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1.0ZET

Nitrik oksit ve serbest radikaller; iskemi-reperfiizyon esnasinda hiicresel
yapilarda morfolojik ve fonksiyonel degisikliklere neden olur. Bu ¢aligmada deneysel
olarak iskemi reperfiizyon hasari olugturulan ratlarin doku ve plazma drneklerinde nitrik
oksit (NO") ve lipid peroksidasyonunun son {iriinii olan malondialdehit (MDA)
diizeyleri ile antioksidan enzimlerden (stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) ve katalaz (CAT)) aktivitelerinin degisimi incelenmistir. Ayrica bir
antioksidan ve nitrik oksit sentaz (NOS) inhibit6rii olan aminoguanidinin (AG) iskemi
reperflizyon hasarini 6nlemedeki rolti arastirilmigtir.

Calismada toplam 36 adet rat kullamlmig olup ve bu ratlar 4 esit gruba
boliinmiigtiir. Gruplar sham, iskemi-reperfiizyon (I/R), iskemi 6ncesi aminoguanidin
(I/AG) ve reperfiizyon 6ncesi aminoguanidin (R/AG) gruplar1 olarak belirlenmistir.
Gruplardan /R grubuna %0.9 NaCl, I/AG ve R/AG gruplarina ise 10mg/kg dozda AG
intravendz olarak jliguler venden iskemi ve reperfiizyon Oncesi verilmistir.

Iskemi-reperfiizyon grubunda sham grubuna gére NO' ve MDA diizeyleri
bakimindan doku ve plazmada anlamli bir artig goriilmiistiir (p<0.001). Aminoguanidin
uygulanan gruplarda ; 6zellikle I/AG grubunda daha fazla olmak iizere R/AG grubunda
da I/R grubuna gére NO° ve MDA diizeylerinde anlamli bir azalma saptanmistir.
(I’AG’de p<0.001 ve R/AG’ de p<0.05).

Antioksidan aktivite incelendiginde; doku ve plazma SOD, GSH-Px ve CAT
aktiviteleri, /R grubunda sham grubuna gére anlamli bir sekilde azalmistir (p<0.001).
Aminoguanidin uygulanan gruplarda; I/AG grubunda I/R grubuna gore enzimlerin doku
ve plazma aktiviteleri anlaml bir sekilde artmigtir. (Doku CAT ve plazma GSH-Px igin
p<0.05; doku ve plazma SOD ve doku GSH-Px i¢in p<0.001 olarak bulunmustur). R‘/AG
grubunda ise I/R grubuna gére doku ve plazma SOD aktivitelerinde (p<0.05) ve doku
GSH-Px aktivitesinde anlamli bir artig gézlenmistir (p<0.001).

Sonug olarak ; aminoguanidinin kardiyak iskemi reperflizyon hasarin1 6nlemede
etkili bir antioksidan ve NOS inhibitérli oldugu, antioksidan aktiviteyi arttirdigi ve
kardiyoprotektif etki gésterdigi bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Nitrik oksit, Iskemi- Reperfiizyon,  Aminoguanidin,

Antioksidan Enzimler.



2.ABSTRACT

Nitric oxide and free radicals may cause morphological and functional changes within
the cellular structures during ischemia-reperfusion. In the present study, the plasma and tissue
levels of nitric oxide (NO’), malondialdehyde (MDA) which is the end product of lipid
peroxidation was assessed and the activity of antioxidant enzymes, SOD, GSH-Px, Catalase
was determined in rats with experimentally induced ischemia- reperfusion. Additionally, the
effect of the aminoguanidinin (AG), an antioxidant and nitric oxide synthase inhibitor, was
assessed in the prevention of ischemia-reperfusion.

A total of 36 rats divided equally into 4 groups were used in the study. Groups were
defined as sham, ischemia-reperfusion (I/R), aminoguanidin treated group before the ischemia
and aminoguanidin treated group before reperfusion. Before the ischemia-reperfusion,
intravenously %0.9 NaCl was applied to I/R group and 10 mg/kg AG was applied to R/AG
via jugular vein,

There was a significant increase in the plasma and tissue levels of MDA and NO* in
ischemia-reperfusion group when compared to sham group(p<0.001). Aminoguanidin groups,
especially I/AG group rather than R/AG group showed significant decrease in the level of
NO’ and MDA in respect to I/R group(I/AG; p<0.001 and R/AG;p<0.05).

In the examination of antioxidant activities of plasma and tissue SOD, GSH-Px and
CAT, overall activities were significantly decreased in I/R group compared to sham group
(p<0.001). In aminoguanidin receiving groups, I/AG group revealed increased tissue and
plasma levels of antioxidants when compared to I/R group ( for tissue CAT and plasma GSH-
Px. P<0.05, for tissue and plasma SOD and tissue GSH-Px, p<0.001). A significant increase
in tissue and plasma levels of SOD activity (p<0.05) and tissue GSH-Px activity (p<0.001).
in R/A group was observed in comparison to I/R group.

In conclusion, aminoguanidin was found to increase antioxidant activity and had
cardioprotective effects and determined to be an effective antioxidant and NOS inhibitor in

the prevention of cardiac ischemia-reperfusion injury.

Key Words: Nitrik oxide, Ischemia- Reperfiision,  Aminoguanidin, Antioxidant
Enzymes.
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3.GIRIS

Iskemi , organa gelen kan akimumin yetersizligi veya dokunun bozulmus
perflizyonu olarak ifade edilir. Kardiyak  dokudaki bozuk perfiizyon enerji
yetersizligine ve oksijenden yoksun miyokard dokusunun kontraktil aktivitesinin
kaybma yol agar. Etkilenen hiicrelerde kardiyak metabolizma artiklarinin birikmesi
yaninda sarkolemma boyunca iyon dengesi de bozulur. Kardiyak hiicrelerde
iskeminin uzamasina bagli olarak hiicre biitinliigii kaybolur ve hiicre olimi
gergeklesir. Sitoplazmik proteinlerin agint salimum hiicre membraninin gegirgenligini
kaybettigini  gosterir ve iskemik atak esnasinda internal membranlarda ultra
striiktiirel degisiklikler gorulir (160). Koroner arter akiminin zaman iginde yeniden
saglanmasi yani reperflizyon olay: kardiyak hasarin énlenmesi i¢in temel bir yoldur.
Deneysel calismalar reperfiizyonun akut fazi esnasinda bir miktar daha doku
hasarmin  olustugunu gostermistir. Reperfiizyon hasari olarak bilinen bu olay,
mikrosirkiilasyondaki endotel hiicrelere noétrofil  adhezyonunu, intraselliiler
enzimlerin salimmuni, kalsiyum iyonlarimin  hiicre igine girigini, sarkolemma
fosfolipidlerinin bozunmasim ve serbest oksijen radikallerinin (SOR) olusumunu
artrir.  Serbest oksijen radikallerinin  diizeylerinin artmas1 agcil zincirlerinin
peroksidasyonuna neden olur ki bunun sonucunda hiicre &liimii gerceklesir
(52,104). Bu goriilen etkilere karsi koruyucu sistem viicutda olusan reaktif oksijen
bilesiklerini etkisizlestirmeyi hedef alan, antioksidan defans sistemidir. Antioksidan
defans sisteminde Vitamin E, Vitamin C, Glutatyon gibi bazi maddeler ile Siiperoksit
Dismutaz (SOD), Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px), Katalaz (CAT) gibi hiicre igi
enzimler de yer almaktadir (65). Miyokardiyal iskemi- reperfiizyon hasan endotel
fonksiyonlarimin  bozulmasina da neden olur. Endotel hiicreleri, diger
kardiyovaskiiler etkileri diizeltmek ve damar toniisiinii diizenlemek igin gesitli
vazodilatatér ve vazokonstriiktor maddeler iiretir. Endotel hiicreleri tarafindan
tiretilen iki 6nemli madde var olup bunlar endotel kaynakli gevsetici faktor (EDRF)
ve endotelin -I adi verilen maddedir. Endotel kaynakh gevsetici faktor, Nitrik oksit

(NO") olarak da bilinir. Nitrik oksit temel olarak kalpde bulunan biitiin hiicreler

tarafindan tretilir ve kardiyak fonksiyonlar iizerine énemli bir etkisi vardir.



3.1 Nitrik Oksit (NO")

Nitrik oksit atmosferik bir gaz olup yasadigimiz ortamda bulunmakla birlikte,
ayrica kirli havada, eksoz gazinda ve sigara dumaninda yogun olarak bulunmaktadir
(85). Reaktif nitrojen oksitleri ¢evre kirliliine neden olmasinin yaminda karsinojenik

etkiye de sahiptir ve nitratlar, uzun yillardan beri terapotik kullanimda olan onemli
bir ilag grubunu olusturmaktadir (56,109). NO', suda ¢ok az diizeyde ¢oziinebilen

renksiz, kokusuz gaz ozelliinde bir maddedir. NO’,yanan havadaki nitrojen
molekiillerinin yiiksek 1sidaki oksidasyonundan ya da maden komiirii ve agir yaglar

gibi 6nemli yakitlarda mevcut olan nitrojen bilegiklerinin oksidasyonu sonucu yanma

olaylarinm bir tiriinii olarak agifa ¢tkmaktadir (18). NO°, viicutta biyolojik olaylarin

dizenlenmesinden sorumlu olan, gizemli bir gekilde aym anda her yerde bulunabilen

bir molekiildiir (145). Ayrica NO™"in striatum ve retinada dopamin salimmim
baskiladig1 gosterilmigtir (145).

Nitrik oksit'e, 1998 yilinda Nobel Fizyoloji ve Tip Odiilii'nii kazandiran ilk
gozlemler, sinirsel bir iletisim aracisi olan asetilkolin ile ilgilidir. Asetilkolin, hayvan
deneylerinde ve dolagimi saglam doku modellerinde damarlarda belirgin bir
gevsemeye yol agar (35). 1950'1erde Robert Furchgott, degisik kimyasal maddelerin
damar duvanindaki etkilerini degerlendirirken, ilk olarak tavsan aortasindan bir serit
¢ikartp, degisik sivi ortamlarda bu diizenegin kasilma derecelerini 6lgerken ilging bir
gozlemle kargilagmigtir. O zamana kadar damarlan gevsettigi bilinen asetilkolinin,
tavsan aortasimin kasilmasina neden oldugu saptanmigtir. Bundan 25 yil sonra,
1978'de aym modeli bagka amaglarla denerken, laboratuvar teknisyeninin bir
yanlishg1 sonucunda, sagirtici bir gekilde asetilkolin ve benzeri maddelerin bu kez
daman gevsettigini gOrmiigtir. Denemelerin sonunda goézlemler arasindaki farkin,
damarlarin i¢ yizeyini olusturan endotel denilen hiicrelerin varligina bagh oldugu
anlagilmigtir. Eski, orjinal deney modellerinde, damar duvariu kesip yayarken ig
yuizey ve onunla birlikte endotel hiicreleri de siyrilip gidiyordu. Endotelli ve
endotelsiz damarlarnin birbirine eklendigi caligmalarla, gergekten hem asetilkolinin
etkisi, hem de degisik uyarlarla endotelden g¢ok kisa Omiirli bir maddenin
salgillandigt ve bu madde ile damar kaslarnmin gevsemek iizere uyarildig:
anlagilmistir. Bu bulgular Furchgott ve Zawadzki tarafindan ilk kez 1980'de bilim
dinyasimn oncii dergilerinden Nature'de yayimlanan bir yazida aragtirmacilara

sunulmus ve endotele bagimli damar gevsemesi terimi ortaya atilmugtir (35). Bir



bagka arastirmaci olan Ferid Murad; 1979 yilinda, damar duvarindan elde edilmig
diz kas hiicrelerinin, nitroprussid ya da gliseril nitrat gibi nitrodilatatorlerce
gevsetilmesi sirasinda, hiicre i¢indeki siklik guanozin monofosfat (cGMP) diizeyinin
arttigim gostermistir. Furchgott, bu bilgilere dayanarak endotelden kaynaklanan bu
aract maddenin kas hiicresindeki etkisini buradaki "guanil siklaz" adli bir enzim
araciliglyla cGMP diizeyini yiikselterek yapabilecegi hipotezini ortaya atmugtir. Bu
hipotez 1983 yilinda Murad ve galijma arkadaglan tarafindan deneysel modellerle
dogrulanmig ve bu molekile endotel kokenli damar gevsetici madde (EDRF) adi
verilmigtir (85).

1988'de Moncada nitrik oksitin damar endotel hiicrelerinde L-arjinin'den
sentezlendigini gostermistir. Aym aragtirici, stiperoksit dismutaz enzimini (SOD)
kullanarak, EDRF'nin, SOD ile iligkisini ortaya koymustur. Bu bulgu ayni zamanda,
nitrik oksit ile EDRF'nin benzer maddeler olarak diisiiniilmesine yol agmugtir (85).
Daha sonra yapilan ¢aligmalarda nitrik oksit'i sentezleyen farkli izoenzim gesitleri
tammmlanmigtir. Buna ek olarak, nitrik oksitin bagka dokularda da sentezlendigi ve
farkli etkileri oldugu gosterilmigtir (35). Nitrik oksit; sinir, sindirim, immiin,
kardiyovaskiiler ve urogenital sistemlerde bulunan g¢ok oOnemli bir diizenleyici
molekil, ikinci haberci ve bir transmitterdir .Normal fizyolojik fonksiyonlar yaninda
septik sok, hipertansiyon, inme, epilepsi ve diger norodejeneratif hastaliklar gibi
fizyopatolojik durumlarla da yakindan iligkilidir. Yapilan gahgmalarda, nitrik oksit’in
kan basincimin ve sindirim sisteminin diizenlenmesinden, bakterilere kargt 6zgiil
olmayan dirence; zehirli radikallerden, karacigerin korunmasina degin bir ¢ok alanda
vazgegilmez iglevlerinin bulundugu saptanmustir (35).

3.1.1 Nitrik Oksitin Fizikokimyasal Ozellikleri

Nitrik oksit (NO") azot monoksid olarak da tamimlanmaktadir. NO® tek sayida
elektron igeren renksiz gaz seklinde bulunan inorganik bir serbest radikaldir (7,78).
Eslenmemis elektron nitrojen ve oksijen atomu tzerinde yer degistirerek rezonans

stabilitesini saglar.

N=n €*—— .N=0n-
N=0: p N=0:

NO’, lipofilik, kimyasal olarak stabilitesi olmayan reseptér bagimsiz kolayca
diffiize olabilen ve bilinen en diigik molekiiler agirhkli bir bilegiktir (7,109). Nitrik



oksitin reaksiyonlari arasinda molekiiler 0, ile birleserek azot dioksit ve stiperoksit
radikali ile peroksinitrit olugturmasz bilinen en 6nemli reaksiyonlaridir (48).

Tablo 1. Nitrojenin okside metabolitleri (62).

Sembol isim Etki

NO’ nitrik oksid serbest radikal (S-R)

NO’y nitrojen dioksid S-R, nitroze edici etken ajan
N20 nitroz oksid anestetik

N203 dinitrojen trioksid nitroze edici etken ajan

N204 dinitrojen tetroksid ~ dimerik NO'2 , nitroze edici ajan
NO>- nitrit asidik ortamda NO" olugturur
NO3” nitrat stabil anyon

NO® 3-5 saniye gibi ¢ok kisa bir yan émre sahiptir. Su ve oksijen varliginda

agagida belirtilen bir dizi nitrojen oksidleri olugabilir (Tablo1).

2 NO* + 02 2NO"

—>
2NO2 ————p» N2O4 ———»p» NO»- + NO3-

NO"2 +  N204 ____, NO +  2NO3-

NO + NO*; N20, 2NO>-

— > —>

NO2, N203 ve N204 gibi bilegikler (NOx) giiglii nitroze edici ajanlardir (62).
NO’elektron kaybetmesiyle NO ' (nitrozonyum katyonunu) ve elektron almasi

ile NO™ (nitroksil anyonunu) olugturabilir (157).

+ . -
- +
NO e NO e NO
(nitrozonyum katyonu) (Nitroksil anyonu)

Notral NO® 2p-n karsilikhi bag orbitalinde tek elektron igerir. Notral fizyolojik
ortamda bu elektronun uzaklastiriimasi ile N0+, bunun zitt1 olarak bu orbitale bir

elektron ilavesi ile NO™ olusur. NO" 'nun NO™ 'e doniigiimi sirasinda her elektron



ilavesi bag dizisini azaltir ve bu da bag uzunluklarimin artmasi ve titregim enerjisinin

azalmasina neden olurBu oézellik infrared spektoskopisi ile NO igeren yapilarda
nitrozil gruplarinin tayin edilmesinde 6nemlidir (157).

3.1.2 Nitrik Oksit Biyosentezi ve Nitrik Oksit Sentaz (NOS) izoenzimleri

Paramanyetik serbest radikal olan NO vertebralilarda sitokrom p-450 rediiktaz
homologu olan ve nitrik oksit sentaz (NOS) olarak bilinen enzimler tarafindan

olusturulur (35).

+2
Ca

AN
AN w0 (e
L-ajinin Leagjinin

NO
Arjino
SENTAZ EH., sitksinaz

N A /
Gl e AR

L-hidroksiarjinin

L-arjinosiiksinat
/
/ L-Arjininosiiksinat
L-Sitrulli SenEi

\_ N Y

Sekil 1. L-Arjininden NO™ Uretimi (99).

CaM:Kalmodulin, NADPH: Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat,
FMN: Flavin mononiikleotid, = FAD:Flavin adenin diniikleotid,
BH, : Tetrahidrobiopterin, HAEM: hem, P: Enzim fosforilasyon bolgesi

Memelilerde, sitozolik bir enzim olan NOS, L-arjinin ' den NO" ve sitriillin
olusumunu katalize eder. L-argininden NO" sentezinde NADPH, NOS, kalmodulin,
oksijen ve dort kafaktore (HAEM, FMN, FAD ve tetrahidrobiyopterin), gereksinim
duyuldugu anlagilmigtir. NOS'lardaki hem merkezi sitokrom p-450'nin spektral

ozelliklerine sahiptir ve sonugta bunlar sitokrom p-450 rediiktazlarin baz



tepkimelerini verebilirler. L-arginin ve oksijenden NO ve sitriillin sentezi, hidroksi
arginin yolu ile oksijenin her iki tirine de bagh oldugu iki basamakl ve oldukga
karmagik bir tepkimedir (Sekil 2). NOS'un ¢ farkli izoenzimi olup bunlar, néronal
(n), endotelyal () ve indiiklenebilen (i) NOS olarak adlandirilir.
nNOS (NOS I): Ik olarak sinir dokularinda bulunmustur. Yapisal olarak agiga
cikanlmgtir ve kalsiyum bagimlidir.
iNOS (NOS II): iik olarak endotoksinler ve sitokinler aracihg ile karaciger hiicreleri
ve makrofajlarda uyarilan bir enzim olarak tanimlanmstir. Bu izoform fizyolojik
sinirlar  iginde kalsiyum bagimh degildir. Bunun nedeni kalmoduline g¢ok siki
baglanmis olmasidir. Ayrica n NOS ve e NOS yapisal ( ¢c) NOS olarakta adlandirilir.
eNOS (NOS I): Ik olarak wvaskiller endotel hiicrelerinde yapisal olarak
tammlanmugtir ve nNOS gibi kalsiyum bagimlidir.

3.1.2.1 Yapisal Nitrik Oksit Sentaz

Yapisal Nitrik Oksit Sentaz (cNOS) stirekli olarak olusturulan bir enzim
olup damar direnci ile sinir iletimi gibi fonsiyonlar igin tretilir. Nitrik oksit sentaz

(NOS), kofaktor olarak Ca*? kalmoduline bagimlidir ve hiicre i¢i kalsiyum diizeyini

yukselten agonistlere iyi cevap verir.

Tablo 2. Nitrik Oksit Sentaz'in 6zellikleri (35).

