SICAN ERITROSIT VE MIDE DOKUSUNDA OKSIDATIF STRES
PARAMETRELERIi UZERINE ADRENALEKTOMININ ETKISi
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Ozet

Mekanizmas! tam olarak bilinmemesine ragmen, adrenalektomi sigan deneylerinde artmis gastrik mukozal
hasarla iligkilendirilmistir. Asir serbest radikal dretimi, gastrik Ulser dahil birgok hastaligin etyopotogenezinde rol
oynar. Bu calismada siganlarin gastrik doku ve eritrositlerinde bazi oksidatif stres parametreleri (izerine
adrenalektominin etkileri arastirildi. Otuz (¢ adet erkek sigan kontrol (grup I), yalanci-operasyon (grup Il) ve
adrenalektomili grup (grup Ill) olmak (zere rastgele (i¢ gruba bdlindi. Cerrahi islemlerden 1 hafta sonrasi, 1.
grup sicanlar dahil tim hayvanlarin kan ornekleri alindi. Siganlar &ldirildiikten sonra gastrik dokulari
biyokimyasal 6lgtimler igin ¢ikarilarak alindi. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, yalanci-operasyon grubunda
gastrik dokuda olgiilen superoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPX) aktivitelerinde ve malondialdehit
(MDA) dlizeylerinde bir ati, glutatyon (GSH) diizeylerinde ise bir azalma tespit edildi. Yalanci-operasyon grubu
ile karsilastirldiginda, adrenalektomili grupta gastrik doku SOD ve GPX aktiviteleri ve gastrik doku ve eritrosit
MDA diizeyleri azalirken, gastrik doku ve eritrosit GSH diizeyleri artmisti. Bu sonuglar adrenalektominin gastrik
doku ve eritrositte antioksidan parametrelerin duzeylerini degistirdigini gostermektedir. Bundan dolayi, mevcut
calisma adrenal hormonlarin gesitli dokulardaki antioksidan molekiiller tizerine olan spesifik etkileri icin yapilacak
daha ileri aragtirmalara bir temel olusturabilir.

Anahtar kelimeler: Adrenalektomi, Oksidatif stres, Antioksidanlar, Gastrik lilser

Summary

Adrenalectomy has been associated with increased gastric mucosal injury in rats, although the detailed
mechanisms for aggravation remain unknown. The overproduction of free radicals plays a role in
etiopathogenesis of many diseases including gastric ulcer. This study evaluated the effects of adrenalectomy on
the some oxidative stress parameters in gastric tissue and erythrocyte in rats. Thirty-three male rats were
randomly grouped as control (group 1), sham-operated (group Il), adrenalectomized groups (group ). Eight days
after operation on group Il and llI, blood samples were withdrawn from each animal in all groups including control
group. After the rats were sacrificed, gastric tissues were rapidly excised for biochemical analyses. Sham
operation in group Il caused an increase in superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GPX)
activities and malondialdehyde (MDA) levels, and decrease in glutathione (GSH) of gastric tissue, when
compared to group |. Adrenalectomy decreased the gastric tissue SOD and GPX activities and gastric tissue and
erythrocyte MDA levels, and increased the gastric tissue and erythrocyte GSH levels in group Ill, when compared
to group II. Our results suggest that adrenalectomy appeared to alter the levels of antioxidants in gastric tissue
and erythrocyte. Thus, the present study provides a basis for further studies on the putative role of the adrenal
hormones on alterations of antioxidant components in various tissues.
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Tablo 1. Siganlarin Mide Dokulari ve Eritrosit Hemolizatlarinda Olgiilen Bazi Oksidatif Stres Parametrelerinin Calisma

Gruplarindaki Sonuglari

grup | grup Il grup Il
parametreler (kontrol) (yalanci-operasyon) (adrenalektomi)
n=11 n=11 n=11
3 | GPX (Ulgr protein) 229+6.9 30.3+£102° 21.3+£83+
S | SOD (Ulgr protein) 382.6 £ 57.6 4258 +43.6° 366.0£51.2+
E GSH (nmol/gr protein) 1.8+04 16104 21106+
‘E | MDA (umol/gr protein) 1071+ 374 153.5+ 504" 96.3 +29.1#
= | GPX(UlgrHb) 6.9+26 8.5+ 3.1 6.1£28
= | SOD (U/gr Hb) 948 +14.2 101.5+£13.9 89.2+12.2
& | GSH (nmol/gr Hb) 763.3 £219.9 640.1 £192.9 932.8 + 267.5+*
8 | MDA (umol/gr Hb) 237176 2811+8.0" 20257+

Sonuglar ortalama deder + standart sapmadir. *: p<0.05 kontrol grubu ile karsilastirildiginda;

+: p<0.05 ve #: p<0.01 yalanci-operasyon grubu ile karsilastinidiginda.

