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I. GIRIS:

Portal Hipertansiyon (PHT), hemodinamik degisikliklerle karakterize
olup, sirozun en ®énemli komplikasyonlarindan biridir. Etyolojisinde birgok
farkl etkenin yer aldig portal hipertansiyonda temel sorun; portal basincin 10
mm/Hg’ nin lizerine gikmasi, portal vendz sistemde direncin artmasi ve buna
bagli olarak splanknik kan akiminda ortaya gikan degisikliklerdir (1-4).

Portal hipertansiyonda prognoz; hepatosit kitlesinin rezervi ve varis
kanamas! gibi komplikasyonlarin varhigi ile belirlenmektedir (1). Bu yondeki
arastirmalar sonucunda portal hipertansif gastropati (2) ve portal hipertansif
kolopati (3) gibi kavramlar ortaya ¢ikmistir.

Portal hipertansiyon klinik olarak; portal hipertansif gastropati,
gastrodzefagial varis kanamalari, asit, spontan bakteriyel peritonit,
ensefalopati, hipersplenizm, hepatorenal sendrom, hepatopulmoner
sendrom, hiperdinamik dolagim ve kardiyopati gibi bir gok 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, sliperoksitlerin olugum
kaynaklarindan bir tanesi olan ksantin oksidaz sisteminin, ince barsak
duvarinda lipid peroksidasyonunun artigsina neden olabilecegini arastiran
calismalar da yapilmistir. Bu calismalarda, portal venéz konjesyon sonucu
ince barsaklarda oksidatif stresin varligi gdsteriimistir. (7). Ancak splanknik
vaskiller yataktaki bu hiperdinamik akimin, portal venéz yatagin drene ettigi
ince barsak, kolon ve pankreas gibi organlardaki etkileri henliz tam olarak
ortaya konulmamistir.

Aerobik hayat igin zorunlu olan molekiler oksijenin reaktif
metabolitleri, organizmada doku hasarina neden olmaktadir. Olayin etkisiyle
tetiklenen biyokimyasal tepkimeler, bir yada birkag basamakta antioksidan
savunma sistemleri ile engellenebilmektedir. Antioksidan savunma sistemleri;
oksidanlari direk etki ile inaktif hale getiren enzimlerden ( stiperoksit dismutaz

(SOD), katalaz, glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon-s-transferaz gibi),



vitaminler (vitamin C, E gibi), bilirubin ve serlloplazmin gibi bazi
molekillerden olusmaktadir (8).

Literattirlerde, portal hipertansiyonda degisen splanknik kan akimi ile
kolon ve pankreas gibi organlarda oksidatif hasarin varliginin gdsteriimesi ile
ilgili bir calismaya rastlanmamistir. Portal hipertansiyonun gastrointestinal
kanama gibi dldiiriici komplikasyonlarinin dnlenmesinde yol gdstermesi ve
klinik uygulamalarda yeni kavramlarin énini  acabilmesi amaciyla bu
deneysel calismada parsiyel portal ven ligasyonu ile portal hipertansiyon
olusturulmus ratlarda ince barsak, kolon ve pankreas dokularinda oksidatif

hasarin arastirimasi amaglanmistir.



Il. GENEL BILGILER

I.i. PORTAL HIPERTANSIYON

I1.1.1 Portal hipertansiyonun tanimi:

Portal ven sistemi d6zefagusun 1/3 distal parcasindan canalis analis’in
alt yansina kadar olan gastrointestinal yoldan, dalak, pankreas ve safra
kesesinden kan alan bir sistemdir. Portal dolasim; drene ettigi organlardan
kapiller bir pleksus olarak baglayan ve karaciger sinuzoidlerine drene ettigi
kani bosaltarak sonlanan vaskiler bir yataktir. Normalde 4-10 mmHg olan
portal ven igerisindeki basincin, portal vendz sistemin timinde veya bir
kisminda strekli olarak bu degerin Gzerinde olmasina portal hipertansiyon
denir (1-4).

Portal Hipertansiyon tanimindan sadece basincin artmis olmasi degil,
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 durumlar da anlasilmaldir (3,5.)

I1.1.2. Portal hipertansiyonun etyolojisi

Portal hipertansiyona neden olan durumlar degisik sekillerde
siniflandirilabilmesine karsilik, hemodinamik 6zelliklere gore
gruplandinidiginda daha agiklayici  ve kapsamh olmaktadir. Portal
hipertansiyon etyolojisi iki ana grupta siniflandirilabilir. 1. portal kan akiminda
artis, 2. portal kan akimina kargi vaskiler direng artisi (1,3). Direncin arttigi
durumlarda, karaciger sinuzoidlerinin temel alindigr bir siniflandinima
yapilirsa; presinuzoidal, sinuzoidal ve postsinuzoidal PHT" dan s6z edilir.
Sadece presiinizoidal portal hipertansiyon, hepatoselliler hastalikla ilgili
degildir. Ancak sinuzoidal ve postsinuzoidal portal hipertansiyonda bir ¢ok
hepatoselliler hastalik altta yatan neden olarak bulunmaktadir. Bundan

dolayt ilk grupta prognoz, digerlerine gére daha iyi olma egilimindedir (3).



I1.1.3. Portal sistem anatomisi

Vena portae hepatis yaklagik olarak 5-8 cm uzunlugundadir ve ikinci
lomber vertebra diizeyinde collum pancreatis’in arkasinda vena mesenterica
superior ile vena lienalis’in birlesmesiyle sekillenir.

Vena lienalis, hilum splenicum’dan cikilktan sonra vena gastrica
breves, vena gastroomentalis sinistra , vena pancreaticae ve vena
mesenterica inferior'u alir. Vena mesenterica inferior ise alt gastrointestinal
sistemden vena rectalis superior, vena sigmoideae ve vena colica sinistrayi
yapisina katar.

Vena mesenterica superior vena jejunales, vena ileales, vena
ileocolica, vena colica dekstra, vena colica media, vena
pancreaticoduedonalis inferior ve vena gastroomentalis dekstrayi alir.

Vena porta hepatis olustuktan sonra vena gastrica sinistra ve dekstra
ile vena cystica’yi da kendisine dahil eder. Yukariya dogru foramen
epiploika’ya devam eden vena porta, porta hepatis de ramus dexter ve ramus
sinister olmak Uzere iki dala ayrilarak karacigere girer. Karaciger igerisindeki
dagilimi segmenter nitelik tasir ve terminal portal ventller karaciger
sinuzoidleri icerisinde son bulur. Portal ven yolu ile gelen kan, sinuzoidlerde
kismen arter kani ile kanisir, daha sonra santral venlere ve oradan da vena

hepatica yolu ile vena cava inferiora dokilar (1,2,9).

I.1.4. Portal hipertansiyonun fizyopatolojisi

Karaciger kan akiminin 2/3'Gni vena porta, 1/3'GnU arteria hepatica
saglar. Arteria hepatica igindeki kanin oksijenasyonu daha yuksek
oldugundan karaciger oksijen ihtiyacinin yarisi arteria hepatica yoluyla
karsilanir. Portal ven ve hepatik arterle gelen kan miktarlari birbirini dengeler
ve karacigere gelen kan miktar sabit tutulmaya caligilir. Portal vendeki kanin
bir diger 6zelligi de; diger venlere gdre oksijen satiirasyonunun daha yiksek
olmasidir.

Herhangi bir akigkan sisteminde basing gradienti ; akimin Grintdar ve

akima karsi olusan direng anlamina gelir.



Portal basing = portal sistemdeki akim x direng

Portal sistemde basing artisinin gelismesini agiklamak Gzere iki
hipotez &ne sirilmustiir. Geri akim teorisi olarak bilinen teoriye gore bir veya
daha fazla anatomik yapidan karaciger boyunca gegen portal kan akimina
karsi artmis direng, portal venz konjesyona ve hipertansiyona neden olur.
Cerrahi girisimler sirasinda sirotik hastalarda karaciger kan akiminin diigmesi
bu teoriyi desteklemektedir (6).

Hepatoportal ve portosistemik kollateral kan akimlarinin radyoaktif
yéntemlerle olgliimesiyle, total portal kan akisinin PHT’da belirgin bir sekilde
yiikselmis oldugu ortaya konulmustur (10). Bu durum PHT’da, artmig portal
akimin temel faktor oldugunu éne siiren on akim teorisi ile uyumludur (1 1).

Hiperdinamik dolagimin  olusumunda, vazodilatatér maddelerin
Giretiminin artmasi ve endojen katekolaminlere olan duyarliligin azalmasinin
rol oynadigi dustintilmektedir. Sirozlu hastalarda ylksek konsantrasyonlarda
bulunan ve potent vazodilatatér olan glukagon, artmig splanknik kan akisinin
saglanmasinda ise karigan birincil humoral maddedir (12,13). Portal ven
stenozlu rat modelinde, barsaktaki vaskiler direngteki dusustin yaklasik %
40’ indan ve portal hipertansiyondaki hiperemik yanitin % 30 undan
glukagonun sorumlu oldugu gésterilmistir (12).

Vazodilatasyonun diger mediatorleri; nitrik oksit, adenosin, safra
asitleri, prostoglandinler, bradikinin ve endotoksinlerdir (6,12,14-16).

Artmis 6n ve arka akim teorileri arasindaki farkliliga ragmen, portal
vendz akisa gdsterilen direncin artmasi portal hipertansiyonun gelismesinde
oncelikli fakior olarak rol oynamaktadir.

Ayrica splanknik hiperemi, portal hipertansiyonun geligmesinde major
faktor olarak kabul edilmektedir (17).

Portal hipertansiyonlu hastalarin gok az bir kisminda presinuzoidal,
sinuzoidal ve postsinuzoidal tutulum izole olarak gosterilebilir. Alkolik ve
postnekrotik sirozlu hastalarda nodullerin rejenerasyonu ile terminal hepatik

veniillerin kompresyonu sonucu portal hipertansiyon gelismektedir. Seri



calismalarda sirotik hastalarda direncin temel ylkinun, hepatik sinozoidlere
dogru oldugu gdsterilmistir (18). Disse aralifinda kolllagen varligi ve
perisinuzoidal fibrozis, sirotik portal hipertansiyon gelisiminde iki belirgin olay
olarak ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica bu bélgede bulunan ito hiicreleri de Uretken
myofibroblastlarin 6nciileridir ve artmis kollagen sentezinin kaynagidir.
Myofibroblastlar lokal ve sistemik vazoaktif bilesenlere yanit veren kontrakiil
elemanlara sahiptirler. Bu nedenle sirotik portal hipertansiyon; nérohumoral
mediatdrler ve hepatik sinuzoid hiicreleri arasindaki kompleks etkilesimlerin
dinamik modeli olarak tanimlanmaktadir.

Sonu¢ olarak portal hipertansiyonda fizyopatolojik  geligim
basamaklar:

-Portal akima karsi artmis vaskdler direng,

-Portosistemik kollateral dolagimin geligmesi,

-Splanknik vazodilatasyon ve artmig splanknik akim,

-Plazma volimunde artig,

-Periferik vazodilatasyon ve hiperkinetik sistemik dolagimin gelismesi
olarak 6zetlenebilir. (19)

Karaciger genis bir vaskiller ag sistemine sahiptir ve bu sayede
hepatik vaskiler yatak genisleyerek portal akim artigini kompanse eder.
Normal kosullarda sinuzoidlerin timii acik dedildir, bir kismi kollabedir.
Sinuzoidlere gelen kan miktari ile orantili olarak agilan sinuzoid sayisi artar.
Istirahatte yaklasik 1000 mi/dk olan portal akim, sindirim esnasinda 1600
ml/dk'ya kadar cikar. Normal kosullarda portal basinci ayarlayabilen
sinuzoidler patolojik durumlarda bu 6zelliklerini yitirir. Basing artisi, sinuzoidal
direng azalmasi ve acilan sinuzoidler ile kontrol edilemediginde direnci
azaltacak diger mekanizmalar yani porta-kaval ve porta-portal anastomozlar
devreye girer (1-,3,6).

Son 10 yilda portal hipertansiyon ile intestinal sirkilasyon degisiklikleri
arasindaki iliskinin ortaya cikanlmasi ile ilgili bilgiler artmistir. Mukozal
biopsiler ve endoskopik érneklemeler ile yapilan caligmalarda temel patolojik

degisikligin vaskiilopati oldugu saptanmistir. Bu hastalarda gorilen cesitli



karakteristik lezyonlar portal hipertansif intestinal vaskilopati olarak
yorumlanmaktadir (20).

Portal hipertansif gastropati; portal hipertansiyon gelismis olan
hastalarda gérilen konjestif gastropati veya portal gastropati gibi isimler ile
anilan gastrik mukozal kapiller ve submukozal venlerde dilatasyon ve ektazi
ile karakterize tablodur (21). Mononliikleer hucre infiltrasyonlari ile karakterize
kronik gastrit zaman zaman hafif portal hipertansiyonda gérilmekle birlikte
inflamasyonun aktivitesi ve derecesi beklenenden fazladir (22). Gerek portal
hipertansiyonun gerekse portal hipertansif gastropatinin patogenezini
aciklamak igin ileri surilen faktorlerin hic biri tek bagina yeterli degildir.
Muhtemelen portal hipertansif gastropati patogenezi multifaktoryel bir olaydir
(23-25).

Portal hipertansif gastropatide yuksek serum gastrin seviyeleri ve
diisiik pepsinojen | seviyeleri oldugu saptanmistir. Ancak hipoasidite veya
hipergastrinemi ile mukozal degisiklikler arasinda bir korelasyon
kurulamamistir. Ayrica gastrik vaskuler ektazili portal hipertansiyonliu
hastalarin antrumunda artmis prostaglandin E2 seviyeleri vardir. Bu durum
kapiller dilatasyonun ve kanamanin patogenezinde rol oynamaktadir (26).
Ortaya ¢ikan gastrik konjesyon ayrica mikrovaskuler basingta artmaya ve
takiben de hipoksiye neden olmaktadir. Olusan hipoksi gatsrik mukoza ve
vaskiiler endotelden doku plazminojen aktivatorlerinin salinmasina yol agarak
gastrik fibrinolizin artmasina ve sonugta mukozal kanamaya yol acmaktadir
(27).

Portal hipertansif hastalarda portal hipertansif gastropatiye benzer bir
durumun duedonumda da olustugu bildirilmis ve bu durum portal hipertansif
duedonopati olarak adlandiriimistir (28).

Portal hipertansif kolopati, portal hipertansiyon gelismis olan
hastalarda kolon, rektum ve aniiste gériilen ve cesitli karakteristik lezyonlarin
eslik ettigi bir antitedir (29). Kolonik mukozal lezyonlar endoskopik ve
histolojik olarak spider telenjiektazi, vaskiler ektaziler, eritem, kirmizi
noktalanmalar ve vaskuler dilatasyonlar seklinde gelisirler.

Mikrosirkiilasyonda belirgin dilatasyon, mukoza ve submukozada 6dem



vardir ve inflamasyon nadiren goérulir. Mukozal inflamasyon olmadan, bazal
membran kalinlagsmasi ile birlikte dilate mukozal kapillerler portal
hipertansiyonda spesifik kolon mukozal degisiklikleridir (20,30). Siklikla
gastrik vaskuler ektazi ve rektal varisler birlikte goérulirler (31). Portal
hipertansiyonda kolonik lezyon goérilme sikligi % 70-85 arasinda
bildirilmektedir (32). Kolopati akut veya tekrarlayan hematokezya, gizli
kanama ve anemiye neden olabilir.

Portal hipertansif enteropati ile ilgili olarak yapilan histolojik
caligmalarda lamina propria’da 6demle birlikie belirlenen vaskdiler dilatasyon,
vaskuler duvar kalinlasmasi, jejunal villus / kript oraninda azalma ve lamina
propria’da proliferasyon oldugu gésterilmigtir (33). Portal hipertansiyoniu
hastalarda konjesyon ve dilatasyonun geri dénebilen bir fenomen oldugu
disOnilmektedir. Ancak irreguler kalinlagmanin varhgi, dilate damarlarda
daha kalici ve kronik degisikliklere neden olmaktadir (34). Bu vaskiler
degisiklikler gizli kanama ve anemiye neden olabilmektedir (35).

Son yillarda portal hipertansiyonun patofizyolojisinin daha iyi
anlasilmasi, karacider hastaliklarinin daha ayrintili olarak degerlendiriimesi,
tedavi olanaklarini oldukga genigletmistir. Portal hipertansiyonun farmakolojik
olarak dlsutrUlebilecegi, bununla birlikte portal hipertansiyonun en énemli
morbidite ve mortalite nedeni olan gastrointestinal kanamalarin farmakolojik
olarak kontrol altina allnabilecegi gbsterilmigtir. Burada birinci amag akut
kanamanin durdurulmasi veya siddetini azaltilmasi, kanamanin édnlenmesi ve

tekrarlamamasini saglamakiir.

Il. 2. SERBEST RADIKALER

Atomlarda elektronlar yéringe adi verilen uzaysal bélgede ¢ift olarak
bulunmaktadir. Elektronlarin yer kapladiklari bélgelere orbital denir. Her
orbitalde spini ters yénde olan, en ¢ok iki elektron bulunabilir. Bir orbitalde tek
basina bulunan orbitale ciftlesmemis elektron denir. (36,37)

Molekullerin ¢odu cift elektronlu, az sayidaki molekil ise tek
elektronludur. Tek, yani eksik elektronlu olan bu molekuller, bulabilecekleri

herhangi bir molekdl ile etkilesime girerek bu molekilden elektron alir ya da



ona bir elektron verirler. Baska molekiiller ile kolayca elektron aligverisine
girip onlarin yapisini bozan bu molekillere “serbest radikaller’, “oksidan
molekiller” ya da “reaktif oksijen partikulleri” denmektedir (8,38-40).

Serbest radikal en dis orbitalinde eslesmemis bir elekiron iceren
herhangi bir atom, atom grubu ya da molekuldir (érnegin nitroz oksid [NO]
ya da nitrojen dioksid [NO,]). Radikal iyon ise pozitif (6rnegin [Hs N*] ya da
negatif (6rnegin [02°]) bir yik tasiyan serbest radikaldir (8,36,41).

Anaerobik canlilar da dahil olmak iizere 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 tagirlar. Serbest radikaller, negatif
yUklii elektron sayisinin, nlkleustaki pozitif yUkli proton sayisi ile esit
olmadigi molekiller olduklar icin stabil degildiler ve elektron
konfiglirasyonlarini pozitif yikle dengelemeleri gerektiginde cok reaktiftirler.
Oksijen radikali serbest elektronu eslestirmek icin baska bir molekulden
elektron aldiginda diger molekili anstabil hale getirir, zira o molekdlin de
elektronik diizenini saglamasi icin komsu bir molekiilden elektron almasi
gerekir. Bu nedenle serbest radikaller viicutta 6nemli molekullere zarar veren
bir seri tepkimeyi baslatabilirler (8,36,42).

Serbest radikaller ¢ sekilde olusabilir (8,36,41).
1. Normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybi

p (F———— ™ -

2. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi

X+e — > X*

3. Normal bir molekiiliin kovalan bagdinin homolitik yariimasi sonucu
eslesmis elektronlardan her birinin ayri pargada kalmasi

XY — "X +Y°
Normal kosullar altinda organizmada biyolojik sistemlerde varolan molekuler
oksijenin codu sitokrom sisteminde yer alan aerobik glikolizis sirasinda ATP
(retmek icin tetravalan bir redilksiyona ugrayarak suya redikte olur, ancak
bu sistemden kagan %1-2 miktarinda molekdiler oksijen univalan redUksiyona

ugrar. Bu islem sirasinda molekiler oksijen elektronlari sirasiyla alir ve
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bdylelikle her bir elektron kazaniminda reakiif ara Grlnler olusur; sUperoksid
radikali, hidrojen peroksid ve hidroksil radikali gibi (8,36,43-45).

e e +2H" e +2H" e +H"
O » 0, » HyOp—» OH—» HO
Serbest radikalin ciftlesmemis elektronu, baskin olarak bulundugu atom veya
grubun Gizerinde ya da yaninda bir nokta ile gosterilir.
Oksijen radikallerinin patolojik prosesleri, oksijen radikalleri fazla sayida
olmadikga baslamaz. Oksijen radikallerinin hlicumuna ugrayabilecek bolgeler
arasinda; proteinler, nérotransmitterler, nikleik asidler ve yag asidleri
bulunmaktadir (41).

I1.2.1. Serbest radikallerin reaksiyonlari

1.2.1.1. iki radikalin reaksiyonu

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

11.2.1.2.Radikallerin nonradikallerle reaksiyonu

Bir radikal nonradikale elektron verebilir (redlktan radikal), ondan
elekiron alabilir (oksidan radikal) veya onunla birlesebilir. Bu UGgc tip
reaksiyonun hangisi meydana gelirse gelsin, serbest radikallerin
nonradikallerle  reaksiyonlarinin  6zelligi, nonradikal tirin  radikale
donismesiyle bir radikalden digerinin meydana geldigi, zincirleme

reaksiyonlar biciminde ilerleme egiliminde olmalaridir (46).

