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OZET

Bu calismada, intakt ve adrenalektomize ratlann, intakt ve karrageninle
olugturulmus inflamasyonlu penge dokularinda oksidatif stres, antioksidan cevap ve
inflamasyon parametreleri ¢alisildi. Ayrica adrenalektomize ratlarda prednisolon ve
adrenalin suplementasyonunun bu parametreler iizerine etkileri de arastirilds.

Deney hayvanlari olarak agirliklan ortalama 195 + 15 gr olan 37 adet Albino
Wistar cinsi erkek sigan kullamildi. Hayvanlar alti farkli gruba aynldi; grup I (n=6):
yalmzca adrenalektomili ratlar, grup II (n=7): adrenalektomize + karragenin verilen
ratlar, grup III (n=7): adrenalektomize + prednisolon-karragenin verilen ratlar, grup IV
(n=7): adrenalektomize + adrenalin-karragenin verilen ratlar, grup V (n=5): yalmzca
karragenin verilen ratlar ve grup VI (n=>5): intakt ratlar (kontrol grup). Karragenin bir
inflamatuar ajan olarak hayvanlarin pencelerine enjekte edildi. Bundan 4 saat sonra
inflamasyon gelisti. Deneysel islemlerin sonunda hayvanlarin penge dokular: alindi,
uygun tamponlara kondu ve daha sonra homojenize edildi. Bunlardan siipernatantlar
elde edildi, biyokimyasal analiz giiniine kadar -80°C’de saklandi.

Malondialdehit ve nitrik oksit diizeyleri, miyeloperoksidaz, siiperoksit dismutaz,
glutatyon peroksidaz ve glutatyon S-transferaz aktiviteleri ratlarin penge dokularindan
clde edilen siipernatantlarda él¢iildii.

En yliksek ortalama malondialdehit ve nitrik oksit degerleri ve en diigiik
siperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz degerleri grup II’de elde edildi.
Prednisolon ve adrenalin, adrenalektomize + karragenin verilen hayvanlarda
malondialdehit, nitrik oksit ve miyeloperoksidaz degerlerini belirgin olarak baskiladi,

stiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon S-transferaz degerlerini artirdi.



Diger yandan grup IIT ve IV arasinda bu calisilan oksidan ve antioksidan parametreler
acisindan belirgin bir fark yoktu.

Bu sonuclar géstermistir ki adrenalektomi, oksidan parametrelerde artiga,
antioksidan parametrelerde azalmalara (6zellikle grup II'de oldugu gibi) yol agmustir.
Adrenal gland hormonlarmin (prednisolon ve adrenalinin) grup III ve IV’e verilmesiyle
oksidan parametrelerde artisi ve antioksidan parametrelerde azals baskiladig
gorilmistiir.

Bu bulgutar, hem adrenalektomili hem de adrenalektomi + inflamasyonlu
sicanlarda adrenal gland hormonlarimn antioksidan ve oksidan sistemlerde belirgin

rollere sahip olabilecegini diistindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Adrenalektomi, penge gdemi, karragenin, oksidan ve antioksidan

parametreler.
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SUMMARY
THE COMPARISON OF OXIDANT AND ANTIOXIDANT PARAMETERS IN
INFLAMMED PAW TISSUE FORMED BY CARRAGEENAN INJECTION IN
INTACT AND ADRENALECTOMIZED RATS

In this study, oxidative stress, antioxidant response and inflammation
parameters were investigated in intact and carrageenan-inflammed paw tissues in intact
and adrenalectomized rats. Additionally, the effects of prednisolone and adrenaline
supplementation on these parameters in adrenalectomized rats were also investigated.

As experimential animals, 37 Albino Wistar male rats with a mean weight of
195 = 15 gr were used. The animals were divided into six groups as follows: group I:
(n=6) only adrenalectomized rats, group II (n=7): adrenalectomized + carrageenan-
given rats, group III (n=7): adrenalectomized + prednisolone and carrageenan-given
rats, group IV (n=7): adrenalectomized + adrenaline and carrageenan-given rats, group
V (n=5): only carrageenan-given rats and group VI (n=5): intact rats (control group).
Carrageenan was used as the inflammatory agent and was injected to the paws of the
animals. Inflammation was developed in four hours after carrageenan injection. At the
end of experimentals procedures, the paw tissues of the animals were obtained and
placed in suitable buffers and homogenised. The supernatants obtained were kept (at -
80°C) for biochemical analyses.

Malondialdehyde and nitric oxide levels, myeloperoxidase, superoxide
dismutase, glutathione peroxidase and glutathione S-transferase activities were
measured in the supernatants obtained from paw tissues of the rats.

The highest mean malondialdehyde and nitric oxide values and the mean lowest

superoxide dismutase and glutathione peroxidase values were determined in group IL. Tt
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was also observed that the administration of prednisolone (group III) and adrenaline
(group 1V) in adrenalectomized + carrageenan-given animals significantly suppressed
malondialdehyde, nitric oxide and myeloperoxidase values and increased superoxide
dismutase, glutathione peroxidase and glutathione S-transferase values. On the other
hand, there was not any significant difference between group III and IV in terms of the
oxidant and antioxidant parameters studied.

These results reveal that adrenalectomy resulted in increases in oxidant
parameters and decreases in antioxidant parameters, particularly in an inflammatory
condition like in group II. Administration adrenal gland hormones (prednisolone and
adrenaline) significantly suppressed the increases in oxidant parameters and decreases
in antioxidant parameters in adrenalectomized + carrageenan-given rats.

These findings indicate that adrenal gland hormones might have significant roles
in oxidant and anttoxidant systems both in adrenalectomized and adrenalectomized -+

carrageenan-given rats.

Key Words: Adrenalectomy, paw edema, carrageenan, oxidant and antioxidant

parameters.
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KISALTMALAR
NO: Nitrik Oksit
MPO: Miyeloperoksidaz
SOD: Stperoksit Dismutaz
CAT: Katalaz
GPx: Glutatyon Peroksidaz
MDA: Malondialdehit
LOX: Lipoksijenaz
AA: Arasidonik Asit
COX: Siklooksijenaz
TX: Tromboksan
PG, Prostasiklin
PG: Prostaglandin
LT: Lokotrien
TNF: Tiimér Nekroz Faktor
IL: Interlokin
ACTH: Adrenokortikotrop Hormon
CRH: Kortikotropin Saliverici Hormon
DHEA: Dehidroepiandrosteron
GSH: Indirgenmis Glutatyon
GSSG: Okside Glutatyon

ROS: Reaktif Oksijen Tiirleri



1-GIRIS VE AMAC

Herhangi bir atom veya molekiilin dig orbitallerinde bir veya daha fazla
paylagilmamis elektronun bulunmasi, séz konusu kimyasal tlirlin reaktivitesini arttirir.
D1s orbitallerinde paylasiimanug elekiron iceren bu tiirler radikal veya serbest radikal
olarak isimlendirilir'. Radikalin diger maddelerden bir elektron kazanma egilimi onu
oldukga reaktif yapar. Bununla beraber tiim reaktif oksijen tiirleri serbest radikal
degildirler®.

Reaktif oksijen tlirleri, serbest oksijen radikalleri veya hiicrelerde serbest
radikallere kolayca gevrilen oksijen igeren bilesiklerdir (HyO; gibi). Reaktif oksijen
tlirleri hiicrenin lipidleri, proteinleri ve DNA’simi ileri derecede tahrip ederler. Oksijen
radikalleri yikici harabiyet yapmalari yoniinden serbest radikal nitrik oksit (NO) ve
diger reaktif oksijen tirleri ile (6rnek olarak hipoklordz asit) baglantiidir. Ozellikle
enfeksiy6z ajanlar ve difer uyarilara yamit olarak inflamasyonda, bagisiklik sisteminin
fagositoz yapan hiicreleri solunum patlamasi adi verilen hizli bir O, tiiketimi gsterir,
Bu olay siiperoksit (O,7), hidrojen peroksit (H,0,), hidroksil radikali (OH"), hipoklérdz
asit (HOCI) ve reaktif azot-oksijen tiirlerinin ana kaynagi olarak kabul edilir. HO; den
HOC] olugmas1 sadece bagisiklik sisteminin fagositer hiicrelerinde bulunan
miyeloperoksidaz (MPO) enzimi ile katalizlenir’. Inflamasyonlu dokuda
polimorfoniikleer lokositler serbest oksijen radikalleri olan siiperoksit anyonu ve
hidroksil radikali’ni kontrolsiiz sekilde agm miktarda tiretirler™”.

Hiicreler reaktif oksijen tiirleri ve diger radikallerin yaptifi hasara karsi
kendilerini, onanm olaylar1, savunma enzimleri ve serbest radikal siipiiriiciiler denilen
i¢sel ve dissal antioksidanlar ile korur’, Enzimatik savunma sliperoksit dismutaz (SOD),

katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi enzimler ile yap111r6. S0D,



stiperoksit serbest radikallerini uzaklagtinir. GPx, H>O, ve lipid peroksitleri ortadan
kaldir

Oksidatif hasar, lipid peroksidasyon seviyelerinin dlctimii ile gdsterilir’. Serbest
oksijen radikalleri aracihifiyla olugan lipid peroksidasyonu, hiicre membran hasarimn
onemli bir nedenidir ve membran gegirgenligini etkileyerek hiicre iginde asm Ca*?
birikmesine yol ag:ars’g. Hiicre membran disfonksiyonu da hiicre sismesi ve hiicre 6limii
ile sonuglanir. Malondialdehit (MDA) lipid peroksidasyonunda bir son {iriindiir ve
oksidatif hasarin diizeyini géstermede kullanilmaktadir'®'?.

Viicuttaki antioksidan savunma sistemleri homeostazisin saglanip korunmasinda
onem tasimaktadir. Benzer sekilde endokrin sistem de ayni gorevi tistlenir. Bu sistemin
bir pargas: olan adrenal bez hem korteks hem medulla hormonlar sayesinde bu gérevin
onemli bir par¢asim olusturur. Adrenal bez salgilan igsel ve digsal uyarilarla kontrol
edildikleri gibi kendileri de homeostazisin saglanmas: i¢in ortaya ¢ikan baska
fonksiyonlar1 etkilerler. Yapilan cahgmalarla, fiziksel ve emosyonel travma, agir
enfeksiyonlar, sepsis ve cerrahi girisimler gibi stres kaynagi bir ¢ok durum iizerinde
adrenal korteks salgilarimn roliiniin biyiikliigii gosterilmistir’®'°.

Bazi ¢alismalarda inflamasyonlu dokularda glukokortikoid diizeyinin yiikseldigi
(inflamasyonu baskilamak lizere) ve inflamasyonda artmus olan NO liiretiminin de

glukokortikoidler ~ tarafindan  inhibe  edildigi  gdsterilmistir'®!.

Ayrica
glukokortikoidlerin, kortikosteroid reseptérleri bulunduran periferal dokularda
antioksidan enzimler igin diizenleyici bir faktér oldugu da vapilmig c¢aligmalarla

gdsterilmistir's"g

. Caligmamizda kullanacagimiz bir lokal inflamatuar ajan olan
karrageninin, NO’in periferal salimiminm arttirdigi bir calismayla gﬁsterilmi§tir20.

Adrenalektomili sicanlarda karrageninin olusturdugu siddetli inflamasyon hiicre
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membran hasarina yol agmis olabilir. Clinkil adrenalektomili hayvanlarda karragenin
inflamasyonu intakt hayvanlara gére daha siddetlidir®'.

Adrenalektomili siganlar iizerinde vyapilan bir calismada, subkutan
glukokortikoid enjeksiyonunun beyin dokusunda antioksidan defans sistemini
zayiflattigi, karaciger dokusunda ise SOD aktvitesini arttimrken GPx aktivitelerini
azalttig1 gbsterilmistir®. Yine bir baska calismada da adrenomedullektomili siganlarin
peritoneal makrofaj hiicrelerinde, SOD ve GPx aktiviteleri ve H;O, iiretiminin kontrol
grubuna gore anlamh sekilde diistiigii, bu diisiigiin deksametazon verilen grupta daha az
oldugu ifade edilmis ve bu hiicrelerde glukokortikoidler ve adrenalinin, antioksidan
enzim aktivitelerini fizyolojik olarak kontrol edebilecegi ifade edilmistir®,

Tim bu bilgiler 1sifinda ¢alismamizda, adrenalektomi yapilan ve lokal
inflamasyon olugturulan sigan pengesi dokusunda; inflamasyona etkisi olan, oksidan ve
antioksidan parametrelerin karsilastirilmasini; adrenalektominin ve lokal inflamasyonun
oksidan ve antioksidan parametreler fizerindeki etkilerini; ayrica haricen verilen
glukokortikoid (prednisolon) ile adrenalinin bu parametreler iizerine etkilerini

incelemeyi amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Inflamasyon ve Fizyopatolojisi

Inflamasyon canh dokularin her cesit zedelenmeye karst gosterdigi  bir
reaksiyondur®. Ilk kez M.S. 1. y.y. da yasamis olan Celsus tarafindan kizariklik (color),
151 artigi (rubor), agr (dolor), ve sisme (tumor) ile karakterize, canlimin blitiinltgiini
saglamaya y&nelik bir olay olarak tanimlanmugtir®*.

inﬂamasyon terimi zedelenme alaninda vaskiiler, nérolojik, hiiméral ve hiicresel
yanitlar igerir4. Inflamasyon,

a- Lokal damarlarda vazodilatasyon ve buna bagli lokal kan akimi artmast,

b- Kapiller permeabilitenin artmas: ile interstisyel alana bilyiik miktarda sivi
s1zintisi,

¢- Bu alanlara kapillerlerden ¢ok miktarda fibrinojen ve &teki proteinlerin
sizmasiyla ¢ok kez sivimin pihtilasmasi ve

d- Hiicrelerin sismesiyle karakterizedir™. Bu reakstyonlara neden olan pek ¢ok
doku {irtinfinden bazilart sunlardir: Histamin, bradikinin, serotonin, prostaglandinler,
kompleman sisteminin birgok {iriinii ve lenfokinler. Vaskiiler kan akist ve gapta
degisiklikler doku hasarindan hemen sonra baslar. Hasarin ardindan nérojenik kaynakl:
kisa stireli bir vazokonstriiksiyon ve devaminda vazodilatasyon meydana gelir4’24'26.

Inflamasyonun genigligi, genellikle doku hasarmin derecesiyle orantilidir®.
Inflamasyonla ilgili birden fazla siiflama olsa da kabul géren inflamatuar cevabin
siiresi goz Oniine alinarak yapilan siiflandirmadir. Buna gore inflamasyon akut ve
kronik olmak iizere ikiye ayrilir?”%.

Asagida akut inflamasyona deneyde olusturulan model olmasi nedeniyle ayrintili

olarak deginilecektir.



Kronik inflamasyon ya akut inflamasyonu izler ya da baslangicindan beri
kroniktir. Kronik inflamasyonda haftalar ve aylarca siiren zedeleyici uyar1 sonucunda
mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve fibroblast proliferasyonuna yol acan bir proses
vardr®, Kronik inflamasyonda persistan agri, sisme ve hiicresel proliferasyon
hakimdir®"?.

2.1.1. Akut Inflamasyon

Akut inflamasyon zedeleyici etkene karsi birdenbire ve erken yamt igerir. Birkag
dakika ile birka¢ giin i¢inde sonuglanan géreceli bir sire meveuttur™®. Inflamatuar
cevabl baslatan uyaranlar ¢ok cesitlidir. Bunlar; mekanik travma, sicak-soguk-radyan
enerji gibi fiziksel etmenler, elektriksel uyaranlar, kimyasal maddeler, enfeksiytz
ajanlar ve toksik triinler, immiin cevap ve iskemidir™?72%3!.

Akut inflamasyonun ii¢ énemli bilegent;

a- Kan akis hiz1 artimina yol agan vaskiiler ¢cap degisiklikleri,

b- Mikro dolasimda plazma proteinleri ve ISkositlerin dolasimdan ¢ikmasina
olanak taniyan yapisal degisiklikler ve

c- Lokositlerin zedelenme alaninda birikimidir®, inflamatuar cevapta en erken
olusan vazokonstriiksiyon ve takiben arterioler kapiller yatak ve veniillerde olugsan
vazodilatasyon bolgesel kan akimim artirarak intravaskiiler hidrostatik basing
yiikselmesine neden olur ****. Bu sirada kapillerlerden doku aralima bir sizinti
baglar. Ekstravaskiiler alanda ilk baslarda protein igerigi diisiik ancak daha sonra artan
ve 16kosit de iceren “eksuda™ ad1 verilen bir sivi birikit*?*, Zedelenme ciddiyetine bagh
olarak akut inflamasyon alaminda ¢dem ve eksudasyon olugma zaman ve hizi degisir.

