T.C.
GAZIANTEP UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

ADENOZIN Azs RESEPTOR AGONIST VE ANTAGONISTININ
SICANLARDA OVER ISKEMi-REPERFUZYON HASARI
UZERINDEKI ETKILERININ ARASTIRILMASI

Azad MAMMADOV
DOKTORA TEZI

TIBBI FARMAKOLOJI ANABILIM DALI

TEZ DANISMANI
Prof. Dr. Abdullah Tuncay DEMIRYUREK

Gaziantep

2023



T.C.
GAZIANTEP UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
TIBBI FARMAKOLOJI ANABILIM DALI

ADENOZIN A2a RESEPTOR AGONIST VE ANTAGONISTININ
SICANLARDA OVER ISKEMI-REPERFUZYON HASARI
UZERINDEKI ETKILERININ ARASTIRILMASI

Azad MAMMADOV

Tez Savunma Tarihi: 25.07.2023
Saglik Bilimleri Enstitiisii Onay1
Dog. Dr. Davut Sinan KAPLAN

Saghk Bilimleri Enstitiisiit Miidiirii

Bu tez ¢aligmasinin bir “Doktora” derecesi i¢in uygun ve yeterli bir ¢alisma oldugunu
onayliyorum.

Prof. Dr. Belgin ALASEHIRLI

Anabilim Dah Baskam

Bu tez tarafimca okunmus, kapsami ve niteligi acisindan bir “Doktora” tezi olarak kabul
edilmistir.
Prof. Dr. Abdullah Tuncay DEMIRYUREK

Tez Danismani

Bu tez tarafimca okunmus, kapsami ve niteligi agisindan bir “Doktora” tezi olarak kabul
edilmistir.

Tez Jiirisi Imzas1

Prof. Dr. Abdullah Tuncay DEMIRYUREK

Prof. Dr. Seniz DEMIRYUREK

Prof. Dr. Zeynel Abidin OZTURK

Dog. Dr. Nadire ESER

Dr. Ogr. Uyesi Mehmet GOL



BEYAN
Bu tez ¢alismasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina kadar
biitlin agamalarda etik dis1 davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri akademik
ve etik kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez calismasiyla elde edilmeyen biitiin bilgi ve
yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklari da kaynaklar listesine aldigimi, yine bu
tezin calisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir davranigimin

olmadigini beyan ederim.

25/07/2023

Imza

Azad MAMMADOV



TESEKKUR

Bilimsel yaklagimi ve yonlendirmeleriyle bana yol gosteren, yardimlarini ve destegini
esirgemeyen, doktora egitimim boyunca calisma disiplinini benimsemeye c¢alistigim
kiymetli hocam ve saygideger tez danismanim Prof. Dr. Abdullah Tuncay Demiryiirek’e
ve destegini her zaman hissettigim ve doktora egitimimde beni motive eden Prof. Dr.

Seniz Demirytirek’e tesekkiir ederim.

Doktora silirecim boyunca tecriibe, bilgi ve rehberliginden faydalandigim ve iizerimde
emegi gegen degerli hocalarimdan Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali Bagkani1 Prof. Dr.
Belgin Alasehirli’ye ve Prof. Dr. Muradiye Nacak’a tesekkiir ederim. Doktora
egitimimde zaman kavrami gozetmeden yardimlarini ve katkilarim1 esirgemeyen

hocalarimdan Dr. Ogr. Uyesi Ahmet Saracaloglu’na tesekkiir ederim.

Calismama katkida bulunan degerli arkadasim Ars. Gor. Dr. Cahit Demirkiran’a ve bu
stirecte ilgi ve desteklerini esirgemeyen Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali’nda birlikte
egitim aldigim degerli arastirma gorevlilerine ve lisansiistii 6grenci arkadaslarima

tesekkiir ederim.

Bu ¢alismanin gergeklesmesine katkida bulunan Biruni Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Farmasdtik Teknoloji Anabilim Dali Baskani Prof. Dr. Ismail Tuncer Degim’e ve Dr.
Ogr. Uyesi Gamze Camlik’a ve Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim

Dalr’ndan Dr. Ogr. Uyesi Omer Eronat’a tesekkiir ederim.

Hayatimin her asamasinda oldugu gibi, ¢alismam sirasinda da yogun ilgilerini,
Ozverilerini ve her tiirlii desteklerini esirgemeyen basta annem ve babam olmak iizere

aileme tesekkiir ederim.

Doktora egitimimde 100/2000 YOK Doktora Bursu ile finansal destek saglayan
Yiiksekogretim Kurulu'na tesekkiir ederim. Bu ¢alisma Gaziantep Universitesi Bilimsel

Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi Tarafindan Desteklenmistir. Proje Numarasi:

TF.DT.21.46. Tesekkiir ederim.



6 Subat 2023 tarihinde meydana gelen depremlerde basta arkadasim Ecz. Okan Bucak
olmak {izere hayatin1 kaybedenlere Allah’tan rahmet, yakinlarina bagsaglig1 diliyorum.

Saygiyla antyorum...

Azad MAMMADOV

11



ICINDEKILER

TESEKKUR i
ICINDEKILER ... eeeeecececncncnenenesesesesesesssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens iii
SIMGE ve KISALTMALAR vii
SEKIL LISTESI ix
TABLO LIiSTESI X
RESIM LIiSTESI xi
OZET 1
ABSTRACT 2
1. GIRIS ve AMAC 3
2. GENEL BILGILER 7
2.1.0ver....... 0 A0 . . R A N ..............occoeinnnennnnenans 7
2.1 1. OVET QNALOIMIST «..eeeuvteeiiiieniiieenitte ettt et e estteeestteeebteeebeeeeaeteesbteesabeeesabeeesnseesnnreeenns 7
2.1.2.0Ver €MDITYOLOJISI...couiiiiiiiiieiieiic ettt e e 8
2.1.3.OVET NISTOLOJIST .ottt 10
2.1.4. OVET f1ZYOlOJIST .eeirieniieriieeieeete ettt ettt st e 12
2.2. Sicanlarda digi Ureme SISEEIMI ....cuvveeeureeesieeesieeeiieeesteeesireeeereeeseeeereeesreeessseeensseens 14
2.3, OVET TOTSIYOMNU ..covveiniiieniieriieeieeeite et e st et et e et e s st e et et essnesaneessne e st esanesaneesnneens 16
2.3.1.0ver torsiyonu tanimi Ve tartnCEST ....ccvuveeeruieeerieeeiieeeiieeeieeeeieeesieeesreeesbeeesareees 16
N I =1 o116 1) 111 ) (0 ) SRRSO 16
2.3.3. RISK fAKEOTIETTc..eeieeeiieeeeeee et 16
2.3 4 BLYOPALOZENCZ ....eeeeeuiiieeeieiiieeeeiitee e ettt ee e et e e e ettt e e e sttt eeesabbeeesesabaeeessnsbeeessnnsseas 17
2. 3.5 TANI ettt et et 18
2300, TRAAVI ettt ettt ettt ettt et et eea 19
2.4, ISKEMI/REPEITUZYON........ocvveeeivreceeieeeeeeeeeee ettt 20
241 ISKEM 1.ttt 20
2.4.2.Iskemi/Reperfiizyon hasart (I/R hasart) .........ccccoeveveveveeereveeeeeeeeeeeeeeeeesennens 21

il



2.4.3.1skemi/Reperfiizyon hasart meKanizmalart ..............ccccoeeevveruereeereeerueseneeseneneenans 22

2.4.3.1. Komplemanin 1ol ........cooveeiieiiieiiieiieeie ettt ettt 22
2.4.3.2. Polimorfoniikleer Lokositlerin (PMN) 10lt.......ccveveiieiieniiiiieieeiiecieeieees 23
2.4.3.3. Endotel hiicrelerinin roll .........c.covevierieniiniinienieieeesitesieeeee e 24
2.4.3.4. Serbest radikallerin roli.........cocevieviiiiniiiiiiieeeee e 24
2.5. Serbest radikaller ........ooiiiiiiiiiie e 24
2.5.1.Serbest radikallerin OlUSUMU ............cccoiiiiiiiiiiicciie e e 25
2.5.2.Serbest radikal kaynaklart ..........ccccoveviriiniiniiiinii e 29
2.5.2.1. Endojen KaynaKIar .........cccccooiiiiiiiiiiiiiee e 29
2.5.2. 1.1 MItOKONAIL. . .ttt ettt et 29
2.5.2.1.2. PErOKSIZOMIAT .....coouiiiiiiiiiiiiiiiie ettt et e 30
2.5.2.1.3. Endoplazmik Retikulum (ER) ........cccoooiiiiiiiiiiiiiiiieeeecee e 31
2.5.2.1.4. ENZIM SISTEIM....eetieruieiiieniteeieenite et et et sate ettt et e satesbeesaeeeneesseesaneesaeeeas 31
2.5.2.2. Ekzojen KaynakIar...........cccooeiiiiiiiiiiiiiieieeceeeee ettt 32
2.5.3.Serbest radikallerin etkilert ..........ccooueriiiiiiiiiiiiiieceeeee 33
2.5 3.1 LAPIHET ettt sttt et e 33
2.5.3.2. PrOtEINIET .....eouiiiiiiiiieeieeeet ettt ettt 34
2.5.3.3. Deoksiriboniikleik Asit (DNA).....cooiiiiiiiieeiieeeeeeeeeeee e 34
2.5.3.4. Riboniikleik asit (RINA) ....cooiiiiieeieeiee et 35
2.6. ANIOKSTAANIAT. ... ..coiiiiiiiiiiie ettt e s 35
2.6.1.Endojen antioKsSIdan]ar..........c.ccoveeriiiiiiniiiienieeiececeesee e 36
2.6.1.1. Enzimatik antioksidanlar ..............ccoocueiiiiiiiiiiiiiiieiceeeee e 36
2.6.1.1.1. Siiperoksit DisSmutaz (SOD) ........ooouiiiiieiieiieeiieee et 37
2.6.1.1.2. KaAtalazZ (CAT)..uueeeeeeieeeeeceeeee ettt ee et e e e e e e e e eanraae s 37
2.6.1.1.3. GlUtatyOn SISTEIMI ...c...eeueerureeiieniieeieenite et e st esiee ettt st e s e e neeseeesaneesaee e 37
2.6.1.1.4. Diger antioksidan €nNZimIer............cceeeriieeriieeiiieeieeeeeeeee e 38
2.6.1.2. Enzimatik olmayan antioksidanlar.............ccccceeeviieeiiieeiiieeieeeie e 38

iv



2.6.2.Ekzojen antioKSIAANIar ..........oovuiiiiiiiiniieeiie e s 38

2.7. Oksidatif Stres/NItrOZatif SITES .....cccveerveriiierieeiierieee ettt 38
2.7.1. Oksidatif/Nitrozatif stres ve Iskemi/Reperfiizyon hasar1 iliskisi ...............cc.co...... 39
2.8, AQCINOZIN ...ttt st 40
2.8.1. AdeNOZIn rESEPLOTIETT ..eevuvieuiieiiieiieeiie ettt ettt ettt et iee bt e e ebeesaeeens 42
2.8.1.1. Adenozin A1 1€SEPLIOTT.....uueerrireeiieeriieerieeerteeerteeetreeeareeeaeeeesbeeesreeessseeennseens 43
2.8.1.2. Adenozin Ao TESEPLOTT .. .eeeruvieeeiieeiiieesieeerteeerteeeiteeeereeeareeebeeesbeeesnseeenareens 44
2.8.1.3. Adenozin Ao T€SEPLOTU ....eeeeerurrreeeeiirieeeriiieeeesireeeesrreeeesireeeeesrreeeesnseeesennneeas 44
2.8.1.4. Adenozin A3 T€SEPLOTU....uvveeeeririeeeeeiieeeeriteeeeriteeeeerreeeesereeeeesrreeeessseeesennnees 45
2.8.2. Adenozin reseptor agonist ve antagoniStler ..........cceeieiiiniiiiiiiniiiee, 45
2.8.2.1. REZAAENIOSOM ...ttt ettt ettt ettt et e st e et esanee s 47
2.8.2.2. IStrAESIliN ......cooveceeeeceececteecee et 48
2.8.3. Adenozinin iskemi/Reperfiizyon hasarindaki rolii..............ccccevevereeruererererennnnes 48
2.9. NanoSUSPANSTYONIAT .....cccuiiiiiieeiiieeiiieeriee e eteeerte e et esieeeesaeessbaeesaseeenabeeeaseens 49
3. GEREC ve YONTEM 52
3.1 Etik KUTUL ONAYT weeeiniiiiiiiiecieeceeee ettt et ee e sanee e 52
3.2. Deneysel gruplar ve cerrahi proSediir.........ceeevveeeriieeiiieeiieeeieecee e 52
3.3. Biyokimyasal analizIer ...........ccccueeriiiiriiiiiniiecciie et 58
3.3.1.Kan orneklerinde yapilan analizIer..........coceoervieniiiiniiinieniiniineccciesece e 58
3.3.1.1. Serum MDA OIGUMI........eceiuiieiiiiieeiieeeieeeeiee et et eeraeeereeeeeaeesreeesereeenes 58
3.3.1.2. Serum 3-NT OIGUMT ..eecvvieeiiieeiiieeiie et eciee ettt e ve e e e e e e e sbeeesaveeenes 59
3.3.1.3. Serum NO OIGUMI .....eeeuiieiiiieeciie ettt et et e e st e e s e e e s reeesbeeesareeenns 59
3.3.1.4. Serum tiyol-disiilfit parametrelerinin SIgUMU. .......cccvevveereriiiriiniiienieeeice 60
3.3.2.Doku 6rneklerinde yapilan analizler ...........ccccoceveiiiniiniininnienicneeieneceeeeene 61
3.3.2.1. Doku homojenatlarinin hazirlanmast............cccoceeveriiniininiininiiececcee 61
3.3.2.2. DOKU SODT OIGUMIT.c.ueetieiieieriieieeieeieeieete ettt s 62
3.3.2.3. DOKU 3-NT GIGUMT ....ccueeeieiieiesiieieeieeee ettt 63



3.3.2.4. Doku NO @nalizi ........ccccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiciciciccc e 63

3.3.2.5. Doku tiyol-disiilfit parametrelerinin O1¢UMI ........ccoveeeieeriiiiiienieeiiee e 63
3.3.2.6. Doku protein GIGUMIL ........cecueeriieriieeieeiie ettt ettt ettt steesiee e ebeesaeeeas 63
3.4. Nanostlispansiyonlarin hazirlanmasi ..........cccceeceeerieiiiieniieeiiienie et 64
3.4.1. Taramal1 Elektron Mikroskobu (SEM) analizi..............cccceeevuveeecieeecnieeeieeeeneeens 64
3.4.2. Partikiil boyutu GIGUMT ......eeeeiiieeiiiieciieeciee e 65
3.5. Histopatolojik analizIer...........ccceeiiiiiiiiiiiiiieiieee e 65
3.6. IStatiSKSE] ANANZ.........cvcvveeeececeeeeeeeec e neneeee 66
4. BULGULAR ....couiititictinininnnssnssisssssississssssssssssssssssissssstsssssssssssssssssssssssssssssssseses 68
4.1. Biyokimyasal analiz bul@ulart ...........cccccoiiiiiiiiiiiiii e 68
4.1.1.Serum tiyol-disiilfit parametrelerinin bulgulari.............ccoeciiiiiniiiiiiniiieee. 68
4.1.2.Doku tiyol-disiilfit parametrelerinin bulgulart ...........cccccoceviiniiiinininiinieee. 74
4.1.3.DoKu SODT BUIGUIATT....ccviiiiiiiieiieeieeie ettt e 78
4.1.4.Serum MDA BUlGUIATT......ccooiiiiiiieiieeeeeee e 79
4.1.5.Serum 3-NT DBul@ulart .......ccccoeeiiiiiiiieeeeeee e 80
4.1.6.D0KU 3-NT BUIGUILATT ..coeviiiieiiiieiiieeieeeeeeeeee et 81
4.1.7.Serum NO DUIGUIATT ...cooiiiiiiiiieiieee e e e 82
4.1.8. Dokt NO BUIGUIATT.....eeiiiiiiiiieeiieeee e e e 83
4.1.9.Korelasyon analiZIeTl.........coccuiriieiiiiiiiiiiiiiccceeece e 83
4.2. Nanosiispansiyon karakterizasyon bulgulart .............coceeverviniininiininnicnccnenne. 86
4.2.1. Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) analizleri ..........cccceevueeniiiiienieniiceieeen. 86
4.2.2. Partiklil boyutu O1GUMIETT ...cc.eevveiiieiiieiieieiicrteeee e 88
4.3. Histopatolojik bul@ular .............cocveiiiiiiiiiiiieee e 91
5. TARTISMA ve SONUC 97
6. KAYNAKLAR 104
7. EKLER 128
8. OZGECMIS e ueeeeeeerereererenenenesesesesssesesssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 129

vi



10,
3-NT

AC

ADP

AMP

AR

ATP

Ca*?

CAT

CRP
CYP450
D:R

DNA
EDTA
Ekto-ADA

ENT

ER

ETZ
FDA
FSH

GAUNDAM

GnRH
GPx

GSH

SIMGE ve KISALTMALAR

Singlet oksijen
3-nitrotirozin

Adenilat siklaz

Adenozin difosfat
Adenozin monofosfat
Adenozin reseptorii
Adenozin trifosfat
Kalsiyum

Katalaz

C-reaktif protein

Sitokrom P450

Dopamin D2 reseptorii
Deoksiribontikleik asit
Etilendiamin tetraasetik asit
Ekto-adenozin deaminasyon

Dengeli niikleozit tasiyict (Equilibrative Nucleoside

Transporter)
Endoplazmik retikulum
Elektron transport zinciri
ABD Gida ve Ilag Dairesi
Folikiil uyarici hormon

Gaziantep Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma

Merkezi
Gonadotropin salgilatict hormon
Glutatyon peroksidaz

Glutatyon

vii



GSSG Okside olmus glutatyon

H:O0; Hidrojen peroksit

IMP Inozin mono-fosfat

I/R Iskemi/reperfiizyon

ip Intraperitoneal

L Lipit radikali

LH Luteinizan hormon
LOOH Lipid hidroperoksit
MDA Malondialdehit

MPO Miyeloperoksidaz

NO Nitrik oksit

NOS Nitrik oksit sentaz

0" Stiperoksit anyonu

*OH Hidroksil

ONOO™ Peroksinitrit

PBS Fosfat tampon ¢ozeltisi
PG Prostaglandin

PKA Protein kinaz A

PLC Fosfolipaz C

PMN Polimorfontikleer 16kosit
RNA Riboniikleik asit

RNS Reaktif nitrojen tiirleri
ROS Reaktif oksijen tiirleri
sAMP Siklik adenozin monofosfat
SEM Taramali elektron mikroskobu
SOD Stiperoksit dismutaz
TNF-a Tiimor nekroz faktor-alfa

USG Ultrasonografi

viii



SEKIL LiSTESI

Sekil 2.1. Kadin i¢ Greme Organlari..........c.eeeeerieeriieniieniiesie ettt 7
Sekil 2.2. Adenozin sentezi ve metaboliZmast ...........ccccueeeeeiiiiiiiiiiiiiee e, 41
Sekil 4.1. Gruplarin serum total tiyol dUZEYIETT .....c..eeevviieiiieeieeeieeeeeeee e 68
Sekil 4.2. Gruplarin serum dogal tiyol SeViyeleri........ccocveriieiiieniiiiieieeeeie e 69
Sekil 4.3. Gruplarin serum disiilfit dUZEYIeri .......cccueeriiiiiiiiiieiiieieee e, 70
Sekil 4.4. Gruplarin serum dogal tiyol/total tiyol orant..........ccccceeeviieevieeniieeniieeeieeens 71
Sekil 4.5. Gruplarin serum distilfit/total tiyol orani...........ccceeveeviriiniininicnicneiicnene 72
Sekil 4.6. Gruplarin serum disiilfit/dogal tiyol orani...........ccoeceeviieiiienieeiienieciiees 73
Sekil 4.7. Gruplarin doku total tiyol dUZEY1 ......c.ceeeuieriieriieiieeiieie et 74
Sekil 4.8. Gruplarin doku dogal tiyol dUZeylert ..........coceevuiriiniiiiriiniinicicriciecceee 75
Sekil 4.9. Gruplarin doku disiilfit dUGZEYIErT ......c.cooverviiriiriiiiiieiiececece 76
Sekil 4.10. Gruplarin dogal tiyol/total tiyol orant dizeyleri...........ccccvevveeviienreeniiennnnnns 76
Sekil 4.11. Gruplarin doku distilfit/total tiyol Orant ...........cccceeevierieeiiienieeiienieciieeens 77
Sekil 4.12. Gruplarin doku disiilfit/dogal tiyol orani...........cccceveeveeiinieniniiniicnenienens 77
Sekil 4.13. Gruplarin doku SOD1 dUzZeyleri.........cceeviiriiiiniiniiniiieneesceiceeceeceene 78
Sekil 4.14. Gruplarin serum MDA dlZeyIeri .......cccveveviiiiiiieiiiieeeeee e 79
Sekil 4.15. Gruplarin serum 3-NT dlGzZeyleri.....ccceevouieriiiieiiiieiieeiieeeeeeeeee e 80
Sekil 4.16. Gruplarin doku 3-NT dlGzZeyleri......cccceoerviiriininiiniiiiiienecccceeceeeeene 81
Sekil 4.17. Gruplarin serum NO dUZeYleri.......coceevuiriiiniiiiiiiiicnieenececceeee e 82
Sekil 4.18. Gruplarin doku NO dlzZeyleri.......ccccvieiiiiiiiiieiieeieeeieeeeeeeeeeee e 83
Sekil 4.19. Bos nanostispansiyonlarin partikiil boyutu dagilimi ...........cccoeeveeviiiennnnnn. 89
Sekil 4.20. Bos nanostispansiyonlarin yogunluk olarak partikiil boyutu dagilima.......... 89
Sekil 4.21. istradefilin yiiklii nanosiispansiyonlarin partikiil boyutu dagilimi............... 90
Sekil 4.22. Istradefilin yiiklii nanosiispansiyonlarin yogunluk olarak partikiil boyutu
AGIIIMNT Lo et e et e e e e e st e e et eeenbaeeenbeeeeabeeenree s 90
Sekil 4.23. Gruplara gore toplam histopatolojik skor dagilimi ...........cccevveivienciieennnenn. 96

ix



TABLO LIiSTESI

Tablo 2.1. Siganda ve insanda dogum sonrasi gelisim evreleri .........ccoecveevienieeiiiennnnns 15

Tablo 2.2. Baslica Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) ve Reaktif Nitrojen Tiirleri (RNS) .26

Tablo 2.3. Peroksizomlarda ROS/RNS olusumuna yol acan baglica enzimler.............. 31
Tablo 2.4. Serbest radikal olusumuna yol agan ekzojen kaynaklar .............ccceeeuienenns 32
Tablo 2.5. Adenozin reseptdrlerinin dagilimi ve fizyolojik islevi.......cccoevieriiiiiennnnns 42
Tablo 2.6. Adenozin reseptor agonist ve antagonistlerinin etki mekanizmalari............. 46

Tablo 3.1. Over dokusundan elde edilen 6rneklerin histopatolojik bulgularinin siddetinin
degerlendirilmesinde kullanilan skorlama .............ccceevovieriieeiienienieeieeeecee e 66
Tablo 4.1. Siganlarda over I/R deneylerinde &lgiilen parametreler arasindaki istatistiksel
olarak anlamli korelasyonlar. ..........cocooiiiiiiiiiiiiiie e 85
Tablo 4.2. Siganlarda over I/R deneylerinde dlgiilen parametreler arasindaki istatistiksel
olarak anlamli KOTelasyonlar............cccooiiiiiieiiiiniieiecieeieeee e e 86
Tablo 4.3. Bos nanosiispansiyonlarin ve Istradefilin yiiklii nanosiispansiyonlarin partikiil

DOYULIATT ..ttt ettt et e b e sttt e e sbte et esbeesaeeas 88



RESIM LISTESI

Resim 3.1. Paslanmaz celik kafeste tutulan 160-240 g agirliginda Wistar albino disi

SICANIAT .. .uviiiieiieie ettt et e e et e e e et e e e e e aae e e e e eta e e e e eeaaae e e e e taaeeeeaantaeeeeanraaaeeeaanraas 52
Resim 3.2. Tek tarafl1 (sol) tam over iskemisi modeli olusturma...........cccceecvvveeveeennen. 54
Resim 3.3. Intrakardiyak Kan alimi .............cccooveveeiiereeeieceeeeeeeeeeee e 58
Resim 3.4. SpeKtrofOtOmMELIe. ........eiiiuiiiiiiieiiie ettt e 59
Resim 3.5. Kemiliiminesans teknigi ile NO tayini.......cccceeevvvieeiieeeiieeeiieeciieeeiee e 60
Resim 3.6. Doku homojenizatOorii. . .........cooueriuiiriiiiieiieeiiee et 62
Resim 3.7. Ultrasonik hOmojenizator..........ccouvieiieriierieeiieeieesiieeie e sve e eeeens 62
Resim 3.8. Altin-Paladyum kaplama cihazi ...........cccooovieviiiniieiiiniiiieeecee e 65
Resim 3.9. Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) .......ccccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiceieees 65
Resim 4.1. Bos nanosiispansiyonlarin SEM gOriintlisii.........ccceceereevieieneeneniicneenennne. 87
Resim 4.2. Istradefilin yiiklii nanosiispansiyonlarin SEM gorintiisii .................o.ce...... 87
Resim 4.3. Sham grubunun over dokusunun histopatolojik gorintiisii.............c.cceeun...n. 91

Resim 4.4. Iskemi/reperfiizyon grubunun over dokusunun histopatolojik goriintiisii ... 91

Resim 4.5. Bos nano + I/R grubunun over dokusunun histopatolojik goriintiisii .......... 92
Resim 4.6. Rega 3 + I/R grubunun over dokusunun histopatolojik goriintiisii .............. 92
Resim 4.7. Rega 30 + I/R grubunun over dokusunun histopatolojik goriintiisii ............ 93
Resim 4.8. Ist 0.3 + I/R grubunun over dokusunun histopatolojik goriintiisii ............... 93
Resim 4.9. Ist 3 + I/R grubunun over dokusunun histopatolojik goriintiisii .................. 94
Resim 4.10. Nano Ist 3 + I/R grubunun over dokusunun histopatolojik goriintiisii....... 94

Resim 4.11. Ist 3 + Rega 30 + I/R grubunun over dokusunun histopatolojik goriintiisii95
Resim 4.12. Nano Ist 3 + Rega 30 + I/R grubunun over dokusunun histopatolojik

GOTUNTUSTL 1.vteeeeiiiteee ettt ettt e e ettt e e ettt e e sttt e e sabeeeeseabbteeesabteeesenbaeeesnnsneeeesnneees 95

xi



OZET

ADENOZIN A2a RESEPTOR AGONIST VE ANTAGONISTININ
SICANLARDA OVER iSKEMIi-REPERFUZYON HASARI UZERINDEKI
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Azad MAMMADOV
Doktora Tezi, Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Abdullah Tuncay DEMIRYUREK
Temmuz 2023, 129 sayfa

Over torsiyonu kadinlarda sik goriilen ve ameliyat gerektiren en tehlikeli jinekolojik acil
durumlardan biridir. Over torsiyonu goriilen hastalarda klinik bulgularin spesifik
olmamasi tanida ve tedavide gecikmeye neden olmaktadir. Over torsiyonunda doku
hasarini irreversibl hale getiren baslica patoloji iskemidir. Detorsiyondan dolay1 over
reperfiize olmaya basladiginda iskemi/reperfiizyon (I/R) hasari riski olusur.
Calismamizda, over I/R hasari ile selektif adenozin Asa reseptdr agonisti Regadenoson
ve selektif adenozin A.a reseptdr antagonisti Istradefilin arasindaki iliski ve bunlarin over
I/R hasarma kars1 biyokimyasal ve histopatolojik diizeylerde koruyucu etkilerine aracilik
etmede rolii olup olmadig1 arastirildi. Bu ¢alismada toplam 80 adet Wistar albino disi
sigan kullanildi ve her bir grupta 8 sican olmak iizere 10 gruba ayrildi. Ayrica, daha 6nce
calistimamus Istradefilin nanoformiilasyonunun over I/R modelinde etkisinin ortaya
koyulmas: amaglandi. Bundan dolay1 da bos ve Istradefilin yiiklii nanosiispansiyon
formiilasyonlar1 hazirlanarak bunlarin  SEM analiziyle goriintiileri incelendi.
Biyokimyasal analizler, kanda NO, MDA, tiyol/disiilfit dengesi, 3-NT diizeylerinin
arastirilmasini; dokuda ise, NO, SODI, tiyol/disiilfit dengesi ve 3-NT analizlerini
kapsamaktadir. Elde edilen sonuclarin korelasyon analizleri yapildi. Adenozin Aza
reseptOr agonisti Regadenosonun oksidatif ve nitrozatif stresi azaltici etkileri gozlendi.
Yiiksek doz Regadenoson uygulamasi ile serum dogal tiyol diizeyi ve serum dogal
tiyol/total tiyol oraninda belirgin artis gézlendi (sirasiyla P<0.01, P<0.01). Ayrica, serum
distilfit diizeyi, serum distilfit/total tiyol orani, serum disiilfit/dogal tiyol orani, serum 3-
NT diizeyi, doku 3-NT ve serum NO diizeyinde ise Regadenoson ile azalma saptanmistir
(sirastyla P<0.05, P<0.001, P<0.01, P<0.05, P<0.05, P<0.05). Bu ¢alisma, si¢an over I/R
hasarma kars1 Regadenoson ve Istradefilin ile yapilan ilk ¢alismadir.

Anahtar sozciikler: Adenozin, iskemi/reperfiizyon hasari, over torsiyonu, Regadenoson,
Istradefilin



ABSTRACT

INVESTIGATION THE EFFECTS OF ADENOSINE A2a RECEPTOR
AGONIST AND ANTAGONIST ON OVARIAN ISCHEMIA-REPERFUSION
INJURY IN RATS

Azad MAMMADOV
PhD Thesis, Department of Medical Pharmacology
Supervisor: Prof. Dr. Abdullah Tuncay DEMIRYUREK
July 2023, 129 pages

Ovarian torsion is one of the most dangerous gynecologic emergencies that is common
in women and requires surgery. The lack of specific clinical findings in patients with
ovarian torsion leads to delayed diagnosis and treatment. The main pathology that makes
tissue damage irreversible in the ovary with torsion is ischemia. When the ovary starts to
reperfuse due to detorsion, the risk of ischemia/reperfusion (I/R) injury occurs. In our
study, we investigated the relationship between ovarian I/R injury and the selective
adenosine Aza receptor agonist Regadenoson and the selective adenosine Aza receptor
antagonist Istradefylline and examined whether they mediate their protective effects
against ovarian I/R injury at biochemical and histopathological levels. In this study, a
total of 80 Wistar albino female rats were used and divided into 10 groups with 8 rats in
each group. Additionally, the aim was to demonstrate the effect of the previously
unstudied nanoformulation of Istradefylline in ovarian I/R model. Therefore, empty and
Istradefylline-loaded nanosuspension formulations were prepared and their images were
examined by SEM analysis. Biochemical analyses included NO, MDA, thiol/disulfide
balance, 3-NT levels in blood and NO, SODI, thiol/disulfide balance, 3-NT analysis in
tissue. Correlation analyses of the obtained results were performed. The adenosine
agonist Regadenoson had decreasing effects on oxidative and nitrosative stress. A
significant increase was observed in serum native thiol levels and serum native thiol/total
thiol ratio with the administration of a high dose of Regadenoson (P<0.01, P<0.01,
respectively). Additionally, Regadenoson was found to reduce serum disulfide levels,
serum disulfide/total thiol ratio, serum disulfide/native thiol ratio, serum 3-NT levels,
tissue 3-NT levels, and serum NO levels (P<0.05, P<0.001, P<0.01, P<0.05, P<0.05,
P<0.05, respectively). This study is the first investigation using Regadenoson and
Istradefylline against rat ovarian I/R injury.

Key Words: Adenosine, ischemia/reperfusion injury, ovarian torsion, Regadenoson,
Istradefylline



1. GIRIS ve AMAC

Over torsiyonu ya da adneksiyal torsiyon, tarihte ilk kez 1890 yilinda Bland-Sutton
tarafindan bildirilmistir (1). Over torsiyonu; over dokusunu besleyen ve destekleyen
baglarin tam veya kismi olarak donmesi ile birlikte overin kan akiminda bozulma ya da
kesilmeye bagli olarak iskemik degisikliklerin ortaya c¢iktigir akut bir obstetrik ve
jinekolojik acil durum olarak tanimlanir (2-4). Overde torsiyona bagli olarak gelisen over
iskemisi ile birlikte dokuda hemoraji, nekroz ve peritonit ortaya cikabilir. Iskemik
dokunun detorsiyon yapilmasi ve sonrasinda da iskemi-reperfiizyon (I/R) hasarina zaman

kaybetmeden miidahale edilmesi 6nem arz etmektedir (5, 6).

