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OZET

EGZERSIZ YAPAN SICANLARDA OKSIDATIF STRESS VE PARAOK SONAZ
ENZIMI

Demirayak, |. Dicle
Yuksek Lisans Tezi, Biyokimya A.B.D.
Tez Yoneticis: Prof. Dr. Bunyamin KAPTANOGLU

Haziran 2007, 90 sayfa

Serbest radikaller, reaktif metabolitler ve bu Urunleri dUreten butin kaynaklar
oksidan olarak tanimlanir. Antioksdan savunma, oksidatif srese karsi hiicresd
homeostazis korur. Oksidan-antioksidan arasandaki hassas dengenin oksidanlar
yoninde bozulmas oksidatif stres olarak isimlendirilir. Fiziksel aktivite serbest oksijen
radikali (ROS) Uretimini arttiran faktorlerden biridir. Insan serum paraoksonazi (PON)
Ca'? a bagimh 45-kDa’ luk bir glikoprotein olup HDL ile iliskilidir ve HDL’ nin
antioksdan aktivitesinden sorumludur. Bu calismada, sicanlarda dizenli egzersizin
oksdatif stres ve PON aktivites Uzerine etkis arastirilmistir. Cahismalar 18 Wistar
sicanda ydrutilmastur. Sicanlar rasgele olarak, egzersiz (n=9) ve kontrol (n=9) grubu
olmak Uzere ikiye ayrilmistir. Egzersiz grubuna gunde 30 dakika olmak Uzere haftann
5 gunu toplam 4 hafta kosu bandi egzersizi uygulanmastir. Karaciger, kalp, bébrek ve
akciger dokularinda MDA tayini, MDA’ nin tiyobarbitirik asitle reaksiyonuna dayal
yontem ile yapilmistir. MDA ile beraber oksdasyona duyarhhk tayini de yapilmstir.
Paraoksonaz enzim aktivites iki sentetik substrat kullamlarak -paraokson ve fenil
asetat- ol¢lilmastar. Enzimin farklr iki substrata gosterdigi aktiviteler karsilastirilmstir.
Sonuglar Mann-Whitney U testi ile degerlendirilmistir.

Egzersiz ve kontrol grubunun MDA seviyelerinde anlamh bir fark bulunamamustir.
Fakat karaciger oksidasyon kapasitesnin kontrol grubuna gore anlamh sekilde azaldig:
gorulmastir (p<0,05). Egzersiz ve kontrol grubunun PON seviyelerinde anlamh bir
fark bulunamamstir. Aril esteraz aktivitesnin egzersiz yapan grubun akciger dokusu
hari¢ diger tim dokularinda anlamh sekilde azaldig1 bulunmustur (p<0,05).

Duzenli egzersiz ile antioksidan enzim seviyesinin artmas doku MDA degerlerinde
anlamh bir fark ¢kmamasinin sebebi olabilir. Karacigerin antioksidan enzim
seviyesinin yiksek olmas, karaciger dokusunun oksidasyona duyar lihginin az olmasim
saglamis olabilir. Egzersizin PON enzim ekspresyonunu disurdugi boylece aril esteraz
aktivitesinin azaldigim sdyleyebiliriz.

Anahtar Kelimeler: Oksidatif stres, antioksidanlar, paraok sonaz, egzersiz
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ABSTRACT

OXIDATIVE STRESSAND PARAOXONASE ACTIVITY WITH EXERCISE IN
RATS

Demirayak, |. Dicle
M. Sc. Thesisin Biochemistry
Supervisor: Prof. Dr. Biinyamin KAPTANOGLU

June 2007, 90 pages

Free radicals, reactive metabolites and the substances producing these products are
called oxidants. Antioxidant defences can protect the cellular homeostass against
oxidative damage. The disturbance in the delicate oxidant —antioxidant balance is
named oxidative stress. Physical activity is the one of the factors that induce the
production of reactive oxygen species (ROS). Human serum paraoxonase (PON1) is a
Ca*? dependent 45-kDa glycoprotein associated with HDL and it is primarly responsible
for the antioxidative activitiy of HDL. In this study, the effects of regular exercise on
oxidative stress and PON status were evaluated in rats. The experiments were carried
out on 18 Whistar rats. Rats were divided into two groups randomly, control group
(n=9) and exercise group (n=9). The exercise group rats were exposed to treadmill
training exercise for 30 minutes per day, 5 days a week for 4 weeks. MDA levels of the
liver, heart, kidney and lungs were determinated according to the method in which
MDA reacts with thiobarbituric acid. Oxidation senstive of tissues were determinated
with MDA. Paraoxonase activities wer e assayed by two synthetic substrates —paraoxon
and phenyl acetate-. The paraoxonase and arylesterase activities were compared.
Results wer e exaluated by the Mann-whitney U test.

There were no significant difference in the exercise and the control group’s MDA
levels . But the oxidation sensitive of liver was found to be significantly decreased in
exercise group, compared to control group (p<0,05). There were no significant
difference in the exercise and the control group’s paraoxonase activity. Arylesterase
activity of all tissues except lungs were found to be significantly decreased in exercise
group, compar ed to controls (p<0,05).

Increasing of antioxidant enzyme status which is caused by regular exercise can be
the reason of nonsignificant difference resultsin MDA levels. Lower oxidation sensitive
of liver can be caused by livers high level antioxidant enzyme status. In conclusion, it
was decided that PON enzyme expression can decrease beacuse of regular exercise
training. And this can cause the decreasing of arylester ase activity.

Keywords Oxidative stress, antioxidants, paraoxonase, exer cise.
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1.GIRIS

Oksijen renksiz, kokusuz ve tatsiz bir gaz olup 3 milyar yil kadar 6nce oksjen
Ureten fotosentetik canlilarin evrimlesmesi ile birlikte dinya atmosferinde birikmeye
baslamistir. Gunimiizde molekiler oksijen (dioksijen olarak da isimlendirilir) dinya
kabugunda bulunan en yaygin element olup, amosferin %21 ini meydana
getirmektedir (Philis 1997).

Oksijenilk kez 1770'li yillarda Priestley, Lavoisier ve Scheele tarafindan molekuler
oksijen olarak tanimlanmistir (Halliwel 1989). Diinya sistemi igerisinde stirdurtlebilir
aerobik yasamin temel esasini, canlimin su ya da havadan alinan oksijen yardimiyla,
karbon ve hidrojen igeren besin maddelerinin organizmada bol miktarda yakilmasi ile
elde edilen kimyasal ve termal enerji olusturur (Gutteridge 1995, Karlsson 1997).
Yasamin surdurdlmesinde blyuk o©nem tasiyan bu kimyasal tepkimelerin bazi
basamaklarinda oksijen indirgenir ve reaktif oksijen tirleri olarak tarumlanan ara
ardinler olusur. Reaktif karakterli bu tir metabolitlerin olusumuna yol agcan maddelerin
tamamina prooksidan veya oksidan madde, bu maddelerin organizmadaki kaynaklarinin
toplamina ise oksidasyon kapastesi denir (Karlsson 1997, Mecoci 1997). Reaktif
karakterli Urunler, aslinda aerobik yasamin vazgegilmez fizyolojik olaylarinda
(mitokondrial oksidasyon, oksijenin hemoglobinlerce tasinmasi gibi) hucresel
homeostazisin saglanmasinin dogal bir sonucudur (Freeman 1982, Guitteridge 1995,
Karlsson 1997).

Reaktif madde miktarindaki artiglarin hiicresel homeostazisi olumsuz etkilemesini
vicut sivilarinda ve hiicre membranlarinda bulunan ve antioksidan olarak isimlendirilen
bazi faktdrler 6nleyebilir. Antioksidanlar bu amagla reaktif maddeleri ve reaksiyonlarin
bir dengede tutabilmek Uzere sirekli aktivite gosterirler (Byung 1994). Sonug olarak
organizma dogustan kazandigi ¢ok hassas bir donamm sayesinde, fizyolojik aktivitenin

dogal sonucu olan serbest radikal nitelikle biyokimyasal Grlnleri, oksidan-antioksidan



denge olarak tammlanabilecek bir cizgide tutmay: basarir. Tehlikeli olan durum,
radikallerin varligindan daha gok oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki bu dengenin
herhangi biri lehine bozulmasidir (Aalt vd 1991, Karlsson 1997).

Oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki dengenin bozulmasindan endojen faktor
olarak mitokondrial oksijen hareketleri sorumlu tutulmaktadir (Freeman, 1982). Yok
edilemeyen oksidanlar hiucre igindeki niklelk asit, protein ve lipit gibi
makromolekulleri degisiklige ugratirlar (Halliwell 1989, Pal 1994). Bu hucresel
bilesenlerin oksidasyonu, oksidan ve antioksidanlar arasinda dengenin bozulmas: ile
(oksidatif stres) meydana gelir (Buettner 1993). Organizmaya ani ve asirt oksijen
girisinin artmasi; egzersiz, gebelik, yashlik gibi fizyolojik haller; kimyasal cevre
kirliliginin yogun oldugu ortamlarda uzun sire yasam, yogun stres, sigara ve alkol
kullanimi, diyette doymamis ve kolay peroksilenebilen yaglarin fazla miktarda
bulunmasi, antioksidan savunma sistemi yetmezlikleri veya savunma duvarinin
asilmas: gibi durumlarda hassas olan oksidan-antioksidan denge, oksidanlar lehine
bozulabilir. Bu olgu serbest radikallerin artigindan ya da antioksidan aktivitesinin
yetersizliginden ileri gelebilir (Augustin 1997, Karlsson 1997).

Fiziksel aktivite ve egzersiz sirasinda artan kas kontraksiyonlar: ve enerji tiketimi
metabolik aktiviteyi onemli 6lgide hizlandirmaktadir (Alessio 1993, Clarkson 1995,
Jenkins 1988, Saminen vd 1983). Metabolik aktiviteye bagli olarak kullamlan oksijen
ve mitokondriel elektron transport zincirinden elektron sizintist artmakta sonugta
superoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil radikali basta olmak Uzere birgok reaktif
oksijen turl ortaya gitkmaktadir (Dernbach vd 1993).

Hicre, membram ve diger komponentleri ile serbest radikal ataklarn ve
peroksidasyon icin potansiyel bir hedeftir. Ozellikle membranlarin fosfolipit tabakasi
lipit peroksidasyonunun oldukga sik olustugu bir ortamdir (Pal 1994, Mead 1989). Lipit
peroksidasyonu, ¢oklu doymamis yag asitlerinin radikaller ile oksidasyonu sonucu
baslayan ve otokatalitik zincir reaksiyonlar: seklinde uzayan, lipit peroksitlerinin aldehit
turevleri, hidrokarbon radikalleri ve ugucu bazi Urlinlere gevrilmesi seklinde sonlanan
bir siregtir. (Gutteridge 1995, Murray vd 1996) Lipit peroksidasyonu sonucu ortaya
cikan g¢esitli aldehitlerden en iyi bilineni malondialdehit (MDA) dir. MDA ol¢imi ile
lipit peroksidasyonu degerlendirilmesi yapilabilmektedir. Plazma lipoproteinleri ve



Ozellikle dusik dansiteli lipoproteinler de oksidasyona ugrayabilirler. Okside
lipoproteinler hiicre fonksiyonlarimin bozulmasina aracilik edebilirler (Nair vd 1986,
Rice-Evans vd 1991).

Paraoksonaz (PON) karacigerde sentezlenen, organik fosforlu bir insektisit olan
parationun aktif metaboliti paraoksonu hidroliz etme yetenegine sahip bir serum
esterazchr (Juretic vd 2001, Li vd 1993). Insan serum paraoksonazi 43 kDa molekil
agirhginda 354 aminoasitlik bir protein olup, fiziksel olarak HDL ile bagintilidir
(Primo-Parma vd 1996, Mackness 1996). PON’un baslica iki fonksiyonu vardir: Pestisit
olan paraokson gibi organofosfatli bilesiklerin detoksifikasyonuna katilmak ve ayrica
lipit peroksitleri hidrolize ederek LDL’yi oksdas yondan korumak (Mackness vd 1998).
PON ayrica aktivite polimorfizmi gostermeyen arilesteraz aktivitesine de sahiptir
(Eckerson vd 1983). Arilesteraz aktivitesinin, PON aktivitesindeki degisikliklerden
bagimsiz olarak asil protein konsantrasyonunun bir gostergesi oldugu bildirilmektedir
(Mackness vd 1997).

Bu calismada Wistar sicanlar kullamilmis, siganlar egzersiz (n=9) ve kontrol
(n=9) olmak Uzere rasgele iki gruba ayrilmis, egzersiz yapan grupta kosu egzersizleri,
elektrikli motor sirtictli bes yollu kosu bandinda orta siddette haftain 5 gtini ve her
gun 30 dakika olacak sekilde, 4 hafta streyle gergeklestirilmistir. Caligma sonucunda
sicanlardan anestezi yardimyla alinan karaciger, bobrek, akciger ve kalp doku
orneklerinde egzersiz sonucunda olusabilecek serbest radikallerin meydana getirecegi
oksidatif stresin etkilerinin arastirilmasi; Paraoksonaz ve aril esteraz aktivitderi ile
MDA seviyelerinin Olcllerek karsilastirilmast ve aradaki iliskinin incelenmesi
hedeflenmistir. MDA’ min tiyobarbitirik asitle reaksiyonuna dayali yontem ile tayini
yapilmig, Paraoksonaz aktivites iki sentetik substrat kullamlarak (paraokson ve fenil
asetat) ol¢ulmuis ve sonuglar Mann-whitney U testi ile degerlenmistir.



2. GENEL BILGILER VE LITERATUR

2.1. Serbest Radikaller

Atomlar proton ve ndtrondan olusan pozitif yukli bir gekirdek ve gekirdegin
etrafinda bulunan negatif ylikll eektronlardan olusurlar. Elektronlar hem partikil hem
de dalga 6zelligine sahip olduklarindan gekirdek etrafinda isik hiz1 ile hareket ederler ve
bu yuzden cekirdek etrafindaki yerleri tam olarak tarif edilemez. Yamnizca bulunma
olasligimn en fazla oldugu yerden bahsedilebilir. Bédirli elektronlarin bulunma
olasiligimn en yiksek oldugu yer ‘Orbital’ olarak adlandirilir. Her orbital zit spinli
(- ) olmak Uzere iki elektron icerebilir. Sayilarina gore farkli enerji seviyelerindeki
elektronlar, farkli orbitaleri doldururlar. Elementlerin bir kismi, atomik yapilarinda
paylasiimamis elektron igerdiklerinden, dogada atomlar1 seklinde degil; molekulleri
seklinde bulunurlar (Kiling ve Kiling 2002). Atom ve molekiller, yorungelerindeki
elektronlar eslesmis ve ters pozisyonda yer aldiklarinda kararli bir yap1 gosterirler. Bu
kararli yap1 eslesmemis elektron bulundurduklarinda bozulur (Halliwell 1987).

Dis orbitallerinde eslesmemis elektron bulunan kisa dmirlti atom ve molekuller
‘Serbest Radikal’ olarak isimlendirilir. (Floyd 1993) Her tirden kimyasal ve
biyokimyasal tepkime daima atomlarin dis orbitallerindeki eektronlar sayesinde
gerceklesir. Serbest radikaller bu ortaklanmamis elektronlardan dolay: oldukca reaktif
olup cevrelerindeki atom ve molekillere adeta saldirirlar. Cunki bir radikal
ciftlesmemis elektronunu baska bir molekile vermek veya baska bir molekilden
elektron koparmak zorundadir. Bunun sonucu olarak da elektron aisverisi yaptigi
molekul bir radikal haline gelir. Bu serbest radikallere 6zgu bir reaksiyondur ve bir
radikal baska bir radikale sebep olur (Halliwell 1989). Kisa dmirli olmalarina ragmen;
bir dizi zincir reaksiyonu baslatip birgcok radika olusturmalarindan dolay: oldukca



tehlikeli olan serbest radikaller, ortaklanmamis elektronun belirtilmesi amaciyla st

kisimlarina yazilan bir nokta (X°) ile gosterilirler (Akkus 1995).

Icinde bulundugumuz cevrede cesitli fiziksel etkenler ve kimyasal olaylar nedeniyle
hiicresel kosullarda ciddi miktar ve gesitlilikte radikaller Gretilmektedir (Cheeseman ve
Slater 1993). Nerede ve nasil Uretildiklerine bakilmaksizin radikaller baglica 3 temel

mekanizmaiile olusurlar:

a Kovalent baglarin homolitik kirilmasi ile: Kovalent bagli normal bir
molekulun bag yapisindaki iki elektronun her birinin ayr1 ayr1 atomlar Uizerinde
kalarak bolunmesidir. Her iki atom tzerinde de payl asilmamis el ektron kalir.

X:Y® X +Y°

b. Normal bir molekuiltn elektron kaybetmesi ile: Radikal dzelligi olmayan
bir molekiilden elektron kayb: sirasinda dis orbitalinde paylasiimamis e ektron
kal1yorsa, radikal formu olusur.

X:Y® X +Y°

c. Normal bir molekule elektron transferi ile: Radikal 6zelligi tasimayan bir
molekiile tek elektron transferi ile dis orbitalinde paylasiimamis elektron
olusturuluyorsa, bu tir indirgenme radikal olusumuna neden olabilir.

A+e ® A
Radikaller aerobik hucrelerin tim fraksiyonlarinda, metabolizma sirasinda veya
patolojik durumlarda birer yan trtin olarak meydana gelebilir ve hiicrelerde tersinir ya

datersinmez degisikliklere sebep olabilirler (Ames vd 1993). Biyolojik sistemlerdeki en
Onemli serbest radikaller oksijenden olusmus radikallerdir (Cheeseman ve Slater 1993).

2.2. Serbest Oksijen Radikalleri ve Reaktif Oksijen Turleri
Molekiler oksijen (atmosferik oksijen) dis orbitallerinde paylasilmamis iki elektron

igerir. Bu elektronlar spinleri aym yonde ve farkli orbitallerde iken minimum enerji
seviyesindedirler (Kiling ve Kiling 2002). Oksijen atomunun dis yoriingesini olusturan p



orbitalinde iki elektron eksik oldugundan ‘diradikal’ olarak degerlendirilir. (Cheeseman
ve Slater 1993). Oksijenin atom ve molekiler haldeki elektron dagilimlar: Sekil 2.1." de

verilmistir.
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Sekil 2.1 Oksijenin atom ve molekiler halinin elektron konfiglrasyonu

Diradikal yapiya sahip oksijenin tepkimeye girecegi molekiltin de farkli orbitallerde
spinleri ayni yonde elektron icermesi gerekir. Oysa basta organik molekuiller olmak
lizere atom ve molekiller orbitalerinde elektronlar1 antiparael ve eslesmis olarak
icerler veya paylasilmamis elektronlar kovalent baglara katilmiglardir. Bu sebeple
oksijenin diger molekillere olan reaktivitesi son derece kisitlanmigtir. Bu kisitlama
‘spin  kisitlamas’  (spin  redriction) olarak isimlendirilir.  Canlilarin  oksijeni
kullanabilmes icin oksijene elektron transferi yaparak spin kisitlamasim asmalari
gerekir. Bu islem icin canlilar gecis elementleri sinifindan bazi metal iyonlarindan
yararlanirlar. Fe, Cu, Mn, Zn, Co ve Mo vicudun gereksinim duydugu baslica eser
elementlerden olup, bu elementler dis orbitallerinde bir veya daha fazla sayida
paylasiimamus elektron icerirler. Spin kisitlamasinin asilabilmesi ve bu sayede oksijenin
dis orbital elektronlarinin mevcut durumunun degistirilebilmesi igin; oksijene elektron
transferi yapilir veya enerji absorpsiyonu ile uyariimis oksijen formu elde edilir (Kiling
ve Kiling 2002). Oksijenin spin kisitlamasi asilmis formlar: Tablo 2.1" de verilmistir.



Tablo 2.1. Oy nin farkl: formlarimn 2p orbital € ektronlarinn konfigirasyonu (Kiling ve
Kiling 2002)

s
*2p R _— — I— -
p - - - _ —
*2p -
p - - - - - - - - - —
2p
0, o, O, o 'O,
Mol ekl er Suiperoksit Peroksi , B Singlet
- Singlet Oksijen B
Oksijen Anyonu Anyonu Oksijen

Soludugumuz oksijen organizmada metabolize edilirken; %85-90° 1 mitokondride
elektron transfer zinciri tarafindan, kalan %210-15 i ise kimyasal oksidasyon
reaksiyonlar: ve oksdaz-deoksidaz enzimleri tarafindan kullamlir. Elektron transfer
zincirinin son béliminde sitokrom oksidaz enzimi 4 indirgenmis sitokrom molekltniin
her birinden 1 elektron alir ve onlar1 yukseltger. 4 elektronu oksijene ekleyerek suya
donismesini saglar. Bu olay; mitokondride elektron transfer zincirinin kullandig:
oksijenin %95-98" inin kullamlimas: anlamina gelir. Geriye kalan %2-5' lik oksijen ise
reaktif oksijen turleri seklinde isimlendirilen metabolitlere indirgenir (Halliwell 1999).

