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OZET

Diyabetik hastalarda iyilesmeyen veya gec iyilesen yaralarla birlikte oksidatif stres artmakta
ve yasam kalitesi diismektedir. Bu ¢alismadaki baslica amacimiz dogal fenolik bilesiklerden
olan elajik asit (EA) ve karnosik asitin (KA) farkli uygulamalarmin hiperglisemik deney
hayvanlarinda olusturulan eksizyonel yaralarda yara iyilesme siirecinde meydana gelen
oksidan olaylarin karaciger dokusuna olan etkisini aragtirmaktir. Calismamizda kullanilan
42 adet yetigkin erkek Wistar albino sigan1 (250-300 gr) streptozosin (STZ) (i.p, 60 mg/kg)
ile hiperglisemik hale getirildi ve deney grubu, tedavi edilmemis grup ile oral, topikal tedavi
alt gruplarma ayrilmistir. Tedavi edilen gruplarda, yaralar tasiyici jel igcinde EA ve KA (10
mg/kg) ile hem topikal hem de oral gavaj uygulama ile tedavi edilmistir. Uygulamanin
ardindan sig¢anlar iyilesmenin iiglincli ve yedinci giiniinde sakrifiye edildi ve ¢ikarilan
karaciger dokularinda oksidatif etkileri aragtirmak amaciyla malondialdehit (MDA), nitrik
oksit (NO), glutatyon (GSH), protein karbonilleri (PC), askorbik asit (AA) ve kollajen
diizeyleri spektrofotometrik olarak olglilmiistiir. AnovaVaryans Analizi ile, sonuglar
aritmetik ortalama+ standart hata seklinde ifade edilmistir. MDA diizeyi karaciger
dokusunda kontrol grubu ile kiyaslandiginda, tedavi edilmeyen gruplarla hem 3 hem de 7
giinlerde tedavi edilen gruplar arasinda anlamli bir istatistiksel fark tespit edilmistir.
Tedavisiz gruplardaki (3 ve 7 giin), artmis NO ve PC diizeyleri EA ve KA birlikte
uygulandigi oral ve topikal tedavili gruplarda (3 ve 7 giin), istatistiksel olarak azalmistir. EA
ve KA’ nin birlikte uygulandigi tiim tedavi gruplarinda, karaciger dokularinda GSH, AA ve
kollajen istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmistir (p < 0.05). Bu bulgular, EA ve
KA’nn birlikte kullaniminin karaciger dokusu {izerine oksidatif strese neden olmadiginm
gostermektedir. EA ve KA kombinasyonunun iki farkli uygulama sekli ile, sinerjistik etki
gostererek, karaciger dokusu oksidan olaylar1 azalttig1 goriilmektedir.
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ABSTRACT

In diabetic patients, oxidative stress increases and quality of life decreases with wounds that
do not heal or heal slowly. Our main aim in this study is to investigate the effects of different
applications of ellagic acid (EA) and carnosic acid (CA), which are natural phenolic
compounds, on the liver tissue of oxidant events that occur during the wound healing process
in excisional wounds created in hyperglycemic experimental animals. 42 adult male Wistar
albino rats (250-300 g) used in our study were made hyperglycemic with streptozocin (STZ)
(i.p, 60 mg/kg) and the experimental group was divided into untreated group and oral, topical
treatment subgroups. In treated groups, wounds were treated with EA and CA (10 mg/kg) in
carrier gel by both topical and oral gavage application. Following the application, the rats
were sacrificed on the third and seventh days of recovery and in order to investigate the
oxidative effects in the extracted liver tissues, malondialdehyde (MDA), nitric oxide (NO),
glutathione (GSH), protein carbonyls (PC), ascorbic acid (AA) and collagen levels were
measured spectrophotometrically. With Anova Analysis of Variance, the results are
expressed as arithmetic mean + standard error. When the MDA level in liver tissue was
compared with the control group, a significant statistical difference was detected between
the untreated groups and the treated groups on both 3 and 7 days. Increased NO and PC
levels in the untreated groups (3 and 7 days) decreased statistically in the oral and topical
treatment groups (3 and 7 days), where EA and CA were applied together. In all treatment
groups where EA and CA were applied together, GSH, AA and collagen in liver tissues
increased statistically significantly (p < 0.05). These findings show that the combined use of
EA and CA does not cause oxidative stress on liver tissue. It is seen that the EA and CA
combination reduces the oxidant events of the liver tissue by showing synergistic effects in
two different form of application.
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1. GIRIS

Yara, farkli nedenlerle doku veya deri biitiinliigliniin bozulmas1 olarak tanimlanabilir.
Derinin  koruyucu etkinliginin ortadan kalkmasi sonucu yara olusabilmektedir

(Malniitrisyon, 2011).

Yara olusumunun kokeni ne olursa olsun, yaralanma karmasik bir siirectir ve tiim yaralar
dort temel asamada iyilesir: hemostaz, inflamasyon, proliferasyon ve olgunlasma

(Diegelmann ve Evans, 2004).

Yaralanmadan hemen sonra, hemostaz asamasinda trombosit degraniilasyon ve pihtilasma
faktorlerinin aktivasyonuyla fibrin pihtisi olusur. Mast hiicrelerinden salinan histamin de
vazodilatasyonu arttirarak, enflamatuar hiicrelerin ekstraseliiler alana go¢ etmesini
kolaylagtirir. Daha fazla kan kaybini 6nleyen bir dizi siire¢ sonucunda, tombositlerden
trombus olusumu ve c¢esitli bliyliime faktorleri salgilanir (George Broughton ve digerleri,
2006; Wang ve digerleri, 2018). Inflamasyon evresinde ilk gelen nétrofillerden sonra
biiyiime faktorlerini salgilayan makrofaj hakimiyeti goriilir (Demir, 2015). Epitelizasyon,
revaskiilarizasyon ve graniilasyon dokusunun olusumundan meydana gelen proliferasyon
evresinde, fibroblastlar kolajen, fibronektin ve diger maddelerden olusan gecici bir matris
sentezler. Graniilasyon dokusu gegici matrisin yerini alarak faz tamamlanir. (George

Broughton ve digerleri, 2006; Reinke ve Sorg, 2012).

Bu fazlarin herhangi birinde meydana gelebilecek olan basarisizlik veya fazin uygun siirede
tamamlanamamasi, iyilesmede gecikmeyle veya yaranin kapanmayip kroniklesmesiyle
sonuglanabilir (Witte, 1997). lyilesmeyi etkileyen oksijen seviyesi, hematom, 6dem vb. gibi
lokal faktorlerin yaninda dolagim bozukluklari, biiylime faktorleri, hormonlar ve diyabet gibi

pek ¢ok sistemik faktor de bulunmaktadir (Cankal, 2013).

Pankreasin viicut i¢in yeterli miktarda insiilin iiretememesi ya da elde ettigi insiilinin viicut
tarafindan etkin bir sekilde kullanilamamas1 sonucunda agiga ¢ikan, seker hastalig1 ya da
diyabet (Diabetes Mellitus), yiiksek kan sekeri semptomu ile karakterize edilir (Association,
2021). Anjiyopatiye bagli olarak olusan lokal dolasim bozuklugu, enfeksiyon ve periferik
ndropati nedeniyle diyabette yara iyilesmesi bozulur. Normal yara iyilesmesi

gerceklesemedigi icin, serbest radikaller veya oksidanlar doku hasarini arttirmaya devam



ederler. Diyabetlilerde Reaktif oksijen tiirleri (ROT); DNA, protein ve lipitleri hedef alarak
oksidatif stres olusturmaktadir (Kopal ve digerleri, 2007; Senol, 1995; Yager ve digerleri,
2007). Serbest radikaller, i¢ ve dis kaynakli etmenlere bagli olarak olusabilen farkli kimyasal
yapilara sahip molekiillerdir. Bu molekiiller DNA, enzim, lipit vb. yapilara zarar verdigi
icin, biyolojik sistemler CAT, GSH, SOD benzeri entegre bir antioksidan savunma sistemi

olusturur (Cochrane, 1991; Janssen ve digerleri, 1993).

Reaktif oksijen tiirlerinin siirekli iretilmesinden sorumlu olan mitekondirinin yaninda diger
hiicresel organeller de yan iirlin olarak serbest radikalleri iiretmektedir. Karaciger
mikrozomlart NADPH'ye bagli redoks zinciri hidrojen peroksit ve siiperoksit radikalleri
iretmektedir. Karaciger bir seri kompleks enzimatik tepkimelerle zehirli maddeleri zehirsiz
hale getirerek detoksifikasyon yapmaktadir. Detoksifikasyonun faz 1 asamasinda olusan
daha toksik ara metabolitler, faz 2 asamasinda safra, iire gibi suda ¢oziinen bilesikler

halinde atilmaktadir (Di Meo ve Venditti, 2020; Liska, 1998).

Diyabetik yaralarin tedavisinde agr1 kesici, antimikrobiyeller gibi ilaclarin yaninda;krem,
parcalayic Uriinler gibi ekzojen faktorler yillardir kullanilmaktadir. Bununla birlikte farkl
uygulamalar gerektiren 6zel cihaz ve tedaviler de mevcuttur. Ancak bu tekniklerin diyabet
hastalarinin tedavisinde basar1 oraninin diisiik olmasi ve hastaya yiikledigi maliyetin fazla
olmasi ve bu esnada gergeklesen oksidatif stresin artmasiyla birlikte yaralarin ge¢ kapanmasi

ya da organ kaybi olusabilmektedir (Calik, 2017).

Bu nedenle diyabetik yaralarin tedavisinde dogal antioksidan iceriklere sahip bilesiklere
ihtiya¢ duyulmaktadir. Elajik asit, nar, ¢ilek, ahududu, ceviz gibi pek cok meyve ile sebzede
bulunan dogal fenolik bir antioksidandir. Elajik asitin interlokin-6, timoér nekroz faktorii-
(TNF-a), ve interferon-y gibi araci molekiilleri azaltarak, antienflamatuar etki gosterdigi
kanitlanmistir. Yine giinlik tedavi diyetlerinde kullanilarak, kolonda siklooksijenaz-2
(COX-2) ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) salgisin1  6nemli dlglide azaltmigtir.
Ellagik asit, niikleer eritroid 2 ile baglantili faktor 2'nin (Nrf2) transkripsiyonel aktivasyonu
yoluyla serbest radikallari yok etmekte ve karacigerdeki toksik kosullara karsi antioksidan
etki gostermektedir. Yine hiperlipidemik tavsanlarda, dolasimdaki lipitlerin seviyesini etkili
bir sekilde azaltarak lipit peroksidasyonunu dnlemistir (Devipriya ve digerleri, 2007; Singh
ve digerleri, 1999; Yu ve digerleri, 2005).



Biberiye, adagay1 gibi aromatik bitkilerde bulunan karnosik asit, fenolik diterpen yapisinda
olan sekonder metabolittir (Cuvelier ve digerleri, 1994; Nieto ve digerleri, 2018). Karnosik
asitin yiiksek antioksidan ve antimikrobiyal igeriginden dolay1 yapilan pek c¢ok ¢alisma
bulunmaktadir (Armenteros ve digerleri, 2016; Cimen, 2012; Jasim, 2017; Lesellier ve
digerleri, 2021). MDI ile indiiklenen adipozit farklilagmasi sirasinda zirve yapan reaktif
oksijen tiirleri (ROS) seviyeleri, karnosik asidin, Niikleer faktor-kappa B / NF-kB inhibitorii
(NF-KB/IxBa) sinyal yolunun inhibisyonu yoluyla NF-KB'nin ¢ekirdege translokasyonuna
miidahale ederek Nox4 enzim kompleksinin olusumunu kesintiye ugrattigi diistiniilmiistiir
(Lee ve Jang, 2021). Gida, kozmetik endiistrisi ve saglik alanlarinda karnosik asitin
kullanildig1 pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Avrupa'da gida katki maddelerinin ana aktif
antioksidanlari olarak (E392) yirmi yil1 askin bir siiredir kullanilmaktadir. Kozmetikte cilt
yiizeyindeki lipitlerin oksidatif degisimini Onleyerek anti aging etki gostermistir. Ayrica
karnosik asitin antikanserojen, antiproliferatif, anti-anjiyogenik, antidiyabetik  gibi
ozelliklerinin kanitlandig1 pek ¢cok ¢aligma bulunmaktadir (Birti¢ ve digerleri, 2015; Kosaka,
2012; Lopez-Jiménez ve digerleri, 2013; Rajasekaran ve digerleri, 2013).

Bu calismanin sonucunda iki antioksidan maddenin diyabetik yaralarda etkisinin ne
olabilecegi arastirilacak ve baska caligsmalara 151k olusturabilecektir. Giinlimiize kadar gelen
caligmalarda, bu iki etken maddenin diyabetik yara tedavisinde kullanimi sirasinda
karacigerde meydana gelen oksidatif parametrelerin incelenmedigi goriilmiistiir. Yeni tedavi
yaklasimlarina yol gosterebilecek bu ¢alisma ile, etkili bir dogal karisim olup olmayacagi

tespit edilecektir ve diyabetik yaralar daha kotii sonuglara ulasmadan engellenebilecektir.






2. GENEL BIiLGILER

2.1. Yara ve Yara Iyilesmesi

Eski Misir'da (MO 3200-300), hemostaz i¢in papiriis parsdmenlerinin kompresyon igin ,
Hipokrat'in yara pansuman tekniklerini irin drenajin 6nemini belirtmek i¢in kullanmasi,
insanligin baslangicindan beri yara iyilesmesinin 6nemli bir sorun oldugunu gostermektedir.
Anatomik yapidaki doku bozulmasi ile baslayan ardisik doku kaybi yara olarak tanimlanir.
Yara iyilesmesi yaralanmadan hemen sonra baslayan; molekiiler, hiicresel ve hiimoral
mekanizmalarin dinamik ve iist diizeyde bazen de yillarca siirebilecek diizenlenmis bir
stirecidir (MC, 2001; Reinke ve Sorg, 2012). Bunlar i¢inde, ¢ok sayida biiylime faktorii,
sitokin, farkli mediyatorler, parankimal hiicreler, kan elemanlari ve ekstraseliiler matriks gibi

lokal ve sistemik pek ¢ok faktér bulunmaktadir (Werner ve Grose, 2003).

Yara smiflandirilmas: i¢inde yarayi olusturan pek ¢ok etken ve yaranin derinligi gibi
unsurlar bulunmasina karsilik yara iyilesme siirecinde zaman ¢ok dnemli bir faktor oldugu
i¢in, yaralar akut ve kronik yaralar olarak adlandirilir (Kurt, 2003; MC, 2001). Genel olarak
tedavi siireci i¢inde sorunsuz ilerleyen , 5-30 giin i¢inde iyileserek anatomik biitiinliigline
ulagsan yaralar akut yaralar olarak adlandirilir. Bu siire¢te tedaviye yanit vermeyen,
iyilesmesi ti¢ aydan daha fazla siiren ve anatomik biitiinliige ulasamayan yaralar kronik yara
olarak adlandirilir. Bunun altinda yatan kisinin yasi, bakim sartlar1 gibi pek c¢ok sebep
bulunmakla birlikte; doku hasari, bakteriyel enfeksiyon, yetersiz doku oksijenizasyonu ve
diyabet gibi ana unsurlar belli bash faktorler olarak dikkat ¢ekmektedir (Baktir, 2020;
Branski ve digerleri, 2009; Kurt, 2003; Mustoe ve digerleri, 2006; Tepebas1 ve Calapoglu,
2017).

Bu baglamda, 537 milyon erigkin diyabet hastasinin mevcut oldugu ve bu rakamin 2045
yilinda 700 milyona ¢ikabilecegi, 2021 Uluslararas1 Diyabet Federasyonu (IDF ) verilerine
gore bildirilmistir ("Internet: Diabetes now affects one in 10 adults worldwide,” 2021). Bu

durum diyabetik yaralarin 6nemini her gegen giin daha da arttirmaktadir.



2.1.1. Yara tipleri
Yaralar asagidaki gibi kategorize edilmistir (Kurt, 2003; Yalcin ve Ozkalp, 2005):

A) Cildin alt katmanlarinin dis ortamla temasina bagh olarak

1. Agik yaralar

- Batici yaralar

- Lasere ve ezik yaralar

- Kesik yaralar (insizyon yaralar)
- Yaniklar

- Isirik ve Sokmalar

2. Kapal1 Yaralar

- Burkulma

- Kontiizyon (ezilme)

- Siyrik

- Hematom

B) Yarayi olusturan etkene gore

1. Digsal (ekzojen) nedenler
a) Mekanik Yaralar

- Kesik

- Basi

Tahris

Travma

b) Fiziksel Yaralar
- Is1

- Soguk

- Isik

- Radyoakativite
- Elektrik

- Barotravma



c¢) Kimyasal Yaralar

- Asit

Alkali

Kimyasal Maddeler

Alerjenler

\9)

. I¢sel (endojen) nedenler

a) Damarsal Olaylar

- Tikanma

- Hipertansiyon

- Beslenme, kanlanma ve oksijenasyon bozuklugu
- Varis

- Derinin yapisinin bozulmast
- Odem

- Staz dermatiti

- Drenajin engellenmesi

b) Sinirsel Olaylar

- Otonom bozukluk

- Duysal bozukluk

- Motor bozukluk

c) Hastalik Kaynakli Olaylar

- Metabolik

- Hematolojik

- Enfeksiyonal

- Malign durumlar

C) Iyilesme siirecine gore vara tipleri

1. Akut
2. Kronik

D) Derinligine gore

1. Yiizeysel
2. Derin



2.1.2. Yara iyilesmesi fazlar:

Yara iyilesmesi her asamada, kimyasallar ve hiicreler arasindaki ¢ok sayidaki etkilesim ve
diizenlenmis tepkimenin aktive oldugu, her asamanin birbiriyle 6nemli 6lgiide i¢ ice gectigi
keskin sinirlarla ayrilmayan dinamik ve kompleks bir stirectir. Her y1l yeni medyatdrler ve
hiicresel etkilesimler kesfedilse de, tiim yaralar sekil 2.1°de goriildiigii gibi 4 temel fazdan

gecerek iyilesmektedir: Hemostaz, inflamasyon, proliferasyon ve matiirasyon (Clark, 2013).

Il Hiicre proliferasyonu
ve matriks depolanmasi
; Ill Matriksin yeniden
I Inﬂainasyon l sekillenmesi
3 . Fi'bropi‘agi
£ \ +/Anjiyogenez
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= / "/ *Ekstraseliiler
> ,,f" Y. matriks sentezi
o /.-'" \"x_.- Kollajenler
g /,' /4 Fibronektin Ekstraseliiller matriks |
£ / - \‘\’\TOteoglikan|af"’-., sentezi, yikimi ve \
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% . Kanélma Granu.olls sar '\-., ‘T Gerilme kuvveti 4
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Sekil 2.1. Yara iyilesmesi prosesindeki fizyolojik olaylar (Clark, 2013)

Hemostaz

Kanamay1 durdurmak amaciyla verilen bu ani ve ilk tepkide, damar diiz kaslarinin
sitoplazmik seviyesindeki artis ile, damar i¢ ¢apimin daraltilmasidir (vazokonstriiksiyon).
Kan akiminin azalmasiyla birlikte agiga ¢ikan asidoz ve hipoksi etki nitrik oksit (NO),
adenozin ve diger vazoaktif metabolitlerin olugsmasina, bdylece de bir tepki olarak arteriyel
damarlarin genislemesine neden olur. Subendotelyal ekstraseliiler matriks, endotelyal
hasardan sonra ortaya ¢ikar ve aktive olmus trombositlerin yapisarak kiimelenmesine sebep
olmaktadir. Mast hiicrelerinden salinan histamin de vazodilatasyonu arttirarak, enflamatuar

hiicrelerin ekstraseliiler alana go¢ etmesini kolaylastirir. Daha fazla kan kaybini 6nleyen bir



dizi siire¢ sonucunda, tombositlerden trombus olusumu ve g¢esitli biiyiime faktorleri
salgilanir (George Broughton ve digerleri, 2006; Khalil ve Van Breemen, 1995; Rodrigues
ve digerleri, 2019) (Sekil 2.2).

T S e O

Hemostaz

Exposed
ECM/Kollaje

Endotel
Katekolamin

Vazokonstriksiyon ~ Epinefrin
Bradikinin, Serotonin Norepinefrin

l-; irl:'-;l;n::epﬁtm ! Prostaglandins

Glikoprotein —_— 3
vWF Prothrombin Thrombin

allbp3

oy —1

Primer Hemostaz

t =
Extrinsic Pathway ~ 1¢sel Yol

A : Trombositler damar duvarina yakin bir yerde dolasir. Trombositlerin endotel astarina baglanmasimi ve
trombosit agregasyonunu Onleyen nitrik oksit (NO) ve prostasiklin gibi anti-trombotik ajanlar, endotel
hiicrelerinden salgilanir. B : Vasospazm, hasar alan bolgedeki kanamay1 azaltarak, koagiilasyon igin gerekli
olan hiicreler ve kimyasallarin birikimini tesvik eder. C: Kan damar riiptiirii ile subendotelyal matris agi3a
¢ikar. Trombositler,subendotelyal matrisi, yiizeylerindeki G proteinine bagh reseptorleri, glikoproteinleri ve
integrinleri kullanarak birbirlerine baglanir. Trombositlerden salgilanan von Willebrand faktori (vVWF) de,
trombositlerin hasarli bolgeye yapismasini kolaylastirir ve saglamlastirir. D : Faktor X’in aktivasyonu dissal
ve igsel yollarla saglanarak, fibrinojenin fibrine doniismesi gergeklesir. Capraz bagli fibrin, trombiisii
olusturmak i¢in, kiimelenmis trombosit tikacina baglanir.

Sekil 2.2. Hemostaz faz1 sirasindaki hiicresel degisiklikler (Rodrigues ve digerleri, 2019)

Inflamasyon

Yaradan patojenleri ve yabanci partikiilleri temizlemek ve yarali bolgedeki hasar1 lokalize
olarak kontrol altina almak i¢in, hemostaz asamasindan kisa bir siire sonra hemen

inflamasyon evresi baslar. Vaskiiler gegirgenligin artmasi sonucu nétrofiller ve monositler
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yara bolgesine gog eder. Erken inflamatuar fazinda nétrofillerin yara bolgesine infiltrasyonu
saglanarak, yabanci partikiillerin ve mikroorganizmalarin fagosite edilmek suretiyle

enfeksiyonun ontine gecilir (Sekil 2.3).

Notrofiller tarafindan sagilana IL1 alfa, IL 1 beta ve TNF alfa gibi faktorler, ilerleyen
donemde bliylime faktorlerinin aktivatorii olarak rol oynar. Geg¢ inflamasyon fazinda;
makrofajlar, fagositoz ve keratinosit go¢ii, cogalmasi gibi 6nemli islevler {iistlenerek baskin
hale gelir. Makrofajlar yaralanmadan 48-72 saat sonra maksimum sayilarina ulasir ve
patojenleri 6ldiirmek i¢in notrofil aktivitesi sirasinda iiretilen serbest oksijen radikallerini
(ROS) kullanir. Interlokin-1’in (IL-1) etkisi ile yaklasik 72 saat sonra bolgeye gelen
lenfositler, kollojen ile ekstraselliiler matriks sentezi yapimindan sorumlu olan son
hiicrelerdir. Yara iyilesmesinde ¢esitli hiicre tiplerinin rolii cizelge 2.1°de gosterilmistir
(Young ve McNaught, 2011). Hiicre kalintilar1 ve bakteriler temizleninceye kadar siiren
inflamasyon evresinin bazi sebeplerden dolay1 asir1 uzamasi, doku hasarina neden olarak
yaranin kroniklesmesine sebep olur (Han ve Ceilley, 2017; Hart, 2002; Young ve McNaught,
2011).
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A: Nétrofiller, hasarla iliskili molekiiler modellere (DAMP'ler), lipid aracilarina, hidrojen peroksite, kalsiyum
dalgalarina ve kemokinlere yanit olarak yaraya alinir. B : Notrofiller, patojenlerle savasmak igin hiicre igi
graniillerinden proteazlar salgilar. Patojenleri yakalayan notrofil hiicre disi tuzaklari (NET'ler) ireterek,
NETosis adi verilen bir siireg baslatirlar. Boylece bakteri ve viriisleri yok etmek i¢in, nétrofiller igin
proteazlarla kapli kromatin filamentlerini hiicre digina uzatir. C: Yiizey reseptorlerini ve integrinleri kullanarak
antijenleri arastirirlar ve antijenleri yutan fagositik bir kap olustururlar. N6trofil graniilleri igindeki proteazlar,
yutulan antijenleri pargalar. D : Nétrofillerin zamaninda temizlenmesi, enflamasyonun ¢dziilmesi i¢in kritiktir.
Ya ters migrasyon ad1 verilen bir siiregle tekrar dolagima girerek yarayi terk edebilirler ya da eferositoz yoluyla
makrofajlar tarafindan yutulurlar.

