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1. GIRIS ve AMAC

Uterin ve umbilikal arterde kan akiminin akut olarak azalmasi fetusta hipoksi ve
iskemik organ lezyonlarina dolayisiyla yenidoganda ciddi morbiditeye ve mortaliteye neden
olmaktadir. Maternal hipertansiyon, kronik renovaskiiler hastalik, uteroplasental yetmezlik —
plasental infarkt, umbilikal kord basisi gibi gebelik sirasinda uterin kan akimini azaltan
durumlar immatiir fetal dokularin iskemisine ve hipoksik hasarina neden olan Gnemli
nedenlerdir. Bu yenidoganlarin, cerrahi strese daha duyarli olduklar1 ve postoperatif donemde
renal yetmezlik ile karaciger disfonksiyonuna daha yatkin olduklar1 bilinmektedir.

Iskemiye maruz kalan dokular iizerinde yapilan calismalarda asil doku hasarinin
reperfiizyon doneminde olustugu bilinmektedir. Reperfiizyon hasarinin olugsmasinda
stiperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil radikali gibi reaktif oksijen tiirleri 6nemli rol
oynamaktadir. Bu reaktif oksijen tiirleri ile onlarin iriinii olan lipid peroksitleri hiicre
membran destriiksiyonuna ve DNA hasarina neden olurlar. Bu da hiicre hasar1 ve 6liimiine yol
acan en 6nemli sebeptir V.

Iskemi-reperfiizon hasarmin siddeti dokularin savunma mekanizmalarimin yeterli olup
olmamasiyla yakindan iligkilidir. Bu stresle kimi dokular kisa, kimileri daha uzun siire bas
edebilme yetisine sahiptir. Fotal dokular heniiz gelismekte olan ve matiiritelerini
tamamlamamis dokular olduklart i¢in iskemi-reperfiizyon hasarina daha duyarlidirlar.
Embriyo olgunlastikga, oksijenasyonu ve oksidatif metabolizmaya olan bagimlilig
artmaktadir. Buna paralel olarak serbest oksijen radikallerinin olusumu da artar ve fetal
antioksidan enzimlerin aktivitesi oldukea diisiik diizeyde kalir. Bunun sonucu olarak da denge

serbest radikallerin olusumu yoniine dogru kayar ¢



Simdiye kadar perinatal hipoksinin en ¢ok nérolojik, kardiyopulmoner ve renal
degisiklikler {izerine olan etkileri ¢alisilmistir. Buna karsin karaciger metabolizmasi ve
karaciger hasarinin yenidogandaki etkileri yeterince bilinmemektedir ®%. Karaciger, yogun
metabolik aktivitesi nedeniyle organizmanin homeostazinin saglanmasi agisindan Onemli
organlardan biridir ve karaciger dokusunda meydana gelen bir hasar tiim viicudu etkiler.

Lipid peroksidasyonu ile iligkili doku hasar1 farmakolojik ajanlara hassas oldugundan,
perinatal iskemi-reperfiizyon hasarinin gelismesini Onleyecek veya azaltacak tedavi
yontemlerinin gelistirilmesi biiylik 6nem tagimaktadir.

Iskemi-reperfiizyon hasarinda hemin ve hemoksijenaz sistemi arastirma konularindan
birisi olup, antioksidan ve prooksidan etkileri olduguna dair bir ¢ok karsit yayin mevcuttur.
Iskemi-reperfiizyon hasarinin  biyokimyasal analizinde serbest oksijen radikallerinin
olusumuna neden olmasi agisindan myeloperoksidaz (MPO) aktivitesinin 6l¢limii ve olusan
serbest oksijen radikallerin de lipid peroksidasyon {iriinii olan malondialdehit (MDA)
miktarinin 6l¢limii sik olarak kullanilmaktadir.

Bu calismada, fetal karaciger dokusunun iskemi-reperfiizyon hasarininin MDA ve
MPO diizeylerine bakilarak degerlendirilmesi ve heminin fetal karaciger dokusundaki iskemi-

reperfiizyon hasarina olan etkisini aragtirmay1 amagladik.



2. GENEL BILGILER
2.1 iISKEMi

Iskemi; herhangi bir organa gelen kan akiminin yetersizligi veya dokunun bozulmus
perflizyonu olup, bunun sonucunda ortaya ¢ikan oksijen yetersizligi olarak tanimlanmaktadir
G% iskemi sirasinda 6zellikle mitokondriyal elektron transport zincirinde olmak iizere
sistemik, selliiler ve subselliiler diizeyde doku metabolizmasi, yapist ve biyokimyasal olaylar
zincirinde degisiklikler olusmaktadir ®*. Tiim bu olaylar sonucunda hiicrede fonksiyon kaybr,
hiicresel ve interstisyel 6dem ve hiicre 6liimi ger¢ceklesmektedir.

Hipoksinin ilk etkisi hiicrenin aerobik solunumu yani mitokondrilerdeki oksidatif
fosforilasyon tizerinedir. Oksijen basincinin azalmast sonucu hiicre i¢i ATP iiretimi belirgin
olarak azalir. Iskeminin baslangicinda, hiicrenin enerji ihtiyac1 glikoliz ile saglanir ©9 Bu da
gerekli olan enerji iiretimini saglayamaz ve asir1 uyarilan glikolitik yol, ortamda sitrat, laktat,
NADH birikimi ve doku asidozunun gelismesiyle inhibe olur %,

ATP’nin azalmasiyla birlikte hiicre membraninin ATP bagimli “Na pompasi”nin
aktivitesi azalmaktadir. Bunu hiicre i¢i sodyum birikimi ve potasyumun hiicre disina gegisi
izler. Hiicre i¢i Na artis1 beraberinde suyun hiicre i¢ine gec¢isini saglayarak hiicre 6demine yol
acar. Glikoliz yoluyla hiicre i¢i glikojen depolar1 hizla tiikenir. iskemik dokuda mevcut olan
oksijen, oksidatif fosforilasyon i¢in yetersiz kalir. Glikoliz ile olusan piriivat Krebs siklusuna
giremeyip, laktata doniislir ve hiicre i¢i pH azalir. Azalan ATP ve pH seviyeleri ribozomlarin
graniilli endoplazmik retikulumdan (GER) ayrilmasina ve polizomlarin monozomlara
ayrismasina neden olur. Bu durum protein sentezinde azalma ile sonuglanir. Ayrica pH’in

azalmast hiicre icerisindeki enzim aktivitelerini de etkiler ('8¢,
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Sekil 1. Iskemide oksidatif fosforilasyonun azalmasiyla hiicre icerisinde gergeklesen
olaylar ¥
Iskemik dokuda ATP’nin kullanilmasi ile 6nce AMP, daha sonra da adenozin olusur.
Biriken adenozin hizla inozin ve hipoksantine doniistir. Normal hiicrelerde ksantin
dehidrogenaz (XDH) enzimi piirin bazlarinin hipoksantin ve ksantin {izerinden {irik asite
doniisimiinii gerceklestirir. Iskemi sirasinda bu enzimin fonksiyonun bozulmasina baglh
olarak hiicre igerisinde hipoksantin birikir %,

Tim bu olaylar hiicreyi fonksiyonel ve yapisal olarak etkiler. Iskemi ortadan
kalkmadig: siirece hiicrede gelisen bu degisiklikler hiicre 6liimii ile sonuglanir. Iskeminin

ortadan kalkmasi, kimi hiicrelerin yasamalarina olanak tanisa bile, beraberinde daha ciddi

olan reperfiizyon hasarini da getirecektir.



2.2 REPERFUZYON HASARI

Iskemi sirasinda olusan hasarlar reperfiizyon hasar1 icin baslangic teskil eder.
Reperfiizyon sonucu olusan fonksiyonel bozukluklar organdan organa degisim gostermekle
birlikte, 6zellikle mitokondriyal elektron transport zinciri diizeyinde olmak tizere pek ¢ok
(57)

biyokimyasal olaylar kaskadinda degisiklikler meydana getirir

Tam olarak mekanizmalar1 a¢ik olmamakla birlikte iskemik dokularin
reperfiizyonunun daha fazla hasar olusturmasi li¢ temel mekanizma ile agiklanmaktadir; (1)
hiicre i¢ci Ca" artisi, (2) aktive notrofillerin hasarli dokuya gocii, (3) serbest oksijen
radikallerinin olusumu.

Hiicre I¢i Ca™ Artisi

Reperfiizyon ile iskemiden etkilenen hiicreler, heniiz kendi iyonik g¢evrelerini tam
olarak diizeltemeden hiicre iginde biriken Na*, Ca* ile yer degistirir. Hiicre i¢i artan
kalsiyum sirasiyla; ATPaz’t aktive ederek ATP azalmasina, proteazlari aktive ederek
membran ve hiicre iskelet proteinlerinin par¢alanmasina, endoniikleazlar1 aktive ederek DNA
hasarina ve fosfolipaz1 aktive ederek de fosfolipidlerin parcalanarak arasidonik asit

{iriinlerinin olugmasina neden olur '#3¢3%,

Zedeleyici ajan
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Sekil 2. Hiicre zedelenmesinde sitoplazmik kalsiyum artisinin kaynaklar1 ve sonuglari 39



Ksantin Oksidazin (XO) Aktivasyonu
Hiicre i¢i kalsiyum artisinin proteazlari aktive etmesi ve tiol gruplarinin oksidasyonu

ile ksantin dehidrogenaz (XDH) enzimi, ksantin oksidaz (XO) formuna doniistir. Normal
sartlarda, XDH enzimi elektron alicisi olarak NAD *’yi kullanir. Ancak enzim XO formuna
dontstiigiinde elektron alicist olarak molekiiler oksijeni kullanir ve hidrojen peroksit ( H,O, )
ile siiperoksit radikali olusturur ®”. Bunlar da doku hasarimi baslatir.

