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Hipoksi Sonras1 Erken ve Ge¢ Reoksijenasyon Insan
Umbilikal Vaskiiler Endotel Hiicrelerini Oksidatif Stres
Acisindan Nasil Etkiler?

[How Does Early and Late Reoxygenation Following Hypoxia Affect Human
Umbilical Vascular Endothelial Cells in Respect to Oxidative Stress?]

Zekiye Sultan Altun', OZET
Hiiray Islekel?, Amag: Hipoksi ya da hipoksi-reoksijenasyon ile indiiklenen vaskiiler hasar miyokard
Oya Sayin**, enfarktiisii, renal ve serebral iskemi gibi klinikopatolojik durumlarda 6nemli role sahip-
Mehtap Yiiksel Egrilmez“, tir. Endotel hiicreleri farkli uyarilar ile ortaya ¢ikan vaskiiler hasara karsi bariyer fonk-
Sermin Geng**, siyonu olusturabilir ya da bu siiregte rol oynayabilir. Bu ¢aligmanin amaci nitrik oksit
Kiirsat Geng“, (NO), nitrotirozin, endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS), siiperoksit dismutaz (SOD) ve
Zahide Cavdar®*, malondialdehitin (MDA) hipoksi ve hipoksi-reoksijenasyondaki rollerinin insan vaskii-
Giilgiin Oktay?, ler endote% hiicrelerinde in vitro olarak arastirilmasidir.
Giil Giiner>#, Yontem: Insan umblikal ven endotel hiicreleri normoksi (4 saat), hipoksi (4 saat), er-
ken hipoksi reoksijenasyon (4 saat hipoksi-4 saat reoksijenasyon) ve ge¢ hipoksi reok-
'Dokuz Eyliil Universitesi, Onkoloji Enstitilsi, sijenasyon (4 saat hipoksi-24 saat reoksijenasyon) kosullarina maruz birakildi. SOD ve
Izmir, Tiirkiye eNOS aktiviteleri, MDA, NO ve nitrotirozin diizeyleri 6l¢iildii.

’Dokuz Eyliil Universitesi, Tip Fakiiltesi, .. R . . o ..
Biyokimy}e,i Anabilim Dali, izE‘lir, Tiirkiye Bulgular: SOD aktiviteleri, hipoksiye gore karsilastirildiginda erken reoksijenasyon-

3Dokuz Eyliil Universitesi, Tip Fakiiltesi, Arastirma | d@ istatistiksel olarak anlamli diizeyde artis gdsterirken, hipokside normoksiye gore

Laboratuari, [zmir, Tiirkiye azalma gozlendi. MDA diizeyleri erken ve ge¢ reoksijenasyonda hipoksiye gore azalir-
‘Dokuz Eyliil Universitesi, Saghk Bilimleri ken, hipokside normoksiye gore artis gozlendi. NO, nitrotirozin ve eNOS diizeyleri tiim
Enstitiisii, [zmir, Tirkiye gruplarda degismedi.

Sonug: Erken fazlardan itibaren baslayan reoksijenasyon insan umblikal vaskiiler endo-
tel hiicrelerinde oksidatif strese neden olmakla birlikte hipoksi sonrast erken reoksije-
nasyon kosullart muhtemel lipid peroksidasyonundan koruyan antioksidan SOD enzim
aktivitesinde gegici artisa yol agar.

Anahtar Kelimeler: Endotel hiicreleri, hipoksi, erken reoksijenasyon, ge¢ reoksijenas-
yon, oksidatif stres

ABSTRACT
Yazisma Adresi

[Correspondence Address] Objectives: Vascular damage induced by hypoxia or hypoxia-reoxygenation has a cru-
cial role in various clinicopathological conditions such as myocardial infarction, renal
and cerebral ischemia. Endothelial cells might have a barrier function to vascular da-

. Dr. Zeki Itan Alt . . . . . . . . . .
Uzm. Dr. Zekiye Sultan Altun mage triggered by diverse stimuli or might be involved in this process. The aim of this

Dokuz Eyliil Universitesi, Onkoloji Enstitiisii study was to evaluate the roles of nitric oxide (NO), nitrotyrosine, endothelial nitric oxi-
35340, Inciralty/Izmir, Tiirkiye de synthase (eNOS), superoxide dismutase (SOD) and malondialdehyde (MDA) in hypo-
;:lr_"_‘:gozzgizyzi‘;;‘ggg@deufdu'” xia and hypoxia-reoxygenation in human vascular endothelial cells in-vitro.

