkiler (TNF-
a, IL-14 5, IL-2, IL-3, IL-6 vs.) ve immiin homeostaziste anahtar rol oynar (54, 55).

e Kortizol, uyarilabilir NO sentaz, siklooksijenaz ve fosfolipaz A, nin sentezini
baskilar (43).

o Fakli calismalarda glukokortikoidlerin, hiicrede olugan reaktif oksijen turlerinin
bazal seviyelerini artirdigi (56, 57) ve serbest radikal Gretimini hizlandirdigr ifade
edilmistir (56, 58, 59). Bununla birlikte bagka ¢aligmalarda glukokortikoidlerin, enerjiden
bagimsiz yollarla periferal dokularda GPx ve SOD aktivitelerini regile ettigi belirtilmistir
(26, 27).

¢ Bir bagka galisgmada, indometasinin neden oldugu gastrik mukozal hasarin
olusumu ve iyilesmesinde glukokortikoidlerin roli arastirlmig ve sonugta
glukokortikoidlerin, fizyolojik bir gastroprotektif etki gésterdigi ifade edilmistir (60).

2.1.1.2. Mineralokortikoidler

2.1.1.2.1. Biyosentezi

ZG tabakasinda sentez edilirler ve en 6nemli mineralokortikoid aldosterondur.
Sentezin ilk asamasinda mitokondride olusan pregnenolon diz ER'da 3p-
hidroksisteroid dehidrogenaz-izomeraz enzimleriyle progesterona doénusir. 21a-
hidroksilaz ile progesteron, 11-deoksikortikosteron (DOC)a ¢evrilir. DOC,
mitokondrilerde, 11B-hidroksilaz ile kortikosterona (gtgli glukokortikoid ve zayif
mineralokortikoid aktiviteye sahip) ve 18-hidroksilaz ve 18-hidroksidehidrogenaz
enzimleriyle aldosterona gevrilir (41) (Bkz. Sekil 2. 4). Aldosteron salgilanmasi fizyolojik
kosullarda, ekstraselliler sividaki K* konsantrasyonu ve renin-anjiyotensin sistemi
tarafindan diizenlenir. Na* ve ACTH’da néronal mekanizmalarla aldosteron sentezinde
etkili olmaktadir (39) (Sekil 2. 6).

2.1.1.2.2. Metabolizmas

Aldosteronun spesifik tagiyici proteini yoktur, % 50 kadari albumine, % 10'u
transkortine bagli olarak ve % 40 kadar da serbest halde bulunur. Karacigerde
aldosteronun A halkasi indirgenerek ve 3. karbondaki (-OH) grubu glukuronik asit ile
konjuge edilerek inaktif metabolitierine (tetrahidroaldosteron-3-glukuronid) dénusur.
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Sekil 2. 6. Renin — Anjiotensin Sistemi ve Etkileri.

2.1.1.2.3. Etkileri

Aldosteron hormon-reseptér kompleksi DNA'daki 6zgiin bélgeye baglandiktan
sonra Na*, K' ve suyun membran gegisinde etkili olan spesifik proteinierin (Na*/K*
ATPaz gibi) sentezini uyarir. Aldosteron, distal kivrimli tubllierde ve toplayici
kanallarda Na® geri emilimini artinrken, su, Na' ile birlikte pasif olarak emilir.
Aldosteron, tiikrik kanallan, ter bezleri ve gastrointestinal sistemde de Na® geri
emilimini uyanr. Yiksek konsantrasyonda aldosteron kortikal toplayici tubdlis
hicrelerinden Na* ile degismeli olarak H* iyonlarinin sekresyonunu artirnr ve hafif
derecede alkaloza yol agar (39).

2.1.1.3. Adrenal Androjenler

2.1.1.3.1. Biyosentezi

ZR tabakasinda sentez edilirler. Adrenal androjenlerin 6nciil bilegigi olan
dehidroepiandrosteronun (DHEA), androjenik etkisi zayiftir ve 3p-hidroksisteroid
dehidrogenaz-izomeraz ile daha glgli bir androjen olan androstenediona gevrilir.

17,20- dezmolazin etkisiyle 17a-hidroksiprogesterondan az miktarda sentez edilen
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androstenedion 3p-hidroksisteroid dehidrogenaz-izomeraz ve 17-ketorediktaz ile
adrenal bezin en gig¢ll androjeni olan testesterona gevrilir. Adrenal kortekste ¢ok az
miktarda 6strojen sentezlenir (Bkz. Sekil 2. 4). Zayif adrenal androjenler periferal
dokularda, 6zellikle yag dokusunda &strojenlere gevrilirler.

2.1.1.3.2. Metabolizmasi

Dolasimdaki androjenlerin blyik bir kismi seks hormonu baglayict globulin
(SHBG) ve albumine bagl olarak bulunur. DHEA, idrar ile atilan 17- ketosteroidlerin
temel 6ncil bilesigidir. Bir 17- keto bilesigi olmayan testesteronun yaklasik % 50 kadari
karacigerde, 17-keto bilesigi olan androsterona c¢evrilir. Erkeklerde idrar 17-
ketosteroidlerinin % kadarnni adrenal metabolitleri, % kadarini testiktler androjenler
olusturmaktadir. Kadinlarda 17-ketosteroidlerin tamamina yakini adrenal kaynaklidir
(39).

DHEA, adrenal bez ve karacigerde siiifat (-SO,4) grubunun eklenmesi ile inaktive edilir.
Androjenler, karacijerde konjuge edildikten sonra idrarla glukronidler ve stilfatiar
halinde attlirlar (61).

2.1.1.3.3. Etkileri

Normal kosullarda insanlarda adrenal androjenlerin etkileri zayiftir. Androjenler,
erkeklerde ikincil cinsiyet karekterlerinin (killanma, ses kalinlagmasi vs.) gelismesine,
kadinlarda ise virilizme neden olur. Androjenik etkileri periferik dokularda testesterona
donistirilmelerine baghdir. Androstenedion, yumurtaliklarda ve yad dokusunda
Ostrona donasturilar. Kadinlarda asin killanma ve amenore gibi hiperandrojenik
sendromiardan sorumludur (51).

Floresans ¢zellik gosteren bir protein olan fikoeritrinin bu 6zelliginden
yararlanilarak oldukga sensitif bir sekilde serbest radikal hasar 6lgimi yapiimaktadir
(62, 63). Yapilan bir in vitro galigmada, serbest radikallerin fikoeritrin Gzerine
olusturduklari oksidatif hasarin éstrojenlerle dnlendigi, 6zellikle de 6striol, 17a-6stradiol
ve 17B-6stradiolun énemli antioksidan o6zellik gosterdigi, oysa testesteronun béyle bir
ozellige sahip olmadigi belirtilmigtir (63). Bir bagska ¢alismda, testesteronun aksine
17B-6stradiolun, CuSO,’ In neden oldugu dustik dansiteli lipoprotein partikillerinin
peroksidasyonunu 6nleyebilecedi ifade edilmistir (64). Ostradiol, NADPH ‘a bagiml bir
sitokrom P-450 monooksijenaz sistemi ile hizli bir sekilde 2-ve 4-hidroksitstradiole
dénasthrGlur (65). 2-hidroksidstradiolun, Ostradiolden daha gugli bir sekilde
mikrozomal lipid peroksidasyonunu &nledigi ifade ediimistir (66). Alzheimer hastalgi,
ateroskleroz gibi farkh hastalik silireglerinde koruyucu etkilerine (67, 68) ilave olarak
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son yayinlarda, DHEA'In baz antioksidan 6zelliklere sahip oldugu ifade edilmektedir
(69, 70).

2.1.2. Adrenal Medulla Hormonlari

Splanik sinire ait preganglionik lifler medullada sonlandiklarindan, adrenal
medulla otonom sinir sisteminin sempatik bolimanin bir uzantisi olarak kabul edilir.
Katekolaminler olarak adiandirilan adrenalin (epinefrin), noradrenalin (norepinefrin) ve
dopamin medullanin kromaffin hiicrelerinde sentezlenir ve gerektiginde salinmak tzere
depolanir.

2.1.2.1. Biyosentezleri

Adrenal medulla hormonlan tirozin aminoasitinden sentez edilir ve tirozin
hidroksilazin ilk tepkimeyi katalizledigi reaksiyonda 3, 4-dihidroksifenilalanin (Dopa)
olusur. Bu reaksiyonda tetrahidropiteridin kofaktdér olarak gérev alir. Dopa, dopa
dekarboksilazla (piridoksal fosfat kofaktéridur) 3, 4-hidroksifenil etilamine (dopamin)
déntsir. Dopamin, dopamin p-hidroksilazla noradrenaline déntigir. Katekolaminlerin
sentezinde en son asama feniletanolamin-n-metiltransferaz etkisiyle noradrenalinin
amino grubunun, s-adenozil metiyonin kullanilarak, metilasyonu ile adrenalin
olusumudur (Sekil 2. 7). Sentez edilen katokolaminler ATP’ye bagmli bir tasima sistemi
ile kromaffin hicrelerde depolanirlar. Granillerde bir molekul ATP, dért molekil
katekolamin baglar. Katekolaminler, kolinerjik ve B-adrenerjik uyari sonucu Ca'®a
bagimli ekzositoz ile graniillerden ekstraselliler ortama salgilanir. a- Adrenerjik uyari
katekolamin salgilanmasini baskilar.

2.1.2.2. Metabolizmalan

Adrenalin ve noradrenalin, o-metilasyon, oksidatif deaminasyon ve
konjugasyonla karacigerde inaktive edilir. Noradrenalinin sinir uglan tarafindan
alinmasi major eliminasyon yoludur. Katekolaminlerin biyotransformasyonunda temel

+2)

yol sitoplazmada Mg “'a bagimh bir katekol-o-metil transferaz enziminin katalizledigi o-
metilasyon reaksiyonudur. Katekolaminlerin oksidatif deaminasyonunda Cu*? igeren bir
flavoprotein olan monoaminooksidaz (MAO) enzimi gérev alir. MAO-A, sinir dokusunda
yaygin sekilde bulunur ve adrenalin, noradrenalin ve serotonin deaminasyonundan
sorumludur. MAO-B, sinir dokusu diginda bulunur ve 2-feniletilamin ve benzilamin
Gzerinde etkilidir. Klinik agidan en 6nemli katekolamin metabolitleri vanilmandelik asit
(VMA) ve metanefrinlerdir. VMA, adrenalin ve noradrenalinin o-metillenmesi ve
ardindan deamine olmasiyla meydana gelir. Metanefrinler, adrenalin ve noradrenalinin

metoksi tarevleridir (39).
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2.1.2.3. Etkileri

Katekolaminler genellikle sinir sisteminden gelen kuvvetli uyarilardan sonra
salgilaniriar. Plazma proteinlerine baglanmadan hedef hicrelerine ulasir ve hicre
zarindaki reseptérlerine baglanir (51). Katekolaminlerin etkileri, baglandiklar -
adrenerjik, B-adrenerjik ve dopaminerjik gibi 6zgln reseptér tipine gére degisir.
Noradrenalin esas olarak o-reseptérieri Gzerinden etki gosterirken, adrenalin hem «.
hem de (3 reseptérierini kullanir.
Katekolaminler, fiziksel ve emosyonel stres durumlarinda vicudun normal dis
kosullara uyumunu saglamada 6nemili rol oynar. Glukojen ve trigliserid yikimini uyarir
ve enerji kaynagdi olarak glukoz ve serbest yag asitlerinin kana gegisini artirir. Adrenalin
B.-adrenerjik reseptorier Uzerinden karacigerde glukojenoliz ve glukoneogenezi uyarir.
Kas dokusunda adrenalin glukojenolizi uyarir ve laktik asit olusumunu artinr.
Katekolaminler, insulin salinimini baskilayarak, insiiline bagimli olarak dokulara glukoz
girisini engellerken, sinir sisteminin daha fazla glukoz kuillanimini saglar. Karbonhidrat
metabolizmasi izerine olan bu etkileri oksijen tiketimini % 20-40 artinr. Noradrenalinin
karbonhidrat metabolizmas! Uzerine olan etkileri ¢ok daha azdir. Adrenalin, o4-
reseptorleri izerinden, sindirim sistemi ve bébrek kan damarlarinda vazokonstriksiyon,
Bo-reseptorleri (izerinden koroner ve serebral damarlarda vazodilatasyona neden olur.

Noradrenalin ise a-adrenerjik reseptorier tizerinden vazokonstriktor etki gosterir.
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Sekil 2. 7. Katekolamin Sentez ve Metabolizmasi.