I1.2.2. Serbest radikallerin siniflandiriimasi
Serbest radikaller, asagida gosterildigi gibi, ¢iftlesmemis elektronun

bulundugu atoma gére siniflandirilabilir.

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

5. Oksijen merkezli serbest radikaller
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A. inorganik Sliperoksid radikali (O2")
B. Organik Peroksil radikali (RO2")

11.2.3. Serbest radikallerin kaynaklari

Bir dizi biyolojik iglevin normal yiritilebilmesi igin serbest radikallerin
yan Uriin olarak olustugu reaksiyonlar gereklidir. Bir ¢ok hlcresel enzimin
katalitik aktivitesi ve elektron transport islemleri, ortama serbest radikal
Urlinleri  Ureten elektron transferlerini igerir. Aerobik organizmalarda
elektronlari her an kabul etmeye hazir molekiiler oksijenin bol miktarda
bulunmasi, oksijenden tiirev alan serbest radikallerin hiicresel serbest radikal
tepkimelerinin aracisi olmasina yol agmaktadir.
Organizmada serbest radikallerin olusmasina yol agan tepkimeler sunlardir
(8,36).

11.2.3.1. Enzimatik tepkimeler

Viicutta endojen olarak olusabilen oksijen metabolitlerinin enzimatik
kaynaklar sunlardir (8,42,47,48):

Ksantin oksidaz

Hiposantin +O; > Ksantin + 02 + H205

NADPH oksidaz
NADPH +2 Oy + H* > NADPH +2 05" + 2 H”

NADPH oksidaz polimorf nliveli Iokositler, makrofajlar ve monositler gibi

inflamatuvar hiicrelerin yiizeyinde bulunur ve uygun uyaran (bakteri, mantar)

ile karsilastiginda O ‘yi Oz ‘e gevirir (“solunum patlamast”).

Amin oksidaz
R‘CHQ'NHQ' + Hgo +02 » R-CHO + NH3 + H202

Aldehid oksidaz
R-CHO + 02 —» RCOOH + Oy
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Dihidroorotat dehidrogenaz
Dihidroorotat + NAD* + Oz _, Orotik asid + NADH" + Oz

Oksijen peroksidazlar
H202 + X+ H* D> HOX + HQO

Metilamin dehidrogenaz
CHs NH2 + H.O > HCO + NH3 +2 e + 2H"

Galaktoz oksidaz

R+CH.OH + O2 > R-CHO + H205
RibonUkleotid rediktoz

NDP +2 e +2H" —> dNDP + HxO
Prostaglandin H sentaz

Arasidonik asid + 2 O2 _» Prostaglandin Gy

Prostaglandin Go + 2 € + 2H" _» Prostaglandin Hz + H2 O

Piruvat format liyaz

v

Format + PFL —asetil
PFL + Asetil - CoA

PirGivat + PFL
PFL-asetil + CoA

\/

NADPH oksidaz:

Fagositlerin  spesifik membran reseptorleri ile belirgin  baglarin
etkilesimi biyuk miktarlarda O2" H20 ve muhtemelen de OH® olusumu ile
sonuglanmaktadir. Burada Oz ‘nin rediiksiyonundan sorumlu NADPH oksidaz
enzimi, dinlenmekte olan hiicrede inaktif bir enzim olarak bulunmaktadir.
Notrofil stimiilasyonu olunca, oksidaz akiif forma dénmekie ve pentoz

yolundan elde edilen NADPH ‘lar Oz ile redie olarak Oy Uretiimektedir.
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NADPH + 20, » NADPH"+H"+20,"°

Ksantin oksidaz
Ksantin oksidaz enzimi, organizmada NAD®* redikleyici ksantin
dehidrogenaz formunda dokularda yaygin olarak bulunmaktadir.
Ksantin oksidaz
Hipoksantin (ksantin) + NAD* —> Ksantin (trat) + NADPH
Sulfidril oksidasyonu ve proteolizis gibi kosullar altinda enzim, hizla oksidaz

formuna dénmektedir. Ksantin oksidaz substrat olarak NAD* yerine molekiiler

O; kullanmakta ve O, ile HoO2 gibi radikallerin olugsmasina yol agmaktadir.
Ksantin oksidaz
Hipoksantin (ksantin) + O, » Ksantin(Grat) + O2° + HxO»

Peroksidazlar

Peroksidazlar tikrik, ter ve sut gibi ekzokrin sekresyonlar; monosit,
notrofiller ve eozinofiller gibi bazi I0kositler; tiroid dokusunda bulunan bir
hemoprotein ailesini olusturmaktadir. Peroksidazlar, bir elektron vericisinin
H»>O, tarafindan oksidasyonunu katalizlemektedir.

Hemoprotein peroksidazlarin bir elektron vericisi kullanarak HxO, ‘nin
yikimini katalizleyen koruyucu bir enzim ailesine ait olduguna dair disunceler
olmakla beraber, aslinda peroksidazlarin g¢ogunun hipokloréz asid gibi

sitotoksik oksidan olusumunu katalizledigi de bilinmektedir.

Mitokondrial karma fonksiyonlu oksidaz sistem

Birgok dokuda belli ilaglar ve ksenobiyotiklerin metabolizmasindan
sorumlu sistem, mikrozomal karma fonksiyonlu oksidaz sistemi olarak
isimlendirilen ¢ok yonlu bir enzim sistemidir. Bu sistem kofaktor olarak O, ve
NADPH (veya NADH) gerektirmekle birlikte flavoprotein, NADPH sitokrom
Paso redliktaz  ve sitokrom Paso olarak bilinen bir grup hemoproteini
icermektedir. Bu mikrozomal sistem reaktif endojen bilesiklerin aktivitelerini
bozarak ya da detoksifiye ederek vicuttan atiimi icin gelistirilmis olmakla
beraber, baz reaktif ve toksik olmayan bilesikleri sitotoksik ve genotoksik

trdeki Grlinlere de donUstirebilmektedir.
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I1.2.3.2. Nonenzimatik tepkimeler
Otooksidasyon  tepkimeleri ~ sonucu  olusan reaktif  oksijen

metabolitlerinin nonenzimatik kaynaklari asagida 6zetlenmistir (8,36).

Fe*2 O, ,» Fe®+0;"

Fe + H20 - Fe**+OH"+OH’

Hb- Fe*® + O _, Hb-Fe™ +0;"

Mb- Fe*2+ O » Hb- Fe™ + 0"

Katesolaminler + O » Melanin + 02"

Rediklenmis flavin + Oz . Flavin senikinon + O2”
Koenzim Q (Hidrokinon) + Oz » Koenzim Q (Ubikinon) + Oz
Tetrahidrobiyopterin + 2 O>— » Dihidrobiyopterin + 2 02"

11.2.3.3. Patolojik olaylar
o iskemi-reperfliizyon
e Uzun siireli metabolik hastaliklar
o Yang (nétrofil, eozinofil ve makrofajlar fagositoz sirasinda onemli
dlciide O’ Uretmektedirler.)
1.2.3.4. Elektron transport zinciri
Normal hiicrelerde tiketilen oksijenin %95’inden fazlas, mitokondrial
elektron transportu yoluyla iki molekil H2O olusturmak Uzere dért elektronla
indirgenmektedir. Normal oksijenlenme sirasinda, elektron transportundaki
bu O,° akis! yaklagik %1-2’dir. Saglam mitokondride O2° enzimatik veya
enzimatik olmayan yollarla dismutasyona ugramaktadir. |
Son calismalarda elektron transportundaki bu kacaklarin iki noktada

oldugu saptanmistir. Bunlardan birincisi ve en ©nemlisi, elektron



15

transportunda ubikinonun rediksiyonu ile olusan kismen indirgenmis
ubisemikinon serbest radikalidir. ikincisi ise, NADH dehidrogenazdir (49).
11.2.3.5. Dis etkenler
Radyasyon:Atmosferdeki veya tedavi sirasinda karsilagilan iyonize edici
radyasyon, biyolojik sistemlerdeki reaktif oksijen Grlnlerinin en Onemli
kaynaklarindan birini olusturmaktadir. Radyasyon, farkl bilesenlerden olusan
sistemlerde Oncelikle elektironlarla etkilestiginden, sistem mevcut elektron
sayisina yapilan katki oraninda etkilenmektedir. Bu nedenle, proteinler ve
diger organik bilesiklerin dilue sollsyonlarini igeren biyolojik sistemler
radyasyonun timinil absorbe etmektedir.
Butln yiksek eneriili elektromanyetik i1ginlar her ortamda slperoksid
anyon radikali olustururlar. B,y ve X iginlar sulu ortamdan gegince suyun

radyolitik pargalanmasina neden olarak agagidaki Grlnleri olustururlar(8):

HQO > e- aq, HsOH, H2) HZOQ, H30+

Sulu ortam oksijen iciyorsa asagidaki tepkimelerle stperoksid radikali

de kolaylikla olugmaktadir.

eag+0, —* 0.

H+O, _ § H+0Oy (yadaHO2)

Organik molekdllerin bulundugu sulu ve oksijenli ortamda radikal olusumu iki
kat artmaktadir. Canl bir sistemde ylksek enerjili 1sinlarin ayni etkiyi daha
kolay gbsterecegi aciktir.

Ultraviyole isinlarina bagl olusan SOR’ lar; kollajen gibi proteinlerin
capraz baglanmasina; sulfidril gruplarinin oksidasyonu sonucu distilfid
capraz baglarin olusmasina; belli enzimlerin aktivitelerinin kaybina bagh
fibroblast, keratinositler; melanositler, langerhans hicreleri gibi hicrelerin
fonksiyon bozukluklarina ve proteaz, kollajenaz ve elestazin serbest
kalmasina neden olmaktadir (49).

Toksik kimyasal maddeler: CCl,, kloroform, difenoller, kinonlar

Hava kirliligi: Azot dioksit, ozon, silfir dioksit
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Sitostatikler:

Pestisidler: Bipiridil herbisid ajanlar

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

Sigara

Alkol

I.2.4. Serbest oksijen iiriinlerinin olusumu ve gecis metalleri
Biyolojik sistemlerde reaktif oksijen tirlerinin olusumunda redoks aktif
metal iyonlarinin merkezi bir rol oynadigi diigtinilmektedir (70). Bu metaller
in vitro Ti (I1I), Cu (1), Fe (Il), veya Co (11) olabilir, ancak in vivo 6zellikle demir,
daha az olarak da bakir uygun adaylardir (41).
Cogu gecis metali degisken oksidasyon sayisina sahiptir, 6rnegin
demirin Fe** ve Fe* iyonlan, bakinn Cu* veya Cu®* iyonlan vardir.
Oksidasyon durumlar arasindaki degisme bir elekironun alinmasi veya

verilmesini gerektirir (37,46).

Fe® + * — Fe?*

Guft 4 g ="

Fenton 1894’te, ferrdz hidrojen peroksid karigiminin (Fenton reaktifi)
organik molekilleri okside ettigini gostermistir. Haber ve Weis 1932’de okside
edici turin OH radikali oldugunu ortaya koymuslardir (Haber-Weiss

reaksiyonu).

Metaloprotein varhiginda (FENTON TEPKIMESI):
Fe 4+ 0,° , Fe+0;

Fe* 3 HOp—oooo oy Fe® + OH"+ OH

Metaloprotein voklugunda (HABER-WEISS TEPKIMESI):
H.Os + O +H » OH®+H,0+ 072
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Demir gibi bakir da oksijen metabolizmas! sirasinda olusan O, ve H202 ‘nin

cok reaktif OH radikaline gevriimesine hizmet eder (50).

Cu = + 05" > Cut +0,

Cu* +HiOp ——* Cu?+"0OH+ OH'

Hidroperoksidlerden alkoksi radikalinin olusumu Haber-Weiss reaksiyonuna

benzer (101).
Fe 2+ROOH ———> Fe ** + RO+ OH’

Bakir iyonlari da tiollerin oksidasyonunu artirir (46).

R-SH + Cuy *——» R-S8* + Cu™+ H*

I.2.5. Reaktif oksijen uriinleri:

Oksijen serbest radikali teriminin O,° ve *OH gibi radikallerin yaninda
H.O, ve 'O, gibi reaktif, fakat radikal olmayan tirleri ifade etmek igin de
kullaniimasi dogru degildir. Bunun yerine daha genel olan reakiif oksijen
tirleri teriminin kullaniimasi uygun olur. Oksidan terimi ise HxO2 , *OH ve
HOCI gibi molekiller icin gegerlidir, oysa O," hem oksidan hem de
rediktandir (41,46).

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

1.0ksijen serbest radikalleri 2. Nonradikal reaktif oksijen
driinleri
Superoksid (O2") Hidrojenperoksid (H205)
Perhidroksil (HO.") Singlet oksijen ('O»)
Hidroksil ("OH) Hipoklordz asid (HOCI)
Nitrik oksid (NO®) Ozon (Og)
Alkoksil (RO") Lipid hidroperoksid (ROOH)
Peroksil (ROO") N-Halojenli aminler (R-NH-X)
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Molekiler oksijen (dioksijen) iki ciftlesmemis elekiron igeren bir
diradikaldir, ancak kuantum mekanidi sinirlamalarina bagli olarak agiri
reaktiviteye sahip degildir (37,50) Molekiiler oksijenin, sitokrom ¢ oksidazla
oldugu gibi, 4 elektron birden alarak suya indirgenmesi serbest radikal ara
drlnleri olusturmaz (51). Oysa molekdler oksijenin spin kisitlamasi nedeniyle
izleyecedi en kolay yol olan univalan redlksiyon reaktif oksijen turlerinin
olusumuna neden olur (47,50) Bu yolda oksijen, elektronlarin basamakli
olarak eklenmesiyle indirgenirken HO,®, *OH,ve H,O> olusur. PH 7’de HO,
O, vermek Uizere dissosiye olur (52,53).

Oksijenin univalan rediiksiyonu sirasinda ara Grtnlerin olusumu soyle
formule edilebilir (53,54):

Oz2+e + H* » HO," (Hidroperoksil radikali)
HO,® —— H'+ Oy"(Suipreoksid radikali)

02"+ e + 2H" ———> H,0, (Hidrojen peroksid)

HyOo,+e  — > OH+ *OH (Hidroksil radikali)

"OH+ e + H*———— H,0 (Su)

11.2.5.1. Siiperoksid radikali (0°)

Oksijenin mr2p orbitaline bir elektron girmesiyle olusur. Gozelti
ortamina bagh olarak askorbik asid ve tioller gibi molekdilleri okside edebilen
zayif bir oksidan veya sitokrom c ve ferrik-EDTA gibi bazi demir
komplekslerini indirgeyebilen giclii bir rediktan gibi davranabilir (48).
Hidrofobik ortamlarda ylksek, biyik sulu ortamlarda disiUk reaktivitiye
sahiptir (50).

Rediikte flavinler, 6rnegin ksantin oksidazla bulunanlar, molekiler oksijen
tarafindan univalan olarak yeniden okside edilirken superoksid radikali
olusabilir (55).

Enz-Flavin - H, + Os » Enz-Flavin-H + O, ° +H*

Superoksid, okside sitokrom-c'yi indirgeyebilir (50).
O, +Sit ¢ (Fe ) » O, +Sit ¢ (Fe #)
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Slperoksid, spontan veya siiperoksid dismutazla enzimatik dismutasyonu
sonucu H.O, olusturur. O2° bu reaksiyonda  hem oksidan, hem de

rediktandir (82).
OQ ° + 02 .+ 2H+ S0D D> H202 + Og

Fagositik hiicrelerin respiratuar patlamasi sirasinda slperoksit olusumu
bakterisidal etkiye katkida bulunur (50,56).

I.2.5.2. Hidroperoksil radikali (HOz ")

0,*nin protane formudur (70). Daha lipid solubl, daha glcli oksidan
ve redlktandir (53).

I.2.5.3. Hidrojen peroksid (H202)

0.’ Ureten herhangi bir sistem, dismutasyon reaksiyonunun sonucu
olarak H>O, de Uretir. Urat oksidaz, glukoz oksidaz ve D-amino asid oksidaz
gibi birgok enzim oksijene iki elektronun transferiyle dogrudan HzO, dretir.
Zayif oksidan ve rediktandir. Gegis metallerinin yoklugunda nisbeten stabilse
de, bunlarn varliginda serbest radikal olusturma potansiyeli nedeniyle viicut
tarafindan (glutatyon peroksidaz ve katalaz gibi) savunma sistemleri
gelistirilmigtir.

11.2.5.4. Hidroksil radikali (OH °)

1934 yilinda Haber ve Weiss, hidrojen peroksidin siiperoksid anyonu

ile indirgenmesi ile hidroksil radikali olusabilecedini gostermiglerdir (8,36).

HoOo + O2° —» OH"+OH "+ O3

Ardindan 1978 yilinda redoks katalizér olarak fonksiyon gbren bir metal,
dmegin selat yapmis demir (Demir-EDTA kompleksi) varliginda, Haber-
Weiss tepkimesinin biyolojik sistemlerde de calistigi ve bu yolla énemii
miktarlarda OH * Gretildigi gosterilmistir.

Metaloprotein varliinda (Fenton tepkimesi):
Fe®®+0,° — > Fe™+0,

Fe*2+H,0, — , Fe™+OH"+OH"

Metaloprotein yoklugunda (Haber-Weiss tepkimesi):

H202+ OQ - > OH .+OH T+ Og
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Oksijen radikalleri icinde en reaktif ve en toksik etkili olani hidroksil radikalidir.
Bu radikal membran yapisinda yer alan ansatire yag asidlerini ve esterlerini
peroksidasyona ugratarak lipid peroksidlerin ve endoperoksidierin olusumuna
neden olmaktadir.

Hidroksil radikalinin katildigi tepkimeler G¢ grupta toplanabilir (8,36).

a- Hidroksil radikali hidrojen cikarma tepkimeleri ile bir radikal ve su agiga
cikarir.
R-H + OH* > R°+H.0

b- OH ° katma tepkimeleri ile cift bag iceren aromatik bilesiklere katilir,
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 gostermektedir.

OH*+S——» OH™+S"

Yada

0,°+S— 5 0,72+ 8"

11.2.5.5.Singlet oksijen ('0,)

Molekuler oksijenin en distk eksite durumudur (50). Ciftlesmemis
elekiron icermedidi icin serbest radikal degildir, ancak spin kisitlamasi
olmadigi icin oksidan 6zelligi ¢cok artmis reaktif bir oksijen formudur (53).
Tipik substrati H ‘dir.

Tip 1l fotosentez reaksiyonlari, endoperoksidler ve dioksetanlarin
termal dekompozisyonu, biyolojik sistemlerde bazi enzimatik reaksiyonlar ve
lipid peroksidasyonu sirasinda kimyasal eksitasyon araciliiyla olusabilir.
Genotoksik, karsinojenik ve mutajenik etkileri indikleyebilir (50).

11.2.5.6. Ozon(O3)

Ozon gazi radyasyona kargi 6nemli bir strafosferik koruma kalkani saglar
(global antioksidan). Ancak yerylGzinde toksik ve oksidan etkili bir cevre

kirleticidir. Kirlenmis sehir havasinda ve bilimsel ekipmanlar ve bazi fotokopi
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makinalarinda kullanilan yogun isik kaynaklariyla olusur. Akciger icin hasar

vericidir. Protein, DNA ve lipidleri kolayca okside eder (53).

11.2.5.7. Nitrojen oksidleri
Nitrik oksid (NO®) ve nitrojen dioksid (NO °) serbest radikaldir, ama
anestezik olarak kullanilan nitrdz oksid (N2O) serbest radikal degildir. NO; *
glcli bir oksidan, NO ° ise zayif bir rediiktandir. NO * vaskler endotel ve
diger hiicreler tarafindan az miktarda Uretilir. NO *, 0, ile reaksiyona girerek
glcli bir oksidan olan peroksi nitrit (ONOQ) olusturur. ONOO" birgok
biyolojik molekiilii hasara ugratabilir ve asid pH’da dekompozisyonu ile, metal
iyonlarindan bagimsiz olarak, az miktarda OH" tretebilir (53).

11.2.5.8. Hipokloroz asid (HOCI)
HOCI giiclii bir oksidandir. Vicutta aktive nétrofiller tarafindan olusturulur.
Fagosit sitoplazmasindaki myeloperoksidaz enzimi, H2O> ve klorid
iyonlarindan HOCI olusumunu katalize eder.
HOCI, diisiik konsantrasyonlarinda plazma membraninda stffidril gruplarini
oksidler, glukoz ve aminoasid taslyicilarinin inaktivasyonuna, potasyum
pompalama kapasitesinin kaybina ve dig membranlardaki proteinlerin
fonksiyonunun bozulmasina yol acar. Yiksek konsantrasyonlarda ise hicre

lizisi ve protein karbonil olusumuna neden olur (41,52).