Yapisal (cNOS)  Uyanrilabilir (i.NOS)

Ca*2 + -

NO" olusum diizeyi pmol nmol

Yamt ani gecikmis

Uretim siiresi kisa uzun

Glukokortikoid ile etkilesme  etkilenmez uyarilmas! inhibe edilir

Endotelyal NOS ve noronal NOS aktivasyonu Ca*? / kalmodulin bagimlidir,
indiiklenebilir NOS aktivasyonu ise transkripsiyonel indiiksiyon yolu ile aktive olur
(109).Hiicre igindeki kalsiyum dizeylerinin yiikselmesi kalmodulinin c¢NOS'a
baglanmasim uyanr ve amnda pikomol dizeylerinde nitrik oksit sentezlenir.
Kalsiyum baglayan maddeler ve kalmodulin inhibitérleri ile kalsiyum bagiml nitrik

oksit sentezi Onlenebilir. Sentezlenen nitrik oksit , esas olarak hiicreler arasi ve hiicre



i¢i iletisimin fizyolojik aracisidir (35). Yapisal NOS'un merkezi sinir sistemine 6zgiil
tipi, noronal nitrik oksit sentaz (nNOS) olarak adlandirtlir (Tablo2). Yapisal NOS
(cNOS) aktivasyonunda hiicre cevabma bagh olarak rol oynayan hizli etkili bazi
aktivatorler sunlardir: Kalsiyum iyonofor , eksitatdr aminoasitler , elektriksel uyari,
asetilkolin, bradikinin, trombin, ADP, lipopolisakkarid (LPS), l6kotrienler, trombosit
aktive edici faktor (PAF), tromboksan A; ve endotelin (144,102).

3.1.2.2.Indiiklenebilen Nitrik Oksit Sentaz

Bu enzim aym zamanda NOS II olarak da adlandinlmaktadir. Indiiklenebilir
NOS sistemi, bagka hiicresel aracilar tarafindan, transkripsiyon diizeyinde ve daha
uzun sireli uyanlp, buyik miktarlarda nitrik oksit ireten, fizyolojik sartlarda
kalsiyumdan bagimsiz bir sistemdir. Endotel hiicreleri, damar diiz kas hiicreleri,
makrofaj, notrofil, kalp kast ve endokard hicrelerinde iNOS’un varhigi
gosterilmigtir. Ancak bu hiicrelerin prototipi makrofajlardir. Burada sitokin uyarsi
sonucunda, birka¢ saat sonra baglayan ve giinler siiresince nanomol diizeylerinde
siren NO sentezi so6z konusudur. Sitokinler tarafindan aktive edilmis makrofajlarin
tilkettigi L-arjinin'in 1/3'4 NO itretmek i¢in kullanilmaktadir. iNOS aktivasyonu, esas
olarak endotoksin ve sitokinler (IL-l, TNF, IF-y) tarafindan yapilmaktadir (Sekil 2).
Baz hiicrelerde sentez IL-8, IL-10, TGF-B gibi maddelerce yavaglatilabilir, ayrica
glukokortikoidlerle bu enzimin uyarilmast onlenebilir (35). Indiiklenebilen NOS

toksik diizeylerde NO® iiretebilen bir enzimdir (63). Beyinde iNOS enzimi; tiimorler,
travma, demiyelinizasyon, AIDS demansi, Alzheimer hastaligi ve serebral iskemi
gibi degisik patolojik durumlarda tammlanmgtir (47). Bununla birlikte bu beyin
hastaliklarinin olusum mekanizmasinda iNOS tarafindan iiretilen NO” in oynadig rol
heniiz bilinmemektedir.

Akut miyokard iskemisi gibi kalbin degisik sekillerde iskemiye ugradigi
durumlarda NO" ve reaktif tiriinleri énemli fonksiyonlar iistlenir. Her iki enzimatik
sistem N-monometil-L-arjinin (L-NMMA), N-nitro-L-arjinin metil ester (L-NAME)
ya da N-nitro-L-arjinin (L-NNA) gibi L-arjinin analoglan tarafindan yarigmal olarak
inhibe edilebilirr Bu enzimin izoformlar1 aym hiicrede birlikte de bulunabilirler.
Ornegin; endotel hiicreleri nitrik oksit tiretimi agisindan TNF-o ile uzun siireli
uyarilirken bir kalsiyum agonisti olan bradikinin ile de kisa stireli uyanlabilir, veya

sinir hiicreleri ve makrofajlar TNF-a ya da LPS ile uyarilirsa, indiiklenebilen NOS
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aktif hale gelirken yapisal NOS'un mesajct RNA'st baskilanir. Transkripsiyon
denetlemesi sirasinda ters igleyen bir kontrol mekanizmasi gosterilmigtir (35). iNOS

enzimi, immunolojik ya da inflamatuar bir uyan ile kargilagtiktan sonra birkag gin

boyunca yiiksek miktarlarda NO® iretebilmekte ve sonugta wviicut igin zararh
olabilmektedir. Farkli bazal aktivite diizeyleri ve kofaktor ihtiyaglari olan birden ¢ok
nitrik oksit sentazin (NOS) oldugu bulunmugtur (35). Son zamanlarda her iig
izoenzimin degisik hiicrelerde bulunabildigi ve uyanlabildigi gosterilmistir. Ornegin;
eNOS endotel hiicreleri, noronlar ve barsak intertisyel hiicrelerinde bulunabilir.
iNOS genel yapida mevcut degildir. Ancak bakteriyel tirtinler ve sitokinler ile temast
birgok doku ve hiicre tipinde uyanlmaktadir. Ug NOS tipi igin kodlayict cDNA'larin
kodlanmasi sonucunda insan nNOS, eNOs ve iNOS izoenzimlerinin sirasi ile 1433,
1203 ve 1153 amino asid igerdigi gosterilmistir. Enzimlerin timi NADPH, FAD,
FMN , kalmodulin ve protein kinaz A fosforilasyonu i¢in ortak dizilere sahiptir.

Tablo 3. NOS'larin hiicresel dagilimi

c¢.NOS i.NOs

Endotel hucresi* Makrofaj, hepotosit*
Santral néron Kupffer hiicresi

NANC noron®* Vasktler diiz kas hiicresi
Notrofil, Mast hiicresi Fibroblast, mezengial hiicre
Trombosit, Astrosit Astoris*, kondrosit

B hiicresi* Sinovyosit

Renal makula hiicresi* Inflamatuar notrofil*
Adrenal meduller hiicre Karsinoma hiicresi*

Adrenal korteks hiicresi

Fare noroblast

* Selektif antikor simflamasina dayamir, digerlerinin siiflanmasi spekilatifdir (21).

** Nonadrenerjik nonkolienerjik néron

Sitokinler ile uyartlabilen NOS sekli (iNOS) bir ¢ok hiicrede tanimlanmgtir (Tablo
3).Nitrik oksit sentaz izoenzimleri sadece % 51-57 oraminda bir dizilim 6zdesligi

gosterirler.
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3.1.3.Nitrik Oksitin Molekiiler Etkileri

Nitrik oksitin aktifledigi enzimler arasinda ¢oziintir guanilat siklaz (sGC) ve
ADP-ribozil transferaz yer alir. Makrofajlardaki NO® tiimér hiicresi  ve
mikroorganizmalardaki Fe-S tagiyan enzimleri nitrolayarak  antimikrobiyal
antitiimoral sitotoksik etki gosterir. NO™ ferritinle reaksiyona girerek serbest demir
salmmina yol agar, bu serbest demir de lipid peroksidasyonuna neden olabilir.
Makrofaj kékenli NO® tiimér hiicresinin DNA sentezini engeller. Bunu riboniikleotid
rediiktazi inhibe ederek yapar (85).
Tablo 4. Nitrik oksitin molekiiler hedefleri (85).

Molekiiler simif Aktivite artis Aktivite azalisi

Hem proteinler sGC Hemoglobin, myoglobin
Fe-S proteinler - MET* zinciri enzimleri,
Akonitaz -

Diger nonhem - Ferritin, riboniikleotid
rediiktaz

Fe proteinleri -

Tirozil radikal - Riboniikleotid rediiktaz
Protein -

Protein tiyoller EDRP, tPA** Dehidrogenaz

DNA Mutasyon olugumu Mutasyon kaybi

Stiperoksid anyon radikali Hidroksil radikali olugu Stiperoksid anyon radikali azaligt

- Mitokondri elektron transport zinciri, ** Doku plazminojen aktivatori

NO’ 'nun diger bir etkisi de siiperoksid anyon radikali tizerine olup (027), bu ikisinin
tepkimesinden olusan peroksinitritten nitrojen dioksit ve hidroksil radikali olugur.
NO’ 'nun siilfidril ile reaksiyonu ve S- nitrozilasyon, plazminojen aktivator gibi bazi
enzimlerin katalitik fonksiyonlarim arttirabilir (Tablo 4). NO® olusturan bilesikler
gugli nitroze edici ajanlardir. Bunlar primer ve sekonder aminlerin nitrozilasyonuna
onciiliik ederek karsinojenik etki gosterirler. Bu bilesikler DNA'da nitrozilasyon ile

deminasyona ve alkil niikleofillerin olusumuna neden olurlar ve bu sekil olusan

mutasyonlar onkojenleri aktifleyerek malign hiicre doniigiimiine yol agarlar (61).
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3.1.4.Nitrik Oksitin Biyokimyasal Fonksiyonlan
NO’, nitrojen gazindan agiga ¢ikan, tek degerlikli elektronlardan olugan

(.N=0), kararh olmayan gaz halinde bir maddedir. NO°, diger serbest radikal
bilegiklere gore daha az reaktif olmasma ragmen bazi durumlarda toksik olabilir.
NO® sulu gozeltilerde oksijen ve su ile gok hizhi tepkimeye ugrayarak nitrit ve nitrat

bilesiklerine doniistigii i¢in hiicre iginde sadece birkag saniye siiresince olusur ve
hemen gozden kaybolur (154).Salindiktan sonra NO® oksidasyon ve rediiksiyon
reaksiyonlarina ugrayabilir (22). Endotel tabakasinda yapilmig olan NO® hizla

plazmaya geger ve plazmada iki tiir degisime ugrar: Ya eritrosit igine girer okside
formu ile birleserek methemoglobin, nifrit ve nitrozotioller olusur veya okside
olmayan NO° ile birlesir ve nitrat'a doniigir. Nitritler ve nitratlar, NO" doniigiimiiniin
son {irtnleri olup viicuttaki NO" iiretim diizeyinin gostergesidir (61).

NO°, bakteriye karsi direng, kan damarlarimin dilatasyonu ve bir norotransmitter
olarak glutamat'in aktivasyonunu igeren bir ¢ok farkli fizyolojik fonksiyonlarda rol
almak tiizere bir mesajci molekiil gibi diffizyona ugrayarak salinmaktadir (40).
Beyaz kan hiicrelerinin bir tipi olan makrofajlar bakteriyel hicre duvar
TIipopolisakkaridi gibi bir takim uyaricilar ile nitrik oksit iiretimine yol agarlar. Kisa

sireli nitrik oksit serbest radikalinin varligi makrofajlarin bakteri ve tumor

hiicrelerini 6ldiirmelerine imkan saglar. NO”in etkisi, siiperoksit anyonlann (O7) ile

hiicre oldiriicii etkisini agiklayan daha toksik reaktanlara doniigimi arasinda

kargilikli etkilegimle ilgili olabilir (40). NO°, serbest bir radikaldir ve oksijen
stiperoksit ((07)) ile reaksiyona girerek peroksinitrit anyonlari
(ONOQ") olusturabilirler. Peroksinitrit, giiglii ve sitotoksik oksidan formlarina
(hidroksil radikali ve nitrojen dioksit) ayrigmadan evvel birkag pm kalinliktaki
porlardan rahatlikla diffize olabilmektedir. NO'in en 6nemli fonksiyonu cGMP

iiretimine yol agan guanilat siklazi'nin aktivasyonudur (81). Boylece, cGMP

konsantrasyonunun 6lgiimii NO™ tretiminin indirekt olarak dlgiimiinde kullarulabilir
(118). Iskemi siiresince ve iskemiyi takiben doku cGMP diizeylerindeki degisiklikler
daha onceki ¢alismalarda tamumlanmistir ve bu degerlerin oldukga degiskenlik
gosterdigi izlenmigtir (96). Reperfuzyon siiresince yiikselen guanilat siklazin endojen
aktivatorii hidroksil radikalidir. Iskemi sonrasi reperflizyon da non-enzimatik ve

enzimatik yollarla hidroksil radikal sentezinde yiikselme gozlenir (100). Bu hidroksil
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radikalinin guanilat siklaz1 aktive etmesi neden ile iskemi siiresince cGMP diizeyleri

artar bunun nedeni hidroksil radikalidir (143). NO”in biyokimyasi ve biyolojik
fonksiyonunu anlamak i¢in ilk reaksiyon tiriinleri olan NO" (nitrozonyum iyonu) ve

NO™ (nitroksil anyonu) olusumunu ve esas olan sekonder hedef etkilerinin iyi

bilinmesi gerekmektedir. Biyolojik sistemlerde NO® oksijen, siiperoksit ve ara
iirtinler ile reaksiyona girer. Olugan reaksiyon uriinleri sirastyla NOx, peroksinitrit ve
metal-NO bilegikleri olup indirgenme ve yiikseltgenme yoluyla hedef dokularla
iligkiye girerek sonradan gelecek reaksiyonlar desteklenir. Thiollerin (RSH/RSY)
hiicre i¢i reaktivitesi ve etkisi niikleofillerin destekledigi nitrozatif reaksiyonlar ile
gerceklesir ve sonugta S-nitrozotioller olugur. Béylece reseptorler, iyon kanallari,

enzimler ve transkripsiyon faktorlerinin yaninda gegis metalleri ve tiolleri de igeren
aktif ya da allosterik alanlar NO® ileti sisteminin esas komponentini olustururlar
(22). Ayrica, NO' varliginda ferritinin mRNA's: demir diizenleyici protein-1 (IRP-I)

tarafindan baskilanmaktadir (41). NO", eritrositlerdeki oksihemoglobin ile ve ayrica
redikte hemoglobin ile nitrozohemoglobin (HbNO) iizerinden methemoglobin ve
nitrat'a (NO3) doniigerek metabolize edilirr Methemoglobin, methemoglobin
rediiktaz ile tekrar hemoglobine doniigir. NOs” ise idrarla atilima ugrar (163).
3.1.4.Nitrik Oksitin Biyolojik Etkileri:
Cok kisa bir yar1 émre sahip olan NO', insan fizyolojisi ve fizyopatalojisinde
onemli bir rol oynar (56, 98). Nitrik oksit’in biyolojik etkileri agagida verilmistir.
*Vaskaiiler diiz kas relaksasyonu ile vazodilatasyon
*Norotransmitter (santral sinir sisteminde ve periferde NANC sinirlerde)
* Antiproliferatif etki, DNA sentezini baskilayarak.(endotel hiicresi ve vaskiiler
diiz kas hacresinde)
*Trombosit adezyon ve agregasyonununuda inhibisyon, t-PA artigi,fibrinoliz
*Diisiik konsantrasyonda eritrosit deformasyonunda artig
*Immiinomodiilatér etki
*Lokosit adezyonun inhibisyonu, antiinflamatuar etki (NADPH oksidaz
inhibisyonu)
*Makrofaj aracilikli nonspesifik immun yanit(astim, iilseratif kolit, artrit,MS)
* Antimikrobial (sitotoksik)
* Antitimor (sitostatik)
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*Lipid peroksid radikali ile etkilesip antioksidan ve antiaterosklerotik etki
olusturur,
*Superoksid radikalleri ile etkilesip onlart temizler veya toksik peroksinitrit

olusumuna neden olur (163).

*Sinyal ileti igin gereken fosforilasyonu bloke eder (Fet3 ile 2e- alip, demir
nitrozonyum katyonunu olusu, ve proteinlerde 3 nitro tirozin meydana getirir) (11).
3.1.5 Nitrik Oksit Olgiimii
NO’, in vivo olarak az miktarda sentezlendiginden ve oksijen ile hizla
reaksiyona girdiginden 6lgiimii zordur. NO°, asagidaki yontemlerle o6lgilebilir
(7,98,11,78,80,139)
*Kemiliiminesans (NO’, nitrit, nitrat)
*U.V.-Vis spektrofometrik yontem (Griess, Met Hb)
*ESR (EPR)-spektroskopisi
*Elektronik
*Gaz kromatografisi
*Flow sitometre
*Infrared spektroskopisi
3.2.Nitrik Oksitin Fizyopatolojik Olaylardaki Rolii

NO’, trombositler, makrofajlar ve diiz kas hiicrelerinde de iiretilmekle beraber

lokal olarak baglica endotelyumda ve sinir hiicrelerinde iiretilmektedir. NO™nun
hastaliklardaki roliinii tam olarak kavrayabilmek igin endotelyumu iyi tammak
gereklidir. Ortalama 70 kg agirligindaki bir erigkinde tek bir hiicre tabakasinin
olugturdugu bir ortii seklinde yerlesik olan ve tim kardiyovaskiiler sistemi orten

yassi endotel hiicrelerinin sayist 6x10%>

'tir. Bu kadar hiicrenin toplam agirhg 1.5
kg olup yaklagik olarak karacigerin agirhgina esittic. Endotelyum, ozellikle
kapillerde, vaskiiler permeabilite diizenleyicisi olarak Gnemli bir rol oynar. Endotel
hiicreleri, buna ek olarak, dolagtmdaki hormonlar1 aktive ve deaktive ederler.
Angiotensin doniigtiirtici  enzim, endotel hiicresi membranin bir enzimidir ve
angiotensin I angiotensin II'ye doénugtiiriir, bradikinini ise inaktif Griinlere pargalar.
Ote yandan monoaminoksidaz (MAQ) enzimi norepinefrin ve serotonin gibi

monoaminleri inaktive eder. Endotel hiicreleri t-PA ve doku plazminojen inhibitérii
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bakimindan zengin olup nitrik oksit, prostaglandinler ve endotelin I gibi vazoaktif
maddeler salgilarlar.

Bundan dolay:, endotelyumun biyolojik fonksiyonu, vaskiiler diuz kas
hiicrelerinin migrasyon ve proliferasyonunun regiilasyonu oldugu kadar, vaskiiler
tonus, trombosit fonksiyonu ve koagiilasyonun regiilasyonunu da kapsar (30).
Normal kosullar altinda, vaskiiler tonus, trombosit fonksiyonu, koagiilasyon ve
proliferatif yamtlar {izerinde endotelin inhibe edici etkileri fazla olup bu da, bu
anatomik yapmun fizyolojik kosullardaki devamhiligim saglar. (134,135). Ote
yandan, endotelyumun fonksiyonel 6zelliklerini degistiren hastaliklar vaskiiler tonus,
koagiilasyon ve bilyiime tizerindeki lokal kontrolda biyiik degisiklere yol agabilir ki
bu fenomenlerin tiimii koroner arter hastalifimn patogenezine 6nemli 6lgiide katkida
bulunur (134) .

Endotelyumun, yalmzca kan ile dokular arasinda madde aligveriginin yapildig:
bir bariyer olmayp aym zamanda guglii vazoaktif, antikoagiilan ve fibrinolitik
maddeler ureten, viicudun en biiytiik en aktif parakrin orgami oldugu anlagilmustir.
Bugiin, endotelyumun vyapisal ve islevsel bozukluklarinin koroner damar
hastaliklarii da igeren bir ¢ok wvaskiiler hastalifin patogenezinde Onemli rol
oynadigina inanilmaktadir.

