T.C.
FIRAT UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU MUDURLUGU

DENEYSEL OLARAK KARACIGER iSKEMIi
REPERFUZYON HASARI OLUSTURULAN
KOBAYLARDA OKSIDAN VE ANTIOKSIDAN
SISTEMIN INCELENMESI

79¢ 70

DOKTORA TEZi

Dr.Nevin ILHAN

FIRAT UNIVERSITESI TIP FAKULTESI

BIYOKIMYA ANABILIM DALI
[l
DANISMAN

Y.Do¢.Dr.ihsan HALIFEOGLU

ELAZIG-1998



ICINDEKILER

Sayfa No

T-ONSOZ ...t 1
2-GIRIS VE AMAGQG ... 1
3-GENEL BILGI.........oooooioeiiieeeceeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 3
4-MATERYAL VEMETOT .........ocooovomiimeeeeeeeceieeeeeeeeoeeres e 48
S-BULGULAR .......oooviiiimeeeieeee s se st 65
6-TARTISMA VE SONUC ..........ooovirieieeieiereeeseeeecereeesessesenaes 75
TrOZET ..ottt se e 96
B-SUMMARY .......ocooiiimiiirineeeeeeeeeeeeseeeeeseeeeseseeer et sses e 98
O-KISALTMALAR ...........ooiimreiiieeeeeiesereeeseesees s e sees s es e veensneae 100
TO-KAYNAKLAR. .........oooioimeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeseseseeeeeseee e ereenesseenes 102
FI-OZGECMIS ... eeeeeeeeeeees s rseneenns 115



LONSOZ

Serbest radikaller bir veya daha fazla sayida ciftlegmemis elektron igeren
oldukea reaktif ve toksik bilegiklerdir. En 6nemli radikaller oksijenden tiiretildigi igin
serbest oksijen radikalleri (SOR) olarak da adlandinilmaktadir. Doku hasarinin
fizyopatolojik mekanizmasinda SOR’lar en 6nemli yere sahiptir. Viicutta normal
metabolizmanin igleyisi sirasinda olusan serbest radikaller yine intraseliiler
antioksidan ajanlar tarafindan berteraf edilirler.

Reaktif oksijen metabolitlerine ve bunlarin toksik etkilerine karsi, ¢ok
sayida antioksidan madde ile karg1 koyulur, radikal hasan sinirlandiniimaya galigilir.
Birbirinden bagimsiz olarak galigan ¢ok sayidaki antioksidan sonugta fonksiyonel
olarak aym islevi yerine getirirler. Hiicre i¢inde oksijenin metabolize oldugu her
yerde, oksijen ara metabolitlerini azaltmak i¢in ¢aligan siiperoksit dismutaz, katalaz
ve glutatyon peroksidaz antioksidan defans sisteminin major enzimleridir. Yine
membranda olusan lipofilik radikallerle savasan vitamin E ve B-karoten, hiicre
diginda bulunan diisik molekiil agirlikli bir ¢ok molekiil de (iirik asit,bilirubin,
haptoglobulin, askorbik asit v.b. gibi) antioksidan olarak gorev yapar.

Iskemi, organa gelen kan akiminda yetersizlik, reperfiizyon ise yeniden
kanlanmanmin olmasi diye kisaca ozetlenir. Iskemi ve daha fazla olarakta
reperfizyondan sonra doku fizerine ek bir hasar yiiklenir ve boylece iyon
pompalarinda bozukluk, lipid peroksidasyonu, enzim sisteminde degigiklikler ve
serbest radikaller ortamda artmaya baglar. Lipid peroksidasyon iriinlerinin artmasi,
serbest radikal olugum teorisini destekler.

Karaciger hayatin stirekliligi i¢in 6nemli metabolik reaksiyonlara ev
sahiplifi yapan bir organdir. Bu nedenle son yillarda karaciger transplantasyon
isleminin gergeklestirilmesi esnasinda en az zararin olugmasini temin etmek
agisindan caligmalar bu konu ilizerine yofunlagmistir. Deneysel olarak, kobaylarda
karaciger iskemi-reperfizyon hasari ile olugan yapisal degisiklikler ve yapilan
uygulamalarin etkinliini arastirmak amaci ile gergeklestirdigimiz ¢alismamiz bir
¢ok biyokimyasal galigmaya 151k tutacaf: kanaatindeyiz.



II. GIRIS VE AMAC

Serbest oksijen radikalleri (SOR) olarak isimlendirilen siiperoksit, serbest
hidroksil radikalleri ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen metabolitleri, karaciger
gibi yogun fizyolojik ve metabolik olaylarin seyrettigi bir organda siirekli olarak
uiretilmekte ve detoksifiye edilmektedir. Cesitli karaciger girigsimleri, sok, travma,
karaciger transplantasyonu gibi patolojik olaylar esnasinda olusan doku hasarlan
serbest oksijen radikallerinin etkisini daha da artirmaktadir (48,136).

SOR’un o6zellikle iskemi-reperfiizyon hasarindaki rolii son yillarda en ¢ok
cahsilan konular arasmna girmigtir. Iskeminin neden oldugu patolojik olaylar,
ozellikle hayati1 tehdit eden iskemik kalp hastalifi, serebral iskemi gibi sik
kargilagilan durumlar ve bunlara kargi geligtirilen tedavi yontemleri ile iskemik
dokunun reperfiizyonunun ciddi bir doku hasari olusturdugu saptanmgtir (87).
Ozellikle siiperoksit ve hidroksil radikallerinin reperfiizyon sirasinda olugtugu
gosterilmigtir. Reperfiizyon hasart sonucu olugan fonksiyonel bozukluklar gesitli
organlara gore degisiklikler gostermekle beraber hasardan SOR’un sorumlu oldugu
konusu daha da giincellik kazanmigtir. Hasarda adenozin trifosfat (ATP) ve adenozin
difosfat (ADP) gibi yiiksek enerjili fosfatlar birkag dakika iginde yikilmakta ve
hiicrede protonlar ve inorganik fosfatlar birikmektedir. Bu olay Adenozin-5'-
trifosfataz (ATPaz) enzim sistemi gibi hiicre i¢i iyon dengesini saglayan pompalarin
bozulmasina neden olmaktadir (87,110). Karaciger iskemi ve reperfiizyon hasari;
karaciger transplantasyonu, biiyiik karaciger rezeksiyonlari, sok, travma, konjestif
kalp yetmezligi sirasinda olugur. Bu etkilere kars1 koruyucu sistem, viicutta olugan
reaktif oksijen metabolitlerini etkisizlestirmeye yonelik olan antioksidan defans
mekanizmasidir. Reaktif oksijen metabolitlerinin olusumu ile ortadan kaldinlmasi
arasindaki denge, antioksidan defans sistemi tarafindan diizenlenir. Bu denge radikal
olusumu yoniinde bozulunca, oksidatif stres denilen ve hiicre nekrozu ve 6limu ile
sonuglanabilen olaylar zinciri olugur. Iskemi-reperfliizyon hasarindan karacigeri
korumak i¢in gok sayida farmakolojik ajanlar kullanilmaktadir (100).

Doku hasarimin giddetini belirlemek amaciyla lipid peroksidasyonu ve

degisimleri saptanmig, elde edilen bulgularn Na'-K®™ ATPaz ile etkilegimleri



tartigiimug, peroksidatif hasarin tedavisi amaciyla ¢esitli farmakolojik antioksidan
ajanlar kullamilmis ve histopatolojik olarak derecelendirme yapilmistir.

Bu c¢alisma; deneysel olarak olugturulan iskemi-reperflizyon hasarinda
hasarin derecesini tespit etmek, kullamlan antioksidan ajanlarin etkinligini
gostermek, hasarda Na'-K* ATPaz ve diger enzim sistemlerinin rolini

agiklamak histopatolojik degiklikleri incelemek amaci ile yapilmgtir.



IILGENEL BILGILER

ITL. A. Serbest Oksijen Radikallerinin Tarihg¢esi ve Anlam

Organik serbest radikallerin ilk tamimi 1900 yilinda GOMBERG tarafindan
yapilmigtir. Aragtirici; canli organizma igerisinde dogal olarak serbest radikallerin
olugabilecegini ileri siirmiigtir. MICHEALIS ise enzimatik reaksiyonlar sirasinda
serbest radikallerin olugabilecegini ve metabolik reaksiyonlarda olusan tek elektron
reaksiyonlariin  6nemli  olabilece@ini belirtmigti. Ancak 1966 yilinda
karbontetrakloriirin (CCL;) neden oldugu doku hasarlarindaki biyokimyasal

patolojinin ortaya ¢ikmasi bu mekanizmanmin 6nemini artirmigtir (113).

Radikal kelimesi latince “KOK” anlamma gelen radix kelimesinden
tiiretilmigtir. 1969 yilinda Mc CORD ve FRIDOWICH, oksijen ile yasayan tiim
canlilarda normal metabolik iglemler sirasinda serbest oksijen radikallerinin
uretildigini ve bunun biyolojik bir bozukluk olmadigim belirtmiglerdir. Terminoloji
olarak serbest radikaller, en az bir ¢ifilegmemis elektron tagiyan atom veya molekiil
anlamina gelir. Serbest radikaller diger molekiillerle birlegerek di yoriingelerindeki
elektron sayisim  giftlestirmeye boylece kararli  bilesiklere  doniigmeye
caligmaktadirlar. Anyonik, katyonik ve nétral karekterde olan serbest radikallerin
kimyasal reaktiviteleri oldukg¢a giiclidiir.

Prometazin (Pr)+ OH—y Pr’° + OH ¢))

Oyte—p Oy 2

CCL; te———p» CCL —» CCL' +CI ?3)

1 no’lu reaksiyonda fenotiazin grubu bir ila¢ olan prometazin, hidroksil
radikali tarafindan okside olarak prometazin radikal katyonu olugmakta, 2 no’lu
reaksiyonda oksijen, bir elektron alarak siiperoksit radikal anyonuna indirgenmekte,
3 no’lu reaksiyonda ise CCl, dissosiyatif elektron aligverigiyle notral triklorometil
radikal formu geklinde bulunmaktadir (55,120).

Atmosferde oksijenin ¢ok uzun  yillardan beri bulundugu kabul
edilmektedir. Buna karsin Olgiilebilir yogunluga ulagmas1 2 milyar yil Oncesinde
fotosentez yapabilen mavi-yesil alglerin ortaya ¢ikmasiyla birlikte olmugtur, Canlilar
igin oksijenin onemi, iki temel fonksiyon gérmesinden kaynaklamr. Ilki, canli

organizmalart olusturan molekiillerin yapisina katilmast ve besin maddelerinin ana



elementlerinden biri olmasidir. Ikincisi, oksijenin canhilarda meydana gelen
oksidasyon tepkimeleri ile solunum sisteminde rol almasidir. Bu durum aerobik
canlilar i¢in gegerlidir (31,48,62,65,71,106).

Canlilar molekiiler oksijene olan gereksinimlerine gére Aerobik, Anaerobik
ve Fakiiltatif anaeroblar olmak iizere ii¢ sinifta toplanabilir. Yagamlari igin oksijene
devamli olarak gereksinim duyan aerobik canlilarda oksijene acil ve mutlak
gereksinim, oksijeni elektron transport zincirinde (ETZ) son elektron alicist olarak
kullanmalarindan ileri gelir. Anaerobik canlilar molekiiler oksijenin varhifina
tolerans gostermezler. Fakiiltatif anaeroblar ise oksijenli ortamda yasayabilseler bile
ya oksijeni hi¢ kullanmazlar veya oksijeni siirli bir diizeye kadar metabolize
ederler. Fakat higbir zaman oksido-rediiksiyon tepkimelerinde oksijeni son elektron
alicisi olarak kullanmazlar (71).

Aerobik metabolizmaya bagimh olan organizmalarin geligebilmeleri igin
biyokimyasal bir savunma sistemine gerek vardir. Bu sistem; hiicrelerdeki iglemler
sirasinda ortaya ¢ikabilecek agin oksidasyondan hiicrenin ana elemanlanini ve
dolayisiyla canliy1 korumaktadir. Siiperoksit dismutaz (SOD), Glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) ve Katalaz (CAT) gibi hiicre i¢i enzimler bu koruyucu sistemde gorev
almaktadir (31,48,65,71,106).

Aerobik canlhilarda metabolik iglemler sirasinda serbest oksijen
radikalleri kag¢inilmaz bir gsekilde iiretilmektedir. Bu nedenle normal metabolizma
sirasindaki oksido-rediiksiyon reaksiyonlarinin riinleri olan SOR olugmasi,
biyolojik bir bozukluk olarak degerlendirilmemelidir (30,31,65). Ancak; hiperoksi,
iskemi, inflamasyon, radyasyon, antibiyotik tedavisi gibi baz1 hiicresel metabolik
durumlarda biiyiik oranda iretilen SOR, membranlar, enzimler, niikleik asitler ve
polisakkaritler iizerinde toksik etkiler yaparak c¢esitli dokularin hasarina neden
olmaktadir (19,74,140).

II1.B.Serbest Radikal Kaynaklan

Membran  biitiinligiiniin  ve membran fonksiyonunun  hiicrenin
yasayabilmesinde temel onemi vardir. Plazma membrani; membrana bagh enzim
destekleyicisi olan doymamis yag asidinden zengin oldugu igin serbest radikaller ile

kolaylikla reaksiyona girebilir ve peroksidasyona ugrayabilirler. Bu toksik maddeler



plazma membranimt bozarak hiicrenin i¢ biyokimyasal gevresinin diizenlenmesini
etkileyebilir, yaralanmasina yol agabilir, membranin fonksiyonu ve akigkanhifini
degistirebilirler. Bu mekanizma goyle ozetlenebilir: Serbest radikal olusumu ile
hiicrede glukoz-6-fosfataz enzimi inaktive olur, membran permeabilitesi artar. Lipid
peroksidasyonuna bagh olarak organellerde fonksiyon bozuklugu olugur, lizozomal
frajilite artig1 ile mikrozomal enzimlerde degisiklikler meydana gelir, hiicre 6liimii ve
kollajen olusumunda artig gériiliir. Biyomembranlardaki peroksidatif olaylar hiicre ve
organel membranlarimin yapisal butinliglinin degigmesine ve lipidlerin basit
harabiyetinden daha siddetli olarak biyofiziksel ve biyokimyasal degisikliklere yol
agar. Oksidasyon olusurken membranlar daha sertlesir ve akigkanlifi azalir,
membrandaki iyon pompalar1 ve membran permeabilitesi degigir. Potasyum iyonlar
digar1 sizar, kalsiyum iyonlar igeri girer (17,74,121). Bu durum ise birgok hastaligin
patolojisinin agiklanmasinda onemli bir gostergedir.

Hiperoksijenasyon, iskemi/reperfiizyon, inflamasyonlu hastaliklar, toksik
doku yaralanmalari gibi durumlarda SOR’larin 6nemli rol oynadig: agiktir. Bununla
birlikte SOR araciliftyla notrofiller; bakterileri 6ldiirmekte, radyasyon; normal ve
malign dokulara zarar vermekte, bir c¢ok ila¢ karsinojen, toksik ajan etkisi
gostermektedir (18,37,106,108,142). Serbest radikallerin genig bir hastalik grubunda
etkin oldugu Bulkley tarafindan basitlestirilmisg bir tablo ile su sekilde 6zetlenmistir
(18):

1-Normal biyolojik islemler;

a-Oksijenli solunum
b-Katabolik ve anabolik iglemler
2-Oksidatif stres yapici durumlar
-a-Iskemi-reperfiizyon sendromlar
Miyokard infarktiisii
Mide mukozasinda stres Ulseri
Nekrozitan enterokolit
Organ prezarvasyonu ve transplantasyon
Sok sonras: karaciger yetmezligi
Serebral iskemi

Kol ve bacak iskemisi (postreperflizyon sendromu)



Akut renal tiibiiler nekroz
b-Toksik doku yaralanmalart
Aspirasyon pnomonisi
Pankreatit
Ozefajit
c-iltahabi hastaliklar
Notrofil fagozitozu
Artrit
Iltababi barsak hastaliklar:
Bag dokusu hastaliklan
Immiin yetmezlikler
d-Eksojen toksik ajanlar
Radioaktivite
Alloksan
Karbon tetra kloriir
Kemoterapdotik ajanlar
Nitrofurantoin
Paraquat
e-Ksenobiotiklerin etkisi
inhale edilenler
Aligkanlik yapan maddeler
Tlaglar
f-Stres ile artan katekolaminler
g-Fagositik inflamasyon hiicrelerinde salgilanma
h-Genel
Yaglanma
Dolagim soku

Periferik 6dem

II1.C. Oksijen Molekiiliiniin Temel Durumu

Bir atomda elektron dagilimim inceleyecek olursak, elektronlarin alt

kabuklardan ve bunlarinda elektron igeren orbitallerden olustugu diiiniilmektedir.



Birincil kuantum sayis1 olarak isimlendirilen n kabuk sayisini, agisal momentum
kuantum sayisi 8 ise alt kabuk sayisim1 ifade eder. n kuantum sayisi, elektronlarin
bulundugu esas enerji seviyesini verir. Ayn1 zamanda, elektronlarin g¢ekirdege olan
uzakhgim da yaklagik olarak belirtir. n bas kuantum sayisi, sifir diginda 1°den
itibaren tam ve pozitif sayidir. B veya £ ikincil kuantum sayis1 (orbital kuantum
sayist) ile n arasindaki iligki ise; £, O ile (n-1) arasinda deger alir Magnetik kuantum
sayist mB ise; orbital sayisini gosterip mB=+8,+(R-1),...,0,...,-(B-1),-B degerlerini
alabilir. =0 i¢in bulunan orbital s, B=1igin ise bulunan orbital p dir. P orbitali
uzayda birbirlerine dik x,y ve z olmak tizere 3 orbitale ayrilir.

Tim orbitaller iki elektron igerir ki bunlara ¢iftlenmis elektron denir.
Her bir orbitaldeki bu ¢ift elektronlar biribirilerine zit spinlerdelerdir (TV). Atom

numarasi 8 olan 8 elektronlu oksijen atomunun orbitalleri ve orbital sembolleri

soyledir;
Orbital diyagram Elektronik sembolleri
s 283 _2p
g N NTT 1s 252 2p°

s ve p atomik orbitallerinin olugturdugu molekiiler orbitaller sigma (o)
ve pi(r) sembolleriyle gosterilirler. s atomik orbitallerinde niikleuslar arasi mesafede
elektron dansitesi fazla ise “sigma bag yapan molekiiler orbital” (), niikkleuslar arasi
mesafe diginda elektron dansitesi fazla ise “sigma bag yapmayan molekiler orbital”
(o*) ifade ve sembolleri kullanilir. p atomik orbitalleri i¢in de aym sekilde “pi bag
yapan molekiiler orbital ” (%) ve “pi bag yapmayan molekiler orbital” (r*) leri
mevcuttur ve daha yiiksek enerji seviyelerini gosterir (37).

Oksijen atomunun degerlik elektroniar 6°dr. 1ki atomda toplam 12 degerlik
elektron mevcuttur. Her bir atomda 8 elektrona sahip olan oksijen molekiiliiniin oktet
kuralina gore 16 elektronu olmahidir. 16-12=4. Bu 4 elektron iki atom arasinda ortak
olarak kullanilir. Bu ortaklagmada ki herhangi bir bozukluk toksik oksijen veya
serbest oksijen radikali olarak ifade edilmektedir. Yukarida bahsedilen, son
yoriingelerinde tek sayida elektron tagiyan bu toksik bilegikler (serbest radikaller)
metabolik olaylar esnasinda kendiliginden meydana gelir. Birgok kararh molekiil dig
yoringelerinde ¢ift sayida elektron igerirler. Her elektron ise birbirinin ters

yoriingeye sahiptirler. Boylece molekiil stabilize olmug olur. Serbest radikaller dig



yoriingelerinde tek sayida elektron igerdiklerinden kararsiz ve ¢ok reaktif
bilesiklerdir. So6zkonusu olan serbest radikaller diSer molekiillerle birleserek dig
yoriingelerindeki elektron sayisim ¢iftlestirmeye ve boylece kararht bilesiklere

dénigmeye galigirlar (21,37).

I1L. D. Oksijen Kaynakh Ajanlar

Oksijen, havada nitrojenden sonra en yitkksek oranda bulunan molekiildiir.
Canhlarda iki temel fonksiyonu vardwr. Birincisi yapisal bir fonksiyon olup
organizmay: olusturan ve besin kaynagt olan maddelerin yapisina katilmak, ikincisi
fonksiyonel nitelikte olup; aerobik canlilarda meydana gelen oksidasyon tepkimeleri
sonucu solunum sisteminde rol almasi geklindedir. Oksijenin bu fonksiyonel gorevi
acrobik canlilar igin gegerlidir. Bu oksidasyon tepkimeleri yasam igin sart olup
tepkimeler esnasinda oksijen molekiiliinden toksik olabilecek ara iiriinlerde olusur ki
bunlara genel olarak “Reaktif Oksijen Tiirevleri” denir ve daha gok serbest oksijen
radikalleri (SOR) diye isimlendirilir ( 58,62,143).

Serbest radikaller, bir yada daha fazla sayida ¢iftlegmemig elektronlara sahip
molekiillerdir ve oldukga reaktiftirler. Bu tanimin igine hidrojen atomu, gegis metal
iyonlar1 ve oksijen molekiili girmektedir. Serbest radikallerdeki ¢ifilesmemis
elektron, ya oksidasyon reaksiyonuna girerek kaybedilmeye veya kendine bir eg
elektron alarak rediiksiyona ugrama egilimindedir. Bu sayede ¢iftleserek daha stabil
trinler olustururlar. Bundan dolayr serbest radikaller oksidasyon-rediiksiyon
tepkimelerinde genellikle reaktan veya uriin olarak karsimiza gikarlar. Ciftlegmemis
elektronlarin bu egilimleri serbest radikallerin yiiksek reaktivitelerinin temelini
olusturur (13,56,62,143).

Serbest oksijen radikalleri inorganik veya organik olabilirler. Organik olan
radikaller, poliansatiire yag asidi gibi kompleks molekiillerden tiireyen peroksi

(ROO), allil (R, ve alkoksil (RO") radikali, inorganik olanlar ise siiperoksit (O, ),
hidroksil radikali (OH), nitrik oksit (NO") dir (53).

Serbest radikaller Gg yolla tretilir:

1-Normal bir molekiilden bir elektron kaybiyla; - A+e™ DA™’

2-Normal bir molekiiliin kovalent baginin homolitik birlesmesi ile;



XY2X +Y

3-Normal bir molekiile bir elektronun eklenmesiyle (Heterolitik birlegsme),

XYDX +¥"

Ultraviole (U.V) iginlan veya radyasyon enerjisi heterolitik flizyonda
elektronlardaki fragmanlardan sadece birisini tutar. Kaynak molekiilden serbest
radikal meydana gelmez, fakat iyon olugturur ki bu da yuklidir. Serbest radikaller
pozitif, negatif veya notral yikli olabilirler (21,120).

Biyolojik sistemlerin énemli radikalleri, molekiiler oksijenin kendisi veya
giftlesmemis iki elektron igeren dioksijendir. Ozet olarak diyebiliriz ki, biolojik
sistemin en 6nemli radikalleri oksijenden tiiretilir (21,37,50,53,63,129).

Oksijenin bir elektronunun indirgenmesi sonucu stiperoksit anyonu olusur.

0,+¢20y

Oksijenin iki elektronunun indirgenmesi sonucu hidrojen peroksit olusur.

0,+2e2H;0, ve ayrica;

H,0,, biyolojik sistemde iki siiperoksit anyonunun birlegsmesiyle de olusur.

20, +2H' 3 H,0,+0,

MOLEKULER OKSIJTENIN INDIRGENME DURUMU

esayisi. proton almamis proton almig
0 02 02
1 0y HO,°
2 0= H>O,
3 0 +0= OH: +H,0
4 0=+0= H0 + H,0

Kisaca;, molekiiler oksijene bir, iki veya ii¢ elektron eklenmesi sonucu
sirastyla siiperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil radikali olugmaktadir (85,86).
Oksijenin  temel durumu ve elektron dagilimi, degismis diriinlerinin

molekiiler yapilar1 Sekil 1 de gosterilmistir (37,63).
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0, +e —>02 Bir efeldron ilavesi 0

2H'
07 + e=——> H;02 ('02"- ‘nin protoneformu) (2)

.

¢ O QO O

3383828342
cp @® @ @
o% ® ® @
EEEEE
616% ® ®

Sekil 1. Oksijen molekiiliiniin orbital konfigrasyonu

III .D.1.Siiperoksit Radikali Ve Uretimi (02 )

Superoksit radikali, baglangigta sadece radyasyon kimyasinda
kullanilan bir form iken son yillarda hem biotik hemde abiotik sistemde dioksijenin
indirgenmesiyle birgok biyolojik substansin otooksidasyonu sirasinda tretilmektedir.
Bunlara ornek; epinefrin, tetrahidroksipterin, lokoflavinler, thioller, redikte
ferrodoksinlerdir. O, , oksidatif enzimler olugumuyla mitokondri, kloroplast,
niikleus, mikrozomlarda ve hatta fagozitik tipteki butin hiicrelerde, monosit,
makrofaj ve nétrofillerde daima olugmaktadir (15,48,50).

O, ; siiperoksit dismutaz (SOD) ad:1 verilen enzim ailesinin katalize
ettigi reaksiyonlar ile elimine edilir.
SOD

0y +0y +2H" —» H0,+0;

Bu reaksiyonun spesifik katalizorii olmadigi halde nétral pH da oldukga
hizlidir. SOD’un potansiyel fonksiyonu kendiliginden ve enzimatik dismutasyon
reaksiyonlarmin  kargilagtirilmasiyla  iyice  aydmlatilmigtir.  Dismutasyon
tepkimelerinde; enzimatik yol birinci derece iken, kendiliginden olusan yol ise ikinci

derece olup, kendiliginden dismutasyonda O, nin yanlanma 6mri Oy  in
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konsantrasyonunda azalma nedeniyle daha uzun, enzimatik dismutasyonda ise
yarilanma 6mrii O, nin konsantrasyonundan bagimsizdir.

Siiperoksit radikalleri sulu ortamda énemli 6lgiide birikmeyip kendiliginden
dismutasyon ile ortamdan temizlenirler. Kendiliginden dismutasyon hiz sabiti
pH:7.4’de; Oy =2.08x10 ® mol/L/sn dir. Bu dismutasyon reaksiyonuyla iiretim
hizinin egitlenmesi ile denge durumu olugabilir.

2.08 x 108 Ms?!=7x 10* M s'[02 P

[0%]1%2=0.3x 10 2 M2

[0 = 0.5uM

Superoksidin denge durumu bu enzim reaksiyonunda, nétral pH’da 0.5pM
dur (15,71).

Siiperoksit radikali solunum hiicrelerinde g¢ogunlukla suya indirgenerek
tiiketilir. Bu reaksiyon, siiperoksit radikali gibi ara triinler salinmaksizin siyanir
tarafindan inhibe edilen sitokrom oksidaz ve ‘mavi’ bakir oksidaz tarafindan
gergeklestirilir (50).

Canlilarda siiperoksit radikalinin olusumuna neden olan olay ve etkileri iki
grupta toplamak miamkindiir.

1-Cevresel etkiler: Cesitli kimyasal bilesikler ve fiziksel etkenler canlilarda
siiperoksit radikali olusumuna neden olurlar. Gériiniir bolge 1sinlar, 6zellikle yiksek
enerjili elektromanyetik iginlar (beta, gama ve X) her oksijenli ortamda siiperoksit
radikalleri yanisira, dogrudan diger radikallerin olusumunu da saglarlar. Boyle bir

151n dalgasi sulu ortamdan gegince suyun radyolitik par¢alanmasina neden olur.

H)0 _hv ) e aq H, OH, Hy, Hy0;, H30"
Sulu ortam oksijen igeriyorsa agagidaki tepkimelerle siiperoksit radikali
kolaylikla olusur (71).

e aq+ 0, —p Oy

H+0,—p H+0; (veyaHO2)

Organik molekiillerin bulundugu sulu ve oksijenli ortamda radikal olusumu
iki kat artar. Siiperoksit radikali; sulu ortamlarda ¢ok zayif oksidan ve zayif rediiktan
ajandir. Oy sulu ortamlarda zayif reaktivitesine ragmen protonsuz ortamlarda

kuvvetli baz gibi etki gosterir. Sulu ortamlarda olusan siiperoksit radikali normalde
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birikime ugramaz ve kendiliginden veya enzimatik dismutasyonla ortadan kaybolur
(62,71,143).
SOD
02'+02'+2H+——-—> H;O; + Oy

SOD enziminin yetersiz kaldig1 bir ortamda, siiperoksit radikalleri kendi
dismutasyon {irinii olan HyO, ile tepkimeye girerek hidroksil radikali ve singlet

oksijenin tretimine neden olur (Haber-Weiss reaksiyonu)(37,71).