I1.2.6.Serbest radikallerin yararh etkileri.

11.2.6.1. Detoksifikasyon

Ksenobiotiklerin metabolize olurken, konjugasyon veya metilasyonla
suda daha ¢ézlnulr hale getirimeden 6nce, sitokrom P-450’'nin katalizledigi
bir reaksiyonla hidroksilasyona ugrarlar (55). Bir hemoprotein olan sitokrom
P-450, bu reaksiyonda, demir-oksijen kompleksinin reaktivitesinden
yararlanir, kofaktérleri NADPH/ O, veya peroksidlerdir. Reaktif oksijen tarleri

reaksiyon siklusunda merkezi bir yol oynarlar.(50)
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NADPH Sit P, Rediktaz

NADP / NADPH + H

Redukte Sit P, Okside Sit P,

\ /

‘ e
RH+ O, o R-OH + H,0

Sekil-1. RH substratinin NADPH / Oz bagimli oksidasyonu.
Sit P450 ‘nin peroksidaz fonksiyonunda peroksidler (ROOH) oksijen donéri olarak

kullanthr.
Sit P450

XH + ROOH » X-OH +ROH

1.2.6.2. Vazodilatasyon

Nitrik oksid’in (NO °), endotelden salgilanan bir diiz kas gevsetici faktor
olan endotelden tireyen gevsetici faktér (EDRF) ile identik oldugu
disinlimektedir (50,56).

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

NO sentetaz

L-Arginin + NADPH 2+ O, — L -Sitriilin + NADP + NO*

NO sentetazin endotel, sinir dokusu ve trombositlerde Ca** kalmodulin
bagimh tipi; hepatosit, makrofaj ve nétrofillerde Ca®** bagimsiz tipi
bulunmustur. Degisik hiicre tiplerinde TNF ve IL-1, enzimi indlkler. NO ° ,
guanilat siklazi aktive ederek, GTP’den c¢ GMP olusturur. CGMP
vazodilatasyon yapar ve trombosit agregasyonunu inhibe eder (70).
Nitrogliserin ve nitroprussid gibi vazodilatatér nitratlar, NO ° ‘e metabolize
olarak etki gosterirler. NO ° ayrica beyinde nérotransmitter olarak fonksiyon
gorir ve makrofajlarin bakterisidal ve timérisidal etkilerine aracilik eder (56).
0, * (50), okside LDL (57) ve muhtemelen okside Lp(a), NO * ‘in aktivitesini

inhibe eder.
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11.2.6.3. Bakterisid etkisi

Notrofiller ve monositler bakterisidal etki igin oksijen bagimli ve
bagimsiz mekanizmalarla donaltiimislardir. Oksijen bagimsiz mekanizma, pH
degisikligi ve lizozomlari kullanirken, oksijen bagdiml  mekanizma
myeloperoksidazi igerir.

Fagositozdan sonra I6kosit membranindaki NADPH oksidaz molekuUler
oksijeni O2° ‘a gevirir (respiratuar patlama). Hormonal olarak diizenlenen bu
enzimin genetik eksikliginde kronik granilomatéz hastalik goralir. Daha
sonra O,°, SOD ile HxO2 ‘e cevrilir (56). HxO., , CI' iyonlan ile
myeloperoksidaz katalizorliginde, bakterileri 6lduriren, hipokor6z asid
olusturur (50,53,56).

Myeloperoksidaz
H,Oo + CI'+ HY » HOCI + H0O

Hidrojen peroksidin fazlasi glutatyon perpksidaz ve katalaz tarafindan

notrolize edilir.

HOCI demir bagimli ve bagimsiz reaksiyonlarla OH;verebiIir (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 (50,56). Bakteriyel
lipopolisakkaridler ve enfeksiyona cevap olarak agida g¢ikan vy- interferon,
enzimin sentezini belirgin olarak stimile eder (57). Aktive makrofajlarin
olusturdugu reaktif oksijen tiirleri NO * ile birleserek, OH’ gibi, NO ° ‘dan daha

gucll bakterisid etkisi olan bilesikler olusturabilir.

I1.2.7.Serbest radikallerin zararh etkileri

11.2.7.1. Lipidler iizerine olan etkisi

Organik diinyanin belki de en stabil molekiilleri olan fosfolipidlerin
icerdikleri ansatlre ya§ asidi zincirleri, sitoplazmik yapinin ve biyolojik
membranlarin temel elemanidir. Biyolojik yapilar 6zellikle membranlar yiksek

oranda doymamis lipid icermektedirler. Bu lipidler bir radikal baslaticisinin ya
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da oksijenin varliginda oksidasyona ugrarlar. Biyolojik sistemlerde lipid
peroksidasyonu buylk 6nem tagir; zira lipid peroksidler selller hasara yol
acan, metabolizmay! degistiren ve dokulardaki kan akimin azaltan potent
kimyasal maddelerdir (58).

Radikallerin yol actii 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.

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

e Oksijen molekilline ard arda elektron ilavesi ile olugan serbest
radikaller (02, OH", '0y).

Singlet oksijen ve hidroksil radikalinin her ikisi de lipid
peroksidasyonunu baslatabilir, ancak peroksidasyon mekanizmalari farkhidir.
Lipid radikal (lipid peroksid) zincir tepkimesinin uzunlugu ve boylece lipid
peroksidasyonunun siddeti lipid ansatirasyonunun derecesine gore
artmaktadir. Hidroksil radikali ile olusan lipid peroksidasyonunda ansantire
yag asidinin iki allik karbonundan hidrojen atomu cikarken, singlet oksijen ile
olan lipid peroksidasyon Urlnlerindebu durum kendini gosterir. Buna 6rnek
olarak oleik asidden hidrojen atomu gikmasi ile 8, 11 hidroperoksid izomerleri
ve 9, 11 izomerlerinin olugmasi, 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 gikmasi ya da oleine
NO, ilavesi ile peroksidasyon olusmaktadir (37,57).

Lipid perpksidasyonunu baglatan serbest radikallerin meydana
gelisinde bazi metallerin esas rolii oynadidi kabul edilmektedir. Deneysel
sistemlerde bu amagcla genellikle demir ya da bakir tuzlar kullaniimaktadir.
Cesitli viicut sivilarindan elde edilen, proteine bagh olmayan demirin lipid
peroksidasyonunu baglatabilecegi gosterilmistir.  Ferritin  de  askorbat

varliginda lipid peroksidasyonunu stimlle eder. Fe*® ‘i Fe *2 'ye indirgeyecek
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redikleyici bir ajan bulundugunda, Fe*® ya da ferrik selatlar lipid
peroksidasyon tepkimelerini baslatabililer. Cogu kez ksantin ya da
hipoksantine etkisi ile olusan slperoksid radikali redukleyici etki
gostermektedir. Benzer sekilde askorbat da bagimsiz bir mekanizma ile Fe*®

‘0 indirgemektedir.
Fe*® +0,° —» Fe*? 10,
0" + HO, ———— & Hy0.+0;

H,O, +Fe2 ————» OH® + OH + Fe*®

Fe*®i bir oksidanin Fe*® ‘e oksidlemesiyle de lipid peroksidasyonu

baglayabilir. Cogu kez oksidan molekiler oksijen ve hidrojen peroksiddir.

Fe+2+02 P> Fe+3 +Og-.

H,O, +Fe?? — 5 OH' + OH + Fe*®

Lipid peroksidasyonu yaglarin 6zellikle poliansatiire yad asidlerinin
oksidatif oksijen badimh 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 (8,36):

A-Zincir baslangicit:
RH —— R°+H°
R +LH L*+RH

—_
(Lipid radikali)

B- Zincir ilerlemesi:
L°+0, — 5 LO,
(Lipid peroksi radikali)
LO," + LH® ———» LOOH +L°
(Lipid hidroperoksidvradikali)
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C- Zincir dallanmast:
LOOH + Fe®2 —>LO" + OH + Fe™
(Lipid oksi radikali)

D- Zincir sonlanmasi:

LO°+LH —>LOH+L’

LO," + LO,® —> LOOL+0O;

LO,® +InH —In® +MP;

(antioksidan)

In® + LO," —> MP2

LO,"+ Fe? —>Fe*?+MPs

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

Lipid peroksidasyonunda ilk olarak gifte baglar yeniden dlzenlenerek
konjuge dien yapisina dénisirler. Daha sonra peroksidasyon olayi devam
ederek lipid endoperoksidleri ve/veya lipid hidroperoksidlerinin olusumuna yol
acar. Lipid endoperoksidlerinin daha ileri yikimi ile géreceli olarak stabil bir
son Uriin olan malondialdehit olusur.

Lipid peroksidasyonu bir ansatire yag asidinin cis iki cift bagi
arasindaki metilenden hidrojen atomu cikmasi ile baglamaktadir. Ansatlre
yag asidi cis-cis pentadien merkezinden hidrojen ayriimasi 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. Poliansatiire yag asidlerinde ayrilmaya uygun birgok metilenik
hidrojen vardir. Omegin arasidonik asid 7, 10 ve 13. karbonlarda bulunan tg¢
adet ikili allik kisma sahiptir. Lipooksijenaz gibi enzim katalizi etkisi ile ise

selektif olarak spesifik metilenik karbondan aktive olmus hidrojen cikarilir
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Sekil 2. Lipid peroksidasyonu

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

S H
R=CH-CH-CH,-CH=CH-R ' Lipid radikal

iLERLEME + Oy (U2, OH")

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

radikali
g . Poliansatire
yag asidi
lipid — s zincir reaksiyonu
radikal
R =CH-CH-CH, - = CH-R ' Hidroperoksid

H
ETAN <~ l\‘ PENTAN

O = CH- CH, - HC =0 Malondialdehid

YIKILIM

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

Linoleik asidin ya da linoleat esterlerinin primer oksidasyon urdnleri
incelendiginde dért ana konjuge dien hidroperoksidin olustugu saptanmistir.

Bu dort Griinden (kansimin % 97'si) baska eser miktarlarda nonkonjuge
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hidroperoksidler de identifiye edilmistir. Dien hidroperoksidler anstabildir
(8,36).
Peroksid zincir tepkimesi hidroperoksidlerin metallerce katalizlenen yapi

degisikligi ile devam etmekiedir:

ROO" + H* + Fe*?
RO’ + OH + Fe*®

ROOH + Fe*®
ROOH + Fe*?

v

v

Hemoglobin, sistein-FeClz kompleksi, EDTA-Fe* gibi demir tasiyan
kompleksler kataliz olayinda etkilidirler. Yiuksek 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
strdlmustar.

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

Hidroperoksidlerin termolitik yikimi ile de ucucu hidrokarbonlari ve
aldehidleri iceren kisa zincirli Grinler meydana gelmektedir. w-6 ve ®-3
peroksidlerden olusan pentan ve etan bu yikilim yolunun iyi bilinen
ornekleridir. Hidroperoksidler aynca homolitik yikilima da ugramaktadirlar.

Bunun 6rnedi de epoksi alkoller ve epoksidlerin olusmasidir (58).

11.2.7.2. Aminoasit ve proteinler lizerine olan etkileri

Doymamis ve silflir iceren amino asitler (triptofan, tirozin, fenilalanin,
histidin, metionin ve sistein) ve bunlarin bulundudu proteinler serbest radikal
aracili modifikasyona ugrayabilirler. Prolin ve lizin gibi, modifikasyona direngli
amino asitler de OH" gibi asir reaktif serbest radikaller tarafindan
nonenzimatik hidroksilasyona ugratilabilir (50).

Sitoplazma ve membran proteinlerinde dimerler veya daha buiyik
agregatlar halinde capraz baglanmalar olabilir. Sonugta oksihemoglobinden

methemoglobin olusumu, katalazin inaktivasyonu, glikolizde gliseraldehit 3
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fosfat dehidrogenazin ve oksidatif fosforilasyonda ATP sentetazin azalmasi
gibi etkiler ortaya ¢ikar (52).

11.2.7.3. Niikleik asit ve DNA iizerine etkileri

Nikleik asitlerde baz modifikasyonu veya DNA’da iplikgik kopmasi
nedeniyle mutasyonlara ve hiicre 6limine neden olurlar.

11.2.7.4. Karbonhidratlar iizerine olan etkileri

Hicre yiizeyindeki reseptorlerde ve hyalironik asidin eklenmesi
sonucu sinoviyal sivi viskozitesinde degisiklikler olabilir.

11.2.7.5. Kofaktorler lizerine olan etkileri

Nikotinamid ve flavin iceren kofaktorlerin miktarinda ve aktivitesinde
azalma olur.

11.2.7.6. Nérotransmitterler lizerine olan etkileri

Seratonin ve epinefrin gibi noérotransmitterlerin  miktarinda ve
aktivitesinde azalma olur

11.2.7.7. Antioksidanlar {izerine olan etkileri

E vitamini ve B karoten ile katalaz ve SOD enzimlerinde inhibisyon

olur, GSH-Px aktivitesi degismez (50).

I.3. MYELOPEROKSIDAZ

Myeloperoksidaz (MPO), notrofillerin azurofil granullerinde yerlesmis
olan bir enzimdir. Normal nétrofil fonksiyonu igin gerekli oldugu gibi
bakterilerin  fagositozunda  énemli  rol  oynamaktadir.  Notrofiller
myeloperoksidazla birlikte hem igermekie ve fagositoz sonucunda
fagolizozomlara salinmaktadir Nétrofiller inflamasyon alaninda superoksit ve
hidrojen peroksit Uretmektedirler (59,60). Myeloperoksidaz pek cok
farmakolojik ajanin ve ksenobiyotiklerin de dahil oldugu ¢ok gesitli substratlari
radikal ara Urlnlere okside etmek igin hidrojen peroksiti kullanmaktadir
(60,61).

Makrofajlar ve nétrofiller aktivasyon seviyeleri yonlinden istirahatten
tamamen aktive olmus duruma kadar ¢ok degisken durumlarda bulunabilirler.
Aktivasyon membran reseptorleri, solubl antijenler ve enzimler gibi cesitli

proteinlerin ekspresyonunu kapsar. Reaktif oksijen ara GrGnleri 6zellikle de
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myeloperoksidazin fagosit aktivasyonunda yer alan bazi uyar yolaklarinda
onemli rolt oldugu gériinmektedir (62).

Myeloperoksidaz, fagositlerde mevcut reaktif oksijen turleri kullanan
yada Ureten enzimlerden biridir. Myeloperoksidaz ile hidrojen peroksit
arasindaki reaksiyon tarafindan olusan MPO-Bilesik 1, klor iyonlari varliginda
oldukga reakitif bir bilesik olan HOCI'i (hipoklor6z asit) olusturur. HOCI hem
oksidasyon hem klorinasyon reaksiyonlarina ugrayan hatta cogu durumda
notrofillerce Uretilen neredeyse en glgli oksidan maddedir (60-63). 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 kaynad: degildir.
Ancak makrofajlar MPO veya diger peroksidazlara maruz kaldiginda oksidatif
patlamanin olusmasi nedeniyle myeloperoksidazin makrofajlar lzerine de
etki ettigi sdylenmektedir (62).

Myeloperoksidazin, LDL’ nin oksidasyonu ile ilgili oldugu ve dolayisiyla
aterogenezde roli oldugu disunilmektedir. Myeloperoksidazin LDL Gzerine
olan prooksidan etkisinin aslinda hipokloréz asit olusturmasindan
kaynaklandigina inaniimaktadir. Yapilan calismalarda MPO’ nun NO
metabolizmasi ile siki sekilde baglantili oldugu kanitlanmigtir. NO' nun
oksidasyon Urinid olan nitrit, MPO’ nun olusturdugu reaktif oksijen tirlerinin
substrati olarak gérev yapmaktadir.(64-66).

Barsaklarin kan akimindaki yetersizlik organin dnemli élgtide hasari ile
sonuglanir. Kan akiminin diizeltimesi her zaman fonksiyonun diizelmesi ile
sonuglanmaz. Hasarlanmig vaskiler endotelden kaynaklanan kemotaktik
maddeler inflamatuar bir yanita neden olabilir. MPO aktivitesi bu durumla da
yakindan ilgilidir (60).

I. 4. NiTRIK OKSID
Atmosferik bir gaz olarak bilinen NO, ortam havasinda bulunmakla

birlikte, ayni zamanda kirli havada, ekzos gazinda, sigara dumaninda

bulunmaktadir. Nitrik oksid, reaktif nitrojen oksidleri ~Ureterek cevre
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kirlenmesine neden olabilmektedir. Bu reaktif nitrojen oksidleri ayni zamanda
karsinojenik etkiye sahiptir. Onceleri yalnizca atmosferde kirletici bir gaz
olarak bilinen nitrik oksidin , memeli hiicreleri tarafindan sentez edildiginin
kesfedilmesiyle cogu biyolojik stireg hakkinda énemli bilgiler saglamistir.

Nitratlarin etki mekanizmalar ile ilgili caligmalar 1970’lerden sonra
yogunlasmis ve daha sonraki yillarda NO konusunda edinilen yeni bilgiler, bu
mekanizmaya daha da agiklik getirmistir.1980’lerde ABD’de Furchgott ve
Zawadzki (67) arter preparatlarinda yaptiklari deneysel caligmada
asetilkolinin olusturdugu relaksasyonun kesinlikle endotele bagimli oldugunu
ve bu etkinin labil hormonal bir faktérle saglandigini gdstermislerdir. Bu
faktorin yalniz arterlerde degil, bazi venlerde ve kuguk damarlarda da ayni
etkiyi olusturmasi nedeniyle “endothelium-derived relaxing factor (EDRF);
endotel kaynakli gevsetici faktor” olarak adlandirimisti

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 sitriillin ile birlikte sentezlenen NO, endotel hiicresinden duz
kas hiicresine difiize olur. Dz kaslarda NO solubl guanilat siklazi aktive
ederek cGMP’ yi artinir. EDRF ile yapilan galismalarda, bu maddenin cGMP
tizerindeki etkisinin, NO’ e benzer sekilde ortaya ¢iktigini vurgulamaktadir.
Bu benzerlikler arasinda EDRF’nin farmakolojik davranigi ve asidifiye NO2’
den NO (Uretiimesi 1987’lerde Furchotta EDRF’nin NO olabilecegini
disindirmustir (68). Ayni tarihlerde Ignarro ve arkadaslarn (69), Palmer ve
Moncado (70) da EDRF’nin NO veya ona ¢ok yakin bir tlrevi oldugunu ve
damar endotel hiicrelerinde L Argininden NO sentezlendigini géstermiglerdir.
EDRFi ister NO olarak isterse de NO’nun ¢ok kisa yari émdarla bir 6n

maddesi olarak kabul edelim sonug olarak birbirlerine gok yakin maddelerdir.

gostermistir (70).
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Nitrik oksid oldukga toksik bir madde olup sitotoksik 6zelligi de vardir.
Hucreler icin toksik olan bu maddenin hicre tarafindan Uretildigi, dokularda
NO tayinleri yapilarak kanitlanmistir.

Bugiin icin EDRF’nin tam olarak tanimlanamayan birgok vasodilatér
madde igerdigi, bunlardan predominant olanin NO oldugu bilinmektedir. Nitrik
oksid icin tek endotel kaynak degildir, intimada nétrofil ve monositler
tarafindan da Uretildigi bilinmektedir.

Nitrik oksid endotel yuzeyinde antitrombotik etkinlie sahiptir. Nitrik
oksid sentaz aktivitesinin inhibisyonu, mikrovaskuler permeabiliteyi artirarak
I6kositlerin migrasyonunu ve adezyonunu artirmaktadir (71).

Garg ve Hassid (72) in vitro olarak NO’nun damar diiz kas hiicresinin
biyimesi ve gelismesini inhibe ettigini, bdylece damar hicre
proliferasyonunu dizenledigini géstermiglerdir. Yapilan in vivo galismalar da
bu bulgularn dogrulamistir. Damarlarin hasarlanmis bdlgesindeki endotel
NOS'u, intimanin proliferatif yanitini azaltmigtir. Bu etkiler, olasilikla ylksek
konsantrasyondaki NO’nun diz kas hicresine direk toksik etkisine bagli
olmaktadir.

Sonug olarak kaynak bilgiler, NO’nun, biyolojik medyator olarak
tanimlanabilmesi igin yeterli kriterin bulundugunu gdéstermektedir. Bdylece
NO, potent bir vasodilatér olmakla birlikte nérotransmitter, immunmodilator,
sitotoksik etkili ancak doku hasar olusturmayan bir otokoid olarak da

gorulmektedir.

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 (49,73). Egslenmemis elektron nitrojen ve oksijen atomu

tzerinde yer degistirerek rezonans stabilitesini saglamaktadir (74).

