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1.  GIRiS

iskemi, dokunun oksijen ve diger metabolitlere olan gereksiniminin
dolasim tarafindan saglanamamasi ve olusan artik Urtnlerin uzaklastirlamamasi
olarak tanimlanir'. Reperfiizyon ise bu iskemik dokudaki kan dolasiminin tekrar
saglanmasidir. iskemik bir dokunun reperfiizyonu dokunun oksijen ve diger
metabolik gereksinimlerini karsilarken paradoksal olarak dokuda hasar
olusturmaktadir?>. Bir dokuda iskemi ve reperflizyon sonucu olusan hasar,
dokunun ayni toplam slrede sadece iskemiye maruz kalmasi sonucu olusan

hasardan daha fazladir °.

Miyokard infarktlsu, stroke ve organ transplantasyonu gibi 6nemli
saglk problemlerinde, organ hasarina yol agan temel patofizyolojik sire¢, iskemi-
reperfiizyona (I/R) bagli doku hasaridir*. Iskemik dokunun reperfiizyon sonrasi
gbrdugl hasar akciger, bobrek, karaciger, kalp, beyin ve barsaklar gibi bir ¢ok

organda ayrintili olarak arastirilmigtir®®"®

. Karaciger I/R hasari bir antijene bagli
olmayan yanittir ve Kupffer hiicre (KC) aktivasyonu, reaktif oksijen Urtnlerinin
(ROS) uretimi, nétrofil infiltrasyonu, adezyon molekilleri artisi, sitokin salinimi,
hepatosit hasari ve sinlzoidal endotelial hicrelerin ayrilmasi gibi sireglere
baghdir. Bu ¢ok basamakli hasarin mekanizmasi tam olarak agiklanamamistir
ancak kanitlar hasarda anahtar rolin ROS tarafindan oynandigina isaret

etmektedir®.

I/R hasari tibbin bir ¢ok alaninda karsimiza c¢ikmakta ve
uygulanmaktadir. Sok, yanik, sepsis, pankreatit, miyokard infarktisa,
serebrovaskiler olaylar, travma, travma cerrahisi, kardiovaskdler cerrahi, genel
cerrahi I/R hasarinin olustugu ve olusturuldugu bazi durumlara érnek olarak
verilebilir. Pratikte tim cerrahi uygulamalarda doku iskemisi ve bunu takiben
reperfizyonu vardir. Transplantasyon, rezeksiyon gibi karaciger cerrahi
uygulamarin da yapilan Pringle manevrasi sirasinda da [I/R hasari

olusturulmaktadir.



Bu calismada kismi karaciger iskemisi uygulanan ratlarda, I/R
sonucu olusan karaciger hasarina karsi tiyoredoksin ve NOS inhibitérG olan L-

Name’in koruyucu etkileri incelenmeye calisildi.



2. GENEL BILGILER

Karaciger I/R sureci ROS, adezyon molekilleri, endotel
hicreleri, kompleman sistemi gibi bir ¢ok sistemin devreye girdigi
karmagsik bir sure¢ olarak karsimiza gikmaktadir. Bu nedenle 6nce bu
sistemlere genel bir bakis ve daha sonra I/R surecinin fizyopatolojisini

genel bilgilerde agiklamaya calisacagiz.
2.1. Reaktif oksijen bilesikleri (ROS)

2.1.1. Molekdler oksijenin ozellikleri: Molekuler oksijen (O,),

paralel spin durumlu iki ortaklanmamis elektrona sahiptir'®'"1213.14,

100
Ortaklanmamis elektron igeren atom, atom grubu veya
molekiiller serbest radikal olarak tanimlanirlar. Ancak Fe*®, Cu*?, Mn*?ve
Mo*® gibi gecis metalleri de ortaklanmamis elektronlara sahip olduklari
halde serbest radikal olarak kabul edilmezler. Bu tip maddeler serbest
radikal olusumunda Onemli rol oynarlar. Serbest radikaller pozitif yuklu
(katyon), negatif yUkli (anyon) veya elektriksel olarak nétral

olabilirler'" 1215,

Serbest radikal tanimina gore O, bir biradikal (diradikal)

olarak degerlendirilir. Biradikal oksijen, radikal olmayan maddelerle yavas

reaksiyona girdigi halde diger serbest radikallerle kolayca reaksiyona girer.

Biradikal oksijenin elektronlarindan birinin, enerji alarak kendi
spininin ters yonunde olan bagka bir orbitale yer degistirmesiyle, singlet
oksijen olusur. Singlet oksijen, eslesmemis elektronu olmadigi i¢in radikal



O: O 100

Delta O, Sigma 0>

olmayan reaktif oksijen UGranuduar, delta ve sigma olmak Uzere iki sekli

vardir'™'?,

O,, biradikal dogasinin bir sonucu olarak yuksek derecede
reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusturma egilimindedir. ROS’lari 2 grupta
incelemek olasidir. Birinci grup serbest radikallerdir. 2. Grupta ise hidrojen
peroksit (H20), nitrik oksit (NO), singlet oksijen gibi molekdller yer alir. Bu
molekuller son yodrungelerinde eslesmemis elektron tasimadiklari igin,
serbest radikal degildir. Bu tip maddelere nonradikal reaktif oksijen

triinleri adi verilir, Tablo 1.

Tablo1: Baglica ROS’lar ve antioksidanlar 13

ROS Antioksidan

Vitamin A, B-karoten,

1 . .
(o )} Singlet oksijen vitamin E

Superoksit dismutaz

0,” Siiperoksit radikali (SOD), p-Karoten
OH Hidroksil radikali

RO Alkoksil radikali

ROO Peroksil radikali Vitamin E, vitamin C
H.0, Hidrojen peroksit E::s:(aszic,jglzutatyon
LOOH Lipid peroksitleri Glutatyon perokidaz

Reaktif oksijen tirleri, ¢esitli serbest radikallerin olustugu
serbest radikal zincir reaksiyonlarini baslatabilirler ve hicrede peroksit
radikalleri (ROO"), alkoksi radikalleri (RO"), tiyil radikalleri (RS’), sulfenil
radikalleri (RSO"), tiyil peroksit radikalleri (RSOy'), reaktif nitrojen bilesikleri



gibi cesitli ROS’larin olusumuna neden olurlar'®™ . Sekil 1’de genel ROS

olugsum yolu izlenebilir..

(Ch 2H+ e, H+

*'O:OW e—_\>—> OO *K,_, H:@:@!HA—V H.0 + OH.

Molekiiler oksijen Stiperoksit radikali Hidrojen Peroksid .6: H
02 02" H202 X
Hidroksil Radikali
k e, H*
H20

Sekil 1: Oksijenin suya indirgenmesi sirasinda ROS’larin olugmasi.

2.1.2.Baslica ROS'lar:

Superoksit radikali (O57): O™ tum aerobik hicrelerde, O2’nin

bir elektron alarak indirgenmesi sonucu olusur. Indirgenmis gegis

metallerinin oto-oksidasyonu, siiperoksit radikali meydana getirebilir'*
14,16,17

Fet2 + 0, > Fe*3 + 0Oy~

Cut + 02 > Fe*2 + 0y

O, ”in kendisi direkt olarak zarar vermez. Bu radikalin asil
onemi, H>O, kaynagi olmasi ve gegis metalleri iyonlarinin, indirgeyicisi
olmasidir. SlUperoksit radikali disuk pH degerlerinde daha reaktifdir ve

oksidan perhidroksi radikali (HO') olusturmak tizere protonlanir’''38.

0.~ hem oksitleyici hem indirgeyici 6zellige sahiptir. Oo"nin

fizyolojik bir serbest radikal olan nitrik oksit (NO") ile birlesmesi sonucu, bir
reaktif oksijen tlrl olan peroksinitrit (ONOQO") meydana gelir. ONOQO", nitrit
(NO2) ve nitrat (NO3’) olusturmak Uzere metabolize edilir. ONOO", azot
dioksit (NO2), hidroksil radikali (OH), nitronyum iyonu (NO,") gibi toksik
5



arinlere donusebilir ki, NO’nun zararli etkilerinden peroksinitrit

sorumludur.

Hidrojen peroksit (H>O,): H20O,, superoksidin cevresindeki

molekullerden bir elektron almasi veya O;’'in ¢evresindeki molekullerden iki
elektron almasi sonucu olusan peroksitin, iki proton (H) ile birlesmesi
sonucu meydana gelir. Urat oksidaz, glukoz oksidaz ve D-aminoasit
oksidaz gibi bir cok enzim, direkt oksijenden Uretimi yapar'' 4,
02 + 2e + 2H* — H20:

Biyolojik sistemlerde H,O'in asil Gretimi, O, ™in dismutasyonu
ile olur. ki O~ molekll, stperoksidin dismutasyonu reaksiyonunda iki
proton alarak H,O, ve O5'yi olustururlar.

2027 + 2H* — H202+ 02
Bu reaksiyon, dismutasyon reaksiyonu olarak bilinir, ya
spontan gergeklesir ya da superoksit dismutaz (SOD) enzimi tarafindan

katalizlenir'" 161719,

H>O, bir serbest radikal olmadigi halde, reaktif oksijen turleri
(ROS) kapsamina girer ve serbest radikal biyokimyasinda énemli bir rol
oynar. Cunku Fe*? veya diger gecis metallerinin varliginda, Fenton
reaksiyonu'yla veya superoksit radikali varliginda Haber-Weiss
reaksiyonuyla, en reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan,

hidroksil radikalini (OH") olugturur'®'*18:2,

Fet2 + H;0, — Fe*3 + OH- + OH-

Fenton Reaksiyonu

02~ + H20, —» 02 + OH- + H20

Haber-Weiss Reaksiyonu

Superoksit radikalinin lipidde ¢dzunurligua sinirli  oldugu
halde, H,O, rahatlikla ¢ozunebilir. Bu nedenle H,O,, kendisinin olustugu

yerden uzakta olan fakat Fe*? iceren membranlarda hasar olusturabilir.



Hidroksil radikali (OH): Hidroksil radikali (OH’), Fenton

reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu sonucu H;O;'den olusmaktadir.

Ayrica suyun, yuksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz kalmasi
sonucunda da olusur. OH’nin yarilanma omru ¢ok kisadir. Hidroksil
radikali olasilikla ROS’larin en guglusudur. Olustugu yerde tiyoller ve yag
asitleri gibi gesitli molekullerden bir proton kopararak tiyil radikalleri (RS),
karbon merkezli organik radikaller (R’), organik peroksitler (RCOQO") gibi

yeni radikallerin olusmasina ve sonucta biiyiik hasara neden olur' .

-CH; + OH- — -CH-+H20

R-SH + OH- — RS-+ H20

Ozon: Acik mavi renkli olan ozon (Og3), stratosferde solar
radyasyona karsl koruyucu bir tabaka olusturur (Global antioksidan).
Ancak yer yuzinde toksiktir. Akcigerler icin oldukca toksiktir ve proteinler,

lipidler ve DNA’da ileri derecede hasar olusturur'"'.

Nitrojenin_oksidasyonu: Nitrik oksid (NO") ve nitrojen dioksit

(NOy) tek sayida elektron tasidiklari  igin  radikal  olarak
tanimlanabilirler’'*?'. Ancak nitréz oksid (N,O) radikal degildir. NO" tim
fizyolojik ve patolojik sureclerde, onemli bir mediator olarak kargimiza
cikar. NO' sentezini yapan NO sentaz (NOS) enziminin, farkli genler

2124 Tim  izoformlar

tarafindan kodlanan 3 izoformu bulunmaktadir
L-arjininin, sitrillin ve NO’ya donusimunu katalizler. Reaksiyon O,
NADPH ve arjininin, guanidin nitrojenine gereksinim gosterir. Noronal NOS
(tip I, NNOS) ve endotelial (tip lll, eNOS) Ca**-Kalmodulin bagiml, yapisal
NOS tipleridir. nNOS noérotransmitter olan NO’nun Uretiminden
sorumludur. eNOS tarafindan Uretilen NO', endotel kdkenli gevsetici faktor
olarak bilinir ve vaskuler duz kasin gevsemesini saglayan temel uyarandir.

eNOS ve nNOS fizyolojik durumlarda &nemli fonksiyonlar yaparlar''2".



Uyarilabilen NOS (inducible NOS, iNOS, tip Il) normal
kosullarda aktif degildir. iINOS infeksiyoz ve inflamatuar proseslerde
sitokinler ve/veya endotoksinlere bagli olarak aktiflenir ve ¢ok bol miktarda
NO- Uretimi gergeklestirir. INOS hepatositler, makrofajlar, nétrofiller, duz
kas hucreleri ve kondrositler gibi bir gok hucrede bulunur. INOS’un artmig
expresyonu sepsis, astim, romatoid artrit, aterosklerotik lezyonlar,
tuberklloz, inflamatuar barsak hastaigi ve iskemi-reperflizyon
zedelenmesi gibi bir cok hastalikta ve patalojik suregte gosterilmistir. Bu
hastaliklarda fazla miktarda ve surekli NO dretiminin  hastalik

semptomlarinin olusumundan da sorumlu oldugu sanilmaktadir'"2".

Hipokloroz asit (HOCI): Aktive notrofiller tarafindan Uretilen

gugli bir oksidan maddedir. Hem tasiyan enzim olan myeloperoksidaz

enzimi, fagositin sitoplazmasinda H;O, ve klorid iyonu (CI) varliginda

HOCI olusumunu katalizler'"*,

H,0,+ CI'+H'" — HOCI + H;0

HOCI demir bagiml ve bagimli olmayan reaksiyonla, OH

radikaline donisir.?* Hidroksil radikali de unsature yag asitlerine

saldirarak, lipid peroksidasyonunu baslatir."" '

HOCl+ O, " — OH: +Cl- + 02

HOCl+ Fe™?" — OH- + Cl- + Fe*3

2.1.3. Hiucrede reaktif oksijen tirlerinin (ROS) kaynadgi:

Hucrede normal metabolik yollardaki enzimatik

reaksiyonlarda, ara urunler olarak devamli sekilde ROS’lar olusabilir.



a. Normalde hucrelerde en buyuk ROS kaynagi
mitokondriyal elektron transport zincirinden (ETZ) sizintidir. Mitokondri i¢
zarinda yerlesmis ETZ bilegsenleri, buyuk oranda indirgendigi zaman
mitokondriyal siiperoksit radikal Gretimi artar'®® Sekil 2'de ETZ'nin

sematizasyonu izlenmektedir. .

0: 0,

NADH

NADH Dehidrogenaz

Sitokrom b, c1
Fe

Fe, Cu Sitokrom
aas

FMN/Fe-S
o

NAD* COQ HZO

~

A A
0, —» 0,

Sekil 2: Elektron transport zincirinin sematik gésterimi

b. Endoplazmik retikulum ve nukleer membranda serbest
radikal dretimi, membrana bagl sitokromlarin oksidasyonundan

kaynaklanir'32%2

c. Bircok enzimin katalitik dongusu sirasinda da, serbest
radikaller ortaya c¢ikar. Bu enzimlerden biri ksantin oksidazdir. Ksantin
oksidaz hasarlanmamig dokularda, bir dehidrojenaz olarak gorev
yapmaktadir. Purinlerin yikilim yolunda hipoksantinden, ksantin ve
ksantinden, urik asit olusum basamaklarini katalizler ve elektron
akseptori olarak O, den daha ¢ok NAD® kullanir. Iskemi gibi
oksijensizlige bagli olarak, ATP uretiminin bozuldugu durumlarda, ADP
yikimi artar ve purin bazlari, ksantin oksidazin etkisiyle hipoksantine
donustlrallr. Ksantin oksidaz reaksiyonu sirasinda, O, kullaniimakta
ve O, hidrojen perokside indirgenmektedir. iskemide oksijen seviyesi
dusuk oldugundan ksantin oksidaz reaksiyonu sirasinda H,O, olugsumu
azdir. Ancak oksijen seviyesi reperfuzyon sirasinda normale donunce,
iskemik dokuda ksantin oksidaz etkisiyle fazla miktarda H,O, ve



superoksit radikali olusur, bu da |I/R zedelenmesinde olusan hasarin
nedenlerinden biridir. Ksantin oksidazin o6zellikle intestinal mukoza
hicrelerinde goérilen [I/R  hasarinda o6nemli faktér oldugu

dustintlmektedir'®#%",

d. Aldehit oksidaz yapi itibariyle ksantin oksidaza benzer,
substratlarinin gogu aynidir ve superoksit radikali Uretir. Dihidroorotat
dehidrojenaz, flavoprotein dehidrojenaz, aminoasit oksidaz ve triptofan
dioksijenaz gibi enzimler de serbest radikal olugsmasina neden

olurlar’?°,

e. H,O2'nin  hlcredeki 6nemli kaynaklarindan  biri
peroksizomlardir. Peroksizomlardaki D-amino asit oksidaz, Urat
oksidaz, L-hidroksil asit oksidaz ve yag asidi acil-KoA oksidaz gibi
oksidazlar, superoksit Uretmeden, bol miktarda H,O, Uretimine neden
olurlar. Ancak peroksizomlarda, hidrojen peroksidin suya ayrigsmasini
katalizleyen katalaz (CAT) enziminin aktivitesi de ¢ok yuksek
oldugundan, peroksizomlardan sitozole ne kadar HO, gectigi

bilinmemektedir. 3227

f. Hayvan hucrelerinde askorbik asit, tiyoller, adrenalin
ve flavin koenzimleri gibi bazi bilesiklerin oto-oksidasyonu, stperoksit

radikalinin bir baska kaynagidir'>#27,

g. Arasidonik asit metabolizmasi, reaktif oksijen
metabolitlerinin dnemli bir kaynagidir. Fagositik hicrelerin uyariimasi,
fosfolipaz ve protein kinazin aktivasyonuna ve plazma membranindan
arasidonik asidin serbestlesmesine yol acar. Arasidonik asidin
enzimatik oksidasyonuyla, gesitli serbest radikal ara Urunleri meydana

gelirler. Aragidonik asit metabolizmasi sonucu serbest radikal Uretimine
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"Enzimatik Lipid Peroksidasyonu™ denir. Serbest radikallerle

prostaglandin metabolizmasi birbiriyle yakindan iligkilidir'>%>%".

h. Ozellikle demir ve bakir olmak lzere gegis metalleri,
fizyolojik sartlarda oksidasyon-rediksiyon reaksiyonlarinda gorev
alirlar. Gegis metalleri bu 06zellikleri nedeniyle, serbest radikal
reaksiyonlarini hizlandiran katalizor gorevi gorurler. Demir ve bakir,
tiyollerden tiyil sentezini, H,O, ve O,  den OH sentezini

katalizlerler.'>2>?7

R-SH + Cu*? —» RS-+ H*+ Cu+
H,0; + Fe*> - Fe**+ OH-+ OH-
Cu, Fe

02" + HzOz — OH-+ OH-+ 02

Metal iyonlarinin serbest radikal reaksiyonlarindaki asil
onemi, lipid peroksidasyonundaki etkileriyle ilgilidir. Gegis metalleri lipid
peroksidasyonunu baglatmaktan ¢ok, sentezlenmis olan lipid
hidroperoksitlerinin (LOOH) parcalanmalarini ve lipid
peroksidasyonunun zincir reaksiyonlarini katalize ederler. Bdylece
13,25,27

daha az zararl olan radikalleri daha zararli hale getirirler

Lipid-OOH + Fe*2(Cu*) — Lipid-0- + Fe*3(Cu*2) + OH-

Lipid-OOH + Fe*3(Cu*2) — Lipid-00- + Fe*2(Cu*) + H*

i. Aktive olmus makrofajlar, nétrofiller ve eozinofillerde
fagositoz sonrasinda, bakterisidal etki gdstermek igin cesitli serbest
radikalleri Uretilir. Fagositik I0kositlerin opsonize mikroorganizmalar,

C5a kompleman faragmani, lokotrien B,, bakteriyel orijinli N-formil

oligopeptitler  gibi  partikilerle  uyarimini  takiben, lizozomal
komponentler digarlya verilimeye baslanir ve reaktif oksijen
metabolitlerinin  olusumuyla birlikte, mitokondri diginda oksijen

11



tiiketiminde hizli bir artis (solunumsal patlama) gériliir'>2>%"2  Sekil

3’de notrofilde fagositoz sonrasi ROS Uretimi izlenebilir.