3.2.1. Nitrik Oksitin Kardiyovaskiiler Hastaliklardaki Rolii

NO”in kardiyovaskiiler fonksiyonlarin diizenlenmesinde ¢ok o6nemli rolii
vardir. Asetilkolin, bradikinin, histamin ve adenin niikleotidleri gibi maddeler
endotel hiicresindeki bir reseptorii etkileyerek NO'salimmina neden olur. Bu da diiz
kas hiicresindeki cGMP diizeyini artirarak hiicrenin gevsemesini ve sonugta damarin
genislemesini saglar. Endotel hiicrelerinden NO® salimmi, GTP-iligkili proteinler
(reseptor-NOS iligkisi kurularak) araciligi ile olur. 1856 yilindan bugiine kadar,
angina pektoris ve hipertansiyon tedevisinde kullanilan nitratlar, cGMP diizeylerini
yiikselterek etki gosterir (35). Normal damar direnci, endotel kokenli gevseticilerin
(NO" ) ve damar daraltici etkenlerin (endotelin) ortak etkisiyle olusur. Fizyolojik
ortamda esas belirleyici olan, NO" etkisindeki gevsemedir. Yiiksek tansiyon,

vazospazm ve hatta damar sertlifi olugpumunda NO" ile iligkili mekanizmalarin rolii
bilinmektedir ve yiiksek kolesterol diizeylerinin neden oldugu ateroskleroz da arter
duvarina salinan nitrik oksit diizeyi, sentez azhiindan ya da yikim fazlalifindan

dolayr azalmigtir. Bu durumda, kalbi besleyen damarlardaki daralma ya da egzersiz
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ve stres durumlarinda damarlarin genisleyememesi sonucunda, koroner kalp hastaligi
ve miyokard infarktiisii geligebilir (35). Hasara ugramug endotel hiicrelerinin
bulundugu alanda, koroner damarlarimin diiz kas hiicreleriyle giigli vazokonstriktor
maddeler direkt olarak temasa geger ve bu maddelerin bu alanlardan tretimi ve
salinmasi artar. Bu durum vazokonstriktdr yanitlarin artmasinda ve sonugta koroner
arterlerin spazmunda rolii olabilir (146). Koroner spazmi ya spontan olarak ortaya
¢ikabilir (6zellikle Prinzmetal anjinali hastalarda) veya aterosklerotik koroner arter
hastaliginin seyrine bagli olarak ortaya gikabilir (113). Gergekten, koroner spazmi
anstabil anjinada, gelismekte olan miyokard infarktiisiinde, koroner iskemi ve
infarktiisin olugmasinda 6nemli bir pay sahibidir. Koroner vazokonstriksiyon, stabil

koroner arter hastalifi olan hastalarin anjina egigini de degistirebilir. Bu klinik

olaylara NO® yetmezliginin 6nemli bir katkiss bulunmaktadir. Ateroskleroz
varliginda endotele bagimli relaksasyon hem deney hayvanlarinda hem de hastalarda
belirgin bicimde azalir. Her ne kadar, ger¢ek endotel soyulmasi goriilebilse de
(ozellikle plak yirtik alanlarinda), normal olarak endotel tabakasi morfolojik olarak
varhgim sirduriir, fakat endotel hiicrelerinin bi¢im ve biyiikligiinde belirgin
degisiklikler goriilir (37). Hiperlipidemide oldugu gibi, endotel disfonksiyonunun
mekanizmalan arasinda, NO™in siiperoksid anyonlar1 tarafindan yikiminin artmast

kadar, reseptdr fonksiyonunun bozulmasi, endotel hiicrelerinin NO® prekiirsérii olan
L-arginini alma veya metabolize etme kapasitesindeki azalma sayilabilir. Gergekten
hiperkolesterolemik tavsanlarda endotel hiicrelerinin siiperoksid tretimi artmigtir.
Aterosklerotik koroner arterlerde bozulmug olan endotelyuma bagimli yanitlar

vazokonstriktér yanitlari arttirabilir, lokal kan akimini azaltabilir ve dolagimdaki

trombositlerin preaktivitasyonuna yola agabilir (94). NO° '‘in ileri safhalarda
yikiminin azalmasi veya durmasi vaskiiler diiz kas hiicrelerinin media tabakasindan

intima tabakasina migrasyonunda artiga neden olur ve aterosklerotik plaklarin
olusumuna yol agabilir NO° dolayli olarak aterosklerozun ilerlemesini de
etkileyebilir. NO® fazlaliginda ONOO™ (peroksinitritin) prooksidan etkisi NO™in

antioksidan etkisi ile baskilamir ve bu yolla antiaterojenik etkisi saglamr (Sekil

3).Suiperoksit (O )fazlaliginda ise peroksinitrite bagh olarak proaterojenik etki
olusur (36).
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NO >0y Antiaterojenik

02" >NO’ Proaterojenik

Sekil 3. Damarda Nitrik Oksit- Stiperoksit Etkilesimi(36).

NO" ve olasilikla diger endotel kokenli mediyatérler mikrovaskiiler yatagin her
yaninda kan damarlarimn davramgim koordine edici bir etki gosterirler. Bundan
dolayi, endotelyuma bagimhi kan akiminin regilasyonunda ve olasilikla aym
zamanda arteriyel kan basincinin  ayarlanmasinda o6nem tagir. Ilging olarak,
mikrosirkiilasyondaki endotelyuma bagimh vazodilatasyon hipertansiyon, diyabet ve
ozellikle de hiperlipidemide bozulmugtur (74). Ozellikle koroner dolasimda, biiyitk
epikardiyal koroner arterlerin 6nemli 6zellifi, kan iletme yetenegini arttirmak ve
miyokarda ulagsan kan volimiini yiikseltmek icin, egzersiz sirasinda dilate olma
kapasitesine sahip olmalanidir. Bu akima-bagimhi vazodilatasyon, endotelyuma
bagimli olup NO"n aracilik ettigi bir olaydir (95). Oksijen eksikilgi NO'
salgilanmasim daha az belirgin bir gekilde tetikler. Boylece, miyokardiyal oksijen

agig1 yanlizca ikaz edici bir klinik sinyal olarak anjinal agriya yol agmakla kalmaz;

ayn1 zamanda koroner arterlerde NO® salgilanmasim da indiikler.

3.2.2. Nitrik Oksitin Sinir Sistemindeki Rolii

Nitrik  oksitin noérokimyasal sistemimizin Onemli bir pargast oldugu
bilinmektedir. Beyinde, 6grenme ve hafiza konusunda belki de uzun siiredir aranan
maddenin NO® oldugu diisiiniilmektedir. Ogrenmenin ve bellegin hiicresel temellerini
agiklayan kuramlardan birisi, uyaran ve uyarilanla sinir hiicrelerinin, yani presinaptik
ve postsinaptik hiicrelerin arasindaki baglantinin gii¢lendirilmesidir. Bunu yerine
getirmenin bir yolu, uzun sireli giglendirme (LTP) denilen siiregtir Boylece,
tekrarlayan uyarnlar halinde post-sinaptik hicreler ikinci ve tglinci kez aym uyarny
aldiklarinda, her defasinda daha gugli olarak cevap vermektedirler. Bu
mekanizmanin g¢aligmas: i¢in kural olarak bir geri beslemeli aracmin igin icinde
olmast ve sinir birlesiminden geriye dogru yonelerek, birinci hiicreden

norotransmitter salinimim kolaylastirmas: ve giiglendirmesi gerekmektedir. Boyle bir
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araci maddenin hiicreden hiicreye, ne bir salimm sistemine ne de reseptor
mekanizmasina bagimli olmadan, kolayca gecip etki gostermesi gerekiyordu. Bu

mekanizma yapilan g¢aligmalarda, hem fare beynindeki hipokampus bolgesindeki
sinir hiicrelerinde NO" sentezi inhibe edilerek uzun siireli potansiasyon (LTP)'nun
onlenmesiyle, hem de canlt siganlarda beyin igine NO® inhibitérleri verilerek
Ogrenme iglevinin 6énlenmesi gosterilerek ispatlanmugtir (35).

NO’, bugiine kadar bilinen en farkli bir sinirsel iletim aracidir. Normalde, bir
sinir hiicresinin aktif hale gelmesiyle 6zel depo vezikiillerinden bir araci madde
sinaptik araliga dokuliir ve bu da postsinaptik hiicrede bir uyariya neden olur NO™in
ise bu anlamda ne 6zel bir depolanma imkam ve 6zel bir salilum mekanizmasi

olmadigi gosterilmigtir NO™ gerektigi zaman ve yerde sentezlenip, uretildigi
hiicreden basit difiizyon yoluyla digartya g¢ikabilmektedir.Sinir iletimindeki araci

maddelerin ¢ogu, aminoasitler veya bir takim peptitlerden olugsmus olup bunlar alict

hiicre yiizeyindeki o6zel reseptorler ile iligkilidir NO®™ ise bu aract molekiillerden
farkli olarak 6zel reseptor igermez.Goriinmez bir hayalet gibi hiicre zarlarindan geger
ve c¢evrede bulunan, ulagabilecegi her tiurlii hiicreye girerek sitoplazmanin
derinliklerindeki enzimleri uyararak mesajini iletir. Bu sinirsel aract mekanizmalarin
bir ornegi, erkekte cinsel uyari ile penis ereksiyonunun saglanmasi arasindaki
iligkidir. Bu olayda roli olan kasik boélgesindeki sinirler, beyinden aldiklarn uyarimin
sonucunda, buna cevap olarak nitrik oksit sentezlerler NO"da gerekli bolgelerde
damar gevsemesini saglayarak ereksiyona neden olur NO®, sentezinin bloke
edilmesiyle de ereksiyon onlenebilir (35).
3.2.3. Nitrik Oksitin Diyabetdeki Rolii

Diyabetin her tipinde, NO™in gecikmig vaskiiler lezyonlarin gelismesinden

NO’ yetersizliginin sorumlu oldugu artik bilinmektedir. Mikroanjiyopatilerde
patolojik olarak azalmig EDRF konsantrasyonlarina bagli olarak endotelyuma

bagimhi arter gevsemesinin azaldifn gosterilmistir. Baslangigta, yetersiz NO'
dretiminin bundan sorumlu oldugu diginilmias ise de yeni kamtlar diyabetli

hastalarda siiperoksit radikallerinin tretiminin arttifim gostermektedir. Agikgasi, bu
siiperoksid radikalleri ortamda hazir bulunan NO™in biiyiik bir miktarim yakalayarak
dolayli olarak bir NO® yetersizligine yol agarlar (70). Pankreasin adacik

hiicrelerinden insiilin salgilanmasinda L-arginin ve NO'in rolii konusunda hala bir
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belirsizlik vardir. Bir yandan L-arginin, NO'in lokal sentezi yoluyla, insiilin
sekresyonunu stimiile eder. Diger taraftan L-argininin stimiilan etkilerine NO'in eg
zamanl iiretimiyle kismen kargt konulabilir. Bu gozlemlerin 1siinda L-argininin
insilin salgilanmasinda ikili bir etkiye sahip oldugu bildirilmistir (119). Son olarak,

Tip | diyabetin etyolojisine karigan farkli bir NO" mekanizmasi ortaya gikarilmugtir.

Aktive olmug makrofajlardan bilyiik miktarlarda NO" salgilanmasi pankreasin adacik
hiicrelerinin otoimmiin yikimindan sorumlu gibi goriinmektedir. Asint derecede fazla
miktarda NO® salgisimn sitotoksik bir etkiye sahip oldugu diginiilmektedir.
Hayvanlarda, deneysel olarak olusturulan diyabetin geligmesini NOS inhibitorleri
uygulayarak durdurmak olanakli olmugtur. Boéylece NOS inhibitorleri, aktive olmug
makrofajlar aracilifiyla adacik hiicrelerinin yikimint énlemektedir.(119)

3.2.4. Nitrik Oksitin Sindirim ve Solunum Sistemindeki Rolii

NO® akcigerler ve bagirsaklarda da norotransmitter olarak gorev yapar. Mide-
bagirsak kanalinin dalga seklindeki kasilmasi ve gevsemesi islevinin gevseme
agsamasinda NO"in rol aldig1 gosterilmigtir (35). Saglikli bir mide mukozasimn
irritasyona (6rnegin etanol, asit veya gastrin sekresyonuna bagl) karsi yamti, kan
akiminda artiy ve bir mukoza bariyerinin olugmasidir. Bu koruyucu mekanizma
NO"e bagiml olarak galigir. Bu bakimdan, prostaglandin tiirevleri ve diger koruyucu
faktorlerle birlikte, NO"in mukoza lserlerini 6nlemeden sorumlu oldugu
diigiinilmektedir (132). Halen, sukralfat ve karbenoksolon gibi iyi bilinen bazi
antitilser ilaglarn NO® metabolizmasim modifiye ederek etkili olduklarim
diigiindiiren kamtlar da vardir. Bu NO"e bagimli modellerde, karbenoksolonun damar
gevsetici bir etkiye sahip oldugu ve trombosit agregasyonunu inhibe ettigi
gosterilmigtir. Bebeklerde gorilen infantil hipertrofik pilor stenozu denilen, mide
bosalmasim engelleyen ve kusmalara yol agan kasiimalarin NO" eksikligi sonucunda
olustugu gosterilmistir (35).

Solunan havada NO™in diizeylerinin belirlenmesi bu konuda ¢ok sayida
aragtirma yapilmasma neden olmustur. NO™ pulmoner damarlarin tonusunu modile
etmektedir, yani NO" pulmoner EDRF ( Endotel kokenli damar gevsetici madde) dir
ve inhalasyonla NO gazi uygulayarak pulmoner hipertansiyonu diigtirmek
miimkindir. NO' gazi, deneysel kosullar altinda bronkospazmi yok etmek igin
baganiyla kullamlmistir. Hayvanlarda onemli bir tolerans olmaksizin, 30 saniye
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iginde dilatasyon goriilmiigtiir (45). Inhalasyonla NO® gazi almakta olan hayvanlarda

pulmoner direngte kesin bir azalmayr gostermek olanakli olmustur. NO®

inhalasyonunu bir vazodilatér olan terbutalin aerosolii ile kombine ederek yaniti

anlamh bigimde giiglendirmek olanaklidir. NO® gazinin ek inhalasyonu da
terbutaline yanmit1 arttirir. ARDS (Adult Respiratory Distress Syndrome) yi tedavi
etmek igin NO' gaz1 kullamlarak elde edilen klinik sonuglar ozellikle timit vericidir.
ARDS'deki cesaret verici sonuglar aragtirmacilan agir akut pnémonide NO* gazinin
etkilerini aragtirmaya yonlendirmigtir (138).

3.2.5.Nitrik Oksitin Immun Sistemdeki Rolii

Makrofajlar, immiin stimuluslara ve yangisal mediyatorlere NO* salgilayarak
yamt verir. Endotelyum, Iokositler ve karacigerde etkisini bu sekilde gosterir. Immiin
aktiviteli NO" indiiklenebilen NOS aracilifiyla tretilir. Sitotoksik tiimor nekroz
faktoriinin (TNF) kanser hiicresi inhibisyonundan sorumlu oldugu belirlenmistir.
Bununla birlikte, NO" aym zamanda viicudun kansere kargi savunmasinda sitotoksik
bir effektor olarak santral bir role sahip gibi goriinmektedir (35). Aym zamanda NO
‘in malarya, leigmaniasis ve tiiberkiilozdan sorumlu ajanlar gibi, hiicresel parazitlere
kars savunmaya da kangtigina iligkin kamtlar vardir. NO”in Legionella
pneumophila ile infekte olmug makrofajlar Gizerinde direkt bir bakterisidal etkiye
sahip oldugu gosterilmigtir (158). Bunlar yararh immiin yamt 6rnekleridir. Bununla
birlikte, agin bir NO" immin yamti konafa zarar verebilir. Boyle durumlarda,
aminoguanidin gibi NOS inhibitdriinin uygulanmasi daha yararhi olabilir. Halen,
¢ogunlukla deneysel olan sonuglarin nasil klinik aksiyonlara donistirilebilecegini
soylemek gugtiir. Hastalarda elde edilmis daha ¢ok veriye gereksinim vardir. NO™in
kanser kemoterapisindeki ek etkilerini veya antibiyotiklerle kombinasyonundaki
etkisini test etmek uygun olabilir.

NO’, daha o6nce de belirtildigi gibi, Tip | diyabetin patogenezine kangir.
Organ transplantasyonundan sonraki red reaksiyonuna da kangir. NO™ ‘in her iki
duruma da kangmasi NO® salgilayan makrofajlarin aktivasyonu ile olur. Bu red
reaksiyonu sirasinda o kadar ¢ok NO° bulunur ki, serumda NO' pargalanma
trtinlerini (nitrit ve nitrat) saptamakla erken bir reddi belirlemek olanag: bulunabilir.
Spesifik NOS inhibitdrleri de red reaksiyonlarin oOnlemede, siklosporin gibi

konvansiyonal immiinostipresiflere bir alternatif olabilir Kan damarlarimin immiin bir
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yaniti, yani NO* olugturan enzim ekspresyonunun artigi, sokta goriilen bityiik gaptaki
vazodilatasyondan sorumludur (110). Endotoksik gokta son yillarda ger¢ekten gok
giizel klinik sonuglar elde edilmistir. NOS inhibitorlerinin (L-NMMA) uygulanmasi
hemodinamik parametreler ve ortalama arter basinct tzerinde yararh etkiler
yapmugtir. Az sayidaki hastada L-NMMA ile elde edilen klinik deneyimler, bu
terapotik rejimin yagam kurtarict olabilecegi Umidini vermektedir. Kan basincim
regile etmek i¢in, nitratlarin kontrollu intravenéz uygulamasiyla, NO® sentezinin
istenmeyen total blokajina karsi konulabilir.

3.2.6. Nitrik Oksitin Iskemi-Reperfiizyondaki Rolii

Iskemi-reperfiizyondan sonra koronerlere veya kan damarlarina gerekli olan
kan akimi yeniden saglandifinda “oksijen paradoksu” adi verilen bir durum ortaya
¢ikar; beklenen bir iyilesme yerine fonksiyon kaybi, kalp kontraktilitesinde bir
azalma kan damarlaninda kontraksiyon ve belli durumlarda, tutulan dokuda nekroz
ortaya ¢ikar. Bu reperfiizyon hasarnin nedeni tam olarak anlagilmamigtir. Bu doku
hasarina  radikallerin, 6zellikle de oksijen radikallerinin neden oldugu
distiniilmektedir.

Baz arastiricilar, NO'donérleri veya nitratlarin uygulanmasi ile, radikallerin
stipuriilmesi saglanarak reperflizyon hasarinin Onlenebilecegini agiklamiglardir(123).
Miyokard infarktiisiinden sonra NO°, agresif radikallerin notralize edilmesinde 6zel
bir rol oynamaktadir. Intrakoroner lizis sirasinda ortaya g¢ikan radikaller NO
tarafindan siipiirilebilir. Bu durum miyokardin korunmasina ve iyilesmesine yardim
eder (72). Fakat iskemi-reperfiizyon ile artan NO' 'in zararli etkilerinin daha g¢ok
oldugunu gosteren galigmalarda bulunmaktadir Kalp kasi, karaciger veya bobrek gibi
organlarin korunmasinda ve iskemi, karacifer sirozu veya bobrek yetmezligi gibi
agresif metabolik durumlarin tedavisinde NO" ‘in bu etkilerinden yararlanmanin
mimkiin oldugu digiiniilmektedir. Siklik GMP nin iskemideki roli tam olarak
bilinmemekle beraber iskemide glutamatin toksisiteyi artirici bir rolii oldugunu
destekleyen kuvvetli deliller mevcuttur(103). Glutamat reseptoér aktivasyonu NO'
aracili mekanizmalar yoluyla cGMP olugumuna baghdir (21). Bir transmitter olarak
kendi rolii i¢inde NO°, sinir uyarilarimin diizenli iletiminden sorumludur. Bununla
birlikte, NO" ile agin stimiilasyon sinir hiicrelerinin tahribine yol agabilir. NO'in
paradoksik dogasina 6rnek kan basmcimn kontroliidir. Kan basinci sabit bir

bicimde, NO" konsantrasyonundaki fizyolojik degisimler ile ayarlanmaktadir.

22



Bununla birlikte, 6rnegin endotoksik sokta goriilebildigi gibi, ¢ok biiyiik miktarda
artan bir NO" salgist 6liimciil bir dolagim yetersizligi sendromuna yol agabilir. Eger
hastada NO" yetmezligi varsa hastaya nitratlar verilmeli veya dogal substrat olan L-
arginin uygulanarak, NO" iiretimi igin stimile edilmelidir. NO’ in  asn diretimi
durumunda hastaya, L-NMMA veya aminoguanidin gibi NOS enzim inhibitorleri
verilebilir. Sonug olarak , NO" diizeyi farmakolojik olarak kontrol edilebilinir.

