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I. KISALTMALAR

BR : Bilirtibin

CuOOH: Kimen Hidroperoksid

DIPC:  Dilinoleoil Fosfotidil Kolin
EDTA :  Etilen Diamin Tetra Asetik Asid
FADH;: Redikte Flavin Adenin Dintkleotid
GSH : Reditkte Glutatyon

GSH-Px: Glutatyon Peroksidaz

GSSG:  Okside Glutatyon

G6PD:  Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz
HOCL:  Hipoklorik Asid

HMP : Heksoz Mono Fosfat

HC: Hidroperoksil Radikali
H,O, : Hidrojen Peroksid
LPO: Lipid Peroksidasyonu

MDA :  Malondialdehid

MPO : Miyeloperoksid

NADH: Redtkie Nikotinamid Adenin Diniikleotid
NADPH : Redikte Nikotinamid Adenin Diniikieotid Fosfat

‘OH : Hidroksil Radikali
10, : Singlet Oksijen
G Stperoksid Anyonu

PMA - Forbol Miristat Asetat
PMN : Polimerfoniikleer
PUFA: Poli Unsature Yag Asidi
R* Serbest Radikal

RO*: Alkoksil Radikali
ROO*:  Peroksil Radikali
ROCH: Lipid Hidroperoksid
RS : Tiyol Radikali

SOD : Suiperoksid Dismutaz
TBA : Tiyobarbitarik Asid
TBARS : Tiyobarbitiirik Asid Reaktif Maddeler
t+-BHP:  t- Butil Hidroperoksid



II. GIRIS VE AMAC

Kai ve sivi vaglarn korunmast ve saklanmasi eski zamanlardan beri insanhifmn ilgisini
uyandirmughr Kati ve sivi yaglar, yapisinda, renginde, tadmda ve kokusunda karakteristik
degigikliklerle okside edilir. Kokugmugluk olarak bilinen bu iglem kimyasal olarak 1940Tarda
oksidatif serbest radikal zincir reaksiyonu olarak tammlanmugtw Biyolojik sistemlerde;
poliunsature yag asidleri’nin (PUFA) serbest radikal oksidasyonu, lipid peroksidasyonu (LPO)
olarak bilinir (5).

Lipidlerin peroksidasyonu ve fagositoz olay: biyolojik sistemlerde meydana gelen son
derece Onemli reaksiyonlardir, Glikolizis, yag asidi oksidasyonu ve sitrk asid siklusu
esnasinda meydana gelen NADH ve FADH,, mitckondride oksidatif fosforilasyona ugramakia
ve rediiksivon agamalani sonucunda su olugmakiadir. Ancak bu rediksiyon sirasinda
reaksiyonun kismen cereyan etmesi, sijperoksid anyonu (C4 ), hidroksit radikali (*OH), singlet
oksijen (*O,) ve hidrojen peroksid {I1,O,) gibi toksik oksijen radikallerinin ortaya ¢ikmasina
neden olmalktadir (25). .

Fagositoz olay1 esnasinda polimorfonikleer (PMN) lokositlerde meydana gelen solunum
patlamas: da bu toksik oksijen radikallerinin Gretiminden sorumlu olan diger bir
mekanizmadir. Bu nedenle normal metabolizma siasindaki cksido-rediiksiyon iglemlerinin
irinleri olan serbest oksijen radikallerimin ojugmasi bivolojik bir bozukluk olarak
nitelendiriimemelidir (25).

Ancak hiperoksi durumunda, inflamasyonda ve radyasyon gibi gevresel faktorlerin etkisiyle
bu radikallerin tretimi son derece artmakta ve inembranlar, enzimler, nikleik asidler ve
polisakkaritler tizerinde toksik etkiler yaparak ¢esitli doku hasarlarina neden olmaktadirlar,

Viicudun, farkl: hiteresel kompartmanlan iginde, serbest oksijen radikallerinin olugturacad:
oksidatif stresle ufragacak bir mudafaa hiyerargisi vardir (5). Bu amagla organizmalar
bivolojik butinliklerini, hasardan korumak icin endojen koruma sistemlerine sahiptirier. A, C
ve E vitanunler; glutatyon ve sistein gibi silfidril grubu ihtiva eden bilegikler, Zn, Mn, Cu
gibi eser elementler; stiperoksid dismutaz (SOD) ve katalaz gibi anticksidan enzimler oksijen
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8 sitotoksisitesine kargt hiicresel savunma mekanizmasinda yer alan baghea bilegiklerdir (25).
Superoksid, H,O,, hipoklorik asid (HOCI), hidroksil, alkoksil ve peroksil radikalleri gibi

E reaktif oksijen tirlerinin tretimi tle onlara karyt olugan anticksidan mtidafalar arasmdaki

dengenin bozulmasi, doku hasarim amplifiye eden oksidatif stresi olugturur (5).

Biliibin’in (BR), fizyolojik onemi olan bit antioksidan oldugunu ifade eden ¢egitli

' ¢ahgmalar meveuttur (12,13,22). Buna gére simdiye kadar yapilan cahgmalarda BR’in
anticksidan sistemde, agagida ifade edilen rolleri dstlendigi gozlenmigtir:

Konjuge edilmemis BR, albumine bagh BR ve konjuge edilmis BR kimyasal olarak
olugtarulmus peroksil radikallenni etkili bir sekilde yakalamaktadilar (12,13,22,23).

BR’in in vitro olarak linoleik asid gibi doymamig yag asidlerinin hava veya UV wukla
olugrnug otocksidasyonunu engellemekiedir. BR, doymamig yag asidlerinin (linoleik asid)
radikal zincir reaksiyonn geklindeki oksidasyonunu inhibe etmekie ve islem sirasmda
kendisini vikmaktadsr (12).

BR, liposomlarda kiigiik kismi oksijen basimer altinda oksidasyonu ve serbest radikal zincir
reaksiyonlarim stiprese etmektedir (12,13,23). Konjuge olmamig BR, biyolojik membranlarin
igine ve aralarmna kolayca diffize olmakta (12) ve bununla birlikte membrana bagh -
tokoferolle LPO’nu ¢nlemede sinerjetik etki olugturabilmektedir (13).

Konjuge edilmemiy BR, H,0, veya organik hidroperoksidlerin varhiginda peroksidazlar icin
bir indirgeyici substrat olarak davranmaktadular. BR, radikal olmayan bir bagka oksijen
formmnm da  (*0,) deaktive ve detoksitiye etmektedir (12,22).

Bu ¢aligmalar, BR’in in vivo olarak bir biyokimyasal fonksivonunun oldugunu ve endojen
organik serbest radikallerle olugmug hiteresel hasart engellemeyr saglayan digik moleknl
agiehkh antioksidanlar grubuna ait oldugunu Snermektedirler (12). Veriler ayrica BR’in bir
fizyolojik zincir karica anticksidan olarak faydah bir roliniin oldugu fikrini de
desteklemektedir. Gergekten BR uzun, konjuge edilmiy ¢ift baglar sistemininin yaninda
reaktif bir hidrojen atomu igerir ki, cntioksidan ozelligi de onun bu hidrojen atormunu verme
veteneginden ileri geldigi bilinmektedir (22,23).

BR’in engelleyici fonksiyonunun vakin bir kegif oldugu bilinmektedir. Ancak gu anda
konjuge BR’in potansiyel antioksidan aldtivitesi haklonda pek az bilgi meveutiur (22).

Caligmanizda BR’in yukarida savilan ve daha once aragtinlimg antioksidan ozelliklerine
ilaveten konjuge BR’in ortamda farklh konsantrasyonlarda bulundugu zaman LPO’mu ne
gekilde efkileyecegini aragtirdik. Bupun igin, lipid peroksidasyon gostergesi olarak bilinen
malondialdehid (MDA veva diper ads ile TBARS) olugumunu sectik Bunun yamnda BRin
hicre i¢i antioksidanlanyla (SOD, katalaz ve GSH) olan iligkisim araghiwdik. Literatiirde buna
benzer araghirmalann eritrositlerde yapilmg olmasmdan dolayis biz hiicre modeli olarak
lokositleri segtik. Bu ¢aligma, BR’in anticksidan dzelliklerini ve diger antioksidan maddelerle
olan iligkisini anlamada yardimei olacag diigontimekiediz,
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I1I. GENEL BILGILER

A, LOKOSITLER :

Lokosit, Hemoglobin icermedigi ig¢in, beyaz kan buoicresi de denen, ¢ekirdekli kan
hiicresidir. Notrofilleri, lenfositleri, monositleri, eosinofilleri, bazofilleri ve makrofajlar: iceren
bu hticreler viicut savunma sisteminde ve immun cevapta ¢nemli rol oynarlar Lokositler
polimorfontikleer (PMN) ve mononiikieer lokositler olmak fizere ikive aynbiriar PMN
lokositler arasinda notrofiller, bazofiller ve eozinofiller yer aluken, monontikleer lokositler
arasmda lenfositler ve monositler yeralir (3).

Mononiikleer hilcreler antijen igleme ve takdim olaylarnda rol oynayarak kopaker immun
cevabmda gorev abirlar Bu olay ozellikle infekiif ajanlara karsi ve ttimdr hiiere sitotoksisinde
vicud savunmasi icin Onernli bir yer tutar (3).

Inflamatuar olayda rol alan PMN lokositler ve makrofajlar (doku seviyesindeki monositler)
dsmar duvarina yapigma, damar digina gegme, ilfibap odaginda toplanma, yabanc: hilere
sindiriri gibi Ozelliklerin yaninda bakterisidal ve sitotoksik aktiviie igin de respiratuvar =
patlama yapabilme ve bu patlama sonueunda G ve H,O, salgilama yetenegine sahiptier 35) =

Inflamatuar hilcrelerin gogu; polimorfoniikleer hitcreler (Babior ve ark. 1973), monositler ==
(Tohnston ve ark. 1976), makrofajlar (Johnston ve ark. 1978) ve eosinofiller (De Chatelet ve .- b
ark. 1977) (6) belirh nyanlarla temas halinde bulumduklar zaman grannl igerikli enzimler.
salgilayarak <% ve H,0, gibi oksijen radikalleri olugtururlar. Bu oksidatif cevap, sohmmnsal
patlama (respiratuvar burst) olarak bilinir ve membran baglh NADPH Ok31daz m
aktivasyonuyla ilgilidir. Kronik granilomatdz hastaliktaki hasarh oksidaz aktmtesme bagh
olarak ortaya c¢ikan ciddi enfeksiyonlar notrofiller tarafindan sa.lman toksxk 01(’-313311
metabolitlerinin firetiminin 6nemini agikea gostermektedic (11, 31). ' '_ o

Bundan bagka PMN Iokositler in vitro ortarada fagositik aktivitenin GIGﬁmﬂ 1_9“3 culla
forbol miristat asetat (PMA) ile stimule edildikleri zaman. da respmt“a‘-'




yapabﬂdjkleri gibi, opsonize olmug bakterilerden bagka, viruslar, imxminglobulinler, immun
" kompleksler de respiratuvar patlamaya neden olabilirler (31).

' Herhangi bir inflamasyon esnasinda, PMN lokositler ve makrofajlar aktive edilerek
" dokulara infiltre olmasi ve bakterilerle karsilagmalan saglamnir. Bu hilcreler bakterileri ve
_: virisleri fagositik vakuol igine ahrlar ve biyik miktarda oksyeni hazli bir sekilde tokeierek
. Gk, H,O,, HOCI ve N-kloraminler (RINHC1) gibi reakiif oksijen metabolitleri olugtururlar.
" (Light ve ark. 1981) (28,31,35). Bu hayli toksik oksijen radikal tiwleri igeri alinmig
" pakterilerin ve virdslerin sldurtlmesinde snemi rol oynarlar (2,6,31). Bu bilesikler sadece
mikroorganizmalara karyt saldirmanin yamunda, DNA'nmn yikimuna ve mikrotibillerin
disfonksiyonunu igeren doku hasarma da neden olurlar (28).

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

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

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

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

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

B. REAKTIF OKSIJEN TURLERI

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

Oksijen, hayat icin esas olan kimyasal ve 1is1 emerjisini elde etmek igin, karbon ve
hidrojenden zengin maddelerin (yiyecekler) okside edilmesinde kullamlir (5).

Normal garilar alinda cksyen stabil, kokusuz, taisiz, renksiz ve suda sinirh ¢fzinen bir
5



gazdlf 100 volim suda, 3 volim gaz ¢dztiniGr Bu suurh ¢ozomiirlik sudaki hayat i¢in gok
aemlidir ve insanlarda normal solunum fonksiyonlar igin esastir. Suda ¢ozinen hava yiksek
oranda O, igerirken (%634), nitrojenin suda ¢ozintirlnginin dogok olmas: (100 voliim suda =
:_'volﬁm) nedeniyle, kuru havadakine gore daha azdir. Diger elementlerle kargilaghinldigs
zaman oksijen, en yiksek 3. elekiron afinitesine sahiptir ve beklenenden daha reaktiftir (5).

. Molekitler oksijen femel enerji dizeyinde spinleri aym yonde olan ortaklanmarmg iki
‘elektron ¢ifti tagmmaktadir. Bu nedenle oksijenin reaktifigi maskelenir ve sadece bu spin
Jasiflamasinin Gstesinden gelindigi zaman oksijenin gergek reaktifligi izah edilebilir (5, 25).

Aerobik enkaryotik hilcrelerde ve organizmalardaki molekitler oksijenin gogu, solunum

‘ginciri yoluyla suya indirgenmesine ragmen, oksijenin hem Onivalan, bem de bivalan
* indirgenmesi, normal ara metabolizma esnasinda & ve L0, olugturmaktadir (23). Bu reaktif
.+ oksijen Uronlerinin *OH gibi diger reaktif oksijen tirlerini olugturma potansiyeli vardur.
" Olugan bu 'OH de yogun bir lipid hidroperoksid olusumuna yol agan radikal zincir
reaksiyonunu baglatabilir. Reakiif oksijen tirlerinin ¢ogu hilcresel fonksiyonlar igin temel
teskil eder. Bakteri sindirimi ve fagositlerce dldartilmesi buna bir drektir (2,23).

Serbest oksijen radikalleri, doymarmg baglarla ve stlfiir ibtiva eden moleknllerle kolayhikla
reaksiyona girerler. Bu nedenle triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metionin ve sistein gibi
amino asidlen ihtiva eden proteinler serbest radikal hasan sonucunda denatiire olmaktadiriar
(25)

Serbest radikaller hiicre metabolizmasi sirasinda cereyan eden biyokimyasal redoks
reaksiyonlan ile ortaya ¢ikan ¢iftlesmemiy elekirona sahip molekollerdir. Diger bir ifadeyle
serbest radikal; bir veya birden fazla eglesmemis elekiron iceren ve bajimsiz bir gekilde
bulunma kabiliyetine sahip olan herhangi bir kimyasal maddedir. Bu fammlama, gegig metal
ivonlarmin ¢ofunun, serbest radikatler olarak smiflandiriimagina imkan tanmas: nedeniyle
tercth edilir ve bundan dolay: da oksijen ve reaktif metal iyonlar arasindaki yakin iligkinin
daba iyi anlagilmasim saglar Gamma radyasyonu, UV igin, ¢evre kirleticileri ve sigara
dumamna maruz kalma ile serbest radikal olugumu gortilmugtiie {5).

Bir yanda yuksek duzeydeki reaktit oksijen tiitlerinin aerobik yagam igin gerekli olmasi,
diger yandan da bu tir toksik oksijen tiirlerinin organizmaya olduk¢a zarara yol acmasi
birbirine zit gibi goriinen iki husustur. Gergekten serbest radikal reaksiyonlarinin dejeneratif
olaylara baytk oranda sebebiyet verdikleri ve sonunda hiicresel yikiluma ve yaglanmaya neden
olduklarma dair pek gok delil vardir (2).

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

1. Siperoksid Anyon Radikali (<%) :

Stiperoksit anyonu, oksijenle yasayan bitin canhlarda kagmilmaz bir gekilde meydana
gelir. T, oksijenin IT *2p orbitallerinden birine bir elekiron girdigi zaman olugur (5,25).
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—3> HO,* (hidroperoksil radikali)

. HO, >H + G (stperoksit radikali)

H = 7.4'de, 4 81k bir pKa deerine sahip hidroperoksil radikali (HO,"), siperoksit anyon
- dﬁcahm vermek tizere dissosiye olur. Burada dissosiyasyondaki pK degeri hesaplamalarinda,
amdolarak HO," ve baz olarak da *OH kullanilmighir (5).

 Superoksid kimyas sozomme ortamima bagh olarak farklilikc gostermektedic % s
solﬁsyorllﬂfda askorbik asid ve tiyol gibi molekuller: okside edebilen zayif bir okside edici
ajankeﬂ, gitokrom-C ve ferric-Etilen Diamin Tetra Asetik Asid (EDTA) gibi ¢egitli demir

__ : I_ %, bagka organik radikallerin olugumuna neden olarak toksik etki gosterebilmektedir.
Biyolojik sistemlerde % nin neden oldugu tepkimeleri sekil 1°de dzetleyebiliriz (25):

o . 1 Tepkimede ; C&% , organik hidroperoksidlerle alkoksil radikallerinin olugunis,

2 Tepkimede ; stperoksit radikalleri, tiyol radikallerimn(RS") olugumuna neden olarak SH
 gruplarm disalfitlere oksitlenmesi,

. 3. Tepkime ; spontan dismutasyon reaksiyonu,

4. Tepkime ; oksijen radikallerinin reditktan dzelliginden dolay: Fe** tn Fe?* ve doniigtma,
3. Tepkimede ; diagil peroksitlerle 'O, tiretimi.

0
il |
HOOH _ R-C-0-0-CR
e
R I
RO+ OH + 0y \:\3+ 02 + ACO?
H +ASH F Y
/2 3 o
F 24
RS - Hy(Os W Fe
. Hzﬂz-&-ﬂn
lns L .
ResR OH" + 05

Sekil 1: Siiperoksit radikalinden farkl reaksiyonlarla degigik radikallerin olugumu.

Olugan reaktif uortinlerin hepsi biyolojik vagam i¢in fehlikelidir Vieut koruma
mekanizmas: olarak strekli bir gekilde SOD, stiperoksit anyonunu dismutasyon reaksiyonuyla
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.} értamdaﬂ hizla uzaklagtirarak O 'nin neden oldupu difer organik radikallerinin olugumunu
engellemektedir. SOD’nin katalizledifi reaksiyon sonucu H,O, ve O, olugur (3,25).

| (%, biyolojik membranlan kolayca gecebilme oOzellifine sahiptir (28). Saperoksidin
 protonlanmig hali olan HO,", siperoksidden hem daha gtgh bir oksidan, hem de daha gagln
bir redoktandir. Ancak asit ortamda aktivite gosterdiginden pH: 7.4'de ¢ok az miktarda
- bulunur (5).

2. Hidrojen Peroksid (H203):
| Stiperoksid olugturan herhangi bir sistem, dismutasyon reaksiyonu senucu olarak H,O, 'de

© olugturacaktir
O—; + 2H+ + e- —_—— HzOz
Aerobik dehidrogenazlar ve C;'nun dismutasyonu sonucu H,0O, olugturuldugu gibi, tirat

oksidaz, glukoz oksidaz ve D-aminoasid oksidaz gibi pek ¢ok enzim de, oksijene ki elektron
transfer ederek H,0O, olugturabilir (5,25).

H,0,, zayif bir oksidan ve gegig metal iyonlarnin yoklugunda kismen stabil olan zayif bir
reditktandir. Molekitlon yikli olmayan kovalent bir vapisi vardr. Suyla kolayca kangir ve
vicut tarafindan, bir su molekilt gibi muamele gdrtr. H,0,, her ne kadar biyolojik
membranlardan, fosfolipidlerden, karbohidratlardan, metaloprotemlerden ve IDNA'dan gecme
vetenegine sahip olsa da, kendi bagina bir serbest radikal degildir. Fakat *OH radikali
olugumunda en biyik rol dstlenmektedir (5).

