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OZET

KIRIM KONGO KANAMALI ATES HASTALIGINDA OKSIDATIF, NITROZATIF
VE GLIKOZATIF STRES DUZEYLERI
SERPIL ERSAN

Doktora Tezi, Biyokimya Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Sevtap BAKIR
2016, 76 Sayfa
Kirim-Kongo Kanamali Atesi (KKKA) kene iizerinde tasinan bir arboviriis olan Kirim Kongo
Kanamali Atesi Viriisiiniin neden oldugu ve aniden baslayan yiiksek ates, siddetli bas agrisi,
bas donmesi, sirt ve karin agrisiyla karakterize bir hastaliktir. KKKA patogenezi giliniimiizde
halen tam olarak agiga kavusturulmamastir.

KKKA bir¢ok yonden Sepsis ile benzerlik gosterir. Endotelyum enfeksiyonu Sepsis’ de
oldugu gibi, KKKA patogenezinde de 6nemli bir role sahiptir. Sepsis siddetli oksidatif stres
ve dengesiz oksiderediiksiyon reaksiyonlar ile karakterizedir.

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif nitrojen tiirleri (RNS) organizmalarda normal
metabolik silireglerin yan irilinleri olarak olusmaktadir. ROS/RNS’nin asir1 iiretimleri ve
bunlar1 ortadan kaldirmak i¢in antioksidan savunma sistemlerinin kapasitesini astiginda, boyle
bir dengesizlik hiicresel Dbilesenlerin (DNA, proteinler, lipitler ve seker),
oksidatif/nitrosatif/glikosatif hasarina neden olabilir ve bu oksidatif/nitrosatif/glikosatif stres
olarak adlandirilir. ROS/RNS kendileri ¢ok reaktif ve ¢ok kisa yarilanma Omriine sahip
oldugundan dolayi, doku ya da viicut sivilarinda bunlarin dogrudan saptanmasi genellikle
pratik degildir. Bu nedenle oksitlenerek/nitrosatiflenerek degismis biyolojik Orneklerdeki
DNA, proteinler, lipitler ve sekerlerde, ROS/RNS’nin s6z konusu oldugu hastaliklarda
biyomarkirlar tespit etmek gerekmektedir.

KKKA de oksidatif/nitrosatif/glikosatif stres biyomarkirlarinin  diizeylerinin
incelenmesi, hastaligin seyir evrelerindeki durumlariin aragtirilmasi, hastaligin patogenezi ve
tedavisinde elde edilen sonuglardan faydalanilmasi amaglanmistir.

Anahtar Kelimeler: KKKA (Kirim Kongo Kanamali Atesi), Oksidatif Stres, Nitrosatif Stres,
Glikosatif Stres



ABSTRACT

OXIDATIVE, NITROSATIVE AND GLUCOSATIVE STRESS LEVELS IN
CRIMEAN CONGO HEMORRHAGIC FEVER
Serpil ERSAN

PhD Thesis, Department of Biochemistry
Supervisor: Prof. Dr. Sevtap BAKIR
2016, 76 Pages
Crimean-congo hemorrhagic fever is a tick-borne disease caused by the arbovirus and
characterized by a sudden onset of high fever, severe headache, dizziness, back and
abdominal pains. The exact pathogenesis of CCHF has not been clarified yet.

CCHF shows similarity with sepsis in many aspects. The infection of endotelium plays
an important role in the pathogenesis of CCHF and in sepsis. Sepsis is chacterized by severe
oxidative stress and imbalance in oxidoreduction reactions.

Reactive oxygen species (ROS) and reactive nitrogen species (RNS) occur as side
products of normal metabolic processes. When the over produced ROS and RNS exceed the
capacity of the defense mechanism which eliminates these metabolits, this can cause
oxidative/ nitrosative/ glucosative?? damage of cell components and is called oxidative/
nitrosative/glucosative stress. Since the high reactivity and short half life of ROS/RNS, it is
not practical to quantify these metabolits in tissues or body fluids. Therefore in diseases
related with ROS/RNS, it is required to measure the levels of biomarkers of DNA, proteins,
lipids and glucoses in altered biological samples with oxidation and nitrosation.

In this study we aimed to measure the levels of oxidative, nitrosative, glucosative stress
biomarkers in CCHF and to investigate the relationship between these levels and the course of
the disease. The results of this study may shed light into understanding of unclear
pathogenesis of the disease and developing better treatment strategies.

KEY WORDS: Crimean-congo hemorrhagic fever, oxidative stress, nitrosative stress,

glucosative stress
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1. GIRIS
Kirim Kongo Kanamali Ates (KKKA) hastalig1 bir Viral Hemorajik Ates (VHA) hastaligidir.
VHA hastaliklarinda goriilen ortak klinik tablo genellikle ates ve kanamadir [1,2]. Bu
hastalik, Bunyaviridae familyasinin Nairovirus cinsinin bir {iyesi olan Kirim Kongo Kanamali
Ates (KKKA) viriisii ile enfekte oldugunda meydana gelmektedir.

Endotelyum enfeksiyonu sepsis’ de oldugu gibi, KKKA patogenezinde de 6nemli bir
role sahiptir. Endotelyum hasari, trombosit agregasyonunu ve degranulasyonunu, intrinsik
kaogulasyon kaskadmin aktivasyonu ile sonu¢lanmasini uyararak hemostatik bozukluga
katkida bulunur [1]. KKKA enfeksiyonunun tipik seyri 4 ana bdliimde tanimlanir;
inkiibasyon, prehemorajik, hemorajik ve konvelesan donemler. Trombositopeni enfeksiyonun
degismez bulgusudur. Hastalarda 16kopeni, AST, ALT, LDH ve CPK yiikseklikleri vardir.
KKKA hastaliginin patogenezi tam olarak aydinlatilamamistir. Viral hemorajik ateslerin ortak
ozelligi antiviral yanitt baslatan hiicrelere saldirmasi ve konagin immiin Yyanitinin
bozulmasidir. Mononiikleer fagositler, endotel hiicreleri ve hepatositler KKKA’de temel
hedefler olup, hastaligin belirti ve bulgular1 virlisiin hedef organlara direkt etkilerinin
sonucunda olusur [3]. Patogenezde endotel enfeksiyonu en onemli basamaktir. Endotel
disfonksiyonu, Nitrik Oksit (NO) tiretiminde bozulma ve endotel kaynakli Endotelin 1(ET-1),
anjiyotensin ve oksidanlar gibi gevseme ve kasilma faktorlerinde dengesizligi ifade eder [4].

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif nitrojen tiirleri (RNS) tiim organizmalarda
normal metabolik siireglerin yan iirlinleri olarak olugsmaktadir. Fizyolojik kosullar altinda, bu
tiirlere kars1 viicut antioksidan savunma sistemleri ile hiicre ve dokular1 korur. ROS/RNS’nin
asirt iretimleri ve bunlar1 ortadan kaldirmak icin antioksidan savunma sistemlerinin
kapasitesini astiginda, boyle bir dengesizlik DNA, proteinler, lipitler gibi hiicresel bilesenlerin
oksidatif, nitrozatif, glikozatif hasarina neden olabilir ve bu oksidatif/nitrosatif/glikosatif stres
olarak adlandirlir. Bir¢ok calisma oksidatif, nitrosatif stresin bazi hastaliklarin ¢esitli
dejeneratif siireglerinden sorumlu oldugunu gostermistir [5-7].

Oksidatif stres endotel hiicrelerinin aktivasyonuna ve fonksiyonlarinin kaybina neden
olur. ROS i¢in potansiyel hedef olan endotel hiicreleri, ayn1 zamanda ROS’nin de
olusumundan sorumludur. Mikrovaskiiler homeostazdan sorumlu olan Endotelin (ET)’ni ve
NO’in iiretimini endotel gerceklestirir. Arteriyel dolasimda ET’in daralmasi etkisini tersine
ceviren NO, venlerde bunun tersi bir etki gosterir. Kompleman sistemin aktivasyonu endotel
hiicrelerinin oksidatif stresi sonucunda olur ve 16kosit edhezyon molekiillerinin sentezi artar.

Endotel hiicreleri IL-1, PAF, Prostaglandinler (PGI2, PGE2), GM-CSF, biiyiime faktorleri,



endotelin, NO ve tromboksan A2 (TxA2)’yi ROS etkisi ile hasara cevap olarak salgilarlar
[8].

Radikal olarak reaktivitesi diisiik olan Nitrik Oksitlerin, yapilarinda metal bulunduran
bilesikler ve radikaller ile olduk¢a hizli bir sekilde reaksiyona girdikleri bilinmektedir.
Ozellikle NO’ ya antioksidan 6zellik kazandiran lipid radikallerle reaksiyona girmesi olduk¢a
onemlidir. NO’in fizyolojik derisimde oksihemoglobin tarafindan nitrata (NO3)
oksitlenmesiyle aktivitesi sonlandirilir. NO’i oksijen radikallerindeki gibi ortamdan
temizleyen herhangi bir 6zel enzim bulunmamaktadir. NO iiretiminin, 6zellikle indiiklenebilir
nitrik oksit sentaz enziminin indiiksiyonuyla artmasi oksidasyonda da artisa neden olur ve
bunun sonucu olarak reaktif nitrojen tiirleri meydana gelir. NO’in dolayl etkileri bu reaktif
tirlerden kaynaklanir ve hiicresel molekiillerde nitrozilasyon, nitrasyon, nitrozasyon
olaylarina neden olarak, proteinlerin ve enzimlerin aktivitelerinin sonlanmasina yol agabilirler
[8].

Gelismis glikasyon son friinleri (AGE), indirgen sekerler tarafindan proteinlerin
nonenzimatik glikasyon iriinleridir. Bu AGE’ler yas, diyabet, bobrek yetmezligi ve
Alzheimer hastaligi olanlarin plazma ve dokularinda biriktigi bildirilmistir. Bunlar glisemik
kontrol takibinde, diyabete bagli klinik komplikasyonlarin riskini tahmin etme ve noropati,
nefropati, retinopati ile diyabetik hastalarin tedavi etkisini takibinde potansiyel yararl
biyobelirtegler olarak kabul edilir. Karboksimetillizin (KML) ve pentosidin, AGE’lerin
belirlenen biyobelirtecleridir ve oksidasyon esliginde glikasyon (glikozatif stres) tiriinleridir.
Yakin zamanda yapilan toplum tabanli 18 yillik izlem c¢aligmasinda diyabetik olmayan
kadinlarda AGE’lerin diisiik serum diizeylerinin, kardiyovaskiiler hastalik ve koroner kalp
hastaligindan kaynakli mortaliteyi 6nledigi bildirilmistir [5].

Reaktif oksijen tiirlerinin inaktivasyonunda énemli olan endojen antioksidan sistemler
iyl arastirilmis olmasina ragmen; ancak son zamanlarda organizmanin hayatta kalmasi icin
kritik olan “nitrozatif stresin diizenlenmesi” 6nem kazandi. Ciinkii KKKA gibi mortalite
oranlarinin yiiksek oldugu agir sepsiste de, yogun nitrosatif stres tablosu ile karsilasilir [9].

Bu calismanin ana hedefi; TAS (Total Antioksidan Kapasite), TOS (Total Oksidatif Durum),
0Si (Oksidatif  Stres Indeksi), 8-izoProstaglandinF2a (8-1z0PGF,,), 8-
Hidroksideoksiguanozin (8-OHdG) ve MDA nin bulundugu oksidatif; 8-Nitroguanin (8-NG),
Nitrik oksit (NO) ve 3-Nitrotirozin (3-NT) nitrozatif, Karboksimetillizin (KML) olarak
glikozatif stres biyobelirteg diizeylerinin saptanmasi ve KKKA hastaligi patogenezi ve

prognozu yoniinden incelenmesidir.



2. GENEL BILGILER

2. 1 Kirim Kongo Kanamal Atesi

Kirim-Kongo kanamali atesi (KKKA)'ne ilk kez 1944 ve 1945 yili yazinda Kirimda
rastlanmis olup, kenelerin neden oldugu bir enfeksiyondur. Kongo’da 1956 yilinda
karsilagilan hastaligin, 1969 yilinda Kirim Kanamali Atesi ile ayni hastalik oldugu
belirlenmigtir. Bugiinkii ismiyle anilmaya bu tarihten itibaren baslanmigtir. 2002 yilinda,
Ozellikle bahar aylarinda Tiirkiye’de goriilmeye baslamasindan sonra dikkat ¢ekmeye
baslamistir [10].

Insanlarda sendromlar seklinde izlenen, sayilari gittikce artan, klinik ve subklinik olarak
seyreden, onemli bir enfeksiyon hastalign grubudur. Insanlardaki belirgin sendromlars;
ensefalitler, kisa siiren atesli hastaliklar, kanamali atesler, poliartrit ve dokiintiiler olarak
goriiliir. Bu hastaliklarin, biyolojik silah olarak kullanim potansiyeli tasimalari dnemlerini
daha da arttirmaktadir.

KKKA, Bunyaviridae ailesine bagli Nairovirus soyundan viriislerin meydana getirdigi,
siddetli bir seyir gosteren ve fatalitesi oldukca yiiksek olan bir hastaliktir. Hastalik
hayvanlarda, insanlara nazaran daha yaygin olarak goriilmekle birlikte asemptomatik
seyretmekte olup, sporadik vakalar veya salginlar seklinde insanlarda goriilebilmektedir. Bu
grup virisler, riboniikleik asit (RNA) igeren, heliksel kapsidli ve zarfli viriislerdir [11].

Serolojik olarak yakin komsularimiz da daha o©nceden tanimlanmasina ragmen
Tiirkiye’de ilk vaka 2002 yilinda Kelkit Vadisi’nde yer alan Tokat ilinde saptanmigtir. 2002
ile 2014 yillan arasinda artarak, T.C. Saglik Bakanligi tarafindan konformasyonu yapilmisg
9069 vaka tanimlanmistir. Bu vakalardan 440’1 kaybedilmistir. Vakalarin % 95’1 gibi biiyiik
orani, I¢ Anadolu ve Dogu Anadolu Bélgesi’nin kuzey bélgesinden gelmektedir. Vakalarin
cogu mart ve ekim aylar1 arasinda ve 6zellikle haziran ve temmuz aylarinda, kenelerin yogun
olarak aktif oldugu sezonda goriilmektedir. 2002 ile 2014 yillar1 arasindaki 6liim orani
%4,85°dir [12, 13].

KKKA viriisii 30 kadar kene tiirlinden izole edilmelerine ragmen, bu 30 tiir gergek
vektor olmayabilirler. S6z konusu bu kenelerin larva veya nimf donemlerinde kan emdigi
viremik bir konaktan virusu almalar1 ve gomlek degistirdikten sonra, eriskin donemlerinde
bunu duyarli bagka konaklara verebilmeleri gergek vektor olarak kabul edilmelerini saglar.
Bununla birlikte, bir disi kenenin eriskin doneminde enfekte olmus konaklardan kan emerek

virusu yumurtalarina aktarabilmesi de vektorliik 6zelligi olarak yer alir [14].



Bunun yaninda, bu gibi oOzelliklere sahip kenelerin saha kosullarinda sectikleri
konaklarin da hastalik etkenlerini barindiran ve iireten bir omurgali olmas1 gerekmektedir.
Ayrica popiilasyon yogunlugu, beslenme tarzi ve bazi iklim faktorleri de bir kene tiirliniin
etkili bir vektér olup olmayacagini belirleyen unsurlardir. Giiniimiizde, vektor yetenegi
kanmtlanmis altis1 “Hyalomma” soyundan olmak tizere, 10 kene tiirii vardir. Vektorlik
potansiyeli kanitlanmig kenelerden “Hyalomma marginatum”, “Hyalomma anatolicum” ve
“Dermacentor marginatus” tilkemizde yaygin olarak bulunur. Ancak 2005 yilindan itibaren
baslayan saha g¢alismalarinin sonucunda KKKA epidemileri ile iliskili kene tiirtiniin “H.
Marginatum” oldugu tespit edilmistir [14] .

2.1.1 Patogenez

Hastaligin patogenezi tam olarak bilinmemektedir. Immiin cevabin bozulmasi etkene karsi
cevab1 baglatan hiicrelerin fonksiyonlarinin bozulmasi ile olmaktadir. Vaskiiler sistem ve
lenfoid organlarin fonksiyonlarinda bozulma olugmaktadir. Vaskiiler endoteldeki zedelenme
hastaligin patogenezinde 6nemli bir yer tutar. Endotel zedelenmesi indirekt olarak viriise karsi
gelisen sitokinlerin endotel aktivasyonuna ve disfonksiyonuna neden olmasi veya ikinci
olarak direk sekilde viriisiin endotel hiicrelerini enfekte ederck endotel hiicreleri igerisinde
cogalmalari ile olusmaktadir.

2.1.2 Tani ve Klinik Bulgular

Insanlar, KKKA viriisiine bagl hastalik bulgularmin ortaya ciktigi bilinen tek konaktir.
Hastalik klinik seyri sirasinda; inkiibasyon, pre-hemorajik, hemorajik ve konvalesan dénemler
seklinde dort evrede karsimiza ¢ikmaktadir.

Tan1 konulurken hasta Gykiisli alinarak klinik semptom ve bulgular degerlendirilmeli,
ozellikle ates ve kanamasi olan hastalar degerlendirilirken dikkatli olunmalidir. Kesin tani
laboratuar bulgularinin yardimiyla konulur. Tani viriisiin izolasyonu, serolojik yontemler ve
molekiiler yontemlere dayanilarak konulur. Ozellikle Revers Transkriptaz-Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (RT-PCR) yontemi en sensitif ve spesifik yontemdir. Sekiz saatte tani
koydurabilen, hizli bir tan1 yontemidir. Ayrica bu yontemlerin sensifitesi ve spesifitesi diger
yontemlere goére daha yiiksektir. Tam kan sayiminda beyaz kiire sayisinda disiis,
trombositopeni, karaciger fonksiyon testlerinde bozulma, kanama testlerinde uzama, bobrek
fonksiyonlarinda bozulma, laktik dehidrogenaz ve kreatin kinaz diizeylerinde artig gibi non-
spesifik laboratuvar bulgular1 inkiibasyon doneminden itibaren tespit edilebilmekle beraber
hemorajik donemde belirgin olarak goriilmekte ve konvalesan donemden itibaren diizelmeye
baslamaktadir [15,16].

2.1.3 Tedavi



Tedavide ana unsur, destek tedavisidir. Sivi elektrolit dengesi yeterli diizeylerde tutulmali,
gerektiginde kan, trombosit ve taze donmus plazma transfiizyonlar1 yapilmalidir. Hastaligin
bugiin icin tedavisinde kullanilabilecek uygun antiviral ajan olmamasina karsin ribavirin
giinlimiize kadar etkinligi gosterilen tek ilagtir. Guanozin analogu olan ribavirinin “Lassa
virtis’, renal sendromla giden kanamali ates gibi diger kanamali ates vakalarinda etkili
olabilecegi gosterilmis olup, ebola viriisiine kars1 etkisi gosterilememistir [15, 16]. Cok sayida
caligma ile KKKA ‘e ribavirinin etkili olabildigi gostermistir [16-20]. Tedavinin etkinligi
acisindan erken tan1 6nemlidir, ciddi komplikasyonlar gelistikten sonra ribavirin tedavisinin
etkinligi azalmaktadir [16]. Bununla birlikte KKKA’ne kars1 uygulanabilecek as1 yoktur. Asi
calismalar siirdiiriilmektedir [15, 20, 21].

