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1. GIRIS

Ventz tromboembolizm (VTE) derin ven trombozu (DVT) ve pulmoner
embolizmi (PE) kapsayan bir hastabkt>r. Daha yaygon bir klinik tablo gosteren DVT,
genellikle bald>r>n derin venlerinde ortaya ¢>kar ve proksimale dogru yayilabilir. PE ise
daha ciddi seyreder ve genellikle alt ekstremite venlerinden kopan bir trombustin
pulmoner arteriyel sisteme embolize olmasiyla olusur. Etkin proflaksiye ragmen, VTE
insidans1 1980°den beri anlamli olarak degismemistir. Etiyolojisinde venoz staz, endotel
hasar1 ve hiperkoagiibiliteden olusan Wirchow triadinin biitiin basamaklar1 ayr1 ayr1

onem tasimaktadir. Ama ana etken hemostatik dengenin bozulmasidir.

Normal fizyolojik kosullarda viicutta oksidan sistem ve antioksidan savunma
sistemi bir denge icerisindedir. Ancak, baz> patolojik durumlarda oksidan sistemi
olusturan reaktif oksijen tiirleri (ROT) artis gdsterebilir. Iste bu durumda ‘‘oksidatif
stres’” olarak isimlendirilen ve hucre ve doku fonksiyonlar> tzerine zararl> etkiler
olusturan bir durum olusur. Oksidatif stresin viicutta olusturdugu patolojilerden biri de
“*endotelyal disfonksiyon ya da endotelyal hasar’” dr. Endotelyal disfonksiyona yaln»z
vaskiiler hastaligin bir mediatorii degil ayn1 zamanda kardiyovaskiiler olaylarin riski
hakkinda bilgi saglayan degerli bir marker olarak bakilmalidir. Nitrik oksit (NO)
vaskiiler endotelden endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) enzimi ile L-arjininden
sentezlenenir. NO vaskiler hemostazisin korunmas>nda ¢ok 6énemli gorevlere sahiptir.
ROT vya transkripsiyonel mekanizmalar vasstassyla ya da tetrahidrobiyopterin
kofaktorinun redoks durumunu degistirerek eNOS’u direk olarak etkileyebilir. Bu gibi
pek cok etkiyle NO sentez ve y>kslmas»n> ayarlamada oksidatif stresin rolii g6z 6niinde
tutulmal>d>r (Dudzinski ve ark., 2006). NOS enziminin kompetatif inibitorii olan ve
arjinin rezidilerinden sentezlenen metilarjininlerden biri asimetrik dimetilarjinindir
(ADMA). ADMA S-adenozil metiyonin-bagimli protein-arjinin N metiltransferaz
(PRMT) gibi redoks-bagimli enzimler tarafindan sentezlenir. Ayrica, ADMA’nin
y>k>lmas>ndan sorumlu enzim dimetilarjinin dimetil-aminohidrolaz (DDAH) redoks-
sensitiftir ve onun aktivitesi artmis oksidatif stres durumlarmin varhiginda azalir.
Bundan dolayr, ADMA sentezi artmus oksidatif stres (OS) durumlarnda artar
(Antoniades ve ark., 2009).



Calismamizin DVT’de ADMA diizeyleri ile ilgili sinirhh sayida yapilmis
aragtirmalara katki saglamas> ve 6zellikle DVT’nin ADMA ve oksidatif stres ile iligkisi
aragtirilarak olast mekanizmanm aydinlatilmasina firsat saglamas> amaclanmistir.
Ayrxca oksidatif stresin DVT patofizyolojisindeki Oneminin bilinmesi, hastaligin
olusmadan Once hiicresel diizeyde taninmasina veya antioksidan yaklagimlarin klinik
uygulamada yer almas>na imkan verecektir. Bu ¢alisma sonunda ortaya ¢skacak
sonuglar-n  DVT  profilaksisinde ve tedavisinde bilime yenilikler getirmesi

hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Alt Ekstremite Venotz Sistem Anatomisi

Alt ekstremitenin venleri ylzeyel (vena superficialis), derin (vena profunda) ve
perforan (vena perforans) olmak {izere ii¢ gruptan olusur (Sekil 1). Yiizeyel venler
hemen deri tabakasinin altinda ve yiizeyel fasianin iki yapragi arasinda bulunur. Derin
venler ise arterlere eslik eden venler olup fasyanin (faysa profunda) ve kaslarin
derininde seyrederler. Perforan venler derin fasyay> delip gegerek yuzeyel ve derin ven
sistemlerini birbirine baglarlar (Tagil, 2003). Bu venler dogrudan baglant1 sagladiklar1

gibi musculer/soleal vendz siniisler yoluyla dolayli baglant1 da saglarlar.

Her G¢ grup vende de kapakgsk (valvil) bulunur. Derin ve yiizeyel sistemleri
birlestiren venlerdeki kapakgiklar ige dogru yonelmistir ve boylece vendz kan akimi,
bikispid kapakgsklarn (valvula venosa) yonlendirmesi ile ylzeyel venlerden derin
venlere dogru olur. Yalnizca ayak sirtindaki ylizeyel venler ayricalik tasir; buradaki
perforan venlerde kapak¢ik bulunmadigindan (Yildirim, 2007), vendz kan akimi derin
venlerden yiizeyel venlere dogrudur. Valviiller derin ve distal venlerde; ayrica alt
ekstremitede de iist ekstremitedekine gore daha fazladir. DVT gelisen hastalarda olusan
trombis vicudun normal fibrinolitik mekanizmalarsyla eritilebilir. Ancak, bu
fibrinolizis olay> esnasinda sogan zar1 gibi ince olan ven kapaklar1 da hasar gorebilir.
Kapak fonksiyonu bozuluncada kronik vendz yetmezlik tablosu ve ona baglh

komplikasyonlar>n olusmas> kag>n>lmazdor.

Alt ekstremitenin yiizeyel ve derin ven sistemleri, birbirleriyle iliski i¢cindedir.
yiizeyel ve derin vendz sistemler perforan (delici) venler araciligi ile baglant1 kurar.
V.saphena magna ve v. saphena yuzeyel venlerdir. Alt ekstremitenin derin venleri,
arterlere eslik eden ve gok say»da valvil iceren venlerdir. V. tibialis posterior, v.
planteris lateralis ve v. planteris medialis’in birlesimiyle olusur. Dizin arkasinda v.
tibialis anterior ile birleserek v. popliteay1 yaparlar (Dere, 1990). V. poplitea a.(arteria)
poplitea’nin yiizeyelinden ve arkasindan mediale dogru gecerek hiatus adductorius’ a
girer. V.saphena parva, vv. genicularis ve vv. surales’in bir kssm>n> da drene ederler.

Hiatus adductorius’tan gectikten sonra v. poplitea’n>n ad> v. femoralis superficialis olur.



Uylugun proksimalinde v. profunda femoris ile birleserek ana femoral veni olusturur ve
ligamentum inguinale seviyesinden itibaren v. iliaca externa ismini abr. V. iliaca
eksterna yukariya dogru yiikselir ve articulatio sacro-iliaca hizas>nda v.iliaca interna ile

birleserek ana iliyak veni olusturur.

v. profunda
membri inferioris

v. perforans
(subfascialis) ~
(epifascialis) - -

v. superficialis
membri inferioris -

fascia cruris . __
(fascia profunda)

ralvulae venosae - -

..

Sekil 1. Yiizeyel, derin ve perforan venlerin birbirleriyle olan iliskileri ve kas
kontraksiyonu sirasinda kanmn akigmna gore kapakgiklarin pozisyonu (Kopf-Maier,
2000).



2.2. Derin Ven Trombozu

Derin ven trombozu klasik olarak alt ekstremite ve Ust ekstremite derin
venlerinin trombiisii olarak tanimlanabilir. Sadece baldir venleri tutulmus ise distal
DVT, popliteal ven ve proksimalindeki venlerin tutulumu ise proksimal DVT olarak
tan>mlansr. Semptomatik hastalarsn sadece %20’sinde izole baldx ven trombozu tespit
edilir. Bunlarsnda ancak %20-30’u proksimal vendz sisteme dogru ilerler (Scarvelis ve
Wells, 2006). DVT tedavi edilmeyip dogal gidishatina birakilirsa, Oliimciil bir
komplikasyon olan PE ve uzun dénemde ise hastay1 magdur eden postflebitik sendrom
ve pulmoner hipertansiyon gelisimine neden olabilir (Arcelus ve ark., 2003). Erken
donem galismalarda DVT ve pulmoner tromboembolizm (PTE) ayr> birer antite olarak
ele alinmis olsa da, son zamanlardaki epidemiyolojik ¢alismalarin 6nemli bir kism>nda
PTE ve DVT tek bir klinikopatolojik antite olarak da kabul edilerek ele almmistir
(Metintag, 2002).

IIk vendz tromboz 1644’te Schenk tarafindan inferior vena kava da okliizyon
olarak bildirilmigtir. Wisenam 1676°da PTE’yi, Hunter ise flebotrombozu tanimlamastir.
Ancak bunlarin arasindaki iliskiyi ilk fark eden 1846’da Wirchow olmustur. Homans
1934°te alt ekstremite derin venlerinde tromboz insidansmin yiiksekligini fark ederek,
stazin bu venlerde tromboz gelismesinde Onemli bir faktor oldugunu belirtmistir.
Herparinin de 1937 y>bnda klinik uygulamaya girmesiyle DVT ve komplikasyonlar>nsn

tedavisinde bir doniim noktasi olmustur (Balc1 ve Hazinedaroglu, 2003).

2.2.1. Derin ven trombozunda epidemiyoloji

Ventz tromboembolizm &ldirebilir oldugu gibi onlenebilir de bir hastabktr.
VTE klinikte DVT ve PE sekilinde karsimiza ¢ikar. VTE 6zellikle cerrahi ve travma
hastalar>nda mortalite ve morbiditeyi etkileyen 6nemli bir nedendir (Sar>gll ve Tanyeli,
2007; Kepenekgi ve ark., 2003). VTE baslig1 altinda ilk karsimiza ¢ikan DVT’yi 6nemli
bir hastalik yapan en biiylik sebep kendi kliniginden ¢ok yol actig1 komplikasyonlardir.
Anamnez ve fizik muayeneye dayanarak konulan DVT tanis1 %50 oraninda gercegi
yans>tabilmektedir. Bu yuzden tanxda biyokimyasal ve radyolojik tetkikler ¢nemli rol
oynar. Klinik tanmin giivenilirliginin diisik olmasi nedeniyle ileri goriintiileme

yontemleri gerekmesi insidans>n standart toplum taramalarsyla kolaybkla saptanmas»n»>



engellemektedir. Son zamanlarda tamamlanan 5 y»l sureli retrospektif bir ¢alismanin
sonuclarna gore hastanede yap»lan bitun otopsilerin %10’nunda 6lim nedeni PE’dir ve
otopsilerin %83’tiinde DVT bulunmustur. Demek ki gercek VTE insidans1 klinik olarak
tan1  koydugumuzdan ¢ok daha yiiksektir. Yurtdisinda yapilan istatistiksel
epidemiyolojik calismalarda yillik DVT siklig1 yilda 100 bin kisinin 160’inda, PE’nin
ise 100 bin kisinin 60’inda goriildiigii bildirilmistir. Bu istatistikler son 20 yildir ortaya
cikan tedavi ve korunma yontemlerine ragmen fazla degismemistir (Kurtoglu ve ark.,
2006). Ulkemizde VTE insidansi ile ilgili yapilmis yaygin bir arastirma yoktur. Buna
karsilik uluslararas: literatiirden yapilan projeksiyonla yillik hasta sayisinin yaklasik
41.000 oldugu tahmin edilebilir. 2015 yilinda 40 yasin altindaki iilke niifusunda 6nemli
bir degisiklik olmasi beklenmiyorken, 40 yasin iizerindeki niifusta %17’lik bir artig
ongorilmektedir. Buna gore 2015 y>bbnda VTE olgular>n>n %13 artmas> beklenmektedir
(Arseven ve ark., 2010).

2.2.2. Derin ven trombozunda tan»

Klinik olarak DVT tanisi almis olan hastalarda yapilan flebografik ¢aligmalarda,
hastalarsn ancak %46-62’sinin venlerinde trombiis bulunmustur. Semptomlar ve
bulgular az oldugunda, tani hatalar1 %80’lere kadar ¢ikmaktadir. Klinik olarak tanidaki
zorluklarn bircok nedeni bulunmaktadir. Bunun ilk nedenlerinden birisi, sikayetlerin
belirsizligi, hikayenin zayiflig1 ve semptomlarin spesifik olmayisidir. Fizik muayene
bulgular1 da ¢ok silik olursa diger patolojik durumlari taklit edebilir. Ayrica palpasyon
ile arterlerden farkl> olarak derin venlerden bilgi alabilmek imkénsszdsr. Palpasyonla

ancak ylizeyel venlerdeki tikanikliklar anlagilabilir.

Klinik Degerlendirilme: Iyi bir klinik degerlendirme hastadaki semptom ve
bulgular>n dikkatlice incelenmesi ve ventz tromboz igin risk faktorlerinin ortaya
konmasini igerir. lIyi bir anamnez abnmal>, muhtemel risk faktorleri yansnda, hastansn
ve ailesinin hikayesi dikkatle sorgulanmal>, sonras>nda hastan>n semptomlar> ve
muayene bulgular1 ayirict tanilarda goz Oniine alinarak degerlendirilmelidir (Wells ve
ark., 1995; Kepenekgi ve ark., 2003). Semptom ve bulgularsn hi¢ birinin DVT’ye 6zel
olmadigi ve DVT nin klinik tablosunun pek ¢ok hastalikla kolaylikla karisabilecegi ve

kesin olarak DVT tanis1 konulmus hastalarin sadece %40-50’sinin semptomatik oldugu



unutulmamabd>r. DVT’nin klinigi higbir bulgunun olmadigi sessiz durumdan vendz
gangrene kadar genis bir perspektifte olabilir. DVT’de en ¢ok gorilen semptom ve

bulgular; agri, siglik ve derin venler boyunca hassasiyettir.

DVT siiphesi olan olgularda klinik degerlendirme ile olasilik tespiti i¢in degisik
skorlama sistemleri yapilmistir. Bunun iginde en popiiler olan1 ve ayni zamanda en
kolay uygulanan1 Wells skorlamasidir. Sekiz tane parametreye birer puan verilmis, hasta
mevcut bulgular ile DVT disinda baska bir hastalik ihtimalinin fazla olmas> durumunda
ise -2 puan ile degerlendirilmistir. Bu modele gore toplam puan 3 ve lizerindeyse DVT
tan>s> igin ylksek, 1-2 aras>nda ise orta, 1’den kigilikse zay>f bir olas>bk s6z konusudur
(Anands, 1998; Kurtoglu, 2005; Uncu, 2008) (Tablo 1).

Tablo 1. Derin ven trombozu tan>s>nda Wells klinik skorlamas»

Risk Faktorleri/Bulgular : Puan
Aktif malignite (tedavi devam eden veya son alt> ayda tedavi goren) 1
Immobilizasyon (paralizi veya ekstremitenin atele albnmas>) 1
Son 1 ayda major cerrahi veya 3 glinden uzun sure yatak istirahat> 1
Derin venler Gizerinde lokalize hassasiyet 1
Tiim bacakta sislik 1
Baldir ¢apinda karsi tarafa oranla 3cm.den fazla fark 1
Gode b>rakan 6dem 1
Varik0z olmayan belirgin ylzeyel venler 1
DVT diginda baska bir hastalik ihtimalinin fazla olmasi -2

Klinik olarak DVT siiphesi oldugunda D-dimer bakslr ve 500ug/L’nin alt>nda
ise, DVT tanisindan uzaklasilir. Bu degerin iizerinde ise, kesin tani i¢in vendz doppler
incelemesi yapilir. Doppler incelemesi DVT’yi dogrulamiyor, fakat semptom ve klinik
bulgular kuvvetle DVT’yi diigiindiiriiyor ise flebografi yapilir. Fakat unutulmamalidir
ki, laboratuar ve radyolojik tiim yardimci incelemelere ragmen kesin tanis> konamayan

%?2 oran>nda DVT hastas> vard> (Uncu, 2008).

Doppler Ultrasonografi: Ultrasonografi (USG) son yillarda DVT siiphesi olan

hastalarin degerlendirilmesinde standart goriintiileme yontemi olarak kabul gérmektedir.




Glinlimiizde USG uzman kisilerce uygulandiginda sagladigi etkin sonuglari, kolay
ulagilabilirligi, uygulamanin kolay olmasi, hastaya herhangi bir zarar verilmemesi,
iyonizan radyasyon kullansilmamas> ve non-invaziv olmas> gibi 0Ozellikleri ile
venografinin, ¢esitli niikleer tip yontemlerinin ve empedans pletismografi gibi klasik
incelemelerin yerini almistir. USG vendz tikaniklik, valviiler yetersizlik ve perforan
venler hakk>nda fikir verir. Fakat bald>r wvenleri i¢in hassasiyeti azdx ve bald>r
venlerinde k>smi tkan>kbklar> fark edilmeyebilir.

USG pelvik kitle, siddetli konjestif kalp yetmezligi, hamilelik ve yaygin asit
durumlarinda yanlis pozitif sonug verebilir. Venlerin anatomik varyasyonlarinda da ven
yanls degerlendirilebilir. Internal iliak ve profunda femoris igin hassas degildir (Kural,
2002; Ozdemir, 2008). Rekli doppler ultrasonografinin (RDUS) venografi ile
karsilastirildiginda istiin oldugu bazi durumlar vardir. Safen bilesikteki ve profunda
femoris venindeki trombise daha kolay tan> konur. Soleus ve gastrokinemus

venlerindeki problemler de RDUS ile daha iyi tan>nr.

Konvansiyonel Venografi (Flebografi): Alt ekstremite venéz tromboz
olgularsnda bir zamanlar alt>n standart olarak kabul edilen bu yéntem, ginumuzde
ultrasonografi ve 6zellikle renkli doppler goruntiilemenin yayg»n olarak kullansimas>yla
popiilaritesini  kaybetmistir, sadece bazi secilmis olgularda kullanilmaktadir.
Venografinin en 6nemli avantaj> ventz anatominin ve patolojilerin dokiimantasyonunun
basarili olmasidir. Iyonizan radyasyon icermesi, invaziv bir yontem olmas1 ve kontrast
madde kullanimi gereksinimi (6zellikle bobrek hastaligi olan olgularda sorun teskil
etmektedir) konvensiyonel venografinin 6nemli dezavantajlar> aras>nda yer almaktadr.
Bununla birlikte USG’nin negatif oldugu ve yiiksek risk tasiyan olgularda,
posttrombotik degisikliklerden siiphelenilen olgularda venografi gerekebilir (Fraser ve
Anderson, 2004; Mihmanl> ve Kantarc», 2007 ).

D-Dimer plasma konsantrasyonu: D-Dimer fibrinolizis sirasinda olusan fibrin
yikim {riinlerinden birisidir. Fibrin olusumunun ve y>>m reaksiyonlarnn spesifik
belirteci olan D-dimer intravaskiler p>ht>non indirek belirtecidir. Akut DVT’de D-Dimer
konsantrasyonu artarken, normal konsantrasyon akut DVT olmadiginda beklenmeli
fakat koagiilasyon sistemini aktive eden diger durumlarda artmig konsantrasyon

olabilecegi unutulmamalidir. Saglikli bireylerde nadiren artan D-dimer, fibrin



olusumunun ve yikiminin arttig1 enfeksiyon, kanser, gebelik, operasyon, kalp ve bobrek
yetmezligi, akut koroner sendrom, orak hiicre krizlerinde, dissemine intravaskuler
koagulasyon ve arteryal hastabklarda da artmaktadsr. Gunumizde kantitatif D-dimer
Olcim yontemleri yiksek oranda spesifik olmakla birlikte vendz tromboz tan>s>na gok
spesifik degildir. Kantitatif D-dimer sonuglarinin yiiksek negatifliginin prediktif degere
sahip oldugu bilinmekte rutinde vendz tromboz tanisini digslamada kullanilmaktadir
ancak tani koymada etkinligi tartismalidir. D-dimer testi distal venéz trombozdan daha
fazla olmak tzere proksimal derin ven trombozu igin spesifiktir (Uncu ve Gugtekin,
2008). Ayrica postoperatif tromboz riski olan olgularda profilaksi gerekliligini

saptamak i¢in giinlimiizde kullanilmaktadir (Kurtoglu ve ark., 2006).

2.2.3. Derin ven trombozunda etiyoloji ve fizyopatolojisi

Vendz tromboemboli etyolojisinde rol oynayan faktorlerin birgogu uzun yillardir
bilinmektedir. 1862 y>bnda Alman bilim adam> Rudolf Wirchow VTE etyolojisini
ac>klayanWirchow triad> olarak isimlendirilen ven6z staz, hiperkoagilasyon ve endotel
hasarini tanimlamistir. Bu triad vendz tromboembolinin t¢ ana sebebi olarak bilinir ve
gecerliligini hala korumaktadir (Heijboer vr ark., 1990; Kurtoglu ve Oztiirk, 2008).
Ancak bu mekanizmalarin tamamen normal oldugu durumlarda da tromboz gelisebilir
(Baykal ve ark., 1999). Bu durum bize vendz tromboembolinin patogenezinin
goriindiigiinden daha karmasik ve hem herediter (kalitsal) hem akkiz (edinsel) risk
faktorlerinin etkili oldugu bir hastabk oldugunu gosterir (Kepenekgi ve ark., 2003;
Kurtoglu ve Oztiirk, 2008).

Derin ven trombozunda fizyopatoloji: Hemostaziste rol alan mekanizmalarsn
aras>ndaki dengenin bozulmas> arteryal ve vendz sistemde trombozise yol agmaktad>r.
Vendz sistem igerisinde trombiis gelisimine neden olan mekanizmalarla, arteryel sistem
icerisinde trombiis gelisimine neden olan mekanizmalar birbirinden farklds>r. Benzer
sekilde bu farkl sistemler igerisinde olusan trombiislerin igeriginin de birbirinden farkl1
oldugu distiniilmektedir. Liimenden gecen akimin azaldig1 ya da hi¢ akim olmayan
arterler icerisinde olusan trombiis i¢ ice ge¢mis fibrin ve eritrositlerden olusmusken,

vendz sistem igerinde olusan trombiis laminar tarzda uzanir. Bunun bas kismini



trombositler ve fibrin ag1 olustururken, kuyruk kismi fibrin ve eritrositlerden olusur

(Balc1 ve Hazinederoglu, 2003).

Gunimizde arteryal sistem trombozisinde de gegerli olan Virchow triad>, bilgi
birikimi arttikga Ozellikle de hiperkoagiilopati ve endotel degisiklikleri konusunda
genisleyerek giincelligini koruyacaktir. Endotelyal zedelenme, lokal kan akimini
ve/veya koagibiliteyi etkileyebildigi gibi, anormal kan ak>m> da endotelyal
zedelenmeye neden olabilir. Goriildiigii gibi bu faktorler birbirinden bagimsiz olarak rol
oynayabildigi gibi, birlikte trombiis olusumuna da yol acabilirler. Bunlarin yaninda
fibrinolitik mekanizmalarda defekt ya da inhibisyon olmas> trombozis riskini art>rr.
Vendz trombozis patogenezinin tam olarak anlagilabilmesi, etkin tedavi se¢eneklerinin
degerlendirilebilmesi agisindan da onemlidir. Vendz trombozis hakkinda uzun yillar
merak edilen konu, neden o&zellikle yataga bagiml> hastalarda ve Ozellikle alt
ekstremitelerin derin venlerinde ortaya ¢iktigidir. Vendz trombozis lokal bir olay midir,
yoksa sistemik bir hastaligin lokal bulgusu mudur? Bu sorulara cevap verebilmek igin
damar duvari, staz, pihtilasma faktorleri ve inhibitOrleri ile fibrinolitik sistemin etkileri

gbzden gegirilmelidir (Anadol ve Tatlicioglu, 2000).

Endotel hasar1 (damar duvar degisiklikleri): Endotel hasar> durumunda,
normal endotelden salinarak vazodilatasyon olusmasmi saglayan NO ve PGI, gibi
maddeler salinamaz ve vazokontriksiyon olusur. Yarali endotelin altindan agiga ¢ikan
subendotelyal kollojen aynt zamanda trombosit aktivasyonunu baglatarak
vazokonstrikte olan damar>n daha da daralmas»na, yani tromboze olmas>na neden olur
(Kurtoglu, 2005; Kurtoglu ve ark., 2006, Oztiirk, 2008). Ven duvar>nn kiint veya
penetran travma ile hasar goérmesi veya ameliyet sxras>nda direk hasar gormesi trombus
olusumuna yol agar. Ameliyat sonrast gelisen VTE’nin arastirilmasinda en sik hasar
goren venlerin ameliyat alan>ndan uzakta yer alan venler oldugu goriilmiistiir. Bu olay1
aciklamak amaciyla yapilan deneysel calismalarda ameliyat bdlgesinde olusan doku
hasar1 ile histamin ve bradikinin gibi maddelerin agiga ¢iktig1 bu maddelerin venlerde
endotel hasar1 gelistirdigi gozlenmistir (Kurtoglu ve Oztiirk, 2000). Vaskiiler
yaralanma, direkt endotelden veya bdlgeye gelen aktive monositlerden doku faktori
sabnmas>na neden olur. Yaralanmayla beraber kan>n subendotelyal tabakaya temas>

trombosit adezyonu ve agregasyonu ile sonuclanyr. Koagtilasyonun aktivasyonuna ek

10



olarak doku hasars, fibrinolizinde bask>lanmas>na yol agar. Bu olaya inflamatuar
sitokinlerin endotelden plazminojen aktivator inhibitori-1 sentezini uyarmalar> neden
olur. inflamatuar sitokinlerin (IL-1, TNFa) endoteli uyarmassyla, bu hiicreler kontrakte
olarak, subendotelyal tabakay1 agiga ¢ikartirlar. Buna Von Willebrand, trombosit aktive
edici faktor ve P-selektin salmimi eslik eder. Endotelin aktivasyonu in vitro olarak
I6kosit adezyon molekiilleri (ICAM,VCAM, E-selektin), sitokinler (IL-1, IL-6, IL-8)
monosit kemoatraktan protein ve koagiilasyonu baslatan esas molekiil olan doku faktorii

kodlayan genlerin transkripsiyonunu baglatir (Balc1 ve Hazinedaroglu, 2003).

