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1. BNSOZ

Yasam fonksiyonlarinin yerine getirilmesinde karacigerin fevkalade
Onemli bir yeri vardw. Karacifer fonksiyonlarindan herhangi birinin veya
birkaginin aksamasi hayvamn yasamini imkansiz hale getirir. En azindan verimin
azalmasina neden olur. Bitiin hastahiklarda karacifer dogrudan veya dolayh
olarak etkilenir ve zarar goriir. Ancak karacierin rejenerasyon yetenegi ¢ok
yiiksek oldugu igin, hasar ¢ok ileri boyutlara varmadig: siirece karaciger ile ilgili
fonksiyonel bozukluklar ortaya ¢ikmaz.

Fasciolasis paraziter bir karaciger hastalifidir. Fasciola hepatica ve
Fasciola gigantica’nin sebep oldugu fasciolasiste, parazitin gen¢ formlar
peribepatitis ve karaciger doku harabiyetlerine, erigkin formlar:1 ise kronik
cholangitis’e sebep olmaktadir.

Arginaz (E.C. 3.5.3.1.) Krebs-Henseleit lire dongiisiin{in son basamagini
katalize eden bir enzim olup, arginini iire ve ornitine pargalamaktadir. Enzim en
aktif sekilde karacigerde bulunurken, karaciger digindaki dokularda daha diistik
aktivite gGstermektedir.

Nitrik oksit, nitrik oksit sentetaz enzimi tarafindan L-argininden
sentezlenen, diffuz ve serbest sekilde membranlar1 gegebilen son derece kararsiz
bir molekiil olup, in vivo ve in vitro olarak siiratle nitrit ve nitrata doniistir.
Toxoplasma gondii, Leismania major, Schistosoma mansoni, Cryptococcus
neoformas, Trypanasoma cruzi ve Mycobacterium spp. gibi degisik
mikroorganizmalara ve parazitlere kargi makrofajlarin antimikrobial etkisinde
nitrik oksit’in rol oynadig: bilinmektedir.

Serbest radikaller, ortaklanmamus bir elektrona sahip son derece reaktif
molekiillerdir. Bunlar ya mitokondrial solunum sisteminden sizarlar veya
metabolizmanin yan {iriinleri olarak hiicrelerde siirekli olarak tretilirler. Reaktif
oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek i¢in
viicutta bircok savunma mekanizmalar1 gelismistir. Bunlar ‘Antioksidant
Savunma Sistemleri’ olarak bilinirler.

Oksijenden kaynaklanan serbest radikaller, hiicre hasar1 ve Sliimiinde son
derece Onemli mediatorlerdir. Bunlar sadece yaslanma proseslerinde Onemli

olmayip, ayni zamanda direkt veya indirekt olarak ateroskleroz, reperflizyon



hasari, kanser, Parkinson hastaligi, Down sendromu, Alzheimer hastalify gibi
pekgok hastalikla yakimdan iligkili bulunmustur.

Lipid peroksidasyonu, membranlarda bulunan poliansature yag asitlerinin,
serbest oksijen radikalleri tarafindan peroksitler, alkoller, aldehitler, hidroksi yag
asitleri, etan, pentan gibi ¢esitli lUriinlere yikilmasi reaksiyonudur. Lipid
peroksidasyonu  yapisal hasara yol agmakta, yapisal hasarlar da lipid
peroksidasyonuna neden olmaktadir.

Fasciolasis, 6zellikle koyuniarda ekonomik kayiplara neden olan paraziter
bir hastahk olup en 6nemli hasar1 karaciger dokusunda vermektedir. Arginaz
enzimi karacigerde yiitksek bir aktiviteye sahip oldugundan, karacigerdeki boyle
bir harabiyetin eritrosit ve karaciger arginazi izerine etkisini arastirmak amaci ile
eritrosit ve karacier arginaz aktivite diizeyleri ve karacier arginaz enziminin
bazi biyokimyasal (kinetik) 6zelliklerinin incelenmesine karar verilmistir.

Fasciolasiste; geng parazitlerin karacigerdeki gé¢leri sirasinda mekanik bir
hasar meydana gelmektedir. Bdyle bir hasarm nitrik oksit, serbest radikal olugumu
ve antioksidan sistem  {izerine herhangi bir etkisinin olup olmadigmni
anlayabilmek i¢in saglikli ve fasciolasisli koyunlarm kan ve karaciger dokularinda
nitrik oksit, lipid peroksidasyonu ve antioksidant savunma sistemlerinden
glutatyon  peroksidaz ile katalaz enzim aktivite diizeylerinin Glgiilmesi

caligmanin amacim olusturmaktadir.



2. GIRIS
2.1. Fasciola hepatica

2.1.1. Etiyoloji: Fasciolasis, sifir, koyun, ke¢i ve diger evcil ve yabani
ruminantlarin biiyiik ekonomik kayiplara neden olan bir trematod invazyonudur.
Etkenleri halk arasinda ‘yaprak kelebegi’ adi ile bilinen Fasciola hepatica
(F.hepatica) ve ‘yilan kelebegi’ ad1 ile bilinen Fasciola gigantica’dir.

2.1.2. Morfoloji: Diiz ve yaprak seklinde olup, esmer yesilimtrak sar1 renktedir.
Uzunlugu 20-30 mm olup eni 8-13 mm’dir. On kismu genis olup, konik bir
¢ikmtis1 vardir. Arkaya dogru ikizkenar {iggen seklinde daralarak son bulur. Bas
tarafta bulunan ag1z gekmeninin hemen altinda daha biiyiik karmn ¢ekmeni vardir.
Kutikulalarinda arkaya dogru egik, sivri ve kiigiik dikenleri bulunur. Yumurtalar:
oval, kapakli ve sar1 renkte, 130-145 mikron uzunlukta ve 70-90 mikron
genisliktedir.

2.1.3. Sonkonakiari: Sigwr, koyun basta olmak {izere evcil ve yabani difer
ruminantlar, domuz, tavsan, kunduz, fil, at, esek, kopek, kedi, kanguru ve

insanlardir.

2.1.4. Arakonaklan: Lymnea soyuna bagli salyangozlarsa da, ilkemizde bilinen
arakonagi Lymnea truncatula’dir. Bu salyangoz pH yo6niinden hafif asit olan
bataklik arazilerde amfibik bir yasam gosterir.

2.1.5. Yerlestigi Yer: Sonkonakta  parazitlerin gen¢ formlar1 karaciger
parankimasmda goriiliirken, olgunlari ise safra kanallarinda yerlesmistir. Bu
parazitlere nadiren sapik parazit olarak derialti ve akciferde de

rastlanabilmektedir.

2.1.6. Gelismesi: Eriskin parazitler yumurtalarm safra kanallarma
birakmaktadirlar. Yumurtalar safra ile duodenuma gelerek digka ile konakgry: terk
etmektedir. Disariya atilan yumurtalarda miracidiumun gelismesi ve yumurtay:



terketmesi ¢evrenin 1sis1 ve rutubetiyle iligkilidir. Yumurtada miracidiumun
gelismesi 26-27 °C de yaklagik 9 giinde olurken, bundan daha disiik 1silarda
gelisme uzamakta, 1s1 10 °C’nin altina diigtiigiinde ise gelisme tamamen
durmaktadr. Yumurta i¢erisinde miracidium gelistikten sonra sulu bir ortamda
1518 uyarict etkisi ve salgillamig oldugu proteolitik enzimin yardimyla
yumurtanin kapagmi agar ve serbest olarak suda ylizmeye baslar. Miracidiumun
suda yasama sliresi 24 saatle simurliysa da, ¢ogunlugunun salyangozu enfekte
edebilme kabiliyeti 3 saat gibi bir siireyle simrhidir.

Miracidium salyangoza girdikten sonra burada sirastyla sporokist, redi ve
serker donemleri gelisir. Arakonag: terk eden serkerler suda yiizmeye baglariar.
Bir stire sonra bu serkerler suda bulunan bitki, bitki yapraklari veya diger
cisimlere yapigarak kuyruklar1 kopmakta, kist bezlerinin yapmis oldugu salg: ile
etraflar1 gevrilmekte ve yuvarlak bir sekil almaktadirlar. Metaserker ad1 verilen bu
formun sonkonak icin enfektif o&zellik gosterebilmesi i¢in 2-3 giinlik bir
olgunlagma stirecini tamamlamas: gerekmektedir. Miracidiumun yumurtay: terk
edisinden metaserkerlerin olugmasina kadar gegen siire en uygun sartlarda en az
5-6 haftadir.

Sonkonake¢ilar metaserker tasiyan otlar1 yemek suretiyle enfekte
olmaktadirlar. Bagwsaklara gelen metaserkerlerin kist duvar1 pargalanmakta ve
geng parazitler kistten ¢ikmaktadirlar. Kistten ¢ikan geng parazitler, bagirsag:
delerek karm bosluguna ge¢mektedirler. Karmm bogluguna gegen parazitler
yaklagik bir hafta sonra karacigere ulasmaktadirlar. Karaciger kapsulasin delerek
igeriye giren geng parazitler karaciger dokusunda gé¢ etmeye baglarlar. Karaciger
dokusunda yaklasik 6-7 hafta kalan parazitler biyiiyiip gelismekte ve oradan da
Once kiiglik safra kanallarina daha sonra da biiyiikk safra kanallarina gecip
olgunlasmakta ve yumurta Uretmeye baslamaktadirlar. F. hepatica sonkonakta
uzun siire yasayan parazitlerdendir. Koyunlarda 11 yil kadar yasarken, bu siire
sigirlarda en fazla 1 yildur.

2.1.7. Patogenesis: Fasciolasiste bir karaciger tahribati s6z konusu olup, bu da

karacigere gelen ve safra kanallarinda olgunlasan parazitlerin sayisina baghdir.



Karaciger tahribatim geng formlar parankimada, olgunlari ise safra kanallarmda

olustururlar. Konak¢min direncine ve belirli bir stire igerisinde alman metaserker

say1sma bagl olarak bastalik perakut, akut, kronik ve subkronik olarak seyreder.

Parazitler safra kanallarinda
sekstiel olgunluga erisirier

Peritoneal kavite bovunca gd¢ eden
parazitler, karacigerde gt ederek
sefra kanallarma ulasirlar

<

W

Yumurtalar konak¢min
fagesi ile da 1l : L . .

¢ digar anlr Ince bagwrsaklarda metaserkerler kist
duvarmi pargalarlar ve bagirsad:
delerek karmn bogluguna gegerler

Vumurtalar acilir ve miracidium
{ar

arakonakci salvangozu enfekie eqer

Metaserkerii otlart yviven sonkonakgilar
bovieiikle enfekte olurlar

Bitkilere vapisan serkerlerin
etrafinm kist salgis1 ile kaplanmas:

Parazitlerin salvangoz iginde iR sonucy metaserker ol
- . nuc erker olu
aseksiie]l olarak goZalmasi sonucu - el

serkerler meydana gelir

Sekil 1: Fasciola hepaticanmn Yagam Siklusu



2.1.8. Perakut Fasciolasis: Cok fazla sayida metaserker alinmasiyla olusur ve
hayvanltar 1-2 giin i¢inde klinik belirti gostermeden 6liirler. Otopside karaciger
kapsiiliiniin yirtildid1 ve karin boslugunda kanh bir stvinm toplandig1 gézlenir.

2.1.9. Akut Fasciolasis: Daha ¢ok koyunlarda ve bir yagindan kiigiik sigirlarda
goriiliir. Bu hayvanlarda parazite kars: direng gelismedigi i¢in kisa siirede fazla
sayida metaserker alinmasi karaciger parankimasinda siddetli tahribata yol agar.
Bu olay akut travmatik hepatitisden ibarettir. Go¢ srasinda parazitler damarlari da
parcalamakta, bunun sonucu olarak karaciferde kanamalara neden olmakta ve
arkalarinda kan dolu tiinelcikler birakmaktadmrlar. Daha sonra bu alanlar yangt
hiicreleri ile dolmaktadirr. Bazen agm1 kanamadan dolayr hayvan aniden
blebilmektedir. Otopside karin boslugunda kanh ve fibrinli bir stvt vardm.
Karaciger blylimiis ve kanamahdwr. Yiizey fibrinli bir zarla ortiili ve kapsula
altinda hematomlar goriilebilir. Karaciferin yiizeyi parazitlerin go¢ izleriyle

doludur.

2.1.10. Kronik Fasciolasis: Bu durum akut olaylar atlatanlarda ve az sayida
metaserkerin almmas1 sonucunda sekillenmektedir. Parazitlerin tizerindeki
dikenler safra kanallarim siirekli irrite eder. Safra kanallar1 yangilasir ve fibroz
doku artis1 sonucu kahnlagr. Safranin kivami koyulasir ve akigi yavaslar. Safra
kanallarimn yapismm bozulmasi, plazma proteinlerinin bu kanallar igine
gecmesine ve bagirsaklar yoluyla digar1 atilmasma neden olur. Buna bagh olarak
da kanda albumin diizeyi diiser. Otopside, hayvan zayiflamis olup karm
boslugunda siv1 toplandig: goriiliir. Safra kanallar1 kalinlasmus olup, bu kanallarin

etrafinda ve parazitlerin gi¢ yollarinda fibrosis goriiliir.

2.1.11. Fasciolasis ve Bakteriyel Enfeksiyonlar: F.hepatica’nin biyolojisinde
anlatildig1 gibi, bu trematod pasif olarak son konakgt tarafindan alindiktan sonra
viicutta bir gd¢ devresi gegirmektedir. Bu esnada geng kelebeklerin
bagirsaklardaki bakterileri son konagin dokularma tasidign dikkati gekmigtir.
Bunlar arasinda fasciolasisli sigirlarda goriilen Paratifo, Salmonella enteritidis ve

koyunlarda Bacterium coli enfeksiyonlar1 gosterilmektedir. F.hepatica’nin geng



formlar1 karacifere geldikten sonra parankim dokudan go¢ ederek safra
kanallarma dogru giderler. Bu esnada gen¢ kelebekler karaciger parankim
hiicrelerini tahrip ederler. Bu tahribat sonucu anaerobik bir ortam sekillenir. Bu
ise bu organda mevcut olan veya geng kelebeklerle bagirsaktan gelen Clostridium
novyi sporlarmin gogalmastyla ve toksin olugturmasiyla sonuglanmaktadir. Bunun
sonucu olarak da hayvanlarda toksemiye bagh olarak o&liimler meydana
gelmektedir (6,70).
2.2. Sirozun Tanim ve Olusumu

Karaciger viicuttaki en biiylik organdir, ¢ok sayida ve degisik islevleri
vardir. Karacigerin safra tuzlarinin oluyumu, plazma proteinlerinin, heparinin,
protrombinin, fibrinojenin Gretilmesi, yag metabolizmas: ve yag depolanmasi, tire
ve amino asit olusumu, glikojen depolanmasi gibi ¢esitli biyokimyasal
islemlerde  Snemli rolti vardw. Siroz, karacifer interstitiumunun (destek
dokusunun) siiregen ve proliferatif yangisi olup, karacigerde ilerleyici bir fibrozis
veya nedbelesme s6z konusudur. Karaciger parankimi gézden kaybolur ve bunun
yerini giderek yaygm bir bi¢imde iireyen interstitiel doku alir. Karaciger kan

akim siroz ve diger karaciger hastaliklarinda belirgin derecede azalir (5).

2.2.1. Sirozun Sebepleri

1- Toksik maddeler: Alkol, fosfor, kloroform, manganez, arsenik,
karbontetrakloriir (CCly), komiir katrany, bazi zehirli bitkiler...vb.

2- Enfeksiyoz-toksik etkenler,

3- Parazitler veya larvalari,

4- Safra yollarinda olusan ve giderek bu kanallarin ¢evresine asilanan ve buradan
da biitiin karaciger ¢evresine yayilan yangi olaylari,

5- Eritrositlerin kitle halinde yikmiyla ilgili olarak karacigerde biriken
hemosiderinin olusturdugu hemosiderosis hepatitis hali,

6~ Kalp hatalar1 sonucu olusan pasif hiperemi hali (2).

2.2.2. Sebeplerine Gore Sirozun Smiflandirilmas:
1-Toksik sirozlar
2-Enfeksiyoz-toksik sirozlar



3-Paraziter sirozlar

4-Bilier veya portal sirozlar

5-Pigmentlerle ilgili sirozlar

6-Kardiak veya sentral sirozlar
Genel olarak nedeni ne olursa olsun sirozlar birbirini izleyen ayr1 nitelikteki

iki olay sonucu olugurlar. Bu olaylar da;

1- Karaciger parankim hiicrelerinin degisik bi¢imlerde dejenere, nekroze veya
atrofiye olmast ve gézden kaybolmasi olayi ile,

2- Gozden kaybolan karaciger hiicrelerinin yerini doldurmak ve onarimimi

saglamak tizere interstitiel bag dokunun yaygin olarak tiremesi olayidir (2).

2.3. Arginaz Enzimi ve Ozellikleri
Arginaz ( L-arginin amidinohidrolaz; E.C. 3.5.3.1 ') lire dongiisiiniin son
basamaginda L-argininin ornitin ve {ireye hidrolizini katalize eden bir enzimdir.
Varhg: ilk defa 1904 yilinda Kossel ve Dakin tarafindan gosterilmistir. Arginin,
protein sentezinin arttig1 gebelik donemlerinde ve gocuklarda esansiyel bir amino
asittir (104,134).

NH,
|
C= NHz
I I
NH CH;
| | NH,
CH; Arginaz  ~  CH, |
| > +  C=0
CH, +H,0 CH, I
| | NH,
CH, H— C —NH';
I I
H—C— NH'; COOr
l
COO~

Arginin Ornitin Ure



Ure déngiisiiniin tiim enzimlerini igeren karaciger hem fire sentezinin hem
de arginazin ana kaynagidir. Ancak arginaz enzimine karaciger dismndaki birgok
dokularda da rastlamimaktadrr. Bu dokularin baslicalars; eritrosit, lokosit,
trombosit, beyin, bagirsak, bobrek, tiikiiriik bezleri, iskelet ve kalp kaslar, tiroid,
plasenta, meme bezi, deri ve testislerdir. Serumda arginaz aktivitesi tespit edilmig
ise de aktivite diizeyi ¢ok digiiktiir. Eritrosit arginaz aktivitesi serumun yaklasik
200 kat1 kadardir (67,146).

Eritrositler; tire dongiisii ile iire sentez edememelerine ragmen, insan, s1gir
ve koyun eritrositlerinde aktif bir arginazm varligi tespit edilmis, buna kargilik
tavuk ve kegi eritrositlerinde bu enzime rastlamilamamstir (46,112). Ozan ve ark.
(112)Y’lar;, tavuk eritrositlerinde argininin varh@mi g&stermelerine ragmen
olgtilebilir bir diizeyde arginaz aktivitesi saptayamamis ve bunu da tavuk
eritrositlerinde arginaz aktivitesi olmadig: seklinde yorumlamsglardir,

Plazma tire diizeylerinin eritrosit arginaz aktivitelerinden etkilenip
etkilenmedigini ortaya gikarmak amaciyla yapilan bir gahsmada, gesitli tiirlerin
kan plazmalarmda tire diizeyleri ile eritrosit arginaz aktiviteleri Ol¢iilmily ve
sonugta, L-argininin eritrosit membranlarndan gegerek arginaz ile hidrolize
oldugu ve olusan firenin de siipernatant {irelerini artirdii deneysel olarak
ispatlanmustir (38).

Arginaz sadece tireotelik canlilarda degil, baz1 tireotelik olmayan canhlarda
ve bitkilerde de bulunmustur. Ureotelik olmayan canlilardaki arginazm varligs,
evrimsel gelisimden artakalan bir olusum olarak agiklanmaya ¢ahsilmagtir;
Evrimin ilk dénemlerinde tiim canlilarda iire déngiisiiniin oldugu, fakat canlilarin
cevre kosullari ile uyum siirecinde olusan biyokimyasal degisimler sonucu
tireotelik olmayan canhlarda, iire dongiisiiniin bazi enzimleri kayboldugu halde
arginazm kaybolmadif: seklinde ifade edilmektedir (37,51).

Arginaz enziminin katalize ettigi reaksiyonun iki {irinii vardwr. Bunlar {ire
ve ornitindir. Ure bobrek yolu ile atilirken ornitin prolinl ve poliaminlerin
sentezinde rol oynamaktadrr. Insanlarda arginazin karaciger disindaki dokularda
biyokimyasal ve biyolojik rolii tam olarak bilinmemekle birlikte tire dongiisii ile
iliskisinin olmadig1, protein veya poliamin sentezi igin nciil molekiil olan ornitini

sentezledigi ileri stiriilmistiir (51,68).



