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OZET

Bu calismada, kronik olarak arsenik konteminasyonuna ugramis i¢gme suyu kullanan
insanlarda, oksidan — antioksidan sistem iizerindeki degisiklikler arastirildi. Kontrol grubu ve
kronik olarak arsenik maruziyetine kalan kisilerin olusturdugu grup olmak iizere iki grup
iizerinde ¢alismalar yapildi. Bu ¢alismada iki gruptan kjan numuneleri alinarak, bu numunelerin
plazmalarinda lipit peroksidasyon diizeyi belirteci olan malondialdeiht (MDA) seviyesi,
antioksidan enzimlerden katalaz (CAT) ve siiperoksit dismiitaz (SOD) enzim aktivitelerinin
diizeyi arastirildi. Kronik olarak arsenige maruz kaslmis insanlarda, kontrol grubuna gore MDA
diizeyinin istatiksel olarak anlamsiz (p>0,05) olarak arttifi, CAT ve SOD aktivitelerinin
istatiksel olarak anlamli (p<0,001) olarak azaldig: tespit edildi.

Sonug olarak, arsenik maruziyetinin insanlarda, lipit peroksidasyonunu arttirarak ve

antioksidan enzimlerin aktivitelerini inhibe ederek oksidatif stres olusturdugu kararina varildi.

Anahtar Kelimeler : Arsenik, Katalaz (CAT), Siiperoksit Dismutaz (SOD),
Malondialdehit (MDA), Lipit peroksidasyonu, Oksidatif Stres.



EFFECTS ON ARSENIC ON OXIDATIVE ENZYMES
OF HUMANS AND SOME LIVINGS
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SUMMARY

In this study, changes on the antioxidant — oxidant system on humans who use drinking
water exposed to arsenic-contaminated chronically, were investigated. Studies were made on
two groups as control group and group constisting of ones being exposed to arsenic chronically.
In this study, taking blood samples from two groups, level of malondialdehyte (MDA) the
measurement of lipid peroxidation from the plasma of these samples, level of one of the
antioxidant enzymes, catalase (CAD) and superoxide dismutase (SOD) enzyme activities, were
investigated. In humans, exposed to arsenic chronically, it is seen that MDA according to
control group increased non-sigficantly (p>0,05) statically, catalase and superoxide dismutase

activities decreased significantly (p<0,001) statically.

As a result, it is decided that arsenic submissions cause oxidative stress on humans,

increasing lipid peroxidation and inhibating activities of antioxidant enzymes.

Key Words : Arsenic, Catalase (CAT), Superoxide Dismutase (SOD),
Malondialdehyde (MDA), Lipid peroxidation, Oxidative Stress.
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1. GIRiS

Dogada ¢ok az miktarda bulunan arsenik genellikle oksijen, klor ve kiikiirtle bilesik
halde bulunur. Bitki ve hayvanlarda ise karbon ve hidrojenle bilesik yapar. Insan viicudunda en
cok bulunan 12. elementtir. Cogu arsenik bilesiginin 6zel bir tadi ve kokusu yoktur. Cevrede
bulunan arsenik buharlasmaz, ¢cogu arsenik bilesigi suda ¢oziiniir, arsenik bulagmis maddelerin
yanmasiyla havaya karisabilir, havadan yere inerek birikebilir, par¢alanmaz, ancak bir tiirden

digerine doniisebilir. Solunum ve sindirim yollariyla viicuda alinabilir [1].

Inorganik arsenik insanlar icin ¢ok zehirli olup organik arsenik daha az zararhdur.
Besinlerde ve sudaki yiiksek miktarda (60 ppm) arsenik oldiiriicii olabilir. Arsenik bilinen bir
kanserojendir. Inorganik arsenigin solunmasi akciger kanserine, besin yoluyla alinmasi ise cilt,
mesane, bobrek, karaciger ve akciger kanserine neden olabilir. Arsenik sinir sistemi, mide-
barsak ve cilt dokularina zarar verir. Yiiksek miktarlarda solunmasi akciger ve solunum

yollarinda yaralara neden olabilir [2].

Arsenigin ¢evreye baslica yayillma ve taginma yolu sulardir. Arsenigin su araciligiyla
ekolojik sistemde dagilimi, canli yapilarda birikimine neden olmaktadir. Genel populasyonda
toplam giinliik arsenik alimi 0.200 mg/kg’dir. Endiistriyel atiklarin aritilmadan cevreye
birakilmasi, insan saglig1 acisindan 6nemli sorunlara yol agmaktadir. Giiney Kalkiita’ da bakir
asetoarsenit iireten bir fabrikanin yakininda yasayan 17 ailenin 53 iiyesinde (% 67), arsenikle
kirlenmis suyun kullanilmasina bagli olarak kronik arsenik zehirlenmesi ortaya ¢ikmis; yapilan
Olciimlerde yiizeysel kuyu sularindaki arsenik diizeyinin 5-58 mg/L (ppm) arasinda oldugu

saptanmustir [3].

Dogal dengeyi bozan kirleticiler arasinda yer alan arsenik, gerek dogada serbest halde
bulunabilmesi ve gerekse canli yapida olusturdugu degisik toksik etkileri nedeniyle insan ve
hayvan sagligi acisindan onem tasimaktadir. Bu nedenle igilebilir sularda bulunan arsenik
diizeylerine belirli simirlandirmalar getirilmistir. Diinya Saglik Orgiiti (WHO), icme ve
kullanma sularinda 10 pg/L (ppb)’ ye kadar arsenik bulunabilecegini, 50 ppb’den daha yiiksek
miktarlarda arsenik iceren sularin ise kesinlikle kullanilmamasi gerektigini bildirmistir [4].
Halk sagligina olumsuz etkileri nedeniyle icme sularinda bulunan arsenik diizeylerine belirli
sinirlamalar getirilmistir [5]. Cocuklarda (0-6 yas), akut ve subkronik maruz kalmalar i¢in olast
referans degerler 0.015 ve 0.005 mg/kg-giin olarak bildirilmistir [4]. Ulkemizde 1970 tarihli
Gida Maddeleri ve Umumi Saglig Ilgilendiren Esya ve Levazimin Hususi Vasiflarim Gosteren

Tiiziik’teki 425. Maddede sulardaki en yiiksek arsenik diizeyi 50 ppb olarak kabul edilmistir [6].



TSE’niin 1984 tarih ve TS 266 No’lu yayminda da i¢gme ve kullanma sularinda izin verilen

arsenik miktar1 50 ppb olarak bildirilmistir [5].

Arsenik ve arsenikli bilesiklerin insanlarda karsinojen olmasi nedeniyle icme sularinin
arsenikle kontaminasyonu, biiyiik bir halk sagligi sorunu yaratir. Arsenige maruz kalmanin
insan saglig1 tizerine genel olumsuz etkileri arasinda kardiyovaskiiler ve periferal vaskiiler
hastaliklar, gelisme anomalileri, ndyrolojik ve davranis bozukluklari, diabet, isitme kayiplari,
portal fibrozis, hematolojik bozukluklar (anemi, 16ykopeni ve eozinofili) ve multipl kanserler,
deri, akciger, karaciger, idrar kesesi, bobrek ve kolon kanserleri sonucu 6liim oranlarinda artis
goriilmektedir [7]. Hopenhayn ve arkadaslarinin yaptigt bir calismada, gebelik boyunca icme
sulartyla 50 ppb den daha fazla diizeyde arsenige maruz kalmanin diisiik dogum agirliina
neden oldugu ortaya cikmistir. Icme suyuyla arsenigin kronik aliminin periferal kan
lenfositlerinde, agiz mukozasi ve idrar yollar1 hiicrelerinde karsinojen etkinin gostergesi olarak
mikroniikleuslarin olustugu kanitlanmisti. Arsenikten kaynaklanan saglik problemlerinin kotii
beslenme ile arttig1, akciger kanserinin olusumunda arsenik ve sigaranin sinerjik olarak etkidigi
de ortaya cikarilmistir. Yiiksek miktarda arsenik iceren (ortalama 412 ppb) i¢me sularini
kullanan bir kasaba halkinda yapilan c¢aligmada, lenfositlerdeki replikasyon indekslerinde
anlamli farkliliklar ve proliferasyon yeteneginde azalma saptanmistir [8]. Giiney Tayvan’da
1988 yilinda 891 yetiskin tizerinde yapilan bir ¢aligmada, arsenigin alimina bagli olarak diabetes
mellitus prevalansinin arttig1 belirlenmistir. Japonya’da 382 erkek ve 516 kadin iizerinde uzun
stireli inorganik arsenik aliminin kardiyovaskiiler sistem {iizerindeki etkilerinin incelenmesi
amaciyla yapilan bir calismada, hipertansiyon prevalansinin 1.5 kat arttifn bildirilmistir.
ABD’nde 30 eyaletin i¢gme sularindaki arsenige bagli olarak vaskiiler hastaliklardan 6liim
oranlar1 arastirllmig ve arter, arteriol ve kapiller hastaliklarindan standart 6liim oranlar1 (SMR)
kadinlarda 1.9, erkeklerde 1.6 olarak bulunmustur. 50 ppb diizeyinde arsenik iceren suyun
giinde 1 litre Omiir boyu i¢ilmesinden kaynaklanan karaciger, akciger, idrar kesesi kanserinden

olim riski 1000 kiside 13 olarak hesaplanmistir [1,7].



2. GENEL BiLGILER
2. 1. Arsenik
2. 1. 1. Arsenigin Fiziksel Ve Kimyasal Ozellikleri

Arsenik, yerkabugunda genis bir alana yayilmig ve yerkabugundaki ortalama
konsantrasyonu 2 ppm olan, 5,78 g/cm’ yogunluga sahip olan bir metaloiddir. Arsenik 200’den
fazla mineral tiiriinde bulunmakla beraber dogada jeolojik olarak genis bir alana yayilmig
trivalent ve pentavalent formlarda yiyecek ve yeralti sularinda mevcut olup en cok bilinen

minerali arsenopirittir (FeAsS) [8].

Cizelge 1. 1. Genel o6zellikleri [9].

Isim, Sembol, Atom Numarasi Arsenik, As, 33
Periyot, Grup, Blok 4. periyot, SA grubu, p Blogu
Atom Agirlig 74,92160 g/mol
Elektron Konfigiirasyonu [Ar]4s” 3d" 4p’

Cizelge 1. 2. Fiziksel ozellikleri [9]

Oda kosullarinda fiziksel hali Kat1
Yogunluk (Oda kosullarinda) 5,727 glem’
Yogunluk (S1vi, Erime noktasinda) 5,22 g/cm3

Erime noktasi 614 °C (887 K, 1137 °F)
Kaynama noktasi 817 °C (1090 K, 1503 °F)




Cizelge 1. 3. Atomik ozellikler [9]

Oksidasyon basamaklar1

+3, +5

Elektronegatikfik

2,18 (Pauling skalas1)

Iyonlasma enerjileri

1.1. E. 947,0 kJ/mol
2. 1. E. 1798 kJ/mol

3.1. E. 2735 kJ/mol

Iyonik bag uzunlugu 115 pm
Kovalent bag uzunlugu 119 pm
Wander walls bag uzulugu 185 pm
Cizelge 1. 4. Radyoaktif 6zellikleri [9]
Izotoplar Yarilanma siiresi Isima tiirii
PAs Karal1 yapiya sahip
As 17,78 dakika e yakalama
B (beta)
B* (pozitron)
Y (gama)
BAs 80,3 dakika e yakalama
v (gama)




2. 1. 2. Arsenik Formlari

Metalloid 6zellik gosteren ve yer kabugunda en bol bulunan elementlerden biridir.

Volkanik aktivitesi olan ve jeotermal bolgelerde bulunur (As,S; ve FeAsS gibi) [8].
A) Anorganik formlari:
-Arsenik trioksit (Rodentisit)
-Sodyum arsenit (Insektisit)
-Bakir aseto arsenit (Insektisit)
-Arsenik trikloriir (Insektisit)
-Arsenik pentoksit
-Arsenik asit
-Kursun arsenat (Insektisit)
-Potasyum asit arsenat (Deri ve kagit endiistrisinde)
B) Organik formlar:
-Monometilarsonat
-Dimetilarsinat (Herbisit)
-Arsenobetain
-Difenilklor arsin (Kimyasal savas gazi)
-Betaklorvinilklor arsin (Lewisit) (Kimyasal savas gaz1)
2. 1. 3. Arsenigin Kullanim Alanlari

Arsenigin metalik formda kullanilmasinin herhangi bir faydasi olmadigi i¢in bu tiir
calismalar genellikle yapilmamaktadir. Endiistride arsenigin en bilinen uygulamalar1 yar1
iletken teknolojilerinde ve laser iiretimindedir [9]. Bunun yaninda antik ¢aglardan beri zehir
olarak kullanilmaktadir. Her yil diinyada 50.000 tonun iizerinde iiretilen arsenik tiirevleri
yaygin kullanim alan1 bulmaktadir. Arsenik trioksit (beyaz arsenik), sodyum arsenit ile birlikte
mono-sodyum metanarsonat, di-sodyum metanarsonat gibi organik bilesikler, potasyum ve
kursun arsenit gibi alkali tuzlart herbisit olarak sik kullanilir. Bu bilesikler, yabani bitki tohum

ve filiz oOldiiriicti 6zelliklerinin yaninda, pamuk ve meyve agaglarinda defoliant olarak da



kullanilirlar.  Bakir asetoarsenit (Paris yesili) ve kursun arsenat kuvvetli insektisidlerdir.
Arsenik bilesikleri ayrica bazi deterjanlarin yapisinda, boya pigmentlerinde (Emerald yesili),
deri ve kagit endiistrisinde (potasyum asit arsenat), seramik, cam ve lastik imalatinda da

kullanilmaktadir [1].
2. 1. 4. Arsenigin Vucuda Giris Yollar:

Arsenik, insanlar tarafindan veya antrapojenik olarak hava, su, toprak ve besinlere
cevresel tasinim sonucu besinler ve icme sulari ile organizmaya girebilirler. Besinlerin normal
bileseni olabildikleri gibi kirlilik olarak da bulunabilirler. Hava, su ve toprak, dogal kaynaklar
ve teknolojik nedenlerle metallerle kirlenebilir. Metaller cevrede jeolojik ve biyolojik devirlerle
dagilima ugrarlar. Dagilim ve tasinma sonucu metaller emisyona ugradiklart yerlerden ¢ok
uzaklarda da birikerek cevredeki konsantrasyonlar1 artar (Gronland buzullarinda kursun
konsantrasyonunun daha énceki yillara gére 200 kat artmasi bu yeniden dagilim ve tasinmay1

gosterir) [9].

