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OZET

Yiizyillar boyunca canlilarda oksijenin gérevi solunumdaki fonksiyonu ile 6zdesles
tirilmigtir. Oksijenli solunumda amag fazla enerji elde etmek ve bu ig igin de glukozu
yakit maddesi olarak hiicreye alabilmektir. Glukoz’un su ve CO,’e kadar pargalandif
bu iglem sirasinda, hidrojen atomlan elektronlarla birlikte ( O, ) molekiiliine taginir ve
bu sayede su olugur. Tiim hticrelerde stiregen olan bu iglem esnasinda molekiiler
oksijenin kismi indirgenmesi s6z konusu olabilmektedir. Bunun sonucunda, stiperoksit,
tekil oksijen, hidroksil , hidrojen peroksit vb. adlar alan reaktif oksijen tiirevleri olarak
adlandirilan radikaller olugsmaktadir. Bu radikallerin tiimii biyolojik sistemler igin
zararhidir. Ciinkii bu radikaller, protein inaktivasyonuna, DNA hasarina ve lipid
peroksidasyonu gibi oksidatif zararlara neden olup, hiicrenin yapisal ve fonksiyonel
biitlinliflinii bozarak hiicreye zarar verirler.

Viicudumuzu olugturan her hiicremizde adi gegen bu radikallere kars: Stiperoksit
dismutaz ( SOD ), Katalaz ( CAT ), Glutatyon peroksidaz ( GSH-Px ), Glutatyon
rediiktaz ( GSSGR ) vb. enzimlerden olugan radikal stipiirticli enzim sistemi dediimiz
bir savunma mekanizmasi ile A, E, C gibi antioksidatif vitaminlerden olugan yardimc1
savunma mekanizmalar1 mevcuttur. Bu savunma mekanizmalari oksidatif stres yaratan
kirli hava, sigara, radyasyon gibi faktorlerle beraber dig ve i¢ etkenler kargisinda bazi
durumlarda yetersiz kalmaktadirlar. Bunun sonucunda kanser, diabetes mellitus,
aterosklerozis, akciger rahatsizliklari, kas ve goz hastaliklar1 gibi yaglanmaya bagli olan
dejeneratif rahatsizliklar olugmaktadar.

Calismamizin konusu, yaglanma ve karsinojenik ajanlarin indiiksiyonu sonucunda
antioksidatif savunma mekanizmasinda meydana gelebilecek degisikliklerin ortaya
konmasi, yaglanma ve karsinogenezisin enzimatik iligkisinin aragtirilmas: ve sonugta
antioksidatif savunma mekanizmasinda rol alan radikal siiptiricti enzimlerden SOD,



Se-bagimh GSH-Px, Se-bagimsiz GSH-Px, CAT enzim aktivitelerinin ve toplam
Glutatyon diizeyindeki degigimin aragtirllmasidar.

Yapilan deneyler sonucunda, CAT, Se-bagimli GSH-Px ve Se-bagimsiz GSH-Px
aktivitelerinde 3-MC indiiklenmesi ve yaglanmaya ba§h olarak bir artma ( P< 0.01 )
fakat SOD aktivitesi ve toplam glutatyon miktarinda ise belirgin bir azalma saptanmigtir
(0.001<P <0.01).



ABSTRACT

The role of oxygen in living things as a function of respiration has been known for
centuries. The aim of oxygen respiration is to obtain excess energy by taking glucose as
a fuel source inside the cell. During the decomposition of glucose to water and CO,,
hydrogen atoms with electrons are carried to molecular oxygen and as a result water is
formed. This phenomena plays an important role in all cells, during this period partial
reduction of oxygen could take place. As a result, reactive oxygen derivatives named as
sliperoxide, singlet oxygen, hydrogen peroxide radicals, etc. would be produced. These
radicals are extremely harmfull to all biological systems as they might cause oxidative
destruction as protein inactivation, DNA destruction and lipid peroxidation also the cell
structure and functionality may be destroyed and damaged.

In the every cell that formes our body, against to previously reported these radicals,
there are defence mechanism named radical scavenger enzyme system consist of
Superoxide dismutase ( SOD ), Catalase( CAT ), Glutathione peroksidase ( GSH-Px ),
Glutathione reductase ( GSSGR ) etc. enzymes and auxiliary defence mechanism consist
of antioxidative vitamins such as A,E,C. The defence mechanism could be insufficient
due to inner and outer effect, oxidative stress forming air pollution, smoking, radiation
etc. As aresult, degenerative diseases such as cancer, diabetes mellitus, atherosclerosis,

lung diseases, muscle and eye irritation could occur which are mostly dependent on

aging

It is the aim of this study, to get an insight to differences in antioxidative defence
mechanism, which could be the results of the aging and carcinogenic agents induction
and to investigate the enzymatic relationship between aging and carcinogenesis, next,

to determine the role of radical scavenger in antioxidative defence mechanism such as



SOD, Se-dependent GSH-Px, Se-independent GSH-Px and CAT by determining
enzymatic activity and then to search the total glutathione level difference.

Experimental results showed that, CAT, Se-dependent GSH-Px and Se-independent
GSH-Px activities increase ( P< 0.01 ) depending upon 3-MC induction and aging.
However significant decrease in SOD activity and total glutathione level are also
observed ( 0.001< P < 0.01 ).
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X1

SIMGELER VE KISALTMALAR

ADP: Adenozin difosfat

ATP: Adenozin trifosfat

GTP: Guanozin trifosfat

FAD: Flavin adenin dintikleotid ( okside )
NADH: Nikotinamid adenin diniikleotid ( rediikte )
NADPH: B- Nikotinamid adenin dintikleotid 3’-fosfat ( rediikte )
cAMP: Siklik adenozin monofosfat

cGMP: Siklik guanozin monofosfat

MPO : Miyeloperoksidaz

EPO : Eozinofil peroksidaz

PUFA: Poli doymamus yag asidi

MDA : Malondialdehid

EDTA: Etilen diamintetraasetikasit

DTPA :Dietilen triaminpentaasetikasit
DTNB : 5-5’-ditiyobis( 2-nitrobenzoik asit )
BSA : Bovine Serum Albumin

3-MC : 3-Metilkolantren

DMSO : Dimetilstilfoksid

PAH : Polisiklik aromatik hidrokarbon
LDL :Low Density Lipoprotein

EDREF : Endothelium-derived relaxing factor
PDGF : Platelet kaynakli biiylime faktorii
TXA2 : Tromboksan A,

5-HT : 5-hidroksitriptamin

PAI : Plasminojen aktivator inhibitdrii
TF : Doku faktorii



PAF : Platelet Activating Factor

PBS: Phosphate Buffer Saline ( Fosfat tamponu )
BLM: Bleomisin

'0, : Tekil Oksijen

O, * : Stiperoksit anyon radikali

HO™* : Hidroksil Radikali

HO, * : Hidroperoksil radikali

0,% : Peroksit radikali

SOD : Siiperoksit Dismutaz

GSH-Px : Glutatyon Peroksidaz

CAT : Katalaz

GSSGR: Glutatyon Rediiktaz.

GSSG : Okside Glutatyon ( Toplam Glutatyon )
GSH : Rediikte Glutatyon

cyt-P 450: Sitokrom P450



I. GiRis:
1.1. MOLEKULER OKSIJEN :

Molekiiler oksijen biitiin canlilar igin toksik etkili olup, atmosferdeki degerinin % 20
artmas: ile toksisite kendini gsterir. Canlilar i¢in oksijenin Snemi iki temel fonksiyonu
‘gbrmesinden kaynaklamr. Bunlardan birincisi; oksijenin yapisal bir fonksiyonu olup
canli organizmalart olugturan molekiillerin yapisina katilmasi ve besin kaynafi olan
maddelerin yapisindaki ana elementlerden biri olmasidir. Oksijenin yapisal gorevi biitiin
canlilar icin gegerli olup, her canlinin yapisindaki 100 atomdan yaklagik 25 tanesi
oksijen atomudur (1).

Canhlarin molekiiler oksijene olan gereksinimi ve toleransina gore aerobik,
anaerobik, ve fakiiltatif anaerobik olduklar1 bilinir. Zorunlu aeroplarda oksijene acil ve
zorunlu bagimhlik, elektron transport sisteminde son elektron alicist olarak oksijeni
kullanmalarindan ileri gelir. Zorunlu anaeroplarda ise molekiiler oksijen varhifina
tolerans gosterilmez. Fakiltatif anaeroplar oksijenli ortamda yasayabilirlerse de ya
oksijeni hi¢ kullanmazlar veya oksijeni sinirh bir diizeye kadar metabolize ederler,
ancak hicbir zaman oksido-rediiksiyon tepkimelerinde oksijeni son elektron alicisi
olarak kullanmazlar (1, 2 ). Aeorobik kogullarda yagayan canlhlar igin, oksidatif
fosforilasyonun ATP saglamasi yamnda sayisiz faydalaryla beraber ¢ok Onemli
tehlikeleri de vardir. Oksidatif fosforilasyonda dioksijen molekiiliiniin 4 elektronluk
indirgenmesi ile H,O nun olusmas: esastir. Mitokondriyal elektron akigtmn kiigik bir
kisminda ( %3-5) gesitli fizyolojik ve fotofizyolojik durumlarda oldugu gibi oksijenin
kismi indirgenmesi gergeklesmektedir. Dioksijenin bir, iki, ii¢ elektronluk kismi
indirgenmesi sonucunda sirastyla O,” ", H,O, ve HO™ ° radikalleri olugmaktadir (2).
Tekil oksijenle beraber belirtilen bu radikaller, potansiyel hasar etkeni iriinler olarak
sintflandirilip reaktif oksijen tlirleri, reaktif oksijen ara liriinleri veya serbest oksijen
radikalleri olarak isimlendirilirler ( gekil 1.1).



H202 (Hlé | élH)

H0 (HiQ'H)

Sekil 1.1. Molekiiler oksijen kaynakli reaktif ara firiinler ( 3 ).

Molekiiler oksijenin canlilardaki toksik etkisinin gergek nedeni oksijenin aktif tiirleri
olan serbest oksijen radikalleridir. Molekliler oksijenin tek elektron ile kismi
indirgenmesi sonucu oksijenin reaktif tiirleri olan serbest oksijen radikalleri olugur ve bu
radikaller oksijenin toksik etkisinin tamamindan sorumludur ( 1, 4 ).

Oksijenin atmosferik formu, triplet temel hal diizeyinde bulunan ve reaktif olamayan
biradikal geklindedir ( S ). Diger atom veya moleklillerle reaksiyona girdiginde tekil
temel hali olan aktif duruma geger (sekil 1.2 ).




—— Sigma Baj:
-=-==- x5 Baj§i

Singlet—C + Triplet =09 —p— Tepkime Yok

aktivasyon

Singlet—C  + [Aktive edilmig— O 9] ———= Tepkime var

Sekil 1.2. Molekiiler oksijenin aktivasyonu ( 6 ).

Bu prosesde ya fotodinamik yolla fiziksel olarak éok reaktif bir trlin olan ve kararli
olmayan elektron ¢ifti igeren oksijenin tekil formu ( 'Ag, 'O, ) veya kimyasal yolla
tiretilen sliperoksit ve onun indirgenme iirtinleri olan H,O, ve hidroksil radikali gibi
tirlinler olugabilir ( sekil 1.3 ).

Bu radikallerin baglicalari; stiperoksit anyon radikali (O, *), hidroksil radikali (HO™*)
singlet (tekil) oksijen (‘O,), hidrojen peroksit (H,0,), hidroperoksit (HO," ve peroksit
(0,>) radikalidir (4, 7) ( sekil 1.4).




a) Fiziksel Olarak:

02 I§Ik » 102 O———01t

Triplet O Singlet 0o

b) Kimyasal Indirgenme:

0, —Xsmin_ | 5| 0o

Oksidaz lH +

Siperoksit
Anyonu

Hidroperoksil radikali

Oksidaz . :
02 + 2e + 2H————>» .H202

03'+03 4 py+Rismutasyon_ | H,0,| + o,

H-07 + Fe2* -
202 e —————————» OH B
Semikinonlar + HO

Hidroksil radikali

Sekil 1.3. Serbest oksijen radikallerinin olusum mekanizmast ( 6 ).



2 O O O O O
=2 OO ®O O©O G®O® @O
rpp ®O® OO OO O©®DO® @ D
c 2p @ @ @ @ @
b @ @ ® ® ®
c2s @ @ ® ® ®
otls @ @ ® ® ®
cls @ ® ® ® ®
mgﬁ?gnﬁn T;]iil ok;ijen Siiperolfsit Pero]s;sit '{;dl+oksijen
temme] hali (Gel) = 0 (§i§nzla)

Sekil 1.4. Oksijenin Tekil Formu ( 8 ).

Serbest radikaller, ortaklanmamig elektrona sahip molekiil veya molekiil
fragmentleri olarak tanimlanabilir. Ortaklanmamis elektronlar serbest radikallere
paramanyetizm gibi karakteristik dzellikler kazandirdiklarindan dolay1 bu radikallerin
kimyasal reaktiviteleri genelde yiiksektir. Ortaklanmamis elektron varhifn serbest
radikallerde iyonun tistiine koyu bir nokta ile gtsterilmektedir. (R*) Serbest radikaller;
pozitif, negatif veya elektriksel olarak nétral olabilirler (9 ):

Prometazin(Pr) + OH® —> Pr'* + OH (I)
0, + & — 0,° (1)

CCl, + ¢ — CCl,”° + CCl" + CI (OI)




L fepkimede fenotiyazin tipi ilag olan prometazin, hidroksil radikali tarafindan
prometazin radikal katyonuna yiikseltgenmektedir.
I1. tepkimede ise oksijen, stiperoksit radikal anyonuna indirgenmektedir.

II1. tepkimede ise CCl, den CCl, ( triklorometil ) radikalinin olusumu sézkonusudur.
Serbest oksijen radikalleri 3 yolla olugur ( sekil 1.5 ):

1) Elektron transferi : Normal bir molekiile tek bir elektron eklenir ve bir tane serbest

radikal meydana gelir.
2) Homolitik pargalanma : Normal bir molekiilde kovalent bagin ayrigmas: ile iki tane

serbest radikal olusur.
3) Heterolitik pargalanma: Normal bir molekiilden tek bir elektron kaybedilerek iki

iyon meydana gelir.

A+ ¢ - A Elektron transferi
A :B - A + B Homolitik Ayrisma
A:B 5 A7+ Y Heterolitik Ayrigma

Sekil 1.5. Serbest oksijen radikallerinin farkli sekilde olusumlari ( 10 ).

Serbest oksijen radikalleri, hem gevresel etkenler, hemde organizmadaki enzimatik
ve enzimatik olmayan tepkimelerle en gok ve en kolay olusan radikallerdir. Radikalleri
indiikleyen gesitli faktdrler vardir ve bunlar organizmada eksojen ve endojen kaynakli
olarak olugurlar ( 11 ).

1.2. SERBEST OKSIJEN RADIKALLERI:

1.2.1. Siiperoksit Radikali (0, ") :

Molekiiler Oksijen; dig orbitallerinde paylagilmami§ iki elektron igerir. Bu
elektronlar paylagilmadifinda ayri ayri orbitallerde bulunduklarinda ve spinleri aym



yé’mde oldugu zaman en diigiik enerji seviyesindedirler. Bu dig orbitallerden her biri birer
elektron daha kabul edebilir. Orbitallerin tek elektron almas ile stiperoksit anyonu

(0,7 ), iki elektron almas: ile peroksil anyonu (022' *) olusur. Stiperoksit radikali bir
oksitleyici gibi davranarak bir elektron daha alabilir, bylece olugan peroksil anyonu
ortamdan iki proton alarak hidrojen peroksit (H,O,) olusturabilir. Veya sliperoksit
radikali aldig1 elektronu bagka bir elektron aliciya vererek tekrar oksijene oksitlenebilir
ve bdylece bir indirgeyici ( rediiktdr ) olarak davranabilir. Yada iki stiperoksit radikali
birbiri ile etkileserek biri oksitlenirken diferi ise indirgenir ve bdylece H,0, ve O,
meydana gelir:

0, + H" - HO,

HO," + 0, + HY - H,0, + O,

Net: O, + O, + 2H" — H,0, + O, (12).

Stiperoksit radikallerinin ortamdan temizlendigi bu tepkimeye * dismutasyon
tepkimesi * denir ( 1 ). Superoksit radikali membranlan kolayca gegemediginden belirli
bir‘tahrip edici etkisi yoktur. Dogada gogunlukla rediiktif ve H,0, kayna§: olarak is
goriir. Nitrik oksit ( NO ) ile reaksiyonu fizyolojik bir 6neme sahiptir. Canlhilarda
stiperoksit radikallerinin olugumu farkli nedenlerden dolayr gergeklesmektedir. Bu
nedenlerin baglicalarn:

1) Cesitli kimyasal bilegikler ve fiziksel etkenler canlilarda siiperoksit radikali
olugumuna neden olurlar. Bazi durumlarda goriiniir blge 1sinlan da dahil olmak fizere
ozellikle biitiin yiiksek enerjili elektromanyetik 1sinlar oksijenli ortamdan siiperoksit
radikalleri olugtururlar. Yiiksek enerjili 1sinlardan &zellikle beta, gama ve x iginlan
siiperoksit radikalleri yanisira , dogrudan difer radikallerin olusumunuda sa8larlar.

Bdyle bir 151n sulu ortamdan gegince suyun radyolitik pargalanmasina neden olur.

hv
H20 - eaq. N H, OH, Hz, H202, H3O



Sulu ortam oksijen igeriyorsa, asagidaki tepkimelerle siiperoksit radikali kolaylikla

olusur:
. ~ 10 g g1 -1
€y + O, 20, k=2x10"M sn
H+ 0, - H +0,*(veyaHO,) k= 2x10""M"'sn’

Organik molekiillerin bulundugu sulu ve oksijenli ortamda radikal olusumu iki kat daha
artar. Canli bir sistem susuz ve oksijensiz diigliniilemiyecegine gore yiiksek enerjili

1sinlann ayni etkiyi daha kolay gOsterecegi agiktir ( 1).

2) Canli organizmalar radikal olusumuna neden olan ¢evre kosullarindan tiimiiyle izole
edilseler bile ; eger molekiiler oksijeni metabolize ediyorlarsa , organizmalarindaki pek

.

¢ok tepkimelerle O, ° iiretirler. Canlilarda O, ° fireten bashca 6nemli tepkimeler
sunlardir:

a)  Hidrokinonlarin, ldkoflavinlerin ve katekolaminlerin, tiollerin , indirgenmis
boyalarn, tetrahidropteridin, ferrodoksin ve hemoproteinlerin otooksidasyonu
tepkimelerinde O, * tiretilebilir ( 13 ).

b) Cesitli enzimatik tepkimelerde O, ° olusur. Bu enzimlere ksantin oksidaz,
dihidroorotat dehidrogenaz ve bir grup flavoprotein dehidrogenazlar ornek verilebilir.

c) Bazi oksidaz ve hidroksilaz enzimleri de katalitik etkileri sirasinda ara iriin olarak
O,” ° tretirler. Bunlara mikrozomal hidroksilazla;r, triptofan dioksigenaz, galaktoz
oksidaz 6rnek verilebilir.

d) Canllarda stiperoksit radikallerinin {iretildi§i bolgelerin baginda mitokondri gelir.
Molekliler oksijenin en ©nemli kullanim yerinin mitokondri i¢ zarindaki elektron
transport sistemi oldugu hatirlanirsa, radikal {iretimi beklenen bir sonugtur. Bilindigi
gibi mitokondrideki oksijen tiiketiminin g¢ok biiylik bir kismindan elektron transport
sistemi sorumludur ve sistemdeki son elektron alicist oksijendir. Mitokondri i¢ zarindaki

elektron transportu sirasinda ubikinondan (koenzim Q) sonra sitokromlar elektronlan



tek tek tagirlar ve bu elektronlar sitokrom a;’tin bagladif bir molekill oksijenin suya
indirgenmesi i¢in dort elektron gerekmesi ve diger taraftan elektronlarin sitokromlarda
tek tek tagindif1 gercegi gtz Oniine alinirsa, elektron transportunun son tepkimesinin
(sitokrom oksidaz tepkimesinin) en énemli O, ° liretim bolgesi olmas1 beklenebilir.
Oysa bu bolgede O, * yapildig1 tespit edilmemistir. Buna kargin mitokondri elektron
transport sisteminde O, ° iireten iki bdlgenin bulundugu belirlenmistir. Bunlardan
birincisi bir flavoprotein olan NADH dehidrogenaz bélgesidir. Mitokondri zarinda
tiretilen stiperoksit radikallerinin tigte biri bu bdlgeden kaynaklanir. Ikinci bolge ise
koenzim-Q -sitokrom-b bolgesi olup, ubikinonun otooksidasyonu elektron transport
sisteminde tiretilen stiperoksit radikalllerinin ligte ikisini olusturur. Elektron transport
sisteminde kullanilan oksijenin % 1-5°i O, ° olusumu ile sonuglanir. ( sekil 1.6 )

KCN
Antimisin A l
Romnon 0z 4y+ 2H,0
0, 02 H:0, 0, oz H;0, \—/
k-
NADH NADH "NADH_Dehidrogenaz | {stokrom b,c]— Cyto sttokrom 2,2
Kompleks I \ Kompleks [T Kompleks IV
[ Stiksinatdehidrogenaz| 1
Mcsfat
Kompleksn i

Sekil 1.6 Elektron transport zinciri ( 14)

e) Ayrica dnemli olgiide stiperoksit radikalleri fagositoz sirasinda fagositoz yapan
hiicreler ( nétrofil, eozinofil ve makrofajlar ) tarafindan amagh ve enzimatik olarak
{iretilirler (1).

