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Ozet

Amagc: Bu calismada, endotoksemik si¢anlardan izole edilen
karacigerde indiiklenebilir nitrik oksit sentaz aracilifi ile
olugsan nitrik oksitin oksidatif stres iizerindeki etkisinin
arastirtlmasi amaglanmustir.

Yontem: Erkek Wistar siganlara, kontrol grubuna serum
fizyolojik (4 ml/kg, 1i.p.), endotoksik sok grubuna
endotoksin (10 mg/kg, i.p.) ve diger gruplara serum
fizyolojik veya endotoksin injeksiyonundan bir saat sonra
secici  indiiklenebilir nitrik oksit sentaz inhibitOrii
phenylene-1,3-bis[ethane-2-isothiourea]dihydrobromide (10
mg/kg, i.p.) uygulanmasmin ardindan, dort saat siire ile
kuyruktan ortalama arter basinci Ol¢iilmiistiir. Deneyler
sonunda oldiiriilen sicanlardan izole edilen karacigerlerde
nitrik oksit olusumunun bir gostergesi olarak nitrit, lipit
peroksidasyonunun bir gostergesi olarak malondialdehit ve
giiclii bir antioksidan molekiil olarak indirgenmis glutatyon
diizeyleri  olgiilmiistiir.  Antioksidan enzimlerden ise
stiperoksit dizmutaz ve katalaz enzim aktiviteleri ve nétrofil
infiltrasyonunun bir gostergesi olarak miyeloperoksidaz
enzim aktivitesi Ol¢iilmiistiir.

Bulgular: Endotoksinin neden oldugu kan basincindaki
diismenin karaciger dokusunda nitrit diizeylerindeki anlaml
artmanm (p<0.05), malondialdehit ve indirgenmis glutatyon
diizeyleri ile miyeloperoksidaz, siiperoksit dizmutaz ve
katalaz enzim aktivitelerinde anlamli bir azalma (p<0.05) ile
birlikte oldugu gozlenmistir. Endotoksinin kan basinci ve
karaciger dokusunda olgiillen parametreler tizerindeki biitiin
etkileri 1,3-PBIT ile 6nlenmistir (p<0.05).

Sonu¢: Bu calisma, endotoksemi sirasinda indiiklenebilir
nitrik oksit sentaz aracilig ile asirt miktarda tretilen nitrik
oksitin karacigerde olusan oksidatif strese katkida
bulunabilecegini ve degismis olan karacifer antioksidan
kapasitesinin indiiklenebilir nitrik oksit sentazin inhibisyonu
ile diizeltilebilecegini gostermektedir.
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Abstract

Objective: In this study, we aimed to investigate the
effect of nitric oxide produced by inducible nitric oxide
synthase to oxidative stress in the liver of endotoxemic
rats.

Method: Male Wistar rats received either saline (4 ml/kg,
i.p.) in control group, endotoxin (10 mg/kg, i.p.) in
endotoxic shock group and selective inducible nitric oxide
synthase inhibitor phenylene-1,3-bis[ethane-2-
isothiourea] dihydrobromide (10 mg/kg, i.p.) one hour
after saline or endotoxin injection in the other groups.
Mean arterial blood pressure was measured within four
hours. The liver was isolated from the rats for the
measurement of nitrite as an index of nitric oxide
production, malondialdehyde for lipid peroxidation and
the level of a potent antioxidant reduced glutathione. The
activities of the antioxidant enzymes superoxide
dismutase and catalase and the activity of
myeloperoxidase as an index of neutrophil infiltration
were measured.

Results: Endotoxin-induced hypotension was prevented
by phenylene-1,3-bis [ethane-2-isothiourea] dihydro-
bromide (p<0.05). Endotoxin caused an increase in nitrite
levels, a decrease in reduced glutathione level and
myeloperoxidase, superoxide dismutase and catalase
activities (p<0.05). The effects of endotoxin were
prevented by phenylene-1,3-bis[ethane-2-isothiourea]
dihydrobromide (p<0.05).

Conclusion: This study indicates that increased
production of nitric oxide by induced nitric oxide
synthase during endotoxemia contributes to oxidative
stress and the inhibition of nitric oxide synthase restores
the decreased antioxidant capacity in the liver.