Koroner kalp hastaigimn tedavisinde nitratlanin  kullamm  klasik  bir
uygulamadir; koroner kalp hastalarinda hasara ugramis endotelyum yeterince EDRF
iretemez ve ortaya gikan EDRF agif1 siklikla koroner spazmlara yol agar. Ekzojen
olarak uygulanan nitratlar, damarlarin hastaliktan etkilenmiy segmentlerinde endojen
NO’ yoklugunu giderebilir. Bu gekilde nitrik oksitin diiz kas hiicreleri tizerindeki
direkt etkisiyle koroner damarlann kasilma/gevseme dengesi eski normal durumuna
donmiis olur. Nitrik oksit genig bir fizyolojik ve fizyopatolojik spektruma sahip,
primer bir fizyolojik transmitterdir. Nitrik oksitin etkilerinin gogu paradoksiktir.
Gelecege bakildiginda, nitrik oksit metabolizmasim modifiye eden ilaglarin koroner
hastaligy, erektil disfonksiyon, diabetes mellitus ve malarya gibi birbirinden ¢ok ayr
hastaliklarin korunma ve/veya tedavisinde kullanilabilmesi miimkiindiir.

3.2.7.Nitrik Oksit ve Tiirevlerinin Farmakolojik Ozellikleri

Nitrik oksitin fonsiyonlarim degistiren ve halen etkinligi arastiriimakta olan
gesitli farmakolojik ajanlar bilinmektedir Nitrovazodilatérler ve benzerleri koroner
kalp hastalii, kalp yetmezligi ve hipertansiyon tedavisinde kullanilmaktadir .Ayrica
akut anginal atakta, pulmoner 6dem ve hipertansif kriz tedavisinde de deger tagirlar.
Ilk tammlanan organik nitrat esteri olan gliseril trinitrat (trinitrogliserin) 1846'da
sentezlenmistir ve 1879'dan beri angina pectoris tedavisinde kullaniimaktadir.
Organik nitratlar , esas olarak guanilat siklaz-siklik guanozin monofosfat ( cGMP)
sistemini aktive ederek etkilerini olugturmaktadir (10).

L-arjinin, nitrik oksit dengesini degistirebilen bagka bir farmakolojik ajandir.
Kardiyovaskiiler sistem hastaliklarmda L-arjinin/ NO' yolunda bozuklugun 6nemli
roli oldugu bilinmektedir ¢iinkii bu koruyucu yolagin aktivitesindeki bir azalma,
damar diiz kasinda gevsetici tonusta azalmaya ve buna sekonder olarak da
vazokonstriksiyon ve lokal kan akiminda azalmaya neden olur. L-arjinin'in terapotik
amach kullammna ilisgkin caligmalar geligkilidir. L-arjininin norrnal insanlarda
hipotansif etki gosterdigi bildirilmistir (85). Nitrik oksitin asin tretimi durumunda
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hastaya L-NMMA veya aminoguanidin gibi nitrik oksit sentaz (NOS) enzim
inhibitorleri verilebilir. Bu bakimdan, nitrik oksit diizeyinin kontrol edilmest,
spesifik farmakolojik girisimle hastanin nitrik oksit  dengesinin eski normal
durumuna dondirilmesi demektir.

Nitrik oksit sentaz enzim (NOS) inhibitorleri L-arginin/NO" yolagim aragtirmada
onemli araglardir, ancak terapotik amagla kullanimlart simirhdir. Nitrik oksitin agin
yapiminin eglik ettigi patolojilerde yararli olup olmadiklari hala tartigmalidir. Bu
maddelere terapotik amagla umut baglanan en temel bozukluk doku perfiizyon
yetersizligi ile karakterize olan septik soktur. Bakteriyel endotoksinler ve TNF, IL-1,
gama interferon gibi sitokinler makrofajlardaki indiiklenebilir NOS" aktive eder ve
mikrobik patojeni veya tiimor hiicresini pargalamak lizere fazla miktarda nitrik oksit
saltverilir. Ayt uyanlar endotel hiicresi ve vaskiiler diiz kasda da NOS aktivitesini
arttir ve bu olay agin bir nitrik oksit iretimine yol agar, hipotansiyon,
vazokonstriktor ajanlara karst hiporeaktividen dolagimda artmig olan NO"in sorumlu
oldugu diigtiniilmektedir.

Non-spesifik ya da kompetetif olarak NOS enzim inhibe eden bilesikler sunlardir;
e  N-nitro-L-arjinin metil ester (L-NAME)

e N-monometil-L-arjinin (L-NMMA)

e  N-nitro-L-arjinin (L-NNA)

e N-amino-L-arjinin (L-NAA)

e N-iminoetil-L-omitin (L-NIO)

o 1-(2-triflorometilfenil) imidazol (TRIM)

e N-N-dimetil-L-arjinin (L-ADMA)

e S-metil- L-tiositrilin

Spesifik olarak NOS enzimini inhibe bilesikler agagida verilmigtir;

e Aminoguanidin (AG) — 5 INOS, cNOS

e S-(2-aminoetil) izotiolire ____, iNOS

e 2-amino-4-metilpiridin  — piNOS

e 2-amino-5, 6-dihidro-6-metil-4H-1, 3-tiazin (AMT) — »iNOS
e [-2-amino-4~(guanidiooksi) bitirik asid (L-Canavanine) ——»NOS
e S-etilizotiotire (EIT) iNOS

—>
e 2-iminopiperidin p INOS
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* S-izopropil izotioure ____, iNOS

e S-metil izotioUre 3 iNOS

e N-(I-iminoetil)-L-lizin —p iINOS

e 7-nitroindazol (7-NI) ——» nNOS

e Delta-S-metil izotioiireido-L-norvalin (L-MIN) —»nNOS

e 3 -bromo- 7 -nitroindazol — ¥ nNOS

* 7-nitroindazol monosodyum tuzu (7-NINA) ___ ,nNOS

e 6-nitroindazol nNOS N-(l-iminoetil)-L-omitin ____5eNOS

3.2.8. Aminoguanidin ve Nitrik Oksit Sentaz Aktivitesindeki Rolii

Aminoguanidin (AG), yapisinda hidrazin'e bagli L-arjinin'in guanido
gurubunu igerir (88). AG, uyanlabilen nitrik oksit sentaz (iNOS) enzimini spesifik
olarak inhibisyona ugratarak oOzellikle patolojik olaylarda asirt Uretilen nitrik oksit
(NO") diizeylerini azaltan Onemli bir kimyasal ajandir(59). Bununla birlikte
aminoguanidin degisik konsantrasyonlarda yapisal (cNOS) enzimlerinin iiretimini
baskilayabilmektedir (165).Sekil 4’de gosterildigi gibi aminoguanidin'in hemisiilfat
tuzu (CHgN,.1/2H,SOy4) ve bikarbonat tuzu bulunmakta olup hemisiilfat tuzu distile
suda kolayca ¢oziinebilmektedir (60).

Aminoguanidin'in  yapisinda bulunan  guanidin, ashinda proteinlerin
kokusmasi sonucu olusan toksik nitelikte organik bir maddedir (82). Endotoksin ile
uyarilan makrofaj kultiirlerinde L-arjinin'in sitriilline doniigiimiinde iNOS enziminin
aktivitesi Olguldiigiinde aminoguanidinin L-NMMA'ya goére yedi kat daha gigli
oldugu saptanmugtir. Bununla birlikte, izole sican beyninde ¢cNOS 'in inhibisyonunda
L-NMMA!'in, aminoguanidinden onbes kat daha giiglii etki gosterdigi bilinmektedir
(59). Aminoguanidin, anesteziye alinmus siganlarda ortalama arteriyel basing artiginda
kirk kat ve domuzlarda izole dalak arterlerinin kasilmasmda otuz kat daha az
etkilidirr Bu bulgular, aminoguanidinin c¢cNOS ve nNOS'dan ziyade iNOS
inhibisyonuna segicilik gosterdigini desteklemektedir (59). Bundan bagska AG'nin,
histamin'in in vivo olarak inaktivasyonuna katkida bulunan diamin oksidaz (DAO)
enzimini inhibe ettifi ve anjiotensin-Il aracili prostasiklin saltmmm artirdigy

saptanmugtir (59).
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NH, — C—NHNH,

NH

+H,50,

Sekil 4. Aminoguanidin molekiiliiniin ve hemisiilfat tuzunun kimyasal yapist

Aminoguanidin'e ait koruyucu etkinin iNOS inhibisyonundan farkh olarak
diaminooksidaz (DAQO) enzim inhibisyonuna ve ileri glikolizasyon son trinlerinin
formasyonunda duraklamaya bagl olabilecegi seklinde yaymlar da bulunmaktadir
(16).AG'in ilag tedavisi uygulanan sicanlarda fenilefrin'e bagl kasiima veya
asetilkolin'e bagh gevseme tiizerinde Onemli bir etki gOstermemesi nedeniyle sigan
ana pulmoner arterinde cNOS enzim inhibisyonunda etkili olmadigl anlagilmigtir
(59). Sorrentino ve arkadaglann aminoguanidin'e yapisal olarak benzeyen
metilguanidin, guanidin ve onlarin prekiirsorleri olan kreatin ve kreatinin'in néronal
yapisal ve akciger indiiklenebilen nitrik oksit sentaz (iNOS) enzimleri tizerinde
caligarak, metilguanidin ve guanidin (0.01-3 mM)'in bu her iki form NOS enzimini
konsantrasyona bagl olarak anlamli bir sekilde inhibe ettigini bulmuglardir.
Gergekten, kreatin ve kreatinin guanidin grubu igermesine ragmen 3 mM

konsantrasyona ulagincaya kadar nNOS ve iNOS tzerinde etkisiz olduklar goriilmiig
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ve test edilen bilesikler igin gozlenen sonuglar enzim inhibisyonunda guanidin
grubunun yan zincirlerinin daha etkin bir rol oynadig: anlagilmigtir(155)

3.3.Serbest Radikaller

Canlilar molekiiler oksijene olan gereksinimlerine gére aerobik, anaerobik ve
fakiiltatif anaeroblar olmak tzere t¢ sinifta toplanabilir. Yagsamlan igin oksijene
devamli olarak gereksinim duyan aerobik canlilarda oksijene gereksinim, oksijeni
elektron transport zincirinde (ETZ) son elektron alicisi olarak kullanmalarindan ileri
gelir. Anaerobik canlilar molekiiler oksijenin varlifina tolerans gostermezler.
Fakiiltatif anaeroblar ise oksijenli ortamda yasayabilseler bile ya oksijeni hig
kullanmazlar veya oksijeni simrh bir diizeye kadar metabolize ederler. Fakat hicbir
zaman oksido-rediiksiyon tepkimelerinde oksijeni son elektron alicisi olarak
kullanmazlar(79). Serbest radikaller, dig yoringesinde en az bir ¢iftlegmemis
elektron tagtyan atom veya molekiil anlamina gelir (77).Serbest radikaller diger
molekiillerle birleserek dig yoningelerindeki elektron sayisim ¢iftlestirmeye boylece
kararh bilesiklere doniigmeye galigmaktadirlar. Bir atom veya molekiiliin yapisindaki
elektronlar ¢ekirdegin etrafinda yer alan ve yoringe (orbit) denilen yapilarda
bulunurlar. Her bir yoriinge iki adet elektron igerir ki bunlara ¢iftlenmis elektron
denir. Eger yoriingede bir elektron var ise bu elektron giftlenme egilimindedir.
Ciftlenmemis elektron molekiil formuliiniin yanina ilave edilen bir nokta ile
gosterilir (137). Aerobik metabolizmaya bagimli olan organizmalarin geligebilmeleri
igin biyokimyasal bir savunma sistemine gerek vardir. Bu sistem; hiicrelerdeki
islemler sirasinda ortaya g¢ikabilecek agini oksidasyondan hiicrenin ana elemanlarim
ve dolayistyla canliyt korumaktadir. Siiperoksit dismutaz (SOD), Glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) ve Katalaz (CAT) gibi hiicre i¢i enzimler bu koruyucu
sistemde gorev  almaktadir (53,71). Aerobik canlilarda metabolik islemler sirasinda
serbest oksijen radikalleri kaginilmaz bir gekilde iiretiimektedir. Bu nedenle normal
metabolizma sirasindaki oksido-rediiksiyon reaksiyonlarinin riinleri olan SOR
(Serbest  oksijen radikalleri) olugmasi, biyolojik bir bozukluk olarak
degerlendirilmemelidir(42). Ancak; iskemi, inflamasyon, radyasyon, antibiyotik
tedavisi gibi bazi hijcresel metabolik durumlarda biyiik oranda tretilen SOR,
membranlar, enzimler, niikleik asitler ve polisakkaritler Uzerinde toksik etkiler

yaparak ¢esitli dokularin hasarina neden olmaktadir (23)
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3.3.1. Serbest Oksijen Radikal Kaynaklar
Hiicrelerin  canliigim  siirdiirmesinde ~ membran  butinliglinin ~ ve
fonksiyonunun biuyitkk o6nemi vardir. Plazma membrani;; membrana bagli enzim
destekleyicisi olan doymamug yag asidinden zengin oldugu igin serbest radikaller ile
kolaylikla reaksiyona girebilir ve peroksidasyona ugrayabilirler. Bu toksik maddeler
plazma membramint bozarak hiicrenin i¢ biyokimyasal yapisim etkileyebilir, hasara
yol acabilir, membramin fonksiyonu ve akigkanhgm degistirebilirler. Lipid
peroksidasyonuna bagli olarak organellerde fonksiyon bozuklugu olusur, lizozomal
frajilite artig1 ile mikrozomal enzimlerde degisiklikler meydana gelir, hiicre 6limi ve
kollajen olusumunda artiy goriliir. Normal metabolizma esnasinda geligen
oksidasyon-rediiksiyon olaylari neticesinde olusan serbest oksijen radikali (SOR)
biyolojik bir bozukluga neden olmamasma kargiik bazi hiicresel metabolik
bozukluklar nedeni ile (iskemi, inflamasyon, radyasyon, hiperoksi v.b.) ¢ok daha
biiyik miktarlarda tretilir ve sonugta membranlar, nukleik asitler, enzimler ve
polisakkaritler iizerinde degisik derecelerde toksik etki yaparak gesitli dokularda
hasara yol agmaktadirlar (23). Molekiiler oksijen bir atom veya molekil ile
reaksiyona girerse ondan bir elektron alir ve boylece oksijenin indirgenmis reaktif
serbest radikalleri, peroksit, singlet oksijen, hipoklorik asit gibi molekiilleri de igine
alan Giranler olugur.
Serbest oksijen radikallerinin iki 6nemli kaynagy vardir ;
A) Eksojen kaynaklar

—  Radyasyon etkisi

—  Bagisiklik yapan maddeler: alkol, uyusturucu vb

—  Ksenobiyotikler: hava kirliligi, hiperoksi, pestisitler, solventler,

anestezik maddeler, aromatik hidrokarbonlar, sigara duman vs
—  Antineoplastik ajanlar
—  Stres; katekolamin diizeylerinin artigina bagh
B) Endojen kaynaklar

—  Mitokondrial elektron transportu

—  Peroksizomlar

-~ Enzimler ve proteinler; XO, triptofan dioksijenaz, hemoglobin vb

- Kigik molekillerin otooksidasyonu; tioller, katekolaminler,

hidrokinonlar, flavinler, tetrahidroproteinler, antibiotikler vb
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—  Endoplazmik retikulum ve nikleus membran elektron transport
sistemleri (sitokrom p-450 vs)

— Plazma membram enzimlerii NADPH oksidaz, lipooksijenaz,
prostaglandin sentetaz, lipid peroksidasyonu vs.

—  Oksidatif stres durumlan

—  Fagositlerin aktivasyonu ( solunumsal patlama)

Oksidasyon tepkimeleri yasam igin gerekli olup, bu tepkimeler esnasinda
oksijen molektlinden tiireyen toksik Ozellikteki ara Uriinlei SOR olarak
isimlendirilir (77,161). Serbest oksijen radikalleri inorganik veya organik olabilirler.
Organik olan oksijen radikalleri, ¢oklu doymamis yag asidi gibi molekiillerden
tireyen peroksil (ROO) alkil (R) ve alkoksil (RO) radikali, inorganik olanlar ise
siperoksit (0y), hidroksil radikali (OH) ve nitrik oksit (NO') dir (64).
Hiperoksijenasyon, iskemi-reperflizyon, inflamasyonlu hastaliklar, toksik doku
yaralanmalari gibi durumlarda SOR’larin 6nemli bir rol oynadifi agiktir. Bununla
birlikte SOR araciligiyla notrofiller; bakterileri 6ldiirmekte, radyasyon; normal ve
malign dokulara zarar vermekte, bir ¢ok ilag karsinojen, toksik ajan etkisi
gostermektedir (24). Serbest oksijen radikalleri genig bir hastalik grubunda etkindir.
Bunlar kisaca agagida belirtilmistir (24)

1-Normal bivoloiik islemler:

a-Oksijenli solunum b-Katabolik ve anabolik iglemler

2-Qksidatif stres yapici durumlar

a-Iskemi-reperfiizyon sendromlari

*Miyokard infarktiisii *Mide mukozasinda stres tilseri
*Organ prezarvasyonu ve transplantasyon *Nekrozitan enterokolit

*Sok sonrasi karaciger yetmezligi *Serebral iskemi

*Kol ve bacak iskemisi * Akut renal tiibiiler nekroz

b-Toksik doku yaralanmalarn

* Aspirasyon pnomonisi *Ozefajit

c-Iltihabi hastaliklar * Pankreatit

*Notrofil fagozitozu * Artrit

*[itihabi barsak hastaliklar *Bag dokusu hastaliklari
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*Immiin yetmezlikler

d-Eksojen toksik ajanlar

*Radioaktivite *Alloksan
*Karbon tetra kloriir *Kemoterapotik ajanlar
*Nitrofurantoin *Paraquat

e-Ksenobiotiklerin etkisi

*Inhale edilenler *Tlaglar

* Aligkanlik yapan maddeler

f-Stres ile artan katekolaminler

g-Fagositik inflamasyon hiicrelerinde salgilanma

h-Genel

*Yaglanma, * Dolagim goku, *Periferik dem

3.3.2. Serbest Oksijen Radikal Tiirleri

Serbest radikaller ortaklanmamug elektron tagiyan kimyasal bir yap: olarak
tammlamr. Serbest radikaller, bir molekiiliin bir pargasi olarak da kabul edilebilir.
Biyolojik ortamlardaki en onemli serbest radikaller siiphesiz oksijen radikalleridir.
Tek bir elektronun transfer yoluyla oksijene verilip rediiklenmesi suiperoksit serbest
radikal anyonunu (stiperoksit, Oy) olusturmaktadir.

O,+e = O,

Oksijenin 2 elektronla rediiklenmesi ise hidrojen peroksiti (H>O,) olusturur.

0,+2¢ +2H = H0,

Hidrojen peroksit, serbest radikal biyokimyasinda 6nemli bir bilegiktir. Ciinki
gecis metal iyonlarinin varlifinda kolaylkla pargalanip oksijen radikallerinin daha
reaktifi ve biyolojik sistemlerde daha fazla hasar olugturan hidroksil radikalini ( OH)
olusturur.

H,0; +Fe’* > "OH + OH + Fe**

Bu ifade edilen reaksiyon demir katalizli Haber-Weiss (Fenton) reaksiyonu
olarak adlandiriimaktadir.