0y + Hy0p ———p "OH +OH +'0,

2- Canh organizmalar radikal olusumuna neden olan gevre kosullarindan
timiiyle izole edilseler bile; efer molekiiler oksijeni metabolize ediyorlarsa ,
organizmalarindaki pekgok tepkimelerle O, iiretirler . Canlilarda O, ~ en baglica
onemli tepkimeler sunlardir:

a-Hidrokinonlarin, l6koflavinlerin ve katekolaminlerin, indirgenmis
boyalarin, tetrahidropterin, ferrodoksin ve hemoproteinlerin otooksidasyonu
tepkimelerinde O; iiretebilirler (15,71).

b-Ksantin oksidaz, dihidrooratat dehidrogenaz ve bir grup flavoprotein
dehidrogenazlar gibi enzimatik tepkimelerde Oy olusur.

c-Mikrozomal hidroksilaz, triptofan deoksijenaz, galaktoz oksidaz tiirii
enzimlerin katalitik etkileri sirasinda ara iiriin olarak O, iiretirler.

d-Canlilarda siiperoksit radikalinin iiretildigi bélgelerin baginda mitokondri
gelir. Molekiiler oksijenin en 6nemli kullanim yerinin mitokondri i¢ zarindaki
elektron transport zinciri (ETZ) oldugu hatirlamrsa radikal iretimi beklenen bir
sonugtur. Bilindigi gibi mitokondrideki oksijen tiiketiminin gok biiyiik bir kismindan
ETZ sorumludur ve sistemdeki son elektron alicisi oksijendir. Mitokondri ig
zarindaki elektron transportu sirasinda molekiiler oksijen 4 adet elektron alarak suya
doniigtiriliir ve bu arada ATP sentezlenir (Sekil 2). Bu kademede toksik oksijen
metabolitleri sentezlenmez. Ancak bu reaksiyon esnasinda %1-5 oksijen kagagi
mevcuttur. Kagak, molekiiler oksijene elektron eklenmesiyle rediiksiyon baglar ve
toksik oksijen metabolitleri olusur. Mitokondri elektron transport sisteminde O

ureten iki bolgenin bulundugu gosterilmigtir. Bunlardan birincisi bir flavin bagimli
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NADH dehidrogenazdir ve mitokondri zarinda tiretilen siiperoksit radikallerinin iigte
biri bu bélgeden kaynaklamr. Ikinci bélge ise koenzim Q-sitokrom b bolgesi olup,
ubikinonun otooksidasyonu ile ETZ de iiretilen siiperoksit radikalinin tigte ikisini

olusturur (71,85,86).

02 _ie'_., 02'_+e;, H202 _.i'.e.__> OH _+C-_> H2O
H SOD H" CAT/GSH-Px H

Sekil 2. Serbest oksijen radikallerinin olugmasi ve temizlenmesi

+4¢” Mitokondrial sitokrom oksidaz

e-Onemli dlciide siiperoksit radikalleri fagositoz sirasinda, fagositoz yapan
hiicreler tarafindan (nétrofil,eozinofil ve makrofajlar) amaglh ve enzimatik olarak
uretilirler. Bu hiuicreler bakteriyi fagosite edince NADH oksidaz enziminin etkisiyle
molekiiler oksijenden siiperoksit iiretirler ve bunu da bakterilerin pargalanmasinda
kullanurlar.

Stperoksit radikalleri sulu ortamda 6nemli olgiide birikmezler,
kendiliginden dismutasyon ile ortamdan temizlenir veya H202 olugturabilir.
Kendiliginden dismutasyon aslinda bir tek tepkime degil, bir seri tepkimelerin
toplamidir:

0, +H'>HO,

HO,+HO,—>H,0+0, k=7.6x10°M *sn *
HO+0, —H,0,+0,  k=8.5x10"M *sn” "
Oy + 0y +2H __, Hy02+0;

Yukaridaki bu dismutasyon reaksiyonlarindan en tercih edileni siiperoksit
radikali ile perhidroksi radikali arasindaki tepkimedir. Fakat SOD ile katalizlenen
enzimatik dismutasyon hiicre igi kosullarda kendiliginden dismutasyondan 10° kez
daha hizlidir (71,72).

Suiperoksit radikali , pKa’st zayif bir baz oldugundan, kendiliginden
dismutasyon lmzi pH’dan 6nemli olgiide etkilenir. Bu nedenle asidik ortamda
kendiliginden dismutasyon daha hizlidir ve bu kosullarda O, den kolaylikla HyO,
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yapilir. Oysa notral pH veya daha yilksek alkali pH’da iki siiperoksit anyonu
arasindaki elektrostatik itme nedeniyle kendiliginden dismutasyon ¢ok daba yavag
ilerler.

Suiperoksit radikali iireten tepkimelerde yapilan bu ilk radikal bir seri
tepkimelerle oksijenin diger radikallerinin olusumuna neden olur. Ortamda biriken
siiperoksit radikalinin girebilecegi baglica tepkimeler su sekilde ozetlenebilir:

1-Siiperoksit radikali, yukarida verilen tepkimelerle kendiliginden
dismutasyon olabilir.

2-Ortamdan bir proton alarak perhidroksi radikali olugturabilir.
3-Hidrojen peroksit ile tepkimeye girerek hidroksil radikali (OH') ve singlet
oksijen (*0») olusturabilir:
Oy +H202 - 'O2+ OH+ OH”
4- Veya diagil peroksitlerle oldugu gibi,diger tepkimeler ile singlet oksijen
yapimina neden olur:

0, +OH > !0+ OH"

Olusumlanna siiperoksit radikallerinin neden oldugu yukandaki radikaller
diger radikalik tepkimeleri baglatirlar ve siiperoksidin kendisinden ¢ok daha reaktif
ve toksik radikaller olugur. Bu nedenle siiperoksit radikalleri olustuklar1 anda
uzaklastirilmazlarsa, diger radikallerin olugsmasi kaginilmazdir. Oksijenin toksik
driinlerinden HyO5’in katalaz tarafindan pargalanarak ortamdan uzaklasgtirildig1 uzun
yillardan beri bilinmektedir. Oysa O,  radikaline karsi benzer bir enzimatik
korunma 1968 yilina kadar bilinmiyordu. Organizmalarda pek c¢ok tepkimelerle
iiretilebilen ve diger radikallerin olusumunu baglatan O, olduguna gore, aerobik
canlhlarda oksijenin toksik etkilerine kargt korunma mekanizmasimn siiperoksit
radikallerinin birikmesini 6nlemek seklinde olmasi beklenmelidir. Gergekten de,
canhilarda oksijen toksisitesine karsi savunma bu basamaktadir ve enzimatik bir
mekanizmadir. Bu korunma Siiperoksit Dismutaz (SOD) tarafindan bagariimakta
olup, enzimin gérevi siiperoksit radikallerinin dismutasyonunu katalizlemektedir
(37,49,71,85,129).
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NLD.2.Hidroksil Radikali (OH')

Hidroksil radikali son derece saldirgan bir oksidan ajan olup, yiiksek hiz
sabiti ile birgok hiicresel bilegenle reaksiyona girme potansiyelindedir. 1934 yilinda

Haber ve Weiss, hidrojen peroksitin O, ile indirgenmesiyle hidroksil radikali
olugabilecegini gostermiglerdir (21,37,71).
0, + H,0, > OH + OH +0,

1978 yilinda redoks katalizér olarak fonksiyon goren bir metal, 6rnegin selat
yapmis demir varlifinda Haber-Weiss tepkimesinin biyolojik sistemlerde de galigtig

ve onemli miktarda OH" iretildigi gosterildi (Fenton reaksiyonu). In vitro olarak

ksantin-ksantin oksidaz sisteminde OH’ iiretildigi daha 6nceden biliniyordu. Bu
deney sisteminde olusan O, radikallerinin bir kismu kendiliginden dismutasyonla

H,0, olusturmakta ve biriken HyO,, Oy ile etkilenerek OH yapmaktadir. In vivo

olarak hidroksil radikali yapimina neden olabilen 6nemli tepkimeler sunlardir (71):
1)Iyonlastirici radyasyonun suya etkisi ile.

hv
H,0 —P»H,0" +¢
H,O' +H,0 — OH+H;0"

2) Fenton tepkimesi ile.

Fe'>+ H;0, >Fe™+ OH + OH

3) Ozona celektron transferiyle OH olusabilir. Bu nedenle ozon
toksisitesinde OH' in rolii vardir.

4) Hidrojen peroksitin fotolizisi ile.

H0, —»20H

5) In vivo olarak OH iiretimi bakimindan en 6énemli tepkime Haber-Weiss
tepkimesidir. In vivo olarak, O’ radikalinin HyO, ile OH iiretmesi selat yapmug

demir tarafindan katalizlenir.
+3 +2 - +2 +
Fe(selat) ~ (veyaCu °) + O»—> Fe(gelat) ~ (veyaCu )+ O,
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Fe(gelat)'> (veya Cu’) + H0, —> Fe(selat)" (veya Cu'*)+ OH + OH

Selat yapmig demir gereksinimi bakimindan bu tepkime Fenton tepkimesine
benzemektedir (21,71,129).

6) Radikal tepkimeleri ile olusabilen bir organik radikal, HyO; ile

tepkimeye girerek OH iiretebilir.
.COOH+ HyO; —» CO; + H,O + OH

OH' iiretildigi yerde hemen her molekiil ile tepkimeye girebilir ve radikal
tepkimelerini baglatabilir. Bu nedenle oksijen radikalleri iginde en reaktif ve en
toksik olan1 hidroksil radikalidir.

Hidroksil radikalinin katildig1 baglica tepkimeler ti¢ grupta toplanabilir (71).

1) Hidrojen ¢ikarma tepkimeleri.

R-H+OH— R’ +H,0

Boylece, lipid peroksidasyonunun baglatarak organik radikal olusumuna
neden olurlar.

2) Hidroksil radikali katma tepkimeleri ile ¢ift bag igeren aromatik
bilesiklere katilir, aromatik amino asitlerin hidroksilasyonuna neden olur.

RCH= CH; + OH'— RC'H-CH,OH

Aromatik halkaya katma tepkimeleri ile hidroksilasyonlarin yanisira, toksik
etkili aldehitlerin olusumuna da neden olur. DNA’nin piirin ve pirimidin bazlan gibi
aromatik halka yapisindaki bilegiklere eklenebilir.

3) Organik ve inorganik bilegiklerde elektron transfer tepkimelerine neden
olur. Aym etkiyi O™, radikali de gosterir.

OH +S—>O0H +S veya 0,+S—>0%+s"
Silfidril gruplarimin  kendiliginden disilfitlere oksidasyonu, oksijen
radikallerinin neden oldugu bir oksidasyondur.
Hidroksil radikalinin yuksek reaktivitesi nedeniyle istenmeyen toksik
etkileri yanisira, tiretimleri normal biyolojik fonksiyon igin de gereklidir. Fagositoz

ve pek ¢ok enzimatik katalizin zorunlu bir pargas: olarak OH iretilir ve kataliz

olayma dogrudan katilir. Baz1 kimyasal bilegikler, canlida radikal yapimina neden
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olduklan igin toksik etkilidirler. Hidroksil radikalinin yapim mekanizmas: esas
olarak s6yledir:
Fe+3(veya Cu+2) + Indirgeyici ajan ( 07, Vit. CNAD(P)H)— Fe' (veya Cu') + O,
Fe'X(veya Cu") + H,0, — Fe'*” (veya Cu*?)+ OH + OH

Goriildiigi gibi, O3 radikalinin elektron verici oldugu tepkime (Haber-weiss
tepkimesi) diginda da biyolojik molekiller metal iyonlarimi indirgeyerek, HyO»

varliginda OH' yapimin saglar (21,53,71).

II.D.3.Hidrojen Peroksit (H>0)

Stperoksit radikaline ikinci bir elektron ilavesiyle peroksit iyonu
olugmaktadir. Peroksit iyonunda ¢iftlegmemis elektron bulunmaz ve serbest radikal
degildir. Fizyolojik pH’da olusan peroksit iyonu pKa’s: yiiksek oldugundan hizlica
proton alarak hidrojen peroksit olugturur. Sulu ortamlarda siiperoksit iireten herhangi
bir sistem sonunda HyO; olusturur ve bu reaksiyon dismutasyon reaksiyonu olarak
bilinir (21,56,62).

Biitiin aerob hiicrelerde ¢ok ¢esitli oksidazlar bulunur. Bu enzimler

karakteristik olarak rediikte substrattan 2e ve 2pJr un transferini katalizler. AHp,
okside substrat (A) ve Hy05’i olugturmak iizere oksijene bu transferi yapar.

AH; + 0, 5> H05+ A

H,0,, okside edici bir ajan olarak 6zellikle reaktif degildir. Bununla birlikte

gecis metallerinin varliginda Fenton kimyasi derhal anlamli miktarlarda OH

serbestlestirir (37). Ksantin oksidaz enzimi ksantinin trik asite doniigiimiinii kataliz
etmektedir. Deaminoasit oksidaz ve amino oksidaz, SOD enzimlerinin katalize ettigi

reaksiyonlar sonucu hidrojen peroksit olugmaktadir.
+

2H
0+ 0y *Hy02+ Oy

TILD.4.Singlet Oksijen (105)
Enerji absorbsiyonu ile oksijenin paylagilmamig dig elektronlan spinlerini

degistirebilirler. Oksijenin bu sekilde uyarilmis durumunda, dig iki elektron ayn ayn
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veya aynt orbitali iggal edebilir. Oksijenin uyantmig bu iki formuna singlet oksijen
(* ;) denir (71). Normal oksijen molekiiliiniin iki ayr: dis orbitalinde ortaklanmamus
iki elektron mevcuttur ve bunlarin spinleri aymi yondedir. Ancak singlet oksijende ise
spinler birbirine zittir ve ortaklanmamug iki elektron aym orbitalde yeralir. Singlet
oksijen yap:1 olarak ¢iflegmemis elektron igermediginden serbest radikal degildir.
Diger oksijen radikallerinden daha uzun Omirli olmas: ve elektronlarin durusu
nedeniyle kolayca kimyasal reaksiyonlara girebilmesi bu oksijen bilesiginin gok
reaktif olmasina neden olur. Orbitalde paralel gezinen elektronlar enerji girisiyle
antiparalel olurlar ve sonugta oksidan kapasiteyi artinirlar (21,62,120,143).

Singlet oksijen iki formda bulunur. Biyolojik olarak daha 6nemli olam
delta formudur (* Ag O.). Digeri ise sigma formudur (‘£g"0;). Sigma formu gok
daha enerjitik oldugundan yari omrii kisadir, hizlica bozunarak delta formuna
doniigiir (56,62,143).

Singlet oksijen radyasyon sonucu olugabilecegi gibi invivo olarak sitokrom
P-450, prostaglandin endoperoksit sentetaz ve miyeloperoksidaz reaksiyonlan ile de
enzimatik olarak olusabilmektedir (120).

invivo olarak * O iiretimine neden olan baglica énemli tepkimeler sunlardir
(71):

1- Siiperoksit anyon radikali iretilen ortamda kendiliginden dismutasyonla;

H,0+ 0, +H — '0,+H0,
2-0, " ile OH mn etkilesmesi ile;

0, +OH — > '0,+0H

3- Haber-Weiss tepkimesi ile;

O, +H0, metal, 'O+ OH + OH

4- Siiperoksit radikallerinin diagil peroksitlerle tepkimesinde.

5- Fagositoz yapan hiicrelerde fagositoz sirasinda H,O, ve halojen bagimli
miyeloperoksidaz enzimi ile.

miyeloperoksidaz
OCl™+ H,0, > 10, +CI' +H0
Karotenler, bilirubin, histidin, methionin, 2,5-difenilfuran, 1,4-

diazbisikloalefan, singlet oksijeni temizlerler. Bu inhibitor bilegikler olay sirasinda



19

oksidlenmez ve titketilmezler, singlet oksijenin enerjisini almaktadirlar. Dienlerden
endoperoksit, kolesterolden 5-a-hidroperoksid tiirevi olugmas: gibi bir tepkimede '
0, iiretildigi, kemiliiminesans veya ' O bagimh bir tepkimenin ¢alismasiyla tesbit
edilmektedir.

IIL.E .Oksijen Radikallerinin Toksik Etkileri

Hiicrede koruyucu mekanizmalan agacak kadar serbest radikal olustugunda,
farkli gekillerde metabolik ve selliller bozukluklar meydana gelmektedir. Genel
olarak serbest radikaller DNA’mn yapisinda degisiklige neden olarak mutasyon veya
sitotoksite olugturmaktadir (109,120,121). Oksijen serbest radikalleri NAD'/NADH

ve NADP' /NADPH redoks ¢iftlerini etkileyerek NAD(P)' meydana getirmektedir.
Sekil 3°de belirtildigi gibi serbest radikaller niikleotidlerin biyolojik &zelliklerini

degistirmekte, protein ve non protein tiol gruplarim oksitleyerek thiyl radikalleri
olugturmaktadir. Serbest radikaller kovalent baglar etkileyerek protein, niikleik asit
ve lipidlerin yap1 ve fonksiyonlarim bozmaktadir. Bu hasar radikallerin membran
enzimlerine ve reseptorlerine kovalent baglanarak antijenik karakter ve transport
fonksiyonunu bozmasi, poliansatiire yag asidi / protein oranim degistirmesi ve lipid
peroksidasyonunu baglatmasi ile olmaktadir. Hasar sekonder olarak, lipid peroksit
radikalleri, lipid hidroperoksitleri ve diger lipid pargalanma uriinler ile devam
ettirilir. Lizozom hasari ile salinan lizozomal enzimler (hidrolitik enzimlerde) hicre

hasarim daha artirmaktadirlar (18,120).

Niikleik Asitler (———» Mutasyon kanser)
Niikleotidler

.

R » Tioller

Kovalent baglar

Membran yapis: ( — Iyon transportu)

Lipid peroksidasyonu
Sekil 3. Oksijen Radikallerinin hiicre metabolik fonksiyonlarin1 bozma

yollari.
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Oksijenin diger radikalleri ile kiyaslandifinda, siiperoksit radikalinin
reaktivitesi ¢ok azdir. Olugsumlarina neden oldugu diZer radikallerle birlikte
organizmada genel bir oksitleyici gibi davranmaktadir. O, siilfidril gruplarimn

distlfitlere oksidasyonuna ve ferrik demirin ferroz formuna oksitlenmesine neden
olmaktadir. Ayrica diger metallere elektron vererek veya elektron alarak,
organizmada fonksiyonel metallerin oksidorediiksiyon diizeyini bozmaktadir (71).
Sulfidril gruplanmin ve metal iyonlarimin canlidaki sayisiz fonksiyonlari
hatirlandifinda, radikallerin hiicrede metabolik olaylann ve oksido-rediiksiyon
potansiyelini degistirerek sayisiz etkilere neden olacag: agiktir.

Siiperoksit radikali bagta sistein, triptofan ve tirozin olmak iizere biitiin
amino asitlerle, perhidroksi radikali ise O, den daha etkili olarak sistein, fenilalanin,

histidin, serin ve methionin basta olmak iizere biitiin aminoasitlerle tepkimeye

girmektedir. Buna ragmen bu iki radikalin aminoasitlerle tepkimesi, hidroksil
radikalinden 10°-10° kez daha yavastir. Oy ve HO, (perhidroksi radikali) radikalleri
ile H»O, nin biyolojik molekiillerle tepkimelerinin yavag olmasi nedeni ile

radikallerin gozlenen toksik etkisinin 'O, ve OH den kaynaklandign kabul
edilmektedir (71).

Singlet oksijen ve hidroksil radikali lipid peroksidasyonuna neden olan en

onemli etkenlerdir. Hem 'O, hem de OH’ niikleik asitler ile piirin ve pirimidin

arasinda ayinim yapmaksizin tepkimeye ginﬂektedirler. OH’ niikleik asitlerin doymus
karbon atomlarindan hidrojen ¢ikarir veya ¢ift baglara katma tepkimeleri ile
sonuglanan tepkimelere girer. 'O, nin niikleik asitlerle tepkimeye girme yetenegi
daha smirhdir. 'O, giighii bir oksitleyici oldugundan, guanin gibi yiksek elektron
yogunluklu bolgeler iceren molekiillerle daha kolay tepkimeye girmektedir (71,72).

ITLF.Lipid Peroksidasyonu

Lipid peroksidasyonu membran yapisimi tegkil eden poliansatire yag
asitlerinin (PUFA) SOR tarafindan sekonder iiriinlere (peroksitler, alkoller,
aldehitler 6megin; malonildialdehit, etan, pentan v.b) yikilma reaksiyonudur
(74,119,121). Biyolojik materyaller iginde yer alan zar sisteminde bulunan
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fosfolipitlerin yapisinda yer alan doymamig yag asitlerinin oksidatif oksijen bagiml
yikilimi olarak tarif edilen lipid peroksidasyonu dallanan bir zincir reaksiyonudur.
Bu zincirleme reaksiyonunda da li¢ agama bulunmaktadir: baglangic asamasi
(initiatation), yayilma asamas: (propagation) ve sonlanma asamasi (termination).
Lipid peroksidasyonuna yol agan serbest radikaller igerdikleri eglesmemis
elektronlar1 nedeniyle kararsiz yapidaki molekiiler oksijenin rediiksiyonu yada
eksitasyonu sonucu SOR olugturmaktadir. Biyolojik membranlarda serbest
radikallerle indiikklenen lipid peroksidasyonu su reaksiyon zincirini izler
(13,17,56,58, 62,109,117,121).

R'+PUFA ——p RH+PUFA" (Reaksiyon 1)
PUFA'+ Oy » PUFAO, (Reaksiyon 2)

PUFAQ, + PUFAH (veya XH) —® PUFAO,H + PUFA" (veya X)
(Reaksiyon 3)
PUFAOQ;’, PUFAO,H, metal iyonlar1 —_y, peroksitler
aldehitler (Reaksiyon 4)
alkoller
etan, pentan
Lipid peroksidasyonu; serbest radikalin PUFA’min metilen grubundan
(- CHz -) bir hidrojen atomu g¢ikarmak igin yaptiklar1 atakla baglar (reaksiyon 1).
Demir ve bakir gibi eglesmemis elektronlara sahip gegig metal iyonlarinin varlii bu
islem ig¢in gereklidir. Olugan karbon merkezli lipid radikali (PUFA’) aerobik
hiicrelerde konjuge dien gekline gevrildikten sonra molekiiler oksijenle reaksiyona
girerek peroksi radikalini (PUFAQ,") olugturur (reaksiyon 2). Bu peroksi radikali
diger bir peroksi radikaliyle birlegebilir ya da membran proteinleriyle etkilegebilir.
Fakat en oOnemlisi, peroksi radikallerinin membrandaki komgu yan zincirlerden
hidrojen atomlarini ¢ikartabilmeleri ve peroksidatif  zincir reaksiyonunu
yaymalanidir. Boylece yan zincirden hidrojen atomunun gikanilmasi ile, her defasinda
lipid hidroperoksitleri (PUFAO,H) ve yeni bir peroksi radikali olugmaktadir
(reaksiyon 3). Peroksidasyon, bir kere bagladiktan sonra, otokatalitik olarak
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yayilabilmekte ve yiizlerce yag asidi zincirleri, lipid hidroperoksitlerine
cevrilebilmektedir (21,120).

Yayilma zincirinin uzunlugu su faktorlere baglidir;

1- Membrandaki lipid / protein oram: Membran proteinin igerigi
yiikseldikge lipid peroksidasyon orami artacaktir.

2- Yag asidi birlesimi: Membranda poliansatiire yag asidi igeriginin artmas,
peroksidasyona olan duyarlihg:i artirmaktadir. Halbuki kolesteroliin  varlig:
peroksidasyonu baskilamaktadir. Normal insan eritrositlerinde lipit peroksidasyon
derecesi ile, membran kolesterolii arasinda belirgin bir negatif korelasyon
bulunmugtur. Plazma membramnda kolesteroliin varlifi, bazi radikallerin yollarinin
kesilmesine neden oldugu gibi; yag asidi yan zinciriyle kolesteroliin hidrofobik
halkasinin etkilesmesi,membranin i¢ yapisinm degistirmektedir.

3- Oksijen konsantrasyonu: Oksijen konsantrasyonu arttikga karbon
merkezli lipid radikaliyle reaksiyon (reaksiyon 2) artacagindan, lipid
peroksidasyonunu stimiile edecektir.

4- Vitamin E gibi zincir reaksiyonlarint kesen antioksidanlani varlig::
Biyolojik membranlarda serbest radikal toplayicisi olarak gorev yapan vitamin E,
kendi hidrojen atomunu peroksi radikaline vererek hidroperoksitlerinin olusumuna
yol agar. Bu hidroperoksitler, daha sonra, glutatyon peroksidaz ile kendilerine
kargilik gelen nontoksik hidroksi bilegiklerine ayrilmaktadir,

Demir ve bakir iyonlari ya da bu iyonlanin fosfat esterleriyle olusturdugu
basit gelatlar (Fe+2—ADP), hem, hemoglobin ve miyoglobini de igeren bazi demir
proteinleri, lipid hidroperoksitlerini bozarak peroksidasyonu sonlandirmaktadiriar
(reaksiyon 4). Bu kompleks bozunma reaksiyonlannin riinleri; etan, pentan gibi
hidrokarbon gazlari, ROOH, RCOOH, ROH ve RCHO gruplarin igeren kisa zincirli
yag asitleridir (13,21,56,60,143). Lipid peroksidasyonu sonucu agiga c¢ikan bu
triinler, membran permeabilitesini ve mikroviskozitesini 6nemli &lglide
etkilemektedir. Olusan kisa zincirli yag asitleri ve triptofan, tirozin, fenilalanin,
histidin, metiyonin ve sistein gibi aminoasitleri igeren yapisal proteinlerin
oksidasyonu, membran permeabilitesinin artmasina ve membrandaki akigkanligin
azalmasina neden olmaktadir (62,73, 74,143).



23

Lipid hidroperoksitleri ve lipid peroksi radikalleri, serbest oksijen radikalleri
gibi, aym hiicrenin birgok komponentiyle reaksiyona girerek, hiicresel ve metabolik
fonksiyonlar iizerinde toksik etkilerini gosterirler (32,109). Bu toksik etkiler;

-Membrana bagli reseptérlerin ve enzimlerin inaktivasyonuna yol agar.

~-Membranin sekretuar fonksiyonunun kaybina neden olur.

-Transmembran iyon gradiyentini bozarak Ca'? gibi iyonlara karg1 non-
spesifik permeabiliteyi artirirlar.

-Mitokondride oksidatif fosforilasyonu ¢ozerler, mikrozomal enzim
aktivitelerinde degisiklige yol agarlar, subseliller organellerin (lizozom gibi)
bitiinliginin kaybolmasina neden olurlar.

-Ug yada daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonu,
malondialdehit (MDA) iretimi ile sonuglanmaktadir. Membran komponentlerinin
polimerizasyonuna ve gapraz baglanmalarina neden olan MDA; deformabilite, iyon
transportu enzim aktivitesi ve hiicre yiizeyindeki determinantlarin agregasyonu gibi,
ic membramin baz 6zelliklerini degistirmektedir. Ayrica, diffiize olabildiginden,
DNA’nin nitrojen bazlariyla reaksiyona girmektedir. MDA bu 6zelliklerinden dolay:,
mutajenik, genotoksik ve karsinojeniktir (37,62,74,143).

Serbest radikaller, peroksidasyonun yamsira membran butinligiinin
bozulmasina, eritrosit enzimlerinin inaktivasyonuna ve hemoglobin molekiiliinin
denatiirasyonuna neden olmaktadir. Cekirdegi olmayan olgun eritrosit protein
sentezleyemedigi igin hasar gérmiis komponentleri yerine koyamamaktadir. Béylece
oksidatif hasar, eritrositlerde siirekli olarak defekti indiikklemekte, hemolitik
hastaliklara ve yaglanmaya istirak etmektedir (74,134,142). Yashlik pigmenti olarak
bilinen lipofuskin, MDA’mn lipid ve proteinle reaksiyona girmesi sonucu olusan
¢ozilnmeyen konjuge schiff bazlarmin lizozomal akiimilasyonu ile meydana
gelmektedir (74).

