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GiRiS VE GENEL BILGILER

Anaerobik ortamlara uyum saglamis organizmalar haricinde tim canlilar
yagamlanin sirdirebilmek igin oksijene ihtiyag duyarlar. Canlilarin enerji tretimi icin
cok gerekli olan oksijenin bazi ara bilesikleri ise hiicresel dlizeyde son derece toksik
etki gosterirler. Genel olarak adlarina reaktif oksijen tlrleri denilen bu grup
molekiillerin 6nemli bir kismini serbest radikaller olusturur (Sekil 1). Serbest
radikaller bir veya daha fazla sayida eglesmemis elekiron tagiyan bilesiklerdir. Bu

tanimin igine pek gok gegis metali iyonu ve oksijen molekilli de girmektedir
(1,2,3,4,5,6,7,8).

Reaktif oksijen turleri

Singlet Qksijen: Temel halinde en dig orbitalinde tagidigi iki eslesmemis
elektronuyla oksijen atomu da bir radikaldir. Ancak elektronlarin spinleri ayni yénde
oldugu igin ¢ok reaktif degildir. Oksijen atomunun uyarimasiyla olusan singlet
oksijen ise daha reaktiftir. Porfiri hastaliginin yliksek konsantrasyonda singlet oksijen
olusumuna neden oldugu bilinmektedir. Ayrica solunumsal patlama olayi ve
stiperoksit radikalinin dismitasyonu da singlet oksijen olusturmaktadir (1,6,8,9).

Siiperoksit radikali: Oksijenin bir elektron indirgenmesi sonucu siperoksit
radikali olugur (O5). Hicre icinde oksihemoglobin’in methemoglobin'e dénligsmesi
"agamasinda, ksantin oksidaz enziminin katalizledigi reaksiyonlaria, elekiron taginim
zincirinde oksijen indirgenirken ve solunumsal patlama olayinda siiperoksit radikali
olugmaktadir. Siperoksit radikalinin dismitasyonu ile hidrojen peroksit (Ho0»)
olugur.

02— + Hf —— HOZ' (D
HO) + 07 + HY —— Hy0y + O (2)
20,7 + 2HY —— Hy0p + Oy (3)

Siperoksit dismiitaz (SOD) enzimiyle bu reaksiyonlar 4 kez hizlanir
(1,12,14,15,83).

Hidrojen Peroksit: Siperoksit radikali olusturan sistemlerde enzimatik olmayan
veya SOD ile katalizlenen dismutasyonlarla hidrojen peroksit de olugmaktadir
(Reaksiyon 3). Hidrojen peroksit eglegsmemis elekiron tagimadigi igin radikal olarak
kabul ediimez. HyO, 'nin reaktivitesi diglik olmasina kargin, yikli siperoksit



radikalinin aksine biyolojik membranlardan kolaylikla geger (1,6,8,9).

Hidroksil ( OH) ve hidroperoksil (HOz') radikalleri; Superoksit radikali ve

hidrojen peroksitin hiicrede olusturdugu hasar daha reaktif olan hidroksil ve
hidroperoksil radikallerine dénugmelerine bagldir. Oo™ radikalinin protonasyonu
sonucu olugan hidroperoksil radikali kéken aldigi radikale gdére daha az polar oldugu
igin biyolojik membranlar hidrojen peroksite yakin bir etkinlikle geger. Siiperoksit
radikaline gbre daha reaktif oldugu igin hidroperoksil radikali potansiyel olarak
onemlidir. Hidroksil radikali ¢cok reaktif olup yliksek dozda iyonize edici radyasyona
maruz kalmakla veya hidrojen peroksitin metal bagimh yikimiyla olusur (1,6,8,9,10).

m"t + Hy0p —— ™ +-OH + OH” (4)

(Burada m™* metal iyonunu simgelemektedir.)
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SEKIL 1. REAKTIF OKSIJEN TURLERI

Hicre igindeki reaktif oksijen kaynag olaylar Tablo 1'de verilmektedir.



Reaktif oksijen tlrleri veya dnctiiieri

Og, Ho0p, ‘OH, 'Ag02
Lipit peroksitler

Hipoklorit radikali
Semikinonlar

Iki degerlikli metaller

Reaktif oksijen tiirlerinin hiicre i¢i kaynaklarn
Plazma membrani

Cozinlr enzimier ve proteinler

Kiglik molekiller

Cevresel faktorier

Endoplazma retikulumu
Peroksizomlar

Mitokondrial elektron taginimi

TABLO 1 HUCRE IGINDEKI REAKTIF OKSIJEN KAYNAGI OLAYLAR (11,12,13)

Kaynak(lar)

Hiperoksi, enflamasyon veya irradyasyon ile
uyariimig oksijen metabolizmasi

Serbest radikallerle olusan reaksiyonlar,

prostanoid metabolizmasi
Enflamasyon
Mitokondrial elektron taginim zinciri

Hem ve diger metal tagiyan proteinler,
serbest veya kompleks halde bulunan

metaller

Lipoksijenaz, prostaglandin sentetaz,
fagositlerde bulunan NADPH oksidaz ve lipit
peroksidasyonu

Hemoglobin, triptofan dicksijenaz,

ksantinoksidaz

Indirgenmig flavinler, tiyoller, iki degerlikli

metaller, epinefrin, antibiyotikler

Yiiksek eneriili radyasyon, hava kirliligi,
toksik kimyasallar

Sitokrom P450, sitokrom b 5
Oksidazlar, flavoproteinler

Ubikinon,NADHdehidrogenaz, dihidroorotat
dehidrogenaz



Serbest radikallerin olugsumunda metal iyonlarnin rolii

Batlin gegis elemanlari metaldir ve radikal olarak kabul edilirler. Elektron
dagilimlart nedeniyle de oksidasyon-rediiksiyon tepkimelerinde kolaylikla yer alirlar.
4 no.lu reaksiyonda oldugu gibi, hidrojen peroksitin demir veya bakir iyonlan
yardimiyla olugan dekompozisyonuna Fenton reaksiyonu adi verilir.

Fe2+ + H,0, —> Arabilegkler — Fe3+ + OH + OH"  (5)

Fizyolojk pH da gok yavas olmakla birlikte Fe3+ tekrar hidrojen peroksit ile
reaksiyona girebilir.

Fe3+ + HoOp —— Arabilesiker —s Fe2+ + Op" + 2H+  (6)

Daha da devam edebilen reaksiyoniarin sonucu hidrojen peroksitin demir ile
katalizlenen dekompozisyonudur.

OH + HoOo — HoO + H¥ + O (7)

02" + Fe3+ — Fe2+ + Oo (8)

OH + Fe2+ — Fed+ + HO (9)
Demir

Fe3+ + 2HoOg ————— 02" + 2H20 (10)

Oksidan stres, Fenton kimyast i¢in kendine gereken demiri ferritin demirini
mobilize ederek (siperoksit radikali olusumu) veya hem proteinlerini demir ac¢iga
¢tkarmak (zere yikarak (hidrojen peroksit olugsumu) saglayabilir.

Pek ¢ok bilimadami demir-EDTA kompleksiyle reaksiyona sokulan hidrojen
peroksitten veya hem Oo™ hem hidrojen peroksit olusturan sistemlerden hidroksil
radikali agiga ¢ikacagini savunmaktadir (1,8,14). Bu reaksiyonlar Haber-Weiss
reaksiyonu adiyla anilir ve net reaksiyon séyledir:

metal
Oy + HoOp ———— 5 02 + OH + OH (11)
katalizor

Serbest radikal hasari sonucu olusan driinler Sekil 2'de gdsterilmistir.
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Reaktif oksijen tiirlerinin hiicrelerdeki hedefleri (11,12,13)

Kiiciik molekiiller

Doymamisg yaglar.........cn..c.... Kolesterol ve yag asitlerinde oksidasyon
Lipitlerde capraz baglanmalar
Organel ve hiicrelerde permeabilite degigiklikleri
Lipoproteinlerde degisiklikler

Karbonhidratiar.........ccccccveeenee.. Polisakkaritlerin depolimerizasyonu

Nikleik asit bazlari.................... Hidroksilasyonlar
Mutasyonlar, kimyasal modifikasyonlar
Sekerlerde de benzer reaksiyoniar

Tiyol iceren aminoasitler.......... Protein denatiirasyonu ve ¢aprazlagmalar:.
Enzimlerde inhibisyon

Makromolek(iller

Proteinler. ..o ceeceieeieeineceae Peptid zincirlerinde kopma.
Denatiirasyon.

Nikleik asitler.....cco.eoeecveveccucnns Tek ve ift iplikgik kinlmalan
Proteinlerle gapraz baglar.
Baz icermeyen béligeler.

Hyaluronik asit...c......oceeveereeee. Sinovial sivi akigkanliginda degisme

Reaktif oksijen tlrlerinin hicredeki proteinler lzerine olan etkilerini daha
yakindan inceledigimizde triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metionin, sistein
amino asitlerini tagtyan proteinlerin reaktif oksijen tirlerinin etkisiyle modifikasyona
ugradikian gérilir. Proteinlerde olusan reaktif oksijen grubu etkileri amino asit
kompozisyonlarina oldugu kadar, amino asitlerin yerlesimine, protein yapisinda
ustlendikleri gérevlere ve tamir edilebilmeye de baghdir (11,15).

Lipit Peroksidasyonu

Timiyle peroksitten arnndinlmig bir lipit sisteminde, membranda veya ¢ok
doymamig yag asitlerinde peroksidasyon islemini baslatabilmek igin, bir metilen
(-CHo-) grubundan hidrojen kopartabilecek yeterli reaktiviteye sahip bir radikale
ihtiyag vardir. Ornek olarak hidroksil radikalini segersek;



-CHy- + OH — -CH- + H20 (12)

Benzer gekilde sdperoksit radikali (yikli yapisi nedeniyle ancak bir anyon
kanali varliginda hiicre igine ulagir ve etki eder), hidroksil radikali veya gesitli
demir-oksijen kompleksleri de metilen gruplarindan hidrojen kopartarak lipit
peroksidasyonunu baglatir (1, 8,186).