Hipoksantin + 20, + H,Q —fun-0sider , geantin + O, + H,0,

Ag¢iga c¢ikan serbest oksijen radikalleri (SOR) direkt hasar yaptigir gibi bazi doku

proteazlarinin salinmasina da neden olur. Bu proteazlar, kompleman sistemiyle etkileserek

C,, — C,, gibi nétrofiller i¢in potent kemotaktik ajanlari olustururlar (50,

Bir ¢ok calismada ksantin oksidaz inhibitorleri (allopurinol, tungsten) kullanilarak

iskemi-reperfiizyona bagli doku hasarinin azaltilabildigi gosterilmistir © %,

Ksantin

inozin

Hipoksantin

Izo<Nc=1zm1@

Sekil 3. Iskemi-reperfiizyon sirasinda XO sistemi ile SOR olusumu.



Arasidonik Asit Uriinlerinin Olusumu
Iskemik dokunun reperfiize olmasindan sonra fosfolipaz A , aktive olarak arasidonik

asit Urtinlerini olusturur. Arasidonik asit, lipooksijenaz ve siklooksijenaz enzimleri ile
prostoglandin, prostasiklin, tromboksan, I6kotrien gibi biyolojik olarak aktif {iirtinlere
dontstiirtliir G Tiim bu triinlerin farkli etkilere sahip olmakla birlikte iskemi-reperfiizyon
hasarinda notrofillere olan etkileri agisindan 6nemlidirler. Notrofilleri 3 yoldan etkilerler:
1. Giicli birer kemoatraktan rolii oynayarak noétrofil akiimiilasyonunu saglayip
endotele nétrofillerin adezyonunu artirirlar. LTB, ve TxA, oldukca giiglii
kemoatraktanlardir 7.

2. Aragidonik asit riinleri, nétrofilleri aktive ederek daha fazla oksijen radikali ve

proteolitik enzim {iretmelerine neden olurlar. LTB, nétrofillerden H,O, ve elastaz

salimimini artirip, notrofillerin endotelden gegisini uyarir. TxA ,ise, iskemi ve

reperflizyon sonrasinda nétrofilleri aktive ederek H,O, tiretimini uyarir ©

3. Lokotrienler ve tromboksanlar, ayrica, mikrovaskiiler yataga dogrudan
vazokonstriiktor etki yaparak reperfiizyon sonrasinda kotii kapiller akima yol

agarlar ©



Fosfolipid-
esterifiye

Fosfolipaz A,

Arasidonik Asit

Lipoksijenaz Siklooksijenaz

5-HPETE Tromboksan PGH2 Prostosiklin
Sentetaz Sentetaz

——
LTCI] LTB] [TXBQ] [ 6-keto-PGF1a ]

(S

Sekil 4. Arasidonik asit metabolizmasi

Notrofillerin Aktivasyonu ve Hasarh Dokuya Gogii

Iskemik dokuda reperfiizyon saglandiginda hasarli dokudan salinan arasidonik asit
metabolitlerinin yan1 sira gesitli sitokinler ve adezyon molekiilleri nétrofillerin aktive olarak
endotele tutunup, dokuya invaze olmasini kolaylastirirlar.

Sitokinler

Sitokinler bir grup polipeptid mediatordiir. Normal homeostazda yer almamakla
birlikte pek ¢ok hastaligin fizyopatolojisinde 6nemli islevlere sahiptirler. TNFa ve IL-1
sitokinlerin baglicalaridir. TNFa, serbest oksijen radikallerinin ve bunlarin metabolitlerinin

olusumunu saglayarak, vaskiiler endotelin nétrofil aracili saldirtya karst duyarliligint artirir.



Endotel hiicreleri, TNFa’nin etkisi ile inflamatuar medyatérlerden IL-1 ve PAF salgilar ©. IL-
1, notrofillerin inflame dokularda damar disina ¢ikmalarina neden olan oldukg¢a giiclii
ajanlardan biridir. PAF da ayn sekilde nétrofillerin adezyonunu kolaylastiran etkin bir ajandir
G Bu sitokinler sistemik inflamatuar yamit olusturarak nétrofillerin toplanmasim ve
aktivasyonunu saglayip, iskemi-reperfiizyon sonrast doku hasarina neden olur.

Adezyon Molekiilleri

Aktive nétrofillerin endotele yapismasinda ¢esitli adezyon molekiilleri rol oynarlar.
Adezyon molekiilleri selektinler, integrinler ve immiinglobulinler olarak iige ayrilirlar ©2,

Ozellikle selektinler ve bir nétrofil glikoprotein kompleksi olan CD11/CD18 B, integrin,

nétrofillerin aktive endote ilk adezyonlarini ve siralanmalarini saglarlar ©¥. Bu olaylar1 daha
sonra diapedez ve ekstravaskiiler dokuya g izler “¢.

Aktive Notrofiller

Aktivasyonlart ile birlikte nétrofillerde bulunan NADPH oksidaz enzimi molekiiler
oksijeni stiperoksit radikaline rediikler.Olusan siiperoksit, stiperoksit dismutaz (SOD) enzimi
araciligiyla hidrojen peroksite dontisiir. Ayrica aktive nétrofillerden salinan MPO, hidrojen

peroksit ve klor iyonundan hipoklorik asit olusumunu katalizler "%,

H,0, + Cl+ H" - HOCI + H,0

Hipoklorik asit, hidrojen peroksitten yaklasik yiiz kat daha fazla reaktif bir oksidan ve
klorlayici bir ajandir. Ayrica primer aminlerle de reaksiyona girerek N-kloraminleri olusturur.
Olusan bu toksik maddeler doku hasarina yol agarlar. Aktive nétrofiller proteaz yapisinda

enzimler (elastaz, kollojenaz, vs) salarak da doku hasarina katkida bulunurlar (50),
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Myeloperoksidaz (MPO) Enzimi’nin Onemi

MPO, aktive norofillerin azurofilik graniillerinde bol miktarda bulunan lizozomal bir
enzimdir. Monosit ve makrofajlarda ¢ok az bulunur veya hi¢ bulunmaz. Bu ylizden MPO
aktivitesinin 8l¢iimii dokuya nétrofillerin toplanmasim géstermede oldukga yararhidir ¥. Bu
da iskemi-reperfiizyon hasarinda nétrofil infiltrasyonunun indirekt olarak belirlenmesine

olanak saglar.

Serbest Radikaller

Serbest radikallerle, 6zellikle reaktif oksijen tiirevleri ile olusturulan zedelenme, hiicre
hasarinin 6nemli bir mekanizmasidir. Serbest radikal hasar1 ¢esitli kimyasal maddeler,
iyonizan radyasyon (x-isinlart ve y-isinlari), oksijen ve diger gazlardan zehirlenme, anestezik
maddeler, kimyasal etkilesimlerinde metalleri (Fe, Cu) kullanan antibiyotikler, antineoplastik
ajanlar, aromatik hidrokarbonlar gibi dis etkenler nedeniyle olabilecegi gibi; fagositik hiicreler
ile enfeksiy6z ajanlarin oldiiriilmesi, inflamatuar hiicre hasari, makrofajlar ile neoplastik
hiicre imhast, hiicresel yaslanma, iskemi-reperfiizyon hasari gibi endojen mekanizmalardan da
kaynaklanabilir ©°.

Serbest radikal, en dis orbitalinde bir veya daha fazla paylasilmamis elektron igeren
atom veya molekiildiir. Paylasilmayan elektronlar bir atom veya molekiiliin kimyasal
reaktivitesini degistirerek onu radikal olmayan karsiligindan daha reaktif hale getirmektedir
@ Ciftlenmemis elektrona sahip atom veya molekiil elektronunu bir bagka molekiile vererek
veya ondan elektron alarak daha stabil hale gelme egilimindedir. Bundan dolay1 organik ve

inorganik kimyasallar ile kolaylikla reaksiyona girer. Serbest radikaller hiicrede membran

proteinleri ve niikleik asitler ile etkileserek onlari parcalarlar ve otokatalitik reaksiyonlar
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baslatirlar. Serbest radikal ile reaksiyona giren molekiiller de serbest radikallere doniiserek,
hasar zincirini ilerletirler .

Hiicrede normal fizyolojik olaylar sirasinda gergeklesen rediiksiyon-oksidasyon
(redoks) reaksiyonlart esnasinda da serbest radikaller olusur. Mitokondriyal elektron
transportu, endoplazmik retikulum ve niikleer membran elektron transport sistemleri,
aragidonik asit metabolizmasi, endojen ve eksojen substratlarin otooksidasyonu,
peroksizomlar, gecis metalleri (Fe, Cu), enzimler, proteinler ve oksidatif stres yapan durumlar
hiicre igerisinde serbest oksijen radikallerinin olusmasina neden olan kaynaklardir ®.18)

Hiicre homeostazi korundugu siirece canli hiicreler serbest radikallerle basa
cikabilirler. Ancak iskemi-reperflizyon hasar1 gibi hiicre homeostazint bozan durumlarda
hiicre serbest radikallerle basa ¢ikamaz yada koruyucu sistemler yetersiz kalir.

Serbest Oksijen Radikallerinin Olusumu

Biyolojik sistemlerdeki en onemli serbest radikaller oksijen radikalleridir. Tek bir

elektronun transfer yoluyla oksijene verilip rediiklenmesi siiperoksit (O,*) radikalini
olusturur @n

O, +e - O

Oksijenin 2 elektronla rediiklenmesi ise hidrojen peroksiti ( H,O, ) olusturur.

O, +2¢ +2H" - H,O0,

Hidrojen peroksit, serbest radikal biyokimyasinda 6nemli bir bilesiktir. Ciinkii Fe™ ve
Cu* gibi gecis iyonlarmin varliginda kolaylikla parcalanip ¢ok toksik olan hidroksil (*OH)

radikalini olusturur. Hiicre icerisinde serbest olarak bulunan demirin ¢ogu ferrik (Fe™)

formda oldugu i¢in once ferroz (Fe™) forma indirgenmelidir. Bunun igin de siiperoksit

radikali kullanilir.
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Fe” + 0> — Fe™ + O,

H,0, + Fe” — *OH + OH™ + Fe”

Burada ifade edilen reaksiyon demir katalizli Haber-Weiss (Fenton) reaksiyonlari
olarak bilinir.

