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CuOOH: 

DLPC: 

EDTA: 

FADHı: 

GSH: 
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G6PD: 

HOCl: 

HMP: 

Hd,: 
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LPO: 
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I. KISALTMALAR 

Bilirübin 

Kümen Hidroperoksid 

Dilinoleoil F osfotidil Kolin 

Etilen Diaınin Tetra Asetik Asid 

Redükte Flavin Adenin Dinükleotid 

Redülcte Glutatyon 

Glutatyon Peroksidaz 

Okside Glutatyon 

Glukoz-6-F osfat Dehidrogenaz 

Hipoklorik Asid 

Heksoz Mono Fosfat 

Hidroperoksil Radikali 

Hidrojen Peroksid 

Lipid Peroksidasyonu 

:Malondialdehid 

Miyeloperoksid 

Redükte Nikotinamid Adenin Dinükleotid 

NADPH: Redülcte Nikotinamid Adenin Dinükleotid Fosfat 

'OH : Hidroksil Radikali 
102: 

d,: 

PMA: 

PMN: 

PUFA: 
R' : 

RO': 

ROO': 

ROOH: 

RS': 

SOD: 

TBA: 

Singlet Oksijen 

Süperoksid Anyonu 

Forbol Miristat Asetat 

Polimorfonükleer 

Poli Unsature Ya~ Asidi 

Serbest Radikal 

Alkoksil Radikali 

Peroksil Radikali 

Lipid Hidroperoksid 

Tiyol Radikali 
Süperoksid Dismutaz 

Tiyobarbitürik Asid 

TBARS : Tiyobarbitürik Asid Reaktif :Maddeler 

t-BHP : t- Bütil Hidroperoksid 



II. GİRİŞ VE AMAÇ 

Katı ve sıvı yağla:rın konınınası ve saklanması eski zaınanlardan beri insanlığın ilgisini 

ııyandıımıştır Katı ve sıvı yağlar, yapısında, renginde, tadında ve kolnısunda karakteristik 

değişikliklerle okside edilir. Kokuşınuşluk: ola:rak bilinen bu işleııı kiıııyasal ola:rak 1940'larda 

oksidatif serbest radikal zincir reaksiyonu olarak tanımlanmıştır. Biyol~jik sistemlerde; 

poliunsature yağ asidieri'nin (PUF A) serbest radikal oksidasyonu, lipid peroksidasyonu (LPO) 

ola:rak bilinir (5).. 

Lipidlerin peroksidasyonu ve fagositoz olayı biyolojik sistemlerde meydana gelen son 

derece önemli reaksiyonlardıı .. Glikolizis, yağ asidi oksidasyonu ve sitrik asid siklusu 

esnasında meydana gelen NADH ve F ADH2, mitokondride oksidatif fosforilasyona uğramakta 

ve redilksiyon aşamalan sonucunda su oluşmaktadıı Ancak bu redilksiyon sırasında 

reaksiyonun kısmen cereyan etmesi, süperoksid anyonu (di), hidroksil radikali COH), singlet 

oksijen (1 0 2) ve hidrojen peroksid (1IzO:ı) gibi toksik oksijen radikallerinin ortaya çıkınasıııa 

neden olmaktadır (25). 

Fagositoz olayı esnasında polimorfonilkleer (PMN) lökositlerde meydana gelen solunum 

patlanıası da bu toksik oksijen radikallerinin üretiminden sorumlu olan diğer bir 

lDJ'kanizmadır.. Bu nedenle nomıal metabolizıııa sırasındaki oksido-redilksiyon işlemlerinin 

ürünleri olan serbest oksijen radikallerinin oluşması biyolojik bir bozukluk olarak 

nitelendirilmernelidir (25). 

Ancak hiperoksi durumunda, inflanıasyonda ve radyasyon gibi çevresel faktörlerin etkisiyle 

bu radikallerin üretimi son derece artmakta ve membranlar, enzimler, nilkleik asidler ve 

polisak:karitler üzerinde toksik etkiler yaparak çeşitli doku hasarla:rıııa neden olrnaktadırla:r. 

Vücudun, farklı hücresel kompartınanları içinde, serbest oksijen radikallerinin oluşturacağı 

oksidatif stresle uğraşacak bir müdafaa hiyerarşisi vardır (5).. Bu anıaçla organizınalar 

biyolojik bütünlilklerini, hasardan korumak için endojen korunıa sistemlerine sahiptirler .. A, C 

ve E vitaminleri; glutatyon ve sistein gibi sülfidril grubu ihtiva eden bileşikler; Zn, Mn, Cu 

gibi eser elementler; süperoksid dismutaz (SOD) ve katalaz gibi antieksidan enzinıler oksijen 
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sitetoksisitesine karşı hücresel savunma mekanizmasında yer alan başlıca bileşiklerdir (25) 
Süperoksid, ffı02, hipoklorik asid (HOCl), hidroksil, alkoksil ve peroksil radikalleri gibi 

reaktif oksijen türlerinin üretimi ile onlara karşı oluşan antieksidan müdafalar arasındaki 

dengenin bozulması, doku hasarını amplifiye eden oksidatif stresi oluşturur ( 5). 

Bilirübin'in (BR), fizyolojik önemi olan bir antieksidan olduğunu ifade eden çeşitli 

çalışınalar mevcuttur (12,13,22).. Buna göre şimdiye kadar yapılan çalışınalaıda BR'in 

antieksidan sistemde, aşağıda ifade edilen rolleri üstlendiği gözlenmiştir: 

Konjuge edilmemiş BR, albürnine bağlı BR ve konjuge edilmiş BR kinıyasal olarak 

oluşturulınuş peroksil radikallerini etkili bir şekilde yakalanıaktadırlaı (12, 13,22,23). 

BR'in in vitro olarak linoleik asid gibi doymamış yağ asidierinin hava veya UV ışıkla 

oluşmuş otooksidasyonunu engellemektedir.. BR, doymaımş yağ asidierinin (linoleik asid) 

radikal zincir· reaksiyonu şeklindeki oksidasyonunu inhibe etmekte ve işlem sırasında 

kerıdisini yıknıaktadır (12) .. 

BR, liposonılarda küçük kısmi oksijen basıncı altında oksidasyorıu ve serbest radikal zincir 

reaksiyorılaıını süprese etmektedir (12,13,23) .. Konjuge olmamış BR, biyolojik membranların 

içine ve aralarına kolayca diffi:ıze olmakta (12) ve bununla birlikte membrana bağlı a­

tokoferolle LPO'nu önlemede sinerjetik etki oluştumbilmektedir (13). 
Konjuge edilmemiş BR, HP2 veya organik hidroperoksidierin varlığında peroksidazlar içirı 

bir indirgeyici sulıstrat olarak davranınaktadırlar.. BR, radikal olınayan bir başka oksijen 
formunu da (100 deaktive ve detoksifiye etmektedir (12,22) .. 

Bu çalışınalaı; BR'in in vivo olarak bir biyokimyasal fonksiyonunun olduğunu ve erıdojen 

organik serbest radikallerle oluşmuş hücresel hasarı engellerneyi sağlayan düşük molekül 

ağuhklı antioksidarılaı grubuna ait olduğunu önermektedirler (12). Veriler ayrıca BR'in bir 

fizyolojik zincir· kıncı antieksidan olarak faydalı bir rolünün olduğu fikrini de 

desteklemektedir .. Gerçekterı BR uzun, konjuge edilmiş çift bağlar sistemininin yanında 

reaktif bir· hidrojen atomu içerir ki, ~ntioksidan özelliği de orıun bu hidrojen atomunu verı:;:ıe 

yeteneğinden ileri geldiği bilinmektedir (22,23).. 

BR'in engelleyici fonksiyonunun yakın bir· keşif olduğu bilirımektedir. Ancak şu anda 

konjuge BR'in potansiyel antieksidan aktivitesi hakkında pek az bilgi mevcuttur (22) .. 

Çalışmarruzda BR' in yukarıda sayılan ve daha önce araştınlınış antieksidan özelliklerirıe 

ilaveten konjuge BR'in ortamda farklı konsanirasyonlarda bulunduğu zaman LPO'nu ne 

şekilde etkileyeceğini araştırdık.. Bunun için, lipid peroksidasyon göstergesi olarak bilinen 

malondialdehid (l'viDA veya diğer adı ile 1BARS) oluşumunu seçtik Bunun yanmda BR'irı 

hücre içi antioksidanlarıyla (SOD, katalaz ve GSH) olan ilişkisini araştırdık Literatürde buna 

benzer araştırmaların eritrositlerde yapılmış olmasından dolayı biz hücre modeli olarak 

lökositleri seçtik .. Bu çalışma, BR'in antieksidan özelliklerini ve diğer antieksidan maddelerle 

oları ilişkisini anlamada yardımcı olacağı düşünülmektedir .. 
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III. GENEl. BİLGİLER 

A. LÖKOSITLER : 

Lökosit; Hemoglobin içermediği ıçın, beyaz kan hücresi de denen, çekirdekli kan 

hücresidir. Nötrofilleri, lenfositleri, monositleri, eosinofilleri, bazofilleri ve makrofajlan içeren 

bu hücreler vncut savunma sisteminde ve immun cevapta önemli rol oynaılaı:. Lökositler 

polinıorfunükleer (PMN) ve mononükleer lökositler olmak üzere ikiye aynlırlar.. PMN 

lökositler arasmda nötrofiller, bazefiller ve eozinofiller yer alırken, mononükleer lökositler 

arasmda lerıfosiller ve monositler yeralır (3).. 

Mononükleer hücreler antijen işleme ve takdim olaylarmda rol oyuayarak konakçı inımun 

cevabında görev alırlar. Bu olay özellikle infektif ajanlam karşı ve tümör hücre sitotoksisinde 

vncud savunması için önemli bir yer tutar (3).. 

İnflarnatua<· olayda rol alan PMN lökositler ve makrofajlar (doku ~eviyesindeki monositler) 

damar duvarına yapışma, damar dışına geçme, iltibap odağında toplanma, yabancı hücre 

sindirimi gibi özelliklerin yanmda bakterisidal ve sitotoksik aktivite için de respiratuvar 
patlama yapabilme ve bu patlama sonucunda di ve Hz02 salgılama yeteneğine sahiptider (35) 

İnflamatuar hücrelerin çoğu; polimorfonükleer hücreler (Babior ve ark 1973), monositler 

(Johnstou ve ark 1976), makrofajlar (Johnston ve ark 1978) ve eosinofiller (De Chatelet ve 

ark 1977) (6) belirli uyarılarla temas halinde bulunduklan zaman granül içerikli enzimler 
salgılaya:rak (ii. ve Hz02 gibi oksijen radikalleri oluştururlar Bu oksidatif cevap, solunıı.msal 

patlama (respiratuvar burst) olarak bilinir ve membran bağlı NADPH Oksidaz'm 

aktivasyonuyla ilgilidir. Kronik gmnülomatöz hastalıktaki hasarlı oksidaz aktivitesine bağlı 
olarak ortaya çıkan ciddi enfeksiyorılar nötrofiller tarafından salınan toksik oksijen 

metabolitlerinin üretiminin önemini açıkca göstermektedir (ll, 31). 

Bundan başka P.MN lökosıtler in vitro ortamda fagositik aktivitenin ölçümü için kulllaıııl~ 
forbol ıniristat asetat (PMA) ile stimule edildikleri zaman da respiratuar 
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yapabildikleri gibi, opsonize olmuş bakterilerden başka, virus lar, immünglobulinler, imm un 

kompleksler de respiratuvar patlamaya neden olabilirler (31). 

Herhangi bir inflamasyon esnasında, P:MN lökositler ve makrofajlar aktive edilerek 

dokulara infiltre olması ve bakterilerle karşılaşmaları sağlanır.. Bu hücreler bakterileri ve 

virüsleri fagositik vakuol içirıe alırlar ve büyük miktarda oksijeni luzlı bir şekilde tüketerek 
di, Hz02, HOCl ve N-kloraminler (RNHCl) gibi reaktif oksijen metabolitleri oluştururlar .. 

(Light ve ark 1981) (28,31,35).. Bu hayli toksik oks~jen radikal türleri içeri almnıış 

bakterilerirı ve virüslerirı öldürülmesirlde önemli rol oynarlar (2,6,31 ) .. Bu bileşikler sadece 

ınikroorganizmalara karşı saidırmanın yanında, DNA'nın yıkımına ve mikrotübüllerirı 

disfonksiyonunu içeren doku hasarına da neden olurlar (28). 

Zhao ve ark (1989) respiratuar patlama sırasında oksijen tüketiminin esas olarak 

intersellüler aralıkta bulunduğunu, diğer· bir deyişle, di üretici enzimlerirı hücre membranında 

olduğunu ve P:MN membranlarının dış tabakasına yakın olabileceğille dikkat çekmişlerdir 

(31).. 
Bu hücrelerirı ö; ve Hz02 üretme yetenekleri, aynca irıflamasyonun oluştuğu dokunun 

hasarında da önemli olduğu tesbit edilmiştir .. SOD ve katalazın ise bu tür hücre hasarını irı 

vivo olarak engellediği gösterilmiştir ( 6).. 

Bununla birlikte ne di 'irı ne de H202'irı, hücresel oluşunıların oksidasyonunu doğrudarı 

başiatacak kadar yeterli reaktivitede olmadığı hesaba katılrnalıdır.. Bundarı dolayı di ve 

Hı02'irı zararlı etkilerirıirı 'OH gibi daha reaktifradikallere bağlı olduğu düşünülür (28,35).. 

Oksiradikal başlatıcı türlerirı kaynakları çok tartışına konusu olmuştur. Redoks döngüsü, 

otooksidasyon, mitokondriyal ve endoplazmik retikuluın elektron trarısport zirıcirirıde elektron 

akışı, peroksizomlar·, prostoglandin sentezi ve ksarıtin oksidazın hepsi serbest oksijen 

radikallerirıirı kaynakları du (3 5).. 

Aktive edilmiş P:N1N ile otoyaralarıma oluşumu, pekçok kritik hastalığın fizyopatolojisirıi 

hazırla)abilir. Adült respiratuar distres sendromu, pulmoner oksijen toksisitesi, 

bronkopulmoner displazi, sepsis, septik şok ve miyokardiyal infarktüs, stroke, 

kardiyopulmoner bypass, orgarı trarısplantasyonu gibi değişik iskemi-reperfüzyon sendromları 

(35), kanser patolojisi, yaşlannıa, tümör hızlarınıası, kronik iltilıap ve pararitik infestasyonlar 

(23) gibi değişik kritik hastalıkların fizyopatolojisirıde PMN ile oluşturulmuş irıt1aınasyon 

yaralanmalarının önemli rolleri vardır. 

B. REAKIİF' OKSİJEN TÜRLERİ 

Oksijen havada dioksijen veya moleküler· oksijen olarak bilirıerı bir molekül (Oı) halinde 

bulunur. Kuru havada % 78'lik nitrojerıden sonra atrnosferde en çok bulunarı ikinci eleınerıt 

oksijendir. ("' % 21) (5). 

Oksijerı, hayat içirı esas olan kirııyasal ve ısı enerjisirıi elde etmek için, karbon ve 

hidrojenden zengirı nıaddelerirı (yiyecekler) okside edilmesinde kııllanıhr (5).. 

Normal şartJar altında oksijen stabil, kokusuz, tatsız, renksiz 'l.'e suda sınırlı çözünen bir 
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gazdır 100 volüm suda, 3 volüm gaz ÇöZÜllür Bu sınırlı çöZÜllürlük sudaki hayat için çok 

önemlidir ve insanlarda normal solunum tOnksiyonları için esaslır. Suda ÇöZÜnen hava yüksek 

oranda 0 2 içerirken (%34), nitrojenin suda çöZÜllürlüğilnün düşük olması (100 vo1Ül11 suda "' 

2 volüm) nedeniyle, kuru havadakine göre daha azdır.. Diğer elerııentlerle karşılaşlırıldığı 

zaman oks~jen, en yüksek 3 .. elektron afinitesine sahiptir· ve beklenenden daha reaktiftir (5). 

Moleküler oksijen temel enerji düzeyinde spinleri aynı yönde olan ortalclanmamış iki 

elektron çifti taşımaktadır.. Bu nedenle oksijenin reakti.t'liği maskelenir ve sadece bu spin 

kı.sıtlamasının üstesinden gelindiği zaman oksijenin gerçek reaktifliği izah edilebilir (5, 25). 

Aerobik eukaryotik hücrelerde ve organiznıalardaki moleküler oks~jenin çoğu, solunum 

zinciri yoluyla suya indiıgeıımesine rağmen, oksijenin hem ünivalan, hem de hivalan 

indirgenmesi, normal ara nıetaboliznıa esnasında di ve Hp2 oluşturmaktadır (23) .. Bu reakti.f 

oksijen ürünlerinin 'OH gibi diğer reaktif oksijen türlerini oluşturma potansiyeli vardır. 

Oluşan bu 'OH de yoğun bir lipid hidroperoksid oluşumuna yol açan radikal zincir 

reaksiyonunu başlatabilir Reaktif oksijen tilileriniıı çoğu hücresel fonksiyonlar için temel 

teşkil eder .. Bakteri sindirimi ve fagositlerce öldürülmesi buna bir· örnektir (2,23).. 

Serbest oksijen radikalleri, doymamış bağlarla ve sülfllı: ihtiva eden moleküllerle kolaylıkla 

reaksiyona girerler. Bu nedeille lıiptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metionin ve sistein gibi 

amino asidieri ihtiva eden proteinler serbest radikal hasan sonucunda derratüre olmaktadırlar 

(25) 

Serbest radikaller· hücre metaboliznıası sırasında cereyan eden biyokimyasal redoks 

reaksiyonları ile ortaya çıkan çiftleşınemiş elekırona sahip moleküllerdiı.. Diğer bir ifadeyle 

serbest radikal; bir veya birden fazla eşleşmemiş elektron içeren ve bağımsız bir şekilde 

bulunma kabiliyetiııe sahip olan herhangi bir kinıyasal maddediı· .. Bu tanımlama, geçiş metal 

iyonlarının çoğunun, serbest radikaller olarak smıflandırılmasına inıkan tanınıası nedeniyle 

tercih edilir ve bundan dolayı da oksijen ve reaktif metal iyonları arasındaki yakın ilişkiniıı 

daha iyi aıılaşılmasını sağlar.. Gamnıa radyasyonu, UV ışını, çevre kirleticileri ve sigara 

dumanma maruz kalma ile serbest radikal oluşumu görülmüştür (5).. 

Bir yanda yüksek düzeydeki reaktif oksijen tililerinin aerobik yaşarn için gerekli olması, 

diğer yandan da bu til! toksik oksijen türlerinin organizmaya oldukça zarara yol açması 

birbirine zıt gibi görünen iki husustur .. Gerçekten serbest radikal reaksiyonlarının dejerıeratif 

olaylara büyük oranda sebebiyet verdikleri ve sonunda hücresel yık-ılıma ve yaşlaıınıaya neden 

olduklarına daiı pek çok delil vardır (2). 

Bilinen başlıca oksijen radikalleri; süperoksid anyon radikali (di), Hz02, •OH ve 10 2 'dir. 

ı. Süperoksid Anyon Radikali (cr,) : 

Süperoksit anyonu, oksijenle yaşayan bütün canlılarda kaçınılmaz bir şekilde meydana 

gelir .. cr,, oksijeninn *2p orbitallerinden birine bir elektron girdiği zaman oluşur (5,25). 
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(hidmperoksil radikali) 

(süperoksit radikali) 

pH= 7A'de, 4 .. 8'lik bir pKa değerine sahip bidroperoksil radikali (H02 '), silperoksit anyon 

radikalini vermek üzere dissosiye olur .. Burada dissosiyasyondaki pK değeri hesaplamalannda, 

asidolarak H02 • ve baz olarak da 'OH kullanılmıştır (5). 

Sııperoksid kimyası çöZilllıne ortamına bağlı olarak farklılık göstermektedir ~ sıvı 

solüsyonlarda askorbik asid ve tiyol gibi nıolekülleri okside edebilen zayıf bir okside edici 

ajaoken, sitokrom-C ve ferric-Etilen Dianıin Tetra Asetik Asid (EDTA) gibi çeşitli demir 

komplekslerini irıdirgeyebilen daha güçlü bir redüktandır (5). 

di , başka organik radikallerirı oluşıımurıa neden olarak toksik etki gösterebilmektedir. 

Biyolojik sistemlerde ~ nirı neden olduğu tepkiiDeleri şekili 'de özetleyebiliriz (25): 

1. Tepkimede; ~,organik bidroperoksidlerle alkoksil mdikallerirıirı oluşumu, 

2 Tepkirnede ; silperoksit radikalleri, tiyol radikallerirıirı(RS') oluşıımurıa neden olarak SH 

gruplannı disülfitlere oksitlerımesi, 

3 .. Tepkime ; spontan dismutasyon reaksiyonu, 

4 .. TepkiiDe ; oks~jen radikallerirıirı redilktan özelliğirıden dolayı Fe3+ ün Fe2+ ye dönüŞümü, 

5 .. r epkimede ; diaçil peroksitlerle ı 02 llretirııi .. 

ROOH 

SH 

o o 
ll ll 

R-C-Q-0-C-R 

5 ı 
~ • 1 -~+ 02 + AC02' 

3 )-,~ 
2+ 

Fe 

Şekil 1: Silperoksit radikalirıden farklı reaksiyonlarla değişik radikallerirı oluşumu .. 

Oluşan reaktif mıınlerirı hepsi biyolojik yaşam içirı tehlikelidir·. Vücut koruma 

mekanizması olarak sürekli bir şekilde SOD, silperoksit anyonunu dismutasyon reaksiyonuyla 
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ortamdan hızla ı:ızaklaştırarak ~'nin neden olduğu diğer organik radikalleıinin oluşumunu 

engellemektediı SOD'nin kataliziediği reaksiyon sonucu H20 2 ve 0 2 oluşut (5,25). 

o;, biyolqjik membtanlan kolayca geçebilme özelliğine sahiptir (28).. Süpemksidin 

protonlanrmş hali olan H02 •, süpemksidden hem daha güçlü bir oksidaıı, hem de daha güçlü 

bir redüktandır Ancak asit ortamda aktivite gösterdiğinden pH: 74'de çok az miktarda 

bulunur ( 5). 