Fax: +90 232 2785895 Methods: Human umbilical vein endothelial cells were subjected to normoxia (4 ho-

urs), hypoxia (4 hours), early (4 hours hypoxia-4 hours reoxygenation) or late hypoxia-
reoxygenation (4 hours hypoxia-24 hours reoxygenation) conditions. SOD and eNOS ac-
tivity, MDA, NO and nitrotyrosine levels were measured.

Results: SOD activities were decreased with hypoxia with respect to normoxia. In early
reoxygenation however, SOD levels showed statistically significant increase when com-
pared to hypoxia. As compared to hypoxia, MDA levels were decreased in early reoxy-
genation and late reoxygenation, although insignificant, raised MDA levels were obser-
ved in hypoxia compared to normoxia. NO, nitrotyrosine and eNOS levels were unchan-
ged in all groups.

Conclusion: Reoxygenation, starting from early phases leads oxidative stress in human
umbilical vascular endothelial cells, however, early reoxygenation conditions following
hypoxia causes a transient enhancement in antioxidant SOD enzyme activity which pro-
bably protects from lipid peroxidation.
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Giris

Hipoksi ve hipoksi-reperfiizyonun indiikledigi vaskii-
ler hasar miyokard enfarktiisii, renal iskemi ve serebral
iskemi gibi bir¢ok klinikopatolojik durumda 6nemli rol
oynamaktadir [1]. Endotel hiicreleri vaskiiler yapidaki
fonksiyonel {iiniteyi olusturmaktadir. Vaskiiler endotel
hipoksi-reperfiizyon sirasinda siiperoksit, hidrojen pe-
roksit, peroksinitrit gibi reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
birincil kaynagi olmasinin yanisira, hasarin hedefini de
olusturmaktadir [2,3]. Bu nedenle endotel hiicre davra-
nislar1 vaskiiler disfonksiyonun anlasilmasinda biiyiik
O6nem tagimaktadir [1].

In vivo hipoksi-reperfiizyonun hiicresel modellerin-
den olan endotel hiicre kiiltiirii hipoksi ve reoksijenas-
yon (H-R) modeli, ROS aracili hiicresel disfonksiyonun
anlagilmasi i¢in en uygun araglardan birisidir [1]. Siipe-
roksit radikali lipid membran peroksidasyonuna, prote-
in ve antioksidan enzim aktivitelerinde degisiklige ve
gen transkripsiyonuna neden olabilir. Ayrica hizla nit-
rik oksiti (NO) inaktive ederek endotel disfonksiyonuna
ve daha toksik radikaller olan peroksinitrit ve hidroksil
gibi radikallerin olusumu aracilig1 ile makromolekiille-
rin, membranlarin ve DNA’nin hasarlanmasina yol aca-
bilir [2].

Memeli hiicrelerinde NO, L-arjininden NO sentaz
(NOS) enzim ailesi aracilig1 ile olugur. NOS ailesinin
endotelyal (eNOS), ndronal (nNOS) ve indiiklenebilir
(iNOS) olmak tizere ii¢ farkli izoformu tanimlanmistir.
eNOS ve nNOS izoformlar1 degisik tip hiicrelerde yapi-
sal olarak eksprese edilir ve hiicre i¢inde kalsiyum ar-
tistyla birlikte kalmodulin bagimli olarak aktive edile-
bilirler [4]. NO hiicrelerde peroksinitrit aracili lipid ok-
sidasyon reaksiyonlar1 olusturmasi nedeniyle hem pro-
oksidan ve hem de lipid radikal zincir olusumuna engel
olma kapasitesiyle ¢ift yonlii etki gosteren bir molekiil-
diir [2]. Nitrotirozin ise peroksinitrit ile proteinlerin tiro-
zin rezidiilerinin etkilesimiyle olusabilmekte ve NO’in
potansiyel sitotoksik etkilerini degerlendirmede bir be-
lirte¢ olarak kullanilabilmektedir [5].