Sekil 2.3. Notrofillerin yara iyilesmesindeki rolii (Rodrigues ve digerleri, 2019)
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Cizelge 2.1. Yara iyilesmesinde c¢esitli hiicre tiplerinin rolleri (Young ve McNaught, 2011)

Hiicre Cesiti Aktiflegsme Zamani Islevi
Trombus olusumu
Trombositler Birkag saniye iginde Pihtilagma siirecinin aktivasyonu
Enflamatuar aracilarin salinimi
Keratinosit 8 saat Neovaskiilarizasyon

Enflamatuar aracilarin salinimi
Yara dedridmani

Bakteri fagositozu

Notrofiller 24 saatte doruk seviyeye ulasir Proteolitik enzimlerin salinimi1
ROS firetimi

Vaskiiler permeabilite artist
Graniilasyon dokusu olusumu
Kollojen sentezi

Fibroblas 120 saat Ekstraseliiler matriks bilesenlerinin tiretimi
Inflamatuar ve proteaz aracilarm salmimi
Lenfositler 72- 120 saat Kollojen birikimi

Proliferasyon fazinin diizenlenmesi

Diyabetik yaralarda sitokinler ve biiylime faktorlerinin etkisinin artmasi, devam eden
inflamatuar yanit1 arttirmakta ve yara iyilesme mekanizmasi bozulmaktadir (Van Putte ve

digerleri, 2016).

Proliferasyon

Fibroblast ve endotel hiicrelerin yara bolgesinde ortaya ¢ikmasi ve inflamatuar hiicrelerin
azalmasuyla proliferatif faz baslar. Bu fazda anjiyogenez, kollajen tiretimi ve depolanmasi
ile, yara kontraksiyonu goriiliir. Makrofajlar, ¢esitli biiylime faktorlerinin kaynagim
olusturarak, fibroblastlarin sayisini arttirir. Epidermal biiyiime faktorii (EGF), trombosit
kokenli biiylime faktorii (PDGF), doniistiiriicii bliylime faktorii (TGF) gibi faktorler;
fibroblastlarin yaraya gecisini saglayarak, ¢ok fazla miktarda hiicre ile hiicrelerarasi madde
artisina sebep olur. Bu evredeki en dnemli hiicrelerden olan fibroblaslar, yara tamirini
saglamak amaciyla kollajen, retikiiliin, elastin gibi temel bag dokusu bilesenleri ile
proteoglikanlar iiretir. Yeni kollajen fibrillerinin olusumu 5 ve 7. gilinlerde maksimum
seviyeye gelir. Graniilasyon dokusu, makrofaj, mast, perisit ve endotel hiicrelerinden
maydana gelen vaskiiler bir yapidir (Sekil 2.4). Graniilasyon dokusunun olusmasi yeni
damarlarin meydana gelmesine baghdir ve anyiyogenetik biliylime faktorlerinin etkisiyle
olusan yeni damarlar, yara bolgesine gelen oksijenli kan ile dokunun beslenmesini diizenler.
Fibroblastlar, kollajenlerin daha esnek olmasi ve birbirine yapismasini proteoglikan ve
fibronektin iireterek yapar. Fibronektin, ¢cogu baslangicta tip 3 olan ve daha sonra tip 1'e

doniisen, hyaluronik asit bakimindan zengin proteoglikanlar ve kollajenden olusan bir
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maddede depolanir. Doku olusumunun baslamasi i¢in 6zellikle yeteri kadar oksijen gelmesi
ve beslenmede C vitaminin yeterli miktarda alinmasi ¢ok 6nemlidir (Kurt, 2003; Lerman ve
digerleri, 2003). Ciinkii C vitamini, kollajenin yapisinda olan prolin temel aminoasitinin
hidroksiproline doniismesi i¢in sarttir (Hu ve digerleri, 2008). Fibroblastlarin sayisinin
arttig1 ve hiicre dis1 matriks (ECM) tiretimi i¢in gerekli olan kollajen sentezinin bu asamasi
fibrozis olarak adlandirilir. Hiicreler arast dolgu maddesi olan gevsek ekstraseliiler matriks
icinde kollajen, fibronektin ve hiyaluronik asit bulunur (Singer ve Clark, 1999). Ekstra
ECM’in mekanik kuvvet, fiziksel koruma, sinyal saglanmasi, farklilasma gibi pek ¢ok aktif
rol oynandig1 bilinmektedir (Onofri). Esasinda matriksi olusturan fibr6z ve proteoglikan
olmak iizere iki temel ekstraselliiler protein mevcuttur. Proteoglikanlar, kovalent bagli peptit
zincirleri olan glikozaminlerin (GAG) 7 ¢esiti seklinde bulunur. Fibroz proteinler yapisal ve
yapistirict proteinler olup, kollajen ile elastin yapisal proteinlere, fibronektin, integrin vb.
gibi olanlar yapistirici protein grubuna girmektedir (Cavdar, 2008; Lampi ve Reinhart-King,
2018)

Fibroblastlarin 6zellesmis sekli olan miyofibroblastlar, yara kontraksiyonu denilen ¢ok
onemli bir asamay1 gergeklestirir. Uretilen kollajen lifleri ile gerilme kuvveti olusur. Doku
hasar1 eger doku kaybiyla birlikte biiyiik bir alandaysa, rejenerasyon yara kenarlarindan
baslar. Bazal hiicrelerin gocli ve proliferasyonu ile yara i¢cindeki hematom granulasyon
dokusu ile yer degistirir. Epitellerin karsilikli bir araya gelmelerine kadar migrasyon devam
eder ve yara kontraksiyonu ile yara biiyiikliigii azaltilir (Brissett ve Sherris, 2001; B. Kumar
ve digerleri, 2007; Parsak ve digerleri, 2007).
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Makrofajlardan, deri alt1 yag dokusundan, epidermal hiicrelerden gelen vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii
(VEGF) ile diger biiylime faktorlerine cevap olarak, endotel hiicreleri yeni damarlar olusturmak i¢in dallanir.
Aktiflesmis endotelyal hiicreler, P-selektin ve E-selektin gibi glikoprotein reseptorlerini eksprese ederek
l6kosit adezyonuna ve deriye infiltrasyona izin verir. Endotel hiicreleri ayrica 16kosit hareketini durduran
hiicreler aras1 yapisma molekiilii (ICAM)-1' ve vaskiiler hiicre yapisma molekiilii (VCAM)-1'i up regiile eder.

Sekil 2.4. Yara iyilesmesi sirasinda anjiyogenez (Rodrigues ve digerleri, 2019)

Matiirasyon (veniden sekillenme)

Yaralanmadan itibaren 8 giin/ 3hafta ile 1 yila kadar devam eden ve skar dokusuyla
sonuglanip yaranin iyilestigi kabul edilen en uzun evredir. Yara kontraksiyonu ve kollajen
sentezi bir dnceki evrede oldugu gibi devam etmekle birlikte, bir takim yapisal ve ayirt edici
degisiklikler bulunur. Fibroblastlarin, miyofibroblastlarin, endotel hiicrelerinin ve
makrofajlarin ¢ogu kollajen agisindan zengin hiicre dis1 matris sentezleyerek apoptoz
denilen hiicre intihar1 gegirir. Graniilasyon dokusunda olusan kollajen yaralanmamis
dokudaki kolajenden biyokimyasal olarak farklilik gdsterir. En az 4-5 hafta siiren kolajen
sentezi sonucu tip III kolajen, tip ve I’e doniistiiriiliir ve bu durum yaklasir 30 giin sonra
dengelenir. Ik olusan kolajen iplikleri cilde paralel olarak yerlesen ve saglam dokununkine
gore daha ince olan bir yap1 gosterir. Zamanla ilk iplikler yeniden emilerek, kalin bir sekilde

biriktirilmesi saglanir. Zamanla kolajen kalinlig1 ve gerilme mukavemeti arasinda pozitif bir
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korelasyon olusarak gerilme kuvveti artar. Graniilasyon dokusu kolajeni, lizin kalintilarinin
daha fazla hidroksilasyonu ve glikosilasyonuna sahip olup, yaradaki kollajen asla, yara
almamis dokudaki gibi diizenlenmez. Yara giicii, 3 haftada nihai giiciin % 30’una ulasirken,
3 ay ve sonrasinda % 80’ine ulasmaktadir.Makrofaj, fibroblast ve kan damar1 yogunlugunun
azalarak skar dokusunun olustugu bu evrede, biyomekanik kapasitenin azalmasiyla birlikte
estetik sakincalar da olusabilmektedir (Childs ve Murthy, 2017; Falanga, 2005; George
Broughton ve digerleri, 2006; Sculean ve digerleri, 2014).

Sonug olarak anjiyogenez, keratinosit gocli, yara kontraksiyonu ve ECM’nin yeniden

sekillenmesi tamamlanarak, yara iyilesmesinin optimal seviyeye cikarilmasi beklenir

(Falanga, 2005).
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A: Bazal katman, graniiler ve spinal katmanlara ait keratinositleri olugturmak i¢in K14+/B1-integrin pozitif kok
hiicreleri igerir. Ayrica epidermis kil folikiilii ve yag bezinin 6zellikle ilgi ¢ekici oldugu uzantilar da igerir. Kil
folikiiliiniin {ist, orta ve alt ¢ikintilarinda ¢esitli tiplerde kok hiicreleri bulunur. Melanosit kok hiicreleri (McScs)
de kil cikintisinda ve germinde dagilir. Yag bezlerini yeniden olusturacak olan kdk hiicreler de dikkat
¢ekmektedir. B : Kil folikilii i¢indeki unipotent kok hiicreler dogrusal bir sekilde hareket eder ve igin
multipotent bir farklilagsma potansiyeli kazanir. Dermal papilladaki fibroblastlar Wnt/p-katenin yoluyla kil
folikiiliindeki hiicrelere sinyal gonderirler. Yara kasilmasini saglamak amaciyla, epidermal kok hiicreler de
fibroblastlara sinyal gondererek onlar1 miyofibroblastlara doniistiiriir. Miyofibroblaslarm bir alt grubu skar
olugumunu azaltan adiposit hiicrelerine doniisiir. Fibrozdan sorumlu olan ve CD26/Enl ekspresyonuna sahip
baska bir fibroblast alt kiimesi, daha yiiksek seviyelerde ECM biriktirir. Epidermisin bazal membranindaki
interfollikiiler kok hiicreler de cogalarak yaraya go¢ eden keratinositleri olusturur. Farklilagmis keratinositlerin
ve kok hiicrelerin gogalmasi ve yaraya migrasyonu birlikte yaranin yeniden epitelizasyonu gerceklesir.

Sekil 2.5. Yeniden epitelizasyon ve fibroblast-epidermal hiicre etkilesimleri (Rodrigues ve
digerleri, 2019)
2.1.3. Yara iyilesmesi sekilleri

Belli bagh 3 tip yara iyilesmesi goriilmektedir (Sekil 2.6):

Primer vara ivilesmesi

Yara kenarlarinin yaralanma oncesi anatomik durumunun degismeyecek sekilde birleserek

doku kaybinin en az oldugu iyilesme seklidir. Diger yara iyilesme cesitlerine gore skar
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formasyonunun ve enfeksiyon riskinin azaldigi ve buna bagli olarak da daha hizli
iyilesmenin gorildiigii bu g¢esitte, yumusak doku 3-5 en fazla 10 giinde iyilesir. Matriks
proteinleri ve kollajen sentezi ile kollajen lifleri arasindaki baglarin olusumu enfeksiyon
goriilmeden ve minimum diizeyde 6dem ve ince bir skar dokusu olusarak dengeli bir sekilde
tamamlanir. lyilesme sonrasinda yara, eski giiciiniin %85-90 11 geri kazanir. Kopan
sinirlerin yeniden anastamozu, cerrahi inzisyon yaralari ve iyi repoze edilmis fraktiirler,

primer yara iyilesmesine ornek olarak verilebilir (Ertoy, 1996; Parsak ve digerleri, 2007).

Sekonder vara iyilesmesi

Yarada doku kaybi olan, yara kenarlarinin tam karsilikli getirilemedigi, daha fazla skar
olusan ve daha yavas gergeklesen iyilesme tipidir. Yumusak dokuda iyilesme zamani 10 giin
ile 1 ay1 bulabilir. Doku defekti olan vakalarda, tam kat yara acik birakilarak ve siitiir
konulmadan; graniilasyon dokusu, yara kontraksiyonu ve epitelizasyonu ile iyilesmesi
saglanir. Inflamasyon, matris olusumu, epitelasyon ve skar dokusu matiirasyonu siirecleri
bazi temel farkliliklarla primer iyilesmede gortildiigii gibi burada da goriiliir. Graniilasyon
dokusu kollajen, laminin, fibronektin, prolifere kapiller ve yeni kapiller igerir.
Epitelizasyonlar skar dokusunun gerilme kuvvetini olusturmasinda daha énemli oldugu i¢in,
epitelizasyonun biitiinliigli saglayacak sekilde tamamlanmasiyla sonlanir. Derin iilserler,
cekim soketleri, 1yi rediikte edilemeyen fraktorler ve yumusak dokunun genis yaralanmalari

sekonder yara iyilsemesine ornek olarak verilebilir (Ertoy, 1996; Parsak ve digerleri, 2007).

Tersiyer yara ivilesmesi

Sekonder yara iyilesmesini takiben yara agizlarinin yenilenip dikilmesi veya genis yaralarin
greftlenmesi esasina dayanir. Yabanci cisimle ciddi bakteri kontaminasyonu olan ve
oncesinde debridman vb. gibi islem gerektiren durumlarda, yara agik birakilip sonrasinda
steril serum fizyolojikli petlerle kapatilir. Yine normal yara iyilesme siireci uygulanir ve
kapanmanin sonunda primer kapama sirasinda elde edilen gerilme mukavemetine karsilik

gelen bir degere ulasilir (Ertoy, 1996; Parsak ve digerleri, 2007; Yiiceyar, 2008).
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Tersiyer kapanma

(Gecikmis kapanma)

Sekil 2.6. Yara iyilesmesi tipleri (Phillips, 2004)

2.1.4. Yara iyilesmesini etkileyen faktorler

Yara iyilesmesini etkileyen birbiriyle iliskili bir¢ok faktor vardir. Bir yaranin 6zelliklerini
dogrudan etkileyen faktorler lokal faktorler kategorisine girerken, kisinin iyilesme
yetenegini etkileyen genel saglik veya hastalik durumlan sistemik faktorler kategorisine
girer. Bir yaranin iyilesmesi igin, yara pansumanlari ve tedavileri ile enfeksiyondan
hipoksiye kadar ¢ok sayida engelin asilarak, pek cok iyilesme faktoriiniin uyum iginde
calismasi gerekir (Guo ve DiPietro, 2010; Han ve Ceilley, 2017).
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Lokal faktorler

Enfeksiyon

Yara iyilesme siirecinde hemen hemen tiim yaralar, mikroorganizmalarla kolonize olup,
genelde klinik sonug¢ vermeden iyilesir. Hatta bazi mikroorganizmalarin varligi iyilesmeye
bile yardimci olmaktadir. Enfeksiyon gelisimi, konak¢1 ve mikroorganizmalar arasindaki
karmasik etkilesimler tarafindan belirlenmekle birlikte; patojenik mikrobiyal flora ile
kontaminasyon enfeksiyona ve sepsise yol acarak iyilesme siire¢lerini bozabilir. Fizyolojik
bir yanit olarak ortaya ¢ikan enflamasyonun mikrobiyal enfeksiyon tarafindan asiri
indiiklenmesi sonucu ekstraseliiler matriksin kusurlu olarak yeniden sekillenmesi ve
yeniden epitelizasyonun basarisiz tamamlanmasiyla yara kronik bir hal alir (Bigliardi ve

digerleri, 2017).

Oksijenizasyon

Oksijen hiicre ¢ogalmasi ve hiicre gocii, protein sentezi ve hiicre metabolizmasinda gerekli
oldugu i¢in yara iyilesmesinde onemli bir faktordiir (Pekbilir, 1990). Bir sonraki boliimde

detayl1 olarak ele alinacaktir.

Yara yerinde hematom ve seroma gelisimi

Yara kenarlarinda artan dokiilme, bakterilerin biiyiimesi i¢in bir ortam olusturur ve boylece

yara iyilesmesi yavaslar (Arnold ve Barbul, 2006).

Yara hidratasyonu

Optimal bir iyilesme i¢in su ve iyi hidrasyon diizeyleri 6nemli olup, nemli bir ortam kuru
ortama kiyasla avantajli siirecler igermektedir. Epidermisin maturasyonu ve yeniden
sekillenmesi igin stratum korneumdaki optimal su seviyesi 6nemli olup yaranin altinda bir
kabuk olugmasini engeller. Stratum korneumum bozulmasindan kaynaklanan epidermisteki
su icerigindeki dengesizlik, epidermal keratinosit genlerinde degisiklige neden olur.
Hidrasyon durumunun azalmasiyla epidermisteki enflamatuar sinyallerin ekspresyonu
dogrudan etkilenerek ¢esitli sitokinlerde artis ile birlikte inflamatuar tepki de yiikselmektedir
(Ousey ve digerleri, 2016).
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Sistemik faktorler

Yas

Yasin ilerlemesi 6zellikle de 70’1 gegmesiyle birlikte yara iyilesmesi gecikir. Bunun nedeni
artan sistemik hastaliklarla birlikte, kollajen dis1 ekstraselliiler matriks protein yapimi
azalmasidir (Sherris ve Kern, 1999). Yaslanan cilt ayn1 zamanda geng Kisilerin cildine
kiyasla azalmis sitokin ve biiylime faktorii iiretimi, azalmis sitokin reseptorleri ve artan
yaslanmisg hiicre sayisi ile azalmis bir inflamatuar yanit, ile de karakterize edilir. Hiicresel
yaslanmaya bagli olarak hiicrelerin proliferatif yetenegi azalarak, fibroblaslarin artiginda
yavaslama meydana gelir. Yaslanmanin ¢apraz baglant1 teorisine gore, hiicreler yaslandikca
proteinlerin, DNA'nin ve diger yapisal molekiillerin birbirleriyle baglar veya capraz baglar
gelistirdigi varsayilmaktadir. Bu hasarli molekiiller yaslanmayla birlikte hiicrelerde
birikerek cilt elastikiyetini kaybetmeye ve cildin bir yaray1 iyilestirme yeteneginin

yavaglamasina neden olmaktadir (Pittman, 2007).

Beslenme

Beslenme yara iyilesmesinin 6nemli bir bileseni olup, basarili bir yara iyilesmesi i¢in hasarl
bolgeye yeterli miktarda kan ve besinin ulagsmasi gerekir. Beslenme bozuklugu olan kisilerde
savunma mekanizmalar1 yeteri kadar gelistirilemez ve enfeksiyon gelisme riski artar.
Perioperatif beslenme protokoliine gore, diizenli ve dengeli alinan A ve C vitamini immiin
sistemi indiikler, ayrica C vitamini kollajen sentezinde rol oynayan giiclii bir antioksidandir.
Glikozamin, hiyaliironik asit iretimini arttirarak yara iyilesmesini arttirir. Arjinin, glutamin
gibi aminoasitler 0Ozellikle bagisiklik sistemini giigclendirir ve biiylime hormonu
salgilanmasini saglar. Glutamin, protein sentezini, hiicre hidrasyonunu ve iyilesmesini
arttirarak, hiicrelere nitrojen tasir ve olusan toksinleri temizler (Arnold ve Barbul, 2006;
MacKay ve Miller, 2003; Nursal ve digerleri, 1999).

Biiyiime faktorleri

Genel olarak, makrofaj, epitel hiicreleri, fibroblastlar, endotel hiicreleri tarafindan
sentezlenip salgilanan bu maddeler de yara iyilesmesinde 6nemli rol alirlar. Biiylime
faktorleri fibroblastlar ve keratinositler gibi hiicrelerin proliferasyon ile migrasyonunu,

anjiogenez, graniilasyon dokusu olusumunun uyarilmasi, kollajenaz, nétrofil kemotaksisi,
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matriks depolanmasinin uyarilmasi ve yara kontraksiyonu gibi ¢ok Onemli islevleri

istlendikleri i¢in yara iyilesmesini hizlandirirlar (Liitfioglu, 2007; Steenfos, 1994).

Diyabet

Diyabetli bireylerde yara iyilesmesi gecikmekte ve hizlandirilmis ateroskleroz ve
ndropatinin neden oldugu azalan perfiizyon nedeniyle bagisiklik sistemi bozulmaktadir.
Ayrica, azalmis anjiyogenez, daha yavas kollajen sentezi ve birikimi ve yaralarin daha zay1f
gerilme kuvveti nedeniyle yara iyilesme mekanizmasi bozulur. Son yillarda oksidatif stresin
diyabetik yara iyilesmesinde hayati bir rol oynadigina inanilmaktadir ve bu baslik boliim 2.

1. 6’de daha ayrintili anlatilacaktir (Deng ve digerleri, 2021; Gantwerker ve Hom, 2012).

2.1.5. Yara iyilesmesi ve reaktif oksijen tiirleri

Oksijen (0O2), yiiksek mitokondriyal giidiimlii adenosin trifosfat (ATP) iiretimi i¢in gereken
temel substrattir ve yara iyilesmesinde hiicre ¢ogalmasi, hiicre gogii, protein sentezi, doku
yenilenmesi gibi metabolik olaylarda artan enerji miktarini saglar. Normal yara iyilesme
yanitinin diizenlenmesinde ortaya ¢ikan reaktif oksijen tiirleri (ROS), ikincil haberciler
olarak ortaya c¢ikarlar. ROS, O iceren ancak ancak eklenen elektronlarla indirgenerek
oldukea reaktif, radikal bir formata doniisen molekiiller i¢in gegerli bir terimdir. Endojen
kaynakli ROS, mitokondriyal oksidatif fosforilasyondaki ATP iiretimi sirasinda,
endoplazmik retikulumdan veya oksidorediiktazlar olarak bilinen bir enzim smifindan
kaynakli iiretilir. ROS molekiil ailesinin iyi bilinen molekiilleri arasinda, Hidrojen Peroksit
radikali (H202) Hidroksil radikali (OH¢), Siiperoksit radikali (O2- ¢) vb. gibi molekiiller
bulunur. Akut yara iyilesmesinde hemoostatik ROS seviyesi ¢coklu islevler listlenmekte; kan
akis1 ve trombiis olusumu i¢in yerel hiicre sinyalini azaltmakta, notrofil, monosit ve diger
immiinositleri yara bolgesine ¢ekerek patojenlerin yok edilmesini saglamakta, anjiyogenezi
olusturmakta, fibroblast bdliinmesini ve yeni ECM olusumu (kollajen sentezi dahil) icin

hiicre gdg¢iinii uyarmakta ve keratinosit ¢cogalmasini ile gociinii desteklemektedir.

Etkili yara iyilesmesi i¢in diigiik ROS seviyeleri nemli olmakla birlikte, agir1t ROS {iretimi
oksidatif strese yol agarak, hiicresel hasara ve bozulmus yara onarimina neden olur. ROS
aracili transkripsiyon sonucu, siirekli proinflamatuar sitokin salgilanmasi ve matris

metalloproteazlarin indiiklenmesi gerceklesir. Asirt ROS ve reaktif nitrojen tiirleri (RNS )
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dogrudan ve dolayl1 olarak (proteoliz aktivasyonu yoluyla) ECM proteinlerini degistirebilir

veya bozabilir , ayrica bozulmus dermal fibroblast ve keratinosit islevine neden olur.

Canli organizmalar, asiri ROS seviyelerinin 6nlenmesi ve gecikmis yara iyilesmesini
iyilestirmek i¢in protein yapili bir antioksidan sistemi gelistirir. Antioksidanlar kendi
elektronlarim1 vererek, DNA, lipit ve protein gibi énemli molekiillerin elektron almasin
engelleyerek bir dizi savunma mekanizmasi gelistirir (Dunnill ve digerleri, 2017; Shiekh ve

digerleri, 2020).