¢ Mineral yataklarindan gecen sular buradaki metalleri c¢ozerek zararli hale

getirmektedir.
Ornegin Kiitahya Emet’teki yeralt: sularmnin arsenikle kirlenmesi
¢ Cevre kirlenmesi sonucu arsenik biyoakkiimiilasyonla besin zincirine gecebilir.

Denizler, goller, akarsular insan aktiviteleri (endiistri atiklar1 gibi) sonucu metallerle
kirlenir. Metaller biyolojik parcalanmaya dayaniklidir. Ayrica bazilar1 ¢evrede lipofil 6zellik
kazanarak su bitki ve hayvanlarda birikirler. Boylece besin zinciri ile insanlara ulasirlar
(Japonya’da Minamata bolgesinde civa ile kontamine olmus baliklarin yenmesi ile goriilen

zehirlenme olay1).

#Dogal kaynaklar veya teknoloji nedeniyle arsenik ile kirlenen toprakta yetisen

bitkilerde metal birikimi olabilir.

e Fosil kaynakli kati ve sivi yakitlarin igerdigi pekcok metal (arsenik, kursun,

kadmiyum, selenyum, vanadyum gibi) yakin ¢cevremizdeki havayi kirletir.

Ayrica egzos gazlarindan c¢ikan kursun bilesikleri trafigin yogun oldugu sehirlerin

havasim kirletir.

¢ Endiistride metallerin islenmesi ve teknoloji sirasinda dogrudan maruz kalma ile pek

cok mesleksel zehirlenme olabilir.



(Kronik kursun, civa, kadmiyum zehirlenmesi gibi). Endiistride metal zehirlenmeleri
baslica inhalasyon yolu ile olmaktadir. Ancak talyum, alkil kursun, nikel, arsenik ve berilyum

gibi metallerin deri yolu ile de absopsiyonlari 6nemlidir.
¢ Yasam tarzi ile ilgili faktorler:
Sigara icimi toksisiteyi indirekt etkileyebilir.
2. 1. 5. Arsenik Tiirevlerinin Metabolizmasi

Arsenigin kronik olarak artis1 kromozom ve genler iizerinde negatif degisimlere neden
olmaktadir. Aslinda diisiik miktarlardaki arsenik (yetiskinler icin 20 pg/giin ) insan viicudu i¢in
gerekli bir mineraldir [7]. Dogal olarak yeryiiziinde ve yiyeceklerde bulunan arsenatlar
seklindeki organik arsenik bilesikleri ¢ok zehirli degillerdir. Viicut tarafindan bobreklerde
kolaylikla giderilirler [10].

Arsenat, GSH tarafindan indirgenerek arsenit olusturur. Arsenit, SAM metil donoru
tarafindan oksidatif metilasyon ile metilarsenattMMA" )’ a ve SAH’e doniigiir. Metilarsenat
once indirgenerek metilarsenitMMA™) ve daha sonra oksidatif metilasyon ile
dimetilarsenat(DMA") doniisiir. Dimetilarsenat indirgenerek dimertilarsenit(DMA™) olusturur

[11].

Arsenik trioksitler gibi, inorganik arsenik bilesikleri endiistriyel olarak kullanilirlar ve
topragi, dolayisiyla yiyecek maddelerini kirleterek esas problemi teskil ederler. Bunlar viicutta,
sacta, ciltte, tirnaklarda ve i¢ organlarda birikirler. Ortalama olarak insan viicudunda 10-20
mg’1n iizerindeki oranlarda bulunan arsenik problem yaratir. Bobrek fonksiyonlarindaki azalma
da arsenik birikimini arttiir.  Arsenik absorbsiyonu en fazla %5 gibi diisiik oranlarda
gerceklesir ve bilyiik kismi diski ve idrar yoluyla viicuttan atilir. Tavsiye edilen giivenlik limiti
yetiskinlerde 15 pg/kg (viicut agirhigi/hafta) dir. Coziinebilen inorganik arsenik bilesikleri
kuvvetli zehir olduklarindan yiiksek dozlarda emilimi, sindirim sistemi semptomlarina,
kardiyovaskiiler ve sinir sistemi fonksiyonlarinda bozukluklara ve sonucta 6liime sebebiyet
vermektedir. I¢gme suyundaki arsenigin (< 50 pg As/l) uzun siireli etkilesimi sonucunda deri,
akciger ve bobrek kanserine yakalanma riski cok yiiksek olup ayni zamanda deri goriintiisiiniin
degisimi goriilmektedir. Mesleki arsenik alinimi biiyiik oranda soluma yoluyla olup genelde
akciger kanseri ile sonuclanmaktadir. Besin maddelerinden alinan giinliik toplam arsenik,
cogunlukla 20 ile 300 pg/giin’diir. Besinlerin icindeki arsenigin yaklasik % 25’1 inorganik olup,
bu durum besinin emilim sekline yiiksek oranla baghdir. Arsenigin akcigerlere etkisi sigara

icenlerde yaklasik 10 pg/giin iken, sigara kullanmayanlarda 1 pg/giin’diir. Arsenik bilesiklerinin



aresenat .
arsenit
OH
‘ OH
, GSH GSSG
0——As—OH HO—ASHI— Ol
o SAM
SAM
arsenit metiltransferaz
Cyt19
SAH
SAH
|OH
0——As'—cCH, metil arsenat
MMA"
OH
\
NADPH Trx-(SH), GSH
TR Cyt19 GST/MMA" reduktaz
NADP* Trx~(S), GSSG
\
OH
As'—cH, metil al{lsenit
| MMA
OH
\
NADPH Trx-(SH), SAM SAM
TR yt19
NADP* Trx-(S), SAH SAH
\
CH; CH,
Dimetlil} arsenit As"'—cH;, <7T> 0=—As'—CH; Dimet\i}larsenat
DMA
DMA GSSG GSH
OH OH

Sekil 1. 1. Arsenik metabolik yolu.

insanlarda aci veren tiimorlere sebep olmasindan dolayi, oksit, asit veya tuzlarinin MAK
degerleri saptanamamustir. Arsinin (AsH;) MAK degeri 0.2 mg/m’ (0.05ppm)’dir. Arsin haric
diger tiim arsenik bilesiklerinin TRK degeri 0.2 mg/m”diir (As olarak). Amerika Birlesik



Devletleri’nde izin verilen limit degerler; kalsiyum arsenat icin 0.2 mg/m’ , arsin igin 0.2
mg/m’, tiim inorganik arsenik bilesikleri icin 0.01 mg/m’ ve organik arsenik bilesikleri icin ise
0.5 mg/m’ diir. Japonya’da arseniktrioksitin havada izin verilen maksimum konsantrasyonu 0.5
mg/m’ ve arsinin 0.2 mg/m>diir. Isve¢’te bu deger tiim arsenik bilesikleri icin 0.05 mg/m’

olarak belirlenmistir [12,13].
e Zehirlenmenin tanimlanmasi ve biyolojik indikatorleri:

Arsenige maruziyetin biyolojik indikatorleri idrar, kan ve sa¢ arsenik
konsantrasyonlaridir. Idrardaki arsenik, kandan daha iyi bir biyolojik indikatér olup yakin

zamandaki maruziyeti gosterir.

USA’de Kalifornia ve Nevada’da yapilan bir arastirmada i¢me suyundaki arsenik
konsantrasyonu 400 pg/L’ye ulastigi zaman idrar konsantrasyonu 75 pg/L, kan konsantrasyonu

14 ng/L’ye ulagmaktadir.

Sag ve tirnaktaki arsenik, gecmis maruziyet i¢in iyi bir indikatordiir [14].

Cizelge 1. 5. Arsenik Maruziyetinin Biyolojik Indikatorleri [14]

Normal Asir1 Maruziyet
Idrar pg/l 5-50 >100
Kan pg/l 1-4 50
Sac g/l <1

¢ Serbest radikal olusumu:

Metaller, serbest radikal kaynaklari arasinda onemli bir yere sahiptir. Metallerin
fizyolojik sartlarda c¢esitli oksidasyon basamaklarinda bulunur. Oksidasyon basamaklari

arasindaki elektron aligverisi yiikseltgenme indirgenme reaksiyonlari ile olur [15].

At 4 26 — As*

Arsenik gibi metaller bu ozelliklerinden dolayr serbest radikal reaksiyonlarini

hizlandirir ve katalizor gorevi goriirler. Bu tip maddelere ‘¢ oksidan stressor *” ad1 verilir [13].
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JRSH + As™ —— » 2RSe + 2H' + As™
2H,0, + A" ——> 2¢0H + 20H + As>*

As
0_2 + H202 _— L4 OH + OH_ + 02

H;AsO; + H,O + O, — H3;AsO, + H,0, (ArG® = —40. 82 kcal/mol)

Metal iyonlarinin serbest radikal reaksiyonlarindaki onemli bir etkileri de lipit

peroksidasyonudur [15].
Lipid-OOH + As®* ———»  LipidOs + OH + As”

Lipid-OOH + As®* ———» Lipid-00s + H" + As™

2. 1. 6. Arsenigin Toksik Ve Kanserojen Etkileri

Arsenigin toksik etkisi, kimyasal sekline oldugu kadar maruziyet sekli ve siiresine de

baghdir.

Insektisit olarak arsenik trikloriire maruziyet temas yerinde yanma ile ve olast bir

bronkopndmoni gelisimi ile karakterizedir.

Arsin (AsHj3) renksiz ve hafif sarmisak kokulu bir gazdir ve baglica yari iletken
endiistrisinde kullanilir. Bu gazin toksisitesi hemolize neden olarak siddetli anemi ve sarilik
olarak ortaya c¢ikar. 250 ppm arsinin kisa bir siire solunmasi veya 25-30 ppm arsinin 30 dakika

gibi daha uzun bir siire solunmasi fatal olabilir.

Akut maruziyette, ates, kusma, ekstremitelerde kramplar, anoreksi, melanozis

olusabilir. Kardiyak aritmiler, konviilziyonlar ve paraliz gibi semptomlar ve 6liim olusabilir.

Zehirlenen kisi hayatta kalirsa maruziyetten 1 veya 2 hafta sonra periferal noropati ve
kan tablosu degisimi (Kemik iligini baskilanmasiyla anemi, 16kopeni, graniilositopeni) gibi
diger semptomlar da gelisir. Bu etkiler reversibldir. Arsenik trioksit icin letal doz 100-200

mg’dir.

Kronik maruziyette arsenik bilesiklerinin diagnozu zordur. Oncelikli hedef organlari

sinir sistemi ve deridir. Yillar i¢inde motor ve duyu noronlarinda periferal noropatiler
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(Demiyelinizasyon) gelisebilir. Derideki etkiler avug icleri ve ayak tabaninda dermatit,

hiperpigmentasyon ve keratoz gelisimi ile karakterizedir.

Karaciger hasari, arsenigin kronik maruziyetinin bir diger belirtisi olabilir. Sarilikla
baslar ve siroz seklinde gelisir. Periferal vaskiiler hastaliklar da gelisebilir (Taiwan ve Sili’de

i¢me suyu ile arsenige maruz kalan kisilerde goriilen gangren seklinde vaskiiler etkiler).

Diisiik diizeylerde arsenige maruz kalmak bulanti, kusma ve ishale, kirmizi ve beyaz
kan hiicrelerinin yapiminda diismeye, kalp ritminde bozulmaya, kan damarlarinda patolojilere,
el ve ayaklarda ignelenme ve karincalanma hissedilmesine neden olabilir. Uzun siire maruziyet
durumunda ciltte kararmaya, el ve ayaklarda ve govdede sigil ve kabarmalarin olmasina neden

olabilir. Dogrudan cilt temas1 kizarma ve sismelere neden olabilir.

Yiiksek diizeyde maruziyet durumunda idrarda saptanabilir, ancak maruziyetten kisa bir
siire sonra tahlil yapilmasi gerekir. Ancak maruziyetten sonraki 6-12 ay boyunca sag¢ ve tirnakta
saptanabilir. Ancak bu testler diisiik diizeyde maruziyetlerde anlamli degildir ve olasi bir saglik
etkisi konusunda fikir vermez. EPA'nin i¢me suyu i¢in verdigi en iist sinir 0,05 ppm'dir, ancak

bu diizey ileride diisiiriilebilir.

Insanlarda kronik arsenik zehirlenmesinde goriilen belirtiler arasinda nazal septum
perforasyonu, larinks ve kulak kanalinin siddetli irritasyonu, ellerde ve ayaklarda simetrik
hiperkeratoz, deri pigmentasyonu, palmoplantar keratoz, anemi, konjunktivit, trakeit,
akrosiyanoz, periferik noyropati ve polindyrit sayilabilir. Polindyrit hem sensorik, hem de

motorik fonksiyonlarda gozlenir. Diger belirtiler ise anoreksi, kaseksi, siroz ve dermatittir.