O, +4e +4H" ® 2H,0 + Enerji

Oksijen metabolizmada en son suya indirgenirken, kismi olarak indirgenmesi ile de
cok sayida reaktif oksijen turleri olusmaktadir (Cheeseman ve Slater 1993).

Enzimler genel olarak oksijenin ¢oklu elektron indirgenmesinde her defasinda bir
elektron kullamirlar. Tek elektron kabul edildiginde elektron bag yapmayan orbitale
girmelidir (Leeuwenburgh ve Heinecke 2001). Oksijen serbest radikalleri sonlarina —i
veya —il eki getirilerek issimlendirilirler. Bir oksijen molekuline bir elektron eklenmesi

ile ‘stiperoksit radikali’ olusur (O2").




O,+e ® 0,

Sliperoksit ‘dismutasyon’ adi verilen streg sirasinda iki elektron ve iki hidrojen
iyonu alarak hidrojen perokside (H>O,) donuslr (Pal 1994). Bu reaksiyon stperoksit
dismutaz tarafindan katalizlenir. Stperoksit dismutaz (SOD) memeli hiicrelerinde bolca
bulunur ve kendiliginden gerceklesen dismutasyonu fizyolojik pH' da 10° kez
hizlandirir (Clauda Dornelles Schneider vd 2004).

20,  +2H" % %E® H,0,

Hidrojen peroksitin tek elektronla indirgenmesi ile hidroksil radikali ('OH) olusur.
Bu ara Urunlerin en reaktif olamdir. ilk olarak en yakindaki hicresdl yapilarla
reaksiyona girip onlar1 degistirmeye calisir ve sonug olarak enzim, membran ve nikleik
asitleri etkiler (Jenkins 1988). Hidroksil radikali H,O2' nin demir veya bakir iyonlariyla
reaksiyona girmesiyle de olusabilir. (Fenton reaksiyonu)

Fe? /Cu* +H,0,® OH +OH ™ +Fe*®/Cu®

Gegis metal iyonlar1 hidrojen peroksit ve siperoksit arasinda reaksiyon
katalizleyebilir ve hidroksil radikali olusumuna sebep olabilir (Haber Weiss reaksiyonu)
(Clauda Dornelles Schneider vd 2004)

H,0, +0,” %%%® OH +OH" +0,

Sliperoksit radikali NO ile oldukca hizli bir reaksiyona girerek gugli yukseltgeyici
ve nitratlayici radikal olmayan bir ara tiriin olan ONOO' i olusturur. Bu reaksiyonun
canlilarda reaktif nitrojen tlrleri olusumunun ana ara basamag: oldugu distinilmektedir
(Leeuwenburgh vd 2001).

0,” +NO" ® ONOO’
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Sekil 2.2. Serbest Radikal Olusum Mekanizmasi (Stahl vd 2002)

Reaktif oksjen turleri, maruz kalinan sire ve miktara bagli olarak hicre
fonksiyonlarint bozarlar (Battal vd 1995). Oksijen serbest radikali teriminin O, ve
'OH gibi radikallerin yam sira H,O, ve 'O, gibi resktif ancak radikal olmayan tiirlerin
ifades icin de kullamimas:i dogru degildir. Bunun yerine daha genel olan Reaktif
Oksijen Turleri teriminin kullamimas: daha uygundur (Bast vd 1997). Reaktif oksijen
turleri Tablo 2.2" de gosterilmistir.
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Tablo 2.2. Resktif oksijen turleri

Radikaller Radikal Olmayanlar
Sliperoksit radikali (G) Hidrojen peroksit (H202)
Hidroksil radikal (OH) Lipit hidroperoksit (LOOH)
Peroksil radikal (ROO) Hipohal oz asit (HOX)
Alkoksil radikal (RO) N-Halojenli aminler (R-NH-X)
Semikinon radikal (HQ) Singlet oksijen ('02)
Hemoproteine bagl serbest radikaller Ozon (O3)
Azotdioksit (NOy)

2.2.1. Stperoksit (027)

Serbest stiperoksit radikal anyonu (O> ") hemen tiim aerobik hiicrelerde oksijenin

bir elektron aarak indirgenmesi sonucu meydana gelir (halal ve Fuller 1993).

O,+e ® 0,

Hem cevresel etkenler, hem de organizmalardaki enzimatik ve enzimatik olmayan
tepkimelerle en ¢ok ve en kolay olusan oksijen radikali, siperoksit radikalidir. Esas
Onemi, hidrojen perokside kaynaklik etmesi ve gegis metal iyonlarinin indirgeyicisi
olmasidir. Uzun bir yar1 6mre sahiptir ve lipofilik 6zellik gosterir. Bu 6zelliginden
dolay1 da olustugu yerden uzak bdlgelere diflizyonla yayil abilmektedir. Ancak dogrudan
hasar yapici etkis ¢ok fazla degildir. En ¢ok mitokondri, endoplazmik retikulum ve
kloroplast gibi hicresel organellerde, eektron transport zincirinin  gesitli
komponentlerinden O’ ye elektron sizmasi ile olur (Unal 1999). Siperoksit aldig:
elektronu metal iyonuna, sitokrom ¢ ye veya bir radikale verirse tekrar oksijene
oksitlenir. Oksijenden daha oksitleyici olan siiperoksit bir elektron daha alirsa peroks
anyonuna indirgenir. Aerobik canlilarda superoksitlerin H,O,' ye cevrilmesi, katalitik
aktivitesi gok yuksek bir enzim olan stiperoksit dismutaz (SOD) tarafindan katalizlenir
ve SOD enziminin yiksek katalitik aktivitesi sebebiyle hiicrelerde siperoksit birikimine
izin verilmez (Kiling ve Kiling 2002).
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20,” +2H* %3R® 2H,0, + 0,

2.2.2 Hidrojen Peroksit (H202)

Molekiler oksijenin gevresindeki molekullerden iki elektron amasi veya
superoksidin bir elektron almasi sonucu peroksit meydana gelir. Peroksit molekili de
iki hidrojen atomu ile birleserek hidrojen peroksidi olusturur (Cheeseman ve Slater
1993).

SOD tarafindan katalizlenen reaksiyon sonucunda ortaya gikar ve reaksiyon sonucu
radikal tUrler meydana geldiginden bu reaksiyon bir dismutasyon reaksiyonu olarak

bilinir.
20, +2H"* %%E® 2H,0, + 0,

H.O, nin pK’ s 10.6 oldugundan nétral ve asidik kosullarda net yuk tasimaz,
biyolojik zarlardan kolayca gegebilir. Y apisinda paylasilmamis elektron igermediginden
radikal Ozelligi tasimaz, reaktif bir tr degildir. Hidrojen peroksidin oksitleyici bir tir
olarak bilinmesinin sebebi Cu, Fe gibi metal iyonlarimn varliginda hidroksi| radikalinin
Oncusl gibi davranmasidir (Kiling ve Kiling 2002).

2.2.3. Hidroksil Radikali (' OH)

Hidroksil radikali, kimyada en reaktif radikal olarak bilinir. Bu nedenle in vivo
olusan bir hidroksil radikali hemen her molekule saldirir ve olustugu yerde de biyik
hasara neden olur. Nonradikal biyolojik molekullerle zincirleme reaksiyonlar: baglatir
(Halliwell 1987, Cheeseman ve Slater 1993, Jiaal ve Fuller 1993, Tekkes 2006).

Biyolojik ve kimyasal sistemlerde Uretilebilen hidroksil radikali canlilarda iki
mekanizma ile olusabilir. Bunlardan ilki iyonlastirici radyasyonun etkis ile sulu
ortamda su molekdllerinin iyonlasmasidir. Olusan hidroksil radikali canlilarda

radyasyonun toksik etkisinden sorumlu bashica tirdir. Ikincisi ise hidrojen peroksidin
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eksik indirgenmesidir ve bu viicutta en 6nemli hidroksil radikali kaynagidir. Hidrojen
peroksidin gegis metalleri varliginda indirgenmes  (Fenton Reaksiyonu) ve hidrojen
peroksidin stperoksit radikali ile reaksiyonu sonucu (Haber-Weiss Reaksiyonu)
meydana gelen hidroksil radikali; organik ve inorganik bilesiklerde elektron transfer
tepkimelerine neden olur. Ancak normalde "OH radikali olusmaz. Cunkii "OH olusumu
icin molekuler oksijenin tg degerlikli olarak indirgenmesi gerekir ki bu oldukga zordur.
"OH radikali olusabilmesi icin stiperoksit ve serbest metal iyonlari gereklidir. Stiperoksit
radikali H>.O,' nin de 6ncull oldugu ve proteinlere bagli metallerin indirgenip serbest
kalmasina neden olabildiginden biyolojik kosullarda stiperoksit yapiminin arttigi
ortamda OH radikali olusumu kaginilmazdir. Metal iyonlarinin proteinlere bagli formda
tutulmalar1 hidroksil radikali yapimini 6nlemenin en guvenli yoludur. (Wheler ve
Salzman, 1990; Ames vd 1993; Frei, 1994; Kilin¢ ve Kiling, 2002).

2.2.4 Singlet Oksijen (*O,)

Oksijenin eslesmemis elektronlarindan birinin verilen enerji sonucu bulundugu
orbitalden baska bir orbitale veya kendi spininin ters yoniine yer degistirmesi ile olusur
(Cross ve Halliwell 1987, Ames vd 1993). Singlet oksijenin delta ve sigma olmak tzere
iki sekli vardir (Akkus 1995). Oksijenin enerjetik olarak uyarilan bu formunda spin
kisitlamasinin kaldirilmis olmasi sebebiyle reaktivite gok yuksektir. Aldigi enerjiyi
cevreye dalga enerjisi seklinde verip oksijene geri donebilir. Diger molekdllerle
etkilestiginde ya icerdigi enerjiyi transfer eder ya da kovalent tepkimelere girer.
Ozellikle karbon-karbon cift baglari singlet oksijenin tepkimeye girdigi baglardir
(Kiling ve Kiling 2002). Singlet oksjen in vivo ortamda sitokrom Pasp , endoperoksit
sentetaz ve myelo peroksidaz reaksiyonlar: ile olustugu gibi iyonize radyasyonla da
olusabilir. Serbest radikal reaksiyonlari sonucu meydana geldigi gibi serbest radikal

reaksiyonlarinin baslamasina da sebep olur.

2.2.5. Hipokloroz Asit

Enzimatik olarak nétrofiller tarafindan Uretilir, guglu bir oksidandir. Fagositik

hicrelerce bakterilerin 6ldirilmesinde onemli rol oynar. Aktive olan notrofiller,
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makrofgjlar ve eozinofiller superoksit dretirler. Ozellikle n6trofiller, igerdikleri
myeloperoksidaz enzimi aracihigi ile stperoksitin dismutasyonuyla olusan hidrojen
peroksiti klordr iyonuyla birlestirerek guclu bir antibakteriyel ajan olan hipoklortz asit
(HOCI)' e donusturar (Southorn ve Powis 1988).

H,0,+Cl- ® HOCI +OH"

2.2.6. Nitrik Oksit

Nitrik oksit yuksek yapili canlilarda amagli olarak ve cok Onemli biyolojik
fonksiyonlar1 yerine getirmek Uzere Uretilen nitrojen merkezli bir radikaldir.
Paylasiimamis elektron adlinda nitrojen atomuna ait ise de, bu elektronun hem nitrojen
hem de oksijen atomu Uzerinde delokalize olmasi nedeni ile tam radikal Ozelligi
tasimaz. Bunun sonucu, bilinen diger radikallere gore reaktivites baskilandiginda

oldukga uzun 6murltdar (Kiling ve Kiling 2002).

Bu lipofilik serbest radikal, damar endotel hiicrelerinde nitrik oksit sentaz enzimi
araciligr ile L-arjininden sentezlenir. Kolayca diz kasa gegerek guanilat siklaz
enziminin hem demirine baglanir ve cGMP sentezini uyarip damar gevsemesini uyarir.
NO, aym zamanda tiyol gruplarim S-nitrozilasyona ugratarak protein ve reseptor
fonksiyonlarint da degistirir. NO, olusmus olan ROS' lar1 ile reaksiyon vererek guglu
bir oksidan olan peroksinitrit (ONOOH) olusturmakta ve bunun da ileri
dekompozisyonu ile "OH radikali olusumuna yol agmaktadir (Southorn ve Powis 1988,
Cochrane 1991).

NO+0,” ® ONOO'
ONOO™ +H* ® ONOOH
ONOOH ® NO, +OH"
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2.3. Serbest Radikal Olusum Mekanizmalari

2.3.1. Endojen Serbest Radikal Kaynaklari

Norma metabolizma sirasinda gesitli basamaklarda serbest radikal yapisina sahip
ara Urinler meydana gelmektedir. Metabolik olusumun ilerleyebilmesi icin bu

bilesiklerin ara Uriin olarak olugmalar1 kagimlmazdir (Freeman ve Crapo 1982).

2.3.1.1. Mitokondriyal Elektron Transferi

Mitokondriyal eektron transport zinciri memeli hiucrelerinde ATP nin temel
kaynagidir. Bu yuzden yasam igin esansiyeldir. Enerji transduksyonu sirasinda kiiguk
bir miktar elektron oksijene zamansiz sizarak bir oksjen serbest radikali olan
superoksiti meydana getirir (Kovacic vd 2005, Valko vd 2004). Superoksit olusumu

hiicrede gogunlukla mitokondride meydana gelir.

Mitokondrial solunum zinciri sirasinda NADH, FADH, gibi indirgeyicilerin
elektronlarinin - molekiler aktarilmasi sirasinda, solunum  zinciri  tasiyicilarinin
indirgenmes sonucu serbest radikal yapisina sahip Urtinler olusmaktadir (Freeman ve
Crapo 1982, Grisham ve Granger 1989, Basaga 1990) .

2.3.1.2. Enzimler ve Proteinler

Bircok enzimin kataitik sikluslari arasinda da serbest radikaller ortaya cikar.
Ksantin oksidaz, aldehit oksidaz ve triptofan dioksijenaz bdyle enzimlerden olup,

superoksit olusumuna sebep olurlar (Akkus 1995).

Ksantin oksidaz 6zellikle barsak, akciger, karaciger, bobrek gibi dokularda yaygin
olarak bulunur ve ksantin dehidrogenaz olarak sentezlenir. Enzimin bu tipi saglikli bir
dokuda toplam aktivitenin % 901 olusturur. Dehidrogenaz, siperoksit veya hidrojen
peroksit olusturmak Uzere elektronlari molekiler oksijene transfer edemez (Bast vd
1991).
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Ksantin oksidaz normalde NAD-bagimli1 dehidrogenaz olarak etki eder ve herhangi
bir serbest radika Uretimine sebep olmaz. Fakat in vivo olarak olusturulan iskemi,
enzimin dehidrogenaz formundan oksidaz formuna donusmesine ve siiperoksit
radikalinin tretimine sebep olur. Ksantin oksidaz enzimi oksijen varliginda hipoksantini
ksantine veya ksantini Urik aside oksitler. Bu reaksiyonda elektron alicist molekuler
oksijendir (Southorn ve Powis 1988).

Hipoksantin+ H,0 + 20, ® Ksantin +20,  +2H"
Ksantin + H,0 + 20, ® Urikasit + 20, +2H "
Hipoksantin+ H,0+ NAD " ® Ksantin + NADH + H "

Iskemi sonrasi, dokularin ksantin oksidaz ve hipoksantin ile perfiizyonu doku
zedelenmesin arttirmaktadir (Halliwell ve Gutteridge 1984, Guemouri vd 1991).

Aldehit oksidaz yapi itibariyle ksantin oksidaza benzer ve substratlarinin ¢ogu ayn
olup, slperoksit radikali Uretir. Benzer sekilde flavoprotein dehidrogenaz, amino asit
oksidaz ve triptofan dioksijenaz gibi enzimler de radikal olusumuna sebep olurlar
(Halliwell 1987, Hraishi ve Terano 1992, Prasad ve Lee 1992, Ames vd 1993, Kuzuya
vd 1993).

2.3.1.3. Mikrozomal Membran Elektron Transfer Zinciri

Endoplazmik retikulum ve golgi kompleksinin yer adigi mikrozomal membran
sistemi, birgok sentez ve yikim enzimleri yamnda flavoprotein (NADH-sit ¢ rediktaz ve
NADH- sit b5 rediiktaz) ve hemoprotein (sit b5, sit p450)’ lerin yol adig: iki elektron

transport sistemi igerir (Freeman ve Crapo 1982).

Mikrozomlarda yer alan bu elektron transport sistemleri, bir yandan normal
metabolizma sonucu olusan nonpolar bilesikleri hidroksillenmis tirevierine dontstirip
bunlara daha polar 6zellik kazandirirken, diger yandan organizmaya yabanci maddeleri
de metabolize ederler (Grisham ve Granger 1989).
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2.3.1.4. Peroksizomlar

Peroksizomlar, fizyolojik sartlarda H>O, Uretirler ancak O, Uretmezler.
Peroksizomlar hiicrede oksijenin tuketildigi major bolgelerdir ve oksijenin kullanildig:
pek cok metabolik fonksiyona katilirlar. Oksijen tiketimi daha sonra pek ¢ok
molekultun oksidasyonunda kullanilan H>O, Uretimine dnctilik eder. Bu organel ayrica
hidrojen peroksit parcaayan katalaz da igcermektedir. BOylece peroksizom relatif
konsantrasyon veya aktivitedeki enzim ile reaktif oksijen tUrlerin net bir sekilde
olusmamasini garantiye alarak hassas bir dengeyi devam ettirir. Peroksizomun bu
dengeyi nasil saglachg: bilinmemektedir. Peroksizomlar hasar gordigiinde ve H,O' leri
enzim downregulasyonunu etkisiz hale getirdiginde oksidatif strese sebep olan H,O,' ler
sitozole dagilir (Valko vd 2007).

2.3.1.5. Fagositik Hucreler ve Arasidonik Asit Metabolizmas

Fagositik hicreler (notrofiller, monositler, makrofglar ve eozinofiller), g¢esitli
biyolojik hicrelerin pargalanmasina sebep olan ve enfeksiyona kars: hiicresel cevabi
baslatan hiicrelerdir. Solunum patlamasi esnasinda fagositik hiicrelerde diger reaktif
oksijen Urtnleri ile beraber sliperoksit radikali de olusmaktadir. Notrofillerde siiperoksit
radikali plazma membraninin dis yizeyine yerlesmis bulunan NADPH oksidaz araciligi
ile olur. Uygun bir uyar: ile fagositik hiicre uyarildiktan sonra NADPH oksidaz aktive
olur. NADPH’ dan iki elektron alinarak iki molekil oksijene aktarilir. Boylece iki
molekil superoksit olusur (Winrow vd 1993, Akkus 1995).

20, + NADPH + H* % %9%89%® 20, + NADP" +H,
20,” +2H, %%® 2H,0,

Serbest radikallerin 6nemli bir kaynag: da fagositik hticre membraninda NADPH
oksidaza bagl: serbest radikal Uretimidir. Fagositik hicrelerin uyariimas: fosfolipaz ve
protein kinazin aktivasyonuna ve plazma membraninda arasidonik asidin salimmina yol
acar. Arasidonik asidin enzimatik oksidasyonuyla da gesitli serbest radikal ara trtinler
meydana gelebilir. Mikrozomal ve plazma membran tarafindan radikal Gretiminin

Onemli enzimleri olan lipoksijenaz ve siklooksijenaz (arasidonik asit metabolizmasi)
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aktivitesi, serbest radikaller icin 6nemli kaynaklardir (Akkus 1995, Freeman ve Crapo
1982)

2.3.1.6. Klguk Molekillerin Otooksdasyonu

Notral ortamda tiyoller, hidrokinonlar, katekolaminler, flavinler,
tetrahidrobiyopterin gibi pek ¢ok bilesik otooksidasyon ile serbest radikalleri olusturur.
Tdm bu bilesikler ile ilk 6nce O, , daha sonra da O, ‘nin reaksiyonlar: ile diger
radikaller meydana gelir (Freeman ve Crapo 1982, Akkus 1995, Marsden vd 1996).

2.3.2. Ekzojen Serbest Radikal Kaynaklar:

Cevresel kimyasal ajanlara maruz kalma, hicreerde radikal olusumu ve
reaksiyonlarim arttirarak oksidatif strese yol agmaktadir (Aslan vd 1997, Thomas 1995).
Hava kirliligi (Aslan vd 1997), kimyasallara maruz kalma (Aslan vd 1996), organik
yanik madde (yanmis gidalar, sigara dumar gibi) alimi (Sekeroglu vd 1997) ve iyonize
edici radyasyon baglica eksojen radikal kaynaklaridir (Thomas 1995).