Respiratuar
patlama

NADPH oksidaz

02~
Spontan reaksiyon
) veya SOD

Fe+ Fenton
H20 reaksiyonu

HOCI Fe'
Cr

Myeloperoksidaz HO

SOD
20 27 ———> HzOz - > OH*
2GSH NADPH
H»0, ..
GSH peroksidaz GSH rediiktaz
GS-SG >~ NADP*
Katalaz
2H,0 +0; 2H,0

Sekil 3: Fagositoz sonrasi ROS liretimi

Notrofiller ve monositlerin primer lizozomal granullerinde,
Fe-hem iceren miyeloperoksidaz enzimi bulunur. Miyeloperoksidaz,
H,O, varhdinda klordr, iyodur ve bromurin oksidasyonunu
katalizleyerek hipokloréz asit (HOCI), hipoiyodik asit (HOI) ve
hipobromik asit (HOBr) olusturur. Bu bilesikler ve bunlarin tuzlari gigli
oksidanlardir, biyolojik olarak onemli molekullerle reaksiyona girerek

mikroorganizmayi etkileyen toksik ajanlar meydana getirirler'>#>27,
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Notrofillerden toksik ajanlarin sizintisi veya sekresyonu,
yakin hucrelere ve solubl sistemlere zarar verir. Fagosit kaynakli
oksidanlar ototoksik, immunosupresif ve mutajenik etkiler gdsterirler.
Ornegin romatoit artritli hastalarin diz eklemlerinde fazla miktarda
notrofil birikir ve bu noétrofillerden ortama salinan serbest radikaller

eklem hasarini hizlandirirlar.

j. Bazi yabanci toksik maddeler hucrede serbest radikal
aretimini artirirlar. Bu maddeler ya dogrudan serbest radikal Uretirler ya
da serbest radikallerin ortadan kaldiriimasini saglayan antioksidan

aktiviteyi diistiriirler. Bu tip maddeler dért grupta toplanabilirler'®2%%"-

1) Toksinin kendisi bir serbest radikaldir. Ornegin kirli
havanin koyu rengini veren azot dioksit gazi (NO2') boyle bir maddedir.

NO; etkili bir lipid peroksidasyonu baslaticisidir’™??7

Lipid-H + NO, — Lipid' + HNO,

2) Toksin bir serbest radikale metabolize olur. Ornegin kuru
temizlemede kullanilan toksik bir madde olan karbon tetraklortr (CCly),
karacigerde sitokrom p450 tarafindan triklorometil radikaline (CCls)
donuasturultr. Triklorometil radikali de O’le etkileserek peroksil serbest

radikali (CCl302’) olusturur'®%>?7,

CCly; — CCly+CI

CC13 + 02 d CC1302

CCls ve CCI302 kuvvetli lipid peroksidasyon basglaticilaridir.

Boylece ROS uretimi karacigerde antioksidan savunmalari asar, selluler

membranlarda oksidatif yikim ve ciddi doku hasari meydana gelir.

3) Toksinin metabolizmasi sonucu, serbest oksijen radikali

meydana gelir. Ornegin 6zellikle karacigerde biriken paraquat, bir serbest

radikale indirgendikten sonra tekrar yukseltgenerek rejenere edilirken,
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oksijen indirgenir ve bdylece bol miktarda superoksit radikali Uretilmis olur
2527 Diyabetik bir ajan olan alloksan da paraquat gibi etki eder.
Antikanserojen bir madde olan doxorubicin, DNA replikasyonunu inhibe
ederken olasilikla 6nemli miktarda superoksit radikali ve hidroksil radikali

tretimine neden olur'>?>?7,

Birgok endojen bilesigin ve ksenobiyotigin hidroksilasyonunu,
endoplazmik retikulum membraninda yerlesmis, iki Uniteden olugsmus bir
hem proteini olan sitokrom P450 katalize eder. Bu reaksiyonlarda oksijen
kaynagi olarak Oy kullanildigi gibi, peroksitler (ROOH) de kullanilabilir.
Ancak, alkol ve asetonla induksiyonunda oldugu gibi, bazi hallerde
sitokrom P450 asiri miktarda superoksit radikali Ureten bir izoenzime

donusur.

4) Toksin antioksidan aktiviteyi distrir.  Ornegin,
parasetamolin karacigerde sitokrom P450 tarafindan metabolizmasi,
antioksidan aktivitede 6nemli yeri olan glutatyonla reaksiyona giren bir

(iriin olusturarak, glutatyonun miktarini azaltir'®*>%,

2.1.4. ROS’larin etkileri ROS olugumu hicrede inflamasyon,

radyasyon, yaslanma, normalden yuksek parsiyel oksijen basinci (pO,),
ozon (O3) ve NOy kimyasal maddeler ve ilaglar gibi bazi uyarilarin etkisiyle

artar'>?°,
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. Atak sonucu protein kinaz
. benzeri enzimlerin
_ aktiflenmesi
.
- o Protein
yikimi
DNAyaatak
sonucu ¢ift
zineir helikal
yapinin
coziilmesi ve
bazlarinhatal
okunmas
Okside LDL
birikimi ve
kopiik
hicrelerinin
olusumu
peroksidasyonu
sonucu hiicre
zam yapisi ve
hiicre
Hasar olmayan bistiinliigiiniin Serbest radikal
intakt hicre bozulmas hasari

Sekil 4: ROS’larin hiicrede olusturduklan hasar.

Serbest radikaller hucrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat
ve enzim gibi tum 6nemli bilesiklerine etki ederler. Superoksit radikali ve
hidroksil radikali sitoplazma, mitokondri, nikleus ve endoplazmik retikulum
membranlarinda lipid peroksidasyonunu baslatir. Membranlarda lipid
peroksidasyonu meydana gelmesi sonucu membran gegirgenligi artar'>?°.
Sekil 4'de ROS’larin hucrede olusturduklar hasarlar sematize edilmeye

calisiimistir.

Serbest radikallerin etkisiyle proteinlerdeki sistein sulfidril
gruplan ve diger amino asit kalintilari okside olarak yikilir, nukleer ve

mitokondriyal DNA okside olur.
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Hucrede ROS’larin artisi hucre hasarinin énemli  bir
nedenidir. Reperfuzyon ROS’larin artisina bagli olarak iskeminin
olusturdugu hiicre hasarini artirir’>?>2%%  Sekil 5'de iskemi ve ROS

olusumu sematize edilmigtir.

Normal metabolizma

~t

Radyasyon/ 02 <— Sigara i¢imi

Iskemi
/ \ Kimyasallar ve ilaglar
\4 Yaslanma

Inflamasyon Yiiksek PaO;

Reperfiizyon
J'OZ\ zedelenmesi
HUCRE HASARI «ROS OH,

HzOz, OH

Sekil 5: ROS iiretimi ve hiicre hasari

ROS’larin__lipidlere _etkileri: Lipidler serbest radikallerin

etkilerine karsi, en hassas olan biyomolekdllerdir. Hicre membranlarindaki
kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest radikallerle kolayca

reaksiyona girerek peroksidasyon uriinleri olugtururlar'™">%,

Poliansatire yad asitlerinin  oksidatif  yikimi, lipid
peroksidasyonu olarak bilinir. Lipid peroksidasyonu kendi kendini devam
ettiren, zincir reaksiyonu seklinde ilerler ve olduk¢a zararlidir. Hucre
membranlarinda, lipid radikalleri (L') ve lipid peroksit radikallerinin (LOO)
olusmasi, ROS’larin neden oldugu hucre hasarinin 6énemli bir 6zelligi

olarak kabul edilir. Serbest radikallerin sebep oldugu lipid
16



peroksidasyonuna, "nonenzimatik lipid peroksidasyonu” denir "3,

Sekil 6’da lipid peroksidasyonu gosterilmigtir.

LH— L*

L*

L"+0,— LOO"

LOO" “LH —» LOOH +L"

%
?
y (l) X
—\ NSV
LOO"
i
Q
6}
| X
\ NV

LOOH, Lipid peroksit

Sekil 6: Lipid peroksidasyonu

Hucre membranlarinda lipid peroksidasyonuna ugrayan
baglica yag asitleri, poliansature yag asitleridir. Lipid peroksidasyonu,
genellikle yag asitlerindeki konjuge c¢ift bagdlardan bir elektron iceren
hidrojen atomlarinin gikarilmasi ve bunun sonucunda yag asidi zincirinin

bir lipid radikali niteligi kazanmasiyla baslar.
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L- dayaniksiz bir bilegiktir ve bir dizi degisiklige ugrar. L- O7’le
etkilesmesi sonucu, LOO olusur. LOO" membran yapisindaki diger
poliansatlre yag asitlerini etkileyerek, yeni lipid radikallerinin olusumuna
yol acarken, kendileri de aciga ¢ikan hidrojen atomlarini alarak lipid
hidroperoksitlerine (LOOH) donusir ve bdylece olay kendi kendini

katalizleyerek devam eder'"">%,

Lipid peroksidasyonu sonucu olugan lipid hidroperoksidlerinin
yikihmi, gegis metalleri iyon katalizini gerektirir. Plazma membrani ve
subselliler organellerde, lipid peroksidasyonu serbest radikal
kaynaklarinin hepsiyle uyarilabilir ve gecis metallerinin varliginda artar.
Lokal olarak H,O,den, Fenton reaksiyonu sonucu hidroksil radikali
olusmas! zincir reaksiyonunu baglatabilir'"'3#332 | OOH yikildiginda
cogu biyolojik olarak aktif olan aldehitler olusur. Bu bilegikler ya hucre
dizeyinde metabolize edilirler veya baslangigtaki etki alanlarindan difflize

olup hicrenin diger bolimlerine hasari yayarlar.

U¢ veya daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin
peroksidasyon sonucunda, malondialdehit (MDA) meydana gelir.

O@
0F
MDA

MDA kanda ve idrarda ortaya c¢ikar. Yag asidi
oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif bir indikatori olmamakla beraber,
lipid peroksidasyonunun derecesiyle iyi korelasyon gosterir. Bu nedenle
biyolojik érneklerde MDA dl¢llmesi, lipid peroksit seviyelerinin gdstergesi

olarak kullanilir'®%%%,
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Nonenzimatik lipid peroksidasyonu, c¢ok zararli bir zincir
reaksiyonudur. Membran vyapisina direkt olarak ve Urettigi reaktif
aldenhitlerle, diger hucre bilesenlerine indirekt olarak zarar verir. BOylece

doku hasarina ve birgok hastaliga neden olur.

ROS’larin proteinlere etkileri: Proteinler, serbest radikallere

kargi poliansatire yag asitlerinden daha az hassastirlar. Proteinlerin
serbest radikal harabiyetinden etkilenme derecesi, amino asit
kompozisyonlarina baghdir. Doymamis bag ve kukurt igeren triptofan,
tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein gibi amino asitlere sahip
proteinler, serbest radikallerden kolaylikla etkilenirler. Bu etki sonucunda
Ozellikle sdlfur radikalleri ve karbon merkezli organik radikaller

O|U§Ur1 1,25,27,31 ]

Serbest radikallerin etkileri sonunda, yapilarinda fazla sayida
disulfit bagi bulunan immunoglobulin G ve alblimin gibi proteinlerin tersiyer
yapilari bozulur, normal fonksiyonlarini yerine getiremezler. Prolin ve lizin
ROS Ureten reaksiyonlara maruz kaldiklarinda, nonenzimatik
hidroksilasyona ugrayabilirler. Hemoglobin gibi hem proteinleri de, serbest
radikallerden dnemli oranda zarar gérirler. Ozellikle oksihemoglobinin
superoksit radikali veya H,O5 ‘le reaksiyonu, methemoglobin olusumuna

neden olur'>?>27:31,

ROS’larin_niikleik asitler ve DNA'ya etkileri: _iyonize edici

radyasyonla olusan serbest radikaller, DNA'yr etkileyerek hulcrede
mutasyona ve 6lume yol agarlar. Hidroksil radikali, deoksiriboz ve bazlarla
kolayca reaksiyona girer ve degisikliklere yol acar. Aktive olmus
notrofillerden kaynaklanan H,O,, membranlardan kolayca gecer ve hicre
cekirdegine ulasarak DNA hasarina, hicre disfonksiyonuna ve hatta hucre
olimidne yol acabilir. SlUperokside maruz kalan DNA molekilleri

hayvanlara enjekte edildiklerinde, daha fazla antijenik 6zellik gosterirler ki
19



bu olduk¢a dnemli bir etkidir. CUnku otoimmun bir hastalik olan sistemik
lupus eritematozusta (SLE) ve romatoit artritte (RA) dolasimda anti-DNA

antikorlar bulunur,'®2>2"%1

ROS’larin  karbonhidratlara etkileri: Serbest radikallerin

karbonhidratlara etkisiyle c¢esitli Urinler meydana gelir. Bunlar, cesitli
patolojik sureclerde Onemli rol oynarlar. Diyabet ve diyabet
komplikasyonlarinin gelisimiyle beraber ROS Uretiminin arttigi, antioksidan
savunma mekanizmalarinin yetersiz oldugu gosterilmigtir. Ancak bu
hallerde serbest radikal artisinin, sebep mi yoksa sonu¢ mu oldugu tam

olarak bilinmemektedir.

2.2. Karaciger iskemi reperfiizyon zedelenmesinin

fizyopatolojisi

iskemi sonucunda dokuda gelisecek hasarin siddetini,
tikanan arterin bUyUkligu, tikanma suresi ve dokunun karakteristik
Ozellikleri gibi bir ¢cok faktdr etkilemektedir. |/R zedelenmesi, hicre ve
doku hasarina yol acan kompleks bir seri olaylar dizisidir’2. Sekil 7’de I/R
zedelenmesinin fizyopatolojisi 6zetlenmeye ¢aligiimistir. Bazi dokular,
iskemiye kargi daha dayanikli olabilmektedir®. iskemi sirasinda hiicreler
iyonik gradiyentini ve homeostazini korumak igin gerekli olan enerjiyi
saglayamamaktadir. iskemi sonrasi dokunun yasamini devam ettirmesi
icin, reperfuzyon mutlaka gereklidir. Fakat I/R dongusunun hasari sadece
iskemiye gore daha fazla arttirdi§i da gosterilmistir’®?. Bu hasar sadece
lokal degil zaman zaman sistemik sonuglarda dogurmakta ve multiple
organ yetmezliklerine de ilerleyebilmektedir***°. Parks and Granger 4
saatlik iskemiye gore, 3 saatlik iskemi ve takip eden 1 saatlik
reperflizyonun daha fazla ve a§ir hasar olusturdugunu gdstermislerdir®”.
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Iskemi/reperfiizyon

leantin oksidaz reaksiyonu

Lipid Peroksidasyonu <« l > Serbest Radikal Uretimi
- Proteaz \
Endotel Hiicre Salmmi__ Nétrofillerin Adezyonu ve
Hasari Migrasyonu
INO PG, Kompleman Sitokinler IL-1,1-  Adezyon molekiillerinin
aktivasyonu 6, 1-8, TNF-a expresyonu ICAM-1,
TEndotelin TTXA, C3a, C5a ICAM-2, ELAM
TLTB, \ / I
APAF NOtm]?l- .
v Kemotaksisi Aktive Notrofillerden
Vazokonstruksiyon integrinlerin
ve Platelet expresyonu
CDh11/CD18

agregasyonu

Sekil 7: I/R zedelenmesinin mekanizmasi.
(NO, nitrik oksid; PGl,, prostasiklin; TXA,, tromboksan A,; LTB,, Idkotrien
B4; PAF, platelet aktive edici faktor; IL, interlokin; TNF, timor nekroze edici faktér; ICAM,

interselliler adezyon molekli; ELAM, endoteliyal I6kosit adezyon molekiili).

Organ kan akiminin ve buna bagll olarak da organa
saglanan oksijen ve besin desteginin kesilmesi, bir cok cerrahi prosedurde
karsimiza ¢ikmaktadir. Karaciger cerrahisinde, ozelliklede buyuk hepatik
tumorlerin ¢ikartilmasi, hepatik travmanin cerrahisi, vaskuller yapilarin
dizeltiimesi, transplantasyon ve rezeksiyon cerrahilerinde (pringle

manevrasi) bu iskemi periyotlari oldukga uzundur®®*°.

I/R zedelenmesinin fizyopatolojisi tam olarak anlagilabilmis
degildir. Her gec¢en gun yeni molekullerin, yeni genlerin ve cesitli
faktorlerin kegfiyle daha da karmasik hale gelmektedir. Ancak genel olarak

I/R zedelenmesi ele alindiginda bu strecin ROS, kompleman sistemi, hem
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oksijenaz sistemi (HO), endotel hucreleri ve notrofiller arasindaki tam

anlasilamamis ve karmasik bir iligkiyle ortaya ¢iktigi gérUImektedir32.

2.2.1. Karaciger iskemi ve reperfizyon zedelenmesinde
ROS’larin roli:

ROS’lar I/R zedelenmesinde, hucre ve doku hasarina yol
acan faktorler igcinde en o6nemli olanlarindandir. I/R slrecinde KC
(karaciger makrofajlari), polimorf naveli |6kositler (PMNs), endotel

hacreleri (EC), hepatositler v.b hicrelerde surekli ROS uretiimektedir.

Fizyolojik kosullarda aerobik metabolizma sirasinda, dusuk
dizeyde ROS’lar ve reaktif nitrojen bilesikleri (RNS) normal hicresel
fonksiyonun bileseni olarak salinmaktadir. Bu dusik konsantrasyondaki
ROS ve RNS’ler immun cevap, hicre adezyonu, hucre proliferasyonu,
inflamasyon, metabolizma, yaslanma ve hicre 6lumu gibi sureglerde Kilit
molekiiller olarak karsimiza cikmaktadir. Ornegin hiicrelerde gen
ifadesinin oksidasyon-rediksiyon (redoks) bazli regulasyonu, temel
regulasyon mekanizmasi olarak ortaya ¢ikmaktadir. Ancak fazla miktarda
metal (Fe/Cu) bulunmasi, ila¢ metabolizmasi veya I/R durumlarinda ise
ROS/antioksidan dengesi ROS’lar yonline kaymakta ve sonucta oksidatif

stres ve sitotoksisite olusmaktadir?®4%41-45,

I/IR zedelenmasi genel olarak ele alindigi zaman, sureg
iskemik periyotla baslamaktadir. Karaciger iskemisinde once KC’ler,
hepatositler ve EC’ler etkilenmektedir. Zaten I/R sureclerinde uretilen

ROS’larin ana kaynagini da bu hicreler olusturmaktadir.

KC ve EC’de enerji substratlarinda azalma sonucu membran
transport bozulmakta ve 6dem olusmaktadir*’. Hiicrelere gelen oksijen
kesilince oksidatif fosfrilasyonun bozulmasiyla ATP miktari azalmakta,
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Ca™ homeostazi bozulmakta ve hiicre igcine su, Na® ve Ca™" girisi
artmaktadir. Adenozin trifosfat (ATP) Uretimindeki problemlere bagh olarak
hicreler enerji moleklllu olarak ATP’nin yaninda, adenozin difosfat (ADP)
ve hatta adenozin monofosfatlari da (AMP) kullanmaya baglamaktadir.
AMP yikimlarinin artisini sonucu hucrede ksantin turevleri, Urik asit
duzeyleri artmaktadir. Ksantin oksidaz reaksiyonunun surekli ¢galismasina
bagli olarak da normalden c¢ok fazla miktarlarda ‘OH ve Hy0;
uretiimektedir. ATP katabolizmasindaki bu degisikliklerle ROS’larin,
sitokinlerin, adezyon molekullerinin ve endotelin ve tromboksan gibi
vazoaktif ajanlarin Gretimleri artmaktadir. Bu tip degisikliklere NO, Pg I'ler
gibi hucre koruyucu maddelerin azalmasi da eslik etmektedir. Boylece
iskemi, reperfuzyon doneminde doku zedelenmesini artiran proinflamatuar

bir durum yaratmaktadir.

Ksantin oksidaz reaksiyonu yaninda, hepatositlerde ve
EC’lerde Uretilen sUperoksitlerin ana kaynagi olarak, fagosit tip NADPH
oksidaz reaksiyonu gésterilmektedir*®. Bu enzimi ydneten, Rho ailesine ait
kiguk bir GTPaz olan, Ras-related C3 botulinum toksin substrat-1'dir
(Rac1). Erken reperfuzyon fazinda Rac1 inhibisyonunun, hicre igi
oksidatif stresi azalttigi ve karacigeri korudugu gésterilmi§tir4°. Uretilen

ROS’lar arasinda baslica olarak H,O2, O,” ve OH' sayilabilir.

