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OZET

DEMIR TOK SISITESINDE ALFA TOKOFEROLUN ETKiSi

Tortop, Nedihan
Yuksek Lisans Tezi, Biyokimya ABD
Tez Yoneticisi: Dog. Dr. Sileyman DEMIR

Haziran 2007, 52 sayfa

Biyolojik sistemlerdeki serbest radikallerin olusum ve metabolizmasinda demir
Oonemli bilegsendir. Demir yiklemes metale bagh en yaygin toksisitelerden biridir.
Karacigerde demir birikimi lipit peroksidasyonuna yol acar. Membran fosfolipitleri
peroksidatif bozunmaya ugradiklarinda malondialdehit meydana gelir. E vitamini
demire bagh hasarin c¢ogunu Onleyebilir. Bu calismada demir yuklemesinin
karacigerde yaratign oksidatif stres ve E vitamininin oksidatif strese etkis
arastinllmastir. Elli adet Wistar rat rasgele bes gruba ayrilmistir. Gruplardan ikisi
haftada 3 doz olacak sekilde, 6 doz 100 mg /kg demir dekstran (i.p.) almistir. Bu iki
gruptan biri altr hafta slireyle her giin 200 mg/kg alfa tokoferol asetat (i.p.) almstar.
Diger iki grup 6 hafta sireyle karbonil demir (%25 w/w) ilaveli diyet ile
bedenmistir. Bu iki gruptan biri alti hafta siireyle her giin 200 mg/kg alfa tokoferol
asetat (i.p.) almistir. Kontrol gurubu 6 hafta siireyle normal diyet almstir. Her iki
yolla demir yuklemes kontrole gore karaciger MDA duzeylerinde artisa (p<0.05),
GSH duzeylerinde azalmaya (p<0.05) neden oldu. Demir dekstran alan ratlarda
karbonil demir alan ratlara kiyasla daha yiksek MDA duizeyleri gozlendi (p<0.05).
Sonug olarak, demir yuklemesinin lipit peroksidasyonunu arttirdigina ve vitamin
E'nin demirin neden oldugu oksidatif streste koruyucu olabilecegine karar
verilmistir.

Anahtar Kelimeler: Serbest radikal, demir toksisites, oksidatif stres, alfa tokoferol,
malondialdehit, karaciger



ABSTRACT

EFFECT OF ALPHA TOCOPHEROL IN IRON RELATED TOXICITY

Tortop, Nedlihan
M. Sc. Thesisin Biochemistry
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Silleyman DEMIR

July 2007, 52 pages

Iron isa major component in the production and metabolism of free radicalsin
biological systems. Iron overload is one of the most common metal related toxicity.
Iron deposition in liver leads to peroxidation of lipits. Malondialdehyde is formed
when membrane phospholipits undergo peroxidative decomposition. Vitamin E can
prevent the majority of iron related damage. In this study oxidative stress which is
caused by iron overload in liver and the effect of alpha tocopherol on oxidative
stress have been evaluated in rats. 50 Wistar rats were distributed in five groups
randomly. Two groups received 6 doses (three doses per week) 100 mg/kg each iron-
dextran (i.p.). One of these groups received daily 200 mg/kg each alpha tocopherol
acetate (i.p.) for six weeks. The other two groups were fed diets supplemented
carbonyl iron (2,5% w/w) for six weeks. One of these groups received daily 200
mg/kg each alpha tocopherol acetate (i.p.) for six weeks. Control group was fed
normal diet for six weeks. In the both way, iron overload led to increase MDA levels
(p<0.05) and decrease GSH levels (p<0.05) in liver compared with control rats.
Higher MDA level was observed in iron-dextran-treated rats compared to carbonyl
iron treated rats (p<0.05). In conclusion, it was decided that iron overload leads to
increase in lipid peroxidation and vitamin E can give protection against oxidative
stress caused by iron.

Keywords. Free radical, iron toxicity, oxidative stress, alpha tocopherol,
malondialdehyde, liver
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1.GIRIS

Serbest radikaller, dis orbitalinde eslesmemis elektron bulunduran yapilardir. Disg
orbitallerde eslesmemis elektron bulunmasi sz konusu kimyasal trin reaktivitesini
olagantstii arttirdig1 icin, radikaller reaktivitess ¢ok yuksek olan kimyasal turlerdir.
(Halliwell ve Gutteridge 2001).

Demir tim hucreler icin gerekli olan esansiyel bir elementtir. En dnemli gorevi
hemoglobin araciligi ile oksijen tasimaktir. Demir; ferrdz (Fe™?) ve ferrik (Fe*®) durumlar
arasinda birbirine donisme 6zelligi nedeni ile oksijenasyon, hidroksilasyon ve benzeri
bircok metabolik olay1 katabolize eder. Yiksek doz demir alimi, genellikle parankimal
dokularda, retikilo-endotelyal sistemin makrofglarinda ve en belirgin olarak da
karacigerde demir birikimine neden olur. Yuksek doz demir, retikllositler ve eritrosit
oncul htcreleri gibi hicreleri de etkileyebilir. YUksek doz demirin zararli etkileri,
Oncelikle oksijen radikallerinin Uretiminde baslica kaynak Grin olmasiyla ilgili olabilir
(Lipschitz vd 1974).

Oksijen radikallerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 onlemek igin
vicutta bazi savunma mekanizmalar: gelistirilmistir. Bunlar ‘antioksidan savunma
sistemleri’ olarak bilinirler. Antioksidan molekiller endojen ve eksojen kaynakli yapilar
olup, olusan oksidan molekullerin neden oldugu hasar1 hem hiicre i¢ci hem de hiicre disi
savunma ile etkisiz hale getirirler. Organizmada serbest radikallerin olusum hizi ile
bunlarin ortadan kaldirilma hizi bir denge icerisindedir ve bu durum oksidatif denge
olarak adlandirilir. Oksidatif denge saglandig1 slirece organizma, serbest radikallerden
etkilenmemektedir. Bu radikallerin olusum hizinda artma ya da ortadan kaldiriima

hizinda bir disme bu dengenin bozulmasina neden olur. ‘Oksidatif stres olarak



adlandirilan bu durum, serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma mekanizmasi
arasindaki ciddi dengesizligi gostermekte olup, sonugta doku hasarina yol agcmaktadir
(Halliwell 1995).

Alfa tokoferol, aktif radikallerle reaksiyona girerek oksidasyona duyarli molekiler
yapilarin istenmeyen oksidasyonlarinin 6nlenmesi ya da azaltilmasinda etkili olur ve
bOylece antioksidan 6zellik gosterir (Chow 1991).

Bu calismada disi ratlara enteral ve parenteral yollarla demir verilmesinin karaciger
doku MDA ve GSH duzeylerine etkisi ve bunun tzerine antioksidan olan a-tokoferol’ (in
etkisinin arastirilmas: hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER VE LITERATUR BILGIiSi

2.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, dis orbitalinde eslesmemis elektron bulunduran yapilardir.
Bir serbest radikal 3 yolla ortaya ¢ikabilir:

1. Kovalent bag tasiyan normal bir molekiltin bolinme sonrasinda her bir parcada
ortak elektronlardan birinin kaldigr homolitik yikimt sonucu olusurlar.

XY - X" +Y"

2. Normal bir molekilden tek bir elektronun kaybi ya da bir molekulin heterolitik
olarak bolunmesiyle olusurlar. Heterolitik bolinmede kovalent bagi olusturan her iki
elektron, atomlardan birisinde kalir.

X:¥Y - X +Y"

3. Normal bir molektile tek bir elektronun eklenmesiyle olusurlar.

A+e — A~

Serbest radikaller biyolojik sistemlerde en fazla elektron transferi sonucu olusurlar.
Pozitif yukla, negatif yUkli veya nétral olabilirler. Serbest radikallerdeki tek elektron,

ciftlenmek egiliminde oldugu icin serbest radikaller ileri derecede reaktiftir. Hicrelerde
DNA, protein, lipit, karbonhidrat gibi yapitaslarina etki ederek yapilarinin bozulmasina



neden olurlar. Biyolojik sistemlerde stiperoksit anyonu (O,"), hidroksil radikali (HO),
nitrik oksit (NO’), peroksil radikali (ROO’) ve radikal olmayan hidrojen peroksit (H2O,)
gibi serbest radikal tarleri bulunmaktadir. (Halliwell ve Gutteridge 2001).

2.2. Reaktif Okgjen Turleri

Molekiler oksijen (atmosferik oksijen) dis orbitallerinde paylasilmanmus iki elektron
icerir. Bu elektronlar, spinleri aym yonde ve farkli orbitallerde iken minimum enerji
seviyesindedirler. Radikal tammina gore oksijen “diradikal” yapiya sahip bir
molekildir. Oysa oksijenin reaktivitesi beklenenin aksine ¢ok dusuktir. Diradikal yapiya
sahip olan oksijenin herhangi bir molekille tepkimeye girebilmesi icin, tepkimeye
girecegi molekulin de benzer yapiya (farkli orbitallerde spinleri aym yonde elektron
icermesi) sahip olmasi gerekir. Oysa basta organik molekiller olmak Gzere, baska atom
ve molekuller orbitallerinde elektronlar1 antiparalel ve eslesmis olarak icerirler veya
paylasilmamis elektronlar kovalent baglara katilmiglardir. Bunun sonucu oksijenin diger
molekillere olan reaktivitesi son derece kisitlanmistir. Bu kisitlama “ spin kisitlamas”
(spin restriction) olarak adlandirilir. Canlilarin oksijeni kullanabilmesi icin, oksijene
elektron transferi yaparak spin kisitlamasim asmalar1 gerekir. Spin kisitlamast iki yolla
asilabilir: Metal iyonlar1 araciligi ile oksijene bir veya iki elektron aktarim yoluyla ve
enerji absorbsiyonu yoluyla katalizlenebilir (Stahl ve Sies 2002, Halliwell ve Aruoma
1991). Reaktif oksijen turleri Tablo 2.1 de gosterilmistir.



Tablo 2.1. Molekiler oksijenin farkli formlarinin 2p orbital elektronlarinin

konfiglrasyonu
s2p | L L L L
P2 |- - - - - - -
p2p |- - |- -7 |- - - - - -
(o} O; o} ‘o, ‘o,
Molekuler Superoksit | Peroks Singlet Singlet
Oksijen Anyonu Anyonu Oksijen Oksijen

2.2.1. Superoksit Radikali (O2")

Superoksit radikali molektiler oksijenin indirgenmesinde ara basamaktir ve olustugu
yerden fazla uzaga diffiize olamaz. Bu radikalin molekiler diizeyde onemli 6zelligi,
sekonder olarak Urettigi radikallerdir. Dogal oksijen molekulinin baska bir molekilden
tek elektron almig hali olan O, = mitokondriyal elektron transfer zincirinde redikte

nikotinamid adenin dintkleotid (NADH)'1n NAD+’a okside olmasi ile Uretilir . Ayrica
pek ¢ok oksidaz tarafindan da Uretilir.

