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Reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu oksidatif stresin kronik karaciger
rahatsizliklarimin patogenezinde etkin rol oynadigi bilinmektedir. Bu g¢alismada
antioksidan savunma sistemlerinden Stiperoksit dismutaz (SOD), Katalaz (CAT) ve
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzimlerinin Hepatit C’li hastalardaki aktiviteleri
ayni yas grubundaki saglikli kontrollere ait aktivite diizeyleri ile karsilastirilmigtir.
Hepatit C’li hastalarda SOD seviyesi kontrol grubuna gére anlamli 6lgiide diisiik
bulunurken (p<0,05), CAT aktivitesi anlamli o6l¢tide yiiksek bulunmustur
(p<0,0001).Ayrica GSH-Px aktivite diizeyinde ise kontrol grubuna gore anlaml bir
yiikselme tespit edilmistir (p<0,05)

Anahtar Kelimeler: Hepatit C, Oksidatif Stres, Antioksidan Enzimler



ABSTRACT

MSc THESIS

DETERMINATION OF ANTIOXIDANT ENZYME ACTIVITIES
SUPEROXIDE DISMUTASE (SOD), GLUTATHIONE PEROXIDASE
(GSH-Px) and CATALASE (CAT) in PATIENT with HEPATITIS
INFECTION

Mustafa Serkan YALCIN
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Supervisor : Asist. Prof.Dr.Ramazan BILGIN
Year : 2007 Pages: 41
Jury : Asist. Prof:Dr.Ramazan BILGIN
Prof. Dr. S.Seyhan TUKEL
Asist. Prof.Dr. Fatma CEVIK

Oxidative stress caused by reactive oxygene species plays an efficient role in
pathogenesis of chronical liver diseases. In this study, we investigated activity levels
of some of the antioxidant enzymes, superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT)
and glutathione peroxidase (GSH-Px) in the patient with Hepatitis C and the results
were compared with that of healty same aged controls. A significant decrease of
SOD activities in patients with Hepatitis C compared with control group were found
(p<0,05), On the other hand, a statistically significant increase of CAT activities in
patients with hepatitis C compared with control group were found (p<0,0001).
Furthermore, a significant increase of GSH-Px activities in patients with hepatitis

C compared with control group were found (p<0,05)

Key Words: Hepatitis C, Oxidative Stress, Antioxidant Enzyme
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1. GIiRIS
1.1. Radikaller

Radikaller; dis orbitallerinde paylasiimamus elektron igeren kimyasal
tirlerdir. Boyle bir kimyasal tiir basit bir atom ya da kompleks yapili bir organik
molekiil olabilir. Kimyasal ve biyokimyasal tepkimelerin tiimii atomlarn dis
orbitallerindeki elektronlar seviyesinde gercgeklesir.

Dis orbitallerde paylasiilmamis elektron bulunmasi s6z konusu kimyasal tiiriin
reaktivitesini ¢ok fazla arttirdig: i¢in, radikaller reaktivitesi ¢ok yiiksek olan kimyasal
tiirlerdir. Elementlerin bir kismi, atomik yapilarinda paylasiimamis elektron
igerdiklerinden, dogada atomlar1 halinde degil, molekiiler halde bulunurlar. Ornegin
hidrojen, karbon, azot, oksijen ve diger bazi elementler dogada atomlari halinde
serbest bulunmazlar. Soygazlar gibi elementlerde ise biitiin orbitalleri elektronlarla

doyuruldugu i¢in serbest atom halinde bulunabilirler ve reaktiviteleri yoktur.

1.2. Radikallerin Olusumu

I¢inde bulundugumuz ¢evrede cesitli fiziksel ve kimyasal olaylar nedeniyle
stirekli bir radikal olusumu vardir. Hiicrelerdeki metabolik olaylar sirasinda farkh tiir
ve miktarlarda radikaller olusmaktadir. Radikaller pozitif yiiklii veya yiiksiiz olarak
bulunabilirler. Radikaller baslica 3 temel mekanizma ile olusurlar (Cheeseman ve

Slater, 1993).
1.2.1. Kovalent Baglarim Homolitik Kirilmasi

Yiiksek enerjili elektromanyetik dalgalar veya yliksek sicaklik (500-600°C)
kimyasal baglarin kirilmasina neden olur. Kirilma sirasinda bag yapisindaki iki
elektronun her biri ayr1 ayr1 atomlar iizerinde kaliyorsa, bu tiir kirllmaya homolitik
kirilma denir. Organik molekiillerdeki baglarin heterolitik kirilmasi durumunda zit

yiiklii iyon ¢iftleri olusur ve bu tiirler de reaktiftirler.
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1.2.2. Normal Bir Molekiiliin Elektron Kaybetmesi

Radikal 6zelligi bulunmayan bir molekiilden elektron kaybi sirasinda dis
orbitalinde paylasiimamus elektron kaliyorsa, radikal formu olusur.

Ornegin askorbik asit, glutatyon ve tokoferoller (E vitamini) gibi hiicresel
antioksidanlar, radikal tiirlere tek elektron verip radikalleri indirgerken, kendilerinin
radikal formlar: olusur. Glutatyon (GSH) radikalleri indirgerken, kendisinin tiyil
radikali olusur (GS") olusur. Iki tiyil radikalinin birbiriyle tepkimesi sonucu olusan

tiir ise glutatyonun oksitlenmis (GSSG) formudur.
1.2.3. Normal Bir Molekiile Elektron Transferi

Radikal ozelligi tasimayan bir molekiile tek elektron transferi ile dig
orbitalinde paylagilmamis elektron olusuyorsa, bu tiir indirgenme radikal olusumuna
neden olabilir. Ornegin molekiiler oksijenin tek elektron ile indirgenmesi, radikal
formu olan siiperoksitin (O,™") olusumuna neden olur. Bu mekanizma ile radikal
yapimu biyolojik sistemlerde yaygin olarak gergeklestiginden canlilar igin 6nemlidir.
Canlilarda ¢ok sayida enzimatik olmayan tepkimelerle siiperoksit iiretilir. Siiperoksit
radikalinin yapimindaki artis, oksijenin diger radikal tiirlerinin ve diger atom

merkezli radikallerinin olusumu igin etkin rol oynar (Akkus, 1995).

1.3. Oksijen ve Oksijen Radikalleri

Molekiiler oksijen (atmosferik oksijen) dis orbitallerinde paylasiimams iki
elektron igerir. Bu elektronlar, spinleri ayni yonde ve farkli orbitallerde iken
minimum enerji seviyesindedirler. Radikal tammina gore oksijen “diradikal” yapiya
sahip bir molekiildiir. Oysa oksijenin reaktivitesi beklenin aksine c¢ok disiiktiir.
Diradikal yapiya sahip olan oksijenin herhangi bir molekiille tepkimeye girebilmesi
i¢in, tepkimeye girecegi molekiiliin de benzer yapiya (farkh orbitallerde spinleri ayni

yonde elektron igermesi) sahip olmasi gerekir.

3]



1. GIRIS Mustafa Serkan YALCIN

Oysa basta organik molekiiller olmak {izere, atom ve molekiiller
orbitallerinde elektronlart anti paralel ve eslesmis olarak igerirler veya paylasiimamus
elektronlar baglara katilmiglardir. Bunun sonucu olarak oksijenin diger molekiillere
olan reaktivitesi son derece kisitlanmistir. Bu kisitlama “spin kisitlamasi™ olarak
adlandirihir. Canlilarin oksijeni kullanabilmesi i¢in, oksijene elektron transferi
yaparak spin kisitlamasini agmalar1 gerekir. Bu islem i¢in canlilar ge¢is elementleri
sinifindan bazi metal iyonlarindan yararlanirlar.

Gegis elementlerinden Fe, Cu, Mn, Zn, Co ve Mo viicudun gereksinim
duydu@u baglica eser elementler olup, bu elementler dig orbitallerinde bir veya daha
fazla sayida paylasilmamuis elektron igerirler. Canlilarda oksijeni kullanan enzimler
ya da oksijenle etkilesime giren proteinler, bu elementlerden en az bir tanesini
icermek zorundadiriar (Aust ve ark., 1985).

Biyolojik sistemlerde “radikaller” kavramindan bahsedildiginde genel olarak
oksijen merkezli radikaller akla gelir. Oksijen disinda da radikaller olusmaktadir. Bu
anlayigin baslica hakli gerekceleri sunlardir:

1. Diger atom merkezli radikaller biiyiik bir hizla oksijenle tepkimeye girerler
ve tepkimede paylasilmams elektron oksijen atomu iizerine kayar; radikal ozelligi
oksijen atomu tizerinde devam eder.

2. Molekiiler oksijen hiicrelerde devamli olarak kullanilan bir molekiildiir.
Oksijeni kullanabilmek i¢in elektron transferi ile spin kisitlamasinin asilmas: gerekir.
Bu nedenle de oksijen metabolizmas: sirasinda reaktif radikal tiirlerinin olusmasi
kaginilmazdir.

3. Elektrofilik bir atom olan oksijen, dig orbitaline elektron alarak
biyomolekiilleri oksitler, bu sirada kendisinin radikal tiirleri olusur. Metal iyonlar

oksijenin bu tiir oksitleyici etkilerini hizlandirirlar.