2.2. Diyabet

2.2.1. Diyabet

Diyabet hastas1 bireylerin hastaligi yonetmesi ve olasi komplikasyonlarindan en az zarar
alacak sekilde ya da zararsiz atlatmasi icin, siirekli tedavi ve destege ihtiyaclar1 vardir.
Aciklanan olaganiistii rakamlar diyabetin diinya i¢in global bir sorun haline geldigini ve
etkin miicadele edilmedigi takdirde, ortaya cikabilecek komplikasyonlar ve saglik
harcamalariyla birlikte Oniine gecilemez bir kiiresel tufan haline gelebilecegini

gostermektedir.

2.2.2. Diyabet ve komplikasyonlari

Insanlik tarihi kadar eski olan Diabetes Mellitus (DM) terimi, kelime anlami olarak “tatli
suyun sifonlanmas1” anlamima gelmektedir. Ilk bilgilerin 3000 y1l dnce Misir’da bulunan bir
el yazmasinda oldugu belirtilse de, “Diabetes” kelimesini Kapadokyali Yunan bir doktor,
diyabetli hastalarin bir sifon gibi ¢ok fazla idrar c¢ikarttigini belirtmek i¢in kullanmistir.
Diyabet, tibbi olarak yetersiz insiilin salgilanmasi veya insiilin salgilanmasi ve/veya
etkisinin olmamas:t nedeniyle karbonhidrat, protein ve lipit metabolizmasindaki
bozukluklardan kaynaklanan metabolik, kronik bir endokrin hastalig1 olarak tanimlanir

(Soysal ve Yilmaz, 2022).

Tip 1 diyabet, siklikla 6-20 yas arasindaki genc¢lerde goziiken ve pankreasin beta hiicrelerinin
otoimmiin bozuklugu sonucu olusur. Tip 2 diyabet, cogunlukla 30 yas {istii bireylerde
goziiken, bozulmus insiilin sekresyonu ve insiilin etkisine kars1 gelisen direng¢ nedeniyle

ortaya ¢ikan formudur. Gestasyonel diyabet, gebeligin ikinci ve lglincii trimesterinde
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salgilanan hormonlara bagli olarak ortaya ¢ikan glikoz tolerans bozuklugudur. Bunlarin
disinda kalan genetik defektler, pankreasin ekzokrin hastaliklari, ilaglar, immiin sebepler
gibi nedenlerle ortaya c¢ikan diyabet de, spesifik diyabet olarak adlandirilir. Hangi ¢esit
olursa olsun tiim tiplerinde ortaya ¢ikan neden, beta hiicrelerin disfonksiyonu ve yikimidir.
Otoimmiinite, inflamasyon, insiilin direnci, obezite, yasl niifusun azalmasi ve fiziksel
hareketsizlik gibi pek ¢ok faktdr pankreasin beta hiicresi azalmasina yol acar (Soysal ve
Yilmaz, 2022).

Diyabet kontrol altina alinmadiginda uzun dénemde, noropati, nefropati ve retinapati gibi
mikrovaskiiler, periferik ve serebrovaskiiler hastaliklar gibi pek c¢ok makrovaskiiler
komplikasyonlara neden olur. Diyabete bagli bu komplikasyonlarin olusmasinda, artan ROS
tretimi nedeniyle meydana gelen oksidatif stres rol oynamaktadir. Mitokondriyal
disfonksiyon ve prooksidan enzimlerin deregiilasyonu, ROS olusumunda rol oynayan ana
etmenler olarak goriilmektedir (Hamamcioglu, 2017; Poblete-Aro ve digerleri, 2018).
NADPH oksidaz, ksantin oksidaz, siklooksijenaz ve endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS)
gibi ¢esitli kaynaklardan hiicre i¢i siiperoksit iiretimi, mRNA’larin bozulmus ekspresyonu,
adiponektin ve omentin-1 gibi adipokinlerin , ¢esitli yollarla insiilin direncini etkilemesi
hiperglisemiye neden olur. NADPH oksidaz, tiim bu islevlerin olusumunda merkezi bir rol
iistlenip, diger oksidazlarin diizensizligine yol acarak ROS iiretiminin artmasina neden olur
(Luc ve digerleri, 2019). Bunun sonucunda Glukoz tasiyict tip 4 (GLUT4), glukoz
tastyicilariin sitoplazmadan hiicre zarina olan translokasyonunda bir bozukluk olusur ve
insiilin direncini telafi etmek i¢in artan insiilin salgis1 ile, pankreatik beta hiicresi

disfonksiyonu meydana gelir (Poblete-Aro ve digerleri, 2018).

Sonug itibariyle, artan oksidatif stres, ateroskleroz, vaskiiler inflamasyon, endotel
disfonksiyonu gibi bir¢ok hastaligin patogenezinde merkezi bir role sahiptir ve prediyabetin
diyabete ilerlemesinde de rol oynadig: diisiiniilmektedir. Bu nedenle, hastaligin ilerlemesini
onlemek i¢in oksidatif stresteki degisiklikleri erken tespit etmek ¢ok Onemlidir (Luc ve
digerleri, 2019).

2.2.3. Diyabet ve yara iyilesmesi

Altta yatan patolojik mekanizma veya mikrobiyal invazyon nedeniyle normal iyilesme

stireci bozuldugunda, yara iyilesemez ve diyabetik yaralarda oldugu gibi kronik bir yara
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haline gelir. Sorunun altinda yatan mekanizma kesin olarak bilinmemekle birlikte,
hizlandirilmis ateroskleroz ve noropatinin neden oldugu azalan perfiizyon kaynakli
enfeksiyon, yavas kollajen sentezi ve birikimi, azalmis anjiyogenez, yaranin daha zayif
gerilme kuvveti, azalmis noropeptit sekresyonu sonucu epitel, duyusal sinirler ve dendritik
hiicrelerden meydana gelen epinéroimmiin fonksiyonunun bozulmasi, mikro RNA’larin
diizenleyici islevlerindeki dengesizlik, biiylime faktorlerinin yapim ve yikimindaki
diizensizlikler ve bozulan oksidatif denge gibi unsurlar yer almaktadir (Fu-Shin ve digerleri,

2022; Gantwerker ve Hom, 2011).

Yara iyilesme siirecinde ¢ok Onemli rol oynayan ve trombositlerden biiytime faktorii
salgilanmasimi saglamak ve yabanci hiicrelerin 6ldiiriilmesini saglamak gibi islevleri
iistlenen makrofajlarin {i¢ tipinin oldugu bilinmektedir. Bunlardan M1 proinflamatuar
makrofaj olarak adlandirilirken, M2  anti-inflamatuar makrofaj tipi  olarak
adlandiriimaktadir. Inhibe edilmemis M1 makrofajlarinin asir1 birikimi sonucu enflamatuar

evresi kroniklesir (Bai ve digerleri, 2020; Siintar ve digerleri, 2010).

Biiylime faktdrleri gibi anjiyogenik faktorler ve trombospondinler, endostatin, anjiyostatin
gibi anjiyostatik faktorler arasindaki denge bozulur. TGF-B yara iyilesmesi siirecinde,
monositlerden diger biiyiime faktorlerinin sekresyonunu uyarmakla birlikte, hiicre
proliferasyonunu ve ECM olusumunu da tesvik eder (Bai ve digerleri, 2020; Shi ve

Massagué, 2003).

Diyabetiklerde ise TGF-p seviyesi ve yara kontraksiyonundan sorumlu oldugu bilinen
miyofibroblast olusumu azalir ve bu durum bozulmus yara iyilesmesine neden olur (Al-
Mulla ve digerleri, 2011). Bir baska 6nemli biiyiime faktorii olan TNF-a miktarinin fazla
olup bazal seviyeye diismemesi sonucu anjiogenezin, hiicre ¢ogalmasinin ve gogiiniin
inhibisyonu gergeklesir. Diyabetik hastalarda, proinflamatuar sitokinlerden olan TNF-a ve
interlokin-6 (IL-6)’nin artmasi ile birlikte ani-inflamatuar olarak gorev yapan IL-10
miktarmin azalmasi sonucu lokosit infiltrasyonunda uzama gergeklesir (Bai ve digerleri,
2020; Wetzler ve digerleri, 2000). Ayrica VEGF ve diger faktorlerin aktivitesi azaldigi icin,
pek cok onemli proteinin enzimatik olmayan glikasyonu artip, anormal hiicresel ve ECM
islevi sonucu diyabetik yaralarda anjiyogenez gerceklesemez (Bai ve digerleri, 2020; F. Xu

ve digerleri, 2013).
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Yiiksek glikoz seviyeleri, kollajen degradasyonundan sorumlu olan ve keratinosit go¢linii
diizenleyen matriks metaloproteinazlarin (MMP) asir1 iiretimine sebep olur. Ozellikle
diyabetik ayak {ilserlerinde TIMP-2 miktarinin azalmakta ve MMP-1, MMP-9 ve MMP-8
ekspresyon miktarmin artmakta oldugu dolayisiyla da  yara iyilesmenin geciktigi
bilinmektedir (Lobmann ve digerleri, 2002). Timdr biiyiime faktorii B tip II reseptoriiniin
baskilanmis ekspresyonu sonucu, fibroblast cogalmasi ve miyofibroblastlara farklilagmasi
azalarak, kollajen sentezi azalarak yara gerilim kuvveti istenen seviyeye gelmez ve yeniden

sekillenme asamasi da engellenmis olur (Bai ve digerleri, 2020).

Vaskiiler disfonksiyon, ndropati ve inflamasyon sirasinda yara hiicrelerinin yiiksek oksijen
tilketimi ve biiyiime faktorleri arasinda artan dengesizlik hipoksiyi tetikler. Sinirli oksijen
kaynag1 ve yarada yiiksek oksijen tiiketimi gibi iki temel faktor nedeniyle meydana gelen ve
artan hipoksi de enflamatuar yanit1 uzatarak, iyilesmenin gecikmesini saglayan oksijen
radikallerinin seviyesini arttirir. Fazla miktardaki oksidatif stres fibroblastlarda yaslanmaya,
fibroblastlardaki kontraksiyon islevi ve biiylime faktoriine olan yanit1 azaltir (Sekil 2. 7) (Bai
ve digerleri, 2020; Xuan ve digerleri, 2014). Diyabet ve yara iyilesmesinin mekanizmasi

sekil 2.8”deki gibi 6zetlenebilir.
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Yara iyilesmesi aktivasyonu

Fibroblast  «umme Makrofaj @ Notrofil ~
Keratinosit Lo Bakteri .3 Kollajen teli . 2
Matriks metalloproteinaz (] Reaktif oksijen tiirleri (ROT) @

Tamamlanmamig graniilasyon dokusu

»® Graniilasyon
dokusu

Kan damari

Normal yara iyilesmesi Diyabetik yara iyilesmesi

Sekil 2.7. Diyabetin yara iyilesme siirecine etkisi (Bai ve digerleri, 2020)
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Sekil 2.8. Normal ve diyabetik yara iyilesmesi (Abiko ve Selimovic, 2010)

2.3. Oksidatif Stres

Aecorobik yasam geregi ¢ogu hiicre tipinde mitokondri, endoplazmik retikulum ve
peroksizom gibi organeller ile NADPH (nikotinamid adenin diniikleotid fosfat oksidaz
ksantin oksidaz) , nitrik oksit sentaz, siklooksijenazlar, sitokrom P450 enzimleri gibi ¢ok
sayida enzim kaynakli serbest radikalller olusur. ROS (reaktif oksijen tiirleri) ve RNS
(reaktif nitrojen tiirleri) seklinde bulunan bu molekiiller; protein, lipit, DNA gibi dnemli
molekiilleri birinci dereceden etkilerler. Bazal ROS seviyeleri, sinyal iletim yollari, patojen
mikroorganizmalara karsi savunma, gen ekspresyonu ve biiylime veya olimiin tesvik
edilmesi gibi ¢esitli ¢ok sayida hiicresel fonksiyonlarin tezahiirii i¢in gereklidir. Bu serbest
radikalller ¢cok ince bir diizen i¢inde enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma
sistemiyle dengelenir. Bu oksidan sinyallemenin dengesizligi sonucu, kanser, alzheimer,
multiple skleroz, hipertansiyon ve diyabet gibi ¢cok sayida hastalikla baglantili oksidadif stres
meydana gelir (Abiko ve Selimovic, 2010; de Zwart ve digerleri, 1999).



28

2.3.1. Serbest radikaller ve kaynaklar:

Dis yoriingelerinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron tasiyan ve diger maddelerle
kolayca reaksiyona girebilen kararsiz, yiiksek enerjili atom veya molekiiller olan serbest
radikallerin olusum sekilleri su li¢ durumda meydana gelir: Molekiillerden elektron tutacak
sekilde kimyasal bir bagin kirilmasi, bir radikalin bagka bir radikal vermek iizere boliinmesi
ve redoks reaksiyonlari. Serbest radikal kaynaklar1 arasinda mitokondriyel elektron tasima
zinciri, immiin sistem hiicrelerindeki yanitlar, bazi enzimler gibi i¢ kaynaklar ya da zararl
dalga boyu 1sinlari, gesitli kirleticiler, deterjan gibi dis kaynaklar yer almaktadir (Karabulut
ve Giilay, 2016; Pham-Huy ve digerleri, 2008)

2.3.2. Serbest oksijen radikalleri

Metabolik reaksiyonlar sirasinda iiretilen en dnemli serbest radikaller oksijenden tiiretilen
radikallerdir (ROS). Hem ROS, hem de RNS radikal ve radikal olmayan olmak iizere iki
gruba ayrilir (Pham-Huy ve digerleri, 2008).

Siiperoksit iyon radikal (O2)

Siiperoksit anyon radikali otooksidasyon enzimatik siireclerle ya da, bir elektronun
molekiiler oksijene eklendigi enzimatik olmayan siireglerle olusan, reaktivitesi diisiik ve en
yaygin radikaldir. Demir komplekslerini indirger ve askorbik asit ve tokoferolii oksitleyerek
oksitleyici ajan olarak hareket edebilir (Pham-Huy ve digerleri, 2008). Haber-Weiss
tepkimesi sonucu; siiperoksit radikali, oksijen ve hidrojen peroksit birlikte demir varliginda
etkilesime girerek oldukga reaktif olan hidroksil meydana getirir (Phaniendra ve digerleri,
2015).

02+ H202—0OH: -+O0OH -+ 02 (Haber-Weiss Tepkimesi) (2.1)

Apoptoz, inflamasyon, ndtrofil bakterisidal etkisi, vaskiiler fonksiyonun diizenlenmesi gibi
faydali etkileri olan siiperoksit asir1 tiretildiginde ATP sentezini inhibe eder ve elektron

tasima zincirini yavaglatir (Memisogullar, 2005).
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Hidroksil (OHe) radikal

Oldukga reaktif bir serbest radikal olan hidroksil radikali, hidroksit iyonunun nétr formudur
ve DNA, proteinler, lipitler ve karbonhidratlarla reaksiyona girerek hiicrelerde ciddi
hasarlara neden olur. Gegis metalleri hidroksil radikalinin olugsmasinda 6nemli rol oynar.
Haber -Weiss reaksiyonu ve fenton reaksiyonu sonucu hidroksil radikali olusurken, gamma
radyasyona maruz kalan dokularda da meydana geldigi goriilmiistiir. Hidrojen peroksitin
fenton reaksiyonuyla, demir veya diger gecis metalleri varliginda indirgenmesi sonucu
olusan hidroksil, hiicredeki organik molekiillerle ve metallerle etkilesime girebilen en giiclii
oksitleyici radikal oldugu diistiniilmektedir (Is, 2001; Memisogullari, 2005; Phaniendra ve
digerleri, 2015).

Fe*? + H0; — Fe™+ OH - +OH - (Fenton Reaksiyonu) (2.2)

Hidrojen peroksit (H205)

Hidrojen peroksit, stiperoksit dismutaz (SOD) enzimi tarafindan dismutasyon reaksiyonuyla
veya indirgenme reaksiyonlariyla meydana gelir. Bu rediiklenme tepkimelerinde, siiperoksit
cevresindeki molekiillerden bir elektron alir ya da molekiiler oksijenin c¢evresindeki
molekiillerden iki elektron almasi sonucu olusan peroksit iki proton ile birleserek hidrojen
peroksiti olusturur. Hidrojen peroksit, serbest radikal olmamakla birlikte gecis metallerinin
oksidasyonu yoluyla Fenton reaksiyonu ve Haber -Weiss reaksiyonu sonucu OH -
olusmasina neden oldugu i¢in DNA hasarlarina neden olur. (Kohen ve Nyska, 2002;

Phaniendra ve digerleri, 2015).

0, + 26" + 2H" — H,0»
02" +2e +2H" — H20; (2.3)
202"+ 2H* - H202+ O2

Peroksil radikal (ROQO¢)

En basit sekli siiperoksitin protonlanmasiyla olusan ve perhidroksil radikali olarak
adlandirilan formudur. Bir hiicrenin sitozoliindeki yaklagik %0,3'li protonlanmis halde
bulunup, yag asidi peroksidasyonunu baglatir ve tiimor gelisimini destekleyebilir

(Phaniendra ve digerleri, 2015).
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Singlet oksijen (A G02)

Molekiiler oksijenin elektronlarindan birinin kendi spininin tersi yOniinde orbitalle yer
degistirmesi sonucu yani elektronik olarak uyarilmasiyla meydana gelen toksik bir reaktif
oksijen tiiriidiir. Notrofillerin ve eozinofillerin aktivasyonu ile iiretilebilirken, ayrica bazi
enzime dayali reaksiyonlar tarafindan da olusturulur. DNA ve doku hasarina neden olan

giiclii bir oksitleyici ajandir (Phaniendra ve digerleri, 2015).

HOCI+H,0,—102+H,0+Cl" (2.4)

Ozon (O3)

Enflamasyonda rol oynayan ve oksidasyon yoluyla tiretilen gii¢lii bir oksidandir. Serbest
radikal olmamasina ragmen biyolojik molekiilleri oksitleyerek serbest radikaller ve diger
reaktif ara iirlinler olusturup lipid peroksidasyonuna neden olabilir. Proteinlerde ve niikleik
asitlerdeki farkli fonksiyonel gruplari oksitleyerek kromozomal anormalliklere sebep verir
(Phaniendra ve digerleri, 2015).

Hipokloroz asit (HOCI)

Tiyoller, askorbat, iirat, piridin niikleotitler ve triptofan gibi biyolojik molekiilleri oksitleyen
ya da aminler, kolesterol ve doymamus lipidler ve DNA'y1 klorlayabilen giiclii bir reaktif
tirdiir. Hidrojen peroksit ve kloriirden kaynaklanan iltihaplanma bolgesinde
miyeloperoksidaz enzimi tarafindan nétrofillerce tiretilen 6nemli bir oksidandir (Phaniendra

ve digerleri, 2015).

H20, + CI'— HOCI + OH" (2.5)

2.3.3. Oksijen tiirevi olmayan serbest radikaller

Bu grubun en 6nemlisi nitrik oksittir.
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Nitrik oksit (NO)

Nitrik oksit sentazlarin yiiriittiigii tepkime sonucu olusan ve {i¢ izoform sekilinde bulunan
kii¢iik bir molekiildiir. Nitrik oksit kosullara bagli olarak antioksidan olarak gérev yapar ve
bir dizi 6nemli hiicresel islevleri gerceklestirir. Trombozu, kan akisint ve noral aktiviteyi
diizeneleyen 6nemli bir hiicre i¢i ikinci habercidir. Su ve yagda ¢6ziindiigii i¢in, sitoplazma
ve plazma zarlarindan kolayca gecerek, spesifik olmayan konak savunmasi ve timor ile
hiicre i¢i patojenleri yok etmekte gorev alir. Vaskiiler endotelyal hiicreler tarafindan tiretilen
endotel kaynakli gevseme faktorii (EDRF) olarak kabul edilmistir.Proteinleri nitrozile
ederek, enzimatik aktiviteyi diizenlemesi ayrica diiz kas gevsemesi, sinir iletimi, savunma
mekanizmalari, bagisiklik ve kan basinci diizenlenmesi gibi ¢cok sayida biyolojik aktivitede
yer aldig1 i¢in 1992 yilinin molekiilii kabul edilmistir (Caylak, 2011; Pham-Huy ve digerleri,
2008; Phaniendra ve digerleri, 2015).

L-arginin + NADPH + Oz — L-sitrullin + NO™ + NADP (2.6)

Ancak, viicuttaki reaktif oksijen tiirleri ile ile tepkimeye giren NO, gii¢lii oksidan etkili
ONOOH olusturmakta, bu da daha basit molekiil ve atomlara pargalanarak oldukca yikici
olan OH ~radikali meydana gelmektedir (Caylak, 2011).

NO + OH* — ONOO-
ONOO + H* - ONOOH (2.7)
ONOOH —NO2 + OH°

2.3.4. Oksijen radikallerinin biyolojik reaksiyonlar:

Antioksidan sisteminin yetersiz kalmasiyla veya gerektiginden fazla oksijen radikalleri
birikmesi sonucu olusan radikaller, niikleik asitler, proteinler ve membran lipitleri ile biiyiik
ol¢tide spesifik olmayan bir sekilde reaksiyona girer ve ¢esitli mekanizmalar yoluyla hiicre

hasarina neden olur (H. Kumar ve digerleri, 2012).
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Sekil 2.9. Serbest radikallerin biyolojik reaksiyonlar1 (H. Kumar ve digerleri, 2012)

Karbonhidrat oksidasyonu

Oksijen radikalleri monosakkaritlarin oksidasyon tepkimesi sonucu olusurlar ve diyabet,
kanser, yaslanma gibi olaylarda olumsuz etki olustururlar. Bu maddeler, antimitotik etkiyi
niikleik asitlere ve protein gibi organik molekiillere capraz baglarla baglanmak suretiyle

gosterirler (Yildiz, 2001).

Niikleik asit oksidasyonu

Reaktif oksijen tiirlerinden 6zellikle OH, DNA ile reaksiyona girerek, deoksiriboz
molekiiliinde, pirimidin ve piirin bazlarinda ciddi olumsuz etki olusturup, hasar iirlinleri

meydana getirir.

Ayrica poli sentetaz enziminin aktivasyonu sonucu programlanmis hiicre 6liimii, DNA’nin
parcalanmasi ve elektron tagima sistemin bozularak NAD+ seviyelerinin hiicresel diizeyde

bitmesi gerceklesir (Karabulut ve Giilay, 2016). DNA'nin siirekli olarak serbest radikaller
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tarafindan saldirtya ugramasinin bir sonucu olarak, her hiicrede giinde yaklasik 75.000—

100.000 DNA hasar1 meydana gelebilir (H. Kumar ve digerleri, 2012).

Protein oksidasyonu

Proteinlerin kovalent modifikasyonu olarak da tanimlanmakta olan protein oksidasyonu,
serbest radikallerin proteinler lizerine olan etkisi olup, gesitli patolojik durumlara ve gittikce
yaslanmaya neden olur. Yaslanmayla birlikte modifiye olmus proteinlerin artmasiyla birlikte
80 yasindaki bir insanda proteinlerin %50'ye kadar1 oksitlenmis hale gelebilir (Buyukguzel,
2013; H. Kumar ve digerleri, 2012). Amino agil yan zincirlerinin tamami oksidatif olarak
degistirilmeye uygun oldugu i¢in ve protein oksidasyonu pek cok farkli mekanizmayla
gerceklesebildiginden dolay1 ¢ok farkli tipte oksidatif protein modifikasyonlar1 vardir.
Bunlar, aromatik amino asit bakiyelerinin nitratlagmasi, tiyol gruplarinin oksidasyonu, ileri
oksidasyon protein lriinlerinin olusmast (DOPA, peroksit) ve zincir reaksiyonu seklinde
devam ettirilmesi,bazi amino asit bakiyelerinin karbonil tiirevlerine doniisiimii, ¢apraz bag
olusumu, polipeptit zincirin yarilmasi, sekonder ve tersiyer yapinin bozulmasi , gen
diizenlenmesininin ve ifadesinin degisimi, yapisal ve islevsel proteinlerde degisiklik, olarak

siralanabilir (Hawkins ve Davies, 2001; Kayali ve Cakatay, 2004).