O,+e” -0,

Oz' genel olarak anyon seklinde tarif edildigi halde, ortamin pH’sina bagli olarak

protonlanarak katyon haline donusebilir. Bu durumda perhidroksi radikali (HOZ') ismini

alir. Superoksit, bir serbest radikal olmakla birlikte, kendisi direkt olarak fazla zarar
vermez. Asil 6nemli olan, HZO2 kaynagi ve gecgis metal iyonlarinin indirgeyicisi

olmasidir. SlUperoksit, noétrofillerin bakterisidal aktivitesi, apopitozis, inflamasyon ve
vaskuler fonksiyonlarin dizenlenmesi gibi yararli etkilere sahiptir. Azalmis stiperoksit
diizeyleri, bakteriyal enfeksiyonlara artmis bir yatkinliga yol agabilir. Artmis stiperoksit



dizeyleri ise siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi ile hidrojen peroksit (H 202) ve oksijene

donusturulerek azaltilir. Boylece hiicresel stiperoksit diizeyleri siki kontrol altindadir.
+ SOD
20, + 2H" — 2H,0, + O,

SOD tarafindan katalizlenen bu tepkime “dismutasyon tepkimesi” diye adlandirilr.
Superoksit indirgenmis nokleotidleri, bazi amino asitleri ve antioksidan bilesikleri
(glutatyon, askorbik asit, tokoferol) oksitler (S6zmen 2002, Stahl ve Sies 2002)

2.2.2. Hidrojen Peroksit (H,05)

Doga oksijen molekill baska bir molekulden iki elektron almigssa peroksit olusur.
Peroksit molekdlti iki H molekilt ile birlesirse HZO2 olusur.

, oo
20, + 2H" — 2H,0, + O,

H 2O2 superoksitin  SOD ile dismutasyonu sonucu veya spontan olarak da
tretilebilmektedir. H O, aslinda radikal degildir. Ancak, uretildigi bolgede kalan
sliperoksitin aksine, membranlar: gecen, sitozole diffiize olan ve uzun 6mirlt bir oksidan
olarak hilinir. Bu nedenle slperoksitin ulasamadigi membranla korunan yapilara
kolaylikla ulasabilir. Burada stiperoksitle reaksiyona girerek en reaktif ve zarar verici
radikal olan hidroksil radikali olusturmak Uzere kolaylikla yikilabilir. Hidrojen peroksit

+2
bagka bir sekilde de serbest Fe ile reaksiyona girerse demir okside olurken hidroksil
radikali olusur. (S6zmen 2002, Stahl ve Sies 2002).



2.2.3. Hidroksil Radikali

Hidroksil radikali, bilinen en reaktif radikaldir. Amino asitler, nikkleik asitler, organik
asitler, fosfolipitler ve sekerler gibi biyokimyasal maddelerin bir ¢oguyla reaksiyona

girebilir. Tek atom halinde ve bir elektronu eksik olan oksijen ile H+ ‘in birlesmesinden
olusur. Gamma radyasyona maruz kalan dokularda da hidroksil radikali olusabilir. Alinan
enerji hicre suyu tarafindan absorbe edilir ve sudaki oksijen-hidrojen kovalent baginin
parcalanmasina neden olur. Bdylece hidrojen ve oksijen Uzerinde dis orbitalde tek
elektron kalir ve 2 radikal olusur.

H-OH — H + OH

Hidroksilin yarilanma oOmri cok kisadir ve pek c¢ok molekilden H atomu
¢ikarilmasim saglar.

Hidrojen peroksitin eksik indirgenmesi ile OH yapimi, viicutta bu radikalin en
Oonemli kaynagidir. H,O;'in iki elektron ile indirgenmesi ile su olusurken, tek elektronla
indirgenmesi "OH yapimina neden olur. Bu tur indirgenme Fe, Cu gibi metal iyonlar:
tarafindan katalizlenir. Askorbik asit, slperoksit gibi indirgeyici bilesiklerin de
bulundugu ortamda, oksitlenen metal iyonu tekrar indirgendiginden, H.O,'ten "OH
yapimi strekli bir duruma gelir (Stahl ve Sies 2002).

2.2.4. Singlet Oksijen

Enerji verilmek suretiyle meydana gelebilen oksijenin oldukca reaktif sekli singlet
oksijen (*O,) olarak hilinmektedir. Yapisinda eslesmemis elektronu bulunmamasi
nedeniyle serbest radikal olmadigi halde ROS lar1 arasinda yer alan (*O.) serbest radikal
reaksiyonlarinin baslamasina neden olmasi agisindan dnem tasimaktadir (Stahl ve Sies
2002).



2.3. Serbest Radikal Kaynaklari

2.3.1. Endojen Serbest Radikal Kaynaklari

Normal metabolizma sirasinda ¢esitli basamaklarda serbest radikal yapisina sahip ara
Urdnler meydana gelmektedir.

2.3.1.1. Mitokondrial Elektron Transport Zinciri

Makromolekdllerin yikilmasiyla agiga ¢ikan elektronlar mitokondri i¢ membraminda

bulunan elektron tasiyicilar1 araciligiyla molekiler oksijene aktarilip su olusturulur.

O, + 4H" + 4e —2H,0

Elektronlarin elektron transport zincirinden kagip molekiler oksijenle direkt olarak

reaksiyona girmesi stperoksit radikalini olusturur.

O,+e - 0"

Mitokondriyal solunum zincirinde akan elektronlarin yaklasik olarak %1-2'si bu
sekilde toksik bir Ortini olusturmak Uzere sizintiya ugrar. SUperoksit radikallerinin
dretimi ve salintmi i¢ mitokondri membranindan sitozolik tarafa dogru olur (Kehrer ve
Smith 1994).



2.3.1.2. Karma Fonksiyonlu Oksidazlar

Amino asit oksidaz, sitokrom oksidaz, monoamin oksidazlar, ksantin oksidaz en
Onemlileridir. Bunlardan ¢zellikle ksantin oksidaz pirin katabolizmasinin en son iki
reaksiyonunu katalizleyen enzim olarak iskemik kosullarda fazla miktarda O, Uretir.

Ksantin oksidaz enzimi oksijen varliginda hipoksantini ksantine veya ksantini Urik
asite oksitler. Bu reaksiyonda elektron alicist molektiler oksijendir (Southorn ve Powis
1988).

Hipoksantin + H O + 20 Ksantin+ 20+ 2H
2 2 — 2

Ksantin+H O + 20 Urik asit + 20+ 2H
2 2 — 2

2.3.1.3. Solunum Patlamasi

Notrofiller fagositoz esnasinda, membran ve sitoplazmalarinda bulundurduklar:
NADPH oksidaz ve miyeloperoksidaz enzimleri ile hem serbest oksijen radikalleri hem
de asir1 okside edici HOCI gibi gjanlar: Ureterek karsilastiklar: virus, bakteri, mantar gibi
gjan patojenleri yok ederler. Bu islemler esnasinda hem ana hem de ara triin olarak ¢ok
fazla miktarda ROS olusur (Babior 2000).

2.3.1.4. Prostaglandinlerin Sentezi

Prostaglandinlerin sentez edildigi lipooksijenaz ve siklooksijenaz ana metabolik
yollarinda farkli basamaklarda ROS Uretilir. Bunlarin disinda ayrica bazi kiguk
molekdllerin  otooksidasyonu (tiyoller, katekolaminler, hidrokinonlar, flavinler,
antibiyotikler gibi) ROS olusumuna katkida bulunmaktadir (Kehrer and Smith 1994).
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2.3.2. Ekzojen Serbest Radikal Kaynaklari

2.3.2.1. Radyasyon

Radyasyonun indirek etkisi atoma enerji transferi sonucu, serbest radikaller
olusturarak molekiltun parcalanmasint kapsar. Biyolojik sistemlerdeki temel molektl su
oldugu icin, su genellikle radikal formasyonu ve cogalmas: igin ortam olusturur. Su
molekllt enerjiyi absorblayinca degerlik kabugunda paylasiimamis elektron olan iki
serbest radikale ayrisir. Bunlar H ve " OH sembolleri ile gosterilir.

H-O-H----->H" + OH" (iyonizasyon)

H-O-H-----> H + OH (serbest radikaller) (Halliwell 1994)

2.3.2.2 Metal Tyonlar: ve Digerleri

Demir, bakir, kadmiyum, nikel, krom, civa iyonlar: serbest radikal olusumuna neden
olur.

Cr*®min biyolojik sistemlerde Cr*°ve Cr*

e indirgenmesi sirasinda, molekiler
oksijenin stiperoksit anyonu meydana getirdigi; dismutasyon reaksiyonu sonucu olusan
H20O,'in Haber-Weiss reaksiyonuyla hidroksil radikali olusumuna yol actigi gosterilmistir

(Shi ve Dalal 1992).

Cr+6

HO,+0O," — O, + OH + "OH

Demir, Fenton Reaksiyonu yoluyla en gugli serbest radikal olan hidroksil
radikallerinin ("OH) olusmasim saglarken, stabil lipit hidroperoksitlerinin peroksi ve
alkoksi radikallerine dontsumind hizlandirir (Halliwell 1994, Suzer vd 2000).
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H.,0, + F&* — HO, + H" + Fe™*

H,O, + Fe” — " OH + OH™ + Fe**

Katran ve gaz olmak Uzere iki fazda tammlanan sigara dumani, akcigerlere alinan
yanmis organik materyallerin en énemlisidir. Sigara dumam gaz fazi okside edici bir
karisim olmasina karsin, bu fazdan izole edilen katran indirgeyici (antioksidan)
karakterdedir (Demir vd 2001).

Yiksek arac trafigi ile birlikteki kentsel alanlardaki en 6nemli hava kirleticileri
aerodinamik c¢ap1 10 pum’'den kigtk solunabilir partikiller, nitrojen dioksit (NO,) ve
ozondur (Os). Ozon hiicre ici reaktif oksijen turlerinde (ROS) acil ve doza bagli bir artisa
yol agar (Mudway vd 1999).

2.4. Serbest Radikallerin Etkileri

2.4.1. Lipit Peroksidasyonu

Lipit peroksidasyonu, organizmada olusan kuvvetli oksitleyici bir radikalin membran
yapisinda bulunan coklu doymamis yag asidi zincirindeki metilen gruplarindan bir
hidrojen atomu uzaklastirmasi ile baglamaktadir. Lipit peroksidasyonunu baslatan baslica
radikal, hidroksil radikalidir. Lipit peroksidasyonu membran yap: ve butUnluginin
bozulmasi, olusan serbest radikallerin, c¢esitli hiicre bilesenleri Uzerine etkisi ve son
Urdnlerin sitotoksik etkileri gibi farkli yollarla hticre hasarina neden olmaktadir (Halliwell
ve Chirico 1993).