Arsenik ve arsenikli bilesiklerin insanlarda karsinojen olmasi nedeniyle icme sularinin
arsenikle kontaminasyonu, biiyiik bir halk sagligi sorunu yaratir. Arsenige maruz kalmanin
insan saghg iizerine genel olumsuz etkileri arasinda kardiyovaskiiler ve periferal vaskiiler
hastaliklar, gelisme anomalileri, ndyrolojik ve davranis bozukluklari, diabet, isitme kayiplari,
portal fibrozis, hematolojik bozukluklar (anemi, 16kopeni ve eozinofili) ve multiple kanserler,
deri, akciger, karaciger, idrar kesesi, bobrek ve kolon kanserleri sonucu 6liim oranlarinda artis
gosterilmektedir [7]. Hopenhayn ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢aligmada, gebelik boyunca icme
sulartyla 50 ppb den daha az diizeyde arsenige maruz kalmanin diisikk dogum agirligina neden
oldugu ortaya ¢cikmistir. I¢cme suyuyla arsenigin kronik aliminin periferal kan lenfositlerinde,
agiz mukozasi ve idrar yollar1 hiicrelerinde karsinojen etkinin gostergesi olarak
mikroniikleuslarin olustugu kanitlanmisti. Arsenikten kaynaklanan saglik problemlerinin kotii

beslenme ile arttig1, akciger kanserinin olusumunda arsenik ve sigaranin sinerjik olarak etkidigi
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de ortaya cikarilmistir. Yiiksek miktarda arsenik iceren (ortalama 412 ppb) i¢me sularini
kullanan bir kasaba halkinda yapilan c¢alismada, lenfositlerdeki replikasyon indekslerinde
anlamli farkliliklar ve proliferasyon yeteneginde azalma saptanmistir [8]. Giiney Tayvan’da
1988 yilinda 891 yetiskin tizerinde yapilan bir ¢aligmada, arsenigin alimina bagli olarak diabetes
mellitus prevalansinin arttif1 belirlenmistir. Japonya’da 382 erkek ve 516 kadin iizerinde uzun
stireli inorganik arsenik aliminin kardiyovaskiiler sistem tiizerindeki etkilerinin incelenmesi
amaciyla yapilan bir calismada, hipertansiyon prevalansinin 1,5 kat arttifn bildirilmistir.
ABD’nde 30 eyaletin igme sularindaki arsenige bagl olarak vaskiiler hastaliklardan 6liim
oranlar1 arastirllmis ve arter, arteriol ve kapiller hastaliklarindan standart 6liim oranlar1 (SMR)
kadinlarda 1,9, erkeklerde 1,6 olarak bulunmustur. 50 ppb diizeyinde arsenik iceren suyun
giinde 1 litre Omiir boyu icilmesinden kaynaklanan karaciger, akciger, idrar kesesi kanserinden

oliim riski 1000 kiside 13 olarak hesaplanmustir [1, 7].

Halk sagligina olumsuz etkileri nedeniyle i¢me sularinda bulunan arsenik diizeylerine
belirli sinirlamalar  getirilmistir. WHO, i¢cme sularinda 10 ppb’ye kadar arsenik
bulunabilecegini 50 ppb’den yiiksek miktarlar1 iceren sularin ise kesinlikle kullanilmamasi
gerektigini bildirmigtir. Cocuklarda (0-6 yas), akut ve subkronik maruz kalmalar igin olasi
referans degerler 0.015 ve 0.005 mg/kg-giin olarak bildirilmistir [4]. Ulkemizde 1970 tarihli
Gida Maddeleri ve Umumi Saghig: ilgilendiren Esya ve Levazimin Hususi Vasiflarim Gosteren
Tiiziik’teki 425. Maddede sulardaki en yiiksek arsenik diizeyi 50 ppb olarak kabul edilmistir [6].
TSE’niin 1984 tarih ve TS 266 No’lu yayininda da igme ve kullanma sularinda izin verilen

arsenik miktar1 50 ppb olarak bildirilmistir [5]

Arsenik bilinen bir kanserojendir. Inorganik arsenigin solunmasi akciger kanserine,

besin yoluyla alinmasi ise cilt, mesane, bobrek, karaciger ve akciger kanserine neden olabilir

[2].

International Agency for Research on Cancer (IARC), kimyasal maddeleri insandaki

karsinojenik etki risklerine gore bes gruba ayirmistir:
Grup 1. Insanda Karsinojenik Etkililer
Arsenik ve bilesikleri, kadmiyum, krom (6 degerli), nikel ve bilesikleri bu gruptadir.
Grup 2A. Insanda Karsinojenik Etki Olasilig1 Bulunanlar
Cisplatin bu grupta yer almaktadir.

Grup 2B. insanda Muhtemelen Karsinojenik Etkili Olanlar
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Kursun ve anorganik bilesikleri bu gruptadir.
Grup 3. Insandaki Karsinojenik Etkileri Yoniinden Smiflandirilabilir Olmayanlar

Grup 4. Insanda Karsinojenik Etkisi Olmayanlar

Cizelge 1. 6. Arsenik kaynagi ve insanlarda olusturdugu kanser tiirleri [2].

Insanlarda Kanser Olusturan Arsenik
Kaynag Kanser Tiirii
Cu Rafinesi Pulmoner Karsinoma,
As Peptidleri Lenfoma, Losemi
Kimyasal Tesisler Dermal Karsinoma,
I¢me Suyu (oral) Hepatik Anjiyosarkoma
Sigara dumani

2. 2. Serbest Radikaller

Bir veya daha fazla sayida eslenmis elektron iceren ve yiiksek reaktivite gosteren atom
veya molekiillere "serbest radikal" denir [16]. Ayrica bu molekiillere "oksidan

molekiiller" veya "reaktif oksijen tiirleri (ROS)" de denmektedir [17].

Her ne kadar da serbest radikal reaksiyonlari, notrofil, makrofaj gibi bagisiklik sistemi
hiicrelerinin savunma mekanizmasi i¢in gerekli olsada, serbest radikallerin fazla iiretimi doku

hasar1 ve hiicre 6liimii ile sonuglanmaktadir [18].

Hiicrelerdeki oksidatif hasarlarin olusumunda ilk sirada yer alan serbest radikaller
normal hiicresel bilesenleri baglayarak, membran lipidlerinin doymamis baglar1 ile
reaksiyona girerler, proteinlerini denatiire ederler ve niikleik asitlerine saldirirlar [19].
Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) ilk hedefleri hiicre zarlarindaki ¢oklu doymamis yag asitleri
olup, bunun sonucunda zarlarda lipid peroksidasyon sonucu hiicre yapi1 ve fonksiyonunda
onemli hasarlara neden olurlar [20]. Ayrica DNA ve niikleik asitler iizerine serbest
radikallerinin etkisiyle DNA zincirinde kopmalar ve bazlarda kirilmalar meydana gelmektedir

[21]. Proteinler agisindan bakildiginda ise Triptofan, Tirozin, Fenilalanin, Histidin, Metiyonin
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gibi siilfiir iceren aminoasitlere sahip proteinler serbest radikaller ile reaksiyonlar1 daha hizli
gerceklesmektedir [22]. Olusan bu hasarlar1 belirlemek icin ksenobiyotigin toksisitesini,
hastaligin patojenezini ve bir¢ok biyogostergenin bulunmasi gereklidir [23]. Bircok molekiil
elektron kazanarak veya kaybederek serbest radikal haline gelebilirken, sadece sinirli bir kismi

patolojik olaylarda yer alirlar [24].

Bu serbest radikallerin iiretiminin artmasi iki sekilde gerceklesebilir [16].
Serbest radikallerin endojenik iiretimi normal aerobik metabolizma sonucu gergeklesir [25].
Bunun sonucunda ise; sitokrom oksidasyonunun, peroksizomlarin etkisi, organik
materiyallerin 1s1 etkisiyle bozulmasinin ve metal iyonlarinin etkisi sonucunda da serbest
radikaller olusur veya {iiretimi artar [26]. Cevresel kaynakli etkenler; sigara dumani,
inflamasyon, tiitiin i¢imi, radyasyon, ilaclar, hiperoksit, fotokimyasal, hava kirliligi, organik
coziiciiler, anestezikler, pestisitler, aromatik hidrokarbonlar, alkol ve cevre Kkirleticiler

olarak 6zetlenebilir [16].

Ksenobiyotiklerin oksidatif stres sonucu ortaya c¢ikan serbest radikaller ve
organizmanin savunma mekanizmasini olusturan antioksidanlar saglik ve hastalikta
biyogosterge olarak degerlendirilmektedir.  Serbest radikaller; viicutta ayrica yangi,
bagisiklik sistemine ait hastaliklar, yaslanma, norolojik hastaliklar, ateroskleroz,
hipertansiyon, iskemik hasar, karsinojenezis, mutajenezis, infeksiyoz hastaliklar, karaciger
hastaliklari, akciger hastaliklari, goz hastaliklar1 ve iirolojik hastaliklar gibi hastaliklara da

neden olabilir [27, 28].

Biyolojik sistemlerde onemli serbest radikallerin ¢cogu oksijene dayanir. Bunlardan
stiperoksit radikali hem cevresel etkenler, hem de organizmalardaki enzimatik ve enzimatik

olmayan tepkimelerle en ¢ok ve en kolay olusan oksijen radikalidir [29].
2. 2. 1. Reaktif Oksijen Tiirleri

Oksijen 8 atom numarali dogada dioksijen (O;) olarak bulunan kararsiz bir

elementtir. Bu kararsiz konumu, enerji diizeylerinde bulunan elektronlarinin yapisiyla

iligkilidir [30, 31].

Oksijen molekiiliindeki ayni yone donen iki elektrona sahip 2p son orbitali 6nemlidir.
Bu orbitallerden herhangi birindeki elektron, bir orbitali birakip digerine gectiginde veya
farkli yonde dondiigiinde "singlet oksijen" olusur. Orbitallerden birine ters doniislti iki elektron

veya ikisine ters doniislii iki elektron daha gelirse "oksijen radikali" elde edilir.
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Cizelge 2. 1. Oksijen tiirevi bilesikler

Radikaller Radikal Olmayanlar
Hidroksil (HO ) Hidrojen Peroksit ( H,O,)
Alkoksil (RO ) Singlet Oksijen (O,'")
Peroksil (ROO ) Ozon ( O3)
Siiperoksit ( O, ) Hipoklorid ( HOCI)

Nitrik oksit (NO' ) Lipid hidroperoksit ( LOOH )
Azot dioksit (NO, ) Peroksinitrit ( ONOO' )

Olusan radikal eslesmemis tek elektronu nedeniyle ¢ok dengesizdir ve hizla ortamdan
kaybolur. Bu yiizden bu radikaller tek elektronlarini bir baska molekiile verebilir
(rediiksiyon) ya da bir baska molekiilden elektron alarak elektron ¢ifti olusturabilirler
(oksidasyon). Sonucta nonradikal yapiy1 radikal sekle doniistiirebilirler. Bu ozellikleri ile

reaktif oksijen partikiilleri iki ana baslik altinda incelenmektedir [30, 31].

2. 2. 1. 1. Siiperoksit radikalleri (O,)

Siiperoksit radikalleri (O,), hiicrelerde rediikte elektron tasiyicilarinin
otooksidasyonu ile iiretilmektedirler. Siiperoksit olusumu; a-) elektron tastyicisinin redoks
durumuna ve b-) ortamdaki oksijen derisimine baglidir. Zayif bir oksidan olan siiperoksit
radikalinin kendi basina 6nemli hiicre hasarlarina yol agmasi miimkiin goriilmemektedir.
Ancak siiperoksit radikalleri oksidatif strese yol acabilen bir dizi reaksiyonlar1 baglatabilir [16].
Bu reaksiyonlarin en 6nemlilerinden biri Haber-Weiss reaksiyonudur. Bu reaksiyonda O, ve

H,0, demir varliginda etkileserek oldukga reaktif olan HO' radikallerini olusturmaktadirlar.

O, + ¢ ——> O, (siiperoksitradikali)

H202 + 02. E—— HO + HO + 02

Uretilen bu OH' Radikalleri olduk¢a reaktif olup DNA gibi yapilarla

reaksiyonlara girerek 6nemli hasarlara yol acabilmektedir [32].
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O, radikalleri, hiicre i¢i demir depolarindan demiri serbest hale getirir. Serbest hale
gecen demir iyonu Haber-Weiss gibi radikal iireten reaksiyonlarda veya diger serbest radikal
araciligi ile hiicre hasarinda rol oynayabilir. Siiperoksit radikalleri ¢ok kisa bir yar1 6mre
sahip olup dismutasyon reaksiyonu ile H,0O, ve oksijen iiretirler. Dismutasyon
reaksiyonu spontan olarak meydana gelmekte ve reaksiyon siiperoksit dismutaz (SOD)

enzimi ile katalizlenmektedir.

SOD
0, + 0y +2H — H0, + 0O,

2. 2. 1. 2. Hidroksil radikalleri (HO )

Hidroksil radikali (HO" ), biyolojik sistemlerde bulunan en giiclii serbest radikaldir.
Dokular radyasyona maruz kaldiklarinda, enerjinin ¢oklu hiicre igindeki su tarafindan absorblanir
ve radyasyon oksijen-hidrojen arasinda kovalent bagin kirilmasina neden olur. Sonugta sekilde
goriildiigii gibi iki radikal meydana gelir. Bu radikallerden biri hidrojen (H) ve digeri ise
hidroksil radikalidir (HO").

H—O0—H » H + HO

(Hidroksil radikali)

Hidrojen peroksitin (H,0,) Fe** veya Cu™ ile reaksiyona girmesiyle de HO* olusmaktadir.
H,0, toksisitesinin bilyiik cogunlugunun temelinde bu olusan OH' oldugu diisiiniilmektedir. Bu
reaksiyon ilk defa 1894 yilinda Fenton tarafindan gozlenmis ve giiniimiizde de Fenton

reaksiyonu olarak bilinmektedir.