Siiperoksit radikali tireten tepkimelerde yapilan bu ilk radikal, bir seri tepkimelerle
diger serbest oksijen radikallerinin olusumuna neden olur. Ortamda biriken siiperoksit
radikalllerinin girebilecegi baslica tepkimeler agaidaki gibi Ozetlenebilir :
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1) Siiperoksit radikali, kendiliginden dismutasyona ugrayabilir.
2) Ortamdan bir proton alarak perhidroksil radikali ( HO,' ) olugturabilir.
3) Hidrojen peroksit ile tepkimeye girerek hidroksil radikali (HO™ ") ve tekil oksijen
( 102 ) olusturabilir.
0, + H,0, > '0, + HO” + HO™®
4) Veya diagil peroksitlerle oldugu gibi, dier tepkimelerle tekil oksijen yapimina
neden olur.

0," + HO* - 'O, + HO
20, + R-C-0-0-CR — 'O, + 2RCOO

Olusumlarina stiperoksit radikallerinin neden oldufu bu radikaller, diger radikalik
tepkimeleri baglatirlar ve sliperoksidin kendisinden g¢ok daha reaktif ve toksik
etkilidirler. Bu nedenle stiperoksit radikalleri olugukian anda uzaklastirilmazlarsa diger
radikallerin olugmas1 kaginilmazdir ( 1 ).

1.2.2 Hidroksil Radikali (HO™*):
1934 yilinda Haber ve Weiss, hidrojen peroksidin O,” * ile indirgenmesiyle
hidroksil radikali olusabilecegini gostermiglerdir.

0, + H,0, -» HO® + HO + 'O,

Daha sonralar1 aragtiricilar canlilarda fizyolojik olarak ®nemli miktarda HO™ °
tiretilemiyecegine inaniyorlardi. Clinkii O, * nin H,0, ile etkilesiminin hiz sabitinin
stiperoksit radikallerinin kendilifinden dismutasyonu ile yarigamiyacagim kabul
ediyorlardi. 1978 yilinda redoks katalizér olarak grev yapan bir metal, Srnegin selat
yapmig demir varhiginda Haber-Weiss tepkimesinin biyolojik sistemlerde de galigtif1 ve
Snemli miktarda HO™* tiretildigi gdsterildi (1 ).
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In vivo sartlarda hidroksil radikali yaplmmz{ neden olabilen dnemli tepkimeler
sunlardir:
1. Iyonlagtiric1 radyasyonun suya etkisi ile
hv
H,0 —» H,0" + ¢
H,0" + H,0 - HO™" + H,O"

2. Fenton tepkimesi ile,

Fe** + H,0, — Fe© + HO™® + HO (15,16)
Fenton tepkimesi belirli bir liganta baghh demir aracili: ile olur. Kanser tedavisinde
kullamlan Bleomisin (BLM) demir bagladiktan sonra agafidaki tepkimelerle etkisini
gosterir (7 ):

BLM)Fe™* + 0, — (BLM)Fe’* + 0,

(BLM)Fe** + 0, —» (BLM)Fe’>* + H,0,

(BLM)Fe’* + H,0, — (BLM)Fe>™* + HO™® + HO"

3. Ozona elektron transferi ile HO™* olusabﬂir. Bu nedenle ozon toksisitesinde HO™* nin

roli vardrr.
4. Hidrojen peroksidin fotolizizi ile ;

H,0, - 2HO™
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5. Invivo sartlarda HO™ ° (iretimi bakimindan en ©nemli tepkime Haber-Weiss
tepkimesidir. /nvivoda O, ° radikalinin H,0, ile HO™ * iiretmesi gelat yapmus demir

tarafindan katalizlenir.

Fe(selat)™ + O, — Fe(selat)™ + 0,
Fe(selaty”* + H,0, — Fe(selay®™ + HO™® + HO™

selat yapmig demir gereksinimi bakimindan bu tepkime Fenton tepkimesine benzer.
6. Radikal tepkimeleri ile olugabilen bir organik radikal, H,O, ile tepkimeye girerek
HO™* tiretebilir.

‘COOH + H,0, -» CO, + H,0 + HO™°
Oksijen radikalleri iginde en reaktif olam1 , bundan dolayi en toksik olani hidroksil
radikalidir. HO™ ® tiretildi3i yerde hemen her molekiil ile tepkimeye girebilir ve radikal
tepkimelerini baglatabilir. Hidroksil radikalinin katildi§1 baglica tepkimeler ii¢ grupta
toplanabilir:
a) Hidrojen ¢ikarma tepkimeleri:

R-H + HO'* - R+ H,0
Bdylece organik radikal olusumuna neden olurlar.

b) Hidroksil radikali, katilma tepkimeleri ile ¢ift ba} igeren aromatik bilegiklere katilir,

aromatik aminoasitlerin hidroksilasyonuna neden olur:
RCH=CH, + HO* — RCeH —CH,0H

Aromatik halkaya katilma tepkimeleri ile hidroksilasyonlarin yanisira, toksik etkili

aldehitlerin olugumuna da neden olurlar.



13

¢) Organik ve inorganik bilegiklerde elektron transfer tepkimelerine neden olur. Aym
etkiyi O,™* radikali de gosterir.
HO* + S —» HO + S* veya

O, + S » 0 + 8
1.2.3 Tekil ( Singlet ) Oksijen (‘O,) :
Enerji absorbsiyonu ile oksijenin paylasiimamug dig elektronlar1 spinlerini

degistirebilirler. Oksijenin bu gekilde uyarilmig durumunda dig iki elektron aym ayn
veya aym orbitali iggal edebilirler. Oksijenin bu iki formuna tekil (singlet) oksijen (102)

denir.
Molekiiler oksijen == —t— ’Yg0,
Delta tekil oksijen AR —  'Ag0,
Sigma tekil oksijen —— Vi — 'T'g0,

Sekil 1.7. Molekiiler ve tekil oksijenin son orbitaldeki e” dagihimi (12 )

Tekil oksijenin delta formunda ( 'Ag0,) iki elektron aym orbitalde bulunur ve
spinleri birbirine zittir, diger orbital bogtur. Tekil oksijenin sigma formunda ( 1Z+g02 )
ise iki elektron ayr1 ayn orbitallerdedir ve spinleri birbirine zittir ( gekil 1.7. ). Sigma
formunun enerjisi daha fazladir, daha az kararhidir ve sulu gozeltilerde yar1 Smril 1o
saniyedir. Delta formunun yan Smriintin daha uzun olmasi ( 2x10%n ) nedeniyle
gbzlenen kimyasal reaktivitelerden delta formunun sorumlu oldugu kabul edilmektedir.
Tekil oksijenin her iki formuda aldifr enerjiyi 1k enerjisi halinde vererek eski
durumlarina donebilirler. In vivo sartlarda tekil oksijen iretimine neden olan baglica
Onemli tepkimeler sunlardir:
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1. Siiperoksit radikali iretilen ortamda kendili§inden dismutasyon ile;

HO, + 0, + H' —» '0, + H0,

2. O, 'ile HO™* nin etkilegmesi ile;
HO™ + O," — 'O, + HO
3. Haber-Weiss tepkimesi ile;

Metal
0, + H,00b, —— '0, + HO* + HO"

4. Siiperoksit radikallerinin diagilperoksitlerle tepkimesinde;

o 0

I l
20, + RC—0—0—C—R —> 2'0;, + 2R—COO"

5. Fagositoz yapan hiicrelerde fagositoz srasinda H,0, ve halojen bagmh
miyeloperoksidaz enzimi ile;
Miyeloperoksidaz
ocr” + H,0, > '0, +CI" + H,0
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Tekil oksijenin delta formu bog bir dig orbital icerdiginden ¢ok gii¢lii niikleofil olarak
davranarak yiiksek elektron yofunluklu bdlgeler igeren biitiin bilegiklerle tepkimeye
girer (1).

1.2.4. Hidrojen Peroksit ( H,0, )

H,0,, siiperoksit anyon radikaline benzer &zelliklere sahiptir ve reaksiyona girdigi
maddeye bagh olarak yiikseltgen ve indirgen olarak gorev yapabilir. Bunun yanisira
zararli oksijen radikalllerinin olugumundan sorumludur. Hidrojen peroksit, molekiiler
oksijenin gevresindeki molekiillerden 2 elektron, stiperoksidin ise 1 elektron almasi ile

olugmaktadir. H,0, membranlardan kolayca gecebilen uzun Smiirlii bir oksidandir.
02_ * + € + ZH'. e 2 H202
02 + 23- + 2H+ —_— H202

Ancak biyolojik sistemlerde hidrojen peroksidin asil tiretimi stiperoksidin dismutasyonu
ile olur. Iki siiperoksit molekiilii iki proton alarak hidrojen peroksit ve molekiiler
oksijeni olugtururlar. Tepkime sonucu radikal olmayan {irlinler meydana geldiginden bu
bir dismutasyon tepkimesi olarak bilinir.

20, + 2H —— H,0, + O,

Bu tepkime ya kendilifinden ya da siiperoksit dismutaz tarafindan katalizlenir.
Kendili§inden dismutasyon pH 4.8 de en hzhdir. Stiperoksidin SOD tarafindan
dismutasyonu ise daha genig bir pH aralifinda katalizlenir. Ozellikle kendiliginden
dismutasyonun yavas oldugu nétral ya da alkali pH da enzimatik dismutasyon daha
belirgindir. Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadif1 halde reaktif oksijen tiirleri
arasina girer ve serbest radikal biyokimyasmda Onemli bir rol oynar. Ciinkii stiperoksit
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ile tepkimeye girerek, en reaktif ve en zarar verici oksijen radikali olan hidroksil
radikali olusturmak lizere kolaylikla yrkilabilir.

H,0, + O,;° —— HO® + HO” + 'O,

Bu tepkimeye daha nce de bahsedildigi gibi Haber-Weiss tepkimesi adi1 verilir. Bu
tepkime ya katalizér varliinda ya da katalizorsliz gergeklesebilir. Fakat, katalizorsiiz
tepkime oldukga yavas ilerler. Demirle katalizlenen ikinci sekil ise olduk¢a hizlidir. Bu
tepkimede dnce ferri demir ( Fe**) siiperoksit tarafindan ferro demire ( Fe®*) indirgenir.
Sonra bu ferro demir kullanilarak “ Fenton tepkimesi “ ile hidrojen peroksidden HO™ °
ve OH dretilir ( 17 ). Tepkimenin mekanizmasi agagidaki gibidir ( 18 ):

02—‘ + F63+ —_— 02 + F32+

Fe®* + H,0, —— Fe** + HO' + HO * (Fenton Tepkimesi)

0, + H,0, —— HO* + HO + 'O,

Gortildiigt gibi stiperoksit, hem hidrojen peroksit kaynafi hem de gegis metalleri
iyonlarinin indirgeyicisidir. Indirgenmis gegis metalleri ( demir ve bakir gibi ) okside
sckillerine gore hidrojen peroksitle daha reaktiftirler. EDTA( Etilendiamin
tetraasetikasit ) gibi baz1 gelatlayici ajanlar hidroksil radikal olugsumunu Haber-Weiss
tepkimesi aracilifiyla aktive ederken, DTPA ( Dietilentriaminpentaasetikasit ) gibi baz1
bilegikler ise inhibe ederler. EDTA, demir iyonlarimin lipid peroksidleri ile olan
tepkimenin hizim ise diiglirtir.

Hidrojen peroksitin oksijen metabolizmasindaki Snemini agiklamasi bakimindan
asafidaki gekil 1.8 gok Snemlidir:
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_ Detoksifikasyon Detoksifikasyon
20, +2H* > H0, > H0 + 120,

le'Tuk
indirgenme

Hem
oksidasyonu Toksisitenin
artiga

Hem kompleksi - HO

Sekil 1.8.Hidrojen peroksidin rol aldif1 metabolik yollar (6 ).

Yukaridaki sekilde de goriildiiti gibi bir yandan detoksifikasyon diSer taraftan
toksisitedeki artiy goriilmektedir. Yani hidrojen peroksit oksijen toksisitesi ve
detoksifikasyonu arasinda bir kprii gérevi gérmektedir (6 ).

Reaktif oksijen tiirlerinin diger bir grubu ise, organik peroksitler (ROOH ) ve
bunlarin homolitik degradasyonu ile olugan alkoksil ( RO") ve hidroperoksil ( ROO" )
radikalleridir. Sekil 1.9 da hidroperoksil radikalinin tepkime mekanizmas1
goriilmektedir.

1.3. SERBEST OKSIJEN RADIKALLERININ OLUSUMU

Serbest oksijen radikalleri, zigot déneminden itibaren natal ve postnatal dOnemlerde
organizmann canlilifi devam ettikgce dogal olarak normal biyolojik islemler sirasinda
olusmalar1 yaninda organizmaya girince hastalik olusturabilecek veya yabanci madde
etkisini g&sterecek durumlarda da belirli oranlarda olugurlar ( tablo 1, tablo 2 ).
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Sekil 1.9. Hidroperoksil radikalinin tepkime mekanizmasi (6).

a: Oksijenin indirgenmesi ve plazmatik bogluktaki protanasyonu

b: Hidroperoksil radikalinin membran igine girigi

¢: Membrandaki bir ya§ asidinden hidrojen ayrilmas: ve lipid peroksidasyonu iirtinii
olan hidroperoksitlerin ( LOOH ) olugumu
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Metabolizma + Serbest Radikal
Besin + Op kaynag dig etkenler

v (sigam, kirli hava)

Enerji + Serbest Radikaller
METABOLIZMA OKSIDATIF HUCRE HASARI

Tablo 1. Serbest radikal olusumu Tablo 2. Serbest radikal hasari
Belli ba§h serbest oksijen radikali kaynaklar1 asagidaki tabloda verilmistir Tablo 3.

I Normal B1y r::vopk' I§Iemler
- Oksuenh Solunum EE
- Katabolik ve Anabolik Islerler

II- Oksxdanf stres yaplc1 durumlar

- Iskenn-Hernoféjl-Travma, radyoaknvn‘e

Entoks1kasyon

Tablo 3. Belli bagl serbest oksijen radikali kaynaklart ( 19 ).
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" Normal biyolojik islemnlerden mitokondrilerdeki oksijenli solunum sirasinda oldugu
gibi, anabolik ve katabolik islemler sirasinda da molekiil diizeyindeki tepkimelerde
elektron Kagislart olur ve bu sirada bir miktar serbest oksijen radikalleri olusur. Iskemi,
hemoraji, travma , entoksikasyonlar, radyoaktivite etkisi veya allerjik durumlarda
mitokondrilerdeki aerobik oksidatif fosforilasyon dengesi etkilenir ve elektron tagima
sisteminden elektron kagaklari daha fazla olur ve serbest oksijen radikallerinin diizeyi
artar. Ayrica hiicre i¢i Ca’un artigt ile oksidatif strese neden olan enzimler aktive olup,
lipid peroksidasyonu ve protein dekarboksilasyonu uyarnlir, mediatdr maddelerin ve
reaktif oksijen tlirlerinin olugumlan fazlalagir ( 20 ). Sayilan etkenlerden Ozellikle
radyasyon, dogrudan HO™® kayna31 olmasi nedeniyle oldukg¢a Snemlidir.

Inhale edilen ksenobiotik maddeler, gittikge kirlenmekte olan dogada giin gegtikce say1
ve miktarca artig gostermektedirler; Sigara dumani, kirli hava, ozon, Nitrojen dioksit

( NO,), benzen, kiikiirt dioksit ( SO, ), karbon monoksit ( CO ), ucucu insektisitler,
belli baghilaridir.

Aliskanlik yapici maddelerden alkol ve uysturucular, merkezi sinir sistemi ve diger
sistemik etkileri yaninda &zellikle homeostazisi bozarak agirt serbest oksijen radikali
olusumu ve dolayisiyla dogal antioksidanlarin tiiketim artigina yol agmaktadirlar.
Sitostatik ilaglardan , Nitrofurantoin, Bleomisin, Daxorubisin ve Adriamisin’in
yararhiliklar1 yaninda serbest oksijen radikallerinin liretimini arttirdiklari bilinmektedir.
Oksidan molekiillerin artigina yol acan nedenler arasinda katekolaminlerin diizeyi, stres
sirasinda arttigina gore stresin homeostazisi etkilemedeki 6nemi ve birgok hastalii
uyarici 6zelligi daha anlagilir olmaktadir.

Basta infeksiytz ajanlar olmak {izere birgok nedenle artmuig olan lokotrienler, PAF
(Platelet activating factor : Trombosit aktive edici faktér ), prostaglandinler gibi
mediator maddeler, polimorf gekirdekli notrofiller, monosit, eozinofil ve granulositleri
aktive ederler. Bu hiicreler aktive olunca hem doku lezyonunun oldugu yerde birikirler,
hemde serbest oksijen radikalleri salgilarlar. Iste bu sirada infeksiyéz ajanlarla savas i¢in
gerekli olan serbest oksijen radikallleri, kan hiicreleri tarafindan agin salgilanacak olursa

bu kez yarar yerine zararli olmaya baglayacaklardur.
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Kronik metabolik hastaliklardan 6zellikle ateroskleroz, diabet ve yiiksek LDL kolesterol
en garpic1 drneklerdir. Kanser, romatoid artrit, katarakt, parkinson ve yaslanma prosesi,
oksidan molekiillerin etkin oldufu kabul edilen hastaliklar arasinda sayilmaktadur.
Organizmada serbest Fe** ve Cu®* gibi metallerin varh#1 veya daha dogrusu fazlahg
serbest oksijen radikallerinin olusumunu hizlandirici bir etki yapar.

Fagositozda oksijen radikallerinin tartigilmaz gerekliligi yanisira, pek ¢ok
biyokimyasal tepkimenin gerceklesmesi de oksijen radikallerine bagimhdir. Oksijen
kullanan oksidaz ve flavoprotein dehidrogenazlar, hidrojen peroksit tiretiyorlarsa bu
olusum sirasinda O, * radikali zorunlu ara {iriindiir. Diger taraftan bazi tepkimelerde
molekliler oksijen kullamlmasa bile tepkimede radikal firetilebilir ve tepkime radikal
aracilif ile bagarilabilir. Buna guanilat siklaz ile katalizlenen tepkime &rnek verilebilir.
Guanilat siklaz, SOD ile aktive olur, HO™ ° temizleyen bilesikler ve CAT enzimi ile
etkinlifi durdurulur. Buna gore guanilat siklaz tepkimesinde H,O, bagimli Fenton
tepkimesi ile HO™* firetilir ve enzimin etkinlii i¢in hidroksil radikali gereklidir.
Mikrozomal hidroksilasyonlar, prostaglandin sentezi ve inflamasyonda oksijen
radikallerine bagimli ve radikal iiretilen olaylardir. Inflamasyon olusumunda en &nemli
radikal HO™ * dir. Hidroksil radikali hyaluronik asidi kolaylikla depolimerize eder.
Antiinflamatuar ilaglanin hidroksil radikaline yiiksek affiniteleri vardir ve hidroksil
radikalini temizleyerek etki gosterirler.

Mikrozomal hidroksilasyon ve radikal iireten radikal bagimli tepkimelerde
membranlarda bulunan kinon veya tlirevleri elektron tagiyici olarak fonksiyon gériirler.
Bu bilegikler radikal tiretimi igin elektronlari rediiktSr bilesiklerden ( NADH, NADPH,
indirgenmig flavinler, C vitamini vb. ) alarak oksijene verirler. Preprotrombindeki
glutamik asitlerin karboksilasyonu C vitamini, NADH, oksijen ve CO, bagimlidir.
Karboksilasyon tepkimesinin SOD ile inhibe edilmesi, CAT dan etkilenmesi tepkimede
O, * tretildiginin ve tepkimenin bu radikale bagimli oldugunu kamtlar. Tepkime sirasin
da kinon elektronlart NADH den alip oksijene verir, O, ® tiretilir. O,”* veya HO™*, CO,
ile tepkimeye girerek aktivasyonu saglar ve karboksilasyon bu agamadan sonra

gerceklesir.
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Cogaltilmas1 miimkiin olan yukaridaki 6rneklerdende goriildiigi gibi toksik etkilerin
yanisira oksijen radikallerinin firetimi normal biyolojik fonksiyonun ayrilmaz bir
pargasidir. Fiziksel etkenlerin yanisira pekgok kimyasal bilesikler, &zellikle
hidroksillenmis bilesikler, oksijen radikali iiretimine neden olurlar. Bazi bilesikler ise,
mikrozomlarda hidroksillendikten sonra radikal {iretmeye baglarlar ve bunlarda
genellikle karsinojen olarak bilinen bilesiklerdir. Hidroksillenmisg bilesiklerden
6-hidroksidopamin, 6-aminodopamin, 6,7-dihidroksitriptamin, alloksan gibi bilegikler
ve antineoplastik ilag olarak kullamlan, yapilarinda kinon tiirevi iceren bleomisin,
streptonigrin, mitomisin B ve C ,organizmada oksidasyon-rediiksiyon dongiistine girerek
serbest oksijen radikalleri lireten kimyasal bilesiklerdir ( 21, 22, 23 ).