Bir tek elektronu bulunan hidrojen atomunun kopartiimasi, geride eglesmemis
bir elekiron birakir. Bir yag asitinde ¢ift baglar takip eden C-H baglan daha zayiftir.
Bu bolgeden kolaylikla kopartilan hidrojen atomlari sonrasinda olugan karbon radikali
bir molekiler dizenlenme ile konjuge dien yapisini olusturur ve yapisini stabillegtirir.
Konjuge dien yapisi hidrofobik ézelliklerinden dolayr membran iginde yer alan oksijen
moleklilyle reaksiyona girer ve peroksil radikalini olugturur.

N\ AN
CH + Op —  CHOg2 (13)
/ /

Ancak diglk oksijen konsantrasyoniu ortamlarda proteinler veya diger yag
asitlerinin etkilenmesi s6z konusudur (1,2).

Peroksil radikalinin olusumu diger lipit molekillerinden hidrojen koparma giicl
oldugu icin énemlidir. Membran proteinlerinde de benzer etkisi vardir.

\ AN N N
CHO5 + CHo — CHOoH + CH (14)
/ / 7 /

Bu reaksiyonlar sonucu lipit hidroperoksit radikali olusur (1,3,8,16). Demirin lipid
peroksidasyonunda &énemli bir rolli vardir. Tamamen peroksitten arindinimig bir
doymamig lipid sistemine demir (ll) tuzu eklenmesi peroksidasyonu Fenton
reaksiyonu ile baglatabilir. Metal iyonlan fizyolojik sartlarda ¢ézinlr olmadigindan
yiksek ve disik molekil agirlikli hicresel bilegenler ile iliski halinde bulunur ve
buralan radikal olusturan katalitk merkezler haline getirir. Proteine baglanmayip
hiicre icine gegebilen gok az miktardaki demir, Fenton reaksiyonunu strdirmek igin
yeterlidir. Biyolojik sistemler peroksitten arindiriimig olmadigr igin Fenton reaksiyonu
daha ¢ok alkoksil ve peroksil radikali olugturacak sekilde lipit dekompozisyonu ile
peroksidasyonu uyarir. Demir iyonlarimin  yani sira serbest hemoglobin,
methemoglobin ve oksihemoglobin, metmiyoglobin, sitokromlar, ferritin ve transferrin
de lipit peroksidasyonunu uyarir (8,17,18,19).



Enzimatik ve Nonenzimatik Lipit Peroksidasyonu

Nonenzimatik lipit peroksidasyonu lipit iceren sistemlere metal tuzlaninin,
komplekslesmis metal iyonlarinin, lipit hidroperoksitlerinin veya yapay organik
hidroperoksitlerin eklenmesi ve bunlarn alkoksil ve peroksil radikali olugturacak
sekilde dekompozisyonu ile zincir reaksiyonunu baglatmasi sonucu olur (20).

Enzimlerin  katalik merkezinde peroksit olusumuna enzimatik lipit
peroksidasyonu denir. Aragidonik asitten oksijenazlar araciligi ile degisik
eikozonoidlerin sentezi buna 6rnek olarak verilebilir. Siklooksijenaz'in katalizledigi
¢ok doymamis yad asidi bis-dioksijenasyonu ile endoperoksit 6ncllleri olan
prostaglandin ve tromboksanlar, lipooksijenaz'in katalizledigi ¢ok doymamis yag
asitlerinin monodioksijenasyonu ile ise l6kotrien epoksitleri ve lipoksinler olusur (20).

Reaktif Oksijen Tirlerinin Biyomedikal Onemi

Oksijen radikalleri ve diger oksijen kékenli reaktif tirlerin gesitli hastaliklarin
patogenezinde rol oynadidi diigliniimektedir. Bunlarin arasinda ateroskleroz,
kanser, artritler ve kemoterapétik ilaglar, sigara gibi bazi toksik bilesiklerin etki
mekanizmalar sayilabilir. Peroksidasyon olayi hastaligi baslatmasa da, olusan hasar
sonrasinda ortaya gikan peroksitler hastaligl siddetlendirmekte ve hizlandirmaktadir.
Reaktif oksijen tirterinin iligkili gériildugl patolojik durumlar Tablo 2'de dzetlenmigtir.



TABLO 2 OKSIJEN RADIKALLERININ ETKILI OLDUGU DUSUNULEN BAZ! KLINIK DURUMLAR

Enflamatuar-immuain hasar

iskemi-reperfiizyon durumian

ilag ve toksinlere bagli reaksiyonlar

Kirmiz) kan hicrelerinde

Akcigerlerde

Kalp ve kardiyovaskdler sistem

Bobrek

Gastrointestinal sistem

Beyin

Goz

Diger

Glomertilonefritler (idiopatik, membranéz),
Vaskilitler (hepatit B viriisi, ilaglar),
Otoimmiin hastalikiar,

Romatoid artrit

Miyokard enfarktiisi

Organ transplantasyonlar

Kan transfiizyonlar: ile tedavi edilen talasemi ve
diger kronik anemiler

Beslenme bozukluklarn (kwashiorkor)
Sitma, Orak hiicreli anemi
Fenilhidrazin, primakin gibi ilaglar
Sigara igimi, Amfizem

Hiperoksi, Bronkopulmoner displazi
Akut solunum distresi sendromu (bazi formiar)
Ateroskleroz

Alkol kardiyomiyopatisi

Keshan hastaligi (selenyum eksikligi)
Otoimmun nefrotik sendrom
Aminoglikozid nefrotoksisitesi

Endotoksinlere veya halojenli hidrokarbonlara
bagdh karaciger hasari

Pankreatitier

Antienflamatuvarlara bagh GIS hasan
Hiperbarik oksijen

Vitamin E eksikligi

Nérotoksinler, Parkinson hastalig
Hipertansif serebrovaskiler hasar
Demyelinizan hastaliklar

Katarakt olugumu, okiller kanama
Dejeneratif retinal hasar

Radyasyon hasari, yaslanma (8)



Serbest Radikal Hasarina Karsi Hiicresel Savunma Mekanizmalar

Serbest radikaller biyolojik yagamda yapisal, metabolik ve genetik materyaileri
degisiklige ugratarak organizmanin varigini tehdit ederler. Okaryot ve prokaryotlarin
bulunduklan oksijenden zengin ortamda reaktif oksijen tlrlerinin etkilerinden
korunmalari igin bazi biyokimyasal savunma sistemlerine ihtiyag vardir. Bu nedenle
savunma sistemlerinin verimii galigmasi canlimn yasaminm sirdirmesi igin gok
onemlidir (7,9,11,21,22,23).

A. Diglk molekil agirlikh serbest radikal tutuculan
1) Zar yapisinda olanlar: E vitamini, B~karoten,

2) Sitoplazmada bulunanlar: Askorbik asit, Grik asit, glutatyon (indirgeyici glci
NADPH ve enzimatik katalizérleri ile birlikte), albumine baglanmis bilirubin,
transferrin, serdloplazmin, haptoglobin.

B. Enzimatik sistemler: Katalaz, glutatyon peroksidaz ve sliperoksit dismiitaz,
glutatyon transferaz.

Serbest radikaller ve lipit peroksitlerin digliimesinde kullanilan yéntemier

Cesitli hastaliklarda reaktif oksijen tdrlerinin olugmasi, bu tirlerin ve yan
Grinlerden Ozellikle lipit peroksitlerin hasar meydana getirme potansiyellerinin
anlagiimasi ve patogenezdeki olasi rollerinin ortaya ¢ikariimasi, bu metabalitierin
daha iyi takip ediimesi gerekliligini gindeme getirmistir. Reaktif oksijen tiirleri ¢ok
kisa omirli ve degisken olduklan igin bunlarin dl¢limesi ve miktarlarinin takip
edilmesi zordur. Bu nedenle metabalitleri dzellikle lipit peroksitler dlgllmekiedir (20).

Serbest radikal konsantrasyonunu &igcmede kullanilan en hassas ydntem
elektron spin rezonans (ESR) ydntemidir. Direk olarak donduruimus 6rneklerde
kullanilabilecegi gibi spin tutucu bir ajan ekleyip, radikal ile spin tutucunun arasindaki
6zgtl baglanmadan faydalanarak da tayin yapilir (8).

Kullanilan diger yontemler arasinda iodometrik ydntem, siklooksijenaz
enziminin katalizledigi yontem, etan veya pentan gibi ugucu hidrokarbonlarin yiiksek
performansh sivi kromatografisi kullanilarak dlgtlmesi, oksitienmis DNA bazlarinin
gOsteriimesi, floresans o&l¢limleri, RIA ydntemleri, antioksidan sistemlerdeki
degisikliklerin kullaniimasi sayilabilir (24,25,26,27,28).

10
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Gelecek vaad eden yoéntemler arasinda sitotoksik aldehitlerin HPLC ile
él¢llmesi, ugucu tlrevlerin gaz kromatografisi ile ayrlip kiitle spektrometresi ile
tanimlanmasi ve yine sitotoksik tlreviere kargi geligtirilen antikorlarin dokuya
baglanmasinin gosteriimesi gelmektedir (16).

ESR
Serbest radikallex-—E SOD (0 %)
Hidroksilasyon ( ‘OH)

v
Doymamis yag asitleri—— GLC, HPLC
<4
H Kopartiimasi
Oy —> ¥ Molekiler Dien
— Dizenlenim{_ konjugasyonu U 'l" E
Oksijen kullanimi v Y A
(Clark elektrodu) A 8 .*F
—Todometri o A
Peroksitler— S R V
HPLC g B |
Redox boyalari, hem B 1'— 15-
Glutatyon peroksidaz SI U s
LS_l'kloksijenoz Y Fﬁ !
O K
\ L N
Aldehitle Hidrazonlar U A
HPLC Sl
T
Trien
konjugasyonu
E’q_lir?e(izasyon
y (Urlnleri [GLC 1
Hidrokarbonlar 4
Etan Uyanimis o
entan Karboniller | KEMILUMINESANS

SEKIL3.  SERBEST RADIKALLER VE LIPIT PEROKSIDASYONU URUNLERI ILE ILGILI
YONTEMLER (18)



Galisgmamizda kullandigimiz yéntemleri daha ayrintili incelersek:
Tiyobarbitirik asit ile reaksiyona giren maddeler (TBARS)

Bu maddeler arasinda en yiksek orana malondialdehit (MDA) sahiptir. MDA
(C3H402) nonenzimatik olarak ¢ok doymamig yag asitlerinin oksidatif yikimi sonucu
ortaya gikabildigi gibi, aragidonik asitin enzimatik oksijenasyonunda ugucu bir yan
driin olarak da agiga gikar. Ayrica prostaglandin Ho'nin tromboksan sentetaz ile
katalizienen  tromboksan  Agy'ye  dbnigimi  sirasinda  12(L)-hidroksi-
5,8,10-heptadekatrienoik asit (HHT) ile birlikte MDA olusumu gézlenmektedir(16).