Aktive KC’ler ROS’lar kadar bol miktarda, proinflamatuar
(TNF-a, IL-6, IL-1 ve prostaglandinler) ve antiinflamatuar (IL-10, IL-13)

mediatorlerin salinimini gergeklegtirir”*“s_

Hasarlanmis vaskuler endotelial hicrelerde, Ozellikle geg¢
reperflzyon fazinda ROS, arasidonik asit metabolitleri, NO, endotelinler
(ET), sitokinler, adezyon molekdlleri gibi maddelerin salinimi artmakta ve
kompleman aktivasyonu ortaya c¢ikmaktadir. Proinflamatuar sitokinler,

kemokinler ve aktive kompleman faktorleri ge¢ reperfizyon fazinda
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notrofillerin biraraya toplanmasindan ve notrofil aracili oksidatif stresden
sorumludur. KC ve nétrofil aracili oksidatif stres, reperflizyon fazinda
olusan vaskiiler ve parankimal hasarin énemli bir faktéridir*®. Bu
postiskemik vaskuler oksidan stresin, H,O,, HOCI ve ONOO" ‘leri yok eden,
ekstraselliler glutatyonun (GSH) koruyucu etkileriyle azaltildigi

gosterilmistir®.

I/R slrecinde Uretimleri artan arasidonik asit metabolitleri,
NO, ET, katekolaminler, sitokinler, adezyon molekulleri gibi maddeler ve
kompleman sistemi, ksantin oksidaz reaksiyonunun aktivasyonu da bu

hiicrelerde ROS Uretimini artirmaktadir®.

ROS’lar I/R zedelenmesinin patogenezinde, hicresel
bilesenlerin ve lipidlerin direk oksidasyonu, inflamatuar gene
transkripsiyonunun aktive edilmesi, immun sistemin aktivasyonu, protein
oksidasyonu, 1s1 gok proteinlerinin aktivasyonu gibi bir ¢ok yerde rol
oynamaktadir***°. ROS'lar ayrica peroksinitritler gibi hiicre 8limiinii direk
uyaran maddelerin olusumunu da uyarmaktadir®®. Lipid peroksidasyonu,
I/IR zedelenmelerinde hicre olumune yol agan faktorler arasinda

sayllmaktadir.

Ayrica ROS’lar NF-xB ve aktivator protein-1 (AP-1) gibi
transkripsiyon faktorlerini uyararak reperfiizyon hasarini artirmaktadir®®®",
Postiskemik oksidatif stress TNF-o, INOS, hem oksijenaz-1, kemokinlerin
ve adezyon molekullerinin gen expresyonlarini artirir. Diger yandan
antioksidanlar NF-kB ve AP-1 aktivasyonunu baskilayarak proinflamatuar

gen ekspresyonunu azaltmaktadir®>°>%.

Oksidan strese bagl hiicre 6luminde piridin nukleotidlerin

oksidasyonu, mitokondrilerde Ca*" birikimi, mitokondride O Uretimi

azalmasi, O, azhgina baglh olarak da mitokondrial membran
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gegirgenliginde artis ve membran potansiyelinde bozulma gibi suregler
karsimiza cikar’” 8, Bunu destekler sekilde, karaciger I/R zedelenmesinde
mitokondrial membranda permiablite artigi olur ve mitokondrial membran
permiablite artisinin  farmakolojik olarak inhibisyonunun reperfizyon
hasarina karsi koruyucu olduguda gdsterilmistir’®®?. Akut atakta KC ve
notrofiller tarafindan gergeklestiriien hepatoselliler nekroza, proteaz
katkisi zorunlu degildir. Bununla beraber glnler sonra, uzun sureli notrofil
cevabinin olaya eklenmesiyle, hasardan sorumlu olanlar ROS ve

proteazlar olarak sayilabilir.

inflamatuar hiicreler ROS’larin yaninda, nétrofiller icin
sitotoksik mediatorler olan proteazlarin salinimini gergekle§tirmektedir63.
Proteaz inihibitorlerinin yararli etkisi, deneysel c¢alismalarda ve insan
calismalarinda gésterilmigtir64'66. Bir hipotezde ROS’larin inflamatuar
surecde tek basina ¢ok fazla hasar olusturmadigi, ancak nétrofillerin
gevresinde plazmada, antiproteazlari okside ederek inaktive ettigi
sOylenmektedir®”. Buda nétrofil kdkenli proteazlarin, antiproteazlarla
inaktive edilmeden lokal olarak etki gostermesine izin verir. Ancak son
yillarda elde edilen kanitlar net bir sekilde KC ve nétrofiller tarafindan
uretilen ROS’larin, hepatositlerin  6liminden  sorumlu  oldugunu

gostermektedir®?°8,

2.2.2.Endotelin ve Nitrik Oksit (NO):

NO karacigerde yapisal enzimler olan eNOS ve iINOS
tarafindan sentezlenir. eNOS sadece sinuzoidal endotelial hlcrelerde
iiretiimektedir®. iINOS ise transkripsiyonel olarak, endotelial hiicreler,
hepatositler ve diger karaciger hticreleri tarafindan diizenlenmektedir. NO
hicre membranindan serbestce difize olur ve sitoplazmik guanilat siklazi
aktive ederek vazodilatasyon olusturur. Vazokonstruktorlerin etkin oldugu

dénemde, NO presinlzoidal ve sinusoidal alanda vazodilatasyonu uyar|r7°'
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2. Vazodilatasyon etkisine ek olarak NO, O, ile reaksiyona girer ve
potansiyel bir oksidan olan ONOO™ ‘i meydana getirir’®. Aslinda O, *de NO
ile SOD’dan daha hizli reaksiyona girmektedir’®. Genel olarak eNOS’un
urettigi NO karaciger kan akiminin devamhligi agisindan dnemlidir. Bunun
yaninda iNOS’un Urettigi fazla miktardaki NO’da hipotansiyon olusumu,

sok yaninda peroksinitrit aracili hiicre hasarindan da sorumludur’.

Mikrodolasim bozukluklari ve nonperflize sintizoidler, hepatik
iskemi sonrasi reperflUzyon hasarina katkida bulunan iyi tanimlanmig

fenomenlerdir’™"".

Bunun yaninda reperfizyon fazinda olusan
vazokonstruksiyon, vaskuler hucrelerin  hasart  ve intravaskuler
koagulasyon sinuzoidlere olan kan akimini azlatir veya durdurur ve
karaciger hasarina yol acar’®’®. Reperfuzyon fazinda vazokonstruksiyona

yol agan en potent ajan endotelinlerdir’®.

I/R zedelenmesinda vaskuler tonus, NO ve ET-1 arasindaki
dengeye baglidir. NO ile ET-1 arasindaki bu kolayca kirilabilen dengenin

bozulmasi,  vazokonstruksiyonu  uyarmaktadir®>*’,

Reperfuzyonun
baglangicinda NO seviyeleri azalmakta, ET seviyeleri artmaktadir ve
sonucta mikrosirkiilasyonda vazokonstruksiyon olusmaktadir. iskemi,
hicre ici NO sentezi igin gerekli olan NADPH ve oksijen
konsantrasyonunu azaltmakta ve arjinin salinimini  ve yikimini
artirmaktadir. Endojen ve eksojen tim NO’lar, vazodilatasyon yaparak ve
selektinler gibi adezyon molekillerinin ifadesini azaltarak, I/R

zedelenmesine karsi hepatosit ve EC’leri korumaktadir**“2,

Bunun
yaninda spesifik uyaranlarin (sitokinler ve kemotaktik faktorler gibi)
etkisiyle uyarilabilir iNOS uyariimakta ve sentezlenmektedir**°. Kiinik
pratikte NO konsantrasyon artisinin ve ET konsantrasyonunun
azalmasinin I/R zedelenmesini azalttigi gosterilmistir®. Ayrica NOS

inhibitorlerinin  kullaniminin  eNOS’u azaltarak [|/R’'da mikrovaskuler
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perfuzyonu daha da dusurdugu ve karaciger hasarini artirdigi net bir

sekilde ortaya konmustur®®®'.

Ancak ilging olarak NO, I/R zedelenmesinde ki koruyucu
etkisine ters olarak peroksinitrit Gretimini artirmaktadir®®. iINOS gen
ifadesinin endotoksinlerle uyarilmasi, INOS enzim aktivitesinin artisina ve
fazla miktarda NO Uretiimesine yol acgar. Artan NO’da sistemik
vazodilatasyon ve hipotansiyona bagl karaciger kan akimini azaltarak ve

peroksinitrit sentezini artirarak hasari artirmaktadir™,

NO ve ET arasindaki dengenin bozulmasi sonucu olusan
vazokonstruksiyonun diger bir sonucu, EC ile I6kositler arasindaki temasi
artirmasi ve |okotaksisin uyariimasidir. Her nekadar kapiller lumen tam
olarak tikanmasada, toplanmig Idkositler sinuzoidal kapillerlere kan
gecisini  azaltmaktadir®®®,  Bu tabloya platelet agregasyonunun
eklenmesiyle kan akimi daha da bozulmaktadir.  Ayrica
mikrosirkllasyonda olusan yetmezlik tablosu, EC’lerinin yaninda, KC ve
notrofillerden de iskemik hasarin siddetini artiran sitokinlerin salinimina yol
agmaktadir. I/R zedelenmesinin olusumunda en ¢ok dikkati ceken
sitokinler tumor nekrozis faktor alfa (TNF-a), interlokin-1 (IL-1), interlokin-6
(IL-6), prostaglandinler (PG), ozelliklede superoksid (O;) ve H2O, olmak
lizere ROS’lardir®*® (Sekil-7).

2.2.3.1/R’da notrofiller ve adezyon molekilleri:

I/IR zedelenmesinin erken reperfuzyon fazinda, notrofiller
karaciger vaskuler kompartimaninda toplanir, aktive olur ve reperfuzyon
hasarini  siddetlendirirler®®. I/R’'da I6kosit aracili hasarin  olusumu;
mikrovaskuler tikaniklik, ROS salinimi, sitotoksik enzim salinimi, vaskuler
permiablite artisi ve artmis sitokin salinimi gibi bir ¢cok mekanizmaya
dayanmaktadir®*.
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Notrofillerin  vaskuler kompartimanda toplanmasinda ve
dokuya gecisinde bir ¢ok I6kosit adezyon molekilleri (LAMs) goérev
yapmaktadir®®. Nétrofillerin postkapiller veniiller bélgesinde toplanmasi
icin, endotelial hucrelerden selektinlerin salinmasi ve naétrofillerde bulunan

reseptorlerle selektinlere baglanmasi gereklidir.

Selektinlerin L-, P- ve E-selektinler olmak uzere 3 tipi
bulunmaktadir. Bu molekduller doku hasarinda, lokositlerin aktive endotele

tutunmasinda énemli olan partikiillerdir® '’

. L-selektin, bir ¢ok lokosit
tipinde bulunan bir hiicre yiizey glikoproteinidir®”. L-selektin lenfositlerin
periferik lenf nodlarina ve kronik inflamasyon sahasina, noétrofillerin akut
inflamasyon alanina gogune aracilik eder. P-selektin, I6kositlerin dokuya
gbglinde kritik rol oynayan hiicre yiizey glikoproteinidir®. P-selektin temel
olarak endotelial hucrelerin Weibel-Palade body’lerinde ve plateletlerin alfa
ganullerinde depolanmaktadir. Trombin gibi c¢esitli uyaranlarla bu
hicrelerin uyarimina bagli olarak, hizla hicre ylzeyine gec¢mektedir.
E-selektin ekspresyonu endotelial hiicreden, endotoksinler ve IL-1 ve TNF
gibi pre-inflamatuar sitokinlerin uyarimina bagh olarak artmaktadir.
E-selektin uyarimdan 4-8 saat sonra pik degerlerine ulasmakta ve 24 saat

icinde bazal seviyelerine geri dSnmektedir'®>"%.

Doku hasarinin olusumundan sonra, 10-20 dakika icinde
temelde P-selektine bagl olarak (E-selektinin de etkisi vardir ama daha
azdir), lékositlerin endotelial hlcrelere yapismasi gerceklesmektedir. Bu
da P-selektinin depolardan hizla mobilize oldugunu gdstermektedir.
Yaklasik 20 dakika sonra degredasyona bagdli olarak, P-selektinin gorevi
tamamlanmakta ve temelde goOrevi bundan sonra L-selektin devam

ettirmektedir'®.

Notrofillerdeki Bo-integrinlerin (LFA-1), kemotaktik faktorlerle

kismi olarak aktivasyonu ve endotelial hiicrelerdeki hiicreler arasi adezyon
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molekul-1'in (inter-cellular adhesion molecule-1/ICAM-1) fazla miktarda
salinimi nétrofillerin ekstravazasyonuna ve inflamatuar alana goglne yol
acgmaktadir. Notrofiller EC’lere ICAM-1/LFA-1 ile baglanmaktadir. Fakat bu
genel sema postiskemik karacigere kismi olarak uyarlanabilir. Karacigerde
sintzoidler ve postsinuzoidal venuller olmak uUzere, reperfuzyonda

1% veniiler

noétrofillerin toplanacagi iki temel vaskuler yatak bulunmaktadir
endotelial hucreler, Weibel Palade body’ler tarafindan salinan molekiller
sayesinde P-selektin ekspresyonunu artirabilirler'®’. P-selektinle beraber
E-selektinler, ICAM-1 ve VCAM-1 transkripsiyonel olarak aktive
edilebilir'®. Sinusoidal EC'ler ise, Weibel Palade body’leri icermedikleri
icin P-selektin salinimini uyaramazlar ancak bu hucrelerde, diger

CAM’larin salinimini artirmaktadirlar'®.

Selektinler ve Bo-integrinler-ICAM-1 etkilesimleri
postsinuzoidal vendullerde, noétrofillerin rolling ve adezyonu sureglerine
katilir'®'"° " Bununla beraber post-siniizoidal kapillerlerden I5kositlerin
g6gune ait kanitlar sinirhdir ve bu bdlgenin, parankime noétrofil gogline

106109111 Sinusoidal alan ise nétrofil

109-116

katihp katilmadigi soru isaretidir
ekstravazasyonu igin esas alandir Sindzoidlere  notrofil
sekestrasyonu kan akimina karsi rezistansi artirir, ancak perfizyonda
olusan yetmezIligin ve hasarin temel nedeni degildir’”>'""". Nétrofil aracili
hasarin olusabilmesi icin dnce notrofiller damar disina ¢gikmalidir. Bu islem
icin  Po-integrinler-ICAM-1  ve  B¢-integrinler-VCAM-1  etkilesimleri
gereklidir''"'2. Bu adezyon molekiilleri ve E-selektinlerin iligkisi
transmigrate olan Iékositlerin ileri aktivasyonu sagdlanir’'®. Nétrofiller damar
digina ¢iktiktan sonra, B3, integrin lenfosit function-associated antigen-1’leri
(LFA-1; CD11a/CD18) kullanarak, hepatositten exprese edilen ICAM-1’e
baglanir. Daha da ©Onemli olarak bu slre¢ sonunda, Idkositlerde
degranllasyon (proteaz salinimi) ve uzun surelerde adezyona bagh

oksidan stres ortaya cikar''®'?'. Hepatik I/R siirecinde ICAM-1 iretimi,

29



hepatosit  ve endotelial hicrelerde  transkripsiyonel olarak

uyariimaktadir''®1%?,

Bununla beraber reperfizyonda olusan yaygin
vaskuler hasar, endotelial hicre bariyerini ortadan kaldirmakta ve
notrofiller direkt olarak hepatositlere baglanmaktadir. Bu baglanma

temelde LFA-1-ICAM-1 baglantisina baghidir'™®.

Selektinlerin, Ozellikle de P-selektinin karaciger
inflamasyonundaki roli karmasiktir. Sinusoidal endotelial hcreler ne
Weibel Palade body’leri igerirler nede P-selektinin transkripsiyonel olarak
aktivasyonunu ger(;ekle§tirirler123’124. Sindzoidlerde, selektine bagh olarak
notrofillerin  damar disina cikisi izlenmez''®. Fakat bir cok notrofil
sintizoidlerden damar disina cikmaktadir''. Rat calismalarinda, endotelial
hicrelere 16kosit adezyonundan temelde sorumlu olanin, P-selektin oldugu
gOsterilmigtir. Ayrica hepatik I/R zedelenmesinde, P-selektin antikorlarla
yapilan tedavinin hasari azalttii ve yasam silresini uzatti§i da

gosterilmistir'?>12.

2.2.4 Proinflamatuar ve Anti-inflamatuar mediatorler:

Kompleman Sistemi: I/R surecinde, Ozelliklede reperfuzyon

fazinda kompleman sisteminin aktive oldugu, hem deney hayvani

calismalarinda hem de insan arastirmalarinda gosterilmistir'?”'2,

Reperfuzyon fazinda, hucrede proteinlerin salinimina bagh olarak
kompleman sistemi hizla aktive olmaktadir. Cs; gibi kompleman faktérleri

notrofillerdeki Mac-1 reseptorlerine baglanarak, nétrofillerin sintzoidlerde

129,130 C5
. as

toplanmasina yol agmaktadir notrofilleri ve KC’leri ROS Uretmek

lizere uyarmaktadir'?. Ancak kompleman aktivasyonu, NF-kB

aktivasyonunu ve hepatosit ve EC’den adezyon molekdllerin salinimini

uyarmamaktadir'?®

. Aktive komplemanlar ayrica bir araya toplanarak,
membran atak kompleksi ve direk olarak hiucre hasari olustururlar. Rat ve

insan c¢alismalarinda reperfizyon fazinda karacigerde kompleman
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depolanmasi  gésterilmistir’*"'*2,  I/R'da  kompleman  sistemi
baskilandiginda inflamatuar yanit, mikrodolasim bozukluklari ve hcre

hasari azalmaktadir'?”131:133,

Sitokinler: Sitokinler I/R  hasarinin baslamasinda,
surdurdlmesinde ve siddetinin belirlenmesinde kritik ve dnemli roller

oynamaktadirlar'3* 3%

. Bu maddelerden en cok calisilan ve bilinenler
TNF-q, iL-1 ve iL-6’dir. Bu sitokinlerin belirgin pro-inflamatuar aktiviteleri
vardir, IL-6 ve IL-8 sentezini artirirlar ve anti-inflamatuar 6zellikleri olan
iL-10 salinimini da azaltirlar®*%'%. jL-8 potent bir nétrofil kemotaktik ve
aktive adici faktordir ve I/R surecinde notrofil infiltrasyonuna paralel olarak
ortamda bulunur™*. Adezyon molekiillerinin salinimi (B2-integrinler ve
selektinler) I0kosit-EC baglanmasini uyarmaktadir. Bu faktorler, kemokin
ve kompleman faktorleriyle beraber, PMNs’lerin toplanmasinda ve ROS,
TNF-a ve proteazlarin salinimiyla, iskemik hasarin surduralmesinde ve
artirlmasinda rol aynarlar'>®. TNF-o. I6kosit kemotaksisini, aktivasyonunu
ve KClerden ROS salinimini uyarmaktadir'*®'*'. iL-1 KC’lerden TNF-a
sentezini, notrofillerin toplanmasini ve ROS Uretimini uyarmaktadir. I/R
zedelenmesinde hem TNF-a hem de IL-1 seviyeleri artmaktadir. Bunlarin

nétralizasyonunun I/R hasarinin siddetini azalttigi gdsterilmistir™#?14°.

2.2.5. Lipid Mediatorler:

Platelet aktive edici faktor (PAF), I/R endotel hucreleri
tarafindan olusturuldugu rat ¢alismalarinda ve insanda gosterilmistir. PAF
notrofilleri superoksit Uretmek igin uyarmaktadir. Ayrica PAF, B, integrinler
MAC-1’in potent aktivatériidiir'?"'4¢"7 | skotrien B4 (LTB4), nétrofiller igin
potent kemotaktik faktdrdir. LTB4 reperfizyon fazinda noétrofil aracili
hasari uyarmaktadir. Ayrica lipid peroksidasyon Urlnleri de nétrofiller igin
kemotaktik faktérdir'®"®°.
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2.2.6. Hem Oksijenaz (HO) Sistemi

HO, hem molekulini serbest demir, karbon monoksit (CO)
ve biliverdin olusturmak Uzere pargalayan reaksiyonu katalizler ve hiz
kisitlayici enzimdir. HO’nun oksidatif stress uyarilabilir HO-1 (Hsp 32
olarak da bilinir), yapisal HO-2 ve tam karakterize edilmemis olan HO-3
olmak Uzere (i¢ izoenzimi vardir'"'%2, Fizyolojik kosullarda basta beyin ve
testisler olmak Uzere dokularda bulunan temel izoform HO-2'dir. HO-1 ise
dalak hari¢ fizyolojik kosullarda c¢ok az aktiftir. HO-1 aktivasyonu
inflamasyon, iskemi, hipoksi, hiperoksi, hipertermi ve radyasyon gibi
hicresel stress durumlarinda devreye giren en oOnemli Kkoruyucu
mekanizmalardan birisidir ve hlcresel hasarda antioksidan/oksidan
dengesini saglamada kilit roller oynar. HO-1 over-expresyonu, olusturdugu
biliverdin, bilirubin, ferritin ve CO gibi Urunlerin gosterdigi anti-inflamatuar
ve anti-apoptotik etkileriyle I/R zedelenmesinde glglu bir hiicre koruyucu

olarak karsimiza cikar'®2.

