1.GIRIS ve AMAC

Laysmanyazis; kemirgenlerin ve kopeklerin rezervuar oldugu ve hafif olarak
atlattign  zoonotik bir hastaliktir. Insanlara hastalign bulastiran disi tatarciklar
yumurtalarim1 olgunlastirmak i¢in her gonadotropik siklusta bir, iki veya daha fazla kan
emmek zorundadir. Tatarciklar rezervuarlar ve enfekte insanlart 1sirdiklarinda
laysmanyazis’in amastigot formunu alir bagirsaklarinda promastigot haline doniistiiriir,
insanlar1 tekrar 1sirdiklarinda promastigotla enfekte etmis olur. insanda promastigotlar
savunma hiicreleri olan makrofajlar tarafindan fagosite edilir, fakat oldiiriillemeyerek
makrofajlarin icerisinde amastigotlara doniisiir, parazitin ¢cogalmasi ve enfeksiyonun
yayilim1 makrofajlar icerisinde olur.

Diinya Saglik Orgiitiiniin (WHO) verilerine gore Laysmanyazis 88 iilkede
endemik olarak goriilmekte ve 350 milyon insan risk altinda bulunmaktadir.
Laysmanyazis’in diinyada 12 milyon kisiyi etkiledigi ve her yil 1,5 — 2 milyon yeni
vakanin tespit edildigi tahmin edilmektedir(15).

Insanda Laysmanyazis’in visseral formu tedavi edilmedigi takdirde oldiiriicii
olabilirken, kutandz Laysmanyazis Leishmania Tropika Major’in neden oldugu lokal
olarak deri ve mukozay1 tutan tedavi edilmedigi takdirde 1-2 yilda spontan iyilesebilen
kronik granulomatdz bir hastaliktir. Hastalik tedavi edilmedigi takdirde bakteriyel
enfeksiyonlarinda siiperpozisyonuyla kalici skarlara neden olabilmektedir. En sik agik
olan yiiz bolgesi tatarciklarin i1sirmasina maruz kaldig icin erkeklerde ve oOzellikle
bayanlarda estetik problemlere neden olmaktadir(8).

Hastaligin tedavisinde ilk secenek olarak etki mekanizmasi tam aydinlatilmamis
olmakla birlikte bes degerli antimon bilesikleri kullanilmaktadir. Geri kalmis iilkelerde
eger lezyonlar yasamsal organlarin yaninda degilse kemoterapinin yan etkileri ve
maliyeti nedeniyle WHO tedavi Onermemektedir. Tedavide ikinci secenek ilaclari
Pentamidin ve Amfoterisin-B ’dir. Ancak bunlar toksisiteleri yiiziinden diger ilaglara

yanit alinamayan durumlarda kullanilmaktadir(8).



Dokulardaki makrofajlar ve mononiikleer fagositik hiicreler cogu enfeksiyon
ajanin1 yok eden baslica hiicrelerdir. Bu duruma ters olarak Laysmanyazis’in de dahil
oldugu cesitli protozoa, bakteri, mantar, viriis tiirleri makrofajlarin ve mononiikleer
fagositik  hiicrelerin i¢cinde yasar. Bagisiklik sisteminin  yardimi ile bu
mikroorganizmalarin oldiiriilme isi de yine makrofajlar igcerisinde gerceklesmektedir.
Bu islevi de genis bir yelpazesi olan toksik molekiiller ve hidrolitik enzimler araciligiyla
yaparlar. Protozoonun o6ldiiriilmesinde T hiicrelerince makrofajlarin aktivasyonu sonucu
reaktif oksijen metabolitleri (ROS: siiperoksit, hidrojen peroksit), reaktif nitrojen
metabolitleri (RNS: nitrik oksit, nitrojen dioksit) ve lipit tiirevleri (prostaglandin,
Iokotrien) iiretiminin etkili oldugu bildirilmis ve bu aktivasyonu da pro-enflamatuar
sitokinlerin regiile ettigi gosterilmistir.

Laysmanyazis’in; tibb1 onemi olan dort tiirii vardir ve cok sayida alt tiirii vardir.
L.Mexicana kompleksi, L.Donovani kompleksi ve L.Braziliensis kompleksi olarak
tanimlanir. Bunlarin alt tiirleri kendi aralarinda olduk¢ca homojen antijenik benzerlik
tasirlar. L.Tropica’nin alt tiirleri ise antijenik acidan heterojendir.

Bu calismada hedefimiz laysmanyali hastalarda oksidan ve antioksidan denge
parametrelerinin  L-Arginin-NO yolu arasindaki korelasyonunun nasil degisim
gosterecegini amagladik. Bu amagla Antimon tedavisini alan hastalarin tedavi 6ncesi ve
tedavi sonralarindaki kanlari alindi ve plazmasi ayrildi. (total oksidan seviye)TOS,
(total antioksidan kapasite)TAK, Nitrit, Nitrat, Arginaz parametreleri calisildi.

Bu parametrelerin ¢alisilmasi, yapilan islemler materyal ve metot kisminda
ozetlendi. Elde edilen sonuglar bulgular kisminda tablo ve sekiller yardimiyla ortaya
konuldu. Daha sonra sonuglar, konuyla ilgili Onceden yapilmis caligmalar ve

literatiirlerin destegiyle aciklanarak tartigildi.



2.GENEL BILGILER

2.1. Laysmanyazis

Laysmanyazis; Leishmania genusuna bagli protozoon parazitlerce olusturulan
hastalik grubuna verilen genel isimdir. Leishmania parazitinin Sir William Leishman ve
Donovan tarafindan isimlendirilmesinden sonra bu genus 1903 yilinda Ross tarafindan
Kala-azar etkeni Leishmania Donovani’yi de icgine alacak sekilde tanimlandi.
Leishmania genusu Trypanosomatidea ailesinden bir protozoan parazit grubunu

olusturmaktadir(8).

Tablo 1 : Leishmania Parazitlerinin Klasifikasyonu(8)

Phylum Protozoa
Subphylum Sarcomastigoohora
Order Kinetoplastida
Suborder Trypanosamatina
Family Trypanosamatidea
Genus Leishmania

2.1.1. Epidemiyoloji

Laysmanyazis kemirgenlerde ve kopeklerde sik rastlanan bir zoonozdur. Yaygin
olarak rezervuarlar, Laysmanyazis enfeksiyonuna adapte olarak genellikle deride hafif
lezyonlarla olay1 atlatabilmekte ve onlar i¢in enfeksiyon oldiiriicii olmamaktadir. Sadece
Leishmania Infantum kopeklerde 6liimciil hastalifa neden olabilmektedir. Vektor olarak

eski diinyada Phlebotomus tiirleri, yeni diinyada ise Lutzomyia tiirleri bulunmaktadir.



Tatarciklarin her iki cinside genellikle seker iceren bitki 6zleriyle beslenmektedir ve disi
tatarciklar yumurtalarini olgunlastirmak icin her gonadotropik siklusta bir, iki veya daha
fazla kan emmek zorunda kalmaktadirlar. Enfekte tatarciklarin 30 giin kadar canlh
kalabildikleri saptanmistir. Enfekte tatarciklarin bagirsagi kismen promastigotlarla tikali
olmas1 nedeniyle kan emme sirasinda konagi birka¢ kez delmek zorunda kaldig: icin
bulasma riski artmaktadir. Rezervuar ve vektorler ayni ortamda bulunduklarinda
enfeksiyonun yayilisi ve rastlantisal ara konak olan insan olgularn1 daha fazla

olabilmektedir(7,13).

Diinya saglik oOrgiitiiniin verilerine gore laysmanyazis simdilerde 88 iilkede
endemik olarak goriilmekte ve 350 milyon insan risk altinda bulunmaktadir.
Laysmanyazis’in diinyada 12 milyon kisiyi etkiledigine inanilmaktadir ve her yil 1,5 — 2
milyon yeni vaka oldugu tahmin edilmektedir ancak bunlarin 600.000 kadari resmi
olarak aciklanmaktadir. Meydana gelen 500.000 yeni Visseral Leishmania’li olgunun
%90°1 Banglades, Brezilya, Hindistan, Nepal ve Sudan’da, Mukokiitandoz Leishmania’li
hastalarin %90’1 Bolivya, Brezilya ve Peru da, Kiitan6z Leishmaniali olgularin %901
ise Afganistan, Brezilya, Iran, Suudi Arabistan ve Suriye’de gozlenmektedir(114).
Ulkemizde ve Sanliurfa bolgemizde son bes yila kadar Laysmanyazis’li hasta sayisi
azalma egilimi gostermekteydi. Sark cibani i¢in morbidite hizlar1 5-6 seviyelerinden
1.5’in altina diismiis, toplam vaka sayilar1 3-5 binli seviyelerden binin altina gerilemisti.
Bolgemizde Giineydogu Anadolu Projesi (GAP) ile sulama alanlarinin artmasi,
bilingsiz hayvanciligin ilerlemesi, antimon ilacinin ithalinde yasanan sikintilarla
hastalarin tedavi edilememesi nedeniyle son zamanlarda cok hizli bir artis gostermistir.
Sadece ilimiz Sanlurfa bolgesinde goriilen Sark cibami vaka sayist 2000 yilinda 271
iken 2003 yilinda 1432’ye yani tiim Tiirkiye’de 2000’li yillara kadar goriilen toplam
hasta sayisindan daha fazla seviyeye yiikselmistir. 2004 yilinda da durum degismemis
yilin ilk dort ayinda 943 vaka tespit edilmistir ki; 3 y1l onceki Tiirkiye’deki toplam vaka
sayisina yakindir(10,11).



Tablo 2: Sark ¢ibant vaka sayilart morbidite hizlar, Tiirkiye1988-2002

Morbidite Hiz1
Yillar Y1l Ortasi Niifus Vaka Sayisi (100.000)
1988 54176000 1005 1,86
1989 57426316 2743 4,78
1990 57582446 1056 1,83
1991 57736288 1732 3,00
1992 59088101 1935 3,27
1993 60384474 3235 5,36
1994 61779288 5692 9,21
1995 63206510 2158 341
1996 62727000 3857 6,15
1997 63745000 2038 3,20
1998 64786000 1499 2,31
1999 65819000 1010 1,53
2000 67844903 1135 1,67
2001 69081716 994 1,44
2002 70415064 2721 3,86

Morbidite hizi
(1/100 000)

1988 1990 1992 1994 1996 1998 2000 2002

Sekil 1: Sark cibant morbidite hizi, Tiirkiye 1989-2002



Tablo 3 : Sanlhurfa’da sark cibani vaka sayilari ve dagilimi

Yas gruplari 2000 2001 2002 2003
0 yas 4 4 3 8
1-4 yas 49 62 112 233
5-9 yas 69 101 209 387
10-14 yas 55 53 148 240
15-24 yas 36 56 87 218
25-44 yas 40 50 131 262
45-64 yas 15 28 38 67
65+ yas 3 3 5 17
TOPLAM 271 357 733 1432

2.1.2 Cutaneous Laysmanyazis’e Neden Olan Parazit Hastaliklar1 Etkenleri

CL’ye sebep olan etken laysmanya cinsi protozoondur ve enfekte kum sinekleri
(phlebotomus, lutzomyia, tatarcik, yakarca,) tarafindan kan emme islemi sirasinda
bulasmaktadir. CL etkenleri; eski diinyada LTtropica, L.Major ve L.Aethiopica’dir.

Yeni diinyada ise L.Mexicane, L.Braziliensis, L. Pensviana, L.Panamensis’tir.

2.1.3. Ulkemizde Gériilmeyen Ve Deri Ulserine Neden Olan Laysmanyazis

Tiirleri

2.1.3.1 L.aethiopica: Kronik deri laysmanyazis etkenidir, Habesistan, Kenya ve
Yemende goriiliir. Rezervuari, kayalik yerlerde yasayan hyrax denilen kemirici
memelilerdir. Ulser derinin yan1 sira mukozaya da yayilabilir. Yaygin deri lezyonlar:

goriilebilir.



2.1.3.2. L.mexicana: Bu parazit ve alt tiirleri yeni diinyada deri laysmanyasi
etkenleridir. Kuzey ve orta Amerikada, Meksika ve Teksasda goriilmektedir. Kulaktaki

infeksiyonlar disinda birkag ay icinde kendiliginden iyilesebilir.

2.1.3.2-a. L.m.mexicana: Bu parazit tarafindan olusturulan yaraya “siklero” adi

verilir.Yiiz ve kulaklarda goriiliir, kulagin kikirdak dokusunu tahrip eder.

2.1.3.2-b. L.m pifenoi: Brezilya ve Venezuellada goriiliir. Yaranin kenari

diizensiz oldugu i¢in lepra ile karistirilir.

2.1.3.2-c. L.m amazonensis: Yaygin deri lezyonlarina neden olur. Rezervuarlari
ormanda yasayan kiiciik memelilerdir. “Espundia” adi verilen deri hastaliginin
etkenidir. Lezyon genelde agizda veya burun mukozasindadir. Lezyon sayisi ¢oktur ve
genistir. Lezyonun gelisimi iilkemizde de goriilen sark c¢ibaninin gelisimine benzer
ilserasyonlarda ise burun, dudak ve damagin yumusak kisimlar tahrip olur. Genelde
ikincil infeksiyonlardan dolay1r o©liim goriiliir. Orman kemiricileri ve kopekler

rezervuardir.

2.1.4. Laysmanyazis Yapisi ve Yasayisi

Laysmanyazis tiirlerinde amastigot ve promastigot olmak {iizere iki evrim sekli
vardir. Amastigotlar insan ve baska memelilerin viicudunda kamgisiz hareketsiz olan, 2
— 4 um boyutlarinda, oval, genellikle hiicre icerisinde bazen de disinda tespit edilebilen,
giemsa ile boyanan preparatlarda pembe veya koyu kirmiz1 boyanan, oldukca biiyiik bir
niikleus, hemen niikleus yaninda yer alan parlak koyu kirmizi veya menekse renginde
comak tarzinda kinetoplast ve pembe renkli sitoplazma icerir. Promastigotlar ise tatarcik
viicudunda ve besi yerlerinde goriilen, hareketli, 12 — 20 wm boyutlarinda, ortasinda
niikleus, on kisminda kinetoplast ve viicut uzunlugunda ya da daha uzun olabilen
hareketi saglayan kamci ile dikkati ceken sekildedir. Elektron mikroskobik incelemede
plazma membraninin tipik olarak ii¢ katl oldugu, hiicreye destek gorevi de yapan 2 — 4
nm’lik bir yap1 olan pelikiil alti mikrotiibiilleri bulundugu agiklanmistir,

makromolekiillerin hiicre i¢ine alinisinda rol oynayan bu mikrotiibiillerin sayilar1 ve



merkezden uzakliklari gibi 6zellikleri Leishmania tiirlerinin ayriminda kullanilmaktadir.
Aksonem; 9 cift periferal fibril ciftinin merkezi bir ¢ift fibrili cevrelemesi ile olusmakta
ve bleforoplast ile kinetoplastin 6niinde yer aldig1 bilinmektedir. 7nm kalinliginda, cift
tabakali niikleus membraninin iizerinde porlar bulunmakta olup, kromatin niikleusta
daha cok periferde yerlesmistir ve niikleolusla aym1 yogunlukta oldugundan boyali
preparatlarda farkli olarak gozlenememektedir. Distaki niikleus zarinin endoplazmik
retikulum ile devam ettigi ve bunun yaninda sitoplazma igerisinde golgi cisimcigi,
lizozomlar, lipit ve mikrocisimciklerin bulundugu da tespit edilmistir(8,14).
Laysmanyazis aeorop canlilardir. Insan viicudunda bulunan amastigot sekli
hareketsizdir, beslenmesi osmozladir ve giday1r dokulardan alir. Cogalma boyuna ikiye
ayrilarak ve bilyilkk makrofaj hiicreleri icinde olur. Once kinetoplast ve bleforoplast
sonra ¢ekirdek ve sitoplazama boliiniir. Bir hiicre igerisinde bircok parazit goriilebilir.
Makrofajlara yerlesme promastigotlarin amastigotlara donmesine, hiicre dis1 ise aksine
yol a¢cmaktadir. Leishmania NNN: Novy, Nicole, ve McNeal bas harflerine gore
adlandirilmis tavsan kanli tuzlu agar agarda kolayca iiretilir. Burada 2 — 3 giin igerisinde

amastigotlardan promastigotlar ortaya ¢ikmaktadir(14).

2.1.5. Laysmanyazis Klinigi

Diinya Saglik Orgiitiince olusan klinik tabloya gore, Leishmania klinigi ve
etkenlerinin smiflandirilmasi asagidaki tabloda 4’te Ozetlenmistir. Leishmania pratik
olarak baslica; Visseral, Kutandz, Mukokiitanéz olmak {izere 3 klinik form

olusturmaktadir.



Tablo 4: Laysmanyazis klinigi ve etkenlerine gore siniflandirilmasi(6,13)

Klinik

Etkeni

I¢ Organ Laysmanyazisi

(Visseral Laysmanyazis)

Deri Laysmanyazisi

(Cutanoeus Laysmanyazis)

Mukokutanoz

Laysmanyazis (Espundia)

Sark ¢ibani ve Siklero

Pianbiosis
(Orman ¢ibani)

Uta

L. Donovani
L. Infantum

L. Chagasi

L. Tropika

L. Major

L. Aethiopica

L. Mexicana
L.BraziliensisGuyanensis
L. B. Panamensis

L. Peruvuiana

L. B. Brasiliensis

2.1.5.1 i¢ Organ Laysmanyazisi ( Visseral Laysmanyazis )

Visseral Laysmanyazis’in (VL) prognozu genelde hastalar arasinda benzerlik

gostermekle beraber baslangicinda farkliliklar olabilmektedir. Hastaligin siddetine ve

kronikligine bagl olarak klinik bulgular degisebilmektedir (3).

Inkubasyon doneminin 2-3 haftadan 2 yila kadar degisebildigi, ortalama 2-4 ay

siirdiigii, Tiirkiye’de 2 - 6 yas arast cocuklarda daha sik olarak gozlenen enfeksiyonun,

eriskinlerde nadir olarak saptandig: bildirilmektedir. Enfeksiyon atesin ani olarak 39-40

°C’e cikmasi ile baslayabildigi ve genellikle sinsi olarak basladigi, halsizlik, bas agrisi,

bas donmesi, istahsizlik, Oksiiriik veya diyare bazi vakalarda erken safhalarda

gozlendigi aciklanmistir. Akdeniz Kala Azar’inda tatarcigin soktugu yerde bazen bir

sertlik olusabilmekte, baslangic donemindeki subfebril ates, ortalama 2 hafta icerisinde

yerini giinde 2 kez yiikselen bol terleme ile diisen
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atese birakmaktadir. Her ates atagindan sonra dalagin biraz daha biiyiidiigii gozlenmekte
olup klinik olarak VL’in akut, subakut ve kronik sekilleri bulundugu
bildirilmektedir(14).

Subakut form; klinik olarak en sik rastlanan sekildir ve akut forma gore daha
belirgin seyretmektedir. Klinik tablosu ates hepatosplenomegali ve pansitopeni ile
kendini gostermektedir. Giinde 2 kez inip ¢ikan ates tipiktir, fakat hasta genelde
kendisini iyi hissetmektedir. Fizik muayenede karacigerden ¢ok daha biiyiik olan dalak,
sol kosta smirim1 5 - 15 cm asmaktadir. Ates yiikselisleri ile dalagin baslangicta
yumusak daha sonraki donemlerde ise sert olarak fizik muayenede ele gelecek sekilde
biiylidiigi gbzlenmektedir. Karaciger birinci ayin sonundan itibaren biiylimeye baslar.
Hastalik ilerledikce kilo kayb1 ve anemi belirginlesmekte, ancak tiim bunlar hastanin
normal yasamini etkileyecek diizeyde olmamaktadir. Tedavi edilmeyen semptomatik
vakalar genellikle oldiiriicii olmakta ancak, yapilan calismalarda tedaviye ragmen de %
1 ile % 11 arasinda degisen oranlarda hasta kaybedilebildigi bildirilmektedir. Oliim
nedenleri olarak gastrointestinal sistem kanamalari, anemiye bagh gelisen kalp
yetmezligi ve karaciger yetmezligi rapor edilmektedir.

Akut sekil; siddetli burun, dis eti, barsak kanamalar1 ile kemik iligi
baskilanmasina bagli olusmus pansitopeni tablosunu daha da agirlastirarak ilerlemekte
ve tabloya gastrointestinal sisteme ait, Ozellikle diyare sikayetlerinin eklenmesi ile
hastanin genel durumu bozulmakta, hasta 2-3 ay igerisinde kaybedilmektedir.