Oksidatif hasar sonucu lipitlerde olusan MDA iki sekilde 6lgilebilir. Bu
yontemlerden daha hassas olani sonrasinda UV spektrofotometresi ile miktar
tayininin yapiladigi HPLC dir. Ancak teknik zorluklari ve kisitlamalari oldukga
fazladir. ikinci yontem ise kolayli@i nedeniyle uzun yillardir yaygin kullanim alani
bulmustur. Bu yéntemde érnekdeki MDA, tiyobarbitirik asit ayiraci ile asit ortamda
isitilir,  olusturulan renk spekirofotometrik (A=532nm) veya florometrik olarak
Olgllebilir. Ancak kullanilan 6rneklerde daima MDA haricinde tiyobarbiturik asit ile
reaksiyona girecek maddeler mevcuttur; plazma igin safra pigmentleri, amino asitler
ve karbonhidratlar, idrar igin doymamig aldehitler &érnek olarak verilebilir. Bu
nedenlerle yontemin adi tiyobarbitiirik asit ile reaksiyona giren maddeler (TBARS)
olarak kullaniimaktadir. insan viicut sivilannda kullanilan TBARS y&nteminin
prostaglandin sentezi sirasinda enzimatik olarak olugan endoperoksitleri de Glgecegi
unutulmamalidir (6,8,18,20,29,30,31,32,33,34).

Dien konjugasyonu

Cok doymamig yag asitlerinin yan zincirlerinin oksidasyonu ultraviyole bblgede
1$1g1 absorbe eden konjuge dien yapilaninin olusmasina neden olur. Lipit
peroksidasyonunun itk agamalarindan olan bu énclil yapilar cis,trans- ve trans,trans-
dien hidroperoksitleridir (Jekil 4).

Dien konjugasyonu, saf lipitlerin peroksidasyonunu incelemek igin ideal bir
parametreyken, biyolojik materyellere uygulandiginda ayni dalga boylarinda 1sigi
emen diger maddelerin érnegin hem proteinlerinin enterferansi séz konusudur. Bu
nedenle dien konjugatlan organik bir ¢dézlcliyle ekstrakte edilirler. Fakat organik
gdzdcdlerde de belirli bir miktar UV absorbansi s6z konusudur ve bu ydntemin
glvenilirligini azaltmaktadir. Corongiu ve ark. bu sorunlan tlirev spektroskopisiyle
g6zmuslerdir. Bu yontemde 6rnegin bell dalga boylan arasi spekirumu alinir (A/A).
Bu spektrumda absorbans tepeleri, 2. dereceden tirev alindiginda (d2A/dA2) belirgin
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Gukurlara ddnlgrler, milimetrik olarak yapilan Giglimler hem konjuge dienlerin
takibinde hem de farkli dienlerin saptanmasinda kullanilabilir (16,33,35,36,37)
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Sekil 4. Lipit peroksidasyonu sirasinda olugan cis, trans- ve trans,trans dien

hidroperoksitler.

Iversan ve arkadaglar! insan plazmasinda yag asitlerinin ana dien konjugatinin
karboksil grubu haricinde oksijen tagimayan bir linoleik asit izomeri olan PL-9,11-LA'
[octa deca 9(cis), 11 (trans)-dienoik asit] oldugunu HPLC ile géstermiglerdir (3).



/
R-CH=CH-CH -CH=CH-R Linoleik asit
182 (9,12)
| * baglatici
| radikal

R-CH=CH-CH-CH=CH-R ’

/"

/

R-CH-CH=CH-CH=CH-R“ (10,12 LA")
9,11 LAY

(36,37)

Karbonil igerigi:

Biyolojik membranlarda olusan lipit peroksidasyon olayr malonaldenhit,
n-alkanallar, 2-alkenallar, 4-hidroksialkenallar gibi ¢esitli aldehit tlrevi yikim
driinlerinin olusmasina neden olur (39,40,41,42,43)

Bu Grilinlerden 4-hidroksialkenaller dnemli bir ylizdeye sahiptir ve bunlann da
%95'inden fazlasimi 4-hidroksinonenal, geriye kalan kismi ise 4-hidroksioktenal,
4-hidroksidekanal, 4-hidroksiundekenal olugturur (39).

Gok doymamig yad asitlerinden karbonil gruplarinin  olugumu, lipit
hidroperoksitierin dismttasyonu ile baslayip alkoksii radikalinin olusumu ve onun
zincir kinlarak pargalanmasiyla aldehitler ve alkil radikalinin ortaya gikmasi ile olur.

Aldehit grubu zincirin her iki tarafinda da olusabilir (Sekil 4 ). Membran
fosfolipitlerine B pozisyonunda baglanan ¢ok doymamis ya@ asitlerinden aldehitler
olusabilecegi gibi karbonil fonksiyonu gdsteren B asillerde olugur (39).

14



Hidroksialkenallar hem gok miktarda ortaya ¢iktigr hem de 6zellikle niikleofilik
gruplara karg! ¢ok reaktif olup hiicre fonksiyonlarini bozdugu igin 6zel bir 6neme
sahiptir (43,44). Degisik caligmalarda oksidan stres ile bu tir aldehitlerin arttigi
gosterilmigtir (40,41). Bu nedenle bu aldehitler lipit peroksidasyonu takip etmek igin
kullanilabilecek parametrelerdir (45). Ornekteki karboniller 2,4-dinitrofenithidrazin
boyast ile inkiibe edilip, olusan 2,4-dinitrofenilhidrazon tiirevleri ince tabaka
kromatografisi ile ayriidiktan sonra HPLC ile her bir aldehit grubunun konsantrasyonu
belirlenebilecegi gibi malondialdehit haricindeki tlim karboniller
2,4-dinitrofenilhidrazon tlirevi olarak spektrofotometrik olarak &lgllebilir (40,46).

Reaktif oksijen tirlerinin hicrede pek ¢ok hedefleri oldugunu biliyoruz. Lipitten
zengin hiicre membranlarinda oksidan etki lipit peroksidasyona yol agar ve bu etki in
vivo sistemlerde degisik parametrelerin dlgliimesi ile saptanabilir.

Protein Oksidasyonu

Reaktif oksijen tirlerinin hiicredeki diger bir hedefi ise proteinlerdir. Oksidan etki
ile proteinlerde molekul agirlikigr degismeleri (agregasyon veya fragmentasyon), net
ylklerde farklilagsmalar ve amino asitlerde yapisal bozuklukiar olabilir. Ozellikle
katalitik aktiviteleri nedeniyle proteinlerde meydana gelen bu etki hiicre icin 6nemli
fonksiyon kayiptarina neden olur. Oksidatif degisiklige ugrayan proteinler belirlenerek
hizh bir gekilde hicre igi proteolitik sistemler tarafindan yikilir. Bu proteinlerin hiicre
icindeki proteinazlar, proteazlar ve peptidaziar tarafindan nasil tanindigi ise heniiz
bilinmemektedir (47,48).
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Oksidan stres altindaki proteinler gesitli karbonil tirevlerine dénigirler. Protein
karbonilleri degisik fizyolojik durumlarda oksijen radikallerinin protein molekilleri
{izerinde olusturdugu hasari 6igmede kullanilabilir. Baglica 2 ayri ydntem vardir:

1) 2,4-dinitrofenilhidrazin boyast ile reaksiyona tabi tutulan Grnekte olugan 2,4
dinitrofenilhidrazon tlrevierinin spektrofotometrik olarak dlgtimesi.

2) '[3H]NaBH4 ile karbonil gruplan [3H] isaretli alkol tiirevierine indirgenen
proteinlerde radyoaktif 6lgim yapilmasi

Aynca florbsan hidrazid ile reaksiyona giren &rneklerin olugturdugu
hidrazonlarda florésans 6lgtimleri veya karbonil gruplarindan, énce florGsamin ile
Schiff bazi olustururulmasi daha sonra buniarin NaCNBHj ile stabil ikincil aminlere
cevrilip spektrofotometrik olarak 6lglimesi gibi degisik yontemler de mevcuttur
(49,50).
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AMAC

Cesitli hastaliklarin patogenezinde yer aldigi disinilen veya hastaliklar
sirasinda ortaya ¢ikan hasardan sorumlu tutulan serbest radikallerin tayin edilme
glgligid arastiricilan  serbest radikal reaksiyonlarinin  {rinlerini  incelemeye
yoneltmigtir.

Serbest radikal reaksiyonlarint veya bunlarin drinlerini élgmek igin gesitli
yontemler gelistiriimistir. Olduk¢a kangik ve degisik faktdrlerin etkisindeki bu sistemin
anlamli bir sekilde yorumlanabilmesi igin degisik agilardan degerlendiriimesi
gerektigini disindlk. Etkilenen bilegenlerden lipitleri degeriendirmek igin lipit
peroksidasyonunun &nciil ve son asamalarimi élgen degisik ydntemleri, proteinleri
degerlendirmek iginse protein oksidasyonunu segtik.

Yontemlerin insan eritrosit ve plazmasi igin uyarlanmasi ve uyguniugunun
gosterilmesini takiben, oksidan stresi eritrosit ve plazmalarindan yogun bir sekilde
yagadi@i dusinilen dizenli hemodiyaliz tedavisi goren kronik bébrek hastalannin
eritrosit ve plazmalarinda denenmesini amagladik.

17



GEREC VE YONTEMLER

Bu g¢alismada Haydarpasa Numune Hastanesi Hemodializ Unitesindeki 14
kronik bébrek hastasi (7 kadin; yas ortalamasi 44.14, 7 erkek; 59.22) ile ayni yas
grubundaki 14 saglikli kontroldan (6 kadin; 36.5, 8 erkek; 43.2) elde edilen EDTA'
kan drnekleri kullanitmigtir. Saglikli kontrollarin segiminde anamnezlerinde gegirilmis
operasyon ile metabolik ve enfeksiyon hastaliklan bulunmamasina dikkat edildi.
Aynica bu kisilerin biyokimyasal parametreleri laboratuvarimiz referans degerleri
sinirlan igindeydi. Kronik bdbrek hastalarinin serum kreatinin diizeyleri 6.0-16.6
mg/dL, BUN diizeyleri 71-167 mg/dL arasinda degigsmekteydi.