Key Words: endotoxemia, oxidative stress, inducible
nitric oxide synthase
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Giris ve Amag

Organizmada, reaktif oksijen tirleri (ROT) ve reaktif
nitrojen tiirleri (RNT) ile antioksidan sistem arasinda
hemostatik bir denge bulunmaktadir. Oksidan molekiillerin
olusum hizinda artma ya da antioksidan savunma sistemi
etkinliginde azalmaya bagli olarak, oksidan/antioksidan
dengenin bozulmasi ile "oksidatif stres” olarak adlandirilan
durum ortaya ¢ikmaktadir (1,2,3). Bu denge, endotoksemik
sok gibi yiiksek oranda 6liimle sonuglanan bir¢cok hastalikta
bozulmaktadir (1,3). Sepsis sirasinda, birincil olarak
etkinlesen inflamatuvar ve immiin hiicrelerde olusan ROT
ve RNT’ye karsi antioksidan kapasitede belirgin diizeyde
diisme goriilmektedir (1,2).

inflamasyon ile iliskili olarak oksidan molekiillerin
neden oldugu oksidatif stres, endotoksemik sok gibi 6liim
oran1 yiiksek olan bircok patofizyolojik olayda onemli bir
rol oynamaktadir (2,3). Sepsisli hastalarda antioksidan
kapasitenin azaldigi, septik sokta ise bu kapasitenin arttig1
bildirilmistir. Sepsisli hastalarda, siiperoksit dismutaz
(SOD) ve katalaz enzim aktivitelerindeki artisin, ROT
tiretimindeki artmanmin gostergesi oldugu bildirilmistir (1-4).
Ote yandan, endotoksemi sirasinda indirgenmis glutatyon
(GSH) diizeyinde azalma ile birlikte, SOD ve katalaz
aktivitelerinde de belirgin bir azalmanin oldugunu gosteren
¢alismalar da bulunmaktadir (5). Glutatyon peroksidaz
(GSH-Px)’in oksidatif stres durumunda antioksidan etkisini
gosterebilmesi icin, ortamda ayni zamanda kendisi de giiclii
bir  antioksidan molekiil olan GSH  bulunmasi
gerekmektedir. Endotoksinin neden oldugu oksidatif streste
GSH diizeylerinde onemli 0Olgiide azalma oldugu
bildirilmistir. Endotoksinin GSH diizeylerindeki azalmaya
sentezini ya da konjugasyon yollarim inhibe ederek neden
oldugu bildirilmistir (1,5).

Oksidatif streste olusan lipit peroksidasyonunun onemli
bir gostergesi olan malondialdehit (MDA) diizeylerindeki
artis hiicre hasarinin oldugunu gostermektedir (4). Nitrik
oksit (NO)’nun endotoksemide gorillen doku hasari
tizerindeki etkilerinin degisik olmasina karsin, yapilan klinik
¢alismalarda  indiiklenebilir  NO sentaz (INOS)
inhibitorlerinin doku hasarmin &nlenmesinde giiclii etkileri
oldugu bildirilmigtir (1,3,5,6). Sepsiste ROT artiginin bir
gostergesi olarak antioksidan enzim aktivitelerinde artis
gozlenmesine karsin, MDA diizeylerinde de artisin
gozlenmesi antioksidan enzim diizeylerindeki bu artisin
hiicre hasarim yeterli diizeyde korumadigini gostermektedir
.

Endotoksemik sokta, iNOS aracilifi ile olusan NO ile
iligkili ~ olarak,  vazokonstriktor =~ maddelere  karsi
hiporeaktivite ve kan basincinda ileri derecede bir diismenin
eslik ettigi, mikrosirkiilatuvar islevsizlik ile birlikte hayati
organlarda doku perfiizyonu ve oksijen kullaniminda
bozulma sonucu bu organlarm islevsizligi ve oliim gibi yerel
ve sistemik yamtlarin goriildiigii, sistemik bir inflamatuvar
yanit ortaya ¢cikmaktadir (1,8,9). NO, sepsis ve septik sokta,
gerek oksidan ve antioksidan olarak, gerekse inflamatuvar

ya da antiinflamatuvar olarak, hem yararl1 hem de zararh
olmak iizere birbirine ters etkiler gostermektedir (10,11).

Endotoksemi sirasinda hayati organlarda meydana
gelen ¢oklu organ yetmezliginde karacigerin de 6nemli bir
rol oynamasit nedeniyle bu c¢alismada, endotoksemik
sicanlardan izole edilen karaciger dokusunda iNOS
araciigi ile olusan NO’nun oksidatif stres iizerindeki
etkileri arastirilmistir.