Hem hucrede, direk olarak lipid bariyeri, sitoskeletonu, ara
metabolizmadaki enzimleri ve DNA'y1 hasara ugratan bir maddedir. Ayrica
ROS sentezini de artirarak hasari artirmaktadir. I/R zedelenmelerinde,
reperflzyon sirasinda olusan fazla miktarda ROS’a bagli olarak, eritrosit
(RBC) yikimlar atmakta ve sonugta kan vizkositeside artis ve kan akimina
karg! rezistans ortaya ¢ikmaktadir. RBC yikimlari sonucunda ortaya ¢ok
miktarda hem ve zararli demir selatlari ¢cikmakta ve bunlarda membran
hasari olusturmaktadir. Serbest hem olusumuna karsi, organizmanin bir
¢ok defans mekanizmasi bulunmaktadir. Bunlardan birisi glikoprotein
yapida olan hemopeksin’dir (HPX). HPX hem molekulini irreversible
olarak baglar ve retikiloendotelial sisteme (RES) gidip yikilmasini saglar.

HPX verilmesinin I/R hasarini azalttidi gbsterilmi§tir152.
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HO reaksiyonunun Urunleri I/R surecinde koruyucudur.
Biliverdin  terapisi, endotel hucrelerinden adezyon molekullerinin,
proinflamatuar sitokinlerin salinimini azaltarak ve anti-apopitotik yolun
regulasyonunu yaparak, I/R surecinde koruyucu etkiler gostermektedir.
Biliveridinin,  pro-inflamatuar JNK/AP-1  sinyalini inhibe ettigi de

gosterilmigtir'31963,

Biliverdin  ve  bilirubin,  peroksil radikalinin
uzaklastirimasinda da énemlidir'®2. Diger hem yikim (riinii olan CO’in de
¢ok onemli anti-inflamatuar ve sitoprotektif etkileri vardir. CO
mikrosirktlasyonun duazenlenmesinde onemlidir. CO’de NO’e benzer bir
molekuldur ve sitoplazmik guanilat siklaza baglanir. Aktivasyon sonunda
siklik guanilat siklaz (cGMP) dlzeyleri artar. Artan cGMP vazodilatasyon
olusturur ve platelet agregasyonunu inhibe eder'. Inhale CO,
tedavivisinin erken pro-inflamatuar gen ekspresyonunu ve notrofil
infiltrasyonunu azaltarak, karaciger I/R ve transplantasyon modellerinde
hasari azalttigi gosterilmistir'®”'*®. CO, anti-inflamatuar ve anti-apopitotik
etkilerini p38 MAPK-sinyal yolunu modiile ederek gdstermektedir'®2.
Ayrica eksojen CO TNFa, IL-6 gibi pro-inflamatuar sitokinlarin salinimini
azaltmakta ve IL-10 gibi anti-inflamatuar sitokinlarin  salinimini

artirmaktadir’®?.

2.2.7. 1/R’da hiicre 6limu

Reperfuzyon doneminde, hicre igi oksidan stress, eksternal
sitotoksik mediatorler ve uzun sureli iskemiye bagli olarak hucre olumu
gerceklesir. Reperfizyonda hepatosit ve EC 06limu, hicrelerde ve
organellerinde sisme, hulcre igeriginin salinimi, eozinofili, karyolizis ve
inflamasyonla karakterizedir'®. Bu morfolojik degisiklikler onkotik nekroz
icin  karakteristiktir. Ancak son yillarda hepatositlerin esas olim

mekanizmasinin apopitozis oldugu soéylenmektedir. Bu hucrelerde
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apopitozisin Ozellikleri olan kugulme, apopitotik partikillerin olusumu ve
inflamasyon olmamasi izlenir'®®'®". Buna gére TUNEL calismasi (terminal
deoxynukleotidyl transferase-madiated dUTP  nick-end labeling)
reperflzyon sonrasi ilk 6 saatte hepatosit ve endotelial hicrelerde %50-80

6lim olacagini sdylemektedir'®1®".

2.3. Antioksidan sistemler ve Tiyoredoksin sistem

ROS olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasari
Onlemek igcin birgok savunma mekanizmalari vardir. Bu mekanizmalar
"antioksidan savunma sistemleri” veya kisaca "antioksidanlar" olarak

bilinirler.

Antioksidanlar ¢ozunuarliklerine goére suda g¢oziinenler
(hidrofilik) ve yagda c¢oziinenler (hidrofobik) olmak Uzere iki temel
gruba ayrilabilir. Suda ¢ozunenler genelde hucre sitoplazmasindaki ve
plazmadaki oksidanlarla reaksiyona girerken, yagda c¢ozunenler hicre
membranini lipid peroksidasyonundan korumaktadir'®®. Bu maddeler insan

viicudunda sentezlenebilir veya disaridan alinabilir'®.

En 6nemli sorulardan birisi bu ¢ok farkli antioksidanlar arasi
iliski nasildir sorusudur. Tum antioksidanlar hem birbirleriyle sinerjik hem
de birbirlerinden bagimsiz etki gosterirler 16416,

2.3.1. Antioksidanlar etki mekanizmalarina gére 4 grupta

toplanabilir':

a. Toplayici _etkili _antioksidanlar: Serbest oksijen

radikallerini tutar veya daha zayif yeni molekile gevirirler. Antioksidan
enzimler, trakeobronsiyal mukus ve kiguk molekuiller bu tip etki

gOosterirler.
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b. Bastirici _ etkili _antioksidanlar: Serbest oksijen

radikalleriyle etkilesip, onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini azaltir
veya inaktif sekle donusturtrler. Vitaminler, flavanoidler bu tarz bir

etkiye sahiptirler.

c. Zincir _kirict _etkili _antioksidanlar: Serbest oksijen

radikallerini badlayarak, zincirlerini kirip fonksiyonlarini engellerler.

Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir kirici etki gosterirler.

d. Onarici etkili antioksidanlar: Serbest radikallerin

olusturduklari hasarin onarilmasini yaparlar.

2.3.2. Endojen antioksidanlar

Endojen antioksidanlar, enzim ve enzim olmayanlar olmak
uzere iki sinifa ayrilirlar. Enzim olan endojen antioksidanlarin baglicalari
SOD, glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon S-Transferazlar (GST), CAT,
mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi ve hidroperoksidaz olarak
sayilabilir. Enzim olmayan endojen antioksidanlar ise, melatonin,
seruloplazmin, transferrin, miyoglobin, hemoglobin, ferritin, bilirubin,
glutatyon, sistein, metiyonin, Urat, laktoferrin ve albumin gibi

molekiillerdir'?13:25.27.162-165

2.3.3. Eksojen antioksidanlar

Eksojen antioksidanlar, vitaminler, ilaglar ve gida
antioksidanlari olmak Uzere siniflandirilabilirler. Vitamin eksojen
antioksidanlar a-tokoferol (vitamin E), B-karoten, askorbik asit (vitamin C)

ve folik asittir 12:13:25:27.162-165
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llag olarak da kullanilan eksojen antioksidanlar ksantin
oksidaz inhibitorleri (allopurinol, oksipurinol, pterin aldehit, tungsten);
NADPH oksidaz inhibitérleri (adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum kanal
blokerleri, nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar, diphenyline iodonium),
rekombinant sUperoksit dismutaz, Trolox-C (vitamin E analogu); endojen
antioksidan aktiviteyi artiranlar (GPx aktivitesini artiran ebselen ve
asetilsistein); nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (mannitol, albimin);
demir redoks dongusu inhibitorleri (desferroksamin); notrofil adezyon
inhibitorleri,  sitokinler (TNF ve IL-1), barbitiratlar ve demir

§elat6rleridir12'13‘25'27'162'165

Gidalardaki eksojen antioksidanlara da batile hidroksitoluen
(BHT), butile hidroksianizol (BHA), sodyum benzoat, etoksiquin,

propilgalat ve Fe-siiperoksit dismutaz érnek olarak verilebilir'?132°27:162-165

2.3.4. Baslica antioksidanlar

Superoksit dismutaz (SOD): Superoksit dismutaz (EC

1.15.1.1, EC-SOD) slperoksit serbest radikalinin (O ) HO, ve O
déniistimini katal 202 +2H > H,0,+0, 17,

insanda SOD’un iki izomeri bulunmaktadir. Cu-Zn SOD
sitozolde bulunur, Cu ve Zn igerir, dimerik yapidadir, siyanidle inhibe edilir.
Mn SOD mitokondride bulunur, Mn igerir, tetramerik yapidadir, siyanidle
inhibe olmaz. Genel olarak hiucrede en bol bulunan izomer sitozolik Cu-Zn
SOD'dir'®®1%8,

SOD'un fizyolojik  fonksiyonu hucreleri Oz ‘nin  lipid

peroksidasyonu gibi zararli etkilerine kargi korumaktir. SOD, fagosite

edilmis bakterilerin intraselliler oldurilmesinde de rol oynar. SOD

36



aktivitesi, yuksek oksijen kullanimi olan dokularda fazladir ve doku PaO,

artisiyla artar. SOD'un ekstraselliiler aktivitesi cok diistiktir'®®"°8.

Glutatyon sistem: Glutatyon sistem, glutatyon, glutatyon

peroksidaz, glutatyon rediiktaz ve GST’den olusmaktadir'®'®®. Bu sistem

hayvanlar, bitkiler ve mikroorganizmalarda yer almaktadir'®®.

GPx sitoplazmada bulunur, 4 selenyum atomu icerir ve
tetramerik yapidadir. GPx (glutatyon:H,O, oksidorediktaz, EC 1.11.1.9),
H.O, ve organik hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu enzimdir.
Insanlarda GPx'in 4 farkli izoenzimi bulunmustur. GPx-1 en sik bulunandir
ve HyO'in efektif bir yok edicisidir. GPx-4 daha az bulunur ancak lipid

hidroperoksidlerine karsi daha aktiftir'> 179171,

H,O0,+ 2 GSH — GS-SG + 2H,0

ROOH + 2 GSH — GS-SG + ROH + H,O

GPx'in fagositik hucrelerde 6nemli fonksiyonlari vardir. Diger
antioksidanlarla birlikte GPx, solunum patlamasi sirasinda serbest radikal
peroksidasyonunu yaparak, fagositik hticrelerin zarar gérmesini énler. GPx

eritrositlerde oksidatif strese karsi koruyan en etkili antioksidandir'®'32°,

Glutatyon reduktaz, okside glutatyonun (GS-SG) tekrar

redukte glutatyona (GSH) dénusimunu katalize eder.

GST EC 2.5.1.18 kodlu ve her biri iki alt birimden olusmus bir
enzim ailesidir. GST, basta arasidonik asit ve lineolat hidroperoksitleri
olmak Uzere lipid peroksitlerine karsi, selenyum-bagimsiz GPx aktivitesi
gOstererek, bir antioksidan savunma mekanizmasi olustururlar. Bunlar

detoksifikasyon da yaparlar'?1325172173,
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Katalaz (CAT): Katalaz (H20,: H,O, oksidorediktaz, EC
1.11.1.6) yapisinda dort tane hem grubu bulunan bir hemoproteindir. CAT

esas olarak peroksizomlarda daha az olarak sitozolde ve mikrozomal
fraksiyonda bulunur. CAT H,O.'yi suya ve oksijene parcalar. Demir veya
manganezi kofaktor olarak kullanir 121325174176

2H202 —> 2H20 + 02
Granulomatdz hicrelerde CAT, hicreyi kendi solunumsal

patlamasina karsi koruma iglevini de goérur. Hicrede olusan H,Oyi, OH

olusumunu 6nlemek igin ortadan kaldirir.

Mitokondriyal sitokrom oksidaz: Mitokondriyal sitokrom

oksidaz solunum zincirinin son enzimidir ve superoksidi detoksifiye

eder12'13‘25.

Vitamin C (askorbik asit): Askorbik asit tim hayvan ve bitki

hiicrelerinde bulunan bir “monosakkrid antioksidandir’. insanda sentezi

177

yoktur'””. O, ve OH- ile reaksiyona girerek onlari ortamdan temizler'’®.

Askorbik asit antioksidan etkisinin yaninda, oksidan etki de
gOsterir. Askorbik asit proteine bagh ferri demiri uzaklastirarak ya da
dogrudan ferri demiri indirgeyerek Fenton reaksiyonunda H20, ile
etkilesmeye ve OHe+ olusturmaya uygun ferro demire donusturtr. Ancak bu
tip etkisinin sadece dusuk konsantrasyonlarda goruldugu, yuksek

konsantrasyonlarda gugll bir antioksidan olarak etki ettigi kaydedilmigtir.

Vitamin E (a-tokoferol): Vitamin E genel adi tokoferoller olan,

yagda ¢6zlnen grubun uyesidir ve cok guclu bir

antioksidandir'%13:25.179.180

. Vitamin E, hicre membran fosfolipidlerinde
bulunan poliansatlire yag asitlerini serbest radikal etkisinden koruyan ilk
savunma hattini olusturur. Vitamin E, O," ve OHe, singlet oksijeni, lipid

peroksit radikallerini ve diger radikalleri indirger. Vitamin E zincir kirici
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antioksidan olarak bilinir. Lipid peroksidasyonu zincir reaksiyonu, vitamin E
12,13,25,187,179-181

vasitasiyla sonlandirilabilir
GPx ile vitamin E, serbest radikallere karsi birbirlerini
tamamlayici etki gosterirler. GPx olusmus peroksitleri ortadan kaldirirken

vitamin E peroksitlerin sentezini engeller.

Vitamin E selenyum metabolizmasinda da onemli rol oynar.
Vitamin E selenyumun organizmadan kaybini 6nleyerek veya onu aktif

sekilde tutarak selenyum ihtiyacini azaltir.

Karotenoidler: Vitamin A'nin 6n maddesi olan B-karotenin

singlet oksijeni bastirabildigi, stperoksit radikalini temizledigi ve peroksit
radikalleriyle direkt olarak etkilegserek antioksidan gorev gordugu

saptanmistir'®132°,

Melatonin (MLT): Melatonin en zararli serbest radikal olan

OHe- ortadan kaldiran, hicre membrani ve kan beyin bariyerini ¢ok hizli
gecgebilen, c¢ok gucglu bir antioksidandir, gunimuize kadar bilinen
antioksidanlarin en giicliisi olarak kabul edilmektedir'®'32>:182183
Melatonin diger antioksidanlardan farkli olarak, redoks dongusune girmez.
Melatonin bir kere okside olduktan sonra bir daha redukte olamaz.
Melatonin OH- ile reaksiyona girdikten sonra, bir indolil katyon radikaline
donuUsur ki bunun da ortamdaki O, ‘i tutarak antioksidan aktivite gdsterdigi
kaydedilmigtir'?13:2%.182.183

Glutatyon (GSH): Glutatyon (GSH) karacigerde genetik
bilgiye ihtiyag olmadan sentezlenebilen, sistein tasiyan  bir

tripeptitdir'>'32518  GSH cok 6nemli bir antioksidandir, serbest radikaller
ve peroksitlerle reaksiyona girerek hucreleri oksidatif hasara kargi korur.

GSH'In antioksidan 0zelligi, sisteinin tiol gruplarindan gelmektedir.
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Hucrede GSH, glutatyon rediktaz sayesinde redikte formda
tutulmaktadir. Hicrede redoks durumunun sabit tutulmasinda santral rolu

GSH oynar12,13,25,184

Urat: Normal plazma konsantrasyonunda Urat, hidroksil,
superoksit, peroksit radikalleri ve singlet oksijeni temizler. Fakat lipid
radikalleri Uzerine etkisi yoktur. Ayrica vitamin C oksidasyonunu

engelleyici etkisi vardir'?132°,

Bilirubin:  Bilirubin, superoksit ve hidroksil radikali

toplayicisidir'?'32,

Alblimin: Albiimin, LOOH ve HOCI toplayicisidir'®1325,

Seruloplazmin: Seruloplazmin olasilikla SOD'a benzer

mekanizmayla etki gdsterir. Ferro demiri (Fe?') ferri demire (Fe*')

yukseltgeyerek, Fenton reaksiyonunu ve bdylece OHe olusumunu inhibe

eder12'13‘25.

Transferrin  ve Laktoferrin: Transferrin ve laktoferrin
12,13,25

dolasimdaki serbest demiri baglarlar

Ferritin: Ferritin dokudaki demiri baglar.

Sistein: Sistein slperoksit ve hidroksil radikali toplayicisidir.

Ebselen: Ebselen selenyumlu bir bilesiktir. GPx aktivitesini

guclendirir ve lipoksijenaz yolunu inhibe eder.

Sitokinler: Sitokinler basta CAT olmak Uzere, antioksidan
enzimleri aktive ederler. Ancak proteolitik enzimleri aktive ettiklerinden

dolayi zararli da olabilirler.
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Demir_selatorleri: Demir selatorleri hdcre igine girerek,

serbest demiri baglamak suretiyle onu etkisizlestirirler, boylece Fenton
reaksiyonunu ve sonugta OHe olusumunu inhibe ederler. Bu
Ozelliklerinden dolay! reperfuzyonda kullaniimalarinin faydali oldugu

kaydedilmistir.

Desferroksamin: Desferroksamin serbest Fe® 'i baglar.

Oksipdurinol:  Oksipuranol  allopurinolin  metabolitidir,
dogrudan OHe« ve HOCI azaltici yonde etki eder.

Mannitol: Mannitol OHe toplayici etki gosterir.

Probukol: Probukol kan kolesterolinu dusurmede kullanilir.

Lipid peroksidasyonu zincir reaksiyonunu kirici etkisi vardir.

Tivoredoksin Sistem:

Hucresel duzeyde reduksiyon/oksidasyon (redox) dengesinin
regulasyonu cesitli antioksidan sistemlerle saglanmaktadir. Bu sistemler
icinde en 6nemlilerinden biri tiyoredoksin, glutaredoksin ve glutatyondan

olusan thiol sistemidir.

Trx ilk olarak 1964 yilinda E.colide rionukleotid rediktaz igin
hidrojen vericisi olarak gosterilmistir'®®. Trx'ler molekiil agirliklari yaklasik
olarak 12 kDa olan ve archaebacteria grubundan insana kadar tum
yasayan canlilarda karsimiza ¢ikan kuguk proteinlerdir. Trx hucrelerde
ribonukletidlerin reduksiyonunda hidrojen vericisi olmak, fotosentetik
enzim regllasyonu, Ookaryotik hicrede transkripsiyon regllasyon
faktorlerinin dizenlenmesi, kanserli hicre gelisiminde sinyal molekild,

ROS'larin yok edilmesi gibi gérevler tistlenmektedir'®®1%°.
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Tiyoredoksinin yapisi: Escherichia colinin okside Trx yapisi

(108 rezidii iceren protein), 1,68 A° ¢oziniirlikle X-ray kristallografide

gosterilmistir'™

. Bu yapi Trx igin referans yapidir ve helikslerle sariimis
B-zincirlerden olusan bir core’dan olusmaktadir. Bu karisik B-tabaka yapisi
bes zincir ve donus igerir. Trx 1-59 reziduler arasi pafaf , 76-108
rezidller arasi fBa yapisini ve bunlari birlestiren 18 rezidulik uzun

segment icerir. Sekil 8'de Trx’in yapisi izlenebilir.

Sekil 8: Trx’in yapisi

Insan Trx'i bir gok biyolojik siirecte aktif komponent olarak

192-194. insan

identifiye edilmis ve sonradan Trx olarak tanimlanmigtir
Trx’nin hem bir ¢cok biyolojik fonksiyonu goéren rediukte formunun, hemde
okside formunun kristal yapisi calisiimistir'®®. Redukte Trx'nin aktif formu
dimerik yapidadir. Her bir monomer sistein kalintilari igeren birbirine
disulfid baglaryla baglanmis iki monomerden olugur (aktif merkezde 3
sistein rezidusi icerir)'®®. Trx'de bulunan ve redoks aktif olan iki sisteinden
(cys) (Trx-1-sitoplazmik- cys 32 ve cys 35), cys 35 yapiya géomull olarak
bulunurken, cys 32 acikta yer alir. Ayrica insan Trx'i 73. pozisyonda
Trx’nin dimer olusumu ve dizenleyici yollarla iligkisi olabilecek ilave bir cys

(cys73) icermektedir. Ancak memelilerde Trx-2 gibi (mitokondrial Trx)
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ilave cys bulunmayan Trxlerde bulunabilir. Trx-2 bakteriyel Trx’e Trx-1’e

gore cok daha fazla benzerlik géstermektedir'®.