Siiperoksit Radikali (O,")

Biyolojik sistemlerde oksijeni kullananan canlilarda en kolay ve en fazla olusan ilk
oksijen radikali stiperoksit anyonudur. Canlilarda mitokondriler ve endoplazmik
retikulumdaki elektron transport zincirinden sizan elektronlar baslica siiperoksit (O3*)
kaynagini olustururlar. Ayrica aktif fagositlerden, ¢esitli hiicrelerin 6zgiil fonksiyonlari
sirasinda ve ¢esitli molekiillerin oto-oksidasyonu sirasinda da siiperoksit tiretilmektedir.
Stiperoksit, serbest radikal olmasina karsin hasar olusturucu bir tiir degildir. Asil 6nemi,
hidrojen peroksitin kaynagi olmasi ve gecis metal iyonlarinin rediikleyicisi olmasidir (21.28.29)
Hidrojen Peroksit (H,O,)

Iki stiperoksit anyonunun spontan yada enzimatik olarak katalizlenmesi sonucu

hidrojen peroksit (H,O,) olusur. Okside edici bir ajan olmasina karsin serbest radikal

degildir. Asil onemi, gecis metal iyonlarinin varliginda hidroksil radikallerini (*OH)
olusturmasidir. Metal katalizorlerin yoklugunda siiperoksit ve hidrojen peroksit kolaylikla

uzaklastirilir ve zararsiz hale getirilir @8

Hidroksil Radikali ("OH)

Bilinen en reaktif serbest radikallerdendir. Hemen hemen biitiin biyomolekiillerle
reaksiyona girebilen, yiiksek aktivitesi olan bir ajan olmasina karsin yarilanma 6mrii ¢ok
kisadir (107 saniye) ®). Bundan dolay1 reaksiyona girmeden once hiicrede difiize olmasi

glictlir. Fakat kiigclik miktarlar bile tiretildigi yerde asir1 hasar yapabilecek kapasitededir. Yag
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asitleri, proteinler, DNA, karbonhidratlar ve genel olarak tiim organik molekiillerden bir

elektron kopararak yikimlarina ve tekrar radikal olusumuna neden olur 3%,

Singlet Oksijen (*O,)
Bir radikal olmayip, siklikla serbest oksijen radikalleriyle birlikte anilan reaktif

oksijen tiirtidir. Serbest radikal reaksiyonlariyla tiretilebilir 6D

Karbon Merkezli Radikaller (R*)

Lipid, niikleik asit, karbonhidrat veya protein gibi biyolojik bir molekiilii okside edici
bir radikalin (Ornegin OH*) etkilemesiyle olusurlar. Bunlar, peroksil radikallerini (ROO")
olusturmak {izere oksijen molekiilii ile ¢ok hizli bir sekilde birlesirler. Diger taraftan bu
peroksil radikalleri, alkoksil radikalleri (RO®) iireten reaksiyonlara karisabilirler. Siilfiir
atomlar1 da yeni bir serbest radikal iiretimi (tiyo radikaller, RS") i¢in kaynak olabilir .

Serbest Radikallerin Hiicre Yapilarina Olan Etkileri

Hiicre icerisinde serbest radikaller genel olarak membran lipidleri, DNA, proteinler ve
karbonhidratlar ile etkileserek ¢esitli basamaklarda hiicre hasarina neden olurlar.

Membran Lipidlerine Olan Etkileri

Hiicre membranlari, poliansature yag asitlerinden (PUFA) zengindir. PUFA’lar serbest

radikaller ile reaksiyona girerek peroksidasyon olustururlar. PUFA’larin oksidatif yikima,

sonucunda zincir reaksiyonlar1 baslar. Sonugta olusan peroksil radikalleri ( LOO®) zincir
reaksiyonunun bir parcasi olup, bir sonraki PUFA’y1 okside ederek yeni zincir reaksiyonlarini
baslatir. Bu islemlerin sonucunda olusan {irtinler hidroperoksitlerdir (LOOH) ve bunlar da
daha siddetli radikal 6zelligi olan tiirlere, 6zellikle aldehitlere cevrilirler. Aldehitler daima
lipid hidroperoksitler parcalandigi zaman olusur ve c¢ogu biyolojik olarak aktiftir. Bu
bilesikler normal olarak olustuklar1 yerden difiize olup, hiicrenin diger bolgelerinde hasar

yapabilme 6zelligine sahiptir (44.49)
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MDA’nin Onemi

Uc ve daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonun sonucunda
tiobarbiitirik asitle Olgtilebilen malondialdehit (MDA) ortaya ¢ikar. MDA yag asidi
oksidasyonunun spesifik yada kantitatif bir indikatorii olmamakla birlikte, lipid
peroksidasyonunun derecesiyle iyi korelasyon gosterir . Lipid peroksidasyonuna bagli
MDA birikimi daha ¢ok reperfiizyon fazinda gelisen hasarin 6nemli bir komponentidir. MDA;
membran komponentlerinde polimerizasyon ve ¢apraz baglanmalara, iyon transportuna,
enzim aktivitesini degistirerek i¢ membranin Ozelliklerinde degisikliklere neden olarak
membran permeabilitesi ile mikroviskozitesini ciddi sekilde etkiler %,

Protein ve Niikleik Asitlere Olan Etkileri

Protein ve niikleik asitler serbest radikal hasarina membran lipidlerinden daha az
duyarlidirlar. Bu yapilarda serbest radikaller kolaylikla zincir reaksiyonu olusturamazlar ©.

Proteinlerin serbest radikallerden etkilenmesi aminoasit igeriklerine baglidir.
Doymamis bag ve siilfiir igeren molekiillerin serbest radikaller ile reaktivitesi yiiksek oldugu
icin; tirozin, triptofan, fenilalanin, histidin, metionin, sistein gibi aminoasitleri ig¢eren
proteinler serbest radikallerden kolaylikla etkilenirler .
DNA, okside edici radikaller tarafindan kolaylikla hasara ugratilabilir. Aktif

notrofillerden kaynaklanan H,O,, membranlardan gegerek niikleusda DNA hasarina, hiicre

disfonksiyonuna ve hatta hiicre 6limiine neden olabilir. Hidroksil radikali purin ve pirimidin

bazlarina saldirarak mutasyona yol agabilir; ancak kisa yarilanma 6miirlerinden dolay1 sadece

DNAya yakin yerlerde olustuklarinda bu etkiyi gosterebilirler '),
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Karbonhidratlara Olan Etkileri

Glukoz ve mannoz gibi monosakkaritlerin oto-oksidasyonu sonucu hidrojen peroksit,
peroksitler, okzaldehitler olusabilir. Okzaldehitlerin, DNA, RNA ve proteinlere baglanarak
antimitotik etki gdstermeleri kanser ve yaslanma olaylarinda rol oynar *.

Antioksidan Savunma

Biyolojik sistemlerde serbest radikallerin yikimini énleyen veya bu yikimin etkilerini
kismen diizeltebilen antioksidan mekanizmalar vardir. Radikallerin detoksifikasyonu,
olusumlarinin  6nlenmesi ve/veya sinirlandirilmast olarak farkli sekillerde koruma
saglanmaktadir. Viicutta endojen antioksidan mekanizmalar enzimatik ve enzimatik olmayan
olarak siniflandirilabilir.

Enzimatik Olmayan Anti-Oksidan Mekanizmalar

Bu grup igerisinde gerek hiicre igerisinde gerekse hiicre disinda etkili olan bir ¢ok
endojen madde bulunur. Degisik mekanizmalar ile anti-oksidan 6zellik gosteren bu yapilarin
baslicalar1 su sekilde siralanabilir:

E vitamini (Tokoferol): Lipofilik yapida olup, membranlar ve ekstraselliiler sivilarda
bulunur. Lipid peroksitlerini inaktive eder ve peroksit zincirini kirarak lipid peroksidasyonunu
onler. Anti-oksidan etkisi, yiiksek oksijen konsantrasyonlarinda artar .

C vitamini (Askorbik Asit): Hidrofilik yapida olan bu vitamin hiicre dis1 sivilarda
bulunur. Gliglii bir rediikleyici ajan olup, siliperoksit ve hidroksil radikallerinin dogrudan
temizleyicisidir .

[S-Karoten: Vitamin A nciilli olup, lipofilik 6zelligi nedeniyle membranlarda bulunur.
Diisik  oksijen konsantrasyonlarinda etkilidir.  Peroksit radikallerinin  dokularda
(33)

hapsedilmesinde rol oynar

Transferrin: Dolasimdaki serbest demiri baglar.
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Albiimin: Gegis metallerini baglar. Lipid hidroperoksit (LOOH) ve hipoklorit (HOCI)
toplayicisidir @,

Seruloplazmin: Ferro demiri yiikseltgeyerek Fenton reaksiyonunu ve boylece serbest

radikal olusumunu inhibe eder ¥ .

Urik  asit:  Insanlarda normal plasma konsantrasyonu olan  400mg/dl

konsantrasyonunda siiperoksit, hidroksil ve peroksil radikallerini temizler ' .

Bilirubin: Lipofiliktir ve membranlarda kolaylikla birikir. Siiperoksit ve hidroksil

radikallerini toplar 1)

Glutatyon: Karacigerde, glutamat, sistein ve glisinden sentezlenebilen bir tripeptiddir.
Serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara kars1 korur.
Ayrica proteinlerdeki -SH gruplarini da rediikte halde tutarak oksidasyondan korur ©7.
Sistein : Serbest radikal ve hipoklorit toplayicisidir ).

Taurin: Ksenobiyotiklere baglanir. Hipoklorit ile reaksiyona girer.
Glukoz: Hidroksil radikali tutucusudur.

Piruvat: H,O, tutucusudur.

Melatonin: Pineal bezden salinan bir hormon olup hidroksil radikalini ortadan kaldiran

etkin bir antioksidandir “®,

Haptoglobulin: Serbest hemoglobini baglar .

Hemopeksin: Serbest hemi baglar ).

