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OZET

PORTALHIPERTANSIYON OLUSTURULMUS RATLARDA BOBREK
FONKSIYONLARININ VE LiPiD PEROKSIDASYONUNUN iNCELENMESI

Portal hipertansiyon (PHT), portal ven basincinin 10 mmHg’ nin (zerine
clkmasi ile karekterize olan ve siroz, ensefalopati, gastrointestinal kanama gibi ciddi
komplikasyonlara yol agan hiperdinamik bir dolagim bozuklugudur.

Bu calismada PHT’ da, bébrek dokusunda lipid peroksidasyonunun ve bébrek
fonksiyonlarinin arastirilmasi amaclandi. Calismada 25 adet erkek Sprague-Dawley
ratlar kullanildi. Ratlar 2 gruba ayrildi: grup1 (n=13) kontrol grubu, grup 2’ ye (n=12)
parsiyel portal ven ligasyonu uygulanarak 8 hafta sonra portal hipertansiyon
olusturuldu. Sire sonunda ratlar dekapite edilerek bébrek dokusu cikarildi. Bu
dokularda nitrik oksid (NO), myeloperoksidaz (MPQO), malondialdehit (MDA) enzim
aktiviteleri spektrofotometrik olarak &lglldi. Serumlarinda ise Ure ve kreatinin
dizeyleri calisildi. Her iki grup karsilastirildiginda serum Ure dizeyleri ve doku MDA
dizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptandi (sirasi ile p=0.008,
p=0.009). Serum kreatinin ve doku MPO, doku NO dlzeyleri arasinda herhangi bir
fark saptanmadi.

Sonug¢ olarak PHT’da biriken Gre, amonyak gibi toksik ksenobiyotikler sistemik
dolasima karisarak bdbrek dokusuna etki etmekte, serbest radikal hasarina neden
olmaktadir. Bébrek endotel dokusunun artmigs NO dizeyleri ile kompense oldugu
disunilmistir. Ure birikimi de bébrek fonksiyonlarinin etkilendigini gdstermektedir.

Buna ragmen portal hipertansiyonun bébrek Uzerindeki etkilerini arastiran
calismalar henliz yeterli dizeyde degildir. Bu konuda daha cok calismaya ihtiyac

vardir.



SUMMARY

THE INVESTIGATION OF RENAL FUNCTIONS AND LIPID PEROXIDATION IN
PORTAL HIPERTENSION INDUCED RATS.

Portal hypertension (PHT) is a hyperdinamic circulation disorder characterized
by high portal venous pressure which is above 10 mmHg. Cirrhosis, encephalopathy
and gastrointestinal bleedings are the major severe complications of PHT. The aim of
our study was to evaluate the changes in oxidative stress markers such as nitric
oxide (NO), malondialdehide (MDA), myeloperoxidase (MPO) in kidney tissues of
rats with PH.

In this study, 25 male Sprague-Dawley rats had been used. These rats had
been divided into two groups: group 1 (n=13) the control group, group 2 (n=12) which
had been partial portal ven ligation applied and so portal hypertension had formed. At
the end of the time these rats decapitated and kidney tissues had taken out. In this
tissues NO,MPO, MDA enzymatic activities measured spectrophotometricaly. Urea
and creatine levels studied in these rats serums. When compared of two groups,
there is an statistically meaningful differences between their serum urea levels and
tissue MDA levels (respectively p=0.008, p=0.009). But there weren’t any differences
between serum creatine and tissue MPO, tissue NO levels.

Urea is synthesized in liver. In Portal hypertension (PHT) urea synthesis
breaks down because of the developing of the liver disease and cirrhosis. And
environmentally ammonia accumulates. And our results show this decision.

In spite of this; studies which research the effects of the portal hypertension on

the kidney are not enough. Much study is necessary about this subject.

Key words: Portal Hypertension, Nitric Oxidase, Malonyldialdehyde,

Myeloperoxidase
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aktiviteleri spektrofotometrik olarak &lglldi. Serumlarinda ise Ure ve kreatinin
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dizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptandi (sirasi ile p=0.008,
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SUMMARY

THE INVESTIGATION OF RENAL FUNCTIONS AND LIPID PEROXIDATION IN
PORTAL HIPERTENSION INDUCED RATS.

Portal hypertension (PHT) is a hyperdinamic circulation disorder characterized
by high portal venous pressure which is above 10 mmHg. Cirrhosis, encephalopathy
and gastrointestinal bleedings are the major severe complications of PHT. The aim of
our study was to evaluate the changes in oxidative stress markers such as nitric
oxide (NO), malondialdehide (MDA), myeloperoxidase (MPO) in kidney tissues of
rats with PH.

In this study, 25 male Sprague-Dawley rats had been used. These rats had
been divided into two groups: group 1 (n=13) the control group, group 2 (n=12) which
had been partial portal ven ligation applied and so portal hypertension had formed. At
the end of the time these rats decapitated and kidney tissues had taken out. In this
tissues NO,MPO, MDA enzymatic activities measured spectrophotometricaly. Urea
and creatine levels studied in these rats serums. When compared of two groups,
there is an statistically meaningful differences between their serum urea levels and
tissue MDA levels (respectively p=0.008, p=0.009). But there weren’t any differences
between serum creatine and tissue MPO, tissue NO levels.

Urea is synthesized in liver. In Portal hypertension (PHT) urea synthesis
breaks down because of the developing of the liver disease and cirrhosis. And
environmentally ammonia accumulates. And our results show this decision.

In spite of this; studies which research the effects of the portal hypertension on

the kidney are not enough. Much study is necessary about this subject.

Key words: Portal Hypertension, Nitric Oxidase, Malonyldialdehyde,

Myeloperoxidase
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l. GiRiS:

Portal Hipertansiyon (PHT), hemodinamik degisikliklerle karakterize olup,
sirozun en 6nemli komplikasyonlarindan biridir. Etyolojisinde birgok farkli
etkenin yer aldigi portal hipertansiyonda temel sorun; portal basincin 10
mm/Hg’ nin Uzerine ¢ikmasi, portal vendz sistemde direncin artmasi ve buna
bagli olarak splanknik kan akiminda ortaya ¢ikan degisikliklerdir (1-4).

Portal hipertansiyonda prognoz; hepatosit kitlesinin rezervi ve varis
kanamasi gibi komplikasyonlarin varligi ile belilenmektedir (1). Bu ydndeki
arastirmalar sonucunda portal hipertansif gastropati (2) ve portal hipertansif
kolopati (3) gibi kavramlar ortaya ¢ikmigtir.

Portal hipertansiyon klinik olarak; portal hipertansif gastropati,
gastrodzefagial varis kanamalari, asit, spontan bakteriyel peritonit, ensefalopati,
hipersplenizm, hepatorenal sendrom, hepatopulmoner sendrom, hiperdinamik
dolasim ve kardiyopati gibi bir cok sistemi etkileyen ve tedavi edilmesi gereken
durumlara yol agmaktadir. (3-5).

Portal hipertansiyona nitrik oksidin (NO) aracilik ettigi hiperdinamik bir
dolasim bozuklugu eslik etmektedir (6). Diger yandan, stperoksitlerin olusum
kaynaklarindan bir tanesi olan ksantin oksidaz sisteminin, ince barsak
duvarinda lipid peroksidasyonunun artisina neden olabilecegini arastiran
calismalar da yapilmistir. Bu calismalarda, portal vendz konjesyon sonucu ince
barsaklarda oksidatif stresin varligi gdésterilmigtir. (7). Ancak splanknik vaskuler
yataktaki bu hiperdinamik akimin, portal venéz yatagin drene ettigi ince barsak,
kolon ve pankreas gibi organlardaki etkileri henliz tam olarak ortaya
konulmamistir.

Aerobik hayat icin zorunlu olan molekuiler oksijenin reaktif metabolitleri,
organizmada doku hasarina neden olmaktadir. Olayin etkisiyle tetiklenen
biyokimyasal tepkimeler, bir yada birka¢g basamakta antioksidan savunma
sistemleri ile engellenebilmektedir. Antioksidan savunma sistemleri; oksidanlari
direk etki ile inaktif hale getiren enzimlerden (sUperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon-s-transferaz gibi),
vitaminlerden (vitamin C, E gibi), bilirubin ve seriloplazmin gibi bazi

molekillerden olusmaktadir (8).



Il. GENEL BILGILER

Il.i. PORTAL HIiPERTANSIYON

I1.1.1 Portal hipertansiyonun tanimi:

Portal ven sistemi 6zefagusun 1/3 distal parcasindan canalis analis’in alt
yarisina kadar olan gastrointestinal yoldan, dalak, pankreas ve safra
kesesinden kan alan bir sistemdir. Portal dolasim; drene ettigi organlardan
kapiller bir pleksus olarak baslayan ve karaciger sinuzoidlerine drene ettigi kani
bosaltarak sonlanan vaskuler bir yataktir. Normalde 4-10 mmHg olan portal ven
icerisindeki basincin, portal vendz sistemin timinde veya bir kisminda sdrekli
olarak bu degerin Uzerinde olmasina portal hipertansiyon denir (1-4).

11.1.2. Portal hipertansiyonun etyolojisi
Portal hipertansiyon etyolojisi iki ana grupta siniflandinlabilir. 1. portal kan
akiminda artig, 2. portal kan akimina karsi vaskdler direng artisi (1,3). Direncin
arttigr durumlarda, karaciger sinuzoidlerinin temel alindigi bir siniflandiriima
yapilirsa; presinuzoidal, sinuzoidal ve postsinuzoidal PHT’ dan s6z edilir.

11.1.3. Portal hipertansiyonun fizyopatolojisi

Karaciger kan akiminin 2/3’Gni vena porta, 1/3’Un0 arteria hepatica
saglar. Arteria hepatica icindeki kanin oksijenasyonu daha yiksek oldugundan
karaciger oksijen ihtiyacinin yarisi arteria hepatica yoluyla karsilanir. Portal ven
ve hepatik arterle gelen kan miktarlar birbirini dengeler ve karacigere gelen kan
miktari sabit tutulmaya caligilir. Portal vendeki kanin bir diger 6zelligi de; diger
venlere gére oksijen satlirasyonunun daha ytksek olmasidir.

Herhangi bir akigkan sisteminde basin¢ gradienti; akimin Granadir ve

akima karg! olusan diren¢ anlamina gelir.

Portal basin¢ = portal sistemdeki akim x diren¢

Portal hipertansiyonda fizyopatolojik gelisim basamaklari:
-Portal akima karsi artmis vaskdler direng,
-Portosistemik kollateral dolagimin gelismesi,

-Splanknik vazodilatasyon ve artmis splanknik akim,

-Plazma volimitnde artis,



-Periferik vazodilatasyon ve hiperkinetik sistemik dolagimin gelismesi
olarak 6zetlenebilir. (9)

Son yillarda portal hipertansiyonun patofizyolojisinin daha iyi anlasiimasi,
karaciger hastaliklarinin daha ayrintili olarak deg@erlendiriimesi, tedavi
olanaklarini oldukga genisletmistir. Portal hipertansiyonun farmakolojik olarak
disurllebilecegi gbsterilmistir.

Il. 2. SERBEST RADIKALER

Atomlarda elektronlar yériinge adi verilen uzaysal bélgede cift olarak
bulunmaktadir. Elektronlarin yer kapladiklari bdlgelere orbital denir. Her
orbitalde spini ters ydénde olan, en cok iki elektron bulunabilir. Bir orbitalde tek
basina bulunan orbitale ¢iftlesmemis elektron denir. (25,26)

Molekdllerin  ¢cogu ¢ift elektronlu, az sayidaki molekll ise tek
elektronludur. Tek, yani eksik elektronlu olan bu molekiller, bulabilecekleri
herhangi bir molekl ile etkilesime girerek bu molekilden elektron alir ya da ona
bir elektron verirler. Baska molekuller ile kolayca elektron aligverisine girip
onlarin yapisini bozan bu molekillere “serbest radikaller”, “oksidan molekdller”
ya da “reaktif oksijen partikilleri” denmektedir (8,38-40).

Serbest radikal en dis orbitalinde eslesmemis bir elektron iceren
herhangi bir atom, atom grubu ya da molekildir (6rneg@in nitréz oksid [NO] ya
da nitrojen dioksid [NO2]). Radikal iyon ise pozitif (6rnegin [Hs N*] ya da negatif
(6rnegin [O2]) bir ylk tasiyan serbest radikaldir (8,25,30).

Anaerobik canlilar da dahil olmak Uzere her canlida toksik etkili olan
molekiler oksijenin kendisi degil, oksijenin tam olmayan indirgenmesi ile
olusturulan radikalleridir. Atomik ya da molekller yapida eslenmemis tek
elektron iceren bu bilesikler reaktif 6zellik tasirlar. Serbest radikaller, negatif
yUKIl elektron sayisinin, nlkleustaki pozitif yUkll proton sayisi ile esit olmadigi
molekuller olduklar i¢in stabil degildirler ve elektron konfiglrasyonlarini pozitif
yUkle dengelemeleri gerektiginde cok reaktiftirler. Oksijen radikali serbest
elektronu eslestirmek icin baska bir molekilden elektron aldiginda diger
molekill anstabil hale getirir, zira 0 molekulin de elektronik diizenini saglamasi

icin komsu bir molektlden elektron almasi gerekir. Bu nedenle serbest radikaller



vicutta 6nemli molekullere zarar veren bir seri tepkimeyi baglatabilirler
(8,25,31).
Serbest radikaller Ui¢ sekilde olusabilir (8,25,30).
1. Normal bir molekullden tek bir elektronun kaybi
X— 3 X +e~
2. Normal bir molekle tek bir elektronun eklenmesi
X+e /> X*
3. Normal bir molekilin kovalan baginin homolitik yariimasi sonucu
eslesmis elektronlardan her birinin ayri par¢cada kalmasi
XY =7 "X +Y
Normal kosullar altinda organizmada biyolojik sistemlerde varolan molekdler
oksijenin cogu sitokrom sisteminde yer alan aerobik glikolizis sirasinda ATP
dretmek icin tetravalan bir rediksiyona ugrayarak suya redikte olur, ancak bu
sistemden kagan %1-2 miktarinda molekiler oksijen univalan rediksiyona
ugrar. Bu islem sirasinda molekiler oksijen elektronlari sirasiyla alir ve
boylelikle her bir elektron kazaniminda reaktif ara Grlnler olusur; stperoksid
radikali, hidrojen peroksid ve hidroksil radikali gibi (8,25,32-34).
e e +2H" e +2H" e +H"
(O] » O, » H>0Oo » OH: » H.O

Serbest radikalin ciftlesmemis elektronu, baskin olarak bulundugu atom veya

grubun Uzerinde ya da yaninda bir nokta ile gésterilir.

Oksijen radikallerinin patolojik prosesleri, oksijen radikalleri fazla sayida
olmadik¢a baslamaz. Oksijen radikallerinin hlicumuna ugrayabilecek bdlgeler
arasinda; proteinler, ndérotransmitterler, nikleik asidler ve yag asidleri
bulunmaktadir (41).

11.2.1. Serbest radikallerin reaksiyonlari

11.2.1.1. iki radikalin reaksiyonu

iki radikal karsilastiginda, ciftlesmemis elektronlarini kombine edebilir ve
kovalent bag olusturacak sekilde birlestirebilir.