Yontem
Kimyasal Maddeler
Endotoksin  (lipopolisakkarit, Escherichia  coli

lipopolisakkaridi, O111:B4), phenylene-1,3-bis[ethane-2-
isothiourea] dihydrobromide (1,3-PBIT), sodyum nitrit,
sigir serum albumini (SSA) ve Bradford reajani Sigma
(St. Louis, ABD)’dan alinmistir. Diger kimyasallar Merck
(Darmstadt, Almanya)’ten satin alinmistir. Tiim maddeler
deneylerin yapildigi giin, distile su ya da serum fizyolojik
ile hazirlanmustir.

Deney Hayvanlar: ve Endotoksik Sok Modeli

Deneysel uygulamalarda 12 saat aydinlik 12 saat
karanlik periyodunda senkronize edilen 40 adet erkek
Wistar sigan (250-350g) kullanilmistir. Calisma protokolii
Mersin  Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’nun
06.03.2006 tarih ve 02/03 sayili karari ile 18.08.2007 tarih
ve 07/16 sayili karart ile onaylanmustir.

Kontrol grubu olarak si¢anlara serum fizyolojik (4
ml/kg, i.p.), endotoksik sok grubu olarak endotoksin (10
mg/kg, i.p.) ve diger gruplara serum fizyolojik ya da
endotoksin injeksiyonundan 1 saat sonra segici iNOS
inhibitorii 1,3-PBIT (10 mg/kg) uygulanmistir. Siganlara
endotoksin (10 mg/kg, i.p., subletal doz) ya da serum
fizyolojik (4 ml/kg, i.p.) (12) injeksiyonundan hemen
once ve uygulandiktan 1, 2, 3 ve 4 saat sonra ortalama
arter basinci (OAB) kayitlart alinmistir. OAB'nin kaydi
icin, sicanlarin kuyrugundan Ol¢iim yapilmasina olanak
veren kan basinci kayit sistemi kullanilmistir. Deneyler
sonunda, sicanlar baslari sert bir zemine hizla vurularak
sersemletildikten sonra hizla boyunlarmndan kanatilarak
oldiiriiliip  karacigerleri alinmistir. Dokular  Sl¢iim
yapilincaya kadar -20°C’de dondurularak saklanmagtir.

Doku Homojenati Stipernatantlarinin Hazirlanmasi

Dokular ¢oziindiikten sonra iizerine tampon ¢ozelti
(mM: HEPES 20 (pH 7.5), B-gliserofosfat 20, sodyum
pirofosfat 20; sodyum ortovanadat 0.2, EDTA 2,
benzamidin 10, ditiyotreytol 1, I6peptin 20 ve aprotinin
10) (12) eklenerek homojenize edilmistir. Homojenatlar
18.000 rpm’de 10 dakika +4°C’de santrifiij edildikten
sonra, siipernatantlar alinmustir, {izerlerine Tris (50 mM,
pH 8.0)+KCl (0.5 M) ¢ozeltisi eklenerek, ardarda iki kez
15 saniye su banyosu sonikatoriinde bekletilmis ve 18.000
rpm’de 15 dakika +4°C’de santrifiij  edilmistir.
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Siipernatantlarda protein, nitrit, MDA ve GSH diizeyleri
diizeyleri ile miyeloperoksidaz (MPQO), SOD ve katalaz
enzim aktiviteleri 6l¢tlmiistiir.

Dokularda Toplam Protein Diizeylerinin Belirlenmesi

Karaciger homojenati siipernatantlarindaki toplam
protein miktar1 Coomassie mavisi (Bradford) yontemi ile
Ol¢iilmiistiir (13). Standart olarak kullanilan SSA’nin % 0.1
(a/h) bigiminde distile suda hazirlanan stok ¢ozeltisinden, 0-
50 ul SSA igeren seri diliisyonlari (0-50 pg/ml) hazirlanmis
ve toplam hacimleri distile su ile 800 pl’ye ayarlanmustir.
Ayni sekilde, 5 ul doku homojenat: iizerine 795 pl distile su
ilave edilerek 800 pl hacimde ¢ozeltiler hazirlanmistir. Bu
¢ozeltiler iizerine 200 pl Bradford reajani eklenerek, bu
gozeltilerden aliman 100 pl 6rnek (aymi Ornekten 2 kez
olmak iizere) kiiltir plagina aktarilmistir ve orneklerin
verdikleri absorbanslar, kiiltiir plag1 okuyucuda (ELX800,
Biotek, Tiirkiye), 630 nm’de okunmustur. SSA
derisimlerine  kars1  elde edilen  absorbanslardan
yararlanilarak, dogrusal regresyon yontemi ile, SSA’nin
kalibrasyon dogru  denklemleri  belirlenmistir.  Bu
denklemlerden yararlanilarak, drneklerde okunan absorbans
degerlerinden protein diizeyleri hesaplanmistir.