RBC: eritrosit; GPX: glutatyon peroksidaz; SOD: superoksit dismutaz; GSH: glutatyon; MDA: malondialdehit.

Girig

Serbest radikaller, molekiler ya da atomik
yoringesinde ortaklagsmamis elektron igeren kimyasal
drlinlerdir.  Biyolojik sistemlerde, cesitli metabolik
reaksiyonlar esnasinda superoksit anyonu (O2°), nitrik
oksit (NO), peroksil radikali (ROO) ve hidroksil radikali
(HO) gibi ok sayida serbest oksijen radikalleri siirekli
olusmaktadir (1). Bununla birlikte, oldukca reaktif
dzellige sahip olan serbest radikaller, enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidan mekanizmalarla etkisiz
hale getirilirler. Serbest oksijen radikallerinin agiri artisi
ve antioksidan sistemlerde yetersizligin gastrik Glser
dahil bir ¢ok hastaligin etyopatogenezinde rol aldig
kabul edilmektedir (2).

Adrenal bez, vlcutta homeostatik dengenin
korunmasinda son derece énemli fonksiyonlari olan bir
organdir. Adrenal bezin sentezledigi katekolaminler ve
glukokortikoidler sindirim sisteminde (0zellikle mide
dokusunda) gerceklesen fizyolojik  fonksiyonlarin
strekliligi icin gereklidir (3, 4). Gastrik Ulser olusturucu
farkli modeller uygulayarak (indometazin veya etanol
uygulamasi, soguk odada hareketsiz tutma gibi)
stresle iligkili gastrik mukozal hasar ile adrenal
hormonlar ve bazi antioksidan molekiller arasindaki
iliski  cesitli  deneysel hayvan galismalarinda
arastinimistir. Bu calismalarda artmis gastrik mukozal
hasarin adrenalektomiyle iliskili oldugu rapor edilmistir.
Bununla birlikte adrenalektomiyle iligkili gastrik
mukozal hasarin mekanizmasi tam olarak acik degildir
(5-8).

Serbest radikallerin gastrik Glser olusumuyla iligkili
oldugu ve antioksidan molekullerin oksidatif strese
karsl gastrik mukozay! korudugu cesitli ¢alismalarda
belirtilmistir (9). Ayrica, hem insan galismalarinda (10)
hem de sican deneylerinde (11) llserli gastrik

mukozada superoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon
peroksidaz (GPX) aktivitelerinin normal dokuya gore
azaldig1 rapor edilmistir. Yukarda da belirtildigi gibi,
deneysel calismalarda adrenalektominin  gastrik
mukozal hasari artirmasi, adrenal bezin gastrik
dokudaki antioksidan defans sistemi veya serbest
radikal metabolizmasi (izerinde bir dizenleyici
fonksiyona sahip olabilecegini akla getirmistir. Bundan
dolay, bu calismada adrenalektominin  gastrik
dokudaki antioksidan molekiiller [SOD, GPX ve
glutatyon (GSH)] ve oksidatif stresin bir gdstergesi
olan lipid peroksidasyon Uriini malondialdehit (MDA)
olusumu Uzerine herhangi bir etkisinin  olup
olmadiginin arastiriimasi amaclanmigtir.
Adrenalektominin etkilerini  karsilastirmak amaciyla
ayni biyokimyasal parametreler siganlarin eritrosit
(RBC) hemolizatlarinda da élgtildu.