:i\l=.6:<2=(> :I.\l=.0-:

Nitrik oksid lipofilik, kimyasal olarak stabil olmayan, reseptére bagimli

olmadan kolayca difize olabilen ve bilinen en disik molekiler agirlikli
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memeli hiicresinin biyoaktif sekresyon triintdar (75). NO ile iligkili nitrojenin

okside metabolitleri Tablo-2’ de ézetlenmistir:

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 Nitréz oksid Anestetik
N2Os Dinitrojen trioksid Nitronize edici etken ajan
N2Og4 Dinitrojen tetraoksid Nitronize edici ajan
NO Nitrit Asidik ortamda NO’ olusturur
NOs 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.

2 NO' " 0, =2 2NO%

2 NO", + N.O, & NO, + NOj

NO™2 + N.O;, @ NO™ + 2NO3;
NO’ + NO> &  Ny,O3 22NO;

NO>, N2Os, N2O4 gibi NOy gliclii nitrotize edici ajanlardir (70).
Nitrik oksid elekiron vermekle NO* (nitrozonyum katyonu) ve elektron

almakla NO™ (nitroksil anyonu) olusturabilir.

NO* €« NO = NO
e e



34

I1.4.2. 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 elekironunun oksidasyonu;
rediikte NADPH ve flavinler tarafindan desteklenir ve tetrahidrobiopterin de
(BH,) kofaktér olarak rol oynar. Sitokrom P-450'dekine benzer sekilde
molekiler oksijen baglanmadan oénce Fe(3)'ln rediksiyonunun gerektigi
dustintilmektedir. Son gorisler, iki oksijen molekiliiniin aktivasyonu ile bir ift
oksijen atomonun orjinin substratina girerek NOwve sitrillini olusturdugu
seklindedir. N- hidroksi arginin NO biyosentezinde erken ara uriindr (76).

L-argininden NO olusturan enzimler NOS’lar olarak bilinmektedir. Bu
enzimler klonlanip karakterize edilebilmiglerdir. Nitrik oksid sentaz’lar
memeliler disinda simiklii bécekler, deniz yildizi, yengegler ve yapiskan
mantarlarda da saptanmistir. L-argininden NO sentezinde NADPH, NOS,
kalmodulin, oksijen ve dért kofakiore (hem, FMN, FAD, BHs ) gereksinim
duydugu anlagiimistir. NOS’lardaki hem merkezi sitokrom P-450’nin spektral
dzelliklerine sahiptir ve sonugta bunlar sitokrom P-450 / P-450 reduktazlarin
bazi tepkilerini verebilirler.

L-Arginin ve oksijenden NO ve sitrillin sentezi, hidroksi arginin yolu ile
oksijenin her iki Griintide bagh oldugu iki basamakii ve olduk¢a karmasik bir
tepkimedir, arginin guanido nitrojeninde bes elektron oksidasyonu

olusmaktadir (76).

11.4.3. Nitrik oksid sentaz izoenzimleri:

Nitrik oksid sentazin Gg¢ farkli izoenzimi bulunmaktadir:

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

.e.NOS = ilk olarak vaskiiler endotel hiicrelerinde tanimlanmistir

yapisal olarak kalsiyuma bagimlidir.



35

. i.NOS = ilk olarak endotoksinler ve sitoksinler araciligiyla karaciger
hicreleri ve makrofajlarda uyarilan bir enzim olarak tanimlanmistir. Bu
izoform fizyolojik sartlarda kalsiyuma bagli degildir. Nedeni ise kalmoduline
cok siki baglanmis olmasidir. Son zamanlarda her (¢ izoenzimin degisik
hiicrelerde bulunabildigi ve uyarilabildigi gésterimistir. Ornegin; e.NOS
endotel hlicreleri, néronlar, barsak interstisyel hiicrelerinde bulunabilir

i.NOS genel yapida mevcut degildir ancak bakteriyel Grlnler ve
sitokinler ile temasi takiben birgcok doku ve hiicre tipinde uyarimaktadir.

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

Her g izoenzimin icerdigi aminoasid dizilerinde NADPH, FAD, FMN
ve kalmodulin ve protein kinaz A fosforilasyonu igin ortak dizilere sahiptirler.
lzoenzimler tamamen farklidir. Sadece %51 ila 57 oraninda bir dizilim
Ozdesligi gosterirler, bu NO’lara en yakin olarak bilinen sitokromP-450
rediiktaz ile %36’lik bir 6zdeslik ile kiyaslanabilir. Memeli tirleri arasindaki
izoenzimlerde de %81 ila 93'lik bir dizilim 6zdesligini gbsteren benzerlikler

sOzkonusudur.

4.1.2. Nitrik oksid sentazin 6zellikleri
Tablo-3 de yapisal ve uyarilabilen NOS’ un 6zellikleri kargilagtiriimis,

Tablo-4 de ise nitrik oksid sentazlarin hiicresel degilimlari gésterilmistir

Tablo-3. Yapisal NOS ve uyarilabilen NOS

Yapisal NOS Uyarilabilen
(cNOS) (i.NOS)
Ca** bagimlilik + -
NO’ olusum diizeyi pmol nmol
Yanit ani gecikmis
Uretim siiresi kisa uzun
Glikokortikoidle - uyariimasi inhibe edilir
etkilesim
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e.NOS ve n.NOS aktivasyonu Ca*® / kalmodulin bagimhdir, i.NOS

aktivasyonu ise transkripsiyonel indilksiyon yolu ile etkilidir (75).

Tablo-4. Nitrik oksid sentazlarin hiicresel dagilimi

c.NOS i.NOS
Endotel hiicresi Makrofaj, hepatosit
Santral n6ron Kupffer hiicresi
NANC néron* Vaskiler diiz kas hucresi
Notrofil, trombosit mast hucresi Fibroblast, mezensial hiicre
astrosit Astrosit, kondrosit
B-hiicresi, inflamatuar nétrofil
Adrenal medulla ve korteks Karsinoma hucresi
hlcresi
renal makula Sinoviyal hlicre
Fare néroblastoma

*Nonadrenerjik nonkolinerjik néron

I1.4.2. Nitrik oksidin molekiiler etkileri

NO’nun aktifledigi enzimler arasinda solubl guanilat siklaz (sGC) ve
ADP-ribozil transferaz yer alir (Tablo-5). Makrofajlardaki NO timor hucresi ve
mikroorganizmalardaki Fe-S tasiyan enzimleri nitrolayarak antimikrobiyal,
antitimoral ve sitotoksik etki gosterir. NO ferritin ile reaksiyona girerek
serbest demir sallnmina vyol acar. Bu serbest demir de lipid
peroksidasyonuna neden olabilir. Makrofaj kokenli NO ise timor hlcresinin
DNA sentezini engeller. Bunu ribonikleotid rediliktazi inhibe ederek yapar.
NO’nun diger bir hedefi de siiper oksid anyon radikalidir (O2"), bu iki bilesigin
tepkimesinden olusan peroksinitritten nitrojen dioksit ve hidroksil radikali
olusur. NO’nun stlfidril ile reaksiyonu ve S-nitrozilasyon, plazminojen
aktivator gibi bazi enzimlerin katalitik fonksiyonlarini artirabilir.

NO eritrositlerdeki oksihemoglobin ve redikte hemoglobin ile
nitrozohemeglobin (HbNO) tizerinden methemoglobin ve NO3 ‘e donlserek
metabolize edilir. Methemoglobin rediktaz ile tekrar hemoglobine donusur,

NOjs ise idrarla atilima ugrar (76,77).
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Tablo-5. Nitrik oksidin molekliler etkileri

Molekiiler sinif Aktivite artisi Aktivite azalisi
Hem proteinler sGC Hemoglobin,myoglobin
Fe-S proteinler ETZ enzimleri, akonitaz
Diger nonHem Ferritin, ribontkleotid
rediktaz

Fe proteinleri

Tirozil radikal protein Ribontikleotid rediktaz
Protein tiyoller EDRF, tPA” Dehidrogenaz
DNA Mutasyon olusumu Mutasyon kaybi
Superoksid Hidroksil radikali Superoksid anyon
anyon radikali olusumu radikali azahisi

* Elektron transport zinciri

**Doku plazminojen aktivatori

NO™ ve NO™ olusturan bilesikler (NO", N2Oz, N2O, = NOX) glclii
nitroze edici ajanlardir. Bunlar primer ve sekonder aminlerin nitrolizasyonuna
6ncliltik ederek karsinojenik etki gosterirler.

Ro —NH + NOX 2*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 olugsan mutasyonlar

onkojenleri aktifleyerek malign hiicre donlisim{ine yol acarlar (78).

11.4.3. Nitrik oksidin biyolojik etkileri
Biyolojik yart émri saniyeler diizeyinde olan NO, insan fizyolojisi ve
fizyopatolojisinde 6nemli bir yere sahiptir ve rol oynadigi olaylar asagida

verilmistir:
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e Vaskiler diiz kas relaksasyonu ile vasodilatasyon
e Santral sinir sistemi ve periferik sinir sisteminde norotransmitter
e Endotel hiicresi ve vaskiler diiz kas hiicresinde antiproliferatif etk
e Trombosit adezyon ve agregasyonunda inhibisyon
e tPA artigi ve fibrinolizis
o Dusiik konsantrasyonda eritrosit deformasyonunda artig
e Immunomodilatér
e NADPH oksidaz inhibisyonu ile I6kosit adezyon inhibisyonu
e Makrofaj aracili nonspesifik immun yanit
Antimikrobiyal (sitotoksik)

Antitimor (sitotoksik)

I.4.4. Endotel hiicresi ve nitrik oksid

NO’nun saglam, izole kan damarlarinda fiziksel, kimyasal ve hormonal
uyaricilara karsi EDRF (veya EDNO: endotel kaynakli NO) aracilikli
vazodilatasyon olusturarak vaskiler tonus regulatori oldugu cesitli
kaynaklarda gosterilmigtir (79).

“Shearstress” gibi fiziksel etkenler, asetilkolin, bradikinin, 5-
hidroksitriptamin ve ayrica hipoksi gibi etkenler, Ca*? / kalmodulin sistemi
araciligi ile endoteldeki NOS'u uyararak NO olustururlar. Endotelde olusan
NO, diffizyon yolu ile diiz kas hlicresine geger ve sGC enzimini uyararak
GTP’den cGMP olusturur. Olusan cGMP kalsiyum dizeylerini azaltarak diz
kaslarda relaksasyon ile vazodilatasyona neden olur (78).

NO: trombositler, makrofajlar ve diz kas hiicrelerinde de uretilebilirse
de lokal olarak baslica endotelyumda ve sinir hiicrelerinde uretilmektedir.
NO’nun hastaliklardaki roliinii tam olarak kavrayabilmek igin endotelyumu iyi

tanimak gerekir.

Endotelyum; 6zellikle kapillerde, vaskuler permeabilite diizenleyicisi
olarak &nemli bir rol oynamaktadir. Endotel hiicreleri ayrica, dolagimdaki
hormonlart da aktive ve inhibe ederler. Angiotensin donustlirict enzim,
endotel hiicre membraninin bir enzimidir ve Angiotensin I'i Angiotensin II'e

déntstirir, bradikinin ise inaktif Griinlere parcalar. Ote vyandan
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monoaminooksidaz (MAO) enzimi norepinefrin ve serotonin  gibi
monoaminleri inaktive eder. Endotel hiuicreleri doku trombosit aktivitér (tPA)
ve plazminojen inhibitdri gibi koagulasyon faktérleri ve inhibitérlerinin de
kaynagidir ve NO, prostoglandinler ve endotelin | gibi vazoaktif maddeler
salgilarlar. Daha otesi, endotel hiicreleri, heparin, heparin siilfat, TGF- B gibi
biyime inhibitorleri ve FGF ve PDGF gibi blyime faktorlerinin de
kaynagidir.

Endotelyumun biyolojik fonksiyonu, vaskiler diz kas hucrelerinin
migrasyon ve proliferasyonunun regilasyonu oldugu kadar vaskuler tonus,
trombosit fonksiyonu ve koagllasyonun regilasyonunu da kapsamakiadir
(80). Normal kosullar altinda vaskiler tonus, trombosit fonksiyonu,
koagulasyon ve proliferatif yanitlar Gzerindeki inhibe edici etkileri agir
basmakta, bu da anatomik yapinin fizyolojik kosullardaki koruyucu dogasini

yansitmaktadir.

Damar duvarindaki diiz kasin gigli bir gevseticisi olan EDRF, solubl
guanilat siklazi aktive ederek cGMP dlzeyini artirir. EDRF’nin yapisi basitge
NO veya onu igeren bir kompleks olabilir. Prostasiklin (PGl;) endotelden
salgilanan diger bir vazodilatérdir ve etkisi adenilat siklaz araciligiyla
cAMP’nin artisina baghdir. EDRF ve PGl vaskiler diz kasi gevsetmek ve
trombosit agregasyonunu inhibe etmek bakimindan sinerjik olarak etki
edebilirler. Endotel hiicreleri hiperpolarize edici bir faktér (EDHF) de salgilar.
Bunun ise kesin dogasi bilinmemektedir ama aragidonik asidin metaboliti
olasilikla da epoksit veya lipoksittir.

Endotelden kaynaklanan en az iki vazokonstrikior fakiér (EDCF)
bulunmaktadir. Bunlardan EDCF; indometazine duyarsiz olup “endotelin” adli
peptid olabilecedi distunulmektedir. EDCF» ise indometazine duyarlidir ve
superoksit anyonlari olabilecegi diistiniimektedir (78).

Agrege olan trombositlere karsi endotelyuma bagli relaksasyonlar
esas olarak adenin nulkleotidler (ADP, ATP) ve seratonin araciligiyla
gerceklesir. Endotelyuma bagimsiz olan kontraksiyonlar seratonin ve
tromboksanlar tarafindan gerceklesir. Normal kosullarda saglam bir

endotelde relaksasyon ve kontraksiyonlar dengededir. Buna Kkarsilik
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rejenerasyon durumunda iken hiperkolesterolemi ve aterosklerozda
fonksiyon bozuklugu gosterir, daha az EDRF salgilar, oysa duz kas
hiicrelerinin kontraksiyon yetenegi degismemistir. Aterosklerozda hem EDRF
hem de PGl, ‘nin Gretimi azalir ve bunlarin agrege olan trombositlere karsi
gosterdikleri sinerijik etkiler ortaya ¢ikmayabilir (81).

Sonug olarak; endotelyumun yalnizca kan ile dokular arasinda madde
aligverisinin yapildigi nontrombojenik bir bariyer olmayip ayni zamanda guglu
vazoaktif, antikoagulan ve fibrinolitik maddeler Greten, vicudun en blylk ve
en aktif parakrin organi oldugu anlasiimigtir. Buglin endotelyumun yapisal ve
islevsel bozukluklarinin koroner damar hastaliklarini da kapsamak Uzere
bircok vaskiler hastaliin patogenezinde &nemli roller oynadigina

inaniimaktadir.

11.4.5. Lipid radikalleri ve nitrik oksid
NO° lipid radikali (L"), lipid alkoksil radikali (LO") ve lipid peroksil radikali
(LOO") lipidperoksil NO  {Oriinlerini  olugturarak  antioksidan  etki

saglayabilmektedir (kaynak). Bu reaksiyonlar,

NO" + L’ =N LNO
NO® + LO’ o LONO
NO® + LOO’ & LOONO

11.4.6. Nitrik oksid ve siiperoksid etkilesimleri:

Superoksid 0"+ *NO
Peroksinitrit anyonu ONOO™ + H°
Peroksinitrit ONOOH <« <HO + NO;

g

NO3
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NO" stiperoksid anyon radikali (O,") ile peroksinitrit anyonu (ONOQO)
peroksinitréz asidini (ONOOH) olusturur. Bu olusan maddenin %20 ile 30'u
hidroksil radikali (OH’) ve NO’; ‘e dénlisebilir (82).

Olusan peroksinitritin bazi bilesikler Uzerinde olusturdugu etkiler
bulunmaktadir. Bunlar:
e Lipidler lizerine etki gostererek lipid peroksitlerinin olusumu
e Metalloproteinlerden bakir salinmi ile  methemoglobin  olugumu,
seruloplazmin elektron transport zincir enzimleri ve ATP sentaz
inhibisyonu
e Siilfiirlil aminoasitlerde tiyol iceren aminoasitlerin ve GSH gibi peptidlerin
nitrozotiyollere déntigimu
e Aromatik aminoasidlerde demir varliinda tirozin kalintilarinin nitrasyonu
e Antioksidanlar {izerine olan etkiyle plazma antioksidanlarinin oksidasyonu
e 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 siiperoksid arasinda bir denge bulunmaktadir. NO
fazlaiginda ONOO™ (peroksinitritin) prooksidan etkisi NO'nun antioksidan
etkisi ile baskilanir ve bu yolla antiaterojenik etkisi saglanir. Superoksid (O2")
fazlaliginda ise peroksinitrite bagli olarak proaterojenik etki olusur (78).

Damarlarda NO ve superoksid dengesi:
'NO > O, =  Antiaterojenik

O > 'NO => Proaterojenik

I1.4.7. Nitrik oksidin diizeylerini etkileyen faktorler

Nitrik oksid birgok hastaligin patogenezinde rol oynamaktadir. Bununla
birlikte NO’nun hem vyararli hem de zararli olabilecegine iligkin in vivo
drnekler vermek mimkuandur;

Bir transmitter olarak kendi rolii iginde NO, sinir uyarilaninin dizenli
transmisyonundan sorumludur. Bununla birlikte NO ile asiri stimilasyon sinir

hiicrelerinin tahribine yol agabilir.
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Nitrik oksidin paradoksik dogasina bagka bir érnek de kan basincinin
kontroltdir. Kan basinci sabit bir bicimde NO konsantrasyonundaki fizyolojik
yikselme ve agiklamalarla ayarlanmaktadir. Bununla birlikte, 6rnegin
endotoksik sokta gorilebildigi gibi cok blylk miktarda bir NO salgisi fatal
dolagimda yetmezlige yol agabilmektedir. Bu olay tedavi stratejisinin hastanin
bazal NO durumuna dayanmasi gerektigini géstermektedir. Eger hastada NO
yetmezIligi varsa hastaya nitratlarin verilmesi veya dogal substrat olan L-
arginin uygulanarak vicut NO Uretimi icin stimllasyon saglanmalidir.

Nitrik oksidin masif Gretimi halinde ise L-NMMA veya aminoguanidin gibi
NOS enzim inhibitorleri verilebilir. Bu bakimdan NO dlzeyinin kontrol
edilmesi, spesifik farmakolojik girisimle hastanin NO dengesinin normal
durumuna déndirilmesi demektir.

Koroner kalp hastaliinin tedavisinde nitrat kullanimi klasik bir
uygulamadir. Koroner hastasinda hasar ugramis endotelyum yeterince EDRF
(bir deyisle NO) Uretemez ve ortaya cikan EDRF acigi siklikla koroner
spazmlarina yol agar. Ekzojen olarak uygulanan nitratlar, damarlarin
hastaliktan etkilenmis segmentlerinde endojen NO yoklugunu giderebilir. Bu
sekilde NO’nun diz kas hicreleri Gzerindeki direkt etkisiyle koroner
damarlarin kasilma / gevseme dengesi eski normal durumuna dénmds olur
(83).

I1.4.8. Kardiyovaskiiler sistem ve nitrik oksid
Nitrik oksid, sGC enzimini aktive ederek cGMP diizeylerini artirip;
e Vaskiller diz kas hicrelerinde relaksasyona ve trombositlerde de
adezyon ve agregasyonun inhibisyonuna neden olur.
e Lokositlerde NADPH oksidaz inhibisyonu ve endotele 16kosit adezyonunu
engelleyerek antiinflamatuvar etki saglar.
e Eritrositlerdeki Hb ile inaktive edilebilir.
e Lipid peroksidaz radikali ile birlesip antioksidan ve antiaterosklerotik etki
olusturabilir.
e Superoksid radikalleri ile etkilesip onlar temizler veya toksik peroksinitrit

olusumuna neden olur (78,83).
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NO’ nun kardiyovaskiiller sistem lligkili oldugu konulara kisaca
deginirsek,

11.4.8.1.Koroner arter spazmi:

Hasarll endotel hiicrelerinin bulundugu alanda koroner damarlarin diz
kas hucreleriyle giiglii vazokonstriktér maddeler direkt temasa gecer ve bu
maddelerin bu alanlardan (retimi ve salinmasi artabilir. Bunlardan
dolasimdaki  vazokonstriktorler ~ (noradrenalin  ve angiotensin  II),
trombositlerden  kaynaklanan  seratonin  ve tromboksan Az  gibi
vazokonstriktdrler kadar 6zel bir énem tasirlar. Bunlann tamami
vazokonstriktér yanitlarin  artmasinda ve sonugta koroner arterlerin
spazminda pay sahibi olabilirler (84).