Lipit peroksidasyonu bir zincir tepkimesi seklinde baslayip, dahaileri peroksidasyonu
baglatacak serbest radikaller icin kesintisiz bir kaynak olusturur. Kendi kendini devam
ettiren bu zincir reaksiyonlarin hiicre membranmina hasari geri dontstimstizdir. Kimyasal
yolu Sekil 2.1." de gosterilmistir.



12

Hidrojen atomunun uzaklastiriimast ile olusan lipit radikali (L") dayaniksizdir ve bir
dizi spontan degisiklige ugrayarak olusan konjuge dienler daha stabildir. Lipit radikalinin
molekiler oksijen ile reaksiyona girmesi sonucu lipit peroksit radikali (LOO) meydana
gelmektedir. Bu radikaller de membran yapisindaki diger ¢cok doymamis yag asitlerini
etkileyerek yeni lipit radikallerinin olusumunu saglamakta, kendileri de agiga cikan
Hidrojen atomlarimi alarak lipit hidroperokstlerine (LOOH) donusmektedir. Lipit
hidroperoksitlerden, Fenton tipi bir reaksiyonla aldehit ve alkanlar olusur.

L-H+ R —- L +RH

L'+ O, — LOO

LOO + L-H —» L + LOOH

2(LOO) — radikal olmayan Urtin

LOOH + Fe? — LO + OH +Fe™

Lipit peroksidasyonu sonucunda ortaya ¢ikan c¢esitli aldehitlerden en iyi bilinenleri
Malondialdehit (MDA) ve 4-hidroksinonenal (HNE)' dir. Bu bilesikler ya hiicresel olarak
metabolize olurlar ya da baslangicta etkili olduklari bdlgeden diffiize olup hasari
hicrenin diger bolumlerine yayarlar (Halliwell ve Chirico 2003, Nair vd 1986). MDA
Olcimu ile lipit peroksidasyonunun degerlendirilmesi yapilabilmektedir.
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Sekil 2.1. Lipit peroksidasyonunun kimyasal yolu

2.4.2. Protein Oksidasyonu

Protein oksidasyonu, reaktif oksijen trleri ("OH, H2O, gibi) ile direkt olarak veya
oksdatif stresin sekonder Urtnleri ile reaksiyonu sonucu indirek olarak indiklenen,

proteinlerin kovalent modifikasyonu olarak tanimlanmaktadir (Shacter 2000).

Protein ana yapisinin reaksiyonu, amino asit o karbonundan bir H atomunun "OH’e
baglanarak ayrilmasi ve H,O olusturmasi ile baslar. Her ne kadar “OH’in major kaynagi
fizyolojik sartlar altinda H,O,' nin Fe veya Cu araciligi ile ayrilmas: olsa da aym
reaksiyonlar iyonize radyasyon sonucu olusan "OH ve HO," ile de gerceklesmektedir. H
atomunun ‘OH radikaline baglanarak ayrilmas: karbon merkezli radikalin olusumuna
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neden olur. Olusan bu radikal, oksijen varliginda hizlica peroksil radikaline donustir.
Peroksil radikali de kolaylikla, stiperoksit radikalinin protonlanmig formu veya baska bir
molekilden H atomu alarak alkil peroksite donusur. Alkil peroksit ise HO," ile dahaileri
bir reaksiyonla alkoksil radikaline ve daha sonra da akoksil radikali yine HO," ile
hidroksi turevine donusir. Serbest radikallerin meydana getirdigi hasar sonucunda
proteinlerde fragmantasyon, capraz baglanmalar ve proteinlerin agregasyonu meydana
gelir. Yapilar1 bozulan proteinler normal fonksiyonlarim meydana getiremezler.
Proteinlerin oksidatif hasar1 reseptorleri, sinyal ileti mekanizmalarimi, yapisal proteinleri,
transport sistemlerini ve enzimlerin rol oynadigi hiicresel olaylar etkiler (Stadtman ve
Levine 2003).

2.4.3. Karbonhidratlar Uzerine Etkileri

Monosakkaritlerin  otooksidasyonu sonucu, hidrojen peroksit, peroksitler ve
okzoaldehidler meydana gelir. Bag dokunun Onemli bir mukopolisakkariti olan
hiyaluronik asidin, inflamatuar eklem hastaliklarinda sinovial sivida artmig olan H,O, ve
O, ile parcalandigi gosterilmistir. Okzoaldehitler  DNA, RNA ve proteinlere
baglanabilme ve aralarinda capraz baglar olusturma Ozelliklerinden dolay: cesitli
hastaliklarin patolojisinde 6nemli rol oynarlar (Kehrer ve Smith 1994).

Bir gecis elementinin varhginda glukoz, reaktif ketoaldehitlere ve sliperoksit
anyonuna cevrilir. Reaksiyonlar zinciri, superoksit radikalinin hidrojen peroksit
Uzerinden son derece reaktif olan hidroksil radikali olusturmasi ile sonuglanir. Hucre igi
glukoz oksidasyonu NADH'min agiga ¢ikmasina yol acar. NADH solunum zincirinde
oksidatif fosforilasyon yolu ile ATP uretimi icin gerekli enerjiyi saglamak Uzere
kullanlir. Solunum zincirindeki bu reaksiyon sirasinda stiperoksit radikali agiga cikar.
Yiksek glukoz konsantrasyonu varliginda bu yolla slperoksit radikal Gretimi artar
(Brownlee 2001, Green vd 2004).
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2.4.4. DNA ve Niukleik Asitler Uzerine Etkileri

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 ¢apraz baglanma olabilir. Oksidatif modifikasyon
sonucunda DNA antijenik karakter kazanmakta ve anti DNA antikorlart olusmaktadir
(Cooke vd 2003).

‘OH radikalinin DNA Uzerine etkili olabilmesi icin DNA’da veya ¢ok yakimnda
olusmas: gerekmektedir. Reaktivitesi ¢cok yiksek olan ‘OH radikalinin htcre iginde
diffize olarak nukleusa gegme olasiligr azdir. Olast mekanizma membrant kolayca
gegebilen H2O,'in nukleusta Fe-Cu iyonlart ile reaksiyonlasarak (Haber-Weiss ve Fenton
reaksiyonlari) hidroksil radikallerini olusturmasidhr.

Haber-Weiss H,0, + Feé®" — "OH+ OH +Fe*
H.0, + Cu** —» "OH + OH + Cu*
Fenton Hx0, + Fe”" — HO; + H" +Fe
H.0, + F&" — "OH + OH™ +Fe*

DNA cok sayida negatif yuklu fosfat gruplar: igerdiginden, ¢esitli katyonlar: baglama
yetenegine sahip biyik bir anyondur. Fe*** ve Cu*?" iyonlar1 negatif yiklii DNA'ya
sirekli bagli bulunabildikleri gibi oksidatif stres atinda hticre iginde bulunan demirli ve
bakirli proteinlerden serbestleserek de DNA’ya baglanabilmektedirler. Redoks aktif
transisyon metal iyonlarinin baglanmalart DNA molekulini H2O2'in hedefi haline
getirmektedir (Halliwell ve Aruoma 1991).

'OH radikali dort DNA bazina da saldir1 yapabilirken singlet oksijen (*O) cok daha
secicidir. 'O, dal kingindan daha gok guanin tirevli driinler olusturmaktadir. (Cadet vd
2003).
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2.5. Antioksidan Savunma Sistemleri

Oksidanlar: inaktif hale getiren maddelere antioksidanlar denir. Normal saglikl
Kisilerde serbest radikaller ile antioksidanlar denge halindedir.

Antioksidanlar 4 farkli mekanizma ile oksidanlar: etkisizlestirirler:

1. Scavenging (temizleme) etkisi: Oksidanlar: zayif bir molekile ¢evirme seklinde
olan bu etki enzimler tarafindan yapilir.

2. Quencher (baskilama) etkisi: Oksidanlara bir hidrojen aktararak etkisiz hale
getirme seklinde olan bu etki vitaminler ve flavonoidler tarafindan yapulir.

3. Onarma etkisi: Radikallerin olusturdugu hasar1 onarirlar.
4. Zincir koparma etkisi: Oksidanlar1 baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini

engelleyen agir metaller seklinde olan bu etki hemoglobin, seruloplazmin ve E vitamini
tarafindan yapilir. (Young ve Woodside 2001).
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2.5.1. Enzimatik Antioksidanlar

Serbest radikallerin olusumu ve enzimatik antioksidanlar Sekil 2.2." de gosterilmistir.

Glutatyon

Reduk GSsG
?Iutan'cn H:0
GSH Perokes 02
NADPH Oksidaz . Sop Katzla
Elektron 0: Hz0, H:0
Transport Fet
Zinciri c
/—’ ONOO 0> e OH
Myslopergheidaz Cu?
NO
/ 0-0:
NO Sentaz

Sekil 2.2. Serbest radikallerin olusumu ve enzimatik antioksidanlar
2.5.1.1. Stperoksit Dismutaz (SOD) (EC 1.15.1.1)

Mc Cord ve Fridovich tarafindan 1968 de kesfedilmistir. 3 tir SOD vardir. Birincis
mitokondride lokalize Mn-SOD, ikincisi sitozolde lokalize Cu-Zn SOD ve Uglinciisti de Cu

iceren ve plazmadaki stperoksit radikallerini metabolize eden vaskiller endotee bagli Cu-
SOD'dir.

Metalloprotein olan SOD bir siiperoksit molekdltnt O2 molekillne yikseltgeyip,

diger stiperoksit molekulini H ,0,'e indirger.

+ SOD

0,+0,+2H - O,+H0O,
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SOD enziminin canlilardaki dagilimi katalaz ile birlikte incelenmelidir. Clnkii SOD
ile katalizlenen tepkime sonunda olusan Urtin, oksijenin toksik turlerinden biridir ve
katalaz tarafindan birikimi 6énlenmektedir (McCord 1985).

2.5.1.2. Katalaz (KAT) (EC 1.11.1.6)

+3
Her biri bir prostetik grup olan ve yapisinda Fe bulunduran 4 hem grubundan
olusmus bir hemoproteindir. Peroksizomlarda lokalizedir. Peroksidazlarla beraber
SOD’in olusturdugu HzOz’i oksijen ve suya pargalar. Glutatyon peroksidazin HzOz’e

karsi Km’i katalaza gore daha dusUkttr. Yani disik konsantrasyonlarda H 202’i glutatyon
peroksidaz parcalar, yuksek H202 konsantrasyonlarinda ise katalaz aktivite kazanir.