Reaktif oksijen tiirleri geri doniisiimlii veya geri doniisiimstiz oksidatif degisikliklere neden
olur ve hiicre igi proteinlerde oksidatif hasara neden olur. Protein karbonilleri, geri
dontisiimsiiz bir protein modifikasyonu bi¢imini temsil eder ve lipid peroksidasyon
iirlinlerinin dakikalar i¢inde uzaklastirilan bi¢gimini igerir. Protein karbonilleri, sekil 2.10.’da
gosterildigi gibi lizin, prolin, arginin gibi bazi aminoasitlerin direk oksidasyonu yoluyla,
protein omurgasinin direk boliinmesiyle, lipit peroksidasyonu sonucu meydana gelen
malondialdehit ile, indirgeyici sekerler veya bunlarin oksidasyon yollar gibi ¢ok cesitli
olaylar sonucu meydana gelir. Belirli bir oksidan sonucu olugmadigi ve oksidatif stres altinda
cok erken asamada olustugu i¢in protein oksidasyonunun bir belirteci olarak
adlandirilabilirler.  Dinitrofenol  olusumuna bagli  olarak  6l¢giim  yontemleri,
spektrofotometrik olarak, HPLC tabanli bir teknikle, immiinoblotlamayla, ELISA’da anti -
DNP antikorlar1 kullanarak tespit edilir (Weber ve digerleri, 2015).
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Sekil 2.10. Protein oksidasyonu (Weber ve digerleri, 2015)

Lipit peroksidasyonu

Lipit peroksidasyonu genis anlamda, fosfolipitler ve kolesterollerde bulunan ¢oklu
doymamis yag asitleri (PUFA)’ne hidroperoksi grubunun bir lipide eklenmesi igslemi olarak
tanimlanabilir. Esnek bir zar yapisi olusturmasindan dolayr PUFA'lar, toplam zar yag
asitlerinin yaklagik %350'sini meydana getiren 6nemli ve ana bir yag asidi grubudur. Bununla
birlikte, serbest radikal hasarina karsi ¢ok hassastirlar ve ¢oklu doymamis yag asitleri
(PUFAH'lar), metilen gruplarinin (-CH2-) karbon atomlarindan hidrojen atomlarini
cikardiginda peroksidasyon reaksiyonlar1 baslar. Klasik anlamda lipit peroksidasyonunun
zincir reaksiyonunun mekanizmasi baglatma, uzatma ve sonlandirma olmak {izere 3 ana
evdede gosterilebilir (Sekil 2.11). Baglatma asamasinda karbon merkezli bir lipid serbest
radikali olusturmak iizere PUFA'lardan bir hidrojen atomunun c¢ikarilmas: gerceklesir.
Hidrojen uzaklastirildiktan sonra, karbon atomu iizerindeki eslesmemis elektronlarin
yeniden diizenlenmesiyle konjuge dienler meydana gelir. Konjuge dienlerin de moleliiler
oksijenle tepkimeye girmesi sonucu peroksil radikali (LOO") olusur. Lipit peroksil radikali,
bir hidrojen c¢ikararak yeni bir dongii baslatir ve bdylece peroksidasyon reaksiyonunu
sirdiiriir. Son adim veya sonlandirmada, iki radikalin kombinasyonundan bir radikal

olmayanin olusturulmasi gerceklesir.



35

Lipit peroksidasyonu sonucu hidroperoksitlerden baska, lipid hidroksitler, izoprostanlar ,
noroprostanlar , aldehitler (4-hidroksi-2-nonenal veya 4-HNE gibi), ketonlar , alkanlar , lizo-
fosfolipitler ve aldehit modifiye proteinler gibi pek ¢ok farkli madde olusabilir (Caylak,
2011).

PUFA — — o
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Yeniden diizenlenme ¢
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Sekil 2.11. Lipit peroksidasyonun zincir reaksiyonlar1 (Anthonymuthu ve digerleri, 2016)

Lipit peroksidasyon ¢esitleri enzimatik ve enzimatik olmayan olmak iizere genelde 2 tipdir.
Enzimatik olmayan peroksidasyon yukarda anlatildigi gibi reaktif oksijen tiirlerinin
ozellikle demir olmak iizere, Cu 2* , Co 2* , Ni ?* gibi diger gecis metali iyonlariyla
reaksiyona girmesi sonucu ger¢eklesir. Hem demir hem de bakir iyonlari, organik
hidroperoksitlerin olusmasin ve hidroperoksitlerin de organik peroksil radikallerine ve
hidroksil radikallerine ayrigmasina yol agar. Enzimatik yollar ise, fosfolipaz A2,
siklooksijenazlar (COX), lipoksijenazlar, sitokrom ¢ ve peroksidazlar ile gerceklestirilir.
Fosfolipid oksidasyonunun birincil iirlinii olarak fosfolipid hidroperoksitler enzimatik

yollarla tiretilir.
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Lipit peroksidasyonuna kars1 liretilen katalaz , sliperoksit distmutazlar (SOD), glutatyon,
vitamin C ve E gibi antioksidanlar yetersiz oldugu zaman, peroksit iiriinleri hiicrelerde
birikerek toksik etki gosterir ve oksidatif stres meydana gelir. PUFA'nin oksidasyonu sonucu
tiretilen lipit aracilari, sekonder haberci olarak hareket eder ve uzak bir bolgede etkisini
gosterir, serebral kan akisinin diizensizliinde, kan beyin bariyeri hasarinda, inflamatuar
yanitin aktivasyonunda, programlanmis hiicre 6lim yollarinda yer alir (Anthonymuthu ve
digerleri, 2016). Peroksil radikalleri zincirleme peroksidasyon reaksiyonlar1 sonucu
birbiriyle ¢apraz kovalent baglar kurarak, membran yapisini bozar; zarin iyon gegirgenligini
arttirarak organel igeriginin sitoplazmaya salinmasina, hiicre hasarina veya hiicre 6liimiine

sebebiyet verir (Ozcan ve digerleri, 2015).

Lipit peroksidasyon son firlinleri olarak, Malondialdehit (MDA), 4-Hidroksinonenal (4-
HNE) ve izoprostanlar spektrofotometrik ve florometrik gibi ¢esitli yontemlerle tespit edilir.
MDA ve lipit hidroperoksitleri ile aldehitlerin adlandirildig1 tiyobarbitiirik asit reaktif
maddeleri (TBARS), spesifiklik eksikligi yapay tiretim konusundaki elestirilere ragmen, en
yaygin kullanilan belirtegler olmaya devam etmektedir (Anthonymuthu ve digerleri, 2016;
Ozcan ve digerleri, 2015).

PUFA'lardan hem kimyasal reaksiyonlarla hem de enzimler tarafindan katalize edilen
reaksiyonlarla iiretilen MDA, kimyasal formiilii 1,3-propandial (OHC) seklinde olan, oda
sicakliginda kati, TBARS"n bir prototipidir (Tsikas, 2017). Normal kosullar altinda MDA,
Krebs dongiisiinde malonat veya asetata parcalanir ve COz seklinde atilir. Ancak PH’a bagh
olarak gesitli formlarda gereginden fazla bulunan MDA, dokulara zarar verir. Fizyolojik
PH’da, totomerik MDA molekiilii agirlikli olarak enolat formunda stabilize olurken, asidik
pH'ta MDA, a, B-doymamis aldehit yapisin1 benimser ve ¢coklu doymamis yag asitleri ile
ilave reaksiyonlara giren gii¢lii bir elektrofil haline gelir MDA, protein yikimin1 ve DNA
hasarimi tesvik ederek noronal hasara yol agar ve bu da hiicresel apoptoza, endotel hasarina
ve sonugta kan beyin bariyeri gecirgenligine neden olur. Cok sayidaki in vivo ve in vitro
calismada MDA’nin toksikolojik, mutajenik ve kanserojenik potansiyeli arastirilmistir

(Moazamian ve digerleri, 2015; Piastra ve digerleri, 2020; Tsikas, 2017).
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2.4. Antioksidan Savunma Sistemleri ve Diyabetik Yaralar

Aerobik organizmalarin enerji ihtiyaglarinin ¢ogunu karsilayan biyolojik oksidasyonlarin
temeli olan oksijenin ayn1 zamanda toksik bir madde olarak hayati tehdit etmesi kimi bilim
insanlar1 tarafindan "aerobik hayatin paradoksu" olarak tanimlanmistir. Saglikli
organizmalarda ister azot ,ister oksijen tiirevli olsun olusan radikaller, hiicrede yapisal ve
fonksiyonel hasara neden olmadan once hizla bir antioksidan sistemi tarafindan ortadan
kaldirilir (Di Meo ve Venditti, 2020). Az yogunluklarda okside edilebilen antioksidanlar,
diger bir substratin oksidasyonunu azaltan veya engelleyen maddeler olarak
tanimlanmaktadir (Caylak, 2011).

Diyabette, serbest radikallerin artan {iretimi veya antioksidan sistemlerin azalmis aktivitesi
sonucu redoks dengesi bozulur ve oksidatif stres meydana gelir. Hiperglisemik durumda,

dort farkl yolla artan serbest radikal tiretimi artar (Phaniendra ve digerleri, 2015). Bunlar:

1. Glikolizin artmast NADH/NAD oraninin artmasina neden olur.

2. Aktive edilmis sorbitol (veya poliol) yolu, hem sorbitol hem de fruktoz birikimine neden
olur; GSH'nin azalmas1 ve NADH/NAD + oraninin artmasiyla sonuglanir.

3. Glikozun otooksidasyonu sonucu H2O2, OHe, O2+—, ketoaldehitler gibi farkli serbest
radikaller olusur.

4. Enzimatik olmayan protein glikasyonu sonucu olusan son fliriinler hiicresel spesifik

reseptorlere baglanarak oksidatif stres olusturur.

Viicut dogal olarak iiretilen (endojen antioksidanlar) veya disaridan gidalar yoluyla saglanan
savunma maddeleri meydana getirerek oksidatif stresle bas etmek i¢in farkli mekanizmalar
iiretir. Serbest radikallerin fazlaliin1 nétralize ederek hastaliklarin 6nlenmesine katkida
bulunan antioksidanlarin bir serbest radikali yok ettiginde, kendisi de okside olacag i¢in,
stirekli olarak yenilenmesi gerekir. Etki mekanizmalarini baslica dort farkl tipde gdsteren
antioksidanlarin isevleri asagidaki gibi siralanir (Memisogullari, 2005; Pham-Huy ve
digerleri, 2008):

1. Oksidanlar zayif bir molekiile ¢eviren ve enzimlerle gerceklestirilen temizleme etkisi
2. Vitaminler ile flavonoidler tarafindan yapilan baskilama etkisi ile oksidanlara hidrojen

aktarilmasi
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3. Tamir etme etkisi
4. C, E vitamini, karotenoidler tarafindan yapilan zincir kiric1 etkiye lipit peroksidasyonun

engellenmesi 6rnek verilebilir.

Canlilardaki antioksidanlari, enzimatik endojen, enzimatik olmayan endojen ve viicutta
iiretilemeyen eksojen besleyici antioksidanlar seklinde siniflandirabiliriz (Caylak, 2011).

Bunlardan bazilar1 agagida aciklanacaktir.

Cizelge 2.2. Antioksidan kaynaklar1 (Caylak, 2011)

Baslica enzimatik endojen antioksidanlar SOD, GSH-Px, GR, GST, CAT
Enzimatik olmayan endojen antioksidanlar Glutatyon, L-ariginin, melatonin, koenzim Q10,
Eksojen besleyici antioksidanlar Tokoferol, Askorbik asit, Koenzim Q

2.4.1. Enzimatik antioksidanlar

Siiperoksit dismutaz (SOD)

Stiperoksit anyon radikalinin ROS’lardan elektron alarak indirgenmesi ve hidrojen peroksit
olusumuyla sonuglanan dismutasyon tepkimesini ger¢eklestiren SOD, ilk bagisiklik hattidir.
H20> de CAT ve GPx tarafindan indirgenerek H>O’ ye doniisiir. SOD’un antioksidan etkisi
demir indirgenmesi yapilarak, hidroksil radikalinin olusmasinin engellenmesi seklinde

olmaktadir.

20"+ 2H* + SOD — H20; + 02 (2.8)

Her hiicre i¢in zorunlu bir enzim olan SOD, dogada bes ayr1 sekilde mevcuttur. Mangan-
SOD, mitokondrilerde yer alirken, bakir ¢inko-SOD sitoplazmada bulunan organizmada en
¢ok rastlanan tipidir. Fe-SOD ve Ni-SOD baz1 bakterilerde 6zel bir sistem seklinde bulunur.
Yalnizca fibroblast ve endotelyal hiicreler tarafindan sentezlenen ekstraseliiler SOD ise
endotelyal heparin gevsetici faktorii notralize ettigi i¢in, damar tonusunun diizenlenmesinde

muhtemel rol oynadigi diisiiniilmektedir (Caylak, 2011).
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Katalaz (CAT)

Katalazdan ilk kez 1818'de Louis Jacques Thénard tarafindan bitki ve hayvanlarda, H20>
‘in parcalanmasina neden olan madde olarak bahsedilmistir. Katalaz, protein 6zelliginde
olmayan 4 hem grubundan olusmus bir hemoprotein seklinde ¢ok dnemli bir antioksidandir.
Ozellikle peroksizomlarda lokalize olmakla birlikte, hayvansal hiicrelerin eritrosit, karaciger
ve bobrek hiicrelerinde yogun CAT aktivitesi vardir. Hidrojen peroksitin su ve molekiiler
oksijene parcalanmasinda katalaz ve glutatyon peroksidaz rol oynar. Diisiik
konsantrasyonlarda glutatyon peroksidaz aktif olurken, yiiksek konsantrasyonlarda katalaz

aktivite kazanarak H202’yi suya pargalar (Di Meo ve Venditti, 2020; Memisogullar, 2005).
2H,0, — 2H20 + O2 (2.9)

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)

Hidrojen peroksit tarafindan hemoglobinin pargalanmasina karsi insan eritrositlerinin
korunmasini saglamak amaciyla glutatyonun indirgeyici 6zelliklerini kullanan bir enzim
olarak glutatyon peroksidaz ilk kez 1957'de kesfedilmistir. Dort atom selenyum baglayarak
katalitik 6zellik gosteren bu antioksidan, glutatyonu okside ederek H.O>’yu H>O’ya indirger.
Glutatyonun okside formunun (GSSG) tekrar GSH’ya indirgenmesinde glutatyon rediiktaz
etkindir. GPx, selenyum ge¢is metalinin kofaktorligii ile ¢aligir ve glutatyonu oksitlerken,

hidroperoksitlerin azalmasina sebep olur (Caylak, 2011; Di Meo ve Venditti, 2020).

H202 +2 GSH — GSSG + 2 H.0

GSSG + NADPH + H+ — 2 GSH + NADP (2.10)

GR (glutatyon rediiktaz)

Aktif glutatyonun oksitlenmis formu olan GSH’1 nikotinamid adenin diniikleotit fosfat
(NADPH) varliginda tireten ve GPx ile birlikte redoks homeostazini korumada gorevli olan
bir flavoprotein enzimidir. Bu enzimlerin birlesik etkisi dokularin indirgenmis glutatyon
(GSH) iceriginin ana belirleyicisi oldugu i¢in yapilan caligmalarda diyabette aktivitelerinin

azaldig1 goriilmistiir (Di Meo ve Venditti, 2020; Memisogullari, 2005).



40

GST (glutatyon S transferaz)

Glutatyonla toksik metabolitlerin konjugasyonunu katalizleyerek, detoksifikasyonu yapan
diger bir antioksidan enzimdir. Calismalar diyabette antioksidan enzimlerin bir sekilde
arttigin1 veya azaldigini ancak bu mekanizmalarin ve oksidan/antioksidan dengesinin agikg¢a

bozuldugunu gostermistir (Memisogullari, 2005).

2.4.2. Enzimatik olmayan antioksidanlar

Melatonin

Epifiz bezi tarafindan salgilanan indol yapili molekiil olan melatonin, tek hiicreli
organizmalardan memelilere kadar tiim canlilarda bulunur. En 6nemli 6zelligi kendisi ve
metabolitlerinin gii¢lii antioksidan o6zelliklerinin bilinmesidir. Dogrudan serbest radikal
temizleme, antioksidatif enzimlerin uyarilmasi, mitokondriyal oksidatif fosforilasyonun
etkinligini artirma ve elektron sizintisini azaltma islevlerini gerceklestirerek antioksidan
ozellik gosterir. Yapilan ¢caligmalarda melatoninin lipit peroksidasyonu sonucu olusan MDA
diizeylerini diisirdigi ve SOD, katalaz, = GSH-Px gibi antioksidan enzimlerin
ekspresyonunu da diizenleyerek arttirdigr goriilmiistiir. Melatoninin kollajen tizerindeki
etkisinin arastirildig1 yara iyilesmesi ¢aligmalarinda, verilis zamani ve dozu arasinda iligkiler

bulunmustur (Ozler ve digerleri, 2010; Reiter ve digerleri, 2003).

Glutatyon (GSH)

Glisin, sistein, ve glutamattan karacigerde sentezlenen ¢ok 6nemli bir antioksidan olan
glutatyon tiretiminde genetik bilgiye gerek kalmaz. Oksitlenmis formu olan glutatyondistilfit
ile indirgenmis formu olan glutatyon arasindaki oran bozuldugunda antioksidan denge
bozulur. Reaktif oksijen molekiilii ve hidroksil radikalini direk siipiiriicii etkisi olan en
onemli antioksidanlardandir. GSH’1n safraya salgilanan % 40’k boliimiiniin bagirsak
boslugundaki ve epitelindeki oksidanlarla savastigi diisiiniilmektedir. Pek ¢ok enzim i¢in
kofaktor olup ¢esitli metabolik yolaklarda gorev alan GSH i¢ dengesinin bozulmasi sonucu
cesitli hastaliklarla baglanti agiga ¢ikabilmektedir. GSH’nin C ve E vitamini
yenilenmesinde, DNA onarmminda ve gen ifadesinde Onemli protein siilfidrillerin

korunmasinda etkin islevleri oldugu bilinmektedir (Caylak, 2011; Valko ve digerleri, 2007).
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Askorbik asit ( Vitamin C)

Norotransmitter, kollajen, karnitin biyosentezi i¢in gerekli olan ve suda ¢ziinen C vitamini,
antioksidan, antiaterojenik, antikanserojen, immiinomodiilatér 6zelliklere sahiptir. Serbest
radikalleri siiptiriicii etkisini suda ¢oziinen ve zincir kesen 6zelligiyle gosterir. Askorbatin
oksijeni indirgemesi sonucu veya siiperoksit ve hidroksil radikalleriyle tepkimeye girmesi

sonucu vitamin C kaynagi olan semidehidroaskorbat (DHA) olusur.

Askorbik asit + 20, + 2H" — H202 + DHA (2.11)

E vitaminiyle de gérevdas olarak calisan vitamin C, hem E vitamininin indirgenmis seklini
uretir hem de serbest radikalleri etkisiz hale getirir. Ayrica demir ve bakir tuzlarini
indirgeyici rol alip, olusturdugu Fe2+ ‘in  hidrojen peroksidin hidroksil radikaline
cevrilmesine neden olmasindan dolayi, giinde 2000 mg veya daha fazla alinmasi sonucu
prooksidan veya kanserojen etkisisi de tartismalidir (Caylak, 2011; Pham-Huy ve digerleri,

2008).

Alfa- tokoferol (vitamin E)

Vitamin E, yiiksek antioksidan igerigine sahip, yagda ¢dziinen, esansiyel bir vitamin olup,
dogada sekiz stereoizomer igeren kiral bir bilesiktir. Sadece a-tokoferol insanlarda en
biyoaktif formdur. Yagda c¢oziiniir oldugu icin a-tokoferol, hiicre zarlarin1 serbest
radikallerin neden oldugu hasarlardan koruyarak antioksidan islevini esas olarak lipid
peroksidasyonuna kars1 koruyarak gercgeklestirir. Tokoferol-OH, elektronu serbest
radikallere aktarmak i¢in H atomunu kullanarak, bunlarin hiicre zari proteinleriyle
reaksiyona girmesini ve lipit peroksidasyonuna neden olmasini dnleyerek zincir kirict etki
yapar. Sayet ortamda yeterli miktarda askorbat bulunursa, gii¢lii radikal maddenin etkisi

zayif radikal olusturularak yok edilir ve bir taraftan da tokoferol-OH tekrar kazanilmis olur.

Alfa-tokoferol, giiclii bir prooksidan oldugu igin giinlik 400 IU veya daha fazla dozun
alimmasi halinde, 6liim riskini artirabilecegini ve bundan kaginilmasi gerektigini ortaya
koyan bir ¢calisma yayimlanmistir. E vitamini bazi kalp-damar hastaliklara, ¢esitli kanserlere

ve sinirsel bozukluklara karsi koruma igin 6nerilmis olup, ancak tartismali oldugu i¢in uzun
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stireli yliksek dozda E vitamini takviyesi kullanimina dikkatle yaklagilmalidir (Caylak, 2011;
Pham-Huy ve digerleri, 2008).

Fenolik bilesikler

Polifenoliklerin askorbat ve tokoferollere gore, in vitro ortamda antioksidan 6zelliklerinin
daha iyi oldugu gosterilmistir. Membranlarin akicigini azaltarak serbest radikallerin hiicreye
difiizyonunu engelleyip peroksidasyon reaksiyonlarin1 keserler. Bir diyet antioksidan
flavonoid olan quercetinin, lipopolisakarit (LPS) kaynakli oksidatif stresi azalttigi, eNOS
ekspresyonunu arttirarak nitrat/nitrit seviyesini diisirdigli ve  GSH/ (GSSG) redoks

oraninin énemli 6l¢iide azalttig1 gosterilmistir.

Flavonoidler, cogu bitkide bulunan ve kimyasal yapisina gére 4000°den fazla tipi tanimlanan
polifenolik bilesiklerdir. Alfa-tokoferol radikallerinin hafifletilmesi, NO kaynakli oksidatif
stresin azaltilmas, iirik asit seviyelerinde artig, hidrojen veya elektronu kolay kaybetmeleri
gibi islevleri nedeniyle giiclii antioksidan olan bu maddeler, norodejeneratif, kanser gibi pek
cok hastalig1 Onler ya da geciktirir. Sonug itibariyle, her bitki benzersiz bir flavonoid
kombinasyonu icermekte olup, bu maddeler agisindan zengin olan farkli bitkilerin viicut
iizerinde ¢ok farkli etkileri bulunmaktadir (Caylak, 2011; Pham-Huy ve digerleri, 2008;
Senoner ve Dichtl, 2019).

2.5. Karaciger

2.5.1. Karacigerin anatomisi ve fonksiyonlari

Eriskinde yaklasik olarak 1,5 kg olan, viicudun en biiylik organi karaciger birbiriyle
baglantili gok dnemli islevler yiiriitiir. Islevsel birimi olan karaciger lobiilii, birkag milimetre
uzunlugunda, 0,8 mm ¢apinda ve silindirik yapidadir (Sekil 2.12). Insan karacigerinde 50
bin ile 100 bin adet lobiil bulunur. Hepatik venler, ana toplardamara bosalan bir santral ven
ve etrafindaki yapilar karaciger lobiillerini olusturur. Hiicresel plaklar, kan damarlari, lenf
kanallar1, disse aralig1, safra toplama kanallar1 ve ¢esitli makrofaj tipi hiicreler bir lobiiliin

temelini olusturur.

Interlobiiler septalarda, miyonlarca disse araliginin lenfatik damara bagli olmasi sayesinde,

lenf sistemi rahat calisir. Endotelin biiyiikk porlar1 plazmadaki maddelerin ve plazma
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proteinlerinin biiyiik boliimiiniin disse araligina difiizyonla gecisi endoteldeki biiyiik

bosluklar ile olur (Guyton ve Hall, 2017).