Fe™ + H,0, — » Fe* + HO + HO
Cvt* + H,0, — » Cu?* + HO + HO

HO' radikalleri basta lipid, protein ve niikleik asitler (DNA ve RNA) olmak iizere
hemen hemen biitiin hiicresel molekiillerle reaksiyona girebilmektedirler. HO DNA da
bulunan deoksiriboz molekiiliine etki ederek cesitli iiriinler olusturdugu ve bu olusan iirtinlerin
bazilarinin mutajenik olduklari goriilmiistiir. Yine OH' aromatik halkaya katilma ozelligi

gosterdiklerinden DNA ve RNA’da bulunan piirin ve pirimidin bazlarina katilarak radikal
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olusumuna neden olurlar. Ornegin: Timine katilarak timin-radikalini olusturur ve bu radikal
oksijenle reaksiyona girerek son derece reaktif olan timin peroksil-radikaline doniismektedir.
Bu gibi bir dizi reaksiyona katilabilen HO" DNA’nin baz ve sekerlerinde ciddi hasarlar
olusturarak DNA iplik kirilmalarina neden olurlar. Hasar ¢ok kapsamli olursa hiicresel
koruyucu sistemler tarafindan tamir edilemeyebilir ve bunun sonucunda mutasyonlar ve

hiicre olimleri meydana gelir [16, 33].

DNA’nin piirin ve pirimidin bazlar1 ile etkilesmenin yan1 sira tiyol grubu iceren biyolojik

molekiillerden H atomu da koparabilmektedir.
R—SH + HO ——— RS + H,0

Sonugta olusan siilfiir radikalleri ilging kimyasal 6zelliklere sahiptir. Siilfiir radikalleri,
O, ile kombine olabilir ve oksi-siilfiir radikallerini olusturur. RSO, ve RSO gibi bunlarin bir

cogu da biyolojik molekiillerde hasara neden olurlar.

HO'in sebep oldugu en iyi karakterize edilmis olan biyolojik hasar lipid
peroksidasyon olayidir. HO" membran fosfolipitlerinin doymamis yag asit yan zincirlerine
hiicum eder. Bu 6zellikle arasidonik asit gibi doymamis yag asit yan zincirlerinden -C atomunun

birinden H atomunun ¢ikartilmasi ve su olusumu seklinde gerceklesir.
-C- + HO ——» -C- + H)0

Bu reaksiyon sonunda membranda - C - radikali kalir. Bu - C - radikali oksijen ile

kombine olarak peroksil radikalini olusturur.

C-+ 0, —» -C-

Peroksil radikaller reaktiftir ve yakinindaki doymamis yag asitlerinin yan zincirlerine

saldirir;

O,H

- » -C- + -C-
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Boylece HO' radikalleri, yiizlerce yag asitlerinin yan zincirlerini lipit
hidroperoksitlere doniistiiriir.  Membranda lipit hidroperoksitlerinin birikimi membran
fonksiyonunu bozar. Peroksil radikaller ve sitotoksik aldehitler, membran proteinlerinde ciddi

bir hasara neden olurlar ve membrana bagli bazi enzimleri ve reseptorleri inaktive ederler [31,
34, 35].

2. 2. 1. 3. Hidrojen peroksit (H,0,)

Hidrojen peroksit eslesmemis elektrona sahip olmadigindan aslinda bir radikal degildir.
Siiperoksit anyonunun (O, ) hidrojenle yaptig1 reaksiyona Dismutasyon reaksiyonu adi

verilir ve Dismutasyon hiz1 asidik pH degerlerinde hizlanir [31, 36].

Reaksiyon su sekilde ifade edilir;
20, + 2HY ——> H,0, + O,

Bazi enzimler ya tekli (NADPH oksidaz) ya da ciftli (Glukoz oksidaz) elektron

eklenmesini katalize ederek O, veya H,O, olugmasini saglarlar.

NADPH + 20, ———— NADP + 20y

R-CH,OH + 0, ——> R-CHO + H,0,

2.2. 1. 4. Hipoklorik asit (HOCI

Hipoklordz asit de radikal olmadigi halde reaktif oksijen tiirleri (ROS) icginde yer
almaktadir. Fagositik hiicrelerin bakterileri oldiiriilmesinde onemli rol oynarlar. Aktive olan
noétrofiller, monositler, makrofajlar ve eozinofiller siiperoksit radikallerini (O, ) iretirler.
Radikal iiretimi fagositik hiicrelerin bakterileri 6ldiirmesinde biiyilk 6nem arz etmektedir.
Ozellikle noétrofiller miyeloperoksidaz enzimleri aracilifiyla 6nce O, ’in olustururlar ve
daha sonra dismutasyonuyla olusan hidrojen peroksiti kloriir iyonuyla birlestirerek giiclii bir

antibakteriyel ajan olan HOCI’i meydana getirirler.

H,0, + HCI ———> HOCl + H,0
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2.2. 1. 5. Singlet O, (0,'")

Yapisinda eslesmemis elektronu bulunmadigindan serbest radikal degil ancak serbest
radikal reaksiyonlarini baglattiklarindan serbest radikal sinifina dahil edilmistir. Singlet O,,
oksijen elektronlarindan birinin disaridan enerji almasi sonucu kendi doniis yoniiniin tersi yonde
olan farkli bir yoriingeye yer degistirmesi neticesi olusabilecegi gibi siiperoksit radikalinin
dismutasyonu ve hidrojen peroksidin hipoklorit ile reaksiyonu sonucunda da olusabilir. Viicutta

deri ve retina gibi giin 1s181ina maruz kalan bolgelerde sik¢a olustugu tespit edilmistir.

Serbest oksijen radikallerinin etkisiyle peroksil radikalleri (ROO), alkoksil
radikalleri (RO’) karbon merkezli radikaller (R) veya tiyol radikalleri (RS’) olusur. Bu

radikaller oksijenle tekrar reaksiyona girerek yeni serbest radikaller iiretirler [37].

2. 2. 1. 6. Reaktif nitrojen tiirleri (NO, NO,, NO *. NO")

Lipofilik 6zellikte olup, oksijensiz ortamda olduk¢a stabildir [38]. Diisiik
konsantrasyonlarda iken, ortamda oksijen varliginda dahi stabilitesini koruyabilen NO, bilinen
en diisiik molekiil agirlikli, biyoaktif memeli hiicresi sekresyon iiriiniidiir [39, 40, 41]. Diger
radikallerden farkl: olarak diisiik dozlarda toksik degildir ve ¢cok 6nemli fizyolojik islevleri
gerceklestirir [38]. NO-, bir atom azot ile bir atom oksijenin ciftlesmemis elektron
vererek birlesmesinden meydana gelmistir ve bu yiizden radikal tanimina uymaktadir [42]. Bu
lipofilik serbest radikal damar endotel hiicrelerinde Nitrik Oksid Sentaz (NOS) enzimi
araciligiyla L-arjininden sentezlenir. NOS’1n bir¢ok izoformu tanimlanmistir. NO' ’in yar1
omrii 10-20 saniyedir. Kolayca diiz kasa gecerek Guanilat Siklaz (GC) enziminin "hem"
demirine baglanir ve cGMP sentezini uyarip damar gevsemesini uyarir. Sentezlenen NO,
ayni zamanda tiyol gruplarin1 S-nitrozilasyona ugratarak protein ve reseptor fonksiyonlarini
da degistirir. NO, Fe-S kiimelerine afinite gosterdigi icin bu gruplari iceren akonitaz enzimine
de baglanir. Bu enzim hiicre i¢ci demir trafigini kontrol eder. NO, akonitaz

enzimine mRNA baglanmasini artirir ve enzimin aktivitesini diisiiriir.

NO  metabolize olurken molekiiler oksijen ile baglanip nitrojen dioksidi (NO,)

olusturur:

2NO + O, —> 2NO,
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NO’in ROS’leri ile reaksiyon vererek giiclii bir oksidan olan peroksinitriti (ONOOH)
olusturdugu ve bunun da ileri dekompozisyonla HO' radikalinin olusumuna yol agtigi ifade

edilmektedir:

NO + Oy ———> ONOO'
ONOO™ + H' ONOOH
ONOOH —— NO, + OH

OH' radikali ise biyolojik olarak yikici bir molekiildiir. Ayrica, peroksinitrit de tirozin
gibi fenolik amino asitleri nitrolayarak toksik nitro- tiirevlerini (nitrotirozin)
olusturmaktadir.  Sonu¢ olarak NO, endotel hiicre disfonksiyonu ve buna bagh

ateroskleroz, hipertansiyon ve DM gibi bazi 6nemli hastaliklarda rol oynayabilmektedir.

2. 2. 1. 7. AIKil radikali, organik radikaller (R") :

Hidroksil radikali, yag asitleri basta olmak iizere; niikleik asitler, karbonhidratlar
ve proteinler gibi ¢esitli molekiillerden bir proton ¢ikarip karbon merkezli organik radikallerin

olusmasina neden olur [43].

2. 2. 1. 8. Peroksil radikali (ROO) ve lipit peroksidasyonu:

Karbon merkezli radikaller, hizli bir sekilde oksijen ile reaksiyona girerek peroksil
radikalini olustururlar. Bu peroksil radikali lipit peroksidasyonunu baslatan radikal olup, cok
uzun Omiirliidiir. Biyomembranlar ve hiicre i¢i organeller (mitokondri, endoplazmik
retikulum vs. ) membran fosfolipitlerindeki doymamis yag asitlerinin varlig1 nedeniyle oksidatif
ataklara duyarlidir. Lipit peroksidasyonundaki ROS’larin olusumu; metabolik dismutasyon,
rediiksiyon ya da fotokimyasal olarak olusan O~ ve H,0O, ile baglar. Fenton reaksiyonu ile
H,0,’den Fe* etkisi ile tetikleyici (initiator) faktor HO" radikali meydana gelmektedir [43, 44,
45].

Biyolojik membranlarda serbest radikallerle indiiklenen lipit peroksidasyonu; baslatma
(initiation), ilerleme (propagation), yikim (degradation) ve sonlanma (termination) olmak

tizere dort asamada gerceklesir [43,45]:

1. Baslatma (initiation) sathasi: Hidroksil radikallerinin poliansatiire yag asitlerinin bir

metilen grubundaki divinil (allilik) H atomunu koparmasi ile zincir reaksiyonu baslamaktadir
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[46, 47]. Yag asidinde ¢ift bag varligi, C-H bagin1 zayiflatarak H" atomunun koparilmasini
kolaylastirmaktadir. Bu nedenle membran lipitlerindeki doymamis yag asitleri peroksidasyona
ozellikle duyarhdir. Bu reaksiyon hem membran lipitleri; hem besinsel yaglarda
gerceklesmektedir.  Fosfolipitlerde bu H*, kolesteroliin C-7 hidrojeninden koparilmaktadir.
Metilen grubundaki H atomunun cikartilmasi ile geride karbon iizerinde eslesmemis bir
elektron kalmaktadir (- CH-). Olusan bu yapiya karbon merkezli radikal veya lipit alkil radikali
(L) denilmektedir:

OH + LH —> H,0 + L

flerleme (Propagation) safhasi: Olusan bu radikal molekiiler diizenlenme ile konjuge
dien formuna c¢evrildikten sonra molekiiler oksijen ile reaksiyona girerek lipit peroksil radikali

(LOO. ) ile lipit peroksidi (LOOH) olusturur:

L'+0,  —— LOO

LOO + LH —> LOOH + L

Yikim (Degradation) safhasi: Konjuge dienlerin olusumuna yol acan c¢oklu
doymamis yag asitlerinin peroksidasyonunu; yag asidi zincirinin ayrilmasi ve sonrasinda
genellikle tiyobarbitiirik asit reaktif maddeler olarak bilinen iiriinlerin acgiga g¢ikmasi

izlemektedir.

Sonlanma (Termination) safhasi: Demir ile bakir iyonlari, bu iyonlarin fosfat
esterleri ile olusturduklari asit selatlart ile Hem, hemoglobin ve miyoglobini de iceren bazi

demir proteinleri lipit hidroperoksitlerini bozarak peroksidasyonu sonlandirmaktadir [43, 45].

Lipit peroksidasyonuna karst koruyucu safhada, siiperoksidi bakir/¢inko-bagimli
(sitozolik) ile manganez-bagimli (mitokondrial) siiperoksit dizmutazlar; disiik
konsantrasyonlardaki (diisiik K,) H,0,’yi sitozolik ve mitokondrial GSH-Px, yiiksek
konsantrasyonlardaki (yiiksek K,,) H,O,’yi ise perokzimal katalaz etkisizlestirmektedir.
Ek olarak sonlandirict safhada lipit peroksidasyonunu kesen ya da etkilerini onaran
mekanizmalar da bulunmaktadir. Zincir kiric1  ozellikteki o-tokoferol ve biitil
hidroksitoluen, peroksil radikalleri igin lipitlerle yarismali mekanizma ile lipit

peroksidasyonunu sonlandirmaktadir [45]. Vitamin E’nin etkisi asigida gosterilmistir:
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LOO + L' + 2HY ———> LOOH + LH
L + VitE —— LH +VitE

L' + VitEE ——— LH +VitEgy

Reaksiyon akisina dikkatle bakildiginda, lipit peroksidasyonunun kendisini tetikleyerek
yeniden lipit radikalleri ve peroksitleri olusturdugu goriilmektedir. NO'’nun ise zincir kirici
antioksidatif etkisini peroksil radikalleri ile nitrozoperoksil bilesikleri olusturarak gosterdigi
bildirilmistir. Demir iceren laktoferrin ile ferritin birinci ve ikinci basamakta etkisini
gostermektedir. GSH-Px, yag asidi hidroperoksitlerini detoksifikiye ederek ikinci saftha da yer
almaktadir [45, 46].

2.2.1.9. Organik peroksit radikali (RCOO):

Lipit yikiminda ortaya ¢ikan serbest radikallerden biri de organik peroksit radikalidir

[46].

2. 2. 1. 10. Perhidroksil radikali (HO,) :

Perhidroksil (hidroperoksil) radikali, siiperoksit radikalinin diisiik pH’da (pK,) [48]
protonlanmasiyla olusur ve daha kuvvetli bir oksidandir. Yaklasik olarak siiperoksidin %

3’ii hiicrelerde protonlanmis olarak bulunmaktadir [49].

