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II. GIRIS VE AMAC

Kai1 ve sivi vaglann korunmasi ve saklanmasi eski zamanlardan beri insanlifin ilgisind
uyandmmigtir Kati ve sivi yaglar, yapismda, renginde, tadmda ve kokusunda karakteristik
depisikliklerle okside edilir. Kokusmugluk olarak bilinen bu iglem kimyasal olarak 1940'arda
oksidatif serbest radikal zincir reaksiyonu olarak tamimlanmustir. Biyolojik sistemlerde;
poliunsature yag asidleri’nin (PUFA) serbest radikal oksidasyonu, lipid peroksidasyonu (LPO)
olarak bilinir (5).

Lipidlerin peroksidasyonu ve fagositoz olay: biyolojik sistemlerde meydana gelen son
derece dnemli reaksiyonlardir, Glikolizis, yag asidi oksidasyomu ve sitrik asid siklusu
esnasmda meydana gelen NADH ve FADH,, mitokondride oksidatif fosforilasyopa ugramakta
ve reditksiyon agamalan sonucunda su olugmaktadi. Ancak bu rediksiyon sirasinda
reaksiyonun kasmen cereyan etmesi, strperoksid anyonu (G4 ), hidroksil radikali (OE), singlet
oksijen {10,) ve hidrojen peroksid (H,0,) gibi toksik oksijen radikallerinin ortaya ¢ikmasma
neden olmaktadir (25). )

Fagositoz olay1 esnasmnda polimorfonikleer (PMN) Iokositlerde meydana gelen solunum
patlamasi da bu toksik oksijen radikallerinin @retiminden sorumbu olan diger bir
mekanizmadir. Bu nedenle normal metabolizma swasindaki oksido-reditksiyon iglemlerinin
trimleri olan serbest oksijen radikallerinin olusmas: biyolojik bir bozukluk olarak
nitelendirilmemelidir (25).

Ancak hiperoksi durumunda, inflamasyonda ve radyasyoen gibi gevresel faktorlerin efkisiyle
bu radikallerin firetimi son derece artmakia ve membranlar, enzimler, nikleik asidler ve
polisakkaritler tizerinde toksik etkiler yaparak gesitli doku hasarlanna neden olmaktadirlar

Vicudun, farkls hitcresel kompartmanlan i¢inde, serbest oksijen radikallerinin olugturacagy
oksidatif stresle ugragacak bir miidafaa hiyerargisi vardir (5). Bu amacla organizmalar
biyolojik butinlilkderini, hasardan korumak i¢in endojen koruma sistemlerine sahiptitler. A, C
ve E vitaminleri; glutatyon ve sistein gibi stlfidril grubu ihtiva eden bilegikler; Zn, Mn, Cu
gibi eser elementler, sitperoksid dismuiaz (SOD) ve katalaz gibi antioksidan enzimler oksijen
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" sitotoksigitesine karst hiicresel savunma mekanizmasmda ver alan baglica bilesiklerdir (25).
Superoksid, HyO,, hipoklorik asid (HOCI), hidroksil, alkoksil ve peroksil radikalleri gibi
" reaktif oksijen tirlerinin Gretimi ile onlara kargt olugan anticksidan mudafalar arasmdaki
" dengenin bozulmasi, doku hasarim amplifiye eden oksidatif stresi olugturur (5).

¥ Bilictbin’in (BR), fizyolojik onemi olan bir antioksidan oldugunu ifade eden cegitli
© cahgmalar meventtur (12,13,22). Bupa gore gimdiye kadar yapilan caligmalarda BR’in
anticksidan sistemde, agagida ifade edilen rolleri nstlendigi pozlenmistir:

Konjuge edilmemis BR, albumine bagh BR ve konjuge edilmiy BR kimyasal olarak
olugturulmug peroksil radikallerini etkili bir gekilde yakalamakiadilar (12,13,22,23).

BR’in in vitro olarak linoleik asid gibi doymamng yag asidlerinin hava veya UV igikla
olugmug otooksidasyonunu engellemekiedir. BR, doymamig yag asidlerinin (lnoleik asid)
radikal zincir reaksiyonu seklindeki oksidasyonunu inhibe etmekfe ve islem smasinda
kendisini yikmaktadic (12).

BR, liposomlarda kiigiik kismi oksijen basine: altinda oksidasyonu ve serbest radikal zincir
reaksiyonlarim stiprese etmektedir (12,13,23). Konjuge olmoarmsg BR, biyolojik membranlarin
i¢ine ve aralarina kolayca diffize olmakia (12) ve bununla birlikte membrana bagh «-
tokoferolle LPO’nu dnlemede sinerjetik etki olugturabilmektedir (13).

Konjuge edilmemiy BR, 1,0, veya organik hidroperoksidlerin varliginda peroksidazlar igin
bir indirgeyici substrat olarak davranmaktadirlar, BR, radikal olmayan bir bagka oksijen
formunu da  (10O,) deaktive ve detoksifiye etmektedir (12,22).

Bu ¢aligmalar; BR’in in vivo olarak bir biyokimyasal fonksiyonunun oldugunu ve endojen
organik serbest radikallerle olugmus hticresel hasars engellemeyi saglayan digik molekil
agirhkl antioksidanlar grubuna ait oldugunu dnermektedirler (12). Veriler ayrica BR’in bir
fizyolojik zincir lkimiei antioksidan olarak faydah bir rolintin oldugn fikrini de
desteklemekiedir. Gergekten BR uzun, konjuge edilmiy ¢ift bagiar sistemininin yamnda
reakfif bir hidrojen atomu igerir ki, cntioksidan 6zelligi de onun bu hidrojen atomunu verre
veteneginden ileri geldigi bilinmektedir (22,23).

BR’in engelleyici fonksiyonunun yakin bir kegif oldugu bilinmektedir. Ancak su anda
konjuge BR’in potansiyel antioksidan aktivitesi haldanda pek az bilgi meveuttur (22).

Galiymarmizda BR’in ynkarida sayilan ve daha dnce aragtirilmig antioksidan ozelliklerine
ilaveten konjuge BR’in ortamda farkli konsantrasyonlarda bulundugu zaman LPO’mu ne
gekilde etkileyecegini aragtirdik. Bunun i¢in, lipid peroksidasyon gostergesi olarak bilinen
malondialdehid (MDA veya diger adi ile TBARS) olusumunu seqtik. Bunun yanmda BR’in
hitere igi antioksidanlartyla (SOD, katalaz ve GSH) olan iligkisini aragtirduk. Literatiirde buna
benzer araghirmalann eritrositlerde yapiltig olmasmndan dolayr biz hiicre modeli olarak
lokositleri sectik. Bu galigma, BRin antioksidan dzelliklerini ve diger antioksidan maddelerle
olan iligkisini anlamada yardime1 olacag digantlmeldtedis,




IIl. GENEL BILGILER

" A. LOKOSITLER :

Lokosit; Hemoglobin icermedisi icin, beyaz kan hocresi de denen, eekirdekli kan
hteresidir. Nétrofilleri, lenfositleri, monositleri, eosinofilleri, bazofilleri ve makrofajlar iceren
bu hticreler vicut savunma sisteminde ve fmmun cevapta onemli rol oynarlar Lokositler
polimorfoniikieer (PMN) ve mononakleer Iokositler olmak Tizere ikiye aynbiriar PMN
lokositler arasinda notrofiller, bazofiller ve eozinofiller yer alirken, mononnkleer lokositler
arasinda lenfositler ve monositler yeralir (3).

Monontkleer hiicreler antijen igleme ve takdim olaylarinda rol oynayarak konakgt immun
cevabinda gorev alirlar Bu olay ozellikle infektif ajanlara kargi ve timor hitere sitotoksisinde
viicud savanmast i¢in onemli bir yer tutar {3).

Inflamatuar. olayda rol alan PMN 1okositler ve makrofajlar (doku sevivesindeki monositler)
damar duvaria vapigma, damar digina gegme, iltihap odaginda toplanma, vabanc: hiere
sindirimi gibi ozelliklerin yaninda bakterisidal ve sitotoksik aktivite igin de respiratuvar .
patlama yapabilme ve bu pailama sonucunda G ve H)O, salgilama yetenepine sahiptirfer (35)

Inflamatuar hacrelerin ¢ofu; polimorfontikleer hicreler (Babior ve ark. 1973), monosiﬂe_f_
(Johnston ve ark. 1976), makrofajlar (Johnston ve ark. 1978) ve eosinofiller (De Chatelet ve:
atk. 1977) (6) belirli uyarilarla temas halinde butunduklari zaman granal igerikli enzimler -
salgilayarak 3 ve H,0, gibi oksijen radikalleri olugtururlar. Bu oksidatif cevap, solunurnsal
patlama  (respiratuvar burst) olarak bilinir ve membran bagh NADPH OkSldaZ
aktivasyonuyla ilgilidir. Kronik grantlomatoz hastaliktaki hasarh oksidaz aktmtesm :
olarak ortaya ¢ikan ciddi enfeksiyonlar noirofiller farafindan salnan toksik
metabolitlerinin fretiminin dnemini agtkea gostermektedir (11,31). Rt

Bundan bagka PMN lokositler in vitro ortamda fagositik aktivitenin olgtma igis
forbol miristat asetat (PMA) ile stimule edildikleri zaman ‘darespirs
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yapabﬂdikleri gibi, opsonize olmus bakterilerden bagka, viruslar, immimglobulinler, iramun

kompleksler de respiratuvar patlamaya neden olabilirler (31).

Herhangi bir inflamasvon esnasinda, PMN lokositler ve makrofajlar aktive edilerek

doklﬂaxa infiltre olmas:1 ve bakterilerle kargilagmalan saglanir. Bu hilcreler bakiferileri ve

virisleri fagositik vakuol igine ahrlar ve biyik miktarda oksyeni hazli bir sekilde tokeierek

-k, H,0, HOCI ve N-kloraminler (RINHCI) gibi reakiif oksijen metabolitleri olugtururlar.

(Light ve ark. 1981) (28,31,35). Bu hayli toksik oksijen radikal tiwleri igeri alinmg

bakterilerin ve virGslerin éldurdlmesinde dnemli rol oynarlar (2,6,31). Bu bilegikler sadece
- pikroorganizmalara karsi saldirmamn vamnda, DNA'min wikimina ve mikrotiballerin

disfonksiyonunu igeren doku hasarina da neden olurlar (28).

Zhao ve ark (1989) respiratuar patlama sirasinda oksijen tiiketiminin esas olarak
interseiltiler aralikia bulundugunu, diger bir deyisle, % tiretici enzimlerin hilere membraninda
oldugunu ve PMIN membranlannm dig tabakasina yakm olabilecegine dikkat ¢ekmislerdic
(31).

Bu hiicrelerin C; ve H,O, tretme yetenekleri, ayrica inflamasyonun olugingu dokunun
hasarmmda da onemli oldugu tesbit edilmigtir. SOD ve katalazin ise bu tiir hilcre hasari in
vivo olarak engelledif: gosterilmigtir (6).

Bununia birlikte ne % ‘in ne de HyO,'in, hileresel olugumlarin oksidasyonunu dogrudan
baglatacak kadar veterli reaktivitede olmadifi hesaba katilmalidir. Bundan dolayr & ve
H,0;'in zararh etkilerinin "OH gibi daha reaktif radikallere bagh oldugu dogintilir (28,35).

Oksiradikal baglatic: tilerin kaynaklari ¢ok tartgma konusu olmugiur. Redoks dongiisa,
otooksidasyon, mitokondriyal ve endoplazmik retikulum elektron transport zincirinde elektron
akigr, peroksizoralar, prostoglandin sentezi ve ksantin oksidazin hepsi serbest oksijen
radikallerinin kaynaklandr (35).

Aktive edilmig PMN ile otoyaralanma olusumu, pekgok kritik hastahigm fizyopatolojisini
bazirla,abilir  Adnlt respiratuar distres sendromu, pulmoner oksijen toksisitesi,
bronkopulmoner displazi, sepsis, septik ok wve miyokardiyal infarktiis, siroke,
kardiyopulmoner bypass, organ transplantasyonu gibi degigik iskemi-reperfilzyon sendromlan
(35), kanser patolojisi, yaglanma, timér hizlanmasi, kronik iltihap ve parazitik infestasyoniar
(23) gibi degigik kritik hastaliklann fizyopatolojisinde PMN ile olughurulmug inflamasyon
varalanmalarinin 6nemli rolleri vardir.

B. REAKTIF OKSIJEN TURLERI

Oksijen havada dioksijen veya molekiller oksijen olarak bilinen bir molekill (O,) halinde
bulvmur, Kuru havada % 78'lik nitrojenden sonra atmosferde en ¢ok bulunan ikinci element
oksijendir. (= % 21) (5).

Oksijen, hayat i¢in esas olan kimyasal ve 1s1 enerjisini elde etmek igin, karbon ve
hidrojenden zengin maddelerin (yiyecekler) okside edilmesinde kullamlir (5).

Normal sartlar altinda oksyen stabil, kokusuz, taisiz, renksiz  ve suda sinirh ¢ézinen bir
5




gazdlr 100 voltm suda, 3 voltm gaz ¢ozinir Bu smurh ¢oztnirlik sudaki hayat i¢in ¢ok
snemlidir ve insanlarda normal solummn fonksiyonlan igin esastir. Suda ¢ozinen hava yoksek
aranda O, igerirken (%534), nitrojenin suda ¢ozinirlngimim digik olmas: (100 voliim suda =
:.2 ‘volim) nedeniyle, kuru havadakine gore daha azdir. Diger elementlerle karsilaghinldigs
‘zaman oksijen, en yiksek 3. elektron afinitesine sahiptir ve beklenenden daha reaktiftir (5).

- Molekiler oksijen femel enerji duzeyinde spinleri aym yonde olan ortaklanmamiy iki
."éiEktron ¢ifti tagumaktadir. Bu nedenle oksijenin reaktifhigi maskelenir ve sadece bu spin
Kasrtlamasmn tistesinden gelindigi zaman oksijenin gerpek reaktifligi izah edilebili (5, 25).
Aerobik eukaryotik hilcrelerde ve organizmalardaki molekitler oksijenin ¢ogu, solunum
; zmcm yoluyla suya indirgenmesine ragmen, oksijenin hem imivalan, hem de bivalan
' - indirgenmesi, normal ara metabolizma esnasinda O ve H,0O, olugturmaktadir (23). Bu reaktif
 oksijen trinlerinin "OH gibi difer reaktif oksijen torlerini olugturma potansiyeli vardir.
Olugan bu 'OH de yogun bir lipid hidroperoksid olusumuna yol agan radikal zincir
reaksiyonunu baglatabilir. Reaktif oksijen tirlerinin gogu hicresel fonksiyonlar igin temel
teskil eder. Bakteri sindirim ve fagositlerce oldrtilmesi buna bir dmektir (2,23).

: Serbest oksijen radikalleri, doymarg baglarla ve sulftr ihtiva eden molektillerle kolaylikla

. reaksiyona girerler. Bu nedenle triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metionin ve sistein gibi
amino asidleri ihtiva eden proteinler serbest radikal hasan sonucunda denatiire olmaktadirlar
(25)

Serbest radikaller hticre metabolizmas: sirasinda cereyan eden biyokimyasal redoks
reaksiyonlan ile ortaya ¢ikan ciftlesmemis elekirona sahip molekuillerdir. Diger bir ifadeyle
serbest radikal; bir veya birden fazla eglegmemiy elektron iceren ve bagimsiz bir gekilde
bulunma kabiliyetine sahip olan hethang; bir kimyasal maddedir. Bu tammlama, gecis metal
tyonlarmin gogunun, serbest radikaller olarak simflandirimasina imkan tammasi nedeniyle
tercih edilir ve bundan dolay: da oksijen ve reaktif metal iyonlar1 arasindaki yakm iligkinin
daba iyi anlagilmasim saglar. Gamma radyasyonu, UV g, gevre kirleticileri ve sigara
dumanina maruz kalma ile serbest radikal olugumu gortimigtir (5).

Bir yanda ytiksek duzeydeki reaktif oksijen tiitlerinin aerobik yagam icin gerekii olmasi,
diger yandan da bu tur toksik oksijen turlerinin organizmaya olduk¢a zarara yol agmas:
birbirine z1t gibi goriinen iki husustur. Gergekten serbest radikal reaksiyonlarinin dejeneratif
olaylara bitytk oranda sebebiyet verdikleri ve sonunda hiteresel yikiluna ve yaglanmaya neden
olduklarma dair pek ¢ok delil vardir (2).

Bilinen baglica oksijen radikalleri; stperoksid anyon radikali (C%), H,0,, *OH ve 10, dir.

1. Saperoksid Anyon Radikali (%) :

Stperoksit anyonu, oksijenle yagayan bitim canhlarda kagmmlmaz bir gekilde meydana
gelir. T, oksijenin IT *2p orbitallerinden birine bir elektron girdigi zaman olugur (5,25).
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i o+ H -—>HO,' (hidroperoksil radikali)

>Ht + & (stiperoksit radikali)

pH = 7.4'de, 4 81k bir pKa deferine sahip hidroperoksil radikali (HO,), stperoksit anyon
dﬁcalml vermek lizere dissosiye olur. Burada dissosiyasyondaki pK degeri hesaplamalaninda,
sid olarak HO,' ve baz olarak da "OH kullamlmgtir (5).

s -:‘éﬂpen)kSid kimyas1 ¢ozOnme ortamma bagh olarak farkhilik gostermekiedir €& sv

olﬁsyonlarda askorbik asid ve tiyol gibi molekilleri okside edebilen zayif bir okside edici
anken._, sitokrom-C ve ferric-Etilen Diamyin Tetra Asetik Asid (EDTA) gibi cegith demir
omplekslerini indirgeyebilen daha giiglis bir redukiandir (5).

._: %, bagka organik radikallerin olugumuna neden olarak foksik etki gosterebilmekiedir.
Biyolojik sigternlerde % nin neden oldugu tepkimeleri gekil 1°de dzetleyebiliriz {25):

- 1 Tepkimede ; <%, organik hidroperoksidierle alkoksil radikallerinin olugumu,

- 2 Tepkimede ; superoksit radikalleri, tiyol radikallerinin(RS") olugumuna neden olarak SH
- gruplarim disalfitlere oksitlenmesi,

| 3. Tepkime ; sponian dismutasyon reaksiyonu,

4. Tepkime ; oksijen radikallerinin redtkian dzellifinden dolay: Fe** in Fe?* ye doniigtma,
3. Tepkimede ; diacil peroksitlerle 1O, tiretimi.
Q 0
il 1l
ROOH _ H-C-G-0-C-R
E
Y R
AC + OH + Oy \"3+ 092 + ACO?
H +HSH F Y
J 2 3 N,
A 2+
RS’ - H0; ¥ Fe
. Hy O+ O
RS \ :=
¥ n
RSSR OH + 02 B
Sekil 1: Siiperoksit radikalinden farkli reaksiyonlarla degigik radikallerin olugumu.

Olugan reaktif Ortinlerin hepsi biyolojik yagam icin fehiikelidir, Viecut koruma
mekanizmasi olarak stirekli bir gekilde SOD, siiperoksit anyonunu dismutasyon reaksiyonuyla
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ortamdan hizla wzaklagtirarak % 'nin neden oldupu diger organik radikallerinin olugumunn
engellemektedir. SOD’nin kataliziedigi reaksiyon sonucu H,O, ve O, olugur (5,25).

. (%, biyolojik membranlars kolayca gegebilme ozellifine sahiptir (28). Superoksidin
- protonlanmig hali olan HO,*, saperoksidden hem daha gtichi bir oksidan, hem de daha gigla
'_:-ﬁ_:"bir rednkiandir. Ancak asit ortamoda aktivite gosterdiginden pH: 7.4'de gok az mikfarda
 bulunur (5),

2. Hidrojen Peroksid (Hz07):

Stperoksid olugturan herhangi bir sistem, dismutasyon reaksiyonu senucu olarak 1,0, 'de
 olugturacaktir

' & +2H" + e ——— > H,0,

Aerobik dehidrogenazlar ve CF'nun dismutasyonu sonucu H,(), olusturaldugu gibi, tirat
oksidaz, glukoz oksidaz ve D-aminoasid oksidaz gibi pek ¢ok enzim de, oksijene iki elektron
" transfer ederek H,0, olugturabilir (5,25).