Nitrojen Dioksit: NO, bir yandan cift baglarla baglanirken diger yandan
otooksidasyonu baglatan labil hidrojen atomlarim ayrigtiran reaktif bir molekuldur
(Acton ve Myrvik 1972). Oksijen rediiksiyonunun NO,' ye maruz kalmasi durumunda
arasidonik asit metabolizmasi NO,” min konsantrasyonuna bagli olarak degisir. Bu
nedenle makro dizeyde NO,, bu metabolizmay: buylk oranda arttirr (Robison vd
1993).

Organik Yan:k Maddeler ve Sgara Duman:: Kimyasal ve organik maddelerin
yanmasi ile agiga ¢ikan maddeler, radikallerin 6nemli kaynaklari ve tasiyicilaridir
(Sekeroglu vd 1997) ve en sik maruz kalinan yanmk madde Uriini sigara dumanidhr.
Katran ve gaz olmak Uzere iki fazda tammlanan sigara dumari, akcigerlere alinan
yanmisg organik materyallerin en dnemlisidir. Sigara dumam gaz fazi okside edici bir
karisim olmasina karsin, bu fazdan izole edilen katran indirgeyici (antioksidan)
karakterdedir (Maeda vd 1987, Sekeroglu vd 1997). Solunum ve dolasima etkileri
acisindan sigara dumar ile gelisen patolojiler, kirli havadan NO, salinmasi ile olusan

vakalara benzetilebilir. Ancak arastirmacilarin goguna gore gelisen yikim, sigara
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duman kokenli serbest radikallerden kaynaklanmaktadir (Church ve Prior 1985, Maeda
vd 1987, Thomas 1995).

Pedisidler: Serbest radikaller, pestisdlerin  ve c¢evresel kimyasallarin
toksisitelerinde onemli rol oynarlar. Pestisidler, oksidatif strese, serbest radikal
Uretimine, antioksidanlarda degisime yol acabilirler. Lipit peroksidasyonu, pestisidlerin
neden oldugu zehirlenmelerde zehirlenme mekanizmalarindan biri olarak belirtilmistir
(Kehrer 1993).

Metaller: Metal iyonlari, stperoksit anyonlari ve H,O; ile biyolojik sistemlerde
hidroksil serbest radikali ve metal-oksijen kompleksleri gibi ok reaktif tirleri Uretmek
icin reaksiyona girerler ve sonugta oksidatif DNA hasari1 olusur. Kimyasal
karsinojeneziste, metallerin aracihk ettigi oksdatif DNA hasart 6nemli rol oynar
(Kawanishi vd 2002, Urani vd 1998). Metal iyonlarimin serbest radikal
reaksiyonlarindaki asil énemleri lipit peroksidasyonundaki etkileridir. Gegis metalleri
lipit peroksidasyonu baslatmaktan ziyade sentezlenmis olan lipit hidroperoksitlerinin
parcalanmalarint ve lipit peroksidasyonunun zincir reaksiyonlarint katalize ederek
serbest radikallerin zararlarim artirirlar (Akkus 1995). Demir (Fe), Fenton reaksiyonu
Uzerinden gucli serbest radikallerden biri olan hidroksil radikallerinin olusmasim
saglarken, stabil lipit hidroperoksitlerinin peroks ve alkoks radikallerine donustimuni
hizlandirir. Coklu doymamis yag asitleri membran lipitlerinde bulunur ve
peroksidasyona duyarlidir (Seymen vd 1999). Bakirin (Cu) insan viicudunda énemli
fonksiyonlar1 vardir. Hucreleri lipit peroksidasyondan koruyan enzimlerden SOD’un
yapisinda bulunur, mitokondrial sitokrom oksidazlarin 6nemli elementidir. Serbest Cu
organizmada hticre membranlar: Uzerine prooksidan gan olarak rol oynamaktadir
(Seymen vd 1999).

Alwskanl:k yapan maddeler (Alkol): Alkol tuketiminin karaciger ve karaciger disi
dokularda oksidatif stresi indikleyerek lipit peroksidasyonuna yol agtigi, bu durumun
kompleks ve interaktif bir sire¢ oldugu ileri strtlmektedir (Ishii vd 1997, Nordman vd
1992). Genellikle karacigerde meydana gelen etanol metabolizmasinin erken fazinda
tam oksidasyon ile agiga ¢ikan oksijen ve NO radikalleri, asetaldehit artis1 hiicre igi
redoks durumunu belirgin olarak degistirmektedir (Zima vd 2001). Ayrica etanol ve
baslica metaboliti asetaldehitin metabolize olamadig: diger dokularda serbest radikal
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turlerinin olusumuna yol acabildigi ve bu dokularda prooksdan etki sonucu akolle
iliskili toksisite ve hasardan sorumlu olabilecegi ileri surtlmektedir (Nordmann vd
1990, Nordmann 1994).

Stres: Streste katekolamin diizeyi artar. Katekolaminlerin oksidasyonu ise serbest
radikal kaynagidir (Guemouri vd 1991, Akkus 1995)

Iyonize radyasyon ve Antineoplastik Ajanlar: Iyonize radyasyon ya direkt olarak
DNA zincirinde kirilmalar olusturur ya da htcre igindeki molekillerle etkileserek
oksijen radikalleri olusumunu saglar ve bu oksijen radikalleri DNA bilesenleri ile
etkileserek zincirde kirilmalar (baz hasari, tek ve cift zincir kirilmalari) ve diger tip
bozulmalara yol acarlar. Her htcre tipinin radyasyona duyarliligi farklidir (Yaren ve
Karayilanoglu 2005). Diger yandan antineoplastik ajanlar serbest radikallerin biyolojik
kaynaklarindandir. Bu ajanlar sitotoksik etkilerine bagli olarak lipit peroksidasyonunu
artirmaktadirlar (Dulger vd 2002).

2.4. Serbest Radikallerin Etkileri

2.4.1. Okgdatif Stres

Reaktif oksijen turleri kontrolsiiz bir sekilde Uretildiginde, nukleik asit, protein ve
lipit gibi biyomolekilleri oksitler ve genetik bilginin (DNA) degismesine, protein
yapisinin bozulmasina, enzim aktivitesinin engellenmesine ve hiicresel membranlarin
zedelenmesine neden olur ve oksidatif stresi meydana getirir (Packer 1997, Matsuo ve
Kaneko 2000, Clarkson ve Thompson 2000). Oksidatif stres, oksidan dncult hiicresel
ardinlerin, reaktif maddeleri (turleri) inaktif hale getiren sistemin fizyolojik kapasitesini
astig1 durum olarak tammlanabilir (Bloomer ve Goldfarb 2004). Biyolojik sistemde
oksidan (C,) ve antioksidan kapasite (Cy) arasindaki dengenin bozulmasi ve dengenin
oksidanlar yoniine kaymas: durumunda, oksidatif stres meydana gelir. Oksidatif stres su
sekilde ifade edilebilir; “C, > C;" (Matsuo ve Kaneko 2000, Inal vd 2001). Oksidatif
stres olusumu ve meydana getirdigi etkiler Sekil 2.3' de gosterilmistir.
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Sekil 2.3. Oksdatif stres olusumu ve etkileri

2.4.1.1. Membran Lipitleri Uzerine Etkileri

Tum biyomolekdiller serbest radikal atagina maruz kalir ancak bunlarin iginde
lipitler en kolay etkilenenlerdir (Cheeseman ve Slater 1993). Hiicre, membran ve diger
komponentleri ile serbest radikal ataklar: ve peroksidasyon icgin potansiyel bir hedeftir
(Pal 1994, Mead 1989). Tum biyolojik zarlar goklu doymams yag asitleri ile amfipatik
lipitler ve zar proteinlerinin birlesmesinden olusur. Lipit peroksidasyonu serbest oksijen
radikalleri tarafindan baglatilan ve zar yapisindaki ¢oklu doymamis yag asitlerinin
(PUFA) oksidasyonunu iceren kimyasal bir otokatalitik zincir reaksiyonu olup, lipit
peroksitlerinin adehit turevleri, hidrokarbon radikalleri ve ugucu bazi Urlinlere
cevrilmesi seklinde sonlanir (Gutteridge 1995, Murray vd 1996, Niki vd 1991, Tekkes
2006).

Lipit peroksidasyonu ile meydana gelen membran hasari geri dontstimsiizdir. Lipit
peroksidasyonu membranlara yakin bolgelerde ortaya ¢ikan "OH radikalinin membran
fosfolipitlerinin yag asidi yan zincirlerine saldirmast ile olusur (Craig vd 1986, Akkus,
1995).
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Lipit peroksidasyonu ¢ temel asamadan meydana gelir (Porter 1984, Gardner 1989,
Barclay 1993) : Baslangi¢ (1), cogalma (2,3) ve sonlanma (4).

L-H+R ® L +R-H oo )

LH genellikle goklu doymamis yag asidi (PUFA)’ dir. Baslangigta yuksek enerjili
bir elektronlu (‘'OH gibi) radikal yag asidi zincirinden bir hidrojen g¢ekerek karbon
merkezli bir radikal (L") olusturur. Olusan lipit radikali dayarmksiz bir bilesiktir ve bir
dizi degisiklige ugramas: ile molekll i¢i ¢ift baglarin degismesi sonucu konjuge dien
yapilart olusur. Olusan degisikliklerin ardindan lipit radikali hemen dioksjenle
reaksiyonagirer ve lipit peroksil radikalini olusturur (2). LOO' gogama turlarinin zincir
tasiyici radikalidir (3) (Gutteridge 1995, Hasegawa ve Patterson 1978, Buetterner 1993).

L +0, ® LOO

......................................................................................... 2)
LOO +L-H® L +LOOH A3)
2(LOO) ® Radikalolmayandrin_... .. . 4)

Lipit peroksil radikalleri, membran yapisindaki diger coklu doymamis yag asitleri
ile reaksiyona girerek yeni karbon merkezli radikaller olustururken, kendileri de agiga
cikan H parcacig ile birleserek lipit hidroperoksitlerine donusirler. Boylece olay kendi
kendine katalizlenerek devam eder (Gutteridge 1995).

Lipit hidroksit formu baglangica veya zincir dallanmasina dnculuk yapacak sekilde

hareket eder (5). Bu yuzden lipit peroksidasyonu kompleks, dallanan bir serbest radikal

zincir reaksiyonudur.

LOOH +Fe” ® LO +0OH +Fe®
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Sekil 2.4. Lipit molekilt C-H bag disasiasyon enerjileri (Wagner vd 1994)

Cogama evresi lipit zincirdeki ¢esitli C-H bag disasiasyon enerjileri tarafindan
yonlendirilir. En zayif C-H bag: bis-allilik metilen pozisyonundadir (Gardner 1989,
Koppenol 1990). Sekil 2.4° de lipit molekilinin C-H bag disasiasyon enerjileri
verilmistir. Teorik olarak lipit zincirde ne kadar ¢ok bis-allilk metilen pozisyonu var ise
0 kadar cok oksidasyona ugrayabilir (Porter 1984, Gardner 1989, Barclay 1993).

PUFA Lipit radikali Dien konjugat
R __H R R i H
X T S T 2 .
| H H H
ROO _ S Hidroperoksit
PREEIE 7. - S . = | (ROOR)
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Sekil 2.5. Lipit peroksidasyonunun kimyasal yolu

Lipit peroksidasyonu ya toplayict antioksidan reaksiyonlarla sonlandirilir yada
otokataitik yayilma tepkimeleri ile devam eder (Gutteridge 1995). Sekil 2.5 de lipit
peroksidasyonu sematik olarak gosterilmistir (Murray vd 1996).

Lipit hidroperoksitlerinin membranlarda birikimi sonucu, membran fonksiyonlar
bozulur ve hiicre kollobe olur. Ayrica lipit hidroperoksitleri gegis metalleri katalizi ile

yikildiginda ¢ogu zararli olan aldehitler olusurlar. Lipit peroksidasyonu sonucu ortaya
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cikan cesitli aldehitlerden en iyi bilinenleri MDA ve 4-hidroksinonenaldir. MDA
Olcimi ile lipit peroksidasyonu degerlendirilmes yapilabilmektedir. Bu bilesikler ya
hiicresel olarak metabolize olurlar ya da baslangicta etkili olduklar: bolgeden diffiize
olup hasar1 hicrenin diger bolgelerine yayarlar. Lipit radikallerinin hidrofobik yapida
olmasi dolayisi ile reaksiyonlarin gogu membrana bagli molekillerde meydana gelir.
Peroksil radikalleri ve aldehitler, membran komponentlerinin capraz baglanma ve
polimerizasyonuna neden olur. Boylece membranlarda, reseptérleri ve membrana bagl
enzimleri inaktive etmek suretiyle membran proteinlerinde de ciddi hasarlar meydana
getirebilirler. Iyon transportunu etkileyebilirler. Plazma lipoproteinleri ve 6zellikle
dustk dansiteli lipoproteinler de oksidasyona ugrayabilir. Okside lipoproteinler hiicre
fonksiyonlarinin bozulmasina aracilik edebilirler (Nair vd 1986, Rice-Evans vd 1991,
Akkus 1995).

Arasidonik asit metabolizmasi sonucu lipitlerden serbest radikal Uretimine
‘enzimatik lipit peroksidasyonu’, diger radikallerin sebep oldugu lipit peroksidasyonuna
ise ‘enzimatik olmayan lipit peroksidasyonu’ adi verilir (Craig vd 1986, Akkus 1995,
Gutteridge 1995).

2.4.1.2 Proteinler Uzerine Etkileri

Proteinler oksidanlara maruz kaldiklarinda birgok kovalent degisiklige ugrar. Bu
degisikliklerden bazilar1 serbest radikallerin protein molekdlleri tzerine direkt etkileri
sonucu olusabildigi gibi, bazilar1 da oksidasyon yan Urinlerinin proteinlere kovalent
olarak baglanmasi ile meydana gelir (Shacter 2000, Dalle-Donne vd 2003). Proteinlerin
radikal aracili hasari; elektron kaybi, metal-iyon katalizli reaksiyonlar, lipit ve sekerlerin
otooksidasyonu ile baslatilabilmektedir. Bu Urunlerin olusum hizimin artmas: veya
temizleyici mekanizmalarin yetersiz kalmasi, proteinlerde dahil olmak Uzere diger
hiicresel molekillerdeki oksidatif modifikasyonlarin artisina yol acar (Shacter 2000;
Dalle-Donne vd 2003).

Oksidatif protein hasar1 sonucunda protein yapisinda meydana gelen degisiklikler;
agregasyon ile fragmentasyonda artis, sekonder ve tersiyer yapinin degisiklige ugramasi
olarak siralanabilir. Bu degisiklikler sonucunda proteolize yatkinlik ve normal

fonksiyonda azalma meydana gelir (Butterfield vd 1998).
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Proteinlerin serbest radikallere karsi hassasiyeti lipitlerden daha azdir. Etkilenme
dereceleri icerdikleri amino asit kompozisyonuna baglidir. Doymarmis bag ve sllfir
iceren aminoasitlerden (triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin, metiyonin, sistein gibi)
meydana gelmis proteinler serbest radikallerden kolaylikla etkilenir. Karbon merkezli
radikaller ve sulfur radikalleri meydana gelir. Bu karbon merkezli radikallerden
karbonillerin 6lgtilmesi ile proteinlerin oksidatif hasar1 olculebilir. Serbest radikallerin
meydana getirdigi hasar sonucunda proteinlerde fragmantasyon, ¢apraz baglanmalar ve
proteinlerin agregasyonu meydana gelir. Yapillari bozulan proteinler normal
fonksiyonlarint meydana getiremezler. Enzimler protein yapisinda olduklarindan enzim
aktivitelerinde degisiklikler meydana gelir. Hem proteinleri de radikallerden 6nemli
zarar gorurler. Ozellikle oksihemoglobin O, veya H,O, ile reaksiyona girmesiyle
methemoglobin olusur (Rice-Evans vd 1991, Akkus 1995, Tekkes 2006).

O, +Hb- Fe?- 0,+2H" ® Hb- Fe® +H,0, +0,
H,O,Hb- Fe” - O, +2H" ® 2Hb- Fe® +H,0, + 0,

2.4.1.3. Nikleik Asitler ve DNA Uzerine Etkileri

Iyonize edici radyasyona bagli hicre 6luminin baslica nedeni nilkleik asitlerin
reaktif oksijen turleri ile reaksiyonudur. Reaktif oksijen turleri DNA ¢ift sarmalinin
ayrilmasina veya nikleik adsit baz degisimlerine sebep olabilir. Bu da kromoza
mutasyonlar ve sitotoksisite ile sonuglamr (Halliwell 1984, Ames vd 1993, Frel 1994,
Halliwell 1994).

Oksidatif hasara bagli olarak DNA’da, tek ve ¢ift dal kiriklari, abazik alanlar, baz
modifikasyonlar1 (baz katilimi, bazlarda yeniden dizenlenme), seker hasari meydana
gelebilir veya DNA ile protein arasinda gapraz baglanma olabilir. DNA ¢ok sayida

negatif yukli fosfat gruplar: igerdiginden, gesitli katyonlar: baglama yetenegine sahip

2+/3+ +2+
buytk bir anyondur. Fe ve Cul iyonlart negatif yukli DNA’ya sirekli bagli

bulunabildikleri gibi oksidatif stres atinda hiicre iginde bulunan demirli ve bakirl1 pro-
teinlerden serbestleserek de DNA'’ya baglanabilmektedirler. Redoks aktif transisyon
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meta iyonlarinin baglanmalart DNA molekultuni Hzoz’in hedefi haline getirmektedir.

DNA’ya bagli metal iyonlar: ile Hzoz’in DNA uzerinde reaksiyonlasmasindan olusan

"OH radikalleri, "OH radikal temizleyicileri tarafindan uzaklastirilamamaktadir. Ayrica,

"OH radikal temizleyicilerinin olusturdugu radikaller de DNA’ya hasar verebilmektedir
(Burcak ve Ancidan 2004).

Aktive olmus notrofillerden kaynaklanan hidrojen peroksit membranlardan kolayca
gecerek ve hiicre gekirdegine ulasarak DNA hasarina, hiicre disfonksyonuna ve hatta
hiicre 6lumine yol agabilir (Halliwell 1987, Oguz 1990, Amesvd 1993, Halliwell 1994,
Akkus 1995, Tekkes 2006).

Hidroksil radikali deoksiriboz ve bazi bazlarla kolayca reaksiyona girer ve
degisikliklere yol acar. Eger hidroks| radikali DNA’ nin yakiminda meydana gelirse
purin ve pirimidin bazlarina atak yapabilir ve mutasyonlara sebep olabilir. Hidroksil
radikali, nukleik asitlerde doymus karbon atomlarindan hidrojen cikarir veya cift
baglara katilma tepkimeleri ile sonuglanan tepkimelere girer. Singlet oksijenin nikleik
asitlerle tepkimeye girme yetenegi daha sirhdir. Superoksit anyonu guclu bir
oksitleyici oldugundan guanin gibi yiksek elektron yuklt yogunluklu boélgeler igeren
molekillerle daha kolay tepkimeye girer (Halliwell ve Gutteridge 1984).

DNA'’da oksidatif hasar ile ilk olusan lezyon dal kiriklardir. Dal kiriklari DNA
onarim sirasinda nukleaz aktivitesi ile de olusabileceginden her zaman oksidatif DNA
hasarimi gostermemektedir. Tek dal kiriklarinda, diger daldaki bilgi dogru okunarak

‘hasarl1 da onarici enzimlerle’ onarilabildiginden ¢ift dal kiriklar: daha 6nemlidir. "OH
radikali plrin ve pirimidin bazlarinda modifikasyonlar meydana getirmektedir. Ornegin

bir plrin olan guaninin 4, 5 veya 8 pozisyonlarindaki C atomlarina veya adeninin 4, 5, 6

pozisyonlarindaki C atomlarina ‘OH radikali katilarak gesitli Urdnler olusmaktadir.
Gunumuizde 100 kadar oksidatif DNA baz hasar1 tammlanmustir (Dizdaroglu 1992)
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2.4.1.4. Karbonhidratlar Uzerine Etkileri

Glukoz otooksidasyonu, tasiyict metallerin katalizledigi reaksiyonlar sonucunda
glukozun kismen radikal olan anyonlar: olusturmas: ile meydana gelir. Bu radikaller,
daha sonra O;'i indirgeyerek O, " anyonunu meydana getirirler. Bu da diger ROS ’larin
olusumunu tetikler. Proteinlerin glikolizasyonu, glukozun proteinlerin amino grubuna
baglanmasiyla baslar. Bunun ardindan bir seri kimyasal modifikasyon gecirerek, daha
kararli bir yap: olan protein-glukoz kompleksine donusur. Biyokimyasal reaksiyonlar
sonucunda olusan glikolize proteinler ise, Cu ve Fe varliginda, O’ ye elektron vererek
ROS' larin olusmasina neden olurlar (Bonnefont-Rousselot vd 2000, Robertson vd
2003).

Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucunda H,O,, perokstler ve okzoaldehitler
meydana gelir. Okzoaldehitler DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme ve ardarinda
capraz baglar olusturma Ozelliklerinden dolay: gesitli hastaliklarin patolojisinde 6nemli
rol oynarlar ( Akkus 1995, Tekkes 2006).

2.5. Antioksidan Savunma M ekanizmalari

Serbest radikallerin zararli etkilerine karsi organizmada koruyucu mekanizmalar
vardir. Bu mekanizmalardan bir kismi serbest radikal olusumunu, bir kismi ise olusmus
serbest radikallerin zararl1 etkilerini onler. Bu islevleri yapan maddelerin timune birden
genel olarak Antioksidanlar denir (Ames vd 1993, Frei 1994, Akkus 1995, Bast vd
1997).

Etkilerini; lokal oksijen konsantrasyonunu azdtarak, hidroksil radikallerini
temizleyip lipit peroksidasyonunun baslamasini Onleyerek, gecis metal iyonlarim
baglayip etkisizlestirerek, peroksitlerin alkol gibi nonradikal Grinlere donistiminde
etkin rol oynayarak ve zincir reaksiyonlarina neden olan tum radikaller ile reaksiyona
girip zinciri kirarak gosteren antioksidanlar; intraseltler ve ekstraseltler olmak tizereiki

grupta incelenirler. En belirgin ozellikleri okside olan substratlara oranla ¢ok daha az
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konsantrasyonlarda bile substratin oksidasyonunu geciktirmeleri ve inhibe etmeleridir
(Halliwell ve Guitteridge 1990).

Antioksidanlar etkilerini simdiye kadar tespit edilen alti degisik mekanizma ile
gosterirler (Cross ve Halliwell 1987, Halliwell 1990, Gueumori vd 1991, Ames vd
1993, Tekkes 2006). Bu mekanizmalar birbirinden bagimsiz veya bir arada
isleyebilmektedirler.

l. Oksjen ile reaksiyona girerek ya da onun yerini alarak lokal

oksijen konsantrasyonunu azaltirlar.

. Hidroksil radikali yapisinda yer alan hidrojen atomlart bag
olusturabilecek yapidaki Urtnleri temizleyerek peroksidasyonun baslamasint

Onleyebilirler.

1. Membran lipitlerine direk etkileyerek peroksit olusturabilen
singlet oksijeni baskilayabilir veya temizleyebilirler (Halliwell ve Gutteridge
1990).

V. Metal iyonlarim baglamak yoluyla reaktif gruplarin (OH, ferril
ya da Fe"?/Fe"*/O, kompleksleri gibi) velveya lipit peroksitlerden peroksil ve
alkoksil radikallerinin  olusumunu  Onleyebilirler. Membranlarda lipit
peroksidasyonunun basglamasina hangi reaktif Urdnlerin neden oldugu
tartigiimaktadir, ancak hem baslangic hem de olusan lipit peroksitlerin
dekompozisyonu igin transisyonel metal iyonlarinaihtiyag olduguna dair genel
bir kar vardir.

V. Peroksitleri, akol gibi nonradikal drinlere cevirebilirler.

Ornegin; GPx, peroksitleri bu yolla temizleyen bir antioksidandr.

VI. Zincir kirabilirler yani; zincir olusumuna neden olabilen serbest
radikallerle reaksiyona girebilirler ve yag asidi zincirlerinden stirekli hidrojen

iyonu salimmun onleyebilirler. Zincir kirict antioksidanlar igin de fenoller,
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aromatik aminler ve en yaygin olan a-tokoferol yer ailmakla birlikte baska lipit

solubl zincir kirict antioksidanlar davardir (Haliwell 1990).

Lipit peroksidasyonunu yukaridaki mekanizmalardan ilk dort tanesi ile 6nleyenler
‘Koruyucu Antioksidanlar’ olarak kabul edilmektedir. Dordiincti mekanizma ile etki
edenler reaksiyon sirasinda tiketilmezler. Besinci mekanizma ile etki eden
antioksidanlar ise koruyucu olmakla birlikte reaksyon sirasinda kimyasal karakterlere
gore, tuketilebilir veya tuketilemezler. Altinci mekanizma ile etki eden zincir kirict
antioksidanlar ise zincir uzama reaksiyonlarina neden olan radikallerle kompleks
yaptiklarindan kirma reaksiyonu stirecinde tuketilirler. Burada ¢zellikle vurgulanmast
gereken nokta antioksidanlarin pek gogunun tek bir mekanizma tzerinden etki etmedigi,
birden fazla mekanizmaiile asil etkisini olusturdugudur. Ek olarak oksidatif hasarin hizli
tamiri ki bu, peroksidize yag asitlerinin membran lipitleri arasindan temizlenmesi
seklinde olur, lipit peroksidasyonunu yavaslatabilir. Membrandaki yapisal degisiklikler
de peroksidabiliteye etki edebilir. Antioksidanlar sadece lipitlerin degil, belki okside
olmalar1 gok daha zararli olabilen DNA ve proteinlerin de korunmasinda etkilidir (Craig
vd 1986, Halliwell 1987, Haliwell ve Gutteridge 1990, Jidal ve Fuller 1993, Halliwell
1994, Akkus 1995, Maxwell 1995, Tekkes 2006).

Antioksidan savunma; radikal metabolit Gretiminin dnlenmesi, Uretilmis radikallerin
temizlenmesi, olusan hiicre haraplanmasinmn onarilmasi, sekonder radikal Greten zincir
reaksiyonlarimn  durdurulmas: ve endojen antioksidan kapasitenin arttirilmasi olarak
ayrimlanan bes degisik blokta yurir (Gutteridge 1995). Bazi otoriteler antioksidan
savunmay: komponentlerin enzimsel olup olmamasina bakarak, katalaz, SOD ve GSH-
Px'1n rol adigr antioksidan aktiviteleri Enzimatik antioksidan savunma ; a-tokoferol,
askorbat, glutatyon, urik asit, glukoz gibi maddelerle gergeklestirilen deoksidasyon
islemlerini Enzimatik olmayan antioksidan savunma olarak tanimlar (Byung 1994). Ote
yandan, antioksidanlara daha spesifik rollerin yiuklendigi calismalarda, antioksidan
savunma; seltler, mambransel ve extraselller olarak siniflandirildigr gorilmektedir
(Maccord ve Fridowich 1969).
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2.5.1. Enzimatik Antioksidanlar
2.5.1.1 Siperoksit Disnutaz (SOD)

Antioksidan savunmanin ilk basamagi slperoksitin H)O, e dismutasyonunun
katalizleyen SOD (EC 1.15.1.1) enzimidir (Mc Cord ve Fridovich 1969, Fridovich
1975, Henry vd 1976, Flohe ve Otting 1984, Gonzales ve ark 1984, Cerutti vd 1988
Wheeler 1990 Bast vd 1997).

Sliperoksit radikallerinin H,O, ve O,’ ne dismutasyonunu saglayan superoksit
dismutaz enzimi ilk olarak inek eritrogtlerinden saflastirilmistir (Mc Cord ve Fridovich
1969). SOD aerobik hucrelerde oksijen radikalinin zararina kars: intraseliler savunmada
buytk rol oynar ve aktivitesinde yaslanmaya bagli olarak bir azalma olmaktadir (Criolo
1991).

0,  +0,” +2H" %%k® O, + H,0,

SOD enzimi kofaktor olarak igerdigi metal iyonu tipine gore U¢ simfta toplamr
(Fridovich 1975, Asada vd 1980, Allen vd 1984, Rousseau 1990, Smirnoff ve Paanca
1995). Insanda SOD’ un iki tipi bulunmaktadir. Bunlar; sitozolde bulunan dimerik Cu
ve Zn igeren izomer (Cu-Zn SOD) ile mitokondride bulunan tetramerik Mn igeren
izomerdir (Mn-SOD). Prokaryotlarda bulunan ve Fe igeren bir izomeri daha vardir (Fe-
SOD). Ayrica 1982 yilinda glikoprotein yapisinda olan ekstraseliler SOD (EC-SOD)
tanimlanmistir (Marklund 1984).

Sitozolik SOD yapisinda bakir ve ¢inko (CuZn-SOD), mitokondrial SOD yapisinda
mangan (Mn-SOD) bulunmaktadir (Matsuo ve Kaneko 2000). Cinkonun stabiliteyi
sagladigi ve bakirin ise aktiviteden sorumlu oldugu distntlmektedir (Deby ve Goutier
1990).

SOD izoformlarimin dagilimi dokudan dokuya farklihik gosterir. Iskelet kasinda
toplam SOD aktivitesinin %15-35 kadar1 mitokondride iken geriye kalan %65-85 ‘lik

kismi sitozoldedir (Leeuwenburg ve Ji 1996) .



30

Cu-Zn SOD, ilk defa 1969 yilinda Mc Cord ve Fridovich tarafindan tanimlanmustir.
Cu-Zn SOD, hayvansal hicrelerin sitozolinde yer alan enzimin molekul agirlig
yaklasik olarak 32000 daltondur. Birbirinin ayn: olan iki at tniteden meydana gelir.
Her subinitede bir Cu atomu, bir Zn atomu, bir zincir ici disulfur kdprusi, bir stlfidril
grubu ve bir asetillenmis terminal amino grubu bulundugu tespit edilmistir (Freeman ve
Crapo 1982).

Mn-SOD; prokaryotik hticrelerde molekul agirligi 40000 dalton olan, birbirinin aym
olan iki alt birimden olusan ve enzimin alt birimi basina birer atom Mn bagli olan bir
dismutaz igerirler. Mitokondri dismutazi da diger prokaryotik hucrelerdeki dismutaza
benzer, ancak 80000 dalton molekl agirliginda tetramer yapidadir. Mitokondri ve diger
prokaryotlarin dismutazlarimin primer yapilari da birbirine ¢ok benzer. Mitokondri
dismutazimin bu 6zelligi, mitokondrinin prokaryotik orijinli olup, 6karyotik hticre igine
girerek simbiyotik bir yasam olusturduguna kanit kabul edilir. Aym tepkimeyi
katalizlemeleri disinda Mn-SOD ile Cu-Zn SOD arasinda higbir ortak yapisal 6zellik
yoktur (Halliwell 1990).

Bazi bakteriler birden fazla SOD igerirler. Bunlardan biri bitin prokaryotlarda
bulunan Mn-SOD olup, hicre stoplazmasinda bulunur. Bazi bakteriler periplazmik
bolgelerinde demir iceren bir SOD (Fe-SOD) bulundururlar (Breckta 1984). Bu
dismutaz faktori disinda Mn-SOD’ a benzer. Bu tip mikroorganizmalarda matrix
enziminin (Mn-SOD) endojen O, radikallerine karsi demir iceren dismutazin ise
cevreden gelen radikallere karsi koruyucu fonksiyon gordugl kabul edilmektedir
(K1ling 1985). Mn-SOD ve Fe-SOD enzmlerinin biri ya da her iki birden prokaryotlarda

bulunur.

SOD enziminin canlilardaki dagilimi katalaz ile birlikte incelenmelidir. Cuinkii SOD
ile katalizlenen tepkime sonunda olusan Uriin, oksijenin toksik drdnlerinden biridir ve
katalaz tarafindan birikimi 6nlenmektedir (Breckta 1984).
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25.1.2. Katalaz

Katdaz (KAT, EC 1.11.1.6), tum hucre tiplerinde degisik konsantrasyonlarda
bulunan, dort hem grubu igeren bir hemoproteindir. Molekil agirlig1 248000 daltondur.
Hidrojen peroksiti molekiler oksijen ve suya katalizler (Tudhope 1967, Pamer 1990,
Akkus 1995). Demir (Fe™), enzimin aktif bélgesine baglanmasi gereken bir kofaktordiir
(Halliwell ve Gutteridge 1989).

2H,0, %%:® 2H,0 +0,

Katdlaz hicre iginde buyldk cogunlukta peroksizomlarda bulunur ama
mitokondrilerde de az miktarda blunmaktadir (Halliwell ve Gutteridge 1989). KAT' 1in
indirgeyici aktivitesi hidrojen peroksit ile metil ve etil hidroperoksitleri gibi kicuk
molekillere karsidir. Buyik molekdlld lipit hidroperoksitlerine etki etmez. Kan, kemik
iligi, mukoz membranlar, karaciger ve bobreklerde yuksek miktarda bulunmaktadir
(Tudhope 1967, Gonzales vd 1984, Rice-Evans vd 1991, Rachmilewitz vd 1994, Akkus
1995, Bast ve ark 1997)

KAT ve glutatyon peroksidaz ayn: fonksiyona sahip fakat substrat olan H.O,' ye
farkli affinite gosteren enzimlerdir. Memeli glutatyon peroksidazi, katalaz ile
karsilastirildiginda dusik konsantrasyonlarda bile H,O» ye daha yiksek afinite
gostermektedir (Powers vd 1999).

2.5.1.3. Glutatyon Peroksidaz
Selenyum igeren peroksidazlara iyi bir ornek olan glutatyon peroksidaz (EC

1.11.1.19), GSH’ 1 kullanarak gesitli hidroperoksitlerin (ROOH ve H,0O) rediiksyonunu

katalizler ve bu sayede memeli hiicrelerini oksidatif hasara karsi korur.

ROOH + 2GSH % 9%%® ROH + GSSG + H,,0
H,O, + 2GSH %%i® GSSG + ROH + H,,0
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Memelilerde en az bes cesit GPx izoenzimi bulunmaktadir. Her dokuda
bulunmalarina karsin, her izoformun miktar1 doku tipine gore degisir. Sitozolik ve
mitokondrial glutatyon peroksidaz (cGPx veya GPx1), yag asdi hidroperoksitlerini ve
hidrojen peroksidi GSH kullanarak indirger. GPx1 ve fosfolipit hidroperoksit glutatyon
peroksidaz GPx4 (veya PHGPx) da ¢ogu dokuda bulunur. GPx4 hem sitozolde hem de
membran fraksiyonlarinda lokalizedir. PHGPx peroksidize membran ve oksidize
lipoproteinlerde olusan fosfolipit, yag asidi ve kolesterol hidroperoksitlerini direk
indirgeyebilir (Imai vd 1998). GPx1 daha ¢ok eritrosit, bobrek ve karacigerde
bulunurken; GPx4, renal epitel hiicre ve testislerde bulunur. Sitozolik GPx2 (veya GPx-
G1) ve ekstraseluler GPx3 (ya da GPx-P)’ e sirasiyla gastrointestinal sistem ve bdbrek
disindaki ¢ogu dokuda az rastlanir. Bu aileye yeni katilan ve fare epidermisinde
rastlanan GPx5’ in selenyum bagli olmamast ise ilgingtir.

H,0, + 2GH % YF® GSG + H,0
ROOH +2GSH %%4%5® GSSG + ROH + H,0
PLOOH + 2GSH 349:3%® GSSG + POH + H,0

GPx'in molekil agirligi 80000 Daltondur. DOrt identik subinitesinin her birinde
enzim aktivitesi icin esansiyel olan bir selenosistein (Sec) kalintist igerir (Ding vd
1998). GPx substratini (H20,) katalazla paylasmasina ragmen, lipit ve diger organik
peroksitlerle etkili sekilde tek bagina reaksiyona girer. Glutatyon redoks donguisti digiik
seviyeli oksidatif stres igin ana savunma kaynagidir ama KAT siddetli oksidatif strese
kars1 korumada daha 6nemlidir (Yan ve Harding 1997). KAT' in H,O;' ye dusik
afinitesinin GPx’ den daha duslik olmasi yliziinden uzun bir slire, hayvan hiicrelerinde
ve Ozdlikle insan eritrositlerinde H,O, nin detoksifikasyonunda esas antioksidan
enzimin  GPx oldugu dusunilmastir. Sekil 2.6." da GSH olusum mekanizmas: ve
GPx'in GSH Uzerine etkisi gosterilmistir.
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Glutamat Sistor
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A Oksitlenmis Glutatyon

(Glutatyon disiilfit)

: ATP ? l
Tskemi ADP+P

Salglanma

Sekil 2.6. Glutatyon sentezi ve siklusu

2.5.1.4. Glutatyon S-Transferaz

Dimer yapida, molekil agirligt 50000 dalton olan, yedi farkli formda alt Unite
tastyan ve sekiz izoenzimi olan bir proteindir (Ketterer vd 1987, Mills 1957).
Selenyuma bagli olmayan glutatyon peroksidaz olarak adlandirilir (EC 2.5.1.18).
Membran lipit peroksidasyonunu yalmzca fosfolipaz A2’ nin varliginda inhibe eder.
Oncelikle arasidonik asit ve lineolat hidroperoksitleri olmak Uzere lipit peroksitlere
kars1 Se bagimsiz GSH peroksidaz gibi aktive gostererek antioksidan etki gosterir
(Mannervik 1985, Akkus 1995).

Insanda birgok dokuda genis dagilima sahip, cok islevli ve genis spektrumlu substrat
0zelligi olan bir enzimdir (Peters 1988). Glutatyon s-transferaz (GST) bu 0Ozelligi ile
potansiyel toksik kimyasallara maruz kalan canli organizmada savunma gorevi gorur.
Detoksifikasyon gorevini glutatyonun —SH grubu ilgili bilesiklerin elektrofilik
bolgelerini ndtralize ederek gerceklestirir. Olusan Uriin suda ¢oztinen merkapturik asittir
ve idrar ile vucuttan atilir (Vermeulen 1990, Snel vd 1993, Zhao vd 1993).

ROOH + 2GSH %%® GSSG + ROH +H,,0



2.5.15. Glutatyon Reduiktaz

Glutatyon rediiktaz (EC 1.6.4.2) molekul agirligi 120000 dalton olan 2 alt birimli bir
proteindir (Carlberg ve Mannevik 1985, Mann 1932). Hidroperoksitlerin rediikte olmasi
esnasinda meydana gelen okside glutatyon (GSSG), GR’ nin katalizledigi reaksiyonla
tekrar rediikte hale (GSH) donusir. Reaksiyonun gergeklesmesi icin NADPH' aihtiyag
vardir (Carlberg ve Mannevik 1985, Mann 1932, Rice-Evans vd 1991, Akkus 1995,
Akyol 2004).

GSSG + NADPH + H ¥%7i® 2GSH + NADP*

25.1.6. Mitokondrial Sitokrom Oksidaz

Solunum zincirinin son enzimi olan sitokrom oksidaz, superoksidi detoksifiye eden

enzimdir.
20, +4H" +4e ® 2H,0

Bu reaksiyon, fizyolojik sartlarda siirekli devam eden normal bir reaksi yondur ve bu
yolla yakit maddelerin otooksidasyonu tamamlanarak enerji saglamr (Frel 1994,
Halliwell 1994, Akkus 1995, Smirnoff ve Palanca 1995, Bast vd 1997).

2.5.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar
2.5.2.1. Glutatyon

Redukte glutatyon (GSH); glutamik asit, sistein ve glisin igeren bir tripeptit olup,
aktif bir silfidril (-SH) grubuna sahiptir. Hemen hemen bittn hayvan hiicrelerinde ve
bazi bakterilerde bulunur (Meister ve Anderson 1983, Meister 1995). GSH'’ 1n huicresel
antioksidan savunmada birgok rolt vardir (& 1995, J 1996, Lu vd 1991, Meister ve
Anderson, 1983, Meister 1995). En Onemli antioksidan gorevi H,O, ve organik

peroksitleri (lipit peroksit gibi) selenyum bagimli enzim GPx ile katalizleyip yok ederek
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srastyla su veya akole donismesidir. Bir ¢ift hidrojen iyonu vererek GSSH' a
yukseltgenir, GSSH ise glutatyon rediiktaz tarafindan katalizlenir. Bu reaksiyon GPx ile
olusur, boylece GSH' 1n meydana gelebilmesi icin bir redoks donglisii saglanmis olur
(Flohe 1981, Meister 1995). Gerekli olan NADPH dokuya gore ya heksozmonofosfat
santindan ya daizositrat dehidrogenez ve malik enzim tarafindan katalizlenen reaksiyon
sonucundaolusur (J 1995, Ji 1996; Meister 1995).

En dnemli gorevi, enzim ve proteinlerin tiyol gruplarinin indirgenmesi ile redikte
formlarinin yeterli duzeylerde kontrolini saglamaktir. Tiyol grubuna sahip birgok
enzim dusuk hizda fakat okside olarak ya da oksijenin direk etkisi ile hizla aktivitelerini
yitirirler. iste GSH kendisi okside olup tiyol gruplarim tekrar indirgeyerek bunlarin
aktivasyonunu saglar. Ozellikle H,O, nin eemine edilmesinde GSH' 1n
oksitlenebilirliginden faydalanilir (Calberg ve Mannervik 1985, Akkus 1995).