2. Hidrojen Peroksid (HıOı): 

Süperoksid oluştutan herhangi bir sistem, dismutasyon reaksiyonu sonucu olarak H20 2 'de 

oluştutacaktır. 

d, + 2H+ + e------> H20 2 

Aerobik dehidrogenazlar ve d, 'nun dismutasyonu sonucu Hz02 oluşturulduğu gibi, ürat 

oksidaz, glukoz oksidaz ve D-arninoasid oksidaz gibi pek çok enzim de, oksijene iki elektron 

transfer ederek Hz02 oluştutabilir (5,25}. 

r!z02, zayıf bir oksidan ve geçiş metal iyonlarırun yokluğunda kısmen stabil olan zayıf bir 

redüktandır Molekülün yüklü olmayan kovalent bir yapısı vardır.. Suyla kolayca karışır ve 

vücut tarafından, bir su molekülü gibi muamele görüt. Hz02, her ne kadar biyolojik 

membranlardaıı, fosfolipidleıden, kaıbohidıatlardaıı, metaloproteinlerderı ve DNA'dan geçme 

yeteneğirıe sahip olsa da, kendi başına bir serbest radikal değildir.. Fakat 'OH radikali 

oluşunınnda en büyük rolü üstlerımektedir (5) 

HzCJı'irı redoks özellikleri, geçiş metal iyonlannın varlığında, oldukça reaktif serbest 

'>-. radikalleri oluştutma yeteneğirıe sahiptir.. F.ücrelerde istenmeyen Hz02, katalazın, glutatyon 

peroksidazm (GSH-Px) (selenyum içeren) ve diğer bazı peroksidazlarırı etkisi yarunda, 

doymanıış yağ asidlerirıirı, proteinlerin, DNA ve karbohidratlarm etkisiyle de ortadan 

kaldırılabilir (Şekil:2).. Katalaz ve GSH-Px ; R,P2'i, J:!ıO'ya irıdirgeyerek, 'OH oluşumunu 

azaltırlar ( 5). 

J:!ı02 'irı ekstrasellüler salınırru yanında, miyeloperoksid (NlPO)-halid etkileşmesiyle 

oksidlenmiş hidrojerı donörü, halojenlerımiş proteirı ve su oluştutabilir (Şekil 2) (25). 

3. Hidroksil Radikali ('OH): 

Hidıoksil radikali ('OH), suyun yüksek erıerjili iyonizasyonundan (radyolizis) oluşan 

önemli bir üründür ( 5). 

HzO -----> 'OH+ H'+ eaq- > J:!ı02 
aq = sulu, sıvı 
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Ekstraselluler Sahnım 

PMNL. Membnını / 
O ı 0'2 -----;ıı-ıH2Q2 MPO-Holld Oksitlenmiş hidrojen donörü + 

,..,_ halojenlenmiıp protein + Hp 

----9' GSH-Px ~O + Üı 

X 
NADP NADPH 

>-< GGP HMP Ş antı 

Şekil 2: :EJ202 'in katabolizma yolları (25) 

İlk olaıak radyasyon kimyacılan tarafından yapılan çalışınalaıda elde edilen bir radikaldir 

(5). Yüksek derecede reaktif ve kısa ömürlü olan 'OH biyolojik sistemlerde de meydana 

gelmekte ve aktifbir ajan olarak fizyolojik olaylara iştirak etmektedir (25). 

:EJ202 + e· -----·----> OH- + 'OH (hidroksil radikali) 

'OH + e· + H+---> :EJ20 

Hidroksil radikalindeki hidrojen atomunda eşleşmeıniş bir elektronun olduğundan 

bahsedilerek, OH' şeklinde gösterilmesine rağmen, eşleşmeıniş atomun lridrojende değil de 

oks~jende ('OH) olması nedeniyle bu ifade doğru değildir (5).. 

İn vivo sistemlerde 'OH oluşturan en önemli iki reaksiyon, Fenton reaksiyonu ve Haber­

Weiss reaksiyonudur (5,25).. 

Fenton reaksiyonu; :EJ202'in intrasellüler konsantrasyonu yeterli olduğu zaman meydana 

gelebilir (25). 

Fe2+ + :EJ202 --·-·------> FeJ+ + 'OH + OH· 

Haber-Weiss reaksiyonu ; metal iyonlan ile katalizlenmektedir ve önemli ıniktarda 'OH 

üretilir (25).. 
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fe3+ + ~ -------> fe2+ + 02 

> Fe3+ + OH- + 'OH 

'OH'leri; biyolqjik sistemlerde oluşmuş çok güçlü aksidanlar olup membranlar, enzimler, 

nııkleik asitler ve polisakkaritler gibi biyolqjik moleküller üzerine etkili reaktif bileşiklerdir. 

'OH' leri LPO'nu başlatmak için PUF A 'lerine saldııabilirler·. Bunun sonucunda çeşitli dol.'U 

hasarianna neden olurlar .. Büyok orandaki hasarlar hücrenin ölümü ile sonuçlanır veya bazı 

genetik değişikliklerden dolayı kansere neden olabilir.. Bunlara rağmen fagositoz olayı 

sırasında fizyolqjik olarak 'OH meydana gelir ve bakteriyolqjik aktivite için gereklidir (5,25).. 

4 Singlet Oksijen (102): 

Singlet oks~jen (10z); eşleşmemiş bir elektrona sahip olmadığından serbest radikal değildir .. 

10 2, normal bazal erıerji seviyesinin üstünde yayılabilen uyarılmış durumdaki enerji seviyesine 

yükselmiş alelade bir dioksijendir. Paralel spinli eşleşmemiş iki elektron (spin kısıtlarnası) ;.,, 

ortadan kaldırıldığı için okside edici yeterıeği artar. Bununla birlikte oks~jenirı oldukça reaktif 

bir formudur ve çok toksiktir .. Fotokimyasal reaksiyonlar-da 10 2 oluşumu oldukça önemlidir 

(5,25) .. 

Moleküler oksijenden, delta singlet oksijen (L1102 ) ve sigma singlet oksijen (E10 2) olmak 

üzere iki farklı tipte singlet oksijen oluşmaktadır.. Sigma singlet oksijen (E10 2) oldukça 

eneıjiktir ve biyolojik sistemlerde L110 2 formuna hızlıca dönüşür. İn vivo şartlarda ~'nun 

spontan dismutasyonu ile birlikte Haber-Weiss reaksiyonu ve MPO-H,p2-Halojer 

antimihobiyal sistemi tarafından da 102 üreillebilmektedir (5,25).. 

C. ARTMIŞ SERBEST RADİKALLERİN ZARARLARI: 

Serbest radikaller hücre membranında veya hücre içinde bir takım zararlam neden 

olabilmektedirler .. Bu zararları şu şekilde sıralayabiliriz: 

a- Bu mdikaller, sülfidril enzint inaktivasyonunun yanında, hassas proteinlerden olan 

kompleman fragınanının (C5a), a-1-antiproteazın ve kernotaksin formil-metiyonil---lösil­

fenilalaninin inaktivasyonunu sağlarlar (2,23,25,35).. 

b- Hücre dışı kollajen doku kornponerıtlerini, savunma enzimlerini ve transmitterleri 

yıkarlar 

c- Proteaz, elastaz, fosfolipaz, lipooksijenaz, siklooks~jenaz, triptof.'lll deoksijenaz, galaktaz 
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ve oksidaz gibi litik enzimleri aktive ederler 

d- Nükleik asicilerin ve DNAnın yapısında değişikliklere neden olarak, çeşitli toksik 

etkiler göstermenin yanında, kanserojenik ve mutajenik potansiyel taşırlar (2,25,28,35) 

e- ökaryotik hücre organellerindeki ve hücre membranlarındaki fosfolipid çift tabakasının 

yapısını bozarak membran LPO'na neden olurlar (23,35). 

f- LPO sonucunda ise, membran akışkanlığında, azalmaya veya kayıba neden olurlar (31 ), 

g- Hücre membranındaki fosfolipid çift tabakanın rijiditesini artırarak hücre membran 

dayanıklılığını azaltırlar (2,23) 

h- Membrandan W ve diğer i:yonlara olan permeabiliteyi artırarak, (özellikle K+ kaybını 

arttırarak) iyon gradiyentlerini sürdürme kabiliyetinde bozulmayaneden oluda:r (2,23,32) 

i- Membran potansiyelinin düşmesi sonucu oluşan rüptür~ hücre ve organel içeriklerinin 

salınımınaneden olur, dolayısıyla eritrositlerde hernotize neden ohıda:r (2,5,23,25). 

j- Hormonları okside ederler (2) 

k- ıvritokondrideki aerobik solunumu bozarlar. 

1- Platelet agregasyonunu arttınrlar. 

m- Kapiller permeabiliteyi bozarlar. 

n- Dokularda fagosit artışına sebep olurlar . 

o- Çeşitli hücre tiplerinin ölümüne neden olurlar (2) 

Lipid oksidasyorı olaylarının tamamı zararlı değildir ve peroksidasyon ürünleri araşidonik 

asid kaskadında ve bitki dokularının yara cevabında faydalı roller oynayabilir (5). 

D. LİPİD PEROKSİDASYONU MEKANİZMALARI: 

Serbest radikaller le olan LPO reaksiyonlarının üç evresi vardır: 1- başlangıç, 2- ilerleme ve 

3- sonlanma (2, 5).. 

1.. Başlangıç Aşaması: 

Başlangıç terimi, hidrojen atom çıkarınıı anlamına gelir (Şekil 3). Genellikle enerji 

trarısfcrini içeren bir işlem olan başlangıç aşaması bir serbest radikal oluşumunu sağlar· .. 

Bunun için yüksek enerji gereksinmesine rağmen bir katalizöıün varlığı bu enerjiyi oldukça 

(% 20 sine kadar) düşillill .. örnek olatak eritrositler LPO'nu başlatan güçlü bir katalizör olan 

hemoglobinle paketlemniştir. İlk hidmjen atomunu çıkarabilen tınler arasında 'OH, alkoksil 

radikali (RO'), peroksil radikali (ROO') ve muhtemelen H02 • yer almasına rağmen H202 

veya ()i yer almaz .. (2).. 

Bir doymamış yağ asidinin (LH) metilen karbonunda:rı bir hidrojen atomu çıkarılınasına 
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yetecek seviyede yuksek enetjili herhangi bir serbest radikal (R ') açık bir lipidde bir zincir 

reaksiyonu başlatabilir (Şekil 3) (21). Bir hidıojen atomunun sadece bir elek:t:ron içermesi 

nedeniyle hidıojen çıkarımı geı:ide karbon üzerinde eşleşmerniş bir elektron bııakır (-CH2-).. 

Yağ asidierinde bir çift bağın varlığı, çift bağa komşu karbon atomundııki C-H bağlannı 

zayıflatır bu da H' çıkarımım kolaylaştmr Bu durum PUF A'leı:inin LPO'na neden kısmen 

daha hassas olduklarrm açıklarnaktadıı (2,5) 

3 .;ill bağlı. ya.f; asidi 

RH /'~-==./'"=-'' 

ı-H 
R/'·=~=='/ l Mol.ekület Dü=nlew.e 

lf/'''· . ..__,/•-o.,~A,'=/ 

. 102 Oksijen Tuiu.lunıu 

·~~ 
ROOH y-'-="'=.r"' 

o 
6 Li;pid H:idroperok;id 

A 

Hid=jenÇ:ıJı:a:rmu. 

234 :rı:m' de UV ab•o:ıibansla 

ko~dleno~ 

Pe:rok•il r.ııdikali: bir otokat.ilitik zttıc:i% 
reak•:iılı:>:mnıa. neden ola>ak bir b"l'kay.a.ğ 
as:idiı:ıden H" ç:ıJı:anr 

Şekil 3 :Lipid peroksidasyonu aşamalarrmn gösterilmesi .. 

2. İlerleme Aşaması: 
Bir radikal oluştuğu zaman, uygun şartlar altında değişik radikal tilileri üretmek için çok 

sayıda reaksiyon başlatabilir. Bu seı:best radiksl reaksiyonlan, ilerleı:ne aşaması olarak bilinir 

(2).. örnek: 

R' + 0 2 -----> ROO' (a) 

ROO' +RiH ---->ROOH+R1
' (b) 

Havada ve değişik dokularda oksijenirı parsiyel basınç sırurları içinde ( a) 'daki reaksiyon, 

(b)'deki reaksiyondarı daha hızlı ilerler özellikle oksijenlenıniş karıda olınak üzere 

dokulardaki oksijen konsarıtrasyonu, LPO'nun ileı:leı:ııe reaksiyonlarrm sağlamak için gerekli 

olduğu bildirilmektedir (2). 

Karbon merkezli radikal, konjuge dierı oluştunnak içirı moleküler bir düzenleı:neye uğrar 

(Şekil 3) ve sonra bir peroksil radikali oluştumıak içirı oksijenle kombirıe edilir .. Ayrıca lipid 

hidroperoksid'irıirı (ROOH) heı:ııoproteirılerle homolitik olarak kesilmesi alkoksil ve peı:oksil 
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radikallerini oluşturmaktadır (21). 

Fosfolipidlerdeki P1JF A ve esterifiye kolesterol, ROOfi'lerin oluşumuna yol açan 

oksidasyona aşırı derecede hassastır. Nonenzimik LPO'nda, ROO', bir başka yağ asidinden 

bir hidrojen atomu çıkanp, kendisi ROOH'e dönüşür. Böylece bir reaktif oks~jen türüyle 

"başlama"dan soma LPO otokatalitik olarak bir zincir reaksiyonunu başlatmış olur (32,35). 

Bunun sonucunda; ROOH'leri ve değişik aldebid ve ketonlardan oluşan, on1ann sekonder 

oksidasyon ürünleri oluşturulur Çoğu ROOH'leri dayanıksızdır ve :MDA gibi sekonder· LPO 

ürünlerine yıkılırlar (2} Yine ROOH'ler, semadan membran protein oksidasyonunu da 

başlatabilirler Ayrıca bu ROOH'leri kısmen demir gibi metal iyon varlığında, yıkım olarak 

bilinen bir olayla serbest radikal (R ') oluşturmak üzere hızlı bir şekilde parçalanabilirler .. 

Oluşan R"ler, PUF A içeren diğer moleküllerle reaksiyona girebilirler· (32,35} 

LPO'nun R' Zincir reaksiyonu, iki R • in, biribirlerinin zincir reaksiyonlarını sonlandııana 

kadar devam eder.. Radikaller, kimyasal olarak farklı antioksidanlardan birisiyle kolayca 

yakalanabilir veya önlenebilirler (2,5,21 }. 

3. Sonianma Aşaması: 

R • reaksiyonlannda son aşama terminasyon aşaması olarak bilinir. Aşağıda gösterilen 

'c','d' ve 'e' reaksiyonlarında iki çiftleşmemiş elektıun, çiftleşmiş elektronlan oluşturmak 

üzere bir araya gelirler. 

ROO' +RıOO' -----> ROORı +O, 

ROO' + Rı. ROORı 

(c) 

(d) 

R' + Rı. > RRı (e) 

Eritrosif~deki yüksek oks~jen basıncına bağlı olaıak: en önemE sonlanma aşaması 'c' deki 

reaksiyondur.. (2}. 

Zincir· reaksiyonlaıının son ürünleri, bidroperoksidler ve siklik peroksidlerdiL Ortaya çıkan 

ROOH'ler; GSH-Px tarafindan detoksifiye edilebilir (21 ).. 

E. MALONİLDİALDEHİD (MDA): 

:MDA okside edilmiş pelinnsature yağ asidierinin yıkım ürünüdür (2,26). Bu üç karbonlu 

dialdebidin, değişik mekanizmalarla ROOH'lerden oluştuğu önerilmektedir (2}. 

:MDA, amino grupları içeren membran komponentleriyle çapraz bağlanma yapabilir. Bu 

faktör membran proteinlerindeki konformasyonel değişikliklerle sonuçlanarak membran 

proteinleri etrafindaki mikroviskoziteyi artırabilir (31} Bununla birlikte l'v1DA, membran 

rijiditesirıi artırıp, eritrosit dayanıklılığını azaltabilir.. Mikromolar konsantrasyonlarda bile 

IviDA, hücre dayanıklılığını önemli ölçüdeazaltabilir (2). 
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obkawa ve arkadaşlan MDA ölçilmünde ROOH'lerinin TBA ile reaktifiigini etkileyen en 

önemli faktörün pH olduğunu ve optimum pH'nın da 3,5 olması gerektiğini tesbit etmişlerdir 

(1979) (15) .. 

TBA reaksiyonu ile ölçülen MDA seviyeleri, canlı dokulardaki oksidatiflıasarın en yaygın 

kullanılan göstergesidir.. Bunun yanında MDA ölçilmü, biyolojik sistemlerdeki R' üretimini 

belirlemede veya lipidce zengin gıdaların tazeliğini belirlemede kııiianılabilir (15, 26) .. 

Bununla birlikte daha önceki makalelerde enzimatile peroksidasyonla elde edilmiş linoleik 

asid hidroperoksidirı de TBA ile, MDA da olduğu gibi aynı kırmızı pigmenti verdiği tesbit 

edilmiştir (15).. Bundan dolayı reaksiyonun ürtlnü olan maddeye MDA yerine tiobarbitorik 

asid reaktif substans (TBARS) denilmesi uygun bulunmuştur. TBARS, 532 nın'de maksimum 

absorballs veren renkli biı maddedir.. Hassasiyeti ve basitliği yüzünden TBA testi, son .30 

yıldır LPO'nu göstermek için sıkça tercih edihniş bir metoddur (2, 15}. 

MDA in vitro olarak belirlenemeyen yıkım ürünlerini oluşturmak üzere Hı02'le reaksiyon 

yapabilir. Mottley ve arkadaşlarının gösterdiği gibi MDA ayrıca peroksidazlar için iyi biı· 

substratllr .. Tourel ve arkadaşlan tarafuıdan yapılan araştırmada katalaz varlıgında MDA'nın 

% 18'i ve SOD varlığında ise % 15'irıirı kaybolduğu ifade edilmiştir. Bu durumda canlı 

sistemlerde reaktif oks~jen türlerinin varlığında MDA üretim ölçümlerinin tahmin edilenin 

altında olduğu iddia edilmektedir (26}. 

Peroksidasyon sonucu üretilen NlDA, membran komponentlerinin polimerizasyonuna ve 

çapraz bağlannıalara sebep olarak defornıabilite, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hücre 

ytızeyindeki determinantlann agregasyonu gibi ıç membranın bazı özelliklerini 

değiştirebilmektediı. Bütürı bu etkilerden dqlayı yağ asidierinin peroksidasyonu sonucu 

meydanagelerı MDA, mutajenik, genetoksik ve karsinojenik bir bileşiktir (25).. 

F. AL"iTİOKSİDA.ı~LAR: 

Oksidanların oluşumunu engellemenin yanında dokulan ve makromolekülleri oksidatif 

hasardan korumak için tüm aerobilc yaşayan organizmalar enzimatile ve nonenzimatile 

antieksidan savunmaların kompleks mekanizmalarını içerir (23). ~ 

Oıganizmaların biyolojik bütürılüğünü serbest radikallerin lıarabiyetiııden konınmak içirı 

endojen korunma sistemleri mevcuttur (25) .. Antioksidan; ortamda düşük konsarıtrasyonlarda 

bulunduğu ve okside edilebilen bir substratla karşılaştığında substratın okside olmasını 

belirgin bir şekilde geciktiren veya inhibe eden madde anlamına gelir (5}. 

Reaktif oksijen türleri normal aerobilc metabolizma esnasında sürekli olarak üretilir ve 
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de~işik biyolojik antioksidanlar tarafından enıniyetli bir şekilde ortadan kaldınlırlar .. 

Antieksidan korumasıhiçbir zaman% 100 etkili değildir Bundan dolayı tamir mekanizmalan 

hayat için çok önemlidirler Prooksidaıılar arttığı ya da aııtioksidaıılar azaldığı vıman, aşın 

molek-üler hasara ve doku yaralanmasına yol açan oksidatif stres s durumu has ıl olm ( 5) 

Antioksidaıılar oksidatif peroksidasyonun t3rklı aşamalarında işlev görürler 

Antioksidaıılaı; 

a- Oksijeııi alarak veya lokal oks~jen korısantrasyonlannı azaltarak, 

b- Katalitik metal iyonlarını ortadan kalduaıak, 

c- Süpemksid ve Hz02 gibi önemli reaktif oks~jen türlerini ortadan kalduarak, 

d- Hidroksi~ alkoksil ve pemksil türleri gibi başlatıcı serbest radikalleri yakalayarak, 

e- Başlamış bir zincir reaksiyonunu kırarak, 

f- Singlet oksijeni söndürerek veya yakalayarak etki edebilirler· .. 

a,b,d ve fde belirtilen antioksidaıılar önleyici antioksidanlar olarak adlandırılır. (c) 

mekanizmasıyla etki edenlerde önleyicidirler ancak, orılar enzinı olmaları nedeniyle (katalaz , 

SOD ve GSH··Px gibi) reakszyon tarafından tüketilmezler .. Zincir kıncı antioksidaıılaı, 10 2 

söndürilcüleri ve metal şelatörleri, engelleyici fonksiyonlarını yapaılarken tüketilirler.. Çoğu 

antioksidanlaı· birden fazla etki nıekanizmalarına sahiptirler. Mesela; propyl gallate, kısmi 

olarak suda çözünen fenolik bir bileşiktir ve zincir kıncı molekül, hidroksil radikalleri 

yakalayıcısı ve denıir bağlama gibi özelliklere sahiptir (5} 

ı.. Hücresel Antioksidanlar: 

Serbest radikallere sıklıkla maruz kalmalarından dolayı eritrositler, bu toksik türlere karşı 

korunma ınekanizmalanyla dorısnmışlardu (2).. Hücreler, oksidatif hasara karşı müthiş bir 

savunmaya sahiptirler. Hücre içinde, antioksidan koruması farklı şekillerde gerçekleşebilir: 

a· Radikal oluşumunun engellenmesi, 

b- Oluşmuş radikallerin önlenmesi, 

c- Radikaller tarafından oluşturulan oksidatif hasarın tarniri, 

d- Hasarlı moleküllerin eliminasyonunun artırılması .. 