1.2.1.2.Radikallerin nonradikallerle reaksiyonu

Bir radikal nonradikale elektron verebilir (rediktan radikal), ondan

elektron alabilir (oksidan radikal) veya onunla birlesebilir. Bu g tip reaksiyonun



hangisi meydana gelirse gelsin, serbest radikallerin nonradikallerle
reaksiyonlarinin 6zelligi, nonradikal tiriin radikale déntsmesiyle bir radikalden
digerinin meydana geldigi, zincirleme reaksiyonlar bigiminde ilerleme egiliminde
olmalardir (35).

11.2.2. Serbest radikallerin siniflandiriimasi
Serbest radikaller, asagida g6sterildigi gibi, ciftlesmemis elektronun bulundugu
atoma gore siniflandirilabilir.

Sinif Ornekler
1. Hidrojen merkezli serbest radikaller Hidrojen atomu (H®)
2. Karbon merkezli serbest radikaller Triklormetil radikali (CCl3)
3. Sulftir merkezli serbest radikaller Till radikali (R-S®)
4. Nitrojen merkezli serbest radikaller Fenildiazin radikali (CeHsN=N)

5. Oksijen merkezli serbest radikaller
A. inorganik Sliperoksid radikali (O2")
B. Organik Peroksil radikali (RO,")

11.2.3. Serbest radikallerin kaynaklari

Bir dizi biyolojik islevin normal yGritllebilmesi icin serbest radikallerin
yan Qrin olarak olustugu reaksiyonlar gereklidir. Bircok hilcresel enzimin
katalitik aktivitesi ve elektron transport iglemleri, ortama serbest radikal Grinleri
Ureten elektron transferlerini icerir. Aerobik organizmalarda elektronlari her an
kabul etmeye hazir molekiler oksijenin bol miktarda bulunmasi, oksijenden
tirev alan serbest radikallerin hlcresel serbest radikal tepkimelerinin aracisi
olmasina yol agmaktadir.
Organizmada serbest radikallerin olusmasina yol acan tepkimeler sunlardir
(8,25).

11.2.3.1. Enzimatik tepkimeler
Vicutta endojen olarak olusabilen oksijen metabolitlerinin enzimatik
kaynaklari sunlardir: (8,42,47,48):



Ksantin oksidaz

Hiposantin +O3 > Ksantin + O," + HxO»

NADPH oksidaz
NADPH +2 O, + H* » NADPH + 2 O, + 2 H*

NADPH oksidaz polimorf niveli |6kositler, makrofajlar ve monositler gibi

inflamatuvar hicrelerin ylzeyinde bulunur ve uygun uyaran (bakteri, mantar) ile

karsilastiginda O, ‘yi O, ‘e gevirir (solunum patlamasi).

Amin oksidaz
R-CH2-NHa- + H,0 +0» » R-CHO + NH3; + Ho0;

Aldehid oksidaz
R-CHO + O, » RCOOH + Oy

|

Dihidroorotat dehidrogenaz
Dihidroorotat + NAD* + Oa » Orotik asid + NADH" + O,

Oksijen peroksidazlar

H202 + X + H+ HOX + HQO

v

Metilamin dehidrogenaz
CHs NHz + H.0 > HCO + NHz + 2 e + 2H"*

Galaktoz oksidaz

R+CH2OH + Oo » R-CHO + H.0O2
Ribontkleotid rediktoz

NDP +2 e +2H" > dNDP + H,O
Prostaglandin H sentaz

Arasidonik asid + 2 O» » Prostaglandin G

Prostaglandin G, + 2 e + 2H" » Prostaglandin H, + H, O




Piruvat format liyaz

v

Format + PFL —asetil
PFL + Asetil - CoA

PirGvat + PFL
PFL-asetil + CoA

v

NADPH oksidaz:

Fagositlerin spesifik membran reseptorleri ile belirgin baglarin etkilesimi
bliylk miktarlarda O,°  H»O. ve muhtemelen de OH® olusumu ile
sonuglanmaktadir. Burada O; ‘nin rediksiyonundan sorumlu NADPH oksidaz
enzimi, dinlenmekte olan hicrede inaktif bir enzim olarak bulunmaktadir.
Nétrofil stimilasyonu olunca, oksidaz aktif forma dénmekte ve pentoz yolundan
elde edilen NADPH ‘lar Oz ile rediie olarak O, Giretiimektedir.

NADPH + 20, » NADPH"+H"+20,"

11.2.3.2. Nonenzimatik tepkimeler
Otooksidasyon tepkimeleri sonucu olusan reaktif oksijen metabolitlerinin

nonenzimatik kaynaklari asagida ézetlenmistir (8,25).

Fe*? O, , Fe®+0,"
Fe + H0z > Fe"+OH"+OH
Hb- Fe** + O, , Hb-Fe® +0,°

Mb- Fe*2+ O » Hb-Fe™ +0,"

Katesolaminler + O3 » Melanin + O;”

Rediklenmis flavin + O, » Flavin semikinon + O,
Koenzim Q (Hidrokinon) + O » Koenzim Q (Ubikinon) + O,

y

Tetrahidrobiyopterin + 2 Os » Dihidrobiyopterin + 2 O,




11.2.3.3. Patolojik olaylar
o Iskemi-reperfiizyon
e Uzun sureli metabolik hastaliklar
e Yang! (nétrofil, eozinofil ve makrofajlar fagositoz sirasinda énemli digtide

O,"Uretmektedirler.)

11.2.3.4. Elektron transport zinciri

Normal hicrelerde tlketilen oksijenin %95’'inden fazlasi, mitokondrial
elektron transportu yoluyla iki molekil H>O olusturmak Uzere dért elektronla
indirgenmektedir. Normal oksijenlenme sirasinda, elektron transportundaki bu
O, akisi yaklasik %1-2'dir. Saglam mitokondride O>* enzimatik veya enzimatik
olmayan yollarla dismutasyona ugramaktadir.

Son calismalarda elektron transportundaki bu kacaklarin iki noktada
oldugu saptanmistir. Bunlardan birincisi ve en énemlisi, elektron transportunda
ubikinonun rediksiyonu ile olusan kismen indirgenmis ubisemikinon serbest
radikalidir. ikincisi ise, NADH dehidrogenazdir (38).

11.2.3.5. Dis etkenler
Radyasyon: Atmosferdeki veya tedavi sirasinda karsilasilan iyonize edici
radyasyon, biyolojik sistemlerdeki reaktif oksijen drlnlerinin en &nemli
kaynaklarindan birini olusturmaktadir. Radyasyon, farkli bilesenlerden olusan
sistemlerde Oncelikle elektronlarla etkilestiginden, sistem mevcut elektron
sayisina yapilan katki oraninda etkilenmektedir. Bu nedenle, proteinler ve diger
organik bilesiklerin dilue sollUsyonlarini iceren biyolojik sistemler radyasyonun
timand absorbe etmektedir.

Bltin yUksek enerjili elektromanyetik 1sinlar her ortamda stperoksid
anyon radikali olustururlar. B,y ve X iginlari sulu ortamdan gegince suyun

radyolitik par¢calanmasina neden olarak asagidaki Urtnleri olustururlar(8):

H2O > e aq, H,OH, H2, H202, H30+

Sulu ortam oksijen iciyorsa asagidaki tepkimelerle siperoksid radikali de

kolaylikla olusmaktadir.



egag+0, — 0"

H+O, ____ , H+ 0Oy (yadaHO,)

Organik molekdllerin bulundugu sulu ve oksijenli ortamda radikal olugsumu iki kat
artmaktadir. Canli bir sistemde ylUksek enerijili 1ginlarin ayni etkiyi daha kolay
gbsterecegi aciktir.

Ultraviyole 1ginlarina baglh olusan SOR’ lar; kollajen gibi proteinlerin
capraz baglanmasina; sulfidril gruplarinin oksidasyonu sonucu disUlfid ¢apraz
baglarin olusmasina; belli enzimlerin aktivitelerinin kaybina bagl fibroblast,
keratinositler; melanositler, langerhans hucreleri gibi hicrelerin fonksiyon
bozukluklarina ve proteaz, kollajenaz ve elestazin serbest kalmasina neden
olmaktadir (38).

Toksik kimyasal maddeler: CCl, kloroform, difenoller, kinonlar

Hava kirliligi: Azot dioksit, ozon, stlfir dioksit

Sitostatikler:

Pestisidler: Bipiridil herbisid ajanlar

Metaller: Titanyum, aliminyum, kursun molibden, krom, kobalt, civa,nikel
Antibiyotikler: Tetrasiklin, kinon antibiyotikler, aminoglikozidler

Sigara

Alkol

11.2.4. Serbest oksijen Uriinlerinin olusumu ve gecis metalleri

Biyolojik sistemlerde reaktif oksijen tlrlerinin olusumunda redoks aktif metal
iyonlarinin merkezi bir rol oynadigi distntlmektedir (59). Bu metaller in vitro Ti
(1, Cu (I), Fe (ll), veya Co (ll) olabilir, ancak in vivo ézellikle demir, daha az
olarak da bakir uygun adaylardir (41).

Cogu gecis metali degisken oksidasyon sayisina sahiptir, 6rnegin demirin

Fe?* ve Fe® iyonlar, bakirin Cu® veya Cu?* iyonlar vardir. Oksidasyon
durumlari arasindaki degisme bir elektronun alinmasi veya verilmesini gerektirir
(37,46).

Fe3+ +ef ——— Fe2+

Cu**+e'—> Cu*
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Fenton 1894’te, ferr6z hidrojen peroksid karisiminin (Fenton reaktifi)
organik molekulleri okside ettigini gdstermistir. Haber ve Weis 1932'de okside

edici tlrin OH radikali oldugunu ortaya koymuslardir (Haber-Weiss reaksiyonu).

Metaloprotein varliginda (FENTON TEPKIMESI):
Fe ** +0." , Fe?+ 0,

Fe*? + HoO,——— » Fe™ + OH"+OH"

Metaloprotein yoklugunda (HABER-WEISS TEPKIMESI):
H.O, + O2* +H » OH’+H,0+ 02

Demir gibi bakir da oksijen metabolizmasi sirasinda olusan O, ve HO; ‘nin gok

reaktif OH radikaline gevrilmesine hizmet eder (39).

Cu 2+ + 02. > Cu' + 02

Cu*+H,0p, — > Cu® +°OH+ OH'

Hidroperoksidlerden alkoksi radikalinin olusumu Haber-Weiss reaksiyonuna
benzer (101).
Fe *+ROOH — > Fe ** + RO'+ OH"

Bakir iyonlari da tiollerin oksidasyonunu artirir (35).

R-SH + Cu?—» R-S" + Cu*+ H*

11.2.5. Reaktif oksijen trunleri:

Oksijen serbest radikali teriminin O," ve "OH gibi radikallerin yaninda
H.O, ve 'O, gibi reaktif, fakat radikal olmayan tirleri ifade etmek icin de
kullanilmasi dogru degildir. Bunun yerine daha genel olan reaktif oksijen tlrleri
teriminin kullaniimasi uygun olur. Oksidan terimi ise H.O. , *OH ve HOCI gibi

molekller igin gegerlidir, oysa O," hem oksidan hem de rediktandir (30,35).



Tablo-1. Serbest oksijen radikalleri ve nonradikal reaktif oksijen Urdnleri

1.0ksijen serbest radikalleri

2. Nonradikal reaktif oksijen

urinleri

Superoksid (O°)

Hidrojenperoksid (H20,)

Perhidroksil (HO,")

Singlet oksijen ('0,)

Hidroksil ("OH)

Hipoklordz asid (HOCI)

Nitrik oksid (NO®)

Ozon (O3)

Alkoksil (RO")

Lipid hidroperoksid (ROOH)

Peroksil (ROO")

N-Halojenli aminler (R-NH-X)
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Molekller oksijen (dioksijen) iki cifttesmemis elekiron iceren bir
diradikaldir, ancak kuantum mekanidi sinirlamalarina baglh olarak asin
reaktiviteye sahip degildir (26,39). Molekller oksijenin, sitokrom ¢ oksidazla
oldugu gibi, 4 elektron birden alarak suya indirgenmesi serbest radikal ara
drOnleri olusturmaz (40). Oysa molekiler oksijenin spin kisittamasi nedeniyle
izleyece@i en kolay yol olan univalan rediksiyon reaktif oksijen tdrlerinin
olusumuna neden olur (36,39) Bu yolda oksijen, elektronlarin basamakh olarak
eklenmesiyle indirgenirken HO,", *‘OH,ve H,O, olusur. PH 7'de HO.’, O’
vermek Uzere dissosiye olur (41,42).

Oksijenin univalan rediksiyonu sirasinda ara Urlnlerin olusumu séyle
formale edilebilir (42,43):

O,+e + H' » HO,® (Hidroperoksil radikali)
HO," — > H*+ O,"(Sipreoksid radikali)

0.°+ e + 2H* — H,0, (Hidrojen peroksid)

HoO2 + € — OH'+ "OH (Hidroksil radikali)

‘OH+ e + H"——————> H,O (Su)

11.2.5.1. Stiperoksid radikali (O2")

Oksijenin wr2p orbitaline bir elektron girmesiyle olusur. Cézelti ortamina
bagh olarak askorbik asid ve tioller gibi molekulleri okside edebilen zayif bir
oksidan veya sitokrom c ve ferrik-EDTA gibi bazi demir komplekslerini
indirgeyebilen glgcll bir rediktan gibi davranabilir (37). Hidrofobik ortamlarda
yUksek, buytk sulu ortamlarda disUk reaktivitiye sahiptir (39).
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Redukte flavinler, érnegin ksantin oksidazla bulunanlar, molekiler oksijen
tarafindan univalan olarak yeniden okside edilirken stperoksid radikali olusabilir
(44).

Enz-Flavin - Hs + O5 » Enz-Flavin-H + O, °* +H*
Superoksid, okside sitokrom-c’yi indirgeyebilir (50).
0, ° +Sit ¢ (Fe *) » O,+Sit c (Fe %)

Slperoksid, spontan veya slperoksid dismutazla enzimatik dismutasyonu
sonucu H2O5 olusturur. O2° bu reaksiyonda hem oksidan, hem de rediiktandir
(82).

02°+ O+ 2H' SOD »  H02+ O
Fagositik hUcrelerin respiratuar patlamasi sirasinda slUperoksit olusumu
bakterisidal etkiye katkida bulunur (39,45).

11.2.5.2. Hidroperoksil radikali (HO, *)

O, nin protane formudur (59). Daha lipid solubl, daha gigli oksidan ve
redUktandir (53).

11.2.5.3. Hidrojen peroksid (H205)

O," (reten herhangi bir sistem, dismutasyon reaksiyonunun sonucu

olarak HzO; de iretir. Urat oksidaz, glukoz oksidaz ve D-amino asid oksidaz gibi
bircok enzim oksijene iki elektronun transferiyle dogrudan H,O, Uretir. Zayif
oksidan ve rediktandir. Gegis metallerinin yoklugunda nisbeten stabilse de,
bunlarin varhiginda serbest radikal olusturma potansiyeli nedeniyle vicut
tarafindan (glutatyon peroksidaz ve katalaz gibi) savunma sistemleri
geligtirilmigtir.

11.2.5.4. Hidroksil radikali (OH°)

1934 yilinda Haber ve Weiss, hidrojen peroksidin stperoksid anyonu ile
indirgenmesi ile hidroksil radikali olusabilecegini géstermislerdir (8,25).
H,O05 + O5 ° » OH*+OH + O,

Ardindan 1978 yilinda redoks katalizér olarak fonksiyon géren bir metal, érnegin

selat yapmis demir (Demir-EDTA kompleksi) varliginda, Haber-Weiss
tepkimesinin biyolojik sistemlerde de calistigi ve bu yolla dnemli miktarlarda OH
* Uretildigi g6sterilmistir.