H,O,'m redoks ozellikleri, gegis metal ryonlanmn varh@mnda, oldukga reaktif serbest
radikalleri olugturma yetenegine sahiptir. ficrelerde istenmeyen H,O,, katalazin, glutatyon
peroksidazin ((GSH-Px) (selenyum iceren) ve diger bazi peroksidazlarin etkisi vanmda,
doymammg yag asidlerinin, protemnlerin, DNA ve karbohidrailanm etkisivle de ortadan
kaldinlabilir (Selal:2). Katalaz ve GSH-Px ; H,0,'i, HyO'va indirgeyerek, "OH olugumunu
azaltirlar (5).

H,O,n ekstraseltiler salmumt yannda, miyeloperoksid (MPO)-halid etkilegmesiyle
oksidlenrnig hidrojen donérii, halojenleninig protein ve su olugturabilir (Sekil 2} (25).

3.  Hidreksil Radikali ("OH) :

Hidroksil radikali ("OH), suyun yoksek enerjili iyonizasyonundan (radyolizis} olugan
Snemli bir triindtr (5).
HO ———> "OH+H' + 3" —>H,0,
aq = suly, siv1
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Sekil 2: H,O, “in katabohizma yolian (25) A

[k olarak radyasvon kaimyacitan tarafindan yapilan gahiymalarda elde edilen bir radikaldir
{5). Yuksek derecede reaktif ve kisa omiizli olan "OH bivolojik sistemlerde de meydana
gelmekte ve aktif bir ajan olarak fizyolojik olaylara igtirak etmektedir (25)

H,O,+ & —————>0OH + *OH (hidroksil radikali)

‘OH + ¢ + H*

>H20

Hidroksil radikalindeki hidrojen atomunda eslesmemis bir elektronun oldugundan
bahsedilerek, OH" geklinde gisteriimesine ragmen, eglegmemis atormun hidrojende degil de
oksijende {*OH) olmas: nedenivle bu ifade dogru degildir (5).

In vivo sistemlerde ‘OH olugturan en émemh iki reaksiyon, Fenton reaksiyonu ve Haber-
Weiss reaksiyonudur (5,23).

Fenton reaksiyonu; H,0,'in intraselliler konsantrasyonu yeterli oidugu zaman meydana
gelebilir (25). h

Fe>* + H,0, —————>Fe* + ‘OH + OH-

Haber-Weiss reaksiyonu ; metal 1yonlan ile katalizlenmektedir ve dnemli miktarda *OH
tretilir (25).




Fedt + K —————>Fe? + O,
Fe2t + H,0y —————>Fe’ + OH" + 'OH

*OH’leri; biyolojik sistermlerde olugmug ¢ok gitgli oksidanlar olup membranlar, enzimler,
nitkleik asitler ve polisakkaritler gibi biyolojik molekiiller tizerine etkili reakiif bilegiklerdir.
*O’leri LPO’nu baglatmak igin PUFA’lerine saldirabilirler. Buoun sonucunda ¢egitli doku
hasarlarma neden olurlar. Buynk orandaki hasarlar hocrenin  slamt ile sonuglanir veya bazi
genetik degigikliklerden dolay: kansere neden olabilir Bunlara rafmen fagositoz olays
sirasmda fizyolojik olarak *OH meydana gelir ve bakteriyolojik aktivite igin gereklidir (5,25).

4.  Singlet Oksijen (10,):

Singlet oksijen (10,); eglesmermiy bir elektrona sahip olmadifmdan serbest radikal degildir.
10,, normal bazal enesji seviyesinin Gstinde yayilabilen uyarilmmg durumdaki enerji seviyesine
yikselmig alelade bir dioksijendir. Paralel spinli eglegymemis iki elektron (spin kisitlamass)
ortadan kaldirildigs icin okside edici yetenefi artar. Bununla birkikte oksijenin oldukcga reaktif
bir formudur ve ¢ok toksiktir. Fotokimyasal reaksiyonlarda !0, olugumu olduk¢a dnembidir
(5,25).

Molektler oksijenden, delta singlet oksijen (A'C, ) ve sigma singlet oksijen (E10;) olmak

Uzere iki farkh tipte singlet oksijen olugmakiadir Sigma singlet oksijen (€'0;) oldukca
enerjiktir ve biyolojik sisiemlerde A'Q, formuna hizhca dontiglr, In vivo sartlarda <% 'nun

spontan  dismutasyonu ile birhkte Haber-Weiss reaksiyoon ve MPO-H,0,-Halojer

antimikrobiyal sistermi tarafindan da 'O, tiretilebilmektedir (5,25).

C. ARTMIS SERBEST RADIKALLERIN ZARARLARI:

Serbest radikaller hitere membraninda veya hicre iginde bir takim zararlara neden
olabilmektedirler. Bu zararlan gu gekilde siralayabiliriz:

a- Bu radikaller, salfidril enzim inakiivasyonunun yaminda, hassas proteinlerden olan

kompleman fragmanmnin (CS5a), o-l-antiproteazin ve kemotaksin formil-metiyonil-losil-
fenilalaninin inaktivasyonunu saglarlar (2,23,25,35).
b- Hticre din kollajen doku komponentlerini, savunma enzimlerini ve transmitterleri
c- Proteaz, elastaz, fosfolipaz, lipooksijenaz, siklooksijenaz, triptofan deoksijenaz, galakiaz
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ve oksidaz gibi litik enzimleri aktive ederler.
~ d- Nikleik asidlerin ve DNA nm yapismda degigikliklere neden olarak, cegithi toksik
;ﬂdler gostermenin yamnda, kanserojenik ve mutajenik potansiyel tagirlar (2,25,28,35).
e- Okaryotik hitcre organellerindeki ve hiicre membrantanndaki fosfolipid ¢ift tabakasimin
yép1sm1 bozarak membran LPO’na neden olurlar (23,35).
f- LPO scnucunda ise, membran akigkanh@inda, azalmaya veya kayiba neden olurlar (31),
i | g- Hitcre membranmdaki fosfolipid ¢ift tabakamm rijiditesini arfirarak hocre mernbran
dayankhhgim azaltular (2,23)
- Membrandan H* ve diger iyonlara olan permeabiliteyi artirarak, (ozellikle K+ kaybim

arttirarak) iyon gradiyentlerini stirdtrme kabilivetinde bozulmaya neden olurlar (2,23,32).
i- Membran potansiyelinin diigmesi sonucu olugan riptir, hicre ve organel igeriklerinin
salrmimina neden olur, dolayisiyla eritrositlerde hemolize neden ohurlar (2,5,23,25).

j- Hormonlan okside ederler (2)

k- Mitokondrideki aerobik solunumu bozarlar.

1- Platelet agregasyonunu arttiniriar.

m- Kapiller permeabiliteyi bozarlar.

n- Dokularda fagosit artigina sebep olurlar.

o0~ Cegitli hiicre tiplerinin 8limiine neden olurlar (2).

Lipid oksidasyon olaylarinin tamami zararh degildic ve peroksidasyon tirlinleri aragidonik
asid kaskadinda ve bitla dokulaninin yara cevabinda faydah roller oynayabilir (5).

D. LIiPID PEROKSIDASYONU MEKANIZMALARI:

Serbest radikallerle olan LPO reakstyonlarnmm G¢ evresi vardir: 1- baglangig, 2- ilerleme ve
3- sonlanma (2, 5).

1. Baglangic Asamasi:
Baglangi¢ terimi, hidrojen atom ¢ikarimu anlarmna gelir (Sekil 3). Genellikle enerji
transferini igeren bir iglemn olan baglangic agamasi bir serbest radikal olusumuomn saglar

Burmn igin yitksek enerji gereksinmesine ragmen bir katalizortin varlyg: bu enerjiyi oldukga

(% 20 sine kadar) dugtirar. Ornek olarak eritrositler LPO’nu baglatan giiglii bir katalizor olan
hemoglobinle paketlenmigtir ik hidrojen atomunu gikarabilen tirler arasinda "OH, alkoksil
radikali (RO"), peroksil radikali (ROO") ve muhtemelen HO9' yer almasina ragmen HyOq
veya (i yer almaz. (2).

Bir doymanug yag asidinin (LH) metilen karbonundan bir hidrojen atomu ¢ikarilmasina
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 reaksiyonu baglatabilir ($ekil 3) (21). Bir hidrojen atomunun sadece bir elekiron igermesi

' pedeniyle hidrojen grkanimi geride karbon tzerinde eglesmemnis bir elektron biakir (-CHy).

" Yag asidlerinde bir ¢ift bagn varlifs, ¢ift baga komgu karbon atomundaki C-H bajlarm

zayrflatir bu da H' ¢ikanmim kolaylagtirr Bu durum PUFA’lerinin LPO’na neden kismen
| daha hassas olduklarimi a¢iklamaktadie (2,5).

3 ¢ift bagh yax asidy

[

R A:ﬂ_ﬂj\\r_/f\.-—_—."’/
l Moleldiler THimenleme

B = P 234 yaw'de UV absorbansla

koxg dizn olusnroa
O, Oksijen Tutohmu i
RO - Peraksil radilesli: bir oteokatalitilk =weir
2\'(' i N reaksmposmra nedar alarak bir bagka vad
? asidinden H cikarr.
2
W
ROOH ~, o= ¥
) ‘|='f\“=ff
a
r_l'l Lipid Hiadropezoksid
i
H

Sekil 3:Lipid peroksidasyonu agamalatimn gostenilmesi.

2. flerleme Agamasi:

Bir radikal olugtugu zaman, uygun sartlar altinda degigik radikal tirleri Gretmek igin ¢ok
sayida reaksiyon baglatabilit. Bu serbest radikal reaksiyonlan, ilerleme agamasi olarak bilimir
(2). Omek:

R+ O —>ROC (a)

ROO" +R'H — —»>ROCH +R™* )

Havada ve degigik dokularda oksijenin parsiyel basing simrlan: iginde (a)’daki reaksiyon,

(b)’deki reaksiyondan daha hizli ilerler. Ogzellikle oksijenlenmis kanda olmak fizere

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

Karbon merkezli radikal, konjuge dien olusturmak igin molekiiler bir dizenlemeye ugrar
{Sekil 3) ve sonra bir peroksil radikah olugturmak i¢in oksijenle kombine edilir. Ayrica lipid
hidroperoksid’inin (ROOH) hemoproteinlerle homolitik olarak kesilmesi alkoksil ve peroksil
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 cadikallerini otugturmakiadir (21).

Fosfolipidlerdeki PUFA ve esterifiye kolesterol, ROOH’lerin olugumuna yol agan
Jsidasyona agiri derecede hassastir Nomenzimik LPO’nda, ROO", bir bagka yag asidinden
bll' hidrojen atomu ¢ikanp, kendisi ROOH’e donfigir. Boylece bir reaktif oksijen tiriiyle
rgﬁsiama"dan sonra LPO otokatalitik olarak bir zincir reaksiyonunu baglatmug olur (32,35).
‘Bunun sonucunda; ROOR leri ve degisik aldehid ve ketonlardan olugan, onlann sekonder
:::'-"6icsidasyon iirinleri olugtuminy Cogn ROOH’leri dayamksizdir ve MDA gibi sekonder 1L.PO
. grtnlerine yialirlar (2). Yine ROOH'ler, sonradan membran protein oksidasyonumu da
:fziz'.ﬁaglatabﬂjﬂet. Avrica bu ROOHleri kismen demir gibi metal iyon varlifinda, yikim olarak
. bilinen bir olayla serbest radikal (R*) olugturmak tizere hizh bir sekilde pargalanabilirier.
| .Oluga;n R"ler, PUFA igeren diger molekiillerle reaksiyona girebilirler (32,35).

. LPO’mun R’ zincir reaksiyonu, iki R* in, biribirlerinin zincir reaksiyonlanm sonlanduana
kadar devam eder. Radikaller, kimyasal olarak farkh antioksidanlardan birisiyle kolayca
yakalanabilir veya onlenebilirler (2,5,21).

_' 3. Sonlanma Asamasi:

R' reaksiyonlarinda son agama ierminasyon agamasi olarak bilinir Agafida gosterilen
‘¢’,’d” ve ‘e’ reaksiyoplannda iki gifflesmemiy elektron, ¢iftleymiy elektronian olugturmak
tizere bir araya gelirler.

ROO* +R'00* —n———> ROOR' +0, (c)

ROO* + R* ———— ROOR! (d)
R* + R —> RR' {e)
Erntrosit'erdeki yitksek oksijen basmema bagli olarak en dneml® sonlanma agamasi ‘c’deki

reaksiyondur. (2).
Zincir reaksiyonlarinm son iiriinleri, hidroperoksidler ve sikhik peroksidlerdir. Ortaya ¢ikan
ROOH’ler, GSH-Px tarafindan detoksifive edilebilir (21).

E. MALONILDIALDEHID (MDA):

MDA okside edilmig poliunsature yag asidlerimin yikim artintidir (2,26). Bu ¢ karbonlu
dialdehidin, degigik mekanizmalarla ROOH lerden olugtugu dnerilmekiedir (2).

MDA, amino gruplan igeren membran komponentleriyle ¢apraz baglanma yapabilit Bu
faktor membran proteinlerindeki konformasvonel degigikliklerle sonuglanarak membran
proteinleri etrafindaki mikroviskoziteyr artirabilir {(31). Bununla birlikie MDA, membran
rijidifesini artinp, eritrosit dayamkhhgim azaltabilir. Mikromolar konsantrasyoniarda bile
MDA, hiicre dayamukhihgini dnemli Slgide azaltabilir (2).
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Ohkawa ve arkadaglart MDA ¢lgamtnde ROOH lerinin TBA ile reaktifligini etkileyen en
snemli fakioriin pH oldugunu ve optimum pH'mn da 3,5 olmast gerektigini tesbit etmiglerdir
(1979) (15).
 TBA reaksiyonu ile ¢l¢tilen MDA seviyeleri, canh dokulardaki oksidatif hasann en yaygmn
_ .kuﬂamlan gostergesidir. Bunun yaninda MDA 6l¢Gmit, biyolojik sistemlerdeki R tiretinini
" pelirtemede veya lipidce zengin gidalarin tazeligini belirlemede kullanilabilir (15, 26).

Bununla birlikte daha 6nceki makalelerde enzimatik peroksidasyonla elde edilmis linolesk
| asid hidropercksidin de TBA ile, MDA da oldugu gibi aym kirmuz: pigmenti verdigi tesbit
edilmigtir (15). Bundan dolay: reaksiyonun ortinf olan maddeye MDA yerine tiobarbititrik
'::;. asid reaktif substans (TBARS) denilmest uygun bulunmugtur. TBARS, 532 nm'de maksimum
. absorbans veren renkli bir maddedir. Hassasiyeti ve basitligi ytizinden TBA testi, son 30
- yildir LPO’mu gostermek igin sikea tercth edilmig bir metoddur (2,15).

MDA in vitro olarak belirlenemeyen yikim firinlerini olugturmak tizere H,O,'le reaksiyon
yapabilir. Moftley ve arkadaglaninin gosierdigs gibi MDA aynca peroksidazlar i¢in iy1 bir
substrattir. Tourel ve arkadaglan tarafindan yapilan aragtimada katalaz varhigmda MDA nin
% 18°i ve SOD varhiginda ise % 15°mmin kayboldugu ifade edilmigty. Bu durumda canh
sistemlerde reaktfif oksijen tirlerinin varhginda MDA (retim dlctmlerinin tahmin edilenin
altinda oldugu iddia edilmekiedir (26).

Peroksidasyon sonucu tretilen MDA, membran komponentlerinin polimerizasyonuna ve
¢apraz baglanmalara sebep olarak deformabilite, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre
vizeyindeld determinantlarm  agregasvonu gibi  i¢ membranin  bazi  ozelliklerini
degigtirebilmektedir. Butin bu etkilerden dolayi yag asidlerinin peroksidasyonu sonucu
meydana gelen MDA, mutajenik, genotoksik ve karsinojenik bir bilegiktir {25).

F. ANTIOKSIDANILAR:

hasardan korumak igin tim aerobik yagayan organmizmalar enzimafik ve ponenzimatik
antioksidan savunmalarin kompleks mekanizmalarm icerir {23).

Organizmalarm biyolojik butunligint serbest radikallerin harabiyetinden korunmak i¢in

endojen korunma sistemleri meveuttur (25). Antioksidan; ortamda digiik konsantrasyonlarda
bulundugu ve okside edilebilen bir substmatla karglagtiginda substratm okside olmasim
belirgin bir gekilde geciktiren veya inhibe eden madde anlarmina gelir (5).

Reaktif oksijen tirleri normal aercbik metabolizma esnasinda strekli olarak firetilir ve
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depisik biyolojik antioksidanlar tarafindan emnivetli bir gekilde ortadan kaldiriluler.
Antioksidan korumas: highir zaman % 100 etkili degildir Bundan dolay: tamir mekanizmalar:
ijayat icin ¢gok dnemlidirler. Procksidanlar arttigs ya da antioksidanlar azaldily zaman, agins
fﬁolelculer hasgara ve doku yaralanmasina yol agan oksidatif stress curumu hasd otur (5).

. Antioksidanlar  oksidatif peroksidasyonun farkh agamalannda  islev  gorirler.
' Antioksidanlar;

o Oksijent alarak veya lokal oksijen konsantrasyonlarim azaltarak,

b- Katalitik meta] iyonlarini ortadan kaldisarak,

¢- Stperoksid ve H,O, gibi dnemli reaktif oksijen tirlerin ortadan kaldwrarak,

d- Hidroksil, alkoksil ve peroksil tiirler: gibi baglatic: serbest radikalleri yakalayarak,

¢~ Baglarmg bir zincir reaksiyonunu kirarak,

f- Singlet oksijeni sondiirerek veya vakalayarak etki edebilirler.

ab,d ve fde belirtilen antiocksidanlar onleyici antioksidanlar olarak adlandiriirt (c)
mekanizmasiyla etki edenlerde nleyiciditler ancak, onlar enzim olmalari nedeniyle (katalaz |
SOD ve GSH-Px gibi) reaksiyon tarafindan tiketilmezler. Zincir kiricr anficksidanlar, 'O,
sondiiricilen. ve metal gelatorlen, engelleyici fonksiyonlanim yapariarken titketilirler. Cogu
antioksidaniar birden fazla etki mekanizmalarina sahiptirler. Mesela; propyl gallate, kismi
olarak suda ¢ozimen fenolik bir bilegiktir ve zincir kirict molekal, hidroksil radikalleri
yakalayicisy ve demir baglama gibi dzellikiere sabhiptir (3).

1.  Hiicresel Antioksidanlar:

Serbest radikallere sikhkla maruz kalmalanndan dolay) eritrositler, bu toksik tirlere kars
korunma mekanizmalanyla donanmiglardir (;2)‘, Hiucreler, oksidatif hasara kargi miithig bar
savunmaya sahiptirler Hticre iginde, antioksidan korumasi farkh sekillerde gergeklegebilir:

a- Radikal olugumunun engellenmesi,

b- Olugmug radikallerin énlenmesi,

¢~ Radikaller tarafindan olugturulan oksidatif hasarm tamiri,

d- Hasarh molekillerin eliminasvonunun artirilmass.

Oksijen hiterelerin i¢inde metabolize edilir. Burada antioksidanlar indirgenmis oksijen ara

irtinleriyle enzimatik olarak hizh ve spesifik bir gekilde etkilesirler (Tablo 1) (5,25).

Normal oksijen metabolizmas: esnasinda bu enzimler, hiicre iginde oksijenin foksik
rediiksiyon ara metaboliflerini ortadan kaldirirlar. Hilcreler igindeki radikal olusumunun
dnlenmesi oksijen toksisitesmni kimitlamalkdadir. Matiir eritrositte lipid tamir olaylan mevcutken
okside proteinlerin tamir veya yer degigtiritmesi kabiliyeti simrhdir (2,5).
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~ SOD, katalaz ve GSH-Px enzimleri toksik oksijen molekdllerine kargt primer enzimatik
: savunma sistemlerini olugtururlar (9,16).