2.2. Serbest Radikaller

2.2.1 Oksidatif ve Nitrozatif Stres

Prooksidan bilesiklerin olusumu ile antioksidan savunma sistemlerindeki yetersizlikten
dolay1, oksidan bilesiklerle antioksidan savunma mekanizmalar1 arasindaki dengenin
bozularak oksidan bilesiklerin yoniine kaymasi sonucunda ortaya ¢ikan doku hasari olarak
tanimlanan olay Oksidatif stres (OS)’tir [22]. Reaktif oksijen ve reaktif nitrojen tiirleri (ROS,
RNS), prooksidan reaktif iiriinlerdir. ROS hiicrede normal metabolik olaylarin iiriinleri olup;
stiperoksit radikalleri (O2), hidrojen peroksit (H20,), nitrik oksit (NO), peroksit radikalleri
(ROO), hidroksil radikalleri (OH') ve hipoklorit radikallerini igerirler [23].

Oksidatif bilesiklerin olusumu, fizyolojik sartlarda inflamasyon ve doku tamiri
stirecinde 6nemli bir basamaktir. Bu olusum doku iyilesmesi ve yeniden olusumuna katkisiyla
birlikte, yaninda malign hiicrelere ve viicuda giren bakteri veya diger canlilarin 6ldiiriilmesi
ile savunma mekanizmasinin 6nemli bir kismini olusturmaktadir. Ateroskleroz, hipertansiyon,
norodejeneratif degisiklikler, yaslanma ve malignite gelisim siireci ile OS arasinda iligkili
bulunmustur. Diger taraftan, uygunsuz veya uyumsuz bir sekilde oksidatif siire¢ baslamasina,
hiicre ve doku hasarina neden olan kronik patolojik durumlar da s6z konusu olabilir [23, 24].
Fizyolojik sartlarda gerceklesen pek ¢ok hiicresel aktivite OS’yi etkileyebilmektedir (Bkz.
sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Oksidatif Stres belirteglerini etkileyen faktorler
2.2.2. Serbest Radikaller
Serbest Radikaller (SR), en dis yoriingesinde bir elektron kaybetmis, yapisinda ¢ogunlukla
oksijen yer alan kararsiz molekiil veya atomlardir [22, 25-27]. Kovalent baglarin hemolizi
sonucunda iki farkli paylagilmamis elektron olusturmasi veya redoks reaksiyonu ile bir
elektronun kaybedilip kazanilmasi sonucunda da serbest radikal olusumu gerceklesebilir.

A — ¢+ A" (Oksidasyon)
B+e— B (Rediiksiyon- Indiiksiyon)

Oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlar1 ardigiktir ve oksidatif stres her iki reaksiyonda
da meydana gelir. Serbest oksijen radikallerinin aktiviteleri birbirinden farklidir; 6rnegin HO
gibi radikallerin aktivitesi yiiksek iken, tokoferoksil gibi bilesiklerin aktiviteleri goz ardi
edilebilecek kadar diisiiktiir [28]. SR, bir maddeyi hem oksidant hem de rediiktant sekliyle
kullanabilir ve reaksiyonun olusum hizi; ortamin 1sisina, PH’sina ve ortamdaki katalizorlere
bagli olarak degisir [29].
2.2.2.1. Serbest Radikal Reaksiyonlar1
Stiperoksit radikali (O), molekiiler ksijenin (O,) bir elektron alarak indirgenmesiyle, en
kolay ve en fazla olusan ilk serbest radikal tiriintidiir. Canlilarda diger radikallerin olusumu
genellikle O nin birikimiyle iliskilidir. O," radikalinin temel kaynag ise molekiiler oksijenin
metabolize oldugu, mitokondriyal elektron transport zinciridir [25, 30-32] ve fizyolojik
kosullarda iiretilen O, ler dismutasyon reaksiyonu ile organizmadan uzaklastirilir. Hidrojen
peroksit (H,O,) ve perhidroksi (OHy) radikalleri bu reaksiyonlarla olusur. Siiperoksid
dismutaz (SOD) katalizi ile kendiliginden dismutasyon reaksiyonlari meydana gelebilir.

O, + H" — HO,



HO, + HO; — H0,
HO; + HO; — H0; + O
O, +0, »2H" —» H,0O + O,

Stiperoksit Dismutaz (SOD), katalaz (KAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gibi
antioksidan enzim sistemleri ile H,O, suya doniistiiriilir. OH" serbest oksijen radikalleri
icinde en giiclii radikalidir ve yarilanma 6mrii ¢ok kisadir. Bu nedenle olustugu yerde gesitli
molekiillerden bir proton kopararak yeni radikallerin olusmasina neden olur. H,Op; Fe*? ve
gecis metallerinin varliginda “Fenton reaksiyonu” sonucu, siiperoksit radikali ile de “Haber-
Weiss reaksiyonu” sonucunda OH" radikali olusturur.

Iskemi olustugunda ve de &zellikle reperfiizyon ile dokularin oksijenasyonu ile olusan
bu reaksiyonu demir gibi metaloproteinler, askorbik asit ve NADPH katalize edebilir [32].

Fe'® + Op -------m- Fe*? + O,

SNCEES & o Ppu— Fe™ + OH + OH'

2.2.3. Serbest Radikallerin Siniflandirilmasi

Aerobik metabolizmasi olan memelilerde serbest radikaller baslica oksijenden tiiremektedir
(Bkz. Cizelge 1). Ancak organizmada oksijen tiirevi serbest radikaller diginda karbon ve
kiikiirt merkezli radikaller de olugsmaktadir [34].

Oksijen sekiz atom numarali kararsiz bir elementtir. Enerji diizeylerindeki
elektronlarindan dolayr dogada dioksijen (O2) halinde bulunur [35]. Oksijen molekiiliindeki
2P son orbitalinda bulunan ve ayni yonde donen iki elektron &nemlidir. Oksijenin bu
elektronlarindan birinin enerji alarak kendi spininin ters yoniinde olan bagka bir orbitale yer
degistirmesiyle “singlet oksijen” olusur. Reaktif oksijen tiirleri tarafindan etkilenen arasidonik
asitler, lipit oksidasyonunun alt iriinleri, aldehitler, hiicre i¢i enzim ve metaller ile doku

hasar1 meydana gelir [36].

Radikaller Radikal Olmayanlar
Hidroksil ~ (HO) Hidrojen Peroksit  (H;0,)
Alkoksil  (RO) Singlet Oksijen (0,™
Peroksii  (ROO) Ozon (03)
Superoksit  (0y) Hipoklorid (HOCI)
Nitrik oksit (NO) Lipid hidroperoksit (LOOH)
Azot dioksit (NO3) Peroksinitrit (ONOO)

Cizelge 1. Oksijen tiirevi bilesikleri



2.2.4. Serbest Radikal Tiirleri
2.2.4.1. Siiperoksit Radikali
Stiperoksit radikali (O,7), tiim aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin bir elektron alarak
indirgenmesi sonucunda olusmaktadir.
O, + e — Oy
Bu radikalden sponton ya da enzimatik dismutasyon ile ikinci bir ara iiriin, H,O, olusur:
O;” +0;” + 2H" — H,0; + O,
Demir (Fe) ve Bakir (Cu) gibi gegis metalleri iyonlarinin indirgeyicisi olmasi bakimindan da
onemlidir:
Fe'? + 0, «> Fe + Oy
Cu" + 0; & Cu™ + Oy

Stiperoksit radikali biyolojik dokulara direkt olarak fazla zarar vermez. Ancak, H,0,
olusumunda kaynak olarak rol almasi ve gecis metalleri iyonlarinin da indirgeyicisi olmasi
onun ne kadar 6nemli oldugunun gostergesidir [37, 38].

NO ile siiperoksitin reaksiyonu sonucu reaktif bir oksijen tiirevi olan peroksinitrit
(ONOO") meydana gelir. Bu reaksiyonun olusum hiz sabiti, SOD ile NO’in de hem bilesikleri
ile olan reaksiyon hiz sabitlerinden olduk¢a biiyiiktiir. Bu nedenle NO’in normal aktivitesi
inhibe edilir. Ayrica peroksinitritlerin dogrudan proteinlere zarar verirken, azot dioksit (NO),
hidroksil radikali (OH") ve nitronyum iyonu (NO;) gibi daha bircok toksik iiriinlere
doniisiirler [39].

O, + NO — ONOO

Stiperoksit radikali, bir proton alarak daha reaktif olan perhidroksil radikaline (HOy)
diisik PH durumlarinda kolaylikla doniisiir. Ancak, ortam PH’s1 fizyolojik sinirlarda iken
olusan perhidroksil formu olduk¢a diisiik diizeydedir [37].
2.2.4.2. Hidrojen Peroksit (H,05)

H,0, aerobik hiicrede, normal kosullarda g¢esitli metabolik islemler ve oksidatif stres
sonucunda olusur [40]. H,O,, siiperoksit radikalinin aksine membranlardan kolayca gecerek
olustugu yerden uzakta reaksiyona girebilen uzun Omiirli bir oksidandir. Biyolojik
sistemlerde siiperoksitin dismutasyonu ile hidrojen peroksit olusur ki; bu reaksiyon H2O,’in
esas olusum kaynagidir. H,O, ve molekiiler oksijenin olusumu, Iki O,  molekiiliiniin iki proton
almasiyla gergeklesir [41].

O, + 2¢° + 2H" — H,0,

20," + 2H" — H,0; + O,



H,0,, bir serbest radikal tanimina uymadig: halde, reaktif oksijen tiirleri i¢ine girer ve

O," ile reaksiyona girerek OH' radikali olusumuna neden oldugundan dolayr ROS’leri
icerisinde yer alir. Bu nedenle olduk¢a Onemlidir. Ultraviyole 1smnlar1 ile kolaylikla
pargalanabilmektedir. KAT ve GSH-Px ile enzimatik olarak, piruvat ve gecis metal
iyonlarinin katalizledigi “Fenton reaksiyonu” ile nonenzimatik olarak H,O, pargalanir ve
zararsiz hale doniistiiriiliir [42].
2.2.4.3. Hidroksil Radikali (OH")
Biyolojik sistemlerde OH" bilinen en reaktif serbest radikaldir. Radyasyona maruz kalan
dokularda enerjinin biiyiik bir kismi, hiicre i¢indeki su tarafindan absorblanir ve bu radyasyon
oksijen-hidrojen atomlar1 arasinda kovalent baga sebep olur. Sonug olarak biri hidrojen (H),
digeri hidroksil radikali (OH") olmak tizere iki radikal meydana gelir [38].

H-O-H — H" + OH
OH’, Fenton reaksiyonu ile H,O,’nin gecis metallerinin varhigmda indirgenmesi sonucunda
meydana gelir:

Fe” + Hy0, — Fe™ + OH + OH
Haber-Weis reaksiyonu ile H,O, ve O,", bakir ve demir iyonlar1 varliginda reaksiyona girerek
hidroksil radikalini olusturur:

O, + H0; + H" — 0, + HO + OH

Ayrica OH’, H,0;’nin ultraviyole 1g1g1na maruz kalmasi ile de olusabilir:

H,0; M 2 OH'

Hidroksil radikalinin yarilanma omrii olduk¢a kisa oldugu i¢in, olustugu yerde biiyiik
bir hizla reaksiyona girerek hasara sebep olur [40]. Basta lipid, protein ve niikleik asitler
(DNA ve RNA) olmak iizere tiim hiicresel molekiillerle bu radikaller reaksiyona girebilirler.
Ozellikle DNA igeriginde bulunan bir karbonhidrat olan deoksiriboz ile reaksiyona girmesi
sonucunda g¢esitli mutasyonlara ve mutant molekiil olusumlarina neden olabilir. Bununla
birlikte OH radikalleri, DNA ve RNA’daki piirin ve pirimidinlere kendilerinin aromatik
halkaya katilma 6zelliklerinden dolay: katilarak serbest radikal olusumuna neden olurlar. OH
radikalleri DNA’nin baz ve sekerlerinde, DNA’da iplik kirilmalar1 olusturacak boyutta ciddi
hasarlar meydana getirir ve hiicresel koruyucu mekanizmalar tarafindan bu biiyiik hasarlar
onarilmaz ise, ¢esitli mutasyonlar ve hiicre 6limleri goriiliir [38, 41, 42].

Hidroksil radikali, lipid peroksidasyonunda etkili olan &nemli bir radikaldir. Lipid
peroksidasyonu hem intraselliiler hem de ekstraselliiler antioksidan potansiyele sahiptir. OH,

ozellikle membran fosfolipidlerinin doymamis yag asit yan zincirlerinin metilenik



karbonlarindan hidrojen atomu koparmak i¢in saldirir. Hidrojen atomunun koparilmasiyla
olusan karbon merkezli radikal konjuge dien sekline gevrilir ve sonra molekiiler oksijenle
peroksi radikalini olusturur. Bu peroksil radikalleri, diger doymamis yag asitlerinin yan
zincirlerine atak yaparak membran lipid hidroperoksidlerin birikimine yol agar. Bdylece

membran fonksiyonu bozulur ve bazi enzimlerin aktiviteleri artar [35, 43, 44].
2.2.4.4. Singlet O, (*O,)

Yapisinda eslesmemis elektron igermediginden radikal olmayan reaktif bir oksijen pargasidir.
Genellikle oksijen serbest radikalleri ile birliktedir ve enerji absorpsiyonu ile olusur. Singlet
oksijenin iki formu vardir: Zit spinli elektronlarin ayni orbitalde oldugu delta formu ve ayri
ayr1 orbitallerde oldugu sigma formudur. Bu iki formun reaktivitesi oldukca yiiksektir. Singlet
oksijen diger molekiillerle etkilestiginde ya kendi enerjisini transfer eder ya da kovalent
tepkimelere girer [41, 45].

2.2.4.5. Karbon Merkezli Radikaller (R’)

Karbon merkezli radikaller protein, karbonhidrat, lipid veya niikleik asit gibi biyolojik
molekiillere serbest radikal etkisi sonucunda olugmaktadirlar. Bu radikaller oksijen molekiilii
ile hizl1 bir reaksiyona girerek peroksil radikallerini (ROO’) ve sonrada ROO" de reaksiyona
girerek alkoksil radikallerini (RO’) meydana getirebilirler [46].

2.2.5. Reaktif Nitrojen Tiirleri (NO, NO,, NO*, NO)

Nitrik Oksit (NO), yiiksek konsantrasyonlarda oksijensiz ortamda oldukga kararli olup, diisiik
konsantrasyonlarda ise oksijen varliginda bile kararhidir. NO, biyolojik olarak aktif olan
memeli hiicrelerinin bilinen en kiiciik molekiil agirlikli triniidir [47-49]. NO, disik
konsantrasyonlarda ¢ok dnemli fizyolojik gorevleri vardir [47, 50]. NO, molekiiler oksijen ile
baglanip nitrojendioksit (NO;) olusturarak metabolize olur. NO’in diger bir 6nemli etkisi
giiclii bir oksidan olan peroksinitriti (ONOOH) olusturmasidir. Bu molekiil de biyolojik
olarak oksidan 6zellik kazanabilmekte ve dnemli patolojik siireclerde rol oynayabilmektedir
[49]. Sonugta NO, endotel hiicre disfonksiyonu ve bununla iligkili olan birgok 6nemli
hastaliklarda etkili olabilmektedir [45].

NO + 0O, — ONOO

ONOO +H" — ONOOH
ONOOH — NO; + OH

NO hemostatik olaylarda ve organizmanin savunma mekanizmalarinda otokrin ve

parakrin etkisi olan bir aracidir. Makrofajlar, nétrofiller, hepatositler ve endotel hiicreler



tarafindan dretilir. En Onemli fonksiyonu viicudun c¢esitli dokularinda interlokin-1 ve
sitokinlerin etkilerine paralel bir iglev gérmesidir [51].

Tiimor hiicrelerini, parazitleri, bakteri ve mantar hiicrelerini 6ldiirmede gorev alir.
Ancak yliksek konsantrasyonlarda normal hiicreler iizerinde toksik etki gdsterir. Spontan
olarak pargalanarak nitrojen dioksit olusturur [37, 39].
2.2.5.1. Nitrik Oksitin Biyosentezi
Nitrik oksit, arjinin aminoasitinden tretilir. Memelilerde arjinin aminoasiti yar1 esansiyel bir
aminoasittir [52]. NO, endotelden salinan, suda ¢6ziinebilen, ¢esitli renal ve ekstrarenal
etkileri bulunan, vaskiiler diiz kas tonusunu azaltarak damar genislemesine yol acan ve yari
omrii birka¢ saniye olan bir molekiildiir. Ayrica NO' Lipofilik oldugu i¢in membranlar
kolayca gegebilir. NO sentezleyen enzimlerin (NOS) katalizi ile L-arjininden L-sitrullin ve
NO sentezlenir. Bu reaksiyonun ilk evresinde N-Hidroksi Arjinin (N-OH-Arjinin) olusur. Bu
ara triin oldukga kararhidir. Enzime siki bagl olan ara iiriin ise ikinci asamada sitrullin ve

nitrik oksite gevrilir (Bkz. Sekil 2.2) [53, 54].

+
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Sekil 2.2. Nitrik Oksitin Sentezi
NO arjininden ¢ok gesitli canli tiirlerinde sentezlenir ve NO bir¢ok fizyolojik aktiviteye
sahiptir (Bkz. Sekil 2.3) [49].
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Sekil 2.3. NO’in Hiicresel Etkisi

2.2.5.2. Nirik Oksit Sentaz (NOS) Enzimleri

Nitrik oksit sentezini NOS enzimleri katalizler ve NOS enzimleri iki temel izoformda
bulunur. Bunlar; konstitiitif veya yapisal (¢cNOS) ve indiiklenebilir (iNOS) olarak adlandirilir.
Yapisal NOS enzimlerinin endotelyal NOS (eNOS) ve noéronal NOS (nNOS) olarak iki
izoformu vardir. eNOS, membranda bulunur ve endotel kaynakli gevseme faktoriiniin
sentezini; nNOS ise, merkezi sinir sistemi ve noronlarda haberci molekiil olan NO,’nun
iiretimini gerceklestirir.

Yapisal NOS kofaktér olarak Ca*?/kalmodiilin bagimli olup, diisiik aktivite ile araliklarla
kiigiik miktarlarda NO firetirler. Endotelyal tipi mast hiicreleri, plateletler, pankreasin beta
adaciklarinda, vaskiiler diiz kas  hiicrelerinde bulunan enzimlerin  aktiviteleri
glikokortikoidlerden etkilenmez. Sinir sistemi, adrenal bez (medulla ve korteks) ve
astrositlerde ise nNOS izoformu bulunur. NOS enziminin indiiklenebilir olan izoformu
(INOS) ise Ca*? dan bagimsiz olup, alt birim olarak kalmodiiline ihtiyag duyar. iNOS
sitoplazmik, aktivitesi yiiksek bir enzimdir ve indiiklendiginde uzun siireli, bityiikk miktarlarda
NO iiretebilir. Ilk olarak makrofajlardan saflastirilan iNOS izoformu endotoksin ve
inflamatuvar sitokinler (interferon gama, IL1, IL2, TNF-a gibi) tarafindan indiiklenir. INOS
enziminin sentezi sadece fagositik 16kositlerde degil, uygun indiiksiyon saglandiginda biitiin

cekirdekli hiicrelerde de gerceklesebilir [49].
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Sekil 2.4. NOS izoenzimlerince NO sentezi (Knowles ve Moncada 1994).

a) Asetil kolin (ACh) tarafindan vaskiiler endotel hiicrelerin stimiilasyonu ile eNOS
tarafindan NO sentezi.

b) Noronal dentritin Glutamat tarafindan stimiilasyonu ile nNOS tarafindan NO sentezi.
c) Bir makrofajin sitokinlerle ve sentezlenen iNOS mRNA ile indiiksiyonu sonucu iNOS
tarafindan NO sentezi.