Metaloprotein varliginda (Fenton tepkimesi):
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Fet*®+0," — " Fe*?+0,

Fe*?+H,0, __ , Fe** +OH"+OH"

Metaloprotein yoklugunda (Haber-Weiss tepkimesi):
HoOo+ O2~° , OH"+OH ™+ O

Oksijen radikalleri icinde en reaktif ve en toksik etkili olani hidroksil radikalidir.
Bu radikal membran yapisinda yer alan ansatlre yag asidlerini ve esterlerini
peroksidasyona ugratarak lipid peroksidlerin ve endoperoksidlerin olusumuna
neden olmaktadir.

Hidroksil radikalinin katildigi tepkimeler ¢ grupta toplanabilir (8,25).

a- Hidroksil radikali hidrojen ¢ikarma tepkimeleri ile bir radikal ve su agiga
cikarir.
R-H+OH"® » R°+H.0

b- OH ° katma tepkimeleri ile ¢ift bag iceren aromatik bilesiklere katilr,

aromatik amino asidlerin hidroksilasyonuna ve toksik etkili aldehidlerin
olusumuna neden olur.
RCH =CH+ OH"* » RC'H - CH,OH

c- OH°®, organik ve inorganik bilesiklerde elektron transfer tepkimelerine neden

olur ki ayni etkiyi O, radikali de géstermektedir.
OH'+S—» OH +S*

Yada

0, +S— 5 0,2%+S*

I1.2.5.5.Singlet oksijen ('0,)

Molekdler oksijenin en distuk eksite durumudur (39). Ciftlesmemis
elektron icermedigi icin serbest radikal degildir, ancak spin kisitlamasi olmadigi
icin oksidan 6zelligi cok artmis reaktif bir oksijen formudur (42). Tipik substrati
Ho ‘dir.

Tip Il fotosentez reaksiyonlari, endoperoksidler ve dioksetanlarin termal
dekompozisyonu, biyolojik sistemlerde bazi enzimatik reaksiyonlar ve lipid
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peroksidasyonu sirasinda kimyasal eksitasyon araciligiyla olusabilir.
Genotoksik, karsinojenik ve mutajenik etkileri indikleyebilir (39).

1.2.5.6. Ozon(03)
Ozon gazi radyasyona karsi 6nemli bir strafosferik koruma kalkani saglar
(global antioksidan). Ancak yerylzinde toksik ve oksidan etkili bir cevre
kirleticidir. Kirlenmis sehir havasinda ve bilimsel ekipmanlar ve bazi fotokopi
makinalarinda kullanilan yogun i1sik kaynaklariyla olusur. Akciger i¢in hasar
vericidir. Protein, DNA ve lipidleri kolayca okside eder (42).

1.2.5.7. Nitrojen oksidleri
Nitrik oksid (NO®) ve nitrojen dioksid (NO: °) serbest radikaldir, ama anestezik
olarak kullanilan nitr6z oksid (N.O) serbest radikal degildir. NO, ° gugli bir
oksidan, NO ° ise zayif bir rediiktandir. NO * vaskiiler endotel ve diger hiicreler
tarafindan az miktarda Uretilir. NO * , O, * ile reaksiyona girerek giiclii bir
oksidan olan peroksi nitrit (ONOQ") olusturur. ONOO" bircok biyolojik molekuli
hasara ugratabilir ve asid pHda dekompozisyonu ile, metal iyonlarindan
bagimsiz olarak, az miktarda OH" Uretebilir (42).

11.2.5.8. Hipoklor6z asid (HOCI)
HOCI gicli bir oksidandir. Vicutta aktive nétrofiller tarafindan olusturulur.
Fagosit sitoplazmasindaki myeloperoksidaz enzimi, H,O. ve klorid iyonlarindan
HOCI olusumunu katalize eder.
HOCI, disik konsantrasyonlarinda plazma membraninda sulfidril gruplarini
oksidler, glukoz ve aminoasid tasiyicilarinin inaktivasyonuna, potasyum
pompalama kapasitesinin kaybina ve dis membranlardaki proteinlerin
fonksiyonunun bozulmasina yol agar. YUksek konsantrasyonlarda ise hucre
lizisi ve protein karbonil olusumuna neden olur (30,41).

11.2.6.Serbest radikallerin yararh etkileri.

11.2.6.1. Detoksifikasyon

Ksenobiotiklerin metabolize olurken, konjugasyon veya metilasyonla
suda daha ¢dzUnlr hale getiriimeden 6nce, sitokrom P-450’nin katalizledigi bir
reaksiyonla hidroksilasyona ugrarlar (44). Bir hemoprotein olan sitokrom P-450,
bu reaksiyonda, demir-oksijen kompleksinin reaktivitesinden vyararlanir,
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kofaktdrleri NADPH/ O, veya peroksidlerdir. Reaktif oksijen tlrleri reaksiyon
siklusunda merkezi bir yol oynarlar.(39)

NADPH Sit P, Redilktaz

/ \ NADPH + H

Redikte Sit P,q, Okside Sit P,

NADP

RH+0O, > R-OH+H,0
Sekil-1. RH substratinin NADPH / O; bagdimli oksidasyonu.

Sit P450 ‘nin peroksidaz fonksiyonunda peroksidler (ROOH) oksijen donérl olarak
kullaniir.

Sit P450
XH + ROOH » X-OH +ROH

11.2.6.2. Vazodilatasyon

Nitrik oksid’in (NO *), endotelden salgilanan bir diiz kas gevsetici faktor
olan endotelden tireyen gevsetici faktér (EDRF) ile identik oldugu
distnUlmektedir (39,45).

NO°*, arginin’den NO sentetaz katalizérligiinde meydana gelir.

NO sentetaz
L-Arginin + NADPH+ O, — L -Sitrllin + NADP + NO*

NO sentetazin endotel, sinir dokusu ve trombositlerde Ca®* kalmodulin bagimli
tipi; hepatosit, makrofaj ve nétrofillerde Ca?* bagimsiz tipi bulunmustur. Degisik
hiicre tiplerinde TNF ve IL-1, enzimi indUkler. NO * | guanilat siklazi aktive
ederek, GTP’den ¢ GMP olusturur. CGMP vazodilatasyon yapar ve trombosit
agregasyonunu inhibe eder (59). Nitrogliserin ve nitroprussid gibi vazodilatatér
nitratlar, NO ° ‘e metabolize olarak etki g0sterirler. NO ° ayrica beyinde

nérotransmitter olarak fonksiyon g@oérir ve makrofajlarin bakterisidal ve
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tumorisidal etkilerine aracilik eder (45). O, ° (39), okside LDL (46) ve

muhtemelen okside Lp(a), NO * ‘in aktivitesini inhibe eder.

11.2.6.3. Bakterisid etkisi

Notrofiller ve monositler bakterisidal etki igin oksijen bagiml ve bagimsiz
mekanizmalarla donaltilmislardir. Oksijen bagimsiz mekanizma, pH degisikligi
ve lizozomlari kullanirken, oksijen bagiml mekanizma myeloperoksidazi igerir.

Fagositozdan sonra |6kosit membranindaki NADPH oksidaz molekiler
oksijeni O," ‘a gevirir (respiratuar patlama). Hormonal olarak dlzenlenen bu
enzimin genetik eksikliginde kronik grantlomatdz hastalik gérilar. Daha sonra
0.°, SOD ile H,O. ‘e cevrilir (45). H.O, , CI iyonlar ile myeloperoksidaz
katalizérligunde, bakterileri 8ldUriren, hipokordz asid olusturur (39,42,45).

Myeloperoksidaz
HoO2 + CI'+ HY » HOCI + H.O

Hidrojen peroksidin fazlasi glutatyon peroksidaz ve katalaz tarafindan nétrolize

edilir.

HOCI demir bagimh ve bagimsiz reaksiyonlarla OH"® verebilir (48):
Fe** + HOCI Fe® + OH" +CI’
O,"+ HOCI OH’ +CI +O>

Olusan OH’ da bakterisidal etki gosterir (14).

v

v

NO ° sentetaz sistemi makrofajlarda da bulunur (39,45). Bakteriyel
lipopolisakkaridler ve enfeksiyona cevap olarak aciga c¢ikan +y- interferon,
enzimin sentezini  belirgin olarak stimile eder (46). Aktive makrofajlarin
olusturdugu reaktif oksijen tirleri NO ° ile birleserek, OH® gibi, NO * ‘dan daha

gUclU bakterisid etkisi olan bilesikler olusturabilir.

11.2.7.Serbest radikallerin zararh etkileri

1.2.7.1. Lipidler Gizerine olan etkisi

Organik dinyanin belki de en stabil molekilleri olan fosfolipidlerin
icerdikleri ansatire yag asidi zincirleri, sitoplazmik yapinin ve biyolojik
membranlarin temel elemanidir. Biyolojik yapilar dzellikle membranlar yiksek

oranda doymamis lipid icermektedirler. Bu lipidler bir radikal baglaticisinin ya da
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oksijenin varliginda oksidasyona ugrarlar. Biyolojik sistemlerde lipid
peroksidasyonu blylk énem tasir; zira lipid peroksidler selller hasara yol acan,
metabolizmayi degistiren ve dokulardaki kan akimini azaltan potent kimyasal
maddelerdir (47).

Radikallerin yol actigi bu olay patolojik ya da fizyolojik islemlere
(prostaglandin sentezi yada yaslanma gibi) eslik edebilir.

e Mitokondri solunum zincirindeki elektron transportunda ve endoplazmik
retikulumdaki hidroksilasyon sisteminde yer alan semikinonlar.

e Molekuler oksijen ile bazi maddelerin otooksidasyonu esnasinda ya da
biyolojik sistemlerin iyonlastirici ya da UV radyasyonuyla baslatilan
tepkimelerde olusan organik serbest radikaller

e Oksijen molekiline ard arda elektron ilavesi ile olusan serbest radikaller
(027, OH", '0y).

Singlet oksijen ve hidroksil radikalinin her ikisi de lipid peroksidasyonunu
baslatabilir, ancak peroksidasyon mekanizmalari farkhdir. Lipid radikal (lipid
peroksid) zincir tepkimesinin uzunlugu ve bdylece lipid peroksidasyonunun
siddeti lipid ansatiirasyonunun derecesine gére artmaktadir. Hidroksil radikali ile
olugsan lipid peroksidasyonunda ansantlre yag asidinin iki allik karbonundan
hidrojen atomu ¢ikarken, singlet oksijen ile olan lipid peroksidasyon Griinlerinde
bu durum kendini gdsterir. Buna &6rnek olarak oleik asidden hidrojen atomu
ctkmasi ile 8, 11 hidroperoksid izomerleri ve 9, 11 izomerlerinin olugsmasi,
singlet oksijen etkisi ile de 9 ve 10 hidroperoksidlerin olusmasi verilebilir. Lipid
peroksidasyonunu baslatan diger bir ajan NO, ‘dir. Bu ajan etkisi ile hidrojen
atomunun c¢cikmasi ya da oleine NO. ilavesi ile peroksidasyon olusmaktadir
(26,46).

Lipid perpksidasyonunu baslatan serbest radikallerin meydana gelisinde
bazi metallerin esas roli oynadigi kabul edilmektedir. Deneysel sistemlerde bu
amagla genellikle demir ya da bakir tuzlar kullaniimaktadir. Cesitli vlcut
sivilarindan elde edilen, proteine bagh olmayan demirin lipid peroksidasyonunu
baglatabilecegi  g0Osterilmigtir.  Ferritin  de  askorbat varhdinda lipid
peroksidasyonunu stimille eder. Fe*® ‘i Fe *? ‘ye indirgeyecek rediikleyici bir
ajan bulundugunda, Fe*® ya da ferrik selatlar lipid peroksidasyon tepkimelerini

baslatabilirler. Cogu kez ksantin ya da hipoksantine etkisi ile olusan siperoksid
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radikali redikleyici etki gbstermektedir. Benzer sekilde askorbat da bagimsiz bir

mekanizma ile Fe*® ‘Ui indirgemektedir.

Fe+3 +02_. _— Fe+2 +02
0. +HO;, ———— » H»0,+0,
Hz0, +Fe*? ———— OH"+ OH + Fe*®

+3 «

Fe*?i bir oksidanin Fe* ‘e oksidlemesiyle de lipid peroksidasyonu baslayabilir.

Gogu kez oksidan molekiler oksijen ve hidrojen peroksiddir.

Fe*?+0, » Fe*®+0,"

H,O, +Fe*?> — » OH" + OH + Fe*3

Lipid peroksidasyonu yaglarin 6zellikle poliansatire yagd asidlerinin
oksidatif oksijen bagimh yikilimi olarak tarif edilir ve dallanan bir zincir
reaksiyonudur. Olayda genelde bir enzimin varligi gerekli olmamasina ragmen
belirtildigi gibi demir ve bakir gibi iz metaller, ultraviyole ya da radyasyon olayi
katalizleyebilmektedir. Bu zincir reaksiyonu 4 ana asamada inelenebilir (8,25):
A-Zincir baglangici:

RH — R'+H’
L*+RH
(Lipid radikali)

R" + LH )

B- Zincir ilerlemesi:
L'+0; —» LO,
(Lipid peroksi radikali)
LO.'+ LH* —» LOOH +L°*
(Lipid hidroperoksid radikali)

C- Zincir dallanmasi:
LOOH + Fe*? —>LO" + OH + Fe*®
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(Lipid oksi radikali)

D- Zincir sonlanmasi:

LO*'+LH —>»LOH+L’

LO," + LO," — LOOL+O,

LO.' 4InH  — In® +MP4

(antioksidan)

In* + LO," — MP;

LO,'+ Fe* —>Fe**+ MP;

L'+ Fe** —>Fe*+MP,
*(MP4.4: Sonraki zincir tepkimelerine katilmayan identifiye edilmemis cesitli
molekuler)

Lipid peroksidasyonunda ilk olarak cifte baglar yeniden dizenlenerek
konjuge dien yapisina dénusurler. Daha sonra peroksidasyon olayr devam
ederek lipid endoperoksidleri ve/veya lipid hidroperoksidlerinin olusumuna yol
acar. Lipid endoperoksidlerinin daha ileri yikimi ile gbéreceli olarak stabil bir son
arin olan malondialdehit olusur.

Lipid peroksidasyonu bir ansatiire yag asidinin cis iki ¢ift bagi arasindaki
metilenden hidrojen atomu ¢ikmasi ile baslamaktadir. Ansatlre yag asidi cis-cis
pentadien merkezinden hidrojen ayrilmasi otooksidasyonda hiz kisitlayici
basamak olarak kabul edilmektedir. Bu tepkimeler yalnizca lipid radikalleri ve
oksijen icerdiginden otooksidasyon terimi kullaniimaktadir.