Koroner spazm vya spontan olarak (6zellikle varyant anjinali
hastalarda) ya da aterosklerotik koroner arter hastaliklarinin seyri sirasinda
ortaya cikabilir. Gergekten anstabil anginada, gelismekte olam miyokard
infarktistinde koroner arterlerin durumu iskemi ve infarktlisiin olugsmasinda
énemli bir paya sahiptir. Koroner vazokonstriksiyon, stabil koroner arter
hastaligi olan hastalarin anjina esigini de degistirebilir. Bu klinik olaylara NO

yetmezIginin 6nemli bir katkisinin olmasi olasidir.

Koroner anjiografi, bilerek yapilan endotel hasarinin bir modelidir.
Bundan dolay! girisim sirasinda veya sonrasinda tehlikeli bir koroner
spazmin gérilebilmesi sasirtici degildir. Spazma karsi egilim balon kateterin
manuplasyonunun neden oldugu, endotel hicrelerinin ~ fonksiyonel
bozukluklarinin eslik ettigi endotel hasar kaybi ile agiklanabilir. Ayni
zamanda bu kosullar altinda trombosit aktivasyonu da glglenmistir.

11.4.9.2.Ateroskleroz:

Ateroskleroz varliginda endotele bagimli relaksasyon hem deney
hayvanlarinda hem de hastalarda belirgin bicimde azalir. Her ne kadar
gercek endotel soyulmasi gortlebilirse de (6zellikle plak yirtik alanlarinda)
normal olarak endotel tabakasi morfolojik olarak varhigini strdrir fakat
endotel hiicrelerinin bicim ve buyikltgiinde belirgin degisiklikler goruldr.

Hiperlipidemide oldugu gibi endotel disfoksiyonunun mekanizmalari

arsinda NO’nun slperoksid anyonlari tarafindan yikiminin artmasi kadar



44

reseptor fonksiyonunun bozulmasi, endotel hicrelerinin NO prekirséri olan
L Arginini alma veya metabolize etme kapasitesinde azalma sayilabilir.
Gergekten hiperkolestrolemik tavsanlarda endotel hicrelerinin siperoksid
dretimi artmigtir. |

Aterosklerotik koroner arterlerde bozulmus olan endotelyuma bagimili
yanitlar vazokonstriktér yanitlar arttirabilir, lokal kan akimini azaltabilir ve
dolagimdaki trombositlerin preaktivasyonuna yol acabilir (78,83).

Nitrik oksid yikiminin azalmasi veya durmasi vaskuler diz kas
hicrelerinin mediadan intimaya migrasyonunun artiginda ve aterosklerotik
plaklarin gelismesinde pay sahibi olabilir (NO’nun antiproliferatif etkisi
nedeniyle). Nitrik oksid dolayli olarak aterosklerozun ilerlemesini de
etkileyebilir. Gergekten NO’nun foksiyonunu inhibe edeci kapasitesi ayni
zamanda trombositlerden PDGF ve TGFB{ gibi blylme faktorlerinin
salgilanmasini inhibe eder.

Bozulmus kan akimina bagh vazodilatasyon egzersiz sirasinda
hastalarin angina esigini daha da dusUrebilir ve kan damari duvarini
sempatik aktivasyon sirasindaki vazokonstrikiér uyarilara karsi duyarli
kilabilir.Bu fenomenlerin sonucunda daha buyik bir iskemi ve angina pektoris
ortaya c¢ikar. Koroner damar tonusunun akut olarak artmasiyla angina
pektorise neden olan kritik damar daralmasi olusur. %60’hk bir [Gmenin
varligini slrdlrebilmesi halinde (%40 stenoz) vaskiiler tonustaki bir artig
ihmh l0men darligini, %901 asan ileri derecede stenoza doénUstlrebilir.
Budan dolayi vazokonstriktér yanitlardaki lokal degigmeler dinamik stenozu
onemli dlglde etkileyabilir (80).

11.4.9.3.Mikrosirkulasyon:

Her ne kadar EDHF bu dizeyde 6nemli 6l¢glide katkida bulunabilirse
de deneysel bulgular, NO’nun mikrosirkulasyondaki vazodilatasyondan da
sorumlu oldugunu goéstermistir. Daha da 6nemlisi NO ve olasilikla diger
endotel kaynakli mediyatorler, mikrovaskiler yatagin her yaninda kan
damarlarinin  davranisini  koordine edici bir etki go6sterirler. Ayrica
mikrosirkllasyondaki endotelyuma bagimli vazodilatasyon hipertansiyon,

diyabet ve 6zellikle de hiperlipidemi de bozulmustur (81,85).
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11.4.9.4.Kardiyovaskiiler sistem iizerindeki diger etkiler

Ozellikle koroner dolasimda, buyik epikardiyal koroner arterlerin
dnemli 6zelligi kan iletme yetenedini artirmak ve miyokarda ulagan kan
volliimiini ylkseltmek igin, egzersiz sirasinda dilate olma kapasitesine sahip
olmalanidir. Bu akima bagimli vazodilatasyon, endotelyuma badimli olup
NO’nun aracilik ettigi bir olaydir. “Shear stress” endotel hucrelerindeki iyon
kanallarini aktive edebilir ve boylece NO salgisini tetikleyebilir. Bu sayede
endotel hiicrelerinin fizik faktérlere karsi gosterdigi lokal yanitlarla yeterli
koroner kan akimi énemli dlglide diizenlenmis olur (85).

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

Son caligmalar, NO’'nun vaskuler diiz kas ve trombositler Uzerindeki
etkilerine ek olarak endokardiyum ve belki koroner vaskiler endotelyum
araciigiyla kalp bosluklarinin modile edilmesi (zerinde de bir etkiye sahip
oldugunu distndurmektedir (83).

Nitrik oksidin egemen olarak damar duvarindaki diz kas tabakasina
dogru salgilanmasi ve daha az oranda da damar limenine dogru
salgilanmasi daha olasi gortlmektedir. Damar limenindeki NO, dolagimdaki
trombositlerle etkilesir aksi halde ¢oziinmis oksijen ve slperoksid anyonlari

tarafindan hizla inaktive edilecekiir.

Nitrik oksid bir defa eritrositlere ulasip onlarin icine girdiginde
hemoglobin tarafindan inaktive edilir. Gergekten hemoglobin gugli bir NO
inhibitéradar. Clnkd kendi molekilinin “hem” bélimiinde serbest radikali
baglamaktadir. Bu etkiler salgiladigi alandan uzakta etki yapmaktan alikoyar
ve onun primer olarak neden trombosit fonksiyonu ve damar tonusunun
dnemli bir medyatérl oldugunu aciklar. Bundan dolayi endotel fonksiyonuna
bagli olarak NO Uretiminin bozulmasi veya durmasi komsu saglkli endotel

hicreleri tarafindan salgilanan NO ile kompanze edilemez.
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Hayvan calismalarindan, NOS inhibitérlerinin  kortizon ve/veya
testesteron diizeylerini artirdigina dair kanitlar elde edilmistir.
Uterusun kasilma ve gevsemesinde NO aracilifiyla kontrol ediimektedir.

Dolayisiyla NO modulatérleri jinekolojide de kullanim alani bulabilir.

11.4.10.Sindirim sistemi ve nitrik oksid

Saglkli bir mide mukozasinin irritasyona karsi yaniti, kan akiminda
artis ve bir mukoza bariyerinin olusmasidir. Bu koruyucu mekanizma NO’ ya
bagimh olarak galisir. Bu nedenle NO' nun mukoza Ulserlerini 6nlemede
sorumlu oldugu dasunalar (86).

Nitrik oksid, gastrointestinal traktistin néronal kontroline de karisir.
Bilinen norotransmitterlere ek olarak, gastrointestinal sinir merkezi Auerbach
pleksusunda biliginin yaylimasindan, kimligi belirlenmemis bir fantom’ un
sorumlu oldugu disinulirdi. “Nonadrenerjik-nonkolinerjik” (NANC) adi
verilen sinir sisteminin ndrotransmitterlerinden en az birinin NO oldugu artik
bilinmektedir (87). Bu, 06rnegin; besin yutuldugunda, normalde kasiimis
bulunan mide duvan ve pilorun, NO’ ya bagimh bir dilatasyona ugramasini
aciklar.

Barsak peristaltizmi, medulla spinalis karigmaksizin, otonomik olarak
kontrol edilir. Barsak duvarinin NO’ ya bagimli, refleks, proksimal
kontraksiyonu ve distal dilatasyonu barsak kapsaminin barsak boyunca

tasinmasindan sorumludur (88).

11.4.11. Diger sistemler lizerine olan etkileri
e Hipertansiyonun belli formlarinda vazokonstriktér 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 tizerinde etkilidir (89).
e NO trombosit agregasyonunu inhibe etmektedir
e iskemi dénemlerinden sonra kan damarlarina gerekli olan kan akimi

yeniden saglandiginda bir oksijen paradoksu olusmaktadir. Beklenen bir
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iyilesme yerine tutulan dokuda nekroz meydana gelmektedir. Bu hasara
oksijen radikallerinin neden oldugu dastnulmektedir. Yapilan bazi
calismalarda nitrik oksid derivelerinin bu hasari azalttigi gosterilmistir
(89).

e Diyabetin her formunda, gecikmig vaskuler lezyonlarin gelismesinde
kismen de olsa NO yetersizliginin sorumlu oldugu bilinmektedir (90).

e Nitrik oksidin ayrica bronkospazmin gideriimesinde, vicudun kansere
kargi savunmasinda, otoimmun reaksiyonlarda, noérotransmitter olarak
beyin fonksiyonlarinda ve agr olugsumunda 6nemli rol aldigi gosterilmistir
(89,90).

11.4.12. Nitrik oksid 6l¢ciim yéntemleri:
NO in vivo olarak az miktarda sentezlendiginden ve oksijen ile hizla
reaksiyona girdiginden 6lgimu zordur (79).
e Kemiliminesans (NO, nitrit, nitrat)
e UV — Vis spektrofotometrik ydéntem (Griess, MetHb)
e ESR (EPR) — spektroskopisi
e Flow sitometri
e Gaz kromotografisi

e Infrared spekiroskopisi

I.5. ANTIOKSIDAN SAVUNMA

Hiicreler oksidatif hasari énleyen, yok eden ya da kismen azaltan bazi
mekanizmalara sahiptir. Oksidanlarla mucadelede birinci agama risk
faktdrlerinin belirlenmesi ve bunlardan uzak durulmasidir. ikinci yol ise doku
hasarina yol agan olayin etkisi ile tetiklenen biyokimyasal tepkimeleri bir ya
da birkag basamakta engellemektir. Bu amagla yapilabilecek girigsimler sunlar
olabilir: Na* aktif girisinin engellenmesi, K™ giriginin aktive edilmesi, hiicre ici
laktik asidozun inhibisyonu, sitotoksik ve vazojenik antiddem girigimler,
yeniden fosfolipid sentezi hizlandiricilari, kalsiyum kanal blokerleri, lipid
peroksidasyonu ve siklooksijenaz inhibitérleri, I6kotrienlerin inhibisyonu, opiat

antagonistleri, PAF inhibitorleri, Hy reseptdér antagonistleri, atrial natriGretik
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peptid, hipotermi (8,91). Ugiincli agsama aktive olmug nétrofillerin lezyon
bolgesine hiicumunu ve birikimini inhibe etmek igin antiinflamatuvar ilaglarin
kullaniimasidir. Dérdiincli ve en etkin yol artmis oksidanlara dogrudan etki
ederek onlarn ortamdan kaldirmaktir. Direki etki ile oksidanlari inaktif hale
getiren maddelere “antioksidanlar” denir. Tum antioksidanlar baslica dort yol
ile etkilerini gergeklestirmektedirler. Bu etkiler;

a- Scavenging etki

Oksidanlari tutma ve zayif bir molekile donustirme 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

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

Halliwell ve Gutteridge’ in (92) beliritigine gore antioksidanlar okside
edilebilen substrata gore géreceli olarak daha dusik dizeylerde bulunan ve

o substratin oksidasyonunu anlamli derecede geciktiren ya da inhibe eden

maddelerdir.

11.5.1. Dogal antioksidanlar
11.5.1.1. Enzimler
o Siperoksid dismutaz; O, e'nin hidrojen perokside dismutasyonunu
katalizler.
e Katalaz; hidrojen peroksidin dismitasyonunu katalizler.
o Glutatyon peroksidaz; hidrojen peroksid ve lipid peroksidlerinin
reduksiyonunu katalizler.
e Glutatyon redikiéz; GSSG'nin (okside glutatyon) GSH'ye (redikte
glutatyon) déntisUimini saglayarak indirekt yolla antioksidan etki gosterir.
e Hidroperoksidaz

e Sitokrom c oksidaz; hiicredeki oksijenin % 95'ini detoksifiye eder.
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I1.5.1.1.1. Siiperoksid dismutaz (Siiperoksid oksidorediiktaz)
Superoksid dismutaz, oksijeni metabolize eden bitln hicrelerde
bulunan ve stperoksidin hidrojen perokside dismiitasyonunu katalizyen bir
metalloenzim olup 21. kromozomda lokalize olmustur (8,36,93).
Suiperoksid dismutaz

02 ~.+()2 “+2H » HgOg +02

P

SOD, stiperoksid anyonunun dismutasyonunu 10* kez hizlandirmaktadir ve
hiz sabitesi 2x10° / ms’dir. indiiklemeye bagli olarak intraseliiller SOD artig
dioksijenin totsisitesine karsi gelisen bir direng artisini da beraberinde getirir
(8, 91, 94).

Superoksid dismutazin bugline kadar dort farkli sekli bulunmugtur.
Bunlardan biri 6karyotik hiicrelerin  sitozolinde (Zn** ve Cu™) ve
mitokondrinin intermembran araliginda (Mn**) bulunur. Molekil kitlesi 31
200 Da olan bu enzim her bir dimerik protein icin birer molekul bakir ve ginko
icerir. Cinkonun stabiliteyi sagladidi, bakirin ise aktiviteden sorumliu oldugu
dustndlmektedir. Cinkonun ayrilmasi irreversibl iken, bakir reversibl olarak
ayrilip tekrar baglanabilir. Mn-SOD kalp, karaciger ve bdbrekie en yuksek
konsantrasyonlardadir. Cu-Zn SOD ise karaciger, beyin ve testiste en
ylksek; eritrosit, akcijer ve pankreasta ise en disilk konsantrasyonlarda
bulunmaktadir. Cu-Zn SOD sigan karacigerinde lizozomlarda da bulunur. Cu-
Zn SOD siyanir ile inhibe olurken Mn-SOD siyaniir ile inhibe edilemez.
Dordinci tip SOD demir igerir ve E.Coli’'nin periplazmik araliginda bulunur.
Molekul kitlesi 40 000 Da olan bu enzim yapisal olarak Mn SOD ‘a buyuk
benzerlikler gbstermektedir (8,36).

11.5.1.1.2. Katalaz

Katalaz yapisal olarak bir hemoproteindir. Sigir karacigerinde
ylratilen calismalarda katalazin molekil kitlesinin 248 000 Da oldudu ve
non kovalan bagli protoporfirin IX Fe (hem) grubu igerdigi ortaya konmustur.
Bu enzim kan, kemik iligi, karaciger, mikéz membran ve bébrekte ylksek
miktarlarda bulunmaktadir. Eritrosit disinda 6zellikle peroksizomlarda yogun

olarak bulunur. Katalaz, digiik hizlarda hidrojen peroksidin olustugu
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durumlarda ya da ylksek elektron alicisi konsantrasyonlarinin bulundugu
ortamlarda peroksidatif tepkimeyle (Tepkime 1), hidrojen peroksid olugum
hizinin ylksek oldugu durumlarda ise katalitik tepkimeyle (Tepkime 2)

hidrojen peroksidi suya donustlrerek ortamdan uzaklastirir (8,91,95,96).

Katalaz (peroksidatif)
ROOH + AH, —» HO+ROH +A Tepkime 1
Katalaz (katalitik)
H,Os + HO, ——» 2H.0+02 Tepkime 2
Katalazin aktivitesi icin demir gereklidir. Aktif kismi olan Fe*® — protoporfirinin

iki fonksiyonel dénguisii bulunmaktadir.

Katalaz Fe*® + HxO» ——» Katalaz-Fe™ —HOOH (aktif degil)
Katalaz-Fe*® —HOOH + H,0, ——» Katalaz-Fe** +2 HO + O
Ortamda cok diisiik hidrojen peroksid diizeyi oldugunda, aktif olmayan enzim

bilesigi ile elektron alicisi tepkimeye girer.

Katalaz-Fe*® — HOOH + AH,—> Katalaz-Fe*® +2 HO, + A
Yapilan son caligmalar, katalazin rat kalp mitokondrisinde lipid
peroksidasyonuna kargi koruyucu rol oynadigini gostermistir. Oksidanlar,
GSH-Px aktivitesini bastiracak diizeye ulagtiginda, mitokondriyal katalaz,
membran hasarina neden olan hidrojen peroksidin etkisini énler. Sitokrom c,

mitokondriyal membranlara olan oksidatif stresde.katalist roli gdrmektir (97).

11.5.1.1.3. Glutatyon redoks siklusu

Glutatyon redoks siklusu, hiicre igi hidroperoksidlerin indirgenmesinde,
temel antioksidan mekanizmay! olusturmaktadir. Katalazi tamamlayici
etkisinin yanisira, degisik hidroperoksidleri temizieme etkisine de sahiptir.
Metobolize edilen riinler arasinda, blyik molekulld lipid peroksidleri ve

lipooksigenaz araciligi ile  katalizlenen reaksiyonlarin UrGnleri de vyer

almaktadir.



3l

Hidroperoksidlerin indirgenmesinde, redoks sisteminden sorumlu olan
kilit enzim glutatyon peroksidaz (GSH-Px) dir (65). GSH-Pxin molekul
agirhgr yaklagik olarak 85000 D dur ve 4 selenyum atomu igeren tetramer bir
protein yapisindadir. GSH-Px, kosubstrat olarak redikte glutatyona (GSH)
ihtiyac duymakta ve okside glutatyonun (GSSH) meydana geldigi reaksiyonu
katalizlemektedir.

Saglikli igleyen bir hicrede GSH/GSSG orani ylksek olarak
korunmaktadir ve yaklagik olarak 500/1 dir. Hidroperoksidlerin rediikte olmasi
ile meydana gelen GSSG, glutatyon redilktazin katalizledigi bir tepkime ile
tekrar GSH’a donusmektedir.

GSSG + NADPH + HY  —> 2GSH + NADP"

Glutatyon rediiktaz

Glutatyon peroksidazin hicredeki dagiimi glutatyon redukiaza
bagimhdir. Her iki enzimde sitozolde en yiksek konsantrasyonlarda
bulunmaktadirl. Yapiimis olan galismalar, fotokimyasal olarak olusturulan
fosfolipid hidroperoksidlerinin GSH-Px etki etmeden 6nce fosfolipaz A ile
hidroliz edilmis olmalar gerektigini géstermektedir. Diger yandan, kolesterol
hidroperoksidleri de GSH-Px'a direngli bulunmuslardir. Bu nedenle, ikinci bir
selenoenzim olan ve fosfolipid hidroperoksid glutatyon peroksidaz (PHGPx)
olarak tanimlanan enzimin etkileri arastirilmis ve bu enzimin fosfolipaz A, ye
ihtiyac duymadan, membran fosfolipid hidroperoksidlerini indirgeyebildigi
saptanmistir. PHGPx' in membrana olan afinitesi fazla olup substrat olarak
GSH’a mutlak bir spesifisitesi yoktur. PHGPxX'in membran fosfolipidlerine,
GSH-Pxin  sitozolik hidroperoksidlerine etkisi ile yaygin bir etki alani
olusturulmaktadir.

Glutatyon redoks siklusunun aktivitesi, karaciger ve eritrositlerde en

yiiksek oranlarda olup, kalpteki etkinligi daha azdir (98).
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Sekil-3. Antioksidan savunma sistemlerinde glutatyonun yeri

ROH = /r GSSG NADPH ~ _» B-PG
GSH Peroksidaz GSH G-6-P
Se Redklaz dehidrogenaz
Q). ' o y
RH ——— ROQH~ GSG NADP -~ ~G-6-P
~ Vitamin & 7 GSHSentataz
Stiperoksid r
Dismutaz
Sorbest Glutamik asid Glukoz
Radikaller Sisteln
Glisin

11.5.1.1.4. Glutatyon (y-glutamilsisteinilglisin)

Glutatyon, 6karyotik hiicrelerde en fazla bulunan kisa peptidlerden ve
en bol bulunan intraselliler tiyollerden biridir (65). GSH’nin birgok énemli
biyolojik fonksiyonu vardir. Hidroksil radikallerinin ve singlet oksijen’in
scavenger’ idir. DNA ve proteinin sentezi, transportu ve ara metabolizmasini
kapsayan diger hiicre fonksiyonlarinda genis yere sahiptir. Redlkie GSH
vicutta oldukca yilksek oranda bulunur ve glutatyon disilfid’e (GSSG)
oksidize olur. Hicre ici GSH/GSSG orani, glutatyon redilktaz tarafindan
yiksek seviyede idame ettirilir (63). E§er doku yiksek miktarda hidroperoksid
ve diger serbest radikallere maruz kalirsa bu oran diiger ve GSSG birikimi
meydana gelir. Bu da, hiicre ici oksidasyon — rediksiyon durumunun
bozulmasiyla, enzimlerin inaktivasyonu ile inter veya intra molekiler mixed
distilfid olusumu ile sonuglanabilir. Boylece doku oksidatif stresse maruz kalir
(91,98).