Fare ve insan dokularmda yapilan ¢alismalarda, arginaz enziminin beg
izoenzimi oldugu saptanmustir (66,124,171). Izoenzimlerin dokulara gore dagilim1
sOyledir. Karacigerde A,;, A,, As, As, bobrek, barsak ve beyinde A, As,
submaksillar tiikiiriik bezinde A;, fibroblastlarda A;, A,, As, eritrositlerde A, Ag,
parotis bezinde A;, meme bezinde A;, A, bulunur (57,124,171). Bu izoenzimlerin
hiicre i¢i yerlesimleri de farklilik gostermektedir. Karaciger i¢in ana form kabul
edilen A, sitoplazmada yerlesirken, bobrek i¢cin ana form kabul edilen ve iire
sentezinden ziyade prolin biyosentezinde gorevli olan A4 formu mitokondrial
yerlesim gostermektedir. Bobrek A arginaz sitoplazmada smirlanmagtic (144).

Arginaz enziminin kinetik 6zellikleri ¢esitli dokularda birgok arastirmaci
tarafindan ortaya konmustur. Enzimin substrat olarak argininden baska kimyasal
maddeleri de kullandig1 gésterilmistir. Bir ¢alismada, kan iire tayini esnasinda,
{ireaz prepatindaki arginin ve L-kanavaninin eritrosit arginazina substrat gorevi
yaptig1 belirtilmis, baska bir ¢aligmada ise argininin analogu olan L-homoargininin
insan karaciger ve eritrosit arginaz: i¢in substrat olmadig1 gosterilmistir (19,60).

Arginazin Mn'? iyonlart esliginde Dbelirli derecelerdeki 1s1 ile
preinkiibasyonu enzimin aktivitesini artirmaktadir (73). Preinkiibasyonun
maksimum aktivite i¢in gerekli oldugu ilk olarak Schimke (141) tarafindan
karaciger arginazinda ortaya konmugtur. Preinkiibasyon ortamma ilave edilen
Mn'"? iyonlarmin enzim-substrat arasinda bir metal koprii kurdugu ve Enzim-Mn-
Arginin kompleksinin olugsmasinin enzimi aktive ettigi bildirilmektedir (129).

Arginazin, arginini hidrolize edebilmesi i¢in optimal pH’'nin 9,4-9,8
arasinda olmasi  gerekir (104,146). Enzim aktivitesi pH 7.4te % 10-30
oraninda azalmakta, pH 7’nin altinda ise enzimin aktivitesi kaybolmaktadir (141).
Ozan ve Giilen (109,110) yapuklar1 ¢aligmalarda F. hepatica’min arginaz enzim
aktivitesinin optimal pH’smi 10,5 olarak bulurken, sigr tikiirik arginazinin
optimal pH’sin1 9,2-9,3 arasinda saptamuslardir.

Arginazin tetramerik bir yapiya sahip oldugu ve tetramerik yapmin
olusmast i¢in Mn*? katyonlarmm gerekli oldugu Muszynska (101) tarafindan
bildirilmistir. Mn"? iyonlariimn enzime baglanmasi, 1siya dayamklilii artirmakta
ve enzimin inaktivasyonlara kargi daha dayanikli hale gelmesini saglamaktadir
(50,110). Ozan ve Giilen (110) tarafindan yapilan bir ¢aliymada, sigr titkiirik



arginazina Mn*? iyonlan ile preinkiibasyonun etkisi  incelendiginde
tiiklirik  arginaz  aktivitesinin % 130 dolaymnda arttify bulunmustur. Aym
cahsmada tiikiiriik bezleri ve karaciger arginazinin Mn'*? iyonlar: ile aktivasyona
ugradiklari, ancak eritrosit arginazinda bu aktivasyonun gozlenmedifi ortaya
konulmugtur.

Colombo ve Konarska (19) Mn™ iyonlar: ile aktivasyonun karaciger
arginaz aktivitesinde 4-5 kat, eritrosit arginaz aktivitesinde 2-6 kat artiga neden
oldugunu bildirmislerdir.

2.4. Arginaz ile Nitrik Oksit iligkisi

Arginaz
x » L-ornitin + {ire
Substrat tikketimi Kompetetiv
yoluyla inhibisyon inhibitdr,
- Ki: 42 uyM

L-arginin—j

A 4
X NOS__[ N-hidroksiarginin]— L -sitriilin + NO’

Sekil 2: Makrofajlarda, Arginaz ve Nitrik Oksit Sentaz Tarafindan Argininin
Ortaklaga Yikimi (22)

2.5. Nitrik Oksit
Nitrik oksit (NO), atmosferde yaygm olarak bulunan azot (N) ve oksijen
(O) gazlarmmm kombinasyonu ile olugmug azotmonoksid gazi halindedir.
Molekiiler orbitalinde eslenmemis elektron (e") ¢ifti igerdigi igin serbest radikal
olarak yar1 6mrii gok kisa (10-60 sn) ve kimyasal etkinligi olduk¢a yiiksektir. NO
gaz fazinda renksiz, standart 1s1 ve basingta suda ¢oziinebilen bir molekiilddr.
Memeli hiicrelerin bioaktif salgi iirlinleri iginde en diigiik molekiiler agirliga sahip
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olan ve hiicre membranindan kolaylikla diffuze olabilen, lipidte ¢dzlintir bir
molekiildiir (44,85,167).

NO’in elektronik yapisi iki farkli formda olabilir, ancak g¢ogunlukla
radikal yapida olan ve dimerizasyona daha yatkin olan I. yap: goriiliir. NO”’in
hiicrelerdeki sitotoksik ve koruyucu etkisinden de sorumiu olan I. yapidur. II. yap:
stabil 6zellik tasimaktadir (103).

L Yap: II. Yap1

Havadaki- NO' kisa stirede molekiiler oksijen (dioksijen, O,) ile
oksitlenerek nitrojen dioksit (NO,)’e doniistir. NO, dokular i¢in olduk¢a zararh
bir bilegiktir. Diger serbest radikaller her konsantrasyonda hiicreler i¢in zararli
iken, NO° diisiik konsantrasyonlarda ¢ok Onemli fizyolojik islevlerde rol
almaktadir, ancak asir1 ve kontrolsiiz NO' sentezi hiicreler i¢in zararh olmaktadir.
Diisiik kosantrasyonlardaki NO', O,’e gore hemoglobine 3000 kat daha fazla bir
affiniteyle baglanr. Hemoglobin oksi formunda ise NO’i kisa siirede nitrat
(NO73)’a oksitleyerek etkisizlestirir. Ozellikle dolasimdaki oksihemoglobin NO'
icin kuvvetli bir inhibitdrdiir. NO-, nitrit (NOy")’e de okside olabilir ancak NO,
tekrar oksitlenerek kisa stirede NO3’a doniistir (85,99,150).

Tablo 1: NO' ile Iliskili Nitrojenin Okside Metabolitleri

Sembol Isim Etki
NO Nitrik Oksit Serbest Radikal (S-R)
NOy Nitrojen Dioksit S-R, Nitroze Edici Etken Ajan
N->O Nitr6z Oksit Anestezik
N,O; Dinitrojen Trioksit Nitroze Edici Etken Ajan
N,0,4 Dinitrojen Tetraoksit Nitroze Edici Etken Ajan
NOy Nitrit Asidik Ortamda NO* Olusturur

NO5” Nitrat Stabil Anyon
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2.5.1. Nitrik Oksit Sentezi

NO' enzimli veya enzimsiz kimyasal reaksiyonlar ile olusabilmektedir.
NO, ¢esitli labaratuvar reaksiyonlar: ile enzimsiz olarak olusturulabilir, ancak bu
biyolojik dokulardaki olusuma gok fazla benzemez (44).

Fe'? + NO, + 2H° —— Fe"” + NO + H,O

2NO; +2T +4H ——» L + 2NO + 2 H,0

NO;, azid anyonu (N37), hidroksil amin (NH,OH), hidrazin (NH,NH;)
ve  L-argininden enzimler katalizérliiglinde sentezlenebilmektedir. N3~ ve
NH,OH, katalaz enzimi ile azot oksidasyonu -yaparak NO' olusturmaktadir.
NH,NH, ise, peroksidin ilavesiyle ayni reaksiyonu gerceklestirir. L-argininden
NO' olusumu memeli hiicrelerinde yaygindir ve NADPH’a bagmmli Nitrik Oksit
Sentaz (NOS) enzimini gerektirir. Bu reaksiyon hiicrenin sitoplazmasinda
gerceklesmektedir (96,98,99).

L-Arginin N- Hidroksi-L-Arginin L- Sitriilin

HEME
NO*
Ca*?/CaM

Sekil 3: L-Arginin — NO" Yolu (63)



BH,: Tetrahidro-L-Biopterin
FAD: Flavin Adenin Diniikleotid
CaM: Kalmodulin

FMN: Flavin Mono Niikleotid

12

NO, L-argininin guanido nitrojeninin bes elektron oksidasyonu ile

sitriiline dontigmesi sonucu olugur. NOS tarafindan katalizlenen bu reaksiyon iki

basamakhidir. [lk basamak argininin iki elektron oksidasyonu ile bir ara iiriin olan
N-hidroksiarginin (NHA) olusmasidir. Bu hidroksilasyon basamagmda 1
eqgivalent (eq) NADPH ve 1 eq O; kullamlir. ikinci basamak ise NHA’den NO' ve
sitriillin olugmasidrr. Bu reaksiyon da 0.5 eq NADPH ve 1 eq O, kullamlir. Her

iki basamak aktivator olarak Ca* / kalmodulin ve Tetrahidro-L-Biopterin (BHy)

gerektirir (9,85,119).

NH", NOH 0
| I i
C—NH, C—NH, C—NH,
I (1eq) (1eq) | (1eq) (leq) |
NH O, H;0 NH O, H,0 NH
I | I
cr, N ce, N~  cm+nNo
| g I i |
CH, CH; CH,
| NADPH NADP' | NADPH NADP" |
CH; (leg) (1eq) CH: (0.5¢q) (0.5eq) CH,;
| I |
CH CH CH
/\ AN 7\
COOH NH, COOH NH; COOH NH;
L-Arginin N-Hidreksi L-Arginin L-Sitriillin
eyt m@ﬁm‘m KURULY

T OCMANTASYOR B
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2.5.2. Nitrik Oksit Sentazin {zoenzimleri

NOS (E.C 1.14.13.39); L-argininden NO' ve sitriilin olusturan NADPH
baglmh bir dioksijenazdir. 1k olarak 1989’da tamimlanmugtr. NOS’m hem
merkezi sitokrom P450°nin spektral Ozelliklerini tasir ve sitokrom P450/450
redliktazin  katalizledigi reaksiyonlarin bazilarnn da  gergeklestirebilir
(59,96,98,103).

NOS aktivitesi; endotelium, serebellum, nonadrenerjik-nonkolinerjik
(NANC) sinirler, makrofajlar, nétrofiller, bSbrek, pulmoner epitel hiicreleri,
gastrik mukoza, diiz kas hiicreleri, hepatosit gibi bir ¢ok doku ve hiicrede
gosterilmistir. NOS’in, yapisal NOS (cNOS) ve indiiklenebilir NOS (iNOS)
olmak tizere iki izoformu bulunmaktadir (30,85,119).

Konstitutiv (Yapisal) Nitrik Oksit Sentaz (¢cNOS): Bu izoenzim $zellikle damar
endoteli, idrar yolu dokular, periferik ve santral sinir sistemi gibi dokularda
lokalize olmustur. NOS bu dokularda hemen her zaman mevcuttur, ancak aktif
degildir. Hiicre i¢i iyonize Ca'™ konsantrasyonunun arttifi durumlarda Ca™
kalmodulinle birleserek NOS enzimini aktive eder ve L-argininden NO- sentezi
gerceklesir. Ancak sentez siiresinin ¢ok kisa olmasi, sentezlenen NO' miktarinin
¢ok diigik olmasmna neden olmaktadwr. Ciinkii hiicre i¢i iyonize kalsiyum
konsantrasyonu azalmaya basladifi zaman enzim inaktif forma gegerek NO
sentezi durmaktadir. Enzim, kalsiyum-kalmodulinle aktive olmasi nedeni ile
kalsiyuma bagimli-NOS veya konstitutiv-NOS olarak smniflandirilmstir (97-99).

Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz (iNOS): Bu tip NOS, konstitutiv tipin aksine
hiicre i¢inde hazir (sentezlenmis) halde bulunmaz. Ozellikle makrofaj ve damar
endotel hiicrelerinin spesifik sitokinlerle aktivasyonu, NOS’m indiiksiyonu ve
NO' sentezine yol agmaktadir. Ozellikle bakteri lipopolisakkaritleri ve interferon
v veya yiiksek konsantrasyonda lipopolisakkaritle uyarilan makrofajlar ¢ok
miktarda NO' iireterek yabanct hiicrelerde sitostatik veya sitotoksik etki meydana
getirirler (15).
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Tablo 2: cNOS ve INOS Arasindaki Farklilik ve Benzerlikler

cNOS iNOS
L-arginin analoglar1 ile inhibisyon
NADPH bagiml
Sitozolik
Dioksijenaz

Ca*?/ CaM bagimh Ca* / CaM bagimsiz

Pikomol NO' salmnimu Nanomol NO' salinimi

Kisa siireli salimim Uzun siireli salmm

Glukokortikoidlerden etkilenmez Glukokortikoidlerden etkilenir

Sitokinler Glikokartikoidler

W [ 1

-arg

=
L——  |ndiksiyon —a{pjosg s
Endotel

Sitokinler Glikokortikoidler

Gevgeme

Sekil 4 : NOS ve NO”in Indiiksiyonunu Etkileyen Faktdrler (85)



15

2.5.3. Nitrik Oksit Sentazin Inhibitérleri

L-Arginin Analoglar: L-argininin metillenmis tiirevleridir. L-arginin
analoglar1 ile yarigmali substrat inhibisyonu ve substratm rediiksiyonu ile
sekonder olarak NOS aktivitesi azaltilabilmektedir. Bu gekilde hiicreler igine
L-arginin transportu da engellenmektedir. [ Ornek; N-monometil L-arginin
(L-NMMA), asimetrik dimetil arginin (ADMA), vb.]

Flavoprotein Baglayicilari: Bu ajanlar NOS’a  baglanmak igin,
flavoenzimler ile yarigarak NOS’in aktivitesini azaltmaktadirlar. Bunlarin
inhibit6r konsantrasyonlar L-arginin analoglarinin inhibit6r
konsantrasyoniarinkinden daha diisiiktiir.

Hem Baglayicilar: Bunlar NOS’daki hem gurubuna baglanarak enzim
aktivitesini inhibe etmektedir.

BH, Inhibitérleri: Bu ajanlar ile BHy’e guanozin tri fosfat (GTP)
transforme edilerek BH4’nin etkisi inhibe edilmektedir. NOS, BH; olmadan
aktivite gdsteremedigi i¢in inhibe olmaktadir.

Kalmodulin (CaM) Baglayicilari: Bunlar sadece cNOS igin etkili olup,
CaM’nin NOS’a baglanmasini engellemektedirler.

Nitrovazodilatatorler: Bunlar vazodilatér tonusu gergeklestiren
‘vazodilatatér sistemi’ taklit etmektedirler. Etkilerini olusturmalari i¢in 6nce
NO’e doniismeleri gerekmektedir (Ornek; nitrogliserin, sodyum nitroprussid,
nitrozotiol gibi) (11,97,98,103).

2.5.4. Nitrik Oksit’in Molekiiler Hedefleri
NO”in aktifledigi enzimler arasinda solubl guanilat siklaz (sGC) ve ADP-

ribozil transferaz yer alir.
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Makrofajlardaki NO-, tiimdr hiicresi ve mikroorganizmalardaki Fe-S
tagiyan enzimleri nitrolayarak antimikrobiyal ve antitiimoral sitotoksik etki
gosterir.

NO, ferritinle reaksiyona girerek serbest demir salimimina yol agar, bu
serbest demir de lipid peroksidasyonuna neden olabilir.

Makrofaj kokenli NO-, tiimdr hiicresinin DNA sentezini engeller. Bunu
riboniikleotid rediiktaz1 inhibe ederek yapar.

NO”in diger bir hedefi de siiperoksid anyon radikalidir. NOin stilfidril ile
reaksiyonu ve S-nitrozilasyon, plazminojen aktivatdr gibi bazi enzimlerin katalitik
fonksiyonlarini artirabilir.

NO' ve NO' olugturan bilesikler giiglii nitroze edici ajanlardir (NO;', N,Os,
N;04). Bunlar primer ve sekonder aminlerin nitrolizasyonuna Onciilitk ederek

karsinojenik etki gosterirler (139).

2.5.5. Nitrik Oksit’in Fizyolejik Rolleri
Kardiovaskiiler ve Pulmoner Sistemlerde Nitrik Oksit

Damar endotelinden salinan NO“in etkisi, damar diiz kas hiicrelerinde
guanilat siklazin aktivasyonu ile baslar, hiicre i¢i siklik guanozin mono fosfat
(cGMP) konsantrasyonunun artig1 ve diiz kaslarin gevsemesti ile sonlanir (85).
NO, prostasiklinle sinerjist bir etkilesimle trombosit agregasyonunu ve
adezyonunu engellemektedir (27,72,127,163). Trombositler de NO- sentez ederek
trombosit aktivasyonunun kontroliine katkida bulunmaktadir (128). NO, sadece
sistemik dolasimin regiilasyonunu saglamakla kalmaz ayrica kalp, karaciger,
beyin, gibi organlarda lokal dolasimi da regiile etmektedir (84). Nonkolinerjik ve
nonadrenerjik terminallerden salinan NO-, vazodilatator etkiyle kan basincmt ve
kan akigimi diizenlemektedir (45). Nitrogliserin ve Na-nitroprussid gibi bilesikler
uzun yillar kliniklerde hipertansiyonun tedavisinde kullanilmistir. Viicuda verilen

bu maddeler sonugta NO’e doniigerek etkilerini gdstermektedirler (84).
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Asstilkolin +2
Bradikinin Ca

=

Endotel [ Laﬂj ] _@@LN?

N Diz Kas o
Siklik GMP
-""-‘—._.__,_‘_'___-‘._.‘-

Gevge_ﬁw

Sekil 5 : NOS’m Aktive Edilmesi ve NO' Sentezi (119)

Nitrik Oksit’in Sinir Sistemindeki Rolii

Yapilan gahigmalar beyin dokusunda aktif ¢aligan arginin-NO' yolunun
varligim ispatlamstir (118). NO' beyindeki glutamat resptdriinii etkilemekte ve
hiicre i¢indeki cGMP konsantrasyonunu artrrarak fizyolojik etki gostermektedir.
Glutamat tarafindan indiiklenen sinirsel ileti isleminde NO”in bir ndrotransmitter
olarak rol oynadigi tam olarak ispat edilmistir (23). Hafiza olusumu ile ilgili
calismalar, &grenme fonksiyonunun bozuldugu durumlarda NOS’in inhibe
oldugunu ve NO' diizeyinin azaldigmn1 ortaya koymustur. Ayrica NO' koku alma,
agr1 duyusu, gérme islevinde de fizyolojik olarak rol almaktadir (108).
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Presinaptik Néron Ucu

Glutamat

\\
>
/’@ MiIBA,
AbAP A, Reseptar

Reseptor L 4
) [C{%Z] L-arg
Hizli Eksitasyon

MOS
MO

Pastsinaptik Mdran Dentriti

Sekil 6 : Beyin Dokusunda Arginin-NO" Yolu (118)

Sitotoksik ve Sitostatik Ajan Olarak Nitrik Oksit

Interferon veya bakteri lipopolisakkaritleri tarafindan aktive edilen
makrofajlar biiytik miktarda NO' sentez ederler. Aktivasyonun olmadigi
durumlarda makrofajlarda NOS bulunmaz. L-arginin—-NO" yolunun indiiklenmesi,

saatlerce hatta giinlerce devam eden NO" sentezine neden olmaktadir (85).

Makrofaj kaynakli NO' bakteri, parazit ve tiimor hiicreleri tizerinde
sitotoksik etki yapmaktadir (81,100). NO' bakteri, parazit gibi birgok patojenin ve
tiimor hiicrelerinin ATP iireten oksidatif fosforilasyonunun (ubikinon rediiktaz),
glikolizin (gliseraldehid-3-fosfat dehidrojenaz), Trikarboksilik Asit (TCA)
siklusunun Fe igeren bazi enzimlerini (cis-akonitaz) inhibe etmekte ve sonugta

bakteri, parazit, tiimér hiicrelerini 6ldtrmektedir (25,151,172).

NO, hedef hiicrelerde (bakteri, parazit, tiimor hiicresi) DNA sentezinin hiz
kisitlayict enzimi olan riboniikleotid rediiktazi bloke eder ve hiicre DNA’sinin

deaminasyonu ile bu hiicrelerde sitostatik etki meydana getirir (64,79).
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Makrofajlardan 6zellikle monositlerde L-arginin—NO" yolu; tiimér hilcreleri, intra
ve ekstraselliiler mikroorganizmalara karsi ¢ok Onemli bir savunma

mekanizmasidir (99).