Hepatik
arter

Safra kanali

Santral

ven

e Karaciger hiicreleri
Siniisoidler

Disse araligi Kupffer hiicreleri

Teminal Safra kanalcig1

lenfatikler
Lenfatik kanal

" 3 "\‘:‘ :
Portal ven ' N\ ‘ /
(o ;' )

e

Sekil 2.12. Karaciger lobiiliiniin temel yapis1 (Guyton ve Hall, 2017)

Birbiriyle baglantili pek ¢ok islevleri olan karacigerin fonksiyonlart su bagliklar halinde

Ozetlenebilir. Bunlar;

o > w0 NP

Kanin siiziilmesi ve depolanmasi

Onemli organik molekiillerin ve yabanci kimyasallarin metabolize edilmesi
Safra salgisinin olugmasi

Vitaminlerin ve demirin depolanmasi

Trombotik elemanlarin yapimi

Karbonhidrat ve yag metabolizmasi iginde, pekgok Onemli kimyasal maddelerin

olusturulmasi yer alir. Protein metabolizmasi i¢inde; aminoasitlerin deaminasyonu, iire

olusumu, plazma proteinlerinin olusumu ile aminoasitlerin ve diger maddelerin birbirlerine

doniisiimleri gibi islevler bulunur.
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Ayrica karaciger, A, D, B12 vitaminlerini ve demiri ferritin seklinde depo etmekle birlikte,
fibrinojen, protombin, akselerator globiilin, Faktér VII gibi 6nemli koagiilasyon

faktorlerinin senteziyle kanin pihtilasmasinda goérev alir (Guyton ve Hall, 2017).

Karaciger bir seri kompleks enzimatik tepkimelerle zararli maddeleri zararsiz hale getirerek
detoksifikasyon gorevinde bulunur ki, en 6nemli islevlerinden biri de budur (Diraman,

2021).

2.5.2. Karaciger ve detoksifikasyon

Karaciger, endojen ve eksojen kaynakli olusan serbest radikalleri temizlemek igin
detoksifikasyon enzimlerinin toplandigi en 6nemli organdir. Ciinkii, gastrointestinal sistem,
en biiylik antijen ve ksenobiyotik yiikiinli igeren giday isleyerek baslangicta fiziksel bir
bariyer saglar. Toksik yiikiin azaltilmasinda, saglikli bagirsak mukozasinin sundugu en
onemli firsatlardan biri de, enterohepatik adli bir siirecte saglanir. Bu devridaim seklinde
ilerleyen siirecte, dolasima giren patojen bakteriler, toksik yiikii artirabilen toksinler
meydana getirir ve bazi konjugasyon boliimler giderilir. Bagirsak mikroflorasi, baglantili
genleri up down regiilasyonlar gelistirerek, enzim sistemlerini optimum seviyede tutar
(Liska, 1998).

Enzimatik antioksidanlardan olan GSH-Px aktivitesinin en yogun oldugu yerler eritrosit ve
karacigerken yine H20O2' 1 oksijen ve suya parcalayan CAT enzimi, sitoplazmada % 20 ve
peroksizomlarda % 80 oraninda yerlesmistir. Bu enzimin 6zellikle de karaciger olmak tizere,
kan, kemik iligi, mukoz zarlar1 ve bobrek gibi pek ¢ok dokuda bulunan peroksizomlarda

konsantrasyonu oldukga yiiksektir (Diraman, 2021; Liska, 1998).

Faz I ve Faz II olarak iki asamada gerceklesen detoksifikasyonun ilk agsamasinda karaciger
spesifik enzimlerle, daha toksik {iriin olan ara metabolitlerden daha az toksik maddeler
meydana getirir. Faz II'de ise bu ¢ok daha toksik olan ara metabolitler enzimler kullanilarak,
suda ¢ozlinen, daha zararsiz, safra ve lireyle atilan maddelere doniistiiriiliirler (Diraman,

2021).

Sitokrom P450 (Cyt-P450) enzim sistemiyle gerceklestirilen faz I’de ve ¢ogu ilag ya da

yabanc bilesiklere karsi savunma sistemini olusturur. Bu enzimler karaciger parankima
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hiicresinin mikrozomal enzimleri olup, hemoglobin ve mitokondriyel sitokrom oksidaz gibi
oksijene ve CO'e baglanma 6zelligi olan, Fe * ihtiva eden ve en az 10 enzim ailesi
grubundan biridir. Pek ¢ok sayidaki hidroksilasyon reaksiyonlarini gerceklestiren Cyt-P450,

enzime 0zgiilliik kazandiran ve farkli formlar1 bulunan kismudir.

Drug (ilag) + Oz + NADPH — Drug-OH + H,0 + NADP (2.12)

Faz 1 asamasinda, oksidasyondan farkli olarak indirgenme, hidroliz, hidratasyon,
detiyoasetilasyon ve izomerizasyon gibi toksifikasyon ve biyoaktivasyon agisindan énemli
reaksiyonlar gergeklesebilmektedir. Faz Il dongilisiiyle tam metabolizma olamayan daha
toksik reaktifler, hiicrede 6nemli organiklerin hasarina ve ciddi hastaliklarin olusmasina
zemin hazirlar. Faz II tepkimeleri konjugasyon seklinde olup; bir radikal veya i¢ molekiil
ila¢ ya da onun metabolitine kovalent bagla baglanir. Meydana gelen iiriin olan konjugatlar,
suda ¢ozlinebilen, idrar veya safra yoluyla kolay atilan polar maddelerdir. Faz |
reaksiyonundan gelen iiriin hidrofilik X grubu ile birlesince suda ¢oziiniir ve rahat atilabilir

hale gelir (Diraman, 2021; Liska, 1998).

Drug - OH + X — Drug — X (2.13)

Detoksifikasyon enzimlerinin indiiklenmesi tek fonksiyonel yada ¢ok fonksiyonel seklinde
gerceklesir. Yalniz bir fazi ya da bir enzimin etkilendigi tek indiikleyici veya ¢ok sayidaki

aktivitenin etkilendigi ¢ok indiikleyici ile enzim sentezi artar.

Ornegin, faz | aktivitesindeki ciddi artis, sigara dumani1 ve kdmiirde pismis yiyeceklerdeki
indiikleyiciler ile saglanir. Kirmizi {izimde bulunan ellajik asit ise, pek ¢ok flavinoid

molekiil gibi faz 1l enzimlerinin ¢ogunu indiikleyerek, cok fonksiyonel etki gosterir.

Iki ya da daha fazla bilesik arasinda bir miicadele sonucu ayn1 enzim igin toksik madde
birikimi ve enzim inhibasyonu olusabilir. Ornegin, Quinidine, rekabetle Cyt-P2D6
aktivitesini engelleyerek, se¢ici olarak sadece bir detoksifikasyon aktivitesini inhibe eder
Detoksifikasyon enzimlerinin aktivitesi ¢ok cesitli faktorlere bagli olarak degisebilir.
Bunlar; yas, cinsiyet, hormonlar, farkli nedenlerle karaciger fonksiyonlarinda bozulma,

genetik farkliliklar, diyabet ve obezite gibi etkenlerdir (Diraman, 2021; Liska, 1998).
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2.6. Calismada Kullanilan Maddeler ve Ozellikleri
2.6.1. Elajik asit (EA)

Kimyasal ad1 2,3,7,8-tetrahidroksi-kromeno[5,4,3-cde]-kromene5,10-dion olan elajik asit,
gallik asitin dimerik bir tiirevi olup, ellagitanninlerin bir pargasini olusturur. Nar, hurma,
ahududu, c¢ilek, seftali, erik, ceviz, badem gibi besinlerde bulunan biyoaktif polifenol
ellagitaninler, kolonik gastrointestinal flora tarafindan ellagik aside hidrolize edildikten
sonra emilebilir. 302.197 g/mol molekiiler agirliga sahip, 350 °C erime noktasina sahip, su,
alkol ve eterde az ¢dziinen fizyolojik pH'ta iyonize olan zayif bir asittir (Derosa ve digerleri,
2016). iki hidrokarbon halkali lipofilik bir parga ile birlikte dort hidroksil grubu ve iki lakton
iceren bir hidrofilik parcaya sahiptir. (Sekil. 2.13) Bu yapisi sayesinde elajik asitin hem farkli
substratlardan elektronlar1 kabul etme hem de antioksidan redoks reaksiyonlarina katilma

kapasitesi olusur (Rios ve digerleri, 2018).

Sekil 2.13. Elajik asidin kimyasal yapis1 (Derosa ve digerleri, 2016)

Elajik asitin antioksidan, anti-enflamatuar, ndroprotektif, hepatoprotektif, antidiyabetik ve
antikanserojenik 6zelliklerinin ispatlandigi ¢ok sayida caligma bulunmaktadir. Bu 6zellikleri
sayesinde diyabet, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, metabolik sendrom, iilseratif kolit,
Cronh hastalig1, Alzheimer, Parkinson gibi ¢ok sayidaki hastaligi korudugu ya da tedavi
edebilecegi bildirilmistir. Ayrica antibakteriyel, antiviral ve antimalarial 6zellikleri de

bulunmaktadir (Derosa ve digerleri, 2016; Rios ve digerleri, 2018).

EA’nin antioksidan 6zellikleri, temel vitaminlerinkine benzer oldugu 6ne siiriilen serbest

radikal siipiirme aktivitesine atfedilmistir. Bir sistemde bakir veya demir gibi iyonik
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metallerin varlig1, o sistemdeki oksidasyon oranini hizlandirabilir. Demir ve bakir gibi metal
iyonlarini selatlayarak ve ¢esitli sinyal yollarini diizenleyerek, serbest radikalleri temizleyip
antioksidasyonda belirgin bir rol oynar. EA’nin fizyolojik PH’a sahip sulu ¢6zeltilerde,
dongii basina iki serbest radikali (bir ROO- ve bir O3 -) yakalayabildigi, hidroksil, metoksi
ve nitrojen dioksiti verimli bir sekilde temizledigi, lipitlerin peroksidasyonunu azaltmak i¢in
O- ve OH"'yi de yakalayabildigi ve asir1 :ONOO— iiretiminden kaynaklanan ndrotoksisiteyi
ve sitotoksisiteyi azaltmak i¢in peroksinitrit reaksiyonlari diizenleyebildigi bulunmustur
(Sekil 2.14). Arastirmalarda, ellagik asidin, genel olarak, reaktif nitrojen tiirlerinden daha
verimli bir ROS temizleyicisi olmasi gerektigi one siiriilmiistiir. Bunu tek elektron, hidrojen
ve proton transferi, ardisik proton kaybi elektron transferi gibi karmasik mekanizmalarla
yapmaktadir. EA’nin pmol (Mikromol) konsantrasyonda bile, 6zellikle lipit peroksidasyonu
inhibe ettigi, streptozotosin kaynakli lipid peroksidasyonunda bir azalmaya neden oldugu,
linoleik asit emiilsiyonunun lipid peroksidasyonu iizerindeki koruyucu etkisinin askorbik
asitinkine (%60) benzer oldugu bulunmustur. Yine EA’nin dolayli bir antioksidan etki
yoluyla CYP ekspresyonunun up regiilasyonunu onledigini, mitokondriyal fonksiyon
yoluyla siiperoksit liretimini azalttigini, NADPH oksidaz kompleksinin zar diizenegini
baskilayarak, boylece siiperoksit radikallerinin asir1 tiretimini azaltarak oksitlenmis LDL ile
indiiklenen endotel disfonksiyonu lizerindeki yararli etkisini gosteren ¢alismalar yapilmistir.
Ayrica baska bir calismada, Hem oksijenaz-1 (HO-1) ,niikleer faktor eritroid 2 ile baglantili
faktor (Nrf-2) ve SOD ekspresyonunu up regiile ederek insan keratinosit hiicrelerini
ultraviyole A kaynakli oksidatif stres ve apoptozdan koruyabildigi gosterilmistir. Daha
onceki caligmalarda, sigan karacigerlerinde antioksidan glutatyon S -transferaz ve glutatyon
sentezinde yer alan enzim olan glutamat-sistein ligaz seviyelerini birkag kat arttirarak hem
birgok karsinojen tarafindan iiretilen oksidatif hasara kars1 koruma saglayabildigi, hem de
strese yanitta yer alan redoks-duyarli sinyal yollarin1 etkileyebildigi yer almistir. Yine
sicanlarda, EA takviyesinin D-galaktoz kaynakli SOD, CAT ve GPX gibi antioksidan
enzimlerin aktivitesini arttirdig1, insan alveolar A94 hiicrelerinde paraquat kaynakli oksidatif
streste LDH salimimini azalttigi ve Niikleer faktor kappa B (NF-kB) ve HO-1 seviyesini
diisiirdiigii gézlemlenmistir (Rios ve digerleri, 2018; Zhu ve digerleri, 2022).
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Sekil 2.14. Elajik asidin antioksidan etkileri (Zhu ve digerleri, 2022)

Enflamasyon ve oksidatif stres, birbiriyle siki bir sekilde baglantili olan, yakindan iliskili
patofizyolojik olaylardir. EA’nin iyi bilinen antioksidan 6zelliklerinden baska giiglii anti-
enflamatuar aktiviteler sergiledigi pek ¢ok ¢alisma gosterilmistir. Enflamasyonda,dis uyaran
ve hiicre hasar1, enflamatuar hiicreleri aktive edebilir ve NF-kB, Mitojenle aktiflesen protein
kinaz (MAPK) ve Janus kinaz/sinyal donistiiriiciileri ve transkripsiyon aktivatorleri (JAK-

STAT) yollar1 dahil olmak tizere inflamasyon sinyal yollarinin aktivasyonunu indiiklenir.

Sitokinler, radyasyon, agir metaller ve viriislerin aktive olmasina yol agan Nf-kB'ye Inhibitor
kappa B (IkB)’nin baglanmasiyla; Nf-kB, enflamasyonla ilgili genleri diizenlemek i¢in
cekirdege transfer olmak iizere serbest olur. EA'nin , Nf-kB p105'in 6ncii proteinlerinden
biri ile baglanabilecegi bdylece Nf-kB'nin spesifik bir DNA alanina baglanmasini
engelledigi gosterilmistir. Yine EA'min tim MAPK!'lerin aktivasyonunu doza bagl bir
sekilde inhibe edebildigi ve baska bir sinyal yolu olan JAKI1, JAK2 ve STATI'in
fosforilasyonunu inhibe ederek, enflamatuar yanit yolunu bloke ettigi kanitlanmistir (Zhu ve

digerleri, 2022).
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Elajik asit ve karacigerle ilgili vapilmis calismalar

Karaciger hastaliklarinin sayisi son yillarda yaklasik olarak 2 milyon vakaya tekabiil etmekte
ve bu durum kiiresel olarak endise verici hale gelmektedir. Hepatoseliiler karsinoma, hepatit
enfeksiyonlari, alkollii veya alkolsiiz karaciger hastaligi, ¢evresel ajanlar ve ilaca bagh
toksisite gibi kronik durumlarda, mevcut tedavi seceneklerinin kisitlayici olmasi, elajik asit
gibi dogal fenolik bilesiklerle karacigerin iligkisini ortaya c¢ikarmaya yonlendirmistir

(Aishwarya ve digerleri, 2021).

Navarro ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢calismada, karaciger karsinomuna neden olan hepG2
hiicrelerine nar ¢ekirdegi ekstresinden elde edilmis 100 ug/ml konsantrasyonda EA 180
dakika uygulanmis ve tert-butil hidroperoksidin neden oldugu ROS aracili oksidatif stresin
tamamen azaldig1 gosterilmistir (Navarro ve digerleri, 2014). Hwang ve arkadaslar1 EA'nin
in vitro oksidatif stres kaynakli hepatosit hasar1 ve in vivo olarak Concanavalin (ConA)
kaynakl1 karaciger hasarina kars1 koruyucu 6zelliklerini dlgmiisler ve ¢esitli oksidatif stres
tiirlerinin neden oldugu karaciger hasarin1 6nledigini gostermislerdir.Vitamin K3 kaynakli
apoptozdan sonra ROS iiretiminden, hiicresel hasardan ve mitokondriyal depolarizasyondan
koruma yetenegini degerlendirmek amaciyla hepatosit hiicreleri 10 pM EA ile
kiiltiirlenmistir. EA, ROS {iretimini, mitokondriyal membran potansiyel kaybini ve apoptoz
indiiksiyonunu 6nlemistir. Vahsi tip erkek Balb/C farelerine karaciger hasar1 olusturmak i¢in
intravendz ConA uygulamasi yapilmis ancak EA'nin ConA kaynakli karaciger hasari
iizerindeki etkisini degerlendirmek i¢in, pozitif kontrol grubu uygulamadan iki giin 6nce EA
iceren bir diyetle beslenmistir. EA ile desteklenmis diyetle beslenen farelerde serum GSH
seviyelerindeki artis gozlenmis ve ConA'nin neden oldugu ALT ve AST yiikselmesini de
azaltigl tespit edilmistir. Sonu¢ olarak EA’nin oksidatif stres ve mitokondriyal
disfonksiyonun hepatosit toksisitesinde kritik roller oynadigma dair ciddi kanitlar
sunulmustur (Hwang ve digerleri, 2010). Devipriya ve arkadaslarinin yaptig1 baska bir
calismada, disi albino Wistar siganlara 45 giin boyunca agizdan yiizde 20 alkol uygulanarak
prooksidan ve antioksidan dengesizligi sonucu toksisite olusturulmustur. Sicanlara
intragastrik entiibasyon yoluyla ti¢ farkli dozda (30, 60 ve 90 mg/kg viicut agirhigi) EA ile
uygulama yapildiginda, EA’nin antioksidanlarin durumunu 6nemli Olgiide iyilestirdigi;
TBARS, hidroperoksitler, NO, PC ve karaciger belirte¢ enzimlerini azalttig1 kanitlanmistir
(Devipriya ve digerleri, 2007). Abdelkader ve arkadaslar1 da, birgok psikiyatrik hastalikta

yaygin kullanilan bir ilag¢ olan valproik asidin (VPA) neden oldugu karaciger toksisitesinde
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EA’nin etkisini arastirmistir. Sprague-Dawley farelerine 14 giin eszamanli valproik asit
enjeksiyonu (250 mg/kg/giin; ip) uygulanmis ve ardindan bir hafta siireyle EA, 60
mg/kg/glin olacak sekilde oral gavas olarak verilmistir. Karaciger dokularinda, yapilan
immiinohistokimyasal inceleme sonucu, EA ile tedavi edilen grupta, VPA si¢anlarina
kiyasla ASMS protein ekspresyonunda ve hidroksiprolin igeriginde dnemli bir azalma
oldugu gosterildi. Histopatolojik incelemede de, VPA grubuna ait karaciger kesitlerinde
olusan Glisson kapsiiliindeki fokal kalinlasma, 6dem ve karaciger hiicrelerinde
dejenerasyonunun EA uygulanan gruplarda énemli 6lciide iyilestigi tespit edilmistir. Ayni1
calisgmada kan serumlarinda oOlgiilen oksidan/antioksidan degerlerin histopatolojik ve
immiinohistokimyasal incelemelerle uyumlu sonuglar verdigi gosterilmis ve EA ile
tedavinin ,siganlarda valproik asit kaynakli hepatik hasar1 6nemli dlciide azaltttig1 sonucuna
varilmistir (Abdelkader ve digerleri, 2020). Celik ve arkadaslarinin yaptigr diger bir
calismada EA 30 mg/kg olacak sekilde 14 giin boyunca intragastrik olarak uygulanmis ve
hepatik faz I, II ve antioksidan enzimleri modiille etme potansiyeli agisindan
degerlendirilmistir. Diisiik EA doz (10 mg/kg/giin), konsantrasyonu etki bolgesine ulasmak
ve lretilen tiim serbest radikalleri sondiirmek icin yeterli olarak goériilmezken, daha yiiksek
EA dozun (30 mg/kg/giin) giin) etkili olabilecegi gosterilmistir (Celik ve digerleri, 2013).
EA aktivitesine iligkin bu kanit, karaciger enzimlerinin ksenobiyotikleri olumlu bir sekilde
modiile etme yetenegini gostermektedir. Karimi ve arkadaslari, Wistar si¢anlarinda
akrilamid kaynakli olusturulan hepatotoksisitede EA’nin karaciger dokusunda oksidatif
stres, enflamasyon ve histopatolojik degsisiklikleri 6nleme giiciinii dl¢miisler ve bu amagla
tim bilesikleri 30 giin boyunca oral gavaj olarak vermislerdir. EA uygulamasinin (30
mg/kg), akrilamitin neden oldugu karaciger dokusundaki inflamatuar ve oksidatif hasar
tersine cevirerek, GPx aktivitesini ve GSH igerigini arttirdigin1 ispatlamislardir. Yine
yapilan histopatolojik incelemede, akrilamid kaynakli eritrosit konjesyonlari, inflamatuvar
hiicrelerin infiltrasyonu, yag birikimi ve piknoz olusumunun, EA uygulanan gruplarda
onemli bir sekilde azaldig1 gosterilmistir (Karimi ve digerleri, 2020). EA’nin sitokin (TNF-
a, IL-6 ve IL-1B) ekspresyonunu kontrol ederek hepatik dokuda akrilamid aracili
proinflamatuar yaniti baskiladigi ispatlanmistir (Karimi ve digerleri, 2020). Farelerde
lipopolisakarit (LPS) ve D-galaktozamin tarafindan indiiklenen bir akut karaciger hasari
modelini iceren Gu ve arkadaslarinin yaptigi baska bir calismada, EA’nin NF-«xB'yi
baskiladigr ve bdylece karaciger hasari bolgesinde noétrofiller ve makrofajlardan gelen
inflamatuar yanit1 diizenledigi ispat edilmistir. Ayrica EA’nin Niikleer Eritroid 2 Baglantili

Faktor 2 (Nrf-2) ve Hem Oksijenaz-1 (HO-1) ekspresyon aktivasyonunu destekleyerek,
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antioksidan enzim seviyelerini arttirdigi gosterilmistir (Gu ve digerleri, 2014). Nuri ve
arkadaslarinin yaptig1 baska bir calismada, yliksek sekerli ve yiiksek yagl diyet uygulanan
farelerde alkole bagli olmayan yagl karaciger modeli olusturulmustur. Diyetle birlikte %40
EA igeren altmig mililitre nar suyu ile beslenen deney grubunda, EA’nin, sitokinlerin ve
transforme biiylime faktori-B'nin (TGF-B) ekspresyonunu azaltarak karacigerde portal ve
lobiiler inflamasyonu kontrol etmeye neden oldugu belirtilmistir (Noori ve digerleri, 2017).
In vivo tabanl1 ibrahim ve arkadaslarinin yaptig1 baska bir ¢alismada, sitotoksik ila¢ olan
metotreksat (MTX) aracili oksidatif strese karst1 EA’nin etkisi arastirilmis ve bu amagla
Wistar ratlara 10 giin siireyle oral EA (5 mg/kg ve 10 mg/kg) ve ligiincii gliniin sonunda tek
doz MTX (20 mg/kg ip) verilmistir. EA’nin MTX tarafindan indiiklenen oksidatif stresi,
mitokondriyal disfonksiyonu, apoptozu ve enflamasyonu 6énemli 6l¢iide 6nledigi, Nrf2'nin
arttirllmas1 ve NF-«kB sinyal yolunun baskilanmasi yoluyla metotreksat aracili karaciger
toksisitesini azalttig1 tespit edilmistir (Ebrahimi ve digerleri, 2019). Farelerde asir1 demir
yliklenmesinin neden oldugu karaciger toksisitesine karst Clerodendrum viscosum’un
yapraklarindan izole edilen EA’nin koruyucu etkisi Shendge ve arkadaglari agisindan
arastirildi. EA uygulamasinin serum belirtecleri, ROS ve antioksidan enzimlerin seviyesini
dengeleyerek oksidatif stres aracili karaciger hasarindan korudugu ve ayni1 zamanda kaspaz-
3 ve poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP) proteinleri gibi apoptotik aracilarin
ekspresyonunun artmasina da neden olarak asir1 demir yikiine bagli toksisiteye karsi
hepatoprotektif aktivite ortaya ¢ikarilmis oldu (Shendge ve digerleri, 2018). Mishra ve
arkadaslarinin yaptig1 baska bir ¢alismada, EA’nin lenfoma tasiyan farelerin karacigerinde
hiicre cogalmasina, farklilagsmasina ve apoptoza aracilik ettigi bilinen Protein kinaz C (PKC)
izoenzimlerine olan etkisini arastirmislardir. EA (15 giin boyunca giinliik 40-80 mg/kg viicut
agirhigl) uygulanmasi sonucu heapatik lenfoma olan farelerin tiimér boyutunun azaldigi ve
PKC$ ve kaspaz-3"iin ekspresyonunu up regiile ederek apoptozu pozitif olarak indiikledigi
belirtilmistir (Mishra ve Vinayak, 2015). Ramachandran ve arkadaslari EA'nin, ECM
proteinlerinin inflamatuar mediatorlerine, yanit hiicrelerine ve ¢oziinlir mediatorlerine
miidahale ederek karaciger fibrogenezini onledigini bildirmislerdir (Ramachandran ve
digerleri, 2015).