Enzimatik Anti-Oksidan Mekanizmalar

Stiperoksit dismutaz (SOD): Metal ihtiva ettigi icin metalloenzim grubundadir. Enzim,
hiicrenin birgok farkli yerinde bulunur. Sitozolik enzim, birbirine benzer iki alt birimden
kurulu olup bu alt birimlerin her biri, bir ekivalan Cu™ ve Zn* igerirken, mitokondriyal

(34)

enzim Mn* igerir. SOD biitiin temel aerobik dokularda bulur Organizmada olusan
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stiperoksit anyonu ilk olarak SOD enzimi ile molekiiler oksijen ve hidrojen peroksite
dontstiirtliir:
20, +2H' 22 H,0, + O,
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px): Prostetik grup olarak Selenyum (Se) tasiyan bir
metalloenzimdir. Glutatyon tripeptidini (GSH) oksitlenmis sekline ¢evirerek, sitozol ve
mitokondrideki SOD tarafindan olusturulan H,O, i uzaklastirir. Ayrica lipid peroksitlerinin

indirgenmesini katalizler @".

2GSH+ H,0, —&"™ 5 GSSG + 2H,0
Katalaz: Prostetik grup olarak Hem (protoporfirin IX) bulunduran bir enzimdir. Biitiin
dokularda degisik konsantrasyonda bulunmakla birlikte en yliksek aktivitesi karaciger ve
bobrekte saptanmigtir. Hiicre igerisinde Ozellikle peroksizomlarda bulunur. Oksidazlarin
aktivitesi ile olusan H,0, i direk olarak suya gevirir. Ozellikle H,O, konsantrasyonun asiri

artt1g1 ortamlarda aktivite gosterir W,

2 H,0, —¥* 5 2H,0 + O,
Mitokondrial Sitokrom Oksidaz: Prostetik grup olarak Hem bulundurur. Mitokondrial
solunum zincirinin son enzimidir. Stiperoksit anyonunu detoksifiye ederek son iiriin olarak su

olusturur.

02 + 4H+ + 467 Sitokrom—Oksidaz > 2H20

Iskemi-reperfiizyon hasarinda olusan serbest radikallerle basa ¢ikmak i¢in bahsedilen
anti-oksidan sistemlerin yami sira birgok biyolojik etkinligi olan ajan ve enzim sistemleri
arastirma konusudur. Son yillarda hem-oksijenaz sistemi ve bu enzim sisteminin hem

indiikleyicisi hem de substrati olan hemin arastirilan konulardan bir tanesidir.
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A. SERBEST RADIKAL OLUSUMU

MNukleus

05, H,0,, OH", NO

Membran lipid
peroksidasyonu

DNA Protein baglanmasi
fregmentasyonu ve fragmantasyon

B. SERBEST RADIKALLERIN HUCRE ZEDELENMES]

_ SOD
0y —> H,0,

Endoplazmik retikulum
+ P-450 ve b5 oksidoz

Mitokondri
» P-450 ve b5 oksidozlar
+ Solunum zincir oksidasyonu

Plazma membrani
« NADAH oksidoz

Sitozol
« Ksantin oksidaz
+ Metallerin gegisi (Cu, Fe)

Peroksisomlar
1 . s o + Birgok oksidazlar
Lizozomlar (Makrofajda)

* Miyeloperoksidaz
* NO sintaz

\\ Oz, H,0,, OH', NO
g = |

Fe+? Fenton Fe+? '

OH" + OH

Butin membran
» Vitaminler E ve A
& fi-Karoten

Glutasyon
peroksidaz

2GSH
Mitokondri
« SOD
« Glutasyon
peroksidoz
Peroksidozom
+ Katalaz
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Sitosol _—

+ SOD

+ Vitamin C

» Glutasyon \
peroksidaz b

« Ferritin

+ Serulopazmin

C. SERBEST RADIKALLERIN NOTRALIZASYONU-HUCRE ZEDELENMES] YOK

Sekil 5. Serbest oksijen radikallerinin olusumu (A), hiicrede yaptiklar1 hasar (B) ve hiicre igi

antioksidan sistemler (C) (39
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2.3 HEMIN ve HEMOKSIJENAZ SISTEMI
2.3.1 HEMIN

Hem, ferr6z demir igeren protoporfirin IX’dur. Hematin, ferrik demir ve demirin
altinct baglanma noktasinda su molekiilii bulunan ‘hem’in okside formudur. Hemin ise
hematinin klorid formudur; su yerine demire bagli bir klorid iyonu bulunur. Normalde in vivo
sartlarda bulunan form hemindir .

Hem, aerobik yasantinin devamlilig1 i¢in vazgegilmez bir yapidir. Hem proteinleri,
oksijen transportunun ve redoks reaksiyonlarnin diizenlenmesini kolaylastirir. Bununla
birlikte, oksidatif hasar1 katalizleme potansiyeli vardir ve biyolojik sistemlerde serbest
bulundugunda tehlikeli olabilir ),

Hidrofobik 6zelliginin fazla olmasi nedeniyle, nonpolar soliisyonlarin i¢ine ¢ok ¢abuk
yayilir. Boylece saglam hiicre duvarlarinin hidrofobik ortamlarinda kolayca konsantre olabilir.
Membran igerisinde hemin; (a) zararli oksidasyon reaksiyonlarina dogrudan aracilik edebilir
veya (b) oksidatif yikima ugrayarak yag asitleri, proteinler ve niikleik asitler gibi bir ¢ok
biyolojik maddenin Fenton reaksiyonu araciligiyla oksidatif hasarini katalizleyen serbest
demirin salmmasina neden olur &-'>2%-2631

Hemin, ¢ok kii¢iik miktarlarda bile reaktif oksijen radikallerinin meydana getirdigi
hasar1 fazlasiyla artirir. Ozel bir hemin baglayici protein olarak hemopeksin 6nemli bir
plazma unsurudur. Yeterli miktarda hemopeksin bulundugu takdirde, hidrojen peroksit ve
uyarilmis noétrofillerin provoke ettigi, artmis hemine bagimli sitotoksisiteyi inhibe eder.
Heminin arttirdig1 oksidatif endotelyal hasar1 azaltan tek plazma faktorii hemopeksin degildir.
Seruloplazmin, katalaz, albumin ve diger faktorler de Snemli koruyuculardir ¢+,

Viicutta en dnemli hemin kaynagi hemoglobindir. Normal sartlar altinda alyuvarlardan

aciga c¢ikan hemin miktar1 6nemsizdir, ¢link{i hem ve globin arasindaki bag c¢ok gii¢liidiir.
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Hemoglobinin methemoglobine otooksidasyonu  hem-globin etkilesimini zayiflatir ve
heminin artmis salinimi ile sonuglanir. Hemin ¢ok hidrofobik oldugu i¢in membran yapilari
ile yakin iligkidedir. Normalde eritrosit igerisinde ortaya ¢ikan hemin, eritrosit membranina
katilir, buradan yukarida bahsedilen baglayict yapilarla karacigere taginir. Cok miktarda stabil
olmayan hemoglobinin bulundugu hemoglobinopati, DIC, TTP gibi durumlarda, plazmada
cok miktarda serbest hemin agiga ¢ikar. Dolagimdaki hemoglobinin %1°den fazlasi
serbestlendiginde, plazmadaki hemopeksin ve albiimin gibi baglayic1 proteinlerin tagima
kapasitesinin iistline ¢ikar. Bu durumda hemin hiicre membranlarinda birikip, membran
biitiinltigiinli hizla bozarak hiicre yikimina neden olur. Hemin toksisitesinin altinda yatan
detayli mekanizma halen agik degildir; ancak mevcut veriler serbest heminin, ¢ok miktarda
ortaya ¢iktig1 durumlarda ciddi anlamda toksik oldugunu gostermektedir 71329,

Serbest heminin hiicre membranlarina girisi, bir¢gok klinik durumun gelisiminde
Oonemli olabilmektedir. Bunlar; (a) intravaskiiler hemoliz veya myoglobinemiye bagli akut
bobrek yetmezligi, (b) reaktif demir saliniminin gosterildigi iskemi-reperfiizyon hasari, (c)
serum hemopeksininin neredeyse hi¢ olmadig1 prematiirlerin retrolental fibroplazisinde ortaya
¢ikan retinal dolasimin hiperoksik yikimi, (d) hematin inflizyonu yapilan akut intermitant
porfiryalr hastalarda olusan vaskiilopati ve (e) ateroskleroz’dur .

Serbest heminin diisiik konsantrasyonlarda olsa dahi ortamda hidrojen peroksit veya
aktive nétrofillerin varliginda toksisitesinin kat kat arttigi gosterilmistir. Ortamda az miktarda
oksijen ve indirgeyici bir ajan bulundugunda, hemin membran lipidlerinin yani1 sira DNA ve
proteinler iizerine de ciddi toksisite sergileyebilir ', iskemi-reperfiizyon tablosunda hidrojen
peroksit ve aktive nétrofillerin bulunmasindan dolayr hemin hiicreye ciddi toksik etkiler

gosterebilir.
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Heminin peroksitler varliginda artan toksik etkisinin trik asit varliginda inhibe
edilebilecegi gosterilmistir. Insanlarda plazma {irik asit konsantrasyonu yaklasik olarak
400uM diizeyinde olup, interstisyel sivida da benzerdir. Heminin H,O, varliginda sitolitik

aktivitesinin, 300 uM irik asit varliginda %97 inhibe oldugu gosterilmistir. Heminin aktivitesi
tirik asitin etkisinin yani sira, tirozin ve triptofan ile de - hatta bu amino asitler bir peptidin
yapisinda olsalar bile - kuvvetle inhibe olur 13,

Heminin toksik etkilerini gosterdigi ikinci mekanizma, oksijen ve indirgeyici bir ajan
varliginda gerceklesir. Bu aktivite iirik asit, tirozin ve triptofan tarafindan ya hi¢ yada ¢ok az
inhibe olur. Sonug olarak, bu ikinci mekanizmanin etkin bir inhibisyonu yoktur (135