Anormal hemostazise yol acarak vendz sistemde de trombozise egilim olusturan
klinik durumlar (6r: antitrombin III, protein C ve S eksikligi gibi genetik
anormalliklerde), maligniteler ve otoantikorlar da endotel hicrelerinde hasara neden
olurlar (Isiksoy, 2002). Her hangi bir nedenle gelisen endotel hasari, trombosit
aktivasyonuna ve koagilasyona yol acgabilir. Vaskiiler endotelde hasara yol acabilen
faktorler Tablo 2°de belirtilmistir (Balc1 ve Hazinedaroglu, 2003).

Tablo 2. Endotel hasar> yapan faktorler

Anoksi

Mekanik gerilme

Serbest oksijen radikalleri

Komplemen ve Lokositler

Antikorlar ve sensitize lenfositler

Immun-kompleks

Endotoksin

Sitokinler (IL-1, TNFa)

Seratonin ve histamin

Trombin

IL; interlokin, TNF; Timor Nekrozis Faktor (Balc1 ve Hazinederoglu, 2003)

Staz: Staz veya alt ekstremitenin derin venlerinde kan ak>msn>n bozulmas», belki
de vendz trombozun tetigini ¢eken en dnemli olaylardan biridir (Anadol ve Tatlicioglu,

2000). Ancak tek basina trombogenez igin yeterli sebep degildir. Buna ragmen ¢ogu
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vakada vendz trombiisiin vendz akimim yavas oldugu baldir venlerinde veya vendz
pakelerde gelistigi gozlenmistir. Cogu trombiisiin gelismesinde anahtar olay trombosit
agregasyonu ve fibrin formasyonuna yol agan trombin olusmasidir. Vendz trombozun

olusumunu agiklayan iki teori vardir:

1. Stazin oldugu yerde trombin bir enzim olarak ortaya ¢>kar, bunun
sonucunda da trombosit agregasyonu ve fibrin birikimi olur. Bu teoride,
trombogeneziste tetigi ceken faktoriin damar duvar hasari degil, trombin enzimi ve onun

prekiirsorleri oldugu diisiiniiliir.

2. Damar duvar> hasar1 subendotelyal kollojenin agiga ¢ikmasma ve
trombosit adezyonuna yol acar. Otopsi bulgulars, damar duvar> hasarn>n venoz
trombozis patogenezinde ¢ok Onemli rol oynamadigini gosterse de, endotel hiicre
kiiltiirlerinde yapilan ¢aligmalar, trombin konsantrasyonunun diisiik olmasi halinde de

endotel hasar> bulgularsna rastlanmistir (Anadol ve Tatlicioglu, 2000).

Thomas ve ark. (1982) tavsanlarda yaptiklar1 bir ¢alismada, trombinin saglam
endoteli zedelemedigi, vendz trombozun ven duvarinda trombinin neden oldugu bir
hasar sonucunda degil, trombinin trombositler ve fibrinojen iizerine direk etkisiyle
olustugu sonucuna varmiglardir. Malone’nin (1977) yaptigi ¢aligmada azalmis kan
akimi veya stazin metabolik kayiplar nedeniyle vendz endotelde hasara yol agtigi
bildirilmistir. Lokositler ve trombositler fagositik ve onarict 6zellikleriyle bu hasarli
endotele yapisirlar. Stewart ve ark. (1974) tikali bir venin komsulugundaki dokulara
deneysel olarak cerrahi bir travma uyguladiginda, ven duvarma l6kosit invazyonu
oldugunu, bunun da subendotelyal yiizeyle karsilastiklar1 i¢in endotelde dokiilmeye
sebep oldugunu gostermislerdir. Bu arastirmacilar, venéz endotelde l6kositlere bagl
olarak gelisen bu hasarin insanlarda derin ven trombozuna hazirlayici bir faktor

olabilecegini One siirmiislerdir.

Kapak diplerinde yavas tiirbiillan akim lokal staz alanlar1 olusturur ve bu
bolgelerde olusan trombiis ilerleyerek VTE ve PE’ye yol agar (Alagayir ve Tiiziiner,
2000; Kurtoglu ve Oztiirk, 2008). Trombiisiin alt ekstremitede operasyon s>ras>nda veya
hemen sonrasinda basliyor olmasi, intravaskiiler koagiilasyondan sorumlu faktorlerin

maksimum etkilerini o bdlgede ve tam o anda gosterdiklerini diisiindiirmektedir
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(Anadol ve Tatlicioglu, 2000). Yavaslamis venéz kan akimi durumunda, bir yandan
hipoksi olusarak ven duvarndan kana plazminojen aktivatorleri devaml> salgslanor,
diger yandan staz olan bolgede hemokonsantrasyon ve vendz intima ile temas1 devam
eder ve dolayisi ile harcanmaya bagli plazminojen aktivator yetmezligi olur; fibrinolitik

aktivite azalx ve tromboza egilim artar (Kurtoglu ve ark., 2006).

Venoz staza yol agan risk faktorleri: Cerrahi, obesite, paralizi, konjestif kalp
yetersizligi, kor pulmonale, uzun siireli immobilizasyon (uzun siireli yolculuklar, her
turli yolculukta 2,5 saatin lzerinde haraketsizlik), gebelik, akut myokart infaktisu,
gecirilmis VTE hikayesi, ileri yas olarak sayilabilir (Kurtoglu ve Oztiirk, 2008). Vendz
staza neden olan faktdrler olarak immobilite, artmis vendz basing, artmis kan viskozitesi
ve vendz dilatasyon da say»labilir (Balc> ve ark., 2003). Vendz staz>n klinikte s>k
rastlanilan bir nedeni santral vendz basing artisgidir. Bu durum kalp yetmezligi

hastalar-nda DVT prevelans>n>n yilksek olmas»n> agklayabilir.

Hiperkoagulabilite: Kanin iginde pihtilasma mekanizmasi olarak bilinen bir
sistem bulunur. Pihtilasma mekanizmasmin birinci gorevi akan kani damar iginde
tutmak ve bir diger fonksiyonu piht1 olusturarak kanamayi durdurmaktir. Normal
kosullar altinda kanin pihtilasma fonksiyonu baskin degildir (Celebi, 2004).
Hemostazda endotel, trombositler, koagulasyon faktorleri, plazmin, koagulasyon ve
fibrinolizin inhibitorleri ve hemorajik faktorler belirli roller oynamakta ve bir denge
icinde bulunmaktadirlar. Hemostazda bu dengenin dogal antikoagiilanlarin eksikligi
veya fibrinoliz defekti nedeniyle bozulmas> hiperkoagibiliteye yol agabilmektedir.
Tromboz riskinin artmasi veya pihtilagsmaya egilim trombofili olarak da bilinmektedir
(Sucak ve Haznedar, 2000). Tekrarlayan trombiis oykiisii bulunanlar, 45 yasindan 6nce
tromboz gecirmis olanlar, atipik bdlgelerde tromboz belirlenenler (batin ici) ve
tekrarlayan abortus hikéyesi bulunanlar koagiilasyon artisi (hiperkoagiibilite) agisindan
incelenmelidir. DVT hastas>n>n aile sorgulamas> da ayr>ca ¢ok onemlidir. Ailesinde
DVT hikayesi tespit edilen hastalarda hiperkoagibilite sorgulamas> ve incelemesi
zorunlu olur (Uncu, 2008). Kisinin tromboza egilim derecesi, gerek olusmus bir
VTE’nin tedavisinde gerekse VTE’den korunma algoritmas>nda bizi yonlendirmektedir.
Konunun daha iyi anlasilmasi i¢in trombofiliyi herediter ve edinsel trombofili alt

bagliklar1 ile inceleyecegiz (Tablo3).
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Tablo 3. Hiperkoagulopatiler

Herediter Sxk Nadir
-Faktor V Leiden mutasyonu -Antitrombin 11 eksikligi
-Protrombin gen mutasyonu -Protein C eksikligi
(G20210A) -Protein S eksikligi
-Disfibrinojenemi
-Yiiksek pihtilagma faktorleri
(VIII, 1X, X1)
Edinsel Sxk Nadir

Ileri yas

Cerrahi ve travma
Immobilizasyon

Gegirilmis vendz tromboz
Antifosfolipid sendromu
Myeloproliferatif hastabklar

Trousseau Sendromu

(Geng, 2008)

Kabtsal trombofili: Pihtilagma sistemini kontrol altinda tutan dogal
mekanizmalarin bozuklugudur ve c¢ogunlukla vendz sistemde, nadiren de arteriyal
sistemde tromboza egilimi artirirlar. Ik olarak 1965°de antitrombin III eksikliginin tarif
edilmesi ile saptanan kabtsal trombofili nedenleri aras>na giinimize kadar bircok
mutasyon tipi daha eklenmistir. Ancak gene de bilinen bu mutasyon tipleri ile spontan
VTE vakalarsn>n ancak % 50-55 kadar1 agiklanabilmektedir (Kurtoglu ve ark., 2006).
Yapilan ¢alismalarda en sik kalitsal risk faktorii faktor V Leiden mutasyonudur (%0-
24,3), ard>ndan protrombin gen mutasyonu (G20210A) gelir (%0-14,2) (Arseven ve
ark., 2010). Asagida sayilan kalitsal trombofili durumlar1 toplumda az goriilse de
VTE’li hastalarsn  %25-50’inde  bu genetik metabolik durumlarm  bulundugu
bildirilmistir (Ulukent ve Acun, 2003). Ayrica kalitsal trombofili faktorlerinin
toplumdaki prevelans> bolgesel farklar gostermektedir. Gunumuzde yeni belirlenen gen

degisimlerinin ve bu genler arasi etkilesimlerin tromboz olusumundaki roliiniin
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aydinlatilmasina c¢alisilmaktadir. Hemen her yasta goriilebilen ve multifaktoryal bir
hastabk ve dnemli bir saglik problemi olan tromboembolik hastaliklarin patogenezine
yonelik yapilan gen degisimi incelemelerinin yeni koruyucu tedavi yontemlerinin ortaya
cikmasinda Onemli katkisinin olabilecegi diisliniilmektedir. Ancak bu genetik
yatkonbklarsn patogenezdeki rolii, bu mutasyonlarin kimde ne sekilde taranmasi
gerektigi ve bu kalitsal hastaliklara sahip bireylerin ne sekilde izlenmesi net degildir
(Oner ve ark., 2003). Yine de, giiniimiiz pratiginde yapilan arastirmalar sonucunda
gorilmiistiir ki, her spontan VTE vakasinda bu genetik mutasyonlarin arastiriimasi ve
ona gore tedavinin planlanmasi gerekmektedir (Kurtoglu ve ark., 2006). Kabtsal

trombofili nedenlerini k>saca irdelersek:

Aktive protein C direnci (Faktor V Leiden [ G1691A] mutasyonu): Dahlback
1993°te klinik hiperkoagubilitesi olanlarda APC eklenmesi sonucu aktive parsiyel
tromboplastin zamaninin uzamadigmi fark etmistir. APC rezistansi olarak adlandirilan
bu durumun daha sonra Faktdr V geninde basit bir nokta mutasyon ( 1691 nukleotid
pozisyonunda guanin yerine adenin ge¢mesi ile yani CGA’dan CAA’ya doniisiim) ile
homozigot veya heterozigot FVL veya FVQ506 olarak isimlendirilen yeni bir proteinin
sentezinin neden oldugu bildirilmistir. Bu anormal proteinde arjinin ile yer degistirmis
bir glutamin vardsr (Joffe ve Goldhaber, 2002; Oner ve ark., 2003; Demirel ve ark.,
2003; Kalkanl>, 2001). Boylece normalde 6nemli bir koagulasyon faktorii olan Faktor

V’in prokoagiilan etkinligi APC tarafindan baskilanamaz.

Heterozigot faktor V Leiden polimorfizmi tim vendz tromboz vakalarnn
%210’nundan, ailevi tromboz vakalar-n>n %50°sinden sorumludur (Uncu ve Glgtekin,
2008). Bir¢ok g¢alisgmada DVT geciren olgularda, mutasyon tasiyanlarda, tasimayanlara
oranla tekrarlama riskinin 2,4-4,1 kat fazla oldugu tespit edilmistir. Aile fertlerinin test
ile degerlendirilmesinin gerekliligi tartismali olsa da, Noboa ve ark. (2008) FVL’li
olgularsn yakonlarsnsn %7-12°sinde, FVL mutasyonu tagimayan vendz trombozlu
olgularsn yakonlarsnda ise %2-3’tinde vendz trombozun bulundugunu bildirmislerdir.
Ailevi artmig koagiilasyon yatkilig1 diigiiniildiiglinde olgularda yasam boyu tekrarlayan
ve hayati tehlike iceren VTE riski bulunur (Ata ve ark., 2009). Yine kazanilmig APC
rezistans> fenomeni gebelik, oral kontroseptifler, yuksek faktor VIII duzeyleri ve lupus

antikoagulanlar> sonucunda gorilmektedir.
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Protrombin G20210A: DVT hastalar-nda hiperkoagubiliteye sebep olan risk
faktorleri arasinda rastlanma sikligima gore ikinci sirada, %6 orani ile protrombin
G20210A gelir (Uncu, 2008). Protrombin G20210A mutasyonu 1996 y»>bnda trombotik
epizodlar1 olan ailelerdeki aday genlerin arastirilmasi esnasinda bulunmustur. Bu
calismada olgularin %1’inde 3’-untranslated bdlgesinde 20210A pozisyonunda bir
niikleotidde degisiklik (guanin yerini adenin almistir; G>A) saptand>. Bu oran 10
saglikli bireyde 1 bulunmustur (Oner ve ark., 2003; Celebi, 2004). Protrombinin
trombozu nasil tetikledigi anlasilmamakla birlikte, in vivo ve in vitro ¢aligmalar trombin
ve fazla fibrin olusumu ile olabilecegini gostermektedir (Uncu ve Giigtekin, 2008).
Beyaz >rkta protrombin ve Faktor VV Leiden mutasyonunun yiksek frekansta gorilmesi
nedeni ile kombine halde bulunmasi nadir degildir. Yapilan ¢aligmalar ile semptomatik
Faktor V Leiden tastyicilarmin %1-10’nunda mutant protrombin geni de tasidigini
ortaya koymustur. Neden bu iki faktoriin, 6zellikle de cografi dagilimlar1 farkliyken,
beklenenden daha sik birlikte oldugu bilinmemektedir (Oner ve ark., 2003). Baslica
klinik bulgusu VTE’dir. Ayrsca, arteryal trombozla birlikte olabilir. Arteryal tromboz,
myokard infaktiisii (MI), serebral arter ve periferik arter tikayici hastaligina da yol

acabilir.

Antitrombin III eksikligi: Antitrombin (AT) III, aktive olan pihtilasma
faktorlerinin en 6nemli fizyolojik inhibitoridir. Faktor Xa, Faktor 1Xa, Faktor Xla,
Faktor XII ve Faktor 1l (Trombin) ile inaktif komplexler yapar (Uncu ve Gugtekin,
2008; Sucak ve Haznedar, 2000). AT-IIl, Faktor Vlla-doku faktoru komplexinin
ayrlmas>n> h>zlandsrarak Faktor VIla’non fizyolojik inhibisyonunda da énemli rol oynar
(Baykal ve ark., 1999). Heparininde trombin inhibisyonu yapabilmesi igin ortamda
muhakkak AT III’e ihtiyac> vard>r. Asbnda heparin AT 111°0n bir kofaktoridur ve AT
IIT olmadan trombin inhibisyonu saglayamaz. AT III eksikligi konjenital ya da edinsel

olabilir. Eksikligi veya fonksiyonel anormalligi ise tromboemboli igin riski arttirmustir.

Protein C eksikligi: Vitamin K’ya bagimli bir koagulasyon inhibitorudir.
Trombinin endotel reseptorii trombomodiiline baglanmasi ile aktiflesir. Aktive protein
C (APC), faktor Va ve faktor VIIIa’y1 inaktive eder. Gegis otozomal dominanttir. Genel
populasyonda sikligi 1/500-1/700 arasindadir. Calismalarda PC geninde yaklasik 160

farkli mutasyon sebebiyle protein C’nin yoklugu veya defektif sentezi oldugu

16



gosterilmistir. Heterozigot protein C eksikligi siklikla DVT ve daha az siklikla PE,
tromboflebit ve arteriyal tromboz ile iligkili iken, baz1 heterozigot protein C eksiklikleri
asemptomatik olabilir (Uncu ve Giictekin, 2008). Homozigot tipi hayatla bagdasmaz ve
yenidogan doneminde purpura fulminansa neden olur. Tromboz sonras> akut donemde,
karaciger yetersizliginde, oral antikoagiilan kullananlarda, yaygm damar ici
pthtilasmasinda ve antifosfolipid sendrumunda edinsel olarak da diisiik bulunabilir

(Kurtoglu ve ark., 2006).

Protein S eksikligi: Protein S (PS), protein C’nin kofaktoriidiir. Bu sekilde
antikoagulan etki gosterir. APC’nin antikoagilan etkisini kofaktor aktivite 2-3 kat
arttirrr (Uncu ve Giigtekin, 2008). Bunun diginda protein C bagimsiz prokoagiilan enzim
komplexlerini inhibe eden bir etkiye sahip goriinmektedir. Vitamin K bagimli bir
koagiilasyon inhibitdrii olan protein S, karacigerde, endotel hiicrelerinde ve
megakaryositlerde yap»lan bir glikoproteindir (Sucak ve Haznedar, 2000). PS geninin
ailevi aktarim sekli otozomal dominanttyr. Toplumda PS eksikliginin prevelansi %0,03-
0,13 arasindadir. Trombofilisi olan ailelerde ise %6’ya ulastig1 bilinmektedir (Oner ve
ark., 2003). 45 yasin altindaki DVT’de % 10’nunun nedeni protein S eksikligidir.
Protein S eksikligini AT III ve protein C eksikliginden ayiran temel 6zellik arteryal
trombozlara da bir yatkinlik saglamasidir. Ayrica, kazanilmis protein S eksikligi DIC,
Tip I ve Tip II diabetus mellutus, gebelik, oral kontroseptif kullanimi, karaciger
yetmezligi ve esansiyel trombositemi durumunda gorilebilir (Sucak ve Haznedar,
2000).

2.2.4. Derin ven trombozunda risk faktorleri

DVT risk agisindan kalitimsal ve kazanilmis risk faktorleri arasindaki ¢oklu
etkilesimlerden kaynaklanan kompleks bir hastaliktir (Balc1 ve ark., 2003). VTE
olgularmm %75’inde damar i¢i pihtilasmaya yol agan damar endotel hasari,
hiperkoagubilite veya staz gibi faktorlerden en az birine neden olabilen edinsel ve/veya
kabtsal risk faktorleri saptan>r (Bayrak ve ark., 2009). Kalitsal risk faktorii tasiyan
trombozlu hastalarm %50 ‘sine cerrahi, uzamis yatak istirahati, gebelik veya oral
kontroseptif kullanim1 gibi kazanilmis risk faktorlerinden biri eslik etmektedir. Bazi

hastalar birden fazla kazanilmis veya kalitsal risk faktorii tagiyabilirler. Bu durumda
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VTE riski ve fatal komplikasyonlar belirgin olarak artar. Herhangi bir risk faktoruntn

saptanmadig1 idiyopatik VTE olgularinda niiks olasiligi kazanilmis ve/veya kalitsal

faktor saptananlara gore daha yliksektir (Arseven O ve ark., 2010) (Tablo 4).

Tablo 4. Vendz tromboemboli risk faktorleri

Genetik risk faktorleri

Kazanilmis risk faktorleri

Antitrombin I eksikligi

Protein C eksikligi

Protein S eksikligi

Aktive protein C rezistans> (Faktor V Leiden)
Protrombin G20210A mutasyonu

Hiperhomosistinemi

Faktor VIII artisi
Konjenital disfibrijonem
Antikardiyolipin antikoru
Plazminojen eksikligi
Faktor VIT eksikligi
Faktor IX artist

Ileri yas (>40)
Sigsmanlik (>20)
Immobilizasyon
Uzun siireli seyahat
Major cerahi (pelvik,
abdominal, diz, kalca
replasman)
Nefrotik sendrom
Kanser
Konjestif kalp yetmezligi
Myokard infaktusu
Oral kontraseptif tedavisi
Santral venoz kateter
Gebelik/lohusalbk
Travma

Kemoterapi

(Arseven O ve ark., 2010; Turpie A GG ve ark., 2002)

2.2.5. Derin ven trombozunda proflaksi

Derin ven trombozunda proflaksi, erken tan1 ve uygun tedavi tartisilmaz bir
oneme sahiptir. Cunku erken tan> ve tedavi uygulanmayan hastalar>n ancak ¢ok kiigtk
bir grubu sonraki yagamlarmi sorunsuz olarak siirdiirebilmektedirler. Biiylik ¢ogunluk
ise ya posttrombofebitik sendrom ya da PE gibi DVT nin ¢ok ciddi komplikasyonlar>yla
yasamlarint siirdiiriirler. Kisacas1 bir kez DVT olustugunda bu hastalik kisiye ya
tekrarlayarak ya da komplikasyonlartyla yillar boyu huzursuz bir yasam

getirebilmektedir. Ancak tiim bu kotiimser tabloya karsin bu hastaligin olusumunu
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engellemek, engelleyemesek bile erken tan> ve uygun tedaviyle hastay> olas»

komplikasyonlardan kurtarmak miumkundur (Gokgoz, 2000).

Proflaksi i¢in risk degerlendirmesi dogru sekilde yapilmalidir. Uygulanacak
ideal farmakolajik proflaksi; etkisini h>zl> olarak gostermeli, etkisi h>zl> olarak
sonlanabilmeli, non toksik olmali, minumum yan etki gostermeli, doza bagl> etki tahmin
edilebilir olmals, monitorizasyona ihtiya¢ duyuyor olmamal>, kolay uygulanabilir olmal>
ve ucuz olmalbdr. Mekanik yontemler mutlaka uygun risk gruplar-nda farmakolojik
tedavi (heparin) ile kombine edilmelidir. Sadece mekanik yontemlere dayanan profilaksi
etkin olamaz (Ekim, 2010). Erken mobilizasyon uygun hastalarda mutlaka tesvik
edilmelidir. Proflaksi slresi hastalarn risk grubuna gore mutlaka yeterli olmal>dr
(Ulukent ve ark., 2003).

2.3. Oksidatif Stres ve Antioksidan Savunma Sistemi

2.3.1. Oksidatif stres

Hiicresel yasamin siirekliligi, karmasik biyokimyasal olaylarin denge iginde
yiirlimesine baglidir. Bu dengeyi bozacak yonde ortaya ¢ikan endojen ve/veya ekzojen
kaynakl> faktorler hucre hasarna yol agarlar. Bunlar icinde oksidatif stres farkl>
patolojik durumlar>n ortaya ¢>kmas> nedeniyle gittikce Onem kazanmakta ve
arastirmacilart bu yonde arastirma yapmaya yoneltmektedir (Aksoy, 2002). Normal
fizyolojik kosullarda, acrobik metabolizmanin sonucu olarak super oksit anyonu (O3"),
hidrojen peroksit (H202), hidroksil radikali (HO’), hipokloréz asit (HOCI) ve lipid
radikalleri gibi oksidan drtinler olusur (Sekil 2). Ayn1 zamanda, reaktif oksijen tirleri
(ROT) de dedigimiz bu molekiiller, antioksidan (oksidan hasar1 noétralize edici ve
boylece odnleyici) savunma sistemi tarafndan dengelenirler. Patolojik durumlarda ise,
ROT’un rolatif bir fazlaligi mevcut olabilir. Bu dengenin oksidasyon lehine sapmasi
“oksidatif stres”olarak adland>rbr. Bu oksidan molekuller, hiicre ve doku fonksiyonlar>
uzerine zararl> etkilere neden olurlar (Storz ve Imaly, 1999; Madamanchi ve ark., 2005;

Onder ve Barutguoglu, 2007).
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Sekil 2. Oksidatif stres (Altan ve ark., 2006)

Ayni1 zamanda son c¢aligmalar gdstermistir ki, bu oksidanlarin etkisi reaktif
nitrojen ara maddeleri (NO), peroksinitrit (HOONO) ve nitrosotiyoller (RSNO)

tarafindan olusturulan hasar ile biitiiniiyle baglantilidir (Storz ve Imaly, 1999).

2.3.1.1. Serbest radikaller

Tarihgesi: Serbest radikallerin toksik ajanlar oldugu diisiincesi ilk defa Rebecca
Gershman ve ark. tarafindan 1954 yilinda ortaya atimistir. Mitokondrial solunum
zincirinin, hiicredeki oksijen radikallerinin esas kaynagi oldugu ve tiiketilen oksijenin
yaklasik %1-4’lik kismmin serbest radikallere doniistiigi ise ancak 1988 y»bnda
kesinlik kazanmistir. NO’in 1987 yilinda kesfi ve aymi yil “’endothelium-derived
relaxing factor (EDRF)’in gercekte NO oldugunun saptanmasiyla, serbest
radikallerinin toksik etkilerinin otesinde hiicredeki sinyal transdiiksiyon olay>nda ikincil
haberci olarak da rol oynadigi goriisii arastirmacilar arasinda kesinlik kazanmustir

(Cakatay ve Kayal, 2006).
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Tan>m: Serbest radikaller i¢in bir¢ok tanim yapilmasina ragmen otoritelerin
tizerinde birlestigi tanimsa; bir serbest radikalin molekiiler ya da atomik yoriingesinde
bulunan ve genelde cok reaktif olan bir veya daha fazla eslesmemis (¢iftlesmemis)
elektrona sahip, kisa Omiirlii, kararsiz, molekiil agirhig: diisiik ve ¢ok etkin molekiiller

olarak tan>mlansrlar (Altan ve ark., 2006; Irmak, 2008) (Sekil 3).