Doku Nitrit Diizeylerinin Olgiilmesi

Doku homojenatlarindan hazirlanan siipernatantlarda
endoteliyal NO sentaz (eNOS) ve iNOS aktivitesinin bir
gostergesi olarak nitrit diizeyleri, ortamda nitrit varliginda
olusan pembe rengin spektrofotometrik olarak 550 nm'de
Olciilmesi prensibine dayanan diazotizasyon yontemi (Griess
reaksiyonu) ile Olciilmiistiir (14). Doku homojenatlarindaki
nitrit derigimleri, sodyum nitritin standart kalibrasyon
egrilerinden yararlanilarak, dogrusal regresyon yontemi ile
belirlenmistir.

Doku MDA Diizeylerinin Olgiilmesi

Oksidatif stres, lipit peroksidasyonu ve hiicre hasarinin
bir gostergesi olarak doku 6rneklerindeki MDA diizeyleri,
lipit peroksidasyon iiriinii olan MDAin tiyobarbitiirik asit
ile reaksiyonu sonucu olusan rengin spektrofotometrik
olarak Olciilmesi temeline dayanan yontem ile dlgiilmiistiir
(15). Doku homojenatlarindaki MDA diizeyleri, 1,1,3,3-

tetraetoksipropanin  standart  kalibrasyon egrilerinden
yararlanilarak,  dogrusal = regresyon  yontemi ile
belirlenmistir.

Doku MPO Aktivitesinin Olgiilmesi

Notrofil infiltrasyonun bir gostergesi olarak doku MPO
diizeyleri, hidrojen peroksidin doku tarafindan oksitlenerek
o-dianozidini indirgemesi ve indirgenmis o-dianozidinin
oOl¢iilmesi temeline dayanan yontem ile dl¢iilmiistiir (16).

Doku SOD Enzim Aktivitesinin Olciilmesi
Antioksidan enzimlerden SOD enzim aktivitesi Mc
Cord ve ark. (17)’nm yontemine gore Dbelirlenmistir.
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Yontemde, ksantin ve ksantin oksidaz kullamilarak 2-[4-
iyodofenil]-3-[4-nitrofenol]-5-feniltetrazoliyum klorid
(INT) ile tepkimeye giren ve kirmizi renkli formazon
boyasi olusturan siiperoksit radikalleri tretilmektedir.
Enzim aktivitesi 6lciimii ise reaksiyonun 505 nm’de
ortamda bulunan SOD enzimi ile inhibisyonuna
dayanmaktadir.

Doku Katalaz Enzim Aktivitesinin Olgiilmesi

Antioksidan  enzimlerden hidrojen  peroksit
(H>0,)’nin su ve molekiiler oksijene yikimini katalizleyen
katalaz enzim aktivitesi, H,O,’nin 15181 absorbe

etmesinden yararlanilarak 230 nm’de enzimin yikim
hizinin  spektrofotometrik olarak olciilmesi prensibine
dayanan Beutler yontemine gore belirlenmistir (18).

Doku GSH Diizeylerinin Olgiilmesi

Giigli bir antioksidan molekiill olan GSH diizeyi,
protein olmayan siilfidril gruplarinin, bir disiilfit bilesigi
olan 5,5'-ditiyo-bis [2-nitrobenzoyik asit] (DTNB)yi
rediikleyerek, 412 nm dalga boyunda absorbans veren sari
rengin Olciilmesi prensibine dayanan Beutler yontemine
gore belirlenmistir (18).

Istatistiksel Analiz

Sonuglar ortalamazxstandart hata seklinde
gosterilmigtir. Kullanilan sican sayist n ile ifade
edilmistir. Istatistiksel karsilastirmalar icin verilerin

normal dagilima uygunlugu belirlendikten sonra ikiden
¢ok grup oldugunda tek yonlii varyans analizi ve ardindan
Student-Newman-Keuls ¢oklu  karsilastirmalar  testi
(veriler normal dagilima uygun oldugunda), iki grup
oldugunda ise Student’s t testi (veriler normal dagilima
uygun oldugunda) veya Mann-Whitney U testi (veriler
normal dagilima uygun olmadiginda) kullanilmistir.
0.05’ten kiiciik p degerleri istatistiksel olarak anlamli
kabul edilmigtir.