Siiperoksit radikali (O;) : Serbest radikal olmasina ragmen hasar olusturucu
ozellige sahip degildir.. Asil 6nemi; hidrojen peroksitin kaynagi olmasi ve gegis
metal iyonlarimn rediikleyicisi olmasidir. NO' ile reaksiyona girerek peroksinitriti
(ONOQ") olugturur. Superoksit, dusiik pH’da daha reaktif olan perhidroksil
radikaline (HO;) protonlamr, fakat fizyolojik pH’da bu form %!1’in altindadir.
Fizyolojik sartlarda ferritinde bulunan demiri (Fe*?) indirger.
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O, ; stperoksit dismutaz (SOD) adi verilen enzim ailesinin katalize ettigi
reaksiyonlar ile elimine edilir.
SOD
0, +0p +2H" ————»  H;0,+0,

Hidrojen peroksit (H,0,) : Okside edici bir ajan olup reaktivitesi en disiik
olan oksijen tiirevlerindendir. (1,67) Asil 6nemi, ge¢is metal iyonlannin varliginda
hidroksil radikallerini olusturmasidir. (75) Metal Kkatalizorlerin  yoklugunda
stiperoksit ve hidrojen peroksit kolaylikla uzaklagtirilir ve zararsiz hale getirilir.

Hidroksil radikali (OH) : Hemen hemen biitiin biyomolekiillerle reaksiyona
girebilen yiiksek reaktivitesi olan bir ajandir. Reaksiyona girmeden once hiicrede
diffize olmas1 gugtir ¢iinkii ¢ok kisa omurlidir. Fakat kiiglik miktarlar: bile
uretildigi yerde agir1 hasar yapabilecek kapasitededir

Singlet oksijen ('O;) : Singlet oksijen yap: olarak giflesmemis elektron
igermediginden radikal olmay1p, siklikla serbest oksijen radikalleriyle birlikte anilan
reaktif oksijen turiidiir. Serbest radikal reaksiyonlanyla iiretilebilir. Diger oksijen
radikallerinden daha uzun omiirlii olmas: ve elektronlarin konumu nedeniyle kolayca
kimyasal reaksiyonlara girebilmesi bu oksijen bilesiginin ¢ok reaktif olmasina neden
olur. Orbitalde paralel gezinen elektronlar enerji girisiyle antiparalel olurlar ve
sonugta oksidan kapasiteyi artirirlar (29,151). Singlet oksijen radyasyon sonucu
olugabilecegi gibi invivo olarak sitokrom P-450, prostaglandin endoperoksit sentetaz
ve miyeloperoksidaz reaksiyonlar ile de enzimatik olarak olugabilmektedir (151)

Karbon merkezli radikaller (R’) : Lipid, niikleik asit, karbohidrat veya protein
gibi biyolojik bir molekiilii okside edici bir radikalin etkilemesiyle olugur (6rnegin
OH' Radikali). Bunlar oksijen molekiilii ile birlikte gok izl bir sekilde ilgili peroksil
radikallerini (ROO’) olusturmak iizere birlesirler. Diger taraftan bu peroksil
radikalleri, alkoksil radikalleri (RO") iireten reaksiyonlara karigabilir. Siilfiir atomlari,
yeni bir serbest radikal iiretimi (thiol) radikaller, RS") i¢in kaynak olabilir.

3.3.3. Serbest Radikallerin Hiicresel Yapilara Etkileri

Genel olarak serbest radikaller DNA’min yapisinda degisikliZe neden olarak
mutasyon veya sitotoksite olugturmaktadir (133,150). Oksijen serbest radikalleri
NAD/NADH ve NADP’ /NADPH redoks ciftlerini etkileyerek NAD(P) meydana
getirmektedir. Sekil 3’de belirtildigi gibi serbest radikaller niikleotidlerin biyolojik
ozelliklerini degistirmekte, protein ve non protein tiol gruplanm oksitleyerek thiol

radikalleri olugturmaktadir. Serbest radikaller kovalent baglar etkileyerek protein,
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niikleik asit ve lipidlerin yap:1 ve fonksiyonlarim bozmaktadir ($ekil 2). Bu hasar
radikallerin membran enzimlerine ve reseptorlerine kovalent baglanarak antijenik
karakter ve transport fonksiyonunu bozmasi, poliansatiire yag asidi / protein oranini
degistirmesi ve lipid peroksidasyonunu baglatmasi ile olmaktadir, Hasar sekonder
olarak, lipid peroksit radikalleri, lipid hidroperoksitleri ve diger lipid pargalanma
tirinler ile devam ettirilir. Lizozom hasari ile salinan lizozomal enzimler (hidrolitik
enzimlerde) hiicre hasartmt daha artirmaktadirlar (151,24).

3.3.4.Lipidlerde Meydana Gelen Yapisal Degisiklikler:

Hiicre membranlari, okside edici radikallerle kolaylikla etkilenebilen
poliansatiire yag asitlerince (PUFAs) zengindir. Lipid peroksidasyonu olarak da
bilinen PUFAs’in oksidatif hasari, sonuc¢ta kendi kendine zincir reaksiyonlar
baglatarak isin kendiliginden devam etmesine yol agar. Sonugta olusan peroksil
radikalleri (LOQ") zincir reaksiyonunun bir aracist olup bir sonraki PUFAs’1 okside
ederek yeni zincir reaksiyonlarim baglatirlar (4). Bu iglemlerin sonunda olusan liriin
hidroperoksitlerdir (LOOH) ve bunlar da daha siddetli radikal 6zelligi olan tirlere,
ozellikle aldehitlere ¢evrilirler. Aldehitler daima lipid hidroperoksitler pargalandig:
zaman olusurlar ve ¢ogu biyolojik olarak aktiftirler. Bunlardan en ¢ok bilineni
hidroksialkenoller’dir ve bunlar da 4-hidroksinonenal uyesidir (49). Lipid
hidroperoksitleri ve lipid peroksi radikalleri, serbest oksijen radikalleri gibi, aym
hiicrenin  birgok komponentiyle reaksiyona girerek, hiicresel ve metabolik
fonksiyonlar iizerinde toksik etkilerini gosterirler (133). Biyolojik sistemlerde lipid
peroksidasyonu tayininde en sik Olgiilen bir uriin olan MDA, CO;’e metabolize
olmasina ragmen, idrarda asit ile hidrolize edilebilen formda kugitk miktarda
bulunmaktadir(152).

Niikleik Asitler (——» Mutasyon ,kanser)
/ Niikleotidler
R <‘T ioller

Kovalent baglar

Membran yapist ( —— Iyon transportu)

Lipid peroksidasyonu
Sekil 5. Oksijen Radikallerinin hiicre metabolik fonksiyonlarim bozma yollar1.
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3.3.5. Proteinlerde ve Niikleik Asitlerde Olusan Yapisal Degisiklikler

Protein ve nukleik asitler serbest radikal saldirlarina PUFAs’lardan daha az
duyarlidir. Cinki bunlarda hasar olusturucu zincir reaksiyonlarinin olugma ihtimali
cok zayiftir (Sekil.5).DNA, okside edici radikaller tarafindan radikallerin DNA’ya
yakin  bolgelerde = meydana  gelmelerinden  dolayr  kolaylikla  hasara
ugratilabilmektedir. Proteinlerde oldugu gibi hizli zincir reaksiyonlarin olma
ihtimali ¢ok azdir.

3.4. Antioksidan Sistem

Hiicrelerin metabolik yollarinin igleyiginin dogal bir sonucu olarak farkli
derecelerde radikaller olugmaktadir. Organizmada bu olusum siirekli olmasina
ragmen gugli savunma sistemleriyle bunlara kargt defansif yapi olusturularak canli
dogasi korunmaktadir. Zararli oksidan ajanlara karsi canlilarda koruyucu antioksidan
sistemler geligmigtir.

Antioksidan defans sistemi:

a)Oksijenin uzaklagtirilmast veya lokal oksijen konsantrasyonlarmin
azaltilmasi,

b) Katalitik metal iyonlarimin (Fe, Cu) uzaklagtirlmast,

c)Anahtar roliindeki serbest oksijen radikallerinin uzaklastiriimasi,

d) Hasan baglatic1 serbest radikallerin (OH' ,LO" ve LOO") temizlenmesi ,

e) Zincirleme devam eden reaksiyonlari kirilmasi,

f) Singlet oksijenin temizlenmesi,

Antioksidanlar, iki grupta toplanabilir (136).

Endojen Antioksidanlar

1- Enzimatik

-Mitokondrial sitokrom oksidaz sistemi -Stiperoksit dismutaz
-Katalaz -Glutatyon peroksidaz

2-Nonenzimatik
a-Lipid faz (membran)
- a-tokoferol -B-karoten

b-Siv1 faz (non-membran)

- Glutatyon -Askorbik asit -Urat
-Sistein -Seruloplazmin -Transferin
-Laktoferin -Albumin -Billurubin -Ferritin
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Enzimatik Korunma Mekanizmas: : Hiicre igerisinde oksijenin metabolize
edildigi her yerde, antioksidanlar, oksijen ara metabolitlerini azaltmak i¢in hizh ve
spesifik (enzimatik) olarak ¢aligirlar. Enzimlerden siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) antioksidan defans sisteminin major
enzimleri dir.(136).

Siiperoksit Dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1) : Siiperoksit radikallerinin
hidrojen peroksite dismutasyonunu katalizleyen enzim grubudur. Katalizledigi
reaksiyon su sekildedir;

20; +2H" 2 H,0,+ 0,

Enzim bir metalloenzim olup, insanda Cu,Zn-SOD ve Mn-SOD olarak ilk
defa 1969 yilinda McCord ve Fridovic tarafindan tammlanmugtir (100,53).
Okaryotlarda ise i SOD izoformu tammlanmistir. Bunlar ekstraselliler SOD
(ecSOD), sitoplazmik SOD (Cu,Zn-SOD) ve mitokondrial SOD (Mn-SOD)’dur
(100). Cu,Zn-SOD; hiicrenin sitoplazmasinda bulunur. Molekiil agirligi 32.000
daltondur, Iki alt initesi vardir ve bunlarin herbirinde bir Cu ve bir Zn atomu
bulunmaktadir. Mn-SOD ise mitokondrial bir enzimdir ilk olarak 1970 yilinda Keele
ve arkadaslan tarafindan Prokaryotlarin sitozoliinden izole edilmistir (76). Enzim
23.000 dalton agirhginda olup +3 degerlikli Mangan iyonlanim igerir. Enzim iki alt
birimden olugmus olup her alt biriminde bir Mn atomu mevcuttur.

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px, EC 1.11.1.9) : Ik kez memeli
eritrositlerinde Siddons ve arkadaglar tarafindan gésterilmistir (147). Prostetik grup
olarak Selenyum (Se) tagimaktadir. Bu yiizden metalloenzim grubunda
degerlendirilir. Hidrojen peroksidin in vitro detoksifikasyonunu yiiksek spesifite ile
katalizlemektedir. Katalizleme sirasinda rediikte glutatyon okside glutatyona
cevrilmektedir. Reaksiyon su sekildedir;

2GSH+H,0, > GSSG+2H,;0

Ayrnica lipid peroksitlerinin indirgenmesini de katalizler (68).

Katalaz (CAT, EC 1.11.1.6) : 1901 yilinda tabiatta yaygin bir gekilde yer
aldigs Leew ve arkadaglan tarafindan belirlenmistir (2). ilk defa 1937°de Sumner ve
Dounce (39) tarafindan karacigerden kristal formda elde edilmigtir. Molekiil kiitlesi
240.000 daltondur. CAT, glikoprotein yapisinda bir hemoproteindir. Dort alt
tiniteden olugmugtur. Bu alt Uniteler ferriprotoporfirin grubu seklindedir. Yani
~prostetik grubunda Fe™ bulunan protoporfirin IX bulunmaktadir. Doku katalaz
aktiviteleri buyiik farkliliklar gosterir. En yiiksek aktivite karaciger ve bobrekte
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saptanmugtir. En az aktivite ise destek dokusunda go6zlenir. Dokularda esas olarak
mitokondri ve peroksizom partikiillerine bagh olarak bulunur. Ayrica sitoplazma ve
endoplazmik retikulumda da aktivitesi vardir. Oksidazlarin aktivitesi ile olusan
H,0’1 direkt olarak suya cevirir. H,O5’in konsantrasyonunun agirt arttifi ortamlarda
aktivite gosterir. Diiguk H;0, konsantrasyonlarinda diger enzimler (glutatyon
peroksidaz gibi) devreye girer (3). GSH-Px ile aym etkiyi gosterir. Fakat hicre igi
daghmi agisindan farkhilik s6z konusu olup, GSH-Px esas olarak mitokondri ve
sitozolde aktif iken katalaz peroksizomlarda aktiftir.
Katalizledigi reaksiyon su sekildedir;
2 H,0,~> 2H0+ 0,
ROOH + AH,; = H,0 +ROH + A
(ROOH: metanol, etanol, formik asit, fenoller gibi bir elektron vericisidir.)

Glutatyon Rediiktaz (GSH) : Okside glutatyonun, rediikte glutatyona
donugumiini saglayarak dolayh antioksidan etki gostermektedirler.

Glutatyon-S-transferaz : Ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda énemli
rol oynarlar. Lipid peroksitlerine karsi (Se bagimsiz GSH-Px aktivitesi gostererek)
bir savunma mekanizmasi olustururlar (4).

Mitokondrial Sitokrom Oksidaz : Superoksit radikalinin in vivo olarak
olustudu major yollar mitokondri ve mikrozomal elektron transport sistemleridir.
Mitokondrial elektron transportunda normal sartlar altinda bir molekiiler oksijene 4
elektron aktarnlarak 2 molekiil su olugturulur:

O, +4H' +4e > 2H,0

Sitokrom oksidaz, kismen elektronlanmig oksijenleri aktif merkezinde sikica
tutar, boylece elektron sizintissm minimale indirmig olur. Dolayisiyla buradaki
konumu bir antioksidan ozellik arzetmektedir. Eger kismi olarak elektronlanmig
oksijen atomlarim (serbest radikal) yapisinda tutmamus olsa, ortamda oksidatif stres
artacaktir,

Nonenzimatik Korunma Mekanizmasi : Normal hiicrede bir¢ok non
enzimatik korunma mekanizmasi mevcuttur. Lipid ve sivi faz antioksidanlan olarak
adlandirdigimiz  dugiik molekiil agirhkhi serbest radikal toplayicilanmn diginda
glutatyonda, lipid peroksidasyonunu onlemeye ¢aligir (43).Enzimatik olmayan
antioksidanlar agagida belirtilmistir;
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E Vitamini : Membranlarnn lipid kisminda ve ekstraselliiler sivilarda bulunur.
Lipid peroksitleri inaktive eder ve lipid peroksit zincirini kirarak lipid
peroksidasyonu tepkimelerini engeller. Vitamin E, peroksit ve hidroperoksitleri
hidrojen iyonlar1 ile doyurup, peroksit radikallerinin aktivitesini azaltarak
otooksidasyonun baslaticisi olan bu reaksiyonlart inhibe eder . GSH-Px’e benzer etki
gostererek hiicresel zar oksidasyonunu onleyerek dokularin yapisal ve fonksiyonel
butinliigiini saglar .Vitamin E , etkisini zar fosfolipitlerinde bulunan aragidonik
aside baglanarak gosterir ve kendi baglattig1 reaksiyon ile bir radikale (A’) doniiserek
peroksidasyon zincir reaksiyonunu keser.(130)

ROO (lipid peroksi radikali) + AH p» ROOH +A
ROO- +A- ______ 5 ROOA

C vitamini : Askorbik asit (AA) olarak bilinir. Hiicre disi sivilarda bulunur.
Suiperoksit ve hidroksil radikalinin dogrudan temizleyicisidir. Askorbik asit singlet
oksijen, stiperoksit ve hidroksil radikallerini yok edici etkiye sahiptir. Askorbik asitin
enzimatik reaksiyonlar tizerine etkisi prostetik metal iyonlanm indirgenmis halde
tutmasindan kaynaklanmaktadir (116). Iskemi ve reperfiizyon siiregleri serumda
askorbik asitin azalmasi ile sonuglanmaktadir. A vitamini; singlet oksijenin ve reaktif
oksijen tiirlerinin olusumunu ¢ok erken safhalarda onleyici etkiye sahiptir (13). AA,
gliglii bir rediikleyici ajan ve antioksidan olup superoksit, peroksit ve hidroksil
radikalleriyle reaksiyona girerek bir ara irin olan semidehidroaskorbat yoluyla
metaboliti dehidroaskorbik asiti (DHA) olusturur (24).

AA+2H +20; —p 2H;0, +DHA

B-Karoten : Vitamin A onciilii olup, membranlarda bulunur. Temizleyicidir ve
peroksitlere direkt etkisi sozkonusudur. Yagda eriyen bir vitamin olan [3-
karoten,alkoksil ve peroksil radikallerinin etkin temizleyicisidir (165).

Seruloplazmin : SOD benzeri bir etki gosterdigi diigtiniilmektedir. Ferro demiri
yiikseltgeyerek Fenton reaksiyonunu ve boylece serbest radikal olusumunu inhibe
eder.

Transferrin : Dolagimdaki serbest demiri baglar.

Urik asit : Normal plazma konsantrasyonlarinda siiperoksit, hidroksil ve
peroksil radikallerini temizler.

Albumin : Gegig metallerini baglar, lipid hidroperoksit (LOOH) ve hipoklorit
(HOCI) toplaycisidir.
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Bilirubin : Serbest radikal tutucusudur, siiperoksit ve hidroksil radikal
toplayicisidir.

Glutatyon : Karacigerde, genetik bilgiye gerek olmadan glutamat, sistein ve
glisinden sentezlenebilen bir tripeptiddir. Cok 6nemli bir antioksidan olan glutatyon,
serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara kargi
korur. Ayrica proteinlerdeki, -SH gruplarim da rediikte halde tutarak oksidasyondan
korur.

Sistein : Serbest radikal ve hipoklorit toplayicisidir.

Taurin : Ksenobiotiklere baglanir. Hipoklorit ile reaksiyona girer.

Glukoz : Hidroksil radikal tutucusudur.

Piruvat : H;0, tutucusudur.

Hemoglobin : Oksidanlar;, Haptoglobulin, hemoglobini, Hemopeksin de;
serbest hemi baglayarak antioksidan o6zellik géstermektedir.

Melatonin : Pineal bezden salinan indolamin yapisinda bir hormon olup OH
radikalini ortadan kaldiran etkin bir antioksidandir (4).

3.5. iskemi-Reperfiizyon Hasarinda Serbest Radikallerin Rolii

Molekiiler oksijenin indirgenmesi veya uyarimasi sonucu birkag serbest
oksijen radikali olugmaktadir. Bunlardan siiperoksit; mitokondrial, endoplazmik
retikulum, membran elektron transport islemleri, hemoglobin, aldehid oksidaz ve
ksantin oksidaz tarafindan iiretilen bir yan iriindiir. In vivo olarak siiperoksit
olusumu hemen hemen tamamen hidrojen peroksit iiretimindeki artma ile birliktedir.
Hidroksil radikali; demirin rol aldigi Haber-Weiss (Fenton) reaksiyonu yoluyla
tiretilmektedir. Bu radikal biyolojik sistemlerdeki en reaktif serbest radikaldir ve
lipid peroksidasyonu, sitokrom enzimlerin inaktivasyonu, membran transport
proteinlerindeki degisiklikler ve siilfidril gruplarmin oksidasyonu gibi yikict
olaylardan sorumludur. Daha 6nce bahsedildigi gibi biyolojik sistemlerde serbest
radikal ureten birka¢ mekanizma tammlanmugtir. Mitokondrial elektron transport
zincirinde fizyolojik olarak sizma tarzinda kiigiik miktarlarda serbest radikaller
olusturulmaktadir. Patolojik siireglerde ise serbest radikaller ksantin oksidaz
metabolizmasindan, aktive olmus notrofillerden, katekolamin oksidasyonundan,
endotel hiicrelerinden ve prostaglandinlerden iiretilmektedir (87). Postiskemik
dokudaki serbest radikallerin esas kaynaf ksantin oksidaz enzimidir. Iskemi
esnasinda ilgili dokuya demir iyonu girisi olur. Reperfiizyon gergeklestigi taktirde

siiperoksit ve hidrojen peroksit tretilir. Siperoksit serbest ferroz demirin (Fe*?)
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ferritinden saltuminu arttirir . Boylece fenton reaksiyonu ile hidrojen peroksitten bol
miktarda hidroksil radikali olusur.