Serbest radikallerin karbonhidrat metabolizmasina olan etkisi Uizerinde
proteinlere oranla daha az galigilmigtir. Glukoz, mannoz ve deoksi sekerler serbest
radikallerin etkisiyle otookside olarak intraseliiler seviyede HyO meydana getirirler.
Aymi zamanda glukoz ve albumin kompleksinin birlikte otooksidasyonu oksijen
radikalinin meydana gelmesine neden olmakta ve bu da cesitli hastaliklarin
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patogenezinde rol oynamaktadir. Bunun yaninda oksijen radikalleri hiyaluronik asit
gibi karbonhidrat polimerlerinde fragmantasyona neden olmaktadir (37,74,138)

Biyolojik sistemlerde lipid peroksidasyonu tayininde en sik olgiilen bir triin
olan MDA, CO’e metabolize olmasina ragmen, idrarda asit ile hidrolize edilebilen
formda kiigiik miktarda ekskrete edilmektedir (33,119).

Sekil 4°de goriildiigii gibi lipooksijenaz ve siklooksijenaz gibi, mikrozomal
ve plazma membranlariyla iligkili enzimlerin substrati olan aragidonik asit;
prostaglandin, prostasiklin, tromboksan, 16kotrien gibi biyolojik olarak aktif tiriinlere
gevrilmektedir (74,109,137).

ARASIDONIK ASIT.
iklooksijenaz
L1pookszaz 2
eroksidaz
H1droperoks1e1kozatet aenoik Asit ostaglandm endoperoksit
Lokotnenler l
(A4,B4,C4,D4,E4) Prostaglandmler Tromboxan

(D.,EF) Prostasiklin
MDA
Sekil 4. Aragidonik Asit Metabolizmas:

Prostaglandin ve l6kotrienlerin biyosentezinde ara bilesik olarak ortaya
¢ikan hidroperoksitler, prostasiklin ve tromboksan sentezinden sorumlu sentez
enzimlerini, farkli feed-back mekanizmalarla inhibe etmektedirler. Prostasiklin ve
tromboksan etki bakimindan birbirinin antagonisti oldugundan,
prostasiklin/tromboksan oramimin  diizenlenmesi, birgok vaskiller hastaligin
gelismesinde o6nemli faktoér olarak kabul edilmektedir. Lipid peroksit tretimi ve
katabolizmas:1 arasindaki denge normal prostasiklin seviyesinin siirdiiriilmesini
saglamaktadir. Yiksek lipid peroksit seviyeleri prostasiklin sentezini giiglii bir
sekilde inhibe edeceginden, aragidonik asit metabolizmas: tromboksan sentezine
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dogru yeniden diizenlenecektir. Boylece notrofil stimiilasyonu siiperoksit anyonu
tiretimi ve plateletlerin agregasyonu modiile edilebilmektedir (74,84,137).

IT .F.1. Lipid Peroksidasyonunun Kontrol Mekanizmalan

Lipid peroksidasyonu hiicrede alt1 faktor tarafindan diizenlenmektedir.

1-Demir iyonlart

2-Fe i Fe're indirgeyen bilegikler.

3-Fe iyonlarim gelatlayan bilegikler.

4-Lipid hidroperoksitlerini indirgeyen maddeler.

5-Oksijen

6-Serbest radikal reaksiyonlar1 inhibitérleri (antioksidanlar)

Bunlara baz1 yeni faktorler de ilave edilebilinir. Membran lipitlerinin
fiziksel durumlan (akiskanltk ve elektrik yiikleri), membran permeabilitesi, elektron
transport zincirinin fonksiyonu gibi faktorlerde lipid peroksidasyonunun kontroliinde
etkilidirler. Hiicre i¢inde birgok sistem, ferrik iyonlarin1 ferro hale indirgeyebilmekte
ve bu sekilde lipid peroksidasyonu tepkimelerini aktive etmektedir. Buna Ornek
olarak askorbik asit, tioller, hem, NADH, NADPH-sitokrom bs rediiktaz, siiperoksit
anyon radikali verilebilir.

Tioller tarafindan lipid hidroperoksitleri indirgenmekte, bu doéniigiim
glutatyon peroksidaz enzimi tarafindan hizlandirilmaktadir. Yine tiolter, Fe™’ii
Fe'?’e indirgeyerek lipid peroksidasyonunu aktive edici bir etki gostermistir.

Sulfidril bilegiklerinin de lipid peroksidasyonunu baglatan stiperoksit -ve
hidroksil radikali ile direkt etkilesimi bulunmustur Ostrojenler, kortikosteron ve
kortizon gibi bazi glukokkortikoidler antiradikal etki gostermektedir. Digi seks
hormonlarimin  antioksidan etkileri, yapilarindaki fenolik OH gruplarimn
bulunmasina baglidir. Hemoglobin, sistein, FeCl; kompleksi, EDTA-Fe™ gibi demir
tastyan  kompleksler kataliz olaylarinda  etkilidirler. Demirin  yiiksek
konsantrasyonlan antioksidan etkilidir. Antioksidan etkide Fe'* ile Fe'® arasindaki
denge orami 6nemli olup konsantrasyonlari ne olursa olsun bu oran 1 oldugu
durumda maksimal lipid peroksidasyonunun olugtugu ileri striilmektedir. Hem
sentezi ile lipid peroksidasyonu arasindaki miimkin olan iligki sekil 5°de
gosterilmigtir (60,117,133).
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Mitokondri dig1
Serbest Fe' » Bagh Fe"
Membran
Elektron akisi Mitokondri igi

l
%
o b

- porfirin + porfirin

Lipit peroksidasyonu +——— 2 » Hemsentezi

Sekil 5. Hem sentezi ile lipid peroksidasyonu arasindaki iligki

II1.G.Eritrosit Zarmda ATPaz Aktivitesi ve Iyon Hareketleri

Eritrosit zan suya ve anyonlara gegirgen olmasina karsilik igerdikleri pozitif
yik nedeniyle sodyum, potasyum ve kalsiyum gibi katyonlara karst farkls
davraniglara sahiptir. Zar iyonik dengeye karsi, enerjisi ATP’den saglanmak tizere
iyonlarin aktif hareketini geligtirmektedir. Farkli katalitik 6zelliklere sahip en az g
ATPaz enzim sistemi ortaya konmustur. Bu enzim sistemleri iglevi heniiz kesinlik
kazanmamus, aktivasyon i¢in magnezyum ve ATP gerektiren Mg+2-ATPaz, eritrositte
sodyum ve potasyum taginmasim saglayan, oubain tarafindan inhibe olan sodyum-

potasyum adenozin 5’-trifosfataz (Na+-K+fMg+2 ATPaz) ve kalsiyum taginmasimdan
sorumlu olan Ca+2/Mg+2ATPaz’dan olugmustur (130).

IILG.1.Na"-K'/Mg'? ATPaz (E.C.3.6.1.3) Sistemi

Bu enzim, ertrosit zarimin i¢ boliimiinde gergeklesen her mol ATP hidrolizi
ile hiicre disi siviya G¢ sodyum iyonu transfer ederken, elektrokimyasal farkin
temelini olugturan iki potasyum iyonunun hiicre igine girigini saglamaktadir. Bu
mekanizma aym1 zamanda hiicre digi siviya gore sitoplazmanin yilksek potasyum
(100-160mM), diisitk sodyum (3-30mM) konsantrasyonuna sahip olmasinin nedenini
de agiklamaktadir. Na'-K'/Mg"? ATPaz enzimi, biri 100.000 digeri 50.000 dalton

molekiler agirlikta iki farkl alt tniteye (o ve B) sahiptir. Na'-K'/Mg™> ATPaz
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enziminin substrat baglamas:1 magnezyum varlifinda olmakta ancak gergek substrat
Mg-ATP kompleksi olarak onerilmektedir. Aktivite i¢in magnezyumun yerini diger
divalan katyonlar 1/10 oraminda verimle alabilmekte, ancak sodyum gereksinimi
bagka bir katyonla kargilanamamaktadir. Ayrica potasyum gereksinimi diigiik aktivite
ile olmak iizere rubidyum ve sezyum gibi diger katyonlarla da kargilanabilmektedir.
Sodyum ve magnezyum varlifinda diger monovalan katyonlarin eklenmesi aktiviteyi
artirrken sodyum gereksiniminin lityum ile kargilanmasi1 durumunda bu katyonlar
etki gosterememektedir (130).

Zara bagimli bir¢ok enzim gibi tagima igleminden sorumlu ATPaz enzimleri
de aktivite igin fosfolipitlerin varlifina gereksinim duymaktadirlar. Fosfolipit bagiml:
aym zamanda zara bagh olan NaJr-K"L/Mg+2 ATPaz serbest radikal reaksiyonlarina ve
lipid peroksidasyonuna ¢ok hassas olup artmus olan membran potansiyelinden zar
koruma gorevi tistlenmigtir (68).

Deterjan ve organik ¢oziicilerle lipitlerin zardan izolasyonu ve bunlarin
tekrar zara eklenmesi sonucu zar buttnliigunin, fosfolipit igeriginin ve fosfolipitlerin
yapisindaki yag asitlerinin enzim aktivitesine etkisi ile ilgili bir¢ok c¢aligmalar bu
bagimhiligi kanitlamaktadirlar. Fosfolipaz A enziminin zardaki tiim fosfolipitleri,
fosfolipaz C enziminin de lesitinleri 2/3 oraminda pargalayarak sz'-KJr/Mg+2 ATPaz
enzim aktivitesini 6nemli derecede azalttig1 bulunmugtur. Yanhzca, fosfatidil serinin
kaldirilmasinda hem defosforilasyon hem de fosforil enzim olusumunda 6nemli
iglevi olmast nedeniyle Na+-K+/Mg+2 ATPaz aktivitesini diigiirmektedir. Na -
K+/Mg+2 ATPaz’in gesitli glikozidler, siilfidril bilesikleri oligomisin, butadion ve
vanadat tarafindan inhibe edildigi ¢esitli caligmalarla gosterilmistir (130).

HLG.2.Ca'?-Mg ATPaz Sistemi

Daha ¢ok sarkoplazmik retikulumda ¢aligilan bu enzim, kalsiyum
iyonlariin  taginmasindan  sorumludur. Kas  hiicrelerinin  sarkoplazmik
retikulumundan bagka sarkolemma ve eritrosit zarinda, trombositlerde, beyin
mikrozomlarinda, plasenta, sinir hiicresi, bobrek tiibiiler hiicreleri ve salg: bezlerinde
Ca+2'/Mg+2 ATPaz enziminin varlif: gosterilmigtir. Eritrosit zan Ca'? /Mg+2 ATP az
150.000 d molekiiler agirliktadir. Bir ATP baglama, bir fosforilasyon ve iki kalsiyum



28

baglama bolgesine sahiptir. Ca'> /Mg'> ATPaz, eritrositlerde her mol ATP hidrolizi
ile bir yada iki kalsiyum iyonu taginmasimi saglamaktadir. Etki mekanizmasinda
ATPnin Ca'> /Mg'? ATPaz’a baglanmasi i¢in magnezyum iyonuna gereksinim
duymasi bu enzimi Na'-K'Mg'> ATPaz’dan ayirt edici niteliktir. Vanadatin
inhibitor etkisinin oldugu, aktivitesinin fosfolipitlere, fosfolipitlerdeki yag asitlerinin
doymusluguna, dolayisi ile rotasyon yetenegine baglh oldugu bildirilmistir (130).

II1. H. Antioksidan Sistem

Reaktif oksijen metabolitlerinin potansiyel zararlarina karsilik ¢ok sayida
hiicre koruyucu enzimleri ile kargt koyulur ve antioksidan maddeler ile radikal hasan
sinirlandirilmaya c¢aligilir. Viicutta denge igerisinde c¢alisan oksidan ve antioksidan
sistem bunlardan herhangi birisi yoniine degisimler oldugu zaman baskin hale
gelmektedir. Hiicrelerin metabolik yollarinin igleyisinin dogal bir sonucu olarak
farkli derecelerde radikaller olugmaktadir. Organizmada bu olusum siirekli olmasina
ragmen gii¢lii savunma sistemleriyle bunlara karg: defansif yap: olusturularak insan

dogas1 korunmaktadir.

Doku

Hssan \

Sekil 6. Hiicresel antioksidan enzimler, antioksidan maddeler ve serbest
radikallerin birbirleri arasindaki iligki
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Yani; Sekil 6°da gosterilmis oldugu gibi biyolojik sistemleri etkileyen gesitli
peroksidatif faktérlerle, bunlara karst gelen antioksidan sistem kapasitesi arasinda bir
denge olugmaktadir (21,30,62,140,143). Peroksidatif faktorler hizla degisime
ugradigindan kisa siirede yeterli diizeye erisirse biyolojik sistemin antioksidan sistem
kapasitesi yetersiz kalmakta ve patolojik olaylar ortaya ¢ikmaktadir (37,71).

Antioksidan defans sistemi su yollarla radikal hasarini engelierler:

a) Oksijenin uzaklagtinlmasi veya lokal oksijen konsantrasyonlarinin
azaltilmast,

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

c)Anahtar roliindeki serbest oksijen radikallerinin (O ve H;03)

uzaklagtiriimasi,

d) Hasan baslatici serbest radikallerin (OH ,LO° ve LOO’) temizlenmesi ,

e) Zincirleme devam eden reaksiyonlar kirilmasi,
f) Singlet oksijenin temizlenmesi,
Antioksidanlar, endojen ve eksojen kaynakli olarak iki ana grupta toplayabiliriz
(110).
ITLH.1.Endojen Antioksidanlar
Enzimatik
a-Mitokondrial sitokrom oksidaz sistemi
b-Siiperoksit dismutaz
c-Katalaz
d-Glutatyon peroksidaz
Nonenzimatik
a-Lipid faz(membran)
-a-tokoferol
-B-karoten
b-Siv1 faz(non-membran)
- Glutatyon
-Askorbik asit
-Urat
-Sistein

-Seruloplazmin
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-Transferin
-Laktoferin
-Albumin
-Billurubin
-Ferritin

- Melatonin

II1.H.1.1.Enzimatik Korunma Mekanizmasi

Mitokondrial oksidaz sistemi, hiicre oksijeninin biyiik bir kismin1 yakma
ozelligine sahiptir. Boylece toksik oksijen metabolitlerinin yapiminda kullanilan
%95-99 oranindaki molekiiler oksijen kullamilmig olur. Bu sistem igerisinde enerji
diger bir ifade ile ATP sentezi de s6z konusudur. Ancak sitokrom oksidaz sisteminin
molekiler oksijeni detoksifiye etme 6zelligi biiyiik bir 6neme sahiptir (110).

Hiicre igerisinde oksijenin metabolize edildigi her yerde, antioksidanlar,
oksijen ara metabolitlerini azaltmak igin hizh ve spesifik (enzimatik) olarak
cahgirlar. Enzimlerden siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) antioksidan defans sisteminin major enzimleri olup bashica
hucre igi antioksidanlar tablo 1°de verilmigtir (110,143).

Tablo 1. Hiicre i¢i antioksidanlar

Adi Fonksiyonu
Sitokrom Oksidaz Hicre igi oksijenin %95-99 “unun detoksifikasyonu
Sistemi
Stiperoksit dismutaz Siiperoksit radikalinin (O, katalitik olarak
(Cu, Zn, Mn, Fe) uzaklagtirilmasi
Katalaz H,0;’in — yiiksek konsantrasyonlarda bulundugunda -
uzaklagtinlmasi
Glutatyon peroksidaz H,0,’in ve lipid hidroperoksitlerinin uzaklagtiriimasi

ITLH.1.1.1.Siiperoksit Dismutaz
Stiperoksit Dismutaz (SODYEC 1.15.1.1); siiperoksit anyon serbest

radikalinin(O,") hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene dénigiimiinii katalize eden

hicre igi bir enzimdir. Oksijeni metabolize eden biitiin hiicrelerde bulunur. Oksijen
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toksisitesine karg1 6nemli bir savunma sistemidir. Biitiin canlilardaki SOD, kofaktor
olarak igerdifi metal iyonuna goére ii¢ grupda toplanabilir (15,48,71,99). Bunlar;
Demir igeren (Fe-SOD), manganez igeren (Mn-SOD), bakir ve ginko igeren (Cu/Zn-
SOD) dir ki; hepsi aym tip reaksiyonu katalize ederler. Ancak bazi 6zellikleri
nedeniyle birbirleriyle kargilagtirilabilinir. Demir igeren (Fe-SOD) ve manganez
igeren (Mn-SOD) enzimler prokaryotlarin karekteristik enzimleridir, mitokondri
matriksinde bulunur ve sikisikiya bagli aminoasit siralan benzerlik gosterir. Bakir ve
¢inko igeren (Cu/Zn-SOD) enzim okaryotlarin karekteristik bir enzimidir,
sitoplazmada bulunur, FeSOD ve MnSOD ile benzer aminoasit sirasi igermez.

Fe-SOD ve Mn-SOD bakterilerde bulunur ve son galigmalar géstermistir ki,
gram (+) bakteriler c¢ogunlukla sadece Mn-SOD igerir, gram (-) bakteriler ise
genellikle hem Fe-SOD hem de Mn-SOD’u igerirler. Fakat bazi gram (+) bakteriler,
omegin Stafilokokus aureus Fe-SOD ve Mn-SOD’u beraber igerirken bazilar1 (6r.
Basillus ceres) sadece Fe-SOD igerir. Bununda otesinde gram (-) bakterilerden
Alcaligenes faecalis sadece Fe-SOD igerir (48). Cu/Zn-SOD, okaryotlarin
sitoplazmasinda bulunur ve simbiyotik bacterium Photobacterium leiognathi Fe-
SOD’a ilaveten Cu/Zn-SOD da igerir (72).

Okaryotlar ¢gogunlukla hem Cu/Zn-SOD’1 hem de Mn-SOD’u igerirler. Min-
SOD mitokondrial matrixde bulunur. Mn-SOD aktivitesinin degisik tiimér
hiicrelerinde azaldig1 da rapor edilmistir. Cu/Zn-SOD enzimi ise sitozolik bir enzim
olup fare hepatositlerinde %70 oramnda sitozolde ve %12 oraninda ¢ekirdekte
bulundugu gosterilmigtir. Okaryotlarda bulunan bu iki intraseliiler izoenzimden
bagka superoksit radikalinin bozulmasini katalizleyen bir iigiincii izoenzim daha
tanimlanmgtir ki buna da extraseliiler SOD (EC-SOD) denilmistir. Bu enzim 4 bakir
atomu ve muhtemelen 4 ¢inko atomuna sahip tetramerik, hidrofobik glikoprotein
gorinimiindedir. Molekill agirligt  ~135.000 dir. Dokularin  birgogunda
gosterilebilinir, fakat intraseliler SOD’dan daha diigiik konsantrasyondadir. Daha
¢ogunlukla insan akcigerinden saf formu izole edilebilinmigtir.r SOD enzimine
plazma, lenf ve sinovyal sivida rastlamak mimkiindiir (79,80,98).

IILH.1.1.2.Glutatyon Rediiktaz

Glutatyon rediiktaz (GSSGR) [ NAD(P)H: okside glutatyon oksido
rediktaz, EC 1.6.4. 2], okside glutatyonu (GSSG), rediikte nikotinamid adenin
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diniikleotid fosfat (NADPH) kullanarak, rediikte glutatyona (GSH) indirgeyen bir
flavoenzimdir.
GSSGR
GSSG + NADPH + H' ¢ NADP' +2 GSH

Enzimin substrat 6zgilligi ¢ok fazladir. Fizyolojik sartlarda reaksiyon tek
yonlidir ve GSSGR bu gekilde hiicre igindeki GSH:GSSG orammin yiiksek
tutulmasim saglar. GSH ise hemen hemen bitiin hiicrelerde bulunan en o6nemli
protein digt tiyoldiir ve hiicrenin metabolizmasinda, bazi bilesiklerin transportunda
ve hiicrenin korunmasinda rol alir. Bu gorevleri glutatyonun indirgenmis durumda
bulunmasini gerektirdiginden, GSSGR glutatyon biyokimyasinda anahtar rol oynar
(1,88).

GSSGR aktivitesi hiicrenin sitosol, mitokondri ve kloroplastlarinda bulunur.
Molekiil agirligs 70-140 bin dalton arasinda degisir. Enzim, birbirinin aynmi olan iki
alt birimden olusur ve her altbirim bagina bir FAD' tagimaktadir. GSSGR 1s1ya
dayaniklt bir enzimdir. Insan alyuvar enzimi 60 ve koyun beyin enzimi 65 derecede
bir saat 1sitildiginda aktivitesini korumaktadir. Insan alyuvar enziminin her alt birimi
478 aminoasitten olusur ve her alt birimin dort bolge igerdigi; bunlardan birinin
FAD", digerinin NADPH baglamadan sorumlu oldugu; iki alt birim arasinda yer alan
dgiincii bolgenin GSSG’un iriine doniigtiirilmesinde rolii oldugu; bu ¢ bolge
arasinda ise merkezi bir bolgenin bulundugu yapilan ¢aligmalar sonucunda ortaya
cikartilmigtir. GSSGR, glutatyon peroksidaz ile birlikte hiicre i¢inde glutatyon redoks
dongiisit yoluyla hidroperoksitlerin uzaklagtirilmasinda rol alir. Dokularda GSH
konsantrasyonu ve GSSGR aktivitesinin yaglanma ile azaldi gosterilmigtir. Buna
bagh olarak hiicre igi lipid peroksidasyonu artmakta, hiicre zarlarinda yapisal ve
fonksiyonel degismeler gorilmektedir. Klinikte en ¢ok galigilan alyuvar GSSGR
eksikliginin daha ¢ok riboflavin eksikligine bagli oldugu gorilmistir. Bu tip
sahislanin alyuvarlarindaki enzim FAD' ile inkiibe edildifinde aktivitesi normal
enzime gore ¢cok daha fazla artmaktadir. Apoenzimdeki kalitsal bozukluklar ise nadir
olarak gorulmel\(i?gﬂ q)

Biskloronitrozoiire (BCNU), glutatyon rediiktazin spesifik inhibitoriidir.
Kemoterapi amaciyla BCNU al?,nlgrgla GSSGR aktivitesinde azalma gorillmektedir.
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Kalitsal G6PD yetmezligi olan bazi gahslarin  alyuvarlarinda ise GSSGR
aktivitesinin normale gore yiiksek oldugu bulunmustur (1,130).

IILH.1.1.3. Katalaz

Katalaz (CAT; EC 1.11.1.6); karbonik anhidraz enzimi ile beraber bilinen
en hizhi enzimdir. Glikoprotein yapisinda olup, dort hem grubu igeren bir
hemoproteindir. Peroksizomlarda lokalizedir, hiicre diginda yoktur veya ¢ok az
miktardadir. Kanda, kemik iliginde, miikk6z membranlarda, bébrekte ve karacierde
bulunur. Oksidazlarin aktivitesi ile olusan toksik HyO5’i direkt olarak suya gevirir.
Baoylece ikinci derecede sentezlenen toksik hidroksil radikallerinin sentezlenmesi ve
H>O5’nin viicutta birikimi engellenmig olur.

Katalaz

2H,0p ——» 2H,0+0,

Bu reaksiyon daha ¢ok H,O, konsantrasyonunun arttin durumlarda biyiik
oneme haizdir. Digik HyO» konsantrasyonlarinda dier peroksidazlar (mesela

glutatyon peroksidaz) devreye girer (3,143).

ITL.H.1.1.4. Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px; EC 1.11.1.9) intraseliiler bir enzim olup
aktif merkezinde selenosistein igerir. GSH-Px; iki adet tiol grubu ihtiva eden
glutatyonu, glutatyon disulfide okside ederken hidroperoksitleri rediikte eder.
Rediikte glutatyon, glutatyon rediiktaz enzimi tarafindan NADPH kullanarak rejenere
edilir. NADPH ise pentoz fosfat yolundan elde edildiginden bu yol detoksifikasyon
mekanizmasini destekleyici bir gorunimdedir (1,53,104, 145).

GSH-Px

2GSH+H,0p —» GSSG+2H,0

Glutatyon peroksidaz, peroksitlerin alkollere doniigiimiinii katalize ederek
seliiler ve subseliller membranlarin oksidatif etkiden korunmasimi saglar. Bu enzimin
aktivitesi, diyetle alinan selenyum miktarina bagl olarak degisiklik gostermektedir
ve eritrositleri okside olmaktan korumaktadir (26).
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Glutatyon peroksidazin selenyum bagimli ve bagimsiz olmak iizere iki gekli

mevcuttur. Selenyum bagimli enzim hem H;0,’e hem de hidroperoksitlere etki eder.

Selenyuma bagimli olmayan ise HyO, yikimim kataliz etmez,ancak lipid
hidroperoksitlerinin yikiminda gorev alir. Karaciger ,bébrek korteksi ve iskelet
kasinda bulunur. Bobrek medullasinda selenyum bagimli ve bagimsiz GSH-Px egit
miktardadir (145). HyO,’in bu enzim tarafindan yikilmasinin 6nemi KESHAN

hastali1 ismi verilen bir kardiyomiyopati tiriinden tammlanmistir. Bu hastahk
selenyumdan fakir topraklarda yaygin olarak goriiliir. Diyet yoluyla selenyum
verilmesi ile engellenebilmektedir (5,59,143).

Glutatyon peroksidaz enziminin katalize ettifi reaksiyon ile, membran
lipitlerinin ve hemoglobinin, peroksitler tarafindan oksidasyonu onlenir. Bu
reaksiyon hemoglobinin methemoglobine oksidasyon oranini azaltarak eritrositin
6mriinii uzatir (62,143).

HLH.1.2. Non Enzimatik Korunma Mekanizmasi

Normal hiicrede bir¢ok non enzimatik korunma mekanizmasi mevcuttur.
Lipid ve siv1 faz antioksidanlan olarak adlandirdigimiz digiikk molekiil agirlikh
serbest radikal toplayicillanmin diginda glutatyon da, lipid peroksidasyonunu
onlemeye ¢aligir (30,31).

Cat
02 HO2 —&px
VitC
8 Karaten 1 OH.
“Grik asit” 02 Vit

Sekil 7. Oy’nin Univalent Rediiksiyonu sonucu SOR iretimi ve Olusan

SOR’larin Uzaklagtirilmas:.
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Molekiiler oksijenden tiireyen kimyasal olarak reaktif olan prooksidantlar,
cesitli enzimatik ve nonenzimatik ajanlar tarafindan ortamdan uzaklastinlmaya
caligilirlar. Sekil 7°de gosterildigi gibi molekiiler oksijene bir elektron transferi ile
olusan siiperoksit radikali, ortamda lizla SOD tarafindan hidrojen peroksit ve
oksijene doniigtiiriiliir. Bu hidrojen peroksit hem katalaz hemde GSH-Px igin bir
substrat olup derhal biyolojik sistemler igin olduk¢a reaktif bir metabolit olarak
bilinen hidroksil radikaline gevrilir. Hidroksil radikali birinci basamakta peroksil
radikaline, ikinci basamakta alkoksil radikaline ve daha sonra oksijenin eksite formu
olan singlet oksijene gevrilir. Vitamin E ve vitamin C birlikte kendi kendine
olusan bu zincir reaksiyonlarim ya hidroksil radikalinin direkt i¢ reaksiyon
olusumuna yada organik radikal ara iriinlerinin yayildifi kimyasal reaksiyonlara
girerek sonlandirirlar. Kararsiz olan singlet oksijen ise bir veya iki mol
reaksiyonlarla foto-emisyon yOntemine yol agar. Alternatif olarak bu enerjiyi
karbonil gruplan gibi diger molekiillere aktarr. B- karoten uyarilmig singlet oksijeni
zincir reaksiyonundan temizleyen dogal bir ajan olarak gérev yapar (94).

Membranlarin hidrofobik kisminda, hiicre i¢i akkoz g¢evrede olusan
radikallerden farkli olarak lipofilik radikaller olugur. Bu lipofilik radikallerin
uzaklagtirilmasi igin farkl: tipte antioksidanlar gerekir. Bu antioksidanlar Tablo 2’de
Ozetlenmisgtir (42,143).

Tablo 2. Membran antioksidanlan
Adi Fonksiyonu
Vitamin E | Yagda erir, zincir kiric1 antioksidandir. Plazmadaki lipoprotein

lipitlerini koruyabilir.
B- Karoten | Yagda erir, radikal temizleyicidir. Singlet oksijeni ortadan kaldirir.