H,0,, zayif bir oksidan ve gesis metal iyonlannn yoklugunda kismen stabil olan zayif bir
redtiktandr. Molekitlon yoklt olmayan kovalent bir yapis: vardu. Suyla kolayca kangir ve
viicut tarafindan, bir su molekilii gibi muamele gortr. H,0,, her ne kadar biyolojik
membranlardan, fosfolipidlerden, karbohidratlardan, metaloproteinlerden ve DNA'dan gegme
yetenegine sahip olsa da, kendi bagma bir serbest radikal degildir. Fakat *‘OH radikal:
olusumunda en bityiik roli itstlenmektedir (5)

H,0.'in redoks ozellikleri, gegiy metal iyonlarmm varhginda, oldukga reaktif serbest
radikalleri olugturma vetenegine sahiptir. Ficrelerde istenmeyen H,O,, katalazin, glutatyon
peroksidazin ((GSH-Px) (selenyum iceren) ve diger baz percksidazlarn etkisi vanimda,
doymamyg yag asidlerinin, proteinlerin, DNA ve karbohidratlann etkistyle de ortadan
kaldinlabilir (Sekil:2). Katalaz ve GSH-Px ; H,0,'i, HO'va indirgeyerek, ‘OH olugumunu
azalturlar (5).

H,O,'in  ekstraselliler sahmimi yamnda, miyeloperoksid (MPO)-halid etkilegmesiyle |
oksidlenmig hidrojen donoris, halojenlenmis protein ve su olugturabilir ($ekit 2) (25).

3.  Hidroksil Radikali "OH):

Hidroksil radikali (‘OH), suyun yoksek enerjili iyonizasyonundan (radyolizis) olusan
onemli bir drandtr (5).
H,0 ————> "OH+H' +ey;” ————>H,0;
aq = sulu, s1v1
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fik olarak radyasyon kimyacilan tarafindan yapilan ¢aliymalarda elde edilen bir radikaldir
(5). Yiksek derecede reaktif ve kisa 6mili olan *OH biyolojik sistemlerde de meydana
gelmekte ve aktif bir ajan olarak fizyolojik olaylara igtirak etmektedir (2 35).

HO,+ & ——-——>3>0H" + "OH (hidroksil radikali)

'OH + ¢ + H*

> H,0

Hidroksil radikalindeki hidrojen atomunda eslegmemig bir elektronun oldugundan
bahsedilerek, OH" geklinde gosterilmesine ragmen, eglegmemis atomun hidrojende degil de
oksijende {"OH) olmas1 nedeniyle bu ifade dogru degildir (5).

In vivo sistemlerde *OH olugturan en ¢nemli iki reaksiyon, Fenton reaksiyonu ve Haber-

Weiss reaksiyonudur (5,25).

Fenton reaksiyonu;, H,O,'in intraselltler konsantrasyonu yeterli oldugu zaman meydana
gelebilir (25). "

Fe2* + H0, ————>Fe* + ‘OH + OH-

Haber-Weiss reaksiyonu ; metal iyonlan ile katalizlenmektedir ve dnemli miktarda *OH
tretilir (23).




Fe3t + % — ———>Fe?t + O,
Fe2t + H,O, —————> Fe’* + OH" + ‘OH

*OH’lert; biyolojik sistemlerde olugmug ¢ok giiglii oksidanlar olup membraniar, enzimler,
ankleik asitler ve polisakkaritler gibi biyolojik molekuller dzerine etkili reakiif bilegiklerdir.
*Ofleri LPO’nu baglatmak i¢in PUFA’lerine saldirabilirler. Bunun sonucunda gesitli doku
hasarlarma neden olurlar. Buynk orandaki hasarlar hticrenin sltmt: ile sonuglanr veya bazi
genetik defigikliklerden dolayr kansere neden olabilir. Bunlara ragmen fagositoz olayt
sirasinda fizyolojik olarak *OH meydana gelir ve bakteriyolojik aktivite igin gereklidir (5,25).

4. Singlet Oksijen (10,):

Singlet oksijen (10,); eslegmemis bir elektrona sahip olmadigindan serbest radikal degildir.
10,, normal bazal enerji seviyesinin gstinde yayilabilen uyarilmg durumdaki enerji seviyesine
yiikselmig alelade bir dioksijendir. Paralel spinli eglesmemig iki elektron (spin kisitlamasi)
ortadan kaldirildigy igin okside edici yetenegi artar. Bununla birlikte oksijenin oldukea reaktif
bir formudur ve gok toksiktir. Fotokimyasal reaksiyonlarda 'O, olugumu oldukea dnembidir
(5,25).

Molekaler oksijenden, delta singlet oksijen (AlO, ) ve sigma singlei oksijen (E10) olmak

fizere iki farkl tipte singlet oksijen olugmaktadir. Sigma singlet oksijen (£!0;) oldukea
enerjiktir ve biyolojik sistemlerde AO, formuna hizhca dontgtr. In vivo sartlarda O 'mun
spontan dismutasyonu ile birlikte Haber-Weiss reaksiyonu ve MPO-H,O,-Halojer.
antimikrobiyal sistemi tarafindan da 10, tretilebilmektedir (5,25).

C. ARTMIS SERBEST RADIKALLERIN ZARARLARTI:

Serbest radikaller hicre membramnda veya hilcre iginde bir takim zararlara neden
olabilmektedirler. Bu zararlar su gekilde siralayabiliriz:

a- Bu radikaller, sulfidril enzim inaktivasyonunun yammnda, hassas proteinlerden olan
kompleman fragmanmn (C5a), o-l-antiproteazn ve kemotaksin formil-metiyonil-losil-
fenilalaninin inaktivasyonunu saglarlar (2,23,25,35).

b- Hiulere digt kollajen doku komponentlerini, savunma enzimlerini ve transmitterleri
yikarlar.

¢~ Proteaz, elastaz, fosfolipaz, lipooksijenaz, siklocksijenaz, triptofan deoksijenaz, galaktaz
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oksidaz gibi litik enzimleri aktive ederler.

: d- Nitkleik asidlerin ve DNA'mn yapismda defigikliklere neden olarak, ¢esithi toksik
;ﬂdler gostermenin yamnda, kanserojenik ve mutajenik potansiyel tagirlar (2,25,28,35).

e- Okaryotik hitcre organellerindeki ve hiicre membrantanndaki fosfolipid ¢ift tabakasimin
yﬁp1sm1 bozarak membran LPO na neden olurlar (23,35).

- LPO sonucunda ise, membran akigkanhgimda, azalmaya veya kayiba neden olurlar (31),
| g- Hicre membranindaki fosfolipid ¢ift tabakamn rijiditesini arfiwarak hocre membran
dayandklihgins azaltirlar (2,23)

h- Membrandan H* ve diger iyonlara olan permeabiliteyi artirarak, (ozellikle K+ kaybim
arttirarak) iyon gradiyentlerini stirdtrme kabilivetinde bozulmaya neden olurlar (2,23,32).

i- Membran potansiyelinin dtigmesi sonucu olugan riiptiir, hiicre ve organel igeriklerinin
- salmimina neden olur, dolayisiyla eritrositlerde hemolize neden olurlar (2,5,23,25).

j- Hormonlan okside ederler (2)

k- Mitokondrideki aerobik solunumu bozarlar.

1- Platelet agregasyonunu arttiniriar.

m- Kapiller permeabiliteyi bozarlar.

n- Dokularda fagosit artigina sebep olurlar.

o- Cegithi hiicre tiplerinin slimiine neden olurlar (2).

Lipid oksidasyon olaylarinin tamami zararh depildir ve peroksidasyon ftirtinleri aragidonik
asid kaskadinda ve bitki dokularinm yara cevabinda faydah roller oynayabilir (5).

D. LIPID PEROKSIDASYONU MEKANIZMAILARI:

Serbest radikallerle olan LPO Ieaksiyonlaxm i¢ evresi vardir: 1- baglangic, 2- ilerleme ve
3- sonlanma (2, 5).

1. Baglangic Asamasi:
Basglangi¢c terimi, hidrojen atom ¢ikartnu anlamuna gelir (Sekil 3). Genellikle enerji
transferini igeren bir iglem olan baglangic agamasi bir serbest radikal olugumunu saglar.

(% 20 sine kadar) dugtrar. Ornek olarak eritrositler LPO’nu baglatan giighi bir katalizor olan
hemoglobinle paketlenmigtir ik hidrojen atomunu ¢ikarabilen torler arasinda "OH, alkoksil
radikali (RO"), peroksil radikali (ROO") ve mubtemelen HO2® yer almasina ragmen HyOq
veya (i yer almaz. (2).

Bir doymanug yag asidinin (LH) metilen karbonundan bir hidrojen atomm ¢ikaritmasina

1t

Bunun i¢in yitksek enerji gereksinmesine ragmen bir katalizortin varlis bu enerjiyi oldukga
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yetecek seviyede yuksek enerjili herhangi bir serbest radikal (R*) ag¢ik bir lipidde bir zincir
- reaksiyonu baslatabilir ($ekil 3) (21) Bur hidrojen atomunun sadece bir elekiron igermesi
" pedeniyle hidrojen gikarimu geride karbon tzerinde eglesmemis bir elektron birakur (-CH,-).
Yag asidlerinde bir ¢ift bagm varkgs, ¢ift baga komsu karbon atomundaki C-H baglarm
zayflatir bu da H® gikanmim kolaylagtirsr. Bu durum PUFA’lerinin 1.PO’na neden kismen
daha hassas olduklarini agiklamaktadir (2,5).

3 ¢ift baglh yag asidi
RH A e Hidrojex ¢ikarmm
—H

R A-Mg}f
l Molekitley Dimanlame

R'ff\.%{m A\#/ 234 nxw' de ov absoreansla

komuge dian ohipurma
0, Oksijen Tatulumm ° e
RO bt Peroksil radilkali: bir otoleatalitik =incir
A A4 reaksipommna neden olarak bir baska yag
? asidinden H gikanr.
D
W
-+
ROOH N N
a
é Lipid Hidropezoksid
i
H

Sekil 3:Lipid peroksidasyonu agamalarmin gosterilmesi,

2 ilerleme Agamasy:
Bir radikal olugtugu zaman, uygun sartlar altinda degigik radikal torleri tretmek igin gok
sayida reaksiyon baglatabilir. Bu serbest radikal reaksiyonlari, ilerleme asamas: olarak bilinr

{2). Omek:
R" + O ——>ROO’ (@)
ROO* +R'H ————>ROOH +R"* )

Havada ve degigik dokularda oksijenin parsiyel basing sinmlart icinde (a)’daki reaksiyon,

dokulardaki oksijen konsantrasyonu, LPO’nun ilerleme reaksiyonlarim saglamak i¢in gerekh
oldugu bildirilmektedir (2).

Karbon merkezli radikal, konjuge dien olugturmak i¢in molekiler bir dizenlemeye ugrar
{Sekil 3) ve sonra bir peroksil radikali olugturmak i¢in oksijenle kombine edilir. Aynea lipid
hidroperoksid’inin (ROOH) hemoproteinlerle homelitik olarak kesilmesi alkoksil ve peroksil
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ikallerini olugturmaktadir (21).

rosfolipidlerdeki PUFA  ve esterifive kolesterol, ROOlerin olugwmuna yol agan
oksidasyona agir1 derecede hassastir. Nonenzimik 1PO’nda, ROO", bir bagka yag asidinden
bir hidrojen atomu ¢ikanp, kendisi ROOH'e donfgtr. Baylece bir reaktif oksijen turiyle
fhaglamadan sonra LPO otokatalitik olarak bir zincir reaksiyonunu baglatrug olur (32,35).
Bunun sonucunda; ROOH leri ve degigik aldehid ve ketonlardan olugan, onlann sekonder
oksidasyon tirimleri olugturutur Cogu ROOHleri dayamksizdir ve MDA gibi sekonder LPO
sronlerine yikalirlar (2). Yine ROOH’ler, sonradan membran protein oksidasyopunu da
5a'§latabﬂiﬂet. Ayrica bu ROOH teri kismen demir gibi metal iyon varligmda, yikim olarak
 bilinen bir olayla serbest radikal (R*) olugturmak {izere hizl: bir gekilde pargalanabilirler.

.' | Olugan R*’ler, PUFA igeten diger molekillerle reaksiyona girebilirler (32,35).

- LPO’nun R°* zincir reaksiyonu, iki R’ in, biribirlerinin zincir reaksiyonlarnim sonlandirana
.kadax devam eder. Radikaller, kimyasal olarak farkh antioksidanlardan birisiyle kolayca
yakalanabilir veya dnlenebilirler (2,5,21).

3. Sonlanma Agamasi:

R reaksiyonlarnda son agama terminasyon agamasi olarak bilinir Agagida gosterilen
‘¢’ ’d” ve ‘e’ reaksiyonlaninda iki ¢iftleymemis elekiron, ¢iftlegmig elektronian olugturmak
fizere bir araya gelirler.

ROO® +R'O0° ———> ROOR' + 0O, (©
ROO* + R'* —————> ROOR (d
R* + R¥ > RR! )
Eritrosit'erdeki yitksek oksijen basmnemna bagh olarak en Sneml: sonlanma agamasi ‘c’deki

reaksiyondur. (2).
Zincir reaksiyonlarmm son iiriinleri, hidroperoksidler ve siklik peroksidlerdir. Ortaya gikan
ROOHler, GSH-Px tarafindan detoksifiye edilebilir (21).

E. MALONILDIALDEHID (MDA):

MDA okside edilinig polivnsature yag asidlermin yilam Orimtdir (2,26). Bu tg karbonlu
dialdehidin, depisik mekanizmalarla ROOH lerden olustugu dnerilmekiedir (2).

MDA, amino gruplan igeren membran komponentleriyle capraz baglanma yapabilir Bu
faktor membran proteinlerindeki konformasyonel degigikliklerle sonug¢lanarak membran
proteinleri etrafindaki mikroviskoziteyi artirabilir (31). Bununla birlikte MDA, membran
tijiditesini artinp, eritrosit dayamkhhgm azalfabilir. Mikromolar konsantrasyonlarda bile
MDA, hticre dayamklihgini dnemli dlgide azaltabilir (2).
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Ohkawa ve arkadaglart MDA olgomande ROOH lerinin TBA ile reaktifligini etkileven en
:i'memli faktorin pH oldugunu ve optimmum pH'min da 3,5 olmast gerektiim tesbit etmiglerdir
(1979) (13).

_:_ TBA reaksiyonu ile 6lgtilen MDA seviyeleri, canh dokulardaki oksidatif hasann en yaygin
‘ullanilan gostergesidiz. Bunun yaninda MDA Slgtimi, biyolojik sistemlerdeki R tretimini
belirlemede veya lipidce zengin gidalarin tazeligini belirlemede kullanilabilir (15, 26).

Bununla birlikte daha dnceki makalelerde enzimatik peroksidasyonla elde edilmig linolesk
asid hidroperoksidin de TBA ile, MDA da oldugu gibi aym kirmnz: pigmenti verdigi tesbit
edilmigtir (15). Bundan dolay: reaksiyonun drtnd olan maddeye MDA verine tiobarbitiirik
-~ asid reaktif substans (TBARS) denilmest uygun bulunmugtur. TBARS, 532 nin'de maksimum
" absorbans veren tenkli bir maddedir. Hassasiyeti ve basitligi yizinden TBA testi, son 30
' yildir LPO’nu gostermek igin sikga tercih edilmis bir metoddur (2,15).
| MDA in vitro olarak belirlenemeyen yikim tiriinlerini olugturmak tzere H,O,'le reaksiyon
yapabilir Mottley ve arkadaglarmin gosterdigs gibi MDA aynca peroksidazlar i¢in iyi bir
substrattir. Tourel ve arkadaglan tarafindan yapilan aragtirmada katalaz varthgmda MDA’ nm
% 18°i ve SOD varhfunda ise % 15°inin kayboldugu ifade edilmigtin Bu durumda canl
sistemlerde reaktif oksijen tirlerinin varhginda MDA tretim dlgtimlerinin tahmin edilenin
altinda oldugu iddia edilmektedir (26).

Peroksidasyon sonucu tretilen MDA, membran komponentlerinin polimerizasyonuna ve
capraz baglanmalara sebep olarak deformabilite, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hilcre
yizeyindeld determinantlarm agregasyomu gibi i¢ membranmn bazi ozelliklerini
degigtirebilmektedir. Batin bu etkilerden dolays yag asidlerinin peroksidasyonu sonucu
meydana gelen MDA, mutajenik, genotoksik ve karsinojenik bir bilegiktir (25).

F. ANTIOKSIDANLAR:

Oksidanlann olugumunu engellemenin yamnda dokulan ve makromolekiilieri oksidatif

hasardan korumak ig¢in tiim aercbik yagayan organizmalar enzimatik ve ponenzimatik
anfioksidan savunmalarin kompleks mekanizmalarim igerir {23).

Organizmalarm biyolojik butinligimi serbest radikallerin harabiyetinden korunmak i¢in

endojen korunma sisternleri meveuttur (25). Antioksidan; ortamda dugik konsantrasyonlarda
bulundugu ve okside edilebilen bir substratla kargilaghginda substratm okside olmasim
belirgin bir gekilde geciktiren veya inhibe eden madde anlarmina gelir (5).

Reaktif oksijen tirleri normal aerobik metabolizma esnasinda surekli olarak dretilir ve
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depigik biyolojik antioksidanlar tarafindan emniyetli bir gekilde ortadan kaldsrilirlar.
Antioksidan koramas: highir zaman % 100 etkili degildir Bundan dolay: tamir mekanizmalars
:h'ayat icin gok onemlidirler. Prooksidanlar arttigs yva da antioksidanlar azaldif zaman, agm
imolekiiler hasara ve doku yaralanmasma yol agan oksidatif stress durumu hasil olur (5)
Antioksidanlar  oksidatif peroksidasyonun farkh agamalarinda  iglev  gdrirler.
Antioksidanlar;

a- Oksijeni alarak veya lokal oksijen konsantrasyonlarim azaltarak,

b- Katalitik metal iyonlarin ortadan kaldararak,

¢~ Stiperoksid ve H,O, gibi dnemli reaktif oksijen trlerini ortadan kaldwarak,

d- Hidroksil, alkoksil ve peroksil titrleri gibi baglatier serbest radikalleri yakalayarak,

e~ Baglanmg bir zincir reaksiyonunu kirarak,

f- Singlet oksijeni sdndarerek veya yakalayarak etki edebilirler.

abd ve fide belittilen anticksidanlar onleyici antioksidaniar olarak adlandirhir {c)
mekanizmasiyla etki edenlerde dnleyicidirler ancak, onlar enzim olmalar nedeniyle (katalaz ,
SOD ve GSH-Px gibi) reaksiyon tarafindan toketilmezler. Zincir kincr antioksidaolar, 'O,
sondiiriiciler, ve metal gelatorleri, engelleyici fonksiyonlarm yapariarken tuketilirler. Cofu
antioksidaniar birden fazla etki mekanizmalarma sahiptirler. Mesela, propyl gallate, kismi
olarak suda ¢ozimen fenolik bir bilegiktir ve zincir kiric: molekal, hidroksil radikaller:
yakalayieis: ve demir baglama gibi dzelliklere sahiptir (3).

L Hiicresel Antioksidanlar:

Serbest radikaliere sikhikla maruz kalmalanmdan dolay: eritrositler, bu toksik tirlere kargi
korunma mekanizmalariyla donanmiglardir (‘ﬁ).. Hiucreler, oksidatif hasara karsi muiithis bar
savunmaya sahiptirler. Hticre iginde, antioksidan korumas: farkh gekillerde gergeklesebilir:

a- Radikal olugumunun engellenmes:,

b- Olugmug radikallerin énlenmesi,

¢- Radikaller tarafindan olugturulan oksidatif hasann tamirn,

d- Hasarlt molekitllenin eliminasyonunun artinlmasi,

trtinleriyle enzimatik olarak hizl ve spesifik bir gekilde etkilesirler (Tablo 1) (5,25).