Ansatiire yag asidlerinin termodinamik olarak en stabil Grind allik
radikallerdir. Poliansatire yag asidlerinde ayrilmaya uygun birgok metilenik
hidrojen vardir. Ornegin arasidonik asid 7, 10 ve 13. karbonlarda bulunan g
adet ikili allik kisma sahiptir. Lipooksijenaz gibi enzim katalizi etkisi ile ise
selektif olarak spesifik metilenik karbondan aktive olmus hidrojen ¢ikarihr



20

Sekil 2. Lipid peroksidasyonu

R-CH=CH-CH,-CH=CH-R Poliansatiire
yad asidi
BASLAMA

- H
R=CH-CH-CH,-CH=CH-R " Lipid radikal
iLERLEME T ©2(02 OH")

R=CH-CH-CH,-CH=CH-R ' Peroksid

radikali

8 . Poliansatiire
yag asidi

lipid s zincir reaksiyonu
radikal

R=CH-CH-CH,-CH=CH-R ' Hidroperoksid

YIKILIM -

ETAN ./ l \s PENTAN

O = CH- CH, - HC =0 mMalondialdehid

Sekil-2. Lipid peroksidasyonu

Olusan lipid pentadienil radikali arasidonik asitte oldugu gibi 5, 8, 9, 12
ve 15. karbonlardaki oksijen ile reaksiyona girmektedir.

Linoleik asidin ya da linoleat esterlerinin primer oksidasyon Urinleri
incelendiginde dért ana konjuge dien hidroperoksidin olustugu saptanmistir. Bu
dért Orlnden (karisimin % 97'si) baska eser miktarlarda nonkonjuge
hidroperoksidler de identifiye edilmigtir. Dien hidroperoksidler anstabildir (8,25).
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Peroksid zincir tepkimesi hidroperoksidlerin metallerce katalizlenen yapi
degisikligi ile devam etmektedir:

ROO" + H* + Fe*?
RO+ OH + Fe*3

ROOH + Fe™
ROOH + Fe*

v

v

Hemoglobin, sistein-FeCl; kompleksi, EDTA-Fe*® gibi demir tasiyan
kompleksler kataliz olayinda etkilidirler. YUksek konsantrasyondaki demir ise
antioksidan etkilidir. Fe*? ile Fe*® arasindaki dengeyi bu antioksidan etkiden
sorumlu tutanlar da vardir. Konsantrasyon ne olursa olsun Fe*?/ Fe*®oraninin 1,
0 oldugu durumda maksimal lipid peroksidasyonu olustugu da ileri strtlmuastur.

Linoleik asid hidroperoksidlerinin alkoksil ve epoksi allik radikallere,
ferr6z katalize yikilimini, oksijenle tekrarlanan tepkime ve hidrojen ¢ikmasi ile
izomerik epoksi hidroperoksidlerin olusumu takip etmektedir.

Hidroperoksidlerin termolitik yikimi ile de ugucu hidrokarbonlar ve
aldehidleri iceren kisa zincirli GrGnler meydana gelmektedir. ®-6 ve ®-3
peroksidlerden olugan pentan ve etan bu yikilim yolunun iyi bilinen érnekleridir.
Hidroperoksidler aynca homolitik yikilima da ugramaktadirlar. Bunun érnegi de

epoksi alkoller ve epoksidlerin olugmasidir (47).

11.2.7.2. Aminoasit ve proteinler lizerine olan etkileri

Doymamis ve sulfar iceren amino asitler (triptofan, tirozin, fenilalanin,
histidin, metionin ve sistein) ve bunlarin bulundugu proteinler serbest radikal
aracili modifikasyona ugrayabilirler. Prolin ve lizin gibi, modifikasyona direncli
amino asitler de OH’ gibi asiri reaktif serbest radikaller tarafindan nonenzimatik
hidroksilasyona ugratilabilir (39).

Sitoplazma ve membran proteinlerinde dimerler veya daha buyuk
agregatlar halinde capraz baglanmalar olabilir. Sonucta oksihemoglobinden
methemoglobin olusumu, katalazin inaktivasyonu, glikolizde gliseraldehit 3
fosfat dehidrogenazin ve oksidatif fosforilasyonda ATP sentetazin azalmasi gibi

etkiler ortaya gikar (41).
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11.2.7.3. Niikleik asit ve DNA lzerine etkileri

NUkleik asitlerde baz modifikasyonu veya DNA’da iplikcik kopmasi
nedeniyle mutasyonlara ve hicre 6limine neden olurlar.

11.2.7.4. Karbonhidratlar Gizerine olan etkileri

Hucre ylzeyindeki reseptérlerde ve hyallUronik asidin eklenmesi sonucu
sinoviyal sivi viskozitesinde degisiklikler olabilir.

11.2.7.5. Kofaktorler lizerine olan etkileri

Nikotinamid ve flavin iceren kofaktdrlerin miktarinda ve aktivitesinde
azalma olur.

11.2.7.6. Norotransmitterler Gizerine olan etkileri

Seratonin ve epinefrin  gibi nérotransmitterlerin  miktarinda ve
aktivitesinde azalma olur

1.2.7.7. Antioksidanlar lizerine olan etkileri

E vitamini ve B karoten ile katalaz ve SOD enzimlerinde inhibisyon olur,
GSH-Px aktivitesi degismez (50).

1.3. MYELOPEROKSIDAZ

Myeloperoksidaz (MPO), nétrofillerin azurofil granillerinde yerlesmis olan
bir enzimdir. Normal ndtrofil fonksiyonu igin gerekli oldugu gibi bakterilerin
fagositozunda 6nemli rol oynamaktadir. Nétrofiller myeloperoksidazla birlikte
hem icermekie ve fagositoz sonucunda fagolizozomlara salinmaktadir
Notrofiller inflamasyon alaninda stperoksit ve hidrojen peroksit Uretmektedirler
(48,49). Myeloperoksidaz pek cok farmakolojik ajanin ve ksenobiyotiklerin de
dahil oldugu c¢ok cesitli substratlari radikal ara Grlnlere okside etmek icin
hidrojen peroksiti kullanmaktadir (49,50).

Makrofajlar ve nétrofiller aktivasyon seviyeleri yéninden istirahatten
tamamen aktive olmus duruma kadar cok degisken durumlarda bulunabilirler.
Aktivasyon membran reseptorleri, solubl antijenler ve enzimler gibi cesitli
proteinlerin ekspresyonunu kapsar. Reaktif oksijen ara Grtnleri 6zellikle de
myeloperoksidazin fagosit aktivasyonunda yer alan bazi uyan yolaklarinda
6nemli roll oldugu gérinmektedir (51).

Myeloperoksidaz, fagositlerde mevcut reaktif oksijen tirleri kullanan yada
dreten enzimlerden biridir. Myeloperoksidaz ile hidrojen peroksit arasindaki
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reaksiyon tarafindan olusan MPO-Bilesik 1, klor iyonlan varhidinda oldukca
reaktif bir bilesik olan HOCI'i (hipokloréz asit) olusturur. HOCI hem oksidasyon
hem klorinasyon reaksiyonlarina ugrayan hatta cogu durumda nétrofillerce
dretilen neredeyse en gUcli oksidan maddedir (49-52). Diger yandan
myeloperoksidaz slperoksit anyonu ile de reaksiyon vererek MPO-Bilesik 3’U
olusturur. Bu bilesik aktive nétrofillerden salinan baskin formdur.

Doku makrofajlari, myeloperoksidazin bilinen bir kaynagi degildir. Ancak
makrofajlar MPO veya diger peroksidazlara maruz kaldiginda oksidatif
patlamanin olusmasi nedeniyle myeloperoksidazin makrofajlar Uizerine de etki
ettigi séylenmektedir (51).

Myeloperoksidazin, LDL’" nin oksidasyonu ile ilgili oldugu ve dolayisiyla
aterogenezde roli oldugu dusundlmektedir. Myeloperoksidazin LDL Uzerine
olan prooksidan etkisinin aslinda hipoklor6z asit olusturmasindan
kaynaklandigina inanilmaktadir. Yapilan calismalarda MPO’ nun NO
metabolizmasi ile siki sekilde baglantili oldugu kanitlanmigtir. NO’ nun
oksidasyon 0rln0 olan nitrit, MPO’ nun olusturdugu reaktif oksijen tirlerinin
substrati olarak gérev yapmaktadir.(53-55).

Barsaklarin kan akimindaki yetersizlik organin énemli dl¢iide hasarn ile
sonuglanir. Kan akiminin dizeltimesi her zaman fonksiyonun dizelmesi ile
sonuglanmaz. Hasarlanmig vaskller endotelden kaynaklanan kemotaktik
maddeler inflamatuar bir yanita neden olabilir. MPO aktivitesi bu durumla da
yakindan ilgilidir (49).

Il. 4. NiTRiK OKSID

Atmosferik bir gaz olarak bilinen NO, ortam havasinda bulunmakla
birlikte, ayni zamanda Kkirli havada, ekzos gazinda, sigara dumaninda
bulunmaktadir. Nitrik oksid, reaktif nitrojen oksidleri Ureterek ¢evre kirlenmesine
neden olabilmektedir. Bu reaktif nitrojen oksidleri ayni zamanda karsinojenik
etkiye sahiptir. Onceleri yalnizca atmosferde kirletici bir gaz olarak bilinen nitrik
oksidin , memeli hcreleri tarafindan sentez edildiginin kesfedilmesiyle ¢cogu

biyolojik stre¢c hakkinda édnemli bilgiler saglamistir.
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Nitratlarin etki mekanizmalari ile ilgili ¢alismalar 1970’lerden sonra
yogunlasmis ve daha sonraki yillarda NO konusunda edinilen yeni bilgiler, bu
mekanizmaya daha da acgikhk getirmistir.1980’lerde ABD’de Furchgott ve
Zawadzki (56) arter preparatlarinda yaptiklari deneysel calismada asetilkolinin
olusturdugu relaksasyonun kesinlikle endotele bagimli oldugunu ve bu etkinin
labil hormonal bir faktérle saglandigini gostermislerdir. Bu faktérin yalniz
arterlerde degil, bazi venlerde ve kiicik damarlarda da ayni etkiyi olusturmasi
nedeniyle “endothelium-derived relaxing factor (EDRF); endotel kaynakli
gevsetici faktoér” olarak adlandiriimigti

Saglam damar endoteli, bazal bir hiz ile NO olusturur. Bu arada fizyolojik
bir stimulus agonist olarak yaniti artirabilir. Agonist etkisi ile intraselliller Ca*?
artisi nitrik oksid sentazi (NOS) aktive eder ve L-Arginin aminoasidinden sitrtllin
ile birlikte sentezlenen NO, endotel hlicresinden diiz kas hicresine difize olur.
Dlz kaslarda NO solubl guanilat siklazi aktive ederek cGMP’ yi artirir. EDRF ile
yapilan calismalarda, bu maddenin cGMP (zerindeki etkisinin, NO’ e benzer
sekilde ortaya ciktigini vurgulamaktadir. Bu benzerlikler arasinda EDRF’nin
farmakolojik davranisi ve asidifiye NO2' den NO dretilmesi 1987’lerde
Furchott'a EDRF’nin NO olabilecegini dustndirmuistir (57). Ayni tarihlerde
Ignarro ve arkadaslari (58), Palmer ve Moncado (70) da EDRF’nin NO veya ona
cok yakin bir tirevi oldugunu ve damar endotel hicrelerinde L Argininden NO
sentezlendigini géstermiglerdir. EDRF'yi ister NO olarak isterse de NO’nun ¢ok
kisa yart é6murlG bir 6n maddesi olarak kabul edelim sonug¢ olarak birbirlerine
¢cok yakin maddelerdir. géstermistir (59).Nitrik oksid olduk¢a toksik bir madde
olup sitotoksik 6zelligi de vardir. Hlcreler icin toksik olan bu maddenin hiicre
tarafindan dretildigi, dokularda NO tayinleri yapilarak kanitlanmigtir.

Nitrik oksid endotel ylizeyinde antitrombotik etkinlige sahiptir. Nitrik oksid
sentaz aktivitesinin inhibisyonu, mikrovaskiler permeabiliteyi artirarak
I6kositlerin migrasyonunu ve adezyonunu artirmaktadir (60).

Garg ve Hassid (61) in vitro olarak NO’nun damar diz kas hucresinin
blylimesi ve gelismesini inhibe ettigini, bdylece damar hiicre proliferasyonunu
dizenledigini gdstermiglerdir. Yapilan in vivo calismalar da bu bulgular
dogrulamistir. Damarlarin hasarlanmis bdlgesindeki endotel NOS’u, intimanin
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proliferatif yanitini azaltmistir. Bu etkiler, olasilikla ylksek konsantrasyondaki
NO’nun diiz kas hucresine direk toksik etkisine bagli olmaktadir.

Sonuc olarak kaynak bilgiler, NO’nun, biyolojik medyatér olarak
tanimlanabilmesi igin yeterli kriterin bulundugunu géstermektedir. Bdylece NO,
potent bir vasodilatér olmakla birlikte ndérotransmitter, immunmodilatér,
sitotoksik etkili ancak doku hasar olusturmayan bir otokoid olarak da

gO6rilmektedir.

11.4.1. Nitrik oksidin yapisi

NO'(N=0), monoksid veya nitrik oksid olarak tanimlanmaktadir. Nitrik
oksid; tek sayida elektron igeren, renksiz, gaz seklinde bulunan inorganik
serbest bir radikaldir (38,62). Eslenmemis elektron nitrojen ve oksijen atomu
Uzerinde yer degistirerek rezonans stabilitesini saglamaktadir (63).

:i\l=-(3:<:.'> N =6:

Nitrik oksid lipofilik, kimyasal olarak stabil olmayan, reseptére bagimli
olmadan kolayca diflize olabilen ve bilinen en disik molekdler agirlikli memeli
hicresinin biyoaktif sekresyon Grintdar (64). NO ile iligkili nitrojenin okside
metabolitleri Tablo-2’ de 6zetlenmisgtir:

Tablo 2. Nitrik oksid ile iligkili nitrojen metabolitleri

Sembol isim Etki
NO™ Nitrik oksid Serbest radikal (S — R)
NO’y Nitrojen dioksid S-R, nitronize edici etken ajan
N2O Nitr6z oksid Anestetik
N2Os Dinitrojen trioksid Nitronize edici etken ajan
N2Oy4 Dinitrojen tetraoksid Nitronize edici ajan
NO» Nitrit Asidik ortamda NO’ olusturur
NO3 Nitrat Stabil anyon

Nitrik oksid, 3 ile 5 saniye gibi ¢ok kisa bir yari émure sahiptir. Su ve
oksijen varliginda bir dizi nitrojen oksidleri olusturur.
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2 NO + O, = 2NO%

2 NO", + NoOs & NO2 + NOj
NO'2 + NoOs, => NO™ + 2NO7;
NO' + NO> 2 N0z 22NO;

NO2, N2Os, N2O4 gibi NO glicli nitrotize edici ajanlardir (50).
Nitrik oksid elektron vermekle NO™ (nitrozonyum katyonu) ve elektron

almakla NO (nitroksil anyonu) olusturabilir.

NO™ € NO =2 NO
e e

I.4.2. Nitrik oksidin biyosentezi
Nitrik oksid, sitokrom P-450 rediktaz homologu ve nitrik oksid sentaz olarak
adlandirilan enzimlerce enzimatik olarak meydana gelir. Sitokrom P-450 benzeri
enzim, muhtemelen sisteinin aksiyel ferrik ligandi oldugu demir protoporfirin 9
icerir.