Bu dénemde inflamatuar eksudamn doku araligina birikmesi, irritan ve toksik

maddelerin diliie edilmesine, 16kositlerin, antikorlarin ve kompleman faktdrlerinin



inflamasyon alanina taginmasina neden olur ve bdylece inflamasyonlu bélgede hasar
verici ajan izole edilerek nétralizasyonu saglanir*" 5%,

Zedelenme alaminda nétrofil ve monositler inflamatuar reaksiyonun en énemli
yoniinii olustururlar. Lokosit kiimelenmesi ve inflamasyon alanindaki etkilerini su
bagliklarda toplayabiliriz:

a- Marginasyon ve damar ylizeyine yayilma ki burada 18kositler damar iginde
perifere dogru yer degistirerek vaskiiler endotelle kars: karsiya gelirler,

b- Adhezyon denilen asamada endotele “selektin” adi verilen Ca®™ baglayici
transmembran proteinleri (integrinler) vasitasiyla siki bir sekilde yapisirlar?,

¢- Emigrasyon asamasinda l6kositler endotel disina gd¢ ederler,

d- Kemotaksis ve fagositoz asamasinda ise ekstravaskiiler bosluga ¢ikan
16kositler hasarli bolgede mikroorganizmalari 6ldiiriip, nekrotik dokulari ve yabanci
antijenleri pargalayip, kimyasal mediatérleri ve oksijen radikallerini serbestlestirerek
doku hasarina yol agarlar4’27’28’33'36.

2.1.2. inflamasyonun Kimyasal Mediatirleri

1- Vazoaktif aminler

2- Plazma proteazlari

3- Arasidonik asit metabolitleri

4- Lokosit tirtinleri (Lizozomal enzimler, sitokinler)

5

Diger tiirler (Oksijen tiirevi serbest radikaller)

Vazoaktif Aminler

Vazoaktif aminlere drnek olarak histamini verebiliriz.

Histamin: Histamin, histidin aminoasitinin dekarboksilasyonu sonucu ¢esitli

4,237

organlarda ozellikle de mast hiicrelerinde olusan bir amindir™~". Cesitli uyaranlara



karsi yamit olarak mast hiicre degraniilasyonuyla serbestlesir. Antijen-antikor
kompleksi, travma, sicakltk artigs, ilaglar, toksinler ve kimyasal ajanlar histamin
sahmmima yol acarlar®®. Histaminazla inaktive olan histamin, barsaklar ve bronglar
gibi organlarin diiz kaslarinda H; reseptorlerine baglanarak kasilmaya ve H,
reseptorlerine baglanarak mide salgisinin artmasimna yol acmaktadir™’, Histamin diger a
metil aminoasitler gibi vazodilatasyon etkisi nedeniyle antihipertansif etki gosterir?.

Histamin damar disindaki diiz kaslari nadiren gevsetir, genellikle kasar.
Damarlardaki etkisi arteriol dilatasyonu ve veniillerde vaskiiler permeabilite artisidir.
Birdenbire vaskiiler permeabilite artigina yol agan veniil endotel kontraksiyonu ve
endoteller arasi hiicre bileskelerinin geniglemesindeki temel mediatérdiir. Boylece
inflamasyonda ekstravaskiiler alana plazma, protein ve siv1 sizmasim saglar™>*4C,

Cilt igine kiiglik dozda histamin enjeksiyonu “Lewis Uclti Cevabi” adi verilen bir
reaksiyonun olusmasma neden olur. Buradaki inflamasyon patogenezi histamin
tarafindan  damarlarin genisletilmesi, kapiller permeabilite artisi ve afferent sinir

uglarmin  stimiile edilmesine dayanu*'

. Vaskiiler olaylardaki roliine ek olarak
histaminin eozinofiller igin 6zgiil kemotaktik oldugu bildirilmistir*.

Plazma Proteazlar:

Inflamasyonda rol alan plazma bilesenleri ti¢ grupta incelenir:

Kinin Sistensi: Bu sistemin aktivasyonu bradikinin olusumuna yol agar.

Bradikinin de histamine benzer sekilde vaskiiller permeabiliteyi artirir, arterioler
dilatasyon yapar ve damar dig1 diiz kas kontraksiyonuna yol acar. Histaminden farkh
olarak lokositler igin kemotaktik degildir, fakat deriye enjekte edildiginde agriya yol

443,44

acarlar Siganlarin  ayak pengesine formalin enjekte edilerek olusturulan

inflamatuar agr1 patogenezinde kininlerin rol oynadig: bilinmektedir*.



Kininler etkilerini B, ve B, olarak adlandirilan iki tip reseptérle olustururlar, B,
reseptorleri doku hasar: ve inflamasyon gibi patolojik durumlarda indiiklenir ve normal
dokularda bulunmaz. By reseptrleri afferent sinir sisteminde ve santral sinir sisteminde
43,46,47

bulunur, agr1 reseptorlerinin duyarhligini artirir

Kompleman Sistemi: Kompleman sistemi bagisiklik ve inflamasyonda énemli

rolleri olan plazma proteinlerini igerir. Pozitif akut faz proteinleri grubundadirlar.
Cl’den C9’a kadar numaralanan kompleman bilesenleri normalde plazmada inaktif
haldedirler. Kompleman biyolojik islevlerinde en kritik agsama C3’iin aktivasyonudur.
Ag18a ¢ikist antijen antikor kompleksi tarafindan klasik yol uyarimu ile ya da endotoksin
gibi bakteriyel polisakkaritler veya insan IgA’s: ile uyarilarak alternatif yol uyarimi ile
olur. Her iki yol da C3’iin ayrigmasindan sonra ortak yol izler*"4%%

Kompleman tiirevi fakttrler agagida siralanan inflamasyonda rol alan ¢esitli olgular
etkiler:

a- Vaskiiler Olgu: Anaflatoksin olarak adlandiritlan C3a ve C5a mast
hiicrelerinde histamin serbestlestirerek vaskiiler permeabilite artis1 ve vazodilatasyona
yol acarlar. Ve artmis kan akimim daha da artirarak kapillerlerden dokuya protein
sizmasini saglarlar. C5a aynmi zamanda nétrofil ve monositlerde arasidonik asit (AA)
metabolizmasindaki lipoksijenaz (LLOX)} yolunu wuyararak inflamasyonun bagka
mediatérlerinin yapimina ve serbestlegmesine yol agarlar.

b- Kemotaksi: C5’in pargalanma {irinii olan Cb5a, endotele nétrofillerin
yapismasini saglar ve monositler ile notrofiller icin kemotaktiktir®.

c- Fagositoz: C3b bakteri hiicre duvarina baglanarak “opsonin” etkisi
olusturdugu gibi hiicre ylzeyi reseptorlerine baglanarak notrofil ve makrofajlarin

fagositozunu da uyarir™®.



Kompleman bilesenleri arasinda kugkusuz C3 ve CS en énemli mediatorlerdir.
Bahsedilen mekanizmalara ek olarak C3 ve C35 inflamatuar eksudada var olan
proteolitik enzimlerle de aktive edilebilirler.

Prihttlasma Sistemi.:

Burada kanin travmaya ugramasiyla (doku zedelenmesiyle inflamasyonun
baglamasi esnasinda) Faktor XII (Hageman Faktérii) aktive olur, Bu olay kompleman
aktivasyonu ve kinin sistemlerinin aktivasyonunun bir araya gelisiyle gesitli

reaksiyonlara (Sekil 2.1.) yol agar.

Hageman fakisrd {XII}

————————————————————————————— ~| Kollajen
7 Yizoy-aktif atkenlor
/,, e ——— e e i =
II ,J -
!’ s . .
/ s Akiiflegmis hageman—— —w  |ntrensek  ————=Fibtin
/ / .- fakadr (Xhia) « phtiagma yoiu
/ ! Prekalitoin .~ ~~. _Plazeinojan
' - . .
: E ol e
1 ’ ‘,' ==
[ ' _ -
3 1 = )
i L —-Kallikein <27~ PIAZNIN - v e = e -
] ! Teell ;
1 1 "-.\\ 1
! | . g
1 ~ H
Yilksek Molekil L . | o
Agwikh Kininojen L -~ Bradikinin S~ ! Fibrin pargfilanma
RN : Urdnleri
=~ \..__" H
- u.*
Komploman ——=(3a, C5a

Sekil 2.1. Bazi Inflamasyon Mediatérlerinin Olusum Yollari ve iliskileri

Arasidonik Asit Metabolitleri

Arasidonik asit cogu memelide beslenmeye bagimii esansivel bir yag asidi olan
linoleik asitten sentezlenen poliansatiire bir yag asidi olup hiicre membranindaki
fosfolipidlerde 6nemli oranda yer alir. Hiicresel fosfolipazlann aktivasyonuyla

membran fosfolipidlerinden serbestlesir. AA metabolizmasindan kaynaklanan tirfinler
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basta inflamasyon, ates, agrl, hemostaz olmak {izere birgok biyolojik olay iizerine
etkilidir***!. AA metabolizmas! reaksiyonlar baslatan enzimlerden adim alan iki ana
yolla baglar:

Siklooksijenaz  (COX) Yolu: Baslangicta COX etkisiyle AA’den siklik

endoperoksit olusur. Bu da PGGy’yi ve o da peroksidaz araciligiyla PGH»’yi olusturur.
PGH, ileri derecede dayaniksiz olup COX yolunun biyolojik aktif son {irlinleri i¢in bir
6n maddedir. Ozgiil enzimlerin etkisiyle PGE, , PGD, , PGF, , PGI; ve TXA, ve
doniigtir*2. |

Prostaglandinler, inflamasyonun her basamaginda yer almaktadirlar. PGE» ve
PGDy’nin diigiik konsantrasyonlarimn bile, histamin ve karragenin ile olusturulan
vaskiiler permeabilite artigim  ¢ok belirgin olarak artirdign  bildirilmistir™>>*,
Vazodilatasyon yapan ve ddem olusumunu artiran PGD, , PGE; ve PGF, {izerinden
etkilidir. PGD, , COX yolunun mast hiicrelerindeki ana metabolitidir.

TXA; gliclii trombosit kiimelestiren bir maddedir ve vazokonstritktdrdiir, Oysa
PGI, z1t olarak vazodilatasyon ve kuvvetli bir trombosit kiimelenme inhibitérii etkisi

yapar™.

Lipoksijenaz Yolu: Bu yolun 6nemi inflamasyon oéncesi giiglii molekiilleri

olusturmasmndandir, Tlk reaksiyon 5-, 12- ya da 15-1.OX enzimleriyle aragidonik aside
5-, 12- ya da 15-. karbon pozisyonlarinda hidroperoksi gruplarinin eklenmesidir. 5-LOX
tirlinit olan l6kotrien A4 (LTA4) diger bes LT in onciisiidiir. LTA4 den tiireyen LTB,4
kuvvetli kemotaktik bir maddedir ve nétrofillerin kiimelesmesine yol agar. LTCy4 ve
LTDy birlikte dnceleri anaflaksinin yavas etkiyen maddesi olarak bilinen biyolojik aktif
maddelerdir. LTDs;  en gli¢lii bronkokonstriiktdrdiir ve kapiller permeabilite artiricr

etkiye sahiptir. LT ler inflamatuar yanitta merkezi role sahiptirler*?**%77,



Il

Lokosit Uriinleri

Lizozomal Enzimler: Hiicre igine endositoz ile alinan proteoglikanlar,

glikoproteinler ve glikolipidler lizozomal enzimlerle yikilmaktadir. Ozellikle elastaz,
kollajenaz ve katepsin gibi proteazlar igeren lizozomal enzimler doku proteinlerini
pargalayarak dejenerasyon yaparlar® - . Proteazlar C3 ve CS5'i parcalayarak dogrudan
anaflatoksinleri olusturur, lizozomlardan kaynaklanan kallikrein, bradikinin olusumunu
uyarirlar.

Sitokinler: Antijenlere karsi duyarh lenfositler inflamasyon alaninda makrofaj
birikimi ve aktivasyonunu saglayan lenfokin olarak adlandinlan, kronik inflamasyonda
da dnemli olan biyolojik aktif firiinleri serbestlestirirler®. Sitokin adi da verilen bu
maddeler polipeptid yapidadirlar. Viicutta pek gok olaym yamnda inflamasyonda da
onemli rolleri vardir. Inflamasyonda rol alan sitokinler TNF (Ttimér nekroz faktor) ve
IL (Interlskin)’lerdir. IL-1 endojen pirojen olarak tanimlanmistir ve ates olusumunda,
IL-8 ise notrofil aktivasyonu ve kemotaksiste Snemli role sahiptir. TNF, nétrofil
aktivasyonu ve toplanmasina neden olur. Mezengimal hiicrelerden proteolitik enzimleri

serbestlestirir™ °!.

Diger Tiirler

Oksijen Tiirevi Serbest Radikaller: Daha ilerde Oksidatif Stres bashigi altinda

oksijen tlirevi tiim serbest radikallere deginilicektir. Burada 6zellikle nitrik oksitin
inflamasyonda birgok rolit bulundugundan sz edebiliriz. Bunlar damar diiz kas
gevsemesi, trombositlerin ¢esitli asamalarda aktivasyonu, aktive makrofajlarda
mikroorganizmalar) &ldiiren ajan olmast, lokosit endotel iliskisinin saglanmasi, endotel
hiicre adhezyon molekiillerinin  salimm, lenfosit  proliferasyonu  seklinde

dzetlenebilir'*> %,
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Tablo 2.1.’de &zet olarak inflamasyon mediatérleri ve etkileri gosterilmistir.

Tablo 2.1. Inflamasyon Mediatorleri ve Etkileri

Etki Mediatir

Vazodilatasyon Histamin,
Bradikinin,
Prostaglandinler (PGE,, PGD,, PGF5,, PGI,)

Vaskiiler permeabilite artis1 | Histamin,

Bradikinin,

C3a ve C5a (anaflatoksinler),
Laékotrien Cy, D4, Ea,

Platelet Aktive Edici Faktdr,
Oksijen metabolitleri

Marginasyon LTB4,
CSa

Kemotaksis LTB,,
C5a,

Bakteriyel liriinler
Nétrofil katyonik proteinleri

Lenfokinler

Ates Endojen pirojen IL-1
PGE,,

Agl‘l PGEZa
Bradikinin

2.2. Adrenal Gland (Bobrek Ustii Bezi)

Insanda her biri ortalama 4 gr agirhiginda, her iki bébregin iist kismina lokalize,
retroperitoneal yerlesimli, islevsel olarak iki farkli bslimden olusan bir ¢ift i¢ salgi
bezidir. Embriyolojik gelisim ve fonksiyonlari tamamen birbirinden farkl iki kesim,
adrenal korteks ve adrenal medulla olarak adlandinimaktadir® 7,

Adrenal bezler, viicudun homeostazisinde ¢ok dnemli rol oynarlar. Bu rolde

biiyiik katkis1 olan adrenal korteks, bezin %80°lik bélimiind olugturan, vapi ve
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fonksiyon bakimindan ii¢ farkli tabaka halinde incelenen bir yapidir. Bunlar distan ige
dogru:

- Zona Glomeruloza

- Zona Fasikulata

- Zona Retikiilaris olmaktadi®*%®,

.- ZONA GLOMERULOZA
P Aldosleron salgllar

e ZONA FASIKULATA
Kartizol
va

- . androjenler
_+- ZONA RETIKULARIS

-~

-~ MEDULLA KORTEKS
5\

BUYUTULMUS KESIT

Sekil 2.2. Bobrek Ustii Bezi Tabakalar

Bobrek iistii bezi korteksinden kolesterolden sentezlenen, kortikosteroidler
olarak adlandirtlan genis bir grup hormon sahmr. Korteksden 30°dan fazla sayida
steroid izole edilmistir™.

Zona Glomeruloza adim alan kapsiiliin hemen altinda yer alan dis b8liimden su
ve tuz metabolizmasini kontrol eden mineralokortikoidlerin, en Snemlisi aldosteron

olmak iizere, sentez ve salimimi gerceklesir. Zona Fasikulata’dan ise diger 6nemli



14

steroid grup olan karbonhidrat metabolizmasina etki eden glukokortikoidlerin, en
onemlisi kortizol olmak tiizere, sentez ve salimmu gergeklesir. Derin tabaka Zona
Retikiilaris’ten de androsteroidlerin, en 6nemlisi androjen olmak {izere, sentez ve
salimimi s6z konusudur.