Tam Trx'ler aktif merkezlerinde “Trx motifleri” (dithiol/disulfid
aktif merkez motifi) adi verilen ve yapisinda iki komsgu sistein bulunduran
Cys-X-X-Cys dizesini icermektedir'®’. Bu dize B zincirin sonunda a-heliksin
baslangicinda yer almaktadir'®®'%°. Trx'ler aktif merkezlerindeki Cys-Gly-
Pro-Cys kalintilarini  kullanarak, disulfid baglarinin geri  déntsumlu
reduksiyonunu yapmaktadir. Proteinin okside formu, tim htcre tiplerinde
bulunan NADP bagimh sistemle redikte forma c¢evriimektedir. Bu
sistemde elektronlar okside Trx'e bir flavoprotein olan tiyoredoksin
reduktazla (TrxR) NADPH’dan alinarak aktariimaktadir'®’. Rediikte Trx
major hlcresel “Protein disiilfid rediktaz”dir ve primer metabolizmadaki
bir cok enzime elektron donorl olarak karsimiza ¢ikar. Ancak Trx'nin tim
fonksiyonu bu degildir ayrica hlcrede bir ¢ok sistemin c¢alismasina
katiimaktadir. Sekil 9 ‘da TrxR’nin galisma mekanizmasi ve kullanildigi

yerler izlenebilir.

GSH sisteminin aksine Trx sistemi hlicrede ¢ok daha disuk
konsantrasyonlarda bulunmaktadir (GSH, 1-10 mM; Trx 1-10 uM)?®. Trx
ve GSH’nun hucrenin korunmasindaki rolleri birbirinden farkhdir. GSH
Ozellikle dusik redoks potansiyelinin ve serbest thiol seviyelerinin
yukseltimesinden; Trx ise sinyal iletimi ve gen regulasyonunda rol
oynayan thiollerin redoks regiilasyonundan sorumludur®®. Trx'ler hiicrede
onemli biosentetik reaksiyonlarda kullanilan, hucrenin 6nemli biyolojik
fonksiyonlarini reglle eden ve hicrede bir ¢ok ayri bolimde cesitli
izoformlarda karsimiza ¢ikan bir grup proteindir. Trx'ler TrxR’la beraber bir
cok proteinin disulfid baglarinin indirgenmesine katiir ve bu sistem
peroksitlerin  indirgenmesinde  kullanilan  peroksidazlarida  (Prxs)

icermektedir 198201203 gekil.9.
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Protein-S,

NADP' < 2> Trx-(SH) Substrato,
TrxR
NADPH+H N\ Trx-S, Pro{tjei{l-(SH)z
U4
NADP" < Trx-(SH): ~ /~ nggi{
TrxR Prx
NADPH+H = ™ Trxs, <> IE?(I){

Rediikte Trx’'nin goérevleri
Proteinlerde disulfidlerin indirgenmesi
Protein onarimi
Enzimlerin yapisal elemani
Growth faktor
Transkripsiyon faktorlerinin redoks regilasyonu
Saperon
immiinomodiilatér
Apopitozisin regulasyonu

Sekil 9: Trx sistem ve gorevleri. Bu sekil bize Trx enzimleriyle katalizlenen oksido-
rediksiyon tepkimelerini 6zetlemektedir. TrxR NADPH’l elektron kaynadi olarak
kullanarak okside Trx'in (Trx-S,) aktif merkezindeki distlfid bagdini indirgemektedir.
Rediikte Trx'de (Trx-(SH,) protein/peptid disllfid baglarinin indirgenmesinde ve
peroksiredoksinler (Prx) tarafindan peroksidlerin indirgenmesinde elektron vericisi olarak
rol oynar.

Trx'nin sitoplazma ve mitokondride yerlesmis Dbirbirinden
farkh yapida izoformlari bulunmaktadir. Bu izoenzimlerin ifadesi, hicresel
ve molekiler redoks ortamindaki degisiklikler ve cesitli stres faktorleri
tarafindan degistiriimektedir. Cesitli ¢alismalarda, Trx1’in ifadesinin
astrositomlar gibi insan primer kanserlerinde ve tUumor hucrelerinde arttigi
gOsterilmigstir. Trx ylkselmesinin de, DNA sentezinin artisi, redoks aracili
transkripsiyon faktorlerinin uyariimasi gibi mekanizmalarla kanser
hdcrelerinin  gelisimini  ve kemoterapiye kargl rezistansi artirdigi
saptanmistir 242'°. Mitokondrial izoenzim Trx2'de, eneriji {iretimi ve hiicre

yasami suresinin regulasyonunda énemli gorevleri bulunmaktadir.

Thioredoxin _Reduktaz: Tiyoredoksin reduktaz (TrxR)

lipoamid dehidrogenaz, glutatyon reduktaz gibi piridin nikleotid-disulfid

211

oksidoreduktaz sinifi enzimlerin flavoprotein ailesindendir®’'. Bu ailenin

tamami homodimerik protein yapisindadir ve her bir monomer prostetik
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grup olarak FAD, NADPH baglanma bdlgesi ve aktif merkezlerinde redoks
aktif disiilfid yapisi icerir’’?. Elektronler NADPH’dan, FAD araciligiyla
TrxR'In  aktif merkezindeki disllfidlere aktarilirlar ve substratin
rediksiyonunda kullanilirlar. insanda sitozolik Trx1/TrxR1 ve mitokondrial
Trx2/TrxR2 olmak (zere iki izoenzimi bulunmaktadir. Insan TrxR bir

selenoenzimdir.

TrxR, okside Trxin reduksiyonunu saglayan yaklasik olarak
10-12 kDa’luk, kuguk ubikitdz redoks aktif peptittir. Aktif merkezinde —Trp-
Cys-Gly-Pro-Cys-lys- katalitik dizesini bulundurur ve iki sisteinin geri
dontsimli  oksidasyon/rediiksiyonunu gerceklestirmektedir’’®.  TrxR’in
TrxXe ek olarak endojen substratlari arasinda, lipoik asit, lipid
hidroperoksitler, sitotoksik peptid NK-lizin, vitamin K3, dehidroaskorbik
asit, askorbil free radikaller ve tUmor supresor protein p53 gésterilmigtirm.

Sekil 10’da TrxR’in substratlari izlenebilir.
NADPH NADP*

\ /\ g Askorbatgge

Tiyoredoksin rediiktaz

Y

Askorbat,.giike

Trxokside Trxredﬁkte
‘/‘/ \s“ Hiicre biiyiimesi
Apopitozisin inhibe edilmesi
Trx Riboniikleotid Transkripsiyon
peroksidaz rediiktaz faktorleri
H,0, H,0 l ) l
DNA sentezi Gen

transkripsiyonu
Sekil 10: Tiyoredoksin rediiktazin substratlari ve Tiyoredoksinin hiicredeki

fonksiyonlari

insanda hiicrelerde bulunan diger thiol redoks sistemi
glutatyon reduktaz/glutatyon sistemidir. Bu sistemde indirgeyici guglerini

NADPH’dan almaktadir. Bu iki sistem birbirine ¢gok benzemesine ragmen,
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glutatyon sistemi 6zellikle hicreyi ROS’lara ve elektrofilik maddelere karsi
korumada daha Onemlidir. Her iki sistemde piridin nukleotid-disulfid
oksidorediiktaz grubundan, klguk redoks aktif peptidlerdir (Trx ve
glutaroredoxin) ve thiol-disulfid degisimini yaparlar. Glutatyon reduktaz
TrxR’dan farkli olarak sadece glutatyonu redikler ve redukte glutatyonun

hiicre igi diizeyleri Trx'e gére gok daha yiiksektir*'%.

insan TrxR’inin katalitik bolgesinde —Cys-Val-Asn-Val-Gly-
Cys- dizesi yer almaktadir. Bu dize hem TrxR1 de hem de TrxR2'de
enzimin FAD bodlgesine yerlesmistir. Fakat Escherichia col’nin TrxR’inin
katalitik dizesi —Cys-Ala-Thr-Cys- NADPH bdlgesinde yer alir. insan
TrxR’inin - monomerik biriminin molekuler agirhgr yaklasik 55 kDa
civarindayken, bu deger bakteriyel TrxR’larda 35 kDa civarindadir.
TrxR’lar kuguk TrxR (35 kDa) ve buyuk TrxR (55 kDa) olarak
siniflanmaktadir. Blyuk TrxR’larda ilave bir C-terminal redoks merkezi
bulunmaktadir. Bu merkez sisteinlerden indirgeyici ekivalanlari alir ve final
substrata iletir. TrxR1, C-terminalinde selenosistein rezidusune sahiptir ve
bu rezidi katalitik aktivite igin gereklidir. Insan TrxR1 Sec varliginda
peroksinitrit ve lipid hidroperoksitleri rediikleme kapasitesine sahiptir®'.

Sekil 11°’de Trx'lerin yapisi izlienmektedir.

CVNVGC
! I
Insan TrxR-1 |-l | | hm Ara bolge
% FAD boélgesi
CVNVGC SeCys NADPH bélgesi

‘ Mitokondrial dize

/.,
Insan TrxR-2 .. | |

eTrxR

Sekil 11: insan TrxR-1, TrxR-2 ve E.coli TrxR’nin yapisinin karsilastiriimasi.
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Tivoredoksin Rediktaz sisteminin fonksiyonlari: Trx sistemi

insanda ribonukleotid reduktaz ve tiyoredoksin peroksidaz gibi enzimlere
redukleyici ekivalanlari saglar. Bazi transkripsiyon faktorlerinin cys
kalintilarint  indirgeyerek,  DNA'ya  baglanmasini  artinr.  Gen
transkripsiyonunu degistirir. Ayrica  glukokortikoid gibi bazi steroid
reseptorlerinin, androjen reseptorlerinin, NF-kB ve AP1 gibi transkripsiyon

faktorlerinin aktive edimesini saglar®'.

Hucre gelisimi_uzerine etkileri: Trx sisteminin hiucre gelisimi

ve apopitozisin dnlenmesinde onemli gorevleri bulunmaktadir. Bu sistemi
uyaran Trx'in indirgenmis formudur. Bu nedenden dolayr Trx'in
indirgenmesini saglayan TrxR buyumenin regulasyonunda kilit roll
oynamaktadir. Hucre kultarlerinde Se’un TrxR aktivitesini bir ka¢ kat
artirdi§i gosterilmistir. Artmis TrxR aktivitesinin, hicre buylmesini artirici
etkileri net bir sekilde ortaya konmamis olsa da TrxR aktivitesinin

inhibisyonunun hicre buylimesini inhibe ettigi net bir sekilde gosterilmigtir.

P53 aktivitesine etkileri: p53 bir ¢ok tumdrde saptanan bir

timér-baskilayici protein ve transkripsiyon faktériidir. insanda oldugu gibi
normal p53 geni olan Schizosacchoromyces pombe mayasinda guglu bir
gelisme geriligi gorulmektedir. Bunun tesbitinden sonra p53 geninin
normal aktivitesi igin gerekli olanlar incelenince, p53 parsiyel rezistansi
olanlarda TrxR kodlayan trr1 geninde mutasyon oldugu izlenmistir?'#2',
trr1 fonksiyonunda kayip olan mutant mayalarda H,O'in ve atmosferdeki
%100 oksijenin zararl etkilerine artmis duyarlilik oldugu tesbit edilmigtir.
Insanda TrxR’'in p53 geni Uzerinde benzer etkileri olup olmadigi net olarak
gOsterilememigtir.  Bununla beraber oksidasyon Urdnlerinin - arttigi
durumlarda, p53 geninin DNA'ya baglanma yeteneginin degistigi
gOsterilmigtir. Ayrica p53 gen ifadesi, TrxR gibi redoks genlerinin

ifadesinden de etkilenmektedir?®.
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Oksidatif strese karsi koruma: Duguk duzeyde ROS uretimi,

normal oksidatif metabolizma sirasinda karsimiza cikmaktadir. Ancak,
koruyucu sistemlerin kapasitelerini asacak miktarda ROS uretilmesi
protein thiollerinin  oksidasyonuna ve onarilamayacak duzeyde
makromolekullerde hasar olusmasina, buna bagh olarak da apopitozis gibi
patolojik prosseslerin baslamasina yol agmaktadir. Trx, ROS artisina bagli
apopitozise kargi hicreleri korumaktadir. TrxR ve Trx, mRNA’larinin yeni
dogan maymunlarda havayla temas veya O, alimi sonucu arttigi
gOsterilmigtir. Ayrica adult maymunlarda da %95’lik O2’nin solunmasina
badli olarak da artis olusmaktadir. Bu artmis gen ifadesi bize, insanda
TrxR1 ve Trxin, O, solunmasi sonucu olusacak ROS Uretimine karsi

koruyucu oldugunu gostermektedir.

Glutareredoksin ve glutatyon gibi tiyoredoksin sistemde,
oksidatif stresle inaktive olmus proteinleri, yenileme yetenegindedir ve bu
fonksiyona katkisi %50'den fazladir. Ornegin ROS (Urunleriyle oksitlenmis
gliseraldehit-3-fosfat ~ dehidrogenaz  enziminin, thiol gruplarini
rediikleyebilir. Ayrica dehidroaskorbati askorbata cevirebilir?'>2'®.

Farkli o6zelliklerinden ve singlet oksijeni baskilama ve
hidroksil radikallerini temizleme kapasitelerinden dolayi Trx'ler, énemli
antioksidan proteinler olarak kabul edilirler. Trx1 sitoplazma ve ¢ekirdekte
yer alir. Trx2 mitokondrialdir ve Ozellikle beyinde ROS Uretimiyle iligkili
oldugu gosteriimistir’'®. Trx transgenik farelerde iskemik hasara, diabete,
akut akciger yetmezligine ve c¢evresel toksisiteye artmig duyarlilik
saptanmistir. Trx, oksidatif stres hasarina baglh hastaliklara kargi da
koruyucu goriilmektedir?'®. TrxR'nin selenosistein grubu, H,O, igin bir
sensOr gibi gorev gorlir ve oksidatif stresi Onleyen proteinlerin
ekspresyonunu baslatir?'’. Yiiksek TrxR2 aktivitesinin insan embriyonik
bdbrek hulcrelerini, antimisin A (elektron transport zinciri kompleks Il

inhibitdér)  inhibisyonunun  yarattigi  toksisiteye  karsi  korudugu
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gosterilmigtir. Bu etki TrxR2 ve/veya Trx2'nin asiri eksprese edildigi fare

maymun ve insanlarda gosterilmistir®'®,

Askorbat geri-déniisimii: insanda askorbat sentezi olmadigi

icin, hdcre i¢in 6nemli bir antioksidan olan askorbatin diyetle alimi veya
okside formu olan dehirdoaskorbik asidin veya askorbil free radikallerin
tekrara kullanilabilir hale getirilmesi, hucre igi askorbat seviyelerinin
devami igin oldukga dnemlidir. Se’dan yoksun beslenen ratlarda hticre igi
glutatayon seviyeleri degismeden glutatyon reduktaz, TrxR ve askorbat
seviyelerinin azaldigi gosterilmistir. TrxR’in askorbil free radikallerin tekrar

askorbat haline donusumunde onemli oldugu da gosterilmistir.
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3. GEREG VE YONTEMLER:

Bu tez galismasi Gazi Universitesi Tibbi Biyokimya Anabilim
Dali Arastirma Laboratuvari, Gazi Universitesi Hayvan Laboratuvari,
Gulhane Askeri Tip Akademisi Biyokimya Anabilim Dali Arastirma
Laboratuvari ve Ankara Kegioren Egitim ve Arastirma Hastanesi Merkez
Laboratuvarinda gerceklestirilmistir. Bu tez Gazi Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Birimi tarafindan SBE-01-2005-68 nolu proje numarasi
ile desteklenmistir. Calisma icin Gazi Universitesi Etik Kurulundan izin

alinmigtir.
3.1. Deney hayvanlari ve cerrahi yontem

Bu calismada 235-270 g agirliginda 50 erkek Wistar rat
kullanildi. Ratlar calisma zamanina kadar 12 saat aydinlik, 12 saat
karanlhk ortam dongusuyle bekletildi ve bu surede standart rat besini ve
suyla beslendi. Tum ratlar cerrahi 6ncesi 12 saat a¢ birakildi. Ratlar
anestetik madde olarak, vicut agirhgina goére 100 mg/kg ketamin
(Bodyweight, BW) ve 10 mg/kg ksilazin intraperitonial uygulanarak
uyutuldu. Hayvanlara sternumdan pubise uzanan bir orta hat kesisi
yapildi. Ortalama arteriyal kan basincinin izlenmesi igin, sag femoral
artere kanul yerlestirildi. ilag infiizyonu igin, portal ven yoluyla ileacekal
vene polietilen katater (PE-50, ID 0.28, OD 0.61; Portex, Hyte, UK)
yerlestirildi. Retraktorler flank bolgesine yerlestirilerek, karaciger expoze
edildi. Karaciger ve diafragma arasindaki ligament kesilerek karaciger
serbestlestirildi. Splanknik konjesyondan korumak igin kismi karaciger
iskemisi uygulandi. Kismi karaciger iskemisi igin, sol lateral ve median
loblari besleyen hepatik arter ve portal ven atravmatik vaskuler klemple
(Harvard Apparatus INC, Hollinston, MA, USA) 60 dakika klemplendi.
Daha sonra klempler agilarak 2 saat reperfizyon yapildi. Vicut sivilari
karacigeri etkilemesin diye tum abdominal kavite steril gazli bezle
kaplandi.
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3.2. Deney gruplari
Ratlar calisma protokolline gore 5 gruba ayrildi.

Sham grubu (n=10): Hayvanlara anestezi ve laparatomi

uygulandi.

Kontrol (I/R) grubu (n=10): 60 dakikalik parsiyel iskemiyi
takiben reperflizyon yapildi. Reperflizyonun hemen basinda portal venden

10 dakika icinde 1ml fosfat buffer iginde tuz solusyonu verildi.

Tiyoredoksin (Trx) grubu (n=10): 60 dakikalik parsiyel
iskemiyi takiben reperfizyon yapildi. Reperfizyonun hemen baginda
portal venden 10 dakika iginde rekombinat tiyoredoksin (10 mg/kg)
(Promega Corporation, WI, USA) verildi.

N-Nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) grubu (n=10):
60 dakikalik parsiyel iskemiyi takiben reperflizyon yapildi. Reperfizyonun
hemen basinda portal venden 10 dakika iginde L-NAME (10 mg/kg) verildi.

Trx ve L-NAME grubu (n=10): 60 dakikalik parsiyel iskemiyi
takiben reperfuzyon yapildi. Reperfizyonun hemen basinda portal venden
10 dakika icinde L-NAME (10 mg/kg) ve rekombinant tiyoredoksin (10
mg/kg) verildi.

L-NAME hazirlanmasi: 100 mg L-NAME 40 ml fosfat

tamponlu tuz ¢ozeltisi icinde ¢6zulda.

Trx hazirlanmasi: 50 mM Tris-HCL (pH=7.5), 1 mM EDTA
iceren 40 ml solisyonda ¢ozlldid. Konsantrasyonu 280 nm’de absorbans
katsayisina (molar absorbtivite) E®'” = 1.171 (1.171 1 mg/ml soliisyon
icin) gore degerlendirildi.

3.3. Kullanilan aletler:
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cihazi)

Hassas terazi (Schimadzu, Libror, AEG 220)
Homojenizator (IKA T10 Ultra-Terra X)

Vorteks (Stuart vorteks karistirici)

Benmari (NUve NBS bath ve Nuve ST 402 su su banyosu)
Santriftj (NGve, NF800)

Sogutmali santriflij (NUve, NF80O0R)

Spektrofotometre (Schimadzu, UV1601)

pH metre (Jenway)

Orbital Karistirici

Eliza okuyucu ve yikayici

Tam otomatik eliza sistemi (DiaSorin Etimax 3000 mikroeliza

Otoanalizor (Konelab 60i, Thermo Scientific)
Ornekleri azot gazi ile ugurmak icin VLM EC1
Socorex Swiss mikropipet 20ul -200pl

Socorex Swiss mikropipet 100ul -1000pl
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3.3. Yontemlerin uygulanmasi:

3.3.1. Serum orneklerinin hazirlanmasi:

I/R sonrasi 2. saatte ratlar sakrifiye edildi. Sakrifikasyonu
takiben hizla, 0.5 gr sol hepatik lobdan doku 6rnegdi ve portal venden 4ml

kan 6rnegi alindi. Sham gruplari da ayni zamanlarda sakrifiye edildi.