Makrofaj Hedef Hiicre

Lipopolisakkarit  Interferon Gamma

Lo

~Mitokondrilerde
ki Solunumla
ilgili Enzimler

>Niikleer DNA
Sentezinde
Kullamlan

\_Enzimler

Inditksiyon
NOS
L-arg—a NO

/

Sekil 7 : Makrofaj Kaynakli NOin Parazit ve Tiimér Hiicre Uzerine Etkisi
(98)

2.6. Serbest Oksijen Radikalleri ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Atomlarda elektronlar, ‘orbital’ ad: verilen uzaysal bolgede ve ¢ift olarak
bulunurlar. Molekillerin ¢ogu ¢ift elektronlu, az sayidaki molekiiller ise tek yéni
eksik elektronludur. Eksik elektronlu bu molekiiller, bulabilecekleri herhangi bir
molekiil ile iletisime girerek bu molekiilden ya bir elektron alr ya da ona bir
elektron verirler. Iste baska molekiiller ile ¢ok kolayca elektron aligverigine girip
onlarin yapisini bozan bu molekiillere ‘Serbest Radikaller’ ‘Oksidant
Molekiiller’ veya en dogru adlandirma ile ‘Reaktif Oksijen Partikiilleri’
denmektedir. Ortaklanmamug elektron, genel olarak iist kisma yazilan bir nokta ile

gosterilir.
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O, bitiin aerobik organizmalarin hayatlarmi devam ettirebilmeleri i¢in
sarttir. Aerobik enerji metabolizmasi, mitokondriyal elektron transportundaki
oksidorediiksiyon enerjisinin ATP’nin yiiksek enerjili fosfat bagma
dontstiirtildiigii oksidatif fosforilasyon iizerine kurulmugtur. O,, mitokondrial
enzimatik kompleksinin terminal enzimatik komponenti olan sitokrom ¢ oksidaz
icin en son elektron akseptdrii olarak goérev yapar. Mitokondrial enzimatik
kompleks O’i 4 elektron rediiksiyonu ile suya indirger. Oksijenin kismen
indirgenmis ve son derece reaktif metabolitleri bu elektron transfer reaksiyonlar
sirasinda meydana gelebilir. Bu oksijen metabolitleri, stiperoksid anyonu (0,”),
H;O, ve gegis metal iyonlar1 varhginda  meydana gelen hidroksil radikali
(OH')Y’dir (17,31,126,175). Oksidantlar (reaktif oksijen partikiilleri) tek elektron
eksiklikleri nedeni ile bagka molekiiller ile kolayca elektron aligverisi yapabilenler
(radikaller) ve elektron eksiklikleri olmadii halde bagka molektiller ile
radikallerden daha zayif bir sekilde birlesebilenler (non-radikaller) olmak {izere
ikiye ayrilirlar.

Reaktif Oksijen Partikiilleri

1-Radikaller - 2-Non-Radikaller
-Stiperoksid Radikali (O;7) -Hidrojen Peroksit (H,03)
-Hidroksil Radikali (OH") - Lipid Hidroperoksit (ROOH)
-Alkoksil Radikali (RO") - Hipokloréz Asit (HOCI)
-Peroksil Radikali (ROO")

2.6.1. Siiperoksid Radikali
Hemen tiim aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi

sonucuy, serbest stiperoksid radikal anyonu (O,”) meydana gelir (40-42).

O, + ¢ » 07
Canbhlarda siiperoksid {ireten baglica tepkimeler sunlardir (58):
1- Mitokondrial Elektron Transport Zinciri; Bu sistemde O, tireten iki bélgenin
varhigi bildirilmistir. Bunlardan birincisi  bir flavoprotein olan NADH
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dehidrogenazdir ve mitokondri zarinda iiretilen siiperoksid radikallerinin gte biri
bu bslgeden kaynaklanwr. Ikinci bdlge ise koenzim Q-sitokrom b bdlgesi olup,
ubikinonun otooksidasyonu elektron transport sisteminde iiretilen O,”’in ligte
ikisini olusturur. Elektron transport sisteminde kullanilan oksijenin %1-5’1 O,”
olusumu ile sonuglanir (7,42,93,94).

2- O, fagositoz swasinda  fagositoz yapan hiicreler tarafindan (nétrofil,
eozinofil ve makrofaj) Uretilirler. Bu hiicreler bakteriyi fagosite edince
NADPH oksidaz enziminin etkisiyle molekiiler oksijenden O, liretirler ve
bunu da bakterilerin pargalanmasinda kullanirlar (7,157).

3- Cesitli enzimatik tepkimelerde O,  olusur. Bu enzimlere ksantin oksidaz &rnek
verilebilir (7).

4- Hiicre membranlarinin hasariyla agiga ¢ikan aragidonik asit, molekiiler oksijen
ile siklooksijenaz enziminin katalizérliigiinde endoperoksitleri ve O, radikallerini
olusturur (7).

5- Indirgenmis gecis metallerinin otooksidasyonu da O, meydana getirebilir.

Fe? + O, D —»  Fe™ + 0y

Cll+ + 02 < »

C u+2 + 02.-

Bu reaksiyonlar geriye doniigiimliidiirler. Bu yiizden gegis metalleri
iyonlariin oksijenle reaksiyonu geriye doniigiimlii redoks reaksiyonu olarak
disiiniilebilir.

0,7, bir serbest radikal olmakla birlikte kendisi direk olarak fazla zarar
vermez. Asil onemi, H,O, kaynagi olmasi ve gegis metalleri iyonlarmin
indirgeyicisi olmasidir (17,61).

0,", fizyolojik bir serbest radikal olan NO- ile birlesmesi sonucu reaktif

bir oksijen tiirevi olan peroksinitrit meydana gelir.

0, + NO » ONOO"
(Siiperoksid)  (Nitrik Oksit) (Peroksinitrit)
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Boylece NO”in normal etkisi inhibe edilir. Ayrica, peroksinitritlerin
dogrudan proteinlere zararli etkileri vardr ve azot dioksit (NO;), 'OH ve
nitronyum iyonu (NO,") gibi daha bagka toksik iiriinlere déniisiirler (12).

2.6.2. Hidrojen Peroksid
07’in  ¢evresindeki molekiillerden 2 elektron almasi veya O,”’in bir
elektron almasi1 sonucu peroksit olugur. Peroksit molekiilii 2 hidrojen atomu ile
birleserek H,O,’1 meydana getirir. H,O, membranlardan kolayca gegebilen uzun
Omiirlit bir oksidanttir (17,61,88).

\ 4

0, + 2¢ + 2H H20;

O,y + e + 2H

\ 4

H>0,

Biyolojik sistemlerde H,O,’in astl iiretimi siiperoksidin dismutasyonu ile
olur. Iki stiperoksid molekiilii iki proton alarak H;O, ve O’i olustururlar.
Reaksiyon sonucu radikal olmayan iiriinler meydana geldiginden bu bir

dismutasyon reaksiyonu olarak bilinir.

Siiperoksid Dismutaz
20 +2H > H0; + O

Bu dismutasyon ya spontandrr ya da siiperoksid dismutaz tarafindan
katalizlenir. H,O, bir serbest radikal olmadig1 halde, reaktif oksijen tiirleri i¢ine
girer ve serbest radikal biyokimyasinda onemli bir rol oynar. Ciinkii HyO,
siiperoksid ile reaksiyona girerek, en reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali
olan hidroksil radikali (OH) olusturmak iizere kolaylikla yikilabilir.

v

H;0; + Oy ‘OH + OH + O
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Bu reaksiyona ‘Haber-Weiss’ reaksiyonu adi verilir. Haber-Weiss
reaksiyonu ya kataliz6r varhgmda ya da katalizorsiiz cereyan edebilir. Fakat,
kataliz6rstliz reaksiyon olduk¢a yavas ilerler. Demirle katalizlenen ikinci gekli ise
¢ok hizlidir. Bu reaksiyonda once ferri demir (Fe*™) siiperoksid tarafindan ferro’
demire (Fe*?) indirgenir. Sonra bu ferro demir kullanilarak ‘Fenton reaksiyonu’
ile H;O,’ten "OH ve OH iiretilir. Reaksiyon mekanizmas: asagidaki sekildedir
(17,61).

0, + Fe® » O, + Fe?
Fe'? + H;0, » Fe® + OH + OH
0y + H;Op » OH + OH + O,

Goriildugi gibi O,7, hem H,0, kaynag1 hem de geg¢is metalleri iyonlarinin
indirgeyicisidir. Indirgenmis gecis metalleri (demir ve bakir gibi) okside
sekillerine gére H,O, ile daha reaktiftirler.

2.6.3. Hidroksil Radikali
1934 yilinda Haber ve Weiss, H,O,’in O, ile indirgenmesiyle "‘OH

olusabilecegini gostermislerdir (58).

H,0, + 057 > ‘OH + OH + O,
In vivo olarak hidroksil radikali yapimina neden olabilen dnemli tepkimeler
sunlardir (42,58);

1- H,0,’in fotolizisi ile;

H,0, 2 OH

v

2- Ozona elektron transferi ile "OH olusabilir. Bu nedenle ozon toksisitesinde

‘OH’nin rolii vardir.



24

3- Iyonlastiric1 radyasyonun suya etkisi ile;

H,0 > H,O" + ¢

H,O + H20+ ' ‘OH + H30+

4- In vivo olarak "OH iiretimi bakimindan en &nemli tepkime Fenton
tepkimesidir.

Fe™ + 0Oy Fe? + 0,

\ 4

Fe'2 + H,0, Fe™ + ‘OH + OH

v

5- Radikal tepkimeleri ile olusabilen bir organik radikal, H;O, ile tepkimeye
girerek "OH radikali iiretebilir.

‘COOH + H,0, » CO, + OH + H;O

Son derece reaktif bir oksidant radikaldir. Yarilanma 6mrii ¢ok kisadir,
olustugu yerde biiyiik hasara sebep olur.

2.6.4. Singlet Oksijen
Singlet oksijen (‘0,), ortaklanmamus elektronu olmadig1 icin radikal
olmayan reaktif oksijen molekiiliidlir. Serbest radikal reaksiyonlar: sonucu
meydana geldigi gibi serbest radikal reaksiyonlarimin baglamasma da sebep olur.
Oksijenin elektronlarindan birinin enerji alarak kendi spininin ters y6niinde olan
bagka bir orbitalle yer degistirmesi ile olusur.

Serbest oksijen radikallerinin etkisi sonucu karbon merkezli radikaller (R’),
peroksil radikalleri (ROO"), alkoksil radikalleri (RO"), thiy! radikalleri (RS") gibi
Onemli serbest radikaller de meydana gelirler. Bunlardan 6zellikle PUFA’lerinden
meydana gelen peroksil radikali yar: 6mrii uzun olan bir radikaldir (17,61,88,143).
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16 i
Oksijen =
+ e-
0;- Siiperoksid
Siiperoksid Dismutaz
2H' | +e-
4 H.0, '
Hidrojen Peroksit Batala
Haber-
Weiss
Tepkimesi \QH e
\. 'OH |
2GS
Hidroksil Radikali H\
H +e- Glutatyon
Peroksidaz
H,0 GSSG 4)
Su —

Sekil 8 : Reaktif Oksijen Tiirleri ve Antioksidant Enzimler (114)
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2.7. Serbest Radikallerin Etkileri
Serbest radikaller hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim
gibi tiim 6nemli bilegiklerine etki ederler. Mitokondrideki aerobik solunumu ve
kapiller permeabiliteyi bozar, hiicrenin potasyum kaybmt ve trombosit
agregasyonunu artirirlar. Proteaz, fosfolipaz, elastaz, siklooksijenaz, ksantin
oksidaz, lipooksijenaz, triptofan dioksijenaz ve galaktoz oksidaz gibi savunma
sistemlerini inaktive ederler (31,88).

2.7.1. Membran Lipidlerine Etkileri

Serbest radikaller, savunma mekanizmalarmin kapasitesini asacak
oranlarda olustuklari1 zaman organizmada ¢esitli bozukluklara yol agarlar.
Biyomolekiillerin tim biiyiik siniflart serbest radikaller tarafindan etkilenirler,
fakat lipidler en hassas olanlaridir (40,41). PUFA’lerinin oksidatif yikimi, lipid
peroksidasyonu olarak bilinir ve olduk¢a zararlidir. Clinkii kendini devam ettiren
zincir reaksiyonu seklinde ilerler (149).

Lipid peroksidasyonu, organizmada olugan bir serbest radikal etkisi
sonucu membran yapisinda bulunan PUFA’i zincirinden bir hidrojen atomu
uzaklastirlmas: ile baglar. Bunun sonucu yag asidi zinciri bir lipid radikali
niteligi kazamr. Olusan lipid radikali dayamiksiz bir bilesiktir ve bir dizi
degisiklige ugrar. Molekiil i¢i ¢ift baglarin pozisyonlarinin degismesiyle dien
konjugatlar1 ve daha sonra lipid radikalinin molekiiler oksijenle etkilegmesi
sonucu lipid peroksil radikali meydana gelir. Lipid peroksil radikalleri, membran
yapisindaki diger PUFA’lerini etkileyerek yeni lipid radikallerinin olusumuna yol
acarken, kendileri de agiga c¢ikan hidrojen atomlarmi alarak lipid
hidroperoksitlerine doniistirler. Béylece olay kendi kendine katalizlenerek devam
eder (71).

Lipid peroksidasyonu ya toplayict reaksiyonlarla sonlandirilr ya da
otokatalitik yayilma reaksiyonlar: ile devam eder. Lipid peroksidasyonu sonucu
olusan lipid hidroperoksitlerinin yikimi, gegis metalleri iyon katalizini gerektirir.
Lipid hidroperoksitleri yikildiginda ¢ogu biyolojik olarak aktif olan aldehidler
olugurlar. Bu bilesikler, ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler veya
baslangictaki etki alanlarindan diffuze olup hiicrenin diger bdliimlerine hasar
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yayarlar. Lipid peroksidasyonu ¢ok zarali bir zincir reaksiyonudur. Direkt olarak
membran yapismna ve indirekt olarak reaktif aldehitler iireterek diger hiicre

bilesenlerine zarar verir. Béylece birgok hastalifa ve doku hasarina sebep olur
(31,40).

Cok doymamag

RH yag asidi (LH)

Lipid radikali (L.)

Dien Konjugat1

Lipid peroksit
LH radikali (LOO.)
-()-

ITN

hidroperoksit
(LOOH)

Parcalanma iiriinleri

(aldehitler ve diger karbonil bilesikler, etan, pentan v.s.)

Sekil 9 : Cok Doymamig Yag Asitlerinin Peroksidasyonu (42)
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2.7.2. Proteinlere Etkileri

Proteinler serbest radikal etkisine karsi PUFA’lerinden daha az
hassastirlar ve baglayan zarar verici zincir reaksiyonlarnm hizla ilerleme ihtimali
daha azdir. Proteinlerin serbest radikal hasarindan etkilenme derecesi amino asit
kompozisyonuna baglidir. Doymamis bag ve siilflir ihtiva eden molekiillerin
serbest radikallerle reaktivitesi yiiksek oldugundan triptofan, tirozin, fenil alanin,
histidin, metionin, sistein gibi amino asidlere sahip proteinler serbest
radikallerden kolaylikla etkilenirler. Ozellikle siilfiir radikalleri ve karbon
merkezli radikaller meydana gelir.

Hem proteinleri de serbest radikallerden Onemli oranda zarar goriirler.
Ozellikle oksihemoglobinin 0,” veya H,0, ile reaksiyonu methemoglobin
olusumuna sebep olur (17,31,88).

2.7.3. Niikleik asitler ve DNA’ ya Etkileri

Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller, DNA’y1 etkileyerek
hiicrede mutasyona ve 6liime yol agarlar. Hidroksil radikali, deoksiriboz ve
bazlarla kolayca reaksiyona girer ve degisikliklere yol agar. Aktive olmus
notrofillerden kaynaklanan H,0, membranlardan kolayca gegerek ve hiicre
cekirdegine ulagarak DNA hasarma, hiicre disfonksiyonuna ve hatta hiicre
dliimiine yol agabilir. Bu yiizden DNA, serbest radikallerden kolay zarar gérebilir
O6nemli bir hedeftir (17,40).

2.7.4. Karbonhidratlara Etkileri
Serbest radikallerin karbonhidratlar tizerine de ©memli etkileri vardir.
Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu H,O,, peroksidler ve okzoaldehidler
meydana gelirler. Bunlar diabet ve sigara i¢imi ile iligkili kronik hastaliklar gibi
patolojik olgularda &nemli rol oynarlar.
Okzoaldehidler DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme ve aralarmda
capraz baglar olusturma ozelliklerinden dolayr antimitotik etki gosterirler.

Boylece kanser ve yaslanma olaylarmda rol oynarlar (62,88).
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2.8. Antioksidant Savunma Sistemleri

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar:
Onlemek igin viicutta bir gok savunma mekanizmalar1 gelismistir. Bunlar
‘Antioksidant Savunma Sistemleri’ veya kisaca ‘Antioksidantlar’ olarak
bilinirler. Antioksidantlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek veya
reaktif oksijen tiirlerini toplayarak lipid peroksidasyonunu inhibe ederler.
Antioksidantlar, dogal (endojen kaynakli) ve eksojen kaynakli antioksidantlar
olmak {iizere baslica iki ana gruba ayrilabildigi gibi serbest radikalin meydana
gelisini dnleyenler ve mevcut olanlar: etkisiz hale getirenler seklinde de ikiye
ayrilabilirler. Ayrica enzim ve enzim olmayanlar seklinde de smiflandirilirlar.

Hiicrelerin hem sivi hem de membran kismmunda bulunabilirler (17,31).

A-Dogal (endojen) Antioksidantlar
Enzimler
-Mitokondrial sitokrom oksidaz sistemi
-Stiperoksid dismutaz
-Katalaz
-Glutatyon peroksidaz
-Glutatyon-S-transferaz

-Hidroperoksidaz

Enzim olmayanlar
a-Lipid fazda bulunanlar
oc-tokoferol (E-vitamini)

B-karoten

b-Siv1 fazda (hiicre sitozoliinde veya kan plazmasinda) bulunanlar

Askorbik asid Myoglobin Laktoferrin
Hemoglobin Melatonin Albumin
Transferrin Metionin Bilirubin
Ferritin Glutatyon Urat

Sistein Seruloplazmin
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B-Eksojen Antioksidantlar
-Ksantin oksidaz inhibitorleri
-Soya fasulyesi inhibitorleri
-NADPH oksidaz inhibitStleri
-Rekombinant siiperoksid dismutaz
-Trolox-C: E vitamini analogu
-Endojen antioksidant aktiviteyi artiran maddeler
-Diger nonenzimatik serbest radikal toplayicilart
-Demir redoks dongiisiiniin inhibitSrleri
. -Sitokinler
-Barbittiratlar

-Demir selatorleri

C-Gida Antioksidantlan
-Butylated hydroxytoluene (BHT)
-Butylated hydroxyanisole (BHA)
-Sodium benzoate
-Ethoxyquin
-Propylgalate

-Fe-stiperoksid dismutaz

2.9. Antioksidant Etki Tipleri
1- Toplayici (Scavenging) etki
2- Bastirici (Quencher) etki
3- Onarict (Repair) etki
4- Zincir kiricr (Chain Breaking) etki

2.9.1. Enzimatik Antioksidantlar
2.9.1.1. Glutatyon Peroksidaz

GSH-Px, hidroperoksidlerin indirgenmesinden sorumlu enzimdir. GSH-Px
(glutatyon: H,O, Oksidoreditktaz, EC 1.11.1.9)’ i molekiil agirhigr yaklagik
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olarak 85.000 Dalton’dur. Tetramerik, 4 selenyum atomu ihtiva eden sitozolik bir
enzimdir. GSH-Px asagidaki reaksiyonlari katalizler (88).

Glutatyon Peroksidaz
(GSH-Px)
H,0, + 2GSH —» GSSG + 2 H,0
(Rediikte) (Okside)
GSH-Px :
ROOH + 2GSH » GSSG + ROH + HO

(Hidroperoksid)

H;0, rediikte olmasi ile meydana gelen GSSG, glutatyon rediiktazin
katalizledigi reaksiyon ile tekrar GSH’a d6niistir.

Glutayton Rediiktaz
(GR)
GSSG + NADPH + H' » 2 GSH + NADP'

Hiicrelerde GSH-Px enzimlerinin 4 tipi tammmlannustir.

1- Klasik selenyuma bagmli GSH-Px
2- Fosfolipid hidroperoksit GSH-Px (GSH-Px II)
3- Selenyumdan bagimsiz tip GSH-Px
4- Plazma GSH-Px’i

Klasik selenyuma bagimli GSH-Px, molekiil agirlig1 23 Kilo Dalton olan 4
dzdes subiinit igeren, tetramerik bir proteindir. Bu enzim, hidrojen vericisi olarak
glutatyona yiiksek oranda spesifiktir. Substrat olarak, hem H,0,’i hem de lipid
hidroperoksitleri (LOOH) metabolize etmektedir. Sitozolde ve mitokondri
matriksinde bulunmaktadir, Karaciger, akciger, kalp, bobrek, eritrosit ve beyinde
az miktarda da iskelet kasinda bulunmaktadir (102,78).
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Fosfolipid hidroperoksit GSH-Px, selenyuma bagimh ikinci bir GSH-Px
formu geklinde tamimlanmaktadwr. Klasik GSH-Px’in substrati olmayan
fosfatidilkolin hidroperoksit gibi fosfolipid hidroperoksitleri yikmaktadir (102).
Bu izoenzim bobrek epitelial hiicreleri ve testislerde yiiksek derecede salgilamir
(24,47).