1.4. Canhlarda Oksijen Radikallerinin Yapim

Oksijen bulunan bir ortamda cesitli fiziksel ve kimyasal etkenlerle oksijen

radikalleri yapilabilir. Ozellikle oksijenin metabolize edildigi canlilarda onemli
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derisimlerde radikal tiretimi gergeklesir. Hiicrelerde olusabilen oksijen radikalleri ile
oksijen iceren reaktif tiirlerin 6nemli olanlar1 Cizelge 1,1."de goriilmektedir.

Oksijen radikalleri dis kaynakli (ekzojen) ve i¢ kaynakli (endojen) olarak
olusmaktadir. Normal metabolik olaylar sirasinda ara {iriin olarak olusabilmektedir.
Bu radikaller belirli seviyenin iizerine ¢iktifi zaman canli i¢in ciddi tehlikeler
olusturmaktadir. Ancak tamamen istenmeyen yapilar degildirler ve bazi proseslerde

bunlarin varhigi gerekmektedir.

Cizelge 1,1. Oksijen ve nitrik oksitten olusan baslica reaktif tiirler.

Tiir Adi Tiir Adr
'0, Singlet oksijen HOy' Hidroperoksil radikali
O, Stiperoksit NO* Nitrik oksit
H,0; Hidrojen peroksit NO, Nitrojen dioksit
"OH Hidroksil radikali NO," Nitril katyonu
ROO’ Peroksil radikali ONOO~ Peroksinitrit
ROOOH  Hidroperoksit ONOO’ Peroksinitrit radikali
RO’ Alkoksil radikali N>Os Dinitrojen trioksit

1.4.1. Endojen Kaynakh Serbest Radikal Uretim Kaynaklar

%+ Mitokondriyal elektron transport sistemi reaksiyonlari

o

% Oksijenaz enzimlerinin reaksiyonlari

>

7
*

% Antimikrobiyal aktivite sirasinda olugan solunum patlamasi

7

<+ Otooksidasyon reaksiyonlari

*

1.4.2. Eksojen Kaynakh Serbest Radikal Uretim Kaynaklar

%+ Radyoaktivite
7

< Ultrason

< Ksenobiyotikler (Yabanc: kimyasallar) (Sies, 1991)
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Viicudumuzda olusabilen radikallerin sayis1 yiizlerce farkl tiir seklinde ifade
edilebilirse de, bu radikaller arasinda siiperoksit, hidrojen peroksit, nitrik oksit ve
hidroksil radikalinin 6zel yerleri vardir (Kenneth, 1998).

Bu radikaller iginde stiperoksit ve nitrik oksit temel radikaller sayilabilir.
Clnkii stiperoksit ve nitrik oksit enzimatik mekanizmalarla, devamli olarak ve
onemli derisimde Uretilen radikallerdir. Ayrica bu iki radikal, biyolojik sistemlerde
tamdigimiz diger biitiin 6nemli radikaller ile radikal yapida olmayan reaktif tiirlerin
olusumunu baslatabilecek ozelliktedirler. Normal biyokimyasal tepkimeler sirasinda
olusan oksijen radikalleri ile gesitli biyolojik fonksiyonlari yerine getirmek iizere
tiretilen nitrik oksitin derisimleri genellikle ¢ok disiiktiir. Diisiik derisimlerdeki
reaktif tiirler, hiicrelerin antioksidan sistemleri tarafindan aktif olmayan sekle
dontstiiriildiiklerinden 6nemli zararli etkilere neden olmazlar. Ancak bu radikallerin
yapimlari ¢esitli hastalik durumlarinda artabilir, cogunlukla da her iki radikal bilesik
grubunun olusumu birbiri ile paraleldir. Ornegin iltihap durumularinda aktiflesen
lokositler ayn: anda hem oksijen radikallerini hem de nitrik oksiti yiiksek
konsantrasyonlarda sentezlerler.

Nitrik oksit, oksijen radikalleri ile tepkimeye girerek veya oksijenli ortamda
oksitlenerek, kendisinden ¢ok daha reaktif tiirlerin olusumuna neden olur. Oksijen
radikallerinin asir1 yapimina neden olan etkilerin toplamu “oksidatif stres™ olarak

adlandirilir (Cormick ve ark., 1999).
1.5. Bashca Reaktif Oksijen Radikalleri
1.5.1. Siiperoksit

Canlilarda olustugu ilk gosterilen radikal olan stiperoksit, baslica su
mekanizmalarla tiretilmektedir:
% Indirgeyici 6zellikteki biyomolekiiller oksijene tek elektron verip kendileri
oksitlenirlerken siiperoksit radikali olusur. Hidrokinonlar, flavinler, tiyoller,
ferrodoksinler, indirgenmis niikleotidler gibi ylizlerce biyolojik molekiil aerobik

ortamda oksitlenirken stiperoksit yapimina neden olurlar.
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< Basta cesitli dehidrojenazlar ve oksidazlar olmak iizere, yiizlerce enzimin
katalitik etkisi sirasinda siiperoksit radikali olusabilir.

< Mitokondrideki enerji metabolizmasi sirasinda oksijen kullanilirken, tiiketilen
oksijenin %]1-5 kadar siiperoksit yapimi ile sonlanir. Buradaki radikal yapimimn
nedeni NADH dehidrojenaz ve koenzim Q gibi elektron tasiyicilardan oksijene
elektron kagagimin olmasidir. Sitokrom oksidaz, Fe: Cu: Zn: Mg atomlarint 2:2:1:1
oraninda iceren bir protein olup, siiperoksit dismutaz, katalaz ve peroksidaz
aktivitelerine sahiptir. Bu sayede, sitokrom oksidaz iizerinde siiperoksit veya
hidrojen peroksit olugsa bile, igerdigi enzimatik aktivite sayesinde hizla ortamdan
temizlenir.

% Aktiflesen fagositik 16kositler bol miktarda siiperoksit iireterek; tirettikleri
stiperoksitleri fagozom igine ve bulunduklar1 ortama verirler. Antibakteriyel etki icin
gerekli olan bu radikal yapimi, daha reaktif tiirlerin olusumunu da baslatir. Bu
ornekte gorildiigli gibi radikal yapimi bazi hiicresel fonksiyonlar i¢in gerekli de
olabilir (Steinman, 1982).

Hiicresel kosullarda iiretilen stiperoksit, oksitleyici veya indirgeyici olarak
davranabilir. Aldig1 elektronu metal iyonuna, sitokrom C’ye veya bir radikale verirse
tekrar oksijene oksitlenir. Oksijenden daha oksitleyici olan siiperoksit bir elektron
daha alirsa peroksi anyonuna indirgenir:

2H
0,7+ € —» 02—2 — H;0,

Yukaridaki tepkime biyolojik molekiillerin oksidasyonuna neden oldugundan
tercih edilmez. Aerobik canlilarda siiperoksitlerin H,O;’ye cevrilmesi katalitik
aktivitesi ¢ok yiiksek bir enzim olan siiperoksit dismutaz (SOD) tarafindan
katalizlenir:

SOD
0,707 + 2H —— H,O, + O,
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1.5.2. Hidrojen Peroksit

Hidrojen peroksit, oksijenin enzimatik olarak iki elektronla indirgenmesi ya
da stiperoksitin enzimatik olmayan tepkimeleri sonucu olusur.

Notral ve asidik kosullarda net ylik tasimaz, biyolojik zarlart kolayca
gecebilir. Yapisinda paylasiimamis elektron icermediginden radikal 6zelligi tasimaz,
reaktif bir tiir degildir.

Hidrojen peroksitin oksitleyici bir tiir olarak bilinmesinin nedeni; Cu, Fe gibi
metal iyonlari varliginda hidroksil radikalinin 6nciilii olarak davranmasidir (Elstner,
1991).

Hidrojen peroksit 6zellikle proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir ile
tepkimeye girerek yliksek oksidasyon diizeyindeki ferril [Fe (IV)] ve perferril
[Fe(V)] olusumuna neden olur. Bu formdaki reaktif demir ¢ok gliclii oksitleyici
ozelliklere sahip olup, hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri
baslatilabilir. Belirtilen potansiyel oksitleyici 6zelligi nedeniyle biyolojik sistemlerde
olusan H,0O,’in derhal ortamdan uzaklastirilmasi gerekir. Bu gorevi, hiicrelerdeki

onemli antioksidan enzimler olan katalaz ve peroksidaz enzimleri yerine getirirler.

1.5.3. Hidroksil Radikali

Hidrojen peroksitin eksik indirgenmesi ile “OH yapimi, viicutta bu radikalin
en donemli kaynagidir. HO,’in iki elektron ile indirgenmesi sonucu su olusurken, tek
elektronla indirgenmesi ‘OH yapimina neden olur. Bu tiir indirgenme Fe, Cu gibi
metal iyonlar tarafindan katalizlenir.

Askorbik asit, stiperoksit gibi indirgeyici bilesiklerin de bulundugu ortamda,
oksitlenen metal iyonu tekrar indirgendiginden, H,O,’ten 'OH yapimi siirekli bir
duruma gelir.