Bulgular

iNOS Inhibitérii 1,3-PBIT nin Endotoksin ile Azalan

OAB Uzerindeki Etkisi

Endotoksin uygulanan si¢anlarin OAB’sinde kontrol
grubuna gore anlaml bir azalma gozlenmistir (p<0.05).
Endotoksinin neden oldugu OAB’deki azalma 1,3-PBIT
ile anlamlt bir sekilde énlenmistir (p<0.05) (Sekil 1).

1,3-PBIT’nin  Endotoksin  Uygulanan Sicanlarin

Karaciger Nitrit Diizeyleri Uzerindeki Etkisi

Endotoksin uygulanan sicanlarm karaciger nitrit
diizeylerinde anlamh bir artig gozlenmistir (p<0.05).
Endotoksinin neden oldugu nitrit diizeylerindeki artma
1,3-PBIT ile anlaml bir sekilde dnlenmistir (p<0.05). 1,3-
PBIT karaciger bazal nitrit diizeylerinde anlamli bir etki
olusturmamustir (p>0.05) (Sekil 2).
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1,3-PBIT’nin  Endotoksin ~ Uygulanan  Sicanlarin

Karaciger MPO Enzim Aktivitesi Uzerindeki Etkisi

Endotoksin uygulanan sicanlarin karaciger MPO enzim
aktivitesinde anlamli bir azalma gozlenmistir (p<0.05).
Endotoksinin neden oldugu MPO enzim aktivitesindeki
azalma 1,3-PBIT ile anlamhi bir sekilde ©nlenmistir
(p<0.05). 1,3-PBIT karaciger bazal MPO enzim
aktivitesinde anlamli bir etki olusturmamistir (p>0.05)
(Sekil 3).

1,3-PBIT’nin  Endotoksin  Uygulanan

Karaciger MDA Diizeyleri Uzerindeki Etkisi

Endotoksin uygulanan sicanlarin  karaciger MDA
diizeylerinde anlamli bir azalma gozlenmistir (p<0.05).
Endotoksinin neden oldugu MDA diizeylerindeki azalma
1,3-PBIT ile anlaml bir sekilde énlenmistir (p<0.05). 1,3-
PBIT karaciger bazal MDA diizeylerinde anlamli bir etki
olusturmamustir (p>0.05) (Sekil 4).
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Sekil 1. Siganlara serum fizyolojik (kontrol) ve endotoksin (ET)
uygulamasindan 4 saat sonra ortalama arter basinct (OAB)
iizerinde indiiklenebilir nitrik oksit sentaz inhibit6rii 1,3-PBIT'nin
etkisi. 1,3-PBIT (10 mg/kg, i.p.), serum fizyolojik (4 ml/kg, i.p.)
veya ET (10 mg/kg, ip.) injeksivonundan 1 saat sonra
uygulanmistir. Sonuglar ortalamazortalamalarin standart hatast
seklinde gosterilmistir. n= 10. * Kontrol veya + ET grubu
degerlerinden istatistiksel olarak anlamli farkli (p<0.05).

1,3-PBIT’nin  Endotoksin  Uygulanan Sicanlarin
Karaciger SOD ve Katalaz Enzim Aktiviteleri

Uzerindeki Etkisi
Endotoksin uygulanan siganlarin karaciger SOD ve
katalaz enzim aktivitelerinde anlamli bir azalma

gozlenmistir (p<0.05). Endotoksinin neden oldugu SOD
ve katalaz enzim aktivitelerindeki azalma 1,3-PBIT ile
anlamhi bir sekilde O6nlenmistir (p<0.05). 1,3-PBIT
karaciger bazal SOD aktivitesinde anlamli bir azalmaya
neden olurken (p<0.05), katalaz enzim aktivitesinde
anlamli bir etki olusturmamistir (p>0.05) (Sekil 5 ve 6).