Selenyumdan bagimsiz GSH-Px sitozolde, kiigiik miktarlarda mitokondri
membraninda ve endoplazmik retikulumda bulunmaktadwr. Sitozolik
selenyumdan bagimsiz GSH-Px, 48-58 Kilo Dalton molekiil agirligina sahip 2
subiinitten olugmakta, buna ragmen mitokondrial tipi 15 Kilo Dalton molekiil
agrhigma sahiptir. Selenyumdan bagimsiz GSH-Px substrat olarak organik
hidroperoksitleri kullanmaktadir (102,148).

Plazma GSH-Px’inin fizyolojik fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir.
Ancak ¢esitli dokularda bulunmas: plazmadaki oksidantlar: toplayic1 gérevine ek
olarak, lokal ekstraselliler —koruma saglamada rolii  olabilecegini
diistindtirmektedir (75).

GSH-Px’m, fagositik hiicrelerde Onemli fonksiyonlari vardir. Diger
antioksidantlarla birlikte GSH-Px, solunum patlamasi sirasinda serbest radikal
peroksidasyonu sonucu fagositik hiicrelerin zarar gérmesini engeller. GSH-PX
aktivitesi diigiik olan makrofajlarda zimosanla baglatilan solunum patlamasint
takiben, H,0, salinimmnin arttig1 gésterilmistir. Eritrositlerde de GSH-Px oksidant
strese karsi en etkili antioksidantdwr. GSH-Px aktivitesindeki azalma, H,O5’in
artmasina ve siddetli hiicre hasarma yol agar (102,148).

GSH-Px, katalaz ile substrat olarak H,O,’i paylagmasina ragmen, tek bagma
lipid ve diger organik hidroperoksitler ile etkili bir sekilde reaksiyona girebilir,
oksidant stresin diisiik seviyelerine karst korunmamn 6nemli bir kaynag: olabilir
(24,47).

2.9.1.2. Katalaz
Katalaz; (H,0,: H,0, oksidorediiktaz, EC 1.11.1.6 ) 4 tane hem grubu
bulunan bir hemoproteindir. Gorevi, H;O,’1 oksijen ve suya pargalamaktir.
Peroksidaz aktivitesine sahip olusuna ek olarak bu enzim bir molekil H;0,’i

elektron verici bir substrat olarak, digerini de oksidant veya elektron alicist olarak
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kullanabilir. Peroksizomlarda lokalizedir. Katalazin peroksizomlarda bulunmasi
ve H,0, i¢in yliksek Km’e sahip olmasi GSH-Px’e oranla smnrrl: antioksidant
fonksiyonuna sahip olmasi sonucunu dogurur. Buna ragmen katalazin NADPH’
smurh oldugu veya HyO, seviyelerinin kismen yiiksek oldugu durumlarda biyiik

Onemi vardir (102).

Katalaz

L/

2 H;0, 2H0 + O,

Dokulardaki katalaz aktivitesi gok biiyiik degisiklikler g&stermektedir.
Karaciger, bobrek ve eritrositlerde en yiiksek aktiviteye, beyin, kalp, akciger ve
bag dokusunda ise daha digtik aktiviteye sahiptir (1). Dokularda baglica
mitokondri ve peroksizomlarda olmak iizere partikiillere bagh sekilde
bulunmaktadir, oysa eritrositlerde ¢Sziinebilir durumda mevcuttur. Asetaldehit,
etanol gibi hidrojen veren substratlarin oksidasyonunda da rol almaktadir
(peroksidatif etki) (75,76).

Katalazin indirgeyici aktivitesi H,O, ve metil, etil hidroperoksidleri gibi
kiigiik molekiillere karsidir, biiyiik molekillii lipid hidroperoksidlerine ise etki
etmez. Birgok hastalikta 6rnegin kanser, Down sendromu ve anemide serumda

katalaz aktivitesinin degistigi bildirilmistir (75,76).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. MATERYAL

3.1.1. Hayvan Materyalleri
Aragtirma materyallerini, Elazig Elet Tesislerine  getirilerek klinik ve
postmortem muayene sonrasi saghkl ve fasciolasis teghisi konulan koyunlardan
(erkek- digi) alman ortalama 120 adet kan ve karacifer doku Ornekleri
olusturmaktadir.

3.1.1.1. Kan Orneklerinin Ahnmasi ve Hazirlanmasi
Kan Ornekleri kesim  sirasinda, EDTA’lL, heparinli, oksalath ve
antikoagiilansiz olmak tizere dort farkh deney tiipinde toplanmus, en kisa
zamanda labaratuvara getirilip analizler i¢in hazirlanmiglardir. EDTA’L,, heparinli
ve oksalath kanlar santrifiij edildikten sonra plazmalari ayrilarak hemen
analizlere tabii tutulmustur.

Kanin Arginaz Tayini I¢in Hazirlanmasi

Arginaz enziminin tayini i¢in 0.05 ml oksalat / ml hesabi yapilarak deney
tiiplerine kan 6rnekleri alinmstir. Kan 6rneklerinin orijinal hacmini belirlemek
amacityla cam tiiplerin etrafi ¢izilmigtir. Daha sonra kanlar santrifiij edilerek
plazmalar1 uzaklagtirilmis ve kalan peletler 3 defa serum fizyolojik ile
yikanmugtir. Yikanmis eritrositler 4 mM MnCl, ile orijinal hacimlerine
tamamlanarak, bir gece +4 °C’de bekletilmis ve eritrositlerin hemoliz olmalar1
saglanmigtir. Hemolizatlarda arginaz aktivitesi ve hemoglobin tayinleri

yapilmigtir.

Kan Orneklerinin Lipid Peroksidasyonu ve Nitrit Tayini i¢in Hazirlanmasi
Lipid peroksidasyonu igin alinan heparinli kan drnekleri santrifiij edilerek
plazmalar1 alinmig ve plazmada malondialdehid (MDA) diizeylerine bakilmustir.
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Antikoagiilansiz olarak alinan kan 6rnekleri santrifiij edilerek serumlar:
ayrilmig ve bu serumlar deproteinize edilerek nitrit tayini yapilmak iizere derin
dondurucuda bekletilmistir.

Kanm Glutatyon PeroksidazTayini I¢in Hazirlanmas
GSH-Px tayininde 1,5-2 mg EDTA / ml kan hesabiyla tiiplere
Omekler almmustir. Hemolizat tam kamn saf su ile 1:20 oraninda sulandiriimasi
ile elde edilmis ve bu hemolizatta hemoglobin tayini ve© GSH-Px tayini
yapilmigtir.

Kanm Katalaz Tayini i¢in Hazirlanmasi
Plazmas1 ayrilan heparinli kan Ornekleri, serum fizyolojik ile {ic kez
yikandiktan sonra, eritrositler 1:5 oraminda distile su ile sulandirilarak
hemoglobin tayini yapimustir. Daha sonra diliie edilmis bu kan drnekleri 1:100
oramnda fosfat tamponuyla tekrar diliie edilmis ve hazirlanmig bu hemolizatlarda

katalaz tayini yaptmugtir.

3.1.1.2. Doku Orneklerinin Ahnmas: ve Hazarlanmasi
Kesimden hemen sonra alinan karaciger ornekleri serum fizyolojik
icerisine koyularak en kisa siirede labaratuvara getirilmis ve katalaz, GSH-Px,
Arginaz, Nitrit, MDA tayinleri i¢in gerekli hazirliklara tabii tutulmustur.

Doku Orneklerinin Homojenize Edilmesi

Arginaz Aktivite Tayini i¢in
Karaciger doku 6rnekleri iki stizge¢ kagidi arasinda kurutulup 1 g olarak
tartilmis ve 4 mM’lk  MnClL ile 1/10 oraninda (w/v)  sulandwrilomustir.
Sulandirilan bu materyaller, kinlmis buz igerisinde Potter-Elvehjem cam-cam
'homojenizatﬁrle homojenize edilmigtir. Elde edilen homojenatlar 50 ml’lik
polipropilen tiiplerde, sogutmali santrifiijde (Sorvall RC-5B) 15 000 rpm’de
+4 °C’de 15 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatantlar alinarak protein ve

enzim tayinleri yapilmustir.

ira KURULY
. YORSEKOGRECE o)

DORCMANTASYOR
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Total Nitrit Tayini I¢in

Karaciger doku 6rnekleri iki stizges kagidi arasinda siiziildiikten sonra 1 g
olarak tartilip 1:3 oraminda fosfat tamponu ( 70 mM, pH 7.5) ile sulandirilirarak
Potter-Elvehjem cam-cam homojenizatdrle homojenize edilmistir. Elde edilen
homojenatlar ZnSO4 (82 mM) ve NaOH (55 mM) ile deproteinize edilerek, 15 000
rpm’de 10 dakika santrifiij edilmigtir. Daha sonra siipernatant kismi alinarak total
nitrit tayini yapilmustir.

Lipid Peroksidasyon Tayini I¢in

Karaciger Ornekleri 1’er g tartilarak iki slizge¢ kagidi arasmnda suyu
alindiktan sonra % 1.15°lik KCl iginde 1:10 oraninda (agwlik/hacim)
sulandirilarak, kirilmig buz igerisinde Potter-Elvehjem cam-cam homojenizatdrle
homojenize edilmig, daha sonra elde edilen homojenatlarda MDA &lglimii
yapilmsgtar.

Glutatyon Peroksidaz Aktivite Tayini I¢in

Karaciger Ommekleri 1’er g tartilarak, iki siizgeg kagid1 arasmda
kurutulduktan sonra Tris tamponu (50 mM Tris, 0.1 mM EDTA, pH 7.6) i¢inde
1:10 oraninda (agrhik / hacim) sulandrilmistir. Sulandirilan bu materyal, kirilmig
buz igerisinde Potter-Elvehjem cam-cam homojenizatérle homojenize edilerek,
elde edilen homojenatlar 50 ml’lik propilen tiiplerde, sogutmali santrifiijde
(Sorvall RC-5B) 20.000 rpm’de 58 dakika santrifiigasyon islemine tabii tutularak
slipernatantlar alinmig ve alinan bu siipernatantlarda GSH-PX enzimi ve protein
tayini yapumigtir.

Katalaz Aktivite Tayini I¢in

Labaratuvara getirilen doku ornekleri 0.5 g tartdarak iki siizge¢ kagidi
arasinda suyu alindiktan sonra 4.5 ml %1°lik Triton X —100 ile 2 dakika kadar
Potter-Elvehjem cam-cam homojenizatérde homojenize edilmis, elde edilen
homojenatlar 50 ml’lik propilen tiiplerde, sogutmali santrifiijde (Sorvall RC-5B)
3200 rpm’de +4 °C’de 10 dakika kadar  santrifiij edilmistir. Daha sonra

siipernatantlar alinarak katalaz ve protein tayini yapilmstir.
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Kullanilan Kimyasal Maddeler
Arastrmamizda kullanilan biitiin kimyasal maddeler analitik saflikta olup
Merck ve Sigma firmalarindan temin edilmistir.

3.2. METOTLAR

3.2.1. Arginaz Aktivitesinin Olgiilmesi

Arginaz enzim aktivitesini dlgmek i¢in bir ¢ok metot gelistirilmistir. Bu
metotlar, arginin-arginaz reaksiyonu sonucu; ya azalan arginin konsantrasyonunun
(3) ya da artan ornitin (18), veya tire konsantrasyonlarmmn (33,141) 6l¢limiine
dayanmaktadir.

Eritrosit ve doku arginaz aktivitesi Sl¢limii igin Tiyosemikarbazid-
Diasetilmonoksim-Ure (TDMU) metodu kullamlmistr (33). TDMU metodu;
arginin-arginaz reaksiyonu sonucu olusan iirenin, kolorimetrik olarak $l¢timiinii
saglayan bir metot olup, Schimke metodundan (141) daha basit ve daha hassastir.
Bu metodun tek dezavantajy, {ire miktar1 0.3 umol / ml’yi astigi zaman Beer-
Lambert (117) kanununa uymamasidir (Sekil 10).

0 L i 1 R I 1

0 01 02 03 04 05 06
Cre (mikromal / milifitre)
Sekil 10 : Ure Kalibrasyon Egrisi



38

TDMU Metodunun Prensibi

O NOH _ OO0
It +H0 il
CH;—C—C—CH; +» CH;—C—C—CH; . NH;OH
+ H
Diasetil Monoksim Diasetil Hidroksilamin
0O 0 o
| . i + H'

CH;—C—C—CH;3;+NH,—C—NH,—___, CH;—C—C—CH; +2 H, O

(I
Diasetil Ure N N

C
I
o

Diazin (sar)

Diasetilmonoksim, iire ile direkt olarak reaksiyona girmez. Ilk dnce asit
ortamda 1smun etkisi ile diasetil ve hidroksilamine hidrolize olur. Diasetil, asit
soliisyonda fire ile kondanse olarak sar1 renkli bilesik olan diazini meydana getirir.
Olusan sar: rengi stabilize etmek icin thiosemikarbazid ve Fe*? iyonlar1 kullamlir
(56).

Metodun Ayira¢lan

1-Renk Ayiraci (Diasetilmonoksim Tiosemicarbazide DAM-TSC): Bu kansim
0.0036 M TSC (91.14 g/mol) ve 0.0617 M DAM (101.1 g/mol) icermektedir.
6.23 g DAM ve 0.328 g TSC bir miktar distile suda ¢oziildiikten sonra distile su
ile litreye tamamlanir. Renk ayiraci, koyu renkli reaktif siselerinde ve oda

1sisinda uzun siire dayaniklidur.
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2-Asit Ayiracr:

a- 0.12 M FeCls / % 56.7 HsPOy4: 3.24 g FeCl; (270.39 g/mol) bir miktar distile
suda ¢dzildikkten sonra {izerine 66.7 ml % 85’lik H3;PO, (Fosforik asit) ilave
edilir ve daha sonra distile su ile 100 ml’ye tamamlanir. Bu ayira¢ oda 1sisida
saklanir.

b- Yukandaki a g6zeltisinden 1.0 ml almr ve 999 ml % 20 (v/v)’lik HySO4
(sulfurik asit) ilave edilir. Deney asamasmnda asit karigiom olarak bu ¢ozelti
kullamlir. Oda 1s1sinda saklanir.

3- 4 mM MnCl, Cozeltisi: 0.39 g MnCl,. 4 H,0 (197.91 g/mol) bir miktar distile
suda ¢dziildiikten sonra distile su ile 500 ml’ye tamamlamr ve buzdolabinda +4

°C’de saklanur.

4-Substrat Cozeltisi (66.6 mM L-arginin): 1.39 g L-arginin monohidroklorit
(210.6 g/mol) 80-90 ml distile suda ¢bziliir ve pH’s1 10°a ayarlandiktan sonra
distile su ile 100 ml’e tamamlamr. Buzdolabinda +4 °C’de saklanir.

S-Tampon Cozeltisi (75 mM NaHCOj3 / Na,CO3):

a- 0.79 g Na;CO; (105.99 g/mol) bir miktar distile suda ¢dzilir ve 100 ml’ye
tamamlanir.

b- 0.63 g NaHCO; (84.01 g/mol) bir miktar distile suda ¢oziilir ve 100 ml’ye
tamamlanir.

Tampon Céozeltisi; 75 mM NaHCO; ¢ozeltisi bir behere konur ve 75 mM
Na,CO; ¢ozeltisi ilave edilerek, pH 10°a getirilir. Bu tampon +4 °C’de saklanur.

6-Ure Standart ( 0.1 pmol iire/ml ): 3 mg iire (60.06 g/mol) 100 ml 0.016 M
benzoik asit iginde ¢oziiliir. Stok olararak kullanilan bu ¢zelti, deney sirasinda
1/5 oraninda sulandirilarak 0.1 pmol iire / ml (0.6 mg/dl)’lik iire standart: elde
edilir. Ure stok standart ¢ozeltisi +4 °C’de buzdolabmda saklanur.
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Deneyin Yapihs:

Enzim aktivitesi tayini amaciyla iki deney diizenegi kurulmustur. Birinci
diizenege; numaralanmis deney tiipleri, ikinci diizenege; kor (blank), standart ve
sifir zaman (zero time blank) tiipleri konulmustur. Ik diizenekteki deney tiipleri
Ucldi, ikinci diizenekteki deney tiipleri ikili hazirlanmigtir. Sifir zaman tliplerini
hazirlamaktaki amacimiz, enzim kaynagindaki endojen {irenin arginaz
aktivitesininin hesaplanmasi esnasinda gz ardi edilebilmesidir.

Deney ve sifir zaman tiiplerine oda 1sisina gelmis 66.6 mM L-arginin
monohidrokloritten (final konsantrasyon 20 mM) 0.3 ml ve 75 mM karbonat
tamponundan 0.4 ml (final konsantrasyon 30 mM) konulur. Standart tiipiine, lire
stok standart ¢6zeltisi 1 /5 oraninda (0.2 ml iire stok standart1 + 0.8 ml distile su )
sulandirilarak 1.0 ml (0.1 umol {ire / ml), kor tiipiine ise 1.0 ml distile su ilave
edilir.

Homojenizasyon ile elde edilen karaciger doku homojenatlarindan
kontroller deney asamasinda MnCl, ile 1/ 700, fasciolasisliler 1/ 300 oraninda
sulandirildi (MnCl,’nin final konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde) ve enzim
kaynagi olarak kullanildi.

Eritrositler 6nceden anlatildif: sekilde hazirlanarak, MnCl, ile diliie
edilerek enzim kaynagi olarak kullanildi.

Enzim kaynaklarn, 65 °C’deki sicak su banyosunda 15 dakika
preinkiibasyona blraklhr. Daha 6nceden hazirlanmig deney diizenegini olugturacak
olan tiiplere preinkiibe edilmis enzim kaynagindan 0.3er ml ilave edilerek tiipler
hemen inkiibasyon igin 37 °C’deki sallantili metabolik su banyosunda 10 dakika
inkubasyona birakilir.

Oda 1s1sinda bekletilen sifir zaman tiiplerine 0.3 ml enzim kaynag: ilave
edilip hi¢ bekletilmeden bu tiiplere reaksiyonu durdurmak i¢in hemen 3 ml asit
ayiraci ilave edilir. Ayrica standart ve kor tiiplerine de 3 ml asit ayiraci eklenir.

Metabolik su banyosunda 10 dakikalik inkiibasyon islemi sonunda, vida
kapakl tiiplerin (enzimatik reaksiyonun gelistigi) {izerine de acilen reaksiyonu
durdurmak amaci ile 3 ml asit ayiraci konulur.

Her iki deney setindeki tiim tiiplere, 2 ml renk ayiract ilave edilip,
tiiplerin kapaklar1 kapatilarak vorteks mikserde iyice karigtirilir.
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Ornek, sifir zaman, standart ve kor tiiplerinin hepsi kaynar su
banyosunda 10 dakika tutularak reaksiyonun tamamlanmasi saglanr. 10 dakika
sonunda kaynar su banyosundan ahnan tiipler musiuk suyu altinda  tutularak
sogutulur.

Bu siire sonunda standart, §rnek ve sifir zaman tiiplerinin absorbanslar:
520 nm’de Shimadzu UV. Vis. spektrofotometrede kore kars: okunur.

Karaciger Doku Arginaz Aktivitesinin Hesaplanmas

Her 6rnek deney tiipiiniin absorbansindan, kendisine ait sifir zaman
tlpliniin absorbansinin fark: alinarak net absorbans elde edilir.

Ornege ait protein degerleri Lowry yontemi ile 8lgiiliip, sonuglar mg/ml
olarak hesaplanir.

Enzim kaynagmnin preinkiibasyon ve inkfibasyon asamasinda
sulandiriima oranlar, standart absorbanst ve standart konsantrasyon
degerlerinden faydalanlarak arginaz aktivitesi agagidaki sekilde hesaplanir.

Faktor Hesaplanmasi

(0.1 ymol tire / ml) x (Sulandirma Oram x 3.33 x 6)

Faktsr =
0.4

Sagliklh Karaciger Doku Arginaz i¢in Faktor = 3496,5

Fasciolasisli Karaciger Doku Arginazi i¢in Faktdr = 1498,5

Saglikli ve Fasciolasisli Eritrosit Hemolizatlar: igin Faktor = 1498,5

Sulandirma Oram:: Saghkli koyun karaciger siipernatantlari 1/700  ve
fasciolasisli koyun karaciger siipernatantlar1 1/300 oranlarinda sulandirilirken,

saghkli ve fasciolasisli koyun hemolizatlar1 ise 1/300 oraminda MnCl; ile
sulandirlmugtir.
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3.33: 1 ml’lik inkubasyon ortammdaki enzim kaynagmimn sulandirilma oramdir.

6 : 10 dakikalik inkubasyonun 1 saatteki degeridir (60 dakika / 10 dakika).

0.4: 0.1 umol iire / ml i¢eren, standart tiipiiniin absorbans: ise 0.4’ diir.