Arginin terminal guanido nitrojenin bes elektronunun oksidasyonu;
redikte NADPH ve flavinler tarafindan desteklenir ve tetrahidrobiopterin de
(BH4) kofaktér olarak rol oynar. Sitokrom P-450’dekine benzer sekilde molekdler
oksijen baglanmadan énce Fe(3)’Un rediksiyonunun gerektigi distinilmektedir.
Son gérisler, iki oksijen molekdlinin aktivasyonu ile bir ¢ift oksijen atomonun
orjinin substratina girerek NO've sitrlllini olusturdugu seklindedir. N hidroksi
arginin NO biyosentezinde erken ara arindur (65).

L-argininden NO olusturan enzimler NOS’lar olarak bilinmektedir. Bu
enzimler klonlanip karakterize edilebilmislerdir. Nitrik oksid sentaz’lar memeliler
disinda sUmukli bécekler, deniz yildizi, yengecler ve yapigskan mantarlarda da
saptanmistir. L-argininden NO sentezinde NADPH, NOS, kalmodulin, oksijen ve
dort kofaktére (hem, FMN, FAD, BHs ) gereksinim duydugu anlasiimistir.
NOS’lardaki hem merkezi sitokrom P-450’nin spektral 6zelliklerine sahiptir ve
sonugta bunlar sitokrom P-450 / P-450 rediktazlarin bazi tepkilerini verebilirler.

L-Arginin ve oksijenden NO ve sitrlilin sentezi, hidroksi arginin yolu ile
oksijenin her iki Grindde bagh oldugu iki basamakh ve olduk¢ca karmasik bir
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tepkimedir, arginin guanido nitrojeninde bes elektron oksidasyonu olugsmaktadir
(65).

11.4.3. Nitrik oksid sentaz izoenzimleri:

Nitrik oksid sentazin Ug¢ farkli izoenzimi bulunmaktadir:

n.NOS = ilk olarak sinir dokusunda bulunmustur. Yapisal olarak
tanimlanabilmistir ve kalsiyuma bagimhidir

.e.NOS = ilk olarak vaskiiler endotel hiicrelerinde tanimlanmistir yapisal
olarak kalsiyuma bagimhdir.

. i.NOS = ilk olarak endotoksinler ve sitoksinler araciligiyla karaciger
hicreleri ve makrofajlarda uyarilan bir enzim olarak tanimlanmigtir. Bu izoform
fizyolojik sartlarda kalsiyuma bagl degildir. Nedeni ise kalmoduline ¢ok siki
baglanmis olmasidir. Son zamanlarda her (¢ izoenzimin degisik hicrelerde
bulunabildigi ve uyarilabildigi gésterilmistir. Ornegin; e.NOS endotel hiicreleri,
ndronlar, barsak interstisyel hiicrelerinde bulunabilir

i.NOS genel yapida mevcut degildir ancak bakteriyel trlnler ve sitokinler
ile temasi takiben birgcok doku ve hlcre tipinde uyariimaktadir.

e.NOS, 6strojen ve “shear stress” ile n.NOS ise 0strojen, testesteron
veya lityum ekli takrin ile uyarilabilir.

Her (¢ izoenzimin igerdigi aminoasid dizilerinde NADPH, FAD, FMN ve
kalmodulin ve protein kinaz A fosforilasyonu igin ortak dizilere sahiptirler.
izoenzimler tamamen farklidir. Sadece %51 ila 57 oraninda bir dizilim ézdesligi
gosterirler, bu NO’lara en yakin olarak bilinen sitokromP-450 rediktaz ile
%36’lik bir 6zdeslik ile kiyaslanabilir. Memeli tirleri arasindaki izoenzimlerde de

%81 ila 93’lUk bir dizilim 6zdesligini gdsteren benzerlikler sézkonusudur.

4.1.2. Nitrik oksid sentazin 6zellikleri
Tablo-3 de yapisal ve uyarilabilen NOS’ un 6zellikleri karsilastiriimis,
Tablo-4 de ise nitrik oksid sentazlarin hiicresel degihmlari gésterilmistir
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Tablo-3. Yapisal NOS ve uyarilabilen NOS

Yapisal NOS Uyarilabilen
(cNOS) (i.NOS)
Ca*? bagimhhk + -
NO’ olusum diizeyi pmol nmol
Yanit ani gecikmis
Uretim siiresi kisa uzun
Glikokortikoidle - uyariimasi inhibe edilir
etkilesim

e.NOS ve n.NOS aktivasyonu Ca*? / kalmodulin bagimlidir, i.NOS

aktivasyonu ise transkripsiyonel indiksiyon yolu ile etkilidir (64).

Tablo-4. Nitrik oksid sentazlarin hicresel dagilimi

c.NOS i.NOS
Endotel hicresi Makrofaj, hepatosit
Santral néron Kupffer hiicresi
NANC néron* Vaskdler diiz kas hticresi
Notrofil, trombosit mast hicresi Fibroblast, mezensial hiicre
astrosit Astrosit, kondrosit
B-hicresi, inflamatuar nétrofil
Adrenal medulla ve korteks Karsinoma hicresi
hicresi
renal makula Sinoviyal hiicre
Fare néroblastoma

*Nonadrenerjik nonkolinerjik néron

11.4.4. Nitrik oksidin molekiler etkileri

NO’nun aktifledigi enzimler arasinda solubl guanilat siklaz (sGC) ve ADP-
ribozil transferaz yer alir (Tablo-5). Makrofajlardaki NO timér hicresi ve
mikroorganizmalardaki Fe-S tasiyan enzimleri nitrolayarak antimikrobiyal,
antitimoral ve sitotoksik etki gdsterir. NO ferritin ile reaksiyona girerek serbest
demir salinimina yol acar. Bu serbest demir de lipid peroksidasyonuna neden
olabilir. Makrofaj kdkenli NO ise timor hiicresinin DNA sentezini engeller. Bunu
ribontkleotid rediktazi inhibe ederek yapar. NO’nun diger bir hedefi de slper
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oksid anyon radikalidir (O2"), bu iki

peroksinitritten nitrojen dioksit ve hidroksil radikali olusur. NO’nun siilfidril ile

bilesigin tepkimesinden olusan
reaksiyonu ve S-nitrozilasyon, plazminojen aktivatér gibi bazi enzimlerin katalitik
fonksiyonlarini artirabilir.
NO eritrositlerdeki oksihemoglobin ve redikte hemoglobin ile
nitrozohemeglobin (HbNO) Uzerinden methemoglobin ve NO3s ‘e dbénlserek
metabolize edilir. Methemoglobin redlktaz ile tekrar hemoglobine dénisur, NO3’

ise idrarla atilima ugrar (65,66).

Tablo-5. Nitrik oksidin molekler etkileri

Molekiler sinif Aktivite artisi Aktivite azaligl
Hem proteinler sGC Hemoglobin,myoglobin
Fe-S proteinler ETZ enzimleri, akonitaz
Diger nonHem Ferritin, ribontkleotid
rediktaz
Fe proteinleri
Tirozil radikal protein Ribonukleotid rediiktaz
Protein tiyoller EDRF, tPA” Dehidrogenaz
DNA Mutasyon olusumu Mutasyon kaybi
Superoksid Hidroksil radikali Superoksid anyon
anyon radikali olusumu radikali azaligi

* Elektron transport zinciri

**Doku plazminojen aktivatéri

NO™ ve NO™ olusturan bilesikler (NO"2, NoO3, N2O4 = NOX) guiclii nitroze
edici ajanlardir. Bunlar primer ve sekonder aminlerin nitrolizasyonuna éncalik

ederek karsinojenik etki gdsterirler.
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Ro —NH + NOX =*R.N-N=0
(nitrozamini simgeler ve potansiyel olarak karsinojeniktir)
Bu bilesikler DNA’da nitrozilasyon ile deaminasyona ve alkil nikleofillerin
olusumuna neden olurlar ve bdylece olusan mutasyonlar onkojenleri

aktifleyerek malign hicre dénasimuine yol agarlar (67).

11.4.5. Nitrik oksidin biyolojik etkileri

Biyolojik yari émrl saniyeler dizeyinde olan NO, insan fizyolojisi ve
fizyopatolojisinde 6nemli bir yere sahiptir ve rol oynadigi olaylar asagida
verilmigtir:
e Vaskdiler diiz kas relaksasyonu ile vasodilatasyon
e Santral sinir sistemi ve periferik sinir sisteminde nérotransmitter
e Endotel hiicresi ve vaskiler diiz kas hlcresinde antiproliferatif etki

e Trombosit adezyon ve agregasyonunda inhibisyon

e tPA artisi ve fibrinolizis
e DuUsuk konsantrasyonda eritrosit deformasyonunda artis
e immunomodilator
e NADPH oksidaz inhibisyonu ile 16kosit adezyon inhibisyonu
e Makrofaj aracili nonspesifik immun yanit
Antimikrobiyal (sitotoksik)
Antitimor (sitotoksik)

11.4.6. Endotel hicresi ve nitrik oksid

NO’nun saglam, izole kan damarlarinda fiziksel, kimyasal ve hormonal
uyaricilara karsi EDRF (veya EDNO: endotel kaynakh NO) aracilikli
vazodilatasyon olusturarak vaskuler tonus regilatéri oldugu cesitli kaynaklarda
gosterilmigtir (68).

“Shearstress” gibi fiziksel etkenler, asetilkolin, bradikinin, 5-
hidroksitriptamin ve ayrica hipoksi gibi etkenler, Ca*® / kalmodulin sistemi
aracihgi ile endoteldeki NOS’u uyararak NO olustururlar. Endotelde olusan NO,
diffizyon yolu ile diz kas hucresine gecer ve sGC enzimini uyararak GTP’den
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cGMP olusturur. Olugsan cGMP kalsiyum dizeylerini azaltarak diz kaslarda
relaksasyon ile vazodilatasyona neden olur (67).

NO; trombositler, makrofajlar ve diiz kas hilcrelerinde de Uretilebilirse de
lokal olarak baslica endotelyumda ve sinir hiicrelerinde Uretiimektedir. NO’'nun
hastaliklardaki roliini tam olarak kavrayabilmek icin endotelyumu iyi tanimak
gerekir.

Endotelyum; &zellikle kapillerde, vaskller permeabilite dizenleyicisi
olarak 6nemli bir rol oynamaktadir. Endotel hicreleri ayrica, dolasimdaki
hormonlari da aktive ve inhibe ederler. Angiotensin dénlstlriict enzim, endotel
hicre membraninin bir enzimidir ve Angiotensin I'i Angiotensin II'e dénUstlrdr,
bradikinin ise inaktif (riinlere parcalar. Ote yandan monoaminooksidaz (MAO)
enzimi norepinefrin ve serotonin gibi monoaminleri inaktive eder. Endotel
hicreleri doku trombosit aktivitér (tPA) ve plazminojen inhibitéri gibi
koagulasyon faktdrleri ve inhibitérlerinin de kaynagidir ve NO, prostoglandinler
ve endotelin | gibi vazoaktif maddeler salgilarlar. Daha 6tesi, endotel hicreleri,
heparin, heparin sulfat, TGF- B gibi blyime inhibitérleri ve FGF ve PDGF gibi

blylime faktérlerinin de kaynagidir.

Endotelyumun biyolojik fonksiyonu, vaskiler diz kas hicrelerinin
migrasyon ve proliferasyonunun regilasyonu oldugu kadar vaskdler tonus,
trombosit fonksiyonu ve koagtilasyonun regulasyonunu da kapsamaktadir (69).
Normal kosullar altinda vaskiler tonus, trombosit fonksiyonu, koagtlasyon ve
proliferatif yanitlar Gzerindeki inhibe edici etkileri agir basmakta, bu da anatomik
yapinin fizyolojik kosullardaki koruyucu dogasini yansitmaktadir.

Damar duvarindaki diz kasin gucli bir gevseticisi olan EDRF, solubl
guanilat siklazi aktive ederek cGMP dlzeyini artirir. EDRF’nin yapisi basitce
NO veya onu iceren bir kompleks olabilir. Prostasiklin (PGly,) endotelden
salgilanan diger bir vazodilatérdlr ve etkisi adenilat siklaz aracihgiyla cAMP’nin
artisina baghidir. EDRF ve PGIl, vaskiler diz kasi gevsetmek ve trombosit
agregasyonunu inhibe etmek bakimindan sinerjik olarak etki edebilirler. Endotel
hicreleri hiperpolarize edici bir fakiér (EDHF) de salgilar. Bunun ise kesin
dogas! bilinmemektedir ama arasidonik asidin metaboliti olasilikla da epoksit
veya lipoksittir.
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Endotelden kaynaklanan en az iki vazokonstriktér faktér (EDCF)
bulunmaktadir. Bunlardan EDCF; indometazine duyarsiz olup “endotelin” adli
peptid olabilecedi dustnilmektedir. EDCF, ise indometazine duyarhdir ve
superoksit anyonlari olabilecedi distintlmektedir (67).

Agrege olan trombositlere karsi endotelyuma bagl relaksasyonlar esas
olarak adenin nUkleotidler (ADP, ATP) ve seratonin aracihdiyla gergeklesir.
Endotelyuma bagimsiz olan kontraksiyonlar seratonin ve tromboksanlar
tarafindan gerceklesir. Normal kosullarda saglam bir endotelde relaksasyon ve
kontraksiyonlar dengededir. Buna Kkarsilik rejenerasyon durumunda iken
hiperkolesterolemi ve aterosklerozda fonksiyon bozuklugu gdsterir, daha az
EDRF salgilar, oysa diz kas hicrelerinin kontraksiyon yetenedi degismemigtir.
Aterosklerozda hem EDRF hem de PGl, ‘nin Gretimi azalir ve bunlarin agrege
olan trombositlere karsi gOsterdikleri sinerjik etkiler ortaya ¢gikmayabilir (70).

Sonug olarak; endotelyumun yalnizca kan ile dokular arasinda madde
alisverisinin yapildigi nontrombojenik bir bariyer olmayip ayni zamanda gucli
vazoaktif, antikoagulan ve fibrinolitik maddeler Greten, vicudun en blyUk ve en
aktif parakrin organi oldugu anlasilmistir. Buglin endotelyumun yapisal ve
islevsel bozukluklarinin koroner damar hastaliklarini da kapsamak tzere birgok

vaskuler hastaligin patogenezinde énemli roller oynadigina inaniimaktadir.

1.4.7. Lipid radikalleri ve nitrik oksid
NO’ lipid radikali (L), lipid alkoksil radikali (LO") ve lipid peroksil radikali
(LOO") lipidperoksil ~NO  drGnlerini  olusturarak  antioksidan  etki
saglayabilmektedir (kaynak). Bu reaksiyonlar;

NO" + L & LNO
NO" + LO < LONO

NO" + LOO & LOONO
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11.4.8. Nitrik oksid ve sliperoksid etkilesimleri:
Superoksid 0"+ NO

J

Peroksinitrit anyonu ONOO" + H*

I

Peroksinitrit ONOOH & «HO + <«NO»

g

NO3
NO’ sliperoksid anyon radikali (O2") ile peroksinitrit anyonu (ONOO)

peroksinitréz asidini (ONOOH) olusturur. Bu olusan maddenin %20 ile 30’'u
hidroksil radikali (OH") ve NO; ‘e dénusebilir (71).