Nitrik oksit sentaz enzimi iki sekilde uyarilmaktadir;

1. Yapisal tipe Ozgiin olarak: asetilkolin gibi bir haberci, endotel hiicresi {iizerindeki
reseptoriine baglanarak, Ca™ iyon kanallarmm agilmasini saglar ve hiicrede Ca*
konsantrasyonu artar. Ardindan Ca*’/kalmodiiline kompleksi olusur ve bu kompleks
yapisal bir enzim olan eNOS’u indiikler. eNOS aktivitesiyle olusan NO, endotelden diiz
kas hiicrelerine gegerek sitozoldeki guanilat siklaz’in hem grubundaki demir atomuna
baglanir ve onu aktive eder. Boylece GTP’den cGMP olusumu artar. Artan cGMP ile diiz

kaslar gevseyerek ve sonugta damarlarda vazodilatasyon meydana gelir (Bkz. Sekil 2.4.a).

Ayrica diger bir yapisal enzim olan nNOS da ayni sekilde uyarilir (Bkz. Sekil 2.4.b)

2. Uyarnlabilir tipe spesifik olarak: burada lipopolisakkaritler ve sitokinler gibi ajanlarin
Ca*?ye bagimli olmayan NOS’u indiiklemeleri séz konusudur. Ilgili hiicrede énceden
NOS yoktur veya ¢ok azdir. Uyaricilar tarafindan transkripsiyonel olarak mRNA
iizerinden enzim eksprese edilir ve NOS ile NO sentezlenir. Bu sistem 06zellikle
makrofajlarda goriiliir, bu tip enzim indiiklenebilir NOS (iNOS) olarak adlandirilir (Bkz.
Sekil 2.4.c).



2.2.5.3.Nitrik Oksitin Fonksiyonlari
1. Trombositlerin agregasyonunu, adezyonunu ve aktivasyonunu inhibe etmesinin yani
sira, pitht1 olusumunun erken fazinin diizenlenmesinde gorev almaktadir [55].
2. Vaskiiler ya da vaskiiler olmayan diiz kaslarin gevsemesini saglar. Boylece sistemik
kan basincinin ve dolagiminin diizenlenmesinde rol oynar [56].
3. ROO’ni yakalayabilmesi nedeniyle gii¢lii bir lipit peroksidasyonu inhibitoridiir [57].
4. Lokositlerin endotel hiicrelerine adezyonunu ve migrasyonunu Onler. Lenfosit

aktivasyonunu indirgeyerek, kronik ve akut inflamatuvar reaksiyonlar1 diizenler [58].

2.2.6. Serbest Radikal Uretim Kaynaklar

Serbest radikaller, organizmada normal hiicre metabolizmasi sirasinda oksidasyon ve
rediiksiyon reaksiyonlar1 sirasinda olusabildigi gibi gesitli dis kaynakli nedenlerle (stres,
radyasyon, ksenobiyotikler gibi ) de olusabilir. Mitokondriyal elektron transport sistemi
(ETS), sitokrom P-450, ksantin oksidaz, triptofan dioksijenaz, lipooksijenaz, prostoglandin
sentetaz, hemoglobin, flavoproteinler, lipid peroksidasyonu, iskemi, travma ve entoksikasyon
gibi durumlar, katekolamin ve antibiyotikler gibi molekiiller serbest radikalleri olusturabilirler
[45, 59].

2.2.6.1. Endojen Serbest Radikal Uretim Kaynaklar

Fizyolojik kosullarda metabolizmada, baz1 metabolik olaylarin idamesi i¢in meydana gelen
bircok biyokimyasal reaksiyonun cesitli basamaklarinda, serbest radikaller olusmaktadir.

Bunlar;

A. Mitokondriyal Elektron Transport Sistemi (ETS)

Mitokondrideki enerji metabolizmast sirasinda O2 kullanilir ve bunun %1-5’1 kadar
stiperoksit 1ile sonlanir. ETS’de NADH dehidrogenaz ve koenzim Q gibi elektron
tasiyicilardan oksijene olan elektron transferiyle radikal olusur [60].

B. Endoplazmik Retikulum (ER)

ER’da bulunan sitokrom P-450 sistemi bircok substrati oksitleyebilir. Oksijen molekiiliiniin
bir atomu substrata baglanirken, diger atomu su olusturur. Kimyasal ajanlarin radikal
olusturmadaki en 6nemli mekanizmalari, mikrozomal sitokrom P-450 sistemi aktivasyonudur
ve bu sistemde molekiiller ya indirgenerek ya da oksitlenerek serbest radikal olusturur [60].

C. Redoks Dongiisti



Ksenobiyotiklerden serbest radikaller mikrozomal reaksiyonlarla olusturuldugu gibi redoks
siklusu (menadion, nitrofurantoin, gibi ek elektron kazanma egilimindeki bilesikler) yoluyla
da meydana gelebilir. Olusan radikaller, tekrar ana bilesige doniismek i¢in oksijenle oksitlenir
ve siiperoksit radikalini meydana getirirler [61].

D. Arasidonik Asit Metabolizmasi

Hiicre membranlarindaki prostaglandinlerin kaynagi arasidonik asittir. Arasidonik asit,
peroksitlerle aktive olan iki enzim olan siklooksijenaz ve lipooksijenazin katalizledigi
tepkimeler sirasinda serbest radikaller meydana gelir [62].

E. Fagositoz

Aktive fagositler patojen mikroorganizmalarla savasta 6nemli intraselliiler radikal olusumuna
neden olurlar. Ksenobiyotikler, radyasyon ve stres aktive olmus fagositlerde serbest radikal

uretimini arttirirlar.

Trombositler H202, 02, OH.
Notrofiller H202, 02 OH, HOCI
Eozinofiller H202, 02, OH, HOCI
Makrofajlar H202, 02, OH, HOCI, NO

Cizelge 2. Fagositlerin tirettigi reaktif oksidan tiriinler

Doku makrofajlari, monositler, nétrofiller, eozinofiller, bazofiller gibi hiicreler
immiinolojik veya 6zel bir uyariyla uyarildiklarinda lizozomlarin1 disar1 verip reaktif oksijen
olusumunun yam sira, mitokondri disindaki oksijen lretiminde bir patlama (solunumsal
patlama; respiratory brust) neden olurlar. Fagosite edilmis patojenler oksidan ajanlarca yok
edilir ve bu oksidanlar solunumsal patlama ile saglanir. Olusan oksidan ajanlar
myeloperoksidaz sistemi {iizerine de etkilidir. Fagositik kaynakli oksidanlar; ototoksik,
immunosupresif ve mutajenik etki gosterebilirler [62].

F- Otooksidasyon

Doku bilesenlerinin ¢ogu molekiiler oksijenin varliginda kimyasal olarak kararli olmayip,

normal sartlar altinda metabolizmada az ya da c¢ok otooksidasyona ugrarlar. Kolayca



otookside olabilen hemoglobin, hormonlar, tiyoller, doymamis membran lipitleri gibi doku ve
hiicrelerin son derece 6nemli bilesenleridirler [63].

G- Oksidan Enzimlerin Reaksiyonlari

Glikojen oksidaz, ksantin oksidaz, NADPH oksidaz, NADH oksidaz, diamin oksidaz, iirat

oksidaz enzim sistemlerinde oldugu gibi Aerobik bir¢ok reaksiyonda oksijenin tek degerlikli

indirgenmesiyle siiperoksid anyonu olusabilir [64].

2.2.6.2. Eksojen Serbest Radikal Uretim Kaynaklar

A- Iyonizan ve non iyonizan radyasyon

B- Is1 soku

C- Antineoplastik ajanlar

D- Alkol, uyusturucu gibi bagimlilik yapan maddeler

E- Stres; streste kan katekolamin diizeyi artmakta ve bunun sonucunda artan katekolaminlerin

oksidasyona ugramasi ile radikal iiretimi artmaktadir.

F- Anestezik maddeler, aromatik hidrokarbonlar, solventler, hiperoksi, hava kirliligi, sigara

dumani, pestisitler vb.

H-Gtines 15181°d1r [34].

2.2.7. Serbest Radikallerin Viicuttaki Etkileri

2.2.7.1. Serbest Radikallerin Lipitlere Etkileri

Hiicrelerin membranlarinda bulunan ¢oklu doymamis yag asitleri okside edici serbest

radikaller tarafindan kolaylikla etkilenebilmektedir. Poliansature yag asitlerinin oksidatif

hasar1 lipit peroksidasyonu (LPO) olarak da adlandirilmaktadir. LPO sonucunda hiicrede

kendiliginden devam eden zincir reaksiyonlar1 baslamaktadir. Oksidasyon sonucunda olusan

LPOO”leri bir sonraki doymamis yag asidini okside ederek yeni zincir reaksiyonlar

baglatirlar. Zincirleme reaksiyonlar sonucunda hidroperoksitler (LOOH) olusmaktadir.

LOOH’de daha zararli radikal 6zelligi olan tiirlere, 6zellikle aldehitlere gevrilirler [41].
Aldehitlerin ¢ogu biyolojik olarak aktiftirler ve lipit hidroperoksitler parcalandiginda

olusurlar. Bunlardan en ¢ok bilineni ‘hidroksialkenoller’dir ve bu da 4-Hidroksinonenal

(HNE) tyesidir. Bu bilesikler olustuklar1 yerden diffiize olup hiicrenin diger bdliimlerine

giderek hasara neden olabilmektedirler. Lipit peroksidasyonu sonucu olusan lipit

hidroperoksitleri ve aldehitler, TBARS (tiyobarbitiirik asit reaktif maddesi) olarak adlandirilir

ve Malondialdehid (MDA) esdegerleri olarak spektrofotometrik ve florometrik metotlarla

dokuda veya viicut sivilarinda 6l¢iilebilir [65] .



Lipit peroksidasyonunu hizlandirarak hiicre membraninin  akiskanlhilgini  ve
gecirgenligini bozan Fe ve Cu tuzlari, bu sekilde membran biitiinliiniin bozmus olurlar. Bu
hasar lizozomal membranlarda da olur ve hidrolitik enzimler salinarak hiicre i¢i sindirime yol
acarlar. Hidroperoksitlerin toksik etkilerinin yani sira, birikimleri ile sistein, histidin,
metyonin, lizin gibi aminoasit kalintilarina da etkiyerek okside edebilir ve zincir
polimerizasyon reaksiyonlart ile enzimlerin inaktivasyonunu saglayabilir [66, 67].
2.2.7.2. Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri
Reaktif oksijen tiirleri 6zellikle de hidroksil radikali olmak iizere hiicre i¢i proteinlerde geri-
doniistimsiiz oksidatif modifikasyonlara ve sonugta oksidatif hasara neden olurlar [68, 69].
Okside olan hiicre i¢i protein yapilar yan zincirleri (prolin, arjinin, lizin, ve treonin) ilizerinde
karbonil gruplar olusur. o-amidasyon yolagr ve glutamil yan zincirlerin oksidasyonu
sonucunda proteinlerin pargalanmasi ile de protein karbonil yapilar ortaya ¢ikabilir.

Proteinler iizerinde karbonil gruplar, protein yan zincirleri tizerindeki sistein, histidin ve
lizin kalintilarimin lipit peroksidasyonu sonucu olusan aldehitler (MDA, HNE), indirgeyici
sekerler tarafindan olusturulan karbonil tiirevleri (ketoaminler ve Kketoaldehitler) ve
protenlerin lizin kalintilarinin oksidasyon firtinleri (glikasyon, glikoksidasyon) ile sekonder
reaksiyonlar1 sonucunda da olusabilir [70]. Serbest radikallerin olusturdugu oksidatif
modifikasyonlar, hiicre iskeletini olusturan proteinler ve enzimlerde yapisal ve fonksiyonel
degisiklikler meydana getirir. Geri-dontisiimsiiz oksidatif modifikasyonlar olarak, protein
karbonilasyonu ve tirozin nitrasyonu iken; geri doniistimlii oksidatif modifikasyon ise sistein
modifikasyonlar1 olarak kabul edilir [68, 69]. Bir¢ok hastaligin patogenezinden bu
modifikasyonlar sorumludur [71].
2.2.7.3 . Serbest Radikallerin DNA’ya Etkileri

Basta karsinogenezis olmak iizere, bir¢ok hastaligin patogenezinde oksidatif DNA hasari
onemli bir rol oynar. Reaktif hidroksil radikalleri DNA bazlarindakigift baglara H atomu
ekleyerek veya 2-deoksiribozun C-H baglarindan ve timin yapisindaki metil gruplarindan H
atomu ¢ikararak DNA molekiilii ile reaksiyona girer [72]. Olusan timin peroksil radikallerinin
indirgenmesi  sonucunda hidroksihidroperoksit, timin glikol, 5-hidroksimetilurasil, 5-
formilurasil ve 5-hidroksi 5-metilhidantoin gibi oksidasyon {irlinlerine dontisiirler [73].

DNA iizerine oksidatif hasarin diger bir etkisi de olusan baz radikallerin proteinlerin
aromatik aminoasitleri ile birleserek “DNA-protein” ¢apraz baglari meydana getirmesidir
[74]. Bunun yani sira DNA iizerindeki seker kalintilarindan, OH radikalleri H atomu koparir

ve seker modifikasyonlari ile zincir kirilmalarina sebep olur. Sonug olarak hiicreler H,O, veya



diger oksidan maddelere maruz kalarak replikasyon ve transkripsiyon iizerine etki eder.
Bununla birlikte DNA tamir mekanizmalarin1 da baskilayarak DNA hasarini arttirir [75].
Karsinogenezisin DNA hasarinin etkiledigi en ©6nemli patolojik durum oldugu bilinir.
Karsinogenezisin baslangig, ilerleme ve malign doniisiim evreleri lizerinde de 6nemli oldugu
diistintilmektedir [76].

2.2.7.4.Serbest Radikallerin Karbonhidratlara Etkileri

Serbest Radikallerin etkisiyle, fizyolojik PH ve sicaklikta hidrojen peroksit, peroksit ve
okzoaldehid yapisinda iirtinler glukoz gibi monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu olusur.
DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme ve aralarinda c¢apraz bag olusturabilme
ozelliklerinden dolay1r okzoaldehidler, antimitotik etki gosterirler. Bu nedenle kanser ve
yaslanma gibi olaylarla iliskili olduklar1 diisiiniilmektedir [77, 78]. Ozellikle
glikozaminoglikan olan ve sinovyal sivinin viskozitesinde 6nemli rol oynayan hiyaluronik
asit, Oy tarafindan depolimerize olarak, bag dokunun stabilitesinin bozulmasina ve sivinin
viskozitesinin kaybina neden olmaktadir [79].

2.3.0ksidatif, Nitrozatif ve Glikozatif Stres ve Biyobelirtecler

2.3.1. Biyobelirtecler

Biyobelirtecler, organizmada ya da iiriinlerinde Slgiilebilen ve bir hastaligin varligi, gidisi
veya sonucu ile ilgili bilgi verebilen ve hastalig: etkileyebilen herhangi bir madde, yap1 ya da
stire¢ olarak ifade edilebilir [80]. Belirli bir enzim, hormon konsantrasyonu veya biyolojik bir
maddenin varligi, viicut sivilarinda veya dokularda yer alan ve kimyasal bir siirecin belirteci
olarak gorev alan bu biyolojik molekiillere 6rnek olarak gosterilebilir. Bununla birlikte
hastalik riski, psikiyatrik bozukluklar, cevre etkileri ve metabolik siire¢ gibi saglik
durumlarini degerlendiren bir gosterge olarak biyobelirtegleri sdyleyebiliriz [81].

Genel olarak normal biyolojik ve patolojik siireglerin ve tedaviye yonelik
uygulamalarda kullanilan farmakolojik yanitlarin gostergeleri olarak somut bir sekilde 6l¢iiliip
degerlendirilebilmelidir. Biyobelirtecler, viicut sivilarinda, dokularda ve tiim organlarda
olgiilebilir diizeyde bulunan, hiicrenin normal ve patolojik durumlarin1 degerlendirebilen, ayn1
zamanda tedaviye yanit olarak da diizeyinde degisiklik meydana gelen molekiillerdir [82].

Biyobelirtecler, invaziv biyopsi islemlerinin azaltilmasi i¢in, tedaviye verilen yanitin
takibi ve giivenligi agisindan ve ¢aligmalarda yer alan hasta sayisinin azligindan dolay1 6nemli
ve gereklidir. Tedavi siirecinde hastaligin gelisimini biyobelirtegler tam olarak
yansitabilmelidir. Belirli bir hastalik durumunda, kolaylikla ulasilabilir dokularda ve viicut

stvisinda bulunabilen ve hastaligin siddetini ve gelisimini yansitabilen biyolojik molekiiller



tasiyici (surrogate) biyobelirtecler olarak adlandirilir. Nadir karsilasilan hastaliklarda, klinik
caligmalara katilan hasta sayisi ¢cok az oldugundan dolay1, kullanilan ilaglarin ytiksek fiyatlar
biyoteknoloji sirketleri ic¢in i¢in riskli yatirimlardir ve klinik denemelerin tedavideki
faydalarini ispatlamak icin oldukca gii¢lii sonuglara gereksinim vardir. Bu nedenle klinik
denemelerle ilaglarin terapotik etkinliklerinin belirlenmesinde biyobelirtegler onemli rol oynar
[83].
Klinik olarak yararli bir biyobelirte¢ su 6zellikleri gostermelidir:

e Belirli bir hastaliga spesifik (tanisal belirteg),

e Prognostik,

e Cok sayida 6rnekte dlglimii uygun maliyette ve tekrarlanabilir,

¢ Kimyasal ve metabolik olarak kararli,

e Ornegin kolay elde edilebilmeli,

e Hastalik risk belirleyici,

e Hastalik gidisi ile korele,

e Tedavi etkinliginin monitorizasyonu.

Biyobelirtegler, ulasilabilir klinik materyallerden kolaylikla olgiilebilmelidir. Doku
biyopsisi gerektiren bir belirte¢ invaziv girisim oldugu i¢in ideal olmayip, ulasilabilir klinik
materyallerden kolaylikla 6lgiilebilen biyobelirtecler ideal biyobelirteglerdir. Bununla birlikte
bir biyobelirtecin konsantrasyonu veya aktivite diizeyi, genel popiilasyondaki araligi gok
genis olmamalidir. Biyobelirteg sadece ilgili hastaliklarda 6zgiil olarak artig gosterirken,
baska hicbir durum ile aym etkiyi gostermemelidir ki; hastaligin teshis edilebilmesini
kolaylastirmis olmalidir. Tedavi gormeyen hastalarda ve kontrol bireylerdeki biyobelirteclerin
Olgimleri Ortigmemeli, tedavi alanlarda ise biyobelirteclerin diizeyi klinik-patolojik
parametrelere gore hizla degismelidir. Son olarak bu tasiyict  biyobelirteglerin
konsantrasyonlar1 veya aktiviteleri ucuz, giivenilir, hizli ve tekrarlanabilir bir sekilde
oOlgtilebilmelidir [83].