Serbest oksijen radikalleri, bircok hastalifin ve doku hasarinin
patogenezinde yer alir. Bu sitotoksik 6zellikler, lipid peroksidleri gibi gesitli
serbest radikal derivelerini igerdigi gibi, speroksid, hidrojen peroksid ve
hidroksil radikallerini de kapsar. Hidrojen peroksid ve peroksidler, ylksek

diffiizibilite ve reaktivitelerinden dolayi ¢ok fazla oksidatif hasara yol acarlar.



53

Hidroperoksidlerin GSH bozuklugu ve hiicre hasarinin diger tipleri lzerine
olan etkisi cesitli organ ve dokularda arastiriimistir (99,100,102).

Glutatyonun redikte formu (GSH) serbest sulfhidril grubu iceren bir
tripeptid olup, canllarda yaygin olarak bulunmaktadir. Glutatyon,
hemoglobindeki sistein rezidllerin ve dider eritrosit proteinlerinin redukte
halde kalmasini sadlayan bir siilfhidril tamponu gibi gérev gérmektedir. GSH’
in hiicredeki fonksiyonlari s6yle 6zetlenebilir:

Endojen peroksid ve serbest radikallerin yikilimini saglar.
Proteinlerdeki —SH gruplarinin devamliligini saglar.
Glikozilaz gibi bazi enzimlerin koenzimidir.

Yabanci bilesiklerin detoksifikasyonunu saglar.

Disulfid degisim tepkimelerine katilir.

o ook O N =

Aminoasidlerin membran boyunca transportunu saglar.

GSH tayininde rastlanan bazi zorluklar mevcuttur. Kullanilan analitik
metoda bagl olarak, preperasyon ve analiz sirasinda érekie meydana gelen
oksidatif degisiklikler en biylik sikintidir. Ayrica, olgilecek olan GSH'In
azalmis seviyeleri, GSH yikiiminda en o6nemli enzim olan GGT nin
etkilenmesinin bir sonucu olabilir. Bébrekte ayri bir éneme sahip olan GGt,
vilcutta en yiksek seviyeye de bu organda sahiptir (101).

11.5.1.1.5. Glutatyon peroksidaz

Glutatyon peroksidaz adiyla anilan, glutatyona bagimli, ti¢ farkli enzim
bulunmaktadir.
1- Klasik, selenyum iceren glutatyon peroksidaz
GSH-Px, substratlan H.O, ve lipid hidroperoksidleri (LOOH) olan (103) ve
asagidaki genel reaksiyonlar katalize eden bir selenoenzimdir. (50,91)
2GSH + ROOH — GSSG + ROH + Hx0
2- Fosfolipid hidroperoksid glutatyon peroksidaz:
Selenyum iceren bir enzimdir. HxO» ve LOOH yaninda, membran
fosfolipidlerinden olusan hidroperoksidlere de etki eder. (50,104) Katalitik
aktivite bakimindan klasik glutatyon peroksidaza benzerse de substrat
spesifitesi ve molekul agirliklan bakimindan farklidir. Glutatyon peroksidaz

fosfolipid hidroperoksidlerine (PLOOH) etkili degildir. Ayrica fosfolipid
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hidroperoksid glutatyon peroksidazin molekil agirhgi glutatyon peroksidazin
Y’ udar (50).
3- Nonselenyum glutatyon peroksidaz:
Glutatyon transferaz'in substrat olarak organik hidroperoksidleri kullanarak
glutatyon peroksidaz reaksidaz reaksiyonunu katalize edebilen bazi
izoenzimlerini ifade eder. Selenyum igermez. Sitozolik izoenziminin substrati
LOOH, mikrozomal izoenziminin substratlari. LOOH ve PLOOH'dir
Enzim glutatyonun hidroperoksidlere transferini katalizler.

Nonselenyum glutatyon peroksidaz
GSH + ROOH » GSOH + ROOH
Bu reaksiyonu nonenzimatik bir reaksiyon takip eder.
GSOH + GSH e . R0 #H0)

Glutatyon transferazin selenyum bagimli glutatyon peroksidaza oranla

dnemi, degisik tirlerin doku ve hiicre kompartmanlarinda farklilik gosterir.
Ornegin, rat karaciger sitozoliinde bu aktivite total peroksidaz aktivitesinin %
35%ini olustururken, testis sitozolinde %95'ini, hepatosit nilkleusunda
%80’inini olusturur. Bu oran insan karaciger sitozoliinde %80, kobaylarda ise
%100°dur (50).

Konumuzu olusturan klasik glutatyon peroksidaz prostetik grup olarak
selenyum icermesi, fiziksel dzellikleri ve substrat spesifisitesi ile prohem
iceren peroksidazlardan ayrilir (82). Hemoprotein yapisindaki peroksidazlar
askorbat, kinonlar ve sitokrom ¢ gibi molekulleri elektron akseptorl olarak

kullanarak peroksitleri indirgerler (55).

PEROKSIDAZ
H202 + AH2 » 2H20 +A

GSH-PxIn yapisinda bulunan selenosistein formundaki selenyum

atomlari biyolojik aktivite icin gereklidir (81).Normal sisteinde yan zincir SH
iken, selenosisteinde SeH bicimindedir (46). Aktif bodlgeyi olusturan
selenosistein hidroperoksidlerle muhtemelen selenik asid tlrevine okside
olur. Daha sonra glutatyon karboksilik fonksiyonlar yoluyla katalitik merkeze

bitisik iki arginin kalintisina elektrostatik olarak baglanarak SH gruplarinin
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okside selenyuma ydnlenmesini saglar. Glutatyonun SH grubu selenik asid
rezidiisii ile reaksiyona girerek selenadisulfid koprtsl olusturur, bu daha

sonra enzimin rejenerasyonu sirasinda ikinci GSH molekdli ile birlesir (50).

E-Se + H" +ROOH E-SeOH + ROH
E-SeOH + GSH [E-SeOH GSHr]
[E-SeOH GSHr] E-Se-SG + H20
E-Se-SG + GSH E-Se” + GSSG + H*

Uzun streli selenyum eksikliginde tim vacut dokularinda GSH-Px
aktivitesinde azalmaya bagh olarak serbest radikaller birikir ve hucre
membrani hasari sonucu, kardiyomyopati gibi gesitli patolojiler ortaya cikar
(81). GSH-Px 6zellikle hiicre iginde, daha az olarak da ekstrasellliler ortamda
(EC-GPx) bulunur (8,36).

Katalazin aksine glutatyon peroksidaz HxOz'in dustk kararli durum
konsantrasyonlarinda etkilidir. Bu' iki enzimden biri digerinin eksikligini
kompanse edebilecegdi gibi (36), H0.'in daha ylksek konsantrasyonlarinda
katalazin etkili olmasi, glutatyon peroksidaz reaksiyonu sirasinda glutatyon
ve NADPH tiiketiminin sinirlandirimasina yénelik olabilir (50).

Glutatyon peroksidaz diger bir antioksidan olan sliperoksid dismutaz ile
birbirlerinin inhibitérii olan O3 ° ve HoO, ‘i ortadan kaldirmak suretiyle sinerjik
etki gosterir (47,50).

Glutatyon peroksidaz ile zincir kirici bir antioksidan olan E vitamini
arasinda da birkag sekilde ortaya gikan bir sinerjizm vardir. Bunlardan birisi
her iki antioksidanin da lipid peroksidasyonunu engellemesidir. Glutatyon
peroksidaz HzOp i indirgerken glutatyonu (GSH) kullanir, olusan okside
glutatyon (GS-SG) FAD igeren bir flavoprotein olan glutatyon reduktaz
tarafindan katalizlenen bir reaksiyonla indirgenir. Gerekli NADPH pentoz
fosfat yolundan saglanir. Pentoz fosfat yolunun dnemli bir enzimi olan glukoz-
6- fosfat dehidrogenaz eksikliginde primakin, aspirin ve sllfonamid gibi
oksidanlara maruz kalan eritrositler hemolize olur. Ayrica eritrositlerde H2O»

birikimi hemoglobinin methemoglobine dénisimand artirarak eritrosit

omrinl kisaltabilir (55).
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Sekil-4. Reaktif oksijen turlerinin olusumu ve antioksidan enzimlerin etkileri

Katalaz
< v lv 1|
OZL——-— Oz—&——- HZOZ—¥~—‘- OH ¥-» H,0
T J T % Glutatyon peroksidaz I

Stiperoksid dismutaz  255H GSSG

1.5.1.1.6. Glutatyon Rediiktaz
Glutatyon redlktaz, NADPH varliginda okside glutatyonunun

rediiksiyonunu katalizler.
GSSG + NADPH + H"————» 2GSH + NADP*

Glutatyonun indirgenmis formda tutulabilmesini saglamak, oksijenle
olusturulan hicre hasarina karsi koymak ve DNA sentezi icin gerekli
deoksiribonukleotidleri saglamak gibi fonksiyonlara sahip olan glutatyon
rediktaz, flavoprotein disilfid oksidorediktazlar isimli biyik bir enzim
ailesinin Gyesidir (107).

insan glutatyon rediiktazi, 8. kromozumun kisa kolunda tek bir lokus
tarafindan kodlanan ve biri FAD iceren 52.4 kDa agirliginda iki subinitten
olugan bir homodimerdir (108). Aktif bélgesinde tasidi§i redoks-aktif distlfid
pargacigl, geriye donusumll olarak iki elekiron depolama ve indirgenmis
ekivalanlari okside glutatyona transfer etmede énemli fonksiyona sahiptir
(107). Reaksiyon sirasinda NADPH, elekironlar disilfide transfer eden FAD’
| indirger. FAD ve indirgenmis disilfidin yik transferkompleksini iceren iki

elektronu indirgenmis enzim, glutatyon tarafindan oksitlenir (109).
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Tum katalitik dizilim reduktif bir yari reaksiyona (A) ve oksidatif bir yari

reaksiyon (B) seklinde gdsterilebilir:

(A) E + NADPH + H* < " EH2 + NADP*
(B) EHp + GSSG > E+2GSH

Eritrosit icinde glukozun oksidasyonu ile olusan NADPH’ lar hiicre iginde
glutatyonun indirgenmis sekilde tutulmasi icin gereklidir. Glutatyon,
eritrositlerde aminoasidlerden sentezlenir ve bir redoks tamponu olarak gorev
yapar. Indirgenmis durumdaki proteinlerin sulfhidril gruplarni korur ve
demirin ferrdz (Fe™ ) durumunda kalmasini saglar.

Glutatyon rediiktaz, aktivite icin riboflavin gerektiren bir FAD enzimidir.
Glutatyon metabolizmasindaki anormallikler, glutatyon rediiktaz igin gerexkli
riboflavin ve glutatyon peroksidaz icin gerekli selenyumun nutrisyonel
eksikliklerinden kaynaklanabilir. Glutatyon rediiktaz apoenziminin kalitsal bir
eksikligi de tanimlanmaktadir. Glutatyon rediktaz, ayrica glutatyon ve

proteinlerin (Pr) karma distlfidlerinin rediksiyonunu katalizler:
Pr-S-SG + NADPH+H* —— Pr-SH + GSH + NADP”

Béylece, heksokinaz, gliseraldehid-fosfat dehidrogenaz, glutatyon reduktaz
ve hemoglobinin aktif disilfhidril gruplar indirgenmis formda tutulmaktadir.
Glutatyon rediiktaz, hidrojen peroksid ve siiperoksid anyonu gibi potansiyel
olarak hasar verici okside bilesiklerin inaktivasyonunda da gérevlidir (107).

11.5.1.1.7. Glutatyon S-Transferaz

Glutatyon-S-Transferaz'lar (GTS’s), elekirofilik bir merkez iceren gesitli
hidrofobik bilesiklerin, glutatyonun —SH grubu ile konjugasyonunu katalize
eden bir enzim grubudur. Bilegiklerdeki elektrofilik gruplarin nétralizasyonu
sonucunda suda ¢éziinGrlukleri artmaktadir. Olusan konjugattan glutamat ve
glisin rezidilerinin ayrilmasi sonucunda kalan sisteinil rezidideki serbest
amino grubunun asetilasyonu ile son Uriin olarak bir merkapturik asit

olusmakta ve atilima ugramaktadir (110,111). GST’lar ayrica bilirubinin de
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dahil oldugu cesitli lipofilik bilesikler igin intraselltler baglayici proteinler
olarak etki etmektedirler (111).

Sitozolik GST’lar en az 5 farkli gen ailesinde kodlanmakta olup, bunlar
arasinda memelilerde en fazla bulunan o, ve w izo- enzimleridir.
Ekspresyonlari cinsiyet, yag, doku, tir ve timor spesifik durumlara bagli
olarak degiskenlik géstermektedir (111,112). Insan kirmizi kan hicreleri ise
GST sigma ve GST rho enzimlerini igermektedir. GST sigma eritrosit yagina
bagh bir degiskenlik géstermezken, GST rho yasa bagh belirgin bir dedisiklik
gostermekte ve hiicre yaglanmasi ile birlikie detoksifikasyon yeteneginde de
bir azalma gdzlenmektedir (113). Yaglanma olayinda reaktif oksijen
Urinlerindeki artisin yanisira GSH redoks siklusu ile iligkili enzimlerin
aktivitelerinde de degisiklikler oldugu ileri sirilmektedir (114).

GST’I endikleyen bilesiklerin birgogu bu enzimin substratidir yada
substrat olabilecek Uriinlere metobolize olur. GST’larin invivo olarak reaktif
oksijen Grinleri araciligi ile diizenlenmesi s6z konusu olabilir. Cunkl en
glicli enzim endikleyicilerin serbest radikal olugturma kapasitelerinin

yanisira, HoO» ‘inde memeli hicrelerinde GST'1 indukledigi gosterilmigtir.

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 C vitamini O,e ve OHe ‘i direkt olarak tutar, E vitaminini rejenere eder.
e Tiyol icerenler (glutatyon, N asetil sistein, metiyonin); serbest radikal ve
HOCI tutucusudur.
e A vitamini; direkt olarak peroksillere etki eder.
o Urik asid; O, e, OHe ve peroksil tutucusudur.
o Sistein; Oz e OH e tutucusudur.
e Ubikinon; serbest radikal tutucusudur.
e Glikoz; hidroksil radikal tutucusudur.

e Bilirubin; O, e ve OH e tutucusudur.
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e Albimin; bakiri baglar, LOOH ve HOCI tutucusudur.
e Pirlivat; hidrojen peroksid tutucusudur.
e Haptogloblin; hemoglobini baglar.
e Hemopeksin; serbest hemi baglar.

Ayrica hiicre ici bolukleri, en etkin endojen antioksidan mekanizmayi
saglarlar. Mitokondri, lizozom, peroksizom ve sitoplazma serbest radikal
Ureten sistemlere kargi savasan antioksidan savunma mekanizmalar ile

eslesmistir (114).

I.5.2. ilaglar

e Ebselen; endojen glutatyon peroksidaz aktivitesini artirir.

e Demir selatérleri; desferroksamin, dimetil tiolre, seriloplazmin; serbest
Fe™ 0 baglarlar.

e Sitokinler (TNF ve interlékin-1).

e Ksatin oksidaz inhibitérleri (allopurinol, oksipurinol); ksatin oksidaz
tarafindan stperoksid anyon Uretimini inhibe ederler.

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

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

e Mannitol; OHe radikalini tutar.

e Barbitlratlar

e Flavonoidler

e Trimetazidin

e Indepamid

e H,reseptor blokerleri
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Ill. MATERYAL VE METOD

lll.i. ARAC VE GERECLER

Benmari:

Homojenizator:

Elektronik terazi:
Otomatik pipetler:
pH metre:
Santrifij:

Spektrofotometre:

Manyetik karistirici:

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)

Ilkamag RH / Isitmali (Germany)

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

Yellowline (USA)
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l.2. CALISMA MATERYALLERI

200-250 gram agirhginda 25 adet Sprague-Dawley cinsi erkek sigan
kullanildi. Tim siganlara daha 6nce Chojkier ve Grozsmann tarafindan rapor
edilen parsiyel portal ven ligasyonu modeli ile portal hipertansiyon olusturuldu
(116).

Parsiyel portal ven ligasyonu farkli hayvanlarda, o6zellikle ratlarda
portal hipertansiyon caligsmalarinda yaygin olarak kullaniimaktadir (30,117-
119). Parsiyel portal ven ligasyonu 20 gauge kanil Gizerinden yapilmakta ve
kaldirildiginda portal ven eski gapina dénmektedir. Kolay uygulanabilir ve
tekrarlanabilir olmasi bu metodun tercih edilir bir yéntem olmasini
saglamaktadir (120).

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

Sekiz haftalik prehepatik portal hipertansiyon indiklenmesi yapildi.
Butin denekler gegen bu siire boyunca standart yem ve su ile beslenerek 12
saat surekli aydinlik, 12 saat siirekli karanlik ortamda tutuldular.

Parsiyel portal ven ligasyonu igin ketamin anestezisi sonrasi standart
orta hat insizyonu yapildi. Portal ven proksimalden bifurkasyona kadar
eksplore edildi (Resim.l). Portal stenoza yol agmak igin portal ven, 20 numara
brandl ile birlikte 4-0 ipek ile baglandi (Resim.ll). Bu metodla portal vende
yaklasik %75’lik darlik elde edildikten sonra branil geri gekildi (Resim.lll).
Orta hat insizyonu 3-0 ipek ile kapatildi. Sekiz hafta sonra biitiin denekler
servikal dislokasyon yéntemi ile sakrifiye edilerek laparotomi yapildi. Trietz
ligamanindan itibaren 5 cm distalden proksimal jejunum ve ileogekal valvin 5
cm proksimalindeh distal ileum segmentleri , ¢ikan kolon segmenti ve
pankreas dokusu ¢ikarildi. Dokular hemen soguk izotonik su ile yikandi. Kan
ve diger dokulardan temizlenip aliminyum folyeye sarilarak -85 °C derin

dondurucuda biyokimyasal testlerin yapilacagi zamana kadar saklandi.
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Resim I. Sican portal veninin eksplorasyonu.




Resim Il. Parsiyel portal ven ligasyonu.
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Resim Ill. Branl ¢ekildikten sonra portal ven stenozunun gorinima.
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lll. 3. DOKULARIN HOMOGENIZASYON ISLEMLERI

l11.3.1. Homojenizasyonda kullanilan reaktifler:

PH 7.5, 0.2 mM Tris-HCI tamponu hazirlandi (121). NO, superoksit
‘dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve ksantin oksidaz (XO)
calismalarinda bu tampon kullanildi. Myeloperoksidaz calismasinda ise
tampon olarak % 0.5’ lik hexadecyltrimethyl ammonium bromid kullanildi.

lI.3.2 Homojenizasyonda vyapilan islemler ve numunelerin
hazirlanmasi:

Yas agirliklari 1 gr. olarak ayarlanan dokular, soguklugu muhafaza
edilerek temiz cerrahi makasla pargalara ayrildi. Cam tlpe aktarilan doku
lizerine 2 ml. Tris-HCI tamponu eklendi. Buz doldurulmus plastik kap icerisine
yerlestirilen cam tlpteki doku 16.000 devir/dakika hizda homojenize edildi.
Son hacim doku agirhginin 10 kati olacak sekilde tampon ilave edildi. Tekrar
homojenize edilerek siire 3 dakikaya tamamlandi. Homojenatin isisl
arttirimadan tiplere aktarildi ve tipler numaralandi. Elde edilen
homojenatlardan NO ve protein tayinleri yapildi.

Homojenatlar 3220 rpm / 30 dakika +6 °C’ de santrif(j edildi. Ayrilan
stipernatanlardan GSH-Px, XO ve protein tayinleri yapildi.

Stipernatan 1/1 oraninda kloroform/etanol (3/5,v/ v ') ile vortekslenip
cam tlipte 3220 rpm / dakika +4°C’ de santrifdj edildi. Ustte olusan etanol
fazindan SOD enzim aktivite ve protein tayinleri yapildi.

Cam tiplere doku agihginin 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 santrifiij edildi. Elde edilen slipernatandan myeloperoksidaz ve

protein tayinleri yapildi.
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lll. 3. PROTEIN OLCUMU ( LOWRY METODU) :

Deneyin Prensibi: Alkali cozeltide bakir-protein kompleksi olusmaktadir. Bu
kompleks fosfomolibdatfosfotungstat reaktifini ( Folin-Ciocalteus-Phenol
Reaktifi ) rediiklemekte ve koyu mavi bir renk olugsmaktadir(122). Burada
rengin koyulugu ortamdaki protein konsantrasyonu ile dogru orantilidir.
Kullanilan Kimyasal Maddeler: CuSQO,, NasSitrat, Na,COs NaOH, Folin-
Ciocalteus -Phenol Reaktifi

Kullanilan Reaktifler:

A Reaktifi: 0.5 gr. CuSO4 ve 1 gr. NagSitrat 100ml. distile suda ¢6zuldi.