2.2. SERBEST RADIKALLER

Atom, pozitif yakla bir ¢ekirdek ve etrafinda, g¢ekirdegin yikiine esit sayida,
elektronlardan meydan gelir. Elektronlar atom c¢ekirdedi etrafinda orbital olarak
adlandirilan enerji seviyelerine dagilmiglardir. Her bir orbitalde, birbirine zit yonde
hareket eden, maksimum iki elekteron bulunabilir. Serbest radikaller ise bir veya daha
fazla ortaklanmamig elektron bulunduran atom veya molekillerdir (71). Bu tip maddeler
ortaklanmamis elektronlarindan dolayi stabil degillerdir ve oldukg¢a reaktiftirler (2).
Serbest radikaller (+) veya (-) yukli veya elektriksel olarak nétral, organik veya
inorganik molekdller seklinde olabilirler. Bir serbest radikal paylasilmamis elektronunu
radikal olmayan bir molekille verebilir veya diger bir molekiilden elektron alabilir yada
radikal olmayan bir molekile baglanabilir. Bu reaksiyonlardan hangisi olursa olsun,
radikal olmayan bir molekil sonugta radikale dénigir. Bir radikalin diger molekiillerle
etkilegsmesi, antioksidan bir sistem araya girene kadar, zincirleme reaksiyon seklinde
devam eder (2, 72). Normal kosullarda, aerobik hiicre metabolizmasi sirasinda % 1-2
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oraninda serbest radikaller olusmaktadir (73). Biyolojik sistemlerde serbest radikaller
en ¢ok elektron transferi sonucu meydana gelir. Ultraviole 11k, radyasyon, enfeksiyon,
enflamasyon, ilaglar ve daha bir gok etken ile olugabilen serbest radikaller antioksidan
savunma sistemi kapasitesini astiji zaman yada antioksidan savunma sisteminde bir
bozulma meydana geldiginde hiicreyi ve organizmay: etkileyen patolojik bir streg
baslar. Cogdu serbest radikalin yarilanma émdrleri 10® saniye gibi ¢ok kisa olmasina
ragmen (3), amino asitler, proteinler, lipidler ve nikleik asitler gibi tim hiicre bilegenleri
ile etkilesmesi sonucu, hiicre yapi ve fonksiyonlarinda énemli degisikliklere neden
olmaktadir. Homeostatik dengenin korunabilmesi, antioksidan kapasitede strekli
yenilenmeyi gerektirmektedir ve bu kosullar saglanamadiginda oksidatif hasar artarak
énemli patolojik sonuglar olugmaktadir (2, 72, 74).

Serbest radikaller 3 yolla meydana gelir (2):

1- Kovalent badh normal bir molekilin, her bir pargasinda ortaklanmamig
elektron kalacak sekilde homolitik bélinmesi (XY —» X' +Y").

2- Normal bir molekulin tek bir elektronunu kaybetmesi veya heterolitik
boltinmesi. Heterolitik bélinmede kovalent bagi olusturan her iki elektron
atomiarin birinde kalir. Boylece serbest radikal degil, iyonlar meydana gelir:
(XY —» X"+ Y.

3- Normal bir molektile tek bir elektronun eklenmesi (A + e — A").

2.2.1. Serbest Oksijen Radikalleri ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Serbest radikaller, oksijen merkezli ve oksijen merkezli olmayan serbest
radikaller olarak siniflandirmak mimkindir Oksijenin  iki eslesmemis elektron
bulundurmasi, onun serbest radikallerle, radikal olmayan diger maddelere goére daha
kolay reaksiyona girmesini saglar. Bu nedenle biyolojik sistemlerde en énemli serbest
radikaller, oksijenden olusan radikallerdir. Molekiler O, en son H,O'a indirgenir ve bu
reaksiyonlar esnasinda kismi rediiksiyonla ¢ok sayida reaktif tirtinler olusabilir.

2.2.1.1. Superoksid Radikali (O, ")

Molekdler oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu meydana gelir. O,",
sebest radikal olmakla birlikte asil énemi H,O, kaynadi olmasi ve gegis matallari
iyonlarini indirgemesidir (75). O,", SOD enzimi ile H,O, ve Oy’e dénlsturilerek hizla
elimine edilir (76). O,”, OH radikalinden daha az reaktiftir fakat ortaya ¢iktigi hiicre
béliminden daha uzak'yerlere kolayhkla gegerek bagka radikallerin olugmasina ve
doku hasarina neden olur (2, 74, 77). O,", hem oksitleyici hem de redikleyici 6zelliGe
sahiptir. Ferrisitokrom C ve nitrobluetetrazolium'u indirgerken, kendisi Oje

yikseltgenir. Sitokrom C'yi indirgemesi SOD tarafindan inhibe edilir. O;", adrenalin,
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dopamin, askorbat ve hidroksilamini okside eder (2). Indirgenmis gegis metallerinin
otooksidasyonuyla da O, meydana gelebilir. Gegis metal iyonlarinin O, ile
reaksiyonlan geri déntsiimli redoks reaksiyonlandir ve serbest radikal reaksiyonlarinin
hizlanmasinda ¢ok biyik 6neme sahiptirler (78).

2.2.1.2. Nitrik oksit (NO’)

NO, vaskiiler endotelde, fagositierde ve beyin dokusunda dretilen “relaxing
factor” olarak bilinen, édnemli fizyolojik fonksiyonlarn olan bir serbest radikaldir. Fakat
NO’in fazlasi toksik etkiye sahiptir. O,", NO ile birleserek reaktif oksijen tirevi
peroksinitritter (ONOO") meydana gelir. Bu durumda NO’in normal fizyolojik etkisi
inhibe olurken, ONOO" proteinler Gizerine zararli etkiler olugturur ve azot dioksit (NO5),
‘OH radikali ve nitronyum iyonu (NO,") gibi baska toksik Griinlere dénusir (2).

2.2.1.3. Hidroksil Radikali (OH")

OH’, yuksek reaktiviteye ve kigik miktarlarda bile asin hasar olusturma
6zelligine sahiptir (79). OH’, demir iyonu katalizérligiinde Fenton reaksiyonu ile veya
demir veya bakir iyonlar katalizérligiinde Haber-Weiss reaksiyonuyla olusur. Suyun
yuksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz kalmasi sonucunda oksijen-hidrojen
kovalent baginin pargalanmasi ile de OH'radikali olusur (2). OH", tioller ve yag asitleri
gibi pek ¢ok biyolojik molekilden H* atomlarini kopararak gesitli yeni radikallerin (stlfur
radikalleri, RS’) olusmasina sebep olur. Olusan RS, O, ile birleserek RSO ve RSO,
gibi oksislfir radikallerini olusturur. Sonugta hiicre mebraninda peroksidasyona ve
protein hasarina neden olur (71). OH’, membran fosfolipidlerindeki poliansatiire yag
asitlrinin yan zinciri ile reaksiyona girerek, zincirdeki C atomundan H"i ayirip H,O ile
birlestirir ve bu olay membran yapi ve butinlidinit bozacak olan tepkimeler zincirini
(lipid peroksidasyonunu) baslatir (71). In vitro g¢aligmalar, OH" radikalinin doku
hasarindan primer sorumlu oksijen tlrevi oldugu belitiimektedir (2, 77). OH’,
istenmeyen etkilerine ragmen fagositoz igin gereklidir (80).

2.2.1.4. Singlet Oksijen ('0,)

Oksijenin elektronlarindan birinin enerji alarak kendi spininin ters yoniinde olan
baska bir orbitale yer degistirmesi ile olusur. Singlet oksijen ortaklasmamis elektron
bulundurmadigindan serbest radikal degildir fakat serbest radikal reaksiyonlarinin
baglamasina sebep oldugu igin dnemlidir. Singlet oksijenin DNA hasari olusturdugu ve
mutajenik etkilerinin bulundugu gésterilmistir (81).

2.2.1.5. Hidrojen Peroksit (H,0,)

Molekiller oksijenin iki elektron almasi veya O,™in bir elektron almasi sonucu

peroksitier olugur. Peroksit molekalunin iki H* atomu ile birlesmesi sonucu H,O,
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olusur. Ancak biyolojik sistemlerde H,O,'nin asii Gretimi O,™in dismutasyonuyla
olugur. O,” ‘in dismutasyonu ya spontandir yada SOD tarafindan katalizlenir.
Spontan dismutasyon pH 4.8'de en hizlidir. Nétral ya da alkali pH'da enzimatik
dismutasyon daha belirgindir. H,O,, serbest radikal degil fakat gegis metal iyonlari
varliginda (Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonlariyla) en reaktif ve toksik serbest
oksijen radikali olan ‘OH'in kaynagini olugturmasi agisindan énemlidir (2).

2.2.1.6. Diger Radikaller

Serbest oksijen radikallerinin etkisi sonucu karbon merkezli radikaller (R),
peroksil radikalleri (ROO), alkoksil radikalleri (RO'), sulfur (thil) radikalleri (RS) gibi
onemli serbest radikaller meydana gelir. Bunlardan o6zellikle polansatire yag
asitlerinden meydana gelen peroksil radikali yari 6mri{i uzun olan bir radikaldir. Sulftr
radikalleri oksijenle tekrar reaksiyona girip silfenil (RSO’ veya siilfur (thil) peroksil
(RSOy,) gibi radikalleri meydana getirirler.

2.2.2. Serbest Radikallerin Kaynaklan

» Aktive olmus fagositler: Nétrofil, monosit, makrofaj ve eozinofiller fagositoz
esnasinda gok miktarda O," olustururlar (79).

e Elektromanyetik radyasyon: X ve & isinlari, OH ve H gibi gesitli radikallerin
ortaya ¢ikmastna yol agarlar. Enerjilerini su gibi hiicresel bilegenlere transfer ederek
radikal Uretirler (82).

e Cevresel ajanlar: Hava kirliligi yapan kimyasal maddeler, sigara dumani,
pestisitler, solventler, anestezik maddeler ve aromatik hidrokarbonlar serbest radikal
olusumuna yol agarlar (2).

o Stres: Enfeksiyon, cerrahi operasyonlar ve travma gibi stres olusturan gesitli
durumlarda plazma katekolamin dizeyleri artar. Katekolaminlerin oksidasyonu ise
serbest radikal kaynagidir. Bu durum stresin hastaliklarin patogenezindeki rolinun
serbest radikal tretimi ile ilgili olabilecegini géstermesi bakimindan dnemlidir (2).

e Antineoplastik ajanlar. Antineoplastik ajanlar (adriamisin, donorubisin,
doksorubisin vs.) ve antibiyotikler yapilarindaki quinoid gruplari ve bagl metalleriyle
oksijen radikalleri olusturacak aktiviteye sahiptirler. Kemoterapétiklerin etkileri ve
sitotoksik yan etkileri bu ilaglarin molekiler oksijeni O,", H;O, ve OH" radikallerine
indirgemesine baghdir (11).

¢ Kiglik molekillerin otooksidasyonu: Tioller, hidrokinonlar, katekolaminler,
flavinler, tetrahidropiterinler ve antibiyotikler gesitli reaksiyonlarla O, olusturabilirler.

+3 g4

Tioller ve askorbat, Fe* ‘i Fe*? ‘ye indirger. Indirgenmis Fe*? de otooksidasyona

ugrarken O, radikali olusur (11).
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¢ Enzimler ve Proteinler: Normal metabolik igleyis siirecinde bir gok enzimatik
kademede serbest radikaller agiga gikar. En gok arastirilan serbest radikal olusturan
enzimlerden biri ksantin oksidaz (XO)'dir. Ksantin, XO ile Urik asite donugtrken O;"
radilaklleri olusur. Keza NADPH oksidaz sistemi de O6nemli bir serbest radikal
kaynagidir. Benzer sekilde aldehid oksidaz, dihidrofolat dehidrogenaz, flavoprotein
dehidrogenaz, amino asit oksidaz ve triptofan dioksijenaz gibi enzimler de serbest
radikal olusumuna neden olur.

¢ Mitokondrial Elektron Transportu: Elektron transport zinciri (ETZ)'den elektron
sizintisi normal sartlarda hicrelerdeki en 6nemli serbest radikal kaynagidir. ETZ'deki
oksidatif fosforilasyon bilesenleri indirgendigi zaman O,” Gretimi artar. ETZ'de O,~
Uretiminin yapildig! baslica yer ubiginon sitokrom b bélgesidir. O~ ve H;O, Uretimi
mitokondrial O, tiketiminin % 1-2'si kadardir. H,O, mitokondriden sitoplazmaya
salindigi halde, O,” mitokondrial SOD ile H,O, ‘e donistartltr. Ancak bir kisim O,~
mitokondrial SOD ‘nin etkisinden kagarak sitoplazmaya gecer.

e ER ve Nikleer Membran (NM) Elektron Transport Sistemi: ER ve NM'da
serbest radikal Uretimi membrana bagh sitokromlarin oksidasyonundan kaynaklanir.
ER ve nikleusun i¢ membranlan sitokrom P-450 ve bs yoninden zengindir. Bu
bilesikler doymamis yag asitlerinin, ksenobiyotiklerin, rediikte dioksijenin ve diger baz
substratlarin oksidasyonundan sorumludur. Akciger kiigik hava yollarinda bulunan
Clara hicrelerinde oldugu gibi bazi hicre tiplerinde sit. P-450 ve bs miktari fazladir. Bu
nedenle akcigerler serbest radikal Gretimi igin dnemli bir kaynaktir (2, 11).

¢ Peroksizomlar: Baslica hiicere i¢i H,O, kaynagidir. Peroksizomlarda bulunan
cesitli oksidazlar (D-amino asit oksidaz, L-hidroksil asit oksidaz ve yagd asidi agil-CoA
oksidaz gibi) bol miktarda H,O, Uretirler (2).

e Plazma Membrani: Serbest radikaller plazma mebranini gegerken
membrandaki toksik reaksiyonlan baslatirlar. Biyolojik membran lipidlerinde doymamis
yag asitleri ve proteinlerinde ise okside olabilen amino asitler bulunmaktadir. Bu
ylzden plazma membrani serbest radikal hasarina oldukg¢a duyarlidir. Membranda
gergeklesen lipid peroksidasyonu veya yapisal proteinlerin oksidasyonu membran
permeabilitesini degistirerek transmembran iyon gradiyentinin bozulmasina, sekretuar
foksiyonlarin kaybina ve selliiler metabolik olaylarin inhibisyonuna sebep olur (11, 77).
Fagositik hiicrelerin plazma membraninda, NADPH oksidaz sistemi O," radikallerinin
énemli bir biyolojik kaynagidir (75). Fagozomda bulunan ve lizozomal bir enzim olan
myeloperoksidaz enzimi varliginda H,O, ve CI iyonlari bakteriyi éldiren hipokloréz
aside (HOCI) dénastaralor (2, 83). NADPH oksidaz'in dogumsal eksikliginde
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tekrarlayan kronik piyojenik enfeksiyonlarla karakterize bir hastalik olan Kronik
Granulomatozis olusur (83).