Sonug olarak yapilan ¢alismalar, EA’nin karaciger hastaliklarim1 tedavi etmek i¢in umut

verici bir ajan oldugunu gostermektedir.
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2.6.2. Karnosik asit (CA)

Karnosik asit, kimyasal formiilii C20H2804 olan, terpenoidler, izoprenoidler veya terpenler
olarak da adlandirilan, 50.000'den fazla bitki ikincil metabolitinin en biiyiik sinifindaki
fenolik diterpen yapisindaki bilesiktir (Sekil 2.15). Esas olarak Lamiaceae familyasindan
adacay1 (Salvia officinalis L.) ve biberiyede (Rosmarinus officinalis L.) bulunan bir
diterpendir. Karnosik asitin oksidasyona ugramasiyla karnosol, rosmanal gibi diger tiirevler
olusabilmektedir. Aromatik O6zelligi olan bu maddelerin, antioksidan, antienflamatuar,
antianjiyojenik, antiobezite, antikanser, antimikrobiyal, karaciger koruyucu, nérodejeneratif
hastaliklardan koruyucu gibi olumlu etkileri oldugu bildirilmistir. Gida, kozmetik, ilag
endiistrisi, gida katki maddelerinin ana aktif antioksidanlari olarak olduk¢a genis kullanim

alan1 giderek yayginlasmaktadir (Birti¢ ve digerleri, 2015; de Oliveira, 2018).

OH

H

Sekil 2.15. Karnosik asidin kimyasal yapis1 (Nieto ve digerleri, 2018)

Karnosik asitin oksidan etkisi dolayli veya dogrudan olabilmektedir. CA’da bulunan iki O ,
Cu1 ve Cio'de -fenolik hidroksil pargast dogrudan antioksidan etkiler de gosterir. CA’nin
ROS varliginda, katekoliin bir orto -kinona doniistiiriildiigii diisiiniilmektedir. CA, oksidatif
stres altinda aktif olmayan (pro-elektrofilik) bir durumdan aktif (elektrofilik) bir duruma
doniigebilir ve elektrofilik durum, sistein tiyolleri ile reaksiyona girer. Bu reaksiyon i¢in, bir
sistein tiyol, bir eklenti olusturmak {izere elektrofilik bilesigin niikleofilik saldirisini tetikler.
CA, serbest radikallerle reaksiyona girdikten sonra bir elektrofil haline gelerek, memeli
hiicrelerinde redoks biyolojisinin ana modiilatorii olan Nrf2 transkripsiyon faktoriinii
aktiflestirir. Oksidatif strese karsi ana hiicresel savunma sistemlerinden biri Keap1/Nrf2

yolunun aktivasyonu olup, Nfr2, faz 2 antioksidan enzimleri indiikleyen bir transkripsiyon
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faktoriidiir. Normal kosullar altinda, Kelch benzeri ECH ile baglantili protein 1 (KEAP1) ,
Nfr2 'ye baglanarak, transkripsiyonel aktivitesi giiclii bir sekilde inhibe edilir. Keapl,
elektrofilik donilisimden sonra CA ile reaksiyona giren kritik sistein tiyolleri igerir. Boylece
Keapl/Nrf2 ile sitoplazmik kompleksten ayrisir, c¢ekirdeg§e girer ve koordineli bir
antioksidan ve antienflamatuar enzimler sistemini kodlayan , faz 2 genlerinin ARE'lerine
baglanarak gen ekspresyonunu up regiile eder. Bu proteinler, ana hiicresel antioksidan olan
glutatyonu (GSH) tireten, enzimleri igerir. Sonug olarak, Faz II enzimlerinin doniisiimii ile
Nrf2-Keap-1-ARE sinyal yolu tetiklenerek antioksidan ve antienflamatuar etkilerinin
gosterilmesi saglanir. Ayrica, CA’nin faz 2 antioksidan enzimlerin indiiklenmesi yoluyla
lipopolisakkarit (LPS veya bakteriyel enfeksiyonda bulunan endotoksin) kaynakli karaciger
hasarindan da korudugu da bildirilmistir (de Oliveira, 2018; Satoh ve digerleri, 2022).
Adiposit farklilagmasi sirasinda yapilan baska bir calismada, NF-kB inhibitorii sinyal
yolunun inhibisyonu yoluyla Nox4 enzim kompleksinin olusumunu kesintiye ugrattigi, ROS
seviyelerini diisiirerek faz II antioksidan enzimlerin uyarilmasini arttirdigi bildirilmistir (Lee
ve Jang, 2021). Karnosik asitin metal iyon selatorleri olarak hareket edebilecegi, 6zellikle
peroksil radikallerinin gii¢lii temizleyicileri olarak islev goriip, membran lipidlerinin
peroksidasyonu iizerindeki etkisinin yapay antioksidanlar tarafindan bildirilen etkiden daha
yliksek oldugu agiklanmistir (Nieto ve digerleri, 2018). Cesitli saglik bozukluklarinin
tedavisi i¢cin CA'nin yararl etkisine dair ¢ok sayida kamit yaymlanmistir. Diger dogal
bilesiklerle sinerji olusturan CA’nin deneysel hastalik modellerinin ¢ogunda yararli etkileri
oldugu dogrulanmaktadir. Ilgili mekanizmalar arasinda oksidatif stresin inhibisyonu,
inflamasyonun ve kanserin zayiflamasi gibi durumlar dikkat ¢cekmektedir (Bahri ve digerleri,

2016).

Karnosik asit ve karacigerle ilgili yapilmis calismalar

Biberiyenin temel bileseni olan karnosik asidin (CA), siganlarda lipopolisakarit (LPS)
kaynakli oksidatif/nitrozatif stres ve hepatotoksisite tizerindeki koruyucu etkileri Xiang ve
arkadaslar1 tarafindan arastirilmistir. CA’nin LPS uygulanmasindan 6nce siganlara 15, 30 ve
60 mg/kg dozlarinda oral olarak verilmesiyle; lipid peroksidasyonunu, protein
karbonilasyonunu ve serum nitrik oksit seviyelerini azaltarak LPS'nin neden oldugu
oksidatif/nitrozatif stresi de inhibe ettigi gosterilmistir. Yaptiklar1 histopatolojik incelemede,
CA'nmin patolojik anormallikleri iyilestirebilecegini ve karaciger dokularindaki enflamatuar

hiicrelerin gog¢iinii azaltabilecegini belirtilmistir (Xiang ve digerleri, 2013). Zuo ve
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arkadaslarinin, CA'nin alkolik kaynakli hepatosteatozu iyilestirebilecegini ortaya attiklar
cok yakin tarihli bir calismasinda, elde edilen sonug¢lar umut verici olmustur. Farelere kronik
etanol beslemesi ve tek bir asir1 etanol yiiklemesi esasina dayali olarak olusturulan alkolik
karaciger hastalig1 (ALD) modeli olusturulmus ve karaciger lobiiler kisimlarindan histolojik
analiz ve peritoneal makrofajlarin (MPM) izolasyonu yapilmigtir. Etanol ile beslenen
grubun farelerindeki hepatik ve serum trigliserit seviyeleri, diger gruptaki farelerdekine
kiyasla onemli oOlc¢lide arttigi bildirilmistir. CA ile 10 giinlik tedavinin, inflamatuar
infiltrasyonu ve lipid inflamatuar faktorlerin egilimini azalttig1 ve kitlesel bir lipid birikimini
tersine cevirdigi tespit edilmistir. Yaptiklar1 immiinohistokimyasal analizde de, lipit alimi
ve lipogenez ile iliskili grubunda Sterol diizenleyici element baglayici protein-1(
SREBP1)’in Etanol grubunda onemli bir artisini dlgmiislerdir. CA ile 6n beslenen fare
karacigerinde, m RNA’ya karsilik gelen proteinde azalma goriilmesi ile, CA’nin alkol
kaynakli lipit birikiminin azaltilmasina, lipit sentezi ile ilgili genlerin ekspresyonunun
diizenlenmesine neden oldugunu gostermislerdir. Yine ayni g¢alismada CA’nin fare
karacigerlerinde Purinerjik ligand kapili iyon kanali 7 reseptorii- Niikleotit baglama alani
benzeri reseptor proteini 3 (P2X7R-NLRP3) eksenine dayali Noétrofil hiicre dis1 traplart
(NET) olusumunu bloke ettigi ve makrofaj aktivasyonunu azalttig1 belirtilmistir. Ayni eksen
yoluyla fare hepatositinde alkol kaynakli olusan Interlokin-1p (IL-1p) salinimini CA’nin
bastirdigi ve enflamatuar faktorlerin salinmasinin etkili bir sekilde engellenerek ALD
stirecini  geciktiribilecegi sonucuna varilmistir (Zuo ve digerleri, 2023). CA'nin
¢cozlinlirliiglinii ve stabilitesini arttirmak icin Liu ve arkadaslarinin yaptigi diger bir
caligmada, CA yiikli lipozomlar (LP-CA) etanol enjeksiyon yontemiyle hazirlanmis ve
transferrin timor hedefleme etkisini elde etmek amaciyla, LP'lerle konjuge edilmistir. Tf-
LP-CA etkisi ile CA'min karaciger kanseri hiicrelerini hedefleyebildigi gosterilmis ve
karaciger kanseri hiicresi transplante edilmis farelerin tiimor biiylimesini bastirarak,
mitokondri aracili apoptozu indiileyip karaciger kanseri biiyliimesini inhibe ettigi tespit
edilmistir (Liu ve digerleri, 2021). Xu ve arkadaslari, CA’nin siganlarda alkolsiiz yagl
karaciger kaynakli dopaminerjik ndron hasarint arastirdiklart bir ¢aligmada, HFD’nin
(yiiksek yagl diyet) neden oldugu karaciger hasart ve lipid birikiminin derecesini de
Olemiislerdir. Histolojik sonuclara gore, HFD ile beslenen sicanlarda hepatosit, niikleer
pleomorfizm, hepatik kord dejenerasyonu ve lipid damlacik birikimi goriilirken, CA
uygulamasi yapilan gruplarda ve HFD'nin neden oldugu lipid birikimi zayiflamistir. Yine
HFD ile beslenen si¢anlarin kontrol grubuyla karsilastirildiginda yiiksek MDA seviyeleri ve

azalmis SOD seviyeleri sergilediklerini; bununla birlikte, CA uygulamasi1 karaciger
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dokusunun SOD seviyesini énemli dlcilide iyilestirdigini ve MDA seviyesini azaltti§ini
belirterek, uyumlu kan serumu sonuglariyla da karaciger hasar1 ve karaciger yaglanmasindan
korumada etkili bir ajan oldugunu ortaya koymuslardir (T. Xu ve digerleri, 2017). Razavi ve
arkadaslari, CA’nin AMPK aktivasyonu yoluyla antipsikotik ila¢ olan olanzapinin neden
oldugu metabolik bozukluklari onlemedeki etkisini Ol¢miislerdir. Sican karacigerinde
AMPK (5' adenozin monofosfatla aktive olan protein kinaz), P-AMPK ve P-ACC (fosfo-
asetil-CoA karboksilaz) protein seviyeleri i¢in yapilan Western blot analizinde olanzapin
uygulanan gruplarda azalmis olan P-AMPK/AMPK oran1 ve P-ACC’nin CA uygulanan
gruplarda arttigin1 ve buna bagli olarak da, lanzapinin neden oldugu metabolik bozukluklara
karst CA’nin etkili oldugunu tespit etmislerdir (Razavi ve digerleri, 2020). CA’nin emilim
ve biyoyararlanim durumuyla ilgili de ¢esitli dokularda ¢aligmalar yapilmistir. Bunlardan
biri de, Doolaege ve arkadaslarinin yaptig1 ¢aligmada, intravendz veya oral tek doz CA alan
tiim siganlarin plazma, karaciger, bagirsak igerigi, idrar ve digkilarinda emilim ve dagilimini
Olcen in vivo deneyler olusturulmustur. Kanda % 100’likk bir emilim tespit edilmis ve
biyoyararlanim oraninin (0-360 dakika) %40,1 oldugu tahmin edilmistir. Siganlarin
karaciger, bagirsak iceriginde, karin, bacak kas dokusunda CA izlerine rastlandigini ve ana
eliminasyon yolunun fekal yol oldugu belirtilerek, oral uygulamadan sonra kan dolagimina
emildigi i¢in biyoyararli oldugu sonucuna varilmistir (Doolaege ve digerleri, 2011). Baska
bir calismada, Zhang ve arkadaglari, ROS aracili mitokondriyal yolla olusan hepatoseliiler
karsinom hiicrelerinin apoptozuna CA’nin etkisini aragtirmislardir. HepG2 ve SMMC-7721
HCC hiicrelerinde CA'nin neden oldugu apoptozun, ROS aracili mitokondriyal apoptoz
yoluyla tiimor biiylimesini inhibe ettigi ve hepatoseliiler karsinom tedavisinde CA’nin
kullanilabilecek yeni bir ajan olabilecegi sonucuna ulasmislardir (X. Zhang ve digerleri,
2017). Dastotic ve arkadaslarinin yaptig1 bagka bir ¢aligmada, fare karacigerinde Arsenik
zehirlenmesine karst CA'nin  profilaktik rolii in vitro ve in vivo preklinik analizler
kullanilarak aragtirtlmistir. CA (10 ve 20 mg/kg) uygulanan farelerin hepatik dokusundaki
lipid peroksidasyonunu ve protein karbonilasyonunu normale yakin duruma getirebildigini,
NaAsO: uygulanan hepatik dokuda GSH ve endojen antioksidan enzimlerin azalmasiyla
oksidatif stresi gliglendirdigini ve arsenik ile CA’nin es zamanli uygulanmasiyla GSH ve
endojen antioksidan enzimleri arttirarak oksidatif stresi azalttigini tespit etmislerdir. Yine
ayni ¢alismada yapilan Kkaraciger histolojik kesitlerinde, NaAsO2 uygulanan dokulardaki
yaygin portal damarlar, infiltre lokositler, apoptoz indiiksiyonu, hasarli hepatosit
olusumunun, CA uygulanan grupta diizelerek karaciger histolojisini normal seviyeye

getirdigi belirtilmistir. Ayrica CA’nin Mitojenle aktive edilen protein kinaz (MAPK) yolag:
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aktivasyonunu ve apoptotik hiicre 6liim yolunu azaltarak arsenik kaynakli hepatotoksisiteyi

azalttig1 bildirilmistir (Das ve digerleri, 2018).

Sonug olarak yapilan c¢aligmalar, CA’nin karaciger hastaliklarin1 tedavi etmek i¢in umut

verici bir ajan oldugunu gostermektedir.



57

3. MATERYAL METOT
3.1. Deney Protokolii

Gazi Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu'ndan onay alinan calisma igin doku
orneklerinin toplanmasina kadar olan tiim asamalar Gazi Universitesi Deney Hayvanlari

Yetistirme ve Deneysel Arastirma Merkezi (GUDAM) laboratuvarinda gergeklestirildi.

Deneylerde GUDAM'dan temin edilen 42 adet yetiskin erkek Wistar albino sican (250-300
g) kullanildi. Hayvanlar deney Oncesinde ve sirasinda istenildigi kadar beslendi ve deney
stiresince ortam sicakligi 20 + 2 °C olan, giin 15181 dongiisiine paralel aydinlatmaya sahip bir
ortamda bireysel kafeslerde barindirildi. Karaciger dokusunun oksidatif stresi ve antioksidan
durumunu 3 ve 7 giin boyunca karsilastiran deneylerde, 10 mg/kg'da ellagik ve karnosik
asitlerin oral gavaj ve topikal terapdtik uygulamasi kullanildi. Siganlar yedi gruba ayrildi.
Hayvan deneyleri GUDAM'da, geri kalan deney adimlar1 ise Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi

Fizyoloji ve Biyokimya Laboratuvari'nda gerceklestirildi.

3.2. Diyabet Modelinin Olusturulmasi

Diyabeti tetiklemek i¢in siganlara tek bir intraperitoneal (IP) 60 mg/kg streptozotosin (STZ)
enjeksiyonu (S0130, Sigma-Aldrich, ABD) uygulandi.

3 giin sonra kan sekeri 6l¢iildii (Accu-Chek Performa Nano, Roche Diagnostics, GER) ve

250 mg/dl'nin iizerinde olanlar diyabetik olarak kabul edildi.

3.3. Yara Modelinin Olusturulmasi

[lk olarak test hayvanlar1 tartildi ve anestezi uygulandi. Anestezi, ketamin (Alfamin, Alfasan,
NED 50 mg/kg) ve ksilazin (Alfazin, Alfasan, NED 5 mg/kg) kas ici (IM) enjeksiyonu ile
saglandi. Anestezinin ardindan derinin zarar gérmemesi i¢in hayvanin sirt1 tiras edildi ve
hayvan ylizii asag1 bakacak sekilde zaptedildi. Kontrol grubu disindaki tiim hayvanlarin
sirtinda, omurganin her iki tarafinda birbirine paralel, 8 mm'lik punch biyopsileri (Acu-
punch, Acuderm, ABD) kullanilarak alti adet diizgiin tam kalinlikta eksizyonel yara

olusturuldu.
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3.4. Deney Gruplarimin Dizaym

Her grupta altisar sicandan olusan yedi grup olusturuldu ve her gruba asagidaki prosediir

uygulanda.

Kontrol grubu:

1. Diyabet olusturulup, baska bir uygulama yapilmadi (n=6)

2. Tedavi uygulanmayan diyabetli yara grubu: 3. giin sakrifiye edildi (n=6)

3. Tedavi uygulanmayan diyabetli yara grubu: 7. giin sakrifiye edildi (n=6)

4. Topikal tedavili grup: 3 giin boyunca uygulanip, 3. giin sakrifiye edildi (n=6)

5. Topikal tedavili grup: 7 giin boyunca uygulanip, 7. giin sakrifiye edildi (n=6)

6. Oral gavaj tedavili grup: 3 giin boyunca uygulanip, 3. giin sakrifiye edildi (n=6)
7. Oral gavaj tedavili grup: 7 giin boyunca uygulanip, 7. giin sakrifiye edildi (n=6)

Kollajen AA

1 2 3

Sekil 3.1. Deneysel tasarim

3.5. Uygulama ve Karaciger Dokularinin Alinmasi

Altigar sigan olacak sekilde her grupta diizenleme yapildi ve ¢alisma sirasinda yapilan tiim
uygulamalar liniversitenin etik kurallarina uygun olarak davranildi. Ortam sicakligi 20 +2'ye,

nem ise %50- 60'a ayarlandi. Hayvanlar deney Oncesinde ve sirasinda her zamanki gibi ad
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libitum beslendi. Topikal olarak agik yaraya uygulanmak iizere Elajik asit ve Karnosik asit
iceren jel formiilasyonu Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasétik Teknoloji ABD
laboratuvarlarinda Dog. Dr. Fatma Nur Tugcu Demir6z tarafindan hazirlandi. Topikal Jel
hazirlanirken %2 oraninda karbopol 974P kullanildi. Karnosik asit iceren 98 g distile suda
disperse edildi ve 800 rpm’de 60 dakika karistirildi. Bu karigimin iizerine %10 NaOH
cozeltisi damla damla ilave edilerek transparan jel olugmasi saglandi (Kim ve digerleri,
2010). Elajik asit ve Karnosik asit dozu 10 mg/kg olacak sekilde ayarlandi. Jel olusan hava
kabarciklarinin ¢ikmasi icin +4 °C’de 24 saat bekletildikten sonar UV altinda sterilize

edilerek topikal in vivo uygulama i¢in hazir hale getirildi.

Elajik asit ve karnosik asit i¢eren jel formiilasyonu ince bir tabaka halinde petri kabina
serilerek ve laminar akis kabininde (Euroflow Class IIA, Clean Air Techniek, Holland) UV
lambas1 (254 nm) altinda 2 saat siireyle sterilize edildi. Ayrica hazirlanan jel
formiilasyonunun viskozite, akis, pH, yap1 profil analizi gibi tiim farmasoétik karakterizasyon
caligmalar sterilizasyon isleminden dnce ve sonra degerlendirildi. Elajik asit ve Karnosik

asit (10 mg/kg) oral gavaj yoluyla su igerisinde ¢oziilerek verildi.

Deneyde kullanilan hayvanlarin viicut agirliklar1 standart terazide 6l¢iildii. Genel anestezi
saglamak amaciyla viicut agirligryla orantili olarak ketamin (50 mg/kg Alfamine) ve ksilazin
(5 mg/kg Alfamine) intramiiskiiler olarak enjekte edildi. Uygulama sonrasinda kurban edilen
hayvanlarin karaciger dokularindaki MDA (malondialdehid), GSH (glutatyon), NO (nitrik
oksit), protein karboniller, askorbik asit ve kollajen konsantrasyonlar1 spektrofotometrik

olarak degerlendirildi.
3.6. Deneyin Yontemi
3.6.1. Dokuda MDA tayin yontemi

Buege ve Aust'un yontemi kullanilarak incelenmistir (Buege, 1978). Doku numuneleri
hassas bir terazide tartildi ve bir cam Teflon homojenlestirici kullanilarak 10 hacim (w /v)
buz soguklugunda 150 mM KCl igerisinde 5000 rpm'de (Heidolph 8F rpm x 1000) 3 dakika
boyunca homojenlestirildi. Doku 6rnekleri, proteinleri ¢okeltmek i¢in iki hacim soguk TCA
(trikloroasetik asit) icerisinde homojenlestirildi. Daha sonra (w/v) TCA ile karistirildi.
Ortaya c¢ikan ¢okeltiyi santrifiijlenerek ve esit hacimlerde %0,67 (w/v) TBA (tiyobarbitiirik
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asit) ve &1 (w/v) BHT (etanol) igeren siipernatant1 kaynar su banyosunda 1 dakika boyunca
tepkimeye sokuldu. Sogutma islemi gergeklestikten sonra absorbans, bos numuneye karsi
bir spektrofotometrede 532 nm'de okundu. Dokulardaki MDA konsantrasyonu nmol/g doku

olarak hesaplandi.

3.6.2. Dokuda GSH tayin yontemi

Dokulardaki GSH, degistirilmis bir Ellman yontemi kullanilarak 6lgiildii. Doku numuneleri
soguk 0,15 M potasyum kloriir igerisinde homojenlestirildi ve 0,5 ml'ye kadar deproteinize
edilmis homojenata bir metafosforik asit/etilendiamintetraasetik asit/sodyum kloriir karigimi
ilave edildi. 4,000 rpm'de 20 dakika santrifiij edildikten sonra, 0,5 ml'nin istiine 2 ml 0,3 M
disodyum hidrojen fosfat ve 0,2 ml ditiyobisnitrobenzoik asit ¢ozeltisi (0,4 mg/ml %1
sodyum sitrat) ilave edildi. Tiim numunelerin optik yogunlugu, bir spektrofotometre
kullanilarak bos bir numuneye kars1 412 nm'de okundu. Doku GSH diizeyleri doku grami
basina pmol cinsinden hesaplandi (Ellman, 1959).

3.6.3. Dokuda NO tayin yontemi

Toplanan yara dokusu numunelerindeki NOx konsantrasyonlar1 Griess yontemi kullanilarak
incelenmistir (Miranda ve digerleri, 2001). Doku, 0,1 M sodyum fosfat tamponunda (pH: ,7)
(1:,9) homojenlestirildi ve ardindan 3500 rpm'de 15 dakika santrifiij edildi.

500 ul stipernatanta 0,25 ml 0,3 M NaOH ilave edildi. Oda sicakhiginda 5 dakika
inkiibasyondan sonra, ortamdaki nitratin nitrite indirgenmesi i¢in esit hacimde VCls ilave
edildi ve 37 °C'de 30 dakika inkiibe edildi. Daha sonra esit miktarlarda karisik Grease I+lI
reaktifleri ilave edildi. 37 °C'de 10 dakika inkiibasyonun ardindan degerler, 540 nm'deki bos
degerle karsilastirilarak spektrofotometrede okundu. 6,4 mM sodyum nitrit (NaNO>) stok
standardi, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2 ve 1 uM konsantrasyonlara sahip standartlar elde etmek
icin giinliik olarak seyreltildi. Numunelerdeki NOx konsantrasyonu, olusturulan standart

egriden umol/g doku cinsinden hesaplandi.