Kronik vakalar ise subakuttan daha silik bir tablo yaratirken, bu olgularda
zayiflama, karaciger ve dalak biiyiikliigii disinda genelde hastalarda bir sikayet olmayip,

genel yasantilarina normal olarak devam ettikleri belirtilmektedir(1,9).

2.1.5.2. Deri Laysmanyazisi (KL) ( Cutaneus Laysmanyazis )

Insan igin patojenik olan herhangi bir Leishmania tiirii kutandz lezyon
olusturabilir. Eski Diinya KL nin etkeni genellikle L. major, L. tropica, L. aethiopica ve
L. infantum’dur. Morfolojik olarak tipik KL lezyonu volkanik nodiil olarak
tanimlanmaktadir. Yam sira, yumusak nodiiller, iilserler, satellit papiiller, subkiitan

nodiiller ve buzdagi nodiil olarak adlandirilan 6zel tipler tantmlanmustir.
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Sark cibami her yasta goriilebilir. Genellikle viicudun ortiilmeyen kisimlarinda
yerlesir. En cok yiiz, ense ve ekstremitelerde goriiliir. Ancak, govdede, sacli deride ve
hatta peniste lokalize oldugu bildirilmistir. Parazitin organizmaya girisinden sonra ilk
lezyonun belirebilmesi i¢in 2-12 haftalik bir devrenin gecmesi gerekir (genellikle 5
hafta). Daha uzun kulucka donemleri de bildirilmistir. Hastalik klinik bulgular
bakimindan baslica iki gruba ve alt gruplara ayrilir(8).

I) Lokalize deri laysmanyazisleri:

1- Akut Deri Laysmanyazisi:
a) Kuru tip
b) Yas Tip
2- Kronik Deri Laysmanyazisi
3- Rezidivan Laysmanyazis

IT) Generalize deri laysmanyazisleri:

1-Diffiiz Deri Laysmanyazisi

2-Leishmanid

2.1.5.2.1. Lokalize deri laysmanyazisleri

Akut Deri Laysmanyazisi: Akut deri leishmaniasisinin kuru tip ve yas tip olmak
tizere iki klinik tiirii vardir.

Kuru Tip Deri Laysmanyazisi: Etkeni Leishmania tropica minér olup ozellikle
kentlerde goriiliir. Iki aydan daha fazla siiren kulugka doneminden sonra Phlebotomlarin
1sirdigr yerlerde kiigiik, kasintili 2-3 mm. capinda kahverengi-kirmizi renkte, kenarlar
diizensiz bir papiil olusur. Papiiliin zemini biraz kanlidir. Papiil yavas yavas biiyiir,
cevresine yayilir, alt dokulara infiltre olarak bir tiiberkiil veya nodiil haline gecer. Bu
nodiil hafif sert kivamli, yiizeyi parlak kirmizi-mor renktedir. Uzerinde hafif bir
deskuamasyon vardir. Zamanla merkezden baslayan bir iilserasyon gelisir, 3-4 ay i¢inde
bu iilserasyon iizerinde sert bir kurut olusur ve bu kurutun kaldirilmasi giictiir. Kurut
kaldirildiginda alt yiiziinde pek ince olmayan uzun c¢ikintilar goriiliir. Buna Hulusi
Behcet’in “Civi belirtisi ( Signe de clou )” adi verilir. Civi belirtisini meydana getiren

epitelyal uzantilardir. Bu uzantilarda paraziti bulmak kolaydir. Civi belirtisi hastaligin
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baslangicindan 3-4 ay sonra belirgin olur. Lezyonlar genellikle 1-2 cm. c¢apinda olup,
bazen daha biiyiik veya kiiciik olabilir. Sayilar1 genellikle tektir, fakat bazi1 olgularda
birka¢ tane goriilebilir. Agrisiz olan lezyonlarda bol parazit bulunur. Sekonder
enfeksiyonlar gelisti§inde lezyonlar agrili olur. 8-12 ayda iilsere lezyon, graniilasyon
dokusunun belirmesiyle skatris birakarak iyilesir. BOylece hastalik bir yil kadar
siirdiigiinden bazi yorelerde buna “Yil Ciban1” ad1 da verilir.

Yas Tip Deri Laysmanyazisi: Etkeni Leishmania Tropica major’diir. Hastaligin
seyri daha hizlidir. Daha ¢ok kirsal alanlarda goriiliir. Lezyonlar 1-2 haftada iilserlesir,
lezyonlarda parazit sayis1 az olup iyilestiginde derin skatrisler birakir. Olgularin %
70’inde lenf bezleri tutulur. Lezyonlar genellikle ekstremitelerde yerlesmislerdir. iki
aydan az bir kulucka doneminden sonra enfekte Phlebotom’un soktugu yerde kirmizi,
odemli, agril bir papiil olusur. Inokiilasyon yerinin ¢evresini 5-10 mm. ¢apinda papiiller
sarar. Daha sonra cap1 1-2 cm. ye kadar varan bir nodiil halini alir. iki hafta sonra bu
nodiil merkezden iilserlesir ve kizarir. Ulser genislerken kabarir. 2-3 ay devam eden
lezyonlar 3-6 cm. capina erisir. Ulserasyon cevresi konjesyonlu, hafif sert ve agrilidir.
Kurut kaldirilirsa veya diiserse 1-3 mm. derinliginde bir iilser gozlenir. Kenarlar
belirgin ve diizensizdir. Lezyon yakinindaki lenflerde lenfanjit gelisir. Iyilesme
genellikle bir ka¢ aydan bir yila kadar siirer ve yerinde skatris birakur.

Kronik Deri Laysmanyazisi: Yasl insanlarda hastalik kronik bir hal alabilir.
Cocuklarda bir yilda iyilesirken, yaslilarda yillarca siirebilir. En cok goriildiigi yer
yiizdiir. Lezyonlar tek veya cok sayida ve degisik biiyiikliikte eritemli, infiltre plaklar
halindedir. Bolgesel lenfadenopati, drenaj ve akinti yoktur. Kronik agrisiz bir seyir
gosterir. Histolojik olarak iist ve alt dermiste Langhans dev hiicrelerinin bulundugu
tiiberkiiller goriiliir. Buna ek olarak histiyositik ve mononiikleer infiltrasyon vardir.

Rezidivan Laysmanyazis ( kronik lupoid laysmanyazis ): Laysmanyazis skatrisi
cevresinde iyilesmeden sonra ufak, kirmizi-kahverengi, kahverengi-sar1 papiiller veya
tiiberkiillerin gelismesi ile karakterizedir. Bunlar birleserek lupus vulgarise benzer bir
gorliniim alirlar ve plak olustururlar. Lezyonlar ¢ogunlukla yaz aylarinda kotiilesir ve
iilserlesebilir. Psoriasiform sekilleri olabilir. Nadiren de keloidal ve verriik6z formlari
alt ekstremitelerde goriilebilir. Lezyonlarda parazit nadir olarak bulunabilir. Kiiltiirde
zor da olsa paraziti liretmek miimkiindiir. Rezidivan lezyonlar parazitin tiirlerine karsi

0zel bir reaksiyon degildir. Konagin reaksiyonuna baglidir. Bu lezyonlar yillarca
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stirerler, genislerler ve sonunda skatris birakarak iyilesirler. Histolojik olarak akut ve
kronik sekillerdeki ozellikler goriiliir. Epidermal degisiklikler degisken olabilir ve
dermiste orta derecede tiiberkiiloid yap1 goriiliir. Parazit ancak ¢ok dikkatli inceleme ile

bulunabilir(8,12).

2.1.5.2.2. Generalize deri laysmanyazisleri

Govdenin cesitli boliimlerinde lezyon acisindan zengin, ¢ok sayida lezyonlarla
karakterizedir. Morfolojik olarak lepromatdz lepraya benzer. Hastalardaki hiicresel
immiiniteye ait spesifik bir yanmt yetersizligi mevcuttur. Ciinkii visseral ve sistemik
tutulma yoktur. Asir1 sayida parazite maruz kalmanin lenfosit aktivitesini baskiladigi ve
sonugta azalmis immiin yanitin olustugu iddia edilmektedir.

Diffiiz Deri Laysmanyazisi (Dissemine Anerjik Laysmanyazis, Laysmanyazis
Cutis Diffusa): Deri laysmanyazislerinin lepraya benzeyen generalize formu, Orta ve
Giiney Amerika’da ve son olarak Etiyopya ve Japonya’da goriilmiistiir. Hastalikta
lezyonlar iilser olmayan nodiillerdir. Lokal olarak yayilir ve derinin biiyiik alanlarim
kapsar. Lezyonlar yavas yavas gelisir ve kroniklesir. Hastalik i¢ organlar1 tutmaz.
Lezyonlarda bol sayida parazit bulunur. Laysmanyazis’in testi negatiftir. Karakteristik
histolojik bulgu olarak amastigotlar ile dolu makrofajlar gdzlenir.

Leishmanid: Cok seyrek goriilen bu tabloda akut kutan6z laysmanyazisli
hastalarda generalize erilipsiyonlar ortaya c¢ikar. Leishmanid lezyonlar1 parazit

icermezler. Iki ii¢ ay siirebilen bu tablo asemptomatiktir(8).

2.1.5.3. Mukokutanéz Laysmanyazis (ML) ( Espundia )

Bu hastaligin etkeni L. Brasiliensis’dir. Bir veya birkac deri lezyonu ile bagslar.
Nadiren kendiliginden iyilesirse de genellikle diizgiin olmayan bir sekilde yayilarak
oronazofaringeal mukozaya metastaz yapar. Burundaki lezyonlar sonucu septumda ve
burun kanatlarinda doku kaybi1 ve deformiteler olusur. Destriiksiyon ilerlerse burnun,

ist dudagin, hatta alt gz kapaginin tamamen harabiyeti sonucu ¢ok cirkin bir goriiniim
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olusur. Lezyonlarin yumusak damak, dil, farinks, larinks ve trakeaya yayilmasi sonucu

disfaji, disfoni hatta asfiksi meydana gelebilir(8,12).

2.1.6. Laysmanyazis Tanis1

Kutan6z Laysmanyazis’in tanisinda cografik bolge, klinik goriinim ve
laboratuar bulgular1 6nemlidir. En basit tan1 yontemi pastor pipeti ile Iezyonun kenar
kismindan alinan serdzitenin veya alinan biyopsi materyalinin lama siiriilmesi ile elde
edilen preparatta hiicre icinde veya disinda amastigotlarin gosterilmesidir. Parazitin
belirlenmesi direkt smear, kiiltiir ve hayvan inokiilasvonlar ile miimkiindiir, Dokudan
ornek temini i¢in igne biyopsisi de kullanilabilir.

Igne biyopsisi: Kutanéz lezyonlarda lezyon kenarindan alinan materyal kiiltiir,
smear i¢in kullanilighdir.

Biyopsi: Ulser kenarindan alman full thickness materyal kiiltir ekimi igin
kullanilabilecegi gibi fikse edilerek Giemsa veya hematoksilen eozin (H+E) ile
boyanabilir. Giemsa ile parazitler arastiritlir, H+E yontemi ile histolojik inceleme
yapilabilir. Biyopsi materyalinden hazirlanacak preparatlar yine Giemsa ile
boyanabilirler.

Kiiltiir: NNN (Novy-Mc Neal-Nicolle) besiyerinde veya Schneider’in insekt
kiiltiir mediumunda promastigot formlar iiretilmeye calisilir.

Hayvan inokiilasyonlari: Golden hamster bir¢ok leishrnania tiiriine karsi cok
duyarlidir. Intraperitoneal ve intrakutanoz inokiilasyon uygulanabilir.

Serolojik tani: Hiicresel immiinite ve gec hipersensitiviteyi Leishmanin veya
Montenegro deri testi ile degerlendirmek miimkiindiir. Humoral antikorlarin
belirlenmesi ise complement fixation test (CFT), haemagglutination test (HI), indirect
fluorescent antibody test (IFAT), countercurrent immunoelectrophoresis (CIEP), ve
ennzyme-linked imunoabsorbent assay (ELISA) yontemleri ile miimkiindiir.

Deri testleri: In-vitro Kkiiltiirlerden elde edilen eksoantijen preparatlarin
intradermal uygulamasiyla yapilan deri testlerinde erken ve geg tipte iki reaksiyon
olusur. Erken reaksiyonun tanida veri yoktur. Fenolize edilmis promastigotlarin

intradermal injeksiyonundan 48-72 saat sonra olusan ge¢ tipteki reaksiyon
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(Montenegro) tanida oldukca degerlidir. Olusan endiire nodiiliin c¢apina gore

skorlandirma yapilir(8,12).

2.1.7. Laysmanyazis Tedavisi

Basit KL tedavisiz iyilesir ve kiside o tiire karst immiinite gelisir. Bu yiizden
Giiney-Bat1 Asya’nin bir¢ok bolgesinde bebeklerin kalcalarinda bilerek enfeksiyonun
gelismesi saglanmakta ve dolayisiyla daha sonraki muhtemel enfeksiyonlara karsi
bagisiklik saglanmaktadir. Boylece ¢ocuk multipl lezyonlardan ve yiizde gelisecek
sekilsiz skatrislerden korunmus olmaktadir.

Tedaviye direncli olan L. aethiopica’ nin neden oldugu laysmanyazisler harig
tim Laysmanyazis enfeksiyonlarinda ilk secenek bes degerli antimon bilesiklerinin
kullantmidir. Laysmanyazisin diger tiirleri sodyum stiboglukonat (Pentostam®) veya
meglumine antimonat (Glucantime®) gibi bes degerli antimon bilesikleri ile uzun siireli
giinliik enjeksiyonlar seklinde tedavi gerektirir. Antimon ile ilk Kutan6z Leishmania
tedavisi 1913 yilinda Viyana’da Tartar emetik kullanilarak tedavi edilmistir. 1937
yilinda pentavalan tartar emetikten daha az toksik olan Salustibosan kullanilmistir.
Savas yillarinda ingiltere ve Fransa’da Pentostam ve Glucantime, Salustibosan yerine
gelistirilmistir. Halen Leishmania’ya kars1 daha etkili ve daha az toksik baska ilac
gelistirilememis olup Diinya Saghik Orgiiti (WHO) tarafindan Pentostam ve
Glucantime halen ilk 1ilag¢ olarak Onerilmektedir. Antimon kullanilirken
Elektrokardiografi (EKG) degisiklikleri, karaciger, bobrek fonksiyonlari, aritmi ve akut
bobrek yetmezligi yoniinden takip edilmelidir(2,5,6,8).

Ikinci secenek ilaclar ise katekonazol, amfoterisin-B, allopurinol,
pentamidin’dir. Ancak bu ilaglar giiclii toksisiteleri yiiziinden diger tedavilerden yanit
allnamayan olgularda kullanilmaktadir. Bu klasik ilaclarin yani sira ¢ok cesitli ilaglar ve

tedavi yontemleri KL.’de kullanim alan1 bulmaktadir.
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Antimon Bilesikleri
— Stibofen (Fuadin)
— Meglumin antimonat (Glucantime)
— Sodyum stiboglukonat (Pentostam)
Antimalaryal ilaclar
— Mepakrin (Quinacrine hydrochloride)
— Klorokin
Diamidine Bilesikleri
— Pentamidin
— Stilbamidin
Kriyoterapi
Elektrokoagiilasyon
Fitoterapi
— Sarimsak
— Echinacea
Immiinoterapi
— BCG
— BCG + Leishmanial antijenler
— Interferon-y

— IFN-y + Antimon bilesigi

Sistemik Metranidazol Amfotericin-B
Paromomisin Rifampisin
Isoniazid Ketokonazol
Itrakonazol Topikal imidazol
Sikloguanil pamoat Atebrin

Berberin tiirevleri Bleomisin
Monomisin Allopurinol
Nifurtimoks Dihidroemetin

Klofaz
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2.1.8. Laysmanyazis’i Oldiirme Mekanizmasi

Dokulardaki makrofajlar ve mononiikleer fagositik hiicreler ¢cogu enfeksiyon
ajanin1 yok eden baglica hiicrelerdir. Bu islevi de genis bir yelpazesi olan toksik
molekiiller ve hidrolitik enzimler araciyla yaparlar. Bu duruma ters olarak cesitli
protozoa, bakteri, mantar ve virus, makrofajlarin ve mononiikleer fagositik hiicrelerin
icinde yasar ve cogalirlar. Cogalma bolgeleri sadece fagolizozom degil ayn1 zamanda
enfekte hiicrenin sitoplazmasidir(4).

Bagisiklik sisteminin yardimi ile bu mikroorganizmalarin oldiiriilme isi yine
makrofajlar icerisinde gerceklesmektedir. Protozoanin oldiiriillmesinde T hiicrelerince
makrofajlarin  aktivasyonu sonucu reaktif oksijen metabolitleri (ROS: siiperoksit,
hidrojen peroksit ), reaktif nitrojen metabolitleri (RNS: nitrik oksit, nitrojen dioksit ) ve
lipid tiirevleri (prostaglandin,lokotrien) tretiminin etkili oldugu bildirilmis ve bu
aktivasyonu da pro-enflamatuar sitokinlerin regiile ettigi gosterilmistir(8,11,13,15).

Reaktif oksijen ve nitrojen metabolitleri antimikrobial savunma mekanizmasi
olarak pek c¢ok paraziter hastaligin patofizyolojisinde rol oynamaktadir. Bu
mekanizmada L-Arginin’e etki eden iki enzimden biri olan Nitrik Oksit Sentaz-II
(NOS-II) makrofajlar tarafindan salinarak nitrik oksit (NO) iiretimine neden olurken,
diger enzim arginaz ise L-argininden L-ornitin ve iire olusumuna neden olmaktadir. NO,
mikromolar konsantrasyonlarda mikrobik organizmalar ve tiimor hiicreleri igin
sitotoksik etki etmekte, Arginaz tarafindan iiretilen L-Ornitin ise parazit gelisimi icin
faydal1 olup poliaminler i¢in de prekiirsor olmaktadir(12).

Leishmania’nin gelisimi i¢in L-ornitin’den poliamin sentezi esansiyeldir. No-
Hydroxy-L-Arginine (LOHA) Arginaz’'mn fizyolojik inhibitoriidiir L-N°-monometil
Arginin (L-NMMA) da NOS-II enziminin inhibitoriidiir. L-NMMA ile NOS-II enzimi
inhibe edilen siganlarda, makrofajlarin Arginin metabolizmasi, IL-4 ile indiiklenen
Arginaz ile Ornitin tiretimi yoniinde uyarildigi zaman parazitin gelismesi artmis. Bu
etki LOHA tarafindan ters cevrilebilmistir. L-NMMA ile NOS-II enziminin inhibisyonu
IFN-y ile LPS verilmesiyle tekrar aktive edilerek parazitin oldiirme yetenegi tekrar
kazandirilmig, LOHA ile Arginazi baskilanan sicanlara disaridan L-ornitin verilmesiyle

parazitin 6ldiiriilmesi tamamen inhibe edilmistir(13).
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3. ARGINAZ

3.1. Tanmm ve Islevi

Arginaz (L-Arginin amidinohidraz.) iire dongiisiiniin son enzimi olarak arginini
tire ve ornitine hidroliz eder (15,16). Enzim ilk kez 1904 yilinda Kossel ve Dakin
tarafindan tanimlanmis olup(17), 1932 yilinda Krebs-Henseleit tarafindan {ire

dongiisiiniin bir enzimi oldugu kanitlanmastir (15,17)

Arginaz

Arginin »ornitin +.lire

+H,0O

Ureotelik organizmalardan memeli karaciger hiicrelerinde, arginaz enziminin en
yiiksek aktiviteye sahip oldugu saptanmistir (17). Ekstrahepetik dokulardaki aktivitesi
karacigerdeki aktivitesinden belirgin olarak daha diisiik degerdedir ve bu dokularda
farkli islevlere sahiptir. Bu dokularin basinda eritrositler, 16kositler, bobrek, tiroid,
tiikkiirik ve meme bezleri, plesenta, deri ve testisler gelmektedir. Ornegin; meme
bezinde arginaz enziminin primer fonksiyonu prolin ve poliamin sentezi ic¢in ornitin
tiretmektedir(18,19). Insan serumunda ise arginaz enzim aktivitesi eritrosittekinden 200
kat daha diisiik bulunmustur(16,17).