Insanda kortizol yapim igin gerekli 17- hidroksilaz Zona Glomeruloza’da
bulunmaz. Bu nedenle orada glukokortikoid yapimi yoktur. Ancak Zona Fasikilata’da
az bir miktar androsteroid, Zona Retikiilaris’te de az bir miktar glukokortikoid yapim
s6z konusudur®*%>7°,

Adrenal medulla ise bezin %20’lik i¢ bdliimiinii olugturan fonksiyonel olarak
sempatik sinir sistemi ile iligkili kisimdir,

2.2.1. Adrenal Korteks Hormonlan ve Etkileri

Onctil maddesi kolesterol olan adrenal korteks hormonlarinin biyosentezine

genel bir bakis Sekil 2.3.’de gosterilmistir.

Kolestero!
|
¥
r———— AS-Pregnenolon _—t
17-Hidroksipregnenolon Progesteron\
Dehidroepiandrosteron 1 T?droksiprogesteron 11-Deoksikortikosteron
Androstenedion 11-Deoksikortizol  Kortikosteron
Testosteron Osiron Kortizol Aldosteron
Ostriol .
Seks Hormonlari Glukokoriikoidler Mineralkortikoidler

Sekil 2.3. Kortikal Hormonlarin Biyosentezine Genel Bakig
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2.2.1.1. Mineralokortikoidler
Adrenal korteksin en (st tabakasindan salinan mineralokortikoidler ekstraseliiler
siviin  elektrolitlerini, &zellikle sodyum ve potasyumu etkiledikleri ig¢in bu ismi
tagimaktadirlar. Ana maddeleri diger korteks hormonlarinda oldugu gibi kolesteroldiir.
Mineralokortikoidlerin en etkilisi olan aldosteron sentezi, decksikortikosteron ve
kortikosteron iizerinden gerceklesmektedir.
Aldosteron saliniminin  diizenlenmesinde esashi rol alan dort farkll faktor
bilinmektedir. Bunlar énem siralarina gore:
1- Ekstraseliiler sivinin potasyum iyon konsantrasyonu,
2- Renin- anjiyotensin sistemi,
3- Viicutta bulunan sodyum miktan ve
4- Adrenokortikotrop hormon (ACTL) olmaktadir®*’.
2.2.1.2. Glukokertikoidler

Zona Fasikiilatadan salinan glukokortikoidler ise kan glukoz konsantrasyonunu
artiran 6nemli fonksiyonlar: nedeniyle bu adi almislardir. Ayrica glukokortikoidlerin
protein ve yag metabolizmas {izerine etkileri de, karbonhidrat metabolizmasma olandan
daha énemli olmasa bile ona esit diizeydedir.

Temel glukokortikoidler kortizol ve kortikosteron olmaktadir ki kortizol,
metabolitleri ile birlikte glukokortikoid aktivitenin biiylik kismindan sorumludur.
Kortizoliin sentez ve salimmu, hipotalamik kortikotropin saliverici hormonun (CRH)
kontrolii altindaki ACTH tarafindan diizenlenmektedir. Glukokortikoidlerin birden ¢ok
etki mekanizmasi kullanarak gergeklestirdikleri sonug etkilerini su temel gruplar alinda

toplayabiliriz:
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1- Kan glukozunu artirirlar,
2- Protein katabolizmasin artirir, protein sentezini azaltirlar,
3- Birgok dokuda niikleik asit sentezini inhibe eder ancak karacigerde RNA
sentezini uyarirlar,
4- Hiicresel lipaz aktivasyonunu saglayarak yag asitlerinin mobilizasyonunu
diizenlerler ve
5- Antiinflamatuar etkiye sahiptirler: Bu etkilerinin erken dénemde 6dem,
fibrin birikmesi, kapiller dilatasyon, l6kosit gogli ve fagositik etkinin baskilanmasi gibi
yollarla; ge¢ olarak ise kapiller ve fibroblast olusumunun baskilanmasi, kollojen
birikiminin engellenmesi gibi yollarla olustugu bilinmektedir. Bu etkiler bir makalede

Tablo 2.2.’de oldugu gibi gruplandirilmustir'.

Tablo 2.2. Glukokortikoidlerin antiinflamatuar etkileri

Membran {izerine olan etkiler:

Lizozomal membranlarin stabilizasyonuyla lizozomal enzim salinimimn inhibisyonu
Lipokortin sentezinin indiiksiyonuyla fosfolipaz Az nin inhibisyonu (AA tiriinlerinin
azalmasiyla sonuglanir)

Lékosit birikiminin inhibisyonu

Kompleman bagiml: polimorfoniikleer nétrofil (PMN) agregasyonu

Azalmig kapiller gegirgentik

Nukleus lizerine olan etkiler:

Sitokin tiretiminin inhibisyonu ( [L-1, TNF, IL-2, IL-6, graniilosit-makrofaj koloni
stimiile edici faktor, y IF)

Kinin ve proteaz saliniminin inhibisyonu

Sitokinlere lenfosit cevabinin inhibisyonu

NO sentaz inhibisyonu

Azaltilmis endotelin-1 {iretimi

Lipokortin sentezinin indiiksiyonu

Karnsik antiinflamatuar etkiler:
Azaltilmis PMN kemotaksist

Endotelyal hiicrelere azaltilmig PMN adhezyonu
Apoptozis nedeniyle lenfopeni

T ve B hiicre proliferasyonunun inhibisyonu
Makrofaj fonksiyonu ve farklilagsmasinin inhibisyonu
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2.2,1.3. Androsteroidler

Adrenal korteks tarafindan sentezlenen androjenlerin  ©nciil  bilesigi
dehidroepiandosterondur (DHEA). Orta derecede androjenik aktivite gosterir, DHEA-
SOy4 ve androstenedion dier temel adrenal androjenleri olusturmaktadir. DHEA ve
androstenedion dokularda festosterona gevrilerek etkilerini gostermektedirler. ACTH
tarafindan ~ salimmlari  uyarillan  adrenal  androjenler, gonadotropinlerce
etkilenmemektedirler.

Normal insan fizyolojisinde adrenal androjenler ¢ok 6nemli bir etkiye sahip
olmamakla beraber gocukluk gaginda erkek seks organlarmin ilk gelismesinde, kadinda
ise sadece puberte 6ncesinde degil tiim yasam boyunca hafif etkili olabilir.

DHEA, idrarla atilan 17-ketosteroidlerin temel dncii bilesigidir. Erkeklerde 17-
ketosteroidlerin 2/3 kadarni adrenal metabolitleri olusturmaktadir. Kadinlarda ise
neredeyse tamam: adrenal kaynakhdir. Yapilan bir ¢alismada 17¢-estradiol ve 17B-
estradioliin Snemli antioksidan 6zellik gosterdigi ifade edilmistir”’. Ayrica DHEA mn
da baz: antioksidan 6zelliklere sahip oldugunu gésteren yayimlar da meveuttur’®".
2.2.2. Adrenal Medulla Hormonlari

Adrenal medulla hormonlari norepinefrin (noradrenalin) ve epinefrin (adrenalin)
olmakta ve genel olarak katekolaminler olarak isimlendirilmektedir. Adrenal medullada
tirozinden sentez edilen dopaminin yan zincirindeki [B-karbonun, kromaffin
taneciklerindeki dopamin B-hidroksilazla daha ileri hidroksilasyonu sonucu
noradrenalin olugmaktadir. Bunun bir kismu salgilanmasi i¢in uyart alincaya kadar

salgilayict taneciklerde depo edilmektedir. Daha biiyilk bir kismi ise S-adenozil

metiyoninden aktarilan metil grubu ile metillenerck adrenalini olusturmaktadir®’.
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Adrenal medulladan adrenalin ve noradrenalin salinim agri, kanama, egzersiz,
hipoglisemi ve hipoksi dahil gesitli stresler tarafindan uyariimaktadir. Katekolaminler,
hedef hiicrelerin plazma zarlari tizerindeki « adrenerjik ve B adrenerjik reseptorler
yoluyla etki ederler. Adrenalin tiim kan damarlarinda konstriiksiyon yapici, kalp
aktivitesini artiric1, gastrointestinal kanalda inhibisyon yapici, gozde pupilla genisletici
etkilere sahiptir. Aynica karaciger ve kasta glikojenolizi ve kana glikoz serbestlenmesini
artirict etkiye sahiptir. Adrenalinin metabolizmé tizerindeki etkileri noradrenaline gore
birkag¢ kat daha giiclhidiir.

Adrenalinin kandaki yari omrii kisadir. Katekolaminler reseptorlerine diisiik
afinite ile baglandiklan gibi reseptorlerinden de hizla aynlarak kisa sitreli biyolojik
cevap olustururlar. Bé&ylece otonom sinir sisteminin sempatik ve parasempatik
etkilerinden sorumludurlar.

Yapilan bir ¢alismada adrenalektomi ve 6-OH dopamin tedavisi uygulanmasina
cevap olarak adrenalin ve noradrenalin seviyelerinin azaldigi; farklh dokularda
antioksidan cevap seviyeleri iizerinde sempatektominin farkh etkileri oldugu
gosterilmistir®.

2.2.3. Adrenal Gland ve inflamasyon

Adrenal korteks hormonlan ozellikle de glukokortikoidler ciddi stres
adaptasyonunun bir parcasidir. Mineralokortikoidler normal Na ve K dengesi igin
gereklidir. Her iki grubun da sentetik analoglan terapotik olarak kullanilir. Ozellikle de
glukokortikoid analoglarinin bir gogu potent anti-inflamatuar ajanlardir’.

Glukokortikoidler immiin cevabi baskilarlar. Bu hormonlar, lenfositlerin
hiicresel tip spesifik lizisine neden olurlar. Ayrica inflamatuar cevabi da baskilar.

Dokularda 16kosit goglintt ve artisint baskilayarak fibroblast proliferasyonunu inhibe



19

ederler. Fosfolipaz A2 inhibisyonuyla lipokortinleri uyarirlar. Potent antiinflamatuar
molekiiller .olan prostaglandin ve 15kotrien tiretimini keserler.

Adrenal hormonlar glukoz dengesinde, sodyum retansiyonu ve kan basinci
kontroltinde, otoimmiin mekanizma (host-defense mechanism), stres cevabinda ve genel
protein yapinin diizenlenmesinde merkezi rol oynarlar.

Sempatoadrenal sistem hormonlar yasam icin gerekli degilken akut ve kronik
stres adaptasyonunda gereklidir. Adrenalin, noradrenalin ve dopamin ciddi stres
cevabinda en Snemli unsurlardir®.

Strese kars: adrenokortikal cevabin inflamatuar hadisede faydali oldugu, énceki
calismalarla gosterilmistir. Yapilan deneylerde adrenalektomili hayvanlarda, adrenal
fonksiyonun desteklenmesiyle endojen adrenokortikal fonksiyon gibi koruma sagladig:
ifade edilmigtir. Giliniimiizde ise kortizol {iretiminin inhibisyonu ve/veya inflamatuar
hadisedeki mekanizmas1 tammlanmistir. Ornegin adrenalektomide vazoaktif aminlerin
yiksekligi, yiiksek TNF ve I1.-6 gibi daha biiylik endojen cevap sonucu aliur, Ve
inflamatuar uyaridan sonra da daha kiigiik akut faz reaktanlarina sebep oldugu ifade
edilmektedir. Ancak inflamasyon esnasinda bazal ve uyarilmis kan kortizol
seviyesindeki yitkselmenin ciddi inflamasyonda adrenokortikal cevapta artigtan ziyade
bir baskilanmaya yol agacaguun tahmin edildigi de sdylenmektedir'®'.

2.3. Oksidatif Stres

Oksijen, aerobik yasam siirecinde mutlak surette bulunmas1 gerekli bir molekiil
olmasina ragmen, aerobik sartlarda hiicreler reaktif oksijen tiirlerinin tehdidi altinda
kalmaktadirlar, Bunlar ise insan viicudundaki antioksidan sistemlerce biiyilk 6lciide

kontrol altina alinabilmektedir.
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Reaktif oksijen tiirlerinin etkilerinden bahsetmek i¢in ¢ncelikle serbest radikal
kavramim ifade etmek gereklidir. Serbest radikal paylasilmamis bir ya da daha fazla
elektronu bulunan atom ya da molekiildiir. Bagka bir maddeden elektron alma ihtiyacina
olan egilim serbest radikali oldukea reaktif bir hale getirir *. Reaktif oksijen tiirleri ise
ileri derecede serbest radikal olan veya hiicrede kolayca serbest oksijen radikallerine
¢evrilen oksijen i¢eren bilesiklerdir. Oksijenin tek elektron indirgenmesi ile olusan ana
oksijen metabolitleri reaktif oksijen tiirleri olarak simflandirihrlar’. Bununla beraber
tiim reaktif oksijen tirleri serbest radikal degildir, drnegin singlet oksijen ve H,0, gibi’.

Reaktif oksijen tiirleri, radikal olan ve olmayanlar belirtilerek Tablo 2.3’de

gisterilmistir,
Tablo 2.3, Reaktif Oksijen Tiirleri
Radikajler _ Badikal oimayaniar _

Superoksid anyon radikafi (Ope") Hidrojen peroksit (H,Ox)
Hidroksil radikal (OHs) Lipid hidropercksit (LOOH)
Peroksil radikal (ROO-) Hipohal6z asid (HOX)
Alkoksil radikal (RO-) N-halojenli aminier (R-NH-X)
Semikinon radikal{HQe) Singlet oksijen('Oz)z
Hemoproteine bagll serbest radikalier Ozon (Oy)
Organik radikaller Re Azot dioksit {NO,)
Crganik peroksid radikali BCOOe Hipokiordz asid (HOC)
Nitrik oksid {NOs) Peroksinitrit (ONOO')

Hiicrelerimizde O, den reaktif oksijen tirlerinin iiretilmesi her giin goriilen bir
olaydir. Bunlar enzimatik olan veya olmayan tepkimelerin kazara meydana gelmis yan
tirlinleri olarak firetilir. Bazen enzimle katalize edilen tepkimelerde istemli olarak sentez
edilir. Havadaki kirlilikler ve mor 6tesi 1ginlar toksik, oksijen iceren bilesiklerin
olusmasini artirabilir’, Oksijen igeren tepkimeleri katalizleyen enzimler oksidazlar veya

oksigenazlar olarak smiflandirilmaktad. Elektronlan oksijene aktaran oksidazlar
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oksijenin su veya H,O,’e indirgenmesini saglamaktadir. Oksigenazlar oksijenin bir
substratin  yapisimna katiimasini  gergeklestirmektedirler. Bu  gruptaki enzimlerin
katalizledigi tepkimelerde serbest radikaller olusabilmektedir. Bunun yam sma
enzimatik olmayan sekilde otooksidasyon tepkimeleri sonucu enzimatik olmayan
kaynaklardan reaktif oksijen tiirlerinin olusmasi da séz konusudur’’. Her iki duruma ait

drmek tepkimeler Tablo 2.4 ve Tablo 2.5°de gosterilmistir,

Tablo 2.4. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Enzimatik Kaynaklar

Ksantin oksidaz

" Hipoksantin + O, Ksantin + O + H,0,

NADPH + 20, METRHCEE, appe + 20,

Amin oksidaz

R-CHp-NH, + H,0, + Op—— R-CHO + NH; + H,0,

Aldehic cksidaz

R-CHO + O~ RCOOH + C,

Dihidroorotat dzhidrogenaz

Dihidroorotat + NAD* + O, = Orotik asit + NADH + O,

Perorsidaz

H,0, + X + Hf — =% e LOX + H,0

E-Fe*® + ROOH NAPHOXYaZ pilasik | + ROH

Bilesik | + NADH 2279592, Bitesik i + NAD o
NADF cksica .
Bilesik Il + NADH —————> NAD® + E-Fe*?
WADH oksidaz

2NAD® + 20, — = 2NAD* + O

CHsNHZ " HQO Metilamin dehidrogenaz = HCHO + NH3 P

Galskioz cksidaz

R-CH,0OH + 0, ===+ R-CHO + H,0

RibonUkilectic rediiktaz

NDP + 267+ 2H* > dNDP + H,0

. . . Prosleglandin H oksidaz ;
Aragidonik asit + ,0, > Prostaglandin G,

Prosisgiandin H cksidaz

Prostaglandin G, + 2e + 2H* “= Prostaglandin H, + H,0

Frriivai formai liyaz

PirGvat + PFL

= Format + PFL-aseti]
Piriivat formal fiyaz

PFL-asetil + CoA = PF| + Asetil CoA
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Tablo 2.5. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Enzimatik Olmayan Kaynaklar