Superoxide dismutase

e a0 Fe?* Fe®* H*

o__ ¢ e B, OH

GSH

GSSG
Glutathione Catalase
peroxidase

QHQO QO + 02

- HQO

Sekil 3. Reaktif oksijen turleinin Gretimi.

Molekiiler oksijen (O,), bozulmus bir elektron (¢) ile superoksit anyonunu (O27) sekillendirmek igin
reaksiyona girer. Superoksit slperoksit dismutaz enzimi tarafndan hidrojen peroksite (H,O,)
dontistiiriiliir. Hidrojen peroksit epeyce reaktif hidroksil radikali (OH) spontan olarak doniisiime ugrar.
Alternatif olarak, o ya glutatyon peoksidaz ya da katalaz vas>tas>yla su ve oksijene detoksifiye olabilir.
(GSH, indirgenmis glutatyon; GSSG, yiikseltgenmis glutatayon) (Nedeljkovic ve ark., 2003)

Organik veya inorganik molekdl olabilen serbest radikaller, pozitif ytklu, negatif
yukli ya da nétr halde bulunabilirler. Bu eslesmemis elektron serbest radikallere biiyiik
bir reaktiflik kazandsrarak protein, lipid, DNA ve nikleotid koenzimler gibi birgok
biyolojik materyale zarar vermelerine neden olmaktadir. Bu zararin yaglanmay1 tesvik
ettigi ve ayrica kalp-damar hastaliklari, c¢esitli kanser tiirleri, katarakt, bagisiklik
sisteminde zaysflama, sinir sistemi dejeneretif hasatliklar1 gibi pek¢ok hastaliga neden

olduguna dair bilgiler bulunmaktadir (Koca ve Karadeniz, 2003; Tiimay, 2010).

Biyolojik sistemlerde, serbest radikallerin baslica kaynagi molekiiler oksijen

olup, oldukca dayansks>z ve ayn> zamanda reaktiftir. Bu yilizden serbest radikal
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denilince serbest oksijen radikalleri, daha genel bir tabirle reaktif oksijen turleri (ROT)
akla gelmektedir. Elektron transferi, enerji Gretimi, bagisiklikla ilgili notrofil, makrofaj
gibi hicrelerin savunma mekanizmalar>n>n devam> icin gerekli olsa da, serbest

radikallerin fazla tretimi doku hasar> ve hiicre 6limu ile sonug¢lanmaktad>r.

2.3.1.2. Serbest radikal olusturan bashca mekanizmalar

Serbest Radikallerin fizyolojik kosullar altinda olusturuldugu pek ¢ok

mekanizma ve metabolik yol vard>r. Bunlar:

1. Mitokondriyal elektron transport zinciri (ETZ): Normal elektron akis1
esnasinda en son olusan iiriin su (H20) dur. Halbuki elektronlar>n elektron transport
zincirinden (ETZ) kagyp molekiler oksijenle direkt olarak reaksiyona girmesi

durumunda superoksit radikalini (O, ") olusturur.
O, +e -0,

ETZ tarabndan elektronlarn %98’inden daha fazlas>mn transferi ATP’nin
uretimi ile ilgilidir. Sadece %1-2’si O, olusturmak i¢in digar1 sizar. Siiperoksit
radikallerinin Uretimi ve salmimi i¢ mitokondri membranindan sitozolik tarafa dogru
olur ve bu manganez SOD (MnSOD/SOD:.) taraf>ndan temizlenir. Ancak, patofizyolojik
durumlarda mitokondrial oksidatif fosforilasyon esnasinda, artmig O," Uretimine yol
acan eslesmemis ETZ olabilir (Madamanchi ve ark., 2004). Mitokondrial DNA birkag
faktorden dolay> oksidatif hasara yatksnd>r. Bunlar mitokondrial i¢ membranda ROT
tretim  kaynaklar1 ile MtDNA’nin  yakiligi, histon-benzeri  proteinlerin
koruyuculugunun eksikligi ve zayif DNA hasar-tamir aktivitesini igerir (Clayton, 1984).
MtDNA hasari, sonug olarak azalmig MtDNA transkripsiyonuna neden olur ve sonucta

fonksiyon kayb1 olusur (Wallace, 1999).

2. Mikrozomal ETZ: Endoplazmik retikulumda 6zellikle ksenobiyotiklerin ve
diger endojen maddelerin metabolizmas> esnas>nda yan uriin olarak serbest radikaller
iretilir. Burada elektronlarin kagak yaptigi en 6nemli yapt NADPH sitokrom-Pasg

rediktaz enzimidir.
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3. Karma fonksiyonlu oksidazlar; amino asit oksidaz, sitokrom oksidaz,
monoamin oksidazlar, ksantin oksidaz en 6nemlileridir. Bunlardan 0Ozellikle ksantin

oksidaz baz> 6zel durumlarda fazla miktarda O, Uretir.

Ksantin oksidaz (XOD): Canli sistemde ROT olusturan baslica enzimatik
kaynaklardan birisidir. XOD, purin metabolizmas>nda bir ara bilesik olan hipoksantini
once ksantine daha sonra da rik aside okside ederken NAD™ ye elektron transferini
gerceklestiren bir dehidrogenaz enzimi olmasima karsin, dokuda belli stres kosullari
altinda (hipoksik sartlarda) tiyol gruplarini okside eden ve proteolizise neden olan bir
oksidaz enzimine doniisiir. XOD’in faaliyeti sonucunda siiperoksit anyonu ve hidrojen

peroksit radikalleri olusmaktadir (Madamanchi ve ark., 2005).

4. Solunum patlamas>» Notrofiller fagositoz esnas>nda, membran ve
sitoplazmalar>nda bulundurduklar> NADPH oksidaz ve myeloperoksidaz enzimleri ile
hem serbest oksijen radikalleri hem de asir1 okside edici ajanlari iireterek karsilastiklari
virus, bakteri, mantar gibi ajan patojenleri yok ederler. Bu islemler esnasinda hem ana
hem de ara Uriin olarak bol miktarda ROT olusur. Damar yataginda ROT’larin temel
biyokimyasal kaynagi o6zellikle de siiperoksitlerin, memban iligkili nikotin amid di
niikleotid (fosfat) (NADH/NADPH) oksidaz enzim kompleksi oldugu goriilir. Bu
sistem bir elektron donorii olarak NADPH’> kullanarak, molekuler oksijenin superoksidi

uretmek igin indirgenmesini katalizler.
NAD(P)H + 20,~> NAD(P) + H*+ 20,

Canlb sistemde gucli oksidan kaynaklardan birisi de, hidrojen peroksit taraf>sndan
klorid iyonlar>n>n oksidasyonu yoluyla hipoklorik asit Gretimini katalizleyen **nétrofilik
myeloperoksidaz’> enzimidir. Bu reaksiyonun toksisitesi savunma sisteminde

bakterilerin 6ldirilmesine katk>da bulunur (Koca ve Karadeniz, 2003).

5. Prostaglandinlerin sentezi: Prostaglandinlerin sentez edildigi lipooksijenaz ve
siklooksijenaz ana metabolik yollarsnda farkl> basamaklarda ROT fdretilir. Bunlarsn
diginda ayrica bazi kiigik molekiillerin oto-oksitasyonu (tiyoller, katekolaminler,
hidrokinonlar, flavinler, antibiyotikler gibi ) ROT olusumuna katk>da bulunmaktad>r.
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6. Son olarak bireylerin maruz kaldigi bazi eksojen ajanlar da vucutta ROT
olusumuna sebep olmaktadir. Bunlar (stres, radyasyon, antineoplastik ajanlar,
ksenobiyotikler, bagisiklik yapan bazi maddeler, hiperoksi, pestisitler, aromatik
hidrokarbonlar, anastezik maddeler, sigara duman> vb.) serbest radikallerin eksojen
kaynaklar> olarak adland>r>lmaktads>r (Ames ve ark., 1993).

Hiicrede serbest radikallerin olusum yerleri: Serbest radikaller viicut disindan
gelebilecegi gibi, insan metabolizmasmin dogal bir sonucu olarak da olugabilmektedir.
Serbest radikal Gretme alan> sitozol icindeki alanlar kadar mitokondri, lizozomlar,
peroksizomlar ve niklear, endoplazmik retikllar ve plazma membranlar> dahil tim
selliiler bilegenleri de kapsar (Machl>n ve Bendich, 1987).

2.3.1.3. Biyolojik sistemlerde olusan serbest radikaller ve reaktif oksijen

tarleri

Organizmada O;" ve HO  gibi oksijen serbest radikallerinin disinda H,O, ve
HOCL gibi radikal olmayan, bununla birlikte serbest radikal yapabilme potansiyeline
sahip zararl oksijen tiirleri de olugmaktadir. Bu nedenle, bu molekiileri de icine alan

ROT ifadesini kullanmak daha cazip olabilir.

Superoksit Radikali (0;7): Superoksit radikali hemen hemen tum aerobik

hicrelerde, molekiler oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu olusur:
O,+e — 0

Endojen oksijen radikallerinin en biiylik kaynagi olan siiperoksit radikali hem
oksitleyici, hem de rediikleyici 6zellige sahiptir. Siiperoksit radikali, hidrojen peroksit
kaynagi olmasi ve gecis metalleri iyonlarn> indirgemesi nedeniyle cok onemlidir
(Bilge, 2010). Superoksit radikali mitokondriyal ETZ’de rediikte NADH’>n okside
NAD"’ye okside olmas> ile Uretilir. Ayr>ca pek gok oksidaz tarafsndan da Gretilir. Yine
notrofil ve makrofaj gibi fagositik hicreler tarafndan 0Ozellikle bakteriyal
enfeksiyonlarda  bakterinin  Oldiiriilmesi i¢in  oksijen bagimli mekanizmalar
myeloperoksidaz (MPO) sistemini ve oksijen tirevi serbest radikallerin Gretimini
saglarlar (Champe ve ark., 2007). indirgenmis flavinler (6r. Ksantin oksidazda bulunan)
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molekiiler oksijen tarafindan tek degerli olarak yeniden okside edildiginde O," olusur

(Murray ve ark., 2004).
Enz-Flavin-H,+ O, > Enz-flavin-H + O,” + H”

Kendisi bir serbest radikal olmakla birlikte, direk olarak fazla zarar veremez. Bu
radikal anyonunun asil 6dnemi, hidrojen peroksit kaynagi olmasi ve gecis metalleri
iyonlarsn>n indirgeyicisi olmas>dxr. Sliperoksit genel olarak anyon seklinde tanimlandigi
halde, ortamm pH’sma bagh olarak protonlanarak katyon haline doniisebilir. Bu
durumda perhidroksi radikali (HO;") ismini abr. Superoksit radikali ile perhidroksi
radikali birbirleriyle reaksiyona girince biri okside olur digeri indirgenir. Bu
dismutasyon reaksiyonunda molekuler oksijen ve hidrojen peroksit meydana gelir
(Irmak, 2008).

Oz + H'< HO,+ (perhidroksi)
HO,» + Oy +H" —H,0,+ Oy

Yada

Superoksit radikalinin iiretimi ile ayn1 zamanda diger daha reaktif ara maddeler
O,’nin spontan veya enzimatik olarak katalizlenmis dismutasyonu ile (Lum ve
Roebuck, 2001) cevresindeki molekiillerden iki elektron alarak olusan peroksitin, iki

proton ile (H") birlesmesi sonucu hidrojen peroksit (H,0>)’i meydana getirebilir.

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

Bu enzim (SOD; siiperoksit dismutaz) sliperoksit anyonunun (O.¢ ), hidrojen
perokside (H20,) ve oksijen doniisiimiinii katalize ederek bu radikallerin etkisini
azaltmaktadir. Bu olayda SOD enziminin aktif bolgesini olusturan Zn o6nemli bir
mineraldir (Koca ve Karadeniz, 2003). Goriildiigii kadariyla, siiperoksid dismutazin
islevi, aerobik organizmalari sliperoksidin potansiyel zararl etkilerine kars1 korumaktir.
Enzim hicrenin pek ¢ok farkl> bdlmelerinde bulunur. Sitozolik enzim, birbirine benzer
iki alt birimden kurulu olup bunlarn her biri, bir ekivalan Cu** ve Zn*? igerirken
mitokondriyal enzim, bakterilerde bulunan enzime benzer sekilde Mn*? igerir. Dismutaz

buttin temel aerobik dokularda bulunur (Kumar ve ark., 2004).
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Ya da

Hidrojen peroksit ile reaksiyona girerek, en reaktif ve zarar verici serbest oksijen
radikali olan hidroksil radikali (HOs) ve yamnda singlet oksijeni (O2')’i meydana
getirebilir (Irmak, 2008).

O, + H,0, — O, +HOs+ OH

Superoksit okside olmus sitokrom c’yi indirgeyebilir:
O, + Cytc (Fe'®) > O,+ Cyt ¢ (Fe*?)

Ayrca transisyon metallerinin varhginda (6r: Fe*™®), demir katalizleyen Haber-
Weis reaksiyonu tarabndan Fe**, Fe **’ye indirgenir (2), indirgenmis ferri demir H,O,
ile reaksiyonu vasstassyla yiiksek derecede reaktif hidroksil radikali (¢*OH) tretmek icin

reaksiyona girer (3).

0, +Fe* > 0,+ Fe* (2)

H, O, + Fe*" > Fe*'+-OH + OH " (3)

Hidrojen peroksit (H,02): Dogal oksijen molekiilii bagka bir molekiilden iki
elektron almigsa peroksit, peroksit molekiilii iki H molekiilii ile birlesirse H2O,

meydana gelir.
O,+2e +2H'> H,0,

H,0,, superoksitin  SOD ile dismutasyonu sonucu veya dogal olarak
uretilebilmektedir. H;O, aslinda radikal degildir. Fakat iretildigi bolgede kalan
superoksitin aksine membranlar> gecen, sitozole difiize olan ve uzun émurli bir oksidan
olarak bilinir. Bu nedenle superoksitin ulasamadigi membranla korunan bdlgelere
kolaylikla ulasabilir ve burada superoksitle kolaylikla reaksiyona girerek en reaktif ve

zararl> radikal olan *OH’1 olusturmak i¢in kolaylikla yikilabilir.

Glukoz oksidaz ve D-aminoasit oksidaz iceren enzimler de hidrojen peroksit
uretimine sebep olabilir. HO, mitokondriyal membranlar, peroksizomal membranlar ve

plazma membranindan difiizyon ile kolayca gecip birgok bilesigi yavas yavas okside
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edebilir. Uzun 6mirli bir oksidan olarak mutajen ve karsinojen etki gosterir. H,O,

serbest radikallerin neden oldugu hiicresel degisiklerde kritik bir 6neme sahiptir.

Hidroksil radikali ('OH): Gegis metallerinin varliginda H,O;’nin
indirgenmesiyle meydana gelen cok reaktif bir radikaldir. Bu reaksiyon ilk kez Fenton
tarafindan tamimlandig1 i¢in Fenton reaksiyonu olarak isimlendirilmektedir. ‘OH
radikali, H,O; ‘nin siiperoksit radikali ile reaksiyona girmesi sonucunda da agiga ¢ikar.

Bu reaksiyona ise Haber-Weiss Reaksiyonu ad> verilmektedir.
H,0; + O*” > "'OH + OH "+ O, (Haber-Weiss reakiyonu)

Tek atom halinde ve bir elektronu eksik olan oksijen ile H" nin birlesmesinden
olusur. Gama radyasyonuna maruz kalan dokularda hidroksil radikali olusabilir. Alinan
enerji hicre suyu tarafndan absorbe edilir ve sudaki oksijen-hidrojen kovalent bagmin
parcalanmasina sebep olur. Boylelikle hidrojen ve oksijen lizerinde dis orbitalde tek

elektron kalir ve iki radikal olusur (Cherubini, 2005).
H,O > H' +'OH

Singlet Oksijen (*O,): Enerji absorbsiyonu ile oksijenin paylagilmamis dis
elektronlar> spinlerini degistirebilirler. Oksijenin bu sekilde uyarilmis durumunda dis iki
elektron ayr1 ayr1 veya ayni orbitali isgal edebilirler. Oksijenin uyarilmis bu iki formuna

singlet oksijen (*O,) denir.

Invivo da singlet oksijen iiretimine neden olan baslica dnemli tepkimeler

sunlardir:

1) Siiperoksit radikali tiretilen ortamda kendiliginden dismutasyon ile
HO, + O, + H* > '0,+ H,0;
2) O7" ile OH’ nin etkilesmesi ile
OH + 0, >'0, + OH’
2) Haber-Weiss tepkimesi ile
Metal
07" + H,0, > '0;+ OH + OH’

3) Superoksit radikallerinin diagilperoksitlerle tepkimesinde
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(O0)

20," + R-C-0-0-C-R > 2'0, + 2R-COO’
4) Fagositoz yapan hiicrelerde fagositoz s>ras>nda H,O- ve halojen bag>ml>
miyeloperoksidaz enzimi ile

Miyeloperoksidaz
OCI + H,0y ------- >10, + CI'+ H,0

Yukar-daki tepkimelerde goruldugt gibi singlet oksijen ve hidroksil
radikallerinin Gretimi timuyle ortamda O, ve H,O;’in birikmesine baghdir. Bu iki
bilesigin aminda uzaklastirilamadig1 durumlarda, iki molekiiliin birbirine rastlamasi ‘O,

ve OH’ Gretimi icin kafidir (Y>Imaz, 2006).

Nitrik oksit (NO"): Dis yoriingesinde tek elektron igeren, {stiin kimyasal
aktiviteye sahip, renksiz, suda ¢Ozilebilen lipofilik bir gazdsr. Serbest radikal olan
NO’in yarilanma 6mrii kisadir ve hizla nitrit ve nitrata doniisiir. Bu yiizden serumda
nitrit ve nitrat dizeyleri NO olusumunun indeksleri olarak in vitro ve in vivo
kullan>labilir (Nathan ve Xie, 1994). Nitrik oksit sentaz (NOSs) ve endotelyal nitrik
oksit sentaz (eNOS) belli patolojik durumlarda O;" nin potansiyel kaynag1 olabilir. Eger
kofaktor olarak kullanslan BH4 ya da L-arjinin azalir ise, eNOS eslesmis bir durumdan
(ki 0 NO Uuretir) eslesmemis bir duruma (ki o O{Uretir) doner. Clnku elektronlar 0,
olusturmak i¢in hemden oksijene gelip onu indirgerler. Artmis vaskiiler O, Uretiminin
NO ile etkilesimi sonucu ortaya ¢ikan peroksinitrit endotelyum-bagimli vaskiiler
relaksasyonu degistirmekle kalmaz, ayn1 zamanda BH4’U okside edebilir. Bu da BH,’(in
bir eksikligine neden olur (Madamanchi ve ark., 2004). Peroksinitrit, BH, oksidasyonu
vasstasryla veya direk olarak enzime saldsrarak ayrsk eNOS’a yol agabilir (Sydow ve
Miinzel, 2003). Peroksinitrit bircok biyolojik materyali direkt olarak etkilemesinin yan»>
sira proteinlerdeki tirozini nitratlastirarak bazi hastaliklarin patogenezinde 6nemli rol

oynamaktad>r (Bilge, 2010).

NO’in fizyolojik sartlarda siiperoksit radikaliyle birlesmesi oldukga s>n>rixdor.
Cilinkii olusan stliperoksit radikali, hiicrede yiiksek konsantrasyonda bulunan SOD
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tarafindan rahatlikla ortadan kaldirilabilmektedir. Patolojik sartlarda (oksidatif stres
gibi) ise hem NO hem de siiperoksit sentezi artmakta, olusan siiperoksit, SOD enzimi
tarafindan yeterli olarak yok edilemedigi ig¢in peroksinitrit radikali olugmaktadir.
Ayrxca, NO siperoksit radikalinin vaskuler tretimini azaltarak LDL oksidasyonunun bir
inhibitorii gibi davranir. Arjinin ve ADMA NOS’in hiicreye giris yolunu etkileyerek
NO iiretim hizinda dolayl1 yoldan etki olusturur (Erdem ve Unlii, 2009).

Hipokloroz Asit (HOCI): HOCI radikal olmadigi halde ROT’lar arasinda yer
almaktad>r. HOCI fagositik htcelerin bakterileri 6ldirmesinde 6nemli rol oynar. Aktive
edilen monositler, nétrofiller, eozinofiller ve tim makrofajlar O,™ Uretirler. Radikal
tretimi fagositik hticrelerin bakterileri 6ldiirmesinde cok 6nemlidir. Ozellikle nétrofiller
igerdikleri miyeloperoksidaz enzimi araciligiyla O, ’nin dismutasyonuyla olusan H,0,
molekilinii kloriir iyonuyla birlestirerek giiglii bir antibakterial ajan olan HOCl’e
doniistiirtir (Y1lmaz, 2006)

H202+ CI'-> HOCI + OH"

2.3.1.4. Reaktif oksijen turlerinin organizmada meydana getirdigi hasarlar

Reaktif serbest radikaller, lipitler, proteinler, niikleik asitler ve karbohidratlar
gibi hucresel bilesenlere zarar verirler. Serbest radikaller ¢ok kssa dmarlu olduklar> igin
oksidatif hasar serbest radikal ara basamaklar> igeren zincir reaksiyonlar> taraf>ndan
gerceklesir. Diizgiin ¢alisan bir metabolizmada mitokondriyal sitokrom sistemi,
sitozoldaki organelleri oksidanlar>n zararl> etkilerinden korur. Bu sistemin yetersiz
kaldig1 durumlarda dogal enzimler devreye girer. Enzimlerce etkisiz hale getirilemeyen
oksidanlar ilk olarak hucre membranndaki lipidleri  etkileyerek  “lipid
peroksidasyonu”nu baglatir. Serbest oksijen radikallerinin tahripkar etkilerinden en fazla
etkilenen hucre elemenlar> membran lipidleridir. Serbest oksijen radikallerinin lipid
peroksidasyonuna sebep olarak sitotoksik etki gosterdigi diistiniilmektedir (Gokpsnar ve
ark, 2006).

Serbest radikallerin  membran lipidleri  Gzerine etkileri  (lipid
peroksidasyonu): Lipid peroksidasyonu, serbest radikaller tarafindan baslatilan ve
membran yapisindaki ¢oklu doymamis yag asitlerinin (PUFA) oksidasyonuna neden

olan, membran lipid yapisii degistirerek hiicre yap1 ve fonksiyonlarmin bozulmasina
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yol acan kimyasal bir olayd> (Cheeseman, 1993). Serbest radikal aracilikli yag asidi
oksidasyonunun 6nemi olduk¢a dikkat ¢ekmistir. Aktif oksijen tiirlerinin tretimi lipid
peroksidasyonuna yol acabilir ve hiicre molekl ve yapslarsn>n ciddi hasarsna katslan reaktif
triinlerin olusumuna yol agabilir (Sekeroglu ve ark., 2000). Tim biyolojik zarlar,
poliansatiire yag asitleri ile amfipatik lipidler ve zar proteinlerinin birlesmesinden
olusur. Lipid peroksidasyonu, PUFA’nin radikaller ile oksidasyonu sonucu baglayan ve
otokatalitik zincir reaksiyonlar1 seklinde uzayan, lipid peroksitlerinin aldehit tiirevleri,
hidrokarbon radikalleri ve ugucu bazi iriinlere ¢evrilmesi seklinde sonlanan siregtir
(Tekkes, 2006). Poliansatiire yag asitlerinin peroksidasyonu, ozellikle Czo4 Ve Cos,
serbest radikal ara maddeleriyle asir1 lokal savunma mekanizmalarinin iiretildigi, hiicre

hasarmnin ¢ogu tiplerinin bir 6zelligidir (Slater, 1984).

Peroksidasyon zincirinin baglangici, herhangi bir radikalin (daha ¢ok OH’)
membrandaki ¢oklu doymamis yag asitlerinin -CH, — grubundan bir H atomunu
koparmassyla ortaya ¢kar (L"). H atomu tek elektron i¢erdiginden, geriye karbon
iizerinde paylagilmamis bir elektron —CH- kalir. Yag asidinde, ¢ift baga komsu olan
karbon atomunda C-H bagi zayiflar, bu durumda H’nin kopmasi kolaylasir. Bundan
dolay1, membran lipidlerinin, doymamis yag asidi yan zincirleri peroksidasyona daha
hassastir. Metil gruplarinda bir yag molekiiliinii ayrilmasi ile yag asidi yan zincirleri,
karbon merkezli bir radikale doniisiir. Olusan karbon merkezli radikal, molekiiler
diizenlemeye ugrayarak konjuge dien olusur. Bu molekiil oksijenle birleserek peroksil
radikalini olusturur. Peroksil radikali de ortamdaki baska yag asidinden hidrojen

atomunu ayirir, bdylece zincirleme reaksiyon baslar (Slater, 1984).

Lipid peroksidasyonunun zincirleme reaksiyonunu 3 asamada gosterirsek;
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1. Baslangig: Fe”’+LOOH —  Fe’+LO’+OH
LO+LH - LOH+L’

2. ilerleme: L+0, -3 LOO’
3. Sonlanma: LOO+LH — LOOH+ L’
LOOH — LO', LOO’, Aldehitler

Lipid peroksidasyonu sonucu olusan lipid hidroperoksitlerinin yikimi, gecis

metalleri iyon katalizini gerektirir (Akkus, 1995; Saribal, 2006).