1,3-PBIT’nin  Endotoksin  Uygulanan Sicanlarin

Karaciger GSH Diizeyleri Uzerindeki Etkisi

Endotoksin uygulanan sicanlarin karaciger GSH
diizeylerinde anlamli bir azalma gozlenmistir (p<0.05).
Endotoksin ile inditklenen GSH diizeylerindeki azalma
1,3-PBIT ile anlaml bir sekilde énlenmistir (p<0.05). 1,3-
PBIT karaciger bazal GSH diizeylerinde anlamli bir etki
olusturmamistir (p>0.05) (Sekil 7).
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Sekil 2. Siganlara serum fizyolojik (kontrol) ve endotoksin (ET)
uygulamasindan 4 saat sonra karaciger nitrit diizeyleri iizerinde
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz inhibitéri 1,3-PBIT'nin etkisi.
1,3-PBIT (10 mg/kg, i.p.), serum fizyolojik (4 ml/kg, ip.) veya
ET (10 mg/kg, i.p.) injeksivonundan 1 saat sonra uygulanmigstir.
Sonuclar ortalamazortalamalarin  standart hatast  seklinde
gosterilmigtir. n= 6-10. * Kontrol veya + ET grubu
degerlerinden istatistiksel olarak anlamli farklt (p<0.05).
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Sekil 3. Sicanlara serum fizyolojik (kontrol) ve endotoksin (ET)
uygulamasindan 4 saat sonra karaciger miyeloperoksidaz (MPO)
aktivitesi iizerinde indiiklenebilir nitrik oksit sentaz inhibitorii 1,3-
PBIT'nin etkisi. 1,3-PBIT (10 mg/kg, i.p.), serum fizyolojik (4
mi/kg, i.p.) veya ET (10 mg/kg, i.p.) injeksiyonundan 1 saat sonra
uygulanmistir. Sonuglar ortalamazortalamalann standart hatast
seklinde gosterilmigtir. n= 9-10. * Kontrol veya + ET grubu
degerlerinden istatistiksel olarak anlamli farkli (p<0.05).
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Sekil 5. Sicanlara serum fizyolojik (kontrol) ve endotoksin (ET)
uygulamasindan 4 saat sonra karaciger siiperoksit (SOD) aktivitesi
iizerinde indiiklenebilir nitrik oksit sentaz inhibitorii 1,3-PBIT'nin
etkisi. 1,3-PBIT (10 mg/kg, i.p.), serum fizyolojik (4 ml/kg, i.p.)
veya ET (10 mg/kg, ip.) injeksiyonundan 1 saat sonra
uygulanmistir. Sonuclar ortalamazortalamalarin standart hatast
seklinde gosterilmistir. n= 9-10. * Kontrol veya + ET grubu
degerlerinden istatistiksel olarak anlamli farkli (p<0.05).
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Sekil 4. Sicanlara serum fizyolojik (kontrol) ve endotoksin (ET)
uygulamasindan 4 saat sonra karaciger malondialdehit (MDA)
diizeyleri tizerinde indiiklenebilir nitrik oksit sentaz inhibitorii
1,3-PBIT'nin etkisi. 1,3-PBIT (10 mg/kg, i.p.), serum fizyolojik
(4 ml/kg, i.p.) veya ET (10 mg/kg, i.p.) injeksiyonundan 1 saat
sonra uygulanmugtir. Sonuglar ortalamazortalamalarin standart
hatast seklinde gosterilmistir. n= 7-10. * Kontrol veya + ET
grubu degerlerinden istatistiksel olarak anlamli farkli (p<0.05).
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Sekil 6. Sicanlara serum fizyolojik (kontrol) ve endotoksin (ET)
uygulamasindan 4 saat sonra karaciger katalaz aktivitesi
iizerinde indiiklenebilir nitrik oksit sentaz inhibitorii 1,3-
PBIT'nin etkisi. /,3-PBIT (10 mg/kg, i.p.), serum fizyolojik (4
mi/kg, i.p.) veya ET (10 mg/kg, i.p.) injeksiyonundan 1 saat
sonra uygulanmistir. Sonuglar ortalamazxortalamalarin standart
hatast seklinde gosterilmistir. n= 5-10. * Kontrol veya + ET
grubu degerlerinden istatistiksel olarak anlamli farkli (p<0.05).
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Sekil 7. Sicanlara serum fizyolojik (kontrol) ve endotoksin (ET)
uygulamasindan 4 saat sonra karaciger indirgenmis glutatyon
(GSH) diizeyleri {izerinde indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
inhibitorii 1,3-PBIT'nin etkisi. 1,3-PBIT (10 mg/kg, ip.), serum
fizvolojik (4 ml/kg, i.p.) veya ET (10 mg/kg, i.p.) injeksivonundan 1
saat sonra uygulanmsnr. Sonuglar ortalamazortalamalarin
standart hatast seklinde gosterilmistir. n= 6-10. * Kontrol veya +
ET grubu degerlerinden istatistiksel olarak anlamli  farkl
(p<0.05).

