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OZET

Diisiik doz aspirin, iskemik kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler hastaliklarda,
olas1 trombus ve emboli’nin 6nlenmesinde en yaygin kullamlan ilaglardan biridir.
Ancak, aspirin hem topikal hemde sistemik etki gdstererek ozellikle gastrointestinal
mukozal kanama ve {ilserlesmeye sebep olabilir. Mukozal hasara, protaglandin
yetersizligi, nétrofil-aracili inflamasyon ve oksidatif stres’in sebeb olabilecegi ifade
edilmektedir. GSH, vitamin C ve E iyi bilinen gii¢lii antioksidanlardir. Diisiik doz
aspirinin mukoza tizerine olan hasar verici etkileri, bu antioksidanlarla onlenebilir.
Amacimmiz, uzun dénem diisik doz aspirin kullanimina bagl olusabilecek gastrik ve
duodenal hasarin 6nlenmesidir.

Deneysel ¢alisma protokoliine gore; eriskin erkek ratlar her grupta 8’er olmak
tizere 3 gruba aynldi. Kontrol gruba serum fizyolojik, ASA gruba aspirin (1,44
mg/kg/glin) ve ASA + antioksidan alan gruba ise aspirin (1,44 mg/kg/giin) + vitamin C
(50 mg/giin), vitamin E (25 mg/giin) ve glutatyon (25 mg/giin) 40 giin boyunca gavaj
ile intragastrik verildi. Ayrica ratlar galisma siiresince normal rat diyeti ile beslendiler.
Tedavi sonrasi kan, mide ve duodenum patolojik ve biyokimyasal inceleme igin alindi.

ASA grubundaki ratlarin mide ve duodenumlart kontrol grubu ile
karsilastirlldiginda daha fazla patolojik bulguya sahipken, ASA + antioksidan alan
grubun patolojik bulgulart ASA grubundan daha az bulunmustur. Mide mukozal doku
MPO enzim aktivitesi ASA grubunda kontrol grubuna kiyasla yiiksek bulundu. Ancak
ASA grubuna kiyasla, ASA + antioksidan grubunda MPO aktivite diizeyi anlamh olarak
diisiik bulundu (p<0,01). Ayrica, ASA grubunda mide mukozal doku hsp 70 diizeyi,
kontrol grubuna gore yiiksek belirlendi (p<0.05). Bununla birlikte ASA grubuna
kiyasla, hsp 70 diizeyleri ASA + antioksidan grubunda istatistiksel olarak diisiik
bulundu (P<0.05). Sonug olarak, GSH-vitamin C ve E’nin aspirinle beraber alinmasi
gastrik hasan hafifletmistir. GSH-vitamin C-E kombinasyonu, uzun dénem diisiik doz
aspirin kullanimina bagli olusan gastrik mukozal hasara kars1 koruyucu olabilir.
Anahtar kelimeler: Diisiik doz aspirin, oksidatif stres, gastroduodenal mukozal hasar,

antioksidan
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SUMMARY

Low dose aspirin is widely used for the prevention of probable thrombus and
embolus in patients suffering from ischemic heart disease and ischemic cerebrovascular
disease. However this drug acts both topically and systemically and aspirin might lead
to hemorrhage and ulceration on gastrointestinal mucosa. It is expressed that the
insufficiency of prostaglandin, neutrophil-mediated inflammation and oxidative stress
may cause mucosal injuries. GSH, vitamin C and E are the potent anti-oxidants. It is
hypothesized that GSH-vitamin C-E may protect to the upper gastrointestinal mucosa
against low dose aspirin’s adverse effects. The aim of this study is the preventing of
gastric and duodenal damage induced by low dose aspirin on a long-term basis.

The adult male rats were randomly divided into three groups of 8 each. Rats
were fed regular diets and maintained for 40 days in the control group, the L-ASA
group, which was given aspirin (1.44 mg/kg/day) administered intragastrically by
feeding tube to rats, or the L-ASA with antioxidant supplement group, to whom 1.44
mg of aspirin/kg/day + a solution that contained 50 mg vitamin C, 25 mg vitamin E and
25 mg GSH was administered intragastrically by feeding tube to rats everyday. After
the treatments, blood, stomach and duodenum were taken for pathological and
biochemical analysis.

The stomach and duodenum of the ASA group rats had higher scores of
pathological findings compared with the control group, whereas the scores of the
antioxidant-supplemented group were lower than the ASA group. In addition, gastric
MPO activity was higher in the ASA group than control group. The MPO activity in the
gastric mucosa is significantly lower in the ASA + antioxidant group than ASA group
(p<0,01). Hsp 70 levels in the ASA group were measured higher than the control
(p<0,05). But its levels were lower in the ASA + antioxidant group than ASA group
(p<0,05). In conclusion, a simultaneous intake of GSH-vitamin C-E along with aspirin
attenuated the gastric injury. GSH-vitamin C and E could play a protective role in the
stomach against gastric damage resulting from low dose daily long-term aspirin use.
Key words: Low dose aspirin, oxidative stress, gastroduodenal mucosa damage,

antioxidant
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1. GIRIS VE AMAC

Ticari ilag formunda bulunan aspirin, bir¢gok hastaligin tedavi ve profilaksisinde
giniimiizde yaygin olarak kullamilmaktadir. Analjezik, antipiretik, antiinflamatuar
etkilerinden dolay: tedavi amaciyla kullanilan aspirin ayrica antitrombotik etkisi
nedeniyle, kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler hastaliklarda, trombiis ve emboli
olusumunu 6nlemek icin diigiik dozda, uzun dénem yaygin olarak kullamlmaktadir (1).
Aspirinin tedavi ve korunmada kullanimimi smnirlayan en Onemli yan etkisi
gastrointestinal sistem {izerine olan yan etkileri olmustur. Bu yan etkiler basit
erozyondan yaygin gastrik iilser, perforasyon ve kanamaya kadar giderek hayat1 tehdit
edebilir. Diisiik doz aspirin kullammiyla gastrointestinal yan etkiler azalmig goriilse de
risk gruplarinda tilserasyon ve kanamalar olusmaktadir (1,13,14,35,72,77,87).

Aspirinin yaptig1 gastrointestinal mukoza hasarinin patogenezi tam olarak
anlagilmis degildir. Ancak sistemik ve topikal olarak basitge simiflandirilabilir (45).
Sistemik yan etki COX inhibisyonu sayesinde olur ve prostaglandinlerin azalmasiyla
birliktedir. Mide ve duodenum mukozasi i¢in koruyucu olan prostaglandinlerin azalmasi
tilser olusumunu kolaylastirir. Topikal yan etki ise ilacin yapisiyla ilgilidir. Zayif asit
yapisinda olan aspirin midede non iyonize formdadir ve tamamina yakini mide ve
bagirsaklardan absorbe olur. Mide yiizey fosfolipidleriyle etkileserek mide mukus
bariyer yapisini bozar. Mide asidinin geri diflizyona sebep olarak notrofil-aracili
inflamasyonu ile lokal doku hasarini baslatir. Ayrica noniyonize formdaki aspirin
mitokondrial iyon tuzag olusturarak mitokondrial oksidatif fosforilasyonun ayrilmasina
sebep olur. Boylece ATP deplesyonu ve ROS olusur. Topikal ve sistemik etkiler sonucu
I6kositlerin hasar alanina go¢li artar. Artan l6kosit gbcii sonrasi, nétrofil MPO
aktivitesinin artmasi ROS olusumunu artinr. Reaktif oksijen tiirlerinin asir1 artmasi
sonucu, doku antioksidan kapasitenin yetersiz kalmas: ile makromolekiiler hasar baslar
(18,29,30,34,39,40,41,55).

Gastrointestinal sistemde en onemli antioksidanlar, enzim olanlar ve enzim
olmayanlar olarak iki kisimda incelenir (2,93). Vitamin C, E ve glutatyon
gastrointestinal sistemin énemli antioksidanlarmdandir (93). Aspirinin hem topikal hem
de sistemik yan etkileri sonucunda olusan ROS gastrointestinal mukozal hasarin

patogenezinde Onemli role sahiptir (45). ROS’un asir1 artmasi ve antioksidan



yetersizlikte oksidatif stres meydana gelir. Aspirin ve diger NSAI ilaglarin yaptig
gastrik hasarda oksidan stresin varligi daha ©nceki g¢aligmalarda gosterilmistir
(21,48,49,55,71,73,91,93).

Aspirin kullanimina bagh olusan iist gastrointestinal hasarlarin gastroprotektif
ajanlar (fosfotidilkolin, H, reseptdr antagonistleri, proton pompainhibitérleri) ve
antioksidan kullanilarak 6nlenmesi son yillarda énem kazanmistir. Aspirinin yaptigi
gastrointestinal mukozal hasarin antioksidanlarla 6nlenmesi konusunda hayvan ve insan
¢aligmalan yapilmistir. C ve E vitamininin antioksidan &zelliginden dolay1 aspirinin
sebep oldugu gastrik hasarda kullamlmig ve gastrik mukozal doku hasarim kismen de
olsa azalttif1 gosterilmistir (31,33,36.37,45,55,71,91). Bu ¢alismalar incelendiginde
aspirin dozu yiiksek tutulmus ve ¢alisma kisa siirede sonlandirilmistir. Ancak hastalar
diisiik doz aspirini (50-325 mg/giin) uzun donem kullanmaktadirlar (1,13,14,77). Bu
nedenle amacimiz, uzun siireli diigiik doz aspirin kullanimina bagli gastrik ve duodenal
mukozal hasarin patolojik ve biyokimyasal oksidatif stres markirlari ile belirlenmesi ve

vitamin C/ E / glutatyon kombinasyonu ile bu mukozal hasarin dnlenmesidir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. ASPIRIN (ASETILSALISILIK ASID, ASA)

2.1.1. Tarihgesi

Ségiit agact yapraklarimin ve kabuklarinin agri kesici ve ates dusiiriicti 6zelligi
yaklasik bin yildan beri biliniyordu. 1897°de Bayer’in kimyacisi Felix Hoffmann
asetilsalisik asid sentezlemeyi basarmis ve aspirin ticari ismi ve patenti alinmistir.
Aspirin baslangigta agr1 kesici ve ates diigiiriicii olarak kullamilmig, antiinflamatuar
etkisini prostaglandin sentezini inhibe ederek gergeklestirdigi 1971 yilinda John Vane
tarafindan agiklanmustir Ik kez John Vane doku zedelenmesinde prostaglandinlerin
roliinii ve aspirinin PGE, ve F,, biyosentezini inhibe ettigini gdstermistir. Aspirinin
antiinflamatuar etki mekanizmasini agiklamasi buluguyla John Vane, 1982 yilinda

Nobel édiilii almistir (77,79,80).

i
C-OH

O—ﬁ-CHg,
O

Sekil:1 Asetilsalisilik Asid
2.1.2 Etki Mekanizmasi

2.1.2.1. Siklooksijenaz Enzimi (COX Enzimi)

Siklooksijenaz ya da diger adiyla PGH2 sentetaz, arasidonik asidden
prostaglandinlerin sentezini iki basamakta katalizleyen bir enzimdir (Sekil 2). Bu enzim
ilk kez 1976°da izole edilmigtir. Siklooksijenaz enziminin COX-1 ve COX-2 olmak
tizere iki izoformu vardir. COX-1 mide mukozasi, trombositler, endotel hiicreleri ve
bobrekte bulunur ve hiicre koruyucu protoglandinlerin yapimindan sorumludur. COX-2

izoformu mitojenler, sitokinler ve endotoksinler tarafindan indiiklenebilen formudur.



Insanlarda saglam mide dokusunda COX-2 izoformlari bulunmamasina ragmen ratlarda
varhigi gosterilmistir. Insanlarda gastrik mukozanin H. Pylori enfeksiyonu, iilseratif
kolit ve gastrik iilserin iyilesme doneminde COX-2 enzimi ekspresyonlar: artmistir. Bu
izoform inflamatuar etkili prostaglandinlerin sentezinden sorumludur. Aspirin, enzimin
her iki i1zoformunu da geri doniisiimsiiz olarak inhibe eder. COX-1 ve COX-2
izoformlan birbirleri ile % 60 homoloji gosterirler (32,64).

COX-1 izoformunun, epidermal growth faktér like domain, membran binding
domain ve enzimatik domain olmak tizere 3 domaini vardir. Arasidonik asid enzimin
aktif bolgesine baglanir ve prostaglandin sentezi gergeklesir. NSAI ilaglar arasidonik
asidle enzimin aktif bolgesine baglanmak i¢in yarisir. Aspirin enzimin aktif
bolgesindeki serin rezidiisiinii selektif olarak asetiller. Bu asetilasyon sonucu enzim geri
dontisiimsiiz olarak inhibe olur. Apirinin COX-1’¢ olan ilgisi, COX-2’den 100-150 kat
fazladir. Bu durum aspirinin diisiik dozlarda antitrombosit, yiiksek dozlarda
antiinflamatuar etki gostermesini agiklamaktadir (32,79,80).

Aspirin antiinflamatuar, antipiretik ve antitrombotik etkilerini COX enzimini inhibe
ederck gosterir. Deneysel olarak olusturulan iltihap modellerinde aspirin,
prostaglandin, prostasiklin ve tromboksan sentezini inhibe eder. In vitro deneylerde
aspirinin COX-1’1 inhibe etme giicii salisilatinkinden yaklagik 10 kat fazla iken, COX-
2’yi inhibe etme giicli ancak 3 kat fazladir. Bu durum, salisilatin aspirine gére oldukga
diisiik antitrombositik etki yaptig1 halde ona yakin derecede analjezik ve antiinflamatuar

etki gostermesini agiklayabilir (32,64,79,80).

2.1.2.2. Prostaglandinlerin Viicuttaki Goérevleri

Prostaglandinlerin viicuttaki gérevleri sunlardir (64,74,79,80,83).
A.Gastrointestinal sistemde PGE2 ve sitoprotektif etkisiyle gastrik ve duodenal erozyon
ve lilserasyonlara kars1 koruyucudur.
B. PGF2a, PGD2, TXA2 ve PGI2 akcigerlerde bronkokonstriiktif etkiye sahipken, PGE2
bronkodilatator etkiye sahiptir. PGI2 akcigerlerde potent vazodilatatordiir.
C.Endotel hiicreleri tarafindan tiretilen PGI2°nin damarlarda vazodilatasyon yapici ve
trombosit agregasyonunu dnleyici 6zellikleri mevcuttur.
D. PGE2 ve PGI2 bobrek damarlarinda vazodilatasyon yaparak, bobrek kan akimim

artirir. Renal fonksiyonlarin siirdiirilmesi isin PG tiretimi gereklidir. NSAI ilaglar ve



aspirin prostaglandin sentezini azalttifindan, konjestif kalp yetmezligi, siroz ve renal
yetmezlikli hastalarda renal kan akimini azaltarak renal iskemi riski olusturmaktadirlar.
E. IL-1 ve lipopolisakkaritlere cevap olarak uyarilan, hipotalamus damar endotel

hiicrelerinde bulunan, COX-2 izoenzimi tarafindan olusturulan, PGE2 viicuttaki 1s1

artigindan sorumludur.

F. PGF2q, uterin kontraksiyonlara yol agmaktadir. PG’ler ovulasyon sirasinda da

onemli gérevlere sahiptirler.

D

Arachidonic acid

aspirin COX-1orCOX-2
indomethacin

FN NN COQH

OOH
PGG2

lCOX-lorCOX-E

COOH Qm SNe=" N\ COOH
9 e | OW\/\/ T
e PGl synthase O ™ TXA synthase
<1A/\/V o
\ PGH2

OH OH
PGle (prostacyclin <
(b yoin) PGE SN—= oo
9] / isomerase
HO Y\ ~,COCH PGF HO™0 v
g PGD synthase =
OV\/W synthase 0 TC))(ge

OH  OH

SN NN COOH
QH
P N ™ COOH

6-keto-PGF 1a @\W OH OH
OH & Y PGE=
A OH OH
i COOH PGF2q
y (S, 110-PGF2)
o OH

PGDz
Sekil: 2. Prostaglandinlerin Sentezi (83)



2.1.3. Aspirin Kullanim Alanlar ve Dozu

Aspirin, NSAT'lar iginde en sik kullanilam ve en ucuz olamdir. Ytzyildir
kullanilmakta ve analjezik ve antiinflamatuar degerini korumaktadir. Aspirin genelde
oral yoldan tablet seklinde kullamilir. Analjezik olarak 0,5-0,75 g mutad dozda
kullanilir. Gerektiginde 4-6 saatte bir tekrarlanabilir, ancak giinliik total doz 4 g’1
gecmemelidir. Romatizmal atesli olgularda, agir kardit durumu yoksa, kan salisilat
diizeyi 25-35 mg/dl arasinda tutulacak sekilde ilacin dozu ayarlamr. Cocuklarda
tedaviye 100-125 mg/kg dozuyla baglamr ve bu doz bir haftay: asmamak tizere verilir.
Doz daha sonra giderek 60 mg/kg’a kadar diisiiriilir. Bu dozda yeterli bir siire verilir.
Antitrombositik etkisinden dolay1 kardiovaskiiler hastaliklarin proflaksisinde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Dozu giinlik 75 mg ile 325 mg arasinda degismektedir
(1,32,75,79,80).