Peroksizomlar, ¢ok énemli hiicre i¢i H,O, kaynagidirlar. Bu organeldeki D-amino-
asid oksidaz, tirat oksidaz, L-hidroksil asid oksidaz ve ya§ asidi agil-CoA oksidaz gibi
oksidazlar stiperoksit tiretmeden bol miktarda hidrojen peroksit firetimine sebep olurlar.
Ancak peroksizomlarda CAT aktivitesi de g¢ok yliksek oldugu icin bu organelden
sitozole ne kadar hidrojen peroksit gectigi bilinmemektedir.

Hiicrelerde serbest oksijen radikali tiretimi bazi yabanci toksik maddeler tarafindan
bliyllk oranda arttirilabilir. Bu maddeler ya dogrudan serbest oksijen radikali tiretirler
veya antioksidan aktiviteyi diistirirler. Bu tip maddeler 4 grupta incelenebilir:

1- Toksinin kendisi bir serbest radikaldir.Kirli havanin rengini veren azot dioksit

(NO,") gaz1 boyle bir maddedir. Bu radikal iyi bir lipid peroksidasyonu baslaticisidir.
Lipid-H + NO,” —— Lipid® + HNO,

2- Toksin bir serbest radikale metabolize olur. Mesela , toksik bir bilesik olan karbon
tetrakloriir karacigerde sitokrom P-450 tarafindan triklorometil serbest radikaline
doniistiirtiliir.
cyt. P-450
CCl, —— CCL' + CI
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Bu radikalin oksijenle tepkimesi neticesinde meydana gelen peroksil radikali de kuvvetli
bir lipid peroksidasyonu baslaticisidir.

CCl, + 0, —— CCIL;0,
Sonugta, serbest oksijen radikali tiretimi karacigerde antioksidan savunmayi agip seliiler

membranlarin oksidatif yikimi ve énemli bir doku hasarina neden olurlar ( 24 ).

3. Toksinin metabolizmasi sonucu, serbest oksijen radikallleri olusabilir. ©6zellikle
karacigerde biriken paraquat , bir serbest oksijen radikaline indirgendikten sonra tekrar
yiikseltgenerek rejenere edilirken beraberinde oksijen indirgenir. Bdylece bol miktarda
sliperoksit {iretilmis olur. Diabetik bir ajan olan alloksan da paraquat gibi etki eder.
Yine, antikarsinojen bir madde olan doxorubicin, DNA replikasyonuriu inhibe ederken
muhtemelen Snemli miktarda stiperoksit ve hidroksil radikali tiretimine de sebep olur
(25).

4. Toksin, antioksidan aktiviteyi diislirlir. Mesela parasetamoliin karacigerde sitokrom
P-450 tarafindan metabolizmas: glutatyonla reaksiyona giren ve miktarini azaltan bir
lirlin meydana geitirir.

Bir hem proteini olan sitokrom P-450, birgok endojen bilesigin ve ksenobiyotigin
hidroksilasyonunu katalize eder. Bu reaksiyonlarda oksijen kaynagi olarak molekiiler
oksijeni kullandi81 gibi peroksitleri de ( ROOH ) kullanabilir  sekil 1.10 ). Bdylece bir
peroksidaz gibi etki eder. Ancak alkol ve asetonla indiiksiyonunda oldugu gibi bazi
hallerde sitokrom P-450 asir1 miktarda stiperoksit {ireten bir izoenzime doniigiir
(26,27).

Aragidonik asit metabolizmasi da reaktif oksijen metabolitlerinin 6nemli bir
kaynaZidir. Fagositik hiicrelerin uyarilmas: fosfolipaz ve protein kinazin aktivasyonuna
ve plazma membraninda aragidonik asidin salinimina yol agar ( 28 ). Aragidonik asidin
enzimatik oksidasyonuyla da gesitli serbest oksijen radikal ara tirlinleri meydana gelir
(29) (sekil 1.11).



24

0.
ROO

HO :
(—)-antt—BPDE

cyt.P-450 ?\

(+) BP-7,8-diol
HO :
OH

(+)-syn-BPDE

Sekil 1.10. Sitokrom P-450 ve peroksil radikallerinin neden oldugu (+)-BP-7,8-diol’lin
epoksidasyonunun sterokimyas1 ( 20 ).

Aragidonik Asit

Siklooksigenaz Lipoksigenaz
porfirin radikalleri
HO '
eroksitler
Prostaglandin Hidroperoksieikosa
Endoperoksid tetraenoik asid
GSH
peroksida
Serbest \ )
radikal ara peroksitler
iirlinleri . .
Hidroperoksieikosa
tetraenoik asid

Tromboksanlar Prostaglandinler

Sekil 1.11. Aragidonik asit metabolizmasinda serbest oksijen radikallerinin sentezi (19).




Serbest oksijen radikallerinin enzimatik tiretilmesi 6nemli bir soruyu akla getirir.
Bir enzimatik tepkimede &zellikle 'O, ve HO™* gibi siiper reaktif radikaller tiretiliyorsa
enzimin radikallerden korunma mekanizmasinin bulunmas: gerekir. Aksi durumda
enzimin radikal tiretmesi intihar etmesi demektir. Bu soruya genellikle verilen yamt
sudur; Radikal, enzimin kismi olarak duyarsiz bir bolgesinde ve iretilen radikali
yakalayacak reaktif bilesige yakin bir bolgede fretilir. Radikal iretilen ortamda
oksitlenebilen bir bilesik varsa, radikal ile tepkimeye girerek enzimi koruyabilir.
Ornegin; radikal {iretilen ortamda tiyosiyanat ( CNS™ ) varsa ve HO™ * tiretiliyorsa, CNS~
hidroksil radikali ile tepkimeye girerek daha az reaktif olan ve yalmizca sistein ve
triptofan aminoasitleriyle tepkimeye girebilen ( CNS ), radikali olugur.

HO™* + 2CNS™ —— (CNS), + HO

Ayrica radikal Ureten enzimler veya radikal kullanan enzimler genellikle radikale
duyarli amino asitleri icermezler veya igerseler bile bu amino asitler aktif merkezde
bulunmaz. Ornegin, alyuvar dismutazi, methionin ve triptofan gibi radikale duyarli

amino asitleri icermezler, radikale daha dayamkl glutamik asit bakimindan zengindir.
1.3.1. Fagositozda Oksijen Radikalleri Uretimi

Fagositoz, oksijenin toksik tirlinlerinin dnemli 6l§iide katkida bulundugu bir olaydir.
Fagositoz yapan hiicrelerde fagositoz sirasinda glukoz ve oksijen tiiketiminin artti§1
1939 yillarindan beri bilinmesine ra§men bunun nedeni ancak 1970 yillarindan sonra
anlagilmigtir. Fagositozda glukoz tliketiminin artmasi, hekzosmonofosfat metabolik
yolunun aktive olmasinin bir sonucudur. Oksijen tiiketiminin artmas: ise fagositoz yapan
hiicrenin mitokondri elektron transport sisteminden bagimsizdir. Ciinkii, burada artan
oksijen tiiketimi siyanid, antimisin A, oligomisin gibi mitokondri solunum
inhibitdrlerine duyarsizdir. Fagositozda artan oksijen tiiketiminin tamami, enzimatik
olarak O,” * ve bunun sonucu olarak H,0, yapimu seklinde kullamilir. Fagositik
l6kositlerin  plazma zarlarimin dijitonin, ya§ asitleri, déoksikolat, lektinler gibi
bilegiklerle veya opsonize edilmis partikiiller, bakteri ve mantarlar gibi fagosite edilen
partikiiller ile uyartlmasiyla bir taraftan fagozom olugmaya baslarken, uyaridan yaklagik
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10 saniyelik bir gecikme fazindan sonra oksijen tliketimi hizla artar ve bir kag dakika
icinde 10-15 katina ¢ikar, kullamlan oksijen ile fagosite edilen partikiil sayisi arasinda
lineer bir iliski gorilmiisttir (19 ).

Fagositoz hiicrelerin plazma zarinda NADH oksidaz ve NADPH oksidaz, fagositoz

sirasinda artan oksijen titketiminden sorumludurlar. Normal kogullarda inaktif durumda
bulunan bu iki enzim, uyan ile aktive olurlar ve elektron kaynaf olarak NADH ve
6zellikle de NADPH kullanarak oksijeni stiperoksit radikallerine indirgeyip fagozom
igine verirler. Fagozom i¢i pH’mn hiicreninkinden daha diiglik olmas1 nedeniyle tiretilen
stiperoksit radikalleri kendiliginden dismutasyon ile- H,O, yaparlar. Fagozom SOD ile
CAT igermediginden, fagozom iginde O, * ve H,0, kagimlmaz olarak birikir. SOD ve
CAT igeren ortamda hiicre fagozom olustursa bile yuttugu partikili pargalayamaz veya
bakteriyi 6ldliremez. Bu nedenle radikal {iretimi ve fagozom iginde stiperoksit
radikali ile hidrojen peroksit birikimi fagositoz igin zorunludur. Insan nétrofillerinde
NADPH oksidazlar diginda, fagozom membraninda ‘bulunan ve uyari ile stiperoksit
radikali {ireten sitokrom b bulunur. Bu sitokromun endoplazmik retikulum ve
mitokondriyel sitokrom b’den bagimsiz oldugu gosterilmigtir.
Fagozomda O, * ve H,0, birikimi yalmz bagina fagositik fonksiyon igin yetersizdir.
Hidrojen peroksit, peroksidazlar tarafindan kullamildifi zaman fagositoza katkida
bulunur. Peroksidazlar, hidrojen peroksit ve bir halojen ( CI, Br, I' ) ile birlestikleri
zaman mikroorganizma ve tiimérlere kargt vucudun en dnemli savunma sistemlerinden
birini olugtururlar ( 30 ).

Bu amagla nétrofil ve monositler miyeloperoksidaz ( MPO ) eozinofiller ise
eozinofil peroksidaz ( EPO ) igerirler. Peroksidazlar hidrojen peroksit ile birlikte
halojenleri aktive ederek toksik ara friinlere gevirirler. Cogunlukla toksik ara iirlin
hipokloik asit dir ( 31, 32).

H0, + CI' —— H,0 + OCI' + H'

ocr + H,0,— H0 + '0, + CI
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Peroksidasyon ile fagosite edilen partikiilin halojenlenmesi saglanir. Yukaridaki
tepkime ve Haber-Weiss tepkimesi ile l02 ve HO™ ° dretilir. Fagositoz sirasindaki
kemiliiminesansin nedeni, fagositoz sirasinda tekil oksijen ve organik radikal tiretimidir.
Fagozom, CAT ve SOD igermediginden hidrojen peroksit ve siiperoksit radikallerinin
birikimine olanak verir. Bu nedenle fagosite edilen partikiiliin lipid, protein, karbohidrat
ve niikleik asitlerin yapilar kisa siirede bozulur ve fagozom igine salinan, lizozomal
enzimler basta olmak tiizere cesitli enzimlerle parcalanmasi temin edilir, &zellikle
-tadikallerin olugumuna neden oldugu toksik aldehitler, organik radikaller ve kloraminler
fagozom ortaminda birikirler. Fagositoz sirasinda konakg: hiicre de tretilen toksik
lirlinlerden etkilenir. Fagozomdan hiicreye gegen siiperoksit radikalleri SOD, hidrojen
peroksit ise Se-GSH-Px ve CAT tarafindan temizlenir.

1.4. SERBEST OKSIJEN RADIKALLERININ YAPTIGI HASARLAR
1.4.1. Membran Lipidlerine Etkileri

Pek ¢ok biyomolekiil serbest radikallerden etkilenir. Fakat belki de en ¢ok lipidler
bu etkiye hassastir ( 4 ). Hiicre membram polidoymamig yag asitlerince ( PUFA )
zengindir ve kolayca bu etkiye maruz kalir ( 33 ). Bu tepkime, ¢ok zarar verir, ¢iinkii
zincirleme olarak devam eder. Yag asidi LH, hedef PUFA ve R® baglatici okside edici
radikal iken PUFA’ nin oksidasyonu ile ya§ asidi radikali ( L* ) meydana gelir. Buna
hizla oksijenin ilavesi ile ya8 asidi peroksil radikali ( LOO® ) olugur. Peroksil radikali
zincirleme tepkimenin tagiyicisidir. Bu radikal bagka bir yag asidini ( LH ) oksitleyerek
yeni bir zincir tepkimesini baglatir. Bu sirada olugan lipid hidroperoksidi ( LOOH )
yikilarak daha reaktif radikalleri ve aldehidleri olugturur ( sekil 1.12).

LH + " —— L' + RH

L* + O —— LOO

LOO® + LH —— LOOH + L’
LOOH ———— LO°, LOO', Aldehidler
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Peroksidasyonla olugsan malondialdehit ( MDA ), membran bilegenlerinin ¢apraz
baglanma ve polimerizasyonuna neden olur. Bu da deformasyon, iyon transformu,
enzim aktivitesi ve hiicre ylizey bilegenlerinin agregasyonu gibi intrinsik membran
ozelliklerini degistirir. Bu etkiler MDA’ nin nigin mutajenik, genotoksik ve karsinojenik
oldugunu agiklar (34,35).

oy H,0,

I i
\ )Az.;.‘_ v

oH" v I: Siperoksit dismiitaz

II: Katalaz
L -0OH III: Gulutatyon peroksidaz
h.N LH IV: Urik asit ve E vitamini

VI V : Seruloplazmin
H,0 VI: E vitamini

VII: E vitamini
VIII: E vitamini

v ——» L,

LOO | «—— VIII
-l
L.

LOOH| <—— IIL VII

Aldehitler, hidroksi asitler
Ketonlar, alkil radikalleri

Sekil 1.12. HO, * radikali tarafindan baglatilan lipid peroksidasyonu ( 19 ).
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Sekil 1.13. Linolenik asidden malondialdehid ve diger peroksidasyon tiriinlerinin
olusumu (19 ).
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Aldehidler, lipid hidroperoksidlerinin yikimi sirasinda daima olugurlar ve pek ¢cogu
biyolojik olarak aktifdir. Bunlardan en iyi bilinenleri malondialdehid ve 4-hidroksi
nonenal dir ( 36 ). Bu maddeler olugum yerlerinden kolayca diffuze olur ve hiicrenin
diger boliimlerinde hasara yol agarlar. Olugsan bu aldehidlerden MDA membran
doymamis yag asitlerinin oksidasyonunun isareti olup, lipid peroksidasyonunun en
Snemli gostergesi olarak kabul edilir ( 9) ( sekil 1.13).

Serbest radikallerin neden oldugu lipid peroksidasyonunun son tirtinlerinden 4-hidroksi-

alkenal tiirevi olan 4-hidroksi-nonenal bilesigi ¢ok Snemli biyolojik 6zelliklere sahiptir
(37, 38). Tablo.4.

Tablo 4. 4-hidroksi-nonenal’in Snemli biyokimyasal &zellikleri ( 37, 38 ).

Membran lipidlerinin polidoymamsg ya§ asitlerinin peroksidasyonu, membranda
gesitli hasarlara sebep olabilmektedir. Bu genellikle membran akigkanligimn azalmas: ve
membranin iyonik gradiyentinin bozulmas: seklinde olur. Bu otooksidasyon tepkimesi,
‘hidroksil, hidroperoksil veya tekil oksijen radikalleri tarafindan gergeklestirilir.
Reaktivitesi az olan stiperoksit anyon radikali veya hidrojen peroksid bu tepkimede rol
almazlar. Ya§ asitlerinin serbest oksijen radikalleri ile etkileginesinde ilk olarak, karbon
zincirindeki -CH, grubundan bir hidrojen atomu uzaklagtirilir ve ardindan bu karbon
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atomu ortaklanmamis elektronlara sahip oldufundan bir lipid karbon radikali olarak
adlandinlir ve molekiiller arasi hizli bir gekilde yeniden diizenlenme sonucunda konjuge
dien yapis: olusur. Molekiiler oksijenin bu yapiya katilmas: ile hidroperoksil radikalleri
meydana gelir. Bu radikallerin de indirgenmesi ile lipid hidroperoksitleri olusur.
Zincirleme tepkimeler bagladiktan sonra O,”* daha toksik etkili olur, ¢tinkii alkoksi

( RO" ) ve hidroperoksit ile tepkimeye girerek 102 ve Haber-Weiss tepkimesi ile
hidroksil radikalinin olusumu gergeklesmektedir. Hidroksil radikalinin doymamis ya$
asidlerinden hidrojen ¢ikarma ile baglatti1 tepkimelerin aksine, 'o, dogrudan doymamig
ya§ asitleriyle tepkimeye girerek hidroperoksitlerin olugumuna neden olur. Birden fazla
¢ift bag iceren doymamug ya§ asitlerinin membraniardaki fazlahif1 nedeniyle lipid

peroksidasyonu membranlardaki yapisal degisimin en Snemli sebebidir ( 39, 40, 41 ).

1.4.2. Proteinlere Etkileri

Proteinler ve niikleik asitler, lipidlerden daha az serbest radikal etkisine maruz
kalirlar. Proteinlerle etkilesim sonucu pek ¢ok residlide modifikasyon meydana gelir.
Sonugta peroksit ve karboniller olusur. Karboniller protein hasarinin 6lg¢timiinde
kullanilir. Doymarmug ba§ ve siilfir ihtiva eden molekiillerin serbest radikallerle
reaktivitesi yiiksek oldugundan triptofan , tirozin, fenilalanin, histidin, methionin, sistein
gibi amino asitlere sahip proteinler serbest oksijen radikallerinden daha kolaylikla
etkilenirler. Ozellikle siilfiir radikalleri ve karbon merkezli radikaller meydana gelir. Bu
tepkimeler sonucu, immunoglobulin G ( IgG ) ve albumin gibi fazla sayida distilfid bag1
bulunduran proteinlerin i¢ boyutlu yapilari bozulur ve normal fonksiyonlarini yerine
getiremezler. Omegin, serum proteinlerinde, Kkataraktll lens proteinlerinde ve
inflamatuar eklem hastalif1 olan kisilerin sinoviyal sivilarindaki IgG’lerinde serbest
radikal hasari saptanmustir ( 19 ). Yine serbest oksijen radikalleri ile etkilegtirilen
IgG’lerin romatoid faktor antikorlar: ile baglanmalarinin artti31 goriilmiigtiir ve sonugta
olusan bu immiin kompleks, daha fazla radikal olusumunun temel nedenidir. Proteinler
lizerine olan serbest oksijen radikal hasar birikmigse yada belirgin proteinlerin spesifik

bdlgesi lizerinde yogunlagmigsa hiicrenin canliligi bakimindan zararli etki yaparlar.
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Stiperoksit radikalleri bagta sistein, triptofan ve tirozin olmak iizere biitlin
aminoasitlerle, perhidroksil radikali ise O, ° ‘den daha etkili olarak sistein, fenilalanin,
histidin, serin ve methionin amino asitleri bagta olmak iizere biitlin amino asitlerle
tepkimeye girerler. Buna ragmen bu iki radikalin amino asitlerle tepkimesi, HO™ *
radikalinden 10°- 10° kez daha yavastir. O, °, HO,™ ° radikalleri ile H,O,’nin biyolojik
molekiillerle tepkimelerinin yavag olmasi nedeniyle , radikallerin gtzlenen toksik
etkisinin 'O, ve HO™ *‘den kaynaklandig1 kabul edilmektedir. Belirtilen aminoasitlerin
oksidasyonu sonucu olugan bilesiklerden bazilart agagidaki gibidir ( tablo 5. ). Hem
proteinleri de serbest oksijen radikallerinden &nemli oranda zarar goriirler. Ozellikle
oksihemoglobinin O, * veya H,0, ile tepkimesi methemoglobin olusumuna sebep olur.

O,° + Hb-Fe*-0, —— Hb-Fe** + H,0, + O,

H,0, + 2Hb-Fe**-0,—— 2Hb-Fe¥ + 2H,0 + O,
1.4.3. Karbohidratlara Etkileri

Serbest oksijen radikallerinin karbohidratlar tizerine de Snemli etkileri vardir.
Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu H,0,, peroksidler ve okzoaldehidler meydana
gelirler Bunlar diabet ve sigara igimi ile ilgili kronik hastaliklar gibi patalojik
proseslerde dnemli rol oynarlar. Okzoaldehidler, DNA, RNA ve proteinlere baglanabil
me ve capraz baglar olusturma Ozelliklerinden dolayr antimitotik etki gosterirler.
Boylece kanser ve yaglanma olaylarinda rol oynarlar. Polidoymamis ya¥ asitleri ve
karbohidrat oksidasyonunun bir tiriinii olan glyoxal’in hiicre béliinmesini inhibe ettigi
kaydedilmigtir. Bag dokusunun 6nemli bir mukopolisakkaridi olan hyaluronik asid,
sinoviyal sivida da bol bulunur. Inflamatuar eklem hastaliklarinda sinoviyal siviya gok
sayida polimorf hiicreler gegerler ve muhtemelen immun komplekslerle aktivasyonu

sonucu ekstraseliiler siviya H,0, ve O,” * salgilarlar. Bu radikallerin invitro olarak
hyaluronik asidi pargaladiklan gosterilmigtir. 'Hyaluronik asidin pargalanmas:

inflamatuar eklem hastaliklarinda sinoviyal sivinin karakteristik bir 6zelligidir ( 19 ).
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Tablo 5. Bazi aminoasitlerin oksidasyon lirlinleri ( 42 ).
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-1.4.4. Niikleik Asitlere Etkileri

DNA’da serbest radikaller i¢in 6nemli bir hedeftir. Proteinlerde oldugu gibi hizl1
zincir tepkimeleri goriilmez. Hasarin belirgin olmas: igin bélgeye spesifik, yiiksek
siddette olmas1 ve de onarim mekanizmasina etki etmesi gerekir. DNA iizerine olan

oksidatif etki idrarda okside olmug niikleobazlarin saptanmast ile takip edilebilir ( 19 ).