GSH hiicrede en ¢ok bulunan kisa zincirli peptid olup hiicrenin protein olmayan
tiyol kaynagidir (Meister ve Anderson 1983, Meiger 1995). Huicredeki GSH
konsantrasyonu milimolar oranlarda olup, organlarin fonksiyon ve oksidatif
kapasitesine gore farkli organlarda farkli miktarlarda bulunur. Karaciger GSH’in
vicutta en yuksek konsantrasyonda oldugu organdir. Ayrica gozin lens kisminda da
GSH konsantrasyonu yuksektir (Halliwell ve Gutteridge 1989). Akciger, bdbrek, kalp
gibi organlarda da 2-3 mM GSH bulunur. Kirmizi kan hicreleri, plazma ile
karsilastirildiginda daha fazla GSH’' a sahip olduklar1 ve oksidatif strese karsi daha
koruyucu olduklart goralur (& vd 1982, Lew vd 1985). Sekil 2.6." da GSH olusum

mekanizmas: gosterilmistir.

L - glutamat + L - sistein + ATP % ¥/¥Yi¥/99%5® g - glutamilsistein+ ADP + Pi

g - glutamilsistein + Gli sin+ ATP % 94'¥09'%® GSH + ADP + Pi
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25.2.2. a-Tokoferol (E vitamini)

Sadece zarlarda aktif bir antioksidan olan vitamin E (Gutteridge 1995), lipit
peroksidasyonunun erken asamasinda serbest radikal turlerini yok ederek ya da
olusumlarim engelleyerek zar fosfolipitlerindeki poliansature yag asitlerini oksidanlarin
zararl etkilerinden koruyarak oksidatif strese kars: ilk savunma hattint olusturur (Jiaal
ve Fuhler 1993, Thomas 1995).

E vitamini ‘Tokoferoller’ ve ‘Tokotrienoller’ olmak Uzere iki ana grupta
toplanabilen, alti kromonal turevieri olan sekiz dogal bilesigi igerir. Bu bilesikler
molekiluin kromonal halkasindaki metil gruplarinin say1 ve pozisyonuna gére a, b, g d

tokoferoller olarak adlandirilirlar (Fritsma 1983).

Y apisinda bulunan fenolik hidroksil grubuna ait aromatik halka, vitaminin kimyasal
olarak aktif kismim olusturur ve antioksidan Ozelligi bu gruptan kaynaklanr. a-
tokoferol dokularda degisik konsantrasyonlarda bulunur. En yiksek vitamin E
konsantrasyonlari, mitokondri ve mikrozomlar gibi membrandan zengin hicre
fraksiyonlarinda bulunur. E vitamini; stiperoksit ve hidroksil radikallerini, singlet
oksijeni, lipit peroksi radikallerini ve diger radikal orneklerini indirger (Rice-Evans vd
1991, Akkus 1995, Tanakol 1998).

Vitamin E serbest radikalleri stabile ederek peroksidasyon zincirini kirar ve bu olgu
singlet oksijenin ¢ogunlukla hidroksil radikaline ya da superoksit radikaline
indirgenmes ile gergeklestirilir (Jiala ve Fuhler 1993). Vitamin E, radikallerin yok
edilmesi (Van Der Meulen 1997), zincirin kirilmast (Thomas 1995), baskilama (Byung
1994), bozulan yapilarin onarilmasi (Evelson 1997) ve endojen savunma sistemlerinin
guclendirilmes gibi (Freeman 1982, Van Der Meulen 1997) mekanizmalarin tamamini
kullanarak antioksidan gorevini yerine getirdiginden antioksidan kapasitesi ¢ok genis ve
yuksektir. Alveoler zarlar ve eritrosit zarlarinda oldugu gibi vitamin E' nin antioksidan
roll, oldukga yuksek molekuler oksijen konsantrasyonlarinda bile etkili olabilmektedir
(Halliwell 1995, Jidal ve Fuhler 1993, Stratton 1997, Thomas 1995).
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Vitamin E' nin hiicre zarinda gosterdigi antioksidan etkiyi, hicre igerisinde genelde
glutatyon peroksidaz (GPx) Uzerine alir. GPx metalloenziminin aktivasyonu igin
selenyum gereklidir. (Dundar ve Aslan 1999).

2.5.2.3 Akorbik Asit (C Vitamini)

Askorbat, alti karbonlu bir laktondur ve pek cok memeli tlrinde karacigerde
glukozdan sentezlenir. Ancak insanda askorbik asidin sentezlenmesi igin esansiyel olan
glukolakton oksidaz enzimi bulunmaz ve bu sebeple sentezi gergeklesemez (Nishikimi
1994, Nishikimi ve Y agi 1996).

C vitamini elektron donori ve dolayistyla indirgeyici ajandir. Bilinen butin

fizyolojik ve biyokimyasal hareketleri elektron donorii olmasindan kaynaklanr.

Su bazli ortamlarda genis antioksidan kapasitesi ile vitamin C, lipit ortamlarin guclu
antioksidan olan vitamin E’ nin antioksidan etkisini andiran bir rol Ustlenerek kan ve
diger vicut sivilarinin primer antioksidan savunmasinm gergeklestirir - Askorbik asit,
superoksid ve hidroksil radikalleriyle reaksiyona girip onlari temizleyen bir antioksidan
olmasinin yani sira tokoferoksil radikalinin tekrar tokoferole dontismesini saglar. Bu
esnada kendisi de dehidroaskorbata okside olur. C vitamini yetersizligi durumlarinda
olusan tokoferoksil radikalleri tokoferole donismek igin GSH ile reaksiyona
girdiginden hiucredeki GSH miktarint azaltacaktir.Vitamin C'nin singlet oksijen
superoksit hidroksil, hidroperoksil, lipit peroksil ve lipit alkoksil radikallerini ortamdan
temizleyerek antioksidan etkisini gosterdigi  bilinmektedir. Lipit molekillerinin
oksidasyonu ile olusturdugu lipit peroksitlerinin sulu ortamlarda ¢dziinmesinin de
vitamin C nin antioksidan etkisiyle olustugu ileri sirilmektedir Bazi biyolojik
sistemlerde lipozomal metil linoat misellerinin oksidasyonunu baskilayan antioksidan

aktivitenin de vitamin C' den olustugu sdylenmektedir (Dindar ve Aslan 1999).
25.2.4. Karotenoidler
Karotenoidler; bitki, hayvan ve insanlarda olusan yesil ve kirmiz: renkli pigmentler

grubuna girerler. Fizyolojik olarak oldukga Onemlidirler. Reaktif oksijen tirleri ile

gucli bir etkilesime girerek, bitkisel ve hayvansal organizmalarda potansiyel serbest
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radikal giderici, singlet oksijen yakalayici ve lipit antioksidanlar: olarak gorev yaparlar
(Ladislav vd 2005).

Karotenoidler; uzun, alifatik, konjuge gift bagli sistemlerdir. Hidrokarbondan olusan
bir kisim igerirler ve bu genelde sekiz izopren birimden olusur. Molekul formult
CaoHse' dir (Ladidlav vd 2005).

Karotenoidler 'OH, O, ve peroksil radikalleri ile etkilesime gegerek mukemmel bir
radikal slpuricisi olarak is gorurler. Yapilarindaki ¢ift baglarin yerlesik olmayan
eslesmemis elektronlara baglanmasi sonucu antioksidan aktivitesi gosterirler
(Mortensen ve ak 2001). Yuksek konsantrasyonlarinda lipitleri peroksidasyon
zararindan korurlar. Serbest radikaller ile karotenoidler arasindaki etkilesimin
aciklanmasinda genel olarak i mekanizma ileri stirilmektedir: Serbest radikallere yeni
bir radikal ekleme, yapisindan bir H* kopararak radikali etkisiz hale getirme ve
yapisindan bir elektron transfer ederek radikali yikslzlestirme seklindedir (ElI-Agemey
vd 2004).

b-karoten, dogal yollarla olusan karotenoidlerin bir simfichir. Alti ylizden fazla dogal
olusan karotenoid tespit edilmistir ve bunlarin yaklasik 50 tanesi A vitamini aktivitesi
gosterir. A vitamininin metabolik 6n maddes olan b-karotenin, singlet oksijeni
bastirabildigi, slperoksit radikalini temizledigi ve peroks radikalleri ile direk
etkileserek antioksidan olarak islev yaptigi bulunmustur (Akkus 1995, Frei 1994, Di
Mascio vd 1991)

2.5.2.5. Flavonoidler

Flavonoid’ler; G¢ karbonlu zincir ile bagl iki benzen halkasimi iceren Ce—C3—Cs
iskeletinde bilesiklerdir. Flavonoidler kirmizi, mavi pembe bitki pigmentleri,
antosiyaninler, sar1 antonsaktinler ve renksiz katesinler’ den olusurlar. Diger bir ifade
ile bu bilesiklerin olusturdugu simifin genel ismidir (Keskin 1981, Tekman ve Oner
1981, Agaoglu vd 1987). Cesitli fenolik yapilarda dogal substratlar: olan bir gruptur ve
sebze, meyve, sarap, ¢ay vb’de bulunurlar (Middleton 1998). 4000’ den fazla flovonoid
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¢esidi tammlanmistir  (Groot ve Raunen 1998). Molekiler yapilarina gore cesitli
sekillerde siniflandirilabilirler (Rica-Evans vd 1996).

Flavonoidler, 3'-4' dihidroks konfiglirasyonu ile antioksidan aktiviteye sahiptir.
Fenolik antioksidan, lipit radikallere hizla hidrojen vermesi seklinde lipit peroksidasynu
ile etkilesir. Gorevi ROO ve RO radikalini pargalamak ve boylece lipit
peroksidasyonunu sonlandirmaktir. Ayrica bakir iyonlar: ile kompleks olusturabilirler;
bu durum antioksidan etkilerine baglanabilir (Nijveldt vd 2001).

2.5.2.6. Urat

Urik asit, nikleer materyalin katabolizmasi sonucu agiga cikan adenozin ve
guanozin bazli purinlerin metabolizmasimn son Grdnuddr. Vicuttaki Urik asit endojen
(6zellikle kas hicreerinin nikleik asitlerinin dontstimu ile olusan) ve eksojen (gidalar)
kaynakl1 olabilir (Champe ve Harvey 1994). Purin niukleotidleri; nikleotidi olusturan
bilesenlerin sirayla aynlmasi sonucu yikilr. Insan organizmas: Urikaz enzimi

icermediginden bu yikimin son Gruind drik asittir (Dantzler 1996).

Sliperoksit, hidroksil, peroks radikallerini ve singlet oksjeni temizler; C vitamini
oksidasyonunu engeller. Demir ve bakir iyonlarim baglayarak etkisizlestirir ancak lipit
radikalleri Gzerine etkisizdir (Akkus 1995).

25.2.7. Bilirubin

Hem proteinlerinin yikim 0rind olan biliriibin aym zamanda gok efekti bir lipit
antioksidandir. Biliribinin mikromolar konsantrasyonlarda bile peroksil radikalini
yakaladig1 ve zincir kiran antioksidan olarak davrandig: gosterilmistir (Gutteridge 1995,
Krinsky 1988).



2.5.2.8. Albimin

Albumin viicutta birgok fonksiyonuna ek olarak bakir iyonunu baglama yetenegine
de sahiptir ve boylece bakir iyonuna bagli lipit peroksidasyonunu ve hidroksil radikali
olusumunu inhibe eder. Albumin kandaki yag asidlerini de tasir, ayrica bilirubin de
albumine baglanir. Invivo ortamda bilirubin, lipit peroksidasyonunda antioksidan olarak
rol oynar. Muhtemelen in vivo ortamda bilirubin, albumine bagli yag asitlerinin
peroksidasyonunu onleyebilmektedir (Cavdar vd 1997).

2.5.2.9. Seruloplazmin

Plazmada bakir tasiyan seruloplasmin, demir metabolizmasinda da rol
oynamaktadir. Ayrica antioksidan 0zelligi de vardir. Seruloplasmin ferrooksidaz
aktivitesine sahiptir. 2 degerlikli ferro demiri, 3 degerlikli ferri demire okside eder.
Seruloplasminin ferro-oksidaz aktivites demir iyonuna bagli lipit peroksidasyonunu
inhibe eder

25.2.10. Transferrin

Transferrin demir metabolizmasinda ana rol oynar. Clnki nerede demire ihtiyag
varsa oraya tasir. Hucrelerin gogu demiri plazmadan transferrin aracilig: ile alir.
Transferrin (Tf) molekdl agirhigi 80 000 olan Bl globulindir. Karacigerde sentez
edilenbir glikoproteindir. Yart 6mri 8 gundur. Cok az miktarda st bezlerinde,
testislerde santral sinir sisteminde lenfosit ve makrofgjlarda Uretilmektedir.

Transferrinin 20’ den fazla polimorfik formu bulunmustur (Murray vd 1996).

25.2.11. Mdatonin

Melatonin (MEL), karanlikta pineal bezden salgilanan; uyku, treme, immitinite gibi
pek cok biyolojik fonksiyonun diizenlenmesinde rol oynayan bir hormondur. MEL’ in
bir antioksidan oldugu, literatirde ilk kez 1991 yilinda lanas ve ark tarafindan one
surtlmis ve daha sonra yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalarla desteklenmigtir. MEL’ in
"OH, H0- gibi oksidatif strese yol agabilen serbest radikaleri detoksifiye ettigi ve

boylece onlarin  biyomolekiller  Uzerindeki zararli etkilerini  6nleyebildigi
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bildirilmektedir MEL’in antioksidan 6zelligi, yapisinda bulunan pirol halkasindan
kaynaklanmaktadir. (Y azic1 ve Kdse 2004).

Farmakolojik ve muhtemelen fizyolojik duzeylerdeki MEL’ in; SOD gibi bazi
antioksidan enzimlerin gen ekspresyonlarim ya da aktivitelerini artirdigi ve bu yolla
oksidatif stresi baskiladigi bildirilmektedir. Ayrica MEL’ in bazi prooksidan enzimleri
inhibe ederek, serbest radikal olusumunu azalttigi ve bu yolla da antioksidan sistemi
destekledigi 6ne strdlmektedir. Bunlarin disinda MEL hem suda ve hem de lipit fazda
¢Ozunebildiginden, organizmada ¢ok genis aanda antioksidan etki gosterebilmektedir.
Kolaylikla kan-beyin bariyerini ve plasentayr gegebilen MEL igin, bilinen hicbir
morfofizyolojik bariyerin olmamasi, MEL’ in tim intrasel Uler komponentlere rahatlikla
ulasabilmesini saglamaktadir. BOylece MEL, hiicre zarini, organelleri ve gekirdegi etkin
bir sekilde serbest radikal hasarindan koruyabilmektedir. Hiicre membran ile temas
ettiginde, fosfolipit tabakamin dig ytizeyine tutunan MEL, radikallerle membrandan 6nce
temasa gegerek onlar1 detoksifiye eder ve membram korur. MEL varliginda,
mitokondriyal solunum zincirinden kaynaklanan radikallerin tretimi de azalmaktadr.
Cekirdege kadar ulasabilme 0zelligi, DNA'nin oksidatif hasara karst korunmasinda,
MEL’ e bir Ustinlik saglamaktadir. Daha da dnemlisi, diger antioksidanlarin aksine,
cok yuksek dozlarda (300 mg/gun) ve 5 yil gibi uzun sire kullammda bile, MEL’ in
toksik bir etki gostermemesidir (Y azic1 ve Kdse 2004).

25.2.12. Sistein

Sistein, protein sentezi icin kritik bir substrat, GSH ve taurin sentezi igin hiz
belirleyici bir belirtectir; aymi zamanda, hiicre dis1 indirgeyici ajan olarak dnemli rol
oynar. Sisteinin tirevi olan N-asetilsistein, sisteninin GSH'ye gevrilmesinde bir ara
kademe veya urindlr. Endojen olarak yapilabilen ve besinlerde bulunan NAC, serbest
radikalleri temizleyebilen silfidril gruplarina sahiptir. Ayrica, hiucresel redikte GSH

konsantrasyonunu artirarak dogal antioksidan savunmayi guclendirir (Parcell 2002).

N-asetil sistein, bir tiyol molekil mukolitik ajan olup L-sistein ve indirgenmis
glutatyonun prekirsoradur. N-asetil sigein hucrelerde silfidril gruplarimin kaynagi
olup, hidroksil radikali gibi reaktif oksijen radikalleriyle etkileserek serbest radikalleri
temizler (Zafarullah vd 2003).
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2.6. Paraoksonaz

Insan serum PONZ1'i (EC 3.1.8.1), 43 kDa molekul agirliginda, 354 aminoasitten
olusan bir glikoproteindir (Gan vd 1991). Tota agirligimin %15.8' ini olusturan g
karbonhidrat zinciri icerir. Izoelektrik noktast 5.1'dir. Aminoasit igerigi, yiksek
miktarda bulunan [6sin disinda bir 6zellik gostermez. Yapisinda bulunan (g sistein
aminoasidinden 284. pozisyondaki serbest iken, diger ikisi (Cys 42-352) arasinda
distlfit bag1 bulunur. Serbest sistein, substrat tamnmasi ve baglanmast igin gereklidir
(Lourdes vd 2001).

Sekil 2.7 . PON1 proteininin ¢ boyutlu yapisi (web_1).

Maksimum PON1 aktivitesi icin kalsiyum gereklidir. U¢ boyutlu yapida B-
tabaka arin merkezinde 7.4 A ardikli iki adet kalsiyum iyonu bulunmaktadir (Harel vd
2004). Bunlardan bir tanesi yapisal kalsiyum olup yapidan uzaklastiriimasi, tersinmez
denatirasyona neden olmaktadir. Digeri ise katalitik etkinlikte gorev alan kalsiyumdur.
PON1 proteinin 3 boyutlu yapist sekil 2.7° de verilmistir. Molekilln ortasindaki kiireler
kalsyum iyonlarim temsil etmektedir. PON1'in organofosfat substratlarina karsi
hidrolitik aktivitesi kalsiyuma bagimli iken, lipit peroksitlerin birikimini 6nlemede
kals yumun gerekli olmadig: bildirilmektedir (Khersonsky ve Tawfik 2005).

Paraoksonaz enzimi, organik fosforlu insektist olan parathionun oksidatif
desiilfirasyonu ile olusan paraoksonu hidroliz ederek p-nitrofenol ve dietilfosfat

olusumuna yol acar. Paraokson olusumu karaciger ve diger dokularda mikrozomal
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sitokrom p-450 enzim sistemi ile kataliz edilmektedir. Serum paraoksonaz enziminin,
aromatik karboksilik asit esterlerini, sarin ve soman gibi sinir gazlarini, paraokson ve
diazookson gibi organofosfat turevlerini detoksifiye ettigi pek ¢ok calisma ile
gosterilmistir. Paraoksonaz enzimi, paraoksondaki O-P ester bagimn hidrolizinden
sorumlu olan esterazdir (Ekmekgi vd 2004). PON, membrana bagl: iken fenilasetata
kars: aktivite gostermekte ancak HDL artisi ile beraber bu aktivite azalmaktadir (Deakin
ve James 2004).

Karacigerde sentezlenen ve dolasima verilen PON1'in HDL yapisinda yer aldig
bilinmektedir. PON1, hidrofobik N-terminal bodlges araciligiyla HDL lipitlerine
kolayca baglanabilmektedir. PON1'i baglayan HDL alt birimleri, apolipoprotein Al
(Apo Al) ve Apo J (klusterin) proteinlerini de igerdiginden, Apo Al ve Apo Jnin
baglanmada rol oynayabilecegi distnilmektedir (Deakin ve James 2004).

Serum PONL1 aktivitesi, yeni dogan ve prematire infantlarda eriskin duizeyin yarist
kadardir. Eriskin duizeylerine dogumdan bir yil sonra ulasilir, ancak yapilan ¢alismalarin
cogunda ileri yasta PON1 aktivitesinin azaldig: belirlenmistir. Serumdaki PON1 diizeyi
ve aktivites bireyler arasinda cok degiskendir. Bunun bir nedeni PON1 geninin
kodlama ve promotor bolgelerinde ¢ok sayida polimorfizm gostermesidir. Bir diger
faktor ise beslenme seklidir. Proaterojenik diyetin PON1 aktivite ve derisiminde 6nemli
bir azalmaya neden oldugu saptanmis, flavonoid antioksidanlarin enzim aktivitesini
%20 arttirdig1 gosterilmistir. Sigara iciminin PON1 derisimi ve aktivitesini azalttigi ve
bu etkisinin geri donisimsiiz oldugu saptanmistir. Serum PON1 diizeyleri ayrica akut
faz reaktanlari, gebelik ve Apo Al metabolizmasim etkileyen bozukluklardan etkilenir.
Lipit dusurtict statin ve fibrat grubu ilaglarla yapilan in vitro (htcre kiltirinde) ve in
vivo galismalarda ise geliskili sonuglar elde edilmis, bir kisminda PON1 sentezi ve
aktivitesi artarken digerlerinde azaldigi gbzlenmistir (Deakin ve James 2004, Costa vd
2005).