Acil servise akut karin agrisi ile basvuran hastalarda over torsiyonu, jinekolojik acil
vakalarin yaklasik %3'linii olusturur ve torsiyon vakalarinin %80'inde 5 cm veya daha
biiylik bir over kisti varligiyla birlikte ortaya ¢ikar (7-10). Gebelik insidansi kesin
bilinmemekle birlikte baz1 ¢aligmalarda 1-5/10.000 olarak bildirilmektedir (11, 12). Over
torsiyonu, vakalarin ¢ogunlugunda iireme ¢aginda bulunan kadinlarda 20 yas iizeri ile 40
yasin altindaki bayanlarda rastlansa da pediatrik popiilasyonda da rastlanabilir (5, 13,
14). Dogumdan itibaren uzun gelisen over ligamentleri, pelvik ligamentlerin asir1 gevsek
olmast ya da over torsiyonun ekseninde daha fazla donmesine ve hareket etmesine izin
veren nispeten daha kiiciik uterus da over torsiyonu i¢in predispozan faktorlerden

sayilabilir (15, 16).

Over torsiyonu, genellikle ani baglayan alt karin agrisi, pelvik agri, bulanti ve kusma
belirtilerinden biri veya birkaci ile kendini gosterebilir (17-19). Semptomlar genellikle
spesifik olmadig icin klinik olarak teshisi zordur (13). Over torsiyonu, korpus luteum
kisti riliptiirti, akut apandisit, overlerin hiperstimiilasyonu, iiriner obstriiksiyon, iirolitiazis,
gastroenterit, hemorajik over kisti riiptiirii, pelvik inflamatuar hastalik ve ektopik gebelik
gibi diger tanilardan ayirt edilmelidir (19-24). Goriintilleme yontemleri, over kistini
degerlendirmede tanisal degerlendirme i¢in énemli olmakla birlikte over torsiyonunun

tanisinda ilk tercih edilen goriintiileme yontemi ultrasonografidir (USG) (8, 25).

Over torsiyonunu tedavi etmek i¢in standart uygulanan yontem cerrahidir. Yaygin olarak
kullanilan iki cerrahi yontem laparoskopi ve laparotomidir. Laparoskopik yaklasim daha

yaygin bir prosediir haline gelse de over veya fallop tiip kanseri siliphesi varsa, laparotomi



daha sik kullanilmaktadir (26, 27). Overin detorsiyonu ile birlikte overin reperfiize olmasi
sonucu bazi lokal ve sistemik etkiler goriilebilir. Buna bagl olarak, overde I/R hasarina
neden olabilir. Bu hasarin 6nlenmesi i¢in farkli tedavi stratejileri lizerinde ¢alisilmaktadir

(28, 29).

Iskemi-reperfiizyon hasarindaki temel mekanizma, anaerobik metabolizmanin iskemi ile
indiiklenmesiyle baslar, bu da iyon degisim kanallarinin bozulmasina yol agan daha diisiik
adenozin trifosfat (ATP) {iretimi ile sonuglanir. Azalan ATP iiretimine ragmen, siirekli
ATP kullanim1 nedeniyle sirasiyla adenozin difosfat (ADP), adenozin monofosfat (AMP)
ve inozin mono-fosfata (IMP) ardindan adenozin, inozin, hipoksantin ve ksantine
doniisiir. Iskemi sirasinda reperfiizyon ile oksijen akisinin yeniden saglanmastyla olusan
ksantin oksidaz, biriken hipoksantini ksantine doniistiiriir ve serbest oksijen radikali
olusumuna neden olur ki bu da otofaji, mitoptoz, nekroz, nekroptoz ve apoptoza neden
olarak hiicre 6liimiine yol acabilir (30, 31). Hiicre hasarin1 6nlemek igin gerekli olan ilk
yontem hipoperfiizyon siiresini kisaltmak ve reperfiizyon saglamaktir (32). Iskemi-
reperfiizyon hasarmin neden oldugu toplam doku hasari, iskemi hasar1 ve reperfiizyon
hasari olarak iki kisma ayrilir. Iskemik hasar baglangigta hipoksi ve hiponutrisyona neden
olabilir (32). Uzun siireli iskemi sonrasinda, hiicrelerden gelen metabolik iiriinler tutulur
ve metabolik asidoza neden olur. Kan akimi yeniden saglandiginda, inflamatuar yanit
ortaya c¢ikabilir, reaktif oksijen tiirleri (ROS) ya da reaktif nitrojen tiirleri (RNS) tiretimi
artabilir ve bu da ikincil hasara yol agabilir. Hiicre yaniti, toplam doku hasarinin siddetine
baghidir (33-35). Iskemi-reperfiizyona bagli doku hasarmn, organ transplantasyonu,
miyokard infarktiisli, serebrovaskiiler hastaliklar, major cerrahi girisimler, akut renal
hasar, hepatik hasar, orak hiicre anemisi, over torsiyonu, hemorajik sok ve restisitasyon
gibi c¢esitli durumlarda yiiksek morbidite ve mortaliteye katkida bulundugu
distiniilmektedir (36-43).

Iskemi-reperfiizyon hasarmin altinda yatan mekanizmalar karmasik ve cok faktorlii
olmakla birlikte reperfiizyon ile birlikte oksijen ile indiiklenen serbest oksijen radikalleri,
kompleman sistem aktivasyonunu, endotel hiicre disfonksiyonu ve polimorfoniikleer
16kosit (PMN) aktivasyonu igerir (44-50). Iskemi-reperfiizyonda ortaya ¢ikan hasardan
baslica mitokondrideki, peroksizomlardaki, bir¢ok enzim aktivitesindeki artis ve
endoplazmik retikulumdaki (ER) biyokimyasal mekanizmalar ile ortaya ¢ikan serbest

radikal olusumu sorumlu tutulmaktadir (51-53). Overin detorsiyonu ile birlikte over

4



reperfiizyonu iskemiyi Onlerken reperfiizyona bagli olarak nétrofillerden adezyon
molekiillerinin aktivasyonuna, proinflamatuar molekiillerin salinmasina ve ROS/RNS
olusumuna neden olur (4, 39, 54). iskemi-reperfiizyon sonucunda ROS'un genel zararl
etkileri arasinda makromolekiillerin hasari/modifikasyonu, etkilenen dokuda endotelyal
ve/veya parankimal hiicre 6limiiniin indiiklenmesi, ¢esitli hiicre tipleri tarafindan pro-
inflamatuar mediatorlerin liretiminin/serbest birakilmasinin uyarilmasi, l6kosit/lenfosit-
endotelyal hiicre adheziv etkilesimlerini destekleyen adhezyon molekiillerinin

indiiksiyonu ve koruyucu nitrik oksit (NO) miktarinda azalmasi yer almaktadir (55-57).

Viicut enzimatik antioksidan mekanizmalar1 kullanarak serbest radikal regiilasyonlarini
modiile eder ve biyomolekiillerin oksidatif hasara ugramasini 6nler. Antioksidan enzimler
lipid hidroperoksit (LOOH) ve hidrojen peroksit (H20) seviyelerini azaltir, bu nedenle
lipid peroksidasyonunun Onlenmesinde ve hiicre membranlarinin yap1 ve islevinin
korunmasinda Onemlidirler. Ayrica, deoksiriboniikleik asit (DNA) ve proteinleri
onarabilme yetenegine de sahiptir (58). Tiim viicut hiicrelerindeki antioksidan enzimler,
katalaz (CAT), sliperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GPX) enzimlerinden

olusur ve bunlarin tiimii, hiicrelerde homeostazin korunmasinda 6énemli rol oynar (58).

Over torsiyonunda I/R hasarmi énlemek i¢in antioksidan ve anti-inflamatuar 6zellikleri
olan birgok farmakolojik ajan, son zamanlarda hayvan modellerinde I/R hasarinin

tedavisinde denenmis ancak rutin klinik uygulamaya dahil olmamaistir (59-62).

Adenozin; hipoksi, iskemi, stres, ndbet, agri, travma ve inflamasyon gibi hiicresel stres
durumlarinda artis gostermekle birlikte dokularda cesitli fizyolojik ve patofizyolojik
olaylarin ortaya ¢ikmasinda 6nemli rolii bulunmaktadir (63-65). Adenozin reseptor
agonist ve antagonistleri, néro-modiilasyon, immiin regiilasyon, vaskiiler fonksiyon ve
metabolik kontrol dahil olmak tizere bir¢ok dnemli fizyolojik siire¢le iliskilendirilmistir
(65, 66). Hiicresel stres sirasinda hiicre dig1 adenozin konsantrasyonu artarak kardiyak
ritim ve dolasimin kontrolii, lipid metabolizmasi, immiin fonksiyonlar, uykunun
diizenlenmesi, anjiyogenez, vazodilatasyon ve antiinflamatuar eylemler gibi bircok
fizyolojik eylem iiretir (67-71). Adenozin reseptdr agonist ve antagonistlerinin over I/R
hasar1 tizerine deneysel bir ¢aligma heniiz mevcut degildir. Hem adenozin A2a agonisti
Regadenoson hem de Aa antagonisti Istradefilin ile overlerde I/R hasarinda daha énce

arastirma yapilmamistir ve ilk kez bu tez caligmasinda etkilerinin belirlenmesi



amaglanmaktadir. Bunun disinda adenozin A,a reseptdr antagonisti Istradefilinin
nanotastyici sistem igerisinde uygulanmasi ile overlere daha iyi hedefleme saglanmasi

amagclanmaktadir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Over

2.1.1. Over anatomisi

Over, yaklasik olarak 4x2 cm olgiilerinde olup oval bir sekle sahiptir. On yiizii
mesovaryum olarak adlandirilan peritoneal katlanti ile ligamentum latum uteri (broad
ligamentinin) arka tarafina baglanir (72, 73). Overe ait uzun eksenler vertikal yonde
konumlanmistir (74) (Sekil 2.1). Peritonun bagka bir yiikseltilmis plikasi, overin {ist
kismindan giren overin venlerini, sinirlerini ve lenfatiklerini kaplayarak overin
ligamentum suspensorium ovarii (infundibulopelvik ligament) olusturur. Overin altinda
yer alan kisma fibromuskiiler kordon tutunur. Embriyonik déonemde gubernaculum’un
kalintis1 olan bu kordon ligamentum ovarii proprium olarak adlandirilir. Mesovaryumun
kenarinda uterusa dogru mediale uzanan ligamentum ovarii proprium anterolaterale
dogru ligamentum teres uteri olarak devam eder. Pelvisi gecerek annulus inguinalis
profundus’a ulasan ligamentum teres uteri daha sonra canalis ingunalis’i de gecip
perineum’da labium majus’un bag dokusunda konumlanir. Ligamentum ovarii proprium

ve ligamentum teres uteri gubernaculum’un kalintilaridir (75).
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Sekil 2.1. Kadin i¢ tireme organlari (74)

Overler tipik olarak pelvisin lateral duvarinda yer alan fossa ovarica isimli ¢ukur

icerisinde bulunur. Fossa ovarica’nin Ust kismini vasa iliaca externae (dis iliak



damarlar), arka kismini vasa iliaca interna (i¢ iliak damarlar) sinirlandirmistir. Overin
konumu biiylik 6l¢iide degisebilir ve genellikle rektouterin ¢ukuruna (Douglas ¢ukuru)
dogru egilim gosterir. Biiyliyen uterus, gebelik sirasinda overi karin bosluguna dogru iter.
Dogum sonrasi ligamentum latum uteri gevsediginde over pelvis igerisinde degisken
pozisyon alir (72). Overler, tunika albuginea olarak bilinen ince fibroz bir kapsiille
cevrilidir. Yiizeyini, germinal (columnar) epitel adi verilen modifikasyona ugramis

periton alan1 bu kapsiilii distan kaplar (72, 73).

Overin perfiizyonu, esas olarak arteria ovarica’dan saglanir. Over, ligamentum
suspensorium ovarii i¢inde bulunan ve uterus arterinin dallartyla anastomoz yapan
ovaryan arterler tarafindan beslenir (73). Aorta abdominalis’ten orijin alan arteria
ovarica, alt kisimda pelvis girisini ¢aprazlayarak overi besler. Gebelik durumunda overin
perflizyonundan sorumlu arterler uterus kan akisini artirmak i¢in 6nemli 6lciide genisler
(75). Venoz perfiizyonu saglayan over venleri sagda vena cava inferior’a ve solda ise
vena renalis sinistra’ya katilir (72). Overin lenf damarlari, cavitas pelvis’ten ayrilir ve
arteria ovarica’yr takip ederek paraaortik lenf nodlarina birinci lumbal vertebra
diizeyinde lenfatik drenaj yaparlar. Overin innervasyonundan otonom pleksuslar
sorumludur (72, 75). Sinirler, plexus aorticus’dan tireyerek arteria ovarica’y1 takip
ederler. Overin alt kisimlar1 plexus hypogastricus superior ve plexus hypogastricus
inferior'dan inen liflerle beslenir. Bu pleksuslarda pregangliyonik parasempatik lifler,
postgangliyonik sempatik lifler ve visseral afferent lifler yer almaktadir. Pregangliyonik
parasempatik lifler Nervus Vagus’tan, postgangliyonik sempatik lifler ise Nervus
splanchnicus minor ve bir kismi torakal medulla spinalis segmentlerinden kaynaklanir
(75).

Overin perfiizyonu, lenfatik drenaj1 ve sinir innervasyonu pelvise giris yaptig1 bolgede
arteria iliaca externa ve vena iliaca externa’y1 ¢aprazlar. Overe girisin yapildigi bolge,
overin ligamentum suspensorium ovarii’nin kismi olarak da bilinen ligamentum latum
uteri’nin lateral ucudur. Damarlar ve sinirler son olarak mezovaryum araciligiyla hilum

ovarii olarak adlandirilan ovaryum hilusuna girer (72).

2.1.2. Over embriyolojisi
Overler, embriyonik gelisimin farklilasmamis safhas1 sirasinda gelismeye baslayan

genital sistemin bir parcasidir. Bu organin embriyolojik gelisimi, gonadlarin



olusumundan baslayip korteks ve medulla ad1 verilen iki farkli yapiya ayrilmasiyla devam

eder.

Gonadlar, ii¢ kaynaktan koken alirlar.
= Posterior karin duvarini kaplayan mezotelyum (mezodermal epitel)
* Altindaki mezoderm (embriyonik bag dokusu)

* Primordiyal germ hiicreleri (Farklanmamis cinsiyet hiicreleri) (76).

Embriyonun cinsiyeti dollenme durumunda genetik olarak belirlenmekle birlikte,
gonadlar gelisimin yedinci haftasina kadar erkek veya disi morfolojik 6zellikler
kazanmazlar. Gonadlar, ilk olarak uzunlamasina bir ¢ift kabart1 ¢ikintis1 olarak ortaya
cikar ve genital ya da gonadal kabart1 ¢ikintilart olarak adlandirilir. Ortaya ¢ikan bu
kabart1 cikintilar1 epitelin proliferasyonu ve altta yatmakta olan mezensimin
yogunlagmasi sonucunda olusmaktadir. Germ hiicreleri ise genital kabarti ¢ikintilarinda
altinci haftadan once gortinmemektedir. Primordiyal germ hiicreleri, gelisimin erken
asamalarinda epiblast ad1 verilen embriyonik tabakadan kdken alir. Daha sonra primitif
serit boyunca gocli devam eder ve {igiincii haftada yolk kesesi duvarindaki endoderm
hiicreleri arasinda bulunarak allantoise yakin bir konuma yerlesirler (77). Embriyonun
katlanmasi stireci ile birlikte umblikal vezikiiliin dorsal kism1 embriyoya dahil olmaktadir
ve bu gerceklesirken, primordiyal germ hiicreleri arka bagirsagin dorsal mezenteri
boyunca gonadal kabartilara dogru gog¢li meydana gelmektedir. Bu gocii diizenleyen
genler stella, fragilis ve BMP-4 olarak bilinmektedir. (76). Besinci haftanin basinda
primitif gonadlara ulagan primordiyal germ hiicreleri altinc1 haftada genital kabartilara
invaze olarak yerlesmektedirler. Eger primordiyal germ hiicreleri genital kabartilara

ulasamazlarsa gonadlarin gelisimi gergeklesmez.

Primordiyal germ hiicrelerinin primitif gonadlara goc¢iinden kisa bir siire 6nce ve gociin
gerceklestigi anda, genital kabartinin epitelinin proliferasyonu meydana gelir. Bunun
sonucunda da epitel hiicreleri alttaki mezensime penetre olmaktadir. Burada primitif
cinsiyet kordonlar1 olarak adlandirilan bir dizi diizensiz bi¢imli kordonlar meydana
getirirler. Erkek ve disi embriyolarda, bu kordonlar yiizey epiteline baglanir ve bu evrede
erkek veya disi gonad arasinda ayrim yapmak imkansiz hale gelmektedir. Bu nedenle de
farklanmamis gonad olarak bilinir. XX cinsiyet kromozom dizilimine sahip ve Y
kromozomu olmayan disi embriyolarda, primitif cinsiyet kordonlar1 diizensiz hiicre
kiimeleri halinde ayrilmalar olur. Primitif germ hiicre gruplarini ihtiva eden bu kiimeler,
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overde medulla bolgesini istila ettikten sonra kaybolurlar ve yerlerini overin medullasini
olusturan vaskiiler bir stromaya birakirlar (77). Disi gonadin yiizey epiteli siirekli
cogalmaya devam eder ve bu epitelin kokeni peritonun mezotelyumundan tliremistir.
Yedinci haftada, kortikal kordonlarin ikinci bir neslini olugturan kortikal kordonlar ortaya
cikar ve altindaki mezensime niifuz ederler, ancak yiizeye yakin konumda kalirlar.
Yaklasik 16. haftada bu kordonlar, izole hiicre kiimelerine ayrilir. Bu hiicre kiimeleri
oogonyum adi verilen hiicrelerin ¢ogalmasi ile birlikte folikiiler hiicreler ad1 verilen bir
epitelyal hiicre tabakasiyla cevrelenir. Oogonyumlar ve folikiiler hiicreler birlikte
primordiyal folikiilii olustururlar (76, 77). Fetiisiin gelisim siirecinde, oogonyumlar aktif
olarak mitoz boliinme yaparak primordiyal folikiillerin olusmasina katki saglarlar.
Oogonyumlar dogum sonrasinda olusmazlar. Bircok oogoni dogumdan &nce
dejenerasyona ugrasa da, kalan iki milyon kadar oogoni biiyiiyerek primer oositlere
dontismektedir. Dogumdan sonra overin ylizey epiteli diizleserek, damar ve sinirlerin
girip ¢iktig1 over hilumunda periton mezoteli ile devamlilik gosteren tek bir hiicre
tabakasina doniisiir. Yiizey epiteli korteksteki folikiillerden ince bir fibroz kapsiil olan
tunika albuginea ile ayrilir. Overler, gerileyen mezonefrozdan ayrildiklarinda, mezenteri

olan mezovarium ile baglanirlar (76).

2.1.3. Over histolojisi

Overler goriiniim olarak badem seklinde yapilar olup, genellikle 3 cm uzunlugunda, 1.5
cm genisliginde ve 1 cm kalinligindadir. Her bir over, siki bag doku kapsiilil olan tunika
albuginea adli1 bir bag dokusu katmaninin iizerinde yer alan over yiizey epitelinden olusan
basit kiiboidal bir epitel ile kaplidir. Overin biiyiik bir boliimii korteksten olusur; kortikal
bolge yogun hiicreli bag dokusu stromasi ve menars sonrasinda ise biiyiikliikleri 6nemli
Olciide degiskenlik gosteren birgcok over folikiiliinii igermektedir. Overde en icte yer alan
medulla gevsek bag dokusu ve overi asili tutan mezenterlerden hilum vasitasiyla organa
dahil olan kan damarlarin1 igcermektedir. Over korteksi ile medulla bolgeleri arasinda
belirgin bir sinir bulunmamaktadir. Fetal yasam sirasinda olusan folikiiller -primordiyal
folikiiller- diizlesmis folikiiler hiicrelerin tek bir tabakasi tarafindan sarilmis bir primer
oositten olusur. Bu folikiiller yiizeysel over korteksinde meydana gelir. Primordiyal
folikiildeki oosit kiireseldir ve yaklasik 25 pum capinda olup ilk mayotik profazda
kromozom iceren biiylikk bir cekirdege sahiptir. Organeller genellikle cekirdegin
yakininda yogunlagma egilimindedir ve ¢ok sayida mitokondri, birka¢ Golgi kompleksi

ve genis graniillii ER igerir. Folikiiler hiicreleri saran bazal lamina, folikiil ile vaskiiler
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stroma arasinda net bir sinir olusturur ve kan-folikiil bariyeri gorevi goriir. Folikiiller
hiicreler mitoz gegirir ve biiyiliyen oositin ¢evresinde basit bir kiiboidal epitel olustururlar.
Bu yapi, unilaminar primer folikiil olarak adlandirilir. Folikiiler hiicreler ¢ogalmaya
devam ederek graniiloza adli folikiiler epiteli olustururlar. Bununla birlikte, folikiiler
hiicreler graniiloza hiicreleri olarak adlandirilir ve folikiil hala avaskiiler olan ve bir bazal
membranla cevrili ¢ok katmanli bir primer folikiil goriinlimiinii kazanir. Oosit ile
bliylimekte olan primer folikiiliin ilk graniiloza hiicreleri tabakasi arasinda, 5-10-pm
kalinliginda ve oosit tarafindan salgilanan dort glikoprotein igeren zona pellisuda adi
verilen hiicre dis1 materyal birikir. Graniiloza hiicrelerinin uzantilart (filopodlar) ve
oositin mikrovilliisleri zona pellusidaya niifuz ederler. Gelismekte olan folikiiliin disinda
yer alan bag dokusu stromal hiicreleri bir i¢ vaskiilarize teka interna ve bir dis fibroz teka

eksterna olarak farklilasir (78, 79).

Graniiloza hiicrelerinin biiylimesi ve c¢ogalmasiyla birlikte korteksin daha derin
bolgelerine dogru goc gerceklesir ve folikiil hiicreleri arasinda likoér folikiil olarak
adlandirilan sivi birikintisi olusur. Sivi bulunan kiigiik bosluklar zamanla birleserek
antrum denilen daha biiyiik bir bosluk olustururlar. Olusan bu folikiillere sekonder folikiil
ya da antral folikiil ismi verilir. Folikiiler sivi, glikozaminoglikanlar hyaliironik asit,
biliylime faktorleri, plazminojen, fibrinojen, heparan siilfat proteoglikan ve baglayici
proteinlerle yiiksek konsantrasyonlarda steroidler (progesteron, androstenedion ve
Ostrojenler) igerir. Antrumun gelismesi ile birlikte oosit etrafindaki graniiloza hiicreleri,
antruma dogru ¢ikint1 yapan kumulus ooforus adli kiigiik bir yiikselti olusturur. Oositin
cevresinde yogunlasan graniiloza hiicreleri korona radyata olarak adlandirilan bir yap1
meydana getirir. Bu yap1, graniiloza hiicreleri, overi terk ederken oosite eslik eder. Adimi
17. yiizyil lireme biyologu Regnier De Graaf'tan almis olan Graafian ya da olgun
folikiiliin tek biiylik antrumu hizla daha fazla folikiiler siv1 biriktirir ve 2 cm ¢apa kadar
genisler. Graniiloza tabakasi bu agsamada incelir ¢linkii hiicreleri antrumun biiylimesiyle
orantili olarak ¢ogalmaz. Olgun bir folikiil, kalin tekal tabakalara sahiptir ve normalde

yaklasik 90 giinliik bir siire i¢inde bir primordiyal folikiilden gelisebilmektedir (78).

Ovulasyondan sonra, ovule olan folikiile ait graniiloza hiicreleri ve teka interna, over
korteksinde daha biiyiik gecici bir endokrin bez olan corpus luteum'n (sar1 cisim)
olusturmak amaciyla yeniden diizenlenir. Luteinizan hormon (LH) stimiilasyonu ve

gebelik olmadig1 durumlarda, korpus luteumun her iki ana hiicre tipi de steroid iiretimini
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durdurur ve dokunun regrese olmasiyla birlikte hiicreleri de apoptoz ile dejenere olur.
Kalintilar makrofajlar tarafindan fagosite edildikten sonra fibroblastlar bolgeye invaze
olur. Fibroblastlarin da gelmesiyle birlikte korpus luteumun bulundugu yer fibroblastlar
tarafindan kaplanir ve yogun bag dokusundan olusan bir skar gelisir. Yeni olusan bu

yaptya da corpus albicans (beyaz cisim) ad1 verilir (78, 79).

2.1.4. Over fizyolojisi

Kadin tireme fonksiyonlari, gebe kalma ve gebelik icin viicutta fonksiyonlarin ve
hormonlarin hazirlanmas: ile gebelik donemi olmak {izere iki ana asamaya ayrilir (80).
Over fonksiyonlari, hipotalamus, hipofiz bezinin anterior lobunun pars distalis ve
ovaryum arasinda ii¢ farkli merkezin kontrolii altindadir. Bu kontrol, hipotalamustan
salinan gonadotropin salgilatici hormon (GnRH), hipofiz bezinin anterior lobunun pars
distalisinden salinan folikiil uyarici hormon (FSH) ve LH ile ovaryumdan salinan dstrojen
ve progesteron araciligiyla gerceklestirilir. Puberte doneminde hipotalamustan [3-
endorfin, serotonin, noradrenalin ve dopaminin etkisiyle pulsatil salinan GnRH hormonu,
on hipofizi uyararak FSH ve LH olmak iizere her iki gonadotroponinin de salgilanmasini
tetikler (81). Overde oOnceden inaktif olan folikiiller, FSH ve LH hormonlarinin
etkilerinden dolay1 gelismeye baslar. Menstriiasyonun baslangicindan ovulasyona kadar
olan asama folikiiler fazdir. Ovulasyon sonrasi baslayan doneme ise luteal faz ad1 verilir
ve korpus luteumun yikimina kadar devam eder. Ovaryan dongii, bu sekilde iki evreye

ayrilarak disi ireme sisteminin dogal yapisini olusturur (80).

Dogumdan itibaren bazi primordiyal folikiiller preantral ve erken antral agamalara ilerler
ve bu slireg menstriiel dongili boyunca devam eder. Ovaryumdaki ¢ogu folikiil primordiyal
folikiil olarak kalmaya devam ederken, preantral ve erken antral folikiil ise her zaman
mevcuttur. Her menstriiel dongiiniin baglangicinda, bu preantral ve erken antral

folikiillerin 10 ila 25'1 bilyiir ve olgun folikiil olusumu gergeklesir (82).

Folikiil dongiisliniin bu asamasinda, graniiloza hiicrelerinin bulundugu kitle, yiiksek
yogunlukta Ostrojen igeren folikiil sivisi salgilar. Graniiloza hiicrelerinden Ostrojen
salimimi bu donemde gerceklesir ve ovulasyondan sonra korpus luteum Ostrojen ve
progesteron iretir. Erken folikiiler evrenin ilk birka¢ giinii boyunca, 6n hipofiz bezinde
iiretilen FSH ve LH hormonlarinin salinim1 hafif ya da orta derecede artar. Folikiil uyarici

hormonun artis1, bu donemde LH'dan daha yiiksektir. Folikiil uyarici1 hormon, graniiloza
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hiicrelerinde hiicre biiylimesini ve Ostrojen iiretimini uyararak antrumun genislemesine
katkida bulunur. Ostrojen hormonu, graniiloza hiicrelerinin cogalmasin tetikleyerek daha
fazla Ostrojen iiretimine yol agar. Luteinizan hormon, teka hiicrelerine etki ederek teka
hiicrelerinin ¢ogalmasini ve androjen iiretimini uyarir. Androjenler graniiloza hiicrelerine

difiizyon yoluyla girer ve aromataz enzimi tarafindan dstrojene doniistiiriiliir (80).

Folikiil uyarict hormon seviyelerinin diismesiyle bir haftanin sonunda gelisen folikiiller
dejenerasyona ugrarken daha biiyiik antral folikiillerden yalnizca biri, dominant folikiil,
gelismeye devam eder. Folikiil uyarici hormon, folikiillerin canliligin1 korumak igin
onemlidir ve atrezinin Onlenmesine yardimci olur. Dominant folikiilin graniiloza
hiicreleri daha fazla FSH ve LH reseptoriine sahip oldugundan, folikiiliin hayatta kalmas1

saglanir (80, 82).

Dominant folikiiliin artan 6strojen salgisi, 6n hipofizden FSH ve LH salinimini azaltarak
gonadotropin salgilanmasina negatif geri bildirimde bulunur. Ayrica graniiloza hiicreleri
tarafindan salgilanan inhibin, FSH salgisin1 baskilayarak FSH diizeyinin LH'dan daha
fazla azalmasiyla sonuglanir. Folikiiler donemin ilerleyen safhalarinda plazmadaki
Ostrojen seviyesinin kisa siireli yiikselmesi, Ostrojenin hipotalamustan GnRH salinimini
uyararak pozitif geri bildirim mekanizmasi olarak islev goriir. Bu durum da hipofiz
bezinin LH salinim mekanizmalarint GnRH'a kars1 daha duyarli hale getirir. Bu ani artis,
folikiiler donemin sonunda meydana gelen Ostrojen pikinin ardindan gergeklesir ve
ovulasyonun indiiklenmesine yol agar. LH seviyesinde meydana gelen artisla primer oosit
ilk mayotik boliinme siirecini gerceklestirir. Bu siire¢ sonunda, fertilizasyon olmasi
durumunda ovumu implante hale getiren sitoplazmik degisiklikler meydana gelir. LH'nin
primer oosit iizerindeki etkileri, graniiloza hiicreleri tarafindan salinan haberciler
aracilifiyla gergeklesir. Antrum boyutunda (s1vi hacmi) ve folikiile giden kan akisinda

onemli 6l¢iide artig olur ve antrumda genigleme meydana gelir (79, 82).

Graniiloza hiicrelerinin progesteron salinimina baglamasi ve dstrojen iiretimini azaltmasi,
ovulasyondan hemen once plazma progesteron konsantrasyonunda hafif bir artisa ve
plazma Ostrojen konsantrasyonunda diisiise neden olur (82). Graniiloza hiicreleri
tarafindan sentezlenen enzimler ve prostaglandinler, folikiil i¢indeki plazma
transiidasyonu nedeniyle sismeye neden olur. Bu sisme ve stigma dejenerasyonu

sonucunda folikiiler-over membranlarin zayiflayarak parcalanip yirtilmasina ve ovumun
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serbest birakilmasina neden olur. Oosit ile ¢evreleyen graniiloza hiicreleri ovaryumun
ylizeyine tasinabilir hale gelir. LH seviyesinde artisin olmasiyla; yirtilmis olan folikiilden
kalan graniiloza hiicreleri, bu folikiilde yer alan teka hiicreleri ile birlikte progesteron ve
Ostrojen salgilamaya baglayan korpus luteuma doniisiir. Ovulasyon sonrasi ilk birkag saat
icinde, folikiiliin geride kalan graniiloza ve teka interna hiicreleri hizla korpus luteum
hiicrelerine doniigiirler. Olusan lutein hiicreleri, iclerini dolduran lipit birikintileri
nedeniyle boyutlar iki kat veya daha fazla artar ve sar1 renk goriiniimii alirlar. Bu siirecin
adi luteinizasyon olarak bilinirken, tiim hiicre kitlesi korpus luteum olarak adlandirilir.
Bu siire¢ boyunca, korpus luteumu beslemek i¢in damar sistemi de gelisir. Fertilizasyon
olmamast halinde, korpus luteumun islevi diisiik seviyede LH'nin etkisiyle devam eder

(82, 83).