Koenzim Q | Majoér rolii enerji metabolizmasindadir. Rediikte durumda

antioksidan olarak gérev yapabilir.

a-Lipid Faz Antioksidanlar

Alfa tokoferol: Lipidlerle yakin iligkili biyolojik bir antioksidandir. Seliiler
ve organel zarlar arasina girerek serbest radikalleri daha az reaktif bilesiklere
cevirerek zarlan lipid peroksidasyona kargi korumus olur. Alfa tokoferol’iin

antioksidan etkisi invivo olarak gosterilmis ve hayvanlar iizerinde yapilan
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caligmalarda normalin lizerinde E vitamininin alinmasi sonucu viicudun birgok
kimyasal toksik ajana kargi korundufu saptanmugtir. Serbest radikallere kars:
koruyucu etkisi glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enzimi eksik olan bireylerde de
gosterilmigtir. Ornegin talasemi majorde serum a-tokoferol diizeyinde bir azalma s6z
konusudur (4,27,30,64).

E vitaminini meydana getiren tokoferollerin antioksidan ve antisterilite
ozelligi yaminda, bu vitaminin birgok hastaliklari igerisine alacak kadar genig bir
tedavi degerine sahip oldugu da ileri surilmiistir. E vitamini yagda eriyen bir
vitamin olup alfa, beta, gama ve delta tokoferollerden meydana gelir ki bunlardan
sadece alfa tokoferol E vitamini etkinligi gosterir (27,64).

Vitamin E, peroksit ve hidroperoksitleri hidrojen iyonlani ile doyurup,
peroksit radikallerinin aktivitesini azaltarak otooksidasyonun baslaticisi olan bu
reaksiyonlar1 inhibe eder (26,146). GSH-Px’e benzer etki gostererek hiicresel zar
oksidasyonunu 6nleyerek dokularin yapisal ve fonksiyonel biitiinligiini saglar (146).
Vitamin E (AH), etkisini zar fosfolipitlerinde bulunan aragidonik aside baglanarak

gosterir ve kendi baslattif1 reksiyon ile bir radikale (A") déniiserek peroksidasyon
zincir reaksiyonunu keser.

ROO’ (lipid peroksi radikali) + AH ——» ROOH +A’

ROO" +A° ——» ROOA

Her bir E vitamini iki oksidasyon zincirini durdurur. Ciinkii vitamin E
radikali zincirin devamu igin ¢ok az reaktiftir. Vitamin E; askorbik asit (AA)
tarafindan rejenere edilebilir (37).

Beta karoten: A vitaminin 6nci maddesi olup, plazmada o-tokoferolden
elli kat daha az bulunmasina ragmen benzer gekilde serbest radikal tutucu olarak
gorev yapar ve doku hasarlanmi Onler. Yagda eriyen bir vitamin olan (-
karoten,alkoksil ve peroksil radikallerinin etkin temizleyicisidir (20,143).

b-Sivi Faz Antioksidanlar

Askorbik asit (AA,Vitamin C): Askorbik asit, non membrandz serbest
radikal toplayicisi olarak gorev yapar. Insanlar, dier primatlar, kobaylar ve meyve
yiyen yarasalarin, L-glukonolakton oksidaz enzimini igermedikleri igin

sentezleyemedikleri esansiyel bir diyet vitaminidir. AA, kollagen biyosentezinde
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kullanilan prolin hidroksilaz ve dopamini noradrenaline doniistiren dopamin-beta-
hidroksilaz igin Onemli bir kofaktordir. AA, giicli bir rediikleyici ajan ve
antioksidan olup stiperoksit, peroksit ve hidroksil radikalleriyle reaksiyona girerek
bir ara uriin olan semidehidroaskorbat yoluyla metaboliti dehidroaskorbik asiti
(DHA) olusturur (37).

AA +2H' +20,—>» 2H,0, +DHA

Baz fizyolojik durumlarda askorbat ferrik demirin (Fe+3) ferr6z demire

(F e+2) rediiksiyonu ile lipid peroksidasyonuna yol agabilir.

+3

Fe'> + AA—— Fe¢'? + DHA

Bundan sonra ferréz iyon, hasarlayici hidroksil tiirlerini olusturmak iizere
bir Fenton reaksiyonuna girebilir.

AA, dehidroaskorbat rediiktaz tarafindan katalizlenen bir reaksiyon ile
glutatyon tarafindan rejenere edilir.

DHA +2 GSH———» GSSG+ AA

Diger Sivi Faz Antioksidanlar

Urik asit, sistein, seruloplazmin, transferrin ve albumin primer olarak toksik
oksijen metabolitlerine etki ederek onlar1 daha dayanikli bilegiklere ¢evirirler (143).

Cesitli aragtincilar son yillarda insan plazmasimn giiglii bir antioksidan
oldugunu agiklamuglar ve antioksidan potansiyelin olgiimii igin biyolojik 6l¢iim
yontemleri geligtirmiglerdir.

Seruloplazminin (bakir baglayan protein) basit lipid emiilsiyonlarinda ve
doku homojenatlarinda oldukga etkili serbest radikal inhibitorii oldugu gorilmiistiir.
Bakir, bu iglem igin tek bagina etkisiz olup apoproteini ise seruloplazminden Cu
atomlarimn  uzaklagtirlmas: ile elde edilir. Seruloplazminin en onemli
ozelliklerinden biri oksidaz benzeri aktivite gostermesidir. Enzim ailesinde
oksidazlar, g¢esitli organik substratlarin atmosferik oksijen tarafindan direkt
oksidasyonunu kataliz ederler. Bu etkisinin diginda ‘“ferrooksidaz” olarak ferroz
demiri ferrik demire gevirir.

Sonugta, seriiloplazmin bir serbest gegis metali gibi davranarak dengenin

degismesini 6nler. Aym1 zamanda bir akut faz reaktamt olup doku hasarindan sonra
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diizeyi artmaktadir ve boylece diger akut faz reaktanlar: gibi lokal hasarin meydana
getirdigi etkileri 6nlemektedir (30). Ekstraseliiler antioksidanlar agagida Tablo 3’de
Ozetlenmigtir (143).

Tablo 3. Ekstra seltler antioksidanlar
Adi Fonksiyonlan
Transferrin Ferrik iyonlarimi baglar
Laktoferrin Fagositik hiicrelerden salinir. Diigitk pH’larda ferrik iyonlarim
baglar.

Haptoglobilin | Hemoglobini baglar ve lipid peroksitlerinin pargalamasina karst

korur.

Hemopeksin Hem’i baglayarak lipid peroksitlerinin par¢alanmasina engel olur.
Albumin Bakir, hem ve demiri baglar. Hipoklorik asidi (HOCI) temizler.

Seruloplazmin |Ferroz iyon ve komplekslerin oksitlenerek ferrik duruma
gecmesini katalizler (ferrooksidaz aktivite). Sitokiometrik olarak
siiperoksit temizleyicisidir. Bakir iyonlarin1 non spesifik olarak
baglar ve bakira baglh radikal reaksiyonlarini inhibe eder.

Fe?  ——Fe* (ferroksidaz aktivite)

CpCu'? +0, —» CpCu’ + 0,

Ekstraseliiler Siiperoksit radikallerini katalitik olarak temizler.
SOD

Ekstraseliller | HyO, ve lipid hidroperoksitlerini katalitik olarak temizler
GSH-Px

Billurubin Peroksil radikallerini temizler ve albumine bagli yag asitlerini
oksidasyondan korur.

Mukus Hidroksil radikallerini temizler. Metal iyonlarim baglar.

Glukoz Hidroksil radikallerini temizler.

Urik asit Radikal temizleyici ve metal baglayici olarak davranir.

Askorbik asit Hidroksil radikallerini temizler.
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c-Rediikte Glutatyon

Rediikte glutatyon (l-y-glutamyl-l-cysteinyl-glycine; GSH) igerdigi tiol
gruplaniyla hemen hemen biitin hiicrelerde, metabolizmanin fonksiyonlarinda,
transportta ve hiicresel korumada rol oynayan bir tripeptitdir (88).

Yapisinda 14 karbon atomu tagtyan L-glisin, L-glutamik asit verilmesi ile
gergeklestirilen radyoizotop ¢aligmalar eritrositlerin glutatyonu ikinci basamakta
sentezledigi gorugtini desteklemektedir. Glutatyonun en fazla oldugu dokular
eritrosit ve lens dokulandir (123).

37°C ‘de GSH’1n biitiin igerigi eritrositlerde 10 dakika’da sentezlenir ama
buna ragmen bir ¢ok dokuda GSH’in kesin rolii hala anlagitmamstir. izotopik
caligmalaria hizla déniigime ugradifn ve ADP, GSH ve NADPH+ H' tarafindan
allosterik olarak inhibe edildigi saptanmigtir. GSH’in fonksiyonlari;, proteinler ve
diger molekiillerin disiilfit baglannin rediiksiyonu, DNA’nin deoksiriboniikleotid
prekiirsorlerinin sentezi ve metabolizmanin normal igleyisi esnasinda olusan serbest
radikal ve reaktif oksijen metabolitlerinin etkilerinden hiicreyi korumaktir. GSH
hiicre digina taginir. Bu yol ; y-glutamil aminoasidi i¢in bir tagima sistemi ile birlegir
ki, hiicre membraninda bulunan aminoasitdeki siilfir grubunun hiicreler ve organlar
arasinda tasmmasﬁn gergeklestirir. GSH bir ¢ok ilag ve metabolik tiriniin (endojen
bilegiklerden; 6strojen, prostaglandin, 16kotrien gibi) inaktivasyonunda rol oynar.
Aym zamanda birgok enzim i¢in de koenzimdir (82,38).

Sekil 8’de gorildugiu gibi eritrositlerde hemoglobinin oksidasyondan
korunmas: igin glutatyon rediikktaz (GSSGR) ve bu enzim sisteminin gerekli
komponentleri  birlikte diizenlenmektedir. GSH’1n yikksek diizeyleri NADPH
bagimli enzim olan GSSGR’in katalizlemesiyle GSSG’den GSH’a rediiksiyonla
siirdiiriiliir. Glukoz daima G6PDH enziminin aktivitesi sayesinde heksoz monofosfat
santindan gegerek devamli olugan NADPH+ H' tarafindan GSH’mn rejenerasyonunu
gergeklestirir. Eritrositlerdeki GSSG diizeyi daima diigiiktir. GSSG, eritrosit
membramindan hizla gegebilme ozellifine sahiptir. Oksidatif stres  altinda
eritrositlerden GSSG salimir bu da muhtemelen GSH-Px’in aktivitesi sonucu
intraseliller GSSG igeriginin artis1 ile sonuglanir. Plazma kompartimam eritrosit
oksidatif stresine kismen uyabilir, ¢iinkii kirmiz1 hiicreler digariya asin GSSG
salimm etkisiyle diisiik GSSG’nin intraseliiler konsantrasyonunu korumaya gayret
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ederler. Boylece intraseliiler GSSG/GSH oramndaki kiigiik degigiklikler plazmada
genig yankilar uyandirabilir (24,143).

- e dm -

Cys+ Gy - S-conjugate compounds

+ GSS-Electrophile

Ve >< )(.o....,o =

or 4,0 )

-

R8C

- ----

PLASMA

Sekil 8. Glutatyonun rol oynadigi mekanizmalar. Kisaltmalar: 1=y-glutamilsistein
sentetaz, 2=glutatyon sentetaz, 3=G6PDH, 4=glutatyon rediiktaz, S=glutatyon
peroksidaz; 6=glutatyon-S-transferaz; HMPS=Heksozmono fosfat sant1;, Cys=sistein,
Glu=glutamik asit; Gly=glisin, GSH= rediikte glutatyon.

Buraya kadar anlatilan antioksidanlarin gogu radikallerin etkisini 6nlemek
amaciyla hastaliklarin tedavisinde kullanilir. Ancak katalaz ve glutatyon peroksidaz
enzimleri tedavi amagh kullamlamazlar. Ciinkii barsak enzimleri tarafindan inaktive
edilirler. Ancak oral yol ile alinan selenyum, glutatyon peroksidaz ve katalaz etkisini
in vivo olarak artiip serbest radikallerin toksisitesini ortadan kaldirmaya galigir.
Fenton reaksiyonu sonucu olusan bu metallerin meydana getirdigi serbest radikaller,
metallere bagh serbest radikal olusumunu engeller. Desferal veya desferoksamin, Fe
ve Cu ile selat olusturarak viicuttan atdir ve bu sekilde Fenton reaksiyonuna bagli
olarak demirin olugturdugu serbest radikal olugumu ortadan kalkmus olur (8,30).
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IILI .Iskemi ve Reperfiizyon

Iskemi; organa gelen kan akiminin yetersizlifi veya dokunun bozulmug
perfiizyonu olup, uzayan iskemide hiicrelerin biitiinliigii kaybolmakta ve hiicresel
olim meydana gelmektedir. Serbest oksijen radikallerinin iskemi-reperfiizyon
hasarindaki rolii bu alanda en ¢ok ¢aligilan konular arasinda yer almaktadir.
Iskeminin neden oldugu patolojik olaylar; 6zellikle iskemik kalp hastaliklar, serebral
iskemi ve organ transplantasyonu gibi hem sik kargilagpilan hem de yasamu tehdit
eden durumlardir. Bununla beraber tedavi yontemlerinin gelismesi ile iskemik
dokunun reperfiizyonunun ciddi bir doku hasan olusturdugu saptanmistir. Bu durum
onceleri “Oksijen paradoksu” olarak isimlendirilmistir (87,106,110,136).

Iskeminin ilk dakikalarinda asir1 stimiile olan glikolitik yol, ortamda sitrat,
laktat, NADH birikimi ve doku asidozunun gelismesiyle inhibe olur. Iskemik doku
da var olan oksijen ise oksidatif fosforilasyonu desteklemek igin yetersiz kalir ve
glikolizis sonucu olusan piruvatin Krebs sikliisine de@il de laktata dontisi
gergeklesir. ATP’nin anaerobik olarak iretimi doku ihtiyacim kargilayamaz ve
iskemi devam ettikge ATP’nin doku diizeyleri diiser, hiicre igin zararh olaylan
baglatir. Sonugta hiicre i¢i Na' girigi olur ve reperfiizyon esnasinda Ca'? ile yer
degistirir. Hiicre icine kalsiyum girisiyle kalsiyumdaki net artig hiicrenin iyonik
dengesini bozar. Bundan sonra kalsiyum mitokondri igine sizmaya baslar.
Mitokondrinin kalsiyumla yiiklenmesi ATP iiretimi i¢in uygun olmayip, kalsiyumun
varlifiiyla proteazlar ve fosfolipazlar aktive olur. Fosfolipazlarin aktivasyonu serbest
yag asidi ve lizofosfolipidlerin salinimina bagh olarak hiicre membramnda toksik
etkiler olugturur. Bu etkilerinin yaminda aragidonik asit metabolizmasim baglatarak,
reperfiizyon esnasinda sitotoksik iiriinler ve radikal tiirevleri retilir. Proteazlarin
aktivasyonu, hiicre iskeletinin pargalanmasina neden olur. Enzim sisteminde
degismeler meydana gelirken yine reperfiizyon esnasinda SOR olusumu gergeklesir
ve hatta artar. Boylece iskemi esnasinda olusan bir ¢ok olay reperflizyon esnasinda
olusacak olan hasarlar: hazirlar. McCord tarafinda yapilan bir ¢ok ¢aligmada, iskemi
sirasinda olusan hasarlarin reperfiizyon hasarlari igin baglangig teskil ettigi ileri
strilmistir (44,87).

Deneysel ¢aligmalar, reperflizyonun (yeniden kanlanma) akut fazi esnasinda
onceki iskemik doku tizerine ek bir hasar yiikledigini gOstermistir. Reperfiizyon
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hasart olarak bilinen bu ardiptk olaylar; intraseliiler enzimlerin salimmim
potansiyalize eder, Ca**’un hiicre igine girisi, sarkolemmal fosfolipitlerin bozunumu
ve hiicre membranlarinin dagilmasi; biitiin bunlar tek bagina veya kombine olarak
sonunda hiicre 6limiiyle sonuglamir. Bu degigiklikler, iskemi esnasinda degil de,
daha ¢ok reperfiizyon esnasinda meydana geldiginden “reperfiizyon hasan” olarak
bilinir. Reperfiizyon hasarinin en az ti¢ bilegeni vardir. Bunlar, mikrovaskiiler hasar,
hiicre nekrozu ve hemorajidir. Aslinda iskemiye maruz kalan her organda
reperfuzyon hasan olugur ki; iskemi esnasinda biyokimyasal olaylarin olugumuyla
kendini gosterir ve sonugta siiperoksit anyonu, hipoklorik asit (HOCI) ve hidrojen
peroksit gibi reaktif oksijen metabolitleri yamnda Ca*? artar ve sarkolemmal
fosfolipitlerin kayb: meydana gelir (41,44,137,143).

Karacigerde serbest oksijen radikalleri olugturan birgok 6nemli potansiyel
mekanizma bulunmaktadir. Bunlardan birincisi ksantin oksidazdir. Ksantin oksidaz,
iskemik dokuda serbest radikal olugturan ve karaciger dokusunda bol miktarda
bulunan bir enzimdir. Niikleik asit yikiminda hiz kisitlayict bir enzim olan ksantin
oksidaz, tiim piirinlerin terminal oksidasyonunu katalizler. Bu ilk basamak ATP’nin
yikim ve tiiketilme iglemi olup, bu da hipoksantin tarafindan indirgenir. Normalde
hipoksantin, ksantin dehidrogenaz enzimi tarafindan okside edilir. Ksantin NAD "’
kullanarak NAD’nin NADH’a doniigimiinii  saBlayarak oksidasyon islemini
gergeklestirir (137).

Iskemik dokuda O  nin ana kaynagmin ksantin oksidaz oldugu ileri

siiriilmekte ve hipoksantinin ve ksantinin oksidasyonu esnasinda, H,0; ve siiperoksit
radikali olugmaktadir.

Ksantin oksidaz
Hipoksantin + 20, +H,0 —» Ksantin + Oy +Hy0,
Ksantin oksidaz
Ksantin +20, +H0 » Urik asit + Oy +Hy0,

Bu goriige gore; iskemik dokuda iskemi ve reperfiizyon sonrasi olusan
vaskiiler permeabilite artmakta ve mukozal lezyonlar bir ksantin oksidaz inhibitori
olan allopurinol kullamlarak inhibe edilmektedir (122,136,143).
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Ksantin oksidaz endotel hiicrenin énemli bir serbest radikal kaynagidir.
Ksantin oksidaz enziminin Tip D ve Tip O olmak iizere iki gekli bulunur. Ksantin
dehidrogenaz (Tip D) NAD'-rediikleyici olarak ksantinin tirik aside doniisiimiinii
saglar. Bu dehidrogenaz formu molekuler oksijene elektron transferi yaparak
siperoksit veya hidrojen peroksit gibi radikal formlarinin olugumu gibi iglemleri
yapmaz sadece NAD" “mn indirgenmesini gergeklestirir.

TipD

Ksantin +H,0+NAD® ___y Urik asit + NADH+H"

Ksantin oksidaz Tip O ise bu reaksiyonda oksijeni kullanarak siiperoksit
radikali olusumuna neden olur. Siiperoksit radikali postiskemik dokuda ksantin
oksidaz enzimi tarafindan olugturulan major tirtindiir (87,105,106).

TipO

Ksantin + HpO +20; ——— Nitrik asit + 05 +H'

Iskemi sirasinda yiiksek enerjili bir fosfat bilesigi olan ATP katabolizmast
sonucu hipoksantin ve ksantin gibi piirin metabolitlerinin konsantrasyonu yiikselir ve
agint miktarda hipoksantin birikir. Bunun iki nedeni vardir.

1-Artik dokuda ksantin mevcut degildir

2-Ksantin substrat olarak NAD" yerine oksijeni kullanir ve boylece
hipoksantin ksantine doniisemez.

ATP’nin yikiminin artin sirasinda hiicre igine kalsiyum girisi ile kalsiyum
proteazinin artigina bagl olarak ksantin oksidaz Tip D, Tip O’ya doniismektedir (D-
O-D doniigiimii olarak isimlendirilir) (47,87,137,143).

Normal kosullarda hipoksantin, ksantin dehidrogenaz enzimini kullanarak
ve NADPH + H' varliginda ksantin ve NADP" olusur. Ancak iskemi sirasinda $ekil
9°da goriildigi gibi ksantin dehidrogenaz enzimi bol miktarda bulunur ve ksantin
oksidaz enzimine gevrilir. Reperflizyon sirasinda aniden ve ¢ok miktarda oksijen
sisteme dahil olur. Bu da piirinlerin ¢ok siiratli bir sekilde okside olmasina neden
olur. Olugan irat ve siiperoksit anyonundan siiperoksit; Haber-weiss ve Fenton
reaksiyonlarim  kullanarak demir veya bakir varlifinda serbest hidroksil

radikallerinin iiretiimesine neden olur. Ancak son yillarda doku hasarina neden olan



kompleksin Fe+3-dioksijen- Fe' (perferil) radikalinin olabilecegi gorisii ileri
stirilmektedir (47,87,105,110).
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Sekil 9. Ksantin oksidaz enzimi ile oksidan maddelerin tiretilmesi
Siiperoksit anyonu endoteliyal hiicrelerde HyOs, OH ve HOO" gibi diger

oksijen metabolitlerinin de agifa gikmasina neden olur. Doku yaralanmalarinda
endoteliyal hiicre bir tetik gorevi gormektedir. Ksantin oksidaza bafimli serbest
radikal olusumuna esas tegkil eden sistem endoteliyal hiicrenin kendisinde
mevcuttur, Ksantin oksidaz ve notrofil sistemi doku zedelenmesine esas teskil eden
mekanizmay: meydana getirir. Stiperoksit anyonu Hy0,’e nétrofillerde meveut olan
SOD etkisiyle doniigiir. Bu olay daha ¢ok ince barsak ve miyokard iskemilerinde
gozlenir. Bir ksantin oksidaz inhibitérii olan allopurinol iskemik yaralanmalari
onlemek igin tedavi amach kullamlabilir (61).

Karaciger dokusunda serbest radikallerin bir diger kaynag: Sekil 10°da
gosterildigi gibi  nétrofillerdir. Iskemi sonrasi reperflizyon esnasinda salinan
komplement, lokotrienler, kemotaktik proteinler gibi mediyatorler, dolagimdaki
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nétrofillerin adezyonuna ve aktivasyonuna neden olurlar. Nétrofillerde bulunan
NADPH oksidaz ise molekiiler oksijeni siiperoksit radikaline rediikler (9).

NO —Inhibisyon
4

Sekil 10. Notrofillerin oksijen radikaleri olugturma mekanizmalari

Oksijen metabolizmasinda demir donorii olarak 6nemli role sahip olan
laktoferrin, nétrofillerde depo edildigi spesifik graniillerden salinir. Ayrica aktive
edilmig nétrofiller myeloperoksidaz enzimini de sekrete ederler. Bu enzim, hidrojen
peroksit ve klor iyonundan hipoklorik asit olugumunu katalizler (44,143).

Myeloperoksidaz

H0, +CI+H" »  HOCI+H0
Hipoklorik asit, hidrojen peroksitten yaklagik yiiz kat daha fazla reaktif bir
oksidan ve klorlayic: ajandir. Primer aminlerle (RNH,) hizlica reaksiyona girerek N-

kloro tiirevleri (RNHCI) iiretirler. Bunlar hidrojen peroksit ve hipoklorik asitin
oksidan ekivalantlandir (138,143).

HOCI+RNH, ——® H20 + RNHCI
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Sitotoksisitenin, HOCI ve N-kloraminlerle siilfidril gruplarinin oksidasyonu,
hem protein ve sitokromlarinin aktivasyonu, aminoasit ve proteinlerin degredasyonu
ile meydana geldigi dustinilmektedir. Ksantin oksidaz ile tiiretilen oksidan ajanlar,
inflamatuvar mediyatorlerin hem Uretimlerini hem de salimmim baglatirlar
(138,143).

Aerobik canhilarda siiperoksit radikalinin uretildigi en 6nemli kaynaklarin
baginda mitokondri gelir. Iskemi-reperflizyon hasarma maruz kalan karaciger
hiicresinde metabolik yollarin igleyisi esnasinda hizla radikal olusumu gergeklesir.
Sekil 11°de gosterildigi gibi mitokondriyal oksijen sisteminde, molekiiler oksijen 4
adet elektron almak suretiyle suya doniismekte ve bu arada ATP sentezi
gergeklesmektedir. Bu kademede toksik oksijen metabolitleri sentezlenmez ancak,
%]1-1,5 kadar oksijen kagagi s6zkonusudur. Kagak molekiiller oksijen bir elektron
alarak rediiksiyona ugrar ve siiperoksit radikali tegekkiil eder. Siiperoksit radikali ise
bir elektron almak suretiyle hidrojen perokside rediiklenir (44,136).

NADH ~~_ 5.~ NADH - E= FADH

koenzim Q Prateins
NAD*- rodiktaz { begh)
\ o
H: m'!a
K &L (CH2CHm=m C—CH oM
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N Okside Q
Iz 1 10, 1H*
M [ o]
Q R -
: Kssmen redlkte (samiquinons)
v 1 16°1H"
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H R
OH
Tam redikte(Co QMa)
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redititaz
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Sekil 11. Mitokondride elektron transport zinciri.
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Elektron transportunun son tepkimesi olan sitokrom oksidaz tepkimesinde
uiretilen sitiperoksit radikalleri proteinlere sikica baglanip oksijenin rediiksiyonunda
kullamlir, ortama salinma olmaz. Elektron transport zincirinin diger bilegenleri olan
NADH- koenzim Q rediiktaz kompleksi ve koenzim Q bolgelerinden sizan bazi
elektronlarin (%1-1,5) oksijen iizerinden univalent rediiksiyonu sonucu siiperoksit
radikali olusumu gergeklesmektedir. Normalde bu sekilde tretilen siiperoksit
radikalleri, mitokondriyal siiperoksit dismutaz enzimi tarafindan dismutasyona
ugratilarak uzaklagtirilir.

Olduk¢a yofun metabolik olaylarin cereyan ettifi karaciferde, iskemi
sonrast reperflizyon esnasinda ani oksijen hiicumu mitokondriyal respirasyonu,
dolayisiyla siiperoksit radikali olusumunu artirir ve serbest radikal temizleyici sistem
yetersiz kalabilir (62, 143).



48

IV. MATERYAL VE METOT

IV. A. Materyal

IV.A.1.Denek Secimi

Caligmada ortalama 628,19 +112,49 gr. afirlifinda 31 adet disi kobay
kullamldi. Deney hayvanlant T.C. Tarim ve Koy igleri Bakanhi§i Elazig Veteriner
Kontrol ve Aragtirma Enstitiisii Midirligi’nden temin edildi. Biitiin agamalarda
‘Experimental and surgical technique in rat’ prensiplerine uyuldu. Biitiin hayvanlar
ayn1 yem igerigiyle beslendi ve deney 6ncesinde herhangi ek bir uygulamaya tabi
tutulmadi. 12 saatlik aglk siiresini takiben kobaylara ketamin (30 mg/kg viicut
agirhg, IM) ve rompun (2 mg/kg viicut agirhigi, IM) ile kg bagina 250 IU olacak
sekilde heparin enjeksiyonu yapild:, Genel anestezi altinda, karin bolgesi trag edilip
Betadin ile temizlendikten sonra median laparotomi uygulandi. Denekler hepatik
arter ve vena porta, hilus seviyesindende vaskiiler klemple (buldog) klempe edildj
(Sekil 12) ve kanin 3/0 atravmatik ipekle kapatildi. Denekler 4 ana gruba ayrnlarak su
islemlere tabi tutuldu.. Grup 1(sham grubu) 8 kobaydan olustu ve sadece midling
laparotomi uygulandi, iskemi olugturulmadi. Grup 2: Midline laparotomiyi miiteakip
¢ift buldog klemp kullamlarak karacigerin sol lateral ve median loblarim igine alacak
sekilde hepatik arter ve portal vene klemp konularak 60 dk. iskemi ve ardindan 30
dk. reperfiizyon uygulandi. Grup 3: Bu grup ise aym sekilde iskemi reperfiizyon

Sekil 12. Vaskiiler klemp ile karaciger iskemisi olugturulmasi
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uygulamasi yapildi ama reperfiizyondan 5 dk. once femoral arterinden 5000 U/kg
olacak sekilde IV antioksidan olarak SOD verildi. Grup 4: Hem antioksidanlarin
etkinligini hem de kullamlan antioksidanlardan hangisinin daha etkili oldufunu
gostermek agisindan iskemiden 10 dk. sonra 200 mg/kg dozunda intra peritoneal
olarak bir ksantin oksidaz inhibitorii olan allopurinol verildi (7,22,38,70,89,90,135).