Normal oksijen metabolizmas: esnasinda bu enzimler, hiicre i¢inde oksijenin foksik
rediiksiyon ara metabolitlerini ortadan kaldinrlar Hilereler icindela radikal olusumunun
dnlenmesi oksijen toksisitesini kisitlamakiadir. Matir eritrositte lipid tamir olaylant meveutken
okside proteinlerin {amir veya yer degistiritmesi kabiliyeti sinurhidir (2,5).
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SOD, katalaz ve GSH-Px enzimleri toksik oksijen molekllerine kars1 primer enzimatik
gavumma sistemlerini olugtururtar {9,16).
Tablo 1: Hitcre i¢i antioksidan maddeler ve onlarm fonksiyonlan (2,5,23)

Antioksidan Madde Fonksiyonlar

SOD Katalitik olarak & ’1 ortadan kaldmnr.
T Katalaz Yiksek konsanirasyonlardaki $,0,'1 ortamdan uzaklagtirir.
T Dugtik kararh konsantrasyontardaks H,0O,'i ortadan kaldin,
GSH-Px bumun yamnda organik hidroperoksidieri de ortadan
kaldirabihir.

O,'in H,O'va indirgenmesi esnasinda aktif oksijenlerin
Sitokrora oksidaz sahnmamasmt saglar, Cu™ tarafindan olugturulan %,
H,0, ve "OFT'nin 6nlenmesine neden olur.

G6PD NADPH teminiyle GSSG’nin GSHa dontglimimi saglar.

Proteolitik Enzim Okside edilmig proteinieri ortadan kaldirir.

2. Membran Antioksidanlar :

__ Membranlarin hidrofobik lipid ig kismmlannda, lipofilik radikaller olugur. Bunlar hitere igi
ortamda goralenlerden farkhdirlar. Lipofilik radikallerin ortadan kaldinlmas: igin farkh tip

| antioksidanlar gerekir (Tabtlo 2) (5,25

Tablo 2: Membran Antioksidanlan ve fonksiyonlar (2,5,23.27)

Antioksidan Madde Fonksiyonlarn

Viammn E. Lipid-solubl, zincir kine: bir antioksidandir, hitcrelerdeki
membran lipid tabakalannin stabilizasyopunu da saglar.

p-Caroten Lipid-solitbl, radikal yakalayieidir ve 10,
sondirficist olarak islev gorilr.

Koenzim-Q Enenji metabolizmasimdaki esas roliine ilaveten bir
antioksidan olarak da hareket eder.

Membran yap: organizas- | Fosfolipid : Kolesterol oram, fosfolipidlerin ve yag asidle-
yonu rinin tipleri membran yapisal buftinkigd icin énemlidir.
Eritrosit membram H,O.,'1 hiicre igine gegirmenin yaninda C% 'i de anyon kanah

iginden gecirir.

3. Ekstraselliiler Antioksidanlar :

Vicut ekstragelliler sivilan, intraselltiler antioksidanlar olarak tarif edilen enzimleri

icermezler. Bununla birlikie GSH-Px ve SOD'ler ayn: glikozile ekstraseliiler proteinler olarak

tamymlanmgtir. Bu enzimler ekstraselliler sinilarda, G ve HyO, gibi reaktif oksyen ttrlermin

smirh yagam strelerinin saglanmasmda rol oynarlar (Tablo 3).

Plazma, birgok redoks aktiviteli dagtk molelalla kofleler icerir ki, bunlann gogu primer
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Tablo 3: Ekstraselluler antioksidanlar ve fonksiyonlar: (2,5.23).
- Antioksidan Fonksiyonu

__ Madde

Transferrin Proteinin her molu iki tane ferric iyon baglar

1 akfoferrin Proteinin her moli diigitk pH'da iki adet ferric iyon baglar,
Haptoglobulin | Hemoglobini baglar

Hemopeksin | Hem'i baglar.

- Albimin Bakart ve hern'i baglar, HOC1'i yakalar.

Seruloplazmin | Ferrocksidaz aktivitesiyle C% yakalayicisidir, nonspesifik bakir
1yonlanim baglar, bakirlarin reoksidasyonu igin H,O,"1 kullamr.
Huoc.digt SOD | ' katalitik olarak ortamdan wzaklagtinr.

Ekstraselliler | Katalitik olarak H,0,'i ve hidroperoksidleri ortadan kaldmr Plazmada
GSH-Px az miktarda GSH mevcuttur.

BR Peroksil radikallerini yakalar (<0,09mmol/L).

Mukus "OH radikallerini yakalar.

Urik Asid Radikal yakalayic: ve metal baglayieissdir (0,08mmol/L).

Glukoz “OH radikal yakalayicisidir (4-6 mmol/L.)

Askorbik Asid | *OH radikal yakalayicis: (65 mmol/L)

antioksidan olarak bilinir (5).

G. SUPEROKSIT DISMUTAZ (SOD):

Sitperoksid dismutaz (SOD,EC:1,15,1,1 siperoksid, stperoksid oksido redukiaz) aerobik
hierelerde yaygm bir sekilde bulunan ve superoksit radikallerinin dismutasyonunu saglayarak
hicreyi bu radikallerin zararlanndan koruyan bir enzimdir (24,2 5).

Biyolojik sistemlerde; siiperoksid radikallerinin olismasina neden olan sistemlerden biri
~ de, ksantinin, ksantin oksidaz tarafindan aerobik oksidasyonudur. Bu radikaller ferrisitokrom-
C ve nitroblue tetrazolium gibi bileyikleri reditklemektedirler {25).

Ksantin Oksidaz
Ksantin + H,0 + O, >Urik Asid + C§ + 2H*

SOD agagidaki reaksiyonu katalizleyip, (& nin dismutasyonunu saglayarak H,0, ve
molektler oksijen olugturmaktadir Bu enzim MeCord ve Fridovich tarafindan {1968)
agagndaki reaksiyonu oldukea hizlandirmas: nedeniyle kegfedilmigtir (6,7,25).

SOD
G o+ G+ 2H ——— >0, + H0,

Bu reaksiyon belli bir hizda nonenzimatik olarak olusabilir, ancak enzimatik katalizle,
reaksiyonun huizi oldukea fazladir Uretilmig oksijen triplet normal seviye durumundadir,
Reaksiyon sonunda enzim, akiif oksijen radikallerinin dnemli bir tiyesi olan C; 1 yakalanug ve
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oksijen toksisitesine kargt in vivo olarak koruyueu bir rol oynamug ofur (5,6,25).

Enzimin birkag degigik formunun bitki, mikroorganizma ve memeli hicrelerinde meveut
oldugu bilinmektedir. Yapi bakimindan ve aktif merkezlerindeki geciy metal iyonlan
yoninden farkhiic gosterirler ancak aym reaksiyonu kataliz ederler (7). Hiicre iginde SOD'nin
iki esas formu vardir (6,24).

A) Cu ve Zn Igeren 3SOD: Okaryotik hicrelerin - sitoplazmasmda primer olarak
bulunmasmm vamnda mitokondride de bulunur (6,24,25) 32000 D (Datton) moleknl
agirhginda bir enzimdir. Enzim, disalfit koprist ile baglanmug, birbirinin aym olan iki alt
tniteden olugmugtur ve her alt twite birer atom Cu2t ve Zn*+ igermektedic. Bu elementler
enzim aktivitesi igin mutlaka gereklidir, fakat Zn®* yerine Co?+, Hg2* veya Cd2* gegebilir ve
hethangi bir aktivite kayb1 olmaz. Ch'in dismutasyonu Cu?* ile saglanir (25). Eritrositler
sadece CuZnSOD igerirler (6). CuZnSOD, insan nétrofillerinde (sitoplazmik SOD adiyla),
total SOD'nin % 85 oraninda bulunur ve dagik molekal agihiklidir (Rest ve ark. 1977) (25).

Cu-Zn SOD, KCN'e hassas bir enzimdir, siyanid tarafindan tersinir olarak inhibe edilir.
Siyanidin C atomu, enzimin Cu?'na baglanarak enzimi inhibe eder. H,0,, enzimin Cu**'m
rediikleyebilir, fakat 10 mmol'on tzerinde H,0, konsanirasyonunda enzim irreversible olarak
inhibe olur (25).

B) Mn Igeren SOD: Prostetik metal olarak Mn icerir, bakterilerde ve/veya agurlikii olarak

hitcre mitokondri matriksinde bulunan bir enzimdir {Weisiger & Fridovich 1973). Bakteriyel
enzim, esit buynklukie iki alt tmiteden olugnr ve her alt Unite bir Mn®" atomu ihtiva
etmektedir. Moleknl agmlip1 40000 D civanindadir. Mitokondriyal enzim ise dort alt Gnite
. igeren ve molekl agirhg 80000 D olan bir tetramerdir (6,24,25).

Mn-SOD, KCN'e dayamkl bir enzimdir ve siyan(s tarafindan inhibe edilmez, kioroform ve
eianol Mn-SOD" inhibe ederler. Notrofillerde, {mitokondriyal SOD adiyla) total SOD'min %
15 ini olugturmaktadr (25).

SOD aktivitelerinin klinikte degigik hastaliklarla ilgisinin oldugu gorinmektedir.
CuZnSOD'nin spesifik aktivitesi Down sendromiu hastalarm eritrositlerinde, firemide ve
bobrek vetmezlikli hasialarm serumlannda astomgtir Diger vandan CuZnSOD aktivitesi
Fapkoni anemili, orak hiicre anemili, Duchen mmskuler distrofili veya idiopatik pulmoner
hemosiderozisli hastalarm eritrositlerinde digtik bulunmugtur. Alkoltin karacigeri hasara
ugratigs hastalann plazmasmmda MnSOD artnugken, CuZnSOD azalmgtir.  Ankilozan
spondilithi ve romatoid artritli hastalarda PMN lskositlerin MnSOD ve total SOD aktiviteleri
azalnug ancak CuZnSOD seviyeleri ankilosan spondilitte belirgin bir gekilde artmistir (24)
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¥atalaz ve hidroksil yakalayietlarmin yaninda, SOD'nin de in vitro olarak alloksana kargt
pmakreas B-hicrelerini korudugu tesbit edilmigtir (Grankvist ve ark. 1979). SOD parenteral
Colarak farelere verildiginde; alloksamn diabetojenik akiivitesine karg: in vivo bir engelleme
ﬁlwmdugu gosterilmigtir {6).
" Ru enzimin dzellikleri yogun bir sekilde caligilmmgtir. Bununla biritkte hala SOD’nin hitere
LPO’nu engelleme hususunda Onemli bur katky saglayip saglamadigi hakkinda belirgin
sipheler vardir. Bu enzimin, membranlannda PUFA bulunmayan bakterilerle yapilan birgok
.5 ¢ahigmada LPO nun olugmadifs gdsterilmigtir Bdylece eger superoksid bu durumda toksik 1se
bagka nedenlerin varligi s6z konusudur (7).

Zimmerman ve ark vaptiklan caligmada aktive edilmiy PMIN lokositlerle, dilinoleoil
fosfotidil koln (DLPC) lipozomlannda peroksidasyon olusturmuglar. SOD bu peroksidasyonu
degisik oranlarda inhibe etmesine ragmen tamamen orfadan kaldumamigiir (35).

H. KATALAZ:

Katalaz (Hidrojen Peroksit: hidrojen peroksit oksido rediktaz EC:1.11.1.6): toksik oksijen
metabolitlerine karsa primer enzimatik savunma sisternini olugturan enzimlerden binisidir ().
Solunum yapan tim organizmalarda bulunur ve hem ihtiva eder. Enzim, yiksek
konsantrasyonlardaki H,O,'in, su ve molekiler oksijene, donigtiminii katalizleyerek,
ortarodan uzaldagting (1,7,25).

Katalaz

H0, + Hy0, —>2H,0 + O,
H,0,, trat oksidaz, glukoz oksidaz ve D-aminoasid oksidaz gibi pek gok enzimle, oksijene

iki elekiron iransfer ederek olugturabilir {5,25). Fagositoz sirasinda monositler ve ndirofiller,
fagozomlarn igine ve ekstraselltler ortama fazla miktarda H,0, salgilarlar. H,O, LPO’na
neden clarak hilcre membraninin hasaninda SnemH rol almaktadir Katalaz, fagositlerdeki
peroksidasyona kargi koruyucu potansiyele sahip bir enzimdir. Endojen katalaz, H,O,1
pargalamak suretiyle ekstraselliler tretilen H,O, tarafindan olugturulacak hasara karg1, msan
kan fagositlerini korumaktadu (25).

Katalaz, % ile inhibe olmaktadu (25). Eritrositlerde katalaz miktan oldukea ynksektir:
Enzim, ertirositleri oksidatif hasara karsyt korumakta ve hemoglobin ve difer proteinlerin
peroksidatif denatirasyonunu azaltmalktadir. Erntrositler, H,O51 su ve O,'e geviren yiksek
GSH-Px aktivitesine de sahiptir. Gergekten katalaz veya GSH-Px'in herbiri, digerinin
eksikligini kompanse ettiginden dolay: eritrositler i¢in ciddi bir netice tegkil etmezler (1,25).
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Enzim, mol bagina 4 atom gram demnir ihtiva eden bir tetramerdir. Protchem grubu akdif
‘polgenin  majdr komponentidicr  Fe™* ihiiva eden her subénit, protoporfiin IX
.;Eulundur“gzal;iadﬁ {25). Bundan bagka insan erifrosit katalamnin, salmabilen ve teksar
‘baplanan 4 NADPH molekiil igerdigi tesbit edilmmgtir (4,7, Katalaza bagh NADPH,
atalazin inakiive formlarinm birkkimini onler Katalaz, peroksidasvon fonksiyomunda
‘metanol-etanol ve bir hidrojen donoris olan SH bilegiklerini baglayabilir (4).

. Serum katalaz akiivites1, hemoliiik hastahklarda ve akui pankreatitte fazlaca artmakiadir
(4). Takabara hasialigs veya oral gangren olarak da bilinen akatalazia, dokularda ve
..'ﬂtrosiﬁerde kaialaz konsanirasvonunda belirgin bir eksiklikle karakterize bir durumdur
H,0,"1 yikan bir enzim olan katalazin eksikligi, 1,0, in birikiesine yoi acar. Bu durum ¢ogu
ez asemptomatikiir ve sadece oral sepsisli bazt hastalarda kdinik Sneme sahiptir Ctinkd bu
'. astalarm agw bogluklarinda bakteriler iarafindan olugturulmug peroksidler binkir ve
.gangreue vol agar Hadise, digin kavbediimesinden sonra kaybolur ve kendi kendini sirlayser

“bir duram arzeder (175

1. REDUKTE GLUTATYON (GSH):

GSH canli sistemlerde ¢ok énemli ve vayem bir yekilde olugan nonprotein bir tivoldir ve
SH grubu igeriv (7,8, 20) Profein fiyoilerinin indirgenmis durumunun sagianmasi
desteklemek seklindeki dogrudan astioksidan etkisinden bagka membranlar boyunca
amincasid transpormunda muhiemel roltt vardir ve cegithi detoksifikasyon claylanma igtirak
eder. Bunlar elekirofilik bilegiklerin konjugasyonunu ve H,G, ile ROOH lerin indirgenmesini
- saglariaz (20). |

Glutatyon, eriirosit korumasinda merkezi bir rol ovnar. GSH hemoglobin ve diger kntik
eriirosif protetnlerinin peroksidatif hasarma engel olur. Glutatyon erifrositde siirekli olarak
seniez edilmektedir Bu, ki enziroi gerekinr, Bunlardan bii y-glutamil-sistein sentetaz,
glotamik asid ve sisteinden bir dipeptid olugturur. Glutatyon sentetaz (GSH-S) 1se bir tripeptid

olan y~glutamil-sisteinil-glisin’i veya diger adryla glutatyorm olugturor (1,30)

0 0
L H
HOOC-CH-CH, CH-C-NH CH-C NH-CH COOH
NH, CH,
SH

GSH (L-y-glutamil-L-sisteinal glisin} {7)

Bu tripeptidin hemen hemen tamarm hiicre iginde verlegmistir ve serumda thmal edilebiiir
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dizeydedir. Normal gartlar altinda hiicrelerdeki ghutatyonun ¢ogu serbest GSH olarak bulunur
Karaciger lobtllerinin degisik bolgelerinde fazlaca defigmesine ve ¢ogu hiicre tiplerinde 1-5
mM civanmnda bulunmasma ragmen rat karacierinde sitozolik GSH konsantrasyonu 5 mM
civarinda bulunmugtur. Sitozoldeki GSSG miktan ¢ok azdir ve genellikle GSH miktarmn %
1-3 @ kadardir (7,8).

Glutatyon, ayrica hitere i¢i protein SH gruplanna distlfid koprileriyle baghdir Rat
karacierinde fotal hocre i¢i glutatyenun % 30uwmun kapgik disuifid formunda bulundugu
rapor edilmigtir. Karaciger ozellikle GSH mikiarindaki ditirnal ve diyete baglt dalgalanmalara
hassastir (7).

Mitokondri, sitozolik GSH'dan tamammyle bagimsiz olan kendi GSH havuzunu icerir. Rat
karacieri sitozolik GSH'mdaki degugiklikler, ¢ok yavag dengeye gelen intramitokondriyal
havuza yansmmaz, (7)

GSH'm hiere iginde oksidatif strese karg1 mudafada dnemli bir rolt vardir (7,8). GSH-Px
aktivitesi i¢in substrat olan {-butil hidroperoksid (i-BHP) gibi organik hidropercksidler,
intraselinler GSH'm okside hale gelmesiyle zararsiz hale getirilirler (7). GSH-Px ayrica
serbest, perokside claug vag asidlerinin ve H,O,'in yikiminda gorevlidic ve bu itibatla
glutatyon, fosfolipidlerde lokalize olmug ROOHlerinin yikirnim da saglayabilir (8,2 .

Organik hidroperoksidlerin uygulandif: rat hepatositleri, intrasellitler NADPH temini
tikenene kadar hidroperoksidleri, metabolize eder. Okside gluiatyon (GSSG) NADPH
tarafindan glutatyon rediktaz enzimine bagl olarak GSH4a indirgenir Pentoz fosfat santmda
oligmug NADPH, sadece hiere icin dnemli olan GSH'n total miktan igin degil hacrenin
olugan GSS(Fyi indirgeme kapasitesi i¢in de dnemlidir (8).

Sitozolik GSH seviyelerini azaltan ve somugta LPO’na neden olan ¢ok sayida bilegik
{azoester, diamid vb..) vardir (7).

Eritrositlerde, glutatyon yolunu heksoz mono fosfat {FHIMP) yoluna baglayan glutatyon
rediktazda veya NADPH saglayan Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz’da (G6PD) genetik bir
vetmezlik olmasi daguk GSH seviyeletine neden olur. GSH eksikligi ise membran frajilitesine
ve ilaca bagmmli hemolize yol agar, bu da klinige konjenital hemolitik anemi olarak
vansimaktadir (1,7,20) GSSG’nun pekgok intraselittler olay tizerine inhibitr veya geciktirici
etkisi vardw, Normal gartlar altinda G8SG’nin konsantrasyonu diigik sevivede sevreder ve
hilere digma transport mekanizmalarn, karacifer ve enitrositte meveuttur (7).
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J. ANTIOKSIDAN OLARAK BILIRUBIN :

Hem yikiminin son frin olan biliribin (BR) yiiksek konsantrasyonlarda birktigi zaman
insanlarda toksik olmakla birlikie atilmasi1 gereken bir atik @iriin olarak bilinir (12,13,23).
Yetigkinlerde protohemmn yikalmm giinde -~ 300 mg BR oluyumuyla sonuglanr. Konjuge
edilmemig BR’In ¢ogu (5-17 mM seviyelerinde), dolagimda iransport edilmesi i¢in albiimine
sik: bir gekilde baglamir (13,22) ve hepatositler yardimiyla dolagimdan almir. Karacigerde BR,
propivonil  gruplanndan biri veya ilasimn glukuropik asid, glukoz veya ksilozla
konjugasyonuyla, suda ¢ozinir bale getinilir Fizyolojik sartlar altinda insanlarda safra
 BR’inin konsantrasyonlan 0,35 ile 4 mM arasinda degigir. Pratik olarak hepsi konjuge
' formdadir, Konjuge BR sonra wrobilincjen ve irobiline transforme edilmek tzere barsaga
ulasit. Bu da son olarak gaita tle atthr. Safrada ve barsakiaki konjuge BR, normal insan
vitcudunda en buytik pigment havuzunu olugturur (22).