Bu otokatalitik reaksiyonlar sonucunda aldehid, etan ve pentan gibi drlnler
olusur. Aldehidler bilinen en toksik iiriinlerdir. Ug¢ veya daha fazla ¢ift bag ihtiva eden
yag asitlerinin peroksidasyonunda tiyobarbutdrik asitle 6lgulebilen malondialdehit
(MDA) meydana gelir. MDA lipid peroksidasyonunun son uruntddr ve doku, kan ve
vicut swlarnda  Olgulerek  lipid  peroksidasyonunun  bir  gostergesi  olarak
kullanilmaktadir. Insanlarda birgok hastaligin etyopatogenezinde serbest oksijen
radikallerinin sebep oldugu lipid peroksidasyonuna bagli olarak organ ve dokularda
aciga ¢ikan hiicre membrani hasar1 su¢lanmaktadir (Glines, 2007; Akkus, 1995). MDA,
hicre iginde proteinlerin amino gruplarna, fosfolipidlere veya nukleik asitlere
baglanarak etkisini gosterir. Molekiil membran komponentlerine capraz baglanarak
onlarin polimerizasyonuna da neden olur. Membran deformasyon yetenegi, iyon
transportu, enzim aktivasyonu, hicre yizeyi agregasyonu gibi intrensek membran
ozelliklerini de degistirir. MDA kolayca niikleusa diffuze oldugundan, DNA’daki
nitrojen baglar1 ile reaksiyona girer. Bu nedenle mutajenik, genotoksik ve
karsinojeniktir (Slater, 1984). MDA ozellikle karaciger hiicrelerinde, DNA ve
proteinlere capraz baglanarak blylk hasar vermektedir. Fakat lipid peroksidasyonunun
sebep oldugu asil Onemli patolojik problemler, yikim iriinlerinin DNA’ya

baglanmasiyla meydana gelmektedir.

Serbest radikallerin proteinler Uzerine etkileri: Serbest radikallere karsi
proteinler, lipidlere gore daha az hassastx ve zarar verici etkisi daha az h>zla ilerler.
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Proteinlerin  serbest radikal harabiyetinden etkilenme dereceleri amino asit
kompozisyonlarina baglidir. OH’ aminoasit modifikasyonlarindan sorumlu baglica
radikaldir ve doymamis bag ve siilfir ihtiva eden molekiillerin serbest radikallerle
reaktivitesi yiiksek oldugundan triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin, metionin, sistein
gibi amino grup asitlere sahip proteinler serbest radikallerden kolaylkla etkilenirler.
Proteinler oksidanlara maruz kaldiklarinda bircok kovalent degisiklige ugrar. Protein
oksidasyonunda ana mekanizma polipeptid omurgasindaki ¢esitli amino grup asitlerin
a-karbon atomlar>ndan hidroksil radikalinin etkisiyle hidrojen atomunun ¢>karslmas>
sonucunda basladigi saptanmistir (Schuessler ve Schilling, 1984). Sitoplazma ve
membran proteinleri de okside olduklarinda, capraz baglanarak dimerlesir ve daha
biiyiik agregatlara doniisirler. OH ve Oy~ radikalleri, oksihemoglobinin
methemoglobine doniismesine sebep olurlar. Proteinlerdeki in vivo oksidatif hasar,
trasport proteinleri, enzimleri, reseptor fonksiyonunu ve belki de immin sistemi
etkileyebilir. Protein oksidasyonu, protein fonksiyon bozuklugu ve hastaliklar
arasindaki iligkiler biiyiik 6l¢iide agikliga kavusmamistir. Bununla birlikte enzimlerin ve
yapssal proteinlerin oksidatif modifikasyonlarsn>n hastalklarsn etyolojisinde énemli rol

oynayabilecegi kesinlik kazanmistir (Cakatay ve Kayali, 2004).

Serbest radikallerin DNA Uzerine etkileri: Oksidatif stres sonucunda DNA
zincirinde capraz baglanma meydana gelir ve bunun sonucunda da genetik bilginin
transkripsiyonu degisir. Yiksek konsantrasyonlardaki oksijen serbest radikalleri DNA
zincirinin korlmassna neden olurlar. DNA oksidasyonu mutasyona ve kanserojenik
etkiye neden olur (Wei ve Frenkel, 1991).

Serbest radikallerin karbonhidratlar Gzerine etkileri: Serbest radikallerin
karbonhidratlar zerine de 6nemli etkileri vard>r. Monosakkaritlerin otooksidasyonu
sonucu hidrojen peroksit, peroksitler ve okzaloaldehitler olusur. Okzaloaldehitler DNA,
RNA ve proteinlere baglanabilme ve aralarinda ¢apraz baglar olusturma 6zelliklerinden
dolay1 antimitotik etki gosterirler. Glikoz, mannoz ve deoksi sekerlerin fizyolojik
sartlarda otooksidasyona ugrayarak siiperoksit ve hidrojen peroksit olusturdugu

saptanmistir (Winrow ve ark., 1993).
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2.3.2. Antioksidan savunma sistemleri

Cesitli kaynaklardan gelen serbest radikallere maruz kalma, organizmalarin bir
dizi savunma mekanizmalarmin gelismesine yol agmustir. Serbest radikallerin neden
oldugu oksidatif strese karsi savunma mekanizmalari: Onleyici mekanizmalar, tamir
mekanizmalar, fiziksel mekanizmalar ve antioksidan savunmalard> (Valko ve ark.,
2007). Antioksidan savunma sistemleri’ veya k>saca ‘antioksidanlar’ olarak bilinen;
serbest radikalleri notralize eden, serbest radikal hasarlar>n> onarmaya yard>mc> olan ve
viicudun onlardan etkilenmesini minimize eden veya kendini yenilemesini saglayan
maddelerin bir sinifidir. Antioksidanlar, endojen kaynakli (dogal) ve eksojen kaynakli
olmak iizere baslica iki ana gruba ayrilabildigi gibi serbest radikalin meydana geligini
onleyenler ve mevcut olanlar1 etkisiz hale getirenler seklinde de ikiye ayrilabilirler.
Ayrica enzim olanlar ve olmayanlar seklinde de siniflandirilabilirler. Hiicrelerin hem

s>v> hem membran ksssmlarsnda bulunabilirler.
1) Endojen (Dogal) antioksidanlar:

a)Enzimler: Slperoksit dismutaz, Katalaz, Glutatyon peroksidaz, Glutatyon-S-

transferaz, mitokondrial sitokrom oksidaz sistemi,
b)Enzim olmayanlar:-Lipid fazda bulunanlar; B-karoten, E vitamini (a-tokoferol)

-Ssv>  fazda  bulunanlar  (hucre  sitozolinde veya kan
plazmas>nda bulunanlar) askorbik asit, sistein, albumin, bilurubin, hemoglobin,

glutatyon, melatonin, v.s.

2) Eksojen antioksidanlar: Ksantin oksidaz inhibitorleri  (allopirinol,
oksipurinol), NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokal anestezikler, Ca kanal

blokerleri, nonsteroid antiinflamatuar ilaglar) (Isnas, 2010).

2.3.2.1. Enzimatik antioksidan savunma sistemleri

Superoksit dismutaz (SOD) (EC.1.15.11): 1969 y»>I>nda McCord ve Fridovich
tarafindan kesfedilen bu metaloenzim, oksijeni metabolize eden tiim hiicrelerde bulunur

ve superoksidin hidrojen perokside dismutasyonunu katalize eder.
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2H" + 0,"+ 0" —> H,0,+ O,

Bu reaksiyon, superoksit anyonunun pH 11 ve alt>nda oldukga stabil olmas>na
ragmen, enzim katalizi olmasa bile normal fizyolojik pH degerlerinde oldukg¢a hizli
yurimektedir (Koca ve Karadeniz, 2003). SOD enziminin hepsi metalloprotein
yap>s>nda olan 4 izoenzimi bulunmaktadsr. Intraseliiler izomerlerinden sitozolik SOD
bakir ve ¢inkoya bagl iken (CuZn-SOD), mitokondriyal SOD manganeze baglidir (Mn-
SOD). Genel olarak hicrede sitozolik SOD daha goktur ve ¢zellikle hemoglobinin
otooksidasyonundan olusan siiperoksiti temizledigi igin eritrositlerin en 6nemli
antioksidan>d>r (Ceballas-Picot ve ark., 1992).

Mitokondrideki solunum zincirinin oksijen radikallerinin en biiylik kaynagi
oldugu hatirlanirsa Mn-SOD’nin 6nemli bir antioksidan oldugu goriilir. Mn-SOD
timor nekrozis faktoril ve interlokin-1 tarafsndan uyarsimaktadsr. SOD enziminin az bir

k>sm> da sinoviyal s»v> ve plazma gibi ekstraseltler s>vslarda bulunur.

Bu enzimin fizyolojik fonksiyonu; oksijeni metabolize eden hiicreleri stiperoksit
serbest radikalinin lipid peroksidasyonu gibi zararli etkilerine karsi korumaktir. SOD
aktivitesi, yuksek oksijen kullanan dokularda fazlad>r ve doku pO, artis1 ile artar.
Normal metabolizma esnas>nda, htcreler tarafndan yiiksek oranda stperoksit Gretimi
olmasina ragmen, bu enzim sayesinde intraselliiler siiperoksit diizeyleri diisiik tutulur.
Enzimin ekstraselliiler aktivitesi ¢ok diisiiktiir. Reaktif oksijen tiirlerine karst
antioksidan savunma enzimatik bir yol olusturmustur. Yiiksek siliperoksit liretimine
adaptasyonu gosteren SOD artig1 ile GSH-Px aras>ndaki dengesizlik, hiicrelerdeki
oksidatif stresi isaret eder. Bir baska ifadeyle SOD/GSH-Px oranndaki yikselme
oksidatif hasar1 ve patolojik olaylar1 baslatabilir (Gaeta, 2002).

Glutatyon peroksidaz enzimi (EC 1.11.1.9): GSH-Px enzimi ilk kez 1957
y>bnda Mills tarafindan sigir eritrositlerinden izole edilmistir. Glutatyon peroksidaz

(GSH-Px), hidrojen peroksit ve hidroperoksitlerin indirgenmesinde hayati 6nem tagir.

GSH-Px
H,0, + 2GSH — GSSG + 2H,0
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GSH-Px
ROOH + 2GSH — GSSG + ROH +H,0

Okside glutatyon (GSSG), NADPH bagimli glutatyon rediiktaz enzimi ile
tekrardan redikte glutatyona (GSH) indirgenir (Halliwell, 2002).

glutatyon reduktaz
GSSG + NADPH + H* — NADP" + 2GSH

Hucrelerdeki glutatyon redoks donglsunin, anahtar enzimi glutatyon
peroksidaz, substrat1 ise glutatyondur. GSSG/GSH orani1 oksidatif stresin bir baska
gostergesi olarak kabul edilmektedir. Ornegin eritrositlerdeki bu oran 1/500 seviyesinde
tutulur. Bu dengenin bozulmas> oksidatif strese yol acarak eritrosit hasar>na sebep
olabilir. Ayrca GSH-PxX’in selenyum ve E vitamini arasinda kuvvetli bir bag vardir.
Oksijen varliginda, doymamis yag asitlerinin ¢ift baglarmi kiran zincirleme reaksiyonlar
olusur. Bu reaksiyonlar, olusmus kimyasal radikaller ortadan kalk>ncaya kadar srer.
Ozellikle GSH-Px enziminin kofakt6rii olan selenyum, bu radikallerin ortadan
kaldirilmasinda 6nemlidir. Bu yiizden E vitamini ve selenyum eksikligi durumunda,

enzimin aktivitesinde azalma meydana gelir.

Katalaz (EC 1.11.1.6.): Yap>s>nda 4 tane hem grubu bulunan bir hemoprotein
olan katalaz, hidrojen peroksiti suya ve oksijene pargalar. Daha ¢ok hiicrenin
peroksizom ve mitokondrisinde ve daha az olarak da stoplazma ve endoplazmik
retikulumda bulunur (Taysi ve ark., 2002).

Katalaz
H,0, — 2H,0 + O;

Katalaz>n indirgeyici aktivitesi hidrojen peroksit, metil, etil hidroperoksitleri gibi
kiiciik molekiillere karsidir. Biiylik molekiillii lipid peroksitlerine ise etki etmez (Akkus
ve ark., 1995).

Glutatyon-S-transferaz (E.C.2.5.1.18): Iki protein alt biriminden meydana
gelen  bir enzim ailesidir.  Organizmaya giren  yabanc>  maddelerin
biyotransformasyonunda miihim rol oynamaktadir. Basta arasidonik asit ve linoleat

hidroperoksitleri olmak Utzere lipid peroksitlerine (ROOH) karst GST’ler Se-bagimsiz
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glutatyon peroksidaz aktivitesi gostererek bir antioksidan etkinlik olustururlar (Young

ve Woodside, 2001).

2.3.2.2. Enzimatik olmayan antioksidanlar

C Vitamini: Kimyasal yap> bak>m>ndan monosakkaritlere benzeyen alt>
karbonlu C vitamini, enediol yapisinda lakton sekilinde bir asiddir. Hidroksilasyon
tepkimeleri i¢in gerekli bir koenzim olan C vitamini portakal, limon, domates, yesil
sebzeler ve patetesde bol miktarda bulunur. Normal metabolizma s>ras>nda ve giines
15181, ozon, sigara dumani ve diger cevresel kirlilikler ile olusan ve lipid membranlara,
proteinlere, hiicresel DNA molekdllerine zarar verebilen reaktif oksijen metobolitlerinin
etkilerine kars1 C vitamini koruyucu gorev yapmaktadir. Bir¢cok hidroksilasyon olay>nda
indirgeyici ajan olarak gorev yapan C vitamini, kollajen sentezinde lizin ve prolinin
hidroksilasyonu, trozinden epinefrinin sentezinin dopamin-p-hidroksilaz basamaginda,
tirozin y>k>m»>nda p-hidroksi priivat>sn homogentisata oksidasyonunda, safra asidlerinin
sentezindeki 7-a-hidroksilaz baslangic basamagida ve lizinden karnitin sentezinde rol
oynar. Askorbik asit ayn> zamanda gicli bir antioksidand>r. Siperoksit, hidroksil
radikalleri ve singlet oksijen ile kolayca reaksiyona girerek, onlar1 etkisizlestirir
(Cathcart, 1985). Bununla birlikte C vitamini hidrojen peroksit varliginda demir veya
bakor iyonlarsyla birlikte reaksiyona girerek oksidan 0zellik de gosterebilir (Cavdar ve
ark., 1997). LDL’nin oksidatif modifikasyonunu inhibe ettigine inanilir. Ancak, ¢ogu
delil vitamin C ilavesinin bir yararmin varligmi desteklemez (Duvall, 2005). Askorbik
asit indirgen bir ajan olmasinin yani sira E vitaminini rejenere etme Ozelligine de

sahiptir.

E Vitamini (a-tokoferol): Dokularda degisik konsantrasyonlarda bulunur. En
yuksek vitamin E konsantrasyonlar>, mitokondri ve mikrozomlar gibi membrandan
zengin hucre fraksiyonlarsnda bulunur. Myokard membranlar>ndaki miktar> da fazlad>r.
E vitaminine antioksidan 0zellik veren yap>s>nda bulunan fenolik hidroksil grubuna
sahip aromatik halkadir. Hiicre membran fosfolipidlerinde bulunan poliansature yag
asitlerini serbest radikal etkisinden koruyan ilk savunma olusturarak, superoksit
radikalini, hidroksil radikallerini ve lipid peroksitlerini indirger (Yau ve ark., 1994). in

vitro, yiksek dozlarda LDL kolesterolinin oksidatif modifikasyonunu bloke eder, arter
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duvarnda LDL depolanmas»> azalt>r, endotelyuma monosit adezyonunu azaltx ve
platelet aktivasyonunu inhibe eder (Diaz ve ark., 1997). Zincir kor>c> bir antioksidan
olarak bilinir. Clinki fonksiyonlars, lipid peroksi radikallerini (LOO") parcalamak ve

boylece lipid peroksidasyon zincir reaksiyonlar>n> sonland>rmaktr.
LOOe + a-tokoferol-OH - LOOH + a-tokoferol-Oe

Bu oksidasyon driini glukronik asit ile konjugasyona ugrayarak safra ile atilir.

Tokoferolun antioksidan etkisi, yliksek oksijen konsantrasyonlarsnda gecerlidir.

Karotenoidler: A vitamininin metabolik 6n maddesi olan karatenoidler
antioksidan aktivitelerini serbest radikal reaksiyonlarsna kat>larak zararl> hidrojen
peroksitlerin  olusum hizin1  azaltmak suretiyle gosterirler. Onemli  diet
karatinoidlerinden olan B-karoten; sar> ve turuncu sebze ve meyvelerde, likopen;
domateste, lutein; brokoli ve yesil sebzelerde bulunmaktadir (Koca ve Karadeniz,
2003).

Enzimatik olmayan diger antioksidanlar

Glutatyon: Glutatyonun (GSH) hiicre, doku ve organ sistemlerinin
biitiinliigliniin yapisal ve fonksiyonel olarak korunmasinda antioksidan bir molekiil
olarak 6nemi buyudktir. Glutatyon biyolojik olarak yaps>s>nda iki 6nemli yap»y> (tiyol
grubu ve y-glutamin bagi) bulundurur. GSH homeostaz1 hiicresel diizeyde, biyosentez,
oksidasyon, import ve eksport arasindaki dengeyle saglanirken, doku diizeyinde GSH
metabolizmasi ile ile ilgili islemlere ve dokular arasindaki GSH akisina bagli olarak
diizenlenmektedir. Hiicresel glutatyon taginimu, tiyol gruplarini ve a-tokoferol gibi diger
membran bilesiklerini koruyarak hiicre membraninin oksidan hasara kargi korunmasini
saglamakta, bunun yani sira, serbest radikallerle direk reaksiyonu ile Glutatyon
peroksidazlara ve Glutat S-transferazlara substrat olmassyla bir antioksidan olarak
davranmaktadir. Bunun diginda proteinlerdeki —SH gruplar>n> rediikte halde tutar ve bu
gruplar1 oksidasyona karsi muhafaza eder. Bodylece, fonksiyonel proteinlerin ve

enzimlerin inaktivasyonunu engeller (Aksoy, 2002).

Melatonin: Pineal bez tarabndan salgrlanan melatonin  (N-asetil-5-

metoksitriptamin) (Tekcan, 2007), 232 molekiil agirliginda bir hormon olup, endokrin
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sistemin diizenlenmesi, immun fonksiyonun artt>rlmas», diiz kas tonusunun ayarlanmas>
ve gonadal fonksiyonlarin baskilanmasi gibi bir¢ok fizyolojik islevlerde gérev alir. Ayni
zamanda melatoninin giiclii bir antioksidan karakterde oldugu ve dokularda lipid
peroksidasyon sonucu olusan oksidatif hasar1 6nledigi bildirilmistir. Bu hormon hem
yagda hem de suda ¢oziinebilir 6zellige sahiptir ve bu yiizden ¢ekirdek dahil hiicrenin
her organeline rahatlikla ulasabilir. Bu o6zellik, DNA’nin oksidatif hasara karsi
korunmasinda, melatonine bir istlinliik saglamaktadir. Bunun yan> sxa, kan-beyin
bariyerini kolaylikla gecebilen, dolayisiyla beyin dokularinda da antioksidan 6zelligini
gosteren bir hormondur (Kus ve ark., 2007). Karanbkta pineal bezden salg>lanan, uyku,
ureme, sirkadiyen ritim ve immunite gibi pek ¢ok biyolojik fonksiyonun

diizenlenmesinde rol oynayan bir hormondur (Yazici ve Kose, 2007; Esrefoglu, 2009).

2.3.4. Normal endotel yap»s> ve fonksiyonlar»

Endotel eskiden sanildig1 gibi dokularla kan arasinda bulunan pasif bir bariyer
degil, tam aksine sentezledigi ve salgiladigi mediatorlerle vaskiiler homeostaziste rol
oynayan ve viicudun her tarafina yayilmis bir organ niteliginde oldugu bilinmektedir

(Emre ve ark, 2004). Endotelin 6zgiil fonksiyonlar su sekilde siralanabilir:

1. Vazodilatator veya vazokonstriktor mediatorler sabn>m> ile wvaskuler

vazomotor tonus kontrolu,

2. Dolagimdan g¢evredeki dokulara madde gecisini diizenleyen yar1 gegirgen

bariyerin devamliliginin saglanmast
3. Cesitli sitokin ve biiyiime faktorlerinin sentezi ve salinimi
4. Arter duvarsndaki lipoproteinlerin degisimi ve oksidasyonu
5. Lokosit ve trombositlere nontrombojenik yiizey saglanmasi

6. Bazal membran yapisindaki kollojen ve proteokliganlarmin devamliligmin

saglanmast.

Endotelin saglikli insanlarda normal fizyolojinin siirdiiriilmesinde 3 ana iglevi

vardr:
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e Vaskuler vazomotor reguléasyonun devam»
e Lokosit adhezyonunun ve inflamasyonun kontrolu ve denetimi
e Trombozis ve fibrinolizis aras>ndaki dengenin devam> (Y>lmazer, 2004).

Endotel hiicreleri morfolojik yap»lar> ve stratejik anatomik pozisyonlar> dolay»s>
ile vaskiiler diiz kas hiicreleri ile kan dolasiminin komponentleri arasinda (platelet,
monosit, enzimler, hormonlar) selektif “permeable” bir bariyer olusturur (Torun ve
Bayram, 2004). Bariyer olusturmada endotel hiicreleri arasindaki sik1 baglant1 birimleri
ve gerim liflerinin roli oldukga blyuktur. Ayr>ca endotel hiicrelerinin kendileri de
vezikiiler transportu regiile ederek bir bariyer olusturmaktadirlar. Ornegin; iyonlar,
sekerler, kiiciik organik soliitler ve aminoasitlerin segici transport mekanizmalar>
araciligiyla endotel hiicresi tarafindan kontrol edilmesi de bariyer olarak kabul

edilmektedir (Emre, 2004).

Normal sartlar altinda endotel hiicreleri hem kanin pihtilasmasini inhibe ederek
hem de liimende olusan pihtinin ¢dziilmesini (fibrinolizis) olusturararak kan ak>msn>n
strekli olmasint saglar. Ancak damar hasar1 gergeklestiginde proinflamatuar,
prokoagulan ve fibrinolitik mediatorleri eksprese ederek prokoagilan ve protrombotik
etkiler gosterirler (Gurel, 2009).

Ayn> zamanda O6nemli bir anti inflamatuar role de sahip olup damarlarn ic
yiizeyine ve damar digina inflamatuar hiicrelerin adezyonunu ve migrasyonunu
salg>lad>klar> sitokin ve buytume faktorleri ile duzenlerler. Bu hicreler salg>lad>klar>
maddelerle diiz kaslarin tosununu, gociinii ve ¢ogalmasm> uyarsr ve lipoproteinlerin
modifikasyon sonucu proaterojen molekiillere girisine katkida bulunurlar. Ayrica
endotel lokalizasyonu itibari ile sinyal olusumu i¢in 6nemli bir 6zellige sahip olup ¢evre
dokulara ve hiicrelere uyari iletimi de saglar. (Baykal ve ark., 1998). Endotelyum ayn>
zamanda norepinefrin, seratonin, endotelin ve vazopressin gibi humoral, néronal veya
parakrin transmiterlere cevab> ayarlar. Endotelyum ve vaskiler diiz kas uzerinde bu

ajanlar>n her biri i¢in bir reseptor vardsr (Cooke, 2005).

Endotel, vaskiiler tonusun diizenlenmesinde salgiladigi maddelerle 6nemli bir rol
ustlenir. Endotel kaynakli en Onemli vazodilatator madde NO’dir. NO disinda,
prostosiklin (Pl,), endotel kaynakl> hiperpolarize edici faktor (EDHF) ve C-tip
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natriliretik peptid endotelden sabnan vazodilatator maddeler iken, anjiyotensinojen,
vazokontriktor prostoglandinler (PGH,), endotelin-1 ve tromboksan-A; vazokontriktor
maddelerdir (Endemann ve Schiffrin, 2004). NO endotelden surekli salg>lan>r, ancak
shear stres ve baz> maddelerin (asetilkolin, anjiyotensinll, bradikinin, histamin, adenin
niikleotidler, arasidonik asit, serotonin, trombin ve endotelin) endotelyal dokudan NO,
EDHF ve Pl; salgilattig1 gosterilmektedir (Vanhoutte ve ark., 2009). Vaskuler tonusu
diizenleyici diger bir 6nemli etken siiperosid anyonudir. Bu serbest radikallerin kaynagi
endotel olabilecegi gibi zararlanmig veya inflamasyon bolgesine toplanan inflamatuar
hiicrelerde olabilir. Ancak, siiperoksit radikallerinin fazlaliginda NO ile etkilesime girer
ve peroksinitrit olusumuna ve NO konsantrasyonunda azalmaya neden olur. Ayrica
stiperoksid olusumunun artmast PGI, sentezini inhibe eder fakat TxA; sentezini
etkilemez (Ozdogu, 2007).

2.3.5. Endotel disfonksiyonu

Vaskiler endotelyal hicreler yapssal olarak basit fakat fonksiyonel olarak
komplex bir sistem olusturur. Endotel hemostasis, fibrinolizis, inflamasyon, kan basinci,
lipoprotein metabolizmas> ve anjiyogenesis gibi bir dizi sureci dizenler ve bu yolda
vaskdler sistemin hemostazisinde esansiyel bir rol oynar (Bermutez ark., 2008).
Endotelin islevsel ve morfolojik yapisindaki herhangi bir degisiklik normal fizyolojik
stireclerin kayb>na neden olur. Bu durum endotelyal disfonksiyon (ED) olarak
adland>r>br (Endemenn ve Schiffrin, 2004).