IV. A. 2.Kullanmilan Kimyasal Maddeler

Deneysel ¢aligmalarimizda kullamlan biitiin kimyasal maddeler analitik
saflikta olup Merck(Almanya) ve Sigma(A.B.D.) firmalarindan temin edilmigtir.

IV. A, 3.Aletler

Homojenatlarin  hazirlanmas: igleminde Pofter- Elvehjem cam-cam
homojenizatér, santrifiij islemlerinde Jouan A4 santrifiijii kullanildi. pH 6lgtimleri
Schoot Mainz marka pH metre, spektrofotometrik Slgiimler Schimadzu UV-1201
spektrofotometre, serum eser element tayini  Schimadzu UV-6701 atomik
absorbsiyon spektrofotometresi kullanilarak yapildi.

IV.A. 4.0rneklerin Ahnmasi ve Hazirlanmasi

Kan 6rnekleri reperfiizyon bittikten sonra diafragmanin iistiinden orta hatti
takiben gogiis boslugu agilip kalbe girilerek alindi. Elde edilen kanin bir kismt
plazma ve hemolizat hazirlanmasi i¢in EDTA’l tiiplere, geri kalan kismi serum
eldesi i¢in hemoliz olmadan vakumlu tiiplere aktarildi. Hemolizat hazirlanmas: her
parametrenin ¢aligilmasinda ayricalik ifade eftifinden her parametrenin yontem
kisminda anlatilmagtir.

Karaciger dokusu ise kan alim iglemlerinden sonra, soguk serum fizyolojik
(%0.9) ile yikanarak kandan temizlenmesi saglandi. Na'-K~ ATPaz tayini igin
aktivite kaybint 6nlemek agigindan bir kisim karacifer dokusu hemen homojenize
edilerek kullanildi, bir kismu formol igine alinarak histopatolojik inceleme igin
patoloji laboratuvarina gonderildi ve geri kalan doku pargas: doku MDA tayini igin
alisma yapilincaya kadar —20 °C’de derin dondurucuda saklands.
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IV. B.Metodlar

IV. B. 1.Plazma Lipid Peroksit (LPO) Ol¢iimii

Lipid peroksidasyonunun son friinii olan malonildialdehid (MDA) tayini
Satoh (115) ve Yagi’den (141) modifiye edilen bir yontemle spektrofotometrik
olarak Schimadzu UV-1201 spektrofotometresi kullamilarak yapild:.

Prensip: Plazmada bulunan lipid peroksidasyonunun sekonder iiriinii olan
MDA, aerobik sartlarda, pH:3.4 oldugu bir ortamda tiyobarbutirik asit (TBA) ile
95°C de inkiibasyonu sonucu pembe renkli kompleks olusturur. Bu pembe rengin
532 nm’de spektrofotometrik olarak 6lgtimii ile MDA miktan saptanir.

Aywraclar:

1-N/12 siilfiirik asit

2-%10 fosfotungustik asit (PTA)

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

4-n-Biitanol

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

Standart Egri Cizimi:

Stok standarttan 10ul alinip 100 ml’ye tamamlanarak konsantrasyonu 40
mmol/L olan giinliikk stok standart hazirlandi. Bu stok standarttan belirli oranlarda
sulandirmalar yapilarak 2, 4, 8, 10, 20 nmol/ml konsantrasyonlarda c¢aliyma
standartlan hazirlandi. Ayiraglar tiiplere su sekilde ilave edildi.

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

Distile su (ml) | 4 3 3 3 3 3
TBA aymraci(ml) 1 1 1 1 1 1
Standart (ml) | - 1 1 1 1 1

(2nmol/ml)j(4nmol/ml)}(8nmol/ml)}(10nmol/m1){20nmol/ml)

Tiipler iyice kangtirildi ve iizerine cam bilye konularak 90° C de 60 dk.
kaynar su banyosunda kaynatildiktan sonra sogutuldu ve her tiipe 3 ml n-biitanol
eklendi. Vorteks edilen tiipler 3000 rpm’de 10 dk. santrifij edildi. Bitin
standartlarin n-biitanol fazi 532 nm’de kore karst okundu. Belirli oranlarda
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hazirlanan bu standartlardan asagidaki egri ¢izimi yapild: ve daha sonra galigilan tiim
Omekler i¢in bu egri kullamilarak degerlendirmeler yapild:.

Absorbans

1-
08 4
0.6 -
04 4

0,2 -

o ¥ L ¥ ¥ L 1

0 2 4 6 8 10 nmol/ml

Ornek calismas: i¢in ayiraglar asagida verilen tabloda belirtildigi sekilde
tiiplere konuldu.

Kor Standart Ornek
Plazma (ml) ——— A 0.3
N/12 HzSO4(ml) —— — 4
% 10 PTA(mI) —— - 05

Iyice kanigtinidi ve oda 1sinda 5 dk. bekletildikten sonra 3000 rpm’de 10 dk.
santrifiij edildi. Siipernatant uzaklagtirildi, altta kalan presipitat alindi1 ve iizerine 3
ml. distile su konularak vortekslendi. Tekrar 3000 rpm.’de 10 dk. santrifuj edildi ve
yine presipitat alindi.

Distile su (mtl) 4 3 4
TBA ayiraci (ml) 1 1 1
Standart (ml) - 1 e

Tiipler vortekslendi ve iizerine cam bilye konularak 90°C de 60 dk.
kaynatildi.soguk su altinda sogutulan tiiplerin tizerine 3 ml. n-biitanol eklendi ve
kanigtirildi. Tiipler 3000 rpm.’de 10 dk. santrifiij edildikten sonra istteki organik faz
alinarak 532 nm.’de kore kars1 absorbanslan okundu.
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Hesaplama :

532 nm.’de okunan 6rnek absorbanslar1 standart egriden degerlendirildigi
gibi, ginlikk caligilan belirli konsantrasyondaki standartla oranlanarak asagidaki
formiil yardimiyla degerlendirildi.

Ornek 0.D
MDA(nmol/ml) = —— x Std. Konsantrasyonu
Std. 0.D

IV.B.2.Eritrosit Siiperoksit Dismutaz (SOD) Tayini

Eritrosit SOD enzim aktivitesi, Randox firmasinin enzimatik metodla
calisan RANSOD adl ticari kiti kullanilarak 6l¢iildi (111).

Prensip: SOD, oksidatif enerji iiretimi sirasinda olusan toksik siiperoksit

radikallerinin (0" hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene dismutasyonunu

hizlandirir. Bu yéntem, ksantin ve ksantin oksidaz kullanilarak olugturulan siiperoksit
radikallerinin, 2-[4-iyodofenil]-3-[4-nitrofenol]-5-feniltetrazoliyum klorid  (p-
iyodonitrotetrazoliyum viyolet: INT) ile meydana getirdigi kirmizi renkli formazon
boyasimn 505 nm dalga boyunda verdigi optik dansitenin okunmas: esasina dayanir.
Ornekte bulunan SOD, siiperoksidi ortamdan uzaklastirarak formazon reaksiyonunu
inhibe eder. Sonugta olugan kirmuzi renkteki azalmanin belirlenmesiyle SOD
aktivitesi olgiilir. Kirmizi rengin giddeti SOD aktivitesinin biyiikligi ile ters
orantihidir,
Ksantin oksidaz

Ksantin — —p Urikasit+ Oy’

INT+ O ————p Formazon boyast

veya,
SOD

0 ——» 0, +H0,

Aywraglar:
1- CAPS (3-(sikloheksilamino)-1-propan siilfonik asit) tamponu
CAPS(50 mmol/L), EDTA(0.94 mmol/l)). pH, NaOH ile 10.2’ye

ayarlamir ve buzdolabinda saklamr.
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2-Stok Standart Karigimi
Ksantin (0.05 mmol/L), INT (0.025 mmol/L) . CAPS tamponu ile hazirlanir. Bu ¢g6zelti
buzdolabinda saklanmalidir.
3- Ksantin oksidaz (80 U/L)
4- 0.01 M Fosfat Tamponu(pH:7.0)
5- Standart (S6)
Her bir kitin iginden farkli derisimlerde hazir standart SOD (S6) ¢ozeltisi
bulunur. Bu liyofilize ayirag 10 ml distile su ile sulandirildi ve SOD derigimleri
fosfat tamponuyla agagidaki tabloda verildii sekilde hazirlanarak standart egri

¢izimi i¢in kullanildi.
No Kullamlacak 0.01 M fosfat SOD derigimi
standart tamponu (U/ml)
S5 S6 5 ml 5ml 28
S4 S5 S5ml 5ml 1.4
S3 S4 5ml 5 ml 0.7
S2 S3 3ml 6 ml 0.23
S1 caligma korii olup sadeca fosfat tamponu konuldu.
Yontem:
Asagidaki tabloda oldugu gibi deney diizenegi kuruldu ve deney yapildi.
Cozeltiler Kor Standart
Standart (ml) _ 0.05
Fosfat tamponu (ml) 0.05 _
Substrat karigimi (ml) 1.7 1.7
Iyice kanigtinld: ve ksantin oksidaz eklendi.
Ksantin oksidaz (ml) 0.25 0.25

Ksantin oksidaz eklendikten sonra alt Gst edildi ve 30 sn. sonra 505 nm
dalga boyunda havaya karg1 itk okuma yapildi (A1). 3 dk. sonra ikinci absorbans
alindi(A2).
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Hesaplama:

Caligma korii SOD igermedigi i¢in inhibisyona ugramamig reaksiyon olarak
kabul edildi ve degeri %100 olarak alindi. Tiim standartlar igin % inhibisyon degeri,
bunlara ait degerin ¢aligma koriiyle oranlanarak 100°den cikanlmas: sonucu

hesaplandi.
Ar-A
AA/dakstangert=
3 dak
AA/dakgiandart X 100
% inhibisyon standart = 100-
AA/dakcangma ksra

Hesaplama yapildiktan sonra X (yatay) eksenine SOD derigimlerinin (U/ml)
logaritmik donigim degerleri, Y (dikey) eksenine standartlara ait % inhibisyon
degerleri yazilarak standart egri elde edilir.

% Inhibisyon

90 -
80 -
70
60 -

-1,5 -1 0,5 0 0,5 1
Log[U/ml(hemolizat)]

Ornek Cahgmasi:

Eritrosit hemolizat hazirlama iglemi goyle gergeklestirildi; 0.5 ml EDTA’h
kan 3000 rpm.’de santrifiij edilerek istteki plazma kismu atildi. Kalan eritrositler 3
ml %0.9 ‘luk NaClI ile 4 kez yikandi. Her yikamadan sonra eritrosit siispansiyonu
3000 rpm.’de 10 dk. santrifiij edildi. Yikanmug eritrositler soguk distile suyla 2 ml.ye
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tamamlandiktan sonra altiist edilerek +4°C de 15 dk. bekletildi. Olusan lizat fosfat
tamponuyla yiizde inhibisyonu %30-60 arasina diigiiriilecek gekilde seyreltildi.

Yontem:
Ayrraglar,tiiplere agagidaki tabloda gosterildigi gibi konuldu.

Cozeltiler Calisma korvii | Standart | Hemolizat
Numune(ml) - - 0.05
Standart(ml) - 0.05 -
Fosfat tamponu(ml) 0.05 - -
Substrat karigimi 1.7 1.7 1.7
iyice kangtirdlir.
Ksantin oksidaz (ml) 0.25 0.25 0.25

Tekrar kangtinldiktan 30 sn. sonra 505 nm dalga boyunda havaya karsi
baglangi¢ absorbans (A;) 0. dakikada okundu. 3 dakika sonra son absorbans (Ajz)
okundu,

Hesaplama:

Caligma korii SOD igermedigi igin inhibisyona ugramamg reaksiyon olarak
kabul edildi ve degeri %100 olarak alindi. Tiim standartlar igin % inhibisyon degeri
bunlara ait degerin ¢aligma korilyle oranlanarak 100’den ¢ikarilmasi sonucu

hesaplandi.
Ax-Ay
AA/dak gmex =
3 dak
AA/dakgmek x 100
% inhibisyon gmex = 100-
AA/dakealisma korn

Ornege ait hesaplanan yiizde inhibisyon degerine kargilik gelen SOD degeri
standart egri kullanilarak bulundu. Seyreltme faktorii kullamlarak aktivite bulundu.
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Bulunan SOD iinitesi Drabkin yontemiyle elde edilen Hb degerine boéliinerek
Ulgr.Hb cinsinden aktivite bulundu.
SOD aktivitesi(U/ml)

SOD aktivitesi(U/gHb)=
Hemolizat Hb (g/ml)

IV.B.3.Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Enzim Aktivitesi

Prensip: GSH-Px, hidrojen peroksit (H-O-O-H) valifinda rediikte
glutatyonun (GSH) okside glutatyona (GSSG) yiikseltgenmesini kataliz eder.
Hidrojen peroksidin bulundugu ortamda GSH-Px’in olusturdugu GSSG, glutatyon
rediktaz (GR) ve NADPH yardimiyla GSH’ye indirgenir. GSH-Px
aktivitesi NADPH’1n NADP"*ya yiikseltgenmesi sirasindaki absorbans farkimin 340
nm’de okunmasiyla olgiiliir (104).

GSH-Px
2GSH + H-0-0-H ———— GSSG +H0 +R-OH
GR
GSSG+NADPH+H ———» 2 GSH+NADP"

Hemolizat hagrlanmasi:

EDTA’l1 tiiplere alinan kan 6mekleri 3 defa soguk %0.9 NaCl ile yikand:.
Olusan hiicre siispansiyonundan 0.1 ml almip 0.4 ml soguk distile su eklenmesiyle
lizat elde edildi ve 10 dk. dondurucuda eritrositlerin tamamen pargalanmasi igin
bekletildi. Bu lizat esit miktarda ¢ift giigli drabkin solusyonu ile kangtinldi. Bu
kangimin 0.1 ml’sine igerisinde 0.005 M EDTA bulunan pH:7’de 0.05 M fosfat
tamponundan 2.58 ml eklendi ve béylece enzim kaynag: hazirlanmig oldu.

Kullamlan Reaktifler:
1-GSH(150 nM)
2-NaN3 (1.25 M)
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3-NADPH (0.0084 M)

4-GSH rediiktaz (kat1 ise) 3.2 M (NH4),SO4 de ¢oziiliir.
5-GSH rediiktaz (siv1 ise) direkt olarak kullanilir.
6-Hidrojen peroksit ¢ozeltisi(0.0022 M)

7-Fosfat tamponu (pH:7.5 ,50 mM)

Deneyin Yapihsi:

Fosfat tamponu 2.650 ml
GSH 0.100ml
NADPH 0.100 ml
GSH Rediiktaz 0.010 ml
NaN; 0.010 ml
Numune 0.020 ml

Tipler iyice karigtinilir ve oda 1s1sinda 30 dk inktibe edildi. Siirenin sonunda
her tiipe 0.100 ml hidrojen peroksit ¢ozeltisi ilave edilerek reaksiyon baglatildi.

Dalga boyu 340 nm’e ayarlanmig spektirofotometrede numunelerin
absorbanslann 5 dk. siireyle takip edildi. ilk absorbans degerinden son absorbans
degeri ¢ikartilarak 5 dk’lik net degisim tespit edildi, daha sonra bulunan degerler 5°e
boéliinerek dakikadaki absorbans degigimi bulundu.

GSH-Px Aktivitesinin Hesaplanmasi:

AAAX Vtx 10°

U/L({mikromol/min/L)=
ExVsx/{
E=NADP’nin ekstinksiyon sabiti (6.22 x 10%)
Vt=Total reaksiyon voliimii (ml)
Vs=Total voliim igindeki numune voliimii (ml)
£ =Kiivet ¢ap1 (1 cm)
A A/t =Dakikadaki absorbans degigimi.
10°= Molii mikromole gevirim sabitesi.
A Atx3x10° A A/5 dk x 3 x 10°

UL =

it

6.22x10°x0.02x 1 124.44
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Elde edilen Unite degeri hemoglobine béliinerek spesifik aktivitesi elde

edildi.
U/L
UlgtHb="
Hb(gr/dl)

IV.B.4.Rediikte Glutatyon (GSH) Tayini

Prensip: Eritrositlerin bitiin nonprotein siilfidril gruplari, GSH seklinde
bulunur. 5,5’-ditiyo-bis[2-nitrobenzoik asit] (DTNB), siilfidril bilegikleri tarafindan
rediikte edilerek bir disiilfit bilesii olan sar1 renkli kompleks olugturur. Bu san
renkli bilesigin optik dansitesi 412 nm’de okunarak GSH aktivitesi saptamr (12).

Ayrwraglar:

1-Presipitasyon ¢ozeltisi:

Glasiyel metafosforik asit:1.67 gr.

Disodyum EDTA:0.2 gr.

NaCl:30.0 gr.

100 ml. Distile su igerisinde ¢oziiliir.

2-0.3 M Na,HPO,

3-DTNB ¢ozeltisi

DTNB:20 mg.

100 ml. % 1’lik sodyum sitrat igerisinde hazirlamr.

Islem:

Hemolizat; iki mililitre distile suya 200 pL tam kan (EDTA’l1) eklenmesiyle
elde edilir. Hemolizatin hemoglobin degerleri difer parametrelerde de oldugu gibi
Drabkin yontemiyle belirlendi.

Ornek(ml) Kor(ml)
Hemolizat 2 _
Su _ 2
Coktiraci 3 3
Ornek 5 dk bekletildi, karigim filtre kagidindan siizildii.
Stzint (fltrat) 2 2
Na,HPO, 8 8

412 nm’de kér’e kars: okundu (OD,).Her tiipe:
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DTNB 1 1
konuldu ve 412 nm’de kore kars1 okundu (OD,).
30 dk’dan daha kisa bir siirede okumalar yapilmalidr. DTNB ayiract
eklendikten 5 dk. sonra renk solmaya baglar.

Hesaplama:

GSH ile DTNB etkilegimi sirasinda olugan san rengin molar ekstinksiyon
katsayis1 13600 diir. Ancak,6 nm’den biiyiik eni olan bant kullamlirsa ,daha diigitk
bir ekstinksiyon katsayisi elde edilir. Hem 151k yolu, hem bant genigligi farklarim
diizelten bir tiirev ekstinksiyon katsayis1 kullanilir ve E; olarak ifade edilir.

Dy
E1 =
D,
D=1 em’lik kiivette,dar bir arali1 olan spektrofotometredeki okuma degeri.

D,=Aym1 o6rnegin kalibrasyonu onceden yapilmig bir sistemdeki okuma
degeri.

Glutatyon derigimi ise pumol/gHb biriminden su ekilde hesaplanir:

C = (0D-OD;y) xE; x 11 x 5 x 100
1000 13600 2 2 Hb(g/dl)

11/2= Filtratin sulandirma faktorii.
5/2= Hemolizatin sulandirma faktorii.

(OD;-0OD;) x E;x 101

C(nmol/gHb)=
Hb(g/dl)

IV.B.S.Hemoglobin Tayini

Hemoglobin miktar1 Drabkin yéntemiyle 6l¢iildi. Bu yontemde ferrisiyaniir,
hemoglobindeki demiri oksitleyerek iki degerlikli demiri ii¢ degerlikli demire
¢evirerek methemoglobine doniigmesini saglar. Bunu takiben potasyum siyanid ile
kararh bir pigment olan siyanmethemoglobin meydana gelir. Siyanmethemoglobinin
absorbansi spektrofotometrik olarak 546 nm’de okunur (39).



Ayrraglar:

1-Drabkin ¢ézeltisi: 50 mg KCN
200 mg K3Fe(CN)s
1 g NaHCO3

distile su ile 1 litreye tamamlanan ¢6zelti renkli sisede ve oda 1si1sinda 1 yil

siireyle saklanabilir.

2-Hemoglobin standarti: 18 gr/dl
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Islem:

KOR STANDART ORNEK
Drabkin ¢ozeltisi(ml) 5.0 5.0 5.0
Hemoglobin standarti(ml) — 0.02 —
Hemolizat (ml) SR — 0.02
Distile su (ml) 0.02 S ——
Tiipler iyice kangtirildi ve oda 1sisinda 20 dk bekletildikten sonra 546

nm’de koére kars1 absorbanslar1 okundu.

Hesaplama:

Ornek absorbans:

Hemoglobin(g/dl):

IV.B.6.Biyolojik Sivilarda Protein Tayini

Homojenatlardaki protein miktann Lowry (78) yontemine gore olgildi.
Bu yontemin ilkesi; proteinlerin alkali ortamda Folin-Fenol ayiraci ile mavi bir renk

olugturmasidir.
Aywraglar:

1-Alkali Bakir Ayiract: 10 g NayCO; , 0.1 g Potasyum tartarat ve 0.05 g
Bakir siilfat 0.5 N NaOH iginde ¢oziildii ve 100 ml’ye tamamlandi. Bu ¢6zelti oda

1sisinda 30 giin dayamiklidar.

2-Fenol Ayiract: 3.75 ml 2.0 N Folin-Ciocaltue-Fenol ayirac1 63.75 ml

distile suya ilave edilir.

x Standart konsantrasyonu
Standart absorbanst




3-Protein Standarti: 150ug/mli
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4-Okuma sinirlarina getirilmig (sulandiniimig) 6rnek

Islem:
KOR STANDART ORNEK
Alkali bakir ayiraci(ml) 1.0 1.0 1.0
Giinliik standart(ml) — 1.0 —
Ornek(ml) — — 1.0
Deiyonize su(ml) 1.0 e -———
Tupler iyice karigtirilir ve 10 dk. hi¢ oynatmadan oda 1s1sinda bekletilir.
Fenol ayiraci(ml) 4.0 4.0 4.0

Tiipler iyice kanistirilip 55°C de 5 dk. bekletildi. Inkiibasyon sonucu hemen
sogutuldu. Daha sonra standart ve 6rnek tiiplerin absorbansi 650 nm’de kére karst
okundu.

Hesaplama:

Ornek absorbansi

pgr protein/mil: x Standart konsantrasyonu

Standart absorbansi

IV.B.7. Na'-K" ATPaz Aktivitesinin Ol¢iimii

Prensip: Na'-K" ATP’az aktivitesi inkiibasyon sirasmda ortama ilave edilen
3 mM disodyum adenozin trifosfattan agifa ¢ikan inorganik fosfatin 6lgiilmesi
prensibine dayamir (112).

Islem:

Icerisinde 1 mM magnezyum bulunan 0.3 M siikroz ile % 10’luk doku
homojenat1 cam-cam homojenizator kullamlarak hazirlandi. Hazirlanan homojenatlar
3000 rpm.de 5 dk. santrifiij edilerek siipernatant1 ayrildi. ATPaz aktivite tayini igin
kullamlacak siipernatanttan 6nce protein tayini yapildi. Inkiibasyon ortamim
olugturan 100 mM NaCl, 5 mM KCl, 6 mM MgCl, ,0.1 mM EDTA, 30 mM Tris HCI
5 dakika 37°C su banyosunda inkiibe edilir.
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IE Tris HCI |Tris HCl
Na* [K' | Mg” [EDTA |(30mM) [(33mM) | ATP Ornek
Na'K"

05 [05( 05 0.1 0.6 - 0.1 0.2
ATPaz
Omek

05 [ 05| 05 0.1 0.7 0.2
Korii
ATP

05 | 05| 05 0.1 0.6 0.1 0.2*
Korii

* Ornek 6nce 1s1 ile denatiire edilerek iistte kalan berrak kisim kullanildi.

Na-K ATPaz enzim tayini igin kullanilan inkiibasyon ortamu ve iyonlarin
miktar: yukandaki tablo da gosterildigi sekildedir. Omek ve ornek korii tiiplerine
ATP eklenerek 37°C de 30 dakika inkiibe edildi. inkiibasyonun hemen sonunda
tiipler buz banyosuna alinarak reaksiyon durduruldu. Daba sonra Olympus AU-560
otoanalizoriine inorganik fosfat 6lgiimii icin yiiklendi. Ornek kérii ve ATP korii igin
Olgillen absorbans degerlerinin toplami ornek igin olgiilen absorbans degerinden
¢ikanilarak bu absorbans degerine kargilik gelen inorganik fosfat degeri kullamildi.

Enzimin spesifik aktivitesi nmol Pi/mg Prot/saat olarak verildi.

IV. B. 8. Doku MDA Diizeyleri

Lipid peroksidasyonunun son iriinii olan malonildialdehid (MDA) tayini
Ohkawa (95) tarafindan belirlenen yontemle spektrofotometrik olarak yapild.

Prensip:Doku MDA tayini; aerobik sartlar altinda ve pH:3.5’te, doku
homojenatimin  kaynar su banyosunda 1 saat inkiibasyonu sonucu, lipid
peroksidasyonunun sekonder iiriinii olan MDA’mn TBA ile olusturdugu pembe
renkli kompleksin 532 nm’de spektrofotometrik olarak 6l¢iimi prensibine dayanr.

Homajenat hagrlanmasi: Kobaydan alinan karacifer Omegi soguk
%0.9’luk NaCI ile yikandiktan sonra hemen 6lgiimii yapilmayacak ise —20 °C’de
derin dondurucuda saklanabilir. Serum fizyolojikle yikama isleminden sonra 1slakhig:
iyice alinan dokunun tartim: yapildi. Her gram bagina 9 ml %1.15’lik KCl olacak

sekilde cam-cam homojenizatérde homojenizasyon iglemi gergeklestirildi.
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Aywraglar:

1-%8.1°lik Sodyum Dodesil Silfat (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)

(Stok standarttan giinliik standart diliie edilerek hazirlanabildigi gibi,degisik
derisimlerde hazirlanan standart galigmas: yapilarak egri ¢izilir ve sonuglar egriden

hasaplanir.)
Yontem:
Kor (ml) |  Std (ml) Ornek (ml)

Standart(Kons:4.4 nmol/ml) -— 02 ——
Homojenat -— —— 0.2
SDS 0.2 0.2 0.2
Asetik asit 1.5 1.5 1.5
TBA 15 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 kangtirildi. Daha sonra 4000 rpm de 10 dakika santrifiij
edildikten sonra istteki organik faz alinarak 532 nm’de kore karg:1 standart ve ornek
absorbanslar1 6l¢iilda.

Hesaplama
Ornek O.D.

MDA(nmol/gr.yag doku) = x Std. Konsantrasyonu
Std. O.D.




IV.B.9.Diger Biyokimyasal Analizler

Serum Cu ve Zn diizeylerinin 6lglimiinde ise Schimadzu UV-6701 marka
atomik absorbsiyon spektrofotometresi kullanildi. Biitiin 6rnekler diliie gliserol
[Cinko igin; 1/5, bakir igin 1/10) ile 1:5 oraninda seyreltilerek gahgildi.

IV.B.10.Histopatolojik inceleme

Tim gruplardan alinan karacifer dokulan %10’luk formol iginde tespit
edilerek rutin takip iglemlerinden gegirildi. Parafin bloklara gémiilen dokulardan
4um kalinhiginda kesitler alindi. Alinan kesitler deparafinize edilerek Hematoksilen-
Eozin (H-E) ile boyanarak 151k mikroskobunda degerlendirildi ve fotografland:.

Isik mikroskop altinda patolog tarafindan hepatositlerdeki nekroz,
konjesyon, vakuolizasyon ve dejenerasyon agisindan (Resimler 1-4) histolojik grade
skalasina (131) goére degerlendirildi (Tablo 4). Sonuglar ortalama + standart sapma
olarak ifade edildi.

Tablo 4. Karaciger biyopsi drneklerinin histopatolojik degerlendirilmesi
Grade Histopatoloji

Hepatosit hasan yok
Minimal seliiler degisiklikier
Sadece hafif sentrolobiiler hasar

Sadece ciddi sentrolobiiler hasar
Hafif sentrolobiiler ve midzonal hasar

Ciddi sentrolobiiler ve midzonal hasar

| | K| W N =] O

Hepatositlerin total destritksiyonu

IV.B.11. istatistik Analizler

Deneysel ¢aligmalar sonucunda bulunan veriler ortalama + standart sapma
olarak gosterildi. Ortalamalarin kargilagtinlmasinda Student’s t, Mann-Whitney U
testi ve One Way ANOVA (tek yonlii varyans analizi) testi yapildi. p<0.05 degeri
anlamli olarak kabul edildi.
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V.BULGULAR

V. A. Plazma MDA Diizeyleri

Tablo 5°de higbir ekstra islem uygulanmayan grup 1 (sham grubu), 60 dk.
iskemi ve 30 dk. reperfiizyon yapilan grup 2 (I+R) ve yine iskemi yapilan fakat
reperfiizyondan 5 dk. énce iv. olarak SOD verilen grup 3 (I+SOD+R) ayrica
iskemiyi miiteakip 10. dk.’da intraperitoneal olarak allopurinol verilen grup 4
(I+All+R)’iin plazma MDA diizeyleri goriilmektedir.