Hemin gerek serbest halde gerekse methemoglobinin yapisinda bulunurken, plazmada
bol miktarda bulunan LDL’nin oksitlenmesinde de o6nemli bir role sahiptir. LDL’yi
oksitleyerek endotele toksik maddelerin olusumasini katalizler. Yakin zamanda, heminin
aterogenez gelisiminde rol oynayan lipoprotein oksidasyonunun kuvvetli bir indiikleyicisi
oldugu bildirilmistir. 42343 Hemin bir kez LDL igerisine yerlestikten sonra, az miktarda lipid
hidroperoksit (LOOH) olusumunu da igeren spontan oksidatif reaksiyonlar, hem grubunun
oksidatif lizisine yol agar ve hem demirinin LDL partikiilii i¢erisine salinmasini saglar.
Boylece salinan bu demir, heminin oksidatif yikimini ve poliansatiire yag asitlerinin ve LDL
partikiiliiniin diger komponentlerinin oksidasyonunun hizlanmasini katalizler. LDL igerisinde
a-tokoferoliin tilkenmesi konjuge dienlerin, lipid hidroperoksidazlarinin ve TIBARS’larin

)

formasyonunu takip eder™”. Hemin ve LDL igeren inkiibasyonlara demir selatorii olan

desferroksamin eklenmesi, hemin kaybim1 ve LOOH gibi oksidasyon iiriinlerinin ortaya
¢ikismni dnler 42542,

Hemin, hiicre icerisinde niikleik asit ve proteinlerle etkileserek yapilarini bozar. Bu

nedenle karsinogenezise de yol agabilecegi diistinlilmektedir. Pierre ve ark. hemoglobin ve
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hemin verilen diisiik kalsiyum diyetindeki ratlarda, kolorektal karsinogenezis gelisiminin
arttigin1 - gdstermislerdir. Insanlarda yapilan yeni ¢alismalarin sonuglari, diyetle hemin
demirinin alinmasinin, O6zellikle alkolik kadinlarda proksimal kolon kanseri ile iligkili
oldugunu gostermektedir. Et, alkol ve ferr6z demirin bagirsakta serbest radikallerin, 6zellikle
reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu artirdigindan stiphelenilmektedir. Hemoglobin ve hemin
(okside hem), kolon hiicrelerinde DNA hasarina neden olsa da sonuglanan genotoksisitenin
oksidatif stres gelisimi ve serbest radikal formasyonu ile ilgili oldugu diisiiniilmektedir ).

Hemin her ne kadar yasam i¢in gerekli bir yapi olsa da, serbest halde bulundugunda ne
kadar toksik oldugu ortadadir. Ancak organizmanin bu toksisite ile bas edebilmek icin
gelistirdigi 6nemli savunma mekanizmalar1 vardir. Bunlardan en 6nemlisi hemoksijenaz
sistemidir ki, heminin pargalanarak ortadan kalkmasini saglar. Bu enzim sisteminin en énemli
indiikleyicisi de heminin kendisidir.

2.3.2 HEMOKSIJENAZ ENZIM SISTEMI ve YIKIM URUNLERI

Heminin hidrofobik olusu viicuttan hizla uzaklastirilmasini 6nler. Bu nedenle hemin
toksisitesine karst en iyi savunma mekanizmasi, hizla yikilmasi olacaktir ',

Memeli hiicrelerinde oksidatif strese karst yanit olarak hem oksijenaz (HO) enzim
sistemi bulunmugtur . HO sistemi hiicrelerin endoplazmik retikuliimlarina yerlesmistir 7.
Hem-oksijenaz hem pargalayan bir enzim olarak porfirin halkasini agar, biliverdin ve karbon
dioksit tireterek demiri saliverir; olusan biliverdin de biliverdin rediiktaz ile bilirubine

(7.8.15,25)

dontstirilir Bu sistem HO-1, HO-2 ve HO-3’i igeren ii¢ adet izoenzimden

olugmaktadir *7.
HO-1 32.8 kDa’luk bir stres proteini olarak belirlenmistir. Ayn1 zamanda heat shock

protein 32 (HSP-32) olarak da adlandirilmaktadir ve transkripsiyonel olarak hemin, oksidanlar
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ve sitokinler gibi bir ¢ok ajan tarafindan indiiklenebilir 6zelliktedir “**>. HO-1 aktivitesi,
hemin yikiminda predominant mekanizmadir ve viicutta yaygin olarak bulunur *7.

HO-2’nin termal ve oksidatif strese cevapsiz, HO nun konstitiitiv olarak eksprese olan
formu olduguna inanilmaktadir. Bununla birlikte HO-2’nin adrenal glukokortikoidler, doku
hasar1 ve spinal kord hasar1 gibi degisik agonistler ile uyarilabildigine dair yeni isaretler vardir
(727) 'HO-2 esas olarak santral néronda eksprese olmasiyla birlikte testislerde de bulunur 2%,
HO-3 yakin zamanda bulunan bir izoenzim olarak, zayif hemin katalizleme

@7

aktivitesine sahiptir . HO-3 rodentlerde halen arastiriimaktadir. Insan hiicrelerinde

bulunmadigini savunan gériisler meveutsa da ¥, santral néronlarda az miktarda bulunduguna
dair goriisler de vardir 2.

Heminin HO-1 ile yikiminin sonucunda toksik etkisi ortadan kalksa da ortaya ¢ikan
bilirubin, CO ve serbest demir hiicre homeostazini etkileyen c¢esitli sonuglar dogurur.
Bunlarin kimileri faydali, kimileri de zararli etkilerdir. Yikim {riinlerinin etkileri gbzden
gecirilecek olursa;

Bilirubin’in etkin bir antioksidan oldugu ve lipid peroksidasyonunu kuvvetle inhibe
ettigi gosterilmistir V. Diger baska yaymlar da fazla miktardaki bilirubinin toksik etkilere yol
acabilecegini bildirmektedir. Bilirubin in vivo sartlarda ¢ok fazla olustugunda ciddi derecede
toksik olabilir. Bilirubin de suda ¢6ziinmez 6zelliktedir ve viicuttan difosfoglukuronat ile
konjuge edilerek atilir. . Ayrica ekzojen bilirubinin hemin aracili sitotoksiteyi azaltmadig
dikkate degerdir 7Y,

Karbon monoksit (CO)’in iskemide diiz kas relaksasyonu sagladigi, platelet

agregasyonunu inhibe ettigi ve inflamatuar kaskadi sinirlayarak anti-inflamatuar etki gosterir

(12,40,54)
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Serbest demir: Canli hiicrelerde, yasam ve 6liimiin temelinde paradoks olarak demir-

oksijen baglantisi yatmaktadir Y. Demir, ferrik (Fe +3) ve ferroz (Fe +2) formlar arasinda
degiserek, elektron alma ve verme kapasitesine sahiptir. Bu kapasitesi demiri sitokrom
enzimleri, oksijen baglayan proteinler (6rn; hemoglobin, myoglobin) ve bazi enzimlerin
yararli bir komponenti yapar. Demir-siilfiir kiimeleri ve demir-protoporfirin (6rn; hem) bu
enzimlerin kofaktdrleridir ', Ancak dokularda demir akiimiilasyonu (6zellikle labil demir
havuzu arttiginda), doku hasarina yol agar. Demir, serbest radikal olusumunun ve sonrasinda
lipid peroksidasyonunun etkin bir katalizoriidiir. Bu da demir bagimli hiicre hasarinin
patofizyolojisinin temel mekanizmasidir %,

Hemin yikim {irtinlerinden olan serbest demir, oksijen radikallerinin olusmasina
aracilik ederek doku hasarindan sorumlu olabilir. Heminden salinan serbest demir, hem-
oksijenaz enzim aktivitesiyle olusabilecegi gibi hidrojen peroksit varliginda spontan olarak
da ortaya c¢ikabilir. Serbest demirin toksisitesinin temeli, hidrojen peroksitin siiperoksit
varliginda Fenton reaksiyonu ile daha toksik olan hidroksil radikallerine doniismesidir !

Salinan herhangi bir demir, sitrat veya adenozin difosfat gibi hiicre yapilariyla hizla
selasyona ugrar. Ardindan bu “serbest demir” veya “labile demir” Haber-Weiss kimyasinda

yer alarak, hidroksil radikali (*OH ) olusumunu katalizler (13,15.20),

O, +Fe” +2H" — O, + Fe™
Fe” + H,0, — Fe"+"OH + OH"

‘OH, poliansature yag asitlerinden (LH) bir hidrojen atomu alarak lipid
peroksidasyonunu baslatma kapasitesine sahiptir '>'?:

‘OH+LH —»> H,0+L*

L' +LH —» LOO®
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LOO® + LH - LOOH + I
Bir kez lipid hidroperoksitleri (LOOH) ortamda biriktigi zaman, serbest demir direkt

olarak ek lipid peroksidasyonunu baslatabilir >

Fe” + LOOH — Fe” + LO® + OH~

Sonug olarak “serbest demir”, hiicre igerisinde asir1 miktarda bulundugunda veya
inflamatuar reaksiyonlarda ve reperfiizyon hasarinda oldugu gibi siiperoksitlerin fazla
tiretildigi durumlarda, oksidatif streste nemli bir rol oynar 13
Bu hiicre hasarimi 6nlemek i¢in de hiicreler intraseliiler demir konsantrasyonunu

metabolik ihtiyaclarina yetecek diizeyde; ancak toksisite sinirinin altinda tutmak igin sistemler

gelistirmislerdir @9 Hiicre i¢i serbest demir toksisitesinin en iyi koruyucusu ferritindir.