Olusan peroksinitritin - bazi bilesikler (zerinde olusturdugu etkiler

bulunmaktadir. Bunlar:

Lipidler Gzerine etki gbstererek lipid peroksitlerinin olusumu
Metalloproteinlerden  bakir  salinimi ile  methemoglobin  olusumu,
seruloplazmin elektron transport zincir enzimleri ve ATP sentaz inhibisyonu
Salfarld aminoasitlerde tiyol iceren aminoasitlerin ve GSH gibi peptidlerin
nitrozotiyollere dénisima

Aromatik aminoasidlerde demir varliginda tirozin kalintilarinin nitrasyonu
Antioksidanlar Gzerine olan etkiyle plazma antioksidanlarinin oksidasyonu
Peroksinitritin Fe** ile 2 e alip, demir nitrozonyum katyonunu olusturarak
proteinlerde 3 nitro tirozin meydana getirip sinyal ileti icin gereken
fosforilasyonu énlemesidir

Damarlarda NO ve slUperoksid arasinda bir denge bulunmaktadir. NO

fazlaliginda ONOQO" (peroksinitritin) prooksidan etkisi NO'nun antioksidan etkisi

ile baskilanir ve bu yolla antiaterojenik etkisi saglanir. Superoksid (O2")

fazlaliginda ise peroksinitrite bagl olarak proaterojenik etki olusur (67).

Damarlarda NO ve superoksid dengesi:
‘NO > o = Antiaterojenik

O > ‘NO = Proaterojenik
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11.4.9. Nitrik oksidin dilizeylerini etkileyen faktorler

Nitrik oksid birgok hastaligin patogenezinde rol oynamaktadir. Bununla
birlikte NO’nun hem yararli hem de zararli olabilecegine iligkin in vivo érnekler
vermek miumkundur;

Bir transmitter olarak kendi roll iginde NO, sinir uyarilarinin dazenli
transmisyonundan sorumludur. Bununla birlikte NO ile asiri stimllasyon sinir
hicrelerinin tahribine yol acabilir.

Nitrik oksidin paradoksik dogasina bagka bir 6rnek de kan basincinin
kontroludir. Kan basinci sabit bir bicimde NO konsantrasyonundaki fizyolojik
ylkselme ve aciklamalarla ayarlanmaktadir. Bununla birlikte, &6rnegin
endotoksik sokta goérllebildigi gibi cok blylk miktarda bir NO salgisi fatal
dolasimda yetmezlige yol acabilmektedir. Bu olay tedavi stratejisinin hastanin
bazal NO durumuna dayanmasi gerektigini gdstermektedir. Eger hastada NO
yetmezIligi varsa hastaya nitratlarin verilmesi veya dogal substrat olan L-arginin
uygulanarak vicut NO dretimi icin stimUlasyon saglanmalidir.

Nitrik oksidin masif Uretimi halinde ise L-NMMA veya aminoguanidin gibi
NOS enzim inhibitérleri verilebilir. Bu bakimdan NO dizeyinin kontrol edilmesi,
spesifik farmakolojik girisimle hastanin NO dengesinin normal durumuna
déndurtimesi demektir.

Koroner kalp hastaliginin tedavisinde nitrat kullanimi  klasik bir
uygulamadir. Koroner hastasinda hasar ugramis endotelyum yeterince EDRF
(bir deyisle NO) dretemez ve ortaya ¢ikan EDRF ac¢igi siklikla koroner
spazmlarina yol acar. Ekzojen olarak uygulanan nitratlar, damarlarin hastaliktan
etkilenmis segmentlerinde endojen NO yoklugunu giderebilir. Bu sekilde
NO’nun diz kas hiicreleri Gzerindeki direkt etkisiyle koroner damarlarin kasiima

/ gevseme dengesi eski normal durumuna dénmus olur (72).

11.4.10. Kardiyovaskiiler sistem ve nitrik oksid
Nitrik oksid, sGC enzimini aktive ederek cGMP dlizeylerini artirip;
e Vaskiler diz kas htcrelerinde relaksasyona ve trombositlerde de adezyon
ve agregasyonun inhibisyonuna neden olur.
e Lokositlerde NADPH oksidaz inhibisyonu ve endotele |6kosit adezyonunu

engelleyerek antiinflamatuvar etki saglar.
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e Eritrositlerdeki Hb ile inaktive edilebilir.
e Lipid peroksidaz radikali ile birlesip antioksidan ve antiaterosklerotik etki
olusturabilir.
e Siperoksid radikalleri ile etkilesip onlari temizler veya toksik peroksinitrit
olusumuna neden olur (67,72).
NO’ nun kardiyovaskiiler sistem iligkili oldugu konulara kisaca deginirsek,

1.4.10.1.Koroner arter spazmi:

Hasarli endotel hlcrelerinin bulundugu alanda koroner damarlarin diz
kas hucreleriyle gucli vazokonstriktér maddeler direkt temasa gecer ve bu
maddelerin bu alanlardan dretimi ve salinmasi artabilir. Bunlardan dolagimdaki
vazokonstriktdrler (noradrenalin ve angiotensin Il), trombositlerden kaynaklanan
seratonin ve tromboksan A, gibi vazokonstriktérler kadar 6zel bir 6nem tasirlar.
Bunlarin tamami vazokonstriktér yanitlarin artmasinda ve sonugta koroner
arterlerin spazminda pay sahibi olabilirler (73).

Koroner spazm ya spontan olarak (6zellikle varyant anjinali hastalarda)
ya da aterosklerotik koroner arter hastaliklarinin seyri sirasinda ortaya ¢ikabilir.
Gercekten anstabil anginada, gelismekte olam miyokard infarktlisiinde koroner
arterlerin durumu iskemi ve infarktistin olusmasinda énemli bir paya sahiptir.
Koroner vazokonstriksiyon, stabil koroner arter hastaligi olan hastalarin anjina
esigini de degistirebilir. Bu klinik olaylara NO yetmezIginin énemli bir katkisinin

olmasi olasidir.

Koroner anjiografi, bilerek yapilan endotel hasarinin bir modelidir.
Bundan dolayi girisim sirasinda veya sonrasinda tehlikeli bir koroner spazmin
gorulebilmesi sasirtici  degildir. Spazma karsi egilim balon kateterin
manuplasyonunun  neden  oldugu, endotel hicrelerinin  fonksiyonel
bozukluklarinin eglik ettigi endotel hasari kaybi ile agiklanabilir. Ayni zamanda
bu kosullar altinda trombosit aktivasyonu da guglenmistir.

1.4.10.2.Ateroskleroz:

Ateroskleroz varliginda endotele bagimli relaksasyon hem deney
hayvanlarinda hem de hastalarda belirgin bicimde azalir. Her ne kadar gercek
endotel soyulmasi gorllebilirse de (6zellikle plak yirtik alanlarinda) normal
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olarak endotel tabakasi morfolojik olarak varhigini sirdirir fakat endotel
hicrelerinin bigim ve buyukliginde belirgin degisiklikler gérultr.

Hiperlipidemide oldugu gibi endotel disfoksiyonunun mekanizmalari
arsinda NO’nun siperoksid anyonlari tarafindan yikiminin artmasi kadar
reseptér fonksiyonunun bozulmasi, endotel hiicrelerinin NO preklrséri olan L
Arginini alma veya metabolize etme kapasitesinde azalma sayilabilir. Gergekten
hiperkolestrolemik tavsanlarda endotel hiicrelerinin stperoksid Gretimi artmistir.

Aterosklerotik koroner arterlerde bozulmus olan endotelyuma bagimh
yanitlar vazokonstrikidér yanitlari arttirabilir, lokal kan akimini azaltabilir ve
dolagimdaki trombositlerin preaktivasyonuna yol agabilir (67,72).

Nitrik oksid yikiminin azalmasi veya durmasi vaskiller diz kas
hicrelerinin mediadan intimaya migrasyonunun artisinda ve aterosklerotik
plaklarin gelismesinde pay sahibi olabilir (NO’nun antiproliferatif etkisi
nedeniyle). Nitrik oksid dolayl olarak aterosklerozun ilerlemesini de etkileyebilir.
Gergekten NO’nun foksiyonunu inhibe edeci kapasitesi ayni zamanda
trombositlerden PDGF ve TGF B4 gibi blylime faktdrlerinin salgilanmasini inhibe
eder.

Bozulmus kan akimina bagh vazodilatasyon egzersiz sirasinda
hastalarin angina esigini daha da dasUrebilir ve kan damari duvarini sempatik
aktivasyon sirasindaki vazokonstriktér uyarilara kargi duyarli kilabilir.Bu
fenomenlerin sonucunda daha biyulk bir iskemi ve angina pektoris ortaya cikar.
Koroner damar tonusunun akut olarak artmasiyla angina pektorise neden olan
kritik damar daralmasi olusur. %60’k bir Iimenin varhgini sdrddrebilmesi
halinde (%40 stenoz) vaskuller tonustaki bir artig timh [Gmen darhgini, %90’
asan ileri derecede stenoza donustlrebilir. Budan dolayr vazokonstriktor
yanitlardaki lokal degismeler dinamik stenozu énemli él¢lide etkileyabilir (69).

I1.4.11.Mikrosirkulasyon:

Her ne kadar EDHF bu dizeyde 6énemli dlgliide katkida bulunabilirse de
deneysel bulgular, NO’nun mikrosirkulasyondaki vazodilatasyondan da sorumlu
oldugunu goéstermigtir. Daha da énemlisi NO ve olasilikla diger endotel kaynakli
mediyatérler, mikrovaskdler yatagin her yaninda kan damarlarinin davranisini

koordine edici bir etki gdsterirler. Ayrica mikrosirkilasyondaki endotelyuma
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bagimh vazodilatasyon hipertansiyon, diyabet ve &zellikle de hiperlipidemi de
bozulmustur (70,74).

I.4.11.1.Kardiyovaskiiler sistem tizerindeki diger etkiler

Ozellikle koroner dolagimda, biyiik epikardiyal koroner arterlerin dnemli
6zelligi kan iletme yetenegdini artirmak ve miyokarda ulasan kan voliminu
ylkseltmek icin, egzersiz sirasinda dilate olma kapasitesine sahip olmalaridir.
Bu akima bagdimli vazodilatasyon, endotelyuma bagimli olup NO’nun aracilik
ettigi bir olaydir. “Shear stress” endotel hlicrelerindeki iyon kanallarini aktive
edebilir ve bdylece NO salgisini tetikleyebilir. Bu sayede endotel hlicrelerinin
fizik fakt6rlere karsi gosterdigi lokal yanitlarla yeterli koroner kan akimi énemli
Olcide dizenlenmis olur (74).

Nitrik oksid salgilanmasinin diger fakat daha az etkili tetikleyicisi de
oksijen eksikligidir. Boylece miyokardial oksijen ag¢igi yalnizca ikaz edici bir
klinik sinyal olarak anginal agriya yol agmakla kalmaz, ayni zamanda koroner
arterlerde NO salgilanmasini da indikler.

Son calismalar, NO’nun vaskiler diz kas ve trombositler Gzerindeki
etkilerine ek olarak endokardiyum ve belki koroner vaskiler endotelyum
araciligiyla kalp bosluklarinin modile edilmesi Uzerinde de bir etkiye sahip
oldugunu distndirmektedir (72).

Nitrik oksidin egemen olarak damar duvarindaki diz kas tabakasina
dogru salgilanmasi ve daha az oranda da damar l[imenine dogru salgilanmasi
daha olasi gérilmektedir. Damar Iimenindeki NO, dolasimdaki trombositlerle
etkilesir aksi halde ¢d6zinmuUs oksijen ve slperoksid anyonlari tarafindan hizla
inaktive edilecektir.

Nitrik oksid bir defa eritrositlere ulasip onlarin igine girdiginde hemoglobin
tarafindan inaktive edilir. Gergekten hemoglobin gugli bir NO inhibitériadar.
GUnku kendi molekdliinin “hem” béliminde serbest radikali baglamaktadir. Bu
etkiler salgiladigi alandan uzakta etki yapmaktan alikoyar ve onun primer olarak
neden trombosit fonksiyonu ve damar tonusunun 6nemli bir medyatéri
oldugunu aciklar. Bundan dolayr endotel fonksiyonuna bagli olarak NO
dretiminin bozulmasi veya durmasi komsu saglikli endotel hicreleri tarafindan

salgilanan NO ile kompanze edilemez.
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Hayvan calismalarindan, NOS inhibitérlerinin  kortizon ve/veya
testesteron dizeylerini artirdigina dair kanitlar elde edilmistir.
Uterusun kasilma ve gevsemesinde NO araciligiyla kontrol edilmektedir.
Dolayisiyla NO modulatérleri jinekolojide de kullanim alani bulabilir.

11.4.12.Sindirim sistemi ve nitrik oksid

Saglikh bir mide mukozasinin irritasyona karsi yaniti, kan akiminda artis
ve bir mukoza bariyerinin olusmasidir. Bu koruyucu mekanizma NO’ ya bagimli
olarak ¢aligir. Bu nedenle NO’ nun mukoza Ulserlerini 6nlemede sorumlu oldugu
dasunalar (75).

Nitrik oksid, gastrointestinal traktlsin néronal kontroline de Kkarisir.
Bilinen nérotransmitterlere ek olarak, gastrointestinal sinir merkezi Auerbach
pleksusunda biliginin yayillmasindan, kimligi belirlenmemis bir fantom’ un
sorumlu oldugu diasanulirdd. “Nonadrenerjik-nonkolinerjik” (NANC) adi verilen
sinir sisteminin nérotransmitterlerinden en az birinin  NO oldugu artik
bilinmektedir (76). Bu, 6rnegdin; besin yutuldugunda, normalde kasiimis bulunan
mide duvari ve pilorun, NO’ ya bagimli bir dilatasyona ugramasini agiklar.

Barsak peristaltizmi, medulla spinalis karismaksizin, otonomik olarak
kontrol edilir. Barsak duvarinin NO’ ya bagimli, refleks, proksimal kontraksiyonu
ve distal dilatasyonu barsak kapsaminin barsak boyunca tasinmasindan
sorumludur (77).