Plazma ve eritrositler santrifij islemi ile ayrildiktan sonra eritrositlerde, lipit
peroksidasyonuna duyarlilik testi, eritrosit lipit ekstrelerinde dien konjugasyonu ve
karbonil fonksiyonu ile eritrosit membranlarinda protein oksidasyonu élgimleri
yapildi. Benzer sekilde plazmada da tiyobarbitirik asit ile reaksiyona giren maddeler
(TBARS), plazma lipit ekstresinde dien konjugasyonu ve karbonil fonksiyonu
olclimleri yapildi. Hesaplama asamasinda kullanilmak tzere érneklerin hemoglobin
diizeyleri, plazma ve eritrosit lipit ekstrelerinde fosfolipit dizeyleri ile eritrosit
membranlarinda protein diizeyleri de belirlendi.

ERITROSIT ZAR LIPITLERININ LiPIT PEROKSIDASYONUNA
DUYARLILIGININ SAPTANMASI (51)

Prensip: Hidrojen peroksit ile oksidatif baski altinda tutulan eritrositlerde zar
lipitlerinin ~ ytkim  Grini  malondialdehit, tiyobarbitlrik asit reaksiyonuyla
spektrofotometrik olarak saptandi.

Ayiraglar: 1) Tamponlanmig tuzlu su gézeltisi: 1.76 mL 0.5 M KH,POy ile
6.08 mL 0.5M K,HPO, karnstiriidi ve distile su ile 100 mL'ye
tamamlandi. Bu ¢ozelti, 1 litreye tamamlamak Uzrere % 0.9 NaCl
(pH 7.4) gozeltisine eklendi.

2)Azid tamponu: Bir litre tamponlanmis tuzlu su ¢dzeltisine 10.0
mL 0.4 M sodyum azid ¢bzeltisi eklendi.

3) TCA-arsenit ¢ozeltisi: 280 g triklorasetik asit (TCA) 500 mL.

18
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deiyonize suda ¢dzildi, izerine 13.0 g sodyum arsenit eklendi,
distile su ile bir litreye tamamland.

4) Hidrojen peroksit ¢ozeltisi: 5.5 mL 9 M hidrojen peroksit distile
su ile 100 mL'ye tamamlandi. Bu ¢dzeltiden 2 mL alinarak
tamponlanmig tuzlu su ¢dzeltisi ile tekrar 150 mL'ye tamamlandi.
Bu ¢ozelti giinlitk hazirland.

5) TBA ¢bzeltisi: 0.5 g tiyobarbitirik asit (TBA) 20 mL distile suda
isitilarak ¢dzlindi, Gzerine 2.5 mL 1N NaOH eklendi ve distile su
ile 50 mL'ye tamamlandi.

Deneyin yapiligi: Taze alinmig EDTA'lI kan santrifiij edilerek plazma ayrildi.
Eritrosit paketi (zerine ayrlan plazma hacmi kadar azid tamponu eklendi. Bu
karigimdan 2 mL alindi, dzerine 8 mL azid tamponu eklendikten sonra santrifiij edildi.
Daha sonra ayrilan eritrosit paketi Uzerine 5 mL azid tamponu eklendi, karigimin
hemoglobin icerigi saptandi ve tamponlanmis tuzlu su ile 3.0 g/dL olarak sekilde
ayarlandi. Bu kangimda 5 mL bir deney tipine ahndi ve 37°C'de 10 dakika
bekletildi. 5 mL hidrojen peroksit ¢dzeltisi eklendi ve 37°C'de 2 saat stire ile tutuldu.
Bu siire sonunda, inklibasyon karigsiminda 3 mL alinarak TCA-arsenit ¢dzeltisi ile
kanstinidi ve santrifdj edildi. Ug mL siipernatan bagka deney tiiptine alind, tizerine 1
mL TBA g¢ozeltisi eklendi. Kaynar su banyosunda 15 dakika tutulduktan sonra
sogutuldu, 532 ve 600 nm'de absorbans okundu.

Hesap: Malondialdehit igin saptanmig molar ekstinksiyon katsayisi (1.56 x 105
M- ecm-1) kullanifarak sonuglar hesaplandi ve nmol/MDA /g Hb olarak ifade edildi.

ERITROSIT ZAR LIPITLERININ EKSTRAKSIYONU (52)

Prensip: Eritrosit zarinda bulunan kolesterol ve fosfolipitter hem
kontaminasyonunu minimuma indiren ve maksimum ekstraksiyon saglayan
kloroform-izopropanol 7:11 (v/v) ayiraglart kullanilarak ekstre edildi.

Ayiraglar: 1) % 0.9 NaCl (pH 7.4 gozeltisi)
2) Soguk deiyonize su
3)isopropanol
4)Kloroform

Uygulama: Taze alinmig EDTA'll kan santrifij edilerek plazmasi ayrild:.
Eritrositler %0.9'luk NaCl ¢ézeltisi ile ¢ kez yikandi. 0.5 mL yikanmis eritrosit
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Gzerine 0.5 mL soguk deiyonize su konup karigtirilarak patlatiidi ve 15 dakika
bekletildi. Uzerine kanistirlarak yavas yavas 5.5 mL isopropanol eklendi ve arasira
kangtinlarak 1 saat bekletildi. Bu sirenin sonunda 3.5 mL kioroform konarak,
kanstiridi ve 1 saat daha bekletildi. 500 xg'de 30 dakika siire ile santriflj edildi.
Olgiilii bir tiipte 10 ml'ye kloroform-isopropanol 7:11(v/v) olacak sekilde tamamland,
bu karigim daha sonraki éi¢imlerde kullanildi.

ERITROSIT LiPIT EKSTRESINDE DIEN KONJUGASYONU (37,38)

Prensip: Hidroperoksit olugumu esnasinda poliansatiire asitlerindeki ¢ift
bagiarin yeni bir diizenlenim ile konjuge hal alimasi UV spektrumda 6zellikie 233-248
nm arast belli dalga boylarinda optik dansite artigina neden olur.

Ayiraglar:  1)Eritrosit lipit ekstresi
2)Kloroform
3)Siklohekzan

Deneyin yapilisi: Eritrosit lipit ekstresi elde edildikten sonra, bundan 0.1 mL
alindi, 1 mL'ye kloroform ile tamamlandi ve azot altinda uguruldu. Tipe 2.5 mL
siklohekzan konarak iyice karstinldi. Shimadzu UV-VIS 2100 spektrofotometresinde
225-260 nm'ler arasi spekirumu siklohekzan kériine kargi gizdirildi. 233 ve 248
nm'lerde absorbons degerleri kaydedildi. Spekirumun 2. tirevi alindi. Ayni dalga
boylarina denk gelen gukurlarin sonrasindaki tepelere gére derinligi olglldd.
Orneklerde fosfolipit Slgtimleri yapildi.

Sonug: Abs/uM fosfolipit veya mm/uM fosfolipit olarak verildi.
ERITROSIT LiPIT EKSTRESINDE KARBONIL ICERIGININ OLCULMESI (41,46)

Prensip: Poliansature yag asitlerinin enzimatik olmayan oksidasyonu sonucu
alkanallar, alkenallar, 4-hidroksialkanallar ve malondialdehit gibi aldehitler olusur.
Malondialdehit haricindeki aldehitler 2,4-dinitrofenilhidrazin boyasiyla konjuge
edilerek spektofotometrik olarak dlgildi.

Ayiraglar: 1) Eritrosit lipit ekstresi

2) 2,4 dinitrofenilhidrazin boyasi (0,0034 gr/10mL 1N HCL) 1 saat
karanlikta 50°C ¢6ziinir. Boya her seferinde taze hazirlanmali ve
igiktan korunmalidir.

3)Diklormetan
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Deneyin yapilisi: 1 mL lipit ekstresine 1 mL boya eklendi 2 saat 20°C'de
karanlikta ara sira karigtirilarak bekletildi. Sonrasinda 3000 xg'de 15 dakika sireyle
santriiflj edildi. 2,4 dinitrofenilhidrazin boyasi yerine 1 N hidroklorik asit kanmus kére
kargi okundu, 350 ve 380 nm'lerde optik dansiteler kaydedildi. Orneklerde PL
olclimleri yapild.

Hesap: 1 Karbonil igerigi igin saptanmig molar ekstinksiyon katsayisi (25,500
M~ em™1) kullanilarak nmol karbonil/ um fosfolipit olarak ifade edildi.

LiPIT EKSTRELERINDE FOSFOLIPIT DUZEYLERININ OLCULMESI (53)

Prensip: Lipit ekstresinde oksidatif yikimi takiben agiga ¢tkan serbest inorganik
fosfat, once fosfomolibdat iyonuna dénlstirildi sonra indirgenerek ve
spektrofotometrik olarak él¢lim yapild.

Ayraglar: 1) Standart: 0.4393 g KH,PO4 1000 mL'de ¢6z(indr. (100pg/mL)
2) %70'lik perklorik asit
3)Amonyum malibdat: (%5) 5.309 g 100 mL distile suda ¢oziindd.

4)Elon: (p. metit amino fenoal stilfat) 1 g elon ve 3 g sodyum bisulfit
distile suda ¢6ziindii ve 100 mL'ye tamamiandi.

Deneyin yapilisi: Bir deney tiipline 1 mL lipit ekstresi kondu, azot altinda
uguruldu. 0.4 mL perklorik asit eklenip 210°C da yaklagtk birbuguk saat tahrip edildi.
(Deney tlplerinde renkler 6nce koyulagir sonra agilir.) Sogututan tlplere 7 mL distile
su, 2 mL amonyum molibdat ¢ézeltisi ve 0.5 mL elon eklenip karnistinidi. Bir saat
beklendi. 700 nm'de lipit ekstresi yerine ekstre yapmakta kullanilan ayiraglar
eklenmig kor tiplne kargi okundu. Galsilan standarda gére hesap yapildi.
Hesaplanan total lipit fosforu (mg/dL) 25 ile ¢arpilarak total fosfolipit konsantrasyonu
bulundu.

ERITROSIT MEMBRANLARININ (GHOST) ELDESI

Prensip: Yikanmig eritrositler hipotonik bir tamponla yiiksek devirde santrifijj
edilerek patlatildi. Tamponda ¢6zlnen igerikler atildi. Membranlar toplandi.