Oksijen hücrelerin içinde metabolize edilir .. Burada antioksidanlar indirgenmiş oksijen ara 

ürünleriyle enzinıatik olarak hızlı ve spesifik bir şekilde etkileşirler (Tablo 1) (5,25). 

Normal oksijen metabolizması esnasında bu enzinıler, hücre içinde oksijenin toksik 

redilksiyon ara metabolitlerini ortadan kaldınrlar Hücreler içindeki radikal oluşumunun 

önlenmesi oksijen taksisitesini kısıtlaınaktadu .. Matiii eritrositte lipid tamir olayları mevcutken 

okside proteinlerin tamir veya yer değiştirilmesi kabiliyeri sınırlıdır (2,5).. 
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SOD, katalaz ve GSH-Px enzimleri toksik oksijen molekGllerine karşı primer enzimatik 

savıınnıa sistemlerini oluştururlar (9, 16) 

Tablo 1: Hücte içi antieksidan maddeler· ve onların fonksiyonlan (2,5,23) 
~, . =~ ·===., 

Antiaksidan Madde Fonksi;ronlar ----4 
SOD Katalitik olarak o; 'i ortadan kaldım. 

------- ---- --------------------
Katalaz Yüksek konsarıtrasyonla:ıdak:i Hı02'i ortamdan uzaklaştınr .. 

L------ - 1 

1 Düşük kararlı konsarıtrasrolllardaki H~o;'i ortadarı kaldıill~ 1 

GSH-Px bunun yarıında organik bidroperoksidleri de ortadarı , 
kaldırab ilir. - _J -----
02'in H20'ya indirgenmesi esnasında aktif oksijenlerin 

Sitokrom oksidaz salınmamas ını sağla:ı .. Cu++ tarafındarı oluşturulan o;,' 
Hı02 ve 'OHnin önlenmesine neden olur .. 

' f--
G6PD NADPH teminiyle GSSG'nin GSH'a dönüş1lmünü sağla:ı. 

Proteolitik Enzim Okside edilmiş proteinleri ortadarı kaldıru .. 
1 

ı 

2. Membran Antioksidanlan : 
Membranların bidrofobik lipid iç kısımlarında, lipofilik radikaller oluşur Bunlar hücre içi 

ortaında görülenlerden farklıdular.. Lipofilik radikallerin ortadan kaldırılması için farklı tip 

arıtioksidarılar gerekir (Tablo 2) (5,25).. 

Tablo 2: Membran Antioksidanla:ıı ve fonksiyonları (2,5,23,27) 

Antiaksidan Madde I Fonksiyonlan 

---·----· ------- -------------- . 
i 

Vitamin E ı Lipid-solübl,_ zincir kıncı bir arıtioksidarıdır, hücrelerdeki 
1 ________ membran lipıd tabakala:ıının stabilizasyonunu da sağlar. __ 

1 
j3-Caroten 1 Lipid-solübl, radikal yakalayıcıdır ve 10 2 · 

r--- Koenzirn-Q -------i :ı~~:~ı:ı=:!:t::~ rolüne ilav~ten bir-· ___ ı 
l arıtioksidarı olarak da hareket eder. i 

Membran yapı organizas·· Fosfolipid : Kolesterol oranı, fosfolipidterin ve yağ asidle-

ı---- yonu rinirı tipleri membran yapısal bütünlüğü içirı önemlidir. __ 

~ Eritrosit membranı l-I:ı02'i hücre içirıe geçirmenin yarıında Oi 'i de anyon kanalı 

içirıden_~irir. 

3. EkstraselliDer Antioksidanlar : 

Vücut ekstrasellüler sıvılan, irıtrasellüler antioksidanlar olarak tarif edilen enzinıleri 

içerrnezler Bununla birlikte GSH-Px ve SOD'ler ayrı glikozile ekstrasellüler proteinler olarak 

tanımlanmıştır .. Bu erızinıler ekstrasellüler sıvılarda, d;, ve Hp2 gibi reaktif oksijen türlerinin 

sınırlı yaşarn sürelerinin sağlarunasında rol oyııarlar (Tablo 3). 

Plıızmıı., birçok redob akiiviteli düşilk moleküllü kütleler içerir ki, bunlann çoğu primer 
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a o s e er sı an ar ve T bl 3 Ek tras llül aııtiok ·..ı l SI 1 ' ' .) . fonk · yonlar (2 5 n 
Antiaksidan Fonksiyonu 

1 Madde - ---
Transferrin Proteinin her molü iki tane ferric iı:on bağlar --
Laktoferrin Proteinin her molü dt!şük pH da iki adet ferric iyon bafda,r. -
Haptoglobulin Hemoglobini bağlar------------·---------- -----
Hernopeksin Hem'i bağlar. -
Albıımin ·-- Baları ve hem'i bağlar, HOCl'yi lakalar. --
Seruloplazınin F errooksidaz aktivitesiyle o; yakalayıcısıdır, nonspesifik bakır 

iyonlanııı bağlar, bakırlarm reoksidasyonu için Hz02'i kullamr. 
Hüc.dışı SOD o; 'i katalitik olarak ortarııdari ıızaklaştırır. 
Ekstrasellüler Katalitik olarak Hz02'i ve hidroperoksidleri ortadarı kaldınr. Plazınada 
GSH-Px az miktarda GSH mevcuttur. -------
BR Peroksil radikallerini yakalar ( <0,09mmo!JL ). - --
Mukus 'OH radikallerini wıbl<>r, 

·------··- --
Ürik Asid 1 Radikal yakalayıcı ve metal bağlayıcısıdır (0,08mmol!L). 
Glukoz 'OH radikal vakalayıcısıdır ( 4-6 mmo!JL) 

--

Askorbik Asid 'OH radikal yakalayıcısı (65 mmo!JL) 

antieksidan olarak bilinir ( 5). 

G. SÜPEROKSİT DİSJ\UTTAZ (SOD): 

Süperoksid dismutaz (SOD,EC:l,l5,1,1 süperoksid, süperoksid oksido redüktaz) aerobik 

hücrelerde yaygın bir şekilde bulunan ve süperoksit radikallerinin dismutasyonunu sağlayarak 

hücreyi bu radikallerin zararlarmdarı koruyan bir enzimdir (24,25).. 

Biyolojik sisterulerde; süperoksid radikallerinin oluşmasına neden olan sisterulerden biri 

de, ksantinin, ksantin oksidaz tarafından aerobik oksidasyonudur .. Bu radikaller ferrisitokrom­

C ve nitroblue tetrazolium gibi bileşikleri redüklenıektedirler (25).. 

Ksantin Oksidaz 
·----------> Ürik Asid + Ci; + 2u+ 

SOD aşağıdaki reaksiyonu katalizleyip, O; nin dismutasyonunu sağlayarak Hz02 ve 

moleküler oksijen oluşturmaktadır Bu enzim McCord ve Fridovich tarafından (1968) 

aşağıdaki reaksiyonu oldukça hızlandıınıası nederıiyle keşfedilmiştir ( 6, 7 ,25).. 

SOD 

Bu reaksiyon belli bir hızda nonenzimetik olarak oluşabilir, ancak enzimatik katalizle, 

reaksiyonun hızı oldukça fazladır. Üretilmiş oksijen triplet normal seviye dıırumundadır. 

Reaksiyon sonunda enzim, aktif oksijen radikallerinin önemli bir üyesi olan Ci; i yakalamış ve 
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oksijen toksisitesine karşı in vivo olarak koruyucu bir rol oynamış olur (5,6,25) 

Enzimin birkaç değişik formunun bitki, mikroorganizma ve memeli hücrelerinde mevcut 

olduğu bilinmektedir.. Yapı bakunından ve aktif merkezlerindeki geçiş metal iyonlan 

yönünden farklılık gösterirler ancak ayuı reaksiyonu kataliz ederler CT). Hücre içinde SOD'nin 

iki esas formu vardır ( 6,24).. 

A) Cu ve Zn İçeren SOD: Ökaryotik hücrelerin sitoplazmasında primer· olarak 

bulunmasının yanında ınitokondride de bulunur (6,24,25) 32000 D (Daltcn) ırıolekül 

ağırlığında bir enzimdir .. Enzim, disülfit köprüsü ile bağlanmış, birbirinin ayuı olan iki alt 

üniteden oluşmuştur ve her alt ünite birer atoın Cu2+ ve Zn2+ içermektedir.. Bu elementler 

enzim aktivitesi için mutlaka gereklidir, fakat Zn2+ yerine Co2+, Hg2+ veya Cd2+ geçebilir· ve 

herhangi bir aktivite kaybı olmaz.. q, 'in disınutasyonu Cu2+ ile sağlanır (25). Eritrositler 

sadece CuZnSOD içerirler ( 6).. CuZnSOD, insan nötrofillerinde (sitcplazınik SOD adıyla), 

total SOD'nin% 85'i oranında bulunur ve düşük ınolekül ağırlıklıdır (Rest ve ark 1977) (25). 

Cu·-Zn SOD, KCN'e hassas bir enziındir, siyarıid tarafindan tersinir olarak inhibe edilir .. 

Siyaııidin C atomu, enzimin Cu2'"'na bağlanarak enzimi inhibe eder .. Hp2, enzimin Cu2+'ın 

redükleyebilir, fakat 10 nımol'ün tizerinde Hp2 konsantrasyonunda enzim irreversible olarak 

iıılııbe olur (25}. 

B) l'v1ıı. !çeren SOD: Prostetik metal olarak l'v1ıı. içerir, bakterilerde ve/veya ağırlıklı olarak 

hücre ınitokondri nıatriksinde bulurıan bir enzimdir (Weisiger & Fridovich 1973) Bakteriyel 

enzim, eşit büyüklükte iki alt üniteden oluşur ve her alt ünite bir :Nin2+ atoırıu ihtiva 

etmektedir. Molekül ağırlığı 40000 D civanndadır. Mitokondriyal enzim ise dört alt ünite 

içeren ve ınolekül ağırlığı 80000 D olan bir tetrarııer& (6,24,25). 

l'vfu-SOD, KCN'e dayanıklı bir erızimdir ve siyarıür tarafından inhibe edilmez, kloroforın ve 

etanoll'vfu-SOD'ı inhibe ederler .. Nötrofillerde, (ınitokondriyal SOD adıyla) total SOD'nin % 

15 irıi oluşturnıalctadır (25) .. 

SOD aktivitelerinin klirıilcte değişik hastalıklarla ilgisinin olduğu görilıınıektedir. 

CuZnSOD'nin spesifik aktivitesi Down sendromlu hastaların eritrositlerinde, üremide ve 

böbrek yetrnezlikli hastaların serumlarında artrınştır. Diğer yarıdan CuZnSOD aktivitesi 

F aııkoni anenıili, orak hücre aneroili, Duchen muskaler distroflli veya idiopatik pulmoner 

hemosiderozisli hastaların eritrositlerinde düşük bulunmuştur.. Alkol ün karaciğeri hasara 

uğrattığı hastaların plazınasında :NinSOD artrııışken, CuZnSOD azalmıştır.. Ankilozan 

spandiliili ve romatoid artritli hastalarda PMN lökositlerin l\1n.SOD ve total SOD aktiviteleri 

azJJlnıış ancak CuZnSOD seviyeleri ankilosan spondilitte belirgin bir şekilde arimıştır (24) 
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Katalaz ve hidroksil yakalayıcılaruıın yanırıda, SOD'nin de in vitro olarak allaksana karşı 

panJcrea.s !3-hücrelerini koruduğu tesbit edilmiştir (Grankvist ve ark 1979} SOD parenteral 

olarak farelere verildiğinde; alloksa.mn diabetojenik aktivitesine karşı in vivo bir engelleme 

oluşturduğu gösterilmiştir (6). 

Bu enzimin özellikleri yoğun bir şekilde çalışılmıştır. Bununla birlikte hala SOD'nin hücre 

LPO'nu engelleme hususunda önemli bii katkı sağlayıp sağlamadığı hakkında belirgin 

şüpheler vardır. Bu enzimin, membra.nlarnıda. PUF A bulunmayan bak.ierilerle yapılan birçok 

çalışmada LPO'nun oluşmadığı gösterilmiştir. Böylece eğer süperoksid bu durumda toksik ise 

başka nedenlerin varlığı söz konusudur (7) .. 

Zinırnernıan ve ark yaptıkları çalışmada aktive edilmiş PMN lökositlerle, dilinoleoil 

fosfotidil kolin (DLPC) lipozomla.rmda peroksidasyon oluşturmuşlar. SOD bu peroksidasyonu 

değişik oranlarda inhibe etmesine rağmen tamamen ortadan kaldırmamıştır (3 5).. 

H. KATALAZ: 

Katalaz (Hidrojen Peroksit: hidrojen peroksit oksido redüktaz EC: 1. 1 L L6): toksik oksijen 

metabolitlerine karşı primer enzima.tik savunma. sistemini oluşturan enzimlerden birisidii· (9).. 

Solunum yapan tüm organizmalarda bulunur ve hem ilıtiva eder Enzim, yüksek 

konsantrasyonlardaki H20 2'in, su ve moleküler oks~jene, dönüşümünü katalizleyerek, 

ortamdan uzaklaştırır (1,7,25) 

Katalaz 

~02 + Hp2 ----> 2Hp + 0 2 

Hp2, ürat oksida.z, glukoz oks;da.z ve D-anıinoasid oksida.z gibi pek çok enzinıle, oks;,jene 

iki elektron transfer ederek oluşturabilll (5,25).. Fagositoz sırasında monositler ve nötrofiller, 

fagozomların içine ve ekstrasellüler· ortama fazla miliarda Hp2 salgılarlar .. ~02 LPO'na 

neden olarak hücre membranının hasarında önemli rol almaktadır·. Ka.talaz, fagositlerdeki 

peroksidasyona karşı koruyucu potansiyele sahip bir enzimdii. Endojen katalaz, Hp2'i 

parçalanıale suretiyle ekstrasellüler üretilen Hp2 tarafindan oluşturulacak hasara karşı, insan 

kan fagositlerini korumaktadır (25). ~, 
Katalaz, Oi ile inhibe olına.ktadır (25). Eritrositlerde katalaz miktan oldukça yüksektir 

Enzim, eritrositleri oksidatif hasara karşı korumakta ve hemoglobin ve diğer proteirılerin 

peroksidatif denatürasyonunu azaltmaktadır· .. Eritrositler, H20 2'i su ve 0 2'e çeviren yüksek 

GSH-Px aktivitesine de sahiptir.. Gerçekterı katalaz veya GSH-Px'in herbiri, diğerinin 

eksikliğini kompanse ettiğinden dolayı eritrositler için ciddi bir netice teşkil etmezler (1,25). 
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Enzim, rnol başıııa 4 atom gram demir ihtiva eden bir tetramerdir .. Protohem grubu aktif 

bölgenin majör komponentidir Fe3+ ihtiva eden her subünit, pmtoporfirin IX 

bulundUf"~,tadıı (2 5} Bundan baş b insan eritrosit katalazının, salınabilen ve tekıar 

bağlanan 4 NADPH mold:ülü içerdiği tesbit edilmiştir (4,Tı. Katalaza bağlı NADPH, 

katalazın inakıive forınlarllllll birikimini önler. Katalaz, peroksidasyon fonksiyonunda 

rnetanol-etanoi ve bir hidrojen donörn olaı-ı SH bileşiklerini bağlayabilir ( 4) 

Serum karalaz &lctivitesi, hemolitik hasralıklarda ve akut panheatitte fazlaca arinıakı:adrr 

( 4). T akahara hastalığı veya oral ganzren olarak da bilinen ak:atalazia, dokularda ve 

eritrositlerde katalaz konsantrasyonunda belirgin bir eksiklikle kar·akterize bir durumdur 

Ho O, 'i yıkan bir enzim oları btalazın eksikliği, 1~02' in birikmesine yol açar. Bu durum çoğu 

kez a,;empiomatikür ve sadece oral scpsisli bazı hastalarda klinik öneme sahiptir Çünkü bu 

hastaların ağız boşluklarında bakteriler tarafından oluşturulmuş peroksidler birikir ve 

gangreııe yol açar Hadise, dişin kaybedilmesinden soma kaybolur ve kendi kendini sımrlayıcı 

bir durum arzeder ( 1 'tı 

I. REDÜKTE GLUTATYON (GSR): 

GSH carılı sistemlerde çok önemli ve yaygın bir şekilde oluşan nonprotein bir tiyoldür ve 

SH grubu içerir (7 ,S, 20) Protein tiyollerinin indirgemııiş durumunun sağlarıınasnn 

desteklemek şeklindeki doğrudan antiaksidan etkisinden başka membranlar boyunca 

arninoasid traruportıında muhtemel rolü vardır ve çeşitli detoksifikasyon olayıarına iştirak 

eder. Burılar elektrofilik bileşiklerin konjuga&yonunu ve Hp~ ile ROOH'lerin indirgenmesini 

sağladar (20) 

Glutatyon, eritrosit korumasında merkezi bir rol oyııar GSH hemoglobin ve diğer kritik 

eritrosii proteinlerinin peroksidatif hasarına engel olur. Glııtatyon eritrosiide sürekli olarak 

sentez edilmektedir. Bu, iki enzinıi gerek-ıiı:ir; Bunlardan biri y-glutaı:ııil-sistein sentetaz, 

glutamik asid ve sisteinden bir dipeptid oluşturur .. Glutatyon sentetaz (GSH-S) ise bir tı:ipept.id 

olan y-glutamil-sisteinil·glisin'i veya diğer adıyla glutatyonu oluştnrur (1,30) 

o o 
ll ll 

HOOC-CH-CH,..CH-C- NHCH-C·NH-CH,-COOH 
ı - ı -
Nll2 CH2 

ı 
SH 

GSH (L-y-glııtamil-L-sisteiı:ıil glisin) (7) 

Bu tripeptidin hemen hemen tamamı hücre içinde yerleşmiştir 've serıınıcia ilın:ıal edilebilir 
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dozeydedir_ Normal şartlar altında hücrelerdeki glutatyonun çoğu serbest GSH olarak bulunm. 

Karaciğer lobüllerinin değişik bölgelerinde fazlaca değişınesine ve çoğu hücre tiplerinde 1-5 

mM civarında bulunmasına rağmen, rat karaciğerinde sitozolik GSH konsantrasyonu 5 nıM 

civarında bulunmuştur. Sitozoldeki GSSG mik-tarı çok azdır ve genellikle GSH miktannın % 

1-3 ü kadardır (7,8). 

Glutatyon, ayTıca hücre içi protein SH gruplarına disülfid köprüleriyle bağlıdır.. Rat 

karaciğerinde total hücre içi glutatyonun % 30'unun karışık disülfid formunda bulunduğu 

rapor edilmiştir. Karaciğer özellikle GSH miktarındaki diürnal ve diyete bağlı dalgalanmalara 

hassastır (7) .. 

Mitokondri, sitozolik GSH'dan tamarnıyle bağımsız olan kendi GSH havuzunu içerir. Rat 

karaciğeri sitozolik GSH'ındaki değişiklikler, çok yavaş dengeye gelen intraınitokondriyal 

havuza yarısımaz. (7) 

GSH'ın hücre içinde oksidatif strese karşı ınüdafada önemli bir rolü vardır (7,8). GSH-Px 

aktivitesi için substrat olan t-bütil hidroperoksid (t-BHP) gibi orgarıik hidroperoksidler; 

intrasellüler· GSHın okside hale gelmesiyle zararsız hale getirilirler (7). GSH-·Px aynca 

serbest, perokside olmuş yağ asidierinin ve HP2'in yıkınıında görevlidir ve bu itibarla 

glutatyon, fosfolipidlerde lokalize olmuş ROOH'lerinin yıkınuru da sağlayabilir (8,2 I).. 
' 

Orgarıik hidroperoksidlerirı uygularıdığı rat hepatositleri, intrasellüler NADPH temini 

tükenene kadar hidroperoksidleri, metabolize eder.. Okside glutatyon (GSSG) NADPH 

tarafından glutatyon redüktaz enzimine bağlı olarak GSH'a irıdirgerıir. Perıtoz fosfat şarıtmda 

oluşmuş NADPH, sadece hücre içirı önenıli oları GSHın total miktarı içirı değil hücrerıirı 

oluşarı GSSG'y\ irıdirgeme kapasitesi içirı de önemlidir (8).. 

Sitozolik GSH seviyelerini azaltan ve sonuçta LPO'na neden olan çok sayıda bileşik 

(azoester, diaınid vb.) vardır (7). 

Eritrositlerde, glutatyon yolunu heksoz mono fosfat (HMP) yoluna bağlayarı glutatyon 

redüktazda veya NADPH sağlayarı Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz'da (G6PD) genetik bir· 

yetmezlik olması düşük GSH seviyelerirıe neden olur .. GSH eksikliği ise membran frajilitesirıe 

ve ilaca bağımlı hernolize yol açar, bu da klirıiğe konjerıital hemolitik arıemi olarak 

yarısırnaktadır ( 1,7,20) GSSG'nun pekçok irıtrasellüler olay üzerine irıhibitör veya geciktirici 

etkisi vardır .. Normal şartlar altında GSSG'nirı konsarıtrasyonu düşük seviyede seyreder ve 

hücre dışına trarısport me.lcani=nlan, karaciğer ve eritrositte mevcuttur (7) .. 
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J. ANTİOKSİDAN OLARAK BİLİRÜBİN : 

Hem yıkımının son ürünü olan bilirübin (BR) yüksek konsantrasyonlarda biriktiği zaman 

insanlarda toksik olmakla birlik-te atılması gereken bir atık ürün olarak bilinir (12,13,23) .. 

Yetiş..lQnlerde protoheınin yıkılıını günde ,_ 300 mg BR oluşumuyla sonuçlanıı.. Konjuge 

edilmemiş BR'in çoğu (5-17 ınlYI seviyelerinde), dolaşımcia transport edilmesi için albümine 

sıkı bir şekilde bağlanıı (13,22) ve hepatositler yaıdımıyla dolaşımdaıı alımr .. Kaıaciğerde BR, 

propiyonil gruplarmdan biri veya ikisinin glukuıonik asid, glukoz veya ksilozla 

konjugasyonuyla, suda çözünili hale getirilir. Fizyolojik şartiar altmda insanlaı·da safra 

BR'inin konsantrasyonları 0,35 ile 4 mM aıasmda değişir .. Pratik olarak hepsi konjuge 

formdadır Konjuge BR sonra fuobilinojen ve ürobiline transfoıme edilmek üzere barsağa 

ulaşır. Bu da son olarak gaita ile atılır.. Safrada ve baısaktaki konjuge BR, normal insan 

vücudunda en büyük pigment haVlk"UllU oluşturur (22) 

BR'in, prekürsörü olan biliverdinden oluşumu değişik izoformlaıda bulunaıı ancak başka 

bir fonksiyonu bilinmeyen biliverdin ıedüktaz vasıtasıyla katalizlenir. Kuşlaıda ve 

sürüngenlerde biliverdin redüktazın bulunmarnası toksik olmayan biJiverdinin direkt olarak 

atılmasına sebep olur. Bu bahsedilen ve enerji gerektiren ilavenin neden mevcut olduğu sorusu 

akla gelmektedir (13). 