: :. _' Table 1: Hitere i¢i antioksidan maddeler ve onlanin fonksiyonlan (2,5,23)
[ Antioksidan Madde Fonksiyonlar

SOD Katalitik olarak ;1 ortadan kaldinr,
Katalaz Yuksek konsanirasyonlardaki H,0,'t ortamdan uzaklagtinir. |
Diigtik kararh konsantrasyonlardaki H,0,' ortadan kaldinir,
GSH-Px bumun yammda organmik hidroperoksidleri de oriadan
kaldirabilir.

Oyin HyO'va indirgenmesi esnasinda aktif oksijenlerin
Sitokrom oksidaz salinmamasin saglas, Cu" tarafindan olugturulan Cf,
H,0, ve 'OH'nin énlenmesine neden olur.

G6PD NADPH teminiyle GS8G nin GSH'2 ddnagtmtini saglar,

Proteolitik Enzim Okside edilmig proteinleri ortadan kaldinr,

Membran Antieksidanlar :

Membranlarin hidrofobik lipid i¢ kisimlannda, lipofilik radikaller olugur. Bunlar hiere igi
ortamda gorilenlerden farkhidurlar. Lipofilik radikallerin ortadan kaldinimasi i¢in farkh tip
antioksidantar gerekir (Tablo 2) (5,25).

Tablo 2: Membran Antioksidanlarn ve fonksiyvonlar; (2,5,23,27)

Antioksidan Madde Fonksiyonlar:

Vitamin E. Lipid-soliztbl, zincir karic: bir antioksidandir, hiicrelerdeka
membran lipid tabakalannin stabiiizasyonunu da saglar.

p-Caroten Lipid-solitbl, radikal yakalayicidur ve 10,
sOndiirticdst olarak iglev gorir.

Koenzim-Q Enerji metabolizmasindaki esas roltine ilaveten bir
antioksidan olarak da hareket eder.
Membran yap: organizas- | Fosfolipid : Kolesterol oram, fosfolipidierin ve yag asidle-
B yonu rinin {ipleri membran yapsal bittnligi icin dSnemlidis.
Eritrosit membram H,0,'1 hiicre i¢ine gegitmenin yanunda Cit'i de anyon kanah

icinden geeirir.

3. Ekstraselliiler Antioksidaniar :

Vicut ekstragelltler sivilan, intraselliler antioksidanlar olarak tarif edilen enzimleri
igermezler, Bununla birlikte GSH-Px ve SOD'ler ayn glikozile ekstraseliitler proteinler olarak
tamymlanmigtir. Bu enzimler ekstraselliler sivilarda, & ve H,0, gibi reakitif oksijen tirlerinin
smrh yagam stirelerinin saglanmasmnda rol oynarlar (Tablo 3)

Plazma, birgok redoks aktiviteli digok molekallt katleler ienir ki, bunlanin ¢ogu primer
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Tablo 3: Ekstraselliiler anticksidanlar ve fonksiyonlar: (2,5,23).
Antioksidan Fonksiyonu

Transferrin Proteinin her molu iki tane ferric ivon baglar

Laktofernn Proteinin her moli diigitk pH'da iki adet ferric ivon baglar,
@ogiobuﬁn Hemoglobini baglar

Hemopeksin | Hemi baglar.

" Albomin Bakar: ve hem'i baglar, HOCl'i yakalar.

Seruloplazmin | Ferrooksidaz aktivitesiyle Tt vakalayicsidir, nonspesifik bakir
' iyonlanm baglar, bakirlarin reoksidasyonu igin H,O,'1 kullamr.
Huoc.digi SOD | i katalitik olarak ortamdan uzaklastir.

Ekstraselliler | Katalitik olarak H,0," ve hidroperoksidleri orfadan kaldinr. Plazmada
GSH-Px az miktarda GSH meveuitur.

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

1 Mukus *OH radikallerini yakalar.

| Urik Asid Radikal yakalayic1 ve metal baglayieisidir (0,08mmol/L).

< Glukoz *OH radikal yakalayicisidir (4-6 mmol/L)

| Askorbik Asid | “OH radikal yakalayieis: (65 mmol/L)

 antioksidan olarak bilinir (5).

G. SUPEROKSIT DISMUTAZ (SOD):

Superoksid dismutaz (SOD,EC:1,15,1,1 stperoksid, stiperoksid oksido rediiktaz) aerobik
biserelerde yaygn bir gekilde bulunan ve stiperoksit radikallerimn dismutasyonunu saglayarak
hticreyi bu radikallerin zararlarmdan koruyan bir enzimdir (24,25).

Biyolojik ststemlerde; shperoksid radikatlerinin olugmasina neden olan sistemlerden biri
- de, ksantinin, ksanfin oksidaz tarafindan aerobik oksidasyonudur. Bu radikaller ferrisitokrom-
C ve nitroblue tetrazolium gibi bilegikleri redtikdemektedirler {25).

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

SOD agagidaki reaksiyonu katalizleyip, O nin dismutasyonunu saglayarak H,0, ve
molektler oksijen olugturmaktacdir Bu enzim MeCord ve Fridovich tarafindan (1968)
agagndaki reaksiyonu oldukea hizlandirmasi nedeniyle kesfedilmigtir (6,7,25).

SOD
G o+ G+ 2HY — >0, + H,0,

Bu reaksiyon belli bir hizda nonenzimatik olarak olugabilir, ancak enzimatik katalizle,
reaksiyopun hizi oldukga fazladir, Uretilmig oksijen triplet normal seviye durumundadir.
Reaksiyon sonunda enzim, aktif oksijen radikallerinin énemli bir tyesi olan C; i yakalarnig ve
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oksijen toksisitesine kars1 in vivo olarak korayucu bir rol oynamis olur (5,6,25).
| Enzimin birkag degisik formunun bitki, mikroorganizma ve memeli hierelerinde meveut
. oldugu bilinmektedir Yap: bakimmdan ve akiif merkezlerindeki geciy metal ivonlan
: yononden farklilik gosterirter ancak aymi reaksiyonu kataliz ederler (7). Hitcre iginde SOD'nin
- iki esas formwm vardir (6,24).

Ay Cu ve Zn Igeren SOD: Okaryotik huctelerin sitoplazmasmda primer olarak
bulunmasimn yamnda mitokondride de bulunur (6,24,25) 32000 D (Dalton) molekil
aguhginda bir enzimdir. Enzim, distlfit koprost ile baglanmng, birbirinin aym olan iki alt
tniteden olugmugtur ve her alt 0inite birer atom Cu?* ve Zn?* igermekiedir. Bu elementler
enzim aktivites: igin mutlaka gereklidir, fakat Zo2* yerine Co’+, Hg2* veya Cd?* gegebilir ve
herhangl bir aktivite kaybt olmaz. &'m dismutagyonu Cu?* ile saglanur (25). Eritrositler
sadece CuZnSOD igerirler {6). CuZnSOD, insan nétrofillerinde (sitoplazmik SOD adiyla),
total SOD'nin % 85'i oraninda bulunur ve dagok moleknl agihikhidir (Rest ve ark. 1977) {25).

Cu-Zn SOD, KCN'e hassas bir enzimdir, siyanid tarafindan tersinir olarak inhibe edilir.
Siyanidin C atoru, enzimin Cu?"na baglanarak enzimi inhibe eder. H,0,, enzimin Cu?+m
redilkleyebilir, fakat 10 mmol'in fizerinde H,0, konsantrasyonunda enzim irreversible olarak
inhibe olur (23).

B) Mn Igeren SOD: Prostetik metal olarak Mn igerir, bakterilerde ve/veya agurlikhi olarak
hiticre mitokondri matriksinde bulunan bir enzimdir (Weisiger & Fridovich 1973) Bakferiyel
enzim, egit buytklukte iki alt tniteden olusur ve her alt tmite bir Mn”" ajomu ihtiva
etmektedir Molekdl aguhgs 40000 D civanndadir. Mitokondriyal enzim ise dort alt Qinite
- 1geren ve molekil aguhigy 80000 D olan bir tetramercir (6,24,25).

Mn-SOD, KCN'e dayanikh: bir enzimdir ve siyaniir {arafindan inhibe edilmez, kloroform ve
etanol Min-SOD" inhibe ederler. Notrofillerde, (mitokondriyal SOD adiyla) total SOD'nin %
15 ini olugturmaktadir (25).

SOD aktivitelerinin kiintkte degigik hastaliidarla ilgisinin oldugu gdrinmektedir
CuZnSOD'min spesifik aktivitesi Down sendromin hastalarm erttrositlerinde, dremide ve
bobrek yetmezlikli hasialann serumlannda artomgiir. Diger yandan CuZnSOD aktivitesi
Fankoni apemili, orak hicre anemili, Duchen muskler distrofili veya idiopatik pulmoner
hemosiderozisli hastalarn eritrositlerinde diogik bulunmugtur. Alkolin karacigeri hasara
ugrathifs hastalann plazmasmda MnSOD artmugken, CuZaSOD  azaloughr. Ankilozan
spondilithi ve romatoid artritli hastalarda PMN Iskositlerin MnSOD ve total SOD aktiviteleri
azalng ancak CuZnSOD seviyeleri ankilosan spondilitte belirgin bir gekilde artmistir (24).
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ﬁam]az ve hidroksil yakalayicilannin yaminda, SOD'nin de in vitro olarak alloksana kars
:i)aﬂkreas B-hiterelerini korudugn tesbit edilmigtir (Grankwist ve ark. 1979) SOD parenteral
olarak farelere verildiginde; alloksamn diabetojenik aldivitesine karg: in vivo bir engelleme
blugmrdugu gostertlmmgtir (6)

* Bu enzimin dzelliklert yogun bir sekilde cahgilimgtir. Bununla biriikte hala SOD’nin hitere
LPO'nu engelleme hususunda Onemli bir katks saglayip saglamadign hakkinda belirgin
. gtipheler vardir. Bu enzimin, membranlannda PUFA bulunmayan bakferilerle yapilan birgok
- ‘¢aligmada LPO’nun olugmadif gosterilmistir. Boylece eger siperoksid bu durumda toksik ise
: : : bagka nedenlerin varhig s6z konusudur (7).

Zimmerman ve ark vaptiklan caligmada aktive edilmig PMN lékositlerle, dilinoleoil
fosfotidil kolin {DLPC) hipozomlannda peroksidasyon olugturmuglar. SOD bu peroksidasyonu
degisik oranlarda inhibe etmesine ragmen tamamen orfadan kaldumarmigtir (35).

H. KATALAZ:

Katalaz (Hidrojen Peroksit: hidrojen peroksit oksido rediiktaz EC:1.11.1.6): toksik oksijen
metabolitlerine karsi primer enzimatik savunma sistemnini olugturan enzimlerden binsidir (9).
Solunum yapan tim organizmalarda bulunur ve hem ihtiva eder Enzim, yoksek
konsanirasyonlardaki H,O,'in, su ve molekiler oksijene, dontigimiinii katalizleyerek,
ortamdan uzaklagtirir (1,7,25).

Katalaz

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

iki elekiron iransfer ederek olugturabilir (5,25). Fagositoz sirasinda monositler ve ndtrofiller,
fagozomlarm i¢ine ve eksiraselltler ortama fazla miktarda H,0, salgilarlar H,0, LPO’na
neden olarak hilere membraninun hasarinda dnemli rol almaktadir Katalaz, fagoesitlerdeki
peroksidasyona kargi koruyuen potansiyeie sahip bir enzimdir. Endojen katalaz, H,O,1
pargalamak suretiyle ekstraselliiler tiretilen H,0, tarafindan olugturulacak hasara kargi, insan
kan fagositlerini korumaktadua (25).

Katalaz, % ile inhibe olmaktadw (25). Eritrositlerde katalaz miktan oldukca ynksektir

Enzim, eriirositleri oksidatif hasara kargt korumakta ve hemoglobin ve diger proteinierin
peroksidatif denatiirasyonunu azaltmaldadir. Eritrositler, H,O,'1 su ve O,'e ¢eviren yiksek
GSH-Px aktivitesine de sahiptir Gergekten katalaz veya GSH-Px'in herbiri, digerinin
eksikligimi kompanse ettiginden dolay1 entrositler igin ciddi bir netice tegkil etmezler (1,25).
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FEnzim, mol bagmma 4 atom gram dernir ihtiva eden bir tetramerdir, Protchem grubu aktif’
bolgenin majdr komponentidir Fe™* ihtiva eden her subtmit, protoporfinn IX
sulmdurmakfadﬂ {25). Bundan bagka msan erirosii katalazwun, salinabilen ve tekiar
 baglanan 4 NADPH molekiili igerdigi tesbil edilmagtit (4,7, Katalaza bagh NADPH,
;"__k'ataiﬂzm inakiive formlaruun birikiroini onler. Katalaz, percksidasvon fonksivonunda
. metanol-etanol ve bir hidrojen donoril olan SH bilegiklerini baglavabilir (4).

. © Serum kaialaz aktivitesi, hemolitik hastahklarda ve akut pankreatitie fazlaca artmakiacsr
(4). Takabara hasialigi veya oral gangren olarak da bilinen akatalazia, dokularda ve
enitrosttlerde katalaz konsantrasvonunda belirgin bir eksiklikle karakterize bir durumdur
H,O,'1 yakan bir enzim olan katalazin eksikhigi, H,G,in birkmesine voi agar. Bu duram gogu
- kez asemaptomatikiir ve sadece oral sepsisli bazt hastalarda linik Sneme sahiptir Clinkd bu
'..l'mstala:m agw bogluklannda bakteriler farafindan olughmulmug percksidler binkis ve
. gangrene yol agar Hadise, digin kaybedilmesinden sonra kaybolur ve kendi kendini smurlayic

bir durem arzeder (17

'L REDUKTE GLUTATYON (GSHj) :

GSEH canls sistemlerde ¢ok énemli ve yaygm bir gekilde clusan nonprotein bir tivoldar ve
- SH grubn igeriv (7.8, 20) Protein tivollerinin indirgenmiy durumunun saglanmasim
* desteklemek seklindeki dogrudan antioksidan etkisinden bagka membranlar boyunca
- aminoasid transportunda mubiemel Tola vardir ve cesitli defoksitikasyon olaylarma igtizak
 eder. Bunlar elekurofilik bilesiklerin konjugasyonunu ve H,0, ile ROOH lerin indirgenmesini
saglarlaz (20).

Glutatyon, eritrosit korumasinda merkezi bir 1ol oynar. GSH hemoglobin ve diger kritik
erifrosif proiemlerinin peroksidaiif hasarma engel ohar. Glutatyon eriirositde sirekli olarak
sentez ediimektedir Bu, ki enzimi gerekiinr, Bunlardan biri y-glutamil-sistein senteiaz,
glutamik asid ve sisteinden bir dipeptid olusturur. Glutatyon sentetaz (GSH-S) ise bir tripeptid

olan y-glutamil-sisteinil-glisin’i veya diger adiyla ghatatyoru olugturur (1,30

0 0
Heec-gﬁ-crae--tm!:'--uﬁ--gﬂ-g--mwcnz-cauﬁ
N, CH,
SH

GSH (L-y-glutamil-L-sisteinil glisin) {7)

Bu tripeptidin hemnen hemen tamarm hilere i¢inde verlegmisiit ve serumda thmal edilebilir
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dizeydedir. Normal! gartlar altinda hiicrelerdeki glutatyonun ¢ogu serbest GSH olarak bulunur.
- Karaciger lobillerinin degisik bolgelerinde fazlaca degigmesine ve ¢ogu hilere tiplerinde 1-5
- mM civarinda bulunmasina ragmen, rat karacigerinde sitozolik GSH konsantrasyonu 5 mM
civannda bulunmughar. Sitezoldeki GSSG miktan ¢ok azdu ve genellikle GSH miktanmn %
1-3 i kadardir (7,8).

Glotatyon, ayrica hilcre igi protein SH gruplanna distlfid koprileriyle baghdir. Rat
:- karacigerinde fotal hicre igi glutatyonun % 30funun kanigik disnlfid formunda bulundugu
rapor edilmigtir. Karaciger ozellikle GSH miktarindaki ditirnal ve diyete bagl dalgalanmalara
hassastir (7).

Mitokondri, sitozolik GSH'dan tamammyle bagimsiz olan kendi GSH havozunu igerir. Rat
karacigeri sitozolik GSH'mdaki degigiklikler, ¢ok yavag dengeye gelen intramitokondriyal
havuza yansmmaz, {7)

GSH'm hiiere icinde oksidatif strese kargi miidafada dnemli bir roltt vardir (7,8). GSH-Px
aktivitesi i¢in substrat olan t-bttil hidroperoksid (-BHP) gibi organik hidroperoksidler,
intraseftuler GSH'n okside hale gelmesiyle zararsiz hale gefirilirler (7). GSH-Px ayrica
serbest, perckside olmug yag asidlerinin ve H,O,'in yikiminda gorevlidir ve bu itibarla
glutatyon, fosfolipidierde lokalize olmug ROOH lerinin yikinum da saglayabilit (8,2 1.

Organik hidroperoksidlerin uygulandig: rat hepatositlery, intraselliler NADPH temini
thkenene kadar hidroperoksidleri, meiabolize eder. Okside glutatyon (GSSG) NADPH
tarafindan glutatyon reditktaz enzimine bagli olarak GSHa indirgenir. Pentoz fosfat gantmda
olugmug NADPH, sadece hicre igin dnemli olan GSH'n total miktan igin degil hicrenin
olugan GSS(G'yi indirgeme kapasttesi i¢in de dnemlidiy (8).

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

Eritrositlerde, glutatyon yolunu heksoz mono fosfat {(HMP) yoluna baglayan glutatyon
reditktazda veya NADPH saglayan Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz’da (G6PD) genetik bir
yetmezlik olmasi dagik GSH seviyelerine neden olur. GSH eksiklii ise membran frajilitesine
ve ilaca bagmuli hemolize yol agar, bu da klinige konjenital hemolitik anemi olarak
vansimaktadir (1,7,20) GSSG’nun pekgok intrasellttler olay Gzerine inhibitor veya geciktirici
etkisi vardir. Normal sartlar altinda GSSG’nin konsantrasyonu diigiok seviyede seyreder ve
hitere digma transport mekanizmalan, karacifer ve eritrositte meveuttar (7).




~ J.  ANTIOKSIDAN GLARAK BILIRUBIN :

© Hem wilamimmn son tréni olan bilirabin (BR) yitksek konsantrasyonlarda biriktigi zaman
 insanlarda toksik olmakia birlikte atilmasi gereken bir atik rin olarak bilinir (12,13,23).
 Yetigkinlerde protchemin yikahmm ginde ~ 300 mg BR olusumuyla sonuglanr. Konjuge
edilmemig BR’in ¢ogu (5-17 mM seviyelerinde), dolagimda transport edilmesi i¢in albtimine
:f sike bir gekilde baglanw (13,22} ve hepatositler yardimiyla dolagimdan almr. Karacigerde BR,
propiyonil gruplarindan biri veya ikisinin glukurontk asid, glukoz veya ksilozla
.: konjugasyonuyla, suda ¢ozOntr bale getirilir Fizyolojik sartlar altinda insanlarda safra
BR’inin koosantrasyonlani 0,35 ile 4 mM arasinda deigir. Pratik olarak hepsi konjuge
formdadr, Konjuge BR sonra {irobilingjen ve trobiline transforme edilmek tzere barsaga
ulagir. Bu da son olarak gaita ile atihr, Safrada ve barsaktaki konjuge BR, normal insan
vilicudunda en buyiik pigment havuzunu olugturur (22).

BR'in, prekiirsérii olan bihverdinden olugumu degigik izoformiarda bulunan ancak bagka
bir fonksivonu bilinmeyen biliverdin seditktaz vasiasiyla katalizlenir, Kuglarda ve
stirtimgenlerde bihiverdin redttktazin bulunmamas: toksik olmayan biliverdinin direkt olarak
atilmasina sebep olur. Bu bahsedilen ve enerji gerektiren flavenin neden meveut oldugu sorusu
akla gelmekiedir (13).