Fe, Cu
H,0; + Askorbat (veya O,”) —— ‘OH + semihidroaskorbat
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Haber-Weiss tepkimesi ya da Fenton tepkimesi olarak adlandirilan bu
tepkime ile ne kadar "OH olusacagi, viicutta iiretilen H,O, derisimi ve serbest metal
iyonunun varhigima baghdir. Siiperoksit hem H,0,’in 6nciilii hem de metalleri
indirgeyici bir tiir oldugundan; ayrica proteinlere bagli metallerin indirgenip serbest
kalmasina neden olabildiginden, biyolojik kosullarda siiperoksit yapimimin arttig
ortamda "OH {iretimi kaginilmazdir.

Fenton Tepkimesini katalizleyen en aktif metal iyonlar1 demir ve bakirdir.
Mangan ve kobalt da bu bakimdan aktif olsalar da, viicuttaki derisimlerinin
diistikliigti nedeniyle demir ile kiyaslandiklarinda daha az etkindirler. Serbest metal
iyonlarmn viicut sivilarindaki derigimi pratik olarak sifir kabul edilir, él¢iilemeyecek
kadar azdir. Demir; metabolizmasinin her asamasinda mutlaka ya bir proteine baglh
durumda ya da kiigiik organik molekiillerle (sitrat, ADP, ATP gibi) kompleks
olusturmus formda bulunur. Metal iyonlarinin proteinlere bagl formda tutulmalari,
"OH yapimin1 6nlemenin en kuvvetli yoludur (Kenneth, 1998).

Hidroksil radikali biyolojik sistemlerin tamidigi en aktif tiirdiir ve su dahil
ortamda rastladigi her biyomolekiille tepkimeye girer. Bu nedenle 107 saniyeden
daha kisa bir 6mre sahiptir. Hidroksil radikalinin tepkimeleri baslica:

¢ Elektron trasnfer tepkimeleri
< Hidrojen ¢ikarma tepkimeleri

% Katilma tepkimeleri seklinde gerceklesir.

Biitiin bu tepkimeler, "‘OH’in paylasiimamis elektron igeren dig orbitaline
elektron alma ilgisinden kaynaklanir.

Katilma tepkimeleri o0zellikle elektronca zengin molekillerle (piirin ve
primidin bazlari, aromatik aminoasitler gibi) gergeklesir.

Hidroksil radikalinin organik molekiillerden hidrojen (bir proton ve bir
elektron) atomu alarak suya indirgendigi tepkime “hidrojen ¢ikarma tepkimesi”
olarak bilinir. Hidrojen ¢ikarma tepkimesi ile baslayan 'OH’in etkisi, zincirleme
tepkimeler seklinde devam eder. Soyleki: Organik bir molekiilden (R) hidrojen
cikarilmasi ile karbon merkezli radikaller derhal ortamdaki oksijen molekiilii ile

tepkimeye girerek peroksil radikalini (ROO'); peroksil radikali ise "OH gibi
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davranarak bir diger organik molekiilden (R) hidrojen ¢ikararak yeni bir karbon
merkezli radikal (R") olusumuna neden olurken, kendisi hidroperoksit (ROOH)
formuna indirgenir.

Organik hidroperoksit radikal ozelligi tasimadigindan oldukca stabildir.
Olugan yeni karbon merkezli radikal (R") ise yukaridaki gibi yeni bir tepkime dizisini
baslatir.

Organik hidroperoksitler her ne kadar stabil bilesikler ise de Fe ve Cu gibi
metal iyonlar1 varhi@inda radikalik tepkimelerle parcalanirlar ve bu tepkimeler
sirasinda yeni karbon merkezli radikaller, oksijen radikalleri, karboniller ile aldehit

olusur:

Fe, Cu
nROOH — RO’ 'OH, ROO’, ROOR, R, "Oz, karboniller, aldehitler

Goriildiigii gibi radikalik tepkimeler stokiyometrik degil, fakat zincirleme
tepkimelerdir. Bir tek "OH ile bagslatilan tepkime, her seferinde katlanarak yayilma
yetenegine sahiptir. Hiicre zarinda gerceklesebilen bu tiir tepkimelere lipid
peroksidasyonu denir. Bir noktada baglatilan tepkime, ortamda uygun bilesikler varsa
yayilmaya devam eder.

Radikalik tepkimeler; olusan radikallerin antioksidanlar ile indirgenmesi,
radikallerin birbirleri ile tepkimeleri, ya da ortamda tepkimeye girebilecek bilesik
kalmamas1 durumunda sona ererler.

Buna gore hiicresel kosullarda, olusan radikalin ¢ok erken safhada
indirgenmesi, biyomolekiillerin korunmas: bakimindan hayati 6neme sahiptir.

Her tiir biyolojik molekiil "OH’in bir hedefi ise de, ozellikle elektronca
zengin bilesikler segilen tercihli hedeflerdir. Niikleik asitler, proteinler ve lipidlerde
baslatilan radikalik tepkimelerde binlerce farkl: ara iiriinler olusabilir.

DNA tepkimesi sonucu baz modifikasyonlari, baz delesyonlari, zincir
kirilmalar1 gerceklesebilir; ileri derecedeki DNA hasarlari tamir edilemediginden
hiicre 6liimiine sebep olur.

Proteinler tizerinde olusan oksidasyonlar yapi degisimine neden olacagindan,

proteinler proteolitik yikima gotiiriiliir. Hiicre zari su icermediginden "“OH’in baslica
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hedefi yag asitleridir. Zar lipidlerinin peroksidasyonu zarin yapisim bozar ve
gegirgenligini arttirtp yine hiicre 6liimiine neden olabilir. Biitlin bu etkiler ne kadar
"OH iretildigine baghdir ve gerek H,O»’ten gerekse de organik peroksitlerden
(ROOH) "OH yapimi ortamdaki serbest metal iyonlari tarafindan katalizlenir.

Metal iyonlan varhiginda GSH ve askorbik asit gibi 6nemli antioksidanlar da

prooksidan gibi davranmaya baslarlar:

Fe, Cu
nGSH — 0,7, H;0,, 'OH, RS’, RSO0, RSOOH, karboniller

Ozellikle "OH yapimim katalizlemelerindeki etkileri nedeniyle canlilarda
metal iyonlari radikal hasarlarindan birinci derecede sorumludurlar ve bu etkiye

neden olamayacaklar sekillerde (esas olarak proteine bagli) tutulmahdirlar.

1.5.4. Nitrik Oksit

Nitrik oksit, yiiksek yapihi canlilarda ¢ok 6nemli biyolojik fonksiyonlari
yerine getirmek {izere f{iretilen azot merkezli bir radikaldir. Paylagiimamis elektron
aslinda azot atomuna ait ise de, bu elektronun hem azot hem de oksijen atomu
tizerinde delokalize olmasi nedeniyle tam radikal 6zelligi tasimaz. Bunun sonucu,
bilinen diger radikallere gore reaktivitesi baskilandiindan daha uzun omiirliidiir.

Yukarida o6zetlendigi gibi, oksijen radikalleri ¢ok sayidaki enzimatik ve
enzimatik olmayan yollar ile fiziksel/kimyasal mekanizmalarla olusturulurlar. Oysa
viicudumuzda NO sentezini saglayan mekanizmalar oldukc¢a kisithdir.

Viicuda giren nitro bilesiklerinin metabolize edilmesi sirasinda olusan NO
disinda, endojen NO olusturan tek kaynak nitrik oksit sentetaz (NOS) enzimleridir.
Nitrik oksit NOS enzimi yardimi ile yart esansiyel amino asit olan L-argininden
oksidatif deaminasyon sonucunda sentezlenir (Richard, 1994).

Nitrik oksit sentetaz enziminin noronal (nNOS), endotel (eNOS) ve
indiiklenebilir (iNOS) olmak {izere ii¢ formu vardir. eNOS ve nNOS enzimleri

tarafindan tiretilen ¢ok diisiik derisimdeki NO sinir sistemi ve diiz kaslarda hiicre ici

10
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ve hiicreler arasi haberci (messenger) molekiil olarak kullanilir. Haberci molekiil
olarak sitoplazmik guanilat siklazi aktive ederek hiicrelerde cGMP derisimini arttirir.
cGMP ise ¢esitli enzimler yardimiyla hiicre i¢i kalsiyum derisiminin diizenlenmesini
saglar.

Nitrik oksit sentetazin indiiklenebilir (iNOS) formu ise basta fagositik
I6kositler olmak tizere ¢esitli hiicrelerde bulunur ve sentezi sitokinler ile bakteriyel
toksinler tarafindan indiiklenir (Liew ve ark., 1990). iNOS enzimin aktivitesi
kalsiyumdan bagimsiz olup kontrol edilemediginden ortamda arjinin bulundugu
stirece aktif olup uzun siireli ve yiiksek derisimde NO sentezini katalizler. Radikal
olarak aktivitesini diisiik olan NO, metal igeren merkezler ve radikaller ile biiyiik bir
hizla tepkimeye girer. Ozellikle lipid radikallerle (6megin hiicre zarinda) tepkimeye
girmesi NO’e antioksidan bir etki kazandirir. Stiperoksit ile NO arasindaki tepkime
ile olusan peroksinitrit (ONOO"), hidroksil radikali benzeri aktiviteye sahip olup
radikalik tepkimeleri baslatmaya ilave olarak biyomolekiillerin nitrasyonuna neden
olur. Fizyolojik (dusiik) derisimde iretilen NO esas olarak oksihemoglobin
tarafindan nitrata (NOj3") oksitlenerek aktivitesi sonlandirilir (Butler ve ark., 1995).
Oksijen radikalindeki durumun aksine, nitrik oksiti ortamdan temizleyen herhangi bir
6zel enzim yoktur. Aerobik ortamda NO stabil degildir; derigsimin artmasi ile
oksidasyon hizlanir. Bu nedenle ortamdaki derisimi ile kendi 6mrii arasinda ters bir
oranti vardir. Ozellikle iNOS enziminin indiiksiyonu sirasinda NO derisiminin
artmas! ile oksidasyonu da hizlanir ve gesitli reaktif azot oksit tiirleri olusur (Cizelge
1.1).