Ratlardan alinan kan érnekleri, 10 ml’lik jelli vakumlu ttplere
ve EDTA'lI tiplere aktarildi. Alinan kan drnekleri +4 °C’de 1600 x g'de 15
dakika santrifjlendi. Elde edilen serum orneklerinin yaklasik 500-1000
pllik kisim ayrilarak bekletiimeden biyokimya testleri icin ¢alismaya alindi.
Geri kalan serum ornekleri P-selektin ve nitrik oksid calismalari igin,
sirastyla 100 ul ve 200 pl olmak Uzere ayri ayri tuplere konularak, ¢alisma
zamanina kadar -80 °C’de saklandi. EDTA’l ornekler, EDTA’l taplerden
santrifij tuplerine aktarildi ve Uzerine 0.6 TIU/ml kan olacak sekilde
aprotinin eklendi. Ornekler +4 °C’de 1600 x g'de 15 dakika santrifijlendi ve

elde edilen plazma 6rnekleri galisma zamanina kadar -80 °C’de sakland.

1 TIU (Tripsin inhibitdr Unitesi) = 1025-1300 KIU (Kallikrein inhibitor

unitesi)

3.3.2.Hepatik doku kan akimi:

Hepatik doku kan akimi (hepatic tissue blood flow, HTBF)
lazer-doppler flowmetre (Periflux 5000; Perimed, Stockholm, Sweden)
kullanilarak iskemiden Once, iskeminin 5, 15 ve 45. dakikalarinda ve
iskemi sonrasi 5, 15, 30 ve 60. dakikalarda Olculdl. Her bir 6lgim
zamaninda degisik loblardan (segment II-IV) elde edilen 3 degerin
ortalamasi hesaplandi. Yontem i1sik Ureten bir lazer diyotun (780 nm dalga
boyu ve minimum emisyon enerjisi 1.0 mW) dokuya batiriimasi ve is1gin
hicrelerde dolagsan kandan yansitilarak olgulmesi ilkesiyle ¢aligir. Analog

lazer doplerin akim sinyalleri dijitalize edildi ve stabil sinyal elde edildikten
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sonra 30 sn kayit yapildi. Puls wawe analizden elde edilen datalar area

under curve olarak degerlendirildi. HTBF arbitrary unit (AU) olarak ifade
edilir”'®.

3.3.3. Biyokimyasal testlerin olculmesi:

Biyokimyasal parametreler olan Ure, kretinin, alkalen fosfataz
(ALP), aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT),
v-glutamiltransferaz (GGT), laktat dehidrogenaz (LDH) ve direk ve total
bilirubin Konelab 60i otoanalizérinde (Labsystems Clinical Laboratory
Division, Espoo, Finland), orijinal kitleri olan Thermo Fischer Scientific
(Thermo Fisher Scientific, Vantaa, Findland) kitlerle ¢alisildi. Glnler arasi
ve calismalar arasi varyasyonlari engellemek igin galisma ayni gun ve

ayni seride gergeklestirildi.

3.3.4. Nitrik Oksit (NO) 6lcimu:

Serum NO diizeylerinin Slciimii Stressgen’s StressXpress®

NO (total) kiti (katalog no:EKS-310) ile gergeklestirildi. Bu yontemde once
nitrat reduktaz enzimiyle nitrat nitrite ¢evrildi ve edilen nitriti azo boyasi ile

renklendirilerek (Griess Reaksiyonu) 540 nm’de absorbansi olgulda.

Yontemin uygulanmasi:

1. 1.kuyucuga 200 pl reaksiyon tamponu koOr olarak

pipetlendi

2. Takip eden 6 kuyucuga (2-7. Kuyucuklar) 6 standart
sirasiyla 25 yl pipetlendi

3. 8. Kuyucuga 50 pl reaksiyon tamponu O standart olarak

pipetlendi

4. 50 pl serum ornekleri pipetlendi
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5. 25 yl 6nceden hazirlanan NADPH, kor hari¢ tim kuyulara
pipetlendi

6. 25 pl 6nceden hazirlanan nitrat reduktaz kor hari¢ tum

kuyulara pipetlendi

7. Orneklerin iyice karismasi saglanarak 37 °C’de 30 dak
inkiibe edildi

8. 50 pl Griess reaktif-1 kdr hari¢ tim kuyulara pipetlendi
9. 50 pl Griess reaktif-1l kdr hari¢ tim kuyulara pipetlendi
10.Iyice karistirdik ve 10 dak oda Isisinda inkiibe edildi

11.0ptik dansiteleri (OD) eliza okuyucuda 540 nm dalga

boylarinda koére kargi okundu

12.Standartlar ve 6rneklerden elde edilen OD degerlerinden
0 standardinin OD degerini ¢ikartilarak net OD degerleri
hesaplandi.

13.Standartlarin net OD degerleri ve konsantrasyonlariyla
standart egri olusturuldu ve 6rneklerin konsantrasyonlari

degerlendirildi

3.3.5. P-Selektin Eliza 6lcimu:

Serum  P-Selektin  calismasi  Eliza  (enzyme-linked
immunosorbent assay) kitiyle (Diaclone Research, Codex, Fransa)

gergeklestirildi.

Yontemin uygulanmasi:

1. TUm kuyucuklar yikama solusyonuyla iki kez yikandi
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2. Standartlarin pipetlenece@i kuyucuklara 100 pl calisma

tamponu koyuldu

3. ilk kuyucuga 100 ul P-Selektin standardi pipetlendi. Elde
edilen karisimdan her seferinde 100 ul bir sonraki
kuyucuga aktarilarak 140-2.19 ng/ml'lik standartlar elde
edildi (toplam 7 standart).

4. 100 pl calisma tamponu kor olarak pipetlendi

5. 90 pl sample buffer drneklerin konacagi tum kuyucuklara

pipetlendi
6. 10 pl serum Orneklerin sirasiyla kuyucuklara pipetlendi

7. HRP-konjugat 1/100 oraninda ¢alisma tamponu ile dilie

ederek hazirlandi.
8. 50 pl HRP-konjugat tum kuyucuklara pipetlendi
9. 2 saat oda isisinda inkibe edildi
10.3 kez yikama solusyonula yikandi

11.TMB substrat solusyonu kullanimdan 5 dak once
hazirland1 ve 100 pyl TMB substrat solusyonu kor dahil

tum kuyulara pipetlendi
12.15 dak oda isisinda inkube edildi
13.100 pl stop solisyonun kor dahil tim kuyulara pipetlendi

14.0Olusan renk siddeti eliza okuyucuda 450 nm’de okundu.
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3.3.6. Endotelin-1 dlcimu:

Plazma endotelin-1 seviyelerinin dlgimunde Endotelin-1
enzim immunassay (EIA) (Phoneix Pharmaceuical, CA, USA) Kiti

kullanildi.

Yontemin uyqulanmasi:

1. Alinan plazma o&rneklerini esit miktarda buffer A ile
karistirildi ve 10000 x g'de +4 °C'de 20 dakika

santrifujlendi.

2. Elde edilen supernatant, 200 mg C18 tasiyan SEP-
COLUMN’dan once buffer A (3 ml, 3 kez) sonra buffer B
(1 ml, 1 kez) ile yikanarak gegirildi.

3. Elde edilen 6rnek azot gazi altinda uguruldu.
4. Ik kuyucuk kor olarak bos birakild.

5. 2. Kuyucuga 50 pl galisma tamponu total baglanma
olarak, sonra sirasiyla hazirlanan 5 standart, rehidrate
edilmis pozitif kontrol ve serum o6rnekleri 50 pl olacak

sekilde pipetlendi.

6. 25 pl rehidrate edilmis primer antiserumu kor hari¢ tim

kuyucuklara pipetlendi

7. 25 pl rehidrate edilmig biotinlenmig peptit kor hari¢ tim
kuyucuklara pipetlendi

8. Plate’in Uzeri asetat plak ortucuyle (APS) ortulerek orbital
karistiricida 300-400 rpm’de oda isisinda 2 saat inklbe
edildi.
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9. Kuyucuklar bosaltildi ve 350 pyl ¢calisma tamponula 4 kez
yikandi

10.100 ul SA-HRP solisyonu her bir kuyucuga eklendi

11. APS ile kapatilarak orbital karistiricida 300-400 rpm’de

oda isisinda 1 saat inkube edildi.
12.4 kez ¢caligma tamponu ile yikandi.

13.100 uyl TMB substrat eklendi. APS ile Uzerini kapatildi ve

oda i1sisinda i1siktan korunarak 1 saat inktube edildi.

14.Her bir kuyucuga stop sollisyon olarak 100 pl 2N HCI
pipetlendi

15.Plak mikroeliza okuyucuda 450 nm’de OD’si okundu.

3.3.7. Lowry doku protein olcumu:

Kullanilan reaktifler:

%2’lik Na,COs iginde 0.1 N’lik NaOH (A1)

%2’lik Na-K tartarat (B1)

%1’lik CuSO, (B2)

Folin ciocalteu’s fenol reaktifi

Standart olarak 1 mg/ml bovin serum albumin (BSA) kullanildi.
C solusyonu: 0.5 mIB1 + 0.5 mI B2 + 16.5 ml A1

Folin reaktifi (F.c.): 1 hacim F.c. + 1 hacim distile su
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Tablo 2. Lowry doku protein él¢giimiiniin yapihsgi

BSA Distile su C soliisyonu
Kor - 100 pl 2 ml
Standart-1 20 pl 80 pl 2ml
Standart-2 20 pl 80 pl 2ml
Numune 20 pl 80 pl 2ml

Numuneler vortekslenip 15 dak beklendi. Daha sonra
numunelere 200 ul folin reaktifi eklenip, iyice vortekslendi ve 1 saat
karanlikta bekletildi. Tupleri 750 nm’de kére karsi okundu ve elde edilen
absorbans degerleriyle sonuglar hesaplandi.

Numune absorbansi

Protein miktar1 = X Standart konsantrasyonu
Standart absorbansi

Calismamiz sirasinda dokuda O&lgtigumuz tim degerleri

doku proteinine bolerek mgr doku cinsinden ifade ettik.

3.3.8. Doku Siiperoksid Dismutaz Olciimii:

Doku SOD olcumlerinde Oxford Biomedical Reserch’e
(Oxford, MI, USA) ait (Urliin No: FR10) fotometrik kiti kullanildi. Kiti
Konelab 60i otoanalizore aplike edildi ve c¢alisildi. Elde edilen degerler

doku proteinine bdlinerek U/mg Doku olarak ifade edildi.

Doku orneklerinin hazirlanmasi:

1. Karaciger dokusunu eritrositleri uzaklagtirmak igin 0.16

mg/ml’lik heparin iceren % 0.9 NaCl ile yikandi.

59



2. 8 g NaCl, 1,15 g Na;HPOy4, 0.2 g KCI, 0.2 g KH,PO/'i
deiyonize su ile eritildi ve 1 litreye tamamlandi. pH’1 7.28-7.60

arasinda ayarlanarak fosfat tampon (PBS buffer) hazirlandi

3. Yikama sonrasi doku oérnekleri yaklasik 1/10 PBS buffer

ile buzlu ortamda homojenize edildi.

4. Elde edilen homojenatlar 15.000 rpm’de +4 °C’de 15
dakika santrifujlendi ve suUpernatant alinarak calisma gergeklesene
kadar -80 °C’de sakland..

Yontemin cihaza aplikasyonu:

Test tipi: Fotometrik

Ornek tipi: Serum, plazma, doku homejenati

Tablo 3. SOD cihaz aplikasyonu

Ornek Kér

SOD Buffer 200 pl 200 pl
Ornek 10 pl -
Su - 10 pl

Karistirma

Ko6r okuma
SOD Reaktif 2 7 ul 7 pl

Karistirma

inkiibasyon 60 saniye

SOD Reaktif 1 7 pl 7 pl

Karistirma

510 nm’de her 3 dakika boyunca 54 saniyede bir toplam 4 okuma yapildi

SOD reaktif 1: HCI igeren dietilentriaminopentaasetikasit ve
ethanol iginde 5,6,6a,11b-tetrahidro-3,9,10-trihidroksibenzo fluren.
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SOD reaktif 2: HCI iginde 1-metil 2-vinilpiridinium

trifluorometanstlfonat

SOD Buffer: Borik asit ve DTPA igeren 2-amino 2-metil-1,3-

propanediol

Hesaplama:

Vc = 5 Kor okumasindan elde edilen ortalama absorbans

Vs = Ornegin 4 okumadan elde edilen A absorbanslarin
ortalamasi

SOD aktivitesini agsagidaki fomule gére hesapladik:

Vs
093 x -1
Vs
1.073-0.073 x

Elde edilen SOD aktivitesi SOD’un tipinden (Cu/Zn SOD, Mn
SOD, Fe SOD) bagimsizdr.

SOD =

3.3.9 Doku Total Glutatyon o6lcimiu:

Doku tGSH odlgcumlerinde Oxford Biomedical Reserch’e ait
(Oxford, MI, USA) (Uriin No: GT 20) fotometrik kiti kullanildi. Kiti Konelab
60i otoanalizdre aplike edildi ve calisildi. Elde edilen degerler doku

proteinine bolunerek pg/mg Doku olarak ifade edildi.

Doku orneklerinin hazirlanmasi:

1. Doku orneklerin 1 kez PBS buffer’la yikandi

2. Ornekler filtre kagidinda kuruldu
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3. Doku ornekleri 1/10 oraninda %5’lik metafosforik asit

(MPA) ile buzlu ortamda homoijenize edildi.

4. Elde edilen homojenat 3000 x g'de +4 °C’de 10 dakika

santrifijlendi

5. Sdupernatant ayirarak calisma gerceklesene kadar -80
°C’de saklandi.

Yontemin cihaza aplikasyonu:

Test tipi: Fotometrik

Ornek tipi: Serum, plazma, doku homejenati

Tablo 4. tGSH cihaz aplikasyonu

Ornek Koér Standart
Reaktif-1 (DTNB) 50 pl 50 pl 50 pl
ZOH  sw s sov
Ornek 50 ul - -
Distile su - 50 pl -
Standart - - 50 pl
Karistir

inkiibasyon 450 saniye

Reaktif-3 (NADPH) 50 pl 50 pl 50 pl

Karistir

405 nm’de 240 saniye bounca her 54 saniyede bir toplam 5 kez okuma

Reaktif-1: 5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoik asid) (DTNB)
Reaktif-2: Glutatyon oksidoreduktaz
Reaktif-3: B-NADPH>
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Grafik 1. tGSH standart egrisi ve regresyon denklemi
Sonuclarin hesaplanmasi: Sonuglarin hesaplanmasinda

standartlarin ve her bir 6rnedin mean V degerleri [Mean V = (4 dakikadaki
OD degisimleri - 0. Dak OD degeri) / 4 ] hesaplandi. Standartlarin mean V
degerleriyle glutatyon konsantrasyonlari arasindaki standart egri cizildi.
Elde ettigimiz regresyon denklemine gore orneklerin glutatyon degerleri

hesaplandi.

3.3.10. Doku Glutatyon Peroksidaz olcimu:

Doku GPx olgumlerinde Oxford Biomedical Reserch’e
(Oxford, MI, USA) ait (Uriin No: GT 20) fotometrik kiti kullanildi. Kiti
Konelab 60i otoanalizore aplike edildi ve c¢alisildi. Elde edilen degerler
doku proteinine bolunerek mlU/mg Doku olarak ifade edildi.

Doku orneklerinin hazirlanmasi:

1. Homojenizasyonda kullanilacak olan buffer ureticinin

Onerisiyle kullanimdan hemen 6nce hazirlandi

2. Karaciger dokusundan eritrositleri uzaklastirmak igin 0.16
mg/ml’lik heparin iceren % 0.9 NaCl ile yikandi.
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3. Doku ornekleri 1/10 5 mM EDTA ve 1 mM 2-
mercaptoetanol iceren 50 mM TRIiS-HCI, pH 7.5’lik soguk

tamponla homojenize edildi.
4. 10000 x g'de 15 dakika +4 °C’de santrijiilendi

5. Supernatant alinarak calismaya kadar — 80 °C'de

saklandi.

Yontemin cihaza aplikasyonu:

Test tipi: Fotometrik

Ornek tipi: Serum, plazma, doku homejenati

Tablo 5. GPx cihaz aplikasyonu

Ornek Kér
GPx Buffer 50 ul -
GPx Reaktif-1 50 pl -
Su - 10 pl
Ornek 10 pl -
GPx Reaktif-2 50 pl -
Karistirma
Kor okuma

340 nm’de her 3 dakika boyunca 54 saniyede bir toplam 4 okuma

GPx Buffer: pH 7.6
GPx Reaktif-1: redukte NADPH, Glutatyon ve glutatyon rediktaz
GPx Reaktif-2: %70 tert-Butyl Hidroperoksid

Sonugclarin degerlendiriimesi:

1. Ortalama dakikadaki As4o azalmasi hesaplandi
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2. Asqo/min degeri kullanilarak asagidaki formulle NADPH

tuketimine gore hesaplama yapildi:
1 mU/ml = 1 nmol NADPH/min/ml = (Az40/min) / 0.00622

3. Dilusyon duzeltmesi yapildi. Calismada ornek 16 kat
dilie edildi (70 pl — 1120 pl). Cikan sonuglar 16’la

carpilarak hesaplandi.

3.3.11. Lipid Peroksidasyon Uriinleri (MDA ve HAE) dlcimii:

Dokuda lipid peroksidasyon urinu olarak malondialdehit
(MDA) ve 4-hidroksialkenali (HAE) Oxford Biomedical Research’e ait
(Oxford, MI, USA) Lipid Peroksidasyon kitiyle (Uriin no: FR 12) calisid!.
Elde edilen degerler doku proteinine bolinerek nmol/mg Doku olarak ifade
edildi.

Doku orneklerinin hazirlanmasi:

1. Sogutulmus izotonik tuz c¢ozeltisiyle (%0.9 NaCl) doku
ornegdi yikanarak eritrositler uzaklastirildi.

2. 1/10 oraninda 20 mM fosfat tamponla (PBS, pH 7.4) doku

homojenizati buzlu ortamda hazirlandi.

3. Ornegdi oksidasyondan korumak icin santrifiij ©ncesi
ornege, 1 mlye 10 pl asetonitril icinde 0.5 M butile
hidroksitoluen (BHT) ¢ozeltisi eklendi

4. Homojenat 3000 x g'de +4°C’de 10 dakika santrifujlendi.

5. Elde edilen érnekler galismaya kadar -80 °C’de saklandl.
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MDA (mmol/L)

Test calismasi:

1. Standartlari 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.315 ve 0 olmak
uzere hazirlandi ve okutularak MDA ve MDA+HAE icin
ayri ayri standart egrileri gizildi

12
y= 312532 - 307 4y +7,3645 y=0,002x2- 0,2407x+7,2857
5 - R2=0,9959 104 R?=0,9997
4 - ]
8
1
3 T -
3
2 1 Q4
2_
M T 0 : T T T
005 006 007 008 009 O 50 75 100 125 150
Absorbans Absorbans

Grafik 2. MDA+HAE ve MDA standart egrileri ve regresyon denklemleri

2.

3.

4.

Ornekleri 200yl olacak sekilde polipropilen tiiplere kondu
650 pl dilie edilmis R1 reaktifi eklendi

Vortekslendi

150 pl R2 reaktif eklendi

lyice karisgtirildi

45 °C’de 60 dakika inkiibe edildi

Ornekler 15000 x g’de 10 dakika santrifiijlendi

Supernatantlar mikroeliza plaga aktarilarak 586 nm’de

absorbanslari okundu.

10.Okunan absorbans degerleri standart egrilerden elde

edilen formullerde yerine konarak hesaplama yapildi.
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3.3.12. Apopitozis degerlendiriimesi:

“‘Hematoksilen ve eozinle boyali dokularda apopitotik huicre,
yogun kromatin fragmanli, belirgin eozinofilik sitoplazmal yuvarlak veya
oval sekilli gértnir. Apopitotik cisimler hizli olusup fagosite oldugundan ve
hidcrede buzulme meydana geldiginden, histolojik kesitlerde gorundr hale
gelmeden once dokularda hatiri sayilir apopitoz gergeklesmis olabilir. EkK
olarak, nekrozun aksine apopitoz inflamasyon baslatmadigindan tani

almasi daha da zordur®®,

Rat karaciger dokularinda, immunohistokimyasal metod ile
Apo-BrdU-IHC in situ DNA fragmantasyon kit ekspresyonu (TUNEL Kkiti)
calisildi. Apo-BrdU-IHC immunohistokimyasal olarak apopitotik hicreleri
belirlemeye yarayan bir TUNEL metodlu bir tahlildir. Apo-BrdU-IHC
ekspresyonu, Isik mikroskobunda 20 buyldk blylutme alaninda
immunohistokimyasal metod ile apopitotik endeks (AE) kullanarak soyle

hesaplandi:
AE= Apopitotik hicre sayisi/ total sayr x100.”