(0]
CH, CH; CH,
HN OH HN H HN H
)\ H )\ H - 0)\ H
(o] N M o N M N
H H H
5-Hidroksi-6-hidrotimin Timin glikol 5,6-Dihidrotimin
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CH,0H O
HN HN N OH
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H H H
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H H
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NH, NH,
NH
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N NH-CHO )\
|\ | HOJ\\N N) HZNJ%N N- TOH
2 H H

e
S
N NH
4,6-diamino5-formamidopirimidin 2-hidroksiadenin 8-hidroksiguanin
0 1
HN )]:NH -CHO
H,N J\\N NH,

2,6-diamino-4-hidroksi-5-formamidopirimidin

Tablo 6. Okside olmug niikleobazlar ( 43 ).

Hem HO™ ° hemde 'O, , niikleik asitler ile piirin veya pirimidin arasinda aymrm
yapmaksizin tepkimeye girerler. Hidroksil radikali, niikleik asitlerde doymus karbon
atomlarindan hidrojen atomu ¢ikarir veya ¢ift baglara katilma tepkimeleri ile sonuglanan
stireglerde rol alirlar. Hidroksil radikallerinin plirin, pirimidin bazlar1 ve pentozlarla
tepkimeye girme hiz sabiti molekiillerin difflizyon limitine yakindir ( 10° M 'sn™ ). Bu
nedenle niikleik asitlere yakin bir bélgede liretilen her hidroksil radikali, kolaylikla
tepkimeye girme yetenegine sahiptir ( 44 ). Tekil oksijenin niikleik asitlerle tepkimeye
‘girme yetenegi daha sinirlidir. Deoksiribontikleotidlerin '0, ile tepkimeye girme hizlan
dG > dT > dC ~ dA geklindedir. 'O, gii¢lii bir oksitleyici oldugundan guanin gibi yliksek
elektron yogunluklu bblgeler igeren molekiillerle daha kolay tepkimeye girer ( 45 ).
Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller, DNA’y1 etkileyerek hiicrede
mutasyona kanserlesmeye ve Sliime yol agarlar ( 46, 47 ). Sitotoksisite, bllyiik oranda,
niikleik asit baz modifikasyonlarindan dogan kromozom degisikliklerine veya
DNA’daki diger bozukluklara baghdir. Aktive olmug notrofillerden kaynaklanan
hidrojen peroksit membranlardan kolayca gegerek ve hiicre gekirdefine ulagarak DNA
hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hatta hiicre Slimitne yol agabilir. Bu ylizden DNA,
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serbest radikallerden kolay zarar gorebilen 6nemli bir hedeftir ( 48, 49, 50 ). T lenfosit
leri genelde serbest radikal saldirisina kars1 daha hassastirlar. Jn vitro deneylerde serbest
oksijen radikallerinin, T-stiprestr hiicreleri igin T-helper hiicrelerine goére daha
sitotoksik olduklari gosterilmigtir. Bu bulgular, serbest radikal tepkimelerinin , immiin
slipresdr hiicrelerin otoimmiin tepkimeleri kontrol etmelerini engelleyebilecekleri
tarzindaki goriigli desteklemektedir.

1.5. SERBEST OKSIJEN RADIKALLERININ NEDEN OLDUGU PATOLOJIiK
DURUMLAR

Serbest oksijen radikallerinin olusturduklar1 cesitli hasarlardan dolay:r pekgok
hastalifin patogenezinde &nemli rol oynarlar. Diabet ve diabet komplikasyonlarinin
gelisimi, kroner kalp hastali1, hipertansiyon, psoriasis romatoid artrit, Behget hastaligi,
gesitli deri, kas ve gdz hastaliklani, kanser ve difer yaghlik hastaliklar1 gibi birgok
hastalikta serbest radikal liretiminin artti§1 ve antioksidan savunma mekanizmalarimn
yetersiz oldugu gosterilmistir ( 51, 52, 53, 54 ). Ancak bu hastaliklarin ¢ogunda, serbest
.radikallerin hastaligin sebebi mi, yoksa bir sonucu olarak mi meydana geldikleri tam
olarak bilinmemektedir. Yaptigimiz caligmalar ile ilgili olarak &zellikle kanser ve
yaglanmanmin belirtilen radikallerle iligkisi ve ©ne slirlilen mekanizmalar detaylica
incelenecektir. Kanser olusumunun % 75-80 lik kisminin gevresel sartlardan %30-40 lik
bir kisminin ise beslenme ile iligkili oldugu bilinmektedir ( 55, 56, 57 ).

1.5.1. Serbest Oksijen Radikalleri Kanser Tligkisi

Serbest oksijen radikalleri, karsinogenezisin ilerleme basamaginda ¢ok daha fazla
etkin rol oynamaktadirlar, Cesitli klinik ve epidemiyolojik galigmalar, serbest oksijen
radikalleri, lipid peroksidasyonu ve peroksidasyon iiriinleri ile karsinogenezis arasinda
bir iligki bulundugunu gostermigtir. Birgok karsinojen maddenin hiicre etrafindaki
oksidatif stresi arttirarak kansere sebep oldugu anlagilmistir. Bu maddeler, SOD, GSH-

Px ve CAT aktiviteleri dahil hiicrenin antioksidan savunmasinda ani ve siirekli bir
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azalmaya sebep olurlar. Serbest radikaller, kanserin baglangig, ilerleme ve gelisme
safhalarinda etkili olmakla beraber bu etki ilerleme safhasinda daha belirgin difer
safhalarda ise nisbeten azdir ( 58, 59 ). Serbest radikal etkisi sonucu DNA ve
kromozomlarda kirilma ve onkogenlerde aktivasyon meydana gelir. Siiperoksid liretimi
Ozellikle mitokondride fazla oldugundan mitokondrial DNA daha fazla hasar goriir
(60). DNA yakinlarinda sentezlenen hidroksil radikalleri piirin ve pirimidin bazlarina
saldirarak mutasyonlara sebep olurlar ( 61 ). Oksidatif sresten en gok etkilenen bazlar,
DNA’ daki Guanin ve sitozindir. Deoksiguanozindeki 8 nolu karbona bir oksijen
atomunun baglanmas: ile 8-hidroksiguanozin olugturur. Bu bilesik fizyolojik pH’da 8-
oxo guanozine doniiglir ki bu da DNA ‘da anormal baz dizilisine ve bdylece
mutasyonlara neden olur ( 62 ). Aym gekilde oksidatif gartlarda deoksisitozinden 5-
hidroksisitozin meydana gelir ( gekil 1.14 ).

8-hidroksiguanin

oksidasyon /" (mutajenik, lezyon)

Guanin + OH ——>» (Guanin—OH'D

8-hidroksi guanin radikali

rediiksiyon

Halka yapis:
agilmig guanin

Sekil 1.14. Guaninin hidroksilasyonu ( 19 ).

Guanindeki halka yapisimin agilmasi DNA replikasyonunu durdurur ve bu bilegi§in
'DNA’y1 tamir edici enzimler tarfindan ortadan kaldirilmas: yeni hatalara sebep olur.
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Stiperoksit radikali proteinlerdeki biitlin aminoasitlerle tepkimeye girebilir. Ornegin,
organik radikal ( R-S*) aracili ile distilfit olusumuna neden olur. |
Sistein aminoasitlerinin pekgok protein aktivitesi ve konformasyonu igin &nemli
fonksiyon gérdiiklerinden, bu tip bir oksidasyon proteinlerin yap1 ve fonksiyonunun
bozx‘llrnasma neden olur. Sistein -bagimli enzimlere, cCAMP diizeyini ayarlayan iki
membran enzimi olan adenilat siklaz ve fosfodiesteraz 6rnek verilebilir. Bu iki enzim
hiicrede cAMP diizeyini kontrol ederler. cAMP hiicre béliinmesinin &nemli bir
diizenleyicisidir. Pekgok tiimor sisteminde bu iki enzim aktivitesinin ve cAMP
diizeyinin , normal hiicrelerle karsilagtirildiinda anormal oldugu bilinmektedir.
Proteinlerde perotein-disiilfid rediiktaz aktivitesinin artmasi O, “‘nin neden oldugu
distilfid artigtnin bir sonucudur. Siiperoksit, oksitleyici bir bilesik olmasinin yanisira,
aldig1 tek elektronu alicisina vererek indirgeyici olarak da davranabilir. Siiperoksit,
dzellikle metal iyonlarini indirgeyerek hiicrede metal iyonlarinin oksidasyon-rediiksiyon
diizeyini bozar. Ornegin, ferrik demiri ferroz formuna indirger ( 19 ).

Hiicrede pekgok enzim kofaktSr olarak metal iyonlarini kullandiklarindan
kofaktdrlarin oksidasyon-rediiksiyon diizeyindeki degisimi onlarin aktivitelerini de
etkiler. Metal iyonlarindan &zellikle demirin oksidasyon diizeyinin kanserde Snemli
oldugunu gdsteren deliller vardir. Ayrica Fe**, hilcrede H,0, ile O, * arasindaki tepkime
ile ( Fenton Tepkimesi ) tekil oksijen ve hidroksil radikalinin olusumunu katalizler. Bu
iki radikalin de timér hiicrelerinde tretildikleri bilinmektedir. Hidroksil radikali ile
tepkimeye girerek onu ortamdan uzaklastiran dimetilsiilfoksit, 16semi ve ndroblastoma
hiicrelerinde biyokimyasal ve morfolojik farklilagmay: onler. Hidroksil radikalinin
GTP’den c¢GMP sentezini katalizleyen guanilat siklaz enzimini aktive ettigi
bulunmustur. cGMP, cAMP gibi hiicre bolinmesinin regilasyonunda fonksiyonu olan
bir bilesiktir. Cesitli k&tii huylu timdrlerde guanilat siklaz aktivitesi ve cGMP diizeyinin
yiiksek oldugu bulunmustur.
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Reseptor

NO-sentetaz

. NO
L-atjinin L-sitriillin

guanilat siklaz

PN

c-GMP

Sekil 1.15. NO araciliftyla guanilat siklaz enziminin aktivasyonu ( 19 ).

Ayrica, kisa 6mirli ve oldukga reaktif bir oksijen tiirevi olan mtnk oksit ( NO ),
hiicredeki haberci molekiillerden birisi olup, muskarinik veya histamin reseptorleri gibi
cesitli reseptorlerin aktivasyonu sonucu NO-sentetaz tarafindan L-arjininden sentezlenir
( 63). Nitrik oksit, biyolojik sistemlerde artik bir medyatdr olarak tanimlanmaktadur.
‘Endotelde olusan ve relaksasyon faktorii olarak tamimlanan maddenin NO oldugu
anlagilmigtir. NO bir nérotransmitterdir, trombosit agregasyonunu Onler ve makrofaj
fonksiyonunda Snemli bir rolii vardir. Guanilat siklaza etki ederek guanozin trifosfattan
(GTP) siklik guanozin mono fosfat ( cGMP ) sentezini saglar ve bu molekiil aracilig:
ile etki eder (sekil 1.15 ). NO, Fe-S proteinlerden demiri gikararak yerine kendisi
" baglamir. Boylece fenton tepkimesini uyarir ve bu mekanizma ile karsinogenezisde rol
oynar ( 19).

Aragidonik asit metabolizmasinin inhibitorleri ile timor ilerlemesi durdurulmusgtur.
Bu da lipid peroksidasyonu ile Kkarsinogenezis arasinda bir iliski oldugunu
gostermektedir. Nitekim aragidonik asidin hidroperdksi ya§ asitleri gibi bazi metabolik
tirlinlerinin tlim6r olugumuna gotiirebilece$i kaydedilmistir. Linoleik ve aragidonik
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asidin ilk otooksidasyon lirlinlerinin ( hidroperoksi ve hidroksi yag asitleri gibi ) kolon
mukoza DNA sentezini ve ornitin dekarboksilaz aktivitesini arttirdi§1 saptanmugtir.

Kimyasal karsinogenezisde , karsinojen maddelerin elektrofilik metabolitlerinin
kritik bir éneme sahip olduklar1 gésterilmigtir. Ozellikle bu kimyasallardan aromatik
aminlerin bir kismm Onciil bir kism da esas karsinojen madde ozellifindedirler. Esas
karsinojen formda olanlar, hiicre bilegenlerini etkileyerek neoplastik transformasyona
neden olurlar ve birgok metabolik yolun son tiriinleridir. Kimyasal karsinojenlerin
metabolizmalari sonucunda enzimatik veya nonenzimatik olarak liretilen serbest radikal
tiirevleri yiiksiiz ve ortaklanmamis elektrona sahip olduklarindan dolay:r agiri
reaktiftirler. Birgok genin aktivitesi redoks tekimeleri ile kontrol edilmektedir. Serbest
radikaller de redoks tepkimelerini baglattiklarindan dolay: oksidatif stres, bazi genlerin
aktive olmasina sebep olur ( 21, 47 ). Sonugta, serbest radikaller onkogenleri aktive
ederek hiicre gogalmasim arttirirlar. Nitekim hiicre gogalmasi ve farklilasmasinda rol
alan transkripsiyon faktérlerini kodlayan c-fos, c-myc, c-jun ve b-aktin genleri ile bir
transkripsiyon faktorli olan NF,B geni serbest radikaller tarafindan aktiflegtirilirler.
Buna ilaveten tiimor supressor genlerinin serbest radikaller tarafindan inaktive edilmesi
karsinogenezisin baglamasina sebep olabilir ( sekil 1.16 ). Cesitli kimyasal
karsinojenlerle yapilan galigmalarda olusan serbest radikallerin, direkt DNA’ya etki
ederek kanser olugsmasina sebep olduklari anlagilmig ve bu kimyasal karsinojenlerin
ozellikle binlerce kimyasalin bulundufu sigara dumaminda ¢ok fazla bulundugu
(Ozellikle polisiklik aromatik hidrokarbonlar ( PAH ), aza-arenler, aromatik aminler, N-
nitrosoaminler, aldehidler. ) belirtilmistir ( 9, 55 ). Kalsiyum homeostazisi nin serbest
radikaller tarafindan bozulmas1 da karsinogeneziste ¢ok 6nemli rol oynar ( 64 ).
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Sekil 1.16. Kimyasal karsinogenezisin olugum mekanizmasi ( 55).

Hiicre zarinin normal yapisimin serbest radikal etkisi sonucu bozulmasi hiicre igi
kalsiyom miktarinin artmasina sebep olur. Kalsiyum-kalmodulin etkilegimi birgok
protein kinaz enzimini aktive eder. Protein kinazlar da S6 kinazi aktive ederler. S6
kinaz, protein sentezinin aktivasyonunda ve hiicre gogalmasinda rolii oldugu samlan
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ribozomal S6 proteinini fosforile ederek aktiflestirir. Boylece hiicre gogalmast arttirilir.
Buna ilaveten, hiicre ¢ogalmas: ve farklilagmasi dahil birgok hiicre igi olay: diizenleyen
protein kinaz C de oksidatif stresle aktiflegir.

Tiimérlerde oksijen metabolizmasinin normal olmayip, oksijen toksisitesinin baglica
sebebinin antioksidan savunma mekanizmasindaki  yetersizlik olabilecedi ileri
stiriilmiigtiir. Tiimdrlerde SOD ve diger antioksidan enzimlerin aktivitelerinde genelde

azalma gdzlenmistir.
1.5.2. Serbest Oksijen Radikallerinin Yaslanmaya Etkisi

Yaslanma nlenemeyen, kronolojik, biyolojik, sosyal ve psikolojik boyutlarn olan bir
stiregtir ( 65 ). Insan &mriintin en fazla 100-110 yil olmasmna kargin, giinlimiizde
ortalama &miir 70 yili agmistir. Madem ki her canli toplumda yaglanma sirasinda dlme
probabilitesi, gittikge artig gdsteren bir parabol ¢izer, o halde yaglanma olayim agiklia
kavugturmak icin Syle bir biyolojik olay saptanmalidir ki, zaman igindeki geligimi
yukarida belirttigimiz parabolik egriye paralel seyretsin. Bu konuda ileri siirtilmii§ olan
hipotezler degisik ve yetersiz olmakla beraber, hepsi sonug olarak bir ortak ¢izgide
birlegirler: Yaglanmarun biitiin devrelerinde hiicreler ve hiicreler aras: dokuda bir
“ yipranma olay’run varligr bir gergektir. Fakat,‘ bu sonucu hazirlayan yipranma
diizenegi hakkinda ¢esitli varsayimlar ortaya atilmistir. Bu konu ile ugrasan
aragtiricilarin bazilan yalnizca dig etkenler lizerinde durarak kozmik 1ginlardan tutun da
1s1 enerjisi fliiktiiasyonlarina; agir su birikimine, hatta yercekimi etkisine kadar gesitli
sebepler diisiinmiiglerdir. Dijer bir grup arastinicr ise, dogal i¢ etkenlere dayanarak
otointoksikasyon, oto-antikorlar ve somatik mutasyonlar {izerinde durmuglardir. Daha
bagkalar1 da morfogenetik olaylar fizerinde durarak dogal program yetersizli§i ve
diferansiyasyonun bir sonucu olarak yipranma olayini agiklamak istemiglerdir ( 66 ).
Yaglanmadaki organik yipranmanin iglevsel sonucu, homeostaz potansiyel giiciiniin
zayiflamasidir; yani gesitli etkenlere kargt yaglanmig organizma, i¢ ortamini sabit
tutmakta zorluk cekmektedir. Yaglanmanin organlar diizeyindeki belirtileri iglevlerin
azalmasi seklinde belirlenir, doku ve hiicrede yaslanma, aktif parenkim dokusunun
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azalmasidir; subseliiler diizeyde ise hiicre organelleri ve biyolojik elemanlarin molekliler
dtizeydeki degigimleri, yaslanma belirtileri olarak ortaya ¢ikar ( 67 ).

Metabolizma sirasinda elektronlarin oksijene tek olarak eklenmesiyle, aktif oksijen
ara maddeleri meydana gelir ve bunlann ikisi serbest radikalleri olugturur: hidroperoksil
ve hidroksil radikali. Fizyolojik pH degerlerinde hidroperoksi radikali siiperoksit anyon
radikali gseklinde bulunur. Stiperoksit, &zellikle hiicresel elektron transport
zincirlerindeki pekgok metabolik stireglerde meydana gelir. Ornegin, mitokondri ve
endoplazmik retikulumda , zincirin gesitli komponentleri ile elektronlar oksijene
aktarilir. Tiiketilen oksijenin %85’i mitokondriyel diizeyde kullanilir. Dejeneratif
hastaliklarla yaglanma arasindaki ilgi, olasilikla, dokulardaki molekiiler oksijen
konsantrasyonuna baglidir. Bylece mitokondriler, memelilerde ( ve belki de asaf1
organizmalarda bile ) bir “ biyolojik saat * iglevini tistlenmis olmaktadir. Doymamis ya§
asitleri gibi kompleks molekiiller, oksidatif hasara ugramaya ozellikle uygundurlar.
Doymamig lipid molekiillerinden hidrojen atomlarimin kolayca ayrilmasi ile karbon
merkezli bir radikal olugur ( sekil.1.13 ). Bu gibi radikaller oksijenle hizli tepkimeye
girerek, oksijen radikallerini olugtururlar. Lipid oto-oksidasyonu (peroksidasyon) bir kez
‘baglayinca, zincirleme tepkimeyle gelisir ve peroksil radikali doymammg lipid
molekiillerini etkileyerek hidrojen atomu kopmasina neden olur. Lipid oto-
oksidasyonunun primer ve stabil (rlinleri lipid hidroperoksidleridir. Dejeneratif
stireglerin belirtegleri olarak fluoresan yaghlik pigmentleri uzun zamandan beri
bilinmektedir. Bu pigmentler yaslanmig dokularda lipid peroksidasyon iiriinlerinin
amino asid, fosfolipid ve DNA’ daki primer amino gruplan ile tepkimeleri sonucu
meydana gelirler. Olusan polimerik lipopigmentler renklerine, fluoresan &zelliklerine,
goziictide eriyebilmelerine ve kimyasal yapilarina gére “ preceroid “, “ ceroid “ ve
lipofuscin “ olarak nitelendirilirler ( 65, 66 ).

Genel formiillerinin RN=CH- CH=CHNHR oldugu samilmaktadir. Yaglanma ile birlikte
lipofiiscin sentezi artar ve memelilerde 6zellikle sinir sistemi, kardiyak ve kas lifleri gibi
postmitotik ( bdliinmeyen ) hiicrelerde birikir ( 68, 69 ). Normal Lipidlerin lizozomlarda
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metaller tarafindan katalizlenen peroksidasyon tepkimeleri sonucunda lipofuscin
olugmaktadir.