Bu reaktif tiirler NO’in dolayli etkilerinden sorumlu olup; hiicresel

proteinlerin, enzimlerin inaktivasyonuna neden olabilirler (Murph,1999).

1.6. Serbest Radikallerin Etkileri

1.6.1. Lipidlere Etkileri

Serbest radikallerin biyolojik dokulardaki doymamais yag asitlerine etkisi olan

lipid peroksidasyonunun toksik oldugu bilinir. Reaksiyonlar zincirleme gerceklesir

11
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ve doniisimsiizdiir. Toksik etki lipid peroksitlerinin diizeyi olgiilerek belirlenir.
Doymamis yag asitlerindeki bir hidrojen atomunun g¢ikmasi peroksidasyonun
baglamasina neden olur; boylece yag asiti zinciri lipid radikali niteligi kazanir.
Radikal dayaniksiz olup, ¢ift baglarin yerini degistirir ve oksijenle reaksiyonu sonucu
lipid peroksil radikaline doniisiir.

Lipid peroksil radikalleri diger doymamis yag asitlerine etki ederek yeni
radikalleri olusturur, bir yandan da hidrojen atomlari alarak hidroperoksitlere
dontstrler (Halliwell, 1996).

Hidroperoksitlerin par¢alanmastyla lipid alkoksi radikalleri agiga ¢ikar. Lipid
peroksidasyonu antioksidan reaksiyonlarla sonlandirilir ya da devam ederek daha
ileriye gider. Lipid peroksidasyonu Fe ve Cu gibi redoks yapan metaller varhiginda
artar.

Lipid peroksidasyon iriinleri olarak a¢iga c¢ikan lipid peroksitleri,
hidroperoksitleri membran yapisina direkt olarak, diger hiicre bilesenlerine ise
aldehit tireterek dolayl olarak zarar verir. Bu da pek ¢ok hastaligin ve doku hasarmnin
olusmasina neden olur. Membran yapisinin bozulmasi sonucu malondialdehit olusur

(Ansari ve ark., 1989).
1.6.2. Proteinlere Etkileri

Proteinler, radikallerin etkilerine lipidlere oranla daha az hassastir ve amino
asit dizilislerine bagli olarak etkilenirler. Ozellikle doymamis bag ve siilfiir ihtiva
eden molekiillerin serbest radikallerle etkilesimi yliksektir. Bu nedenle triptofan,
tirozin, fenil alanin, histidin, metionin ve sistein gibi amino asitleri iceren proteinler
serbest radikallerden daha kolay etkilenirler. Albumin gibi disiilfit bag: fazla olan
proteinlerin ii¢ boyutlu yapilart bozulur (Gutteridge, 1995).

1.6.3. Niikleik Asitler ve DNA’ya Etkileri

Radyasyonla olusan serbest radikaller, DNA’y1 etkileyerek mutasyona neden olur

ve hiicre 6liimiine yol agarlar. Bu zararli etki kromozom degisiklilerine sebep olur..
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Hidroksil radikali bazlarla kolayca reaksiyona girer. Hidrojen peroksit ise
membranlardan kolayca gecip hiicre ¢ekirdegindeki DNA’ya ulasir ve hiicre
fonksiyonlarinin bozulmasina hatta Sliimiine yol agar. Bu nedenle DNA daha kolay

zarar gorebilen bir molekiildiir (Agrawal ve Kale, 2001).
1.6.4. Karbohidratlara Etkileri

Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu peroksitler ve okzoaldehitler
meydana gelir. A¢iga ¢ikan okzoaldehitler proteinlere baglanabilme zelliklerinden
dolayr antimitotik etki gostererek etki ederler. Bu olaylar kanser ve yaslanmaya

neden olabilir. ( Ceballos ve ark., 1992 )

1.7. Radikal Kaynaklari

Yasamamiz i¢in mutlaka gerekli bir element olan oksijen, canlilarin
yasaminin sona erdirilmesinde de etkili olan faktorlerin basinda gelir.

Canlilarin yaslanmasi, radikallerin neden oldugu kalici hasarlarin bir birikimi
olarak degerlendirilmektedir. Bu agidan bakildiginda oksijen “iki yiizii keskin bir
bigak olarak™ tanimlanabilecek bir molekiildiir. Viicudumuzda liretilen radikaller her
zaman tehlikeli ve kotii kimyasal tiirler olarak degerlendirilmemelidir.

Oksijenin biyokimyasal tepkimelerde kullanilmasi icin, reaktif formlarina
cevrilmesi zorunludur. Ornegin steroid yapidaki ¢ok sayida bilesikler, eikosanoidler
gibi biyolojik aktif molekiillerin sentezi; ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu, ¢ok
sayida oksidaz ve hidrolaz enzimlerinin etkileri igin ve sitotoksik etkilere sahip
hiicrelerin fonksiyonlar1 i¢in radikal yapimi “olmazsa olmaz” bir kosuldur. Oksijen
radikalleri gibi, nitrik oksit radikalinin yapimida vazgecilmez bir biyolojik olaydir.
Bu radikallerin ne kadar “iyi” ya da ne kadar “kotii” olduklarini belirleyen faktor,
“nerede ve ne kadar” {iretildiklerine baghdir.

Biyolojik ihtiyacin {izerinde tretilen radikaller gozlenen toksik etkilerden

sorumludurlar. Cevresel faktorler ( 6rnegin iyonlastirici radyasyon), viicuda alinan
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¢esitli kimyasal bilesikler, ¢esitli enfeksiyonlar, doku travmalari ve sayilabilecek
diger ¢ok sayidaki patolojik durumlar viicutta radikal yapiminda artisa neden olurlar.

Diigiik derisimdeki radikal yapiminin etkileri ¢ok uzun bir siire¢ sonunda,
ornegin yaslanma seklinde goriiliirken; yiiksek derigsimde ciddi bir patolojik durum

olarak karsimiza ¢ikar. ( Cheeseman ve Slater, 1993)
1.8. Enzimatik Antioksidanlar

1.8.1. Siiperoksit Dismutaz

Stiperoksit dismutaz 1968 yilinda oksijenli solunum yapan canlilarda
belirlenmigstir. Bu enzim; stiperoksitin, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene
dontistimiinii katalizler. Hidrojen peroksit daha sonra glutatyon peroksidaz ve katalaz
enzimi aracilify ile etkisiz hale getirilmektedir. Hiicre boliinmelerindeki siiperoksit

diizeylerini kontrol etmede 6nemli bir rol oynar. ( Fridovich, 1983 )

SOD
20, +2H" —» H0, + O,

Insanda SOD’nin iki tipi bulunmaktadir. Bunlar, sitozolde bulunan dimerik,
Cu ve Zn ihtiva eden izomer (Cu-Zn SOD) ile mitokondride bulunan tetramerik Mn
ihtiva eden izomerlerdir (Mn SOD). Genel olarak hiicrede bol bulunan izomer
sitozolik Cu-Zn SOD’ dir. (Helle ve ark., 1997)

Enzimin fizyolojik fonksiyonu; oksijeni metabolize eden hiicreleri siiperoksit
radikallerinin zararli etkilerine karsi korumaktir. Boylece lipid peroksidasyonunu
inhibe eder.

SOD aktivitesi, yiiksek oksijen kullanimi olan dokularda fazladir ve doku pO,
artis1 ile artar. Normal metabolizma sirasinda hiicreler tarafindan yiiksek oranda
stiperoksit tiretimi olmasina ragmen bu enzim sayesinde hiicre i¢i siiperoksit diizeyi

diistik tutulur. SOD’nin hiicre dis1 aktivitesi ¢ok diisiiktiir.
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Siiperoksit dismutazin, siiperoksit anyonuna olan etkisi su sekildedir.
Stiperoksit anyonu, Cu*? ve bir arginin rezidiisiiniin guanido grubuna baglamr. Bu
baglanma sonucunda siiperoksitten 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 peroksiti olustururken, enzim

tekrar Cu*? formuna dénmiis olur.
SOD-Cu™ + 0" ——» SOD-Cu’ + O,
SOD-Cu" + Oy + 2H" ——» SOD-Cu'* + H,0,

SOD fagosite edilmis bakterilerin hiicre iginde etkisiz hale getirilmesinde de
rol oynar. Bu yiizden SOD, graniilosit fonksiyonu i¢in ¢ok 6nemlidir. Lenfositlerde
de graniilositlerden daha fazla miktarda SOD bulunmaktadir. SOD enziminin yiiksek
katalitik aktivitesi nedeniyle hiicrelerde siiperoksit birikimine izin verilmez. Ancak
cesitli patolojik durumlarda siiperoksit yapiminin artmas: durumunda, siiperoksite
ozgii tepkimeler goriilmeye baglar.