ED, yaygon olarak NO biyoaktivitesinin kayb> tarafndan sebep olunan
endotelyum-bagimli  damar relaksasyonunun  bozulmasmni  adlandirmak igin
kullanilmistir (Bermudez ve ark., 2008). Disfoksiyon gelisen endotelin bariyer islevi
bozulur, vazoaktif maddelerin yap>m>nda artma veya azalmaya baglh olarak
vazomosyon bozulur ve protrombotik/prokoagiilan aktivite artar ve sonugta azalmis
vazodilatasyona, proinflamatuar ve protrombotik bir duruma yonelis olur (Endemenn ve
Schiffrin, 2004). ED arastirilmasinda en ¢ok kullanilan 06lglit endotel bagiml>
vazodilatasyondur. Birgok arastirmaciya gore endotel kokenli vaskiiler tonusun
diizenlenmesindeki bozukluk, endotelin diger fonksiyonlarinda da bozulmay1

yansstmaktad>r (Ksrkpantur ve ark., 2006). ED’da azalmis vazodilator cevaplara eslik
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eden mekanizmalara azalmig NO iiretimi, oksidatif asirilik, hiperpolarize faktorlerin
azalmis tiretimi dahildir. Adezyon molekiillerinin upregiilasyonu, makrofaj kemotaktik
faktor-1 (Kemoakraktan) gibi kemokinlerin dretimi, plazminojen aktivator inhibitor-
1’in Uretimi inflamatuar cevaba eslik eder ve protrombotik bir duruma katk1 saglar. Anj
Il ve endotelin gibi vazoaktif peptidler; eNOS inhibitori ADMA’m>n  birikimi;
hiperkolesterolemi; hiperhomosistinemi; degismis insiilin sinyallemesi ve hiperglisemi
bu farkl> mekanizmalara da katk>da bulunabilir (Endemann ve Schiffrin, 2004). Endotel
hasar olusunca endotel tabakasi fizyolojik fonksiyonlar {izerine uygun olmayan ve
anormal uyarslar gonderir. Hiperlipidemi, hiperkolesterolemi, HT, sigara ve diyabet gibi
risk faktorleri olusturan pek ¢ok hastabkta ED’na rastlanmaktad>r. Klinik olarak ED’da
vazospazm, lokosit adezyonu, trombosit aktivasyonu, tromboza yatkinlik, pihtilasma
bozukluklari, prooksidatif degisiklikler ve vaskiiler inflamasyon meydana gelmektedir

(Onder ve Barutguoglu, 2007).
Endotelyal disfonksiyonun molektler mekanizmalar>:
NO dretiminin azalmas»

TNF-o faktor dahil eNOS ekspresyonunu azaltan faktorler hakk>nda yayg»n delil
vardsr gorinen o ki INOS ARNm molekdliinin 3' bélgesi icin duzenleyici proteinlere
artan ilgi vastasiyla eNOS ARNm’yi unstabilize eder. Diger stimuluslar
lipopolisakkarit, hipoksi ve ox-LDL’nin yiiksek konsantrasyonlar> dahil ARNm denge

rediktorleri olarak rapor edilmistir (Bermutez ve ark., 2008).
eNOS Aktivitesinde Degisim
intraselltler BH4 konsantrasyonlar>nda azalma ve ay>rma Fenomeni

Memeli hicreler guanozin trifosfat siklohidrolaz I (GTPCHI)’in enzimatik etkisi
vasitassyla BH, iiretebilir. Fizyolojikal ¢aligmalar muhtemelen bazi pro-inflamatuar
sitokinlerin (TNF-a. ve IL-1B) artmis ekspresyonu kadar ox-LDL de bir artma
vasttasiyla insiilin rezistansi, sigara i¢cimi ve hiperkolesterolemi gibi ¢esitli
patofizyolojik durumlarda GTPCHI ve BH, aktivitesinde 6nemli bir azalma
gostermistir. Ilaveten, klinik ve deneysel calismalar gostermistir ki BH,’lin akut

verilmesi hiperkolesterolemi, aterosklerozis, hipertansiyon ve sigara i¢me ile ilgili
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endotelyal disfonksiyonu duzeltir (Bermutez, 2008). BH,4 yoklugunda NOS molekiiler
oksijene (O,) elektron (e-) tasiyarak siiperoksit (O7) Uretir (Akgakoyun, 2004). .

Asimetrik dimetilarjinin taraf>ndan eNOS in kompetatif inhibisyonu

Diger taraftan, PRMT-1 aktivitesi kapa beta inhibitdr kinaz (kB-1K) olarak
isimlendirilen bir grup protein kinaz>n supresyonu tarafndan bloke edilebilir, kB-1K
kapa-beta inhibitorleri (xp-1) olarak bilinen fosforile bir grup proteindir. Bir kez
fosforillenince, stoplazmada xf-nuklear faktor («B-NF) tutmak miimkiin degildir ve
ondan sonra nukleus sahasina yerini degistirmek i¢in serbest olur ve bir transkripsiyon
faktorli olarak islev gosterir. Onun aktivitesinin artmas>nda sitokinler ile dizenli bir
etkilesimi gosterir. Ek olarak, hiperkolesterolemi, hiperglisemi, pro-inflamatuar
sitokinler ve hiperhomosistinemi gibi multipl patojenik faktdrler hidrolizle ADMA
bozulmas>ndan sorumlu bir enzim olan DDAH>n aktivitesini azalt>r, bu amnoasidin
intraselluler bir ylkselmesine sebep olur. eNOS enziminin fonksiyonu igin hiicrede
ozellikle onemli bir yer kaveoladir. Kaveola plazmaya ait membranda Ozellesmis
invaginasyonlardir. Ana bilesenleri kolesterol, glikosfingolipidler ve kaveolin olarak
isimlendirilen yap»sal bir proteindir. Kaveola iginde eNOS’>n konumunu kaveolin-1
baglanmasi ile enzimatik aktivitesinin inhibisyonunu belirler ve o intraselliiler kalsiyum
diizeyleri diisiik oldugu zaman kalmodulin ile eNOS etkilesiminde bir blokaja sebep
olur. eNOS kaveolin-1 ile inhibisyonunu takiben kalmodulini baglar ve bununla birlikte
kalmodulinle kalsiyumun baglanmasi kaveolinin yer degistirmesine ve eNOS’in
aktivasyonu sonucu NO sentezlemesine neden olur. Ayn> zamanda, ox-LDL nin yiiksek
diizeyleri kaveolanin kolesterol iceriginde bir azalmaya sebep olur ve stoplazmada
kaveolin-1-eNOS komplex translokasyonuna ve sonu¢ olarak onun aktivitesinin

inhibisyonuna neden olur.
NO biyoyararlan>m>nda Azalma
Arjinaz aktivitesinde artma
Oksidatif Stres

Yeterli NO iiretimi varhiginda bile, bazi durumlar belli kimyasal igerikler ile

etkilesiminin bir sonucu olarak, biyoyararlanimindaki bir azalmadan dolay1 biyolojik
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belirteglerine ulagmasini 6nler. Endotelyal disfonksiyonun ve bir prepatojenik vaskdler
fenotipin bir mediatori olarak NO’in oksidatif inaktivasyonunun roliini gésteren ¢ok
deneysel delil vard>r (Bermudez ve ark., 2008). Superoksit iyonu NO ile karsilastigi
zaman hizla reaksiyona girer ve nitrojen oksit olusur (NOO™). Bu reaksiyonun hsz>
stiperoksit dismutaz (SOD) ile olan reaksiyonun h>z>ron (¢ katxdsr. Ayrsca yuksek
kolesterol ile beslenen tavsanlarda NOO™ miktar1 artmistir (Akgakoyun, 2004). OS

endotel hasar>na neden olarak NO sentezini bozmas> bak>m>ndan énemlidir.

Endotelyum-kaynakl> NO ayn> zamanda adezyon molekulleri ve kemokinlerin
aktivitesi ve ekspresyonunu suprese ederek vaskiler inflamasyonu da inhibe eder. NO
aynt zamanda vazodilator stimule eden protein ve diger platelet diizenleyici
proteinlerin cGMP ile fosforilasyonunu stimule ederek, trombositlerin adezyon ve
agregasyonunu Onler. Bdylece, endotelyum-kaynakl> NO relaksasyonda altta yatan
mediayi siirdiiren, istirahat durumunda ve dolagimdaki kan elementlerinin infiltrasyon
veya yapiskanligin1 baskilayan, damar koruyucu bir maddedir. NO aktivitesinin kayb>
vaskiiler lezyonlarn gelisimini hizlandirir. NO aktivitesinin kaybi insan vaskiiler
hastaliginin seyrinden erken olusur. Endotelyal vazodilatatér fonksiyonda kusur
vaskdiler olaylar>-n éngoricusudir. Bundan dolay>, ED’nun mekanizmalar>n> anlamaya
ilgi yogunlasmistir. Ek olarak, NO nitrosotiyolleri olusturmak i¢in onlarin siilfidril

parcalar> ile reaksiyona girerek vaskiler proteinleri diizenleyebilir.

NOS yolu bozulmus oldugu zaman, onun damar koruyucu fonksiyonlar>
kaybolur ve NOS yolu vaskiler patofizyolojiye katkda bulunabilir. NOS yolundaki
bozukluklar azalmalar olarak kategorize edilmistir: Bunlar, NO yari-Omrd, NO’e
duyarlilik, NOS ekspresyonu veya NOS aktivitesi sekilindedir. Bu mekanizmalarin her
biri icin deneysel delil vard>r. NO’in yarslanma émri oksidatif stres durumunda azalsr
(Cooke, 2005). flaveten, NO damar duvari ile dolasan kan elemanlarinmn etkilesimini
inhibe eder. Trombosit agregasyon ve lokosit yapismast endotelyum saglikli oldugu
zaman mumkin degildir. NO sentezinin inhibisyonu baroreseptor sensivitesinin
azalmas»na ve devaml> hipertansiyona sebep olur (Jin ve D’ Alecy, 1996). Bozulmus NO
biyoyararlanimi endotelyal disfonksiyonun gelisimine katkida bulunabilir ve
aterosklerozisin baglangicinda ve ilerlemesinde onemli oldugu diisiiniilmektedir (Lu ve

ark., 2003). NO, endotel ylizeyine monositlerin ve noétrofillerin adhezyonunu inhibe
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ederek antiinflamatuar bir ajan olarak gorev yaptigi gibi antioksidan etkide gosterir. NO
LDL’nin oskidatif metabolizmas>n> 6nleyerek aterojenik potansiyel kazanmas>n> 6nler.
Diizensiz NO-biyosentezi ED’nin gelisimi ve ek vaskiiler olaylarla iligkilidir (Valkonen
ve Laaksonen, 2004). Cunki NO en iyi potent endojen vazodilatatordiir ve endojen anti-
aterojenik bir ajan oldugundan, NO sentez veya biyoaktivitesinin bozulmas> vaskiler

hastalxklar>n riskini artrabilir.

NO’in ¢ok fazla biyolojik aktivitesi oldugundan, hiicre aktivitesi lizerindeki
zararl> etkilerini engellemek igin doku ve/veya kan konsantrasyonunu dar bir arabkta
tutmak gerekir. Bu da ancak ADMA gibi hiicreye 6zgii, yarigsmali NOS inhibitorleri ile
basarilir. Son donemlerdeki deneysel sonuglar, ADMA’y1 metabolize eden DDAH
aktivitesinin aktif bolgesinin dogrudan NO tarafindan S-nitrolizasyonu ile diizenlendigi
olasiligin> gostermektedir; yani NO, DDAH, ADMA ve NOS aras>nda diizenleyici bir
geri beslenme halkasi olugturmaktadir (Yilmaz ve ark., 2007). Endotelyal vazodilator
disfonksiyonun mekanizmalar1t multifaktoryeldir ve vaskiiler hastaliklarin niteligine
baglhidir. Endotelyal vazodilatatér disfonksiyon artmig vazokontriktdr ve/veya azalmig
vazodilatator etkiden dolay1 olabilir. Azalmis vazodilatator etkinin nedenlerinde, NOS
yolunun dengesizlikleri en ¢ok incelenmistir (Cooke, 2000). Diisiik konsantrasyondaki
NO’in hemoglobine baglanma affinitesi oksijene nazaran oldukca yiiksektir.
Hemoglobin oksi formunda ise NO’i dnce nitrite (NO>) ard>ndan nitrata (NO3) oksitler.
Dolaysiyla dolasimdaki oksi-hemoglobin NO’in kuvvetli bir oksidan> olup onun
etkilerini engelleyen bir inhibitérdir (Ercan ve ark., 2003).

2.3.6. Asimetrik dimetilarjinin

Pek ¢ok dokuda dogal protein dongiisii sirasinda arjinin kalintilarindan olusan ve
plazma, idrar ve dokularda bulunan, arjinine benzeyen bir aminoasittir (Selguk ve ark.,
2008). 1992 y>bnda Vallance ve arkadaglari da insan plazma ve idrarinda endotelyal
nitrik oksit sentaz’in (eNOS) endojen inhibitérii olarak, enzime baglanmak igin L-
arjinin ile yarigan (Konishi ve ark., 2007), ADMA’nin varligmi tanimmlamiglardir.
ADMA, c¢ogunlukla nukleusta bulunan, metilenmis arjinin rezidiileri iceren
polipeptidlerin veya proteinlerin katabolizmasindan olusur ve proteinlerin hidrolizi

sonucu serbestlesir (Vallonen ve Laaksonen, 2004). Proteinler bir kez hidrolizlendigi
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zaman serbest metilarjininler sitozolde gozikur (Vallance ve Leiper, 2004). ADMA’mn
vaskiiler hastaliklarla iliskisi oldukg¢a ilgi ¢ekmis ve cesitli vaskiiler hastaliklarin
tanisinda, prognozun izlenmesinde ve tedavi etkinliginin degerlendirilmesinde bir
belirteg olup olamayacagi konusuna yanitlar aranmaya calisilmis ve halen de

calisilmaktadir (Alagam, 2008).

ADMA’mn  sentezlenmesi: Hicrenin  hayatta kalmas»n>n  esansiyel bir
komponenti protein degragasyonudur ve bu hiicrenin ve plazma arjinin ve metilarjininin
major bir kaynagidir. Metillenmis arjinin bilesikleri hiicre igerisinde baslica PRMT
(protein arjinin metil transferaz) enzimi tarafindan sentezlenmektedir. Ik kez Piak ve
ark tarafindan tanimlanan PRMT’ nin baglica 2 tipi vardir: PRMT I ve II. PRMT I
hiicrede daha ¢ok cekirdekte bulunurken, PRMT Il daha ¢ok sitozolde bulunmaktadsr.
PRMT | enzimi baslica histon ve histon-dig1 niikleer proteinleri metillerken, PRMT 11
ise sadece miyelin bazik proteini metillemektedir. Bu enzimler proteinlerin yap>s>nda
bulunan arjininlerin guanidino grubundaki azotlara metil grubu eklemektedirler. Tip |
guanidino grubundaki azotlardan sadece birini metillerken, tip Il ise 2 azotu da
metillemektedir (Alacam, 2008; Erdem ve Unlii, 2009; Cooke, 2000). Protein arjinin
metilasyonu post translasyonel bir modifikasyondur. Protein arjinin metilasyonunun
rolii net degildir, fakat bu siirecin RNA baglanmasi, transkripsiyonel siire¢, DNA tamiri,
protein lokalizasyonu, protein-protein etkilesimi, sinyal transdiiksiyonu, reseptorlerin
desentizasyonu veya tekrar kullan>m>ndan sorumlu tutulmaktad>r (Vallance ve Leiper,
2004). ADMA ve (N-monometil L-arjinin) L-NMMA sentezi igin arjinin rezidlerini
metilleyen, protein arjinin metil transferaz tip 1 (PRMT-I) enzimi gereklidir. Metil
grubu vericisi olarak S-adenozil metionin (SAM) kullansbr. PRMT-I kalpte, diz kas
hicrelerinde ve endotel hiicrelerinde ekspre edilir. Protein arjinin metil transferaz tip 11
(PRMT-II) ise simetrik dimetilarjininin (SDMA) olusumunda gorevlidir (Isiklar ve
Mutaf, 2010). ADMA ile L-NMMA, NOS’un endojen inhibitoriddrler fakat SDMA’n>n

NO sentezi tizerine direk inhibitor etkisi yoktur (Vallance ve Leiper, 2004).
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Sekil 4. Metilarjininlerin Gretilmesi ve metabolizmas> (SAM: S-adenozil metiyonin,
SAH: S-adenozil homosistein) (Jacobi ve Thaso, 2008)

Metil arjininler (ADMA, SDMA ve L-NMMA) katyonik aminoasit tasiyicisi
olarak bilinen y* tasiyic1 sistemi ile tasmmaktadsr. y* tastyicis1 aktivitesini kaveolin
bagh NOS ile ayni yerde gosterir. y' tasiyici aktivitesi, metilarjininlerin lokal
konsantrasyonlarn> saptamada Onemli olabilir. L-arjininde bu tasima sistemini
kullanmaktad>r. Metilarjininler, hiicre icine transport igin birbirleriyle ve arjininle
yarigirlar. Transport sistemi, metilarjininleri hiicre i¢i diizeyleri dolasimdaki
diizeylerinden daha fazla olacak sekilde endotel hiicreleri iginde yogunlastirir. y* tastyict
sisteminde herhangi bir defekt, dolasimdaki ADMA diizeylerinde artisa neden olur. Bu
da NO sentezinde azalmayla sonuglanir. Cesitli hastaliklarin patogenezinde y" tastyict

sistemi 6nemli yer tutar (Mcdonald ve ark., 1997).

ADMA’nin viicuttan uzaklastirilmasi: ADMA’n>n katabolizmas>nda 3 énemli
yol mevcuttur. Birincisi: ADMA’n>n dimetilarginine dimetilaminohidrolaz (DDAH)

enzimi tarafndan sitrulin ve dimetilaminlere y>k>lmas>d>r (%90°dan fazlas») (Tran ve
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ark., 2003). Ikincisii ADMA’nin degismeden bdbreklerden atilmasidir (~ %3).
Uciincuisii; dimetilarjinin priivat aminotransferaz enzimi tarafndan (Cable ve ark.,
2009) o-ketoasitlere doniistiiriilmesidir (<%35). SDMA neredeyse tamamen renal
ekspresyon ile elimine edilmesine ragmen, ADMA ve L-NMMA, kapsamli bir sekilde
metabolize edilir. IV olarak enjekte edilen SDMA’n>n %60°> idrarda geri kazansbrken,
IV verilen ADMA’nin sadece %>5’i idrarda ¢ikmustir (Cooke, 2000). DDAH enzimi
stoplazmik lokalizasyonludur ve iki izoformu vard>r: Tip 1 DDAH aktivitesi bobrekte
ve beyinde fazlayken, Tip Il DDAH aktivitesi ise kalpte, plasentada ve bobrekte
oldukca fazla bulunmaktad>r (Valkonen ve Laaksonen, 2004). Yani DDAH-I, tipik
olarak noronal NOS’un ekspre oldugu dokularda bulunmakta iken, DDAH II ise
eNOS’u igeren dokularda daha fazla bulunmaktadir (Isiklar ve Mutaf, 2010). DDAH
enzimini kodlayan genlerde fonksiyonel varyantlar bulunabilir. DDAH enzimlerinin
aktivite ve ekspresyonunda ki bu varyasyonlar vaskuler olaylarsn riskini art>rabilir
(Valkonen ve ark.,, 2005). ADMA metabolizasyonu DDAH enziminin tersiyer
yap>s>ndaki aktive sistein tarandan, ADMA molekilinin guanidino bolimi Uzerine
nukleofilik bir sald>r»y> kapsar. Ayrxca bu sistein NO tarabndan oksidasyon ve
regiilasyona duyarlidir. in vivo NO sentezini diizenlemede DDAH aktivitesinin kritik
bir rolinu gosteren bazi hayvan ve insan g¢aligmalar1 vardir (Valkonen ve ark., 2005).

DDAMH aktivitesini etkileyen baz> durumlar:

. Endotel huicre Kkdiltirlerinde okside-LDL veya TNF-a tarafndan
indiklenen oksidatif stres, DDAH aktivitesini azaltmaktad>r. Bu da ADMA diizeylerini
artrmaktad>r (Lu ve ark., 2003).

) Homosistein, redoks aracsl> mekanizma ile DDAH aktivitesini azaltarak,

ADMA duzeylerinin artmas>na neden olur.

o NO’in agir1 iiretimi (indiiklenebilir NOS artisina bagl olabilir), DDAH 1n
aktif bolgesindeki sistein rezidulerinin S-nitrolizasyonuna, dolay>s>yla DDAH’>n
inaktivasyonuna yol agmaktadx. Yani NO, DDAH, ADMA ve NOS aras>nda

diizenleyici bir geri beslenme halkasi olusturmaktadir ( Yilmaz ve ark., 2007).
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. All-trans-retinoik asit asidin ise, DDAH-II ekspresyonunu arttrd>gi
gosterilistir. Boylece ADMA’y1 azaltmak yoluyla endotel hiicrelerinde NO sentezini

arttirdig1 gozlenmistir.

. Ostrojen veya Gstrojen-progestron tedavisi DDAH aktivitesini arttsrarak
plazma ADMA diizeylerini diigiiriir (Isiklar ve Mutaf, 2010).

o Yapilan c¢alismalarda glukozun kendisinin de DDAH aktivitesini

baskilayabilecegi sonucuna da varilmistir (Erdem, 2006).

Hicre ici ADMA: ADMA hucre icinde dretilir ve selluler duzeyleri
patofizyoloji ile degisir (Vallance ve Leiper, 2004). Hiicre iginde iiretilmis ADMA’nin
miktar1 proteinlerde arjinin metilasyonunun biiyiikliigiine ve protein turnoverinin hizina
baghidir. (Vallance ve Leiper, 2004). Damar duvarinda ADMA olusum hizi, kismen de
PRMT ekspresyonundaki degisiklikler ile diizenlenmektedir. PRMT-I ekspresyonu ayn>
zamanda LDL-kolesterol ekspresyonu ile artabilir ve etki, yine, degismis ADMA

iiretimi ile iligkili gibi goriinmektedir

Endotel hiicrelerinden ADMA’nin dolasima verilmesi ise; arjinin metilasyon
orani, metilenmis arjinin i¢eren proteinlerin hidroliz hizi, DDAH tarafsndan ADMA’m>n
metabolize edilis orani ve hiicrelerden aktif ¢ikig oran1 arasindaki dengeye baghdir. Her
bir komponentin 6nemi tam olarak anlagilmamasma ragmen, DDAH’mn metabolik
komponenti oldukga yuksektir ve hucre igindeki toplam ADMA seviyelerinin genellikle
major belirteci olmas> muhtemel gibi gérinmektedir (Vallance, 2004; Y>lmaz ve ark.,
2007). ADMA oldukga stabil bir molekildir wve hicreler aras>nda rahatca
dolasabilmekte ve etkisini serbest olarak gosterebilmektedir. Mesela damar diiz kas
hiicresinde iiretildikten sonra etkinligini endotel hiicresi iizerinde gosterebilir, yani bir
hiicre tipinde yapilan ADMA diger bir hiicre tipindeki NOS’1 inhibe edebilir. Yine bu
etkilesim makrofajlar ve endotel hiicrelerinde de kesin olarak gdsterilmistir (Alagam,
2008; Vallance, 2004). Endotel hiicrelerinde PRMT ve DDAHn her ikisi de ekspre
olur. ADMA birikimi, DDAH inhibisyonuna yol agar. Vaskuler sistemde DDAH
inhibisyonu, ADMA’nin yiiksek diizeyleriyle iligkili endotel fonksiyon degisikliklerini
olugturur. ADMA NOS’un 3 izoformunu da inhibe etmektedir. Ancak, inhibisyon

ortamdaki arjinin diizeyine baglidir. ADMA, NO olusumunu engellemesi yaninda
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siiperoksit anyonlarmin olusumuna da yol acar. Milimolar konsantrasyonlarda

metilarjininler, Na-K*-ATPaz’> inhibe edebilirler (Isiklar ve Mutaf, 2010).

[Lmetivonin ] mo
-\ Proteinlerdeki Arjinin
S-adenozilmetioyonin rezidiileri
\ 4 PRMT ¥
S-adenozilhomosistein CH,
L-Afmn 9
S—CH;
' Proteoliz
Kardiyovaskiiler
NOF ADMA | Risk faktérleri
1 DDAH hl 01' ‘
Uriner Athm
‘ L-sitriillin

Sekil 5. Asimetrik dimetilarjininin biyokimyasal yolu (Valkonen ve Laaksonen, 2004)

Saglikli insanlarda, ADMA’nin inflizyonu artmis arteriyal sertlik, azalmig
serebral kan akimi, artmig sistemik vaskiiler rezistans ve azalmig renal kan akimina
(Wilson, 2010), kardiyak atilimda ve kalp hizinda bir diisiise neden olmustur, bu
degisiklikler vaskiiler direngteki degisikliklerden 6nce gelmistir (Vallance ve Leiper,
2004).