Kalp iskemisini takip eden hem akut hem de subakut reperfiizyon fazinda SOR
tretilebilir. Reperfiizyonun akut fazinda SOR protein oksidasyonu ve yikilim, lipid
peroksidasyonu ve DNA hasar1 tzerinden direkt hiicresel hasar olusturur (120).
Biitiin bu akut redoks hasar gesitleri daha sonra sinyal iletim yollarim aktive ederek
subakut hasarin baglamasina yol agabilirr Hasarm subakut fazi esnasinda
proenflamatuar sinyal iletim kaskad’in akut-faz aktivasyonuyla uretilen sitokinler
notrofillerin tutulmasmma NO kaskadi’minda katilimiyla ve hasarli dokunun hasarinin
daha da artmasina sebep olur. Ayrica subakut faz esnasinda notrofillerden sekrete
edilen proinflamatuar sitokinler reseptor aracili yollar ile hasarlh dokuda hiicre igi
SOR uretimini arttirarak organ hasarim derinlestirirler.

3.5.1. Kardiyak Iskemi-Reperfiizyon

Iskemi; organa gelen kan akimimn vyetersizligi veya dokunun bozulmus
perfizyonu olup, uzayan iskemide hiicrelerin biitiinligi kaybolmakta ve hiicresel
olim meydana gelmektedir. Nitrik oksit ve serbest oksijen radikallerinin iskemi-
reperfizyon hasarindaki rolii bu alanda en ¢ok galigilan konular arasinda yer
almaktadir. Iskeminin neden oldugu patolojik olaylar; o6zellikle iskemik kalp
hastaliklar1, serebral iskemi ve organ transplantasyonu gibi hem sik kargilagilan hem
de yagsamu tehdit eden durumlardir.

Miyokardiyal iskemi, birbirine bagimli veya birbirinden bagimsiz bir gok
fizyolojik ve patolojik siirecin sonucu olarak ortaya gikabilir.(Sekil.6) Iskemi,
ateroskleroz veya tromboembolilerin bir sonucu olarak ortaya ¢ikabildigi gibi,
perkiitantz transluminal koroner anjioplasti (PTCA), koroner arter bypass veya
transplantasyon gibi cerrahi islemler sirasinda da olusabilir. Iskeminin sebebi ne
olursa olsun sonuglan daima aymdir: miyokardiyal yeterli oksijen ve metabolizmayi
devam ettirmeye yetecek miktarda substrat ulasamaz Iskeminin ilk dakikalarinda
glikolitik yol biiyitk o6lgiide stimiile olur, fakat daha sonra asama agama, doku
asidozunun gelismesi, NADH, sitrat ve laktat birikmesi sonucu glikolitik yol inhibe
olur (111). Oksidatif fosforilasyon igin gerekli oksijen yeterince saglanamadigi igin,
glikoliz sonucu olugan piruvat krebs dongisiine girecegi yerde laktata doniisir.
Bunun sebebi, glikolizin yiirimesi igin gliseraldehit-3-fosfatin gliseraldehit-fosfat

dehidrogenaz enzimi ile 1,3-difosfogliserata ¢evrilmesi basamaginda mutlaka gerekli
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ISKEMI-REPERFUZYON

Ksantin oksidaz
voli

Lipid peroksidasyonu < l p  Serbest radikal tiretimi

Proteazlarin salmm «¢———— Notrofillerin adezyon
ve migrasyonu

!

Endotelyal hiicre hasar
NO PGL, TxA;
Endotelin PAF, LTB, Kompleman Molekiillerin adezyonu
Aktivasyonu Sitokinler ICAM-1,ICAM-2 ELAM
Ci, Csa IL-1,IL-6
11-8, TNFa ﬁ
Vazodilitasyon
Antiagregan
v v y
v
Vazokonstriksiyon ve Nétrofil Aktive ndtrofiller
Trombosit agregasyonu kemotaksisi cp/il CD/18

Sekil 6. Iskemi-reperfiizyon hasarinda endotelyal hiicrelerin rolii (57).
NO: Nitrik oksit. PAF: Trombosit aktive edici faktér. PGI,: Prostoglandin I,
TxA,: Tromboksan Ay, LTB4: Lokotren By. IL: Interlokin. Cs,: Komp!eman.
TNF a : Tiimdr nekroz faktor o . ICAM: Intraselliilar adezyon molekiil.
ELAM: Endotelyal 16kosit adezyon molekiil,
CD:Farkliligin gruplanmasi.
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olan NAD’nin ancak piruvat—laktat donigiiminden elde edilebilmesidir. Anaerobik
yolla iretilen ATP, dokunun ihtiyacim karsilayacak miktarda degildir.
Iskeminin devam etmesi ile birlikte doku ATP diizeyi diiser ve yeni durum hiicreyi
hasara ugratacak bir seri olayin baglamasina yol agar. Bunlarin en ¢énemlisi, hiicrenin
membran iyon dengesini koruma yetenegini kaybetmesidir. Ciinkd hiicre iginde
retilen enerjinin %70 gibi bir oramt membran transport sistemlerinde, iyon
kanallarinda ve membran igin gerekli yap1 maddelerinin endoplazmik retikulum ve
golgi cisminde sentezinde kullanilmaktadir. Reperfiizyon ile hizla Ca™ hiicre igine
girer. Na'-Ca™ degisimi, reperfiize edilmis alandaki hiicreye Ca*™ girigini agiklayan
mekanizmalardan sadece birisidir. Kalsiyumun hiicre iginde artig1; ¢ikigin azalmasina
degil girisin artmasma baglhdir (17). Hiicrede serbest kalsiyumdaki artig, hiicrenin
iyon dengesinde bozulmaya yol agar. Kalsiyum kolayca mitokondriye alimr.
Mitokondriler kalsiyum ile agin yiiklenince ATP iretemez ve sonunda pargalamr
(121). Kalsiyum varhiginda hiicrenin proteaz ve fosfolipazlarmin gogu aktive olur;
reperflizyondan sonra hiicrenin daha ileri hasarlanmasinin sebebi bu litik enzimlerin
aktivasyonudur. Fosfolipazlarin aktivasyonu hiicre membranminda hasar olusturur:
Serbest yag asitlerinin ve lizofosfolipitlerin salinmasma yol agar. Bu bilesikler tek
bagina toksik degildirler, aragidonik asit metabolizmasim baglatabilirler (106).
Sonugta reperfiizyon ile birlikte radikal tirevleri ve diger sitotoksik uriinlerin
tretilmesi s6z konusu olabilir (84)Proteazlarin aktivasyonu hiicre iskeletinin
sindirimine ve enzim sistemlerinde degisikliklere yol acar.(Sekil.7) Sonugta
reperfiizyon tizerine bunlar serbest radikal tiirlerini olusturur (12). Iskemide meydana
gelen olaylara aslinda reperfiizyonda hasan baglatacak ve hizlandiracak bir hazirlik
asamasi olarak bakilabilir. Iskemi agamasindaki olaylar, reperfiizyon agamasindaki
hasarin  Onciistidiir(100). Deneysel ¢aligmalar, reperflizyonun (yeniden kanlanma)
akut fazi esnasinda Onceki olarak bilinen bu ardigik olaylar; intraseliller enzimlerin
salimmum potansiyalize eder, Ca**un hiicre igine girisi, sarkolemmal fosfolipitlerin
bozunumu ve hiicre membranlarimin dagilmasi, biitiin bunlar tek bagina veya
kombine olarak sonunda hiicre Olimiiyle sonuglamir. Bu degisiklikler, iskemi
esnasinda degil de, daha ¢ok reperflizyon esnasinda meydana geldiginden
“reperfliizyon hasar” olarak bilinir. Reperfiizyon hasarimin en az ¢ bilegeni vardir.
Bunlar; mikrovaskiiler hasar, hiicre nekrozu ve hemorajidir. Aslinda iskemiye maruz
kalan her organda reperflizyon hasari olugur ki; iskemi esnasinda biyokimyasal

olaylarin olusumuyla kendini gosterir ve sonugta siiperoksit anyonu, hipoklorik asit

40



(HOCI) ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen metabolitleri yaminda Ca'? artar ve
sarkolemmal fosfolipitlerin kaybir meydana gelir (165). Iskemik rat kalbinde, iskemi-
reperfuzyon hasarinda histamin reseptorlerinin etkilerini aragtirildigi bir galigmada
erken reperfuzyonun; akut miyokardiyal hasarda kardiyak hasarin azalmasinda daha
etkili oldugu gorilmustir.(73)

Ksantin oksidaz (XO) sistemi memelilerde iskemi reperfiizyon hasarim
takiben SOR iiretiminin en 6nemli kaynaklarindan biri olarak kabul edilir. Ksantin
dehidrogenaz (XDH) ve XO, ksantin oksidorediiktazin iki ayri formudur. Hem XDH
hem de XO hipoksantinin ksantine, ksantinin de urik aside donigiimiini katalize
eder. Bunlardan XDH elektronlar tercthen NAD’ye transfer ederken XO akseptor
olarak oksijeni tercih eder ve stuperoksit olugturur. Ksantin oksidaz endotel hiicrenin

onemli bir serbest radikal kaynagidir (Sekil 7).

MIKROVASKULER HASAR
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OKSIDANLAR PROTEAZLAR
‘ NOTROFILLER
AMP
PAF, LTB, TNF
i
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1 v DEHIDROGENAZ LH
iNOZIN ., o8
Fe”
Y . Y , KSANTIN OKSiDAZ - f \
HIPOKSANTIN / # (RIiK ASIT + O + H,0,
0,
-
REPERFUZYON

Sekil 7. Ksantin oksidaz enzimi ile oksidan maddelerin iiretilmesi
Normal kogullarda hipoksantin, ksantin dehidrogenaz enzimini kullanarak ve
NADPH + H' varliginda ksantin ve NADP" olusur. Ancak iskemi sirasinda Sekil 7°de
gorildugu gibi ksantin dehidrogenaz enzimi bol miktarda bulunur ve ksantin oksidaz

enzimine yukarida agiklanan mekanizmayla gevrilir. Reperfiizyon sirasinda aniden
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ve ¢ok miktarda oksijen sisteme dahil olur. Bu da piirinlerin ¢ok siratli bir gekilde
okside olmasina neden olur. Olusan Urat ve stperoksit anyonundan stperoksit;
Haber-weiss ve Fenton reaksiyonlarimi kullanarak demir veya bakir varliginda
serbest hidroksil radikallerinin iiretilmesine neden olur

Ancak son yillarda doku hasarina neden olan kompleksin Fe™-dioksijen- Fe*
(perferil) radikalinin olabilecegi gorigi ileri siiriilmektedir (136)Siiperoksit anyonu
endoteliyal hiicrelerde H,O,, OH' ve HOO™ gibi diger oksijen metabolitlerinin de
agiga ¢ikmasina neden olur. Doku yaralanmalarinda endoteliyal hiicre bir tetik gorevi
gormektedir. Ksantin oksidaza bagimli serbest radikal olusumuna esas tegkil eden
sistem endoteliyal hiicrenin kendisinde mevcuttur. Ksantin oksidaz ve nétrofil
sistemi doku zedelenmesine esas teskil eden mekanizmayi meydana getirir.
Stiperoksit anyonu H,0;’e notrofillerde mevcut olan SOD etkisiyle doniigiir. Bu olay
daha ¢ok ince barsak ve miyokard iskemilerinde gézlenir. (66)

3.5.2.iskemi-Reperfiizyon Hasarinda Oksidan ve Antioksidanlarin Rolii

Miyokardiyal reperfiizyon esnasinda serbest radikaller ve nitrik oksitin roli
konusundaki ilk aragtirmalar esas olarak indirekt metodlara dayanmaktadir.
Myokardial iskemik hasarin patogenezinde, serbest oksijen radikallerinin rolu
olduk¢a 6nemlidir. Miyokard infarktiisiinden sonra NO, agresif radikallerin nétralize
edilmesinde 6zel bir rol oynamaktadir. Intrakoroner lizis sirasinda ortaya gikan
radikaller NO tarafindan siipiiriilebilir. Bu, miyokardin korunmasina ve iyilesmesine
yardim eder (98)Serbest radikallerin miyokard reperflizyon hasarindaki rolint
anlamadan 6nce miyokard reperfiizyonunda hangi serbest radikal turleri ile bu hasar
olmaktadir, bunu anlamak 6nemlidir. Simdilerde yaygin olarak serbest radikallerin
reperfuzyon esnasinda iretildigine inanilsa da serbest radikallerin ger¢ek kaynagi
tartigmalidir

Reperfizyon esnasinda meydana gelen bir ¢ok olaylardan birisi de
fosfolipazlarin kalsiyum-bagimli aktivasyonudur (12). Bu enzimlerin aktivitesi ile
aragidonik asit bagta olmak izere membran yag asitleri agga ¢ikar (12).
Siklooksijenaz ve lipooksijenazlarla aragidonik asidin metabolize edilmesi sonucu
hidroksil radikalinin ve ara urin olarak da peroksi bilegiklerinin iretildigi
gozlenmigtir. Bunlarin ikisi de reperfiizyon tlizerine doku hasarimi hizlandirirlar (84).
Aragidonik asit enzimatik oksidasyon ile de metabolize edilebilir (12). Spesifik

lipooksijenazlarla yapilan bu metabolik yikim ile mono- ve di-hidroperoksi yag
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asitleri uretilir . Hidroperoksi yag asitleri olarak adlandirilan bu yapilar iki ayn
mekanizma ile doku hasan yapabilir:

(1) Gegis metal iyon kompleksleri ile reaksiyona girerek hidroperoksi
radikalleri veya hidroksil radikallerini olustururlar. Her ikisi de yeniden
oksijenlenme esnasinda daha ileri doku hasarini baglatma yetenegine sahiptir (103).

(2) Diger bir ¢ok aragidonik asit metabolitleri gibi hidroperoksi yag asitleri
ikinci haberciler olarak gorev yapabilirfler ve hem inflamatuar hem de immin
cevaplart modiile edebilirler. Her iki durum da reperfiizyon aracili hasarda énemli bir
rol oynayabilir (38).

Iskemik miyokard dokusunun tekrar reperfiizyonundan sonra inflamatuar
stirecin bir sonucu olarak aktive olmug nétrofiller reperfiize dokuya invaze olurlar .
Notrofillerin ve diger fagositik hiicrelerin bakterisidal etkisi, bu hiicrelerin siiperoksit
uretimine dayanmaktadir. Lokotrienler, kemotaktik peptitler ve mekanik
bozulmalarin hepsi nétrofiller ve makrofajlart aktive etmeye yardimer olurlar. Aktive
olmus nétrofiller membran bagimli bir NADPH oksidaz tarafindan siiperoksit tretir.
Respiratuar patlama esnasinda bu hiicreler tarafindan %70-90 arasinda degisen
oranlarda oksijen tiketimi, siiperoksit iretiminde kullanilir . Notrofiller tarafindan
uretilen hidrojen peroksitin hepsi siiperoksitin dismutasyonu ile gergeklestirilir.
Hipoklorik asit, miyeloperoksidaz enziminin katalizi ile hidrojen peroksitten klor
iyonlar1 varliginda olusur. Bu reaksiyon, miyeloperoksidaz igeren lizozomal
vezikiillerin fiizyonundan sonra notrofillerin fagositik vakuoliinde gergeklesir.
Reperfiizyondan sonra meydana gelen serbest radikal iiretimine aktive olmusg
notrofillerin katkida bulunup bulunmamasi, noétrofillerin iskemik dokuya ne kadar
hizli birikme gosterdigine baglidir. Notrofiller yiksek konsantrasyonda serbest
radikal uretebilmekle beraber asil onemli olan nokta bunlarnn iskemi- reperfliizyona
maruz kalmig dokuya ulagma zamanlaridir. Notrofiller daima infarkte miyokard
dokusu ile birlikte diigiinilmiiy olmasina ragmen, buradaki roliiniin sebep mi sonug
mu oldugu heniiz net degildir. Noétrofillerin reperfiizyon-bagimli serbest radikal
uretimine katkida bulunup bulunmadigini 6l¢mek olduk¢a zordur.

Amag; Bu caligmada kardiyak iskemi reperfiizyon sonucu olusan hiicre
hasarinin fizyopatolojik mekanizmasinda  nitrik oksit ile serbest oksijen
radikallerinin ve antioksidatif sistemin roliiniin incelenmesi amaglanmgtir. Ayrica
bir Nitrik Oksit Sentetaz enzim inhibitdrii ve antioksidan olan Aminoguanidinin

Iskemi -Reperfiizyon hasarinin énlenmesine olan etkisi aragtinlacaktir.
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4. GEREC VE YONTEM

4.1.Deney Hayvanlarinin Se¢imi ve Cerrahi Uygulama

Bu tez calismasmnda T.C. Tanm ve Koy Isleri Bakanligi Elazig Veteriner
Kontrol ve Aragtirma Enstitisi Midurliginden saglanan Wistar—Albino cinsi
250 =350 g aguhigindaki erkek siganlar kullanilmugtir. Siganlar standart sartlarda
(sabit 1s1 ve havalandirmali odalarda; 12 saat giin 15181 ve 12 saat karanlik olmak
tizere) Ozel kafeslerde bekletilmistir. Siganlarin beslenmesi i¢in yem olarak, 8
mm’lik rat pellet yemi kullamlmigtir. Deney hayvanlarimin segimi ve cerrahi
uygulamalar sirasinda yerel etik komitesinden izin alinarak , siganlara uygulandig
bilinen uluslararasi deneysel ve  cerrahi  teknikler kullamlmugtir. Caligmada
toplam 36 adet erkek sigan kullamlmig olup bu siganlar, Sham grubu , Iskemi
reperfiizyon grubu, Iskemi-Reperfiizyon grubu + Aminoguanidin 1 grubu ve Iskemi-
Reperfiizyon grubu + Aminoguanidin 2 grubu olmak iizere 4 gruba ayrlmugtir.

Sham grubu (n:9): Bu grup kontrol grubu olarak kullamldi ve bu gruba
sadece torakotomi uygulanarak cerrahi iplik koroner arterin g¢evresinden gegirildi
fakat okliize edilmedi

Iskemi-Reperfiizyon grubu (n:9): Bu gruba 10 dakika iskemi , 10 dakika
reperfiizyon islemi uygulandi. Iskemiden once ilag grubuna verilen hacime esit
serum fizyolojik (%0.9) intravenéz ( iv ) olarak verildi ve belirlenen siirenin
sonunda reperfiizyon sagland.

Iskemi-Reperfiizyon grubu + Aminoguanidin I (n:9): Iskemi yapilmadan énce
10mg/kg dozda aminoguanidin (AG) intravenéz olarak uygulandi ve daha sonra
aym stire ile iskemi reperfiizyon yapildi.

Iskemi-Reperfiizyon grubu + Aminoguanidin II (n:9): Bu gruba 10 dakika
iskemi uygulandi ve reperfiizyon islemi yapilmadan 10mg/kg dozda aminoguanidin
intraven6z olarak verilerek reperfiizyon yapildi.