3.6.4. Dokuda AA tayin yontemi

Berger tarafindan modifiye edilen Roe ve Kuether yontemi kullanildi (Berger ve digerleri,

1989). Dokular buz iizerinde sogutuldu ve bir perkloroasetik asit ve etilendiamintetraasetik
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asit (PCA/EDTA) karisimi igerisinde homojenlestirildi. 15000 g'de (RCF) 3 dakika

homojenize edin.

4°C’de santrifiij edildi. Bir tiipe standart AA ¢6zeltisi, baska bir tiipe bos deger PCA ¢ozeltisi
ve numunenin hazirlandig1 tiipe siipernatan eklendi. Her tiipe renk reaktifi eklendi,
vortekslendi ve 37°C'de 3 saat inkiibe edildi. Numune sicakligi 0 °C'ye getirildi ve her tiipe
H2SOs eklenerek karistirildi. 30 dakika oda sicakliginda birakildi. Numuneler bir
spektrofotometrede 515 dalga boyunda bos bir numune ile karsilastirildi.

3.6.5. Dokuda protein karbonilleri tayin yontemi

PC grubu, 2,4-dinitrofenilhidrazinin (DNPH) bir proteinin karbonil grubu ile reaksiyonu
sonucu hidrazinin olustugu kuralina dayanarak 370 nm'de ve toplam protein olarak 280

nm'de spektrofotometrik olarak analiz edildi (Levine ve digerleri, 1990).

Reaktifler

1,5 M HCI 10 mM 2,4-DNPH (1,5 M HCI'de hazirlanmistir), %20°lik ve %10’luk TCA,

6 M Guanidine-HCI (20 mM KH2PO4 tamponunda hazirlanmistir, pH=2,3). Etanol/Etil
Asetat 1: 1 (v/v)

Protein standart egrisi calismasi

40 mg s1g1r serum albiimini (BSA), 20 ml 6 M guanidin HCI igerisinde ¢6ziindiiriildii. PC

icin protein standartlar1 standart egri grafiklerine dayandirildi.

Dokunun hazirlanmasi

Dokular %1,17 KCL, pH 7,4 iceren 0,1 M fosfat tamponunda 1/10 oraninda
homojenlestirildi. Elde edilen homojenat +4 °C'de ve 10.000 rpm'de 30 dakika boyunca

santrifiij edildi ve elde edilen silipernatan, spektrofotometrik PC tespiti i¢in kullanildi.
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Numunenin hazirlanmasi

Proteinlerin karbonil igerigi Reznick ve Packer'mn yontemi kullanilarak belirlendi (Reznick
ve Packer, 1994). PC igerigini tespit etmek i¢in biri DNPH'li ve digeri DNPH'siz olmak
tizere iki test tiipli topland1. Her iki tiipe 0,5 mL homojenat eklendi, ardindan DNPH'li tiipe
2 mL DNPH, DNPH'siz tiipe ise 2 mL HCL eklendi. Tiipler her 15 dakikada bir ¢alkalandi
ve oda sicakliginda 1 saat bekletildi.

Her iki tiipe de 2,5 ml TCA eklendi, tiipler 12000 rpm'de 5 dakika santrifiij edildi,
slipernatant atildi1 ve pellet boliimiine devam edildi. .2 ml TCA eklendikten sonra tiip 12.000
rpm'de 5 dakika santrifiij edildi, siipernatan atild1 ve pelet kismi islendi. Tiipe 2 ml etanol/etil
asetat eklendi, slipernatan tiipten atildi, 12.000 rpm'de 5 dakika santrifiij edildi ve pelet kismi
ile caligmaya devam edildi. Bu islem ii¢ kez tekrarlandi. Iki tiipe 1 mL guanidin HCL
eklendi, 10 dakika vortekslendi ve ardindan numuneler bir siire ¢dziinmeye birakildi. Daha

sonra Orneklerin guanidin-HCl'ye karsi absorbans degerleri 370 nm ve 280 nm'de
kaydedildi.

Levine ve digerleri tarafindan yapilan hesaplamalara gore islem yapildi (Levine ve digerleri,

1990).

A)CA370= DNPH'li A370 - DNPH'siz A370. Protein karbonil (nmol/ml)= CA370 x45,45
B) Protein (mg/ml)= Standart egri degeri x seyreltme faktorii. DNPH’s1iz HCL 280 nm'de
okundu. Seyreltme orant 500 pl/1000 pl'dir.

3.6.6. Dokuda kollajen tayin yontemi

Dokulardaki kollajen konsantrasyonunun olgiimii, degistirilmis bir Lowry yontemi

kullanilarak incelenmistir (Komsa-Penkova ve digerleri, 1996).

Standartlarin hazirlanmasi

Stok soliisyonu: 2 mg/ml kolajeni (veya jelatini) 0,05 M asetik asit** (MA = 60,05 g/ml; d
= 1,05 g/ml) i¢inde ¢ozdiiriildii.

*%:0,05 M asetik asit i¢in: 0,286 ml/100 ml Seri seyreltme, stok ¢ozelti 1: 1'in 0,05 M asetik

asitte seyreltilmesiyle gerceklestirilir:
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2->1->0,5-> 0,5-0,25->0,125->0,06->0,03->0,015

180 puL A c¢ozeltisi ve 200 pL 6rnek/standart/dH20 (bir ¢ozelti: %0,4 sodyum potasyum
tartarat -0,4 9/100 ml (4H20 i¢in: 0,54 g), Na,COs 10 g/-> 100 ml, 0,5 M NaOH > 2
9/100 ml, 50 °C'de 20 dakika inkiibe edildi ve oda sicakligina sogutuldu, 20 uL B ¢ozeltisi
(B ¢ozeltisi: %2 sodyum potasyum tartarat - 2 g/100 ml (4H20 i¢in: 2,69 g) ), %3 CuSOa.
5H20 - 3 ¢/100 ml, 0.1 M NaOH (0.4 g/100 ml)) ilave edildi ve oda sicakliginda 10 dakika
inkiibe edildi.

600 pl Folin ¢ozeltisi (1:x15 diliisyon (=0.15N)x1 Folin:x14 dH.0) eklendi ve vortekslendi.

Daha sonra 50°C'de 10 dakika inkiibe edildiler, oda sicakligina sogutuldular ve bos bir
numuneyle karsilastirildilar.

*#% . Bos = kolajen hari¢ her seyi igeren ¢ozelti.
Numune adiminda dH20 pipetlendi.

3.7. istatiksel inceleme

Tim sonuglar aritmetik ortalama + standart sapma olarak ifade edildi. Ortalamalardaki

farkliliklar, varyans testinin ANOVA analizi (post hoc Tukey testi) ile degerlendirildi.

p <0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda 250-300 g agirligindaki erkek sicanlarda diyabet ve yara modeli olusturduk

ve EA ve CA tedavilerini topikal ve oral olarak uyguladik. Bu uygulamanin amaci diyabetik

yaralarda oksidatif stresin karaciger dokusunda olusturdugu hasar iizerine EA ve CA'nin

etkilerini ortaya koymaktir. EA ve CA'nin daha 6nce bu tiir calismalarda kullanilmamais

olmas1 calismamizi benzersiz kilmaktadir.

Kontrol grubu, tedavi edilmeyen 3.ve 7.giin

sakrifiye edilen gruplar, topikal ve oral gavaj tedavi edilen 3. ve 7.giin sakrifiye edilen

gruplarin karaciger dokusunda yapilan analizlerde MDA, GSH, NOx, AA, Protein

karbonilleri ve Kollajen diizeyleri Cizelge 4.1. ve 4.2°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Karaciger dokusu MDA, protein karbonilleri ve NOx diizeyleri

GRUPLAR MD(ﬁnI])OeI%g)rleri Prz);(g)n (I:ra:]rck))lt;rnnlgl;)erl NO():1 2(e)1g/zr)leri
Kontrol (n=6) 46,02 + 4,57 13,59£1,63 27,24 + 3,58
3 Gunliik Tedavisiz (n=6) 57,29 £3,602 14,82+2.41 32,79 + 1,812
7 Gunliik Tedavisiz (n=6) 62,37+4,22° 28,38+3,52 2P 35,06 + 3,862

3 Giinliik Topikal Tedavili (n=6)

16,39 + 3,512 b:¢

23,5242,54 ab.¢

11,39 +3,302P0¢

7 Giinliik Topikal Tedavili (n=6)

14,83 +£2,03%b:¢

12,02+1,81 ¢ ¢

6,72 +1,65 &0:¢

3 Giinliik Oral- Gavaj Tedavili (n=6)

13,48 + 1,403 0.

18,0142,04 ¢ d.e

4,94+ 1970 cd

7 Ginliik Oral Gavaj Tedavili (n=6)

12,88 2,022

10,141,430 0.1

3,81+ 1,08 2bcd

a: p<0,05: Kontrol grubu ile kiyaslandiginda
b: p<0,05: 3 giinliik tedavisiz grup ile kiyaslandiginda
¢: p<0,05: 7 giinliik tedavisiz grup ile kiyaslandiginda

d: p<0,05: 3 giinliik topikal tedavili grup ile kiyaslandiginda
e: p<0,05: 7 giinliik topikal tedavili grup ile kiyaslandiginda
f: p<0,05: 3 giinliik oral-gavaj tedavili grup ile kiyaslandiginda
g: p<0,05: 7 giinliik oral-gavaj tedavili grup ile kiyaslandiginda
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Cizelge 4.2. Karaciger dokusu diizeyleri AA, GSH ve kollajen diizeyleri

GRUPLAR ASkO[biK Asit (AA) GSH Degerleri Kollajen (mg/g)
Degeri (ug/ml) (umol/g)
Kontrol (n=6) 14,51+0,73 5,13+ 1,21 42,80+ 2,00
3 Giinliik Tedavisiz (n=6) 8,33+0,228 3,81 +£0,55 26,13+ 4,212
7 Giinliik Tedavisiz (n=6) 8,03+0,522 4,68 1,01 20,82+ 1,80 &P

3 Giinliik Topikal Tedavili (n=6)
7 Giinliik Topikal Tedavili (n=6)
3 Giinliik Oral- Gavaj Tedavili (n=6)

7 Giinliik Oral Gavaj Tedavili (n=6)

a: p<0,05: Kontrol grubu ile kiyaslandiginda

b: p<0,05: 3 giinliik tedavisiz grup ile kiyaslandiginda

c¢: p<0,05: 7 giinliik tedavisiz grup ile kiyaslandiginda

d: p<0,05: 3 giinliik topikal tedavili grup ile kiyaslandiginda

e: p<0,05: 7 giinliik topikal tedavili grup ile kiyaslandiginda

f: p<0,05: 3 giinliik oral-gavaj tedavili grup ile kiyaslandiginda
g: p<0,05: 7 giinliik oral-gavaj tedavili grup ile kiyaslandiginda

14,26+0,55" ¢
14,13+0,415¢
11,710,452 b.c.d.e
14,26+2,102 ¢ f

9,39 4+2,105¢

11,29 + 1,33 ab.c

9,78 £ 1,06 25¢
12,10 + 0,48 @ b.c.df

27,18+ 2,77 &¢
31,73+ 1,94 2b.¢ d

30,23+ 1,61 &°¢
34,28+ 1,95 ab.c.d

Gruplar arasindaki anlamli MDA, GSH, NOx, AA, PC ve kollajen degisikliklerini 6l¢mek
icin olusan farkliliklar istatistiksel olarak yorumlandi. Sonug olarak, karaciger dokusundaki
MDA ve NOx seviyeleri, K grubu ile karsilastirildiginda; tedavisiz ve hem topikal hem de
oral tedavili gruplarda anlamli istatistiksel fark tespit edilmistir (p < 0.05). GSH ve AA
degerleri, tiim tedavili gruplarda istatistiksel olarak anlamli artig gostermistir (p < 0.05).
Protein karbonil degerlerinde daha ¢ok zamana bagli olarak olusan anlaml istatistikler agiga
cikmistir. Tedavili gruplarda, 7 giinliik tedavide, tedavisisiz 7 giinliik ve topikal 3 giinliik
gruba gore anlamli bir azalma gozlenmistir (p < 0.05). Kollajen seviyeleri tiim tedavili

gruplarda, tedavisiz gruplara gére anlamli bir artis sergilemistir (p < 0.05).

MDA diizevyleri

Karaciger MDA diizeylerinin gruplara gore analizi Sekil 4.1'de gosterilmektedir. MDA
diizeyleri kontrol grubuyla karsilagtirildiginda tiim gruplar arasinda anlamli fark bulundu
(p<0,05). Tedavi edilmeyen grup (3 giin ve 7 giin) tedavi edilen grupla karsilastirildiginda,
tedavi edilen grupta MDA diizeylerinde 6nemli bir azalma goézlendi (p<0,05). Tedavi
gruplar1 birbirleriyle karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunamadi. Tedavi grubundaki
diisik MDA seviyeleri, karacigerde EA ve CA'nin lipid peroksidasyonunu azaltti. Bu

bulgular gdz oniine alindiginda daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir.
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Karaciger dokusunda MDA diizeyleri (nmol/z doku)
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a p<0,05: Kontrol grubu ile kiyaslandiginda
b p<0,05: 3 giinliik tedavisiz grup ile kiyaslandiginda
¢ p<0,05: 7 giinliik tedavisiz grup ile kiyaslandiginda

Sekil 4.1. Hiperglisemik ratlarin karacigerlerinde MDA diizeyi

GSH diizeyleri

Karaciger GSH diizeylerinin gruplara gore analizi Sekil 4. 2'de gosterilmektedir.

GSH diizeyleri kontrol grubuyla karsilastirildiginda tedavi ve kontrol gruplari arasinda
anlamli farklar bulundu (p<0,05). Tedavi gruplar1 birbirleriyle karsilastirildiginda, 7 giin
boyunca oral uygulama verilen grupta anlamli bir artis goriildii (p < 0.05). Iki maddenin
oral ve topikal uygulamasi, oksidatif strese kars1 antioksidan kapasiteleri nedeniyle karaciger
dokularinda GSH iiretimini artirdi. EA ve KA'nin sinerjistik antioksidan 6zellikler tirettigi
distintilmektedir. Sonuglarin artmasi, uygulamada kullanilan bilesiklerin (EA ve KA)
antioksidan kapasiteye sahip olmasi ve lipit peroksidasyonunu ve dolayisiyla oksidatif hasari

azaltmasindan kaynaklanmstir.
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Karaciger dokusunda GSH diizevleri
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a p<0,05: Kontrol grubu ile kiyaslandiginda

b p<0,05: 3 giinliik tedavisiz grup ile kiyaslandiginda

¢ p<0,05: 7 giinliik tedavisiz grup ile kiyaslandiginda

d p<0,05: 3 giinliik topikal tedavili grup ile kiyaslandiginda

f p<0,05: 3 giinliik oral-gavaj tedavili grup ile kiyaslandiginda

Sekil 4.2. Hiperglisemik ratlarin karacigerlerinde GSH diizeyi

NOx diizeyleri

Karaciger NOx diizeylerinin gruplara goére analizi Sekil 4.3.’de gosterilmektedir. Lipit
peroksidasyonuna bagli olarak olusan NOx diizeyleri, tedavi yapilmayan 3 ve 7 giinliik
diyabetik yara gruplarinda anlamli olarak artti. Oral ve topikal tedavi alan tiim gruplarin
NOx igerigi, tedavi gérmeyen gruplara kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir azalma
gosterdi. Oral tedavili gruplarin NOx diizeyleri, 3 giinliik topikal tedavili gruba gore anlamli
sekilde azalma gosterdi (p < 0.05). Daha diisiik sonuglar, tedaviye dahil edilen bilesiklerin

antioksidan aktivite sergilemesi ve oksidatif hasar: azaltmasindan kaynaklanmigtir.
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¢ p<0,05: 7 giinliik tedavisiz grup ile kiyaslandiginda

d p<0,05: 3 giinliik topikal tedavili grup ile kiyaslandiginda

Sekil 4.3. Hiperglisemik ratlarin karacigerlerinde NOx diizeyi

Askorbik asit (AA) diizeyleri

69

Karaciger AA diizeylerinin gruplara gore analizi Sekil 4.4'te gosterilmektedir. EA ve CA'nin

birlikte uygulandigi tiim tedavi gruplarinda karaciger dokularindaki AA diizeylerinin

istatistiksel olarak anlamli bir artis gosterdigi belirlendi. Tedavisiz gruplar kontrol grubuna

gore anlamli bir azalma gostermistir. Topikal tedavili gruplarda kendi aralarinda anlaml bir

fark tespit edilmemistir. 7 gilinliik oral gavaj tedavili grup, 3 giinliik oral gavaj tedavili gruba

gore anlamli bir artig gosterirken, 3 giinliik oral gavaj grupta, topikal tedavili gruplara gore

anlamli bir azalma goézlenmistir (p < 0.05). EA ve CA’nin antioksidan 6zelliginden dolay1

tiim tedavili gruplarda, AA’nin artis gdstermesi beklenenen bir olgu olmakla birlikte, bu iki

maddenin uygulanma sekli ve stiresiyle ilgili daha ¢ok ¢alisma yapilmasina ihtiyag vardir.
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a p<0,05: Kontrol grubu ile kiyaslandiginda

b p<0,05: 3 giinliik tedavisiz grup ile kiyaslandiginda

¢ p<0,05: 7 giinliik tedavisiz grup ile kiyaslandiginda

d p<0,05: 3 giinliik topikal tedavili grup ile kiyaslandiginda

e p<0,05: 7 giinliik topikal tedavili grup ile kiyaslandiginda

f p<0,05: 3 giinliik oral-gavaj tedavili grup ile kiyaslandiginda

Sekil 4.4. Hiperglisemik ratlarin karacigerlerinde AA diizeyi

Protein karbonil (PC) diizeyleri

Karaciger PC diizeylerinin gruplara gore analizi Sekil 4.5.’de gosterilmistir. Tedavisiz
gruplar kendi aralarinda kiyaslandiginda, 3 giinliikk tedavisiz grupta istatistiksel olarak
anlaml bir fark olugsmazken, 7 giinliik tedavisiz grup anlamli bir artis gostermistir. Topikal
tedavili gruplara kendi aralarinda bakildiginda, 3 giinliik topikal tedavili grupta, konrtrol
grubu ve tedavisiz gruba gore anlamli bir artig gdzlenmistir. 7 giinliik topikal tedavili grup
ise, 7 giinliik tedavisiz ve 3 giinliik topikal gruba gére anlamli bir azalma gostermistir. Oral
gavaj tedavili gruplarda ise, 3 giinliik oral tedavi grubunda anlamli bir artig gozlenirken, 7
giinliik grupta anlamli bir diisiis gozlenmistir (p < 0.05). Protein karbonilleri, geri
doniisiimsiiz bir protein modifikasyonu bi¢imini temsil ettigi, cok erken sathada ve cesitli
yollarla ROS’tan olusturulabildigi i¢in, 7 gilinliik tedavisiz grupta yiiksek ¢ikmasi beklenen
bir durumdur. 7 giinliik iki tedavide de, 7 giinliik tedavisiz ve 3 giinliik topikal tedavili gruba
gore anlamli bir azalmanin ¢ikmasi, CA ve EA ikilisinin kullanim sekli ve siiresiyle ilgili

daha ¢ok arastirma yapilmasi gerektigini gdstermektedir.
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a p<0,05: Kontrol grubu ile kiyaslandiginda

b p<0,05: 3 giinliik tedavisiz grup ile kiyaslandiginda

¢ p<0,05: 7 giinliik tedavisiz grup ile kiyaslandiginda

d p<0,05: 3 giinliik topikal tedavili grup ile kiyaslandiginda

e p<0,05: 7 giinliik topikal tedavili grup ile kiyaslandiginda

f p<0,05: 3 giinliik oral-gavaj tedavili grup ile kiyaslandiginda

Sekil 4.5. Hiperglisemik ratlarin karacigerlerinde PC diizeyi

Kollajen diizevleri

Gruplara gore yapilan Karaciger kollajen diizeylerinin gruplara gore analizi Sekil 4.6.’da
gosterilmisgtir. EAve CA’nin beraber tatbik edildigi tiim tedavi gruplarinda, karaciger
dokusunda kollajen miktarinin tedavisiz 7 giinliik gruba gore istatistiksel olarak anlamli artis
gosterdigi saptanmistir. Tedavisiz ve tedavili tim gruplarda, kontrol grubuna gore anlaml
bir azalma gozlenmistir. 3 giinliik topikal ve 3 giinliik oral uygulamali gruplar kendi arasinda
anlamli bir fark gostermemistir. Ayni sekilde 7 giinliik topikal ve 7 giinliik oral uygulamali
gruplar da kendi arasinda anlamli bir fark gostermemistir (p < 0.05). EA ve CA
uygulamalari, tedavinin uygulandigi tiim gruplarda karaciger dokusundaki kollajen
seviyesini arttirmig ve en ciddi artis ister topikal ister oral gavaj uygulama olsun, 7 giinliik

uygulamalarda bulunmustur.
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Karaciger dokusunda kollajen diizevleri (ng/mg)
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Sekil 4.6. Hiperglisemik ratlarin karacigerlerinde kollajen diizeyi
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5. SONUC VE TARTISMA

Yara iyilesmesi, hemostaz, inflamasyon, proliferasyon ve matiirasyon fazlari ile karakterize
olan, dinamik, komplike ve interaktif bir siirectir. Yara iyilesmesini saglayan faktorler i¢inde
lokal ve diyabet gibi ¢ok 6nemli olan sistemik faktorler mevcuttur. Diyabetik yaralarin
kroniklesmesinde, hizlandirilmis ateroskleroz ve néropatinin neden oldugu azalan perflizyon
nedeniyle bagisiklik sistemi bozulmasi, azalmis anjiyogenez, daha yavas kollajen sentezi ve
birikimi, yaralarin daha zayif gerilme kuvveti, bozulan oksidatif denge gibi unsurlar yer
almaktadir (Deng ve digerleri, 2021; Gantwerker ve Hom, 2011). Diyabette, serbest
radikallerin artan iiretimi veya antioksidan sistemlerin azalmis aktivitesi sonucu redoks
dengesi bozulur ve oksidatif stres meydana gelir. Karaciger ise, olusan bu serbest radikalleri
temizlemek i¢in 2 asamali bir detoksifikasyon islemi yapmak tizere spesifik enzimlerinin
toplandigi en 6nemli organdir (Diraman, 2021; Phaniendra ve digerleri, 2015). Diyabet
komplikasyonlariyla birlikte etkili bir sekilde kontrol altina alinmadiginda, bozulan oksidatif
denge ile birlikte diyabetik yaralar kroniklesmekte ve sonuglart ¢ok daha kotiiye giden bir
tablo ile karsilagilabilmektedir. Diyabetik yaralarda iyilesmeyi hizlandirmak, bozulan hayat
kalitesini yiikseltmek i¢in diinyada ve ililkemizde odaklanilan bir yesil kimya stratejisine

dayali pek ¢ok ¢alisma bildirilmistir.

EA ve CA’nin antioksidan, antienflamatuar 6zelliklerinin kanitlandig1 ve oksidatif stresi
dengeledigi yoniinde pek c¢ok calisma bulunmaktadir. Karaciger, serbest radikalleri
temizlemek i¢in detoksifikasyon enzimlerinin toplandigi en 6nemli organ oldugu igin,
yapilan bu ¢alisma ile, EA ve CA’nin farkli uygulamalarinin diyabetik yaralarda meydana

gelen oksidatif hasar iizerine olan etkisi gosterilmistir.

Abdelkader ve arkadaslarinin karaciger toksisitesi tizerine yaptigi bir ¢alismada EA'nin oral
gavaj tatbik edilmesiyle lipit peroksidasyonu ve oksidanlara karsi onleyici oOzellikleri,
karacigerdeki MDA, NOx ve GSH seviyelerinin dl¢iilmesiyle gosterilmistir (Abdelkader ve
digerleri, 2020). Calismamizin sonuglarina gore, oksidatif stres iizerindeki inhibe edici
etkiyi, EA ve CA’nin birlikte uygulandig1 gruplarda, MDA ve NOx seviyesinde belirgin
azalma olusturmaktadir. Tedavili gruplarin MDA seviyesinde oral ve topikal uygulamada
anlamli bir fark gozlenmezken, NOx agisindan oral uygulamali gruplarda belirgin
azalmanin olmasi bu iki maddenin antioksidan etkisinin gastrointestinal yolla daha etkili

olabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica Xiang ve ekibinin yaptigi ¢calismada, CA’nin serbest
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oksijen radikalleri, NOx ve sitokinlerin sitotoksik etkilerini 6nledigi ve karaciger glutatyon
seviyelerini eski haline getirerek viicudun hiicresel antioksidan savunma sistemini belirgin

sekilde gelistirdigi tespit edilmistir (Xiang ve digerleri, 2013).