Dolasimdaki ADMA: Saglkli kisilerde plazma ADMA diizeyleri 0,2-1,2
umol/L arasindadir. Ancak ¢ogu hastalik durumlarinda (~3pumol/L’e varan) (Vallance,
2004) artis gostermektedir (Isiklar ve Mutaf, 2010). Omirilik sivist ilgili
konsantrasyonlar>  0,01-0,07 pmol/L arasondad> (Landim ve ark, 2009).
Metilarjininlerin gok diisiik konsantrasyonlar1 bile derin etkiler gosterir. DDAH’n agir1
salgilandigi hayvanlarda, plazma ADMA diizeylerini 0,4-1,0 pmol/L’ye kadar
azaltabilir. Plazma ADMA diizeylerinde bu kiigiik degisiklikler bile damar koruyucudur

ve vaskiiler lezyon fonksiyonuna direngle iligkilidir (Wilson ve ark., 2010). Her gin,
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260 umol ADMA metabolize edilir ve 60 pmol ADMA idrarla at>bbr. ADMA’mn idrarla
atiliminin tamamen bozulmasi plazma ADMA diizeylerinde artisa neden olur. Plazmada
ADMA seviyeleri pek c¢ok hastabkta yiiksek olarak saptanmistir (Tablo7). Birkag
prospektif ve kesitsel calismada ADMA kardiyovaskiiler riskin bir belirteci olarak
tanimlanmistir. Kardiyovaskiiler hastaliklarin patogenezinde ADMA’nin rolii ile ilgili
artan bilgiler onu yeni tedavi stratejilerinin hedefi haline getirmistir. Bu stratejiler
arasinda yiikksek ADMA seviyeleri bulunan kisilere L-arginin verilmesi (ADMA’mn
yarigmali inhibitorii), ADMA’y1 metabolize eden DDAH enzim aktivitesinin
artbrilmas>, DDAH’y> kodlayan genlerin ekspresyonunun artt>rsilmas> veya ADMA’m>n
olusmasindan sorumlu protein arginin metil transferaz enzim aktivitesinin baskilanmasi
sayilabilir (Isiklar ve Mutaf, 2010). Yiikselmis ADMA diizeyleri i¢in bir agiklama
artmig NO tiretiminin bir sonucu olarak DDAH’n S-nitrozilasyonu olabilir. DDAH’n>n
aktif sahas>ndaki reaktif sistein kabnt>s> oksidatif veya nitrosatif stres igin en hassas

yerdir (Valkonen ve Laksonen, 2004).

Tablo 5. Plazma asimetrik dimetilarjinin duzeylerinin yiiksek olarak saptandigi klinik
durumlar (Isiklar ve Mutaf, 2010)

) Hiperkolesterolemi

. Hipertrigliseridemi

. Hiperhomosistinemi

. Endotel disfonksiyonu

o Ateroskleroz

. Insiilin direnci

o Tip 1l diabetus mellutus

o Hipertansiyon

. Preeklamsi

. Pulmoner hipertansiyon

. Koroner arter hastalig

) Konjestif kalp yetmezligi

o Periferik arter hastal>klar>

o Trombotrik mikroanjiyopati
. Konjestif bobrek yetmezligi
. Sizofreni

o 1nme
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2.3.6.1. Asimetrik dimetlarjinin ve endotelyal disfonksiyon

NOS™n endojen inhibitoru olarak ADMA’mn 6nemi ilk kez Vallance ve ark.
(1992) tarafindan son donem bobrek hastaligi olan kisilerde tanimlanmistir. Bu
hastalarda renal klirensin azalmasi sonucu artmig plazma ADMA diizeyleri diyaliz ile
diistiriilerek endotel fonksiyonunda diizelme saglanmigtir. Daha sonraki ¢aligmalarda,
artmig ADMA diizeyleri ile endotelyal vazodilator disfonksiyon arasinda iliski bir¢ok
kez ortaya konmustur (Isiklar ve Mutaf, 2010). Endojen NOS inhibitéri ADMA’nin
artmig diizeylerinin endotelyal disfonksiyona ve kardiyovaskiiler hastaliklara katkida
bulunabilecegini gosteren artan kanstlar vard> ve ADMA endotelyal disfonksiyon igin
bir risk faktori kabul edilmektedir (Cooke, 2000). Ancak, endotelyal disfonksiyona yol
acan L-arjinin-NO yolunun bozuklugunun mekanizmasi hala tam olarak belli degildir
(Lu ve ark, 2003). Plazma ADMA seviyesindeki yikselmenin mi endotel
disfonksiyonuna neden oldugu, yoksa endotel disfonksiyonunun mu ADMA
seviyelerini artirdigi  kesin olarak bilinmemektedir (Celik ve ark., 2008).
Hiperhomosistinemi, hiperkolesterolemi, sigara kullan>m> ve yaslanma gibi
kardiyovaskuler risk faktorleri ve koroner ve periferal arter hastalkl> birgok bireyde,
NOS inhibitéri ADMA ve N-monometilarjinin endotelyal vaskiler disfonksiyondan
sorumlu olabilir (Cooke, 2000). ADMA, NOS aktivitesini inhibe ettiginden dolay> NO
dizeylerinde bir azalmaya yol acmakta hem NO sentezinde hem de NO
biyoyaralan>m>nda bir azalma endotelyum-bagimli relaksasyon degisimi ve endotelyal

disfonksiyonda erken ve en 6nemli fenomeni olusturmaktadir (Bermutez ve ark., 2008).

2.3.6.2. Asimetrik dimetilarjinin ve oksidatif stres:

Cesitli deneysel hayvan modellerinde ve hastaliklarinda artmis ADMA diizeyi,
artmig oksidatif stres ve endotel disfonksiyon arasinda anlamli iliskiler saptanmustir.
Endotel hiicre kultirlerinde veya endotelyal disfonksiyonu olan hastalarda artmis
ADMA’nin vaskiiler superoksit diizeylerini arttirdig1 gosterilmistir. eNOS aktivitesini
anlaml> olarak inhibe eden konsantrasyonlarda, oksidatif stres vaskiler yatakda ADMA
sentezini uyarabilir ve ADMA’n>n degragasyonunu inhibe edebilir ve hatta ayr>k enzim
(ayrik eNOS) pozitif bir feedback seklinde superoksit iiretimini daha da arttirabilir.
Yiikselmis ADMA konsantrasyonlar1 ve bozulmus ED’na yol acan ayrik eNOS arasinda
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direk iligki varhigini diistinmemizi 6zendiren pek ¢ok ¢alisma vardsr (Sydow ve Miinzel,
2003).

ADMA en az>ndan k>ssmen ayrsk-eNOS’a sebep olarak OS’e katk>da bulunabilir.
Bundan dolayi, ADMA vaskiiler doku i¢inde sadece bir marker degil, ayn1 zamanda
OS’in bir mediatorudir. Bu hipotez son bulgularla desteklenir ki, ADMA inkiibasyonu
asag1 dogru NO sinyalleme yolunun inhibisyonuna, ROS iiretiminde bir artma ve izole
edilmis tavsan aortik segmentlerinde ardisik endotelyal disfonksiyona yol agar. Yine,
OS arjinin metilleyen enzimlerin (PRMT) gen ekspresyonu aktivitesini artt>rr. Sydow
ve Minzel (2003) ADMA ysksmonda gorevli enzim olan DDAH enziminin aktif
yerindeki reaktif sistein rezidilerinin (Cys-249) varliginda, siiperoksit gibi reaktif
oksijen tirleri tarabndan oksidasyonun yan> s>ra S-nitrolizasyon tarafsndan DDAH>n
aktivitesini azaltarak artmis ADMA konsantrasyonuna neden oldugu sonucuna
varilmistir. Superoksit anyonu gibi oksijen-kaynakli serbest radikallerin artmis iirtinleri
ile endotelyal disfonksiyon arasinda da baglant1 kuracak klinik ve deneysel kanitlar
vardr. Okside LDL kolesterol, inflamatuar sitokinler, hiperhomosistinemi, hiperglisemi
ve infeksiydoz ajanlar gibi cok sayida patolojik stimuluslar siiperoksit olusumunu

arttirarak endotelyal oksidatif stresin artisina neden olur (Cooke, 2004).

Endotelyal disfonksiyona sebep olan yiikselmis ADMA konsantrasyonlart ve
artmig oksidatif stresin 6nemini aydinlatmak, ADMA konsantrasyonlarini diisiirmek ve
olas1 tedavi seceneklerini degerlendirmek icin ADMA’nin in vivo verilmesi ile ilgili
deneyler yararl> olabilir (Sydow ve Miinzel, 2003). Son zamanlarda, birka¢ c¢alisma
ADMA plazma konsantrasyonlar> Uzerine farkl> tedavi mudahalelerinin etkisini
gosterdi. Exojen L-Arjinin desteginin yaninda, ACE inhibitorleri, Anj II reseptor, alt-
subtip blokeri (AT>reseptor blokeri), statinler, antidiabetikler, antioksidanlar, hormon
replasman terapileri, B-blokerler, folik asit ve kombine edilmis B vitaminleri ile tedavi
gosterildi. Yukarida s6z edilen durumlar gostermistir ki, bu maddeler, siiperoksit
uretimini azaltabilir, vaskiler dokuda oksidatif stresi anlamli olarak etkileyebilir ve es
zamanlt olarak plazma ADMA konsantrasyonu yiikselmis hastalarda prognozu ve
endotelyal fonksiyonu diizeltebilir (Sydow ve Miinzel, 2003). Ayrica egzersiz gibi diger
durumlarinda  ADMA’y1 azalttig1 diistiniilmektedir (Bugdayci ve Serin, 2005).
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ADMA’m>n anti anjiyogenik etkileri NO’in prekiirsord olan L-arjininin eklenmesi ile
geri dondurulebilir (Ar> ve ark., 2009).

2.3.7. Homosistein

Homosistein, metiyonin metabolizmas> s>ras>nda bir ara iiriin olarak olusan ve
(Undas ve ark., 2005) ve insan viicudunda bilinen hicbir proteinin yapss»na kat>simayan
bir amino asittir. Metiyonin ekzojen (esansiyel) bir amino asit olup diyetle hayvansal
gidalardan alinir ya da homosisteinin remetilasyonu sonucu olusur. Yapis>nda stlfidril
gurubu bulunduran homosisteinden metioninin fark> 4. pozisyondaki kiiklrt atomuna bir
metil gurubu baglanmasidir. Metionin ve homosistein birbirlerinin Onciilleridir ve
birinin yapimi digerinin yikimi niteligindedir. Boylelikle metionin dongiisiinii
olustururlar (Kob¢ Baygutalp, 2012). Metionin hem protein sentezi hem de S-
adenozilmetionin (SAM) olusmasini saglayan bir maddedir. SAM bigimlenmesi
adenozin-3-fosfat (ATP) ve metionin adenozil transferaz (MAT) araciligi ile
gerceklesir. SAM’m metil grubu DNA metil transferaz araciligi ile koparilarak, S-
adenozil homosistein (SAH) olusur. Bu molekiilde daha sonra adenozin ve homosisteine
hidroliz olur (Dikmen, 2004). SAM organizmada baglica metil grubu vericisidir. Ayrica,
SAM homosisteinin hangi metabolik yola gideceginin belirlenmesinde 6nemli bir
diizenleyicidir. SAM miktar1 yilikselmigse remetilasyon yolunun en onemli enzimi
metilen tetrahidrofolat rediiktaz enzimi inhibe olur ve transsulfurasyon yoluna yoneltilir
(Derici ve Reis, 2002).

Total plazma homosisteininin yaklagik %80°1 disiilfid kopriileriyle albiimine
baglidir. Bagli olmayan homosistein tiirleri ise baglica’> Homosistein-sistin’’ve’’
Homosistein-homosistein’”  disiilfidleri  seklinde  bulunur.  Dolagimdaki  tiim
homosisteinin yaln>zca %1’i serbest homosistein seklinde bulunur. Total homosistein
biitiin bu serbest ve bagli biyokimyasal homosistein tiirlerinin toplamini tanimlar
(Koehler ve ark., 1996). Normal aclxk total plazma homosistein konsantrasyonu 5-15
pumol/L  olup, 15 wumol/L’den ylksek olmas>na hiperhomosistinemi denir.
Hiperhomosistinemi hafif (16-30pumol/L), orta (31-100umol/L) ve ciddi (>100umol/L)
olarak ti¢ grupta tan>mlan>r (Nygard ve ark., 1995).
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Homosistein Metabolizmas>: Homosistein metabolizmassnda transsulfirasyon

ve remetilasyon olmak {izere baslica 2 yol vardsr.
1. Homosisteinin remetilasyonu

Metioninin eksik oldugu durumlarda homosisteinden metionin remetilasyon yolu
ile iki farkl> yoldan iki farkl> enzimle sentezlenir. Folat ve vitamin Bj;’den bagimsiz
olarak g¢alisan minor bir remetilasyon yolu olan kxsa yol, betain homosistein metil
transferaz (BHMT) enzimi, metil vericisi olarak betainin metil grubunu, homosisteine
aktararak metiyonin olustururken, kendisi de dimetilglisine donlismektedir. Folat
ve/veya Vitamin Bi; eksikliginde bu yol SAM sentezi igin gerekli metioninin doku
konsantrasyonunu sirdirmektedir. Uzun yolda; 5-metiltetrahidrofolat metil gurubu
vericisidir ve 5-10 metilentetrahidrofolat, metilentetrahidrofolat reduktaz (MTHFR)
enzimi araciligi ile 5-metiltetrahidrofolata doniistir. 5-metiltetrahidrofolat>n bir metil
gurubu, vitamin Bi, (kobalamin) bagimli bir enzim olan metionin sentaz (MS) araciligi
ile homosisteine aktarilarak metionini olustururken diger taraftan da tetrahidrofolat
olusur. Daha sonra bu tetrahidrofolat tekrar 5-10 metilentetrahidrofolat’a doniisiir. Bu
remetilasyon yolunda folat hem koenzim hem de kofaktor olarak kullan>imakta ve bu
olay dongii seklinde devam etmektedir. Bu metionin déngusu tim memeli hicrelerinde
gOrulmektedir. MTHFR, FAD (flavin adenin dintikleotid) bagimli bir enzimdir. Bu
yuzden homosistein metabolizmas>nda suda c¢ozlinen 4 vitamine (folat, vitamin By,
vitamin Bg vitamin Bj, ) gereksinim duyulmaktadsr. Bu dort vitaminin aktif koenzim
formuna doniisimiinde bir harabiyet veya herhangi bir eksikliklerinde

hiperhomosistinemi meydana gelmektedir (K>l>¢ Baygutalp, 2012).
2. Homosisteinin transsulfiirasyon yolu

Metionin fazlaliginda veya sistein sentezinin gerektigi hallerde sistationin 3
sentaz’>n (CBS) aktive edilmesi ve remetilasyonun inhibe olmas> ile homosistein bu kez
transsulfurasyon yoluna girer. Bu metabolik yolda homosistein, kofaktdr olarak
Vitamin B6’y1 (pridoksin) kullanan CBS enzimi araciligi ile irreversibl olarak
sistationine gevirilir. Sistationin ise vitamin B kofaktorliigiinde y-sistatiyonaz enzimi ile
sistein, alfa ketobutirat ve NH4’e hidrolize olur. Olusan sisteinde glutatyonun yapisina

girer ve ileriki asamada siilfata metabolize edilerek heparan, heparan siilfat, dermatan
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slfat gibi glikozaminoglikanlarn yap>s>na katlarak idrarla at>br (K>b¢ Baygutalp,

2012).
Diyetsel Proteinler
e
H MAT -
(Hy- §-CH,-CH,-C-COCH
I
Serin KH, TRANSMETILASYOR YOLU
' SAM
§' ‘ R Transmetilasyon
‘." Glisin (fosfolipider, protemnles, myeln
ear a° Zz DNMG Metiltraxsferaz  kaekoluunles, polsaidandler,
S10-MTHF OPAT = METIVONIN fovatin, Kunitin, ONA, RA)
ponGiis (it Big—» MS 4 BHMT R R CH,
- b DONGUST (o) Gricin &
— = Betain
ITHFR «—FAD < (Vit. By} A
s (2 SAH

NADP
d * S:MTHF

NADPH 2 A=

$H-CH - CH,~C - COOH
Nii,

HOMOSISTEIN
ferin \i CBS«— @i
Sistatyonin
7-sistatiyonaze— Tit. B
a-ketobiitivat + NH} *'/i ~

Sistein

ING

Tawin  Clutatyon  Siilfat+CO,

SAH-ludvokz

TRANSSULFURASYON YOLU

Sekil 6. Homosistein metabolizmas>. [MTHFR: Metilentetrahidrofolat rediiktaz,

MS: Metiyonin sentetaz, CBS: Sistatyonin [} sentaz, , BHMT: Betain homosistein metil

transferaz, SAM: S-adenozil metiyonin, SAH: S-adenozil homosistein, THF:

Tetrahidrofolat, DMG: Dimetilglisin].

2.3.7.1. Ventdztromboemboli ve homosistein

Hiperhomosistinemi diger risk faktorlerinin etkilerinden bagimsiz bir sekilde
koroner, serebral ve periferal ateroskleroz, inme, VTE (Undas, 2005) ve noral tip
defektleri ile iliskili oldugu gosterilmistir (Memisogullar1 ve Akgay, 2004). Yuksek
plazma homosistein duzeyi DVT igin de bir risk faktoridur. Yapilan caligmalarda

yuksek homosistein diizeyi ve vendz tromboz arasinda iliski bulunmus ve bu birliktelik
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kad>nlarda  erkeklerdekine gore daha belirgin  olmustur (Markss, 2000).
Hiperhomosistinemi ilk VTE atagi ile gelen hastalarin %10’unda saptanmaktadir.
Saglikli kontrollerle kiyasla bu hastalardaki risk artis1 2,3 olarak saptanmistir (Atahan
ve ark., 2009).

Dentali ve ark. (2007) provoke olmamis DVT’li hastalarda kontrol grubuna gore
hiperhomosistinemiyi daha yaygsn bulmuslardir. Tam olarak agiklanamamig
mekanizmalarla hiperhomosistinemi DVT’ye neden olabilir fakat bu mekanizmalar
endotelyum  (zerine ve koagulasyon kaskad> (zerine etkileri icerebilir.
Hiperhomosistinemi kaltsal veya akkiz (edinsel) sebeplerle ortaya ¢>kabilmektedir.
Hastaligin ~ molekiiler  genetik  calismasinda ~ MTHFR  gen  mutasyonu
hiperhomosistineminin  en sk sebebidi., MTHFR gen mutasyonlar> ve
hiperhomosistinemi ile VTE ve gebelik komplikasyonlar1 arasinda bir iliski
bulunmamustir (Anonim, 2011). Hiperhomosistinemi ile ilgili mutasyonlar>n higbiri tam
olarak tromboz riskinde artis ile iliskilendirilmediginden MTHFR ve CBS
mutasyonlarmn  taramas>  rutinde  6nerilmez  (Oner ve  ark.,  2003).
Hiperhomosistineminin nadir nedenlerinden biri olan himisistiniri, sistatyonin 3 sentaz
enziminin homozigot eksikligi sonucu olusur. Sonradan ortaya ¢kan yuksek
homosistein diizeylerinde ise, hastada folat eksikligi, vitamin Bg ve Bi, eksiklikleri,
kronik bobrek yetmezligi, hipotroidi, psoriazis, inflamatuar bagirsak hastaligi, ilaglar
(metotreksat, L-dopa, tiazidler, siklosporin-A), sigara arastirilabilir. Belirtilen etiyolojik
sebep ortadan kald>r>l>rsa, homosistein diizeyinin normale gelmesi ile tromboz igin bir

risk faktorii ortadan uzaklastirilmis olur (Uncu, 2008).

Homosisteinin aterogenez, ateroskleroz ve trombozda oynadigi roller kesin
olarak bilinmemesine ragmen, son yillarda yapilan ¢aligmalar hiperhomosisteineminin
h>zla okside olarak superoksit, hidrojen peroksit, hidroksil radikalleri gibi reaktif
oksijenlerin yap>nmbna neden olarak vaskiler endotel hiicrelerinde hasara yol
acabilecegi, lipid oksidasyonuna neden oldugu, artmis Faktor V ekspresyonu, protein C
inaktivasyonu ile endotelin antikoagiilan 6zelligini prokoagiilana ¢evirebildigi, in vitro
diiz kas hiicrelerinde proliferasyona neden olabildigi ve kollojen yapimin1 arttirdiklari,
monositlerde doku faktoru yap>m»n> artt>rdsklar> ve trombositlerde tromboksan sentezini

arttirdig1 boylelikle vaskiiler hasara neden olabilecegi ileri siirilmektedir. Ayrica NO
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sabn>men>n ve/veya  etkilerinin azalmas> hiperhomosistinemide gdzlenen trombotik

olaylara neden olabilir (Temel ve Ozerel, 2002).

Folik asidin, vitamin Bg ve vitamin Bi, ile birlikte veya tek bas>na kullansm>
plazma homosistein seviyesini distirebildigi ileri siiriilmektedir (Dikmen, 2004). Son
zamanlarda lilkemizde yapilan bir arastirmanin sonucu plazma homosistein diizeyleri 15
micmol/L’nin iizerinde olanlara folat desteginin yararli olacagi diisiiniilmektedir

(Kocabalkan ve ark., 2000).

2.3.7.2. Asimetrik dimetilarjinin ve hiperhomosistinemi

Hiperhomosistineminin insan plazma ADMA konsantrasyonlarini arttirdigina
dair giclu deliller vard>x (Sydow and Minzel, 2003). Homosisteinin fazlaligi,
ADMA’da bir artma ile Kkardiyovaskiler riske katkxda bulunabilir, bu da
hiperhomosistinemi ve endotelyal disfonksiyon arasinda 6nemli bir baglant1 olarak
kabul edilir. Bunun yannda homosistein, ADMA sentez yolagindaki metilasyon
siklusunun bir pargasxdr. SAM arginin metilasyonunu saglayan metil donoriidiir.
Hiperhomosisteinemide proteinler ile arjinin rezidiilerinin artmis metilasyonu ADMA
birikiminin muhtemel mekanizmalarsndand> (Landim ve ark., 2009). Ayrxa,
hiperhomosisteinemide  ADMA yiikselmesini ADMA’y> metabolize eden DDAH
enziminin aktif bdlgesindeki sistein kabnt>s> ile homosisteinin direk kimyasal
reaksiyona girdigi veya oksidatif strese neden olarak DDAH’1 inhibe ettigi in vitro
caligmalarla gosterilmistir. ADMA, endotelyal fonksiyon ve homosistein yak>ndan
iligkili g6zlikmektedir. Kronik hiperhomosisteinemide ADMA’nin yiiksekligi bozulmus
endotelyum-aracsl> relaksasyon ile iliskiye dayandirilmistir (Sttihlinger ve ark., 2005).
Hiperhomosisteinemide  endotel bagimli  relaksasyonun  bozulmasi NO'nun
biyoyararlansm>n azalmasi sonucunda olmaktadir. Biyoyararlanimimn azalmasi baglica;
uretiminin azalmas>ndan, degradasyonunun artmas>ndan veya nitrozotiyol tirevlerinin
olugsmasindan kaynaklanmaktadir. Homosisteinin NO sentaz aktivitesine etki etmeden,
diizeyini azalttigi bulgular> mevcutsa da, mekanizmasi tam olarak anlagilamamistir
(Akkiprik ve ark., 2007). Tiim bulgulara ragmen hiperhomosisteineminin ADMA’y1

nasil artirdiginin mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir.
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Sekil 7. Homosisteinin neden oldugu endotel disfonksiyon ve ADMA’n»n olas> roli
(Dayal ve Lentz, 2005).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gereg
3.1.1. Vaka se¢imi

Calismamiz Yiiziincii Y1l Universitesi Dursun Odabas Tip Merkezi ve Van
Yiiksek Ihtisas Egitim ve Arastirma Hastanesinde doppler ultrasonografi ve d-dimer
Olgtimleri ile DVT tanis1 konarak yatirilan 35 hastanin kan 6rneklerinde gergeklestirildi.
Hastalar>n 21’i kad>n (20-62 yas araliginda, ortalama yas 40,44) 14’1 ise erkekdi (25-64
yas araliginda, ortalama yas 50,41). Hastalar DVT disinda hipertansiyon, diyabet,
hiperlipidemi gibi kardiyovaskdler hikayesi olmayan ve kardiyovaskiiler hastabxkla ilgili
kronik ila¢ kullanmayan sahislardan olusturuldu. Kontrol grubu olarak ise, hasta grubu
ile yas, BMI (viicut kitle indeksi) ve cinsiyet yoniinden benzer 6zelliklere sahip 34
gonallu birey abnd>. Bunlarsnda 20°si kad»n (23-60 yas araliginda, ortalama yas 40,11),
14’0 erkekti (22-73 yas araliginda, ortalama yas 52,26).

3.1.2. Kan 6rneklerinin abbnmas> ve haz>rlanmas»

Herhangi bir antikoagtlan madde icermeyen tiiplere yaklasik olarak 10 cc alman
vendz kan numunesi, 5 dk sureyle 5000 rpm/dk’de santrifuj edildi ve serumlar> ayr>ld>.
MDA, KAT, GSH-Px, ADMA, homosistein, vitamin Bg, By, ve folik asit 6lcuimleri i¢in

serumlar -70° C'de derin dondurucuda bekletildi.

3.1.3. Kullanlan cihazlar
Sanrifij cihaz>: Alegra 2IR centrifuge Beckman Coulter Seri no:AGD00C002,Germany.
Hormon analizori: Immulite 2000, DPC, USA
HPLC: Agilent Technologies 1100 Series-Germany
Derin dondurucu: Sanyo Lfc free, Seri no; 70101014, Japan
Spektrofotometre: Jasco, V-530 Seri no; B054460512, Japan

Vorteks: Type 16700 mixer. Seri n0:233244
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Hassas terazi: Sartorius Basic. Seri n0:40.240.953
Ayarlanabilir otomatik pipetler: 20 pL,200 uL,1000 puL Gilson, .France
pH metre: Orion pH metre 420 A Seri no:011076

i-chroma reader: Boditech Med Inc. Seri no: PFRO8H140685, Korea.

3.2. Yontem
3.2.1. Parametrelerin cahsilmasinda kullanilan yontemler
3.2.1.1. Katalaz (CAT) tayini

Serum katalaz aktivitesi Goth’un (1992) kolorimetrik metoduna gore 6lguldi. Bu
yontemde serum H,O; subsratsyla inklbe edilir ve amonyum molibdat eklenerek
reaksiyon durdurulur. Molibdat ve H,0; tarafindan olusturulan sar1 renkli kompleksin

absorbans> 405 nm'de spektrofotometrede 6lguldr.