Stiperoksit metal iyonlarin1 indirgeyerek bagli olduklar1 proteinlerden
salinmina neden olur, kofaktérlerin oksidasyon diizeylerini bozar, metal iyonlarinm
katildig1 hidroksil radikali yapim tepkimelerini hizlandirir. Diger radikallere gore
daha az reaktif olsa da, siiperoksit, indirgenmis niikleotidleri, bazi amino asitleri ve
antioksidan bilesikleri (glutatyon, askorbik asit, tokoferol) oksitler.

Siiperoksit, hiicre zarlarimin hidrofobik ortamlarinda daha uzun 6miirli ve
cOziiniirliigii daha fazladir. Zar fosfolipidleri nedeniyle hiicre zar1 yiizeyleri daha
asidiktir ve siiperoksit burada daha kolayca bir proton alarak hidroperoksit radikalini
(HOy) olusturur. Bu radikal de ¢ok reaktif olup, hiicre zarlarinda lipid

peroksidasyonunu baslatabilir ve tokoferol gibi antioksidanlar1 oksitleyebilir.
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1.8.2. Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon peroksidaz, hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu
enzimdir. Tetramerik yapida, 4 selenyum atomu ihtiva eden sitozolik bir enzimdir.

GSH-Px asagidaki reaksiyonlar katalizler. (Helle ve ark., 1997)

GSH-Px
H,O; +2GSH ——» GSSG + 2H0

GSH-Px
ROOH +2 GSH — GSSG + ROH + H,0

Fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidaz da (PLGSH-Px) monomerik,
selenyum atomu ihtiva eden sitozolik bir enzimdir. Membran fosfolipid

hidroperoksitlerini, alkollere indirger.

PLGSH-Px
H,0, +2GSH _, GSSG + 2H,0

PLGSH-Px
ROOH + 2GSH —* GSSG + ROH + H,0

PLGSH-Px
PLOOH + 2GSH ——— GSSG +PLOH + H;0O

Membrana bagli en 6nemli antioksidan olan vitamin E yetersiz oldugu zaman
PLGSH-Px membranin peroksidasyona kars: korunmasini saglar. Hidroperoksitlerin
redikkte olmas: ile meydana gelen GSSG, glutatyon rediiktazin katalizledigi

reaksiyon ile tekrar GSH’ a doniisiir.

GR
GSSG + NADPH+H" ———» 2 GSH + NADP'

16
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Glutatyon peroksidaz enziminin substrat olarak kullanildigi molekiil bir tiyol
bilegigi olan rediikte glutatyon (GSH) dur. Glutatyon; glutamik asit, sistein ve glisin
amino asitlerini igeren bir tripeptittir. Serbest oksijen radikallerini direk veya enzim
aracihfryla yakalar. Glutatyon hiicrelerin ¢ogunda yiiksek konsantrasyonlarda
bulunur. Hidrojen peroksit birikimi hemoglobinin methemoglobine oksidasyon hizi
arttirir ve eritrosit omriinii azaltabilir. Sayet canhda yiiksek miktarlarda peroksit
a¢1fa ¢ikarsa o zaman da katalaz enzimi devreye girer. (Mayers, 1993)

Glutatyon peroksidaz hidrojen peroksitin diginda peroksitlerinde etkisini
ortadan kaldirarak zar lipidlerini ve hemoglobini peroksitlerin yiikseltgemelerine

kars1 koruyabilmektedir.

1.8.3. Katalaz

Katalaz 4 tane hem grubu bulunduran hemoproteindir. Her alt birim ayrica bir
molekiil NADPH igerir. Bu molekiil enzimin kararlih@inda rol oynamaktadir. Enzim
sitokrom sistemi i¢eren tiim oksijenli solunum yapan hiicrelerde mevcuttur. Katalaz
esas olarak peroksizomlarda olmak iizere endoplazmik retikulum ve sitozolde
yogundur. Aktivitesi; karaciger, bobrek, miyokard, ¢izgili kaslar ve eritrositlerde
yliksektir. Gorevi, hidrojen peroksiti oksijen ve suya parcalamaktir. Peroksidaz
aktivitesine sahip olusuna ek olarak; bu enzim bir molekiil hidrojen peroksiti elektron
verici bir substrat olarak, digerini de oksidan veya elektron alicisi olarak kullanabilir.

(Akkus, 1995)

CAT
2H202 ——— P 2 HZO + 02

Katalazin indirgeyici aktivitesi hidrojen peroksit ve metil, etil

hidroperoksitleri gibi kiiglik molekiillere karsidir. Biiyiik molekillii lipid
hidroperoksitlerine etki etmez. (Jenkins ve Tengi, 1981)
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1.9. Hepatit

Hepatit; karaciger enfeksiyonudur; alkol, uyusturucu, ilaglar, kimyevi
maddeler, viriisler (Hepatit A, B, C, D ve E viriisleri) gibi etkenlerle
olugabilemektedir. Enfeksiyon siiresinin 6 aydan daha fazla siirmesi durumu kronik

hepatit; daha kisa siiren durumu ise akut hepatit olarak adlandirilir.
1.9.1. Viral Hepatitler
1.9.1.1. Hepaptit A Viriisii (HAV)

HAYV 27-28 nm ¢apinda tek sarmalli RNA igeren, kilifsiz bir viriistiir. Hepatit
A virlisti nadiren 6liime neden olan karacigerin akut bir enfeksiyonuna sebep olur.
Genellikle diger viral hepatit etkenlerine gore daha az zarar vericidir.

Kronik hale dénitismez. Iliman bolgelerde sonbahar ve kis aylarinda hepatit A
daha sik gbézlenmektedir.

Diski ve agiz (fekal-oral) yoluyla bulasmaktadir. HAV midenin asidine karsi
dayanakli oldugundan gastrointestinal mukozadan gecip karacigere ulasir. Karaciger
hiicreleri i¢erisinde reseptore bagli endositoz mekanizmastyla alinir. Viriisiin digki ile
¢ikarilmasi hepatitin baslamasindan 6nceki ve sonraki birer hafta icinde olmaktadir.
Hasta bu donemde bulastiricidir.

Istahsizlik, bulant1, 38 “C civarinda ates, halsizlik, bas agrsi, oksiiriik, nezle
gibi belirtiler ortaya ¢ikmaktadir. Iyilesme 1-8 hafta arasinda olmaktadir.

Hepatit A da heniiz spesifik bir tedavi yoktur. Tedavi genellikle hastanin
dinlenmesinin saglanmasi1 ve uygun diyetin (uygun protein ve kalori) verilmesi
seklinde diizenlenir. Hastaligin iyilesmesi sonrasi viriise karst bagisiklik gelisir.

Virtiise kars1 korunma 0,1 ve 12. aylar olmak lizere lic doz olarak asilanma ile

saglanabilmektedir. 2 yasin tizerindeki kisilere uygulanmaktadir.
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1.9.1.2. Hepatit B Viriisii (HBV)

42 nm capinda DNA igeren bir viriistiir. Enfeksiyonda goriilen karaciger
hasar1 enfekte karaciger hiicrelerinin  bagisikhik  sistemi araciigiyla tahrip
edilmesinden olusur. Bagsiklik sistemi zayif olan hastalar, hemodiyaliz hastalari,
hemofili hastalar1, Down sendromlu hastalarda kroniklesme orani daha yiiksektir.

Cinsel yolla, kan, semen, vajinal salgilar, tiikriik, ter gozyas: gibi sivilarla,
anneden dogum sirasinda ya da dofum sonras: anne ile beslenmesi sirasinda
bulasabilmektedir. Yeni doganlarda bagisiklik sistemi yeterince gelismediginden
kroniklesme ile sonuglamir. Ortak kullanilan malzemelerle hasar gormiis cilt
boélgesinden kolaylikla gegebilir.

Korunma amagcli olarak asi yapilabilmektedir.0, 1 ve 6 ay seklinde {ic doz

olarak uygulanmaktadir.
1.9.1.3 Hepatit C Viriisit (HCV)

Yaklagik 50 nm ¢apinda kilifli tek iplik¢ikli bir RNA viriisiidiir. Kan yoluyla
karacigere ulasan virlis reseptdrler araciliiyla karaciger hiicresine girer. Hiicre
icinde kilifindan ayrilan viral RNA replikasyona ugrar. Replikasyon sirasinda sik¢a
mutasyonlar gerceklesir; ¢ok farkli genotiplerde viriisler olusur. Bundan dolay:
hastaligin kronik hale gelmesi kolaylasmaktadir.

Ttkriik, idrar ve semen gibi viicut sivilarinda viriisiin bulunmasi, yakin temas
ve cinsel iligki gibi yollarla bulagabilmektedir. Risk faktorleri ise ortak kullanilan
yada yeterince steril olmayan hastane malzemeleri gibi ¢esitli araclarla hastalik
bulagabilmektedir.

Heniiz kullanilan bir asis1 yoktur.
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1.9.1.4 Hepatit D Viriisii (HDV)

Tek sarmalli RNA viriisiidiir ve yapisal olarak eksik bir viriistiir. Yapilan
¢aligmalarda HDV’ nin yeni bir virilis olup, enfeksiyon yapabilmesi i¢in HBV’ nin
tamamlayic1 fonksiyonuna gereksinim duymaktadir. HBV tasiyan kisilerin HDV
almasiyla olusan ve siiper enfeksiyon olarak adlandirilan durum sonucunda hizla
ilerleyen bir kronik karaciger hastaligi olusmaktadir.