Stiperoksit dismutaz (SOD) 6nemli hiicresel antioksidan
enzimler arasinda yer alir ve etkin bir sekilde siiperok-
sit radikalini hidrojen perokside cevirir [2] SOD hiicre
ici yerlesimi nedeniyle oksidatif strese kars1 ilk kademe
savunma hatt1 olarak yer almaktadir, bu nedenle vaskii-
ler SOD aktivitesi, ekspresyonu veya her ikisi de gesitli
fizyolojik ve patofizyolojik durumda degisebilir [6]. En-
dotelde bulunan SOD ekstraseliiler NO biyoaktivitesi-
ni diizenlemekle de iliskilidir [2]. Hipoksi-reperfiizyon
aracili vaskiiler hasarin endotelyal oksidan/antioksidan
sistem {izerindeki etkileri bugiine dek degisik deney dii-
zenekleri, hipoksi-reoksijenasyon siireleri ve hiicre kiil-
tlir ortamlar1 kullanilarak ¢alisilmistir [1, 4, 7]. Vaskiiler
endotel hiicreleri tizerinde yapilan bir caligmada 24 saat
hipoksi 2 saat reoksijenasyonun lipid peroksidasyonunu
ve NADPH bagimli siiperoksit tiretimini arttirdigi sap-
tanmigtir [7]. Koruyucu olarak C vitamininin kullanil-
dig1 ve 4 saat hipoksi, 18 saat reoksijenasyon sonucunda
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insan umblikal ven endotel (HUVE) hiicrelerinde mito-
kondriyal membran potansiyelinin ve sitokrom c salini-
minin azaldig1 gosterilmistir [1]. Ancak erken ve gec re-
oksijenasyon etkilerini, oksidan ve antioksidan sistem-
deki degisiklikleri ayni anda inceleyen az sayida kap-
samli ¢alisma mevcuttur.

Bu ¢aligmada insan umbilikal ven endotel hiicrelerinde
uygulanan hipoksi sonrasi 4. ve 24. saatlerde uygulanan
erken ve gec reoksijenasyonun oksidan sistem iizerine
etkileri nitrik oksit, nitrotirozin, endotelyal nitrik oksit
sentaz, lipid peroksidasyon {iriini malondialdehit ve an-
tioksidan siiperoksit dismutaz araciligiyla incelenmistir.

Gerec ve Yontem

Hiicre Kiiltiirii

Insan umblikal ven endotel (HUVE) hiicreleri dondurul-
mus (kriyoprezerve) olarak ‘Clonetics Corporation’dan
(Cambrex) elde edildi. Hiicreler %2 fetal bovin serum,
insan rekombinant vaskiiler endotel biiyiime fakto-
rii, bFGF, insan epidermal biiyiime faktorii (hEGF), in-
sulin benzeri biiyiime faktorii-I, hidrokortizon, askor-
bik asit, heparin, 1 pg/ml gentamisin ve 1 pg/ml am-
foterisin B igeren endotel hiicre biliylime ortaminda
(EBM-2) (Cambrex) her iki giinde bir ortamlar1 degisti-
rilerek 37°C ve %5 CO, inkiibator kosullarinda gogaltil-
di. Ekim yogunlugu 5,000 hiicre/cm? idi. Hiicreler % 80
konfluent oldugunda tripsin EDTA kullanilarak toplan-
d1 ve 1/3 oraninda pasajlandi. Tiim deneylerde hiicreler
5-7. pasajdan olacak sekilde kullanildi.