Fe=+ O, Fe? + OFf

Hb-Fe*? + O,———= Hb-Fe® +Of

Mb-Fe™ + O, Mb-Fe*? +OF
Katekolaminler + Q, —— Melanin + Q8
Indirgenmis flavin + O, —> Flavin semikinon + O¢

Koenzim Q + O,— Koenzim Q (Ubikinon) + O

Tetrahidrobiyopterin + 20, — = Dihidrobiyopterin + 208

Serbest radikal etkileri normalde, canlida var olan antioksidan savunma
mekanizmalar: ile dengede tutulur. Bu dengenin serbest radikaller lehine bozulmasi
halinde oksidatif stresden séz edilir. Oksidatif stres halinde, antioksidan savunma
sistemi zayiflamis ya da serbest radikal Gretimi artmis veya her ikisi de birlikte var
olmus olabilir. Oksidatif stres durumunda serbest radikaller karbonhidrat, protein, lipid
ve niikleik asit gibi hiicrenin tiim dnemli bilesenlerine etki ederler®81#,

2.3.1. Oksidatif Stresin Biyolojik Sistemlere Etkisi

Serbest radikaller hiicresel yapilari etkileyerek hiicre hasarna yol agmaktadir.
Protein yapisinda bulunan $zellikle prolin, histidin, arginin, sistein ve metiyonin amino
asitleri radikal hasarina agikti. Bu amino asitlerin oksidasyonu proteinlerin
par¢alanmasina, ¢apraz bag olusumuna, agregasyona ve proteinlerin proteolitik
parcalanmaya yatkin hale gelmesine neden olabilir®’,

Memeli hiicre membranlar peroksidatif hasara karsi ¢ok duyarli olan biiyiik

miktarda goklu doymamis yag asidi icermektedir. Bu yag asitlerinin peroksidasyonu ile



baslayan bir dizi tepkime sonucu olusan lipid peroksidasyonu wve kiikiirt igeren
proteinlerin oksidasyonu, membran gecirgenligi ve kirilganhgimt artirmakta ve
membran enzimlerinin aktivitesini azaltarak hiicreye Ca™ girisini artirmaktadir.
Boylece mémbran gecirgenlifinde degisiklik ve potansiyel kaybimna bagh toksik etkide
artis olmaktadir. Ayrica mitokondri harabiyeti, proteaz aktivasyonu ile proteolitik
_ etkinin siddetlenmesi, katabolik enzimlerin aktivitesinde artis ve endoniikieaz aktivitesi

ile DNA kirilmalar1 olugmaktadn™’

. Oksidatif strese bagh olarak olusan in vivo DNA
ve protein hasarimn, lipidlerdeki hasardan daha onemli oldugu 6ne siiriilmektedir®.
Karbonhidratlara olan etki de diabet, kanser ve sigara i¢imi ile birliktelik seyreden
kronik hastaliklarin patogenezinde rol oynayan, monosakkaritlerin otooksidasyonu
sonucu olusan serbest radikallerin etkileriyle aciklanmaktadir. Ozellikle olusan
oksoaldehitler DNA, RNA ve proteinlere baglanirlar ve aralarinda ¢apraz baglar
olusturarak kanser gelisimi ve yaglanma siirecinde rol oynarlar, Coklu doymamis yag
asidi ve karbonhidrat oksidasyonunun bir {irtinii olan “glioksal”in de hiicre béliinmesini
inhibe ettigi belirtilmigtir®.

Oksidatif stres bu etkilerle bircok hastaligin patolojisinin baglamasinda ve
gelismesinde énemli rol oynamaktadlrss. Hastaliklarin primer nedemi olabilen serbest
radikal hasari, komplikasyonlain artmasina yol agmakta veya diger etkenlerle olusan
hiicre hasarint artirmaktadi ¢,

2.3.2. Oksidatif Stres ve inflamasyon

Birgok hastalifa neden olabilen reaktif oksijen tiirleri organizmada birgok
fizyolojik olayda da yer almaktadir. Bunlardan birisi de fagositozdur. Ozellikle nétrofil,
monosit, makrofaj ve eozinofiller fagositoz esnasinda ¢ok miktarda stiperoksit radikali

01u§turur1ar3’37’87’88.
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Enfeksiydz ajanlar ve diger uyaranlara yamit olarak bagisikhk sisteminin
fagositoz yapan hiicreleri “solunum patlamas1™ adi verilen hizhi bir oksijen titketimi
gosterir. Bu olay siiperoksit, hidroksil radikali, hidrojen peroksit, hipoklérdz asit ve
reaktif nitfik oksit sentazin ana kaynagidir. Serbest radikal tiretilmesi insandaki
antimikrobiyal savunma  sisteminin  bir parcasidir ve amaci, saldirgan
mikroorganizmalari, timdr hiicrelerini ve uzaklagtirilmas: hedeflenen diger hiicreleri
tahrip etmektir™®’. Fagositozun normal oldugu kronik graniilamasyonda solunum
patlamasi olmamakta ve bu nedene sik sik tekrarlayan enfeksiyonlar gériilmektedir.
Ayrica notrofiller yapilarindaki NADPH oksidaz ile heksoz monofosfat santi kaynakls
NADPH’1 kullanarak oksijenden stiperoksit radikali olusturmaktadir. (Tablo 2.4)

Bazi bakteriler icin dogrudan &ldiiriicti olabilen siiperoksit radikali, fagositik
vakuolde siiperoksit radikalinden H,O, olug:turabi1mektedir3 781

Aktive edilmis nétrofillerin yaptign fagositik solunum patlamasi esnasinda

reaktif oksijen tiirlerinin olugsmas: ve basamaklar Sekil 2.4°de g@sterilmistir.

r Lz Fe?*
Mcr =

miyeloperoksidaz

Nbtrofilin sitoplazmik zarinin
igeriye cep yapmas)

Sekil 2.4, Aktive Edilmis Notrofillerin Yaptigi Fagositik Solunum Patlamasi Esnasinda Reaktif Oksijen
Turlerinin Olugmast. (1) Plazma zarinin dig yiiziimdeki NADPH oksidazin aktive olmast solunum
patlamasmi baglatmakta ve siiperoksit olusmaktadir. Fagositoz sirasinda, plazma zar i¢ cep yapmakta ve
boylece sliperoksit vakuol bogluguna salinmaktadir. (2) Siiperoksit (kendiliginden veya stiperoksit
dismutaz yoluyla enzimatik olarak)H,0O, iiretir, {3) Miyeloperoksidaz igeren tanecikler fagozomlar igine
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salgilanir ve burada katalizorliigiinde HOCIT ve diger halidler iiretilir. (4) H>O , fenton tepkimesinden
hidroksil radikalini de tiretebilir. (5} Indiikte edilebilir nitrik oksit sentaz aktive olabilir ve NO tretir. (6)
NO, peroksinitrit liretmek tizere siiperoksitle birlesir ve bu da ilave RNOS olusturabilir. Olaymn sonucu,
fagositoza ugratilan hitcrelerin zarlarina ve diger bilesenlerine saldinlmasi ve en sonunda hiicrenin
eritilmesidir. Sadece 30-60 dakika siirmesi ve O, tilketmesi nedeniyle olaym tlimiine solunum patlamasi
ad1 verilir.

2.4. Antioksidan Savunma Mekanizmalar:

Organizmada, fizyolojik ve metabolik siireclerin sonucu olarak reaktif oksijen
tiirleri tiretilmekte ve zararli oksidatif reaksiyonlar olugmaktadu®. Hiicreler de bu
olaylara karsm, oksidanlari toksik olmayan molekiillere geviren, bu sekilde organizmay1
oksidatif hasardan koruyan enzimatik ve enzimatik olmayan sistemler
gelistirmislerdir’®. Bu savunma sistemlerine genel adiyla antioksidanlar denmektedir.
Potansiyel toksik oksijen tiirleri yapmaya yetkin kimyasal bilesikler ve reaksiyonlar da
pro-oksidan olarak adlandirilir?.

Antioksidanlar, disiik konsantrasyonlarda substratin oksidasyonunu geciktiren
veya Onleyen tiim maddelerdir ki bu oksidanlarin direk etki ile inaktivasyonunu ifade

eder37,9]

. Bir baska deyisle peroksidasyon zincir reaksiyonlarimi engelieyerek lipid
peroksidasyonunu inhibe eden ve/veya reaktif oksijen tiirlerini tutan maddelerdir®™.

Ttim antioksidanlar etkilerini baglica dort farkh sekilde gerceklestirmektedirler.
Bunlar;

1- Oksidanlar tutarak toksik olmayan {iriinlere doniistiirme islemi ki bu daha
¢ok antioksidan savunma enzimlerince yapilir.

2- Serbest radikal zincir tepkimelerinin sonlandirildigy, oksidanlara bir H'
aktararak etkisizlestirme. Bu da enzimatik olmayan savunma sistemlerinden vitaminler
ve flavonoidler gibi bilesiklerce yapilir,

3- Hasar onarici sistemler, burada szl edilen ise hiicrede DNA icin onarim

mekanizmalar1 ve okside olmus yag asitlerini zar lipidlerinden uzaklastiracak
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mekanizmalardir. Proteinlerdeki okside olmus amino asitler, proteinin yikilmas: ve yeni
protein sentezi ile siirekli onarhr,

4- Metal sekestrasyonu; bu daha ¢ok metal iyonlarinin oksidan molekiillere ya
da protein yapilara baglanarak olas: zincir reaksiyonlarin engellenmesi ile olusmaktadar.

Bunun yan sira baz: tiir reaktif oksijen tiirlerini iireten enzimlerin, antioksidan
enzim tagryan peroksizomlara hapsedilmesi gibi uzaklastiric: etkiler de meveuttur™’.

Antioksidan molekiilier dogal antioksidanlar ve dogal olmayanlar (ilaglar) olmak
lizere iki genel grupta incelenir. Dogal antioksidanlar da enzimatik ve enzimatik
olmayan savunma sistemleri alt basliklarinda incelenebilir’’. Enzimatik olmayan
savunma sistemleri, serbest radikalleri enzimatik olmayan tepkimelerle radikal ve toksik
olmayan sekillere ¢evirirler. Bunlarin ¢ogu radikale bir hidrojen atomu (bir elektronla
birlikte) bagislayarak serbest radikali nétralize eden antioksidanlardir. Bu tepkimelerle
antioksidanlar okside olurken serbest radikal miktarnim azalturlar’.  Dogal
antioksidanlarm enzimler baghg: altinda glutatyon peroksidaz, glutatyon S-transferaz,
stiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon rediiktaz sayilabilir. Enzimatik olmayan ancak
dogal sayilan antioksidanlar arasinda transferrin, seruloplazmin, irik asit, bazi
vitaminler, karotenoidler ve fenolik yapilar gibi molekiiller sayilabilir. Dogal olmayan
ilag etkili antioksidanlara ise mannitol, trimetozidin, barbitiiratlar, indapamid gibi
srnekler verilebilir®’.

Genel bir ifadeyle Tablo 2.6’da metal iyonlarimi baglayan bilesiklere, diigiik
molekiil agirlikly viicutta sentezlenebilen antioksidanlara, divetle alinan diisiik molekiil

- . . . . . . .23
agirlikly antioksidanlara, vitaminlere ve bazi enzimlere yer verilmektedir™’.
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Tablo 2.6. Antioksidanlara Genel Bakis

Antioksidan Etkililer

Gérevleri

Transferin, laktoferrin, ferritin

Demir baglayan bilegikler

Seruloplazmin, albumin

Bakir baglayan bilesikler

Hemoglobin, haptoglobulin, hemopeksin

Hem proteinleri

Metallotioneinler (5-7 adet Zn, Ag, Cd, Hg)

Diger metal baglayicilar

Urik asit O,, OH- ve peroksit radikali tutucusu
Ubikinon (koenzim Q) Serbest radikal tutucusu
Bilirubin Peroksil radikali ve singlet oksijen yok edicisi

o~ Ketoasitler

Piruvat ve o~ ketoglutaratin H,0O, ile non
enzimatik tepkimeleri

Cinsiyet hormonlari

Ostradiol, 6stron, Ostriol gibi disi cinsiyet

hormoniarinin lipid peroksidasyonu
inhibisyonu
Melatonin Antioksidan enzim sentezi uyaricis
Melaninler Melanin polimerlerinin yapilarindaki

eslenmemis elektronlar ile uv radyasyonun
absorbsiyonunu saglamasi

Histidin i¢eren dipeptidler

Bakir iyonlarinin = selatsyonunu  saglayan
karnozin, homokarnozin ve anserinin lipid
peroksidasyontmu énlemesi

Tiyol igerenler (Glutatyon, N-asetil sistein,
metiyonin)

Serbest radikal ve HOCI tutucusu

Vitamin A, B- karoten, vitamin E

Singlet oksijen tutucusu

SOD, vitamin E, - karoten

Stiperoksit serbest radikali tutucusu

Vitamin E, vitamin C

Hidroksil (OH'), alkoksil (RO), peroksil
(ROQ-) serbest radikalleri tutucusu

Katalaz, glutatyon peroksidaz

H,0O, izerine etki

GPx

Lipid peroksidleri iizerine etki

2.4.1. Enzimler

Dogal bir siire¢ halinde seyreden oksidatif stres tiim canli sistemlerde, cesitli

basamaklarda olugmaktadir. Bu durumu kontrol altinda tutan antioksidan
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mekanizmalardan biri de enzimler olmaktadir. Asagida caligmamizda kullandigimiz
antioksidan parametreler icinde olan enzimlere deginilecektir.
2.4.1.1. Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon peroksidaz prostetik grup olarak selenyum igeren ve peroksitleri
inaktive ederek etki gosteren bir enzimdir. Hiicre iginde esas olarak sitozol ve
mitokondride yer almakta ve peroksizomlar diginda olugan hidrojen peroksitin
giderilmesinde ana ara¢ olarak kullaniimaktadir, Selen enzimleri ailesinde bulunan GPx
aktivitesinin, selenyum eksikliginde, azalmasina bagh olarak peroksidatif hasar
olusumunda artis gézlenmektedir™>*’.

Eritrositlerde ve diger dokularda GPx, H,O, ve lipit hidroperoksitlerin
etkisizlestirilmesinde rediikte glutatyonun yiikseltgenmesini de gergeklestirerek
membran lipitleri ve hemoglobini peroksitlerin oksidatif hasarina karsi korur’, Bu
esnada okside olarak yikseltgenmis glutatyon, glutatyon rediiktaz aracilifiyla
indirgenir. Burada pentoz fosfat yolu kaynakli NADPH kullamilir. Ve NADPH den
elekiron aktarimiyla glutatyon indirgenmis hale ddniistiir. Bu da GPx tarafindan

3,85,87

kullanilarak H»0, suya dontistiiriilmek suretiyle inaktive edilir . Bu tepkimeler

Sekil 2.5°te gosterilmistir.

NADPH + H* G-$-8-G « 2H,0
\ ﬂyﬁksetgenmg\ /
Glutatyon Glutatyon
rediik{az peroksidaz

/N

NADP* 2 G-SH H202
(indirgentnig)

Sekil 2.5. GPx Araciligiyla Glutatyonun inaktive Edilmesi
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Okside olmus glutatyon bir kez olusunca mutlak surette bir redoks déngiisiiyle
glutatyon rediiktaz tarafindan disiilfid halinden siilfhidril haline indirgenmelidir’,
Hidrojen peroksitin etkisiz hale getirilmesi hem GPx hem de bir diger antioksidan
enzim olan katalaz aracilifiyla gerceklesir. Ancak CAT yiiksek konsantrasyonlardaki
H,0; tizerine etkilidir. Bu nedenle GPx, lipit peroksidasyonunu &nleyerek biyolojik
membranlarin yap: ve fonksiyonlarinin stirdiiriilmesinde daha énemli bir ro! tistlenir®"
95
2.4.1.2. Glutatyon S-Transferaz

Antioksidan aktivitede énemli bir rol oynayan indirgenmis glutatyon (GSH),
kendisinden bagka molekiillerdeki siilfhidril gruplarimin korunmasini saglayarak denge
unsuru olusturur. GSH serbest radikallerin, H,0; ve diger peroksitlerin inaktive
edilmesine katkida bulunur. Ve gesitli yabanct bilesiklerin inaktivasyonu da siilfiir
atomunun bu bilesiklerle birlesmesiyle saglanir. Bu birlesme reaksiyonu glutatyon S-
transferaz enzimi tarafindan katalize edilir ve en son merkapturik asit olusarak ekskrete
edilir.