2.3.2. Oksidatif, Nitrozatif ve Glikozatif Stres Biyobelirtecleri

Oksidatif ve nitrozatif stresin giderek artan sayida hastaligin baslangici ve ilerlemesi ile ilgili
oldugu birgok ¢aligsma ile tespit edilmistir. Ancak, farkli patolojilerin tedavisi ya da 6nlenmesi
icin antioksidanlarin takviyelerinde yapilan biiyiik ¢apli ¢alismalarla, ¢cok sayida meta-analiz
ve klinik denemeler tarafindan belgelenen ¢eliskili ve ¢ogunlukla olumsuz sonuglar elde
edilmistir [6]. Hastalik ve oksidatif, stres arasindaki agik ve net iligki, bugiine kadar ¢ogu

patolojik durumlar i¢in kanitlanmis oldugundan durum su noktalara odaklanmaktadir:



Analizler i¢in biyobelirteclerin ve biyolojik sistemlerin se¢imi, oksidatif stresi degerlendirmek
icin analitik ve preanalitik yontemlerde goriinmeyen tehlikeler ve bilimsel yetersizlik [6].

Oksidatif ve nitrozatif hasarin ideal biyobelirteglerini gelistirmek i¢in esas amag,
hastaliklarin 6nlenmesi i¢in daha iyi araclar bulmaktir. Son 2 yilda oksidatif ve nitrozatif stres
biyobelirteglerinin gelistirilmesi i¢in yapilan ¢alismalar ile bunlarin hastalik 6nlemede yararl
olabildigi tespit edilmistir. Yapilan ¢aligmalarla biyobelirteglerin; spesifikligi, depolamak i¢in
stabilitesi, tekrarlanabilirliligi gibi 6zellikler degerlendirilmistir. Ayrica, hastalik ile nedensel
iliski ve antioksidan miidahale sonucundaki cevaba dayali hayvan ve insan ¢alismalarinda
oksidatif ve nitrozatif hasarin kullanilabilir biyobelirtegleri oldugunun dogrulanmasi igin,
saglikli bireylerde oksidatif ve nitrozatif hasarin bazal seviyeleri de incelenmistir. Bununla
birlikte iyi tasarlanmis, kontrol grubu kullanilarak yapilan ¢alismalarla oksidatif ve nitrozatif
hasarda antioksidanlarin uzun vadeli etkilerini belirlemek ve calismalar arasinda bulgularin
tutarliligin1 degerlendirmek gereklidir [5].

Oksidatif stres biyobelirtecleri, belirli bir hastalik i¢in diagnostik olmaktansa bir¢ok
hastalik icin ortak bir mekanizmanin belirteci olma 0&zelligindedir. Hastalik siddetinin
belirlenmesine, belirli tedavilerden (6zellikle antioksidan tedavi) yarar gorebilecek hastalarin
belirlenmesinde etkili olabilir. Ozellikle DNA hasarmin lipid peroksidasyonunun serum ve
idrar metabolitlerinin Ol¢limii belirli bir siiredeki kiimiilatif in vivo oksidatif stres
degerlendirilmesinde yararlidir. Bununla birlikte 3-nitrotirozin sepsisde CRP’den daha hizli
yanit vermesi nedeniyle anti enflamatuvar ilag tedavisine yanitin izleminde oldukca etkilidir.
Coklu oksidatif stres parametreleri ile veritabani (panel) olusturulabilir. Ancak parametrelerin
validasyonunun  yapilmasit  gereklidir.  Oksidatif  stres  parametrelerinin  diisiik
konsantrasyonlarda bulunmalar1 nedeniyle duyarli yontemlerin gerekliligi bu calismalarda
bliylik 6nem tagimaktadir [84].

Son zamanlarda, oksidatif, nitrozatif stres biyobelirtecleri i¢in deney yontemleri ve
Olcim dogrulugunda biiyilk bir gelisme olmustur. Epidemiyolojik c¢alismalara
biyobelirteglerin dahil olmasi, hastaliklarin ilerlemesi ve patogenezinde ROS ve RNS’nin

roliinii anlamak i¢in umut verici bir ortam saglamistir [5] (Bkz. Sekil 2.5).
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2.3.2.1. Protein Oksidasyon Nitrasyon Biyobelirtecleri

2.3.2.1.1. Protein Karbonil Gruplar:

Oksidatif/nitrosatif stresin protein biyobelirtegleri olarak (2- pirolidin ve 3- nitrotirozin gibi),
proteinlerin karbonil gruplari; aminoasit kalintilarinin direk oksidasyonu ile tiretilirler. Bunlar
ozellikle lizin, arjinin, treonin ve prolin tarafindan olusturulur yada lipidler ve sekerlerin
oksidasyon firiinleri ile ikinci bir reaksiyonla olusturulurlar. ROS/RNS ile baglantili
hastaliklarda 3-nitrotirozin diizeylerindeki yiikseklik literatiirde 6nemli bir kanit olarak yer
almaktadir [5].

Avrtan serbest radikallerin etkileri sonucu olusan protein karbonil tiirevleri (PCO) protein
oksidasyonun en yaygin kullanilan belirteci olup, hastaliklar sonucunda olusan oksidatif stresi
degerlendirmede kullanilir [70, 71].

Proteinlerin oksidatif modifikasyonlar1 proteinlerin yap1 ve fonksiyonlarinda onemli
degisikliklere neden olur. Pek ¢ok c¢alisma ile biyolojik sistemlerde protein karbonillerinin
erken olusumlarinin, ROS’nin hiicrede 0©ncelikli hiicre hedefleri oldugu ve protein
karbonillerinin artan diizeylerinin hastalikla iligkili islev bozuklugunun bir belirteci
olabilecegi ileri siirlilmiistiir. Norodejeneratif hastaliklar, diyabet, hiperkolesterolemi ve
juvenil kronik artritde protein karbonillerinin diizeylerinde artma, bu hastaliklarin erken tanisi
icin protein karbonillerinin potansiyel biyobelirte¢ olarak gorev alabildigini gostermektedir.
Protein karbonilleri yaygin olarak kullanilan, kimyasal olarak kararli oksidatif stres
biyobelirtegleridir. Protein karbonilleri diger oksidasyon iirtinleri ile karsilastirildiginda kanda
daha uzun siire kalir ve deney 6rnegi -80 °C’de saklandiginda en az 10 y1l boyunca kararlidir
[5].

Oksidatif ve Nitrozatif stres proteinler iizerinde geri doniisiimlii yada geri doniisiimsiiz
degisikliklere neden olabilir. Geri doniisiimli degisiklikler, genellikle Cys kalintilarinda olur.
Geri dontisiimsiiz degisiklikler (di-Tyr olusumu, protein-protein ¢apraz baglanmasi, Lys ve

Arg karbonilasyonu) genellikle kalict fonksiyon kaybi ile iliskili olan ve ya hasar gormiis



proteinlerin bozunmasi ya da yasa bagli norodejeneratif hastaliklarda gozlemlendigi gibi
stoplazmik inkliizyonlarda onlarin artan birikimine yol agabilir [85].

2.3.2.1.2. Tirozinin Nitrasyonu

Tirozinin oksidatif hasarmin invivo mekanizmalarinin altinda yatan stratejik anlayis, farklh
reaksiyon yollar1 tarafindan iiretilen protein oksidasyonu sonucu karali olan son {irtinleri tespit
etmektir. Ozellikle, hipobromus asit serbest radikal yollarmnin etkisiyle, HOCI asit eosinofil
peroksidaz katalizli reaksiyon yollarinin etkisiyle, miyeloperoksidaz katalizli reaksiyon yollar1
ve RNS Kkatalizli (NO2-Tyr, di-Tyr, 3,4-dihidroksialanin ve guanin) oksidasyonla iiretilen
spesifik tirozin tiirevleri i¢in karakterize edilmistir.

Peroksinitrit genellikle tirozin nitrasyonunun temel araci olarak gorilir ve onun
konsantrasyonu modifikasyonlarda bir belirleyici faktdr olabilir. Ancak diger basit tirozin
nitrasyon yollar1 da, miyeloperoksidaz ve peroksidaz aktivitesine duyarli metalloproteinler
vaskiiler boliimlerde tirozin nitrasyonunu katalizleyebilen inflamatuvar oksidatif reaksiyonlar
sirasinda da etkili olabilir. Ciinkii peroksidaz bagimli tirozin nitrasyonunu destekleyen
yiizeyler miyeloperoksidaz bagimli nitrasyon i¢in bol miktarda kullanilabilir sekildedir.
Birden ¢ok vaskiiler inflamatuvar olaylarda doku NO,-Tyr olusumu icin olas1 birgok
mekanizma vardir. Tirozin nitrasyonu genelde proteinlerdeki belirli Tyr kalintilarinin lokal
ortamindan dolay1 segicidir.

Tirozin kalintilarinin modifikasyonlar1 protein fonksiyonlarini1 degistirebilir; ¢iinki
aromatik halka iizerine hacimli gruplarin katilmasi fenolik grubun PKa’sini diisiiriir, elektron
transfer reaksiyonlarinda ve protein yapisinin onarim fonksiyonlarinda Tyr’nin kapasitesini
etkileyen hem sterik hem de elektronik diizensizlikler olusturur. Buna dayanarak, tirozin
nitrasyonunun ya kazang yada fonksiyon kayiplarina neden oldugu rapor edilmistir; bu durum
enzimatik yada enzimatik olmayan mekanizmalar ile azaltilabilir yada ortadan kaldirilabilir.
Esas olarak NO,-Tyr kazancina ragmen, es zamanli olarak di-TYR olusumunu uyarabilir ve
aslinda bozulmus protein asil sebebi olabilen, hatta daha fazla RNS’e duyarli protein
hedeflerinin oksidatif modifikasyonlarini1 uyarabilir. Bu nedenle, tirozin nitrasyonu benzer
olabilir; ancak enzim/protein disfonksiyonuna neden olmayabilir.

Tirozin nitrasyonu i¢in farkli yollarin varlig1 inflamasyon ve hiicre sinyalizasyonunda
bu siireglerin potansiyel Onemini vurgular. Bodylece bu translasyon sonrasi protein
modifikasyonu, siklikla inflamatuvar durumlar sirasinda degismis protein fonksiyonuna bagl
oksidatif ve nitrozatif hasarin bir belirtecidir. NO2-Tyr olusumunun geri doniisiimii de, tirozin
nitrasyonunun sadece RNS olusumunun degil aym1 zamanda olasi degismis protein

fonksiyonlarmin da bir belirteci oldugunu gosterir. Bu baglamda, inflamatuar olaylarda NO2-



Tyr irilinleri olusumu, hiicre sinyalizasyonu sirasinda tirozin fosforilasyonunun derecesine
gore ayni derecede dneme sahip oldugu dikkat ¢ekicidir.

Protein tirozin nitrasyonu normal kosullar altinda bir¢ok dokuda tespit edilmistir. Bazal
protein nitrasyonu, kalp damar sisteminde tiim 6nemli hiicre tiplerinde bulunmustur. Bazal
protein nitrasyonu (NO,-Tyr), saglikli kisilerin plazma proteinlerinde (LDL ve albiimin) tespit
edilmistir. Bu veriler diisiik seviyelerdeki tirozin nitrasyonunun bir sinyal yolunun fizyolojik
bir diizenleyicisi olabilirliligi hipotezi ile de tutarlidir [85].
2.3.2.2. DNA Oksidasyon Nitrasyon Biyobelirtecleri
2.3.2.2.1. 8-Hidroksi-2"-deoksiguanozin (Bkz. Sekil 2.6)

Oksidatif modifiye DNA lezyonlarinin yiiksek seviyeleri yasamin ilerleyen doneminde kanser
gelisme riskinden sorumlu kabul edilir. Hiicrelerde oksidatif DNA hasarini en iyi temsil eden
bir iiriin olan 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OHdG), oksidatif olarak modifiye olmus DNA
bazi guaninin bir iriiniidiir [5,73]. Guanin molekiiliniin 8. Pozisyona OH radikallerinin
etkimesi ile degisiklige ugrayan DNA’daki oksidatif hasar sonucu 8-OHdG meydana gelir.
Bununla birlikte guanin bazlarma Cu*? iyonlarimin yiiksek afinite ile baglanmasi sonucunda
H,0; ile etkilesime girerek DNA hasarini arttirir. DNA hasarinin diizeyinin belirlenmesinde,

8-OHdG formunda oksidatif degisiklige ugramig DNA kullanilir [73].
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Sekil 2.6. 8-Hidroksi guanin olusum mekanizmasi

DNA iizerine oksidatif hasarin bir gostergesi olarak yiikselmis 8-OH-dG diizeylerinin,

potansiyel mutajenik 6zellige sahip olup doku, plazma ve idrarda biyokimyasal belirteg olarak
kullanilmaktadir [5, 76, 86]. 8-OHdG parkinson hastalarmin idrarinda, kalp yetmezligi

bulunan hastalarin miyokardiyum ve serumda yiiksek seviyelerde bulunmustur [5]. Reaktif

radikallerin DNA’da yol ag¢tig1 hasar sonucu olusan iiriinler birgok yontem kullanilarak tespit
edilir [5, 87].



2.3.2.2.2. 8-Nitroguanin

Cesitli patofizyolojik durumlarda iiretilen nitrojen (NO;) ve peroksinitrit (ONOO") gibi RNS
tarafindan guanin nitratlanabilir ve serbest formda yada DNA/RNA yapisindaki niikleosidlere
ve niikleotidlere baglidir. 8-nitroguanin, RNS tarafindan olusturulan nitrozatif hasarin tipik bir
DNA niikleobaz {irtiniidiir.

Pek ¢ok ¢aligsma ile normal dokularda 8- nitroguaninin tespit edilemedigi gosterildi; ama

cogunlukla inflamasyon dokularda epitelyum hiicreleri veya inflamatuar hiicrelerin
cekirdeginde tespit edildi. 8-nitroguanin inflamasyon dokularda RNS tarafindan uyarilmis
oksidatif DNA hasar1 i¢in potansiyel bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi bu ¢alismalarda
belirtmistir. RNS asir1 iiretiminin oldugu c¢esitli inflamatuar kosullar altinda karsinojen
dokularda 8- nitroguaninin son bulgulari, inflamasyona bagli hastalik yasayan bireylerde
kanser gelisimi i¢in bir risk faktorii olabilecegi anlamina gelmektedir. HPLC (ECD), HPLC
(UV), GCMS ve immiinohistokimyasal bir¢gok yontem 8-nitroguanin oOl¢iimii i¢in
gelistirilmistir. Son yillarda Sawa ve ark.’lar1 tarafindan HPLC (ECD) ile yapilan bir anti 8-
nitroguanin antikoru ile immiinafinite kolonlar1 kullanilarak insan idrarinda 8-nitroguanin
6lemek icin hassas bir yontem gelistirmisler ve bu calismada sigara kullanan bireylerde 8-
nitroguanin diizeylerinin yiikselmis oldugunu tespit etmislerdir [5].
2.3.2.3. Lipid Oksidasyon Nitrasyon Biyobelirtegleri
2.3.2.3.1. Malondialdehid (MDA)
Lipid peroksidasyonu serbest radikaller tarafindan baglatilan ve membran yapisinda bulunan
poliansatiire yag asitlerinin oksidasyonunu igeren kimyasal bir olaydir (Bkz. Sekil 2.7). Lipid
peroksidasyonu enzimatik ve nonenzimatik olarak iki sekiidedir. Nonenzimatik lipid
peroksidasyonunda; poliansature metilen karbonundan herhangi bir radikalin hidrojen
atomunu uzaklastirmasi ile gerceklesir. Enzimatik lipid peroksidasyonu ise, hidroperoksidler
ve endoperoksidlerin siklooksigenaz ve lipooksigenaz reaksiyonlari sonucu olusumlari ile
gergeklesir [87].

Lipid peroksidasyonu, serbest radikaller tarafindan baslatilan, ¢ok zararli bir zincir
reaksiyonudur ki; bu reaksiyon ile membran lipid yapis1 degisir ve dolayli olarak da reaktif
aldehidler iiretilir. Bunun sonucunda hiicre bilesenlerinin yap1 ve fonksiyonlar1 zarar goriir.
Otokatalitik olarak zincirleme olarak devam eden bu reaksiyon, eger durdurulmazsa hiicre
membran akigkanliginda bozulma, membran potansiyelinde azalma, membranlarin iyon
gecirgenliginde artmaya neden olarak, membranlarin pargalanarak organellerden lizozomal

enzimlerin agiga ¢ikmasina neden olur. Bu durumda otoliz meydana gelir [88, 89].



Lipid peroksidasyonunun inhibisyonu igin fosfolipaz A, (PLA;) gerekir. Hiicre
membranlarinda bol miktarda poliansatiire yag asitleri (PUFA) bulunur, bunlar 6zellikle
beyinde serbest radikal ataklarina yatkindir. Membran hasarmin nasil onarildigi tam agik
degildir, fakat olasi bir mekanizma sudur: PLA2 peroksitlenmis yag asitlerini membrandan
hidrolize eder. Boylece peroksitlerin serbest radikallere yikimini1 6nler ve hasarli membran
fosfolipidlerini temizler [90].

Klinik ¢aligmalarda, in vivo lipid peroksidasyonunu belirlemek i¢in yapilan oksidasyon
iirlinlerinin 6l¢timleri; doku, plazma ve idrarda yapilmaktadir. Bu dl¢iimler lipid peroksitlerin
karasiz yapilarindan dolay1 kisa zincirli alkanlar, aldehidler gibi iiriinler ile yapilir. Lipid
peroksidasyonu sonucu olusan, TBARS (Tiyobarbitiirik asit-reaktif maddeler) olarak
adlandirilan lipid hidroperoksidleri ve aldehidler MDA esdegerleri olarak spektrofotometrik
ve florometrik metodlarla Olgtilebilirler [65, 91, 92].

Oksidatif stres lipid biyomarkir1 olarak MDA, hiicre membranlarinda ya da low-density
lipoprotein (LDL)’lerde lipid peroksidasyonunun son iirlinlerinden biridir. MDA diizeyleri
genellikle tiyobarbitiirik asit deneyi ile spektrofotometrik olarak Olciiliir. Bu deney lipit
peroksidasyon arastirmalarinda en sik kullanilan yontemdir; ancak bazi bilim adamlar1 onun
klinik yarar1 konusunda kuskuludur; ¢iinki MDA disindaki bazi aldehitler lipit
peroksidasyonunda iiretilebilirler ve MDA gibi absorbans araligi da aynidir [5, 90].
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Sekil 2.7. Reakif oksijen tiirlerine bagli olusan lipit peroksidasyon {iriinleri [65, 87].



TBARS deneyide bu kromojenlerde girisim yapabilir. Bu nedenle HPLC tabanli MDA
deneyi ile diger aldehitlerden MDA ayirabilir. HPLC tabanli MDA 6l¢iimi lipid
peroksidasyonu Ol¢iimiinde ¢ok sayida biyolojik 6rnegin analizi i¢in yararli bir yontem olarak
tavsiye edilir [5, 90].
2.3.2.3.2. F2-izoprostanlar
Izoprostanlar (izoPs) lipid peroksidasyonunun ve enzimatik olmayan bir serbest radikal
katalizli reaksiyon ile esterlesmis poliansature yag asitlerinden (PUFA) sentezlenmis
prostaglandin  benzeri yeni bir bilesik grubudur [5, 92-94] (bkz. Sekil 2.8).
Prostaglandinlerden farkli olarak, siklooksigenaz enzimlerinin etkisiyle, F2-izoPs arasidonik
asitin serbest radikal aracili peroksidasyonunun bir sonucu olarak nonenzimatik yollarla

olusturulur [95].
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Sekil 2.8. F2-izoPs’larin olusum mekanizmalari
Bir bisallilik hidrojen atomu c¢ikarildiktan ve bir peroksil radikali olusturmak igin
arasidonik asite bir oksijen molekiiliin ilavesinden sonra peroksil radikali 5-ekzo siklizasyona

ugrar ve bir oksijen molekiilii PGG2 benzeri bilesikler olusturmak icin bilesigin omurgasina



ilave olur. Bu kararsiz bisikloendoperoksit arabilesigi F2-izpPs’a sonra indirgenir. Dort F2-
izoPs rejyoizomerlerin iiretimi de bu olusum mekanizmasina dayanir. Bu bilesikler hidroksil
bagli karbon atomu iizerinde 5,12,8 yada 15-serisi rejyoizomerleri olarak ifade edilirler. izoPs
F-tipi prostan halkalar igeren PGF2a’ya izomeriktir ve bundan dolayr F2-izoPs olarak
anilirlar.