Gebe olmayan kadinlarda kisa 6mrii olan korpus luteum, 6énemli miktarda progesteron,
dstrojen ve inhibin salgilar. Ostrojen varliginda yiiksek plazma konsantrasyonu olan
progesteron, hipofiz bezi tarafindan gonadotropin salgilanmasini azaltir. Bu etkisini
muhtemelen hipotalamus tizerine GnRH'min pulsatil salinimin1 azaltmak amaciyla
gerceklestirir. Luteal fazin ilk yarisinda, yiiksek Ostrojen konsantrasyonlarina ragmen,
progesteron ayni zamanda LH artiglarini da Onler. Luteal fazda plazma inhibin
konsantrasyonundaki yiikselme, FSH salgisinin bastirilmasina katkida bulunur ve bu da
siklusun luteal fazinda gonadotropinlerin plazma konsantrasyonlarinin diisiik olmasina
neden olur (82). Gonadotropin salgisinda artis olmadigi durumda, korpus luetumun émrii
azalir. Gebelik olusmazsa, korpus luteum 2 hafta icinde dejenerasyona ugrar. Bu
dejenerasyon sonucunda plazma progesteron ve plazma dstrojen konsantrasyonlarinda
diisiis olur. Yiiksek konsantrasyonlarda ostrojen ve progesteronun inhibitdr etkilerinin
sonlanmasi sonucu, hipofiz bezinden FSH ve LH hormonlarinin salgis1 artar ve bdylece

dongii yeniden baglar (82, 83).

2.2. Sicanlarda disi iireme sistemi

Sicanlarda overler Psoas kasinin lateral sinirt boyunca uzanir ve overler bobreklerin
kaudalinde yer alir (84, 85). Olgunlasmus bir siganda over boyutu 5x4x3 mm? ve agirligt
ise ortalama 0,6 g’dir. Sag overin konumu sicanin 4. ve 5. lumbar vertebra seviyelerinde
yer alirken, sol overin konumu ise 5. ve 6. lumbar vertebra seviyelerinde bulunur. Sag

overin perflizyonu abdominal aortanin bir dali olan sag over arterinden gelir ve sag over
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veni yoluyla posterior vena kavaya geri doner. Sol over perfiizyonu ise renal damarlarla
birleserek saglanir. Over arterleri broad ligament i¢inde seyreder ve iliak arterlerden ¢ikan

uterin arterlerle anastomoz yaparlar (84).

Sicanlar ve insanlar arasinda dogum sonrasi gelisim evreleri farklilik gostermektedir
(Tablo 2.1). Sican disi iireme sisteminde over, tuba uterina, uterus, serviks ve vajina
prenatal donemde immatiir olarak gelisir, ancak postnatal siiregte olgunlagarak

tamamlanir (86).

Tablo 2.1. Siganda ve insanda dogum sonrasi gelisim evreleri (86)

Sican/Insan’da Evre Ad1 | Sican (Disi) Insan
Neonatal/Yenidogan 0-7 giin 0-28 giin
Infantil/Infant 8-20 giin 1-23 ay
Juvenil/Cocuk 21-32 giin 2-12y1l
Prepubertal/Adodlesan 33-37 giin 12-16 y1l
Geg pubertal / Addlesan 38-46 giin

Disi sigan iireme sisteminin olgunlasmasi dogumda gerceklesmez. Sican, en az iki
ovulasyon dongiisii gec¢irdiginde over olgunlagsmis kabul edilir ve genellikle dogum
sonras1 42. giinde sigan lireme sistemi tamamen islevsel hale gelir. Over ylizeyi, paryetal
peritondan koken alan veya gelismis over ylizey epiteli ile ortiiliidiir. Over ylizey
epitelinin hiicreleri, yass1 veya kiibik sekillerde olabilen farklt morfolojik tiplerden
olusur. Epitel hiicreleri skuamozden kiibik yapiya kadar degisiklik gosterebilir ve bu
hiicreler, ovulasyon sirasinda olusan hasarlarin onariminda 6nemli rol oynarlar. Over
ylizey epitelinin altinda, bir¢ok fibroblast benzeri hiicre iceren bag dokusu tabakasi olan
tunika albuginea yer alir. Tunika albuginea'nin kolajen lifleri, testislere gore daha ince ve
daha az gelismistir. Overin geri kalan kismi korteks ve medulla olarak ikiye ayrilir.
Korteks, folikiilleri, medullay1r ve hilumda overin perflizyonunu saglayan damarsal
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yapilari icerir. Korteksteki folikiiller ve medulladaki damarsal yapilar arasinda, fibroblast

acisindan zengin bir bag dokusu olan over stromasi bulunur (84).

2.3. Over torsiyonu

2.3.1. Over torsiyonu tanim ve tarihgesi

Over torsiyonu ya da adneksiyal torsiyon ilk defa 1890'da Bland-Sutton tarafindan rapor
edilmistir (1). Over torsiyonu, over dokusunu besleyen ve destekleyen baglarin tam veya
kismi olarak donmesi ile birlikte overde kan akiminda bozulma ya da kesilme ve ortaya
¢ikan bu duruma bagl olarak da iskemik degisikliklerin ortaya ¢iktig1 akut bir obstetrik
ve jinekolojik acil durum olarak tanimlanir (2-4). Bu durum, over fonksiyon
bozukluguna, nekroza ve hatta infertiliteye yol acabilen ciddi sonuglara neden olabilir.
Fallop tiipii siklikla over ile birlikte torsiyona ugrar ve bu durum adneksiyal torsiyon
olarak adlandirilir. Yaygin olmamakla birlikte, izole tubal torsiyona da rastlanir ve bunun

sonucunda tubal fonksiyon olumsuz yonde etkilenebilir (2, 3, 87).

2.3.2. Epidemiyoloji

Over torsiyonu her yasta kadinda goriilebilse de, en sik dogurganlik ¢agindaki kadinlarda
goriilmektedir (5). Acil servislere akut karin agris1 sikayeti ile bagvuran hastalarda over
torsiyonu, jinekolojik acil vakalarin yaklasik %3'linli olusturur ve torsiyon vakalarinin
%80'inde 5 cm veya daha biiyiik bir over kisti varligiyla birlikte ortaya cikar (7-10).
Gebelikte insidansi kesin olmamakla birlikte bazi c¢alismalarda 1-5/10.000 olarak
bildirilmektedir (11, 12). Ozellikle gebeligin ilk trimesterinde daha sik goriilmektedir
(11). Bununla birlikte, mevcut popiilasyonda hastaligin gergek insidansi bilinmemektedir.
Hindistan'da gebe kadinlardan olusan genis bir kohortta insidans %0.03 (5/16260) olarak
bildirilmistir (88). Ingiltere'de, 1. trimesterde erken gebelik {initesine bagvuran kadimlar
tizerinde yapilan bir ¢aligmada, rutin taramada over kisti saptanan kadinlarda torsiyon
orani %3 (5/161) olarak bulunmustur (89). Over torsiyonu, vakalarin ¢ogunlugunda 20

yas Ustiindeki ve 40 yasin altindaki kadinlarda rastlanmistir (13, 14).

2.3.3. Risk faktorleri
Over torsiyonunda goriilen en onemli risk faktorleri; dogurganhik caginda olmak,
ortalama 5 cm’nin lizerinde benign veya malign over kitlesi bulunmasi, gebelik,

ovulasyonun indiiklenmesi, polikistik over sendromu ile birlikte over torsiyonu
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gecmisine sahip olmak da sayilabilir (5). Over kistinin biiyiikliigii, over torsiyonu riskiyle
iligkilidir (8). Yapilan bir ¢alismada, 87 over torsiyonu vakasinda risk olusturabilecek
kitlelerin ortalama biiyiikliigiiniin 9.5 cm oldugu ve bunlarin %89'unun 5 cm'den biiyiik
oldugu bildirilmistir (13). Bununla birlikte, c¢esitli biiyiikliikteki kistlerde de over
torsiyonu riski bulunmaktadir (8). Over kisti, overin tutunmasini saglayan iki ligamendin
ekseni iizerinde donme ihtimalini arttirir. Bu durum venoz ¢ikist ve sonunda arteriyel
girisi engeller (35). Bunlara ek olarak, normal over torsiyonu vakalarmma pediatrik
poplilasyonda da rastlanmaktadir (5). Kesin etiyolojisi heniiz bilinmemekle birlikte,
overin boyutunda meydana gelen artig, serbest mobilizasyon ve uzun pedikiil predispozan
faktorlerdendir (11). Over torsiyonu, intrauterin donemden postmenopozal doneme kadar
her yasta ortaya cikabilir (90). Fertilite i¢in tedavi alan hastalar disinda risk barindiran
durumlardan biri de gebelikte overde genislemis folikiillerdir (91). Yaygin olarak, dogum

yapmamis veya gebe olma egiliminde olan iireme ¢agindaki kadinlarda goriiliir (13, 92).

2.3.4. Etyopatogenez

Over dokusunu besleyen ve destekleyen infundibulopelvik ligament ve utero-ovaryan
ligamentlerin tam veya kismi olarak donmesi ile birlikte over kan akimi azalir veya kesilir
ve bunun sonucunda ligamentlerde biikiilme meydana gelir (5). Dogustan uzun olan over
ligamentleri, pelvik ligamentlerin asir1 gevsekligi veya over torsiyonun ekseninde daha
fazla donmesine ve hareket etmesine izin veren nispeten kii¢iik bir uterus da over
torsiyonu i¢in predispozan faktorler olabilir (15, 16). Ligamentlerde donme sonucunda
6dem ve kan akiminda azalma meydana gelir. Ilk olarak, vendz akis bozulur ve bunu artan
O6demin bir sonucu olarak arteryel akimin engellenmesi takip eder ve iskemi olusur.
Iskemi sonucu overde nekroz, hemoraji ve peritonit gelisebilir (5, 6). Sigmoid kolonun
pelvisin sol tarafinda yer almasindan dolay1, sag tarafta torsiyon sol tarafa gére daha sik

goriilmektedir (93).

Over torsiyonlu pediatrik hastalarin %25'ine kadar1 normal overlere sahiptir. Bu
popiilasyonda artan over torsiyonu egilimi, pediatrik hastalarda uterusun kii¢lik boyutu
ve overin fazla hareketliligine neden olan goreceli olarak uzun utero-ovaryen
ligamentlerden kaynaklanabilir (24, 94). Over torsiyonu olan adolesanlarda en sik
rastlanan over patolojileri, benign fonksiyonel over kistleri ve benign teratomlardir (16).
Bu popiilasyonda malign over kitlelerinin torsiyona ugramasi nadir goriiliir (15, 95).

Siklikla, pediatrik over torsiyonu vakalarinin %51 ila %84'l, overe baglh c¢esitli
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patolojilere baghdir. Bu patolojiler arasinda; kistik teratomlar veya dermoidler (%31),
folikiiler veya hemorajik over kistleri (%23-%33), daha az siklikla ise

paraovaryan/paratubal kistler, kistadenomlar veya hidrosalpinks yer alir (24, 96).

2.3.5. Tam

Over torsiyonu; genellikle ani baglayan alt karin agrisi, pelvik agri, bulanti ve kusma
belirtilerinden biri veya birkaci ile kendini gosterebilir (17-19). Agr1 hastalarda degisiklik
gosterebilmekte ve her hastada goriilme sikligr degismektedir. Rotasyonun derecesine
gore agrinin sekli degisir. Sabit veya aralikli sekilde gergeklesebilir. Agri bircok durumda
tek lokalizasyonda olmasina ragmen karina, sirta veya yana dogru yayilabilir (18).
Semptomlar genellikle spesifik olmadig: i¢in klinik olarak teshisi zordur (13). Over
torsiyonu; korpus luteum kisti riiptiirii, akut apandisit, overlerin hiperstimiilasyonu, iiriner
obstriiksiyon, {irolitiazis, gastroenterit, hemorajik over kisti riiptiirli, pelvik inflamatuar
hastalik ve dis gebelik gibi diger tanilardan ayirt edilmelidir (19-24). Taniy1
kesinlestirmede kanitlanmig higbir laboratuvar testi bulunmamakla birlikte gebelik, over
torsiyonu i¢in bir risk faktorii olabileceginden, iireme ¢agindaki hastaya oncelikle beta-
insan koryonik gonadotropin (B-HCG) testi yapilarak olast bir ektopik gebelik
dislanmalidir (93, 97). Buna ek olarak, hastalara tam kan sayimi1 ve elektrolit degerlerin
Olctimii klinik degerlendirme ve ayirici tanida yardimcidir (5). Tsai ve ark. (97) tarafindan
pediatrik popiilasyon iizerinde yapilan bir ¢calismada, l6kosit artis1 ve yiiksek C-reaktif

protein (CRP) seviyeleri, over iskemisi ile iliskilendirilmistir.

Goriintiileme yontemleri, over kitlesini degerlendirmede tanisal degerlendirme igin
onemlidir (8, 25). Bunlar arasinda, ultrasonografi (USG), renkli Doppler USG ve
manyetik rezonans goriintiileme (MRI) sayilabilir (8, 22). Over torsiyonunun tanisinda
ilk tercih edilen goriintiilleme yontemi USG’dir (8). Torsiyone olmus bir over; 6dem veya
vaskiiler ve lenf tikaniklig1 nedeniyle diger taraftaki overe kiyasla, daha yuvarlak ve
genislemis sekilde olabilir (98-100). USG ile over kitlesi bilesenlerine, lokalizasyonuna,
dansitesine ve boyutuna gore ayirt edebilmektedir. Bununla birlikte girdap isareti olarak
da bilinen kendi etrafinda donmiis over pedikiilii ve over etrafinda ve Douglas ¢ukurunda
serbest sivi gibi bulgular da USG yardimi ile tespit edilebilir (98-101). Doppler
kullanildiginda arteriyel veya vendz akisinda azalma ya da durmus olmasi, torsiyonun
varhigim gostererek dogru taninin konulmasina yardimei olabilir (102). Fakat, anormal

veya azalmig over kan akis1 bulgular torsiyon i¢in duyarli olsa da, arteriyel perflizyon
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torsiyonun nispeten ge¢ donemlerine kadar korunabileceginden normal vaskiilarite

goriiniimii ile yanlis bir sekilde yorumlanmamasi 6nemlidir (102, 103).

Manyetik rezonans gorintiilleme pahalidir ancak USG bulgular1 belirsiz ise over
torsiyonunun teshisinde olumlu etkisi olabilir (8, 104). MRI, over kitlesinin bilesenlerini
USG’den daha detayl1 bir sekilde gosterebilir (8). Bilgisayarli tomografi ise genellikle
radyasyon ve yogunluk nedeniyle over torsiyonunda kullanilmasa da akut karin veya
pelvik agrist olan hastalarin apandisit, divertikiilit ve diger tanilar1 dislamak igin

kullanilabilir (8, 15, 22, 105).

2.3.6. Tedavi

Over torsiyonunu tedavi etmek i¢in standart uygulanan yontem cerrahidir. Yaygin olarak
kullanilan iki cerrahi yontem olan laparoskopi ve laparotomidir. Laparoskopik yaklagim
daha yaygin bir prosediir haline gelse de over veya fallop tiip kanseri siliphesi varsa,
laparotomi daha sik kullanilmaktadir (26, 27). Cerrahi islem yapilirken, over canliliginin
degerlendirilmesi ve fonksiyonunun korunmasi énemlidir. Torsiyone olmus bir overin
canliligini saptamanin cerrahi islem sirasinda tek yolu gorsel muayenedir (8, 106).
Geleneksel goriise gore, koyu renkli ve biiyiimiis overler vaskiiler ve lenfatik konjesyon
yasayabilir ve canli goriinmeyebilirler. Yapilan bircok calisma ise siyah veya mavi
renkteki overlerin detorsiyon sonrasinda bile fonksiyonunu koruyabilecegini One
stirmiistiir (107, 108). Benign over kisti olgularinda genellikle over kistektomi yapilir.
Maligniteden siipheleniliyorsa ooferektomi onerilmektedir (8). Overin detorsiyonu ile
birlikte overin reperfiize olmasi sonucu bazi lokal ve sistemik etkiler goriilebilir. Buna
bagli olarak, overde I/R hasarina neden olabilir. Bu hasarin énlenmesi i¢in farkli tedavi
stratejileri lizerinde ¢alisilmaktadir (28, 29). Detorsiyondan sonra niiks etme riski vardir,
ancak insidansi ve nedenleri bilinmemektedir. Buna ek olarak, torsiyonun sag tarafta
meydana gelme olasilig1 daha yiiksektir. Buna neden olarak da, infundibulopelvik bagin
sagda daha uzun olmas1 ve/veya solda torsiyonu onleyen sigmoid kolonun varligi oldugu
diistintilmektedir (109). Ooforopeksi veya over fiksasyon prosediirii, niiks eden ya da
niiks etme ihtimali yiliksek bulunan vakalarda ve operasyon sirasinda normalden daha
uzun bir uteroovaryan ligament varligi tespit edildiginde tercih edilebilir (110-112).
Ooforopeksi, hastanin fertilitesini korumak ve gelecekteki over torsiyonu riskini azaltmak

icin yapilan bir cerrahi islemdir, ancak en iyi yontem konusundaki tartigmalar devam
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etmektedir (113, 114). Buna ek olarak, niiks olgularinda ooforopeksi yaklasimi uzun

vadeli takip ve sistematik ¢aligmadan yoksundur (8, 114).

2.4. iskemi/Reperfiizyon

2.4.1. iskemi

Iskemi terimi, dokulara yetersiz kan akismi ifade etmek igin ilk kez 19. yiizyiln
baslarinda kullanilmistir (57). Iskemi ya da dokuya ulasan arteriyel kan miktarinda
azalma, insanlarda goriilen cesitli hastaliklarin arka planinda yer alabilen ve sik
karsilagilan bir akut hiicre hasar1 nedenidir (115). Ayrica, iskemi, dokulara ulasan kan
miktarinda azalma ya da tamamen kesilme durumunda oksijen ile diger metabolitlerin
hedeflerine ulasamamasi olarak da tanimlanabilir. Iskemi siirecinde metabolik
fonksiyonlarda bozulmalar meydana gelir (30). Arteriyel kan akiminin engellenmesi

hipoksiye neden olur ve mitokondride elektron tasima zincirinin islev bozukluguna yol

agabilir (32).

Baslangigta, mitokondriyal anaerobik glikoliz yoluyla glikojen parcalanmasi laktik asitle
birlikte iki ATP molekiilii iiretilmesine neden olur ve bu da doku pH’inda azalmaya yol
acar ve daha sonra, negatif feedback (geribildirim) yoluyla ATP tiretimini inhibe eder
(30, 115). Dokuda artan laktik asidin tutulumu metabolik asidoza yol agabilir (32).
Ayrica, hiicre yiizeyindeki sodyum-potasyum pompalar1 (Na*-K*-ATPaz) ve kalsiyum
pompalar1 (Ca*?/ATPaz) da islevsiz hale gelebilir. Na*-K*-ATPaz pompas islevsiz hale
gelmesi hiicrede sodyumun (Na®) ve potasyumun (K*) birikmesine neden olur. Hiicre
icinde Na* diizeyinin yiikselmesi, sodyum-hidrojen (Na*-H*) pompalarmin aktivitesini
azaltir. Endoplazmik retikulumda Ca**/ATPaz pompalar1 da islevsiz hale gelerek
kalsiyumun geri alimmmi sinirlar. Hiicrelerde H*, Na* ve Ca™ iyonlarmin birikimi
hiperosmolariteye neden olur, bu da sitoplazmaya sivi gogiine ve hiicrenin sismesine yol
acar. Hiicrede H* birikimi ile hiicresel pH'in diismesi, enzim aktivitesinin bozulmasina ve
niikleer kromatinin kiimelenmesi ile sonuglanir. Buna ek olarak, hiicresel pH’1n diisiisii
ER’da ribozomlarin ayrilmasina ve buna bagl olarak protein sentezini azalmasina neden
olur (32). Iyon dengesini korumak icin, K iyonlar1 hiicreden interstisiyuma geger.
Kalsiyum mitokondriden sitoplazmaya ve ekstraselliiler ortama salinir, bdylece kalpain
dahil mitokondriyal kalsiyuma bagimli sitozolik proteazlar1 aktive eder ve bu da hiicresel

enzim ksantin dehidrogenazi ksantin oksidaza doniistiiriir. Fosfolipazlar ayrica iskemi
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sirasinda aktive olur, membran lipitlerini bozar ve dolagimdaki yag asitlerinin seviyelerini
arttirir  (30).  Iskemi-reperfiizyon hasarindaki temel mekanizma; anaerobik
metabolizmanin iskemi ile indiiklenmesiyle baslar, bu da iyon degisim kanallarinin
bozulmasina yol acan daha diisiik ATP iiretimi ile sonuglanir. Azalan ATP {iretimine
ragmen, siirekli ATP kullanimi nedeniyle sirasiyla ADP, AMP ve IMP ardindan
adenozin, inozin, hipoksantin ve ksantine doniisiir (30, 31). Hiicre hasarini1 6nlemek i¢in
gerekli olan ilk yontem hipoperfiizyon siiresini kisaltmak ve reperfiizyon saglamaktir

(32).

2.4.2. iskemi/Reperfiizyon hasar1 (I/R hasarr)

Iskemi/reperfiizyon hasari, oksijen ve metabolik substratlarda dengesizlige neden olan,
dokuya veya organa arteriyel kan akisinin engellenmesini takiben ortaya g¢ikan bir
fenomen olarak tanimlanabilir (34). Bu dengesizlik de doku hipoksisine neden olur ve
hiicrelerdeki metabolik siirecleri inhibe eder; paradoksal olarak, arteriyel kan akiminin ve
yeniden oksijenlenmenin saglanmasi, doku hasarmin siddetlenmesi ve siddetli bir

inflamatuar yanit ile iliskilidir (15, 34, 57, 116).

Iskemi/reperfiizyon hasar1, dokuda iskemik hasardan daha zararli olabilmektedir. Iskemi-
reperfiizyon hasarmin neden oldugu toplam doku hasari, iskemi hasar1 ve reperfiizyon
hasar1 olarak iki kisma ayrilir. Iskemik hasar baslangigta hipoksi ve hiponutrisyona neden
olabilir (32). Uzun siireli iskemi sonrasinda, hiicrelerden gelen metabolik {irtinler tutulur
ve metabolik asidoza neden olur. Kan akimi yeniden saglandiginda; inflamatuar yanit
ortaya c¢ikabilir, RNS ya da ROS iiretimi artabilir ve bu da ikincil hasara yol agabilir.
Hiicre yaniti, toplam doku hasarinin siddetine baglidir (33, 34). Uzun siireli I/R hasarinin
neden oldugu hiicre hasar1 apoptoz, otofaji, nekroz ve nekroptoza neden olur (117-119).
Orta dereceli I/R hasari, otofaji yoluyla hiicre disfonksiyonuna neden olur ve hiicrelerin
hayatta kalma mekanizmalarini aktive eder. Hasar siddetli ise, hiicre 6liimii apoptotik
veya nekrotik yollardan indiiklenir (120). Daha kisa siireli I/R hasar1, ROS olusumunu ve
hiicre hasarini kontrol etmek i¢in hiicre hayatta kalma programlarini aktive edebilir (121).
Iskemi-reperfiizyon hasarimnin farkli patogenez yollarina bagli olarak farkli hiicre dliimii
mekanizmalar1 indiiklenir (32). Iskemi-reperfiizyona bagli doku hasarinin, organ
transplantasyonu, miyokard infarktiisii, serebrovaskiiler hastaliklar, major cerrahi

girisimler, akut renal hasar, hepatik hasar, orak hiicre anemisi, over torsiyonu, hemorajik
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sok ve resiisitasyon gibi ¢esitli durumlar i¢in yliksek morbidite ve mortaliteye katkida

bulundugu diistiniilmektedir (36-43).

2.4.3. iskemi/Reperfiizyon hasar1 mekanizmalar

Reaktif oksijen tiirlerinin I/R hasarinda rol oynadigina dair bulgular farkli kanitlara
dayanmaktadir. Bunlar; ROS’un temizlemesini ve/veya detoksifikasyonunu artiran
miidahalelerin reperfiizyon hasarin1 énlemesi, normal dokuda yapay ROS iiretimi I/R'ye
verilen hasar yanitin1 tekrarlamasi, iskemik dokularda artmis ROS iiretimi ve bunlarin
karakteristik hiicresel 'ayak izlerinin' post-iskemik dokularda tespiti olmak {izere ii¢ kanit

dizisine dayanmaktadir (48).

Reperfiizyon hasarinin altinda yatan mekanizmalar karmasik ve ¢ok faktorlii olmakla
birlikte reperfiizyon ile birlikte oksijen ile beslenen serbest oksijen radikalleri,
kompleman sistem aktivasyonunu, endotel hiicre disfonksiyonu ve PMN aktivasyonunu

igerir (44-50).

2.4.3.1. Komplemanin rolii

Iskemi/reperfiizyon hasarinin artmasina katkida bulundugu diisiiniilen bagka bir olay da
inflamasyondur. Kompleman sisteminin aktivasyonu, I/R hasarida inflamasyon ve doku
hasarimin artmasma katkida bulunur (122). Kompleman sistemin aktivasyonu
proinflamatuar maddelerin salinimina neden olur. Aktive olan kompleman bilesenleri,
inflamatuar sitokinlerin ve kemokinlerin salmimin tetikler. Ozellikle kompleman 3a
(C3a) ve kompleman 5a (C5a) anafilotoksinleri, proinflamatuar yanitlarin artmasina
neden olur (123). Bu durum, I6kositlerin aktivasyonunu tetiklemesiyle inflamatuar yanit

olusmasina neden olur (124, 125).

Iskemi/reperfiizyon hasarinda kompleman sisteminin rolii tam olarak anlasilamamis
olmakla birlikte, sitokinler, I/R hasarinda pro-inflamatuar veya anti-inflamatuar olarak
rol alabilir. Timor nekroz faktor-alfa (TNF-a), ¢esitli hiicre tipleri tarafindan iiretilse de,
makrofajlar I/R'de baslica sebeplerdendir. Bu sitokinler, hem parakrin hem de endokrin
etki gosterebilir. Salindiktan sonra, TNF-a, spesifik reseptorlere baglanarak kemokinlerin
ekspresyonunu indiikler, ROS {iretimini uyarir ve niikleer faktor kappa B (NFxB) gibi

transkripsiyon faktorlerini aktive ederek adezyon molekiillerinin ekspresyonunu uyarir.
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Bu durum, postiskemik dokularda nétrofillerin toplanmasini ve aktivasyonunu saglar (57,

125).

Yapilan bir ¢alismada, proinflamatuar interlokin 1 beta (IL-1P) ve TNF-a'nin I/R'ye
maruz kalan dokularda arttigi gdosterilmistir (123). Ayrica, ROS'un, proinflamatuar
sitokinlerin tiretimini kontrol eden NF«kf ekspresyonunu uyardigi bilinmektedir (126).
Buna ek olarak, yapilan baska bir calisma ise, I/R uygulanan overde oksidan ve

proinflamatuar sitokinlerin artisinin infertilite ile iligkili oldugu bildirilmistir (127).

2.4.3.2. Polimorfoniikleer Lokositlerin (PMN) rolii

Serbest radikaller ve nétrofiller dahil olmak iizere birgok faktor I/R hasari ile
iligkilendirilmistir. ~ Polimorfoniikleer = 16kositlerin  dokuya infiltrasyonu akut
inflamasyonun karakteristigidir ve kemotaktik medyatdrlerin kollektif etkisini gdsterir.
Bu I6kositler, mikrovaskiiler okliizyon, siliperoksit radikalleri ve sitotoksik enzimlerin
salinmasi, vaskiiler permeabilite artist ve sitokin salinimina neden olarak hasarin

olusmasina katkida bulunurlar (48, 128, 129).

Polimorfoniikleer 16kositlerin; aktivasyonu ve migrasyonu, adhezyon molekiilleri ile
gerceklesir. Adezyon molekiilleri L, P ve E selektinler olmak tizere ii¢ iiyeden ibarettir. P
selektinlerin gorevi, I/R hasar1 olusumunda 16kositlerin endotel ile baglantisini
saglamaktir. Daha sonra 16kosit beta-2 integrinler ve interselliiler adezyon molekiilii 1
(ICAM-1) ile PMN'lerin adezyonu ve agregasyonuyla sonuglanan bir siire¢ olan adezyon
ve migrasyon meydana gelir. Bu zinciri trombosit endotel adezyon molekiilii 1 (PECAM-
1), l6kosit transmigrasyonunu takip ederek tamamlar. Bir dizi kemotaktik faktorler,
l16kositlerin migrasyon zincirini baslatir ve inflamatuar siireci tetikler. Bu faktorler
arasinda C3a, I6kotrien B (LT-B), interlokin-1 (IL-1), trombosit aktive edici faktor (PAF)
ve prostaglandinler bulunur (50, 129, 130). Aktive olmus I16kositler, nukleus
transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonuna ve TNF-a sentezine yol agar. Bu siirecte,
hiicrede serbest radikaller ve l0kositlerin iirettigi maddeler ortaya ¢ikar ve adezyon
molekiilleri inflamatuar siirecin baslamasina katkida bulunur. Nétrofillerin aktif hale
geldigi durumlarda, gesitli kimyasal maddeler salarak hasara neden olmalarinin yani sira
damar i¢inde hiicresel agregatlar olusturup aktif trombositlerin damar endoteline

adhezyonunun mikrovaskiiler okliizyonlara yol agtig1 bilinmektedir (124, 128, 129).
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2.4.3.3. Endotel hiicrelerinin rolii

Endotel hiicrelerine bagli vazomotor tonus kontrolii, I/R sonrasi vazodilatasyonda azalma
ve vazokonstriksiyonda artis ile Onemli Olciide tehlikeye girer (131, 132).
Iskemi/reperfiizyon hasari sirasinda meydana gelen oksidatif stres, endotel hiicrelerde
aktivasyonu ve fonksiyon bozulmasini tetikler. Endotel hiicreleri, hem ROS iiretirken
hem de ROS’un hedefi olarak rol oynarlar. Bu siirecte, endotel hiicreleri hem endotelin,
hem de nitrik oksit iiretimine neden olurlar. Ancak, bozulan endotelin/nitrik oksit dengesi
arterlerde vazokonstriksiyon, venlerde ise vazodilatasyon seklinde kendini gosterir.
Ayrica, endotel hiicrelerinin aktivasyonu, kompleman sistemini aktive ederek 16kosit

iretimini arttirir ve inflamasyon mekanizmasinin baslatilmasina yol agar (57, 133).

2.4.3.4. Serbest radikallerin rolii

Serbest radikaller iskemi sirasinda az miktarda olusurken, reperfiizyon sirasinda oksijenin
ortama yeniden ulagmasindan sonra ¢ok daha fazla ROS ve RNS meydana gelir.
Molekiiler oksijenden olusan ROS, serbest radikaller veya diger formlar olarak ortaya
cikabilir (35). Fizyolojik kosullarda, bir hiicre tarafindan tiiketilen oksijenin %1-2'si
oksijen radikallerine doniisiir ve bu da ROS olusumuna yol acabilir (134). In vivo ROS'un
ana kaynagi aerobik solunumdur. Bununla birlikte, ROS ve RNS yag asitlerinin
peroksizomal B-oksidasyonu, mikrozomal sitokrom P450 (CYP450), ksenobiyotik
bilesiklerin metabolizmasi, patojenler veya lipopolisakkaritler tarafindan fagositozun
uyarilmasi, arjinin metabolizmasi ve dokuya 6zgii hiicresel enzimler tarafindan da tiretilir
(135, 136). Hiicresel ROS iiretimi ve hiicrede meydana gelen redoks tepkimeleri hiicre
patofizyolojisini anlamak i¢in 6neme sahiptir (134). Endoplazmik retikulum, lizozomlar
veya peroksizomlar daha oksitleyici olabilirken, mitokondri ve niikleus daha indirgeyici
olabilir. Hiicredeki ROS seviyelerinde meydana gelen degisken durumlardan dolay,

ROS’un hem yararli hem de zararl etkilere yol agabildigi diigiiniilmektedir (137).

2.5. Serbest radikaller
Serbest radikaller, normal hiicresel metabolizmanin iirtinleridir. Serbest radikal, dis
yoriingesinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron iceren ve bagimsiz olarak var

olabilen bir atom veya molekiil olarak tanimlanabilir (138).
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2.5.1. Serbest radikallerin olusumu

Serbest radikaller, kimyasal olarak kararsiz yapiya sahip olduklarindan dolayr dis
yoriingelerinde bulunan elektronlari eslestirerek daha kararli hale ge¢mek icin molekiiller
veya atomlarla etkilesime girme egilimindedirler (135). Ancak, molekiile bir elektron
ilavesi ya da bir elektron kayb1 onu kararsiz, kisa émiirlii ve yiiksek reaktif yapar (138,
139). Serbest radikallerin, kararli bir bilesik olusturmak i¢in diger molekiillerle ya da
atomlarla bag kurmaya c¢alismasi serbest radikallerin oksidan ya da rediiktan

davranabilmesine neden olur (140).