BR'm, prekiirstrii olan biliverdinden olugumu degigik izoformlarda bulunan ancak bagka
bir fonksiyonu bilinmeyen biliverdin redtkiaz vasitastyla katalizlenir. Kuglarda ve
strlingenlerde biliverdin reditktazin bulunmamast toksik olmayan biliverdinin direkt olarak
atilmasina sebep olur Bu bahsedilen ve enerji gerektiren ilavenin neden meveut oldugu sorusu
akla gelmektedir (13).

Bu soruya cevap bulmak igin yapilan aragtirmalarda; BR’in fizyolojik 8nemi olan bir
antioksidan oldugu sonucuna varhmgtr (12,13,22), BR’in mikromolar konsantrasyonlarda
(<0,09mmol/L) (5) in vitro olarak homojen solisyonlarda, homojen organik ¢oziclerde yada
nmlfilameller lipozomlarda kimyasal olarak olughmﬂmug peroksil radikallenm etkili bir
sekilde yakaladid: gésterilmistir (12,23).

Albimine bagh BR, albtimine bagh yag asidlerini in vitro peroksil radikal kaynakh
oksidasyonlardan etkin bir yekilde korudugu belirtilmigtir (13,22). Bembard ve arkadaglan
BR’in in vitro olarak linoleik asid gibi doymamms yag asidlerinin hava veya UV igikla olugmug
otooksidasyonunu engelledigini ve hatta bu etkinin o-tokoferolden (vitamin-E) daha etkili
oldugunu gozlemiglerdir (12),

Stocker ve arkadaglari (1987) tarafindan, BR'in insan serum albominine baglandig
durumda ve fizyolojik kensantrasyonlarda (20 mmol) bile, linoleik asidi in vitro olarak
peroksil radikaliyle olugnuulmus oksidasyondan  korudugu gosterilmigti BR’in bu
antioksidan korumay, peroksil radikallerini etkili bir gekilde yakalayarak ve doymarms yag
asidlerinin yikinmna yol agan radikat zincir reaksiyonumu engelleyerek yaptig: ileri soritmastiy
(23). Daha sonraki galigmalarda ise BR’in, doymamig yag asidlerinin (linoleik asid)
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oksidasyominu inhibe ettigini ve iglem sirasinda kendisini yikt13i, Onishi ve arkadaslan
 tarafindan gosterilmigtir (12).

Benzer sekilde konjuge BR de etkili bir peroksil yakalayicisidir (13). Stocker ve arkadaglan
(1987) BR ditaurin'in (BR-DT) (ticari olarak mevcut bir konjuge BR bileyigi) ROO"lerini
efkin bir sekilde yakaladipim ve bundan dolay: da LPO’nu engelledigini ve BR’in antioksidan
aktivitesinin de, onun hidrojen verme veteneginden ileri geldigini gtistermiglerdir (22).

Bundan bagka BR, lipozomiarda kismi cksijen basmer altinda (% 2'lik) oksidasyonu ve
serbest radikal zincir reaksivonlarini, plazmada LPO’na karst esas savunmay yapan dnemli
ve etkili bir anticksidan olarak bilinen, a-tokoferolden daha ¢ok baskiladigs gosterilmigtic
(12,13,23). BR, membrana bagh c-tokoferolle LPO’yu tnlemede sinerjetik etki olugturabilir
(13). Konjuge olmarmg BR’in, biyolojik membranlar igine ve aralarina kolayca diffuze
plabildigi bildirilmistir ve kandaki BR’in fizyolojik konsantrasyonlarda karaciger plazma
membranlarmdaki pigmentin konsantrasyonunun  yaklagik % 0,25 mol (mol/100 mol
fosfolipid) oldugu tahmin edilmektedir. insan yenidoganinda dolagimdaki BR konsantrasyonu
yiksek oldugundan dolay: muhtemelen membran konsantrasyonu daha fazla olmaktadir
Bundan dolay1, in viiro delillerden yola ¢ikarak, en azindan BR’in in vivo oksidatif membran
hasaniu Snlemede bir rol oynayabilecegini Snermek makul gortnmektedir Ozellikle erken
yenidogan doneminde, postpartum cksidatif stresin olugfupu ve antioksidan enzim
sistemlerinin ve endojen vitamin-E seviyelerinin baskilandigs bir donemde BR’in antioksidan
etkisinin daha belirgin olacag ifade edilmigtir {12).

Rir antioksidan olarak fonksiyon gortrken BR kismen biliverdine dontgtaratir, ki o da bir
antioksidandir {12).

Konjuge edilmemis BR, H,0, veya organik hidroperoksidlerin varhginda peroksidazlar
i¢in bir indirgevici substrat olarak davramrlar (22).

Safra pigmentleri; (BR ve biliverdin) vitamin-A ve linoleik asidin, intestinal kanaldaki
oksidatif yikinmmi engelledikleri ve barsakia bir antioksidan olarak gorev aldiklars
gosterilmigtir (12,23). Neuzil ve arkadaglan (1993) (13), BSA'nm ve diger proteinlerin *CH
kaypakl: oksidasyonunun bir zincir reaksiyonu yoluyla ilerledigini ve amino asid birimlernin
kaybina neden oldugunu ve bu zineir reaksiyonunun Snemli bir gekilde BR veya Trolox (E
vitamini preparat adt) tarafindan inhibe edildigini gostermiglerdir. Neuzil'in bir bagka
¢aligmasinda ise (1993) BR, BSA ya baglandigs zaman *OH, HO®, ve O anyon radikalleri
tarafindan okside edildigi ve gogu tesbit edilemeyen Ortnler olugturuldugu gozlenmigtir. BSA-
bagimh BR’in baglangic oksidasyon hizlar sirastyla *OH > HO', > &; geklinde azaldigi ifade
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dilmigtit. BR'in lagiyier proteinini, "OH radikalleriyle olugturulacak oksidatif hasardan
korudugu da gosterilmigtir (13).

Konjuge edilmemis BR sadece lipidde ¢ozimen gigli bir zincir karser antioksidan degil,
_:bunuﬂ yaninda radikal olmayan bir bagka oksijen formu olan 10,1 de deaktive ve detoksifiye
etmektedir (12,22). Bu iki yolla yapihr; a)-BR, 10,’le reaksiyona girerek, b)-BR bir yakalayic:
olarak daveamp, '0,’in enerjisini absorbe ederek. Yakalama (quenching) iglemi sonuctinda
10, normal, uyarsdlmamig bazal formuna geri dontgtirdlor. BR’in, !O,‘in en etkili
deaktivatorlerinden ve yakalayicilarmdan biri oldugu iddia editmekiedir (12).

| BR’in antioksidan etkisi, oksijenin deneysel konsantrasyonu % 20'den (normal havadald
- gibi) % 2'ye (fizyolojik olarak uygun konsantrasyon) diigtokee artar.

Veriler BR’in bir fizyolojik zincir kre: antioksidan ofarak faydah bir roluntn oldugu
fikrini desteklemelkdedir. Gergekten BR konjuge edilmig ¢ift baglarm uzanug bir sistemininin
yamnda reakiif bir hidrojen atomu igerir ve boylece antioksidan ozellik gostenir (23).

BR mikromolar konsantrasyoniarda ROO" lerini mubfemelen bir karbon merkezli radikal
(BR") olughumak maksadiyla, tetrapirol molekiltintn 10 numaral “C* koprisime bagh bir
hidrojen atomunu vererek yakalayabilir {23},

RCO*+ BR ——> ROCH + BR’

BR* daha sonra ya radikal olmayan bir Grtine donfigmek Ozere differ bir percksil radikaliyle
birlegir ya da oksijenle reaksiyon yapar (23)

BR* + ROO* ——> BR-OCR

BR* + Q, <==—===>BR-00"

Sommda BR muhtemelen tam olarak renksiz diignk molekol aguhkh suda ¢ozinen
propentdyopent'ler ve imid'ler gibi bilegiklere yikilabilir (12).

Bu ¢ahgmalar BR’in in vivo olarak bir biyokimyasal fonksiyonunun oldugunu ve endejen
organik serbest radikallerle olugmug hicresel hasan engellemeyi saglayan digiik molekal
apulikly antioksidanlar grubunda yer almasi gerektiSi snerilmigtir. BR’in engelleyici bir
fonksiyommun yakm bir kesif olmast ve BR in olusumundan sorumin enzimlerden biri clan
hem oksijenazm bir 1s1-yok proteini olmasi ve bu proteinin de organizmalari oksidasyondan ve
biyokimyasal stresin diger formlarmndan koruyan bir grup proteinlerden biri oldugu
bildirilmektedir. Son rinan en uygun seviyeleri muhtemelen fizyolojik olarak faydah olabilir
(12).
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IV. MATERYAL VE MKETOD

A. MATERYALLER

Deneylerde; ofomatik pipetier 5-50 mL, 50-200 mi., 200-106060 ml. (Biohit-proline), “r
- santriftyj cihazlan, (Niive NF 815) ve (Heraeus-Christ-Miniftige 2), ultzasantzifly (Beckman),
ﬁomojenizatﬁr, hassas terazi (Sartorius), aspratdr cihazi (Beckman- Valum-Confrol), pH
meite cihaz (Jenway 3010 pHmeter), su banyosu (Niuve BM-100), denn dondurucu
(Karteknik), stk mikroskobu, (Zeiss-Germany), fotometre (photometer 4010-Boehringer
-~ Mannhaim), spectrofotometre (Beckman UV-Visible), florometre (Shimadzu), cam pipetler,
cam tlipler, balon jojeler vb. cam malzemeler kullanldi.

| Enzim deneylerinde kullamlan cam malzemenin hepsi, (tip, pipet, balon joje, beher)
~ delyonize su lie yikamp, 3 saat % 20 HNOQ), iginde bekletildikten sonra 3 defa deiyonize su ile
~ yikanarak demineralize edildi (25). Diger deneylerde ise kullamlan cam malzeme fiziksel
_' ternizliginden sonra (H,SQO,- potasyvum bikromat) soltsyonu i¢inde 1 gece bekletildi. Bundan
: sonra 3 kez detyonize su ile yikamp etiivde kurutuldu.

B. NUMUNE ELDESI:

MDA diizeyi ile SOD ve katalaz aktivite tayinleri i¢in heparinh kan ve GSH dlgtimieri igin i
ACDYi kan kullamldi. Bu numuneler Akdeniz Universitesi Hastanesi Kan Bankasina

miiracaat edip, kan bagigs yapan saglikli 104 kigiden elde edildi. Xan alims ve foplanmasinda

lokositlerin titp duvarlarina yapigmasin engellemek amactyla, cam tiipler yerine plastik ttipler

tercih edildi.



c. METODLAR

LOKOSIT iZOLASYONU: (14)

:.a) Prensip: _

. Tam kan oda isismda 30-60 dakika bekletildigi zaman, ertrositler ¢oker. Lokositlerin
dansitesi eritrositlere gore daha diigik olmasindan dolayr lokosit sedimenfi daha yavag
meydana gelir. Eritrositler ve sUipernatan plazma arasinda bir beyaz tabaka (lokosit tabakasi)
.olugur‘ Sedimentasyomm olugtugu ortamin dansitesi dextran ilavesiyle artinilirsa lokositler
stispansivon halinde kalir. Stépematammn abmmas ve digik devirde saninifiy yapilmasi
J6kositce zengin bir pellet olugturur. Ortama eritrositlerin kontaminasyon ihtimali ise, bu
hitcrelerin hipotonik soltisyonlarda pargalanmaya karsi lokositlere gore daha az dirench
olmasmdan dolayi, gok uygulamasiyla elimine edilir.

b)  Reaktifler:
1- Dextran Solttsyomu (5 g/dL) : 10 x 125 mmlik, iginde heparin buhman plastik tiplere

0,1 g apuliginda FH gradeinde ve MA 254000 olan dexiran, tartidarak konuldu.
Kullamimadan hemen Snee 2 mlL 0,7 g/dLlik NaCl ilave edildi.

2-NaCl 0,7 g/dL: 100 mL'lik balon joje iginde 0,7 g NaCl konuldu, distile suyla ¢ozitlerek
hacim 100 ml.'ve tamamiand.

3- NaCl 0,9 g/dL: 100 mLik balon joje iginde 0,9 g NaCl konuldu distile suyla ¢ozilerek
hacim 100 mi 'ye tamamlandi.

4-NaCi 1,8 g/dL: 100 mL'lik balon joje iginde 1,8 g NaCl konaldu, distile suyla ¢ozilerek
hacim 100 mL'ye tamamiands

(2,3 ve 4 numaral soliisyonlar +8 °C'de ik ay stabildir )

¢)  Yointem:
Enjektorle alman 8 mLlik vendz kan derhal, iginde antikoagillan madde (heparin veya

ACD) ve 2 mL % 5 dextran bulunan plastik titpiere bogaltild: ve hemnen birkag kez alt-ist
edildi. Donoriin ads, soyadi, yasi ve alimg saati kaydedildi. Hicrelerin sedimentasyonu igin 45
dakika +4 °C'de bekletildi Bu sie sonunda fistte kalan lokositten zengin plazma lasm
disposable bir plastik pipet ucuyla bir bagka plasiik tiipe akianldi ve bunlar diger kanlann
ahmip ayirdedilmesine kadar +4 °C 'de buzdolabinda bekletildiler.. Diger dondrlerden alinan
kanlardan elde edilen lokositce zengin plazmalarla birtegtirildikten sonra toplanan 1dkosiige
zengin plazmalar soguk ortamda Kan Bankasmdan Biyokmya Laboratuvarma tagmds.
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. Plastik toplerde 10'ar mL olarak biriktirilmig lokositge zengin sopernatantar 500 x g'de 10
-dakika santriftij edildi. Stpernatanlar gekilip atilds

Ortamda bulunan eritrositlerin uzaklagtirilmast icin gok uygulamast yapildi: Dipteki beyaz
kire hiiereleri 1 mL soguk 0,9 g/dL1ik NaCl iginde stispanse edildi. 3 mL soguk-buzhu distile
su ilave edildi, nazikee 45 saniye siireyle kangtinldi Sire bitiminde derhal 3 ml 1.8 g/dL
‘soguk NaCl ilave edilerek, kangtiildi ve 500 x g'de 10 dakika santriftj edildi Siupernatan
'gelcilip atilds. Tarif edilen gok uygulamast ortamdan eritrositleri tamamen uzaklagtmak igin
‘o defa yapilda.
 Bu asamadan sonra lokositlerin hepsi toparlamp haviz haline getirildi ve slgim gOnine
kadar -20 “C 'de derin dendurucuda sakland:. Lokositlerin derm dondurucuda saklanmas:
gerekiigi icin, hdcreler derin donduruenda pargalanacagmdan dolayi, lokositlerle ilgili
hesaplamalar: yaparken de 15kosit sayist / ml. seklinde kullanmak yerine, boyle bir durumda
tercih edilmekie olan mg protein / mi, sekiindeki hesaplama kullamid: (14).

2.  PROTEIN OLCUMU - LOWRY METODU (10

a)  Prensip:

Proteinler, alkali ortamda ilave edilen Cu™ iyenlan ile, kompleks vapailar. Cu™- Protein
kompleksi bir elekiron dondrt olarak hareket edebilir ve lave edilen folin-Ciocalteu reakfifini
(Polifosfomolibdik ve Polifosfotungusitk asid) vogun renkii molibdeum ve tungsten mavisine
indirger. Olugan renk giddetinin optik dansitesi 750 nm’de olgilty ve standart egri ile
kargitagtirilarak degertendiritir

b} Reakfifler :

1- A Reaktifi : % 2 Na,CO; solasyonu + 0,1 N NaOH olacak gekilde hazirland:. Solisyonu
hazirflamak igin, 1 g Na,CO; (Sigma) ve 0,2 g NaCH tartildi ve bir miktar distile suda
¢oziildikien sonra 50 mL'ye tamamlandt

2- B Reaktifi: % 1 CuSO, (CuSO, 5H,O [Sigma], MA=249.68) den 0,0156 g almd: ve
distile suyla | ml've tamamland1. % 2 Na-K Tartarat (C ,H,KNaQ, . 4H,0 [Sigma], MA=
282 23) den 0,0268 g tarizidi ve distile suyla ¢oziindikien sonra 1 mi'ye tamamlands Bu ta
soliisvon egit hacimde karighinld:.

3- C Reaktifi - Alkalen Bakir Solitsvonu (Protemn Soliisyomu) Bu sohiisyon asagidald sekilde
ve giinliik olarak hazirland:

A Reaktifi 50 kisim
B Reaktift 1 kisim
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4- Folin - Ciocalteu - Fenol Reaktifi (FCF) (Sigmadan hazir olarak temin edildi)

- Hewr olan  reaklif, asid cinsinden 2 N oldugu icin agagidaki sekilde sulandiritarak
- Jullanaldh

Hazir FCF reaktifi 1 kisim

Distile Su 1,5 kisim

5- Protein standardi: 25 mg bovin serum albumin (BSA) tartildt ve distile suda
© gozildikten sonra hacim 10 mL’ye tamamlanch (2,5 mg/ml) . Bu stok soltsyondan agagdaki
sekilde ¢alisma standartlari hazarlands

Protein Caligma Standartlan

Stok Standart - (inL) Distile Su (mL) jig protein /0,3 ml..
0,1 4,9 15
0,2 48 30
0,3 4,7 45
0,4 4.6 60
0,5 4,3 75

¢)  Yonfem:
Elde edilen lokositler 1/20 oraminda phosphate-buffered-saline (PBS) ile agagidaki gekilde
diltie ediidi
0,1 mL Stipernatan
1,9 mL FBS
Daha sonra agagidaki reaktifler tabloda gosterildigi gibi pipetlendi.

Kdr (mL) Standart (ml.) Numune (ml.) 1
Distile Su 0,3 —_ ———
Calisma Standard: - 0,3 --
Dilite numune ——— mn 0,3
| Protein Seliisyonu 3,0 3.0 3.0
15 dakika oda sisinda inkibasvondan sonra
rDﬁﬁe folin Reaktifi 0,3 0,3 0,3

ilave edilip derhal kangtirildi, Tekrar 30 dakika oda isisinda bekletildikten sonra 750 nm'de
kore kargt oloundu. Sonuglar grafikten degerlendirildi (Sekil 4).
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$ekil 4: Protein Standart Grafigi, v = 0,001144 x + 00048, 1= 0,9995

Grafikcien elde edilen senuglar diltisyon katsayisi olan 20 ile garpilditan sonra, depey
ortanuma numune 0,3 ml. ilave ediidigi igin;

A pgp protein 0,3 ml’de
X g profein I ml de

X pg protem/mL olarak sonue bulundu,

3.  LOKOSITLERIN OKSIDAN VE ANTIOKSIDAN MADDELERLE
INKUBASYONU

2} Reakfifier:

1- BR’in Hazulanist BR 20 me/dL olacak gekilde bazirlands. Bunun igim 0,002 ¢ BR

tartiddi. 10 ml. distile suyvla ¢ozildii BRin distile suda ¢8ztnmesi igin ortama 0,02 2 NaCH

(50 mM olacak sekilde) ilave edildi (13). Bu sclisvondan deney tiplerine scn

konsantrasyonian tablo 4°de belirtilen miktarlarda olacak sekilde dilnsyonlar vapild:

. 2- Kiimen Hidroperoksid {CuOOH) : {56 mmol/L), 91 ul. CuOOH (MA:152,2 g, d = 1,05

g/mL. konsantrasyon ylzdesi +% 30, 1 M CuOOCH = 181,2 ml/L [Sigma)) pipetlendi ve

- hacim 10 mL ye tamamlanéh. Bu stok soliisyondan, deney tiplerne tablo 4°de belirtildidi gibi
son konsantrasyonlari; 10 mmol/L olacak gekilde pipetlendi

B ¥ Phosphat Buffered Saline (PBS) : pH: 7.4, 8.1 g NaCl, 2,302 g NagHPO,, 0.194 ¢

NatLPO, tarhhp distile suvla ¢ozdldo, pH: 7 ¥e ayarlandiktan sonra bacim 1060 mL've

tamamlandi.