Serbest oksijen radikallerinin en reaktifi olan hidroksil radikali etkisine biitiin
organik molekiiller hedef olabilirler. Bununla beraber molekiiler cevreye gére radikal
saldiris1 sonuglan degisik olabilir; e3er organik molekiil sitozol i¢inde ise ve yakinindaki
diger molekiillere oranla uzakta ise, hidroksil radikali saldiisi ¢ok fazla olasilikla
yalnizca bir miktar intramolekiiler hasara neden olabilir. Diger yandan, daha kompakt
biyolojik yapilarda 6rnegin zarlarda, molekiiller o kadar yanyanadir ki intermolekiiler “
cross-linkage “ olasilif1 ¢ok yiiksektir. Bagka bir deyisle, hidroksil radikali saldirisi,
sitozolik bilesenlere kiyasla membran bilesenlerinde daha biiyiik hasara neden olur ( 70,
71 ). Bdylece hiicre membram hasarinin , hiicresel yaglanmaya neden olacag: diisiincesi
Onem kazanmaktadir. 1956 yilinda Denham Harman, “yaslanma siirecinin belli bagh
nedeninin serbest oksijen radikallerinin siirekli olusumu oldugu” diisiincesini ileri
stirmiigtlir. Yaglanmanin membran varsayimi ise ilk kez 1978 yilinda Zs-Nagy
tarafindan ortaya atilmustir. Hiicresel yaslanmanin fizyolojik diizenegi, kisir bir déngii
seklinde caligarak hiicrelerin iglevsel bozukluguna yol agar. S$oyle ki:

- Serbest oksijen radikali hasari sonucu, hiicre membraminin K™ ve su igin
gecirgenligi bozulur;
- Hiicreler K™ u igerde biriktirir ve su kaybeder; fakat membran potansiyeli devam
etmektedir; |
- Hiicresel kolloidler giderek daha yogunlagir, enzim iglevleri yavaglar;

- Sonugta; RNA ve protein sentezi yavaglar, yaglilik pigmentleri ve diger {iriinler
birikir.

Yukarida agiklanan yaglanmanin membran varsayimi dikkate alinirsa, yaslanma
sirasinda biitlin homeostatik sistemlerde saptanan potansiyel giici azaliginda reseptorler
sisteminde uyar1 egifinin yilkselmesi ortak bir neden olarak kabul edilebilir.
Reseptorlerin uyan esigi ylikselince, her tiirlii etkene karst homeostatik sistemler islev
kazanmakta gecikecekler veya, belli diizeyler igin hi¢ tepki gdsteremeyecekler ve

gevreye uyum zayiflayarak yipranma olusacaktir. Bu durum, yaslanmanin agiklanmasi
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n1 saglar. Yaglanma sebebi olarak bilinen oksidatif hasardan en fazla etkilenen organel
oksidanlar igin en biiyiik olugum yeri olmasi sebebiyle mitokondridir. Yaglanmaya baglh
olarak mitokondride meydana gelen degisikliklerin tiimii agagidaki tabloda 6zetlenmigtir
(72,73,74,75,76,77 ). Tablo 7.

Olgmen Parametre‘ B

Caligilan Hay

Oksxdam Ureunu ve Hasar
Oy " ve: H;Oz ureumx.l
02‘ *ve Hzoz nreu i
Oy " ve Hzoz ﬁreurm .
vmtDNA’mn Oksxdauf Hasan,
mtDNA’ mp Oksxdauf Hasan

. mtokondrialﬁDNA'.da“YQian‘ma
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Membran ve Elektroht degxgxldx
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- Kompleks I yeAIV o g -
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Tablo 7. Yaslanmaya bagl olarak olugan mitokondriyal degisim ( 72 ).

Sonug olarak, tiim bu sonuglara ragmen serbest oksijen radikallerinin yaglanmanin
sebebi mi yoksa sonucu mu oldugunu sdylemek ¢ok zordur. Ancak, radikallerin en
azindan baglamig olan yaglanma olayim hizlandirdiklari ve yaglanma ile beraber ortaya

¢ikan birgok hastalifin patogenezinde Snemli rol oynadiklar sSylenebilir ( 78, 79 ).



46

1.5.3. Serbest Oksijen Radikallerinin Ateroskleroz ve Reperfiizyon-Iskemideki
Fonksiyonlar:

Arterlere yerlesen kolesterol’iin birincil olarak diistik dansiteli Iipoproteinlerdeﬁ
( LDL: Low Density Lipoproteins ) kaynaklandig1 bilinmekte ve viicutta artmis LDL
konsantrasyonunun ateroskleroz riskini arttirdi§1 tahmin edilmektedir. Ateroskleroz
gelismesinde ilk ve en erken basamaklardan biri de kOpikk hiicrelerinin arterlerde
birikmeye baglamasidir, ( koptik hiicreleri oksitlenmis LDL’yi iglerine almig makrofajlar
olarak tanimlanabilir). Koptik hticreleri kolesterol igeren sivi damlaciklarla dolu
yapilardir ve yaglh atereoskleroz lezyonlarinda anahtar rol oynarlar. LDL kanda serbest
oksijen radikalleri i¢in Onemli bir hedeftir ve LDL’nin oksidasyonu aterosklerozun
gelisiminde rol oynar ( 69 ). Yapilan calismalar LDL’nin oksidatif degisiminin
makrofajlarca daha fazla tutulmasina ve makrofajlarin kopiik hiicrelerine doniigiimiine
yol agtifin1 gostermektedir. Aterosklerotik lezyonlardan izole edilen LDL’nin yap: ve
biyolojik 6zellikleri agisindan dogal LDL’den farkli oldugu fakat o-LDL’ye ¢ok
benzedigi gdsterilmistir. Makrofajlarin k&piik hiicresi meydana getirmak {izere modifiye
LDL’leri almalart do3al LDL’ye gore daha kolaydir. LDL oksidasyonu LDL
fosfolipidlerindeki ¢oklu doymamig ya§ asitlerinin peroksidasyonu ile baglar.
Peroksidasyonu baglatan serbest radikallerin, hiicrelerde muhtemelen lipoksigenaz
enzimleri tarafindan tiretildikleri tahmin edilmektedir. Ciinki, lipoksigenaz inhibitdrleri
hiicrelerin yol agt1§1 oksidatif LDL modifikasyonunu tamamen inhibe ederler. o-LDL’
nin koplk hiicresi olugumunda ve aterogenezdeki rolii kesin olarak saptanmigtir
Sekil.1.17. o-LDL, aterojenik olaya dort farkli yolla-katilir:
1-) o-LDL, makrofajlar tarafindan siipiiriici “scavenger” reseptorler aracilifiyla alinir,
boylece kopiik hiicresi ve lezyon olusumuna neden oiur.
2-) o-LDL, monositler igin diiz kask hiicreleri ve endotelden salinan faktorler gibi
kimyasal gekici bir maddedir. Makrofajlarin damar ¢eperine go¢ etmelerini hizlandirir.
Ayrica, o-LDL makrofajlarin damar ¢eperinden plazmaya kagisim1 engelleyerek, arter

¢eperinde kalig siiresini de uzatir.
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3-) o-LDL, arter duvarindaki hiicreler icin sitotoksikdir. Hiicresel hasar, endotel hasari
olugturabilir.

4-) o-LDL, EDRF (NO) aracili$ ile diiz kas gevsemesini inhibe eder.

Iskemi (yani kan akiminin azalmasi ) dolaghnsal problemlere veya cerrahi gelisimlere
bagl olsun, ilgili alanda doku hasarina yol agan bir olgudur. Bu iskemi dénemini
izleyen reperfiizyonda ( daha &nceden iskemik olan dokunun kan ve oksijene yeniden
kavugmasi ) ise, dokuda bu kez yiiksek doku oksijen gerilimi olugur ve bu durum iskemi
esnasinda baslatilan serbest radikal reaksiyonlarina ve lipid peroksidasyonuna yol agar

( 15, 80). Ozellikle hidroksil radikalinin miyokardda yapisal degisikliklere yol agtig1 ve
in vitro uygulanan SOD’un bu degisiklikleri dnledigi, dolayistyla serbest oksijen
radikallerinin gergekten hasarla ilgili olduklann gOsterilmistir ( 74, 81, 82, 83, 84 ).
Miyokardda birgok serbest radikal kaynag: bulundugundan, bu radikallerin en Snemli
tiretim yerini belirlemek olduk¢a zordur. Ciinkii farkli periyodlu iskemi ve
reperfiizyondan sonra serbest oksijen radikal leri farkli kaynaklardan Uretilirler.
Dolayisiyla iskemi periyodundan sonra radikaller bir veya iki kaynafa bagliyken,

perfiizyon geciktirilirse, diger bazi kaynaklar da nemli hale gelirler.
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Sekil.1.17. Iskemi-Reperfiizyonda 0-LDL ve kopiik hilcre olusumu ( 19).
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1.5.4. Diabette Serbest Oksijen Radikallerinin Rolii

Diabet hastalif1 kandaki yiiksek seker miktar1 ( hiperglisemi ) ile tammlanir. $eker
hastalar:, kandaki seker miktarinin regiile eden insiilin hormonunu yeterli diizeyde
tiretemezler. Oksidatif stres diabet ve diabetin daha sonraki komplikasyonlarinin
patogenezinde Onemli bir rol oynar. Enzimatik olmayan glikozilasyon, otooksidatif
glikozilasyon, enerji metabolizmasindaki degisikliklerden kaynaklanan metabolik stres,
sorbitol yolu aktivitesi, inflamatuar mediatérlerin diizeyleri ile antioksidan savunma
sistemindeki degisiklikler, hipoksi ve iskemik reperfilizyon hasar1 sonucu olusan lokalize
doku hasari1 diabette oksidatif stresi arttiran mekanizmalardir. Diabet hastalarinda
yiiksek miktarlarda lipid peroksidasyon diizeyi gtzlendiginden, aterosklerozda oldugu
gibi serbest radikallerin diabet hastalifina 6zgli damar komplikasyonlarimin ve sinir
sistemlerindeki bozukluklarin olusumuna neden oldugu tahmin edilmektedir ( 19 ).

Kanda yliksek miktarda bulunan glukoz, proteinlerin amino gruplar ile tepkimeye
girerek proteinlerin degisimine neden olur. Bu zincirleme tepkimeler esnasindaki en
onemli ara tirlinlerden ketoaminler, tepkimeler sonucunda viicutta pargalanmayan ve
hiicrelerin zarar gérmesine neden olan maddelere doniigiirler. Diabet hastalifinda olugan
oksidatif stres sonucunda trombositler ve monositler aktive edilerek, endotel hasarlarinin
olusumuna neden olurlar. Bu hasarlar gekil 1.18 de goriildigl gibi permeabilitenin
ylikselmesi, antitromboplastinin ve fibrinolitik aktivitesinin azalmas: geklinde olur.

Diabetin baglamasinda oksidasyonun rol oynadifina ait verilerin ¢ogu, deney
hayvanlarinda diabeti olugturan 2 ilag olan alloksan ve streptozotosin ile yapilan
galigmalardan elde edilmigtir. Bu kimyasal maddelerin her ikisi de oksidan madde
meydana getirerek langerhans adaciklarimi selektif olarak tahrip ederler. Bunlardan
alloksan, intraseliiler rediiktanlar olan askorbat ve tiollerle reaksiyona girerek onlarin
antioksidan etkilerini engeller ve bdylece oksidan liretimine sebep olurlar. Diabette
plazma lipoproteinlerinde, eritrosit membram lipidlerinde ve gegitli dokularda lipid
peroksidasyonunun arttigina dair ¢ok sayida ¢aligma bulunmakla beraber bu artigta



50

enzimatik ( aragidonik asid yolu ) ve nonenzimatik ( otooksidatif ) lipid peroksidas
yonundan hangisinin daha gok sorumlu oldufu bilinmemektedir ( 85). Ancak, hem
lipoksigenaz yolu ile prostaglandinlerden hem de stiperoksit ve hidrojen peroksit etkisi
sonucu enzimatik olmayan yolla diger lipidlerden lipid peroksidlerinin meydana geldigi
sanilmaktadir.

HIPERGLISEMI
Serbest oksijen Radikalleri
Trombositler Monositler
PDGF, TXA2 Monokinler
5-HT, Proteaz Peroksidler
Cokebilen Proteinlerin Aktive olmasi
\J
" " Endotel
Endotel Hasan

1- Permeabilitenin yiikselmesi PDGF : Platelet kaynakh bilylime faktsrii

2- Trombositlerin ve monositlerin ggkmesi TXA?2 : Tromboksan A

3- Antitromboplastin azalmas: (TF, PAI) 5-HT: S-Hidroksitriptarﬁin

4- Fibrinolitik aktivitenin azalmasi PAI : Plasminojen aktivatSr inhibitori
TF : Doku faktorii

Sekil.1.18. Diabette olugan endotel hasar ( 19).
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Diabet komplikasyonlarinda lipidlere ilaveten protein oksidasyonu da artar.
Ozellikle, ekstraseliller proteinlerden kollajen, elastin, laminin, kristalin ve miyelin
kilifindaki proteinlerde meydana gelen degisiklikler nemlidir. Sonugta, bu proteinlerce
zengin olan dokularda ( lens, damar, basal membranlar gibi ) meydana gelen yapisal
degisiklikler katarakt, mikroanjiopati, ateroskleroz ve nefropati gibi diabete bagli
rahatsizliklarda 6nemli rol oynar. ‘

1.5.5. Serbest Oksijen Radikalleri ve Gz Hastaliklar

GOz, agir1 miktarda serbest radikal etkisine maruz kalan bir organdir. Ciinki,
yaglanma ile birlikte artan oranda ultraviyole 1g1ginin tesirinde kalir. G6z, bu radikallerin
etkisine yatkin oldufu gibi yeterli miktarda antioksidan savunma sistemlerine de
sahiptir. Gozde yliksek konsantrasyonlarda antioksidan enzimler, serbest radikal
tutucular1 ve siiperoksit liretimi inhibitorleri bulunur. Omurgalilarin retinalan difer
canlilarinkinden mg bagina 5-10 kat daha fazla oksijen tilketir. Bu ylizden retinal gibi
1518a duyarli maddelerin oksijenle etkilesimi sonucu tekil (singlet) oksijen meydana
gelir. Retina hem 1g181n fotoreseptdrler ve retinal pigment epitelyumu iizerine olan
direkt etkileri hem de termal hasar ve buna eglik eden inflamasyondan dolayi, 15181n
.zararh etkilerine maruz kalir. Clinkdi, retinada H,0, lireten fotosensitize edici ajanlar ile
serbest radikallerden oldukga etkilenen goklu doymamig yag asitlerinden fazla miktarda
bulunurlar. Katarakt veya halk arasinda aksu, akbasma, perde denilen rahatsizlik,
diinyada en sik gorlilen goz hastaliklarindan birisidir.Kataraktli hastalarin lens &n
kamera stvilarinda H,0, tiretimi oldukga fazladir ( 86 ). Hidrojen peroksit, &zellikle Na-
K pompasinin hizimi diigiiriir. Katarktta methiyonin ve sistein gibi amino asitlerinin
oksidasyon iirlinleri ytiksek diizeydedir. Lens proteinlerinin fotosensitizasyon sonucu
oksidasyonlan artar. Disiilfit baglarinin olugumu sonucu protein agregasyonu meydana
gelir. Kataraktlh lenslerden izole edilen proteinlerde fazla miktarda methiyonin stilfoksit
kalintilar1 saptanmigtir. Yine, triptofandan ultraviyole iginlarin etkisi sonucu meydana
gelen parcalanma {Urlinti  kinureninlerin kataraktli lens proteinlerinde fazlaca
bulunduklar goriilmiigtiir.
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1.5.6. Serbest Oksijen Radikalleri ve Akciger Rahatsizhklari

Serbest radikallerin amfizem, bronkopulmoner displazi, pndmokoniozis, bleomisin
toksisitesi, parakuat toksisitesi, biitithidroksitoluen toksisitesi, mineral tozu toksisitesi,
sigara dumani toksisitesi, respiratuar distres sendromu ve astim brongale gibi birgok
akciger hastaliklarinin patogenezinde rol aldiklant kaydedilmistir. Serbest oksijen
radikalleri astimin Snemli dzellikleri olan epitelyal hasar ve mukus hipersekresyonuna
sebep olurlar. Astimli kisilerin makrofaj ve lokositlerinden &nemli miktarda serbest
oksijen radikalleri saliverilir. Bu radikaller brongial diiz kas tonusunu da dogrudan
etkilerler. Serbest radikaller, hiicre zarindaki arasidonik asid metabolizmasinada etki
ederler. Ozellikle H,0, arasidonik asitten prostaglandin, prostasiklin, tromboksan ve
16kotrien sentezini arttirir ( 19 ). Akciger agisindan bu tirlinlerin en 8nemlisi tromboksan
A, (TXA,) dir. TXA, vazokonstriikstiyona sebep olur. Bu yiizden akcigerlerin O,”* ve

H,0,’ye maruz kalmas: sonucu vazo- ve bronkokonstriiksiiyon ve 6dem gelisir.

1.6 Serbest Oksijen Radikallerine Karsi Olusturulan Hiicresel Savunma

Mekanizmast

Normal diizeyde kaldiklan sitirece zararli etkileri olmadigina gére, serbest oksijen
radikalleri ile miicadele oldukg¢a Snemlidir. Serbest oksijen radikallerinin organizmadaki
diizeylerini arttiric1 etkenler olarak &zellikle “ oksidatif stres yapici nedenler”in ve risk
faktorlerinin iyi belirlenmesi, bunlardan uzak durulmasi ve miicadele edilmesi ilk
yapimas: gereken girisim olmalidir. Serbest oksijen radikallerinin olusumunu ve
bunlarin meydana getirdigi hasarn énlemek igin viicutta birgok savunma mekanizmalar
geligmistir (87 ). Bunlar “antioksidan savunma sistemleri” veya kisaca
“antioksidanlar” olarak bilinirler ( 88, 89, 90, 91 ) (sekil 1.19).
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Serbest oksijen radikallerinin zararli etkilerine karg: alinabilecek Snlemleri 5 basamakta
inceleyebiliriz:

1-) Toksik oksidanlari olusum asamasinda durdurmak,

2-) Oksidanlarin olustuktan sonra yok edilmesi,

3-) Sekonder oksidanlarin olusumuna yol agan zincir tepkimelerini durdurmak,

4-) Hiicrelerin antioksidan kapasitesini arttirmak,

5-) Sekonder olarak olusan toksik metabolitlerin ve mediatorlerin yok edilmesi ( 10 ).
Antioksidan sistemler, endojen ( tablo.8 ) ve eksojen veya farmakolojik antioksidanlar
( Tablo.9) olarak iki biiyiik grupta toplanabilir.

2GSH NADP+
GSH GSSG
peroksidaz rediiktaz
Peroksizom Y GSSG NADPH
H202 . ZHZO
l katalaz
0, +H)0 Perfuzat Safra

Sekil 1.19. Antioksidatif savunma mekanizmas1 (92 ).
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Enzimatik

Stiperoksid Dismutaz ( SOD )
Katalaz : S
Glutatyon Peroksidaz ( GSH-Px ) 'v -

Enzimatik olmayan
Lipid fazda gézﬂnenleri
 a- tokoferol -
B- Karoten

A vitamini D
Sivi fa;da Q&,ﬂ;nenler ’
| Glutatyon g
Askorbik asid
Urik asid
E'Si;tein
 Bilirubin-
“Albumin

}Seniloplazzﬁh} ;
}’I‘ransferrin : )
Laktoferrin -
Ferritin

Yardimet Ehzimler B
NADPH-kinon oksxdored taz
'Epoksxd lndtolaz
' GSSG-rediikiaz”

_Semdehxdmaskorbat redt!ktaz
Methionin stilfoksid redtiktaz
'DNA tamir enzxmlen :

GSH- Transferaz

0s* deolsifkasyon
H:0; detoksifikasyonu
H:0; detoksifikasyonu

E vitamini

A vitamini Bacille , *

Tablo.8 Endojen Kaynakli Antioksidanlar ( 10, 42 ).
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Tablo 9a. Eksojen kaynakli anticksidanlar ( 10 ).
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‘Notrofillerin endotele adezyonunu

Tablo 9b. Eksojen kaynakli antioksidanlar ( 10).

1.6.1. Siiperoksit Dismutaz ( SOD, Superoxide Oxidorediictase : EC 1.15.1.1)

Stiperoksit radikallerinin canlilarda {iretildi3i uzun yillar bilinmesine ragmen, bu
radikallerin temizlenmesi ile ilgili herhangi bir enzimatik etkinlik 1968 yilina kadar
bilinmiyordu. 1968 yilinda Fridowich ve arkadaslari, daha ©nce alyuvarlardan
saflagtirilan fakat herhangi bir enzimatik aktivitesi bulundufu saptanamayan, bakir
iceren mavi bir proteinin ( Erythrocuprein ) ksantin oksidaz deney sistemine
eklendiginde sitokrom c¢’nin indirgenmesini inhibe ettifini buldular ( 93 ). Ksantin
oksidaz tepkimesinde stiperoksit radikali olustufu ve bu radikalin sitokrom c’yi

indirgedigi daha 6nceden biliniyordu.