Katalaz aktivitesi eritrosit, karaciger ve bobrekte yogundur. (Y oung ve Woodside 2001).

KAT

2H,0, - 2H,0+ 0O,

2.5.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GPX) (EC 1.11.1.9)

Her birinde selenosistein iceren 4 alt birimden olusur. Redikte glutatyonu yukseltgerken

HZOZ’ i de suya cevirir ve boylece membran lipitlerini ve hemoglobini oksidan strese karsi korur.
GPX
H202+ 2GSH — GSSG + 2H20

GPX, intraselluler mesafede lipitleri peroksidasyondan koruyan en énemli enzimdir.
Bu nedenle hicrenin 6zellikle sitozolik kompartmaninda yer alan bu enzim htcrenin
yapisini ve fonksiyonunu korur (Necheles vd 1968).
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2.5.1.4. Glutatyon S-Transferaz (GST) (EC 2.5.1.18)

Toksk metabolitlerle glutatyonun konjugasyonunu katalizleyen GST enzimi de
toksk metabolitlerin detoksifikasyonuna yol acan baska bir antioksidan enzimdir.
“Selenyuma bagli olmayan GSH-Px” olarak adlandirilir. Membran lipit
peroksidasyonunu yalmzca fosfolipaz A2 nin varhginda inhibe eder. Oncelikle
arasidonik asit ve lineolat hidroperoksitleri olmak Uzere lipit peroksitlerine karst Se
bagimsiz GSH peroksidaz gibi aktivite gostererek antioksidan etki gosterir. (Mannervik
1985, Van Haaften vd 2001).

GST

ROOH + 2GSH — GSSG + ROH + HZO

2.5.1.5. Glutatyon Rediiktaz (GSSG-R) (EC 1.8.1.7)

Y Ukseltgenmis glutatyonu indirgenmis hale ceviren 2 alt Uniteden olusmus bir
dimerdir. Her bir alt birim NADPH baglayan alan, FAD baglayan alan ve ara yiz alan
olmak Uzere 3 tane yapisal alan icerir. Okside glutatyon bir sublinitin FAD alam ve diger
subiinitin arayliz alanindan olusan bir baglanma bolgesi vardir. Glutatyonun indirgenme
reaksiyonu sirasinda siklikla elektronlar NADPH’ dan FAD’ ye transfer edilir. Daha sonra
subiinitlerdeki iki sistein arasinda bulunan distilfid kopristne transfer edilmek siiretiyle
okside glutatyona aktarilmis olur (Sies 1999).

GSSG-R +
GSSG + NADPH+H — 2GSH + NADP
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2.5.2. Enziimatik Olmayan Antioksidanlar

2.5.2.1. Glutatyon

Glutatyon glutamik asit, sistein ve glisin igeren bir tripeptit olup, aktif bir stlfidril (-
SH) grubuna sahiptir. in vivo sentezlenebilen ve ince bagirsaktan kismen emilebilen GSH
endojen ve eksojen bir antioksidandir. Glutatyonun oksidasyonu ile GSH-radikali (GS))
olusur. GS™ diger bir GS™ ile birlesir ve okside glutatyon (GSSG) olusur, bu da NADPH
bagimli GSH-rediktazla GSH' ye indirgenir (Fang vd 2002). V Ucuttaki GSH’ nun buytk
bolimu karacigerde genetik bilgiye ihtiyag duyulmadan iki asamada sentezlenebilen bir
tripeptittir. GSH sentezi, L-glutamat ve L-sisteinin gama-glutamilsistein sentetaz enzimi
ile katalizlenen reaksiyonla baslar. Olusan gama-glutamilsistein ve L-glisin Grini GSH
sentetaz enziminin katalizorligtinde GSH’ye donusturtlir. Bu reaksiyonlar esnasinda iki
ATP harcanir. ilk reaksiyon geri bildirimli delizenleme ile inhibe edilebildiginden hiz:
belirleyen basamaktir (Sies 1999, Beutler vd 1963).

gama glutamil sistein sentetaz

L-glutamat + L-sistein + ATP — g-glutamil sistein + ADP +Pi

glutatyon sentetaz

g-glutamil sistein + glisin+ ATP —  GSH+ ADP + Pi

Glutatyon, htcrelerde en ¢ok bulunan protein disi endojen tiyoldir. Doku GSH
dizeyi sadece senteze katilan enzimler tarafindan dizenlenmez, tiyol iceren
aminoasitlerin yeterince olmasi da oldukca 6nemlidir. Glutatyon, GSH-transferaz ve
peroksidazlar icin bir substrat olup ksenobiyotik ve reaktif oksijen tdrevlerinin
detoksifikasyonuna katilir. Ayrica, antioksidan etkili C ve E vitaminleri Gzerinde orta
dizeyde koruyucu etkiye sahiptir. GSH, hidrojen peroksit (H»O,) ve organik peroksitlerin
glutatyon peroksidaz etkisi ile indirgenmesinde ve ksenobiyotiklerin merkaptirat yolu ile
detoksifikasyonunda yer almaktadir. Ayrica, GSH direkt olarak serbest slfidril grubu
araciligiyla HyO,, stperoksit (O27), hidroksil (OH) ve alkoksil radikalleri (RO) ile



21

etkilesime girebilmekte, boylece hiicreyi oksidanlarin, elektrofilik maddelerin, serbest
radikallerin hasarina kars1 korumada 6nemli bir rol Ustlenmektedir (Meister ve Anderson
1983, Sies 1999).

2.5.2.2. Sistein

Tiyol iceren aminoasitlerden biri olan sistein, GSH sentezinde temel rol oynar. Sulfr
iceren aminoasitler sistein katabolizmas: ve GSH sentezi arasinda sisteinin akis yonunu
belirlemede 6nemli rol oynar. Sistein, GSH sentezi icin hiz belirleyici bir enzim olan vy-
glutamat sistein ligaz enzimini onarir. Dolayisiyla sistein, GSH sentezi icin hiz belirleyici
bir aminoasit olarak kabul edilebilir. Hiicre dis1 indirgeyici gjan olarak dnemli rol oynar
(Parcell 2002, Kim vd 2003).

2.5.2.3. Karotenoidler

Konjuge cift bag agisindan oldukc¢a zengindirler ve teorik olarak diizenli mono ve poli
cis izomerleri olusturabilmektedirler. Karotenoidlerin antioksidan 0Ozellikleri, onlarin
kimyasal yapilarimin tekli ve konjuge cift bagli bir sistemle ile sekillenen tetraterpen
yapisinda uzamalarinin bir sonucudur (Khachik vd 2002).

Ortamda bulunan molekiller oksijeni ve peroksil radikalini temizler. Insan ve
hayvanlarda, 0Ozellikle likopen ve p-karoten olmak Uzere karotenoidler, diger
antioksidanlarla beraber veya onlari tetikleyerek peroksil ve singlet oksijen radikallerinin
etkisi ile olusan fotooksidatif stirece karsi koruyucu rol oynarlar (Van Poppel 1993).

2.5.2.4. Flavonoidler

Flavonoidler, 3'-4' dihidroksi konfiglrasyonu ile antioksidan aktiviteye sahiptir.
Fenolik antioksidan, lipit radikallere hizla H vermes seklinde lipit oksidasyonu ile

etkilesir. Gorevi ROO ve RO radikalini parcalamak ve boylece lipit peroksidasyon zincir
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reaksiyonunu sonlandirmaktadir. Ayrica bakir iyonlartyla kompleks olusturmalar
antioksidan etkilerine katkida bulunur (Feredioon vd 1992).

2.5.2.5. Bilirubin

Bilirubin, hem katabolizmasinin son Urintdur. Hem serbest hem de proteine bagl
bilirubinin antioksidan etkisi vardir. Bilirubinin mikromolar konsantrasyonlarda dahi
peroksil radikalini yakaladig: ve zincir kiran antioksidan olarak davrandigi gosterilmistir
(Gutteridge 1995).

2.5.2.6. Albimin

Albumin vicutta birgok fonksiyonuna ek olarak bakir iyonunu baglama yetenegine de
sahiptir ve boylece bakir iyonuna bagli lipit peroksidasyonunu ve hidroksil radikali
olusumunu inhibe eder. Diyetle alinan bakir duodenumdan amino asitler ya da kiguk
peptidlerle birleserek absorbe olur; mukoza hicrelerinden kana gecerek abumine
baglamir. Bakir albimin kompleksi karacigere tasinir ve karacigerden seruloplazmin
olarak plazmaya verilir Albumin kandaki yag asitlerini de tasir, ayrica bilirubin de
alblimine baglanir. Muhtemelen in vivo ortamda bilirubin, albumine bagl1 yag asitlerinin
peroksidasyonunu dnleyebilmektedir (Marceau ve Aspin 1973).

2.5.2.7. Seruloplazmin

Plazmada bakiri baglayan seruloplazmin, redoks aktif metallere baglamp metal-
katalize serbest radikallerin  olusumunu Onler (Halliwell ve Gutteridgel990).
Seruloplazmin, vicutta bakir depolaniminin temel seklidir, plazma bakirinin yaklasik
%95'ini baglar, bakirin gerikalan kismi ise albimine baglanmaktadir. Seruloplazmin iki
yolla antioksidan faaliyet gosterir. Bakir1 baglayarak, serbest bakir iyonlarinin oksidatif
hasara yol agmasimi onler. Seruloplazminin ferrooksidaz aktivitesi (ferr6z demirin
oksidasyonu), demirin transport proteini olan transferrine yiklenmesine yardimci olur ve
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boylelikle serbest ferrdz demirden zararl serbest radikal olusum reaksiyonlar: 6nlenmis
olur (Gutteridge vd 1992).

2.5.2.8. Transferrin

Serbest demiri baglamaktadir. Transferrine baglanan demir, hemoglobin sentezi ve
eritropoezis amaciyla kemik iligine ilerler. HZOZ’den demir iyonu bagimli hidroksil

olusumunu inhibe eder (Halliwell 1991).

2.5.2.9. Mdatonin

Karanlikta pineal bezden salgilanan, uyku, Greme, sirkadiyen ritim ve immunite gibi
pek ¢cok biyolojik fonksiyonun diizenlenmesinde rol oynayan bir hormondur. Melatoninin
antioksidan 6zelligi, yapisinda bulunan pirol halkasindan kaynaklanmaktadir. OH, H2Ox,
'0,, HOCI, NO, ONOO' gibi oksidatif strese yolacabilen serbest radikalleri detoksifiye
ettigi ve boylece onlarin biyomolekiller Uzerindeki zararli etkilerini Onleyebildigi
bildirilmektedir. Bu direkt antioksidan etkidir. Farmakolojik ve muhtemelen fizyolojik
diizeylerdeki melatoninin; SOD, GPX, GSSG-R, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD)
ve g-glutamilsistein sentetaz gibi bazi antioksidan enzimlerin gen ekspresyonlarini ya da
aktivitelerini artirdigit ve bu yolla oksidatif stresi baskiladigi bildirilmektedir. Bu
antioksidan enzim aracil etkidir. Baz1 prooksidan enzimleri inhibe ederek, serbest radikal
olusumunu azalttig1 ve bu yolla da antioksidan sistemi destekledigi 6ne strtlmektedir. Bu
da prooksidan enzim aracili etkidir (Beyer vd 1998, Reiter vd 2000).