IzoPs’ler ve siklooksigenaz tiirevi PG’ler arasindaki en énemli yapisal farklilik, PG’ler
ozellikle trans yan zincirlere sahipken, izoPslar prostan halkaya cis yoniinde yan zincirler
icermeleridir [97]. Bir diger fark ise PG’ler yalnizca serbest arasidonik asitten {iretilirken,
izoPs’lar fosfolipitlere esterlesmis oldugu yerde olusturulur ve daha sonra bir fosfolipaz
tarafindan serbest birakilirlar [96-98]. Dokulara hem esterlesmis hem de serbest asit formunda
dagitilirlar. Viicudun her yerinde bulunan ¢esitli hidrolitik enzimler doku boliimlerinde bu
molekiillerin esterlesmis seklinden serbest izoPs’larin olusumu icin esas olarak sorumlu
oldugu bilinmektedir. Bu hizli deesterifikasyon asamasi, muhtemelen dokularda serbest
izoprostanlarin salinimi ve periferik dolasimda onlarin daha fazla kullanilabilirliligi i¢in; hiz
kisitlayici adimlardan biri olarak kabul edilebilir. Bu reaksiyon, periferik dolasim igerisinde
etkili salinimi1 dokularda serbest izoPs’larin varligr i¢in Onemli esterlesmis izoPs’larin
enzimatik bozunumunun ilk adimidir. Bu adim enzimatik iretilen PG’lerinki olaylardan
farklidir [97].

F2-izoPS’larin Olglimii in vivo lipit peroksidasyonu ve oksidatif stres durumunun
biyobelirtegleri igerisinde yer alir. D2 ve E2-izoPs’lar gibi izoprostan yolunun diger iriinleri
daha az kararli olduklar1 i¢in biyobelirte¢ olarak kullanima uygun degildirler. Oysaki F2-
1zoPS’lar, lipit peroksidasyonunun ana iiriinii olmalarina ragmen, onlarin kararli halleri, son
donemdeki yontemlerle diizeylerinin 6l¢iimii i¢in kolaylik saglamistir [98].

Izoprostanlar yalmz oksidatif stresin biyobelirtegleri degil, hemde oksidan hasarin
patofizyolojik aracilar1 olarak gorev aldiklarimi diisiindiiren sayisiz biyolojik etkileri vardir
[98]. Biyolojik olarak aktif F2-izoPs’lar siirekli olarak olusur ve gesitli dokularda, viicut
stvilarinda tespit edilebilir miktarlarda bulunurlar ve hatta normal bazal kosullarda bile tespit
edilebilirler; ki bu in vivo lipit peroksidasyonu yada oksidatif stresin herhangi bir derecesinin
ardindan F2-izoPs’larin diizeylerindeki degisimleri degerlendirmek i¢in olanak saglar. Bu
bilesiklerin, normal fizyolojik fonksiyonlarin diizenlenmesindeki etkileri heniiz tam anlamiyla
aciga kavusmamustir. Bununla birlikte bu bilesikler, hem fizyolojik hem de patolojik
durumlarda giiclii biyolojik aktiviteleri ve lipit peroksidasyonunun giivenilir bir biyobelirteci

olarak kullanilabilirligi bilim adamlarinin biiyiik ilgisini ¢cekmektedir [97].



F2-izoPs’larin 6l¢iimii, oksidatif stresin diger biyobelirteglerine gore bir ¢ok avantaja
sahiptir. F2-izoPs’lar;

1. Kimyasal olarak kararhdir,

2. Peroksidasyonun spesifik tiriinleridir,

3. In vivo olarak olusur,

4. Normal dokuda ve biyolojik sivilarda tespit edilebilecek miktarlarda bulunur,
bdylece normal araligin taninmasina olanak saglarlar,

5. Hayvan modellerindeki oksidan yaralanmalarda diizeylerinde belirgin bir artis
goruliir,

6. Diyetteki lipit igerigi tarafindan diizeyleri etkilenmez,

7. Antioksidanlardaki doz bulma c¢alismalarinda hassas bir biyokimyasal temel

saglayabilir [97, 98].

F2-izoPs’lar biyolojik 6rneklerde MS (Kiitle Spektrofotometresi) teknikleri (GCMS,
GC-MS/MS, LCMAS/MS) ile dogru bir sekilde &lgiilebilmektedir. Immiinoanalizler (ELISA,
RIA) diisiik maliyet ve kullanim kolayliligindan dolay1 F2-izoPS’larin 6l¢iimil icin siklikla
kullanilan tekniklerdir. F2-izoPS’lar izole numunelerde kararlidir ve numuneler izoPs
iirlinlerinin artifactual olusumunu 6nlemek i¢in -70 °C’de depolanmasi gerekir. MDA’ nin
aksine F2-izoPs diizeyleri diyetteki lipit igeriginden etkilenmez [5].
2.3.2.4. Sekerlerin Oksidatif Modifikasyonu: Gelismis Glikasyon Son Uriinleri (AGE)
2.3.2.4.1. Glikozilasyon ve Glikasyon
Zarsal ve hiicre dis1 proteinlerin bir kismi sentezlendikten sonra, yapilar1 ve fonksiyonlari i¢in
onemli olan modifikasyonlara ugrar. Bu proteinlerin yapisina degisik oligosakkarid iiniteleri
takilarak modifikasyonlar gerceklestirilir. Protein glikozilasyonu olarak bilinen bu tiir
modifikasyonlar proteinlerin sentezinden sonra gerceklesir. Proteinlerin karbonhidratlarla
yapmis oldugu bu reaksiyonlar oldukca 06zgiil ve enzimatik olarak katalizlenen
reaksiyonlardir.

Indirgeyici sekerler ile sekerlerin metabolik tiirevleri, herhangi bir enzim tarafindan
katalizlenmeden de, proteinler ile tepkimeye girebilirler. Indirgeyici sekerlerin proteinlerle
kendiliginden gerceklesen bu modifikasyonu protein glikasyonu olarak adlandirilir [99, 100].
2.3.2.4.2. Proteinlerin Glikasyonu
Glukoz gibi indirgeyici bir sekerin karbonil grubu ile proteinlerdeki lizin aminoasidinin yan
zinciri olan €-pozisyonundaki amino grubu arasinda olan kondensasyon tepkimesi, glikasyon

tepkimesinin ilk basamagidir (Bkz. Sekil.2.9 ve 2.10). Bu tepkime ile 6nce ara {iriin ketimin



yapidaki “Schiff baz1” olusur. Bu ara {iriiniin kararli hale gelmesi i¢in; ya su katilmasiyla
tepkime tersine doner ya da daha kararli bir ara iirin olan 1-amino-1-deoksi-2-ketoz
(ketoamin veya fruktozamin) formuna tersinmez spontan olarak ¢evrilir. Bu kararli ketoamin
formunun olusumu “Amadori diizenlenmesi” olarak adlandirilir [99-101].

Viicut sivilarinda en ¢ok bulunan karbonhidrat glukozdur ve bu nedenle glikasyondan
sorumlu baslica molekiildir. Hemiasetal veya hemiketal yapidaki sekerler amadori
tepkimesine girmediklerinden, lineer yapida serbest karbonil grubuna sahip olanlar1 daha
etkili glikasyon ajanlaridir. Sekerlerin fosforile olmasi da reaktiviteyi arttirmaktadir. Bu
nedenlerden dolayi, konsantrasyonlar diisiik olsa bile 6zellikle hiicre i¢i kosullarda glukoz
metabolitleri en az glukoz kadar etkili glikasyon ajanlaridir [99,101].

Ik kez 1812 yilinda Louis Camille Maillard tarafindan “Gelismis glikasyon son iiriinleri
(AGE)” tanimlanmistir. AGE’ler ilk kez gida kimyasinda kullanilmasindan sonra, 1968
yilinda HBAlc’nin diyabetik hastalarda kesfi ile AGE’ler arastirilmaya baglanmistir [100,
101, 104].

Protein glikasyonu, sekerin karbonil grubu ile proteinin serbest amino grubunun Schiff
baz1 olusturmasiyla baslamaktadir. Schiff bazi olusumu saatler icerisinde gerceklesmektedir
ve sonrasinda giinler igerisinde Amadori iiriinlerine doniismektedir. Amadori tirlinleri ise daha
sonra dikarbonil bilesiklerine ve sonrasinda da haftalar igerisinde AGE’lere doniismektedir
[100, 103-108].

AGE olusumunda diger bir mekanizma ise diyabette artmis olan oksidatif strese bagl
olarak seker veya lipidlerin oksidasyonu sonucunda ara iirlin olarak reaktivitesi yiiksek 3-
deoksiglukozon, glioksal ve metilglioksal gibi diisiik molekiill agirlikli dikarbonil
bilesiklerinin olusumudur. Genel olarak glikoliz ara drilinlerinden, glikasyona ugramis
proteinlerin degradasyonunundan ve lipidlerin peroksidasyonundan dikarbonil bilesikler
olusabilmektedir. Bu yollara ilave olarak metilglioksal, keton cisimlerinin metabolizmasi ve
treonin katabolizmasi yollariyla da az miktarda olusabilmektedir. Dikarbonil bilesikler yiiksek
kimyasal aktiviteye sahiptir ve ¢ok kii¢ciik konsantrasyonlar da bile direkt olarak proteinlerin
terminal aminoasit rezidiisiiyle reaksiyona girerek AGE olusumuna yol agabilmektedir [99,
100, 103, 108].

AGE olusumunda 6nemli diger bir mekanizma ise poliol yolagidir. Diyabete bagl olarak
ortaya cikan yiiksek miktarda glukozun bir kism1 dnce sorbitole, sonrasinda ise bir AGE ara
iirlinli olan 3-deoksiglukozon’a doniisiip AGE olusumuna katilmaktadir (Bkz. Sekil 2.7).
Ancak bu reaksiyonlar da NADPH ve glutatyon tiiketimine yol ac¢tigindan dolayr dolayli
olarak oksidatif stresin artmasina da yol agmaktadir [105]. AGE olusumunda bu sekilde



bircok mekanizmanin rol oynamasi AGE’lerin heterojen bir yapiya sahip olmasina yol
agmaktadir [103, 105, 108].
Heterojen yapiya sahip olan bu AGE’ler kimyasal yapilarina gore 3’e ayrilirlar:
1. Floresans capraz bagli AGE’ler; pentosidine ve kroslin
2. Non-floresans ¢apraz bagli AGE'ler; glucosepane ve MOLD
3. Capraz bag yapmayan AGE’ler; N-Karboksimetil lizin (CML) ve Pyrraline

Saatler icerisinde Giinler igerisinde Haftalar, aylar igerisinde
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Sekil 2.9. Proteinlerin glikasyonu ve AGE olusumu

CML organizmada olugsan major AGE’lerden biridir ve lizerinde en fazla ¢aligilanidir.
Yaslanma ve patolojik durum belirteci olarak oOl¢iimlenen CML ve pentosidin serum
diizeylerinin ¢ocukluluktan yasliliga kadar 5 kat arttig1 bildirilmistir. Ancak bu belirteglerin
diizeyleri her dokuda esit oranda artmaz; Ornegin pentosidinin en ¢ok renal kollojende
biriktigi, deride daha az diizeylerde biriktigi saptanmistir [102, 105].

Amadori Uriiniiniin oksidatif yikimi ile olusan karboniller ve dikarboniller reaktif ara
iriin olduklarindan, proteinlerdeki diger lizin ve arjinin aminoasitlerinin yan gruplar1 ve N-
terminal amino grubu ile tepkimeye girerek proteinler arasinda ¢apraz baglanmalara neden
olur. Capraz baglanma ile olusan protein agregatlar1 proteazlarin etkilerine direngli

olduklarindan 6zellikle bag dokusunda kalicidir [100, 103, 108].
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2.3.2.4.3. Lipidlerin Glikasyonu

Glikasyon tepkimesi karbonil grubu ile amino grubu arasinda gergeklesen bir tepkime
oldugundan, teorik olarak sadece fosfotiletanolamin (PE) ile fosfotilserin glikasyona
ugrayabilir; ancak sadece fosfotidiletanolaminin glikasyona ugrayabildigi gosterilmistir.
Hiicre zarlarinda ve lipoproteinlerin yapisinda polar gruplar her zaman sulu ortam yoniinde
diizenlendiklerinden, fosfotiletanolamin glukoz ile tepkimeye girmek i¢in uygun konumdadir.
Glikasyon tepkimesiyle olusan fosfotidiletanolamin amadori {irlinleri karali degildir ve
kendiliginden oksitlenerek, yikilarak reaktif oksijen tiirlerinin olusuna neden olur. Reaktif
oksijen tiirleri de zarlarda lipidlerin peroksidasyonuna neden olarak aterogenez, diyabet gibi
patolojik stireglerde goriilen zarlardaki degisimlere katkida bulunur [100, 104, 109].

LDL’nin artmis glikasyonu LDL’nin reseptorii tarafindan taninmasini engeller ve serum
klirensini de azaltir. Glikasyona ugramis LDL makrofaj ¢opcii reseptorleri tarafindan alinir ve
kopiik hiicresi olusumuna neden olur. LDL’nin aksine HDL’nin glikasyonu onun
metabolizmasini arttirir. Bunun yani sira damar yapisinda AGE baglanmis kollojen, LDL’yi1
baglayarak plak olusumunu hizlandirir [103].
2.3.2.4.4. Niikleik Asitlerin Glikasyonu
Glikasyon tepkimesi icin, niikleik asitler ve niikleotidlerin yapisinda bulunan, birer serbest
amino grubu igeren adenin, guanin ve sitozin bazlar1 glikasyon tepkimesine elverislidir.
Niikleobazlarin glikasyonu, proteinlerin glikasyonu ile karsilastirildiginda niikleobazlarin
glikasyonu ve glikasyon iriinlerinin birikimi daha diisiik diizeydedir. Bunun nedeni
glikasyona ugrayan serbest niikleotidlerin viicuttan kolaylikla atilmalaridir. Glikasyona
ozellikle DNA’daki guanin bazlar1 yatkindir, ancak guanin glikasyon iiriinlindeki kararl
olmayan N-glikozidik bag nedeniyle hidrolize ugrayarak DNA {izerinde apiirinik bolgeler
olusturur. Olusan apiirinik DNA bdlgeleri DNA onarim mekanizmalariyla onarilmak, DNA

lizerinde glikasyon liriinlerinin birikimi engellenmis olur [100, 105, 110, 111].



2.3.2.4.5. AGEs’lerin Doku ve Hiicre Diizeyinde Etkileri

Ik kez 1992 yilinda karboksimetillizin igeren proteinleri baglayan, zarsal reseptdrler olarak
tanimlanan glikasyona ugramis proteinlerin hiicre zarindaki reseptorleridir. Bu reseptorler
araciligiyla ileri glikasyon iirtinleri, etkilerinin 6nemli bir kismin1 gosterir.

AGE reseptorleri (RAGE), amiloid-f, inflamatuar sitokinler, amfoterin ve diger
fibriller proteinler gibi ¢ok sayidaki biyolojik ligand tarafindan aktive edilen, immiin globiilin
iist ailesine ait ¢ok ligandl1 bir reseptor grubudur. Bu reseptorlerin zarsal ve ¢oziiniir formlart
bulunur. Coziinlir RAGE’leri hiicre disinda ve dolasimda bulunan reseptorlerdir, ya
sentezlendikten sonra hiicreden digariya salinirlar yada zarsal reseptorlerin trans membran ve
sitoplazmik C-terminal bolgesi koparilmis formudur. RAGE’ler serbest formdaki glikasyon
son Uriinlerini degil, sadece ileri glikasyon iiriinleri i¢eren proteinleri baglar. Aslinda
karboksimetillizin AGE reseptorlerine baglanmaz ve aktive etmez; ancak karboksimetillizin
iceren proteinler RAGE’leri tarafindan 6zgiil olarak taninir.

Coziinir RAGE’ler glikasyona ugramis olan proteinlerin, biyolojik ligandlarin hiicre
disinda ve dolasimda bulunanlarini baglar ve bunlarin zarsal RAGE ‘lere baglanmasini
engeller. Bu sekilde zarsal RAGE’lerinligandlar tarafindan aktivasyonuna engelledigi ve
bundan dolay1 koruyucu fonksiyonlarinin disinda baska etkilerinin olmadigi kabul edilir [100,
103, 112, 113].

RAGE’ler damar ve dokularda ¢ok az ekspresse edilirken, baslica mononiikleer fagositler,
endotel hiicresi, diiz kas hiicresi ve astrositlerde bulunur [103].

Reaktif kimyasal bilesikler olan ve protein glikasyonu ve lipid peroksidasyonu
sonucunda olusan karboniller, tepkimeye girdikleri proteinlerin yap1 ve fonksiyonlarinda
degisikliklere neden olurken; bu direkt etkileri, AGE reseptorlerinden bagimsiz olarak
gerceklesir. Bununla birlikte, yapilar1 degismis bu proteinler ayni zamanda RAGE’lerin
ligandlaridir. Bu ligandlar tarafindan aktive olan RAGE’lerin etkileri ile hiicre ve dokularda
oksidatif ve nitrozatif stres artar [100, 103, 105, 108]. Proteinlerin glikasyonunun dogrudan ya
da AGE reseptorleri araciligiyla neden oldugu belirlenen hiicre ve dokulardaki baslica etkileri
su sekilde siralanabilir:

1. Lipid peroksidasyonunda artig: Oksijen radikalleri olusumundaki artmaya, protein
glikasyon {iriinlerinin oksidatif yikimi ve RAGE’lerin aktivasyonuyla artan oksidatif stres
neden olur. Glikasyon sonucu son derece onemli bir antioksidan enzim olan SOD inhibe
edilir. Nitrik oksitin diizeyi bu oksidan kosullarda azalir, endotelin-1 sentezi artar. Tiim bu
etkiler ile lipid peroksidasyonu ve vazokonstriiksiyondaki artig hiicre ve doku diizeyinde

gerceklesir [100, 103, 105].



2. Hiicresel aktivitelerin indiiksiyonu: proteinlerin glikasyonu ve RAGE’lerin gliko proteinler
ile aktivasyonu VCAM-1, IL-1, TNF-a ve IGF-1A gibi sitokinlerin sentezini ve salgilanimini
arttirir. Mitogenez, mononiikleer hiicrelerin kemotaksisi, T-hiicrelerinin aktivasyonu ve y-
interferon olusumu, inflamatuvar sitokinlerin artisina bagli olarak artar. Hiicrelerin bu sekilde
gereksiz uyarilmalari, sekli degisen dokular1 ve kalinlasmis bazal membrani olusturur [100,

103, 105, 114].