202._ + 2H+ — 2H02

2.2.1. 11. Alkoksil radikali (LO) :

Fe*’ gibi gecis metalleri iyonlarinin, lipit hidroperoksidi indirgemesi ile olusur.

Alkoksil radikalinin okside LDL olusturarak hiicre 6liimiine sebep oldugu bildirilmistir [46].
2. 2. 2. Oksijen Tiirevi Olmayan Serbest Radikaller

Oksijen ve ksenobiyotik radikallerinden baska radikaller de viicutta olusabilmektedir

[46].

1) Antioksidan etkili tiyol bilesikleri (R-SH) serbest radikalleri etkisizlestirirken,
kendileri de tiyil radikallerine (RS") doniistir:
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—— RS + RH

RSH + R
RSH + 0,” + H' ——> RS + H,0,
2RSH + H,0, —> 2RS + H,0
RSH + HO ———> RS + H,0

Isig1n etkisiyle kendiliginden de serbest radikal formuna doniistirler:

RSSR — = 2RS
Gegis metallerinin varliginda oksitlenerek RS’ radikali olusururlar:
RSH + M ——— RS + M™' + H*

Tiyol bilesikleri prooksidan etkisini Fe*3’ii, Fe**ye indirirken de gosterildigi gibi tiyil

radikallerini ortaya cikarmaktadirlar. Daha da Onemlisi bu reaksiyonlar sonucunda

fazladan bir siiperoksit radikali de meydana gelmektedir:

Fe> + R —» Fe*? + RS + H'

Fe? + 0, — Fe¥ + 0,

Genellikle tiyil bilesikleri viicutta bir tiyolat anyonu ile reaksiyona girmekte ve olusan

distilfit radikal anyonu (RSSR) ise molekiiler oksijenle birleserek siiperoksit ortaya

cikarmakta; bu bilesik de SOD tarafindan yikilmaktadir [43]:

RS + RS — (RSSR)~

(RSSR)™ + O, ———» RSSR + O,

2) Karbon merkezli radikaller, bir¢ok biyolojik sistemde olusabilmektedir. Ornek

olarak CCl, verilebilir:
CC14 O CC13 + CI'

3) Karbon merkezli radikaller cogunlukla O, ile reaksiyona girerek peroksil radikali
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verirler:

"CCly + O, —> " 0,CCl; (Triklorometilperoksil radikali)

4) Fosfor merkezli radikallerin de oldugu bildirilmistir.

5) Azot merkezli radikaller de olusabilir.  Ornegin eritrositlerde fenilhidrazin
metabolizmasinda fenilhidrazin radikali (C¢HsN=N") olusur. Bu baslik altinda nitrik oksit

(NO) 6nem arz etmektedir.
2. 2. 3. Serbest Radikallerin Kaynaklari

Serbest radikaller organizmada metabolik aktivite sonucu olarak meydana gelen
oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlar1 sirasinda yada cesitli dis kaynakli etkenler ile

olusabilir [50, 51].

2. 2. 3. 1. Endojen serbest radikal kaynaklari

Plazma membranlar

Plazma membranlar1, hem serbest radikal olusturma hem de serbest radikallere hedef
olup zincir reaksiyonlarinin ve lipid peroksidasyonun gerceklestigi yer olmasi nedeniyle

biiyiik 6neme sahiptir.

Prostaglandin sentezinde, siklooksijenaz enzimleri tarafindan katalizlenen

arasidonik asidin oksidasyonu sirasinda OH' radikali olusur [52].
Enzimler

Aktive fagositik hiicrelerde, plazma membranindaki indirgenmis nikotinamid

adenin dintikleotid fosfat oksidaz (NADPH oksidaz) O, ~radikali iiretimine aracilik eder [53].

En cok calisilan enzimlerden biri de ksantin oksidazdir. In vivo olarak
ksantin/hipoksantin oksidasyonu ksantin dehidrojenaz enzimiyle katalizlenir. Bu enzim;
substratlardan aldig1 elektronlar1, O, den ¢ok nikotinamid adenin diniikleotid (NAD")'e tagir.
Ksantin dehidrojenaz, purifikasyonu esnasinda proteolitik enzimler tarafindan tutulmasi
veya tiyol (-SH) gruplarinin oksidasyonu nedeniyle ksantin oksidaza doniistir. Normal in
vivo kosullarda, hayvan ve bitki dokularinin sitozollerinde yerlesmis olan bu enzim ile
katalizlenen ksantin/hipoksantin metabolizmasi sonucu O, ~radikali olusmaz. Bununla birlikte,

doku hasar1 olustugunda dehidrojenaz-oksidaz doniisiimii meydana gelir. Ksantin oksidaz,
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hipoksantin ve ksantinin iirik aside oksidasyonunu katalizler ve bu esnada da O,, O, ~ ve

H,0,’e indirgenir [54].

Sitokrom P-450, detoksikasyon reaksiyonlar1 sirasinda O, ~ radikalleri olusumuna neden

olur [55].
Otooksidasyon Reaksiyonlari

Baz1 biyolojik molekiiller oksijen varliginda oksitlenir ve bu esnada O,, O, " e doniisiir.
Bu molekiiller, gliseraldehid, indirgenmis flavin mononiikleotid (FMNH,), indirgenmis flavin
adenin diniikleotid (FADH,), adrenalin, noradrenalin, L-dopa, dopamin,
tetrahidropteridinler ve sistein gibi tiyol bilesikleridir. Tetrahidropteridinler; nitrik oksid
sentetaz, fenil alanin hidroksilaz ve tirozin hidroksilaz gibi oksijenaz enzimlerinin

kofaktoriidiir.

0,, cok reaktif olmadigr icin bu otoksidasyonlar demir ve bakir gibi gecis metal

iyonlarinin eklenmesiyle hizlandirilir, yani metal iyonlariyla katalizlenir [50, 54,].
Hem Proteinleri

Demir, hemoglobin ve miyoglobinin hem halkalarinda Fe** seklindedir ve O, baglanana

kadar bu sekilde kalir.
hem-Fe*>-0, —> hem - Fe™- 0,

Fe’* ’ye O, nin baglanmasiyla, Fe’* ’e de O, baglanir. Oksihemoglobin molekiiliiniin

dekompozisyonu ile ise O, agiga ¢ikar.

Hem halkasindaki Fe’* O,’ne baglanamaz, bu yiizden inaktiftir ve
methemoglobin olarak bilinir (miyoglobin ve metmiyoglobin icin de durum aymdir). Insan
eritrositlerindeki hemoglobinin %3’tiniin her giin bu sekilde oksidasyona ugradigi
saptanmistir. Hemoglobin ve miyoglobin oksidasyonu nitrit iyonu veya gecis metal

iyonlarinin (6zellikle bakir) varliginda hizlanir [56, 57].

Mitokondriyel Elektron Transportu
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Cogu aerobik hiicrelerde de O,” radikalinin en 6nemli kaynagi, elektron transport
zincirleridir.  Bunlar bakteriyel membranlarda ve Okaryotik hiicrelerin mitokondri ve

endoplazmik retikulumlarinda bulunur.

Mitokondrilerde solunum zincirindeki elektron tasiyicilarindan kagan elektronlar

molekiiler oksijenle birleserek O, ~ olusturabilir.

Memeli sitokrom oksidaz aktivitesinin O,’e doygun oldugu durumlarda elektron

tasinma orani ve dolayisiyla O, “radikal olusumu mitokondriler tarafindan arttirilir.

Fizyolojik O, diizeylerinde, O,’nin yaklasik %1-3’ii mitokondride O, e doniistiiriiliir.

Mitokondrinin hasari sonucu elektron taginmasi ve O, ~ olusumu artar [58].
Mitokondriyel DNA

Solunum zincirinde mitokondri tarafindan O, radikallerinin olusumu; mitokondriyel
proteinlere, lipidlere ve DNA’ya hasar verir. Mitokondriyel DNA'daki mutasyonlar yash
dokularda birikir [59, 60].

Bakteriyel Siiperoksid Olusumu

E. Coli tizerindeki ¢aligmalar, bazi sitozolik enzimlerin O, olusturdugunu fakat baslica

O, “kaynaginin elektron transport zinciri oldugunu gostermistir [61].
Peroksizomlar

Peroksizomlar, yiiksek konsantrasyonlarda oksidazlar icermelerinden dolay: hiicresel
H,0; ’in 6nemli kaynaklaridir ve H,O, in prekiirsorii olarak da O, “in olustugu gosterilmistir.
Peroksimal H,0, olusturan enzimler arasinda D-aminoasid oksidaz, iirat oksidaz, L-a -

hidroksiasid oksidaz ve yag asidi-acil-CoA oksidaz bulunur [62].
Endoplazmik Retikulum

Farkli dokulardan izole edilen ve endoplazmik retikulum iceren mikrozomal
fraksiyonlar, NADPH ile inkiibe edildiginde O, ~ ve H,O, olustugu gosterilmistir. Bu olusum
orani, yiiksek O, konsantrasyonlarinda artar. Bu reaktif oksijen tiirleri, biiyiik dl¢iide

sitokrom P-450 sisteminden kaynaklanmaktadir [55, 63].

Cekirdek
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Hiicre cekirdegini cevreleyen membran, NADH veya NADPH varliginda ve O,
konsantrasyonlarinin artmasi ile O, ~ olusturan elektron transport zinciri igerir. Bu yol, olusan
oksijen radikallerinin niikleer DNA’ya yakin olmasindan dolay1 canlilar agisindan 6nemlidir

[54].
Metal Iyonlarimin Ayrismasi

Gecis metalleri, 6zellikle demir ve bakir, fizyolojik sartlarda cesitli oksidasyon
basamaklarinda  bulunurlar. Oksidasyon basamaklar1 arasindaki elektron aligverisi

yiikseltgenme ve indirgenme reaksiyonlari ile olur.

- +2
Fe+3 4+ e —_— Fe

- +
Cu™> + e — Cu

Gecis metalleri bu 6zelliklerinden dolay1 serbest radikal reaksiyonlarini hizlandirir ve
katalizor vazifesi goriirler. Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonlart ile H,O, ve 02"‘den OH

sentezini katalizlerler.

Metal iyonlarinin serbest radikal reaksiyonlarindaki asil onemli etkileri ise ise lipid

peroksidasyon iizerine olanlardir [51, 54, 64, 65].

2. 2. 3. 2. Eksojen serbest radikal kaynaklari

Eksojen serbest radikal kaynaklar1 olarak ise radyasyon, dogal gaz, sudaki klor ve
ozon gibi cevre kirlilikleri, sigara dumanindaki nitrik oksid ve aldehidler ve ayrica ilaglar,

pestisidler ve diger ksenobiyotikler gosterilebilir [66, 67].

Uyusturucu ve alkol gibi aligkanlik yapan maddeler, antineoplastik ajanlar, stres [15],
hava kirliligi, toksik kimyasallar, paraquat gibi pestisitler, demir, kursun ve arsenik gibi
metaller, antibiyotikler ve iyonize edici radyasyon baslica eksojen radikal kaynaklaridir [68,

69].
2. 2. 4. Serbest Radikallerin Etkileri

Organizmadaki serbest radikal olusumunun artisina veya antioksidan savunma
sisteminin yetersizligine bagli olarak oksidan-antioksidan dengesinin radikaller lehine
bozulmasi sonucunda, biyomolekiiller ile serbest radikaller kolaylikla reaksiyon verebilir ve
zincirleme reaksiyonlar1 baglatarak yeni serbest radikal olusumuna neden olurlar [70].

Olusan serbest radikallerin, cesitli patolojik durumlara yol actig1 ve biyolojik sistemlerde ¢ok
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onemli fizyolojik roller oynadigi gozlenmektedir. Bu radikaller; proteinler, lipitler,
karbohidratlar ve niikleik asitleri yikima ugratabilir. Poliansature yag asitlerinin oksidatif
yikimi olan lipit peroksidasyonu serbest radikallerin uyardigi hiicre yikiminda 6nemli bir
mekanizmadir. Bir¢ok hastalikta doku yikimi serbest radikaller ve lipit peroksidasyonu

sonucu olusur [71].

2.2.4. 1. DNA hasari

Herhangi bir nedenle olusan serbest radikaller ve ozellikle lipit peroksidasyonu
irinlerinden malondialdehid, hiicre ¢ekirdeginde DNA ile tepkimeye girebilmektedir. Niikleik
asit yapisindaki baz degisimleri veya DNA zincir kopmasi sonucu kromozal yapida
degisiklikler olusturarak sitotoksisiteye neden olmaktadir. Bugiine kadar oksidatif olarak

degismis yaklasik 20 ¢esit DNA saptanmustir [69].

10° ile 10° nm arasinda yayimlanan iyonize radyasyon, absorbe edilen
molekiillerden elektron ayrilmalarina neden olur. Hiicrelerin % 70-90’ninin su oldugu
diistiniiliirse, bu durumdan en ¢ok organizmadaki su etkilenmektedir. Suyun radyolizi
sonucu hidroksil radikali olusur ve DNA’daki bazlari, deoksiribozu etkileyerek, DNA
zincirinde kirilmalara veya kopmalara neden olur. Radyasyonun olusturdugu hasar oksijen
kullanan dokularda daha da kendini hissettirir. Radyasyon molekiiler oksijenin siiperoksit
radikaline doniismesini saglamakta, bu radikal ise hem DNA zincirinin kirilmasi gibi etkilere
neden olmakta hem de hidrojen peroksit ve dolaylt olarak hidroksil radikalinin
olusmasinda Kkilit rolii iislenmektedir [72]. Nitrik oksit radikaline (NO" ) belirli siire (2 saat)
maruz kalan hiicrelerde ise DNA sentezin inhibisyonu sonucu DNA hasarinin olustugu

belirlenmistir [73].

Radyasyon veya baska etmenler nedeniyle olusan serbest radikallerin etkisiyle
DNA’nin yapisinin degismesi canlinin esey hiicrelerindeki mutasyona bagli olarak dollerin
veriminin azalmasina neden olabilmekte, canlida mutajenik ve karsinojenik etkiler

gozlenebilmektedir.