NOXx, anjiyojenez, epitel hiicrelerinin migrasyonu, keratinosit proliferasyonu ve fibroblastlar
tarafindan kollajen salgilanmasi yoluyla yara iyilesmesinin her asamasinda rol oynayan bir
molekiildiir. Fizyolojiye uygun optimum dozlarda koruyucu etkisi varken yiiksek
konsantrasyonda sitotoksik etki gostererek, viicuttaki ROS’lar ile tepkimeye girip radikaller
meydana getirmektedir (Caylak, 2011; Pattani ve digerleri, 2009). Tedavisiz gruplardaki
anlamli NOx artis1 ve oral tedavili gruplardaki anlamli diisiis iki maddenin nitrozatif stresi
diistirdiigiinii gostermektedir. Xiang ve ekibinin bulgulariyla bizim bulgularimiz paralellik
gostermektedir (Xiang ve digerleri, 2013). Bagheri ve ekibi, diyabetik siganlarda kronik
yarada yagdan tiiretilmis kok hiicre iliskili fotobiyomodiilasyon uygulamasi yaparak
antioksidan ve oksidatif stres faktorlerinin gen ekspresyonunu tespit etmislerdir.
Uygulamanin inflamatuar yaniti, NOx1 ve 4'ii azaltarak yara iyilesmesinin inflamatuar ve
proliferatif asamalarini 6nemli 6l¢iide hizlandirdigini tespit ettiler (Bagheri Tadi ve digerleri,
2022). Bagheri ve ekibinin bulgularina dayanarak, ¢alismada kullandigimiz farkli EA ve CA
uygulamalari ile karaciger dokusundaki azalmis NOx orani, yara iyilesmesinin inflamatuar

ve proliferatif asamalarini hizlandirmis ve graniilasyon dokusu olusumunu arttirmis olabilir.

MDA, coklu doymamis yag asitlerinden hem kimyasal reaksiyonlarla hem de enzimler
tarafindan katalize edilen reaksiyonlarla iiretilen, lipit peroksidasyon metabolizmasinin son
tirtinlerinden bir molekiildiir (Tsikas, 2017). Hem oral gavaj, hem topikal uygulanan tedavili
gruplarda MDA’ ’nin diisiik ¢ikmasi, karacigerde EA ve CA’nin lipit peroksidasyonun
azalmasina sebep olarak oksidatif stresi diisiirdiiglinii géstermektedir. Zhu ve ekibinin beyin
dokusunda yaptig1 ¢alismada, EA’nin serbest radikalleri temizledigini, ROS {iretimini
azaltarak anti-enflamatuar mekanizmasini Nf-kB, MAPK'ler ve JAK/STAT yollarinin
diizenlenmesinde gosterdigini ortaya koymasi bizim ¢alisgmamizi da ispatlar niteliktedir
(Zhu ve digerleri, 2022). Zira karaciger endojen ve eksojen kaynakli olusan serbest
radikalleri temizlemek i¢in detoksifikasyon enzimlerinin toplandigr en 6nemli organdir
(Diraman, 2021). Calismamizda topikal ve oral tedavili gruplarin karaciger dokusunda
MDA diizeylerinde kendi aralarinda anlamli bir fark ¢ikmamasi EA’nin zayif suda ¢6ziiniir
olmasi1 ve diisilk biyoyararlanim kapasitesinden kaynakli olabilir. EA, gastrointestinal

sistemde ve diger bolgelerde, 6zellikle karacigerde, faz I ve faz Il enzimleri tarafindan tekrar
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metabolize edilerek daha fazla suda ¢oziiniir, dokularda depolanabilir veya idrar yoluyla
elimine edilebilir metabolitler haline doniisiir (Gupta ve digerleri, 2021). Espin ve
arkadaslar1 Iber domuzlariyla yaptig1 bir calismada EA’dan iiretilen iirolitin metabolitinin
yalnizca safra kesesi ve idrar kesesine ulasarak yiiksek konsantrasyonlarda depolandigini
ancak bobrek, kas, kalp, yag dokusu ve karaciger gibi test edilen dokularin higbirinde
depolanmadigini tespit etmislerdir (Espin ve digerleri, 2007).

Tedavisiz gruplarda, hidroksil ve peroksil radikalleri, lipid peroksidasyonunun
baslatilmasinda ve ilerlemesinde rol oynayarak MDA artisina sebep olmustur. EA ve CA’nin
uygulandigi  gruplarda, MDA’nin diistik ¢ikmasinin  sebebini, Priyadarsini’nin
caligmasindaki gibi, EA’nin uM konsantrasyonlarinda bile lipid peroksidasyonunu inhibe

etmede etkili olabilecegi seklinde diisiiniiyoruz (Espin ve digerleri, 2007).

EA ile birlikte CA kullanmamizin amaci, CA’nin ; antiinflamatuar, antioksidan gibi
etkilerinin olmasi ve gesitli saglik bozukluklarinin tedavisi i¢in CA'nin yararl etkisine dair
cok sayida kanitin yaymlanmasidir (Bahri ve digerleri, 2016; de Oliveira, 2018). Ayrica
EA’nin biyoyararlanim oraninin diisiik, CA’nin ise biyoyararlanim oraninin yiiksek olmasi
sebebiyle bu iki etken maddeyi birlikte ve farkli uygulamalarla kullanarak, diyabetik
yaralarda karaciger dokusundaki oksidatif olaylar1 ilk kez degerlendirdik (Chen ve digerleri,
2021; Espin ve digerleri, 2007; Gupta ve digerleri, 2021). Chen ve ekibi, 2021 tarihli bir
calismada CA’nin emilim ve tasima mekanizmalarinmi arastirmak amaciyla karaciger, mide
gibi farkli dokular ve sindirim igeriklerinde dagilimini tespit ettiler. 7 giinliik oral gavaj
uygulamadan sonra yaptiklar1 6l¢iimde, CA'nin sistemik olarak biyoyararli oldugu, sindirim
sisteminde, Ozellikle de ¢ekum ve kolonda lokal olarak mevcut bulundugu, bagirsak
mikrobiyomunun CA'nin sindirimi ve emiliminde 6nemli bir rol oynayabilecegi sonucuna

ulagtilar (Chen ve digerleri, 2021).

Xu ve arkadaglarinin yaptig1 calismada da, CA uygulanan gruplarin karacigerin dokusunda
diger gruplardaki yiiksek MDA seviyesi diisiiriilmiis ve lipit peroksidasyonu en az orana
indirgenmistir (T. Xu ve digerleri, 2017). EA ve CA’nin kombine uygulandigi gruplarda,
MDA ’nin diisiik ¢ikmasinin bir bagka sebebini; CA’nin metal iyon selatorleri olarak hareket
edebilecegi, peroksil radikallerinin gli¢lii temizleyicileri olarak islev goriip, lipit
peroksidasyonu tizerinde giiglii etki yapmis olabilecegi seklinde degerlendiriyoruz (Nieto ve
digerleri, 2018).
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Calismamizda kullanilan tedavileri diger gruplarla karsilagtirmak igin protein karbonil
seviyelerini de kullandik. Ciinkii sadece lipit, niikleik asitler gibi bilesikler oksidatif
raeksiyonlardan etkilenmez; protein gibi ¢ok 6nemli bilesikler de radikallerle reaksiyona
girerek ¢esitli biyolojik sorunlara neden olurlar. Cok farkli tipde oksidatif protein
modifikasyonlari bulunmakla birlikte, Protein karbonilleri, geri doniisiimsiiz bir protein
modifikasyonu bi¢imini temsil eder ve lipid peroksidasyon {iriinlerinin dakikalar i¢inde
uzaklastirilan bi¢imini igerir. Belirli bir oksidan sonucu olusmadig1 ve oksidatif stres altinda
cok erken asamada olustugu i¢in protein oksidasyonunun bir belirteci olarak protein karbonil

seviyelerini kullandik (Weber ve digerleri, 2015).

Yaptigimiz ¢alismada tedavisiz gruplara bakildiginda, 7 giinliik tedavisiz grupta Protein
karbonil seviyesi anlamli bir sekilde artmig bulunmustur. Bu durum, bize oksidatif stresin
diger belirteglerine gore protein karbonillerinin daha fazla siire kan dolasiminda bulunmasi
dolayistyla gergeklestigini ve herhangi bir tedavi uygulanmadiginda zamanla oksidatif
stresin artarak protein islev bozuklugunun ilerledigini dislindiirmektedir. Sicanlarda
endotoksemi olusturan Balaban ve Balabanli’nin yaptigi bir ¢alismada, endotoksin
uygulanan grupta PC seviyesinin yiiksek ¢ikmasi bulgumuzu desteklemektedir (Balaban,
2015). Calismamizda Protein karbonil seviyelerinde, uygulama sekillerinden ziyade
zamanlamaya bagli olarak olusan anlamli istatistikler agiga ¢ikmis olabilir. Clinkii ister
topikal ister oral gavaj uygulama olsun, her ikisinde de 7 giinliik tedavide, tedavisisiz 7
giinliik ve topikal 3 giinliik gruba gore anlamli bir diigiis gozlenmistir. Dokudaki PC
seviyelerinin EA ve CA ile anlamli olarak azalmasinin sebebinin hem topikal hem de oral
daha uzun siiren uygulamada, bu iki etken maddenin aminoasitlerin karboksil gruplari ile
etkilesmesi sonucunda proteinleri karboksilasyondan korudugu ve antioksidan / oksidan
dengesinde etkili bir rol oynadigr disiiniilmektedir. 7 giinliik tedavi gruplarinin kendi
arasinda anlaml bir iligki gézlenmemesine ragmen, en gii¢lii antioksidan etki 7 giinliik oral

gavaj uygulamada kendisini géstermistir.

Nitekim Xiang ve arkadaslar1 da, yaptiklar1 ¢alismada, LPS kaynakli karaciger hasarinda
CA’nin oral uygulamasinda artmis olan protein karbonillerini azalttigini ve antioksidan etki
gosterdigini aciga ¢ikarmislardir (Xiang ve digerleri, 2013). Yine Karimi ve arkadaslarinin
2019’da yayinladiklar1 bir ¢alismada, toksin kaynakli olusturulan hepatotoksisitede, artmis
MDA, NOx ve protein karbonil seviyelerinin 6zellikle EA’nin 30 mg/kg oral uygulandig:

gruplarda ciddi sekilde diistiigii ve oksidatif hasar1 tersine ¢evirdigi ispatlanmigtir (Karimi
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ve digerleri, 2020). Ayrica sonuglarin inhibe edici etkisinin konsantrasyona bagli bir sekilde
degistigini gostermesi, CA ve EA ikilisinin kullanim sekli ve siiresiyle ilgili daha ¢ok

arastirma yapilmasi gerektigini diisiindiirmektedir.

Antioksidan savunma sistemi, reaktif oksijen ve nitrojenin neden oldugu serbest radikal
kaynakli hiicre hasaria karst korunmada kritik 6neme sahiptir. Glutatyon da karacigerde
genetik bilgiye ihtiya¢ olmadan sistein, glisin ve glutamattan sentezlenen ve hiicre ve
dokularin oksidatif stresten korunmasinda olduk¢a onemli bir antioksidandir (Caylak, 2011;

Di Meo ve Venditti, 2020).

Calismamizda tiim tedavili gruplarda; kontrol grubu ve tedavisiz gruplara gére GSH nin
anlamli artis gostermesi, tedavili gruplarin hepsinde antioksidan kapasitenin yiikseldigini
gostermektedir. Nisari tarafindan yiiriitillen bir ¢alismada, diyabetik sicanlarin karaciger
dokusundaki antioksidan enzimler iizerindeki koruyucu etki arastirilmis ve GSH
aktivitesinde 6nemli bir artis bulunmustur (Nisari, 2019). iki maddenin hem oral, hem de
topikal olarak uygulanmasi sonucunda, GSH miktarinin artmasi, karaciger dokusunda
oksidatif strese karsi antioksidan kapasitenin yiikseldigini gostermektedir. Yaptigimiz
caligmada, en ciddi GSH artisin1 3 giinliik topikal ve 3 giinliik oral uygulamali tedaviye
karsilik, 7 giinliik oral tedavili grupta tespit ettik. Bu durum iki maddenin biyoyararlanim

acisindan uzun stirede oral yolla alindiginda daha etkili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Shendge ve arkadaslarinin asir1 demir yiikiiniin neden oldugu hepatotoksisitede EA’nin
oksidatif stres iizerine bulduklari olumlu sonuclar, bizim bulgular1 da desteklemektedir.
EA’nin in vitro antioksidan kapasitesini tespit ettikten sonra, yaptiklari in vivo ¢aligmada da,
karaciger dokusu orneklerinde EA ile oral tedavi edilen gruplarda yaptiklar1 6l¢iimde ROS
seviyesinin distiigiinii ve SOD, Katalaz, GST, GSH’ nin arttifim tespit etmislerdir. Yine
Shendge’nin ¢alismasindaki EA uygulanmis gruplardaki MDA ve PC sonuglari bizim
yukarda bahsettgimiz sonuglarla da uyum gostermektedir (Shendge ve digerleri, 2018).

Ayni parametre i¢in, CA uygulamasina baktigimizda, Das ve arkadaslar1 da, bizim bulgulara
paralel sonuglar tespit etmisler ve CA (10 ve 20 mg/kg) tedavisinin hepatik dokusundaki
lipid peroksidasyonunu ve protein karbonilasyonunu normale yakin duruma getirerek, GSH

ve diger endojen antioksidan enzimlerin artisin1 géstermislerdir (Das ve digerleri, 2018).
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Calismada aragtirdigimiz bir diger degisken de AA olmustur. Ciinkii AA de GSH gibi
enzimatik olmayan antioksidan 6zelligi gosteren 6nemli bir maddedir. EA ve CA'nin beraber
uygulandigr tiim tedavi gruplarinda karaciger dokularinda AA seviyelerinde istatistiksel

olarak anlamli artig goriilmesi, tedavinin antioksidan kapasiteyi arttirdigini1 gostermektedir.

Devipriya ve arkadaglarinin yaptig1 bir calismada da bizim bulgulara uyumlu sonuglar elde
edilmistir. EA'nin alkol kaynakli hasara kars1 etkilerini degerlendirmek amaciyla 3 farkli EA
konsantrasyonu intragastrik uygulama yoluyla verilmesi sonucu plazmadaki AA diger
antioksidanlarla birlikte artmis, ve karaciger belirte¢ enzimlerini azaltilarak , oksidatif stres
iyilestirilmistir (Devipriya ve digerleri, 2007). Yine CA’nin daha onceki calismalarda
bidirildigi gibi, Ozellikle lipit peroksil radikallerini temizleyerek, antioksidan etki
gostermesinde etkili olabilecegini de diisiinmekteyiz (Nieto ve digerleri, 2018). Zira tim
tedavili gruplarda hem topikal hem oral gavaj uygulanmasiyla, tedavisiz gruplara gore
GSH’nin de anlamli artig gostermesi  yine antioksidan kapasitenin yiikseldigini
ispatlamaktadir. AA takviyesinin GSH ile pozitif ve anlamli korelasyon gosterdigi daha
onceki caligmalarda da bildirilmistir (Lei ve digerleri, 2022). Tedavili gruplar kendi arasinda
degerlendirildiginde, topikal tedavili gruplarda anlaml1 bir iliski bulunamazken, oral tedavili
gruplarda, 7 giinliik oral gavaj tedavili grup, 3 giinliik oral gavaj tedavili gruba gore anlamli
bir AA artis1 gostermistir. Bu durum daha once bahsettigimiz gibi, iki antioksidanin
biyoyararlanim agisindan uzun siirede oral yolla alindiginda daha etkili olabilecegi fikrini
olusturmaktadir. 3 giinliik oral grupta, topikal tedavili gruplar ve kontrol grubuna gore
anlamli bir azalma ¢ikmasi, oksidatif stresi yok etmek i¢in AA’ in kullanilabilecegini
gostermektedir. Bir bagka acidan da AA’nin yara iyilesmesinin nétrofillerin apoptoz ve
fagositozu, kollajenin sentezi, sekresyonu gibi tiim asamalarda kullaniliyor olmasi
sebebiyle, yaralanmanin 3.giiniindeki oral uygulamada, topikal uygulamaya gore diisiik
¢ikmis olabilir (Moores, 2013). Esasen bulgularimiza baktigimizda, EA ve CA’nin karaciger
dokusundaki AA’ya olan etkisi daha ¢cok uygulama sekliyle ilgili olabilir.

Doku olusumunun baslamasi ve kollajen sentezi i¢in ¢ok gerekli olan AA, kollajenin
yapisinda olan prolin temel aminoasitinin hidroksiproline doniismesini saglar (Hu ve
digerleri, 2008). Kollajen, normal yara iyilesmesi siirecinde hiicre proliferasyonu ve go¢iinde
de gorev alan en 6nemli karakteristik matris bilesenlerinden biridir. ECM olusumu i¢in
gerekli olan kollajen sentezinin gerceklestigi fibrozis doneminde miyofibroblast sayisi artar.

Fibrogenez sirasinda hiicre dist matris olusumuna katkida bulunan karaciger, bobrek,
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akciger, kalp ve deride ¢ok ¢esitli hiicresel alt gruplar ile mekanizmalar vardir. ECM f{ireten
kaynaklarin basinda; hepatik yildizs1 hiicreler, portal miyofibroblastlar, yerlesik
fibroblastlar, kemik iliginden tiiretilen miyofibroblast dnciileri gibi daha ¢ok sayida hiicre
kaynagi olan karaciger gelmektedir. Calismamizda EA+CA uygulamalariin karacigerdeki
kollajen diizeyine etkisini aragtirmamizin sebebi, kollajen sentezini gerceklestiren hepatik
yildizst hiicreler ve portal miyofibroblastlar gibi hiicrelerin karaciger kaynakli olmasidir

(Weiskirchen ve digerleri, 2019).

EA’nin kollajenle baglantis1 ve fibroblastlarin gociiniin arastirildigi ¢aligmalarin basinda
deri gelmektedir. EA’nin kollajen ve elastin {iretimi iizerindeki etkisi 2023 yilinda insan
dermal fibroblastlarina retinoik asit birlikte farkli periyotlarla verildiginde, Duckworth ve
arkadaslar1 tarafindan arastirilmis ve anlamli derecede yliksek bulunmustur. EA’nin cildin
elastin ve kollajen liretimini arttirarak ciltteki ince kirisikliklar iyilestirebilecegi sonucuna

ulagsmislardir (Duckworth ve digerleri, 2023).

Darawsha ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada oksidatif stres altinda karotenoidler,
polifenoller ve estradioliin dermal fibroblastlar iizerindeki koruyucu etkisi, diger bilesiklerle
birlikte %?20,2 CA kullanilarak arastirilmistir. Dermal hiicrelerde bilesiklerin  6n
inkiibasyonu sonucu HO>'nin olusturdugu ROS seviyesinin azaldigi, hiicre Sliimiiniin
inhibisyonu ve oksidatif stresin neden oldugu MMP-1 salgisindaki artisin ve pro-kollajen
seviyelerindeki azalmanin tersine ¢evrildigi tespit edilmistir (Darawsha ve digerleri, 2021).
Bizim ¢alismamizda da tedavi gruplarinda tedavisiz gruplara gore tespit edilen kollajen
seviyelerindeki anlamli artis Duckworth ve Darawsha’nin sonuglariyla paralellik
gostermektedir. EA+CA uygulamalarinin yapildigi gruplarda kollajen artisinin, ROS'un
azaltan antioksidan enzimlerin ekspresyonunu artiran Nrf2 transkripsiyon sisteminin aktive

edilmesi sonucu oldugu sdylenebilir (Darawsha ve digerleri, 2021).

Kollajen seviyesindeki en az artisin oldugu 3 giinliik topikal grupta yine AA seviyesi
acisindan anlamli azalmanin tespit edilmesi, oksidatif stresi ortadan kaldirmak igin kollajen
sentezi i¢in gerekli olan AA’nin kullanildigin1 ve bundan dolay1 da kollajen seviyesindeki

artisin az oldugu sonucuna ulastirmaktadir (Hu ve digerleri, 2008).

Abdelkader ve ekibinin VPA kaynakli karaciger toksisitesi lizerine yaptig1 ¢aligmada EA’nin

oral gavas uygulanmasi sonucu tedavi gruplarinda kollajen bilesenlerinden olan
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hidroksiprolin i¢eriginde énemli bir azalma oldugu gosterilmistir (Abdelkader ve digerleri,
2020). Bizim ¢alismamizda da hiperglisemik sartlardan dolay1 kontrol grubunda karaciger
dokusundaki kollajen diizeylerinin yara uygulamasi yapilmis gruplara gore ylikselmis
olmasi, EA ve CA’nin hiperglisemik sartlar1 ortadan kaldirdigi ve hiicrelerin normal

kosullardaki gibi kalmasina katki sagladig1 sonucunu diistindiirmektedir.

EA’nin kollajen seviyesi tlizerindeki etkisinin arastirildigt hipertrofik skarda, karaciger
dokusu sistozomada ve miyokard enfarktiisii gibi pek ¢ok ¢alismada, kollajen I, kollajen III,
MMP-2, MMP-9'un protein ekspresyonunu ve ECM birikimini onleyerek fibroblastlarinin
cogalmasini ve gociinii engelledigi ve kollajen lif birikimin biiyiik oranda azalmis oldugu
tespit edilmistir (Allam ve digerleri, 2016; Lin ve digerleri, 2019; Zhao ve digerleri, 2023).
Zhang ve ekibi, CA’nin karaciger fibrozu iizerindeki etkisini arastirdig1 bir calismada da,
safra kanali ligasyonu ile olusturulan sicanlarda, olusan yogun kollajen birikiminin
intragastrik olarak uygulanan CA gruplarinda, a-SMA (o-diiz kas aktini) ve Col-1’in
(kollajen 1) karacigerdeki ekspresyonunun azaltildigi tespit edilmistir (S. Zhang ve digerleri,
2018).

EA ve CA’nm iki farkli uygulama sekli totalde diisiiniildiigiinde, 6zellikle 7 giinliik oral
gavaj ve 7 gilinliik topikal uygulamada, GSH, AA ve kollajen artis1 ile birlikte; MDA, NOXx,
PC’nin azalmasi, EA ve CA uygulamalarmin lipit peroksidasyonu ve protein
modifikasyonununu azaltarak, antioksidan kapasiteyi arttiripp oksidatif dengeye
ulagtirdiginin gostergesidir. EA ve CA birlikte sinerjist etki gostererek, hem inflamasyonu
azaltmig, hem de hiicrelerin normo glisemik sartlardaki gibi davranis sergilemesine katki
saglamis olabilir. Boylece, karaciger dokusunda azalmis inflamasyon nedeniyle, EA ve
CA’nin oksidatif stresi azaltarak, biitiin sistemin metabolizma anlaminda kontroliini
gerceklestiren karaciger dokusunda pozitif bir etki yapmis oldugu bu ¢alisma sonuglarinin

literatiire bu anlamda olumlu bir katkis1 oldugu goriilmektedir.

EA ve CA birlikte ayn1 pathway tizerinden etki yaparak oksidatif stresi ve inflamasyonu
azaltarak basar1 saglamis olabilir. Bizim c¢alismamizda da, EA ve CA’nin birlikte
uygulandig1 karaciger dokusunda, Nrf2 ekspresyonunu arttirarak antioksidan aktiviteye
katki sagladiklar1 soylenebilir. Zaten ¢ogu endojen antioksidanlar Nrf2 / Keapl sistemi
tarafindan kodlanmaktadir. Bu c¢alismada da, EA ve CA’nin Nrf2 pathwayini kullanarak,

antioksidan kapasiteyi arttirdigi, oksidatif stresi azalttig1 sonuglara bakilarak sdylenebilir.
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