Gereg ve Yontemler

Bu calismada ortalama 230 * 20 gr agirliginda 33
adet Albino Wistar cinsi sican kullanildi. Deney
hayvanlari Atatiirk Universitesi Deneysel Arastirma ve
Uygulama Merkezi'nden elde edildi. Bitin hayvanlar
bir hafta stireyle ayni yem igerigi ile beslendi ve deney
oncesinde herhangi ek bir uygulamaya tabi tutulmadi.
Daha sonra kontrol grubu (grup I, n=11), yalanci
operasyon grubu (grup Il, n=11) ve adrenalektomili
grup (grup Ill, n=11) olmak (zere rastgele 3 gruba
bolindi. Grup | deney hayvanlarina herhangi bir
cerrahi islem uygulanmadi. Diger hayvanlar thiopental
sodium’la (25 mg/kg, ip) uyutulduktan sonra, lumbar
bdlgeden 2-3 cm’lik dorsal insizyonla bdbreklerine
ulasildi ve adrenal bezleri bulundu. Grup Il si¢anlarin
adrenal bezleri yerinde birakilirken, grup Il
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sicanlarinkiler  bilateral olarak kesilip  ¢ikartildi.
Operasyon sonras! grup | ve grup Il siganlar normal
laboratuar diyeti ve musluk suyu ile, grup lll siganlar
normal laboratuar diyetine ilave % 1’ lik NaCl ¢ozeltisi
ile beslendi.

Operasyondan bir hafta sonra, sabah saat 08.00-
11.00 arasi anestezi altinda (thiopental sodium, 25
mg/kg, ip) sicanlarin gogus duvar agildi ve
intrakardiyak bolgeden kanlar alinarak hayvanlar
Oldaraldi. Bekletiimeden mide dokulari gikartildi ve
buz soguklugunda izotonik NaCl ¢dzeltisi ile yikandi.
Yaklasik 200 mg'lik doku &rnekleri tampon ¢ozelti
icerisinde homojenize edildikten sonra 18000 g de (4
‘C'de) 15 dakika santrifiij edilerek slipernatant kismi
ayrildi ve kiglk kapakl tlplere béllnerek analiz
edilinceye kadar -80 °C'de saklandi. EDTA'lI tiiplere
alinan kan érnekleri (2 mL), 2500 g de (4 °C de) 5
dakika santrifij edildikten sonra, plazma kismi ve
|6kositten yogun (st tabaka pipet yardimiyla alindi.
Eritrosit paketi serum fizyolojik (0.15 M NaCl) ile (¢
kez yikandiktan sonra buz soguklugunda deiyonize
suyla hemoliz edildi (1/10, viv) ve hemolizat analiz
edilinceye kadar -80 “C’de saklandi.

GPX aktivitesi, Paglia ve Valentine’nin tarif ettigi
metoda gore belirlendi (12). Bu metotta, GPX hidrojen

peroksit  varliginda  glutatyonun  oksidasyonunu
katalizler ve okside glutatyon redikte forma
dénustirdlirken ortamdaki NADPH'in

yikseltgenmesiyle olusan absorbans degisiminin 340
nm'de Olglimesiyle GPX aktivitesi belirlenir. SOD
aktivitesi, ksantin / ksantin oksidaz sistemiyle
olusturulan Oy- radikallerinin nitroblue tetrazolium’u
(NBT) indirgemesinin numunede bulunan SOD enzimi
tarafindan engellenmesi prensibiyle 6lgtldu  (13).
NBT'nin indirgenmesi ile 560 nm dalga boyunda
maksimun absorbans veren mor renkli formazan
olusur ve SOD aktivitesinin - biyuklugu olusan
formazanin absorbansiyla ters orantiidir (13). Doku
GSH konsantrasyonu Tietze (14) ve Anderson’un (15),
RBC GSH dlzeyi ise Beutlerin (16) tarif ettigi
metotlarla 6lgildi. GSH'in siilfidril grubu 5,5'-dithiobis-
2-nitrobenzoik  asitle  (DTNB, Ellman reaktifi)
reaksiyona girerek sari renkli 5-thio-2-nitrobenzoik asit
(TNB) olusur. Olusan bu renkli drinin 412 nm'de
absorbansinin  dlglilmesi ile  GSH konsantrasyonu
belirlenir. MDA  konsantrasyonu Jain (17) ve
Okhawa'nin (18) spektrofotometrik metoduyla 6lgld.
Tiyobarbutirik asit (TBA) ile MDA'nin olusturdugu renkli
kompleksin absorbansi 532 nm dalga boyunda
dlglilerek molar absorbtivite katsayisi (1.52 x 105 M-
t.em") yardimiyla MDA konsantrasyonu hesaplandi.
Doku homojenatlarinda protein tayini  Bradford
metoduyla yapildi (19). Hemoglobin konsantrasyonu
siyanomethemoglobinin 540 nm dalga boyundaki
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absorbansinin  6lgilmesiyle belirlendi  (20). Enzim
aktiviteleri U/gr protein ya da gr Hb, GSH dlzeyleri
nmol/gr protein ya da gr Hb ve MDA konsantrasyonlari
umol/gr protein ya da gr Hb olarak ifade edildi.
Fotometrik dlglimler DU 530 model spektrofotometre
(Beckman Instruments, Fullerton, CA) kullanilarak
yapildi.