Bu soruyva cevap bulmak igcin yapilan aragtirmalarda; BR’in fizyolopk Snemi olan bir
antioksidan oldugu somucuna vanlmugtir (12,13,22). BR’in mikromolar konsanirasyonlarda
(<0,09mmol/L) (5) in vitro olarak homojen soliisyonlarda, homojen organik ¢éziicilerde vada
multilameller lipozomlarda kimyasal olarak olugfurvimug peroksil radikallenmi etkihh bir
" sekilde vakaladigi gosterilmistir (12,23),

Albtmine bagh BR, albtmine bajh yag asidlerini in vifto peroksil radikal kaynakh
oksidasyonlardan etkin bir yekiide korudugu belutilmugtic (13,22). Bernhard ve arkadaglan
BR’in in vitro olarak hinoleik asid gibi doymamg yag asidlerinin hava veya UV gikla olugmus
otooksidasyonunu engelledigini ve hatta bu etkimin a-tokoferolden (vitamin-E) daha etkili
oldugunu gozlemiglerdir (12).

Stocker ve arkadaglart (1987) tarafindan, BR'in inmsan serum albfimirdne baglandifs
durumda ve fizyolojik konsantrasyonlarda (20 mmel) bile, linoleik asidi in vitro olarak
peroksil radikaliyle olugnuuimug oksidasyondan  korudugu gosterilmigtic BR'in bu
anticksidan korumay1, peroksil radikallerini etkili bir gekilde yakalayarak ve doymamig yag
asidlerinin yikmmina yol agan radikal zincir reaksiyonumu engelleyerek yaptig: ileri soritimigtar
{23). Daha sonraki caligmalarda ise BR’in, doymamug yag asidlerinin (linoleik asid)
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oksidasyonunu inhibe ettigini ve iglem sirasimda kendisini yikti3, Onishi ve arkadaglar
tarafindan gosterilmigtir (12).

Benzer gekilde konjuge BR de etkili bir peroksil yakalayicisidar (13). Stocker ve arkadaglas:
(1987) BR ditaurin'in (BR-DT) (ticari olarak meveut bir konjuge BR bilesigi) ROO" lerini
etkin bir sekilde vakaladigim ve bundan dolayr da LPO nu engelledigini ve BR’in antioksidan
aktivitesinin de, onun hidrojen verme yeteneginden fleri geldigini gostermiglerdir (22).

Bundan bagka BR, hpozomlarda kst oksijen basiner altinda (%% 2'1ik) oksidasvonu ve
serbest radikal zincir reaksiyonlarini, plazmada LPO’na karsi esas savunmay: yapan onembi
ve etkili bir aniicksidan olarak bilinen, a-tokoferolden daha ¢ok baskiladign gosteritmigti
(12,13,23) BR, membrana bagh a-tokoferolle LPO’yu 6nlemede sinerjetik etki olugturabilir
(13). Konjuge olmammg BR’in, biyolojik membranlar igine ve aralarmna kolayca diffize
olabildigi bildirilmigtir ve kandaki BR’in fizyolojik konsantrasyonlarda karaciger plazma
membranlarindaki pigmentin konsantrasyomummn yaklagik % 0,25 mol {(mol/100 mol
fosfolipid) oldugu tahmin edilmekiedir. Insan yenidoganinda dolagimdaki BR konsantrasyonu
yiksek oldugundan dolayr muhtemelen membran konsantrasyonu daha fazla clmaktadir
Bundan dolay, in vitro delillerden yola ¢ikarak, en azindan BR'in in vivo oksidatif membran
hasarmu 6nlemede bir rol oynayabilecegini Gnermek makul gorinmekiedir. Ozellikle erken
yenidofan doneminde, postpartum oksidatif stresin olugtufu ve antioksidan enzim
sistemlerinin ve endojen vitamin-E seviyelerinin baskilandig: bir donemde BR in antioksidan
etkisinin daha belirgin olacag ifade edilmigtir (12).

Bir anticksidan olarak fonksiyon gorirken BR kismen biliverdine donagtiraliir, ki o da bir
antioksidandir (12).

Konjuge edilmemiy BR, H,O, veya organik hidroperoksidlerin varhginda peroksidazlar
i¢in bir indirgeyici substrat olarak davramrlar (22).

Safra pigmentleri; (BR ve biliverdin) vitanun-A ve hinoleik asidin, intestinal kanaldaki
oksidatif yikimint engelledikleri ve barsakia bir antioksidan olarak gorev aldiklan
gosterilmistir (12,23). Neuzil ve arkadaslan (1993) (13), BSA'ni ve diger proteinlerin *OH
kaynakli oksidasyonunun bir zincir reaksiyonu yoluyla ilerledigim ve amino asid birimierinin
kaybma neden oldugunu ve bu zincir reaksiyonunun dnemii bir gekilde BR veya Trolox (E
vitamini preparat adi) tarafindan inhibe edildigini gdstermiglerdir. Neuzil'in bir bagka
¢ahiymasinda ise (1993) BR, BSA ya baglandifi zaman *OH, HO®, ve &; anyon radikalleri
tarafindan okside edildidi ve ¢ogu tesbit edilemeyen nrtnter olugtmuldugu gozlenmigtir. BSA-
baginh BR’in baglangi¢ oksidasyon hizlan sirasgyla *OH > HO®, > & seklinde azaldigs ifade

23



pdilmistic. BR'in tagtyi proteinini, *OH radikalleriyle olugturulacak oksidatif hasardan
. koradug da gosterilmistir (13),

Konjuge edilmemis BR sadece lipidde ¢ozimen giiglii bir zineir kirier antioksidan degil,
‘..bunuil yamnda radikal olmayan bir bagka oksijen formu olan 10, de dealdive ve detoksifiye
- etmektedir (12,22). Bu iki yolla yapihr; a)-BR, 10,’le reaksiyona girerek, b)-BR bir yakalayici
-~ olarak davranup, '0O,’in enetjisini absorbe ederek.  Yakalama (quenching) iglemi sonucunda
-:'.:IO2 normal, uyaridmanug bazal formuna geri donggtirtlir. BRin, 'O,'in en etkili
. deaktivatorlerinden ve yakalayicdarmdan biri oldugn iddia edilmektedir (12).

~ BR’in antioksidan etkisi, oksijenin deneysel konsantrasyonu % 20'den (normal havadaki
" gibi) % 2'e (fizyolojik olarak uygun konsantrasyon) dngtokge artar

Verilet BR’in bir fizyolojik zineir kiric: antioksidan ofarak faydal bir rolunin oldugn
fikrini desteklemekiedir. Gergekten BR konjuge edilmiy ¢ift baglarin uzanmug bir sistemininin
yamngla reaktif bir hidrojen atomn igerir ve boylece anticksidan dzellik gistenir (23).

BR mikromolar konsantrasyonisrda ROO " lerini mubtemelen bir karbon merkezli radikal
(BR") olugturmak maksadiyla, tetrapirol molekaltntn 10 numarali ‘C* koprasine baglht bir
hidrojen atomunu vererek yakalayabilir {23},

ROO'+ BR —— > ROCH + BR®

BR"* daha sonra ya radikal olmayan bir tirtine donfigmek Ozere diger bir percksil radikaliyle
birlegir ya da oksijenle reaksiyon yapar (23}

BR* + ROO* -———>» BR-OOR

BR* + (), <==—====>BR-00"

Sonunda BR muhtemelen tam olarak renksiz digik molekil aguhkh suda ¢ozinen
propentdyopent'ler ve imid'ler gibi bilegiklere yikalabilir (12).

Bu ¢aliymalar BR’in in vivo olarak bir biyokimyasal fonksiyonunun oldugumu ve endojen
organik serbest radikallerle olugmug hiicresel hasan engellemeyi saglayan digik molekul
aguhkl anticksidanlar grubunda yer almasi gerektigi Sverilmistir. BR’in engelleyici bir
fonksiyonunun yakm bir kegif olmast ve BRin olugumundan sorumbu enzimlerden biri olan
hem oksijenazin bir 11-gok proigini olmasi ve bu proteinin de organizmalan oksidasyondan ve
biyckimyasal stresin difer formlarmdan koruyan bir grup protemnlerden biri oldugu
bildirilmektedir. Son urlinin en uygun seviyeler: mubtiemelen fizyolojik otarak faydal olabilir
(12).
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IV. MATERYAL VE MKETOD

A, MATERYALLER

~ Deneylerde; otomatik pipetler 5-50 mL, 50-200 mL, 200-1660 mL {Biomt-prolne),
santnﬁi] cihazlan, (Niive NF 815) ve (Heraeus-Christ-Minifige 2), ulirasantnifiy (Beckman),
ﬁomojenizatﬁr, hassas terazi (Sartorius), aspratdr cihazi (Beckman- Valum-Confrol), pH
inette cithaza (Jenway 3010 pHmeter), su banyosu (Nuve BM-100), derin dondurucu
(Karteknik), stk mikroskobu, (Zeiss-Germany), fotometre (photometer 4010-Boehringer
Mannhaim), spectrofotometre (Beckman UV-Visible), florometre (Shimadzu), cam pipetler,
;5" cam tiipler, balon jojeler vb. cam malzemeler kullanildi.

| Enzim deneylerinde kullamlan cam malzemenin hepsi, (tip, pipet, balon joje, beher)
~ delyonize su lie yikamp, 3 saat % 20 HNOQ), iginde bekletildikten sonra 3 defa deiyonize su ile
* yikanarak deminemalize edildi (25). Diger deneylerde ise kullamlan cam malzeme fiziksel
" temizlifinden sonra {H,SO,- potasyum bikromat) solisyonu i¢inde 1 gece bekletildi. Bundan
- sonra 3 kez deiyonize su ile yikamp ettivde kurutuldu

B. NUMUNE ELDESI:

MDA diizeyi ile SOD ve katalaz aktivite tayinleri i¢in heparinh kan ve GSH dlgtimieri igin
ACDYi kan kullamldi. Bu numuneler Akdeniz Universitesi Hastanesi Kan Bankasina
miiracaat edip, kan bagig yapan saglikhi 104 kigiden elde edildi. Kan alins ve toplanmasinda
lokositlerin tiip duvarlarna yapigmasim engellemek amaciyla, cam titpler verine plastik tapler
tercih edildi.



C. METODILAR

LOKOSIT IZOLASYONL: (14)

Prensip: _
Tam kan oda 1sisinda 30-60 dakika bekletildigi zaman, entrositler ¢oker. Lokositlerin

Mitesi eritrositlere gore daha ditgik olmasindan dolayi 16kosit sedimenti daha vavag
" meydana gelir. Eritrositler ve stipernatan plazma arasinda bir beyaz tabaka {l6kosit tabakasi)
“olugur. Sedimentasyonun olugtugu ortamm dansifesi dextran ilavesiyle artirhisa lokositler
'sﬁspansiyon hahnde kalir, Stpematamn alimmasi ve digik devirde santrifly yapimasi
18kositce zengin bir pellet olugtunm. QOrtama entrosifierin kontaminasyen ihtimali ise, bu

)

hicrelerin hipotonik solisyonlarda parcalanmaya kary lokositlere gore daha az direncli
 olmasmdan dolay1, gok uygulamasiyla elimine edilir.

| b)  Reaktifler:

1- Dextran Soltisyonu (5 g/dL) : 10 x 125 mm'lik, i¢inde heparta bulunan plastik toplere
0,1 ¢ aguligindas HH grade'inde ve MA 254.000 olan dexfran, tartilarak konuldu
. Kullanimadan hemen dnce 2 mL 0,7 g/dL'lik NaCl ilave edildi.

2-NaCl 0,7 g/dL: 100 mL'lik balon joje iginde 0,7 g NaC! konuldu, distile suyla ¢ozilerek
hacim 100 mi.'ve tapnamiands.

3- NaCl 0,9 g/dL: 100 ml'lik balon joje i¢inde 0,9 g NaCl konuldu distile suyla ¢oztilerek
hacim 100 mI've tamamlandi.

4-NaCi 1,8 g/dL: 100 mLik balon joje i¢inde 1,8 g NaCl konaldu, distile suyla ¢ozilerek
hacim 100 mL'ye tamamlandt

(2,3 ve 4 numaralh solisyonlar +8 °C'de ila ay stabildir)

¢}  Yointem:
Enjekitrle aliman 8 mlL'Mk vendz kan derhal, iginde anitikoagiilan madde (heparin veya

ACD) ve 2 ml % 5 dexiran bulunan plastik tiplere bogaltiidi ve hemen birkag kez alt-Ust
edildi. Dondriin adi, sovadi, yagi ve alimg saati kavdedildi Hilerelerin sedimentasyonu igin 45
dakika +4 °C'de bekletildi Bu sfire sonunda istte kalan 16kositten zengin plazma ksm
disposable bir plastik pipet ucuyla bir bagka plastik tiipe akianldi ve bunlar diger kanlann
alimip aywrdedilmesine kadar +4 °C 'de buzdolabinda bekletildiler.. Diger dondrlerden alinan
kanlardan elde edilen l6kosiice zengin plazmalarla birlestinildikien sonra toplanan lokosige
zengin plazmalar sofuk ortamda Kan Bankasindan Biyokimya Laboratuvarina tagmd:.
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Flastik toplerde 10'ar mL olarak biriktiribmis lokositee zengin sopernatanlar 500 x g'de 10
dakika santrifyy edildi. Stpernataniar gekilip atilds

Ortamda bulunan eritrositlerin uzaldagtiritmasi igin gok uygulamas: yapildi: Dipteki beyaz
Jaire hivereleri 1 ml soguk 0,9 g/dL ik NaCl iginde stispanse edildi. 3 mL soguk-buzin distile
. qu ilave edildi, nazikce 43 saniye siireyle kangtinldi Sire bitiminde derhal 3 mi 1,8 g/dL
+ gopuk NaCl ilave edilerek, kangtildi ve 500 x g'de 10 dakika saniriftj edildi Supernatan
E'_'-'geldlip atildy. Tanif edilen yok uygulamas: ortamdan ertirositlen: famamen uzaklagtirmak igin
g defa yapildi.

| Bu agamadan sonra lokositlerin hepsi toparlanip havuz haline getirildi ve dlgim glintne
" kadar -20 °C 'de derin dendurucuda saklandi. Lokositlerin derin dondurucuda saklanmas:
- gerektigi i¢in, hicreler derin dondwueuda pargalanacafindan dolays, lokositlerle ilgili
: hesaplamalari yaparken de 1akosit sayist / ml. geklinde kullanmak yerine, boyle bir durumda
tercih edilmekte olan mg protein / mI, gekiindeki hesaplama kullamld: (14).

2. PROTEIN OLCTUMU - LOWRY METODU (10)

a}  Prensip:

Proteinler, alkali orfamda ilave edilen Cu™ iyonlan ile, kompleks yapailar, Cu™- Proiein
kompleksi bir slektron dondrit olarak hareket edebilir ve ilave edilen folin-Ciocalteu reaktifini
(Polifosfomolibdik ve Polifosfotungustik asid) vogun renkii molibdeum ve tungsten mavisine
mndirger. Olugan renk siddetinin optik dansites1 750 nm’de olgiltn ve standart egri ile
karsilagtirilarak degerlendirilir

b) Reaktifler :
1- A Reaktifi : % 2 Na,CO; solasyonu + 0,1 N NaOH olacak sekilde hazirland:. Soluisvonu

hazirlamak igin, 1 g Na,CO; (Sigma) ve 0,2 g NaOH tartildi ve bir miktar distile suda
coziilditkten sonra 50 mL'ye tamamiandt
2- B Reaktifi: % 1 CuSO; (CuSO, 5H,O [Sigma), MA=249.68) den 0,0156 g alnd: ve
distile suyla | mL'ye tamamland1, % 2 Na-K Tartarat (C,H,KNaQ; . 4H,0 {Sigma], MA=
282 23) den 0,0268 g tarfildi ve distile suyla ¢ézimdikien sonra 1 mL've tamamlandi Bu ik |

soliisyon egit hacimde karngtinld:.
3- C Reaknfi - Alkalen Bakar Solisyonu (Protein Solisyonu) Bu soliisyon asagidaka sekalde
ve gunlik olarak hazirlandi.
A Reaktifi 50 kisim
B Reaktift 1 kisim
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4- Folin - Ciocalteu - Fenol Reaktifi (FCF) (Sigmadan hazir olarak temin edildi)
.~ Hazir olan reaktif, asid cmsinden 2 N oldugu i¢in asagidaki sekilde sulandmiarak
- kullanddr

Hazir FCF reaktifi 1 kasim

Distile Su 1,5 kisim
5- Protein standardi: 25 mg bovin serum albumin (BSA) tartildt ve distile suda
- goziilditkten sonra hacim 10 mi’ye tamamianch (2,5 mg/mL) . Bu stok soltsyondan agagtdaki
 gekilde gahisma standartlant hazurlandy

Protein Caligma Standartlan

Stok Standart - (mL) Distile Su (mL) jig protein /0,3 mL..
0,1 4.9 15
0,2 48 30
0,3 4,7 45 .
0,4 A6 60 |
0,5 4.5 75

¢) Yontem:
- Elde edilen lokositler 1/20 oraminda phosphate-butfered-saline (PBS) ile agagidaki sekilde
dilte edildi.
0,1 mL Stipernatan
1,9 mL FBS
Daha sonra asafndaki reaktifler tabloda gosterildig gibi pipetlendi.

Kir (mL) Standart (ml.) Numune (mL) 1
Distile Su 0,3 - e
(Caligyma Standards - 0,3 e
Diliie numune —— o 0,3 .
| Protein Soliisyonu 3,0 3,0 3,0 ;
15 dakika oda 1ssinda inkilbasyondan sonra
rDﬁﬁe folin Reaktifi 0,3 0,3 ,3

Have edilip derhal kangtirddi, Tekrar 30 dakika oda isisinda bekletildikten sonra 750 nm'de
kore kars: okundu. Sonuglar grafikten degerlendinildi (Sekil 4).
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Sekil 4: Protein Standart Grafigi, v = 0,001144 x +0,0048, 1=0,9993

Crafilden elde edilen senuclar dilisvon katsayisi olan 20 te carpilditan sonra, depey

ortanuna numune 0,3 mL ilave edildidi icin;

A pg protein 0,3l ’de
X pig profein iml de

X pg protein/mi, olarak sonug bulundu.

LOKOSITLERIN OKSIDAN VE ANTIOKSIDAN MADDELERLE
INKUBASYONU

Reakdifler:
1- BR’m Hazulamigi: BR 20 mg/dL olacak gekilde hazirlandh. Bunun i¢in 0,002 ¢ BR
| tartildr. 10 mi. distile suyla ¢oztldilt BR'in distile suda ¢éztnmesi igm ortama 0,062 g NaOH
{50 mM olacak sekilde) ilave edildi (13). Bu sclisyondan deney tiplerine son
konsantrasyonlar tablo 4°de belirtilen mikiarlarda olacak sekilde dilisyoniar vapld:
2- Kamen Hidroperoksid (CuOOH) : {56 mmel/L), 91 gl CoOOH (MA:152,2 g, d = 1,05

- a)

. g/ml, konsantrasyon yuzdesi *% 80, 1 M CuOOH = 181,2 mL/L [Sigma]) pipetlendi ve
 hacimn 10 L. ye tamamlands Bu stok soltsyondan, deney thplerine tablo 4°de belistildizi gibi
~ son konsantrasyoniars, 10 mmol/1, olacak sekilde pipetiendi

© 3- Phosphat Buffered Saline (PBS) : pH: 7.4, 8.1 g NaCl, 2,302 g NasHPO,, 0.194 g
NatPO; tartihp distile suyla ¢oziide pH: 7 4°e ayarlandiktan sonra hacim 1060 mL've
- tamananda,

4~ Sodvum dodesil sulfat (SDS) % 8.1: 0,31 g SDS tartilarak distile suda ¢ozindikten

sonra 10 ml ve tamamiandi.



b) Yontem:

Oksidan maddenin (CuOOH) belitli miktarinm (10 mM) ve antioksidan maddenin (BR)
farkli miktarlarinin lokosit membran hipidleri tizerindeki peroksidasyona etkisini aragtirmak
zere agagadaki gekilde bir deney diizenegi kuruldu. Buna gore 10 tane deney tiipit hazirland),
" Tuplere; Ickostt ¢odzintrluging artirmasi igin {sadece MDA &l¢timinden énceki midibasyon
i) 50 uL SDS % 8,1 kondu ve son hacim 250 L olacak sekilde (bir clgiim igin) diger
reaktifler pipetlendi. Hacim tamamlamalan PBS ile yapiid:.