Oksijen, aerobik organizmalarin yasami i¢in gereklidir ve oksijen kullanma yetenegi,
insanlarin ve hayvanlarin enerji liretmek icin lipitleri, proteinleri ve karbonhidratlar
metabolize etmelerini saglamistir, ancak paradoksal olarak oksijen kullanimi insanlarda
yaslilik ve hastalik siirecine katkida bulunur (139). Hiicreler enerji iiretmek i¢in oksijen
kullandiginda, mitokondri tarafindan ATP iiretiminin bir sonucu olarak serbest radikaller
tiretilir. Serbest radikaller, oksijen ve nitrojen kaynakli olabilir (135). Bu yan iiriinler
genellikle hiicresel redoks isleminden kaynaklanan ROS ve RNS’dir. Serbest radikallerin

lipitler, proteinler ve niikleik asitler i¢in 6zel bir afinitesi vardir (139, 141, 142).

Reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri, radikal veya radikal olmayan bilesikler olabilirler
(Tablo 2.2) (136, 139, 140, 143). Oksijen molekiiliiniin kendisi bir radikal olup,
eslenmemis iki elektronun varlig1 nedeniyle biradikal olarak adlandirilir (136). Baslica
reaktif oksijen tiirleri arasinda siiperoksit anyonu (O2"), oksijen radikali (O2*), hidroksil
(*OH), alkoksil radikali (RO"), peroksil radikali (ROQ") sayilabilir. Reaktif nitrojen tiirleri
ise nitrik oksit (NO®) ve nitrojen dioksit (veya azot dioksit, NO;") dahil olmak {izere azot
bazli radikalleri igerir. ROS’lar ve RNS’ler radikal olmayan tiirlere doniisiir. Radikal
olmayan tiirler arasinda H>O., hipoklor6z asit (HOCI), hipobromoéz asit (HOBr), ozon
(O3), singlet oksijen ('0y), nitrdz asit (HNOy), nitrozil katyonu (NO™), nitroksil anyonu
(NO"), dinitrojen trioksit (N203), dinitrojen tetraoksit (N2O4), nitronyum katyonu (NO>"),
organik peroksitler (ROOH), aldehitler (HCOR) ve peroksinitrit (ONOO") bulunur (135,
136, 139, 142). Radikal olmayan tiirler, serbest radikal olmasa da canli organizmalarda
serbest radikal reaksiyonlarin1 kolayca tetikleyebilirler (144). Serbest radikallerin
kimyasal reaktivitesi, biyolojik molekiillere zarar verme potansiyelleri ile dogrudan

iliskilidir. Reaktif oksijen tiirleri, sadece radikalleri degil ayn1 zamanda radikal olmayan
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tiirleri de kapsar. Ancak biyolojik sistemler esas olarak oksijenden {iretilen radikaller

tarafindan hasara ugramaktadir (139).

Tablo 2.2. Baslica Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) ve Reaktif Nitrojen Tiirleri (RNS) (136,
139, 140, 143)

Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) Reaktif Nitrojen Tiirleri (RNS)
Radikaller
Isim Sembol Isim Sembol
Stiperoksit 0.~ Nitrik Oksit NO’
Hidroksil *OH Nitrojen dioksit NO2
Hidroperoksil HOY' Nitrat radikali NO5*
Peroksil radikali ROO*
Alkoksil radikali RO’
Organik hidroperoksit | ROOH
Lipit peroksil LOO*
Radikal Olmayanlar
Hidrojen peroksit H>0: Nitroz asit HNO:>
Singlet oksijen 0, Nitroksil anyonu NO-
Ozon 03 Nitrozil katyonu NO*
Hipokloroz asit HOCI Nitronyum katyonu NO>*
Hipobromoz asit HOBr Peroksinitrit ONOO™
Nitronyum (nitril) NO;* Dinitrojen trioksit N2O3
katyonu
Aldehitler HCOR Dinitrojen tetraoksit N>O4
Organik peroksitler ROOH Nitril klorid NOCl

Stiperoksit anyon radikali; enzimatik yollar, oto-oksidasyon reaksiyonu ve bir elektronun
molekiiler oksijene transfer edildigi enzimatik olmayan elektron transfer reaksiyonlari ile
olusturulan en oOnemli yaygin ROS'dur. Cogunlukla mitokondri iginde {iretilir ve
biyomolekiillerle reaktivitesi diistiktiir (136). Siiperoksit iiretebilen enzimler arasinda
ksantin oksidaz, lipooksijenaz, siklooksijenaz ve NADPH bagimli oksidaz yer alir. Diisiik
pH'de O>™ veya hidroperoksil radikal (HO;") gibi iki farkli sekilde bulunabilir (145).
Hidroperoksil radikali, yiikli form O:"’den daha kolay bir sekilde ¢ift fosfolipid
katmanina girebilir. Fizyolojik pH altinda en sik gériilen form siiperoksittir. indirgeyici

bir ajan olarak islev gorebilir ve sitokrom-c ve ferrik-etilen diaminetetraasetik asit (Fe*-
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EDTA) gibi demir komplekslerini indirger, boylece Fe*’ ise Fe**'ye indirgenir. Ayrica
oksitleyici bir ajan olarak da islev gorebilir ve askorbik asit ve tokoferolii oksitleyebilir
(136). Molekiiler oksijen, benzersiz bir elektron konfigiirasyona sahiptir ve bir radikaldir.

Dioksijene bir elektron eklenmesi siiperoksit anyon radikalini olusturur (135).

O +e —> Oy (136)

0, + Fe™> —> Fe* + 0, (oto-oksidasyon) (136)

Reaksiyon sonucu meydana gelen siiperoksit anyonu "birincil" ROS olarak bilinir ve
dogrudan veya cogunlukla enzim veya metal katalizli siirecler yoluyla "ikincil" ROS

olusturmak i¢in diger molekiillerle etkilesime girebilir (135).

Stiperoksit radikali, baska bir siiperoksit radikaliyle reaksiyona girerek dismutasyon
reaksiyonu olusturur. Olusan reaksiyonda bir radikal oksijene oksitlenirken diger radikal

ise H2O2 olarak indirgenir (136).

cu,Zn,Mn—-S0D
0"+ 0"+ 2HY —— > H0,:0» (136)

Hidroksil radikali (*OH), hidroksit iyonunun nétr formu olmakla birlikte cok kisa
yarilanma dmriine (10” sn) sahip yiiksek reaktiviteye sahip serbest radikaldir (145, 146).
Hidroksil radikali; DNA, proteinler, lipitler ve karbonhidratlar gibi organik ve inorganik
bilesiklerle giiclii bir sekilde reaksiyona girme yetenegine sahiptir. Bu durum, diger tim

bilinen ROS’lara kiyasla daha biiyiik hiicresel hasara neden olmasini saglar (136).

Hidroksil radikali, Fenton reaksiyonu ile Haber-Weiss reaksiyonu ad1 verilen iki farkli
biyokimyasal reaksiyonlarin neticesinde meydana gelebilir (147, 148). Hidrojen peroksit,
ferritin (demir depolayan hiicre i¢i protein), seruloplazmin (plazma bakir tasiyici protein)
gibi farkli proteinlerle veya diger molekiillerle kompleks halinde bulunan Fe** ve Cu*
gibi metal iyonlari ile reaksiyona girerek Fenton Reaksiyonu sonucunda *OH olusturur
(148). Stres kosullarinda; O, fazlaligi; ferritinden serbest demiri saliverir ve saliverilen
serbest demir, Fenton reaksiyonuna katilarak *OH olusturur. Bunun disinda, O>" ile
H>O>‘in arasinda gergeklesen Haber-Weiss reaksiyonu adi verilen bir reaksiyon

sonucunda da *OH olugmaktadir (136).
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Fe™+ H,0, —> Fe® +«OH + OH" (Fenton Reaksiyonu) (147, 148)
02"+ H, 0, ———> 02+ *OH + OH- (Haber-Weiss Reaksiyonu) (147, 148)

Hidrojen peroksit, SOD enzimi tarafindan katalizlenen dismutasyon reaksiyonuyla veya
oksijen molekiiliiniin dogrudan indirgenmesi gibi yollar ile olusabilmektedir. Serbest
radikal olarak nitelendirilmese de, nispeten diisiik konsantrasyonda (10 uM) hiicreye
zarar verebilir ve daha yiiksek seviyelerde gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz gibi
hiicresel enerji lireten enzimleri etkisiz hale getirebilir ve biyolojik membranlara kolayca
niifuz eder (136). Oksidazlarin (iirat oksidaz, glikoz oksidaz, D-amino asit oksidaz)
varlig1, iki elektronun molekiiler oksijene aktarilmasiyla dogrudan H>O> sentezine yol
acabilir; bu enzimler mikrozomlarda, peroksizomlarda ve mitokondride bulunur (149).
Buna ek olarak, hidrojen peroksit, DNA iizerinde dogrudan bir etkiye sahip degildir, fakat
gecis metal iyonlarinin varliginda *OH radikalini tireterek DNA’y1 hasara ugratabilir
(150). Hidrojen peroksitin diger etkileri; demirin saliverilmesi, enzim inaktivasyonu ve
lipitlerin, siilfidril gruplarinin (-SH) ve keto-asitlerin oksidasyonu ile hem proteinlerinin

yapisinda hasara neden olmayi igerir (139, 143).

Nitrik oksit, L-arjinini L-sitriiline doniistiiren farkli nitrik oksit sentazlar (NOS)
tarafindan dokularda iiretilen kiiciik bir molekiildiir (151). Nitrik oksit (NO), hem lipofilik
hem de hidrofilik 6zelliklere sahip bir molekiil oldugundan dolay1 plazma membranina
ve sitoplazmaya gegisi kolay olur. Insan kan plazmasi NO’ya maruz kaldiginda, askorbik
asit ve lirik asit konsantrasyonlar1 azalir ve lipit peroksidasyonu tetiklenir (107). Noronal
NOS (nNOS), endotelyal NOS (eNOS) ve indiiklenebilir NOS (iNOS) gibi ii¢ farkli NOS

izoformu, nitrik oksit radikalinin olusumunda goérev alir (152).

NOS
L-Arjinin + Oz + NADPH —— L-Sitriilin + NO* + NADP* (151)

Nitrik oksit, guanilat siklaz ve protein kinazlar1 uyararak vaskiiler diiz kas hiicrelerinde
vazodilatasyona yol acan ikincil haberci olarak davranir. Ayn1 zamanda 6nemli hiicresel
redoks diizenleyicisi, diiz kasta gevseme, vazodilatasyon, kan basincinin diizenlenmesi,
gen ekspresyonu ve immiin mekanizmalarin diizenleyicisi olarak bircok biyolojik

aktivitede yer alir (136).
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Peroksinitrit, siiperoksit anyonu ve NO arasindaki reaksiyondan olusur (153). Nitrik
oksit, sliperoksit anyonu ile reaksiyona girerek peroksinitrit ad1 verilen giiglii oksidan
iretirler (154). Boylelikle her biri digerinin etkilerini modiile edebilir. Nitrik oksit ve
siiperoksit anyonu gii¢lii oksidanlar olmasalar da, ONOO 'nun etkiledigi biyolojik
hedefler oldukc¢a genistir (155). Yiiksek toksisiteye sahiptir ve reaktivitesi yiiksek
nitrozo-perokso-karboksilat (ONOOCO>") veya peroksinitroz asit (ONOOH) olusturmak
icin dogrudan karbondioksit (CO;) ile reaksiyona girebilir (156). Buna ek olarak,
peroksinitritin dekompozisyonu neticesinde *OH ve nitrojen dioksit olusur (154).
Peroksinitrit, biyolojik sistemlerde membranlarla birlikte sitozolik ve niikleer reseptorler
gibi ¢esitli hedeflere etki eder. Ayrica, lipitlerin oksidasyonuna, proteinlerde metiyonin
ve tirozinin oksidasyonu ve DNA'nin oksidasyonuna neden olabilir (136, 157). Olusan
nitrotirozin kalintilari, ONOO ’nun neden oldugu doku hasari ve inflamasyon gibi

patolojik siiregclerde 6nemli bir belirte¢ olarak kullanilir (139, 158).

NO*+ O, —> OONO (154)

Notrofil 16kositlerin primer graniillerinden salinan miyeloperoksidaz (MPO) enzimi,
degraniilasyon yoluyla fagozom ig¢ine birakilir. Bu enzim, H2O> ve klor (CI') gibi

bilesikleri kullanarak HOCI ad1 verilen giiclii bir oksidan olusturur (159).

2.5.2. Serbest radikal kaynaklar
Serbest radikaller, hem endojen kaynaklardan hem de ekzojen kaynaklardan olusabilir

(136).

2.5.2.1. Endojen kaynaklar
Iskemi-reperfiizyonda ortaya ¢ikan hasardan baslica mitokondrideki, peroksizomlardaki,
birgok enzim aktivitesindeki artis ve ER biyokimyasal mekanizmalar ile ortaya ¢ikan

serbest radikal olusumu sorumlu tutulmaktadir (51-53).

2.5.2.1.1. Mitokondri

Hiicre i¢inde olusan ROS’larin biiyiik bir kismi, mitokondride ATP iiretimi sirasinda
elektron transport zinciri (ETZ) kaynaklidir. Siiperoksit radikalleri elektron tagima
zincirindeki iki ana bolgede, yani kompleks I (NADH dehidrojenaz) ve kompleks I1I'te

(ubikinon sitokrom c rediiktaz) iiretilir (136). Bunun yan sira, serbest radikal olusumuna
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katkida bulunan diger mitokondriyal bilesenler arasinda monoamino oksidaz, a-
ketoglutarat dehidrogenaz, gliserol fosfat dehidrogenaz ve p66Shc proteini
bulunmaktadir (160, 161).

P66Shc proteini hiicresel sinyal iletiminde énemli bir rol oynayan bir protein olan Src
homoloji 2 alani igeren doniistiiriicli protein A (ShcA) ailesinin bir iiyesi olup sinyal
transdiiksiyonu yoluyla hiicre biiytimesi, farklilasma, proliferasyon ve apoptoz gibi
bir¢ok hiicresel siireci diizenleyen 6nemli adaptor proteinleridir. P66Shc, mitokondride
ROS iiretimine aracilik eder. P66Shcmin ¢ogu sitoplazmada bulunur ve kii¢lik bir kismi1
mitokondriyal intermembran boslukta lokalize olur. Oksidatif stres ile P66Shc
mitokondriyal intermembran bosluga transloke olur ve burada sitokrom-c ile birleserek

ROS iiretimini indiikler (136, 161).

2.5.2.1.2. Peroksizomlar

Peroksizom, ilk olarak H>O; iireten ve parcalayan bir organel olarak tanimlanmaistir (162).
Katalaz enziminin varli§ina ragmen, peroksizomlar H>O>'nin ana kaynaklarindan biridir
(163, 164). Hidrojen peroksit, bir¢ok peroksizomal enzimin normal katalitik aktivitesi
sirasinda bir yan {irlin olarak agiga ¢ikmakla birlikte siiperoksit radikalinin spontan veya
enzimatik dismutasyonuyla da olusabilir (165). Ayrica, H2O2, Fenton reaksiyonu

araciligiyla *OH radikalleri olusturabilir (135).

Peroksizomlar, yag asidi [B-oksidasyonu ve a-oksidasyonu yani sira purinlerin,
poliaminlerin, amino asitlerin, glioksilatin, ROS/RNS, gecis metal iyonlarinin ve diger
maddelerin metabolizmasini igeren birgok isleve sahiptir (166). Peroksizomlar, ROS ve

RNS olarak, H>O2, Oze—, *OH, NO+* ve ONOO™ radikali olusumuna neden olur (137).

Peroksizomlar, hem matriks hem de membranda siiperoksit radikalleri (O2e—) firetir.
Matrikste, ksantin oksidorediiktaz ve iirat oksidaz, O»e— radikalinin olusumundan
sorumludur. Ksantin oksidorediiktaz, purin metabolizmasi sirasinda iirik asit olusumunu
katalizler ve bu da iirat oksidaz tarafindan allantoine doniistiiriiliir. Her iki enzim de Oo*—
ve H>O» iiretir (53). Ayrica, ksantin oksidorediiktaz nitrat ve nitritlerin nitrik okside
indirgenmesini de katalize eder (147). Nitrik oksit, NOS tarafindan katalizlenen L-
arjininden de olusabilir (167). O2*—'nin NO- ile reaksiyonu, yliksek reaktif bir radikal olan
ONOO radikalinin olusumuna yol acar (53, 168).
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Buna ek olarak, a¢il CoA oksidazlar, D-amino asit oksidaz, L-a-hidroksi oksidaz, iirat
oksidaz, ksantin oksidaz, D-aspartat oksidaz gibi peroksizomal enzimlerin de serbest

radikal olusumuna neden oldugu gosterilmistir (Tablo 2.3) (136, 165, 169, 170).

Tablo 2.3. Peroksizomlarda ROS/RNS olusumuna yol agan baglica enzimler (136, 165,
169, 170)

Enzim Substrat ROS/RNS
Agil-CoA-oksidazlar (B- Yag asitleri H>0O»
oksidasyon enzimleri)
D-amino asit oksidaz D-prolin H>0O>
L-a-hidroksi oksidaz Glikolat H>0O>
Urat oksidaz Urik asit H20;
D-aspartat oksidaz D-aspartat H>0O>
Poliamin Oksidaz Spermin ve Spermidin N- H>0O>

asetil turevleri

Ksantin oksidaz Ksantin 02", NOe, H2O2
Indiiklenebilir Nitrik Oksit L-arjinin NOe, O™
Sentaz (NOS2)
2.5.2.1.3. Endoplazmik Retikulum (ER)

Endoplazmik retikulum enzimlerinden CYP450, sitokrom b5 enzimleri ve diamin
oksidaz da serbest radikal olusumuna rol oynar (171). Ayrica tiyol oksidaz enzimi olan
Eroplp, elektronlarin ditiyollerden molekiiler oksijene transferini katalize ederek H20>

olusumuna neden olur (172).

Serbest radikallerin diger endojen kaynaklari arasinda olan prostaglandin sentezi,
adrenalinin oto-oksidasyonu, fagositik hiicreler, indirgenmis riboflavin, FMNH?2,
FADH2, CYP450, immiin hiicrelerin aktivasyonu, inflamasyon, zihinsel stres, asiri

egzersiz, enfeksiyon, kanser, yaslanma ve iskemi de yer almaktadir (136, 171).

2.5.2.1.4. Enzim sistemi
Hiicrede bulunan gesitli oksidatif enzimler serbest radikal olusumuna katkida bulunur.

ROS olusumunu katalize edenler arasinda nitrik oksit sentazlar, NADPH oksidaz,
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prostaglandin sentaz, ksantin oksidaz, lipooksijenazlar, riboniikleotid rediiktaz, glukoz
oksidaz, miyeloperoksidaz, siklooksijenazlar ve CYP450 bulunur (173). Cesitli
oksidazlar tarafindan belirli miktarda ROS fiiretilir. Ornegin, ksantin oksidaz ve CYP450
rediiktaz esas olarak siiperoksit anyon radikalini olustururken, amino asitler ve glukoz
oksidazlar ¢ogunlukla H>O. olusumuna katkida bulunur (174). Ozellikle normal
fizyolojik kosullarda, ksantin oksidaz bir dehidrogenaz olarak islev gorerek ksantin veya
hipoksantinden hidrojeni uzaklastirir ve nikotinamid adenin diniikleotid (NAD) ile
baglar, boylece NADH iiretir (139). Ayrica, lipoksijenazlar da serbest radikaller
olusumunda rol oynar; Fe*?, Fe*¥'e oksitlendikten sonra ¢oklu doymamis yag asitlerini

(PUFA) hidroperoksitlere doniistiirebilir (175).

Yiiksek ROS seviyeleri, immiin hiicreleri (lenfositler, graniilositler ve fagositler)
tarafindan da olusturulur (176). Sitokrom P450 enzimleri, biyokimyasal reaksiyonlarda
oksijen kullanir ve az miktarda ROS olusumuna neden olur. Olusturulan ROS’un miktari,
bozunan bilesige ve reaksiyonda yer alan CYP450 enzimine baglh olarak degisir. ROS
olusumunda 6zellikle aktif olan enzim sitokrom P450 2E1'dir (139, 177).

2.5.2.2. Ekzojen kaynaklar
ROS ve RNS biyolojik sistemlerde ¢esitli ekzojen kaynaklar tarafindan da tiretilmektedir
(Tablo 2.4) (136).

Tablo 2.4. Serbest radikal olusumuna yol acan ekzojen kaynaklar (136)

Ekzojen kaynaklar
Hava ve su kirliligi Ultraviyole 11k
Alkol Pigirme (Fiime et, kullanilmig s1v1 yag, kati
yag)
Tiitin dumani Parasetamol, Belomisin, Halotan,

Metronidazol, Doksorubisin, Etanol gibi

ilaglar
Gegis metalleri - Cd, Hg, Pb, As CCl, (Karbon tetrakloriir)
Agir metaller - Fe, Cu, Co, Cr Yiiksek sicaklik
Endiistriyel solventler Pestisitler
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2.5.3. Serbest radikallerin etkileri

Serbest radikal olusumunda (ROS/RNS) artis veya antioksidan savunma sisteminde
yetersizlik nedeniyle organizmada oksidatif stres ve nitrozatif stres durumlar1 ortaya
cikabilir (178). Serbest radikaller, hiicre hasarina ve homeostatik bozulmaya yol agan
onemli makromolekiillere saldirir. Serbest radikallerin hedefleri viicuttaki her tiirlii
molekiilii icerir. Bunlar arasinda lipitler, niikleik asitler ve proteinler baslica hedeflerdir
(138). Bu durumda, lipitler, proteinler, karbonhidratlar ve DNA gibi hiicresel bilesenlerde

hasar meydana gelir ve hiicresel fonksiyonlar bozulabilir (178).

2.5.3.1. Lipitler

Membran lipitleri, esas olarak fosfolipitlerin ¢oklu doymamis yag asidi kalintilari, serbest
radikal oksidasyonuna karst daha duyarhidirlar (179). Lipit peroksidasyonu,
membranlarda ¢esitli fonksiyon kayiplarina neden olabilir. Bu kayiplar arasinda membran
akiskanliginin azalmasi, membrana bagli enzimlerin ve reseptorlerin inaktivasyonu, ve
membran gecirgenliginin bozulmasi yer alir (180). Lipit peroksidasyonu siireci, baglatma,
yayilma ve sonlandirma olmak {izere iic adimdan ibarettir. Lipit peroksidasyonunun ilk
asamasl, serbest radikalin lipitte bulunan bir metilen grubundan (-CH>) bir hidrojen
atomunu ayirmastyla baslar. Metilen grubu, bitisik bir ¢ift bagin varligi nedeniyle
hidrojen ve karbon arasindaki bagi zayiflatir, bu da hidrojen atomunun molekiilden
kolayca ayrilmasina ve karbon merkezIi bir lipit radikalinin (L) olusumuna yol agar.
Yayilma asamasinda, L’ radikali oksijenle hizla reaksiyona girerek lipid peroksi radikali
(LOO) olusturur ve bu da baska bir lipid molekiiliinden bir hidrojen soyutlayarak yeni
bir L* ve LOOH olusturur. Lipit peroksidasyonunun ana birincil iirtinleri, LOOH’dur. Bu
siire¢, kendini katalize eden (otokatalitik) zincir reaksiyonlar seklinde siirekli olarak

ilerler (181).

Sonlandirma asamasinda, lipit peroksitlerinin DNA ve proteinlere zarar veren lipit
peroksidasyonunun toksik son iirtinleri olan 4-hidroksinonenal (4-HNE), malondialdehit
(MDA), propanal ve heksanal gibi aldehitlere doniisiimii gerceklesir. Ayrica,
izoprostanlar arasidonik asidin lipit peroksidasyonunun énemli bir iiriiniinii olusturur ve

oksidatif lipit hasarinin yapicilar olarak kabul edilir (136, 180, 181).
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2.5.3.2. Proteinler

Protein oksidasyonu; Oz, *OH, peroksil, alkoksil, hidroperoksil gibi radikal tiirlerin yani
sira H,O», 0>, HOCI, '0,, OONO- gibi radikal olmayan tiirler tarafindan da indiiklenebilir
(182). Reaktif oksijen tiirleri proteinler ile etkilesime girerek karbonil ve diger amino asit
tiirevlerinin olusumuna katkida bulunur. Oksijen, siliperoksit anyonu ve protonlanmis
formu (HOy") protein oksidasyon siirecini belirler. Hipoklordz asit tarafindan tirozinden
3-klorotirozinin olusturulmasi, histidinin proteinlerin metal baglanma bdlgesinde 2-
oksohistidine oksidasyonu, tiyol gruplarinin oksidasyonu ve amino asitlerin karbonil
tiirevlerinin olusumu protein modifikasyonlarinin 6rneklerindendir (183). Reaktif oksijen
tiirleri; lizin, prolin, treonin ve arjinin gibi amino asit kalintilarinda oksidatif hasara neden
olarak karbonil tiirevleri olusumuna yol agar. Farkli amino asitlerin oksidasyonu
proteinleri denatiire eder ve enzim aktivitesi, reseptor fonksiyonu veya transport

fonksiyonu gibi fonksiyon kayiplarina neden olur (184).

Metiyonin ve sistein gibi siilfiir igeren amino asitler ROS tarafindan oksidasyona daha
duyarhidir ve sirasiyla disiilfitlere ve metiyonin siilfoksite doniistiiriiliir (185, 186).
Ancak biyolojik sistemlerde, proteinlerin yalnizca bu iki oksitlenmis formu, sirasiyla
disiilfit rediiktazlar ve metiyonin siilfoksit rediiktazlar olmak {iizere iki farkli enzim

tarafindan dogal formlarina geri donistiirtilebilir (139, 187).

Proteinlerde yer alan karbonil gruplari, serbest radikallerin aracilik ettigi oksidasyon
proteinlerinin belirtegleri olarak kabul edilir (188). Protein oksidasyonunun spesifik
belirtecleri arasinda hidroksil radikalinin belirteci olarak O-tirozin ve peroksinitritin

belirteci olarak 3-nitrotirozin (3-NT) yer alir (139).

2.5.3.3. Deoksiriboniikleik Asit (DNA)

Hem ROS hem de RNS niikleik asitlere oksidatif olarak zarar verebilir. Mitokondriyal
DNA, ROS’a kars1 niikleer DNA'dan daha savunmasizdir, ¢iinkii ROS olusumuna daha
yakin bir yerde bulunur. Yiiksek reaktiviteye sahip *OH radikali, purin ve pirimidin
bazlariyla ve deoksiriboz gibi DNA bilesenleri ile dogrudan reaksiyona girerek DNA'da
tek ve ¢ift zincir kiriklar dahil bir dizi degisiklige neden olabilir (140, 189, 190). Hidroksil
radikalinin pirimidinler ile etkilesimi sonucunda, timin glikol, urasil glikol, 5-
hidroksideoksi tiridin, 5-hidroksi deoksisitidin, hidantoin gibi modifiye pirimidin bazlar

olusurken; <OH radikalinin piirin bazlar1 ile etkilesimi sonucunda ise 8-
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hidroksideoksiguanosin, 8-hidroksideoksiadenosin, 2,6-diamino-4-hidroksi-5-
formamido pirimidin olusur. DNA bazlarinin diger serbest radikal kaynakli bazlari
arasinda 5-formil urasil, sitozin glikol, 5,6-dihidrotironin, 5-hidroksi-6-hidro-sitozin, 5-

hidroksi-6-hidro urasil, urasil glikol ve alloksan yer alir (191).

Buna ek olarak, OONO~, guanin ile etkilesime girerek sirasiyla 8-nitroguanin ve 8-

oksodeoksiguanozin gibi nitrozatif ve oksidatif DNA hasarina yol agabilir (136, 192).

2.5.3.4. Riboniikleik asit (RNA)

RNA; tek sarmalli yapisi, oksidasyona ugramis RNA i¢in aktif onarma mekanizmasina
sahip olmamasi, proteinler tarafindan DNA'ya gore daha az protein tarafindan korunmasi
ve ayrica sitoplazmik RNA'larin yiiksek miktarda ROS'un iiretildigi mitokondriye yakin

bulunmasi nedeniyle oksidatif hasara daha fazla maruz kalma egilimindedir (136, 193).

2.6. Antioksidanlar

Antioksidanlar, hedef molekiillerin oksidatif hasarini dnleme, azaltma, ortadan kaldirma
veya onarma yetenegi olan molekiillerdir. Antioksidanlar, oksitlenebilir bir substratla
karsilagtirildiginda diisiik konsantrasyonlarda bile substratin oksidasyonunu 6nemli
Olciide geciktiren veya engelleyen maddelerdir (194, 195). Hiicreler, dokular ve hiicre
dis1 matriks reaktif tiirlerin zararh etkilerine maruz kaldiginda, ¢esitli reaksiyonlara neden
olur. Bu reaksiyonlar, reaktif tiirlerin etkisini ortadan kaldirmak i¢in ¢oklu i¢ savunma
mekanizmalariin aktive edilmesini tetikler. Hiicre icinde biyomolekiillerin serbest
radikaller ve oksidatif stresin zararl etkilerinden korunmasi amaciyla antioksidan etkiye
sahip molekiiller ile enzimleri de iceren antioksidan savunma sistemi bulunur (196).
Antioksidan savunma sistemi, serbest radikal olusumunu o6nleyen, redoks-aktif metal
iyonlarin1 baglayip redoks dengesinin korunmasini saglayarak hiicresel hasar1 geciktiren
ve Onleyen mekanizma olarak tanimlanir (194). Serbest radikallerin ortadan kaldirilmasi
bir dizi karmasik siirecle iliskilidir. Antioksidanlar, elektron dondrii olarak davranip
reaktiflere hidrojen veya elektron vererek, enzim yapili antioksidanlara katilarak, selat
ajan1 gibi davranip demir ve bakir gibi gecis metallerinin H>O» ve siiperoksit ile
etkilesimini ve dolayisiyla yiiksek reaktif hidroksil radikallerinin olusumunu &nleyerek

etkilerini gdsterebilirler (139).
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Oksidasyon reaksiyonlar1 hiicreler i¢in hayati dneme sahip olmakla birlikte, zararl
etkilere de sahiptir; bu nedenle askorbik asit (C vitamini), o-tokoferol (E vitamini) ve
glutatyon gibi cesitli antioksidanlarin yani sira katalaz, SOD ve peroksidazlar gibi
antioksidan reaksiyonlar1 katalize eden farkli enzimatik sistemler igerir (58). Bu
antioksidan enzimlerin disfonksiyonu veya inhibisyonu oksidatif stresi tetikleyerek
hiicrede hasara ve lizise neden olabilir (135).

Antioksidan savunma sisteminde temel mekanizmalar sunlardir:

1) Serbest radikallerin olusumunun 6nlenmesi,

2) Oksidanlarin temizlenmesi (scavenging),

3) Toksik serbest radikallerin daha az toksik bilesiklere dontistiiriilmesi,

4) Sekonder toksik metabolitlerin ve inflamasyon mediyatorlerinin olusumun 6nlenmesi,
5) ikincil oksidanlarim zincir reaksiyon olusumunun engellenmesi,

6) Hasarli molekiillerin onarimu,

7) Endojen antioksidan savunma sisteminin tetiklenmesi.

Tiim bu savunma mekanizmalari, viicudu oksidatif stresten korumak icin bir arada caligir

(58, 197).

Antioksidanlar, endojen ve ekzojen antioksidanlar olarak iki ana gruba ayrilabilir (139).

2.6.1. Endojen antioksidanlar
Insan viicudu, oksidanlarin etkisini dengelemeye yarayan cesitli antioksidanlarla
donatilmistir  (198). Endojen antioksidanlar, enzimatik ve enzimatik olmayan

antioksidanlar olarak iki sinifa ayrilir (197).

2.6.1.1.Enzimatik antioksidanlar

Viicut enzimatik antioksidan mekanizmalar1 kullanarak serbest radikalleri modiile eder
ve biyomolekiillerin oksidatif hasara ugramasini Onler. Antioksidan enzimler lipit
hidroperoksit ve H>O: seviyelerini azaltir, bu nedenle lipit peroksidasyonunun
onlenmesinde ve hiicre membranlarinin yap1 ve islevinin korunmasinda onemlidirler.
Ayrica, DNA ve proteinleri onarabilme yetenegine de sahiptir. Tiim viicut hiicrelerindeki
antioksidan enzimleri; CAT, SOD ve GPX olan ii¢ ana antioksidan enzim sinifindan
olusur ve bunlarin tiimii, hiicrelerde homeostazin korunmasinda ¢ok dnemli rol oynar

(58).
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2.6.1.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutazlar, sliperoksit radikalinin molekiiler oksijen ve hidrojen peroksite
parcalanmasini katalize eder (199). Siiperoksit dismutaz enzimleri ¢cogunlukla aerobik
hiicrelerde ve hiicre dis1 sivilarda bulunur (200). Insanlarda SOD ii¢ formda bulunur.
Bunlardan, SOD1 temel olarak sitoplazmada bulunan bir enzimdir ve biitiin hiicre
tiplerinde genellikle yaygin olarak bulunmakla birlikte hem bakir (Cu) hem de ¢inko (Zn)
baglar. Ayrica peroksizomlarda ve niikleusta da yer alir (138, 201). Ikinci formu, SOD2
ise, mitokondriyal oksidatif fosforilasyon sirasinda olusan siiperoksit anyonlarinin
detoksifikasyonunda rol alan mitokondriyal manganez (Mn) SOD enzimidir (201).
Ucgiincii formu SOD3 ise ekstraselliiler bir enzim olup aym zamanda SOD1’e benzer

sekilde hem bakir (Cu) hem de ¢inko (Zn) baglayabilir (138).