2.1.4. Farmakokinetigi

Aspirin zayif asit yapisindadir. Asidik olan mide suyunda non iyonize formda
oldugundan mideden kolayca absorbe edilir. lla¢ alindiktan 20 dakika sonra kandaki
diizeyi minimum etkin diizeyin tizerine ¢ikar ve analjezik etki baglar. Absorpsiyon ince
bagirsakta da devam eder. Sodyum salisilat aspirinden daha hizli absorbe olur ve esit
dozdaki aspirine gére kanda daha yiiksek bir diizey olugturur. Aspirin karaciger ve
kanda salisilata hidroliz edilir. [lacin alimsindan 1-2 saat sonra % 25 hidroliz edilmeden
kalir. Salisilat aspirine oranla ¢ok daha yiiksek bir miktarda (%80) plazma proteinlerine
baglanir. Ilag ektraseliiler sivi kompartmanlarinda homojen olarak dagilir ve birikim
gdstermez (32,35,77,79,80). Aspirinden viicutta olusan veya sodyum salisilat geklinde
disaridan verilen salisilatin eliminasyonu doza bagl kinetik gosterir. Diigiik dozlarda
verildiginde karacigerde %80 oramnda glisin ile birlesir ve bobreklerden bu sekilde
atilir. Az bir kismi da glukuronat konjugati olarak atilir. Yiiksek dozda aspirin veya
salisilat verildiginde enzimatik mekanizmalar doyurulmus oldugu i¢in, sifinnci derece
kinetigine gore sabit hizda metabolize edilir. Bu nedenle salisilatin biiyiik kismu idrarda
salisilat seklinde atilir (32).

2.1.5.Yan etkileri

Aspirin ve diger NSAI ilaglar basta mide olmak tiizere gastrointestinal sistem
mukozasini tahris ederler ve gesitli lezyonlara sebep olurlar. Mide mukozasinda

epitelyum dokiilmesi ve petesial lezyonlardan, mide kanamasi ve perforasyona kadar



giden hasar olustururlar. Akut mukoza zedelenmesi tedavinin 1. veya 2. haftasinda
ortaya ¢ikabilir. Bu hasar analjezik gastroenteropatisi olarak isimlendirilir (32).

Aspirin ve diger NSAI ilaclarin yaptig: ilser siklikla midede olur ve olgularin ancak
az bir kisminda duodenumda meydana gelir. Aspirin ile olusan gastrointestinal
lezyonlar tiim formiilasyonlar ve tiim dozajlarda olabilmektedir (77). Géreceli olarak
diisiik dozda kanama riski daha az olmasina karsin, yine de anlaml diizeyde yiiksektir.
Weisman ve Graham’in meta-analizinde disiik doz aspirinde (<325 mg/giin)
gastrointestinal kanama riskinin 2.5 kat arttign gosterilmistir (87). Yine 325 mg’in
altinda 3 degisik aspirin formiilasyonu (normal, enterik kapli ve tamponlanmisg) ile
yapilan c¢alismalarda, mide ve duodenal kanama risklerinde formiilasyonlar arasi
anlamli fark saptanmamustir (1,13,35,72,77,87). Daha 6nceden peptik iilser 6ykiisii
olanlarda, dozun artmasi, kullanim siiresinin uzamasi, aym zamanda diger iilserojenik
ilaglarin kullanilmasi, sigara kullamilmasi gibi durumlarda iilser insidansi artar. Bu
olgularin bir kisminda {ilser semptomu olmadan kanama veya perforasyon
goriilebilmektedir (72,77,87).

Aspirin ve diger NSAI ilaglarin mide mukozasim1 bozmasi ve bu arada PGI, ve PGE,
sentezini inhibe ederek bu koruyucu faktérlerin diizeyini ve mide mukozasinda kan
akimini azaltmalar mukoza ile direkt temaslar: halinde daha fazla olmaktadir. Aspirin
diisiik dozlarda alindiginda trombosit agregasyonunu inhibe eder ve kanama zamanini
uzatir. Heparin ve oral antikuagiilanlarin etkisini artinir. Yiiksek dozda verildiginde
karacigerde sentezlenen pihtilasma faktorlerinin sentezini doza bagimh azaltir. Aspirin
ile seyrek olarak alerjik reaksiyon gelisir. Aspirine duyarl astma olarak isimlendirilir.
Aspirin ve benzeri ilaglarin, prostaglandin sentezini inhibe etmesine bagl olarak
bobreklerden tuz tutucu etki ve vazokonstritksiyona egilim sebebiyle hipertansiyonlu

hastalarda kan basincim yiikseltme olasiliklar artar (32,39,40,41,82,83,84).



2.2.Aspirin ve Gastrointestinal Hasar Patogenezi

2.2.1. Gastrik Mukozanm Ozellikleri

Mide mukozasi endojen ve ekzojen bir ¢ok saldirgan faktorlere karsi koruyucu
ozellikte ¢cok ozel bir yapidir (Sekil 3). Mide mukozasi koruyucu faktérler ve saldirgan
faktorler arasindaki denge mukozal biitiinliigtin korunmasim saglar. Bu saldirgan
faktorler, gastrik asit sekresyonunun fazlaligi, pepsin, alkol, ROS, NSAI ilaglar, asir1
stres, H. Pylori enfeksiyonu olarak 6zetlenebilir (39,79,80,82). Gastrik mukozal
koruyucu faktérler, luminal faktdrler ve nérohormonal faktérler olarak incelenebilir
(29,30,39,45). Mukozal koruyucu faktorler:
a) Mukus bikarbonat bariyer
b) Epitelial bariyer
c¢) Endotelial bariyer
d) Hiicre yenilenme kapasitesi
e) Prostaglandin ve nitrik oksit olusmasi
f) Mukozal kan akim1 ve mikrosirkiilasyon
g) Noral uyan
h) Sitokinler ve biiylime faktérleri
1) Proteolitik enzimler
j) Poliaminler

Mukoza lizerine yapigmis olan ve ¢alkalanmadan etkilenmeyen mukus tabakas: ve
gastrik epitel hiicrelerinin salgiladigi bikarbonat iyonu (HCO3 ) mukus tabakasinin
tizerinde nétralize edici bir tabaka olusturur (39,40). Mukus tabaka mukozal defansda
ilk savunma hattimi olusturur. Yapisinda bulunan fosfolipidlerden ve mukustan dolay:
mide yiizeyinde hidrofobik bir tabaka olusturur. Mukus tabakanin mide i¢ine bakan
kismin pH’s1 dasiiktiir. Ancak epitel hiicresine bakan kismin pH’si bikarbonat
sekresyonundan dolay1 fizyolojik pH’ya yakindir (40). Ulserojenik maddeler 6rnegin
aspirin bu mukus jel ve fosfolipid tabakayr bozarak mukoza igine asid diflizyonuna
sebep olur (40,41). Mide yiizeyel epitelyum hiicreleri mukozal mukus bariyerin hemen
altinda savunma hattini olugtururlar. Epitelyum hiicreleri 2-4 giinde bir yenilenir. Ayrica

epitelyum hiicrelerinin olusturdugu bikarbonat salgisi, prostaglandinler, heat shock



proteinler hiicrenin sitotoksik ajanlara kars1 korunmasinda énemlidir Yiizeyel epitelyum

hiicreleri mide igi asit stvisinin hiicre i¢ine difiizyonunu engeller (39,40).
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Aspirin ve diger NSAI ilaglarin yaptig1 gastrointestinal hasarin patogenezi topikal ve
sistemik olarak iki kisimda incelenir (45).

2.2.2. Topikal Etkiler

Topikal etkiler; aspirinde diger NSAI ilaglar gibi zayif organik asit yapisindadir.
Kimyasal yapilanindan dolay1 suda ve lipidde ¢6ziinme ozelligine sahiptirler. Bundan
dolay: gastrik epitelyum hiicrelerin yiizeyindeki fosfolipidlerle kolayca etkilesirler. Bu
etkilesim ilacin hiicre igine girisi artinir ve iyon tuzagi olusmasi ve bunu elektron
transport zincir inhibisyonu ve mitokondrial oksidatif fosforilasyonun ayrilmasi
(uncoupling) izler. Hiicre i¢i ATP azalmasimmin bir sonucu olarak, hiicre i¢i Ca
toksisitesi ve reaktif oksijen firiinleri (stiperoksid radikali, hidroksil radikali) olusur.

Olugan bu ROS hiicresel proteinler, lipidler, niikleik asitleri okside eder ve hiicre



nekrozu ve apopitozu ile ilgili sinyal yollarm ig¢eren birgok sinyal yolu aktive olur.
Oksidatif fosforilasyonun ayrilmasi sonucu mitokondrial transmembran potansiyelini
degistirir ve sitokrom c¢ salinir. Sitokrom c aracili apopitozis olusur. Ayrica NSAI ilaglar
membran fosfolipidleri ile etkileserek membran yapisim1 bozar ve asit geri (back)
difiizyonuna sebep olur. Hiicre apopitozu veya nekrozu sonucu gastrik iilser gelisir

(29,30,40,41,45).

2.2.3. Sistemik Etkiler

2.2.3.1. COX Inhibisyonu

Gastrik mukozanin biitiinligli, PGE, ve PGl nin siirekli sentezlenmesine baghdir.
PGE, ve PGI; potent vazodilatatérlerdir ve mide mukoza biitiinliigiiniin korunmasini ve
yara iyilesmesini kontrol ederler. Selektif COX-2 inhibitérlerinin (ilser olusturma
insidans: dusiik olmasi goriisiine kargin, COX-1 ve COX-2 inhibisyonunun iilser
patogenezini farkli mekanizmayla olusturdugu gosterilmistir (84). Ratlarda yapilan
calismalarda COX-1 inhibisyonu aracili PGE; azalmasinin gastrik mukozal kan akimini
azalttifl, COX-2 inhibisyonu yoluyla da 1ékosit adezyonunun arttifi gosterilmistir (84).
COX-1 ve COX-2 izoenzimlerinin aym anda bloke edilmesiyle siddetli gastrik tilserler
gelistigi gosterilmigtir (84). Gastrik mukozal yapmin ¢esitli nedenlerle bozuldugu
durumlarda, asit etkisiyle ya da nitrik oksit sentezinin inhibisyonu gibi durumlarda
COX-1 ve COX-2"nin izole inhibisyonunun tilserojenik oldugu gosterilmistir (74,84).

COX-1 izoenzimi gastrik mukoza biitinliigii bozulmamis gastrik mukozada bol
bulunurken, COX-2 izoformunun mukozal incinmeyi takiben ekspresyonunun arttigi
gosterilmistir. COX-2 yoluyla olusan prostaglandinlerin iilser iyilesmesinde anahtar role

sahip oldugu gosterilmistir (5,8,40,84).

2.2.3.2. Hipermotilitenin Rolii

COX-1 inhibisyonu sonucunda gastrik hipermotilite olusmasi, doku hipoksisi,
notrofil endotelial adezyonuna yol agar. Bunun sonucunda mukozal mikrovaskiiler
hasar olusur. Mukozal gecirgenlik ve notrofil miyeloperoksidaz aktivitesi artar
(74,40,84). Gastrik hipermotilite ve mikrovaskiiler hasar nétrofil adezyonunu artirir.
ROS artar ve gastrik mukozal hasar olusur (8,40,74,84).
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2.2.3.3. Asidin Rolii

Asit geri (back) diflizyonuna bagli olusan gastrik hasar, ylizeyel gastrik
lezyonlaran, derin mukozal iilserlere kadar degisir. NSAI ilaglarin, COX-1
inhibisyonunun bir sonucu olan prostaglandin azalmasi sonrasinda gastritli ratlarda
bazal asit sekresyonunun arttig1 ancak gastrik mukozasi saglam olanlarda artis olmadig:
gosterilmistir (5,8). Insanlarda yapilan calismalarda, NSAI ilaglarin sebep oldugu
gastrik zedelenme mide pH’s1 diisitk olanlarda daha fazla oldugu gosterilmistir (8).
Naproksen kullammina bagli mide sivi  voliimiinin  azaldifi, ancak asit
konsantrasyonunun arttigi gosterilmistir (84). NSAI ilaglarin gastrik asiditenin artmig

oldugu durumda verildiginde, gastrik mukozal kan akimini azalttig1 gosterilmistir (84).

2.2.3.4. Aspirinin Tetikledigi Lipoksinin (ATL) Rolii

Aspirin COX enziminin aktif bélgesindeki serin rezidiisiinii kovalent modifikasyonla
asetilleyerek enzim aktivitesini inhibe eder. COX-1 enziminin serin 530. rezidiisiiniin
asetillenmesi enzimin konformasyonel yapisimi degistirir ve arasidonik asidin
metabolize edilmesi engellenmis olur. COX-2 enziminin serin 516. rezidiisiiniin
asetillenmesi durumunda arasidonik asidin 15-R-HETE’e metabolizasyonuna izin
verili. Bu metabolit lipooksijenaz yoluyla 15 epi-LXA4’e metabolize olur ve ayni
zamanda aspirin triggered lipoksin (ATL) olarak adlandinhr. ATL potent nétrofil
inhibitorii ve antiinflamatuar etkilere sahip bir molekiildiir. Ayrica ATL doz bagimli
olarak hem oksijenaz-1’in ekspresyonunu indiikler. HO-1 antinflamatuar, antioksidan
ve vazodilatator ozelliklere sahiptir (45,85). Aspirinin serumda ve idrarda ATL
seviyesini artirdign  gosterilmistir (45,85). Aspirinle beraber COX-2 inhibitdrii
kullanilmas1 durumunda, ATL seviyesi diismekte ve koruyucu etki azalmaktadir.
Gastrik iilser olusmasi kolaylagmaktadir. Aspirinin ve ATL’nin nitrik okside benzer

sekilde lokositlerin endotele yapismasim inhibe ettigi gosterilmistir (45,85).
2.2.3.5. Mukozal Kan Akimi, Sitokin ve Nitrofiller

NSAI ilaglarin neden oldugu gastrik iilserde, mikrovaskiiler hasar kritik role

sahiptir. Gastrik antrumda kan akimu az oldugundan dolay: siklikla ilser gelisir. Asit
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geri (back) diflizyonunun sebep oldugu lokal iskemi gastrik iilsere sebep olur (45).
Gastrik aside hiperemik yanit olarak salinan CGRP ve substans P, VEGF‘yi artirarak
lilser iyilesmesini ve anjiyogenezisi artirir (45). CGRP’nin koruyucu etkisi cinse
spesifiktir. Disi cinste ve dstrojenden sonra ekspresyonunun arttigi gésterilmistir (45).
TNF-a, IL-1pB, IL-8, PAF NSALI ilaglarin neden oldugu iilserin olusmas: ve iyilesme
doneminde artmigtir. IL-8 ve PAF nétrofil adezyon molekiillerinin indiikleyerek
notrofillerin inflamasyon bolgesine gelmesine yardimei olurlar. Aktive olan nétrofiller

kilcal damarlari tikayarak ve ROS iireterek iilsere sebep olurlar (22.45).

2.2.3.6. Biiyiime Faktorlerinin Rolii

Ulser alanlarinda growth faktérler, sitokinler artrmis olarak bulunmustur. Growth
faktorlerin ~ gastroduodenal koruyucu etkilerinin yaninda, anjiogenezi artirici,
graniilasyon dokusu olusturucu, epitel olusumunu artiric1 6zellikleri iilser iyilesmesini
hizlandiner yondedir (45). EGF, TGF-a, HGF, FGF, PDGF, VEGF, IGF-1 iyilesmeyi
hizlandiran biiytime faktorleridir (45).

2.2.3.7. Stres Proteinleri

Hsp70 (heat shock protein), yeni sentezlenmis proteinlerin katlanmasi, misfolding
proteinlerin yeniden katlanmasi veya yikimi ve proteinlerin biyolojik membranlardan
translokasyonu gorevleri vardir. Hsp70, hiicre i¢i sinyal iletimi, hiicre siklusu ve
apopitozda regiilatuar fonksiyonlara sahiptir ($ekil 4). ROS’un sebep oldugu lipid
peroksidasyonu ve DNA hasarinda hiicreyi korudugu gésterilmistir. Hsp, egzersiz,

iskemi-reperflizyon, inflamasyon, hipertermi durumlarinda artar (10,12).
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Yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalarda NSAI ilaclarin gesitli stres proteinlerinin
dizeyini artirdig1 gosterilmistir. Stres proteinleri, NSAI ilaglarin gastrik mukozal yan
etkilerinden ve apopitozdan gastrik mukozayr koruyucu &zelliklere sahiptir
(10,12,59,70).

2.2.3.8.Poliaminler

Putresin, spermin ve spermidin Gkaryotik hiicrelerde bol bulunan ve hiicre
bilytimesi ve ¢ogalmasinda esansiyel olan poliaminlerdir. NSAI ilaglarin neden oldugu
iilserin iyilesme siirecinde o6nemli role sahiptir (45). Hiicre i¢i poliamin seviyeleri
ornitin dekarboksilaz ve spermin/spermidin asetilaz enzimleri ile diizenlenir. Yiiksek
poliamin seviyeleri hiicre proliferasyonunu hizlandirirken, diisiik seviyeleri apopitozu
ilerletir. Yapilan ¢alismalarda NSAI ilaglarin ornitin dekarboksilaz enzimini inhibe
ederek hiicre ici poliamin seviyesini azalttigi gosterilmistir. NSAI ilaglarin yaptigi
hiicresel hasarin temelinde poliamin azalmasinin rolii diisiiniilmistiir (45). Ratlarda
vapilan calismalarda ekzojen spermin alimmin, indometazin kullanimina bagh olusan
gastrik iilseri 6nemli 6l¢lide azalttig1 gosterilmistir (45). Ayrica spermin, gastrik mukus
igerigini artirmakta, ndtrofil infiltrasyonunu azaltmakta ve serum nitrik oksit seviyesini

artirmaktadir (45).
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2.2.3.9. Melatonin
Melatonin gastrik koruyucu 6zelligi ve tilser iyilestirici etkisinden dolay1 énemli
role sahiptir. Epifiz bezinde triptofandan sentezlenir ve viicuttaki etkisini melatonin
reseptorleri ile gosterir. Melatonin gastrik koruyucu etkilerini, MMP-2 aktivitesini
artirarak ve MMP-9 aktivitesini azaltarak yapar. Reaktif oksijen radikallerini
temizlemesine ilave olarak gastrik koruyucu 6zelliklere sahiptir. Bu koruyucu 6zellikler,
gastrik asit sekresyonu inhibisyonu, nétrofil infiltrasyonunu azaltmasi, iilsere dokuda
kan akimini artmasi, duodenal bikarbonat sekresyonunun stimiile etmesi ve nitrik oksit
sistemini aktive etmesidir (33,36).
Ratlarda yapilan c¢aligmalarda, indometazin kullanimina bagh olusan gastrik
lezyonlar1 doza bagimli olarak azalttifi gosterilmistir. Melatonin ya da triptofanin

alinmasi ile aspirinin sebep oldugu gastrik lezyonlarin azaldigi g6sterilmistir (33,36).