Arginazin karacigerde {iire dongiisiindeki asil roliine ek olarak lenfositler,
makrofajlar, karaciger hiicreleri ve timor hiicrelerinde farkli biyolojik etkileri vardir.
Karaciger hiicresindeki yiiksek arginaz aktivitesi hiicre biiyiimesini inhibe etme
yetenegindedir ve hiicre kiiltiiriinde yiiksek arginaz aktivitesi antimitotik olarak etkili
olabilir. Bu nedenle malign hiicreleri yok etme asamasinda makrofajlardan sekrete

edilebilir(15).
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Fitohemaglutinin (PHA) ile uyarilmis lenfositlerde protein, DNA ve RNA
sentezleri arginaz tarafindan inhibe edilir. DNA, RNA ve protein sentezleri farkli
miktarlardaki arginazla inhibe olurlar. Bunlar i¢inde en c¢ok inhibe edilen DNA
sentezidir. PHA ile stimiile edilen lenfositteki hiicre proliferasyonuna sebep olarak

arginazin inhibisyonu diisiiniilebilir(19).

3.2. Arginazin izoenzimleri ve Ozellikleri

Gerek insan gerekse kobay dokularinda cesitli ¢alismalar sonucunda arginaz
enziminin bes izoenzimi mevcut oldugu immunoelektroforez ve dudle immiindiffiizyon
testleri ile anlagilmistir. Bu bes izoenzim Aj, A;, Az, A4, As olarak simgelendirilmis

olup, dokulara gore dagilimi su sekilde belirtilmistir (19).

Karaciger Bobrek Tikiiriik Bezi
A2’ AS A] . A4 A3

3.3. Arginin Metabolizmasi

Arginin; iire, guandino bilesikleri, kratin ve poliaminlerin olusumunu igeren
birka¢ 6nemli yolda bulunan anahtar bir aminoasittir (18,19). Arginin sentezinin
bobrekte ve karacigerde oldugu bilinmektedir (18,19). Bobrekler tiim viicut arginin
sentezinde 6nemli bir rol oynar. Bobreklerde argininin asil kaynagi sitriillindir. Wang ve
Ark (9) yaptiklar1 calisma sonucunda arginin yara iyilesmesi ve immunitede yararl
oldugu sonucuna varmiglardir. Karaciger yiiksek arginin sentez aktivitesi gostermekle
beraber ¢ok fazla arginini kan dolasimina vermez (19,20). Bunun nedeni hepatositlerin
sitriilline permeabilitesinin zayif olmasi ve hepatositlerde olusan argininin ¢cogunun
ornitin ve lireye doniismesidir. Bunun aksine bobrek tarafindan iiretilen argininin biiyiik
kismi renal vendz kana salinir. Renal arginin sentezi, normal biiylime ve viicuttaki
daimi proteinin yenilenmesi olarak kabul edilir. Buna ek olarak arginin damar

tonusunda etkili bir diizenleyici olan ve “endotelium derived relasing faktor” (EDRF)
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adi verilen nitrik oksitin (NO) Onciisii oldugu gosterilmistir. NO, diiz kas hiicrelerinde
guanil siklaz aktivitesini uyararak cGMP {iiretimini artiran bir noronal haberci gibi

davranmaktadir (15,19).

Sekil.2. Molekiil agirligr 174 dalton’dur

D- ve L-arginin izomerlerinden L-arginin formu proteinlerin yapisina girer

Nitric oxide

H,N-C-NH-CH,-CH,-CH,-CH-COOH
Protein synthesis o .

NH?
L-Citrulline
H N-'C-NI-I-CH,-C‘H,—CH —CI'F—COOH
NH ﬂ _— Ci"l‘llnl
H,N- C N CH —CUUH
/ H,N- ¢ NH,
Agmatine
H,N- C NH-CH,-CH,-CH {H
NH NH
t-Ornithine Py i
H;N-CH,~CH,~CH,-CH-COOH H,N-CH,~CH,~CH,~CH,-NH,
l NH,
L-Proling ——————— L-A'-Pyrroline-5-carboxylate -Gl
CoOH COOH HOOC-CH,~CH,-CH-COOH
|

CH CH NH

7N SN :
HN CH, N CH,
\ A /
H,C —CH, HC —CH,

SEKIL. 3. Memeli Hiicrelerinde Argininin Metabolik Yol
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3.4. Arginin Sentezi

Memelilerde arginin metabolik sentezi i¢in; L- A “pirolin -5- karbosiklat sentaz
(P5SC) ve pirolin oksidaz aracilifiyla gergeklesir (20,21). Cesitli hiicre tiplerinde
metabolik yolun bazi enzimleri, diger enzimlere karsin smirhidir. Fosfat bagh
glutaminaz, ornitin aminotransferaz  (OAT), arginosiiksinat sentaz  (ASS),
Arginosiiksinat liyaz (ASL) ve aspartat aminotransferaz (AAT) bir grup memeli
hayvanda iken (22), (CPS-1), ornitin karbomoil transferaz (OCT), N-asetil glutamat
sentaz karaciger ve barsak mukozasinda smirhidir. Prolin oksidaz; ¢ogunlukla ince
barsakta, karaciger ve bobreklerde (42-48), PSC yalnizca barsak mukozasinda diisiik,

diger memelilerde ise sadece bir miktar izlemek miimkiindiir (20-21).

Prolin; aym1 zamanda P5SC" ye doniisebilmesi i¢in L-pipekolik asid oksidaz ve
sarkozin oksidaz, bu enzimler argininin 2 endojen sentezinde rol oynayan enzimlerdir.
Bu nedenle net arginin sentezi Sekil 4. de gosterilmistir. Yeni doganlarin ince
barsaklarinda; domuzlarda, bununla birlikte yetiskinlerde endojen arginin sentezi
organlar arast yol, ince barsakta sitrullin serbest kalarak kanla sikiilasyonu, bu

doniistimii bobrekler, primer eksrakte eder.

Arginin organizmada pek cok organ ve dokuda sentez edilmektedir. Yetiskin
insanlarda ve hayvanlarda degisebilir endojen argininin sadece %5-15 De novo arginin
sentezinde Onemlidir. Viicut proteinlerinin doniisiimiinde degisebilir endojen arginin
biiylik katkida bulunmaktadir. Neonatal domuzlarda bununla birlikte degisebilen
endojen arginin, asag yukar1 % 33’ icin De novo arginin sentezi onemlidir. Buna bagl
olarak toplam viicut proteinlerinden daha az ©nemli olan siit proteinindeki arginin
miktartyla ilgili bilgi neonat peryot esnasinda endojen arginin sentezi i¢in gereklilik

gostermektedir.

Argininin endojen sentezi, neonatal ve yetiskin domuzlarda arginin, homeostazis
regiilasyonunun saglanmasinda Onemli rol oynar; fakat saglikli yetiskin insanlarda
arginin homeostazis regiilasyonunda biiylik rol oynamaz. Siirekli degisiklik gosteren
plazma sitrullinin farelerde ve yetiskin insanlarda arginin endojen sentezi

goriilmektedir. Yetiskin kopeklerde boyle bir durum s6z konusu degildir. Sitrullinden
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argininin endojen sentezinde, insanda ve yetigkin farede argininin diyetle girisini

azaltmak yanit vermektedir.

Bagirsak glutamin ve glutamat, plazma glutamin, sitrullin; arginin intestinal
sentezi icin 6nemli onciilerdir. Ince bagirsaklarda kapsamli katabolizmada rol oynar.
Windmueller ve Spaeth (68), fare ince bagirsaklarindaki luminal ve arterial glutaminin
sonucuna karsin, sitrullinin serbest birakilmasi olaymi kanitlamislardir(64). Sonralari,
yetigkin farelerdeki sitrullin sirkiilasyonu’nun fare ince bagirsaklarinda gerceklestigi

kanitlanmstir (20).

Domuz ve kopegin ince bagirsaklarinda, koyun ve insanlarin i¢ organlarindaki
toplardamarlarda sitrullinin biiyilkk miktar1 serbest birakilir. Glutamin/glutamat,
argininin ya da sitrullinin intestinal sentezi i¢in sorunludur. Yabani hayvanlarda ve
yetiskin memelilerdeki calismalarin hepsinde, bazt domuz cinslerinde toplardamarlarla
ilgili sirkiilasyonda arginin sentezi ince bagirsakta ¢cogalarak serbest birakilir. Sitrullinin
az miktar1 kopek ve benzeri hayvanlarin kalin bagirsaginda serbest durumda, yapilan
yeni caligmalarda ise fare kolonosistlerinde glutaminden sitrullinin sentezi meydana

gelmektedir.

Glutaminden argininin intestinal sentezinde gelismeye yonelik degisimler vardir.
Baslangicta, net arginin sentezinin énemli yeri ince bagirsakta; fakat bagirsak arginaz
ekspressiyonunu artirmak kadar, net sitrullin iirliniiniin de yavas yavas énemli olmaya
basladig1 goriilmiistiir. Domuzlarda enterosit ile glutaminden net arginin sentezi,

baslangic¢ net sitrullin iiriiniinden daha biiyiiktiir.

Enterositlerde, sitrullin sentezi i¢in prolinin 6nemli kaynagi enteral diyettir.
Domuzlara prolin verilmesi sitrullin olusumuna yol ag¢maktadir. Domuz ince

bagirsaklarindaki prolin oksidazin aktivitesi karaciger ve bobrekte oldukga biiyiiktiir.

Endojen arginin sentezinin major orgami bobreklerdir. Yetigkin memelilerin
bobreklerinde net arginin sentezi asag1 yukart %60 oraninda meydana gelir (22). Renal
sitrullin yolu ve renal arginin iiretimi arasinda siki bir korelasyon oldugu insanlarda ve
farelerde kanitlanmistir. Renal arginin biyosentez kapasitesi, sitrullinin intestinal iiretim

kapasitesinden daha biiyiik goriinmektedir. Siddetli aclik sirasinda arginosiiksinat sentaz
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(ASS) ve arginosiiksinat liyaz (ASL) icin mRNA seviyeleri artmaktadir. Plazma arginin
seviyeleri diyet proteinlerinin eksikliginde artmaktadir. Renal yetmezlik durumuda
sitrullin plazma seviyeleri yiikselir, bununla birlikte hastalarda plazma arginin
seviyelerinde azalma yoktur ya da cok azdir (20,21,22). Iskelet kasinda protein
katabolizmas1 ile arginin serbest kalmasi dahil, ekstrarenal yerlerde arginin sentezi
artmakta, proksimal tubullerin hipertrofisi ve hiperfiltrasyonu armakta, sitrullin plazma

seviyelerinin yiikselmesine karsin arginin sentezi oraninda bir azalma vardir.

Hepatik iire siklusu icerisinde meydana gelen arginin sentezinin yiiksek
oranlari, periportal hepatositler icerisinde lokalize’dir. Saglikli ve yetiskin insanlarda;
iire liriinlerinin oranlar1 , NO sentezi oranindan daha biiyiiktiir ve ayn1 zamanda kreatin
sentezi oranindan da yiiksektir. Ure siklusu enzimleri aym1 zamanda diizenleyicidir.
Hepatik iire siklusu enzimlerinin ekspresyonu fetal gelisme esnasinda baslar ve
dogumdan sonra artisina devam eder. Protein ve aminoasit katobolizmasini iceren
durumlarina neden olan iire siklusu enzimlerinin seviyeleridir. Bu sekilde diyet
proteinlerinin girisinin artmasi, siddetli aglik ve karaciger glukokortikoitlerinde artmaya
neden olur . Enzimleri kodlayan genlerin transkripsiyon oranlarinin artmasi ¢ogunlukla
yiiksek sicaklikla gerceklesir. N-asetil glutamatin mitekondriyal konsantrasyonunun
degisimi ile dongii diizenlenir. CPS-1 katalitik etkisi aracilifiyla oncelikle iire siklusu
aktivitesi hizlanir, toplam tirede NO iiretimine neden olabilen hepatositler kan
zehirlenmesi durumunda artmaktadir. NOS, iire siklusu i¢inde total arginin sentezinin
sadece kiiciik bir boliimiinde kendisini gosterir. Ure siklusu ile arginin sentezi icin

hepatik kapasite, ASS ve ASL i¢cin mRNA seviyeleriyle gosterilir.(20,21,22)
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SEKIL. 4. Arginin Sentezi Yolu
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Sekil 4 de reaksiyonda rol oynayan kataliz enzimler; 1, fosfat bagli glutaminaz
(EC3.5.1.2); 2 ve 3 P5C sentaz; 5, ornitin aminotransferaz (OAT;EC 2.6.1.13); 6,
ornitin karbomoiltransferaz (OCT;EC 2.1.3.3); 7, arginosiiksinat sentaz (ASS;EC
6.3.4.5); 8, arginosiiksinat liyaz (ASL;EC 4.3.2.1); 9, N-asetil glutamat sentaz (EC
2.3.1.1); 10,CPS-1; 11, prolin oksidaz mitokondride gorev alir. Arginosiiksinat liyaz,

arginosiiksinat sentaz, sitozolde gerceklesen reaksiyonlar: katalizleyen enzimlerdir

¢NHEF o
CHy —NH— C\ CHy —NH— C\
NH» nitric | NH»
CH» oxide CH»
| 209 NO

LN W
CH-NHZ » CH-NHZ

(ljoo‘ ( \ (ljoo‘

arginine NADPH  NADP' citrulline

Sekil.5. 1988 yihinda Salvador Moncada, L-argininin endotel kokenli nitrik oksidin
(NO-) prekiirsorii oldugunu saptanmigtir

3.4.1 Argininin Immiinomodiilator Etkisi

* L-argininin metabolizmas1 makrofajlar ve T lenfositleri i¢cin ¢ok dnemlidir.
* Sitotoksik T hiicre sayisini azaltarak Th/CD8 oranin1 arttirir.
*  Makrofajlar infeksiyonla NO salinimi ve peroksi nitrit olusumu iizerinden

savastigl icin, ciddi enfeksiyonlar ile miicadelede arginin 6nemli islevleri vardir.
3.4.1.1. Arginin Eksikligi
*  Cok hizh biiytime

¢ Gebelik

e Travma
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* Sepsis
* Kanda agir1 amonyak
* Arginine Antagonist olan lizin varlig

* Malniitrisyon eksiklik nedeni olabilir.

3.4.1.2. Arginin Fazlah@

* Hiperargininemi, OR kalitimla gecen arginaz eksikligine baghdir.

e Defekt tam veya kismi olabilir.

* Bu hastalik simdiye kadar 27 hastada rapor edilmistir.

* Diyetteki protein miktar1 arttik¢a bulgular ortaya ¢ikar.

* Mental gerilik, epileptik nobetler, hiperammonemik koma olusabilir.

* Eritrositlerde diisiik arginaz aktivitesi saptanir.

3.5. Arginin Katabolizmasi

Arginin katabolizmasinin ¢esitli metabolik yollar1 sekil 6’ da gosterilmistir. N°-
hidroksi arginin ile arginazin inhibisyonu sirasinda, diger enzimin aktivitesini
engelleyebilen enzimin iiriinii, karmasik etkilesimlerle sonuglanabilmektedir. Karmasik
hiicresel boliimlerde ve memelilerin i¢ organlarinda bulunan arginin katabolizmasi
kisadir.

Poliaminler, L-ornitin L-metiyonin aminoasitlerinin metabolik iiriinleri olarak
diisiiniilebilmektedir. Spermidinin 6n maddesi olan putressin, memeli hiicrelerinde
ornitinin direk olarak dekarboksilasyonuyla meydana gelir. Reaksiyonu ornitin
dekarboksilaz (ODC) katalizler. Putressinden spermidin, spermidinden spermin olusur.
Bu reaksiyonlarda iki farkli aminopropil transferaz etki eder. Bu enzimler aminopropil
vericisi olarak dekarboksile S-adenozil metiyonini kullanirlar. Poliamin biyosentez
enzimleri hiicre biiyiimesi ve farklilasmasini stimiile eden cesitli ajanlar tarafindan
uyarilmaktadir. Poliaminler molekiille sik1 kompleksler yaparlar ve boylece DNA, RNA

ve protein molekiillerinin olusumu, doniisiim hizi ve sentez sonrasi degisimlerini
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etkilerler. Spermin, spermidin ve putressin ayni zamanda direk olarak diger metabolik
olaylar1 da diizenler veya hizlandirir. Poliaminlerin hem normal hem de kanser
hiicrelerinin biiylimesini ve fonksiyonunu artirmakta rolii oldugu kesin olarak

bilinmektedir.

Arginazin katalizledigi reaksiyonun {iriinii olan ornitin hiicre proliferasyonunun
diizenlenmesinde rol oynadigi bilinen poliaminlerin 6n maddesidir. Ornitin ayni1
zamanda prolin sentezine gidebilir; bu ozellikle laktasyondaki meme bezlerinde ve

kollagen sentezi yapan organlarda 6nemlidir.(21-22)
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Sekil.6. Arginin Katabolizmas: Yolu
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Reaksiyonu katalizleyen enzimler; 1, arginaz; 2, NOS; 3, arginin dekorboksilaz;
4, arginin; glisin aminotransferans; 5, guanidoasetat N-metiltransferas; 6, OAT; 7, P5C
rediiktaz; 9, P5C dehidrogenaz; 10, glutamat dehidrogenaz, alanin aminotransferaz; 13,
glutamin sentaz; 14, glutaminaz; 15, ornitrin dekarboksilaz (ODC); 16, spermidin

sentaz; 17, spermin sentaz.

4. NO ( Nitrik Oksit )

Azotmonoksit olarak da adlandirilan NO (:N: :0:) son derece toksik ve renksiz
bir gazdir. Serbest radikal tanimina uyan reaktif bir oksijen tiirevidir(75). Lipofilik
ozellikte olup, oksijensiz ortamda oldukg¢a stabildir (76). Diisiikk konsantrasyonlarda
iken, ortamda oksijen varliginda dahi stabilitesini koruyabilen NO, bilinen en diisiik
molekiil agirlikli, biyoaktif memeli hiicresi sekresyon iiriiniidiir(77,79). Diger
radikallerden farkli olarak diisiik dozlarda toksik degildir ve ¢cok 6nemli fizyolojik
islevleri gerceklestirir(4). NO, suda az c¢oziinen, basit gaz yapisinda kolay difiize
olabilen, bir adet eslesmemis elektron iceren ve oksijen(O2) siiperoksit radikalleri ve
Fe, Co, Cu gibi transisyon metalleri ile reaksiyona giren bir molekiildiir(77). NO’in yar1
omrii O, ‘li dokularda ¢ok kisadir (t< 15s). Ortamdan ne kadar hizli uzaklastirilirsa ya

da metabolize edilirse etkinligi o kadar azalir (78).

4.1. NO Metabolizmasi

NO’in ¢oziiniir (sitoplazmik) guanilat siklaz enzimini aktive ettigi ve damar diiz
kaslarinda gevsemeye neden oldugu 1970°1i yillarin sonlarindan beri biliniyordu. NO,

organik radikallerle diffiizyon limitine yakin bir hizla tepkimeye girerek nitrojen iceren
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organik bilesiklerin olusumuna neden olur. NO endojen olarak diiretilebilinen bir
biyomolekiildir. NO; konak savunmasi ve immuniteyi etkiledigi gibi kan damar tonusu
ve noronal ileti dahil bir ¢ok fizyolojik olaylarin diizenlenmesinde rol oynar. NO, sinir
sisteminde fizyolojik ve patolojik rolleri vardir. Sinir sistemi morfogenezinde ve
sinapslarin sekillenmesinde rol oynar, norotransmitter salim ve gen ekspresyonunu
diizenleyebilir. NO’in asir1 iiretilmesi halinde, cesitli sinir sistemi hastaliklarinda 6nemli
norotoksin olarak karsimiza cikar. Ayrica bir cok calismadaki NO’in inflamatuvar

cevaplar1 modiile etmede kompleks bir rol oynadig1 anlagilmistir (83-85).

4.2. Nitrik Oksidin Sentezi

Memeli dokularinda L-arginin’den NO’in sentezlenmesi i¢cin (NOS) enzimi
gereklidir. Bradikinin, asetilkolin gibi agonistlerin katkisiyla L-arginin’den NO sentezi
iki ayr1 adimda gerceklesmektedir. Birinci adimda bir molekiil L-arginin yiikseltgenerek
N hidroksi-L-arginin (OH-L-Arg) ara iriiniinii olusturur. Bu reaksiyon icin gerekli
olan NADPH ve O,, NADP* ve H,O’ya doniisiir. Ikinci adimda ise OH-L-Arg daha
fazla ytikseltgenerek bir molekiil NO ve L-Citrulin iirtinlerini olugturur. Goriildigi gibi
bu reaksiyonda iki molekiil O, ve bir molekiill NADPH, iki molekiil suya ve bir molekiil
NADP*a doniisiir(Stvehr et al.,1999;Knowles, 1997).

