ORIJINAL ARASTIRMA MAKALESI AHI EVRAN MEDICAL JOURNAL
ISSN: 2619-9203

Sicanlarda Olusturulan Deneysel Intestinal iskemi Reperfiizyon Modelinde Quercitrinin
Etkileri

The Effects Of Quercitrin In Experimental Rat Model Of Intestinal Ischemia-Reperfusion

Filiz YILDIZ %, Yunus DONDER 2, Tiirkmen B. ARIKAN?

OZET

Amag:Antioksidan 6zelligi bilinen quercitrinin deneysel intestinal iskemi reperfiizyon (I-R) modelinde reperfiizyon hasari {izerine etkilerini
aragtirmak.

Araclar ve Yontem : Calismada 30 adet Wistar—Albino sigan kullanildi. Sham grubu (n=10), I-R (kontrol) grubu (n=10) ve
quercitrin+iskemi-reperfiizyon (Q+I-R) grubu (n=10) olmak iizere 3 grup olusturuldu. Sham grubundaki sicanlar laparotomiyi takiben 3 saat
gdzlem sonras1 sakrifiye edildi. I-R grubuna 1 saat iskemi ve takiben 2 saat reperfiizyon uygulandi. Q+i-Rgrubuna 24 saat 6nce gastrik gavaj
ile 5 mg/kg dozunda quercitrin verildi. Histopatolojik inceleme ve doku malondialdehit (MDA), siiperoksiddismutaz (SOD),
glutatyonperoksidaz (GSH-Px), nitrik oksit (NO) ve 8-hidroksi-deoksiguanozin (8-OHDG) aktivitesi 6l¢iimii igin ileum rezeksiyonu
yapildiktan sonra siganlar sakrifiye edildi.

Bulgular:Histopatolojik olarak Q+i-R ve I-R gruplar arasindaki fark anlamli bulundu (p<0.001). Q+i-R grubunda MDA, NO ve 8-OHDG
aktivitesinde azalis istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,001). GSH-Px ve SOD aktivitesinde i-R gore daha fazla azalmakta idi ve sham
grubuna gore istatistiksel olarak anlamliydi. (p<0,001).

Sonug:Quercitrinin I-R ile olusan oksidatif stresi 6nlemis ancak viicudun dogal oksidatif stres koruyuculari iizerinde etki yapmanusti.

Anahtar Kelimeler:iskemi, reperfiizyon, quercitrin, ince barsak

ABSTRACT

Purpose: To investigate effects of quercitrin known for its antioxidant features on experimental model of intestinal ischemia-reperfusion
(I-R).

Material and Method: Thirty Wistar-Albino rats were used in the study. Rats were assigned into 3 groups including sham group (n=30), I-R
group (n=30) and quercitrin plus I-R group (n=10). In the sham group, rats were sacrificed after 3-hours after laparotomy. In I-R groups, rats
underwent one hour of ischemia followed by 2 hours of reperfusion. In quercitrin plus reperfusion group, 5 mg/kg quercitrin was given to
rats 24 hours before laparotomy by gastric lavage. Rats were sacrificed after resection of ileum for histopathological examination and
measurements of tissue malonyldialdehyde (MDA), super oxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GHS-Px), nitric oxide (NO) and
8-hydroxydeoxyguanosine (8-OHDG) activities.

Results: Significant differences were detected in histopathological examination between quercitrin plus I-R and I-R groups (p<0.001). MDA,
NO and 8-OHDG activities were significantly decreased in quercitrin plus I-R group (p<0.001). The extent of decrease in GSH-Px and SOD
activities was greater when compared to I-R group while it was significantly greater when compared to sham group (p<0.001).

Conclusion: Quercitrin prevented oxidative stress induced by I-R but had no effect on native defenders against oxidative stress.
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GIiRiS

Iskemi, arteriyel veya venéz kan akinm azalmasindan kaynakli doku
ve organlarin yetersiz perflizyonu neticesinde doku veya organlarin
oksijenden mahrum kalmasi olarak tanmimlamr. Iskemi sonucu
hiicrenin enerji depolar1 bosalir ve toksik atiklarin birikmesi
sonucunda hiicre dliimii olmaktadir. Iskemik alana hem hiicrenin
yenilenmesi, hem de toksik atiklar1 uzaklastirmak i¢in yeniden kan

akimina ihtiyag vardir.