Bu sonıya cevap bulmak için yapılan araştırmalarda; BR'in fizyolojik önemi olan bir 

antioksidaıı olduğu sonucuna vanlmıştır (12,13,22).. BR'in mikromolar konsantrasyonlarda 

(<0,09ınmoiJL) (5) in vitro olarak homojen solüayonlarda, homojen organik çöZÜcülerde yada 

multilaıneller lipozornlaıda kimyasal olarak oluşturulmuş peroksil radikallerini etkili bir 

şekilde yakaladığı gösterilmiştir (12,23).. 

Albfunine bağlı BR, albfunine ba@ı yağ asidierini in vitro peroksil radikal kaynaklı 

oksidaayonlardaıı etkin bir şekilde koruduğu belirtilmiştir (13 ,22).. Bernhard ve arkadaşları 

BR 'in in vitro olarak linoleik asid gibi doymarnış yağ asidierinin hava veya lJV ışıkla oluşmuş 

otooksidasyonunu engellediğini ve hatta bu etkinin a-tokoferolden (vitamin-E) daha etkili 

olduğunu gözlemişlerdir (12). 

•, 

Stockeı: ve arkadaşları (1987) tarafindan, BR'in insan serum albüminine bağlandığı b 

"' durunıda ve fizyolojik konsantrasyonlarda (20 mmol) bile, linoleik asidi in vitro olarak 

peroksil radikaliyle oluşrurulmuş oksidasyondaıı koruduğu gösterilmiştir. BR' in bu 

antioksidaıı korumayı, peroksil radikallerini etkili bir şekilde yakalayarak ve doymamış yağ 

asidierinin yılamma yol açan radikal zincir reaksiyonunu engelleyerek yaptığı ileri sürülmüştür 

(23). Daha somaki çalışmalaıda ise BR'in, doymamış yağ asidlerirıin (linoleik asid) 
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oksidasyonunu inhibe etti~ini ve işlem sırasında kendisini yılctığı, Onishi ve arkadaşları 

tarafindan gösterilmiştir (12) 

Benzer şekilde konjuge BR de etleili bir pemksil yakalayıcısıdır (13).. Stocker ve arkadaşları 

(1987) BR ditaurin'in (BR-DT) (ticari olarak mevcut bir konjuge BR bileşiği) ROO''lerini 

etkin bir şekilde yakaladığını ve bundan dolayı da LPO'nu engelledi~ini ve BR'in antiaksidan 

aktivitesinin de, onun hidrojen verme yeteneğinden ileri geldiğini göstermişlerdir· (22).. 

Bundan başka BR, lipozomlarda kısmi oksijen basıncı altında (% 2'lik) oksidasyonu ve 

sexbest mdikal zincir reaksiyonlarını, plazınada LPO'na karşı esas savunmayı yaparı önemli 

ve etkili bir antiaksidan olarak bilinen, cı-tokoferolden dalıa çok baskıladığı gösterilmiştir 

(12,13,23). BR, membrana ba@ı o:-tokoferolle LPO'yu önlemede sineıjetik etki oluşturabilir 

(13).. Konjuge olmamış BR'in, biyolojik membranlar içine ve aralarına kolayca diffüze 

olabildiği bildirilmişti:r ve kandaki BR'in fizyolojik konsarıtmsyonlarda karnciğer plazma 

membranlarındaki pigmentin konsarıtmsyonunun yaklaşık % 0,25 mol (mol/100 ınol 

tosfolipid) olduğu tabınin edilmektedir .. İnsan yenidoğanında dolaşımdaki BR konsantrasyonu 

yüksek olduğundan dolayı muhtemelen membran konsantrasyonu da1ıa fazla olmaktadır 

Bundan dolayı, in vitro delillerden yola çıkarak, en azından BR'in in vivo oksidatif membmn 

hasarını önlemede bir rol oyııayabileceğini önermek makul göıilnrııektedir. Özellikle erken 

yenidoğan döneminde, postpartum oksidatif stresirı oluştuğu ve antioksidan enzim 

sistemlerinin ve endojen vitamin-E seviyelerinin baskılandığı bir dönemde BR'irı arıtioksidan 

etkisinin da1ıa belirgin olacağı ifade edilmiştir ( 12).. 

Bir· antioksidan olarak forıksiyon görürkerı BR kısmen biliverdine dönüştürülür, ki o da bir 

mtioksidandır (12) 

Konjuge edilmemiş BR, H;ı02 veya orgarıik hidroperoksidlerin varlığında peroksidazlar 

için bir indirgeyici substmt olarak davranırlar (22).. 

Safra pigmentleri; (BR ve biliverdin) vitamin-A ve lirıoleik asidin, intestinal kanaldaki 

oksidatif yıkımını engelledikleri ve barsakta bir antioksidan olarak görev aldıklan 

gösterilmiştir (12,23).. Neuzil ve arkadaşlan (1993) (13), BSA'nın ve diğer proteinlerirı •oH 

kayıtaklı oksidasyonunun bir zincir reaksiyonu yoluyla ilerlediğini ve arnino asid birimlerinin 

kaybına neden olduğunu ve bu zincir reaksiyonunun önemli bir şekilde BR veya Trolox (E 

vitamini prepamt adı) tarafından inhibe edildiğini göstermişlerdir·.. Neuzil'irı bir başka 

çalışmasmda ise (1993) BR, BSA ya bağlandığı zaman •oH, Ho•2 ve (j, arıyon radikalleri 

tarafindan okside edildiği ve çoğu tesbit edilemeyen ürürıler oluşturulduğu gözlenmiştir .. BSA­

bağmılı BR'in başlangıç oksidasyon hızları sımsıyla •oH > Ho• 2 > (j, şeklirıde azaldığı ifade 
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edi)miştir.. BR'in taşıyıcı proteinini, •oH ıadikalleıiyle oluştumlacak oksidatif hasardan 

koıud$ da gösterilmiştir ( 13). 

Konjuge edilmemiş BR sadece lipidde ÇÖZÜ!len güçlü bir zincir kıııcı antieksidan değil, 

bunun yanında radikal olmayan biı başka oks~jen formu olan 102'i de deaktive ve detoksifiye 

etnıek.'tedir (12,22).. Bu iki yolla yapılır; a)·BR, 10 2'le reaksiyona girerek, b)-BR bir yakalayıcı 

olarak davranıp, ıo2'in enerjisini absorbe ederek Yakalaına (quencb.ing) işlemi sonucunda 

ıo2 normal, uyaplmamış bazal formuna geri dönüştürülür.. BR'in, 102 'in en etkili 

deaktivatörlerinden ve yakalayıcılanndan biı:i olduğu iddia edilmektedir (12). 

BR' in antieksidan etkisi, oks~jenin deneysel konsantrasyonu% 20'den (normal havadaki 

gibi) % 2'ye (fizyolojik olarak uygun konsantrasyon) düştukçe artar .. 

Veriler BR 'in bir fizyolojik zinciı: kıııcı antieksidan olarak faydalı biı: rolünün olduğu 

fikrini desteklemektedir .. Gerçekten BR konjuge edilmiş çift bağların uzamış bir sistemininin 

yanında reaktifbir lıid.rojen atomu içeı:ir ve böylece antieksidan özellik gösterir (23) .. 

BR mikromolar konsantrasyonlarda ROO.'lerini muhtemelen bir karbon merkezli radikal 

(BR•) oluşturmak maksadıyla, telıapiı:olmolekülünün 10 numaralı 'C' köprüsüne bağlı bir 

hidrojen atonıunu vererek yakalayabilir (23) 

Roo• + BR --> ROOH + BR• 

BR • daha sonra ya radikal olınayan bir ürüne dönüşrnek ilzere diğer bir peroksil radikaliyle 

birleşir ya da oksijenle reaksiyon yapar (23) 

BR• + Roo• --->BR-OOR 

Sonunda BR muhtemelen tanı olarak renksiz düşük molekül ağırlıklı suda ÇöZÜ!len 

propentdyopent'ler ve imid'ler gibi bileşiklere yıkılabilir (12).. 

Bu çalışmalar BR' in in vivo olarak bir biyokimyasal fonksiyonunun olduğunu ve endojen 

organik serbest radikallerle oluşmuş hücresel hasarı engellerneyi sağlayan düşük molekül 

ağırlıklı antioksidanlar grubunda yer alnıası gerektiği önerilmiştir.. BR'in engelleyici biı: 

fonksiyonunun yakın bir· keşif olması ve BR'in oluşumundan sorumlu enzimlerden biri olan 

hem oksijenazın bir ısı-şok proteini olınası ve bu proteinin de organizmalan oksida>yondan ve 

biyokimyasal stresiı:ı diğer formlarından koruyan bir grup proteirılerden biri olduğu 

bildirilmektedir.. Son ürünün en uygun seviyeleri muhtemelerı fizyolojik olarak faydalı olabilir 

(12). 
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IV. l\'IATERYAI" VE 1\IETOD 

A. MATERYALLER 

Deneylerde; otomatik pipetler 5-50 mL, 50-200 mL, 200-1000 mL (Biohit-proline), 

santrifilj cibazlan, (Nüve NF 815) ve (Heraeus-ChristMinifüge 2), ultrasantrifuj (Beckman), 

homojenizatör, hassas terazi (Sartorius), aspiratör cihazı (Beckman- Vakum-Control), pH 

metre cihazı (Jenway 301 O pHıneter), su banyosu (Nüve BM-1 00), derin dondurucu 

(Kartekı:ı.ik), ışık ı:ırikroskobu, (Zeiss-Germany), fotometre (photometer 4010-Boehringer 

Mannhairn), spectrofotometre (Beckman UV-Visible), florometre (Shimadzu), cam pipetler, 

cam tüpler, balonjojeler vb cam malzerneler kullanıldı .. 

Enzim deneylerinde kullanılan cam malzemenin hepsi, (tüp, pipet, balon joje, beher) 

deiyonize su ile yıkanıp, 3 saat % 20 HN03 içinde bekletildikten soma 3 defa deiyonize su ile 

yıkanarak deminemiize edildi (25). Diger deneylerde ise kullanılan cam malzeme fiziksel 

temizliginden sonra IJ:IıS04- potasyum bikromat) solüsyonu içinde 1 gece bekletildi.. Bundan 

sonra 3 kez deiyonize su ile yıkanıp etüvde kurotuldu 

B. NUMUNE ELDESİ: 

MDA düzeyi ile SOD ve katalaz aktivite tayinleri için heparinli kan ve GSH ölçümleri için 

ACD'li kan kullanıldı .. Bu numuneler Akdeniz Üniversitesi Hastanesi Kan Bankasına 

müracaat edip, kan bağışı yapan sağlıklı 104 kişiden elde edildi .. Kan alıını ve toplanmasında 

lökositlerin tüp duvarlarına yapışmasını engellemek anıacıyla, canı tüpler yerine plastik tüpler 

tercih edildi. 
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C. ~IETODLAR 

ı. LOKOSİT İZOLASYONU: (14) 

a) Prensip: 
Tam kan oda ısısında 30-60 dakika bekletildiği zaman, eritrositler çöker. Lökositlerin 

dansitesi eritnısitlere göre daha düşük olmasından dolayı lökosit sedimenti daha yavaş 

meydana gelir .. Eritrositler ve süpernatan plazma arasında bir beyaz tabaka (lökosit tabakası) 

oluşur Sedimentasyonun oluştuğu ortaının dansitesi dextran ilavesiyle artınlrrsa lökositler 

süspansiyon halinde kalır.. Süpernatanın alınınası ve düşük devirde santrifüj yapılması 

lökositce zengin bir pellet oluşturur.. Ortama eritrositlerin kontarninasyon ihtimali ise, bu 

hücrelerin hipotonik solüsyonlarda parçalanmaya karşı lökositlere göre daha az dirençli 

olmasından dolayı, şok uygulamasıyla elimine edilir. 

b) Reaktifler: 
ı- Dext:ran Solüsyonu (5 g/dL) : 10 x 125 ınm'lik, içinde heparin bulunan plastik tüplere 

0,1 g ağulığında BH grade'inde ve MA 254 .. 000 olan deıct:ıan., tarhlarak konuldu 

Kullanılmadan lıenıen önce 2 mL 0,7 g/dL'lik NaCl ilave edildi .. 

2· NaCl 0,7 g/dL: 100 mL'lik balonj~je içinde 0,7 g NaCl konuldu, distile suyla çözölerek 

hacim 100 mL 'ye tamamlandı .. 

3- NaCl 0,9 g/dL: 100 mL 'lik balonjoje içinde 0,9 g NaCl konuldu distile suyla çözölerek 

hacim 100 mL 'ye tanıarniandı 

4- NaC} 1,8 g/dL: l 00 roL'lik balon joje içinde 1,8 g NaCl konilldu, distile suyla çözölerek 

hacim 100 mL 'ye tamamlandı 

(2,3 ve 4 nunıaralı solüsyonlar +8 OC'de iki ay stabildir.) 

c) Yöntem: 
Enjektörle alırıan 8 roL'lik venöz kan derhal, içinde antikoagülan madde (heparin veya 

ACD) ve 2 mL % 5 deıct:ıan bulunan plastik tüplere boşaltıldı ve hemen birkaç kez alt-üst 

edildi. Donörün adı, soyadı, yaşı ve alınış saati kaydedildi. Hücrelerin sediınentasyonu için 45 

dakika +4 oC'de bekletildi Bu süre sonunda üstte kalan lökositten zengin plazma kısnn 

disposalıle bir plastik pipet ucuyla bir başka plastik tüpe aktanldı ve bunlar diğer kanların 

aluup ayudedilnıesine kadar +4 oC 'de buzdolabında bekletildiler .... Diğer donörlerden alınan 

karılardan elde edilen lökositce zengin plazmalada birleştirildikten soma toplanan lökositçe 

zengin plazmalar soğuk ortaında Kan Bankasından Biyokiınya Laboratuvarına taşındı. 
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Plasti.lc tüplerde lO'ar mL olarak bir:il:ti:rilmiş lökositçe zengin supematanlar 500 x g'de lO 

dakika santrifüj edildi .. Süpernatanlar çekilip atıldı 

Ortamda bulunan eritrositlerin uzaklaştınlması için şok uygulaması yapıldı: Dipteki beyaz 

küre hücreleri l mL soğuk 0,9 g/dL 'lik NaCl içinde SÜspanse edildi. 3 mL soğuk-buzlu distile 

su ilave edildi, nazikçe 45 saniye süreyle kanştırıldı. Süre bitiminde derhal 3 mL 1,8 g/dL 

soğuk NaCl ilave edilerek, karıştınldı ve 500 x g'de 10 dakika santrifüj edildi. Süpernatan 

çekilip atıldı .. Tarif edilerı şok uygularnası ortanıdan eritrositleri tamamen uzaklaştırmak için 

üç defa yapıldı 

Bu aşamadan soma lokositlerin hepsi topru·lanıp havuz lıaline getirildi ve ölçüm gününe 

kadar -20 oC 'de derin dondurucuda saklarıdı .. Lökositlerirı derin dondıırucuda saklanması 

gerektiği için, hücreler derin donduıucuda parçalanacağından dolayı, lökositler'le ilgili 

hesaplanıaları yaparkert de lökosit sayısı 1 mL şeklinde kullamnak yerine, böyle bir dıırumda 

tercih edilmekte olan mg proteirı 1 mL şeklindeki hesaplama k:ullanıldı (14 ).. 

2.. PROTEİN ÖLÇÜMÜ- LOWRY METODU (10) 

a) Prensip: 
Proteinler, alkali ortamda ilave edilen Cu* iyonları ile, kompleks yaparlru Cu*- Protein 

kompleksi bir elektron donörn olarak hareket edebilir ve ilave edilerı folin-Ciocalteu reaktifuıi 

(Polifosfomolibdik ve Polifosfotungustik asi d) yoğun renkli molibdeurn ve tungsterı mavisine 

indi.ı:ger .. Oluşan rerık şiddetinin opti.lc dansitesi 750 nın'de ölçülür ve standart eğri ile 

karşılaştırılarak değerlerıdirilir 

b) Reaktifler : 
1- A Reaktifi : % 2 N~C03 solüsyonu +O, 1 N NaOH olacak şekilde hazırlandı .. Solüsyonu 

lıazırlrurıak için, ı g N~C03 (Sigrrıa) ve 0,2 g NaOH tartıldı ve bir miktar distile suda 

çözüldükten sonra 50 mL 'ye tamamlandı. 

2- B Reaktifi: % ı CuS04 (CuS04 5H20 [Sigrna], MA=249 68) den O,Oı56 g alındı ve 

distile suyla 1 mL 'ye tarnanılandı. % 2 Na-K Tartarat (C4H4KNa06 . 4H20 [Sigrna], MA= 

282 23) den 0,0268 g tartıldı ve distile suyla çözOndükten sonra ı mL 'ye tamamlandı. Bu iki 

solüsyon eşit hacimde karıştırıldı. 

3- C Reaktifi ·· Alkalerı Bakır Solüsyonu (Proteirı Solüsyonu) Bu solüsyoıı aşağıdaki şekilde 

ve gürılük olarak hazırlandı. 

AReaktifi 

B Reaktifi 

50 kısım 

lkısım 
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4· Folin- Ciocalteu- Fenol Reaktifi (FCF) (Sigmadan bazıı: olarak temin edildi) 

Hazır olan reaktif, asid cinsinden 2 N olduğu için aşağıdaki şekilde sulandmlaıak 

kullanıldı 

Hazır FCF reaktifi 

Distile Su 

ıkısım 

1,5 kısım 

5- Protein standaıdı: 25 mg bovin serum albümin (BSA) taıtı1dı ve distile suda 

çözüldükten sonra hacim 10 mL'ye tamamlandı (2,5 mg/mL) . Bu stok solUsyondan aşağıdaki 

şekilde çalışma standartlaıı hazulandı. 

Protein Çalışma Standartlan . -
Stok Standart- (mL) Distile Su (mL) j.!g protein /0,3 mL. 

0,1 4,9 15 -
0,2 4,8 30 

0,3 4,7 45 

0,4 4,6 60 

0,5 4,5 75 

c) Yöntem: 
Elde edilen lökositler 1/20 oranmda phosplıate··buffered-saline (PBS) ile aşağıdaki şekilde 

dilüe edildi. 

0,1 mL 

1,9mL 

Süpernatan 

FBS 

Daha sonra aşağıdaki reaktifler tabloda gösterildiği gibi pipetlendi . 

-------·-·--ı ----
Kör(mL) - . ~ 

-----------
Standart (mL) 

Distile Su 1 0,3 ! 
-ı 

1 ---
Çalışma Standardı --·· 0,3 -

Dilüe numune --- -··-- . -
__ Protein Solüsyonu 3,0 __ ..~ ____________ 3,0 

.---·-----··-, 
Numune(mL) 

~·--

-· 
--·- J 
0,3 

3,0 
·-- --

1 5 dakika oda ısısında inkubasyondan sonra 

[DiiüefolinReaktif~J[ 0,3 [ 0,3 _][_~- 0,3 1 
ilave edilip derhal kanştırıldı .. Tekıar 30 dakika oda ısısında bekletildi.kten sonra 750 ımı'de 

köre karşı okıındu .. Sonuçlar grafikten değerlendirildi (Şekil4). 
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Şekil4: Protein Sta.'1dart Grafiği, y = 0,001144 x + 0,0048, r = 0,9995 

Grafıkien elde edilen sonuçlar dilü;;yon katsayısı olan 20 ile çarpıldıtan sonra, deney 

ortamına nuımıne 0,3 mL ilave edildiği için; 

A ı-ıg protein 

x ı.ı.g protein 

0,3 mL 'de 

_1 mL'de 

x ı-ıg protein/mL olarak sonuç bulnndu 

3. LÖKOSİTLE~ OKSİDAN \''E ANTİOKSİDAN l\'IADDELERLE 
İNKÜBASYONU 

a) Reaktifler: 
l- BR'in Hazu:lamşı: BR 20 mg/dL olacak şekilde lıazırlancı __ Buııuıı için 0,002 g BR 

tartıldı. 1 O mL distile suyla çözüldü BR' in distile suda çözünmesi için ortama 0,02 g Na OH 

(50 ITllV1 olacak şekilde) ilave edildi (13).. Bu so!üsyondan deney tüpler'uıe son 

konsantrasyonlan tablo 4' de belirtilen ı:niktarlarda olacak şekilde dilüsyonlar yapıldı 

2- Kümen Hidroperoksid (CuOOH): (50 nınıolJL), 91 !-lL CuOOH (111A:l52,2 g, d= 1,05 

gimL, konsantrasyon yüzdesi '% 80, l M CuOOH = 181,2 nıL:L [Signıa)) pipetlendi ve 

hacinı ı O mL ye tanıarnlandı. Bu stok solüsyondan, deney tüplerine tablo 4 'de beliirildiği gibi 

son konsantrasyonlan; 1 O mmo!JL olacak şekilde pipetlendi. 

3- Phosplıai Buffered Saline (PBS) : pH: 74, 8.1 g. NaCl, 2,302 g Na2HP04, 0.194 g 

Nw."J:2P04 tartılıp distile Suyla çözüldü.. pH: 7 i'e ayarlandıktan soma lıacinı 1000 mL'ye 

tamamlandı .. 