4~ Sedvam dodesil sulfat (SDS) % 8.1: 0,81 g SDS tartilarak distile suda ¢éztindikten

senra 10 mi ve tamamiand:



- b) Yontem:

© QOksidan maddenin (CuOOH) belirli miktarmn (10 mM) ve anticksidan maddenin (BR)
::;: farkls miktarlannin lékosit membran lipidleri tzerindek: peroksidasyona etkisini aragtrmak
dzere agagidala yekilde bir deney diizenegi kuruidu. Buna gore 10 tane deney tiptt hazirlands,
Taplere; lokosit ¢ozintrligini artirmasi igin (sadece MDA dl¢timiinden éncek nkiibasyen
“igin) 50 pL SDS % 8,1 kondu ve son hacim 250 pL olacak gekilde (bir dlgiim igin) diger
reaktifler pipetlendi. Hacim tamamiamalan PBS ile yapildi,

Tablo 4: Yapilan ttim deneylerde kullamlan ve Lokosit, Lékosit + CuOOH ve l6kosit +
CuOOH + BR"den olugan inkiibasyon ortamlarimn hazirlamg,

Tiip No: Tiipler Likosit (pg prot/mL) | CuQOH (mM) BR (mg/dL)
1 L 300 - -
2 14C 300 10 -
3 LAC+0,001 300 10 0,601
4 L+C+0,365 300 10 0,005
5 L4+C4+0,01 300 10 0,01
6 L+C+0.05 300 10 0,05
7 L+C+0,1 300 10 0,1
8 L+C+0,5 300 10 0,5
9 LA+C+ 360 10 i
10 1AC+2 300 10 2

Tuplere pipetleme yapildikian sonra dikkatlice kanghnldi ve 37 °(C'de 60 dakikaligina
nkibe edildiler. Bu inkitbasyon ortarm MDA 8letimil icin kullamidi. SOD, katalaz ve GSH
dlgimleri i¢in kullamlan inkibasyonlarda, bir 8igtim i¢in gerekli hacim dikkate ahinarak
gerekli ayarlamalar yapildi.

4.  TBARS OLCUMU :
(Spektrofotometrik ve Florometrik Yiontem) (Ohkawa Yéntemi) (15)
a) Prensib:

TBARS sletumut;, ipid hidropercksidlerin MDA ya asid hidrolizini ve sonradan da TBA ile
reaksiyon yaparak spectrofotometrik olgtime duyarh olan MDA-TBA Grimleri olusumunu
icermektedir. pH: 3,5 da, % 20 asetik asid sclusyonu iginde, 60 dakika stireyle 95 <C ‘ye kadar
yikselen bir 1s1da, maksimum reaksiyon tirinleri clugumu saglanmustir (15). LPO'nun TBA
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 aktif uronlerinin butanol icine ekstraksiyonundan sonra absorbanslan spektrofotometrede 532
am'de Slgtlmekiedir. Deneyde antioksidan olarak kullamian BR’in, TBA ile mteraksiyonu
ihtimalini ortadan kaldirmak igin 6lgtimler hem spekirofotometrik hem de florometrik olarak
~ yapildi Florometrik okumalar eksitasyon: 515 nm, emisyon: 553 nm de olacak sekilde
| ayarlanarak gerceklestiridi (15). 1,1,3,3,-tetramethoxypropane'in standart olarak kulantddigy
- deneyde elde edilen depetler nmol TBARS / mg protein olarak ifade edildi

b)  Reaktifler:
1- % 20 Asetik Asid (w/v) + % 7,5 NaOH soltisyonu: 19,24 mL glasiyal asetik asid

(MA:60,05 g, d = 1,05 g/mL, konsantrasyon yizdesi » % 99) pipetlendi. Buna 7,5 g NaOH
tartilarak ilave edildi ve bir miktar distile suda ¢tzimdikien sonra son hacim 100 mL olacak
sekilde distile suyla tamamlanarak pH’s: 3,5 'a ayarland.

2- % 0,8 Tiyobarbittrik asid (TBA) soltsyonu: 0,8 g tiyobarbitiwrik asid (Sigma) tartildh ve
¢oztindikten sonra 100 mL’ distile su ile tamamland:.

3- n-Biitanol

4- MDA standartlarn:  ( 1,1,3,3 -tetramethoxypropane MA:1642 g/L, dansite:0,997
konsantrasyon ytzdesi : % 95) 1,1,3,3,-tetramethoxypropane'dan 17,3 pL abindi ve 100 mI.
distile suya ilave ediidi (1000 nmol4nl) Bundan da 1 ml alinip distile suyla 100 ml.' ye
tamamland: (10 nmol/ral). Bundan bagka 1, 2, 3, 4 ve 5 nmol/mLlik MDA standartlar: 10
nmol / mL 'lik soliisyondan diltisyonla hazirland:. Hazirlanan standart soltisyonlar yénteme
gore uygun gahgilarak yekil 5°de gortlen standart prafik elde edildi (Sekil 5).

o3 -
025 + g

0z + P

Q15 + =

Ahs (532 nm)

014 T

005 + -

nolfmd

sekil 5: MDA standart grafigi, y =39,87x-0,022 , r=0,999
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Yéntem:
;)MDA Olgimil igin Ohkawa ve arkadaglanmn (15) MDA-tivobarbitiirik asid (TBA)
csiyopundan ibaret olan Slctim yontemi modifiye edilerek uygulandi. Deney ortamu
aaidaki sekilde hazirlandi. Numune olarak tablo 4°de inkiibasyon ortams tarif edilen Iokosit
‘CuOOH + BR kangmm kullandd:.

r«—r Kor (uL) Standart (L) Numune (gL}
Numune e _— 250
Standart - 250 ---
Distile su 250 - -

. %20Asetik A+%7,5 NaOH 375 375 375

TBA % 0.8 375 375 375

95 °C 'de 60 dakika kaynatildiktan sonra tipler mashuk suyu altnda sogutuldu.
Distile su 250 250 250
n-Biitanol 1256 1250 1250

p-Butanol ilavesinden sonra tipler kuvvetlice kanstmldi ve 4000 rpm'de 10 dakika
saniriftijden sonra Ust tabaka 532 nm'de spektrofotometrede okundu. Ayrica aym deney ortam
- florometrede exitasyon: 515 nm ve emisyon: 553 nm olacak sekilde okundu

Spektrofotometrik Slgtimlerin degigine katsayist (C.V) = % 7,85 bulunurken floromeirik
oletmlerin C.V ’si =% 9,58 bulunmustur.

5. SUPEROKSIT DISMUTAZ: (25)

a)  Prensib:

Epmefrinin otooksidasyonu ile adrenokrom olugumunun , stiperoksit dismutaz tarafindan

inhibisyonu esasma dayamir ve bu inhibisyonun viizdesine gére enzim miktars hesaplamir.
Otoksidasyon

Epinefrin B

SOD

adrenokrom oluyumu peroksidazlar tarafindan  katalizlenmektedir.

Peroksidazin bu katalitik etkisi nedeniyle MPOaz ihtiva eden PMN Iokositlerin SOD tayininde

kullantlmalan mitmkiin degildir Bu amacla Iskosit stispansiyonu 27000 x g'de 15 dakika

> Adrenokrom

Epinefrinden

santrifitjlenerek MPOaz tastyan graniller ¢skitriilmekte ve tistteki stipernata, SOD {ayininde
kutlaniimaktadsr.
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Labotatuvarmmizda voksek devirli santrifyj olmadigindan dolayi santrifijlerimiz 20000 x
 gde yaprmistir. Stpernatanda kalan az miktardaki MPOaz ise peroksidaz inhibitord olan
“fakat SOD aktivitesini hig bir surette etkilemeyen NaN; eklenmesi ile bertaraf edilmigtir.

SOD slgtimiinde bu yontemin dedigme katsayis: (C. V) =% 8,24 olarak bulunmugtur.

‘1) Reaktifler:
1- 0,3 M Na,CO,/NaFICO, Tamponu (pH= 10,2) Na,CO, (MA:105,99 g), 7,95 g Na,CO,
' tartild: ve 250 ml distile suda ¢ozuldi. 6,3 g NaHCO; (MA: 84,01 g) tartilarak, bir bagka
~balon jojeye kondu ve distile suyla 250 ml’ye tamamiandikian sonra pH’lan 10,2°ye
ayarland.

2- 0,75 mM EDTA: 21,92 ¢ EDTA (MA: 292,25 g) tartild1 ve distile suda gozuldikten
© gonra hacim 100 mL ye tamamland:.
3. 1.8 mM Epinefrin (0,01 M HC iginde, pH=2), 4 mg epinefrin (MA: 219,7 g) tartildy, 1
~ MHCP’den 100 pL ilave edildi ve hacim distile suyla 10 mL ye tamamlandi. Bu solisyon taze
" olarak kullamlds.
4- 60 mM NalN, : 195 mg NaN; (MA: 65,01 g) tartild: ve distile suyla ¢ozindikten scnra
hacim 50 ml.’ ve tamamland:

¢)  Standart serinin hazirlanmasi :

0,2-0,4-0,6-0.8 ve 1,0 ng/ml. konsantrasyonianndaki SOD (Bovine eritrosit SOD, Sigma)
standartlart 20 mM fosfat tamponu (pH=7,4) iginde hazirlanarak numune gibi ¢absildt Tum
standartlar ¢ift ¢ahgtlarak crtalama degerler alindy

d) Yontem:

Stspansiyon halinde -26 °C’de dondurolmug olan Iokosit preparati 5 defa aniden
dondurulup ¢ozitlerek graniiflerin pargalanmas: saglandi Lokosit preparatma % 0,1 Triton X-
100 eklendikten sonra buz banyosu igerisinde teflon uglu homojenizatsr ile 2 dakika
homojenize edildi ve 20000 x g'de 15 dakika santrifijjlendi Ustteki stpematan kismindan
protein tayini yapilarak, numuneler dnce 1,5 mg protein / ml olacak gekilde PBS (pH=7,4) ile
dilie edildi.

Tablo 4’de tarif edilen ve oletm oOnceleri yapian, lokosit + CuOOH+ BR’in
inkitbasyonlari, SOD 8l¢im0 igin aym sartlarda ancak miktarlan artilmug olarak hazirland:.
Deney ortam asagidaki sekilde ¢aligildi,
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Reaktifler Kér (mL) | Numune (mL) | Kontrol (mL)

- 0,75 mM EDTA 0.4 0,4 0.4
[ 0,3 M NayCO3/NaHCO;3 pH:10,2 0.5 0.5 0.5
[ Numune* (0,3 mg protein/ml) 1,5

o 60 mM NaN, 0,1 0,1 0,1
Zy;atﬂrmg siipernatan (0,3 mg prot. /mL) - - 1,5

- PBS 1,5 --- -

- 0,01 M HCI pH=2) 0,5

B 1,8 mM epinefrin . 0,5 0,5

_# - Numune yerine SOD dlgtimis éncesinde yapilan ve tablo 4°de tarif edilen Lok + CuOQOH +
* BR kangimlan kullanilds

Ortama en son 0.5 mi. 1,8 mM epinefrin eklenerek derhal kanisunidi ve 480 nm dalga
- boyunda spektrofotometrede kore kars nurune ve kontrol tuplerindeki absorbans degigimi 3
- dakika boyunca izlendi.

~e¢)  Hesaplar:

Kontrol tipande inaktif enzim kullamldlgmdan dolay1 epinefrin, kolayhkla nonenzimatik
olarak adrenokroma oksitlenir. Bundan dolayr kontrol tiipiinde epinefrinin adrenokroma
otooksidasyonunun inhibisyon %°si SOD konsantrasyonuna bagh olarak degigir.

" Kontro! taptniin AOD / dk 100 aktif birim
- Standardin AOD / dk X
AOD Standart / dk
X= x 100
AOD Kontrol / dk
Standardin % inhibisyon degeni = 106 - X
Kontrol thptiniin AOD / dk 100 aktif birim
: Numunenin AQD / dk Y
AOD Numune / dk
Y= x 100

ACD Kontrol / dk

Nurmunenin inhibisyon degeri = 100-Y
0,3 mg / mL SOD % inhibisyon (std)
zZ % inhibisvon (numune)
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o inhibisyon {numune)
% 0,3 pg / mL (standasdin konsantrasyonu)

o4 inhibisyon (std}
m-ak sopug elde edilir ve ug/ml SOD seklinde gosterilir. Numunedeki SOD degeri 3,2

itortyle garpilarak U /mi/ e, 3,33 ile carprlarak da U/ mg proteine donngtiralir.
standartlat ile yapilan deneylerde elde edilen regresyon analizi sonuglan y=35,11430,18 %,
= (0,986 olarak bulunmugtur.

KATALAZ AKTIVITESI TAYINI (25)

g  Prensib:

- H,0;in katalaz tarafimdan O, ve H;O'va parcalanmasi esnasinda reaksiyon kangumindaki
hsorbans degigininin dl¢tilmesi esasina davanmaktadn.

Katalaz

Hgoz + }{202 —_— e 02 + ZHEO

Reakfifler :
1- 0,05 M Fosfat Tamponu (PB) (pH = 7,0} : 1,065 g Na HPO, (MA=141,96 g) tartild1 ve

- ¢ozindiikten sonra distile suyla 150 ml.ye tamamlandi. 1,021 g KH,PO, (MA=136,09 g)
 tartilds ve ¢oziindikten sonra distile suyla hacim 150 mL ye tamamland1. pH 7,0’ye ayarlandi
2- % 0,18 H,0, (pH = 7,0 PB iginde) : 0,18 mL H,0, almd1 ve 100 mi.’lik fosfat tamponu

b)

(pH: 7,0) igine pipetlendi.

¢ Yontem:

Tablo 4’de belirtilen, lokosit + CoOOH + BR inkibasyonu SOD slciimindeki gib
lullamlidi ancak katalaz deneyinde bir slgim igin 200 pL’lik numune gerektiginden hactm
ayn oranda azaltldr, Katalaz tayini igin deney titplerine reaktifler agagidaki sekilde pipetlend:.

Reaktifler Kir (mL) Standart (mL) Numune (mL)
% 0,18 H,0, 1,0 1,0 1,0
0,05 M Fosfat Tmp, pH:7,0 2.0 2.0 2,0
Distile su 0,2 - -
Standart -as 0,2 -
| Nunwne* - - 0,2 |

* = [ gkosit (lok + CoOOH + BR homojenatt)
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. Numune ortama en son eklenerek 25 °C'de 240 nm dalga boyunda deiyonize su korfine
arg1, spekirofotomeirede 3 dakika boyunca absorbans degigimi Sleuildi.

* standart olarak (Bovine Liver Catalase, Sigma) saf katalaz kullamldi ve 2,5 - 5,0 - 7,5 ve
0 pg/mLlik galigma standartlant 0,05 M, pH 7,0 fosfat tamponu igerisinde hazilandy
:{Andarﬂar da numune gibi cahsidi Numunedeki katalaz miktart standart egriye gore
"'gerlendiﬁldi {Sekil 8). Lokosit homojenatinda Lowry yontemine gére protein tayini

Alearak sonuglar spesitik altivite olarak verildi

0,025 T
£ 002 "
e
s o
& 0015 + P
2] -
E n- e
2 001 7 e
= -
a 8.
<0005 7 e
1 il : } i z
0 25 3 15 10
Katalaz {ug/ml)

Sekil 6: Katalaz Standart Grafigy, vy =492,1 X - 0,541, r=10,999

d)  Hesaplar:

10 mg / mL standart Standari AOD / dk
Xmg/ ml Numune ACD / dk

Numune AOD / dk x 10
X= x diltisyon faktsro
Standart AOD / dk

X = A mg katalaz / mL numunedeki katalaz miktaridur.

Numunenin mg protein A mg katalaz
1000 mg protein Y

A x 1000

Numunenin protein miktari{mg/mb}
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Y =Bmg katalaz / mg protein. (B mg katalaz / mg protein) x 2,8 (Fakior) = (/mg
otein.
Katalaz aktivitesi tayininde kullanilan bu yonlemin C.V. degeri % 35,22 olarak bulundu,

REDUKTE GLUTATYON (GSH) ()

Prensib:
Eritrositlerdeki nonprotein sulfidril gruplanmn hepsi redicte ghitatyon formundadir. 5,5'-
ijiﬂﬁcbis {2-nitrobenzoic acid), veya DTNB bir distilfid kromojendir ve stilfidril bilegikleriyle
yogun sart bir renk vermek tizere kolayca indirgenebilir Redikte kromojenin absorbans: 412
ﬁm‘de slealar.

Reakfifler :
1- Presiptte edict sollisyon :1,67 g glasiyal metafosforik asid, 0,20 g disodyum veya
&ipotasyum EDTA ve 30,0 g NaCl tartildh, distile suda ¢oziindikten sonra hacim 100 mL've

- Bu solasyon +4 °C'de 3 hafta dayamkhdir Ince presipitat EDTA'ya baghdir, bu durum
dlcimleri interfere etmemektedir.

2- 0,3 M Fosfat Solosyonu: 10,65 g Na,HPO, (MA:142,0) tartild: ve distile suyla hacim
250 mL’ye tamamland1. Solésyon +4 °('de sakland: ve kristal olugumu gozlendiginde sitildy
3- DINB Solusyonu: 40 mg. 5,5'-dithiobis (2-nitrobenzoic asid - Sigma), 1 g/dLTik
odyvm sitrat solisyonuyla ¢ozilditkten sonra hacim 100 ml.'ve tamamlandi. Bu soliisyon +4
°C'de 13 hafta dayamicidir

4- GSH Standartlari: 10 mg GSH tartildi ve distile su ile 10 mL'ye tamamlandi (100
mg/dl.) homojen hale gelene kadar ¢evrildi Bu standarttan 2,5- 5- 7,5 ve 10 meg/dL olacak
sekilde dililsyonlar yapildi. Standart solisyonlar gimlik taze olarak hazirland:

) Numumne :

ACD' kan kullamidi. Olgimler aym giin icerisinde vapilda (1)

d)  Yéontem:

Tablo 4’de sartlan: farif edilen ve 6loiim onceleri vapilan, 1dkosit + CuOOH + BR
inkibasyonu katalaz slgtimindeki gibi kullamld: Toplerde son hacim 2 ml olacak sekilde
ayarlandr, GSH tayini i¢in agagrdaki sira takip edildi

0,2 ml l6kosit homojenat: + 1,8 L Fosfat soliisyonu ile kanigtinidi. Kangim tizerine 3 mL
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ﬁi&e kagidindan stizalda.

.l'g:ﬂrnﬁ agagidaki gekilde yapildi

p}esipite edici solusyen ilave edildi ve kangtinlde. Oda ssisinda 5 dakika bekledikien sonra

; Bundan sonra her tipten elde edilen filtrat ayn: numaral: bagka tiplere aktarilarak GSH

-
Reaktifler Kiir (mlL)} Numune (m1)
- Filtrate - 0,5
Presipite edici 0,3 =
iH,0 0,2 —
Fosfat Seliisyonu 2,0 2.0
DTNB soliisyonu 0,25 0,25

Kivet kapatilarak, 3 kez ters ¢evrilip absorbanslant 412 nm'de 4 dakika iginde dl¢alda.
 Filirasyon agamas1 ihmal edilerek, GSH standartlan aym sekilde calipild: ve standart grafigi
 gizildi (Sekil 7).

08 + ~
"
23 + !‘,/"'
—- &
€ 041 e
o™ f_./’
% 0 ""'ﬂ}
E " /l’_//ﬁ’
P el
® 02+ T
2 e
a1+ -
0 ~ + t t t t t t t + 4
Q 1 2 3 4 8 G 7 8 g 10
mg GSHfmg protein

Sekil 7: GSH Standart Grafigi, y = 17,24 x -0,04, 1 =0,989

Lokosit GSH konsantrasyonlan grafikien hesaplanarak mg GSH /mg protein olarak ifade
edildi.
GSH konst (ing)

GSH mg/mg protein =
protein miktan{ mg protein/mL)

GSH slgtuntinde bu yontemin C. V. deferi = % 6,88 olarak bulunmugtur

8. ISTATISTIK HESAPLAMALARI:

Istatistik degerlendirmeleri; PC bilgisayarda Excel programu iginde yer alan istatistiklerden
faydalanilch. Cahgmalan degerlendirmek icin varyans analizleri, bagmmsiz iki grup
ortalamalan arasmdaki farkin anlamhhk testleri ve regresyon analizi yapilds,
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V. SONUCLAR

104 saglikh donoriin kanlarmdan elde edilen 16kositler, okaidan (CuOOH) ve antioksidan
(BR) maddelerin etkisine maruz birakildi. Lokosit membran lipidlerinin peroksidasyondan ne
derece etkilendigini gdstermek amaciyla LPO gostergelerinden olan TBARS seviyeleri
sletilda

Bunun i¢in ik odnce sadece lokosit TBARS"an analiz edildi Somra CuOOH'm farkh
konsantrasyonlarimn okosit TBARS olugumuna olan etlasi arastinidi 10 mM CuGOH'm
maksimum TBARS olugumu sagladigi tesbit edilmesi tzerine bu molaritedeks CuOOH
konsantrasyonu tiim deneyler boyunca kultanildi,

Antioksidan bir madde olarak biliven BR'm e 0,661 - 2 mg/dl. arasinda degigen
konsantrasyonlarimn hiicre LPO’na engel olup olmadidi, ya da ne derece engelledifi
aragtirdd:.