» Polianyonik hiicre ylizeyi ¢dziinmus H* ‘den olusan, gevre doku sivisina gére
2-3 birim daha dusik pH degerine sahip bir mikro gevre ile sanhidir. Bu mikro gevre O~
‘in H' ile reaksiyonu sonucu perhidroksil radikalleri (HO,) nin olugsumunu saglar. HO;,
0O, den daha gigli bir oksidandir (11).

e Arasidonik asidin enzimatik oksidasyonuyla bioaktif rlinlere doénisi
esnasinda, doku hasr olusturan oksijen, karbon ve hemoprotein merkezli cesitli
serbest radikal ara urunleri meydana gelir (2).

2.2.3. Serbest Radikallerin Organizmadaki Etkileri

Normal bir biyolojik sistemde olusan serbest radikaller antioksidan savunma
mekanizmalar ile dengede tutulur. Bu dengenin serbest radikaller lehine bozulmasi
durumu “oksidatif stres” olarak ifade edilir. Oksidatif stres durumlarinda ya antioksidan
savunma sistemi zayiflamistir veya serbest radikal tretimi artmistir, ya da her iki etki
bir arada gorulur. Oksidatif stres durumlarinda serbest radikaller lipid, protein, nikleik
asit, karbonhidrat ve enzim gibi hiicrenin tim 6nemli bilegenlerine etki eder (81, 84).

2.2.3.1. Membran Lipidlerine Etkileri

Serbest radikal hasarindan en ¢ok etkilenen membran lipid bilesenleridir.
Membranda bulunan kolesterol ve poliansatiire yag asitlerinin (PUFA) doymamis
baglan serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyona ugrar ve kendi
kendini devam ettiren zincir reaksiyonlari seklinde ilerlerler. Bu sekilde olusan
membran hasart geri donusimsizdir. Lipid peroksidasyonu, serbest radikal
kaynaklarinin hepsiyle stimile edilebilir ve metal iyonlarinin varh§inda artar. Baglama
(initiation), yayilma (propagation) ve sonlanma (termination) olmak Uzere (g
basamaktan olusan lipid peroksidasyonu, serbest radikallerin etkisi ile poliansatire yag
asidi zincirinden bir protonun uzaklastirilmasi ile baslar ve bunun sonucu yag asidi
zinciri bir lipid radikali niteligi kazanir. Yag asitlerinde ¢ift bagin bulunmasi, komsu C
atomundaki C-H bagini zayiflatarak molekilden protonun uzaklastiriimasini
kolaylastirir. Olugan lipid radikali dayaniksizdir ve bir dizi degisiklige ugrar. Molekul igi
cift baglarin pozisyonlarinin degismesi ile daha kararli konjuge dienler ve konjuge
dienlerin molekiiler oksijenle etkilesmesi sonucu lipid peroksil radikalleri meydana gelir.
Peroksil radikallerinin olugmasi diger poliansature yag asaitlerini etkileyerek yeni lipid
radikellerinin olugsmasina yol acgarken, kendileri de komgu yag asidi zincirinden
protonlari alarak lipid hidroperoksitleri olugturur. Bu reaksiyonlar zincirleme bir sekilde
devam eder (2)
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Sekil 2.8. Serbest Radikallerin Onemli Kaynaklari ve Nihai Etkileri.

2.2.3.2. Proteinlere Etkileri

Proteinler serbest radikallerin etkilerine PUFA'dan daha az duyarhdir.
Proteinlerin serbest radikal hasarindan etkilenme derecesi amino asit iceriklerine,
duyarli amino asitlerin protein yapisindaki kompozisyonuna ve olusan hasarin
onarilabilirligine baghdir. Stlfir ihtiva eden molekullerin serbest radikallerle reaktivitesi
yuksek oldugundan triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein gibi amino
asitlere sahip proteinler serbest radikallerden kolayca etkilenirler. Sonucta siilfiir
radikalleri ve karbon merkezli radikaller olusur. Bu reaksiyonlar sonucu IgG ve albumin
gibi ¢ok sayida distlfir bagi bulunduran proteinlerin ¢ boyutlu yapilar bozulur ve
normal fonksiyonlarini yerine getiremezler. Hemo proteinler de serbest radikallerden
énemli oranda zarar gorir. Ozellikle oksihemoglobinin O,” veya H,0, ile reaksiyonu
methemoglobin olugumuna sebep olur (2).

2H
O, + Hb-Fe*?...0, — Hb-Fe'*+ H,0, + O,
2H

H,0, + 2Hb-Fe*2-0, ——» 2Hb-Fe** + 2H,0 + O,

2.2.3.3. Niikleik Asitler ve DNA 'ya Etkileri

Serbest radikaller, DNA'da tek veya gift bag kiriklarina yol agarak hiicrede
mutasyona ve hiicre 6limiine neden olurlar. DNA'da hasarin olugsmasi igin serbest
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radikallerin spesifik bolgelere yiuksek konsantrasyonda baglanarak, zincir kiriimalarina
yol agmalan veya replikason olmadan 6nce DNA tamir sistemlerini etkisiz hale
getirerek mutasyonlara yol agmalar gerekir (11). In vitro sartlarda DNA'da olusturulan
hasarin gogundan diffizyonla ge¢en OH' radikali sorumludur (85). OH" radikali,
deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girerek DNA'da degisikliklere yol agar (2).
DNA zincirindeki kiriimalarin, daha gok radikallerin seker-fosfat ¢atisi ile reaksiyonu
neticesi veya DNA'nin § 1sin1, O,”, H,O, ve enzim kaynakli oksijen radikallerine maruz
kalmasi sonucudur (11).

2.2.3.4. Karbonhidratlara Etkileri

Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu H,O,, peroksidler ve okzoaldehidler
meydana gelir. Bunlarin diabet, kanser ve sigara igimi ile birlikte olan kronik
hastaliklarin patogenezinde rol oynadigi digtintiimektedir. Okzoaldehidler DNA, RNA
ve proteinlere baglanirlar ve aralarinda ¢apraz baglar olusturarak kanser gelisimi ve
yaglanma silrecinde rol oynarlar. Poliansatire yag asidi ve karbonhidrat
oksidasyonunun bir Griind olan glyoxalin hiicre bdlinmesini inhibe ettigi belirtiimistir (2).

2.2.3.5. Hiicre disi Etkileri

Hyallronik asit, sinoviyal sivida bol miktarda bulunan &nemli bir
mukopolisakkarittir. Inflamatuar eklem hastaliklarinda sinoviyal siviya bolca gegen
polimorfniveli I6kositler, immun komplekslerle aktivasyonlari sonucu sinoviyal siviya
¢ok miktarda O, ve H,O, salgilarlar. Bu reaktif oksijen tlrlerinin hyaltronik asidi
parcaladiklan in vitro olarak gosterilmistir. Hyaltronik asidin pargalanmasi inflamatuar
eklem hastaliklarinda sinovial sivinin karakteristik bir ézelligidir. Vitreus humor bol
miktarda hyallronik asit igerir ve bunun oksidatif hasan da katarakt olusumuna yol
acar. Ekstraseliller sivinin gok dusiik seviyede SOD ve KAT aktivitesine sahip olmasi
nedeni ile reaktif oksijen tirlerinin digtk miktarlan bu kompartmanlarda yaygin hasara
sebep olabilir (2, 11).

2.2.4. Serbest Radikallerin Rol Oynadigi Patolojik Durumlar

Serbest radikaller, canli organizmada gergeklesen bir gok fizyolojik sirecte
gorev alirlar. Ornegin, oksijen radikalleri hiicrede gergeklesen sinyal iletimi, gen
transkripsiyonu ve guanilat siklaz aktivitesinin diizenlenmesi gibi gesitli olaylarda kritik
rol oynarlar (86, 87). Keza, NO, en gok bilinen sinyal ileten molekillerden biridir ve
vicutta hemen hemen her hiicre ve organ fonksiyonunda gérev alir. Endotel hiicreleri
tarafindan Uretilen NO’ in fizyolojik duzeyleri vaskiler tonus, anjiogenez, trombosit
agregasyonu, |okosit adezyonu, vaskiler diiz kas hucrelerinin gogalmasi ve gevseme
fonksiyonlarinin diizenlenmesi igin gereklidir (88). llave olarak, néronlar tarafindan
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Uretilen NO, noérotransmitter olarak fonksiyon goérirken, aktive olmus makrofajlarin
olusturdugu NO, immun cevabin olugsmasinda énemli bir mediatérdur (89). Bununla
birlikte serbest radikaller, demir-sulfir merkezli enzimlerin inhibitérieri ve okside edici
ajanlar gibi davranarak biomolekulilerin (protein, amino asit, lipid, DNA vs.)
oksidasyonuna ve dolayisiyla da hiicre hasari ve 6limiine neden olurlar (86, 89).
Serbest radikallerin sitotoksik etkileri memeli hiicreleri igin zararlidir ve ateroskleroz,
diyabet, romatoid artrit, parkinson, katarakt ve yaslanma gibi bir gok slregte karsimiza
¢ikar. Bu nedenle, fizyolojik diizeylerde sinyal iletici ve regilatuar molekuller olarak
gorev alirlarken, patolojik dizeylerde oldukga sitotoksik ve zararli oksidanlar olarak
fonksiyon gérmeleri itibari ile biyolojik sistemlerde serbest radikallerin iki zit yéni vardir.

2.2.5. Antioksidan Savunma Sistemleri

Serbest radikallerin olusumu ve bunlann meydana getirdigi hasarn
sinirflandirmak igin biyolojik sistemlerde gesitli antioksidan savunma mekanizmalari
gelismisgtir. Antioksidanlar, endojen kaynakli ve eksojen kaynakl olanlar sekiinde
siniflandirilabilecedi gibi enzim olan ve enzim olmayan antioksiadanlar olarak da
siniflandirilabilir (Tablo 2. 1 ve 2).

Antioksidan etki doért farkli sekilde olabilir. Olusmus serbest radikalleri tutma
veya ¢ok daha zayif yeni bir molekille gevirme islemine “toplayici etki”, serbest
radikallerle etkilesip onlara bir H* aktararak etkilerini azaltma veya inaktif sekle
déntstirme iglemine “baskilayici etki”, radikalleri kendilerine baglayarak reaksiyon
zincirini kiran etkiye “zincir kirici etki’ ve diger bir antioksidan savunma sistemi olan
tamir iglemine de “onarici etki” denir (2).

2.2.5.1 Superoksid Dismutaz (SOD, E.C.1.15.1.1.)

lik defa 1969'da McCord ve Fridovich tarafindan sigir eritrositlerinden izole
edilen ve aerobik hiicrelerde yaygin sekilde bulunan bu enzim, fizyolojik pH'da O,™in
H;O, ve O, ye dénusimini spontan dismutasyondan 10.000 kez daha hizli sekilde
katalizler. (2, 90). SOD''n memeli dokusunda, farkli doku dagiimh ve spesifik
subselltler yerlegimli {¢ tipi bulunur. Bunlar; sitoplazmik SOD (Cu, Zn-SOD),
mitokondrial SOD (Mn-SOD) ve ekstraselluler SOD (EC-SOD) dir (3). Enzimin fizyolojik
fonksiyonu, oksijeni metabolize eden hiicreleri stiperoksid serbest radikallerinin zararli
etkilerine kargi korumaktadir (2).

Cu,Zn-SOD, tim memeli hiicre organelleri ve sitoplazmalarinda en bo! bulunan
izoenzimidir (2). Her biri bir Cu*? ve bir Zn*? atomu igeren iki alt birimden olusur. Ayrica,
Cu* ve Zn* igeren ancak yukarida ifade edilen Cu,Zn-SOD'den farkh olarak 1982'de
Marklund tarafindan EC-SOD tariflenmistir (91). EC-SOD, endotelyal hiicreler ve
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fibroblast gibi sadece birkag hiicre tipinde sentezlenir ve hiicre yiizeyinde, heparan
siilfatlara bagl sekilde bulunur. Endotel kaynakli relakse edici faktér (NO yada iligkili
bilesikler) plazmada O,  radikalleri tarafindan nétralize edildig icin, ekstraselliler
ortamda tesbit edilebilen major SOD izoenzimi olan EC-SOD vaskiler tonusun

diizenlenmesinde 6nemli rol oynayabilir.