Table S. Biitiin Gruplardaki Plazma MDA Diizeyleri:

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
Plazma MDA diizeyi| 3.08£0.65 | 6.05+1.2* | 4.45+0.76* | 497 +£0.62*
(nmol/ml) (n:8) (n:8) (n:8) n:7)

*p<0.05

Tablo 5 ve $ekil 13°te goriildiigii gibi sham grubuyla dier gruplar
kargilagtinldiginda, bitiin gruplarda belirgin olarak artis vardir. Ozellikle sadece
iskemi ve reperfiizyon yapilan grup 2’de sham grubunun 2 kat1 kadar bir artig
goriilmesi istatistiksel olarak ¢ok anlamli bulundu (p<0.05). Farkh iki antioksidam
denedigimiz grup3 ve 4’de sham grubuna gére artigin devam ettii fakat iskemi ve
reperflizyon yapilan gruba goére ise istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu
goriildi (p<0.05).

Plazma MDA
(nmol/ml)
S N B~ N 0

Sham R HSOD+R  HAIMR

Sekil 13.Sham, Iskemi ve reperfiizyon yapilan (I+R), iskemi yapilan ve
reperflizyon 6ncesi antioksidan olarak SOD verilen grup (I+SOD+R) ile iskemiden
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sonra antioksidan olarak allopurinol verilip reperflizyon yapilan gruplardaki plazma
MDA diizeyleri. (Sham grubuyla diger gruplar ile karsilagtinldiginda: *p<0.05,
iskemi ve reperfiizyon yapilan grupla diger gruplar kargilagtinldiginda: *p<0.05)

V. B. Doku MDA Diizeyleri

Tablo 6’de sham grubu (Grup 1) ile I+R (Grup 2), I+SOD+R (Grup 3) ve
IH+AIHR (Grup 4) gruplarina ait karaciger doku MDA diizeyleri goriilmektedir.

Tablo 6. Biitiin Gruplardaki Ortalama Doku MDA Diizeyleri:

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
Doku MDA 14.19+ 1.65 | 67.92+14.9* | 15.82+ 1.8% | 17.56+2.95*
(nmol/g.yas doku) (n:8) (n:8) (n:8) :7)

*p<0.05
Tablo 6 ve Sekil 14 incelendiginde goriilmektedir ki; Grup 1 ile diger
gruplar tek tek kargilagtinldiinda grup 2°de yaklagik olarak 5 kati kadar bir artig,
grup 3 ve 4 de ise grup 1’e goére hafif bir artisgin varli: ve gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farkin oldugu (p<0.05) goriilmektedir.
Grup 2 ile Grup 3 ve 4 kargilagtirildiginda anlaml derecede bir azalmanin

oldugu ve bunun da istatistiksel olarak oldukga anlamhi oldugu goriilmektedir
(p<0.05).

Doku MDA
(nmol/g.yas doku)
o8 888853

Sham HR #HSOD+R [+AIHR

Sekil 14. Sham, Iskemi ve reperfiizyon yapilan (I+R), Iskemi yapilan ve
reperfiizyon 6ncesi antioksidan olarak SOD verilen grup (I+SOD+R) ile iskemiden
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sonra antioksidan olarak allopurinol verilip reperfiizyon yapilan gruplardaki plazma
MDA diizeyleri. (Sham grubuyla kargilagtinima:*p<0.05,iskemi ve reperfiizyon
yapilan grupla diger gruplann kargilagtinlmasi: *p<0.05)

V.C. Rediikte Glutatyon Diizeyleri

Tablo 7°de sham grubu (Grup 1) ile I+R (Grup 2), I+SOD+R (Grup 3) ve
I+Al4R (Grup 4) gruplarina ait GSH diizeyleri verilmektedir.

Tablo 7. Biitiin Gruplardaki Tam Kan GSH Diizeyleri:

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
GSH(umol/g.Hb) | 6.41+0.45 6.27+0.28 6.63:129 | 6.28+1.29
(n:8) (n:8) (n:8) n:7)

Hem Tablo 7 ve hem de Sekil 15°te goriildiigii gibi; sham grubuyla iskemi
ve reperfiizyon yapilan gruplar kendi aralarinda kargilagtinldiinda matematiksel
olarak bir azalma tespit edildi, fakat bu deger istatistiksel yonden bir anlam ifade
etmemektedir. Yine sham grubuyla antioksidan verilen gruplar kargilagtirildiginda
Ozellikle SOD verilen grup 3’de daha hafif bir artig bulunmakta ama bu artig anlaml
olmamaktadir. Antioksidan verilen gruplar, iskemi-reperfiizyon yapilan grup ile
kargilagtinldiinda sayisal olarak hafif bir yiikselme olmasina ragmen bu
yiikselmenin istatistiksel olarak bir anlam ifade etmedigi goriilmektedir.

U

W

GSH(umol/g.Hb)
=S

N

l T T T
Sham HR HSODIR  HAIHR

Sekil 15. Sham, Iskemi ve reperfiizyon yapilan (I+R), Iskemi ve
reperfiizyon oncesi antioksidan olarak SOD verilen grup (I+SOD+R) ile iskemiden
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sonra antioksidan olarak allopurinol verilip reperfiizyon yapilan gruplardaki tam kan
GSH diizeyleri.

V.D. Eritrosit SOD Degisimleri

Tablo 8’de eritrosit SOD degerlerinin biitin gruplardaki degigimleri
gosterildi.

Tablo 8. Biitiin Gruplardaki Eritrosit SOD Diizeyleri:

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
SOD |2318.264372.29( 1866.35+453.05* |]1912.09+ 404.49* | 1870.34+ 320.99*%
(U/g.Hb) (n:8) (n:8) (n:8) n:7)
*p<0.05

Tablo 8 ve Sekil 16 incelendiginde sham grubuna oranla, iskemi ve
reperfiizyon grubunda istatistiksel olarak anlaml miktarda azalma oldugu gorildi
(p<0.05). Yine sham grubuyla antioksidan verilen gruplar karsilagtirnldiginda
anlamh olarak diigmenin devam ettigi goriildi (p<0.05). Iskemi-reperfiizyon grubu,
antioksidan gruplarla karsilagtinildifinda matematiksel bir artis varhiginin istatistiksel
olarak anlamli olmadig: gériilmektedir.

SOD(U/g.Hb)

Sam  BR  BSODIR  BAMR

Sekil 16. Sham, Iskemi ve reperfliizyon yapilan (I+R), iskemi yapilan ve
reperfiizyon oncesi antioksidan olarak SOD verilen grup (I+SOD+R) ile iskemiden
sonra antioksidan olarak allopurinol verilip reperflizyon yapilan gruplardaki eritrosit
SOD diizeyleri. (Sham grubuyla kargilagtiriima: p<0.05).
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V.E. Eritrosit GSH-Px Diizeyleri
Biitiin gruplara ait eritrosit GSH-Px degerleri Tablo 9°da verilmistir.

Tablo 9. Biitiin Gruplardaki Ortalama Eritrosit GSH-Px Diizeyleri:

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
GSH-Px 51.38+5.12| 33.5548.34* | 47.81+10.84* | 48.36+ 11.64*
(U/ g.Hb) (n:8) (n:8) (n:8) (n:7)

*p<0.05

Sham grubu ile iskemi-reperfiizyon yapilan grup karsilagtinldiginda; Grup
2°deki belirgin orandaki azalma istatistiksel olarak ¢ok anlamli bulundu (*p<0.05).
Grup 3 ve Grup 4 olarak adlandirdifimiz antioksidan i¢eren gruplar kendi aralarinda
kargilagtinldifinda istatistiksel olarak anlamli degildir. Fakat Grup 2 ile Grup 3 ve
Grup 4 arasinda ki kargilagtirmalarda Grup 3 ve Grup 4’deki belirgin artig
istatistiksel olarak anlamh bulundu (*p<0.05). Elde ettiZimiz buigular Tablo 9 ve
Sekil 17 de 6zetlenmigtir.

Eritrosit GPx (U/g.Hb)

Sham I+R  1+SOD+R +AL+R

Sekil 17. Sham, Iskemi ve reperflizyon yapilan (I+R), Iskemi ve
reperfizyon oncesi antioksidan olarak SOD verilen grup (I+SOD+R) ile iskemiden
sonra antioksidan olarak allopurinol verilip reperflizyon yapilan gruplardaki eritrosit
GSH-Px diizeyleri. (Sham grubuyla kargilagtirilma: *p<0.05, iskemi ve reperfiizyon
yapilan grup ile antioksidan uygulanan gruplar kargilagtinldiginda: *p<0.05).
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V.F.Doku Na'-K" ATPaz Aktiviteleri

Sham grubu, iskemi-reperflizyon grubu, antioksidan olarak SOD verilen
grup ve antioksidan olarak allopurinol verilen gruplann doku Na'-K" ATPaz
diizeyleri tablo 10 da verilmigtir.

Tablo 10. Biitiin Gruplardaki Doku Na'-K* ATPaz Diizeyleri:

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
Doku Na'-K'ATPaz{ 112.56+19.5 | 70.4519.47* | 96.09+20.2* [ 97.28+14.17*
(nmol/mg.prot/saat) (n:8) (n:8) (n:8) n:7)

*p<0.05

Tablo 10 ve Sekil 18 de gorildugi gibi;, Grup 1 ile Grup 2
kargilagtirildiginda Grup2’deki belirgin olan diigme istatistiksel olarak anlaml
bulundu (*p<0.05). Fakat matematiksel olarak azalmanin gériildiigis Grup 3 ve Grup
4 de ise ¢ok anlamh bulunamadi. Yine Grup 2 ile diger gruplar kargilagtinldiginda
belirgin bir derecedeki art1s istatistiksel olarak anlamli bulundu (*p<0.05).

Na+-K+ ATPaz
(nmol/mg prot/saat)

Sham HR HSODHR HAIMHR

Sekil 18. Sham, Iskemi ve reperfiizyon yapilan (I+R), Iskemi yapilan ve
reperfiizyon oncesi antioksidan olarak SOD verilen grup (I+SOD+R) ile iskemiden
sonra antioksidan olarak allopurinol verilip reperfiizyon yapilan gruplardaki eritrosit
Na'-K' ATPaz diizeyleri. (Sham grubuyla kargilagtinima:*p<0.05, Iskemi ve
reperfiizyon yapilan grup ile dier gruplarin kargilagtinlmas: : *p<0.05).
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V.G. Serum Cu ve Zn Diizeyleri
Sham grubu ,iskemi-reperfliizyon grubu , antioksidan olarak SOD verilen

grup ve antioksidan olarak allopurinol verilen gruplarin serum bakir (Cu) ve ¢inko
(Zn) duzeyleri tablo 11 de verilmigtir.

Tablo 11, Biitiin Gruplarm Bakwr (Cu) ve Cinko (Zn) Diizeyleri.
Grup 1 . Grup2 Grup3 Grup4
Cu(ug/dl) 97.96:+14.78 82.3948.6* 111.26+19.7* | 96.13122.4
Zn(ng/dl) 125.09+11.38 | 113.36114.44 | 124.04136.24 | 89.83+19.64*
*p<0.05
Serum bakir diizeyleri Grup 1 ile kargilagtirildiginda Grup 2’de anlaml bir
azalma varken (*p<0.05), Grup 3 ve Grup 4 de ki degerler istatistiksel anlam
tagimamaktadir. Grup 2 ile kargilagtinldifinda antioksidan olarak SOD verilen Grup
3 deki arttg anlamhidir (p<0.05). Serum ¢inko diizeylerinde ise sadece antioksidan
olarak allopurinolun wverildii Grup 4 deki azalma diger gruplar ile
kargilagtirildifinda istatistiksel anlam ifade etmektedir (*p<0.05).

V.H. Histopatolojik Degisiklikler
Tim gruplardan hazirlanmig olan histolojik kesitlerde, gruplara gore
ortalama histolojik grade degerleri ve standart sapmalar1 Tablo 12°de goriilmektedir.

Tablo 12. Grade skalasina gire gruplarmn histopatolojik degerlendirilmesi

Gruplar Ort. Histolojik grade degeri

Grup 1 0.142+0.37

Grup 2 4.625 £ 1.30*

Grup 3 225+ 1.26*

Grup 4 0.333+0.51
*p<0.05

Resim.1 ve Resim.2 de gorildugu gibi sham grubu ile karsilagtinldiginda
iskemik grupta vena sentraliste konjesyon ve dilatasyon, ciddi sentrlobiiler ve
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midzonal hasar, yaygin hidropik dejenerasyon ve ¢ofu doku &meklerinde
hepatositlerin total destrilkksiyonuna varan harabiyet saptandi. Bu kargilasgtirma
istatistiksel olarak da oldukg¢a anlamli idi (*p<0.05).

Resim.2. Karacigere ait hiicrelerde belirgin dejenerasyon. H-E.x200
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Iskemiden 5 dakika 6nce tedavi amactyla i.v olarak SOD verilen grupta
hidropik dejenerasyonun , iskemi-reperfiizyon grubuna gore ¢ok daha azalmig oldugu
ve ¢ok hafif sentrilobiiler hasar diginda hafif vene sentralis konjesyonu ve
dilatasyonunun var oldugu gériildii. Bu durum Grup 2’e gére anlamhi bir iyilesmenin
ifadesi (*p<0.05) iken Grup 1’e gore hala anlamli olarak (*p<0.05) hasarin varhini
gosteren degisiklikler mevcuttu (Resim.3).

Resim.3. Bazi ka.raci hiicrelerinde dejeneon. H-E.x200

Resim. 4. Normal kordonsal dizilim g karaciger hiicreleri. H-E.x200.
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Iskemiden kisa bir siire sonra intraperitoneal olarak allopurinol verdigimiz
grupta iskemi ~reperflizyon grubuna goére minimal seliler degisiklik (birkag 6rnekte)
diginda tamamen sham grubuna yakin derecede diizelme gozlendi. Burada goriilen
degisiklikler Grup 3’e gore oldukga anlamli bir azalma (*p<0.05) gosterirken, Grup
1’e gore ise belirgin bir degisiklik gostermedigi saptandi. (Resim.4 )
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VL TARTISMA VE SONUC

Serbest radikallerin iskemi-reperfiizyon sirasinda mikrosirkulatuvar ve
parankimal hiicrelerde morfolojik ve fonksiyonel degisikliklere neden oldugunun
belirlenmesi g¢aligmalarin bu konuda yogunlagmasina neden olmugtur. Serbest
radikallerin hiicresel kaynaklari, rol oynadiklan reaksiyonlar ve bu radikallere kars:
geligtirilen defans sistemlerinin (gerek endojen gerekse eksojen) agiklifa
kavusturulmasi bir gok hastalifin patogenezini aydinhiga kavugturacaktir (87).

Karacigerin iskemiye kargi hassasiyeti transplantasyon ve kanlanmanin
gegici olarak durdurulmasimin gerektigi cerrahi girisimler agisindan Onemli bir
nonimmiinolojik problemdir ve iskemiye olan toleranst uzatabilmek, postiskemik
karaciger fonksiyonunu ve yasam siiresini iyilestirebilmek igin birgok farmakolojik
ajan denenmektedir (36,100,103,131).

Giiniimiizde organ transplantasyonlarinda karsilagilan sorunlarin en
onemlisi, organlarin bir siire iskemide kalmasi ve reperfiizyonu saglandifinda ise
dokularda olusan metabolik degisikliklerdir. Iskemi ile birlikte hiicrelerdeki ATP
sentezinin azalmakta, oldugu reoksijenasyon ile ksantin dehidrogenazin ksantin
oksidaza doniistiifii ve bu enzimin oksijen varlifinda hipoksantini ksantine
donigtiriirken stiperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil radikallerini ortaya
¢ikardifs bilinmektedir (36,41).

Dokularin iskemi ve reperfizyon hasarinda reperflizyona bagh serbest
oksijen radikallerinin, aragidonik asit metabolitlerinin ve nétrofil infiltrasyonunun da
icinde bulundugu degisik mekanizmalar sorumiu tutulmaktadir (89,92,137).
Mitokondrial disfonksiyon ve intraselliiler kalsiyum seviyesinin artmasinin da iskemi
reperfiizyon hasarinda etkili oldugu 6ne siiriilmektedir (41,44,103). Cok sayidaki
oksidazlar ozel kosullarda kademeli olarak olgiilii ve dengeli bir gekilde toksik
oksijen metabolitleri tiretirler. Iskemik bolgede sempatik sinir son uglarindan salinan
norepinefrin, mono amino oksidaz enzimi tarafindan yikilirken elektron akseptorti
olarak oksijeni kullandiindan hidrojen peroksit veya hidroksil radikali gibi toksik
metabolitler yan Girin olarak olugmaktadir. iskemi-reperfiizyon sirasinda salinan ve
okside olan katekolaminler SOR (¢ogunlukla siiperoksit radikali) iretiminde minimal
bir role sahiptirler. Hiicresel oksidasyon reaksiyonlaninin gergeklestigi mitokondride



76

molekiiler oksijenin suya rediiksiyonu sirasinda serbest oksijen radikali olugmaktadir.
Ancak bu durum iskemi sirasinda bozulan mitokondrial enzim fonksiyonlar1 nedeni
ile gok miktarda radikal oluspumuna neden olmaktadir. Yine iskemi sirasinda bozulan
adenozin trifosfat (ATP) bagimli iyon pompalari nedeni ile hiicre igine kalsiyum,
sodyum ve klor iyonlarinin girigi artarken potasyum iyonu miktarinda azalma
meydana gelir. Ozellikle iskemi esnasinda artan kalsiyum iyonu girisi fosfolipaz C
aktivasyonu ile zardaki serbest ya§ asitlerinin yikilmasina neden olur. Bu yikim
sonucu artan aragidonik asit reperflizyon strasinda lipooksijenaz ve siklooksijenaz
enzimleri ile prostaglandin ve tromboksanlar olugturuken siiperoksit {iretimine neden
olur. Ayrica aragidonik asit driinleri {izerinden nétrofiller aktive edilerek oksijen
radikallerini ve proteolitik enzimlerini olusturur (41,44,143). Guniimizde yapilan
biitiin doku caligmalarinda karaciferin en zengin ksantin oksidaz kaynafi oldugu
belirtilmigtir. Ksantin oksidaz gergekte invivo sistemlerde dehidrogenaz formunda
bulunur. Bu formda enzim elektron akseptorii olarak NAD™i kullanarak
hipoksantinin ksantine ve ksantinin de iirata oksidasyonunu saglar. Bununda Gtesinde
proteolizis ve anaerobiosis olaylarinda (iskemi gibi) adenin niikleotid havuzlan
pargalanarak AMP, hipoksantine ve o da ksantine doniigiirken, siiperoksit iireten
ksantin oksidaz ksantin dehidrogenaza doéniigmektedir. Boylece iskemiyi miiteakip
gelisen reperflizyon ile molekiiler oksijen, ksantin oksidaz ve hipoksantin
reaksiyonlan tarafindan barsak, karaciger gibi dokularda serbest oksijen radikallerine
déniisir (44,105).

Membranlarn iyi fonksiyon gormesi, hiicresel bitiinliigiin strdirilmesinde
kritik 6neme sahiptir. Genel olarak iskemik atak esnasinda sitoplazmik proteinlerin
digar1 salimmi, hiicre membranlarimin tam bozunum 6ncesi zayifladigm gosterir.
Destabilize olan membranlar, kan akiminin yeniden saglanmasi ile daha da
kotiilegebilir. Reperflizyonun akut fazinda meydana gelen olaylar, dramatik olarak bu
bozunum siirecini hizlandirabilir. Iskemik dokunun reperflizyonu ile birlikte
hiperosmotik hiicrelerin suyla yikanmasi, hiicre i¢i Ca™ seviyelerinin artigy, serbest
oksijen radikallerinin olusumu, kontraktil aktivitenin anormal olarak yeniden
baglamasi gibi hiicre i¢i ve hiicre dis1 karakteristik olaylar membran hasarlarinin esas
sebepleridir (41,143).
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Karacigerde de iskemi-reperfiizyon sonrasinda; hepatoseliiler enzimlerde
artma, kan akiminda azalma ve nétrofil infiltrasyonu ile karakterize birgok olay
meydana gelir (46,102).

Iskemi reperfiizyon hasarini 6nlemeye yonelik birgok endojen mekanizma
ve koruyucu etkisi kamtlanmig birgok ilag bulunmaktadir. Serbest radikal
temizleyiciler, reaktif oksijen pargalann ile reaksiyona girerek bunlan zararsiz
maddeler haline doniistiiren ajanlardir. Siiperoksit dismutaz, invivo olarak dokulan
serbest radikallere, ozellikle siiperokside karsi koruyan endojen bir enzimdir.
Dimetilthioiire, dimetil siilfoksit ve merkaptopropiyonil glisin, hidroksil radikalinin
tahmin edilen temizleyicileridir. Mannitol klinik olarak uzun yillardan beri hidroksil
radikal temizleyici etkisi nedeniyle kullamlmaktadir. Aynica N-asetil sistein ve
kaptopril gibi thiol iceren bilesiklerin oksijen serbest radikalleriyle reaksiyona
girdikleri ve nitrik oksit olusumuna yol agtiklar ileri siirilmektedir (73).

Karacigeri iskemi-reperfiizyon hasarina kargt korumak amaciyla, ksantin
oksidaz inhibitérii allopurinol (70), siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon
peroksidaz (7,52) ve glutatyon (2,125,52) gibi serbest oksijen radikali temizleyiciler,
prostasiklin analogu ilioprost ve tromboksan inhibitorleri (35,103), E vitamini ve
askorbik asit gibi vitaminler (105), kalsiyum kanal blokerleri (57), trimetazidin (131)
gibi antianjinal ilaglar, pentoksifilin (127), klorpromazin (41), opiat antagonistleri
gibi ve daha birgok farmakolojik ajanin (43,69) kullanildig: bilinmektedir.

Serbest oksijen radikallerinin iskemi sonras: reperfiizyonda yogun bir
sekilde tiretildiklerini belirtmigtik. Serbest radikaller yiiksek reaktivitelerinden dolay:
membran poliansatiire yag asitlerine saldirarak peroksidasyonu baslatmaktadir. Bu
sekilde olusan lipit peroksitleri kolaylikla yikilarak MDA da iginde olmak tizere
farkli sekonder wriinleri meydana getirmektedir. Iste bu Griinlerin gok gabuk bir
sekilde ortamda farkli driinlere doéniigmesi ve bu nedenle saptamanin zorlugu
nedeniyle, lipid peroksidasyonunun indeksi olarak TBA reaksiyonuyla MDA
diizeyleri olgiilmektedirr MDA olgiimii bazi hastaliklanin tam ve takibinde
kullanilabilecek basit ve giivenilir bir metod olarak nerilmektedir TBA reaksiyonu
ashnda sadece MDA’ya ozgii degildir. Yontem esnasinda peroksitlerden ve
doymamis yag asitlerinden olugan aldehitlerin ¢ofu TBA ile reaksiyona girer ve
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yontemin spesifitesini digiiriir. Fakat yontem ucuz ve basit oldugundan tercih edilir
(4,33,54,66,102,107).

Calismalar MDA’mn fizyolojik bir metabolit olmadifim gostermigtir.
Iskemi esnasinda az miktarda dretilir fakat yine de 6lgiim diizeylerinde degildir.
Belirgin derecede MDA iiretimi, ancak reperfliizyon sonrasi olmaktadir. Bu yiizden
uygun sekilde olgiim yapilirsa reperfiize dokulardaki peroksidatif hasar hakkinda
bilgi verir (29,44).

Birgok galigmada; gerek deneysel olarak iskemi-reperfiizyon olugturulmasi
sonucu, gerekse iskemik kalp hastalifi, serebral iskemi, preoperatif ve post operatif
doku iskemileri, organ transplantasyonlari, sok vb. gibi durumlarda plazma ve doku
lipid peroksidasyon driinleri karsilagtinlmigtir,. TBA metodu kullamlarak yapilan
Olgimlerde bu durumlara maruz kalanlarin plazmalarinda, doku 6rneklerinde,
saglikh bireylere ve kontrol grubuna gére MDA diizeyleri belirgin derecede yiiksek
bulunmugtur. MDA seviyelerinin artig1;, peroksidasyona ugrayan membranlarin
goklufunu veya hasara ugrayan hiicrelerin yayginhgim gosterir (19,23,77,93).

Hasara bagl olarak plazma ve doku lipid peroksit diizeylerinin artigt ayn
zamanda doku ve organlar lizerine bozucu etki yaparak yeni hasarlara da yol
agmakta, bir kisir dongii olugturmaktadir. Lipid peroksitler organ veya dokularda
belli bir diizeye ulaginca kan dolagimina geger ve serum veya plazma lipid peroksit
dizeyleri yiikselir. Kan lipid peroksit diizeylerdeki yiikseklik hastalifin ciddiyetini
gosterir. Kanda artan bu toksik metabolitler idrarla atilamadifindan antioksidan
defans sistemi devreye girer. Peroksitler hiicresel antioksidan defans sisteminin
tizerine ¢iktiginda veya digaridan temizleyici bir ajan verilmediginde zarar iki katina
¢ikmaktadir. Belirli bir dokuda iskemi-reperfiizyon sonrasi olugan hasarin diger
dokulardaki yansimalari bu durumu dogrulamaktadir. Schmeling ve arkadaglar
(116), Turnage ve arkadaglan‘mn (132) ratlarda yaptiklann barsak iskemi-
reperfizyonu sonrast akcifer, karaciSer, bobrek’te de hasarin olustugunu
gostermeleri, Horton ve arkadaglari’nin (67) intestinal iskemi-reperfiizyon sonrasi
miyokard’da fonksiyon bozuklugu oldugunu bildirmeleri bu olayr daha iyi
agiklamaktadir. En azindan su s6ylenebilir ki; plazma ve doku lipid peroksit
duzeyleri iskemi-reperfiizyon hasarinin derecesini saptamada ve prognozunu
degerlendirmede faydal: olabilmektedir.
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Plazma MDA sonuglarimiz, sham grubunda, 3.08 + 0.65 nmol/m! iken
iskemi ve reperflizyon yapilan grupta, 6.05+ 1.16 nmol/ml‘ye yiikselmis, antioksidan
olarak SOD verilen grupta, 445+ 0.76 nmol/ml, antioksidan olarak allopurinol
verilen grupta, 4.97+ 0.62 nmol/ml degerleri elde edilmistir. Bu sonuglara gére;
oncelikle MDA diizeyleri iskemi ve reperfiizyon yapilan grupta sham grubuna gore
anlamh bir gekilde yiikselmistir. Bu bulgu istatistiksel olarak ¢ok anlamli (p<0.05)
bulunmugtur. Iskemi grubu ile antioksidan verilen gruplar kendi aralarinda
kargilagtinldifinda antioksidan verilen gruplarda anlamli bir diigme (p<0.05)
saptandi. Bu bulgulardan da anlapildif: gibi sham grubuna gére anlamli olarak
yiksek (p<0.05) olan antioksidan gruplarinda antioksidanlarin iskemi-reperfiizyon
hasarin: diizelttikleri, fakat tamamen eski haline getiremediklerini goriilmektedir. Bu
ise iskemi-reperfiizyon hasarimin komplike bir takim olaylara neden oldugunu ve
tamamen temizlenmesi igin belki daha uzun siire gerektirdigini gostermektedir. Yine
doku MDA diizeylerini tespit ettifimizde; sham grubunda 14.19+ 1.66 nmol/g.yas
doku, iskemi grubunda 67.92+ 14.90 nmol/g.yas doku, antioksidan olarak SOD
verdifimiz grupta 15.82+1.80 nmol/g.yas doku ve antioksidan olarak allopurinol
verdifimiz grupta 17.56+2.96 nmol/g.yas doku degerlerini bulduk. Burada da sham
grubuyla iskemi grubu kargilagtinldiginda yaklagpik 5 kati kadar bir yiikselmenin
oldugu gorildii, bu da istatistiksel olarak ¢ok anlamli (p<0.05) bulundu. Hasar
alaninin tedavisi amaciyla verdigimiz her iki antioksidan grubunda antioksidanlarin
hasar1 ¢ok anlamli bir gekilde azalttifi bulunmugtur (p<0.05). Antioksidanlarin bu
etkilerini sham grubuyla karsilagtirdifimizda yiksek olduklarim, bunun da
istatistiksel anlam ifade ettigini (p<0.05) gordiik. Foschi ve arkadaglari (45), iskemi
ve reperflizyonu miiteakip hepatektomi yaptiklan ratlarda antioksidan ajan olarak
kullandiklar: verapamil, allopurinol ve SOD’un etkinligini aragtirmiglar ve SOD ile
allopurinolun etkili bir gekilde lipid peroksidasyonunu azalttiklarimi gormiislerdir.
Minor ve arkadaglari (89,90), ilk ¢aligmalarinda karacigerde postiskemik artmig olan
MDA diizeylerini , tedavi amaciyla kullandiklar1 SOD ve allopurinolun diigiirdiigiini
gostermis ve hatta allopurinolun ATP diizeylerini iyi korudugunu bulmuglardir.
Ikinci ¢aligmalarinda da iskemi 6ncesi tedavi amagh verdikleri SOD ve papaverinin
reperfiizyon sonrasi artrmg MDA diizeylerini diigiirdiikleri ve azalmig olan ATP ve
adenin niikleotid diizeylerini artirdiklarim1 bulmuglardir. Stein ve arkadaglant (125)
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karacier iskemi-reperflizyon hasann olusturduklann ratlarda hasara bagh MDA
diizeylerinin arttifim1 ve dimetil siilfoksit tedavisi uyguladiklari ratlarda MDA
seviyelerinin digtiiginii tesbit etmiglerdir. Bizim bulgularimiz ile bu aragtirmacilarin
yaptiklan galigmalar birbirlerini tamamiyle desteklemektedir.