Adenin Guanin
Ksantin Ksantin
oksidaz oksidaz
Hipoksantin » Ksantin » Urik asit
H,0, 0, —H", 0; H,0, 0, —H", 0;

Sekil 1.20. Ksantin oksidaz sistemni ( 1 ).
Bbylece daha once bagta alyuvarlar olmak i#izere gesitli dokulardan saflagtirilan,

fonksiyonu bilinmeyen ve elde edildi§i dokuya gore hemocuprein, erythrocuprein,
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cerebrocuprein, hematocuprein, vb. diye adlandinlan proteinlerin birer enzim olduklan
ve sliperoksit radikallerinin dismutasyonunu katalizledikleri gosterildi ( sekil.1.21 )

-y +
20, + sopcft —H_ sop-cdt _______ OOH
1+ —y H+ 2+
SOD-Cu ————-. OOH+ O, —2 » SOD-Cu’ " . H,0, + O,

. 2H%soD
200 —mmm» H202 + O,

Sekil 1.21. Stiperoksit radikalinin dismutasyon mekanizmasi ( 94, 95, 96, 97, 16 ).

Siiperoksit dismutazin, siiperoksit anyonuna olan etkisi su gekildedir: Stiperoksit
anyonu, Cu** ve bir arjinin rezidiisiiniin guanido grubuna baglanir. Bu baglanma

sonucunda stiperoksitden bir elektron Cu®* ¢

ye transfer olurken Cu'* ve molekiiler
oksijen meydana gelir. Ikinci bir siiperoksit anyonu Cu'* ‘dan bir elektron, baglanma
ortagindan ise iki proton alarak hidrojen peroksidi olugtururken, enzim tekrar cu®
formuna donmiis olur. Bilindi§i gibi stiperoksit radikalleri kendiliginden dismutasyona
ugrayabilirler. Kendiliginden dismutasyonun hiz sabiti 2x10° M'sn™ dir. Buna gére
stiperoksit radikalleri sulu ortamda fazla birikmezler ve bu nedenle SOD ile katalizlenen
dismutasyon 6nemsiz gibi goriilebilir. Oysa iki Onemli faktdr enzimatik katalizin
Onemini belirgin gekilde ortaya koyar: Birincisi, SOD ile enzimatik dismutasyonun hiz
sabiti pH 7.4’de 2x10° M''sn”! dir. Bu da kendiliginden dismutasyondan 10* kez daha
hizlt bir dismutasyon avantajt saglar. Ikinci bir avantaj ise hiicrelerde SOD derigiminin
O, * radikallerinin steady state derisiminden yaklagik 10° kez daha fazla olmasidir.
Ornegin SOD’1n karaciger hiicrelerindeki derigimi 3x10”° molardir. Bu nedenle enzimin

bulundugu ortamda iki O, ° radikalinin birbirleriyle ¢arpigma olasiliklar1 enzim ile
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carpisma olasilifindan 10° kez daha azdir. Boylece bu iki faktdr gézoniine alindiginda
pH 7.4’de enzim ile katalizlenen O, ° radikallerinin dismutasyon hizi, kendiliginden
dismutasyondan 10° kez daha hizhdir. Enzimin fizyolojik fonksiyonu oksijeni
metabolize eden hiicreleri sliperoksit radikallerinin zararl1 etkilerine karst korumaktir

( 98, 99 ). Boylece lipid peroksidasyonunu inhibe eder. SOD enziminin gesitli canli
tirlerindeki dagilimi incelendiinde, bazi tlirlerin aerobik kogullart neden tolere
etmedikleri anlagilabilmektedir. Mikroorganizmalardan en yiiksek yapili canlilara
kadar, aerobik kosullarda yasayan canlilarin biitiin doku, hiicre ve hiicre organelleri
SOD igerirler ( 100, 101 ).

Biitlin canlilardaki SOD enzimi, kofakttr olarak igerdigi metal iyonuna gore 3 grupta
toplanabilir.

a) Bakir ve Cinko iceren Dismutazlar ( Cu,Zn-SOD ) :

Cu ve Zn’nun rol aldi§: bu enzim,en yiiksek katalitik etkiyi g&stermektedir.
( k= 2x10° M'sn ) ve dimer yapida olup herbiri 1 Cu ve 1 Zn iyonu ihtiva eden,
molekiil agulifi 16.000 olan benzer iki alt éiniteden olugmaktadir. Esas bulundugu
yerler, okaryotik hiicrelerin sitozolii ve eritrositlerdir. Enzimin etkinligi icin bakir
mutlaka gerekli iken; ginko Co®, Hg?" veya Cd* ile yer degisebilir. Dismutasyon,
dnceden de bahsedildigi gibi bakir ile O, ° radikali arasindaki etkilesimle bagarihir. Bu
enzim mitokondri matriksi disginda Okaryotik hiicrenin her organelinde bulunan bir
-dismutazdir. Genel olarak hiicrede en bol bulunan izoenzim Cu,Zn-SOD’dur. Ve bu

enzim 21 no lu kromozomda lokalizedir.

b-) Mangan I¢eren Dismutazlar

Prokaryotik hiicreler molekiil agirligs 40.000 olan, birbirinin aym iki alt birimden
olugan ve enzimin alt birimi bagina birer atom mangan baglh olan bir dismutaz igerirler.

Mitokondri matriksinde lokalize olan bu enzim 80.000 molekiil agirlifinda tetramer
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c-) Demir ve Mangan igeren Dismutazlar ( Fe-SOD, Mn-SOD )

Bazi bakteriler birden fazla SOD igerirler. Bunlardan biri, biitiin prokaryotlarda
bulunan Mn-SOD olup hiicre sitoplazmasinda bulunur. Bazi bakteriler, (6rnegin E. coli )
periplazmik bolgelerinde demir igeren bir SOD bulundururlar (Fe-SOD). Bu tip
mikroorganizmalarda matriks enziminin ( Mn-SOD ) endojen O, ° radikallerine karsi;
demir igeren dismutazin ( Fe-SOD ) ise gevreden gelen radikallere kargi koruyucu
fonksiyon gordiigii tahmin edilmektedir ( 102 ).

1.6.2. Katalaz ( CAT: H,0, Oxidoreductase : EC 1.11.1.6 )

CAT, biitlin memeli hiicrelerinde genellikle karacifer peroksizomlari, bobrek veya
beyin peroksizomlar: ve diger dokular gibi subseliiler organellerin i¢ kisminda bulunur.
CAT, ayrica rat kalbi mitokondri matriksinde de bulunmaktadir. CAT, tetramerik yapiya
sahip molekiil agirlig1 240.000 olan aktif merkezinde 4 tane * ferrihem” grubu ihtiva
eden bir hemoproteindir. Bu enzim kataliz gorevini iki degisik yoldan
gergeklestirmektedir ( 102 ):

1-) H,0, nin dismutasyonu ( katalitik tepkime )
2-) Alifatik alkollerin peroksidasyonu ( peroksidatik tepkime )
Enzimin etki mekanizmasi gematik olarak 3 ana basamakta incelenmisgtir:

CAT’mn indirgen ozelligi hidrojen peroksit ve metil, etil hidroperoksitleri gibi kiigiik
molekiillere 6zglidiir. Bliyiik molekiillii lipid hidroperoksitlerine etki etmez.
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Ir)

I)

1 )

o k
Bilesik I + H,0, ——2 5 Katalaz-Fe (I) + 2H,0 + 0O,

Katalitik Tepkime

£
Katalaz-Fe (1) +H,, —L » BilegikI

Peroksidatik Tepkime

2 —ﬁ—-bKatalaz-Fe(I]I)+2H0 + A

Bilesik 1 + AH .

AH, = Alifatk alkol k= 1.7x10” M-1sn-1

A= Aldehid k2 =2.6x107 M-1sn-1

k3=1x103 M-15p-1

Sekil 1.22, Katalaz enziminin etki mekanizmast ( 102 ).
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1.6.3 Glutatyon Peroksidaz ( GSH-Px: glutathione : H,0, oxidoreductase,
EC 1.11.1.9)

Glutatyon peroksidaz, hidrojen peroksitlerin indirgenmesinden sorumlu enzimdir.
Molekiil agirlifi 85.000 olup tetramerik, 4 selenyum atomu ihtiva eden sitozolik bir
enzimdir. Glutatyon peroksidaz asafidaki reaksiyonlar1 katalizler:

Ho, + 2650 SSHPL Gsse o+ 2H20

ROOH + 2GSH —O90EX GSSG 4+ ROH +H,0

Glutatyon peroksidaz enziminin selenyuma bagimli ve bagimsiz iki izomeri vardir..
Selenyum bagimli glutatyon peroksidaz enziminin aktif merkezinde enzime kovalent bir
sekilde bagh selenosistein formunda, selenyum bulunmaktadir. Bu enzim, substrat
olarak hem H,0,’yi hem de organik peroksitleri ( Ornegin Kiimene hidroperoksit )
kullanabilir ( 103,> 104, 105 ). Buna karsilik, selenyum bagimsiz formu. sadece lipid
hidroperoksitlerini ( Ktimene ) substrat olarak kullanabilir. Fosfolipid hidroperoksil
glutatyon peroksidaz olarak da isimlendirilen enzimin bu formunun molekiil agirhf
20.000 dalton olup monomerik ve sitozolik bir enzimdir. Membran fosfolipid
hidroperoksidlerini alkollere indirger. GSH-PX’in selenolat formu ( E-Se) peroksid
substratim1 alkole indirgerken, kendisi okside selenik aside doniigiir ( E-Se-OH ).
Glutatyon bu evrede reaksiyona katilarak selenosiilfit’i ( E-Se-S-G ) olusturur. Ikinci bir
glutatyonun selenosiilfite baglanmas: ile enzim aktif formu olan selenolat formuna
‘dénerken, glutatyon okside hale doniigtir ( 19 ) ( sekil 1.23).
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E-S¢
— Selenolat -
GSSG + H+ ROOH + H+
A
GSH—— ——»ROH
E-Se-S-G E-SeOH
Selen‘osﬁ]ﬂd Selenik asid
e l 4._1
1'120 GSH

Sekil.1.23 GSH-Px’in katalitik mekanizmas1 ( 19 ).

GSH-Px’in fagositik hiicrelerde dnemli fonksiyonlar1 vardir. Diger antioksidanlarla
birlikte GSH-Px, solunum patlamas: sirasinda serbest radikallerin peroksidasyonu
sonucu fagositik hiicrelerin zarar gérmelerini engeller ( 106, 107, 108, 109, 110).

Glutatyon-S- transferazlar herbiri iki alt birimden olugmug ( dimerik ) bir enzim
ailesi olup ilk defa 1961 yilinda tanimlanmglardir. Bagta aragidonik asid ve lineolat
hidroperoksidleri olmak tizere lipid peroksidlerine karyt GSH-S-transferazlar Se-
bagimsiz GSH-Px aktivitesi gostererek bir savunma mekanizmasi olustururlar. Bu
enzimlerin antioksidan aktivitelerine ilave olarak bagka biyokimyasal fonksiyonlara




63

‘sahip olduklar1 bilinmektedir. Ornegin; hem detoksifikasyon yaparlar hem de hiicre i¢i
baglayici ve tagtyici rolleri vardir. Ayrica Lokotrien C4’iin sentezi, 16kotrien C sentez
aracilif ile 16kotrien A4’lin GSH ile baglanmas1 sonucu olur. Bu reaksiyon GSH-S-
transferazlar tarafindan katalizlenmektedir. Bu enzim prostaglandin sentezinde PG
izomeraz etkisine de sahiptir ( 19 ).

1.6.4 Glutatyon Rediiktaz ( GSSGR, EC. 1.6.4.2)

Glutatyon rediiktaz, GSSG ( okside glutatyon )‘u GSH ( rediikte glutatyon )’a
NADPH’a bagimli olarak katalizleyen bir ﬂa'voproteindir. Cok sayida farkhi
organizmadan elde edilen bu enzim 50 Kd subliniteli bir dimer yapisindadir. Alt
tinitelerde iki sistemin rezidiisii arasinda bir distilfid kopriisi kurulmas: ile sonugta
okside glutatyon meydana gelir. Daha sonra bu molekiil pentoz fosfat yolundan
sentezlenen NADPH + H' varliinda Glutatyon rediiktaz ile rediikte hale geger. Herbir
alt tinite , bir FAD baglayic1 alt birim, Bir NADP baglayici alt birim ve bir i¢ ylizey alt
birimi olmak lizere ti¢ yapisal alt birim icermektedir ( 111 ).

GSH Rediiktaz
GSSG + NADPH + H' > 2 GSH + NADP*

1.7. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar
1.7.1. Vitaminler
1.7.1.1. E Vitamini
1925 yilinda Evans ve Bishop isimli arastiricilar farelerin tiremeleri igin gerekli bir
maddeden bahsetmiglerdir. Bu mikro besin maddesi D vitamininden sonra alfabetik

siraya gore E vitamini olarak tamimlanmigtir. 1936 yilinda tokoferol ( tocopherol )
ismini alan bu vitamin ile beslenemeyen fareler diinyaya canli yavru getiremedik
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lerinden dolayi, tokoferol kelimesi Yunanca da tocos ( dofum ) ve pherin (ortaya
¢itkarmak) sdzciiklerinden tliretilmigtir.

Tokoferoller veya bilinen adiyla E vitamini bir grup maddenin ismidir. Bu maddeler
agaffiida goriildiigli gibi kroman halkasina bagh hidrokarbon zincirinden ibarettir, Ayrica
benzen halkasindaki gruplarin proton ( H' ) veya metil ( CH; ) olmasi halinde
tokoferoller d-alfa, d-beta, d-gama, ve d-delta diye adlandinlirlar ( sekil 1.24 ).

H3
R1

CHj CH3 CH3 H3
HL (CH2)3 —CH (CHp }3—CH (CHj )3—CH—CHj3
CHj

Sekil 1.24. «- Tokoferol’un kimyasal formiilii ( 112 ).

Antioksidan aktivitesi en ytiksek olan tokoferol d-o tokoferoldiir. Yapisinda
bulunan fenolik hidroksil grubuna sahip aromatik halka vitaminin kimyasal olarak aktif
kismin1 olugturur ve antioksidan zelligi bu gruptan kaynaklamir. E vitamini dogada
Ozellikle yaglh bitkilerde bulundugundan, temel gorevi bitkilerdeki yaglari oksidatif
hasardan ( yaglarin bozunmasi ) korumaktir ( 113, 114 ). Aym olay insan viicudu igin
diigliniildiiginde E vitamini yagda ¢Oztinen bir vitamin oldufu i¢in ince barsaklar
tarafindan kolayca absorbe edilerek viicudun tiim dokularina taginarak depolanir.
Dokular da hiicrelerden ibaret oldufundan E vitamini hiicre zarinin etrafinda
depolanarak koruyucu bir tabaka olugturur ( 115 ). E vitamini bir antioksidan olarak,
zararli serbest oksijen radikallerini ortamdan yok eder, radikallerin ana hedefi olan ve
hiicre zarinda bulunan doymamig ya¥ asitlerini koruyarak, hiicrenin yagamimn devam
etmesini saflar ( 40 ) ( sekil 1.25 ). Ayrica SH- gruplan ihtiva eden enzimler ve A
vitamini gibi oksidasyona hassas maddeler de E vitamini tarafindan oksidatif
hasarlardan korunurlar. Artmig E vitamini alim1 immun cevaplan gii¢lendirmektedir, bu
ise viicudun kansere karsi savunmasi ile ilintili olabilir ( 116, 117, 118 ). Vitamin E
trombositlerin siklooksijenaz aktivitesini arttirarak ve buna bagh olarak prostaglandin
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liretimini azaltarak trombosit agregasyonunu diizenler. Ayrica GSH-Px enziminin bir
pargast olan selenyumun kaybedilmemesinde ©nemli rol oynamaktadir. Hiicre
membranlarinin bir komponenti olan E vitamini, serbest oksijen radikalleri tarafindan
olusturulan lipid peroksidasyonunu engelledigi gibi, goklu doymamug fosfolipidlerle
etkileserek, membranlarin kararli olmasini saglarlar. ( 38 ).

Sekil .1.25. Vitamin E’nin antioksidatif etki mekanizmasi

1.7.1.2. C Vitamini ( Askorbik asit )

Askorbik asit, yapica glukoz ve dier alti karbonlu monosakkaritlere benzeyen,
kapal1 formiilii ( C¢HgOg ) olan bir ketolaktondur. Vitaminler i¢inde en kararsiz olamidir
(sekil 1. 26). ‘
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HO OH

L-askorbik asit
Sekil 1.26. C vitaminin genel formiilii

C vitamini, organizmada birgok hidroksilasyon tepkimelerinde indirgeyici ajan
olarak gérev yapar ( 119 ). Kollajen sentezinde lizin ve prolinin hidroksilasyonu igin
gereklidir. Tirozinden epinefrin sentezinin dopamin .B-hidroksilaz basamaginda, tirozin
yikihminda, p-hidroksi fenil piruvatin homojentisat oksidasyonunda, safra asidleriniﬁ
sentezindeki 7-o- hidroksilaz baglangig basamaginda ve lizinden karnitin sentezinde rol
alir. Demirin emiliminde enzimatik olmayan bir yol ile indirgeyici bir yol oynar. Mide
de ferri demirin ferro demire indirgenip, emiliminde goérev alir. Cok gii¢lii bir
indirgeyici ajan olan askorbik asit, semidehidroaskorbat radikal ara Urlinii tzerinden
kolaylhkla dehidroaskorbik aside okside olur ( sekil 1.27. ).

(IZ =0 C=0
C —OH (IZ =0
Il o =
H—C — -« H l
HO—-(‘? —H HO—C—H
H,OH ' éHZOH
Askorbik asit Dehidroaskorbik asit

Sekil 1.27, C vitaminin oksidasyonu ( 19 ).
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Giiglii indirgeyici aktivitesinden dolayi, ayn1 zamanda giiglii bir antioksidan olan C
vitamini siiperoksit ve hidroksil radikalleri ile kolayhkla tepkimeye girerek bu
radikalleri temizler. Bu antioksidan etkisinin yaminda oksidan etkisi de mevcuttur.
Ciinkii C vitamini ferri demiri ferro demire indirgeyen stiperoksit radikali digindaki tek
seliler ajandir. Bu yolla askorbat, proteine bagh ferri demiri uzaklagtirarak ya da
dogrudan ferri demiri indirgeyerek Fenton reaksiyonlarinda H,O, ile etkilesmeye uygun
olan ferro demire doniigtliriir. Yani sliperoksit iiretimine katkida bulunur. Bu
Ozelliginden dolay: C vitamini, serbest radikal tepkimelerinin nemli bir katalisti veya
bir pro-oksidan olarak degerlendirilir ( 119 ).

1.7.1.3. Karatenoidler ve A Vitamini

A vitamininin metabolik 6n maddesi olan B-karoten, bitki pigmentlerinden olan
karatenoid familyasimn bir tyesidir ( sekil 1. 28 ). [B-karotenin, tekil oksijeni
bastirabildigi, stiperoksit radikallerini temizledigi ve peroksit radikalleri ile direkt olarak
etkileserek antioksidan vazife gordiigii tesbit edilmigtir ( 19 ). Tuzlu su baliklarinda A,

( retinol; ) formunda bulunan bu vitamin tath su baliklarinda ise A, ( retinol, ) seklinde
bulunmaktadir. ’

CH CH
H3C CHj3 3 3 08
XTI

Sekil 1.28 A vitamininin kimyasal formiili
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1.8. Enzimatik Olmayan Diger Antioksidanlar
1.8.1. Melatonin

Melatonin, en toksik radikal olan HO™ * radikalini ortadan kaldiran ¢ok giiglii bir
antioksidandir. Melatonin, HO™ * radikali ile tepi(ixneye girdikten sonra bir indolil
katyon radikaline déniiglir ki bunun da ortamdaki O, ° radikalini tutarak antioksidan
aktivite gdsterdigi kaydedilmistir. Ayrica serbest oksijen radikalleri olugturmak suretiyle
kansere sebep olan safrol’in DNA iizerindeki hasarimin melatonin tarafindan gok etkili
bir gekilde inhibe edildigi gdsterilmigtir. Melatonin’in antioksidan olarak difer tnemli
bir ©Ozelligi de lipofilik olmasidir. Dolayisi ile hiicrenin hemen hemen biitiin
organellerine ve hiicre ¢ekirdegine ulagabildigi gibi kan beyin bariyeri gibi bariyerleri de
kolayca geger. Boylece ¢ok genis bir dafilimda antioksidan aktivite gosterir.
Melatoninin hiicre gekirdegine girebilmesi onun DNA’y1 oksidatif hasarlardan korumasi
bakimindan diger antioksidanlara gtre ¢ok daha {istlin bir Ozellifini tegkil eder.
Yaglanma ile birlikte melatonin azalmasinin yaglanma ve yaglanmaya bagh hastaliklarin
patogenezinde Snemli olabilecegi diistintilmektedir ( 19 ).