Bulagma yollar1 HBV ile aymdir. Viicut sivilarinda bulunmaktadir. Cinsel
iliski , yakin temas, ortak kullanilan malzemeler ile bulasmaktadir.

HBV i¢in yapilan tedavi ve korunma dolayli HDV tedavisini de
saglamaktadir.

1.9.1.5 Hepatit E Viriisii (HEV)

Yaklasik olarak 30 nm ¢apinda yuvarlak kilifsiz bir RNA virtistidiir. Diskida
bol miktarda bulundugu tespit edilmistir. Daha ¢ok kullanilan sularla ilgili
problemleri olan iilkelerde goriilen bir hastaliktir.

Ozellikle az geligmis iilkelerde goriilmektedir. HEV hepatit A daki gibi
kronik hastaliga yol agmaz Diski ve agiz yoluyla bulasma 6zelliginden dolay: kirli
sularla genis kitleleri etkileyebilmektedir.

HEV i¢in kullanilan bir as1 yoktur. Ancak as1 ¢alismalar stirmektedir.( Dolar,
2002)
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2.ONCEKIi CALISMALAR

Cuzzocrea S. ve ark. (1998), Kronik aktif hepatit, siroz gibi hastalarin
karaciger hiicrelerinden alinan Orneklerde inceleme yapmuslardir. Hasar gormiis
karaciger hiicreleri ve bunlari ¢evreleyen kupfer hiicrelerinde nitrotrozin artiklari
bulunmugstur. Nitrotrozinin bulunmas: ile peroksinitrit gibi nitrik oksitten tiiremis
oksidanlarin  hepatit sirasinda {retildigini ve hastalik etkeni olabilecegini
gOstermislerdir.

Larrea E. ve ark. (1998), Hepatit C viriis enfeksiyonunda oksidatif strese
kars1 hiicre savunmasini artirmak i¢in yaptiklari ¢alismada Hepatit C’li hastalardaki
tek c¢ekirdekli ¢evresel kan hiicrelerinde (PBMC) ve Kkaracier hiicrelerinde
stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesini Onemli olgiide yiiksek oldugunu
saptamiglardir.

Boya P. ve ark. (1999), Kronik hepatit C’li hastalarda, tek cekirdekli gevresel
kan hiicrelerindeki oksidan ve antioksidan durumunu kontrol gruplarina karsi
arastirmiglardir. Glutatyon S-Transferaz ve GSH-Px enziminde aktivite azalmasi
saptanirken SOD, CAT ve GR enzimlerinde aktivite artis1 saptamislardir. Ayrica
MDA seviyesinin kontrol grubuna gore oldukea yliksek oldugu da saptamiglardir.

Irshad M. ve ark. (2002), Farkl: tiirdeki hepatit hastalarinin eritrositlerinde
SOD seviyesinin kontrol gruplarina karsi daha diisiik oldugunu saptamislardir.

Jain S.K. ve ark. (2002), Kronik hepatit C’li hastalarda lipit peroksidasyon
gostergesi 8-isoprostane ve rediikte glutatyona karsi yiikseltgenmis glutatyonun
oranim Onemli derecede yiiksek bulmuglardir. Ayrica antioksidan glutatyon,
selenyum, vitamin A,C.E nin yasa ve cinsiyete gore eslesmis olan kontrol gruplarina
kars: yaptiklar kiyaslamada olduk¢a azalmis oldugunu saptamiglardir.

Karabulut A.B. ve ark. (2002), Hepatit C enfeksiyonlu hastalarda eritrosit
SOD ve CAT enzim aktivitesi arastirtlmis, eritrosit SOD aktivitesi akut hepatit C’li
hastalarda yiikselirken, kronik hepatit C’li hastalarda diigmiistiir. CAT aktivitesinde

ise 6nemli bir degisme olmamustir.
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Czucjejko J. Ark. (2003), Hepatit B ve C ‘li hastalarda selenyum, glutatyon
konsantrasyonlar: ve GSH-Px enzim aktiviteleri kontrol gruplari ile kiyaslanmig ve
selenyum, glutatyon konsantrasyonlari azalirken, GSH-Px aktivitesinin bir miktar
yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Ko ve ark. (2005), Hepatit C’li hastalarda eritrositlerde MDA, SOD, GR,
GSH-Px enzim aktiviteleri kontrol grubu ile kiyaslanmis ve hastalarda MDA, SOD,
GR enzim aktiveteleri kontrol grubuna gore artarken GSH-Px enzim aktivitesinde
diisiis gbozlemlemislerdir.

Czeczot H. ve ark. (2006), sirozlu ve karaciger kanserli hastalarda glutatyon
ve glutatyon bagh enzimleri kontrol gruplari ile kiyaslayarak arastirmislardir.
Glutatyon seviyesi kotii huylu dokularda kontrol gruplarina gére azalirken kanserli
dokularda sirozlu dokulara goére yiliksek oldugu tespit edilmistir. Selenyum bagh
olmayan GSH-Px ile selenyum bagli GSH-Px enzim aktivite seviyeleri kontrol

gruplarina gore diisiik bulunmustur.
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Materyal

Aragtirmada kullanilan tiim reaktifler analitik saflikta olup Sigma firmasi
tarafindan saglanmustir. Kan 6rnekleri C.U. Tip Fakiiltesi merkez laboratuvarimdan

temin edilmistir.

3.2. Kullamilan Cihazlar
% UV-Vis spektrofotometre (ATI UNICAM)
% pH metre (HANNA 8417)

¥ Magnetik karistirict

% Inkiibator (ES 500)

¢+ Santrifijj

% Girdap karistirict

3.3. Metod
3.3.1. Siiperoksit Dismutaz Tayini

SOD, oksidatif enerji tiretimi sirasinda olusan toksik siiperoksit radikallerinin
(O2¢-) hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene dismutasyonunu hizlandirir. Bu
yontem, ksantin ve ksantin oksidaz (XOD) kullanilarak olusturulan siiperoksit
radikallerinin (1), nitro blue tetrazolium (N.B.T) ile meydana getirdigi mavi renkli
formazan boyasinin 560 nm dalga boyunda verdigi optik dansitenin (OD) okunmasi
esasina dayanmaktadir. Ornekte bulunan SOD, siiperoksit radikallerini ortamdan
uzaklastirarak 2 numarali formazan reaksiyonunu inhibe eder. SOD’nin bir {initesi
deneme kosullar: altinda N.B.T indirgenme hizinin % 50 inhibisyonudur (Sun ve ark,

1988).
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XOD
Ksantin — Urik asid + O, e" 1)
N.B.T.+ O2 ¢ ———> formazan boyasi 2)
SoD
O,¢° +0,e° +2H* —>0,+H,0, 3)
Aktivite Olctimii
Reaktif:

1. Ksantin* (0,3 mM) 9,13mg—" 200 ml saf suda ¢6ziiliir.
2.EDTA (0,6 mM )223 mg ____, 100 ml saf suda ¢oziiliir.

()

.N.B.T. (150 pg/L) 12,3 mg——— 100 ml saf suda ¢oziiliir.
4, Na,CO5 (400 mM) 2,544g—> 60 ml saf suda ¢oziiliir.

5. S1g1r serum (1g/L) 30 mg —>  30ml saf suda ¢6ziiliir.

- Ksantin oksidaz (167 w/L) enziminden 18 pl alimip, 3 ml 2 M (NH4),SO, da
¢oziliir; buz icinde bekletilmelidir.

-2 M (NH4),SO4 2,643 g ___, 10 ml’ye saf su ile tamamlanir.

- CuCl,.2H,0 (0,8 mM) 13,6 mg—— 100 ml’ye saf su ile tamamlanir.

Kor Numune
Reaktif 2,85 ml (1425 uL) 2,85 ml (1425 pL)
Numune 0 e 0,1 ml (50 pL)
Ksantin oksidaz (XOD) 50 puL (25 pL) 50 uL (25 pL)

25°C de oda sicakliginda 20 dakika bekletilir.
CuCl, 0,1 ml (50 uL) 0,1 ml (50 uL)

Numune 0,0ml(50uL) e

560 nm de destile suya kars1 okunur.
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) Kor OD — Numune OD 20 u/ml SOD
Aktivite(U/mg Prot)= X x Seyreltme Faktor
Kor OD mg Prot

*Once birkag damla 1IN NaOH de ¢oziiliir.

Ksantin oksidaz iyice karistirilmahidir.

3.3.2. Glutatyon Peroksidaz(GSH-Px) Enzim Tayini

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) hidrojen peroksit (R-O-O-H) tarafindan
rediikte glutatyonun (GSH) okside glutatyona (GSSG) yiikseltgenmesini katalize
eder. Hidrojen peroksit olarak t-butil hidroperoksitin bulundugu ortamda GSH-Px’in
olusturdugu GSSG, glutatyon rediiktaz (GR) ve NADPH yardimiyla GSH’ye
indirgenir. GSH-Px aktivitesi, NADPH’nin NADP’ nin NADP™ * ye yiikseltgenmesi
sirasindaki absorbans farkinin 240 nm’de okunmasiyla 6lgiiliir.(Paglia ve Valentine,

1967)

GSH-Px
2 GSH+ ROOH —» GSSG +H,0 +R-OH

GR
GSSG + NADPH+H" —— 2GSH + NADP" (340 nm)

Cozeltiler 1 mL’lik kiivetlere asagida belirtilen hacimlerde pipetlendi.