Fakat, iskemik alanin yeniden kanlanmasi o alanda paradoksal bir
sekilde gok daha &nemli bir yikima neden olur.! Reperfiizyona
sekonder olusan doku hasarinda, hiicrenin i¢ine oksijen girmesiyle
hemen meydana gelen serbest oksijen radikal (SOR) tiirevleriyle
birlikte pek¢ok mekanizma rol oynamaktadir. Reperfiizyon etkisine
en ¢ok hassas olan hiicresel yapilar, membrada bulunan lipitler ve

protein, niikleik asit ve deoksiriboniikleik asit gibi molekiillerdir.?

Iskemi-reperfiizyonun  etkisiyle olusan hiicresel  yikimin
mekanizmas1 tam olarak aydinlatilamamakla birlikte bir¢ok
etiyolojik etken suglanmaktadir. Genel olarak bunlar; proteaz ve
fosfolipaz aktivasyonu, kalsiyum konsantrasyonundaki
degisiklikler, ATP tiiketimi, serbest radikaller tarafindan olusturulan
hiicre hasari, nitrik oksit sentezinin inhibisyonu, sitokinler ve
bunlara ek olarak hiicrenin immiin sisteminde aktif rolii olan

nétrofillerdir.®

Viicutta oksidan ve antioksidan savunma sistemleri bir denge
halindedir. Bu dengenin oksidasyon lehine dénmesi ile oksidatif
hasar olusabilir. Serbest oksijen radikallerini ortadan kaldirmak i¢in
organizmada bulunan sistemler antioksidan sistemler olarak
adlandirilir. Antioksidan enzimler, serbest oksijen radikallerini,
dokulara hasar vermeden Once daha zararsiz molekiillere
doniigtlriirler ayrica bagka molekiillerden radikal yapiminm

onleyerek etkilerini gosterirler.*®

Quercitrin, dogada yaygin bulunan bir flavonoid tiirevidir. Yapilan
caligmalarda ¢ok kuvvetli bir siiperoksit radikali tutucusu olan
quercitrin in vitro ortamda lipid peroksidasyonunu engelledigi ve
antikarsinojenik oldugu ortaya konmustur.® Diyetimizin bir pargas1
olan flavonoidlerin ¢ok ¢esitli biyolojik (Antitiimor, antiviral,
antirombotik, antiinflamatuar, antialerjik) aktiviteleri vardir. Bunlar
icinde en iyi tamimlanmis olan1 antioksidan aktiviteleridir.” Biz de
calismamamizda quercitrinin deneysel intestinal iskemi reperflizyon
modelinde reperfiizyon hasar1 {izerine etkilerini arastirmayi

amagladik.

ARACLAR ve YONTEM

Bu deneysel ¢alisma, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Hakan
Cetinsaya Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezi’'nde (DEKAM)
Aralik 2013’te Etik Kurul onayu ile yapildi (Etik Kurul Karar Tarihi:
11.12.2013, Karar No: 13/138). Calismada agirliklar1 225-290 gram
arasinda degisen 30 adet erkek Wistar—Albino tipi sigan kullanildi.
Gruplar randomize olarak her biri 10’ar sigandan olusan 3 gruba
ayrildi. Tiim siganlar deney giiniine kadar standart laboratuar yemi
ile beslendiler. Siganlar randomize olarak sham, i-R(kontrol) ve
Q+i-R(galisma) gruplarina ayrildi. Q+i-R grubuna deneyden 24 saat
Once gastrik gavaj yontemi kullanilarak 5 mg/kg/giin dozunda

quercitrin verildi.?