4- Sodyıım dodesil sülfat (SDS) % 8): 0,81 g SDS tartılarak disiile suda ÇöZÜlldükien 

sonra 1 O mL ·ye tamamlandı 
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b) Yöntem: 
Oksidan maddenin (CuOOH) belirli miktarının (10 mM) ve antieksidan maddenin (BR) 

farklı miktarlarının lökosit membran lipidleri üzerindeki peroksidasyona etkisini araştırmak 

üzere aşağıdaki şekilde bir deney düzeneği kuruldu Buna göre 1 O tane deney tüpü hazırlandı 

Tüplere; lökosit çöziinürlüğünü artırması için (sadece iviDA ölçümürıden önceki inkübasyon 

için) 50 ı-ıL SDS % 8,1 kondu ve son hacim 250 ı-ıL olacak şekilde (bir ölçüm için) diğer 

realctifler pipetlendi. Hacim tamamlamalan PBS ile yapıldı. 

Tablo 4: Yapılan tüm deneylerde kullanılan ve Lökosit, Lökosit+ CuOOH ve lökosit+ 

CuOOH t BR' den oluşan iıık'iibasyon ortamlannın lıazırlanışı. 

1 Tüp No: l Tüpler -~ Lökosit (ııg prot/mL) CuOOH (mM) BR (mgfdL) 

r,~-- L~ -+-!--c--~ ---=--ı 
: ~~:::!~-==:; ~ :: -~--
5 L+C+O,Ol 300 -l 10 0,01 

6 L+C+0,05 1 300 i 10 0,05 ' 

r--~8 ·. L+C+O,l ili 300- -~-~-- 10 - 0,1 

8 i L+C+0,5 300 10 0,5 ! 
;---·--!1------''---!f---------

~;~--]:__ ~:~:~ _·1-~~~---~-~-~~~~----~~-----~--~-~ __ -_-_-j-_·-_·-~_; __ _ 
Tüplere pipetleme yapıldıktan sonra dikkatlice karıştınldı ve 3 7 oC' de 60 dakikalığına 

inkübe edildiler·. Bu inkübasyon ortamı .MDA ölçümü için kullanıldı .. SOD, katalaz ve GSH 

ölçümleri için kııllanılan inkübasyonlarda, bir ölçüm için gerekli hacim dikkate alınarak 

gerekli ayarlamalar yapıldı 

4. TBARS ÖLÇÜMÜ : 

(Spektrofotometrik ve Florometrik Yöntem) (Ohkawa Yöntemi) (15) 

a) Prensib: 
TBARS ölçümü; lipid hidroperoksidlerin MDA ya asid hidrolizini ve sonradan da fBA ile 

reaksiyon yaparak spectrofotometrik ölçüme duyarlı olan MDA-TBA ürürıleri oluşumunu 

içermektedir. pH: 3,5 da, % 20 asetik asid solusyonu içinde, 60 dakika süreyle 95 cc 'ye kadar 

yükselen bir ısıda, maksimum reaksiyon ürürıleri oluşumu sağlanmıştır (15). LPO'nun TBA 
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aktifuronlerinin butanol içine ekstraksiyonundan sonra absorbanslan spektrofotometrede 532 

nın'de ölçülmektedir .. Deneyde antiaksidan olarak .bıllanılan BR'in, TBA ile interaksiyonu 

ihtimalini ortadan kaldrrmak için ölçnmJ.er hem spektrofotometrik hem de flommetrik olarak 

yapıldı Florometrik ok'lli!lalar eksitasyon: 515 nın, emisyon: 553 nm de olacak şekilde 

ayarlarıarak gerçekleştiridi (15).. ı,ı,3,3,-ietrametlıoxypropane'ın standart olarak .bılanıldığı 

deneyde elde edilen değerler nmol TBARS 1 mg proiein olatak ifade edildi. 

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

(MA:60,05 g, d= 1,05 g/mL, konsantrasyon yüzdesi"' % 99) pipetlendi. Buns 7,5 g NaOH 

tariılarak ilave edildi ve bir miktar distile suda çözondükten sonra son hacim 100 mL olacak 

şekilde distile suyla tamamlanarak pH' sı 3,5 'a ayarlaııdı. 

2- % 0,8 Tiyobarbitütik asid (TBA) solüsyonu: 0,8 g tiyobarbitütik asid (Sigma) tartıldı ve 

çözıındükten sonra ı 00 mL' distile su ile tanıanılan dı. 

3- n-Bütanol 

4- l\1DA standartları: (I,ı,3,3,-ietranıethoxypmpane l\1A:l64..2 g/L, dansite:0,997 

konsantrasyon yüzdesi:% 95) ı,ı,3,3,-tetranıetlıoxypropane'dan ı7,3 pL alındı ve ıoo mL 

distile suya ilave edildi (ı 000 nmollmL) Bundan da ı mL alınıp distile suyla ı 00 mL' ye 

tamamlandı (I O nınol/mL ).. Bundan başka ı, 2, 3, 4 ve 5 nınol/mL 'lik l\1DA standartları 10 

nmol 1 mL 'lik solUsyondan dilüsyonla hazırlandı.. Hazırlarıan standart solüsyorılar yönieme 

göre uygun çalışılarak şekil 5 'de görülen standart grafik elde edildi (Şekil 5). 

... ·-

rmoVrrL. 

Şekil5: 1\IDA standart grafiği, y = 39,8/x-0,022, r = 0,999 
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'"öntem: c) .. 
MDA ölçümü için Obkawa ve arkadaşlannın (15) MDA-tiyobarbitürik asid (TBA) 

reaksiyonundan ibaret olan ölçüm yöntemi modifiye edilerek uygulandı.. Deney ortanu 

aşağıdaki şekilde baznlandı .. Numune olarak tablo 4'de inkübasyon ortanu tarif edilen lokosit 

+ CuOOH + BR kanşrmı kullanıldı. 

,---·----------·ı----------r-----·-------,,.----------

:===~~---~-~-'~~::~--r-:~~~~----!-1 f -"'•~> 1 s~ (,Ll L ~WL> 
Distile su 250 ıl ---

~---~~-~-----------·--~~--------~~-------~ 
3"75 111 375 375 %20AsetikA+%7,5NaOH 11 

~~---~--~ır------ır--------ı~------~ 
TBA% 0,8 375 375 375 
95 oc 'de 60 dakik-; kıi:Ynatıldıkian sonra tüpler m..ısluk suyu altında soğutuldu .. 

-::::~----]["- ;:;o-=~~~--:;: -JC---::5:~ ~ ____ ] _________ C _____ l ______ ~J 
n--Bütanol ilavesinden sonra tüpler 1aıvvetlice karıştınldı ve 4000 rpm'de 10 dakika 

sanirifi\jden sonra üst tabaka 532 nın'de spektrofotometrede okundu .. Ayrıca aynı deney ortanu 

florometrede exitasyon: 515 mn ve emisyon: 553 nm olacak şekilde ok'llildu 

Spektrofotometrik ölçümlerin değişme katsayısı (CV) =% 7,85 bulunurken florometrik 

ölçümlerin C. V 'si =% 9,58 bulunmuştur. 

5. SÜPEROKSİT DİSMUTAZ: (25) 

a) Prensib: 

Epinefı:inin otooksidasyonu ile adrerıoiaom oluşumunun , süperoksit dismutaz tarafindan 

inhibisyonu esasına dayanır ve bu inhibisyonun yüzdesine göre enzim mikian hesaplanır. 

Otoksidasyon 

Epinefı:in 1 ---> Adrenokrom 

SOD 
Epinefrinden adrenokrom oluşumu peroksidazlar tarafından katalizlenmektediı. 

Peroksidazın bu katalitik etkisi nedeniyle MPOaz ihtiva eden PMN lökositlerin SOD tayininde 

h:ullamlnıalan mümkün değildir .. Bu amaçla lökosit süspansiyonu 27000 x g'de 15 dakika 

santrifujlenerek MPOaz taşıyan granüller çöktürülmek-ıe ve üsttek-i süpemata, SOD tayininde 

kııllanı lmaktadır .. 
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Laboratuvamnızda yilksek devirli santrifüj olmadıgından dolayı santrifüjlerimiz 20000 x 

g'de yapılmıştıı. Süpernatancia kalan az miktardaki l\IIPOaz ise peroksidaz inlıibitörü olan 

fakat SOD aktivitesini hiç bir surette et.lcileıneyen NaN3 eklenınesi ile hertaraf edilmiştir .. 

SOD ölçilmünde bu yöntemin değişme katsayısı (C V) =% 8,24 olarak bulunmuştur 

b) Reaktifler: 

1- 0,3 MN~COfNaHC03 Tarnponu (pH= 10,2) Na2C03 (MA:105,99 g), 7,95 g N~C03 

tartıldı ve 250 mL distile suda çözüldü. 6,3 g NaHC03 (MA: 84,01 g) tartılarak, bir başka 

balon jojeye kondu ve distile suyla 250 mL'ye tamamlandıktan soma pH'ları 10,2'ye 

ayarlandı. 

2- 0,75 nıM EDTA: 21,92 g EDTA (MA: 292,25 g) tartıldı ve distile suda çözüldükten 

sorııa hacim 100 nıL ye tamamlandı.. 

3- 1,8 nıM Epinefrin (0,01 M HCl içinde, pH=2), 4 mg epirıefrin (MA: 219,7 g) tartıldı, 1 

M HCl'den 100 f1L ilave edildi ve hacim distile suyla 10 nıL'ye tamamlandı Bu solüsyon taze 

olarak kullanıldı .. 

4- 60 nıM NaN3 : 195 mg NaN3 (Ml\: 65,01 g) tartıldı ve distile suyla çözüııdükten soma 

hacim 50 nıL' ye tarnarnlandı. 

c) Standart serinin hazırlanması : 
0,2-0,4-0,6-0,8 ve 1,0 pglnıL konsantrasyonlanndaki SOD (Bovine eritrosit SOD, Signıa) 

standartlan 20 nıM fosfat tarnponu (pH=7,4) içirıde hazırlanarak numune gibi çalışıldı. Tüm 

standartlar çift Çalışılarak ortalama değerler alındı. 

d) Yöntem: 
Süspansiyon halinde -20 oC'de dondurulmuş olan lökosit preparatı 5 defa aniden 

dondUiulup çözülerek granüllerirı parçalanması sağlandı. Lökosit preparatına % O, 1 Triton X-

100 eklendikterı sorııa buz banyosu içerisirıde teflon uçlu homojenizatör ile 2 dakika 

homojenize edildi ve 20000 x g'de 15 dakika santrillijlendi Üstteki süpernatan kısı:nındarı 

proteirı tayini yapılarak, numuneler önce 1 ,5 mg pmteirı 1 nıL olacak şekilde PBS (pH= 7, 4) ile 

dilüe edildi. 

Tablo 4'de tarif edilen ve ölçilm önceleri yapılan, lökosit + CuOOH+ BR'irı 

irıkübasyonları, SOD ölçilmü içirı ayın şartlarda ancak miktarlan artırılmış olarak hazırlandı .. 

Deney ortarnı aşağıdaki şekilde çalışıldı .. 
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l 

--

Kör (mL) 1\ Numınıe (mL)fKontrol (mL) 
-

Reaktifler 
i 
! 

0,75mMEDTA ~o,~_ ~ 0,4 1 0,4 ------
0,3 MNazCOJ!NaHCOJ pH:10,2 0,5 i 0,5 0,5 

- ~ ··-
Numınıe* (0,3 mg protein/mL) ~ 

ı 
1,5 ,, __ 

1 ---
60mM NaN3 0,1 0,1 0,1 -

JUıynatılmış süpernatan (0,3 mg prot. 1 mL) --- --- 1,5 

PBS 1,5 ---

~ ------------------------- r---- -- --
0,01 MHCI (pH= 2} 0,5 ı ---

-
j--~~- --

1,8 mM epinefrin --·· ı 0,5 
~-

• : Numune yerine SOD ölçümü öncesinde yapılan ve tablo 4' de tarif edilen Lök + CuOOH + 
BR karışırolan kullanıldı .. 

Ortama en son 0,5 mL 1,8 mM epinefrin eklenerek derbal karıştınldı ve 4SO nın dalga 

boyunda spektrofotometrede köre karşı numune ve kontrol tüplerindeki absorbans değişimi 3 

dakika boyunca izlendi. 

e) Hesaplar: 
Kontrol tüpünde inaktif enzim kullanıldığından dolayı epinefrin, kolaylıkla nonenzimatik 

olarak adrenokroma oksitlenir.. Bundan dolayı kontrol tüpünde epinefrinin adrerıokroma 

otooksidasyonunun inhibisyon %'si SOD konsantrasyonuna bağlı olarak değişir .. 

Kontrol tüpünün l!.OD 1 dk 
Standaldın l!.OD 1 dk 
-------------

!!.OD Standaıt 1 dk 
X=-------------------- X 100 

l!.OD Kontrol /dk 
Standardın % inhibisyon değeri = 100 - X 

Kontrol tüpünün !!.OD 1 dk 

Numunenin l!.OD 1 dk 

AOD Numune 1 dk 
Y =----------X 100 

!!.OD Kontrol / dk 

Numunenin inhibisyon değeri= 100- Y 

ı 00 aktif birim 
X 

100 aktifbirim 

y 

0,3 mg 1 mL SOD % inhibisyon (std) 

z % inhibisyon (mnnune) 
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% in!ıibisyon (numune) 
, ----------x 0,3 !-Lg 1 mL (standardın konsantrasyonu) 

% in!ıibisyon (std) 
· oıarak sonuç elde ediliı ve ~mL SOD şeklinde gösterilir. Numunedeki SOD değeri 3,2 

fa\döf(lyle çarpılarak U /mL'ye, 3,33 ile çarpılarak da U 1 mg proteine dönüştürülür. 

Standartlar ile yapılan deneylerde elde edilen regresyon analizi sonuçlan F35, ll +30, 18 x, 

r"' 0,986 olarak bulunmuşhır 

KATALAZ AKTİVİTESİ TA'\'iNİ (25) 

a) Prensib: 
HP2'in katalaz tarafindan 0 2 ve H20'ya parçalanması esnasında reaksiyon kanşıınındaki 

absorbarıs değişiminin ölçülmesi esasına dayannıaktadu .. 

Katalaz 

HP2 + RP2 ------> 0 2 + 2Hp 

b) Reaktifler : 
1-0,05 M Fosfat Tarnponu (PB) (pH= 7,0): 1,065 g Na:ıHP04 (MA=l41,96 g) tartıldı ve 

çözündükten soma distile suyla 150 ınL'ye tamamlandı. 1,021 g KH2P04 (MA=136,09 g) 

tartıldı ve çözündükten soma distile suyla hacim 150 mL ye tarnarrılandı .. pH 7,0'ye ayarlarıdı 

2-% O, 18 Hz02 (pH= 7,0 PB içinde) :O, 18 mL FLP2 alındı ve 100 mL'lik fosfat tarnponu 

(pH: 7 ,O) içine pipetlendi 

c) Yöntem: 
Tablo 4'de beliıtilen, lökosit + CuOOH + BR inkübasyonu SOD ölçüınündeki gibi 

kullarııldı arıcak katalaz deneyinde bir ölçüm için 200 pL'lik numune gerektiğinden hacim 

aynı oranda azaltıldL Katalaz tayini için deney tüplerine reaktifler aşağıdaki şekilde pipetlendi. 

c--------Reaktifler 
·-·---------] 

Kör (mL) -~~dart (m~)-l Numune(mL) 

%0,18Hp2 1,0 1,0 1,0 

0,05 M Fosfut Tınp, pH:7,0 i 2,0 
1-----

2,0 1 2,0 ---! Distile su i 
1-------- 1 0,2 --·· -··-

' e standart 

i 

;;=:j 
---ı 

ı --- =J 0,2 

l Numune* --ı -·-·- ---
~ 

'' =Lökosit (lok + CuOOH +BR hornojenatı) 
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Numune ortama en son eklenerek 25 oC'de 240 nm dalga boyunda deiyonize su körüne 

karşı, spektrofotometrede '3 dakika boyunca absorbans değişimi ölçüldü .. 

standart olarak (Boviııe Liver Catalase, Sigrrıa) safkatalaz kullamldı ve 2,5 - 5,0- 7,5 ve 

10 ı.ıg/nıL'lik çalışma standartları 0,05 M, pH 7,0 fosfat tamponu içerisinde hazırlandı. 

standartlar da numune gibi çalışıldı.. Numunedeki katalaz miktan standart eğriye göre 

değerlendirildi (Şekil 6}. Lökosit homojenatında Lowry yöntemine göre protein tayini 

yapılarak sonuçlar spesifik aktivite olarak verildi. 

0,025 

------1 

2

_.

5 

___ K_a_ıa_ıa_z_~_ug_l_m_L_l _____ 

7

_

5 

______ ~ 
Şeki16: Katalaz Standart Grafiği, y = 492,1 X- 0,541, r = 0,999 

d) Hesaplar: 

10 mg 1 mL standart 

X ıng 1 nıL 

Standart ôOD 1 dk 

Numune ôOD 1 dk 

NumuneôOD/dkx 10 
X=---------- x dilüsyon faktörü 

Standart ôOD 1 dk 

X= A mg katalaz 1 mL numunedeki katalaz miktarıdır .. 

Numunenin mg protein 

1000 mg protein 

A X 1000 
Y=---

A mg katalaz 

y 

Numunenin protein ı:nikian(mg/nıL) 
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y =B ıng kaialaz 1 ıng protein.. (B ıng katalaz 1 mg protein) x 2,8 (Faktör) = Ü/ıng 

protein 
Kaialaz aktivitesi iayininde kııllanılan bu yöntemin CV değeri% 5,22 olarak bulımdu. 

7. REDÜKTE GLUTATYON (GSH) (1) 

a) Prensib: 
Eritrositlerdeki nonprotein sulfidril gruplannın hepsi redukte glutatyon formundadır. 5,5'-

Dithiobis (2-nitrobenzoic acid), veya DTNB biı disülfid kroınojendir ve sülfidıil bileşikleriyle 

yoğun saıı biı renk vermek ilzere kolayca indirgenebiliı. Redukte kroınojenin absorbansı 412 

nın'de ölçülür. 

b) Reaktifler: 
ı- Presipite edici solüsyon :1,67 g. glasiyal metafosfocik asid, 0,20 g. disodyuın veya 

dipoiasyunı EDTA ve 30,0 g. NaCl tartıldı, distile suda çözündukten sonra hacim 100 mL 'ye 

tamam 1andı. 

Bu solüsyon +4 oC'de 3 hafta dayanıklıdır !nce presipitat EDTA'ya bağlıdır, bu durum 

ölçümleri interfere etınemektediı .. 

2- 0,3 M Fosfat Solüsyonu: 10,65 g Na2HP04 (MA:l42,0) tartıldı ve distile suyla hacim 

250 mL 'ye tamamlandı. Solüsyon +4 "C' de saklaııdı ve kristal oluşumu gözlendiğinde ısıtıldı. 

3- DTNB Solüsyonu: 40 mg.. 5,5'-dithiobis (2-nitrobenzoic asid - Sigma), 1 g/dL 'lik 

scdyııın sitrat solüsyonuyla çözüldukten sonra hacim 100 mJ .'ye tamamlandı .. Bu solüsyon +4 

°C'de 13 hafta dayanıklıdır. 

4- GSH Siandartları: 10 ıng GSH tartıldı ve distile su ile 1 O nıL'ye tamamlandı.. ( 100 

mg/dL) homojen hale gelene kadar çevrildi. Bu siandartian 2,5- 5·· 7,5 ve 10 mgldL olacak 

şekilde dilüsyonlar yapıldı. Siandaıt solüsyonlaı günlük taze olarak hazırlandı 

c) Numnne: 

ACD'Ii kan kullanıldı. Ölçümler ayın gün içerisinde yapıldı ( 1) 

d) Yöntem: 
Tablo 4'de şartları iarif edilen ve ölçüm önceleri yapılan, lökosit + CuOOH + BR 

inknbasyonu katalaz ölçümüncieki gibi kullanıldı. Tüplerde son hacim 2 mL olacak şekilde 

ayaılandı. GSH iayini için aşağıdaki sıra takip edildi 

0,2 mL lökosit homojenatı + 1,8 mL Fosfat solüsyonu ile kanştınldı .. Kanşıın üzerine 3 mL 
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--

presipite edici solusyon ilave edildi ve karıştınldL Oda ısısında 5 dakika bekledikten soma 

filtre kağıdından süzüldu .. 

Bundan soma her tüpten elde edilen filtı:at aynı numaralı başka tüplere aktarılarak GSH 

ölçüınü aşağıdaki şekilde yapıldı .. 

_ Reaktifl;;--jl Kör (mL) ]1----'-'N_unı.;__ı_m_e_,(m_L-<-). _ _, 
Filtrate --- 1 0,5 

1-~--~-!.__-e-siH-p-~f~~i ~- ------ :~:. --~ -----~~--------------~-1-
- j- -----' -----i -------·-----·-

Fosfat Solüsyonu 2,0 jl _ 2,0 

DTNB solüsyonu ___ 0,25 _ 0,25 --~ 
Küvet kapatılarak, 3 kez ters çevrilip absoıbanslan 412 nın'de 4 dakika içinde ölçüldü 

Filtrasyon aşaması ihmal edilerek, GSH standartları aynı şekilde çalışıldı ve standaıt grafiği 

çizildi (Şekil T; .. 

0,6 

0,5 

E c: 0.4 

"' -::!. 
~ 0,3 

" ~ .. 0,2 
~ 

0,1 

o .\""=---+-----t---t----t---+-----r---------t----t-----ı---·i 

L ___ o- 2 3 :!1 GSHI;g protei: 7 8 9 10 

Şekil?: GSH Standart Grafiği, y = 17,24 x -0,04, r = 0,989 

Lökosit GSH koıısaııtrasyoııları grafikten hesaplanarak mg GSH /mg protein olarak ifade 

edildi .. 
GSH konst (mg) 

GSH mg/mg protein= 
protein miktarı( mg protein/mL) 

GSH ölçümünde bu yöntemin C. V. değeri = % 6,88 olarak bulunmuştur 

8. İSTATİSTİKHESAPLAMALARl: 

istatistik değerlendirmeleri; PC bilgisayarda Excel programı içinde yer alan istatistiklerden 

faydalaıııldı Çalışmaları değerlendirmek için varyans analizleri, bağınısız iki grup 

ortalamaları arasındaki farkın anlamlılık testleri ve regresyon analizi yapıldı .. 
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V. SONUÇLAR 

104 sağlıklı donöriin kanlanndan elde edilen lökositler, oksidan (CuOOH) ve antieksidan 

(BR) maddelerin etkisine maruz bırakıldı .. Lökosit membran lipidlerinin peroksidasyondan ne 

derece etkilendiğini göstermek amacıyla LPO göstergelerinden olan 1BARS seviyeleri 

ölçüldü. 