istatistiksel Analizler

Verilerin  istatistiksel ~ de@erlendirmeleri igin
tanimlayici istatistk analizi yapildi ve sonuglar
ortalama deger * standart sapma olarak ifade edildi.
Grup ortalamalari arasindaki farkin énemlilik derecesi
varyans analizi (ANOVA) ve Post hoc tukey coklu
karsilagtirma testi ile belirlendi. Bu islemler igin “SPSS
for Windows,v 11.0” istatistik paket programi kullanildi
ve p<0.05 degderleri dnemli kabul edildi.

Bulgular

Gastrik dokuda GPX aktivitesi yalanci operasyon
grubuna (grup Il) gdére adrenalektomili grupta (grup Ill)
daha dlstik bulundu (p<0.05). Eritrositte élglilen GPX
aktiviteleri ise galisma gruplari arasinda anlamli bir
fark gostermedi (Tablo 1).

Kontrol grubu (grup 1) ile karsilastirildiginda, gastrik
doku SOD aktiviteleri yalanci operasyon grubunda
artmis (p<0.05), adrenalektomili grupta ise azalmig
olarak 6lguldi (p>0.05). Yalanci operasyon uygulanan
sicanlarla karsilastirildiginda; adrenalektomili grupta
gastrik doku SOD aktivitesi anlaml dlizeyde azalmisti
(p<0.05). Eritrosit SOD aktiviteleri ise galisma gruplari
arasinda anlamli bir fark gostermedi (Tablo 1).

Hem eritrosit hem de gastrik doku GSH diizeyleri
yalanci operasyon grubuna gore adrenalektomili
sicanlarda daha yuksek bulundu (p<0.05) (Tablo 1).
Kontrol grubu ile Kkarsilastirildiinda, yalanci
operasyon grubunda hem gastrik doku hem de eritrosit
MDA duzeyleri artarken (p<0.05), adrenalektomi
yapilan siganlarda MDA konsantrasyonlarinda anlamli
bir degisiklik gozlenmedi (Tablo 1).

Tartisma

Adrenal bezle gastrik lezyonlar arasindaki iligki
cesitli calismalarda ortaya konmasina ragmen, gastrik
dokudaki antioksidan status (zerine adrenalektominin
etkisi tam olarak bilinmemektedir (5, 8). Mevcut
calismada, adrenalektomi yapilmis sicanlarda endojen
adrenal hormonlarin gastrik doku ve eritrositteki
antioksidan savunma mekanizmalari Uzerindeki olasi
etkilerinin arastirimasi amaglanmistir.
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Endojen bir antioksidan olan GSH, 6zellikle insan
ve sicanlarin  gastrik  mukozasinda  yiksek
konsantrasyonlarda bulunur (21, 22). Son calismalar
mide dokusunda bulunan slfidril bilesiklerinin gastrik
mukozal  bltinligin  sirdlriimesinde  énemli
olabilecegini gostermektedir (23). Bizim sonuglarimiz,
kontrol grubu ile karsilastirildiginda adrenalektomi
sonras! sicanlarin mide dokulari ve RBC'lerinde GSH
konsantrasyonunun arttigini - gdstermektedir. Bizim
bulgularimiz, Toleikis ve ark. (24) daha énce rapor
ettikleri sonuglarla uyumluydu. Onlar adrenalektomi
sonrasi RBC GSH duzeyinin arttigini ¢alismalarinda
ifade etmislerdi.  Adrenalektomi  sonrasi GSH
dizeylerinde gézlenen artis endojen katekolamin
dlzeylerindeki  azalma ile iligkili  olabilir.
Katekolaminlerin  otooksidasyonu serbest radikal
olusturabilir (25). Keza, adrenalin makrofajlarda cAMP
uzerinden HO2 olusumunu uyarabilir (26). H20x,
GSH'In substrat olarak kullanildigi GPX reaksiyonuyla
2 mol Hy,O'ya donistrllr. Adrenalinin olmadi§i veya
azaldi§i sartlarda (adrenalektomi sonrasi gibi) hem
GPX reaksiyonu hem de H,O, (retimi ve bunun bir
sonucu olarak da MDA olusumu azalabilir. Sonugta bu
durum daha az GSH tiketimine yol agabilir.