Sitozol ve mitokondride bulunan mikrozomal proteinler igeren bir enzimdir.
GST ¢esitli substrat molekiiller {izerindeki elektrofilik noktalar {izerine rediikte
glutatyonun stilfhidril grubunun konjugasyonunu saglar. Bu olay lipit peroksitlerin
detoksifiye edilmesi igin gereklidir. GST nin ayrica transport proteinleri olarak gérev
yapma ve Onceleri “ligandin” adiyla anildigl gibi toksinleri baglama fonksiyonlar: da
vardir’.
2.4.1.3. Siiperoksit Dismutaz

Siiperoksit dismutaz enzimi ilk kez 1969°da Mc Cord ve Fridovich tarafindan

tammlanmustir °°. Serbest radikallerden olan stiperoksit anyonunu hidrojen peroksit ve
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molekiiler oksijene geviren bir metalloenzimdir. Bu reaksiyona dismutasyon adi verilir
ve ¢ofu kez oksidatif strese karsi birinci savunma hatti olarak adlandirilir 391,

Stiperoksit, spontan olarak da H»0, ve Oy’c¢ gevrilir ancak SOD aktivitesi bu

reaksiyonun hizin artinr®. Reaksiyon su sekilde gerceklesir:

SOD
Oy + 0y +2H =——s  H,0,+O;

SOD, GPx ve CAT birincil enzimatik koruma sistemini olugtururlar *. Ozellikle
inflamasyonda oksijen azhginda Cu/Zn SOD (sitoplazmik) katalaz ile birlikte hareket
ederek siiperoksit iyonunu oksijene gevirirler ve fagositin bakterisidal etkisini artinrlar®.

SOD enzimi ana substrati olan siiperoksit radikallerinin yam sira, nitroksil
iyonlarimin dismutasyonunu da katalizleyerek, reaktif bir nitroksili ¢ok daha az reaktif
olan NO’e gevirir'.

SOD memeli hiicrelerinde i¢ izoenzim halinde bulunmakta olup Cu/Zn SOD
sekli sitozolde, Mn SOD sekli mitokondride ve EC- Cu/Zn SOD sekli ise hiicre disinda
bulunur®, Calismamizda aktivitesini Slgtiigimiz Cw/Zn SOD, memeli hiicrelerinde en
fazla bulunan izomerdir. Cu/Zn SOD enzimi 32 kDa molekill aguliginda, iki alt
birimden olugmus ve bunlar birbirlerine distilfid baglariyla baglanmuslardir®™'®, Cu/Zn
SOD enziminin aktivitesi, stiperoksit tiretimini artiran kosullar (hiperbarik oksijen gibi)
veya kimyasallar tarafindan artirilir’.

Yapilan bir ¢alismada deney materyallerindeki stiperoksit radikallerinin artigimn
mitokondriyal hasara neden olabileceginden savunma olarak SOD aktivitesini uyarmis
olabilecegi stiylenmektedirl o

Cu/Zn SOD aktivitesinden bakir, stabilitesinden ¢inko sorumludur'®, Baz

calismalarda  formaldehite maruz  brrakilmis  dokularda  bakir  ve  ¢inko



konsantrasyonlarinda azalma oldugu ve bunun SOD aktivitesinin inhibisyonuna neden
oldugu g(’js'teriimig;tir103 104,

Mn SOD mitokondride bulunur ve kofaktdr olarak mangam kullanir'®.
Ektraseltiler SOD enziminin kofaktorleri de ¢inko ve bakirdir. Ekfraseliiler
bosluklardaki siiperoksit radikaline karsi (Or. Proinflamatuar hiicrelerde fiiretilen)
savunma sagladig; diisiintilmektedir'®.

2.5. Miyeloperoksidaz

Molekiil agirligi yaklasik 150.000 Da olan hem proteininden olusan goklu alt
tinitelert var olan bir enzimdir. Apoenzime kovalent olarak bagli iki hem grubu prostetik
grup olarak yer almaktadir. Ozellikle nétrofilik graniiller icinde bulunur. Ve
inflamasyon esnasinda daha ¢nce stz ettifimiz solunum patlamasi sirasinda olusan
H,0-’1 substrat olarak kullanur.

Miyeloperoksidaz birgok oksidasyon olayim katalizler fakat halid ve hipohalid
iyonlarinin oksidasyonu en énemli olanlaridir. Genellikle bu reaksiyonda halojen iyonu
olarak CI  gorevlendirilir. Nedeni viicut sivilarinda ve plazmada bol miktarda

bulunmasidir. H,O;’in - MPO  katalizoérliigiinde suya cevrilmesi  reaksiyonu

goriilmektedir:

Miyeloperoksidaz

H,0,+ X +H' HOX + H,0

L 4

(X =CI, Br, I'yada SCN7)
Orn. HOX = HOC! (Hipoklordz asit)
Hipoklorid iyonu hidrojen peroksitin potansiyelinden %350 daha fazla
antimikrobiyal potansiyele sahiptir. Notrofil graniilleri i¢inde ¢ok miktarda bulunan ve

irinin yesil renginden sorumlu MPO antimikrobiyal etkiyi hipoklordz asit olusturarak



artirmak i¢in H,O; ile reaksiyona girer. Bu reaksiyondaki H,O, , NADPH oksidaz
sistemi tarafindan firetilmektedir.

Aym zamanda inflamasyonda var olan bakteri katalaz enzimi azlif1 ya da
yoklugunda fagolizozomlarin igerisine az miktarda H,O; salar. Burada bulunan MPO da
yukarida goriilen reaksiyonda oldugu gibi bakterisidal iirlinler olusturmak icin bu
H>0-’1 substrat olarak kullanir. Béylece fagositler i¢indeki bakterisidal aktivitenin ana
kaynag olarak hipohalid iyonlar ve MPO aktivitesi gdsterilir.

Miyeloperoksidaz yoklugunda peroksitler gibi substratlar hem fagositlerin kendi
kendilerine hem de etrafindaki dokulara karsi potansiyel sitotoksik etkilidirler. Boyle bir
durumda antioksidan koruma glutatyon, GPx, SOD tarafindan saglamr™®.

2.6. Nitrik Oksit

Nitrik oksit, ortaklanmamis elektronu bulunan iki atomlu reaktif bir gaz
molekiilii, serbest radikaldir. Lipofiliktir ve biyolojik membrantardan kolaylikla diffiize
olabilir®”. NO endotel kaynaklt diiz kas relaksasyonu, trombosit agregasyonunun
inhibisyonu bagta olmak tizere sitotoksisitenin de dahil oldugu bir¢ok fizyolojik olayda
islev gormektedir. Diisiik derigsimlerde iken fizyolojik olarak bir ndrotransmitter ve
vazodilatasyona neden oldugunda bir hormon olarak gorev yapar®’.

NO argininin guanido grubundan ya da terminal azot atomlanndan birinden
sitriillinin olumuyla es zamanl olarak sentez edilmektedir. Molekiiler oksijen ve
NADPH bu sentezde kosubstrat olarak gorev alirlar ve reaksiyon nitrik oksit sentaz
tarafindan katalizlenir®. Nitrik oksitin endojen yapimu ve fonksiyonlar birbirinden

bagimsiz, ¢cok sayida ve farkh yondeki arastirmalar sonucu tanimlanabilmistir. Bunlar:

dért grupta toplayabiliriz:



1) Deney hayvanlarinda (ratlarda) idrarla atilan nitratin diyetle alinandan fazla
olmas1 nitratm in vivo olusabilecegini diigtindtirmustiir. Benzer sekilde enfeksiyoz ishal
durumunda insanda da nitrat yapimunmin arttigr  gériilmiistir. Ratlarda E. Coli
lipopolisakkaritinin enjeksiyonu idrarla bol miktarda nitrat atilimina neden olmus ve bu
bulgulardan, inflamasyonun nitrat yapmmm artirdigi sonucu ¢ikarilmistir. Inflamatuar
veya enfeksiyon ajanlarimin deney hayvanlarinda nitrat yapimim 10 kez artirdidy tespit
edilmistir. Nitrat olugumunun hiicresel kaynagn arastirildiginda bu kaynagin makrofajlar
oldugu belirlenmigtir®,

2) Makrofajlarin bakteri, mantar ve ttimoér hiicrelerini nasil oldiirdiiklerinin in
vitro kosullarda arastiriimasi, NO’in  6nemli bir biyolojik molekiil olarak
tanimlanmasina yardimei olmustur. Bu ¢alismalarda makrofajin bakteriyi 6ldiirmesi i¢in
arginin amino asitinin gerekli oldugu, ortamdan arginin uzaklagtirilmasinin makrofaj
kiiltirlerinde bakterinin oldériilmesi ile nitrit ve nitrat olusumunun ¢nlendigi
gbzlenmistir. Ortama NO {ireten bir bilesik eklenmesi makrofajlarin sitotoksik etkisini
artirmaktadir.

3) Endotel kaynakli gevseme faktorii olarak adlandimlan molekiiliin
tanimlanmasi, memelilerde NO’in sentezinin aydinlatilmasinda énemli bir anahtar rold
oynamistir. Yapilan ¢alismalar endotel kaynakli gevseme fakt6riiniin NO’ten bagka bir
molekiil olmadigim gosterdi. Hemoglobin NO’i nitrata oksitleyerek, baska molekiller
ise stiperoksit radikali aracihigiyla NO’i ortamdan uzaklastirarak etki gdstermektedirler.
Ayrica bazi ilaglann antianjinal, antihipertansif etkilerinin de NO yapiminda &nciil
gdrev gormelerinden kaynaklandigi gosterilmistir.

4) Nitrik oksitin biyomolekiil olarak onemini gosteren c¢aligmalarin bir kismu da

bu molekiiliin sinir sistemindeki rolii ile ilgilidir**. Bu etkinin mekanizmalarindan biri



guanilat siklazin uyarilmasidir. Guanilat siklaz, siklik guanozin monofosfattan,
guanozin trifosfat olusumunu katalizler. NO hem demirine baglanma yoluyla guanilat
siklazi aktive eder®’.

Viicutta nitrik oksit sentazin néronal nitrik oksit sentaz (nNOS, izoform I),
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS, izoform II) ve endoteliyal nitrik oksit sentaz
(eNOS, izoform III) olarak t¢ farkl, dokuya 6zgii izoformu bulunmakta olup bunlarm
her biri farkli bir gen tarafindan sifrelenmistir. I¢lerinden iNOS, bagisiklik sisteminin
birgok hiicresinde, makrofajlar ve astroglialar gibi benzer bir hattan gelen hiicre
tiplerinde bulunur. iNOS saldirgan mikroorganizmalarin §ldiiriilmesine yardim etmek
i¢in yiiksek ve toksik diizeylerde NO {rettirir. Iste bu yiiksek NO diizeylerine, tepkici
azot-oksijen tiirleri ve NO toksisitesinin gelismesine eslik eder’.

2.7. Malondialdehit

Zarlarda lipid serbest radikalleri ve lipid peroksitleri olusturan zincir tepkimeler
reaktif oksijen tiirlerinin indiikledigi mekanizmalara ana katki saglar. Bu tepkimeler
zinciri bir baglatici ile baglar’. Basglatici mevcut bir serbest radikal, 151k ya da metal
iyonlar1 olabilir. Oksijenin lipit peroksi radikalleri ve lipit peroksitleri yapmak {izere
eklenmesi ile tepkime ilerler. En sonunda lipit bozunmaya ugrar ve lipit
peroksidasyonunun 6l¢imil olarak kullanilan, iic veya daha fazla ¢ift bag iceren yag
asitlerinden gelen MDA, ®3 yag asitlerinin terminal iki karbonundan gelen etan ile w6
yag asitlerinin terminal bes karbonundan gelen pentan gibi firlinler olusur’*(Sekil 2.6.).
Malondialdehit kan ve idrarda bulunabilir, serbest radikal harabiyetinin belirteci olarak

kullanihr®.
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Sekil 2.6, Lipid Peroksidasyonu; Bir Serbest Radikal Zincir Tepkimesi. (A} Tepkimeler ¢oklu-doymamis
bir lipidden “LH” bir hidrojen atomu séken ve bdylece bir lipid radikali “L-” yapan bir hidroksil veya
diger bir radikalle baslar (B) Olusan lipid radikali O, ile tepkimeye girip lipid peroksi radikali “LOO-" ve
lipid peroksit tireterck ilerler (C) Tek elektronun yeniden diizenlenmesi lipid yikimu ile sonuglamir ve
olusan iriinlerden biri olan MDA suda g¢oziiniir, kanda belirir (D) Zincir tepkimesi tek tek elektron
bagiglayan E vitamini gibi lipidde ¢oziintir antioksidanlar tarafindan bitirilic ve daha sonraki iki
indirgenme basamag: ile kararli, okside olmus bir antioksidan olusur.,
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Deney Hayvanlari

Bu calismaya Atatiirk Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisti Midtirligii Etik
Kurulu'nun 13.12.2006 tarihli 1921 sayili onay: alindiktan sonra baglandi. Calismada
yer alan deney hayvanlart Atatitk Universitesi Deneysel Arastirma ve Uygulama
Merkezi’nden saglandi. Agirliklar: ortalama 195 + 15 gr olan 37 adet Albino Wistar
cinsi erkek sigan kullanildi. Hayvanlar deney 6ncesi normal oda sicakhiginda (22°C)
barmdirilarak aym cins yem ve su ile beslendi.
3.2. Deney Gruplari ve Cerrahi Uygulama

Deney hayvanlari ¢aligmanin amacina uygun olarak asagida belirtilen alt1 gruba

ayrildi:

Grup I:  Adrenalektomi uygulanan (6 6rnek)

Grup II:  Adrenalektomi uygulanan + Karragenin inflamasyonu olusturuian (7 6rnek)
Grup III: Adrenalektomi uygulanan + Prednisolon zerk edilen + Xarragenin
inflamasyonu olusturulan (7 érnek)

Grup IV: Adrenalektomi uygulanan + Adrenalin zerk edilen + Karragenin inflamasyonu
olugturulan (7 6rnek)

Grup V:  Karragenin ile inflamasyon olusturulan intakt grup (5 6rnek)

Grup VI:  Intakt Grup (Kontrol Grubu) (5 6rnek)

Grup I- IV dahilinde bulunan 27 adet sicanin her birinin intraperitoneal olarak
verilen 25 mg/kg dozda Sodyum tiyopental anestezisinden sonra lumbal bélgeleri tiras
edildi. Isikli ortamda, 1sitici varhifinda, ameliyathane sartlarinda povidon iyot ile
temizlenen tiras edilmis cilt yaklasik 3 cm’lik orta hat kesisi ile ac¢ildi. Lumbal

vertebralarin her iki yanindan cilt alti dokusu yaklagitk 2 cm’lik kesi ile agilarak
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retroperitoneal yerlesimli bobreklere ulagildil ve bébrek iistii bezleri bulundu. Adrenal
bezler bilateral olarak makasla kesilerek c¢ikanidi. Cilt alti dokusu ve cilt sirayla
dikilerek kesi yerleri kapatild1 ve tekrar povidone iode ile silindi. Yapilan operasyon
sonrast deney hayvanlari kafeslerine konuldu. Bu grup hayvanlar bir hafta siire ile oda
1s1s1 stirekli kontrol edilerek normal laboratuar diyeti ve % 1°lik NaCl soliisyonu ile
beslendi. Grup V ve VI’da bulunan 10 hayvan ise aym ortamda aym cins yem ve
musluk suyu ile beslendi.

Operasyondan sonraki 8. giin sabah 11.00°de grup I[II’teki hayvanlara
intraperitoneal olarak 5 mg/kg prednisolon enjekte edildi. Benzer islem grup IV’teki
hayvanlara 100 pg/keg dozda adrenalin enjeksiyonu ile gergeklestirildi. Hemen
arkasindan grup II-V’de bulunan 26 hayvanin sag ayak pengelerine 0.1 mL % 1’lik
karragenin enjekte edildi, lokal inflamatuar reaksiyonun olusmasi i¢in 4 saat kadar
beklendi. Sonrasinda tiim grup iiyeleri dekapite edilerek sag ayak pengeleri kesildi ve
petri kutulari icerisinde buzlu ortama kondu.