2.2.3.10. Matriks Metalloproteinazlar (MMP)

Matriks metalloproteinazlar (MMP) yaklasik 28 enzimden olusan, fizyolojik ve
patolojik doku yikiminda 6nemli rol oynayan ekstraselliiler proteazlardir. MMP ¢inko
bagimh endopeptidazlardir. Matriks metalloproteinazlar, lokositler, keratinositler,
fibroblastlar, makrofajlar, kondrositler, diiz kas hiicreleri gibi epitelyal ve mezenkimal
kokenli hiicreler tarafindan sentezlenirler. Doku gelisimi ve farklilasmasinda,
ovulasyon, hiicre gogli gibi bir ¢ok olayda MMP’ler 6nemli rol oynamaktadir. Matriks
metalloproteinazlan ekstraseliiler matriksin yapilanmasi ve iilser iyilesmesinde dnemli

role sahiptir. MMP ¢inko bagimh endopeptidazlardir (45).

2.2.3.11. Genetik Durumlar

COX-1 geni ile ilgili 9 tip farkl single niikleotid polimorfizmi tanimlanmistir. Bu
polimorfizmlerin 2’sinde, COX-1 enziminin aspirine karsi afinitesi artmug ve bu
hastalarda diisiik doz aspirin kullaniminda gastrik tilser ve kanamalar gelismistir. Single
niikleotid polimorfizminin yayginhign bati toplumlarinda %10,5-8,6 arasinda
degismektedir (61).

Aspirin karacigerde hidroksilasyon ve glukuronidasyon iglemleri ile metabolize
edilerek atilir. Bu enzimlerle ilgili polimorfizm aspirinin metabolize olmasim etkiler.

CYP2C9 ve UGT1A6 enzimlerindeki aminoasit degisikligi sonucu enzim aktivitesinin
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onemli olgiide azaldign gosterilmigtir. Aspirinin metabolize edilemedigi durumda yan

etkileri 6nemli 6l¢lide artmustir (45,61).

2.2.3.12. Nitrik Oksidin Rolii

Nitrik oksid hem fizyolojik, hem de patofizyolojik siireglerde 6nemli role sahip
endojen mediatordiir. HO-1 ekspresyonunu indiikleyerek antiapopitotik ve antinekrotik
etki gosterir. NO rat fibroblastlarinda COX-2 ekspresyonunu artirarak PGE2 diizeyini
artirdigl gosterilmistir. NO sentetaz enzimi ile argininden sentezlenir. NO sentetaz
enziminin, eNOS, nNOS ve iNOS olarak 3 izoformu vardir. eNOS ve nNOS tarafindan
distik miktarda NO iretilir ve ilser iyilesmesinde, mukozal tamir, anjiogeneziste
gorevlidir. iNOS tarafindan fazla miktarda NO iiretilir. Ulser iyilesmesinde gorevli olan

NO miktar ¢ok artinca doku oksidan stresini artirmaktadir (2,45,85).

2.3. Oksidanlar ve Antioksidanlar

2.3.1. Serbest Radikaller

En dis orbitalinde bir veya birden fazla eslesmemis elektron bulunduran, stabil
olmayan, kisa omiirlii molekiil ya da atomlara radikal adi verilir. Bu tiir molekiiller
ortaklanmamis elektronlarindan dolay:r oldukga reaktifdirler. Molekiiliin kimyasal
simgesinin sag {ist kdgesine konan nokta ile gosterilir (R"). Serbest radikaller elektriksel
olarak nétral, pozitif veya negatif yiiklii olabilirler (2,57,69,78).

Serbest radikaller, kovalent baglarin homolitik kirilmasi, nétral bir atomdan bir

elektron kaybi ve nétral bir atoma bir elektron eklenmesi mekanizmalari ile olusur (2).

1. Kovalent baglarin homolitik kirilmasi; yiiksek enerjili elektromagnetik dalgalar ve
viiksek sicaklik kovalent baglarin kirtlmasina sebep olur. Bag kinlmasi sirasinda, bagi
olusturan elektronlar 2 atom lizerinde esit paylasilmazsa radikal olusur.

2. Notral bir atomdan bir elektron kaybinda, atomun dis elektron yoriingesinde
paylasilmamis elektron kalmasi durumunda radikal formu olusur.

3. Notral bir atoma bir elektron eklenmesinde, atomun dig yoriingesinde paylagilmamis
elektron olugursa radikal formu olusur. Biyolojik sistemlerde en sik bu reaksiyona
rastlamlmaktadir.

iki serbest radikalin birbiri ile reaksiyona girmesi sonucu radikal olmayan bir bilesik

ortaya ¢ikar ve her iki serbest radikal ortadan kalkar. Bir serbest radikal, radikal
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olmayan bir yapiyla reaksiyona girince bagka bir serbest radikal olusturur. Bu &zellik
serbest radikallerin zincir reaksiyonlari olusturabilmelerini saglar (2,24).

Serbest radikaller organizmada nétrofil, makrofaj gibi hiicresel bagigiklik sisteminin
fonksiyonlar: i¢in gereklidir. Ancak fazla tiretilmeleri doku hasari ve hiicre &liimiine

neden olur (2).

2.3.2. Oksijen Radikalleri
Oksijen biitiin canlilar i¢in vazgeg¢ilmez bir elementtir. Aerobik canhilarin enerji

metabolizmasindaki rolii nedeniyle hayati ©&neme sahiptir. Organizmada gecis

2+ T
metallerini (Fe ve Cu gibi metaller) igeren enzimler vasitasiyla molekiiler oksijene tek

elektronlarin transferi suretiyle oksidasyon reaksiyonlar1 meydana gelir. Molekiiler
oksijen, biradikal dogasinin bir sonucu olarak yiiksek derecede reaktif oksijen tiriinleri
(ROS) olusturma egilimindedir. Biyolojik sistemlerde meydana gelen serbest
radikallerin en onemlileri oksijen radikalleridir (Tablo III). Reaktif oksijen tiirleri
(ROS), normal oksijen metabolizmas1 sirasinda az miktarda olusan siiperoksit radikali
(Oy7) ve hidroksil radikali (OH')dir (57,69,78).

Reaktif oksijen tirleri, gesitli serbest radikallerin olustugu serbest radikal zincir
reaksiyonlarim1 baslatabilirler ve hiicrede karbon merkezli organik radikaller (R’),
peroksit radikalleri (ROO"), alkoksi radikalleri (RO), tiyil radikalleri (RS’), siilfenil
radikalleri (RSO’), tiyil peroksit radikalleri (RSO,) gibi gesitli serbest radikallerin

olusumuna neden olurlar (57,78).

Tablo L. Hiicrelerde Serbest Radikal Kaynaklan (26)

Endojen kaynaklar Ekzojen kaynaklar
Mitokondrial elektron transport zinciri Iyonize radyasyon
Mikrozomal elektron transport zinciri Giines 15131
Oksidant enzimler Sigara
Fagositik hiicreler Ilaglar (parasetamol)
Otooksidasyon reaksiyonlari Is1 soku
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Tablo 1. Oksijen tiirevi bilesikler (25)

Radikaller Nonradikaller
Siiperoksit ( 0,™) Hidrojen Peroksit ( H,0; )
Hidroksil ("OH ) Hipoklorik Asit ( HOCL )
Peroksil (RO;") Ozon ( 03)

Alkoksil (RO") Singlet oksijen ( 'O, )
Hidroperoksil ( HO,")

2.3.2.1. Singlet Oksijen
Molekiiler oksijen (O, ) son yoriingesinde, paralel spin durumlu iki ortaklanmamis

elektrona sahip ve atom numaras: 8 olan ve dogada O, seklinde bulunan bir elementtir.
0, [H]

$-0:0-4

Serbest radikal tanimina gore molekiiler oksijen, bir biradikal (diradikal) olarak
degerlendirilir. Biradikal oksijen, radikal olmayan maddelerle yavas reaksiyona girdigi
halde diger serbest radikallerle kolayca reaksiyona girer. Biradikal oksijenin
elektronlarindan birinin enerji alarak aymi orbitalde kendi spininin ters yoniinde
dondiigiinde veya bagka bir orbitale yer degistirmesiyle singlet oksijen olusur. Singlet
oksijen, eslesmemis elektronu olmadigi ig¢in radikal olmayan reaktif oksijen

molekiiliidiir, delta ve sigma olmak {izere iki sekli vardir (2,24,26,57,78).

& & & v @ - -

0:0:t¢ +0:0-4

e w4 2 & LR

Delta O; Sigma O,
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Singlet oksijenin reaktivitesi ¢ok yliksek oldugundan, doymamis yag asitleri ile
reaksiyona girerek peroksil radikalini olusturmaktadir. Boylece lipid peroksidasyonunu

baslatabilmektedir (57,78).

2.3.2.2. Siiperoksid Radikali (O, )

Stiperoksid radikali (02. ) hemen tiim aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin (O,)

bir elektron alarak indirgenmesi sonucu olusur. Zedeleyici 6zelligi fazla olmayan bir
serbest radikal tiirevi olup bir hidrojen peroksid kaynagidir. Indirgenmis gegis
metallerinin otooksidasyonu siiperoksid radikali meydana getirebilir. Siiperoksidin NO

ile birlesmesi sonucu reaktif oksijen tiirevi olan peroksinitrit meydana gelir. Hiicre zari

yiizeyi hiicreye gore daha asidik oldugundan stiperoksit radikali (Ozl ) burada daha

kolay protonlanir ve H,O,‘e doniiglir. Hidrojen peroksid hiicre zarlarinda lipid

peroksidasyonunu baglatabilmekte ve antioksidanlar: oksitleyebilmektedir (2,24,57,78).

2.3.2.3. Hidroksil Radikali (OH)

Hidroksil radikali, Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu sonucu hidrojen
peroksidden olugsmaktadir. Ayrica suyun yiiksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz
kalmasi sonucunda olusur (2,57,78).

Hidroksil radikali son derece reaktif bir oksidan radikaldir, yarilanma 6mrii ¢ok
kisadir. Hidroksil radikali olasilikla reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) en gii¢liistidiir.

Olustugu yerde tiyoller ve yag asitleri gibi gesitli molekiillerden bir H atomu kopararak
tiyil radikalleri (RS ), karbon merkezli organik radikaller (R ), organik peroksitler

(RCOO ) gibi yeni radikallerin olusmasina ve sonugta bilyiik hasara neden olur

(2,24,57,69).

2.3.2.4. Hidrojen Peroksid (H,0;)

Hidrojen peroksid (H,0O,), siiperoksidin gevresindeki molekiillerden bir elektron

ve 2 proton almasi veya molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron ve

2 proton almasi sonucu meydana gelir (2,26,51).
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02._ +e +2H' - H,0,
0,+2e + 2H' ., H,0,
20, +2H' y H,0, + O,

Bu reaksiyon, radikal olmayan triinler meydana geldiginden dismutasyon
reaksiyonu olarak bilinir, ya spontan gergeklesir ya da siiperoksit dismutaz enzimi
tarafindan katalizlenir. Spontan dismutasyon pH 4,8'de en hizlidir, enzimatik
dismutasyon ise spontan dismutasyonun nispeten yavas oldugu notral ya da alkali pH'da
daha belirgindir. Hidrojen peroksid bir serbest radikal olmadig1 halde reaktif oksijen

tiirleri (ROS) kapsamina girer ve serbest radikal biyokimyasinda dnemli bir rol oynar.

2+
Ciinkii Fe veya diger ge¢is metallerinin varlifinda Fenton reaksiyonu sonucu,

stiperoksit radikalinin (02' ) varhgmda Haber-Weiss reaksiyonu sonucu en reaktif ve

zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali (OH ) olusturur (2,57).
2.3.3.Reaktif Nitrojen Uriinleri

2.3.3.1. Nitrik Oksit ve Peroksinitrit

Hiicrenin fizyolojik metabolizmasinda reaktif oksijen iiriinleri olugmasina ragmen
az da olsa reaktif nitrojen iiriinleri olugmaktadir. Nitrik oksit (NO), vaskiiler endotel
hiicreleri, fagositler ve beyindeki bazi hiicreler tarafindan L- argininden sentezlenir.
Nitrik oksit hem fizyolojik hem de patofizyolojik stireglerde onemli role sahip bir
serbest radikaldir. Peroksinitrit, nitrik oksit toksisitesinin baghca sorumlusudur.

Peroksinitritin proteinlere dogrudan zararh etkileri vardir (2,57,78).
2.4. Antioksidan Savunma Sistemleri

Reaktif oksijen tiirlerinin diizeyini kontrol etmek ve olusturacagi hasar1 engellemek

i¢in bir¢ok savunma sistemleri mevcuttur. Serbest radikallerin olusumunu engelleyen,
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serbest radikalleri metabolize eden ve serbest radikallerin temizlenmesini artiran bu
maddelere antioksidanlar denir (2,89).

Antioksidanlar doért ayn sekilde etki ederler. 1) Serbest oksijen radikallerini
ctkileyerek onlan tutma veya daha zayif yeni molekiile gevirme toplayici etkidir.
Antioksidan enzimler, trakeobrongiyal mukus ve kiicik molekiiller bu tip etki
gosterirler. 2) Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak
aktivitelerini azaltma veya inaktif sekle doniistimme bastiric1 etkidir. Vitaminler,
flavanoidler bu tarz bir etkiye sahiptirler. 3) Serbest oksijen radikallerini baglayarak
zincirlerini kirip fonksiyonlarimi engelleyici etki zincir kirici etkidir. Hemoglobin,
seruloplazmin ve mineraller zincir kirici etki gosterirler. 4) Serbest radikallerin
olusturduklar1 hasarin onarilmas: onarici etkidir. Antioksidanlar, endojen kaynakli veya
eksojen kaynakl olabilirler (2,89):

Endojen antioksidanlar, enzim ve enzim olmayanlar olmak tizere iki simifa ayrilirlar.
Enzim olan endojen antioksidanlar sunlardir: 1) Siiperoksid dismutaz (SOD) 2)
Katalaz 3) Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) 4) Glutatyon S-Transferazlar (GST)
Enzim olmayan endojen antioksidanlar sunlardir: 1) Glutatyon 2) Seruloplazmin 3)
Transferin 4) Miyoglobin 5) Hemoglobin 6) Ferritin 7) Bilirubin 8) Melatonin 9)
Sistein 10) Metiyonin 11) Urat 12) Albumin 13) Flavonoidler
Eksojen antioksidanlar, vitaminler C, E, A, ilaglar, bitkisel ve gida antioksidanlan

olmak tizere simiflandirilabilirler (2,89).

2.4.1. Enzimatik Antioksidanlar
2.4.1.1. Siiperoksid Dismutaz (SOD)

Stiperoksid dismutaz siiperoksit serbest radikalinin (02' ) hidrojen peroksid (H,0,)

ve molekiiler oksijene (O,) doniisiimiinii katalizleyen antioksidan enzimdir. Siiperoksid
dismutaz enziminin memeli dokularinda ii¢ formu vardir ve farkli doku dagilimi gosterir
(2,89).

Cu-Zn SOD biitiin memeli hiicrelerinin sitoplazma ve organellerinde bulunur. Her
biri Cu ve Zn igeren, katalitik olarak aktif dimerik yapidadir, siyanidle inhibe edilir.
Yaklasik 32 000 kDa agirliginda molekiiler kiitleye sahiptir (89).
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Mn SOD mitokondride bulunur, tetramerik yapidadir ve her biri Mn igerir.
Aminoasit sekansi Cu-Zn SOD’dan tamamen farkhdir ve siyanidle inhibe olmaz.
Yaklasik 40 000 kDa agirliginda molekiiler kiitleye sahiptir. Genel olarak hiicrede en
bol bulunan izomer sitozolik Cu-Zn SOD'dir (89).

Ekstraseliiler SOD (EC-SOD), Cu-Zn igeren bir enzimdir. Fibroblast ve endotel
hiicreleri tarafindan sentezlenir. Heparan siilfatlara baglanan hiicre yiizeyinden eksprese
edilir ve ekstraseliiler sivida en bol bulunan SOD’dir. Heparin enjeksiyonunu takiben
damar endotelinin yiizeyinden dolasima salinir (2,89).

SOD'n fizyolojik fonksiyonu oksijeni metabolize eden hiicreleri siiperoksid serbest

radikalinin (()2' ) lipid peroksidasyonu gibi zararh etkilerine karsi korumaktir. SOD,

fagosite edilmis bakterilerin intraselliiler 6ldiiriilmesinde de rol oynar. SOD aktivitesi,

yiiksek oksijen kullamimu olan dokularda fazladir ve doku pO, artistyla artar. SOD'm

ekstraselliiler aktivitesi ¢ok diisiiktiir (89).

Cu-Zn SOD';m spesitik aktivitesi Down sendromlu hastalarin eritrositlerinde yiiksek,
prematiirelerin ve yashlarin eritrositlerinde ve psdriyazisli hastalarin l6kositlerinde
diisiik bulunmustur (2).