Yaptigimiz literatlr taramalarinda adrenalektominin
gastrik doku lipid peroksidasyonu (izerine olan
etkilerini arastiran bir calismaya rastlayamadik. Bu
calismada biz gastrik doku ve RBC hemolizatlarinda
MDA konsantrasyonlarini - dlgtik. Adrenal bezin
cikartlmasi gastrik doku ve hemolizatta MDA
diizeylerini anlamli sekilde azaltti. Bu sonuglar, adrenal
bez kaynakll veya adrenal salgilar tarafindan kontrol
edilen bir faktdriin MDA olusumunu etkileyebilecegini
gostermektedir. Bununla birlikte siganlar (izerinde
yapillan deneysel calismalarda ¢esitli dokularda
adrenalektominin lipid peroksidasyonu (izerine olan
etkileri ile ilgili bilgiler tartismalidir. Toleikis ve ark. (24)
adrenalektomi sonrasi si¢anlarin karaciger, akciger ve
bdbrek homojenatlarinda in vitro lipid
peroksidasyonunun azaldigini  belirtmislerdir.  Bu
bilgilerin aksine Hidalgo ve ark. (27) karaciger
dokusunda adrenalektomi sonrasl lipid
peroksidasyonunu yalanci operasyon grubuna gore
daha yiksek bulduklarini rapor etmiglerdir.

Yukarida ifade edildigi gibi, adrenalektomi sonrasi
artmig GSH ve azalmig MDA konsantrasyonlari
adrenalektominin bir antioksidan etkiye sahip oldugunu
gostermez. Clnki bizim ¢alismamizda, yalanci
operasyon grubuyla karsilagtirildiginda adrenalektomili
siganlarin gastrik doku ve RBC &rneklerinde azalmis
bir GPX ve SOD aktivitesi tespit ettik. Adrenalin ve
noradrenalin gibi benzen halkasi (izerinde orto-
hidroksil grubu iceren cesitli molekUller ferritinden
demiri serbestlestirme ozelligi gosterirler ve bu salinan
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demir iyonu cesitli reaksiyonlarla (Fenton reaksiyonu
gibi) serbest radikallerin olusumuna yol agabilir (28).
Bizim c¢alismamizda, adrenalektomi sonrasi azalmis
GPX ve SOD aktiviteleri katekolaminlerin neden
oldugu O~ olusumundaki azalmaya bagl olabilir.
Serbest radikal olusumu azalinca buna paralel olarak
antioksidan enzim aktiviteleri azalabilir. Diger taraftan,
adrenalektomiye bagli GPX ve SOD aktivitelerinde
azalma, gastrik dokuda bu enzim aktivitelerinin
dizenlenmesinde adrenal bezin dnemli bir role sahip
olabilecegini dlstindlirmektedir.

Sonug olarak, adrenalektomi siganlarin gastrik
dokularinda endojen antioksidanlarin (GPX, SOD ve
GSH) aktivite ya da dlzeylerini ve keza lipid
peroksidasyonunu etkilemektedir. Bu yizden mevcut
calisma, katekolaminler ve steroidler gibi adrenal
hormonlarin gesitli dokularda antioksidan molekiller
uzerine olan spesifik etkileri icin yapilacak daha ileri
aragtirmalar icin bir temel olusturabilir. llave olarak,
gastrik ~ doku  antioksidan  status  (zerine
adrenalektominin  etkilerinin  bilinmesi,  0zellikle
adrenalektominin uygulandigi deneysel gastrik Ulser
modelleri igin 6zel bir anlam ifade edecektir.
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