Tablo 4: Yapilan tim deneylerde kullanilan ve Lokosit, Lokosit + CuOOH ve l6kosit +
CuQOOH + BR"den olugan inkilbasyon ortamlarinin hazirlamg.

Tiip No: Tiipler Lakosit (g prot/ml) | CuOQOH (mM) BR (mg/dL)
1 L 306 -—- -
2 1+C 300 10 -
3 LAC+0,001 300 10 0,601
4 L+C+0,365 300 10 0,005
5 LACH+6,01 300 10 0,01
6 L+C+0,05 360 10 0,05
7 LACH),1 300 10 0,1
8 1L+CH5 300 10 0,5
9 IL+C+t 3G0 10 i
10 1+C+2 300 10 2

Tuplere pipetleme vapildildan sonra dikkatlice kanghnld: ve 37 °C'de 60 dakikahigma
nkiibe edildiler Bu inkiibasyon ortamm MDA 8letimi i¢in kullanildi. SOD, katalaz ve GSH
dlgimleri i¢in kullamlan inkibasyonlarda, bir 6l¢iim igin gerekli hacim dikkate alinarak
gerekli ayarlamalar yapildi.

4.  TBARS OLCUMTU :
(Spektrofotometrik ve Florometrik Yintem) (Ohkawa Yontemi) (15)

a#) Prensib:

TBARS 8lctumit, lipid hidropercksidlerin MIDA ya asid hidrolizini ve sonradan da TBA ile
reaksiyon yaparak spectrofotometrik slgtime duyarh olan MDA-TBA trimleri olugumunu
icermektedir. pH: 3,5 da, % 20 asetik asid soliisyonu iginde, 60 dakika stireyle 95 °C 'ye kadar
yikselen bir 1s1da, maksimum reakstyon firiinleri olugumu saglanmustir {15). LPO nun TRA
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aktif tiranlerinin butanol i¢ine ekstraksivonundan sonra absorbanslart spekirototometrede 532
- pm'de olgiitmekiedir. Deneyde antioksidan olarak kullantlen BR’in, TBA ile interaksiyonu
ihtimalini ortadan kaldirmak icin slgtunler hem spekirofotometrik hem de florometrik olarak
yapildi Florometrik okumalar eksitasyon: 515 nm, emisyon: 553 nm de olacak gekilde
ayarlanarak gergeklegtiridi (15). 1,1,3,3,-tetramethoxypropane'in standart olarak kulamidig:
deneyde elde edilen degerler nmol TBARS / mg protein olarak ifade edildi

by  Reaktifler:
1- % 20 Asetik  Asid (wW/V) + % 7.5 NaOH soltisyonu: 1924 mL glasiyal asetik asid

o (MA:60,05 g, d = 1,05 g/mL, konsantrasyon yizdesi » % 99) pipetlendi. Buna 7,5 g NaOH
' tartilarak ilave edildi ve bir miktar distile suda ¢tzindnkten sonra son hacim 100 mL olacak

. gekilde disiile suyla tamamlanatak pH’s1 3,5 'a ayaland.
i 2- % 0,8 Tiyobarbittirik asid (TBA) soltisyonu: 0,8 g tiyobarbitiirik asid (Sigma) tartildi ve
¢ozinditkten sonra 100 mL.’ distile su ile tamamland:.

3- n-Biitanol

4- MDA  standartlar:  (1,1,3,3,-tetramethoxypropane MA:1642 g/L, dansite:0,997
konsantrasyon yitzdesi : % 95) 1,1,3,3,-tetramethoxypropane’dan 17,3 pL ahndi ve 100 mi.
distile suya ilave ediidi (1000 nmol/ml.} Bundan da 1 ml ahnip distile suyla 100 mlL' ye
tamamiandi (10 nmol/mL). Bundan bagka 1, 2, 3, 4 ve 5 nmol/mL'lik MDA standartlann 10
nmol / ml 'lik solisyondan diltsyonla hazirland:. Hazirlanan standart soltisyonlar yonieme
gore uvgun gahsilarak gekil 5°de goralen standart grafik elde edildi (Sekil 5).

02 + P

Q15 + e

Abg (532 nm}

a1+ o

005 + T

A

¥ i }

nroolfmd.

Sekil 5: MDA standart grafigi, v = 39,87x-0,022 , r=0,9%9
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Yanfem:

© MDA ¢lgtmi igin Obkawa ve arkadaglannm (15) MDA-tiyobarbitiink asid (TBA)
;éaksiyonundan ibaret olan Slcim ydntemi modifiye edilerek uygulandi. Deney ortams
ééégldaki sekilde hazupland:. Numune olarak tablo 4°de inkitbasyon ortaru tarif edilen lokosit
4 CuOOH + BR kangiu kullanilds.

—
Kir (uL) Standart (ul) Numune (uL)
: Numune — - 250
- Standart --- 250 ---
Distile su 250 - -
%520Asetik A+%7,5 NaOH 375 375 375
TBA % 0.8 375 375 375
95 oC 'de 60 dakika kaynatildiktan sonra tipler mashuk suyu altinda sogutuldu,
Distile su 250 250 250
n-Biitanol 125G 1250 1250

n-Bitanol ilavesinden sonra tipler kuvvetlice kangtinldi ve 4000 rpm'de 10 dakika
 santrifiijden sonra Qist tabaka 532 nm'de spektrofotometrede okundu. Ayrica aym deney ortam
florometrede exitasyon: 515 nm ve emisyon: 553 nm olacak sekilde okundu

Spekirofotometrik Gigtmlerin degisme katsavis: (C.V.) = % 7,85 bulunurken florometrik
olgttmiern C.V ’si = % 8,58 bulunmustur.

5.  SUPEROKSIT DISMUTAZ: 25)

a)  Prensib:

Epinefrinin otooksidasyonu ile adrenokrom olugunmmunun , siperoksit dismutaz tarafindan
inhibisvonu esasma dayanir ve bu inhibisyonun vizdesine gore enzim miktars hesaplanr.
Otoksidasvon
Epinefrin B > Adrenokrom

SOD
Epinefrinden adrenckromn  oluyurmu  peroksidazlar tarafindan  katalizlenmekiedin

Peroksidazin bu katalitik etkisi nedeniyle MPQaz ihtiva eden PMN lokositlerin SOD tayininde
kullanilmalan mamkiin degilda. Bu amagla [6kosit stspansivonu 27000 x g'de 15 dakika
santrifiyylenerek MPQaz tagiyan graniiller ¢okfitriilmekte ve iisttek: stpernata, SOD tayiminde
kullamimaktadir.




Labotatuvarimuzda yiksek devirli santrifij olmadigmdan dolayr santrifjlerimiz 20000 x
-g'de yapilmighr, Supernatanda kalan az miktardaki MPOaz ise peroksidaz inhibitori clan
fakat SOD aktivitesini hig bir surette etkilemeyen NaN, eklenmesi ile bertaraf edilmigtir.

SOD sletiniinde bu yontemin degigme kaisayis: (C. V) =% 8,24 olarak bulunmugtur.

‘b) Reaktifler:

 1- 0,3 M Na,COy/NaHCO, Tamponu (pH= 10,2) Na,CO; (MA:105,99 g), 7,95 g Na,CO,

Etm'tﬁdl ve 250 ml distile suda ¢ozildin. 6,3 g NaHCO, (MA: 84,01 g) tartilarak, bir bagka

| balon jojeye kondu ve distile suvia 250 ml’ye tamamiandikian somra pH'lan 10,2°ye

- ayarlandy

o 2-0,75 mM EDTA: 21,92 g EDTA (MA: 292,25 g) tartild1 ve distile suda ¢dzuldikten
sonra hacim 100 ml ye famamlandi,

3- 1,8 oM Epirefrin (0,01 M HC! i¢inde, pHi=2}, 4 mg epinefrin (MA: 219,7 g) tartilds, 1
M HCY’den 100 pl. itave edildi ve hacim distile suyla 10 ml.’ve tamamiand Bu solitsyon taze
clarak kullanilds,

4- 60 mM NaNj, : 195 mg NaN; (MA: 65,01 g) tarhldi ve distile suyla ¢dztndikten sonra
hacim 50 ml.” ve tamamland:

¢)  Standart serinin hazirlanmasi :
0,2-0,4-0,6-0,8 ve 1,0 ng/ml. konsantrasyoniarindaki SOD (Bovine enitrosit SOD, Sigma)

standartlar: 20 mM fosfat tamponu (pH=7,4) i¢inde hazirlanarak numune g1b1 ¢abgilds Tum
standartlar ¢ift ¢ahsilarak ortalama degerler alindi '

d) Yéntem:
Siispansiyon halinde -20 °C’de dondurnimug olan lokosit preparatt 5 defa aniden

dondurulup ¢dziilerek grantllerin pargalanmas; saglandi 1.6kosit preparatina % 0,1 Triton X-
100 eklendikten sonra buz banyosu igerisinde teflon ughi homojenizator ile 2 dakika
homojenize edildi ve 20000 x g'de 15 dakika santrifijlendi Usiteki stpematan kismindan
protein tayini yapilarak, numuneler 5nce 1,5 mg protein / mL olacak gekilde PBS (pH=7,4) ile
diltie edildi,

Tablo 4°de tarif edilen ve aleim oOnceleri vapian, [okosit + CuOOH+ BR'in
inkitbasyonlar:, SOD 8l¢imd igin ayni gartlarda ancak mikfarlan artirflmg olarak hazirlands
Deney ortamm asagidaki sekilde cahgildi
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. Reaktifler Kir (mL) | Numune (ml.) | Kontrol (mL)
'_—_— 0,75 mM EDTA 0.4 0,4 0,4
| 0,3 MNayCO3/NaHCO3 pH:10,2 0.5 0.5 0.5
M—— Numune® (0,3 mg protein/mlL) e | 1,5 -
[ 60 mM NaN, 0,1 0,1 0,1
“;a;nanhms siipernatan (0,3 mg prot. / mL) - -—- 1,5
- PBS 1,5 --- -
0,01 M HCI (pH=2) 0,5 -—= -
1,8 mM epinefrin - 0,5 0,5

* : Numune verine SOD sletimii $ncesinde yapilan ve tablo 4°de tarif edilen Lok + CuOOH +
BR kangimlan kullamidi.

Ortama en son 0.5 ml 1,8 mM epineftin ekienerek derhal kanistimidi ve 480 nm dalga
boyunda spektrofotometrede kore karsi numune ve kontrol tiplerindek: absorbans degigimi 3
dakika bovunca izlendi,

e)  Hesapiar:

Kontrol titpiinde inaktif enzim kullamldigindan dolay epinefrin, kolaylikla nonenzimatik
olarak adrenokromsa oksitlenir. Bundan dolay: kontrol tiipinde epinefrinin adrenokroma
otooksidasyonunun inhibisyon %’si SOD konsantrasyonuna bagh olarak degigir.

Kontrol taptmin AOD / dk 100 aktif binm
Standardin AOD / dk X
AOD Standart / dk
- X= x 100

AOD Kontrol / dk
Standardin % inhibisyon degeri = 100 - X

. Kontrol tiptintn AOD / dk 100 akdtif birim
. Numunenin AOD / dk Y

AOD Numune / dk
Y= x 100
AOD Kontrot / dk

Numunenin inhibisyon degeri = 100-Y
0,3 mg /ml. SOD % inhibisyon (std)

Z % mhibisyon (nunnine)
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%% inhibisyon (numune)

x 0,3 pg / mL (standardin konsantrasyorn)
% inhibisyon (std}
{arak sonug elde edilir ve pg/ml. SOD seklinde gosterilit. Numunedeki SOD deBeri 3,2

wtoriyle carpilarak U /mL’ye, 3,33 ile ¢arpilarak da U/ mg proteine doniigtirislir.
‘Standart}ar ile yapilan deneylerde elde edilen regresyon anahizi sonuglan y=35,11+30,18 %,
= 0,986 clarak bulunmugtor.

)

KATALAZ AKTIVITESI TAVINI (25

Prensib:
H,0.'in katalaz tarafindan O, ve H,(O'va pargalanmas: esnasinda reaksiyon kangmundaki

absorbans deBisiminin 8lgtlmesi esasina dayanmakiadm.

Katalaz
HyCp + HyOp ——

—> 0, +2H,0
Reaktifler :
1- 0,05 M Fosfat Tamponu (PB) (pH = 7,0) : 1,065 g Na,HPO, (MA=141,96 g) tartsildi ve
§6zﬂndﬁkten sonra distile suyla 150 ml.’ye tamamlandi. 1,021 g KH,PO, (MA=136,09 g)
tart1ild: ve ¢oziinditkten sonra distile suyla hacim 150 ml ye tamamlandi. pH 7,0°ve ayarland:
2- % 0,18 H;O, (pH = 7,0 PB i¢inde) : G,18 mL H,0, alind1 ve 100 mi. lik fosfat tamponu
{pH: 7,0) icine pipetiendi

)

")  Yomtem:
Tablo 4°de belirtilen, l6kosit + CuOCH + BR inkibasycnu SOD sl¢iimindeki gibi

- kuflamildi ancak katalaz denevinde bir dlgiim igin 200 uL’lik numune gerekiiginden hacim
aym oranda azaltiidy. Katalaz tayini i¢in deney tiiplerine reaktifier agagidaki gekilde pipetlendi.

Reaktifler Kir (mL) | Standart (mL) Nunmne {(mL})
% 0,18 H,O, 1,0 1,0 1.0
{ 0,05 M Fosfat Tmp, pH:7,0 2,0 2.0 2,0
! Distile su 0,2 - -
Standart = 0,2 -
| Numune* anm - 0,2

* =] skosit (lok + CeOOH + BR homojenatt)
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Numune ortama en son eklenerek 25 °C'de 240 nm dalga boyunda deiyomze su koértine

k31'$1: spektrofotometrede 3 dakika boyunca absorbans degigimi digtildi.

“Standart olarak (Bovine Liver Catalase, Sigma) saf katalaz kullamldi ve 2,5 - 5,0 - 7,5 ve
o pg/mLlik gahgma standartlars 0,05 M, pH 7,0 fosfal tamponu igerisinde hazuland:
fandaﬂlar da numune gibi cabisiidi. Numunedeki katalaz miktars standart egrive gore
serlendirildi (Sekil 6). Lokosit homojenatinda Lowry yontemine gore protein tayini
pilarak sonuglar spesifik aktivite olarak verildi

0,025 1
£ 002 "
3 e
g "
& 0015 1 e
[+ -
5 Pl
£ 001 T T
= -
2 8.7
< 0,005 e
0 el i } ; i
0 25 5 75 10
Katalaz {ug/mtb)

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

~d)  Hesaplar:

10 mg / mL standat Standart AOD / dk
Xmg/mlL Numune AOD / dk
Numune AOD / dk x 10
= x diltisyon fakiora

Standart AOD / dk
X = A mg katalaz / mL numunedeki katalaz miktaridur,

A myg katalaz
1000 mg protein Y

Numunenin mg protein

A x 1000

Numunenin protein miktari{mg/mi)
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Y =B mg katalaz / mg protein. (B mg katalaz / mg protein) x 2,8 (Faktor) = (l/mg

pfotein
© Katalaz aktivitesi tayininde kullanilan bu yontemin C.V. degeri % 5,22 olarak bulundu.

REDUKTE GLUTATYON (GSH) (1)

Prensib:

Eritrositlerdeki nonprotein silfidril gruplannin hepsi redukte glutatyon formundadir, 5,5'-
Dithiobis (2-nitrobenzoic acid), veya DTNB bir distlfid kromojendir ve stlfidril bilegikleriyle
'_o un sart bir renk vermek fizere kolayca indirgenebilir Redukie kromojenin absorbans: 412
am'de olgalar

)  Reakfifler:
1- Presiptie edict solisyon :1,67 g glasiyal metafosfonik asid, 0,20 g disodyum veya

ipotasyum EDTA ve 30,0 g NaCl tartilch, distile suda ¢ozindikien sonra hacim 100 ml'ye

Bu solitsyen +4 °C'de 3 hafia dayamkhdir Ince presipitat EDTA'ya baglidir, bu durum
ictimleri interfere etmemektedir.

2- 0,3 M Fosfat Solusyonu: 10,65 g Na,HPO, (MA:142,0) tartild: ve distile suyla hacim
250 mL’ye tamamland. Soltisyon +4 °C'de saklandi ve kristal oluyumu gézlendiginde 1stiildr.

3- DINE Solisyonu: 40 mg. 5,5'-dithuiobis (2-mitrobenzoic asid - Sigma), 1 g/dLTik
- sodyvm sitrat solitisyonuyla ¢ozildikien sonra hacim 100 mf.'ye tamamlandi. Bu soliisyon +4
“oC'de 13 hafta dayamichdir
4- GSH Standartiari: 10 mg GSH tartildh ve distile su ile 10 ml'yve tamamlandi (100
- mg/dL) homojen hale gelene kadar gevrildi. Bu standarttan 2,5- 5- 7,5 ve 10 mg/dL olacak
gekilde diliisyonlar vapld: Standart solisvonlar giinlik taze olarak hazirlands.

¢ Numune:

© ACD'l kan kullanilds Olgnmler aym giin igetisinde yaptich (1)

~ d)  Yonfem:

: Tablo 4’de sartlan tarif edilen ve olglim dnceleri vapilan, Idkosit + CuOOH + BR
inkttbasyonn katalaz odlgtmindeki gibi kullanildi. Tuplerde son hacim 2 mL olacak sekilde
~ ayarlandr. GSH tayini i¢in agagidaki sira takip edildi

0,2 ml lokosit homojenat: + 1,8 ml. Fosfat soliisyonu ile kanstinidi. Kansum tzenne 3 ml
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filtre kagidindan sizolda.

sletimi agagrdaki sekilde yapald:

- Reaktifler Kir (mL) Numune (m1)
[ Filtrate - 0,5
Presipite edici 03 e
H,0 0,2 -
Faosfat Seoliisyonu 2,0 2.0
DTNB salitsyonu 0,25 0,25 |

'bfesipite edici soltsvon ilave edildi ve kangtinldi. Oda ssisinda 5 dakika bekledikien sonra

Bundan sonra her tiipien elde edilen filtrat aym numarah bagka tiplere aktarilarak GSH

Kivet kapatilarak, 3 kez ters ¢evrilip absorbanslant 412 nm'de 4 dakika iginde slgaidi.
Filirasyon agamasi 1thmal edilerek, GSH standartlan aym sekilde cahgild: ve standart grafigs
cizildi (Sekil 7).

0.6 +
.r"”’a
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€ 04! -
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A /,,.,9-—
o Gla T .-’,_
E /"'//
T
2 024 T
2 e
a1 4 >
04 i + + + ¥ t t + t t -4
Q 1 2 3 4 ] G 7 8 g 10
mg GSHimg protein

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

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

protein miktan( mg protemn/ml.)
GSH slgtimiinde bu yontemin C V. degeni = % 6,88 olarak bulunmugtur

8. ISTATISTIK HESAPLAMALARI:

Istatistik degerlendirmeleri; PC bilgisayvarda Excel program iginde ver alan istatistiklerden
faydalamldh, Caligmalan degerlendirmek igcin varyans analizleri, bagmsiz ki grup
ortalamalar arasindaki farkon anlamiihik testleri ve regresyon analizi yapildi
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V. SONUCLAR

104 saghkh dondrin kanlarmdan elde edilen lokositler, oksidan (CuOOH) ve anticksidan
(BR) maddelerin etkisine maruz birakidd:. Lokosit membran lipidleninin peroksidasyondan ne

derece etkilendigim gostermek amaciyla LPO gostergelennden olan TBARS seviyelen
slgtldu.