2.3.3 FERRITIN ve HUCRE ICi SERBEST DEMIR REGULASYON SiSTEMLERI
Okaryotik hiicrelerin ¢ogunda demir 450-500 kDa’luk bir sitozolik protein olan
ferritine bagli olarak bulunur. Ferritinin, hiicrelerin vital fonksiyonlarinin devamlilig1 i¢in
demir rezervi olarak gorev yapmasinin yaninda, demiri toplayarak, olabilecek zararli oksidatif
reaksiyonlar1 6nler. Bu protein, doku tipine ve demir kaynagina bagimli olarak 24 adet H ve
L alt tinitenin (agir ve hafif zincir) degisik kombinasyonlarinin bir araya gelmesinden olusur
ve ¢ok yiiksek demir depolama kapasitesine sahiptir. Ferritin heteropolimeri, ferrihidrit bir kor
yapisinda 4500 adet demir iyonunu barindirabilir (4500 mol Fe/mol ferritin) “***". Ferritin,
demiri katalitik olarak daha diisiik aktiviteye sahip bir forma doniistiirmesiyle hemine karsi
¢ok dnemli bir savunma saglar®®.
Ferritinin agir zinciri (H) ferroksidaz aktivitesi gostererek, aerobik sartlarda ferroz

demirin ( Fe*™) ferrik demire (Fe™ ) oksidasyonunu katalizler. Hafif zincir (L) ise kor agregati

olusturarak biyolojik sistemlerde intraseliiler demir depolanmasini saglar. Demir aracili
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ferritin sentezi, primer olarak post-transkripsiyonel/translasyonel modiilasyon ile regiile edilir
(“31),

Okaryotik hiicrelerin biiyiimesi ve metabolizmas: i¢in gerekli olan demirin ¢ogu
diferrik yapida olan transferrinden saglanir. Bununla birlikte hemin ve diger bir¢ok selat da
demir saglamakta ve bu yolla ferritini uyarmaktadir. “Iron responsive protein”ler olan IRP-1
ve IRP-2 ferritinin translasyonel regiilasyonu ve transferrin reseptorii sentezinde anahtar
roldedirler. IRP-1, ortamda demirin az oldugu durumda (aktif form) H veya L-ferritin mRNA
tizerindeki “iron-responsive element”e (IRE) sikica baglanarak translasyonunu 6nler. Aksine,
IRP-1 ortamda demirin fazla oldugu durumda (inaktif form), fonksiyonel sitozolik akonitaz
olarak belirlenmistir ve IRE’den ayrilarak translasyonun gerceklesmesine izin verir. IRP-2 de
benzer sekilde fonksiyon goriir ama IRP-1’den farkli olarak, demirin fazla oldugu durumdaki
formu ¢abucak proteolitik yikima ugrar. IRP’ler ayn1 mekanizma ile hiicre ylizey reseptorii
olan transferrin reseptorlerinin de regiilasyonunu saglarlar. Reseptor tranlasyonunu hiicre igi
serbest demir az iken artirirken, demir fazlaliginda azaltirlar ¢263".

Yakin zamanlarda hiicre i¢i demir regililasyonunda 6nemi olan, demirin biyolojik
membranlar boyunca transportundan sorumlu bir tasiyict bulunmustur. FPN-1 (ferroportin-1)
olarak adlandirilan bu tastyicinin, ince bagirsak villus hiicrelerinde ve polarize epitel
hiicrelerinin bazolateral membranlarinda, demirin bazolateral transferinde yer almak {izere
eksprese oldugu gosterilmistir. FPN-1, ek olarak karacigerde hem Kupffer hiicrelerinde hem
de hepatositlerde lokalizedir. Intraseliiler ortamlarda serbest demir arttiginda ¢abuk eksprese
olmakta ve demirin hiicre dis1 kompartmanlara tasinmasini saglamaktadir. Ancak FPN-1"in de
belli bir tagima kapasitesi oldugu ve heminin HO-1 enzimi ile yikilmasi sonucu artan serbest

demir diizeyinin bu kapasiteyi asabilecegi diisiiniilmektedir 7.
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Hiicrenin serbest demir ile bas edebilmek igin bir¢ok savunma mekanizmasi
kullanmasina karsin; serbest demir bu mekanizmalar1 alt edebilir ve hiicre yikimina neden
olabilir. Vurgulanmasi gereken 6nemli noktalardan birisi de bu koruyucu sistemlerin eksprese
olabilmesi i¢in belli bir siire gerektigi ve her dokunun bu koruyucu faktorleri eksprese

edebilme yeteneginin farkli oldugudur ®.

2.3.4 HEMIN, HEMOKSIJENAZ ve FERRITIN ETKILESIMI

Hemin kaynakli demirin HO ve ferritin tarafindan kontroliiniin birgok hiicre hasari
modelinde 6nemli bir savunma mekanizmast olusturdugu bulunmustur. HO hem demirini
salma yetisine sahipken, ferritin oksidatif hasara neden olan demiri baglayip depolar. Hemine
maruz kalan hiicrelerde HO ve ferritinin upregiile oldugu bir ¢ok ¢alismada gosterilmistir
(4.25.2627)

Bazi c¢aligmalar HO-1’in upregiilasyonunun serbest demir iiretimini arttirarak hiicre
hasarina neden olabilecegini gostermistir. Buna karsin diger bazi calismalarda da HO-1’in
oksidatif hasara karsi koruyucu rol oynadig1 ortaya konulmustur 2.

HO-1"in 6nemi, HO-1 eksikligi olan bir ¢ocugun kesfiyle aydinlanmigtir. Bu ¢ocukta
bobrekte mesengioproliferatif glomeriiler degisiklikler ile birlikte aortada yagli ¢izgiler ve
fibroz plaklar tespit edilmistir. Benzer sekilde transgenik olarak HO-1 eksikligi olusturulan
farelerde de endotel hasariyla birlikte hepatik ve renal tubuler sitotoksisite gdzlenmistir .

Balla ve ark. aortik endotel hiicrelerinin hemin uygulanmasindan 1 saat sonra

H,O, veya aktive nétrofil uyarisi ile 6ldiirtilmeye ¢ok daha duyarli oldugunu; ancak hemin

uygulanmasindan 14-16 saat sonra oksidatif strese mazruz kaldiklarinda, anlamli sekilde
direnc¢li olduklarini gostermistir. Hemine meme ve kolon tiimoérlerinde de benzer yanitlarin

goriilmesi bu etkinin genel uygulanabilirligini akla getirmektedir. Her durumda direncin
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gelisimi hem-oksijenaz (HO-1)’in ve ferritinin kuvvetle uyarilmasi ile saglanmaktadir.
Bununla birlikte ferritin, HO-1’den daha direkt olarak rol oynamaktadir. Yeni c¢alismalar
vaskiiler endotelin kronik olarak hemin kaynagi olan methemoglobine maruziyetinin, ferritin
indiiksiyonu ile sonuglandigini hem in vivo hem in vitro olarak gostermektedir ', Edotelde
gerceklesen HO-1 ve ferritinin upregiilasyonu, aterosklerotik lezyonlarin gelisiminin erken
fazlarinda da goriilebilmektedir. Bu da muhtemelen hemin veya demir kaynakli lipid
peroksidasyon iiriinlerine kars hiicresel cevabi yansitmaktadir .,

Khan ve ark.’nin yaptigi bir ¢alismada HO enzim sisteminin karacigerde demir
birikimi ve oksidatif stres tizerinde araci rol oynadig1 gosterilmistir. HO sisteminin fizyolojik
demir homeostazindan sorumlu oldugunu, selektif olarak HO aktivitesinin inhibe olmasinin
karacigerde azalmis demir diizeyi ile sonug¢landigini géstermislerdir. Buna ek olarak direk HO
indiikleyicisi olan heminin uygulanmasi ile HO aktivitesinin artmasi, hem hepatositlerde hem
de Kupffer hiicrelerinde intraseliiler demir artigina yol agmis ve karaciger dokusunda artmis
DNA hasart ile iliskili bulunmustur 7.

Hemin uyarisi ile artan hem-oksijenaz enzim aktivitesinin kiimilatif etkisinin faydasi

asikar degildir. Hemin yikimi hiicreyi demirin zar gecirgen formundan kurtarsa da, sonugta

ortaya ¢ikan serbest demir, ferritin tarafindan toplanmadiginda potansiyel bir tehlikedir .
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3. GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul onay1 alindiktan sonra Gazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma Laboratuvari’nda yapildi. Calismada
erigskin ve agirliklar1 280-350 gr arasinda degisen Wistar Albino ratlar kullanildi. Disi
ratlar gebelik olasiliklari nedeniyle, normal gebelik siiresi olan 21 giin kadar bekletildiler
ve gebe olmadigi anlagilan ratlar ¢calismaya dahil edildiler. Gebeligin olugsmasi amaciyla
3 disi rata karsilik 1 erkek rat olacak sekilde ayri kafeslere konuldular. 24 saat
bekletildikten sonra erkek ratlar kafeslerden ¢ikarildi. Ciftlestirme sonucunda vajinal tikag
goriilen disi ratlar gebeliginin 0. giiniinde kabul edildi. Calismaya gebeliklerinin 19.
giiniinde toplam 8 gebe disi rat dahil edildi. Ratlar ikigerli 4 gruba ayrildi. Deneyden 12
saat once a¢ ve susuz birakilarak 30 mg/kg intramuskiiler (im) ketamin-HCI anestezisi
altinda steril kosullarda ameliyat edildiler. Periton bosluguna steril sartlar altinda orta hat
vertikal bir kesi ile girildi.

Grup 1 (kontrol) (n=6): Ratlara herhangi bir islem yapilmadan yavrular ¢ikarildi.
Randomize olarak 6 adet yavrunun karacigerleri alindi.

Grup 2 (iskemi-reperfiizyon) (n=6) : Laparatomiyi takiben uterin arterler izole
edilerek, 30 dakika siireyle klempe edildiler. 1 saatlik reperfiizyon periyodundan sonra
randomize olarak 6 adet yavrunun karacigerleri alindi.

Grup 3 ve grup 4’de kullanilmak tizere hemin (Sigma-Aldrich, Almanya) 50 mg/ml
oraninda distile su ile sulandirilarak homojenize edildi.

Grup 3 (ilag) (n=6) : Laparatomiyi takiben intraperitoneal olarak hemin (50 mg/kg)
verildi. 1 saat siireyle beklenip, randomize olarak 6 adet yavrunun karacigerleri alindu.

Grup 4 ( ilag+iskemi-reperfiizyon) (n=6) : Laparatomiyi takiben, uterin arterler izole

edilerek, 30 dakika stireyle klempe edildiler. Sonrasinda intraperitoneal olarak hemin (50
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mg/kg) verilip, 1 saatlik reperflizyon uygulandi. Randomize olarak 6 adet yavrunun
karacigerleri alind1.
Alinan karaciger dokular, MDA diizeyi ve MPO aktivitelerinin tayinine kadar -80

C’de saklandi. Gebe ratlarin karinlar1 kapatilarak yasamalarina miisaade edildi.