3. Proteinlerde yapisal ve fonksiyonel degisiklikler: Protein glikasyonu sonucunda,
proteinlerde net yiik ve konformasyon degisikligi olur. Bununla birlikte ayn1 veya farkli
proteinler arasinda olusan kovalent ¢apraz baglanmalar sonucu olusan agregatlari, proteazlara
karst diren¢ kazanarak yikilamazlar. Aym1 zamanda hiicrelerin adhezyon ve yayilam
ozellikleri de etkilenir. Bu etki hiicre zar1 ve disindaki matriks proteinlerinin glikasyonu ile
hiicre-matriks etkilesiminin degismesinden kaynaklanir.
4.Tromboz ve fibrinoliz tizerindeki etkileri: Protein glikasyonu doku ile ilgili trombomodiilin
sentezini azaltirken, tromboz faktorlerini ve platelet agregasyonunu artirir [100, 103, 105].
AGE’lerin bu etkilerinin yani sira insiilin benzeri bliyiime faktorii 1 (IGF-1) ve platelet
kaynakli biiyliime faktorii (PDGF) gibi sitokinlerin salinimini artirir. Monosit ve makrofajlarin
migrasyonunu arttiran bu sitokinlerin salinimi, aynt zamanda diiz kas hiicre proliferasyonunu
da arttirarak plak olusumunu hizlandirir. AGE’lerin T lenfosit lizerindeki RAGE reseptdriine

baglanarak y-interferon yapimini uyarir doku hasarmna neden olur [103].

3. GEREC VE YONTEM

3.1 Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

e ELISA okuyucusu (GF-M3000; Cin Halk Cumhuriyeti)

e ELISA mikro plak yikayicis1 (GF-W3000; Cin)

e Sabit baslikli masa tistii santrifiij (Hettich Rotina 380R; Almanya)

e Mikro santrifiij (Eppendorf 5415C; Almanya)

e Manyetik Karistirict (Niive MK 218; Tiirkiye)

e PH metre (ADWA; Romanya)

e Hassas terazi (Sartorius; Almanya)

e Derin dondurucu (Ariston; Italya)

e Buzdolab1 (Argelik ; Tiirkiye)

e Vorteks (WiseMix; Kore)

e Otomatik pipetler (Gilson; ABD)



e (esitli ebatlarda erlen, beher, balon joje, cam pipet ve meziirler (Teknik cam, Tiirkiye)
e Otomatik pipet uclar1 (Mavi, sar1, beyaz, Gilson; ABD)
e Ependorf tiipler (1 ml, 5 mL)

e Parafilm (BEMIS; ABD)

e (Gozlik (Serian, Armamax; Birlesik Krallik )

e Eldiven (Beyaz ve Mavi ; Micro Touch Nitra Tex Nitril)
e Masa iistii 1sitic1 (Cole Parmer)

e Tek kullanimlik laboratuar 6nliigii (non woven)

e Tek kullanimlik laboratuar tulumu (non woven)

e Galos

e Steril jelli biyokimya tiipleri

e Santrifiij Tiipleri (cam 15 ml)

3.2. Kimyasal Maddeler ve Kitler
e Na2HPO4.2H20 (Merck; Almanya)
e NaH2PO4 (Merck; Almanya)
¢ NaCl (MERCK; Almanya)
e EDTA (MERCK; Almanya)
e TBA (MERCK; Almanya)
e TCA (MERCK; Almanya)
e MDA (MERCK; Almanya)
e NaOH (MERCK; Almanya)
e HCI (MERCK; Almanya)
e 8-Hidroksi-2’-Deoksiguanozin (8-OHdG) ELISA Assay Kit
e 3-Nitrotirozin (3-NT) ELISA Assay Kit
e 8-Nitroguanin (8-NG) ELISA Assay Kit
e Nitrik Oksit (NO) ELISA Assay Kiti
e Karboksimetillizin (CML) ELISA Assay Kit
e 8-iso-Prostoglandin F,, (8-iso-PGF,,) ELISA Assay Kit
e TAS (Total Antioxidant Status; Rel Assay Diagnosetics TAK) Deney Kiti
e TOS (Total Oxidant Status; Rel Assay Diagnosetics TOK) Deney Kiti



3.3. Hasta ve Kontrol Grubu

3.3.1. Hastalar

Bu calismada hasta grubu, Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama
Hastanesi Enfeksiyon hastaliklar1 kliniginde KKKA ©n tanisi alan, daha sonra Ankara
Hifzissihha Enstitiisii viroloji laboratuvarinda PCR ve ELISA yontemleri kullanilarak kesin
tan1 konan 23’1 kadin, 37’si erkek olmak iizere 60 birey ile olusturuldu. Hastalar, yas ve
cinsiyetleri bakimindan herhangi bir ayrima tabi tutulmaksizin, rast gele belirlendi. KKKA
tanis1 konan bu hastalar daha sonra, Bakir ve ark. tarafindan gelistirilen SGS (Siddet
derecelendirme Skoru) skorlamasina gore kendi igersinde hafif, orta ve agir olmak iizere ii¢
alt gruplara ayrild1 [115]. Bu skorlama literatiire ve klinik 6neme sahip oldugu kabul edilen,

mortalite ile iligkili oldugu belirlenen birka¢ degisken kullanilarak olusturulmustur.

Hasta gruplari;
1. Diisiik derecede yada hig risk tagimayan grup ( H < 4)
2. Orta derecede risk tastyan grup ( 5 <0 <8)
3. Yiiksek derecede risk tasiyan grup ( A > 9) seklinde olusturuldu.

Cinsiyet Hafif Orta Agir
Kadin 9 10 4
Erkek 16 15 6

Cizelge 3.1 SGS sistemine gore olusturulan hasta gruplarinda cinsiyet dagilimi

3.3.2. Kontroller

Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesine basvuran ve
herhangi bir sistemik rahatsizligi bulunmayan, 13’ kadin olmak tzere toplam 35 birey
kontrol grubuna alindi.

3.4 Kan Orneklerinin Toplanmasi

Hasta ve kontrol grubuna dahil edilen bireyler bilgilendirilip, aydinlatilmigs onam formu
okutularak imzalatildiktan sonra, her birinden 10 mL kan Ornegi steril jelli biyokimya
tiiplerine alindi. Bu kan 6rnekleri 4000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Elde edilen serumlar
porsiyonlanarak 8-OHdG, 3-NT, 8-NG, NO, CML, 8-is0-PGF,,, TAS, TOS ve MDA
diizeylerinin belirlenmesi amaciyla analiz gilinline kadar -40 %C’de muhafaza edildi.

3.5. Malondialdehit Tayini (MDA)



Metodun temel prensibi; lipit peroksidasyonu sonucunda agiga ¢ikan MDA nin tiyobarbitiirik
asit (TBA) ile reaksiyona girmesi sonucunda 532 nm dalga boyunda maksimum absorbans
veren renkli bir kompleks olusturmasi esasina dayanmaktadir [116] (Bkz. Sekil 3.1).

a. Malondialdehit ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

v’ Fosfat tamponu (PH=7.4)

v 0.1 MEDTA

V' % 30’luk TCA

v' 6.072 M MDA stok ¢ozeltisinden farkli derisimlerde hazirlanmis standartlar
v" 0.05 M NaCl i¢inde hazirlanmis % 1°lik TBA

b. Malondialdehit diizeyinin dl¢iilmesi

Kor Standart Numune
Standart — ............ o.6m ...
Serum  Leeh ceieeeeee. 0.6 ml
Distile Su 0.6ml L e
Fosfat Tamponu 2.4 mi 2.4 ml 2.4 ml
% 30’luk TCA 1.5 ml 1.5 ml 1.5ml

Yukaridaki tabloda belirtildigi sekilde kor, standart ve ornek tiipleri hazirlandi. 2 saat
buz banyosunda bekletildikten sonra 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. 3 ml siipernatant
almip tlzerine 0,225 ml 0,1 M EDTA ve 0,75 ml %1’lik TBA eklendi. 15 dakika su
banyosunda kaynatild1 ve tiipler oda sicakligina geldiginde 532 nm dalga boyunda 6rnekler ve
standartlar kore kars1 okundu.

a. Hesaplama

MDA ve TBA tepkimesi sonucu olusturulan standart egri kullanilarak yapildi.



MDA Standart Egrisi
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Sekil 3.1. MDA standart egrisi

3.6. Total Oksidan Kapasite (TOS) Ol¢iimii
Total oksidan kapasite, numunenin icerdigi oksidan molekiillerin ferr6z iyonu ferik iyona
kiimiilatif olarak oksitlemesine dayanan, kolorimetrik bir yontem kullanilarak olgtildi [117].
Ferik iyon asidik ortamda kromojen madde ile etkileserek renkli bir bilesik olusturur.
Spektrofotometrede 6lgiilen rengin yogunlugu (koyulugu) numunedeki oksidan molekiillerin
toplam miktarini verir. Kitin kalibrasyonu hidrojen peroksit ile yapildi. Sonuglar pmol H,0;
Equivalent/L olarak bulundu.
3.7. Total Antioksidan Kapasite (TAS) Olciimii
Total antioksidan kapasite, numunenin icerdigi antioksidanlar koyu mavi-yesil renkli 2-2°-
Azino-bis [3-ethylbenzathiazoline-6-siilfonic acid] diamonium salt (ABTS) radikal
cozeltisini, renksiz ABTS formuna ¢evirir. 660 nm absorbansindaki degisim total antioksidan
miktariyla ilgilidir. Kitin kalibrasyonu E vitamininin suda ¢dziiniir bir analogu olan Trolax
kullanilarak yapildi. Sonuglar mmol/Trolox Equivalent/L olarak verildi [118].
3.8. Oksidatif Stres indeksi (OSI)
Oksidatif stres indeksi, total oksidan kapasitenin total antioksidan kapasiteye boliinmesiyle
bulundu.
OSI = (TOS/TAS) x 100
3.9. Nitrik Oksit Diizeyi Ol¢iimii
v Deneye baslamadan 6nce tiim numune ve reaktiflerin oda sicakligina gelmesi saglandi.
v' ELISA islemi igin; standart sulandirici tampon kullanilarak 320, 160, 80, 40, 20
pumol/L human nitrik oksit standartlar1 hazirlandi.
v’ Standart kuyucuklarina her standarttan 50 ul ilave edildi. Numune kuyucuklarina her
numuneden 40 pl edildi. Blank kuyucuklari ise bos birakildi ve belirtilen miktarlarda
(Bkz. ¢izelge 3.2) reaktif ve konjugatlar kuyucuklara eklendi.



Anti NO antikorlar1 Streptavidin
(Biotin ile isaretli) (HRP isaretli)

Blank 50 pl
Standart ... 50 ul
Numune 10 pl 50 ul

Cizelge 3.2. NO ELISA c¢alisma protokolii
v' Bu asamalardan sonra ELISA plagi 37°C’ye ayarlanmis inkiibatorde 60 dakika

bekletildi.

v Daha sonra plak 3 defa 400 uL seyreltilmis yikama tamponu ile manuel olarak yikandi
ve kurutuldu.

v Tiim kuyucuklara 50 uL kromojen A reaktifi ve 50 pL kromojen B reaktifi ilave edildi
ve yaklagik 10 dakika tekrar 37 °C’de inkiibe edildi.

v Bu siirenin sonunda renklenen plak kuyucuklarinin her birine 50 pL Stop Solution
ilave edildi.

v' Maviden sartya dénem plak 5 dakika igerinde 450 nm’de ELISA okuyucusunda
okutuldu.

3.9.1. “NO” Diizeylerinin Hesaplanmasi
v' Standart ve numunelere ait okunan absorbans degerlerinden “blank” absorbans degeri
cikarild1.
v' Standartlara ait absorbans degerleri derisimlerine kars1 grafige gecirilerek grafigin
egimine ait denklem ve R? degeri bulundu (Bkz. Sekil 3.2).
v Standart egri denkleminden ve numunelere ait absorbans degerlerinden

yararlanilarak, numune derisimleri tek tek hesaplandi.
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Sekil 3.2. NO Standart Egrisi

3.10. “3-NT” Diizeyi Ol¢iimii

v
v

v

Deneye baglamadan 6nce tiim numune ve reaktiflerin oda sicakligina gelmesi saglandi.
ELISA islemi i¢in; standart sulandirici tampon kullanilarak 1200, 600, 300, 150, 75
nmol/L human 3-NT standartlar1 hazirlandi.

Standart kuyucuklarina her standarttan 50 pl ilave edildi. Numune kuyucuklarina her
numuneden 40 pl edildi. Blank kuyucuklari ise bos birakildi ve belirtilen miktarlarda
(Bkz. Cizelge 3.3) reaktif ve konjugatlar kuyucuklara eklendi.

Anti 3-NT Streptavidin
antikorlar1 (HRP isaretli)
(Biotin ile isaretli)
Blank 50 pul
Standart .. 50 pl
Numune 10 pl 50 pul

Cizelge 3.3. 3-NT ELISA calisma protokolii

Bu asamalardan sonra ELISA plagi 37°C’ye ayarlanmis inkiibatorde 60 dakika
bekletildi.

Daha sonra plak 3 defa 400 pL seyreltilmis yikama tamponu ile manuel olarak yikandi
ve kurutuldu.

Tiim kuyucuklara 50 pL kromojen A reaktifi ve 50 pL kromojen B reaktifi ilave edildi
ve yaklasik 10 dakika tekrar 37 °C’de inkiibe edildi.



v Bu siirenin sonunda renklenen plak kuyucuklarinin her birine 50 uL Stop Solution
ilave edildi.

v' Maviden sartya dénem plak 5 dakika igerinde 450 nm’de ELISA okuyucusunda
okutuldu.

3.10.1. “3-NT” Diizeylerinin Hesaplanmasi
v/ Standart ve numunelere ait okunan absorbans degerlerinden “blank™ absorbans degeri
cikarildi.
v' Standartlara ait absorbans degerleri derisimlerine kars1 grafige gecirilerek grafigin
egimine ait denklem ve R? degeri bulundu (Bkz. Sekil 3.3).
v’ Standart egri denkleminden ve numunelere ait absorbans degerlerinden yararlanilarak,

numune derisimleri tek tek hesaplandi.

3-NT Standart Egrisi
4
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3,5 -
R?=0,9997
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Sekil 3.3. 3- NT Standart Egrisi

3.11. 8-OHdG Diizeyi Ol¢iimii
v" Deneye baglamadan 6nce tiim numune ve reaktiflerin oda sicakligina gelmesi saglandu.

v' ELISA islemi i¢in; standart sulandirici tampon kullanilarak 64, 32, 16, 8, 4 ng/ml
human 8-OHdG standartlar1 hazirlandi.

v' Standart kuyucuklarina her standarttan 50 pl ilave edildi. Numune kuyucuklarina her
numuneden 40 pl edildi. Blank kuyucuklari ise bos birakildi ve belirtilen miktarlarda
(Bkz. Cizelge 3.4) reaktif ve konjugatlar kuyucuklara eklendi.

Anti 8-OHdG Streptavidin
antikorlar1 (HRP isaretli)




(Biotin ile isaretli)

Blank ... 50 pl
Standart ... 50 ul
Numune 10 pl 50 ul

Cizelge 3.4. 8-OHdG ELISA calisma protokolii

v' Bu asamalardan sonra ELISA plag1 37°C’ye ayarlanmis inkiibatorde 60 dakika
bekletildi.

v Dabha sonra plak 3 defa 400 uL seyreltilmis yikama tamponu ile manuel olarak yikandi
ve kurutuldu.

v Tiim kuyucuklara 50 uL kromojen A reaktifi ve 50 pL kromojen B reaktifi ilave edildi
ve yaklagik 10 dakika tekrar 37 °C’de inkiibe edildi.

v Bu siirenin sonunda renklenen plak kuyucuklarinin her birine 50 pL Stop Solution
ilave edildi.

v" Maviden sartya donem plak 5 dakika igerinde 450 nm’de ELISA okuyucusunda
okutuldu.

3.11.1. “8-OHdG” Diizeylerinin Hesaplanmasi
v' Standart ve numunelere ait okunan absorbans degerlerinden “blank” absorbans degeri
cikarildi.
v' Standartlara ait absorbans degerleri derisimlerine kars1 grafige gegirilerek grafigin
egimine ait denklem ve R? degeri bulundu (Bkz. Sekil 3.4).
v Standart egri denkleminden ve numunelere ait absorbans degerlerinden

yararlanilarak, numune derisimleri tek tek hesaplandi.

8-OHdG Standart Egrisi

y=0,0472x+0,4273
35 ¢ R? = 0,9893

=—#—8-0OHdG Standart Egrisi
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Standart Egrisi)
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Sekil 3.4. 8-OHdG Standart Egrisi
3.12. “8-iz0-PGF,a” Diizeyi Ol¢iimii



v
v

v

3.12.1.

Deneye baglamadan once tiim numune ve reaktiflerin oda sicakligina gelmesi saglandi.
ELISA islemi i¢in; standart sulandirici tampon kullanilarak 120, 60, 30, 15, 7,5 pg/ml
human 8-izo-PGF,a standartlar1 hazirlandi.

Standart kuyucuklarina her standarttan 50 pl ilave edildi. Numune kuyucuklarina her
numuneden 40 pl edildi. Blank kuyucuklari ise bos birakildi ve belirtilen miktarlarda
(Bkz. Cizelge 3.5.) reaktif ve konjugatlar kuyucuklara eklendi.

Anti 8-izo-PGF,a Streptavidin
antikorlar1 (HRP isaretli)
(Biotin ile isaretli)
Blank ... 50 ul
Standart ... 50 ul
Numune 10 pul 50 ul

Cizelge 3.5. 8-iz0-PGF,a ELISA ¢alisma protokolii

Bu asamalardan sonra ELISA plagi 37°C’ye ayarlanmis inkiibatorde 60 dakika
bekletildi.

Daha sonra plak 3 defa 400 puL seyreltilmis yikama tamponu ile manuel olarak yikandi
ve kurutuldu.

Tiim kuyucuklara 50 pL kromojen A reaktifi ve 50 pL kromojen B reaktifi ilave edildi
ve yaklagik 10 dakika tekrar 37 °C’de inkiibe edildi.

Bu siirenin sonunda renklenen plak kuyucuklarimin her birine 50 pL Stop Solution

ilave edildi.

Maviden sartya donem plak 5 dakika igerinde 450 nm’de ELISA okuyucusunda
okutuldu.

“8-iz0-PGF,0” Diizeylerinin Hesaplanmasi

Standart ve numunelere ait okunan absorbans degerlerinden “blank™ absorbans degeri
cikarildi.

Standartlara ait absorbans degerleri derigimlerine karsi grafige gegirilerek grafigin
egimine ait denklem ve R? degeri bulundu (Bkz. Sekil 3.5).

Standart egri denkleminden ve numunelere ait absorbans degerlerinden

yararlanilarak, numune derisimleri tek tek hesaplandi.
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Sekil 3.5. 8-iz0-PGF,a Standart Egrisi
3.13. KML Diizeyi Ol¢iimii
v Deneye baslamadan 6nce tiim numune ve reaktiflerin oda sicakligina gelmesi saglandi.

v' ELISA islemi igin; standart sulandirici tampon kullanilarak 160, 80, 40, 20, 10 ng/ml
human KML standartlar1 hazirlandi.

v" Standart kuyucuklarina her standarttan 50 pl ilave edildi. Numune kuyucuklarina her
numuneden 40 ul edildi. Blank kuyucuklar ise bos birakildi ve belirtilen miktarlarda
(Bkz. Cizelge 3.6) reaktif ve konjugatlar kuyucuklara eklendi.