Calisma Oncesinde su igmelerine izin verilmek kosulu ile 12 saat ag
birakildi. Siganlarin tiimiinde cerrahi girisim, intraperitoneal
50mg/kg ketamin (Ketalar®, Pfizer-Istanbul) ve 10mg/kg
xylazin(Rompun®, Bayer-Istanbul) anestezisi altinda yapildi.

Deney siiresince siganlar spontan solunuma birakildi.

Siganlarmn cildi trag edildikten sonra povidon iyot ile temizlendi.
Ksifoidden baslayan vertikal insizyon ile laparotomi yapildi. I-R ve
Q+I-R gruplarinda, intestinal yapilar retrakte edildikten sonra SMA
aortadan ¢iktig1 yerden bulundu ve buldog klemp ile klempe edildi.

Bir saat iskemi sonras1 klemp agilarak 2 saat reperfiizyon saglandi.

Grup I. Sham grubu (n=10): Bu gruptaki dencklere yukarida
tariflendigi sekilde laparotomi yapildiktan sonra SMA izolasyonu

yapilarak 3 saat gbzlem yapildi.

Grup 1. I-R(kontrol) grubu (n=10): Bu gruptaki deneklere ise
laparotomi sonrast SMA’nin klemplenmesiyle 1 saat iskemi ve
klempin agilmasiyla birlikte 2 saat reperfiizyon yapilarak i-R hasar
olusturuldu.®

Grup III. Q+i-R(calisma) grubu (n=10):Deneklere 24 saat 6ncesinde
gastrik gavaj yontemi kullanilarak 5 mg/kg/glin dozunda quercitrin
verildi. 24 saati dolduran deneklere laparatomi yapildiktan sonra
SMA izolasyonu yapilip 1 saat iskemi sonrasinda 2 saat reperfiizyon

sagland.®

Doku orneklemesi i¢in ileogekal valvin 10 cm proksimalindeki
yaklasik 3 cm’lik ileum segmenti rezeke edildi. Dokuda SOD, GSH-
Px, NO, 8-OHDG ve MDA diizeyleri ¢aligildi.

Histopatolojik degerlendirme icin  jejenum ornekleri

Hematoksilen&Eozin (H&E) boyast ile boyandi. Boyanan
preparatlar 151k mikroskobunda degerlendirildi. Tiim histopatolojik

degerlendirmelerde bakilan preparatin hangi gruba ait oldugu
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patolog tarafindan bilinmemekteydi. iskemi-reperfiizyon hasarina
bagli ileumda olusan histopatolojik degisiklikler Chiu ve

arkadaslarmin degerlendirmesine gére yapild (Tablo-1).1

Veriler IBM SPSS Statistics for Windows, Version 22.0 (Armonk,
New York, ABD: IBM Corp.) istatistik paket programinda
degerlendirildi. Ozet istatistik olarak birim sayis1 (n), medyan,
birinci ve ticiincii ¢eyreklik [Medyan(Q1-Q3)] degerleri verildi.
Sayisal degiskenlerin normal dagilimi Shapiro-Wilk testi ile
degerlendirildi. Gruplar arasi kargilastirmalar Kruskal-Wallis analizi
kullanildi. Coklu karsilagtirma testi olarak Student-Newman-Keuls
testi kullanildi. p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.

BULGULAR

Sigcanlardan elde edilen ince bagirsak dokular histopatolojik olarak
Chiu skorlamasina gore skorlandi. Mikroskopik goriintiilerde evre-1
de kapiller konjesyonun gelistigi bununla birlikte villus apeksinde
bosluklarin  olustugu Resim 1’de gosterilmistir. Evre-2’de
subepitelyal alan genislemis ve epitelyum dokusunun lamina
propriadan hafif derecede ayrildigi resim-2 de gosterilmistir. Evre-
3’te ise epitelin ileri derecede ayrildigi, villus u¢ kesimlerde
konjesyon oldugu yer yer iilserasyonlar oldugu goriilmiistiir (resim-
3).Sonuglar1 ise tablo-2’de belirtilmektedir. Coklu karsilagtirma
testine gore sham grubu ile Q+I-R ve I-R gruplari arasindaki fark

anlamli bulundu (p<0.001).