Bunun i¢in 1k dnce sadece lokosit TBARSlan analiz edildi. Sonra CuOOH’in farkh
konsantrasyoniarinn 16kesit TBARS olugumuna olan etiast arastmddr, 10 mM CuOOH
maksimum TBARS olugumu sagladifi tesbit edilmesi Gizerine bu molaritedeld CuOQCH
konsantrasyonu tilm deneyler boyunca kullamldi

Agntioksidan bu madde olarak bilinen BR'mn 11se 0,001 - 2 mg/dl. arasinda defigen
konsantrasyonlarimn hiicre LPO’na engel olup olmadidi, ya da ne derece engelledidi
aragtinldi

Tim dlgtimlerde oldugu gibi TBARS 6lgtimid Oncesi de l6kosidin oksidan maddesiz,
oksidan maddeyle birlikte wve oksidan madde + anticksidan maddenin farkh
konsantrasyonlaniyla 60 dakika stireyle 37 ©C de inkiibasyona fabi tutuldular Inkfibasyon
sonucunda her b tipten Ohkawa yontermiyle hem spekirofotometrik hem de florometrik
olarak TBARS Ol¢iunleri yapildi.

1. TBARS OLCUMU

a)  Spektrofotometrik Senuglar :
Inkiibasyon scnucunda TBARS slctim deneyleri yapildt Deney okuma agamasina

geldiginde degerler once spekirofotometirede somra da  florometrede  okundu
Spekirofotometreden elde edilen degerler table 5 ve gekil 8'da gdsterildi.
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Table 5: Spectrofotometrede vapilan Sletun somicu elde edilen TBARS sonuglar:.
{L:L.akosit 300 pg prot/mL, C: CuOOH 10 mM., * : me/dL BR)
TEARS nmel/my prot.

a % % SE 5D
L 10 0394 + 0021 | 0,039 |
1L+C 0] L5662 + 0048 | 0,152

i+Cro01Y | 10 1,829
L+C+0,805" | 10 1,63
L+C+001" | 1 1766
L+ st |10 1,329
LC0,3% | 16 2204
L+CH85" | 167 2244 £ 0,073 | 07231
L+C+1? ! 2,507 + 0,142 1 045
1+C+2° 10, 2922 + 024 | 0,758 |

607 | 0222
0025 | 0077
0058 1 0,183
0,046 | 0,146 |
0,153 | 0,484

H

| b

RESEaEs

TBARS {Specirofotomelre)

- [ w
- tTh N W
1 { 1. ] L } ]

TBARS (nmnlfmg protein)

05 4

i Q

| ¢z £ 5 8 5 8 709
=1 e} + + ) ot} -
+ + (] L t -+
] L] + + - -
L2 =T

Siliribin {(mgfdlL)

|
— i
Sekil 8. Spekirofotometrede yapilan TBARS digim sonuglarmun grafik halinde gosterilmesi,
(L:Lskosit 300 pyg prot/ml, C: CuOOH 1¢ mM, Rakamilar : mg/dl. BR}

TBARS slgtimi sonucu tim gruplar arasinda yapilan varvans analizinde, grup ortalamalan
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p < 0,001). Bu farkm hang: gruplar
arasmda olugtugunu aragticmak i gruplar arasinda f-testi yapidi Sonuglan tablo 6'da
sunuldu

Buna gore sadece l0kosit bulunan tipte TBARS ditzevi cok digitk bulunmasina (0,394 +
0,021 [X + SE] amol / mg protein) ragmen CuCCOH varhgmda belirgin bir TBARS artig
adzlendi (1,662 + 0,048 nmol / mg pretem) {p<0,001).

Bu durumda  lokosii +~ CuGOH bulunan orfama, BR’in dugik dozlanmm iavesi (0,001-
0,01mg/dL azast) clusan [BARS dizeyleninde istatistiksel bir farkhh@a vol agmazken, normal
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Tablo 6: Spektrofotometrede gruplara ait TBARS ol¢timi sonucunda vapian bagmsiz iki
grup ortalamalarn arasindaki farkin anlamhbk testi (i-testi) degerlendirmeleri. (I.:Lskosit 300
pg provml, C: CuQOH, 10 mM. *: mg/dL. BR, *: =005, fark anlamh degit))

LACH2 | LACTHE | Lo+ | LACH | LG+ | LACH | I4CH | L | L+C
0.5 8.1 2.95 £8.91 0.6685 | 0.001

L <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,0601 | <0,001 | <0,601 | <0,001 | <0,001
14C =0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,01 | <683 * ® *
14ACH0.0017 | <0001 | <0,001 | <0001 | <005 * * <0,05

1ACH0.005 1 <0001 | <0,001 | <0,001 | <00t | <001 | <003
LACHL05% | <0,001 | <0,001 | <G,001 | <005 %
LACH.857 | <001 | <0,01 { <0,001 | <0,05

1+C+01% | <005 & *
LAC+0.5Y | <005 *
L+Cri? *

ve yitksek dozlarda (0,05-2 mg/dl, arast) olugan TBARS dizeyleri arasinda istatistiksel bir
fark crfaya ¢ilcti. Ancak bu fark beklenenin fersine azalma verine artma geklinde gézlendi
(Sekal : 8).

b) Floromeirik Sonuglar:
Spektrofotometrede TBARS sletimi yapildikian sonra aym numuneler aym gartlar altinda

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

Tablo 7: Florometrede yapilan TBARS slctim sonuglan, (1:Lokosit 300 ug prot/ml C:
CuQOH 10 mM. * : mg/di, BR)

TBARS mmol/mg protein
0 X + SE SD
L 100 0,243 5-0,019 0,06

L+C 10 | 2,308 + 0,126 | 0,398
L+C+o,001% | 10 | 2,517 + 1,108 0,342
1+C+0,005° | 10 | 2,454 + 0,188 1 0572
140001 | 10 | 2,578 + 0,152 | 0,482
LAC+0,05" | 10 | 2,855 + 0,133 0,42
E+C+0,1® {10 | 3,02 + 0,199 | 0,628

L+C+os" | 10| 2958 + 0,143 | 0,451
[ Lrc+i® | 10| 3.14 + 0252 | 0361
L+c2' |10l 3,47 + 06320 1,012

Sonuglar elde edildikten sonra gruplar arasmda farkin olup olmadifini aragtirmak igin
yapilan varyans analizl scnucu, grup ortalamalan arasinda istatistiksel olarak anlamhb bir fark
bulundu (p<0,001).

Ancak bu fark ya da farklann, hangi gruplar arasinda olugtuunu ise bagimsiz ik grop
aragimndaki farkm anlamlilik testi (i-test) yapilarak ortaya konuldu (tablo 8.
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TBARS Olciimi {Florometre)

TBARS (nmolfiag protein)
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Sekil 9: Florometrede TBARS slgiimii sonuglarnmin grafikie gisteriimest.(L:Lokosit 360 ug
prot/ml C: CoCOH 10 mM , Rakamlar : mg/dL. BR)

Sadece lokosidin bulundugu numuneden vapilan TBARS odl¢tumt (0,243 + 0,019 nmel /
.Z_: mg protein) dogik gikarken, CuQOH in bulundugn ortamdan vapian TBARS dlgtimtinde yine

belirgin bir TBARS ariist vardi (2,308 + §,126 nmol / mg protein) (tablo 7 ve gekil 9)

- Lokosit ve CuOCH bulunan ortanumn dlctilen TBARS sonucuyla, ayn orfama BR in ditgik
konsanirasyonlarnmn (0,001 - 0,01 mg/dL) ilavesinden sonraki TBARS sonmglar arasmda

 istatistiksel bir fark tesbit edilemezken, 0,05 - 2 mg /L arasmuda BR ilavesiyle olugturalan

TBARS dizeyleri arasinda belirgin farklar vard: (tablo 8). Ancak bu fark artma geklindeydi

Tablo 8: Florometrede gruplara ait TBARS Sl¢iimi) sonucunda yapilan bagmmsiz ki grup
orfalamalan arasindaki farkan anlamlibk testi {t-festi) senuglan. (L:Lékosit 300 ug prot/mi.
C: CuQOH 10mM. ¥ : BR mg/dL. * : >0,05, fark anlamli degil)

L+C+2 | L4C+1 | L+C+ | L+C+ | LAC+ | L+C+ | L+C+ {L+CHLD | LtC
= 0,5 0,1 0,05 9,01 0,005 01
L <0,001 [=0,001 {<0,001 (<0,001 [<0,001 [<0,001 {<0,061 (<0001 <0,00}
L+C =0,01 =001 (<00l <001 <0,05 |* * *
L+CH0,001° 1<0,05  |* =0,05  |<0,05 * * *
| LECH0,008" (<0,05  * <005 1<0,05 1+ *
| L+CH M1 <005 1+ * * * |
L0085 (* * * t
L+C+e,1Y [* * *
LACH)S' 1* *
L+C+1r |




Ayni deney ortarunin spekirofotometrede ve florometrede elde edilen sonuglan birbiriyle
karsdagtinldiginda sonuglar aym olmamasma ragmen benzer sekildeydi ve aralannda bir
 korelasvon vardi Her iki yonfemin sonuglanm birbirlerivle kiyaslayip aralarinda regresyon
" analizi yaptigimizda v = 0,697 x + 0,119 denklemi elde edilmistir (v :

spekirofotometre
- sonucl, X : florometre sonucu) (1 = 0,92) {gekil :10j
y=0897x+0 113
r=10,92
35+ L
T
34 - s
@ 25 8 Hu
g 27
215+
=
TR
05+
0 + z . : ; !
aQ £3) 1 15 2 25 3
Spactrofotomeira

2. SOD OLCUMU:
Lokosti, lokosit + CuOCH ve iskosit + CuQOH + BR’'in farkli konsantrasyonlannda
ilavesiyle yapilan imkitbasyonlardan somra gruplardan SOD olctimleni yapildt Olgimler

Sekil 10: Spektrofotometre ve florometrede dlgulen TBARS duzeylerinin kargilagtinimas:.

sonucunda kendi grupian arasinda ovialamalan ve standart hatalar hesaplands (fablo 9) ve
bunlar gekil 11°de bir grafik halinde gosterildi

Tablo 9 : SCD aktivitesi 8i¢ium sonuglart. (L:Lskosit 300 pg prov/mL, C: CuQOH 16 mM.  ~

: BR mg/dL)
SOD (Uimg protein)

n X + SE 8D
L 10 3,766 + 0,098 0,31
L+ 10 2,022 £ 0,118 | 0,373
L+C+0,001% ] 10 2,266 + 0,159 | 0,502
L+Cro0est | 10 2,348 + 0,042 { 0,133
L+CHo,01° | 10 2,413 + 0,066 0,21
L+CH+o058" | L0 2,657 +£ 0,034 | 0,107
L+C+o,1° 10 2,845 + 0,096 | 0,304
L+HC+HH.5" i0 3,122 + 0,174 Q551
LAC+H1 10 3,155 + 0,128 § 0,106
I+C+3° 10 3,546 + 0,207 | 0,654
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CuOGH 10 mM, Rakamlar : BR me/dL.)

Sekil 11: SOD oletim sonugiannm grafik hatinde gostenlmesi (L:Lokosit 300 pg prot/ml, C:

5,

Tom gruplar arasinda yapulan varvans analizi testi sonucu grup ortalamalar arasmdaks fark
istatistiksel olarak anlamin bulundu (p < 0,601). Gruplar arasindaki anlamhb fada hang:
gruplarm olugtorduklan araghnldinda ise gu sonuglar elde edildi (Tablo 10).

Tablo 10: Gruplara ait SOD aktiviieleri dlgiined sonucunda vapilan bagimsiz ki grup
ortalamalar arasindaki farkim anlambibk testi (i-testl) degerlendinmelen. (L:Lokosit 300 ug
prot/ml, C: CuOOH 10 mM. *: BR mg/dL, * : >0,05, fark anlaml degil)

LACH2 | LHCH1 | LG+ | 4G+ | L4C+H | LACH | LrC+ | LHCH | LHC
] 9,5 0,1 3,05 0,01 0,005 | 9,001
L * <0,01 | <001 | =<0,001 | <0,001 { <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001
L <0,001 | <0,001 | <0,001| <0,001 | <0,001 1 <0,05 | <0,05 *
L+CH0,001° | <0,061 | <0,001 | <0,01 | <0,01 | <005 * *
L+CH,008" | <0,001 | <0,001 | <0,001 ! <0,001 | <0,001 *
LA-CH0,00° | <0,000 | <0,001 | <0,01 | <0,01 | <0,01
LA+CH,85% | <001 | <001 | <0,05 .~
LAC+H1 <(,05 * *
a LA, ’50 * *
L+C+1° *

Sadece lokosidin bulundugu numuneden yapilan SCD aktivite letmi (3,766 £ 0,098 U /
mg protein) yiksek g¢ikarken, CoOOMH'in bulundugy ortamdan vapilan SOD  aktivite
Slctimilnde belirgin bir ditgme vard: (2,022 + 0,118 U / mg protein) {tablo 9 ve gekal 11)

Likosit ve CuCOH bulupan ortamda Si¢ilen SO aktivitesi sonucuyla aymt ortama BRn
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0,001 mg/dLlik konsantrasyonu ilave edildikien sonraki SOD aktivitesi somuglan arasmda
 istatistikse] bir fark tesbit edilemezken 0,005 - 2 mg /di. arasinda BR ilavesi sonucu dlgtilen
~ SOD aktivitesi duzeyleri arasmda belirgin arima geklinde farklar vard: (tablo 10).

3. KATALAZ AKTIVITESI OLCUMU :

Sadece Ikosit ortamindan, Iskosite CuQOFH ilavesi sonucu ve 16kosite CuOOH ve BR’in
farkli konsantrasyonlanmn ilavesi somucunda yapilan inkibasyonlardan sonra gruplardan
katalaz Glcimieri yapildi Amalizlerin neficesinde; kendi gruplan arasinda ortalamalan ve
standart hatalar hesapland: (fablo 11) ve bunlar bir grafik halinde sunuldu (gekal 12).

Tablo 11 : Katalaz aktivitesi slgiim sonuglan. (L:Lékosit 300 pg prot/mL,
C: CuOOH 10 mM., *: BR mg/dL)
| Katalaz (Ufmg protein) |

n % + SE D

L 10| 154,54 + 2,55 8.08
L+C | 10 158, + 2,57 8,14
1AC+0.002% | 10 18155 + 4,57 14,4
LACHR.005' | 10| 176,18 + 5,21 16,5
LAC+.01° |10 16674 + 1,95 6,15
LACHe05 (10 15294 + 2,64 836
LACHIY 1100 151,05 + 2.5 7.9
L+C+0.5% 1107 12665 + 1,82 5,76
L+o+1* 10 97894 + 1,48 477
L+C+2' (10! 5855 1 1.8 | 601

KATALAZ AKTIVITESI

180 +
16‘0._
= 140
[r¥]
£ 120
2100
gﬁ 80 _
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- s 8 5 B o2 T o ®
- S 2553668 8%
T+ +
-
+ + — i
—t —
Biliriibin: {mg/dL)

Sekil 12: Katalaz aktivitesi dlgtun sonuclarimin grafik halinde gosteriimesi
(L:Lokostt 300 pg prot/ml., C: CoOOH 16 mM , Rakamlar : BR mg/dL.}
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Sonuglar elde edildikien sonre tiun gruplar arasinda varyans analizi vapiidi Yapilan bu
gnalizin sonucunda grup ortalamalan arasindakd faron istatistikeel olatak aslamhb oldugu
sbit edildh (p < 0,001). Bu istatistiksel farks ya da farklan hangi gruplann elugturdugunu
- aragtirmak igin bagymsiz iki grup ortalamalan arasindaki farkan anlambhik testi (t-festi) yapilds
*ve neticeleri ablo 12'de sunuldu,

Katalaz dlotimunde; sadece 1okosit bulunan grupla (154,54 + 2,55 [X + SE] U / mg
proteiny, Iokostt + CuOOH bulunan grup (158, + 2,57 U/ mg protein) arasinda istatistiksel
anlamda bir fark tesbit edilemedi (p=0,05) (tablo 11, sekill2).

Lokosit + CnOOH grubunun katalaz aktivitesi sonucuna gore Iokosit + CuOOH + BR'in
dugiik konsantrasyonlari {0,001 - 0,01 mg/dL) ilavesi sonucu elde edilen kafalaz aktiviteleri
artig gosterdi ve bu artrg (fark) istatistiksel balumdan anlambiydr. 0,05 mg/dL 'lik BR ilavesi
duromunde Sltlen katalas akiivitesi sonucu, iokosit + CuOOH grubundan slgtlen katalaz
aktivitesiyle benzerd: ve istatistiksel olarak fark vokiu (p=003). BR’in 0,1 - 2 mg / dL
konsantragyonlan ilavesi sonucu dlgilen katalaz aldtivitesinde belirgin ditsme goraldt: ve bu
dosig istatistiksel olarak anlambvd: (tablo 12).

Tablo 12: Katalaz dleiimii sonucu yapilan bagimsiz iki grup orfalamas: arasindakd farkm
anlamblik festi (f-testi) sonuelan. (L:Lokosit 300 pg protmi, C: CoOOH 10 mM.,
v : BRmg/dL #:>0,05, fark anlamh defil)
E+c+z LACH (L0 05 I4CH 03] LACH | LeC+ | LeC+ | L+C+ | LiC
0,05 001 | 6005 | 0001

g —

L T 20,001 | <0001 | <0001 * & <0061 | <001 | <0,601 *
L <0,001 | <0001 | <0001 | =005 | * <005 | <005 | <0001
| LIC+0.001° | <G,001 | <0.001 | <0,001 | =<0,001 | <0,001 | <005 *
L+CHO.005° | <0001 | <0,001 | <0,001 | <0001 | <0,01 *

L+CH0,81° | <0,001 | <0001 | <0001 | =000 | <0,001
I4+C+0,05° | =(,001 I <0001 | <0001 |+
L0031 | <0001 | <0001 | <0001

LA+CH0,5' | <0,001 | <0001 |
iACH1 | =6,001

hasas et

4  GSHOLCUMU:

Yukarnidakilere benzer gekilde sadece Iokosit grubundan, lokosit + CuOOH grubundan ve
lokosit + CuOOH + BR’in farkh konsantrasvonlarinn ilavesinden olugan gruplara uvgulanan
inktibasyoniatdan sonra her bir grupdan GSEH olgamieri vapildt Yapiian slotmder sonucunds;
kendi grup ortalamalari ve standart hatalars hesaplandt (table 13) ve buniar gekil 13°de bir
grafik halinde gosterildi.



Tablo 13: Yapilan denevler sonucunda elde edilen GSH 6lgim sonuglan
(L:Lokostt 300 pg prot/mL, C; CuQOH 10 mM., *: BR mg/dL)

GSH (mg/mg protein)
| n % + SE | SD
L i 2461 0,054 | 6,169

f.m

L+C 101 2,709 + 0,018 | 6,058
L+CH0,00171 10 | 2,404 + 0,049 | 0,156

L+C+0,005] 10| 2,4 + 0,054 | 0,172
L+C+0.01° | 10| 2,463 + 0,092 | 0,201
LAC+005" | 10| 2.493 + 0,085 | 0,267
LrC+6,1° | 101 2,62 + 0,085 | 0,267
L+C16,5 | 10| 4007 + 0,142 | 0,449
L+C+1° | 10| 634 + 0267 | 0,844
L+C+2 | 10 | 10,08 © 6,406 | 1,284

+

Deneye dahil edilen ve sonuglar: elde edilen 10 grup amasinda vapilan varvans analizi
- sonucu grup ortalamalan arasmde bir farkin mevent oldugu ve bu farkan istatistilesel olarak

amanm oldugu teshit edildi {p < 0,001). Bu farks olughuran grup va da gruplan tesbit etimek
igin t-testi yapildi ve elde edilen veriler tablo 14'de sunuldu

Sadece i5kosidin bulundugn mymume grobundan yapilan GSH sletimi (2,461 + 0,054 mg /
mg protein} dugik c¢ikarkery, CuOOH in bulundufu ortamdan vapilan GSH Sigtuntnde bir
 arhg pozlendi (2,709 + 0,018 mg / mg protein) (p<0,001) (tablo 13, gekil 13).