2.5.2.10. Askorbik Asit ( C Vitamini )

Askorbik asit molekuler oksijen, nitrat, sitokrom a ve c gibi bilesiklerin
indirgenmesine neden olan ve sulu ortamlarda serbest radikallerle reaksiyona girebilme
kabiliyetinde olan suda ¢ozinen bir vitamindir. Plazmada oksidan ajanlara kars: ilk
antioksidan defansi olusturur. Slperoksit ve hidroksil radikalleriyle reaksiyona girip
onlar1 temizleyen bir antioksidan olmasimin yanmi sira tokoferoksil radikalinin tekrar
tokoferole donismesini saglar. Bu esnada kendisi de dehidroaskorbata okside olur. C
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vitamini yetersizligi durumlarinda olusan tokoferoksil radikalleri tokoferole dontsmesi
icin GSH ile reaksiyona girecek ve bdylece hiicredeki GSH miktarini azaltacaktir (Chao
vd 2002).

2.5.2.11. E Vitamini (alfa—tokoferol )

Evans ve Bishop 1922 yilinda ratlarin diyetine eksimis yag katilarak beslenmeleri
sonucu gordlen fotal reabsorbsiyonu sebzelerdeki herhangi bir maddenin Onledigini
bildirmiglerdir. Bu bilinmeyen madde 1924'de Sure tarafindan "Vitamin E" olarak
issmlendirilmistir. Ratlar bu bilesigi alarak bir nesil sahibi olduklarindan Evans bu
bilesige (tokos= dogurmak, phero= tasimak ve bilesigin bir alkol "ol"olmasi nedeniyle)
"tokoferol" adim vermistir (Horwitt 1979). E vitamininin eksikligi birgok organ ve organ
sistemlerinin yapisal ve fonksiyonel anormalliklerine neden olur. Tokoferol alimi kanda
E vitamininin artmasina neden olur. E vitamini 1936 yilinda Evans tarafindan bugday
tohumundan izole edilmistir. E vitamini aktivitess gosteren 6 dogal tokoferol
bulunmaktadir. Tokoferol, kimyaca izoprenoid zinciri ile stibstitie edilmis 6-hidroksi-
tokol turevleridir (Valk ve Hornstra 2000). Tokoferolin kimyasal yapisi Sekil 2.3."deki
gibidir. Tokoferol tirevleri Tablo 2.2."de verilmistir.

CHs

Sekil 2.3. Tokoferoliin kimyasal yapisi
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Tablo 2.2. Tokoferol turevleri

R R’
a CH; CH3 (5,7,8-Trimetil tokol)
b CH, H (5,8-Dimetil tokol)
g H CHs (7,8-Dimetil tokol)
d H H (8-Meitil tokal)

Tokoferoller kroman halkasindaki metil gruplariin sayist ve yerlerinin farkl
olmastyla birbirlerinden ayrilirlar (Hawk 1965).

Hayvan ve insan dokularinda en az etkili olan tokoferol g- tokoferoldur. a-tokoferol
(5,7,8-trimetil tokol) ise, hayvan dokularinda tokoferollerin yaklasik %90’ nim
olusturdugu ve biyolojik aktivitede en fazla rol oynadigi icin en Onemli tokoferol
sayilmaktadir. Erhand Fernholz 1937 ve 1938'de alfa tokoferoltin yapisal formulini ilk
olarak ortaya koymustur. Karrer ve ark. 1938de ilk olarak alfa tokoferoll
sentezlemiglerdir Bu madde dogal olarak d izomeri halinde bulunur ve bu sekli ilag
olarak kullanlir (Evans 1976, Valk ve Hornstra 2000, Wang ve Quinn 1999, Kayaalp
2000).

Tokoferoller acik sar1 renkte ve yapiskan kivamda maddelerdir. Bunlar lipitlerde ve
bircok organik ¢ozlcude ¢ozundrler, suda ¢bziinmezler; bununla beraber alfa tokoferoliin
sodyum fosfat esteri suda ¢ozinurler. Vitamin E 1siya, akalilere, asitlere ve 1s1ga karsi
dayaniklidir, fakat ultraviyole isinlar karsisinda kolayca bozulur (Aras 1976, Peter 1993).

E vitamini ince barsaktan, safra varliginda absorbe olur. Tokoferoltin blydk kismi
kan dolasimina lenf yoluyla girer. E vitamini 6zellikle adipoz dokularda depolanir.
Hepatik sitozolde tokoferol baglayici proteinler vardir. Tokoferoltin hizli degisimi plazma
lipoproteinleri ve eritrosit membranlar1 arasinda olusur. Htcre igerisinde ise tokoferol
mitokondri, mikrozom ve lizozomlarda konsantre olur (Donald ve Harry 1999, Aras
1976).
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E vitamininin bilinen en 6nemli 6zelligi dogal bir antioksidan olmasi, peroksitleri ve
serbest oksijen radikallerini notralize edebilmesidir. Hicrelerde membran fosfolipitlerinin
doymamus uzun zincirli yag asitleri (linoleik asit ve arasidonik asit gibi), spontan olarak
veya oksidan metabolitlerin satasmast sonucu kolayca oksitlenebilir ve peroksit
turevlerine donusebilirler. lIsigin ve havanin etkisiyle gelisen bu olaya lipit
peroksdasyonu veya otooksidasyonu olay:r adi verilir. Serbest oksijen radikalleri
olusmasinin eslik ettigi bu olay zincirini membranda 6nleyen ve olustugunda nétralize
eden en gucli antioksidan faktor E vitaminidir. Bir molektl a-tokoferol 100 molekdl
doymamus yag asidinin peroksidasyonunu engelleyebilir. E vitamini, hiicre ve subselltler
yapilarin membran lipitleri Uzerindeki bu etkisi nedeniyle bu membranlar1 oksidatif
zedelenmeye karsi korur. Boylece eritrosit membraminin stabilitesini artirir; ayni etkiyi
diger hucrelerde de gosterir.  Tokoferolin  antioksidan etkisi  yuksek oksijen
konsantrasyonlarinda etkilidir (Ibrahim 1997, Wang ve Quinn 1999).

E vitamini (Tok-OH), peroksitler Gzerindeki notralize edici etkisini, kendinin bir
fenolik hidrojen atomunu peroksil radikaline (ROQ) transfer etmek suretiyle asagidaki
sekilde iki basamakta yapar:

ROO + Tok-OH ® ROOH + Tok-O-
ROO" + Tok-O® ROOH + Stabil vitamin metaboliti

Birinci basamakta olusan tokoferoksi radikali yeni bir serbest peroksil radikali ile
reaksiyona girer. Sonugta a-tokoferol serbest olmayan radikal trinine okside olur. Bu
oksidasyon uriin, glukronik asit ile konjugasyona ugrayarak safra yolu ile atilir. insan
eritrositlerinin hidrojen peroksit ile in vitro ortamda hemolizi, E vitamini tarafindan
Onlenir. Eritrositlerin hidrojen peroksite duyarliliginin 6lgiilmesi esasina dayanan in vitro
testler, insanda E vitamini eksikligi olup olmadigini ortaya koymak igin kullamlirlar. E
vitamini membran fosfolipitlerinin peroksidasyonunu engelleyen birinci sira savunma
hattimt olusturur. Selenyum vicutta E vitamini gereksinimini dusUrtr. Bunun baslica
nedenleri sunlardir: Selenyum, glutatyon peroksidazin fonksiyonel bir 6gesi olarak bu

enzimi aktif durumda tutar ve peroksidasyona kars1 savasta E vitamininin yukini azaltir.
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Pankreasin ekzokrin fonksiyonunu destekleyerek yaglarin ve onlarla birlikte E
vitamininin sindirimini ve absorbsiyonunu artirir. Selenyum, bilinmeyen bir mekanizma
ile E vitamininin plazma lipoproteinleri icinde tutulmasini destekler. Aynmi sekilde
kukdrtli amino asitler de antioksidan etkinlik gogterirler ve E vitamini gereksinimini
azaltirlar (Kayaalp 2000, Peter 1993).

E vitamini besinlerde yaygin olarak bulundugundan ve 6zellikle, gunlik besinin
onemli bir miktarim olusturan hububat tdrleri (bugday ve ondan hazirlanan besin
maddeleri gibi) bu vitamini icerdiklerinden, eriskinlerde dengesiz bir diyet bile gtinltk
gereksinimi karsilayabilir. Dusik E vitamini diyeti beyin ve periferal dokularda a-
tokoferol seviyelerinin daha da dismesi ile sonuglanirken E vitaminin’ den zengin diyetle
Onemli Glglde yikselme gorulmustir. Bulgular sebze ve meyvelerle beslenmelerin iyi
bilinen antioksidanlara ilave olarak beyin fonksiyonlari igin Onemli oldugunu
dogrulamaktadir. Kusurlu yag emilimi E vitamini yetmezligine yol acar. Cinki tokoferol
diyette yagda ¢ozinmus olarak bulunmakta, yag sindirimi esnasinda agiga ¢ikmakta ve
emilime ugramaktadir. Son yillarda kullamimi artmis olan balik yagi ve demir destekli
diyetlerin vitamin E ile birlestiriimedigi zaman oksidasyonu artirdigi ortaya cikmustir
(Kayaalp 2000, Martin vd 2000).