Sekil 6. Rat uterusu ve fotiisler
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Sekil 7. Uterin arterlerin klempe edilmesi

3.1 Lipid Peroksidasyonu Tayini

Lipid peroksidasyonunun gostergesi olarak “Thiobarbituric acid reactive substances”
(TBARS) degerleri Uchiyama ve Mihara ©® metotlar1 kullanilarak 6lgiildii. Doku
ornekleri dounce homojenizeri kullanilarak 1:10 (w:v) potasyum fosfat tamponunda (50
mM, pH:7.4) homojenize edildi. 0.5 ml homojenat 3 ml %1 fosforik asit ile karistirilip, 1
ml %0.67 TBA eklendi. Tiipler kaynar suda 45 dakika kadar bekletildi. Tiipler

sogutulduktan sonra, TBARS n-butanole eklenerek absorbans 532 nm’de okundu. TBA-

MDA kompleksinin molar absorbtivitesi 1.56x10°M'cm™ olarak almarak, doku peroksit

diizeyleri (TBARS olarak) gram yas doku basina nanomol olarak hesaplandi.
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3.2 Myeloperoksidaz (MPO) Aktivitesinin Ol¢iimii

Doku myeloperoksidaz aktivitesi Suzuki ve arkadaslarinin ®* degistirilmis yontemine
gore tayin edildi 'Y, Yukarida belirtildigi gibi, doku 6rnekleri homojenize edildikten
sonra 5 dakika 5000 rpm’de santrifiij edildi ve ¢oken zarsal kisim MPO aktivitesi tayini
icin kullanildi. MPO enzimi de igeren zarsal fraksiyon %0.5 HETAB ve 5 mM EDTA
iceren 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH:6) icinde tekrar homojenize edildi. Ornekler
buzdolabinda 30 dakika bekletildikten sonra tekrar 5000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi
ve siipernatanda MPO aktivitesi 6l¢tildii. Aktivite 6l¢lim ortami, son hacmi 1 mililitre
olacak sekilde, %0.5 HETAB igeren 50 mM fosfat tamponu (pH:5.4), 1.6 mM sentetik
substrat tetrametil benzidin (TMB), 2 mM H,0, eklenmesi ile baglatildi ve 655 nm’de
dakikadaki absorbsiyon artisi spectrofotometrik olarak tayin edildi. Bu deney kosullarinda
dakikadaki 1 absorbsiyon degisimi saglayan enzim miktar1 1 enzim iinitesi olarak alindi

ve MPO aktivitesi gram yas doku bagina tinite olarak hesaplandi.

3.3 Istatistiksel Analiz
Verilerin analizi SPSS 11.5 paket programinda yapildi. Tanimlayici istatistikler
ortalama ve standart sapma seklinde gosterildi. Gruplar arasinda MDA ve MPO 6l¢limleri
yoniinden istatistiksel olarak anlamli farkin olup olmadig: sirasiyla Tek Yonlii Varyans
Analizi (ANOVA) ve Kruskal Wallis Varyans Analizi’yle degerlendirildi. Anlamli farkin
goriildiigli yerlerde MDA i¢in Tukey ¢oklu karsilagtirma, MPO i¢in Kruskal Wallis ¢oklu
karsilastirma testleri yapilarak farka neden olan grup veya gruplar tespit edildi. p<0,05

icin sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Tablo I. Gruplar Arasinda MDA Diizeylerinin Dagilimini1 Gosteren Tablo

Ortalama Std. Sapma

81,2 1,91

2,03

2,07

4,30

Gruplar arasinda MDA olglimleri yoniinden istatistiksel olarak anlamli bir fark
gortilmustiir (p<0,001). Buna gore kontrol grubunun MDA &lgtimleri diger ii¢ gruba nazaran
daha diisiik olup p degerleri 0,001°den kii¢lik bulunmustur. Hemin grubunun MDA diizeyi ise
Hemin + I/R grubuna goére daha diisiik bulunmustur (p<0,001). Ayni grubun I/R grubuyla
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (p=0,638). I/R grubunun MDA
diizeylerinin Hemin + I/R gore dusiik bulunmasi da istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,001).
Ozetle MDA yoniinden kontrol grubunun &lgiimleri diger gruplara gore daha diisiik, Hemin +

I/R grubunun 6l¢timleri ise diger gruplara gore daha yliksek bulunmustur.

)
S

S

H OO 0
S S o

MDA (nmol/gr yas doku)
N
e

(=]

Kontrol Hemin I/IR Hemin + I/IR
Gruplar

Sekil 8. Gruplar Arasinda MDA Diizeylerini Gosteren Grafik
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Tablo II. Gruplar Arasinda MPO Diizeylerinin Dagilimini Gosteren Tablo

Ortalama Std. Sapma

16,7 0,93

71,6 6,26

1,19

14,96

Gruplar arasinda MPO o6l¢limleri yoniinden istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmiistiir
(p<0,001). Buna gore kontrol grubunun MPO 6lgtimleri diger {i¢ gruba nazaran daha dusiik
olup, p degerleri 0,001°den kii¢lik bulunmustur. Hemin grubunun MDA diizeyi ise Hemin +
I/R grubuna gore daha diisiik bulunurken (p<0,001), I/R grubuna gore daha yiiksek oldugu
gortilmustiir (p<0,001). I/R grubunun MPO diizeylerinin Hemin + I/R gore diisiik bulunmasi
da istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,001). Ozetle MPO &l¢iimleri yoniinden tiim gruplarin
birbirleriyle aralarinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar s6z konusudur ve su sekilde bir

ifade yazilabilir. MPO 6l¢timleri yoniinden; Kontrol < I/R < Hemin < Hemin + I/R

= - =

® =] n B

=] [=] =] 1<)
L

MPO (unite/gr yas doku)
N o
o o

N
=]

=]

Kontrol Hemin + IR

Gruplar

Sekil 9. Gruplar Arasinda MPO Diizeylerini Gosteren Grafik
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5. TARTISMA

Gebelik sirasinda uterin kan akimini azaltan durumlar immatiir fetal dokularin iskemik
hasarina neden olurlar. Prenatal donemde iskemiye maruz kalan yenidoganlarin bir kismi
cesitli nedenlerle cocuk cerrahisi kliniklerinde takip edilmektedir. Bu hastalarin takipleri
sirasinda cerrahi stresin de eklenmesiyle renal yetmezlik ve karaciger disfonksiyonuna daha
yatkin olduklarint biliyoruz. Fotal iskemiye maruz kalan yenidoganlar i¢in gerek prenatal
gerekse postnatal donemde, doku hasarinin Onlenmesine yonelik ¢esitli ajanlar
arastirilmaktadir.

Bu calismada fotal iskemi-reperflizyon modeli kullanarak gelismekte olan fotal
karaciger dokusundaki hasar mekanizmasini arastirmay1 amagladik. Fotal karaciger dokusunu,
yogun metabolik aktivitesi ve organizmanin homeostazindaki Onemli nedeniyle segtik.
Iskemi-reperfiizyon hasarinda arastirma konusu olan bir ¢ok ajan mevcut olup, bunlardan biri
de hemindir. Simdiye kadar yapilan ¢alismalarda heminin iskemi-reperfiizyon hasarinda
antioksidan ve prooksidan etki gosterdigine dair bir¢ok karsit yaymn bildirilmistir. Ancak
heminin f6tal dokularda olusturulan iskemi-reperfiizyon hasarina etkisine iligkin bir ¢alisma
simdiye kadar yapilmamistir. Bu nedenle heminin fétal dokulardaki etkisini aragtirmayi
uygun gordiik.

Heminin hem antioksidan hem de prooksidan aktivitelerinin oldugu bir ¢ok in vitro ve
in vivo calismada gosterilmistir. Bu birbiri ile tamamen zit sonuglar, heminin HO ile
yikiminin hiicre i¢in bir yandan yararli oldugu, 6te yandan da potansiyel riskler olusturdugu
gerceginden kaynaklanmaktadir. Heminin antioksidan 6zelligi oldugunu savunan hipoteze
gore; lipofilik hemin biliverdine daha sonra da bilirtibine indirilir ki; her iki pigment de
antioksidandir. Ayrica hemin yikimi ile agiga ¢ikan karbon monoksitin antienflamatuar ve

vazodilatator etki gostererek doku hasarini azalttigi da savunulmaktadir 49 Kargit



36

gorlisi savunan c¢alismalar ise, heminin yikimiyla aciga ¢ikan serbest demirin prooksidan
aktivitesinden dolay1 zararli etkileri oldugunu gostermektedir G47-19-2022:25:2743)

Calismamizda doku hasarini tespit etmek i¢in lipid peroksidasyon iirtinii olan MDA ve
nétrofillerin aktivasyonunu gdsteren MPO aktivitelerini l¢tiik “'”. Sonucta heminin hem tek
basina hem de iskemi-reperfiizyonla birlikte kullanildiginda MDA ve MPO diizeylerini
arttirdigin1 bulduk. Bu sonuglarin 15181 altinda heminin fotal iskemi-reperfiizyon modelinde
prooksidan 6zelligi oldugu kanaatine vardik.

Heminin f6tal karaciger dokusu ilizerinde prooksidan etki gostermesinin nedenleri;
HO-1 enzimi ve ferritin ekspresyonu i¢in yeterli siire beklenilmemis olmasi, HO-1"in agir1
uyarilmasi ile fazla miktarda serbest demir ac¢iga ¢ikmasi, fotal karaciger dokusunda HO-1
enzim matiirasyonunun yeterli olmayip direkt hemin toksisitesine maruz kalmasi, verilen
hemin dozunun fazla olup, HO sisteminin yiiksek dozla basa ¢ikamamasi olarak
duistiniilebilir.