2. 2. 4. 2. Disiilfit bag1 olusumu ve proteinlere etkileri

Glutatyon (GSH) gibi tiyollerin (R-SH) oksidasyonu thiyl ve oksijen
radikallerinin olusumuna neden olur. Her ne kadar hidroksil radikallerinden daha zayif olsalar
da tiyol radikalleri bazi biyolojik sorunlara neden olmaktadirlar. Bunlar siilfiir merkezli
radikallerdir (RSH) ve proteinlerdeki homolitik fisyon (siilfiirlerin karsilikli baglanmasi)

reaksiyonlart disiilfit bagini olusturur. Bu da proteinlerin konfigiirasyonlarin1i bozarak
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viicuttaki metabolik aktivitelerini engelleyerek proteinlerde ve protein iceren dokularda
hasara neden olmaktadir. Bu hasar lipit peroksidasyonu sirasinda olusan radikallerin siilfidril

gruplarinin disiilfit baglanmalarinda artigsa neden olmasi sebebiyle daha da artar [74].

Proteinlerin serbest radikallerden etkilenme dereceleri, proteini olusturan amino
asitlerin yapilariyla ilgilidir. Doymamis bag ve siilfiir ihtiva eden triptofan, tirozin,
histidin, metionin ve sistein gibi amino asitlere sahip proteinler serbest radikallerden kolaylikla

etkilenerek siilfiir ve karbon merkezli radikaller olusturabilmektedirler [15].

2. 2. 4. 3. Karbonhidratlara etkileri

Monosakkaritlerin  otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksitler ve
okzoaldehitler meydana gelirler. Okzoaldehitler DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme ve
carpraz baglar olusturabilme o6zellikleri ile kanser ve yaslanma olaylarinda rol oynamaktadirlar.
Bununla birlikte poliansature yag asitleri (PUFA) ve karbonhidrat oksidasyonunun bir iirtinii

olan glyxal’in de hiicre boliinmesini inhibe ettigi kaydedilmistir [15].

Karbonhidrat metabolizmasinda, pentoz fosfat yolu antioksidanlardan glutatyonun geri

iiretimi i¢in, dolayisiyla antioksidan aktivitenin devami i¢in dnemlidir (Sekil 2.1).

Biyosentetik
Reaksiyonlar

A

6-Fosfo Glukonat NADPH GSSG
Glukoz 6-Fosfat - Glutatyon
Dehidrogenaz Rediiktaz
Glukoz 6-Fosfat NADP”* 2GSH

Sekil 2. 1. Karbonhidrat metabolizmasinda antioksidan aktivite

Glukoz 6-Fosfat Dehidrogenaz enziminin katalize etmesi ile pentoz fosfat yolunda
yeterli miktarda NADPH iiretilebilmektedir. Alyuvarlardaki NADPH’1n en 6nemli rolii siilfidril
formundaki glutatyonun disiilfid formunu (GSSH) indirgenmesidir [75].

Karbonhidrat metabolizmasindaki, glukoz 6-fosfat yetmezligi gibi temel kimyasal

bozukluklar, pentoz fosfat metabolik yolunda yeterli NADPH sentezlenememesidir
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ve bu olaya bagli olarak rediikte glutatyon (GSH) sentezi de azalmistir. Antioksidan savunma
sisteminin en giiclii elaman1 olan GSH eksikliginde organizma oksidan saldirilara ileri
derece duyarli duruma gelir. Boylelikle organizmadaki oraninin iizerinde bir seviyeye ulasan
serbest radikaller diabet ve sigara icimi ile iliskili kronik hastaliklar gibi patolojik

proseslerde onemli rol oynamaktadirlar [76].

2. 2. 4. 4. Lipit peroksidasyonu (LPO)

Lipitlerdeki doymamis yag asitleri, otooksidasyona egilimlidirler. Otooksidasyon iki
cift bag arasindaki metilen grubunun cevresinden kolayca etkilenerek, hidrojen atomunun birini
kaybetmesi ile olusan serbest radikalden kaynaklanmaktadir. Hidrojen ayrilmasinin ilk nedeni
serbest oksijen radikallerinin hareketidir. SOR direkt hasara neden olabildikleri gibi
birbirlerini etkileyerek, en reaktif radikal olan hidroksil radikalini olusturmakta ve doymamis

yag asitlerine (PUFA) etki etmektediler [68].

Otooksidasyon sonucu veya daha farkli yollardan olusan serbest radikallerin orani,
savunma mekanizmalarinin kapasitesini asacak oranda olursa organizmalarda
biyomolekiilleri etkilemektedirler. = Bu etkiye en duyarli olan molekiiller lipitlerdir.
Membrandaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest radikallerle kolayca
reaksiyon vererek peroksidasyon iirtinlerini olustururlar. Poliansatiire yag asitlerinin oksidatif
yikimu, lipit peroksidasyonu (LPO) olarak bilinir ve olduk¢a zararlidir. Ciinkii kendi kendini
devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler. Lipit peroksidasyonu ile olusan membran hasar1

geri doniistimstizdiir [15].

Lipit peroksidasyonu baglama, yayilma ve sonlanma reaksiyonlar1 olmak iizere ii¢ ayr1

boliimde incelenebilmektedir.

LPO, otooksidasyonda oldugu gibi organizmada olusan serbest radikallerden biri veya
bir kaginin etkisi ile membran yapisinda bulunan ¢oklu yag asidi zincirindeki a-metilen
gruplarindan bir hidrojen atomu uzaklastirilmasi ile baslar. Biyolojik sistemlerde LPO’nu
baslatan serbest radikalin, siiperoksit anyonu ve hidroksil radikali oldugu kabul edilmektedir.
Bununla birlikte, LPO’nun uyarilmasinda asil etkili radikalin hidroksil radikali oldugu
benimsenmektedir.  Serbest radikal etkisi ile yag asidi zincirinden hidrojen atomunun
uzaklasmasi, bu yag asidinin radikal 6zelligi kazanmasina neden olmaktadir. Bdylece olusan
lipit radikali dayaniksiz bir bilesiktir. Molekiil i¢i konjuge dien baglarinin farkli pozisyonlara
gelmesi ile degisiklige ugrayabilen kararsiz lipit radikalinin molekiiler oksijenle tepkimesi

sonucu lipit peroksit radikali meydana gelir [77].
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Yayilma basamaginda ise lipit peroksit radikalleri baska bir peroksit radikali ile
birlesebilir ya da membran proteinleriyle etkilesebilir. =~ Fakat en Onemlisi, peroksi
radikallerinin membrandaki komsu yan zincirlerden hidrojen atomlarini ¢ikarabilmeleri ve
peroksidatif zincir reaksiyonlarim1 yaymalaridir. Boylece, yan zincirden hidrojen atomunun
cikarilmasi ile her defasinda lipit hidroperoksitleri (LOOH) ve yeni bir peroksit (LOO )
radikali olugsmaktadir [78].

Peroksidasyon bir defa basladiktan sonra yiizlerce yag asidi zinciri lipit
hidroperoksitlerine doniistiiriilmekte, boylelikle olay kendi kendine katalizlenerek devam
etmektedir. LPO’nda yayilma zincirinin uzunlugu; membrandaki lipit-protein orani,
doymamuis yag asidi igeriginin artmasi, oksijen konsantrasyonu ve vitamin E benzeri zincir

reaksiyonlarini kesen antioksidanlarin varlig1 gibi pek c¢ok faktore baghdir [78].

LPO demir ve bakir iyonlar1 ya da bu iyonlarin olusturdugu fosfat esterleriyle
olusturdugu basit selatlari (Fe*>-ADP), hem, hemoglobin ve myoglobini de iceren bazi demir
proteinleri, lipit hidroperoksitlerini bozarak peroksidasyonu sonlandirmaktadirlar [78]. Bu
kompleks bozunma iiriinleri de etan, pentan, aldehit, peroksitler, alkoller, hidroksi yag
asitleri ve diger karbonil bilesikleridir [79]. Eger LPO sonucunda olusan bozunma
iriinleri arasinda herhangi bir serbest radikal var ise zincir tepkimelerinin sonlanmasi

asagidaki reaksiyonlarda gosterildigi gibi gergeklesmektedir.

Lo® + LH —> LOH + I°

LOO" + LOO®* —> LOOL + O,

LOO® + InH(Antioksidan) ——» In® + MP,
n® + LOO® —> MP,

LOO® + Fe? —— Fe* + MP;

L + Fe — FP o+ MP,

Lipit hidroperoksitlerinin yikimi ile olusan ve biyolojik olarak reaktif olan aldehitler
ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler veya baslangictaki etki alanlarindan diffiize olup
hiicrenin diger boliimlerine hasar1 yayarlar. Ug veya daha fazla cift bag iceren yag asitlerinin

peroksidasyonunda, malondialdehid (MDA) meydana gelir [79].

MDA yag asidi oksidasyonunun spesifik yada kantitatif bir indikatorii degildir fakat

lipit peroksidasyonunun derecesi ile iyi bir korelasyon gosterir. Bu sebeple organizma da
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olusan LPO diizeyini 6lgmek icin MDA seviyelerinin ol¢iimii, siklikla kullanilan bir
yontemdir. MDA, tiyobarbitiirik asit ile pembe renkli bir kompleks olusturmakta ve olusan

bu ¢6zeltinin absorbans degerlerinden LPO'nun derecesi saptanmaktadir [79].

Peroksidasyonla olusan ve son aldehit {iriinlerinden olan MDA, membran
bilesenlerinin carpraz baglanarak polimerizasyonuna yol ag¢maktadir. Bununda, hiicre
membraninin  sekil degistirebilme, iyon transportu, enzim aktivitesi, hiicre yiizey
bilesenlerinin biitiinliigliniin korunmasi1 gibi intrinsik 6zellikleri degistirdigi, protein
sentezini, inhibe ettigi, makrofaj hareketlerini durdurdugu ve kemo taksitse neden oldugu
ifade edilmektedir. Ayrica MDA’nin difiizyon 6zelligine sahip oldugu i¢cin DNA’nin azot
bazlar ile de reaksiyon verdigi ve biitiin bu 6zelliklerinden dolayr lipit peroksidasyonun

gostergesi olarak MDA’ nin 6l¢iimiiniin biyolojik olarak dnemli oldugu bilinmektedir [15].

Bununla birlikte ortamda metal iyonlarinin ve ozellikle gecis metallerinin varli
LPO’nun derecesini artiracak yonde etki etmektedir. Gegis metalleri asagidaki tepkimelerde

ifade edildigi gibi LPO’nu baslatmaktan ziyade, sentezlenmis olan

LOOH + FetCcu) —> LO® + Fe*’(Cu") + OH

IO + ILH —> LOH + I°
L* + 0, —> LOO
LOOH + FeSCu) — LOO® + Fe*Cu’) + H*

100 + ILH —> LOH + I*

lipit hidroperoksitlerinin pargalanmalarin1 ve lipit peroksidasyonunun zincir reaksiyonlarini

katalize ederler. Boylece daha az zararli olan radikalleri daha zararli hale getirmektedirler

[15].

LPO ve kiikiirt iceren proteinlerin oksidasyonu sonucu membran gegirgenligi ve
kirilganliginin artmasi ile membran enzimlerinin aktivitesi azalmakta ve Sekil 2. 2°de ifade

edildigi iizere hiicreye Ca* girisi artmaktadir [69].
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Sekil 2. 2. LPO araciligi ile olusan hiicre hasar1

Hiicre ici serbest Ca*? artigina bagl olarak artan fosforilaz aktivitesi fosfolipit kaybinin
artmasina, membran gecirgenliginde degisiklik ve potansiyel kaybina bagli toksik etkide
artisa, proteaz aktivasyonu ile proteolitik etkinin siddetlenmesine, katabolik enzimlerin

aktivitesinde artisa ve endoniikleaz aktivitesi ile DNA kirilmalarina yol agmaktadir [69].

Lipit peroksidasyonu, biyolojik zarlarin 6zelliklerinde ciddi hiicre hasarlarina yol agan
degisiklikler yaparak hastalik patogenezinde énemli bir rol oynamaktadirlar. Yaslanma, kroner
kalp hastaliklar1 ve kanser basta olmak iizere bir¢ok hastalikta lipit peroksidasyonunun 6nemli
rol oynadigr bilinmektedir. LPO sirasinda olusan; lipit hidroperoksitleri dogrudan DNA
zincirlerini kirabilmekte, lipit peroksil ve alkoksil radikalleri ise DNA'da oksidasyona sebep

olabilmektedirler [79].

Lipit peroksidasyonunun onlenmesinde vitamin E’nin selenyum ile de iliskisi vardir.
Selenyum, glutatyon peroksidaz (GPx) enziminin ayrilmaz bir parcasidir. Ciinkii GPx hiicre
membraninda peroksidasyon olayini oOnler, bdylece lezyon hiicre duvarindaki yapilarda

goriilen bozukluklar engellenmis olur [80].
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2. 3. Antioksidan Savunma Sistemleri

Aerobik organizmalar metabolizmalar1 esnasinda oksijen kaynakli radikalleri
olustururlar.  Bununla beraber, serbest radikallerin zararli etkilerini engellemek iizere
organizmada antioksidan savunma sistemleri bulunur. Saglikli bireylerde olusan ROS’lar
ile antioksidan savunma sistemi arasinda bir denge s6z konusudur. Bu dengenin bozulmasi,
oksidatif stresle sonuclanmaktadir [81]. Antioksidanlarin ilk belirlenen etkileri membranlann
yapisinda bulunan lipitlerin peroksidasyona karst korunmasi olmustur. Giiniimiizde ise,
antioksidanlarin koruyucu etkilerinin lipitlerin yani sira proteinleri, niikleik asitleri ve
karbonhidratlar1 da kapsadigi gosterilmistir. Boylece, antioksidanlar hedef molekiillerdeki
oksidan hasar1 engelleyen veya geciktiren maddeler olarak tanimlanmistir ve bu tanimla
baglantili olarak antioksidanlarin etkileri farkli akillerde olabilmektedir [82]. Antioksidanlar

etkilerini baslica iki sekilde gosterirler [83]:
1) Serbest radikal olusumunun 6nlenmesi:
e Bagslatici reaktif tiirevlerini uzaklastirici etki,
e Oksijeni uzaklastirict veya konsantrasyonunu azaltici etki,
» Katalitik metal iyonlarmi uzaklastirict etki.
2) Olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi:

e Toplayict (scavenging) etki: ROS’u tutma ve cok daha az reaktif baska bir

molekiile cevirme (Or: Enzimler).

e Bastirict (quencher) etki: ROS ile etkiletip onlara bir proton ekleyerek aktivite

kaybina neden olma (Or: Flavonoidler, vitaminler).
*  Onarici (repair) etki.

e Zincir kiric1 (chain breaking) etki: ROS ve zincirleme reaksiyonlar1 baslatacak
diger maddeleri kendilerine baglayip fonksiyonlarim onleyici etki (Or: Hemoglobin,

seruloplazmin, mineraller).