Kor Ornek
Tris HCI pH = 8,0 100 pL 100 uL
GSH 0,1M 20 puL 20 pL
Glutatyon Rediiktaz 10 U /mL 100 pL 100 pL
NADPH , 2 mM 100 uL 100 pL
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1:20 Hemolizat (GSHPx) 10 uL 10 uL
Su 670 uL 660 pl
37° C’de preinkiibasyon (10 dakika )

t-butil hidroperoksit (ROOH) 7mM =~ —---- 10 pl

Tampon Tris pH = 8,0 9000 uL 9000 pL
AA X Vioplam
tx6,22 V hemolizat

E(U/gHb) = olarak hesapland.

Hb(g/dL)

3.3.3.Katalaz Enzim Tayini

Katalaz Aktivitesi Bergmeyer (1974) tarafindan tamimlanan metodun
Lartillot ve ark., (1988) tarafindan gelistirilen metoda gore ol¢iildil.

50 mmol / L fosfat tamponu pH= 6,8 i¢inde 10 mmol / L hidrojen peroksit
olacak sekilde substrat ¢ozeltisi hazirlandi.

20 pL test edilecek enzim iceren ¢ozelti (tam kanin 1/2000 tampon ile
seyreltilmesiyle hazirlandi) iizerine 2,5 mL substrat ¢6zeltisi eklendi ve 37 °C de 2
dk bekletildi ve reaksiyonu durdurmak igin ortama 0,5 mL IN hidroklorik asit ilave
edildi. 240 nm’de absorbans 6l¢iildii. (Ar)

Kor olarak 2,5 mL tampon (pH’st 6,8 olan 50 mmol / L fosfat tamponu ) ve
0,5 mL 1 N hidroklorik asit kullanildi.

Sifir zamanda reaksiyon karigiminin absorbansi (As) 2,5 mL substrat ve 0,5
mL 1 N hidroklorik asit karisimiyla dl¢tildi.

Proteinin neden olacagi absorbans (At) igin, 20 pL test edilecek ¢ozelti,
2,5mL tampon ve 0,5 mL 1 N hidroklorik asit karisiminin absorbans: igiildii.

Enzimatik aktiviteden dolay: absorbans degisimi [A = (As + At ) — Ar]

formiiliiyle hesaplandi.

A = ilk absorbans (sifir zamanda reaksiyon karigiminin absorbans)

At = karigiminin absorbansi(enzim varlifinda ve substrat eksikliginde)
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Ar = enzim ve substrat varliginda absorbans

Aktivite (IU /mL ) = A . Viopiam _ Olarak hesaplandi

e.t. Vornek

e = Hidrojen peroksitin spesifik absorbans katsayisi yaklagik 0,0396 cm? / umol,
tersiyer hidrojen peroksit i¢in ise deger 0,068 cm? /imol diir.

t= Reaksiyon zamamdir.
3.3.4 Hemoglobin Tayini

Drabkin ¢ozeltisinde bulunan ferrisiyantir hemogobindeki +2 degerlikli
demiri +3 degere yiikseltgeyerek hemoglobini methemoglobine doniistiiriir. Bu ise
potasyum siyaniir ile birleserek stabil olan siyaniirmethemologlobini olusturur.
Siyanomethemoglobinin 540 nm dalga boyunda verdigi absorbans ©o&lgiilerek

hemoglobin (Hb) miktar saptanir. (White ve ark., 1976)

Drabkin cozeltisi
K3Fe(CN)g 198 mg
KCN 52 mg
NaHCO; 1g

Saf su ile 100 ml’ye tamamlandi.

Cozeltiler tiiplere asagidaki gibi pipetlendi.

Kor Ornek
Hemolizat (ul) - 20
Drabkin Cozeltisi (mL) 5 5
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15 dakika oda 1sisinda bekletildi. Spektrofotometrede 540 nm dalgaboyunda
absorbans okunarak ¢izelgeden degerlendirmesi yapildi. Hemolizat yerine tam kan

alindi.

3.3.5. Protein Tayini

Protein tayini metodu Lowry ve ark., (1951) tarafindan Onerilen yonteme
gore yapilmistir. Protein tayini igin asagida igerikleri bildirilen A, B ve C ¢ozeltileri
hazirlanmistir.
1)Cozelti A: Bu ¢ozelti 2 g. Na,COs5, 0,1 M NaOH ¢ozeltisinde ¢oziilerek ve ayni

¢ozelti ile son hacim 100 mI’ye seyreltilerek hazirlanmagtir.

2)Cozelti B: 0,5 g.CuS0O4.5H,0, % 1’lik trisodyumsitrat2H,0 ¢ozeltisinde ¢oziilerek
son hacim aym ¢6zelti ile 100 ml’ye tamamlanarak hazirlanmigtir.

3)Cozelti C: 50 ml A c¢ozeltisi ile 1 ml B ¢ozeltisi karigtinlarak hazirlanmustir.
(Kullanilacagi an hazirlanmasina dikkat edilmistir.)

4)Folin-Ciocalteu Cozeltisi: Folin-Ciocalteu saf su ile 1:1 oraninda seyreltilerek
hazirlanmistir.

5)Standart protein ¢ozeltisi: 1 ml’sinde 0,25 mg. sigir albiimini olacak sekilde %
0,9’luk NaCl (serum fizyolojik ) ¢ozeltisiyle hazirlanmistir.

6) Standart protein egrisinin ¢izimi; 6 adet deney tlipli alinarak tiiplere sirasiyla
standart protein ¢ozeltisinden ( 0,25 mg./ml ) 0; 50; 100; 125; 250; 500; 750; 1000
ul eklenip serum fizyolojik ile 1 ml’ye tamamlanmustir. Bu tiiplerin protein
derisimleri swrasiyla 0; 0,0125; 0,025; 0,03125; 0,0625; 0,125; 0,1875; 0,25
mg/ml’ye karsilik gelir. Her tiipe 5 ml C ¢ozeltisi ilave edilip, 10 dakika oda
sicakhiginda bekletildikten sonra her tiipe 1:1 oraninda seyreltilmis Folin-Ciocalteu
cozeltisinden 0,5 ml eklenmigtir. 30 dakika oda sicakhifinda bekletilip tiip
iceriklerinin absorbanslari koére karsi 750 nm’de okunmustur. Okunan bu

absorbanslar standart protein derisimlerine kars: grafige gecirilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. Bulgular
4.1.1. Protein Tayinine Ait Bulgular
Lowry yontemiyle standart efri olusturmak i¢in hazirlanan protein
standartlarina ait 750 nm’de alinan absorbans olgtimleri Cizelge 4.1.’de verilmis,

cizilen standart egri ise Sekil 4.1.”de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Protein standartlarinin 750 nm’de alinan absorbans degerleri

mg protein/mL | Aysg
0,0125 0,046
0,0250 0,078
0,0313 0,100
0,0630 0,193
0,1250 0,291
0,1880 0,414
0,2500 0,530
Standart Protein Egrisi
) y=22213x
0.8 R* = 10,9727 %
0.5
2 04 -
=
s 0.3+
2
= 0‘2 7
0.14
0 1 1 i ¥ 1 1
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3
Derigim {mg/ml}

Sekil 4.1. Standart Protein Egrisi
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4.1.2. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi Tayinine Ait Bulgular

Stiperoksit dismutaz enziminin aktivitesi, hepatit C’li 18 (9 Erkek, 9 Kadin)
hastaya ve aym sayida kontrol grubuna (9 Erkek, 9 Kadin) ait % 40 hemotokrite
getirilmig eritrosit hiicrelerinde 6l¢tilmistiir.Her 6rnekten {iger paralel ¢alisilmis ve
sonugta ortalamalar1 alinmistir. Bu 6l¢limlere ait degerler Cizelge 4.2.”de verilmistir.
Degerler, ortalama + standart sapma seklinde, Unite/mg protein cinsinden ifade

edilmistir. Istatiksel analizler SigmaPlot 9.0 programi ile yapilmistir. p<0,05 olarak

bulunmugtur. Cizelgede erkek:E, kadin:K seklinde verilmistir.