Cerrahi Uygulama: Deney hayvanlanna anestezi; 1.2-2.4 g/kg Uretan’in
intraperitonal  (ip) uygulamasi ile yapildi .Yapay solunum igin, trakea, ilag
uygulamasi igin de Jigiiler ven kantilasyonu yapildi. Karotid artere konan bir kaniil,
transdiiser (Harvard model, 50-8952) ve bir kaydedici (Harvard Universal
penrecorder ) yardimiyla kan basinci, kalp hizi ve EKG takibi yapildi. Gogsiin sol
tarafina 1-1.5 cm uzunlugunda bir insizyon yapildiktan sonra cilt, cilt alt1 dokulan
ve gOgus kaslan gegilerek, uygun bir sekilde torakotomi yapmak igin yaklagik olarak
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Sekil 8. Kalbin ve koroner arterlerin anatomik olarak goriiniisii (156).

sternumun  2mm solunda dordincii kosta kesilerek sol torakotomi yapildi. Toraks
agildif1 anda, igerideki negatif basincin ortadan kalkmasi nedeniyle, solunumun devami
ve normal pCO2, pO2 ve pH degerlerini korumak amaciyla, ventilasyon cihaziyla
(Harvard Animal Rodent Ventilatér) 1.5ml/100g’lik hacim ve 60 atim / dakikalik bir hizla
oda havas: verilerek pozitif basingli solunum uygulanmaya baglandi. Daha sonra gogsiin
sag tarafina nazikge basilarak kalp digar1 alindi. 10mm’lik, yuvarlak uglu igneyle 6/0 ipek
sutur sol ana koroner arterin altindan miyokard dokusunu da hafifce igine alacak sekilde
hizlica gegildi (Sekil.8). Daha sonra kalp yeniden gégiis i¢ine yerlestirilerck 20 dakika
stabilizasyon igin beklendi. Lambeth Conventions’da belirlenen degerlendirme kriterleri
g6z oniine ahinarak bu islemlere bagli herhangi bir aritmi goriilmesi ya da ortalama kan
basincinin okliizyon oncesi 70mmHg’nin altina diigmesi halinde denek ¢alisma dist
birakildi(162). Konulmus olan siitiiriin iplikleri Imm gap ve 1cm boyda ufak bir plastik
tip icinden gegirildi. 20 dakika stabilizasyon periyodu sonunda damarin altindan
gegirilmis olan ip plastik tip ve bir klemp yardimiyla sikigtinilarak damarin kapatilmasi
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saglanmugtir. On dakikalik iskemi siiresi tamamlandiginda klemp agilarak tiip iginden
gecen ip gevsetildi ve bdylece yeniden kanlanma (reperfiizyon) saglandi. Reperfiizyon
suresi 10 dakika olarak uygulandi. Daha sonra deneye son verildi. Hayvanlar Vena Cava
Inferiordan (VCI) kan érnekleri alinarak sakrifiye edildi.

Ila¢ Uygulamasi: Hayvanlar rastgele ornekleme metoduyla segilerek sham
(n=9), iskemi-reperfiizyon (n=9), iskemi-AG (n=9) ve reperfiizyon-AG (n=9) grubu
olarak olusturuldu. Aminoguanidin hemisiilfat tuzu, (A-7009, Sigma Chemical Co. St.
Louis, MO, ABD) 10mg/kg dozda iskemi grubuna intravenéz olarak jiiguler venden
oklizyondan 10 dakika Once verildi. 10 dakika sonra okliizyon yapildi. Reperfiizyon
grubuna 10mg/kg dozda aminoguanidin , iskeminin sonunda reperfiize edilmeden 1-2
dakika Once jiuguler venden intravendz olarak verilerek reperfiizyon saglandi. Kontrol
grubuna esit hacimde serum fizyolojik (%60.9’luk NaCl) verildi.

4.2. Orneklerin Ahnmas: ve Hemodinamik Parametrelerin Olgiilmesi

Deney sonunda Vena Cava Inferiordan alinan kan ornekleri, antikoagiilanh
(K3-EDTA) ve normal tiiplere konuldu .Plazma ve serumlari ayrnlarak sivi azot gazinda
(-180 ° C) donduruldu. Kalp dokusu; atrioventrikiiler bileskeden ayrlarak, serum
fizyolojik ile yikanarak kanindan temizlendi. Sivi azot gazinda (-180 ° C) hemen
dondurularak diger 6rneklerle birlikte —80 ° C ‘de derin dondurucuda sakland.

Hazirlik sirasinda ve iskemi reperfiizyon doénemlerinde EKG, kan basinct ve
kalp hizi kaydedilmigtir. Ayrica ortalama arter kan basinct (OAKB) ve kalp hizlan
degerlendirildi. Ortalama kan basincinin hesaplanmasi, sistolik kan basinci degerlerinin
%401, diastolik kan basinci degerlerinin %601 toplanarak yapild:.

Iskemi Olusturma Kriterleri : Lambert Conventions da belirtildigi gibi EKG’de
QRS genisliginin iskemi 6ncesinin 1.5-2 katina ¢ikmasi ve kan basincinda diigme ve kalp
hizinda artiy gozlenmesi olarak kabiil edilmigtir. (Sekil 9)

Reperfuzyon Olugturma  Kriteri; Lambert Conventions da belirtildigi gibi
EKG’de QRS genisliginin iskemi 6ncesindeki genigligine dénmesi (aritmiler harig) kabul
edilmigtir.(Sekil 10)

4.3. Doku Orneklerinin Homojenize Edilmesi

Yaklagtk 1 g olarak  tartilan kalp dokulart + 4 °C ' de temiz cerrahi bir
makasla pargalara ayrildi. Homojenizasyon tiiptine aktarilan doku tizerine 9 ml Tris-
HCI tamponu (0.2 mM ve pH: 7,5) eklenerek 1/10 oraminda diliisyon yapildi. Diliie
edilen doku 6rmekleri, 16000 devir/dakika hizda 3 dakika homojenize edildi (5).
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Sekil 10.Reperfiizyon sirasindaki EKG kalp atim hiz1 ve kan basinci degigiklikleri
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Hazirlanan homojenatlarin bir kismundan nitrik oksit(NO") ve malondialdehit(MDA)
diizeyleri tayin edildi.

Homojenatlarin geri kalan kismi, + 4 °C’de sogutmali santrifijde, 3500
rpm’de 30 dakika santrifij edilerek siipernatantlar elde edildi. Aynlan
sipernatantlardan, Katalaz ( CAT) , Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px), ve Total
protein diizeyleri Olgildi. Siupernatantda ; SOD aktivitesini tayin etmek igin
stipernatant, 1/1 (v/v) oraminda kloroform/etanol karigimi ile (Kloroform/ Etanol 3/5
v/v oraminda) kanistirildi daha sonra 3500 rpm hizda 40 dakika + 4 °C’de santrifiyj
edildi (159). Ustte olusan etanol fazindan alnarak protein ve SOD enzim aktivite
tayini yapildi.

4.4. Olgiim Yontemleri

4.4.1.Doku ve Plazma Nitrik Oksit ( NO") Diizeylerinin Olgiimii

Vicutta endojen olarak uretilen nitrik oksitin doku ve viicut sivilarindaki
konsantrasyonu, pek ¢ok caligmada nitrit ve nitrat olarak ifade edilmistir (107).
Cinki nitrik oksit, dretildigi bolgede saniyeler iginde okside olarak Once nitrite
(NOy) daha sonra da nitrata (NO3") doniigiir. Bununla beraber proteinden zengin
homojenat, serum ve plazma gibi soliisyonlarda spesifik olmayan reaksiyonlar
meydana gelebileceginden, Griess reaksiyonu ile olglimlerde belli bazi sikintilar
yasanmaktadir. Bu agidan biz nonspesifik reaksiyonlarin Oniine gegebilmek igin
homojenatlar1 6nce deproteinize edip daha sonra nitrit ve nitrat konsantrasyonlarim
olgtitkk. Zor olmakla birlikte in vivo olarak direkt NO ol¢imii de miimkiindiir. Bu
amagla NO proplan gelistirilmigtir ama bunlann in vitro / ex vivo sartlarda
caligilmasi mimkiin  degildir (97). Dokuda nitrit ve nitrat miktan
deproteinizasyondan sonra Griess reaksiyonu ile belirlendi (32). Total nitrit (nitrit +
nitrat) konsantrasyonu modifiye kadmiyum rediiksiyon metodu ile tayin edildi. pH
9.7 glisin tamponunda bakir (Cu) kapli kadmiyum graniilleri deproteinize numune
sipernatant: ile 90 dakikalik inkiibasyona birakilarak nitratin rediiksiyonu saglandi.
Uretilen  nitrit; stlfanilamid ve buna bagh N-naftiletilen diamin(NNDA)
diazotizasyonuyla reaksiyon sonu olusan pembe bir rengin 545 nm dalga boyunda
spektrofotometrede okunmasi ile belirlendi.

Nitrit Standartlarimin hazirlanmas::

Stok soliisyon: 0.1 mol/L. NaNO, olup oda isisinda 9 ay stabildir. Hazirlanan
standart soliisyonundan farkh konsantrasyonlarda diliisyon yapilarak standart egri
¢izildi (Sekil. 11).
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Ayiraclar:

Caliyma reaktifi;Kadmiyum granilleri (Cd), pH 9.7 Glisin-NaOH tamponu,
siilfanilamid, N-naftiletilen diamine (NNDA), 5 mmol/L CuSO4, 0.1 mol/L H;SOs,
standart soliisyonu (0.1 mol/L. NaNO,, 10 mmol/L. Na;B40~ i¢inde ¢oziliir.)

Kadmiyumlarin aktiflestirilmesi:

Kadmiyumlar 2.5-3 gr olarak 20 mililitrelik plastik tiiplere (agz1 kapatilan)
dagitilir. Graniiller 3 defa deiyonize ile yikamr. 1-2 dakika CuSOs soliisyonu iginde
bekletilir ve soliisyon tekrar siiziilerek doktliir. 3 defa glisin tamponu ile yikanir.
Graniiller kullamldiktan sonra distile su ile hemen yikamr ve H;SO4 soliisyonu
i¢cinde en az 1 giin saklanir.

Olciim Yontemi:

Deproteinizasyon islemi: 250 pl. numune + ImL ZnSO4 (75 mmol/L)
vortekslenir. 1.250 mL. NaOH (55 mmol/L) ilave edilip tekrar vortekslenir ve
3500xg’de 10 dakika santrifiyj edilir. Siipernatan numune olarak kullamlir.

En son glisin tamponu ile yikanmug aktif granil tiiplerinin tizerine 1 mL glisin
tamponu ilave edilir. 1 ml deproteinize numune konur. Uzerine 2 ml distile su
eklenir. 90 dakika oda 1sisinda inkiibe edilir. Inkiibasyon sonunda 2 ml alinip iizerine
2,5ml distile su ve 1ml siilfanilamid, 1ml NNDA ilave edilerek 1 saat inkiibe edilir.
545 nm’de kore karst okunur.

Absorbans

0,450 -
0,400 -
0,350 -
0,300 -
0,250 -
0,200 -
0,150 -
0,100 -
0,050 -
0,000

uM/ L
Sekil 11. NO' standart grafigi.
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4.4.2. Dokn Lipid Peroksit (LPO) Diizeylerinin Ol¢iimii

Lipid peroksidasyonunun son uriinii olan malonildialdehid (MDA) tayini
Ohkawa (112) tarafindan belirlenen yontem ile spektrofotometrik olarak yapildi.
Dokuda lipid peroksidasyonunun tayini pH’min 3,5 oldugu ve aerobik sartlar
altinda ,tiyobarbitiirik asit (TBA) ile doku homojenatinin kaynar su banyosunda 1
saat inkiibasyonu sonucu olugan pembe renkli kompleksin 532 nm’de
spektrofotometrik olarak 6lgiimii esasina dayanur.

Ayiracglar:

1-%8.1°lik Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)

2-%20’lik Asetik Asit

3-%0.8 Tiyobarbitiirik asit (TBA)

4-n-Biitanol/ Piridin (15:1,v/v)

5-Stok standart (1,1,3,3 tetra metoksipropan)
Kér (ml) Std (ml) Ornek (ml)

Homojenat T B 0.2
SDS 0.2 0.2 0.2
Asetik asit 1.5 1.5 1.5
TBA 1.5 1.5 1.5
Saf su 0.8 0.6 0.6
95°C de 1 saat inkiibe edildikten sonra soguk su altinda sogutuldu. Tiiplere;
Saf su 1.0 1.0 1.0
n-butanol/piridin 5.0 5.0 5.0

eklenerek iyice karigtirildi. Daha sonra 4000 rpm de 10 dakika santrifiij edildikten
sonra tUstteki organik faz alinarak 532 nm’de kore kargt standart ve oOrnek

absorbanslari olgiildii.
Hesaplama :
MDA (nmol/ g.yas doku) = Ornek O.D. x Standart Konsantrasyonu
Standart O.D.

4.4.3. Plazma Lipid Peroksit (LPO) Diizeylerinin Ol¢iimii

Lipid peroksidasyonunun son iiriini olan malondialdehid (MDA) tayini Satoh
(141) ve Yagi’den (164) modifiye edilen bir yontemle spektrofotometrik olarak
Schimadzu UV-1201 spektrofotometresi kullarularak yapild:.
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Plazmada bulunan lipid peroksidasyonunun sekonder iiriinii olan MDA,
aerobik sartlarda, pH’ nin 3.4 oldugu bir ortamda tiyobarbutirik asit (TBA) ile 95°C
de inkiibasyonu sonucu pembe renkli kompleks olugturur. Bu pembe rengin 532
nm’de spektrofotometrik olarak 6lgiimii ile MDA miktar saptamr.

Ayrraglar:
1-N/12 siilfiirik asit

2-%10 fosfotungustik asit (PTA)

3-Tiyobarbutirik asit (TBA) ayiract: Esit hacim %0.67 TBA ile glasiyel
asetik asit karigtirilir,

4- n-Bitanol

S-Standart (1,1,3,3,tetrametoksipropan)

Standart Egri Cizimi:Stok standarttan 10ul almip 100 ml’ye tamamlanarak
konsantrasyonu 40 mmol/L olan gunliik stok standart hazirlandi. Bu stok standarttan
belirli oranlarda sulandirmalar yapilarak 2, 4, 8, 10, 20 nmol/m! konsantrasyonlarda
calisma standartlan hazirlandi. Ayrraglar tiiplere su sekilde ilave edildi.

Kor [Std (1) |Std(2) [Std(3) |Std (4) Std (5)

Distilesu (ml) |4 |3 3 3 3 3
TBA ayiraci(ml) | 1 1 1 1 1 1
Standart (ml) |[--- |1 1 1 1 1

2nmol/ml) (4nmol/ml) |(8nmol/ml) |(10nmol/ml) (20nmol/ml)

Tiipler iyice kanstinldi ve iizerine cam bilye konularak 90° C de 60 dakika kaynar su
banyosunda kaynatildiktan sonra sogutuldu ve her tiipe 3 ml n-biitanol eklendi.
Vorteks edilen tiipler 3000 rpm’de 10 dakika. santrifiyj edildi. Biitiin standartlarin n-
biitanol faz1 532 nm’de kore karsi okundu. Belirli oranlarda hazirlanan bu standartlar
kullanilarak egri ¢izimi yapildi ve daha sonra galigilan tiim Ornekler i¢in bu egri
kullanilarak MDA diizeyleri belirlendi.

Omek g¢aligmas: igin ayiraglar asagida verilen tabloda belirtildigi sekilde

tiiplere konuldu
Kor Standart Ornek
Plazma (ml) | - = |eme 0.3
N2 H2804(ml) | - | 4
% 10 PTA(ml) | — 03
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Iyice kangtinldi ve oda 1sinda 5 dakika bekletildikten sonra 3000 rpm’de 10 dakika.
santrifiij edildi. Stpernatant uzaklagtirildi, altta kalan presipitat alind1 ve tizerine 3 ml

distile su konularak kangtinldi. Tekrar 3000 rpm.’de 10 dakika. santrifiij edildi ve

yine presipitat alindi.
Distile su (ml) 4 3 4
TBA ayiraci (ml) 1 1 1
Standart (ml) -—-- 1

Tiipler kanstirildi ve iizerine cam bilye konularak 90°C de 60 dakika kaynatilds.
Soguk su altinda sogutulan tiiplerin lizerine 3 ml n-biitanol eklendi ve karigtirildi.
Tipler 3000 rpm.’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra Ustteki organik faz alinarak
532 nm.’de kore karg1 absorbanslan okundu.

Hesaplama:532 nm.’de okunan 6rnek absorbanslari (OD) standart egriden
degerlendirildigi gibi, ginlik c¢aliglan belirli konsantrasyondaki standartlar ile
oranlanarak agagidaki formiil yardimiyla degerlendirildi.

MDA( nmol /ml) = Ornek OD x Standart Konsantrasyonu
Standart O.D

Absorbans
1-

0,8

0,6

0,4

0,2 -

o - 1 L T L L
0 4 10 nmol/ml

Sekil.12. MDA standart grafigi
4.4.4.Doku ve Plazma Siiperoksid Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Olgiilmesi
Siiperoksit dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1) aktivitesi Sun ve arkadaglarinin
metodu ile Durak ve arkadaglarinin yapmig oldugu modifikasyona gore tayin edildi
(159,46). Bu metotda SOD aktivitesi, ksantin/ksantin oksidaz sistemi ile tretilen
siiperoksitin nitroblue tetrazoliumu (NBT) indirgemesi esasina dayamr. Olusan
stiperoksit radikalleri NBT’yi indirgeyerek renkli formazon olusturur. Bu kompleks

560 nm’de maksimum absorbans verir. Enzimin olmadigi ortamda bu indirgeme
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meydana gelip mavi-mor renk olugmaktadir. Ortamda SOD oldugunda ise NBT
indirgenmesi olmayip mavi-mor renk meydana gelmemekte ve enzim miktar ve
aktivitesine bagli olarak agik renk olusmaktadir.

Enzimin % inhibisyonu = (Absksr — AbSnum) / Absis, x 100

Bir SOD initesi; NBT rediiksiyonunu % 50 oraninda inhibe eden enzim
aktivitesidir. Sonuglar U/ mg protein olarak ifade edildi.

Ayiraclar:

0.3 mmol/L xanthine, 0.6 mmol/L EDTA (2 Na tuzu), 150 umol/L NBT, 400
mmol/L Na,COs, 1g/L bovine serum albumin ( BSA), xanthine oxidase (XO), 2M
(NH4)2S04 , 0.8 mmol/L CuCl,

Kor(ml) Ornek (ml)
Olgiim reaktifi 2,85 2,85
Ornek (hemolizat—extrak) |- 0,1
Distile su 0,1 -
Ksantin oksidaz 0,05 0,05

Kanigtinlir 25 °C’de 20 dakika inkiibe edildikten sonra

CuCl; 1 1

Siiperoksit dismutaz aktivitesinin hesaplanmasi:

% Inhibisyon = ( [Absorbans kor (K) - Absorbans Ornek(0)] ) / K x 100
% 50°lik inhibisyona 1 U denildigi igin

Aktivite (U/ml) = [(% inhibisyon/50) x (1/0.1)]  ml.

U/ml = [(K-O) /K ] x 20 x 5 (sulandirma faktorii)

Spesifik aktivite (U/mg protein) = [U/mL/mg/ml protein]

4.4.5. Doku ve Plazma (GSH-Px) Aktivitesini Ol¢iimii

Glutatyon Peroksidaz (EC 1.11.1.9) aktivitesi Paglia ve arkadaglarinin
metoduna gore c¢algildi (117). GSH-Px hidrojen peroksit varhifinda redikte
glutatyonun (GSH) okside glutatyona (GSSG) yukseltgenmesini katalizler. Hidrojen
peroksidin bulundugu ortamda GSH-Px’in olusturdugu GSSG, glutatyon rediiktaz ve
NADPH yardimi ile GSH’a indirgenir. GSH-Px aktivitesi NADPH’iIn NADP"ya
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yiikseltgenmesi  swrasindaki  absorbans azalmasimin 340 nm’de okunmasiyla

hesaplanir.
NADPH NADP"*
2GSH + H;0, GSH-Px  2H;0 +GSSG ~___~ . 2GSH
Glutatyon Rediiktaz

Enzim Unitesi: Birim zamanda okside olan NADPH’in mikromol miktandir.
Ayraclar:
150 mM rediikte GSH, 8 mM NADPH, 1 M NaNj;, GSH-Rediiktaz, 50 mM
H,0,, fosfat tamponu (pH =7.50 mM), 3.2 M (NH4),SO..

Ornek (ml)
EDTA’li Fosfat tamponu 2,65
Rediikte GSH 0,1
NADPH 0,1
GSH Reduktaz 0,01
Soyum Azid 0,01
Ornek(hemolizat-plazma) 0,1

Dalga boyu 340 nm’ye ayarlanmig spektrofotometrede numunelerin absorbans
degerleri 5 dakika boyunca kaydedildi. Lineer aktivite azaliginin oldugu absorbans
araligimin 1 dakikalik siiresi esas alinarak hesap yapildi.