Evre 0| Normal mukoza

Genellikle kapiller konjesyonla birlikte ve viluslarin apeksinde

Evre 1 subepitelyal Guenhagen bosluklarinin olugturulmasi A
{
Subepitelyal alanin genislemesi ve epitelin Lamina Propia’dan . k]
Evre 2
hafif derece ayrilmasi

Evre 3| Villuslarn @ist kisimlarinda yaygin epitelyal ayrilma

Lamina Propria ve villuslarda dokiilme, kapiller dilatasyon,

Evre 4 Lamina Propria’da artmis seliilarite
Lamina Propria’da sindirilme ve bitinliginde bozulma,
Evre5 N
kanama ve iilserasyon
Tablo 1 : Chiu skorlama sistemi 25. Resim -3. Chiu histopatolojik hasar skorlamasi evre 3
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. Quercitrin+I-R
Sham I-R(kontrol)
. . (¢ahsma)
Median Median .
. . Median
(min-max) (min-max) .
(min-max)
Chiu skoru | 0,00 (0,00-0,00) | 3,5(3,00-4,00) | 3 (3,00-4,00)

Tablo 2 : Gruplarin Chiu skoru sonuglari.

GSH-Px degerleri ng/mg olarak ¢alisildi ve Sham Medyan, I-
R(kontrol) Medyan ve Q+I-R(galisma) Medyan degerleri sirasiyla
7,149(5,016-10,344), 3,793(3,251-5,034) ve 1,862(1,595-2,735)
olarak bulundu. Degerler kiyaslandiginda istatistiksel olarak

anlamhydi (p<0,001).

SOD degerleri ng/mg cinsinden calisildi. Sham Medyan, I-R
Medyan ve Q+i-R Medyan sonuglar1 sirastyla 0,135 (0,0956-0,167),
0,0704 (0,05890,0861), ve 0,0418 (0,0369-0,0519) olarak bulundu.
Sonuglar istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,001).

MDA degerleri nmol/mg protein olarak ¢alisildi ve sonuglart Sham
Medyan 0,344 (0,245-0,381) i-R Medyan 0,208 (0,176-0,233) ve
Q+i-R Medyan 0,175 (0,132-0,194) olarak bulundu. Sonuglar
istatistiksel olarak anlamliyd: (p <0,001).

NO degerleri pmol/mg olarak ¢aligildi ve sonuglart Sham Medyan
4,315(3,663-5,459 ), I-R Medyan 2,342(2,138-2,852) ve Q+i-R
Medyan 1,405(1,112-1,806) olarak bulundu. Istatistiksel olarak
karsilastirildiginda sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulundu (p

<0,001).

8-OHDG degerleri ng/mg olarak ¢alisildi sonuglart Sham Medyan
0,985(0,884-1,340), i-R Medyan 0,505(0,375-0,665) ve Q+i-R
Medyan 0,280(0,200-0,295 ) olarak bulundu. istatistiksel olarak
karsilastirildiginda sonuglar anlamli bulundu (p <0,001).

TARTISMA

Intestinal iskemide oksijen ve doku kanlanmasi azalir ve doku hasari
olusur. Intestinal reperfiizyon ile doku hasar1 daha da siddetlenir.+12

Quercetin giiglii bir antioksidandir ayrica Fe ve Cu gibi gegis
metallerini gelatlayarak bu iyonlarin fenton reaksiyonu yolu ile
H202’den OHe radikali

olusumunu  engelleyerek lipid

peroksidasyonunu énlemektedir.'34

Camuesco ve ark. kolit modelinde quercitrinin anti-inflamatuar

etkinligini iNOS’uinhibe ederek gosterdigi ortaya konulmustur.