Younes ve ark. (144) barsak iskemi ve reperfiizyonunu miiteakiben lipid
peroksidasyonunu onlemek amaciyla kedilere uyguladiklan SOD’un lipid
peroksidasyonunun sekonder iiriinlerinden olan konjuge dien miktanm
reperfiizyondan hemen sonra baglayip 10. dk. da pik yapacak sekilde belirgin olarak
azalttifim bulmuglardir. Yine Otamari (97) nin yaptifi benzer bir ¢aligmada barsaga
iskemi 6ncesi uygulanan SOD ve allopurinoliin yalniz iskemi yapilan gruba gore
MDA dizeylerini anlamli olarak azallttifi ama kontrol grubuna gore yiiksek
oldugunu gostermeleri de bizim bulgularimizi destekler mahiyettedir. Sato ve ark.
(114) CCls ile ratlarda olugturduklarn karaciger harabiyetini tedavi amaciyla
kullandikian bir ¢ok ajanin birbirine ustiinliiklerini gormek igin yaptiklan ¢aligmada,
CClL4 un arttirmig oldugu MDA va plazma AST diizeylerini timér nekroz faktor
(TNF) ve interlokin-6 (IL-6)’min belirgin olarak azalttifin1 bulmuslardir. Atramanalp
ve ark. (8) domuzlarda yaptiklan gastrik iskemi-reperfiizyon modelinde antioksidan
olarak verdikleri SOD ve deferoksaminin iskemi sonrasi artmiy olan MDA
diizeylerini diigiirdiiklerini bulmuslardir. Birgok organ iskemi-reperfiizyon modelinde
antioksidan olarak denenen SOD ve allopurinoliin tek baglarina, birlikte veya diger
ajanlarla  beraber kullamlmalan MDA diizeylerine olan etkileri goz Oniine
alindiginda hasar1 onledigi yada azalttifi yoniinde destekleyici bulgular elde
edilmigtir.

‘ SOD’un veya allopurinoliin tek bagina veya difer bazi ajanlarla birlikte
reperflizyon Oncesi verilmesi sonucu, iskemi-reperfizyon hasarim azaltth veya
onledigini gosteren ¢aligmalar oldugu gibi bunun tam aksini iddia eden ¢aliymalar da
vardir. Cho (22) ve arkadaglari baz1 antioksidanlarn etkinligini aragtirmak amaciyla
karaciger lizerine yaptiklan bir ¢aligmada iskemi 6ncesi, reperfiizyon oncesi, iskemi-
reperfiizyon 6éncesi SOD, allopurinol, koenzim Q ve glutatyonun belirli dozlarini
denemis ve SGOT ve nekrotik alan taramasi yaptiklarinda 20 mg/kg kullandiklan
SOD’un ve 100mg/kg kullandiklar1 allopurinolun etkili bir gekilde nekrotik alam
azalttiklart ve SGOT degerlerini diizelttiklerini gormiglerdir (SOD’un daha bagarih
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oldugunu bildirmislerdir). Yine Ertag ve arkadaglannin (38) yaptiklann benzer bir
¢aligmada antioksidan olarak SOD verdikleri grupta doku MDA degerlerinin iskemi-
reperflizyon yapilan gruba gore belirgin bir sekilde diigtiigiinii gostermiglerdir. Aym
calismada bahsedildigi gibi Nakae ve ark. ratlarda asetaminofen ile karaciger
toksisitesi olusturmuslar ve serbest olarak verdikleri SOD’un MDA degerlerine
olumlu higbir etkisi olmadigini, buna karsilik lisosome-encapsuled SOD (LSOD)
verdikleri zaman etkili oldugunu gostermiglerdir. Lambotte ve ark. (76) kopek
karacigerinde yaptiklan bir galigmada, izole kopek karacigerinde SOD verilmesi ile
membran potansiyeli, adenin niikleotidaz ve iyon konsantrasyonu gibi degerlerde
higbir degisiklik gérmezlerken, parsiyel hepatektomi yapilan ve bromobenzen ile
karaciger toksisitesi olusturulan kopeklere SOD verilmesi ile doku MDA
diizeylerinde belirgin azalma gosterebilmiglerdir.

Caligmamizda MDA degerlerinin yiikksek bulunmasinin anlam; iskemi-
reperflizyon sonrast yogun bir gekilde iiretilen serbest oksijen radikalleri ve bu
radikallerin yiiksek reaktiviteleri nedeniyle membran lipidlerine saldirarak lipid
peroksidasyonunu baglatmalandir.

Lipid peroksit tiirevi MDA’ nin deneysel olarak gergeklestirilen karaciger
iskemi-reperflizyon sonras1 bu derece artigimn kaynagi hakkinda gesitli gorisler
vardir. Iskemi esnasinda meydana gelen hiicresel hasardan kaynaklandigin
savunaniann oldugu gibi asil hasarin reperfiizyon esnasinda olusumu artan serbest
radikallerden kaynaklandifim savunanlarda bulunmaktadir. Ancak ikinci goriisii
savunanlar daha gogunluktadir. Bu goriigiin savunuculugunu da John Gutteridge ve
Barry Halliwell yapmustir (62,143).

MDA seviyelerinin artig1, peroksidasyona ugrayan membranlarin
goklufunu ve hasara ugrayan hiicrelerin yayginligin1 gosterir. Yani MDA diizeyleri
iskemi alaninin genigligi hakkinda bilgi verir. Bizim tedavi amaciyla kullandigimiz
iki farkli antioksidan kontrol grubuyla kargilastirildifinda anlamli olarak yiiksek
bulunsa bile, iskemi grubuyla kargilagtinidifinda belirgin bir derece de diigmiig
olmas: istatistiksel olarak anlam ifade etmektedir. Yani iskemi sonrasi kullandigimiz
her iki antioksidan ajan, gerek iskemiden dolayr kaynaklanan hiicresel hasary,
gerekse reperfiizyon sonrasi olugabilecek asil hasan énlemislerdir.
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Antioksidan defans sistemi, normal metabolizmanin igleyisi esnasinda
koruyucu roliinii gergeklestirir. Bununla beraber asil etkisini hastalik veya
organizmada herhangi bir sebeple olusan serbest radikal olugumu durumunda
artirmakta ve bu durumu etkisizlestirmeye cahsmaktadir. Iste viicutta serbest
radikallerin olusumu ve uzaklagtirilmas: arasindaki denge bu antioksidan defans
sistemi ile sirdiriilmektedir. Eger durum radikal olusumu tarafina bozulursa viicut
birgok hastalikla kargt kargtya kalmaktadir (143).

Etkinliginin aragtinlmasi ve kiyaslama yapilmasi bakimindan bir ¢ok
caligmaya konu olan intraseliler enzim SOD’u ve ksantin oksidaz inhibitorii
allopurinolii biz bu ¢aligmamizda deneysel olarak olusturulan iskemi-reperfiizyon
hasarimt diizeltmesi agisindan kullandik. Reperflizyon 6ncesi uygulanan SOD ve
allopurinoliin, karaciger iskemi-reperflizyon hasarm énlemede diger organlardakinin
aksine farklilik tegkil ettifini gérdiik. Sonuglardaki farkliliklar karacifer gibi
metabolizmay: elinde tutan ve birgok dongiiye ev sahiplifi eden bir organda
SOR’dan bagka faktérlerinde hasarda rol aldigi veya antioksidan defans sisteminin
yahut miktarinin degisiklik gosterdigi diigiinalmektedir.

Na'-K" ATPaz enzimi membran bagimli bir enzim olup membran boyunca
sodyum ve potasyum iyonlarinin membran gradientine karsyt hareketini ATP’yi
hidroliz ederek sagladifi uzun yillardir bilinmektedir. ATP hidrolizi esnasinda enzim
aktivitesi igin sodyum ve potasyumun yanisira magnezyuma da gereksinme
duymaktadir. Yine zara bagimli bircok enzim gibi tagima igleminden sorumlu bu
enzimde aktivite i¢in fosfolipitlere ihtiyag duymaktadir (130). Fosfolipit bagiml1 aym
zamanda zara bagh olan Na+-K+/Mg+2 ATPaz serbest radikal reaksiyonlarina ve lipid
peroksidasyonuna ¢ok hassas olup artmis olan membran potansiyelinden zan
koruma gorevi iistlenmistir (68). Ozellikle iskemi ve reperfiizyon hasar sonucu gok
miktarda olusan SOR, membranlarda lipid peroksidasyon zincir reaksiyonlarim
tetikleyerek daba fazla miktarda radikal olusumuna neden olurken, iskemiye maruz
kalan karaciger hiicrelerinde anaerobik metabolizma iglemeye baglayacaktir. ATP,
ADP, GTP vb. gibi yiiksek enerjili fosfatlar kisa siire igerisinde yikilmakta ve
ortamda protonlar ve inorganik fosfatlar birikmektedir. Bu durum ise Na+-K+/Mg+2
ATPaz gibi hiicre i¢i iyon dengesini sa§layan pompalarin bozulmasina neden
olmaktadir.
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Karaciger yitksek metabolik durumu nedeniyle iskemiden en fazla zarar
goren bir organdir. KaraciBere yapilan cerrahi girigimler, karaciger sirozu, karaciger
transplantasyonu gibi olaylar esnasinda gelisen iskemik hasardan kendini korumaya
¢aba gosterir (135)

Karacigerde olusan iskemi ve hatta bu iskemi siiresi uzatildiginda bunu
miiteakip reoksijenasyon sirasinda bu organda metabolik yiik artmakta ve karaciger
hucrelerinde fonksiyonel ve yapisal koruma amaciyla ATP artisi gelismektedir. Bu
nedenle hepatik hiicrelerin yagayabilmesi i¢in artirnlan ATP diizeyi tamamen hepatik
hiicrelerce restore edilmektedir. (75) Marubayashi ve ark. raporlarnda ATP
diizeylerinin diizeltilmesi ile iskemik siire¢ arasindaki iligki gosterilmigtir (81).

Doku ATPaz sonuglarimiz; sham grubunda, 112.56 = 19.25 nmol
Pi/mg.prot/saat iken iskemi ve reperflizyon yapilan grupta, 70.45 + 9.47 nmol
Pi/mg.prot/saat’e diigmiis, antioksidan olarak SOD verilen grupta, 96.09 + 20.20
nmol Pi/mg.prot/saat, antioksidan olarak allopurinol verilen grupta, 97.28 + 14.17
nmol Pi/mg Prot/saat degerleri elde edilmistir. Bu sonuglar bize, 6éncelikle Na™ -K*
ATPaz aktivitesinin iskemi ve reperfiizyon yapilan grupta sham grubuna gore
anlaml bir sekilde dusiik oldugunu gostermektedir. Bu bulgu istatistiksel olarak
anlamli (p<0.05) bulundu. Iskemi grubu ile antioksidan verilen gruplar kendi
aralarinda karsilagtinldifinda antioksidan igeren gruplarda anlamh bir yiikselme
(p<0.05) saptandi. Sham grubuna gore hala sayisal olarak diigiik olmalarina ragmen
sham grubu ile antioksidan gruplarn arasinda istatistiksel olarak bir farkliligin
goriilmemesi, antioksidanlarin iskemi-reperfiizyon hasarim diizelttikleri, fakat eski
haline getiremediklerini agiklamaktadir.

Minor ve ark. (90) bizim deneysel modele benzer bir sekilde yapmig
olduklari ¢aligmada 60 dk. iskemiyi miiteakip tedavi edilmemis reperfiizyon
grubunda ATP ve baz1 adenin niikleotid (SAN) diizeylerinin sham grubuna oranla

’belirgin oranda azaldifim1 ve tedavi amach olarak SOD ve papaverin verdikleri
gruplanin yine sham grubuna gore digitk fakat yalmz iskemi-reperfiizyon grubuna
gore anlaml olarak arttifini tespit etmiglerdir. Daha sonra yine bu aragtirmaci ve ark.
(89) benzer bir galigmada tedavi amaciyla SOD ve allopurinol’ii denediklerinde her
iki grup ajaninda iskemi-reperfiizyon hasarimi diizeltici yonde ATP ve SAN
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diizeylerinde yiikselme gosterdiklerini fakat sham grubuna oranla hala degerlerinin
dusiik oldugunu gormiislerdir. Wang ve ark (135) nin karaciger iskemi reperflizyon
hasarindan korumak amactyla trombosit aktive edici faktér (PAF) antagonisti bir
ajanin etkisini aragtirmak amaciyla yaptiklan ¢aligmada 60 dk. iskemiden sonra ATP
duzeylerinin ¢ok minumum seviyelere diistiigiinii ve antioksidan olarak kullanilan
ajanin tedaviye yakin cevaplar verdigini ve ATP seviyelerinin bu grupta yiikseldigini
gormiglerdir. Ontell ve ark. (96) nin benzer bir deneysel modelde iskemik hasari
Onlemek amaciyla PAF antagonisti ve SOD’u kullandiklari ¢aligmada kontrol
grubuna gore iskemik grupta ATP diizeylerini belirgin olarak azalmig oldugunu, 90
dk. iskemiden sonra hem PAF antagonisti ve hem de buna ilaveten SOD verilen
gruplarda ATP diizeylerinin belirgin olarak arthFim saptammglardir. ildan ve ark. (68)
nin deneysel olarak spinal kord hasar1 olugturduklan ratlarda lipid peroksidasyonu ve
ATPaz aktivitesi iizerine naloksanin etkisini aragtirmak i¢in yaptiklan galigmada,
hasar olugturulan dokunun ATPaz aktivitesinin kontrol ve sham grubuna gore
belirgin olarak diistiigiinii ve tedavi i¢in naloksanin verildigi grupta ise hasar yapilan
gruba gore anlamli olarak bir yikselme kaydetmiglerdir. Bu arastirmacilann
bulgulart bizim bulgularimizi desteklemektedir. Lambotte ve ark. (76), SOD ve
katalazin karacier yagam testlerine [membran potansiyeli, ATP, total adenin
niikletid (TAN) diizeyleri] olan etkisini aragtirdiklann caligmada iskemi oncesi,
sonras;, 60 dk. ve 120 dk. reperfiizyon yapilan gruplar kontrol grubuyla
kargilagtirildiginda biitiin bu ¢aligilan degerlerde bir degisiklik gozlenmemistir. Bu
da karaciger iskemi reperflizyon hasarinda farkli mekanizmalarin rol oynadigini,
karacigerin diger organlardan farkli oranlarda SOD, glutatyon ve diger temizleyiciler
icerdigini agiklamaktadir (76).

Iskemi sonucu dokuda ATP’nin yikilmasiyla baglayan mekanizma
sonucunda ortamda artan piirin metabolitleri ksantin oksidaz sistemi tizerinden SOR
iiretimine yol a¢maktadir. Boylece lipid peroksidasyonunun ortamdaki degerleri
yiiksek iken ATP yikima ugradifindan MDA’mn yiiksek oldufu durumlarda
genellikle ATP diizeyi diigiiktiir (68).

Iskemi reperflizyona karg1 koruma saglayan pek ¢ok ajamn etkisi, bunlarin
mikrovaskiiler endotelyuma nétrofil yapigmasim 6nleyebilme yetenekleri ile

iligkilidir. Piirin metabolizmasinin bir tiriinii olan adenozin’in stimule olmug insan
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nétrofillerini %60 oraminda inhibe edebildigi gosterilmigticr (73). Adenozin’in
nétrofiller Uzerindeki etkisi bilesigin fizyolojik dizeylerde fagositik hiicre
fonksiyonlarim modifiye edebilmesidir. Iskemi sirasinda yagayabilen hiicrelerden
adenozin salimim nétrofil saldirisin1 6nleyebilir. Bu savagim esnasinda yani iskemide
ve bunu takip eden reperflizyon sonrasinda belirgin olarak ATP seviyeleri
diugmektedir. Anaerobik glikolizisin kiigiikk katkisi bir yana, mitokondride ATP
cogunlukla ve genellikle aerobik olarak iretilmektedir. Iskemi ve doku ATP
diizeyinin direkt olarak indirgenmesine yol agan mevcut oksijen kagaf bitiin
dokularin yapisal ve fonksiyonel biitiinliigii igin oldukga tehlikeli durumlardir (75).

Oksijeni metabolize eden tiim hiicrelerde bulunan siiperoksit dismutaz
(SOD), ve Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzimleri serbest oksijen radikal
toksisitesine kargt Onemli defans mekanizmalarini olustururlar . Reperfiizyon
esnasinda olusumu artan serbest radikalleri ortadan kaldirmaya yonelik SOD enzimi,
toksik siiperoksit radikallerinin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene
dismutasyonunu hizlandinr . Plazmada iiretilen ve eritrosit hiicre membranim
gecebilen hidrojen peroksit ve siiperoksit iyonlan eritrositlerde toplanir.
Eritrositlerde hidrojen peroksitin detoksifikasyonunu saglayan GSH-Px dogal
antioksidan savunma sistemi mevcuttur. GSH-Px, hidrojen peroksit ve diger
peroksitlerin yikimin katalize eden 6nemli bir antioksidandir. Kanda ve homojenize
edilmis dokularda SOD ve GSH-Px diizeylerine bakilarak kan ve dokularin iskemi-
reperflizyon hasarindan ne diizeyde etkilendigi belirlenebilir (73,77).

Plazmada iiretilen ve eritrosit hiicre membramni gegebilen hidrojen peroksit
ve siiperoksit iyonlan eritrositlerde toplanir. Bu agidan eritrositler 6nemli bir radikal
havuzu olup, hidrojen peroksidin detoksifikasyonu i¢in GSH-Px ve CAT, siiperoksit
iyon radikallerinin dismutasyonu i¢in SOD ile vitamin A, C ve E gibi hicre i¢i
antioksidan defans sistemleri devreye girerek daha toksik hidroksil radikallerinin

olugmasi engellerler (4).

Glutatyon peroksidaz, mitokondri, sitoplazma ve lizozomlarda daha
cofunilukta olmakla beraber asil katalazin daima bulundugu memeli
peroksizomlarinda tesbit edilmi§ ve enzim aktivitesi ile ilgili yapilan g¢aligmalarda
hidrojen peroksit yamsira kiimen hidroperoksit, t-biitil hidroperoksit gibi farkh
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substratlar kullandifi ortaya konmustur (118). Bu enzim invitro olarak
merkaptosiiksinat tarafindan inhibe edilen bir matriks enzimidir. Katalazin inaktive
oldugu iskemi-reperfiizyon hasari, endotoksemi, hipolipidemik ilag kullammu gibi
patolojik durumlarda peroksizomlarda artmug olan organik peroksitler ve hidrojen
peroksidin eliminasyonu ig¢in kompansatuvar bir mekanizma bulunmaktadir.
Peroksizomlarda GSH-Px’in lokalize olmasi hidrojen peroksit ve diger peroksitlerin
detoksifikasyonu igin katalaza alternatif enzim sistemi olarak rol oynama gorevi
yiiklemistir (4,40,51,118).

Singh ve ark. (118) rat karacifer peroksizomlarinda GSH-Px’i tammlamig
ve karaciger total oksijen tiiketiminin %5-20 kadarinin peroksizomlarda oldugu
kabul edilmigtir. Bu peroksizomal metabolizma ksantin oksidaz, sitokrom P450,
sitokrom P450 rediiktaz, sitokrom b5 rediiktaz, SOD ve diger oksidazlarin enzimatik
aktiviteleri sonucunda SOR un asin iiretimi ile birlesmektedir.

McCay ve ark. (83) GSH-Px’in membranda lipid peroksidasyonunu inhibe
ettigini, poliansature membran lipidlerini serbest radikallerin etkisinden koruma roli
oynadigini,ve fosfolipidlerin oksidatif indirgenmesini 6nledigini saptamiglardir.

Biz caligmamizda sham grubu ,iskemi-reperfiizyon grubu , iskemi ve
reperfiizyon Oncesi antioksidan olarak SOD verilen grup ile antioksidan olarak
allopurinol verilen gruplarin ortalama eritrosit GSH-Px aktivitelerini sirasiyla 51.39
+ 5.12 U/g.Hb, 33.55+ 8.35 U/g.Hb, 47.81 + 10.84 U/g.Hb, 48.36 = 11.64 U/g.Hb
bulduk. Yalmz karacifer iskemi-reperflizyon hasan olugturulan Grup 2°de sham
grubuna goére anlamli (p<0.05) bir azalma saptadik. Sham grubu ile antioksidan
verilen gruplar karsilagtirldifinda Grup 2’e gore bu gruplarda sayisal bir artig
bulunmasina ragmen anlamli olarak (p<0.05) azalmanin devam ettigini saptadik.
Iskemi-reperfiizyon yapilan grup ile antioksidan verilen gruplar kargilagtirildiginda
anlamli (p<0.05) bir artig oldugunu gordik ki, bu da bize digardan verdigimiz her iki
grup antioksidanin da viicutta antioksidan defans sistemini destekler mahiyette bir
ozellik gostererek eritrosit GSH-Px aktivitelerini artirdifimi gostermektedir.

Sato ve ark. (114) CCl; ile karaciBer hasan olugturduklan ratlarda TNF ile
tedavi edilen grup ile kontrol grubunu karsilagtirdiklarinda GSH-Px degerlerinde
belirgin bir degigiklik bulmamiglardir.
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Karaciger gibi bir organda olugan hasarlarin mekanizmasi, metabolizmanin
gok farkhlik gostermesi agisindan tam aydinliga kavusturulamadifindan bulunan
degerlerdeki farkliliklar ve farkli sonuglar degisik sekillerde yorumlanabilmektedir.
Fakat bizim bulgularimiz yapilan iskemi-reperfiizyon hasarinin, intraseliller bir
antioksidan olan GSH-Px dizeylerini digiirdiiii ve disaridan uygulanan iki farkh
antioksidanin da etkili birer ajan olarak GSH-Px diizeylerini normale yaklagtirdigini
gostermektedir.

SOD, siiperoksit iyonlaninin dismutasyonunu saglayarak potansiyel zararl
etkilere kars: hiicre savunma elemam olarak rol oynar (4,10,86,139).

Iskemi-reperfiizyon hasar1 bagli bagina bir oksidatif stres durumu olup,
viicuttaki biitiin mekanizmalan etkileyen ve sok, gesitli klinik girigimler, kardiak
hastaliklardan organ transplantasyonuna kadar olan genis bir hastalilk grubu
neticesinde hemen geligen bir durumdur (92). Bu nedenle antioksidan defans sistemi
lizerine yapilan ¢aligmalar son yillarda iyice artmig olup, bir antioksidan enzim olan
SOD’un aktivite ¢aligmalarimin yamsira deneysel olarak diganidan verilmesi
durumunda ne denli etkili olabilecegi hususu tartigilmig ve galigilmigtir(10).

Cho ve ark. (22) SOD, allopurinol, koenzim Q10 ve glutatyonun farkh
dozlarimin iskemiden belirli stireler sonra intravendz olarak juguler venden
verilmesinin reperfiizyon sonrasi karacifer enzimleri ve nekroz alan iizerine etkisini
aragtirmak amaciyla yaptiklan galigmada 20 mg/kg SOD degerinin beklenenden daha
da etkili bir gekilde SGOT degerlerini ve nekroz alamm diizelttifini gérmiiglerdir.

Parks ve ark. (105) mide-barsak sistemi {izerine antioksidanlarin etkinligini
gérmek amaciyla iskemi olugturuln ratlara SOD, allopurinol, dimetilstilfoksid
(DMSOQ) ve tripsin inhibitori uygulamasimn iskemi sonrasi artmug vaskuler
permeabiliteyi diizelttiklerini saptammslardir.

Ertag ve ark. (38) reperfilizyon oncesi portal ven igine 5000 U/kg hesabiyla
uyguladiklar1 SOD’un etkili bir gekilde karaciger doku MDA degerlerini diizelttigini
saptanmuglardir.

Dashti ve ark. (28) CCL ile olugturduklan karacifer sirozunu tedavi
amaciyla SOD ve allopurinol verdikleri ratlarin doku incelemelerinde allopurinoliin
daha etkili olmak kaydiyla her iki ajamnda dejeneratif degisiklikleri bir miktar
azalttiklarim saptamiglardir.
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Biz ¢aligmamizda ortalama SOD degerlerini, grup 1 olarak ifade ettigimiz
sham grubunda 2318.26 1372.29 U/gHb, grup 2 dedifimiz iskemi-reperfiizyon
grubunda 1866.35 +453.05 U/g.Hb, antioksidan olarak SOD verdigimiz grup 3 de,
1912.09 +404.49 U/g.Hb ve antioksidan olarak allopurinol verdigimiz grup 4 de
1870.34 £ 320.99 U/g.Hb bulduk. Gruplar kendi aralarinda kargilagtinldiinda sham
grubuna goére Grup 2, Grup 3, ve Grup 4 ‘de anlamli (p<0.05) olarak bir azalma
tespit ettik. Grup 2’e gére bir kargilagtirma yapildiginda Grup 3 ve Grup 4’te anlamh
bir degigiklik saptamadik. Bu ise bize iskemi-reperfiizyon hasarina maruz kalan
kobay eritrositlerinde antioksidan savunma amaglh intraseliiler bir enzim olan
SOD’un tiiketildigini ve digaridan verilen her iki antioksidamn SOD degerleri
Uizerine ¢ok fazla etkili olmadigimi gostermektedir.

Minor ve ark. (89), Cho ve ark. (22), iskemiden 5 dk. once verdikleri
SOD’un ¢ok etkili oldugunu fakat reperfiizyondan 5 dk. énce verdikleri SOD’un
etkisinin olmadigim ancak Ertag ve ark. (38), reperfiizyondan hemen once verdikleri
SOD’un etkili oldugunu belirtmiglerdir. Bu da gosteriyor ki; olayin igerisinde heniiz
agiklanamayan farkls mekanizmalarin igledigidir.

Iskemik hiicrelerin SOD ya da allopurinol ile on tedavisi aktive notrofiller
tarafindan olusturulan hasar1 onemli derecede azaltir. Iskemi reperfiizyon
protokoliine maruz birakilan hayvanlarin antioksidanlarla, katalaz + SOD, DMSO,
DMTU yada demir gelatorii desferrioksamin ile on tedavisi vaskiiler permeabiliteyi,
gastrik mukozal hasari, iskelet kas1 ve akciferde nétrofil sekestrasyonunu 6nemli
derecede azaltir . Serbest radikal hasarini azaltmak i¢in kullamlan diger bir yaklagim
serbest radikal iiretiminde rol oynayan enzimlerin inhibisyonudur. Ksantin oksidaz
inhibitérii allopurinol hipoksantinin yapisal bir analogudur. Allopurinol ksantin
oksidaz1 kompetetif olarak inhibe ederek siiperoksit anyonunun iretimini azaltir
(8,73).

Antioksidanlar, peroksidasyonu Onleyen ajanlardir. Bu ajanlar,
peroksitlerden agin serbest radikal olusumunu ve doku hasarin1 engellerler. Deneysel
olarak degisik sitoprotektif etkileri gosterilmig bir¢ok antioksidan vardir. Bunlar
allopurinol, dimetil siilfoksit, glukokortikoidler, sodyum salisilat, indometazin, A, E
ve C vitaminleri, transferrin, seruloplazmin, metaller ve metal baglayan proteinler,
glutatyon, propronolol, kalsiyum kanal blokoérleri, lipooksijenaz inhibitorleri,
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trimetazidin, merkaptopropyonil glisin, a-lipoik asit gésterilebilir. Giiniimiizde bu
ajanlardan hangisinin klinikte daha yararli oldufuna dair belirli bir bulgu yoktur
(7,52,57,73,105,110).