Hipoksi-Reoksijenasyonun Uygulanmas: ve
Deney Kosullar

Hiicreler dort ayr1 gruba ayrildi (Tablo 1). Birinci grup-
ta, normoksik hiicreler olup standart inkiibator sartlarin-
da (%5 CO,/ %95 hava ile) 4 saat 37°C’°de inkiibe edildi.
Ikinci gruptaki hiicreler 6zel bir hipoksi odacigina (Mo-
dular Incubator Chamber MIC-101, Billups-Rothenberg,
USA) yerlestirildi [1]. Hipoksiyi olusturmak i¢in bu kez
%95 CO, ve %5 N, gaz karisimi1 hipoksi odaciginin gaz
girisinden verildi. Bu sirada hipoksi odacigindan ¢i-
kan havanin O, miktar1 oksimetre (Oxygen Analyser,
Billups-Rothenberg, USA) ile olciildi. Oksimetre ile
Olgiilen gazin O, miktar1 %1’in altina distiikkten sonra
5 dakika daha gaz karigimi verilmeye devam edildi. 5
dakika sonunda hipoksi odaciginin giris ve ¢ikis boru-
su ayni anda kilitlendi. Hipoksi odacigina yerlestirilen
hiicreler de 4 saat 37°C’de inkiibe edildi. Béylece hipok-
si (4sH) grubu olusturuldu. Ugiincii gruptaki hiicreler 4
saat hipoksi sonrasinda hipoksi odacigindan ¢ikarilarak,
standart inkiibator sartlarinda (%5 CO,/ %95 hava) 4
saat reoksijenasyona maruz birakildi. Boylece kisa siire-
li reoksijenasyon (4sH-4sR) kosullar1 olugturuldu. Dor-
diincli grup hiicreler ise 4 saat hipoksi sonrasinda hi-
poksi odacigindan ¢ikarilarak uzun siireli reoksijenas-
yon (4sH-24sR) kosullarini olusturmak iizere bu kez 24
saat reoksijenasyona (%5 CO,/ %95 hava) maruz bira-
kildi. Tim gruplardan gerekli inkiibasyon siireleri so-
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Tablo 1. Deney kosullarini olusturan gruplar (n=6)

Gruplar

Stureler

1. Normoksi

4 saat Normoksi

II. Hipoksi (4sH)

4 saat Hipoksi

IIl. Erken reoksijenasyon (4sH- 4sR)

4 saat Hipoksi - 4 saat Normoksi

IV. Geg reoksijenasyon (4sH- 24sR)

4 saat Hipoksi 24 saat Normoksi

nunda siipernatanlar1 ve hiicre lizatlar1 yapilacak analiz-
lere uygun olarak toplandi.

SOD Aktivite Olciimii

SOD aktivitesi “SOD activity assay kit” (R&D) [8] kul-
lanilarak spektrofotometrik yontemle 560 nm’de 6l¢til-
dii. Daha sonra SOD aktiviteleri total hiicresel proteine
oranlanarak U/mg protein olarak ifade edildi.

Lipid Peroksidasyonun Olciimii

Hiicre lizatlarinda lipid peroksidasyon olugumu, tiyo-
barbitlirik asit reaktif {irlinlerin olusumunun o6l¢limii-
ne dayali yontemle yiiksek performansli sivi kroma-
tografi (HPLC) (CTO-10AS VP, Shimadzu) cihaz1 kul-
lanilarak c¢alisild1 [9]. Hazirlanan 6rnekler C18 kolona
(Macherey-Nagel, Duren, Germany) uygulandi. Her bir
ornegin absorbansi floresan detektorde A**=515 nm and
Am=553 nm olacak sekilde HPLC cihazi (CTO-10AS VP,
Shimadzu) kullanilarak 6lgiildii. Tiim Slgiimler 6rnek-
lerin protein igeriklerine oranlanarak pmol/mg protein
olarak ifade edildi.

eNOS diizeyleri hiicre lizatlarinda R&D “Human eNOS
immunoassay” ELISA kiti kullanilarak ¢alisildi. Absor-
banslar 450 nm’de mikroplak okuyucuda (Synergy HT,
BioTek Instrument Inc, Winooski, USA) odlctildii. Bili-
nen konsantrasyonlarla elde edilmis standart grafigine
gore konsantrasyonlar hesaplandi. Sonuglar protein de-
gerlerine oranlanarak eNOS pg/mg protein olarak ifa-
de edildi.

Nitrotirozin hiicre lizatlarinda enzim immunoassay yon-
temi kiti (Oxis) ile ¢alisildi. Absorbanslar multiplak oku-
yucuda 450 nm’de dl¢iildii. Sonuglar protein igeriklerine
oranlanarak pmol/mg protein olarak ifade edildi.