Anti KML Streptavidin
antikorlar1 (HRP isaretli)
(Biotin ile isaretli)
Blank ... 50 pul
Standart ... 50 pl Cizelge 3.6.
KML Numune 10 pl 50 pl ELISA

caligma protokolii

v' Bu asamalardan sonra ELISA plagi 37°C’ye ayarlanmis inkiibatorde 60 dakika
bekletildi.

v' Daha sonra plak 3 defa 400 pL seyreltilmis yikama tamponu ile manuel olarak yikandi
ve kurutuldu.

v Tiim kuyucuklara 50 uL kromojen A reaktifi ve 50 pL kromojen B reaktifi ilave edildi
ve yaklasik 10 dakika tekrar 37 °C’de inkiibe edildi.

v Bu siirenin sonunda renklenen plak kuyucuklarinin her birine 50 uL Stop Solution
ilave edildi.

v' Maviden sartya dénem plak 5 dakika igerinde 450 nm’de ELISA okuyucusunda
okutuldu.



3.13.1.

v

“KML” Diizeylerinin Hesaplanmasi

Standart ve numunelere ait okunan absorbans degerlerinden “blank” absorbans degeri
cikarildi.

Standartlara ait absorbans degerleri derisimlerine karsi1 grafige gecirilerek grafigin
egimine ait denklem ve R? degeri bulundu (Bkz. Sekil 3.6).

Standart egri denkleminden ve numunelere ait absorbans degerlerinden yararlanilarak,

numune derisimleri tek tek hesaplandi.

KL Srandat Egrisi
700
— y =360,15x- 82,145
RZ=0,9875
500 |
400 | —— KM L Standart Egrisi
300 Dogrusal (KML
200 | Standart Egrisi)
100
o}
0 0,5 1 1,5 2 2,5

Sekil 3.6. KML Standart Egrisi

3.14. 8-NG Diizeyi Ol¢iimii

v
v

v

Deneye baglamadan 6nce tiim numune ve reaktiflerin oda sicakligina gelmesi saglandu.
ELISA islemi i¢in; standart sulandirict tampon kullanilarak 400, 200, 100, 50, 25
ng/ml human 8-NG standartlar1 hazirlandi.

Standart kuyucuklarina her standarttan 50 pl ilave edildi. Numune kuyucuklarina her
numuneden 40 pl edildi. Blank kuyucuklar ise bos birakildi ve belirtilen miktarlarda
(Bkz. Cizelge 3.7) reaktif ve konjugatlar kuyucuklara eklendi.

Anti 8-NG Streptavidin
antikorlar1 (HRP isaretli)
(Biotin ile igaretli)
Blank 50 pl
Standart . 50 pl
Numune 10 pl 50 ul

Cizelge 3.7. 8-NG ELISA ¢alisma protokolii
Bu asamalardan sonra ELISA plagi 37°C’ye ayarlanmis inkiibatorde 60 dakika
bekletildi.
Daha sonra plak 3 defa 400 pL seyreltilmis yikama tamponu ile manuel olarak yikandi

ve kurutuldu.



v Tiim kuyucuklara 50 uL kromojen A reaktifi ve 50 pL kromojen B reaktifi ilave edildi
ve yaklasik 10 dakika tekrar 37 °C’de inkiibe edildi.

v Bu siirenin sonunda renklenen plak kuyucuklarinin her birine 50 pL Stop Solution
ilave edildi.

v' Maviden sartya dénem plak 5 dakika icerinde 450 nm’de ELISA okuyucusunda
okutuldu.

3.14.1. 8-NG Diizeylerinin Hesaplanmasi
Standart ve numunelere ait okunan absorbans degerlerinden “blank” absorbans degeri
cikarildi. Standartlara ait absorbans degerleri derisimlerine kars1 grafige gecirilerek grafigin
egimine ait denklem ve R? degeri bulundu.

v Standart egri denkleminden ve numunelere ait absorbans degerlerinden

yararlanilarak, numune derigimleri tek tek hesaplandi.
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Sekil 3.7. 8-NG Standart Egrisi

3. 15. Istatistiksel Analiz
Calismamizdan elde edilen veriler SPSS (Ver: 22.0) programina yiiklenerek

degerlendirilmigtir. Verilerin  degerlendirilmesinde parametrik test varsayimlari yerine
getirildigi icin (Kolmogorov-Simirnov) Varyans ANOVA analizi, iki Ortalamanin Arasindaki
Farkin Onemlilik Testi (T Taesti) ve Pearson korelasyon Analiz Testi kullanilmistir ve

yanilma diizeyi 0.05 olarak alinmistir.

3.16. Arastirmanin Etik Yonii
Arastirmanin her asamasi etik ilkelere uygun olarak yiiriitiilmiistiir. Uygulamaya ge¢meden
once etik kuruldan (10.03.2015 tarihli, 2015-03/04 sayili) (EK.1) ve calismanin yapilacagi

kurumdan izin alinmistir. Calismaya katilanlardan bilgilendirilmis onam formu alinmistir



) 4. BULGULAR
Bu c¢alismada Cumbhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Uygulama ve Arastirma Hastanesi

Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji servisinde KKKA tanis1 konularak izlenen,
23’1 kadin, 37’si erkek olmak {izere toplam 60 hasta alindi. Herhangi bir sistemik rahatsizligi
bulunmayan, 13’1 kadin olmak iizere toplam 35 birey de kontrol grubunu olusturdu. Hastalar,
yas ve cinsiyetleri bakimindan herhangi bir ayrima tabi tutulmaksizin, rast gele belirlendi.
KKKA tanis1 konan bu hastalar daha sonra, Bakir ve ark. [115] tarafindan gelistirilen SGS
(Siddet derecelendirme Skoru) skorlamasina gore kendi igersinde ii¢ alt gruba ayrildi. Bu
skorlamaya gore hasta grubunu olusturan bireyler 25 hafif, 25 orta ve 10 agir derecede olmak
iizere 3 alt gruba ayrild.

KKKA hastalar1 ve kontrollerin yas 6zellikleri ¢izelge 4.1°de verildi.

Yas
Toplam Ortalama + Ss t P
Hasta 60 45,73 + 14,02 0,933 -0,084
Kontrol 35 45,97 £ 11,95

Cizelge 4.1 Calisma gruplarinin yas ortalamalari
Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda yas ortalamalari yoniinden istatistiksel olarak anlamli bir

fark tespit edilmedi.

Cinsiyet
Kadin Erkek
Toplam NG
N % N %
Hasta 60 23 38,3 37 61,7
0,908
Kontrol 35 13 37,1 22 62,9

Cizelge 4.2 Calisma gruplar cinsiyet 6zellikleri

KKKA hastalar1 ve kontrollerin cinsiyet 6zellikleri ¢izelge 4.2°de verildi. Her iki grupta
da cinsiyet yoniinden istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmedi. KKKA hastas1 ve
saglikli kontrol grubunda 8-iSOPGF,a, 8-NG, 3-NT, 8-OHdG, CML, MDA, NO, TOS ve TAS
diizeylerine bakildi. TOS ve TAS diizeyleri ile elde edilen OSI degerleri de hasta ve kontrol

gruplar1 arasinda incelendi.

Hasta Kontrol
Belirtecler t p
Ort £+ Ss Ort + Ss




OSi 4,99 + 239 2,55+ 1,09 5,70 0,000
8izoPGF2a(pg/ml) 73,86 + 30,78 31,81 + 16,08 7,49 0,000
8-OHdG (ng/ml) 32,19 + 10,48 11,40 + 5,88 10,77 0,000
MDA (mM) 0,34 +0,17 0,07 = 0,04 8,91 0,000
NO (umol/L) 21,72 +7,51 15,43 + 4,80 4,45 0,000
8-NG (ng/ml) 71,49 + 13,47 27,47 +9.53 16,99 0,000
3-NT (nmol/L) 265,51 + 84,87 165,09 + 52,48 7,12 0,000
KML (ng/ml) 106,72 + 67,12 39,70 + 15,16 5,81 0,000

Cizelge 4.3. Calisma gruplarinin biyobelirte¢ ortalama ve karsilagtirilmalari

Hasta ve kontrol grubuplar1 arasinda OSI (Oksidatif Stres Indeksi), oksidatif stres
biyobelirteg (8-i1SOPGF,a, 8-OHdG, MDA), nitrozatif stres biyobelirteg (8-NG, 3-NT, NO) ve
glikozatif stres biyobelirteg (CML) diizeyleri ortalamalar1 yoniinden fark istatistiksel olarak
anlamli bulundu (Bkz. Cizelge 4.3) (p=0,00).

Alt Gruplar Hafif Orta Agir Kontrol
(n=25) (n=25) (n=10) (n=35)
Belirtecler Ort + ss Ort £ ss Ort £ ss Ort £ ss
TOS (umolH,0,Eq/L) 30,53 £8,05 55,44+£1290 60,51 +11,06 29,66+13,24
TAS(mmol/TroloxEg/L) 1,13+ 0,19 0,87 0,17 0,94 £ 0,09 1,16 £ 0,12
OSi 2,77 £ 0,86 6,64 +£2,03 6,45+ 1,01 2,55+ 1,09
NO (umol/L) 21,94 +£3,50 25,78 £7,26 11,01 £4,79 15,43 +£4,80
8-iz0PGF,4 (pg/ml) 88,12 +39,09 64,76 +17,77 60,94+ 18,80 31,81+ 16,08
8-NG (ng/ml) 61,81+ 11,12 75,88+ 10,41 84,70+7,96 27,47 +9,53
KML (ng/ml) 81,32 +56,13 114,59 +69,44 150,53 +64,68 39,70+ 15,16
8-OHdG (ng/ml) 2093+ 9,82 3029+977 42,58 +8,01 11,40 + 5,88
MDA (mMm) 0,32+ 0,14 0,29+0,15 0,53+0,19 0,07 £ 0,04

3-NT (nmol/L) 216,10+67,51

287,43+84.82

334,25+50,14

165,10+52,48

Cizelge 4.4 hasta grubu alt gruplar1 ve kontrol grubuna gore biyobelirteg diizeyleri

Calismamizda hasta grubu hafif (H), orta (O) ve agir (A) olmak iizere 3 alt gruba
ayrildi. Bu alt gruplar oksidatif, nitrozatif ve glikozatif stres biyobelirtegleri diizeyi belirlendi
(Bkz. Cizelge 4.4).



Hasta grubunun biyobelirte¢ diizeyleri ile yapilan korelasyon analizi ile biyobelirteg

diizeyleri istatistiksel olarak degerlendirildi (Bkz. Cizelge 4.5).

Belirtecler OsI NO 8- 8-OHdG MDA 8-NG 3-NT KML
izoPGF
20
. r 1 0,135  -0,33** 0,085 0,023 0,683** 0,338  0,364**
0si D 0,306 0,01 0,516 0861 <0001 0,008 0,004
r 0135 1 0,031  -0,350*  -0,403** _ -0,108 _ -0,167  -0,217
NO p__ 0,306 0,817 0,005 0,001 0,412 0,202 0,096
r -0,33* 0,031 1 0,17 0,124 0,259~  -0314*  -021
8-izoPGF20. ™ 010 0,817 -0,170 0,124 0,259~  -0314*  -0,210
r 008  -0,359**  -0,170 1 0,171 0,236 0,170 0,240
8-OHdG ™ o516 0,005 0,195 0,192 0,070 0,193 0,065
r 0,023  -0,403**  -0,124 0,171 1 0,234 0210 0,350**
MDA p 0,861 0,001 0,345 0,192 0,073 0,170 0,006
r 0683** 0,108  -0,259* 0,236 0,234 1 -0,385%*  0,454**
8-NG p_ <0,001 0,412 -0,046 0,070 0,073 0,002 <0,001
r 0,338  -0167  -0,314* 0,170 0210  0,385** 1 0,173
3-NT P 0,008 0,202 0,015 0,193 0,107 0,002 0,186
r 0364 0217  -0,210 0,240 0,350  0,454** 0,173 1
KML P 0,004 0,096 0,107 0,065 0,006 <0,001 0,186

Cizelge 4.5 Hasta Grubundaki Biyobelirteclerin Korelasyon Analizleri

Cizelge 4.5’de calisma parametrelerinin birbirleriyle korelasyonu yer almaktadir. Cikan
sonuglara gore OSI ile 8-NG, 3-NT ve KML arasinda pozitif dogrusal bir iliski 8-izoPGF2a.
ile negatif dogrusal bir iliski istatistiksel olarak anlamli bulundu. NO ile 8-OHdG ve MDA
arasinda istatistiksel olarak anlamli negatif dogrusal iliski bulundu. 8-izoPGF2a ile OSI ve 3-
NT arasinda arasinda istatistiksel olarak anlamli negatif dogrusal iliski bulundu. MDA ile
KML arasinda arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif dogrusal iliski ve NO arasinda
istatistiksel olarak anlaml1 negatif dogrusal iliski bulundu. 8-NG ile OSI, 8-OHdG ve KML
arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif dogrusal iliski; 8-izoPGF2a ve 3-NT arasinda

istatistiksel olarak anlamli negatif dogrusal iliski bulundu.



5. TARTISMA VE SONUC
Son yillarda yapilan g¢alismalarda oksidatif, nitrozatif ve glikozatif stresi olusturan

reaktif tiirlerin, pek ¢ok hastaligin mekanizmasinda énemli bir rol oynadiklar1 gosterilmistir.
Ayn1 zamanda enfeksiyonlarin reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin olusumunu arttiran etkili
ve potansiyel bir faktor oldugu da belirtilmistir [119]. Bu ¢alismalardan yola ¢ikarak KKKA
hastalarinda Oksidatif, Nitrozatif ve Glikozatif Stres biyobelirte¢ diizeylerinin saptanmasi ve
hastaligin patogenez ve prognozu yoniinden incelenmistir.

Fagositik l6kositler; ¢6ziinebilir ya da partikiiler mikroorganizmalar, bakteriyel orjinli
bilesikler gibi uyaranlarla uyarildiginda lizozomal bilesenleri disariya vermeye baglarlar.
Metabolit olusumu ile birlikte mitokondri disindaki oksijen tiiketiminde bir artig gosterirler.
Fagosite edilmis patojenler, oksijen tiiketimiyle olusmus molekiillerin toksik etkisi ile
oldiriiliirler. Bu oksidan molekiiller siiperoksit anyonu, hidrojen peroksit, hidroksil radikali ve
oksidasyon irilinleridir. ~Solunum patlamasi olarak bilinen bu olayin amaci,
mikroorganizmalarin yok edilmesini saglayacak oksidan ajanlar saglamaktir [113]. Viriisler
fagositoza ugrayarak serbest radikallerin olusumuna neden olurlar. KKKA hastaligin

olusturan “Hyalomma marginatum” kaynakli viriis ayni sekilde serbest radikalleri olusturur.

ROS/RNS kendileri ¢ok reaktif ve ¢ok kisa yarilanma omriine sahip oldugundan dolayz,
doku ya da viicut sivilarinda bunlarin dogrudan saptanmasi genellikle pratik degildir. Bu
nedenle oksitlenerek yada nitrozatiflenerek degismis biyolojik drneklerdeki DNA, proteinler,
lipitler ve sekerlerde, ROS ve RNS’nin s6z konusu oldugu hastaliklarda biyobelirtecleri tespit
etmek gerekmektedir. Bu biyobelirtecler hastalik gelisimini 6nleyici amacli “ara u¢ noktalari
ya da erken sonug belirtecleri” olarak kullanilabilirler [6]. Bizde ¢alismamizda bu nedenle

ROS ve RNS belirteci olan parametrelerden bazilarimi kullandik.

Herpes virtisii tip 1 (BHV-1) ile enfekte hayvanlarda yapilan bir ¢aligmada, oksidatif ve
antioksidatif denge incelenmistir. Bu calismada, enfekte hayvanlarda kontrollere gére TAS
diizeyi daha diisiik bulunmustur; ancak TOS ve OSI diizeylerinde iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir. Viriisler, ya serbest radikallerin
olusumunu arttirarak yada konak hiicreler i¢inde oksidatif savunmada yer alan enzimlerin
sentezini inhibe ederek oksidatif dengeyi degistirebilirler [120]. Bu calismaya bakarak

virtslerin oksidatif dengeyi degistirmis oldugunu gozlemledik.



Oksidatif stresin artmasi 6zellikle karaciger hiicresinde 6liime neden olmakta ve bu
durum karsimiza; yiikselmis enzimler, gelismis fibroz ve tedavi edilemeyen kronik hepatit C
olgularinda siroz ile ¢ikmaktadir. Kronik viral hepatit olgularinda yapilan bir¢ok calisma ile
ROS’nin artmasiyla olusan lipid peroksidasyonun hiicre hasarina yol agtigi gosterilmistir.
Kronik viral hepatitli 73 hastada yapilan bir ¢calismada TAS diizeyi kontrol grubuna gore
yiikksek bulunurken; TOS ve lipidhidroperoksid (LOOH) degerleri diisiik bulunmustur. Bu
sonuclara dayanilarak, yukaridaki parametrelerin kronik hepatitlerin izleminde belirte¢ olarak
kullanilabilecegi belirtilmistir [121]. Bizde ¢calismamizda diger biyobelirteglerle birlikte TAS
ve TOS’un KKKA hastaliginin izleminde belirteg olarak kullanilabilirligini arastirdik.

KKKA hastalarinda olusan yiliksek ates, hastaligin prognozunu tetikleyen artmis
oksidatif stresin muhtemel sonucudur. Ayrica oksidatif stresin neden oldugu doku hasari
kacinilmaz sondur. Viriis ile uyarilmig oksidatif stres, proinflamatuvar sitokinlerin salinimina
aracilik eder. Sonucta; konagin inflamatuvar cevabi, hastalik patofizyolojisine katilabilir.
KKKA hastalarinda kontrol grubuna gére TOS diizeyleri anlamli olarak yiiksek bulunurken;
dengue atesi hastalarinda ise, oksidatif stresin kontrollere gore arttigi belirlenmistir [122,
123]. Viral enfeksiyon hastalarinda olusan inflamatuvar cevap nedeniyle, TOS ve lipid
peroksidasyonunun yiikseldigi, TAS diizeylerinin azaldig1 gosterilmistir [124, 125, 126].

Calismamizda TAS ve TOS degerleri hasta ve kontrol grubunda degerlendirildiginde,
TAS degerleri sirast ile 0,98 + 0,20 ve 1,15 £ 0,11 mmol/TroloxEq/L, TOS degerleri ise
sirastyla 45,90 £ 16,95 ve 29,66 + 13,23 umolH;02Eq/L olarak bulunmustur. Sonuglar
kontrole gore kiyaslandiginda istatistiksel olarak her iki parametrede anlamli bir fark ortaya
cikmistir (p<0,001). Bu parametrelerle elde ettigimiz OSI degerleri ise sirasiyla 4,99 + 2,39 ve
2,55 + 1,09 seklindedir. Iki grup arasindaki OSI degerleri kiyaslandiginda hasta grubundaki
artis kontrole grubuna gore 2 kati olup, fark istatistiksel olarak olduk¢a anlamli ¢ikmistir (p<
0,001). Yukaridaki calismalara bakildiginda KKKA hastaligi bir viriis hastaligi oldugu ve
viriislerin serbest radikalleri olusturup oksidatif savunmada enzimlerin sentezini inhibe ettigi
ve boylece oksidatif dengeyi degistirdigi goriilmiistiir. Hiicrelerde serbest radikal iiretimi, bazi
yabanci toksik maddeler tarafindan biiylik oranda arttirilir. Bu yabanct maddelerden biri olan
viriislerin, fogositoz gibi immiinolojik mekanizmalarla yok edilmesi gerekir. Fagositoza bagl
olarak pek cok reaktif oksijen metaboliti olusur ve viriisler bu metabolitlerle yok edilir.
Sonugta ortamda serbest radikaller fagositoza bagli olarak artar. Nitekim bizde ROS’lerinin
artisina bagli olarak TOS diizeylerini yiiksek; TAS diizeylerini ise diisiik bulduk. Ciinkii
oksidan sistemin artigin1 kompanse etmek icin antioksidanlar oldukc¢a fazla kullanilarak TAS

diizeyi azalmistir. Bulgularimiz da bu hipotezi destekler niteliktedir.