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

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

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

hazirlandi.

Deneyin Yapiligi: Agzi kapanan mika tuplere;

Lowry Metodu Kor tiupu Numune tiipii

Numune (pL) - 10

Distile su(pL) 500 490

C reaktifi(uL) 2500 2500
Karistirilarak 10 dakika beklendi.

D reaktifi(pL) 250 250

Tupler vortekslenerek 20-30 dakika oda isisinda inklbe edildi.
Spektrofotometrede 700nm’ de numunenin ve standardin absorbansi
kére karsi okundu.
Hesabi:
Protein Standart Grafigi: Konsantrasyonlari bilinen Bovin serum albuminden
hazirlanmig ¢ozeltiler kullanilarak Optik dansite (OD) — mg / mL protein
konsantrasyon grafigi c¢izildi. Numunelerin absorbanslari bu grafikien

yararlanilarak hesaplandi. Sonuglar mg/mL olarak verildi.
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Ill. 4. NiTRiK OKSID 6LCUMU

Deneyin Prensibi: Vicutta endojen olarak Uretilen nitrik oksitin doku ve
viicut sivilarindaki konsantrasyonu, pek cok galismada nitrit ve nitrat olarak
ifade edilmistir. (123). Clnk{ nitrik oksit, Uretildigi bélgede saniyeler iginde
okside olarak ®nce nitrite (NO2) daha sonra da nitrata (NOgz) donUsur.
Bununla beraber proteinden zengin homojenat, serum, plazma gibi
soluisyonlarda spesifik olmayan reaksiyonlar olusabileceginden, biz bu non
spesifik reaksiyonlarin  6niine  gegebilmek igin homojenatlari  6nce
deproteinize edilip sonra nitrit ve nitrat konsantrasyonlarini élctik. Bu amagla
NO problan gelistirimistir ama bunlarin in vivo/ex vivo sartlarda galismasi
mUmkan degildir. (124)

Dokularda nitrit ve nitrat miktari deproteinizasyondan sonra Griess
reaksiyonu ile belirlenir (125). 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 dakikallk inkilbasyon sonunda nitrat rediksiyonu
saglandi. Uretilen nitrit, stilfanilamid ve buna bagh 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
cozildi. 2mol/L NaOH ile pH si 9.7° ye ayarlanarak son hacim
1000mL’ ye deiyonize su ile tamamlandi. Tampon +2-8 °C’ de 1 ay
saklanabilir.

3. Silfanilamid: 5gr. Silfanilamid tartihp 500mL 3M HCI igerisinde
¢6zuldu. Oda isisinda 1 yil korunur.

4. N-Naphtylene daimine (NNDA ): 50mg. NNDA alinip 250 mL distile
suda ¢6zuldu.

5. 5mmol/l CuSO4 solisyonu hazirlandi.

Standart Soltsyonu: 0.1 mol/L NaNO; kullanilir.
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1. 75mmol/L ZnSO, sollisyonu
2. 55mmol/L NaOH solusyonu
Deneyin Yapilisi: Once homojenatlarin deproteinizasyon islemi yapildi.
500uL homojenat+ 2mL 75mmol/L ZnSQO; ile vortekslenir.2.5mL NaOH
eklenip tekrar vortekslenerek 3500gx 10 dakika santrifdj edildi. Berrak
slipernatan nitrat tayininde numune olarak kullanildi.
Kadminyum graniillerinin aktive edilmesi: Kadminyum grandlleri 3 defa
deiyonize su ile yikanarak, 1-2 dakika 5mmol/L CuSO4 sollsyonu iginde
karistirildi. Solusyon stizilerek dokildikien sonra grandller 1-2mL glisin
tamponu ile yikandi. Bakirla kaplanarak aktive olan kadminyum grandlleri 10
dakika icinde deneyde kullaniimalidir. Deneyde kullanilan grandller distile su
ile yikanarak 0.1 mol/L H,SO, soliisyonu iginde saklanir.
Nitrat tayini :
1. Aktive edilmis kadminyum granulli tiplerin Gzerine 1mL glisin
tamponu ilave edildi.
2. Uzerine 1mL deproteinize numune ve 2 mL deiyonize su eklenerek
tlplerin agzi kapatildi.
3. 90 dakika oda sicakliinda karanlk ortamda ara ara tipler alt Ust
edilerek inklibe edildi.

4. inkiibasyon sonunda nitrit tayini igin numune olarak kullanilir.

Nitrit tayini
Koér Numune St 1 St2 St3
(mL) (mL) (mb) | (mb) | (mL)
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
NNDA sol. 1 1 1 1 1

Vortekslenerek 20-60 (40) dakika oda i1sisinda karanlikia inkiibe edildi.
Spekirofotometrede 545nm’ de kére karsi okunan standart

soliisyonlarindan elde edilen “ Optik Dansite-.Konsantrasyon (umol/L) “
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grafigi ile numune sonuglar hesaplanir. Elde edilen de@erler doku protein

degerlerine boéliinerek sonuglar umol/ gr protein olarak verildi.

ll.V. MYELOPEROKSIDAZ OLCUMU

Deneyin Prensibi: Myeloperoksidaz enziminin aktivitesi MPO aracili H>Oz ile
yapilan oksidasyon icin substrat olarak 4-aminoantipyrin/phenol solusyonu
kullanilarak yapildi (126).

1 enzim Unitesi, 25°C’ de 1dakika 1umol H,O.' yi harcayan enzim
olarak ifade edildi.
Kullanilan Kimyasal Maddeler: 4-aminoantipyrine, phenol, H2O2
Kullanilan Reaktifler:
Sollisyon 1: 25mM 4-aminoantipyrine-%2 phenol solisyonu
Sollisyon 2: 1.7mM %30’ luk H20-
Deneyin Yapiligi

Numune
Solusyon 1 1.3mL
Solisyon 2 1.5mL

Vortekslenir, 3 dakika beklenir.

Homojenat sipernatanti 0.2mL

Klvet alt-Uist edilerek beklenmeden spekirofotometrede 510nm’ de
5dakika boyunca olan absorbans artigi kaydedilir.Lineer aktivitenin gozlendidi
absorbans de@erleri hesaba katilir.

Hesaplama

Sonug U/L= [A OD /At (dakika) x (3/0.2)] x F

1 enzim Unitesi (U); 25°C’ de 1 dakikada 1pmol HxO7' yi hatcayan enzim
miktaridir. Elde edilen degerler doku protein degerlerine béliinerek sonuglar

U/ gr protein olarak verilmistir.
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Ill. 8. KSANTIN OKSIiDAZ OLGUMU

Deneyin yapiligi: Ksantin oksidaz aktivitesi, numunede bulundugu farzedilen
ksantin oksidazin ortamdaki ksantinden Urik asit olusturmasi esasina
dayanir. Olusan drik asit miktar, % 100" ldk triklor asetik asit TCA
soliisyonunun eklenmesi ile sabitlenir. Spekirofotometrede 293nm dalga
boyunda absorbans degerleri olgllerek 30 dakika icinde Uretilen Grik asit
miktari belirlenir (127).
Kullanilan Reaktifler:
1. Fosfat tampon: 50 mM, pH7.5.
2. 4 mM ksantin
3. % 100 Triklor asetik asit
4. Urik Asit Stok soliisyonu: 10 mikromol (16.8 mg 0 asit alindi 10 ml ye
tamamlandi).
5. Urik Asit Standart soliisyonu: 500 mikromol (0.5mL stok sollsyonu
alindi 10 mL ye tamamlandi).

Deneyin yapilisi:

Numune kért Numune Stand. Koru Standart
Tampon (mL) 2.8 2.8 2.85 2.8
Ksantin (uL) 50 50 50 50
Numune (uL) - 50 - -
Standart (uL) - 2 = 50
30 dk. 37°C’ de inkiibe edildi
Numune (ulL) 50 - - -
TCA (mL) 0.10 0.10 0.10 0.10

llave edilerek vortekslendi

4000 rpm’ de 45 dakika santrifij sonrasinda elde edilen
siipernatanlarin absorbanslari 293 nm dalga boyunda okundu. Sonuglar
absorbans-trik asit standart konsanrtasyon grafijinden yararlanilarak
hesaplandi. Elde edilen dederler doku protein degerlerine bélinerek sonuglar

U/ mg protein olarak verilmistir.
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Il.4. SUPEROKSID DISMUTAZ ENZiM OLCUMU

Deneyin prensibi: Ksantin/ksantin oksidaz sistemi ile Gretilen sliperoksitin,
nitro blue tetrazoliumu (NBT) indirgemesi esasina dayanir(128,129). Olusan
sliperoksit radikalleri (O2) ortamdaki NBT’ yi indirgeyerek renkli formazon
bilesigi olusturur ve bu kompleks 560 nm dalga boyunda maksimum
absorbans verir. Enzimin olmadidi ortamda bu indirgeme maksimum olup,
mavi-mor renk olugsumu belirgin izlenir. Ortamda SOD bulunmasi, stiperoksit
radikalini dismute edecedinden NBT' nin indirgenmesi azalir ve renkli
formazon olusumu enzim miktar ve aktivitesine bagl olarak inhibe olur.
Enzim bulunmayan (kér) deger ile enzim bulunan numune absorbans
degerleri hesaba katilir.

Kullanilan kimyasal maddeler: Ksantin, EDTA, nitroblue tetrazolium(NBT),
Na,COs, bovine serum albumin, (BSA), CuCl,, ksantin oksidaz.

Kullanilan reaktifler:

1. Assay Reaktifii 0.3 mmol/L ksantin, 0.6mmol/L EDTA, 150umol/L
NBT, 400mmol/L NaxCOs, 1gr/L bovine serum albumin koyu renk cam
sisede kopurtiilmeden birlestirildi. 2-8°C’ de 2 ay saklanabilir.

2. 0.8 mmol/L CuCl,

3. 400 U/L Ksantin oksidaz

Deneyin yapiligi:

Koér(mL) Numune(mL)
Assay reaktifi 2.85 2.85
Extrakt( etanol fazi) - 0.1
Bidistile su 0.1 -
XO 0.05 0.05

Enzim ilavesi ile tipler hemen alt st edilerek inklibasyon stiresi baslatildi.

25 °C’ de 20 dakika inklibasyondan hemen sonra;

CUCI2 1 1

llavesi ile reaksiyon durdurulur.
Distile suya karsi korden baglanarak numuneler 560nm’ de

spektroforometrede okundu.
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Hesaplama:

Enzimin % inhibisyonu= (Abs. kér-Abs. Numune)/Abs.kor x 100

Bir SOD unitesi; NBT rediiksiyonunu %50 oraninda inhibe eden enzim
aktivitesidir.

%50 inhibisyon= (% inhibisyon/50)x1/0.1=U/mL= Spesifik Aktivite(SA)

Elde edilen degerler doku protein degerlerine bolinerek sonuglar U/ mg

protein olarak ifade edildi.
lll. 7. GLUTATYON PEROKSIDAZ (GSH-PX) ENZIMINIiN AKTIVITE TAYiNi

Deneyin Prensibi: Glutatyon peroksidaz, hidrojen peroksit(H20,) varliginda
rediikte glutatyonun (GSH) okside glutatyona (GSSG) yukseltgenmesini
katalizler. Hidrojen peroksidin bulundugu ortamda GSH-Px' in olusturdugu
GSSG, glutatyon rediiktazve NADPH yardimi ile GSH’ a indirgenir. GSH-Px
aktivitesi NADPH' in NADP*ye ylkseltgenmesi sirasindaki absorbans
azalmasinin okunmasi ile hesaplanir (130).
Kullanilan reaktifler:

1. GSH-Px Tamponu: PH 7, 50 mM Fosfat tamponu ve 5 mM EDTA
icerir
150 mM reduktie Glutatyon (GSH)
8 mM redikte NADPH
GSH-Rediktaz enzimi
5. 2 mM Hidrojen peroksit

-l

Deneyin Yapiligt:

mL
Fosfat tamponu 2.650
Redukte glutatyon 0.100
NADPH 0.100
GSH-Rediktaz 0.010
NaNs 0.010
Numune 0.020

30 dakika oda isisinda inkiibasyon
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H205 0.100

Dalga boyu 340 nm’ ye ayarlanmig spektrofotometrede numunelerin
absorbans degerleri kaydedildi. Lineer aktivite azalisinin oldugu 2-3.
dakikalardaki absorbans degisikligi esas alinarak hesap yapildi.

Hesap:

Enzim Unitesi: Birim zamanda okside olan NADPH’ in mikromol miktaridir.
IU/L= [ (AAbs/t)/ 6.22 x 10°] x (1/ 0.02)

Elde edilen degerler doku protein degerlerine bdllinerek sonuglar

IU/ mg protein olarak verilmistir.
l11.8. ISTATISTIKSEL ANALIiZ

Bu calismada bulgularin istatistiksel analizinde SPSS for Windows
10.0 istatistik programi kullaniimistir. Deskriptif istatistikler, ortalama
sapmalar ve dagihm grafikleri ¢cikariimistir. Gruplarda veri dagihmi, medyan
ve ug degerleri ortaya koymak icin, dagilim grafiklerinden saplh kutu grafikleri
(box plots) kullaniimistir.

Gruplar arasi farkhhklar ve anlamhhdi nonparametrik olarak, Mann

Withney U testi ile dederlendirilmistir.
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Bu calismada kontrol grubu ( Grup 1 ) ve portal hipertansiyon
olusturulmus grup ( Grup 2 ) olmak lzere toplam iki grup tzerinde c¢aligildi.
Her iki grubun kolon, ince barsak ve pankreas dokulari alinarak, her dokuda
nitrik oksit( NO ), myeloperoksidaz ( MPO ), ksantin oksidaz ( XO ),
stiperoksit dismutaz ( SOD ), glutatyon peroksidaz ( GSH-Px ) dizeyleri

arastinldu.

IV.1.KOLON DOKUSU SONUGCLARI

Kolon dokusunda NO, MPO, XO, SOD, GSH-Px diizeyleri arastiriimig

ve sonuglari Tablo-6 ve Grafik-1,2,3,4,5’ de verilmistir.

Tablo 6. Kolon dokusu sonuglari ( ortalama + SD )

Portal Gruplar arasi
Kontrol hipertansiyon  farklilik
(n=12) (n=13) (p)
NO 4.29+1.83 6.19+1.80 0.019
(umol/gr protein)
MPO 0.077+0.035 0.11+0.077 0.180
(U/gr protein)
X0 2.02+1.04 1.76+0.62 0.570
(U/mg protein)
SOD 1.13+0.68 0.77+0.23 0.650
(U/mg protein)
GSH-Px 126.08+19.73 132.25+21,74 0.225

(IlU/mg protein)




NO (umol/gr protein)
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*p< 0.05
Grafik-1. Kolon dokusundaki NO diizeyleri

Kolon dokusu NO degerleri incelendiginde, portal
hipertansiyon olusturulan grup 2 ‘de kontrol grubu olan
grup 1’e gore istatistiksel olarak anlamli yliiksek olarak
saptanmistir. (Tablo-6, Grafik-1)
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MPO (U/gr protein)
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Grafik-2. Kolon dokususundaki MPO dlzeyleri

Kolon dokusu MPQO degerleri incelendiginde, portal
hipertansiyon olusturulan grup 2 ‘de kontrol grubu olan
grup 1'e gbre daha yiksek oldugu fakat bunun
istatistiksel olarak anlaml olmadigi saptanmistir. (Tablo-
6, Grafik-2)
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XO (IU/mg protein)
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Grafik-3. Kolon dokusundaki XO dtizeyleri

Kolon dokusu XO degerleri incelendiginde, portal
hipertansiyon olusturulan grup 2 ‘de Kontrol grubu olan
grup 1’e goére daha dusik oldugu fakat bunun istatistiksel
olarak anlamli olmadigi saptanmistir. (Tablo-6, Grafik-3)
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Grafik-4. Kolon dokusundaki SOD dizeyleri

Kolon dokusu SOD degerleri incelendidinde, portal
hipertansiyon olusturulan grup 2 ‘de kontrol grubu olan
grup 1’e gbre daha dislk oldugu fakat bunun istatistiksel
olarak anlamli olmadig: saptanmistir. (Tablo-6, Grafik-4)
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Grafik-5. Kolon dokusundaki GSH-Px dlzeyleri

Kolon dokusu GSH-Px degerleri incelendiginde, portal
hipertansiyon olusturulan grup 2 ‘de kontrol grubu olan
grup 1’e gére daha yiksek oldugu fakat bunun istatistiksel
olarak anlamli olmadigi saptanmistir. (Tablo-6, grafik-5)
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IV.2. INCE BARSAK DOKUSU SONUCLARI

ince barsak dokusunda NO, MPO, XO, SOD, GSH-Px dlzeyleri
arastirilmis ve sonuglar Tablo 7 ve Grafik 6, 7, 8, 9, 10 da verilmistir.

Tablo 7. ince barsak dokusu sonuglar ( ortalama + SD )

Portal Gruplar arasi
Kontrol hipertansiyon farkhhik
(n=12) (n=13) (p)
NO 16.12+9.12 27.41+15.68 0.016
(umol/gr protein)

MPO 0.58+0.35 0.67+0.30 0.500
(U/gr protein)

X0 7.43+3.28 9.75+2.61 0.060
(U/mg protein)

SOD 1.67+1.06 1.58+0.99 0.760
(U/mg protein)

GSH-Px 146.76+55.11 142.11+40.65 0.530

(IlU/mg protein)
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Grafik-6. ince barsak dokusundaki NO diizeyleri

ince barsak dokusu NO degerleri incelendiginde, portal
hipertansiyon olusturulan grup 2 ‘nin NO dizeylerinin,
kontrol grubu olan grup 1’e gore istatistiksel olarak anlaml
yliksek oldugu saptanmistir. (p=0.016) (Tablo 2, grafik-1)
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Grafik-7. ince barsak dokusundaki MPO dlizeyleri

ince barsak dokusu MPO degerleri incelendiginde, portal
hipertansiyon olusturulan grup 2 ‘nin MPO diizeylerinin,
kontrol grubu olan grup 1’e gére daha yiiksek oldugu fakat
bunun istatistiksel olarak anlamli olmadi§i saptanmistir.
(Tablo 7, grafik 2)
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Grafik-8. ince barsak dokusundaki XO diizeyleri

ince barsak dokusu XO degerleri incelendiginde, portal
hipertansiyon olusturulan grup 2 ‘nin XO diizeylerinin,
kontrol grubu olan grup 1’e gére daha yiiksek oldugu fakat
bunun istatistiksel olarak anlamh olmadigi saptanmistir.
(Tablo 7, grafik 3)
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Grafik-9. ince barsak dokusundaki SOD dtizeyleri

ince barsak dokusu SOD degerleri incelendiginde, portal
hipertansiyon olusturulan grup 2‘ nin SOD diizeylerinin,
kontrol grubu olan grup 1’e gére daha dlsik oldugu fakat
bunun istatistiksel olarak anlamli olmadigi saptanmistir.
(Tablo 7, grafik 4)
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Grafik-10. ince barsak dokusundaki GSH-Px diizeyleri

ince barsak dokusu GSH-Px degerleri incelendiginde,
portal hipertansiyon olusturulan grup 2 ‘nin GSH-Px
duzeylerinin, kontrol grubu olan grup 1’e gére daha ylksek
oldugu fakat bunun istatistiksel olarak anlamli olmadigt
saptanmistir. (Tablo-7, Grafik-10)
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IV.3. PANKREAS DOKUSU SONUCLARI

Pankreas dokusunda NO, MPO, XO, SOD, GSH-Px duzeyleri
arastiriimis ve sonuglari Tablo 8 ve Grafik 11, 12, 13, 14, 15 de verilmistir.