Onemli bir endojen antioksidan olan tripeptid glutatyon (GSH) ¢ogunlukla
karaciferde yiiksek konsantrasyonlarda bulunur. Miyokard, bébrek ve barsak
mukozasinda iskemi-reperfiizyon sonrasi olusan oksijen radikal hasarindan koruyucu
olarak kritik 6neme sahip olan endojen GSH, redoks dongiisiinde glutatyon
peroksidaz enzimi tarafindan katalize edilerek hidrojen peroksit zincir reaksiyonunu
kirarak siiperoksit ve oldukga reaktif hidroksil radikallerine déniigmektedir. Buna ek
olarak GSH, siiperoksit anyon radikali i¢in dogal temizleyici bir ajan olup, proteinin
tiol gruplarim korur ve hiicresel biitiinlik ve yeniden oksidasyon olusumu igin
gereklidir (6,34,124,125).

Stein ve ark. (125) karacier iskemi ve reperfiizyonu ile karaciger hiicre
hasarinda endojen hepatik GSH ve oksidatif hasarin rolinii incelediklerinde, 45
dk.lik karacifer iskemisini miiteakip reperflizyon yapilan ratlanin karaciger
enzimlerinden SGPT nin yiikseldifini ve GSH diizeylerinin diigtiiiinii tesbit
etmiglerdir. Sonucta iskemi-reperflizyon esnasinda endojen antioksidan GSH’in
tiiketildigini ve oksijen radikal olusumunun gergeklestigini gostermiglerdir. Iskemi-
reperflizyon esnasindaki GSH’1n diisiik diizeyleri bobrek, kalp ve barsak mukozasi
gibi difer organlarda da tammlanmig ve oksijen radikali salinimi nedeniyle anti-
oksidatif defans sisteminin tiiketildigine inanilmgtir.

Boudjema ve ark. (16) kopek karacigerlerinde reperfiizyon hasarindan
korunmada GSH’1n etkisini g6stermek amaciyla yaptiklan galigmada, GSH’1n diger
organlann hiicre hasarinda oldufu kadar bu sistemde de oksidatif stresi bastiric1 ve
onleyici etkisi oldugunu gormiislerdir. Hizla ve spontan olarak okside hale déniigen
GSH’1in okside glutatyondan (GSSG) daha etkili bir bir antioksidan ajan oldugu da
agiklamigtir.

Reperfiizyon esnasinda GSSG’e dontigen GSH iskemik olay neticesinde
indirgenerek hiicre hasarinin intraseliller gostergesi gibi kullanilir ve bu nedenle
GSSG’nin intraseliler konsantrasyonu degismez. GSSG’nin konsantrasyonundaki
artiy oksidatif stresin ekstraseliiler gostergesi olarak kullanlir (70)
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Karwinski ve ark. (70) karaciger iskemi-reperfiizyonu olugturduklar:
ratlarda allopurinol ile yaptiklan 6n tedavide ksantin oksidaz enzim sisteminin bloke
edilmesi ile oksijen serbest radikal Gretiminin dugtiigtnii, iskemik hasar sonrasi
reperfiizyon esnasinda ATP’nin tekrar sentez edilerek arttinldifini tesbit etmiglerdir.
Yapmis olduklan c¢aliymada reperflizyon oncesi allopurinol verdikleri grup ile
kontrol grubu arasinda GSSG degerlerinde degisiklik olmadigi, iskemik periyotta
GSH degerlerinin degismedigi fakat 60 dklik reperfiizyon sonrasinda GSH’in
dustiiginii  bulmuglardir. Allopurinol ile tedavi edilen gruplarda reperfiizyon
esnasinda total glutatyon diizeylerinde yiikselme olustugunu, plazma glutatyon
degerlerinin karacifer doku degerlerinden 100 kat daha digik oldugunu
gostermiglerdir. Yine safrada total glutatyon konsantrasyonunun 60 dk’lhik
reperflizyondan sonra oldukga distiiflinii fakat bunun istatistiksel anlam ifade
etmedigini bulmuglardir.

GSH karaciger hiicresinde siirekli olarak tretilip dolagima salinir ve daha
sonra difer organlara tasimr. Iskemik periyot esnasinda glutatyonun sentezinin
digmesi reperfizyon esnasinda glutatyonun konsantrasyonunu etkilemektedir.
Karwinski ve ark. (70) yapmis olduklarn bu g¢aligmada ¢ok farkli sonuglarla
kargilagmalarim su sekilde agiklamaktadirlar: Allopurinol intraseliiler glutatyon
konsantrasyonuna etkili degildir. Ciinkii ksantin oksidaz enzim sistemi sadece
oksijen serbest radikalleri liretmez. Mitokondri, peroksizomlar ve endoplazmik
retikulum gibi farkli intraseliiler sistemler reperflizyon esnasinda daima
iglemektedirler. Sonugta izole hepetositlerde indirgenmig oksijen salinir ki bu ksantin
oksidaz sisteminden degil mitokondrial solunum zincirinden gergeklesir. Karaciger
hiicrelerinde SOD, CAT, NADH ve koenzim Q10 gibi serbest radikalleri inhibe eden
farkl antioksidan sistemler bulunur ve GSH bunlann yaninda ¢ok etkili intraseliiler
bir antioksidan olmayabilir.

Hepatik GSH ve GSSG nin intraseliller durumu plazma konsantrasyonunu
yansitabilir, ¢iinkii karacifer GSH ve GSSG’i yiiksek miktarlarda salinimim
gerceklestirir. Adams ve ark. (2)  asetaminofen vererek karaciger hasan
olugturduklar1 ratlarda GSH ve GSSG’nin plazma ve karaciger doku diizeylerini
kargilagtirmiglar. GSH’1n hepatik konsantrasyonunun plazmaya yansimasi hipotezini

test ettikleri bu calisgmada doku ve plazma GSH diizeylerinin ilag verilmesinden
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sonraki zaman araliklarinda birbirlerine parelel bir gekilde anlamli olarak diigtiiSiini
fakat GSSG deki doku-plazma diigiisiiniin anlam ifade etmedigini gérmiiglerdir.

Biz ¢aligmamizda; GSH degerlerini sham grubunda 6.41 * 0.45 umol/gHb,
iskemi-reperfiizyon yaptigimiz Grup 2’de 6.27 + 0.28 umol/gHb, antioksidan olarak
SOD verdigimiz Grup 3’de 6.63 £ 1.29 umol/gHb ve antioksidan olarak allopurinol
verdigimiz Grup 4’de ise 6.28 + 1.29 umol/gHb olarak bulduk. Grup 2’de sham
grubuna gore azalmi§ olan GSH degerleri oksidatif stresten etkilendigini gostermekle
beraber bu deger istatistiksel anlam ifade etmemektedir. Antioksidan verilen
gruplarda da iskemi-reperflizyon grubuna gére bulunan yiiksek degerler hasari
diizeltmek anlamina gelse de bu degerlerde anlamli degildir.

GSH’1n metabolizmasindaki farkhliklar, hizla ve kendiliginden oksidasyona
uframas: aym konularda ve aym gekilde yapilan galigmalarda bile farkh sonuglar
dogurmaktadir. Burada aym1 zamanda su sorulara yanit bulmak gerekiyor. Acaba
dogru bir gekilde iskemi olugturulabilindi mi? GSH karaciger hasarim1 diizeltmek icin
¢ok 6nemli bir antioksidan ajan mi? Tek bagina GSH ol¢iimii mii yoksa GSH/GSSG
orani m1 bize daha dogru bilgi verir? Uygulanan deneysel model (gerek iskeminin
siiresi gerekse reperfiizyon siiresi ve verilen antioksidan ajanlarin uygulanma bigimi
ve zamam) yeterli mi? Bu sonuglan bulmamiza neden olabilecek farkh
mekanizmalar (deney hayvanindaki bagka hastaliklar vb. gibi) var m? Iste biitiin bu
faktorler her sonucu etkileyebildigi gibi hizla metabolize olan GSH degerlerinde

farkli sonuglar almamiza da neden olabilir.

Antioksidan metabolizmada rol alan degigik metaloenzimler igin esansiyel
ko-faktor olarak tamimlanan Bakir (Cu) ve Cinko (Zn)’mun kronik hastaliklarda
serum ve doku dizeyleri degismektedir. Ancak biyomembranlarin gesitli etkenlere
kars1 yapisal ve fonksiyonel biitiinliginin korunmasinda Onemli rolleri oldugu
bilinen bu eser elementlerin, iskemi-reperfiizyon gibi akut olaylarda nasil degistigi
konusundaki bilgiler siirlidir (25).

Biz ¢aligmamizda serum Cu diizeylerini sirasiyla sham grubunda 97.96 +
14.78 pg/dl, I+R yapilan grup’da 82.39 + 8.6ug/dl, I+SOD+R yapilan Grup’da
111.26 £ 19.7 pg/dl, I+all+R yaptifimz Grup’da ise 96.13 +£22.4 pg/dl degerlerini,
Zn dizeylerini sham grubunda 125.09 + 11.38 pg/dl, Grup 2’de 113.36 + 14.44
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ug/dl, Grup 3°de 124.04 + 36.24 ug/dl, Grup 4’de ise 89.83 * 19.64 pg/d! olarak
bulduk.

Serum bakur diizeyleri 1. Grup ile kargilagtinldiinda Grup 2’de anlamh bir
azalma gosterirken (*p<0.05), 3. ve 4. Gruplarda anlamli bir degisiklik izlenmedi.
Yanlizca antioksidan olarak SOD verdigimiz Grup 3’deki artmug degerler Grup 2 ile
kargilagtinldiinda anlamli  bir degigiklik gosterdi (p<0.05). Serum ¢inko
dizeylerinde ise sadece antioksidan olarak allopurinolun verildigi Grup 4 deki diisiis
diger gruplarla kargilagtinldiginda istatistiksel bir anlam ifade etmektedir (*p<0.05).
Grup 1 ile Grup 3 ve Grup 4 kargilagtinldifinda benzer sekilde Grup 2 ve Grup 3
karsilagtinldifinda anlamli bir defigsme goriilmektedir. Cekirdek¢i ve ark. (25)
ratlarda gévde alt yarisinda olusturduklan iskemi-reperfiizyon sonrasinda bakir
dizeylerinde artig, ¢inko diizeylerinde ise bir degisiklik gbézlememigtir. Bu bulgu
bizim galigmamizla bir paralelik géstermektedir.

Nagasue ve ark. (91) hepatoseliller karsinomali ve sirotik karacigerli
hastalant kontrol grubu ile kargilagtirmalan sonucunda serum bakir diizeylerinde
anlamli bir artig tesbit ederken, ¢inko diizeylerinde var olan disiik degerleri
istatistiksel olarak anlamli bulmamiglardur.

Sullivan ve ark. (125) gesitli hastaliklarda serum eser element diizeylerini
saptammglar ve karacigeri direkt (siroz) ve indirekt (alkol, diabet, enfeksiyon,
hipertansiyon, kalp hastaliklari, vb.) olarak ilgilendiren bir ¢ok hastalikta ¢inko
diizeylerinde anlamh bir azalma bulmuglardir. Aym grupda bakir diizeyleri kontrol
grubuna gore biitiin hastaliklarda yiiksek olmasina ragmen siroz gibi karacigeri direkt
olarak ilgilendiren bir hastalik durumunda bu yiikselme istatistiksel olarak anlamh
bulunmamugtir,

Serum bakir ve ¢inko diizeylerinde ki degisik degerler muhtemelen farkli
modellerde bu elementlerin metabolizmasinin  degigiklik gosterdifine isaret
etmektedir.

Cu ve Zn igeren metaloenzimler peroksidasyon ile yakindan iligkili olup,
karacifer doku hasarlarinin tesbit edilmesinde 6nemli bir gosterge olarak kabul
edilmektedir. Ozellikle SOD’un yapisinda yer almalari, Haber-weiss ve Fenton
reaksiyonlanimin kimyasinda bulunmalari dolayisiyla antioksidan sistem igerisinde
onemli bir yere sahiptirler. Iskemi-reperfiizyon ile birlikte hasan diizeltmek igin
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atafa gecen biitiin intraseliiler enzimler ve ozellikle SOD aktivitesiyle bakir da
tiiketilmekte ve bakirin biiylik kismi da membran gegirgenliZinin artmas: nedeniyle
seruma sizmaktadir. Cinko diizeyleri ise doku membran proteinlerinin ve
lipoproteinlerin, Zn iyonuyla olan kombinasyonunun iskemi-reperfiizyon sirasinda
bozulmasina baglidir (25).

Tek bagina kan veya doku 6lgiim degerleri bize patolojinin kaynag: yada
oram hakkinda yeterli bilgi vermez. Bu nedenle hasar olusturulan dokunun
histopatolojik incelenmesi bulgularimiz1 teyit etmemize yardimci olacaktir.

Dashti ve ark. (28) CCL ile ratlarda olusturduklari karacifer sirozunu
tedavi amaciyla allopurinol verdiklerinde SOD’a goére oldukga énemli bir gekilde
histopatolojik diizelmenin oldugunu tesbit etmiglerdir. Yine Ontell ve ark. (96) ancak
reperfuzyondan uygun siire 6nce verildigi taktirde SOD”un postiskemik karaciger
fonksiyonlarinda etkili olabildigini bildirmiglerdir. Boros ve ark. (14) képeklerde
barsak iskemisi uygulamasindan sonra hem oral hem de intravenéz uyguladiklar
allopurinoliin barsak mukozasindaki postokluziv hasan azalttifinm1 bulmuglardir.
Atalla ve ark. (7) kopeklerde yaptiklari karaciger iskemi galigmasinda klempleme
isleminden 5 dk. 6nce i.v. olarak 5000 U/kg hesabiyla verdikleri SOD’un iskemi-
reperfizyon sonrasi karaciger dokusunda olugsan 6dem, nekroz, konjesyon ve
dejenerasyonu etkili bir gekilde diizelttigini ortaya koymuslardir.

Histopatolojik inceleme sonras: biz gruplarimizda gradeleme sistemine gére
su degerleri bulduk. Grup 1; 0.142 + 0.37, Grup 2; 4.625 + 1.30, Grup 3; 2.25 +
1.26, ve Grup 4°de; 0.333+0.51.

Kontrol grubu ile kargilagtinldiginda iskemik grubda ve antioksidan olarak
SOD verilen grubda belirgin ve istatistiksel olarak da olduk¢a anlamli bir artig tesbit
edilirken(p<0.05) (Resim.2-3) , antioksidan olarak allopurinol verilen Grup 4’de ise
¢ok agikar bir diigme ve diizelme bulunmustur.

Reperfiizyondan 5 dakika once tedavi amaciyla i.v olarak SOD verilen
grupta hidropik dejenerasyon, iskemi-reperfiizyon grubuna gore daha azalmig ve gok
hafif vena sentralis konjesyonu ve dilatasyonunun var oldugu goriilmiistiir. Bu durum
Grup 2’e gore anlamli bir diizelmenin ifadesi (p<0.05) iken Grup 1’e gore ise anlaml
olarak (p<0.05) yiiksekti. Iskemiden kisa bir siire sonra intraperitoneal olarak
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allopurino! verdigimiz grupta iskemi -reperfiizyon grubuna gore minimal seliiler
degisiklik (bir-iki 6rnekte) disinda tamamen sham grubuna yakin derecede diizelme
gozlendi. Bu ise Grup 2 ile mukayese edildiginde anlamli olarak hasarin ortadan
kaldinldigimi gostermektedir (p<0.05).

Iskemi-reperfiizyon hasari ve bu hasant tedavi amaciyla kullanilan
antioksidan ajanlanin etkinligi hususunda yapilan galigmalarin yanisira allopurinoliin
daha da etkin bir gekilde olusan hasan dizelttigini histopatolojik bulgularimiz ile
teyit ettik.

Vaskiiler endotelyal kilif, vaskiiler diiz kas tonusunu modiile eden gesitli
lokal hormonlar veya otokoidler salgilamaktadir. Bunlar prostasiklin (PGIy),
tromboksan A; ve LTB,4 gibi aragidonik asit metabolitleri, EDRF (endotelium
derieved releasing faktoér) ve endotelin’dir. Iskemi reperfiizyon injiirisinde rol
oynayan diger mediatorler: PAF, kompleman ve sitokinlerdir. Serbest oksijen
radikallerinin endotel hiicrelerini PAF iiretimi yapmak iizere stimule ettigi de
gosterilmistir. PAF potent bir notrofil agonisti oldugundan iskemi reperfiizyon
hasarinda PAF nétrofil adezyonunu arttirir ve 16kositlerin ekstravazasyonuna katkida
bulunur (73,96,101,131).

Normal metabolik iglemler esnasinda olusan reaktif oksijen metabolitlerini
detoksifiye edip dokuyu oksidanlara bagli hasardan koruyan intraselliler savunma
mekanizmalan arasinda antioksidan enzimler ve radikal temizleyiciler bulunur.
Bununla birlikte eger serbest oksijen radikallerinin olusum hizi endojen antioksidan
mekanizmalarin kapasitesini agarsa ciddi hiicresel hasar meydana gelebilir (73,143).

Buraya kadar yapilan ¢aligmalarda literatiirlerle bizim bulgularimiz arasinda
cogu degerlerde bir bitiinlitk olsa da degisik baza degerlerin bulunmas:1 ya farkl
Olgiim metodlarimin uygulanmasi ve yahut laboratuvar sartlarindaki farklihiktan
kaynaklanabilir gériigiindeyiz.

Yapilan bu cahigmalar sonucunda gorilmektedir ki, deneysel olarak
kobaylarda olugturulan karaciger iskemi-reperflizyon modeli karaciger hasarina yol
agmakta ve membran lipid peroksidasyon zincir reaksiyonlarim baglatarak toksik
serbest radikaller olugturmaktadir. Bu toksik radikallere karsi viicut intraseliiler
antioksidan defans mekanizmalarini igletmeye baglar, fakat hasar efer defans
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sisteminin iizerine ¢ikarsa daha farkli hastalik durumu ve dier organlan da igine
alan komplikasyonlara, hastalik durumlarina neden olmaktadir. Disaridan verilen
antioksidanlar hasar1 6nlemek ve diizeltmek agisindan 6nemli olsa da uygun ve
yeterli oranda antioksidan segimi sarttir. Karaciger kan akiminn belirli siirelerle de
olsa kesilmesi ciddi doku hasarina neden olmakta ve bu hasarin diizeltilmesi
agisindan digaridan uyguladifimiz allopurinol ve SOD’un etkili birer antioksidan
olarak gorev yaptiklan ¢aligmamizla da bir kez daha kesinlik kazanmigtir.
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VII. OZET

Iskemi-reperfiizyon sonrasi meydana gelen doku hasari ve bunun kan
parametrelerine yansimas: ozellikle son yillarda tibbin en ¢ok tlizerinde durdugu
transplantasyon iglemlerinin gelecegi agisindan gok 6nemlidir. Hasar sonrasi olugan
reaktif oksijen bilegikleri ve bunlarin atilmas: arasindaki denge antioksidan defans
sistemi tarafindan gergeklestirilir. Iskemi-reperfiizyon gibi patolojik kosullarda
olusan reaktif oksijen bilesikleri antioksidan sistem tarafindan karsilanamayinca

durum oksidatif stresle sonuglanir.

31 adet disi kobayda deneysel olarak karacigere giren ve ¢ikan tiim damarlar
60 dk. siiresince klemplendi ve bunu miiteakip 30 dk.boyunca reoksijenasyonu
sagland:. Iki ayn gruba da iskeminin belirli doneminde antioksidan olarak SOD ve
allopurinol verildi. Bu islemler sonucunda eser element diizeyleri, antioksidan sistem
ve histopatolojik durum de@erlendirilmesi yapilarak olusan hasarin derecesi ve
antioksidan ajanlarin etkinlii saptand:. Antioksidan sistemin anahtar enzimleri
(SOD,GSH-Px), GSH, doku hasarmin gostergesi olarak da Na'-K" ATPaz enzim
sistemi, doku ve plazma MDA diizeyleri, serum Zn ve Cu diizeyleri 6l¢iildii.

Doku ve plazma MDA diizeyleri iskemi-reperfiizyon yapilan grupda sham
grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulundu. Aynm: zamanda tedavi amaciyla verilen
her iki grup antioksidanin (SOD, allopurinol) verildigi gruplarla Iskemi-reperfiizyon
grubu kargilagtirildiinda SOD ve allopurinol verilen grupta ischemi-reperfiizyon
yapilan gruba gére hasarin belirgin olarak diizeldigi gériildii. Buna paralel olarak
ATPaz aktiviteleri iskemi-reperfiizyon grubunda sham grubuna oranla anlaml diigiik,
diger iki grupda ise yiiksek bulundu. Intraseliiler antioksidanlar ise farkh gidisat
gostermekle beraber su sonuglar elde edildi. GSH-Px aktivitesi; iskemi-reperfiizyon
hasan olugturulan grupta sham grubuna gére anlamli (p<0.05) bir diigiis gosterirken,
iskemi-reperfiizyon yapilan grup ile antioksidan verilen gruplar kargilagtirildignda
anlamli (p<0.05) bir artig oldugunu gordiik ki, bu da bize disardan verdigimiz her iki
grup antioksidaninda viicutta antioksidan defans sistemini destekledigini gosterdi.
SOD aktivitesi ise; sham grubuna gore diger ti¢ grupda da anlamli (p<0.05) olarak
bir azalma gosterirken, iskemi-reperfiizyon grubu ile antioksidan verilen her iki grup
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kargilagtinldiinda anlamh bir degigiklik saptanamadi. Bu da bize iskemi-
reperflizyon hasarina maruz kalan kobay eritrositierinde digaridan verilen her iki
antioksidanin  SOD degerleri ilizerine fazla etkisi olmadifini gosterdi. GSH
degerlerinde sham grubuna gore diger biitiin gruplarda 6nemli bir degisiklik
gozlenemezken, histopatolojik degerlendirmede, iskemi-reperfiizyon grubunda gok
belirgin dejenerasyonlar ve hiicre Oliimiine yaklagan bir goriinti elde edilirken,
ozellikle allopurinolun verildigi grupta normale yakintamamen diizelmis hiicre
goruntiisti saptandi. SOD verilen grupta ise hala ¢ok azda olsa vena sentralisde
konjesyon ve dilatasyon vardi. Serum bakir diizeyleri iskemi-reperfiizyon grubunda
anlamli olarak diisiikk bulunurken (p<0.05), diger gruplarda bir degisiklik izlenmedi.
Yanlizca antioksidan olarak SOD verilen grupda artmig degerler iskemi-reperflizyon
grubuna gore anlaml: idi (p<0.05). Serum ¢inko diizeylerinde ise sadece antioksidan
olarak allopurinolun verildigi grupdaki diisik degerler sham ve iskemi-reperflizyon
grubuyla kargilagtirldifinda istatistiksel agidan bir anlam ifade ediyordu (p<0.05).
Diger gruplarda ise anlaml bir degigme saptanmadi.

Bu sonuglar bize oksidadif hasarin artmas: ile antioksidan kapasitenin
azaldigm, digaridan verilen antioksidanlarin da etkili olarak tedavi amagl
kullamlabilecegini gostermistir. Iskemi-reperfiizyon hasan ile artan oksidatif aktivite
bir ¢ok organ ile beraber ozellikle metabolizmanin kapist roliindeki karacierde
belirgin olarak degisikliklerin goériilmesine neden olurken, gesitli komplikasyonlara
da yol agmaktadir.
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VIII. SUMMARY

The tissue damage after ischemia-reperfusion and the effect of this to blood
parameters have significant importance on transplantatin issue of which medicine
contemporarily deals with . The equilibrium between the formation and excretion of
reactive oxygen molecules formed after injury was kept constant by autioxidative
defence system. When reactive oxygen molecules can not be met by antioxidant
system in pathological states such as ischemia-reperfusion, oxidative stress ensues.

All blood vessels entering or leaving the liver were clamped experimentally
for 60 minutes in thirty-one female guina-pigs and then reoxigenized in the following
30 minutes. The two seperate groups received SOD and allopurinol in various times
of ischemia. At the end of the procedure, the degree of ischemic injury and the
efficacy of antioxidant agents were evaluated by using antioxidant system and by
histopathologic examination. SOD,GSH-Px were determined as the key enzymes of
antioxidant system, GSH, whereas Na'- K ATPase, MDA levels in tissues and
plasma, and serum Zn, Cu were assessed as an indicator of tissue damage.

Tissue and plasma MDA levels were significantly higher in ischemia-
reperfusion group when compared to sham group. It was found that ischemic injury
markedly improved in the SOD and allopurinol receiving groups when these two
groups were compared to ischemia-reperfusion group. It was also determined that
ATPase activity was significantly lower in ischemia-reperfusion group in respect to
sham group, whereas it was higher in the other groups. The results for intracellular
antioxidants were somewhat different and were as follows. GSH-Px activity was
significantly low in ischemia-reperfusion induced injury group compared to sham
group (p<0.05), whereas there was a marked increase in parameters when ischemia-
reperfusion and antioxidant groups were compared. This showed that exogenous
antioxidant application to both groups supported the antioxidant defense system of
the body. On the other hand, it was determined that SOD activity showed significant
difference in all 3 groups when compared to sham group, whereas there was no
significant difference between ischemia-reperfusion group and the other two groups
that received antioxidants.
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These results revealed that exogenous antioxidants did not have a
meaningful effect on the values of SOD in guinea pig erythrocytes that underwent
ischemia-reperfusion injury. GSH levels of all groups were not different from sham
group and major degenerations with changes similiar to cellular death were observed
in the group that received. Ischemia-reperfusion whereas, a nearly normal or
absolutely improved cell structure was observed in allopurinol group. Althought
minimal there was still congestion and dilatation of central veins in SOD receiving
group. Serum Cu levels were significantly low in ischemia-reperfusion group
whereas there was no difference among other groups (p<0.05). the increased levels
of the group that receiving only SOD as an antioxidant were statistically significant
compared to ischemia-reperfusion group. Serum Zn levels showed significant
difference in allopurinol receiving group (p<0.05). the other groups did not have any
significant difference.

In conclusion, these results showed that antioxidant capacity decreases as a
result of increase in oxidative injury, consecutively exogenous antioxidants can be
effectively used in the treatment of ischemia-reperfusion injury causes major changes
and several complications in many organs and liver, which is the key point of the

metabolism.
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IX. KISALTMALAR

ADP: Adenozin difosfat

ATP: Adenozin trifosfat

ATPaz: Adenozin- 5°- Trifosfataz

CAPS: 3-(sikloheksilamino)-1-propan siilfonik asit

CAT: Katalaz CCL,: Karbon tetra kloriir

DHA: Dihidro askorbik asit

DMSO: Dimetil siilfoksit

EC-SOD: Ekstraseliiler siiper oksit dismutaz

ETZ: Elektron transfer zinciri

FAD: Flavin amid adenin diniikleotid

G6PD: Glikoz-6- fosfat dehidrogenaz

GSH: Rediikte glutatyon

GSH-Px: Glutatyon peroksidaz

GSSG: Okside glutatyon

GSSGR: Glutatyon rediiktaz

HOCI: Hipoklorik asit

INT: 2-{4-iyodofenil]-3-[4-nitrofenol]-5 fenil tetrazoliyum klorid (p- iyodo
nitro tetrazoliyum viyolet

LPO: Lipid peroksidasyon

MDA: Malonil dialdehit

NAD: Nikotin amid adenin diniikleotid (Okside formu)

NADH: Nikotin amid adenin diniikleotid (Rediikte formu)

NADP: Nikotin amid adenin diniikleotid fosfat (Okside formu)

NADPH: Nikotin amid adenin diniikleotid fosfat (Rediikte formu)

NO'": Nitrik oksit

O, Siiper oksit anyon radikali

10,: Singlet oksijen
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OH’ : Hidroksil radikali

PAF (Platelet activating factor): Trombosit aktive edici faktor
PTA: Fosfo tungustik asit

PUFA (Poly Unsaturated Fatty Acid): Poliansatiire yag asidi
R’ Allil radikali

ROO’: Peroksi radikali

SAN (some adenine nucleotide): Baz1 adenin niikleotidler
SOD: Siiper oksit dismutaz

SOR: Serbest oksijen radikalleri

TBA: Tiobarbiturik asit

TNF: Tumoér nekroze edici faktor
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