Ayrica bu caligmada immiino-histokimyasal olarak makrofajlarin ve
graniilositlerin infiltrasyonunun azaldig1 gdsterilmistir.'> Sanchez de
Medina ve ark.’min yaptigi bir diger caligma ise quercitrinin
trinitrobenzensiilfonik asit ile olusturulan deneysel kolit modelinde
quercitrinin antiinflamatuar 6zelligi gosterilmistir. Bu ¢aligmada 1
ve 5 mg/kg/gin dozlarinda quercitrinin = kolitinin  erken
sathalarindaki (24 saat) etkisi aragtirtlmistir. Flavonoidle tedavi
kolonik malonaldehit artigim1 engellemis nitrikoksitsentaz ve ALP
aktivitesini inhibe etmistir ancak goriiniirdeki hasara etkisi
olmamustir. Notrofil infiltrasyonuna etkisi  (myeloperoksidaz)
gosterilememistir. Quercitrinin trinitrobenzensiilfonik asit kronik
kolitindeki hidroelektrik
bozukluklarda diizelme ve buna bagh olarak inflamatuar kaskadin

yararli  etkilerinin transporttaki

erken dénemde bloke edilmesine bagli oldugu diisiiniilmiigtiir.®

Biyolojik molekiillerin hepsi serbest radikaller biyolojik
molekiillerin  tamamin1  etkilemekle birlikte lipit  yapida
biyomolekiiller en ¢ok etkilenirler. Coklu doymamig yag asitlerive
kolesteroliin oksidatif hasara ugramasi lipit peroksidasyonu olarak
tanimlanmaktadir. Hiicre membranindaki yag asitleri ve kolesterol,
serbest radikaller ile reaksiyona girerek peroksidasyon iirtinleri
meydana getirirler. Lipit peroksidasyonu ile meydana gelen
membran  yikimi  geri  doniisiimsiizdir. MDA lipid
peroksidasyonunun son iiriinii oldugundan lipid peroksidasyonunu
ve serbest oksijen radikal olusumunu MDA’y1 olgerek izlemek

miimkiindiir.1

Flavonoidlerin lipidperoksidasyonu iizerindeki etkileri birgok
arastirmaci tarafindan ¢alisilmis ve MDA diizeylerini anlamli olarak

diisiirdiikleri gosterilmisgtir.1317-20

Calismamizda MDA diizeyinin quercitrin verilen grupta azaldigi
goriilmiis olup istatistiksel agidan baktigimizda anlamli diisiis
oldugu gorilmistir (p<0.001). Quercitrin verilen grupta MDA
diizeyinin I-R grubuna gore diismiis olmas: daha &nceki ¢alismalarla
uyum gostermektedir. Bu MDA degerlerinin diismesi quercitrinin

antioksidan 6zelligini gostermektedir.

SOD siiperoksitin, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene
doniisimiini katalizler. SOD un gorevi, oksijeni metabolize eden
hiicreleri stiperoksit serbest radikallerinin olumsuz etkilerine karsi

korumaktir. Bu 21,22

sayede lipit peroksidasyonunu Onler.
Reperfiizyon 6ncesi uygulanan SOD bagirsak liimenine olan net siv1

kaybimi &nler ve mukozal lezyonarm ilerlemesini engeller.?

GSH-Pxfagositik hiicrelerde de hayati gorevleri bulunmaktadir.
Oteki antioksidanlarile beraber GSH-Px olusum patlamasi esnasinda
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serbest radikal etkisiyle fagositik hiicrelerin hasar gdrmesini
engeller. Eritrositlerde olusan oksidatif strese karsi en etkili
antioksidanGSH-Px’dir.2*

Serbest radikallerin olusumu ister kazara ister kasitli olsun g¢ok
sayida hastalikta onemli yer tutmaktadir ve serbest radikalleri
siipliriicii  etkisi oldugu gosterilmis olan quercitinin bu tiir
hastaliklarda ve iskemi-reperfiizyona bagli doku hasarinda koruyucu

bir etkisi oldugu gdsterilmistir.??

Hipoksi, elektriksel uyari, kan akimindaki artis, siiperoksitdismutaz
(SOD) enzimi, sitokrom-C ve L-arginin’in fazlaligi NO’in
etkinligini artirir.?® Quercetin, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
(iINOS) aktivitesini etkileyerek iskemi-reperfiizyon hasarinin
azalmasina neden olmaktadir. Nitrik oksit, endotelyal hiicreler ve

makrofajlar1 da igeren birgok hiicre tarafindan iiretilmektedir.