Tartisma ve Sonug

Bu calismada, endotoksemik si¢anlarin karacigerinde
iNOS araciligi ile olusan NO’nun oksidatif strese katkida
bulunup  bulunmadigt  arastinlmistir.  Bulgularimiz,
endotoksin uygulanmasindan 4 saat sonra, karacigerde
iNOS araciligi ile olusumu artan NO’nun belirgin diizeyde
gozlenen hipotansiyona katkida bulundugunu
gostermektedir. Daha da Onemlisi, endotoksemi ile
indiiklenen NO iiretimindeki artisin karaciger dokusunda
notrofil  infiltrasyonunu  ve lipit  peroksidasyonunu
baskiladig1 ve segici iNOS inhibitorii 1,3-PBIT ile karaciger
antioksidan kapasitesindeki antioksidan molekiiller ve
antioksidan enzim aktivitelerine bagli olarak ortaya ¢ikan
azalmay1 Onledigi gosterilmistir.

NO sepsis ve septik sok patofizyolojisinde birbirine ters
etkiler gostermektedir (10). Lipit peroksidasyonu iizerinde
hem uyarict hem de onleyici etkileri bulunmaktadir (10).
NO’nun hem oksidan hem de antioksidan olarak etki
gosterdigi ve bundan dolayr viicutta hem yararli hem de
zararli etkilere neden olabilecegi bildirilmistir (19).
Sepsiste, endotoksine baglh olarak lipit peroksidasyonunun
onemli bir gostergesi olan MDA diizeylerinde belirgin bir
aris gozlenmektedir ki bu artis oksidatif stres ile
sonucglanmaktadir (20). Batra ve ark. (7) tarafindan sepsiste
antioksidan kapasitenin artmasina karsin, aynt zamanda
MDA diizeylerinde de bir artis oldugu bildirilmistir. Bu
durumda antioksidan enzim diizeylerindeki artisin hiicresel

hasar1 tam anlammyla korumadigi goriilmektedir. Ote
yandan, inhalasyon yolu ile uygulandiginda sicanlarda
(21) ya da in vitro olarak doyurulmus sulu ¢ozeltisi insan
I6semi hiicrelerine uygulandiginda (22) NO’nun MDA
diizeylerinde azalmaya neden oldugu bildirilmistir.
Calismamizda, endotoksinin neden oldugu nitrit
diizeylerindeki artisla birlikte MDA diizeylerindeki
azalma 1,3-PBIT ile onlenebilmistir. Daha 6nce
tarafimizdan  yapilan  ¢aligmalarda da, siganlara
endotoksin uygulanmasimin ardindan kalp, bobrek, aort ve
mezenterik arterlerinde MDA diizeylerinde belirgin bir
artis gozlenmistir (23,24). NO diizeylerinin siiperoksit
radikali diizeyine esit ya da daha diisik oldugu
durumlarda peroksinitrit olusumuna neden olarak lipit
peroksidasyonunu uyardigi, daha yiiksek derisimlerde ise
bu serbest radikalden olusturdugu nitratlanmis lipit
radikallerinin ~ son  {riinleri  aracihigt ile  lipit
peroksidasyonunu 6nledigi belirtilmistir (19). NO ayni
zamanda peroksinitritin neden oldugu lipit
peroksidasyonunu da onlemektedir (10,19). Bu nedenle,
iNOS aracitligr ile olusan NO’nun endotoksinin neden
oldugu toplam antioksidan kapasite iizerinde etkili oldugu
ve bdylece lipit peroksidasyonunu Onledigi ileri
stirilebilir. Elde edilen sonuclar, NO’nun giiclii bir
antioksidan etki gosterdigi yoOniindeki bulgular ile
paralellik gostermektedir (19).