2.4.1.2.Katalaz
Katalaz, yapisinda dort tane hem grubu bulunan bir hemoproteindir Esas olarak
peroksizomlarda daha az olarak sitozolde ve mikrozomal fraksiyonda bulunur. Katalaz

hidrojen peroksidi (H,0,) suya ve oksijene pargalar. Granulomatoz hiicrelerde katalaz,

hiicreyi kendi solunumsal patlamasina karsi koruma islevini de goriir. Hiicrede olusan

hidrojen peroksidi (H,0,) hidroksil serbest radikali (OH ) olugsumunu onlemek igin

ortadan kaldirir (2,89).

2.4.1.3. Glutatyon Peroksidaz ve Glutatyon Rediiktaz

Glutatyon peroksidaz (GSH—Px), selenoproteinler grubundan ve 80 kDa agirhginda
bir proteindir. Hemen hemen biitiin dokularda bulunur ve hiicre i¢i, en ¢ok stoplazma
ve mitokondride bulunur. Hidrojen peroksid ve organik hidroperoksitleri rediikte
glutatyonu kullanarak indirgeyen bir enzimdir. Klasik hiicresel enzim tetramerik
yapidadir ve her bir subiinitte selenosistein rezidiisii icerir. Selenyum eksikligi

durumlarinda enzimin aktivitesinin azaldig1 gosterilmistir (17,58).
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Hidroperoksitlerin indirgenmesi sirasinda selenosistein kalintisindaki selenyum
anyonu seleneik aside ylikseltgenir. Selenosistein rezidiistindeki selenyum giiglii bir
niikleofildir (17,58,88). Memelilerde doku dagilimi farkli olan 4 farkli GSH —Px

izoenzimi tariflenmistir (Tablo III).

GSH-Px
H,0, 2 GSH » GSSG +2 H,0

GSH-Px
ROOH + 2 GSH » (GSSG +ROH + H,O

Tablo Il : GSH —Px izoenzimlerinin doku dagilimi1 (9)

Izoenzim En ¢ok bulundugu doku | Substrati

c-GPx Her yerde bol bulunur Hidrojen peroksit, organik
hidroperoksitler

p-GPx Ekstraseliiler sivilar, Hidrojen peroksit, kompleks lipid

plasenta, bébrek hidroperoksitler

PH-GPx Testis, beyin, kalp Hidrojen peroksit, kompleks lipid
hidroperoksitler

GI-GPx Gastrointestinal sistem Hidrojen peroksit
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Glutatyon rediiktaz (GR), okside glutatyonun indirgenme reaksiyonunu katalizler.
Bu reaksiyonda NADPH’a ihtiya¢ duyar. Dimer yapisinda olan enzim, flavoprotein
disiilfid oksido rediiktaz ailesindendir (89).

Glutatyon Rediiktaz

GSSG + NADPH + H' . 2 GSH + NADP"

2.4.1.4. Glutatyon S-Transferazlar (GST)
Glutatyon S-transferazlar (GST), basta arasidonik asit ve lineolat hidroperoksitleri
olmak tizere lipid peroksitlerine karsi selenyum-bagimsiz GSH-Px aktivitesi

gostererek bir antioksidan savunma mekanizmasi olustururlar (2).

2.4.2. Enzim Olmayan Antioksidanlar

2.4.2.1. Vitamin C (Askorbik Asid)

C vitamini, bir dizi enzimatik tepkimenin sonucunda UDP-glukozdan sentezlen 6
karbonlu bir laktondur (Sekil 5). Sentezde kullanilan, glukanolakton oksidaz enzimi
insanlarda olmadigi ic¢in insanlar askorbik asidi sentezleyemezler. Askorbik asid,
disaridan alinmadig1 durumlarda eksikligi olusur (28).

Askorbik asid, memelilerde ¢esitli reaksiyonlara elektron verici olarak katilir.
Serbest radikallerin temizlenmesinde Onemli role sahiptir (4,28). Askorbik asid, 6
karbonlu molekiildeki 2. ve 3. karbonlar arasindaki ¢ift bagin elektronlarimi vererek
indirgeyici 6zellik gosterir ve bu 6zelliginden dolay: antioksidan olarak adlandirilir
(28). Askorbik asid bir elektronu verince askorbil radikali olusur. Bu askorbil radikali,
diger zararli serbest radikallerle karsilastirinca daha stabildir. Askorbil radikali ikinci
elektronu kaybedince dihidro askorbik aside doniisiir. Dihidroaskorbik asid, glutatyon
varlifinda, askorbik aside indirgenebilir ancak insanlarda bu yol kismi olarak ¢alisir.
Dihidroaskorbik asid, askorbik aside indirgenememisse irrevesbl olarak 2.3 -
diketogulonik aside hidroliz edilir (52). Daha sonra baska metabolitlere ( treonik asid,
oksalik asid, laktik asid) doniistiiriilerek atilir (4).
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Sekil 5: Askorbik Asid Sentezi (4)
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Sekil 6: Askorbik Asid Metabolizmasi (4)
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Askorbik asidin viicuttaki gérevlerini indirgeyici gii¢ (rediiktan) olarak yapar (28,52).

1. Antioksidan isi: Hidroksil radikali, stiperoksit radikali, reaktif nitrojen
radikallerinin indirgenerek temizlenmesi, nitroamin, nitrozatif bilesikler, ozon
gibi bilegiklerin indirgenmesi ve temizlenmesi, ve tokoperoksil radikallerinin, a-
tokoferole indirgenmesi.

Kollogen sentezinde, elektron verici olarak

Karnitin sentezinde elektron verici

Norepinefrin sentezinde

Tirozin yikiminda

B ko g S B

Demir emilimi ve depolanmasi

Askorbik asit antioksidan etkisinin yaninda minimal diizeyde oksidan etki de
gosterir. Askorbik asit proteine bagh ferri demiri uzaklastirarak ya da dogrudan ferri

demiri indirgeyerek Fenton reaksiyonunda hidrojen peroksit ile etkileserek hidroksil

radikali (OH.) olusturmaya uygun ferro demire donistiirtir. Bu 6zelliginden dolay:
vitamin C, serbest radikal reaksiyonlarinin 6nemli bir katalisti veya bir prooksidan
olarak degerlendirilir. Ancak bu tip etkisinin sadece diisiik konsantrasyonlarda
goriildigli, yiiksek konsantrasyonlarda gii¢lii bir antioksidan olarak etki ettigi

kaydedilmistir (4,28,52).

2.4.2.2, Vitamin E (a- Tokoferol)

E vitamini terimi, yapisal olarak birbiriyle iligkili bir grup bilesigi kapsar ve yagda
¢oziinen ve zincir kiric1 antioksidandir. Yapisal analizinde tokoferoller, a, B, v, 6 olarak
smiflanir (Sekil 7). Tokoferol yapisal olarak fenol igeren halkasal yapi ve apolar
kuyruktan olugur. Halkasal yap1 tizerindeki metil gruplarinin yeri ve sayisi molekiiliin

formunu belirler. Apolar kuyruk ¢ift bag iceriyorsa tokotrienoller olusur (63).

25



Tocopherols
Hs3
X O CH3 gs fH3

HO O Cﬂ%ﬁz < CHngﬂ al gﬁcn .

X2

(94 CHs CHj3
B H CHs
Y CHs .

‘ & H H

Sekil 7: Tokoferoller (63)

E vitamini bagirsaklardan énce silomikronlarin i¢inde lenf sistemine sonra da kan
yoluyla karacigere gelir. Karacigerde o tokoferol, spesik tokoferol transfer proteine
baglanir. Diger tokoferol formlan digki ya da idrarla atilir. y tokoferol diyette bol
olmasina ragmen, plazmada o tokoferol bol miktarda bulunur. a-tokoferol plazmadaki
E vitamininin % 80-90°in1 olusturmaktadir ve dokudaki major E vitamini formudur.
Bunun sebebi y-tokoferoliin karaciferde ¢abuk yikilmasina baghdir. Bu yilizden a-
tokoferol listiine daha ¢ok odaklanilmigtir ve E vitamini suplemantasyonun major
formudur (9,50,63,64,89). E vitamini yagda ¢6ziinen bir antioksidan oldugundan hiicre
membranlar1 ve lipoproteinlerle yakin iliskide olabilir. Hiicre membranlarini, peroksil
radikallerinin saldirilarina kars1 koruyarak lipid peroksidasyonunu énler. Benzer sekilde
LDL partikiillerini de oksidasyona karsi koruyarak aterosklerozda koruyucu role
sahiptir (64,65). E vitamini serbest radikallere hidrojen atomu transfer ederek
antioksidan roliinii gerceklestirir (50).

a-tokoferol, serbest radikallere elektronunu verince, kendisi tokoferol radikaline
doniisiir. Olusan bu tokoferol radikali askorbatla tekrar a-tokoferol’e doniistiiriilebilir

veya kinon ve hidrokinonlara oksitlenerek atilir (9,50).

2.4.2.3. Rediikte Glutatyon

Glutatyon (GSH) yapisinda glutamat, sistein ve glisin bulunan ve suda ¢éziinen bir
tripeptiddir (42). Bitki ve hayvan hiicrelerinde, diisiik molekiiler agirlikli, bol bulunan,
non protein tiyoldiir. Hiicre i¢i GSH 1n ¢ogu (%90) sitoplazmada bulunur. Geri kalan

%10’ u ise mitokondri, endoplazmik retikulum ve peroksizom gibi organellerde bulunur

26



(42). GSH 1n ekstraseliiler konsantrasyonu diisiiktiir. Sistein rezidiilerinden dolay1 GSH,
serbest radikal iiriinleri gibi elektrofilik maddeler ile kolayca ve non-enzimatik olarak
GSSG’e okside olur. GSH/GSSG orani normal fizyolojik durumlarda 10°dan biliyiiktiir
ve hiicresel redoks durumunun bir belirleyicisi olarak kullanilir (42,44,76,88).
GSH/GSSG orani hiicrede antioksidan kapasitenin belirleyicisidir (88).

Glutatyon (GSH), glutamat, sistein ve glisinden sentezlenir ve y-glutamil sistein
sentaz (GCS) ve GSH sentetaz enzimleri tarafindan katalizlenir (76,88). Glutatyon
sentezi biitiin dokularda olmasina ragmen ana sentez yeri karacigerdir. Glutamatin y —
karboksil grubu ile sisteinin a- amino grubunun ATP varliginda reaksiyonu sonucunda
y- glutamil sistein olusur. Birinci basamak reaksiyonda hiz kisitlayici basamaktir ve
glutamat sistein ligaz enzimi (GCL, EC 6.3.2.2. y- glutamil sistein sentetaz, GCS) ile
katalizlenir. y- glutamil sistein, glisin ve ATP varhiginda sentetaz enzimi ile reaksiyona

girer ve GSH olusur (42,44,76,88).

SH
e NH, CH, 0
*C-CH-CH-CH-C-NH-CH-C-NH-CH,C
/ oS Y | B
HO 0 0 OH

wearbo linkape

yelutamyl  cysteinyl  glyeine

Sekil 8: Glutatyon (42)

GCL

Glutamat + sistein + ATP v~ glutamil sistein + ADP + Pi

(GSH sentetaz

y- glutamil sistein + glisin+ ATP ____ GSH+ ADP + Pi

Memelilerde GCL, heterodimer yapidadir ve katalitik olarak aktif olan (73 kDa) ve
diizenleyici (31 kDa) olan 2 farkli alt birimden olugur. Aktif kisim tiim substratlan
baglayict bolge icerirken, hafif subiinit, substrat ve inhibitorlerin agir subiinite

affinitesini diizenler. GCL ‘nin glutamat i¢in Km degeri 1,7 mmol/l ve sistenin igin ise
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0,15 mmol/I’dir. Bu Km degerleri glutamat ve sisteinin intraseliiler konsantrasyonlarina
benzerdir (42,88,76).

GSH sentezinin ikinci basamagi GSH sentetaz enzimi (GS, EC 6.3.2.3) ile devam
eder. Molekiiler kiitlesi yaklagik 118 000 daltondur. Birbiri ile hemen hemen aymi olan
iki alt birimden olusur (42).

2.4.2.3.1. Sentezinin Diizenlenmesi ve Fonksiyonlar

GSH sentezinde glutamat-sistein ligaz (GCL) enzimi hiz kisitlayic1 enzimdir. GCL
transkripsiyonu ve aktivitesini artiran durumlar GSH seviyesini artirir. Bu durumlar,
oksidatif stres, nitrozatif stres, kanser, kemoterapi, 1s1 soku, insiilin, antioksidanlar,
inflamatuar sitokinler ve GSH azalmasidir. Protein eksikligi, deksametazon,
hiperglisemi, eritropoetin GCL transkripsiyonu veya aktivitesini azaltan durumlar
oldugundan hiicresel GSH seviyesini artirirlar (42,44).

Hiicredeki sistein aminoasidinin arttifi durumlarda GSH seviyesi artar. Sistein GSH
sentezinde hiz smirlayici aminoasittir (88). Glutatyonun fonksiyonlar: sunlardir (42).

1. Detoksifikasyon fonksiyonu
Elektron seven (elektrofil) maddelerin detoksifikasyonunuda gérevlidir. Bu maddeler
GSH ile spontan ya da enzimatik olarak konjuge edilir. Enzimatik reaksiyon GSH-S-

transferaz enzimi ile katalizlenir. Konjugatlar hiicreden safra i¢ine atilarak uzaklastirilir.
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N-acety]-Cvs-X (mercapituric acid)

2. Tiyol kaynagi olmasi

Intraseliiler redoks dengesinin siirdiiriilmesi ve proteinler i¢in gerekli tiyol’tin (-SH)
saglanmasina 6nemli rol oynar. GSH tiyol-disiilfid degisim reaksiyonlarinda kullanilir
ve bu reaksiyon tiyol transferaz enzimi ile katalizlenir. Reaksiyon irrevesibl olugundan
dolay1 reaksiyonun ilerlemesi hiicre i¢i redoks durumuna baghdir. GSH/GSSG orani
hiicre i¢i redoks durumunu belirler. Hiicre ici tiyol-disiilfid dengesi, enzim aktivitesinin

yaninda, sinyal yollar1 ve niikleer transkripsiyon faktorleri (AP-1, NFxB, p53) ile
diizenlenir (42,88).

3. Sistein deposu olmasi
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Sekil 9: Sistein Siklusu (42)
4. Antioksidan fonksiyonu
Hiicrede endojen olarak iiretilmis olan hidrojen peroksid, rediikte glutatyon varliginda
glutatyon peroksidaz enzimi ile zararsiz hale doniistiiriilir (Sekil 10). Mitokondri ve
sitoplazmada olusan hidrojen peroksit GSH tarafindan zararsizlagtirilir. Siddetli
oksidatif stres durumunda, GSSG indirgenme kapasitenin iistiine ¢ikarsa, GSSG hiicre
disina atilir ya da proteinlerin siilfidril gruplan ile disiilfit olusturur. Bundan dolay:

siddetli oksidan streste hiicresel GSH azalir (42,88).
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Sekil 10:Redoks Siklusu (42)
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5. Diizenleyici fonksiyonu
Hiicrelerin proliferasyonunda GSH o6nemlidir. Fibroblastlarda ve lenfositlerde
hiicrenin S fazina girebilmesi i¢in GSH gereklidir. Hepatositlerin Go fazindan Gl
fazina gegmeleri i¢in gerekli oldugu gortilmustiir. GSH DNA sentezinde de gerekli bir
peptitdir. Immiin sistemin fonksiyonlari igin gereklidir (88).

7. GSH, NO ile konjugatlar olusturur (88).

2.4.3. Diger Antioksidanlar

Karotenoidler: A vitamininin metabolik 6n maddesi olan p-karoten, bitki
pigmentlerinden olan karotenoid familyasinin bir tiyesidir. p-karotenin, singlet oksijeni,
stiperoksid radikalini temizledigi, peroksi radikalleri ile etkileserek antioksidan gérev

yaptigi tespit edilmistir (89).

Melatonin: Melatonin, en zararli radikal olan hidroksil radikalini (OH') ortadan
kaldiran ¢ok gii¢lii bir antioksidandir. Lipofilik olmasindan dolayi, hiicrenin hemen
biitiin organellerine ve niikleusa ulagabildigi gibi kan-beyin bariyerini de kolayca geger.
Yiiksek dozlarda da kullanimiyla toksik etkisi gériilmez (2,33).

Urat: Normal plazma konsantrasyonunda hidroksil, sliperoksid, peroksi radikallerini ve
singlet oksijeni temizler. Ayrica C vitamininin oksidasyonunu engelleyici etkisi de
bulunmaktadir (2,89).

Seruloplazmin: Ferro demiri, ferri demire yiikseltgeyerek Fenton reaksiyonunu ve
serbest radikal olusumunu inhibe eder (2,89).

Albumin: LOOH ve HOCL toplayicisidir (2).
Ferritin: Dokulardaki demiri baglayarak antioksidan etkisini gosterir (2,89).

Ebselein: Selenyum igeren bir bilesiktir. Glutatyon peroksidaz aktivitesini gii¢lendirir.
Flavonoidler: Polifenolik antioksidanlardandir. 4000’den fazla ¢esidi vardir. Flavonoid

alimi ile kronik hastaliklar ve koroner arter hastaliklar1 arasinda zit iliski vardir (89).

2.5. Protein Oksidasyon

Protein oksidasyonu, proteinlerin reaktif oksijen tiirleri veya oksidatif stres
tirlinleri ile kovalent modifikasyonu sonucu olusur. Organizmada olusan reaktif stres
tirlinleri antioksidanlar tarafindan yeterince temizlenemezse, biriken oksidan iiriinler
protein, lipid, niikleik asit gibi makromolekiillere saldirarak reaksiyona girer (68,69).

Protein oksidasyonunun birgok biyokimyasal sonuglar1 ortaya ¢ikar. Bunlar enzim

31



aktivitesinde azalma, protein fonksiyonlarinin kaybi, protein yikimma artmig veya
azalmis yatkinlik, proteaz inhibitor aktivitelerinin kaybi olarak siralanabilir (66,68).