Nitrik oksit, hiicre siipernatantlarinda nitratin kadmi-
yum graniilleri ile non-enzimatik olarak nitrite indir-
genmesinin ardindan, total nitritin Greiss reaktifi ile re-
aksiyonunun kolorimetrik olarak dl¢iilmesi ile belirlen-
di [10].

Protein Olciimii

Orneklerin protein konsantrasyonu bicinkonik asit
(BCA) protein kiti (Sigma, Germany) kullanilarak 6l¢iil-
dii [11]. Standart olarak sigir serum albiimini kullanildi.

Istatistiksel Analiz

Arastirma sonuglarinin istatistik analizi, SPSS i¢in Win-
dows istatistik programinin 11.0 versiyonu kullanilarak
yapildi. Sonuglar ortalama + standart sapma seklinde be-
lirtildi. Diger testlerdeki siirekli degiskenler non para-
metrik Mann-Whitney U testi ile analiz edildi. Tim de-
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neyler en az 3 kez tekrarlandi. p<0.05 ise istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular

4sH grubunda SOD aktiviteleri normoksi grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldi (p=0.025).
4sH-4sR grubunda 4sH grubuna gére SOD aktivitesin-
de istatistiksel olarak anlamli diizeyde artis saptandi
(p=0.025) (Sekil 1) (Tablo 2).

Malondialdehit (MDA) diizeyleri normoksi grubuna
gore 4 saat hipoksi grubunda artis gosterdi ancak istatis-
tiksel olarak anlamli degildi. MDA diizeyleri 4sH-4sR
ve 4sH-24sR gruplarinda 4sH grubuna gore istatistik-
sel olarak anlamli diizeyde azalma gosterdi (p=0.021,
p=0.014) (Sekil 2) (Tablo 2). Gruplar arasinda eNOS ak-
tivitesi agisindan fark saptanmadi (Tablo 2).

Nitrik oksit konsantrasyonu 4sH, 4sH-4sR ve 4sH-
24sR grubunda normoksi grubuna karsi artis gosterdi
(p=0.197, p=0.039, p=0.039). 4sH-4sR ve 4sH-24sR gru-
bunun NO diizeyleri 4sH grubuna gore artig gosterdi an-
cak istatistiksel olarak anlamli degildi. 4sH-24sR grubu-
nun NO diizeyleri 4sH-4sR grubuna gore hafif azalma
gosterdi ancak fark istatistiksel olarak anlamsizdi (Tab-
lo 2).

Nitrotirozin degerleri agisindan gruplar arasinda istatis-
tiksel olarak fark gozlenmedi. 4sH ve 4sH-4sR grubun-
da normoksi grubu ile karsilastirildiginda artis gozlen-
di ancak istatistiksel olarak anlamli degildi. 4sH-4sR ve
4sH-24sR grubunun nitrotirozin degerleri 4sH grubuna
gore azalma gosterdi ancak istatistiksel anlamli degil-

di (Tablo 2).
SOD
10,00
9,004 #
800+
c 7,00 *
S 6o
; 5,004
E 400
2300
2,001
1,00
0,00 4
Nomoksi %H 4H- 4R 4H- 24R

Sekil 2. HUVE hiicrelerinde deney gruplarinda SOD aktivitelerinin
gosterilmesi. Her bir bar en az 3 bagimsiz deneyin ortalama + stan-
dart sapma degerlerini ifade etmektedir (n=6).

*p<0.05 normoksi grubuna gore karsilastirildiginda,

#p<0.05 4 saat hipoksi grubuna gore karsilastirildiginda.
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Tablo 2. Deney gruplarinda analiz edilen parametreler

Gruplar (n=6)

Normoksi 4sH 4sH-4sR 4sH-24sR
Parametreler
MDA 0.777+0.42 1.322+0.36°¢ 0.214+0.02 0.346+0.2
(umol/mg protein) o . - I ) -
Nitrik Oksit . .
(umol) 2.141.30 3.7641.48 5.56+3.07 3.99+2.14
Nitrotirozin
(umol/mg protein) 1.222+0.326 1.262+0.419 1.40940.582 1.151+0.271
Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz
(U/mg protein) 3735+834 33864565 33724534 36514667
Slperoksid Dismutaz
(U/mg protein) 6.73+2.2 4.13+2.0% 6.08+2.1 4.9642.2