GSH OLSUMU

i

GEH (mg/mg protemn)

w2 W o = W = ey
o e T = R
el g =2 o o L (\_3
o I =
T T L0009 Y L4
L L o L TR
-é-} +‘ 1 ik

Biliribin {mg/dL)

Sekil 13: GSH &igtin sonuglanmn grafik halinde gdsterilmesi (L:Lokesit 300 ug prot/mlL,
C: CeOOH 16 mM., Rakamlar : BR mg/dL)
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Tablo 14: GSH ol¢timn yapilan gruplanm ortalamalarinun anlamb olup olrnadi@unn gostermek
icin yvapilan bagumsiz iki grup ortalamas: arasmdaki farkon anlarbibk fests (i-testi} sonuglan
(L:Lokosit 300 pg prot/mL, C: CuOOH 10 mM. * : BR mg/dl. * :>0,05, fark anlamli degil)

L+C#2 [LACH [LACH  [LA+CH [LACH |LAC+ [EACr |LeCH (LT
8.5 0,1 005  leor  leoes leper
L <G,001 <0001 [<6,001 1* * > * v <G,001
L+C  |<0,001 |<C,001 |<0,001 |* <0,05 [<0,05 1<0,001 |<0,001
L+CHE,0017 <0,001 |<0001 <0001 1<0,05 |* * * ]
L+C+0,005 [<0,601 |<0,001 <0,001 <005 |* *
L+C10,01° [<0,001 (<6001 |<0,001 |* *

LACHD,05° (<3,001 (<0001 <0061
TACHD,TT [<0,001 <0001 <0001
LAC+0,5 <0001 <0001
EA+C+HEY [<0,001 |

Lokosit ve CuOOH buluman orfainda Slgilen GSH sonucuyla aym ortama BR’in 0,1
mg/dl Mk konsantrasyonu ilave edildiiten sonrakis GSH somucu arasinda istatistiksel bir fark
tesbit edilemerken BR’in diger konsantrasyonlarda ilaveleri sonucu digiilen GSH duzeylen
arasmda farklar bulundu (tablo 14) Ozellikie bu farklar 0,5-1 ve 2 mg/dL 'lik BR ilavelerinde
elde edilen GSH somiglarmnda belirpin bir artig seklindevdi (gelal 13).

Yapilan denevlerde eide edilen sonuglann ttminin toplu halde gosterilebilmesi (gekil 14)

¥
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Sekdl 14 : Lokosit Gzerme CuDOH ve degisik konsantrasyonlarda BR ilavelerinin, TBARS
(spekirofotometrik ve florometrik slgtmler), SOD, katalaz ve GSH tizenine olan etkilerimin %
olarak gosterilimes1 Parametreler iginde bulunan en yiiksek deger % 100 kabul edilmmgtir
{L:L&kosit 300 pg prot/mL, C: CuOOH 16 miL, Rakamiar : BR mg/dL, SPTBR :
Spektrofotometrik TBARS, FLTBR : Florometrik TBARS)
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i¢in her deneyin sonuclart kendi iginde % ifade halinde gosiertidi. Deney sonucu buhman en
yiksek deger % 100 olarak kabul edildi. Olugturulan grafik, sekil 14°de gosteriidi. Buna gore
spektrofotometrik ve florometrik sonuglar birbiriyle uyumluydu. SOD, CuOQOH ilavesiyle ani
bir digtiy gosterdi fakat BR ilavesivie giderek artt:. Katalaz CuOOH ilavesiyle degismerzken
BR ilavesivle once artti sonra azaldi GSH dizeyleri ise CuOOH ilavesiyle arthh sonra BR
tlavesiyle digti. BR'nin yiksek konsantiasyoniarinda ise tekrardan belirgin bir gekilde
yikseidi.
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VI TARTISMA

Oksijen ile yagayan tim canbilarda normal metabolik iglemler siwrasinda kagmulmaz bir
sekilde fretilimekte olan serbest oksijen radikallerinin hiteresel komponentler tizerinde cegith
hasarlara sebep oldugu biinmektedir (5,7,25,33).

Lipid percksidasyonu (LPO) serbest radikallerin neden oldugu en dnemli hasarlardan
birisidir. Membranlardaki doymamig vag asidleri ve kolesterol, serbest radikallerle kolayltikla
reaksivona girerek peroksidasyona maruz kabrlar {ld veya daha fazla cift bag iceren vag
agid!zrinin peroksidasyonu sonucu olusan Grlinler arasinda malondialdehit de yer almaktadu
25).

Zimmerman ve ark. vaptiklan gahgmada (35); hedef olarak eritrosit fosfolipidlerini veva
beyin doku ekstraktlanim kullanarak, aktive edilmig PMN lokositler vasitasiyla fosfolipid
peroksidasyonunu olugturmuglardr Aym aragtumada PMIN 1okositlenin, PMA ile spesifik
olarak altive edilmedigi durumda da TRARS olusumu gorolmugttr. Bunun fzerine
aragtumacilar, lipid migellerimin de PMN solunum patlamasim  direk olarak  aktive
edebildikleri seklinde yorumianuglardir:

Caligmamzda, CuOOH ilave ettifimiz lokosiflerde peroksidasyon olugumunu
gozlememizin yamnda, CuCOH ilave etmedigimiz Iokositlerden de kismen TBARS clugumn
goziedik (spektrofotometrik dl¢nmle 0,394 + 0,039 nmol TBARS / mg protein). Elde ettifinuz
veriler, Zimmerman ve arkadaglanimin veriler: ile uyumlu olup, herhangi bir oksidant uvarima
marnz kalmamus lokosttlerie de TBARS olusabilecegini géstermektedir.

50



(Ohkawa ve arkadaglan yaptiklar: bir ¢aligmada {15) karbon tetraklorGr alimindan 3 saai
sopga  karaciger hicrelerinde TBARS  miktarlarmm  belirgin bir  gekilde  aritsfim
gostermiglerdir.

Laboratuvaririzda yaphigumz bir gahgmada 0,15 mg Hb /dL ihtiva eden eritrositlerin 1
mM CuCOH ile inkibasyonunda, olugan TBARS'm belirgin bir sekilde yikseldigi
gozlenmmigtir (34)

Xiaole ve arkadaglart (31) PMN lokositlerini, PMA ile uyarmuglar ve buniardan MDA
diizevierini olgerek, IGkositlerin kendileri farafindan Gretilen cksijen radikalleriyle kendi
membran lpidlerini perokside eftiklerini ve konirole gore belirgin bir gekilde MDA
sevivesinin arthgmm gozlemiglerdic  Uretilen oksijen radikallerinin, PMIN  lokositlerin
membrandarma, membran protein SH gruplaninin etrafindaki mikroviskoziteyi ve membran
yag asidlerinin peroksidasyonunu artirarak, zarar verdiklerini ifade etrmglerdir.

Deney ortamimizda hedef hilcre olarak lokositleri ve oksidan madde olarak da CuOCH’
kullandik  Caligmamizda, ortamda bulunan Iokosit membraplarr, 10 mM CuOOH  ile
inktibasyona tabi tutnldukiarmda TBARS olugamu spektrofotometrik slgtimie (0,394 + 0,039
mmol / mg proteinden (X + SD), 1,662 + 0,152 nmol / mg protein diizeyine ulagmugtys
{p<0,001}. (Tablo 57 ve Jekil :8,9). Diger bir ifadevle deney ortamumizdald CuOOH,
[Bkosiiterde bir LPO’na neden olmugtur. Deney sonucumuz, diger calisma sonuglaring uyum
gistermigtiy,

Xiacte ve arkadaglannin cabismasmda, (31) PMA uyanm sonucu olugacak olan MDA
tzerine Cin bitkileri olarak bilinen schizandiin B (Sin B) ve quercetinin (Q) etkileri
araghirthmy ve deney sonucunda olugan MDA dizeylerinde, Sm B varhginda % 25, Q
varhgmda ise % 35,4°e varan bir diisme gozienmigiir Sonug olarak iki Cin bitkisi olan Sin B
ve Q'nin, PMA tle uyarthmig PMN lokositlerce tretilen oksijen radikallerini yakalayict
etkisinin var oldugu ve PMN membran proteinlerinin SH gruplannt koruyabildigi ifade

Topinka ve arkadaglarmin ¢ahgmasimnda ise (10) sadece lenfositlerden, lenfosit + Na-
askorbat + Fe?* inkitbasyonm sonucu ve lenfosit + Na-askorbat + FeXr + Tokoferol
mkitbasyonu sonucu MDA ol¢timieri yaptlmugdir, Lokositlere oksidan madde (Na-askorbat +
Fe?*) ilavesi sonucu elde edilen MDA dizeyvleri, sadece lenfositlerden elde edilen MDA
dizeylerine giore belirgin gekilde arttmg, ancak ortama tokofero! ilave edildiginde ise MDA
duzeyinde tekrardan bir digme gozlenmigtir (p<0,01). Aym caiigmada tokoferol yerine
pvrtino!l  denendiginde, tokoteroldeki gibi bir digme tesbit edilememigtir (p>0,05).
Aragtirmacilar, tokoferolin inhibe edici etkisini, tokoferol ve pyritinol arasindaki yapisal
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tarkhiiiga bagladiklarm ifade etmiglerdic.

Yukaridaki cahgmalarda, benzer maksatiar icin degisik hedef hiicreler, oksidan ve
antioksidan maddeler kullamimakla birlikte, biz deney oitamumuzda hedef hiere olarak
lokositleri, oksidan madde olarak CuOQOH1 (10 mM) ve antioksidan madde olarak BR’yi
{0,601 - 2 me/dl) kullandik Buzim ¢abismarurda TBARS dizeyleri: sadece lokositte
spektrofotometrik olarak 0,394 + 0,039 nmol / mg protein (X + SD), florometrik olarak ise
0,243 + 0,06 nmol / mg protein bulumuken 10 mmol/L CuOOH ilavesiyle spekirofotometrede
1,662 + 0,152 ool / mg protein, floromeirede 2,308 + 0,398 nmol / mg protein bulundu
{p=<0,001). Ancak bu kanguna BR’in farkls dozlan ilave edildigi zaman {0,001 - 2 mg / dL),
TBARS olusumunda bir azalma verine artina gozlendi. Bu arhy BR konsantrasvonu arttikea
belirginlegti. Bu sonuglara gére BR, TBARS olugumunu azaltmadigs gibi kendi konsantrasyon
artigina bagi: olarak da TBARS artigma neden olmughu. Bunu ik sekilde agiktamak mivmkiin
olabilir:

1- I van der Zee ve arkadaglanmm ¢aliymasinda (29) t-BHP veya CoOOH, varhinda ve
uygun bir katalist ilave edildigi zaman il tip radikal olustoroldugunn ifade etmislerdir:
Hematin (Fe®) varhfmda peroksil radikalleni olugturulurken, diger yandan ferrsz bipiridil ile
UV radyasyonu esnasinda 1se alkoksil radikallei meydana geldigini ifade etmiglerdir
Aragtirmaciiar, radikalin dzel bir tipmin olugumunun ikinei bir reaksiyonia diger bir radikalin
olugumuna vol agabilecegini belirtmiglerdiz. Yazarlara gore saglam eritrositlerin - BHP’e veya
CuOOH e maruz birakilmalann LPO’na ve K sizintisina neden olmustur. Azagtirmaciar bu
sonugiann bang: radikallerle olusabilecefini tesbit etmek icin denevlerinde difenilamin
tiyotre, bittillenmig hidreksi toluen (BHT) ve prometazin gibi antioksidanlar kullanmiglardir.
Difenilamin gtiglt bir alkoksil radikal vakaiayicist olmasina ragren, peroksil radikallerini
vakalamadify ileri strilmugitr. Difentlamin LPO’nu giicla bir sekilde inhibe ederken, K*
kaybim mnhibe etmedifi ifade edilmistit. Buna gore; t-BuQ® va da CuQ®, LPO’nu baglatisklars,
ancak K* sizmtisma kangmadiklan ifade edilmigtir Tiyoure ise bilinen bir peroksil radikal
vakalayicis: oldugu ve yapilan denevierde agikar bir gekilde K+ sizantisim inhibe etmesine
ragmen LPO’ou inhibe etmedif: ifade edilmughir Bunun vanunda aragtirmacilar, BHT ve
prometazin gibi giichl peroksil radikal vakalavicilannm da K+ sizmntisim giclo bir sekilde
inibe ettiklerini ilerl strmuslerdic. BDuna gore peroksil radikallerinin K* sizintisuin
olusumuyla ilgili oldugunu ancak LPC’yla igili olmadiklarmi belirtmuglerdir Arastima
sonueunda vazarlar, LPO nun, alkoksil radikall tarafindan baslatibirken, peroksil radikalivle
haslatilamadiZin ifade etmiglerdir.




Biz deney orfamimuza 10kosit, alkoksil ve percksil radikallert olugturabilen CuCOH ve bir

peroksil radikal ve 10, vakalayicst olarak bilinen BR ilave ettik. CuOOCEH, ortamda LPO
olugturmasina ragmen, BR’ie TBARS konsantrasyonunun azalmadigina gozledik (Tablo 5,7
ve Sekil 8,9) CuOOH olugnrdugu alkoksil radilalleriyle ortamda LPO’na neden olmakta,
ancak orfama koydugumuz BR ise peroksil mdikal yakalayieist oldugundan dolays
muhiemelen bu alkoksil radikallerini yakalayamamakia ve TBARS olugumunu inhibe
edemedifini dbgindirmektedir

2- MDA ¢lgtumi igm referans aldigiomz Ohkawa ve arkadaslanimin (15) calismalarinda,
vontemi mterfere eden maddeler sayimakiaduy. Bu maddeler arasinda yer alan glukozun,
sukrozun ve N-asetilndraminik asidin yanmda, reaksiyon kangimndaki 1,0 mg (1,71 nmol)
konsanirasyonundaki albtimine bagh BR in, 532 nm'deki absorbansda, interfere etmek tizere
TBA ile reaksiyon yapabilecegi ifade edilmigtiv. Ancek vazarlar BR’in interferansinm
eksitasyon : 5135 nm'de, emission : 333 nm’de olacak gekilde florometnk olarak Sigtim
yapildis zaman interferansin ihimal edilebilecek diizevde oldugunu ifade etmuigler ve eger
numune bir miktar BR i¢eriyorsa florometrik yontemle slgtilmeli dive tavsive etmiglerdir.

Ancak yaptifimz deneylerde spekirofotometrik ve florometrik yontemler arasida BR’in
etkilemesi yoninde belirgin bir fark gozleyeredik (y = 0,697 * x + 0,119, 1= 0,92) (Sekil :
7.9,10). Her ne kadar Obkawa ve arkadagian oOzeilikle florometrik yontemde BR’in
mierferansmm gozlenmedigini ifade eiseler de biz, hem spekirofotometrik, hen de florometrik
yontem sonucunda BR’in belirli konsantrasyonlatindan itibaren (0,1 mg/dL) belirgin artiglar
gozledik. Bu arnglann, Obkawa ve arkadaglari’mmn ifadelerine ragmen, BR’in interferansi
sonucu orfava ¢ikoug olabilecegi kanaatim tagimalitayiz.

Tanmkulu'nun ¢aligmasimnda (25) PMN lokositlerde, H,0, konsantrasyonunun artmasi, 10,
ve *OH gibi diger reaktif oksijen radikallerinin olugumuna ve doku harabiyetinin artmasina vol
acacagn belirtilitken, Britgan ve arkadaglarmn “spm  trapping” véntemivie vaptiklan
caligimada (28) PMA ile stimule edilmiy insan noétrofillerinin, demir meveut olmadikea *OH
olughurmadiklaring gostermiglerdir. Zimmerman ve arkadaglarimin galigmasinda (35) ise, deney
ortarmndaki % ‘mn, bir baska C%‘le karplastinldiginda, daha giclt bir oksidan olan HCE
{(pKa : 4,8) ile denge haline geldigini ve bu durumunda, asid ortamda peroksidasvonun
kolaylaghgmi ifade stmiglerdir.

Deney ortatmmzda demir bulunmadifindan dolayr Briigan ve ark ’nin (28) ifadelerine
dayanarak *OH radikallerinin olugturulmadi$i soylenebilir. Bunun yamnda deney orfamimzda

Tanrkulu ve ark. nm ifade sttikier (25) gibi 'O, olugmug olsayd:, bunun da deney ortamuniza
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artan gekillerde ilave edilen BR vasitasiyla yakalanmas: (12,22) ve dolayisiyla LPO’nun
engellenmiy olmast gerekirdi Ancak deneyimizde ave ethigimiz artan miktarlardala BR’e
ragmen TBARSE oluginava devam etti.

Ayrica galismarmmzda inkitbasyon ortarmumizin, fizyoelejik piTda (pH:7.4) olmas: nedeniyle
Zimmerman ve ark min ifade ettikleri gibi asid ortamda HO; radikali olusuwnu thtimalinin de
sozkormuse  olmadigy  dughnithmekiedir  Dolayisiyla  galigma  orfamummzdaki  TBARS
oluyumunun, muhternelen atkoksil {CaO®) radikalivle olugturuldugu kanaatindeyiz

Miura ve ark. vaptiklan aragtuma sonucunda (28), PMN plazma membranlatnin oksijen
radikalleri tarafindan perokside edilemedigini gostermuglerdit. Ayni aragtirrnada, kuilanilan
PMNN lokositlerdeki SOD miktarlan 0,2 mg / 107 hicre olarak tayin edilmigtin SCD'nin bu
miktann PMA ile uvarlmig PMN 16kositlerin neden oldugu peroksidasyonu inhibe edecek
yeterlilcte bulunmugtur. Zimmerman ve arkadaslan ise yapiiklan aragtirma sonucunda (35)
SOD’nin, TBARS olugumunu kismen inhibe etmesine ragmen, tamarmyle inhibe etmediging
ifade etmiglerdir.

Cahgmarmzda sadece 1okositlerdek: SOD aktivite diizeylerini 3,766+ 0,098 U/ mg protein
olarak, Iokosite CoOOH ilavesi durumunda ise 2,022 + 0,118 U / mg protein buiduk
(p=<0,001). Lokositlerde buldugumuz bu SOD aktivite defert, Miura ve arkadaglannim
deneyinde (28) oldugu gibi lokosit membrarlarmn TPO na engel olamamgtir. Ancak onlarmn
denevinde kullamlan iokositlerin canli olmasi nedemyle bévle bir engellemeve neden
olabildigi ya da degigik hesaplamalardan dolay: onlann deneylerinde bulduklan SOD aktivite
degeri veterh olurken bizim denevimizde elde ettigimiz SOD aktivite degerleri peroksidasyonu
snleraede vetersiz kaldigs dugtnilmekiedir.

Denevimizde, CuQOH’in ilave edilmedigi durumda SOD belirli bir aktivite gostermesine
ragmen, CuOOH'in ilavesi duruminda, ortamdaki SOD’m belirgin bir gekilde inhibe
oldugunu gozledik. Orfama ilave edilen BR'in arian konsantrasyonlars SOD fizerine olan
inhibisvonu azaltmasma ragmen bu durum IBARS olusumunda bir azalmaya neden oimadi.
Dolayisivia SOD'm  TBARS olugumumu tamamen engellememesi Zinunerman ve
arkadaglarinm ifade ettilderiyle uyimiuydu.