Proteinlerin serbest radikal hasarindan etkilenme derecesi aminoasit i¢eriklerine
baghidir. Doymamis bag ve siilfiir igeren aminoasitler serbest radikallerle daha kolay
reaksiyona girer. Bu yiizden, triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein
gibi aminoasitlere sahip proteinler serbest radikal hasarindan daha g¢abuk etkilenirler.
Siilfiir radikalleri ve karbon merkezli radikaller meydana gelir. Proteinlerdeki bu
degisiklikler ii¢ boyutlu yapiy1 bozar, immiinkompleks olusumu, ¢apraz baglanarak
dimerlesme ve daha biiyiik agregatlar olusur. Proteinler tizerinde olusan serbest radikal
hasar1 birikmigse veya belirgin bir proteinin spesifik bélgesi lizerinde yogunlagmigsa
hiicrenin canliligi bakimindan zararh etki yapar (15,66).

Proteinlerde yapisal degisiklige yol agan baslica molekiiler mekanizmalar PCO
olusumu ile karakterize edilen metal katalizli protein oksidasyonu, protein tiyol (P-SH)
gruplarinin kaybi, nitrotirozin (NT) ve ileri oksidasyon protein iriinlerinin (AOPP)

olusumu olarak siralanabilir (15,16,66).

7 A < 5
c
AL NH-CHCOw AUNH-G-COno  ——L mNH_g_COn_J
N® = H,O
e 2 .
N Feo*, OH™
HZO a b F32+ HO> F82++ H
H,O I e
22 02 Fea‘i'
R Oz HO, R HO+O0, HG, ;
— NH-C-CO ~ L AUNH-C-COu : ~LNH-C-CO
H Fes+ Fe’t +H+ é— Feot +OH F92+
l H

PEPTIDE BOND
CLEAVAGE

Sekil 11: Peptid Omurgasinin Oksidasyonu (7)
Protein oksidasyonu reaksiyonlari ilk defa Swallow, Garrison, Shuessler ve

Schilling adindaki bilim insanlarimin c¢alismalariyla aydinlatilmaya baslanmistir. Bu

aragtirmacilar protein oksidasyonuna yol acan ana mekanizmanin polipeptid
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zincirindeki a-karbon atomundaki, H atomu OH ° radikalinin etkisiyle ¢ikartilip ve
karbon merkezli radikal olusarak baslatildigini géstermislerdir (7).

Protein oksidasyonuna yol agan reaksiyonlar, peptid baginin ayrilmasma yol agan
reaksiyonlar ve yan zincir modifikasyonuna yol agan reaksiyonlar olmak iizere iki

grupta siniflandirmak miimkiindiir (7,68,69). Protein oksidasyonu esas olarak hidroksil

radikali ile baglar ve oksidasyon siirecinde O, ile birlikte, siiperoksid anyon radikali (O 2_

) ve siiperoksid radikalinin protonlanmis formu olan hidroperoksil (HOz')’in varhig

gerekir (67). Hidroksil radikali, stiperoksid radikali, hidroperoksil radikali, protein
omurgasinin  oksidasyonu sonucu protein fragmantasyonuna, aminoasitlerin R

gruplarmin oksidasyonu sonucu protein ¢apraz baglarimin olugumuna sebep olur (7).

2.5.1. Protein Karbonil Tiirevlerinin Olusumu (PCO)

PCO tiirevlerinin olusumuna yol agan primer reaksiyonlar aminoasitlerin o- karbon
atomlarinin veya R yan zincirlerinin oksidatif modifikasyonlarindan ve bu
modifikasyonlan takiben meydana gelen reaktif oksijen-aracili peptid ayrilmasi reaksi-
yonundan olusmaktadir. Reaktif oksijen tiirevlerinin proteinlerle etkilesimi sonucunda,
histidin, prolin, arjinin ve lizin gibi ¢ok sayida aminoasit rezidiisiinde veya proteinlerin
peptid omurgasinda olusan oksidatif hasara bagli olarak PCO iiriinleri meydana gelir.
PCO diizeylerinin saptanmasi protein oksidasyonunu belirlemede duyarhi ve genel

olarak kabul gérmiis bir yontemdir (15,16,66,68,69).

Polipeptid omurgasindaki a-karbon atomundan OH radikali ile a-hidrojen atomunun

¢ikarilmasi sonucunda aminoasit rezidiisii karbon merkezli radikal haline gelir (Sekil

11, Reaksiyon c¢). Bu reaksiyona yol agan OH radikali suyun radyolizinden (x ve y
isinlariyla) veya HZOZ’in metal katalizli yikimindan agiga c¢ikar (reaksiyon a ve b).

Olusan karbon merkezli radikal molekiiler oksijen ile hizli bir sekilde reaksiyona
girerek (reaksiyon d) alkilperoksil radikal ara {irlintinii olugturur. Daha sonra da
alkilperoksid olugur (reaksiyon f). Alkilperoksid, alkoksil radikali (reaksiyon h)
iizerinden hidroksi protein tiirevini verir (reaksiyon j). Reaksiyon basamaklarmin pek

ot + .
¢ogunda Fe ve Cu varhfinda HO, ile etkilesim ¢nem tagir (reaksiyon e,g,i ). Bu

metabolik yolda olusan alkilperoksil, ve alkoksil radikal ara iiriinleri aym1 veya farkli

protein molekiiliindeki R yan zincirleri ile, yan reaksiyonlar ile etkileserek yeni karbon
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merkezli radikallerin olusumuna yol agar. Olusan bu yeni karbon merkezli radikaller ile
yukandaki reaksiyonlar tekrarlanir. Oksijen yoklugunda (reaksiyon d) gergeklesmez.
Olusan karbon merkezli radikal diger bir karbon merkezli radikal ile etkileserek protein-
protein ¢apraz baglarmin olusumuna yol agar. Alkoksil radikalinin olugmas ile peptid
bag1 diamit veya a-amidasyon yollar ile aynlir Boylece peptid fagmentleri olusur.
Peptid bag: yikimi, ayrica glutamil yan zincirlerinin ROS aracili oksidasyonu ile de olur
(68). PCO tiirevlerinin olusumuna yol agan sekonder reaksiyonlar, proteinlerin
karbonhidrat ve lipid oksidasyon triinleri ile reaksiyonlari ile olur (15,66,68,69).
2.5.1.1. Aminoasit Yan Zincir Oksidasyonu ile Karbonil Gruplar1 Olusumu
Proteinlerin biitiin aminoasit rezidiileri hidroksil radikalinin potansiyel hedefidir.
Prolin, arginin, lizin ve treonin aminoasitlerinin yan gruplarinin oksidasyonu ile
karbonil tiriinleri (aldehitler ve ketonlar) olusur. Protein karbonil igerigi protein

oksidasyonu gostergesi olarak yaygin olarak kullanilir (15,16).

U 0 & HC o
={) QC'ONHRI > CONHR
N Hr? HN - ' 2 fne—COR:
A L 1
COR, COR, COR>
2-pyrrolidone glutamic semialdehyde aminoadipic semialdehyde 2-amino-3-ketobutyric acid

Sekil 12: Aminoasit Yan Gruplarin Oksidasyonu (15)

2.5.2. Siilfiir igeren Aminoasitlerin Oksidasyonu

Serbest radikallerin oksidasyonuna proteinlerdeki sistein ve metiyonin

rezidiilerinin hassas oldugu gosterilmistir. Sisteinin —~SH grubu oksidatif ataga oldukga

yatkindir ve —SH gruplarindan degisik mekanizmalarla olusan tiyil radikali (-S)
proteinlerdeki disiilfid baglarinin olusumuna 6nciilitk eder. —SH gruplarinin disiilfidlere
ve oksiasitler gibi diger oksitlenmis tiirevlere doniisiimii, radikal aracili protein
oksidasyonunun en erken gozlenebilen belirtisidir. Bagka proteinlerde hasar olmadikga,
SH grubu oksidasyonu rediikte glutatyon ya da tiyoredoksin tarafindan geri

dondiiriilebilmektedir (15,16,68). Okside metiyonin rezidiileri, Th(SH) bagiml
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metiyonin siilfoksid rediiktaz ile indirgenir. Metiyonin ve sistein igeren aminoasitler
ayni zamanda antioksidan koruyucu sistemin tiyesidirler (68).
2.5.3. Nitrotirozin (NT) Olusumu

NT olusumu protein oksidasyonuna yol agan bir baska molekiiler mekanizmadir.
Peroksinitrit (ONOO.), nitrik oksidin (NO), 02'_ ile in vivo reaksiyonu sonucunda olusan

sitotoksik bir tiirevdir. Stiperoksid ve nitrik oksid radikallerinin peroksinitrite gére
nispeten daha dayanikli olmalarina karsilik, peroksinitrit daha reaktif bir tiirevdir.
Normal kosullarda, siiperoksid dismutaz, olusan tiim siiperoksid radikallerini
dismutasyona ugratmaya yetecek diizeydedir fakat, siiperoksid diizeyleri ¢ok artmigsa
ya da fazla miktarda NO radikali meydana gelmisse peroksinitrit olusur. Peroksinitrit

olusumu oksidatif protein hasarinin hem ortaya ¢ikisina, hem de ilerlemesine sebep

olmaktadir. ONOO ’in proteinler {izerine ataginin ana lriinii tirozinin orto
pozisyonunda nitrolanmasidir, bu da NT olusumuna yol agar. Tirozin rezidiisiiniin

nitrolanmas irrevesibldir (15,68).

NT, ONOO ’nun in vivo spesifik bir markindir. ONOO_; DNA’y1, enzimleri,
prote-inler, lipitleri ve tiyol gruplarini okside edebilmesinden dolay1 yiiksek toksisiteye
sahiptir. Tirozinin geri doniisiimsiiz olarak nitrasyonu, tirozinin fosforillenmis ve
fosforillenmemis formlarinin birbirine déniisiimiinii engelleyerek, enzim aktivitesinin

diizenlenmesini ve sinyal ileti mekanizmalarinin regiilasyonunu etkiler (15). NT nin,

ONOO' oksidasyonunun stabil son iiriinii olmasia bagl olarak, NT konsantrasyonu

NO-bagimli in vivo hasarin tespitinde kullanigh bir marker’dir (68).

2.5.4. lleri Oksidasyon Protein Uriinlerinin Olusumu

Son zamanlarda protein oksidasyonunun yeni bir marker’s olan ileri oksidasyon
protein trtinleri (Advanced Oxidation Protein Products-AOPP) cesitli arastirmacilarin
dikkatini ¢ekmeye baslamistir. AOPP, ditirozin igeren g¢apraz bagli protein iiriinleri
olarak tamimlanmaktadir. Diger taraftan AOPP’nin yapisal olarak ileri glikasyon son
tirtinlerine benzedigi bildirilmektedir (15,16). AOPP protein oksidasyonunun derecesini
belirlemede duyarli bir marker’dir. Witko Sarsat ve arkadaslari tarafindan yapilan
calismada, AOPP diizeylerinin, protein oksidasyonunun gostergesi olan plazma

ditirozin ve ileri glikasyon son {irlinii olan pentozidin diizeyleri ile korelasyon
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gosterdigi, fakat lipid peroksidasyon marker’1 olan tiyobarbiitirik asit ile reaksiyonlagan

maddelerle korelasyon gostermedigi bildirilmigtir (68).

2.6. Lipid Peroksidasyonu

Serbest radikaller, antioksidan savunma kapasitesini asacak kadar olugtugu zaman
organizmada gesitli bozukluklara yol agar. Biyomolekiillerin cogu serbest radikallerden
etkilenir ancak en hassas olam lipidlerdir. Membrandaki fosfolipidlerin yapisinda
bulunan yag asidlerinin doymamis (ansatiire) baglari, serbest radikallerle kolayca
reaksiyona girerek peroksidasyon iiriinleri olustururlar. Poliansatiire yag asidlerinin
oksidatif yikim, lipid peroksidasyonu olarak bilinir ve oldukga zararhdir. Ciinkil, zincir
reaksiyonlarini baslatir. Lipid peroksidasyonu ile meydana gelen membran hasar: geri
doéniistimstizdiir (2).

Lipid peroksidasyonu, serbest radikal etkisi sonucu, membranda bulunan
poliansature yag asidi zincirinden bir hidrojen atomu uzaklastirilmast ile baglar. Bunun
sonucunda yag asidi zinciri serbest radikal niteligi kazanmig olur. Olugan lipid radikali
dayaniksizdir ve bir dizi degisiklige ugrar. Molekiil i¢i ¢ift baglann pozisyonlarmin
degismesiyle dien konjugatlan ve daha sonra da lipid radikalinin molekiiler oksijenle
birlesmesi ile meydana gelir. Lipid peroksil radikalleri, bagka membran lipidlerini
etkileyip lipid radikali olusumunu baslatir veya yapisina hidrojen atomu alarak lipid
hidroperoksidlerine déniisiir. Boylece olay kendi kendine katalizlenerek zincirleme
reaksiyon tarzinda devam eder (2,27).

Plazma membrani ve organel lipid peroksidasyonu, serbest radikallerle artar ve
metallerin varliginda stimiile olur. Bu metaller siiperoksit ve hidrojen peroksidin daha
giiclii oksidanlara déniisiimiinii katalizler (27).

Lipid peroksidasyonu sonucu olugan lipid hidroperoksidlerin yikimi, gegis metal
iyonlarinin katalizini gerektirir. Lipid hidroperoksidleri yikildiginda ¢ogu biyolojik
olarak aktif olan aldehitler olusur. Ug veya daha fazla ¢ift bag i¢eren yag asidlerinin
peroksidasyonunda tiyobarbiitirik asitle 6lgiilebilen malondialdehid meydana gelir.
MDA lipid peroksidasyonunun derecesiyle 1iyi korelasyon gosterir. Lipid
peroksidasyonu direkt ve indirekt olarak hiicre ve organellerin membranina zarar verir.
Boylece birgok hastahga ve doku hasarna sebep olur. Peroksidasyonla olusan
malondialdehid, membran komponentlerinin ¢apraz Baglanma ve polimerizasyonuna

sebep olur. Boylece membran yap1 ve fonksiyonlar bozulur (2,27).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kullamlan Cihazlar

1. Otomatik pipet

. Spektrofotometre (SHIMADZU, UV- 160 A)
. Benmari (Kotterman)

. Etiiv (Heraeus, B 5042)

. Kanistiner (NUVE, SL 350)

. Hassas terazi (CHYO JL-180)

. pH metre METTLER TOLEDO MP 220)

. Vorteks (Windows VM3)

. Santrifiij (MSE CENTAUR 2)

10.Santrifiij (Sigma 3K30)

11. Manyetik karistriric1 (IKAMAG RH Janke ve Kunkel)
12. Derin dondurucu (-40°C, BOSH Automatic)

OO0 3 Y b B W N

13. S1v1 azot tanki ( International Cryogenics, Inc.IC 20D Storage Dewor)

14. Ultrasound homojenizator (METU, Elektromekanik)

15. Eliza Cihaz1 (TECAN)

3.2. Kullamilan Kimyasallar

1.Dithiobis-2-nitrobenzoik asid (DTNB,C4HgN,0sS;, MA:396,35 g/mol,
D8130, SIGMA)

2. Tris baz (C4H;1NO3, MA:121,14 g/mol, Art:8387, MERCK)

3. Metanol (CH;0H, MA:32,04 g/mol, Art:6008, 1 It: 0,79 kg, MERCK)

4. 2-Thiobarbiitirik asid (C4sH4N,0,S, MA:144,1 g/mol, Art:8180, MERCK)

5. Glasial asetik asid (CH3;COOH, %100, MA:60,05 g/mol, 11t:1.05 kg,
MERCK)

6. Sodyum hidroksid (NaOH, MA: 40 g/mol, B639062 016, MERCK)

7. Malondialdehid (C7H 604, MA:164,2 g/mol, T-1642, SIGMA)

8. Trikloroasetikasid, TCA (CCl;COOH, MA:163,39 g/mol, Art:810, MERCK)

9.Potasyumdihidrojenfosfat (KH,PO4, MA:136,09 g/mol, Art:4871, MERCK)
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10.Dipotasyumhidrojenfosfat (K;HPO4, MA:174,18 g/mol, Art:5101,
MERCK)

11. Streptomisin siilfat (MA:1457,4 g/mol, S-6501, SIGMA)

12.2.4-dinitrofenilhidrazin, DNPH (CsHeN4O4, MA:198,14 g/mol, Art:803080,
MERCK)

13. Etil asetat (C4HgO,, MA:88,10 g/mol, 11t:0,90 kg, Art: 864, MERCK)

14. Etanol (C;HsOH, MA:46,07 g/mol, 11t:0,79 kg, Art:986, MERCK)

15. Guanidin hidroklorid (CHsN3;.HCl, MA:95,53 g/mol, G-4505, SIGMA)

16. Hidroklorik asid (HCI, %37, MA:36,46 g/mol, 11t:1,19 kg, Art:314,
MERCK)

17. Sodyumbikarbonat (Na,HCO;, MA:84,01 g/mol, Art:6223, MERCK)

18.Bakirsiilfat.beshidrat (CuSO4.5H,0, MA:249,68 g/mol, Art:2787, MERCK)

19. Folin reagent (2 Normal, F-9252, Lot:013K3692, SIGMA)

20. Bovin albumin (% 99’luk, A9647, SIGMA)

21. Glutatyon (C;oH;7N306S, MA:307,3 g/mol, G-6529, SIGMA)

22. Vitamin E (a-tocopherol, % 95, CaoHsoO2, MA: 430,71, T3251,SIGMA)

23. Diethylenetriamine penta acetic acid (% 99 ‘luk, C13H23N30,0, MA:393.35
g/mol, 32318,Bio Chemica)

24. Hsp70 eliza kit, EKS-700 B

25.Vitamin C (Askorbik asid, C¢HgOg, MA: 176,13 g/mol, MERC)

26. Hidrojen peroksid ( %30’ luk, H;O, MA: 34,01, H1009, SIGMA)

27. Histopatolojik inceleme i¢in hematoksilen ve eozin boyasi

28. Guaiacol (C7HgOg, MA:124,14 g/mol, G 5502, SIGMA)

29. Aspirin tablet ( 100mg, Bayer)
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3.3. Cahsma Popiilasyonunun Ozellikleri

Caligmamiz, Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi, Cerrahi Arastirmalar
Laboratuvarinda yaslari 5-6 ay arasinda degisen, 250-300 gram agirhgindaki 24 yetiskin
Sprague — Dawley erkek rat tizerinde yapildu.