3.3.13. statistriksel analiz:

istatistiksel analizler icin SPSS for Windows 15.0 pogrami
kullanildi.  Gruplarin  dagilimlarini  saptamak i¢i Shapiro-Wilks testi
uygulandi. Gruplar arasinda ise Kruskal Wallis varyans analizi ve iki grup
kargilastiriimalarinda da Mann Whitney U testi yapildi. Nominal degeri
olan parametreler igin 32 testi yapildi. Anlamlilik p degeri <0.05 olarak

tanimlandi.
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4. BULGULAR
4.1.Hepatik kan akimi

Hepatik doku kan akimi sonuglari sekil 14’de sunulmustur.
Tum gruplardaki iskemi oncesi HTBF degerleri arasinda anlamh farkhlik
saptanmamistir. Parsiyel hepatik okluzyon, HTBF degerleini orijinal
seviyelerine goére yaklasik olarak %20 azaltmistir. Reperfuzyonun 30.
dakikasindan c¢alismanin sonuna kadar ki kan akim degerleri gruplara
gore kaydedildiginde, Trx uygulanan grupta kan akim degerleri sham
grubuna benzer artmistir (p<0.05). Gruba L-name eklenmesiyle anlamli
azalma elde edilmistir (p<0.05). Trx uygulanmasi HTBF'de I/R, L-name ve
Trx-L-name gruplariyla kiyaslayinca anlamli bir artig yaratmistir (p<0.001).

Grafik 3’de hepatik kan akimlarini gruplara gore degisimi izlenebilir.

E 140

T 120

2

@

B —-#—- sham
i - Trx

% —a— /R

]

E BO - 3= - Trx-L-name
[}

E — #—-L-name
% &0

° 0 60 180

iskemi reperfizyon

Grafik 3: Hepatik doku kan akimlan
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4.2. Biyokimyasal parametrelerin degerlendirilmesi

Deney gruplarindan elde edilen biyokimyasal parametrelere
ait degerler tablo 6’da 6zetlenmistir. Ayrica toblada sham grubu ve iskemi
grubuyla diger gruplar arasindaki, istatistiki degerlendirme sonugclari

izlenebilir.

Karaciger enzimlerinin degerleri ¢alisma gruplarinda
incelendiginde ALT, AST, LDH ve GGT degerlerinin iskemi grubunda
artigi ve TRX, L-name ve TRX-L-name’in beraber verildigi gruplarda
azaldigr ancak sham grubuna gore hala yuksek oldugu gdézlendi (Tablo 6,
Grafik 4 ve 5)

ALT ve AST

AST ve ALT (U/L)

e

-
L

i

C [
n-

P
¢

v
N= L)

3
3
3
b3
>
>
-3

5| |

IR

TRX
L-Name
TRX-LNAME

Grafik 4. ALT ve AST degerlerine ait Box-Plot grafikleri
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Grafik 5: GGT ve LDH degerlerine ait Box-Plot grafikleri
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Ure, kreatinin, total ve direkt bilirubin degerleri galisma

gruplarinda incelendiginde, gruplar arasinda istatistiksel anlamli farkhlik

saptanmamistir (Tablo 6, Grafik 6).

Total ve Direkt bilitubin (mg-dl)

10

Total ve Direkt Bilirubin

TRX-LNAME

Grafik 6: Total ve direkt bilirubin degerlerine ait Box-Plot grafikleri
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Adezyon molekulleri P-selektin ve endotelin-1 degerleri
¢alisma gruplarinda incelendiginde, iskemi grubunda sham grubuna gore
belirgin artisg oldugu, Trx, L-name ve Trx-L-name verilen gruplarda azaldigi
ancak elde edilen degerlerin sham grubuna gore hala yuksek oldugu
izlenmektedir. Hem P-selektin hem de endotelin-1 degerleri igin en belirgin
azalma Trx ve L-name’in beraber verildigi grupta saptanmistir. (Tablo 6,

Grafik 7 ve 8)
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Grafik 7 : P-selektin degerlerine ait Box-Plot grafigi
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Grafik 8 : Endotelin degerlerine ait Box-Plot grafigi

Hucre ici antioksidan enzimlerden GPx ve SOD enzimleri ve
total glutatyon (tGSH) calisma gruplarinda incelendigi zaman, iskemi
grubunda sham grubuna gore belirgin azaldigi, Trx, L-name ve Trx-L-
name verilen gruplarda arttigi, hatta GPx ve SOD icin elde edilen
degerlerin, sham grubu degerlerinden de ylksek oldugu izlenmektedir.

(Tablo 6, Grafik 9-11)
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GPX mlU/mg doku
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Grafik 10: GPx dederlerine ait Box-Plot arafidi
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Grafik 11: tGSH degerlerine ait Box-Plot grafigi

NO degerleri galisma gruplarinda incelendigi zaman iskemi
ile beraber NO degerlerinin belirgin olarak arttig1 ve Trx, L-name ve Trx-L-
name verilen gruplarda azaldigi izlenmektedir. Hatta L-name ve Trx-L-
name verilen gruplarda NO dizeyinin sham grubunun bile altina indigi

gOrulmustir (Tablo 6, Grafik 12)
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Grafik 12: NO degerlerine ait Box-Plot grafigi

Lipid peroksidasyon drunleri agisindan c¢alisma gruplari
degerlendirildigi zaman MDA ve HEA’nin iskemi grubunda sham rubuna
gore belirgin yukseldigi izlenmektedir. Trx, L-name ve Trx-L-name verilen
gruplarda iskemiye gére MDA ve HEA duzeyleri daha dustk olsada sham
grubuna gore yuksek oldugu izlenmektedir. (Tablo 6, Grafik 13-14)
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Grafik 13: HAE degerlerine ait Box-Plot grafigi
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Grafik 14: MDA degerlerine ait Box-Plot grafigi
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incelenen parametreler arasinda korelasyon sonuglari

incelendiginde ALT ve LDH degerlerinin AST, ALP, GGT, P-selektin, ET-
1, GPx, tGSH, SOD, MDA, HAE ve apopitozla ylksek korelasyon
gosterdigi izlenmektedir (p<0.05). Ancak AST degerlerinin NO, SOD, GPx,
ALP ve apopitoz degerleriyle; GGT degerlerininde GPx, tGSH, SOD
degerleriyle korelasyon gdstermedigi saptandi. Asagida ALT ile NO ve P-

Selektin arasindaki korelasyon grafikleri izlenebilir (Tablo 7, Grafik 15 ve

16)
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Grafik 15: ALT ve P-Selektin korelasyon grafigi
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Grafik 16: ALT ve NO korelasyon grafigi
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Adezyon molekullerinden P-Selektin degerleri ALT, LDH,
AST, ALP, GGT, P-selektin, ET-1, GPx, tGSH, SOD, MDA, HAE ve

apopitoz degerleriyle korelasyon gostermektedir (p<0.05). Ancak diger

adezyon molekuli ET-1 SOD ve GPxlle korelasyon gostermemektedir.

P-Selektinin NO ile, ET-1'in GSH ile olan korelasyonlarini gdsteren
grafikler asagida izlenebilir (Tablo 7, Grafik 17 ve 18). ET-1, doku tGSH’la
guclu bir negatif korelasyon gdéstermistir (r=-0,635, p<0,001).
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mg/mg
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500 -

100 -
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100 -
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Graik 17: P-Selektin ve NO korelasyon grafigi
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Grafik 18: tGSH ve ET-1 korelasyon grafigi
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GPx ve SOD enzimleri ve tGSH’In duzeylerinin korelasyon
degerleri izlendiginde, her Ucglninde ALT, LDH, NO ve P-selektin
duzeyleriyle anlaml negatif korelasyon gdsterdikleri izlenmektedir (p<0.05)
(Tablo 7, Grafik 19 ve 20).

14 @ SHAM
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o
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.Grafik 19: GPx ve NO korelasyon grafigi
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.Grafik 20: SOD ve NO korelasyon grafigi
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Lipid peroksidasyon urunleri olan MDA ve HAE degerlerinin
karaciger enzimleri ALT, AST, LDH, GGT ile yliksek dizeylerde (p<0.001),
ET-1, P-selektin gibi adezyon molekulleriyle daha dusuk duzeylerde
(p<0.05) pozitif korelasyon gosterdigi gorulmektedir (Tablo 7,Grafik 21 ve
22).
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. Grafik 21: ALT ve MDA korelasyon grafigi
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. Grafik 22: ET-1 ve HAE korelasyon grafigi
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Gruplardan elde edilen apopitoz sonugclari Tablo 8 ve Grafik

23’de sunulmustur.

apopitoz orankrn %

Tablo 8: Apopitoz degerlendirme sonuglari

Grup Apopitoz oranlan %
Sham grubu (n=10) 4-6
I/R grubu (n=10) 10-12
Trx grubu (n=10) 8-10
L-NAME grubu (n=10) 2
Trx ve L-NAME grubu (n=10) 4-5
14 - -
Apopitozis
12 +
10 -+

) o
: o

Sham 'R Tr= L-name Trx-L-name

Grafik 23. Apopitozis oranlar
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Resim 1 ve 2’de hematoksilen eozin boyama ve 100 x’de c¢ekilen

apopitotik hiicre goriintiileri izlenmektedir.

Resim 1 ve 2. Apopitotik hiicre histomorfolojileri (100x HE)
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Resim 3 ve 4’de ise Rat karaciger dokularinda,
immudnohistokimyasal metod ile Apo-BrdU-IHC in situ DNA
fragmantasyon kit ekspresyonu (TUNEL kiti) calismasina ait forograflar

izlenmektedir.

Resim 3 ve 4. Apo-BrdU-IHC in situ DNA fragmantasyon kitle isaretlenmis
apopitotik hiicreler (20x ve 100x, Apo-BrdU-IHC immiinohistokimyasal boya)
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5. TARTISMA

iskemi/reperflizyon zedelenmesi hiicre ve doku hasarina yol
acan komplex bir seri olaylar dizisidir*?. Yapilan calismalarda bazi
dokularin iskemiye karsi daha dayanikli olabildiklerini gdstermislerdir®>.
iskemi sirasinda hiicreler iyonik gradiyentini ve homeostazini korumak igin

gerekli olan enerjiyi saglayamamaktadir.

I/R zedelenmesinde, ilk énce dolasima gelen kan akiminin
kesilmesine bagli olarak (iskemi fazi), anoksi olusmaktadir. Anoksi sonucu
oksidatif fosfrilasyonun bozulmasi ve buna bagl olarak ATP miktarinin
azalmasi kargimiza ¢cikmaktadir. ATP yetersizligine bagli olarak, membran
transportunun bozulmasiyla beraber, kalsiyjum (Ca™), homeostazinin
bozuldugu ve hiicre igine su, Na* ve Ca™" girigi arttigi ve tim bunlarin
sonucunda da hiicrede 6dem olustugu bilinen fizyopatolojik sonuglardir*'.
Sonug olarak iskemi sirasinda hucreler iyonik gradiyentini ve
homeostazini korumak i¢in gerekli olan enerjiyi saglayamamakta ve hasar
ortaya cikmaktadir. iskemi sonrasi dokunun yasamini devam ettirmesi
icin, reperfiuzyon mutlaka gereklidir. Fakat I/R dongusunin hasari sadece

iskemiye gore daha fazla arttirdigi da gdsterilmistir?®%°

Hucre hasarini biyokimyasal olarak gostermenin en iyi
yollarindan biri, hlcresel enzimlerin dolagsimdaki duzeyinin takip
edilmesidir. Biz galismamizda karaciger hicre yikiminin gostergesi olarak
kullanilan ALT, AST, LDH, GGT ve ALP’duzeylerini I/R grubunda sham
grubuyla kiyaslayinca anlamli olarak yuksek bulundu. I/R grubuyla, Trx ve
L-name verilen gruplar karsilatirdiginda ALT, ALP ve LDH degerlerinin I/R
grubuna goére anlaml olarak azaldidi ve en belirgin azalmanin Trx ve L-
name’in beraber verildigi grupta oldugu goruldi. AST degerleri igin
istatistiksel anlamli azalma Trx grubunda, GGT igin ise sadece Trx ve L-

name’in beraber verildigi grupta bulundu. Bdylece antioksidan &zellikteki
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Trx ve NOS inhibitoru olan L-name’in genel bir bakisla hicrede koruyucu
etkiler gosterdigini ve karaciger hucre zedelenmesinin gostergesi olan
enzimlerde belirgin azalma yaptigini gostermis olduk. Bu enzimler iginde
en belirgin azalma membran enzimi olan ve I/R zedelenmesinde ilk
etkilenmesi beklenen ALT'de ortaya c¢ikarken, hucrenin mikrozomal
fraksiyonunda yer alan AST ve GGT gibi enzimlerde azalmalarin daha
dusuk duzeylerde oldugu saptanmistir. Trx verilmesi sonucu elde edile bu
sonuglar Trx’inin antioksidan, protein onarici ve korucu etkileriyle
aciklanabilir. L-name verilmesi yani NOS’un inhibisyonu, Squadrito ve
arkadaslarinin  gosterdigi  gibi hucresel duzeyde hem peroksinitrit
olusumunu azaltmakta hem de Thiemermann ve arkadaslarinin ifade ettigi
gibi olusacak fazla vazodilatasyonu ve doku kanlanmasindaki bozulmayi
engellemektedir ve boylece zedelenmeye karsi koruyucu etkiler

gostermektedir™ ™,

Sonuglarda korelasyon tablosu ve grafikleri incelendiginde
(tablo 7, sekil 27) oksidatif stres artisinin gostergesi olan NO ile ALP, ALT,
GGT ve LDH arasinda istatisteksel olarak anlamh pozitif korelasyon

oldugu izlenmektedir.

I/R zedelenmesi ve I/R'da koruyucu olarak Trx ve L-name
kullanilmasi total ve direkt bilirubin, Ure, kreatinin degerlerinde belirgin bir
degisiklige neden olmamistir. Bilirubin, Ure ve kretinin degerlerinin
degismemesi bize hem iskeminin hem de verilen Trx ve L-name gibi
maddelerin bdbrek ve karacigerin ekskresyon fonksiyonlarini bozmadigini

bize géstermistir.

Endotel kokenli adezyon molekulleri, 6zelliklede P-selektin
doku hasarinda lIokositlerin aktive endotele tutunmasinda 6nemli olan
partikiillerdir® !, P-selektin I6kositlerin dokuya gdclinde kritik rol oynayan

hicre ylzey glikoproteinidirgg. Rat calismalarinda endotelial hucrelere
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IOkosit adezyonundan temelde sorumlu olanin P-selektin oldugu
gOsterilmistir. Ayrica yapilan ¢calismalarda hepatik I/R zedelenmesinde P-
selektin antikorlarla yapilan tedavinin hasari azalttigi ve yagsam suresini
uzattig da gosterilmistir'®'?°. Asagidaki tabloda karaciger I/R ve selektin

¢alismalarinin bir 6zeti bulunabilir. (Tablo 9).

Tablo 9: Secilmis P-selektin caligmalarindan 6rnekler

Tir  Selektin Degerlendirilen Hasar modeli Sonug Referans
olgiimu/
hedef
Fare P-selektin 30 dak. Sol Lékositlerin endotel hiicrelerine 125
hepatik lob adezyonunda P-selektin primer
iskemisi determinant olarak saptanmis
Rat P-selektin Kontrolstiz Hepatosellller hasarda azalma ve 126
antikor hemorajik sok artmig yasam siresi
Rat P-selektin Soguk iskemi  Karaciger izograft yasam 221
glikoprotein suresinde belirgin artis
ligand-1

Bizim calismamizda P-selektin seviyelerinin I/R grubunda
sham grubuna gore belirgin artis gosterdigi saptandi. Ayrica Trx, L-name
ve Trx ve L-name’in beraber verildigi gruplarda P-selektin ekspresyonunun
I/lR grubuna goére azaldigi, ancak elde edilen dizeylerin sham grubuna
gore yuksek oldugu gosterildi. Daha 6nce Jekell ve arkadaglarinin kronik
kalp yetmezlikleriyle yaptigi gcalismalarda da bulgularimizi destekleyen

102

sonuglar elde edilmistir Dolagimdaki Trx’'nin inflamasyonda notrofil

invazyonunu engelledigi gosterilmigtir.  Yapilan c¢alismalarda human
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rekombinant Trx'inin IV olarak ugulanmasinin I/R hasarini ratlarda,

tavsanlarda ve kopeklerde azalttigi bulunmustur®?.

Ayrica yapilan
calismalarda Trxlinin  |0kosit ekstravazasyonunu da engelledigi
gosterilmistir’®?. Bizim elde ettigimiz sonuclarda literatiirle uyumlu olarak

izlenmistir.

iINOS’la  adezyon molekdllerinin iliskileride cesitli
calismalarda arastirilmistir. Normal ve iINOS -/- farelerde vyapilan
calismada cekal ligasyon ve perforasyon yapildiktan 6 saat sonra normal
farelerde belirgin E- ve P-selektin artisi oldugu ancak iINOS -/- olan
ratiarda ise daha disiik artislar oldugu ortaya konmustur??®. Ayrica ince
barsaklarda I/R bagh olarak selektin artisinin iNOS -/- farelerde tamamen
bozulduguda gdsterilmistir’?®. Ancak bunun yaninda NO’nun endotelial
hicrelerde adezyon molekullerinin ekspresyonunu azalttigini belirten in

vitro calismalarda literatiirde izlenebilir?®*22¢

. Bu iki zit sonug ¢alismalarin
in vitro ve in vivo olarak yapilmalarina ve g¢alisma dizaynlarinin
farkhliklarina baglanarak agiklanmistir. Bizim ¢alismamizda da L-name
kullanilan gruplarda literatlre in vivo yapilan c¢aligmalara paralel olarak,
P-selektin ekspresyonunun belirgin azaldi§gi saptandi. Sonuglarda
korelasyon grafikleride incelendiginde (Sekil 28) NO ile P-selektin
arasinda ¢ok belirgin bir pozitif korelasyon oldugu da gorulmektedir. Sonug
olarak NO endotelial hucrelerde adezyon molekullerinin salinmasinda Kkilit
bir role sahip gérinmektedir. Ancak literatlirde birbirinden farkli sonuglarin
elde edilmis olmasi daha yeni c¢alismalara gereksinim oldugunuda

gOstermektedir.

I/R zedelenmesinde karaciger hasarina yol agan en 6nemli
faktorlerden birinin sintzoidlere olan kan akiminin azalmasi oldugu ve
bunun da reperfiuzyonda olusan vazokonstriksiyon, endotel hasari ve

artmis intravaskuler koagulasyon sonucu olustugu yapilan ¢alismalarda
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ortaya konmustur’?’®. Reperfiizyon fazinda vazokonstruksiyona yol agtig

bilinen en potent ajan endotelinlerdir’.

I/R zedelenmesinda vaskduler tonus, NO ve ET-1 arasindaki
dengeye baglidir. Yapilan galismalarda vazokonstruksiyonun NO ile ET-1
arasindaki bu kolayca kirilabilen dengenin bozulmasina bagh oldugu
gosterilmistirr*#”. Reperfiizyonun baslangicinda NO seviyeleri azalmakta,
ET seviyeleri artmaktadir ve sonugta mikrosirkulasyonda
vazokonstruksiyon olusmaktadir. Kim ve arkadagslarinin yaptigi ¢galismada
pratikte NO konsantrasyon artiginin ve ET konsantrasyonunun
azalmasinin /R zedelenmesini azalttigi  gosterilmistir®®.  Bizim
calismamizda da o&zellikle I/R grubunda sham grubuyla kiyaslayinca
plazma ET-1 konsantrasyonlar literatirl destekler sekilde belirgin olarak
yukselmis olarak gorulmustir. Ayni zamanda NO seviyeleri I/R grubunda
sham grubuna kiyasla belirgin olarak artis gdstermistir. Trx, L-name ve her
ikisinin beraber verildigi gruplarda hem ET-1 seviyeleri hem de NO
seviyelerinde belirgin azalmig, en belirgin azalmada Trx ve L-name’in

beraber verildigi gruplarda olugsmustur.

NO duzeylerinin gruplar arasi degisimi incelendiginde, I/R

grubunda sham grubuna kiyasla ¢ok belirgin bir artis olustugu, Trx, L-
name ve Trx-L-name’in beraber verildigi gruplarda ise NO duzeylerinin
sham grubunun altina indigi gozlenebilir. NOS inhibitori olan L-name
verilen guplarda iNOS dizeylerinde belirgin azalma olmasi beklenen bir
sonugtur. Trx verilen gruplarda bu degisim Trx’nin ROS’lar azaltmasiyla
ve Ozelliklede iINOS aktivasyonunu saglayan TNF-a Uzerine olan etkileriyle
aciklanabilir. Trx-1 ve GSH gibi diger antioksidan sistemlerin aksine Trx-2
Ozellikle mitokondrilere spesifikti. Hansen ve arkadaslarinin yaptigi
calismada Trx-2’nin  TNF-a’ya bagh ROS dretimini dizenledigi
gésterilmistir227. Ayrica Welsh ve arkadaslarinin yaptigi galismada Trx-1’in
HIF-1 (hipoksi inducible faktér-1) transaktivasyonunu, HIF-1 proteininin
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uretimini azalttig1 ve buna bagli olarak da iINOS geninde baskilanmaya yol

acti§ gosterilmistir’?.