GSH-Px aktivitesinin hesaplanmasi:

Hesap : IU/L = [(DA/t)/6.22x 10°] x (1/0.02)

Spesifik aktivite IU/mg protein = (IU/L) / (1000xW)

4.4.6. Doku ve Plazma Katalaz (CAT) Aktivitesinin Ol¢iimii

Katalaz (CAT, EC 1.11.1.6) aktivitesi Aebi metoduna gore ¢aliild1 (142).
Hidrojen peroksit (H,0;) 240 nm’de maksimum absorbans verir. Deney ortamina
ilave edilen H,O, katalaz tarafindan su ve oksijene pargalanmakta, bu ise kendini
ultraviyole spektrumda absorbans azalmasi seklinde gostermektedir. Absorbanstaki
bu azalma CAT enziminin aktivitesi ile dogru orantilidir. Reaksiyon su sekildedir

H,0, CAT H;0+% 0,
Ayrraglar: -
Fosfat tamponu (pH 7, 50 mM), absorbansi 0.500 nm’ye tampon ile ayarlanmig

olan H,0O,’li fosfat tamponu.
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Fosfat tamponuna gore 240 nm dalga boyunda sifirlanan kore karst H;O»
¢oOzeltisi 0.500’e ayarlandi. Numune ilavesi ile absorbans azalmast her 15 sn’de bir
defa olmak iizere 2 dakika siire ile kaydedildi. Hesaplamada 1 dakikalik lineer

absorbans azalmasinin degerleri esas alindi.

Kor(ml) Ormnek(ml)
Fosfat Tamponu 2,99 -
H,0; ¢ozeltisi 0,01 2,99
Omek (hemolizat-plazma) |- 0,01

Hesaplama; k = {[2.3 x log (ODy/ OD;)] / Ot (sn)} k/mg protein = k / [(mg/ml
protein) x 1000]

Absorbans
0,2 1

0,15 -
0,1 1
0,05 -

O [ I | I ]
0 02 04 06 08 1

Sekil.13. Protein standart grafigi

4.4.7. Protein Diizeylerinin Ol¢iimii

Biyolojik sivilarda protein diizeylerinin 6lgiimi Lowry yontemi ile yapildi
(93). Alkali ¢ozeltide bakir-protein kompleksi olusarak fosfomolibdat-fosfotungstat
reaktifini (Folin-Ciocalteu-Phenol reaktifi) rediikler ve koyu mavi bir renk olusur.
Burada rengin koyulugu ortamdaki protein konsantrasyonu ile dogru orantilidir.
Folin reaktifinin ilavesinde sunlara dikkat edilmesi gerekmektedir. Bu reaktif sadece
asit ortamda dayaniklidir. Fakat ifade edilen bu rediikkleme ise pH 10 da

olusmaktadir. Bu yiizden folin reaktifi siiratle alkali bakir-protein ¢ozeltisine ilave
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edilmeli ve kangtinlmalidir. Bu uygulama ile fosfomolibdat-fosfotungstat (folin)
reaktifi pargalanmadan 6nce rediiklenme olay: gergeklesir.

Ayraclar:

CuSO04, NasSitrat, Na,CO3, NaOH, Phenol-Folin-Ciocalteu reaktifi

Olgiim Yontemi: Standart grafigi cizmek igin konsantrasyonunu bildigimiz
Bovin serum albuminden hazirlanmig ¢ozeltiler kullamldi. “Optik dansite (OD) -
mg/mL protein konsantrasyonu” grafigi ¢izilerek protein degerleri bu grafikten
okundu (Grafik 3). Standart ve numuneler kére kargt 700 nm’de okundu.

Hesaplama:

Protein (mg/ml) = grafikten okunan deger x faktor

F (faktor) = standart hacmi (0.5 ml)/numune hacmi (0.010ml) = 50

Not: Faktor, kullanllan numunenin miktarma gore degisir. Kullamlan
numunenin miktar degisikligi distile su hacmi ile ters orantili olarak tiipe pipetlenir.

4.4.8. Dokularin Histopatolojik incelenmesi

Tum gruplardan alman kalp dokulann % 10’luk formol iginde tespit edilerek
rutin takip islemlerinden gegirildi.Parafin bloklara gomiilen dokulardan 5um
kalinhginda kesitler alindi. Alinan kesitler deparafinize edilerek Hematoksilen-Eozin
(HE) ile boyanarak 151k mikroskopunda degerlendirildi ve fotograflar1 alinds.

Histopataolojik  incelemede;  miyokarddaki  koagiilasyon  nekrozu,
intramiyokardiyal kanama, kontraksiyon bantlari, iltihabi hiicre infiltrasyonu,

degisiklikleri 0-3 dereceler arasinda yukandaki gibi degerlendirildi.

: Miyokardiyal hasar yok
: Hafif miyokardiyal hasar
Orta miyokardiyal hasar

W N =S

Siddetli miyokardiyal hasar.

4.4.9. Istatistiksel Analizler

Istatistikler SPSS® 10.0 ile yapildi.Gruplann dagilimlan non-parametrik
testlerden one-sample Kolmogorov-Smirnov Testi ile degerlendirildi. Gruplarin
normal dagilm gostermesinden dolayr gruplarin kargilagtinlmasinda parametrik
testlerden one-way ANOVA testi ve Post Hoc testlerden LSD,Tukey B ve Scheffe
kullanildi. Degerler ortalama + standart sapma olarak verildi. Istatistiksel anlamhlik
i¢in p<0.05 olan degerler anlamli olarak kabul edildi.
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5. BULGULAR

Kardiyak iskemi reperfiizyon hasan olugturulan ratlarda aminoguanidinin
etkilerini inceleyen bu ¢aliymada doku ve plazmada Nitrik Oksit (NO) diizeyleri,
Siiperoksid Dismutaz (SOD) , Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px), Katalaz (CAT) ile
doku lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olan Malondialdehid (MDA) diizeyleri
¢aligilmigtir. Belirtilen parametrelerin diizeylerinde gruplara bagh olarak gorilen
degisimler asagida gosterilmigtir,

5.1. Doku ve Plazma NO Diizeylerinin Degisimi

Doku NO dizeylerinin; sham (Grup 1), iskemi-reperfizyon (Grup 2),
iskemi-oncesi+Aminoguanidin (Grup 3) ve reperfiizyon Oncesit Aminoguanidin
(Grup 4) gruplaninda degisimi agagida verilmigtir (Tablo 5, Sekil 14-15).

Doku NO dizeyleri, grup 2 ile kargilagtinldiginda, aminoguanidin
uygulanan gruplar olan grup 3 ve 4 ‘de anlamh bir gekilde azalmigtir (p<0.05).
Ayrica  Grup 1’in doku NO diizeyleri ile 3. grubun doku NO diizeyleri arasindaki
farklilik istatistiksel olarak onemli bulunmustur (p<0.05). Plazma NO dizeyleri
iskemi- reperfiizyon grubunda ve aminoguanidinin kullanildigi gruplarda sham
grubuna gore anlamh bir artig gostermigtir (p< 0.001). Ayrica plazma NO diizeyleri
bakimindan grup 2 ile grup 4 karsilastinldiginda sonuglar anlamli bulunmustur
(p<0.05).

Tablo 5.Doku ve Plazma NO Diuzeylerinin Degigimi

Gruplar NO (mikromol/ g yas doku) |Plazma NO (mikromol/ml)
1 23437 + 15.85* 4130+ 2.07
sham (n:9) (n:9)
2 243,67 £ 19.58 47.50+4.86%*
IR (n:9) (n:9)
3 204.52 + 15.50* 42.41 £2.94%*
VAG (n:9) (n:9)
4 224.65 £ 26.09* 43,92 £3.30**
R/AG (n:9) (n:9)

*srup 3 ve 4; grup 2 ile kargilagtinldiginda aynca grup 1 grup 3 ile
kargilagtinldiginda (p<0.05)
** Sham grubu ile kargilagtinldiginda (P<0.001).
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Sekil 14. Doku NO Diizeylerinin Degigimi
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Sekil 15. Plazma NO Diizeylerinin Degigimi

5.2.Doku ve Plazma MDA Diizeylerinin Degisimi

Kardiyak iskemi reperflizyon yapilan ratlarda lipid peroksidasyonunun son
uriini olan malondialdehidin (MDA) doku ve plazma diizeylerinin degisimi Tablo 6
ve Sekil 16-17°de verilmistir. Doku MDA duzeyleri incelendiginde, sham grubuna
gore iskemi-reperfiizyon grubunda MDA diizeylerinin anlamli olarak  arttig
gorilmigtir (p<0.001). Aynica iskemi reperfiizyon grubu ile iskemi oncesi
aminoguanidin uygulanan gruplar arasinda doku MDA diizeyleri bakimindan
anlamh bir farklihk bulunmustur (p<0.001). Plazma MDA diizeyleri incelendiginde
sham grubuna gore iskemi reperfizyon grubundaki degerler istatistiksel olarak
onemlidir (p<0.001). Ayrica grup 2 plazma MDA diizeyleri ile grup 3 ’iin MDA
duzeyleri arasinda anlamli bir farklilik bulunmugtur(p<0.001).
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Tablo 6. Doku ve Plazma MDA Diizeylerinin Degisimi

Gruplar Doku MDA (nmol/g yasdoku) |Plazma MDA (nmol/ml)
1 25.85+3.49 0.21 £0.07
sham (n:9) (n:9)
2 35.82 +4.50*% 0.33 £ 0.09*%
IR (n:9) (n:9)
3 27.52 £3.71 ** 0.21 £ 0.06**
/AG (n:9) (n:9)
4 32.02+ 6.60 0.24 £ 0.07
R/AG (n:9) (n:9)

* Sham ve ** iskemi reperfiizyon grubuna gore p<0.001

MDA (umolg yas dokn)

grup

Sekil 16. Doku MDA Diizeylerinin Degigimi

MDA (nmol/ml)

grup

Sekil 17. Plazma MDA Diizeylerinin Degisimi
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5.3.Doku ve Plazma SOD Aktivitelerinin Degisimi

Calismada doku SOD enzim aktiviteleri ; iskemi dncesi aminoguanidin

uygulanan grupda ( grup 3) , sham grubu ve iskemi reperflizyon grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmugtir (p<0.001).

Doku SOD enzim

aktivitesi reperfiizyon uygulanan grupda , iskemi reperfiizyon grubuna goére anlamli
bir degigim gostermigtir (p<0.05). (Tablo 7; Sekil 18-19)
Table.7. Doku ve Plazma SOD Aktivitesinin Degigimi

Gruplar Doku SOD ( U/mg protein) Plazma SOD ( U/ml )

1 042+0.12 523 +1.58
sham (n:9) (n:9)

2 0.31+0.12 3.59+£0.72%

IR (n:9) (n:9)

3 0.76 £0.20 * 491 £ 0.65%*
I/AG (n:9) (n:9)

4 0.57+0.25 ** 3.62 £ 0.36*
R/AG (n:9) (n:9)

* sham ve iskemi reperfiizyon grubuna gore p<0.001;, ** grup 2’ ye gore ( p<0.05).

Plazma SOD enzim aktiviteleri sham grubuna gore IR ve R/AG gruplarinda anlamh

olarak azalmigtir

(p<0.001).IR grubuna gore , I/AG grubunda

aktivitesinde artiy saptanmustir (p<0.05).

SOD ({/mg protein)

grup

plazma SOD

Sekil 18. Doku SOD Aktivitelerinin Degigimi

60




50D ({iiml)

grup

Sekil 19. Plazma SOD Aktivitelerinin Degisimi

5.4.Doku ve Plazma GSH-Px Aktivitelerinin Degisimi

Doku ve plazma GSH-Px aktivitelerinin degigimi ; Tablo 8 ve $ekil 20-21
‘de gosterilmigtir. Doku enzim aktiviteleriy I/AG ve R/AG gruplarinda sham
grubuna gore  anlamh sekilde yiksek bulunmustur (p<0.001). Ayrica I/AG ve
R/AG gruplarimin doku GSH-Px aktiviteleri IR grubu ile kargilastinldiginda
sonuglar anlamh gekilde artmigtir (p<<0.001). Plazma enzim aktiviteleri IR grubunda
sham grubuna gore anlamh olarak azalmugtir (p<0.001). Ayrica IR grubu ile I/AG
grubunun enzim aktiviteleri kargilagtirnldifinda aktivite dizeyleri I/AG grubunda
anlaml olarak yiikselmigtir (p<0.05).
Tablo 8. Doku ve Plazma GSH-Px Aktivitelerinin Degigimi

Gruplar Doku GSH-Px ( U/ g protein) Plazma GSH-Px ( U/dl)

1 2591+7.22 679.60 + 40.42

sham (n:9) (n:9)
2 28.91 £5.71 631.27 + 24.69**
IR (n:9) (n:9)
3 42.98 +4.33% 667.20 + 16.81 ***

I/AG (n:9) (n:9)

4 4238 +£5.19% 642.86 = 41.51
R/AG (n:9) (n:9)

* sham grubuna ve IR grubuna gére p<0.001;
** Plazma GSH-Px aktivitesi , sham grubuna gére p<0.001;
#*% Plazma GSH-Px aktivitesi , IR grubuna gore p<0.05
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GSH-Px (Uiig protein)

grup

Sekil 20. Doku GSH-Px Aktivitelerinin Degigimi

-2
[=3
o

GSH-Px (i/di)

200

grup

Sekil 21. Plazma GSH-Px  Aktivitelerinin Degisimi

5.5. Doku ve Plazma Katalaz Aktivitelerinin Degisimi
Doku katalaz aktiviteleri, IR grubunda ve R/AGgrubunda , sham grubuna
gore anlamh olarak azalmigtir (p<0.001). Aynica I/AG grubunda doku katalaz

aktiviteleri , IR grubuna goére Onemli olarak yiilselmigtir (p<0.05). Plazma katalaz

diizeyleri sham grubuna gore IR grubunda ve I/AG grubunda anlamh olarak

azalmgtir (p<0.05). Sonuglar Tablo 9 ve Sekil 22-23*de gorilmektedir.
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Tablo 9. Doku ve Plazma Katalaz Aktivitelerinin Degigimi

Gruplar Doku CAT ( k/ g protein ) Plazma CAT ( k/ml)
1 18.06 +1.17 105.83 = 14.30
sham (n:9) (n:9)
2 1445+ 1.88 * 71.90 21,77 ***
IR (n:9) (n:9)
3 16.52 + 1,98 ** ** 95.13 £30.33 ***
I/AG (n:9) (n:9)
4 1572+ 1.90 59.79 +33.71
R/AG (n:9) (n:9)

* p<0.001; *** p<0.05: Sham grubuna gére  ** IR grubuna gére p<0.05,

Katalaz (/g protein)

Sekil 22.Doku Katalaz Aktivitelerinin Degigimi

Sekil 23.Plazma Katalaz Aktivitelerinin Degigimi
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S.6.Histopatolojik Bulgular
Tium gruplardan hazirlanmg olan histolojik kesitlerden 0’dan 3’e kadar

histopatolojik skorlama yapilarak gruplar degerlendirildi.(Tablo 10)

Tablo 10. Miyokard Iskemi-Repefiiyonunda Histopatolojik Skorlama

Koagiilasyon  intramiyokardiyal Kontraksiyon 1ltihabi

Nekrozu Kanama Bantlan Infiltrasyon
Sham 0 1 0 0
IR 3 3 3 0
I/AG 0 2 1 0
R/AG 1 2 2 0

Sham grubu (Sekil 24) ile iskemi- reperfiizyon (I/R) grubu (Sekil 25)
kargilagtirildiginda; Isik mikroskopik kesitlerde; I/R grubunda kalp kasinda yaygin
koagiilasyon nekrozu, kontraksiyon bantlart dilate damar ,damar igi konjesyon ve
yaygin intramiyokardiyal kanama izlendi. Iskemi oncesi aminoguanidin (I/AG)
verilen grupla (Sekil 26) Sham (Sekil 24) karsilastinldiginda; I/AG grubunda, yer
yer kanama ve kontraksiyon bantlart gorilmekle beraber kontraksiyon bantlari,
nekroz ve odem gorilmemektedir.Reperflizyon 6ncesi AG (R/AG) verilen grupla
(Sekil 27) Sham (Sekil 24) kargilagtinldiginda; R/AG grubunda, orta derecede
kontraksiyon bantlar, intramiyokardiyal kanama ,6dem ve nekroz alanlan

1zlenmigtir.
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Sekil 25.Hasara ugramig miyokardin (I/R) 151k mikroskopik gérimiimit H-E,x 200
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Sekil 26. Iskemi oncesi AG uygulanan miyokardin (I/ AG) 151k mikroskopik
gorunama H-E x 400

ERET
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Sekil 27.Reperfiizyon oncesi AG uygulanan miyokardin (R/ AG) 151k mikroskopik
gorinimi H-E x 400
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6. TARTISMA

Nitrik oksit ve serbest radikaller iskemi-reperfiizyon sirasinda hiicresel yapilarda
morfolojik ve fonksiyonel degisikliklere yol agar. Nitrik oksit ve serbest radikallerin
hiicresel kaynaklari, rol aldiklar1 reaksiyonlar ve radikal bilesiklere karsi gelistirilen
koruyucu sistemlerin ortaya ¢ikmasi, gesitli fizyolojik (vaskiiler tonus, pihtilasma
iletigim, fagositoz vb.) ve fizyopatolojik (akut miyokard infarktiisii, diyabet, sepsis,
ateroskleroz, hipertansiyon) olaylarin mekanizmasim aydinhga kavusturacaktir.

Akut Miyokard Infarktisi (AMI) ginimizde 6lim nedenleri arasinda ilk
siralarda yer almaktadir. Akut miyokard infarktiisinden korunma; infarktisin erken
teshisi, tedavisi ve tedavi sonrasy, infarktils sonucu olusan hasarin giderilmesi ve kalbin
fonksiyonlarimn normale dondiiriilmesi igin ¢ok énemlidir. Bu yiizden giiniimiizde kalpte
hasara neden olan etkenler ve bunlardan koruyucu bilegikler iizerindeki cahigmalar
artmustir(57,127). Kalpte hasara neden olan etkenlerin en 6nemlisi kalbin iskemi-
reperfiizyon hasarma maruz kalmasidir. Iskemi ile olusan oksidan bilesikler ve
reperfiizyonla bu zararh oksidan bilegiklerin diizeyinin artmasi miyokardiyal hasarin
temel mekanizmasm olusturur. Butiin bu  zararh ajanlara karst viicudumuzda
antioksidan adi verilen koruyucu sistemler gelismistir. Kalbin  antioksidan  sistemi
miyokardiyal hasarin 6nlenmesinde 6nemli bir koruyucu mekanizmay1 olugturmaktadir
(25).

Miyokardiyal iskemi, birbirine bagimli veya bagmmsiz fizyopatolojik olaylarin
sonucu ortaya gikabilir. Iskemi, ateroskleroz veya tromboembolilerin bir sonucu olarak
ortaya ¢ikabildigi gibi, perkiitanéz transluminal koroner anjioplasti (PTCA), koroner
arter bypass veya transplantasyon gibi cerrahi iglemler sirasinda da miyokardial iskemi
olugabilir. Iskemide miyokard dokusuna yeterli oksijen ve metabolizmay: devam
ettirmeye yetecek miktarda substrat ulasamaz. Iskemi siresince ve ozellikle
reperfiizyonda oksidatif hasar, fazla radikal uretiminden, SOD, CAT ve Glutatyon
peroksidaz  gibi koruyucu enzimlerin ve oksidanlari  temizleyen molekillerin
eksikliinden dolay: ortaya gikar. Radikaller; proteinlere (siilfidril oksidasyonu) saldirir,
lipid peroksidasyonuna yol agarlar(26).Iskemik miyokard dokusunun tekrar
reperfiizyonundan sonra inflamatuar sirecin bir sonucu olarak aktive olmus nétrofiller

reperfiize dokuya invaze olurlar(108). Nétrofillerin ve diger fagositik hiicrelerin
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bakterisidal etkisi, bu hiicrelerin siiperoksit tiretimine dayanmaktadir. Lokotrienler,
kemotaktik peptitler ve mekanik bozulmalarin hepsi nétrofiller ve makrofajlari aktive
e