Cizelge 4.2. Kontrol grubu ve hepatit C’li hastalara ait SOD aktivite degerleri

Kontrol Hasta
i Aktivite Aktivite
Omek No| Yas |Cinsiyet|(U/mgProt)| Yas |Cinsiyet|(U/mg Prot)
1 56 E 3,70 41 E 1,98
2 55 E 4,90 51 E 4,16
3 46 E 4,33 52 E 3,26
4 45 E 3,84 47 E 3,48
5 52 E 4,35 49 E 3,90
6 43 E 3,80 50 E 3,05
7 48 E 5,80 55 E 2,59
8 41 E 5,76 43 E 1,64
9 43 E 5,57 42 E 3,12
10 44 K 2,57 47 K 2,08
11 48 K 4,33 47 K 3,01
12 42 K 3,10 46 K 2,51
13 45 K 2,76 54 K 3,48
14 42 K 2,90 45 K 2,76
15 53 K 6,09 45 K 2,79
16 51 K 6,15 50 K 2,36
17 54 K 6,14 46 K 1,87
18 47 K 4,89 50 K 1,54
x+SD  [47,5+4.9 3,76+1,53 |47,8+£3.9 2,75+0,75
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4.1.3. Katalaz Aktivitesi Tayininine Ait Bulgular

Katalaz enziminin aktivitesi, hepatit C’li 18 hastaya (9 Erkek, 9 Kadmn) ve 18

kontrol grubuna (9 Erkek, 9 Kadin) ait % 40 hemotokrite getirilmis eritrosit

hiicrelerinde  olglilmiistiir. Her ornekten iger paralel c¢alisilmis ve sonugta

ortalamalar1 ahnmustir. Bu olgtimlere ait degerler Cizelge 4.3.’de verilmistir.

Degerler, ortalama + standart sapma seklinde, (Unite/g Hb)x10" cinsinden ifade

edilmigtir. Istatiksel analizler SigmaPlot 9.0 programi ile yapilmustir. p<0,0001

olarak bulunmustur.

Cizelge 4.3. Kontrol grubu ve hepatit C’li hastalara ait CAT aktivite degerleri

Kontrol Hasta
Ormek . Aktivite . Aktivite
No Yas Cinsiyet (Unite/g Yas Cinsiyet| (Unite/g
Hb)x10° Hb)x10*
1 56 E 11,11 41 E 23,96
2 55 E 15,67 51 E 18,67
3 46 E 12,61 52 E 16,49
4 45 E 14,82 47 E 22,70
5 52 E 13,46 49 E 15,02
6 43 E 13,36 50 E 20,65
7 48 E 10,70 55 E 16,71
8 41 E 12,22 43 E 10,98
9 43 E 15,55 42 E 25,52
10 44 K 15,25 47 K 19,02
11 48 K 15,57 47 K 20,87
12 42 K 13,31 46 K 15,80
13 45 K 15,15 54 K 16,23
14 42 K 12,07 45 K 16,34
15 53 K 12,52 45 K 21,86
16 51 K 14,80 50 K 20,44
17 54 K 14,85 46 K 26,59
18 47 K 13,68 50 K 18,67
x+SD | 47,5449 13,71+£1,6 | 47,8+3,9 19.25+3.4
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4.1.4. Glutatyon Peroksidaz Aktivitesi Tayininine Ait Bulgular

Glutatyon peroksidaz enziminin aktivitesi, hepatit C’li 18 hasta (9 Erkek, 9
Kadin) ve 18 kontrol grubuna (9 Erkek, 9 Kadin) ait % 40 hemotokrite getirilmis
eritrosit hiicrelerinde Sl¢tilmustiir. .Her 6rnekten iger paralel ¢alisiimis ve sonugta
ortalamalar1 alinmistir. Bu Olgtimlere ait degerler Cizelge 4.4.’de verilmistir.
Degerler, ortalama + standart sapma seklinde, Unite/g Hb cinsinden ifade edilmistir.
Istatiksel analizler SigmaPlot 9.0 programi ile yapimstir. p<0,05 olarak

bulunmustur.

Cizelge 4.4. Kontrol grubu ve hepatit C’li hastalara ait GSH-Px aktivite degerleri

Kontrol Hasta
Ornek Yas _ Aktivite Yas |Cinsiyet _Aktivite
No Cinsiyet | (Unite/g Hb) (Unite/g Hb)
1 39 E 79,00 41 E 61,14
2 50 E 59,04 51 E 85,30
3 35 E 59,44 52 E 68,00
4 29 E 58,60 47 E 65,78
5 37 E 60,28 49 E 48,64
6 51 E 62,94 50 E 63,02
7 30 E 62,02 55 E 107.0
8 40 E 62,02 33 E 96,69
9 37 E 71,40 42 E 112,8
10 54 K 57,00 35 K 64,20
11 29 K 60,28 48 K 124,0
12 53 K 76,50 46 K 76,61
13 30 K 55,00 50 K 96,69
14 36 K 68,00 50 K 103,88
15 35 K 70,00 47 K 71,30
16 33 K 63,00 37 K 59,80
17 42 K 58,00 46 K 47,80
18 53 K 56,20 54 K 55,90
x£SD 47,5+4.9 63,26+£6,9 K7,8+3,9 78,25+£23,23

(8]
2
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4.2. Tartisma

Reaktif oksijen tiirleri, hiicrenin biiylimesin, farklilagmasin, yaslanmasi ve
oliimiinden sorumludur. Oksidatif stres ve patolojik durumlarda reaktif oksijen tiirleri
degisiklik gosterebilmektedir. Literatiirde patolojik durumlarda degistigine dair
bir¢ok ¢aligma mevcuttur. Alerjide Buchanan ve ark. (1997); kanser tiirlerindeki
degisikleri gogiis kanserinde Lee ve ark (1998), bobrek kanserinde Durak ve ark
(1997), karaciger kanserinde Wiseman ve ark. (1996) belirtmislerdir.
Ateroskleroziste Cantwell ve ark. (1998) ve Casper-Bauguil ve ark. (1998), diabette
Hannon ve ark. (1998), Romatoid artiritte Aaseth ve ark. (1998) rapor etmislerdir.

Bu caligmada, kronik Hepatit C’li 18 hastada SOD aktivite degerlerinin
ortalama+SD 2,75+0,75 U/mg protein iken kontrol grubunda 3,76+1,53 U/mg
protein olarak bulunmugtur (p<0,05). Irshad ve ark. (2002) ile Karabulut ve ark.
(2002) kronik Hepatit C’li hastalarda SOD aktivitelerini kontrol grubuna gére diisiik
bulurken, Boya ve ark. (1999) p<0,05 anlamlilik derecesinde yiiksek bulmuslardir.
Ayrica Ko ve ark. (2005) viral hepatitte SOD aktivite seviyesini kontrole gore
yiiksek bulmuslardir. Bizim bulgularimiz, SOD aktivite degerleri i¢in Irshad ve ark.
(2002) ve Karabulut ve ark. (2002) ile uyumludur.

Katalaz enziminin aktivitesi 18 hepatit C’li hastada ve aym sayidaki kontrol
grubunda Sl¢iilmiig, hasta grubunda 19,25+3,99 (Urg Hb)x10* iken kontrol grubunda
13,71£1,58 (U/g Hb)xlO4 bulunmugtur (p<0,0001). Boya ve ark. (1999) kronik
hepatit C’li hastalarda ve kontrol grubunda anlamli bir fark bildirmemigken,
Karabulut ve ark. (2002) yiiksek bulmusglardir. Sonuglarimiz, Karabulut ve ark.
(2002)’min ¢aligmalarini destekler niteliktedir.

GSH-Px enziminin aktivitesi kronik hepatit C’li 18 hastada ve ayn: sayidaki
kontrol grubunda tayin edilmis; hastalarda 78,25+23,23 U/g Hb kontrollerde ise
63,26+6,93 U/g Hb olarak bulunmustur (p<0,05). Czeczot ve ark. (2006) siroziu
hastalarda GSH-Px aktivite deZerlerini kontrollere gére yiiksek bulurken, Ko ve ark.

(2005) viral hepatitte diigiik bulmustur. Bununla birlikte, Czuczejko ve ark. (2003)
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ise Hepatit C’li hastalarda kontrol grubuna gore anlamli bir fark gézlememislerdir.
Sonuglarimiz Czeczot ve ark. (2006) *min ¢alismalarim destekler niteliktedir.

Bu sonuglar, kronik hepatit C’li hastalarda SOD aktivitesinin kontrollere
gore diisiik, katalaz ve glutatyon peroksidaz aktivitesinin ise yiiksek ¢ikmasi kronik
hepatit C’li hastalarda oksidatif strese bagli olarak doku hasarimin fazlalagtigim

bununda stiperoksit radikallerini arttirdigini gostermektedir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER
5.1. Sonugclar

1. Kronik hepatit C’li hastalarda ve kontrol grubunda SOD aktivite diizeyleri
sirastyla 2,75+0,75 U/mg ve 3,76+1,53 U/mg olarak bulunmustur.

2. Kronik hepatit C’li hastalarda ve kontrol grubunda CAT aktivite diizeyleri
strastyla 19,25+3,99 (U/g Hb)x10* 13,711,58 (U/g Hb)x10* olarak bulunmustur.

3. Kronik hepatit C’li hastalarda ve kontrol grubunda GSH-Px aktivite
diizeyleri sirasiyla 78,25+23,23 U/g Hb ve 63,26+6,93 U/g Hb olarak bulunmustur.

5.2. Oneriler

1. Vitamin A, B, C, o - tokoferol (E vitamini), Sistein, Miyoglobin,
Hemoglobin, Metionin, Albumin, Bilirubin gibi enzimatik olmayan antioksidan
parametreleri de incelenebilir.

2. Nitrik oksit, glutatyon rediiktaz, rediikte glutatyon ve malondialdehit
diizeyleri tayin edilebilir.

3. Farkl: hepatit tiirlerinde ¢aligmalar yapilabilir.

4, Farkli yas gruplarinda ¢alismalar yapilabilir.
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