Degerler ortalama ve standart sapma seklinde ifade edilmistir. Normoksi, 4sH; 4 saat hipoksi, 4sH-4sR; 4 saat hipoksi-4 saat reoksijenasyon,
4sH-24sR; 4 saat hipoksi-24 saat reoksijenasyon gruplarini ifade etmektedir.

a- p< 0.05 normoksi grubu ile karsilastirdiginda,
b- p<0.05 4sH- 4sR grubu ile karsilastirdiginda,
c- p< 0.05 4sH- 24sR grubu ile karsilastirdiginda.

MDA

1,800 q
1,600 1
1,400 1
1,200 1
1,000 4
0,800 1

#
€ R
0,400 4 #
0,200 i
0,000 4 . . - .

Nomoksi 4H 4H- 4R 4sH- 24R

protein

ol/mg

Sekil 2. HUVE hiicrelerinde deney gruplarinda MDA diizeylerinin
gosterilmesi. Her bir bar en az 3 bagimsiz deneyin ortalama + stan-
dart sapma degerlerini ifade etmektedir (n=6).

# p<0.05 4 saat hipoksi grubuna gore karsilastirildiginda.

Tartisma

Literatiirde endotel hiicrelerinde hipoksi sonrasi reoksi-
jenasyonun erken ve ge¢ donemde antioksidan SOD, nit-
rik oksit sistemi ve lipid peroksidasyonu iizerindeki et-
kilerinin ayr1 ayr1 degerlendirildigi ¢esitli ¢alismalar bu-
lunmakla birlikte [7, 12], erken ve ge¢ reoksijenasyonda
oksidan ve antioksidan sistemin bir arada degerlendiril-
digi bir caligmaya rastlanmamaistir.

Fizyolojik kosullarda reaktif oksijen iiriin miktar1 yani
0,7, H,0, ve OH, ksantin oksidaz gibi ROS olustu-
ran enzimler ile SOD ve glutatyon peroksidaz (GPx)
gibi ROS’u yakalayan enzimler arasindaki diizenleyici
denge ile goreceli stabil diizeylerde tutulmaktadir [13].
Anoksi reoksijenasyon gibi patolojik durumlarda ROS
olusumu artmaktadir. ROS birikimi lipid peroksidasyo-
nu ile oksidatif stres belirteci olan MDA asir1 {iretimi ve
SOD ve GPx’in tiiketilmesi ile azalmasina yol agabil-
mektedir [13]. SOD ve GPx ROS’ nin detoksifikasyonun-
da anahtar rol almaktadir. Bu nedenle bu ¢alismada hi-
poksi reoksijenasyona maruz kalan HUVE hiicrelerinde
ROS yakalayicisi olarak SOD’1 ve lipid peroksidasyon
hasarini degerlendirmek i¢in MDA’i belirledik. Bu ¢a-

Turk J Biochem, 2010; 35 (3) ; 225-229.