3.3. Numunelerin Hazirlanmasi

Pengeler kemik dokusundan armndirldiktan sonra 0.2 gr’lik {ic par¢a doku
tartildr ve sirasiyla MPQ tayini igin % 0.5’1ik HDTMAB igeren pH=6 olan potasyum
fosfat tamponu, MDA tayini i¢in % 1.15’1ik KCI ¢ézeltisi, diger dlgtimler igin pH=7.5
olan fosfat tamponu ig¢inde 2 ml’ye tamamlanarak buzlu ortamda homojenize edildi.
Daha sonra +4°C’de 10000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Siipernatant kismu analiz
numunesi olarak analiz edilecegi giine kadar -80°C’de 3 ay siire ile sakland..
3.4.Kullanmilan Aletler ve Kimyasal Maddeler

Deneyler esnasinda kullanilan tiim aletler Tablo 3.1°de verilmistir. Kullanilan

kimyasal maddelerin tiimii analitik saflikta olup Tablo 3.2 de gdsterilmistir.



Tablo 3.1. Calismada Kullanilan Alet ve Cihaz Bilgileri

Cihazlar

Ait Oldugu Firma

Santrifilj (Sogutmal)

Heraeus 4600, Germany

Mikro Santrifiij

MSE, Micro Centaur, Sanyo, UK

Homojenizatér

OMNI International

Hassas Terazi

Sartorius AG Gottingen Tip No:BA 3105, Germany

Distile Su Cihaz

Easypure RF Compact Ultrapure Water System, USA

Karigtirict Vortex-Geine, Model K550-EG Massachusetts, USA
Magnetik Karigtiric: Labincol 32, Netherlands

Plate Calkalayict IRMA Shaker, Labsan, USA

Su Banyosu Niive BM 101, Niive Malz.San.Lim veTic.AS., Ankara
pH Metre Jenway 3010 pH Meter, UK

Derin Dondurucu

Sanyo Ultra Low, Sanyo Electric Co Ltd., Japan

Otomatik Pipet

Finpipette Lasysystems, Finland

Spektrofotometre

Beckman DU 500, USA




Table 3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kimyasal Madde Firmasi
Sodyum Fosfat Dibazik (NaH,POy) MERCK
Mixed Alkyl (Hexadecyl) Trimetyl Amonyum Bromid (HDTMAB) SIGMA
4-Aminocantipyrine SIGMA
Potasyum Fosfat Monobazik (KH,PO,) FISHER
Potasyum Siyaniir (KCN) FISHER
Potasyum Ferri Siyanid (K;Fe(CN)g) FISHER
Potasyum Fosfat Dibazik (K;HPQ,) FISHER
Potasyum Kloriir (KCl) MERCK
Hidroklorik Asid (HCI) MERCK
Etilendiamintetraasetikasit, Disodyum Tuzu (Na,EDTA) MERCK
Trikloro Asetik Asid (TCA, CCI;COOH) MERCK
Sodyum Hidroksit (NaOH) MERCK
Sodyum Karbonat (Na,CQOs) MERCK
Sodyum Bikarbonat (NaHCO;) MERCK
Tiyobarbiitirik Asid (TBA, C4MH,O,N,S) MERCK
Hidrojen Peroksit (%630, H>(O-) MERCK
Trishidroxymethyl-aminomethan (C4yM;NO;) MERCK
Glutatyon Rediiktaz (GR, EC 1,6,4,2) SIGMA
Glutatyon, Reditkte Form (GSH, CyoHz,Nz015S;) SIGMA
Ksantin (CsHyNaQ,) SIGMA
Ksantin Oksidaz (XO, EC 1,1,3,22) SIGMA
Nitroblue Tetrazolium (C4oH30C12N,004) SIGMA
NADPH, Tetrasodyun Salt, Rediikte Form (Cy1HysN;Oy7 PaNay) SIGMA
Bovine Serum Albumin SIGMA
Amonyum Siilfat (NH,);SO,) SIGMA
Karragenin SIGMA
Siilfanilamid (CsHgN»O,S ) SIGMA
Fosforik Asit (HsPQy) MERCK
N-1 naftiletilendiamin (Cy,H;4N,.2HCI) SIGMA

Asetik Asit (CH;COOH)

RIEDEL-DE- HAEN
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3.5. Kimyasal Parametrelerin Tayini

3.5.1. Glutatyon Peroksidaz Aktivitesinin Tayini

Prensip: GPx enzimi, H;O, varlifinda H,O,’t suya indirgerken rediikte glutatyonun
okside glutatyona (GSSG) yiikseltgenmesi reaksiyonunu katalizler. Burada olusan
GSSG, NADPH'm indirgeyici substrat olarak kullanildign glutatyon rediiktaz
reaksiyonuyla tekrar GSH’a indirgenir. Bu sirada NADH 1in NADP’ye yiikseltgenmesi
ile olugan absorbans azalis1 340 nm’de spekirofotometrik olarak 8lciilerek GPx enzim
aktivitesi hesaplanir’ .

Kullanilan Reaktifler:

e Fosfat tamponu: 50 mM, 5SmM EDTA’l1, pH 7.5

Rediikte Glutatyon (GsH): 150 mM

e Glutatyon Rediiktaz

e NADPH: 8.4 mM

e NaNj: 1.125M

e H0:2mM
Deneyin Yapihsi:

Deney giintine kadar -80°C’de saklanan homojenatlar ¢ozdiiriildiikten sonra bir

kez daha +4°C’de 6000 rpm’de 10 dakika santrifijj edildi ve berrak siipernatant kisim
numune olarak kullamildi. Paglia ve Valentine’den’’ alinan metoda uygun olarak

calisma prosediirii tablo 3.3’de gosterildigi gibi uygulandi.



41

Table 3.3. GPx Caligsma Prosediirii

Reaktifler Numune Tiipii Kor Tiipti
Fosfat tamponu 2.650 mL 2.650 mL
GsH 100 pL 100 pL
NADPH 100 pL 100 uL.
NaN; 10 uL 10 ul
Glutatyon Rediiktaz 10 uL 10 uL
Distile Su - 20 uL
Numune 20 uL -
Vortexle karistirildiktan sonra 37°C°de 30 dakika inkiibe
edildi.

H,O, 100 pL. 100 pL

Reaktiflerin tamaminin ilavesinden sonra numunelerin 3 dakikalik absorbans

degisimleri 340 nm’de spektrofotometrik olarak &lgiildii. Buna gére de GPx aktivitesi

belirlendi.
Hesaplama:
AA/tx 10°
EnzimAktivitesi (IU/L)=
€

AA/t: Dakikadaki absorbans degisimi

X SK

& : NADPH’1n 340 nm’deki molar absorbtivite katsayist (6.22x10%)

SK: Seyreltme katsayisi

10°: Molii, mikromole ¢evirme katsayisi (aktiviteyi tnite cinsinden ifade edebilmek

icin)
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Spesifik aktivite;

GPx (IU/L)

GPx (IU/mg protein) =
Doku Proteini (mg/L)

3.5.2. Glutatyon S-Transferaz Aktivitesinin Tayini
Prensip: Sitolzolik ve mikrozomal total GST aktivitesi 1- chloro 2,4 dinitro benzen ile
reditkte glutatyonun konjugasyonu esasina dayanarak lgiildii. Bilesigin 340 nm dalga
boyunda verdigi absorbans artigi tespit edildi, bu GST aktivitesi ile dogru orantulidir’.
Kullanilan Reaktifler:

e K-Fosfat Tamponu: 0.1 M, pH 6.5

o Triton-x-100: % 0.66

* 1-Chloro 2-4 dinitrobenzen (CDNB): 5 mg/ml ethanol i¢inde

¢ Rediikte Glutatyon (GSH): 46 mg/ml
Deneyin Yapilisi:

Tablo 3.4°de belirtildigi Uzere hazirlanan 6lctim reaktifleri 37°C’de 3 dakika
inkiibe edildi. Deney giintine kadar -80°C’de saklanarak, ¢dzdiiriildiikten sonra bir kez
daha +4°C’de 6000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilen ve berrak siipernatant kismi
numune olarak kullanilan homojenatlarmn ilavesiyle 3 dakikalik absorbans degisimleri
spekirofotometrik olarak lculdi’®.

Tablo 3.4. GST Calisma Prosediirii

Reaktifler Numune Tiipii Kor Tiipii
K-Fosfat Tamponu 805 L 905 uL
GSH 25uL 25 ul
Triton-x-100 25 ulL 25 ul.
CDNB 20 uL 20 ul
37°C’de 3 dakika inkiibe edild:.
Numung 25 pL -
K-Fosfat Tamponu - 25 ul




Hesaplama:
Enzim Aktivitesi:
Kivetteki total hacim x Homojentzasyon i¢in diliisyon faktorii

GST (IU/mL)y= AA/t x

9.6 x Numune hacmi
AA: Absorbans degisimi
9.6= Molar absorbtivite katsayis
Spesifik Aktivite:

GST (U/mL)

GST(U/mg protein)=
Doku Proteini (mg/mL)
3.5.3. Miyeloperoksidaz Aktivitesinin Tayini
Prensip: Miyeloperoksidaz enziminin aktivitesinin belirlenmesinde, substrat olarak 4-
aminoantipyrine/fenol solisyonunun yer aldigi MPO aracili HaO- ile yapilan oksidasyon
reaksiyonu kullanilmistir'’.
Kullamlan Reaktifler:
s 4-aminoantipyrine (4-AAP): 25 mM, %2°1ik fenol i¢inde ¢6ziinmiis
o 9%0.5 hexadecyltrimethyl ammonium bromid (HDTMARB)
e H;0O,
s K- Fosfat Tamponu: 50 mM, pH 6
Deneyin Yapihsi:
%0.5°'1ik HDTMAB iceren potasyum fosfat tamponu ile homojenize edilen

dokular +4°C’de 3500 rpm’de 60 dakika santrifiij edilerek stipernatant kismui alindi.
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Numune olarak kullamlacak bu kisim deney giiniine kadar -80°C’de saklandi.

Numuneler ¢dzdiiriildiikten sonra tablo 3.5°teki ¢ahsma prosediirii uyguland.

Tablo 3.5. MPO Caligma Prosediirii-

Reaktifler Numune Tiipii Kor Tupii
4-AAP 1.3 mL 1.3 mL
H,0, 1.5 mL 1.5 mL
3-4 dakika beklenerek bazal hiza erisim saglanir.
Numune 0.2mL -
Deiyonize su - 0.2 mL

Tiipler vortekslendi. 510 nm dalga boyunda kore karst 5 dakika boyunca
absorbans artis1 Olgiildii. Lineer aktivite artisnin gdzlendii absorbans degerleri
tizerinden hesaplama yapildi.

Hesaplama:
AAbsorbans x 3/0.2x SK

MPO (U/L) =

At
SK: Homojenizasyon i¢in diliisyon faktorii

MPO (mU/L)

MPO (mU/mg protein) =
Doku proteini (mg/L)
Formiilleriyle hesaplama yapilarak 1 Unite MPO aktivitesi 25°C’de 1 mmol

H,0,’yi pargalayan enzim olarak belirlendi.
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3.5.4. Cu/Zn Siiperoksit Dismutaz Aktivitesinin Tayini

Prensip: Reaksiyon ortanmuna cklenen Ksantin Oksidaz enzimi araciligiyla iiretilen Op+
radikallerinin reaksiyon ortaminda bulunan nitroblue tetrazolium’u (NBT) indirgemesi
ile meydana gelen mor renkli bir bilesik olan formazanin absorbansinin 560 nm dalga
boyunda olgiilmesi esasina dayamir’”. Indirgenme reaksiyonunun siddeti numunede
bulunan Cu/Zn SOD enziminin aktivitesine baghdir. Ortamda ne kadar gok enzim
bulunursa, sekil 3.1°de goriilecegi gibi, NBT ile reaksiyona girecek O, radikali o kadar

az olur. Boylece formazan varligiyla ortaya ¢ikan mor rengin siddeti de o kadar azalir.

Ksantin
Ksantin / O, + NBT ——— Formazan
Oksidaz O,
\_ SOD
O, H,O, + O,
Urik asit

Sekil 3.1. Formazan olusumu ve SOD ile inhibisyon

Kullanilan Reaktifler:
o Olgiim Reaktifi: * 0.3 mM Ksantin
*0.6 mM EDTA (Disodyum tuzu)
* 150 uM NBT
* 0.4 M NayCOs
* 1gr/LL Bovine serum albiimin
¢ Ksantin oksidaz: 167 U/L

. (NH4)2SO4Z 2M
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Deneyin Yapilisi:
Deney giiniine kadar -80°C’de saklanan homojenatlar ¢tzdiiriildiikten sonra bir
kez daha +4°C’de 6000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve berrak siipernatant kisim

numune olarak kullanildi. Tablo 3.6’da gosterildigi gibi reaktifler aktarildi.

Tablo 3.6. Cu/Zn SOD Calisma Prosediirii

Reaktifler Numune Tiipii Kor Tripii
Olgiim Reaktifi 2.45 mL 2.45 mL
Numune 100 uL -
Bidistile su - 100 pL
Ksantin oksidaz 50 uL 50 pL
Tlipler iyice kanstirild: ve 25°C’de 20 dakika inkiibe edildi

Deney tiipleri birer dakika araliklarla inkiibasyona birakilarak inkiibasyon
stresinin sonunda 560 nm dalga boyunda absorbanslar: él¢iildii.
Hesaplama:

Yapilan deneyde NBT’nin indirgenme hizindaki %50’lik inhibisyon orami 1
SOD {initesi olarak kabul edildi. Buna gore numunede bulunan SOD enziminin
meydana getirdigi % inhibisyon ve enzim aktivite degeri asagidaki formiiller
kullamlarak hesaplandi.

{Absorbans (ke - Absorbans (nymee ) X 100

% Inhibisyon =

Absorbans (ke
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% Inhibisyon

Enzim Aktivitesi (U/mL) =

50 x Numune hacmi {(mL)

SOD (U/mL)

Spesifik Aktivite (U/mg protein) =

Doku proteini (mg/mL)

3.5.5. Nitrik Oksit Tayini
Prensip: NO ¢ok kisa 8miirlii bir radikaldir ve hizla NO, ile NO3 ’a okside olmaktadir.
Bu deneyde, ortamda bulunan NO; i NO; ’e indirgenmesinden sonra NO &l¢limii
gerceklestirildi”.
Kullanilan Reaktifler:
o  7ZnS04: 300 ar/L
e Griess Reaktifi: 500 mL distile su icinde * 0.5 gr Sulfonilamid
*12.5 gr Fosforik Asit
*0.05 gr Napthylendiamine
o NADPH: 50 umol
e FAD: 5 pmol

o Nitrat Rediiktaz: 200 U/L

Deneyin Yapilisi:
Deney giiniine kadar -80°C’de saklanan siipernatantlar ¢zdiiriildiikten sonra

Tablo 3.7°de bulunan ¢aligma prosediiriine tabii tutuldu.
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Tablo 3.7. NO Caligma Prosediirii

Reatktifler Numune Tiipii Kor Tiipii
Numune 100 uL -
Bidistile su 400 uL 500 uL
NADPH 100 uL 100 pL
FAD 100 pL 100 uL
Nitrat rediiktaz 20 uL 20pL
37°C’de 20 dakika inkibe edildi

ZnS0, 36 uL 36 uL

Deproteinizasyon islemi boylece gergeklestirildi. Bu karistm 1000 rpm’de 15
dakika santrifiij edildi. Olusan siipernatant kisim bundan sonrasi i¢in numune ve kér

tiipleri icin ayr1 ayri numune olarak kullanildi,

Stipernatant 100 pL 100 uL
Griess Reaktifi 100 uL -
Metafosforik Asit - 100 uL

10 dakika oda sicakiiginda bekletildi

Bu islemler sonucunda olusan pembe renkli kompleksin absorbansi 540 nm
dalga boyunda spektrofotometrede okutuldu.
Hesaplama:

Elde edilen sonuglar, siipernatant yerine potasyum nitrat stok ¢ozeltisinin bir seri

dilisyonu ile hazirlanan farkli konsantrasyonlarinin  kullamildidi  standartlarin
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absorbanslarina gore olusturulmus kalibrasyon egrisi yardimi ile hesaplandi. NO
sonuclar1 gr yas doku basina pmol cinsinden ifade edildi.
3.5.6. Malondialdehit Tayini
Prensip: Yiiksek sicakhkta (95°C’de) tiyobarbitiirik asit (TBA) ile MDA’nm
olusturdupu pembe renkli kompleksin absorbansimuin 532 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak Slglilmesi esasina dayarr’*.
Kullanilan Reaktifler:

e Sodyum Dodesil Siilfat (SDS): %3.1

e Asetik asit: %20, pH 3.5 (NaOH ile ayarlandi)

o TBA: %8

¢ N-Biitanol/ Piridin (15/1)
Deneyin Yapihs:

Deney giiniine kadar -80°C’de saklanarak, ¢ozdiiriildiikten sonra bir kez daha

+4°C’de 6000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve berrak siipernatant kism numune

olarak kullamildi. Tablo 3.8’de gosterilen, Okhawa ve arkadaslarinin tarifledigi metodla

MDA tayini yap11d175.