Tam odlgtmlerde oldugu gibi TBARS 6lgtumi 6ncesi de 1okosidin oksidan maddesiz,
oksidan maddeyle birlikie ve oksidan madde + antiocksidan maddenin farkh
konsaptrasyonlariyla 60 dakika stireyle 37 ©C de inkubasyona tabi tutuldular Inkfibasyon
sonpucunda her bir tiipten Ohkawa yontermiyle hem spekirofotometrik hem de florometrik
olarak TBARS ol¢iimleri yapildi

1. TBARS OLCUMU

a) Spektrofotometrik Senuclar :
Inktibasyon scnucunda TBARS oletim deneyleri yapildt Deney okuma agamasina

geldiginde degerler ¢nce spekirofotometrede sonra da  florometrede  okundu
Spekircfotometreden elde edilen degerler table 5 ve gekil 8'da gosterildi.
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Tablo 5: Spectrototometrede yapilan sletm sonucu elde edilen TBARS sonuglar.
{L:Lokosit 300 pg prov/mL, C: CoOOH 10 mM., * : mg/dL BR)
TEARS mmel/myg prot.

n % = 82| sD
i 10 0394 + 0021 | 0,039
1iC 101 1662 + 0,048 | 0152

607 | 0.222
0.025 § 6077
0058 | 0,183
0,046 | 0,146
0,153 | 0,484
0,073 | 0,231
0,142 | 045
024 | 0,738

H

i+Cro001® | 10 1,829
L+CHD,065” | 10 1,63
L+C+0,01" ) 10 1,766
T+C+005" 10 1,329
L0031 | 16 2204
L+CH85" | 16 2244
L+C+1? 1 2,507
14ACe2® 107 2,922

H-

| |

H

TBARS (Specirofotometie]

© 47
‘o T
2387 |
ek i
2 3 |
g 25-
]
T 27
z 15+
S
o1+
% 05
[}‘ .
es]
i = g
L 8 8 3 £ 9 2 5 0o
=) o) + P 0 o il =
+ + [} L ks +
fi L - + - -
x .l - -
Biliribin {rmg/diL}

Sekil 8: Spektrofotometrede yapilan TBARS sigim sonuglannim grafik halinde g0s erilmesi
(L:Laskosit 300 ug prot/ml, C: CuOOH 10 mM, Rakamlar : mg/dL BR}

TBARS slcinnit sonucy tim gruplar arasinda yapilan varyans analizinde, grup ortalamalai
arasindaki fark istatisiiksel olarak anlamli bulundu (p < 0,001). Bu farkin hangi gruplar
arasmda olustugunn aragtrmak i¢in gruplar arasmda t-esti yapidi Sonuglan tabio 6'da
sunuldu

Buna gore sadece 1okosit bulunan tiipte TBARS diizeyi ¢ok dusitk bulunmasina (0,394 +
6,021 [X + SE] nmol / mg protein) ragmen CuCOH varlignda belirgin bir TBARS artist
gozlendi (1,662 + 0,048 nmol / mg protein) (p<0,001).

Bu durnmda  lokosit + CuOOH bulunan orfama, BR’in diigik dozlanmn ilavesi {0,001-
0,01mg/dL arast) clusan TBARS dizeyleninde istatistiksel bir farkhihZa vol agmazken, normal

0
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Iablo &: Spektrofotometrede gruplara ait TBARS slgtmt sonucunda yapilan bagimsiz iki
grup ortalamalar arasmdaki farkin anlamhibk testi (i-testi) degerfendirmeleri. (L:Lokosit 300
pg provml, C: CuOOH, 10 mM. *: mg/dL BR, * : >0,05, fark antamh degil )

L+CHZ | LACHE | LGt | LGt | LG | LACH | I+CH+ | L+CH | LiC
0.5 6.1 2.05 6.01 0.085 | 0.081

L <0,001 | <0,061 { <0,001 | <6,001 { <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001
1+4C <0001 | <0,001 | <6,001 ] <001 { <005 * * *
TACHL001TY | 0,001 ; <0,001 | <0001 | <0,05 * * <0,05

LACHO.005Y 1 <0,001 | =0,001 | <0,001 ) <0,01 | <0,01 | <0,05
1AC+H0.01% | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0G,03 x
LACH0.857 | <0,01 | <0,01 | <0001 <0,05

TACHR1Y | <=0,05 * *
1+C+H0.5" | <005 *
E+C+17 *

ve yitksek dozlarda (0,05-2 mg/dl, arast) olugan TBARS dizeylerl arasinda isiatistiksel bu
fark ortaya cikii. Ancak bu fark beklenenin fersine azalma yerine artma geklinde gézlend
(Selal : 8).

Yy
i

b) Florometrik Senuclar:
Spektrofotometrede TBARS sleimn yapildikian sonra ayn1 numuneler aym sartlar altnda

florometrede de okundu. Florometreden elde edilen sonuglar spekirofotometreden elde edilen
sonuglara uyum gosterdi (Tablo 7, Sekil 9).

Tablo 7: Florometrede yapilan TBARS &lciim sonuclan. (L:Lokosit 300 pg prot/mL C:
CuOOH 10 mM. * : mg/dL BR)

TBARS mmeol/mg protein

41 X + SE sD

L 101 0,243 +-0,019 0,06
[¥s! 10 { 2308 + 0,126 | 0398
L+C+o001% | 10 | 2,517 + 1,108 0,342
L+C+0,005% 10 | 2,454 + 0,181 0,572
1AC+H,01% | 10 | 2,578 + 0,152 0,482
L+C+0,057 | 10 | 2,855 + 0,133 0,42
L+C+0,1* | 10 | 3,02 + 0,199 | 0,628
L+C+0,5" | 10 | 2,958 + 0,143 0,451
L+C+1Y | 10| 3,14 + 0252 0,861
+c2 (1ol 347 + 0320 1,012

Sonuglar elde edildikten sonra gruplar arasinda fardan olup olmadifini aragtirmak igm
yapilan varyans analizi sonucu, grup ortalamalan arasinda istatistiksel olarak anlamh bir fark
bulundu (p<0,001).

Ancak bu fark ya da farklann, hangi gruplar arasinda olugtufunu ise bagimsiz ik grup
arasmdaki farkm antamhilik testi (t-testi) yapilarak ortaya konuldu (tablo 8)
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TBARS

Olgimd {Florometre)

TBARS {nmolfmg protein)

L
L+C

L+C+0,001
L+C+0,005
L+C+L0
| +C+0.05
L+C+00
L+C+05
L+C+1
L+Ce2

Bifirubin {mg/dL}

Sekil 9: Florometrede TBARS 6l¢iuni sonuglarmin grafikie gosterilmesi.(L:Lokosit 300 ug
prot/mlL C: CoOOH 10 mM , Rakamlar : mg/dl. BR)

Sadece lokosidin bulundugu numuneden vapilan TBARS olgtimit (0,243 + 0,019 nmol /
mg protein) disitk grkarken, CuOOH’in bulundugn ortamdan yvapidan TBARS olgtminde yine
belirgin bir TBARS arfig varch (2,308 + 0,126 nmol / mg protein} {tablo 7 ve gekil 9)

Loskosit ve CuOOH bulunan ortamun slgtilen TBARS sonucuyla, ayni ortama BR’in dasak
konsantrasyonlanmm (0,001 - 0,01 mg/dL) ilavesinden sonraki TBARS sonnglart arasmda
istatistiksel bir fark tesbit edilemezken, 0,05 - 2 mg /dL arasmda BR ilavesiyle olugturulan
TBARS dizeyleri arasinda belirgin farklar vard: (tablo 8). Ancak bu fark artma seklindeydi
Tablo 8: Florometrede gruplara ait TBARS sleimi sonucunda yapilan bagimsiz iki grup

ortalamalan arasindaki farkin anlambiik testi {t-testi) scnuglars. (L:Lakosit 300 pg prot/mL
C: CvOOH 10 mM. * : BR mg/dL _* : >0,03, fark anlamh degil)

L+CH2 | L+CHl | L+Cr | L+CH | LACH | LiCt | LACH (LACH00 | LiC
B 9.5 0,1 005 | 001 | o005 21
L <0,001 [<0,001 [=<0,001 (<0,001 [<0,001 (<C,001 |<0,001 <0001 [<6.001
L+C <001 |<0,01 <001 <001  |<0,05 |* * *
L+CH0,001° |<0,05 |* <005 <005  |* x *
| L+CHO,008" (<0,05  |* <0,05 <005 1% *
L+CT0.01" <005 |« * * .
T+Cro05 |* . x *
LrC+01° |* * *
L+CHa5 i+ *
L+Ce1”  |»




Aym deney ortarniun spekirofotometrede ve tlorometrede elde edilen sonuglan birbiriyle
karstlagtnidiginda sonuclar ayni olmamasina ragmen benzer gekildeydi ve aralarmda bir
korelasvon vardi Her iki yontemin sonuglarmm birbirleriyle kuyaslayip aralarinda regresyon
analizi yaphigimizda v = 0,697 x + 0,119 denklemi elde edilmigtir (¥ : spekirofotometre

sonucu, X : florometre sonucu) (1 = 0,92) {gekil :10)

y=0837x+0 119
r=10,92
35+ =
=
3+ . Y
g 25 % M
g 27
15+
B
T 14
05+ iy
m
8] —+ ! } ; t i
0 05 1 15 2 25 3
Specirgtotomeira

Sekit 10: Spekirofotometre ve florometrede dlgtlen TBARS diizeylerinin kargilagtuiimasy.

2. SOD OLCUMU:

Lokosit, lokosit + CuOOH ve lgkosit + CuQOH + BR'in farkh konsantrasyonlannda
ilavesiyle yapilan inkibasvonlardan somra gruplardan SOD dlgtmleri yapildi Olgtmler
sonucunda kendi grupian arasmda oiialamalars ve standart hatalan hesapland: {tablo 9} ve
bunlar sekil 11°de bir grafik halinde gosterildi

Tablo 9 : SOD aktivitesi dlgitm sonuglart. (L:Lokosit 300 pug prot/mL, C: CuOOH 10 mM. -

: BR mg/dL)
SOD (U/mg protein)
n X + SE 8D
L 10 | 3,766 + 0,098 031
L+C 10 2,022 £ 0,118 {0373 .

1+C+0001% | 10 2,266 + 0,159 | 0,502
L+Cropest | 10 2,348 + 0,042 { 0,133
L+CH0.01* | 10 | 2,413 + 0.066 0,21
L+CHo,05" | 10 | 2637 + 0,034 | 0,107
L+C+H8,3" | 10 | 2,845 + 0,096 } 0,304
L+C+0.5 | 10 3,122 + 0,174 § 0551
L1 10 | 3,155 + 0,128 | 6,406
A2 1 1 3,546 £ 0,207 ] 0,654
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SOD AKTIVITESI BLCUM GRAFIG
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Sekil 11: SOD olgtun sonuglarmmn grafik halinde gosterilmesi. (L:Lokosit 300 pg prov/ml, C: "

CuOOH 10 mM Rakamlar : BR mg/dL.)

Tom gruplar arasmda yapilan varyans analizi testi sonucu grup ortalamalar arasimdaki fark
istatistiksel olarak anlaniii bulundu (p < 0,001). Gruplar arasmdaki anlamh farks hangi
gruptarm olugturduklan aragtirzldigmda ise gu sonuglar elde edildi (Tablo 10).

Tablo 10: Gruplara ait SOD aktiviteleri dl¢limi sonucunda yapilan bagimsiz ikKi giup
orialamalan arasindakd farkm anlamhhk testi (t-iesti) degerlendinmelent. (L:Lokosit 300 pg
prot/mL, C: CeQOH 10 mM. »: BRmg/dL, * : >{,04, fark anlamh degil}
LACH2 | LiCH1 | LrC+ | LACH | L4CH | L+CH | LAC+ | LACH | L4C
8,5 4,1 8,45 0,01 2,085 9,001 '

L * <001 | <0,01 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 : <0,001 =0,001
L+ <0,001 | <0,001 | <0001 | <0,001 | <0,001 | <0,05 =0,03 *
L+CHO,8017 | <0,061 | <0,001 | <001 | <0,01 <0,85 * *

L+C10,005" | <0001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 >
[AC30.01° | <0001 | <0,001 | <0,01 | <0,01 | =0,01
L+CH005' | <001 | <001 | <005 ] =*

1AC+HD 1T <6,05 * *
L+C+8,50 * *
1+C+17 *

Sadece I6kosidin bulundugu numuneden vapilan SOD aktivite SlgGmi (3,766 + 0098 U/
mg protein) yiiksek gikarken, CuOOH'in bulundugu ortamdan vapilan 30D aktivite
dlctiminde belirgin bir ditgme vard: (2,022 + 0,118 U/ mg protemn) {tablo 9 ve gekal 11)

1 skosit ve CuCOH bulunan oriamda 8lgilen SOD aktivitesi sonucuyla aym ortama BR'in
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0,001 mg/dLlik konsantrasyenu ilave edildikien sonraki SOD aktivitesi sonuglan aresmda
istatistikse] bir fark tesbit edilemezken 0,005 - 2 mg /dL arasida BR ilavesi sonucu dlgtlen
SOD aktivitesi dizeyleri arasinda belirgin artma geklinde farklar vard: (tablo 10).

3 KATALAZ AKTIVITESI OLCUMU ;

Sadece 18kosit ortamindan, 15kosite CuOOH ilavesi sonucu ve 16kosite CuOOH ve BR’in
farkl konsantrasyonlarnm ilavesi sonucunda yapilan inkibasyonlardan sonra gruplardan
katalaz olgimleri yapildi Analizlerin neticesinde; kendi gruplan arasinda ortalamalan ve
standart hatalan hesapland: (tablo 11} ve bunlar bir grafik halinde sunuldu (gekil 12).

Tablo 11 : Katalaz aktivitesi tlgtim sonuglan. (L:Lokosit 300 pg prot/mL,

C: CuOOH 10 mM,, *: BR mg/dL)

Kaislaz (U/mg protoin)

n % + SE SD

L 0] 154,54 + 2,55 8.08
1+C 10 1589 + 2,57 8,14
LAC+9.00:Y | 10| 18155 + 4,57 14,4
L+CHR.005% | 10| 176,18 + 5,21 16,5
LAC+0.01° | 10| 166,74 + 195 6,15
L+CHo.057 | 10| 152,94 + 2,64 8,36
LACH0.3% [ 10] 151,05 + 25 7.9
L+C+05Y 1101 12665 + 182 5,76
LACHY {16 97894 + 148 47
L+C+2t 16 59,55 + 1.9 6,01

Li/mg protein

i

[+C
L+C+0.009

KATALAZ AKTIVITES|

e oz ow o=
= o — ?
$3& 9
. s r 2
+ — -

—

Biliribin (mg/dL)

L+C+0k

L+C+1

L+CrE

Sekil 12: Katalaz aktivitesi olpiun sonuglarinmn grafik halinde posterilmesi
(L:Lokosit 300 pg prot/mL, C: CuOOH 10 mM., Rakamlar : BR mg/dL.)
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Sonuclar elde edildikien sonra tim gruplar arasmda varyans analizi vapiidi Yapilan bu
gnalizin sonucunda grup ortalamalars ansindaki farkmn istatistiksel olarak anlambi oldugu
resbit edildi (p < 0,001). Bu istatistiksel farky ya da farklan hangi gruplarn olugturdugunu
arastrrmak icin bapunsiz iki grop ortalamalan arasindaki farkan anlamblik testi (t-iesti) yapilds
ve neticeleri tablo 12'de sunuldu

Katalaz olgtimimde; sadece lokosit bulunan grupla (154,54 + 2,55 [¥ + SE} U / mg
protein), 16kosit + CuOOH bulunan grup (158.9 + 2,57 U/ mg protein} arasmda istatistiksel
anlamda bir fark tesbit edilemedi (p=0,05) (tablo 11, gekill2)

Lokosit + CuQOH grubunun katalaz aktivitesi sonncuna gore lokosit + CuOOH + BR’in
dogok konsantrasyonlar: (0,001 - 0,01 mg/dL) ilavesi sonucu elde edilen katalaz aktiviteleri
artig gosterdi ve bu artig (fatk) istatistiksel balomdan antamltyds. 0,05 mg/dL ik BR ilavesi
durnmunda Slgitien katalay aktivitesi sonucu, idkosit + CuOOH grubundan olgilen katalaz
altivitesiyle benzerdi ve istatistiksel olarak fark vokiu {p=0,05). BR’in 0,1 - 2 mg / dL
konsantrasyonlan ilavesi sonucu lgtilen katalaz altivitesinde belirgin digme goraldt ve bu
dusis istatistiksel olarak antamityds (fabo 12).

Tablo 12: Katalaz dlctimit sonucu yapilan bagimsiz ikd grup ortalamasi arasindaki farkm
anlamiihk testi (t-festi) sonuelan. (L:Lokosit 300 pg provmL, C: CuOOH 10 mM.,
v BR mg/dL * : >0,05, fark anlamh degil)

Ticas | LiCad |IiCr 6,5 LiCt 8,3] LG+ | LG+ | L#Cr | BACH | LG
0,05 9,01 0,005 | 0,001
L <0001 | <0,001 | <G,001 ® ® 0,01 | <001 | <0,001 *
L+C =0,001 | <0,001 | <0,001 | <005 * 0,05 | <005 | <0001
L+CH0.001° | <0001 | <0.001 | <0001 | <0,001 | <0.001 | <005 *
1+CH0.605' | <0001 | <0061 | <0,001 =0,001 0,01 ]
LCH0.01° | <6001 | <0,001 | <0001 | <0001 | <6001
1-C+0.05° | <0,001 | <0,001 | <0,001 =
L+C+0.17 | <0001 | <0001 | <0,001
LACHe s | <0001 | <0,001 |

L+t =(3,001

¢ GSHOLCUMU:

Vukaridakilere benzer gekilde sadece Iokosit grubundan, 1okosit -+ CuOOH grubundan ve
skosit -+ CuOOH + BR’in farkl konsantrasyonlanimn ilavesinden olugan gruplara uygulanan
inktibasyonlardan sonra her bir grapdan GSH olgamieri yaptid: Yapilan dletimler sonucunda;
kendi grup ortalamalar: ve standart hatalan hesapland: (tablo 13) ve bunlar gekil 13°de bir
grafik halinde gosterildi.
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Tablo 13: Yapilan denevier sonucunda elde edilen GSH 6lciim sonuglan
(L:Lékosit 300 pg prot/mL, C; CuQOH 10 mM., *: BR mg/dL)

GSH (mg/myg protein)

| n ¥ + SE | SD
I. 10| 2461 * 0,054 | 0,169
TTIeC 101 2,709 + 0,018 | 0,058
L+C+0.0017| 10| 3,404 + 0,049 | 0,156

L+C+0.005% ] 10 24 + 0,054 0,172
LACH01Y | 101 2463 + 0,092 ! 0,291

LAC+8905" | 10 | 2,493 + 0,085 | 0,267
LAHCHg1* | 10 2,62 + 0,085 0,267
PLACHES (! 4007 + 0,142 | 0,449
* 0,267 1 0,844

L
LtcHr 100 634
| LeCH2r |10 | 1608 1 0,406 | 1284

Deneye dahil edilen ve sonuglar elde edilen 10 grup ammsinda vapilan varvans analizi
- sonucu grup ortalamalan arasinda bir farkin meveut oldugu ve bu farkin istatistiksel olarak
antamlbi oldugu tesbit edildi (p < 0,001). Bu farks olugturan grup va da gruplau fesbit etmek
igin t~testi yapild: ve elde edilen veriler tablo 14'de sunuldu

Sadece i6kosidin bulundufn mumume grobundan yapilan GSH sletimi (2,461 + 0,054 mg /
- mg protein) dogik ¢ikarkes, CoOO i bulundugu ortamdan yapilan GSH oletimiinde bis
- artss gozlendi (2,709 + 0,018 me / me protein) (p<0,001) (tablo 13, sekil 13).