Organofosfat bilesiklerinden parathionun (parathion) aktif katabolik metaboliti olan
paraokson (o,0-dietil-o-p-nitrofenil fosfat), enzime adini verdigi gibi, aktivite tayininde
de en cok kullanilan substratlardan birisidir. PON1'nin en iyi bilinen koruyucu
fonksiyonu, organofosfat norotoksinleri, aromatik karboksilik asit esterlerini ve

insektisidleri hidroliz etme yetenegidir. Toksik organik molekdlleri hidroliz etmesi,
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PONZ1'in tanimlanan ilk fizyolojik fonksiyonudur. PON1 enziminin paraoksonaz
aktivitesiyle agiga ¢ikan p-nitrofenol veya aril esteraz aktivitesiyle agiga gikan fenoltin
konsantrasyonu Uzerinden, PON1 aktivites spektrofotometrik olarak tayin
edilebilmektedir. Aromatik karboksilik asit esterlerinden fenil asetat, enzimin arilesteraz
aktivitesinin tayininde siklikla kullamimaktadir. EDTA varliginda, plazma ve karaciger
dokusu PON1 aktivitesinin inhibe oldugu bildirilmektedir. Bu nedenle aktivite tayini
heparinli plazmada ve tercihan serumda yapiimaktadir. Plazma ve karaciger PON1
aktivitesi, p-hidroksimerkiri benzoat veya civa varliginda nonkompetitif olarak inhibe
olmaktachr. Onceleri organofosfat bilesiklerini hidroliz etme &zelligi nedeniyle
toksikoloji aaninda tizerinde ¢aligilan PON1, son yillarda antioksidan etkileri nedeniyle
guncellik kazanmistir (Baskol ve Kose 2004, Mackness vd 1996). Sekil 2.8' de
paraoksonazin poraoksonu hidrolizi gosterilmistir.

Pambion i Paraokson
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Sekil 2.8. Paraoksonazin paraoksonu hidrolizi

PONZ1'in belirlenen ikinci biyolojik fonksiyonu antiaterojenik aktiviteye sahip
olmasidir. Serum PON1 plazmada HDL ile birlikte bulunur ve plazma lipoproteinlerinin
oksidasyonunu 6nlemede rol Ui oldugu dustinilmektedir. PON1 enzimi eksik olan fareler
diyet ile induklenen ateroskleroza duyarli hale gelir. Bu enzimin plazmada her zaman
HDL ile birlikte bulunmasinin HDL’ nin antiaterojenik etkilerine dnemli katkist vardir.
Peroksidasyona ugramis olan lipitler bu enzim tarafindan metabolize edildiginden, lipit
peroksitlerin hem HDL’de hem de LDL’de birikimi onlenir. Bu 6zelligi nedeniyle,
HDL nin LDL'yi oksidasyona karsi koruyucu etkisinden PON1 sorumludur ve bu
acidan A ve E vitaminlerinden daha etkilidir (Mackness vd 1991, Rousselot vd 1999).

Serum PONL1'in ateroskleroz surecinin baslangic evresinde LDL fosfolipitlerini

oksidasyona karsi korumada Onemli oldugu ilk olarak 1991 yilinda Mackness ve
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arkadaslar1 tarafindan yapilan calismada gosterilmistir. Bu aragtirmacilar, HDL'nin
bakirla inkiibe edilen LDL’de, lipit peroksit olusumunu %90 oramnda inhibe ettigini,
HDL’den saflastirllan PON1'in tiyobarbitlrik asit ile reaksiyona giren maddelerin
(TBARS) duzeylerini ve lipoperoksit olusumunu onledigini gostermislerdir (Mackness
vd 1991).

PON1, lipit peroksitlerin yan: sira hidrojen peroksit Gzerine de etkilidir. Aterojenez
sirasinda arter duvar: hticrelerince Uretilen major toksik oksijen metaboliti olan hidrojen
peroksit, oksidatif kosullarda daha potent Grtinlere doéniserek LDL oksidasyonuna
neden olur. PON1'in okside LDL’deki kolesteril linoleat hidroperoksitlerini ve
hidroksitleri  indirgemesi nedeni ile peroksidaz benzeri aktivitesi oldugu
dustnulmektedir. Ayrica, lipopolisakkarid inaktivasyonu yolu ile bakteriyel
endotoksinlere kars1 koruma saglamaktadir (Aviram vd 1998).

PON2, hicre i¢i hidroperoksitlerin Uretimini azaltarak ve hicre-aracili LDL
oksidasyonunu Onleyerek antiaterojenik fonksiyon gostermektedir. PON2, PON1 den
sonra tanimlanmis ve daha az calisilmis olmasina ragmen, endotel ve vaskiler duvar
hiicrelerinde ekspresyonu ve bu hticrelerde antioksidan aktivite gostermes nedeniyle
buyuk ilgi odag: olmustur (Martinelly 2004). PON-2' nin karaciger, bobrek, kalp, beyin,
testis dokularinda Ozellikle endotel tabakasinda bulundugu ve aortik diz kas
hiicrelerinde de yer aldigi immunohistokimyasal yontemle gosterilmistir (Bayrakli vd
2005). PON2 ve PON3'iin 105. pozisyonda lizin rezidiisi bulunmadigindan paraoksonu
hidroliz edemedikleri One surdlmustir (Ekmekgi vd 2004). PON3 esas olarak
karacigerde sentez edilir ve serumda HDL ile birlikte bulunur. PON1'in aksine
PON3'Uin arilesteraz aktivites sinirlidir ve PON aktivitesi yoktur (Reddy 2001). Fakat
hizla statin gibi laktonlar1 hidroliz eder. Tavsan serum PON3’ Uniin bakirla indiklenen
oksidasyondan LDL'yi korumada PON1'den daha etkin oldugu bildirilmistir. PON1
MRNA ekspresyonu tavsanlarda akut faz yamiti siiresince baskilanmasina ragmen PON3
MRNA ekspresyonu degismemektedir. Bu nedenle PON1 ve PON3 aterosklerozun

Oonlenmesinde farkli roller oynuyor olabilir (Hong-Liang vd 2003).

Insan serum paraoksonaz enziminin iki genetik polimorfizmi bulunmaktadir. Bu iki
polimorfizm 55. ve 192. pozisyonlardaki aminoasitlerin degisimi ile ortaya gikar. 192.

pozisyondaki glutamin (Q aleli) ile arginin (R aeli) degisince birinci polimorfizm; 55.
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pozisyondaki metionin (M aleli) ile 6sin (L aleli) degisince 2. polimorfizm olusur. 192.
pozisyonda glutamin varliginda PON1, A Tipi; 192. pozisyonda arginin varliginda ise,
B Tipi seklinde ifade edilir. Ancak son zamanlarda A Tipi, Q izoenzimi ; B Tipi ise R
izoenzimi olarak ifade edilmektedir ve PON1'in hem Q hem de R izoenzimlerinin LDL’
yi oksidasyona karsi koruma oOzelligine sahip olduklari gosterilmistir. Ancak Q
izoenzimi paraoksona kars1 distk afiniteye sahip iken, R izoenzimi yiksek afiniteye
sahiptir (Ekmekgi vd 2004).

2.7. Egzersiz ve Oksidatif Stress

Son yillarda egzersizin; radikal dUretimi ve antioksidan sisteme etkisi Gizerinde yogun
bir calisma dikkat gekmektedir. Konu Uzerindeki arastirmalarin yogunlasmasinda en
Onemli faktor, fiziksel aktivite ve egzersiz srasinda serbest radikallerin arttiginmn
saptanmis olmasidir (Aslan ve Sekeroglu 1996). Fiziksel egzersizin, saglik Uzerine
bircok yararli etkisi oldugu kabul edilmektedir (Packer 1997), buna karsin egzersiz
sirasinda serbest radikal dretimin arttigim ve kas, karaciger, kan ve belki de diger
dokularda oksidatif hasarin meydana geldigini gosteren kamtlar vardir (Witt vd 1992,
Sanchez-Quesada vd 1995, Packer 1997). Egzersiz sirasinda meydana gelen en bdlirgin

biyolojik degisim, oksijen tiketim oraninin artmasidir (Ji ve Hollander 2000).

Sportif agidan vicudun fiziksel is yapabilme yetenegi, enerjiyi mekanik kullamma
cevirebilmesi ile ilgilidir (Acikada ve Ergen 1990). Bu enerji, hareketin ortaya
konulmasinda gorevli birimler olan kas hiicrelerinde depolamis durumda bulunan ATP
molekillerinin parcalanmasi ile agiga gikmaktadir (Acikada ve Ergen 1990).

Anaerobik enerji yolu, calisma igin gereken enerjinin tamamint oksijenin olmadig:
bir ortamda saglanmasim temin eden yoldur (Acikada ve Ergen 1990). Anaerobik enerji

yolu kendi iginde iki bolimu ayrilir:

I.  Laktik Olmayan Anaerobik Enerji Yolu: Her gesit hiicre aktivitesi gibi kas
aktivitesi de enerjiye ihtiyag duyar. Kas kimyasal enerjiyi mekanik enerjiye geviren bir
yapidir (Hortobagyi vd 1991). Karbonhidrat ve lipit metabolizmas: yolu ile enerji
meydana getirirken organik fosfat bilesikleri, 6rnegin ATP biitln hticrelerde bulunan bir
kimyasal bilesiktir.
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Her bir fosfat kokunin ayrilmas ile 7,3 kkal enerji agiga cikar. ATP den bir fosfat
kokunun ayrilmas ile bilesik adenozin difosfat’a (ADP) gevrilir, ikinci fosfat kokunin
ayrilmasi ile de adenozin monofosfat’a (AMP) donugsir (Acikada ve Ergen 1990).
Kaslarda ATP ye bagli maksimum kas guicli ancak 5-6 saniye surdurilebilecek diizeyde
bir depo saglamaktadir (Agikada ve Ergen 1990, Noble 1986). Kasta ATP den baska
yuksek enerjili bir fosfat bilesigi daha vardir ki, bu da Kreatin Fosfat’tir (CP). Enerji
kaynag: olarak kas tarafindan dogrudan dogruya ATP gibi kullamlamaz, fakat CP,
fosfatinm kolayca ADP ye aktarabilir ve kisa yoldan ATP yapimim saglar.

I1.  Laktik Anaerobik Enerji Yolu:Anaerobik glikolizde, glukoz veya glikojen
oksijene ihtiyag gostermeden laktik asite kadar parcalamir ve meydana gelen enerji ile 4
molekil ATP resentezlenir (Agikada ve Ergen 1990, Noble 1986).

Aerobik Enerji Yolu ise, mitokondrilerde besin maddelerinin enerji saglamak lizere
oksidasyonudur. Bir baska degisle; glukoz, yag aditleri ve amino astler bazi ara
islemlerden sonra oksijenle birleserek AMP ve ADPnin ATPye cevrilmesinde,
tuketilecek buyuk miktarda enerji serbedtlestirirler (Agikada ve Ergen 1990, Noble
1986) Gug uretiminin maksmum hizi yoninden, aerobik sistemle, laktik anaerobik ve
laktik olmayan anaerobik sistemleri ATP tuketimi ve dayaniklilik yodnunden
degerlendirilmeleri sirasi ile Tablo 111 ve Tablo 1V’ de verilmistir (Acikada ve Ergen
1990, Noble 1986).
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Tablo 2.3. ATP tuketimi bakimindan aerobik ve anerbik sistemlerin karsilastiriimasi
(Acikada ve Ergen 1990, Noble 1986)

Aerobik sistem 1 mol ATP/dk
Laktik anaerobik sistem 2.5 mol ATP/dk
Laktik olmayan anaerobik sisem 4 mol ATP/dk

Tablo 2.4. Dayaniklilik yontinden aerobik ve anerbik sistemlerin karsilastirilmasi
(Acikada ve Ergen 1990, Noble 1986)

Laktik olmayan anaerobik sistem 10-15 saniye
Laktik anaerobik sistem 30-40 saniye
Aerobik sistem sinirsiz (besinler bulundugu stirece)

Goruldugu gibi fosfajen sistemi (laktik olmayan anaerobik yol) kaslarda ani giig
desarji gerektiren patlayicilik, sirat ve blyuk kuvvet gerektiren cok kisa sureli
caligmalarda dominant olurken, laktik anaerobik yol, kuvvet ve siratte dayamklilik
gerektiren dallarda dominant; aerobik yol ise 3 dk Uzerindeki ¢aligmalarda dominanttir
(Acikada ve Ergen 1990, Noble 1986). Aerobik ve anaerobik enerji yollarimin bir
egzersiz sirasinda tam olarak birbirinden bagimsiz oldugundan stz edilemez (Noble
1986).

Kas aktivitesi sirasinda enerji ihtiyaci dinlenme durumuna oranla 35 kat artar.
Fiziksel egzersiz sirasinda, aktivitenin devamini saglayabilmek igcin ATP molekilintin
surekli olarak sentezlenmesi gerekir ve artan enerji ihtiyacinm karsilayabilmek igin kan
akimi, oksijen alimi ve tiketimi 6zellikle aktif dokuda artmaktadir. Aerobik egzersiz
sirasinda tim vicuttaki oksijen tiketiminin, dinlenim durumuna gére 10 ile 20 kat
arttigr gosterilmistir (Inal 2001). Ornegin; 70 kg hik yetiskin bir erkek dinlenme
srasinda 3,5 ml/kgdk veya 352,8 L/gin veya 14,7 mol/gin Oy kullanir. Kullanilan
oksijenin %1 ‘inin Oy ‘e donustigl varsayildiginda, yaklasik olarak 0,147 mol/gin
veya 53,66 mol/yll veya @1.7 kg/yil ‘lik siperoksit olusumu sbz konusu olacaktir
(Halliwell ve Gutteridge 1999).

Reaktif oksijen turlerin Uretimindeki artis, metabolik sizint1 veya kagak olarak da

tanimlanir, mitokondride siperoksit ve hidrojen peroksit dretimindeki artigi da
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beraberinde getirir (Inal 2001). Olusan kagak (ROS Uretimi) normalde toplam oksijen
tuketiminin %2-5 oraminda gergeklesir (Singh 1992). Bu oran bazi1 kaynaklarda %2-3
olarak  verilmektedir (Andrade 2000). Aerobik egzersiz sirasinda enerji
metabolizmasimin  hizlanmasi, hucre icinde reaktif oksijen radikallerin (ROS)
konsantrasyonunu artirir. ROS dretimindeki artis, lipit peroksidasyon hizimi artirir ve
kasta hasara neden olur (Sen 1995). iskelet kasinda egzersiz sonrasi dénemde lipit
peroksidasyonunun artigim gosteren ¢alismalar vardir (Radak vd 1995).

Fiziksel aktivite Ozelikle asir1 yapildigi zaman organizmada ROS olusumunu
indukleyen faktorlerden biridir (Allessio 1993, Clarkson 1995, Dernbach vd 1993,
Jenkins vd 1988, Saminen ve Vihco 1983). Egzerszde radikal olusumunda, artmis
oksidatif fosforilasyonun yam sira asagidaki mekanizmalar da Onemlidir. Bu

mekanizmalar:

l. Kalsiyum bagimli (Ca™) ATP pompasinin gegici olarak durmas,
kalsiyumun hticre i¢i konsantrasyonunun artmasina, bu da egzersiz sirasinda
ksantin oksidaz yolunun aktive olmasina sebep olur. Agir egzersiz sirasinda
kas i¢i kalsiyum konsantrasyonunun artmasi ksantin dehidrogenazi ksantin
oksidaza cgeviren kalsiyum bagimli proteazlarimn aktivasyonuna yol acar.
Ksantin oksidaz, elektron alici olarak NAD™ yerine molekiler oksijen kullanr

ki, bu da stiperoksit radikali olusuna sebep olur.

. Agir egzersiz, kas kaslma ve gevseme donglsi sirasinda
meydana gelen gecici hipoks ve reoksijenazyonu sebebiyle oksidatif stresi
arttirabilir. Kasilma sirasindaki vaskiiler basing iskemiyi ve boylece hipoksiyi
kanitlar niteliktedir. Gevseme ile reperflizyon ve bunun sonucunda
reoksjenasyon meydana gelir. Hipoks durumunda indirgenen ekivalent
mitokondri elektron transfer zincirinde birikir ve rediktif stres adh verilen olay
meydana gelir. Reoksijenasyonda mono elektronik indirgenmeler patlamast

molekiler oksjeni stiperoksit radikaline gevirebilir.
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1. Lokosit aktivasyonu, egzersizin sebep oldugu kas hasarina karsi
savunma mekanizmasimin  serbest radikal Gretimini  uyarir. Notrofiller,
dinlenme durumunda inaktif halde bulunan NADPH oksidaz aracilig: ile
molekiler oksijeni stiperoksite cevirir. Monosit ve eozinofillerin de benzer

yontemleri kullandigi gozlenmistir.

V. Kalsiyum konsantrasyonundaki artis fosfolipitlerden arasidonik
asit saimmindan sorumlu enzim fosfolipaz A, yi aktive edebilir.
Siklooksigenaz, arasidonik asit ile reaksiyonu sonucu hidroksil radikali

olusturur.

V. Hipoks durumunda nitrik oksit radikallerinin  olusumuna
Onderlik eden nitrik oksit sentaz (NOS) aktivitesinde artis oldugu
gosterilmistir. Bu radikaller kendi baslarinayken zayif prooksidan etkiye
sahiptirler veya stiperoksitle birleserek peroks nitriti olusturur, bdylece daha

gucll bir oksidan ajana donusdir.

Reaktif oksijen tirlerin Uretimi, molekiler oksijen kullanan tim yasayan
organizmalarda gorulen bir olaydir (Ji 1993). Fiziksel egzersiz (aktivite), genelde reaktif
oksijen tirlerine donusen metabolik ihtiyaglarin artmasina neden olmaktadir. Fiziksel
egzersiz sirasinda, reaktif oksijen tirlerin temel kaynaginin aktif kas mitokondrilerinin
oldugu diustnulmektedir (Sen 1995). Egzersiz sirasinda reaktif oksijen turlerin (ROS)
asirt Uretimi ciddi bir sekilde antioksidan savunmayi engelleyebilir ve hiicresel
hemeostasin degismesine neden olabilir (Child vd 1999, Marzatico vd 1997, Mena vd
1991); boylece lipitleri, proteinleri ve nikleik asitleri etkileyen ve farkli hicresel
hasarlara neden olan oksidatif stresi baglatabilir (Sen 1995). Defaarca tekrarlanan
uyaridan dolayr c¢ok iyi kontrol edilen aerobik antrenman, genleri asir1 uyarabilir ve
boylece farkli antioksidan enzimlerin aktivitesini (Mena vd 1991, Robertson vd 2003)
ve glutatyon durumunu (Robertson vd 2003) arttirabilir. Bu artan aktivite, sonug olarak
egzersizin neden oldugu stresin buyukluglini azatir ve egzersiz sirasinda meydana
gelen hiicresel hasar azaltabilir (Margaritis vd 1997).
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Y tksek miktarda oksijen kullanan dokularda antioksidan enzimlerinin miktarimn da
fazla oldugu bulunmustur. En fazla antioksidan enzim seviyesinin karacigerde oldugu,
bunu dalak ve beyin izlerken, iskelet kasi ve kalpte bu seviyenin digerlerinin ancak

yarisi kadar, eritrositte ise bunlardan daha az oldugu gosterilmistir (Ji 1995).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Cihazlar ve Kimyasal Maddeler:
Cihazar:

Homojenizator (Art-miccra D-8) , Elektronik hassas tarti (Sartorius) , Santrifuj
(max. Rpm 6000) (Nive NF 1215) , Sogutmali santrifij (Hettich Micro22-R),
Dondurucu (-20°C) ve Sogutucu (+4°C), Avyarlanabilir otomatik pipet (Biohit Proline
100 mikrolitre, Eppendorf Research 1000 mikrolitre) , Sicakligi ayarlanabilir su
banyosu ( BM402 Nuve), ph metre (pH Meter WTW), Vorteks (Combi-Spin Biosan),
Spektrofotometre (Shimadzu UV-visible Spectrophotometer UV-1601).