Tablo 2. 1. Endojen antioksidanlar

Enzimatik Antioksidanlar Etki mekanizmasi

» Superoksid dismutaz

» Glutatyon peroksidaz

¢ Glutatyon-S-transferaz

» Katalaz

» Sitokrom oksidaz sistemi

0O," anyonlarinin detoksifikasyonu

H,0, detoksifikasyonu

H,0, detoksifikasyonu

H,0, detoksifikasyonu

Molekler oksijenin % 95-99'unun detoksifikasyonu

Enzimatik olmayan Antioksidanlar

+ Lipid fazda bulunanlar

¢ o - Tokoferol
* ( - Karoten

+ Swvi fazda bulunanlar

0O," ve OH'toplayici etki
O," ve OH'toplayici etki

¢ Vitamin C (askorbik asit)
e Albumin

e Bilirubin

¢ Sistein

¢ Serlloplazmin

e Transferin ve Laktoferrin
e Ferritin

LOOH ve HOCI toplayici etki

LOOH ve HOCI toplayici etki

0O," ve OH'toplayici etki

SOD benzeri aktvite

Ferrooksidaz aktivitesi, Fe*? yi Fe* e yukseltgeyerek
Dolagimdaki serbest demirin baglanmasi

Doku demirinin baglanmasi

¢ Glutatyon GPx icin substrat, O,” ve OH" toplayici etki
¢ Melatonin SOD ve GPx aktivitesini artirarak
e Urat 0O, ve OH' toplayici etki

Mn-SOD, tim hticre mitokondrilerinde bulunan, her biri bir manganez atomu
iceren dort alt Gniteden olusur (92). SOD'In O," radikalleri Gzerine olan etkisi su sekilde
ozetlenebilir: O,~ anyonu, Cu®* ve bir arjinin rezidiisiiniin guanido grubuna baglanir. Bu
baglanma sonucunda bir elektron O, ‘den Cu?* ye transfer olurken Cu'* ve O, olusur.
Ikinci bir O,~ anyonu Cu'* den bir elektron, baglanma boigesinden iki proton alarak
H,0, olustururken, enzim tekrar Cu®* formuna déniismils olur (2). SOD antioksidan
ozellikte bir enzim olmasina ragmen, bazi durumlarda lipid peroksidasyonunu artirabilir.
Bu zit etki, serbest demir ve katalaz enziminin lokal konsantrasyonu ile ilgili
gb6zikmektedir. Serbest demirin yliksek konsantrasyonlarda bulundudu hallerde, SOD
aktivitesi ile olugsan H,O, , Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonlaryla en reaktif ve toksik
serbest oksijen radikali olan OH" radikallerine dénusebilir. H,O,'i metabolize edecek
olan katalaz enziminin diigtik konsantrasyonlarda bulundugu veya olmadig dokularda,

SOD oksidan doku hasarini artirabilmektedir. Bundan dolayr SOD, katalaz ve GPx in,

T, TURSERUBREVY 0y

BN IRIANTASYOR (R
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serbest radikal aracili hiicre toksisitesini azaltmak (izere bir araya gelmis olan
tamamlayici bir enzim sistemi oldugu disuniiimektedir (93).

2.2.5.2 Glutatyon Peroksidaz (GPx, E.C.1.11.1.9)

GPx, aktif bélgesinde selenosistein amino asiti ihtiva eden, H,O,, steroid ve lipid
hidroperoksidler Gzerine etkili bir antioksidan enzimdir. GPx, tetramerik 4 selenyum
atomu ihtiva eder ve ciddi selenyum eksikligi durumlarinda GPx eksiklidi ortaya ¢tkabilir
(94). Fosfolipid Hidroperoksit Glutatyon Peroksidaz (PLGPx) da monomerik, selenyum
atomu ihtiva eden sitozolik bir enzimdir ve membran fosfolipid hidroperoksitlerini
alkollere indirger. Membrana bagh en 6nemli antioksiadan olan vitamin E yetersizligi
durumlarinda PLGPx membrani peroksidasyona karsi korur (2). Ayn glutatyon
peroksidazlar farkli genlerle kodlanirlar. GPx hemen hemen tim dokulara yaygin bir
sekilde dagilmis olmasina ragmen hicre igerisinde en yitksek konsantrasyonda
karacigerde bulunur. GPx, sitozol ve mitokondrial yerlesimli bir enzimdir. Eritrositlerde
de GPx oksidatif strese karg! en etkili antioksidandir (2).

GPx' in H,O, ve diger hidroperoksitleri indirgemesi, glutatyonun okside
formunun indirgenmesinden sorumlu olan glutatyon rediktaz aktivitesine ve bu
reaksiyon igin gerekii olan NADPH mevcudiyetine baghdir. GPx, distuk H,0,
konsantrasyonlarinda etkili olup, lipid hidroperoksitlerini uzaklastirmada katalazdan
daha 6nemli bir rol oynamaktadir ve oksijen toksisitesine karsi katalazdan daha fazla
koruyucudur. Katalaz yiksek H,O, konsantrasyonlarinda etkilidir. Bunun nedeni GPx'in
H,0, icin katalazdan daha diistk bir Km degerine sahip olmasidir (3, 11, 95).

NADPH + H* G-5-S-G 2H.0
\ ﬂyﬂksetgenmi% /
Glutatyon Glutatyon
rediiktaz peroksidaz

N

NADP* 2 G-SH H20:2
(indirgenmis)

Sekil 2. 9. Hidrojen Peroksidin Glutatyon Araciligiyla Indirgenmesi.

Saghkii normal hicrelerde GSH / GSSG orani, glutatyon rediktaz enziminin
aktivitesinin bir sonucu olarak, oldukga yiiksekdir (100:1). Insan eritrositlerinin
yaslanmasi slrecinde, H,O, anlk konsantrasyonlan ¢ok yiuksek bulunabilir. GPx
aktivitesinin yaslilarda, hipertansiyonlu hastalarda ve Down Sendrumunda yiksek,
prematirlerde diigiik oldugu bulunmustur (2).
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2.2.5.3 Glutatyon (GSH, y-glutamilsisteinilglisin)

Genetik bilgiye ihtiyag olmadan, glutamik asit, sistein ve glisin amino
asitlerinden 2 kademede enzimatik olarak sentezlenen bir tripeptitdir. llk kademede
ATP ile aktive olan glutamatin y-karboksil grubu ile sisteinin amino grubu bir amid
olusturur. Ikinci kademede dipeptidin sisteinil rezidiisiiniin karboksil grubu benzer bir
aktivasyonia (ATP kuilammh) glisinle birleserek glutatyon olusur. GSH, molekiillerdeki
—-SH gruplarint reditkte halde tutar ve bu gruplan oksidasyona karst muhafaza eder.
Boylece fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonunu engeller. GPx, PLGPx,
glutatyon rediiktaz, glioksilaz, insdlin transhidrogenaz, maleilasetoasetat izomeraz ve
PGE, sentaz GSH'a bagimh bazi enzimlerdir. GSH, GPx altivitesi ile GSSG'e
donGstrken, ayni reaksiyonda H,O, H,O'ya doniigir. GSSG, NADPH'in kullanildigt
glutatyon rediiktaz reaksiyonu ile tekrar GSH'a dénusir (Bkz. Sekil 2. 9). GSH, serbest
radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek, eritrosit, l6kosit ve géz lensi hucrelerini
oksidatif strese kargi korur. Eritrosit membramn H,O,'den, Iokositleri fagositozda
kullanilan oksidan maddelerden ve lens proteinlerini oksidatif hasardan korur.

Yukarda bahsedilen antioksidanlara ilave olarak Glutatyon Rediiktaz, Glutatyon-
S-Transferaz, vitamin A, E ve C, B-karoten, melatonin ve selenyum gibi fark sekillerde
antioksidan etki gosterebilen bir gok degisik molekill bulunmaktadir (Bkz. Tablo 2. 1 ve
Tablo 2. 2).
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Tablo 2. 2. Eksojen antioksidanlar

XO inhibitorleri

Etki mekanizmasi

e Allopurinol

¢ Oksipurino

e Folik asit

» Piterin aldehid
» Tungsten

XO ile Oy" uretiminin inhibisyonu

NADPH oksidaz inhibitorleri

o Adenozin

¢ | okal anestezikler

» Kalsiyum kanal blokerleri

¢ Non-steroid antiinflamatuar ilaglar

» NADPH oksidaz monoklonal antikor

Nétrofil ve makrofajlarda NADPH ile O,”
aretiminin inhibisyonu

Superoksid dismutaz

« Nativ SOD

¢ IgA’ya bagh SOD

« Polietilen glukol SOD
e |[pozom kapsiilla SOD

Oz’-"' 2H+"—'" HzOz
reaksiyonun katalizlenmesi

Katalaz

o Nativ katalaz
» Polietilen glukol katalaz
¢ Lipozom kapsiilli katalaz

2H,0; —>» H,0 + O,
reaksiyonun katalizienmesi

Nonenzimatik Serbest Radikal Toplayicilar

e Mannitol

¢ DMSO (Dimetil Siilfoksid)

e DMTU (Dimetil-tiyoure)

* 17- Aminosteroidler (Lazoroidler)

OH' toplayici etki

OH-’ toplayici etki

OH’, HOCI, H,0, toplayici etki
LOOH ve O, toplayici etki

Demir Redoks Déngiisii Inhibitérleri

e Desferroksamin
¢ Seruloplazmin

Serbest demiri baglama
SOD'a benzer mekanizma ile etki

GPx aktivitesini artiranlar

» Glutatyon
¢ Melatonin
o N-Asetil sistein

GPx aktivitesini artirarak
0, ve OH’ toplayici etki
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3. GEREG ve YONTEM

3.1 Gereg¢

Bu tez ¢alismasina, Atatirk Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’nun onayi
alindiktan sonra (02.05.2002 tarih ve 9 sayili karari) bagland: ve galismada ortalama
230 + 20 gr agiriginda 33 adet Albino Wistar cinsi disi sigan kullanildi. Deney
hayvanlari Atatiirk Universitesi Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezi'nden temin
edildi. Butun hayvanlar bir hafta sireyle ayni yem igerigi ile beslendi ve deney
6ncesinde herhangi ek bir uygulamaya tabi tutulmadi. Daha sonra kontrol grubu (grup
I, n=11), yalaﬁm operasyon grubu (grup ll, n=11) ve adrenalektomili grup (grup I,
n=11) olmak lizere rast gele 3 gruba bélindu.

3.1.1 Cerrahi Prosediir

Grup 1 deney hayvanlarina her hangi bir cerrahi islem uygulanmadi. Grup 1l ve
grup Il siganlar tek tek tiyopental sodyum (25 mg/kg, ip) ile uyutulduktan sonra lumbal
bélgeleri tirag edildi. Isitici lamba altinda, povidone iode ile temizlendikten sonra,
yaklagik 2-3 cm’ lik bir orta hat kesisi ile cilt agildi. Lumbal vertebralarin her iki
yanindan cilt alti dokusu yaklagik 2 cm’ lik bir kesi ile agilarak bébreklere ulagildi ve
adrenal bezler bulundu. Grup Il siganlarin adrenal bezleri yerinde birakilirken, grup 1l
siganlarin adrenal bezleri (bilateral), makas yardimiyla kesilip gikartildi. Cilt ve cilt alti
dokusu dikilerek kesi yerleri kapatildi ve povidone iode ile silindi. Her bir deney
prosedirl sonunda hayvanlar kafeslerine kondu. Operasyon sonrasi grup | ve grup |
siganlar normal laboratuar diyeti ve musluk suyu ile, grup lll siganlar normal laboratuar
diyetine ilave % 1' lik NaCl solusyonu ile beslendi. Operasyondan bir hafta sonra,
sabah saat 08.°°-11.% arasi intrakardiyak bolgeden kanlari alindiktan sonra hayvanlar
éldurulerek, hemen mide dokulan gikartildi ve kiglk naylon posetler igerisinde buzlu
ortama kondu.

3.1.2 Numunelerin Hazirlanmasi

EDTA’l tuplere alinan kan érnekleri (2 mi), 4 "C de, 2500 g de 5 dakika santrifij
edildikten sonra, plazma kismi ve lokositten yogun Ust tabaka otomatik pipet yardimiyla
alindi. Dipte kalan eritrosit ¢okuntiisi '/s oraninda buz soguklugunda serum fizyolojik
(0.15 M NaCl) ile Gi¢ kez yikanarak santriftij edildi. Stpernatant kismi atiidiktan sonra
dipte ¢oken eritrosit slispansiyonundan 0.2 ml alinip temiz bir tipe aktarildi ve Gzerine
1.8 mil buz soguklugunda bidistile su katilarak hemolizat olusturuldu. Tipler -80 °C'de
derin dondurucuya kondu ve analiz edilecegi gline kadar burada saklandi.

Cikartilan mide dokusu buz soguklugunda serum fizyolojikle iyice yikanarak
temizlendi ve kurutma kagid ile islakhgi giderildi. Yas mide dokusundan yaklasik 150 -
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200 mg kadar hassas terazide tartlip (Sartorius AG Gottingen, Tip No:BA 3105,
Germany) alindi. GPx ve SOD analizleri igin her gram yag doku basina 9 mi 0.15 M
NaCl; T-GSH analizi icin 9 ml 1.5 N perklorik asitle; MDA analizi i¢in 9 ml %1.15 KCI
cozeltisi iginde buzda homojenize edildi. Doku homojenatlari 18000 g de, 4 *C'de 15
dakika santriflij edildikten sonra stpernatantian alinarak, analiz edilinceye kadar -80
*C’de derin dondurucuda saklandi.

3.1.3 Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

Batin fotometrik Slgimler DU 530 spektrofotometre (Beckman Instruments,
Fullerton, CA) kullanilarak, quartz kiivette yapildi. Caligsma sirasinda kullanilan arag ve
cihazlara ait diger bilgiler Tablo 3. 1'de verilmistir. Deney agamalarinda kullanilan bittin
kimyasal maddeler analitik saflikta olup Sigma (USA), Merck ve Fisher (Germany)
firmalarindan temin edildi (Tablo 3. 2).