1.8.2. Glutatyon

Tabiatta ¢ok yaygin bir gekilde bulunan bu stilfiirlii bilegik 1921 yilinda Hopkins
tarafindan bulunmugtur. {lk &nce glutmil-sisteinden ibaret bir dipeptit oldugu
zannedilmistir. Fakat 1929 yilinda kristal halde elde edildikten sonra yapisinin tripeptit
oldugu anlagilmigtir ( 111 ) ( sekil 1.29).

Karacigerde genetik bilgiye ihtiyag olmadan sentezlenebilen bu tripeptit, glutamik
asit, sistein ve glisin amino asitlerinden meydana gelmistir ( 120, 121 ). Cok 6nemli bir
antioksidan olan GSH, serbest radikaller ve peroksitlerle tepkimeye girerek hiicreleri
oksidatif hasarlara kars: korur ( 122).
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Bunun diginda, proteinlerdeki -SH gruplarimi rediikte halinde tutar ve bu gruplarn
oksidasyona kargt korur. Boylece, fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin
inaktivasyonunu engeller ( 123, 124).

1—1——<Et —CH,SH TIY Ty

|
o= Cys | Cys——S——S——Cys

Hp Glu Glu

Rediikte Glutatyon Okside Glutatyon

Sekil 1.29 Glutatyonun okside ve rediikte formunun genel yapisi (124)

GSH, eritrositleri, 16kositleri ve gdz lenslerini oksidatif strese kargi korumada hayati
bir dneme sahiptir. Eritrosit zarim H,0, den, 16kositleri fagositozda kullamlan oksidan

maddelerden ve lens proteinlerini oksidatif hasardan korur ( 19 ).
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1.8.3. Cahismamn Amaci:

Bu galigmada karsinojen madde indiiksiyonu ve yaglanmaya bagli olarak viicudun
serbest oksijen radikallerine karg1 olusturdugu antioksidatif savunma mekanizmasindaki
degisikligin gbzlenmesi, ayrica yaglanma ile karsinogenezis  iligkisinin detayl
incelenmesi amaglanmistir. Timérlerde oksijen metabolizmasimin normal olmayip,
oksijen toksisitesinin baglica sebebinin antioksidatif savunma mekanizmasindaki
yetersizlik olabilecegi ileri stirlilmiigtlir ve antioksidatif enzimlerden bagta SOD olmak
tizere GSH-Px ve CAT gibi enzimlerin aktivitelerinde genelde azalma g6zlenmistir
(132, 133, 137, 138, 139, 140).

Calismamizda yeterli sonuglarla desteklenmeyen tiimorlii dokularda &zellikle SOD
aktivitesindeki defigimi fikrinin aragtiriimasi hedeflenmigtir. Tiimér olusumunda,
tiimérlerde ya da karsinojenik maddelerin etkileri sonucunda GSH miktarinin artip
artmadifim aragtirmak ise ayn bir hedef olarak segilmistir. Yapilan bazi galigmalarda
tiimorli dokularda GSH miktarimin arttifi gozlenmigtir. Bunun nedeninin ise, tlimor
‘hiicrelerinde  hekzos monofosfat yol hizimin ve glukoz-6-fosfat dehidrogenaz
aktivitesinin artigina paralel olarak NADPH ve Glutatyon rediiktaz ile GSSG’den GSH
olusurnunun artti1 fikri ileri stirtilmigtiir ( 133 ). Yapilan ¢aligmalar sonucunda, 3-MC
ile indiiklenen siganlarda CAT, Se-bagimli ve Se-bagimsiz GSH-Px enzim
aktivitelerinde yaslanmaya bagh olarak bir artma, SOD aktivitesi ve toplam glutatyon
miktarinda ise azalma saptanmugtir. Ozellikle SOD aktivitesi ve toplam GSSG
diizeyindeki sonuglarla beraber diger tiim sonuglar, 3-MC gibi kuvvetli bir karsinojen ile
indiikleme karsisinda yashh hayvanlardaki antioksidatif savunma mekanizmasimn
yetersiz kaldi$1 goriisiinii destekler niteliktedir.
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2. DENEYSEL BOLUM
2.1. Materyal ve Yontem

2.1.1. Deneylerde Kullamilan Kimyasal Maddeler

Deneysel galismalar siiresince kullanilan sitokrom-c, ksantin, ksantin oksidaz, GSSG
( Okside glutatyon ), GSH ( Rediikte glutatyon ), BSA ( Bovine serum albumin ),
DTNB{( 5-5’-ditiyobis ( 2-nitrobenzoik asid )}, GSSG-rediiktaz, SOD (Stiperoksid
dismutaz ), Kiimene hidroperoksit, NADPH ( B-Nikotinamid Adenin diniikleotid

( rediikte)), NaN; ( Sodyum Azid ), m-H;PO, ( meta- fosforik asid ), Sigma Chemical
Company’den Na,CO;, CuSO,, Na,K-Tartarat, Folin-fenol reagent, NaOH, KH,PO,,
K,HPO, Na,HPO,, NaH,PO, EDTA ( Etilen diamintetraasetik asid ), H,0,, Merck
firmasindan temin edildi. 3-MC ( 3-Metil Kolantren ), ise Prof.Dr. Engin M. Gézilkara
aracilii ile USA’dan bir laboratuvardan hediye olarak alinmigtir.

2.1.2 Materyal

Bu galismada deney materyali olarak Istanbul Universitesi Tip Fakdiltesine bagh
Deneysel Tip Aragtirma Merkezi ( DETAM )’dan saglanan wistar cinsi erkek siganlar
( Wistar rat rattus ) kullanilmmgtir. 2, 12 ve 17 aylik en az 5°1i gruplar halinde yapilan
galigmalar esnasinda siganlar 3-MC enjeksiyonlarindan 2, 8 ve 12 saat sonra deneye
alinmiglardir.

2.1.3 Metod

11k nce yukarida belirtildigi gibi yag gruplarina ayrilan siganlara, kuvvetli bir
karsinojen olan 3-MC ( 25 mg/kg ) enjeksiyonu intraperitonal olarak yapildi ( 144 ).
Enjeksiyon sonrast siirelerin ( 2, 8 ve 12 saat ) dolmasiyla beraber, boyun kemikleri
kirilarak &ldiirtilen siganlarin karaciger dokulan ¢ikarildi ve ¢ikarilan bu
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dokular derhal PBS ( Fosfat tamponu, pH 7.4 ) tamponuyla perfiize edilip, tamamen
kanindan temizlendikten sonra buz izolasyonu altinda kurutma kagid: ile kurutulup,
tartildi. Tartilan karacigerler, 1/5 w/v oraninda PBS tamponu ( pH 7.4 ) eklenerek yine
buz izolasyonu altinda PCV, Kinematica, Status homojenizatorii ile tiim doku
pargalanincaya kadar homojenize edildi. Elde edilen homojenatlar, VWR Branson
Scientific sonifikatérde 30 saniyelik araliklarla 3 defa 30 saniye stireli sonifiye edilerek
ozellikle peroksizom membraninin pargalanmasi neticesinde bu organelde lokalize olan
CAT enziminin agi§a ¢ikarilimas: saglanmistir. Homojenizasyon ve sonifiye islemlerinin
ardindan 17.000 rpm’de, +5 °C’de 15 dakika Ole Dich 157.MP mikrosantrifiij aletiyle
santrifiij islemi ile tiim enzim aktiviteleri ve protein taymmm yapilaca: slipernatan elde
edildi. Stipernatan 6rnekleri, enzim aktivite ve protein tayinleri yapilincaya kadar derin
dondurucuda - 40°C’ de sakland.

2.2. Protein Tayini

Karaciger dokusundan elde edilen stipernatanlardan enzim aktivite tayinleri
yapilmadan 6nce 1 ml stipernatandaki protein miktar tayini i¢in Lowry yontemi
uyguland: ( 125 ). Bu y6ntem igin ¢tzeltiler ve hazirlaniglar agagidaki gibidir:

A Cozeltisi:

100 Hacim : % 2’lik Na,CO5’1n 0.1 N NaOH’ teki ¢ozeltisi

1 Hacim : % 2'lik Na,K- Tartarat gzeltisi
1 Hacim : % 1’lik CuSO, gdzeltisi

A ¢bzeltisi, yukarida belirtilen her ti¢ ¢6zeltinin ayr1 ayr1 hassas bir sekilde hesaplarinin
yapilmasi ve deneye baslamadan hemen &nce belirtilen hacim oranlarinda

kanigtinlmasiyla taze olarak hazirlandi.
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B Cozeltisi :
Folin Fenol Belirteci : 1 hacim

Bidestile su : 1 hacim

BSA Cozeltisi :
Standart protein ¢ozeltisi olarak kullanilan BSA ( Bovine Serum Albumin )

1 mg/mL konsantrasyonundaki stok ¢tzeltiden &rneklerin galigma aralifina gére 10, 20,
30, 40, 50,.. ng/mL’lik ¢dzeltileri hazirland

Protein tayin iglemi ise agagida belirtilen siraya gére yapildi :

1) Her deney igin 2 k6r ve 6megin galigma aralifina bagh olarak degisik _
konsantrasyonlarda BSA’lar ve numuneler igin ayr tiipler kullanild: ve her tiipe A
¢ozeltisinden 2.5 mL eklendi.

2) Kor numune tlipleri hari¢ BSA tliplerine belirtilen hacimlerde BSA ¢tzeltilerinden
numune tiiplerine ise deney sartlarina bagh olarak 2, 4,.. uL’lik &rnek ¢dzeltileri
tiiplin duvarlarina damlaciklar seklinde eklendi.

3) Iki kez vorteksle karigtirilan bu tiipler 10 dk bekletildi.

4) 1:1 oraminda hazirlanan Folin-fenol belirtecinden tiim tiiplere 250 uL eklendi. Tekrar
vorteksle iki kez karigtirilan bu tiipler, renk olusumunun sonuglanmas: igin karanlikta
45 dk beklemeye birakildi,

5) Bu siirenin bitiminde karanlik ortamdan ¢ikarilan ¢dzeltilerdeki protein tayinleri
Philips PU. 8715 UV/VIS spektrofotometresi kullanlarak 695 nm’deki absorbans
degisiminden hesaplandi.

6) Standart BSA ¢bzeltileri ile hazirlanan galigma ( kalibrasyon ) grafiginden
yaralamlarak her &rnek tiiptindeki stipernatanin 1 mL sindeki protein miktar tayini

hesaplandi.
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2.3. - Enzim Aktivite Tayinleri
2.3.1 Katalaz Aktivite Tayini ve Hesaplanmasi

Biitiin hayvan ve bitki hiicrelerinde bulunan ve agagidaki tepkimeleri katalizleyen
CAT enziminin aktivite tayini Luck H. ( 126 ) yontemine gore yapildi.

2H,0,, ——> 2H,0 + O,
ROOH + AH, —— H,0 + ROH + A
AH, : Degisik substratlar

Gerekli Cozeltiler:

1/15 M konsantrasyonda Na, K-fosfat tamponu ( Na,HPO,- KH,PO, ) pH: 7

Derisik H,0, ¢ozeltisi

AY6ntem :

Hassas olarak hazirlanmis Na-K-fosfat tampon ¢6zeltisinin 100 mL.’sine 160 pL
H,0, ¢ozeltisi eklendi. Hazirlanan bu ¢ézeltiden 1000 pL alinip kor olarak kullanildi.

Numunelerin CAT igerigini saptamak icin yapilan aktivite tayinine baglarken, hazirlanan

bu karisima, deney g¢aligma arali: dikkate alinarak 15 pL den baglayarak gittik¢e artan
~hacimlerde stipernatan eklendi ve bir kez karigtirnilip Philips PU. 8715 UV/VIS
spektrofotometrede 240 nm dalga boyunda 30 sn slire boyunca absorbans degisimi

okundu. Okunan bu optik dansite farkindan mL’deki enzim {inite sayisi agagidaki formiil

geregi hesaplandi.

c — AoD x 1dk x 1000
" 0.036 x L stipernatan
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2.3.2 Se-Bagimh ve Se-Bagimsiz Glutatyon Peroksidaz Aktivite Tayini ve

Hesaplanmasi

Se-bagimli ve Se-bagimsiz olmak lizere iki izomeri bulunan GSH-Px enziminin rol
aldif1 tepkimeler agagidaki gibi olup, aktivite tayini i¢in Lawrance R.A.; ve Burk R.F
yontemi uygulanmigtir ( 127 ).

H202 + 2GSH GSH-Px » GSSG + 2H20

ROOH + 2GSH _GSHPX _ G55 +ROH +H,0

GSSG + NADPH + H+_GSSGR _ > GsH + NADP

Gerekli Cozeltiler:

Tampon Cozelti : 50 mM KH,PO, + K,HPO, + 5 mM EDTA igeren gdzelti
tarnpon ¢zelti olarak kullamlmugtir. pH: 7

NaNj; ( Sodyum azid ) :1mM

GSH (Rediikte glutatyon ) : 2 mM
H,0, :0.25 mM

NADPH :0.2 mM

GSSG Rediiktaz : 1.2U/mL
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Yontem:
Belirtilen derigimlerde hazirlanan ¢ozeltilerle 6nce kor ardindan da Srnek deneyleri

yapilmigtir. Bunun i¢in 1 mL tampon, 10 uL. NADPH, 10 uL GSH, 10 uL NaNj; ve

2 pL. GSSG Rediiktaz gozeltileri spekrofotometre kilvetine kondu. 37°C de 5 dk siire ile
inkiibasyona tabii tutulan ¢ozelti karigimina Se-bagimli GSH-Px aktivite tayininde
H,0,; Se-bagimsiz GSH-Px Sl¢timlerinde ise Kiimene hidroperoksit ilave edilerek ve bir
‘kez karigtirdiktan sonra kor deneme igin Philips PU. 8715 UV/VIS spektrofotometrede
340 nm deki absorbans degisimi ( 1 dk. ) gdzlendi. Numune deneyleri icin ise HyO, ve
Kiimene hidroperoksit eklendikten sonra belirli miktarlarda stipernatan ilave edilerek
kor denemeleri igin yapilan islemlerde oldugu gibi 340 nm deki absorbans degigimi

okunarak enzim aktivite tayini $u formiille hesaplandi:

CcC = —é(—)—D— Aob: Optik Dansite Fark)

6220/mL

2.3.3 Siiperoksit Dismutaz Aktivite Tayini ve Hesaplanmasi

Hiicresel antioksidatif savunma mekanizmasinin en Snemli enzimi olan SOD,
stiperoksit radikallerinin dismutasyonunda gérev almaktadir. Ksantin-ksantin oksidaz
sisteminde liretilen stiperoksit radikallerinin sitokrom é’yi indirgemesinin SOD
tarafindan inhibisyonu temeline dayanan enzim aktivite deneyi McCord J.M; Fridovich
I yontemine( 128 ) gore yapilmus olup, detaylar agagidaki gibidir.



77

2+ HY 1+

20, + sopc#t—H . sobcut ... OOH
1+ — gt 2+
SODCu™ -—--—-- OOH + 02 4 5 SOD-Cu + H202 + 02
- 2H',soD

20 —mm H202 + 02
Gerekli Cozeltiler:

A Cozeltisi: 0.76 mg ( Spmol ) ksantin’in 10 mL 0.001 N NaOH’daki ¢zeltisi ve

24.8 mg ( 2umol ) sitokrom c¢’nin 100 mL 50mM pH 7.8 ve 0.1 mM EDTA igeren fosfat
tamponundaki ¢bzeltisi karigtirilir. Bu gdzelti, +4°C de 3 giin kararhdir.

B Cﬁzeltiéi: Taze hazirlanan ksantin oksidazin 0.1 mM EDTA’daki gozeltisi 0.2U/mL.

Yontem :

1) 3 mL’lik spektrofotometre kiivetine 2.9 mL A ¢ozeltisi eklendi.

2) Dha sonra 50 pL 6rnek ilave edildi.

3) Tepkime 50 pL B ¢dzeltisinin eklenmesiyle baglatildi.

4) Hizli bir gekilde, Philips PU. 8715 UV/VIS spektrofotometrede 550 nm deki
absorbans degisimi okundu.

5) Kor okumas: yapilirken rnek yerine SOuL bidestile su eklendi.

6) Kalibrasyon grafigi ¢izmek icin belli konsantrasyondaki ( 5.10"M) SOD
gozeltisinin 5 pl., 10uL ve 15 pL deki bilinen degerlerine kargilik elde edilen %
inhibisyon degerleri grafige gecirildi. Bu iglem igin saf SOD enzimine ihtiyag vardir.
Sonugta % inhibisyon agagidaki formiille hesapland:.

AOD (Omek) 4
/A\OD (Kér)

% Inhibisyon = 0
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2.3.4 Toplam Glutatyon ( GSH ve GSSG) Miktar Tayini Hesaplanmasi

Bir 3-glutamil-sistein-glisin olan glutatyon aerobik yagamin zararl yan iiriinlerinden
hidrojen peroksit ve organik peroksitler ile tepkime vermesiyle detoksifikasyonda
Onemli bir rol oynamaktadir. Miktar tayini Anderson M.E.; yéntemine ( 129 ) gére
yapilan toplam glutatyonun hiicrelerde genelde steady-state durumunda GSH / GSSG
orani yaklagik olarak 100: 1 oraninda korunmaktadir. Bu yéntemde gergeklesen
tepkimeleri zetleyecek olursak;

2GSH + DINB ————— GSSG + TNB

GSSG
+

Gerekli Cozeltiler:

Stok tampon ¢bzeltisi: 143 mM sodyum fosfat + 6.3 mM Na,-EDTA pH 7.5

Giinliik tampon gozeltisi : stok tampon ¢zeltisine 0.248 mg/mL olacak sekilde NADPH
eklenir ve bu ¢dzelti giinliik hazirlanip +4°C de saklanir.

DTNB { 5, 5’-ditiyobis ( 2-nitrobenzoik asid ) } : 6 mM DTNB, stok tampon

gozeltisiyle hazirland: ve derin dondurucuda saklandi.

GSSG Rediiktaz: Enzim konsantrasyonu 266 U / mL olacak sekilde stok tampon
gozeltisiyle seyreltildi ve +4°C de saklandi.

Yontem :

Toplam glutatyon ( GSH + GSSG ) miktar tayini i¢in hesaplanan hacimlerde giinliik
tampon ¢ozeltisi ve DTNB igaretlenmis tiiplere kondu. Bu deney tiipleri, ortamin
sicaklif1 30°C olacak sekilde su banyosunda 12-15 dk siireyle inklibasyonda bekletildi.
Hacim tamamlamak i¢in hesaplanan bidestile su miktarlar1 deney tiiplerine eklendi.
Cozeltiler bu gekilde pasttr pipeti ile iki kez kanigtirilarak homojenligin saglanmasina
calisildi ve siirenin bitiminde spektrofotometre kiivetine alinan karigima glutatyon
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rediiktaz ve stipernatan eklenmesiyle Philips PU. 8715 UV/VIS spektrofotometrede 412

nm de absorbans degisimi okundu.

Standart grafigi i¢in gerekli ¢ozeltiler ve yontem:

1) 60 mg GSSG ( okside glutatyon ) NADPH bulundurmayan 5 mL. sodyum fosfat pH
7.5 tamponu iginde gtizﬁiﬁr.

2) Bukarigimdan 1 mL alinarak 250 uL % 25’lik meta-fosforik asit ile karigtinilir.

3) Hacim kligiik oldufundan tiim denemeler eppendorf tiiptinde yapilmakta olup, bu
agamada +5°C de 17.000 rpm de 15 dk sanriifiij iglemiyle ham enzim kaynag: olan
slipernatan elde edildi.

4) Stipernatandan 500 pL alimp 1 mL NADPH’s1z tamponla sulandirildi.

5) Son olarak, bu gozeltiden 2, 4, 6, 8, 10 pL alinarak glutatyon miktar tayini igin
yapilan ve yukarida anlatilan iglemler aynen uygulanarak standart grafigi ¢izildi ve

bu grafikten sitipernatanlar daki toplam glutatyon miktarlari GSSG= 2 GSH esitligi
dikkate alinarak rediikte gulutatyon (GSH ) cinsinden hesapland:

Tim bu enzim aktivite ve toplam glutatyon miktar tayininden hesaplanan degerler
Lowry protein tayininde bulunan degerlere boliinerek; CAT, Se-bagiml ve Se-bagimsiz
GSH-Px enzimleri igin pmol / mg total protein, SOD enzimi igin ng/mg total protein,
Toplam glutatyon miktar: i¢in ise nmol/mg total protein olarak hesaplandi.

2.4, Istatiksel Hesaplamalar

Yapilan tiim enzim aktivite ve protein tayini deneylerinden elde edilen sonuglar
istatiksel olarak irdelenmig ve t-students testi ( Slide write Plus, version 5.0, Advanced
‘Graphics Software, 1992 ) uygulanarak sonuglar arasindaki farklar Snem dereceleriyle
kiyaslanmigtir
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3. - BULGULAR

3.1. Katalaz Enzim Aktivitesi Sonuclan

Kuvvetli bir karsinojen olan 3-MC ( 3-metil kolantren ) enjeksiyonundan 2 saat
sonra Slgiilen CAT aktivite sonuglarimin 2, 12 ve 17 aylik sigan karaciferinden elde
edilen stipernatanlardaki degisimi sekil 2.1’de goriilmektedir.