Fizyolojik kosullarda, hiicreler serbest radikal iiriinleri ve peroksitler gibi molekiillerin
neden olabilecek oksidatif hasara karsi antioksidan savunma sistemleri tarafindan korunur. Bu

sistemler su sekilde siniflandirilabilir:
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Enzimatik Antioksidanlar :

1) Primer Enzimatik Antioksidanlar: Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz, selenyum
bagimli glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon-S-transferaz (GST) ve glutatyon rediiktaz
(GR)’dur.

2) Enzimatik Antioksidanlarla iliskili Olanlar: NADPH-kinolon oksidorediiktaz,
epoksit hidrolaz, UDP-glukuronil transferaz, siilffonil transferaz, glukoz-6-fosfat

dehidrojenaz (G6PD) ve a-fosfoglukonat dehidrojenazdir.

Enzimatik Olmayan Antioksidanlar: Bunlar glutatyon (GSH), vitamin A, C ve E ile
flavonoidler, melatonin, iirik asit, albiimin, haptoglobulin, sistein, seruloplazmin, transferrin,

laktoferrin, ferritin, oksipurinol, ubiquinon, bilirubin, mannitol, lipoik asit ve hemopeksindir.

Genel olarak enzimatik antioksidanlar hiicre icinde, enzimatik olmayanlar ise hiicre

disinda daha fazla etkilidir (istisna olarak; GSH hiicre i¢i giiclii bir antioksidandir. ) [82].
2.3. 1. Enzimatik Antioksidanlar

Aerobik organizmalar oksijen toksisitesinden basglica ii¢ enzim yardimiyla

korunur. Bunlar; siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalazdir [74].

2. 3. 1. 1. Siiperoksit dismutaz (SOD, E.C.1.15.1. 1)

Hemen hemen biitiin hiicreler SOD'a sahiptir.  Ancak bazi mikrobik tiirlerde
oksijenin asiris1 enzimi engelleyebilmektedir. SOD formlan oksijenin ¢ift degerli
indirgenmesine ek olarak genel solunum enzimleri yoluyla stokrom oksidaz ve bazi tek
degerli indirgemelerin olustugunu isaret etmektedir. Ornegin bir hiicre sudaki mevcut oksijen
miktarinin % 95’ini indirgeyebilirken % 5’ini siiperoksit radikaline doniistiirebilmektedir [72].

Oksijenin suya doniisiimii ise Sekil 2. 3’de gosterildigi gibi ger¢eklesmektedir.

SOD bir metaloenzimdir (Stoplazmik SOD Cu*> ve Zn** igerirken,
mitekondrideki enzim Mn*? igerir) ve aerobik hiicrelerde her tarafa yayilmistir. Mitekondriyal
SOD, intramitekondriyal siiper oksit anyonunu ¢ok diisilk veya sabit konsantrasyonlarda
kalmasini saglamaktadir. Bununla birlikte oksijen toksisitesini engelleyen SOD'1n rolii halen
tartisilmaktadir. Aerobik hiicrelerdeki oksijenin ¢ogunlugu solunum zincirinde, oksijen
radikallerinin toksisitesini engelleyen stokrom-c oksidaz enzimi varliginda indirgenerek su

olusur [74].
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Stokrom-c Oksidaz

0, > H,0
AH® + 4¢ 2T

Katalaz
Peroksidaz OH

_ SOD J
02 >

H,0,

Sekil 2. 3. Oksijenin Suya Doniistimii

SOD, toksik siiperoksit anyonunun cok hizli bir sekilde giderilmesini katalizler.
Sitiperoksit oksidasyon metabolizmasinin bir iiriiniidiir. SOD etkisiyle siiperoksit
hidrojenperoksite, daha sonra ise katalazin katalizledigi reaksiyonla molekiiler oksijene ve
suya doniismektedir . Reaksiyon, asagida da ifade edildigi tizere, SOD tarafindan +2 yiiklii
bakira bagli enzimin indirgenmesi ve sonra oksitlenmesi seklinde iki basamakta

katalizlenmektedir [84].

E-Cu"? + 0,7 — E-Cu" + O,

E-Cu* + Oy + 2HY — E-Cu** + H,0,

Yukarida ifade edilen iki tepkimenin toplam reaksiyonuna, tek tiir reaktantin
tepkimesiyle iki tiir iiriine doniisme reaksiyonu anlamina gelen ve asagida gosterilen

dismutasyon reaksiyonu denmektedir [75].

SOD

20,” + 2H" H0, + O,

SOD’in  aktif bolimii c¢evresindeki elektriksel alan, ES (Enzim-Subsutrat)
kompleksinin olusumunu yaklagik olarak 30 kat artirmaktadir. Bu da dismutasyon
reaksiyonunun olusmasini kolaylastirmaktadir. Reaksiyonda ©Once siiperoksit anyonu
enzimdeki arjininin guanido grubuna baglanir. Bu baglanma sirasinda bir elektronunu Cu*>ye
vererek Cu*'e doniistiirirken kendisi molekiiler oksijene (0O,;) doniisiir. Baska bir

siiperoksit anyonu Cu*'e verilen elektronu ve ortamdaki 2 protonu (FT) alarak Cu*™' tekrar
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Cu*”’ye doniistiiriir ve hidrojen peroksit olusur [85, 86]. Boylelikle SOD, siiperoksit radikalinin

olusturabilecegi hasarlar1 detoksifiye etmis olur.

SOD’nin dismutasyon reaksiyonu, anyonik subsutrat molekiillerinin baglanmasini ve
proton, elektron ve diger ajanlarin tamaminin hizla gerceklesen reaksiyonlarini kapsamaktadir

[84].

2. 3. 1. 2. Katalaz (CAT, H,0, Oksidoreduktaz, E.C. 1. 11. 1. 6)

Organizmalarin, serbest radikallerin asin birikmesine karsi kendilerini korumada gorev
alan enzimlerden biri de katalazdir. Katalaz, SOD’in siiperoksit radikallerinden
olusturdugu H,0, ile metabolik yollardan olusan H,O, gerektigi oranda indirgeyerek suya
doniistiiriir [68].  Viicut icin toksik etkiye sahip H,0,in fazlahg katalazin yaninda
peroksidazla detoksifiye edilmektedir [72]. Kanser, diabet, katarakt, ateroskleroz, istemik-
reperfiizyon hasari, artrit, norodejeneratif hastaliklar, beslenme yetersizligi ve yaslanmay1
icine alan pek cok patolojik sartlarda ortaya c¢ikan oksidatif strese karsi savunmada
antioksidan sistemin oncelikli bir enzimi olan katalaz ve glutatyon peroksidaz (GPx) primer

antioksidan savunma sistemidir [79].

Katalaz enzimi, yapisinda doért adet hem grubu iceren alt {initeden olusmus
kompleks bir hemoproteindir. Yapisinda prostetik grup olarak Fe* iceren protoporfirin IX
ihtiva etmekte ve sitokrom sistemi iceren tiim aerobik hiicrelerde bulunmaktadir. Enzim esas
olarak peroksizomlarda lokalize olmakla birlikte endoplazmik retikulum ve sitozolde de
yogundur. Aktivitesi karaciger, bobrek, miyokard, ¢izgili kaslar ve eritrositlerde yiiksektir.
Bag doku ise enzim aktivitesinin en diisiik oldugu kisimdir. Asagidaki reaksiyonda ifade
edildigi iizere katalazin peroksidatik ve katalitik olmak iizere iki fonksiyonu vardir. Katalazin

temel fonksiyonu H,O,’in enzimatik parcalanmasinin yaninda (katalitik aktivite);

CAT + 2H,0 + O,

Katalitik

CAT + H,0p, ——> CAT - H,O,
Peroksidatik

CAT + H,O + A
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Diisiik H,O, konsantrasyonunda, metil veya etil hidroperoksitler, metanol, etanol, fenol
gibi kiiciik molekiillii elektron vericilerini indirgeyebilme 6zellikleri de (peroksidatik aktivite)
bilinmektedir. Fakat katalaz, lipit peroksitleri gibi biiyiikk molekiilleri indirgeyememektedir.
Enzim bir molekiill H,O,’den elektron alarak onu oksitlerken kendisi rediiklenir, bir diger
molekiil H,O,’e elektron vererek onu indirgerken kendisi oksitlenerek baslangictaki durumuna

donmektedir [85].

2. 3. 1. 3. Mitokondrial sitokrom oksidaz

Solunum zincirinin son enzimi olan sitokrom oksidaz, asagidaki reaksiyonla

siiperoksidi detoksifiye eden enzimdir.

4H+ + 02' + 4¢€ E— 2H20

Bu reaksiyon, fizyolojik sartlarda siirekli cereyan eden normal bir reaksiyon olup bu
yolla yakit maddelerinin oksidasyonu tamamlanir ve bol miktarda enerji tiretimi sallanir.
Ancak, siiperoksit iiretimi ¢ogu zaman bu enzimin kapasitesini asar. Bu durumda diger

antioksidan enzimler devreye girerek siiperoksidin zararli etkilerine engel olurlar.

2. 3. 1. 4. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px, E.C. 1. 11. 1. 9):

Glutatyon  peroksidaz, hidrojen peroksit ve biiyik molekiilli lipit
hidroperoksitlerinin indirgenmesinden sorumludur. Sitozol ve mitokondride yerlesmis 4
selenyum atomu igeren tetramerik yapida bir enzimdir. Karacigerde en yiiksek; kalp, akciger ve
beyinde orta; kasta diisiik aktivitede bulunur. GSH-Px’in plazma formu bdébrek tarafindan
sentezlenmektedir. GSH-Px, diisiik hidrojen peroksit konsantrasyonlarinda GSH’nin okside
glutatyona (GSSG, glutatyon disiilfit) oksidasyonunu katalize eder; bu arada H,O, de suya
doniistiiriilerek detoksifiye edilmis olur[44, 87].

H,0, + 2GSH —2%s GSSG + 2H,0

2. 3. 1. 5. Tivoredoksin rediiktaz (E.C. 1. 6. 4. 5):

Tiyoredoksin rediiktaz, piridin niikleotidleri ile disiilfit/tiyol bilesikleri arasinda
elektronlarin transferini, FAD ve redoks aktif disiilfit ile uyarilarak katalize eden, dimerik
flavoenzim ailesinin bir iiyesidir. Enzim ailesi, mekanizma ve yap1 bakimindan benzer lipoamit

dehidrojenaz, glutatyon rediiktaz ve merkiirik rediiktazi da icine alir. Bunlar tek basamakta
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katalizlerini gerceklestirirken, tiyoredoksin rediiktaz iki basamakta reaksiyonu batirmaktadir.
Tiyoredoksin rediiktaz iki tiptedir: Prokaryotlarda 70 ve okaryotlarda 112-130 kDa agirliginda
alt formlardadir [88, 89].

2. 3. 1. 6. Glutatyon rediiktaz (GR, E.C. 1. 6. 4. 2):

GSH-Px tarafindan H,O, ve diger lipit peroksitlerin rediiksiyonu sirasinda glutatyon,
okside glutatyona doniistiiriiliir. Bu okside formun ileride kullanilmak iizere tekrar rediikte
GSH’ya doniistiiriillmesi gereklidir. Ciinkii organizmanin glutatyon deposu sinirlidir. Flavin
niikleotidlere bagimli bir enzim olan GR, pentoz fosfat yolundan elde edilen NADPH
varliginda, glutatyon disiilfiti tekrar rediikte glutatyona (GSH) cevirir [44, 87].