H,N W/@ NH, H,N \KN“OH Ox~NH:

NH 0, NH
1.0 NADPH % 05 NADPH v °N=0
H,O
® Q @
H;N CO0O H;N C N COO
L-Arginine NEé-Hydroxy-L-arginine L-Citrulline Nitric oxide

Sekil.7. L-Argininden NO olusumu
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4.3. Nitrik OKksit Sentetazlar (NOS)

NOS, ilk olarak 1989 yilinda tanimlanmis, 1990 yilinda izole edilmis ve 1991
yilinda klonlanmustir (81,82). Daha sonra yapilan ¢alismalarda NOS enziminin NADPH
diaforaz enzimi ile aym enzim oldugu bildirilmis ve NADPH diaforaz boyama
teknigiyle, NOS’1n dokulardaki dagilimi gosterilmistir (Hecker et al.1990; Knowles and
Moncada, 1992).

NOS terimi, L- argininin L—citruline ve bir guanido nitrojen atomunun biiyiik
olasilikla NO olan bir ya da daha fazla oksijenizasyon {iriiniine oksijenizasyonunu
kataliz eden, IUB sisteminde EC 1.14.13.39. olarak adlandirilan bir grup enzimi kapsar.
Substrata iki oksijen atomu sokmalar1 nedeniyle “dioksijenazlar” olarak da

adlandirilabilirler(87)

Kodlandig1 genlere, elde edildigi organa ve Ca** a duyarlihfma gore iki ana

grup NOS enzimi izole edilmistir(79).

1-Yapisal (Constitutive, cNOS)
a)Noronal (nNOS, Tip 1 NOS)
b)Endotelial (eNOS, Tip 3 NOS

2-Indiiklenebilen (Inducible, iNOS, Tip 2 NOS)
NOS enziminin iki ana smifinin temel Ozellikleri tabloda 6°’da

gosterilmistir (17,18,19).



Yapisal Indiiklenebilen
Kaynak Endotelial hiicreler | Makrofajlar
Noronlar Hepatositler
Mast hiicresi Timor hiicresi
Plateletler Endotelial hiicreler
Adrenal Medulla Mezensiyal hiicreler
Yerlesim Sitozolik /Spesifik | Sitozolik
Ca bagimlhilik Bagimli Bagimsiz
Salinim Gegici Devamli
Diisiik miktar Yiiksek miktar
(Pikomol) (Nanomol)
Aktivatorler Eksitator amino | Endotoksin
asitler Sitokinler
Asetilkolin,
otokoidler Trombin,
ADP, ATP
Inhibitorler L-Arginin analoglar1 | L-Arginin analoglari
(ADMA, NAME, |(NMMA)
NMMA,NNA)
Selektif inhibitorler | 7-Nitroindazoller Aminoguanidin
Deksametazon
Progesteron
Glukokortikoitler

Siklohekzimit, Aktinomisin

TABLQ.6. NOS enziminin 2 ana sinifimin temel ozellikleri
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4.3.1. Yapisal (Constitutive) NOS (¢cNOS)

Bu izoformun ayiric1 dzelligi, aktivitesinin Ca**

ya ( ikincil haberci ) bagiml
olmasidir. Insan viicudunda tespit edildikleri baslica dokular sunlardir (81,87): Damar
endotel hiicreleri, lirogenital sistem dokulari, santral ve periferik sinir sistemi néronlart,
adrenal korteks ve medulla hiicreleri, trombositler ve barsak interstiyumu. Hiicre i¢i
iyonize kalsiyumu artiran her tiirlii etkilesimde, kalsiyumun kalmoduline baglanmasi ile
olusan kompleks (Ca**/kalmodulin) cNOS’ un aktiflesmesini saglar ve NO sentezlenir.
Ancak kalsiyumu artiran uyarn kesilince, hiicre i¢i Ca*®da azalmaya baglar ve enzim
aktivitesi ortadan kalkarak NO sentezi durur. Bu ylizden bu izoform, normal biyolojik
sistemlerde diisiik miktarlarda NO sentezler. cNOS ilgili hiicrelerde daima mevcuttur
fakat Ca* diizeyi yiikselinceye kadar inaktif durumdadir. Vaskiiler yatakta bulunan
cNOS dimerik yapidadir. Endotel hiicresinin asetilkolin(ach), bradikinin, trombin gibi
vazoaktif agonislerce stimiilasyonu membran fosfolipazlarin1 aktive ederek inositol
trifosfat (IP3) olusumunu artirir. IP3 endoplazmik retikulum iizerindeki reseptorlerine
baglanarak hiicre ici Ca*> iyon saliumina yol acar. Ca** iyonlarmin kalmodiiline
baglanmasi ile enzimin aktivitesi i¢in temel yapi olusur. Olusan NO, feedback

mekanizmasi ile NOS’1 inhibe eder(76).

Yapisal NOS (cNOS) ; noronal (nNOS) ve endotelyal (eNOS) olmak iizere,

bulunduklar yere gore isimlendirilen iki farkli formda bulunmaktadir(77,78).

4.3.1.1. Noronal NOS (nNOS)

160kDA molekiil agirligindadir. Beyin hiicrelerinde, periferik sinir sisteminde
(miyenterik plesus vb.), medulla spinaliste (dorsal kok gangliyonu) ve adrenerjik
kolinerjik olmayan sinirlerin sitozollerinde bulunur. nNOS enzimi, glukokortikoidlerle
inhibe edilemez. Noronal hiicrenin 6zellikle glutamat gibi agonist bir madde ile
uyarilmasi, hiicre i¢i kalsiyumun artmasina ve nNOS enziminin aktivasyonuna neden
olur. nNOS ile olusturulan NO c¢ok az miktarlarda (pmol diizeyinde) ve cabuk

saliverilirler (Moncada et al 1981).
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4.3.1.2. Endotelyal NOS (eNOS)

Endotel (e) NOS vaskiiler endotelyumda bulunan yapisal bir enzimdir.
Damarlarin parasempatik innervasyonla kolinerjik stimiilasyonu intraseliiler serbest
kalsiyum konsantrasyonunu arttirarak, eNOS’u aktif hale getirir. Olusan NO diffiizyon
ile diiz kaslara gecer ve siklik guanilat siklaz1 (cGC) aktif hale getirir. Salinan cGMP
intraselliiler kalsiyaumu diigiiriir. Diiz kaslarin gevsemesini saglar ve platelet

agregasyonunu inhibe eder. Kisa siireli bir etkisi vardir (84,86).

4.3.2. indiiklenebilen (Uyarilabilir) NOS (inducible iNOS)

[k olarak endotoksin ve sitokinler tarafindan uyarilan makrofaj ve karaciger
hiicrelerinde tanimlanmustir. Bu izoform aktivite icin Ca+2’ya bagli degildir. Bunun
nedeni enzimin kalmodulinle ¢ok siki baglanmis olmasi olabilir. Fakat kalmodulinin
buradaki rolii bilinmemektedir. iNOS basta makrofajlar (monosit, histiyosit, kupfer
hiicreleri vs.) olmak iizere polimorfoniikleer I6kositler (PMNL), hepatositler, damar diiz
kasi, damar endoteli, astrosit ve kondrositler tarafindan iiretilebilir. Enzim indiiklendigi
zaman NO iiretimi, yapisal formdaki gibi kisa siirmez, saatlerce hatta giinlerce devam
edebilir(77,78). Ozellikle nonspesifik immiinitede 6nemli rol oynar. Bakteri, mantar,
viriis, timor hiicreleri ve protozoonlara sitotoksik veya sitostatik etki olusturur.
Inflamatuvar ve otoimmiin hastaliklarda da rol oynadig: bildirilmistir. iNOS hiicre
icinde genel yapida mevcut degildir(80). Ancak bakteriyel iiriinler ve sitokinler ile
temas1 takiben, bircok doku ve hiicre tipinde iiretimi uyarilarak (transkripsiyonel
indiiksiyon: mRNA artis1 ) miktarini artirir(87). iNOS’1n molekiil agirligi 130 kDA dir.
iNOS ile sentez edilen NO, ¢ok daha yiiksek miktarlarda (nmol diizeyinde) ve yavas

saliverilirler.
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cNOS ile iINOS’un ozellikleri ve bazi onemli farkliliklar1 asagidaki tabloda
gosterilmistir

TABLO.7. cNOS ile iNOS’un ozellikleri ve bazi 6nemli farkliliklar

OZELLIK ¢NOS INOS

Ca bagimlilig Var Yok

NO olusum diizeyi Pikomol Nanomol

Uyurana yanit Ani Gec

NO iiretim siiresi Kisa Uzun
Glukokortikoidlerein Etkilenmez Uyarilmasi inhibe edilir
Etkisi

4.3.3. NOS’un Kofaktorleri

NO sentezinde hem, tetrahidrobiyopterin (BH4) flavin mono niikleotid (FMN),
flavin adenin diniikleotid (FAD) ve kalmodulin (CaM) kofaktorleri gereklidir
(Macmicking et al.,1997). Memelilerde bulunan NOS yalnizca dimerik formda
fonksiyonel olarak aktiftir. BHy4 kritik bir kofaktordiir ve iNOS’1n dimerizasyonu igin
gereklidir. BH4’in yetersiz oldugu hiicrelerde, inaktif, monomerik formda olan iNOS,
BH,’in varhiginda aktif dimerik forma doniisiir (Tzeng et al.1995). NOS’in biitiin
izoformlar1 kofaktésr CaM’e ihtiya¢ duyar ve esansiyeldir. izoenzimler arasindaki
onemli bir fark, eNOS ve nNOS da CaM baglamalarma ve Ca** fizyolojik degisikliklere
aktif olarak cevap vermesine ragmen iNOS, CaM’e sikica baglidir ve in vivo ¢ok diisiik

Ca konsantrasyonlarin da bile tamamen aktiftir. Boylece iNOS substrata kadar sinirsiz
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olarak NO sentezini devam ettirebilir ve diger kofaktorler smirliyict olabilir

(Macmicking et al.1997).

4.3.4. NOS inhibitorleri

Bu maddeler 1-arginin —-NO yolundaki patolojilerin arastirlmasinda onemlidir,
terapotik kullanimlart sinirlidir. Birinci grupta NOS indiiksiyonun inhibisyonu igin
glukokortikoidler, TNF antikorlari, IL-1 antagonistleri kullanilabilir. Ancak bu
maddeler NOS indiiksiyonu basladiktan sonra etkili olmazlar. Diger grupta ise enzimin
ya da kofaktorlerinin direkt inhibitorleri olan I-arginin analoglar1 yer almaktadir. N-
monometil 1-arginin (L-NMMA), N-nitrol arginin metil ester (L-NAME) L-nitrol-
arginin (L-NA). Bu maddeler NOS’u inhibe edip; kan basincini yiikseltirler ve
asetilkolinin hipotansif etkisini kismen ortadan kaldirirlar. Trombosit agregasyonunu
artirirlar.  Ozellikle periferik arteriol vazodilatasyonu ile karakterize septik sokta
kullanimlar1 giindeme gelmistir. Cesitli hayvan modellerinde NOS inhibitorlerinin
endotokseminin hemodinamik etkilerini doza bagli olarak diizelttikleri gosterilmistir.
Insanlarda yapilan bir ¢alismada NOS inhibitorlerinin ortalama arter basmcini, sistemik
ve pulmoner vaskiiler rezistans1 ve santral vendz basinci artirdiklart gosterilmistir. S-
nitroso-N-asetil-penisilamin (SNAP), sodyum nitro prussid (SNP), 3-morfolino-
sidononimin (SIN1), S-nitrozotioller NO donoérleri olarak kullanilirken, NS-monometil-
L-arginin(L-NMMA), NG—nitro—L—arginin(L—NNA),NG—nitro—L—arginin—metil ester(L-
NAME), N®iminoetil-L_ornitin(L-NIO) ve NS-amino-L-arginin(L-NAA) gibi L-

Arginin deriveleri ise NOS enziminin yarigmali inhibitorii olarak kullanilmaktadir.

Nitrik oksit sentaz enzimi icin 0zel olmayan, ancak enzim inhibitorii olarak
kullanilabilen bir diger madde, NADPH inhibitorii difenileniodinium’dur (Stuehr et
al.1991). Ayrica trifluperazin, klorpromazin, kalmidazolium, W;,W 3 gibi kalmodulin
antagonist’leri, kalsiyum kalmodulin bagimli NOS alt tiplerinin inhibisyonunda
kullanilabilmektedir (Bredt and Synder, 1990;Gross and Levi, 1992). NOS enziminin
aktivasyonunu engellemenin bir yolu ise, tetrahidrobiopterinsentezini engellemektir.

2,4-diamino-6-hidroksipirimidin (DHAP), N-asetil-5-hidroksitriptamin, N-
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metoksiasetil-5-hidroksitriptamin, tetrahidrobiopterin sentezini engelleyerek, bloke eden
madde NO sentezini inhibe eden bir diger madde ise, metilen mavisidir. Hem grubu
iceren enzimleri inhibe eden bu maddenin, ¢GS enzimini inhibe ettigi pek ¢ok yayinda
bildirilmistir (Pearce et al.1990). Metilen mavisi NO’in ¢GS’in hem grubuna
baglanmasini engeller.(84,85,86)

4.3.5. NO Katabolizmasi

Metilen mavisinin, NO yikiminda rol alan siiper oksid anyonu olusumunu
saglayarak NO yikimimi arttirdigi bildirilmektedir (Mayer et al.1993). Metillenmis
argininler, aslinda dogal maddelerdir ve organizmada varliklar1 saptanmistir (Vallance
et al. 1992). Bu durum, NO sentezinin diizenlenmesinde endojen mekanizmalarin

varligini gostermektedir.

L-NMMA ve dimetilarginin tiirevleri (SDMA ve ADMA), L-arginin/NO
yolagimin, endojen inhibitor maddeleridir. Bunlar idrarla degismeden atilirlar. Insanda
24 saatlik idrar ile 10mg kadar atildigi saptanan asimetrik dimetil arjinin (ADMA)
kronik bobrek yetersizliginde birikerek, hipertansiyon ve immiin fonksiyon bozuklugu
gibi patolojilere neden oldugu ileri siiriilmiistir (Granger et al. 1991). ADMA
proteinlerde ve protein hidrolizinin iiriinlerindeki arjinin kalintisinin metillenmesiyle
sentezlenir. ADMA’nin konsantrasyonu vaskiiler hastalikli hastalarda artmaktadir.
Ayrica ADMA, dimetil arjinin dimetilaminohidrolaz enzimi ile diisiiriiliir. Bu enzim
NOS gibi bazi1 yumusak dokularda bulunur ve ADMA ile NO’in sentezinde
kesilir.(88,89)



37

4.3.6. NO’in Sinir Sistemindeki Rolii
4.3.6.1. Santral Sinir Sistemi
4.3.6.1.a. Fizyolojik Rolii

Yapilan ¢alismalarda, beyin dokusunda aktif ¢alisan arginin-NO yolunun varlig1
ispatlanmistir(41). NO bu reseptorleri etkilemekte ve hiicre icindeki cGMP
konsantrasyonunu arttirarak fizyolojik etki gostermektedir. Glutamat tarafindan
indiiklenen sinirsel ileti isleminde NO’in bir norotransmitter olarak rol oynadigi tam
olarak ispat edilmistir(71 75). NO beyinde norotransmitter olarak etki gosterir.
Ogrenme, bellek olusumu, goérme koklama ve agr algilamasinda rolii vardir.
Ogrenmede uzun siireli potensilasyonun 6nemi bilinmektedir. Bu olayda eksitator
norotransmitter glutamat presinaptik norondan sinaptik bosluga salinir ve potsinaptik
norondaki N-metil D aspartat reseptoriine baglanarak onu aktive eder. Kalsiyum
kanallar1 acilir noron i¢ine giren Ca iyonlar1 kalmodiiline baglanir ve nNOS aktivasyonu
ile L-argininden NO olusur. Hiicre disina ¢ikan NO noéronun presinaptik ucuna
retrograd etki eder ve glutamat saliniminda artisa yol acar. Bu olay long term
potensilasyon olarak bilinir ve bellek olusumunu saglar; L-arginin ilavesi ile aktive

edilip, NOS inhibitorleri ile inhibe edilebilir

Presmaptilc niron ucy

Postsinapitk néron dendrt

Sekil 8. Beyin dokusunda arjinin-NO yolu
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4.3.6.1.b. Patolojik Rolii

Eksite edici aminoasitlerin(aspartat, glutamat) asir1 salinimi konviilsiyon ve
norotoksisiteye neden olmaktadir(75). Bu aminoasitlerle reseptorlerin uyarilmasi ve
sonrasinda NOS’1n aktivasyonu, serebral iskemi ve epilepsi gibi durumlarda asirt NO
sentezi ve noral defektlere neden oldugu ileri siiriilmiistiir. Bu hipotezi destekleyen

bulgular hala tartismalidir(79).

4.3.6.2. Periferik Sinir Sisteminde NO

NO hayvanlarda, mide i¢i basinca karsi mideyi dilate ederek yeni duruma
uyumunu saglamaktadir. Ayrica gastrointestinal sistemin O6zellikle sfinkterlerinde
gevsemeye yol acarak bu organlarin fizyolojik fonksiyonlarmin regiile edilmesine

katkida bulunmaktadir(79,80).

4.3.6.3. Nitrik Oksidin Iimmiinitedeki Rolii

Yillar once arastiricilar baz1 bakteri iiriinleriyle nonspesifik bir mekanizma ile
kansere karsi direncin arttirilabildigini gostermislerdir. Bugiinkii bilgilerimize gore bu
direng artis1 makrofaj aktivasyonu ve NO sentezi ile dogrudan baglantili nonspesifik bir
immiin olaydir. Nonspesifik immiin reaksiyonlar; makrofaj aktivasyonu, NOS’in
indiiklenmesi, uzun siireli ve ¢ok miktarda NO sentezinden ibarettir. Bu nonspesifik
immiinite sadece RES’le sinirli olmayip hepatositler ve akciger hiicrelerinde de tespit
edilmistir. NO’e bagimli nonspesifik immiinitede karaciger ve akcigerin rolii, bu iki
organin, sirkiilasyon’un immiinolojik filtreleri gibi fonksiyon gorecegi stratejik bir

konumda yer almasindan kaynaklanmaktadir.(82)
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4.3.7. Nitrik Oksitin Biyolojik Sistemlerdeki Etkileri

4.3.7.1. Nitrik Oksitin Sitotoksik ve Apoptotik Etkileri

Doku hiicrelerinin yenilenmelerinde énemli fizyolojik rolii olan hiicre 6liimleri,
“nekrotik” veya “apoptotik” olarak adlandirilan ve birbirinden farkli iki yolla
gerceklesir. Cesitli toksik ajanlarin veya iskeminin neden oldugu nekrotik hiicre
Olimleri sirasinda, hiicre zarinin gegirgenligi artar ve hiicre icerigi bulundugu ortama
birakilir. Bu sekildeki hiicre dliimlerinin embriyonal gelisim veya doku hiicrelerinin
yenilenmeleri siirecinde goriilmesi dokularda tahrip edici etkileri neden olabilir. Oysa
apoptotik hiicre oliimleri inflamasyan cevabi uyarilmadig: icin bu tiir tehlike yoktur.
Apoptosis sirasinda aktif olarak ©6lmekte olan hiicre morfolojik degisimlere ugrar,
zardaki 6zel molekiillerin de araciligi ile komsu hiicreler veya Ozellesmis fagositler
tarafindan fagositoza ugrar ve boylece hiicre icerigi disar1 salinmadigindan inflamasyon
cevabi da olusturulmadan hiicre 6liimii saglanir. Interferon veya bakteri
lipopolisakkaritleri tarafindan aktive edilen makrofajlar biiyiik miktarda NO sentez
ederler. Ancak asirt NO sentezi hiicreler icin oldukca zararli etkiler meydana
getirmektedir(84). Makrofaj kaynakli NO bakteri, parazit ve timor hiicreleri lizerinde
sitotoksik etki yapmaktadir (88).