Tablo.3.8. Penge Dokusunda MDA Calisma Prosediirii

Reaktifler Numune Tiipii Kor Tiipii

Numune 0.2 mL -

SDS Cozeltisi 0.2 mL 0.2 mL

Asetik Asit Cozeltisi [.5mL 1.5 mL

TBA Cozeltisi 1.5 mL 1.5mL

Saf Su 0.8 mL 0.8 mL
95°C’de bir saat inkiibe edilerek musluk suyu ile sogutuldu. Sonrasinda,

Saf Su ImL 1 mL

N-Biitanol/ Piridin 5mL Sml

Vortexle karistinnldi ve 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.
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Santrifiij sonrasi olusan organik fazin absorbans: 532 nm dalga boyunda kore

kars1 okutuldu. Islemler sirasinda numune ve kor tiipii olarak kapakl tiip kullanildi.

Hesaplama:

Absorbans x 10°

MDA (pmol /L) = x SK

1.52x 10°

1.52 x 10°; Molar absorbtivite katsayisi

SK: Seyreltme Katsayisi

10% Molii mikromole ¢evirme katsayisi

Hesaplanan §l¢iim birimi nmol/gr yas doku olarak ifade edildi.

3.5.7. Dokuda Protein Tayini

Prensip: Bradford Metodu’na'*® gore tanimlanmustir. Protein miktarinin tespiti, negatif

yiiklii Coomassie Brillant Blue G-250 (CBB)'nin protein lizerindeki pozitif yiiklere

baglanmasiyla olusan mavi renkli kompleksin absorbansinin 595 nm dalga boyunda

okutulmasi esasina dayanir.

Kullanilan Reaktifler:

CBB Cozeltisi: 100 mg Coomassie Brillant Blue G-250, 50 mL %95°lik etil
alkol i¢inde ¢oziiliir. 100 mL %85°lik fosforik asit eklenerek hacmi litreye
tamamlanir.

Standart: Bovine serum albiiminden 100 mg/dL konsantrasyonda stok
standart  hazirlandi.  Daha sonra  seyreltme  yapilarak  degisik

konsantrasyonlarda elde edilen BSA ¢ozeltileri standart olarak kullanildi.



51

Deneyin Yapihse:
Deney gliniine kadar -80°C’de saklanan homojenatlar ¢ozduriildiikten sonra bir
kez daha +4°C’de 6000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve berrak siipernatant kisum

numune olarak kullamldi. Tablo 3.9°da gosterildigi gibi reaktifler aktarilarak protein

tayini yapildi,
Tablo.3.9. Bradford Yéntemiyle Dokuda Protein Tayini
Reaktifler Numune Tiipii Kor Tiipii Standart Tiipii
Numune 0.1 mL - -
Standart - - 0.1 mL
Distile Su - 0.1 mL -
CBB Cozeltisi 5 mL 5mL 5mL
Oda sicaklifinda 5 dakika inkiibasyon

595 nm dalga boyunda absorbanslar kore kargi okutuldu. Standart grafik
cizilerek hesaplama yapildi. Sonug¢ gr/L. olarak kaydedildi. Ancak difer parametre

sonuglart hesaplamrken uygun birimlere ¢evrildi.
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4- VERILERIN DEGERLENDIRILMESI

Elde edilen sonuglar “ortalama defer + standart sapma” ( X + SD) olarak ifade
edildi. Gruplar aras: farkin dnemlilik derecesi one-way ANOVA testi kullanilarak ifade
edildi. Takibinde Fisher’s post-hoc LSD (least significant differences) yapildr.
Korelasyon analizi i¢in Sunderman testi kullanildi. Ttm istatistiksel islemler i¢in “SPSS
for Windows, 11.5” istatistik paket programi kullamild: ve p < 0.05 degeri anlamh kabul
edildi.
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5- BULGULAR

Bu calismada agirhiklar ortalama 195 + 15 gr olan 37 adet Albino Wistar cinsi
erkek sigan kullamldi. Deney hayvanlart 6 farkli gruba aynldi. Uygulanan
adrenalektomi ve lokal inflamasyonun oksidasyona etkisi, antioksidan cevap olusturan
enzimler Uzerine etkisi ve haricen verilen glukokortikoid ile adrenalinin cevap iizerine
etkilerinin incelenmesi amaglandi. Buna yénelik olarak olusturulan gruplar, bu
gruplarda yer alan hayvanlarn pence dokusu homojenatlar1 hazirlanarak bakilan MDA
ve NO diizeyleri, SOD, GPx, GST ve MPO aktivitelerine ait mean+SD, median, min-
maks degerléri Tablo 5.1°de verildi. Gruplar arasinda bu parametreler agisindan fark
olup olmadigi Tablo 5.2°de verildi. Grup i¢i farkh parametre 6lglim degerlerinin
birbirleriyle korelasyonlari da Tablo 5.3°de sunuldu.

Tablo 5.1°de goriildiigii gibi en yiksek MDA degerleri grup II’de
(adrenalektomi + karragenin grubu) ve en diisiik degerler kontrol grubu olan grup VI’da
(intakt grup) saptandi. Grup III (adrenalektomi + prednisolon + karragenin grubu) ve
IV'de (adrenalektomi + adrenalin + karragenin grubu) ise birbirine yakin degerler elde
edildi. Istatistiksel olarak MDA degerleri adrenalektomili grup ile intakt grup arasinda
p<0.05 , grup IV ile p<0.0l ve grup II ile p<0.001 diizeyinde farkhlhik vardi.
Adrenalektomi + karragenin grubunda (grup II) en yiiksek MDA degerleri (31.8£2.5
nmol/gr yas doku) elde edilmig olup diger gruplarla fark p<0.001 diizeyinde saptand.
Buna karsin grup IIl ve IV ile intakt grup arasinda MDA agisindan fark istatistiksel
olarak anlamli degildi (p>0.05). Intakt grup ile intakt + karragenin grubu arasindaki fark

ise oldukga anlamliyd: (p<0.001). (Tablo 5.2 — Sekil 5.1)
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Sekil 5.1. MDA Olgiimlerinin Gruplara Gore Dagilimi

Penge odemi olusturulan deneklerdeki inflamatuar doku NO diizeyleri
irdelendiginde; MDA’da oldugu gibi en yiiksek X =SD grup II'de (adrenalektomi +
karragenin grubu) ve en diisiik diizey ise intakt grupta (VI) él¢iildd. Grup 1. IH ve IV’iin
degerleri ise birbirine yakindi (Tablo 5.1). NO acisindan gruplar kiyaslandigida;
adrenalektomili grup, inflamasyonun da eslik ettigi grup Il ve adrenalektomi olmaksizin
inflamasyon olusturulan grup V’den oldukga diigiik NO degerlerine sahipti (p<0.001).
Buna ilaveten grup I ile III, IV ve V. gruplar arasindaki fark anlamsizdi. Yine MDA
parametresinde oldugu gibi grup II (adrenalektomi + karragenin grubu) biitiin gruplar
icinde en yiiksek doku NO diizeylerine sahipti. Ve diger tim gruplardan istatistiksel
olarak énemli bir farkhilik gdsterdi (hepsi igin p<0.001). Grup I ile IV arasindaki fark

anlamli degildi. (Tablo 5.2 — Sekil 5.2)
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Sekil 5.2. NO Olgiimlerinin Gruplara Gére Dagilimi

Doku SOD aktivite sonuglari karsilastinldiginda, en yiiksek deger (25.0£4.7

U/mg protein) intakt gruba ve en diisiik % =+SD ise adrenalektomi + karragenin
grubuna (8.5+2.5 U/mg protein) aitti. Grup I ile II arasinda sinirda farklilik var iken
(p=0.049) yine grup I ile III ve IV. gruplar arasinda anlamli farkhiliklar vard: (p<0.001).
En diisik SOD degeri adrenalektomi + karragenin grubuna ait olup diger gruplarla
kiyaslandipinda ise fark istatistiksel olarak ¢ok anlamliydi (p<0.001). Intakt grup ile
intakt + karragenin gruplar1 arasindaki fark orta derecede idi (p<0.01). Yine intakt +
karragenin grubu ile hem prednisolon hem de adrenalin alan gruplardaki fark zayifti

(p<0.03). (Tablo 5.2 — Sekil 5.3)
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Sekil 5.3. SOD Olgiimlerinin Gruplara Gére Dagtlimi

Doku GPx aktivitesi en yiiksek III ve IV. gruplarda saptandi. En diisiik deger ise
(0.17+0.09 1U/mg protein) adrenalektomi + karragenin grubuna (II) aitti. Bu parametre
ile ilgili olarak grup karsilagtirmalarinda sadece grup II ile diger gruplar arasinda
anlamli farklibiklar bulundu (grup III ile p<0.001, IV ve VI ile p<0.01 ve grup V ile

p<0.05 diizeyinde). (Tablo 5.2 — Sekil 5.4)
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Sekil 5.4. GPx Olgiimlerinin Gruplara Gére Dagilins
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Antioksidan savunma sisteminin dnemli parametrelerinden GST agisindan en
yiiksek deger (1.43+0.46 U/mg protein) grup IlI’de (adrenalektomi + prednisolon +
karragenin grubu) ve en digiik deger (0.50+£0.14 U/mg protein) grup IP’de
(adrenalektomi + karragenin grubu) tespit edildi. Grup III ile grup IV’iin degerleri
birbirine yakmdi. Gruplarin karsilagtiriimasinda ise grup Il ile III ve IV arasinda 6nemli
farkliliklar varken V ve VI ile herhangi bir fark yoktu. Hem prednisolon hem de
adrenalin verilen gruplarin degerleri intakt ve intakt + karragenin gruplanna gore

anlaml derecede yiiksekti (yalnizea IV-V p<0.01 digerleri p<0.001). (Tablo 5.2 — $ekil

5.5)
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Sekil 5.5, GST Olgtimlerinin Gruplara Gére Dagilimi

Inflamasyonun bagmmsiz bir gdstergesi olan MPO diizeyleri incelendiginde; en
yitksek deger (0.58+0.29 mU/mg protein) adrenalektomi + karragenin grubunda ve en
dissik deger (0.16+0.051 mU/mg protein) hicbir islem yapilmayan intakt grupta

slciildii. Grup 1 ile V arasinda ve [V ile V arasindaki farklar p<0.05 diizeyinde iken, V-
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V1, V-III ve I-1I arasindaki farklar p<0.01 diizeyinde idi. Adrenalektomi + karragenin
grubu hem adrenalin hem de prednisolon gruplarina gore oldukga yiiksek MPO
degerlerine sahipti (p<0.001). Diger yandan hem adrenalin hem de prednisolon
gruplarmm MPO degerleri intakt gruba gore anlamli bir fark olusturmamaktaydi

(p>0.05). (Tablo 5.2 — Sekil 5.6)
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Sekil 5.6. MPO Olgiimlerinin Gruplara Gére Dagilimt

Yapilan korelasyon analizlerinde, 1. grupta (adrenalektomi grubu) NO-MDA (r=
0.89) ve NO-MPO (r = 0.94) arasinda pozitif korelasyon varken NO-SOD (r = -0.94),
SOD-MDA (r = -0.67) ve SOD-MPO (r = -0.83) arasinda ¢esitli diizeylerde negatif
korelasyon vardi.

II. grupta NO-SOD, SOD-MDA, SOD-MPO, MDA-GST, GST-MPO ve GPx-
MPO arasinda negatif korelasyonlar; NO-MDA, NO-MPO, SOD-GST, SOD-GPx,

MDA-MPO ve GST-GPx arasinda da pozitif korelasyontar meveuttu (Tablo 5.3).
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IIL. grupta, sadece MDA-NO (r = 0.86), MDA-MPO (r = 0.78) arasinda zayif
pozitif (hef ikisi igin p<0.05) ve NO-MPO (r = 0.93) arasinda ise orta derecede pozitif
korelasyoniar vardi (p<0.01).

Iv. .grupta, MPO-GST arasmnda zay:if negatif korelasyon varken, NO-MDA, NO-
MPO ve MDA-MPO arasinda cesitli derecelerde pozitif iliski saptandi (Tablo 5.3).

V. grupta, NO-MPO arasinda zayif pozitif, NO-SOD ve SOD-MDA arasinda
zaylf negatif iligki tespit edildi (hepsi i¢in p<0.05)

VI. grupta ise sadece MDA ile MPO arasinda zayif iliski bulundu (r = 0.9 /

p<0.05)
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Tablo 5.3 Korelasyonlar

L.grup = =
NO-MDA 0.89 0.042
NO-MPO 0.94 0.005
NO-SOD -0.94 0.005
SOD-MDA -0.67 0.023
SOD-MPO -0.83 0.042
IL.grup

NO-SOD -0.93 0.003
NO-MDA 0.89 0.007
NO-MPO 0.86 0.014
SOD-MDA -0.82 0.023
SOD-GST 0.86 0.036
SOD-GPX 0.77 0.036
SOD-MPO -0.78 0.036
MDA-GST -0.89 0.007
MDA-MPO 0.96 0.0001
GST-GPX 0.75 0.052
GST-MPO -0.77 0.036
GPX-MPO -0.86 0.014
IIIL.grup

NO-MDA 0.86 0.014
NO-MPO 6.93 0.003
MDA-MPO 0.78 0.036
1V.grup

NO-MDA 0.86 0.014
NO-MPO 0.89 0.007
MDA-MPO 0.96 0.0001
GST-MPO -0.78 0.036
V.grup

NO-SOD -0.9 0.037
NO-MPO 0.9 0.037
SOD-MDA -0.9 0.037
VI.grup

MDA-MPO 0.9 0.037




6- TARTISMA

Bilindigi lizere canli organizmalarda oksidan ve antioksidan olaylar denge
halinde bulunurlar. Ancak ¢esitli etkilerle oksidan durumlar ve antioksidan savunma
sistemi arasmda bir dengesizlik ortaya ¢ikar. Bu da oksidatif strese neden olur.
Oksidatif stres kaynaklari ¢ogunlukla serbest radikaller olmaktadir. Serbest radikal,
oksidan molekiil veya en dogru adlandirma ile reaktif oksijen tiirleri, atomik veya
molekiiler yapilarinda eslenmemis tek elektron igeren ve bu nedenle reaktif ¢zelikler
tastyan molekiillerdir’’.

Serbest radikallerin intraselliiler ileti yollari, bazi transkripsiyon faktdrlerinin
aktivitesi gibi fizyolojik olaylarda gorev aldigi ya da mikrobiyal ajanlara karsi savunma

sisteminde etkili oldugu bilinmektedir'®’

. Yapilan bir ¢alismada néronlardaki oksidatif
stres ve hasarin membran lipidleri, proteinler ve DNA gibi hiicresel komponentlere
kars1 serbest radikal ataklaryla olugtugu ve bu hasarin ¢esitli hiicre i¢i mekanizmalarla
reaktif oksijen tlirleri Giretiminin artisiyla korelasyonu oldugu gésterilmi$tir[08. Oksidatif
strese karsi en erken bulgunun da serbest radikallerin membranlarda yaptifi
degisiklikler oldugu dustiniilmektedir. Bu  etkilerden biri memban lipid
peroksidasyonudur'®'"°,

Hiicrelerde oksidatif hasar1 Onleyen, kismen azaltan ya da yok eden bazi
mekanizmalar vardir. Bunlar enzimler ya da enzimatik olmayan (vitaminler,
karotenoidler, fenolik yapilar gibi) dogal antioksidanlar ve ila¢ olarak etkili, dogal
olmayan antioksidanlardi’.

Bu bilgiler 1s1§inda ¢alismamizda adrenal gland yoklugu ve lokal inflamasyonun
oksidatif stres ve antioksidan parametreler {izerine etkilerinin gdsterilmesi amaglanarak

deneysel bir model olusturuldu. Intaki ve adrenalektomili siganlarda karrageninle

olusturulan inflamasyonlu penge dokusunda MDA, NO, SOD, GPx, GST ve MPO
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dizeyleri Glt;iildﬁ. Deney sonuglar intakt ve adrenalektomili siganlarin inflamasyonlu
penge dokusunda oksidan ve antioksidan parametreleri arasinda istatistiksel olarak
anlaml fark oldugunu gésterdi.