GSH OLGUMU

GEH {myfmg protemn)

L+
LAC+0007
A0+ 005
L+C+01 B
L+C+1
L+C+2

L+C+0.05
L4010

L+C+0,01

Biirubin {mo/dl)

Selal 13: GSH &iglin sonuglannin grafik halinde gosterilmesi (L:Lokosit 300 ug protv/mL,
C: CuOOH 16 mM,, Rakamlar : BR mg/dL)




Tablo 14: GSH sl¢hmit yaptian gruplann ortalamalarmmn anlamit olup olmadifmin pastermek
icin yapilan bagimsiz iki grup orfalamas arasindaki farkon anlamithik testi (t-testi) sonuglan.

{L:Lokosit 300 pg prot/mL, C: CuOOH 10 mM. * : BR me/dL *.

>0,05, fark anlamb degil)

E+C+E <0001

Lokosit ve CuOOH bulunan ortamda oleitlen GSH sonucuyla aymi ortama BR’in Gl
mg/dLlik konsantrasyonu ilave edildikten sonraki GSH sonucu arasinda istatistiksel bir fark
tesbif edilemezken BR’in diger konsantrasyonlarda itaveleri sonucy dicilen GSH duzevlert
arasmda farklar bulundu (fablo 14). Ozellikie bu farklar 0.5-1 ve 2 mg/dL lik BR ilavelerinde

elde edilen GSH sonuglarmda belirgin bir artig seklindevdi (sekil 13),

Yapilan deneylerde elde edilen sonuglann ttmiintn toplu halde gosterilebilmesi (geldl 14)

TACH? LACHE LG+ LG LG+ |LACH |[LrCr LGy 1
&5 4,1 0,08 e laons 000
L 23,001 {<0,001 <0001 }* * * * * <0,001
 L+C <0001 |<0,001 |<0,001 * <005 <0,05 (<0001 |<0,001
LACHE0017 |<0,001 <0001 <0001 (<005 |*® ® *
LACHR,005 1<0,001 <0001 <0001 (<005 [* »
L+CH0,01" i<0,001 (<0001 {<0,001 1% *
LACHD,05 [<0,001 [<0,001 1=<0,061 *
LACHR1T <0001 10,001 <0001
LACH0,S (<0001 [<0,001

—a— SPTBR —&---FL.TBR —— 300
e katalaz —=— GSH
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Sekil 14 : Lakosit tzerine CuOOH ve degigik konsantrasyonlarda BR ilavelerinin, TBARS
(spekirofotometrik ve fiorometrik slgtmier), SOD, katalaz ve GSH tizerine olan efkilerinin %
olarak gosterilmesi. Paramnetreler iginde bulunan en yiiksek deger % 100 kabul edilmugtir
(1:Lskosit 300 g prot/mL, C: CuOOH 10 mM., Rakamlar : BR mg/dL, SPTBR :

Spektrofotometrik TBARS, FLTBR : Florometrik TBARS)
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jgin her deneyin sonuglari kendi iginde % ifade halinde gostenldi. Deney sonuen bulunan en
yiksek deger % 100 olarak kabul edildi. Otugturulan grafik, sekil 14°de gdstenldi. Buna gore
spektrofotometrik ve florometrik sonuglar birbiriyle uyumluydu. SOD, CuOOH ilavesiyle ani
vir digiig gosterdi fakat BR ilavesiyle giderek artir Katalaz CuOOH ilavesiyle degigmezken
BR ilavesiyle doce artt sonra azaldi GSH duzeyleri ise CuOOH ilavesivle arth sonra BR
ilavesiyle digtn. BR’nin yiksek konsantiasyoniarmda ise tekrardan belirgin bir gekilde
yikseldi.
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Vi TARTISMA

Oksijen ile yagayan tim canlilarda normal metabolik iglemler swasmda xagmilmaz bir
sekilde dretilmekte olan serbest oksijen radikallerinin hiicresel komponentler tizerinde gesith
hasariara sebep oldugu bilinmektedir (5,7,25,33).

Lipid peroksidasyonu (LPO) serbest radikallerin neden oldugu en opemli hasarlardan
birisidir. Membranlardaki doymarms yag asidleri ve kolesterol, serbest radikallerle kolaylilda
reaksiyona girerek peroksidasyona maruz kalirlar. Tki veva daba fazla cift bag igeren vag
asidlsrinin percksidasyonu sonucu olugan Grinler arasinda malondialdehit de yer almaktads
{25).

Zimmerman ve ark. yaptikiars cahgmada (35); hedef olarak eritrosit fosfolipidlerini veva
beyin doku ekstraktlarim kullanarak, akiive edilmis PMN lokositler vasitasiyla fostolipid
peroksidasyonunu olugturmuglardir. Aym aragtirmada PMIN Iokositlerin, PMA ile spesifik
olarak akiive edilmedigi durunda da TBARS oluumu gortlmasttr Bumum (zerine
atagtwmactlar, lipid migellerinin de PMN solunum patlamasim direk olarak  aktive
edebildikleri seklinde yorumlanuslardsr,

Cahigmammzda, CuCOH ilave ettigimiz lokositlerde peroksidasyon olugumunu
gozlememizin yamnda, CuOOH ilave etmedigimiz okositlerden de kismen TBARS clogumu
gozledik (spekirofotometrik dleamle 0,394 + 0,039 nmol TRARS / mg protein}. Elde ettifimiz
veriler, Zimmerman ve arkadaglarinm verileri ile uyumlu olup, herhangi bir oksidant uvarma
maruz kaimamg lokositlerie de TBARS olusabilecegini gostermektedir.
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Ohkawa ve arkadaglan yaptiklan bir galigmada (15) karbon tetrakloror alimindan 3 saai
sopfa  karaciger hicrelermde TBARS miktarlaruun  belirgin  bir  sekilde arttsgim
gostermiglerdis.

Laboratuvanimizda yaptigumz bir ¢aligmada 0,15 mg Hb /dL ihtiva eden eritrositlerin 1
mM CuCOH ile inkibasyonunda, olugan TBARSm belirgin bir gekilde yikseldigi
gozlenmigtir (34)

Xiaoie ve arkadaglars (31) PMN lokositlerini, PMA ile uyarmglar ve bunlardan MDA
duzeylerini digerek, lokositlerin kendileri tarafindan uretilen oksijen radikalleriyle kendi
membran lipidlerini perokside ettiklerini ve kontrole gore belirgin bir gekilde MDA
sevivesinin arthgmi gozlemiglerdir Utetilen oksijen radikallerinin, PMN Iokositlerin
membranlarma, membran protein SH gruplarmm etrafindaki mikroviskoziteyi ve membran
yag asidlerinin peroksidasyonunu artirarak, zarar verdiklerini ifade etriglerdir

Deney ortamunuzda hedef hiicre olaiak lékositleri ve oksidan madde olarak da CuQOH’]
kullandikt  Caligmamzda, ortamda bulunan lokosit membranian, 10 mM CuQOH  ile
inkabasyona tabi tutulduklaninda TBARS clusumu spektrofotometrik sigtimie 0,394 + 0,039
amol / mg proteinden (¥ + SD), 1,662 + 0,152 nmol / mg protein ditzeyine ulagmagtir
{p<0,001). (Table 5,7 ve Sekil :8.9). Diger bir ifadeyle deney ortapumizdaki CuQOH,
lokositlerde bir LPO’na neden olmugtur. Deney sonucumuz, diger caligma sonuglarina uyum
gostermigtiv,

Xiacte ve arkadaglanimin galigroasmda, (31) PMA uyarum sonucu olusacak olan MDA
Uzerine Cin bitkiler olarak bilinen schizandrin B (Sin B) ve quercetinin (Q) etkileri
araghnilmg ve deney sonucunda clusan MDA duzeylerinde, Sin B varhgmda % 25, Q
varhfmda ise %6 35,4°e varan bir dilgme gozienmigtir Sonue olarak iki Cin bitkisi olan Sin B
ve Q'nin, PMA ile uyanilmiy PMN lokositlerce tretilen oksijen radikallerini yakalayics
etkisinin var oldugn ve PMN membran proteinlerinin SH gruplannt koruyabildigi ifade

Topinka ve arkadaglarmin cabgymasmda ise (10) sadece lenfositlerden, lenfosit + Na-
askorbat + Fe?* inkilbasyonu sonucu ve lenfosit + Na-askorbat + Fe?* + Tokoferol
inkitbasyonu sonucu MDA 6lgiimieri yapimigdir. Lokositlere oksidan madde (Na-askorbat +
Fe?t) ilavesi sonucu elde edilen MDA dizeyleri, sadece lenfositlerden elde edilen MDA
duzeylerine gére belirgin gekilde artimg, ancak ortama tckoferol ilave edildiginde ise MDA
duzeyinde tekrardan bir désme gozlenmistir {p<0,01) Aym ¢aligmada tokoferol verine
pyritinol  demendiginde, tokoferoldeki gibi bir diogme tesbit edilememigtir (p>0,05).

Arastimacilar, tokoferoliin inhibe edici etkisini, tokoferol ve pyritinol arasmdaki vapisal




- farkliliga bagladiiclarm ifade eimislerdic

Yukandaki cahgmalarda, benzer maksatlar icin defisik hedef hiicreler, oksidan ve
:f anbioksidan maddeler kullamsbmakla birhikte, biz deney oitanumizde hedef hicre olarak
: lokositlert, oksidan madde olarak CuOOH: (10 mM) ve antioksidan madde olarak BR’vi
{0,601 - 2 mp/dl) kuilandik Bizim ¢abgmanuzda TBARS dizevieri: sadece lokositte
- spektrofotometrik olarak 0,394 + 0,039 nmol / mg protein (X + SD), florometrik olarak ise
0,243 + 0,06 nmol / mg protein bulumuken 10 mmol/L. CuOCH ilavesiyle spekirofotometrede
1,662 + 0,152 nmol / myg protein, florometrede 2,308 + 0,398 nmol / mg protein bulundu
{p=<0,001). Ancak bu kaniguna BR’mn farkh dozlan ilave edildigi zaman (0,001 - 2 mg / dL),
TBARS olugumunda bir azalma verine artma gozlendi. Bu arhiy BR konsanirasvonu aritikea
belirginlesti Bu sonuglara gore BR, TBARS olugumunu azaltmadidi gibi kendi konsantrasyon
artigina bagls olarak da TBARS artigma neden olmugtur Bunu 1ki gekilde agiklamak miimkin
olabilir:

1- I van der Zee ve arkadaglannm ¢abiymasinda (29) t-BHP veya CuQOOH, varhfinda ve
uvgun bir katalist ilave edildigi zaman iki tip radikal olugtoruidugunu ifade efmiglerdir
Hematin (Fe*") varhigimda peroksil radikalleri olugturulurken, diger yandan ferrdy bipindi] ile
UV radvasyonu esmasinda ise alkoksil radikallerl meyvdana geldigini ifade etmiglerdir.
Araghirmacifar, radikahn dzel bir tipinin olugumunun tkinei bir reaksiyonia diger bir radikalin
olugumura vol acabilecegini belirtmiglerdis. Yazarlara gore sadlam eritrositlerin - BHP’e veya
CuOOH’e maruz birakilmalan TPO’na ve K¥ sizintising neden olmustur. Arastirmacilar b
sonugiatin bangi radikallerle olugabilecefini {esbii etmek icin deneylerinde difenilamin,
tiyotire, bittillenmig hidroksi toluen (BHT) ve prometazin gibi anticksidanlar kullanmugtardar,
Difenilamin giglty bir alkoksil radikal vakalayicist olmasina ragmen, peroksil radikatlerini
yakalamadigs ieri surilmugtar. Difenilamin LPO’nu gitelii bir gekilde inhibe ederken, K*
kaybim inhibe etmedidi ifade edilmistir. Buna gore; t-BuQ® va da CuQ*®, LPO’nu baglatuklan,
ancak K* sizmfisma kangmadiklan ifade eddmugtir Tiyotre ise bilinen bir peroksil radikal
vakalayicis: oldugu ve yapilan deneylerde agikar bir gekilde K+ sizintisim inhibe efmesine
ragmen LPO’nu inhibe etmedigi Hade edilmigtir Bupun vamunda aragtumacilar, BHT ve
prometazin gibi giiglt peroksil radikal yakalayicilarmin da K sizantisim giclt bir sekilde
inhibe ettiklerini ileri sirmuslerdir Buna goére peroksil radikallernin Kt siziofision
olusumuyla idgili oldugunu ancak LPC’yla dgili olmadiklanm belirtmislerdir  Aragtima
sonucunda vazarlar, LPO nun, alkoksi radikah tarafindan baglatihrken, percksil radikaliyle
baslatilamadigim ifade etmiglerdir.




Biz deney ortamumiza lokosit, alkoksil ve percksil radikalleri olugturabilen CuGOH ve bir

peroksil radikal ve 10, yakalayicist olarak bilinen BR ilave ettik. CuOOH, ortamda LPO
olugturmasma ragmen, BR’le TBARS konsantrasyonunun azalmadiging gozledik (Tablo 5,7
ve Sekil 8,9) CuQOCH olushudugu alkoksil radikallerivle ortamda LPO’na neden clmakta,
ancak ortama kovdugumuz BR ise peroksil radikal yakalayicrst oldugundan dolays
muhtemelen bu alkoksil radikallerini yakalayamamakia ve TBARS olugumunu inhibe
edemedigini dogindirmekteds

2- MDA olgtimit igim referans aldignmmz Ohkawa ve arkadaglanmin (15) cabgmalarmda,
yontemi miterfere eden maddeler sayiimakiadn, Bu maddeler arasinda yer alan glukozun,
sukrozun ve N-asetilndraminik asidin yamnda, reaksiyon kangumndaki 1,0 mg (1,71 nmob)
konsantrasyonundaki albtimine bagh BR in, 532 nm'deki absorbansda, interfere etmek tizere
TBA ile reaksiyon vyapabilecegi ifade edilmigtir Ancak vyazarlar BR’in interferansmin
eksitasyon : 515 nny’de, emission : 533 nm’de olacak gekilde florometnk olarak Slgtm
vapidigs zaman interferansin ihmal edilebilecek dizeyde oldugunu ifade etrmgler ve eger
numune bir miktar BR igeriyorsa florometrik yontemle dletilmeli diye tavsive etmiglerdir.

Ancak yaptiimiz deneylerde spekirofotometrik ve florometrik yontemler arasimda BR’in
etkilemes: yoninde belirgin bir fark gozleyeredik {y = 0,697 * x + 0,119, 1= 0,92} (Sekil :
7,9,10). Her ne kadar Obkawa ve arkadagian ozeilikle florometrik yontemde BR’in
interferansinin gozlenmedigini ifade etseler de tiz, hem spektrofotometrik, hem de florometrik
yontem sonucunda BR’in belirli konsantrasyonlarmdan itibaren (0,1 mg/dL) belirgin artiglar
gozledik Bu arniglarm Ohkawa ve arkadaglari’nm ifadelenine ragmen, BR’in interferansi
sonucy ortava gikoug olabilecegi kansatim tagimaktayiz.

Tannkul'nun ¢ahymasinda (25) PMN lskositlerde, H,O, konsantrasyonunun artmasi, 10,
ve *OH gibi diger reaktit oksijen radikallerinin olugumuna ve doku harabiyetinin artmagina yol
acacafn belirtilirken Britgan ve arkadaglanmm “spin  trapping” yontemivile vaptikian
galigmada (28) PMA ile stinmle edilmis insan nétrofillerinin, demir meveut olmadikea *OH
olugturmadiklarims gostermiglerdit. Zimmerman ve arkadaglarinin cahigmasmda (35) ise, deney
ortamandaki <% ‘in, bir baska Of‘le kargslastintdigimda, daha giclt bir oksidan olan HCE
(pKa : 4.8) ile denge haline geldigini ve bu durumunda, asid ortamda peroksidasyonun
kelaylaghiging ifade stmiglerdir.

Deney ortamumizda demir bulunmadigindan dolay: Briigan ve ark nin (28) ifadelerine
dayanarak *OH radikallerinin olugturulmadsg: soylenebilir. Bunun yanminda deney orfamimzda

Tannkulu ve ark."mn ifade ettiklerd (25) gibi 'O, olugmug olsayds, bunun da deney ortamumniza
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aran gekillerde ilave edilen BR vastasiyla yakalanmasi (12,22 ve dolayisiyla LPO’nun
engellenmig olmas:t gerekirdi Ancak denevimizde ilave etiiimiz artan mikiarlardaid BRe
ragmen TBARS olusmava devam etfs,

Ayrica calismammzda inkitbasvon ortamumzin, fizyolojik pH'da (pH:7.4) olmas: nedeniyle
Zimmerman ve ark’min ifade eitikleri gibi asid orfamda HT, radikali olusuwnu thtimalinin de
sozkorusy  olmadigy  ditghnitlmektedir.  Dolavisiyla  galigma  ortamuimuzdaki TBARS
ohiyumumm, muhtemelen atkoksil (CaO®) radikaliyle olugturuldugn kanaatindeyiz,

Miura ve ark. yaptiklar aragtnms sonucunda (28), PMN plazina membranlatnin oksijen
radikalleri tarafindan perokside edilemedigini gostermmiglerdit. Ayni aragtirroada, kullanian
PMN lokositlerdekd SOD miktarlan 0,2 mg / 107 hisere olarak tayin edilmigtic. SCD'nin bu
miktans PMA ile uvanimig PMN lokositlerin neden oldugu peroksidasyonu inhibe edecek
veterlikte bulunmugtur, Zimmerman ve arkadaslart ise yaptiklan aragtirma sonucunda (35)
SOD’nin, TBARS olugnmuny kismen inhibe etmesine ragmen, tamamnyle inhibe efmedigin
ifade etmiglerdir.

Caligmamizda sadece lokositlerdelkd SOD aktivite dizeylerini 3,766+ 0,098 U / mg protein
olarak, lskosite CuOOH ilavesi durumunda ise 2,022 + G,118 U / mg protein buiduk
(p<0,001). Lokosttlerde buldugumuz tu SOD aktivite degeri, Miuza ve arkadaglarmin
deneyinde (28) oldugu gibi lokosit membrarlarimn TPO na engel olamammgtir. Ancak onlarn
denevinde kmllamlan Ibkositlerin canli ohlmasi nedemyle boyle bir engeilemeve neden
olabildigi ya da dedisik hesaplamalardan dolay: onlarm deneylerinde bulduklan SOD aktivite
degeri veterli olurken bizim deneyimizde elde ettigimiz SOD aktivite degerleni peroksidasyonu
snlemaede vetersiz kaldig digonilmektedir

Deneyimizde, CuOOH’in ilave edilimedigi durumda SOD belirli bir aktivite gostermesine
tagmen, CuCOin ilaves: durumunda, ortamdaki SOD’mn belirgin bir gekilde inhibe
oldugunu gézledik. Crtama ilave edilen BR'in artan konsantrasyonlan SOD {zerine olan
inhibisyonu azaltmasma ragmen bu durum IBARS olusumunda bir azalmaya neden oimada,
Dolavisivia SOD’m  TBARS  olugumum tamamen engellemernesi  Zimmerman ve
arkadaglarinm ifade ettikleniyle upumiuydu,

Pigeolet ve arkadaglarmin ¢ahgmasinda (16) SOD, GSH-Px ve katalazin kendi substratian
tarafindan ne gekilde inaktive edildiklerin: ortaya gikarmak amaciyla; H,0,in, CuOOH"in, t-

BHPin, hidroksil ve stpercksid radikallerinin etkileri, GSH-Px, SOD ve katalaz fizerinde test
edilmigtir. SOD; 4x10™ M hk F,0; ile (20 dakika ve 37 °C 1sida) % 50 oraminda inakdive
edilitken organik peroksidier ve hidroksil radikallerinin bu enzim Uzerne etkisi
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buiunamanugty

Yaptifiz SO0 olgumivle vgili caligmamizda; sadece lokosit grubundan elde ettifimiz
deger 3,766 + 0,098 U / mg profeinken vksidan madde tlavesivle 2,022 + 0,118 U/ mg
protemn olarak bulduk Bu fark istatistiksel olarak anlamliyd: {(p<0,001) {Tablo: 9) Ancak
Iokosit ve oksidan madde kargimnuna, BR in artan mildarlardaki konsantiasvonlarn (9,001 - 2
mg/dL} tlave edildikee bu deger 2,266 + 0,159 dan, 3,546 + 0,207 U / mg proteine kadar
yikseldi (Tablo : 9, Sekil: 11) Bu veriler oksidan madde ilavesiyle ortamda viksek dizeyde
Lk ve HyO, olugmakia oldugunu digtndiumelktedit. H,O,in fazla miktarda oldugu durumda
ise Pigeolet ve ark *nin galigmasma gore SOD azerinde inhibitor bir etki olugturabilimektedis
(16,25}

Cabsmanuzda lokositlere oksidan madde ilavesi durumunda, SOD aktivitesini oldukea
digik bulmamiza ragmen, ortama BR’in artan miktarlardaki ilaveleri durumunda SOD
aktivitesinin gittikge artigum gozledik. BR'in artan miktardaki ilavelerinin, H,O,'in inhibiter
etiising giderek azaltrug olabilecegini dustindiirmekiedir Bilindigi tizere BR, H,O, veva
oganik hidroperoksidierin vathgginda peroksidaziar icin bis indirgeyici substrat olarak
davranmaktadir {22). Bu da bizim dustincemizi desteklemekiedir.