2.6.1.1.2. Katalaz (CAT)

Katalaz, dort polipeptit zincirden olusur. Her polipeptit zincir 500 amino asit
uzunlugundadir ve enzimin H>O: ile reaksiyona girmesini saglayan dort porfirin hem
grubu igerir. Esas olarak peroksizomlarda bulunan CAT, H:0:'yi H>O ve O:'ye
dismutasyona ugratir. Hidrojen peroksit, yliksek oranda hidroksil radikali olusan spesifik
bir reaksiyon i¢in substrat gorevi gordiigiinden, katalazin hiicresel antioksidan savunma
mekanizmalarindaki birincil roliiniin H>O> birikimini azaltmak oldugu bilinmektedir

(58).

2.6.1.1.3. Glutatyon sistemi

Glutatyon sistemi, glutatyon (GSH), glutatyon rediiktaz, GPx ve glutatyon S-transferaz
igerir (155). Glutatyon peroksidaz; mitokondri, sitoplazma ve ekstraselliiler matrikste
bulunur (202). Glutatyon peroksidaz, H>O: ve organik hidroperoksitlerin par¢alanmasini
katalizleyen dort selenyum kofaktor iceren bir enzimdir. Glutatyon peroksidaz enziminin,
GPx1, GPx2, GPx3, GPx4, GPx5, GPx6, GPx7 ve GPx8 olmak lizere sekiz farkli izotipi
oldugu bilinmektedir. Bu izotipler, farkli genler tarafindan kodlanir ve hiicresel
yerlesimleri ve substrat tercihleri agisindan farklilik gosterir. Tiim GPx enzimleri, GSH'"t
indirgeyici olarak kullanarak hidrojen peroksitin suya indirgenmesini katalizler. Bu
reaksiyon sonucunda su ve okside olmus glutatyon (GSSG) meydana gelir. Glutatyon
rediiktaz ise NADPH bagimli olarak GSSG'nin rediikte edilerek tekrar GSH formuna
dontistimiinii katalizleyen bir enzimdir (155, 203-205).
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2.6.1.1.4. Diger antioksidan enzimler
Stiperoksit dismutazlar, katalaz ve glutatyon sistemi ile birlikte mitokondriyal sitokrom

oksidaz sistemi ve hidroperoksidaz da enzimatik antioksidanlar olarak yer alirlar (58).

2.6.1.2. Enzimatik olmayan antioksidanlar

Enzimatik olmayan antioksidanlar, serbest radikallere ve ROS'a kars1 onleyici etkiler
sunarlar (135). Glutatyon, melatonin, iirik asit, bilirubin ile birlikte seruloplazmin,
ferritin, alblimin, transferrin gibi proteinler bu tiir antioksidan 6rnekleri olarak sayilabilir

(200).

2.6.2. Ekzojen antioksidanlar
Ekzojen antioksidanlar; vitaminler, ilaclar ve gida antioksidanlar1 olarak

siniflandirilabilirler (207).

Vitamin ekzojen antioksidanlar sunlardir: 1) a-tokoferol (E vitamini), 2) B-karoten, 3)

Askorbik asit (C vitamini), 4) Folik asit (folat) (208).

Ilag olarak kullanilan ekzojen antioksidanlar sunlardir: 1) Ksantin oksidaz inhibitdrleri
(allopurinol, oksipurinol, tungsten), 2) NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokal
anestezikler, kalsiyum kanal blokerleri, nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar, difenilamin
tyodonyum), 3) Rekombinant siiperoksit dismutaz, 4) Trolox-C (E vitamini analogu), 5)
Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar (GSH-PX aktivitesini artiran ebselen ve
asetilsistein), 6) Enzimatik olmayan serbest radikal temizleyiciler (mannitol, alblimin), 7)
Demir selatorleri, 8) Notrofil adezyon inhibitorleri, 9) Sitokinler (TNF ve IL-1), 10)

Barbituiratlar.

Gidalarda bulunan ekzojen antioksidanlar sunlardir: 1) Butillenmis hidroksitoluen
(BHT), 2) Butillenmis hidroksianisol (BHA), 3) Sodyum benzoat, 4) Etoksikuin, 5)
Propilgalat, 6) Fe-siliperoksit dismutaz (207).

2.7. Oksidatif stres/Nitrozatif stres
Serbest radikaller, I/R'ye maruz kalan dokuda hasar patogenezinde yer alir. Bu ayn
zamanda I/R'nin oksidatif strese yol agtigin1 gosterir (120). Oksidatif stres, basta oksijen

veya nitrojen olmak tizere reaktif tiirlerin kontrolsiiz iiretiminden kaynaklanan bir olgudur
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(209). Oksijenli kanin iskemik dokuya yeniden girisi, aerobik ATP iiretiminin
restorasyonu icin gerekli olmakla birlikte, ayn1 zamanda ROS iiretimi ile sonuglanir. Bu
molekiillerin temel 6zelligi, biyolojik bilesenlere, lipitlere, proteinlere, niikleik asitlere
veya karbonhidratlara kars1 yiiksek reaktiviteleridir (57, 210). Yiiksek reaktif yapilari
nedeniyle reperflizyon ile olusan ROS’lar, hiicrelerde bulunan biyomolekiilii oksidatif
olarak degistirebilirler ve bu paradoksal bir sekilde hiicre disfonksiyonuna neden olabilir
(oksijen paradoksu). Nitrik oksitten tiiretilen redoks molekiilleri olan RNS de i/R'ye
hiicresel ve sistemik yanitta modiilator bir rol oynar. ROS ve RNS arasindaki etkilesimler,

giiclii prooksidan peroksinitrit gibi RNS olusumu ile hasar i¢in kritik 6neme sahiptir (57).

Iskemi-reperfiizyon sonucunda ROS/RNS'min genel olumsuz etkileri arasinda
makromolekiillerin hasari/modifikasyonu, etkilenen dokuda endotelyal ve/veya
parankimal hiicre 6liimiiniin indiiklenmesi, ¢esitli hiicre tipleri tarafindan pro-inflamatuar
mediatdrlerin iiretiminin/serbest birakilmasinin uyarilmasi, l6kosit/lenfosit-endotelyal
hiicre adeziv etkilesimlerini destekleyen adezyon molekiillerinin indiiksiyonu ve

koruyucu NO miktarinda azalma yer almaktadir (55-57).

Bu etkileri destekleyen genel durum oksidatif veya oksidan stres ya da NO durumunda
nitrozatif stres olarak adlandirilmistir. Ik defa Sies ve ark. (211) tarafindan ortaya atilan
geleneksel goriis, oksidan stresin prooksidan ve antioksidan bilesiklerin hiicresel
seviyeleri arasindaki dengesizlikten kaynaklandigi ve bunun sonucunda ortaya ¢ikan net
ROS fazlaliginin hiicre/doku hasar1 olusturdugu yoniindeydi. Son zamanlarda bu
hipotezin gelistirilmesinde baslica ii¢ faktor etkili olmustur. Bunlar, klinik ¢calismalarda
serbest radikal temizleyicilerle tedaviden biiylik fayda saglanamamasi, oksidan ve
redoksa duyarli hiicre sinyal yolaklarimin kontroliiniin anlasilmasindaki ilerleme ve
ROS'a ek olarak RNS'lerin de hiicre fizyolojisinde 6nemli bir modiilatér rolii oynadiginin

kabul edilmesidir (212-214).

2.7.1. Oksidatif/Nitrozatif stres ve Iskemi/Reperfiizyon hasari iligkisi

Oksidatif stres, pro-oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki dengesizlikten kaynaklanir
(215). Bu oran, artan ROS ve/veya RNS seviyeleri veya antioksidan savunma
mekanizmalarinda bir azalma ile modiile edilebilir (216). Oksidasyon sonrasi her
molekiiliin indirgenmis durumuna geri donmesi kosuluyla, normal hiicre fonksiyonlarinin

ilerlemesi i¢in belirli bir miktarda ROS gereklidir (217). Ancak asir1 ROS iiretimi,
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viicudun dogal antioksidan savunma sistemini etkisiz hale getirerek normal fizyolojik

reaksiyonlar i¢in uygun olmayan bir ortama neden olabilir (215).

Iskemi/reperfiizyon siireci ile birlikte; mitokondriyal oksidatif fosforilasyonda azalma,
ATP’de azalma ve hiicre i¢i Ca*? miktarinda artma meydana gelir. Ayrica, hiicre iskeleti
ve membran fosfolipitlerinde bozulmaya sebep olan proteaz ve fosfatazlarin aktive olmasi
ile birlikte ROS olusarak oksidatif stres ile sonuglanmasina sebep olur (35). Baslangicta,
overde detorsiyon ile birlikte over reperfiizyonu iskemiyi Onlerken reperfiizyona bagl
olarak notrofillerden adezyon molekiillerinin aktivasyonuna, proinflamatuar molekiillerin
salinmasina ve RNS/ROS olusumuna neden olur (4, 39, 54). Ortaya ¢ikan serbest oksijen
radikalleri stirekli olarak belirli bir miktarda {iretilir ve viicut tarafindan endojen
antioksidan enzimlerle nétralize edilir. Ancak, reperfiizyon sirasinda oldukca yiiksek
konsantrasyonda olusan RNS ve ROS ile birlikte bunlarin toksik {iiriinleri, DNA ve hiicre
hasarna neden olur. Buna ek olarak, hiicresel ve mitokondriyal membranlarda lipid

peroksidasyonuna yol agar (4, 34, 35).

Over torsiyonunda I/R hasarmi énlemek igin antioksidan ve anti-inflamatuar dzellikleri
olan birgok farmakolojik ajan, son zamanlarda hayvan modellerinde I/R hasarinin
tedavisinde kullanilmis ancak rutin klinik uygulamaya dahil olmamistir (59-62). Yapilan
arastirmalar, oksidatif stresin menstriiasyon dongii, ovulasyon, embriyo implantasyonu,
plasenta gelisimi ve menopozun fizyolojik stireclerinde kilit rol oynayabilecegini ortaya

koymaktadir (218).

2.8. Adenozin

1929 yilinda ortaya atilan bir teoriye gore, hiicre i¢inde ve diginda siirekli olarak
sentezlenen ve kullanilan adenozinin ¢esitli fizyolojik olaylarda rolii oldugu
diistiniilmiistiir. Ancak, bu roliinii nasil gergeklestirdigi, yani etkilerini hangi reseptorler
araciligiyla olusturdugu ancak 1974 yilinda anlasilmistir (219, 220). Adenozin, hiicrelerin
islevlerini diizenlemekte kritik rol oynayan, adenin bazina pentoz halkasi eklenerek

olusan bir molekiildiir (221, 222).

Hiicre i¢inde enerji tiretimi i¢in kullanilan ATP, ardisik defosforilasyon reaksiyonlariyla
once adenozin difosfata, sonra AMP'ye ve son olarak da adenozine doniisiimii gergeklesir.

Bu siiregte, hiicre i¢indeki 5'-niikleotidaz enzimi, AMP'nin adenozine doniisiimiinde
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onemli rol oynar (221) (Sekil 2.2). G-protein kenetli reseptorlerin uyarilmasi ise siklik
AMP (cAMP) olusumunu tetikler ve cAMP de fosfodiesteraz enzimi tarafindan daha
yavas bir sekilde AMP'ye doniistiiriilerek adenozine doniisiir. Hiicre i¢i adenozinin bagka
bir kaynagi da S-adenozilhomosistein hidrolaz (SAHaz) hidrolizi sonucu L-homosistein

olusumudur (63, 222, 223).

Adenozin, hiicre i¢i ve hiicre dig1 adenozin konsantrasyonlar1 arasindaki dengeyi korumak
i¢cin hiicre membranlar1 boyunca difiize olabilir. Hiicre i¢i adenozin, plazma membrani
boyunca ¢ift yonlii, konsantre niikleozit tagtyicilar (CNT) ve dengeli niikleozit tastyicilar
(ENT1 ve ENT?2) yoluyla tasimabilir. Konsantrasyon farklarina bagli olarak, ENT1 ve
ENT?2 olarak adenozini plazma membrani boyunca tagiyan sodyumdan bagimsiz pasif ¢ift
yonlii tagtyicilardir, CNT'ler ise sodyum bagimli aktif tasiyicilardir. Ayrica, adenozin
hiicrelerin plazma membranindan gegebilir ve hiicre i¢inde kullanilabilir (63, 224).
Ancak, hiicrelerden adenozin aliminin veya saliniminin yonii, membran boyunca

konsantrasyon farki ile belirlenir (67).

Adenozin

/_\ / AMP <— cAMP
ATP ADP

Sekil 2.2. Adenozin sentezi ve metabolizmasi (221)

Adenozin; iskemi, hipoksi, inflamasyon, travma, stres, nobet, agr1 ve inflamasyon gibi
hiicresel stres durumlarda artar ve dokularda cesitli fizyolojik ve patofizyolojik olaylarin

ortaya ¢ikmasinda 6nemli role sahiptir (63, 64).
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2.8.1. Adenozin reseptorleri

Piirinler ve bu piirinlerin niikleozit ve niikleotid formu, hiicre i¢i iletisimde ve hiicreler

arasi iletisimde 6nemli rol oynar. Bu iletisim siireci, hiicre yilizeyinde bulunan ve plazma

membranina yerlesmis reseptorler araciligiyla gerceklesir. Adenozin ise farmakolojik

etkilerini dort farkli grup reseptdr olan Aj, Aoa, Ao ve Aj lizerinden G proteinine

baglanarak gosterir. Adenozin reseptorleri (AR), memeli organizmasinda farkli fizyolojik

islevlere ve diizenledikleri organ ve dokularda farkli dagilimlara sahiptir (Tablo 2.5) (67,

70, 225-227).

Tablo 2.5. Adenozin reseptdrlerinin dagilimi ve fizyolojik islevi (67, 70, 225-227)

Reseptor Dagilimi

Fizyolojik Islevi

A1 Yiiksek diizeyde : Beyin (korteks,

hipokampus, serebellum), omurilik,

g0z, adrenal bez, atriyum.

Orta diizeyde : Beynin diger

boliimleri, iskelet kaslari,

karaciger, bobrek, adipoz doku

Diisiik diizeyde : Akcigerler (ancak

muhtemelen bronglarda daha

yiiksek), pankreas

Bradikardi; lipoliz  inhibisyonu;
azalmis glomertiler filtrasyon orani;
tubero-glomeriiler feedback;
antinosiseptif etki; sempatik ve
parasempatik  aktivitede azalma;
presinaptik  inhibisyon;  ndronal
hiperpolarizasyon; iskemik
onkosullanma; insiilin sekresyonu

inhibisyonu

A2a Yiiksek diizeyde : Lenfoid dokular

(dalak, timus), trombositler ve

I6kositler

Orta diizeyde : Kalp, akciger, kan

damarlari, periferik sinirler

Diisiik diizeyde : Beynin diger

bolumleri

Bazal ganglionlarda sensorimotor

entegrasyonun diizenlenmesi;
trombosit agregasyonu ve
polimorfoniikleer 16kositlerin

inhibisyonu; vazodilatasyon, iskemik
hasara karst koruma; duyusal sinir
aktivitesinin uyarilmast; ROS
inhibisyonu, I/R hasarma kars

koruma
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Tablo 2.5. Adenozin reseptorlerinin dagilimi ve fizyolojik islevi (67, 70, 225-227)
(devam)

Az . Vaskiiler ve intestinal diiz
Yiiksek diizeyde : Intraperitoneal kese

kas gevsemesi; monosit ve

(¢cekum), mesane ve kolon . .
makrofaj  fonksiyonunun

Orta diizeyde : Akciger, kan damarlari, goéz, | . . . .
inhibisyonu, mast hiicre

mast hiicreleri L
mediator saliniminin

Diisiik diizeyde : Yag dokusu, adrenal bez,

uyarilmasi (bazi tiirler)
beyin, bobrek

A3 Mast hiicrelerinden
Yiiksek diizeyde : Testis ve mast hiicreleri

mediator saliniminin

Orta diizeyde : Serebellum, hipokampiis . .
artirilmasi (bazi tiirler); 6n

Diistik diizeyde : Tiroid, beynin ¢ogu,

kosullanma (baz: tiirler)
bobrekiistii bezi, dalak, karaciger, bobrek

2.8.1.1. Adenozin A1 reseptorii

Adenozin A adenozin reseptdrleri, piirinerjik reseptor ailesinin en iyi karakterize edilmis
reseptorleri olmakla birlikte beyinde, 6zellikle uyarict sinapslarda yaygin ve homojen
sekilde dagilmistir ve fizyolojik sinaptik iletimin kontroliinde 6nemli rol oynamaktadir.
Adenozin A; reseptoriiniin aktivasyonu G; proteini araciligr ile adenilat siklaz (AC)
aktivitesini inhibe eder, noronlar ve miyokarddaki K*-ATP kanallar1 dahil tim K*
kanallarin aktive eder, N tipi kalsiyum kanallarin1 bloke eder ve PLC’y1 aktive ederek
hiicre i¢i Ca®>" ve inositol-1,4,5-trisfosfat (Ins(1,4,5)P3) seviyelerini artirir (225).
Adenozin A; adenozin reseptorlerinin noroprotektif etkileri ve Adenozin A; adenozin
reseptOr agonistlerinin antinosiseptif ve/veya antihiperaljezik 6zellikler sergiledigi ¢esitli
inflamatuar ve noropatik agri modellerinde incelenmistir. AjAR’larin aktivasyonu spinal,
supraspinal ve periferik néronlarin yan sira glial hiicrelere de etki ederek agriy1 azaltir
(67). Agrmin azaltilmasinda rol oynayan molekiiler yollar, AC ve PKA iizerinden
tamimlanan klasik sinyal mekanizmalarmi; PLC indiiksiyonunu; Ca®* ve K* kanal
diizenlemesini ve ERK, CREB, kalmodulin kinaz (CaMKlla) inhibisyonunun yani sira

uyarict amino asit saliverilmesinin azaltilmasini igerir (228).
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2.8.1.2. Adenozin A2a reseptorii

Adenozin Aca reseptorili, hem merkezi hem de periferik dagilima sahip olmakla birlikte
beyinde striatum ve substantia nigra boliimlerinde ve periferde ise dalak, timiis, l6kositler
ve kan trombositleri gibi bagisiklik hiicrelerinde yiiksek diizeylerde bulunur. Ayrica,
kalp, akciger ve kan damarlarinda orta diizeylerde bulunur. Buna ek olarak, adenozin Aza
reseptOrleri hem presinaptik hem de postsinaptik ndronlarda astrositler, mikroglia ve
oligodendrositlerde eksprese edilir ve burada néronal glutamat salinimi, glial reaktivite,
kan-beyin bariyeri permeabilitesi ve periferik immiin hiicre migrasyonunu kapsayan
eksitotoksisite ile ilgili regiilasyonlarda rol oynar (67, 225). Adenozin Asa reseptor
aktivasyonu, periferik dokularda Gs proteinine veya beyinde Goir proteinine baglanarak
sAMP-PKA yolagini uyarir. Beyindeki adenozin Aca reseptorleri, motor aktiviteyi,
psikiyatrik davraniglari, uyku-uyaniklik dongiisiinii ve noronal hiicre O6limiinii
diizenlemek i¢in ¢esitli norotransmitterlerle etkilesime girer. Periferik dokularda ise Aoa
reseptorleri, inflamasyonun modiilasyonunda, miyokardiyal oksijen tiiketiminde, koroner
kan akiminda, anjiyogenezde ve kanser patogenezinin kontroliinde 6nemli bir rol oynar
(225). Ayrica, adenozin Aza reseptor aktivasyonunun, C-Raf/ERK araciligiyla
antiinflamatuar sinyali artirarak diyabete bagh retinal hiicre 6liimiinde koruyucu bir rol
oynadig1 bildirilmistir (229). Yapilan diger calismalar, Asa adenozin reseptorlerinin
bobrekleri ve kalbi iskemik reperfiizyon hasarindan korudugunu ve ROS olusumunu

azaltmada 6nemli rol oynadigini ortaya koymustur (230, 231).

2.8.1.3. Adenozin A2s reseptorii

Adenozin Azp reseptorleri hem santralde hem de periferde bulunur. Adenozin A:zg
reseptorleri periferde cogunlukla bagirsak, mesane, akciger, vas deferens ve fibroblastlar,
diiz kas, endotel, bagisiklik, alveolar epitel, kromafin, tat hiicreleri ve trombositler dahil
olmak tizere farkli hiicre tiplerinde bulunurlar. Santral diizeyde astrositlerde, ndronlarda
ve mikroglialarda yer alirlar ve artan kanitlar bu alt tipin kanser, diyabet, bobrek, akciger
ve damar hastaliklar1 gibi patolojilerde inflamasyon ve immiin yanitlarin
modiilasyonunda rol oynadiginit gostermektedir (67, 232). Mikroglial hiicrelerde IL-6
salgilanmasi ve bunun sonucunda adenozin Azp reseptorlerini ve p38'i igeren bir yolagin
aracilik ettigi hiicre proliferasyonunda bir artis gdzlenmistir, bu nedenle de bu alt tipin
proinflamatuar bir rolii olabilecegi diistiniilmektedir (233). Adenozin Axg reseptorlerinin

cesitli dokulardaki farkli islevleri ve agri patogenezindeki rolleri yeterince
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bilinmemektedir. Bundan dolayi, agr1 ve adenozin Az reseptorler arasindaki iligki

tizerine yapilan ¢aligmalar, selektif ligandlarin eksikligi nedeniyle sinirhidir (234).

2.8.1.4. Adenozin A3 reseptorii

Adenozin A3 reseptor alt tipi ¢esitli primer hiicrelerde, dokularda ve hiicre hatlarinda
yaygin olarak bulunur. Talamus, hipotalamus, hipokampus, korteks ve retinal ganglion
hiicrelerinin yan1 sira motor sinir terminalleri ile pial ve interserebral arterlerde
bulundugu beyinde diisiik seviyeler bildirilmistir. Adenozin Ajz reseptorleri etkisini
adenilat siklazi inhibe edip fosfolipaz C enzimini aktive ederek gosterir. Adenozin Aj;
reseptorleri ayrica mikroglia ve astrositlerde de eksprese edilir ve bu hiicrelerde
ndroinflamatuar yanitin inhibisyonu analjezik etki indiiksiyonu ile iliskilendirilmistir (67,
235). Periferik diizeyde, adenozin Ajs reseptdrii enterik ndronlarin yani sira epitel
hiicrelerinde, kolon mukozasinda, akciger parankiminde ve bronslarda bulunmustur.
Ayrica, adenozin Az reseptOorii mast hiicreleri, eozinofiller, nétrofiller, monositler,
makrofajlar, kopiik hiicreleri, dendritik hiicreler, lenfositler, splenositler, kemik iligi
hiicreleri, lenf diigiimleri, sinoviyositler, kondrositler ve osteoblastlar gibi enflamatuar
hiicrelerde genis bir dagilima sahiptir ve burada anti-enflamatuar etkilere aracilik eder
(37). Buna ek olarak, adenozin A3 reseptorii, birgok kanser hiicresi ve dokusunda asiri

eksprese edilir ve bu nedenle antitiimoral role sahip olabilecegi diisiintilmektedir (67).

2.8.2. Adenozin reseptor agonist ve antagonistleri

Adenozin reseptor agonist ve antagonistleri, ndro-modiilasyon, immiin regiilasyon,
vaskiiler fonksiyon ve metabolik kontrol dahil olmak {izere bircok 6nemli fizyolojik
siirecle iliskilendirilmistir (65, 66). Hiicresel stres sirasinda hiicre dis1 adenozin
konsantrasyonu artarak kardiyak ritim ve dolasimin kontrold, lipit metabolizmasi, immiin
fonksiyonlar, uykunun diizenlenmesi, anjiyogenez, vazodilatasyon ve antiinflamatuar

eylemler gibi birgok fizyolojik eylem iiretir (Tablo 2.6) (67-71).
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Tablo 2.6. Adenozin reseptdr agonist ve antagonistlerinin etki mekanizmalari (67-71)

Adenozin A; | Adenozin A4 | Adenozin Azg | Adenozin A3
Reseptorii Reseptorii Reseptorii Reseptorii
Agonistler | Neladenoson, Regadenoson, BAY60-6583, 2- | 2-Cl-IB-
CPA, CCPA, S | Binodenoson, hexynyl-NECA (2-N- | Piclidenoson
(-)ENBA, Apadenoson, ethylcarboxamidoade | (CF-101), CF-
CVT510, CV-1808, UK- | nosine) 102, AB-MECA
ADCAC 432097
Antagonistl | DPCPX, WRC- | Istradefilin, MRS1754, PSB603, | MRE 3008F20,
er 0571, PSB-36, | Preladenant, PSB1115 VUF5574,
SLV320 PBF-509, CPI- MRS1523
444,
tozadenant/SY
N115, DT1133,
7ZM?241385,
ST1535,
Imaradenant
(AZDA4635),
Transdiiksi | Gio,, |cAMP; | Gyorr, [cAMP Gy/1cAMP; Gy /PLC, | Gi /| cAMP;
yon TK*, | Ca* 11P3/DAG 1Ca*, ERK1/2,
Mekanizm | kanallari, PLA; G4/PLC,
alan Gal6 NF-«B, TIP3/DAG;
PLC, PKC, PLD
11P3/DAG
Terapitik | AGONISTLER: | AGONISTLER: | AGONIiSTLER: AGONISTLER:
Rolleri AV diigiim | Solunum Alerjik reaksiyonlar | Iskemik
(Agonistler | iletimini inhibe | bozukluklari, o6nkosullama
ve eder ve | sepsis, ANTAGONISTLER:
Antagonistl | supraventrikiiler | reperflizyon Astim, pulmoner | ANTAGONIST
er) tasiaritmi. hasari, koroner | inflamasyon LER: Glokom,
arter astim
ANTAGONIST | vazodilatasyon,
LER: Inferior | tromboz,
miyokard hipertansiyon,
infarktiisi, antiinflamatuva
kardiyak arrest, | r etki.
kardiyak
transplant reddi | ANTAGONIST
ile iligkili | LER: Parkinson
bradiaritmi hastaligi,
norodejenerasy
on
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2.8.2.1. Regadenoson

Regadenoson, kalpte yeterli stres olusturacak kadar egzersiz testine giremeyen hastalarda
koroner arter hastaligini tespit eden ve karakterize eden radyoniiklit miyokardiyal
perfiizyon goriintiilleme (MPI) i¢in farmakolojik stres ajani olarak kullanim1 2008 yilinda
ABD Gida ve ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanan potent ve selektif adenozin Asa
reseptorl agonistidir (67, 236). Adenozin Axa reseptorleri, 16kositlerde, trombositlerde ve
vaskiilerde biiylik Olgiide eksprese edildiginden antiinflamatuar, antiagregan ve
vazodilator etkiye aracilik ederler. Regadenoson da etkisini vaskiiler hiicreler ilizerinde
bulunan ve koroner vazodilatasyonun kontroliinde onemli rolii olan Asa adenozin
reseptOriiniin aracilik etmesiyle olusturur ve koroner stres ajani olarak gorev alir.
Regadenosonun baglanmasi ile adenozin Aza reseptoriiniin aktivasyonu sonucunda, Gs
protein araciligt ile AC aktivitesi ve cAMP olusumunu artirarak PKA’nin
fosforilasyonuna ve membran hiperpolarizasyona yol agar. Bu durum ise, koroner
arterleri genisleterek hiperemiye ve koroner kan akiminin artmasina neden olur (67, 237).
Regadenoson i¢in koroner vazodilatasyonun etki baslangicinin yaklasik 30 sn oldugu
bildirilmektedir. Daha spesifik olarak, regadenosonun plazma konsantrasyonu ile zaman
arasindaki iliski ti¢ fazli olarak incelenmistir. Koroner vazodilatasyonun ilk fazin yaklasik
3 dk stirdiigii ve Regadenoson yanitinin baglangicini gésterdigi; orta fazin, yaklasik 30 dk
stiren koroner vazodilatasyonun etki kayb1 ile gdsterilir. Son fazda plazma Regadenoson
konsantrasyonunda bir azalma goriilmiistiir (237, 238). Renal eliminasyon, 38
litre/saat'lik bir klirens orani ile Regadenosonun toplam eliminasyonunun %358'inden
sorumlu oldugu gosterilmistir. Ayrica, Regadenosonun adenozinden 10 kat daha yiiksek

bir afiniteyle A2a adenozin reseptdriine baglandig: bildirilmektedir (237).

Yapilan bir ¢alismada, adenozinin, A4 adenozin reseptorii aktivasyonu yoluyla bobrek
hasarinda immiin hiicre fonksiyonlarinin énemli bir modiilatorii oldugu kanitlanmistir.
Adenozin Aza reseptorii hem bobrek hem de hematopoetik hiicrelerde bulunmasi ve
glomertilde yiiksek diizeyde ekspresyona sahip olmasinin ve hematopoetik hiicrelerdeki
adenozin Axa reseptorlerinin bobregi I/R hasarindan korudugu gosterilmistir. Ayrica, T
hiicreleri tarafindan iiretilen adenozin, farelerde bobrek I/R hasari modelinde koruyucu
etki gostermistir; bu etki T hiicreleri lizerinde CD73 ve adenozin Axa reseptdrlerinin
varligina baglanmistir (67, 239). Buna ek olarak, adenozin Aja reseptOriiniin
aktivasyonunun miyokard iizerinde I/R hasarinda azalma sagladigi ve reperfiizyon

sonras1 mitokondriyal oksidatif stresi azalttig1 gosterilmistir (240).
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2.8.2.2. Istradefilin

Istradefilin, "off" epizodlar1 yasayan yetiskin Parkinson hastalar1 igin
levodopa/karbidopaya ek tedavi olarak 6nce Japonya otoriteleri tarafindan daha sonra da
FDA tarafindan onaylanmis potent selektif adenozin Aa reseptdr antagonistidir (241,
242). Parkinson hastaligi, striatum bolgesindeki dopamin salgisinin dejenerasyonundan
kaynaklanan bir patolojidir ve L-DOPA veya dopamin agonistleri kullanilarak tedavi
edilmektedir. Bu baglamda, adenozin Aa reseptdr antagonisti kullanilmasinin 6nemi,
Asa adenozin reseptorii aktivasyonunun D; reseptorii (D2R) agonistlerinin baglanma
afinitesi lizerindeki inhibitor etkisinden kaynaklandig diistiniilmektedir (67, 243). Aza
reseptorlerinin ndronal diizeyde indirekt yolakta GABAerjik etkiyi tam olarak nasil
modiile ettigi tam olarak anlasilamamistir (242). Adenozin Az reseptorleri cogunlukla
striatum, eksternal globus pallidus ve substantia nigra arasindaki indirekt yolakta
noronlarin dis yiizeylerindeki bazal ganglionlara lokalizedir (244). Ozellikle D2R iceren
striatopallidal noronlarda yiiksek bir yogunluga sahiptir. Adenozin Asa reseptorleri,
indirekt yoldan dopaminerjik D2R ile lokalize olur ve bunun da adenozin ve dopamin
arasinda antagonistik etkilesimlere neden oldugu diisiiniilmektedir (241). A2a reseptorleri
ve dopamin D;R’nin reseptor dimerleri olusturabilecegine dair kanitlar vardir, bu da Aza
adenozin reseptdriintin DR reseptorlerinin  fonksiyonlarma dahil oldugunu
diistindiirmektedir. Adenozin Aza reseptdr aktivasyonu, dopamin agonistlerinin
dopaminerjik D2R’ye afinitesini azaltir. Bu nedenle, adenozin Aza reseptoriiniin
antagonizmasi, dopaminerjik D>R aktivasyonunun arttirilmasi yoluyla Parkinson

hastalar1 i¢in 1yilestirme potansiyeline sahiptir (67, 241, 242, 244).