Bunun için ilk önce sadece lökosit 'ffiARS'lan analiz edildi Sonra CuOOH'in farklı 

konsantrasyonlarının lökosit TBARS oluşınnuna olan etkisi araştıııldı. 1 O ınlv1 CuOOH' in 

maksimum 1BA .... ~S oluşumu sağladığı tesbit edilmesi üzerine bu molaritedeki CuOOH 

konsantrasyonu tüm derıeyler boyunca kullanıldı. 

Antieksidan bir madde olarak bilinen BR'in ise 0,001 - 2 ıngldL arasında değişen 

konsantrasyonlarının hücre LPO'na engel olup olınadığı, ya da ne derece engellediği 

araştınldı. 

Tüm ölçüınlerde olduğu gibi TBARS ölçümü öncesi de lökosidin eksidan rnaddesiz, 

eksidan maddeyle birlikie ve oksidan madde + antieksidan maddenin farklı 

konsantrnsyonlanyla 60 dakika süreyle 37 OC de inkübasyona tabi tutuldular .lnknbasyon 

sonucunda her bir tüpten Ohkawa yöntemiyle henı spektıofotometıik hem de floıometıik 

olarak rBARS ölçüınleri yapıldı. 

.. , 

L TBARS ÖLÇiı~IÜ ~ 

a) Spektrofotometrik Sonuçlar : 
İnkübasyon sonucunda TBARS ölçüm deneyleri yapıldı. Deney okııma aşamasına 

geldiğinde değerler önce spektıofotometrede sonra da florometrede okundu 

Spektıofotometreden elde edilen değerler tablo 5 ve şekil S'da gösterildi .. 
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Tablo 5: Spectrott)tometrede yapılan ölçüm sonucu elde edilen TBARS sonuçlan 
(L:Lökosit 300 ug p~otJmL C· CuOOH ı O mM • · mg/dL BR) . ~ ~ 

' 
J- . ., 

r--··-····--·-··--,-
TBARS mnollm prot. ...... 

i n 1 X ± SE SD 

L 1 10 • 0,394 ± 0,021 0,039 
' + 

L+C i lO 1 1,662 ± 0,048 0,152 
' ' 

L+C+O,ooı• i lO 
1 

1,829 ± 0,07 0,222 

L+C+o,oos' 
1 

10 i 1,63 ± 0,025 0,077 

L+C+o,oı• 1 10 1 1,766 ± 0,058 0,183 
' ' 

L+C+o.os• i 10 \ 1,829 ± 0,046 0,146 
1 nt-·-.-. ± 0,153 0,484 L+C+-0)1• 10 1 2,204 

1-L+C+-0,5' l lO ( ··-2,H4 ± 0,073 0,231 

L+C+ı• 10 1 2,507 ± 0,142 0,45 -
L+c+ı• 10 i 2,922 ± 0,24 0,758 1 -

,..------------------------------ı 

i 
! 
! 

~ 4 
ı;:: ; 

§ 35 i 
o 
5. 3, 
C'f2-! e .oı 

- 1 o 2: 
E 1 = 1.5 
~ 

(ll 1 
ı:::: 
~ 05 
1- o 

TBP.RS (Spectro!otometrej 

T 

ı ~ y i ~ i i j ~ § ~ 
·· ı Biliıü::ıin (mg/dL) 

1 
1 

l_____ _ __________ .. .J 

Şekil 8: Spektrofoıometrede yapılan TBARS ölçüm sonuçlarının grafik balinde gösterilmesi 
(L:Lökosit 300 !18 prot/mL, C: CuOOH lO mı.'Vl, Ra..l<:amlar: ıngldL BR) 

TBARS ölçümü sonucu tüm gruplar arasında yapılan varyans analizinde, grup ortalarnaları 

arasındaki .furk istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p < 0,001). Bu fiı.ı:kın hangi gruplar 

arasında oluştuğunu araştrrmak: için gruplar arasında t-testi yapıldı. Sonuçlan tablo 6'da 

sunuldu 

Buna göre sadece lökosit bulunan tüpte TBARS düzeyi çok düşilk bulunmasına (0,394:: 

0,021 [X .±. SE] nmol ! mg protein) rağmen CuOOH varlığında belirgin bir IBARS artışı 

gözlendi (1,662 .± 0,048 nmol 1 mg protein) (p<O,OOl). 

Bu durumda lokosit + CuOOH bulunan ortama, BR'in düşük dozlarının ilavesi (0,001-

0,0lmg/dL arası) oluşan rBARS dÜZeylerinde istatistiksel bir farklılığa yol açmazkeıı, noımal 



Tablo 6: Spek:trofotometıede gruplara ait IBA...'<.S olçumu sonucunda yapılan ba~ımsız iki 
grup ortalanıaları arasındaki farkın an1arn1ılık testi (t-testi) de~erlendirmeleri. (L:Lökosit 300 

ı.ıg protfnıL, C: CuOOH, lO :ıni\11. •: ıngidL BR,* : >0,05, truk anlamlı deöil.) 
L+C+2 i L+C+1 L+C+ f L+C+ 1 L+C+ L+Ct ı L+C+ L+C+ 1 L+C 

11.5 i 11.1 0.05 0.01 0.005 0.001 --
L <O,ooı <o,oo1 , <o,oo1 1 <o,oo1 <o,ooı" ı <o,oo1 <0,001 <0,001 <0,001 

L+C ' <0,001 i <0,001 <0,001 i <0,01 1 <0,05 r-.- i-·--· • * ___) 
L+C+O.OOl'l <0,001 j <0,001 <0,001 ı <0,05 * . • <0,05 

L+C+0.005' <0,001 <0,001 <0,001 f <0,01 <0,01 <0,05 

~:c+o.oı• <0,001 1 <0,001 ~ <0,001 1 <0,05 • -
L+Ct0.05' <0,01 <0,01 j <0,001 1 <0,05 
L+C+II.l' 1 <0,05 • _:___j 
L+C+O.s' <0~05 * 
L+C+l' 

--i----
* 

ve yüksek dozlarda (0,05-2 ıngldL arası) oluşan TBARS düzeyleri arasında istatistiksel biı 

fark oıtaya çıl.i.ı.. Ancak bu fark beklenenin tersine azalma yerine artma şeklinde gözlendi 

(Şekil: 8). 

b) Florometrik Sonuçlar: 
Spektrofotometıede TBARS ölçümil yapıldıktan sonra aynı numuneler aynı şartlar altında 

florometrede de okundu .. Florometreden elde edilen sonuçlar spektmfotometreden elde edilen 

sonuçlara uyum gösterdi (Tablo 7, Şekil 9). 

Tablo 7: Floıometrede yapılan TBARS ölçüm sonuçlan (L:Lökosit 300 rıg protiiPl C: 
CuOOH 10 miVL • : ıngldL BR) 

TBARS mnollmg protein 

1------·-j nT x + SE SD 

L 1 10 , 0,243 o 0,019 0,06-

L+C 10 2,308 ± 0,126 0,398 
L+C+o,ooı' 

1 
• 10 · 2,517 + 1,108 0,342 

L+C+0,005' lO 2,454 + O, 181 1-0 572 --, 
L+C+O,Ol' 10 2,578 + 0,152 0,482 

L+C+0,05' ' 10 2,855 + 0,133 0,42 

1--L+C+O,I' 10 3,02 ± 0,199 0,628 
1------· 

L+C+O,s' 10 2,958 + 0,143 0,451 
·uc+ı'- 10 3,14 + 0~252 0,861 

L+C+2° 10 3,47 + 0,320 1,012 

Sonuçlar elde edildikten sonra gruplar arasında fiı.rkın olup olmadığını araştırmak içiıı 

yapılan varyans analizi sonucu, grup ortalarnalan arasında istatistiksel olarak arılamlı bir fark 

bulundu (p<O,OOl) 

Ancak bu fark ya da farklaruı, hangi gruplar arasında oluştuğunu ise bağınısız iki grup 

arasındaki tarkın arılaınlılık testi (t-testi) yapılarak ortaya konuldu (tablo 8). 
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Şekil 9: Florometrede TBARS ölçümü sonuçlannın grafikte gösterilmesi .. (L:Lökosit 300 [lg 

proVmL C: CuOOH 10 m.\.-1, Rakamlar: ıngldL BR) 

Sadece lökosidin bulunduğu numuneden yapılan TBARS ölçümü (0,243 ± 0,019 nmol/ 

mg protein) düştık çıkarken, CuOOffin bulunduğu ortamdan yapılan IBARS ölçümünde yine 

belirgin bir IBARS aıtışı vardı (2,308 ±O, 126 nnıol/ mg protein) (tablo 7 ve şekil 9) 

Lökosit ve CuOOH bulunatı ortanını ölçülen TBARS sonucuyla, ayru ortama BR'in düşük 

konsaııtrasyoulannın (0,001 - 0,01 mgldL) ilavesiı:ıden somaki TBARS sonuçları arasında 

istatistiksel bir fark tesbit edilemezken, 0,05 .. 1 ing ldL arasında BR ilavesiyle oluşturulan 

TBARS dıızeyleri aıasında belirgin farklar vaıdı (tablo 8). Ancak bu fark aı1ma şeklindeyili 

Tablo 8: Florometrede gruplara ait TBARS ölçümü sonucunda yapılaıı bağımsız i.l.;:i grup 
ortalamalan arasındaki farkın anlamlılık testi (t -testi) sonuçları.. (LLökosit 300 )lg protlınL 

C: CuOOH 10 mı'vf. " :BR ıngldL * : >0,05, fark anlamlı değil) 

--L j<0,001 [<0,001 !<0,001 ı<0,001 [<0,001 1<0,001 <0,001 1<0,001 j<O,OOl 

L+e <0,01 . '1<0,01 l<o,oı +1 <o,oı \<0,05 1• • • :::J 
L+C+O,OOl• <0,05 ±=-t;- 1<0,05 -ı<O;os-ı----~;---- 'O- __ .J -

L+C+-0,()()5• <0,.05 * ~~~0,05 1<0,05 . * j* . 
~-~---+·~----~-----r----~ 

L+C+o,oı• <o,os ı· :* i• -=f----J 
L+C+O,GS- * * 1* \* 
l.+C~ -.---- ı· l* =:r------
L+C+O~~ ı* * ____j 
L+C+P 1* 

" ' 



Aynı deney ortamının spektrototoınetrede ve f1orometrede elde edilen sonuçları birbiriyle 

k:ıırşılaştınldığında sonuçlar aynı olmamasına rağmen benzer şekildeyili ve aralarmda bir 

korelasyon vardı. Her iki yönteınirı sonuçlar= birbirleriyle kıyaslayıp aralarında regresyon 

analizi yaptığıınızda y = 0,697 x + 0,119 denklemi elde edilmiştir (y : spektrofotometre 

sonucu, x: florometre sonucu) (r = 0,92) (şekil :10) 
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Şekil 10: Spektrotbtometre ve floroınetrede ölçülen TBARS düzeylerinin karşılaştırılması. 

2.. SOD ÖLÇÜMÜ: 

Lökosii, lökosit + CuOOH ve lökosit + CuOOH + BR 'in farklı konsantrasyonlarında 

ilavesiyle yapılan inkübasyonlarda.TJ. soma gruplardan SOD ölçümleri yapıldı. Ölçümler 

sonucunda kendi gruplan arasında oı talamalan ve standart hataları hesaplandı (tablo 9) Vb 

bunlar şekil ll' de biı grafik halinde gösterildi. 

Tablo 9 : SOD aktivitesi ölçüm sonuçları .. (L:Lökosit 300 ııg protJmL, C: CuOOH 10 ı:clvf. • 
·BRmg/dL) 

SOD (U/mg prot<>in) 

n x ±SE SD 

L 10 3, 766 ± 0,098 0,31 
---:::------rıo- 2,022 ± 0,118 0~373 L+C 

L+C+O,OOl • ı lO 2,266 ± 0,159 0,502 

L+C+O.OOSO lO 2,348 :!: 0,042 0,133 

Lt-Cı-O,IW 10 t 2,413 ± 0,066 0,21 

L+~+o,os•_p.o - 2,657 ± o,034- 0,107 

L+C+o,ı• i 10 f 2,845 ± 0,096 0,304 

L+C+fi.Y 10 ı 3,122 ± 0,174 0551 

LtC+t• 
1 

10 ı 3,155 ± 0,128 0,406 

L+C+2• i 10 ı 3,546 ± 0,207 0,654 
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Tüm gruplar arasında yapılan varyans analizi testi sonucu grup ortalamalan arasındaki fai.'c 

istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p < 0,00 1). Gruplar arasındaki aıı1aınlı farkı hangi 

grupların oluşturduldan araştırıldığında ise şu sonuçlar elde edildi (Tablo 10) .. 

Tablo 10: Gruplara ait SOD aktiviteleri ölçümü sonucunda yapılan bağımsız iki grup 
or+.alamalan arasındaki farkın anlamlılık testi (t-testi) değerlendiımeleıi (L:Lökosit .300 p~ 

r--prot'ınL, C: CuOOH 10 mlYI. •: BR mg/dL, * : >0,05, fark anlamlı değil) 
1 L+C+21 L+C+t / L+C:-'- 1 L+C+ ! L+C+ L+C+ [ L+C+ ı L+C+ ı ~C 

_______ .ı__ i O,;:ı i 0,1 ı O,il5 0,01 .L 0,005 0,001 1 cc:--

L ı * T <0,01 ı <0,01 i <0,001 i <0,001 <0,001 T <0,001 ı <0,001 1 <0,001 

L+C . <0,001 [ <0,001 i <0,001 i <0,001J <0,001 , <0,05 1 <0,05 l • i 

L+C+0,001' 1 <0,001 / <0,001 / <0,01 1 <0,01 i <0,05 1 • ı *_j 
L+C+O,oos- • <O,oo1 <O,ooı T <o,ooıl <o,ooij <o,ooı 1~-::::_·- _] -­
L+C+o.oı• <0,001 <0,001 <0,01 1 <0,01 [ <0,01 ' 

L+C-HJ,05' <0,0 1 <0,0 1 _ <0,05 J • _j 
~--~ L!C+o.ı•-r- <O,oi~~---- _:__---+--·-

L+C+o.s· • * _ı 
L+C+l' 1 - • --

Sadece lökosidiıı bulunduğu numuneden yapıları SOD aktivite ölçümü (3,766 ± 0,098 U 1 

ıng proteiıı) yüksek çıkarken, CuOOH'iıı bulunduğu ortamdan yapılan SOD aktivite 

ölçümünde beliıgiıı bir düşme vardı (2,022 ±O, 1 18 U 1 ıng proteiıı) (tablo 9 ve şekil ı ı) 

Lökosit ve CuOOH bulunan ortaında ölçülen SOD aldivitesi sonucuyla aynı ortama BR'iıı 



o 00 ı ml!fdL 'lik konsanira~:vonu ilave e<'..Jldik'ten somaki SOD aktivitesi sonuclan arasında ' ...... . ~ 

istatistiksel bir fark tesbit edilemezken 0,005 - 2 mg /dl arasında BR ilavesi sonucu ölçülen 

SOD ak-tivitesi düzeyleri arasında belirgin artma şeklinde fıuklar vardı (tablo 10). 

3 KA TALAZ AKTİ\<iTESİ ÖLÇÜMÜ : 

Sadece lökosit oıtaınından, lökosite CuOOH ilavesi sonucu ve lökosite CuOOH ve BR'in 

farklı konsantrasyonlannın ilavesi sonucunda yapılan inkübasyonlardan sonra gruplardan 

katalaz ölçümleri yapıldı Analizierin neticesinde; kendi gruplan arasında ortalamaları ve 

standart hatalan hesaplandı (tablo ll) ve bunlar bir grafik halinde sunuldu (şekil 12). 

Tablo i 1 : Katalaz ak.iivitesi ölçüm sonuçlan. (L:Lökosit JOO fıg prot/mL, 

r·-----

1 

1 

1 

1 

180 

160 
c: 140 
.§,20 c 
~ 

a.ıoo· 

~: 
40 

2D 
o 

C: CuOOH 10 mM., •: BR mg/dL) 
Katalaz (U/mg protein) 

~---------- r-- --
x +SE SD 1 n -

1 1 L lO 154,54 ± 2,55 8,08 
f-- L+C 1 lO 158,9 ± 2,57 8,14 
-L+C+o.ooı•-10 ---

14,4~ 181,55 ± 4,57 

L+-C+!l.oos" 10 176,18 ± 5,21 16,5 

L+C+o.oı• 10 166,74 + 1,95 1 6,15 1 

L+C+O.OS' -ı iO 152,94 ± 2,6~~36 _j 
~- L+e+o.ı• 1-ıo 151,05 ± 2,5 1 7,9 

L+C+!l.s' 1 10 . 126 65 + ı 82 5 76 1 ®: ,_, 1·~ ~ L+C+t' liJ' 97,894 ± 1,48_ ! 4,7 ~ 
L_ L+~ı· ~~L 59~~_;t_1,9 ___ L6,0 ~_j 
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Şekil 12: Kaıalaz ak.iivitesi ölçüm sonuçlarının grafik lıalinde gösterilmesi 
(L:Lökosit 300 fıg pıot/mL, C: CuOOH 10 mM, Rakamlar: BR nıg!dL . .) 
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Sonuçiar elde edildik1.en sonra tüm grupiar arasıııda varyıı.us analizi yapıldı. Yapılan bu 

analizin sonucunda gnıp ortalarnalan a:msındaki farkın istatistiksel olarak anlamlı olduğu 

tesbit edildi (p < 0,00 l). Bu istatistiksel farkı ya da farkları hangi grupların oluşturduğunu 

arıı.ştınnak için bağınısız iki grup ortalarnalan arasındaki farkın anlamlılık testi (t-testi) yapıldı 

ve neticeleri tablo 12'de sunuldu. 

Katalaz ölçümünde; sadece lökosit bulunan grupla (154,54 ± 2,55 [X ± SE] U 1 ıng 

protein), lökosit+ CuOOH bulunan gıup (158,9 ± 2,57 U 1 ıng protein) arasında istatistiksel 

anlamda bir fark tesbit edilemedi (p>0,05) (tablo 11, şekil12). 

Lökosit+ CuOOH grubunun katalaz aktivitesi sonucuna göre lökosit+ CuOOH + BR'in 

düşük konsantrasyonları (0,001 - 0,01 ıng/dL) ilavesi sonucu elde edilen katalaz ak1.iviteleri 

artış gösterdi ve bu artış (fark) istatistiksel bakımdan anlaınlıydı .. 0,05 ıngldL 'lik BR ilavesi 

duruıuunda ölçülen katalaz ak1.ivitesi sonucu, lökosit + CuOOH grubundan ölçülen katalaz 

aL1.ivitesiyle b<>..ı:ızerdi ve istatistiksel olarak fark yoktu (p>0,05). BR'in O, 1 - 2 ıng 1 dL 

konsarıtrasyonları ilavesi sonucu ölçülen katalaz aL1.ivi.tesinde belirgin düşme görüldü ve bu 

düşüş üıtatistiksel oiarak anlamlıydı (tablo 12). 

Tablo 12: Katalaz ölçümü sonucu yapılan bağımsız iki grup ortalarnası arasındaki farl= 
anlamlılık testi (t-testi) soııuçlan .. (L:Lökosit 300 ı-ı.g prot/ıııL, C: ClıOOH 1 O mM, 

•: BR ıngldL *: >0,05, fark anlamlı de" il) 

---·ı L+Ci-2. t L+C+1 \Lt·C.+O,siı.::;:c:.ti},ıj L+C+ 1 L.+C+ L+c+J L+C+ IL+cj 
1 ! + 0,05 ' 0,01 0,005 0,001 

---ı:-- 1 <o,ooı <o,om·-r.::o:ooıı·--. --
1 

· • ·ı "'o,oı 1 <o,o1· 
1
. <o,oo1 ·ı • 

-- L+C ~ <0,001 r<O,OOl_l <0,002_ r <Ö,05 J-.---ı--;::0,05 1 _:o_ ,05 _l <0,001 r·-
~C+O,OOP j <0,001 1 :"0,001 

1 

<0,001 J_ <0,001 1 <:0,001 1 <0,05 l • j 
L+C+0.005' i <0,001 r <0,001 , <0,001 , <0,001 

1 
<0,01 -+--~-..J 

L+C+O,OF \ <0,001 1 <0,001 1 <0,001 ı <0,001 __ ! <0,001 1 

L+c+o,OS' L<o,ooı r«i:o<ıı:-;::o;ooır ,__ -r----
L+c+o,ı• 1 <o,oo1 1 <0,001 <0,001 ı 

L+C+O,s' j <0,001 1 .<0.001 

L ... ~~_!:_j <~~~~.J 

4 GSHÖLÇÜMÜ: 

Yukarıdakilere beuzer şekilde sadece lökosit grubuııdaıı, lökosit + CuOOH gıubuııdan ve 

lökosit + CuOOH + BR'in farklı konsarıtrasyonlarının ilavesinden oluşan grupla_ra ııygula.ıımı 

inkübaııyoıılardarı sonra her bir grupdarı GSH ölçümleri yapıldı Yapılan ölçünıleı sonucunda; 

kendi grup ortalamaları ve starıd&.'i: hataları hesaplandı (tablo 13) ve burılar şekil B'de bir 

graf-ık halinde gösie!ildi 
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Tablo 13: Yapılan deneyler sonucunda elde edilen GSH ölçüm sonuçlan 
(L:Lökosit 300 >ıg prot/ınL, C: CuOOH 10 mM., •: BR m.g/dL) 

_ 1 GSH (mg/mg prot=--ı 
1 Ini x±SEjSD. 
!-- . i 1 1 l--·- L _ 110 + 2,461 ±0,0541 0,169 
ı L+C ıo , 2,709 ± o,018 o,os8l 

iL+e+o,ooı• 1 ıo l 2,404 ± o,o49 1 o,156 1 

L~C+0,005' ~~ 2,4 ± 0,054 ~172 ı 
L+C+O,Ol" 1 10 1 2,463 + 0,092 1 0,291 1 

1 L+C+O,OS" . 10 , 2,493 ± 0,085 ı 0,267 l 
[L"tc,-o,ı- i ıo , 2,62 ·± o,oss l 0,267 1 

ı v-c~o,s-~ ! 4,007 ± 0,142 1 0,449 1 

1 L-'·C+l" l 10 T 6,34 + 0,267 i 0,844 1 

i L+C+2• ~-~0,08 ±_ 0,406 jı,284 i 

Deneye dahil edilen ve sonuçları elde edilen 10 grup arasında yapılan varyans analizi 

sonucu grup ortalarnaları arasında bir fiırklıı mevcut olduğu ve bu fiırkm istatistiksel olarak 

aniam1ı olduğu tesbit edildi (p < 0,00 1) Bu farkı oluşturan grup ya da grupları tesbit etmek 

içint-testi yapıldı ve elde edilen veriler tablo 14'de sunuldu 

Sadece lökosidin bulunduğu numune grubundan yapıları GSH ölçümü (2,461 ± 0,054 mg 1 

mg protein) düşük çıkarkeıı, CuOOH'in bulunduğu ortamdan yapılan GSH ölçümünde biı 

artış gözlendi (2,709 ± 0,018 mg 1 mg protein) (p<O,OOl) (tablo 13, şeki113). 
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Tablo 14: GSH ölçümü yapılan gruplann ortalamalannın anlamlı olup olroa~ının göstermek 
için yapılan bağımsız iki grup ortalaması arasındaki faıkın an iaınlılık testi (t-testi) sonuç lan .. 
(L dL * fi k anlamlı değil) :Lökosıt 300 ı-ıg protJmL, C: CuOOH lO mM. •: BR ıngt< : >0,05, ar 

L+C'i-2 L+C+l IL+C+ [L+C+ ıL+C+ L1C+ L+C+ IL+C+ IL+C ı 
11,5 10,1 111,05 ,11,01 11.005 1!!,001 -- l<o~ L ~0,001 <0,001 • l* ı<o,oo1 • • • ______ .. 