11.4.13. Diger sistemler lizerine olan etkileri

e Hipertansiyonun belli formlarinda vazokonstrikiér maddelerin arttig
bilinmektedir. Endojen vazodilatatér olan NO’ nun bosalmasina bagli olarak
hipertansiyon meydana gelmektedir. Ayrica anjiotensin II' nin fizyolojik
antagonisti olmasi ve renin salinimini dizenlemesi nedeniyle NO
hipertansiyon Uzerinde etkilidir (78).

e NO trombosit agregasyonunu inhibe etmektedir

e iskemi dénemlerinden sonra kan damarlarina gerekli olan kan akimi yeniden
saglandiginda bir oksijen paradoksu olusmaktadir. Beklenen bir iyilesme
yerine tutulan dokuda nekroz meydana gelmektedir. Bu hasara oksijen
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radikallerinin neden oldugu dustnulmektedir. Yapilan bazi galismalarda
nitrik oksid derivelerinin bu hasari azalttigr gésterilmistir (78).
e Diyabetin her formunda, gecikmis vaskuler lezyonlarin gelismesinde kismen
de olsa NO yetersizliginin sorumlu oldugu bilinmektedir (79).
¢ Nitrik oksidin ayrica bronkospazmin giderilmesinde, viicudun kansere karsi
savunmasinda, otoimmun reaksiyonlarda, ndrotransmitter olarak beyin
fonksiyonlarinda ve agri olusumunda énemli rol aldigi1 gdsterilmigtir (78,79).
11.4.14. Nitrik oksid 6lcim yéntemleri:
NO in vivo olarak az miktarda sentezlendiginden ve oksijen ile hizla
reaksiyona girdiginden dlgiima zordur (68).
e Kemiliminesans (NO, nitrit, nitrat)
e UV — Vis spektrofotometrik yontem (Griess, MetHb)
e ESR (EPR) — spektroskopisi
e Flow sitometri
e Gaz kromotografisi

e infrared spektroskopisi

I.5. ANTIOKSIDAN SAVUNMA

Hucreler oksidatif hasari énleyen, yok eden ya da kismen azaltan bazi
mekanizmalara sahiptir. Oksidanlarla micadelede birinci asama risk
faktorlerinin belirlenmesi ve bunlardan uzak durulmasidir. ikinci yol ise doku
hasarina yol acan olayin etkisi ile tetiklenen biyokimyasal tepkimeleri bir ya da
birka¢c basamakta engellemektir. Bu amagla yapilabilecek girisimler sunlar
olabilir: Na* aktif girisinin engellenmesi, K* giriginin aktive edilmesi, hlicre igci
laktik asidozun inhibisyonu, sitotoksik ve vazojenik antiddem girisimler, yeniden
fosfolipid sentezi hizlandiricilari, kalsiyum kanal blokerleri, lipid peroksidasyonu
ve siklooksijenaz inhibitérleri, I6kotrienlerin inhibisyonu, opiat antagonistleri,
PAF inhibitérleri, H> reseptdr antagonistleri, atrial natritiretik peptid, hipotermi
(8,80). Uclincli asama aktive olmus nétrofillerin lezyon bdlgesine hiicumunu ve
birikimini inhibe etmek icin antiinflamatuvar ilaglarin kullaniimasidir. Dérdinci
ve en etkin yol artmis oksidanlara dogrudan etki ederek onlari ortamdan

kaldirmaktir. Direkt etki ile oksidanlari inaktif hale getiren maddelere
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“antioksidanlar” denir. Tim antioksidanlar baglica dort yol ile etkilerini
gergeklestirmektedirler. Bu etkiler;

a- Scavenging etki

Oksidanlari tutma ve zayif bir molekile dénlstirme etkisidir. Enzimler bu
sekilde etki eder.

b- Quencher etki

Oksidanlara bir hidrojen aktararak etkisiz hale getirme tepkimesidir. Vitaminler,
flavanoidler bu sekilde etki eder.

c- Onarma etkisi

d- Zincir koparma etkisi

Oksidanlari baglayarak fonksiyonlarinin énlenmesi etkisidir. Agir minareller,
hemoglobin, seruloplazmin bu yolla etki eder.

Halliwell ve Gutteridge’ in (81) belirttigine gére antioksidanlar okside edilebilen
substrata gére goéreceli olarak daha disUk diizeylerde bulunan ve o substratin

oksidasyonunu anlamli derecede geciktiren ya da inhibe eden maddelerdir.

1.5.1. Dogal antioksidanlar
1.L5.1.1. Enzimler
e Slperoksid dismutaz; O, ¢’nin hidrojen perokside dismitasyonunu katalizler.
e Katalaz; hidrojen peroksidin dismitasyonunu katalizler.
e Glutatyon peroksidaz; hidrojen peroksid ve lipid peroksidlerinin
rediksiyonunu katalizler.
e Glutatyon redikt6z; GSSG'nin (okside glutatyon) GSH’ye (redikte glutatyon)
dénlsimUnU saglayarak indirekt yolla antioksidan etki gésterir.
e Hidroperoksidaz
e Sitokrom c oksidaz; hiicredeki oksijenin % 95’ini detoksifiye eder.
11.5.1.2. Nonenzimatik antioksidanlar
e Seruloplazmin; demiri okside eder.
e Transferrin; dolagsimdaki demiri baglar.
e Hemoglobin; oksidanlari baglar.
e E vitamini ve analoglari; lipid peroksidasyon zincirini kirarlar.

e ( vitamini O,e ve OHe ‘i direkt olarak tutar, E vitaminini rejenere eder.
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e Tiyol icerenler (glutatyon, N asetil sistein, metiyonin); serbest radikal ve
HOCI tutucusudur.

e A vitamini; direkt olarak peroksillere etki eder.

e Urik asid; O, ¢, OHe ve peroksil tutucusudur.

e Sistein; O, ® OH e tutucusudur.

e Ubikinon; serbest radikal tutucusudur.

e Glikoz; hidroksil radikal tutucusudur.

e Bilirubin; O, e ve OH e tutucusudur.

e Albdmin; bakir baglar, LOOH ve HOCI tutucusudur.

e PirGvat; hidrojen peroksid tutucusudur.

e Haptoglobdilin; hemoglobini baglar.

e Hemopeksin; serbest hemi baglar.

Ayrica hicre igi bolukleri, en etkin endojen antioksidan mekanizmayi
saglarlar. Mitokondri, lizozom, peroksizom ve sitoplazma serbest radikal Ureten
sistemlere karsi savasan antioksidan savunma mekanizmalari ile eslesmistir
(82).

1.5.2. ilaglar
e Ebselen; endojen glutatyon peroksidaz aktivitesini artirir.

e Demir selatérleri; desferroksamin, dimetil tiolre, serlloplazmin; serbest
Fe*> (i baglarlar.

e Sitokinler (TNF ve interldkin-1).

e Ksatin oksidaz inhibitdrleri (allopurinol, oksipdrinol); ksatin oksidaz
tarafindan sUperoksid anyon Uretimini inhibe ederler.

e Proteaz inhibitérleri; serin proteaz inhibitérleri, fenilmetilstlfonil florid; ksantin
oksidazin ksantin dehidrogenaza déntisimuanu bloke ederler.

e NADPH oksidaz inhibitdrleri; adenozin, lokal anestezikler, Ca*® kanal
blokerleri, nonsteroidal antiinflamatuar ajanlar; nétrofil ve makrofajlardaki
NADPH oksidaz Uretimini inhibe ederler.

e Mannitol; OHe radikalini tutar.

e Barbitiratlar

e Flavonoidler

e Trimetazidin



42

lll. MATERYAL VE METOD
lll.1. ARAC VE GERECLER

1. Benmari:

2. Homojenizatoér:

3. Elektronik terazi:
4. Otomatik pipetler:
5. pH metre:

6. Santrifij:

7. Spektrofotometre:
8. Manyetik karigtirici:
9. Derin dondurucu:
10.Cam pipetler:

11.Vorteks:

Medingen W 22
(0-99 °C) (Germany)
IKA Labortecnic T 25 basic

(8000-24000 devir/dakika) (Germany)
Sartorius/ Basic (USA)
Biohit-Proline-Isolab

Sartorius PP-15.(USA))

Hettich Rotina 35 R / Sogutmali(Germany)
Shimadzu UV 1601 (Japan)

lkamag RH / Isitmali (Germany)

Nuaire Ultralow Freezer (-85 °C)
Precicolor HBG (Germany)

Yellowline (USA)
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ll.2. CALISMA MATERYALLERI

200-250 gram agirhginda 25 adet Sprague-Dawley cinsi erkek sican
kullanildi. Tim sicanlara daha énce Chojkier ve Grozsmann tarafindan rapor
edilen parsiyel portal ven ligasyonu modeli ile portal hipertansiyon olusturuldu
(11).

Parsiyel portal ven ligasyonu farkli hayvanlarda, 6zellikle ratlarda portal
hipertansiyon c¢alismalarinda yaygin olarak kullaniimaktadir (10,12-14). Parsiyel
portal ven ligasyonu 20 gauge kanul Uzerinden yapilmakta ve kaldirildiginda
portal ven eski gapina dénmektedir. Kolay uygulanabilir ve tekrarlanabilir olmasi
bu metodun tercih edilir bir ydntem olmasini saglamaktadir (15).

Sicanlar 2 gruba ayrildi.
I.Grup (13 adet) :Kontrol grubu
I.Grup (12 adet ) :Portal hipertansiyon olusturulmus grup

Sekiz haftalik prehepatik portal hipertansiyon indiiklenmesi yapildi. Bitin
denekler gegcen bu sire boyunca standart yem ve su ile beslenerek 12 saat
surekli aydinlik, 12 saat surekli karanhk ortamda tutuldular. Parsiyel portal ven
ligasyonu igin ketamin anestezisi sonrasi kanlar, kardiyak ponksiyon ile alindi.
Daha sonra da bdbrek dokulari ¢ikarildi. Dokular hemen soguk izotonik su ile
yikandi. Kan ve diger dokulardan temizlenip aliminyum folyeye sarilarak elde
edilen serumlarla beraber -80 °C derin dondurucuda MDA, NO, MPO, Ure ve
Kreatinin tetkiklerinin yapilacagi zamana kadar saklandi. MDA, NO ve MPO
dlzeylerini g¢alismak icin bdbrek dokulari tris-HCI tamponu ile (pH:7,5)
homojenize edildi. Elde edilen homojenat MDA, MPO ve protein tayininde
kullanildi, homojenat deproteinize edildikten sonra NO dlzeyleri saptandi. Tim
ydntemler bdbrek dokusunda spektrofotometrik olarak tayin edildi. Ure ve
kreatinin dlzeyleri ise serumda ticari kit kullanilarak geleneksel yéntemlerle
fotometrik olarak tayin edildi.
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lil. 3. DOKULARIN HOMOGENIZASYON ISLEMLERI

1ll.3.1. Homojenizasyonda kullanilan reaktifler:

PH 7.5, 0.2 mM Tris-HCI tamponu hazirlandi (83). MDA ve NO
calismalarinda bu tampon kullanildi. Myeloperoksidaz calismasinda ise tampon
olarak % 0.5’ lik hexadecyltrimethyl ammonium bromid kullanildi.

ll.3.2 Homojenizasyonda yapilan islemler ve numunelerin
hazirlanmasi:

Yas agirliklari 1 gr. olarak ayarlanan dokular, soguklugu muhafaza
edilerek temiz cerrahi makasla parcalara ayrildi. Cam tlpe aktarilan doku
Uzerine 2 ml. Tris-HCI tamponu eklendi. Buz doldurulmus plastik kap igerisine
yerlestirilen cam tlpteki doku 16.000 devir/dakika hizda homojenize edildi. Son
hacim doku agirhdinin 10 kati olacak sekilde tampon ilave edildi. Tekrar
homojenize edilerek slre 3 dakikaya tamamlandi. Homojenatin 1sisi
arttirlmadan  tlplere aktanldi ve tlpler numaralandi. Elde edilen
homojenatlardan NO ve protein tayinleri yapildi.

Cam tiplere doku agiriginin 5 kati olacak sekilde % 0,5 lik
hekzadecyltrimethyl ammonium bromid ilave edilerek 16.000 devir/dakika hizda
homojenize edildi. Elde edilen homojenat 3220 rpm/dakika +4 °C’ de 45 dakika
santrifij edildi. Elde edilen slpernatandan myeloperoksidaz ve protein tayinleri
yapildi.

Ayrilan serumlardan rutin biyokimya otoanalizéri ile Ure ve kreatinin

fotometrik olarak tayin edildi.

ll. 3. PROTEIN OLCUMU ( LOWRY METODU) :
Deneyin Prensibi: Alkali ¢dzeltide bakir-protein kompleksi olugsmaktadir. Bu
kompleks fosfomolibdatfosfotungstat reaktifini ( Folin-Ciocalteus-Phenol Reaktifi
) rediiklemekte ve koyu mavi bir renk olusmaktadir(88). Burada rengin koyulugu
ortamdaki protein konsantrasyonu ile dogru orantilidir.
Kullanilan Kimyasal Maddeler: CuSO,4, NasSitrat, Na,COs; NaOH, Folin-
Ciocalteus -Phenol Reaktifi
Kullanilan Reaktifler:
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A Reaktifi: 0.5 gr. CuSO4 ve 1 gr. NasSitrat 100ml. distile suda ¢ézuldU.

B Reaktifi: 20 gr. Na,COg3 ve 4 gr. NaOH 1 L distile suda ¢6zuldl

C Reaktifi: 50 mL B reaktifine 1mL A reaktifi eklendi.. Reaktif taze hazirlanmali
ve bekletiimeden kullaniimalidir.

D Reaktifi: Folin-Ciocalteus-Phenol Reaktifi, 1/1 oranimda sulandirilarak

hazirlandi.

Deneyin Yapiligi: Agzi kapanan mika tiplere;

Lowry Metodu Kor tapu Numune tupu

Numune (pL) - 10

Distile su(uL) 500 490

C reaktifi(pL) 2500 2500
Karistinlarak 10 dakika beklendi.

D reaktifi(pL) 250 250

Tapler vortekslenerek 20-30 dakika oda isisinda inkiibe edildi.
Spektrofotometrede 700nm’ de numunenin ve standardin absorbansi
kére karsi okundu.
Hesabi:
Protein Standart Grafigi: Konsantrasyonlari bilinen Bovin serum albuminden
hazirlanmis ¢oézeltiler kullanilarak Optik dansite (OD) — mg / mL protein
konsantrasyon grafigi cizildi. Numunelerin absorbanslari bu grafikten

yararlanilarak hesaplandi. Sonuglar mg/mL olarak verildi.

I1l. 4. NiITRIK OKSIiD OLCUMU
Deneyin Prensibi: Vicutta endojen olarak Gretilen nitrik oksitin doku ve vicut
sivilarindaki konsantrasyonu, pek c¢ok galismada nitrit ve nitrat olarak ifade
edilmigtir. (18). CUnkU nitrik oksit, Uretildigi bdlgede saniyeler icinde okside
olarak 6nce nitrite (NO.) daha sonra da nitrata (NOjz’) donisir. Bununla
beraber proteinden zengin homojenat, serum, plazma gibi solisyonlarda
spesifik olmayan reaksiyonlar olusabileceginden, biz bu non spesifik
reaksiyonlarin édnline gecebilmek i¢cin homojenatlari dnce deproteinize edilip
sonra nitrit ve nitrat konsantrasyonlarini 6él¢tik. Bu amagla NO problari
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gelistiriimistir ama bunlarin in vivo/ex vivo sartlarda ¢alismasi mimkun degildir.
(19)

Dokularda nitrit ve nitrat miktari deproteinizasyondan sonra Griess
reaksiyonu ile belirlenir (20). Total nitrit (nitrit+nitrat) konsantrasyonu modifiye
kadminyum rediksiyon metodu ile belirlendi. PH 9.7 glisin tamponunda bakir
(Cu) kapli kadminyum granulleri deproteinize numunenin sUpernatanti ile 90
dakikalik inkilbasyon sonunda nitrat rediksiyonu saglandi. Uretilen nitrit,
sulfanilamid ve buna bagl N-naphthylene diaminin (NNDA) diazotizasyonuyla
reaksiyonu sonucu olusan pembe rengin 545 nm dalga boyunda
spektrofotometrede okunmasi ile belirlendi.

Kullanilan Kimyasal ve Reaktifler
1. Kadminyum grandlleri
2. Glisin-NaOH tamponu ( pH: 9.7 ): 7.5gr. glisin 100mL deiyonize suda
¢6zuldu. 2mol/L NaOH ile pH’ s1 9.7’ ye ayarlanarak son hacim 1000mL’
ye deiyonize su ile tamamlandi. Tampon +2-8 °C’ de 1 ay saklanabilir.
3. Sdlfanilamid: 5gr. Sulfanilamid tartiip 500mL 3M HCI igerisinde ¢6zuldu.
Oda 1sisinda 1 yil korunur.
4. N-Naphtylene daimine (NNDA ): 50mg. NNDA alinip 250 mL distile suda
c6zulda.
5. 5mmol/l CuSQOy soliisyonu hazirlandi.
Standart SolGsyonu: 0.1 mol/L NaNO: kullantlir.