Tablo 8. Pankreas dokusu sonuglari ( ortalama = SD )

Portal Gruplar arasi
Kontrol hipertansiyon farkhhk
(n=12) (n=13) (p)
NO 39.11+£14.83 27.61+7.05 0.022
(umol/gr protein)
MPO 0.045+0.037 0.037+0.030 0.810
(U/gr protein)
X0 1.32+0.47 1.56+0.67 0.610
(U/mg protein)
SOD 0.57+0.16 0.15+0.04 0.000
(U/mg protein)
GSH-Px 84.03+33.60 41.9+13.22 0.000

(IU/mg protein)
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Grafik-11. Pankreas dokusundaki NO diizeyleri

Pankreas dokusu NO degerleri incelendiginde, portal
hipertansiyon olusturulan grup 2 ‘nin NO duzeylerinin,
kontrol grubu olan grup 1’e gore istatistiksel olarak anlamli
disik oldugu saptanmistir. (p=0.022) (Tablo-8, grafik-11).
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Grafik-12. Pankreas dokusundaki MPO dizeyleri

Pankreas dokusu MPO degerleri incelendiginde, portal
hipertansiyon olusturulan grup 2 ‘nin MPO diizeylerinin,
kontrol grubu olan grup 1’e gére daha disik oldugu fakat
bunun istatistiksel olarak anlamli olmadi§i saptanmistir.
(Tablo-8, Grafik-12)
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Grafik-13. Pankreas dokusundaki XO dizeyleri

Pankreas dokusu XO degerleri incelendiginde, portal
hipertansiyon olusturulan grup 2 ‘nin XO dizeylerinin, kontrol
grubu olan grup 1’e gére daha ylksek oldugu fakat bunun
istatistiksel olarak anlamli olmadi§i saptanmistir. (Tablo-8,

grafik-13)
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Grafik-14. Pankreas dokusundaki SOD dUizeyleri

Pankreas dokusu SOD degerleri incelendiginde, portal
hipertansiyon olusturulan grup 2 ‘nin SOD dizeylerinin,
kontrol grubu olan grup 1’e gore istatistiksel olarak anlamli
distik oldugu saptanmistir. (p=0.000) (Tablo-8, grafik-14)
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Grafik-15. Pankreas dokusundaki GSH-Px diizeyleri

Pankreas dokusu GSH-Px degerleri incelendiginde, portal
hipertansiyon olusturulan grup 2 ‘nin GSH-Px dlzeylerinin,
kontrol grubu olan grup 1’e gore istatistiksel olarak anlamli
disuk oldugu saptanmistir. (p=0.000) (Tablo- 8, grafik-15)
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V. TARTISMA

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

Gerek portal hipertansiyonun gerekse portal hipertansif gastropatinin
patogenezini agiklamak icin ileri strtlen faktorlerin hic biri tek bagina yeterli
degildir. Muhtemelen portal hipertansif gastropati patogenezi multifaktryel
bir olaydir.(23-25)

Portal hipertansiyonda fizyopatolojik geligim basamaklari; portal kan
akimina karsi artmis vaskiler direng, portosistemik kollateral dolagimin
gelismesi, splanknik vazodilatasyon ve artmig splanknik akim, plazma
volimiinde artis, periferik vazodilatasyon ve hiperkinetik sistemik dolasimin
gelismesi olarak 6zetlenebilmektedir (19).

Son 10 yilda portal hipertansiyon ile intestinal sirkiilasyon degisiklikleri
arasindaki iliskinin ortaya cikariimasi ile ilgili bilgiler artmistir. Mukozal
biopsiler ve endoskopik drneklemeler ile yapilan caligmalarda temel patolojik
degisikligin vaskllopati oldugu saptanmistir. Bu hastalarda gorilen cesitli
karakteristik lezyonlar portal hipertansif intestinal vaskilopati  olarak
yorumlanmaktadir (20). A

Portal hipertansif kolopati, portal hipertansiyon gelismis olan
hastalarda kolon,rektum ve aniiste gorillen ve gesitli karakteristik lezyonlarin
eslik ettigi bir antitedir. Mukozal eritem, kolorektal varisler ve hemoroidler
tanimlanmistir (29). Mikrosirkiilasyonda belirgin  dilatasyon ,mukoza ve
submukozada o6dem vardir ve inflamasyon nadiren gérulir. Mukozal

inflamasyon olmadan ,bazal membran kalinlasmasi ile birlikte dilate mukozal
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kapillerlerin olusumu portal hipertansiyonda spesifik olan diger kolon mukoza
degisiklikleridir.(20,30)

Yapilan kaynak taramalarinda portal hipertansiyonda degisen
splanknik kan akimi ile kolon ve pankreas gibi organlarda oksidatif hasarin
varliginin  gosterilmesi ile ilgili bir calisma saptanamamistir. Klinik
uygulamalarda yeni kavramlarin éniinii agabilmesi amaciyla bu deneysel
caligmada parsiyel portal ven ligasyonu ile ekstrahepatik portal hipertansiyon
olusturulmus ratlarin ince barsak, kolon ve pankreas dokularinda oksidatif
hasarin ortaya konmasi amaglanmistir.

Bu amagla, kolon, ince barsak ve pankreas dokularinda nitrik oksid,
myeloperoksidaz, ksantin oksidaz, siperoksid dismutaz ve glutatyon

peroksidaz dizeyleri 6lgUlmustar.

V.1. NiTRIK OKSID VE PORTAL HIPERTANSIYON

Portal hipertansiyonda hiperdinamik bir dolagim bozuklugu oldugu
bilinmektedir. Artmis vazodilatatér madde Uretiminin ve azalmis endojen
katekolamin duyarliligin, bu hiperdinamik dolasimin olusumunda rol oynadigi
dusinulmektedir. Mathuna ve ark., Sherwin ve ark.’na gore sirozlu hastalarda
yiksek konsantrasyonlarda bulunan ve potent bir vazodilatatér olan
glukagon, artmis splanknik kan akiginin saglanmasinda ise karisan birincil
humoral maddedir (12,13). Portal ven stenozlu rat modelinde Benoit ve
Granger; glukagonun barsaktaki vaskiler direngteki disusun yaklasik % 40
indan ve portal hipertansiyonda hiperemik yanitinda % 30 undan sorumlu
oldugunu gostermislerdir (14). Vazodilatasyonun diger mediatorleri; nitrik
oksit, adenozin, safra asitleri, prostoglandinler, bradikinin ve endotoksinlerdir
(12,14-16,131).

Ratlar Gzerinde yapilan bazi deneysel calismalarda portal
hipertansiyonda gérilen hiperdinamik durumun ve splanknik sirkllasyon
degisikliklerinin artmis nitrik oksid formasyonu ile iligkili oldugu gosterilmistir
(132,133)

Shams ve arkadaslar (134), sirotik ve nonsirotik portal hipertansiyonlu

vakalarin serumlarinda nitrik oksid dizeylerinin belirgin olarak yuksek
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oldugunu bulmuslar ve nitrik oksidin portal hipertansiyonun patogenezinde
primer rol oynadigini diigiinmuslerdir.

Howe ve arkadaslan (135) portal hipertansiyon olusturulmus ratlarin
portal venlerinde ve sistemik dolagimlarinda artmig nitrik oksit diizeyleri tespit
etmislerdir.

Portal hipertansif gastropatili ratlarda Lee ve arkadaslari (136), artmig
nitrik oksid ve prostaglandin diizeylerinin gastrik mukozal kan akimi lzerinde
oénemli rol oynadigini bildirmiglerdir.

Yu ve arkadaslarinin (137) yaptiklarn ¢alisma sonucunda ise artmig
nitrik oksid diizeylerinin portal hipertansif enteropatili ratlarin kolon
dokularindaki mukozal lezyonlarin ve sirotik portal hipertansif enteropatili
ratlarin vaskiler lezyonlari Gizerinde etkili olabilecedi gbsterilmistir.

Bizler de bu calismamizda portal hipertansiyon yapiimig ratlarin ince
barsak (p=0.016) ve kolon (p=0.019) dokularinda nitrik oksid duzeylerini
anlaml olarak artmis bulduk. Bu bulgularimiz diger arasgtirmacilarin
sonuclarini desteklemektedir. Ancak portal hipertansif grubun pankreas
dokusunda nitrik oksid diizeyleri dlsik saptandi (p=0.022). Pankreasin
endokrin ve egzokrin bezlerden zengin olmasi, ayrica portal hipertansiyonda
glukagonun birincil vazodilatatér etken olarak pankreastan salgilanmasi nitrik
oksid dizeylerinde pankreasta lokal bir inhibisyon yapmig olabilir. Buna
ragmen portal hipertansiyonun pankreas Uzerindeki etkilerini arastiran
caligmalar hentz yeterli diizeyde degildir. Bu konuda daha ¢ok calismaya

ihtiyag vardir.

V.2. SERBEST OKSIJEN RADIKALLERI; KSANTIN OKSIDAZ,

MYELOPEROKSIDAZ VE PORTAL HIPERTANSIYON

Portal hipertansiyonda ince barsak dokusunda bakteriyel
translokasyonda artis oldugu bilinmektedir.

Hashimoto ve arkadaslari (138), portal hipertansiyonun barsak
mukozas! Uzerine olan etkilerini incelemisler ve sirozda barsak limeninde
baktérilerin artmis oldugunu ve bu bakterilerin barsak limeninden lenf

nodlarina gegerek spontan enfeksiyonlar olusturdugunu géstermislerdir
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Wang ve arkadaslart (139), vyaptiklan caligmada portal ven
obstriiksiyonu olan ratlarda barsak bakteri diizeylerinin artmis oldugunu ve
bu durum ile gastrointestinal motilite arasinda bir iligki bulundugunu
gostermiglerdir.

Bakteriyel translokasyona yanit olarak nétrofil infiltrasyonu meydana
gelir. Aktive olan nétrofillerden salgilanan MPO ortamdaki H2O, ve ClI
iyonlarini hipoklordz asite kataliz ederek bakterisidal etkiye katkida bulunur.
Olusan hipoklordz asit doku Uzerine toksik etkileri olan gu¢li bir radikaldir.

Portal hipertansif ratlarin ince barsak dokularinda myeloperoksidaz
diizeylerinin ve lipid peroksidasyonunu arttigi ve bu durumun alloptrinol ile
inhibe oldugu gosterilmistir (140).

Serbest oksijen radikallerinin diger bir olusum kaynaginin da ksantin
ve ksantin oksidaz sistemi oldugu bilinmektedir. Bu sistemde olugan O, ince
barsak duvarinda hasar olusturan lipid peroksidasyonunu arttirmaktadir(141).

Ueda ve arkadaslan (7), portal ven okliizyonu sonucunda ince barsak
dokusunda 6zellikle ksantin oksidaz , semikinon radikalleri ve paramanyetik
metal demirleri olmak lizere serbest radikallerin arttigini ve bunun sonucu
olusan lipid peroksidasyonunun ince barsaklarda hasar olusturdugunu
gbstermistir.

Ramachandran ve arkadaslarnnin (142) yaptigi diger bir galismada
portal hipertansiyonun 6nemli bir komplikasyonu olan sirozda ince barsak
dokusunda ksantin oksidaz diizeyleri yiksek olarak bulunmustur.

Yapilan bir diger g¢alismada portal hipertansif ratlarin ince
barsaklarinda artmis ksantin dehidrogenaz ve ksantin oksidaz dizeylerinin,
barsak bariyerinde yetersizlije yol acarak bakteriyel translokasyona neden
oldugunu gdstermiglerdir (143). Bu olay MPO diizeylerinin artmasina katkida
bulunabilir.

Bizler bu calismamizda portal hipertansiyon olusturulmus ratlarin ince
barsak ve kolon dokularinda MPO duzeylerini kontrol grubuna gore daha
yiilksek bulduk. Fakat bu yukseklik istatistiksel olarak anlamli dedildi. Portal
hipertansiyonda muhtemelen hemodinamik dolagim bozukluguna sekonder

olarak artan bakteriyal translokasyon ve bunun sonucunda olusan notrofil
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kemotaksisi artan MPO diizeylerini agiklayabilir. incebarsak ve kolonda
gorilen MPO aktivite artigi pankreatik dokuda saptanamamistir. Bu bize
portal  hipertansif pankreas dokusunda nétrofil  infiltrasyonunun
bulunmadigini, dolayisi ile bir inflamatuar yanitin olmadidini géstermektedir.
Bu cgalismada portal hipertansiyon olusturulmus grupta ince barsak
dokusunda ksantin oksidaz diizeyleri yliksek bulundu fakat istatistiksel olarak
anlamli degildi. Portal hipertansiyonda karacigerin metabolik iglevlerinde
disfonksiyon meydana gelmekte, 6zellikle protein sentezinin bozulmasi ile
hipoproteinemi ve hipoalbliminemi olugsmaktadir. Bunun sonucunda diger
dokulardaki protein yikimindaki artis sonucu ksantin ve ksantin oksidaz
sistemini aktive olur. Ksantinin, ksantin oksidaz enziminin katalizi ile Urik
aside donlisimi slperoksid anyonun olusumunu arttirmaktadir. Artmig
slUperoksid anyonu ince barsakta lipid peroksidasyonuna yol agarak ince
barsak ve pankreas dokularinda harabiyete yol agmaktadir. Bu da portal
hipertansiyonda barsak dokusunda artmis myeloperoksidaz diizeyleri ile
birlikte gorllen spontan bakteriyel enfeksiyonlarin bir nedeni olabilecegini
dustndirmektedir. Buldugumuz artmis ksantin oksidaz seviyelerinin varhgi
portal hipertansif enteropatinin histopatolojik bulgularini desteklemektedir.
Ancak literatlirlerde pankreas dokusunda oksijen radikallerinin
duzeylerini arastiran galismalar bulunmamaktadir. Biz pankreas dokusunda
ksantin oksidaz duzeylerini artmig, olarak bulduk. Bunu portal
hipertansiyonun pankreasta daha az hasara neden oldugu, bu yilizden de
serbest radikal olusumunun erken basamaklari UGzerinde etkili oldugu

seklinde aciklayabiliriz.

V.3. ANTIOKSIDAN ENZIMLER VE PORTAL HIPERTANSIYON

Oksijenin reaktif metabolitlerinin organizmada doku hasarina neden
oldugu bilinmektedir. Bu hasarlar, bir yada birkag basamakta antioksidan
savunma sistemleri ile engellenebilir. Antioksidan savunma sistemleri,
oksidanlari direk etki ile inaktif hale getiren bazi enzimler (6rnegin; stperoksit

dismutaz, katalaz, glutatyon, glutatyon peroksidaz, glutatyon-S-transferaz
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gibi) yada vitaminler (vitamin C, E gibi), bilirubin, seriiloplazmin gibi bazi
nonenzimatik molekillerden olugsmaktadir.
Kaur ve arkadaslan (144) portal hipertansif gastropatili ratlarin mide

dokularinda superoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz dlizeylerini azalmis

olarak bulmuslardir.

Yaptigimiz calismada; ince barsak, kolon ve pankreas dokularinda
superoksid dismutaz, ince barsak ve pankreas dokularinda glutatyon
peroksidaz enzim aktiviteleri dusiik bulundu. Pankreas dokusundaki dlsukluk
istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.001). Kolon dokusunda glutatyon
peroksidaz diizeyi bir miktar artmig olmakla birlikte istatistiksel olarak anlamli
fark yoktu.

Antioksidan  savunma  sistemlerindeki bu  diglklik  portal
hipertansiyonun akut bir olay olmayip kronik bir siirece bagh olmasindan
kaynaklanmis olabilir. Portal hipertansiyonda serbest radikallerin tretimindeki
artis, dolasim bozuklugu, birikmis toksik metabolitler (amonyak gibi), protein
sentezinin azalmasi gibi etkenler antioksidan enzim dizeylerindeki disukluge
katkida bulunabilir.

Portal hipertansiyonun ince barsak, kolon ve pankreas dokularindaki
antioksidan savunma sistemleri (zerine olan etkilerini agiklayabilmek igin

daha cok arastirma yapilmasina gereksinim oldugunu disinmekteyiz.
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VI. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak bu calismada; ince barsak ve kolon dokularinda nitrik
oksit dizeyleri istatistiksel olarak anlamli yiksek bulunmustur. Bu durum
portal hipertansiyonun hiperdinamik sirkilasyona bagl etkilerini ve
vazodilatasyona bagli bulgularini aciklamaktadir. Pankreas dokusundaki
nitrik oksid duUzeylerinin anlamli dugtk olarak goézlenmesi, bu dokunun
salgiladigi endokrin ve egzokrin maddelerin nitrik oksid Uzerine yaptidi
inhibisyonun sonucu olabilir.

Ince barsak dokusunda ksantin oksidaz diizeylerinde istatistiksel

olarak anlamh olmayan bir yikseklik bulunmaktadir. ince barsak ksantin
oksidaz diizeylerinde ve kolon ve ince barsak dokularindaki myeloperoksidaz
dizeylerinin istatistiksel olarak anlamli olmayan yuksekligine bu dokularda
olusan bakteriyel translokasyonunun sonucunda ortaya cikan serbest
radikallerin neden oldugu disiniimektedir.
Ince barsak, kolon superoksid dismutaz ve ince barsak glutatyon peroksidaz
diizeyleri digik olarak bulunmustur. Her iki enzimin pankreas dokusundaki
dlzeyleri ise anlaml olarak dusuk goézlenmistir. Antioksidan enzimlerdeki bu
disUklugin sebebi, portal hipertansiyonun kronik bir siire¢ olmasi, birikmis
toksik metabolitler (amonyak gibi) ve azalmis protein sentezi olabilir.

Portal hipertansiyonda oksidatif stresin net olarak degerlendiriimesi

icin daha ileri aragtirmalar yapilmasi gerektigini diislinmekteyiz.



99

Vil. OZET

PORTAL HIiPERTANSIYON OLUSTURULMUS RATLARDA,
INCE BAGIRSAK, KOLON VE PANKREAS DOKULARINDA
OKSIDATIF STRESIN ARASTIRILMASI

Portal hipertansiyon (PHT), portal ven basincinin 10 mmHg' nin
tizerine gikmasi ile karekterize olan ve siroz, ensefalopati, gastrointestinal
kanama gibi ciddi komplikasyonlara yol agan hiperdinamik bir dolasim
bozuklugudur.

Bu calismada PHT’ da, kolon, ince barsak ve pankreas dokularinda
oksidatif stresin arastiriimasi amaglandi. Calismada 25 adet erkek Sprague-
Dawley ratlar kullanildi. Ratlar 2 gruba ayrldi: grup1 (n=13) kontrol grubu,
grup 2’ ye (n=12) parsiyel portal ven ligasyonu uygulanarak 8 hafta sonra
portal hipertansiyon olusturuldu. Siire sonunda ratlar dekapite edilerek kolon,
ince barsak ve pankreas dokular cikarildi. Bu dokularda nitrik oksid (NO),
myeloperoksidaz (MPO), ksantin oksidaz (XO), sliperoksit dismutaz (SOD)
ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzim aktiviteleri spektrofotometrik olarak
dlciildii. Kolon ve ince barsakta PHT olusturulmus grupta NO dizeyleri
kontrol grubuna gére anlamli yilksek (p<0.05), pankreasta ise anlamli distk
(p<0.05) olarak bulundu. Pankreasta PHT lu grupta SOD ve GSH-Px
duizeyleri kontrol grubuna gére anlamli olarak dislktli (p<0.0001). Ayrica
PHT’ lu grupta ince barsak ve kolon MPO, ince barsak ve pankreas XO
enzim diizeyleri kontrol grubuna gére yiiksek; ince barsak, kolon SOD ve
ince barsak GSH-Px enzim diizeyleri kontrol grubuna gore disik olarak
bulundu. Ancak sonuglar istatistiksel olarak anlamsizdi.

Portal hipertansiyonun kolon, ince barsak ve pankreas dokularinda
serbest radikaller ve antioksidan savunma sistemleri lizerine olan etkilerinin

arastirilmasi icin daha ileri caligmalar yapilmasi gerektigini diiginmekteyiz.
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Vill. SUMMARY

OXIDATIVE STRESS MARKERS
IN SMALL INTESTINE, COLON AND PANCREAS TISSUES
OF RATS WITH PORTAL HYPERTENSION

Portal hypertension (PH) 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 PH. The aim of our study was to evaluate the
changes in oxidative stress markers in small intestine, colon and pancreas
tissues of rats with PH.

A total of 25 male Spraque-Dawley rats were assigned into two
groups randomly. Group 1 rats (n=13) comprise the control group, whereas
Group 2 rats (n=12) comprise PH group. PH was induced by the ligation of
portal vein for 8 weeks. At the end of the experimental period, the above
mentioned tissues were removed after decapitating the rats. Nitric Oxide
(NO) levels and  Myeloperoxidase (MPO), Xanthine Oxidase (XO),
Superoxide Dismutase (SOD) and Glutathione Peroxidase (GSH-Px)
activities were measured in these tissues spectrophotometrically. NO levels
were found to be statistically increased in small intestine and colon tissues of
PH group (p<0.05) when compared to controls. Whereas, NO levels of
pancreas tissue were found to be statistically decreased in PH group
(p<0.05). Pancreas SOD and GSH-Px activities in PH group were
significantly different than those in controls (p<0.0001). Although small
intestine and colon MPO activities and small intestine and pancreas XO
activities in PH group were observed to be higher than those in controls and
" small intestine and colon SOD and small intestine GSH-Px activities in PH
group were observed to be lower than those in controls, no statistical
significance were detected.

As a conclusion, further studies are needed to clarify the role of PH on

the production of free radicals and on antioxidant defense systems in small

intestine, colon and pancreas.
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