Heminin antioksidan oldugunu savunan goriise gére, hemin HO sistemi tarafindan
yikilmakta, a¢iga ¢ikan yikim {irlinlerinden bilirubin ve CO antioksidan etki gosterirken,
serbest demir hiicre i¢i ferritin depolarina tasinarak oksidan etkisi ortadan kalkmaktadir
(124059 " Ancak bu etki dokularmn HO ve ferritin kapasitelerine bagh olarak degisiklik
gostermektedir. Heminin hiicrelerde HO-1 ve ferritin transkripsiyonunu ve translasyonunu
artirdigi gosterilmistir. Ancak trankripsiyon ve translasyon sonucu hiicre igerisinde HO-1 ve
ferritin diizeylerinin artmasi belli bir siireyi gerektirmektedir. Balla ve ark. hemin uygulanan

endotel hiicrelerinin, hemin uygulandiktan 1 saat sonra H,O, veya aktive notrofil uyarisi ile

oldiirilmeye cok daha duyarli oldugunu; ancak hemin uygulanmasindan 14-16 saat sonra

oksidatif strese karsi anlamli sekilde direngli olduklarini gostermistir. Direng mekanizmasinin

HO-1 ve ferritinin hiicre i¢i miktarlar1 arttiktan sonra gelistigini 6ne siirmiislerdir (4.25.26.31)
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Bizim ¢alismamizda, doku oOrnekleri hemin uygulanmasindan 1 saat sonra ve iskemi-
reperfiizyon modelinde de 1 saatlik reperfiizyon sonrast alinmistir. HO-1 ve ferritin
ekspresyonuna izin verilecek kadar beklenmis olsaydi, belki de daha farkli sonuglar
alinabilirdi. Bunu da ¢alismamizin ikinci boliimii olarak planladik.

Fotal karaciger dokusunda HO-1 enzim matiirasyonunun yetersiz olabilecegi
goriistimiiz de heminin direkt toksik etki gostererek yikim yapmis olabilecegi fikrini
desteklemekle birlikte, doku HO-1 enzim diizeyinin Ol¢iildiigii ileri aragtirmalar
gerektirmektedir.

Karaciger, demiri pasif olarak absorbe edebilmesi 6zelligiyle benzersizdir. Bu da
demir toksisitesinde hedef organ olusunun nedenlerinden birisidir ®®. HO-1 enzim sistemi,
asir1 uyarilldiginda aciga ¢ikan serbest demir toksisitesinden sorumlu olabilmektedir.
Hepatositlerde LIP (labile iron pool=degisken demir havuzu)’daki serbest demirin prooksidan
kimyasallar ile ve posthipoksik reoksijenasyon ile provoke olan hiicre hasarinda, reaktif
oksijen tiirevlerinin katalizlenmesinde Onemli bir rol oynadigi gosterilmistir. Boylece
LIP’daki serbest demir konsantrasyonundaki degisiklikler hepatoseliiler hasarin genisligini
etkilemektedir ¥, Ek olarak siiperoksit radikalinin oksidatif stres altinda ferritinden serbest

demir salmmasma neden oldugu gosterilmigtir

. Fotal karaciger dokusunda hemin
yikimiyla agiga ¢ikan serbest demir doku hasarindan sorumlu tutulabilir.

Hiicre i¢i serbest demirin toplanmasinda ferritinin biiylik 6nemi vardir. Fakat ferritinin
demir toplama kapasitesinin ve ekspresyonunun dokudan dokuya farklilik gdsterdigi
bilinmektedir *“**2%*", Hiicre i¢i demir regiilasyonunda iki énemli sitozolik protein olan IRP-
1 ve IRP-2 ile hiicrelerden demir ihracina neden olan FPN-1 (ferroportin-1) halen

arastirilmakta olan yapilardir. ileriki ¢alismalarimizda, hiicre i¢i serbest demir regiilasyonuna

katkida bulunan bu yapilarin f6tal dokular tizerindeki etkisini arastirmay1 planlamaktayiz.
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Hemin ile ilgili olarak daha 6nceden fotal dokulari igeren bir ¢calisma yapilmadigi igin
verdigimiz doz miktar1 hakkinda yorum yapamamaktayiz. Ancak daha Once yapilan
caligsmalarda ratlarda hemin dozunun 50 mg/kg olarak intraperitoneal veya subkutanz olarak
verilebilecegi bildirilmektedir (74D Biz de onceki calismalart referans alarak anne ratlara 50
mg/kg dozunda intraperitoneal yolla hemin uyguladik. ileriki calismalarda farkli dozlar
uygulanarak, doku hasarindaki degisiklikler degerlendirilebilir.

Bu ¢alismada ortaya ¢ikan sonuglar bir ¢ok yonden tartisma konusu olsa da, heminin
hem tek basina, hem de iskemi-reperfiizyon hasari ile birlikte f6tal karaciger dokusunda kisa
stirede ciddi doku hasar1 yaptig1 goriilmektedir. Ancak bu konuda daha detayli arastirmalarin
yapilmasi gerekliligi asikardir. Dokuda HO-1 ve ferritin gen ekspresyonu, HO-1 ve ferritin
diizeylerinin tayini, serbest demir diizeyinin gosterilmesi, olusan hasarin histopatolojik olarak
gosterilmesi gibi ileri donem ¢alismalar1 planlanmaktadir.

Hemin kullanarak yaptigimiz bu calisma farkli bir konuya da 1sik tutmaktadir.
Septisemi ve DIC tablosunda olan hastalarda stirekli olarak eritrosit yikimi, serbest
hemoglobin ve sonucunda da serbest hemin agiga ¢ikmaktadir. Ayrica bu hastalarin sik kan
transfiizyonu almalar1 da hemin ve serbest demir toksisitesi acisinda ek yiik getirmektedir. Bu
hastalarda DFO (desferroksamin) gibi selatorlerin kullanilmasi da ileri arastirma konusu

olabilir.
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6. SONUCLAR

Fotal iskemi-reperflizyon modelinde fotal karaciger dokusunda MDA 6lglimleri
degerlendirilip; kontrol grubuyla karsilastirildiginda I/R, hemin ve hemin+I/R grubunda
artmis MDA diizeyleri gozlenerek istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.001). I/R
grubunda MDA diizeyi Hemin grubundan yiiksek bulunsa da aralarinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunamadi (p=0,638). Hemin+I/R grubu, I/R ve hemin gruplariyla ayr1 ayri
kiyaslandiginda da MDA diizeyi istatistiksel olarak anlamli farkla yiiksek bulunmustur
(p<0.001).

Bu bulgulara gore, iskemi-reperfiizyon f6tal karaciger dokusunda hasara yol
agmaktadir. Hemin bagimsiz olarak doku hasari olusturmaktadir. iskemi-reperfiizyon ile
birlikte hemin uygulanmasi, doku hasarinda en yiiksek diizeyde artisa yol agmaktadir.

MPO olgtimleri degerlendirildiginde ; I/R, Hemin ve Hemin+I/R gruplar1 kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek degerler sergiledi (p<0.001). Tiim gruplar
MPO olgtimleri agisindan kendi aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gosterdi ve bu
durum Kontrol<I/R<Hemin<Hemin+I/R seklinde ifade edildi.

MPO olgtimleri agisindan iskemi-reperfiizyon fotal karaciger dokusunda hasara yol
acmaktadir. Hemin bagimsiz olarak iskemi-reperflizyondan daha fazla doku hasarina neden
olmaktadir ve aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.001). Iskemi-reperfiizyon

ile birlikte hemin uygulanmasi en fazla doku hasarina neden olmaktadir.
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7. OZET

Uterin ve umbilikal arterde kan akiminin akut olarak azalmasi fetusta hipoksi ve
iskemik organ lezyonlarina, dolayisiyla da yenidoganda ciddi morbidite ve mortaliteye neden
olmaktadir. Bu nedenle doku hasarinin antioksidanlar ile 6nlenmesi fotal hayatta biiyiik 6nem
arz etmektedir.

Fotal iskemi-reperflizyon hasarina heminin karacigerdeki etkisini arsatirmak tizere bir
fotal-iskemi reperfiizyon modeli olusturduk. Bu amagla 8 adet 19 giinliikk gebeligi olan
Wistar-albino rat1 ikiserli gruplara ayirarak; Kontrol, I/R, Hemin ve Hemin+I/R gruplar
olusturduktan sonra fotal karaciger dokusunda MDA ve MPO o6lgiimleri yaparak doku
hasarini inceledik.

Heminin antioksidan ve prooksidan o6zellikleri oldugunu savunan karsit goriisler
bulunmaktadir. Calismamizdan elde ettigimiz verilerin sonuglarina gére hemin tek basina
doku hasarima neden olmustur. Ayrica heminin, iskemi-reperfiizyon ile birlikte
kullanildiginda, olusan doku hasarin1 daha fazla arttirdigin1 da gézlemledik. Fotal iskemi-
reperfiizyon hasarinda heminin kisa donem sonuglar1 g6z 6niine alindiginda, kullanilmasinin
uygun olmadigi goriisiindeyiz. Bunula birlikte uzun dénem etkilerinin daha ileri aragtirmalara

konu edilip, degerlendirilmesinin gerektigini diislinmekteyiz.
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8. SUMMARY

Acute cessation of blood flow of uterine and umbilical arteries causes severe fetal
mortality and morbidity by causing fetal hypoxemia and ischemic injuries in fetal tissues.
Therefore, preventing tissue injuries originating from fetal ischemia reperfusion injury by
antioxidant agents is crucial.

We utilized a fetal ischemia reperfusion model in order to study the effect of hemin on
fetal liver. Eight wistar albino female rats in the nineteenth day of their pregnancy were used
in the experiment. The rats were randomly allocated in four groups as: Control, Hemin, I/R
and Hemin+I/R. Tissue MDA and MPO levels were measured in the fetal liver tissues in
order to evaluate tissue injury.

There are many publications to investigate hemin’s antioxidant and prooxidant effects
in the literature. We found that hemin caused tissue injury by itself. In addition, hemin
administered in order to prevent liver injury in fetal tissues during fetal ischemia reperfusion
even more deteriorated the tissues. These results revealed that hemin was not a suitable
scavenger for fetal liver ischemia reperfusion injury when its favorable effects were expected
in short time. However, we believe that evaluation of its long time effects should be

considered.
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