Pigeolet ve arkadaglarinin ¢aliymasinda (16) SOD, GSH-Px ve katalazin kendi substratian
tarafindan ne gekilde inaktive edildiklerini ortaya ¢ikarmak amaciyla; H,O,in, CuOOH"in, t-
BHPin, hidroksil ve stpercksid radikallerinin etkileri, GSH-Px, SCD ve katalaz tizerinde test
edilmigtir. SOD;, 4x107 M°hk H,05 ile (20 dakika ve 37 °C 1sida) % 50 oranmda inaktive
edilitken organik peroksidier ve hidroksil radikalieninin bu enzim Ozerine etkisi
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brlunamamigty

Yapugmmz SOD olgumivie igili calismammzda; sadece lokosit grubundan eide ettigimiz
deger 3,766 + 0,098 U / mg protemken, oksidan madde ilavesiyvle 2,022 + 0,118 U/ mg
protein olarak bulduk Bu fark istatistiksel olarak anlamliyd: (p<0.001) {Tablo: 9) Ancak
lokosit ve oksidan madde karigmuna, BR'm artan mikiarlardaki konsantrasvonlar (0,001 - 2
mg/dL) ilave edildikee bu deger 2,266 + 0,159 dan, 3,546 + 0,207 U / mg proteine kadar
vikseldi {Tablo : 9, Sekil: 11) Bu veriler oksidan madde ilavesiyle ortamda yiksek dizeyde
& ve H,O, olugmakta oldugunu dugindirmektedir. H,O, in fazla miltarda oldugu durumda
ise Pigeolet ve ark *min ¢aligmasina gore SOD dzerinde mnhibiter bir etkd olughirabilmeldedit
{16,25).

Cahgmanuzda l8kositlere oksidan madde ilavesi durumunda, SOD aktivitesini oldukga
digitk bulmanuza ragmen, ortama BR’in artan miktarlardaki ilaveleri durtmnda SOD
aktivitesinin gitttkee arfhgim goziedik BR'in arfan miktardaki ilavelertmin, H,O,‘in inhibitér
etiisini giderek azaltmuy olabilecegim digindtrmektedir Bilindig: fizere BR, H,O, wveva
organik hidroperoksidierin varliginda peroksidaziar i¢in by indirgevici substrat olarak
davranreaktad (22). Bu da bizim diigiincermzi desteklemektedir.

Kataiaz ve GSH-Px lokositlerdeki peroksidasyona karsi koruyncu potansivele sahip iki
enzimdirler ve H,0, ile diger orgamk peroksidlerin neden oldugu LPO nu Snlemekiedirler
{25). Pigeolet ve ark’nm galigmalarnda (16) katalaz, hidreksil radikalleri ve siperoksid
anyonlarryla inaktive edilitken, corganik peroksidlerle inakiive edilememistir. Yaphignmez
calismada; sadece lokosit grubunun katalaz dlctim sonuglanyla (154,54 + 2,55 U/mg protein),

lekoside oksidan madde ilavesivle 2lde edilen katalaz sonuglan (158,9 + 2,57 U/mg protein) -

arasinda istatistiksel bir fark bulamadik {(p=0,03). Caligma sonuclarmz Pigeolet ve ark “nin,
katalazin organik hidropercksidlerle inhibe edilemedigi ifadesivie uyum gostermesine ragmen,
katalazin 7% anyon radikalleriyle inhibe olabilecegi ifadesivle uynmlu bulunmamigtir Clinkd
caligmamizda oksidan madde ilavest durumunda ortamda olugmas: kuvvetle muhtemel olan
% “nin varhiFmda katalaz inhite olmarmgtir.

Kokoglu ve arkadaglarimin yaphiklan ¢aligmada; (9) lokosit katalaz aktivitelerini Beers ve
Sizer'in yontemivle diemusler ve kontrol katalaz sonuglariyla, akut lenfoblastik 16semi ve akut
nonlenfoblastik 16semi sonuglar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark bulamamuglardir
{(p=0,05), Aym araghricidar. 350D enzimi akiivitesimin artmasi  sonucu  siiperoksid
radikallerinin  huzhh bir gekilde dismutasyonundan dolayi, yoksek dizeylerde H,O,
clugumunun kagiumlbmar oldugunu ifade emuslerdic. Akt losemilerde Iokosit katalaz
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aktivitesindeki  aritgin, SOD  aktivitesindeld artisa gore daha az olmasi, HO,
detoksifikasyonunun yeterince yapilmamasma neden olacagindan, dolayisiyla H,O,'den
Haber-Weiss reaksiyonmyla bugine kadar bilinen en sitofoksik radikal olan hidroksil
radikallerinin  clusumunun  artacafim  ve bumun sonucunda hilere  membranlarmin
botintginin bozulabilecedini behrimiglerdir.

Yaptigumz ¢alismada ise lokositlerin oksidan maddeyle mkibasyonundan sonra SOD
miktarlarinda belirgin bir dugtg varken, katalar miktannda istatistiksel olarak bir fark
bulunamadh Lokositlerin, fazla miktardaki cksidan maddeye maruz birakilmasi sonuen agm
mikimda & ve H,0, olugwmuna yol a¢roakia ve olugan FL,O, de, SOD’vi inhibe ederken,
kendisi de normal aktivite gosterdigi farzedilen katalaz tarafindan zararsiz hale getirilmeye
caliglmaktadir  Ancak SOD‘min inhibe olmasi % “in bagka yollara sapip LPO
olugturabilecegini postermmgiir. Kokogly ve ark’min c¢ahgmasmda ‘OF olustugu ifade
edilirken ¢alisinarmizda muhterelen alkoksil radikali de clugmakta ve LPO da multernelen bu
radikalle gerceklegmektedir.

Tanrikulu'nun cahgmasinda (23) GSH-Px ve katalaz aitiviteleri Behcetli hasialarda kontrol

enzimlerin aktivitelerindeki azalma, H,O,'nin detoksifikasyomindaki azalma ile sonuglanacagi
fade edilmigtir

Katalaz sl¢tuntyle ilgih calismamzda; ldkositlere oksidan madde ilave edildiginde elde
edilen katalaz soruglar: ile sadece lokosit bulunan ortamm kataiaz akiivite sonuclan arasinda
istaiistiksel bir fark bulunamarmgtir (p=0,05). Ancak Iokositler tzerine CuOOHin fatbikinden
sonra katalaz aktimfesini digik bulmamamiza tagmen bu ilawenin™ Tanrkulu ve
arkadaslanimin  ¢aligmasimndak: gibr yiksek oranda H,O, olugmasma neden oldugu
duginilmektedir Ancak cahgmamizda Pigeolet ve ark *nin galigmalan (16) sonucunda ifade
eftiklers gibi katalaz Uzerine ne H,0,'in ne de organik peroksidlerin inhibitér etkisi
gozlenmemigtir.

Bununla birlikte ¢ahgmamuzda aym  ortama BR’in digik konsanirasyontan (0,001-0,01
me/dL) ilave edildifinde katalaz akfivitesinde artiy gozlenrmgtir (tablo :11, gekil :12)
(sirastyla: 181.55 +4.57, 176,18 + 5.21 ve 166.74 + 1.95 U/mg protein) (p<0.001, p<0.05 ve
p<0.03). Meveut yayinlarda oksijen radikal tirlerinin ya da peroksidasyon esnasmda olugan
ara Grinlerin herhangi birisinin katalazi aktive ettifi geklinde bir literatir bilgisine
rastlanmanugtir Bundan dolay: katalazdaki bu aktivite artiginm, muhtemelen BR'in dogtk
dozlarindan ileri geldigi yeklinde yorumlanabilir. BR’in 0,05 mg/dl. dozundaki ilavesinde ise
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katalaz aktivitesi 152,94 + 2,64 Uimg protein bulunmug ve bu dozeyiyle lokosit + oksidan
madde grubundaki katalaz degeri ile istaiistiksel olarak anlambi bir fark bulunamarmstir
{p>0,05).

Cahgmamizda, BR’in 0,1-2 mg/dL, duzeylerindeki ilavelerinde ise katalaz aktivite duzeyl
gititkge digmig ve 2 mg/dL icin kaialaz degeri 59,55 + 1,9 U/mg protein olarak bulunmugtur
{p<0,001) (tablo:11, sekil:12) Katalazi inhibe eden maddeler arasmda hidroksil radikalleri ve
sitperoksid anyonlan sayilirken, organik peroksidlerin inhibe etmedikleri ifade edilmistir (16),
Deney ortamumzda muhiemelen demir ve demir bilegikleri bulummadigindan dolay: katalaz
izerine *OH radikallerinin inhibisyonun olamayacag: dugtntlmektedir. Ote yandan & ‘nin
katalaz: inhibe eftifi goz onunde tutulursa, katalazmn lskosit + oksidan madde ilavesi
sonucunda Slgilen aktivitesinin de inhibe olmasi gerekirdi Ctnkit o zaman & daba fazla
olmasi ve katalazi inhibe etmesi séz konusu olurdu. Flde ettigimiz sonuglar bu ditgtineeyt
desteklemedi. Bu durumda katalaz inhibisyonunun ne *CH radikaliyle, ne de O&fyle
nlmadigina gore muhtemelen BR'in diigtk konsantrasyonlanmn, katalaz: aktive edilebilecegi,
normal ve yiksek konsantrasyonlarmin da  katalazs inhibe edilebilecepi geklinde
vorumlanabihir.

GSH'm hitere iginde oksidatif strese kary1 midafada dneroli bir rolii vardr. Sitozolik GSH
miktann azaltan bir ajan olan Diamid’in veya organik hidroperoksid olan CuOQOH’in kalp
huerelerine uygnianmas: LPO ve ciddi hiicre hasan olugturmustur (7,8).

Bizim GSH ile ilgili ¢abgmamizda sadece lokosit grubundan elde edilen GSH sonucuyla
(2,461 + 0,054 mg GSH / mg protein) 18kosit ve oksidan madde birlikteligindg elde edilen
GSH sonucu {2,709 + 0,018 mg GSH/mg protein) arasinda arty geklinde bir fark bulduk
{(p<0,001) (tablo:13, gekil: 13).

Scott ve arkadaglan, yaptiklan gahigmada, (19) PMN lokositlerde GSH olgtunti yaprmglar
ve lokositlerde GSH mikiarm 12,3 + 2,5 nmol / 107 (%+ SD) olarak bulmuglardir Aym
aragtirmact, bir bagka caligtnasinda (18) ise flow sitometrik yontemle ndtrofillerden,
monositlerden ve lenfositlerden GSH diizeyleri clemiy. Somugta ise GSH miktanm, 12,5 + 2
nmol / 10" notrofil, 14,5 + 2,7 amol / 167 monosit ve 5,0 + 1,0 nmol / 107 lenfosit olarak
bulmugtur. Bu GSH somuglamnm birimleri, bizim sonuglarmmzdan farkli oldugundan
karplaghirmna imkani bulusamanushr,

Koster ve atkadaglani, (8) romaloid ariritli (RA) hastalanin eritrositieriyle, kontrol
eritrositlerini 60 dakikaltk sirede, 5 mM CuQOHle inkiibe etmisler ve gegen sireler iginde
her iki gruptan da GSH olglimlen vaprmslardir CuOOH ilave edilenler baglangicta,
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edilmeyenlerin % 20 civarinda GSH seviyeleri gosteritken iletleyen zaman iginde (.-j 20
dakika sonra) CuOOH ilave edilmeyenierle aym seviyeve yikseimigtin. Anecak 60 dakika
sonunda RA’H ertirosit GSH duzeyleriyle, kontrol grubu eritrosit GSH dizevieri arasinda
istatistiksel bir fark bulunamamig ve sonug olaral peroksidatif gartlar altinda uygun GSH
sevivelerini siirdiirme kapasitelerinin her iki grup icin de avm oldugu ifade edilmigtir.

Bizima GSH ile ilgili ¢ahgmamizda sadece lokosit grubundan elde edilen GSH sonueuna
gore iskosit ve oksidan madde biriiideliginde eide edilen GSH sonucu istatistiksel olarak
anlamli bir arfig gosterdi. (p<0,001) (tablo:13, sekill3). Ancak BR’in dusiuk miktarlardaki
ilavelerinde (0,001-0,1mg/dlY GSH duzeylerinde tekrardan istatistiksel olarak anlamli bir
ditgme goriilmesine ragmen BR’m 0,5-2 mg/dL lik konsanirasyon ilavelerinde ise tablo:13 ve

Bilindigi iizere organik hidroperoksidler, GSH-Px aktivitesi i¢in substrat olarak davranidar
ve intraselitler GSITm okside hale gelimesiyle zararsiz hale getirilirler (7). GSH’in, GSH-Px
ile birlikie herhangi bir nedenle clugan H,0,’in yikiminda da rol aldigs degisik yaymlarda
ifade edilmekiedir (8,21} Yaphguwz ¢aligmada, okosit Gzerine CuCOH ilavesi durumunda
GSH'im GSSG'ye donmesi, dolayimyla da GSH oukfanmn dilgmesi beklenivordu. Ancak
Koster ve ark *nin ¢ahgmasinda (8) da ifade edildigi tzere GS8G kusa bir siire sonra GSiL
haline dtnebilmektedir InkObasyon siresini 60 dakika tuttufiumuzdan dolayt bu sore
igerisinde mubtermelen olugan GSSG nin bitytk kistm tekrar GSH haline donmus olabilecegini
dugtintyornz. Caligmavuzda GSH miktarmi 60 dakika sonra artomg bulduk. Muhiemelen
olugan GSSG’lerin bitynk kisrm GSH haline ddnmesinin yamnda GSH'm, F,O,’in yilaminda
da rol almasindan dolay: ilerleyen zaman icinde CSH kuflammmmin fazla olmasma bagh olarak
bitere GSH sentezinin de artmig olabilecedi duginilmekiedir.

Axncak ortama BR’in diigiik konsantragyonlar: ilave edildiginde GSH mikiarinda tekrardan
bir disme goziendi. Mubtemelen konjuge edilmemigy BR, H,0, veva organik
hdroperoksidlerin varhigmnda peroksidazlar igin bir indirgeyici substrat olarak davraniriar (22).
Bu nedenle GSH’a olan thtiyacin azaloug olabilecegi tahmin edilmektedir,

BR’in normal ve yitksek dizeyde ilavelenndeki GSH miktarlarinmn agint derecede artmag
bulunmas1 ise GSH'mm 412 nm’de okunmasi ve bu dalga boyunun BR'in maksimum
absorbans verdifi 453 nm’ye yakmn olmasi nedenivle, muhtemelen BR'in interferansmm
oidugu dilgintlmektedir

Sonug olarak;, lokositler tzerine CuOOH'mn oksidan etkisimmin ve BR'm farkh
konsanirasyonlarda anticksidan etkisinin olup olmadifmi aragtirmak Gzere vaptiginmz bu
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calismada gu sonuclar elde edibmigtir;

1- CuOOH’in lokosit membranlarum perokside ettifi, ancak bu peroksidasyonu alkoksil
radikalleri ile vaphgi, dolavisiyla ilave etftifimiz BR dizeylenmin hichirisinin TBARS
olusumunu azattradig kanaatine vanimigtir

2- Oksidan madde ilavesinin SOD’yi ihibe ettigi (muhiemelen fazla miktarda IO,
olugturarak) ve BR ilavelerinde bu wnhibisyonun giderek azaldign bulunmugtur.

3- Katalaz, BR’in dogok konsantragvonlarinda aktive olurken, normal ve yolsek
konsantrasyoniarinda inhibe oldugn gozlenmigtir

4- CuOOH ilavesivle GSH miktanmm azalmadig:, strenin uzun olmasindan dolayi GSH'mn
kendini yeniledigi, hatta muhtemelen H O in ytkuninda gorev aldigindan dolay: ihtiyaca
bagh olarak sentezinin artiifs kanisina vardmigtir.
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VI OZET

Bu galigmada, okositler tzerine bir oksidan madde olan kitmen tudroperoksid (CuOQOH)
ile bir anticksidan madde olarak kabul edilen bilirtbm’mn (BR) degisik konsantrasyonian
tatbik edildilden sonra, l0kositlerden, TBARS ve redilkde glutatvon (GSID seviyelen ile
stiperoksid dismutaz (SOD) ve katalaz aktiviteleri ol¢iida.

Elde edilen numunelerden lokosit havuzu vapildi ve bu lskositler, her deney 6ncesinde,
CuOOHle ve BRin degisik konsantrasyonlanyla 60 dakikalik stire boyunca inkitbe edildiler.

Tiyobarbitiink asid reakiif maddelerm (TBARS) oletmi, BR’in interferansm: elimine
etmek i¢in, hem spekirofotometrede, hem de florometrede ckundu. CuOOH'e maruz
birakulmiy itkositlenin TBARS dizeyleri, maruz brrakilmanug lokosit diizeylerinden, belirgin
bir gekiide vyiksek bulundu (p<0,001), ancak ortama ilave ettigimiz BR’in farkh
xonsantrasyonlarmndan hichiri, TBARS clugumunu azaltmadi. Buna ilaveten spektrofotometrik
ve florometrik yéntemler arasmda BR’m.eIﬁIﬁnasyGnu vontinde bir fark gozlenmedi

Lkositlenin CuOOH e maruz birakilmasmdan sonra slgilen Iokosit SOD aktivitesi, maruz
kalmamiy lskositlerin SOD aktivitesinden daha dogtkit (p=<0,001), ancak BR’in artan
konsantrasvonlarda ilavesivie, SOD aktivitesi giderek artty.

CuOOH’e maruz kalmi§ Iokositlerin katalaz sonucu ile maruz kalmammg lokositlern
katalaz sonucu arasmnda istatistiksel olarak anlamh bir fark gozlenmedi, Katalaz aktivitesi
BR'm diguk konsantrasyonlatmm ilavesiyle artmasma ragmen, uormal wve vilksek
konsaptrasyonlarnnin davesiyle azalma gdsterdi

Lokosit GSH sonuglanna gére, CuOOH’e mamz kalmy 1¢kosit GSH seviyelern ariig
gosterdi (p<0,601). Ortama BR ilavesiyle tekrar bir digme gdzlendi BR’m viiksek
konsantrasvonlarinda ise GSH seviyeleri belirgin bir sekilde artts

Sonug olarak, CuOCH ikositlerde LPO olugturmugtur, ancak BR bu peroksidasyon
esnasindaki TBARS olusumunu engelleyememigtit. BR’in deney ortarminda kullamlan ttm
konsantrasyvonlan, 3OI’y1 artan gekilde aktive ederken, diigitk konsantrasyonlannin, katalazi
akiive ettifn, vitksek kopsantrasyonlannm ise inhibe ettidi dikkat ¢ekmigtiy. Buna ilaveten
CuOOH’e maruz kalmg 1kositlerin GSH seviyeleri artmug, ancak BR’in orfama ilavesi
lokosit GSH diizeylenni tekrar diigirmilstir.
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VIII. SUMMARY

In this study, leukocytes were exposed to cumene hydroperoxyde (CuOOH), an oxidant
substarice, and to various concentrations of biltrubin (BR), an antioxydant substance Then
thicbarbituric acid teactive substances (TBARS) and reduced glutathion (GSH) levels,
superoxyde dismutase and catalase activities of leukocytes were measured.

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

The measurement of TBARS was performed both with a spectrophotometer and a tluo-
someter to elirinate the interferences ariging from BR. TBARS levels of leukocytes exposed to
CuOQOH were statistically higher than unexposed leukocytes (p<0,001), butf any concentrations
of BR that we added to the medium did not effect the TBARS levels. In addition, no difference
was observed between the spectrophiometeric and fluorometric methods.

The SCD activity measured after the exposure of ieukoecyies to CuOOH was lower than the
SOD activity of unexposed leukoeytes (p<0,001), but SO activity gradually increased when
increased concentrations of BR were added 1o the medinm

No gratistically significant ditference was observed betweer. unexposed leukocyte catalase
activity and catalase activity of leukocytes exposed io CuQOH, Catalase activity was increased
with addition of low concentrations of BR, but decreased with addition of normoal and high
concentrations of BR.

According to the results of leukocyte GSH measurement, GSH levels in leukocyies exposed
to CuOOH increased (p<0,001). A decrease was observed égain i (3SH levels by addition of
BR to the medium GSH levels clearly increased at high concentrations of BR.

Finally, CuOOH has generated IPO in leukocytes, but BR could not prevent TBARS
generation during thig peroxidation. All concentrations of BR used in these experiments have
gradually activated SOD enzyme, but BR has activated calalase at low concentations and
inhibited the activity at high concentrations. In addition, GSH levels of leukocytes exposed to
CuOOH were increased, but addition of BR fo the medium again decreased GSH levels of
leukecytes.
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