2.6. Demir

Demir tim hucreler icin gerekli olan esansiyel bir elementtir. En dnemli gorevi
hemoglobin aracilig1 ile oksijen tasimaktir. Demir, ferrdz (Fe™) ve ferrik (Fe™) durumlar
arasinda birbirine donisme 6zelligi nedeni ile oksijenasyon, hidroksilasyon ve benzeri
bircok metabolik olay1 katabolize eder. Hemoglobindeki demirin fonksiyonu dokulara
oksijen tagimaktir. Hemoglobin dort globin zincirinden olusan tetramerdir. Her globin
zinciri bir demir atomu igeren hem grubuna baglidir. Hemoglobinin molekil agirlig:
66000 daltondur. Eritrosit proteininin %95'ini hemoglobin olusturur. Miyoglobindeki
demir kas kontraksiyonu sirasinda oksijenizasyonu saglar. Normal erigkin bir insanda
toplam vicut demiri yaklasik olarak 4gr (3-5gr) civarindadir. Bunun %60-70 kadari, yani
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2,5 grami hemoglobinde, 1-1,5 gram ferritin ve hemosiderin halinde depo demiri olarak
baslica kemik iligi, karaciger ve dalak olmak Uzere retikuloendotelyal sistem
organlarinda, 0,3-0,5 grami myoglobin ve hiicre solunumu ile ilgili enzimlerde doku
demiri halinde ve 3-4 mg kadar1 da plazma transport demiri seklinde plazmada bulunur.
Eriskin kadinlarda hemoglobin demiri ile depo demiri miktar: erkeklerden %15-30 kadar
daha azdir. Demirin fizyolojik olaylarda kullamlimas: igin hergliin belli miktarlarda
alinmasi zorunludur. Normal gunltk bir diyette 10-20 mg demir bulunur. Diyetle alinan
bu demirin ancak %5-10 barsaklardan emilir. Hemoglobin ve diger demir iceren
proteinlerin Uretiminde kullanilan demir, ya gidalar ile ya da demirin yeniden kullanima
sunulmasi ile saglanmaktadir. Gidamin igerigine gbre demir igerigi de degismektedir.
Gidalar icerisinde demir “hem” vel/veya “hem olmayan demir” (nonhem-inorganik)
olarak bulunmaktadir. Hem; gastrik asiditeden ve gidalardaki kompozisyonundan
etkilenmeden emilir. Mukozada demir hemden ayrilir ve mukoza hiicrelerinden dogrudan
plazmaya geger. (Besisik 2003).

2.6.1. Demir Emilimi ve M etabolizmas

VUcuttaki demir dengesinin regilasyonunda emilimin atilimdan daha btytk bir rola
vardir. Gastrointestinal yolun tamam demir absorbe etme yetenegine sahiptir. Fakat en
fazla emilim duodenumda ve jejenumun proksimal kisimlarinda olur. Demir ferro (Fe*?)
halinde kolaylikla emilir. Ancak besinlerle alinan demirin ¢cogu (%90) ferri (Fe™)
seklindedir. Fe** pH>2 olan ortamlarda ¢dziinemez ve biyoyararlanim: sézkonusu olmaz.
Mideden demir emilimi ¢ok az diizeydedir. Ancak mide sekresyonlar: demiri ¢ozundurur
ve Fe*? sekline indirgenmesini saglayan askorbik asit ve diger maddelerle ozillebilen
kompleksler haline gelmesini saglar. Demirin blyik kismi ince barsagin Ust kismindan
emilir. Diger mukoza hicreleri de demir tasiyabilirler ancak emilime uygun hicrelerin
buyuk bolimi duodenum ve jejunumun proksimal kismindadir. Mukoza hicreleri bir
hicre ici demir tasiyicist igerir. Demirin bir kismi tasiyicidan mitokondrilere verilirken
kalan kissm mukoza hticrelerindeki apoferritin ile plazmadaki demir tasiyan bir polipeptit
olan transferine paylastirilir (Besisik 2003, Finch 1994, Ganong 1991).
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Diger bircok dokuda bulunan apoferritin demir ile birleserek ferritini yapar. ince
bagirsak hicrelerinde ferritine bagli demir bu hicrelerin yasamlart sona erdiginde
bagirsaga dokilmesi ile kaybedilir ve digki ile atilir. Apotransferrin; iki demir atomu
baglayarak transferrine donustr. Transferrinin demir baglama kapasitesi %22-33'tur.
Vicut demir depolar1 bosaldiginda veya eritropoez arttiginda demir emilimi artar. Tersi
durumlarda demir emilimi azalir. Demir eksikliginde plazma transferrin miktar: artar ve
bunun demirle % satiirasyonu azalir. Boylece hiicre i¢i demir tasiyicisindan transferrine
daha fazla demir geger ve daha az demir apoferritine baglanmis olur. Mukozadaki ferritin
depolar: azalir ve bodylece mukoza hiicreleri barsak limenine dokuldiklerinde daha az
miktarda demir kaybedilmis olur. Bunun tersine demir yuklendigi zaman dolasimdaki
transferrin miktar: artar, boylece daha fazla demir apoferritine yonelir. Ferritin depolar:
artar ve mukoza hucreleri bagirsak lumenine dokuldiklerinde daha fazla demir
kaybedilmis olur (Ganong 1991). Ferritin, demiri depolama ve islev disi demiri toksik
olmayan halde tutma gorevi olan bir proteindir. Ferritin vicuttaki bitin hlcrelerde
bulunabilir. Ozellikle karaciger, dalak ve kemik iliginde bol miktarda bulunur. Bir ferritin
molekilt 4500 demir atomu iceren ferik hidroksifosfat yapisinda bir ¢ekirdek ve onun
etrafini saran apoprotein kabuktan olusur, suda ¢oztinebilir (Ganong 1991 ,Worwood 1980).

Ferritin demir depo proteini olmak icin bitin ©zelliklere sahiptir. Oncelikle
apoferritin Fe'?yi alir ve oksitler. Boylece Fe™ cekirdekte depolanir. ikinci olarak

Fe" un Fe*?

ye indirgenmesi ile demir salimir. Ugiincii olarak demir apoferritin sentezini
stimile eder. Ferritin tum hlcrelerde ve ayrica tum doku sivilarinda bulunur. En fazla
bulundugu yer demir iceren bilesiklerin sentezinin oldugu eritroid ana hiicreler ile demir
metabolizmasi ve depolanmasinda rol oynayan makrofaj ve hepatositlerdir. Intraselltiler
ferritin, diz endoplazmik retikulumda intraselliler demir azligi veya yuksekligi
durumlarina gore sentez edilir. Normalde plazmadaki ferritin dizeyi hicresel ferritin
miktar: ile orantilidir. Yani plazma ferritin konsantrasyonu vicut demir depolarin
yansitmaktadir. Ferritin suda ¢ozinir. Ferritin dizeyleri toplam vicut demir depolarini

yansitir (Foirbanks ve Beutler 1995, Lipschitz 1974, Ulkii 2001, Worwood 1980).
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Total demir baglama kapasitesi kandaki transferrin miktarinin élgimuyle hesaplanr.
Serumda 100 pg/dl demir bulunmaktadir. Bunu baglamak Uzere hazir 250-450 pg/dl
transferrin bulunmaktadir. Transferrinin 1/3 kismt demir ile bagli olabilmektedir. Demir
ile bagli olmayan kismi ile serum demiri toplami, total serum demir baglama kapasitesini
olusturmaktadir ( Foirbanks ve Beutler 1995, Fielding 1980).

2.6.2. Demir Toksisites

Demir, Fenton reaksiyonu yoluyla hidroksil radikallerinin olusmasin saglarken
stabil lipit hidroperoksitlerinin peroksi ve alkoksi radikallerine dontsumuni hizlandirir.
Membran lipitleri ve proteinleri demire bagli peroksitatif hasara asir1 duyarlilik gosterir.
Yiksek doz demir verilen sican hepotositlerinde demirin mitokondrilerde intrakristal
depolandigi, matriks boslugunda amorf yogunluklu yapilarin  biriktigi  ve
mitokondriyumlarda sisme oldugu bildirilmistir. Kronik demir yiiklenmesinde dokularda
blyik miktarda hemosiderin depolanir. Cogu hicrelerin hemosiderini  lizozomlarda
bulunur. Lizozomal membranlarin haraplanmast hidrolitik enzimlerin hicre igine
salinmasina neden olur ve sonug olarak hicre Olur. Lizozomal hemosiderin, demir
toksisitesinden dogrudan sorumlu degildir. Agir kronik demir yiklenmis hastalarin
plazmalarinda distk molekuler agirlikli demir kompleksleri bulunmustur. Bu nedenle
fare miyokard hiicrelerinde sarkolemma membranlarinda kirilmalarin, demire ve gevresel
oksijen konsantrasyonuna bagl1 oldugu gosterilmistir. Akut demir zehirlenmesinde toksik
konsantrasyonlardaki demir, mitokondriler ve sitoplazma membramini dogrudan etkiler.
Hipotansiyon ve metabolik asidoz gibi birgok klinik goriniim bu organellerin hasari ile
baglantilidir (Agil vd 1995, Halliwell 1994, Hershko 1989).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Cihazlar ve Kimyasal M addeler

Cihazar:

Avyarlanabilir otomatik pipet (Biohit Proline 100 mikrolitre,
Eppendorf Research 1000 mikrolitre),

Dondurucu (-20°C) ve Sogutucu (+4°C),

Elektronik hassas tart1 (Sartorius),

Homojenizator (Art-miccra D-8)

pH metre (pH Meter WTW),

Santrifijj (Nive NF 1215),

Sicaklig1 ayarlanabilir su banyosu ( BM402 Nive),
Sogutmal1 santrif(j (Hettich Micro22-R),

Vorteks (Combi-Spin Biosan),

Spektrofotometre (Shimadzu UV -visible Spectrophotometer UV-1601),

Otoanalizor (Roche- Hitachi Modular PE)
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Kimyasal Maddeler:

Metafosforik asit (Merck),

EDTA (Sigma),

NaCl (Merck),

Sodyum hidrojenfosfat (Sigma),

Sodyum sitrat (Merck),

DTNB [5,5 -dithiobis (2- nitrobenzoik asit)] (Merck),
Sodyum dodesil sllfat (Merck),

Glasiyel asetik asit (Sigma),
Tiyobarbitlrik asit (Merck),

KCI (Merck), Na,CO3 (Merck)

NaK Tartarat (Merck),

NaOH (Merck),

CuS0O4-5H,0 (Merck),

Folin-Cioceltau Fenol Reaktifi (Merck),
a-tocopherol acetate semisentetik (Sigma),
Iron-dextran (Sigma),

Carbonyl-iron (Merck)

3.2. Deney Hayvanlari ve Deney Protokolu

Calismamizda Pamukkale Universitesi Deney Hayvanlar1 merkezinden saglanan, 50
adet 10 aylik eriskin, ortalama 200 gram agirliginda disi Wistar albino sicanlar kullanildi.
Sicanlar 23+2°C sabit sicaklikta bir odada tutuldular.
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50 adet disi sican rasgele bes esit gruba ayrildi. Kontrol grubuna 6 hafta sireyle
normal diyet uyguland:. ikinci gruba demir dekstran haftada 3 doz olmak Uizere iki hafta
siireyle toplam 6 doz seklinde 100 mg/kg intraperitonal (i.p.) olarak uyguland: (Zhao vd
2004). Uclincli gruba ikinci gruptaki gibi i.p. demir dekstran yaninda 6 hafta siireyle her
gun 200 mg/kg i.p. a-tokoferol asetat verildi (Yanardag vd 2001). Dérdinct gruba 6
hafta stireyle %2.5 (w/w) oraminda karbonil demir ilaveli diyet uygulandi. Besinci gruba
karbonil demir ilaveli diyet yaminda 6 hafta stireyle her giin 200 mg/kg i.p. a-tokoferol
asetat verildi (Galleano vd 2002)

6 haftamin sonunda Ketamin (90mg/kg)/Xylazin (10mg/kg) anestezisi altinda her
sicanin karaciger dokusu alindi, dokular GSH ve MDA olgumleri igin kullamImak tzere
analiz ginuine kadar -20 °C’ de saklandi. Siganlarin kalbinden alinan kan demir analizinde

kullanilmak Gzere analiz glintine kadar -20°C’ de saklandh.