NO bakteri, parazit gibi bircok patojenin ve tiimor hiicrelerinin ATP iireten
oksidatif fosforilasyonun (ubikinonrediiktaz’1), glikolizin (gliseraldehid-3-fosfat
dehidrojenaz’1t), TCA siklusunun (Cis-akonitaz’1) Fe iceren bazi enzimlerini inhibe
etmekte ve sonugta bakteri, parazit, timor hiicrelerini 6ldiirmektedir (76,81). NO, hedef
hiicrelerde (bakteri, parazit, tiimor hiicresi) DNA sentezinin hiz kisitlayici enzimi olan
riboniikleotid rediiktaz1 bloke eder ve hiicre DNA’sinin deaminasyonu ile bu hiicrelerde
sitostatik etki meydana getirir (78-79). Ayrica NO’in, baz1 viriislerde viral replikasyonu

inhibe ederek antiviral etki olusturdugu bildirilmistir (85).
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Makrofajlardan 6zellikle monositlerde L-Arjinin-NO yolu; tiimér hiicreleri intra-

ve ekstraselliiler mikroorganizmalara kars1 ¢cok 6nemli bir defans mekanizmasidir

Izkrafs) Hedaf bices

Lipopabisatdcatit Interforon garena

Sekil.9. Makrofaj kaynakli NO, bakteri, parazit ve tiimor hiicrelerinde cesitli

enzimlerin fonksiyonunu etkileyerek sitotoksik etki yapmaktadur.
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i, Platelet agregasyonunun inhibisyonu
o5 Renal ve intestinal gorevleri

=5 Diiz kaslann gevsemesi

= 9 Hiicre adhezyonunun kontrolu

= Damar gecirgenligine etkileri

IT

Immiin sistemdeki fonksiyonlar

Anti inflamatuar etkileri

{ Antioksidan fonksiyonu
TNF toksisitesine kars: etkiler

Koruyucu
etkileri

NITRIK OKS

Antioksidanlan tiiketmesi

% & | Enzim inhibisyonlar:
= DNA hasarlan
N D Lipid peroksidasyonu

Diger toksik etkenlere duyarhilhigi arttirmasi
Sekil.10. NO molekiiliiniin cok yonlii etkileri. Cok sayida diizenleyici ve koruyucu
Jonksiyonlarit bulunan NO, hiicrelerin fonksiyon ve yasamlarum tehdit edebilecek ¢cok

sik etkilere de sahiptir.

4.3.7.2. NO’nun Dogrudan ve Dolayh Etkileri

NO’nun diisiik derisimlerinde (I pM’in altinda) gozlenen etkileri “dogrudan
etkiler” olarak adlandirilir. NO’nun dogrudan etkileri icerisine koruyucu ve regiilator
etkileri dahil edilir. Diisiik derisimdeki NO daha uzun Omiirliidiir ve oksijen ile

tepkimeleri daha yavastir.

NO’nun fizyolojik fonksiyonlar1 i¢in gerekli olan derisimin {istiindeki yiiksek
derisimlerinde ( 1 pM’1n iistiinde ) goriilen etkileri ise “dolayl etkiler” diye adlandirilir.
NO’nun derisiminin artmas1 ile oksijen ile tepkimeleri hizlanir. NO’nun kendisinin
biyomolekiillerle tepkimeleri dogrudan etkilerini olustururken; NO’dan kaynaklanan

reaktif tiirlerin tepkimeleri dolayli etkileri olusturur.
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Biyolojik kosullarda dogrudan etkilerin ya da dolayli etkilerin goriilecegini
belirleyen NO’nun derisimi ve ortamda bulunma siiresidir. NO’nun baglica kaynagi
NOS enzimleri oldugundan; gozlenen etki ile NO sentezinden sorumlu enzimler

arasinda dogrudan bir baglant1 vardir.

£ Metal mevkezlerle tepkimeleri:
% Nitrozilasyon tepkimeler
: r_*j Rad.ki?lﬂinlcyici etkiler
= ik: » tepkimeleri
/ E (Koruyucu etkileri)
3
(o)
A
-
) [
& ) Oksijen tepkimeleri
| Reaktif % (Bl}romofckt‘.‘lllcgii\tnksi{!aiif modifikasyonu)
tiirler ]"‘"—" . . Tozasyon
E, q (Nitrozaminler ve nitrozotiyollerin olusumu)
Nitrasyon
& (Biyomolekiillerin nitrasyonu)
)

L

Sekil 11. NO’nun metal iceren merkezler ve radikallerle tepkimeleri dogrudan
tepkimeler olup; koruyucu ve diizenleyici etkileri olur NO’nun aerobik ortamda
oksitlenmesiyle olusan reaktif nitrojen oksit tiirlerinin biyomolekiillerle tepkimeleri

dolayl etkileri olup, biyolojik sistemlerde zararl etkilere neden olurlar

4.3.8. Nekrotik Hiicre Oliimlerinde Nitrik Oksitin Etkisi

Sitokinler ve toksinler makrofajlar ile cok sayidaki diiger hiicre tiirleri de iNOS
sentezini indiikleyerek uzun siireli ve yiiksek derisimli NO sentezine neden olurlar. Bu
nedenle inflamasyon, sitokinler, bakteriyel toksinler nitrit ve nitrat olusumunu artirirlar.
Nitrik  oksitten kaynaklanan reaktif tiirler sitotoksik etkili olduklarindan,
mikroorganizmalara kars1t immiin savunma sistemine katkida bulunurlar. Bu nedenle,

INOS eksikligi olusturulmus deney hayvanlar1 patojenlere karsi ¢ok daha duyarhdirlar.

NO’nun sitotoksik etkilerinin glikoliz, sitrik asit dongiisii ve o6zellikle de mitokondri

solunumun inhibisyonundan kaynaklandig: kabul edilmektedir.(87,88,89)
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4.3.9. Nitrik Oksitin Apoptosisdeki Etkileri

Hiicre tipine bagl olarak NO proapoptotik ya da antiapoptotik etkilere sahiptir.
Endotel hiicrelerde, hepatositlerde ve noronlarda antiapoptotik etkili olan NO; diiz kas

hiicrelerinde ve tiimor hiicrelerinde proapoptotik etkilere sahiptir.

*HSP 70 ve Bcl-2 sentezinin indiiksiyonu

+*Hemoksijenaz ve ferritin sentezinin
mdiiksiyonu

*Kaspaz enzimlerinin S-nitrozasyonu ile
inaktivasyonu

+TTeGMP, | CaZ+ (mitokondride)

* Antioksidan etkileri

*C(0X-2 sentezinin inhibisyonu

*Bcl-2 sentezinin baskilanmasi

*DNA ile tepkimelen

*P53 sentezinin indiiksiyonu
*Mitokondri zar gegirgenliginin artmasi
*Tiyollerin oksidasyonu

*Kaspaz aktivasyonu

SEKIL.12. Nitrik Oksitin Proapoptotik ve Antiapoptotik Etkilerinin

Mekanizmalar

4.3.10. NO- Arginin Yolunun Hastaliklarda Degisimi

Arginin metabolizmasini kullanan makrofajlarin, kendilerinin ya da baglanti
kurduklart hiicrelerin fonksiyonlarin1 hizlandirdig1 veya baskiladigi tespit edilmistir.
Murine makrofajlarinda L-arginin-NO yolunun, timor hiicreleri ve mikroorganizmalara
kars1 baslica savunma mekanizmast oldugu belirtilmektedir (83,84). NO tiimdrostatik
(timor gelisimini durdurucu) ve tiimorisidal (tiimor hiicrelerini oldiiriicii) oldugu igin,

makrofaj arginin metabolizmasinin tiimor yataginda NO sentezi yoluyla timor
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gelisimini baskilama yoniinde calistigr ileri siiriilmiistiir (85). Tiimor i¢i makrofajlarin
metabolizmasi, NO sentezinden ziyade arginaz yoluyla oluyorsa tiimor gelisimi daha da

hizlanabilir, ¢iinkii ornitin hiicre cogalmasi icin gerekli poliaminlerin 6n maddesidir.

Immunolojik calismalarda, kanserli hastalarin hiicresel bagisiklik sistemlerinin
belirgin sekilde bozuldugu bulunmustur. Bu bozuklugun kismen arginazin immun

baskilayici etkisine bagli olabilecegi belirtilmistir.

5. SERBEST RADIKALLER

Bilindigi gibi atomlarin ¢ekirdekleri etrafinda donen elektronlar, belirli enerji
diizeylerinde, birbirine zit momentli ciftler seklinde bulunmaya egilimlidirler. En dis
yoriingede bulunan elektron c¢iftinin dengesi, yoriingeye bir elektron girmesi ya da
cikmastyla bozulursa, momenti dengelenmemis bu tek elektron; atoma (ya da molekiile)
biiylik bir aktiflik kazandirir. En dis yoriingede eslenmemis bir elektronu bulunan
molekiil ya da molekiil gruplarina “radikal” adi verilmektedir ve molekiiliin kimyasal

simgesinin sag iist kosesine konan nokta veya cizgiyle gosterilir (R’, R") (23-28).

5.1. Reaktif Oksijen Tiirleri

Oksijen 8 atom numarali dogada dioksijen (O,) olarak bulunan kararsiz bir
elementtir. Bu kararsiz konumu, enerji diizeylerinde bulunan elektronlariin yapisiyla
iliskilidir (23,24).

Oksijen molekiiliindeki aym1 yone donen iki elektrona sahip 2P son orbitali
onemlidir. Bu orbitallerden herhangi birindeki elektron, bir orbitali birakip digerine

gectiginde veya farkli yonde dondiigiinde ‘“‘singlet oksijen” olusur. Orbitallerden birine
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ters doniislii iki elektron veya ikisine ters doniislii iki elektron daha gelirse “oksijen

radikali” elde edilir.

Tablo.8. Oksijen tiirevi bilesikler

Radikaller Radikal Olmayanlar
Hidroksil ( HO") Hidrojen Peroksit ( H,O,)
Alkoksil (RO') Singlet Oksijen (0,™)
Peroksil ( ROO") Ozon ( O3)

Superoksit ( O;') Hipoklorid ( HOCI )

Nitrik oksit (NO") Lipid hidroperoksit ( LOOH )
Azot dioksit (NOy ) Peroksinitrit ( ONOOQO")

Olusan radikal eslesmemis tek elektronu nedeniyle ¢ok dengesizdir ve hizla
ortamdan kaybolur. Bu yiizden bu radikaller tek elektronlarini bir baska molekiile
verebilir (rediiksiyon) ya da bir baska molekiilden elektron alarak elektron cifti
olusturabilirler (oksidasyon). Sonugta nonradikal yapiy1 radikal sekle doniistiirebilirler.
Bu ozellikleri ile reaktif oksijen partikiilleri iki ana baglik altinda incelenmektedir

(23,24).

5.1.1. Siiperoksit Radikalleri(O)

Siiperoksit  radikalleri(O;), hiicrelerde rediikte elektron tasiyicilarinin
otooksidasyonu ile iiretilmektedirler. Siiperoksit olusumu; a-) elektron tasiyicisinin
redoks durumuna ve b-) ortamdaki oksijen derisimine bagldir. Zayif bir oksidan olan
stiperoksit radikalinin kendi basina Onemli hiicre hasarlarima yol agmasi miimkiin
goriilmemektedir. Ancak siiperoksit radikalleri oksidatif strese yol agabilen bir dizi
reaksiyonlar1 baglatabilir(29). Bu reaksiyonlarin en 6nemlilerinden biri Haber-Weiss
reaksiyonudur. Bu reaksiyonda O, ve H,O, demir varliginda etkileserek oldukca reaktif
olan HO'" radikallerini olusmaktadirlar.

0, + é —» Oy (siiperoksid radikali)
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H,O0,+ Oy _, HO +OH +0O,

Uretilen bu OH' Radikalleri oldukga reaktif olup DNA gibi yapilarla
reaksiyonlara girerek onemli hasarlara yol acabilmektedir (30).

Oy radikalleri, hiicre ici demir depolarindan demiri serbest hale getirir. Serbest
hale gecen demir iyonu Haber-Weiss gibi radikal iireten reaksiyonlarda veya diger
serbest radikal aracilikli hiicre hasarinda rol oynayabilir. Superoksit radikalleri ¢ok kisa
bir yar1 omre sahip olup dismutasyon reaksiyonu ile H,O, ve oksijen {iretirler.
Dismutasyon reaksiyonu spontan olarak meydana gelmekte ve reaksiyon siiperoksit
dismutaz (SOD) enzimi ile katalizlenmektedir.

Oy + 0y + 2H* SOD H,O; + O,
—

5.1.2. Hidroksil Radikalleri (HO")

Hidroksil radikali (HO"), biyolojik sistemlerde bulunan en giiclii serbest
radikaldir. Dokular radyasyona maruz kaldiklarinda, enerjinin ¢ogu hiicre i¢indeki su
tarafindan absorblanir ve radyasyon oksijen-hidrojen arasinda kovalent baga neden olur.
Sonugta sekilde goriildiigii gibi iki radikal meydana gelir. Bu radikallerden biri hidrojen
(H’) ve digeri ise hidroksil radikalidir (OH).

H-O-H — H + OH (Hidroksil radikali)

Hidrojen peroksitin (H,O,) Fe** veya Cu** ile reaksiyona girmesiyle de OH'
olusmaktadir. H,O, toksisitesinin biiyiik cogunlugunun temelinde bu olusan OH" oldugu
diisiiniilmektedir. Bu reaksiyon ilk defa 1894 yilinda Fenton tarafindan gozlenmis ve
giiniimiizde de Fenton reaksiyonu olarak bilinmektedir.

Fe” + H,0, —» Fe” + OH + OH

Cu* + H,0, —» Cu” + OH + OH

OH' radikalleri basta lipid, protein ve niikleik asitler (DNA ve RNA) olmak
tizere hemen hemen biitiin hiicresel molekiillerle reaksiyona girebilmektedirler. OH
DNA da bulunan deoksiriboz molekiiliine etki ederek ¢esitli iiriinler olusturdugu ve bu
olusan irlinlerin bazilarinin mutajenik olduklar1 goriilmiistiir. Yine OH' aromatik
halkaya katilma 6zelligi gosterdiklerinden DNA ve RNA’da bulunan piirin ve pirimidin

bazlarina katilarak radikal olusumuna neden olurlar. Ornegin: Timine katilarak timin-
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radikalini olusturur ve bu radikal oksijenle reaksiyona girerek son derece reaktif olan
timin peroksil-radikaline doniismektedir. Bu gibi bir dizi reaksiyona katilabilen OH
DNA’nin baz ve sekerlerinde ciddi hasarlar olugturarak DNA iplik kirilmalarina neden
olurlar. Hasar cok kapsamli olursa hiicresel koruyucu sistemler tarafindan tamir
edilemeyebilir ve bunun sonucunda mutasyonlar ve hiicre Olimleri meydana gelir
(29,31).

DNA’nin piirin ve pirimidin bazlar ile etkilesmenin yanisira tiol grubu igeren
biyolojik molekiillerden H atomu da koparabilmektedir.

R-SH + OH — RS + H,O

Sonucta olusan siilfiir radikalleri ilging kimyasal Ozelliklere sahiptir. Siilfiir
radikalleri, O, ile kombine olabilir ve oksi-siilfiir radikallerini olusturur. RSO, ve RSO
gibi bunlarin bir ¢ogu da biyolojik molekiillerde hasara neden olurlar.

OH’1in sebep oldugu en iyi karakterize edilmis olan biyolojik hasar lipid
peroksidasyon olayidir. OH' membran fosfolipitlerinin doymamis yag asit yan
zincirlerine hiicum eder. Bu o6zellikle arasidonik asit gibi doymamis yag asit yan
zincirlerinden -C atomunun birinden H atomunun ¢ikartilmasi ve su olusumu seklinde
gerceklesir

-C-+0OH — -C-+ HO

Bu reaksiyon sonunda membranda - C - radikali kalir. Bu - C - radikali oksijen

ile kombine olarak peroksil radikalini olusturur.

Dg'
[
C- + 0 —= -C-

Peroksil radikaller reaktiftir ve yakinindaki doymamis yag asitlerinin yan

zincirlerine saldirir;

O3 H .H

| | |

S0 -0 —= -C- + - -
|

Lipit ludroperokoat

Boylece OH' radikalleri, yiizlerce yag asitlerinin yan zincirlerini lipit
hidroperoksitlere doniistiiriir. Membranda lipit hidroperoksitlerinin birikimi membran

fonksiyonunu bozar. Peroksil radikaller ve sitotoksik aldehitler, membran proteinlerinde
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ciddi bir hasara neden olurlar ve membrana bagli bazi enzimleri ve reseptorleri inaktive

ederler (24, 32, 33).

5.1.3. Hidrojen Peroksit (H,O,)

Hidrojen peroksit eslesmemis elektrona sahip olmadigindan aslinda bir radikal
degildir. Siiperoksit anyonunun (O;) hidrojenle yaptig1 reaksiyona Dismutasyon
reaksiyonu ad1 verilir ve Dismutasyon hizi1 asidik pH degerlerinde hizlanir (24, 34).

Reaksiyon su sekilde ifade edilir;

20, + 2H" —» H0, + O,

Bazi enzimler ya tekli (NADPH oksidaz) ya da ciftli (Glukoz oksidaz) elektron
eklenmesini katalize ederek O, veya H,O, olusmasini saglarlar.

NADPH + 20, — 2NADP + 20y

R-CH,OH + O, — R-CHO-H;0;

5.1.4. Hipoklorik Asit (HOCI)

Hipokloroz asit de radikal olmadig1 halde reaktif oksijen tiirleri (ROS) i¢inde yer
almaktadir. Fagositik hiicrelerin bakterileri 6ldiiriilmesinde onemli rol oynarlar. Aktive
olan nétrofiller, monositler, makrofajlar ve eozinofiller siiperoksit radikallerini (O;)
tiretirler. Radikal iiretimi fagositik hiicrelerin bakterileri dldiirmesinde biiytik 6nem arz
etmektedir. Ozellikle nétrofiller miyeloperoksidaz enzimleri araciligiyla once O ‘in
olustururlar ve daha sonra dismutasyonuyla olusan hidrojen peroksiti kloriir iyonuyla
birlestirerek giiclii bir antibakteriyel ajan olan HOCI’1i meydana getirirler.

H202 + HCI — HOCI + Hzo
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5.1.5. Singlet O, (0,

Yapisinda eslesmemis elektronu bulunmadigindan serbest radikal degil ancak
serbest radikal reaksiyonlarini baslattiklarindan serbest radikal sinifina dahil edilmistir.
Singlet O,, oksijen elektronlarindan birinin disaridan enerji almas1 sonucu kendi doniis
yoniiniin tersi yonde olan farkli bir yoriingeye yer degistirmesi neticesi olusabilecegi
gibi siiperoksit radikalinin dismutasyonu ve hidrojen peroksitin hipoklorit ile reaksiyonu
sonucunda da olusabilir. Viicutta deri ve retina gibi giin 151g1na maruz kalan bolgelerde
sikca olustugu tespit edilmistir.

Serbest oksijen radikallerinin etkisiyle peroksil radikalleri (ROO), alkoksil
radikalleri (RO") karbon merkezli radikaller (R’) veya tiol radikalleri (RS") olusur. Bu

radikaller oksijenle tekrar reaksiyona girerek yeni serbest radikaller iiretirler (35).

5.2. Reaktif Nitrojen Tiirleri (NO, NO,, NO ¥, NO")

Lipofilik o6zellikte olup, oksijensiz ortamda oldukg¢a stabildir (36). Diisiik
konsantrasyonlarda iken, ortamda oksijen varliginda dahi stabilitesini koruyabilen NO,
bilinen en diisiik molekiil agirlikli, biyoaktif memeli hiicresi sekresyon iiriintidiir (37,38,
39). Diger radikallerden farkli olarak diisiik dozlarda toksik degildir ve ¢ok onemli
fizyolojik islevleri gerceklestirir (36). NO’; bir atom azot ile bir atom oksijenin
ciftlesmemis elektron vererek birlesmesinden meydana gelmistir ve bu yiizden radikal
tanimina uymaktadir (40). Bu lipofilik serbest radikal damar endotel hiicrelerinde Nitrik
Oksid Sentaz (NOS) enzimi araciligiyla L-arjininden sentezlenir. NOS’in bircok
izoformu tanimlanmigtir. NO”in yar1 6mrii 10-20 saniyedir. Kolayca diiz kasa gecerek
Guanilat Siklaz (GC) enziminin “hem” demirine baglanir ve ¢cGMP sentezini uyarip
damar gevsemesini uyarir. Sentezlenen NO, ayni zamanda tiyol gruplarini S-
nitrozilasyona ugratarak protein ve reseptor fonksiyonlarini da degistirir. NO, Fe-S
kiimelerine afinite gosterdigi i¢in bu gruplari iceren akonitaz enzimine de baglanir. Bu
enzim hiicre i¢i demir trafigini kontrol eder. NO, akonitaz enzimine mRNA

baglanmasini artirir ve enzimin aktivitesini diisiiriir.
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NO' metabolize olurken molekiiler oksijen ile baglanip nitrojen dioksidi (NO;)
olusturur:

2NO + Oy = 2 NO,

NO’in ROS’leri ile reaksiyon vererek giiclii bir oksidan olan peroksinitriti
(ONOOH) olusturdugu ve bunun da ileri dekompozisyonla OH' radikalinin olusumuna
yol actig1 ifade edilmektedir:

NO + O, — ONOO

ONOO + H" — ONOOH

ONOOH — NO,+OH

OH' radikali ise biyolojik olarak yikici bir molekiildiir. Ayrica, peroksinitrit de
tirozin gibi fenolik amino asitleri nitrolayarak toksik nitro- tiirevlerini (nitrotirozin)
olusturmaktadir. Sonu¢ olarak NO, endotel hiicre disfonksiyonu ve buna bagh

ateroskleroz, hipertansiyon ve DM gibi bazi 6nemli hastaliklarda rol oynayabilmektedir.