Ayiraglar: 1) Tris-EDTA tamponu (7 mM Tris + 0.1 mM Na, EDTA) (0.4238g
Tris 500 mL deonize suda ¢dzlindl, konsantre HCl ile pH 7.4'e

ayarland. Igine 0.0186 g Na,EDTA eklendi. 0.088 g bitillenmig
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hidroksi toluen 10 mL absolu etanolde ¢ézlndd. Bundan 12.5 mL
alinip 500 mL'lik ¢dzeltiye eklendi.

2) % 0.9 NaCL ¢ozeltisi

Uygulama: Taze alinmig EDTA'T kan santriflj edilerek plazmasi aynldi. Dipte
kalan eritrositler 1 kez %0.9 NaCl ¢dzeltisi ile yikandi. 0.5 mL paket Gzerine 15 mL
soguk Tris-EDTA tamponu eklendi. 2-4°C de 20,000 xg de 20 dakika s(ire ile santrifj
edildi. Ust faz atildi. Bu isleme beyaz ghost elde edilinceye kadar 3-4 kez devam
edildi. Beyaz ghostlar deney glinine kadar -20°Clik derin dondurucuda saklandi.

ERITROSIT MEMBRANLARINDA PROTEIN OKSIDASYONU (54)

Prensip: Oksidan etki sonucu protein yapilarindan olusan karbonil gruplari 2,4-
dinitrofenilhidrazin ile reaksiyona sokulup olusan 2,4- dinitrofenilhidrazon diizeyi
spekirofotometrik olarak saptand..

Ayiraglar: 1) % 20 triklorasetik asit (TCA)

2) 2,4-dinitrofenilhidrazin boyasi (0,0198 g /10 mL 2 N HCl iginde
50°C de karanlikta 1 saat bekletilerek ¢ézlndr

3) % 10 TCA
4) 1N NaOH gdzeltisi

Deneyin yapiligi: Elde edilen ghostlarda protein igerikleri 0.1 mg ile 1 mg
arasinda olacak sekilde ayarlandi. Bir deney tiipline konan 250 uL érnek (izerine 500
ul %20 TCA eklenip 11000 xg de 10-15 saniye slre ile santrifij edildi. SUpernataniar
atilip, kalan gokertilere 500 uL boya eklendi. 20°C'de ara sira karigtirilarak 1 saat
siire ile bekletildi. 500 uL %20 TCA eklendi, 2-3 dakika bekletilip daha sonra 11.000
x g'de l¢ dakika slre ile santrifij edildi. Yine sipernatanlar atilip kalan ¢okeltiler
%1Q'uk TCA ile 9000 xg'de santrifiij edilerek iki kez yikandi. Pellete 1 N NaOH
¢ozeltisinden 1 mL eklenip 37°C'de c¢ozlinmesi saglandi. 360 nm'de
2,4-dinitrofenilhidrazin boyast yerine 2N HCL konmus kére kargi okundu.

Hesap: Protein karbonil igeridi icin saptanmis ekstinksiyon katsayisi (22,000
M-1 cm-1) kullanildi, sonuglar hesaplandt ve n mol/mg protein olarak ifade edildi.



LOWRY YONTEMi iLE GHOST'LARDA PROTEIN TAYINi (55)

Prensip: Proteinler alkali ¢dzeltide bakir ile reaksiyona sokulup bakir-peptid
bagi-protein kompleksi olusturulur. Fosfotungstik-fosfomolibdik asit (Folin-Ciocalteu
reaktifi) eklenmesiyle indirgenen tirozin ve friptofanlar bu komplekslerle
birlegirler.Olugan mavi renk spekirofotometrik olarak dlglir.

Ayiraglar: 1) %2 Na,CO3, O.1N NaOH ¢bdzeltisi iginde hazirland.
2) % 0.5 CuS04, 5H20 %1'lik Na-K tartarak iginde hazirland.

)

)
3)50 birim bir no'lu gozelti, 1 birim iki no'lu ¢ozelti ile kanstiriidi.
4) Folin-Ciocalteu ayiract (kullanilacag: zaman 1:1 sulandtriidi.)
)

5) Standart: %0.2'lik bovin serum albumin g¢ozeltisi

Uygulama: Bir deney tliptne 50 pL érnek konup Gzerine 1 mL ¢ no'lu karigim
eklendi. 15 dakika sire ile oda isisinda bekletildi. 0.1 mL sulandinimisg
Folin-Ciocalteu ¢ozeltisi eklenip 1 saat siire ile oda isisinda bekletildikten sonra 750
nm'de absorbans okundu.

Hesap: Bovin serum albimin g¢oézeltisi kullanilarak standart grafigi
olusturuldu.Hesaplar grafik kullanilarak yapildi.

PLAZMA TBARS DUZEYLERININ SAPTANMASI (56)

Prensip: Lipit peroksidasyonu (rlnlerinden MDA ile tiyobarbitiirik asit
arasindaki reaksiyon sonucu olusan kirmizi renk spektofotometrik olarak olgildd.
TBA ile reaksiyona girerek ayni rengi veren suda ¢o6zinir maddelerin
uzaklastinimasi igin, serum lipitleri proteinlerle birlikte fosfotungstik asit/silfirik asit
sistemiyle ¢6ktlrildi.

Ayiraglar:  1)0,084 N siilflirik asit

2)% 10 Fosfotungstik asit

3) Tiyobarbitiirik asit ayiraci: Esit hacim % 0.67 TBA ile glasiyel
asetik asit karigtirildi. Ayirag glnliik hazirtandi.

4) n-bitanol

Deneyin yapiligi: Bir deney tlpine 0,3 mL plazma, 2.4 mL 0.054 N silfirik asit
ve 0.3 ml %10 fosfotungtik asit kondu, karistirildi. Bes dakika bekletildi ve 1500 g'de
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10 dakika siire santrifiij edildi. Ust faz atldi, geriye kalan ¢dkelti 4 mL distile suda
slispanse edildikten sonra Uzerine 1 ml TBA ayraci eklendi. Ayirag kérii olarak distile
su ile TBA kanigimi kullaniidi. Tapler kaynar su banyosunda tam bir saat siire ile
tutuldu. Sogutulduktan sonra, 3 mi n-batanol ile kanstinldi, santriflj edildi. Biitanol
fazinin absorbasi 532 nm'de okundu.

Hesap: Malondialdehit icin saptanmis . ekstinksiyon katsayisi (1.56x105 M-
cm-1) kullanilarak sonuglar hesaplandi ve nmol MDA/mL plazma olarak ifade edildi.

PLAZMA LIPIT EKSTRAKSIYONU (38)

Prensip: Plazmada bulunan kolesterol ve fosfolipitler kloroform - metanol 2:1
(viv) kullanilarak ekstre edildi.

Ayiraglar:  1)Kloroform
2)Metanol

Uygulama: Bir deney tlpine 1:3 oraninda sulandinlmis 1 mL plazma
kondu.Uzerine 7 mL kloroform - metanol 2:1 (v/v) eklendi ve bir dakika siire ile
karigtirildi.Ara sira karigtirarak on dakika sire ile beklendi. 2 mL su eklenip hafifce
kanstinidi. 10 dakika sire ile 260xg de santrifij edildi. Altta bulunan kloroform fazi
deneylerde kullanildi.

PLAZMA LIPiT EKSTRAKSIYONUNDA DIEN KONJUGASYONU (37, 38)

Eritrosit lipit ekstresi ile benzer sekilde yapildi.Yalniz ugurma igleminden sonra
2 mL siklohekzan ile alind.

PLAZMA LIiPIT EKSTRESINDE KARBONIL iCERIGININ SAPTANMASI (41,46)

Eritrosit lipit ekstresi ile benzer gekilde yapildi. Tim ¢alisma siresince
orneklerde yapilan tayinler ikiser kez tekrarlanarak sonuglarin dogrulugu ve
glivenilirigi sagland:.|statistiksel incelemeler Macintosh Plus bilgisayarinda StatView
512+ programi kullanilarak yapildi. Gruplar arasi kargilagtirmalarda " t-testi ”
kullaruldi. Aymi Griinleri 6lgmedigi bilinen bu parametrelerin aralarninda anlamli
korelasyon izlenmedi.



BULGULAR

Calismamizda saglikli kontrollar ile kronik bébrek hastalarindan saglanan kan
orneklerini kullanildi. Serbest radikallerin  hiicrenin farkli birimlerine etkilerini
incelemek igin segilen degisik parametreler eritrositlere uyaranarak caligildi.
Hicrelerin aktif olarak iligkide oldugu plazmadan da 6rnekler alinarak galismaya
dahil edidi.

Dien Konjugasyonu:

Cok doymamig yag asitlerinin oksidasyon sonucu UV bélgesinde i1sig1 absorbe
eden bilesiklere donlstigl bilinmektedir. Bu konjuge dienlerin cis, trans ve
trans,trans gekillerinin hangi dalga boylarinda en ylksek optik dansiteye ulagtigi pek
¢ok arastinicr tarafindan deneysel olarak gésterilmigtir. Deneysel sartlarda arasidonik
asit ve linoleik asitin otooksidasyonu sonucu olusan trans,trans hidroperoksitler
232.5 nm'de ve cis,trans hidroperoksitler ise 236 nm'de isiQi absorbe ederler.
Sadece arasidonik asitin otoksidasyonu ile olugan trans,trans hidroperoksitler 233
nm'de ve cis,trans hidroperoksitler ise 242 nm'de 15191 absorbe ederler. Mikrozomal
lipit ekstrelerinde ise 233 ve 242 nm'de iki tepe gbzlenebilir (57).

Yapilan bir bagka ¢aligmada ise plazma ekstrelerine eklenen 9 (), 11(t) veya 9
(c), 11(t) linoleik asit tiirevlerinin tepe noktasini 233 nm'den 228 nm'ye kaydirdigi
gosterilmigtir(es).

Literatiir(i inceledigimizde bu izomerler igin farkli tepe noktalan verildigini
gordik. Bunun nedeni ise dmeklerdeki esterlegmis yag asiti fosfolipit gesitliliginden
kaynaklanmaktédlr. Plazma 6rnekleri igin genelde sadece 233 nm dalga boyundaki
absorbans kullanilmaktadir(58).