Ornege ait absorbans farki degeri, faktor ile carpilarak, pmot tire / ml
slipernatant / saat cinsinden enzim aktivitesi elde edildi.

Enzim aktivitesini spesifik aktivite cinsinden bulmak i¢in; enzim
aktivitesi, siipernatantmn protein (mg / ml), hemolizatin hemoglobin (g / dI}
degerine bolindii.

Bu ¢ahismada spesifik aktivite ; 1 saatte, 37 °C’de, L-argininden 1 pmol
tire olusturan enzim aktivitesinin doku i¢in mg protein, eritrosit i¢in g hemoglobin

cinsinden ifadesi olarak tarif edildi.

3.2.2. Total Nitrit (Nitrit + Nitrat) Ol¢iim Yontemi

Nitrat + nitrit konsantrasyonunun belirlenmesinde, nitratlar nitrat rediiktaz
enzimi ile nitrite rediiklenmekte ve toplam nitrit lglimii yapilmaktadir. Nitrit
Slciimii Griess (89) reaksiyonuna dayanan spektrofotometrik bir dl¢limdiir.
Griess reaktifinde bulunan H;PQy ile nitrit reaksiyona girer ve nitr6z asit meydana
gelir. Nitrdz asit sulfanilamid ile reaksiyona girerek diazobenzosiilfonik asiti
meydana getirir. Bu da ortamda bulunan naftiletilendiaminle koyu pembe renkli
bir bilesik (azo bilesigi) verir, bu bilesigin renk siddeti spektrofotometrede
Slgiilmektedir.

Nitrat Rediiktaz
NO; + NADPH + H' » NO,; + NADP' + H,0

(Nitrat) (Nitrit)
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N
NH, I
e ,
NOy- 4 ———
Mlitrit
NH> 2NH,
Sulfanilarmid DiszobenzosUlifonik asit
N My SN2 W N

MN-(1 -napthyethylenediamine
NH, “

Diszobenzostifonik asit

NH2

Azo Bilegidi

Metodun Ayiraclan
82 mM ZnSO, Cozeltisi: 2.35 g ZnSO, . 7 H,0 100 ml distile suda ¢6ziiliir.
55 mM NaOH Cazeltisi: 0.22 g NaOH 100 ml distile suda ¢6ziilir.
70 mM Potasyum Fosfat Tamponu ( pH=7.5)

2000 uM FAD Cazeltisi :1 mg FAD 600 pl’ye tamamlanir.



2000 pM NADPH Cozeltisi :1 mg NADPH 600 ul’ye tamamlanir.

10 U/ ml Nitrat Rediiktaz Cozeltisi: 10 initelik Nitrat Rediiktaz 1 ml’ye
tamamlanir.

Laktik Dehidrogenaz Cdzeltisi: (-10.000 /10 mg )
1200 uM Piriivat Cozeltisi: 7 mg piriivat 80 ml’ye tamamlanur.

10 mM Stok Nitrit ¢ozeltisi: 69 mg Sodyum nitrit (NaNO,) tartilarak distile su
ile 100 m’ye tamamlanwr. Bu ¢Ozeltinin final konsantrasyonu 10 mM’dir ve
+4° C’de 1 yildan fazla dayanir.

1 mM Cahsma Stok Nitrit Cozeltisi: 10 mM’lik stok nitrit ¢6zeltisi 1/10
oraninda diliie edilir (0.5 ml stok nitrit ¢ozeltisi + 4.5 ml distile su). Bu ¢6zeltinin
son konsantrasyonu 1 mM (1000 mM)’dir. +4° C’de 1 yildan fazla dayamr. Bu
stoklardan uygun dilisyonlarla 0, 5, 25, 50, 75, 100 uM’lik standart seriler

hazirlanarak deney prosediirii aynen uygulanur.
Griess Reaktifi: a ve b ¢6zeltileri 1/1 oraninda karistirilar.

Griess A: ( % 1’lik p-aminobenzene sulfamide (p-abs) ¢ozeltisi): 1 g p-abs
tartilarak %5°1ik fosforik asit ile 100 ml’ye tamamlanur.

Griess B: ( % 0.1’lik a-napthylethylene diamine-HCl (a-ned) g¢ozeltisi): 100

mg o-ned tartdir ve 100 ml’ye tamamianir.

Ornekler: Serum ve doku &mekleri 82 mM  ZnSO, ¢bzeltisi ve 55 mM NaOH
¢Ozeltisi ile deproteinize edildikten sonra 15 000 rpm’de 10 dakika santrifiij

edilerek siipernatantlar almir.
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Metot: Ornek (ul) Standart (uI) Kor( pi)
Siipernatant 200 - _
Standart . 200 -
Nitrat Rediiktaz 8 o .
(10 U/ml)
Fosfat Tamponu 765 __ -
(70 mM, pH:7.5)
NADPH Cozeltisi 25 . .
(2000 pM)
FAD Cozeltisi 2 y r
(2000 uM)
Distile Su 1000 1000

Tipler karistirilarak 37 °C’de 120 dakika inkiibasyon yapalir.

Piriivat Cozeltisi

(1200 uM)

LDH Cozeltisi
(10.000 U/10 mg)

199

0.5

Tiipler kangtirilarak 37 °C’de 30 dakika inkiibasyon yapulir.

Griess Ayiraci

1200

1200
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Tipler kargtirilarak 30 dakika oda isisimda bekletilir. Spektrofotometrede distile
suya karsi 545 nm dalga boyunda okunur. Bulunan sonuglar nitrit standart

egrisinden hesaplanir.

0,08 -

Optik Dansite

0 R L L3 1 1 i

0 20 40 60 80 100

[ NaNO, Mikromol / L]
Sekil 11 : Nitrit Kalibrasyon Egrisi
3.2.3. Plazmada Lipid Peroksidasyon Diizeyinin Tayini

Prensip: Plazmada lipid peroksit ol¢limii Satoh (140) ve Yagi (168)’den
modifiye edilen yonteme gore spektrofotometrik olarak yapilmistir. Ug veya daha
fazla ¢ift bag ihtiva eden yag asitlerinin peroksidasyonunda tiobarbitiirik asit
(TBA) ile Slgiilebilen MDA meydana gelir. Yag asidi peroksidasyonunun son
iriinii olan MDA, TBA ile reaksiyona girerek pembe renkli bir kompleks
olusturur. Olusan bu pembe renk 532 nm’de okunur.

MDA, yag asidi oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif bir indikatori
degildir, fakat lipid peroksidasyonunun derecesiyle iyi korelasyon gosterir. Bu
yontem lipid peroksit diizeylerinin saptanmasinda en sik kullanilan yontemlerden

biridir.
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Metodun Ayrraglan

1-0,084 N ( N/12) Siilfiirik asit (H2SO,): 0.23 ml H,SOQ4 100 ml’ye distile su ile
tamamlanir.

2- % 10 Fosfotungustik asit (PTA): 10 g PTA 100 ml distile suda ¢6ziiliir.
3-Tiyobarbitiirik asit (TBA) aywraci: 0.67 g TBA 50 ml distile suda ¢oziiliir ve
50 ml glasiyel asetik asit eklenerek 100 mi’ye tamamlanir. Ayirag giinlik
hazirlanir. '

4-n-Biitanol

5-Standart: 1,1,3,3-Tetraetoksipropan (TEP)

Metot:
Kor (ml) Standart (ml) Ornek (ml)
Plazma _ 4l 0.3
N/12 H;S0, - - 2.4
% 10 PTA 0.3

iyice karigtinlir. Oda 1s1sinda 5 dakika beklenir. 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilir. Stipernatant atilir. Presipitat kullamlur.
Standart 1.0

Distile su 4.0 3.0 4.0

TBA aymraci 1.0 1.0 1.0
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Iyice kanigtirilr. Ustiine cam top konulan tiipler, kaynar suda 60 dakika tutulur.
Soguduktan sonra,

n-Biitanol 3.0 3.0 3.0

tekrar vorteksle kargtirilir. 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek st faz
absorbansi 532 nm’de okunur.

Plazmada Lipid Peroksidasyon Diizeyinin Hesaplanmasi
Ornegin Optik Dansitesi 1

Plazma MDA = 41 X X
(nmol /ml Plazma) Standartin Optik Dansitest 0.3

4.1: Standart katsayis1
0.3: Ornegin hacmi

Optik Dansite

0 e —r — —

0 1 2 3 4 5 6 7 8
1,1,3,3 Tetraethoxypropane (nmol / ml)

Sekil 12 :Plazma Lipid Peroksidasyonu Standart Egrisi
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3.2.4. Dokuda Lipid Peroksidasyon Diizeyinin Tayini
Dokuda MDA &lgiimii, Okhawa ve ark. (107)’lannm gelistirdikleri
ybnteme gore yapilmistir.
Metodun Ayiraglan
1-% 8.1 Sodyum Dodesil Siilfat (SDS): 8.1 g SDS 100 mi distile suda ¢dziiliir.

2-%20 Glasiyel Asetik Asit (CH;COOH); NaOH ile pH 3.5’¢ ayarlanur.

3-% 0.8 TBA: 0.8 ¢ TBA 50 ml distile suda ¢6ziiliir ve 50 ml glasiyel asetik asit
eklenerek 100 ml’ye tamamlanir. Ayirag giinlitk hazirlanir.

4- n-Biitanol / Piridin Kargmmi; 15/1 oraninda (hacim/hacim) hazirlanir.

Metot:
Kaér (ml) Standart (ml) Ornek (ml)

Homejenat (% 10) L . 0.1
Standart - 0.1 -

% 8.1 SDS 0.2 0.2 0.2

% 20 CH3;COOH 1.5 1.5 1.5

% 0.8 TBA 1.5 1.5 1.5
Distile Su 0.8 0.7 0.7

Karistirihir. Ustline cam top konulan tiipler, 95 %C’ deki su banyosunda, 60 dakika
bekletilir. 60 dakikanin sonunda sogutulduktan sonra,
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Distile su 1.0 1.0 1.0

n-Biitanel / Piridin 5.0 5.0 5.0

Vorteksle karigtirilir. 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek iist faz absorbans:
532 nm’de okunur.

Dokuda Lipid Peroksidasyon Diizeyinin Hesaplanmasi

Ornegin Optik Dansitesi

DokuMDA = 41 X
(nmol/ g yas doku) Standartm Optik Dansitesi

4.1: Standart katsayis:

Optik Dansite

0 : T T T T T H T 7
0 46 92 138 184 23 27,6 32,2 36,8 41,4 46

1,1,3,3 Tetraethoxypropane (nmol / 0,1 ml)

Sekil 13 : Doku Lipid Peroksidasyonu Standart Egrisis
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3.2.5. GSH-Px Aktivitesinin Tayini
Prensip: Eritrosit ve doku GSH-Px aktivitesi 6l¢iimii i¢in Beutler (13) metodu
kullamlmistir. GSH-Px, H,0, vasttasiyla rediikte glutatyonun (GSH), okside
glutatyona (GSSG) oksidasyonunu katalize eder.

Glutatyon Peroksidaz
(GSH-Px)
2GSH + R-0-O-H : — GSSG + H,0 + R-OH

Burada R-O-O-H bir hidroperoksit olup, t-biitil hidroperoksit (t-BOOH)
enzim analizi i¢in en uygun substrattr. GSSG’nin olusum oram, glutatyon
rediiktaz (GR) reaksiyonu vasitasiyla 6i¢iliir.

Glutatyon Rediiktaz
(GR)
GSSG + NADPH+H' ~ — 2GSH + NADP"

H,0, olarak t-BOOH’ in bulundugu ortamda GSH-Px’ in olusturdugu
GSSG, GR ve NADPH yardimiyla GSH’a indirgenir. GSH-Px aktivitesi
NADPH’in NADP"’ye yiikseltgenmesi sirasindaki absorbans farkmin 340 nm’de
spektrofotometrik olarak okunmasiyla tayin edilir.

Metodun Ayiraclan

1-Tris Tamponu (pH:8) : 1 M Tris- HCL, 5 mM EDTA

2-0.1 M GSH : 0.3 g 10 ml distile suda ¢ozilir. GSH soliisyonlar: taze
hazirlanmisg olmaldir.
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3-10 U/ml Glutatyon Rediiktaz: ml’de 10 tnite olacak sekilde distile suyla
hazirlanir.

4-NADPH (2 mM ): 0,05 g 30 ml distile suda ¢oziiliir.
5- 7 mM t-BOOH; ( % 70’lik t-BOOH’in yaklagik 1:1000 sulandiriimasindan

elde edilmigtir). Reaksiyon orani, giicli bir sekilde t-BOOH konsantrasyonuna
baglidir. 7 mM t-BOOH giinliik olarak hazirlanmahdir.

Metot: :
Kor (pl Ornek (ul 1'

Tris Tampon ( pH: 8) 100 100

(1 M Tris- HC], 5 mM EDTA)

0.1 M GSH 20 20

10 U/mi Glutatyon Rediiktaz - 100 100

2 mM NADPH 100 100

Hemolizat (yada homojenat ) 10 10

Distile su 670 660

37°C’ de 10 dakika preinkiibe edilir.

7 mM t-BOOH — 10

Sistemin optik dansitesindeki azalma 340 nm’de 0. ve 2.5. dk’da kaydedilir.
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Eritrositte GSH-Px Enzim Aktivitesinin Hesaplanmasi

OD; —OD, 1
X
t 6.22 x 0.01
U/gHb =
Hb(g/ml)
Dokuda GSH-Px Enzim Aktivitesinin Hesaplanmasi
OD; — 0D, 1
X
t 6.22 x 0.01
U/g protein =
protein ( g/ ml)

OD;: 2.5 dakika sonundaki absorbans
OD; : 0. dakikadaki absorbans
t: 2.5 dakika
1 : Kiivetteki toplam hacim
6,22 : 1 umol NADPH’in verdigi OD degeri
0,01 : Hemolizatin hacmi

3.2.6. Katalaz Aktivitesinin Tayini
Enzim aktivite tayinlerinde ya azalan substrat miktar1 ya da meydana gelen
{iriin miktar1 Slgiilerek, enzimlerin aktiviteleri saptanmaktadir. Eritrosit ve doku
katalaz aktivitesini 6l¢mek i¢in Aebi (1) metodu kullanilmustir.
Prensip: Katalaz agagidaki tepkimeye gore H,O,’in yikimum katalize eder.
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Katalaz
2 H,0, > 2H,0 + O,

H,0,’in Katalaz tarafindan yikim hizi, H,O,’in 240 nm dalga boyunda 15181
absorbe etmesinden yararlamlarak spektrofotometrik olarak olgiiliir.

Metodun Ayiraclan
50 mM Fosfat Tamponu ( pH: 7.0)

30 mM Hidrojen Peroksit : 0.34 ml %30°luk H,O, fosfat tamponu ile 100 ml’yé

tamamlanir,

Metot:

Kar (ml) Ornek (ml)
Fosfat Tamponu 1 __
Hidrojen Peroksit _ 1
Hemolizat 2 2

240 nm’de kor ile sifir ayar1 yapildiktan sonra 30 saniye i¢indeki absorbans farki

Olciilmek suretiyle katalaz aktivitesi hesaplanir.

Eritrosit ve Karaciger Katalaz Aktivitesinin Hesaplanmasi:

k=(2.3/30) (log A,/ Ay) x diliisyon

Eritrosit igin Spesifik Aktivite =k / g Hb
Karaciger i¢in Spesifik Aktivite =k / g protein
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3.2.7. Biyolejik Sivilarda Protein Tayini
Homojenatlardaki protein miktarlari Lowry (86) yOntemine  gére
dlgtildi. Alkali bakir tartarat ayraci peptid baglar: ile kompleks yapar.

Prensip olarak;  Bakir + protein < »  Bakir-protein basit
iligkisini icerir. Her 7 veya 8 amino asit artig1 1 atom bakir baglar. Fenol ayract,
bakir ile muamele edilmig karisima ilave edildiginde mor-mavi renk sekillenir. Bu
renk 650 nm’de okunur. Protein konsantrasyonu ile olusan renk arasinda yiiksek
konsantrasyonlar igin lineer bir iligki olmadiindan Ornekler sulandirilarak
Olgtimler yapildi.

Metodun Ayiraglan

1-Alkali Bakir Aywraci: 10 g Na,CO;, 0.1 g Potasyum tartarat ve 0.05 g Bakir
Siilfat, 0.5 N NaOH i¢inde ¢oziiliir ve 100 ml’ye tamamlanir. Bu ¢dzelti oda
1s1sinda 30 giin dayanikiidir.

2-Fenol Ayirac : 2.0 N Folin-Ciocaltue-Fenol ayiracmdan 3.75 ml alinir, distile
su ile 67.5 ml’ye tamamlamr. Bu ¢6zelti. 6rnek sayisma gore ¢aligma aminda
gtinltik olarak hazirlamr.

3-Protein Standarti: 50 pg BSA (Sigir Serum Albumin) / ml

4- Okuma smrlarnna getirilmis (sulandirlmig) érnek

Metot:

Kor (ml) Standart (ml) Ornek (ml)

Alkali Bakir Aymrac 1.0 1.0 1.0

Protein Standart 1.0
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Ornek 1.0

Distile su 1.0

Tipler iyice karistirilir ve 10 dakika oda 1sisinda bekletilir.

Fenol Ayirac: 4.0 4.0 4.0

Tiipler hemen vorteks mikserde iyice kamstmlr ve 5 dakika 55 °C’de
bekletilir. Inkubasyon sonrast musiuk suyu altinda hemen sogutulur. Daha sonra

650 nm’de standart ve 6rnek tiiplerinin absorbansi kor tiipiine kars: okunur.

Hesaplama:
pg protein / ml = (Ornek Abs. / Std. Abs.) x Std. Konsantrasyonu

o 187
‘@
oy
[0
(]
=<
B 1.2-
9
0.8 -
0,4
0 L4 T T T 1
0 100 200 300 400 500

Mikrogram / mi Protein

Sekil 14 : Protein Standart Egrisi



57

3.2.8. Hemoglobin Tayini
Prensip: Siyanomethemoglobin (154) yontemi ile yapilmugtir. Ferrisiyaniir
hemoglobindeki Fe**’yi oksitleyerek Fe™e ¢evirir ve hemoglobinin
methemoglobine dontismesini saglar. Bunu takiben potasyum siyanid ile stabil bir
pigment olan siyanomethemoglobin meydana gelir. Olusan renk 546 nm’de
okunur.

Metodun Ayiraclan

1-Drabkin Cozeltisi: 50 mg KCN, 200 mg K;Fe (CN)¢ ve 1 g NaHCO; tartilarak
bir miktar distile suda ¢ozillir ve litreye tamamlanir. Koyu renkli sisede 1 yil
dayanur.

2- Hb Standarti: 18 g liyofilize Hb standart: 100 ml distile suda ¢oziillir. Bu
standart 18g/dl Hb igerir.

Metot:

Kér (ml) Standart (ml) Ornek (ml)
Drabkin Cozeltisi 5.0 5.0 5.0
Hemoglobin Standart: L 0.02 -
Hemolizat 0.02

Tiipler iyice karigtrilir. Oda 1sisinda 20 dakika bekletilir. 546 nm’de kére kars:

diger tiiplerin absorbanslari okunur.

Hesaplama: gr/dl Hb =( 6rnek absorbans / standart absorbans) x 18
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3.3. Istatistiksel Degerlendirme
Bu c¢ahgmadaki istatistiksel analizler, SPSS istatistik program ile
yapilmustir. Deneysel galigmalar sonucu elde edilen veriler, ortalama + standart
hata olarak gosterilmistir. S6z konusu parametreler igin, kontrol ve fasciolasisli
gruplarin karsilastirilmalarinda Student-t testi kullanilmistir (26).
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4. BULGULAR
Saghkl ve Fasciola hepaticah Koyun Karaciger Arginazimm Bazn
Biyokimyasal Ozellikleri

4.1. Preinkiibasyon Isisinin Belirlenmesi

Koyun karaciger doku arginazinin preinkiibasyon 1sismun tespiti ve
preinkiibasyonun Mn"? katyonlarmm varhgmna bagh olup olmadigim saptamak
icin  Mn™ iyonlarmm varhigmda ve yoklugunda, preinkiibasyon isilari
degistirilerek arginaz enzimi preinkiibe edilmistir. Sonugta; MnCl, varhgmda
preinkiibasyon uygulanmasinin enzim aktivitesini MnCly’stiz preinkiibasyona
oranla kontrol grubunda (Sekil 15) yaklagik 27 misli, F.hepatica ile enfekte
grupda (Sekil 16) ise yaklagik 21 misli artirdig1 saptanmugtir. MnCl, varhgmnda
enzim aktivasyonu gdzlendiginde; 65 °C’ye kadar aktivitenin arttigi, 65 °C’de
maximuma ulagtig1, 65 °C’den sonra ise diistiigii saptanmistir. Bu nedenle saglhikli
ve fasciolasisli koyun karaciger doku arginazi igin en uygun preinkiibasyon 1sis1
65 °C olarak kabul edilmistir.