1. 75mmol/L ZnSO4 sollsyonu

2. 55mmol/L NaOH soliisyonu
Deneyin Yapilisi: Once homojenatlarin deproteinizasyon islemi yapild.

500uL homojenat+ 2mL 75mmol/L ZnSQOy ile vortekslenir.2.5mL NaOH

eklenip tekrar vortekslenerek 3500gx 10 dakika santriflij edildi. Berrak
stpernatan nitrat tayininde numune olarak kullanildi.
Kadminyum granillerinin aktive edilmesi: Kadminyum grantlleri 3 defa
deiyonize su ile yikanarak, 1-2 dakika 5mmol/L CuSO, sollisyonu icinde
karistinldi. SolUsyon sUzllerek dékuldikten sonra grandller 1-2mL glisin
tamponu ile yikandi. Bakirla kaplanarak aktive olan kadminyum grantlleri 10
dakika icinde deneyde kullaniimalidir. Deneyde kullanilan grandller distile su ile
yikanarak 0.1 mol/L H.SO4 sollsyonu igcinde saklanir.
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1. Aktive edilmis kadminyum gran0lli tOplerin Gzerine 1mL glisin

tamponu ilave edildi.

2. Uzerine 1mL deproteinize numune ve 2 mL deiyonize su eklenerek

tiplerin agzi kapatildi.

3. 90 dakika oda sicakhginda karanlik ortamda ara ara tlpler alt Gst

edilerek inkiibe edildi.

4. inklibasyon sonunda nitrit tayini icin numune olarak kullanilir.

Nitrit tayini

Kor Numune St 1 St2 St3

(mL) (mL) (mL) (mb) | (mb)
Deprot. Ornek - 2 - - -
St 1 - - 2 - -
St2 - - - 2 -
St. 3 - - - - 2
Distile H,O 2.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Silphanil. Sol. 1 1 1 1 1
NNDA sol. 1 1 1 1 1

Vortekslenerek 20-60 (40) dakika oda i1sisinda karanlhkta inkibe edildi.

Spektrofotometrede  545nm’ de kére kargi okunan standart
solusyonlarindan elde edilen “ Optik Dansite-.Konsantrasyon (umol/L) “ grafigi
ile numune sonugclar hesaplanir. Elde edilen degerler doku protein degerlerine

bdllinerek sonuglar umol/ gr protein olarak verildi.

IIl.5. MYELOPEROKSIDAZ OLCUMU

Deneyin Prensibi: Myeloperoksidaz enziminin aktivitesi MPO aracili H>O: ile
yapilan oksidasyon icin substrat olarak 4-aminoantipyrin/phenol solusyonu
kullanilarak yapildi (89).

1 enzim (nitesi, 25°C’ de 1dakika 1umol H2O’ yi harcayan enzim olarak
ifade edildi.
Kullanilan Kimyasal Maddeler: 4-aminoantipyrine, phenol, H.O»
Kullanilan Reaktifler:

Sollsyon 1: 25 mM 4-aminoantipyrine-%2 phenol sollisyonu
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Soltsyon 2: 1.7 mM %30’ luk H2O,
Deneyin Yapihisi

Numune
Solusyon 1 1.3 mL
Sollsyon 2 1.5 mL

Vortekslenir, 3 dakika beklenir.

Homojenat sipernatanti | 0.2 mL

Kivet alt-Ust edilerek beklenmeden spektrofotometrede 510nm’ de 5
dakika boyunca olan absorbans artisi kaydedilir.Lineer aktivitenin gézlendigi
absorbans degerleri hesaba katilir.

Hesaplama

1 enzim dnitesi (U); 25°C’ de 1 dakikada 1umol H.O’ yi hatcayan enzim
miktaridir. Elde edilen degerler doku protein degerlerine bélinerek sonuclar U/
g protein olarak verilmigtir.

l.6. MDA OLCUMU:
Deneyin prensibi:
Doku MDA duizeyleri Satoh ve Yagi’den modifiye edilen yénteme gore,
MDA’nin tiyobarbittirik asit ile reaksiyona girerek olusturdugu pembe rengin 532

nm’de spektrofotometrik olarak okunmasiyla élclldi (TBARS ydntemi)

Kullanilan reaktifler:

. 1/12 N H2SO,4

. %10 Fosfotungstik Asit

. 2M NaS0Oq4

. 0.2 % Tiyobarbitlrik asit (2 M Na,SO4’ de ¢d6zulmUs)
. n-batil alkol

. Standart 5nmol/L malondialdehid bis dietil asetal (1,1,3,3 tetra ethoksipropan)

N OO o AW =

. EDTA, Glutatyon: (Ornek hazirlanmasi icin)

Deneyin Yapilisi:
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Kapakh santrifdj tiptine 4 mL 1/12 N HxSO4 0.5 mL homojenat, 0.5 mL %10
Fosfotungstik asit konulup tlpler oda isisinda 5 dakika bekletildi. 10 dk
3000/devir/dk santriflijlenip sipernatanti atildi. Presipata 2.5 mL 1/12 N H>SO4
eklendi. Tekrar ayni devirde santriflijlenip stipernatant atildi.

Blank Standart Numune Ornek
1/12 N H2SO4 2.5 ml 2.0 ml 2.5 ml
Standart 0.5 ml
TiyobarbitUrik 3.0 ml 3.0 ml 3.0 ml
Asit

Tupler bu islemlerden sonra 60 dk kaynar su banyosunda bekletilip sogutuldu.
3.0 ml batil alkol kére, standarda ve numuneye eklendi.
Hesaplama 530 nm’de kére karsi yapildi ve degerler nmol/ml cinsinden

bulundu.

l.7. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Bu calismada bulgularin istatistiksel analizinde SPSS for Windows 10.0
istatistik programi kullaniimistir. Deskriptif istatistikler, ortalama sapmalar ve
dagihm grafikleri ¢ikariimistir. Gruplarda veri dagilimi, medyan ve u¢ degerleri
ortaya koymak igin, dagilim grafiklerinden sapli kutu grafikleri (box plots)
kullaniimigtir.

Gruplar arasi farkhhklar ve anlamliigi nonparametrik olarak, Mann
Withney U testi ile degerlendiriimistir. Degerler ortalama + standart sapma

olarak verilmistir. P<0.05 olmasi istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

IV. BULGULAR
Bu calismada her iki grubu olusturan ratlarin bébrek dokularinda NO, MPO ve

MDA, serumlarinda ise Ure ve kreatinin dizeyleri calisildi.
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IV.1. GRUP 1 VE GRUP 2 NO, MPO, MDA, URE VE KREATININ DUZEYLERI
Bdbrek dokusunda NO, MPO, MDA dizeyleri serumlardan dre, kreatinin

testleri arastiriimis ve sonuclari Tablo6’da ve Grafik-1,2,3,4,5’ de verilmigtir.

Tablo 6- Grup 1 (kontrol) ve Grup 2 (Portal Hipertansiyon) doku NO, MPO,

MDA, serum Ure ve kreatinin dizeyleri (ortalamaxSD)

Grup 1 Grup 2 P degerleri
(n=12) (n=13)
NO 0.801+£0.175 1.03 £0.69 0.729
(umol/gr protein)
MPO 0.1006 + 0.098 0.104 £0.08 0.710
(U/gr protein)
MDA 0.29 £ 0.03 0.351 £0.05 0.009
(nmol/mL)
URE 47.5 +1.334 38.2+1.191 0.008
(mg/dl)
KREATININ 0.293 +0.0139  0.294 +0.0167 0.738
(mg/dl)

Her iki grup karsilastirildiginda serum dre dizeyleri ve doku MDA dizeyleri

arasinda istatistiksel olarak anlamli farklihk saptandi (sirasi ile p=0.008,

p=0.009). Serum kreatinin ve doku MPO, doku NO dlzeyleri arasinda herhangi

bir fark saptanmadi.
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V. TARTISMA

Portal hipertansiyon, hemodinamik degisikliklerle karakterize olup,
siroz’un en 6nemli komplikasyonlarindan biridir. Etyolojisinde birgok farkli
etkenin yer aldigi portal hipertansiyonda temel sorun; portal basincin 10mm/Hg’
nin Ozerine c¢ikmasi, portal vendz sistemde direncin artmasi ve buna bagh
olarak splanknik kan akimindaki degisikliktir (1-4). Portal kan akimina karsi
artmis direng portal vendz konjesyona ve hipertansiyona neden olmaktadir (6).

Portal hipertansiyonda fizyopatolojik gelisim basamaklari; portal kan
akimina kargi artmis vaskiler direng, portosistemik kollateral dolasimin
gelismesi, splanknik vazodilatasyon ve artmig splanknik akim, plazma
voliminde artig, periferik vazodilatasyon ve hiperkinetik sistemik dolasimin
gelismesi olarak dzetlenebilmektedir (19).

Portal hipertansiyonda hiperdinamik bir dolasim bozuklugu oldugu
bilinmektedir. Artmis vazodilatatér madde Uretiminin ve azalmis endojen
katekolamin duyarliligin, bu hiperdinamik dolagimin olusumunda rol oynadigi
distndlmektedir. Mathuna ve ark., Sherwin ve ark.’na gore sirozlu hastalarda
ylksek konsantrasyonlarda bulunan ve potent bir vazodilatatér olan glukagon,
artmis splanknik kan akisinin saglanmasinda ise karisan birincil humoral
maddedir (12,13).

Ratlar Gzerinde yapillan bazi deneysel c¢alismalarda portal
hipertansiyonda g6rilen hiperdinamik durumun ve splanknik sirkilasyon
degisikliklerinin artmis nitrik oksid formasyonu ile iligkili oldugu gdésterilmistir
(84,85)

Shams ve arkadaslarn (86), sirotik ve nonsirotik portal hipertansiyonlu
vakalarin serumlarinda nitrik oksid dizeylerinin belirgin olarak yiksek oldugunu
bulmuslar ve nitrik oksidin portal hipertansiyonun patogenezinde primer rol
oynadigini distinmuslerdir.

Howe ve arkadaslari (87) portal hipertansiyon olusturulmus ratlarin portal
venlerinde ve sistemik dolasimlarinda artmis nitrik oksit dizeyleri tespit

etmislerdir.
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Grange JD V ve ark.ari(22) asit gelismis spontan bakterial peritonlu
hastalarda, NO metabolit dizeylerini, asit gelismemis olanlara gére daha
yUksek bulmuslardir. Clinkl bébrek yetmezligi olan bu hastalarda efektif arterial
kan basincinda azalis meydana gelmektedir.

Bizim calismamizda bdébrek dokusunda NO dlzeyleri portal
hipertansiyonlu ratlarda kontrol grubuna gére daha ylksek bulundu fakat
istatistiksel olarak anlamh bir farkliik saptanmadi. Gerek endotelyal
disfonksiyonla, gerekse hepatit, kitle basisi, bilier sistem kaynakli vb hadiselerle
olugsan portal hipertansiyon patogenezinde, NO dizeylerinin énemli roll oldugu
anlasilmistir.  Portal sistem endotelinden salgilanan NO dizeylerinde
olusabilecek bir azalma endotel disfonksiyon yaratip portal sistem basincini
artirabilir. Primer nedeni endotel disi olan siroz patogenezinde ise endotelden
NO salgilanmasi, portal basincin artisini engellemek igcin bir savunma
mekanizmasi olarak artabilir. Fakat portal hipertansiyon karacigere sinirli
olmayip sistemik bulgular gésterdiginden yakin veya uzak dokularin da PHT nin
sistemik zararlarindan kendilerini korumak igcin benzeri savunma mekanizmalari
kullanmalari beklenmelidir. Bizim c¢alismamizda da bdbrek dokusunda artmis
NO dulzeyleri saptandi fakat istatistiksel olarak fark bulunamadi. Bu artigin
bdbrek gibi cok iyi kanlanan ve yogun endotel dokusuna sahip dokularin
PHT’nin sistemik etkilerinden endotel fonksiyonlarini korumak amacl oldugu
disun(ldil. Istatistiksel olarak anlam bulunamamasinin nedeni bébrek
endotelinin portal hipertansiyondan az etkilenmesi veya hic etkilenmemesi mi
yoksa denek sayisinin azhigdi mi  sorularina cevap aranmalidir. Bunu
cevaplamak icin 6rnek sayisinin ¢ok daha fazla oldugu c¢alismalara ihtiyag
vardir.

Tsai ve ark.lari(21) Pugh’s siniflamasina goére inceledikleri asitli
hastalarda asitsiz hastalara gére kreatinin klirensini ve renal kan akimini disik
serum kreatinin dlzeyleri arasinda ise fark bulamamiglardir. Tsai ve
ark.daslarinin yapmis oldugu c¢alismaya korele olarak biz de yaptigimiz
calismada kreatinin diizeyinde anlamli bir fark bulamadik.

Ruiz-del-Arbol L ve ark.lari (23) enfeksiyon tanisinda renal yetmezlik
gelisen hastalarin renal yetmezlik gelismeyen hastalara gére TNF-a, BUN,

plasma renin aktivitesi,norepinefrin,hepatik venéz basing gradienti, periferal
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vaskuler rezistans, anlaml sekilde daha ylksek, kardiyak outputlari daha disik
bulmuslardir. Ruiz-del-Arbol L ve ark.lar’nin yapmis oldugu ¢alismaya korele
olarak biz de yaptigimiz calismada BUN dizeyinde yikseklik ve anlamh bir
fark bulduk.

Portal hipertansiyonda serbest radikallerin ve lipid peroksidasyonunun
arttigini bildiren bircok calisma vardir (24). Fakat PHT’da bébrek dokusunda
MDA ve MPO metabolitlerinin bakildigi bir literatire rastlanmamistir. Bu
calismamizda PHT olusturulmus ratlarda bébrek dokusunda MDA dizeylerini
istatistiksel olarak anlamli  (p=0.009) olarak artmig bulduk. Portal
hipertansiyonda karacigerin  birgok fonksiyonunun bozulmasi beklenir.
Karacigerde faz 1 ve faz 2 tepkimeleri ile gerceklestirilen detoksifikasyon
mekanizmalari da buna dahildir. Biriken toksinler konjuge edilemeyip dolasima
gecebilir. Bu toksinlerin hedef organlar arasinda beyin (hepatik ensefalopati) ve
bdbrek (hepatorenal sendrom) ilk siralarda yer alir. Bu dokulardan beyin, iyi
beslendiginden ve metabolizmasinin kisith olmasindan dolayr en fazla zarar
gbéren dokudur. Bébrek dokusu da ¢ok iyi kanlandigindan, islevsel epitel dokuya
sahip oldugundan ve endokrin bir doku oldugundan sistemik toksinlere
hassastir. Bobrek dokusunda goérilen bu MDA artisi olasilikla karaciger
tarafinda detoksifiye edilemeyen toksinlere bagldir.

Bu calismamizda MPO dlzeylerinde kontrol grubu ile PHT’lu grup
arasinda anlamli bir fark bulamadik. MPO nétrofiller tarafindan bakteriyel lizis
esnasinda (solunumsal patlama) salgilanan bir radikaldir. PHT’da olusan renal
hasar, mikrobik ajanlardan ziyade toksinlere bagll oldugundan, MPO
dlzeylerinde herhangi bir farkhligin bulunamadigini digstiinmekteyiz.
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