3.3. Homoj enizasyon

0.15 N KCI tamponu ile 1:10 dilue edilen karaciger dokulari buz igerisinde

homojenize edilmistir.

3.4. Protein Tayini (Lowry Y ontemi):

Y ontemin esasi fosfotungstik asit-fosfomolibdik asit reaktifinin fenolik grup iceren
cesitli kimyasal maddelerle reaksiyonunun mavi renk vermesidir. Proteinlerin alkali
ortamda bakirla inklibasyonu bu reaksiyonu 3-15 kat artirir. Mavi renk fosfotungstik asit
ve fosfomolibdik asitin, bakir-protein kompleksi ile proteinlerin triptofan ve tirozin
iceren reziduleri tarafindan, molibden mavisi ve tungsten mavisine donmesiyle
olusmaktadir (Daughaday vd 1952).

Kullan:lan Reaktifler
Alkali Tartarat Reaktifi: 20 gr NaxCO3 ve 0.5 gr Na-K Tartarat 1 litre 0.1 N NaOH

¢Ozeltisinde ¢ozuldu.
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Alkali Tartarat-Bakir Reaktifi: % 0.1 (w/v) CuSOs-5H,0 ¢ozeltisi hazirlamr. Her
deneyden dnce bu ¢ozeltiden 5 ml alimip 45 ml alkali tartarat ¢cozeltisi ile karistirild.

Folin-Ciocalteu Reaktifinin DilGsyonu: 1ml reaktif distile suyla 50 ml’'ye

tamamlandh.

Kor Ornek
Digtile su 25ul _
Alkali bakir tartarat 4.5ml 4.5ml
Ornek _ 25 ul

Tapler karistirildh ve 15 dakika bekletildi
Folin ciocalteu reaktifi 0.5ml 0.5ml
30 dk bekletildi ve 700 nm’ de okundu

Protein Sandart Egrisinin Hazrlanmas:

BSA (sigir serum albumini) stogundan konsantrasyonlart 2-50 pg araliginda olan
standartlar hazirlanip deney protokoline uygulandi. Elde edilen optik dansitelerin
konsantrasyona karsi grafigi cizildi ve grafigin egimi protein hesaplamalarinda kullanildi.

3.5. Malondialdehit Tayini

Lipit peroksidasyonu sonucu olusan MDA'min TBA (2-thiobarbitirik asit) ile sicak
asidik ortamda reaksiyonu sonucu olusan rengin spektrofotometrik olarak 532 nm’de
kore kars1 absorbansimin dlctilmesi ile MDA diizeyleri saptandi (Ohkawa vd 1979).

Kullan:lan Reaktifler

Sodyum Dodesi| Silfat: 8.1 gram madde 100 ml distile suda ¢ozuldi.

Asetat Tamponu: 20 ml asetik asit toplam 100 ml olacak sekilde distile su ile
karstirildi. Sonra 25 N NaOH ile pH 3.5 olana kadar pH Metre ile ayarlanarak
hazirland.
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Tiyobarbitirik asit soltisyonu: 0.8 gram madde toplam 100 ml olacak sekilde distile
suda ¢ozilerek hazirland.

Standart Ornek Kor
Homojenat _ 0.2ml _
Standart 0.2ml _ _
Digtilesu 0.8ml 0.8ml Iml
TBA 1.5ml 1.5ml 1.5ml
Asetik asit 15ml 15ml 15ml
Sodyumdodesil siilfat 0.2ml 0.2ml 0.2ml

Tabloya gore hazirlanan icerikteki tupler vorteksendi. 95° C su banyosunda 1 saat
boyunca kaynamaya birakildi. Siire bitiminde tUpler sogutulup icerikleri santriftij tipine
aktarildh. 4000 rpm’ de 10 dakika santrifuj edildi. Uzerlerindeki berrak sivi alinip érnek ve
standartlarin absorbanslari 532 nm’'de kore karst okutuldu. Doku MDA dizeyleri nmol
MDA/mg protein olarak hesaplandh.

MDA Standart Egrisinin Hazrlanmas:

Standart egri MDA stogundan hazirlanan 4-64 nmol/ml araligindaki 5 standardin
deney protokoltine gore okutulmasiyla elde edildi. Grafikten egrinin egimi bulunarak bu
deger 6lcimlerde MDA konsantrasyonunun hesaplanmasinda kullanld.

3.6. Doku Redukte Glutatyon (GSH) Tayini

Yontemin esast doku homojenatlarindaki GSH'nin DTNB ile renklendirilmesine
dayanmaktadir. 1 mol silfidrile karsihk 1 mol 2-nitro-5-merkaptobenzoik asit
olusmaktadir. Olusan renkli kompleks 412 nm’ de spektrofotometre ile dlculir (Sedlak ve
Lindsay 1968).
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Kullan:lan Reaktifler

Protein ¢oktirme soltisyonu: 1.67 gram metafosforik asit, 0.2 gram EDTA, 30 gram
NaCl toplam 100 ml olacak sekilde distile suda ¢ozuldi.

DTNB soltusyonu: 1 gram sodyum sitrat ve 40 mg DTNB toplam100 ml olacak
sekilde distile suda ¢ozuldu.

0.3 M Fosfat soltisyonu: 10.65 gram sodyumhidrojen fosfat toplam 250 ml olacak
sekilde distile suda ¢ozuldi.

0.5 ml homojenata 1.5 ml KCI ve 3 ml protein ¢okttirme sollisyonu eklendikten sonar
2000 rpm’ de 10 dakika santrifij edildi. Santrifij sonrasi supernatan ayrild.

Kor Ornek Standart
Protein ¢oktirme sol. 0,5ml _ _
Supernatan _ 05ml _
Standart _ _ 05ml
Fosfat soltisyonu 2ml 2ml 2ml
DTNB sol. 0,5ml 0,5ml 0,5ml

Tabloya gore hazirlanan igerikteki tiplerde drnek ve standart absorbanslar kore karsi
412 nm'’ de okundu. Doku GSH dizeyleri umol/g protein olarak hesaplandi.

GSH Sandart Egrisinin Hazrlanmas:

GSH stogundan 6.25 mg tartilip toplam 100 ml olacak sekilde distile suda ¢ozilerek
standartlar hazirlanip deney protokolti uygulandi. Elde edilen optik dansitelerin
konsantrasyona kars1 grafigi cizildi ve grafigin egimi GSH hesaplamalarinda kullamld.

3.7. Serum Demir Tayini

Transferin- demir kompleksi, dustk pH’da (pH<2) apotransferin ve ferrik demire
donusir. Askorbat varliginda ferrik demir ferrdz demire indirgenir. Ferrdz demirin
kromojen FerroZine ile reaksiyonu sonucunda renkli bir kompleks meydana gelir. Renk

yogunlugu demir konsantrasyonu ile dogrudan orantilidir. Fotometrik olarak olculir.
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Olctimler Pamukkale Universitess Hastaness Merkez Laboratuarinda otoanalizorle
(Roche-Hitachi Modular PE) yapilmistir. Sonuglar pg/dl olarak verilmistir.

3.8. igtatistiksel Yontem

Istatistiksel degerlendirme SPSS (Stagtistical Package for Social Sciences) 10.0 paket
programi kullanilarak yapilmistir. BUtin degerler ortalamatstandart sapma seklinde
verilmistir. Butin parametreler icin, gruplarin karsilastirilmas: Kruskal-Wallis testi ile
yapilmistir. Gruplar arasindaki karsilastirmalar tek yonlt varyans analizini (ANOVA)
takiben Bonferroni testiyle degerlendirilmistir. p<0.05'den kigik degerler istatistiksel
olarak anlaml1 kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Karaciger MDA Duzeyleri

Kontrol grubunda karaciger MDA dizeyi 2.85+0.9 nmol/mg protein iken oral
karbonil demir verilen grupta 3.23+0.93 nmol/mg protein, i.p. demir dekstran verilen
grupta 6.97+1.26 nmol/mg protein bulunmustur (p<0.001).

Demir dekstran verilen grupta MDA artisimin oral karbonil demir verilen gruba gore
daha fazla oldugu gorilmustur (p<0.05).

Alfa tokoferol verilmesiyle oral karbonil demir verilen grupta MDA dizeyi 1.79
+0.55 nmol/mg protein, i.p. demir dekstran verilen grupta 1.71+0.46 nmol/mg protein
olarak saptanmustir (sirastyla p<0.05; p<0.001). Gruplara ait karaciger doku MDA
diizeyleri Sekil 4.1." de gosterilmistir.
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Sekil 4.1. Gruplarda karaciger doku MDA dizeyleri (nmol / mg protein)

(Ort % std sapma, n=10, a p<0,001 kontrole gére, b: p<0,05 karbonil demir grubuna gore,
C: p<0,001 demir dekstran grubuna gore, d: p<0,05 karbonil demir grubuna gére)

4.2. Karaciger GSH Duzeyleri

GSH duzeyleri kontrol grubunda (Grup 1) 4.4+0.99, ora karbonil demir verilen
grupta (Grup 2) 2.35+0.69, ora karbonil demir ile birlikte i.p. a-tokoferol asetat verilen
grupta (Grup 3) 3.19 +0.61, i.p. demir dekstran alan grupta (Grup 4) 1.74+0.31, i.p. demir
dekstran ile birlikte i.p. a-tokoferol asetat verilen grupta (Grup 5) 1.82+0.37’dir. Kontrol
grubuyla karsilastirildiginda diger tim gruplarda karaciger GSH duzeyi anlamli olarak
dusUktor (p<0.05). Gruplara ait karaciger doku GSH duzeyleri Sekil 4.2.de
gosterilmistir.
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Sekil 4.2. Gruplarda karaciger doku GSH duizeyleri  (umol/g protein)
(Ort % std sapma, n=10, a p<0,05 kontrole gore)

4.3. Serum Demir Duzeyleri

Deney gruplarindaki degerler sirasi ile kontrol grubu (Grup 1) icin 255.3+51.49, oral
karbonil demir verilen grup (Grup 2) igin 254.6+35.37, oral karbonil demir ile birlikte ip
a-tokoferol asetat alan grup (Grup 3) icin 249 £52.49, i.p. demir dekstran alan grup (Grup
4) icin 1168.4+281.08, i.p. demir dekstran ile birlikte i.p. a-tokoferol asetat alan grup
(Grup 5) icin 611.4+168.45'tir.