Oksidatif stres lipid biyobelirteci olarak MDA, hiicrede lipid peroksidasyonunun son
tiriinlerinden biridir. F2- izoprostanlar, 6zellikle 8-iSOPGF,, spesifik, giivenilir ve in vivo
lipid peroksidasyonunun non invasive biyobelirteci olarak ileri siiriilmiistiir. izoprostanlar
patololojik sartlarda oksidatif bozulmaya ugrar. Olusan iriinler doku ve plazmada eser
diizeylerde goriiliir. Bu diizeyler oksidatif stresin artmasi durumunda yiikselir. Plazma doku
ve idrarda 8-iSOPGF,, artmis diizeylerinin kalp damar hastaliklari, alerjik astim, karaciger
sirozu gibi bir¢ok hastalikta oksidatif hasarin rol oynadigi ileri siiriilmistiir [5].

Ayrica Aydin ve ark.’lariin KKKA hastalarinda yapmis olduklar1 ¢calismada MDA
diizeylerini yiiksek bulmuslardir [127]. Hileman ve ark.’larimin HIV enfekte yetiskinlerde
plasebo kontrollii randomize ¢alismada ise, oksidatif stres belirtecleri olarak Slgiilen okside
LDL ve F2-izoprostan/kreatinin diizeylerinin HIV enfekte hastalarda artmig oldugunu tespit
etmislerdir. Bununla birlikte antiretroviral tedavinin baslamasini takip eden 24 hafta sonunda,
azalmis monosit aktivasyonu ile iligkili olarak okside LDL diizeyinde hasta grubunda azalma
kaydetmislerdir. Okside LDL kopiik hiicrelerinin gelisiminde énemli bir rol oynayan LDL nin
proinflamatuvar seklidir [128].

Akut karaciger hasar1 ve hepatik inflamasyonda hiicre oliimiinii tetikleyen ROS’lar
notrofiller ve Kupffer hiicreleri tarafindan tretilir. Bununla birlikte KKKA hastaliginda en
cok etkilenen organ karacigerdir. HBV enfeksiyonu olan olgularda hepatosit hasarinin nedeni
olarak lipid peroksidasyonu ve oksidatif stres belirteci olan MDA’ ’nin arttigi gosterilmistir
[129, 130, 131].

Calismamizda diger bir parametre olarak, oksidatif stres lipid biyobelirteci MDA ve 8-
iISOPGF,, diizeylerini saptadik. MDA diizeyleri hasta grubunda 0,34 + 0,17 kontrol grubunda
ise 0,07 = 0,04 mM olarak bulunmustur. 1ki grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml
cikmustir (p < 0,001). Calisma bulgularimiz yukarida bahsedilen diger ¢aligmalarla uyumlu
olarak, oksidatif stresin artisin1 gostermektedir. Lipid peroksidasyonunun bir diger gostergesi
olan 8-isoPGF2, diizeyleri hasta ve kontrol grubuna goére sirasiyla 73,86 + 30,78 ve 31,81 +
16,08 pg/ml olarak bulunmustur. Hasta ve kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamlidir (p<0,001). KKKA hastaliginda yapilmis 8-izoPGF2a ile ilgili herhangi bir ¢alisma
bulunmamaktadir.

Bilindigi tlizere serbest radikallerin olusumu lipid peroksidasyonu baslatir. Artan lipid
peroksidasyonunun son iirtinii de MDA’dir. Lipid peroksidasyonuyla MDA artar.
Calismamizda serbest radikallerin artisint TOS diizeylerinin yiikselmesi ile gosterdik.
Bulgularimizda da KKKA hastalarinda MDA’nin arttigin1 gordiik. Bu bulgu yukaridaki

caligmalarla ve hipotezle olduk¢a uyumludur.



KKKA hastaligimin patogenezinde endotel hasar1 6nemli rol oynar [1]. Viral faktorler
endotelyumu indirekt olarak hedefler. Sonugta, endotel aktivasyonu ve disfonksiyonu olusur
[21]. Endotel bir¢ok uyarana yanit olarak, vazokonstriiktor ve vazodilator 6zellikte maddeleri
sentezleyip salgilar. Endotelde NO iiretimindeki bozulma; endotelin, anjiyotensin gibi,
gevseme ve kasilma faktorlerinde dengesizligi gosterir [113]. KKKA hastaliginda endotelyal
hasar muhtemelen indirekt ve inflamatuar hiicre aktivasyonuyla olusur.

Kronik viral hepatitlerin patogenezinde, NO’in rolii tam olarak anlasilamamuistir; ancak
bunlarin asir1 {iretiminin, inflamatuvar durumlarda patolojik degisikliklerden sorumlu
olabildigi ileri siiriilmiistiir. Bir viral enfeksiyon nedeni ile gelismis hepatit B ve C
vakalarinda iNOS aktivitesinin artmis oldugu bildirilmistir [131]. Baska bir caligmada ise
nitrik oksit ve peroksinitrit diizeyleri pandemik HIN1 ve mevsimsel grip A enfekte hasta
gruplarinda kontrollere gore yiliksek oldugu bulunmustur [132]. NO hemen hemen tiim
hepatik hiicrelerde iiretilir. Karacigerde diger doku ve organlarda oldugu gibi, NO hiicresel
yada molekiiler diizeyde bircok etkiye sahiptir [130]. Ozellikle inflamasyon gibi patolojik
durumda, hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu artarak NOS aktive olmakta, makrofajlar ve
notrofillerden NO' salinimi1 gergeklesmektedir.

Reaktif oksijen tiirleri ve oksidatif stres iyi arastirilmis olmasia ragmen; ancak son
zamanlarda organizmanin hayatta kalmasi i¢in kritik olan “nitrozatif stresin diizenlenmesi”
onem kazanmistir. Nitrik Oksit (NO), 8-Nitroguanin (8-NG) ve 3-Nitrotirozin (3NT)
nitrozatif stres biyobelirtecleridir. Bizde g¢alismamizda KKKA hasta ve kontrol grubunda
nitrozatif stresin bir belirteci olarak NO diizeylerini saptadik.. Buna gére NO degerleri hasta
grubunda 21,72 + 7,51 kontrol grubunda ise 15,43 + 4,8 pmol/L olarak bulundu. ki grup
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli ¢ikmistir (p< 0,001). KKKA hastaliginda NO
diizeyleri ilk kez bizim c¢alismamizda saptamistir. Bu nedenle literatiirde benzer bir ¢aligma
bulunmamaktadir. Viral enfeksiyon hastaliklar1 ile yapilan bir¢cok ¢alismada, bizim
bulgularimizla uyumlu olarak, NO diizeyinin kontrol grubuna gore yliksek bulundugu
belirtilmistir [133, 134, 135]. KKKA gibi siddetli patolojik durumlarda siiperoksit (O2")
salinimi da NO' salinimiyla es zamanli olarak meydana gelir. NO' ile O, radikali reaksiyona
girerek oldukga hasar verici bir oksijen radikali olan peroksinitriti (ONOQO") olusturmaktadir
[113].

Indiiklenebilir NOS aktivasyonu sonucunda olusan nitrik oksit, viriis benzeri
patojenlerle uyarilabilen dokularda sitokin ve endotoksinlerle birlikte yiiksek miktarlarda
tiretilir. KKKA hastalarindaki viriitik 6geler, sitokinler ve ileri oksidasyon iirtinleri, endotelyal

hiicreleri aktive ederek oksidatif stresi artirmis olabilirler. Bu hastalarda 6nemli miktarda



inflamasyonun olustugu bilinmektedir. Nitrik Oksit, inflamasyonun bir¢ok asamasinda rol
oynamaktadir. Farkli ajanlarin uyaris1 ile monositler, mast hiicreleri, makrofajlar ve
notrofiller, NO sentezleme yetenegine sahiptirler [113, 114]. KKKA hastalarinda farkl
ajanlar virlis ve onun Uriinleri olabilir. Bu iiriinler ayrica iNOS’1 indiikleyerek NO {iretimini
arttirabilirler. Nitrozatif stres prekiirsorii olan NO’in, KKKA hastalarinda tiim bu
mekanizmalarin etkisi ile artmis oldugunu ¢alismamizda gordiik.

Oksidatif ve nitrosatif stresin protein biyobelirteci 2- pirolidin ve 3- nitrotirozin’dir.
Bunlar proteinlerden aminoasit kalintilarinin direk oksidasyonu ile iiretilir. Bunlar 6zellikle
lizin, arjinin, treonin ve prolin tarafindan olusturulur. Ayrica lipitlerin ve sekerlerin
oksidasyon firiinleri ile ikinci bir reaksiyonla meydana gelirler. ROS ve RNS ile baglantili
hastaliklarda 3-nitrotirozin diizeylerindeki yiikseklik, bazi ¢caligmalarda gosterilmistir [5]. NO
ve Oy radikalinin olusturdugu ONOQO’, bir¢ok fizyopatolojik etki gosterir. Yarilanma omrii
cok kisa olan bu molekiil, nitronyum iyonuna doniiserek tirozin ile 3-NT olusturur. 3-NT’in
olusumu ile tirozinin fosfatlanmasi engellenerek hiicre sinyalizasyonu bozulur [135]. Bundan
dolayr onemli hiicresel aktiviteler, 6zellikle hiicre sag kalim ve o6lim mekanizmalar1 da
etkilenebilir.

KKKA hastalarinda ¢alismamiza benzer bir calisma yapilmamistir. Ancak, benzer
klinik o6zelliklere sahip, ciddi viral enfeksiyon hastaligi olan HIV’de yapilmis bir ¢alismada,
nitrozatif stresin protein hasar1 biyobelirteci olarak 3-NT diizeylerine bakilmis ve kontrole
gore anlamli olarak yliksek oldugu bulunmustur [133]. Calismamizda bizde 3-NT diizeylerini,
hasta grubunda 265,51 + 84,87 nmol/L; kontrol grubunda ise 165,09 + 52,48 nmol/L olarak
bulduk. Iki grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli ¢ikmistir (p< 0,001). Yukarida
bahsettigimiz ¢alisma ile bizim c¢alismamizdaki bulgular birbirini desteklemektedir.
Calismamizda hasta grubunda artmis olan 3-NT seviyeleri, calismis oldugumuz diger
parametrelerle iliskili olarak yiikselmis olabilir. Cilinkii NO artisi, tirozin nitrasyonunun temel
aract molekiilii olan peroksinitrit olusumunu uyarir. Inflamatuvar olaylar, proteinlerdeki
tirozin kalintilarinin nitrasyonu i¢in uygun ortami saglayabilir. Bu nedenle 3-NT’in;
inflamasyonun yogun olarak yer aldigit KKKA hastalarinda, degismis protein fonksiyonuna
bagl olarak gelisen, oksidatif ve nitrozatif hasarin bir belirteci oldugunu soyleyebiliriz.
Ayrica 3-NT protein agregasyonuna neden oldugundan dolayr KKKA hastalarinin
patogenezinde 6nemli rol oynayabilir. Bundan dolayr KKKA hastalarinda 3-NT’ini ¢calismay1
amagladik ve sonugta arttigini gézlemledik.

ONOO’; hem mitokondride elektron transport zincirinde yer alan enzimleri inhibe

ederek enerji azalmasina, hem de DNA kiriklarina neden olur. Bu etkiler sonucunda PARS



olarak bilinen DNA onarim enzimini aktive etmis olur. PARS hiicre i¢ci NAD"yi substrat
olarak kullanarak glikoliz ve elektron transportunun yavaglamasini, dolayisiyla ATP
olusumunun azalmasmi ve gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenazin (GAPDH), ADP
ribozilasyonunu uyarir. Bu olaylar zinciri ile enerji agi@i meydana gelerek, hiicrenin
disfonksiyonunu ve 6liimiinii tetikler [137]. Bu nedenle KKKA hastalarinda nitrozatif stresin
DNA biyobelirteci olarak 8-NG diizeylerini ¢alistik.

8-NG diizeyleri, hasta grubunda 71,49 + 13,47 ng/ml iken; kontrol grubunda 27,47 +
9,53 ng/ml olarak bulunmustur. iki grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli ¢ikmustir
(p< 0,001). Literatiirde, bizim ¢alismamiz ile karsilagtirabilecegimiz herhangi bir calisma
bulunmamaktadir. Ancak hasta grubumuzda buldugumuz yiiksek seviyedeki NO’in 6zellikle
bazal seviyenin lstiinde ve artmis siiperoksit radikali ile hizlica peroksinitrite doniistiigiini
sOyleyebiliriz. Bu RNS’leri inflamasyon dokularda 8-NG’nin olusumunu uyarmis olabilir.
Bizce hasta grubumuzda 8-NG diizeylerindeki yiikseklik normal dokularda tespit edilemeyen
bu belirtecin yogun nitrozatif stres ile DNA hasarin1 géstermektedir.

Calismamizda DNA nitrozatif hasarini, 8-NG diizeylerinin artisin1  belirleyerek
gostermistik. DNA oksidatif hasarini gdsteren en iyi iriin ise, oksidatif olarak degismis
guanin bazinin bir {iriinii olan 8-OHAG’dir. 8-OHdG’nin yiikselmis serum ve idrar seviyeleri
kalp yetmezligi, miyokard ve Parkinson hastalarinda tespit edilmistir. Ayrica 8-OHdAG
seviyeleri diyetten bagimsizdir [5]. HCV ve HBV enfeksiyonu olan olgularla yapilan bir
calismada, 8-OHdG diizeylerinin kontrol grubun gore arttifi bildirilmistir [138]. KKKA
hastaliginda yapilmis boyle bir calisma bulunmamaktadir. 8-OHdG diizeylerini, hasta
grubunda 32,19 £ 10,48ng/ml; kontrol grubunda ise 11,40 + 5,88 ng/ml olarak bulduk. iki
grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p< 0,001). Yukarida bahsettigimiz ¢alisma
ile elde ettigimiz sonuglar uyumludur. 8-OHdG diizeylerinin, TOS’lerin artisiyla birlikte,
DNA’nin oksidatif hasarmin yiiksekligini sdyleyebiliriz. Enfeksiyon gibi patolojik
durumlarda, hiicrelerin asir1 uyarilmalari sonucu Ca™ derisimi artip, yiiksek afinite ile
DNA’daki guanin bazlarina baglanarak, oksidatif stresin DNA iizerindeki hasar1 uyarilmis
olabilir.

Glikozatif stres belirteci olarak karboksimetillizin diizeylerini ¢alismamizda inceledik.
Gelismis glikasyon son iirlinleri AGE’ler, indirgen sekerler tarafindan proteinlerin
nonenzimatik glikasyon irilinleridir. Bu AGE’ler yas, diyabet, bobrek yetmezligi ve
Alzheimer hastaligi olanlarin plazma ve dokularinda biriktigi bildirilmistir. Bunlarin glisemik
kontrol takibinde, diyabete bagl klinik komplikasyonlarin riskini tahmin etme ve ndropati,

nefropati, retinopati ile diyabetik hastalarin tedavi etkisinin takibinde, potansiyel yararl



biyobelirtecleri oldugu kabul edilir. Karboksimetillizin (CML) ve pentosidin, AGE’lerin
belirlenen biyobelirtecleridir ve oksidasyon esliginde glikasyon (glikozatif stres) tirlinleridir
[5].

Arastirmamizda; glikozatif stres parametresi olarak karboksimetillizin diizeylerini
calistik. KKKA hastalarinda: kapiller endotelin hedef oldugu endotelyal hasar meydana
gelmektedir [3]. AGE’lerin reseptorleriyle etkilesiminden dolayi, hiicresel sinyal yolaklari
aktive olup sitokinlerin salimimini indiikler. AGE reseptorii olan RAGE’ler, &zellikle
fagositlerde bulunurlar [139]. Sitokin salinmasi AGE’lerin arttigin1 gostermektedir. Bu
sekilde hiicrelerin asir1 uyarilmalar1 sonucu dokularda bozulma ve membran hasar1 olusur
[108, 139, 140]. KKKA hasta ve kontrol grubunda sirayla; 106,72 £67,12 ng/ml ve 39,70 +
15,16 ng/ml degerlerini elde ettik. iki grup arasindaki farki istatistiksel olarak anlamli bulduk
(p< 0,001). Calismamizda KKKA hastalarinda karboksimetillizin diizeyleri kontrollere gore
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,001). Bu artis, bize hastalardaki doku ve membran
hasarini ac¢iklamaktadir.

Calismamiz da KKKA hastalarinda, TOS, 8isoPGF2a, 8-Nitroguanin, 8-
OHdeoksiguanozin, Karboksimetillizin, Nitrik Oksit, 3-Nitrotirozin, ve MDA diizeylerinin
saglikli kontrollere goére anlaml olarak yiikseldigi belirlendi ve TAS diizeylerinin ise bunun
aksine hasta grubunda diistigli gorildii.

Calismamizda parametrelerin birbirleriyle korelasyonunu kiyaslandiginda;

OSl ile 8-NG, 3-NT ve KML arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif dogrusal bir
iliski bize bozulan antioksidan sistemin diger tiim oksidatif, Nitrozatif, Glikozatif,
belirteclerinde artmasinda onemli bir etken oldugunu gostermektedir. Buna karsilik 8-
1zoPGF2a ile istatistiksel olarak anlamli negatif dogrusal bir iliski oldugu goriildii.

NO ile 8-OHdG ve MDA arasinda istatistiksel olarak anlamli negatif dogrusal iligki
saptandi. 8-izoPGF2a ile OSI ve 3-NT arasinda istatistiksel olarak anlamli negatif dogrusal
iliski bulundu. MDA ile KML arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif dogrusal iliski ve
NO ile ise; istatistiksel olarak anlamli negatif dogrusal iliski saptand1.8-NG ile OSI, 8-OHdG
ve KML arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif dogrusal iligki; 8-izoPGF2a ve 3-NT
arasinda istatistiksel olarak anlamli negatif dogrusal iliski bulundu. Bu parametreler ile
literatiirde kiyaslama c¢alismasi olmadigindan tartisilamamastir.

Sonug olarak c¢alismamiz da KKKA hastalarinda, TOS, 8isoPGF2a, 8-Nitroguanin, 8-
OHdeoksiguanozin, Karboksimetillizin, Nitrik Oksit, 3-Nitrotirozin, ve MDA diizeylerinin
saglikli kontrollere gore anlamli olarak yiikseldigi ve TAS diizeylerinin ise bunun aksine

diistiigii belirlendi. Oksidatif, Nitrozatif, Glikozatif stres azaltilamaz ise, olusan {iriinlerin



miktar1 gitgide artacak ve savunma mekanizmalarinin kapasitesini asacaktir. Savunma
sisteminin yetersiz kalmasi, organizmada c¢esitli bozukluklara neden olacak ve tiim
metabolizma etkilenecektir. Hastalifin prognozu ve tedavisi acisindan bu bozukluklarin
giderilmesi gerckmektedir. Dolayisiyla hastalarin tedavilerine antioksidan eklemek
gerekebilir. Bu takviye antioksidan savunma sistemlerini gli¢lendirebilir ve oksidatif hasardan
olusabilecek bozukluklar1 engelleyerek hastaligin tedavi siirecinde etkili olabilir. Bunun
olumlu yada olumsuz yonlerinin ortaya konabilmesi i¢in ¢ok daha ayrintili ve uzun siireli

klinik ¢alismalara ihtiya¢ vardir.
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