200 -

Spesifik
Aktivite

150 -+

+ MnClz

100 A

50

40 45 50 55 60 65 70

Preinkibasyon Isisi ( °C)

Sekil 15: Saglikli Koyun Karaciger Doku Arginaz Aktivitesinin Preinkiibasyon
Isisma Bagh Olarak Degisimi
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125 -

Spesifik
Aktivite

100 -
+MnCl,

75 -

50 -

25
MnCl,

0 #’ T T T T LI T —/
40 45 50 55 60 65 70

Preinkibasyon Isisi (°C )

Sekil 16: Fasciola hepaticali Koyun Karaciger Doku Arginaz Aktivitesinin
Preinkiibasyon Isisina Bagh Olarak Degisimi

4.2, Preinkiibasyon Zamaninin Belirlenmesi

Koyun karaciger doku arginaz i¢in optimal preinkiibasyon zamanim tesbit
etmek amaciyla enzim, MnCl, varliginda ve 55, 60, 65, 70 °C’lik preinkiibasyon
isilarinda  degisik siirelerde bekletilmistir. Enzim aktivitesi, 55, 60, 65 °C’lerde
15. dakikaya kadar artmug, daha sonra baslangigtaki aktiviteye kadar diismiistiir.
70 °C’de ise 5. dakikaya kadar artig, daha sonra bir diisiis meydana gelmektedir,
bu diisiis baslangictaki aktivitenin altindadir.

Koyun karaciger doku arginazi en yiiksek aktiviteye 65 °C’de ve 15.
dakikada ulagmaktadir. 65 °C’de 15 dakikalik bir preinkiibasyon uygulamast,
enzim aktivitesini, preinkiibasyon uygulanmamis doku 6rnekierine oranla saglikli
dokuda % 51 (Sekil 17), fasciolasisli dokuda (Sekil 18) ise % 57 oraninda
artirmaktadr. Saglkli ve fasciolasisli dokuda optimal preinkiibasyon siiresi 15
dakika olarak kabul edilmistir.
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50 -

O T T T T 1
0 5 10 15 20 25

Preinkitbasyon Zamani (Dak)

Sekil 17: Farkli Isilarda Preinkiibasyon Zamamna Bagh Olarak Saghkh Koyun
Karaciger Doku Arginaz Aktivitesindeki Degisimler

140 -

120 850

Spesifik Aktivite

100

80 -

60

40

20

0 T T T T

0 5 10 15 20 25
Preinkiibasyon Zamani (Dak)
Sekil 18: Farkli Isilarda Preinkiibasyon Zamamna Bagh Olarak F. hepaticah
Koyun Karaciger Doku Arginaz Aktivitesindeki Degisimler
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4.3. inkiibasyon Zamanmm Belirlenmesi
Koyun karaciger doku arginazi i¢in en uygun inkubasyon sliresini
saptamak amaciyla MnCl, varliginda, inkiibasyon siiresi degistirilerek arginin-
arginaz reaksiyonunun olugmast saglanmustir. Karaciger doku arginazz 15.
dakikaya kadar lineer bir artis gésterip 15. dakikadan sonra gekilde de gériildigii
gibi bu lineer artig yerini hiperbolik bir gériiniime birakmugtir. Bu nedenle saglikli
ve fasciolasisli karaciger doku arginaz (Sekil 19) igin optimal inkiibasyon zamani

10 dakika olarak belirlenmistir.

800 -

Spesifik Aktivite

0 1 1 L Ll T 1
0 5 10 15 20 25 30

Inkiibasyon Zamani (Dk)

Sekil 19 : Saglikli ve Fasciolasisli Koyun Karaciger Doku Arginaz Aktivitesinin
Inkubasyon Zamanina Bagh Olarak Degisimi.

4.4. PH’nin Belirlenmesi

Karaciger doku arginazinin optimal pH’larim1 saptamak i¢in 7.0 ile 10.5
arasinda degisen ¢esitli tampon sistemleri kullanilmigtir. Bu tampon sistemleri pH
7.0-8.9’da  Tris-HCl, pH 8.6-10.6’da Glisin-NaOH, pH 9.2-10.5’de Sodyum
bikarbonat-Sodyum karbonat tamponlar1 olup, arginin pH’s1 ile tamponlarin pH’s1
ayni tutulmustur. Saghkli (Sekil 20) ve fasciolasisli (Sekil 21) koyun karaciger
doku arginaz aktivitelerinin $lglimii i¢in en uygun tampon, Sodyum bikarbonat-
Sodyum karbonat tampon sistemi olup, en uygun pH ise 10.0’dur.
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Sekil 20 : Saglikh Koyun Karaciger Doku Arginaz Aktivitesinin Cesitli Tampon
Sistemlerine ve pH’ya Gore Gosterdigi Degisiklikler
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Sekil 21: Fasciolasisli Koyun Karaciger Doku Arginaz Aktivitesinin Cesitli
Tampon Sistemlerine ve pH’ya Gére Gosterdigi Degisiklikler
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4.5. MnClL, Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Koyun karaciger arginaz aktivitesinin MnCl, konsantrasyonuna bagh
olarak degisimini arastrmak amaciyla preinkiibasyon ortammna 0-8 mM arasinda
degisen konsantrasyonlarda, Mn*?> iyonlar1 ilave edilmistir. Sekil 22’de de
goriildigii gibi preinkiibasyon ortammn Mn*? icermedigi durumlarda enzim
aktivitesi distiktlir. Ortama Mn'*? iyonlarinin ilavesi ile enzim aktivitesi belirgin
olarak artmaktadir. En yiiksek aktivitenin elde edildigi MnCl, konsantrasyonu 1
mM civarinda olup, 1 mM’dan itibaren enzim aktivitesi diismektedir. Karaciger
doku arginazi i¢in optimal Mn*? konsantrasyonu 1 mM olarak saptanmus ve kabul
edilmistir.

[}
IE 350 -
<
< 300 4
=
kH
8 250 4
%)
200 -
Kontrol
150 - - —a —o
100 -
50 - Fasciolasisli
0 T i T T T T T 1 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8
mM MnCl,

Sekil 22: Saglikli ve Fasciola hepaticali Koyun Karaciger Doku Arginaz
Aktivitesinin MnCl, Konsantrasyonuna Bagh Olarak Degisimi
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4.6. Substrat Konsanirasyonunun Etkisi

Karaciger doku arginazi i¢in optimal kogullar belirlendikten sonra
arginazm substrat; L-arginine karst olan Km’i Michaelis-Menten kinetigi ile
incelenmistir. Bu amagla enzim miktar1 sabit tutulup, L-arginin konsantrasyonu
degistirilerek arginaz aktivitesine bakilmugtir. Reaksiyon hzmin artisi, L-arginin
konsantrasyonunun artisina paralellik gdstermektedir. Baslangigta, reaksiyon
hizinda goriilen lineer artig daha sonra yerini hiperbolik bir gériintime birakmakta
ve en sonunda reaksiyon substrat konsantrasyonunun fonksiyonu olmaktan

¢ikarak, enzim substrat ile doygun hale geimektedir.

350 1
3 Kontrol
< 300
a4
=
2
& 250 1
200 1 Fasciola hepaticall
150 1
100
50 -
0 T 1 T L T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35
mM L-arginin

Sekil 23 : Saglikh ve Fasciola hepaticali Koyun Karaciger Doku Arginaz

Aktivitesinin L-arginin Derigimine Bagl: Olarak Degisimi

Sekil 23°de de goriildiigi gibi saglikl: koyun karacifer dokusunda 3 mM,
F. hepatica ile enfekte karaciger dokusunda 3.5 mM’a kadar olan L-arginin
konsantrasyonundaki artig, enzim aktivitesinde lineer bir artisa (birinci mertebe

kinetigi) neden olmus, bu noktadan itibaren dogrusallik yavas yavas kaybolarak,
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yerini hiperbolik bir gortintime (karigik mertebe kinetigi) birakmugtir. 20 mM’hk
L-arginin konsantrasyonunda ise arginaz L-arginin ile doygunluga ulasarak (sifir
mertebe kinetigi) reaksiyon sabit hizla devam etmistir. Enzim aktivitesinin
L-arginin konsantrasyonuna bagli olarak degisimi Michaelis-Menten esitligi
yanminda, Lineweaver-Burk (Sekil 24) egrileriyle de incelenmis ve koyun karaciger
doku arginazmmn L-arginine kargt olan Km’inin 4 mM civarinda oldugu
bulunmustur.

0,014 -

1/V

0,012 - .
0,01 -

0,008 -

Kontrol

1 T LI 1 1

04 -03 02 01 0O 01 02 03 04 05
1/[8]

Sekil 24 : Saghikli ve Fasciolasisli Koyun Karaciger Arginazinin L-arginine Kars:

Olan Km’inin Lineweaver-Burk Egrisi ile Saptanmasi
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Sekil 25: Saglikh ve Fasciolasisli Koyunlarm Plazma Total Nitrit Diizeylerindeki
Degisimler

Mikromol/L

40

0
20"

Kontrol Fasciotasisli

Sekil 26:  Saglkh ve Fasciolasisli Koyunlarin Karaciger Total Nitrit
Diizeylerindeki Degisimler
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ma/m

Sekil 27: Saghkli ve Fasciolasisli Koyunlarn Plazma Malondialdehid
Diizeylerindeki Degigimler

nmoi / g Doku
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Kontrol Fasciolasisli

Sekil 28: Saghkh ve Fasciolasisli Koyunlann Karaciger Malondialdehid
Diizeylerindeki Degigimler
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Sekil 29: Saghikli ve Fasciolasisli Koyunlarin Eritrosit GSH-Px Aktivite
Diizeylerindeki Degisimler

U/gPden
100,

Sekil 30 : Saglhkh ve Fasciolasisli Koyunlarm Karaciger GSH-Px Aktivite
Diizeylerindeki Degigimler

w
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Spesifik Aktivite
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Kontrol Fasciolasisli

Sekil 31 : Saphkli ve Fasciolasisli Koyunlarm Eritrosit Arginaz Aktivite
Diizeylerindeki Degisimler

Spesifik Aktivite

300

200+

100+

Kontrol Fasciolasisli

Sekil 32 : Saghkli ve Fasciolasisli Koyunlarin Karacifer Arginaz Aktivite
Diizeylerindeki Degisimler
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Sekil 33 : Saglkh ve Fasciolasisli Koyunlarin Eritrosit Katalaz Aktivite
Diizeylerindeki Degisimler

k/g Raden

Sekil 34: Saghkli ve Fasciolasisli Koyunlarin Karaciger Katalaz Aktivite
Diizeylerindeki Degisimler
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5. TARTISMA

Fasciolasis si8ir, koyun, keci ile diger evcil ve yabani ruminantlarin bir
trematod invazyonu olup, biyiik ekonomik kayiplara sebep olmaktadrr.
Fasciolasiste bir karaciger tahribat1 s6z konusudur. Bu tahribat karacigere gelen
ve safra kanallarinda olgunlasan parazitierin sayisina baghdir. Parazitin geng
formlar: tahribat1 karaciger parankimasinda, olgunlar ise safra kanallarinda
olustururiar.

Ulkemizde paraziter hastaliklarla ilgili yaymlarin goklugu ve elde edilen
sonuglar bu sorunun ¢ok yaygm oldugunun gostergesidir. Paraziter hastaliklarin
Turkiye ekonomisine biiyiikk darbeler vurdugu bir gergektir. Bu hastaliklardan
korunmak i¢in tanimn ve 6iellikle erken teshisin biiylik 6nemi vardir. |

Ulkemizde hayvanlarda diizenli olarak parazit muayenesi yapilmadig: igin
dzellikle subklinik olarak seyreden enfeksiyoniarin tamsi gecikmekte ve sagaltim
yontemleri ile birlikte kontrol yontemleri de 6nem kazanmaktadir. Giiniimiizde
paraziter hastahklarm erken teshisinde rutin parazitolojik muayenelerin yamsira
konak¢imn biyokimyasal yapisinda meydana gelen bazi degisikliklerin tespiti ile
serolojik testlerden de yaralamilmaktadir.

F. hepatica, F. gigantica gibi ruminantlarda yaygm olarak goriilen
karaciger parazitleri konak¢ilarmin karacigerinde bilyiik harabiyetler meydana
getirdigi igin karaciger enzim aktivitelerinde de degisiklikler gdzlenmektedir.

Karaciger viicuttaki en biiyikk organdir, ¢ok sayida ve degisik islevleri
vardir. Siroz, karacifer interstitiumunun (destek dokusunun) siiregen ve
proliferatif yangisi olup, karacigerde ilerleyici bir fibrozis veya nedbelesme stz
konusudur. Karaciger parankimi gozden kaybolur ve bunun yerini giderek yaygin
bir bi¢imde iireyen interstitiel doku alir. Karaciger parankim kitlesinin azalmasi
siroz gibi kronik karaciger hastaliklarinda sik olarak gériiliir (5,6). Sirozun pekgok
nedeni vardir, paraziter invazyonlar hayvanlardaki en Onemli sebeplerden
birisidir. Giliniimiizde dogu alemi paraziter invazyonlardan hasar gériirken, bati
alemi de fazla alkol tiiketimi ile ayni sorunu ve sonucu yasamaktadir.

Jubb, Kennedy (54) ve Pamuk¢u (120), fasciolasiste parazit larvalarinmn
agtigr tiinellerin bir skatriks dokusu ile doldugunu, bu dokunun lenfosit ve
eozinofillerden olduk¢a zengin oldugunu, hafif infestasyonlar neticesi tesekkill
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eden skatriks dokusunun sonradan kayboldugunu, siddetli durumlarda ise bu
nedbe dokusunun birbirleri ile birleserek karaciger fibrosisine sebep oldugunu,
ayrica parazitin safra kanallarma ge¢mesiyle bu kanallarda genislemeler meydana
getirdigini, ilerlemis durumlarda safra kanallar1 etrafinda siddetli bir granulasyon
dokusunun olugtuunu ve bu dokunun giderek kalsifikasyona ugradigini
belirtmektedirler.

Arginaz iire dongisiliniin son basamagmnda L-arginini, {ire ve ornitine
hidrolize eder. Memelilerde karaciger basta olmak iizere pekgok dokuda varhg:
saptanmustr (4,39). Fasciolasis karacigerde ciddi tahribatlara yol agan paraziter
bir enfeksiyondur. F. hepatica’da bulunan arginazin biyokimyasal gdrevinin-
nedenini Isserof (49) ve Kurelec (74) kollagen sentezi i¢in gerekli prolin ve.
hidroksi prolinin saglanmasi olarak izah etmektedirler. Isserof (48) sicanlara
prolin enjekte edildigi zaman karaciferde siroz olugtufunu géstermistir. Bu
bulgular F. hepatica enfeksiyonu sonucu olusan kronik sirozun parazitin devamli
ortama saldig1 prolinden meydana gelebilecegini agiklamaktadir (48,52). Arginaz
enzimi en yiiksek aktiviteye karaciger dokusunda sahip oldugu i¢in, fasciolasis
sonucu olusan karaciger harabiyetinin arginaz aktivitesinde ve arginaz enziminin
kinetiginde herhangi bir degisiklik meydana getirip getirmedigini anlayabilmek
icin arginaz diizeyleri ve enzimin kinetigi ¢aligilmsgtir.

Fasciolasisli ve saglikli koyun karaciger doku arginazinin optimal
preinkiibasyon 1s1s1 65 °C olarak bulunmustur.

Daha 6nce birgok dokuda caligilan arginazlarin optimal preinkiibasyon
1silar1 50-60 °C civarinda bulunmustur. Preinkiibasyon 1s1s1 olarak si¢an karacigeri
(141), insan tiikiiriigii (67), tiroid dokusu (50), uterusu (39), eritrositi (19,39,87)
55 °C, yine 15semili insanlarin saflastirilmis lenfosit ve granulositleri (130), rat
memesi (53) arginazi i¢in 55 °C, Moniezia expansa (111) ve Moniezia
benedeni (116) igin 53 °C, insan ve koyun vitreus arginazi i¢in 40 °C (37), sigir
rumen doku arginazi i¢in (28) 60 °C olarak bulunmustur.

Hayvansal kaynakli enzimler genellikle optimal istya 40-50 °C’ler arasmda
erisir, bu derecelerin istiinde enzimlerin 1s1ya bagh olarak denatiire olma huzi,
enzimin reaksiyon hizi artisindan daha siiratli oldufu i¢in enzim aktivitesi
azalmaktadir. Sekil 15-16’da da goriildiigii gibi enzim aktivitesi Mn*? varhiginda
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65 °C’ye kadar yikselmekte, 65 °C’den itibaren ise diismektedir. Buldugumuz bu
sonuglara goére diyebiliriz ki; saglikh ve fasciolasisli koyun karaciger doku
arginazi diger arginazlardan daha fazla 1stya dayaniklidir.

Calismamizin diger bir bdliimiinde, degisik siirelerde farkli preinkiibasyon
1isilan1 uygulanarak; maksimum aktiviteye ulagmak i¢in gereken preinkiibasyon
zaman tespit edilmigtir. Sekil 17-18’de de g6riildligli gibi enzim 55, 60, 65, 70
°C’lik 1silarda preinkiibe edildiginde; en yitksek aktiviteye 65 °C’de 15 dakikada
ulagmaktadir.

Bu konu ile ilgili ¢aliymalara baktigimzda preinkiibasyon siiresi, insan
tiroid dokusu (50), tikiiriigii (67), karaciger ve eritrosit (19) arginazi igin 20
dakika olarak bulunmugtur. Tavuk bobrek (65) ve rat karaciger (141) arginazi igin
bu slire 5 dakika olarak belirlenirken, Luboinska ve ark. (87)’larn  insan
eritrositleri i¢in bu siirenin 15 dakika, Erisir ve Ozan (28) sigir rumen deku
arginazi i¢in 9 dakika olarak bulmuslardir. h

Enzimatik reaksiyonlar viicut isisinda cereyan ettiginden inkiibasyon 1sis1
37 °C olarak alinip reaksiyon i¢in gerekli inkiibasyon zamanini téspit etmek
amaci ile 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30 dakikalarda enzim inkiibasyona tabii tutulmustur.
Elde edilen veriler grafige uygulandigmda Sekil 19°dan da anlasilacag: gibi enzim
aktivitesi 15. dakikaya kadar lineer bir artiy gostermekte, bu dakikadan sonra
lineerlikten sapmaktadir. 15. dakikadan sonra lineeritenin bozulmasi dikkate
almarak inkiibasyon siiresi saglikli ve fasciolasisli koyun karaciger arginazi i¢in
10 dakika olarak alinip finite tarifi saate gére yapilmstir.

[nkilbasyon siiresine gére inite tammu yapildigmdan, arastwicilar bu
konuda farkl: siireler kullanmis ve aktiviteyi buna gore tammlamglardrr. Insan
tiroid doku arginazi i¢in bu siire 30 dakika (50), karaciger i¢in 20 dakika (39),7
eritrosit i¢in 8 dakika (39,145), uterus icin 20 dakika (39), vitreus i¢in 9 dakika
(37), Moniezia benedeni i¢in 15 dakika (116), sigir rumen doku arginaz i¢in 13
dakika (28) olarak alinmustir.

Caligmada enzim aktivitesi tizerine farkli pH’larin ve tamponlarin etkileri
arastimimigtr. Bu amagla Tris-HCl, Glisin-NaOH ve NaHCO;-Na;CO; tampon
sistemleri kullamlmigtir. Arginazin optimal pH’s1 bir ¢ok doku tilirlinde ¢aligilmig

ve argininin arginaz ile hidrolizi i¢in gerekli optimal pH’min doku tfirtine gbre
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degistigi ve bu pH’nmn 9.3-11 arasmda bazik pH smurlan iginde oldugu
bildirilmektedir (19,67,104,141,146,162).

Arginaz enzimi Olgimiinde aragtmcilar farkli tampon sistemleri
kullanmislardr. Spector ve ark. (146)’lar1, Tris-HCI tampon sistemini kullanmus,
insan yetiskin ve fotal karaciger ve bdbrek arginazinin optimum pH’smi 9.5-11
arasinda, gastrointestinal kanal ve bobreginkini ise 9.5 olarak bulmuslardir.
Colombo ve Konarska (19), hem karaciger hem de eritrosit i¢in karbonat tampon
(pH: 9.5) sistemi kullanmuglardir. Ozan ve ark.(111)’lar1 Moniezia expansa
arginazi i¢in en uygun tamponun karbonat tamponu (pH: 9.5) oldufunu tespit
etmislerdir. Van Elsen ve Leroy (162), glisin-NaOH tamponu kullanarak optimum
pH’y1 fibroblast, bébrek ve eriﬁ‘osit icin 9.7, karaciger i¢in ise 10 olarak
bulmuglardir. Erisir ve Ozan  sigir rumen doku arginazi i¢in en uygun
tamponun bikarbonat-karbonat tamponu oldugunu ( pH: 9.7) saptamuglardir
(28).

Sekil 20 ve 21°de de goriildiigii gibi saglikli ve fasciolasisli koyun
karaciger doku arginazi da bazik pH’da optimum aktivite vermekte ve diger doku
arginazlari i¢in belirlenmis olan pH degerleri ile uyum g8stermektedir.