Tablo 3. 1. Galismada Kullanilan Arag ve Cihazlara ait Bilgiler.

Cihazlar Ait oldugu Firma

Santrifuj (sogumali) Heraeus 4600, Germany

Mikro santrifiij MSE, Micro Centaur, Sanyo, UK

Homojenizatér OMNI International

Hassas Terazi Sartorius AG Gottingen Tip No: BA 3105, Germany
Distile Su Cihaz) Easypure RF compact ultrapure water system, USA
Magnetik karigtirici Labincol 32, Netherlands

Kanstiric Vortex-Genie, Model K550-GE Massachusetts, USA
Su Banyosu Niive BM 101, Nive Malz. San. Lm ve Tic. Ag, Ankara
pH Metre Jenway 3010 pH Meter, UK

Derin Dondurucu Sanyo Ultra Low, Sanyo Electric Co Ltd., Japan
Otomatik pipet Finpipette Labsystems, Finland

Spektrofotometre Beckman DU 500, USA

Tablo 3. 2. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Temin Edildikleri Firmalar.

Kimyasal Madde Temin Edilen Firma
Glutatyon, redtikte form (GSH, C2 0 Ha2NsO13S2) SIGMA
Glutatyon rediktaz, (GR, EC 1,6,4,2) SIGMA
Ksantin oksidaz, (XO, EC 1,1,3,22) SIGMA
Nitroblue tetrazolium (C4Hz0C12N100s) SIGMA
NADPH, tetrasodyum salt, redikte form (C21H2sN7017P3Nas) SIGMA
Ksantin (CsH4Na0,) SIGMA
Bovin serum albumin SIGMA
Etilendiamintetraasetikasit, di sodyum tuzu (Na; EDTA) MERCK
Hidroklorik asid (HCI) MERCK
Trikloro asetik asid (TCA, CClsCOOH) MERCK
Sodyum hidroksit (NaOH) MERCK
Sodyum bikarbonat (NaHCO3) MERCK
Tiyobarbutirik asid (TBA, C4MH4O2N,S) MERCK
Sodyum karbonat (Na,CO3) MERCK
Hidrojen Peroksit (% 30, H203) MERCK
Trishidroxymethyl-aminomethan (C4M1NO3) MERCK
" Potasyum kloriir (KCI) MERCK
Potasyum fosfat monobazik (KH2PO4) FISHER
Potasyum fosfat dibazik (K:HPO.) FISHER
Potasyum siyan(ir (KCN) FISHER

Potasyum ferri siyanid (KsFe(CN)e) FISHER
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3.2 Yontemler

3.2.1 Glutatyon Peroksidaz (GPx) Aktivitesinin Tayini

Prensip: GPx, H,O, varliinda redikte glutatyonun (GSH) okside glutatyona
(GSSG) yukseltgenmesini katalizler. GPx reaksiyonu ile olusan GSSG, NADPH'In
indirgeyici substrat olarak kullanildigi glutatyon rediktaz (GR) reaksiyonuyla tekrar
GSH’a doénusur. Bu reaksiyonlar esnasinda NADPH'in NADP’ ye yukseltgenmesi ile
olusan absorbans azalisi 340 nm de spektrofotometrik olarak dlgllerek GPx aktivitesi
hesaplanir (96).

Kullanilan Reaktifler:

e Fosfat tamponu (50 mM, pH 7, 5 mM EDTA'I)

e GSH: 150 mM

e Glutatyon rediktaz

e NADPH: 8.4 mM

e NaN;: 1.125 M

o H,0,: 2.2 mM

e Drabkin ¢ozeltisi (1.2 mM K3;Fe(CN)s, 1.6 mM KCN ve 23.8 mM NaHCO3)

Deneyin Yapihgi:

GSH - Px aktivitesi, Paglia ve Valentine’nin tarifledigi metoda gére élguldii (96).
-80 °C den alinan numuneler (hemolizatlar ve doku stpernatantlari) énce -20 "C, daha
sonar 4 "C’de bir middet bekletilerek iyice ¢g6ziinmeleri saglandi. Daha sonra 6000 g
de 10 dakika (4 'C'de) santrifuj edilerek berrak slpernatant elde edildi. NADPH'in
nonenzimatik dénisimani engelleyerek daha dogru bir 6lgim yapabilmek amaciyla
ortamdaki tim hemoglobinleri siyanomethemoglobine gevirmek igin slipernatantin bir
kismi esit miktarda Drabkin gozeltisi ile kanstirildi ve bu karisim numune olarak
kullanildi (Tablo 4.3) (96).

Tablo 3.3. Gpx Olgiim Prosediiri.

Deney Tipl
Fosfat tamponu 2.650 ml
GSH 0.100 mi
NADPH 0.100 ml
NaN; 0.010 ml
Glutatyon rediktaz ~ 0.010 ml
Numune * 0.020 ml

Karigtinldi ve 37 °C de 30 dakika su
banyosunda inkiibe edildi
H,0, 0.100 mi
* Hemolizat veya doku stpernatant
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Spektrofotometre, 37 °C de 340 nm dalga boyunda, 3 dakikalik kinetik okutma
programina ayarlandi. Inkilbasyon sonrasi her tipe 0.100 mi H,O, ilave edilerek
reaksiyon baslatildi ve 3 dakika stireyle numunelerdeki absorbans azaligi kaydedildi.

Hesaplamalar:

A At x 10°
Enzim aktivitesi (U/L) = x SK
£

A A/t . Dakikadaki absorbans degisimi

¢ : NADPH'In 340 nm deki molar absorbtivite katsayisi (6.22 x 10°)

SK: Seyreltme katsayisi

10°% Molu, mikromole gevirme katsayisi (aktiviteyi Ginite cinsinden ifade edebilmek igin)

Spesifik aktivite;

GPx (U/L)
Eritrosit icin =  GSH-Px (U/gr Hb) =

Hemoglobin (gr/L)
GPx (U/L)

Doku igin = GSH-Px (U/gr protein) =
Doku proteini (gr/L)

3.2.2 Superoksid Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Tayini

Prensip: Enzimatik reaksiyonla tretilen O, radikallerinin reaksiyon ortaminda
bulunan nitroblue tetrazolium’'u (NBT) indirgemesinin numunede bulunan SOD enzimi
tarafindan engellenmesi prensibine dayanir (97). NBT'nin indirgenmesi ile 560 nm
dalga boyunda maksimun absorbans veren mor renkli formazan olusur. SOD
aktivitesisnin buyikliga olugan formazanin absorbanstyla ters orantilidir (97).

Ksantin | /02"+ NBT ——= Formazan

. 02"
Oksidaz N SOD
v 02 - > H205 + O
Urik asit

$ekil 3. 1. Formazan Olugsumu ve SOD ile Inhibisyon.

Kullanilan Reaktifler:

% Deney Reaktifi (Ksantin, 0.3 mM; EDTA, 0.6 mM; NBT, 150 uM; Na,CO5;, 0.4 M;
BSA, 1 gr/L)

4 Ksantin oksidaz, 167 U/L

4 (NH4),S04, 2 M
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Deneyin Yapihsi:

-80 "C den alinan numuneler (hemolizatlar ve doku supernatantlan) once -20
°C, daha sonar 4 °C’'de bir muddet bekletilerek iyice ¢bziinmeleri saglandi. Daha sonra
6000 g de 10 dakika (4 °C'de) santriftj edilerek berrak siipernatant elde edildi.
Eritrositler ve mide dokularindan elde edilen bu slipernatantlarda, asagdida verilen
deney semasina (Tablo 3. 4) gore, Sun ve arkadaslarinin metoduyla SOD aktivitesi
tayin edildi (97).

Tablo 3. 4. SOD Olgiim Prosedr(.

Numune Tlpu Kér Tupi

Deney reaktifi 2.45 mi 245 mi
Numune* 0.100 ml —
Bidistile su — 0.100 ml
Ksantin oksidaz 0.050 ml 0.050 ml
Karigtirildi ve 25 "C'de 20 dakika su banyosunda inkibe
edildi

* Hemolizat veya doku stipernatanti

Deney tupleri birer dakika araliklarla inkiibasyona birakildi ve inklbasyon
sonunda olusan renkli bilesidin (formazan) absorbansi 560 nm dalga boyunda
okutuldu.

Hesaplamalar:

Inkiibasyon esnasinda NBT'nin rediiksiyon hizindaki % 50'lik inhibisyon 1 SOD
Unitesi olarak ifade edildi. Numunede bulunan SOD enziminin meydana getirdigi %
inhibisyon ve enzim aktiviteleri agagida verilen formillere gore hesaplandi:

Absorbans (ks - Absorbans gumune)
¢ % inhibisyon = x 100
Absorbans (e

% inhibisyon

o Enzim Aktivitesi (U/mL) =
50 x Numune hacmi (mL)

Spesifik aktivite;

SOD (U/mL)
Eritrosit igin = SOD (U/gr Hb) =

Hemoglobin (gr/mL)

SOD (U/mL)

Doku igin = SOD (U/gr protein) =
Doku proteini (gr/mL)
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3.2.3 Glutatyon Tayini

a) Eritrositte (Hemolizat) Glutatyon Tayini

Kullanilan Reaktifler:

4 Cokturme reaktifi (1.67 gr/dL glasiyel metafosforik asit, 0.2 gr/dL. Na,EDTA ve30

gr/dl NaCl).

4 Fosfat reaktifi (0.3 M Na;HPO,)

4 DTNB: 5.5'dithiobis(2-nitrobenzoik asit) 40 mg/dl, % 1’lik Na sitrat iginde.

4 GSH standardi (29.2 umol/L redikte glutatyon).

Deneyin Yapihigi:

-80 'C den alinan hemolizatin, énce -20 °C, daha sonar 4 ‘C’de bir middet
bekletilerek iyice ¢é6ziinmesi saglandi. Daha sonra 6000 g de 10 dakika (4 'C’de)
santriflj edilerek berrak stpernatant elde edildi. Eritrositlerden elde edilen bu
sUpernatantda, asagida verilen deney semasina (Tablo 3. 6) gore, Beutler'in tarifledigi
metodla GSH tayini yapild: (98).

Tablo 3. 6. Eritrositte GSH Olgumii.
Numune Tiipii Kér Tlopii

Numune 2mi —_

Coktirme reaktifi 3 mi 3ml

Distile su — 2 ml

Vorteksle karnistirldi, 5 dk oda i1sisinda bekletildi ve

filitre edildi

Numune filitratt 2 ml —

Kor filitrati — 2ml

Fosfat reaktifi 8 ml 8 ml

DTNB reaktifi 1 ml 1 ml

Tupler vorteksle iyice karigtirildi ve olugan rengin (agik sari) absorbansi 412 nm
dalga boyunda kére karsi okutuldu.

b) Dokuda Glutatyon Tayini

Kullanilan Reaktifler:

¢ DTNB reaktifi (0.1 M KH,PO, (pH 7.5), 5 mM Na;EDTA, 10 mM DTNB ve 625 U/L

glutatyon rediiktaz).

4 NADPH (1.467 mM B-NADPH ve 0.1 M KH,PO, igerisinde hazirlanir, pH 7.5).

4 GSH standard (29.2 ymol/L redilkte glutatyon).

Deneyin Yapiligt:

-80 'C den alinan doku sipernatanti, énce -20 °C, daha sonar 4 °C’de bir
middet bekletilerek iyice ¢éziinmesi saglandi. Daha sonra 6000 g de 10 dakika (4
"C'de) santriftij edilerek berrak siipernatant elde edildi. Mide dokusundan elde edilen
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bu stpernatantda, asagida verilen deney semasina (Tablo 3. 7) gore, Tietze ve
Anderson’un daha dnceden tarifledigi metodlarla GSH tayini yapild1 (99, 100).

Tablo 3. 7. Mide Dokusunda GSH Olgumil.
Numune Kiiveti Standart Kiiveti

DTNB reaktifi 750 pl 750 pl
Numune 100 pl —
GSH standardi — 100 ul
Karistinldi, 2 dk bekletildi
NADPH 150 ul 150 ul

NADPH katildiktan sonra kiivet alt-Ust edilerek reaksiyon baglatildi ve olusan
absorbans artisi (5-thio-2-nitrobenzoik asitin olusum hizi) 2 dk siireyle 412 nm dalga
boyunda kaydedildi. Kér absorbansi, kiivete sadece DTNB ve NADPH konularak
Slgulda.

Hesaplamalar:

a) Eritrosit igin
Absorbans gwumune)
e GSH (umoliL) = x C x SK
Absorbans (standar)

GSH (umol/L)

o GSH (pmol/gr Hb) =
Hemoglobin (gr/L)
b) Doku i¢in
AA/dk (Numune)
e GSH (umol/L) = x C x SK
AA/dk (Standart)
GSH (umol/L)

e GSH (umol/gr protein) =
Doku proteini (gr/L)

C. Standart konsantrasyonu (29.2 pmol/L)
SK: Seyreltme katsayisi
AA/dk: Dakikadaki absorbans degisimi

3.2.4 Malondialdehid (MDA) Tayini

Prensip: 95 °C'de inkGibasyon sonucu, tiyobarbutirik asit (TBA) ile MDA'nin
olusturdugu pembe renkli kompleksin absorbansinin 532 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak élglilmesi esasina dayanir (101).

a) Eritrosit (Hemolizat) MDA Tayini

Kullanilan Reaktifler:

4 Fosfat Tamponu (8.1 gr/L NaCl, 2.302 gr/L. Na;HPO,, 0.194 NaH,PO,)

<% Butylated hydroxytoluene (BHT) ¢6zeltisi, % 0.88
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4 TCA ¢ozeltisi, % 30

4 EDTA, 0.1 M

4 Tiobarbutirik asit (TBA) ¢ozeltisi, % 1

¢ NaOH, 0.05 N

Deneyin Yapiligi:

-80 "C’den alinan hemolizatin, 6nce -20 °C, daha sonar + 4 C'de bir middet
bekletilerek iyice ¢ézinmesi saglandi. Daha sonra 6000 g de 10 dakika (4 "C’'de)
santriflj edilerek berrak slpernatant elde edildi. Eritrositlerden elde edilen bu
slipernatantda, asadida verilen deney semasina (Tablo 3. 8) gore, Jain ve
arkadaslarinin tarifledigi metodla MDA tayini yapildi (101).