5.3. Bashca Serbest Radikal Uretim Kaynaklar

Serbest radikaller organizmada normal olarak meydana gelen oksidasyon ve
rediiksiyon reaksiyonlar1 sirasinda olustugu gibi cesitli dis kaynakl etkilerin etkisiyle de
olusabilir. Hiicre organellerinin her biri farkli miktarda radikal olusumuna sebep olurlar.
Bunlarin yanisira radyasyon, stres ve ksenobiyotikler aktive olmus fagositlerde serbest
radikal iiretimini arttirirlar. Sitokrom P 450, sitokrom b5, ksantin oksidaz, triptofan
dioksijenaz, lipooksijenaz, prostoglandin sentetaz, hemoglobin, flavoproteinler, lipid
peroksidasyonu, oksidatif stress yapan iskemi, travma ve intoksikasyon gibi durumlar,
mitokondrial elektron transport sistemi (ETS), molekiiler otooksidasyon yapan tiol,
hidrokinon, katekolamin, flavin ve antibiyotik gibi molekiillerin hepsi hiicresel serbest
radikalleri olustururlar (35, 41) . Serbest radikal olusturan kaynaklar endojen ve ekzojen
olmak iizere iki gruba ayrilabilir.

5.3.1. Endojen Serbest Radikal Uretim Kaynaklar

Normal olarak metabolizmada, baz1 biyokimyasal olaylarin ¢esitli

basamaklarinda serbest radikaller olusmaktadir. Her ne kadar serbest radikal yapisina
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sahip maddelerin organizmaya zarar verme potansiyelleri varsa da, bazi metabolik

olaylarin ilerleyebilmesi i¢in bunlarin olugmasi kaginilmazdir.

5.3.1.1. Mitokondriyal Elektron Transport Sistemi

Mitokondrideki enerji metabolizmasi sirasinda oksijen kullanilirken, tiiketilen
oksijenin %1-5 kadar1 siiperoksit yapimi ile sonlanir. Buradaki radikal yapiminin
nedeni NADH dehidrogenaz ve koenzim Q gibi elektron tastyicilardan oksijene elektron
kacaginin olmasidir. Fizyolojik olarak reaktif oksijen tiirlerinin temel kaynagi normal
oksijen metabolizmasidir. Dolayisiyla fizyolojik kosullar altinda mitokondriyal elektron

transport sistemi serbest radikal iiretiminin en 6nemli kismin1 olusturmaktadir (42).

5.3.1.2. Endoplazmik Retikulum

Endoplazmik retikulumda buluna sitokrum P—450 molekiiler oksijeni kullanarak
bir¢ok substrati oksitler. Oksijen molekiiliiniin bir atomu substrata baglanir, diger atomu
ise su olusturur. Bu reaksiyon monooksijenaz veya karigitk fonksiyonlu oksidaz
reaksiyonu olarak adlandirilir.

Kimyasal ajanlarin serbest radikal olusturmadaki en ©nemli mekanizmalari,
mikrozomal sitokrum P—450 sistemi ile aktivasyonudur. Bu sistem, molekiilleri
indirgeyerek veya oksitleyerek serbest radikal olusturur. Son durumda bir elektron
eksikligi vardir ve elektrofilik bilesik olusur. Olusan bu elektofilik iiriin bir niikleofil ile
reaksiyona girer. Bu elektrofilik bilesigi ceken en onemli bilesik sistein kalintilart
tizerindeki tiyol (-SH) grubudur. Tiyol grubu ise pek cok endojen makromolekiilde
(DNA, RNA, enzimler gibi) bulundugu icin reaktif ara iirtinler bu molekiillerle kovalent
baglanarak toksisite gosterbilirler (43).

5.3.1.3.Redoks Dongiisii

Ksenobiyotiklerden serbest radikal olusumu sadece mikrozomal reaksiyonlarla

olmamaktadir. Menadion, parakuat, dikuat, nitrofurantoin, gibi bilesikler alternatif bir
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redoks siklusuna girerler. Bu bilesikler, ilave bir ciftlenmemis elektron kazanma
egilimindedirler. Bu ajanlardan olusan radikaller, tekrar ana bilesige doniismek igin
kolayca oksijenle oksitlenir ve siiperoksit radikalini olugtururlar (44)

Olusan ksenobiyotik ve siiperoksit radikalleri intra selliiler ferritin depolarindan
demiri serbest hale getirirler. Sitozole salinan demir, serbest radikaller arasinda en
reaktif olan ve dolayisiyla daha yikict olan hidroksil radikali gibi ikincil radikallerin

olustugu Fenton reaksiyonunda katalitik rol oynar (29).

5.3.1.4. Arasidonik Asit Metabolizmasi

Hiicre membranlarinda prostaglandin i¢in en ©Onemli doymamis yag asidi
prekiirsorii arasidonik asittir. Fagositik hiicrelerin uyarilmasi, fosfolipaz ve protein
kinazin aktivasyonu, plazma membranlarinda arasidonik asidin salinimina yol agar.
Arasidonik asidin siklooksijenaz tarafindan katalizlenen oksidasyonu prostaglandinleri,
lipooksijenaz tarafindan Kkatalizlenen oksidasyonu ise lokotrienleri verir ve bu
tepkimeler sirasinda serbest radikaller olusur (45).

Arasidonik asid oksidasyonu baslatilmis bir serbest radikal reaksiyonudur.
Siklooksijenaz ve lipooksijenaz enzimlerinin her ikisi de aktiviteleri i¢in peroksitlere
ihtiya¢ duyarlar. Siklooksijenaz aktivitesi daha sonra prostaglandinlerin sentezi icinde
gerekli olan endoperoksitlerin olusumuyla sonuclanir. Ote yandan lipooksijenaz lipit
peroksitleri iizerinden 16kotrienlerin olusumunu katalize eder (45). Aym1 zamanda bazi
kisenobiyotiklerden bu esnada reaktif ara iirlinler olusmaktadir. Bu ara iiriinler hedef

yapilarla etkileserek toksisite gosterirler.

5.3.1.5. Fagositoz

Radyasyon, stres ve ksenobiyotikler aktive olmus fagositlerde serbest radikal

tiretimini arttirirlar. Aktive fagositler intraselliiler radikal olusumuna neden olurlar
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(Tablo-9). Aktive olmus fagositlerde iiretilen serbest radikaller patojenlerle savasta

onemli rol oynar.

Tablo. 9. Fagositlerin iirettigi reaktif oksidan iiriinler

Trombositler H,0,, O,, OH

Notrofiller H,0,, Oy, OH', HOCI1
Eozinofiller H,0,, O,, OH', HOCI,
Makrofajlar H,0,, Oy, OH, HOCI, NO

Kan monositleri, doku makrofajlar1 (kupfer hiicreleri, alveolar makrofajlar) gibi
fagositik hiicreler ve notrofiller, eozinofiller, bazofiller gibi graniilositler immunojenik
veya Ozel bir uyaranla uyarildiktan sonra lizozomlarini disar1 vermeye bagslarlar. Reaktif
oksijen olusumunun yanisira, mitokondri disindaki oksijen iiretiminde bir patlama
(respiratory brust) olur. Fagosite edilmis, patojenler oksidan ajanlar tarafindan
oldiiriilir. Solunum yolu ile patlamanin (respitory brust ) amaci oksidan ajanlar
saglamaktir. Olusan oksidan ajanlar patojenleri 6ldiirmenin yanisira myeloperoksidaz
sistemine de etki eder. Hidrojen peroksit ve hipoklorit kombinasyonu myeloperoksidaz
sistemine etkiyerek de giiclii bir antimikrobiyal aktivite gosterir. Bu radikaller memeli
bakteri ve parazitlerine karsi sitotoksik etkiye sahip oksidan ajanlardir. Membran
peroksidasyonu, membran proteinlerinin dekarboksilasyonu ve/veya oksidasyonuna yol
acip membran biitiinliigiinii bozabilir ve DNA'y1 okside ederek parcgalayabilir. Fagositik
kaynakl1 oksidan ajanlar; ototoksik, immunosupresif ve mutojenik etki olusturabilirler

(45).

5.3.1.6. Otooksidasyon

Doku bilesenlerinin ¢ogu molekiiler oksijenin varliginda kimyasal olarak stabil

degildirler ve metabolik sartlar altinda az yada ¢ok otookside olurlar. Kolayca otookside



54

olabilen bu bilesenler doku ve hiicrelerin son derece Onemli komponentleridirler
(46,47,48). Bunlar arasinda, Hemoglobin gibi metalloproteinler, hormonlar, tiyoller,
doymamis membran lipitleri sayilabilir.

Biitiin otooksidasyonlar sirasinda serbest radikal intermediyerleri kadar aktive
oksijen tiirleri de {iiretilir. Boylece otooksidasyonlar viicudun radikal kaynaklarina

katkida bulunurlar.

5.3.1.7. Oksidan Enzimlerin Reaksiyonlari

Aerobik organizmalarda oksijenin katildig1 bir¢ok reaksiyonda oksijenin tek
degerlikli indirgenmesiyle siiperoksid anyonu meydana gelebilir. Glikojen oksidaz,
ksantin oksidaz, NADPH oksidaz, NADH oksidaz, diamin oksidaz, iirat oksidaz gibi
enzimler bunlardan bazilaridir.

Uzerinde en cok calisilan enzim Ksantin oksidaz (XOD) aslinda ksantin
dehidrogenaz (XDH) olarak sentezlenmekte ve bu sekilde dokularda yaygin olarak
bulunmaktadir. Bu enzim elektronlarini molekiiler oksijene degil NAD’ye verir ve
stiperoksit anyon radikali olusturmaz. Fakat XOD siilfidril oksidasyonu ya da sinirl
proteolizis ile dehidrogenaz formunda oksidaz formuna doniisebilir. XOD molekiiler

oksijeni kullanarak H,O, ve O, olusturmaktadir(49).

5.3.2. Ekzojen Serbest Radikal Uretim Kaynaklar

Serbest radikaller, eksojen nedenlerle de olusabilir. Radyasyon, sigara dumani,
zehirli gazlar, bazi ilaclar, kanserojen maddeler ve pestisitler en 6nemli ekzojen serbest

radikal iiretim kaynaklar1 olarak bilinirler (50).
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5.3.2.1. Serbest Radikallerin Viicuttaki Etkileri

5.3.2.1.a. Serbest Radikallerin Lipitlere Etkileri

Serbest radikallerin en 6nemli etkisi lipitler lizerine yaptigr etkidir ki bu lipit
peroksidasyonu olarak adlandirilir (51-53). Lipit peroksidasyonu doymamis yag
asitlerinin serbest radikallerle etkilesmesi sonucu doymamis yag asidindeki metilen
grubundan bir hidrojen atomunun uzaklastirilmasi ile baslamaktadir. Biyolojik
sistemlerde bu radikalin siiperoksit anyon radikali ile hidroksil radikali oldugu kabul
edilmektedir. Siiperoksit anyon radikali hidroksil radikaline doniismektedir. Benzer
sekilde hidrojen peroksidin de hidroksil radikaline doniistiigii bilinmektedir. Bu nedenle
lipit peroksidasyonunu baslica hidroksil radikali baglatmaktadir (51).

Hidrojen atomunun koparilmasiyla olusan serbest yag asidi radikali molekiiler
oksijen ile reaksiyona girerek peroksit radikalini olusturur. Olusan peroksit radikali
yiiksek reaksiyon yetenegine sahip olup baska bir yag asidi molekiilii ile yeni bir
hidroperoksit ve yeni bir yag asidi radikali olusturacak sekilde reaksiyona girer. Olusan
bu yag asidi radikali yeniden oksijen ile birlesir ve© RH dan yeniden bir hidrojen
atomunun ayrilmasini saglar. Bu baslayan zincir reaksiyonu olusan yeni radikallerin
etkisiyle devamli olarak artan bir hizda devam eder (51,52).

R +0, — ROO

ROO" +RH — R + ROOH

ROOH — ROO" + OH

RO + RH — R + ROH

OH + RH — R + H,O

Bir¢ok olayda bu sekilde olusan lipit peroksiti RO Ve OH' verecek sekilde
parcalanir ve bu olusan radikaller hemen substrat ile reaksiyona girerek yeni zincir
reaksiyonlarini baglatacak olan R’ radikallerini olustururlar. Boylece olusan bir radikal
siirekli olarak yeni radikallerin olugsmasina neden olur (52).

Lipit peroksitleri hiicre zarlarinin 6nemli bir komponentidir ve Fe, Cu gibi gecis
metallerinin varliginda alkoksi ve peroksi radikallerini verirler. Bu nedenle Fe veya Cu
tuzlar lipit peroksidasyonunun hizim arttirirlar. Sonugta hiicre zarinin akiskanligini ve

permabilitesini azaltarak zar biitiinliigiiniin bozulmasina yol acarlar. Lizozomal
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membranlarin tahribi hidrolitik enzimlerin salinmasina ve intraselliiler sindirime neden
olur. Biriken hidroperoksitler direkt olarak toksik etki gostermenin yanisira duyarli
aminoasit kalintilarin1 (methionin, histin, sistein, lizin) okside eder veya zincir

polimerizasyon reaksiyonlariyla enzimleri inaktive edebilirler (45, 52, 54).

5.3.2.1.c. Serbest Radikallerin Karbonhidratlara Etkileri

Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksid, peroksitler ve
okzoaldehitler meydana gelirler. Bunlar diabet ve sigara icimi ile iliskili kronik
hastaliklar gibi patolojik proseslerde onemli rol oynarlar (56).

Enflamatuar eklem hastaliklarinda synovial siviya gecen PML’lerden
extraselliiler siviya salinan H,O, ve O, buradaki mukopalisakkarit olan hyaliiranoik
asidi parcalarlar (58). GoOziin virtdz sivisinda bol miktarda hyaliironik asit bulunur.

Bununda oksidatif hasar1 katarakt olusumuna katkida bulunur (58).

5.3.3. Antoksidan Savunma Sistemleri

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasari
onlemek i¢in viicutta “antioksidan savunma sistemi” adi verilen bir¢ok savunma
mekanizmalart gelismistir. Biitiin hiicreler giicli savunma sistemlerinin varlig ile
oksidatif strese karsi savasmaktadirlar savunma sistemlerini serbest radikal tutuculari
ve baz1 enzimler olusturmaktadir ve savunma sisteminde Oncelikle enzim sistemi etkili

olmaktadir (68).
5.3.3.1.Enzimatik Antioksidanlar
5.3.3.1.1 Siiperoksit Dismutaz (E.C.1.15.1.1)

SOD siiperoksit anyonunun hidrojen perokside dismutasyonunu katalizler.

Oy + Oy + 2H" SOD H,O, + O,
—
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SOD, glutatyon peroksidaz ve katalaz oksijen radikalleriyle olusan hasara karsi
baglica enzimatik savunma mekanizmalaridir. SOD ile 02 nin dismutasyonu ile H,O,
cikarilmasi hiicre i¢in biyolojik avantaj saglar. Hiicreden H,O; ¢ikarilmasi i¢cin SOD;

katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimleri ile birlikte calisir (68,69).

5.3.3.1.2. Katalaz (E.C. 1.11.1.16)

Katalaz yapisinda hem grubu icerdiginden bir hemoprotein olarak kabul
edilmistir (70). Kan, kemik iligi, karaciger, bobrek ve miikéz membranda yiiksek
miktarda bulunmaktadir (71). H;O, olusum hizinin diisiik oldugu durumlarda
peroksidatif tepkimeyle (tepkime 1) veya H»O, olusum hizinin yiiksek oldugu
durumlarda ise katalitik tepkimeyle (tepkime 2) hidrojen peroksiti suya doniistiirerek

ortamdan uzaklastirir (46).

H202 + AH2 — 2H20 + A (tepkime 1)
H202 + H202 — 2H20+ 02 (tepkirne 2)

5.3.3.1.3 Glutatyon Peroksidaz (E.C 1.11.1.9)

Glutatyon peroksidaz, hidrojenperoksidlerin  indirgenmesinden sorumlu
enzimdir. Tetramerik ve 4 selenyum atomu ihtiva eden sitozolik bir enzimdir. Birbirine
kenetli enzim sistemi GSH-Px ve GSH-Rd glutatyon harcayarak H;O, ‘nin

rediiksiyonunu katalizler (68).

H,0p + 2GSH GCSHE-Px. G35G + 2H,0

ROOH + 2G8H 2284 Gogs + ROH + HO

Fosfolipid hidroperoksid glutatyon peroksidaz da (PLGSH-Px) molekiil agirlig
20.000 dalton olan, monomerik selenyum atomu ihtiva eden sitozolik bir enzimdir.

Membran fosfolipid hidroperoksidlerini, alkollere indirger.
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H,0, + 2GSH FPLGSH-PR. gegg + 20

ROCH + 2GSH PLGSH-Px. G8sG + ROH + H;0O

PLOCH + 2GSH FLESHP. Gesc4pLOH +H,0

Membrana bagli en onemli antioksidan olan vitamin E yetersiz oldugu zaman
PLGSH-Px membranin peroksidasyona kars1 korunmasini saglar.
Hidroperoksidlerin rediikte olmast ile meydana gelen GSSG, glutatyon
rediiktazin katalizledigi reaksiyon ile tekrar GSH’a doniisiir.
Glutatyon

(GSSG + NADPH + I Tediktar . onem | NaDP’

GSH-Px’in, fagositik hiicrelerde Onemli fonksiyonlar1 vardir. Diger
antioksidanlarla birlikte GSH-Px, solunum patlamasi sirasinda serbest radikal
peroksidasyonu sonucu fagositik hiicrelerin zarar gérmelerini engeller.

Eritrositlerde de GSH-Px oksidan strese karsi en etkili antioksidandir. GSH-Px
aktivitesindeki azalma, hidrojen peroksidin artmasina ve siddetli hiicre hasarina yol

acar.

5.3.3.1.4. Glutation-S-Transferazlar (E.C.2.5.1.18)

GST’lar antioksidan aktivitelerine ilave olarak ¢ok dnemli baska biyokimyasal
fonksiyonlara da sahiptirler. Son zamanlara kadar GST’lar katalizledikleri reaksiyona
gore siiflandirilmaktaydilar. (aril transferaz, alkil transferas, epoksit transferaz, aralkil
transferaz ve alken transferaz gibi). Daha sonra yapilan ¢aligmalar bu enzimlerin s6z
konusu reaksiyonlarin herhangi birine 0zgiil olmadigimi, i¢ ige ge¢mis substrat
ozgiilliigiine sahip oldugunu ortaya koymus ve bunlar ‘glutatyon-S-transferaz’ lar adi
altinda toplanmistir. Giiniimiizde ise tiire bagimsiz bir siniflama yapildiginda GST’lar
geleneksel olarak li¢ sitozolik bir de mikrozomal olmak iizere dort ana gruba ayrilirlar.

Basta arasidonik asid ve lineolat hidroperoksidleri olmak iizere lipid
peroksidlerine karsit GST’lar Se-bagimsiz GSH peroksidaz aktivitesi gostererek bir

defans mekanizmasi olustururlar.