NO’nun gii¢lii proinflamatuvar etkiler gosterdigine
iliskin birgok calisma bulunmasina karsin, ayni zamanda
NO’nun inflamasyonun neden oldugu doku hasarini
artirabildigi de bildirilmistir  (10,25). NO, insan
noétrofillerinden tiimoér nekroze edici faktor-a (TNF-o) nin
saliverilmesini artirarak (26) ya da farelerde endotoksinin
TNF-o olusumu iizerindeki etkisini asag diizenleyerek
(down-regulation) inflamatuvar sitokinlerin iiretiminde
azalmaya neden olur (27). Daha once yaptigimiz
calismalarda, endotoksin kalp ve aortada MPO enzim
aktivitesinde artisa neden olurken, bébrek ve mezenterik
arter dokularinda ise belirgin bir azalmaya neden olmustur
(23,24). Bu c¢alismada, endotoksinin neden oldugu
karaciger nitrit diizeylerindeki artis ile birlikte MPO
enzim aktivitesinde belirgin bir azalma oldugu
goriilmiistir. MPO enzim aktivitesindeki bu azalma,
secici iNOS inhibitorii 1,3-PBIT ile ©Onemli olciide
onlenmigtir. Endotoksemi modelinde iNOS araciligy ile
olusan NO’nun antiinflamatuvar etkili olabilecegini
diisiindiirmektedir.

Sepsiste ROT ya da RNT ile antioksidan sistem
arasindaki dengenin bozulmasi sonucunda oksidatif stres
ortaya ¢ikmaktadir (8). Onemli antioksidan enzimlerden
olan SOD, katalaz ve GSH-Px serbest radikallerin
prekiirsorlerini  stipiirerek ya da katalizini Onleyerek
oksijen radikalinin olusumunu onlemektedir (1,28).
Bunun yaninda, NO da hiicresel redoks dengesinin
diizenlenmesinde rol oynayan en oOnemli etkenlerden
birisidir. NO donérlerinin disaridan uygulanmasi yaninda,
endotoksin gibi etkenlerle indiiklenen iNOS aracilify ile

-33-



Firat ve ark.

olusan NO’nun antioksidan enzim aktivitelerinde azalmaya
neden oldugu bildirilmistir (28). NO, katalazin hem kismina
baglanarak enzimin yikilmasina ve inhibisyonuna ayni
zamanda, olusturdugu peroksinitrit araciligi ile SOD
enziminin tirozin rezidillerinin nitrasyonu sonucunda
yikimma neden olmaktadir (29,30). Bununla birlikte,
endotoksin sentez ve konjiigasyon yollarini inhibe ederek,
onemli bir hiicre i¢i antioksidan molekiill olan GSH
diizeylerinde azalmaya neden olmakta ve antioksidan
enzimlerin  aktivitesini asag  diizenlemektedir  (5).
Calismamizda, iNOS araciligi ile olusan NO, SOD ve
katalaz enzim aktivitelerinde secici inhibitorii 1,3-PBIT ile
Onlenebilen belirgin bir azalmaya neden olmustur. Ayrica,
NO olusumundaki artis ile birlikte GSH diizeylerinde de
onemli derecede azalma gézlenmistir; bu azalma ise iNOS
inhibitorii 1,3-PBIT ile 6nlenmistir. Bulgularimiz, oksidatif
stres sirasinda ortaya ¢ikan serbest oksijen radikallerini
stipiirmesi amac1 ile GSH tiiketiminde 6nemli derecede artis
oldugunu diisiindiirmektedir.

Sonu¢ olarak, bulgularimiz endotoksemi sirasinda
indiiklenen iNOS araciligr ile olusumu artan NO’nun
karaciger dokusunda nétrofil infiltrasyonunu ve lipit
peroksidasyonunu baskilayarak hem antiinflamatuvar hem
de antioksidan etki gosterdigini diisiindiirmektedir. iNOS un
1,3-PBIT ile secici olarak inhibisyonu, endotoksemi
sirasinda ortaya c¢ikan oksidatif stres durumunda azalan
karaciger antioksidan kapasitesinin ve antioksidan enzim
aktivitelerinin yeniden diizenlenmesine neden olmustur.
Septik sokta oksidatif stres sonrasinda doku zedelenmesine
bagli olarak ortaya ¢ikan ve oliimle sonuglanan ¢oklu organ
yetmezliginde yasamsal organlardan birisi olan karaciger
islevindeki azalmanin Onemli bir yer tutmasindan dolayi,
karaciger islevsizliginin Onlenmesi ya da diizeltilmesinde
secici iNOS inhibitorlerinin  kullanimi terapétik agidan
bilyiik bir 6nem tagimaktadar.
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