Tablo 3. 8 Eritrositte (hemolizat) MDA Olgima.

Numune Tiipii Kor Tiipii
Fosfat tamponu 0.8 ml| 0.8 ml
Numune 0.2 ml —
BHT ¢ozeltisi 0.025 mi 0.025 ml
TCA c¢ozeltisi 0.5 ml 0.5 ml

Vorteksle kangtinldi, 4°C'de 2 saat inkibasyon sonrasi 2000 g de 15 dk
santfifuj edildi ve kapakli tuplere:

Sipernatant 1ml 1ml
EDTA ¢ozeltisi 0.075 mi 0.075 ml
TBA ¢ozeltisi 0.25 ml 0.25 ml

95 *C'de 15 dk inkube edildi

Inkiitbasyon sonrasi tiipler musluk suyu ile sogutuldu. Absorbansiar iki farkl
dalga boyunda (532 ve 600 nm) kére karsi okutuldu ve 600 nm'de okunan degerler 532
nm de okunan degerlerden gikartilarak sonuglar hesaplandi.

b) Mide Dokusunda MDA Tayini

Kullanilan Reaktifler:

4 Sodyum Dodesil Suifat (SDS), % 8.1

¢ Asetik asit, % 20, pH 3.5 (NaOH ile ayarland1)

4 TBA, % 0.8

4 n-Butanol/Piridin (15:1, v/v)

Deneyin Yapilist:

-80 ‘C'den alinan doku slipernatanti, 6énce -20 "C, daha sonar 4 °C'de bir
muiddet bekletilerek iyice ¢dziinmesi saglandi. Daha sonra 6000 g de 10 dakika (4
‘C'de) santrifilj edilerek berrak stpernatant elde edildi. Mide dokusundan elde edilen
bu slipernatantda, asagida verilen deney semasina (Tablo 3. 9) gore, Okhawa ve
arkadaslarinin tarifledigi metodla MDA tayini yapildi (102).
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Tablo 3. 9 Mide Dokusunda MDA Olgim.
Numune Tiipii * Kor Tlipil *

Numune 0.2ml -
SDS ¢ozeltisi 0.2 ml 0.2 ml
Asetik asit cozeltisi 1.5 ml 1.5 ml
TBA ¢bzeltisi 1.5 mi 1.5ml
Saf su 0.8 mi 0.8 ml

95 "C'de 1 saat inktbe edildi, musluk suyu ile
sodutuldu. Yeni tuplere:

Saf su 1ml 1mi
n-Bitanol/Piridin 5ml 5ml

Vorteksle karistirildi, 4000 g de 10 dk santrifijj edildi
* Kapakl tip

Santrif{ij sonras! olugan organik fazin absorbansi 532 nm dalga boyunda kére
karsi okutuldu.

Hesaplamalar:
Absorbans x 10°
MDA (umol/L) = x SK
1.52 x 10°

1.52 x 10° Molar absorbtivite katsayisi
SK: Seyreltme Katsayisi
10% Moli, mikromole gevirme katsayisi

Spesifik ifade;
MDA (umol/L)

Eritrosit i¢in — MDA (umol/gr Hb) =
Hemoglobin (gr/L)

MDA (umol/L)

Doku igin = MDA (umol/gr protein) =
Doku proteini (gr/L)

3.2.5 Hemoglobin Tayini

Prensip: Ferrisiyanid tarafinadan hemoglobindeki Fe**nin methemoglobindeki
Fe'®e yikseltgenmesi ve potasyum siyanir ile methemoglobinin stébil
siyanomethemoglobine déntistirilmesi esasina dayanir. Siyanomethemoglobinin 540
nm dalga boyundaki absorbansi, ortamdaki hemoglobin miktari ile dogru orantilidir
(103).

Kullanilan Reaktifler:

< Drabkin reaktifi (1.2 mM K;Fe(CN)s, 1.6 mM KCN ve 23.8 mM NaHCO,)

4% Cyanmethemoglobin standardi (80 mg/dL)
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Deneyin Yapilisi:

Eritrositler, buz soguklugunda distile suyla 1:10 oraninda (v/v) seyreltilerek
hemoliz edildi (0.2 ml eritrosit sispansiyonu + 1.8 ml su) ve agagidaki semaya gore
hemoglobin tayini yapildi.

Tablo 3. 10 Siyanomethemoglobin Metoduyla Hemoglobin Tayini.
Numune Tipili Standart Tiipld Kér Tiipii

Drabkin reaktifi 5mi 5mi 5mi
Hemolizat 0.02 mi — —
Standart — 0.02 mi —

Oda sicaklijinda 5 dk inkiibasyon

Inkiibasyon sonrasi absorbanslar 540 nm dalga boyunda koére kargi okutuldu.

Hesaplamalar:
Absorbans (numune)

Hemoglobin (gr/dl) = x C x SKx 10
Absorbans (Standart)

C: 80 mg/dL
SK: Seyreltme katsayisi
10 Standart birimini (mg/dL) gr/dL ye gevirme katsayis!

3.2.6 Bradford Metodu ile Protein Tayini

Prensip: Negatif yiike sahip Coomassie Brillant Blue G-250 (CBB)'nin, protein
tzerindeki pozitif yuklere baglanmasiyla olugan mavi renkli kompleksin absorbansinin
595 nm dalga boyunda okutuimasi esasina dayanir (104).

Kullanilan Reaktifler:

< CBB ¢ozeltisi: 100 mg Coomassie Brillant Blue G-250, 50 mi % 95'lik etil alkol
iginde ¢6z0lur; 100 ml % 85'lik fosforik asit eklenerek hacmi litreye tamamlanir.

< Standart: Bovin serum albumin (BSA), 100 mg/dI

Deneyin Yapiligi:

-80 °‘C'den alinan doku stipernatanti, énce -20 "C, daha sonar 4 °C'de bir
middet bekletilerek iyice ¢6ziinmesi saglandi. Daha sonra 6000 g de 10 dakika (4
"C’de) santrifijj edilerek berrak stipernatant elde edildi. Mide dokusundan elde edilen
bu sipernatantda, agagida verilen deney semasina (Tablo 3.11) gére, Bradford'un
tarifledigi metodla protein tayini yapildi (104).

Standartin Hazirlanisi: BSA den 100 mg/dl konsantrasyonunda stok standart
hazirlandi. Stok standartdan seyreltme yapilarak degisik konsantrasyonlarda elde
edilen BSA g¢ozeltileri standart olarak kullanildi.
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Tablo 3. 11 Bradford Metoduyla Dokuda Protein Tayini.
Numune Tiipli Standart Tipii Koér Tipl

Numune* 0.1ml -

Standart - 0.1 ml -
Distile su - - 0.1 mi
CBB c¢btzeltisi 5 ml 5ml 5ml

Oda sicakliginda 5 dk inkitbasyon |
* Absorbans! yiiksek grkan numuneler /0 - Y150 oraninda seyreltilerek galigiid.

595 nm dalga boyunda absorbanslar kére karsi okutuldu ve standart grafik

cizilerek sonuglar hesaplandi.

3.3 istatistiksel Analizler

Sonuglar ortalama deger + standart sapma (x + SD) olarak ifade edildi. Grup
ortalamalar arasindaki farkin énemlilik derecesi varyans analizi (ANOVA) ile belirlendi.
Bu iglemler i¢in “SPSS for Windows,v 11.0" istatistik paket programi kullanildi ve
p<0.05 degerleri anlamii kabul edildi.
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4. BULGULAR

Bu galismada, Gereg ve Yontemler kisminda belirtildigi gibi; agirhiklan 230 + 20
gr olan Albino Wistar cinsi siganlarin, deney protokolinden sonra alinan eritrosit ve
mide dokusu drneklerinde GPx ve SOD aktiviteleri ve GSH ve MDA dlzeyleri tayin
edildi ve adrenalektominin bu parametreler (izerine olan etkileri arastinidi. Calisma

gruplanna ait ortalama degerler (X) ve standart sapmalar (SD) Tablo 4.1 ve 4.2'de
6zetlendi.

Tablo 4. 1. Mide Dokusunda Olgiilen Baz! Enzimatik ve Non-Enzimatik Antioksidan ve Oksidan
Parametrelere ait Ortalama ve Standart Sapma Degerleri.

Kontrol Yalanci operasyon Adrenalektomi
Parametreler Grup | Grup ll Grup I

n=11,xx 8D n=11, x + SD n=11,x+ SD
GPx (U/gr prt) 229+6.9 30.3+10.2 21.3+83"7
SOD (U/gr prt) 382.6 +57.6 425.8 £ 43.6 366.0+51.2"
GSH (nmol/grprt) 1.8 +0.4 16+04 21+06~°
MDA (umol/gr prt) 107.1 £ 37.4 153.5+50.4" 96.3+29.1"

* p< 0.05 kontrol grubuna karsi

*p<0.05 ve ** p<0.01 yalanci operasyon grubuna karst

Tablo 4. 2. Eritrosit Dokusunda Olgiilen Bazi Enzimatik ve Non-Enzimatik Antioksidan ve
Oksidan Parametrelere ait Ortalama ve Standart Sapma Degerleri.

Kontrol Yalanci operasyon Adrenalektomi
Parametreler Grup | Grup i Grup HI
n=11,x+SD n=11,x+SD n=11, x + SD
GPx (U/gr Hb) 6.9+26 8.5+ 3.1 6.1+28
SOD (U/gr Hb) 94.8 £ 14.2 101.5+£13.9 89.2+12.2
GSH (nmol/gr Hb) 763.3 £219.9 640.1 £ 192.9 932.8+267.5°
MDA (pmol/grHp)  23.7+7.6 28.11+8.0 202+57°

* p<0.05 yalanci operasyon grubuna karsi
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4.1 GPx

Adrenalektomili grupda, alinan mide dokusu orneklerinde tayin edilen GPx
aktiviteleri, yalanci operasyon grubundaki GPx aktivitelerinden anlamli derecede dusuk
olmasina karsin (p< 0.05), kontrol grubu ile karsilastiriidiginda sonuglar birbirine yakin
bulundu (Bkz. Tablo 4.1). Adrenalektomili grupda &lgllen eritrosit GPx aktiviteleri,
yalanci operasyon grubu ve kontrol grubu aktivitelerinden istatistiki agidan farkh degildi
(p>0.05) (Bkz. Tablo 4.2).

4.2 S0D

Mide dokusu orneklerinde tayin edilen SOD aktiviteleri, yalanci operasyon
grubu ile karsilastinidiginda, adrenalektomili grupda anlaml derecede dusuk bulundu
(p<0.05) (Bkz. Tablo 4.1). Her (¢ grupda, eritrosit SOD degerleri igin yapilan
karsilastirmada gruplar arasinda istatistiki bakimdan anlamli fark bulunmad: (p>0.05)
(Bkz. Tablo 4.2).

4.3 GSH

Adrenalektomili grupda, alinan mide dokusu &rneklerinde tayin edilen T-GSH
duzeyleri ile yalanci operasyon grubundaki T-GSH duzeyleri karsilagtiriidiginda,
gruplar arasindaki fark anlaml bulundu (p< 0.05) (Bkz. Tablo 4.1). Ortalama eritrosit T-
GSH dizeyleri, yalanci operasyon grubu ile karsilastirildiginda, adrenalektomili grupda
anlamh 6lglide artmis olarak tespit edildi (p<0.05) (Bkz. Tablo 4.2).

4.4 MDA

Alinan mide dokusu 6rneklerinde tayin edilen MDA duzeyleri adrenalektomili
grupda, yalanci operasyon grubuyla karsilastinidiginda anlamh derecede dusik
bulundu (p<0.01). Yalanci operasyon grubunda MDA dizeylerindeki artig, kontrol
grubu ile karsilastinldiginda, gruplar arasindaki fark istatistiki agidan anlaml idi
(p<0.05) (Bkz. Tablo 4.1). Adrenalektomili grupda o&lgilen eritrosit MDA duzeyleri,
yalanci operasyon grubuna gére anlamli olarak diigtik bulundu (p<0.05). Kontrol grubu
ile karstlastiriidiginda yalanci operasyon grubunda tespit  edilen eritrosit MDA
diizeylerindeki artig istatistiki agidan anlamh degildi (p>0.05) (Bkz. Tablo 4.2).



GPx {u/grHb)

40

&0

Gl
T 04 O
:E 40 .
& ]
5 904 '
N
2 7
o 0 /;’/{

A

104

{

o ¥ -3 8 11

Grup | Grup Il Grup I
Sekil 4.1a Calisma Gruplarindaki GPx Dagilimi (mide dokusunda).