Enzimlerin aktivasyonlar1 igin gerekli bilegiklere kofaktér denilir ve
enzimler igin mutlak gereklidir. Mn +2 degerlikli bir metal olup, arginazin
vazgegilmez bir kofaktoriidiir. Arginazin yilksek katalitik aktivite gosterebilmesi,
subiinitelerine dissosiye olmamasi ve quarterner yapisimun sekillenmesi igin her
subiinitenin bir mol Mn*? igermesi gerekmektedir. Saglikli ve fasciolasisli koyun
karaciger doku arginazi 1 mM’lik Mn*? iyonlar1 varhginda maksimum aktivite
gostermektedir (Sekil 22). Saglhkli ve fasciolasisli dokularda preinkiibasyon
ortamina Mn" ilave edilmedigi zaman 25 Ulprotein civarinda olan arginaz
aktivitesi Mn*? iyonlarmn ilavesiyle saghkli hayvanda 300 U/proteine,
fasciolasisli hayvanda ise 200 U/proteine kadar yiikselmistir. Yapilan
caligmalarda dokular i¢in Mn"? konsantrasyonlar: farkli olup insan karacigeri igin
2.0 mM (19), insan tiikiiriigii i¢in 5.0 mM (67), tavuk bobregi i¢in 5.0 mM (65),
tiroid doku arginazi i¢in 2.5 mM (50), eritrosit arginazi i¢in 5.0 mM (19,68),
Moniezia benedeni arginazi i¢in 0.5 mM (116) ve sigir rumen doku arginazi igin 1

mM (28) olarak tespit edilmigtir. Bu konu ile ilgili tiim calismalarda ortak nokta



78

mangann arginaz aktivitesi igin vazgegilmez bir kofaktor oldugu ve optimal Mn*?
derisiminin dokuya gére farklhitkk gostermesidir. Koyun karaciger doku
arginazinin, L-arginine kars1 olan Km’ini arastirmak amaciyla enzim miktar1 sabit
tutulup, L-argininin degisen konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi dlglilmiigtiir,
Enzimin aktivitesi; 3.5 mM’lik L-arginin konsantrasyonuna kadar lineer bir artig
gostermekte, bu noktadan sonra hiperbolik bir gdriintim almakta ve 20 mM L-
arginin konsantrasyonundan itibaren reaksiyon sabit hizla devam etmektedir. Bu
egri tipikk bir Michaelis-Menten egrisidir. Burada maksimum aktivitenin yarisina
tekabiil eden substrat konsantrasyonu Km’i, yani enzimin substratma kars: olan
ilgisini gostermektedir. Michaelis-Menten (Sekil 23), Lineweaver-Burk (sekil 24 )
egrileri ile Km’ler degerlendirildiginde saglikli ve fasciolasisli koyun
karacigerlerinde Km’in 4 mM civarinda oldugu g6zlenmistir.

Insan karacifer arginazi i¢cin Km 10.14 mM (146), insan eritrosit
arginazi i¢in Km 1.5 mM (145), Moniezia expansa arginaz1 i¢gin 7 mM (111),
Moniezia benedeni arginazi igin 12.5 mM (116), koyun tiikiiriik arginazi i¢in 10
mM (115), sigir rumen doku arginazi i¢in Km 4 mM olarak bulunmustur (28).
Ozan ve Giilen (110) tarafindan yapilan bir ¢alisgmada Km degerleri sigirlarin
tiikiiriiklerinde 5-5.5 mM, eritrositlerinde 2.5 mM ve karacigerlerinde ise 2.3
mM civarinda bulunmugtur.

Yukarida verilen orneklerden de anlagilacagi iizere arginaz enziminin
arginine kars1 Km degeri dokularin farklilifina gére degismektedir. Ancak benzer
doku c¢alismalarinda da uyum goriilmemektedir. Dokular aym oldugu halde
sonuclarin uyum iginde olmamasi, canllarin tiirlerinin farkli olmasindan ve
optimize edilen sartlarin farkliligindan kaynaklanabilir.

Arginaz enzim aktivitesinin kanserli hiicrelerde normal hiicrelere gore.
daha fazla miktarlarda bulundugu, kolorektal kanserleri (80), epidermal
papillomlar (69), sinir dokusu tiimérleri (158), prostat karsinomlar: (43) ve mide
kanserlerinde (165) gosterilmigtir. Serum arginaz aktivitesinin arttig1 diger
patolojik durumlar karaciger hiicre harabiyeti, hemolitik anemiler (155) ve
myokard enfarktiistidiir (123).

Serum arginaz aktivitesinin diiglik oldugu bir durum ise enzim defektinin

otozomal resesif gegis gosterdigi arginemidir (152).
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Plazma enzim analizleri yoluyla sigmlarda F. hepatica enfeksiyonunun
diagnozu ile ilgili yapilan bir ¢galiymada, plazmada albumin, total biliriibin, total
protein, arginaz, aspartat aminotransferaz (AST) ve gamma-glutamil
transpeptidaz (GGT) aktiviteleri Olgllmiistir. AST  aktivitesindeki artis
karaciger parankim hasarmi, GGT aktivitesindeki artig ise hepatobiliyer hasar1
gostermekte olup, bu enzim aktiviteleri arasindaki farkhliklar g6¢ ile duktal faz
arasinda aymrmm yapilmasini saglar. Plazma arginaz aktivitesi ile parazit
enfeksiyonu arasinda bir iligki bulunamamstr (166). Arginaz karacigere 6zgii bir
enzim olmasma ragmen  fasciolasisten kaynaklanan karacifer hasarinm
belirlenmesinde kullamislt degildir. Arginaz aktivitesinin pla._zmada degisiklik:
gostermemesi arginazin mitokondriaya bégh bir enzim (21) olmasiyla ve enzimin
geng parazitin gb¢li esnasinda etrafini ¢evreleyen sivinm igerisine salinmamasiyla
agiklanmaktadir. Karacierde hasar meydana getiren organik solventler
kullanilarak kopeklerde olusturulan intoksikasyonda plazma arginaz aktivitesinde
artislar meydana gelmistir (105). Ozellikle CCl, gibi organik solventler,
mitokondri benzeri organellerin membranlarindaki fosfolipid tabakasinin
¢oziilmesine sebep olarak arginaz gibi mitokondri membranina bagh enzimlerde
artisa neden olabilir (131). ,

Fasciolasisli sigrlarda serum GGT, AST, alkalen fosfataz (ALP) ve
arginaz aktiviteleri ile ilgili olarak yapilan bir ¢alismada hayvanlara 72 giin
stireyle F. hepatica metaserkeri verilmek suretiyle fasciolasis olugturulmustur.
Daha sonra bu hayvanlarda AST, ALP, arginaz ve GGT aktiviteleri 2 hafia
araliklarla Sl¢lilmiistiir. Parazit sayis1 19-87 arasinda iken serum ALP ve arginaz
aktivite diizeylerinde kontroller ile karsilastirildign zaman bir artiy olmadig:
gozlenmistir (14). ALP aktiviteleri genellikle koyun ve sigr disindaki
hayvanlarda safra tikamkligmda arttigr igin (21), sigirlarda artisin olmamasi
beklenen bir sonuctur. Ancak arginaz icin sonug beklenildigi gibi olmamstir,
¢linkii ruminantlarda karaciger nekrozunda arginaz aktivitesindeki artis spesifiktir
ve karaciger harabiyetinde 6nemli bir artig beklenmektedir. Bu ¢aligmada arginaz
aktivitesinde artisin gozlenmemesi go¢ halindeki parazitlerin sayisinin az olmasi

nedeniyle yeteri kadar karaciger harabiyeti olmamasina baglanmistur.
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Tirkoglu (159)’nun yapti1 ¢alismada CCl; enjekte edilerek siroz
olusturulan sicanlarm karacifer arginaz aktivitelerinde Onemli diigtisler
bulunmustur.

Ozan ve Gilen (109) tarafindan yapilan bir ¢ahgmada F. hepatica
enfeksiyonu sonucu olusan sirotik sigir karacigerleri ile plazmalarinda bazi amino
asit metabolizmasi enzim diizeyleri digiilmiis ve yapilan ¢alismada plazma
arginaz aktivitesinde artig, sirotik karacifer arginaz aktivitesinde ise diisiis
kaydedilmistir.

Yapmis oldugumuz bu ¢alismada saghkli ve F. hepaticali koyunlarm
eritrosit arginaz aktivite diizeyleri arasinda istatistiksel olarak bir fark
gozlenmezken, karacifer arginaz aktivitesi a¢isindan fasciolasisli hayvanlarda
istatistiksel olarak Snemli bir diisiis gézlenmistir. Eritrosit arginaz ile ilgili olarak
buldugumuz sonuglar Bulgin ve ark. ile Wyckoff ve ark.’larmm yapmis oldugu
cahgmalar ile ; karaciger arginaz aktivitesi ile ilgili buldugumuz sonuglar ise
Ozan ve Giilen tarafindan yapilan ¢aligma ile uyum icerisindedir.

NO' viicutta yapisal olarak yer almug olan NOS enzimi tarafindan
katalizlenen bir reaksiyonla, normal kosullarda vaskiiler tonusun devamhilhignin
saglanmasi icin sentezlenmektedir. Asetilkolin, bradikinin, glutamat, adenozin
difosfat (ADP) gibi fizyolojik uyarilar endotel hiicrelerdeki NOS’1 aktiflegtirir.
Kalsiyum-kalmoduline bagimli olan bu enzim aktiflesince L-arginin ve oksijenin
reaksiyona girerek L-sitriillin ve NO’e doniisiimiinii saglar (44,45,96,97). Bu
reaksiyon sonucu olugan NO' damar diiz kas hiicrelerine diffuze olur ve guanilat
siklaz enziminin hem grubuna baglanarak enzimi aktif hale getirir. Aktiflesen
guanilat siklaz enzimi GTP’1, ¢cGMP’a déniistiirerek kas gevsemesine neden olur
(44,97).

iNOS  hiicre iginde bulunmaz. Ozellikle makrofaj (monosit, nétrofil,
hepatosit) ve damar endotel hiicrelerinde sentez edilmektedir (15,85). Bu
hiicrelerin  spesifik sitokinlerle aktivasyonu, NOS’in indiiksiyonu ve NO
sentezine yol agmaktadir. NO’e duyarh patojenlerden bazilart sunlardir;
Leishmania tiirleri, Plasmodium tiirleri, Trypanasoma tiirleri, Schistosoma
maixsoni, Mycobacterium tiirleri, Listeria, Toxoplasma gondii ve Cryptococcus

neoformans (106).
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NO' viicutta gok hizli metabolize olarak tiriinleri olan nitrit ve nitrata
doniismektedir. Serum nitrit ve nitrat diizeyleri NO  metabolizmasmn
degerlendirilmesinde bir 6l¢ii olarak kullaniimaktadir. Deney hayvanlarinda ve
insan ¢aligmalarinda in vitro ve in vivo olarak NO- aktivitesinin gdstergesi olarak
nitrit ve nitrat diizeylerinin degerlendirildigi pek ¢ok ¢alisma vardir (98).

F. hepatica ili ilgili buldugumuz sonuglar1 karsilagtirabilecegimiz ¢aligma
sayist az oldugu i¢in sonuglarimizi yorumlamada sirozla ilgili makalelerden de
faydalandik.

Rockey ve Chung (133) tarafindan yapilan bir ¢aliymada safra kanah
bajlanarak veya CCly verilerek karacifer hasar1 veya siroz olusturulmus
ratlarda sinusoidal endotelial hiicreler (SEC) tarafindan nitrit tiretimi 6lgiilmiistir.
Intrahepatik vazkiiler rezistans, endotelin ve NO gibi vazorelaksiyon yapict
bilegikler ve vazokonstritkkte edici bilegikler tarafindan diizenlenmektedir.
Endotelial hiicrelerdeki NOS enzimi (ecNOS) tarafindan iiretilen NO karacigerde
NO’mun en 6nemli kaynagidir ve©©” SEC’de bu izoform tanimlanmamistir. Bu
caliyma SEC tarafindan ecNOS’un tiretilip tiretilmedigini belirlemek, bdylece
karacifer hasarindan sonra NO' iiretiminin SEC kaynakh mi yoksa ecNOS
kaynakli mi oldugunu tayin etmek amaciyla diizenlenmigtir. NO- aktivitesi cGMP
diizeyi ve nitrit 6l¢limii ile belirlenmigtir. Sonugta karacigerdeki ecNOS’un en
6nemli kaynagmm SEC oldugu, ectNOS mRNA’s1 ve SEC protein sggiyesi
karaciger hasar: ile degismedigi halde ecNOS fonksiyonunun degigtigi ve sirotik
hayvanlarda SEC tarafindan NO' salimiminin gézden kayboldugu bulunmugtur.
Bu veriler endotelial hasarli diger hastabiklar kadar intrahepatik portal
hipertansiyonun patogenesisi igin de oldukc¢a 6nemlidir.

Guarner ve ark. (34)’larinin yapmug olduklar1 bir ¢aligmada NO“’in son
firinleri olan nitrit ve nitrat diizeylerinin sirozlu hastalarin serumunda artti1 ve bu
artigm  endotoksemi ile paralellik gosterdigi savunulmaktadir. NO olugumundan
sorumlu NOS aktivitesi ile ilgili ¢aligmalar yapan ‘Ros (135) sirozlu hastalarda
enzim aktivitesinin arttigmm gostermistir.

Gupta ve ark. (35)’lanmin yapmis olduklart bir ¢ahsmada sirotik ratlarin
intrahepatik mikrosirkiilasyonunda NO- iiretiminde bir azalma ve endotelial

disfonksiyon gdzlenmistir. Yapilan ¢aligmada sirotik karacigerlerde nitrit ve nitrat
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tiretiminin belirgin olarak distiigii bulunmugtur. Klasik olarak vazomotor
endotelial fonksiyon, asetilkolin gibi endotelial agonistlere verilen vazorelaksiyon
cevabm Ol¢limil ile belirlenmektedir. Asetilkolinin vazkiiler ton {izerine iki tiirli
etkisi vardir. Dislik dozlarda endotelial hiicrelerdeki muskarinik reseptérier
lizerine etki ederek endotele bagli vazorelaksiyon yaparken, yiiksek dozlarda ise
aym reseptOrlere etki ederek vazokonstriksiyon meydana getirir. Bu gahsmada
sirotik intrahepatik mikrosirkiilasyonda artmmyg vazkiiler ton tizerine endotelyumun
fohksiyonel rolii arastrilmustir. Sirotik mikrosirkiilasyonda asetilkoline verilen
damar gevsetici cevap azalmasi vazorelaksiyon saglayici faktdrlerin sentezinin
azalmasi ile agiklanmugtir. Sirotik karacigerdeki NO' {iretiminin azalmasi
endotelial disfonksiyonu dogrulamaktadur.

F. hepatica ile enfekte ratlarda mitojenlere karst mononiikleer dalak
hiicrelerinin proliferatif cevaplarimn arastirildigs ¢abiymada NO' seviyelerini
belirlemek igin peritoneal hiicre siipernatant kiiltiirlerinde nitrit miktan
Slgﬁ]mﬁstﬁr. Lipopolisakkarit uyarimli peritoneal hiicreler tarafindan {iretilen NO
miktarinda giderek bir azalma belirlenmistir. - Lipopolisakkarit uyarimh peritoneal
hiicreler tarafindan iiretilien NO  miktarindaki azalmayla F. hepaticamin
ekskretor-sekretor antijenleri kismen ilgilidir. Ote yandan enfekte ratlarin
peritoneal hiicreleri tarafindan tretilen NO* miktarindaki azalma peritoneal goc
boyunca NO”in didiiriicii etkisinden kaginmak i¢in parazitin stratejilerinden biri
olabilir (16).

Artmug intrahepatik rezistans sonucu olugan portal hipertansiyon karaciger
sirozlu hastalarm  yaygin komplikasyonlarindan biridir ve karaciger sirozlu
hastalarda 6lime neden olabilir. Karacigerdeki yara prosesleri fibrogenesisteki
artigtan ve yara bolgesindeki kontraksiyondan ibarettir. Endotelial NOS’1n
enzimatik fonksiyonundaki azalmadan kaynaklanan NO- {iretimindeki azalmanmn
ve karacierin stallet hiicrelerinin artmig olan kontraksiyonunun sirotik
karacigerdeki intrahepatik rezistansm artigina katkida bulundugu gosterilmistir.
NCX-1000, ursodeoksikolik asitin NO- salici bir derivesi olup, karacigerde NO
salinmmini saglar ve portal hipertansiyon gelisimini onler. Fiorucci ve ark.
(29)’lar1 tarafindan yapilan bir ¢aliymada intraperitoneal CCls verilerek ratlarda
olusturulan portal hipertansiyon ve karaciger fibrosisi iizerine UDCA ve NCX-
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1000°in etkileri aragtmilmugtir. Sonuglar g6stermistir ki, bu iki maddenin
uygulanmasi karacigerde kollojen birikimini azaltmis, NCX-1000 karacigerde
asit olusumunu engellemis ve intrahepatik rezistans: azaltmstir,

Fasciolasisli koyunlarla ilgili olarak yapmis oldugumuz bu g¢aligmada
karacier ve serumdaki NO. diizeyini belirlemek i¢in enzimatik olarak nitrat
nitrite indirgedikten sonra total nitriti dl¢titkk. Saglikli hayvanlardaki degerler ile
karsilagtrdigimizda fasciolasisin serum nitrit diizeyini etkilemedigini, ancak
karaciger nitrit diizeyini Onemli Slglide azalttigim bulduk. Karaciger ile ilgili
olarak bulmus oldufumuz sonuglar Gupta ve ark. ile Fiorucci ve ark.’larmmn
yapmis oldugu ¢aligmalar ile uyum icerisindedir.

Serbest radikaller son yillarda iizerinde en ¢ok durulan ve aragtirmalarin
yogunlasti31 bir konudur. Serbest radikallerin hiicresel kaynaklari, rol oynadiklar:
reaksiyonlar ve serbest radikallere karsi hiicresel savunma mekanizmalarinin
acikliga kavugmasi, bugiin bilinmeyen pek ¢ok klinik durumun patogenezisine
acgiklik getirecektir (94).

Lipid peroksidasyonu, membranlarda bulunan (fosfolipid, glikolipid,
gliserid ve sterol) PUFA’lerinin, serbest oksijen radikalleri tarafindan peroksitler,
alkoller, aldehitler, hidroksi yag asitleri, etan ve pentan gibi ¢esitli {irlinlere
yikilmasi reaksiyonudur (31,36).

Lipid peroksidasyonu ve sonuglari ilk asamada biyolojik zarlar:
ilgilendirir. Peroksidasyon sonucu zar lipidlerinin kompozisyonlar1 degisir,
zarlarin kalsiyuma gegirgenlikleri artar, sarkoplazmik retikuluma kalsiyum
pompalanmasi inhibe olur (55).

Hiicrelerin  lipid peroksidasyonuna diren¢ kazandiklar1 patolojik
durumlarin bilinen &megi kanserdir. Bu durum, tiim6r hiicre zarlarindaki
biyokimyasal degisimlerle agiklanmaktadir. Tiimdr hiicre zarlarinda antioksidant
lipofilik bilesiklerin ( dzellikle Vit E) derigimi normal hiicrelerinkinden fazladir
(95). Buna ilave olarak, normal hiicrelerle kiyaslandiklarinda, tiimor hiicre
zarlarinda polienoik yag asitlerinin daha az bulunduklar1 gésterilmistir (90,91).

Sirozun pek ¢ok sebepleri oldugu ve sebeplerine gore smflandirildigs
zaman paraziter sirozlarin diginda alkolik sirozlarin da varhgmndan daba 6nceden
bahsedilmisti.
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Zidenberg-Cherr ve ark.(173,174)Y’lan 12-20 ay siire ile alkolle
besledikleri domuzlarda karacifer homojenat: ve mikrozomlarda asm doymams
vag asidi miktarmin azaldifi1 ve bunun sonucu olarak peroksid olusﬁm
indeksinin de diisiik oldugunu gostermislerdir.

Ribiere ve ark.(132)’lar: ratlar1 diyet ve alkolle 8 hafta siire ile beslemisler
ve kalp kasmda lipid peroksidasyonu aragtwrmuslardir. Ilk haftalarda lipid
peroksidasyonun arttigmm 4. haftadan sonra azalmaya basladifini 8. haftada ise
anlamli derecede distiigiinii tespit etmiglerdir.

Bitin bu bulgular alkoliin lipid bilesimini degistirdigini ve lipid
peroksidasyonundaki azalmanin bundan kaynaklandigim gdstermekte olup bu da
alkoliklerde lipid peroksidasyonundaki azalmanmn hiicre zari lipid bilesiminin
bozulmasindan kaynaklanabilecegi tarzindaki diisiinceleri desteklemektedir.

Tiimor hiicreleri ile ilgili yapilan bir ¢aligmada; Moris hepatomlarinda
oksijen radikal temizleyici enzim icerigi, tiimér bilyiime milyla ters orantili
olarak azalmigtrr. Hepatomun mikrozomal membraniari normal rat karaciger
membranlarma oranla organik hidroperoksitler veya siiperoksit radikalleri
tarafindan uyarilan lipid peroksidasyonuna karsi daha direngli bulunmustur.
TimOr hiicre membranindaki lipid peroksidasyonunu smirlayict faktsr
PUFA’lerinin miktarinmn azligi ile ilgili bulunmustur (32).