2.8.3. Adenozinin iskemi/Reperfiizyon hasarindaki rolii

Niikleik asitlerin bir yapi tag1 ve onemli bir ara metaboliti olarak adenozin; hipoksi, enerji
tiikenmesi ve doku hasar1 kosullarinda hiicresel yanitin diizenlenmesini saglayan bir
anahtar sinyal molekiiliidiir. Adenozin, fizyolojik kosullarda viicudumuzdaki hiicrelerin
neredeyse tamaminda yaygin olarak iiretilse de hipoksi veya enerji tikenmesi durumunda
daha fazla tiretilir (245). Normal fizyolojik kosullar altinda, hiicre dis1 adenozin seviyeleri
20 ila 300 nM arasindadir, yogun egzersiz veya diisiik atmosferik oksijen seviyeleri
(6rnegin, yiiksek irtifada) gibi asir1 fizyolojik durumlarda diisiik mikromolar araliga
ulagir. Bu durumda, hiicre i¢indeki adenozin konsantrasyonunun diisiik olmasina baglh
olarak adenozin hiicre i¢ine dogru tasinir. Ancak, iskemi gibi patolojik kosullarda hiicre

ici adenozin konsantrasyonu yiiksek mikromolar seviyelere (30 puM) yiikselir ve
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adenozinin net taginma yonil hiicre disina dogru yonelir (67). ATP stres kosullar1 altinda
endotel hiicreleri, ndtrofiller ve glial hiicreler gibi hasarli hiicrelerden konneksinler veya
panneksinler gibi transmembran protein kanallar1 yoluyla salinir. Hiicre dis1t ATP birikimi
ile birlikte ATP'yi ADP/AMP'ye doniistiiren ektontikleozit trifosfat difosfohidrolaz
(CD39) ve AMP'yi adenozine doniistiiren ekto-5'-niikleotidaz (CD73) gibi ekto-
niikleotidazlar tarafindan hiicre dis1 adenozine defosforile edilir (64, 67, 246). Hiicre dis1
adenozin konsantrasyonunu azaltmak i¢in ekto-adenozin deaminasyon (ekto-ADA)
yoluyla inozine déniistiiriiliir ve inaktive olur ya da ENT'ler yoluyla hiicre i¢ine alim
meydana gelebilir. Adenozin, hiicre i¢i alimdan sonra, adenozin deaminaz ile inozine
veya adenozin kinaz ile AMP'ye fosforile olarak adenozin <1 s'lik fizyolojik bir yar1 émre
sahip olur (64). Enzimatik aktivitesine ek olarak, ekto-ADA ayrica adenozin
reseptorlerine ligand baglanmasi da modiile edebilir ve bircok hiicre tipinde AR
aktivasyonu ile bir sinyal molekiilii olarak islev gorebilir. Spesifik olarak, adenozin A
adenozin reseptorleri, adenozin Aza reseptdrleri ve adenozin Asg adenozin reseptorleri
ekto-ADA i¢in baglanma bdlgelerini temsil eder ve bunlarla etkilesiminin reseptor
afinitesini ve sinyallemeyi arttirdig1 bildirilmistir (64, 247, 248). Fizyolojik kosullar
altinda, hiicre disinda bulunan adenozinin metabolizasyonunu saglayan temel mekanizma
adenozin kinaz enzimi olsa da iskemi gibi patolojik durum meydana geldiginde yiiksek
adenozin konsantrasyonlar1 olusabilir ve adenozin deaminaz enzimi, adenozin
tastyicilarmin inaktivasyonuyla iligkili olarak daha énemli hale gelebilir (249). Iskemi ile
ortaya c¢ikan hiicre hasarma karsi hipoperfiizyon stiresinin kisalmast ve reperfiizyon
saglanmasi I/R hasarinin temel mekanizmasini ortaya cikarir. Bu durum ise, iskemi ile
birlikte anaerobik metabolizmanin indiiklenmesi ile baglar, bu da ATP iiretiminin
azalmasma ve iyon degisim kanallarinin bozulmasina neden olur. ATP {iretiminin
durmasina ragmen, ATP'nin kullanilmaya devam edilmesi nedeniyle ATP'den adenozin,
inozin ve hipoksantin olusur. Reperfiizyonda, oksijen akisinin yeniden saglanmasiyla
iskemi sirasinda olusan ksantin oksidaz, biriken hipoksantini ksantine doniistiiriir ve asir1
serbest oksijen radikali olusumuna ve lipit peroksidasyonuna neden olarak doku hasar1

meydana getirebilir (31, 35).

2.9. Nanosiispansiyonlar
Son yillarda hem ilag endiistrisinde hem de farmasoétik ¢alismalarda karsilasilan en zorlu
konulardan biri suda ¢oziiniirligii diisiik ilag adaylar1 olmustur (250). Suda ¢oziiniirliigii

diistik olan ilaglarin doz-cevap dogrusalliginin azalabilmesi, uygulama sonrasinda ilacin
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beklenmedik sekilde c¢okmesi ile karsilasilabilmesi, hasta uyumunun azalmasi ve
biyoyararlanimin diismesi baslica zorluklardir. Ayrica etken maddelerin sudaki
¢Oziinlirliigliniin diisiik olmas1 nedeniyle ilacin aclik ve tokluk durumlarinda emiliminin
degismesi sonucu varyasyonlar olusabilmektedir (251). Bu sorunlarin iistesinden gelmek
icin son yiizyilda yapilan ¢aligmalarda olduk¢a umut verici gelismeler yasanmis olup
bunlardan en Onemlisi nanoboyutlu ilag¢ tastyic1 sistemlerin gelistirilmesidir. Bu
yaklagimlarin temeli, etken maddenin partikiil boyutunun kii¢iiltiilmesi sonucunda
Noyes-Whitney denklemine bagli olarak yiizey alani artirildiginda ¢6ziiniirliigiin artmasi,
dolayisiyla ¢oziinme ve biyoyararlanimin artmasina dayanmaktadir (252). Coziintirliigii
ve dolayisiyla biyoyararlanimi artirmak i¢in lipozomlar, nanopartikiiller, katt lipit
nanopartikiiller, polimerik miseller, dendrimerler, kuantum noktalari, nanoemiilsiyonlar

ve nanosiispansiyonlar gibi ilag tasiyici sistemler en yaygin kullanilanlardir (253).

Nanosiispansiyonlar ylizey aktif maddeler tarafindan stabilize edilen mikron alt1 ilag
etken madde partikiillerinin kolloidal dispersiyonlaridir ve genellikle 1 um'den kiiciik kati
ilag etken maddesi partikiilleri iceren bifazik kolloidler olarak tanimlanir (254).
Nanosiispansiyonlarin tanimi konusunda literatiirde baz1 farkliliklar olmasina ve bu
caligmalarda nanosilispansiyon ve nanokristal kelimelerinin birbirinin yerine
kullanilmasina ragmen, "ylizey aktif madde veya polimer ile stabilize edilmis 10-1000
nm arasindaki saf aktif farmasétik bilesenler" ve ayrica "%100 saf aktif maddeden olusan,
1 mikrometrenin altinda yaklasik 200-600 nm partikiil boyutuna sahip partikiiller" olarak
nitelendirilmektedir (255, 256).

Nanosiispansiyonlar ¢ogunlukla sivi ortamda saf ilaglardan olussa da, stabilizanlar,
organik ¢oziicliler, yiizey aktif maddeler, yardimcit ylizey aktif maddeler,

kriyoprotektanlar ve diger bilesenler de kullanilarak hazirlanabilir (257).

Nanosiispansiyonlarin diger ilag dagitim sistemlerine gore bir¢ok avantaji vardir.
Nanosiispansiyonlarin, hedeflenen bdlgeye 06zgli nanosilispansiyonun yiizey
modifikasyonu imkani, etken maddenin dissoliisyon hizi ve ¢oOziiniirliigiinde artis,
gelistirilmis  biyolojik ~ performans,  ¢esitli ~ uygulama  yollar1  imkani,
subkutan/intramiiskiiler uygulama durumunda daha az doku irritasyonunu azaltmasi,
diisiik ¢oziintirliige sahip etken maddelerin formiilasyonu i¢in de uygulanabilir olmast,

diisiik maliyetli iretim ve Olgek biiyiitmeye uygun olmasi gibi avantajlara sahiptir (258).
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Fakat fiziksel dayaniksizlik ve stabilite sorunlari, ¢cokme ve benzeri sorunlar ortaya
cikabilmekle birlikte kriyoprotektan gibi koruyucu maddelerin partikiil biiytikliigiini
Onleme agisindan yetersiz gelebilir. Ayrica, nanosiispansiyonlar i¢in kullanilan ylizey

aktif maddelerden kaynakli istenmeyen etkiler goriilebilir (259).

Nanosiispansiyon formu hazirlamanin amaci, hedeflenen dokularda daha yiiksek ilag
absorpsiyonu elde etmek i¢in partikiil boyutunu kiigiilterek ve ilag partikiillerinin yiizey
alanim1  artirarak ilacin  ¢Oziinlrliiglinii  arttirmaktir.  Nanosiispansiyonlar, ilag
¢Oziiniirliglinii iyilestirmekle birlikte ilacin farmakokinetigini de degistirir. Bunun
disinda, ilag glivenligini ve etkinligini arttirir. Nanostispansiyon formunun diger faydalari
arasinda suda ¢oziinmeyen ilaglarin emiliminin artmasi, hedeflenen dokuda istenilen doz
konsantrasyonunun saglanmasi1 ve yiiksek fiziksel/kimyasal stabiliteye sahip olmasi

sayilabilir (260-262).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Etik Kurul onay1

Calisma protokolii, Gaziantep Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun
08.09.2022 tarihli 278 sayil1 karar dogrultusunda onay almistir. Siganlar iizerinde yapilan
calisma etik kurallara uygun olarak Eyliil 2022 tarihinde Gaziantep Universitesi Deney
Hayvanlar1 Arastirma Merkezi’nde (GAUNDAM) gerceklestirildi.

3.2. Deneysel gruplar ve cerrahi prosediir

Bu ¢aligmada, her bir grupta 160-240 g agirliginda toplam 80 adet Wistar albino disi sigan

kullanildi. Her bir grupta 8 sigcan olmak lizere toplam 10 gruba ayrildi. Siganlar
GAUNDAM’dan temin edilmis olup merkezde kontrollii olarak sabit oda sicakliginda ve
nem ortaminda ortamda 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik ortamda tutuldular (Resim

3.1). Siganlar, stres olmadan normal laboratuvar kosullart altinda deney giinline kadar

standart diyet ve su ile ad libitum beslendiler.

Resim 3.1. Paslanmaz celik kafeste tutulan 160-240 g agirhiginda Wistar albino disi

sicanlar

52



Tiim hayvanlar i¢in, cerrahi islem Oncesi ayni hazirlik islemi gergeklestirildi. Bu
dogrultuda, islemlere baglamadan Once, ¢alisma yapilacak hayvan tartildi ve
intraperitoneal (IP) yoldan 100 mg/kg ketamin hidrokloriir (Ketasol %10, Richter
Pharma, Avusturya) ve 10 mg/kg ksilazin hidrokloriir (Xylazinbio %2, Bioveta, Cek

Cumhuriyeti) anestezisi uygulandi.

Calismanin heniiz baslangi¢ asamasinda hayvanlar tartilarak randomizasyonu yapildi ve
her biri sekiz hayvandan olusan on gruba ayrildi. Tiim hayvanlar anestezi uygulamasi
sonrast operasyon masasinda supin pozisyonunda sabitlenerek kesi yapilan batin derisinin
tirast yapilmis ve %10 povidon iyot (Ficomed, Halic1 Saglik, Tiirkiye) ile temizlendikten
sonra cerrahi ortii ile Ortiilerek aseptik ortamda ¢aligilmistir. Ardindan abdomen 2 cm’lik
alt orta hat vertikal insizyonu ile acilip overe ulasilmistir. Regadenoson,
MedChemExpress (NJ, ABD) firmasindan ve istradefilin abcr GmbH (Karlsruhe,

Almanya) firmasindan satin alinmigtir.

Grup 1 (Sham grubu, n=8): IP salin ve DMSO (Regadenoson ve Istradefilin ¢oziiciisii)
uygulandi. Anestezi altinda insizyon islemi gerceklestirildi fakat bu gruptaki siganlara
over I/R uygulanmadi. Bu grupta bazal degerler elde etmek maksadiyla islemler
uygulamadan laparotomi yapilarak sol over goriildiikten sonra insizyon ile ayrilmis olan
batin derisi 3/0 ipek iplik ile kapatildi. Diger gruplarla ayni siirede fakat islem yapilmayan
ve bekleme siiresi boyunca batin derisi kapali tutulan bu gruptaki hayvanlara deney
sonunda anestezi altinda intrakardiyak kan alinarak cerrahi sirasinda eksanguinasyonla

otenazi yapildi. Bilateral ooferektomi uygulandi.

Grup 2 (I/R grubu, n=8): Salin ve DMSO intraperitoneal olarak uygulandi. Anestezi
altinda laparotomi sonrasi sol over gozlendikten sonra iskemik kosullar elde etmek
amaciyla sol overin damarlar1 bas diigiim stili kullanilarak 2 saat stireyle cift tarafli
atravmatik ipek iplik ile sonrasinda geri ¢oziilmeye elverisli olacak bi¢gimde baglanarak
tek tarafli (sol) tam over iskemisi modeli elde edildi (Resim 3.2). Ardindan, batin i¢i
kanamanin olmadigin1 gézlemleyerek insizyon ile ayrilmis olan batin derisi 3/0 ipek iplik
ile kapatildi. Siganlarin islemler esnasinda solunum hareketleri takip edildi ve viicut
sicakliginin korunmasi saglandi. Daha sonra ipek iplikler agilarak 2 saat boyunca
reperfiizyon saglandi. Deney sonunda anestezi altinda intrakardiyak kan alinarak cerrahi

sirasinda eksanguinasyonla 6tenazi yapildi. Bilateral ooferektomi uygulandi.
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Resim 3.2. Tek tarafli (sol) tam over iskemisi modeli olusturma

Grup 3 (I/R + Etken madde icermeyen nanotasiyici, n=8): Bu grupta, etken madde
igermeyen nanotastyict IP olarak iskemiden 1 saat 6nce uygulandi. Anestezi altinda
laparotomi sonrasi sol over gozlendikten sonra iskemik kosullar elde etmek amaciyla sol
overin damarlar1 bas diigiim stili kullanilarak 2 saat siireyle ¢ift tarafli atravmatik ipek
iplik ile sonrasinda geri ¢oziilmeye elverisli olacak bigimde baglanarak tek tarafli (sol)
tam over iskemisi modeli elde edildi. Ardindan, batin i¢i kanamanin olmadigini
gozlemleyerek insizyon ile ayrilmis olan batin derisi 3/0 ipek iplik ile kapatildi. Siganlar
islemler esnasinda solunum hareketleri takip edildi ve viicut sicakligi korunmasi saglandi.
Daha sonra ipek iplikler agilarak 2 saat boyunca reperflizyon saglandi. Deney sonunda
anestezi altinda intrakardiyak kan alinarak cerrahi sirasinda eksanguinasyonla &tenazi

yapildi. Bilateral ooferektomi uygulanda.
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Grup 4 (I/R grubu + Regadenoson (3 pg/kg), n=8): Bu grupta, Regadenoson (3 pug/kg) IP
olarak iskemiden 1 saat dnce uygulandi. Anestezi altinda laparotomi sonrasi sol over
gozlendikten sonra iskemik kosullar elde etmek amaciyla sol overin damarlari bas diigiim
stili kullanilarak 2 saat siireyle ¢ift tarafli atravmatik ipek iplik ile sonrasinda geri
¢oziilmeye elverigli olacak bicimde baglanarak tek tarafli (sol) tam over iskemisi modeli
elde edildi. Ardindan, batin i¢i kanamanin olmadigin1 gézlemleyerek insizyon ile ayrilmig
olan batin derisi 3/0 ipek iplik ile kapatildi. Siganlar islemler esnasinda solunum
hareketleri takip edildi ve viicut sicakligi korunmasini saglandi. Daha sonra ipek iplikler
acillarak 2 saat boyunca reperflizyon saglandi. Deney sonunda anestezi altinda
intrakardiyak kan alinarak cerrahi sirasinda eksanguinasyonla Gtenazi yapildi. Bilateral

ooferektomi uygulandi.

Grup 5 (I/R + Regadenoson (30 ug/kg), n=8): Bu grupta, Regadenoson (30 pg/kg) IP
olarak iskemiden 1 saat dnce uygulandi. Anestezi altinda laparotomi sonrasi sol over
gozlendikten sonra iskemik kosullar elde etmek amaciyla sol overin damarlari bas diigiim
stili kullanilarak 2 saat siireyle ¢ift tarafli atravmatik ipek iplik ile sonrasinda geri
¢oziilmeye elverisli olacak bicimde baglanarak tek tarafli (sol) tam over iskemisi modeli
elde edildi. Ardindan, batin i¢i kanamanin olmadigin1 gézlemleyerek insizyon ile ayrilmig
olan batin derisi 3/0 ipek iplik ile kapatildi. Sicanlar islemler esnasinda solunum
hareketleri takip edildi ve viicut sicaklig1 korunmasini saglandi. Daha sonra ipek iplikler
acilarak 2 saat boyunca reperfiizyon saglandi. Deney sonunda anestezi altinda
intrakardiyak kan alinarak cerrahi sirasinda eksanguinasyonla 6tenazi yapildi. Bilateral

ooferektomi uygulandi.

Grup 6 (I/R + Istradefilin (0.3 mg/kg), n=8): Bu grupta, istradefilin (0.3 mg/kg) IP olarak
iskemiden 1 saat Once uygulandi. Anestezi altinda laparotomi sonrasi sol over
gozlendikten sonra iskemik kosullar elde etmek amaciyla sol overin damarlari bas diigiim
stili kullanilarak 2 saat siireyle ¢ift tarafli atravmatik ipek iplik ile sonrasinda geri
coziilmeye elverisli olacak bicimde baglanarak tek tarafli (sol) tam over iskemisi modeli
elde edildi. Ardindan, batin i¢i kanamanin olmadigin1 gozlemleyerek insizyon ile ayrilmig
olan batin derisi 3/0 ipek iplik ile kapatildi. Sicanlar iglemler esnasinda solunum
hareketleri takip edildi ve viicut sicakligi korunmasini saglandi. Daha sonra ipek iplikler

acilarak 2 saat boyunca reperflizyon saglandi. Deney sonunda anestezi altinda
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intrakardiyak kan alinarak cerrahi sirasinda eksanguinasyonla otenazi yapildi. Bilateral

ooferektomi uygulandi.

Grup 7 (I/R + Istradefilin (3 mg/kg), n=8): Bu grupta, Istradefilin (3 mg/kg) IP olarak
iskemiden 1 saat Once uygulandi. Anestezi altinda laparotomi sonrasi sol over
gozlendikten sonra iskemik kosullar elde etmek amaciyla sol overin damarlari bas diigiim
stili kullanilarak 2 saat siireyle ¢ift tarafli atravmatik ipek iplik ile sonrasinda geri
cOziilmeye elverisli olacak bicimde baglanarak tek tarafli (sol) tam over iskemisi modeli
elde edildi. Ardindan, batin i¢i kanamanin olmadigin1 gézlemleyerek insizyon ile ayrilmis
olan batin derisi 3/0 ipek iplik ile kapatildi. Sicanlar iglemler esnasinda solunum
hareketleri takip edildi ve viicut sicaklig1 korunmasini saglandi. Daha sonra ipek iplikler
acillarak 2 saat boyunca reperflizyon saglandi. Deney sonunda anestezi altinda
intrakardiyak kan alinarak cerrahi sirasinda eksanguinasyonla dtenazi yapildi. Bilateral

ooferektomi uygulandi.

Grup 8 (I/R + Nanotasiyici i¢inde Istradefilin (3 mg/kg), n=8): Nanotasiyici icinde
Istradefilin (3 mg/kg) IP olarak iskemiden 1 saat 6nce uygulandi. Anestezi altinda
laparotomi sonrasi sol over gozlendikten sonra iskemik kosullar elde etmek amaciyla sol
overin damarlar1 bas diigiim stili kullanilarak 2 saat siireyle ¢ift tarafli atravmatik ipek
iplik ile sonrasinda geri ¢oziilmeye elverisli olacak bigimde baglanarak tek tarafli (sol)
tam over iskemisi modeli elde edildi. Ardindan, batin i¢i kanamanin olmadigini
gozlemleyerek insizyon ile ayrilmis olan batin derisi 3/0 ipek iplik ile kapatildi. Siganlar
islemler esnasinda solunum hareketleri takip edildi ve viicut sicakligi korunmasini
saglandi. Daha sonra ipek iplikler acilarak 2 saat boyunca reperfiizyon saglandi. Deney
sonunda anestezi altinda intrakardiyak kan alinarak cerrahi sirasinda eksanguinasyonla

Otenazi yapildi. Bilateral ooferektomi uygulandi.

Grup 9 (I/R + Istradefilin (3 mg/kg) + Regadenoson (30 pg/kg), n=8): Bu grupta,
Istradefilin (3 mg/kg), Regadenoson (30 pg/kg)’dan IP olarak 10 dk &nce uygulandi.
Ardindan, 1 saatlik bekleme siiresi sonrasinda anestezi altinda laparotomi yapildi ve sol
over gozlendikten sonra iskemik kosullar elde etmek amaciyla sol overin damarlar1 bas
diigiim stili kullanilarak 2 saat stireyle cift tarafli atravmatik ipek iplik ile sonrasinda geri
cOziilmeye elverisli olacak bi¢imde baglanarak tek tarafli (sol) tam over iskemisi modeli

elde edildi. Ardindan, batin i¢i kanamanin olmadigini gozlemleyerek insizyon ile ayrilmis
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olan batin derisi 3/0 ipek iplik ile kapatildi. Sicanlar iglemler esnasinda solunum
hareketleri takip edildi ve viicut sicaklig1 korunmasini saglandi. Daha sonra ipek iplikler
acilarak 2 saat boyunca reperflizyon saglandi. Deney sonunda anestezi altinda
intrakardiyak kan alinarak cerrahi sirasinda eksanguinasyonla 6tenazi yapildi. Bilateral

ooferektomi uygulandi.

Grup 10 (/R + Nanotasiyici iginde Istradefilin (3 mg/kg) + Regadenoson (30 pg/kg),
n=8): Bu grupta, Nanotasiyici i¢inde Istradefilin (3 mg/kg), Regadenoson (30 pg/kg)’dan
10 dk 6nce IP olarak uygulandi. Ardindan, 1 saatlik bekleme siiresi sonrasinda anestezi
altinda laparotomi yapild1 ve sol over gozlendikten sonra iskemik kosullar elde etmek
amaciyla sol overin damarlar1 bas diigiim stili kullanilarak 2 saat siireyle cift tarafli
atravmatik ipek iplik ile sonrasinda geri ¢oziilmeye elverisli olacak bi¢imde baglanarak
tek tarafli (sol) tam over iskemisi modeli elde edildi. Ardindan, batin i¢i kanamanin
olmadigin1 gézlemleyerek insizyon ile ayrilmis olan batin derisi 3/0 ipek iplik ile
kapatildi. Siganlar islemler esnasinda ve iskemik halde solunum hareketleri takip edildi
ve viicut sicakligl korunmasini saglandi. Daha sonra ipek iplikler agilarak 2 saat boyunca
reperfiizyon saglandi. Deney sonunda anestezi altinda intrakardiyak kan alinarak cerrahi

sirasinda eksanguinasyonla 6tenazi yapildi. Bilateral ooferektomi uygulandi.

Regadenoson (3-30 ug/kg) ve Istradefilin (0.3-3 mg/kg) IP olarak iskemiden 1 saat 6nce
uygulandi. Kombinasyon deneylerinde (Grup 9 ve 10) Istradefilin, Regadenoson’dan 10
dk 6nce uygulandi (263).

Tim islemler genel anestezi altinda ve steril kosullarda gergeklestirildi. Hayvanlarla
caligma esnasinda viicut sicakligin1 korumak amaciyla steril cerrahi ortii ve listten bir 151k
lambasi kullanildi. Bekleme siireleri boyunca abdominal bolgedeki insizyon hatt1 3/0 ipek
stitur ile kapatildi. Hayvanlar1 hipotermiden korumak i¢in 1sitici plaka (ATC-2000, World
Precision Instruments, ABD) ve sicak beyaz 1siktan faydalanildi. Hayvanlarin refleks
yanitlar1 periyodik olarak degerlendirildi ve gerek duyuldugunda hayvanlarin anestezi
derinligini sabit olarak tutmak amaciyla 40 mg/kg ketamin (Ketasol %10, Richter

Pharma, Avusturya) idame dozu verildi.

Tim siganlardan islemin sonunda over doku ornekleri ve intrakardiyak yolla kan

ornekleri alinarak biyokimyasal analizler i¢in ayrilmistir. Ayrica alinan sol overin bir
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kism1 biyokimyasal incelemeler i¢in sivi azot ile muamele edildikten sonra -150°C’de
sakland1. Kalan kism1 histopatolojik inceleme icin %10 formaldehit soliisyona koyulup
ayrilmistir. Her ¢aligmanin sonunda, siganlarin anestezi altinda iken kan ve doku

ornekleri alindiktan sonra sakrifikasyonlar1 eksanguinasyon yontemiyle gerceklestirildi.

Resim 3.3. Intrakardiyak kan alimi

3.3. Biyokimyasal analizler

3.3.1. Kan érneklerinde yapilan analizler

Sicanlardan deney sonunda MDA, tiyol/disiilfit, NO ve 3-NT i¢in intrakardiyak yolla kan
ornekleri toplandi. Toplanan kan 6rnekleri, EDTA’l tiiplerde 20 dk siireyle beklettikten
sonra serum elde etmek amaciyla +4 °C’de 10 dk boyunca 1500 rpm devirde santrifiij
edildi. Santrifiij isleminden sonra, serumlar kiigiik hacimlere ayrilarak tiiplere aktarildi ve
-80 °C'de dondurularak saklandi. Tiim bu islemler kan 6rneklerinin alinmasini takiben 30

dk igerisinde yapildi.

3.3.1.1. Serum MDA olc¢iimii
Calismada, serum MDA seviyeleri, ticari olarak temin edilebilen bir ELISA kiti (Kat. No.
E0156Ra, BT LAB, Bioassay Technology Laboratory, Shanghai, Cin) kullanilarak iiretici
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firmanin belirledigi protokole gore dlciildii. Ornekler, spektrofotometrik yontem ile
mikroplaka okuyucu (Epoch Microplate Spectrophotometer, BioTek Instruments, ABD)
kullanilarak 450 nm'lik absorbansta okundu (Resim 3.4).

Resim 3.4. Spektrofotometre

3.3.1.2. Serum 3-NT o6l¢iimii

Calismada, serum 3-NT seviyeleri, ticari olarak temin edilebilen bir ELISA kiti (Kat.No.
EO0019Ra, BT LAB, Bioassay Technology Laboratory, Shanghai, Cin) kullanilarak iiretici
firmanin belirledigi protokole gore dlgiildii. Ornekler, spektrofotometrik yontem ile
mikroplaka okuyucu (Epoch Microplate Spectrophotometer, BioTek Instruments, ABD)
kullanilarak 450 nm'lik absorbansta okundu.

3.3.1.3. Serum NO olciimii

Nitrik oksite ait birincil oksidasyon firlinleri nitrat ve nitrit olup plazmadaki kararli
nitrat/nitrit diizeyleri genellikle NO {iretimi i¢in bir indeks olarak kabul edilmektedir
(264). Bu calismada kullanilan teknik, NO/ozon kemiliiminesans olarak adlandirilir. Bu
teknik, nitrat/nitritin NO'ya geri doniistiiriilmesini saglar ve NO diizeylerini gaz formunda
Olcmektedir. Caligmada, serum numuneleri deproteinize etmek i¢in mutlak etanol ile 1:2
oraninda karistirildi. Deproteinizasyon islemi sonrasinda 0°C'de 30 dk boyunca inkiibe
edildi. Daha sonra, numuneler 5 dk boyunca 20,800 g devirde santrifiij edildi. Santrifiij

islemi sonucunda olusan pelletler atildiktan sonra elde edilen siipernatant, NO/ozon
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kemiliiminesans teknigi ile NO seviyelerini 6lgmede kullanildi. Pelletler atildi ve
siipernatant, NO/ozon kemilliminesans teknigi (Model 280i NOA, Sievers Instruments,
Boulder, CO, ABD) ile NO seviyelerini 6l¢gmek i¢in kullanildi. Enjekte edilen numuneler,
nitrat, nitrit ve S-nitrozo bilesiklerini NO’ya doniistiirebilen indirgeyici ajan (95°C'de 1
M HCI iginde ¢oziilmiis) vanadyum III kloriir ile reaksiyona sokuldu. Bu reaksiyon
sonucunda ortaya ¢ikan ve son iirlin olan NO’nun, saf azot altinda Sl¢iimii yapildi.
Numuneye ait NO konsantrasyonu, standart egri (sodyum nitrat ile elde edilmis olan) ile
karsilastirilmis ve hesaplama gergeklestirilmistir. Elde edilen verilerin analizi
NOAnalysis™ yazilimi (3.21 siiriimii, Sievers, Boulder, CO, ABD) kullanilarak
yapilmistir (Resim 3.5).

Resim 3.5. Kemiliiminesans teknigi ile NO tayini

3.3.1.4. Serum tiyol-disiilfit parametrelerinin 6l¢iimii

Caligsmada, serum tiyol/disiilfit diizeyleri, ticari kitler (Rel Assay Diagnostics, Mega Tip
Ltd., Gaziantep, Tiirkiye) kullanilarak iireticinin belirledigi protokole gore Ol¢iildii.
Orneklerin analizi Erel ve Neselioglu tarafindan gelistirilen spektrofotometrik ydntem
kullanilarak gergeklestirilmistir (265). Bu yontem ile mikroplaka okuyucu (Epoch
Microplate Spectrophotometer, BioTek Instruments, ABD) kullanilarak 450 nm'lik
absorbansta okunarak analiz edilmistir. Serum dogal tiyol (yalnizca indirgenmis olan
tiyolleri yansitir, —-SH) diizeyleri ve total tiyol diizeylerinin (—SH ile birlikte —-S—S— de
icermektedir) Ol¢limii yapilarak dogal ve total tiyollerin arasindaki farkin yaris1 dinamik

disiilfit (-S—S-) igerigi olarak kabul edilmistir.
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3.3.2. Doku orneklerinde yapilan analizler

Yapilan deney sonunda siganlardan 3-NT, tiyol/disiilfit, NO, SODI1 ve protein analizleri
i¢in sol over doku 6rnekleri alindi. Alinan 6rneklerin bir kismi -150°C’de muhafaza edildi
ve kalan kismi ise histopatolojik inceleme amaciyla %10 formaldehit iceren kaplarda

bekletildi.

3.3.2.1. Doku homojenatlarinin hazirlanmasi

Calisma sonunda -150°C’de muhafaza edilen over dokular1 asamali olarak ¢ozdiiriilerek
soguk fosfat tampon c¢ozeltisi (PBS) ile yikandi. Dokular, kan hiicrelerinden
temizlendikten sonra 2 cc’lik cryovial tiipe alinarak tiipler buzun iizerine konuldu.
Dokular, kit protokoliine uygun olarak 1 g dokuya 9 mL PBS ve iizerine proteaz inhibitorii
eklendi. Ardindan, bilye konuldu ve buzdolabinda -20 °C’de sogutuldu. Sogutma
isleminden sonra doku homojenizatdriinde (Tissue Lyser LT, Qiagen GmbH, Almanya)
3 dk boyunca isleme tabi tutuldu (Resim 3.5). Islem sonunda buzdolabinda sogutulduktan
sonra bilyeli homojenizasyon islemi tekrarlandi. Bu islemin ardindan vorteksleme yapildi
(BR-2000 Vortexer, Bio-Rad, Hercules, CA, ABD). Daha sonra ise sogumaya birakildi.
Ardindan, 25-30 sn boyunca ultrasonik homojenizator (Sonopuls, Bandelin, Almanya)
cithazinda homojenizasyon igslemine tabi tutuldu (Resim 3.6). Vorteksleme islemine tekrar
tabi tutulduktan sonra 10 dakika boyunca 5000 g devirde santrifiij edilerek siipernatantlar
toplandi. Calismanin agamalari, +4 °C’de (buz lizerinde) gerceklestirildi fakat cihazda
yapilan islemlere maruz kaldig: stirelerin sonunda 5 dk boyunca -20°C’de sogumaya
birakildi. Tiim iglemlerin sonunda, doku lizatlar1 analizi yapilana kadar -80°C’ye konulup

bekletildi.
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Resim 3.6. Doku homojenizatorii

Resim 3.7. Ultrasonik homojenizator

3.3.2.2. Doku SOD1 6l¢iimii

Calismada, doku homojenatlarindan elde edilen doku lizatlarinda SOD1 seviyeleri, ticari
olarak temin edilebilen bir ELISA kiti (Kat.No. ER0332, FineTest, Wuhan Fine Biotech
Co., Ltd, Wuhan, Hubei, Cin) kullanilarak {iretici firmanin belirledigi protokole gore
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olciildii. Ornekler, spektrofotometrik yontem ile mikroplaka okuyucu (Epoch Microplate
Spectrophotometer, BioTek Instruments, ABD) kullanilarak 450 nm'lik absorbansta

okundu.