Kimyasal Maddeler:

Serum fizyolojik (%0,9 NaCl, Polifarma), NaaHPO, (Merck), KH,PO, (Merck),
Tiyobarbiturik asit (TBA) (Sigma), Trikloro asetik asit (Merck), CuSO, (Merck), Etanol
( %95) (Merck), N&xCOs; (Merck), NarK Tartarat (Merck), NaOH (Merck), Folin-
Ciocdtau Fenal Reaktifi (Merck), TrisHCl (Sigma), CaCl, (Merck), Paraokson
(Sigma), p-nitrofenol (Merck), Fenil asetat (Sigma), Fenol Merck), NaCl (Merck)

3.2. Deney Hayvanlari ve Egzersiz Protokol i

Arastirmamizda, Pamukkale Universitesi Deney Hayvanlari merkezinden saglanan,
18 adet 10 aylik erigkin, 250-300 gram agirlhiginda erkek Wistar abino siganlar
kullanilmigtir. Siganlar 23 + 2 °C sabit sicaklikta bir odada tutulmuslardir. Standart yem
ile beslenen ve musluk suyu verilen hayvanlar, serbest yem ve su tuketimine
birakilmiglardir. Siganlar rastgele olarak asagida gosterildigi sekilde 2 gruba ayrilmistir.
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I.Kontrol Grubu (n=9)
I1.Egzersiz grubu (n=9)

Egzersiz yapan grubun kosu egzersizleri, elektrikli motor siriictli bes yollu kosu
bandinda (MAY-TME 9805, Commat, Turkiye) 1.2 km/s hizda, 0° egimde haftanin 5
gunii ve her guin 30 dakika olacak sekilde, 4 hafta stireyle gergeklestirilmistir. Segilen
kosu egzersizi, orta-hafif siddette %650-65 VO, maksimuma denk gelmektedir. Egzersiz
yapan hayvanlar, egzersiz protokoliine baslamadan 6nceki bir hafta boyunca en dusik
siddetten baslamak Uzere hedeflenen kosu hizina ulasilana kadar ginde toplam 10
dakikayr gecmeyecek sekilde kosu egzersizine ve kosu bandina alistirilmislardir. ilk
gunler siganlarin ani yorgunlugunu engellemek amaciyla, kosu egzersizleri iki seferde
yaptirilirken, protokol baglamadan 6nceki giin siganlarin hedeflenen hizda 10 dakika
boyunca sorunsuz kosabildigi gozlenmistir. Protokol siresince sicanlar akim gegen
1zgaralardan gogunlukla uzak dururlarken, durmayanlarin ise elle uyarilarak kosmalar:

saglanmustir.
3.3. Deneyin Sonlandiriimas ve Orneklerin Toplanmas
4 hafta sonunda Ketamin (90mg/kg) / Xylazin (10mg/kg) anestezisi altinda,

sicanlarin  kalp, akciger, karaciger, bobrek dokular1 cikartilarak, olgimler igin

kullanilmak Uzere -20 C° ye kaldirilmustur..

3.4. Homoj enizasyon

Tartilan dokular, 5 kat serum fizyolojik ile sulandirilip stirekli buz icinde tutularak
homojenize edilmistir. Iyice homojenize olan doku 6rnekleri 6.000 rpm’'de +4 C°® de 5
dakika santriflij edildikten sonra supernatantlar ayri bir tlpe alinarak enzim aktiviteleri

Olcllmek Uizere sogutucuya kaldirilmustir.

3.5. Lowry Metodu ile Protein Tayini

Fosfotungstik asit-fosfomolibdik asit reaktifinin fenolik grup iceren gesitli kimyasal

maddelerle reaksiyonu mavi renk vermektedir. Proteinlerin alkali ortamda bakirla
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inklbasyonunu bu resksyonu 3-15 kat artirir. Mavi renk fosfotungstik asit ve
fosfomolibdik asitin, bakir-protein kompleksi ile proteinlerin triptofan ve tirozin igeren
rezidileri tarafindan, molibden mavisi ve tungsten mavisine donmesiyle olugmaktadir.
Triptofan ve tirozin rezidileri bakir yoklugunda da renk verirler ancak proteinin geri
kalan kism bakir yoklugunda degil varliginda renk olusumuna katkida bulunur ve

olusan rengin % 75’1 bakirin varliginda ortaya gikmaktadir. (Daughaday 1952)

Protein Olciimil icin Sandart Egrisinin Hazrlanmas:

Sigir serum abUmininden, konsantrasyonlart 2-50 pg araliginda olan standartlar
hazirlandip deney protokoliine uygulanmistir. Elde edilen optik dansitelerin
konsantrasyona kars1 grafigi cizilerek elde edilen grafik egimi protein hesaplamalarinda

kullanilmustr.

protein kalibrasyonu
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Sekil 3.9. Protein standart grafigi

Protein Degerlerinin Hesaplanmas:

Protein Miktar1 = (ODy — ODk) / 0.008 x 200 /1000
ODy : Numune tUptnun optik dansites
ODx : Kor tUpinin optik dansitesi

200 : 25 pl numune 5 ml reaksiyon karisimina kondugunda seyreltme faktori
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1000 : Standart egrisindeki birimin ( pg ) mg’'adonustirilmes
0.008 : Standart egrisinin egimi (OD / konsantrasyon)

Kullani/lan Reaktifler:
Alkalin Tartarat Reaktifi: 20 gr NaoCO3z ve 0.5 gr NaK Tartarat 1 litre 0.1 N NaOH

¢Ozeltisinde ¢ozuldr.
Alkalin Tartarat-Bakir Reaktifi: % 0.1 (w/v) CuSO4-5H,0 ¢ozdtisi hazirlanir. Her
deneyden 6nce 5 ml bu gozeltiden aimp 45 ml alkalin tartarat ¢ozeltisi ile karistirilir.
Folin-Ciocalteu Reaktifinin Dilusyonu: 1ml resktif distile suyla 50 ml’'ye

tamamlanr.

Protein Olciim Yontemi:

KOR NUMUNE
DISTILE SU 25ul
ALKALIN BAKIR TARTARAT 45ml 45ml
NUMUNE (Supar natan) 25 ul
TUPLER KARISTIRILIRVE 15DK BEKLETILIR
FOLIN CIOCALTEU REAKTIFI 0.5ml 0.5ml
30 dk BEKLETILIR ve 700 nm' de OKUNUR

3.6. Malondialdehit Tayini ve Oksidasyona Duyar lilik

Malondialdehit (MDA) duzeyleri tayini lipit peroksidasyonu sonucu olusan
MDA’ nin asit ortamda tiyobarbiturik asitle (TBA) reaksiyona girerek gorinur bolgede
532 nm de absorbans veren MDA-TBA kompleks olusturmasina dayanan

spektrofotometrik yontemle saptanmistir (Dahle 1962).

H
0 OH HO
HS /N OH / IS S\ N N\ SH
2 |+ / — | + 2 Pt
N\ o N\ \ \ /N
HO OH OH

TBA MDA TBA-MDA

2 molekdl tiyobarbitlrik asit 1 molekil MDA ile asit ortamda kaynatildiginda
birleserek TBA- MDA kompleksini olusturmaktadirlar.
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Kullan:lan Reaktifler:
Fosfat Tamponu (pH: 6 ; 100 mM): 2.13 gr NaoHPO, ve 11.56 gr KH2PO;4 tartilip

distile suyla 1 litreye tamamlanr.
TCA (Trikloro asetik asit): % 20 TCA 0.6 N HCI.
TBA ( Tiyobarbitirik Asit): %2 w/v
CuS0O, gozdtisi: 100 pM
Etanol: % 95

MDA Sandart Egrisinin Elde Edilmesi:
Standart egri, MDA’dan hazirlanan 2-64 nmol/ml araligindaki - standart

konsantrasyonlarindan deney protokolundeki ¢rneklerde oldugu gibi 100 pl hacmin
kullanilmasiyla elde edilmistir. 2-64 uM konsantrasyon araliginda 5 6lguim yapilip elde
edilen degerler grafige yerlestirilmistir. Grafikten egrinin egimi bulunarak bu deger

Olcimlerde MDA konsantrasyonunun hesaplanmasinda kullanimstir.

mda standart grafigi
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Sekil 3.10. MDA standart grafigi
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BAZAL TETIKLI KOR
Numune (suparnatan) 100 100 pl 100
CuSO, 100 pl
37°Cdal saat sireyle inkibe edilmistir.
Etanol iml 1ml iml
Fosfat Tamponu 0.8ml 0.8ml 0.8ml
TCA iml 1ml iml
TBA iml 1ml iml
Distile Su 0.1ml 0.1ml

Muduk atinda sogutulduktan sonra 6000 rpm de 20 dk slireyle santrifdj edilmis ve

532 nm de distile suya kars1 okunmustur.

Oksidasyona Duyarlil:k:

Orneklerin oksidasyona duyarliligi ve MDA tayini aym deney setinde yapilmistir.

100 pl 6rnek esit miktarda 100 uM CuSO, ¢ozeltisi ile 37°C da 1 saat Siireyle inkiibe

edilmistir. Inkilbasyon sonrasinda her 6rnek icin birisi kor , digeri bazal MDA ve

tglincust tetikli MDA (oksidasyona duyarlilik) olmak Uzere 3 tip calisilmistir. MDA

degerleri, bazal MDA optik dansitesinden kortin optik dansitesi ¢gikarilarak, oksidasyona
MDA optik dansitelerinden bazal MDA optik dansiteleri

duyarlilik ise tetikli

cikarilarak hesaplanmistir.

MDA ve Oksdasyona Duyarlil:gin Hesaplanmas::

MDA Degerleri:

MDA=(ODwmpa-OD) / 0.0065 / mg protein : nmol MDA / mg protein

Oksidasyona Duyarlilik (OS):

OS = (OD7-ODypa) / 0.0065 / mg protein : nmol MDA . (mg protein)™. saat™

ODx :  Kor tupinin optik dansitesi

ODwpa :  Numune (MDA) tipunin optik dansites

ODy : Bakirlainduklenmis numunenin optik dansites
0.0065 : Standard egrinin egimi (OD / Numune Konsantrasyonu)
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3.7. PON Enzimi Paraoksonaz Aktivitesinin Olgimdi:

PON enziminin paraoksonaz aktivitesi olglimiunde paraokson substrat olarak

kullanilmigtir. PON enzimi asagidaki reaksiyonu katalizlemektedir.

(e}

o o PON1 ' :

Il

i o3,/ PONT OEOOHJ,ZHsCLOJ,.OEO_
(e}

Paraokson CHs p-Nitrofenol

Reaksiyon sonucunda olusan p-nitrofenol 405 nm de gorunir bdlgede absorbans

vermektedir. Bu Uriinin absorbsiyonu olglilerek enzimin aktivitesine bakilmistir.

Kullan:lan Reaktifler:
TrissHCl Tamponu (pH:8, 20 mM)
CaCl; (1 mM)

Paraokson (1 mM)

p-nitrofenol (0,1 mM)

Paraokson Standart Grafigi:

0,1 mM p-nitrofenolden 0.5-50 uM final konsantrasyonu verecek sekilde hazirlanan
standart c¢ozeltilerin optik dansiteleri okunarak grafik elde edilmis ve grafigin egimi

paraoksonaz aktivitelerinin hesaplanmasinda kullamlmugtir.
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Sekil 3.11. PON enzimi paraoksonaz aktivitesi standart grafigi
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Toplam 1 ml reaksiyon karisiminda 20 mM tris-HCI (pH:8), 1 mM CaCl, ve 1

mM paraokson varliginda 10 pl suparnatan orneginin aktivitesi 6lgllmustur. Iik

olctim 10. dk’ da, ikinci 6lclim 25. dk’ da yapilmistir. Ik 6lciim hesaplamalarda kor

olarak kullamlmistir. Sonuclar bir dakikada olusan Grdn miktar:

hesaplanmustir.

Enzim Aktivitesinin Hesaplanmas::

Enzim Aktivitesi = (OD2 — OD1) / 0.0103 x 100 / 15

nmol driin . dk™* . mI™ serum (mIU/ml)

OD;, :25. dakika sonunda optik dansite

OD; :10. dakika sonunda optik dansite

0.0103 : Standart egrisinin egimi ( OD / Konsantrasyon )
100 : Seyreltme faktori 1ml serumigin

15 : 1 dakikalik aktiviteyi elde etme

olarak
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3.8. PON Enzimi Aril Esteraz Aktivitesinin Olglimii

PON enziminin Aril esteraz aktivitesinin 6lgimi icin fenil asetat substrat olarak
kullanilmigtir. Deneyin prensibi PON enziminin fenil asetati1 fenol ve asetik aside

parcalamasiyla olusan fenolin 270 nm de absorbansinin 6lgtilmesine dayanmaktadir.

Fenilasetat

Kullan:lan Reaktifler:

TrissHCl Tamponu (pH:8, 20 mM)
CaCl, (1 mM)

Fenil asetat (1 mM)

Fenol (0,1 mM)

Aril esteraz Standart Grafigi:

Aril esteraz aktivites icin kalibrasyon egrisi 1 mM fenol stogundan 3-900 uM son
konsantrasyon olacak sekilde 10 degisik konsantrasyonda hazirlanan standart ¢ozeltiler
kullamimustir. Elde edilen optik dansitelerin konsantrasyona gore grafigi cizilerek

grafigin egimi bulunmus ve enzim aktivitesini hesaplamak icin kullaniimstir.
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arilesteraz standart grafigi
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Sekil 3.12. Arilesteraz standart grafigi

Reaksiyon toplam 3 ml hacimde 20 mM TrissHCl (pH:8), 1 mM CaCl; ve 1 mM
fenil asetat varliginda gerceklesmistir. 10 pl suparnatan reaksiyon tuplne eklendikten
15 saniye sonra 1. optik dansite 6lgimd, 75. saniyede ikinci okuma yapilmstir. Birinci

optik dansite hesaplamalarda kor olarak kullamlmistir. Okumaar quartz kuvetlerde
yapimstir.

PON1 Enzimi Aril Esteraz Aktivitesinin Hesaplanmas:

Enzim Aktivitesi = (OD2 —0OD1 ) /0.0016 x 300/ 1000
umol Uriin . dk™* . mI™ serum ( 1U/ml)

OD; :1dk15 saniye sonunda optik dansite

OD; : 15 saniye sonunda optik dansite

0.0016 : Standart egrisinin egimi ( OD / Konsantrasyon )
300 : Seyreltme faktorid Iml serumigin

1000 : 1 ml deki Grtin miktart umol olarak
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3.9. istatistiksel Analiz

Bitin degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. Istatistiksel
degerlendirme SPSS (Stastistical Package for Social Sciences) 10.0 paket programi
kullanilarak yapilmigtir. BUtun parametreler igin, ikili gruplarin karsilagtirilmast Mann-
Whitney U testi ile yapilmig ve p < 0,05’ den kuiguk degerler istatistiksel olarak anlamli
kabul edilmistir.



4. BULGULAR

4.1. MDA Deger leri
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Doku MDA seviyeleri nmol MDA / mg protein cinsinden bulunmus olup, degerler

sirast ile karaciger kontrol grubunda 23,69+6,30 nmol/mg protein iken egzersiz
grubunda 23,47+6,75 nmol/mg protein; bobrek kontrol grubunda 69,36+£19,68 nmol/mg

protein iken egzersiz grubunda 59,02 + 15,37 nmol/mg protein; akciger kontrol

grubunda 18,42 + 5,06 nmol/mg protein iken egzersiz grubunda 21,94 + 10,24 nmol/mg

protein; kalp kontrol grubunda 16,06+5,69 nmol/mg protein iken egzersiz grubunda

17,357,78 nmol/mg protein seklindedir. Doku 6rneklerinin kontrol ve egzersiz gruplari

arasindaistatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamustir.

Tablo 4.5. MDA Degerleri

Olgiilen Parametrelerin Bulunan Degerleri

Kontrol Egzersiz
nmol/mg protein nmol/mg protein
Gruplar N ort+std sspma orttstd sgpma P
Karaciger 9 23,69+6,30 23,47+6,75 0,965
Bobrek 9 69,36+19,68 59,02 + 15,37 0,174
Akciger 9 18,42 £ 5,06 21,94 + 10,24 0,958
Kalp 9 16,06x5,69 17,35+7,78 0,200
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Sekil 4.13.
MDA Degerleri (ortxstd sgpma, n=10)
(KeK:Karaciger kontrol, KcE: Karaciger egzersiz, BK: Bobrek Kontrol,BE: Bobrek Egzersiz AcK:
Akciger Kontrol AcE: Akciger Egzersiz KK: Kalp Kontrol, KE: Ka p Egzersiz)

4.2. Tetikli MDA Degerleri

Doku Tetikli MDA seviyeleri nmol MDA / mg protein cinsinden bulunmus olup,
degerler sirasi ile karaciger kontrol grubunda 18,11+6,71 nmol/mg protein iken egzersiz
grubunda 5,07+1,81 nmol/mg protein; bobrek kontrol grubunda 12,31+4,75 nmol/mg
protein iken egzersiz grubunda 13,78 + 4,96 nmol/mg protein; akciger kontrol grubunda
5,33+2,20 nmol/mg protein iken egzersiz grubunda 8,16+4,56 nmol/mg protein; kalp
kontrol grubunda 9,43+5,37 nmol/mg protein iken egzersiz grubunda 5,00+2,51
nmol/mg protein seklindedir. Egzersiz yapan grubun karaciger Tetikli MDA
seviyelerinin kontrol grubuna gore anlamli sekilde azaldigi (p<0,05) bulunmustur,

ancak diger gruplar arasinda anlamli bir fark saptanamamustir.
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Tablo 4.6. Tetikli MDA Degerleri

Olgiilen Parametrelerin Bulunan Degerleri
Kontrol Egzersiz nmol/mg
nmol/mg protein protein
Gruplar N orttstd saspma ortxstd sgpma P
Karaciger 9 18,11+ 6,71 5,07+1,81 0,001
Bobrek 9 12,31+ 4,75 13,78 + 4,96 0,821
Akciger 9 533%2,20 8,16 + 4,56 0,560
Kalp 9 9,43+ 5,37 500+ 251 0,068
Tetikli
MDA

20,00
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Sekil 4.14. Tetikli MDA Degerleri (ort+std sapma, n=10, a p<0,05 karaciger kontrole gore)
(KeK:Karaciger kontrol, KcE: Karaciger egzersiz, BK: Bobrek Kontrol,BE: Bobrek Egzersiz AcK:
Akciger Kontrol AcE: Akciger Egzersiz KK: Kalp Kontrol, KE: Ka p Egzersiz)



4.3. PON Enzimi Paraoksonaz Aktivites Degerleri

Doku paraoksonaz aktivitesi gram protein basina dusen aktivitenin U (nmol/ml /dk)
seklinde hesaplanmasiyla bulunmustur. Bulunan degerler mU/gram protein cinsinden
srast ile; karaciger kontrol grubunda 2,46+1,70 mU/gram protein iken egzersiz
grubunda 1,54+1,06 mU/gram protein; bobrek kontrol grubunda 0,85+0,22 mU/gram
protein iken egzersiz grubunda 0,45+0,38 mU/gram protein; akciger kontrol grubunda
0,42+0,33 mU/gram protein iken egzersiz grubunda 0,46+0,26 mU/gram protein; kalp
kontrol grubunda 0,42+0,30 mU/gram protein iken egzersiz grubunda 0,31+0,11
muU/gram protein seklindedir. Egzersiz yapan grubun bobrek paraoksonaz aktivitesinin
kontrol grubuna gore anlamli sekilde arttigi (p<0,05) bulunmustur. Ancak diger gruplar

arasinda anlaml bir fark saptanamamuistir.