Her grupta 8 rat olacak sekilde ratlar 3 gruba ayrildi. Gruplar, kontrol, ASA diisiik
doz, ASA disiik doz +antioksidan (vitamin C, E, glutatyon) olarak belirlendi. Diisiik
doz ASA grubuna aspirin (1.44 mg/kg) ginde tek doz sabah 1 ml serum fizyolojik
icinde siispansiyon haline getirilerek gavaj ile intragastrik verildi (23). Diisiik doz ASA
+ antioksidan grubuna (1.44 mg/kg) aspirin ve giinde tek doz antioksidan karisimi
(vitamin C 50 mg/kg, vitamin E 25 mg /kg, rediikte glutatyon 25 mg /kg) 1ml
intragastrik verildi. Kontrol grubuna sabah giinde 1 ml serum fizyolojik intragastrik

verildi. Ratlar 40 giin boyunca, diizenli olarak, normal rat diyeti ile beslendi.

3.3.1. Calismanin Uygulanmasi
3.3.1.1. ASA Hazirlanmasi
0,036 gram aspirin tartilip, porselen havanda ezildi, 100 ml serum fizyolojik i¢inde
stispansiyon haline getirildi. 37 °C ‘ye getirilmis etiivde 10 dakika bekletidi.
Stispansiyon iyice ¢alkalandi ve homojen dagilmas: saglandi ve 1 ml enjektdre ¢ekildi.
Oral gavaj yoluyla rata 1 ml verildi.
3.3.1.2. Antioksidan Solusyonunun Hazirlanmasi
Antioksidan karigimi, 1 ml” de 6,25 mg vit E, 6,25 mg glutatyon ve 12,5 mg vit C
olacak sekilde hazirlandi. Vitamin C 1,250 gram tartildi, rediikte glutatyon 0,625 mg
tartildi, E vitamini %96’lik solusyon ( d=0,95 gr /ml seklinde ve 1 ml ‘sinde dx% ,
0,95x0,96 1 ml‘sindeki miktar1 0,912 gr bulunur) 0,629 gram tartildi ve serum
fizyolojik ile 100 ml hazirland.
3.3.1.3. Deneyin Yapihs1
Ratlar 40 giin boyunca takip edildi ve 40. giiniin sonunda ¢alisma sonlandirildi.
1. Deney hayvanlarina kapali fanus igerisinde eter ile inhalasyon anestezisi
uygulandi.
2. Hayvanlarn kalbinden 3-4 ml kan biyokimya tiipiine alindi. Santrifiij edilerek

serumuna ayrildi. Serumlar analiz tarihine kadar — 40 °C’de saklandi.
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3. Daha sonra, mide ve duodenum ¢ikarildi. Cikarilan mide ve duodenum serum
fizyolojik ile yikand1 ve filtre kdgidi ile kurulandi. Mide ve duodenum patolojik ve
biyokimyasal inceleme i¢in iki kisima aynldi. Patolojik inceleme igin ayrilan mide ve
duodenum kisimlar1 % 10 formaldehit iginde ve oda 1sisinda saklandi. Biyokimyasal
inceleme igin ayrilan mide ve duodenum kisimlarinin mukozasi bistiiri yardimiyla
kazinarak ¢ikartildi. Porselen havanda, sivi azot igerisinde ezildikten sonra, eppendorf
tiipii igerisindeki PBS tampona (pH 7.4,10 mM) konarak tartildi. Daha sonra sonikasyon
aleti ile homojenizasyonun yapilabilmesi igin +4 °C’de, 400 watt, 220 V’da bir dakika
boyunca sonikasyona tabi tutuldu. Calisma yapilana kadar numuneler — 40 °C’de
saklandi.

Calisma giiniinde, — 40 °C’de saklanan numuneler, oda 1sisinda ¢oziilene kadar
bekletildi. Numunelerin stipernatant kismini ayirmak i¢in santrifiij edildi ve yeterli
miktarda slipernatant c¢alisma eppendorflara aynldi. Siipernatantlardan protein
oksidasyonu, lipid peroksidasyonu, myeloperoksidaz enzim aktivitesi, total tiyol miktar1
ve hsp70 seviyesi belirlendi. Doku 6rneklerinin protein miktari Lowry metodu ile tespit
edildi. Sonuglar protein oksidasyon diizeyi igin nmol/mg protein, lipid peroksidasyon,
total tiyol pmol/mg protein, hsp70 ng/ml ve myeloperoksidaz aktivitesi U /gram protein
seklinde ifade edildi. Ayrica serumda protein oksidasyonu ve lipid peroksidasyonu

dizeyleri ¢alisildi.

3.4. Biyokimyasal Analizler

3.4.1. Serum ve Doku Lipid Peroksidasyon Diizeyinin Tayini
Lipid peroksidasyon diizeyi, Varshney ve Kale tarafindan tariflenen tiyobarbitiirik
asid-reaktif substratlar1 (TBARS) metodu (81) ile spektrofotometrik olarak olgiildii ve
sonuglar mide ve duodenum dokusu igin mg protein basina malondialdehid (MDA),
serum i¢in ise pmol/l olarak verildi.
Bu metotda, lipid peroksidasyon aldehid iirtinlerinlerinden olan malondialdehid ile
tiyobarbitiirik asid reaktivitesi esas alinmistir.
Reaktifler;
1. TBA: 52 mM, pH: 2,1
0.187 gram TBA tartilip, 1 M 15 ml glasial asetikasid igerisinde ¢6ziildii ve
NaOH ile pH’s1 2.1°e getirildi. Hacim balon jojede 25 ml’ye tamamlandi.

40



2. Tampon soliisyonu: KH,PO4-K;HPO4, 100 mM, pH: 7,4

3,402 gram KH,PO4 ve 4,354 gram K,HPO, tartilip bir miktar distile suda
¢oziildiikten sonra, NaOH ile pH 7,4°e getirildi ve ¢ozelti miktar1 balon jojede 250
ml’ye tamamlandi.

3. Standart (MDA): 10 pmol/L

6 molar olan ana stoktan 16,6 ul alimp, distile su ile 100 ml’ye tamamland.

4. TCA: %30

15 gram TCA tartilip bir miktar distile suda ¢é6ziildiikten sonra ¢dzelti miktar
balon jojede 50 ml’ye tamamlandi.

5. 15 ml, 1 M glasial asetikasit hazirlanmasi, 0,907 gr glasial asetikasit

almamiz gerekecek, sivi oldugu igin, 0,907 gr yerine ona tekabiil eden 864 nl ana

stoktan alip, distile su ile meziirde 15 ml’ ye tamamland.

Tablo IV: Serum ve doku i¢in lipid peroksidasyon diizeyi tayininin ¢alisma prosediirii

Numune Numune Standart Kor
(serum) (stipernatant)
Serum 200ul
Siipernatant 200pl
Standart 200ul
Deiyonize su 200pl
Tampon 800ul 800ul 800ul 800ul
TCA 250ul 250ul 250ul 250pl
TBA 250ul 250ul 250pul 2501

Deney tiipleri vorteks ile karigtinldi ve 80 °C’lik su banyosunda 45 dakika
inkiibasyona birakildi. Daha sonra, oda 1sisinda 10 dakika 3000 rpm’de santrifiij edildi.

Kore karsi, siipernatant kisim 532 nm’de okundu.

3.4.2. Serum ve Doku Protein Oksidasyon Diizeyinin Tayini
Protein oksidasyonun tayini, spektrofotometrik yontemle Levine ve arkadaslarinin
kullandig1 yontem (38) modifiye edilerek yapildi. Hayvan doku ve viicut sivilarinda,

oksidatif protein hasarinin genel Slgtimii olarak karbonil 6lgiimii gelistirilmistir. Bu
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Olglim protein karbonil gruplarinin, 2.4-dinitrofenilhidrazin ile reaksiyona girerek
kromoforik dinitrofenilhidrazonlarin olugsmasi esasina dayanmaktadir.

Reaktifler;

1. Tampon soliisyonu: 100 mM, pH: 7,4

6,804 gram KH,PO,; ve 8,708 gram K,HPO, tartilip bir miktar distile suda
¢oziildiikten sonra, 0,1 M NaOH ile pH 7.4%e getirildi ve ¢6zelti miktar1 balon jojede
500 ml’ye tamamlandi.

2. Streptomisin siilfat: %10

1 gram streptomisin siilfat tartilip bir miktar distile suda ¢oziildiikten sonra
¢ozelti miktar: balon jojede 10 ml’ye tamamlandi.

3. DNPH: 10mM

0,1 gram DNPH tartilip 2 M HCI igerisinde ¢6ziildiikten sonra ¢ozelti balon
jojede HCl ile 50 ml’ye tamamlandi.

4. TCA: %20

10 gram TCA tartilip bir miktar distile suda ¢oziildiikten sonra ¢ézelti miktar
balon jojede 50 ml’ye tamamlandi.

5. Etil asetat: Etanol (1:1 V/V)

25 ml etil asetat 25 ml etanol ile kanstirilda.

6. Guanidin hidroklorid: 6M

28,66 gram guanidin hidroklorid tartilip bir miktar distile suda ¢6ziildiikten
sonra ¢ozelti miktari balon jojede 50 ml’ye tamamlandi.

7.2 N HCL,50 ml
% 37°1ik HCL’ den 8,3 ml aldik balon joje ile 50 ml’ye tamamladik.

Calisma sirasinda, 6nceden doku homojenati oda 1sisinda ¢oziindiikten sonra,
400 ul homojenat ve 400 pl eppendorfa konuldu. DNA ve RNA’daki okside olmus
proteinlerin sonuglart etkilememesi i¢in 20 pl streptomisin siilfat eklendi ve 15 dakika
oda 1s1sinda bekletildi. Daha sonra oda 1sisinda, 3000 rpm’de, 15 dakika santrifiij edildi

ve siipernatant ve serum kismi ayrildi. Her numune igin iki eppendorf tiip olusturuldu.
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Tablo V: Serum protein oksidasyon tayini ¢alisma prosediirii

1. tlip 2.tiip
Serum 100pl 100pl
DNPH 400 pl
2 M HCL 400 pl

Vortex ile karistir ve oda 1sisinda, karanhkta, seykirda 1 saat inkiibe edildi

TCA

100 pl

100 pl

Vortex ile kanistir ve 15 dakika oda 1sisinda bekletildi. 3400 g’ de santiirfiij edildi ve
siipernatant1 atildi. Pellet 1,25 ml etil asetat:etanol karisimi ile 3 defa yikanir ve her

seferinde 3000 g’de 10 dakika oda 1sisinda santrifiij edilir. Siipernatant her seferinde

atilir.

Guanidin Hidroklorid

940 pl

940 pl

Oda 1sisinda, karanlikta, seykirda 1 saat karistir. Deney prosediirii tamamlandiktan

sonra I. tiipdeki materyal spektrofotometrede 370 nm’de okundu. 2. tiipteki materyal ise

hem 370 nm’de hem de 280 nm’de okundu.

Tablo VI: Doku protein oksidasyon tayini ¢alisma prosediirii

1. tiip 2.tip
Stipernatant 200yl 200ul
DNPH 800 pul
2 M HCL 800 pnl

Vortex ile karistir ve oda 1sisinda, karanlikta, seykirda 1 saat inkiibe edildi

TCA

200 pl

200 pl

Vortex ile karistir ve 15 dakika oda 1s1sinda beklet. 3400 g” de santrifiij edildi ve
slipernatanti atildi. Pellet 1,25 ml etil asetat:etanol karisimi ile 3 defa yikanir ve her

seferinde 3000 g’de 10 dakika oda 1sisinda santrifiij edildi. Siipernatant her seferinde

atildi.

(Guanidin Hidroklorid

940 pl

940 pl
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Oda 1s1sinda, karanlikta, seykirda 1 saat karistindi.
Deney prosediirii tamamlandiktan sonra 1. tiipdeki materyal spektrofotometrede 370

nm’de okundu. 2. tiipteki materyal ise hem 370 nm’de hem de 280 nm’de okundu.

Hesaplama:

AAj70= 370 nm’de 1.tiip Abs degeri - 370 nm’de 2.tiip Abs degeri

Karbonil konsantrasyonu (nmol/ml)= AAsz7y x 45,45

AAsgp(2. tiip numunenin protein konsantrasyonu, mg/ml)= 280 nm’de 2.tiip Abs
degeri x1,8

nmol/ml karbonil konsantrasyonu

Karbonil konsantrasyonu (nmol/mg protein)=

mg/ml protein konsantrasyon

3.4.3. Doku Myeloperoksidaz Aktivite Tayini

Mide ve duodenum mukozal dokusunda MPO enzim aktivitesi tayini okside
guaiacol’iin absorbansinin spektrofotometrik olgiilmesi esasina dayanilarak modifiye
edilmistir (97).

Reaktifler:

1. MPO reaktifi 500 ml, 20 mM, pH:7, olan fosfat tamponun i¢inde olacak
sekilde 14 mM guaiacol, 0,25 mM H202, 200 uM DTPA igerecek sekilde hazirlanir.

2.1,3624 gr KH,PO4 tartilir, bir miktar 200 ml distile suda ¢oziiliir ve pH : 7
‘ye ayarlanir.

3.9,1 M olan guaiacol stogundan 400 pl alimir, tampon ¢6zeltisinin igine
konulur.

4. % 30 ‘luk olan H202 stogundan 8,7 pl alinir.
5.DTPA “dan 0,02 g tartilir, tampon ¢ozeltisinde ¢6ziildiikten sonra distile su ile toplam

voliim 500 ml ‘ye tamamlanur.
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Tablo VII : Doku MPO aktivite tayini ¢alisma prosediirii

Numune Kor
Stipernatant 0,2 ml -
Distile su E 0,2
MPO reaktifi 0,8 ml 0,8

Reaktif ve siipernatant karistirinea 0. ve 1. dakikada 470 nm ‘de okuma yapildi.

Deneyin prensibi: 1 {inite enzim aktivitesi; 25 °C, pH=7, dakikada 1pumol substrati
(H202) iirtine doniistiiren enzim miktar1 olarak tanimlanir.
2 Guaiacol + H202 — 2 O Guaiacol + 2 H20 formiiliinden gériildiigii gibi,
AA = 26,6x1cm x konsantrasyon
AA= 1. dakika absorbans- 0. dakika absorbans
26,6: Okside diguaiacol ekstinsiyon katsayisi, 470 nm’ de (g, mM/cm)
lem: Isik yolu

Enzim aktivitesi U/ g protein olarak ifade edildi.

3.4.4. Doku Hsp 70 Seviyesi Eliza Yontemi fle Olgiimii

Doku hsp 70 proteini eliza yontemi (EKS 700 B elisa Stressgen ) ile dlgiildii. Biitiin
dokular tartildi ve homojenize edildi. (Sonuglar 50 mg dokuya gore standardize
edilerek, ng/ml cinsinden verilmistir).
Kullanilacak reaktiflerin ve standartlarin hazirlanmasi
1. +4 °C’de sakanan reaktifler oda 1sisina getirildi, standartlar ve numuneler buz {istiinde
hazirlandi..
2. 10pg/ml olan standart stok solusyondan sample diliientle seri diliisyon yaparak, 50,
25,12.5, 6,25, 3,125, 1,56, 0,78 ng/ml olan standartlar hazirlandi.
3. 20 kat konsantre olan wash buffer 100 ml solusyon, 1900 ml distile su ile diliie
ederek hazirlandi.

Testin Prosediirii
1. 96°Tik well plate buz iistiine konuldu.
2. Standartlar ¢ift ¢alisildi, her bir standart 100 ul, numunel00 pl konuldu ve blanke de
sample diltentten 100 pl konuldu. Oda 1sisinda 2 saat inkiibasyon yapildi.
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3. Otomatik mikroplate yikayic1 ile her kuyucuk 6nce aspire edildi. Sonra her bir
kuyucuk 400ul wash buffer ile 4 kez yikand: ve igerigi aspire edildi. Plate ters ¢evrildi
ve temiz bir pegete ile hafifce kurulandi.
4. Hsp 70 antikor her bir kuyucuga 100 pl eklendi ve oda 1si1sinda 1 saat inkiibe edildi.
5. Hsp 70 konjugat her bir kuyucuga 100 ul eklendi. Oda 1sisinda 1 saat inkiibe edildi.
3. adimdaki gibi kuyucuklarin yikanmasi yapildi.
6. 100 ul TMB substrate kuyucuklara eklenir. Bir dakika i¢inde renk degisimi gézlenir.
Oda 1s151nda 30 dakika inkiibe edilir. 100 pl stop solusyon her kuyucuga eklenir.
7. 450 nm*de mikroplate okuyucuda okundu. Standartlarin konsantrasyonu x ekseninde,
absorbanslar1 y ekseninde olacak sekilde grafik gizilerek numunelerin absorbanslari
bulundu ve sonuglar ng/ml olarak verildi.
3.4.5.Total Tiyol Diizeyinin Tayini
Total tiyol miktar;, Sedlak ve Lindsay ’in metodu kullamlarak belirlendi (60).
Reaktifler;
1. Tampon soliisyonu: 0,2 M Tris baz, 0,02 M EDTA, pH:8,2
6,057 gram Tris baz ve 1,4612 gram EDTA tartilip bir miktar distile suda ¢oziildii
ve pH 8,2’ye getirildi sonra ¢&zelti miktar1 balon jojede 250 ml’ye tamamland:.
2. DTNB (Ellman’s reagent): 0,01 M
0,396 gram DTNB tartilip bir miktar metanolde c¢oziildikkten sonra g¢ézelti
miktar: metanol ile balon jojede 100 ml’ye tamamlandi.
3. Metanol
4. Standart glutatyon: 1000 umol/L
0,03072 gram glutatyon tartilip bir miktar distile suda ¢oziildiikkten sonra
¢ozelti miktarn balon jojede 100 ml’ye tamamlandi. Daha sonra seri diliisyonla

standartlar hazirlandi.
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Tablo VIII: Doku total tiyol tayini ¢alisma prosediirii

Numune Standart Koér
Stipernatant 100l
Standart 100l
Deiyonize su 100pl
Tampon 300 ul 300 pl 300 ul
DTNB 20 ul 20 pl 20 pl
Metanol 1580 pl 1580 pl 1580 pl

Tiipler kanstirildiktan sonra 20 dakika bekletildi. Daha sonra 3000 rpm’de 15

dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant kismi 412 nm’de okundu.