3.3.2.3. Doku 3-NT o6l¢iimii

Calismada, doku homojenatlarindan elde edilen doku lizatlarinda 3-NT seviyeleri, ticari
olarak temin edilebilen bir ELISA kiti (Kat. No. E0019Ra, BT LAB, Bioassay
Technology Laboratory, Shanghai, Cin) kullanilarak iiretici firmanin belirledigi
protokole gére dlgiildii. Ornekler, spektrofotometrik ydntem ile mikroplaka okuyucu
(Epoch Microplate Spectrophotometer, BioTek Instruments, ABD) kullanilarak 450

nm'lik absorbansta okundu.

3.3.2.4. Doku NO analizi

Calismada, doku homojenatlarindan elde edilen siipernatant NO seviyelerine bakildi.
NO’ya ait birincil oksidasyon iirlinleri nitrat ve nitrit olup plazmadaki kararl nitrat/nitrit
diizeyleri genellikle NO {iretimi i¢in bir indeks olarak kabul edilmektedir (264). Bu
calismada serum NO 6l¢iimii boliimiinde belirtilen NO/ozon kemiliiminesans yontemiyle

homojenize edilen dokularda NO diizeyi 6l¢iilmiistiir.

3.3.2.5. Doku tiyol-disiilfit parametrelerinin 6l¢iimii

Calismada, doku homojenatlarindan elde edilen doku lizatlarinda tiyol/disiilfit diizeyleri,
ticari kitler (Rel Assay Diagnostics, Mega Tip Ltd., Gaziantep, Tiirkiye) kullanilarak
tireticinin belirledigi protokole gore olgiildii. Doku lizatlarinin analizi Erel ve Neselioglu
tarafindan gelistirilen spektrofotometrik yontem kullanilarak gerceklestirilmistir (265).
Bu yontem ile mikroplaka okuyucu (Epoch Microplate Spectrophotometer, BioTek
Instruments, ABD) kullanilarak 450 nm'lik absorbansta okunarak analiz edilmistir. Doku
dogal tiyol (yalnizca indirgenmis olan tiyolleri yansitir, —SH) diizeyleri ile total tiyol
diizeyleri (—SH ile birlikte —S—S— de igermektedir) Slgiilerek dogal ve total tiyollerin

arasindaki farkin yarisi ise dinamik disiilfit (—S—S—) igerigi olarak kabul edilmistir.

3.3.2.6. Doku protein dl¢iimii
Doku homojenatlarindan elde edilen doku lizatlarinda protein dl¢iimii, mikro hacimli

plaka (Epoch Take3 micro-volume plate, Biotek, ABD) kullanarak mikroplaka okuyucu
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spektrofotometre cihazi (Epoch Microplate Spectrophotometer, BioTek Instruments,

ABD) ile 260 ve 280 nm dalga boylarinda gergeklesmistir.

3.4. Nanosiispansiyonlarin hazirlanmasi

Nanosiispansiyon formiilasyonlarmin hazirlanmasinda, iki farkli beher igerisine 5 mL
etanol ve igerisine 650 mg Eudragit RS 100 (Evonik Nutrition & Care GmbH, Almanya)
ilave edilerek oda sicakliginda ¢oziindiiriilmiistiir. Coziinme islemi gerceklestikten sonra
hazirlanan beherlerden birine (1. beher) 0.5 mg/mL Istradefilin ve 5 mL DMSO eklendi.
Diger beher (2.beher) ise bos formiilasyon olarak birakildi. Hazirlanan 1. ve 2. beherdeki
cozeltiler % 0.02 Tween 80 iceren buz banyosundaki 100 mL distile su igerisine enjektor
yardimiyla damlalar halinde enjekte edildi. Damlalarin eklenmesi sirasinda 1000 rpm
hizla karistirilmasi saglandi. Olusan nanoformiilasyonlar, diisiik sicaklikta bir siire daha
bekletildi. Organik ¢oziiciiniin asamali sekilde buharlasmasi polimerin in situ
cokelmesine neden olarak mikro ve nano damlaciklara dontlisiip matris tipi

nanopartikiiller olugsmasini sagladu.

3.4.1. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) analizi

Istradefilin yiiklii nanosiispansiyonlar seyreltildikten sonra kurutulmus ve kaplayici cihaz
(SC7620 Mini Sputter Coater / Glow Discharge System, Emitech/Quorum, Ingiltere)
yardimiyla 150 sn boyunca altin-paladyum (Au-Pd) ile kaplanmasi saglanmistir (Resim
3.8). Ardindan, numunenin ylizeyinden yiiksek c¢oziiniirliikli goriintiilerin ¢ekilmesi
taramal1 elektron mikroskobu (SEM) cihazi (GeminiSEM 300, Carl Zeiss Microscopy
GmbH, Corp., Almanya) ile Ulug Bey Yiiksek Teknoloji Uygulama ve Arastirma
Merkezi (ULUTEM)’de yapilmistir (Resim 3.9).
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Resim 3.9. Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)

3.4.2. Partikiil boyutu ol¢iimii
Nanosiispansiyon boyutlari, SEM analizinden elde edilen nanosiispansiyonlarin

goriintiileri kullanilarak Image J (1.54d) programu ile incelenmistir (266, 267).

3.5. Histopatolojik analizler
Histopatolojik inceleme i¢in siganlardan elde edilen over dokulari numuneleri %10°luk
formaldehit i¢inde fikse edilmistir. Daha sonra, soliisyondan ¢ikarilmis olan over dokulari

parafin bloklara gomiildii. Parafine gomiilii over dokusu 6rnekleri hematoksilen-eozin
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(H-E) ile boyanmistir. Olgiimler igin kesitler 151k mikroskobu (Nikon Eclipse E600;
Nikon, Tokyo, Japonya) altinda x200 biiylitme ile analiz edilmis ve goriintii

kaydedilmistir.

Histolojik kesitler interstisyel 6dem, vaskiiler konjesyon, hemoraji ve PMN infiltrasyonu
acisindan degerlendirildi. Her 6rnek, Eser ve ark. (268) tarafindan yayinlanan skorlama
kullanilarak 1 ila 4 arasinda degisen olgekte (1, yok; 2, hafif; 3, orta; 4, siddetli)
skorlanmistir: Skor 1, hafif 6dem/hafif vaskiiler konjesyon/ hemoraji yok/PMN yok; Skor
2, orta ddem/orta vaskiiler konjesyon/ hemoraji yok/PMN yok; Skor 3, siddetli
O0dem/siddetli vaskiiler konjesyon/hafif hemoraji/hafif PMN; ve Skor 4, siddetli
O0dem/siddetli vaskiiler konjesyon/siddetli hemoraji/siddetli PMN (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Over dokusundan elde edilen 6rneklerin histopatolojik bulgularinin siddetinin

degerlendirilmesinde kullanilan skorlama (268)

Skor Hasar

1 Hafif interstisyal 6dem/Hafif vaskiiler konjesyon/Hemoraji yok/PMN

infiltrasyonu yok

2 Orta interstisyal 0dem/Orta vaskiiler konjesyon/Vaskiiler hemoraji

yok/PMN infiltrasyonu yok

3 Siddetli  interstisyal = 6dem/Siddetli  vaskiiler  konjesyon/Hafif
hemoraji/Hafif PMN infiltrasyonu

4 Siddetli interstisyal o6dem/Siddetli  vaskiiler konjesyon/Siddetli
hemoraji/Siddetli PMN infiltrasyonu

3.6. Istatistiksel analiz

Veriler ortalama =+ standart sapma (S.D.), standart hata (S.E.M.) veya yiizde olarak ifade
edildi. Calismadan elde edilen verilerin degerlendirilmesi amaciyla, istatistiksel
analizlerden SPSS paket programi (SPSS Inc., versiyon 22.0, Chicago, IL, ABD) ve
GraphPad Instat versiyon 3.05 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, ABD)
programlarindan yararlanildi. Degiskenlerin normal dagilima sahip olup olmadigini
incelemek icin Kolmogorov-Smirnov normalite testi kullanildi ve tiim degiskenlerin

normal dagilima uydugu belirlendi (P>0.1). Iki grup ortalamalarmni karsilastirmak icin
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eslesmemis Student t-testi kullanildi, yiizdeleri karsilastirmak icin ise Ki-kare testi
uygulandi. Ikiden ¢ok olan grup ortalamalarmin karsilastirilmas: icin ANOVA analizi
gerceklestirildi ve daha sonra da Student-Newman-Keuls ya da Dunnett testinden
faydalanildi. Histopatolojik deneylerde gruplar arasinda skorlarinin karsilagtirilmasinda
Kruskal-Wallis testi uygulanmis olup ardindan da Dunn testinden yararlanildi.
Korelasyon analizi, Pearson korelasyon testi kullanilarak gergeklestirildi. Tiim istatistik
testlerinde, P degeri iki yonlii olup 0.05'ten kiiciik P degerleri istatistiksel olarak anlamli

kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1.Biyokimyasal analiz bulgulari

4.1.1. Serum tiyol-disiilfit parametrelerinin bulgulari

Gruplarin serum total tiyol diizeyleri Sekil 4.1’de sunulmustur. Serum total tiyol diizeyi,
nanotastyici icinde Istradefilin (3 mg/kg) ardindan da Regadenoson (30 pg/kg) verilerek
I/R uygulanan grupta (Nano Ist 3 + Rega 30 + I/R) bos nanoformiilasyon verilerek I/R
uygulanan gruba (Bos nano + I/R) gore daha diisiiktiir ve bu iliski istatistiksel olarak

anlamlidir (p<0.05). Diger gruplar arasinda anlamli fark gézlenmemistir (P>0.05).
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250 o
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150 -

100 +

Serum Total tiyol (umol/L)

50 o

Sham i/R Bos Rega3+Rega30Ist0.3+ Ist3+ Nanolst Ist 3+ Nano Ist
nano+ /R +I/R i/R i/R  3+I/R Rega303+Rega
i/R +I/R 30+Ii/R

Sekil 4.1. Gruplarin serum total tiyol diizeyleri

Sonuglar ortalama = SEM olarak verilmistir. Her grup i¢in n=8. 1P<0.05 Bos nanoformiilasyon +
iskemi/reperflizyon grubuyla karsilastirildiginda
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Gruplarin serum dogal tiyol diizeyleri Sekil 4.2’de sunulmustur. Serum dogal tiyol

diizeyi, I/R uygulanan grupta Sham grubuna gére daha diisiik bulunmustur (P<0.05). Tek

basina Regadenoson (30 pg/kg) verilerek I/R uygulanan (Rega 30 + I/R) grupta 6lgiilen

serum dogal tiyol diizeylerinin I/R uygulanan gruba gore daha yiiksek bulunmustur

(sirastyla P<0.01). Rega 30 + I/R grubunda &lgiilen serum dogal tiyol diizeyi Istradefilin

(3 mg/kg) ardindan Regadenoson (30 pg/kg) verilerek I/R uygulanan (Ist 3 + Rega 30 +

I/R) grubuna ve Regadenoson (3 pg/kg) verilerek I/R uygulanan grubuna (Rega 3 + I/R)

gore yiiksek bulunmustur (sirastyla P<0.05, P<0.05). Buna ek olarak, serum dogal tiyol

diizeyi, Rega 30 + I/R grubunda Nano Ist 3 + Rega 30 + I/R grubuna gore oldukea yiiksek

bulunmustur (P<0.01).
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Sekil 4.2. Gruplarin serum dogal tiyol seviyeleri

Sonuglar ortalama + SEM olarak verilmistir. Her grup i¢in n=8. +P<0.05 Sham grubuyla

karsilastirldiginda, **P<0.01 Iskemi/Reperfiizyon grubuyla karsilastirildiginda, $P<0.05, $3P<0.01

Regadenoson (30 pg/kg) + Iskemi/Reperfiizyon grubuyla karsilastirildiginda
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Gruplarm serum disiilfit diizeyleri Sekil 4.3’de sunulmustur. Serum disiilfit diizeyi, I/R
grubu ve Bos nano + I/R grubunda Sham grubuna gére yiiksek bulunmustur (P<0.05).
Ayrica, Rega 30 + I/R grubunda sadece I/R uygulanan gruba gore serum disiilfit diizeyleri
diisiik bulunmustur (P<0.05). Diisiik doz uygulanan Rega 3+i/R grubunda serum disiilfit
diizeyi Rega 30+1/R grubuna gére yiiksek bulunmustur (P<0.05).
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Sekil 4.3. Gruplarin serum disiilfit diizeyleri
Sonuglar ortalama + SEM olarak verilmistir. Her grup i¢in n=8. +P<0.05 Sham grubuyla

karsilastirldiginda, *P<0.05 Iskemi/Reperfiizyon grubuyla karsilastirildiginda, $P<0.05 Regadenoson (30
pg/kg) + Iskemi/Reperfiizyon grubuyla karsilastirildiginda
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Gruplarin serum dogal tiyol/total orani Sekil 4.4’de sunulmustur. Serum dogal tiyol/total
tiyol diizeyi, I/R ve Bos nano+I/R grubunda Sham grubuna gére diisiik bulunmustur
(P<0.01). Rega 30 + I/R grubunda I/R grubunna gére serum dogal tiyol/total tiyol
diizeyleri oldukca yiiksek bulunmustur (P<0.001). Rega 3 + I/R ve Nano Ist 3 + Rega
30+i/R gruplarinda serum dogal tiyol/total tiyol diizeyleri Rega 30 + I/R grubuna gore
diisiik bulunmustur (P<0.01).
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Sekil 4.4. Gruplarin serum dogal tiyol/total tiyol orani

Sonuglar ortalama + SEM olarak verilmistir. Her grup i¢in n=8. ++P<0.01 Sham grubuyla
karsilastinildiginda, ***P<0.001 Iskemi/Reperfiizyon grubuyla karsilastirildiginda, $3P<0.01
Regadenoson (30 pg/kg) + iskemi/Reperfiizyon grubuyla karsilastirildiginda
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Gruplarm serum disiilfit/total tiyol oran1 Sekil 4.5’de sunulmustur. I/R grubunda ve Bos
nano + I/R grubunda serum disiilfit/total tiyol oran1 Sham grubuna gére yiiksek
bulunmustur (sirastyla P<0.05, P<0.01). Rega 30 + I/R grubunda serum disiilfit/total tiyol
oran1 I/R grubuna gére 6nemli dlgiide diisiik bulunmustur (P<0.001). Ayrica, serum
disiilfit/total tiyol oran1, Nano Ist 3 + Rega 30 + I/R grubunda Rega 30 + /R grubuna gore
yiiksek bulunmustur (P<0.01).
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Sekil 4.5. Gruplarin serum disiilfit/total tiyol orani

Sonuglar ortalama = SEM olarak verilmistir. Her grup i¢in n=8. +p<0.05, ++P<0.01 Sham grubuyla
karsilastirildiginda, ***P<0.001 Iskemi/Reperfiizyon grubuyla karsilastirildiginda, $3P<0.01
Regadenoson (30 pg/kg) + iskemi/Reperfiizyon grubuyla karsilastirildiginda
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Gruplarm serum disiilfit/dogal tiyol oran1 Sekil 4.6’da sunulmustur. I/R grubunda ve Bos
nano + I/R grubunda serum disiilfit/dogal tiyol oran1 Sham grubuna gore yiiksek
bulunmustur (sirastyla P<0.05, P<0.01). Rega 30 + I/R grubunda serum disiilfit/dogal
tiyol orani1 I/R grubuna gére oldukga diisiik bulunmustur (P<0.01). Buna ek olarak, serum
disiilfit/dogal tiyol oran1, Rega 3 + I/R ve Nano Ist 3 + Rega 30 + I/R grubunda Rega 30
+ I/R grubuna gore yiiksek bulunmustur (sirasiyla P<0.05, P<0.01).
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Sekil 4.6. Gruplarin serum disiilfit/dogal tiyol orani

Sonuglar ortalama + SEM olarak verilmistir. Her grup i¢in n=8. +p<0.05, ++P<0.01 Sham grubuyla
kargilagtirildiginda, **P<0.01 Iskemi/Reperfiizyon grubuyla karsilagtirildiginda, {P<0.05, $1P<0.01
Regadenoson (30 pg/kg) + Iskemi/Reperfiizyon grubuyla karsilastirildiginda
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4.1.2. Doku tiyol-disiilfit parametrelerinin bulgulari

Gruplarm doku total tiyol diizeyi Sekil 4.7’de sunulmustur. Doku total tiyol diizeyi, I/R
grubunda Sham grubuna gore yiiksek bulunmustur (P<0.01). Bos nano + I/R grubunda
doku total tiyol oran1 I/R grubuna gére diisiik bulunmustur (P<0.05). Ayrica, Nano Ist 3
+ Rega 30 + I/R grubunda doku total tiyol oran1 Bos nano + I/R grubuna gore yiiksek
bulunmustur (P<0.05).
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Sekil 4.7. Gruplarin doku total tiyol diizeyi

Sonuglar ortalama + SEM olarak verilmistir. Her grup i¢in n=8. ++P<0.01 Sham grubuyla
karsilastirldiginda, *P<0.05 Iskemi/Reperfiizyon grubuyla karsilastirildiginda, 1P<0.05 Bos
nanoformiilasyon + iskemi/reperfiizyon grubuyla karsilastirildiginda
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Gruplarin doku dogal tiyol diizeyi Sekil 4.8’de sunulmustur. Doku dogal tiyol diizeyi,
nanotastyici iginde Istradefilin (3 mg/kg) verilerek I/R uygulanan (Nano Ist 3 + I/R)
grupta Bos nano + I/R grubuna gore yiiksek bulunmustur (P<0.05). Yine Nano Ist 3 + I/R
grubunda doku dogal tiyol orani Istradefilin (3 mg/kg) verilerek I/R uygulanan (Ist 3 +
I/R) gruba gére yiiksek bulunmustur (P<0.05).
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Sekil 4.8. Gruplarin doku dogal tiyol diizeyleri
Sonuglar ortalama + SEM olarak verilmistir. Her grup i¢in n=8. 1P<0.05 Bos nanoformiilasyon +

iskemi/reperfiizyon grubuyla karsilastirildiginda, §P<0.05 Istradefilin 3 mg/kg + iskemi/reperfiizyon
grubuyla karsilagtirildiginda
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Gruplarin doku disiilfit diizeyleri Sekil 4.9’da sunulmustur. Doku disiilfit diizeyleri

bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamlilik bulunmamustir.
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Sekil 4.9. Gruplarin doku distilfit diizeyleri

Sonuglar ortalama + SEM olarak verilmistir. Her grup i¢in n=8.

Gruplarin doku dogal tiyol/total tiyol orant Sekil 4.10’da sunulmustur. Doku dogal

tiyol/total tiyol oraninda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamlilik bulunmamastir.

90

80

70

60

50

40

30

20

Doku Dogal Tiyol/Total Tiyol (%)

10

Sham

i/R

Bos Rega3+Rega30 Ist0.3+ Ist3+ Nanolst Ist3+ Nano st
nano+ i/R +I/R i/R i/R 3+I/R Rega303+Rega
i/R +i/R 30+I/R

Sekil 4.10. Gruplarin dogal tiyol/total tiyol orani diizeyleri

Sonuglar ortalama + SEM olarak verilmistir. Her grup icin n=8.
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Gruplarin doku disiilfit/total tiyol oran1 Sekil 4.11°de sunulmustur. Doku disiilfit/total

tiyol oran1 bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamlilik bulunmamustir.
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Sekil 4.11. Gruplarin doku disiilfit/total tiyol oran1

Sonuglar ortalama + SEM olarak verilmistir. Her grup i¢in n=8.

Gruplarin doku disiilfit/dogal tiyol orani Sekil 4.12°de sunulmustur. Doku disiilfit/dogal
tiyol oran1, Nano Ist 3 + I/R ve Ist 3 + Rega 30 + I/R grubunda Ist 3 + I/R grubuna gére
diisiik bulunmustur (P<0.05).
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Sekil 4.12. Gruplarin doku disiilfit/dogal tiyol oran1

Sonuglar ortalama + SEM olarak verilmistir. Her grup i¢in n=8. §P<0.05 Istradefilin 3 mg/kg +
iskemi/reperfiizyon grubuyla karsilastirildiginda
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4.1.3. Doku SOD1 bulgular1

Gruplarm doku SODI diizeyleri Sekil 4.13’de sunulmustur. Doku SOD1 diizeyi, I/R
grubunda Sham grubuna gére diisiik bulunmustur (P<0.05). Rega 3 + I/R grubunda, Nano
Ist 3 + I/R grubunda ve Ist 3 + Rega 30 + I/R grubunda dlgiilen doku SOD1 diizeyi I/R
uygulanan gruba gore yiiksek bulunmustur (sirasiyla P<0.05, P<0.05, P<0.05).
Istradefilin (3 mg/kg) verilerek I/R uygulanan (Ist 0.3 + I/R) grupta ve Ist 3 + I/R
grubunda 6lgiilen doku SODI1 diizeyleri ise I/R grubuna gore yiiksek bulunmustur
(sirastyla P<0.01, P<0.01). Ayrica, doku SODI1 diizeyi, Nano Ist 3 + Rega 30 + I/R
grubunda Rega 30 + I/R grubuna gore yiiksek bulunmustur (P<0.01).
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Sekil 4.13. Gruplarin doku SOD1 diizeyleri

Sonuglar ortalama + SEM olarak verilmistir. Her grup i¢in n=8. +P<0.05 Sham grubuyla
karsilastirildiginda, *P<0.05, *¥P<0.01, ***P<0.01 Iskemi/Reperfiizyon grubuyla karsilastirildiginda,
11P<0.01 Regadenoson (30 pg/kg) + Iskemi/Reperfiizyon grubuyla karsilastirildiginda
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4.1.4. Serum MDA bulgular
Gruplarm serum MDA diizeyleri Sekil 4.14’de sunulmustur. Serum MDA diizeyleri, I/R

grubunda ve Bos nano + I/R grubunda Sham grubuna gére yiiksek bulunmustur (sirasiyla

P<0.05, P<0.01).
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Sekil 4.14. Gruplarin serum MDA diizeyleri

Sonuglar ortalama + SEM olarak verilmistir. Her grup i¢in n=8. +p<0.05, ++P<0.01 Sham grubuyla
karsilagtirildiginda
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4.1.5. Serum 3-NT bulgulan

Gruplarm serum 3-NT diizeyleri Sekil 4.15°de sunulmustur. Serum 3-NT diizeyi, I/R
grubunda Sham grubuna gére yiiksek bulunmustur (P<0.05). Rega 30 + I/R grubunun 3-
NT diizeyi ise I/R grubuna gére diisiik bulunmustur (P<0.05). Nano Ist 3 + Rega 30 + I/R
grubunun ve Ist 3 + Rega 30 + I/R grubunun 3-NT diizeyleri ise Rega 30 + I/R grubuna
gore ylksek bulunmustur (P<0.01, P<0.001).
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Sekil 4.15. Gruplarin serum 3-NT diizeyleri

Sonuglar ortalama + SEM olarak verilmistir. Her grup i¢in n=8. +P<0.05 Sham grubuyla
karsilagtirldiginda, *P<0.05 Iskemi/Reperfiizyon grubuyla karsilastirildiginda, $$P<0.01, $11P<0.001
Regadenoson (30 pg/kg) + Iskemi/Reperfiizyon grubuyla karsilastirildiginda
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4.1.6. Doku 3-NT bulgulari

Gruplarm doku 3-NT diizeyleri Sekil 4.16’da sunulmustur. I/R grubunun doku 3-NT
diizeyi Sham grubuna gére yiiksek bulunmustur (P<0.001). Rega 30 + I/R grubunun,
Nano Ist 3 + I/R grubunun, Nano Ist 3 + Rega 30 + I/R grubunun ve Bos nano +I/R
grubunun 6lgiilen doku 3-NT diizeyleri I/R grubuna gore yiiksek bulunmustur (sirastyla
P<0.05, P<0.05, P<0.05, P<0.01).

400 -

350 +++

L
8
1
*
*
*

* %k

250 +

Doku 3-NT (nmol/L)
(=]
8

150 -+
100 -+
50 -
0 L]
Sham i/R Bos Rega3+Rega30Ist0.3+ Ist3+ Nanolst Ist 3+ Nano Ist
nano+ i/R +I/R i/R i/R 3+I/R Rega303+Rega
i/R +I/R 30+Ii/R

Sekil 4.16. Gruplarin doku 3-NT diizeyleri

Sonuglar ortalama + SEM olarak verilmistir. Her grup i¢in n=8. +++P<0.001 Sham grubuyla
karsilastirildiginda, *P<0.05, **P<0.01 Iskemi/Reperfiizyon grubuyla karsilastirildiginda
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4.1.7. Serum NO bulgular:
Gruplarm serum NO diizeyleri Sekil 4.17°de sunulmustur. Bos nano + I/R grubunun
serum NO diizeyi Sham grubuna gére yiiksek bulunmustur (P<0.05). Rega 30 + I/R

grubunun serum NO diizeyi ise I/R uygulanan gruba gére diisiik bulunmustur (P<0.05).

250 -
+
200 -
=
= 150 4
T
o *
=
g 100 +
1=
(]
()
50 -+
O L]
Sham i/R Bos Rega3+Rega30Ist0.3+ Ist3+ Nanolst Ist 3+ Nano Ist
nano+ i/R +I/R i/R i/R  3+I/R Rega303+Rega
i/R +I/R 30+Ii/R

Sekil 4.17. Gruplarin serum NO diizeyleri

Sonuglar ortalama + SEM olarak verilmistir. Her grup i¢in n=8. +P<0.05 Sham grubuyla
karsilastirldiginda, *P<0.05 Iskemi/Reperfiizyon grubuyla karsilastirildiginda
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4.1.8. Doku NO bulgular:

Gruplarm doku NO diizeyleri Sekil 4.18”de sunulmustur. Bos nano + I/R grubunda doku
NO diizeyi Sham grubuna gore yiiksek bulunmustur (P<0.01). Doku NO diizeyi, Rega 30
+ I/R grubu ve Ist 0.3 + I/R grubunda I/R uygulanan gruba gére yiiksek bulunmustur
(sirastyla P<0.01, P<0.01). Ist 3 + Rega 30 + I/R grubunda ve Nano Ist 3 + Rega 30 + I/R
grubunda doku NO diizeyleri Rega 30 + I/R grubuna gore oldukea diisiik bulunmustur
(sirastyla P<0.001, P<0.001). Ist 3 + Rega 30 + I/R grubunda ve Nano Ist 3 + Rega 30 +
I/R grubunda doku NO diizeyleri Bos nano + I/R grubuna gére diisiik bulunmustur
(sirastyla P<0.01, P<0.01). Ist 3 + Rega 30 + I/R grubunda ve Nano Ist 3 + Rega 30 + I/R
grubunda doku NO diizeyleri Ist 3 + I/R grubuna gére diisiik bulunmustur (sirasiyla
P<0.05, P<0.05). Nano Ist 3 + Rega 30 + I/R grubunda ise doku NO diizeyleri Nano Ist 3
+ I/R grubuna gore diisiik bulunmustur (P<0.05).

250 =

200 +

[
9]
[=]

Doku NO (pM)
g

Sham i/R Bos Rega3+Rega30Ist0.3+ Ist3+ Nanolst Ist 3+ Nano Ist
nano+ i/R +I/R i/R i/R  3+Ii/R Rega303+Rega
i/R +i/R 30+I/R

Sekil 4.18. Gruplarin doku NO diizeyleri

Sonuglar ortalama + SEM olarak verilmistir. Her grup i¢in n=8. ++P<0.01 Sham grubuyla
karsilastirildiginda, **P<0.01 Iskemi/Reperfiizyon grubuyla karsilastirildiginda, $33P<0.001
Regadenoson (30 pg/kg) + Iskemi/Reperfiizyon grubuyla karsilastirildiginda, $$P<0.01 Bos
nanoformiilasyon + iskemi/reperfiizyon grubuyla karsilastirildiginda, §P<0.05 Istradefilin 3 mg/kg +
iskemi/reperflizyon grubuyla karsilastirildiginda, §P<0.05 Nano Istradefilin 3 mg/kg +
iskemi/reperfiizyon grubuyla karsilastirildiginda

4.1.9. Korelasyon analizleri
Siganlarda over I/R deneylerinde 6lgiilen parametreler arasindaki istatistiksel olarak

anlamli korelasyonlar Tablo 4.1 ve 4.2°de sunulmustur.
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Regadenoson 3 mg/kg + I/R grubunda serum dogal tiyol diizeyleri ile serum disiilfit
diizeyleri arasinda negatif korelasyon bulundu (P=0.0442). Bu grupta, doku total tiyol
diizeyleri ile doku dogal tiyol diizeyleri arasinda pozitif korelasyon saptandi (P<0.0001)
(Tablo 4.1).

Regadenoson 30 mg/kg + I/R grubunda doku total tiyol diizeyleri ile doku dogal tiyol
diizeyleri arasinda pozitif korelasyon saptandi (P=0.0003) (Tablo 4.1).

Istradefilin 0.3 mg/kg + I/R grubunda serum total tiyol diizeyleri ile serum disiilfit
diizeyleri arasinda pozitif korelasyon bulundu (P=0.0042). Bu grupta, serum dogal tiyol
diizeyleri ile doku NO diizeyleri arasinda negatif korelasyon saptandi (P=0.0403) (Tablo
4.1).

Istradefilin 3 mg/kg + I/R grubunda serum total tiyol diizeyleri ile serum disiilfit diizeyleri
arasinda ayrica doku total tiyol diizeyleri ile doku dogal tiyol diizeyleri arasinda pozitif
korelasyon bulundu (sirastyla P<0.0001, P=0.0016). Bu grupta, serum total tiyol
diizeyleri ile doku 3-NT diizeyleri arasinda, serum disiilfit diizeyleri ile doku total tiyol
diizeyleri arasinda ayrica serum disiilfit diizeyleri ile doku 3-NT diizeyleri arasinda

negatif korelasyon saptandi (sirasiyla P=0.0189, P=0.0239, P=0.0470) (Tablo 4.1).

Nano Istradefilin 3 mg/kg + I/R grubunda serum total tiyol ile serum disiilfit arasinda,
serum distlfit ile serum NO arasinda, serum disiilfit ile doku SOD1 ayrica doku total tiyol
ile doku dogal tiyol arasinda pozitif korelasyon bulundu (P=0212, P=0.0024, P=0.0013,
P=0.0005). Bu grupta, serum dogal tiyol ile doku SODI ve serum dogal tiyol ile serum
3-NT arasinda negatif korelasyon saptandi (sirasiyla P=0.0187, P=0.0175) (Tablo 4.1).

Istradefilin 3 mg/kg + Regadenoson (30 pug/kg) + I/R grubunda serum total tiyol ile serum
distilfit, doku total tiyol ile doku dogal tiyol arasinda ayrica doku dogal tiyol ile doku NO
arasinda pozitif korelasyon saptandi (sirasiyla P=0.0124, P<0.0001, P=0.0474). Bu
grupta, doku disiilfit ile doku NO arasinda ve serum NO ile doku SODI1 arasinda negatif
korelasyon bulundu (sirasiyla P=0.0004, P=0.0062) (Tablo 4.2).

Nano Istradefilin 3 mg/kg + Regadenoson (30 ug/kg) + I/R grubunda serum total tiyol ile

serum MDA, serum total tiyol ile serum 3-NT, serum total tiyol ile serum disiilfit, serum
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disiilfit ile serum MDA ayrica doku total tiyol ile doku dogal tiyol arasinda pozitif
korelasyon saptandi (sirasiyla P=0.0025, P=0.0291, P=0.0001, P=0.0054, P=0.0201). Bu

grupta, doku dogal tiyol ile doku SOD1 diizeyleri arasinda negatif korelasyon saptandi

(P=0.0209) (Tablo 4.2).

Tablo 4.1. Siganlarda over I/R deneylerinde &lgiilen parametreler arasindaki istatistiksel

olarak anlamli korelasyonlar

Parametreler Correlation

coefficient (r)

Coefficient of P

determination (r?)