Grui:alar alti farkhh sekilde (Grup I+ Adrenalektomi uygulanan, Grup II:
Adrenalekté)mi uygulanan -+ Karragenin inflamasyonu olusturulan, Grup III:
Adrenalektomi uygulanan + Prednisolon zerk edilen + Karragenin inflamasyonu
olusturulan, Grup IV: Adrenalektomi uygulanan + Adrenalin zerk edilen + Karragenin
inflamasyonu olusturulan, Grup ¥: Karragenin ile inflamasyon olusturulan grup, Grup
VI: Intakt grup olmak fizere) olusturuldu ve 6lgiim sonrasi degerlendirmeler yapildi.

MDA, serbest oksijen radikallerinin dokularda olusturdugu lipid peroksidasyonu
sirasinda bir dizi reaksiyon sonucu meydana gelen oldukga reaktif, metabolik bir
tirtindiir. Ve lipid peroksidasyonunun baglica son trtinlerinden olan bu metabolik tiriin,
oksidan hasart degerlendirmede siklikla kullamlmaktadir'''?*. MDA organizma i¢in
oldukg¢a zararli bir madde olup, hiicre membranlarindan iyon aligverisine etki ederek
iyon geeirgenliinin ve enzim aktivitesinin bozulmas: ve DNA bazlariyla reaksiyona
girerek mutajenik karakter kazanmas: gibi pek ¢ok olumsuz etkiye sahiptir''?. Oksidan
ajanlarmn yeterince detoksifiye edilmemeleri sonucunda lipid peroksidasyonuna baglh
olarak MDA’'nm miktan artar ve artmug MDA diizeyleri doku hasarimn siddetini
y'a.nsr[lrm’1 3,

Olgiimlerimizde en yitksek MDA degeri adrenalektomi yapilarak karragenin
inflamasyonu olusturulan grup II’de, sirasiyla grup V, I, IV ve III olmak tizere en diigiik
deger de islem yapilmamis olan intakt grupta tesbit edildi. Prednisolon ve adrenalin alan
adrenalektomi yapilmis lokal inflamasyonlu grup degerleri birbirlerine ve intakt gruba

yakn bulundu. Inflamasyon olusturulan gruplarda, &ézellikle II ve V’de diger gruplara
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gore oldukga anlamli yiksek MDA degerleri saptandi. Bu da hasarll dokuda artig
gosteren MDA’mn sadece adrenalektomi yapilmis sican pengesi dokusunda da intakt
siganlardaki diizeye gore anlamli olarak yiikselme gosterdigini ortaya ¢ikarmistir. Bu
olay, adrenal gland hormonlarimin  dokuyu MDA  hasarindan  korudugunu
gostermektedir. Adrenalektomili siganlarda karrageninin intaktlara gore daha siddetli
hasar olusturdugu yapilan deneysel ¢aligmalarda gosterilmistir’’. Bizim calismamizda
da karragenin verilen adrenalektomili sigan pengesi dokusunda MDA diizeyi,
karragenin alan intakt sicanlarninkinden ¢ok daha yiitksek bulundu. Calismamizdan ve
literatiirlerden edinilen bu bilgi, MDA dlzeyinin artisiin, inflamasyon siddetine
paralellik gosterdigini isaret etmektedir.

Ayrica adrenalektomili siganlara karragenin inflamasyonundan Once
prednisolon verilmesi inflamasyonlu dokuda MDA diizeyinin yiikselmesini anlamli
olarak baskilamugtir. Prednisolonun fosfolipaz A;'yi inhibe ederek prostanoid ve
lokotrien sentezini frenledigi bilinmektedir. Prednisolon alan siganlarda MDA
diizeyinin diigmesi, bu olayin prednisolonun antiinflamatuar etkisinden kaynaklanms
olabilecegini gdstermektedir. Yine ¢alismamizda adrenalektomili sicanlara karragenin
inflamasyonundan dnce adrenalin verilmesi de MDA diizeyini grup II ve grup V’e gore
anlaml olarak diisiirdit. Adrenalin, prednisolon ve intakt sigan gruplar arasindaki fark
ise istatistiksel olarak anlamsizdi. Bu deney sonuglarina dayanarak inflamasyonlu
dokuda MDA’min baskilanmasinda hem adrenal korteks hem de adrenal medulla
hormonlarinin rol aldigim séyleyebilinz. Siileyman ve ark.'?® yaptig1 bir calismada da
karrageninle inflamasyon olusturulan adrenalektomize ratlarda verilen NSAI ilacin
antiinflamatuar etkisinin adrenalin ve prednisolon verilenlere gore anlamli olarak

belirgin oldugu; ancak yalmzca adrenalin, yainizca prednisolon ve ikisi birlikte verilen
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gruplar arasinda istatistiksel olarak fark olmadigi sonucu elde edilmistir. Adrenalinin
inflamasyon mediyatorlerinin olusumunu baskiladigi  bilinmektedir. Yapilan bir
¢aligmada TNF-a’mn supresyonunda adrenalinin rolii gosterilmistir' 2.

Glukokortikoid hormonlar, hayati fonksiyonlar, immiin cevaplar ve inflamasyon
kontrolit iéin énemlidir'®®, Bazi glukokortikoidler ve katekolaminler proinflamatuar
sitokinleri (IL-12, TNF-qa, IF-y) inhibe etmekie, bazi antiinflamatuar sitokinleri de (IL-
10, TL-4) stimiile etmektedir'?’. Adrenalektomi tek basina oksidatif stresi indiikler'®.
Yapilan bir calismada adrenalektomili si¢anlarda olusturulan gastrik lilserasyon
modelinde enteresan bir bulgu olarak verilen prednisolon ve adrenalinin MDA
yiikselmesini ciddi bir bigimde frenledigi gosterilmistir. Adrenal glandlarin alinmas
gastrik doku ve eritrositte sham grubuna gére MDA dizeylerini énemli derecede
diistirmiigtiir ki bu da adrenal glandda bulunan faktér veya faktdrlerce (MDA nin

iiretimini kontrol eden) saglanmaktadir''*

. Ancak bununla ilgili olarak literatiirde gesitli
bulgular vardir. Toleikis ve ark. 15 wistar ratlann adrenalektomi sonrasi karaciger,
akciger ve bobrek homojenatlarinda in vitro lipid peroksidasyonunun azaldigin
bulmuglardir. Bu durum bizim bulgulanmizla celismektedir. Bir bagka benzer modelli
calismada ise karaciger dokusunda lipid peroksidasyon triinleri adrenalektomili grupta
sham operasyon grubuna gore daha yiiksek bulunmus ve ilave olarak kortizon verilen
adrenalektomili grupta bu degerlerin disik bulundugu rapor edilmistir''®. Bu,
calismamzla uygunluk gostermektedir. Yildirim ve ark.”'* yaptig: calismada da gastrik
doku MDA diizeyleri adrenalektomi -+ prednisolon grubunda sadece adrenalektomi
grubundan daha yiiksekti. Bu sonuglarla adrenal hormonlarinin lipid peroksidasyonu

{izerinde organ-spesifik etkisi oldugunu dne siirmislerdir. Bizim ¢aligmamizda farkh bir

inflamasyon modeli olan penge demi yukandaki sonuglan teyit emektedir.
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Bir diger parametremiz olan, oksidasyon gdstergesi NO diizeyleri
olgtimlerimizde, en yiiksek deger adrenalektomi + karragenin grubunda olmak tizere
sirastyla grﬁp V, L, IV, [IT’de ve en diistik olarak da intakt grupta (VI) bulunmustur. Bu
MDA dﬁzeyleriyle de benzerlik géstermektedir.

NQO’in noérotransmitterlik, tiimodr hiicrelerinin yok edilmesi, immiinite ve
inflamasyon gelisimi gibi biyolojik olaylarda gesitli gdrevleri tammlanmistir®®. NO’in
inflamasyondaki roliiniin yeterince agik olmadiginmt ifade eden, proinflamatuar ve
antiinflamatuar etkili oldugunu g@steren calismalar da vardir, NO giigli bir
vazodilatatdrdiir ve akut inflamasyonda 6dem olusumuna katki saglar, Odem, NO
salmimuiyla kontrol edilen “substance P” ile indiiklenir. Ayrica inflamasyonda akut
immiin kompleks olusumuyla baglantili vaskiiler permeabilite artisinda goérev alir.
Romatoid sinoviyal sivida nitrit seviyelerinin yiikselmis olmasi gézlemine dayanan,
NO’in kronik inflamasyonda proinflamatuar bir roliiniin oldugu anlam cikarilmigtir.
Yine bir baska makalede NO’in inflamasyondaki etkinliginin endotelyal hiicrelerden
salindiginda platelet inhibisyonu yapmasi, 16kosit adhezyonu saglamasi ve platelet
agregasyonuna sebep olmasi seklinde gosterildigi ifade edilmistir’ =121

inflamasyonlu balgede NO diizeyinin yiikseldigi bilinmektedir. Calismamizda
da inflamasyonlu dokudaki NO diizeyinin inflamasyon siddetine paralellik gosterdigi
goriilmiistiir, Karragenin yapilan adrenalektomili sican pencesi dokusunda (grup II) NO
diizeyi, sadece karragenin yapilan grup dahil olmak tizere diger tim gruplara gore ¢ok
daha anlaml artis gostermistir. Yine yalmzca karragenin alan grup NO degerleri
yalmizca adrenalektomi yapilan gruba gore olduk¢a anlamli yiiksek bulunmustur.
Adrenalin ve prednisolon verilen adrenalektomili hayvan pengesi dokusundaki NO

diizeyi arasinda ise istatistiksel olarak anlamli fark goriilmemistir. Ayrica, adrenalin ve
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prednisolon alan adrenalektomili sigan gruplanindaki NO ile intakt (kontrol) grup
arasindaki NO diizeyleri agisindan da belirgin bir farklhilik saptanmamigtir. Bu da bize
NO diizeylerini yiikseltmede 6zellikle inflamasyonun roliiniin bulundugunu ancak
adrenal bez yoklugunun fazla etkili olmadiim gostermistir,

Antioksidan enzim parametrelerimizden olan SOD, hiicrede oOnemli bir
antioksidan enzimdir. Cu/Zn- SOD, ROS (Reaktif Oksijen Tiirleri) metabolizmasinda
iki y6nlii rol oynar. Reaktif oksijen tlirleri igin Cu/Zn-SOD bir hedeftir. ROS, hem in
vitro'?® olarak hem de ROS ile iliskili ndrodejeneratif hastaliklarda bu enzimi inhibe
edebilmektedir'®.

SOD aktivitesindeki artis stiperoksit radikallerinin konsantrasyonundaki artis:
savunmaya yOnelik ortaya ¢ikabilir. SOD siiperoksit radikallerini hidrojen peroksite
indirger. Hidrojen peroksit GPx tarafindan indirgenmezse bakir ve demir gibt metallerle
reaksiyona girerek hidroksil radikali olugturur, SOD aktivitesindeki artigin adaptif
olarak GPx aktivitesinde de artisga neden oldugu bilinmektedir. Ancak bir bagka
calismada da GPx aktivitesinde artis olmaksizin SOD aktivitesindeki artisin lipid
peroksidasyonuna neden oldugu gosterilmigtir'®"'2>13",

Bizim ¢aligmamizda SOD aktivitesi en yitksek intakt grupta olup en diisiik de
adrenalektomi + karragenin grubunda (grup II) tespit edilmistit. Ancak yalnizca
karragenin inflamasyonu olusturulan ve yalnizca adrenalektomi yapilan grupta da
sirastyla digiik degerler mevcuttur. Buradan inflamasyonun SOD aktivitesi {izerine
azaltic1 etkisinden s6z edilebilir. Oksidan stresin yarattig1 inflamasyonda reaktif oksijen
tiirlerinin SOD aktivitesini baskilayabilecedi sdylenebilir.

Adrenalektominin etkisi ise, inflamasyonda daha fazla olmak iizere, SOD

aktivitesini azaltmig olmasidir ki intakt ve yalmzca adrenalektomi yapiimis gruplar arasi
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fark oldukca anlaml tespit edilmistir. Oysa hem adrenalin hem de prednisolon verilen
gruplarla adrenalektomili gruplar arasindaki fark da istatistiksel olarak oldukca
anlamlidir. Bu da bize SOD aktivitesinin kontroliinin adrenal gland hormonlan ile
baglantili olabilecegini gostermektedir. Yapilan bir ¢alismada adrenalektomi sonrasi
mide dokusunda SOD aktivitesi sham operasyon grubuna gore anlaml derecede diisiik

B2 Yildinm ve ark.' yaptiklan bir galismada &zellikle adrenalinin SOD

bulunmugtur
ve GPx aktiviteleri lizerinde roliiniin olabilecegini ileri stirmiislerdir.

(Calismamizda intakt ve adrenalektomili sigan pence dokusunda GPx aktivitesi
arasinda anlamli bir fark goriilmezken, adrenalektomili sicanlara karragenin verilmesi
ile enzim aktivitesinin bu gruplara gére anlamli olarak diistigii goriilmiistiir. Ancak
adrenalin ve prednisolon verilen gruplarda bu aktivite anlamli olarak yilikselmistir.
Buradan adrenalin ve prednisolonun da GSH-px aktivitesinin korunmasinda onemli
faktor oldugu anlasilmaktadir.

Erken maternal adrenalektomi uygulanmis gebe ratlar tizerinde yapilan bir
¢alismada termde fotal akciferde katalaz, GPx, glutatyon rediiktaz, sitokrom oksidaz,
GSH, askorbat ve trik asit diizeylerinde bir degisiklik gézlenmemistir. Bu gdstermistir
ki fotal akciger antioksidan kapasitesinin gelisiminde maternal bezler elzem degildir. Ve
gestasyonun son 1/5°1ik kismu siiresince fotal kortikosteron uyarisinin normal ve yeterli
bir fotal akciger enzimatik ve non-enzimatik antioksidan sistem gelisimini olusturdugu
goriilmiigtiir'>.

Karragenin alan adrenalektomili siganlarin penge dokusunda GST diizeyi intakt
sicanlarinkine gore daha diigiik bulundu. Fakat adrenalin ve prednisolon alan

adrenalektomili si¢an pengesi dokusundaki GST diizeyi saglikli (intakt) siganlarinkine

gore sirayla 2.6, 2.1 kat1 kadar yilksek bulundu. Karragenin alan intakt sigan grubu ile
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saglikli (intakt) sican grubunda ise istatistiksel olarak fark gériilmedi. Bu da endojen
adrenalin .ve glukokortikoidlerin GST harcanmasimn  &nlenmesinde  etkisinin
olabilecegine isaret etmektedir.

Dokuda polimorfoniikleer 1okosit birikiminin hassas bir gdstergesi sayilabilecek
MPO enzimi aracilifiyla H>Oy’ten hipoklordz asit ve daha uzun §miirlit kloraminler
olusturur ki bunlar in vitro sitotoksik aktiviteleri bilinen ancak in vivo mikrobisidal
aktiviteleri kesin bilinmeyen bilesiklerdir. Ancak yapilan klinik ¢alismalarda MPO
defekti olan hastalarin, birgok enfeksiyon ajanina direngli olmakla beraber fungal ve
baz1 bakteriyel enfeksiyonlara karsi savunma gii¢lerinin azaldig gdsterilmi$tirl34'l36.

Bizim ¢alismamizda da MPO diizeyi karragenin verilen intakt ve karragenin
verilen adrenalektomili sigan pengesi dokusunda saglikli intaktlara gére anlamh
yiikselme gostermistir. Prednisolon ve adrenalin verilen adrenalektomili-inflamasyonlu
dokularda ise MPQO diizeyi sadece karragenin verilen adrenalektomili sigan grubuna
gére anlamlh bir diigme gostermisgti,. Buna gore prednisolon ve adrenalinin
antiinflamatuar etkilerini destekleyici bir bulgudan stz edilebilir.

Sonu¢ olarak adrenal gland hormonlarn oksidan-antioksidan dengenin
korunmasinda, organizmanin lokal inflamasyona cevabimn belirginlesmesinde Snemli
yer tutmaktadir. Adrenal gland yoklugu oksidatif stresi basli bagina indiiklerken
organizmanin lokal inflamasyon esnasinda daha fazla hasar almasina da neden

olmaktadir. Konuyla ilgili yapilacak baska ¢aligmalarla da bulgularin desteklenmesi

faydali olacaktir.
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