Bu nedenlerle biz saglikh kigilerden aldigimiz 6rneklerden elde ettigimiz plazma
ve eritrosit ekstrelerini kiimen hidroperoksit ile 37°C'de 30 dakika inkiibe ettik. Daha
sonra 1 mL hacmi azot altinda ugurup siklohekzan ile alarak 225-260 nm dalga
boylan arasinda spektrumunu gizdirdik ve 2. tirevlerini aldik.Ekstrelerimizde artan
kiimen konsantrasyonlari ile artan optik dansitelere 233 ve 248 nm'lerde rastladik
(Sekil 5ve 6).

Bu dalga boylarindaki absorbans degerleri tablo 3 ve 4 de verilmigtir.
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Tablo 3. Artan kiimen hidroperoksit konsantrasyoniari ile uyanian eritrosit
lipit ekstrelerinde dien konjugatlar:.

Kimen
Konsantrasyonu (mMY Abs (233 nmL mm | Abs (248 nm‘me
0 0.239 1.5 0.074 1.2
0.05 0.527 2 0.19 1 17
01 0.847 2.3 0.319 2.5

Tablo 4 . Artan kiimen hidroperoksit konsantrasyonlar: ile uyarilan plazma
lipit ekstrelerinde dien konjugantlar:.

Kimen
Konsantrasyonu (mMY Abs (233 nm%rmm Abs (248 nm] mm
0 0.587 1.5 0.118 0.2
0.01 0.811 2.5 0.306 0.8
0.02 1.025 3 0.41 1.3

Karbonil igerigi

Cok doymamis yag asitlerinde oksidan etki ile gesitli aldehit tirevleri
olugmaktadir. Malonaldehit diginda kalan karboniller 2,4 dinitrofenilhidrazin boyasi ile
konjuge edilerek olusan hidrazon tlrevieri spektofotometrik olarak &igilebilir.
Buradan hesaplanan karbonil konsantrasyonu gesitli aldehitlerin toplamidir. Ince
tabaka kromatografisi ile referanslar kullanilarak g¢esitlerine ayritan karbonillerden,
her birinin degisik bir UV dalga boyunda absorbans verdigi gdésterilmigtir.
(4-hidroksialkanaldinitrofenilhidrozon 370 nm, alkanallar 360 nm, 2-alkenaller 378
nm, 2,4 alkadienallar 392 nm gibi) (40).

Bu nedenle plazma ve lipit ekstreleri boya ile inklbe edilip, olusan
2,4-dinitrofenilhidrazon tirevlerinin 330-400 nm. ler arasi spektrumu gizdirildi . 350
ve 380 nm'lerde izlenen tepe noktalar bundan sonraki éigimierde kullaniid.



Protein oksidasyonu

Eritrositlerin dolagimdaki uzun yagam sureleri ve 6zellikle hemoglobin gibi
demir igeren molekdlleri tagimalar nedeniyle enzimatik ve kimyasal olarak radikal
olusturan sistemlere ¢ok hassastirlar. Bu tlr sistemler eritrositlerde hizli bir protein
hasart ve yikimi olusturur. -Bu nedenle protein oksidasyonunun lglilmesi dnem
kazanmaktadir (48,74).

Dokularda protein oksidasyonunu élgmek igin cesitli ydntemler mevcuttur (49).
Eritrositlerin  hemoglobin  igerigi  spekirofotometrik  ydntemlerle interferans
yaratmaktadir. Bu nedenle eritrositlerdeki hemoglobini deney sisteminden
uzaklagtirmak igin sadece eritrosit membranlart (ghost) kullanildi. Deney
sistemimizin galigtigini géstermek amactyla ghost'lar gesitli kiimen konsantrasyoniar
ile 37 °C de 30 dakika inkilibe edildi,sonra yéntemler kisminda belirtildigi gibi ¢aligildi
(Tablo 5).

Tablo 5. Artan kiimen hidroperoksit konsantrasyoniart ile uyarilan ghost protein

oksidasyonu
Kiimen '
Konsantrasyonu (mm) Abs (360nm)
N 0.144
0.25 0.203
0.5 0.318

Kronik bobrek hastalar ile saglikli kontrollerden alinan &érneklerde belirlenen
sartlarla degisik parametreler ¢aligildi. Sonuglar Tablo 6 ve Tablo 7 de verilmistir.
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Tablo 6. Kronik bébrek hastalari ile saghkli kontrollerde eritrosit lipit
peroksidasyonu ve protein oksidasyonu (ortalama tstandart hata).

KONTROL HASTA
(n=14 ) ( n=14 )
Dien konjugasyonu 0.57%0.13 0.70+0.17 ~
(A-233/uM PL)
Dien konjugasyonu 2.4+1.2 3.7¢12 **
(mm-233/uM PL)
Dien konjugasyonu 0.17+£0.05 0.25+0.07
(A-248/uM PL)
Dien konjugasyonu 2.2+1.2 2.9+1.2
(mm-248/uM PL)
Karbonil igerigi-350 [42.817.9 65.5¢9.9 **
(nmol / uM PL
Karbonil igerigi-380 23.114 4 30.9+5.2 ***
(nmol / uM PL
Protein oksidasyonu |22.615.5 41.2£10.4 ***
(nmol /gHb)
Lipit peroksidasyonuna|87.0+6.8 108.0£25.7 *
duyarhihk
(nmol /gHb)
*  Kontrollardan anlamli olarak farklidir  (p<0.05)
**  Kontrollardan anlamli olarak farklidir  (p<0.01)
***  Kontrollardan anlamli olarak farklidir ~ (p<0.001)




Tablo 7. Kronik bébrek hastalari ile saglkli kontrollerde plazma lipit
peroksidasyonu (ortalama tstandart hata).

KONTROL HASTA
TBARS 2.82+0.36 5.50+0.60 *
(nmol/ml plasma
Dien konjugasyonu [0.52+0.07 0.57+0.17
(A-233/uM PL)
Dien konjugasyonu {1.97+0.98 2.90£1.10 ™
(mm-233/uM PL)
Dien konjugasyonu |0.16+0.03 0.19+0.06
(A-248/uM PL)
Dien konjugasyonu [1.84+0.03 2.11+£0.98
(mm-248/uM PL)
Karbonil igerigi 54.8+7.6 75.4t78 *
(nmol/uM PL)
Karbonil igerigi 27.214.0 37.3t5.2 *

(nmol/uM PL)

* Kontrollerden anlamh olarak farkhdir (p<0.05)
** Kontrollerden anlamii olarak farklidir (p<0.01)
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TARTISMA

Serbest radikallerin bir gok hastaligin patogenezinde rol oynadigi gorist
giderek dnem kazanmaktadir. Gesitli aragtirmacilar bu mekanizmalari aydinlatmada
kullanmilacak dogru, glvenilir, hassas, 6zgll ve kantitatif yéntemlerin gelistirilmesi igin
gahigmaktadirlar. Kisa émurld ve degisken yapilari nedeniyle serbest radikallerin
élgtilmesi teknik olarak zordur. Bu nedenle serbest radikallerin etkilerini trlnleri ile,
drnedin lipit peroksidasyonunu veya protein oksidasyonunu élgmek daha gok tercih
edilmektedir (20,58).

Lipit peroksidasyonunu dlgmek igin pek ¢ok degisik ydntem mevcuttur
(24,25,26). Bunlar arasinda en eski ve en ¢ok kullanilani tiyobarbitirik asit (TBA)
testidir. TBA testinde temel olarak 6iglilen madde enzimatik aragidonik asit oksidasyo
nu ile oksidatif lipit yikiminin volatil bir yan Grind olan malondialdehit (MDA)'dir
(1,8,18,29,30,31). Ancak, TBA testinde dlgilen MDA'nIn biyUk bir kisminin nonvolatil
oldugu ve ¢ok doymamig yag asitleri, endoperoksitler veya diger bilesenlerden asidik
isitma sonucu olusan peroksidasyonia ortaya ¢iktigi HPLC ile gésterilmigtir (6,16,29).
Ayrica, Ozellikle insan kaynakli drneklerde tiyobarbitiirik asit ile reaksiyona giren
maddelerle benzer dalga boyunda absorbans veren maddelerin varhgl da
gbsteriimistir (6,20). Lands ve arkadaglari (27) siklooksijenaz enzimini kullanarak
insan plazmasinda lipit peroksit konsantrasyonunu 0.5 um olarak saptamigken, TBA
.testinin  6lgtligl lipit peroksit konsantrasyonu 38 um'dir (6). Cesitli hayvan
caligmalarinda da plazma TBA'sinin tlr, irk, yas, cinsiyet, yiyecek alimi ve stres ile
farklilagtig! gosterilmistir (1,16,31). Bugline kadar 6rneklerde bulunan gergek MDA'yi
deney sirasinda olusanlardan ayirt edebilecek bir ydntem gelistirilememistir (33,60).
Biyolojik drneklerde dedigik kaynaklardan kéken alan enterferanslar daha da belirgin
oldugu igin galismamizda, MDA miktarlandirmasini destekleyecek y&ntemlerin
birlikte kullanilmasinin anlamiili§a katkisini arastirdik.

Gok doymamig yag asitlerinin oksidasyonu 215-250 nm'ler arasi absorbans
veren konjuge dien yapilarinin olusmasina neden olur (1). Ozellikle peroksidasyonun
dncul agamalarini izlemek igin kullanilabilecek olan bu yapilar deneysel olarak bazi
zorluklara neden olmaktadir (1). Dogal olarak bulunan lipitlerin UV bdlgesinde
absorbans vermelerinin yani sira, bu lipitleri ekstre etmek igin kullanilan bazi organik
¢Ozlculer de ayni bdlgenin degisik dalga boylarinda igidt absorbe ederler (16,36).
Ozellikie hayvan modellerinde karaciger, kalp, beyin gibi dokularda lipit
peroksidasyonunu Olgmekte siklikla kuflanilan dien konjugatlart (21,36,60,71),
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eritrosit membran lipitlerinin oksidasyonu géstermek igin de kullanilabilir (61,62).
insan kaynakli érneklerde kullanimi ise bazi sorunlari beraberinde getirmektedir.
lversen ve arkadaglar (63) HPLC ile insan plazmasindaki temel dien konjugatini
karboksil gurubu haricinde, oksijen tagimayan bir linoleik asit tirevi olan 9,11 LA
olarak saptamiglardir. Bu izomer saf linoleik asitin demir-ADP veya ksantin-ksantin
oksidaz sistemi ile peroksidasyon igin uyariimast sonucu olugsmaz, sadece albumin
varliginda UV radyasyonu ile olugabilir (64). Bu nedenle bazi aragtirmacilar
tarafindan lipit peroksidasyonunu izlemek igin 6zgUl bir parametre oldugu daginilen
bu izomer sadece insan plazmasinda o&lgllebiimekte, sigan ve tavsanlarda
bulunmamaktadir (64). Biyolojik materyallerdeki konjuge dien absorbansiari, kandaki
lipit miktarin etkileyen diyet aliskanliklari, alkol veya sigara kullanimi gibi nedenlerle
normaller arasinda bile farkliliklar géstermektedir (64). Spektrofotometrik olarak dien
konjugat: délglimlerinin bulgular béliminde anlatilan veya yukarida bahsedilen tim
bu olumsuzluklari Corongiu ve Milia'nin (37) dnerdigi spektrumun ikinci dereceden
tirevinin alinmasi ile giderilebilir (8,33).