16

14+

12

=

= u i i
Grup | Grup ll Grup I

Sekil 4.1b Calisma Gruplarindaki GPx Dagilimi (eritrositde).



41

550

S00 4

450 «

N
E

§ 400 5 22
& L //
B
5 3504 /,
2 o
8 300
? | o
250 4 ) o
200
M= 1 1 1
Grup | Grup Il Grup il
Sekil 4.2a Calisma Gruplarindaki Superoksid Dismutaz Dagtlimi (mide dokusunda).
140
O
120 4
O
e
f{’ 1G0 4
2
0
Q
0
a0 4
0]
60
Ne 1 1 11
Grup | Grup Il Grup 1

Sekil 4.2b Calisma Gruplarindaki Superoksid Dismutaz Dagihmi (eritrositde).



42

3,5

3,0+
. o)
£ 25
g Z
o 0
5
2oy |
g Y,
hund Ll s -
T 1,5 1 .
(02}
o

1,04 o

5

N o= 11 11 11

Grup | Grup 1l Grup lll

Sekil 4.3a Calisma Gruplanndaki Glutatyon Dagilimi (mide dokusunda).

1400

1200«

1000 «

800 »

8

2\ N\ pemy
A\ N\

GSH (nmol/ gr Hb)

400 4

200
Ne 1 u 1

Grup | Grup 1l Grup 1l

Sekil 4.3b Caligma Gruplarindaki Glutatyon Dagilimi (eritrositde).



43

300
250 «
= 200 »
3
24
Q.
5 150 T |
2 7 1
> w| %
S ) '
g .
L 1
50‘
g
Ne i 1 1
Grup | Grup I Grup il

Sekil 4.5a Caligma Gruplarindaki Malondialdehit Dagslimi (mide dokusunda).

50
0
405
0
2 0
%‘ 304
E
=
g | 1
20+ .
w4
10
Moo i1 11 i1
Grup | Grup !l Grup il

Sekil 4.5b Calisma Gruplarindaki Malondialdehid Dagilim! (mide dokusunda).



44

5. TARTISMA

H,0,, O,” ve OH’ radikalleri gibi SOR hem i¢ hem de dis uyaranlarin etkisi ile
aerobik organizmada surekli olarak az miktarda olugsmaktadirlar (105, 106). Dustk
konsantrasyonlarda SOR, hiicre farklilagmasi, gelisimi yada blylimenin durmasi,
apopitozis gibi durumlarda hicre igi bir mesajct olarak ve mikroorganizmalara kars!
konakgl savunmasinda oldugu gibi, bir gok biyokimyasal siregte rol oynamaktadirlar
(107, 108). SOR'nin ortamdan uzaklastirilimasinda bir yetersizligin oldugu, oksidatif
stres durumlarinda olmasi gerekenden daha yilksek konsantrasyonlardaki SOR,
biyolojik makromolekullerin  hasarlanmasina ve ciddi metabolik fonksiyon
bozukluklarinin ortaya gikmasina neden olabilirler. Ayni sekilde yikselmis SOR'nin
kanser, iskemi, endokrin ve immiin fonksiyonlarda yetmezlik gibi gok sayida hastaliga
ilave olarak gastrik mukozal hasar olusumunda da rol oynadidi bir ¢ok literatiirde ifade
edilmistir (14, 15, 109).

Asadidaki tabloda Ozetlendigi gibi, gastrik mukozal butanltk; "agressif"
(saldirgan) ve "defansif" (savunma) faktérler olarak bilinen bir ¢ok faktér arasindaki
dengeye bagh olarak surdurilur (110). Gastrik mukozadan sekrete edilen pepsinle
birlikte hidroklorik asit, safra, pankreatik enzimler endojen kaynakli, alkol, sigara igimi,
steroid-nonsteroid antienflamatuar ilaglar ise eksojen kaynakli &nemli saldirgan
faktorlerden bazilandir (111-114).

Gastrik doku yiizey epiteli hicrelerinden salgilanan mukus, bikarbonat
sekresyonu, prostaglandin salimmi yaninda, gastrik dokuda bulunan antioksidan
enzimler ve serbest radikal toplama ozellijine sahip molekdllerin gastrik mukozal
butuniagun korunmasinda onemli role sahip savumna faktérleri oldugu son yillarda
ifade edilmektedir (17, 115, 116).

Tablo. Gastrik Mukozal Butiinliikle lligkili Bazi Faktorier.

Saldirgan Faktoérler Savunma Faktorleri

+ HCI sekresyonu * Ylzey epitelinden mukus sekresyonu

* Pepsin sekresyonu « Bikarbonat sekresyonu

* Safra * Mukozal kan akimi

*» Pankreatik enzimier + Yiizey epitelinin rejeneratif kapasitesi

+ Helikobakter Pilori pozitifligi * Prostaglandin salinimi

+ Sigara igimi * Ylizey membran transportu

* Aikol + Antioksidan enzimler ve molekdller

« Nonsteroid antiinflamatuar ilaglar +» Gastrik mukozal yuzeydeki fosfolipid tabaka
» Steroidler » Gastrik motilite ve mikrosirktiasyon

P, ‘gf@ﬂ N
gt TOSHETY g 5
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Hernandez ve ark. nin (32) Sprague-Dawley siganlar Uzerinde yapmis oldugu
bir calismada, bilateral adrenalektomiden sonra bir grup sigan stres 6ncesi subkutan
prednizolon uygulandiktan sonra, diger grup siganlar ise herhangi bir ilag veriimeden
soguk odada (4 °C’de) spin pozisyonda alikonularak 3 saat silireyle strese tabi
tutulmus. Ayni ¢alismada, adrenalektomi sonrasi herhangi bir stres uygulamasina tabi
tutulimayan bir grup sigan da kontrol grubu olarak degerlendiriimis. Adrenalektominin
stressiz siganlarda gastrik Ulser olusturmadigi, strese tabi tutulan siganlarda gastrik
Ulser insidansini 6nemli olgide artirdigr ve adrenalektomili siganiara stres dncesi
prednizolon uygulamasi ile bu artigin belirgin sekilde azaldig: ifade edilmistir. Koji.ve
ark. nin (31) Sprague-Dawley siganlar Gzerinde yapmis oldugu baska bir ¢galigmada,
adrenalektomili hayvanlara degisik dozlarda indometasin uygulamasi ile gastrik
lezyonlar olusturulmus. Gastrik mukozal kan akimi, asit outputu ve motilitedeki
degisikliklerle Ulser olusumu arasindaki iligkinin degerlendirildigi ¢alismada,
indometasinle olusturulan mukozal tilserasyonun adrenalektomi ile arttigi ve bunun da
muhtemelen adrenalektomiden sonra gézlenen mukozal kan akimindaki azalmadaﬁ
kismen kaynaklanmis olabilecegi ifade edilmistir. Avunduk ve ark. nin (33) Lewis
siganlar Gizerinde yapmis oldugu baska bir galigmada, bir grup sigan adrenalektomi
yapiimadan dider bir grup sigan ise adrenalektomi sonrasi belli strelerle (0.5, 2 ve 4
saat) soguk ortamda (4 °C’de) alikoyma stresine tabi tutulmus ve deney sonrasi gastrik
mukoza 6rneklerinde dlgllen prostaglandin E; ve 6-keto-prostaglandin F,4 seviyeleri ve
Glser indeksi verileri degerlendirilmis. Adrenalektominin, mukozal prostaglandin
seviyelerini etkilemedigi fakat, gastrik mukozal hasar olugumu {zerine stresin
kotllegtirici etkisini artirdigi ancak, bunun prostaglandin olusumu ile iliskili olmadig:
ifade edilmistir.

Yukarida bahsedilen galismalar ve benzer 6zellikteki diger literattirlerde (117,
118) ortak olan nokta, endojen stres hormonlarini uzaklastirmak igin yapilan
adrenalektominin, mekanizmasi tam olarak izah edilemese de deneysel olarak
olusturulan stres Glserini artinyor olmasidir. Bu itibarla biz adrenal bezin gastrik
dokudaki antioksidan enzim veya molekiller Gzerinde bir etkisinin olup olmadigini
arastirmak amaciyla, deney hayvanlarini her hangi bir strese tabi tutmadan veya tiser
olusturucu her hangi bir kimyasal ajan vermeden, eritrosit ve mide dokusundaki
enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan parametreler Gzerine adrenalektominin
fizyolojik etkilerini inceledik. Bunun igin, enzimatik antioksidanlar olarak GPx ve SOD
aktivitelerini, enzimatik olmayan antioksidan olarak GSH diizeyini ve oksidatif stresin
bir gostergesi olarak da lipid peroksidasyon Grtini olan MDA diizeyini 6lgtuk.
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Yaptigimiz bu galismada, mide dokusunda olgllen, adrenalektomili grup ile
kontrol grubu GPx, SOD, GSH ve MDA degerleri arasinda istatistiki olarak anlamli bir
fark yoktu. Buna karsilik yalanci operasyon grubunda, kontrol ve adrenalektomili gruba
gbre GPx, SOD ve MDA degerleri artmig, GSH ise azalmis olarak bulundu (Bkz. Tablo
4. 1). Eritrositde yapilan 6lgimlerde ise, yalanci operasyon grubunda; diger iki grupla
kargilagtinidiginda MDA degeri artmig, GSH ise azalmig olarak bulundu.
Adrenalektomili gruptaki oksidan ve antioksidan parametreler eritrositlerde de kontrol
grubundakilerden istatistiki olarak farkh degildi (Bkz. Tablo 4. 2).

Kontrol grubuna gore vyalanci operasyon grubunda gézlenen MDA
duzeylerindeki artis muhtemelen uygulanan cerrahi islem ve buna bagh devam eden
yara iyilesmesi sirecinden kaynaklanmigtir. Yara iyilesmesi, enflamasyon, hiicre
migrasyonu, anjiyogenez, matriks sentezi, kollajen birikimi ve reepitelizasyonu igeren
kompleks bir molekuler ve hicresel olaylar serisidir ve enflamatuar hucreler,
ekstraselliler matriks molekdlleri ve biyokimyasal mediatérler arasinda gergeklesen
karmastk bir siregten gecer (119). Degisik literaturlerde deneysel yara iyilesmesi
modellerinde, iyilegsme siireciyle paralel olarak antioksidan profilin (SOD, GPx ve GSH
gibi) ve lipid peroksidasyon urinlerinin (MDA veya TBARS) degistigi ifade edilmistir
(120-122). Travma, cerrahi midahaleler, sepsis ve iskemi-reperflizyon gibi oksidatif
stres olusturan bir ok durumda fazla miktarda reaktif oksijen tlrii meydana gelebilir ve
olusan serbest radikaller MDA olusumuna yol acan lipid peroksidasyonunu uyarabilirler
(123, 124). Bizim gahsmamizda, kontrol grubu ile kargilagtirildiginda yalanci operasyon
grubunda gézlenen mide dokusu MDA dizeylerindeki artis (% 43) istatistiki olarak
anlaml iken (p < 0.05), eritrosit MDA diizeylerindeki artis (% 19) anlaml degildi (P >
0.05). Istatistiki anlam bakimindan bu farklilik, lipid peroksidasyonuna karsi mide
dokusunun daha hassas oldugunu veya eritrositlerin strese kargl daha iyi korundugunu
gosterebilir.

Gahgmamizda, hem kontrol hem de yalanci operasyon grubu ile
karsilastinidiginda, adrenalektomili grupta eritrosit ve mide dokusu MDA duzeyleri
azalmis olarak bulundu. Adrenalektomili grupda gézlenen bu azalis eritrositte yapilan
élgumler igin; kontrol grubuna gére % 15, yalanci operasyon grubuna gére %28 ve
mide dokusunda yapilan dlgimler igin; kontrol grubuna gére % 10, yalanci operasyon
grubuna goére %37 oranindaydi. Bu sonuglar, adrenal bez kaynakii adrenalin,
noradrenalin ve dopamin gibi katekolaminler veya kortizol, aldosteron ve DHEA gibi
steroid hormonlarnn lipid peroksidasyonu olusumunda metabolizmanin degisik