3.4.6. Protein Miktarmin Tayini
Protein miktarinin tayini, Lowry ve arakadaglarinin (43) metodu kullanilarak
vapildi. Lowry metodu, alkali ortamlarda peptid nitrojenlerin bakir iyonlar1 ile
reaksiyonu ve daha sonra aromatik aminoasidlerin bakir katalizli oksidasyonu aracilig
ile ortama konulan Folin reaktifinin heteropolimolibden mavisine indirgenmesi esasina
dayanmaktadir.
Reaktifler;
1. Soliisyon A: Na,COj3, %2 (w/v)
2 gram Na,COj; tartilip bir miktar distile suda ¢6ziindiikten sonra balon jojede
100 ml’ye tamamlandi.
2. Soliisyon B: CuSO45H,0, %1 (w/v)
0,1 gram CuSO45H;0 tartilip bir miktar distile suda ¢oziindiikten sonra balon
jojede 10 ml’ye tamamlandi.
3. Soliisyon C: Na-K tartarat, %2 (w/v)
4 sulu Na-K tartarattan 0,26 gram tartilip bir miktar distile suda ¢6ziindiikten
sonra balon jojede 10 ml’ye tamamland..
4. Complex Forming Reagent
Soliisyon A, B, C’den sirasi ile 100:1:1 oraminda, ¢alisma yapilmadan hemen

once karistirildi.
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5.NaOH: 2N

4 gram NaOII tartilip bir miktar distile suda ¢6ziindiikten sonra balon jojede 50
ml’ye tamamlandi.

6. Folin Reagent: 1 N

2 N Folin reagent ana stogundan 50 ml alind1 ve distile su ile 100ml’ ye
tamamland:.

7. Albumin standarti: 2 mg/ml
0,002 gram albumin tartip 1ml’ye tamamlayarak ¢6ziildii. Bundan seri diliisyonla

standartlar hazirlandi.

Tablo IX: Protein miktar: tayininin ¢galisma prosediirii

Numune Standart Kor
Siipernatant 100p1
Standart 100pl
Deiyonize su 100l
NaOH 100ul 100l 100ul

Ornekler 100 °C su banyosunda 10 dakika bekletildi ve oda 1sisina gelene kadar disarida

tutuldu.

Complex- Forming | 1000 pl 1000 pl 1000 pl
Reagent

Folin Reagent 100 pl 100 pl 100 pl

Daha sonra tiipler kanigtinldi ve oda 1sisinda 30-60 dakika bekletildikten sonra

numuneler 550 nm’de okundu.

3.5. Mide ve Duodenum Patolojik Degerlendirme

%10 formaldehit i¢ginde saklanan mide ve duodenum dokularindan 3-4 mm’lik
kesitler alinarak Hematoksilen&Eozin (HE) boyamasi yapildi. Patolojik degerlendirme
Uzman Patolog tarafindan Patoloji Béliimiinde yapildi. Mide ve duodenum mukozal
hasarlara Tablo X daki skorlama sistemine gore derecelendirme yapildi.
Calismamizdaki mide ve duodenum mukozaldokularina verilen skorlar en diigiik 0 ve

en yiiksek 4 olarak derecelendirildi (21).
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Tablo X: Mide ve Duodenum Histopatolojik Lezyon Skoru

Skor 0 Lezyon yok

Skor 1 Luminal yiizey ve gastrik pit hasari
Skor 2 Yiizey gastrik gland hasari

Skor 3 Derin gastrik gland hasari

Skor 4 Ulser

3.6. Verilerin Istatistiksel Degerlendirilmesi

Veriler exel programina girildi. SPSS ( Inc, Chicago, 1LL,15.0) istatistik programi
kullamlarak istatistiki analiz yapildi. Gruplardaki rat sayilar1 8 tane oldugundan dolay1
testlere nonparametrik test uygulandi. Gruplar arasinda fark olup olmadigini anlamak
i¢in non parametrik test olan Kruskal-Wallis testi uygulandi ve p<0.05 anlamli olarak
kabul edildi. Kruskal-Wallis testi ile serum lipid peroksidasyonu, mide mpo, duodenum
tiyol, mide hsp 70 diizeyleri gruplar arasinda anlamli (p<0.05 ) bulundu. Farkin hangi
gruptan oldugunu anlamak i¢in, Bonferroni Diizeltmeli Mann Whitney U testi yapildi.

Sonuglar ortanca ( Min-Max) olarak verildi.

4. BULGULAR

4.1.Biyokimyasal Bulgular

Calismamiz kapsaminda; serum lipid peroksidasyonu ve protein oksidasyonu
diizeyi, mide ve duodenum mukozal dokuda lipid peroksidasyonu ve protein
oksidasyonu, MPO enzim aktivitesi, tiyol seviyesi, hsp70 seviyesi dl¢iildii. Mide ve
duodenum mukozal lipid peroksidasyonu ve tiyol seviyesi umol/mg protein, protein
oksidasyonu nmol/mg protein, MPO U/g protein, hsp70 (sonuglar 50 mg dokuya gore
standardize edilerek, ng/ml cinsinden verilmistir) ng/ml olarak verilmistir.

Serum lipid peroksidasyonu pmol/L MDA, serum protein oksidasyonu nmol/mg protein
olarak verildi. Calismada lipid peroksidasyonu, total tiyol, lowry metodu, hsp70 igin her
birinin ayr1 standartlari ile egriler ¢izilerek hesaplandi.

Tablo XI: Serum protein oksidasyonu ve serum MDA degerlerinin gruplara gére dagilimi
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Kontrol ASA ASA+Antioksidan | P

Parametreler (n=8) N=8 N=7
Serum protein 5,02 (0,0-7) 3,3(2,5-5) 2,3 (0,74 -5,34) p=0,05
oksidasyonu
(nmol/mg protein)
Serum MDA 0,20 (0,14 - 0.4) 0,49(0,19-2,9) | 0,35 (0,1 -3,7) P<0,05

(umol/L)
Degerler ortanca (min-max) olarak verilmistir.
Tablo XII: Mide dokusunda ¢aligilan testlerin gruplara gore dagilim

Kontrol ASA ASA+Antioksidan P

Parametreler (n=8) N=8 N=7
Protein 4,1 (2,8-6,7) 5,9 (1,9-11,54) 4,34 (2,28 - 9,8) p=>0,05
oksidasyonu
(nmol/mg
protein)
MDA 0,04 (0,02 - 0,09) 0,03 (0,02-09) 0,025 (0,02 - 0,09) p>0,05
(pmol/mg
protein)
MPO aktivitesi | 0,36 (0,18 - 5,82) 5,6 (0,09-17,5) 0,16 (0,04 - 1,23) P<0,05
(U/g protein)
Hsp 70 4,8(2,5-9,52) 16,1 (2,37-65,65) 6,6 (2,11-10) P<0,05
(ng/ml)
Tiyol 0,28 (0,09 - 0,77) 0,49 (0,26-1,5) 0,27 (0,02-1,13) p>0,05

(umol/mg protein)

Degerler ortanca (min-max) olarak verilmistir.
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Tablo XTII: Duodenum dokusunda galisilan testlerin gruplara gore dagilim

Kontrol ASA ASA+Antioksidan | P
Parametreler | (n=8) N=8 N=7
Protein 3,02 (1,61-7,19) | 5,5 (1,57-1,11) 3,8 (0,0-9,6) p=>0,05
oksidasyonu
(nmol/mg protein)
MDA 0,5 (0,12-1,54) | 0,33 (0,03-1,02) 0,28 (0,08-2,02) p>0,05
(umol/mg protein)
MPO 6,7 (0,04-7,7) 2,86 (0,35-13,9) 2,3 (0,28-11,45) p>0,05
aktivitesi
(U/g protein)
Hsp70 4,6 (1,03-9.,4) 4,3 (1,34-10) 3,2 (1,7-13,5) p>0,05
(ng/ml)
Duodenum 0,01 (0,0-0,07) | 0,07 (0,0-0.45) 0,03 (0,01-0.06) P<0,05
Tiyol

(pmol/mg protein)

Degerler ortanca (min-max) olarak verilmistir.

Serum, mide ve duodenum protein oksidasyonu diizeyi acisindan 3 grup

karsilagtinldiginda istatistiki olarak anlamli fark olmadigi saptanmistir (p>0.05,Tablo

XIXILXII ).

Serum lipid peroksidasyonu diizeyi; kontrol grubunda 5,02 (0,0 - 7), ASA grubunda
3,3 (2,5 -5), ASA-+antioksidan grubunda 2,3 (0,74 -5,34) pumol/L olarak bulunmustur
(Tablo XI, sekill3). Kontrol grubu ve ASA grubu karsilastinldiginda, ASA grubunda

serum lipid peroksidasyonu diizeyi yiiksek bulunmustur ve istatistiki olarak bu
yiikseklik anlamlidir (p=0.007). Ancak kontrol grubu ile ASA-+antioksidan grubu
(P=0.072) ve ASA grubu ile ASA+antioksidan grubu, (p=0.536) karsilastirildiginda,

istatistiki olarak anlamlh fark olmadigi go6riilmistiir. Mide lipid peroksidasyonu ve

duodenum lipid peroksidasyonu diizeyleri acgisindan gruplar arasinda fark olmadig:

saptanmistir (p>0.05).

51




, 00 ™

serum MDA (pmol/L)

T
kontrol ASA ASA+Anticksidan

Gruplar

Sekil 13: Gruplarm serum MDA diizeylerinin grafigi

Serum MDA diizeyleri, kontrol grubu ve ASA grubu arasinda p=0.007 bulundu.
Kontrol grubu ve ASA+ Antioksidan grubu arasinda p=0.072, ASA-ASA +Antioksidan
grubu arasinda p=0.536 bulundu.

Mide MPO enzim aktivitesi diizeyi, kontrol grubunda 0,86 (0,18-5,82) U/gram
protein, ASA grubunda 5,6(0,09-17.5) U/gram protein, ASA+antioksidan grubunda
0,16 (0,04-1,23) U/gram protein olarak bulunmustur (TabloXIl,sekil14). Kontrol ile
ASA grubu karsilastinldiginda, ASA grubunda MPO enzim aktivitesi diizeyi, kontrol
grubundan yiiksek bulunmustur, ancak bu yiikseklik istatistiki olarak anlamh
bulunmamustir(p=0.065). Kontrol grubu ile ASA-+antioksidan grubu karsilastinldiginda,
ASA+ antioksidan grubunda MPO enzim aktivitesi diizeyi, kontrol grubundan diisiik
bulunmustur ancak istatistiki olarak anlaml degildir (p=0.072). ASA grubu ile ASA+
antioksidan grubu arasinda MPO enzim aktivitesi diizeyi karsilasgtinldiginda, ASA
grubunda, MPO enzim aktivitesi diizeyi anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p=0.009).
Duodenum MPO enzim aktivitesi diizeyi, kontrol grubunda 6,7 (0,04-7,7), ASA
grubunda 2,86(0,35-13.9), ASA-+antioksidan grubunda 2,3 (0,28-11,45) bulunmustur
(Tablo XIII). Yapilan istatistiki analizde, 3 grup duodenum MPO enzim aktivitesi
diizeyi agisindan kargilagtirildiginda anlamli fark saptanmamistir (p=>0.05).
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Sekil 14: Gruplarin mide MPO aktivitesi diizeylerinin grafigi

Mide mukozasi MPO aktivitesi diizeyleri kontrol-ASA arasinda p=0.065,
Kontrol-ASA+Antioksidan grubu arasinda p=0.072 bulunmustur. ASA-+Antioksidan
grubu arasinda istatistiki olarak anlamli fark bulunmustur (p=0.009).

Mide Hsp70 seviyesi, kontrol grubunda 4,8 (2,5-9.52), ASA grubunda 16,1
(2,37-65,65), ASA+ antioksidan grubunda 0,16 (0,04-1,23) bulunmustur (Tablo XII).
Yapilan istatistiki analiz sonras1 mide hsp70 seviyesi, ASA grubunda, kontrol grubuna
ve ASA-+antioksidan grubuna gore istatistiki olarak yiiksek saptanmistir (p<0.05).
Duodenum hsp70 seviyesi agisindan 3 grup karsilastinldiginda istatistiki olarak anlamli
fark olmadif saptanmigtir (p=0.932).
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Sekil 15: Gruplarin mide mukozasi hsp70 diizeylerinin grafigi

Mide total tiyol seviyesi agisindan, 3 grup karsilastinldiginda istatistiki olarak
anlamli fark olmadifi saptanmistir (p=0.359). Duodenum total tiyol seviyesi kontrol
grubunda 0,01 (0,0-0,07), ASA grubunda 0,07 (0,0-0.45), ASA+antioksidan grubunda
0,03 (0,01-0.06) bulunmustur (Tablo XTII) ve yapilan istatististiki analiz sonrasi kontrol
grubu ile ASA grubu (p=0.028) karsilastirildiginda ASA grubunda duodenum total tiyol
seviyesi yiiksek bulunmugtur. Kontrol grubu ile ASA+antioksidan grubu (p=0.414)
arasinda ve ASA ile ASA+antioksidan grubu arasinda istatistiki olarak fark

saptanmamustir ( p=0.043).
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Sekil 16: Gruplarin duodenum total tiyol diizeylerinin grafigi

4.2. Patolojik Bulgular

Tablo 1ve 2 “de goriildiigii gibi, ASA grubunda kontrol grubu karsilastinldiginda
ASA kullanimimin gastrik pit ve luminal yiizey hiicre hasari olusturdugu gorulmistiir.
Diisitk doz aspirin ile birlikte antioksidan alindiginda mide ve duodenum total lezyon

skoru azalmistir (Tablo XIV, XV, resim 1,2).
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Tablo XIV: Mide Histopatolojik Skorlamasi

Gruplar Toplam
Skor 0 Skor 1 Skor 2 Skor 3 Skor 4 Skor

Kontrol 2

(n=8) - g - - -

ASA - 4 3 - - 7

(n=8)

ASA-+Antioksidan | - 3 - - - 3

(n=7)

(0): lezyon yok, (1): gastrik pit ve luminal yiizey hiicre hasari, (2): yiizeyel gastrik gland hasari, (3): derin
gastrik gland hasari, (4) iilser

Tablo XV: Duodenum Histopatolojik Skorlamasi

Gruplar Toplam
Skor 0 Skor 1 Skor 2 Skor 3 Skor 4 Skor

Kontrol 2

(n=8) - 2 - - -

ASA - 7 - - - 7

(n=8)

ASA+Antioksidan | - 5 - - - 3

(n=7)

(0): lezyon yok, (1): gastrik pit ve luminal yiizey hiicre hasar, (2): yiizeyel gastrik gland hasari, (3): derin

gastrik gland hasan, (4) tlser
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ResnnI ASA grubundan mlde ep1te11(400x) ResnnZ ASA+ ant10k51da.n(200x)
Resim 1°de ASA grubunda mide epiteli inceldigi, liiminal bélgede epitel hiicrelerde
dokiilme oldugu ve yogun l6kosit infiltrasyonu gériilmektedir.

Resim 2°de ASA + antioksidan grubunda epitel yapi daha kalindir ve l5kosit

infiltrasyonu daha azdir.
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S. TARTISMA VE SONUC

Diisiik doz aspirin (75-150 mg/giin), iskemik kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler
hastaliklarda, olasi trombus ve emboli’nin primer veya sekonder proflaksisinde en
yaygin kullanilan nonsteroidal antiinflamatuar ilaglardan biridir (1). Litaratiirde mevcut
olan insan ve hayvan ¢aligmalarinda, diigiikk doz aspirin kullanimma bagl,
gastroduodenal {ilserasyon, erozyon ve kanamaya yol agabilecek gastrointestinal sistem
mukozal hasari olustugu gosterilmistir (13,14,72,77,87). Aspirine bagh gelisen gastrik ve
duodenal mukozal hasarin patogenezi tam olarak aydinlatilamamistir. Bununla birlikte,
NSAID*in yaptig1 gastrik ve duodenal hasarm patogenezinde nétrofil infiltrasyonuyla
beraber olan serbest radikal artiginin 6nemli yer tuttuguna iligkin kanitlar vardir (92,95,96).
Gastrointestinal sistemin NSAID, alkol, stres ve H. pylori, reperflizyon kaynakli mukozal
hasarda serbest oksijen radikallerinin ve I18kosit infiltrasyonunun rolii gosterilmistir
(90,91,92,93,94,95,96).