Ultraviole spektrumda gakisan bandlarin daha sik gérilmesi, ayirim glcinin
zayifhidt yaninda sinyal/guriitd oraninin  dlstk olmasina baghdir. Tlrev
uygulamalari, bu sorunlarin timine birden belli oranda ¢dzim getirebilmekte,
karakteristik tepeleri az olan spektrumiarin ayirim gictni oldukga disik bir bedelle
arttirabilmektedir (65).

Bir egrinin bir noktasindan gegen te@etin edimini veren tirev, ayinm gicind
arttirarak iyi ayirdedilemeyen pikleri ayird etmek ve degisken &zelligi olan zemin
spektrumunun etkisini diigiirmek igin kullaniiir. ikinci tirevde ise daha keskin ve daha
blylk bir pik maksimum ile minimumu belirir. Ayrica tek bir pik iginde kaybolmusg
olan ve ancak belli belirsiz omuzlar yapan iki veya l¢ pik daha net bir sekilde agiga
gikar. Degerlendirme pik yiiksekliginin 8lgllmesi ile yapilir (33,65).

Yapilan ¢esitli aragtirmalarda dien konjugati ydnteminin serbest radikal
aktivitesini 6lgmede kullanilan TBA reaksiyonu, oksijen tlketimi gibi endirek
ydntemlerle uyumlu sonuglar verdigi gésterilmigtir. Stabil ve stabil olmayan anjinada
plazma MDA diizeyleri ile konjuge dien dlzeyleri (233 nm'de absorbans degerleri)
(387) , deneysel termik hasarda eritrosit MDA ile konjuge dien dlzeyleri (233 nm'de
absorbans deerleri) (58) ve benzeri caligmalar buna 6rnek olarak verilebilir
(62,66,67).

insan kékenli biyolojik drneklerde dien konjugasyonu ydntemi enterferansa gok
agiktir. Oksidasyon sonucu olugan dien konjugatlari trans, trans veya cis, trans
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konfiglirasyonuna sahip olurlar. Oncelikle bunlar igin gerekli dalga boylarini
saptadigimiz galismamizda enterfeanslari en aza indirmek igin 2. dereceden tlrev
uygulamasini da kullandik. Sectiimiz dalga boylarindan sadece 233 nm de
eritrositler igin hem absorbans hem de 2. dereceden tlirev uyguiamasi sonucunda,
plazma 6rnekleri igin ise yalnizca 2. dereceden turev uygulamasi sonucunda elde
etti§imiz degerlerde gruplar arasi anlamli fark elde ettik. Cis, trans ve trans, trans
konfiglirasyonlar: arasinda dinamik “bir -dengenin -oldugunu-digtinlyoruz. “Gruplar
arasinda 233-mm degerlerinin daha anlamli olmasi tirev uygulamasinin deney
sistemine katkisini géstermektedir. Bir grup aragtirmact plazmanin Folch yontemi ile
ekstraksiyonunda 245 nm'de ikinci dereceden tlrev spektrumunun &lgiimlerinin
degisik yontemler ile uyumlu sonuglar verdigi gosteriimiglerdir (65). Ancak biz
calismamizda ne eritrosit, ne de plazma Ornekleri igin benzer bir uyumu go6z-
lemedik.

Cok doymamig yad asitlerinde olusturulan deneysel modellerde lipit peroksit
dizeyleri ile konjuge dienlerin 1:1 olmadig! belirtilmigtir (69). Bunun nedeni singlet
oksijenin olusturdugu oksidasyonlarda nonkonjuge dienlerin de olugmasidir. Ancak
biyolojik 6rneklerde konsantrasyon olarak bunlar énem arz etmemektedir.

Bulgular kisminda da anlatildi§: gibi, fosfolipitlerdeki ¢ok doymamis yag
asitlerinin peroksidatif yikimi hem karbonil bilegiklerinin hem de karbonil fonksiyonu
gOsteren fosfolipitlere bagl agil gruplarinin olugmasina neden olur (39). Bu karbonil
gruplarinin varligi ilk kez 1970 yilinda McCay ve arkadaslan (70) tarafindan 2,4
dinitrofenilhidrazin boyas! ile gdsteriimigtir. Daha sonra degisik arastirma gruplan
hem spektrofotometrik olarak karbonilleri miktarlandirmis, hem de ince tabaka
kromatografisi ve yiksek performansh sivi kromatografisi kullanarak alt gruplarina
ayirabilmiglerdir (40,41). Biz de galismamizda alkanal ve alkenal gruplarina ait olan
iki ayr1 dalga boyunda elde ettigimiz degerlerde, gruplar arasinda diger yéntemlerle
de uyumlu anlamhi farklar bulduk.

Dokulardaki ve vicut sivilarindaki karbonil gruplarinin oksidan strese bagh bir
artma gdsterdigi bildirilmigtir (71,74). Bu aldehitlerden 6zellikle 4-hidroksialkenallar
nétral pH'de tiyol gruplar: tagiyan dugiik molekdl agirlikh bilegikler (glutatyon, sistein),
yapisal proteinier ve enzimier ile reaks'iyona girerler (72). Aragtirmacilar selller ve
subseliiler dizeyde, bu aldehitlerin DNA, RNA ve protein sentezini, anaerobik
glikolizi, trigliserit salimmini, Ca2+ alhnimini baskiladiklarini; mitokondrial fosfat
taginimint  engellediklerini; sitokrom P-450'yi hasara ugrattiklarini; hicresel
glutatyonu azalttiklarini; platelet agregasyonunu arttirdiklarini; kemotaksise engel
olduklarini ve in vitro hicresel blylmeyi yavaslattikiarini géstermiglerdir (57,60,61).
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Serbest malondialdehit, dider aldehitlerin saptanmasi i¢in olugturulan
2,4-dinitrofenilhidrazon tdrevieri ile karnigmaz. Glnki boya ile MDA pirazol
olugtururken, Karboniller hidrazon tlrevleri olustururlar. Sigan karaciger
mikrozomlarinin Fe2+-NADPH ile uyaridigi deney sistemierinde MDA ile karbonil
igeriginin uyumu gésteriimigtir (39, 46, 73).

Reaktif oksijen tirleri hicre icinde ve diginda yilksek konsantrasyonlarda
bulunan proteinleri de etkilerler (47) . Bu olaylar sonucunda enzimlerde , aktivatér
veya inhibitdrierde yapisal modifikasyonlar, peptid baglarinda hidroliz, proteinler
aras| ¢apraz baglanmalar meydana gelir. Proteinlerde meydana gelen bu hasarlar
serbest radikallerden bagka peroksitienmig lipitlere de baghdir (47,48). Ozellikle
olusan aldehitler ¢apraz baglanmalardan sorumlu tutulmaktadirlar. Proteinierde
olusan oksidatif hasarin rastlandigt durumlar arasinda doku iskemi/reperfiizyon
hasarlari, miskdiler distrofiler, pulmoner amfizem, katarakt olusumu, romatoid artrit,
ateroskleroz, kronik oksijen toksisitesi, kanser ve demyelinizan ndrolojik hastalikiar
sayilabilir (47,48). Organel ve hiicre membranlarindan arindinimig sistemlerde lipit
peroksidasyonu olmaksizin protein oksidasyonunun baglamasi, bu parametrelerin de
serbest radikal hasarini izlemekte kullanilabileceginin bir gdstergesidir. Olugan
hasarin mekanizmasi amino asitler veya a-karbon atomundan hidrojen kopariimasini
takiben oksijenin katiimas! ve peroksil radikalinin olugsmasi geklindedir (51,74,75,76).

Oksidatif degigiklige u@rayan proteinler hlcre igindeki proteolitik sistemler
tarafindan hizli ve selektif bir sekilde yikima ugratilirlar. E. coli ve retikilositlerde
ATP ve kalsiyumdan badimsiz ¢alisan bu tlr sistemler gésterilmistir (75,77,78).
Davies ve arkadagslarinin (74) yaptigi ¢alismalarda 6zellikle primer yapidaki oksidatif
degigikliklerin' proteolitik sistemleri uyardigi vurgulanmaktadir. Karigik fonksiyonlu
oksidazlar (MFQ) metal iyonlarinin yardimiyla nativ enzimleri, okside ve inaktit
formlarina ddnlgstlrerek, proteolitik sistemlere uygun birer substrat haline
getirmektedirler. Bu tir reaksiyonlarin hicrenin kendi protein igerigini kontrol etmekte
kullandi@: bir sistem olabilecedi dusiniimektedir (49,78). Ayrica bu proteolitik
sistemler primer antioksidanlarin eksikliginde veya yiiksek oksidan tehdit altindaki
hacrelerde, ikinci dereceden bir antioksidan sistem olarak da kabul edilebilir
(66,69,72).

Degigsik deney sistemlerinde protein oksidasyonu oksidan etkiyi gdsteren bir
parametre olarak kullanilmigtir. Kurtel ve arkadaglan (81) ince Dbarsak
iskemi/reperflizyonunun oksidan etkilerini incelemek igin Ienf sivisinda okside protein
miktarini dlgmuglerdir. Reznick ve arkadaglari (82) egzersiz sonrasi olugan iskelet
kas! protein oksidasyonunun E vitamini ile &nlenebilecedini gdstermislerdir.
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Chapman ve arkadaglar (83) da romatoid artritli hastalarin sinovial sivi protein
oksidasyonlarinin osteoartritlilere gére anlamli olarak arttigini belirtmektedirler. Biz
de galismamizda hasta grubunda oksitlenmig protein konsantrasyonunda anlami bir
artig oldugunu ve bunun diger parametrelerle de uyum iginde oldugunu gésterdik.