Yapilan ¢aligmalar dusuk miktarlarda NO’nun hicrede
fizyolojik olarak 6nemli oldugunu, ancak yuksek NO duzeylerinin toksik
oldugunu  gostermistir®®?®.  NO’nun  hiicredeki etkileriyle ilgili
calismalardan oOrnekler incelendiginde, fazla NO’nun hilcresel enzim
sistemlerini inhibe ettigi gosterilmistir. Bu inhibisyonunun demir-salfur (Fe-
231 232, Qe§|t|l

, cinko-sulfur

S) merkezlerinin inhibe edilmesiyle™’, ADP-ribozilasyonuyla

proteinlerdeki serbest sulfidril gruplarinin nitrosilasyonuyla233
merkezleden Zn  salinimiyla  olustugunu  gosteren  calismalar
bulunmaktadir®®*. Fazla NO’nun elektron transport zinciri kompleks -1l ve
mitokondrial membran potansiyelinde hasar olusturdugu gésterilmisdir?>°.
Fazla NO, DNA tek zincirinde kirilmalara, mutajenik etkiye ve apopitozda
artisa yol agmaktadir®®. Fazla NO (retimi bir ok infeksiyon, inflamasyon
ve otoimmun hastaligin etyopatogenezinde de rol oynamaktadir. NO ve

peroksinitrit NO’ya bagli olusan sitotoksisitede major roli oynamaktadir.

NOS inhibitorlerinin I/R zedelenmesindeki etkileri Uzerine
yapilan c¢aligmalar incelendiginde ¢ok farkli sonuglar karsimiza
cikmaktadir. Bazi ¢alismalarda NOS inhbisyonunun kan akimini azaltarak
IR hasarini artirdigini>>"?®, bazilarinda etkisi olmadigini>>*?*, bazilarinda
da iNOS inhibitérlerinin yararli etkileri olduklarini gérmek olasidir*'. Bizim
calismamizda Olgllen parametrelere ait  korelasyon  grafikleri
incelendiginde NO duzeyleriyle karaciger hasarinin gostergesi olarak da
kullanilan ALT, LDH, GGT ve ALP gibi karaciger enzimleri degerleri
arasinda anlaml bir pozitif korelasyon bulundugu izlenebilir. Ayrica NO
dizeyleriyle P-selektin, ET-1, MDA, HAE ve apopitozis arasinda da
anlamli  bir pozitif korelasyon bulunmustur. Bu sonuglar bize iNOS
inhibisyonunun I/R sirecinde olusacak hasara karsi koruyucu oldugunu
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gostermigtir.  Bu sonugta daha once de vurguladigimiz gibi iNOS
inhibisyonun, Squadrito ve arkadaslarinin gésterdigi gibi hiicresel dlizeyde
hem peroksinitrit olusumunu azaltmasina hem de Thiemermann ve
arkadaglarinin ifade ettigi gibi olusacak fazla vazodilatasyonu ve doku
kanlanmasindaki bozulmayi engellemesine bagl olarak agiklanabilir™>",
NO’nun reaksiyonu sonucu olusan peroksinitritler, radikal olmamasina
ragmen, gucll okside edici maddelerdir. Yarilanma oOmurlerinin o6ncul
molekullerine (superoksit ve nitrik oksit) gore uzunlugu ve okside edici
Ozellikleri sayesinde membran lipidleri, tioller, her tur protein (yapisal,
enzimatik) ve DNA gibi hicresel makromolekillerin  tamamini
hasarlayabilir. Ayni zamanda peroksinitrit artigi beraberinde hidroksil

radikalinin artisina da yol agmaktadir.

NO ile endotelin arasindaki iligki incelendiginde NO’nun
vaskuler tonusu duzenleyen endotelial kdkenli ET-1 gibi mediatorleri
dizenledigi anlasiimaktadir®®. /R zedelenmesinin tam mekanizmasi
bilinmesede NO, ET, artmis inflamatuar sitokinler (TNFa ve IL-6), ROS ve
fagositlerin (makrofaj ve monositler gibi) suregte roli oldugu bilinmektedir.
NO karacigerde sinuzoidal ve presintzoidal alanda vazodilatasyonu
saglayan guglu bir vazodilatatordur. ET ise vazokonstruksiyon yapan
vaskduler aktif polipeptiddir. Normal fizyolojik kosullarda NO ve ET vaskler
tonusu dengelerler. ET, ET-B reseptorleri araciiiya NO salinimini
artinr®®?* fakat bununla beraber NO c¢GMP (izerinden ET salinimii
azaltmaktadir?®®. Yapilan birgok calismada bu ve benzeri sonuglar elde
edilmistir?®®. Bununla beraber NO ile ET arasindaki iliski kompleksdir ve
tam olarakda ortaya konamamistir**’. Bizim calismamizda ET
seviyelerinin yuksek oldugu gruplarda NO seviyeleride yuksek olarak
izlenmektedir. Bu literatire uyumlu olarak gorulmektedir. Ancak NO
seviyelerinin baskilandigi gruplarda ET seviyelerinde artma beklenirken

bizim c¢alismamizda bdyle bir korelasyon saptanmamistir. Ancak biz
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calismamizda NO ve ET duzeylerini sadece plazmada calistik. Doku
duzeyinde caligilsaydi belkide bu korelasyonu gostermek mumkun

olabilirdi.

Yaptigimiz galismanin sonuglari incelendiginde Trx verilen
gruplarda ET seviyelerinde de azalma oldugu izlenmektedir (Sekil.19).
Literaturde Trx ET iligkisini inceleyen bir yayin bulunmamaktadir. Bu
konudaki bilgilerimiz daha ¢ok eksiktir. Ancak Trx, Ros inhibisyonu ve
transkripsiyon faktorlerinin regulasyonu araciligiyla bunu gerceklestiriyor
olabilir. Cheng ve arkadaglarinin yaptigi calismalarda ET ile ROS arasinda
iliski oldugu ve ROS’larin ET sinyal yolunda sekonder mesajci gibi rol
oynadiklari ortaya konmugtur247. Sonug olarak Trx ET iligkisi daha fazla ve

farkl model arastirmalarla arastiriimalidir.

I/R patogenezinde reperfizyon fazinda olugan ROS’lar ¢ok
onemlidir. ROS’lar  proteinlerin  oksidasyonu ve vyikimi, lipid
peroksidasyonu ve DNA’'nin hasarlanmasi gibi mekanizmalarla direkt
hicre zedelenmesine katilmaktadir. Calismamizda antioksidan sistemde
yer alan SOD, GPx ve tGSH duzeyleri incelendiginde hepsinin dizeyinin
I/R grubunda sham grubuna gore belirgin olarak azaldidi izlenmistir. Trx,
L-name ve her ikisinin beraber verildigi gruplarda SOD ve GPx
aktivitelerinde sham grubununda Uzerinde bir artig saptanirken, tGSH
duzeyleri artmig ancak elde edilen degerler sham grubununda altinda
olmustur. Trx aktif merkezinde iki sistein rezidisu tasiyan énemli bir
antioksidan molekdlddr. Trx'nin, metionin sulfoksid rediktaz veya
tiyoredoksin  peroksidaz varliginda ortamdan H;O.yi yok ettigi
gosterilmisdir**®. Bu nedenden dolayi Trx verilen gruplarda Trx'in HyOy'i
yok etmesine bagl olarak, H.Oi yok eden diger sistemlerde (GPx ve
tGSH) artis olmasi kaginilmazdir. Trx sistemin nitrozatif ve oksidatif strese
karsi koruyucu etkileri bir gok yolla agiklanabilir. Bunlardan birincisi ¢ok iyi

dokimante edilmis olan Trx rediktaz ve NADPH’la beraber Okside TrX'i
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(Trx S-S) redukte Trx'e cevirmeleri (Trx-SH) ve proton kaynagi olarak
reaksiyonlarda kullanmalaridir. Sistemin thiol tamponlama aktivitesiyle
ilgili herhamgi bir sinirflama ve limit yoktur®*®. Sistem dar bir spektrumda
thiol tasiyan proteinler icin —SH grubu Uretmekte ve bu proteinlerle beraber
ROS tamponlayici aktivitesini gostermekte ve hacreleri nitrozatif ve
oksidatif strese karsi korumaktadir. Bunu disinda Trx’nin MnSOD’u
(mitokondrial) uyardi§i ve buna bagl olarak da bir ¢ok hcre tipinde

NO’nun yarattigi hasara karsi koruyucu oldugu gdsterilmisdir®*®.

L-name’le NOS inhibisyonunun fazla NO Uretimini azalttigi ve
buna bagl olarakda hucreyi olusacak peroksinitrit ve hidroksil radikallerine
karsi korudugu bir ok arastiricinin yaptigi calismalarla kanitlanmistir 74,
Sonug olarak iINOS inhibisyonu I/R slrecinde fazla NO Uretimini azaltarak

hdcrenin antioksidan savunma sistemine belirgin bir destek vermektedir.

Hlcrede ROS’larin duzeyi hicresel antioksidan sistemler
tarafindan kontrol edilmektedir. Hicresel redoks kontrolini saglayan en
onemli antioksidanlar SOD ve GPxdir. Yapilan c¢alismalarda iNOS’'un
uyarilmasi ve NO’duzeylerinin artisiyla hucrede katalaz, GPx, Mn-SOD
aktivitelerinde azalma oldugu net bir gsekilde ortaya konmustur. Bu
bulgularda NO’nun hidcrenin  redoks kontrolinde kritik  molekul
olabilecegini diisiindiirmektedir®’. Fakat NO’nun endojen antioksidanlari
nasil duzenledigi tam anlagilamamistir. Asahi ve arkadaslari NO’nun
sadece GPXx'I sistein rezidulerini modifiye ederek inhibe ettigini fakat diger
antioksidan enzimlere etkileri olmadigini séylemi§tir251. Diger yandan
Brown ve arkadaslari NO’nun H,O;yle yarisarak katalaza baglandigini ve
enzimi degrade ettiklerini gdstermistir®?. Ischiropoulos ve arkadaslari
peroksinitritin tirozin rezidulerinin nitrasyonu yolu ile SOD’u inhibe ettigini
géstermislerdir253. Dobashi ve arkadaslari ise acik bir sekilde NO’nun
katalaz ve SOD’u mRNA ekspresyonunu azaltarak inhibe ettiklerini

gostermislerdir?®.
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Calismamizda elde edilen SOD, GPx, tGSH ve NO
degerleri incelendigi zaman elde edilen degerlerin literature paralel oldugu
izlenmektedir. Hem Trx, hem L-name gruplarinda hem de ikisinin beraber
uygulandigi grupta I/R grubuna gore SOD, GPx ve tGHS duzeyleri anlamli
olarak yukselmis olarak saptanmistir. Ayrica korelasyon sonuglarida
incelenince (Tablo 7, Sekil 30-31) NO duzeyleri ile GPx, SOD ve tGSH

arasinda da anlamli bir negatif korelasyon oldugu izlenmektedir.

Poliansatire yag asitlerinin  oksidatif yikimi, lipid
peroksidasyonu olarak bilinir. Lipid peroksidasyonu kendi kendini devam
ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler ve olduk¢a zararhidir. Hucre
membranlarinda lipid serbest radikalleri (L°) ve lipid peroksit radikallerinin
(LOO’) olusmasi, reaktif oksijen turlerinin (ROS) neden oldugu hucre
hasarinin dnemli bir 6zelligi olarak kabul edilir. Serbest radikallerin sebep
oldugu lipid peroksidasyonuna "nonenzimatik lipid peroksidasyonu”

denir11,13,25

Lipid peroksidasyon drunleri olan MDA ve HAE hucrede
oksidatif stres duzeyini gostermek icin kullanilan Grtnlerdir. Calismamizda
MDA ve HAE degerleri incelendiginde I/R grubunda her ikisininde
degerinin sham grubuna goére yuksek oldugu izlenmektedir. Sonugta I/R
oksidatif stresi artirici sure¢ oldugu i¢in bu bekledigimiz bir sonugtur. Trx,
L-name ve her ikisininde beraber verdigi gruplarda ise MDA ve HAE
degerlerinin I/R grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olacak duzeylerde
azaldigi izlenmektedir. Tiyoredoksin ve lipid peroksidasyon Grdnlerinin
iligkisini inceleyen calismalar incelendiginde, Trx'nin c¢esitli ¢calismalarda
MDA ve HAE diizeylerini azaltici etkiler gosterdigi izlenebilir. Ornegin
Xiao-wei ve arkadaslarinin yaptigi calismada bizim g¢alismamizda oldugu
gibi I/R sonrasi 2. Saatte Trx verilen grupta MDA konsantrasyon I/R
grubuna goére %24.8 (6.32 + 0.83, p<0.05) oraninda daha duslk olarak

saptanmistir’™*. Yomamoto ve arkadaslari DN-hTrx1 ratlarda (hTrx1’in
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32Cys ve 35Cys mutasyon, Stratagene, La Jolla, California, USA)
yaptiklari ¢alismalarda, DN-hTrx1 ratlarda normal ratlara gore MDA ve
HAE seviyelerini belirgin olarak yiiksek bulmuslardir®®. NO’nun lipid
peroksidasyonuna etkisi bir cok calismada calisilmistir®®®?’. NO IR
zedelenmelerinde hem sitoprotektif hemde sitotoksik etki

gostermektedir®®

. Demir ve arkadaslar yaptiklar c¢alismalarda E.coli
verilen hastalarda MDA degerlerini yusek olarak bulurken, L-name
verilenlerde MDA degerlerinin belirgin olarak azaldigini géstermislerdir®®®.
Bizim calismamizda incelendiginde, hem Trx hemde L-name verilen
gruplarda MDA ve HAE degerlerinin I/R grubuna gore azaldidi izlenebilir.
Ayrica korelasyon sonuglari incelendiginde NO duzeyleriyle MDA ve HAE

diuzeyleri arasinda anlaml bir pozitif korelasyon oldugu izlenebilir.

Apopitoz degerlendirme sonuglarimiz incelendiginde elde
edilen apopitotik hiicre sayimlarinin gruplar icinde homojen, ancak gruplar
arasinda heterojen dagildigi ve istatistiksel olarak anlaml oldugu
izlenmektedir. Sham grubuyla /R grubu kiyaslandiginda, apopitoz
oranlarinin I/R grubunda daha yuksek oldugu izlenmektedir. Trx hucre
proliferasyonunu ve kanser hucre gelisimini uyarmaktadir. Ayrica Trx
ROS’lar gibi maddelerin uyardi§i apopitozise karsida korucu etkiler

gostermektedir®®

. Fakat Trx'in apopitozu nasil engelledigi tam olarak
anlagilamamigtir. Trx peroksidazin oksidatif stresin uyardigi apopitozisi
engelledigi gdsterilmistir. Ayrica redukte Trx apopitozis sinyal-dizenleyici
kinaz-1 (ASK-1) ile stabil bir kompleks olusturup, ASK-1’in inhibisyonunu
gerceklestirerek hucreyi apopitozdan korumaktadir. Bizim buldugumuz
sonuglarda da Trx verilen grupta apopitoz orani, I/R grubuna gore duguk
olarak saptanmigtir. NO dugsuk miktarlarda sitoprotektif, yuksek miktarlarda
ise sitotoksik etki gosteren bir molekldiir*®, Yapilan calismalarda NO
hem kendisinin radikal gibi davrandigi hem de superoksid gibi ROS’larla
reaksiyona girerek NO’e gore ¢ok daha potent etkili olan peroksinitrit

radikaline donustagu gosterilmistir. Bunun yaninda NO pro-apoptotic
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tumor supresyon proteini p53’'Un de novo transkripsiyonunu artirarak
apopiozu uyarmaktadir®®®. Sandau ve arkadaslari siklosporin verilerek
NOS aktivitesi artirilan hicre kualtir ortamina L-name eklenmesiyle

260

apopitoz oraninin belirgin sekilde azaldigini gostermislerdir®™". Bu ve

benzeri bir ¢ok ¢alisma NO’nun pankreas B hucreleri ve vaskuler duz kas
licreleri gibi bir cok hiicre tipinde apopitozu artirdigi gosterilmistir?®'2%4,
Bizim c¢alismamizda da, literatirde NO apopitoz iligkisini inceleyen
calismalarda elde edilen sonuglara paralel ol147arak, L-name ve L-name
ile Trx'nin beraber verildigi gruplarda apopitoz oranlarini I/R grubuna goére

belirgin olarak dusuk oldugu gosterilmigtir. 47

Tum elde edilen sonuglar degerlendirildiginde bir antioksidan
peptid olan Trx'in karaciger I/R modelinde koruyucu etkiler gdsterdigini
sOylemek olasidir. Ayni sekilde NO'’in koruyucu etkileri bulunsa da, yuksek
miktarda NO olusumunun engelenmesininde I/R’'da koruyucu etkiler

gOsterdigi sdylenebilir.
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6. SONUG

I/R zedelenmesi hucre ve doku hasarina yol agan kompleks
bir olaylar dizisidir. Bu guine kadar yapilan ¢alismalarla I/R zedelenmesinin
fizyopatolojisi tam olarak ortaya konamamistir. Bizde galismamizda I/R

zedelenmesinde thioredoksinin ve NO’nun rollerini arastirmaya cgalistik.

Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde, rekombinant Trx
uygulanmasi I/R surecinde karaciger hucre zedelenmesini azaltmaktadir.
Bunun kaniti olarak da Trx'in uygulanmasi sonucu ALP, ALT, AST, LDH
ve GGT duzeylerinde belirgin azalma izlenmistir. Ayrica Trx
uygulanmasinin MDA ve HAE gibi lipid peroksidasyon urunlerinin
olusumunu, adezyon molekullerinin salinimini ve apopitoz oranlarini da
azalttigr calismadan elde edilen sonuglardan rahatlikla izlenebilir. Ayni
zamanda Trx uygulanmasi karacigerde hucresel dlizeyde SOD, GPx ve

tGSH gibi antioksidan enzim ve maddelerde artis yaratmigstir.

NO ile ilgili bulgular incelendiginde, uretilen NO miktarina
gore etkilerinin de degistigi izlenebilir. NO sayesinde doku, kan akiminin
devamini saglamaktadir. Ancak NO kontrolsuz gekilde yuksek miktarlarda
uretildigi zaman, fazla vazodilatasyon olusumu ve buna bagli kan akiminin
bozulmasi ve fazla miktarda peroksinitrit olusumu gibi mekanizmalarla
hasari da artirmaktadir. Bizim yaptigimiz ¢alismada NOS enziminin L-
name ile inhibisyonu sonucu ALP, ALT, AST ve P-selektin duzeylerinin I/R
grubuna gore belirgin azaldigi, ancak azalmanin Trx verilen gruba gore
daha az oldugu izlenmektedir. Bunun yaninda L-name verilen grupta LDH,
ET-1, NO, MDA duzeyleri ve apopitoz oranlari I/R grubuna gére anlaml
olarak azalmig ve buradaki azalmanin Trx verilen gruba gore de belirgin
olarak fazla oldugu izlenmigtir. SOD, GPx ve tGSH duzeylerinde L-name
verilen grupta I/R grubuna godre artis oldugu izlenmektedir. SOD

dizeylerindeki artisin Trx verilen gruptan daha fazla oldugu, GPx ve
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tGSH duzeylerindeki artigin ise Trx grubuna goére daha disuk oldugu

izlenebilir.

Trx ve L-name’in beraber verildigi grupta hem ALP, ALT,
LDH, GGT enzimlerde hem de ET-1 ve P-selektin gibi molekullerde en
belirgin azalmalar izlenmistir. Ayrica SOD, GPx ve tGSH duzeylerindeki en
yuksek artiglarin ve apopitozisde en belirgin azalmaninda Trx ve L-

name’in beraber verildigi gruplarda oldugu izlenebilir.

Sonuglar degerlendirildiginde tek basina Trx veya L-name
uygulamakla, her iki maddenin beraber verilmesi arasinda anlamli bir fark

izlenmemisgtir.

Elde edilen sonuglar  dogrultusunda  Trxin  I/R
zedelenmesinde, hasari azaltmada 6nemli antioksidanlardan biri oldugunu
ve fazla NO’nun baskilanmasininda koruyucu etkiler ortaya gikaracagini

disunmekteyiz.
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