Nitrik oksitin erken yapisal NOS tarafindan saliverilmesi kan
damarlarmin dilatasyonunun saglanmasinda Onemli olmakla
birlikte, iINOS tarafindan makrofajlardan salinmasina neden olan
nitrik oksidin yiiksek konsantrasyonlarda bulunmasi oksidatif hasara
yol agabilir. Bu durumda aktive olan makrofajlar nitrik oksitle
birlikte siiperoksit anyonu iiretme kapasitelerini de bilyiik 6lgiide
artirirlar. Nitrik oksit de serbest radikallere reaksiyona girerek
peroksinitrit olusturur. Oldukg¢a toksik olan peroksinitrit ise
dogrudan LDL oksidasyonuna neden olarak hiicre membraninda geri
doniisii olmayan hasara yol acar. Quercetin ise bu serbest radikalleri
ortamdan siipiirdigii i¢in nitrik oksitle reaksiyona giremezler ve

daha az hasar olusur.26:27

Calismamizda NO diizeyinin quercitrin verilen grupta azaldig:
goriilmiis olup istatistiksel agidan baktigimizda anlamli diisiis

oldugu goriilmiistiir (p<0.001).

NO degerlerinin diismesi quercitrinin iskemi-reperfiizyon hasarinin

azalmasinda etkili oldugunu gostermektedir.

8-OHDG DNA, protein ve lipid peroksidasyonlar1 ile iligkili
arastirmalarda oksidatif stres belirteci olarak yaygin sekilde
kullanilmaktadir. DNA oksidasyonunun en fazla iiriinii olup ayni
zamanda mutajenik potansiyeline bagli olarak en fazla g¢alisilan
oksidasyon lezyonudur.?® Bizim ¢alismamizda 8-OHDG’in
quercitrin verilen grupta digerlerine gore azaldigi goriilmiis olup
istatistiksel agidan baktigimizda anlamli diisiis oldugu goriilmiistiir
(p<0.001). Bu durum quercitrinin bunu serbest radikalleri siipiiriicii

etkisine bagli olabilir.

Intestinal I-R hasarinin histopatolojik degerlendirilmesinde birgok
skorlama sistemi gelistirilmistir. Chiu ve ark.tarafindan tanimlanan
histopatolojik simiflama intestinal I-R hasar1 ve buna kars1 kullanilan
antioksidan ajanlarin etkisinin histopatolojik olarak
degerlendirilebildigi sik kullanilan, basit ve sade bir morfolojik

skorlama sistemidir.?

Histopatolojik hasar yoniinden gruplar degerlendirildiginde en fazla
hasarin I-R grubunda oldugu gériildii. Sham grubu ile Q+i-R ve I-R
gruplart arasindaki fark anlamli bulundu. Quercitrin grubunda
histolojik hasar diger I-R grubuna gére anlamli olarak azalmstir.
Biyokimyasal olarak oksidatif stresi onleyen quercitrinin bu etkisi

histopatolojik olarak da gésterilmistir.

Sonug¢ olarak histolojik olarak quercitrinin iskemi sonrasi
reperflizyona bagli intestinal mukoza hasarin1 azaltici etkisi
mevcuttur. Bu galismada MDA, NO ve 8-OHDG aktivitelerinde ki
azalmanm quercitrinin oksidatif stres iizerinde onleyici etkisini
gostermektedir. Quercitrinin SOD ve GSH-Px gibi viicudun dogal
antioksidanlarin iizerinde bir etkiye sahip degildir. Sepsis
doneminde viicudun dogal dengesinin bozuldugu durumlarda
morbidite ve mortaliteyi Onlemek iizerine hastaya destek olarak
quercitrin  kullanilabilmesi igin daha fazla c¢alismaya gerek

duyulmaktadir.

Tesekkiir:
Erciyes Universitesi Deneysel Arastirmalar Uygulama ve Arastirma
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