Reaktifler:
1-Sodyum potasyum fosfat tamponu (KH,PO,4 +Na;HPO,) Sigma 60 mM
2-Hidrojen peroksit (H 20, (fosfat tamponunda) Sigma 65 umol/ml
3-Amonyum molibdat (MoOs) Sigma 32,4 mM

Calismanm yapilist: 0,2 ml numune iizerine 1 ml substrat (H20,) eklenir ve bir
dakika 37°C'de inkiibe edilir. Inkiibasyon sonunda 1 ml amonyum molibdat eklenip

reaksiyon durdurularak 405 nm'de kor 3'e kars1 absorbansi dlgiiliir.
Kor 1: 1 ml substrat + 1 ml amonyum molibdat + 0,2 ml numune
Kor 2: 1 ml substrat + 1 ml amonyum molibdat + 0,2 ml tampon

Kor 3: 1 ml tampon + 1 ml amonyum molibdat + 0,2 ml tampon
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Hesaplama:

Absorbans kérl - Absorbans Numune
Katalaz aktivitesi (kU/L)= x 271
Absorbans kér 2 -  Absorbans kor 3

KAT aktivitesi KU/L olarak ifade edildi.

3.2.1.2. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) tayini

Serum GSH-Px aktivitesi Pleban ve ark.’mn (1982) tansmladigr metoda gore tayin
edildi. Bu metotda okside glutatyon (GSSG) olusum hiz1 340 nm dalga boyunda indirgenmis
nikotin amid adenin dintikleotit fosfat'm (NADPH), NADP'ye oksitlenmesi sonucu karigimin

optik dansitesinde azalman»n tayini ile yap>lmaktad>.

Reaktifler:
1- Tris tamponu; (C4H11NOs3) Sigma 50mM, pH 7,6
2- Di sodyum etilen daimin tetraasetik asit (Na; EDTA) Sigma 1mM
3- Rediikte glutatyon (CioH17N306S) Sigma 2 mM
4- NADPH (C2H26N7O 17P3Nay) Sigma 0,2 mM
5- Sodyum azid (NaNs) Sigma 4 mM
6- Glutatyon reduktaz Sigma 1000 U/L
7- Hidrojen Peroksit (H,O) Sigma 8,8 mM
Caligmanin yapilist;

50 pl serum tizerine, 950 pl reaksiyon karigim (50 ml tris tamponunda, 1 mmol Na,
EDTA, 2 mmol rediikte glutatyon, 0,2 mmol NADPH, 4 mmol sodyum azid ve 1000 U
glutatyon rediiktaz olacak sekilde) eklenerek, 5 dakika 37 ° C de inkiibe edildi. inkiibasyon
sonunda karigimin tizerine 10 ul H,O, eklenerek reaksiyon baslatildi ve 3 dakika boyunca
340 nm de NADPH'daki azalma birer dakika arayla Olculerek AA absorbans degeri
hesapland>. GSH-Px aktivitesi U/L olarak ifade edildi.
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3.2.1.3. Asimetrik dimetilarginin (ADMA) tayini

ADMA olgtimu  Agillent 1100 marka HPLC (High Performance Liquid
Chromatography) cihaz>nda Jones ve ark. (2010) ile Wu ve ark.’n>n (2008) tarif ettikleri
metodun modifiye sekliyle yapildi. Serumun deproteinizasyonu amaciyla perklorik asit
(HCIO4) ¢oktiirticii olarak kullanildi. Bu amagla 100 pl serum tizerine 100 pl ¢oktiirticii
reaktif eklendi ve 10 saniye vortekslendi. +4°C’de 10 dakika inklbasyona bsrak>ld>.
13.000 rpm’de 10 dakika santrifuj edildi. Daha sonra 25 pl slipernatant iizerine 180 pl
tirevlendirici OPA (O-Fitaldialdehid) reaktifi eklendi. Bu karigimmn 20 pl’si HPLC
sistemine enjekte edildi ve ADMA miktarlar> pmol/L cinsinden 6l¢tldu.

OPA floresan 151k veren bir reaktiftir vee ADMA ile baglanarak floresan 11k
verir. Verilen 151k floresan dedektorle 6lgiildii. HPLC kolonu olarak 5um genisliginde
porlara sahip C18 kolonu (150x4.6mm) kullan>ld>. Mobil faz A ve mobil faz B olmak
iizere iki c¢esit mobil faz hazirlandi. Bu mobil fazlarin her ikisi de degisik

konsantrasyonlarda (s>ras>yla 25mM ve 50 mM) fosfat tamponu icermektedir.

Mobil faz akim gradienti cihaza yiiklenmis asagidaki programla ayarland>.

Akis Programi
Zaman(dk) | Mobil Faz A (%) | Mobil Faz B (%)

0.01 95 5
3 88 12
5 0 100
10 0 100

10.01 95 5
15 95 5

Serumdaki analitlerin ayrilmasi i¢in kolon sicakligi 25 °C’ye ayarlandi ve mobil
faz>n ak>m h>z> 1 ml/dk olarak verildi. ADMA o6lciimleri floresans dedektorle yap»ld>.
Floresan dedektoriin eksitasyon dalga boyu 338 nm, emisyon dalga boyu ise 425 nm idi.
ADMA konsantrasyonlarsn>n hesaplanmas> igin standart ¢ozeltiler kullan>larak standart
grafik cizildi. ADMA 6lgumiine ait bir 6rnek kromatogram Sekil 8’de gosterilmistir.
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Sekil 8. ADMA icin 6rnek kromatogram

3.2.1.4. Homosistein tayini

Chromsystems marka ticari kolon kullanslarak, Agillent 1100 marka HPLC
cihazinda tayin edildi. Bu yontem ile total homosistein diizeyi Ol¢iimii, degisik
homosistein formlarindaki disiilfid baglarmin sodyum borohidrid ile indirgenmesi,
monobrombiman ile ayristirilmast ve ayrisan homosisteinin  HPLC cihazinda
floroskopik okuma ile Olctilmesi prensibine dayanmaktad>r. Bu kitlerde modifiye
silikondioksid kartilaj iceren 4.6X125 mm ters faz kolunu bulunmaktadsr. Hareketli
fazin akis hiz1 1,7 ml/dak olarak ayarlandi. Sistemin serum Hcy 6l¢iim islemi su sekilde
yapildi:100 pL serum, 25 pL internal standart ve 25 pL indirgeyici reaktif [tris(2-
carboxyethyl) phosphine (TCEP)] ile karistirildi ve 5 dakika oda 1sisinda (~25 °C)
inklibe edildi. Ardindan proteinlerin ¢dkmesi icin 100 pL ¢oktiirlicii soliisyon
[trichloroacetic acid (TCA)] eklendi. 30 saniye vortekslenerek 9000xg’de 5-7 dakika
santrifiij edildi. Ayr> bir reaksiyon tipiine 100 uL thiol’e 6zel floresan boya igeren
tiirevlendirici hazirlandi. Bu ¢ozeltiye, santriflij edilmis siipernatandan 50 pL eklendi.

50-55 "C’de 15 dakika inkibe edildi ve hizli bir sekilde sogutuldu. 20 uL’si HPLC
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sistemine enjekte edildi. 385 nm exitasyon-515 nm emisyon dalga boylarsnda 6lgim
yapildi. Serum Orneklerinde serum Hcy diizeyleri pmol/mL olarak verildi. Hey igin

kalibrasyon standartina ait 6rnek bir kromatogram sekil 9°da gosterilmistir.
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Sekil 9. Homosistein kalibrasyon standart>na ait drnek kromatogram

3.2.1.5. Malondialdehid (MDA) tayini

Chromsystems marka ticari kolon kullan>larak, Agilent 1100 marka HPLC
cihazinda tayin edildi. Serum MDA 0l¢lim igslemi su sekilde yapildi: 100 pL seruma
500 uL ¢oktiiriicii reagent eklenerek 10 sn vortekslendi. 5 dakika 13000 rpm’ de
santrifiij edildi. Olusan siipernatandan 500 pL almarak iizerine 100 pL tlirevlendirici
reaktif eklendi. 95 °C de 60 dakika inkiibe edildikten sonra hizli bir sekilde sogutuldu.
500 pL notralizasyon tamponu ilave edilerek 20ul. HPLC sistemine enjekte edildi.
MDA'nin olusturdugu floresans, izokratik HPLC sisteminde, spektroflorometrik
detektorle 553 nm emisyon ve 515 nm eksitasyon dalga boylar>-nda 6lgildi. Serum
orneklerinde MDA diizeyleri pmol/L olarak verildi. Sekil 10°’da MDA kalibrasyon

standartina ait 6rnek kromatogram verilmistir.
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Sekil 10. MDA kalibrasyon standart>na ait 6rnek kromatogram

3.2.1.6. Vitamin Bs tayini

Chromsystems marka ticari kolon kullanslarak, Agilent 1100 marka HPLC
cihazinda tayin edildi. Bu islem su sekilde yapilmigtir: 200 pl serum ile 300 pl
presipitasyon reaktifi 151k korumali reaksiyon sisesinde en az 30 saniye vortexlendi.
Daha sonra +4 °C de 10 dakika inkube edilip, ard>ndan 5 dakika 13000 rpm’de santrifuj
edildi. Yeni bir 151k korumali reaksiyon flakonuna olusan supernatantin 250 pl’si
koyulup {iizerine 250 pl notralizasyon reaktifi eklendi ve daha sonra 100 pl
tirevlendirici reaktif (siyanid igeren) eklenip kisa bir siire karistirildi. +60°C de 20
dakika (su banyosunda) inkube edildikten sonra soguk suda (+4°C) 10 dakika sogutuldu
ve 2 dakika 13000 rpm’de santrifiij edildi. Supernatant 151k korumali otosampler flakon
icine transfer edildi. 25-50 ul’si HPLC sistemine enjekte edildi. Vit B6'nin olusturdugu
floresans, izokratik HPLC sisteminde, spektroflorometrik detektorle 415 nm emisyon ve
320 nm eksitasyon dalga boylarinda 6l¢iildii. Serum 6rneklerinde vit B6 diizeyleri pgr/L
olarak verildi. Sekil 11’de Vit Bg kalibrasyon standartna ait drnek kromatogram

verilmistir.
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Sekil 11. Vit Bg kalibrasyon standart>na ait 6rnek kromatogram

3.2.1.7. Vitamin B12 tayini

Siemens Immulite 2000 cihazinda ayni marka kitler kullanilarak c¢alisildi.
Vitamin B12 6lgiim prensibi, otomatik alkali denatiirasyon igeren bir kati faz yarigmali

kemiluminesans enzim immunoassay yontemidir.

Immulite 2000°de yapilan igslem tek dongiilii olup calisilacak serum, igerisinde
dithiothreitol (DTT) ve sodyum hidroksid/potasyum siyanid (NaOH/KCN) bulunan
reaksiyon tupune eklenir. 30 dakikalxk inkiibasyon suresinden sonra eklenen Ornek,
vitamin B12 kapl> polystren boncuk ve hog (domuz) intrinsic faktor (HIF) iceren ikinci
bir reaksiyon tuptine transfer edilir. 30 dakikal>k inkubasyon boyunca endojen bagh
proteinlerden salman vitamin B12, HIF’e baglanmak i¢in immobil vitamin B12 ile
yarigir. Son 30 dakikalik inkiibasyonda eklenen alkalen fosfataz isaretli anti-HIF, B12
kapli boncuklarm tizerindeki hareketsiz HIF’e baglanir. Bagli olmayan enzim
konjugatlari, yikanarak santrifiij ile uzaklastirilir. Substrat eklenir ve klasik

immunoassay prosedire devam edilerek okuma yapsls.

3.2.1.8. Folik asit tayini

Siemens Immulite 2000 cihazinda ayni1 marka kitler kullanilarak c¢aligildi. Folik

asit 0lcim prensibi, yarigmali kemiluminesant enzim immunoassaydir.
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Immulite 2000°de yapilan islem iki dongiilii olup, hasta serumu, plazma ya da
askorbik asit iceren tam kanda (eritrositlerdeki folat1 6lgmek i¢in) ¢alisma yapilabilir.
Folik asitle isaretlenmis ligandla birlikte 6rnek numune ilk olarak bir reaksiyon tuptinde
dithiothreitol (DTT) ile reaksiyona sokulur. Daha sonra ise ikinci bir dongude
NaOH/KCN ile reaksiyona sokulur. Calisilan 6rnek miirin (sican) antifolat bagli protein
antikoru ile kapl> polystyrene boncuk ve folat bagli protein (FBP) igeren ikinci bir
reaksiyon tlpune transfer edilir. 30 dakikalbk inklbasyon s>ras>nda hasta serumunda
bagli proteinlerden salinan folik asit, FBP’ye baglanabilmek i¢in ligand isaretli folik asit
ile yarisir. Boncuklar yikanir ve alkalen fosfataz isaretli antiligandlar eklenir. Son 30
dakikalik inkiibasyon siirecinde alkalen fosfataz isaretli antiligandlar, ilk inkiibasyon
esnasinda boncuklara baglanan ligand isaretli folata baglanir. Baghh olmayan enzim
konjugatlar> y>kanarak santrifiijle uzaklastirilir. Substrat eklenir ve klasik immunoassay

prosediire devam edilerek okuma yap>br.

3.3. istatistiksel Analiz

Uzerinde durulan ézellikler icin tan>mlayc> istatistikler, ortalama ve standart
sapma olarak ifade edilmistir. Hasta ve kontrol grubuna iliskin ortalama degerler
kargilastirilirken bagimsiz Orneklemler igin t-testi kullanilmistir. Ayrica 6zellikler
arasindaki iliskiyi belirlemede; her grupta ayri ayr1 olmak iizere Pearson korelasyon
katsayilar1  hesaplanmistir. Hesaplamalar SPSS istatistik paket programpnda

yuritilmistiir.
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4. BULGULAR

Klinige DVT siiphesi ile gelen hastalarda d-dimer seviyesi 500ugr/L’nin altinda
olanlar ¢aligmaya dahil edilmemistir. Calismamizi olusturan DVT’li hastalar ve kontrol

grubuna ait bulgular ve bulgularn istatistiksel olarak karsilastirilmast Tablo 6’da

gosterilmistir.

Tablo 6. Kontrol ve hasta grubuna ait bulgular

Parametre Birim Kontrol grubu Hasta grubu p
(n=34) (n=35)
Yas Yol 46,18+10,39 45,42+13,82 0,260
VKI Kg/m* 25,50+4,00 25,98+3,35 0,590
GSH-Px U/L 467,49 + 88,47 461,24+ 87,88 0,769
Katalaz kU/L 354,38+113,58 347,24+106,48 0,788
MDA umol/L 0,09+0,05 0,13+0,06 0,005
Homosistein | pmol/ml 12,31+4,51 15,22+9,26 0,100
ADMA umol/L 0,37+0,19 0,51+0,38 0,074
Vit Bs ug/L 6,61+4,91 3,96+3,00 0,009
Vit By, pg/ml 297,09+161,07 257,62+163,12 0,310
Folik Asit ng/ml 7,73+9,58 4,86+4,00 0,100

Hasta ve kontrol grublari igin karsilastirilan GSH-Px, Kkatalaz, homosistein,
ADMA, vit Bj, ve folik asit parametrelerinde ortalama degerler agisindan istatistiki
olarak bir farklilik bulunmamistir (p>0,01). Ancak hasta grubunda MDA seviyesinin
artig1 istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0.005). Yine hasta grubunda Vitamin

Bs azalmas» da istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P=0.009).

Tablo 7°de kontrol grubuna ait parametreler aras>ndaki korelasyonlar ve Tablo

8’de de DVT’li hasta grubuna ait parametreler arasindaki korelasyonlar gosterilmistir.
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Tablo 7. Kontrol grubuna ait parametreler aras>ndaki korelasyon

Yas VKI GSH- | Katalaz | MDA | Homosistein | ADMA | VitBg | Vit By, | Folik
Px asit
Yas 1
VKI 016 |1
GSH-Px -0,06 | 0,05 1
Katalaz 0,23 | 0,01 009 |1
MDA 0,11 | -0,01 -0,15 | 0,25 1
Homosistein | 0,008 | -0,22 | -0,18 | 0,02 011 |1
ADMA -0,03 | -0,003 | 0,007 | -0,29 -0,22 | -0,04 1
Vit B6 -0,26 | 0,072 | 0,13 | -0,16 0,22 |-0,23 -0,09 1
Vit B12 0,16 | 0,11 0,12 |-01 -0,08 | -0,22 -0,03 0,28 1
Folik asit -0,13 | -0,22 | 0,06 |-0,1 -0,16 | -0,1 0,1 -0,03 | -0,12 1

Tablo 8. Hasta gruba ait parametreler aras>ndaki korelasyon

Yas VKI GSH- | Katalaz | MDA | Homosistein | ADMA | Vit Bg | Vit By, Folik
Px asit
Yas 1
VKI 036 |1
GSH-Px 021 [-022 |1
Katalaz 03 |03 0,05 |1
MDA 0,041 [-0,22 [0,01 [0,8 1
Homosistein | 0,05 |0,39° |[-0,1 |0,29 02 |1
ADMA 003 [-012 [023 |[-0,14 021 [-021 1
Vit B6 034" |035 [012 |03 -0,01 [ 0,03 -0,23 1
Vit B12 031 |-011 |03 [0,19 0,43” | -0,23 0,11 027 |1
Folik asit -0,18 | -0,09 | 0,21 |-0,11 0,27 |-0,23 058" |004 |-0,01 1

*p< 0,05, **p<0,01

Tablo 7’de goriildiigii gibi kontrol grubuna ait ¢aligilan parametreler arasinda
korelasyon bulunmamistir. Ancak Tablo 8’de goriildiigii gibi hasta grubuna ait ¢alisilan
parametrelerden yas ve VKI, yas ve vit Bs VKI ve homosistein, VKI ve Vit Bg arassnda
pozitif korelasyon (p<0,05) yine MDA ve Vit Bi;, ADMA ve folik asit aras>nda da
pozitif korelasyon tespit edilmistir (p<<0,01).
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5.TARTISMA VE SONUC

Derin venlerde tromboz olarak tanimlayabilecegimiz derin ven trombozu (DVT),
hiperkoagulabilite, damar duvar> hasar> ve kan aksm»nda staz olarak bilinen Virchow
triadin1 olusturan ti¢liiden herhangi birisinin olusmasiyla ortaya ¢ikabilir (Esmon, 2009).
Arteriyel ve vendz trombiis gelisimine neden olan mekanizmalarin farklilik géstermesi,
olusan trombiislerin iceriginin de birbirinden farkli oldugunu diisiindiirmektedir. Ote
yandan, hem arteryal hem de ventz trombus trombotik sureci son derece etkileyebilecek

endotelyal yiizey iizerinde olusur (Lopez ve Chen, 2010).

Ventz tromboembolinin  (VTE) patogenezinde virchow triad>ndan,
hiperkoagubilite ve kan stazinin yaninda endotelyal bir dengesizligin roliiniin delilleri
gin gectikce artarak yerini almaya devam etmektedir. Daha ¢ok arteryal sistemde
tromboz nedeni olan endotel zedelenmesi (Baykal ve ark., 1999) travma, yansk, alt
ekstremite ortopedik cerrahileri, sepsis, varisler ve posttromboflebitik sendromlar gibi
durumlarda vendz tromboz olusumuna da katkida bulunabilir. Vendz endotelyal
fonksiyonunun dizenlenmesinde NO santral bir rol oynar, benzer olarak arteryal
fonksiyon icinde ayn1 seyi yapar (Gresele ve ark., 2010). Endotel hasar> durumunda,
normal endotelden salinarak vazodilatasyon olusmasmni saglayan NO ve PGI, gibi
maddeler salimamaz ve vazokontriksiyon olusmasma neden olurlar. Otorler
arteriollerden ziyade venullerde trombotik slrecte NO sentazin daha 6nemli oldugunu
bildirmigtir. Arteriollerde degil ama veniillerde NO sentazin inhibisyonunun
kendiliginden trombositlerin agregasyon ve lokosit adezyonuna neden oldugu
kaydedilmistir (Lin ve ark., 2003). Trombotik sireclerde NO’in rolu Gzerine in vivo
calismalar smirlidir. Damar duvar hasari ile in vivo tromboembolik reaksiyonlar benzer
dokunun arteriolleri ve veniilleri arasinda degismektedir. Bununla da NO’in arteriol ve
venuler mikrodamarlardaki sireclere farkli olarak karistigi varsayilmist>r (Broders ve
ark., 1998).

Endotelyum patolojik durumlarsnda vazokonstriktorleri agiga ¢ikarma ve
prokoagiilan ve hiicre adezyon molekiilleri ve sitokinleri ekspre etme yetenegi ile
hemostazisin ¢ok 6nemli diizenleyicilerinden biridir. Endotelyal tabakada bir bozukluga
neden olan fiziksel (travma gibi) veya fonksiyonel (sepsis gibi) zararl> uyararanlar,
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endotelyumu lokal kan pihtilasma aktivasyonu ve diiz kas hiicre proliferasyonu,
trombosit ve l6kosit birikimi lehine protrombotik ve proinflamatuar bir yiizeye cevirir.
Ozellikle, lokositlerin aktivasyon ve adezyonunu hszlandsran, hiicre adezyon
molekilleri (P veya E-selektin, ICAM veya VCAM-1 gibi) artmis yiizey ekspresyonu
ile endotelyal hiicreler, inflamasyonu baglatir, kuvvetlendirir ve trombozise katkida
bulunur (Greselle ve ark., 2010). VCAM-1 ve ICAM-1 dahil, birtaksm adezyon
molekiillerinin ekspresyonu, ROS bagimlidir (Taniyama ve Griendling, 2003).

Ayrxca, hasarl> endotelin altindan agiga ¢ikan subendotelyal kollojen, ayni
zamanda trombosit aktivasyonunu baglatarak vazokonstrikte olan damar>n daha da
daralmasina, yani tromboze olmasina neden olur (Kurtoglu, 2005; Kurtoglu ve ark.,
2006). Yine, Closse ve ark. (1997) hipoksiye maruz kalan yiizeyde 30 dk. iginde P-
selektinin ekprese olmaya basladigin1 ve ayni zamanda endotelyumun aktivasyonuyla
vendz kapaklarin ven duvarina birlesme yerinde (kulp) trombosit, fibrin ve lokosit
depositlerini gdzlemlemis ve bunun muhtemelen tam gelismis trombozisin bir

prekiirsorii oldugunu diistinmiistiir.

VTE hszland>rc> durumlardan biri olan venéz kan stazs, ¢zellikle ventz valv
diizeylerinde diisiik veya sifir shear (makaslama) stresli alanlar olusturabilir. Venoz-tip
kan akimi tarafindan kullanilan diisiik makaslama-stresi endotelyum tarafsndan NO
uretimi igin esansiyel bir uyarand>r. Boylece vendz staz, makaslama-stresini keserek,
daha sonra trombozis gelisimini hizlandirwr, ilaveten vendz endotelyumun esansiyel
antitrombojenik Ozelliklerinden birini de bozabilir (Greselle ve ark., 2010). Ayrca,
venullerde, trombosit-damar duvar etkilesiminin shear bagimli oldugu rapor edilmistir
(Broders ve ark., 2001).

Cogu calismada arteryal sistemde endojen NO sabnsmnsn  tesiri Uzerine
odaklanilmis olmasina ragmen, vendz sistemde trombosis arastirmasinon smirl kaldigi
bildirilmistir (Freedman ve Loscalzo, 2003). Broders ve ark. (1998) taraf>ndan yap»lan
bir ¢aligmada, in vivo olarak fare mezentaryumunun arteriol ve venul duvarsnn
delinmesinden sonra NOS’>n irreversbl inhibitorii olan L-NA (N“-L-arjinin) ile
inhibisyonun venullerde embolizasyon periyodunda bir uzamaya ve meydana gelmis
embolinin sayisinda bir artisa neden oldugu, fakat arteriollerde boyle bir etkisinin

olmadig1 gosterilmistir. Bu modelde D-arjinin degil ama L-arjinin (endojen NO sentezi

71



icin bir prekirsor) infuzyonunun, ventz embolizasyonda artis1 tersine c¢evirdigi
bildirilmistir (Broders ve ark., 1998). Bu bulgular tromboembolizmi inhibe etmede
endojen NO’in arterollerden ziyade veniillerde daha etkili oldugunu gostermistir.
Arterioller ve venillerdeki NO’in farkl> etkisinin tromboembolik reaksiyona karisan
diger mediatorler ile NO’in etkilesiminden de kaynaklanabilecegi drnegin superoksit
anyonlarmnin NO’i inaktive edebilecegi ve in vivo arter trombozis modellerinde
trombosit agregasyonuna karisabilecegi, ayrica bir diger vazodilatator PGIl2’nin
etkisinin her iki damarda farkli olabilecegi de disiiniilmiistiir. Broders ve ark. (2001)
yaptiklar1 ¢alismada veniillerde degil ama arteriollerde, endojen NO ve PG’lerin sinerjik
olarak damar duvar hasarndan sonra damarda meydana gelen tromboembolizmi
onledigini bulmuslardir. Yine Suzuki ve ark. (1995) fare mezenteryumunda venullerden
ziyade arterlerde daha ¢ok siiperoksit iiretildigini gostermislerdir. Bu da reaktif oksijen
tirleri (ROT) tarafindan NO’in inaktive edildigini akla getirebilmektedir. Bu nedenle,
endojenik trombotik maddelerin rollerinin kavranslmas>, tromboembolik stireglerin rol

oynadig1 klinik hastaliklarin mekanizmasinin anlasilmasinda biiyiikk 6nem tagimaktadir.