Demir dizeyinin, i.p. demir dekstran verilen grupta (Grup 4); kontrol grubuna
(grupl), ora karbonil demir verilen gruba (Grup 2) ve i.p. demir dekstran ile i.p. a-
tokoferol asetat verilen gruba (Grup 5) gore anlamli derecede yiksek oldugu saptanmuistir
(p<0.05).
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Demir dizeyinin, i.p. demir dekstran ile birlikte a-tokoferol asetat verilen grupta
(Grup 5) oral karbonil demir ile birlikte i.p. a-tokoferol asetat verilen gruba (Grup 3) gore
anlamli derecede ylUksek oldugu saptanmistir (p<0.05). Gruplara ait serum demir
diizeyleri Sekil 4.3.’te gosterilmistir.

ab,c
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kontrol karbonil karbonil demir demir
detmir detr + dekstran dekstran +
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Sekil 4.3. Gruplarda serum demir duizeyleri (ug/ dl)
(Ort + std sapma, n=10, a p<0,05 kontrole gore, b: p<0,05 karbonil demire gore, c: p<0,05 demir dekstran
+ alfatok.”e gore, d: p<0,05 karbonil demir + afatok.’egore)
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Olgiilen parametrelere ait bulunan degerler ort + std sapma olarak Tablo 4.1 de
gosterilmistir.

Tablo 4.1. Olgiilen parametrelere ait bulunan degerler

Grup N | Olglilen parametrelerin bulunan degerleri

KC MDA duiizeyi KC GSH diizeyi Serum Fe diizeyi

(nmol/mg protein) | (mmol/g protein) (ngy/dl)

ort + std sapma ort + std sapma ort + std sapma

Kontrol 10 2.85+0.90 4.40+0.99 255.30+ 51.49
Oral karbonil demir 10 3.23+0.93 2.35+0.69 254.60 + 35.37
|.p. demir dekstran 10 6.97 £ 1.26 1.74+0.31 1168.40 + 281.08
Oral kar. demir + a-tok. 10 1.79+0.55 3.19+0.61 249 £ 52.49
|.p. demir deks. + a-tok. 10 1.71+0.46 1.82+0.37 611.40 + 168.45
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5. TARTISMA

Fizyolojik pH’da Fe™ oksihidroksit polimerleri seklinde coker. Fe' cozinmiis
haldedir fakat stabil degildir. Fe*? molekiiler oksijen ile reaksiyona girerek Fe™ ve
stperoksit olusturma egilimindedir. Bununla birlikte akut demir toksisitesi nadirdir ve
genellikle karaciger Uzerine etkilidir. Yuksek demir konsantrasyonu birgok patolojik
olaya sebep olur (Tenenbein 2001).

Diyete karbonil demir ilavesiyle yapilan demir yiklemesi iyi bir modeldir. Birikim na
olarak hepatositlerde gozlenir (Powell vd 1980). Demir yuklemesi icin ikinci bir yol
intraperitoneal olarak demir dekstran verilmesidir (Dillard vd 1984, Galleano ve
Puntarulo 1992, Suzer 2000). Zhao ve arkadaslar1 (2004) farelere i.p. demir dekstran
yukleyerek yaptiklar: ¢alismada kontrole gore karaciger ve serum diizeyinde anlamlr artis
buldular. Hepatik antioksidan diizeyi normalin sadece %60’ idi.

Calismamizda intraperitonal demir uygulanan gruplarda serum demir konsantrasyonu
ora demir uygulanan gruba gore daha yiksek bulunmustur. Bu da ora demirin
emiliminin az olmasindan kaynaklanmaktadir. Clnkl diyetle alinan demirin %5-10"u
emilebilmektedir. Plazma demir miktarimin az oldugu durumlarda demir emiliminin
artmasi, fazla oldugu durumlarda azalmasi oral yolla demir toksisitesi olasiligim
azaltmaktadir.

Demir, Fenton veya Haber-Weiss reaksiyonlarinin katalizorii olarak reaktif oksijen
turlerinin Gretiminde 6nemli rol oynar (Ryan ve Aust 1992). Oksijen turevli bu radikaller
oksdatif stres yaratabilirler. Hicresel proteinlere ve niklelk asitlere zarar verebilirler.
Lipit peroksidasyonunu baslatarak hiicre zarlarina da zarar verebilirler. Farkl: deneysel
sistemlerde demirin hepatik lipit peroksidasyonunu baslattigi gosterilmistir (Valerio ve
Petersen 1998, Knutson vd 2000). Haber —Weiss reaksiyonu sonucu hidroksil radikali
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meydana gelir. Oral karbonil demir alan ratlarda mitokondrial lipit peroksidasyonu
meydana geldigi gozlemlenmistir (Bacon vd 1983). Diyetsel demir kisitlamasinin
karacigerdeki lipit peroksidasyonunu azalttigi ortaya konmustur (Rao ve Jagadeesan
1996). Lipit peroksidasyonu sonucu malondialdehit gibi sitotoksik Urtnler meydana
gelmektedir (Esterbauer vd 1991). Levine ve arkadaslar1 (1990) diyetsel demir yiklenen
ratlarin  karaciger homojenatlarinda TBARS (thiobarbituric acid reactive species)
iceriginde kontrole gore %28 artis saptamislardir. Alfa tokoferol destegi ile TBARS
iceriginde %35 azalma meydana gelmistir. Zhao ve arkadaslar1 (2004) farelere i.p. demir
dekstran yukleyerek yaptiklar: ¢alismada kontrole gore karaciger TBARS dizeyini iki kat

fazla buldular.

Calismamizda ratlara oral ve intraperitonal yolla demir yuklemesi yapilmustir.
Calisma siresi sonunda karaciger dokusu malondialdehit (MDA) dizeylerine
bakildiginda; MDA diizeyinin, ip demir dekstran alan grupta; kontrol grubuna, ord
karbonil demir alan gruba ve ip demir dekstranla birlikte ip a-tokoferol asetat alan gruba
gore anlaml1 derecede yuksek oldugu saptanmiustir (sirastyla p<0.001, p<0.05, p<0.05).
Demirin oral yolla verilmesinin karacigerde olusturdugu oksidatif stresin gostergesi olan
MDA dizeylerinin dusik olmas;, bu yolla demir emiliminin az olmasindan
kaynaklanabilir.

E vitamini (alfa tokoferol), lipit peroksidasyonuna ait biyokimyasal reaksiyonlarin
akisimt durdurur. Birgok calismada demir kaynakli lipit peroksitasyonunu etkili bir
sekilde inhibe ettigi gosterilmistir (Sharma vd 1990, Wagner vd 1996). Peroksil
radikallerini yakalayabilir (Tappel 1980). Diyetle asir1 dozda demir alan ratlarda plazma
ve karaciger alfa tokoferol diizeyi dismustir (Dabbagh 1994). E vitamininden yoksun
diyet alan hayvanlarda demir yiklemesi sonucu lipit oksidasyon drUnleri olusumu
artmistir (Chow 1991). E vitamini demir yiklemesi sonucu olusan aldehit yapili

peroksidasyon urunlerinin dizeyini azaltmistir (Parkkila vd 1996).

Calismamizda; i.p. demir dekstran verilen grup ile karsilastirildiginda demir dekstran
ile birlikte alfa tokoferol verilen grupta karaciger MDA diizeyinin anlamli olarak dustk
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olmas: (p<0.05) E vitaminin ROS olusumunun eslik ettigi peroksidasyonun membranda
olusumunu Onledigini veya olustugunda notralize ettigini akla getirir.

Glutatyon viicut icin onemli bilesiklerden biridir. Onemi, indirgeyici 6zelliginden
dolayr hicresel butunligl saglamasindan ileri gelir (Meister ve Anderson 1983).
Indirgeyici 6zelligi nedeniyle redoks ajanlar: veya gegis metalleri ile kombinasyonunda
metal iyonlarinin  ve diger ganlarin redoks hallerini ayarlayabilir ve bdylece ROS
olusum oramin etkiler (Sakurai vd 1992, Shi vd 1993). Membran lipit peroksidasyonu
sonucu olusan reaktif o,B-ansatiire aldehitleri detoksifiye etmenin en dnemli yollarindan
biri onlart GSH ile konjuge hale getirmektir (Hartley vd 1995). Demir dekstran verilen
ratlarda karacigerin GSH duzeyinde %26-33 oraminda bir azalma meydan gelmistir
(Valenzulavd 1983).

Calismamizda GSH duzeyinin tim gruplarda kontrol grubuna gore anlamli derecede
distk oldugu saptanmustir. Bu da GSH'1n, hidrojen peroksit (H2O;) ve organik peroksit-
lerin glutatyon peroksidaz etkisi ile indirgenmesinde ve ksenobiyotiklerin merkapturat
yolu ile detoksifikasyonunda yer almasi ile iligkilidir. Bdylece redikte glutatyon
meydana gelmekte ve doku GSH diizeyi azalmaktadir. E vitaminine bagl1 peroksidasyon
zincirinin kirilmast sonucu E vitamini verilen gruplarda GSH oram daha fazla

bulunmustur.

E vitaminin tamamen okside olmus hali inaktiftir. GSH’in E vitaminin indirgenmesi
ve rejenerasyonunda rolt oldugu calismalarda ileri strdlmustur (Graham vd 1989, Leedle
ve Aust 1990). Karbonil demir yiklenen ratlarda karaciger GSH iceriginde ve
GSH/GSSG oraninda azalma meydana gelmistir (Pietrangelo 2003). Deferoksamin gibi
demir selatorleri  demir takviyeli diyetle beslenen ve normal diyet alan farelerde
karacigerdeki MDA olusumu azaltmaktadir ve GSH duzeyini arttirmakatadir (Eybl
2002).
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6. SONUC

Demir yuklemesi yapilan ratlarda serbest radikal kaynakli lipit peroksidasyonunun
son Urdnd olan malondialdehit dizeylerinde anlaml: artis gozlenmistir. Ancak yapilan
alfa tokoferol takviyesi sonucu E vitamininin antioksidan 6zelligi dolayisiyla MDA
diizeylerinde azalma saptanmustir. Kontrol grubuna gore diger tim gruplarda karaciger
redikte glutatyon dizeyinde azalma gozlemlenmistir. Bu azalma serbest radikalerin
detoksifikasyonu sirasinda GSH’in GSSG'’ye yukseltgenmesinin sonucu olabilmektedir.
Demir toksisitesinde alfa tokoferoltin koruyucu etkisi oldugunu disiinmekteyiz.
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