59

iz T
ECOH + 2G5H —— = o555 + ECOH + HpO

Homodimerik veya heterodimerik enzimler olan GST larin, arastirilan tiim canh
tirlerinde bulunmas1 bunlarin hayati 6neminin gostergesidir. Bu enzimler katalitik ve
katalitik olmayan ¢ok sayida fonksiyona sahiptirler. Hem detoksifikasyon yaparlar hem
de hiicre ici baglayici ve tasiyict rolleri vardir. Katalitik olarak; yabanct maddeleri
glutatyon (GSH)’daki sisteine ait —SH grubu ile baglayarak onlarin elektrofilik
bolgelerini notralize ederler ve iiriiniin daha fazla suda ¢oziiniir hale gelmesini saglarlar.
Olusan bu GSH konjugatlart boylece organizmadan atilabilir veya daha ileri metabolize
olurlar.Bu yol, GST’larin kanserojen, mutajen ve diger zararli kimyasallarin hiicre i¢i
detoksifikasyonunda rolleri oldugunu gozterir.

Metabolize edilmeyen lipofilik-hidrofobik pek ¢ok bilesigi baglamalar1 ise bu
enzimler icin depo ve tagima rolii ustlendigini gosterir. Bir¢cok pigment (bilirubin,
hematin, bromsiilfattalein, indosiyanin gren gibi), kolik asitler, steroid hormonlar,
polisilik ~ artomatik  hidrokarbonlar ~ bu  proteinler  tarafindan  baglanip

tasinabilmektedirler.

5.3.3.1.5. Mitokondrial Sitokrom Oksidaz

Solunum zincirinin son enzimi olan sitokrom oksidaz, asagidaki reaksiyonla
stiperoksidi detoksifiye eden enzimdir.

40,7 + 4H’ + 4¢° — 2H,0

Bu reaksiyon, fizyolojik sartlarda siirekli cereyan eden normal bir reaksiyon olup
bu yolla yakit maddelerinin oksidasyonu tamamlanir ve bol miktarda enerji tiretimi
saglanir. Ancak, siiperoksid iiretimi ¢ogu zaman bu enzimin kapasitesini asar. Bu
durumda diger antioksidan enzimler devreye girerek siiperoksidin zararli etkilerine

engel olurlar.
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5.3.3.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

5.3.3.2.1. Askorbik Asit

C vitamini, Suda coziinme Ozelligi gosterir; ancak lipit peroksidasyonunu
baslatan radikallerin etkilerini yok ederek, lipitleri oksidasyona kars1 korur.

C vitamini, antiproteazlarin oksidan maddeler ile inaktive olmasini engeller. E
vitaminin rejenerasyonunda gorev alarak tokoferoksil radikalinin o-tokoferole
indirgenmesini saglar. Boylece E vitamini ile birlikte LDL oksidasyonunu etkili bir
sekilde engellemis olur.

C Vitamini, fagositoz i¢in de gereklidir. Bu vitaminin kemotaktik cevabi
artirdif1 goriilmiis; oksidatif patlama sirasinda cevreye yayilan reaktif bakterisidal
molekiillerin antibakterisidal etkisini saglayan intraselliiler konsantrasyonlarinda bir
azalma yapmadan, oksidatif parcalanma iiriinlerinin zarar verici etkilerini Onledigi
gozlemlenmistir.

C Vitamini, antioksidan etkileri yaninda organizmada fenton reaksiyonunda ferri
demiri ferro demire indirgeyerek hidrojen peroksitle etkilesmeye uygun olan siiperoksit
radikalinin liretimine neden olur.

Bu etkisi sebebiyle askorbik asit ayni zamanda pro-oksidan olarak kabul
edilmektedir; fakat bu tip etkisinin sadece diisiik konsantrasyonlarda goriildiigii daha

yiiksek konsantrasyonlarda ise gii¢lii bir antioksidan olarak etki gosterir (73).

5.3.3.2.2. a-Karoten (Vitamin A 6n maddesi)

a -karoten yagda c¢oziinen bir antioksidan olarak serbest radikaller biyolojik
hedeflerle interaksiyonuna girmeden Once direkt olarak onlar1 yakalayabilir ve aym
zamanda zincir kiran bir antioksidan olarak etki ederek de peroksit radikalleri

olusumunu 6nler (72,73).
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5.3.3.2.3. Vitamin E (a -Tokoferol)

o -Tokoferol yagda ¢oziinen ve zincir-kirici bir antioksidandir. En 6nemli gorevi
oksijen serbest radikallerinin ataklarina karst membran lipidlerindeki yag asitlerini
korumaktir. Mitokondri, endoplazmik retikulum ve plazma membran fiosfolipitlerinin -
a tokoferole karst cok yiiksek affinitesi vardir. Tokoferoller fenolik bir hidrojeni
peroksidasyona ugramis bir doymamis yag asidindeki serbest peroksit radikaline

aktarirlar (44). Bunun sonucunda serbest radikal zincir reaksiyonlar1 kirilir.

ROO" + Toc-OH — ROOH + Toc-Or

ROO" + TocO — ROOH + Serbest olmayan radikal

Toc-OH = TOKOFEROL

Olusan serbest o-tokoferol radikali bundan sonra yeni bir serbest peroksit
radikaliyle reaksiyona girir. Boylece a-tokoferol kolay reversibl oksidasyona ugramaz.
Kroman halkas1 ve yan zincir seklindeki serbest olmayan radikal iiriiniine okside olur.
Bu oksidasyon {iriinii ikinci konumundaki hidroksil grubu iizerinden glukuronik asit ile
konjugasyona ugrayarak safra yoluyla atilir (74).

Tokoferoliin antioksidan etkisi yliksek oksijen konsantrasyonlarinda etkilidir.
Bundan dolayr en yiiksek oksijen kismi basinglarma maruz kalan lipit yapilarinda

ornegin eritrosit ve solunum sistemi membranlarinda etkileri belirgindir (75,76).

5.3.3.2.4. Polifenoller

Fenoller, aromatik halkaya bagli OH grubu igeren etkili antioksidanlardir, ¢iinkii
bu bilesiklerden olusan radikaller, rezonans kararliligina sahiptir, bu nedenle diger

radikallere gore etkin olmayan radikallerdir.
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5.3.3.2.5. Transferin ve Laktoferrin

Demiri baglayarak lipid peroksidasyonu ve demir katalizli Haber-Weiss

reaksiyonlarina katilimini durdurur veya yavaslatir.

5.3.3.2.6. Seruloplazmin

Plazma antioksidan aktivitesinin onemli bir kismini akut faz proteini olan
seruloplazminden kaynaklanir. Seruloplazmin oksijen radikal ara iiriinleri salinmaksizin
Fe(Il)'yi Fe(Ill)’e oksitler. Seruloplazmin demir ve bakir bagimh lipit peroksidasyonu

inhibe eder. Daha az 6nemli olmakla birlikte siiperoksit radikali ile reaksiyona da girer

5.3.3.2.7. Albiimin

Albtimin kuvvetli sekilde bakir ve zayif olarak da demiri baglar. Yiiksek
konsantrasyonlarda (40-60 mg/ml) bulunur. Albumine bagli bakir, Fenton reaksiyonuna
katilabilir fakat albumin yiizeyinde olusacak olan OH radikali albumin tarafindan
temizlenir ve radikalin serbest soliisyona kagmasina izin vermez. Bu biyolojik olarak
onemli olmayan, albumine ait bir reaksiyon 6rnegidir. Ayn1 zamanda myeloperoksidaz

tiirevi bir oksidan olan HOCI'1 hizli bir sekilde temizler.

5.3.3.2.8. Urik Asit

Kuvvetli olarak demir ve bakir baglama yetenegi, antioksidatif roliiniin 6nemli
bir parcasidir. Lipit peroksidasyonunu inhibe etme ve radikalleri temizleme gorevine

sahiptir.
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Hem katabolizmasi ile meydana gelen ve albumine baglh olarak tasinan bir safra

pigmentidir. Yag asitlerini peroksidasyona kars1 kuruma gorevine sahiptir.

6. MATERYAL ve METOD

6.1. Kullanilan Aracg ve Gerecler

Calismamizda Harran  Universitesi  Arastirma  Hastanesi
Laboratuvarinda rutin olarak kullanilan cihazlardan yararlanilmistir.
Santrifiij (Hettich Universal 30 RF)

Spektroflorometre (Shimadzu RF-1501 MODEL, Japon)
Derin dondurucu (New Brunswick Scientifi, C54285 model)
Vorteks (Niive, NM 110 model, Tiirkiye)

Hassas terazi (Sartorius marka 0,0001 g’a duyarl)

Su banyosu (Niive, BM 402 model, Tiirkiye)

A G o

Dijital pH-metre (Hanna, pH 211 model Japon)

o0

. Otomatik biyokimya analizorii (Aeroset, U)

6.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler
1. MinCl,(sigma)
2. L-Arginin(sigma)
3. Kabonat tamponu
4. HC104(Merc)
5. FeCls(Merc)
6. H;PO4(Carlo ERBA)
7. H,SO4(Merc)

Biyokimya
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8. DAM(Diasetil Monoksim Carlo ERBA)
9.Thiosemi carbazid (Sigma)

10. Ure(3mg),benzoik asit
11.ZnSO4(Merc)

12.NaOH(Merc)

13.Napthyle-etilen —diaminoklorid(Merc)
14.Silfanilamid(Merc)

6.3. Yapilan Istatistiksel Analizler

Ticari bir program olan SPSS 11.5 paket programi ile tekrarli varyans analizi
kullanilarak gerekli istatistiksel analizler ve sekiller yapildi. p < 0,05 ve p<0,001 olmasi
anlaml olarak kabul edildi. Gruplarin arasindaki farki degerlendirmek icin student t-test
kullanildi. Parametrelerin arasindaki iliskiyi degerlendirmek i¢in ise korelasyon analizi

yapildi.

6.4. Hasta ve Kontrol Gruplarimin Olusturulmasi

Hasta Grubu: Bu calismamizda Sanlurfa’nin Harrankapr Saglik Ocagina
bagvuran ve deneysel tedavi yontemiyle laysmanyazis paraziti tasidigi kesinlesen,
anamnezinde infeksiyon disinda herhangi bir sikayeti olmayan, fizik muayenesinde
herhangi bir patoloji saptanmayan, klinik ve laboratuar tetkiklerinde lokal veya sistemik
hastalik tespit edilmeyen, alkol ve sigara kullanmayan, herhangi bir kanser risk faktorii
tasimayan 20 sark ¢ibanli hastalarin ve bu hastalarin tedavi almadan 6nceki kanlarinin
alinmasi yam sira 1.doz, 2.doz, 3.doz, 4.doz ve 5.doz tedavileri sirasindaki kanlar1 alinip

hasta gurubu olusturuldu hasta gurubunun yas ortalamasi 46,48 + 21,30 arasindadir.

Kontrol Grubu: Bu calismada kontrol grubu olarak yine ayni bolgelerde
bulunan, deneysel tedavi yontemi ile sark cibami paraziti tagimadiklar1 kesinlesen,
anamnezinde herhangi bir sikayeti olmayan, fizik muayenesinde herhangi bir patoloji

saptanmayan, klinik ve laboratuar tetkiklerinde lokal veya sistemik hastalik tespit
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edilmeyen, alkol ve sigara kullanmayan, herhangi bir kanser risk faktorii tastmayan 20

kisi randomize olarak se¢ildi. Kontrol grubunun yas ortalamasi 24 — 48 idi.

6.5.0rneklerin Hazirlanmasi

Sark ¢ibani hastalarinda heparinli tiiplere 8 cc kan alinip, 3500 rpm’de 5 dakika

santriifiij edilerek plazmasi ayrildi. plazma ve -80 derece saklandi.

6.6.Arginaz Olciimii

Arginaz 6l¢timii TDMU(Tiosemikarbazid diasetil monoksim) yontemiyle
olctldii(17).

Reaktif 1: MnCl, den 5 mmol/It hazirland1.(100mikrolitre serum +900 mikrolitre
MnCl,) her serum icin 1/10 oraninda MnCl,; soliisyonu ile diliie edildi.

Reaktif 2: 25mmol/L L-Arginin 0,4ml hazirlandi.

Reaktif 3: Karbonat tamponu: Na,HCO; ’ten 40mM 500 mlhazirlandi.
NaHCO5’ten 40mM 500ml hazirlands. iki soliisyon PH:9,6’ya ayarlandi.

Reaktif 4: 1 N HC10,4 0,5 ml hazirlands.

Reaktif 5: Asit karigimi:

a) 0,12 molar FeCls bir miktar distile suda ¢oziilmiis 667 plt %85’lik H3PO,4
ilave edilerek 100 mlt’ye tamamlandi.

b)Asit karistmindan 1 m1,999 ml %20’lik(v/v) H,SOy icerisine ilave edildi.

Reaktif 6: 1 mlt reaktif ayraci; 0,0617 Molar DAM(Diasetil monoxim)
+0,0036Molar Thiosemi Carbazit karistirildi.

Yontemin Uygulanisi: MnCl2’den Smmol/Lt hazirlandi, sonra her serum 6rnegi
icin 1/10 oraninda MnCI2 soliisyonu ile diliie edildi. (100mikrolitre serum + 900
mikrolitre MnCl2) hazirlanan karistm 55 °. de 8 dakika inkiibe edildi 25 mM L-
Argininden 0,4 mlt, 40mM (PH=9,6) karbonat tamponundan 0,4 mlt(carbonat tamponu:
Na,HCOsten 40mM 500 ml hazirlandi.NaHCO5’ten 40 mM hazirlandr. Tki soliisyon
pHmetre altinda karistirilarak PH : 9,6’ya ayarlandi.) ve On inkiibasyona birakilmig
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serumdan 0,2 mlt alindi hazirlanan yeni karisim 37°¢. de 60 dakika inkiibe edildi
karistma 0,5 mlt 1IN HCLO; ilave edildi karisim 5000 rpm de 5 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij edilen karisimin spernatant’indan 0,5 mlt, asit karistmindan 1,5 ml (asit
karigimi: 0,12 Molar FeCL;3 bir miktar distile suda ¢oziildii 667 plt %85 lik H;POy ilave
edilerek 100 mlt ye tamamlandi. Hazirlanman saliisyondan 1 mlt, 999 mlt %20’lik ( */,)
H,SO, icerisine ilave edilerek hazirlandi ve 1mlt renk ayract 0,0617Molar
DAM|Diasetil Monoxim] ve 0,0036 Molar Thiosemi carbazit karistirilarak hazirlandi.
Tiiplerin agz1 kapatilarak vortekslendi. Hazirlanan yeni karisim 10 dakika 80°. de
inkiibe edildi. Sonra 5 dakika buzlu su banyosunda bekletildi. 520 nm’de kore karsi
okundu.

Numune korii her 6rnek i¢in; 0,2 mlt serum 6rnegine 0,5 mlt HC1O; ilave edildi.
5 dakika 5000 rpm’de santrifiij edildi. Siipernatant’dan 0,5 mlt, asit karisimindan 1,5
mlt, renk ayracindan 1 mlt karistirildi. Tiiplerin agz1 kapatilarak vortekslendi. 10 dakika
kaynar su banyosunda (-80°.) inkiibe edildi 5 dakika buzlu su banyosunda bekletildi ve
520 nm’de okutuldu.

Standart hazirlanmasi; 3mg iire, 100mlt 0,016M benzoik asit soliisyonu
icerisinde ¢oziildii. Calisma sirasinda 1/5 oraninda sulandirilarak kullanildi. 0,5 mlt 1IN
HClO, ilave edildi. 5000 rpm’de santrifiij edildi. Siipernatan’dan 0,5 mlt, asit
karistmindan 1,5 mlt, renk ayracindan 1,5 mlt karistirildi. Hazirlanan karisim
vortekslendi 10 dakika kaynar su banyosunda (-80°) inkiibe edildi 5 dakika buzlu su

banyosunda bekletildi ve 520 nm’de spectrofotometrede okutuldu.

6.7. NO Olciimii ve Griess Reaksiyonu

Bugiin i¢cin NO’i organizmadan izole etmek ya da dokular ve biyolojik
stvilardaki miktarint dogrudan tayin etmek miimkiin degildir. Buna en biiyiik engel
NO’in 5-10 saniye olan yarilanma omriidiir. Bu ylizden NO ol¢iimleri indirekt yollardan
yapilabilmektedir. Bu yontemlerden en ¢ok kullanilan NO’in son iiriinlerinden olan
nitriti 6lgen Griess reaksiyonudur. Bu yontemle NO’ in yikimi sonucunda olusan nitrit
(NOy) kolorimetrik  olarak  Ol¢iilmekte ve NO diizeyi indirekt olarak
belirlenebilmektedir(6).
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Kemiliiminesans adi verilen bir yontemle de NO diizeyi biyolojik sivilarda
Olciilebilmektedir. Ancak bu yontemin uygulamas: pahali ve giictiir. Griess reaksiyonu
yerine fluorospektrofotometre ile o6l¢iim yapilmasini Oneren calisma sonuglart da
yayinlanmistir(7,29).

Nitrit Ol¢limii i¢in en yaygin olarak kullanilan Griess yOnteminin temeli
spektrofotometrik ol¢iime dayanir. Iki adimda diazolama reaksiyonu temel olan bu
yontemde Oncelikle nitrit siilfanilamid ile reaksiyona girerek diazonyum iyonlarina
doniisiir.  Olusan bu iyonlar daha sonra N-1-Naftil-etilendiamin’e baglanarak
kromoforik azot tiirevlerine doniisiir. Son olarakta uygun absorbansta genellikle
540/550 nm’de nitritin spektrofotometrik Ol¢iimii yapilir. Bu yontemin avantaji ¢ok

kolay olup sadece orneklere reaktifin eklenmesi yeterlidir.

6.8. Griess reaktifi, standartlarin hazirlanmasi ve calisma:

Reaktif ¢alisma giinii hazirlanarak taze olarak kullanildi. Bir miktar deiyonize su
icerisine %?2,3 v/v fosforik asit katild1 iizerine % 0,1 N-1-Naftil-etilendiamin ve %1
Sulfanilamit olacak sekilde ilave edilerek tamamen eriyene kadar igerisinde karistirici
ile karistirildi, iizerine deiyonize su ilave edilerek 100 ml’ye tamamlanda.

Standart olarak once stok soliisyonu hazirlandi; 100 ml. deiyonize su igerisine
0,69 gr. NaNO, 0.1 M olacak sekilde hazirland1 daha sonra 10 ml. kiiltiir medyumu
iceren steril deney tiipii igerisine 0,1 M konsantrasyondaki NaNO, soliisyonundan 100
ul. konularak 10° M konsantrasyon hazirland, bu sekilde diger kiiltir medyumu ile
diger diliisyonlar da yapilarak 10°-107 M konsantrasyonlarda NaNO, standartlart
hazirlandi.

Dondurulmus olan numuneler oda 1s1sinda eritilerek ¢alisma i¢in hazirlandi, yine
griess reaktifi ve standartlar calisma giinii taze olarak hazirlandi. 96’lik Elisa plate i¢ine
50 pl. numune ve standartlardan konuldu iizerine 50 pl. Griess reaktifi konularak 10 dk.
oda 1s1s1nda inkiibe edildi. Elisa plate okuyucuda 540 nm. absorbansda okutularak ¢ikan
sonuclar standartlarin absorbansina orantisi yapilarak nmol/ml biriminden elde edilmis

oldu.
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6.9. Total Antioksidan Kapasite (TAK)

Reaktifler

Erel tarafindan gelistirilen tam otomatik bir yontem olup, giiclii serbest
radikallere kars1 vucudun total antioksidan kapasitesini 6lgen bir metoddur(92).

Reaktif 1: 75 mM Clark tamponu ( pH=1.8) icerisinde 10 mM o-Dianisidine ve
45 AM Fe(NH4)*(SO4)*-6H,0 c¢oziilerek hazirlandi.

Reaktif 2: 7,5 mM hirojen peroksit 75 mM Clark tamponu ( pH=1.8) icerisinde

karistirilarak hazirlanir.

Prensip

Fe**—o-dianisidine kompleksi hidrojen peroksid ile Fenton tipi reaksiyon
olusturarak OH radikalini olusturur. Bu giiclii reaktif oksijen tiirii indirgenerek diisiik
pH’da renksiz o-dianisidine molekiilii ile reaksiyona girerek sari-kahverengi dianisidyl
radikallerini olustururlar. Dianisidyl radikalleri ileri oksidasyon reaksiyonlarina
katilarak renk olusumu artmaktadir. Ancak orneklerdeki antioksidanlar bu oksidasyon
reaksiyonlarimi bastirarak renk olusumunu durdurmaktadirlar. Bu reaksiyon otomatik

analizorde spektrofotometrik olarak dlciilerek sonug verilmektedir (97).