<0,001 <0,001 l<o,oo1 y---~}o,o5 -- <O,o5 i<o,oo1 <0,001 1 L+C 

L+C+O,OOI" <0,001 <0,001 <0,00 1 <0,05 • • • 
L+C+0,005" 1<0,001 <0,001 <0,001 <0,05 • • 
L+C+O,Ol' <0,001 <0,001 <0,001 • • --=-... <0,001 <0,001 /<0,001 

. -;;---,---
L+C+0,05' 
--:::----· --

L+C+O,l" <0,001 <0,001 1<0,001 j 
L+C+O~'i' <0,001 <0,001 i 

L+C+l' <0,001 

Lökosit ve CuOOH bulunan ortaında ölçülen GSH sonucuyla aynı ortama BR'irı 0,1 

ıngldL'lik konsantrasyonu ilave edildik'ten somaki GSH sonucu arasında istatistiksel bir fark 

tesbit edilemezken BR'in diğer konsantrasyonlarda ilaveleri sonucu ölçülen GSH düzeyleri 

atMında furklar bulundu (tablo 14} ÖZellikle bu farklar 0,5-1 ve 2 mg/ciL 'lik BR ilavelerinde 

elde edilen GSH sonuçlarında belirgin bir artış şeklindeydi (şekil 13) 

Yapılan deneylerde elde edilen sonuçların tı:ımı:ını:ın toplu halde gösterilebilmesi (şekil 14) 
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Şekil 14 : Lökosit üzerine CuOOH ve değişik konsantrasyonlarda BR ilavelerinin, TBARS 
(spektrofotometrik ve flon:ımetrik ölçümler), SOD, katalaz ve GSH üzerine olan etkilerinin% 

olarak gösterilmesi Parametreler içinde bulunarı en yüksek değer % 100 kabul edilmiştir. 
(L:Lökosit 300 rıg prot/mL, C: CuOOH 10 mı.\IL, Rakamlar: BR mg/dL, SPTBR: 

Spektrofotometrik TBARS, FLTBR: Florometrik TBARS) 
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için her deneyin sonuçlan kendi içinde % ilade halinde gösterildi.. Deney sonucu bulunan en 

yüksek değer % 100 olarak kabul edildi. Oluşturulan grafık, şekil 14' de gösterildi Buna göre 

spektrofotometrik ve florometrik sonuçlar birbiriyle uyunıluydu .. SOD, CuOOH ilavesiyle ani 

bir düşüş gösterdi fakat BR ilavesiyle giderek arttı .. Katalaz CuOOH ilavesiyle değişmezken 

BR ilavesiyle önce arttı sonra azaldı. GSH düzeyleri ise CuOOH ilavesiyle arttı sonra BR 

ilavesiyle düştü.. BR 'nin yüksek konsarıtrasyonlannda ise tekiardarı befugin bir şekilde 

yükseldi 
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VI. TARTIŞlVlt\. 

Oksijen ile yaşayaıı tüm canlılarda normal metabolik işlemler sırasında kaçınılmaz biı: 

şekilde üretilmekte olaıı serbest oksijen radikallerinin hücresel komponentler üzerinde çeşitli 

hasariara sebep olduğu bilinmektedir (5,7,25,33). 

Lipid peroksidasyonu (LPO) serbest radikallerin neden olduğu en önemli hasarlardarı 

birisidir. Membranlardaki doynıamış yağ asidieri ve kolesterol, serbest radikallerle kolaylıkla 

reaksiyona girerek peroksidasyona maruz kalırlar.. İki veya daha tazla çift bağ içeren yağ 

asid~·oriııin peroksidasyonu sonucu oluşan illünler arasında malondialdehit de yer almaktadır 

t25) 

Zimmerman ve ark yaplıklan çalışmada (3 5); hedef olarak eritrosit fosfolipidlerini veya 

beyin doku ekstraktlarıru kullaııarak, aktive edilmiş PlVlN lökositler vasıtasıyla tostolipid 

peroksidasyonunu oluşturmuşlardır. Aynı araşlırnıada Pl'vlN lökositlerin, PMA ile spesifik 

olarak aktive edilmediği durumda da TBARS oluşumu görülmüştill.. Bunun üzerine 

araşlırrnacılaı; lipid miçellerinin de PNlN solunum patlamasını direk olarak aktive 

edebildikleri şeklinde yonımlamışlardır. 1· 

Çalışmamızda, CuOOH ilave ettiğimiz lökositlerde peroksidasyon oluşumunu 

gözlememizin yarıında, CuOOH ilave etmediğimiz lökositlerden de kısmen TBA."-S oluşumu 

gözledik (spek.'irototometrik ölçıımle 0,394 ± 0,039 nmol TBARS 1 mg protein).. Elde ettiğimiz 

veriler, Zirnmerman ve arkadaşlarının verileri ile uyumlu olup, herhangi bir oksidant uyarıma 

maruz kalmanıış lökositlerie de TBARS oluşabileceğini göstermektedir. 

50 



Olıkawa ve arkadaşlan yaptıkları bir çalışmada (15) karbon tetraklorur alımından 3 saat 

sonra karaciger hücrelerinde IBARS miktarlarının belirgin bir şekilde arttığını 

göstermişlerdir. 

Laboratuvanrnızda yaptıgınıız bir çalışmada O, 15 ıng Hb 1 dL ihtiva eden eritrositlerin 1 

mi\1 CuOOH ile inküba.syonunda, oluşan TBA..-q_s' ın belirgin bir şekilde yükseldiği 

gözlenmiştir (34) 

Xiaoie ve arkadaşları (3 1) P:MN lökositlerini, PMA ile uyarmışlar ve bunlardan IV!DA 

düzeylerini ölçerek, lökositlerin kendileri tarafından üretilen oksijen radikalleriyle kendi 

membran lipidlerini perakside etti.lderini ve kontrole göre belirgin bir şekilde l'viDA 

seviyesinin arttığını gözlemişlerdir Üretilen oksijen radikallerinin, PMN lökositlerirı 

membranlarına, membran protein SH gruplarının etrafındaki mikroviskoziteyi ve membran 

yag asicilerinin peroksidasyonunu artırarak, zarar· verdiklerini ifade etmişlerdir. 

Deney ortamımızda hedef hücre olarak lökositleri ve eksidan madde olarak da CuOOH'i 

kullandık. Çalışmamızda, ortamda bulunan lökosit membranları, lO ml'vi CuOOH ile 

inkübasyona tabi tutulduklarında TBARS oluşumu spektrofotometrik ölçümle 0,394 ± 0,039 

rınıol 1 mg proteirıden ( x ± SD), 1,662 ± 0,152 nrnol 1 ıng protein düzeyine ulaşımştu 

(p<O,OOl).. (Tablo 5,7 ve Şekil :8,9) Diğer bir ifadeyle deney ortarrıımızdaki CuOOH, 

lökositlerde bir LPO'na neden olmuştur. Deney sonucumuz, diğer çalışma sonuçlarına uyunı 

göstermiştir 

Xiaoie ve arkadaşlannın çalışmasında, (31) PMA uyarımı sonucu oluşacak olan MDA 

üzerine Çin bitkileri olarak bilinen schizandrirı B (Sirı B) ve quercetinin (Q) etkileri 

araştırılmış ve deney sonuctuıd«. oluşan l'viDA düzeylerinde, Sin B varlığında % 25, Q 

varlığında ise% 35,4'e varan bir· düşme gözlenmiştir. Sonuç olarak iki Çin bitkisi olan Sin B 

ve Q' n ün, Pl'viA ile uyarılnıış PMN lökositlerce üretilen oksijen radikallerini yakalayıcı 

eLleisinin var oldu~ ve PMN membran proteinlerinin SH gruplarını koreyabildiği ifade 

edilmiştir 

Topinka ve arkadaşlarının çalışmasında ise (10) sadece lenfositlerden, lerıfosit + Na· 

askorbat + Fe2+ inkübasyonu sonucu ve lerıfosit + Na-askorbat + Fe2+ + Iokoferol 

inkübasyonu sonucu MDA ölçumleri yapılnıışdrr. Lökositlere oksidan madde (Na-askorbat + 

Fe2+) ilavesi sonucu elde edilen IV!DA düzeyleri, sadece lenfositlerden elde edilen IV!DA 

düzeyleri.ne göre belirgin şekilde artmış, ancak ortama tokeferol ilave edildiğinde ise J'v1DA 

düzeyirıde tekrardan bir düşme gözleilflliştir· (p<O,Ol} Ayın çalışmada tokeferol yeıirıe 

pyritinol denendiğinde, tokateroldeki gibi bir duşme tesbit edilememiştir (p>0,05) 

Araştırmacılar, tokoterolürı inhibe edici etkisini, tokoterol ve pyıitinol arasındaki yapısal 
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fatklılıga bağladıklarını ifiıde etmişlerdir 

Yukarıdaki çalışmalarda, benzer maksatlar ıçın değişik hedef hücreler, oksidarı ve 

antieksidan maddeler kullanılınakla birlikte, biz deney ortamımızda hedef hücre olarak 

lökositleri, oksidan madde olarak CuOOH'i (10 IILI\!1) ve antieksidan madde olarak BR'yi 

(0,001 - 2 mg/dL) kullarıdık Bizlin çalışmamızda TBARS düzeyleri; sadece lökositte 

spektrototomeirik olarak O, 3 94 ± 0,03 9 nmol/ mg protein (ı< ± SD), florometrik olarak ise 

0,243 ± 0,06ıımol/ mg protein bulunurken 10 nınıol!L CuOOH ilavesiyle sı---ekirofotomeirede 

1,662 ±_ 0,152 lliliol 1 mg protein, floromeirede 2,308 ± 0,398 nmol 1 mg protein bulundu 

(p<O,OOl).. Ancak bu karışıma BR'in farklı dozlan ilave edildiği zarııarı (0,001 - 2 mg 1 dL), 

TBARS oluşumunda bir azalma yerine artma gözlendi. Bu artış BR konsantrasyonu aıttıkça 

beliıginleşti. Bu sonuçlara göre BR, TBARS oluşumunu azaltınadığı gibi kendi konsantrasyon 

artışına bağlı olarak da TBARS artışına neden olınuştur. Bunu iki şekilde açıklamak mümkün 

olabiliı: 

l- J van der Zee ve arkadaşlarının çalışmasında (29) t-BHP veya CuOOH, varlığında ve 

uygun bir katalist ilave edildiği zaman iki tip radikal oluştıırulduğunu ifude etmişlerdir: 

Hematin (F e3•) varlığında peroksil radikalleri oluşturuluıken, diğer yandan ferröz hipiridil ile 

l:N radyasyonu esnasında ise a!koksil radikalleri meydana geldiğini ifade etmişlerdir. 

Araştırmacılar, radikalin özel bir tipinin oluşumunun ikirıci bir reaksiyonla diğer bir radikalin 

oluşumuna yol açabileceğini belirtnıişlerdir. Yazarlam göıe sağlam eritrositlerin t·BHP'e veya 

CuOOH'e maruz bırakılınaları LPO'na ve K+ sızıntısına neden olınuştur .. Araştırmacılar bu 

sonuçların hangi radika!lede oluşabileceğini tesbit eirnek için deneylerinde difertilaı:ııin, 

tiyoilre, bütillenı:ııiş hidroksi tohı~n (BfiT) ve prometazin gibi antioksidanlar knllanı:ııış1ardır. 

Difeııilamin güçlü bir alkoksil radikal yakalayıcısı olmasına rağmen, peroksil mdikallerini 

yakalamadığı ileri süıülı:ııüştüı .. Ditffiilamin LPO'nu güçlü bir şekilde inhibe ederken, K+ 

kaybını inhibe eirnediği ifade edilıniştir.. Buna göre; t-Buo· ya da Cuo•, LPO'nu başlattıkları, 

ancak K+ sızıntısına karışı:ııadık:ları ifade edilmiştir. Tiyoüre ise bilinen bir peroksil radikal 

yakalayıcısı olduğu ve yapılan deneylerde aşikar bir şekilde K+ sızıntısını inhibe eirnesine 

rağmen LPO 'nu inhibe eirnediği ifade edilmiştir. Bunun yarıında araştırmacılar, B !:IT ve 

prometazin gibi güçlü peroksil radikal yakalayıcıla111Illl da K+ sızıntısını güçlü bir şekilde 

inı'ıibe ettiklerini ileri sürmüşlerdir. Buna göre peroksil radikallerinin K+ sızıntısının 

oluşumuyla ilgili olduğunu ancak LPO'yla ilgili olı:ııadıklann.ı beliıtmişlerdir Araştırma 

sonucunda yazaılar, LPO'nun, alkoksil radikali tarafindan başlatılııken, peroksil radikaliyle 

başlatılarnadığını ifade etmişlerdir. 
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Biz deney ortaınırmza lökosit, alkoksil ve peroksit radikalleri oluşturabilen CuOOH ve bir 

peıoksil radikal ve 10 2 yakalayıcısı olaıak bilinen BR ilave ettik .. CuOOH, ortaında LPO 

oluştuımasına rağmen, BR'le TBARS konsantrasyonunun azalmadığını gözledik (Tablo 5, 7 

ve Şekil 8,9). CuOOH oluştu:ı:duğu alkoksil radi.1aılleriyle ortaında LPO'na neden ol.ıııakia, 

ancak ortama koyduğumuz BR ise peroksil radikal yakalayıcısı olduğundan dolayı 

muhtemelen bu alkoksil radikallerini yakalayamaı:nakta ve TBARS oluşumunu inhibe 

edemediğini duşnnduı:mektedir 

2- l'vJDA ölçilinil için rderamı aldığımız Ohkawa ve arkadaşlaruıın (15) çalışmalarında, 

yöntemi intertere eden maddeler sayılınaktadıı.. Bu maddeler arasında yer alaıı glukozun, 

sukrozun ve N -asetilnöraminik asidin yarıında, reaksiyon karışırrundaki l ,O mg (1, 7 ı nrnol) 

konsantrasyonundaki albümine bağlı BR'in, 532 nın'deki absorbansda, interfere etmek ilzem 

TBA ile reaksiyon yapabileceği itade edilıniştir.. Ancak yazarlar BR'in interteransının 

eksitasyon : 515 nm' de, emission : 5 53 mn' de olacak şekilde t1orometrik olarak ölçilm 

yapıldığı zaman interferansın ihmal edilebilecek düzeyde olduğunu ifade etmişler ve eğer 

numune bir m:ikt.ar BR içeriyorsa t1orometrik yöntemle ölçuJı:neli diye tavsiye etmişlerdir. 

Ancak yaptığımız deneylerde spekimtotometrik ve florometrik yöntemler arasında BR'in 

etkilernesi yönünde belirgin bir fark gözleyemedik (y = 0,697 * x + O, 119, r = 0,92) (Şekil : 

7,9,10) Her ne kadar Obkawa ve arkadaşlan özellilde t1ommetrik yönternde BR'in 

interfemnsının gözlenmediğini ifade etseler de biz, hem spektrototometrik, hem de florometrik 

yöntem sonucunda BR'in belirli konsantrasyonlarınciarı itibaren (0,1 mg/dL) belirgin artışlar 

gözledik. Bu artışların, Ohkawa ve arkadaşlan'nın ifadelerine rağmen, BR'in intertermısı 

sonucu oıtaya çı.k:::ıış olabileceği kanaatini taşıına..\iayız 

Tarırık:ulu'nun çalışmasırıda (25) PMN lökositlerde, Hı02 konsantrasyonunun artması, 10 2 

ve •oH gibi diğer reaktif oks~jerı radikallerinin oluşumuna ve doku harabiyetinin artmasına yol 

açacağı belirtilirken, Britgan ve arkadaşianmn ''spiıı trapping" yöntemiyle yaptıklan 

çalışmada (28) Pl'vfA ile stimule edilıniş insan nötrofillerinin, demir mevcut olınadıkca •oH 

oluştuımadıklaırm göstermişlerdir.. Zinımerman ve arkadaşlaruıın çalışmasında (35) ise, deney 

ortaınındaki Cii 'in, bir başka C)i 'le karşılaştırıldığında, daha güçlü bir oksidan olan Heii 

(pKa : 4,8) ile denge haline geldiğini ve bu durumunda, asid ortamda peroksidasyonun 

kolaylaştığırıı ilade etmişlerdir. 

Deney ortaıllJ.lll1Zda denıir bulunmadığından dolayı Briigan ve ark'nın (28) ifadelerine 

dayanarak •oH radikallerinin oluşturulınadığı söylenebilir .. Bunun yarıında deney ortaınırnızda 

Tanrıkulu ve ark'= ifade ettikleri C5) gibi 10 2 oluşmuş olsaydı, bunun da deney ortmııımmı 
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art..an şekillerde ilave edilen BR vasıtasıyla yakalanması ( 12,22) ve dolayısıyla LPO'nun 

engellenmiş olması gerekirdi Ancak deneyimizde ilave ettiğimiz artan miktarlardaki BR'e 

rağmen TBARS oluşmaya devam etti .. 

Ayrıca çalışmamı.zda inkı:lbasyon ortanııı:nızm., l".zyolojik pH' da (pH: 7.4) olması nedeniyle 

Zinımerma.n ve ark'nın ifade ettikleri gibi asid ort.'llllda H6; radikali oluşumu ihtimalinin de 

söz.\::omısu olmadığı düşüııülmek'1edir Dolayısıyla çalışına ortaı:nını.ızaaki TBARS 

oluşumunun., muhtemelen alkobil (Cuüj radikaliy!e oluşturulduğu karıaatindeyiz 

lVIiura ve ark yaptıklan araştırma sonucunda (28), PMN plazma membrarılarının oksijen 

radikalleri tarafından perakside edilemediğini göstermişlerdir .. Aynı araştırmada, kııllamlan 

PMN lökositlerdeki SOD mik'1arları 0,2 mg 1 107 hücre olarak tayin edilmiştir. SOD'nin bu 

miktan PMA ile uyarılmış PMN lökositlerin neden olduğu peroksidasyonu inhibe edecek 

yeterlikte bulunmuştur .. Zi:ı:nmemıaıı ve arkadaşları ise yaptıkları araştırma sonucunda (35); 

SOD'nin, TBARS oluşumunu kısmen iriliibe etmesine rağmen., tanıarınyle iriliibe etmediğini 

ifade etırıişlerdiı 

Çalışmamızda sadece lökositlerdeki SOD ak'1ivite dUzeyler:ini 3,7 66± 0,098 U 1 mg pwtei:ı:ı 

olarak, lökosite CuOOH ilavesi durumunda ise 2,022 :±. 0,118 U i mg protein bulduk 

(p<O,OO 1 }. Lökositlerde bulduğumuz bu SOD aktivite değeri, :Mi.ura ve arkadıışlarl1ll1l. 

deneyinde (28) olduğu gibi lökosit ır.embrarılarınırı LPO'na engel olamamıştır .. .'\ncak onların 

deneyinde kullanıları lökositleri:ı:ı canlı olması nedeniyle böyle bir engellerneye neden 

olabildiği ya da değişik lıesaplamalardaıı. dolayı onların deneyleri:ı:ıde buldnklan SOD aliivite 

değeri yeterli olurken bizim deneyimizde elde ettiğimiz SOD aktivite değerleri pemksidasyonu 

önlemede yetersiz kaldığı düşÜllülınek'iedir 

Deneyinıizde, CuOOH'.in ilave edilmediği durumda SOD beliıli bir aktivite gösterınesi:ı:ıe 

rağmen, CuOOH'i:ı:ı ilavesi durumunda, ortamdaki SOD'ın belirgi:ı:ı bir şekilde inhibe 

olduğunu gözledik .. Ortama ilave edilen BRi:ı:ı anan konsantrasyonlan SOD Uzerine olan 

inlıibisyonu azaltırı.asına rağmen bu durum IBARS oluşumunda bir azalmaya neden olrnadı 

Dolayısıyla SOD'ın TBARS oluşumunu tamamen engellernemesi Zimıuemı.arı ve 

arkadaşlarının ifade ettikleriyle uyumluydu. 