Katalaz ve GSH-Px lokositlerdeki peroksidasyona kars1 keruyucu pofansiyele sahip iki
enzimdirler ve H,0; ile diger organik peroksidlerin neden oldugu LPG’nu sulemekiedirler
(25). Pigeolet ve ark’mn galigmalarnda (16) katalaz, hidroksil radikalleri ve stiperoksid
anyonlariyla inaktive edilitken, organik peroksidlerle inaktive edilemeristir. Yaptigimz
¢alismada; sadece 1okosit grubunun katalaz dlciim sonuglanyla (154,54 + 2,55 U/mg protein),

lokoside oksidan madde ilavesiyle elde edilen katalaz sonuelan (158,9 + 2,57 U/mg protein) -

arasinda istatistiksel bir fark bulamadik (p=0,05). Caligma sonuelarmorz Pigeolet ve ark “nun,
katalazm organik hidropercksidlerle inhibe edilemedigi ifadesiyle uyum gostermesine ragmen,
katalazin % anyon radikalleriyle inhibe olabilecegi ifadesivle uynmiu bulunmamugtie Ctinkn
caliymamzda oksidan madde ilavesi durumunda ortamda olusmast kuvvetle muhtemel olan
Tt ‘pin varhiginda katalaz inhibe olmamugtir,

Kokoglu ve arkadaglarmin yaptiklan galigmada; (9) lokosit katalaz aktivitelerini Beers ve
Sizer'in yontemiyle 6lemusler ve konirol katalaz sonuglariyla, akut lenfoblastik 1osemi ve akut
nonlenfoblastik 1osemi sonuglari arasmda istatistiksel olarak anlamb bir fark bulamamiglardsr
(p>0.,05). Aym araghricilar, SOD  enzimi  akiivitesinin artmas:  sonucn stiperoksid
radikallerinin  tuzlt bir gekilde dismutasyonundan dolayi, yoksek dizeylerde H,O,

olugumunun kaguulmaz oldugunu ifade etmiglerdic. Akut losemilerde lokosit katalaz
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aktivitesindeki arhigm,  SOD aktivitesindeki artisa gore daha az olmasi, H,0,
detoksitikasyonumm  yeterince yapimamasma neden olacagindan, dolayisiyla H,0,"den
Haber-Weiss reaksiyonuyla bugiine kadar bilinen en sitotoksik radikal olan hidrokgit
radikallerinin  olusumunun artacafim  ve bunun sonucunda  hiicre membranlarinin
barininganin bozulabilecesing belirtmiglerdir.

Yapbgimz cabsmada ise lokositlerin oksidan maddeyle inktubasyonundan sonra SOD
mikiariannda belirgin bir digis varken, katalaz miktannda istatistiksel olarak bir fark
bulunamadi Lokositlerin, fazla miktardaki oksidan maddeye maruz birakilmast sonucy agir
mikimda & ve H,O, olugumuna yol agmakta ve olugan H;O, de, SOD%yi inhibe ederken
kendisi de normal aktivite gosterdii farzedilen katalaz tarafindan zararsiz hale getinilmeye
cabiplmaktadir  Ancak SOD’nin  inhibe olmast O ‘in bagka yollara sapip LPQO
oluginrabilecegini gosternmstiv. Kokoglu ve ark ’mun cahgmasimda ‘O olustugu  ifade
edilirken ¢aligmamizda muhtemelen alkoksil radikali de olugmakia ve LPO da muhtemelen by
radikalle gergeklesmektedir

Tanrknlu'nun ¢aligmasida (25) GSH-Px ve katalaz aktiviteleri Behgetli hastalarda kontrol
grubuna gore dnemli slgiide dugak bulunmugtur. Anticksidan sisternin baghca fiyeleri olan bu
enzimlerin aktivitelerindeki azaima_ H,0,'nin detoksifikasyonundaki azalma ile sonuglanacag:
ifade edilmigtir

Katalaz slgtmayle ilgili ¢aligmamizda; lekositlere oksidan madde ilave edildiginde elde
edilen katalaz sonuglar ile sadece I6kosit bulunan ortamm katalaz aktiviie sonuglars arasinda
istatistiksel bir fark bulunamanustir (p>0,05). Ancak lokositler tizerine CuOOHin tatbikinden
sonra  katalaz akiiwifesini dusik  bulmamamiza afmen bu iavenin,” Tanrkulu ve
arkadaglarmm  calismasmdaki gibt wviksek oranda H,0, olugmasma neden oldugu
duginilmektedir Ancak cahismammzda Pigeolet ve ark *mn ¢aligmaliars (16) sonucunda ifade

ettikler: gibi katalaz (izerine ne H,0.'in ne de organik peroksidlerin inhibitsr etkisi
gdzlenmemigtir.

Bununia birlikte caligmarmizda aym  ortama BR’in dignk konsanirasyonlar {0,001-0,01
mg/dL) ilave edildiginde katalaz aktivitesinde artiy gdzlenmigtir (tablo :11, gekil 112)
(sirasiyla: 181.55 +4.57, 176,18 + 5.21 ve 16674 * 1.95 U/mg protein) (p<0.001, p<0.05 ve
p<0.05). Meveut yaymlarda oksijen radikal tarlerinin ya da peroksidasyon esnasmda olugan
ara Grinlerin herhangi birisinin katalams aktive ettigi geklinde bir literatir bilgisine
rastlanmanugtir Bundan dolayr katalazdaki by aktivite artiginm, muhtemelen BR'in dugiik
dozianndan ileri geldigi yeklinde yorumlanabilis. BR’in 0,05 mg/dl, dozundaki Havesinde ise
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katalaz aktivitesi 152,94 + 2.64 Usmg protein bulunmug ve bu dozeyiyle lokosit + oksidan
madde grubundaki katalaz degeri ile istaiistiksel olarak anlambi bir fark bulunamanugtir
{p>0,03).

Caliymamizda, BR’in 0,1-2 mg/dL diizeylerindeki ilavelerinde ise katalaz aktivite ditzeyi
gittikce digmis ve 2 mg/dL icin katalaz degeri 59,55 1 1,9 Umg protein olarak bulunmugtur
(p<0,001) (tablo:11, gekil:12), Katalazs inhibe eden maddeler arasinda hidroksil radikaller ve
stiperoksid anyonlan sayihrken, organik peroksidlerin inhibe etmedikleri ifade edilmistir (16),
Deney ortamumzda muhiemelen demir ve demir bilegikleri bulunmadigindan dolayr katalaz
izerine "OH radikallerinin inhibisyonun olamayacag: dugtntlmektedi. Ote yandan % ‘nin
katalaz: inhibe ettisi gz ontinde tutulursa, katalazm lokosit + oksidan madde ilavesi
sonucunda Slgtlen aktivitesinin de inhibe olmas gerekirdi. Ctnki o zaman C% daha fazla
olmasi ve katalazi inhibe etmesi s6z konusu olurdu. Flde eftigimiz sonuglar bu digtnceyi
desteklemedi. Bu durumda katalay inhibisyonunun ne *OH radikaliyle, ne de Gevle
olmadigina gére muhtemelen BR’in dugtik konsantrasyonlarmn, katalaz: aktive edilebilecei,
nermal ve yiksek konsantrasyonlarmin da  katalazi  inhibe edilebilecegi geklinde
vorumlanabilir.

G8H'm hitere iginde oksidatif sirese karsi mudafada onemii bir roltt vardir. Sitozolik GSH
miktanni azaltan bir ajan olan Diamid’in veya organik hidroperoksid olan CeOOH’in kalp
hacrelerine uygnlanmasi LPO ve eiddi hitcre hasar olugturmustur (7,8).

Bizia GSH ile ilgili caligmamizda sadece lokosit grubundan elde edilen GSH sonucuyla
(2,461 + 0,054 mg GSH / mg protein) lskosit ve oksidan madde birlikteliginde elde edilen
GSH senucu (2,709 + 0,018 mg GSH/mg protein) arasinda art:y seklinde bir fark bulduk
(p<0,001) (tablo:13, sekil: 13),

Scott ve arkadaslan, yaptiklan ¢ahgmada, (19) PMN Iokosiilerde GSH slgtuntl yapmuglar
ve lokositlerde GSH miktarm 12,3 + 2.5 nmol / 107 (%+ SD) olarak bulmuglardir. Aym
aragiwmacy, bir bagka caligmasinda ( 18) ise flow sitometrik vontemle natrofillerden,
monositlerden ve lenfositlerden GSH dizevleri slemiis. Sonueta ise GSH miktanm, 12,5 + 2
amol / 10 notrofil, 14,5 + 2.7 amol / 107 monosit ve 5,0 + 1,0 nmol / 107 lenfosit olarak
bulmugtur. Bu GSH sonuglarinm birimleri, bizim sonuclarmmizdan  farkli oldugundan
kargilagtirma imkan bulmamanustr.

Koster ve arkadaglari, (8) romatoid aririthi (RA) hastalarmn eritrositieriyle, konirol
eritrositlerini 60 dakikalik strede, 5 mM CuOOHle inkitbe etmigler ve gegen sireler icinde
her iki gruptan da GSH oigimled yapmuslardr: CuOOH ilave edilenter baglangigta,
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edilmeyenlerin % 20 civannda GSH seviyeleri gosteritken ilerleyen zaman icinde (~ -25 '
dakika sonra) CuQOH ilave edilmeyenlerie aym seviyeye yikselmigtiv Ancak 60 dakika’
sonunda RAH eritrosit 3SH duzeylerivle, kontrol grubu eritrosit GSH dizeyleri arasinda
isiatistiksel bir fark bulunamarms ve somug clarak peroksidatif gartlar alinda vygun GSH
sevivelerini surdirme kapasitelerinin her iki grup i¢in de aym oldugu ifade edilmistir.

Bizim GSH ile ilgili ¢aligmamzda sadece lokosit grubundan elde edilen GSH sonucuna
gore iokostt ve oksidan madde birlikteliginde elde edilen GSH sonuen istatisiiksel olarak
anlamli bir arfig gosterdi. (p<G,001) (table:13, sekill3). Ancak BR’in dugik miktarlardaki
ilavelerinde (0,001-0,1mg/dL) GSH dizeylerinde tekrardan istatistiksel olarak anlamli bir
ditgme gorilmesine ragmen BR’in 0,5-2 mg/dL’lik konsenirasyon ilavelerinde ise tablo:13 ve
sekil 13 de goruldugn gibi istatistiksel olarak anlamli bir GSH yukselisi gozlendi (p<0.001).

Bilindigi tizere organik hidroperoksidler, GSH-Px akdivitesi igin substrat olarak davrarurlar
ve intraselitler GSHin okside hale gelmesiyle zararsiz hale getirilirler (7). GSH’in, GSH-Fx
ile birlikte herhangi bir nedenle olugan 1,0, ’in yikimnda da rol aldig: degisik yavmnlarda
ifade edilmektedir (8,21). Yaptigmmz ¢aligmada, 16kosit tzerine CoCOH ilavesi durumunda
GSITin GSSGye donmesi, dolayisiyla da GSH miktarmm diigmesi bekleniyordu. Ancak
Koster ve ark.’mn ¢ahgmasinda (8) da ifade edildifi tizere GS8G kusa bir stre sonra GSH
haline donebilmektedir. Inkobasyon siresini 60 dakika tuttogumuzdan dolayr bu stre
igerisinde muhtemelen olugan GSSG nin bityuk kismt tekrar GSH haline donmiy olabilecegini
dustntyoruz. Caligmanizda GSH miktarm 60 dakika sonra artomy bulduk. Muhiemelen
olusan GSSG lerin buynk ksmm GSH haline dénmesinin yaninda GSHm, H,O,’in yikimunda
da 1ol almasmdan dolay: ilerleven zaman iginde C:SH kunllammunimn fazla olmasma bagh olarak
hilere GSH sentezinin de artmug olabilecegi duginitlmektedir.

Ancak ortama BR’in disguk konsantrasyonlar: ilave edildiginde GSH miktarinda tekrardan
bir disme gozlendi. Mubtemelen konjuge edilmemis BR, H,0, veva organik
hidroperoksidlerin varhygda peroksidazlar igin bir indirgeyiei substrat olarak davranirlar (22).
Bu nedenle GSH’a olan ihtiyacin azalmng clabilecegi tahmin edilmektedir.

BR’in normal ve yiksek diizeyde ilavelerindeki GSH miktarlarimn agiri derecede arimig
bulunmasy ise GSH'm 412 nm’de okunmas: ve bu dalga boyunun BR’in maksimum
absorbans verdidi 453 nm’ye yakmn olimasi pedeniyle, muhtemelen BR'in interferansumn
oldugu digunimektedis

Sonug olarak; lokositler tHizerine CuOOHin oksidan etkisinin ve BR'in farkh
konsantrasvonlarda anticksidan etkisinin olup olmadigim aragtiwmak dzere yaptifumz bu
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caligmada su sonuglar elde edilmigtr;

1- CuQOH’in 16kosit membraniarmn perokside eitigi, ancak bu peroksidasyonu alkoksil
radikalleri ile yapthfi dolayisiyla ilave eftifimiz BR dizeylerinin higbirisinin TBARS
olusumunu azaltmadi: kanaatine varimistir

2- Oksidan madde ilavesinin SOD%i inhibe eitigi (mubtemelen fazla miktarda ¥LO,
olusturarak) ve BR ilavelerinde bu inhibisyonun giderek azaldigy bulunmugtur.

3. Katalaz, BR’in dogitk konsantrasyonlarmda aktive olurken, normal ve yuksek
konsantrasyoniarinda inhibe oldufiu gézlenmistir

4~ CuOOH ilavesivle GSH miktarmm azalmadigs, stirenin uzun olmasmdan dolay: GSH'm
kendini yeniledigi, hatta muhtemelen H,O,’in yikiminda gorev aldifmndan dolayr ihtiyaca
baph olarak sentezinin arttifs kanisina vardmmgtir.




VI QZET

Bu ¢aligmada, 16kositler tzerine bir oksidan madde olan kimen hidroperoksid (CuCOH)
ile bir anfioksidan madde olarak kabul edilen bilirtibin’in (BR) degigik konsantrasyonian
tatbik edildikien sonm, lokositlerden, TBARS ve redilde glutatvor (GSH) seviveleri ile
sitperoksid dismutaz (SOD) ve katalaz aktiviteleri slgildu.

Elde edilen numunelerden 1okosit havuzu vapildi ve bu lokositler, her deney &ncesinde,
CuOOH"le ve BR’in degisik konsantrasyonlanyla 60 dakikalik siire boyunca inkibe edildiler

Tiyobarbittrik asid reaktif maddelerin (TBARS) dletimil, BR’in interferansm: elimine
etmek igin, hem spektrofoiometrede, hemn de florometrede okundu. CuOOH’e mAaruz
birakalmay Jokositlerin TBARS dizeyleri, maruz brrakilmamug 1kosit dizeylerinden, belirgin
bir gekilde yiksek bulundu (p<0,001), ancak ortama ilave etigiiz BR'mm  farkh
konsantrasyonlanindan higbird, TBARS olugumunu azaltmadi. Buna ilaveten spektrofolometrik
ve florometrik yontemler arasmda BR’in eliminasyonu vontinde bir fark gozlenmedi,

Lokositlerin CuOOH'e maruz brakilmasmdan sonra olgiilen Iokosit SOD) aktivitesi, maruz
kalmarmig lokositlerin SOD alttivitesinden daha disiikti (p<0,061}, ancak BR’in artan
konsantrasyonlarda ilavesiyle, SOD aktivitesi giderek artty,

CuOOH’e maruz kalmug lokositlerin katalaz sonucu ile maruz kalmamiy lokositlerin
katalaz sonucu araqmda istatistiksel olarak anlamh bir fark gézlenmedi. Katalaz aktivitesi
BR'm digitk konsantrasyonlariun  ilavesiyle artmasina fagmen, nommal ve viksek
konsantrasyonlarmin ilavesiyle azalma gésterdi

Lokosit GSH sonuglanna gére, CuOOH’e marmz kalmmg 1skosit GSH seviveleri artig
gosterdi (p<0,001). Ortama BR ilavesiyle tekrar bir disme gozlendi BR’in yiiksek
konsantrasyonlannda ise GSH seviyeleri belirgin bir sekilde artts

Sonng olarak; CuOOH Ikositlerde LPO olugturmughur, ancak BR bu percksidasyon
esnasmdaki TBARS olusumunu engelleyememigtir. BR’in deney ortamunda kullamlan tim
konsantrasyonlan, SOD’yi artan gekilde aktive ederken, dugik konsantrasyonlanmn, katalaz:
akiive ettigi, yiksek konsantrasyonlanmm ise inhibe ettiy dikkat ¢ekmistir Buna ilaveten
CuOOH’e maruz kalmg Iokositlerin GSH seviyeleri artmig, ancak BR’in ortama ilavesi
lokosit GSH dtizeylenini tekrar disiirmitstir,




VIiI. SUMMARY

In this study, leukocytes were exposed 1o cumene hydroperoxyde (CuOCH), an oxidant
substance, and to various concentrations of bilirubin (BR), an antioxydant substance Then
thicbarbituric acid reactive substances (TBARS) and reduced ghitathion (GSID levels,
superoxyde dismutase and catalase activities of leukocytes were measured.

Leukocyte pool was prepared from the samples obiained and these leukocytes were incu-
bated with CuOOH and various concentrations of BR, for 60 minutes before each experiment.

The measurement of TBARS was performed both with a spectrophotometer and a fluo-
rometer to elirninate the interferences arising from BR. TRARS levels of leukocytes exposed to
CuOOH were statistically higher than unexposed leukocytes (p<0,001), but any concentraiions
of BR. that we added to the medium did not effect the TBARS levels In addition, no difference
was observed between the spectrophtometeric and fluorometric methods.

The SOD activity measured after the exposure éf' feukocytes to CuOOH was lower than the
SOD activity of unexposed leukocytes (p<0,001), but SOD activity gradually increased when
increased concentrations of BR were added o the medinm.

No statistically significant difference was observed betweer:. unexposed leukoeyte caialase
activity and catalase activity of leukocytes exposed to CuOOH. Catalase activity was increased
with addition of low concentrations of BR, but decreased with addition of normal and high
concentrations of BR.

According to the results of leukocyte GSH measurement, GSH levels in leukocytes exposed
to CoOOH increased (p<0,001). A decrease was observed again in GSH levels by addition of
BR to the medium. GSH levels clearly increased at high concentrations of BR.

Finally, CuOOH has generated LPO in leukocytes, but BR could not prevent TBARS
generation during this peroxidation. All concentrations of BR used in these experiments have
gradually activated SOD enzyme, but BR has activated catalase at low concentiations and
inhibited the activity at high concentrations. In addition, GSH levels of leukocytes exposed io
CuQOH were increased, but addition of BR io the medium again decreased GSH levels of
leukocytes
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