Effektor hiicreler tizerine NO’in etkisinin (6rnegin kan trombositlerinde) arteriol
ve veniillerde degisiklik gosterebilecegi ¢linkii her iki damar tipinde damar i¢i ortamin
farkli oldugu bildirilmistir (Broders ve ark., 1998). Los Lindberg ve ark. (1994),
Broder ve ark. (1998)’mn galismasiyla g¢elisen bir ¢aligmalarinda, NOS inhibitéri L-
NA’mn rat kremeaster kas>na ilavesinin foto-aktivasyonun neden oldugu trombiis
formasyonunu veniillerden ziyade arteriollerde arttigini1 bulmuslardir. Bu bulguya gore
arastirmacilar fotoaktivasyon sonrasi arteriol endotelyumun veniiller endotelyuma
oranla NO iiretimi i¢in daha biiyiik bir kapasiteye sahip oldugunu diisiinmiislerdir. Bu
celiskili iki bulgu farkli organlar, hatta farkli captaki farkli damarlarin fonksiyonel

ozelliklerindeki farktan kaynaklanmis olabilecegini diisiindiirmektedir.

Biz de yaptigimiz bu c¢alismayla DVT nin patofizyolojisinde oksidatif stresin
roliinii arastirdik. Bu amagla pek ¢ok hastaliga ve doku hasarma da yol agabilen lipid
peroksidasyon drtini MDA’nin 6lgimiinii  gergeklestirdik. MDA artmig yag asiti
peroksidasyonunun sistemik dolasimda diizeyi saptanabilen dolayl> bir gostergecidir.
MDA seviyesinin belirlenmesi, dokulardaki lipid peroksidasyonunun ve dolay»>ss>yla

oksidatif stresin (OS) hassas gostergelerinden birisidir (Batmaz ve ark., 2011). Son
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yillarda yapilan pek cok ¢alisma; yaslanma, koroner kalp hastaliklar1 ve kanser basta
olmak iizere pek ¢ok hastaligin patogenezinde lipid peroksidasyonunun etkili oldugunu
gostermistir (Yariktas ve ark., 2003). OS’in pulmoner emboli (PE) ve DVT deki etkisini
gosteren hayvan ¢aligmalari yapilmigtir (Anderson ve ark., 1990; Dikshit ve ark., 1989).
Ancak oksidatif stresin PE ve DVT’deki varligin1 aragtirmak amaciyla insanlarda
yapilan calisma c¢ok azdwr. Miihl ve ark. (2006), PE’li hastalarda OS’in varligini,
yiikselmis malondialdehit (MDA), ROT ve myeloperoksidaz (MPO) ile diismiis GSH ve
plazma protein siilfidril gruplari ile gostermislerdir. Yine Re ve ark. (1998) yapmis
olduklar1 calismada venografi ile teshisi konulmus 10 DVT’li hastada MPO, 4-
hidroksinonenal (HNE) ve MDA gibi lipoperoksidatif markerlerin plazmaya ait
degisikliklerini kontrol grubu ile karsilastirilarak degerlendirmislerdir. Bireysel
farkliliklara ragmen, ortalama plazma MDA ve HNE diizeylerinde oldugu gibi, ortalama
plazma MPO diizeyini de DVT grubunda daha yiiksek bulmuslardir. Re ve ark. (1998)
DVT’nin roliiniin diglanamayacagini ancak, sonugta komorbid hasataliklarin
(enfeksiyon, travma, kronik bobrek yetmezlig (KBY) ve alkolik karaciger hastaligi) ya
da sessiz pulmoner mikroembolinin de oksidatif strese katilabilecegini diistinmiiglerdir.
DVT’nin ve onun inflamatuar komponentlerinin olaya ne oranda katildigmin
bilinmeyecegini fakat ROT {iretiminin, sinsi bir hastalik veya sessiz bir pulmoner

mikroembolinin gostergeci olabilecegini bildirmislerdir.

OS’in pek ¢ok kardiyovaskiler hastaliginin olusum ve ilerleme asamasindaki
Oonemi caligmalarla ortaya konmustur. Ancak c¢alismamizda DVT’li hasta gurubunda
kontrol gurubuna g6ére sadece MDA’mn  artmasy,  antioksidan  savunma
mekanizmalar-ndan GSH-Px ve katalazda kontrol grubuna goére anlamli bir artisin
olmayis1 diisiindiirtictidiir. Venlerdeki endotelyal disfonksiyonun derecesi ve diizeyi,
trombiis gelisimine katilan mekanizmalarla ROT’lar arasindaki baglanti, NO’in
endotelyal disfonksiyona ne kadar katildigi daha detayli arastirilmasi gereken

konulardor.

VTE ve arteriyal kardiyovaskiiler olaylar arasindaki iliskiye olan ilgi de son
yillarda artmistir. Aterotrombozis ve VTE arasindaki iliskiyi ilk kez Prandoni ve ark.
(2004) karotid arter plaklarmin varligmm VTE’nin riskini 2’ye katladigmi gostererek
bulmuslardir. Daha sonraki y»llarda da Spencer ve ark. (2008) daha onceden VTE
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hikayesi olan hastalar aras>nda VTE hikayesi olmayanlara gore akut myokard infaktus
riskinin 4 kat daha yiikksek oldugunu gostermislerdir. Obesite, hipertansiyon,
dislipidemi, diabet, metabolik sendrom ve sigara kullanimi dahil kanitlanmig
kardiyovaskuler risk faktorleri ayn> zamanda VTE riskini de artbrr. Bu da
aterotrombozisli hastalarda VTE’nin artmus riskini agiklamaya yardimci olur (Piazza ve
Goldhaber, 2010). Yine Migliaci ve ark. (2007) yaptiklar1 ¢alismada spontan VTE’li
hastalarda endotelyal fonksiyon bozuklugunu gostermislerdir ve spontan VTE’nin
aterosklerozisin artmus riski ile iligkili bir durum olacagmi saptamislardir. Endotelyal
fonksiyon bozuklugu muhtemelen ateroskleroz ve VTE i¢in ortak bir arka fon olarak
haraket eden primer bir defektin varligini gosterir. Bizim yaptigimiz ¢alismada lipid
peroksidasyon belirteci MDA’ nin yiiksek ¢ikmasi gelecekte olusabilecek bir arteryal
kardiyovaskiiler hastaligin gostergesi de olabilir. Bu nedenle olgularsm>z>n takibi ve

bunlar iizerinde ileride yapilacak ¢caligmalar ¢ok yararli olacaktir.

Endotelyal NOS tarabndan L-arjininden sentezlenen NO guclu bir endojen
vazodilatator mediator olmakla beraber, vaskuler tonusu dizenlemeye ek olarak, damar
diiz kas proliferasyonunu baskslar, trombosit adezyon ve agregasyonunu inhibe eder,
I6kosit-endotel hiicre etkilesimine engel olur (Boger ve ark., 1998). Bozulmus NO
biyosentezi endotalyal disfonksiyonun (ED) gelisimiyle ve vaskiiler olaylarla iligkilidir.
Kompetetif endojen NO sentaz inhibitérii ADMA’nin yilikselmis plazma
konsantrasyonlar1 ED gelisimi i¢in yeni bir risk faktoriidiir ve hem insan hem de hayvan
calisma modellerinde vaskiiler hastalik heniiz klinik olarak belirgin olmadan bile
ADMA yiiksekligi olusabilmekte (Boger, 2003), kardiyovaskiler mortalite ve
hastabklar icin muhtemel bir prediktor olarak kabul edilmektedir (Sydow-Miinzel,
2003).

Biz yaptigimiz bu calismada, herhangi bir kardiyovaskiiler risk faktorii
bulunmayan hastalarda endojen NOS inhibitérii, ADMA’nin dolasimdaki
konsantrasyonunun  tromboembolizmden  etkilenip  etkilenmedigini  arastirdik.
Hipertansiyon, hiperlipidemi, hiperhomosistemi, koroner arter hastaligi, kronik bdbrek
yetmezligi, Konjestif kalp yetmezligi gibi pek ¢ok hastabkta ADMA’nin yiikseldigi
gosterilmistir (Sydow ve Miinzel, 2003). Bu yiizden hastaliga eslik eden

kardiyovaskiiler risk faktorleri ¢alismamizda ekarte edilmistir. Ancak ADMA’nin tuz
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alimi, insiilin direnci, alkol ve diisiikk karbonhidrat alimi gibi ¢esitli metabolik
olaylardan ve sigara igiminden etkilendigini gosteren ¢alismalar diistiniildiigiinde, bu
faktorler bagimsiz bir risk markeri olarak ADMA 6Sl¢limiiniin kullanilmasima sinirlama
getirmektedir. Yine arastirmacilar, biiyiime hormonu eksikligi, kilo kaybi veya
gestasyonel diabet hikadyesinin de ADMA plazma konsantrasyonu ile iligkili oldugunu
gostermislerdir. (Haider ve ark., 2006; Bugdayc1 ve ark., 2005). Arastirmacilar, plazma
ADMA dizeyini DVT komplikasyonu olan kronik tromboembolik pulmoner
hipertansiyonlu (CTEPH) hastalarda incelemis ve yiiksek bulmuslard>. ADMA
pulmoner vaskiiler hastaligin siddeti ile iligkilidir ve CTEPH’li hastalarda mortalitenin
bir prediktoriidiir. Hiperbarik hipoksinin neden oldugu pulmoner hipertansiyonda
DDAH ekspresyon ve aktivitesinin azaldigir goziikkmiistiir. Yine en son caligmalar
gostermistir ki, DDAH 1 aktivitesinin kayb1 NO sinyallemesinde azalma ve ADMA’nin
birikimi i¢in diger dnemli bir yardimcidir. ADMA’nin NOS ekspresyonunu etkileyip
etkilemedigi bilinmemesine ragmen, CTEPH’li hastalar>n vaskiler dokularinda azalmig
eNOS proteini yiikselmis ADMA’nin negatif etkilerini artirabilir (Skara-Sajer ve ark.,
2007).

Haider ve ark. (2006) VTE tanisi almis 39 hasta ve 35 kontrol grubunu
karsilastirdig1 ¢caligmalarsnda, plazma ADMA, SDMA, L-arjinin ve kreatinin degerlerini
incelemiglerdir. Kardiyovaskiiler risk faktorii ekarte edilmis VTE’li hastalar ve kontrol
grubu arassnda ADMA, SDMA ve L-arjinin degerleri arasinda anlamli bir fark
bulamadiklar1 igin ADMA konsantrasyonlarinin VTE’de degismedigini, boylece diigiik
akom durumlarnda tromboz olusumunda ADMA’nin bir risk faktorii belirteci

olamayacagini belirtmiglerdir. Ancak konu ile ilgili bundan bagka bir ¢alisma yoktur.

NO’in kardiyovaskiiler sistem hemostazisinin dlzenlenmesinde; damar
genislemesi, kan trombositlerinin kiimelesmesinin dnlenmesi, damar yaralanmalarini
takiben damar diiz kas hiicrelerinin ¢ogalmalarinin engellenmesi ve kalp kasi
kas>l>m>mon - kontrol edilmesi gibi bircok fizyopatolojik etkileri bulunmaktad>r. NO
uretimi ve tromboza meyil lzerine korelatif degisikliklerin direk olarak Ol¢iilmemis
olmasina ragmen (Freedman ve Loscalzo, 2003) NO, trombiis olusumunun kontrolii ve

kan akigkanliginin saglanmasinda olduk¢a dnemlidir.
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NO’in hem sentez hem de biyoyararlaniminda bozukluklar ED’nun geligimi ile
iligkilidir. Gonullt insanlara ve deney hayvanlar>na, bir nitrik oksit sentaz inhibitori
olan L-NMMA’ nin sistemik enjeksiyonlarmi takiben arteriyel basingta bir artis
meydana geldigi fakat vendz basingta bir degisiklik gozlenmedigi bildirilmistir (Biilbiil
ve Soylu, 2008). Yine LNMMA’nin saglkli goniillillere intravendz enjeksiyonu
insanlarda hizli bir sekilde trombosit aktivasyonuna neden olmustur (Schafer ve ark.,
2004). Bu vyiizden, artmis endojen ADMA iiretimi protrombotik durumun
olusturulmasma katkida bulunabilir. Ancak, vaskiiler hastaliklarin gelisiminde altta
yatan risk faktorii tek basina ADMA yiiksekligi olmayabilir. Ayrica yiikselmis plazma
ADMA diizeylerinin ED’la iligkili olduguna dair pek ¢ok delil de vardx. ED’da
degisikliklerden dolayr ayn1 zamanda ADMA akut vaskiler olaylarla da iliskilidir.
Ayrica, OS ADMA metabolizmasinda rol oynayan enzimlerin aktivitelerini degistirerek
ADMA miktarlarinda degisime yol agmaktad>r. ADMA da en az>ndan k>smen ayrk
eNOS’a yol acarak OS’e katkxda bulunmaktad>r. PRMT (protein arjinin metil
transferaz) aktivitesi reaktif oksijen turleri tarabndan artrbr ve ADMA duzeyleri
yiikkselir (Sydow ve Miinzel, 2003). ADMA diizeylerindeki bu artis DDAH
(dimetilarginine dimetilaminohidrolaz) enzim aktivitesindeki azalmaya da bagli olabilir.
DDAH™n aktif bolgesinde bulunan sisteinin  ylkseltgenmesi  6nemlidir. Bu
yukseltgenmeyi yiiksek NO (retiminin  S-nitrozilasyonu geri doniisiimlii olarak
gerceklestirebilir. Ayrica DDAH’1n aktif bolgesindeki reaktif sistein kalintis1 OS i¢in de
hassas yerdir (Valkonen ve Laaksonen, 2004). Literatiire bakildiginda ADMA’nin
sentez ve yikiminda rol oynayan enzimlerin ¢esitli hastaliklarda aktivitelerinin degistigi
ve ADMA yiiksekligine neden oldugu goriilmektedir. Bu da ileride ADMA
yiiksekliginin yanmisira PRMT-1 ve DDAH aktivitesini de etkileyen faktorler ve

mekanizmalar tizerinde odaklanmiz gerektigini gostermektedir.

Genis bir trombotik kitle ile karakterize olan DVT’li olgular sirkiilasyondaki
ADMA konsantrasyonu iizerine tromboembolizmin etkisini arastirmak i¢in elverisli bir
model olusturdugundan ve son zamanlarda, akut kardiyovaskiiler olaylarda dolagimdaki
ADMA seviyesinin yiikseldigi bildirildiginden (Deweik, 2006; Erbil ve ark., 2012;
Valkonen ve Laaksonen, 2004), bu ¢alismay1 planladik. Ancak, ¢alismamizda DVT’li

hasta grubu ve kontrol grubu arasinda ADMA degerleri acisindan anlamli bir fark
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bulamadik. Bu bulgumuz dolasimdaki ADMA konsantrasyonu iizerine VTE’nin

varliginin herhangi bir etkisi olmadigmi diigiindirmektedir.

Freedman ve ark. (1996) GSH-Px eksikliginin NO biyoyararlan>msn>n
azalmas»na, trombosit hiperreaktivitesine ve ayrica arteryal tromboziste bir artisa yol
actigin1 bulmuslardir. Vendz trombozisin patofizyolojisinde oksidatif stresin rollini
gosteren bir ¢alisma (Re ve ark., 1998) olmasina ragmen, literatlir taramam»zda 6zellikle
GSH-Px’in  vendz trombozisle iligkisini gosteren bir calismaya rastlamadik.
Calismamizda DVT’li hasta grubu ve kontrol grubunda GSH-Px degerleri agisindan
anlamb> bir fark bulamad.

Antioksidan savunma sisteminde ©6nemli bir enzim olan katalaz hidrojen
peroksidin su ve oksijene ayrismasini katalizler. Katalaz>n ayrnt>l> biyolojik 6nemi tam
olarak belli degildir (FOrsterman, 2010). VTE’de katalaz aktivitesini gdsteren bir
calismaya rastlamadik. Bizim yaptigimiz ¢aligmada, hasta ve kontrol grubunda katalaz

degerleri agisindan anlamli bir fark bulamadik.

Plazma homosistein diizeylerindeki fizyolojik artiglarmn normal insanlarda
vaskiiler endotelyal disfonksiyona neden oldugu bildirilmistir (Kielstein ve ark., 2005).
Hiperhomosisteinin vaskuler hasara yol agan mekanizmalar> multifaktoryaldir. Endotel
hiicrelerinde ve damar diiz kas hiicrelerinde fonksiyonel ve yapisal degisikliklere yol
actigi  gosterilmistir. Hiperhomositeineminin  protrombotik etkisi azalmig NO
biyoyararlan>m>n>n trombosit agregasyonu ve I6kosit adezyonu ile trombozise katk>s>
olabilir.  Ayr>ca protrombotik mekanizmaya antikoagiilan duzenleyici protein
trombomodulinin, antikoagiilan heparanlar>n veya doku plazminojen aktivatoruniin
baglanma sahasinin azalmig ekspresyonu gibi endotelyal fonksiyonda baz>
degisikliklerle katki saglayabilir (Khajuria ve Houston, 2000). Ayrica Yliice ve ark.
(2006) homosisteinin lipid peroksidasyon iiriinlerini (MDA) artirdigini, plazma ve
dokulardaki antioksidan enzim aktivitelerinde ise azalt>c> bir etki gosterdigini
bulmuslardir. Yiiksek plazma homosistein diizeyleri DVT i¢in bagimsiz bir risk
faktoradir. Heijer ve ark., (2005) total homosistein miktarsnda S5umol/L’lik artigin
retrospektif ve prospektif ¢aligmalarda sirasiyla %60 - %20 vendz tromboz riskini
arttrdigini géstermislerdir. Diger taraftan 1limli hiperhomosistineminin vaskiiler hasarin

bir markeri veya nedensel bir faktorii olup olmadigi oldukca belirsizdir. Yapilan
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calismalarda yiiksek homosistein diizeyi ve vendz tromboz arasinda anlamli iligki
bulunmustur (Markis, 2000). Plazmadaki vitamin By, Bg (pridoksal fosfat) ve 6zellikle
folat diizeyi ile plazma total homosistein arasinda zit bir iligki tespit edilmis ve
nutrisyonel faktorlerinde enzim defektlerinin yannda total homosistein dizeyini
etkiledigi gosterilmistir (Temel ve ark., 2002). Yine, DVT’li hastalarda
hiperhomosisteineminin vitamin Bi, eksikliginin yiliksek prevelansi ile iligkili oldugu
Omar ve ark., (2007) tarafindan gosterilmistir. Bizim ¢aligmamizda DVT’li hasta grubu
ve kontrol gurubu aras>nda homosistein dizeyi agxs>ndan anlaml>  bir  fark

bulunmamastir.

Calismamizda vitamin Bj, ve folik asit parametrelerinde de ortalama degerler
acisindan kontrol grubuna gore istatistiksel olarak bir farklilik bulunmamistir. Vitamin
Bs’ron ise DVT’li hasta grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml>
azaldig1 gosterilmistir. Hron ve ark. (2007) diisik plazma vitamin Bg diizeyinin
VTE’nin rekiirrensi riskinde artisa yol acip agamayacag1 hipotezini gelistirmislerdir. 11k
kez VTE geciren 757 hastalik prospektif kohort ¢alisma serilerinde Vitamin Bg seviyesi
ve VTE rekiirrensi arasinda bir iligki oldugu gosterilmistir. Yine, Cattano ve ark. (2001)
yaptklar> vaka-kontrol ¢alismasinda, diisiik vitamin B, veya folat diizeyli hastalarda
VTE riskinde anlamli bir artis bulamamiglardir. Ancak, Vitamin Bg’n>n koenzim formu
pridoksal -5-fosfat>n < 21,7 nmol/L diizeylerinin trombotik riski 2 kattan daha fazla
yukselttigini gostermislerdir.  Bu sonuglarsn, folat, vitamin Bj, ve homosistein
diizeyinden bagims>z oldugu bildirilmistir. Zhou ve ark., (2012) ventdz trombozis
gelisimi  lizerine B-grup vitaminlerin  homosisteinden bagimsiz  bir roliini
bildirmislerdir. Ama konu ile iliskili arastirma bulgulari ile tutarsizbklar> vardsr. Folik
asit ve vitamin Bi,’nin azalmis diizeyleri vendz trombozis (VT) igin bagimsiz bir risk
faktorii olabilir. Diger taraftan vitamin Be’nin diisiik diizeyi VT i¢in bagimsiz bir risk
faktorii oldugunu gosteren kalitatif sistematik bir arastirma vardir. Bizim ¢alismamizda
da benzer olarak cal>sma grubunda kontrol gurubuna gére vitamin B, ve folat diizeyleri

normal iken vitamin B diizeyi diisiik bulunmustur.

Giliniimiizde bircok hastaligin patogenezinde izah edilemeyen kisimlar
bulunmaktadsr. Hastal>klarsn patogenezini anlamak ve bunlar> tedavi ile iliskilendirmek,

yeni tedavi protokollerinin gelistirilmesi ve hatta hastaliklar meydana gelmeden saglikl
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kigilerin risk faktorlerinin elimine edilmesi acisindan son derece Onemlidir.
Kardiyovaskdler sistem Uzerine birgok duzenleyici etkisi olan NO’i inhibe etmesi
sebebi ile ADMA, son zamanlarda iizerinde sik aragtirma yapilan molekiillerden biri
olmustur. ADMA’mN basta kardiyovaskiiler hastaliklar olmak {izere birgok hastalikta
arttigi ve bazi hastaliklarin patogenezinde 6nemli oldugu gosterilmistir. Endotelyal
disfonksiyona sebep olmasi ve birgok hastaligin patogenezinde endotelyal
disfonksiyonun 6nemli rol almas>, yakon gelecekte de ADMA ve oksidatif stres Gizerine
aragtirmalarin devam edecegine isaret etmektedir. Ayrica, bulgularimizin klinik
uygulamalara katkismin olup olmayacagi prospektif randomize c¢alismalarla
desteklenmelidir.

Yine DVT’li hasta grubunda kontrol grubuna gére MDA seviyesinin yuksek
bulunmasi, tromboembolizmin olusmasinda MDA’nin oksidatif stresin bir gostergesi
olarak kullanilabilecegini disiindiirebilir. Ventz tromboemboli risk belirteclerinin
belirlenmesi tiim diinyada oldugu gibi bizim iilkemizde de en Onemli Olim
nedenlerinden biri olan pulmoner emboli hastaligina karsi yeni ve etkin koruma ve
tedavi yontemlerinin gelistirilmesine yardimci olabilir. Bunu da gelecekte yap»lacak

genis ve kapsamli ¢aligmalarla saglayabiliriz.

Sonu¢ olarak, MDA dizeyinin DVT’li hastalarda yuksek ¢>kmas,
tromboembolizm olaymda oksidatif stresin rol oynadigini diisiindiirmektedir. Fakat
oksidatif strese DVT’nin yamnda sinsi bir hastalbk veya sessiz pulmoner emboli de
katki saglamis olabilir. Ayrica, bu c¢alismada dolasimdaki ADMA seviyelerinin
DVT’dan etkilenmedigi gosterilmistir. Bu bulgumuz da ADMA’nin DVT olusumunda

bir risk faktorii olarak degerlendirilemeyecegini gostermektedir.
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6. OZET

Ekim M, Derin ven trombozunda asimetrik dimetilarjinin ve oksidatif stresin énemi, Y.Y.U. Saghk
Bilimleri Enstittsi T>bbi Biyokimya Anabilim Dal> Doktora Tezi, Van, 2012. Bu ¢alisma ile derin ven
trombozunda (DVT) oksidatif stresin ve kardiyovaskdler risk faktori olarak kabul edilen yeni bir marker
olan asimetrik dimetilarjinin (ADMA)’nin roliiniin arastirilmasi amaglanmistir. Bu amagla DVT teshisi
konmus 35 hasta ile yas, viicut kilo indeksi ve cinsiyet yoniinden benzer dzellikler tasiyan 34 saglikli birey
galigmaya alimmustir. Bu bireylerden alman kan Grneklerinde serum malondialdehit (MDA), glutatyon
peroksidaz (GSH-Px), katalaz, ADMA, homosistein, folik asit, Bg ve By, vitamin diizeyleri dlguldi. Serum
MDA dizeyi DVT’li hasta grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak daha yiksek bulunurken
(p<0,001), vitamin Bg diizeyi DVT’li hasta grubunda daha diistiktii (p<0,001). Diger parametreler agisindan
hasta ve kontrol gruplar> arassnda istatistiksel olarak anlaml> bir fark bulunamadi (p>0,05). Bu ¢alismanin
sonuglari, DVT’li hastalarin saglikli kontrollere gére artmis oksidatif strese sahip oldugunu ancak DVT nin
serum ADMA konsantrasyonu iizerine herhangi bir etkisinin olmadigin1 gostermistir.

Anahtar Soézcukler: Derin Ven Trombozu, Oksidatif Stres, Asimetrik Dimetilarjinin, Malondialdehit
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7. SUMMARY

The importance of asymmetric dimethylarginine and oxidative stress in deep vein thrombosis.
Yuzlnct Y>l University, Institute of Health Sciences, PhD Thesis, 2012. In this study, we aimed to
investigate the role of oxidative stress and asymmetric dimethylarginine (ADMA) which is
accepted as a new marker of cardiovascular risk factor on the development of deep venous
thrombosis (DVT). For this purpose, 35 patients with DVT and 34 healthy subjects were
studied. The two groups were similar characteristics in terms of age, body weight index and
gender. Blood samples were collected from these individuals, and serum malondialdehyde
(MDA), glutathione peroxidase (GSH-Px), catalase, ADMA, homocysteine, folic acid, vitamin
Bs and vitamin Bj, levels were measured. Although serum MDA levels were significantly
higher in DVT group than control group (p< 0.001), vitamin Bg levels were lower in study group
(p< 0.001). There were no statistically significant differences in terms of other parameters
between both groups (p<0.05). The results of this study reveal that patients with DVT have
increased oxidative stress compared to healthy controls; however, DVT does not show any
effect on serum concentrations of ADMA.

Key Words: Deep Venous Thrombosis, Oxidative Stress, Asymmetric Dimethylarginine,
Malondialdehyde
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