Tablo 4.7. PON Enzimi Paraoksonaz Aktivitesi Degerleri

Olgiilen Parametrelerin Bulunan Degerleri

Kontrol Egzersiz
mU/gram protein muU/gram protein
Gruplar N ort+std sspma orttstd sgpma P
Karaciger 9 2,46x1,70 1,54+1,06 0,229
Bobrek 9 0,85+0,22 0,45+0,38 0,216
Akciger 9 0,42+0,33 0,46x0,26 0,757
Kalp 9 0,42+0,30 0,31+0,11 0,860
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Sekil 4.15. PON Degerl eri (ort+std sapma, n=10)
(KeK:Karaciger kontrol, KcE: Karaciger egzersiz, BK: Bobrek Kontrol,BE: Bobrek Egzersiz AcK:
Akciger Kontrol AcE: Akciger Egzersiz KK: Kalp Kontrol, KE: Ka p Egzersiz)

4.4. PON Enzimi Aril Esteraz Aktivitesi Degerleri

Doku paraoksonaz aktivitesi gram protein basina disen aktivitenin U (nmol/ml/dk)
seklinde hesaplanmasiyla bulunmus olup, degerler U/mg protein cinsinden verilmistir.
Sonuglar sirasi ile karaciger kontrol grubunda 0,39+0,10 U/mg protein iken egzersiz
grubunda 0,27+0,045 U/mg protein; bobrek kontrol grubunda 0,17+0,06 U/mg protein
iken egzersiz grubunda 0,12+0,05 U/mg protein; akciger kontrol grubunda 0,14+0,07
U/mg protein iken egzersiz grubunda 0,15+0,02 U/mg protein; kalp kontrol grubunda
0,10+0,02 U/mg protein iken egzersiz grubunda 0,06£0,01 U/mg protein seklindedir.
Egzersiz yapan grubun karaciger, bobrek ve kalp dokularinda aril esteraz aktivitelerinin
kontrol grubuna gore anlamli sekilde azaldigi (p<0,05) bulunmustur.
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Tablo 4.8. PON Enzimi Arilesteraz Aktivitesi Degerleri

Olgiilen Parametrelerin Bulunan Degerleri
Kontrol Egzersiz
U/mg protein U/mg protein
Gruplar N orttstd saspma ortxstd sspma P
Karaciger 9 0,39+0,10 0,27+0,045 0,007
Bobrek 9 0,17+0,06 0,12+0,05 0,002
Akciger 9 0,14+0,07 0,15+0,02 0,884
Kalp 9 0,10+0,02 0,06+0,01 0,000
AE
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Sekil 2.12. AE Degerleri (ortxstd sapma, n=10, a: p<0,05 karaciger kontrole gore, b: p<0,05

bobrek kontrole gore, c: p<0,05 kalp kontrole gore)

(KeK:Karaciger kontrol, KcE: Karaciger egzersiz, BK: Bobrek Kontrol,BE: Bobrek Egzersiz AcK:
Akciger Kontrol AcE: Akciger Egzersiz KK: Kalp Kontrol, KE: Ka p Egzersiz)
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5 TARTISMA

Serbest radikaller bir orbitalinde paylasilmamis elektron tagiyan oldukga reaktif
atom ve molekillerdir (Cross vd 1987, Stohs 1995). Biyolojik sistemlerde surekli
olusan serbest radikaler antioksidan savunma mekanizmalar: ile notralize edilerek
zararl etkileri engellenmeye calisilir (Halliwell 1987). Serbest radikallerin Gretimi ve
antioksidan savunma mekanizmalar1 arasindaki denge bozuldugunda serbest radikallerin
duzeyi artar ve lipitler, proteinler, karbonhidratlar ve DNA gibi biyolojik molekillerde
oksidatif hasar meydana gelir (S6zmen 2002).

Oksidatif hasarin derecesinin belirlenmesinde serbest radikallerin direkt 6lgim
yontemlerinin zorlugu sebebiyle daha ¢ok serbest radikallerin biyolojik molekullerle
girdigi reaksiyonlar sonucu olusan urtnlerin dlgilmes yoluna gidilmektedir (Holley ve
Cheeseman 1993). Bu amagla oksidatif hasarin in vivo gosteresi olarak en ¢ok
kullanilan belirteg serbest radikallerin doymamis yag asitleri ile reaksiyona girmes ile
meydana gelen lipit peroksidasyonunun yitkim  drdnlerinden  biris  olan
malondialdehittir. Oksidatif hasar Uzerine yapilan c¢ok sayida calisma serbest
radikallerin aktivitelerinin artisimin bir gostergesi olarak MDA duzeylerinde belirgin
artiglar oldugu kamtlanmistir (Aktas vd 2004).

Egzersizde enerji tuketimi ve oksijen ihtiyact vardir. Serbest radikaller normal
metabolizmanin yan Urdnleri olarak ortaya cikmakta ve egzersiz yapan kasin daha fazla
oksijen tuketmesinin sonucunda ROS dretimi artacagi ©6ne slrilmektedir. Enerji
tiketiminin temel ilkes oksidasyondur. Oksidasyon sirasinda hidrojen peroksit gibi
oksijen ve oksijen turevlieri oldukca aktif sekilleri Uretilmektedir. Radikaller
membranlarindaki ¢oklu doymamis yag asidi peroksidasyonuna neden olmakia,
membran gegirgenligini bozmakta ve hiicre hasar ortaya gikmaktadir. Ozellikle akut ve
agir egzersiz oksidatif hasar: tetikleyebilmektedir (Dinger ve Kayserilioglu 1995).



70

Egzersiz sirasinda agiga gikacak oksidan ve antioksidanlar: orant egzersiz siddetiyle
degisim gosterir. Agir ve siddetli egzersizlerde hasar yapici oksidan sistem daha fazla
aktive olurken, dizenli ve kisa sireli maksimal olmayan spor faaliyetleri antioksidan
sistemleri daha fazla aktive edecektir (Duncan vd 1997, White vd 2001). Kisa sliren ve
oksidan sistem yerine antioksidan sistemi aktive eden ya da olusmus olan oksidan
ardinleri suiplren bir sistem gibi egzersiz bir antioksidan mekanizma olarak c¢aligabilir.
Degisik antioksidan enzimlerde egzersiz sonucu olan artislar bir gok calismada
gosterilmistir (Duthie vd 1990, Marzatico vd 1997). Egzerszin oksidatif stres ve
antioksidan sistemi Uzerine etkisini arastiran calismalart inceledigimiz  zaman
cogunlukla aerobik egzersiz formunun kullamldig: gorilmektedir (Zergeroglu vd 1997,
Semin 1998, Bloomer ve Goldfarb 2004, Fatouros 2004).

Kronik aerobik egzersizin antioksidan savunma sistemi tizerine etkisinin arastirildigi
bir calismaya, 18-21 yaslar1 arasinda sedanter 14 erkek gonulli olarak katilmustir.
Calismaya katilan deneklere 6 hafta boyunca, haftada 3 kez bisiklet ergometresinde
maksimal kalp atim sayisimin %75’'ine 30 dakika siiren egzersiz uygulanmustir. ilk
egzersiz oncesi ve sonrast ile 3. ve 6. hafta sonunda uygulanan egzersiz 6ncesi ve
sonrasinda alinan kan 6rneklerinde eritrosit SOD ve KAT enzim aktiviteleri, trombosit
MDA duzeyleri incelenmistir. Ilk egzersizden sonra eritrost SOD ve KAT
aktivitelerinde onemli bir fark saptanmamigtir. 3. ve 6. haftamn sonunda egzersiz
sonrasi eritrosit SOD aktivitesinde dnemli derecede artis (p < 0,05) kaydedilmistir fakat
eritrosit KAT aktivitesinde ve trombosit MDA dizeyinde O6nemli bir degisiklik
saptanmamistir. Bu sonuglar dogrultusunda, dayaniklilik antrenmanlarinin antioksidan

savunma sisteminin birinci basamagin guclendirdigi soylenebilir (Zergeroglu vd 1997).

Mena ve arkadaglar: (1991) sedanter, amattr ve profesyonel bisikletcilerden olusan
3 grupta antioksidan enzim aktivitelerini incelemislerdir. Dinlenme durumunda, amator
biskletcilerin SOD enzim aktivites sedanter bireylerden yuksek, profesyonel
bisikletcilerin SOD, GPx ve KAT enzim aktiviteleri sedanter bireylerden 6nemli
duizeyde yiksek oldugunu tespit etmiglerdir.

Kronik aerobik egzersizin farkli dokularda (kalp kasi, karaciger, iskelet kasi)

antioksidan enzimler Uzerine etkisini inceleyen bir baska ¢alismada, sicanlara sekiz
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hafta slreyle siddeti giderek artan egzersiz yaptirilmistir. Sekiz haftalik aerobik
egzersizlerin (ortalama kosu zamam 25 + 1 dakika) kalp kasi antioksidan enzim
aktivitesi Uzerine 6nemli degisikliklere neden olmadigi, karaciger enzimlerinden sadece
sitozolik ve mitokondrial GPx aktivitesinde anlaml1 bir dists oldugu kaydedilmistir.
Iskelet kasinda SOD ve KAT aktivitelerinde antrenmana bagli anlaml: bir degisimin
olmadhg1 sadece kontrol grubu ile karsilastirildiginda antrenmanl siganlarda sitozolik ve
mitokondrial GPx aktivitesinde anlaml1 bir artis oldugu kaydedilmistir (Ji 1993).

Goneng ve arkadaslarimin yaptigi bir c¢alismada (1995) 6-11 yaslar1 arasindaki
cocuklar 4 hafta sireyle yizme kursuna katilmiglar, 4 haftalik kurs sonrasinda SOD
degerlerinin istatistiksel olarak anlamli dizeyde arttigi gbzlenmistir (p < 0,01). Ayn
kisilerde GPx degerlerinin arttig1 ancak bu artisin igtatistiksel olarak anlamli olmadigt,
MDA degerlerinin ise azaldig1 ve bu azalmanin p<0,05 diizeyinde anlaml1 oldugu tespit
edilmistir. Bu sonuglar duzenli yapilan egzersizin antioksdan savunmayi

guclendirdigini gostermektedir.

Kalsiyum verilen ratlarda egzersize bagl: antioksidan enzim seviyesini arastiran Oh-
Ishi ve arkadaslari (1997); SOD, GPx ve KAT enzim aktivitelerini olgmuslerdir.
Egzersiz sonrasinda KAT ve GPx aktivitelerinin  azalirken, SOD aktivitesinin

degismedigini bulmuslardir.

Semin ve arkadaglar1 (1997), egzersizden sonra farkli dokularda lipit peroksidasyon
hasarinin olup olmadigim arastirmak amaciyla, fareleri 7 hafta sire ile haftada 5 gin,
antrenman sires giderek artinlarak 5., 6., ve 7. haftalarda 30 dakika, 5 derece egimde
kosturarak antrene etmislerdir. Fareler son antrenmandan 48 saat sonra 20 m/dk kosu
hizinda, 5 derece egimde 60 dakika kosturulmustur. Egzersizden hemen sonra (1 grup),
3 saat sonra (2 grup), 24 saat sonra (3 grup) ve kontrol grubundan (4 grup)
gastroknemius kasi, bagirsagin proksimal kismi ve bdbrek ainmigtir. Doku (iskelet kasi,
bobrek ve barsak dokularr) SOD aktivitderinde gruplar arast anlamhi  fark
saptanmamistir (p > 0,05). Antrene gruplarin (1,2,3) kas dokusunda TBARS (lipit
peroksidasyon) duizeyinin kontrol grubundan yiksek oldugu sgptanmustir (p < 0,01).
Antrene farelerde 60 dakikalik egzersizden 24 saat sonra lipit peroksidasyon hasarinin

gbzlenmesi, uzun mesafe kosularindan 24 -48 saat sonra dayaniklilik sporcularinda
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tespit edilen hemattri, melena gibi sikayetlerin etyolojisnde barsak ve bobrek

dokularinda gozlenen oksidatif hasarin yer alabilecegini dustndirmastir.

Bizim calismamizda; orta-hafif siddette kosu egzersizi sonrasinda siganlarin
egzersiz ve kontrol grubu doku MDA seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik (p<0,05) bulunamamistir. Egzersiz sonrasinda, artan oksijen ihtiyacina bagli
olarak olugan radikallerin lipit peroksidasyonunu arttirarak MDA miktarint yukseltmesi
kacimlmazdir. Ancak dizenli egzersizin antioksidan seviyesini arttirdigi goz Oniine
alindiginda, MDA seviyelerinde anlamli farklilik g6zlenmemesi normal karsilanmalidir.
Oksdasyona duyarlilik seviyeleri karsilastirildiginda ise, kontrol gurubuna oranla
egzersiz grubunun sadece karaciger dokusu Tetikli MDA duzeyinin istatistiksel olarak
anlaml1 bir sekilde (p < 0,05) azaldigi, diger doku gruplarindaki degisimin ise anlamlt
olmadhigi bulunmustur. En fazla antioksidan enzim seviyesinin karacigerde oldugu
bilinmektedir. Diizenli egzersizin antioksidan seviyesini arttirmasi, dogal olarak en gok
karacigeri etkileyecektir. Bu da karacigerde oksidasyona kars: direncin diger dokulara
oranla daha yuiksek, oksidasyona duyarliligin ise daha az olmasin agiklar niteliktedir.

Insan serum paraoksonazi; HDL’ ninigerdigi apo A-l ile yakin iliskileri olan ve lipit
peroksidasyon trtnlerinin birikmesini azaltan bir emzimdir. Diger bir deyisle LDL’ deki
okside olmus lipitleri hidroliz eden, antioksidan etki gosterdigi cesitli kaynaklarda
belirtilen ve enzim aktivitesi kalsiyuma bagimli, karacigerden sentezlenen bir esterazdir.
Insan serum paraoksonazi amino terminalinde hidrofobik sonlanma nedeniyle diger
lipoproteinlere ve lipit iceren partikillere siki baglamr. Bu hidrofobik bdlge ile
HDL deki fosfolipitlere baglandigi ortaya konmustur. Apo A-I' in, paraoksonazin
fosfolipitlere baglanmast ve stabilizasyonunda rol oynadigi  dusUnulmustar
(Mallinckrodt vd 1979).

HDL Uzerindeki proteinler enzimatik (genellikle hidrolitik) aktivite gosterirler.
Durrington ve ark, LDL Uzerinde birikme gergeklesmeden PONZ1'in lipit peroksitleri
parcalamakla sorumlu oldugu hipotezini gergeklestirmek icin yaptiklart kontrollu
calismada, saflastiriimis PON1'in LDL’ nin lipit peroksidasyonunu engellemede yiiksek

oranda etkili oldugunu gézlemlemislerdir (Durrington vd 2002).
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HDL bagimli PON, LDL’yi oksidasyona karst korur. PON inhibitorlerinin
eklenmesiyle, LDL oksidasyonunu artirmas;, hem PON inaktivasyonuna hem HDL
lipitlerinin total lipit peroksit olusumuna katilmasina baglidir (Williams ve Tabas 1995).
HDL’ ye bagli oldugu icin invivo serum PON’ un baglica gorevi HDL’ yi oksidatif
stresin zararl: etkilerinden korumaktir. Bu nedenle, bir ¢ok ¢alisma HDL bagimli PON’
unyalmz LDL oksidasyonunu degil, aym zamanda HDL oksidasyonunu da (gegis metal
iyonlar1 ve serbest radikaller aracihigiyla oksidasyon indiklendiginde) engelledigi
gostermistir (Berliner vd 1995) Bu etki PON’ un lipoprotein aracilikli peroksitleri
hidroliz edebilme 6zelligine baglidir. PON paraoksanda bulunan O ve P arasindaki ester
bagini hidroliz edebilen bir esterazdir. Benzer ester bag: lipoprotein kaynakl: fosfolipit
peroksitlerinde ve kolesterol ester peroksitlerinde bulunur. Okside olmus
lipoproteinlerde benzer bir kimyasal yapi HDL-bagimli PON icin fizyolojik substrat
olabilir. Okside olmus HDL’ ler uzerine PON etki ettikten sonra, yag asidi
hidroperoksitlerinin birikimi azalir, nitekim bu Urtnler hizla metabolize edilirken, PON

esteraz aktivitesi azalmamistir.

Kronik egzersizin lipit parametreleri Uzerindeki etkileri, bireylerin 6zelliklerine ve
fizik kondisyonlarina, egzersizin modalitesi, sires ve yogunluguna ve farkli baseline
lipit degerlerine gore degisir. Egzersizin lipit profilini dizeltmede kullandig:
mekanizmalar, belirsiz olmasina ragmen, trigliseritlerden zengin lipoproteinlerin
degredasyonuna yol acan lipolitik enzimlerin, egzersiz tarafindan bagslatilan
aktivitelerinin, bir faktor oldugu gorulmektedir (Burtis ve Ashwood 1996, Zubay 1993
,Baynes ve Dominiczah 1996).

Kronik fizik aktivite artan metabolik ihtiyaca adaptasyonu yansitan lipoprotein,
lipoprotein alt gruplart ve apoprotein degisiklikleri ile sonuclanir. Lipoproteinlerdeki
degisiklikler, fizik kondisyon ve egzersizin yogunlugunun dizeyine goére degisir
(Rhoads vd 1986, Favei vd 1998). Gerek kronik dinamik egzersiz gerekse akut egzersiz
ile lipoprotein fraksiyonlarinda degisiklikler oldugu, ayrica boyut ve bilesimlerinin de
degistigi ¢esitli calismalarda gosterilmistir. Doksan bes calismanin metaanalizleri,
egzersizin tota kolesterolde % 6.3, LDL kolesterolde %10.1, total kolesterol / HDL
oraminda % 13.4 Itk bir azalma ile HDL kolesterolde % 5 lik bir artisa yol agtigi
sonucuna varmstir (Bhagavan 1992). Lipitlerde en buyuk degisiklikler, egzersiz
programi sirasinda kilo kaybi1 da olan olgularda kaydedilmistir (Total kolesterol 13.2
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mg/dl, LDL Kkolesterol 11.1 mg/dl azalmistir). Vicut agirhigr arttign zaman lipit
duzeyleri olumsuz yonde etkilenmis, vicut agirligir degismedigi zaman intermediate

degisiklikler gozlenmistir.

PON1 ve AE ayni gen tarafindan kodlanan ve aktif merkezleri benzer olan esteraz
grubundaki enzimlerdir. PON1'in polimorfik degisim gosterdigi bilinmesine karsin AE
enzimi genetik polimorfik bir degisim gostermemektedir. Yine iki enzimin dogal
substratlar: farkli olmasina karsin PON1 enzimi AE’ nin dogal substrati olan fenil
asetat1 hidroliz edebilme yetenegine sahiptir. Ayrica PON1 ve AE’ niniyi bilinen ortak
Ozellikleri organofosfatlari, aril ve alkil halojenurleri hidroliz etme yetenegidir. PON1
enzimi LDL’yi oksidasyondan koruyucu 0Ozelligi ve hidrojen peroksit de dahil olmak
Uzere diger radikalleri notralize etme kapasitesi nedeniyle antioksidan islevde de
bulunmaktadir. AE ise, PON1'deki degisimlerden etkilenmeyen asil proteinin
gostergesi olarak kabul edilmektedir (Celik vd 2005).

Goldhammer ve arkadaslarinin (2007) yapmis oldugu bir calismada, 37 iskemik
kalp hastasimin 12 haftalik egzersiz program: sonrasi serum aril esteraz aktiviteleri
Olcllmusgtlir. Egzersiz program Oncesine gore aril esteraz seviyesinin %16,7 arttigi

gorilmustar.

Brites ve arkadaglar1 (2005) haftada 24 saatlik, 2 hafta siren egzersiz program
sonrasinda 18 sporcu erkek ve 18 sedanter bireyin PON1 ve aril esteraz aktivitelerini
karsilastirmiglardir. Polimorfizme bakilmaksizin degerlendirilme yapildiginda AE ve
PON1 aktivitelerinde egzersiz yapan ve sedanter bireyler arasinda anlamli bir fark
olmadhig1 bulunmustur. Polimorfizme gore karsilastirma yapildiginda ise PON1 ve AE
aktivitelerinin R allelinde azalirken Q allelinde arttigi saptanmustir.

Onceki calismalara bakildiginda; dizenli egzersizin HDL kolesterol seviyesini
arttirdigi buna karsin LDL seviyesini azalttigi gorulmustir. Bazi ¢alismalarda PON ve
AE aktivitelerinin diizenli egzersiz sonrasi degismedigi gorillrken, bazilarinda PON ve
AE aktivitelerinin arttigi gorulmusttr. Bizim c¢alismamizda 4 haftalik egzersiz
sonucunda egzersiz yapan grubun PON aktivites ile kontrol grubu arasindaistatistiksel
olarak anlamli bir farklilik gorulmemistir. Ancak anlamli olmamakla birlikte doku

aktivitelerinde azalmalar gorilmektedir. Egzersiz yapan grubun AE aktivitesinin ise
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karaciger, bobrek ve kalp dokularinda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azadigi
(p<0,05) bulunmustur. Bu da PON aktvitesindeki azalmalar ile benzerlik
gostermektedir. Bir aylik egzersiz sonucunda siganlarin metabolizmas: egzersize uyum
saglamig, enzim ekspresyonunda azalma meydana gelmis olabilir. Bu da enzim

aktivitesinin diismesine sebep olmus olabilir.
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6. SONUC

Sonug olarak galismamizda;

v/ Orta-hefif siddette aerobik kosu egzersizi sonrasinda siganlarin egzersiz ve
kontrol grubu doku MDA seviyelerinde istatistiksel olarak anlamlt bir farklilik

(p<0,05) bulunamarmustir.

v/ Oksdasyona duyarlilik seviyeleri karsilastirildiginda ise sadece karaciger
dokusu egzersiz grubunun kontrol gurubuna oranla Tetikli MDA duzeyinin
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde (p<0,05) azaldig, diger doku

gruplarindaki degisimin ise anlamli olmadigi bulunmustur.

v/ Orta-hefif siddette aerobik kosu egzersizi sonrasinda siganlarin egzersiz ve
kontrol grubu doku PON enzimi paraoksonaz aktivite seviyelerinde istatistiksel

olarak anlaml1 bir farklilik (p<0,05) bulunamamustir

v/ Doku PON enzimi AE aktivitesinin karaciger, bobrek ve kalp dokularinda ise

anlamli sekilde azaldig1 (p<0,05) bulunmustur.
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