6.10. Total Oksidant Seviye (TOS)

Erel tarafindan gelistirilen tam otomatik kolorimetrik bir yontemdir.

Reaktifler

Reaktif 1: 140 mM’lik NaClI ¢ozeltisi icerisine 25 mM H,SOy4 coziilerek ana
soliisyon hazirlanir. Ana soliisyonda 6nce % 10 oraninda gliserol ¢oziiliip daha sonra
total voliimde 250 uM Xlenol orange c¢oziilerek hazirlanir.

Reaktif 2: Ana soliisyon iceriside 6nce 10 mM o-Dianisidine dihidrocloride

coziiliip sonra 5 mM amonyom ferr6z siilfat ¢oziilerek reaktif hazirlanir.
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Prensip

Ornekte bulunan oksidanlar ferréz iyon-o-dianisidine kompleksini ferrik iyona
oksitlerler. Ortamda bulunan gliserol bu reaksiyonu hizlandirarak yaklasik ii¢ katina
cikarmaktadir. Ferrik iyonlar asidik ortamda xylenol orange ile renkli bir kompleks
olustururlar. Ornekte bulunan oksidanlarin miktariyla iliskili olan rengin siddeti

spektrofotometrik olarak dl¢iilmektedir (93).

6.11. Plazma Protein Olciimii

Reaktif: Sodyum potasyum tartrate (23,4 mM), Sodyum hydroxide (613 mM)
Potassium iodide (6,6 mM), Copper sulfate (13,2 mM)

Prensip

Polipeptidler biiiret reaktifi ile reaksiyona girebilen en az iki peptid bagi
icerirler. Alkali ortamda iki degerlikli bakir iyonunun protein nitrojen ile kordineli

kompleks olusturmasi esasina dayanmaktadir.

6.12. Oksidatif Stres Indeksi (OSI)

Total Oksidatif Stress (TOS) / Total Anatioksidan Kapasite (TAK) seklinde
boliinerek Oksidatif Stres Indeksi (OSI) hesaplandi (94).

7. Bulgular

Yapilan calismada sark c¢ibani oldugu kesinlesen hastalarin tedavi oncesi ve 1.doz, 2.
doz, 3. doz, 4. doz ve 5. doz antimon tedavileri sonrasindaki TOS, TAK, Nitrit, Nitrat,
OSI(Oksidatif stres indeksi) ve arjinaz parametrelerinin nasil korelasyon gosterdigine

bakildi.
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Tablo10: Hastalara uygulanan Antimon dozlarinin zamana bagl istatistiksel degisim

grafigi
Tedavi 1.doz 2.doz 3.doz 4.doz 5.doz P
oncesi antimon antimon antimon antimon antimon
(Ortzss) tedavisi tedavisi tedavisi tedavisi tedavisi
n=20 Ortzss Orttss Orttss Orttss Ort+ss
n=20 n=20 n=20 n=20 n=20
Totaloksidan | 10,85%+1,34 | 10,22+1,47 11,14+2,32 11,02+1,85 11,39#+1,8* | 10,13+1,59° p<0,05
seviye
umolH202
Eqv/L
Arjinaz 10,19+ 8,94 | 7,24+2,94 8,13 £2,78 9,23+ 4,24 11,26 £3,09 | 8,15+ 3,73 p<0,05
Ul/grprotein
Nitrat 25,35+4,34 | 26,58 £7,26 | 24,48 £3,66 25,71+ 7,60 23,03+4,70" | 27,09+ 6,32* | p>0,05
umol/L
Nitrit 8,63+ 1,8 8,82+ 2,36 8.84+2.23 8,61+2,64 8,31+ 1,53 9,16+ 2,41 p>0,05
pmol/L
Total 1,56+ 0,18 1,53 +£0,22 1,60 +0,20 1,56+ 0,19 1,56+ 0,18 1,60+ 019 p>0,05
antioksidan
kapasite
umol/H202
Oksidatif 7,07+ 1,58 6,88+ 1,78 7,16£ 2,25 7,25+ 2,04 7,43 £1,92 6,46+1,63 p>0,05
stres indeksi
AU

* Total oksidan seviye; 1. doz ve 4. doz tedavi arasindaki fark

a Oksidan miktar1 4. doz ve 5. doz tedavi arasindaki fark

A Nitrat seviyesinde hastalarin 4. doz ve 5. doz tedavi arasindaki fark
3. doz ile 5.doz tedavi arasindaki fark

Yapilan calismada; sark cibami oldugu kesinlesen hastalarin tedavi olmadan

onceki kanmi alinip sirasiyla 1. doz tedavi, 2, doz tedavi,3. doz tedavi, 4. doz tedavi ve 5.

doz tedavileri gordiikten sonraki kanlart alindi. Tedavi siiresince hastalara Antimon

tedavisi yapildi. Bu gruplar arsindaki TOS, TAK, Arjinaz, Nitrit, Nitrat ve oksidatif

stres indeksi parametrelerine bakilarak korelasyonu karsilagtirildi. Total oksidan

seviyenin hastalarda tedavi siiresince gittikce arttigi goriilmiistiir (P<0,05). 5.doz

tedaviden sonra ise total oksidan seviyenin azaldigi goriilmektedir. Arjinaz enziminin

ise; Antimon tedavisinden sonra 4.doz tedaviye kadar enzim seviyesinin arttigi

goriilmekte ve daha sonra azalis izlenmektedir. P<0,05 olup anlamlidir. Nitrat
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seviyesine bakildiginda hasta gruplarinda istatistiksel olarak P>0,05 olup anlamsizdir.
Nitrit seviyesinde ise; istatistiksel olarak P>0,05 olup anlamsizdir. Total anti oksidan
kapasite ise; hastalarda anlamli olmadig1 (P>0,05) 1. doz tedavi goren hastalarda artis
sonrasinda azalma olmaktadir. Oksidatif stres indeksinde; hasta gruplarinda anlaml

olmadig: saptanmistir (P>0,05). Tedaviden sonra kandaki degeri azalmaktadir.
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Sekil 13:Sark ciban hastalarinda tedavi oncesi ve tedavi sonrasindaki arjinaz
enziminin zamana bagh degisim grafigi
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Sekil 14.Sark ¢ibant hastalarinda tedavi oncesi ve tedavi sonrasindaki Nitrat seviyesi

degisim grafigi
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Sekil 15.8ark ¢ibant hastalarinda tedavi oncesi ve tedavi sonrasindaki Nitrit
seviyesinin zamana bagh degisim grafigi
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Sekil 16: Sark ¢cibant hastalarinda tedavi oncesi ve tedavi sonrasindaki Total oksidan
seviyesinin zamana bagh degisim grafigi
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Sekil.17. Sark cibani hastalarinda tedavi oncesi ve tedavi sonrasindaki Total

antioksidan seviyesi degisim grafigi
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Seklil 18 Sark ciban hastalarinda tedavi oncesi ve tedavi sonrasindaki Oksidativ stres

Zaman (Hafta)

indeks seviyesi degisim grafigi

Tablo 11: Tedavi oncesi hasta gruplar ile kontrol gruplar: arasindaki(o doz ve

kontrol grubu) tos, tak, osi, arjinaz, nitrit, nitrat degisimi

Kontrol (n=20) Hasta (n=20) p

ort+ss ort+ss
Total oksidan 9,36+1,24 10,85+1,34 p<0,001
seviye(umolH202
Eqv/L)
Arginaz(U/grprotein) | 0,85+0,52 9,77+8,52 p<0,001
Nitrat(umol/L) 23,15+3,64 25,29+4,23 p>0,05
Nitrit(umol/L) 6,11+0,49 8,78+1,87 p<0,001
Total anti oksidan 1,52+0,16 1,56+0,18 p>0,05
kapasitepmol/H202
Oksidtif stres 6,24+1,29 7,07£1,58 p>0,05
indeksi(AU)

Tablo 11°de kontrol gruplar ile sark ¢cibanli hastalarin antimon tedavisi almadan

onceki gruplari ile karsilastirilmasi goriilmektedir.
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Yapilan istatistiksel analizde; total oksidan seviyenin hasta gruplarinda arttig1 ve
P<0,001 olup anlamlidir. Arginaz enziminin ise sark ¢ibani hastast oldugu deneysel
yontemlerle kesinlestigi; fakat tedavi gormeyen hastalarda bu enzim seviyesinin anlaml
olup P<0,001 kontrol grubuna gore arttig1 goriilmektedir. Nitrat ve Nitrat seviyesi ise;
hasta gruplarinda anlamli olmayip P>0,05 dir. Total anti oksidan kapasitenin, cok
anlamli olmadigr P>0,05 ve az miktarda arttig1 goriilmektedir. Oksidatif stres indeksi

anlamli olmayip P>0,05 arttig1 goriilmektedir.
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Sekil 19 : Tedavi oncesi hasta gruplart ile kotrol grubu arasindaki arjinaz enzimi

seviyeleri arasindaki fark, dagilun ve standart sapmalar
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Sekil 20 : Tedavi oncesi hasta gruplar ile kotrol grubu arasindaki Nitrat seviyeleri

arasindaki fark, dagilum ve standart sapmalart
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Sekil 21: Tedavi oncesi hasta gruplar: ile kotrol grubu arasindaki Nitrit seviyeleri

arasindaki fark, dagilum ve standart sapmalart
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Sekil 22: Tedavi oncesi hasta gruplar ile kotrol grubu arasindaki Total antioksidan

seviyeleri arasindaki fark, dagilun ve standart sapmalart

14

Total Oksidan Seviye (umol H202 Eqv./L)
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Sekil 23: Tedavi oncesi hasta gruplart ile kotrol grubu arasindaki Total oksidan

seviyeleri arasindaki fark, dagilum ve standart sapmalart



78

10

Oksidativ Stres indeks (AU)

Kontrol (n=20) Hasta (n=20)

Sekil 24: Tedavi oncesi hasta gruplar ile kotrol grubu arasindaki Oksidatif stres

seviyeleri arasindaki fark, dagilum ve standart sapmalart

Yapilan calismada; hastaligin seyri hakkinda ve ka¢ doz tedavi alacaksa arginaz
enzimine bakilarak tedavi uygulanabilir. Baz1 hastalarda ilk 5 doz tedavi aldiktan sonra
lezyon iyilesmeyebilir. Burada hastanin direkt serum arginazina bakilarak 2.kiirl.doz
tedaviyi tekrar almasina karar verilir. Arginaz enzimi karacigerde bulundugu icin tedavi
stiresince enzimin karaciger dokusunda artmasiyla birlikte doku harabiyeti artacaktir.
Demek oluyor ki sark ¢ibani paraziti dikkate alinmasi gereken 6nemli infeksiyonlardan
biridir. Ozellikle Giineydogu Anadolu bolgesinde zaman kaybetmeden 6nlemi alinmasi

gerekmektedir
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8. TARTISMA

Diinyada 88 iilkede endemik olarak goriilen ve yaklasgik 12 milyon kisiyi
etkileyen deri laysmanyazisi (sark c¢ibani), bolgemizde Giineydogu Anadolu Projesi ile
sulama alanlarinin artmasi, bilingsiz hayvanciligin ilerlemesi, antimon ilacinin
(Glucantime®) ithalinde yasanan sikintilar ve hastalarin tedavi edilememesi nedeniyle
son zamanlarda cok hizli bir artis gostermistir. Sadece ilimiz Sanliurfa bolgesinde tespit
edilen yeni Sark cibami vaka sayisi son 5 yilda toplam 4000’1 gecmis, sadece 2004
yilinin ilk dort ayinda 943 vaka tespit edilmistir. Yeni vakalarla birlikte eski vakalarinda
sayis1 goz Oniine alindiginda, yéremizde on binlerce insanin 6zellikle yiizlerinde Sark
cibaninin izini tagtyacag anlasilmaktadir(10,11,15).

Laysmanyazis’in olugmasini saglayan nedenler igerisinde enfekte kaynagin
Phlebotomus’lar tarafindan isirilmalari, insanin rezervuar konak yakininda bulunmasi
yaninda, ¢evrenin iklim yapisinin yani nem, hava hareketi, 1s1 ve 151k faktorlerinin de
onemli oldugu bilinmektedir. Biitiin bu faktorlerin her biri hastaligin olugmasi i¢in son
derece gerekli olup, esit oneme sahiptirler. Halen tedavide en etkili ajan olarak
kullanilan antimon bilesiklerinin etki mekanizmas1 ise heniiz tam olarak
bilinmemektedir.

Insanlar tatarciklar tarafindan isirildiklarinda promastigotlar savunma hiicreleri
olan makrofajlar tarafindan fagosite edilir. Enfeksiyonun yayilimi ya da enfeksiyonun
kontrolii bundan sonra makrofajlarin durumuna bagh olarak gelisir. Iyilesme; enfekte
makrofajlarin yeterli miktarda uyarilmasi ve parazitin replikasyonunun inhibisyonu ya
da oldiiriilmesi ile miimkiin olur.

In-vivo ve in-vitro yapilan ¢alismalarda da Leishmania parazitinin makrofajlar
icerisinde yasayabilmek icin konak¢i savunma sistemini cesitli sekillerde inhibe ettigi
hatta kendi yasamina uygun hale getirdigi, ornegin: Makrofajlardaki Arjinaz — Ornitin —
INOS — NO yolunun parazit ile enfekte edildikten sonra NO sentezi yoniinde inhibe
edilerek parazitin biiylimesi i¢in esnsiyel Ornitin ve metabolitleri lehine aktive oldugu
gosterilmistir(9,15,16).

Sark c¢iban1 hastalarinda tedavi Oncesi yapilan bir c¢alismada antioksidan

enzimlerden katalaz ve Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitesinde azalma ve
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siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinde artma tespit edilmis, enzim aktivitelerin
H,0,’in artis1 yoniindeki bu degisiklikleri konak¢r defans mekanizmasinin bir geregi
olarak yorumlanmustir. Ciinkii, SOD siiperoksit radikalini H,O,’e doniistiiriirken katalaz
ve GSH-Px olusan H,0,’i serbest oksijen ve suya doniistiiren enzimlerdir. SOD enzim
aktivitelerinin yiiksek GSH-Px ve katalaz aktivitelerinin diisiik olmasi iiretilen H,O,’in
yikilamamasi dolayisi ile artmasi anlamina gelmektedir. H,O’in etkili bir sitotoksik
molekiil oldugu, o6zellikle intraselliiler mikroorganizmalar1 6ldiirmede etkili bir ajan
oldugu bilinmektedir. Antimon tedavisi verilen Leishmania enfeksiyonunda pro-
enflamatuar sitokinler ile birlikte H,O,’in seviyelerindeki artis, antimonun enfekte
makrofajlarda proenflamatuar sitokinleri aktive ettigi, pro-enflamatuar sitokinlerinde
antioksidan enzim aktivitelerinde H,O;’i artirict1 yonde bir regiilasyona ve boylece

mikroorganizmalarin 6liimiine neden oldugu diisiiniilmektedir(13)

Yapilan caligmalar 15181nda laysmanyazis hastalarinda oksidan seviyenin artig
gosterdigi ve antioksidan seviyenin ise diisiis gosterdigi bilinmekte ve dolayisiyla
oksidan/antioksidan dengenin bozuldugu bilinmektedir(65,92).

Oksidan/antioksidan dengenin oksidanlar lehine artmasi “oksidatif stres” olarak
tamimlanir. ROS(reaktif oksijen radikalleri), oldukc¢a giiclii prooksidanlardir.
Laysmanyazis infeksiyonunda ROS iki ayr1 mekanizma ile olugsmaktadir. Bunlardan
birincisi intraselliiler parazit ile hemoglabin yikimi sonucu ROS olusumudur. Burada
demir globinden ayrildiktan sonra Fe* formuna okside olarak elektron aciga cikarirlar,
aciga cikan bu elektronlar oksijen molekiilleri reaksiyona girerek ROS olustururlar.
Ikinci mekanizma ise konakg¢i defans mekanizmasi geregi immun cevabin aktivasyonu
sonuicunda fagositler iizerinde respiratory(biiyiik patlama) ve ROS’u artiran TNF-a ve
INF-v sitokinleri olusturmasidir.(32,65)

Calismalar, laysmanya hastalarinda ROS, bir taraftan sitotoksik etki ile
parazitleri Oldiiriirken diger taraftanda hastalarin viict hiicreleri, protein, lipid ve
DNA'’larinda hasara neden olabilmektedir. Bununla birlikte RNI, hastalarda nitrit ve
nitrat seviyesinin saglikli insanlara oranla daha yiiksek ¢iktig1 yapilan c¢aligsmalar
arasindadir. Reaktif nitrojen radikalleri viicuttan parazitin atilmasinda rol oynadigi
bilinmektedir; fakat bizim calismamizda laysmanya hastalarinda istatistiksel olarak

anlamli olmadigin saptadik.
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Serbest radikallerin uyardigi oksidatif strese karsi antioksidan defans sistemi bir
biitiin olarak miicadele eder. Tiim viicuttaki antioksidan durumu degerlendirmek igin
total antioksidan kapasite ol¢iimleri yapilmaktadir. Total antioksidan kapasiteye major
katkiyr plazmadaki antioksidan molekiillerden gelmektedir. Albumin, {iirik asit ve
askorbik asit insan plazmasindaki total antioksidan durumun %85’inden fazlasini
olusturmaktadi.(35,42). Bizim calismamizda daha o©nceki calisilmis litaretiirleri
desteklemekte ve laysmanyazis hastalarinda antioksidan seviyesini diisiik bulmaktayiz.

Arginaz, {ireolitik organizmalardan memeli karaciger hiicrelerinde
arginaz enziminin yiiksek aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir. Yapilan calismalar
insan serumundaki Arginaz aktivitesi, eritrosittekinden 200 kat daha diisiik
bulunmustur(20). Karaciger hiicrelerinde yiiksek arginaz aktivitesi aritmetik olarak
etkili olabilmektedir. Bu nedenle fitohemoglobinin (PHA) ile uyrilmis lenfositlerde,
protein, DNA ve RNA sentezleri arginaz tarafindan inhibe edilebilir(15,16,17).
Calismamizda hasta insanlarda tedaviden Once arjinaz enzim seviyesinin arttig1
goriilmektedir. Bu enzimin fazlali§i durumunda en fazla karacigerde bulundugu i¢in
karacigerde doku hasarina neden olacagini ve hiicre biiylimesini inhibe etme yetenegine
kavusacagin1 diistinmekteyiz. Hiicre kiiltiirtinde yiiksek arjinaz aktivitesi antimitotik
olarak etkili olabilmektedir. Daha O©nceki yapilan calismalarda NO’in paraziter
hastaliklarda arginaz ile ters orantili oldugu goriilmiistiir; fakat bizim ¢alismamizda sark
cibani parazitini tagiyan hastalarda boyle bir durum goriilmedigini bulduk. Tedaviden
sonraki arginaz enzim seviyesinin azaldigi, istatistiksel olarak nitrit ve nitrat
seviyelerinin anlamli olmadigimm gordiik. Bizim calismamizda laysmanya’li hastalarin
tedavi Oncesindeki kanlar1 alindi ve TAK, TOS, parametrelerine bakildi. Hastalarin
Antimon tedavisinden once oksidan miktarinin arttig1, antioksidan miktarinin azaldigini
tespit ettik. Bu durum savunma sisteminin azaldigim1 gostermektedir. Bu nedenle sark
cibani hastalarinda agri, yogunluk, GIS hastaliklar goriilen rahatsizliklar arasindadir.
Hastalar Antimon tedavisini aldiktan sonra TOS, TAK, seviyelerine bakildi. Hastalarda
oksidan seviyenin azaldigi, anti oksidan seviyenin arttig1 goriildii. Hastalarda Nitrit ve
Nitrat seviyesinde istatistiksel olarak anlamli olmadiginmi gordiik.

Kutanéz Leishmnaiasis; Leishmania genusundan Leishmania Majoriin neden
oldugu deri ve mukozayr tutan, kronik granulomatoz intraselliiler parazitik bir

enfeksiyondur. Tedavide yaygin olarak kullanilan antimonial bilesiklerin etki
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mekanizmasi ise tam olarak bilinmemektedir. Calismamizin, toksik, pahali ve ithal bir
ilag olan antimonun etki mekanizmasinin kismen gosterilmesi ile benzer etki
mekanizmasina sahip, yan etkisi daha az olan, daha ucuz ve temin edilmesi daha kolay

olan yeni tedavi yontemlerinin arastirilabilmesi i¢in referans olabilecegi kanaatindeyiz.
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