Kronik bdbrek yetmezligi, glomertler filtrasyon hizi ve diger bdbrek
fonksiyonlarinda yavag ama ilerleyici bir seyirle azalmanin géruldigi kompieks bir
patolojidir (84). Bu tabloda yer alan hizlanmig yaglanma, katarakt olusumu,
ateroskleroz, eritrosit dayanikliliyinda azalma, anemi, hemodializin artmasi ve
trombositlerde fonksiyon kaybinin reaktif oksijen tiri konsantrasyonundaki artiga
bagl olarak geligtigi distnilmektedir (85).

Kronik bébrek yetmezligi vakalarinda reaktif oksijen tirlerinin olugsmasi degisik
nedenlere baghdir. Bu nedenler arasinda nétrofil ve makrofaj infiltrasyonunu takiben
salinan myeloperoksidaz enziminin klor iyonu yardimiyla katalizledigi reaksiyonlar,
demir iyonunun yer aldigi Fenton reaksiyonu vb. sayilabilir. Bunlar 6zellikle
glomertillerde hasar ve proteiniri olusturmaktadiriar (86,87,88).

Reaktif oksijen tdrleri o&zellikie eritrositleri etkilerler. Kan dolagiminda
eritrositlerin canhiligini strdirmesi hicrenin mekanik 6zelliklerini etkileyecek bir grup
faktére baglidir. Eritrositlerin dayaniklihgini etkileyen ekstrensek fakidrler arasinda
hiicrenin sekli ve ylzey alanihiicre volimi orani yer alir. Intrensek faktériere ise
hicre i¢i yogunlugu 6rnek olarak verilebilir (87). Bltlin bu faktérler iginde en énemli
yeri membran tutar. Glnkl peroksidasyona ¢ok duyarhidir. Membranda yeralan gok
doymamig yag asitlerinin, yad asiti hidroperoksitlerine ve bir grup aldehite
dénlsimleri sonrasinda, 8zellikle fosfatidil etanolamin ve fosfatidilserin gibi zar
fosfolipitlerinin ve spektrin gibi membran proteinlerinin  polimerizasyonu, zar
rijiditesinin artmas! ve hlcre dayaniklii§inin azalmasi séz konusudur (90,91).

ileri kronik bdbrek yetmezIigi ile dizenli hemodiyaliz tedavisi gérmek zorunda
kalan hastalar igin anemi &nemli bir sorundur. Aneminin en o6nemli nedeni
eritropoietin retimindeki azalma iken, aliminyum yUklenmesi, tGremik toksinler ve
reaktif oksijen tlrlerinin etkileri de unutulmamalidir (92,93,94,95).

Kronik bdbrek yetmezliginde &zellikle dizenli hemodiyaliz tedavisi olan
hastalarda, degisik patolojilerin olugumunda veya ilerlemesinde roli oldugu
distnilen reaktif oksijen tirleri gesitli arastirmacilar tarafindan miktarlandinimigtir.
Paul ve arkadaslari (85) plazma TBARS ve konjuge dien konsantrasyonlarinda
kontrol grubu ile hasta grubu arasinda anlamli bir fark bulamazken eritrosit
TBARS'inda artma (p<0.01) saptamiglardir. Toborek ve arkadaslan (96) kontrol
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grubu ile kargilagtinidi§inda dizenli hemodiyaliz tedavisi géren hastalarin plazma
lipit peroksit konsantrasyonlari ile eritrosit stiperoksit dismitaz aktivitelerinde artma
ve serum antioksidan aktivitelerinde azalma belirlemiglerdir . Srivasta ve arkadagiari
(97) yaptiklari kargilagtirmali ¢alismalarda bu grup hastalarin plazmasinda
GSSG/GSH oraninin arttigini gdstermigler ve ylksek konsantrasyonda GSSG'nin
hemoglobin ile birlegip, Hb-glutatyon distlfitleri seklinde ¢dkerek, hemolize ve
anemiye neden olabilecegini belirtmiglerdir. Taccone-Galucci ve arkadaslari (89) ile
Miguel ve arkadaglan (98) da hemodiyaliz hastalarinda eritrosit MDA dizeyinin
arthigini ifade etmektedirier . Agatsuma ve bir grup aragtirmaci (99) hidrojen peroksit
ve demir silfat ile uyarilmig kontrol serumlarinda 680 nm civarinda zayif kirmizi bir
kemiliminesans alirken dizenli hemodiyaliz tedavisi géren hastalarda 430 nm dalga
boyunda kuvvetli mavi bir liminesans elde etmiglerdir. Dasgubta ve arkadaslar
(100) da plazma lipit peroksitlerinin bu grup hastalarda arttifini ve antioksidan bir
protein olarak degerlendirilen transferrin dizeyinin distigind gostermislerdir.
Benzer sekilde antioksidan galigma yapanlar arasinda El-Rashidy ve arkadaslarn
(101) eritrosit GSH dizeyleri ile GST ve GR aktivitelerinin hemodializ hastalarinda
arttigim ve bunun kompensatuvar bir mekanizma olabilecegini belirtmislerdir. Gllcan
ve arkadaglarn (102) da otomasyona uyarlanmig yontemlerde bunu dogrulamiglardir.
Giardini ve arkadaslan (103,104) hem hemodiyaliz sonrasi eritrosit MDA diizeylerinin
azalmadiini, hem de kuvvetli bir antioksidan olan E vitamini tedavisinin bu konuda
etkili olabilecegini géstermiglerdir. Benzer bir galisma ile Yalgin ve arkadaglari (105)
E vitamini tedavisinin dizenli hemodiyaliz tedavisi géren hastalarda eritrosit ve
plazma lipit peroksidasyon dizeyini azalttigini saptamiglardir .

Bazi arastirmacilara gére kronik bdbrek hastalarindan dizenli hemodiyaliz
tedavisine ihtiyag duyanlarda eritrositler ile ilgili patoloji bu hiicrelerden kdken
almaktadiriar. Ornegin plazma TBARS ve konjuge dien konsantrasyonlari agisindan
anlamli bir fark bulamayan Paul ve arkadaglari (85) benzer bir yorum
getirmektedirler. Bunun aksini diglnen aragtirmacilar da mevcuttur. Smith ve
arkadaglari, (106) hemoglobinin oksidatif denatlirasyonunda GSH'In aktivite
gbstermek igin NADPH'a ihtiya¢ duydugunu, bunun da eritrosite heksozmonofosfat
santi tarafindan karsilanacagini agiklayarak, eritrosit GSH diizeyinde bir anormallik
bulamadiklarini, olugan denatiire hemoglobinin plazma kaynakh faktérleri bagl
oldugunu belirtmiglerdir .
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Calismamizda, diizenli hemodiyaliz tedavisi gbren kronik bdbrek hastalarinda
malondialdehit élgiimlerinin yanisira, lipit peroksidasyonu gdstergelerinden olan
diene konjugatlan ile karbonil gruplari konsantrasyoniarinin  ve  protein
oksidasyonunun arttigint gdsterdik. Pek ok degisik reaksiyonu igeren ve gesitli
faktorlerin etkisi altindaki bu sistemin daha iyi de@erlendirilmesi igin degisik
yéntemlerin ayni anda kullanilimasinin daha uygun olacagin! diginmekteyiz.
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OZET

Biyolojik sistemlerde hem normal metabolizmanin yan Grlind olarak, hem de
yabanct maddelerin etkisiyle meydana gelebilen reaktif oksijen tirleri bazi hiicre
elemanlarina hasar verirler ve degisik hastaliklarda etkilerini gésterebilirler. Reaktif
oksijen tirlerinin gok kisa dmurli olmalari nedeniyle dogrudan tayinleri gok giigtir.
Bu ylzden reaksiyonlarda olusan Urlnler veya reaktif tirlere karsi olan savunma
sistemleri incelenerek bu konuda bilgi sahibi olunabilmektedir.

Uzun yillar reaktif oksijen tlrlerinin yer aldigi reaksiyoniarin bilegenlerini veya
olusan (rlnleri digen bir ¢ok ydéntem geligtiriimigtir. Bu yéntemler séz konusu
reaksiyonlar toplulugunun degisik ydnlerini ilgmektedirler.

Bu nedenle ¢ok sayida y6ntemin kullaniimasinin anlamhligi arttiracagini
disindiguimiz galigmamizda eritrosit ve plazma drneklerine dien konjugasyonu ile
karbonif igerigi ydntemlerini, ayrica yine eritrositlere protein oksidasyonunu
uyarlayarak siklikla kullanilan bir yéntem olan eritrosit ve plazma TBARS duzeyi ile
birlegtirdik.

Hasta grubu olarak oksidan etkiyi yogun bir gekilde yasayan kronik bdbrek
hastalarindan dizenli hemodiyaliz tedavisi olanlari sec¢tik. Caligtigimiz
parametrelerde kontrol grubu ile hastalar arasinda anlamli farklilikiar bulduk.

Sonug olarak, pek gok degisik reaksiyonu igeren ve gesitli faktérlerin etkisi
altindaki bu sistemin daha iyi degerlendiriimesi igin dedisik yéntemlerin ayni anda
kullaniimasinin daha uygun olacadini disinmekteyiz.
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SUMMARY

Reactive oxygen species which may be formed endogenously or from external
influences, are capable of damaging cellular components and may contribute -to.
various disease entities. Direct detection of reactive oxygen species is a difficult
procedure because of their very short life span. Therefore, determination of their
reaction products and/or protective mechanisms is preferred.

Many assays have been developed over the years to measure the various
reactants or the products that are formed. These assays measure the different parts
of the pathway of reactions.

We have decided to use different parameters of lipid peroxidation and protein
oxidation for quantitation of free radical reactions. So following the adaptation of the
diene conjugation and the carbonyl content measurements to plasma and
erythrocyte samples, and also protein oxidation to the erythrocytes, we compared
our results with the oldest and most used procedure, TBARS for plasma and
erythrocyte samples.

Chronic renal failure patients with regular dialysis treatment constitutes our
patient group as they demonstrate high oxidative stress. We had significant
differences between control and patient groups.

In conclusion, because reactive oxygen species reaction pathway is complex
and because many factors effect the amounts of products formed; it seems to us
more appropriate to apply several procedures for quantitation of free radical
reactions.
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