228

lismada endotel hiicrelerine sadece hipoksi uygulanma-
st reoksijenasyona gore belirgin lipid peroksidasyon ha-
sarina yol agmistir. Endotel hiicrelerinde degisik hipoksi
ve reoksijenasyon siireleri ile farkli oksidatif stres yanit-
larinin meydana geldigi gesitli calismalarda gosterilmis-
tir. Martin ve ark. [7] 24 saat hipoksi ardindan 2 saat re-
oksijenasyon kosullarinda lipid peroksidasyonunda ar-
tisa rastlamislardir. Bir bagka caligmada endotel hiicre-
lerinde 1.5 saat anoksiyi izleyen 5 saat reoksijenasyon-
da MDA diizeyleri artmis, SOD ve NO konsantrasyonu
azalmistir [14]. Bizim ¢alismamizda, hipoksi kosuluna
kryasla, erken ve ge¢ reoksijenasyonda MDA diizeyleri-
nin azalmasi, hipoksi sonrasi erken reoksijenasyon do-
neminde artan SOD aktivitesine bagli olarak antioksi-
dan kapasitenin gliglenmesi sonucunda lipid radikal zin-
cir reaksiyonlarinin kismen dnlenmesi ile agiklanabilir.
Reoksijenasyonda SOD aktivite artis1 bu donemde artan
serbest radikallerin SOD enziminin aktivitesini uyar-
mas1 sonucu ortaya ¢ikmis olabilir. Onceki calismamiz-
da, benzer deney diizeneginde iskemi reperfiizyon siire-
cinde ozellikle iskemi sonrasi reoksijenasyon sirasinda
ROS iiretiminin meydana geldigi, ayrica reperfiizyonda
artan ROS diizeylerinin, antioksidan bir enzim olan glu-
tatyon peroksidaz aktivite artigina yol agabildigi gdste-
rilmistir (yaymlanmamais veri). Bizim ve diger ¢alisma-
larin degisik yondeki sonuglari deney diizeneklerindeki
ve reoksijenasyon siirelerindeki farkliliklardan kaynak-
lantyor olabilir.

Literatiirde endotel hiicrelerinin hipoksi reoksijenasyo-
nu NO sistemi agisindan degerlendirildiginde, NO sis-
temi ile ilgili farkli bulgulara rastlanmaktadir. Li ve ve
ark.[14] endotel hiicrelerinde 1.5 saat anoksiyi izleyen
5 saat reoksijenasyonda MDA diizeylerini artmis, SOD
ve NO konsantrasyonunu azalmis olarak bulmuslardir.
Farkli bir ¢alismada ise ECV340 endotel hiicrelerinin
kisa siireli reoksijenasyonu ile (30 dk hipoksi 30 dk re-
oksijenasyon) NO ve eNOS ekspresyon artigi saptanmis-
tir [15]. HUVE hiicrelerine 8 saatlik hipoksi uygulama-
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st sonrasinda eNOS protein ekspresyonu ve beraberin-
de NO artig1 saptanmistir. Bizim calismamizda hipok-
si, kisa ve uzun siireli reoksijenasyonda eNOS, nitrotiro-
zin ve NO diizeyleri agisindan gruplar arasinda belirgin
farklar gozlenmese de, zamana bagimli olarak bu para-
metrelerin paralel degisimleri birbirlerini destekler ni-
teliktedir. NO yiiksek miktarda iiretildiginde siiperok-
sit radikali ile reaksiyona girerek peroksinitrite doniis-
mekte ve hiicresel hasarda 6nemli rol oynamaktadir [16].
Peroksinitrit ise proteinlerle reaksiyona girerek prote-
in rezidiilerini okside etmektedir. Nitrotirozin olusu-
mu peroksinitrit aracili protein modifikasyonunu tem-
sil eder ve diger ROS aracili modifikasyonlardan fark-
lidir. HUVE hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada 3 saat-
lik anoksi ve 2 saatlik reoksijenasyon sonrasinda endo-
telin konsantrasyonunda artma ve NO konsantrasyonu-
nun azalmasi ile endotel hiicrelerinin vazokonstriktif ve
vazodilator fonksiyonu diizenleyerek endotel hiicre dis-
fonksiyonuna ve hasarina yol actigi one siiriilmiistiir
[13]. Calismamizda NO’in ve nitrotirozin miktarinin hi-
poksi doneminden baglayarak reoksijenasyonda giderek
artmasi hipoksi reoksijenasyon hasarinda NO sistemi-
nin endotel hiicre disfonksiyonunda rol oynadigini gos-
termektedir.

Sonug olarak, insan umblikal ven endotel hiicrelerinde
oksidan stres hipoksi ile birlikte baslamakta, erken re-
oksijenasyonda olasilikla antioksidan enzim SOD akti-
vitesinin artisina bagli olarak lipid peroksidasyonu kis-
men Onlenmektedir. Bu bulgular insan vaskiiler endotel
hiicrelerinde hipoksiyi takiben &zellikle erken reoksije-
nasyon fazinda oksidatif stresin ve antioksidan cevabin
belirginlestigini 6nermektedir.
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