Pigeolet ve arkadaşlarının çalışmasında (16) SOD, GSH-Px ve katalazııı kendi substmtları 

tarafından ne şekilde inaliive edildiklerini ortaya çıkarmak amacıyla; Iip2 'i:ı:ı, CuOOH'in, t·· 

BI-IP:-in, lıidroksil ve ~üpeıoksid iadikaller~p~n etkileri, GSH~·Px, SOD ve katalaz üzerinde test 

edilmiştir. SOD; 4xl04 M' lık H20ı ile (20 dakika ve 3 7 'C ısıda) % 50 ararımda inaktive 

edilirken organik peroksidler ve lıidroksil radikallerinin bu enzinı. Uzerine etkisi 

54 



bulunanıauuştır 

Y aptığımJZ SOD ölçümüyle ilgili çalışmamızda; sadece lökosit grubundan elde ettiğiı:rllz 

değer 3,766 ± 0,098 U/ mg proteinken, oksidan madde ilavesiyle 2,022 ± O,llS U 1 mg 

protein olarak bulduk. Bu fiıı:k istatistiksel olaıak anlamhydı (p<O,OOl) (Tablo: 9). Ancak 

lökosit ve oksidan madde kan<u:ı:una BR in aıtaıı miktarlardaki konsantrasvonlan (Ü 001 - 2 
> ' " ' 

mg/dL) ilave edildikçe bu değer 2,266 ± 0,159 dan, 3,546 ± 0,207 U 1 mg proteinekadar 

yükseldi (I ab lo : 9, Şekil: ll) Bu veriler oksidan madde ilavesiyle oıtamda yüksek diiZeyde 

C~ ve Hz02 oluşrı:ıal.'ia olduğunu düşüııdürmek:tedir .. Hz02'in tazla rı:ıil..'taı:da olduğu durumda 

ise Pigeolet ve ark 'nın çalışınasma göre SOD üzerinde inhibitör bir etki oluşturabilmektedir 

( 16,25) 

Çalışmamızda lökositlere oksidan madde ilavesi durumunda, SOD akiivitesini oldukça 

düşttk bulınanımı rağmen, ortaına BR'i.'l artan rı:ıil..'taı:lardaki ilaveleri dururnurıda SOD 

aktivitesinin gittikçe arttığuu gözledik BR' in artan rı:ıil..'taı:dal<i ilaveleriniıı, H20 2 'irı inhibitör 

etkisini giderek azaltmış olabileceğini düşündürmektedir. Bilindiği üzere BR, Hz02 veya 

organik hidroperoksidleıin varlığında peroksidazlar içirı bir indirgeyici sulıstrat olarak 

davranmaktadır (22) .. Bu da bizim düşüncemizi desteklemektedir 

Katalaz ve GSH Px lökositlerdeki peroksidasyorıa karşı koruyucu potaıısiyele sahip iki 

enzimdirler ve R.P2 ile diğer organik peroksidlerin nederı olduğu LPO'nu önlemektedirler 

(25). Pigeolet ve ark 'nın çalışınalaıında (16) katalaz, l:ıidroksil radihlleri ve süperoksid 

anyonlanyla inaktive edilirken, organik peroksidlerle inaktive edilememiştir Y aptığrnıız 

çalışmada; sadece lökosit grubunun katalaz ölçüm sonuçlarıyla (154,54 :±: 2,55 U/mg protein), 

lökoside oksidan madde ilavesiyle elde edilen katalaz sonuçlan (158,9 ± 2,57 U/mg protein) · 

arasında istatistiksel bir fark bulamadık (p>0,05). Çalışma sonuçlaııınız Pigeolet ve ark 'nın, 

katalazın organik hidmperoksidlerle inhibe edilemediği ifadesiyle uyum göstermesine rağı:nerı, 

kata!azın O~ a.'lyon radikalleriyle inhibe olabilece~i ifadesiyle uyumlu bulunmamıştır. Çünkü 

çalışınamJZda oksidaıı madde ilavesi durumunda ortamda oluşması kuvvetle muhtemel olan 

Cii 'nirı varlığında katalaz inhibe olmamıştır. 

Kökoğlu ve arkadaşlarının yaptıkları çalışmada; (9) lökosit katalaz aktivitelerini Beers ve 

Sizer'irı yöntemiyle ölçmüşler ve konirol katalaz sonuçlarıyla, akut lenfobiastik lösemi ve akut 

nonlerıtbblastik lösemi sonuçları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir tark bulamamışlardır 

(p>0,05). Aynı araştırıcılar, SOD enzimi abivitesinin artması sonucu süperoksid 

radihllerinin hızlı bir şekilde clismutasıyonundan dolayı, yüksek diiZeylerde H20 2 

oluşumunun laıçını1T.az olduğunu ifade etmişlerdir.. AJ..'Ut lösemilerde lökosit katalı:ız 
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ak:tivitesindeki artışın, SOD aJ..:tivitesindeki artışa göre daha az olması, Hz02 

detoksifikasyonunun yeterince yapılmamasına neden olacağından, dolayısıyla H20ı'den 

Haber-W eiss reaksiyonuyla bugüne kadar bilinen en sitotoksi.k radikal olan hldroksil 

radikallerinin oluşumunun artacağını ve bunun sonucunda hücre nıembranlarııı.ııı 

bütünlüğünün bozulabileceğini belirtmişlerdir. 

Yaptığınnz çalışmada ise lökositlerin eksidan maddeyle irıJ..."1ibasyonundaıı sonra SOD 

miktarlarında belirgin bir düşüş varken, katalaz ı:ı:ı.ilc'.<ı.nnda istatistiksel olarak bir tark 

bulunamadı Lökositlerin, fazla ı:ı:ıiktardaki eksidan maddeye maruz bırakılması sonucu aşın 

ırı.iktaıda öi ve HP2 oluşınnuna yol açı:ı:ı.akta ve oluşan B:p2 de, SOD'yi inhibe ederken, 

kendisi de normal aliivite gösterdiği tluzedilen katalaz taıafuıda.ıı. zararsız hale getirilmeye 

çalışılıı.ıal.1adır. Ancak SOD'nin inhibe olması öi 'in başka yollara sapıp LPO 

oluşturabileceğin:i göstermiştir. Kökoğlu ve ark 'nı.ıı çalışınasında 'OH oluştuğu ifade 

edilirken çalışmamızda muhtemelen alkoksil radi.kali de oluşmakta ve LPO da muhtemelen bu 

radikalle gerçekleşmektedir 

Tanrıkulu'nun çalışınasında (25) GSH-Px ve katalaz aktiviteleri Behçetli lı.astalaıda kontrol 

grubuna göre önemli ölçüde düşük bulunmuştur .. A.ntioksidan sistemin başlıca üyeleri olaıı. bu 

enziınleıin aktivitelerindeki azalma, H20 2'nin detoksifikasyonundaki azalma ile sonuçlanacağı 

ifade edilmiştir. 

Katalaz ölçümüyle ilgili çalışmamızda; lökositlere oksidan madde ilave edildiğinde elde 

edilen katalaz sonuçları ile sadece lökosit bulunan ortaını.ıı katalaz aktivite sonuçları arasında 

istaiistiksel bir tark bulunamamıştır (p>0,05).. Ancak lökositler Uzerine CuOOH'in tatbikinden 

sonra katalaz aliivifesin:i düşük bulırı.anıanııza rağmen bu ilavenlıı, · Tannkulu ve 

arkadaşlarının çalışınasındaki gibi yüksek oranda H20 2 oluşmasına neden olduğu 

düşünülmektedir. Ancak çalışmamızda Pigeolet ve ark' nı.ıı çalışmaları ( 16) sonucunda ifade 

ettikleri gibi katalaz uzerine ne Hz02 'in ne de organik peroksidlerin inhibitör etkisi 

gözlenmemiştir. 

Bununla birlikte çalışmamızda aynı ortama BR'in düşük konsarıtrasyonlan (0,001-0,01 

rng/dL) ilave edildiğinde katalaz aliiv-itesinde artış gözlenmiştir (tablo :ll, şekil : 12) 

(sırasıyla: 181.55 :±: 4_57, 17618 ± 5.21 ve 16674 ± 1.95 U/mg protein) (p<0 .. 001, p<0 .. 05 ve 

p<O. 05). Mevcut yayınlarda oksijen radikal türlerinin ya da peroksidasyon esnasında oluşan 

ara ürünlerin herhangi birisinin katalazı aliive ettiği şeklinde bir literatür bilgisirıe 

rastlarınıanııştır. Bundan dolayı katalazdaki bu aktivite artışının, muhteınelerı BR in düşük 

dozlarından ileri geldiği şeklinde yonınılana bilir. BR'in 0,05 ıngldL dozundaki ilavesinde ise 
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katalaz aktivitesi 152,94 :ı: 2,64 U/mg protein bulunmuş ve bu düzeyiyle lokosit + oksidan 

madde grubundaki katalaz değeri ile istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulıınamamışbı­

(p>0,05) .. 

Çalışmamızda, BR'in O,l-2 mg/dL düzeylerindeki ilavelerinde ise katalaz aktivite düzeyi 

gittikçe düşmüş ve 2 mgtdL için katalaz değeri 59,55 ± 1,9 U/mg protein olarak bulunmuştur 

(p<O,OOl) (tablo: ll, şekil:l2) Katalazı inhibe eden maddeler arasında hidroksil rııdikalleri ve 

süperoksid anyonlan sayılırken, organik peroksidlerin inhibe ebrıedikleri ifade edilmiştir (16). 

Deney ortaııııı:mzda muhtemelen demir ve demir bileşikleri bulunmadığından dolayı katalaz 

üzerine •oH mdikallerinin inhibisyonun olamayacağı düşünülmektedir.. öte yandan O~ 'nin 

katalazı inhibe ettiği göz önünde tubılursa, katalazın lökosit + oksidan madde ilavesi 

sonucunda ölçülen aktivitesinin de inhibe olması gerekirdi Çuııkii o zaman Ö, dalıa tazla 

olması ve katalazı inhibe etmesi söz konusu olurdu .. Elde ettiğimiz sonuçL'li bu düşünceyi 

desteklemeili Bu dunnnda katalaz inhibisyonunun ne •oH radikaliyle, ne de Ö, 'yle 

olmadığına göre muhtemelen BR' in düşük konsantrasyonlarının, katalazı aktive edilebileceği, 

normal ve yüksek konsantrasyonlarımn da katalazı inhibe edilebileceği şeklinde 

yorıımlanabilir. 

GSHın hücre içinde oksidatif strese karşı müdafada önemli bir rolü vardrr .. Sitozolik GSH 

miktarını azaltan bir ~jan olan Dianıid'in veya organi.l<: hidroperoksid olan CuOOH'in kalp 

hücrelerine uygulanması LPO ve ciddi hücre hasarı oluşturmuşbır (7 ,8) 

Bizim GSH ile ilgili çalışmamızda sadece lökosit grubundan elde edilen GSH sonucuyla 

(2,461 ±. 0,054 mg GSH 1 mg protein) lökosit ve oksidan madde birlikteliğinde elde edilen 

GSH sonu.:u (2,709 ± 0,018 mg GSH!mg protein) arasında artış şeklinde bir fark bulduk 

(p<0,001) (tablo: B, şekil: 13} 

Scott ve arkadaşları, yaplıkları çalışmada, ( 19) PMN lökositlerde GSH ölçümü yapmışlar 

ve lökositlerde GSH miktarını 12,3 ± 2,5 nıno1 1 107 (:X± SD) olarak bulmuşlardır. Aynı 

araştırmacı, bir başka çalışmasında (18) ise t1ow sitometrik yöntenıle nötrofillerden, 

monositlerden ve lentositlerden GSH düzeyleri ölçmüş .. Sonuçta ise GSH miktarını, 12,5 ± 2 

nınol 1 101 nötrofil, 14,5 ± 2,7 nınol! 101 monosit ve 5,0 ± 1,0 nınol 1 107 1enfosit olarak 

bulmuşbır Bu GSH sonuçlarının birimleri, bizim sonuçlarımızdan farklı olduğundan 

karşılaştırma imkarn buhınamaıuışbr. 

Koster ve arkadaşları, (8) romatoid artritli (RA) hastaların eritrositleriyle, kontrol 

eritrositlerini 60 dakikalık sürede, 5 miVI CuOOH' le inkübe elınişler· ve geçen SOreler içinde 

her iki gruptan da GSH ölçümleri yapmışlardır. CuOOH ilave edilenler başlangıçta, 
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edilıneyenlerin % 20 civarında GSH seviyeleri gösterirken ilerleyen zaman içinde (-- 20 

dakika soma) CuOOH ilave edilmeyenlerle aynı seviyeye yükselmiştir Ancak 60 dakika 

sonuuda RA'li eritrosit GSH düzeyleriyle, kontrol grubu eritrosit GSH düzeyleri arasında 

istatistiksel bir fark bulunamam.ış ve sonuç olarak peroksidatif şartlar altında ııyguu GSH 

seviyelerini sürdünne kapasitelerinin her iki grup için de aynı olduğu ifade edilmiştir. 

Bizim GSH ile ilgili çalışmamızda sadece lökosit grubundan elde edilen GSH sonucıma 

göre lökosit ve oksidan madde birlikteliginde elde edilen GSH sonucu istatistiksel olarak 

anlamlı bir artış gösterdi. (p<O,OOl) (tablo: B, şekil13). Ancak BR'in düşük miktadardaki 

ilavelerinde (0,001-0,lıngldL) GSH düzeylerinde tekrardan istatistiksel olarak anlamlı bir 

düşme görülmesine rağmen BR'in 0,5-2 ıngldL'lik konsantrasyon ilavelerinde ise tablo:l3 ve 

şekil 13 de görüldüğü gibi istatistiksel olarak anlamlı bir GSH yükselişi gözlendi (p<O,OO 1 ) .. 

Bilindiği üzere organik hidroperoksidler, GSH·Px aktivitesi için substrat olarak davranırlar 

ve intrasellüler GSHın okside bale gelmesiyle zararsız bale getirilirler (7) .. GSH'in, GSH-Px 

ile birlik'.e herhangi bir nedenle oluşan Hp2'in yıkımında da rol aldığı değişik yayınlarda 

ifade edilmektedir (8,21). Y aplığı.ırnz çalışmada, lökosit üzerine CuOOH ilavesi durumuuda 

GSH'ın GSSG'ye dönmesi, dolayısıyla da GSH miktarının düşmesi bekleniyordu.. Ancak 

Koster ve axk 'nın çalışmasında (8) da ifade edildiği üzere GSSG kısa bir süre sonra GSH 

haline dönebilmektedir.. İnküba&'Yon süresini 60 dakika tuttuğumuzdan dolayı bu süre 

içerisinde muhtemelen oluşan GSSG'nin büyük kısmı tekrax GSH haline dönmüş olabileceğini 

düşünüyoruz.. Çalışmamızda GSH miktarmı 60 dakika soma artmış bulduk Muhtemelen 

oluşan GSSG'lerirı büyük kr= GSH haline dönmesinin yanı.'lda GSH'ın, Hı02'irı yıknınnda 

da ml almasından dolayı ileıleyerı zanıarı içinde CSH kullanımının fazla olmasına bağlı olarak 

hücre GSH serıtezinin de artmış olabileceği düşünülmektedir·. 

Ancak ortama BR'in düşük konsantrasyonları ilave edildiğinde GSH miktarında tekrardan 

bir düşme gözlerıdi. Muhtemelerı konjuge edilmemiş BR, H20 2 veya organik 

hidroperoksidlerin varlığında peroksidazlar için bir indirgeyici substrat olarak davramrlax (22) 

Bu nedenle GSH'a olan ihtiyacın azalmış olabileceği tahmin edilmektedir. 

BR'irı normal ve yüksek düzeyde ilavelerincieki GSH miktarlarının aşm derecede artmış 

buluuınası ise GSH'ın 412 nın'de okunması ve bu dalga boyıınun BR'irı maksimum 

absorbans verdiği 453 nın'ye yakın ohnası nedeniyle, ınulıtemelen BR'in irıterferansının 

oiduğu düşürıülınektedir 

Sonuç olarak; lökositler üzerine CuOOH'in oksidan etkisinin ve BR'in farklı 

konsantrasyonlarda antioksidan etkisinin olup olmadığını araştırmak üzere yaplığınıız bu 
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çalışınada şu sonuç lar elde edilmiştir; 

1- CuOOH'in lökosit membranlarını perokside ettiği, ancak bu peroksidasyonu alkoksil 

radikalleri ile yaptığı, dolayısıyla ilave ettiğimiz BR düzeylerinin hiçbirisinin TBARS 

oluşumunu azaltınadığı kanaatine varılmıştır 

2- Oksidan madde ilavesinin SOD'yi inhibe ettiği (muhtemelen fazla miktarda H:p2 

oluşturaı:ak) ve BR ilavelerinde bu inlıibisyonun giderek azaldığı bulunmuştur. 

3·· Katalaz, BR'in düşük konsantrasyonlanııda aktive olurken, normal ve yüksek 

konsantrasyonlarında inhibe olduğu gözlerımiştir 

4- CuOOH ilavesiyle GSH ıııi1.'tarının azalmadığı, sürenin uzun olmasından dolayı GSH'ın 

kendini yerıilediği, hatta muhtemelen F .• .p 
2

' in yıkımında görev aldığından dolayı ihtiyaca 

bağlı olarak sentezinin aı:ttığı kanısına vanlımştır 

59 



VII. ÖZET 

Bu çalışmada, lökositler üzerine bir oksidan madde olan kilmen lıidroperobid (CuOOH) 

ile bir antioksidan madde olarak kabul edilen bilirübin'in (BR) değişik koıısanirasyonlan 

tatbik edildikten sonra, lökositlerden, 'TBARS ve redükte glutaiyon (GSH) seviyeleri ile 

süperoksid dismutaz (SOD) ve katalaz aktiviteleri ölçüldü .. 

Elde edilen numunelerden lökosit havuzu yapıldı ve bu lökositler, her deney öncesinde, 

CuOOH'le ve BR'in değişik konsantrasyonlanyla 60 dakikalık süre bo:yunca ink.ilbe edildiler. 

Tiyobarbitürik asid reaktif maddelerin (TBARS) ölçümü, BR'in interferansını elimine 

etmek için, hem spektrofotometrede, hem de florometrede okundu .. CııOOH'e maruz 

bırakılnıış lökositlerin TBA~S düzeyleri, maruz bırak:ılmamış lökosit düzeylerinden, belirgin 

bir şekilde yüksek bulundu (p<O,OO 1), ancak ortama ilave ettiği.ı:ıllz BR 'in farklı 

konsantrasyonlarından hiçbiri, TBA....~S oluşumunu azaltmadı .. Buna ilaveten spektroiotoınetrik 

ve florometrik yöntemler arasında BR 'in elirninasyonu yönünde bir fark gözlenmedi 

Lökositlerin CuOOH' e maruz bırakılmasından sonra ölçülen lökosit SOD aktivitesi, maruz 

kalmamış lökositlerin SOO aktivitesinden daha düşüklü (p<O,OOl), ancak BR'in artan 

konsantrasyonlarda ilavesiyie, SOD aktivitesi giderek arttı .. 

CuOOH'e maruz kalmış lökositlerin katalaz sonucu ile maruz ~kalmamış lökositlerin 

katalaz sonucu arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark gözlenmedi .. Katalaz aktivitesi 

BR'in düşük konsantrasyonlarının ilavesiyle artmasına rağmen, normal ve yüksek 

konsantrasyonlannrn ilavesiyle azalma gösterdi 

Lökosit GSH sonuçlarına göre, CuOOH'e maruz kahınş lökosit GSH seviyeleri artrş 

gösterdi (p<O,OOl).. Ortama BR ilavesiyle tekrar bir düşme gözlerıdi. BR'in yüksek 

konsantrasyonlarında ise GSH seviyeleri belirgin bir şekilde arttı. 

Sonuç olarak; CuOOH lökositlerde LPO oluşturmuştur, ancak BR bu peroksidasyon 

esrrasındaki TBARS oluşumunu engelleyememiştir. BR'in deney ortaınında kullanılan tüm 

konsantra:.)'onlan, SOO'yi artan şekilde aktive ederken, düşük konsantrasyonlannın, katalazı 

al"tive ettiği, yüksek konsantrasyonlarının ise inhibe ettiği dikkat çekmiştir. Buna ilaveten 

CuOOH'e maruz kalınış lökositlerin GSH seviyeleri artrruş, ancak BR'irı ortama ilavesi 

lökosit GSH düzeylerini rekrar düşürmüştür. 
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VIII. SU1VIl\iiARY 

In this study, leukocytes v.rere expDsed to cumene lıydroperoxyde (CuOOH), an oxidant 

substance, and to various concentrations of bilimbin (BR), an antioxydant substance. Then 

tlıiobarbitıJiic acid reactive substances (TBARS) and recluced glutatlıion (GSH) levels, 

superoxyde dismutase and catalase activities of leukocytes were measured .. 

Leukocyte pool was prepared from the sampies obiaiııed and these leukocytes weı:e incu­

bated with CuOOH and various concentrations of BR, for 60 miııutes before each experiment 

Tiıe measuremeııt of TBARS was performed both with a spectrophotometer and a t1uo­

rometer to eliıı:rinate the interfe.ıeııces aıi:ıing from BR TBARS levels of leukocytes exposed to 

CuOOH were statistically higher than uııexposed leukocytes (p<O,OO 1 ), but any concentrations 

of BR that we added to the medium did not effect the TBARS levels .. In additioıı, no difference 

was observed between the spectrophtometeric and fluorometric methods .. 

The SOD activity measured after the e::q.'Osure of leukocytes to CuOOH was lower than the 

SOD activii'; of uıı.exposed leukocytes (p<O,OO 1 ), but SOD activity gradually iııcreased when 

increased concerıtrationıı of BR were added to the medi= 

No :,:>atistically significant differeııce was observed betweer: uıı.exposed leukocyte catalase 

activity and catalase activity ofleukocytes exposed to CuOOH. Catalase activity was increased 

with addition of low concerıtrationıı of BR, but decreased with addition of normal and high 

conceııtratioııs of BR 

According to the results of leukocyte GSH measurernent, GSH levels in leukocytes exposed 

to CuOOH increased (p<O,OOl) .. A decrease was observed again in GSH levels by addition of 

BR to the medium .. GSH levels clearly increased at high conceııtrationıı of BR 

Fiııally, CuOOH has generated LPO in leukocytes, but BR could not prevent TBARS 

generation during this pemxidation.. All concentrations of BR used in these ex:periments have 

gradually activated SOD euzyme, but BR has activated catalase at low conceııtrations aud 

iııhibited the activity at high concentrations .. In additioıı, GSH levels of leukocytes exposed to 

CuOOH were increased, but addition of BR to the nıedium again decreased GSH levels of 

leukocytes 
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