noktalarina olan etkileri iizerinden bir roliniin olabilecegini gosterir. Ozellikle nétrofiller
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fagositoz esnasinda gok miktarda O, tuketirler. Bu tiketilen O, in gogu NADPH oksidaz
sistemi tarafindan kullanilir. Oksidazlar intraselliler NADPH'1 kullanarak O, anyonu
olustururlar (40). Katekolaminler, NADPH oksidaz aktivitesi igin gerekli indirgeyici
substratlarin retildigi, pentoz fosfat yolu ve Krebs siklusunda, GBPDH (glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz) ve sitrat sentaz gibi enzimlerin aktivitelerini uyararak veya antioksidan
enzimlerin aktivitelerini baskilayarak lipid peroksidasyonunu, dolayisiyla da MDA
oflusumunu artirabilir (125). Siganlar Gzerinde yapilan bir galismada, katekolamimlerin
lipid peroksidasyonu ve bazi enzimler (zerine olan etkilerini aragtirmak igin
adrenodemedullektomi yapilan hayvanlarin dalak ve gastrokinemius ve soleus kasi
dokularinda, adrenodemediillektominin kontrol grubuna gére G6PDH ve sitrat sentaz
aktivitelerini ve buna paralel olarak da TBARS olusumunu azalttigi ifade edilmistir
(125). Buna ilave olarak epinefrinin, makrofajlarda cAMP Gzerinden H,O, Uretinini
uyardidl ve buna bagh olarak da transkripsiyon-translasyon mekanizmalari yaninda
allosterik olarak da NADPH dretimini artirabilecegi literattrierde belirtiimistir (125, 126).
Bu bilgileri destekleyen, Toleikis ve ark.(127) nin siganlar tzerinde yapmis olduklari,
kimyasal ve cerrahi sempatektomi ile antioksidan statusu iligkisinin arastinidigi benzer
bir c¢alismada, adrenalektomili siganlarin karaciger, akciger ve bdobrek
homojenatlarinda in vitro lipid peroksidasyonunun, dolayisiyla TBARS'In tek basina
adrenalektomi ile anlamli sekilde azaldig: ve adrenalektomiye ilave, birinci derecede
periferal dokularda noradrenalin dlzeyini azaltan 6-hidroksidopamin (6-OHD)
uygulamasi ile TBARS diizeyinde ilave bir azalmanin olmadigi ifade edilmistir (127).
Bununla birlikte, adrenalektominin lipid peroksidasyonu uzerine olan etkilerinin
arastinldigi degisik ¢aligmalarda birbirleriyle ¢elisen sonuglar da bildirilmigtir. Yukarida
bahsedilen in vitro galigmanin aksine, Hidalgo ve arkadaslarinin (128) yapmis oldugu,
Sprague-Dawley siganlarda bazal ve stres sartlarinda hepatik doku TBARS duzeyleri
Uzerine katekolaminler ve glukokortikoidlerin etkilerinin arastirildigi in vivo bir
¢alismada, deney hayvanlarini strese tabi tutmadan bazal sartlarda, karaciger
dokusunda TBARS dizeyinin yalanci operasyon grubu ile karsilastirildiginda
adrenalektomili grupda daha ytksek bulundugu, buna kargilik adrenalektomiye ilave
olarak kortikosteron verilen grupda TBARS diizeyinin kontrol grubu degerlerinin altina
dustiglu gorulmis. Bundan dolayi, bazal sartlarda distk karaciger TBARS duizeyinin,
bilinmeyen bir mekanizma ile, glukokortikoidlerin antioksidan &zelliginden
kaynaklanabilecegi ifade edilmigtir (128).

Glutatyon, bir ¢ok hticresel fonksiyonla ilgili peptitdir ve gastrik mukozal

batinlagin  surdirilmesinde dnemli oldugu dustnilmektedir. Ozellikle insan ve
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siganlarin gastrik mukozasinda yuksek konsantrasyonda bulunan glutatyon,
proteinlerin -SH gruplarinin geri dénlisimsiiz otooksidasyonunu onleyerek ve O,"
radikallerini toplayarak oksidatif strese kargi gastrik mukozanin direncini artinir (16, 17,
129). Bir bagka ifadeyle, endojen silfidril konsantrasyonu dustigi zaman serbest
radikallerin zararll etkilerine ve asit salgisina karsi gastrik mukus hiicrelerinin
hassasiyeti artar(17, 18).

Bizim galismamizda, yalanci operasyon grubunda &lgilen eritrosit ve mide
dokusu GSH duzeyleri kontrol grubu ile karstlastiriidiginda sirasiyla % 16 ve % 11
oraninda daha dasiik bulundu. Buna Kkarsilik, yalanci operasyon grubuyla
kargilastiriidiginda adrenalektomili grupda olgilen eritrosit ve mide dokusu GSH
duzeyleri sirasiyla % 46 ve % 30 oraninda daha ylksekdi. Kismen bizim ¢alismamiza
benzemekle birlikte, ancak mide dokusunda GSH diizeylerinin Slgliimedidi, Toleikis ve
ark. nin (127) Wistar siganlar (zerinde yapmis olduklan bir galismada, hem kimyasal
hem de cerrahi sempatektomi sonrasi eritrositlerde ve diger bazi dokularda GSH
dlzeyleri 6lgtlmis. Eritrositlerde olgllen GSH diizeyi, kontrol grubuna gbre
adrenalektomili grupda daha yiiksek bulundugu, ki bu sonu¢ bizim bulgularimizia
uyumlu idi, adrenalektomiye ilave 6-OHD verilen grupda ise GSH duzeyinin kontrol
grubuna goére c¢ok daha ylksek bulundugu ifade edilmistir. Bizim g¢alismamizda,
adrenalektomiden sonra GSH dizeylerinde gézlemledigimiz artig katekolaminlerle
iligkili olabilir. Adrenalin, cAMP Uzerinden H,O, olusumunu uyarir(125). H,O, ise
redikte GSH'In kullanildi§i glutatyon peroksidaz reaksiyonuyla 2 mol H,O' ya
donistaralir. Mekanizmasi tam olarak agik olmamakla birlikte, adrenalektomiden sonra
eritrosit ve mide dokusunda tespit ettigimiz GSH duzeylerindeki bu artigin muhtemel
sebeplerinden biri adrenal bezin ¢ikartiimasiyla katekolaminlerin &6zellikle de
adrenalinin major kaynaginin kesilmis olmasidir.

Adrenalin, noradrenalin gibi katekol yapili adrenerjik ajanlar ferritinden demir
iyonunu serbestlestirir ve bu serbestlesen demir iyonu gesitli reaksiyonlarla (Fenton
vb.) serbest oksijen radikallerinin olugmasina yol agabilir(130). Buna ilaveten
katekolaminlerin nonenzimatik yikimiyla da (Katekolamin + O, — Melanin + O;")
superoksid radikalleri olusur (131). Ortaya ¢iktigi hiicre bélimunden daha uzak yerlere
kolaylikla gegerek baska radikallerin olusmasina ve doku hasarina neden olabilen O~
radikali SOD ile H,O.'e donlsturtlir (2). Bizim g¢aligmamizda, kontrol grubu ile
karsilastiriidiginda yalanci operasyon grubunda 6lgtlen mide dokusu SOD aktivitesi %
11 oraninda daha yiksek bulundu. Bunun aksine, yalanci operasyon grubu ile
karsilastiridiginda adrenalektomili grupda olglilen mide dokusu SOD aktivitesi % 14
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oraninda daha distkdi. Adrenalektomiden sonra gézlemledigimiz mide dokusu SOD
aktivitesindeki anlamh azalma kismen katekolaminlerin neden oldugu O, miktarindaki
azalmaya bagl olabilir, ki buna bagli olarak da SOD aktivitesi azalir.

Bizim c¢alismamizda, yalanci operasyon grubu ile Kkarsilastirildiginda
adrenalektomili grupda 6lgllen eritrosit ve mide dokusu GPx aktiviteleri sirasiyla % 28
ve % 30 oraninda digikdi. Galisgmamizda adrenalektomli grupda gézlemledigimiz
antioksidan parametrelerdeki degisiklikler azalmis glukokortikoid dizeylerinden de
kismen kaynaklaniyor olabilir. Akciger dokusunda antioksidan enzimlerin geligimi ile
sOrfaktan olusumu paralellik gésterir (132). Sdtrfaktan olugsumu glukortikoidlerle
uyarilabildiginden, bu hormonlarin antioksidan enzim dizeyleriyle de iligkili olabilecegdi
dusunilerek yapilan bir galismada deksametazonun fetal sigan akcigerinde SOD ve
GPx'deki normal artigi hizlandirdigi gorilmis (132). Siganlar Gzerinde yapilan baska
bir galismada, adrenal bezde 11-B hidroksilaz inhibitérii olan metiraponla olugturulan
endojen glukokortikoid Gretimindeki baskilanmanin sigan fetal akciger dokusunda hem
strfaktan hem de antioksidan enzim geligimini paralel bir sekilde geciktirdigi géraimus
(133).

Pereira ve ark. nin (27) sigan makrofajlarn Gizerinde yapmis olduklari in vitro bir
calismada, adrenalektomi ile Cu,Zn-SOD aktivitesinde istatistiksel olarak anlamii
olmayan bir artis, GPx aktivitesinde ise anlamli bir azalmanin oldugu goérulmus. Bizim
calismamizda ise; adrenalektomili grupta eritrosit ve mide dokusunda &lgilen Cu,Zn-
SOD ve GPx aktivitelerini hem kontrol hem de yalanci operasyon grubuna gére daha
dusik bulduk. Cu,Zn-SOD ve GPx aktivitelerindeki bu azaima, kontrol ve yalanci
operasyon grubuna gére adrenalektomili grupta tespit ettigimiz, artmis T-GSH ve
azalmis MDA duzeyleriyle birlikte dustindagumiizde, sonug¢ olarak birbirleriyle
uyumluydu. Zira, MDA dlzeyindeki azalma lipid peroksidasyonunun, dolayisiyla
oksidatif stresin azalmis oldugunu ve bunun neticesi olarak da antioksidan enzim
aktivitelerinin diismus olabilecegini gosterir. Ancak, Cu,Zn-SOD ve GPx aktivitelerinde
gbézlenen bu azalma, adrenal bez kaynakli bir veya birden fazia faktoriin etkiledigi
sentez duzeyindeki bir azalmadan kaynaklanmig olabilecegi de gézardi edilmemelidir.
Pereira ve ark. nin (27) adrenalektomiden sonra elde ettikleri bulgularla bizim
bulgulanimiz arasinda, Cu,Zn-SOD aktivitesi agisindan dusundigumizde ortaya gikan
uyumsuz sonu¢ analiz edilen materyalin farkli olmasindan veya in vitro deney
sartlanindan kaynaklanmig olabilir. Cunkt adrenalektomi ile her ne kadar
katekolaminler ve glukokortikoidlerin kaynagdi buylk oranda ortamdan uzaklastiriimis
olsa da in vivo bir galigmada glukokortikoid senteziyle iligkili ACTH ve CRH gibi
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hormonilar da antioksidan aktivite {izerinde bir etkiye sahip olabilir. Neonatal siganlarin
adrenokortikal hicrelerinde mitokondrial GPx ekspressiyonunun ACTH uyarisina bagh
oldugu (134), baska bir ¢alismada ise yetiskin siganlarin glomeruloza hicrelerinde
ACTH'In GPx mRNA diizeyini azalg ifade edilmistir (135).

Her nekadar kullanifan deney hayvanlarinin cinsleri ve incelemeye tabi tutulan
dokulan farkl olsa da bizim ¢alismamizda, adrenalektomili grupda MDA diizeylerinin
kontrol ve yalanci operasyon grubuna gére diisiik olusu, Toleikis ve ark. (127)ayrica
Pereira ve ark. (125)nin elde etmis olduklan sonuglarla uyumludur. Bahsi gegen
literatirlerde MDA dizeyindeki bu azalma her nekadar katekolamin seviyesi ve buna
bagh olarak oksijen tuketimi ile izah ediliyor olsa da, Hidalgo ve ark. (128)nin sonuglar
dikkate alindiginda, adrenalektomiden sonra mide dokusu ve eritrosit MDA
seviyelerinin azalmis olmasinda lipid peroksidasyonunu etkileyen adrenal kaynakli bir
veya birden fazla faktérin muhtemel varligini d(JsUndUrmektedir. Bunlar adrenal
kaynakli kortikosteroidler ve katekolaminier ve bunlarin metabolitleri olabilecegi gibi
adrenal bez kaynakli molekiillerin etkiledigi fakat adrenal digi bagka faktérler de olabilir.
Bu durum ancak daha spesifiye edilmis galismalarla ortaya konabilir. Adrenalektominin
cesitli dokulardaki lipid peroksidasyonu izerine olan etkileriyle ilgkili ortaya gikan farkli
sonuglar muhtemelen deney sartlari ve uygulanan deney protokollerindeki farkhiiktan
ve / veya adrenalektominin dokuya spesifik etkilerinden kaynaklanmaktadir.
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6. SONUG ve ONERILER

. Yaptigimiz literatir taramalarinda bazal ve stres sartlarinda karaciger, bobrek, kalp
kas! gibi cesitli dokularda oksidan ve antioksidan sistemlerle adrenal bezin iligkisi
(adrenalektominin etkisi) aragtinimis olmasina ragmen; mide dokusunda, GPx,
SOD, GSH ve MDA iizerine olan etkilerini inceleyen literatiire rastlanmamigtir. Bu
itibarla bu ¢aligma bir ilki ifade etmektedir.

. Adrenalektomi, intakt grupla kiyaslandiginda mide dokusunda (lser olugumuna
kars| defansif faktérlerinden olan GPx, SOD gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerini
azaltmamakta, TBARS'In seviyesini artirmamaktadir.

. Bunun yaninda, adrenalektomi, yalanci operasyon grubunda etkin bir gsekilde var
olmasina karsilik, operasyon stresine kargl organizma igin gerekli olan koruyucu
antioksidan cevaptan organizmayl yoksun birakmaktadir (GPx ve SOD
aktivitelerindeki azalma dikkate alindiginda).

. Adrenalektomiden sonra mide dokusu MDA diizeyinde gdzlenen azalma,; savunma
reaksiyonlar igin katekolaminler Gzerinden hizlandirilimig O, alimi, hizl yapim-yikim
reaksiyonlarinin olmayisi ve bunlarin sonucunda Uretilebilecek serbest radikallerin,
dolayistyla lipid peroksidasyonunun az olugundandir.

. Adrenal bez hormonlan farkli konsantrasyonlarda ve farkli dokularda metabolizmayi
gok yonli etkilediginden hareketle, sadece sinirh oksidan veya antioksidan
parametrelerle strese cevap mekanizmalarinin agiklanamayacagr gdézéninde
tutularak, adrenalektomili deney modelleri daha spesifik fakat kapsami

protokollerle ¢aligiimalidir.
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