Aspirinin prostaglandin sentezini inhibe ettigi, buna baglh olarak mukus ve
bikarbonat sekresyonunun, yiizey aktif fosfolipidlerin ve mukoza kan akimininin
azalmasina neden oldugu ve boylece mide mukozasinin koruyucu unsurlarini
zayiflattifn bilinmektedir (18,39,40,41,45). Bunun diginda topikal etkisi ile direkt olarak
mukozay1 hasarlandirict etkisi de bulunmaktadir (18,41,45). Topikal etki ve sistemik
etki sonucunda, prostaglandin sentezinin azalmasi, 16kotrien sentezinin relatif artisi,
mukus sekresyonu, bikarbonat sekresyonu azalmasi, mukozal kan akimmin azalmasi
doku inflamasyonunu baslatir. Lokositlerin inflamasyon alanina gogii artar. Mukozal
dokunun antioksidan savunma giiciiniin yetersiz kalmasi ve ROS’ un asir1 artmast, lipid
peroksidasyonu, protein oksidasyonu ve sonugta doku hasarim baslatir (18,39,40,41,45).
Daha oOnceki ¢alismalarda, protein oksidasyonu (protein karbonilleri) ve lipid
peroksidasyonu oksidatif stres ve doku hasarinda biyomarkir olarak kullanilmigtir
(3,55,91,95). Bizim g¢alismamizda, gastrik mukozal dokuda protein karbonillerinin
ortanca degerleri, aspirin kullanimiyla kontrol grubuna gore % 26.4 yiiksek
bulunmustur (Tablo XIIXIII,sekill13). Uzun dénem, diisik doz aspirin kullanimiyla
gastrik ve mukozal dokuda protein yapida oksidatif hasar olusmustur. Boylece diisiik
doz aspirin kullammina bagli, gastrik ve mukozal hasarda oksidatif stresin varlig

diigtiniilmiistiir. Gastroduodenal hasar ve iyilesmeyi takiben artis gésteren TNF-a, IL-8

58



ve PAF adezyon molekiillerini uyararak (CD;1,/CDy5, ICAM-1) basta notrofiller olmak
tizere, 16kositlerin aktivasyonu sonucu hasarli alana gogiinii ve inflamasyonu ilerletir
(45). Aktive nétrofiller, ROS ve proteazlar iireterek mikrovaskiiler ve parankimal hasar
olustururlar (45,91,92). Bizim ¢alismamizda, nétrofil infiltrasyonunun bir gostergesi
olan gastrik mukozal MPO aktivitesi ASA grubunda kontrolle karsilagtinldiginda
yiiksek bulunmustur (TabloXI, sekil 14). Bu bulgularin sonucu olarak, diisiik doz
aspirinin sebep oldugu hasarin geligiminde, nétrofil aktivasyonu ve nérofillerin sebest
radikal olusturmas1 onemli gériilmektedir. Ilave olarak, vitamin E, vitamin C ve
glutatyon alimiyla MPO aktivitesi 6nemli 6l¢iide diisiiriilmiistiir (Sekil 14).
Gastrointestinal sistem antioksidanlar1 icinde, vitamin E, vitamin C ve rediikte
glutatyon olduk¢a 6nemlidir ( 21). Vitamin E, yagda ¢éziinen bir vitamidir ve hiicre
membranlarinin lipid peroksidasyondan korunmasinda ilk savunma hattidir. Lipid
peroksi radikallerini, lipid peroksidlere indirgeyerek lipid peroksidasyon zincir
reaksiyonlarin sonlandirmaktadir. Ayrica E vitamini glutatyon ve glutatyon peroksidaz
enzimi ile serbest radikallere karg: birbirlerini tamamlayici etki gosterirler (2,50,63,65).
Indometazin kullanimima bagli ratlarda olusturulan gastrik {ilserlerde gastrik mukozada
E vitamini konsantrasyonu diisiik bulunmugtur (93). Vitamin C, siiperoksid ve hidroksil
radikallerinin temizlenmesi saglar ve E vitaminin radikal formunu indirgeyici ozellige
sahiptir (52,53,63). Rediikte glutatyon (GSH), hiicre iginin major antioksidanidir.
Hiicreler i¢in 6nemli bir tiyol kaynagidir (93). Ayrica gastrik mukozal glutatyon
seviyeleri indometazinin yaptig1 gastrik hasarda azalmistir (93). Etanoliin sebep oldugu
gastrik mukozal hasarda, glutatyonun mukozal hasara karsi koruyucu oldugu
gosterilmigtir (46). Gastrik mukozada ROS asm {iretimi, glutatyonun azalmasi,
glutatyon peroksidaz enziminin inhibisyonu oksidan stres ve doku hasarini
baslatmaktadir (93). Daha onceki ¢alismalarda vitamin C ve E’nin aspirinin sebep
oldugu gastrik hasarda, notrofil aktivasyonunu ve oksidatif stresi inhibe ettigi
gosterilmistir (21,55). Bizim ¢alismamizda, uzun siireli, diisiik doz aspirin kullaniminin
gastrik ve duodenal hasari azaltmas: ya da tamamen &nlenmesi hipotez edilmistir.
Bu galigmada, 6nceki ¢alismalarlan farkli olarak diisiik doz (1,44 mg/kg) aspiririn
40 giin kullanimyla gastrik ve duodenal mukozal hasar gelistirilmistir (1,23). Patolojik
hasar, dnceki ¢aligmalarla uyumlu olarak gastrik mukozada duodenal mukozaya gore

daha yiiksek bulunmugtur (TabloXIV,XV,resiml,2). Aspirinle beraber antioksidan
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kullammi mide ve duodenum mukozal hasari azaltmigtir (TabloXIV,XV). Ayrica,
litaratiirdeki diger rat galigmalarda, aspirin dozu 200-300 mg/kg dozunda verilmis ve
calisma saatler i¢inde sonlandinlmstir (21,31,55,71,91).

Is1 sok proteinleri (heat shock protein) protein oksidasyonu ve NDAID’lara bagh
gelisen cesitli hiicresel streslerle indiiklenirler. Bu proteinlerden olan hsp 70’in
NSAID’larin neden oldugu gastrik mukozal hasarda mukozal koruyucu oldugu ve
gastrik mukozal dokuda hsp70 seviyesinin arttig1 dnceki ¢alismalarda rapor edilmistir
(10,12,45). Bizim ¢alismamizda aspirin tedavisi ile mide hsp70 seviyeleri kontrole gore
yliksek bulunmustur. Ayrica gastrik protein karbonilleri, kontrole gére %26,4 yiiksek
bulunmustur. Diigiik doz aspirin kullamminin sebep oldugu protein oksidasyonu ve
oksidatif stres durumunda, gastrik mukozada hsp70 seviyesi artmistir. Ancak hsp70
seviyesi aspirinle beraber antioksidan alan grupta, aspirin alan gruba gore istatistiki
olarak diigiiktiir (Sekil 15). Bu durum, antioksidan kullaniminin gastrik dokuda oksidan
stresi azaltmasinin bir sonucu olarak gériilmektedir.

Mide total tiyol seviyesi agisindan, 3 grup karsilastinldiginda istatistiki olarak
anlamh fark olmadify saptanmigtir. ASA grubunda, kontrol grubuna gére duodenum
total tiyol seviyesi yiiksek bulunmustur ancak, istatististiki analiz sonrasi anlamli fark
saptanmamustir (Tablo XIII, sekil 16).

Aspirin ve diger NSAI ilaglarin yaptig1 gastrik ve duodenal hasarin patogenezinde
notrofil infiltrasyonu, lipid peroksidasyonu, protein oksidasyonu artist ve MPO aktivite
artigi oldugunu  goésteren  bir ¢ok  ¢alisma  litaratirde  mevcuttur
(21,47,48,49,55,71,73,84,91,93). Bu calismalarda aspirinin gastrik ve duodenal mukozal
yan etkilerini azaltmak igin aspirin veya NSAID tedavisi ile birlikte, vitamin C, vitamin
E, melatonin gibi antioksidanlar verilerek lipid peroksidasyonu, protein oksidasyonu,
l6kosit infiltrasyonunu gostergesi olan doku MPO aktivitesine bakilmis ve mide
mukozal hasar degerlendirilmistir (31,33,36,37,45,55,71,91). Bu galismalarda aspirin
veya NSAID tedavisine antioksidan eklenmesinin, hem gastrik ve duodonal mukozal
hasar1 hemde oksidan stres parametrelerini azaltti1 gdsterilmistir.

Naohito Sugimato ve arkadaslarinin 28 Sprague-Dawley erkek rat iizerinde yaptig
caligmada (71), ratlar diyetteki E vitaminini icerifi agisindan 4 gruba ayrilmistir.
Gruplar; Vitamin E deficient grup (0,1 mg a —tokoferol/100 gram diyet), vitamin E
sufficient grup (2 mg o — tokoferol/100 gram diyet), vitamin E supplement grup (50 mg
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o — tokoferol/100 gram diyet), vitamin E supplement grup (100 mg o — tokoferol/100
gram diyet) seklinde segilmis ve biitiin gruplar 20 hafta boyunca bu diyetle beslenmistir.
20. haftamn sonunda biitiin ratlara 200 mg/kg intragastrik aspirin verilmis ve aspirin
verilmesinden 3 saat sonra ¢alisma sonlandirilmistir. Mide mukozasinda biyokimyasal
ve patolojik inceleme yapilmistir. Mide mukozasinda aspirin alimi ile lipid
peroksidasyonu, MPO aktivitesi artisi saptanmugtir. E vitamini kulammu ile lipid
peroksidasyonu ve MPO aktivitesi diisiik bulunmugtur. Antioksidan kullanimi1 gastrik
mukozada koruyucu etki gostermis, hasari, inflamasyon mediatérlerinin salinimini
azaltmig, bdylece dokuya lékosit gogii azaldigindan MPO enzim aktivitesi diisiik olarak
bulunmustur.

Mehrafarin Fesharaki ve arkadaslarinin yaptigi ¢alisma (21), 96 Wistar erkek rat
iizerinde yapilmistir. Her grupta 8 rat olmak iizere, kontrol grubu, ASA grubu
(300mg/kg asa), ASA+ vitamin grubu ( ASA 300 mg/kg, vitamin E 75 iinite), vitamin
grubu (75 tnite vitamin E) olacak sekilde ayrilmus ve ila¢ ve vitamin verildikten sonra
ti¢lind, altinc1, dokuzuncu ve onikinci saatlerde her gruptan 6 rat random olarak secilmis
ve Oldirimiistiir. Gastrik mukoza tizerinde, biyokimyasal ve histopatolojik calisma
yapilmistir. MPO aktivitesi gastrik mukozada tigiinil, altinci, dokuzuncu saatlerde artmig
ve onikinci satte normale dénmiistiir. ASA + vitamin grubunda MPO aktivitesi kontrol
grubuna yakin bulunmugtur. Vitamin E tek basma alimnca gastrik MPO aktivitesi,
kontrol grubundan daha diigiik bulunmustur (p<0.01).

Yoshida Norisoma ve arkadaglarinin Sprague-Dawley erkek rat iizerinde yaptigi
yaptig1 ¢aligmada (91), gastrik hasar olusturmak i¢in 200 mg/ kg ‘dan aspirin verilmis
ve 3 saat sonra c¢aligma sonlandirilmistir. Gastrik mukozal MPO aktivitesi, ASA
grubunda kontrol grubuna gore yiiksek bulunmustur. Ayrica ASA grubunda kanamali
gastrik iilserler gelismistir.

Toshikazu Yoshikawa ve arkadaslarinin (93) Sprague-Dawley toplam 42 erkek rat
lizerinde yaptig1 toplam 6 grup segilmistir. Caligmada NSAID olan indometazin 5 gruba
20 mg/kg dozunda oral olarak verilmisti. 1 gruba indometazin dozunda %0,5
karboksimetilseliilaz solusyonu verildi ( saglikli kontrol). Ayrica indometazin verilen
grublardan bir gruba serum fizyolojik subkutan verilmek iizere (hasta kontrol), 4 gruba
indometazin verilmesinden 1 saat ve 3 saat sonra sirasiyla siiperoksid dismutaz,

katalaz, stiperoksid dismutaztkatalaz ve DMSO subkutan uygulanmistir. Ratlar
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indometazin verilmesinin 3. ve 6. saatinde sakrifiye edilmistir. Gastrik mukoza ve
serum Ornekleri alinmg ve alnan gastrik mukoza 6rnekleri homojenize edilmistir.
Serumda ve gastrik mukozada a-tokoferol ve lipid peroksidasyonu, gastrik mukozada
ise glutatyon, glutatyon peroksidaz aktivitesi, siiperoksid dismutaz aktivitesi bakilmustir.
20 mg/kg dozunda indometazin kullammu gastrik hemorajik lezyonlar olusturmustur.
Indometazin kullammuyla gastrik mukozal lipid peroksidasyonu 3. ve 6. saatlerde
onemli 6l¢lide artmistir (p<0,01). Serum lipid peroksidasyonu indometazin kullanimiyla
degismemigtir.  Indometazinle  beraber  siiperoksid  dismutaz, siiperoksid
dismutaz+katalaz ve DMSO verilmesi iilser lezyonunun biiyiikliigiinii ve mide mukozal
lipid peroksidasyonu diizeyini kontrole gdre &nemli 6lgiide azalttigi gosterilmistir
(p<0,05, p<0,05) . Katalazin, indometazinle beraber kullanimu tilser alam biiyiikliigiinii
azaltmamugtir. Gastrik mukozal glutatyon peroksidaz aktivitesi, indometazin
kullanimimnin 6. saatinde, 3. saatine gore azalmistir (p<0.05). Gastrik mukoza rediikte
glutatyon diizeyi kontrol grubuna gore dnemli 6lgiide azalmistir (p<0.01). Enzimatik
antioksidan olan siiperoksid dismutaz, siiperoksid dismutazla beraber katalaz verilmesi
ve serbest radikal temizleyici olan DMSO verilmesi, indometazinin yaptigi gastrik
hasara kars1 koruyucu oldugu gésterilmistir.

Toshikazu Yoshikawa ve arkadaglarimin (94) Sprague-Dawley erkek ratlarda yaptig:
¢aligmada, diyette vitamin eksikligi olan ve diyette vitamin E yeterli olan ratlarda,
iskemi- reperfiizyon hasarina bagli olusan gastrik iilserler olusturulmus. Diyette vitamin
E eksikligi olan ratlarda gastrik mukozal iilser alanlarinin vitamin E yeterli olan gruptan
daha biiylik oldugu gosterilmistir. Vitamin E eksikligi olan ratlarda serumda ve gastrik
mukozada a-tokoferol diizeyinin diisiik oldugu gosterilmistir. Ayrica gastrik mukozal
lipid peroksidasyonu diizeyinin, vitamin E eksikligi olan grupta yiiksek oldugu
gosterilmigtir. Vitamin E‘nin iskemi-reperfiizyon sirasinda olusan serbest oksijen
radikallerinin yaptig1 gastrik mukozal hasara kars1 koruyucu oldugu gosterilmistir.

Kamsiah Jaarin ve arkadaslarimn Sprague-Dawley erkek ratlarda yaptigi ¢alismada
(31), toplam 6 grup (her grupta 8 rat olacak sekilde) rat E vitaminin ile gesitli dozlariyla
zenginlestirilmis diyetle 4 hafta beslenmistir. Kontrol grubu rat sadece normal rat diyeti
almistir. Dort haftamn sonunda ratlara 400 mg/kg aspirin verilmistir. E vitamini ile

zenginlestirilmis diyet alan ratlarda aspirin kullanimina bagl olusan gastrik mukozal
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tilser indeksi, gastrik asidite, gastrik lipid peroksidasyonu diizeyi kontrole gére azalmisg,
gastrik mukus miktar1 kontrole gére artmustir (p<0.05).

Lastra ve arkadaslarinin Sprague-Dawley erkek ve disi ratlarda yaptigi calismada
(36), melatonin kullammiyla indometazinin yaptig1 gastrik mukozal hasarin dnlenmesi
amaglanmigtir. Bu amagla 6 grup (her grupta 8 rat) olusturulmustur. Gruplara kontrol 1,
% 5 bikarbonat solusyonu, intragastrik verilmis, melatonin gruplarmma 0,25, 0,5,1 mg/kg
melatonin subkutan uygulannustir. Kontrol 2 grubuna %10 etanol v/v subkutan
verilmistir. Indometazin grubuna ise 20 mg/kg intragastrik indometazin verilmistir,
Melatonin uygulanan gruba da 20 mg/kg indometazin intragastrik verilmistir.
Indometazin uygulamasindan 4 saat sonra ratlar sakrifiye edilmistir. Gastrik mukozal
tilser indeksi indometazin grubunda diger gruplara gore yiiksek bulunmustur. Subkutan
melatonin uygulamastyla ilser indeksi azalmistir. Gastrik mukozal MPO aktivitesi ve
lipid peroksidasyonu indometazin grubunda énemli &lgiide artmistir. Gastrik mukozal
MPO aktivitesi ve lipid peroksidasyonu indometazin ile beraberinde subkutan melatonin
uygulanan grupta 6nemli 6lgiide azalmistir.

Sonug olarak, bu ¢alisma; uzun donem diisiik doz aspirin kullanimin iist
gastrointestinal yan etkilerini arastirmada, ilk deneysel galismadir. Uzun siireli diisiik
doz aspirin kullamminda gastrik mukozada oksidatif stresin artis1, notrofil aktivasyonu
ve MPO enzim aktivitesi artisi ile iliskilidir. Aynca, disiik doz aspirinin yaptig
mukozal hasarin nedeni, gastrik mukozada glutatyon, vitamin C, E gibi 6nemli
antioksidanlarin azalmasi olabilir. Vitamin C, vitamin E, glutatyon’un aspirinle
kombinasyonu, diisitk doz aspirin kullaniminda gastrik mukozal hasara kars: koruyucu

olabilirler.
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