Kanser hiicrelerinde lipid peroksidasyonu ile ilgili olarak yapilan bir
¢ahgmada; tlimdrin bilyime hiziyla ilgili olarak peroksidayon derecesinin
azaldig1 goriilmiistiir. Peroksidasyona kargt hiicrenin duyarhilifinin azalmas:
hiicresel membranlardaki lipid kompozisyonunun degismesi ozellikle de
PUFA’lerinin belirgin derecede azalmasi ve membranm statik ve dinamik
ozelliklerinin degismesiyle ag¢iklanmistir. Daha 6nceki ¢alismalarda hiicresel
oksijen radikal temizleyici enzimlerde belirgin derecede bir diigme oldugu
bildirilmistir. Bu veriler in vivo oksijen toksisitesi altinda meydana gelen oksijen
radikal uyariml: hasarin sonucunda tiimér membranlarinin yapisal ve fonksiyonel
olarak degistigini agiklar (90).

Bu caligmada fasciolasisli hayvanlarin plazma MDA diizeylerinde
herhangi bir degisiklik olmadigi, karaciger MDA diizeylerinde ise kontrollere
gore onemli oranda bir diisme meydana geldigi gozlenmistir. Calistigimiz
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karaciger dokusunun ileri derecede fibrotik olmasi, hiicre membran yapismm
bozulmus olabilecegini ve bunun da hiicrenin lipid peroksidasyonuna kars: direng
saglayabilecegini diistindiirmektedir.

Plazmada {iretilen ve eritrosit hiicre membranm gegebilen H,O, ve Oy
iyonlar1 eritrositlerde toplanir. Bu agidan eritrositler Snemli bir bhavuzdur.
Eritrositlerde H,0,’nin  detoksifikasyonunu saglayan GSH-Px ve CAT,
siiperoksit radikallerinin dismutasyonunu saglayan Cu/Zn-SOD ile vitamin A, C
ve E gibi ¢esitli antioksidant savunma sistemleri bulunur. Bu savunma
sistemlerinin sayesinde toksik hidroksil radikallerinin olusmast engellenir (147)..

_Peroksizomlar total hiicresel H,O, iiretiminin en dnemli kaynaklaridir ve
peroksizomlar glukolat oksidaz, D-aminé asit oksidaz, iirat oksidaz, L.-hidroksiasit
oksidaz ve yag asidi agil-CoA oksidaz gibi H,O, tlireten enzimleri igermektedir.
Peroksizomal katalaz iiretilen bu H,0,’i peroksidatif reaksiyonlardaki diger
substratlar1 okside etmek fizere kullanir. Bu tip oksidatif reaksiyonlar gzellikle
bobrek ve karaciger hiicrelerindeki peroksizomlarda 6nemlidir (153).

Katalaz, kanser, diabet, katarakt, aterosklerozis, iskemik-reperfiizyon
hasar, artritis, nérodejeneratif hastaliklar, beslenme bozukluklar ve yaslanmay:
icine ala;1 pekgok patolojik sartlarla ilgili olarak ortaya ¢ikan oksidatif strese kars1
savunmada antioksidant sistemin dncelikli komponentidir (92,164).

F. hepaticamin peroksit metabolizmas1 ile ilgili olarak yapilan bir
¢aliymada; F. hepaticamin mitokondrial preparasyoniar: siiksinat ve NADH gibi
birtakim substratlar ile inkiibasyonu H,0O, olusumuna yol agar. H,O, memeli
dokular1 i¢in son derece toksik bir bilesik olup, katalaz enzimi tarafindan hizla
yikilir. F. hepaticada katalaz enzimi olmadig: i¢in H,0O,’i pargalayacak alternatif
enzim ihtimali arastirilmustr. Yapilan aragtirmalar sonucu F. hepaticada katalaz,
NADH bagl peroksidaz, NADPH bagli peroksidaz, lipooksigenaz, GSH-Px ve
NAD bagli GR aktivitesine rastlanilmamugtir. Diigiik seviyelerde NADP bagli GR
aktivitesine rastlanilmistr. Okaryotlara nazaran prokaryotlarda sitokrom-c ile
ilgili peroksidazlar mevcuttur. F. hepaticada SOD aktivitesine rastlanilmigtir. Bu
enzim siiperoksid anyonlarim oksijen ve H,O,’e¢ parcalar ve bu reaksiyon
helmintlerdeki H,O,’in en dnemli kaynaklarindan biri olabilir (10).
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Safra kesesi tikamkhgmda antioksidant enzim durumlan ve N-
asetilsisteinin  etkisinin aragtirildigi  bir ¢aligmada karaciger glutatyon
konsantrasyonlar1 ve TBA konsantrasyonlart belirgin derecede artmis buna
karsilik mikrozomal ve mitokondriyal membran akiskanhigi, katalaz aktivitesi,
sitozolik ve mitokondrial SOD aktivitesi, glutatyon S-transferaz, sitozolik ve
mitokondriyal GSH-Px aktivitesi azalmigtir (121).

Koyunlarda  CCly toksisitesinde plazma MDA, GSH-Px ve katalaz
aktivite tayini ile ilgili yapilan ¢aligmada; karacier hasarinin olugtugu plazma
biliriibin konsantrasyonu ve AST aktivitesi ile gosterilmistir. Plazma MDA
. diizeyleri belirgin derecede ylikselmis, GSH-Px aktivitesi inig-¢cikiglar g6stermis,
katalaz aktivitesi ise deney siiresince herhangi bir degisiklik gostermemistir (160).

Insanlarda hepatoselliiler tiimdr ve karaciger sirozu ile ilgili yapilan bir
calismada hepatik neoplazilerde peroksizomal enzim olan katalaz aktivitesinde bir
azalma go6zlenmistir. Adenomlar hari¢ biitiin timor hiicrelerinin ekstrafokal
hepatositlere oranla ¢ok az sayida peroksizom igerdigi ve tiimdriin derecesi ile
ilgili olarak tiimoérdeki antijenik bdlgelerde bir azalma oldugu kaydedilmistir (82).

Hindistan g¢ocukluk devresi sirozu, karaciger hiicrelerinin gismesi ve
dejenerasyonu ile karekterize olan bakir .metabolizmasindaki anormalliklerin
goriildiigii bir hastaliktir. Bu hastalikta antioksidant enzimlerden katalaz aktivitesi
saglikh kisilere oranla 6nemli derecede azalmistir. Molekiiler diizeyde yapilan
arastirmalar sonucunda DNA fragmentasyonunda  bir artiy gorilmiistir.
Nikleusta bakirmm birikmesi ve katalaz aktivitesindeki azalma bu hastalikta
goriilen hepatositlerdeki DNA fragmentasyonu ile ilgili bulunmugtur (125).

Adriamisin verilerek kronik bobrek yetersizligi olusturulan ratlarda
fibrosis ile ilgili proteinlerin salinimini ve antioksidant enzimler arastirilmustir.
Hayvanlara 20 hafta boyunca adriamisin verilmis ve ratlarda nefrotik sendrom,
tubulo-interstitiel fibrosisin gelisimi ile ilgili olarak bobrek yetersizligi ve
glomerulosklerosis olugsmustur. Adriamisin enjeksiyonundan 20 hafta sonra
bobrek korteks antioksidant enzimlerinden katalaz % 41, Cu-Zn-SOD % 56 ve
GSH-Px % 69 oraminda aktivite kaybina ugramuglardir (161).

Karacigerdeki nekroz sonrasi onarimin yasla olan ilgisinin aragtirildig: bir

calismada, ratlara 96 saat siireyle thioacetamide verilerek hepatoselliiler nekroz
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olusturulmus ve nekroz olusumunu dogrulamak igin serum AST seviyesine
bakilmugtir. 96 saatlik deneysel periyodun sonunda MDA, Cw/Zn-SOD ve katalaz
aktivitesi yasl ratlarin hepatositlerinde belirgin derecede diigmiistiir (137).

Yapilan bir bagka caliymada ratlara 6 ay boyunca haftada 3 kez intra
peritoneal tiyoasetamit verilerek hiperplastik nodiiler siroz olugturulmus ve bazi
enzim  aktiviteleri  Olctilmiistir.  Olgtimler  sonucunda  peroksitlerin
eliminasyonundan sorumlu olan enzimlerden katalaz ve GSH-Px 6 aylk
intoksikasyonun sonucunda belirgin derecede azalmis, Cu-Zn ve Mn SOD ise
toksikasyon siiresince artmaya devam etmigtir (138).

Insan karacigerinde serbest oksijen radikal temizleyici enzim aktiviteleri
ile ilgili yapilan bir ¢aligmada farkh karaciger hastabikli (kronik persiStent
hepatitis, kronik aktif hepatitis, non-alkolik siroz, alkolik siroz ve akut hepatitis)
hastalardan biopsiyle alinan karaciger 6rneklerinde SOD; katalaz ve GSH-Px
aktiviteleri ol¢tilmiistiir. Kronik aktif hepatit, non-alkolik ve alkolik siroz ve akut
hepatitisde katalaz aktivitesi kontrollere gére 6nemli derecede diisitk bulunmustur.
GSH-Px aktivitesi ise gruplar arasinda 6nemli bir farklilik gostermemistir (156).

Deneysel olarak hayvanlara kronik arsenik verilerek karacifer hasari
olusturulmug ve karaciger dokularinda glutatyon, glikoz-6-fosfat dehidrogenaz ve
GSH-Px enzim aktiviteleri 6 ay sonra kontrollere gore belirgin olarak diismiis,
karaciger katalaz aktivitesi ise 9. ayda belirgin olarak azalmigtir. Uzun stireh
arsenik toksisitesinden dolay: hepatik fibrosisin meydana geldigi gdsterilmistir
(136).

Fasciolasis sonucu meydana gelen hasara bagh olarak karaciger dokusunda
katalaz enzim aktivitesinde 6nemli derecede diisiisler g6zlenirken, eritrosit katalaz
aktivitesinde bir degisiklige rastlamlmamustir. Katalaz aktivitesinin karaciger
dokusundaki diigiisii ile ilgili bulmus oldugumuz sonuglar yukarida 6rnek verilen
pek ¢ok ¢alisma ile uyum igerisindedir.

H,0, sadece Se bagiml: enzimle ilgili GSH-Px aktivitesini tespit edebilir.
Se-bagimsiz GSH-Px, H,0, ile tepkimeye girmez, organik hidroperoksit
substratlariyla aktivite gésterir. Total GSH-Px aktivitesi tayininde ise hem Se
bagimli hem de Se bagumsiz enzimleri aktive eden t-BOOH kullamlir
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(77,122,142). Bu aragtrmada GSH-Px enzim tayini i¢in t-BOOH kullanilmus,
dolayisiyla total GSH-Px aktivitesi 6l¢iilmiigtiir.

Cordero ve ark.(20)’lar: tarafindan yapilan bir ¢alismada cesitli karaciger
hastaliklarinda (steatosis, alkolik hepatitis, hepatik siroz, aktif kronik hepatitis ve
siddetli kronik aktif hepatitis) karaciger ve eritrosit GSH-Px aktiviteleri ile MDA
seviyeleri Olgiilmils ve bu GSlgiimler sonucunda eritrosit GSH-Px aktivitesi
yoniinden karacifer hastaliklarimun higbir ¢esidinde bir degisiklik goriilmemistir.
Karacigerde ise kontrol grubuna gore steatosisde GSH-Px aktivitesi artmugtir.
Alkolik karaciger hastahfimin baglangic asamasindaki toksik ajanlar tarafindan
meydana getirilen aktivite artig1 karaciger hasarindaki artis ile agiklanmaktadir.
Karaciger MDA seviyesi ile GSH-Px arasinda konirol grubunda negatif bir
korelasyon goriilmiigtiir.

Taurinin karaciger sirozuna karsi koruyucu etkisini arastirmak amaciyla
ratlara Thioacetamide (TAA) verilerek siroz olusturulmus ve ratlarda karacigerde
MDA seviyesinin artmis oldugu , glutatyon ve GSH-Px aktivitesinin ise azalmus
oldugu bulunmustur (8).

Yilmaz ve Bahgecioglu (170) yapmus olduklari bir ¢aligmada CCl, ile
“ratlarda siroz olusturmug ve karaciger dokusunda MDA, GSH-Px, Glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz ve piriivat kinaz aktivitelerini OSl¢miislerdir. Sirozlu grubun
karaciger MDA diizeylerinin kontrollere gore yilksek, GSH-Px aktivitelerinin,
Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz aktivitelerinin ise diisiik oldugunu bulmuglardir.

Zidenberg-Cherr ve ark.(173,174) domuzlara 13 ve 20 ay siire ile alkol
vermeleri sonucunda karacierde GSH-Px aktivitelerinin ve glutatyon
konsantrasyonunun diistligiinii gostermislerdir. GSH-Px aktivitesinin diisiik
olusunu diisiik glutatyon diizeyine, diigiik glutatyon  diizeyini ise onun
antioksidant roliine baglamuglardir.

Ozan ve ark. (113)’1ar1 tarafindan yapilan bir ¢aligmada Theileria annulata
ile enfekte siirlarn eritrositlerinde GSH-Px, glukoz-6-fosfat daehidrogenaz
(G6PD) ve arginaz aktivitelerine bakilmustir. Calismalar sonucunda Theileria ile
enfekte sigirlarin eritrosit GSH-Px ve arginaz aktiviteleri kontrol grubuna goére
diigerken, G6PD aktivitelerinde 6nemli bir degigiklik g6zlenmemistir.
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Ruminantlarin karaciger dokusu antioksidant enzim (katalaz, GSH-Px) ve
lipid peroksidasyon (MDA) diizeyleri {izerine tiir ve cinsiyetin etkilerinin
aragtirildi bir ¢calismada; en yliksek karacier GSH-Px aktivitesi sigirlarda, en
yiikksek katalaz aktivitesi koyunlarda, en yiiksek MDA diizeyleri ise kegilerde
saptanmustir. Erkek ve digiler arasinda yapilan karsilastirmalarda ise karaciger
GSH-Px aktivitesi digi sigirlarda, MDA diizeyi erkek koyunlarda, katalaz
aktivitesi digi koyunlarda daha yiikksek bulunmus olup, tlir ve cinsiyetler
arasindaki bu farkliligmm farkli  oksidant hasar mekanizmalarimdan
kaynaklanabilecegi ileri stiriilmiistiir (169).

Yagh karaciger ile ilgili yapilan bir ¢caliymada, ratlar deneysel olarak alkol
ile beslenmis ve karaciger glutatyon S-transferaz aktivitesi, GSH-Px aktivitesi,
lipid peroksid ve glutatyon igerigi Olciilmiistiir. Karaciger glutatyon igerigi 2.
haftada azalip, 6. haftada artmus, karaciéer lipid peroksidasyon igerigi 4-6.
haftalarda artmus, GSH-Px aktivitesi 4. haftada artmmgtir. Karacier GSH-Px
aktivitesindeki artisin lipid peroksid tiretimiyle ilgili olabilecegi seklinde yorum
getirilmistir (83).

F. hepatica ile ilgili olarak yapmus oldugumuz bu arastrmada, eritrosit
GSH-Px enzim aktivitesinde saglikli ve fasciolasisli hayvanlar arasinda
istatistiksel olarak bir fark bulunamazken, karaciger GSH-Px enzim aktivitesinin
fasciolasisli hayvanlarda 6nemli derecede arttigy bulunmustur. Artigla ilgili
buldugumuz bu sonuglar Cordero ve ark.’lar1 tarafindan yapilan ¢alisma ile uyum

icerisindedir.
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6. OZET

Fasciola hepatica koyunlarda sik olarak goriilen ve karacigerde harabiyete
neden olan paraziter bir bastabktir. Caligmamizda kronik fasciolasis sonucu
olusan hepatik fibrosis ve siroziu koyunlarda;

-Eritrosit ve karacifer arginaz enzim diizeyleri ile karacier arginaz enziminin
biyokimyasal 6zellikleri,

-Serbest radikal hasarmin gOstergesi olarak plazma wve Kkaraciger lipid
peroksidasyon diizeyleri,

- Nitrik oksit g6stergesi olarak serumda ve karacigerde total nitrit diizeyleri,
-Antioksidant savunma sistemlerinden eritrosit ve karacigerde katalaz ve
glutatyon peroksidaz enzim aktivite diizeyleri 6l¢tilmiigtiir.

Nitrit  tayininde  Griess, arginaz tayininde Tiyosemikarbazid-
Diasetilmonoksim-Ure (TDMU), katalaz tayininde Aebi, glutatyon peroksidaz
tayininde Beutler, plazma malondialdehid diizeyi tayininde Satoh ve Yagi’den
modifiye edilen metot, doku malondialdehid diizeyi tayininde Ohkawa ve
ark.’larinin gelistirdigi metot, protein tayininde Lowry, hemoglobin tayininde
siyanomethemoglobin metodu kullamlmistir.

Sonugta;

-Saglikli ve fasciolasisli koyunlarm eritrosit arginaz, katalaz, glutatyon peroksidaz
ve plazma malondialdehid ile serum nitrit dlizeyleri arasinda istatistiksel olarak
bir fark bulunamamusgtir (P > 0.05).

-Karaciger arginaz enziminin biyokimyasal ozellikleri fasciolasisli ve saghkl
koyimlér arasinda fark goéstermemigstir. Koyun karacifer doku arginazinin
aktivasyonu i¢in ; 1 mM Mn"” iyonlarmm varhg, 65 °C’de 15 dakika
preinkiibasyonun gerekliligi saptanmustir. Karaciger doku arginaz enzimi i¢in en
uygun tampon karbonat tamponu olup, optimal pH:10 civarinda bulunmustur.
Enzimin substrati olan L-arginine kargi Km’i Michaelis-Menten ve Lineweaver-
Burk yontemleri ile bulunmus olup, 4 mM civarindadur.

Fasciolasisli karaciger dokusunda arginaz, katalaz enzim aktivite diizeyleri
ile malondialdehid ve nitrit diizeyleri diismiig, glutatyon peroksidaz aktiviteleri
artmustir (P< 0.01). )
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Lipid peroksidasyonundaki diisiig, ileri derecedeki fibrosis sonucu hiicre
zarinin yapisindaki doymarms yag asitlerinin azalmasindan, arginaz ve katalaz
aktivitesindeki distisler de karacigerdeki fibrotik doku artismdan kaynaklanabilir.
Karacigerde nitrit diizeyindeki azalma Kkaraciger endotel hiicreleri ve
hepatositlerdeki hasardan, glutatyon peroksidaz aktivitesindeki artig karaciger
harabiyetinden ileri gelebilir.
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7. SUMMARY

Fasciola hepatica is a parasiter disease which is often seen in sheep and
causes liver injury. In the study of sheep with cirrhosis and fibrosis which is come
into being by chronic fasciolasis;

-Levels of arginase enzyme in erythrocyte and liver and biochemical features of
arginase enzyme in liver,

-Levels of lipid peroxidation in plasma and liver as an indication of free radical
damage,

-Levelé of total nitrit in serum and liver as an indication of nitric oxide,

-Enzyme activity levels of catalase and glutathione peroxidase which are from
antioxidant defence system are measured.

The method of Griess was used for measuring levels of nitrit;
Tiyosemicarbazide-Diasetilmonoxim-Urea (TDMU) method for activity of
arginase; Aebi method for activity of catalase; Beutler method for activity of
glutathione peroxidase; a modified method of Satoh and Yagi for plasma levels of
MDA; the Ohkawa et al. method for tissue levels of MDA; The Lowry method
for protein concentration and siyanomethemoglobin method for concentration of
hemoglobin.

In the conclusion;

-Any differences can not be found between erythrocyte arginase, catalase,
glutathione peroxidase and plasma malondialdehyde and levels of serum nitrit of
healty sheep (P > 0.05).

There is no difference between healty sheep and sheep with fasciolasis
for biochemical features of liver arginase enzyme. It was determined that presence
of 1 mM Mn*? ions, 15-minute-preincubation at 65 °C and 10 minute-incubation
at 37 °C are necessary for activation of arginase in liver tissue of sheep. The most
suitable buffer for enzyme of arginase in liver tissue is bicarbonate buffer and it
was found about optimal pH:10. Km which is against L-arginine-substrat of
enzyme-was found by the method of Michaelis-Menten and Lineweaver-Burk and
it is about 4 mM.
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-While levels of arginase, catalase enzyme activity and nitrit and malondialdehyde
in liver with faciolasis decrease, glutathione peroxidase activity increases
(p<0.01).

Decrease in lipid peroxidation can be come into being decreasing
pollyunsaturated fatty acids in structure of cell membrane as a result of excessive
fibrosis. Decrease in activities of arginase and catalase can be come into existence
from increasing of fibrotic tissue in liver. Decrease in level of nitrit in liver can be
come into being from damage endothelial cells and hepatocﬁes in liver. Increase

in activity of glutathione peroxidase can be come into being from liver injury. -
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