Sekilde de goriildiigii gibi tiim yag gruplarindaki siganlarda kontrole nazaran 3-MC
enjeksiydnlu siganlarda yaslanma ile birlikte CAT enzim aktivitesinde belirgin bir artig
(P<0.01) gozlenmektedir.

KATALAZ AKTIVITESI
3-MC enjsksiyonundan 2 saat sonra
600
(=4
T
% 450 F .
a
o
"g‘ 300 | .
(=]
£
=
© - d
2 150
==
0
2 12 17
Aylar
- Kantrol VA4 3-MC

Sekil 3.1.1 2 saatlik 3-MC indiiksiyonundan sonra Katalaz Aktivitesinin Yaglanmayla
Degigimi.
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8 saatlik 3-MC indiiklemesiyle CAT enzim aktivitesinin yaglanma ile ilgkisi gekil 2.2 de
goriilmektedir, Bu sonuglar 2 saat 3-MC ile indiiklenen hayvanlardan elde edilen
sonuglarla kiyaslandifinda 8 saatlik indiikleme de gok belirgin bir artig olmamakta hatta
12 aylik hayvanlar da kontrole gére bir azalma goriilmektedir.

KATALAZ AKTIVITESI
3-MC enjeksiyonundan 8 saat sonra
200
=
® | 7 ]
g 160 _
a
o
. o /7/
£ ://”
° 50 //; b
£
=15
0
2 12 17
Aylar
Bl <ontrol V2 3-mc

Sekil 3.1.2 8 saatlik 3-MC indiiksiyonundan sonra Katalaz Aktivitesinin Yaglanmayla
Degisimi.
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Sekil 3.3. den de goriildiigii gibi 12 saatlik 3-MC indiiksiyonu sonucunda tlim yag
gruplarindaki siganlarda CAT enziminde belirgin bir artig s6z konusudur.

KATALAZ AKTIVITESI
3-MC enjeksiyonundan 12 saat sonra
600
E
o
=4 480 |- h
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g 150
R
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2 12

Aylar
Hl «ontrol ] 3-MC

Sekil 3.1.3 12 saatlik 3-MC inditksiyonundan sonra Katalaz Aktivitesinin Yaglanmayla
Degisimi.
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3.2. Se-Bagimh GSH-Px Aktivitesi Sonuclar

Sekil 2.4. de 2 saat siireli 3-MC enjeksiyonu sunucunda Se-bagimli GSH-Px
aktivitesinin zamanla deisimi, sekil 2.5. de 8 saat siireli 3-MC indiiklemesiyle Se-
bagimli GSH-Px enzim aktivitesinin zamanla degisimi, sekil 2.6. da ise 12 saat siireli 3-
MC indiiklemesinin yine aym enzim aktivitesinde zamana bagli olarak olusturdugu
degisiklikler goriilmektedir.

Se-BAGIMLI GSH-Px AKTIVITESI
3-MC snjeksiyonundan 2 saat sonra
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Sekil 3.2.1 2 saatlik 3-MC indiiksiyonundan sonra Se-Bagimlhi GSH-Px Aktivitesinin
Yaslanmayla Degisimi.
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Se-BAGIML] GSH-Px AKTIVITES!
3-MC Enjeksiyonundan B saat sonra
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Sekil 3.2.2. 8 saatlik 3-MC indiiksiyonundan sonra Se-Bagimli GSH-Px Aktivitesinin
Yasglanmayla Degisimi.



Se-BAGIML! GSH-Px AKTIVITESI
3-MC enjeksiyonundan 12 saat sonra
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Sekil 3.2.3. 12 saatlik 3-MC indliksiyonundan sonra Se-Bagimli GSH-Px Aktivitesinin
Yaslanmayla Degisimi.
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3.3. Se -Bagimsiz GSH-Px Aktivitesi Sonuglan

Sekil 3.3.1, 3.3.2 ve 3.3.3 de Se-bagimsiz GSH-Px aktivitesinde belirli zaman
dilimlerindeki 3-MC indiiklenmesinin zamana bagli olarak meydana getirdigi

degisiklikler goriilmektedir.

Se-BAGIMSIZ GSH-Px AKTIVITESI
3-MC enjeksiyonundan 2 saat sonra
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Sekil 3.3.1 2 saatlik 3-MC indiiksiyonundan sonra Se-Bagimsiz GSH-Px Aktivitesinin
Yaslanmayla Degigimi.
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Se-BAGIMSIZ GSH-Px AKTIVITESI
3-MC enjeksiyonundan 8 saat sonra
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Sekil 3.3.2 8 saatlik 3-MC indiiksiyonundan sonra Se-Bagimsiz GSH-Px Aktivitesinin
Yaglanmayla Degisimi.
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Se-BAGIMSIZ GSH-Px AKTIVITESI
3-MC enjeksiyonundan 12 saat sonra
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Sekil 3.3.3 12 saatlik 3-MC indiiksiyonundan sonra Se-Bagimsiz GSH-Px Aktivitesinin
Yaglanmayla Degisimi.
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3.4. SOD Aktivitesi Sonuglari

Antioksidatif savunmanin en 6nemli enzimi olan SOD enziminin yine belirli
stirelerdeki karsinojen madde indiiksiyonunun ardindan farkh yas gruplarinadaki
sicanlarda meydana gelen aktivitedeki degisiklikler gekil 3.4.1, 3.4.2 ve 3.4.3 de
gorlilmektedir. Bu sonuglar katalaz , Se-bagimli ve bagimsiz GSH-Px enzim aktivite
sonuglariyla kargilagtirildiginda SOD enzim aktivitesinde indliklemenin ardindan
zamana bagl olarak belirgin bir azalma goriilmektedir.

SOD AKTIVITESI
3-MC enjeksiyonundan 2 saat sonra
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Sekil 3.4.1 2 saatlik 3-MC indiiksiyonundan sonra SOD Aktivitesinin
Yaslanmayla Degigimi.
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SOD AKTIVITESI
3-MC enjeksiyonundan 8 saat sonra
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' Sekil 3.4.2 8 saatlik 3-MC indiiksiyonundan sonra SOD Aktivitesinin
Yaslanmayla Degisimi.
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SOD AKTIVITES!I
3-MC enjeksiyonundan 12 saat sonra
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Sekil 3.4.3 12 saatlik 3-MC indiiksiyonundan sonra SOD Aktivitesinin
Yaglanmayla Degisimi.
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3.5. Toplam Glutatyon Miktar1 Sonuclari

Sekil 3.5.1, 3.5.2 ve 3.5.3 de 3-MC enjeksiyonundan 2, 8 ve 12 saat sonra deneye
alinan 2, 12 ve 17 aylik hayvanlardaki toplam glutatyon miktar deZisimi
goriilmektedir.

TOPLAM GLUTATYON MIKTARI
3-MC enjeksiyonundan 2 saat sonra
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Sekil 3.5.1 2 saatlik 3-MC indiiksiyonundan sonra Toplam Glutatyon Miktarinin
Yaslanmayla Degisimi.
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TOPLAM GLUTATYON MIKTARI
3-MC enjeksiyonundan B saat sonra

10.00

o

=]

T

£ 7.50 J
3

]

Py

o

d  8.00 .
ol

ot

o

=

= 250 i
3]

£

) i |

0.00 "
2 12 17
Aylar
B «<ontrol 4 a-Mc

Sekil 3.5.2 8 saatlik 3-MC indiiksiyonundan sonra Toplam Glutatyon Miktarinin
Yaslanmayla Degisimi.
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TOPLAM GLUTATYON MIKTARI
3-MC enjeksiyonundan 12 saat sonra
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- Sekil 3.5.3 12 saatlik 3-MC indiiksiyonundan sonra Toplam Glutatyon Miktarinin
Yaslanmayla Degisimi.
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4. SONUCLAR VE TARTISILMASI

Antioksidatif savunma mekanizmasim olugturan enzimler olan CAT, Se-bagiml ve
bagimsiz GSH-Px, SOD enzimleriyle beraber toplam GSSG miktar tayinin yaslanma ile
iligkisini aciklamak ve 6zellikle serbest oksijen radikallerinin neden oldugu ileri siirilen
karsinogenezisin olusum mekanizmasimda destekleyici sonuglar elde etmek amaciyla
yapilan ¢aligmamizda elde edilen bulgularla, bu konuda daha &nce yapilmis olan
aragtirmalarin sonuglart karsilagtiriimugtir.

Yapilan ¢alismalar neticesinde CAT , Se-bafimli ve Se-bagimsiz GSH Px enzim
aktivitelerinde 3-MC indiiklenmesiyle ve yaslanmaya bagli olarak bir artig (P < 0.01),
fakat SOD aktivitesi ve toplam glutatyon miktarinda ise belirgin bir azalma ( 0.001<P
<0.01 ) saptanmistir. 2 saatlik 3-MC indiiklemesinin ardindan 2 aylik sicanlarda
katalaz enzim aktivitesi kontrol deneyinde 51.35 umol / mg total protein, 3-MC
indiiklenmis siganlarda 138.75 pmol/mg total protein ( P <0.01 ) iken 12 aylik ve 17
aylik sicanlarda s6z konusu durumlardaki aktiviteler sirasiyla; 147.4 umol/mg total
protein, 197.9 umol/mg total protein ( P < 0.05 ); ve 76.85 umol/mg total protein, 469.9
pumol/mg total protein ( P< 0.05 ) olarak bulunmugtur. Ozellikle 17 aylik siganlarda
kontrol deneyine gére CAT miktarinda belirgin bir artma olmaktadir. 8 saatlik 3-MC
indiiklemesi neticesinde 2 , 12 ve 17 aylik siganlardan elde edilen CAT enzim aktivitesi
sonuglarim irdeliyecek olursak 2 ayliklarda kontrol 96.45 pmol/mg total protein, deney
104.80 umol/mg total protein ( P< 0.05 ), 12 ve 17 ayliklarda ise sirasiyla; 123.07,
111.63 umol/mg total protein ( P>0.01 ), 98.1, 164.2 umol/mg total protein ( P< 0.01 )
seklindedir. 12 saatlik 3-MC inditklenmesi sonucunda ise 2 aylik hayvanlarda yine
kontrol ve deney sirasiyla, 94.05, 100.64 pmol/mg total protein
(P <0.05); 190.8, 296.9 umol/mg total protein ( P < 0.01 ); 209.9, 485.9 umol/mg
total protein ( P< 0.01 ) dir.
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Jozwiak ve arkadaglarinin yaptifi bir caligmada ise eritrositlerde CAT aktivitesinde
yaslanmayla beraber bir artigin oldugu bildirilmektedir ( 130 ). Elde edilen sonuglar
nedeniyle yaglanma ile enzim aktivitesi artigina gerekge olarak, “karsinojen madde
indiiklemesinin hiicresel antioksidatif savunma mekanizmasina yai)tlgl sinerjistik
etkiden kaynaklandi$1” fikri ileri siirtilebilir.

Se-bagimli GSH-Px enzim aktivitesinde de yaglanma ve 3-MC indiikleme siirelerine
paralel olarak belirgin artiglar gézlenmigtir. 2 saatlik 3-MC indiiklemesiyle 2 aylik
siganlarda Se-bagimli GSH-Px aktivite sonuglari, kontrol 0.352 umol/mg total protein,
deney ( 3-MC verilmig ) 0.509 pmol/mg total protein ( P<0.01 ); 12 aylik si¢anlarda;
kontrol 0.651 umol/mg total protein, deney 0.954 pmol/mg total protein ( P< 0.05); 17
aylhk ratlarda kontrol 0.733 umol/mg total protein, deney 0.771 pmol/mg total protein
(P<0.05 ) olarak bulunmustur. 8 saatlik indlikleme sonucunda elde edilen sonuglar; 2 ,
12 ve 17 aylk siganlarda sirasiyla; kontrol 0.338 pmol/mg total protein , deney 0.384
umol/mg total protein ( P < 0.05 ); kontrol 0.598 umol/mg total protein, deney 0.624
pumol/mg total protein ( P< 0.05 ), kontrol 0.475 umolmg total protein, deney 0.727
umol/mg total protein ( P<0.01 ) seklindedir. 12 saat siireli indiikleme sonuglari ise yine
2, 12 ve 17 aylik sigan sirasina gore; kontrol 0.446 pmol/mg total protein, deney 0.481
umol/mg total protein ( P<0.05 ) ; kontrol 0.840 umol/mg total protein, deney 0.752
pmol/mg total protein ( P < 0.05 ); kontrol 0.778 umol/mg total protein, deney 0.809
umol/mg total protein ( P<0.05 ) olarak bulunmugtur.,

Se-bagims1z GSH-Px enzim aktivite sonuglar: da Se-bagimli GSH-Px Enzim
aktivite sonuglar ile bir paralellik gostermekte olup, Snemli farklar gériilmemigtir.
Diilio ve arkadaglari, normal ve tiimérlii insan meme dokusunda glutatyon peroksidaz,
_gutatyon-S-transferaz ve glutatyon rediiktaz aktivitelerini belirlemek i¢in yaptiklari
galigmada her li¢ enzimin de, normal dokulara gdre, tiimérlii dokularda aktivitelerinin
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artt13in1 bildirmiglerdir ( 131 ). Ayrica Jozwiak ve arkadaglarinin yaptig: bir dier
caligmada yaglanmayla GSH-Px enziminin iligkisi incelenmis ve enzim aktivitesinin
yaglanmayla arttiim bildirmiglerdir ( 130 ). Bu konuda yapilan bir diger ¢aligmada da
GSH-Px enzim aktivitesinde ( Se bagimli ve bagimsiz ) g&giis kanserli hastalarda
normale oranla bir artigin oldugu kaydedilmistir ( 132 ). Serbest oksijen radikallerinin
hiicre i¢i diizeylerinin artmasinin neoplastik doniistim evresini hizlandirabilecegine
iligkin kamtlar vardir. Biyokimyasal olarak tiimér hiicreleri, normal hiicrelerden pek
gok farkliliklar gosterirler. Bu farklihiklardan biri de igerdikleri stiperoksit dismutaz
enzim diizeyidir. Transforme hiicrelerinde SOD aktivitesindeki degigiklik Once in vitro
caligmalarda gdzlenmistir. 11k olarak SV-40 ile transforme edilen hiicrelerde Mn-SOD
-aktivitesinin ve protein elektroforezinde de Mn-SOD protein bandinin ya hig¢
bulunmadig: veya 6nemli Slglide azaldig1 gorlilmiigtiir

(133 ) . Bu bulgulardan sonra in vivo galismalar mzlanmugtir. [n vivo kanser hiicreleri ile
yapilan ilk ¢caligmada da Moris-hepatoma 3924A ve Ehrlich ascites tiimor hiicrelerinin
normal diizeyde Cu,Zn-SOD igerdikleri fakat enzimin mitokondri formu olan Mn-
SOD’u hem aktivite hem de protein ydniinden igermedikleri bulunmustur ( 134, 135).
SOD enziminin sitoplazmik formunun ( Cu,Zn-SOD ) aktivitesi galigilan timor
¢esidine gére farkli bulunmustur. Enzimin bu formunun tlimor hiicrelerinde genellikle
azaldify , baz tlirlerde artt11 , bazilarinda ise degismedigi gozlenmigtir ( 136, 137, 138).
Gergekte Cu,Zn-SOD enziminin timdr hiicrelerindeki eksiklik derecesi tiim&riin
farklilagma derecesi ile orantilidir. Az farkhilagmig tiimér hiicrelerinde Cu,Zn-SOD
aktivitesi diisiik iken iyi farklilagmis tiimorlerde ise enzim aktivitesi yiiksektir. Bu da
glinlimiizdeki verilerin yetersizliini kanitlamaktadir. Bir bagka ¢aligmada deney
hayvanlarinda 3-MC ve hidralazin verilerek olugturulan akciger tiimorii modellerinde
tim&r dokularinda SOD aktivitelerinde anlamli azalmalar oldugu kaydedilmistir ( 139,
140 ). Yaptigimz ¢ahgmada elde edilen SOD aktivitesi sonuglar1 bu konuda yapilan bazi
ara§f1rma sonuglariyla paralellik géstermektedir. 2 saat 3-MC ile indiiklenen siganlarda
yapilan deneyler sonucunda kontrol SOD enzim aktivitesi 2.305 ng/ug total protein iken
3-MC ile indiiklenen siganda 4.655 ng/ug total proteindir. Fakat 8 saat 3-MC ile
indiiklenmig siganlarda elde edilen sonuglarda, kontrol 2.335 ng/ug total protein,
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indiiklenen denekte ise 3.332 ng/ug total protein oldugu gézlenmigtir. Bu verilerimize
gore; karsinojen madde ile indiikleme siiresinin artmasi ile SOD enzim aktivitesinde
belirgin bir azalma ( P<0.001 ) oldugu stylenebilir. 12 saatlik indiiklemenin ardindan,
kontrol 2.605 ng/ug total protein, deney 2.905 ng/ug total protein degerleri bulunmugtur.
Bu sonugdan da anlagilacag: gibi indlikleme siiresi ile SOD aktivitesi arasinda negatif bir
korelasyon gozlenmektedir. SOD aktivitesi sonuglarindan, karsinojen madde ile
indiikleme siiresinin artmast aktiviteyi kontrole kiyasla arttirirken yaslanma ile ise
kontrol ve deney sonuglarinin kendi aralarindaki mukayesesinde her iki halde de SOD
aktivitesinde belirgin diigiisler gézlendigi sonucu gikarilir.

3-MC gibi karsinojen maddeler, SOD, GSH-Px ve CAT aktiviteleri dahil hiicrenin
antioksidan savunmasinda ani ve stirekli bir azalmaya neden olurlar. Serbest radikaller
kanserin baglangig, ilerleme ve gelisme evrelerinde etkili olmakla beraber bu etki

ilerleme evresinde daha belirgin diger evrelerde ise nisbeten daha azdir.

Kanser i¢in 6nemli bir parametre olan doku GSH diizeyi, gesitli kanser olgularimin
tiimorlii dokularinda Slgtilmiistiir. Murray ve arkadaglari, normal epitelyum ve
fibroadenomada GSH miktarinin normal oldufunu, apokrin metaplazi ve intraduktal
karsinomada GSH miktarinin arttifim1 g6stermislerdir (141 ). Tiimdrlii dokularda GSH
miktarinin artmasinin nedeni heniiz tam olarak agiklanamamsg olmakla beraber, tiimor
hiicrelerinde heksoz monofosfat yolunun hizinin ve glukoz 6-fosfat dehidrogenaz
aktivitesinin artigina paralele olarak NADPH ve GSSGR ile okside glutatyon ( GSSG )’
dan GSH olusumunun artti$: ileri stirtilmiigtiir. Engin A. ve arkadaglarinin deri kanserli
hastalarda yaptiklar bir galigmada, tlimérlii dokularda slgiilen GSH miktarinin tlimor
biiylime hiz ile pozitif bir korelasyon gosterdigi ileri siiriilmiigtiir ( 142 ). Caligmamizin
sonuglar1 da 17 aylik yagh siganlarda 3-MC veriliminden 2 saat sonra GSSG miktarinda
azalig oldugunu, genglerde ise artisa neden oldugunu géstermektedir. 8 ve 12 saat sonra
ise geng ve yagh tiim siganlarda 3-MC’nin GSH seviyesini diigiirdiigiinii
kamtlamaktadir. Clinkii, mikrozom enzimleri yardim ile her tiirlii toksikant metabolize
‘edilip sitokromlar tarafindan hidroksillenmekte ya da epoksi formuna
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-dontigtiiriilmektedir. Toksikantlarin mikrozomal enzimler tarafindan detoksifikasyonu
sirasinda GSH’larin oksidasyonu toplam glutatyon ya da GSSG miktarinin artigina
GSH’1n azalmasina neden olmaktadir (111 ). Yukarida adi gegen aragtirma sonuglari,
aragtirmamizin GSH ile ilgili sonuglariyla paralelllik gostermektedir. Kanserojen bir
maddenin detoksifikasyonu sonucunda GSH’1n artt1§1 buna kargin GSSG miktarinin
azaldif1 goriilmektedir ( sekil 3.5.1, 3.5.2 ve 3.5.3 ). Aragtirmamizin amacina ulagtigi en
onemli noktalardan biri, karsinojen bir maddenin metabolizmasi sonucu total ( GSSG )
miktarinin azalip GSH miktarinin arttigidar.

Keza SOD aktivitesindeki diiglislin saptanmas1 da bir bagka dikkate deger bulgumuzdur.
Yaglanma sonucunda RNA ve protein sentezinin yavagladigi, yaglilik pigmentleri ve
diger baz1 Uriinlerin birikiminin oldugu bilinmektedir. Ozellikle epifiz hormonu olup
serotoninin amino grubunun agillenmesi ve hidroksil grubunun metillenmesiyle olugan
bir indol tiirevi olan melatonin lipofilik 6zelliinden dolay: hiicrenin biitiin
organellerine ve hiicre gekirdegine ulasabilmesi sonucunda ¢ok genis bir dagilimda
antioksidan aktivite g&sterir. Yaglanma ile birlikte melatonin azalmasinin oldugu ve
bunun da yaglanmaya bagli ¢esitli hastaliklarin patogenezinde Snemli olabilecegi ve bu
konularda yapilacak olan ¢aligmalarin 6nemli bir eksikligi giderecegi fikrine varmak
miimkiindiir ( 19, 143 ).
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