Regadenoson 3 ug/kg + I/R grubunda:

Serum Dogal tiyol <> Serum Disiilfit -0.7194
Doku Total tiyol <> Doku Dogal tiyol =~ 0.9946

Regadenoson 30 ug/kg + I/R grubunda:
Doku Total tiyol <> Doku Dogal tiyol ~ 0.9504
Istradefilin 0.3 mg/kg + I/R grubunda:

Serum Total tiyol <> Serum Disiilfit 0.8770
Serum Dogal tiyol <> Doku NO -0.7288

Istradefilin 3 mg/kg + I/R grubunda:

Serum Total tiyol <> Serum Disiilfit 0.9740

Serum Total tiyol <> Doku 3-NT -0.7929
Serum Disiilfit <> Doku Total tiyol -0.7751
Serum Disiilfit <> Doku 3-NT -0.7133

Doku Total tiyol <> Doku Dogal tiyol ~ 0.9120
Nano Istradefilin 3 mg/kg + I/R grubunda:

Serum Total tiyol <> Serum Disiilfit 0.7842

Serum Dogal tiyol <> Doku SOD1 -0.8374
Serum Dogal tiyol <> Serum 3-NT -0.7985
Serum Disiilfit <> Serum NO 0.8982
Serum Disiilfit <> Doku SODI 0.9462

Doku Total tiyol <> Doku Dogal tiyol ~ 0.9418

0.5176 0.0442
0.9893 <0.0001
0.9912 0.0003
0.7691 0.0042
0.5311 0.0403
0.9487 <0.0001
0.6287 0.0189
0.6008 0.0239
0.5089 0.0470
0.8317 0.0016
0.6149 0.0212
0.7012 0.0187
0.6376 0.0175
0.8068 0.0024
0.8953 0.0013
0.8870 0.0005

NO, nitrik oksit; 3-NT, 3-nitrotirozin; MDA, malondialdehit, SOD, Siiperoksit dismutaz

Pearson korelasyon testi
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Tablo 4.2. Siganlarda over I/R deneylerinde &lgiilen parametreler arasindaki istatistiksel
olarak anlamli korelasyonlar

Parametreler Correlation Coefficient of P

coefficient (r) determination (r?)

Istradefilin 3 mg/kg + Regadenoson (30 ug/kg) + I/R grubunda:

Serum Total tiyol <> Serum Disiilfit 0.8217 0.6751 0.0124
Doku Total tiyol <> Doku Dogal tiyol 0.9677 0.9365 <0.0001
Doku Dogal tiyol <> Doku NO 0.7123 0.5074 0.0474
Doku Disiilfit <> Doku NO -0.9470 0.8968 0.0004
Serum NO <> Doku SOD1 -0.8596 0.7389 0.0062

Nano Istradefilin 3 mg/kg + Regadenoson (30 ug/kg) + I/R grubunda:

Serum Total tiyol <> Serum MDA 0.8974 0.8054 0.0025
Serum Total tiyol <> Serum 3-NT 0.7587 0.5756 0.0291
Serum Total tiyol <> Serum Disiilfit 0.9643 0.9298 0.0001
Serum Disiilfit <> Serum MDA 0.8661 0.7501 0.0054
Doku Total tiyol <> Doku Dogal tiyol 0.7885 0.6217 0.0201
Doku Dogal tiyol <> Doku SOD1 -0.7853 0.6167 0.0209

NO, nitrik oksit; 3-NT, 3-nitrotirozin; MDA, malondialdehit, SOD, Siiperoksit dismutaz
Pearson korelasyon testi

4.2. Nanosiispansiyon karakterizasyon bulgulari

4.2.1. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) analizleri
Sunulan ¢aligmalar kapsaminda hazirlanan bos nanosiispansiyonlarin ve istradefilin
yiiklii nanosiispansiyonlarin morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla taramali

elektron mikroskobu (SEM) goriintiilerinden yararlanilmistir.

Elde edilen bos nanosiispansiyonlara ait SEM goriintiisii Resim 4.1°de sunulmustur.

Elde edilen Istradefilin yiiklii nanosiispansiyonlara ait SEM goriintiisii Resim 4.2’de

sunulmustur.
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: ¥
ZEISS  Signal A = SE2 WD = 7.7 mm Date :24 Jan 2023
. EHT = 15.00 kV Mag = 100.00 KX ULUTEM

Resim 4.1. Bos nanosiispansiyonlarin SEM goriintiisii

ZEISS  Signal A = SE2 WD = 7.7 mm Date :24 Jan 2023 200 nm
e EHT = 15.00 KV Mag = 100.00 K X ULUTEM —

Resim 4.2. Istradefilin yiiklii nanosiispansiyonlarin SEM gériintiisii

87



4.2.2. Partikiil boyutu dl¢iimleri

Bos nanosiispansiyon ve Istradefilin yiiklii nanosiispansiyonlarmn partikiil boyutlarinimn

degerleri Tablo 4.3’te verilmistir.

Tablo 4.3. Bos nanosiispansiyonlarin ve Istradefilin yiiklii nanosiispansiyonlarin partikiil

boyutlar
Bos nanosiispansiyon Istradefilin yiiklii
nanosiispansiyon
151.04 219.66
137.71 215.05
Partikiil Boyutu (nm) 115.50 167.50
93.29 170.16
113.52 217.63
94.24 223.08
79.96 347.99
109.94 261.00
117.74 240.13
97.73 182.96
Ortalama = SD: 111.07 + Ortalama + SD: 224.52 +
21.40 52.61
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Bos nanosiispansiyonlarda partikiil boyut dagilimi1 verilerinden ortalama partikiil
boyutunun 111.07 = 21.40 nm ve boyut araliginin 79.96 nm ile 151.04 nm arasinda
oldugu belirlendi (Sekil 4.19).

Bos-NS Partikil Boyutu (nm)|

0,4

Frekans

60 80 100 120 140 160
Bog-NS Partikul Boyutu (nm)

Sekil 4.19. Bos nanosiispansiyonlarin partikiil boyutu dagilimi

Bos nanosiispansiyonlarin yogunluk olarak partikiil boyutu dagilimi Sekil 4.20°de

gosterilmistir.

—— Bos-NS (nm)
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Sekil 4.20. Bos nanostispansiyonlarin yogunluk olarak partikiil boyutu dagilimi1
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Istradefilin yiiklii nanosiispansiyonlarin partikiil boyut dagilimi verilerinden ortalama
partikiil boyutunun 224.52 + 52.61 nm ve boyut araliginin 167.50 nm ile 347.99 nm
arasinda oldugu belirlendi (Sekil 4.21).

IST-NS Partikil Boyutu (nm)
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Sekil 4.21. istradefilin yiiklii nanosiispansiyonlarin partikiil boyutu dagilimi

Ayrica, Istradefilin yiiklii nanosiispansiyonlarm yogunluk olarak partikiil boyutu dagilimi

grafigi de Sekil 4.22°de gosterilmistir.
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Sekil 4.22. Istradefilin yiiklii nanosiispansiyonlarin yogunluk olarak partikiil boyutu
dagilimi
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4.3. Histopatolojik bulgular
Sham grubundaki dokularin histopatojik incelemesinde over dokusu genel hatlariyla

korunmustur. Bu grupta, hafif PMN infiltrasyonuna rastlanmis olup interstisyal ¢dem,

vaskiiler konjesyon, hemorajiye rastlanmadi (Resim 4.3).

Resim 4.3. Sham grubunun over dokusunun histopatolojik goriintiisii

(H-E Boyama, x200)

Iskemi/reperfiizyon grubu. histopatolojik olarak incelendiginde, siddetli hemoraji,
siddetli PMN infiltrasyonu, siddetli interstisyal 6dem ve siddetli vaskiiler konjesyon
bulgulari izlendi (Resim 4.4).

Resim 4.4. Iskemi/reperfiizyon grubunun over dokusunun histopatolojik gériintiisii

(H-E Boyama, x200)
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Bos nano + I/R grubu histopatolojik olarak incelendiginde, dokularda orta PMN

infiltrasyonuna ve hafif interstisyel 6dem rastlandi. Vaskiiler konjesyon ve hemoraji

bulgular1 izlenmedi (Resim 4.5).

Resim 4.5. Bos nano + I/R grubunun over dokusunun histopatolojik goriintiisii

(H-E Boyama, x200)

Rega 3 + I/R grubu histopatolojik olarak incelendiginde, siddetli interstisyel 6dem ve
hafif PMN infiltrasyonu bulgularina rastlandi (Resim 4.6).

Resim 4.6. Rega 3 + I/R grubunun over dokusunun histopatolojik goriintiisii

(H-E boyama, X200)
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Rega 30 + I/R grubu histopatolojik olarak incelendiginde, orta interstisyal ddem ve hafif

PMN infiltrasyonuna rastlandi. Vaskiiler konjesyon ve vaskiiler hemoraji bulgularina

rastlanmadi (Resim 4.7).

Resim 4.7. Rega 30 + I/R grubunun over dokusunun histopatolojik goriintiisii
(H-E Boyama, x200)

Ist 0.3 + I/R grubu histopatolojik olarak incelendiginde, siddetli interstisyal dem, siddetli
vaskiiler konjesyon, hafif hemoraji ile siddetli PMN infiltrasyonuna rastlandi (Resim 4.8).

Resim 4.8. Ist 0.3 + I/R grubunun over dokusunun histopatolojik goriintiisii

(H-E Boyama, x200)
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Ist 3 + I/R grubu histopatolojik olarak incelendiginde, siddetli PMN infiltrasyonuna, orta

vaskiiler konjesyona, siddetli interstisyal ddeme ve hafif hemoraji goriildii (Resim 4.9).

Resim 4.9. Ist 3 + I/R grubunun over dokusunun histopatolojik goriintiisii
(H-E Boyama, x200)

Nano Ist 3 + I/R grubu histopatolojik olarak incelendiginde, siddetli interstisyal dem,
siddetli hemoraji ve orta vaskiiler konjesyon ile hafif PMN infiltrasyonuna rastlandi

(Resim 4.10).

Resim 4.10. Nano Ist 3 + I/R grubunun over dokusunun histopatolojik goriintiisii

(H-E Boyama, x200)
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Ist 3 + Rega 30 + I/R grubu histopatolojik olarak incelendiginde, siddetli vaskiiler

konjesyon, siddetli interstisyal 6dem ve orta hemoraji ile hafif PMN infiltrasyonuna

rastland1 (Resim 4.11).

Resim 4.11. Ist 3 + Rega 30 + I/R grubunun over dokusunun histopatolojik goriintiisii
(H-E Boyama, x200)

Nano Ist 3 + Rega 30 + I/R grubu histopatolojik olarak incelendiginde, orta vaskiiler
konjesyon, orta interstisyal 6dem ve hafif PMN infiltrasyonu izlendi. Genel hatlariyla

hemoraji bulgular1 izlenmedi (Resim 4.12).

Resim 4.12. Nano Ist 3 + Rega 30 + I/R grubunun over dokusunun histopatolojik
goruntusu
(H-E Boyama x200)
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Gruplara gére toplam histopatolojik skor dagilimi Sekil 4.23’de sunulmustur. I/R grubu

ve Bos nano I/R grubunun histopatolojik skorlar1 Sham grubuna gére yiiksektir ve bu

iligki istatistiksel olarak anlamhidir (P<0.01, P<0.001). Diger gruplar arasinda anlaml

fark gozlenmemistir (P>0.05).
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Sekil 4.23. Gruplara gore toplam histopatolojik skor dagilimi

Kruskal-Wallis ve sonrasinda Dunn testi, ++P<0.01, +++P<0.001 Sham grubuyla karsilagtirildiginda
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S. TARTISMA ve SONUC

Bu deneysel galisma ile siganlarda olusturulan over I/R modelinde adenozin Axa reseptdr
agonisti Regadenosonun ve adenozin Asa reseptdr antagonisti Istradefilinin mevcut
literatiir bilgilerimize dayanarak ilk kez bu caligmada kullanilmistir. Adenozinin;
mikrovaskiiler kan akimimin korunmasini sagladigi, nétrofilleri ve bunun sonucunda
ortaya ¢ikan inflamatuar kaskadi inhibe ettigi, hiicre membranlarini stabilize ettigi,
serbest radikallerin olusumunu azalttigi, kalsiyum homeostazin1 saglayarak birgok
reperfiizyon hasar1 mekanizmalar1 {izerinde etkisinin bulundugu farkli calismalarda
gdsterilmistir (65, 66, 269). Ayrica, bu ¢alismada, daha 6nce calisiimamus Istradefilin
nanoformiilasyonunun over I/R modelinde etkisini de ortaya konulmas1 amaglanmistir.
Nanotasiyici seklinde verilmesi ile istenilen bolgeyi hedefleyebilme, daha diisiik toksisite
ve etki etmek istedigimiz bolgede terapdtik doza kolay erisim amaglanmistir (270). Yakin
zamanda yayinlanan {i¢ kapsamli inceleme, nanosiispansiyon formunun kullanimi ile
hedeflenen uygulama, kontrollii salinim, yiiksek stabilite ve nispeten diistik toksisite gibi

cok sayida avantaj sundugunu bildirmistir (271-273).

Calismamizda, over I/R hasari ile selektif adenozin Asa reseptor agonisti Regadenoson
ve selektif adenozin Axa reseptdr antagonisti Istradefilin arasindaki iliski arastirilmis ve
bunlarin over I/R hasarina kars1 biyokimyasal ve histopatolojik diizeylerde koruyucu
etkilerine aracilik etmede rolii olup olmadigi arastirildi. Biyokimyasal analizler, kanda
NO, MDA, tiyol/disiilfit dengesi, 3-NT diizeylerinin arastirilmasini, dokuda ise, NO,
SODI, tiyol/disiilfit dengesi ve 3-NT analizlerini kapsamaktadir. Ayrica, elde edilen
sonuglarin korelasyon analizleri yapilmistir. Buna ek olarak, hazirlanan bos ve Istradefilin
yiiklii nanosiispansiyon formlarinin SEM analiziyle goriintiileri incelenmistir.

Daha once yapilan galigmalar, over I/R hasarinda oksidatif stresin énemli oldugunu
gostermektedir (31, 44). Iskemi-reperfiizyon hasari, iskeminin anaerobik metabolizmay1
uyarmasi ile baslar, bu da iyon kanallarinda bozulmaya ve ATP iiretiminin diismesine
neden olur. ATP iiretiminin diismesine ragmen ATP'nin kullanilmaya devam edilmesi ise
ATP'den adenozin, inozin ve hipoksantin olusumuna sebep olur. Iskemik durum sonrasi
reperfiizyon saglanmasi ile oksijen akisinin gerceklesmesi ksantin oksidazi olusturur.
Olusan ksantin oksidaz, biriken hipoksantinin ksantine doniisiimiinii saglayarak asiri

serbest oksijen radikali olusumuna neden olur (31, 32). Reperflizyon mediyatorleri olarak

97



bilinen bu ROS'lar hiicre membran lipitlerini oksitleyerek lipitlerden aldehit ve MDA gibi

toksik iirtinlerin olusmasina neden olur (31, 44, 274).

Calismamizda, I/R hasarini lipit peroksidasyon iiriinleri ile degerlendirmek amaciyla
serum MDA diizeyleri arastirildi. Calisma kapsaminda, etken madde yiiklii olmayan bos
nanotastyici verildikten sonra I/R uygulanan grup ile yalmzca I/R uygulanan grubun
serum MDA diizeyleri Sham grubuna gore yiliksek saptanmis olup her iki artisin da
istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur (sirasiyla P<0.01, P<0.05). Diger
gruplarda I/R’ye gore degisimler goriilse de istatistiksel olarak anlamlilik saptanmamigtir
(P>0.05). I/R hasarmin patogenezinde rolii oldugu diisiiniilen ve kanda artis1 goriilen
MDA’nimn lipit peroksidasyonu sonucunda olusumu birgok over I/R ¢alismasinda
belirtilmistir (275, 276). Bizim ¢alismamizda da, I/R grubunda gdzlenen serum MDA
artisinin lipit peroksidasyonuna ve dolayistyla hiicre hasar1 olusumuna neden oldugunu

distindiirmektedir.

Iskemi-reperfiizyon sirasinda olusan oksijen kaynakl1 serbest radikaller dokularda agiga
cikar ve SOD gibi enzimatik antioksidan savunma sistemleri tarafindan temizlenir.
Stiperoksit dismutaz (SOD), O, radikalinin H>O>’ye doniisiimiinii katalize eden 6nemli
bir enzimdir (277). Ug¢ farkli formda bulunabilen SOD enziminin SOD1 formu
cogunlukla sitoplazmada olmak tizere niikleus ve peroksizomlarda da bulunmakla birlikte
biitiin hiicre tiplerinde goriilmektedir (138, 201). Calismamizda doku SODI1 diizeyleri
incelendiginde, gruplar arasinda anlamli farklilik saptanmugtir. En diisiik deger I/R
grubunda goriilmiis olup en yiiksek deger Istradefilinin nanotasiyic1 seklinde uygulandig:
kombine tedavi grubunda saptanmstir. I/R grubunun doku SOD1 diizeyi, Sham grubuna
gore daha disiiktiir (P<0.05). Yiiksek doz Regadenoson grubu ve bos nano uygulanan
grubun SODI1 diizeylerinde, I/R grubuna gére yiikselme olsa da fark anlamli degildir.
Diger tedavi gruplarinda, SOD1 diizeyi I/R uygulanan gruba gore yiiksek bulunmustur ve
fark istatistiksel olarak anlamlidir (P<0.05, P<0.01). Calismamizda ayrica, nanotastyict
kullanilan kombine tedavi ile tek basina Regadenoson uygulamasi karsilastirildiginda

kombine nano tedavi grubunun doku SOD1 diizeyi daha yiiksek bulunmustur (P<0.01).

Nitrozatif stres, oksidatif stres ile yakindan iligkilidir. Oksidatif streste rol oynayan
siiperoksit anyonu (O>"), singlet oksijen ('0»), hidroksil radikali (*OH), hidrojen peroksit
(H20»), peroksinitrit anyonu (ONOQ") ve nitrik oksit (NO) gibi ROS ve RNS olusum ve

98



temizlenme yollariyla ortiisiir ve karsilikli olarak birbirlerini diizenler (278). Uretilen
ONOQ", 3-nitrotirozin (3-NT) olusturmak i¢in proteinler, lipitler ve DNA dahil olmak
izere ¢esitli biyomolekiilleri nitratlayabilir. Nitrozatif stresin en onemli 6zelligi tirozin
nitrasyonudur. Protein nitrasyon modifikasyonu, proteinlerin RNS/ROS ile
etkilesiminden kaynaklanan post-translasyonel bir modifikasyondur (279). Son yillarda
yapilan c¢esitli ¢alismalar 3-NT olusumunun nitrozatif stresin spesifik bir biyobelirteci

oldugunu gostermistir (280, 281).

Calismamizda, I/R uygulanan grupta saptanan serum 3-NT diizeyi Sham grubuna gére
anlamli olarak ytikselmistir (P<0.05). Kombine tedavi uygulanan her iki grupta da yiiksek
doz Regadenoson uygulanan gruba kiyasla yiiksek serum 3-NT diizeyleri saptanmistir
(P<0.001). Ancak, yiiksek doz Regadenoson uygulanan grupta serum 3-NT diizeyinin,
I/R grubuna gére anlamli sekilde azaldig1 bulunmustur (P<0.05).

Bu ¢aligmada, serum 3-NT diizeyleri ile birlikte doku 3-NT diizeyleri de ¢aligilmis olup
yine I/R grubunda gdzlenen doku 3-NT diizeyinin Sham grubuna gore oldukea yiiksek
oldugu saptanmistir (P<0.001). Elde ettigimiz bulgular, Bos nano + I/R ile birlikte Rega
30 + I/R grubunun, Nano Ist 3 + I/R grubunun ve Nano Ist 3 + Rega 30 + I/R grubunun
doku 3-NT diizeyinin I/R uygulanan gruba gore anlamli olarak diisiik oldugu
bulunmustur. Bu bulgulara gére, yiiksek doz Regadenoson uygulanan grubu I/R grubu ile
kiyasladigimizda; hem serum 3-NT hem de doku 3-NT diizeylerini azaltmada etkili

oldugu gozlemlenmistir.

Iskemi-Reperfiizyon hasari, ROS'a ek olarak endotelyal faktor NO’yu da igeren karmasik
bir mekanizma araciligiyla olusturulur. Hasar tetikleyen olayin endotel hiicrelerindeki
hasardan kaynaklandigin1 belirten ¢aligmalar mevcuttur. NO, NOS enziminden
sentezlenir. Genellikle ii¢ nitrik oksit sentaz (NOS) izoformu vardir: endotelyal NOS
(eNOS), indiiklenebilir NOS (iNOS) ve néronal NOS (nNOS). Si¢can overlerinde iki tip
NOS izoformu (iNOS ve eNOS) baskin olarak bulunmaktadir (282-284). Hiicre i¢ci NO
konsantrasyonunun asir1 yiikselmesi, 6zellikle ROS olusumu ve peroksinitrit gibi daha
zararli lirlinlerin tiretilmesi ile hiicre 6liimiine yol agan toksik olaylarin baglamasina neden

olur (46).
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Calismamizda, Bos nano + I/R grubunda serum NO diizeyinin Sham grubuna kiyasla
anlamli derecede yiiksek oldugu bulunmustur (P<0.05). Ayrica, yiiksek doz Regadenoson
uygulanan grupta saptanan NO diizeyinin ise I/R grubuna goére diisiik oldugu ve bu

diisiisiin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur (P<0.05).

Over I/R hasari iizerine siganlarda yapilan baz1 calismalarda, I/R uygulanan grup ile sham
grubu karsilastirildiginda, /R grubunda eNOS ekspresyonunda azalma ile birlikte iNOS
ekspresyonunda artis oldugu goézlenmistir (49, 126). Ayrica, NO'nun iskemi sirasinda
ilgili NOS izoformunun ekspresyonuna bagli olarak koruyucu veya toksik olabilecegi

gosterilmistir (285).

Ali ve ark. (126) tarafindan over I/R hasar1 iizerine yapilan bir ¢calismada, I/R uygulanan
grupta elde edilen yliksek NO seviyesinin artmis iNOS izoformuna baglh olabildigi ve
eNOS tarafindan iiretilen NO’nun apoptozu azalttig1 ve koruma sagladig: bildirilmistir.
Buna karsin, iNOS'tan kaynaklanan NO'nun patolojik konsantrasyonlar1 apoptozu
indiiklemis ve toksik sonuglara neden olmustur. Ayrica, yiiksek NO iiretiminin agresif ve
giiclii hiicresel oksidan iriin olan peroksinitrit olusumuyla sonuglanmasi nedeniyle

NO'nun serbest radikal olusumunun kaynagi oldugu bildirilmistir (46).

Doku NO diizeylerinin arastirilmasi amaciyla yaptigimiz ¢alismada, etken madde yiikli
olmayan bos nano uygulanan grubun NO diizeyinin, Sham grubuna gore yiiksek oldugu
saptanmigtir (P<0.01). Yiiksek doz Regadenoson ve diisiik doz Istradefilin uygulanan
grup, I/R grubuyla karsilastirildiginda doku NO diizeyinin yiiksek oldugu bulunmustur
(P<0.01). Kombine tedavi uygulanan gruplarda 6lgiilen doku NO diizeylerinin yiiksek
doz Regadenoson grubu, etken madde yiiklii olmayan bos nano grubu ve yiiksek doz
Istradefilin grubuna gore anlamli derecede diisiik oldugu saptanmustir. Ayrica, istradefilin
yiiklii nanotastyici ile Regadenosonun kombine olarak uygulandigi grupta istradefilin
yiiklii nanotagtyici olarak uygulanan gruba gore doku NO diizeyinde diigiise neden oldugu
bulunmustur (P<0.05). Bu 6lgiim sonuglar1 kapsaminda, kombine tedavilerin dokuda

ylksek NO’yu diistirmede daha etkili oldugu gozlenmistir.

Dinamik tiyol/disiilfid homeostaz1 ¢esitli patolojilerde rol oynar. Tiyol/disiilfit
homeostazi; protein fonksiyonunun diizenlenmesi, protein yapisinin stabilizasyonu,

enzim aktivitelerinin diizenlenmesi, apoptoz, proteinlerin sistein kalintilarmin geri

100



doniistimsiiz oksidasyonuna karsi korunmasi, transkripsiyon ve hiicresel sinyal iletim
mekanizmalar1 dahil olmak iizere ¢esitli biyokimyasal siireglerde kritik rol oynar (286-

288).

Atasever ve Bakacak (289) tarafindan yapilan bir calismada, over torsiyonunda
tiyol/disiilfit dengesi arastirilmistir. Total tiyol ve dogal tiyol seviyeleri I/R grubunda
sham grubuna kiyasla daha diisiik bulunmustur. Ayrica, ayn1 grupta disiilfit diizeyleri ve
disiilfit/tiyol indeksleri sham grubuna kiyasla daha yiiksek bulunsa da bu degerlerin

anlamli olmadig belirtilmistir.

Gruplar arasinda serum total tiyol seviyeleri karsilastirildiginda, Istradefilin yiiklii
nanotastyicinin Regadenoson ile kombine edildigi grubun etken madde yiiklii olmayan
nanotastyict uygulanan gruba gore azaldigi saptanmistir (P<0.05). Serum dogal tiyol
seviyeleri, I/R grubunda belirgin sekilde baskiland1 ancak Regadenoson tarafindan doza
bagimli bir sekilde eski haline dondii. Kombine uygulanan tedaviler yiliksek doz
Regadenoson grubuna kiyasla anlaml &lgiide diisiik bulunmustur. I/R grubunda serum
disiilfit seviyeleri artmig bulundu ve bu artis yliksek doz Regadenoson ile inhibe edildi
(P<0.05). I/R grubunda serum dogal tiyol/total tiyol orami azaldi ve yiiksek doz
Regadenoson ile bu azalma oldukca giiclii bir sekilde oOnlendi (P<0.01). Serum
disiilfit/total tiyol ve serum disiilfit/dogal tiyol oranlar1 I/R grubunda énemli 6l¢iide
yiiksekti ve bu artislar yiiksek doz Regadenoson ile inhibe edildi (sirasiyla P<0.001,
P<0.01). Istradefilin 6n tedavisinin her iki kombine uygulamada da Regadenoson
etkilerini ortadan kaldirdig1 gdzlenmistir. Calismamizda, I/R grubu ve Istradefilin yiiklii
nanotasityict + I/R grubunda artan doku total tiyol diizeylerinin etken madde yiiklii
olmayan bos nano tasiyicilar1 tarafindan anlamli derecede diisiiriildiigli saptanmustir.
Doku dogal tiyol diizeylerinin Istradefilin yiiklii nanotastyic1 grubunda hem Istradefilin
uygulanan gruba gore hem bos nanotasiyict uygulanan gruba gére anlamli olarak yiiksek
oldugu bulunmustur. Ayrica, 6l¢iimlerini yaptigimiz doku distilfit, doku dogal tiyol/total
tiyol oran1 ve doku disiilfit/total tiyol oranlar1 bakimindan gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamlilik bulunmamistir. Doku disiilfit/dogal tiyol oranlarinda ise Istradefilin
yiiklii nanotasiyict grubunda ve Istradefilin ile Regadenosonun kombine uygulandigi

grupta Istradefilin uygulanan gruba gore anlamli olarak diisiik oldugu saptanmistir.
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Bunlara ek olarak, ¢alismamizda, sicanlarin over I/R deneyleri sonunda serum ve
dokudan elde edilen veriler arasinda korelasyon analizleri yapilmistir. Diisiik doz
uygulanan Regadenoson grubunda serum dogal tiyol diizeyleri ile serum distilfit diizeyleri
arasinda negatif korelasyon, doku total tiyol diizeyleri ile doku dogal tiyol diizeyleri
arasinda pozitif korelasyon saptanmistir. Yiiksek doz uygulanan Regadenoson grubunda
doku total tiyol diizeyleri ile doku dogal tiyol diizeyleri arasinda pozitif korelasyon
saptanmustir. Diisiik doz uygulanan Istradefilin grubunda serum total tiyol diizeyleri ile
serum disiilfit diizeyleri arasinda pozitif korelasyon, serum dogal tiyol diizeyleri ile doku
NO diizeyleri arasinda negatif korelasyon saptanmistir. Yiiksek doz uygulanan
Istradefilin grubunda serum total tiyol diizeyleri ile serum disiilfit diizeyleri arasinda ve
doku total tiyol diizeyleri ile doku dogal tiyol diizeyleri arasinda pozitif korelasyon
saptanmistir. Yine bu grupta, serum total tiyol diizeyleri ile doku 3-NT diizeyleri arasinda
ve serum distilfit diizeyleri ile doku total tiyol diizeyleri arasinda ayrica serum distilfit
diizeyleri ile doku 3-NT diizeyleri arasinda negatif korelasyon saptanmistir. Nanotastyici
seklinde verilen yiiksek doz Istradefilin grubunda serum total tiyol diizeyleri ile serum
disiilfit diizeyleri arasinda, serum disiilfit diizeyleri ile serum NO diizeyleri arasinda,
serum disiilfit ile doku SODI1 ayrica doku total tiyol ile doku dogal tiyol diizeyleri
arasinda pozitif korelasyon saptanmistir. Bu grupta, serum dogal tiyol ile doku SOD1
ayrica serum dogal tiyol ile serum 3-NT arasinda negatif korelasyon saptanmuistir.
Kombine uygulanan gruplardan yiiksek doz Istradefilin ve yiiksek doz Regadenoson
grubunda serum total tiyol ile serum disiilfit, doku total tiyol ile doku dogal tiyol arasinda
ayrica doku dogal tiyol ile doku NO arasinda pozitif korelasyon saptanmistir. Bu grupta,
doku disiilfit ile doku NO arasinda ayrica serum NO ile doku SODI arasinda negatif
korelasyon saptanmustir. Yiiksek doz olarak uygulanan nanotastyici Istradefilin ve yiiksek
doz Regadenoson uygulanan kombine tedavi serum total tiyol ile serum MDA, serum
total tiyol ile serum 3-NT, serum total tiyol ile serum disiilfit, serum disiilfit ile serum
MDA ayrica doku total tiyol ile doku dogal tiyol arasinda pozitif korelasyon saptanmaistir.
Bu grupta, doku dogal tiyol ile doku SODI1 diizeyleri arasinda negatif korelasyon

saptanmuistir.

Histopatolojik skorlar karsilastirildiginda ise, I/R grubu ve Bos nano I/R grubunun
histopatolojik skorlarinin Sham grubuna gore yiiksek oldugu ve bu iligkinin istatistiksel
olarak anlamli oldugunu saptadik (P<0.01, P<0.001). Diger gruplar arasinda anlaml1 fark
gbzlenmemistir (P>0.05).
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Iskemi-reperfiizyon modeli icin literatiirde farkli siireler uygulanmis olsa da biz en sik
kullanilan 2 saat iskemi ve sonrasinda 2 saat reperfiizyon ile olusturulan modeli tercih
edilmistir (268). Oksidatif enzimlerde ve lipit peroksidasyonunda artig, hedef dokuda
oksidatif stresin gelistigini ortaya koymaktadir. Calismamizda sadece iskemi oncesi ilag
uygulamasi yapilmis olmasi ve adenozin reseptor agonisti ve antagonisti olmayan diger
kimyasal ajanlarla karsilagtirma yapilmamis olmasi ¢alismamizin limitasyonlar1 arasinda
sayilabilir. Mevcut bulgular, farkli torsiyon siireleri, farkli torsiyon yontemi ve iskemi
sonras1 uygulamalar ile genisletilerek desteklenebilir. Adenozin Axa reseptorii disindaki
diger adenozin reseptdrlerinin agonist ve antagonistlerinin over I/R reperfiizyon hasar

tizerindeki etkileri de heniiz ¢alisitlmamustir.

Yaptigimiz ¢alismanin, adenozin Aza reseptdr agonisti Regadenoson ve adenozin Aza
reseptdr antagonisti Istradefilinin etkilerinin birlikte arastirildigi ve beraberinde
nanoformiilasyon ile desteklenerek hem serumda hem de dokuda ol¢iimleri ile literatiire
katki saglayacagini diisiinmekteyiz. Saptanan sonuglarm over I/R hasari agisindan
roliinlin daha iyi anlagilmasi i¢in daha genis kapsamli deneysel ¢aligmalar yapilmasi
onerilmektedir. Deney sonunda elde edilen verilerin gelecekte yapilmasi planlanan

deneysel ¢aligmalar i¢in yol gosterici olmasi1 beklenmektedir.
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