GSSG + NADPH + H* ——> 2GSH + NADP"

2. 3. 1. 7. Glutatyon-S-transferaz (GST, E.C. 2. 5. 1. 18):

GST'ler iki protein alt biriminden olusan bir enzim ailesidir. 20 adet sitozolik formu
bulunur ve bunlardan besi membrana baglh enzimdir. Membrana bagli enzimler arasinda
lokotrien-C4 sentetaz; mikrozomal GST 1, 2, 3 ve prostaglandin E sentetaz bulunur. GST 1
sadece GSH-Px aktivitesi; GST 2 ve 3 ise hem GSH-Px hem de l6kotrien-C4 sentetaz
aktivitesi gostermektedir. Organizmaya giren ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda
onemli rol oynamaktadirlar.  Ayrica GSH-Px aktivitesi de gosterirler. Basta aragidonik asit
ve linoleat hidroperoksitleri olmak iizere lipit hidroperoksitleri (ROOH), Se-bagimsiz olarak

etkisizlestirirler:

ROOH + 2GSH —> GSSG + ROH + H,0

Antioksidan aktivitelerinin yanisira ¢ok 6nemli fonksiyonlari da vardir. Agri, ates
yangi, kanser, apopitoz, alerji ve astim gibi siireclerde yer alirlar. Bilirubin ve kortikosteroidler
gibi endojen maddeleri geri doniisiimlii olarak baglayarak; bunlarin hiicre i¢i transportunda
gorev alirlar. Bazi giiclii alkilleyici ajanlara dogrudan kovalent baglanarak hiicresel
proteinler ve makromolekiilleri bu ajanlarin etkisinden korurlar. GST’ler lokotrien B, ve

prostaglandin sentezinde rol oynarlar [90].
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2. 3. 2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

2.3.2. 1. Glutatyon (GSH):

Onemli bir intraselliler antioksidandir ve ekstraselliiler alanda cok diisiik
konsantrasyonlarda bulunur. Glutamik asit, sistein ve glisin amino asitlerinden meydana
gelmis bir tripeptittir. GSH’ya antioksidan Ozelligini, sisteinin tiyol grubu kazandirir.
Glutatyon, OH' ve singlet O, gibi ROS’larin temizleyicisidir. Serbest radikal ve peroksitlerle
reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara karsi korur. Ayrica proteinlerdeki -SH gruplarini
rediikte halde tutar ve bu gruplari oksidasyona kars: muhafaza eder. Demirin, Fe** (ferroz)
halde tutulmasini saglar. Boylece; protein ve enzimlerin inaktivasyonunu engeller, hatta
rejenere olmalarini saglar. GSH bircok enzimin kofaktoriidiir (Or: HMGCoA Rediiktaz).
Tiroid hormon sentezinde rol oynar. Bazi molekiillerin hiicre i¢i tasinmasina aracilik eder.

Bir¢ok kimyasalin karacigerde detoksifikasyonunda rol oynar [44, 83].

2.3.2. 2. Vitamin C (Askorbik asit):

Vitamin C (askorbat), bir ketolaktondur. Suda eriyen vitaminlerden olan askorbik asit
ozellikle taze yesil sebze ile meyve ve turunggillerde bol miktarda bulunur, insanlarda
askorbat hidroksilasyon reaksiyonlarin1 katalize eden enzimlerin kofaktorii olarak gorev alir.
Burada enzimlerin enzimatik aktivitelerini tam olarak kazanmalar1 icin prostetik metal
iyonlarina elektron saglar. Ornegin kollajen sentezinde gorevli prolil ve lizil oksidazlar igin
kofaktor olarak davranir. Cok giiclii bir indirgeyici ajan olan vitamin C; sulu fazlarda zincir
kiric1 antioksidan olarak siiperoksit, hidrojen peroksit, hidroksil radikalleri, hipokloroz asit,
akiioz peroksil radikalleri ve singlet oksijen ile kolayca reaksiyona girerek onlar1 temizler.
Antioksidan  etkisi esnasinda, askorbat iki elektron ile indirgenerek
semidehidroaskorbil radikaline ve sonra da dehidroaskorbata doniisiir. Dehidroaskorbat stabil
degildir ve kolayca okzalik aside doniisen diketogulonik aside hidrolize olur. Viicutta
dehidroaskorbatin tekrar askorbata indirgeyen iki mekanizma vardir: Selenoenzim
tiyoredoksin rediiktaz ve rediikte GSH. Ayrica, antiproteazlarin oksidan maddeler ile inaktive
olmasini engeller. Yine vitamin C, tokoferoksil radikalinin tokoferole rediiklenmesini de saglar

[83, 91].

C vitamininin antioksidan etkisinin yaninda oksidan etkisi de s6z konusudur. Ciinki
vitamin C ferrik demiri (Fe*’), ferroz demire (Fe*?) indirgeyen siiperoksit disindaki tek hiicresel

ajandir:
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Askorbat + Fe*®-Protein —— Dehidroaksorbat + Fe*? + Protein
Bu yolla askorbik asit, proteine baglh ferrik demiri uzaklastirarak ya da dogrudan

indirgeyerek Fenton reaksiyonunda H,O, ile etkilesmeye uygun olan ferr6z demire doniistiiriir.

Yani O, iiretimine katkida bulunur.

Vitamin C'nin Fe™ ile dogrudan reaksiyonunda C vitamini radikali (Vit C) de olusur:

Fe3 + vitc —— Fe + VitC + 2H'

Vit C ¢ok reaktif degildir. Ya NADH rediiktaz tarafindan indirgenir ya da iki proton

alip serbest radikal reaksiyonlarinin ilerlemesini durdurur:

2VitC' + 2H* ——— VitC + Dehidroaskorbat
Bundan bagka vitamin C oksidasyonundan H,O,’de meydana gelebilir [87, 91]:

VitC + 0O, —> Dehidroaskorbat + H,0,

2. 3.2. 3. Vitamin E (Tokoferol):

Vitamin E, tokoferol biyolojik etkisi tasiyan 8 farkli bilesigin ortak ismidir. Bunlar
a-,B-,y-ve d-tokoferol ile o-,p-,y-ve d-tokotrienoldur. Dtokoferol biyolojik olarak en yiiksek
aktiviteye sahiptir. Diger tokoferoller ve tokotrienoller ise daha az aktiviteye sahip iken
gidalarda daha bol olarak bulunmaktadir. Tokoferoller bir kromonal halka ile bir -fitil
kuyruktan olusur ve birbirlerinden bu kromonal halkada degisik say1 ve pozisyonlarda metil
gruplarinin bulunmas ile ayrilmislardir. Tokotrienoller yap1 olarak a-tokoferollere benzerler;
fakat doymamis yapida bir -fitil kuyruk takmaktadirlar. Antioksidan etkisi en fazla olani da
a-tokoferoldiir. Yapisinda bulunan fenolik hidroksil gruplu aromatik halka vitaminin kimyasal
olarak aktif kismini olusturur ve antioksidan 6zelligi bu gruptan kaynaklanir [44, 83, 87, 92,

93].

En yiiksek vitamin E konsantrasyonu, mitokondri ve mikrozomlar gibi membrandan
zengin hiicre kisimlarinda bulunur. Cok giiclii bir antioksidan olan E vitamini, hiicre membran
fosfolipitlerinde bulunan ¢oklu doymamus yag asitlerini serbest radikal etkilerinden koruyan bir

savunma elemanidir. Bir molekiil vitamin E, 100 molekiil yag asidinin peroksidasyonunu
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Onleyebilir. Vitamin E; O, , OH , singlet O,, lipit peroksil radikallerini (LOO ) ve diger
radikalleri temizler.  Lipit peroksil radikallerini yikarak lipit peroksidasyon zincir
reaksiyonlarini sonlandirdigindan yagh fazlar icin zincir kirici bir antioksidan olarak da bilinir

[44, 83, 87, 92]:

LOO" + alfa-tokoferol-OH — LOOH + alfa-tokoferol-O (tokoferoksil radikali)

Sonugta olusan stabil 6zellikteki tokoferoksil radikalinde kromonal halkada fazladan bir
elektron vardir ve kendi kendine lipit peroksidasyonu baslatmak icin yeterince reaktif degildir.
Glukuronik asitle oksidasyona ugrayarak safra yolu ile atilir. E vitamini ve GSH-Px, serbest
radikal etkisine karsi birbirlerini tamamlayici etki gosterirler. GSH-Px, olusmus peroksitleri
ortadan kaldirirken E vitamini sentezlerini engeller. Ayrica GSH-Px’in yapisina katilan
Se** un organizmadan kaybin dnler ve enzimi aktif sekilde tutar. Onsan eritrositlerinin hidrojen
peroksit ile in vitro ortamdaki hemolizi, E vitamini tarafindan 6nlenir. E vitamini, okside
olduktan sonra ve parcalanmadan once sulu fazlarda askorbik asit ve GSH tarafindan yeniden
indirgenebilir. Alternatif olarak iki a-tokoferol radikali birleserek stabil bir dimer olusturur ya

da tamamen okside olarak tokoferol quinon olusturur [44, 83, 87, 93].

Vit E-O© + VitC — Vit E-OH + Dehidroaskorbat
2VitE-O + 2GSH —*> 2 VitE-OH + GSSG

2.3.2.4. Vitamin A (Retinol) ve P-karoten:

Karotenoidler, izoprenoid karbon iskeletine sahip lipitlerde ¢Oziinebilen
antioksidanlardir. Membran ve lipoproteinlerde 20 farkli tipi goriilse de bunlardan en 6nemlisi
(3-karotendir. A vitamininin metabolik on maddesi olan (3-karoten son derece giiclii singlet
O, temizleyicisi olup; ayrica diisiik oksijen basincinda a-tokoferol gibi hidroksil, peroksil ve
alkoksil radikalleriyle de dogrudan reaksiyona girerek, lipit peroksidasyonu zincir reaksiyonunu
kirabilir. Ayrica karotenoidler A vitamini (retinol) prekiirsoriidiir. A vitamini, oksijen etkisi

ile kolayca oksitlenir. Gorme, iireme, bilyiime, epitel hiicre saglamliginda rol oynar [44, 87].

2.3.2.5. Melatonin:

Melatonin, pineal bez tarafindan iiretilen ana indolamin bilesigidir. Lipofilik olmasi
nedeniyle seruma gore safrada daha cok bulunur; safra kesesi ve ince barsagi oksidatif strese

kars1 korur. OH' radikalini temizleyen ve GSH sentezini uyaran cok gii¢lii bir antioksidandir.
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Bunun yanmi sira SOD, GSH-Px ve GR enzimlerinin aktivitelerini de arttirmaktadir. OH' ile
reaksiyona girdikten sonra bir indolil katyon radikaline doniisiir. Bu radikal de O, " radikalini
tutarak antioksidan aktivite gosterir. Lipofilik olmasi nedeniyle hiicrenin tiim organellerine ve
bir¢cok dokuya rahatca girerek antioksidan etkisini genis bir alanda kolayca gosterir. Hiicre
cekirdegine girebilmesi nedeniyle DNA’yi oksidatif hasara kars1 korur. Melatonin cok yiiksek
dozlarda, uzun siireli kullaniminda bile toksik bir etki gostermez ve prooksidan aktiviteye
sahip degildir. Yaslilikta melatonin de azaldigi icin yaslanma ve yaslanmaya bagl
bazi hastaliklarin patogenezinde onemli rolii olabilecegi bildirilmistir. Sonug olarak,
melatoninin klinik agidan etkili bir antioksidan ve antikanserojen olduguna inanilmaktadir [94,

95].

2.3. 2. 6. Urik asit:

Piirin metabolizmasinin son iiriinii olan {iirik asit, allontoine doniiserek normal plazma
konsantrasyonlarinda lipit radikalleri diginda tiim serbest radikalleri temizler. Ozellikle ozon
gibi okside edici ajanlara karsi koruyucu etki saglar. Demir ile stabil reaktif olmayan
bilesikler olusturarak ve C vitaminin oksidasyonunu engelleyici etkisi ile antioksidatif etki

gosterir [44, 83].
2.3.2.7. Albiimin:

Albiimin, yapisinda bulunan 17 tiyol grubu aracilifiyla bakir iyonlarim sikica baglar ve
bakir bagimli lipit peroksidasyonu ile OH olusumunu inhibe eder. Albiimine bagh bakir
baz1 oksidan olusumlarda bulunabilirse de, olusan radikaller biyolojik olarak Snemsizdirler.
Alblimin ayn1 zamanda yapisindaki sisteinden dolay1 etkin bir fagositik HOCI temizleyicisidir;
bu ozelligi kanda serbest yag asitlerini tasimasi agisindan ©6nemlidir. Alblimine bagli
biliriibinin antioksidan etki gosterdigi bildirilmistir. Ozellikle yenidoganlarda diger zincir kirict

antioksidanlarin olmamasi nedeniyle hayati rolil vardir [44, 82, 83].
2.3.2. 8. Sistein:
O, " ve OH' radikallerinin temizleyicisidir [48, 83].

2. 3. 2. 9. Biliriibin:

““Hem’” katabolizmasinin sonucunda olusan safra pigmenti biliriibinin, lipit
peroksidasyonunu inhibe ettigi ve OH ve H,0, radikallerinin temizleyicisi oldugu bilinmektedir

[82, 83].
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2.3.2.10. Seruloplazmin:

Plazmada major bakir iceren proteindir. Seruloplazmin, ferro-oksidaz aktivitesi ile
Fe*?'yi Fe* e okside eder. Boylece Fenton reaksiyonunu ve serbest radikal olusumunu inhibe
eder. Demir ve bakir bagiml lipit peroksidasyonunu Onleyici etki gosterir. Ayni zamanda bir

akut faz reaktanidir ve yangisal hadiselerde seviyesi artar [44, 82, 83].

2.3.2. 11. Ferritin, transferrin ve laktoferrin:

Ferritin dokulardaki, transferrin dolasimdaki, laktoferrin lokositlerdeki serbest

demiri baglar ve serbest radikal olusumunu onler [44, 82, §83].

2. 3. 2. 12. Haptoglobin ve hemopeksin:

Hemoglobin, gerek dekompozisyonla ortama demir vererek; gerekse dogrudan
peroksitlerle etkileserek lipit peroksidasyonunu uyarabilir. ~ Haptoglobin hemoglobini,

hemopeksin Hem’i baglayarak, bu demir bilesiklerinin lipit peroksidasyonunu uyarmasini

engeller [82, 83].

2. 3. 2. 13. Mannitol:

OH' radikalini temizleyici etki gosterir [82, 83].

2. 3. 2. 14. Oksipurinol:

Allopurinol metaboliti olup, dogrudan OH  ve HOCI radikallerini azaltict etki gosterir
[82, 83].

2. 3. 2. 15. Probukol:

Kan kolesteroliinii diisirmede kullanilan bir ila¢ olup, gii¢lii antioksidan ozelligi

vardir. Lipit peroksidasyon zincirini kirici 6zellik tasir [82, 83].

2. 3. 2. 16. Desferroksamin (DFO):

DFO, Fe*ii baglar ve olusan bu bilesikteki demirin indirgenmesi son derece zordur. Bu

sayede demir serbest radikal olusumuna katilamaz [15, 82].

2. 3. 2. 17. Lipoik asit:

Lipit peroksidasyonunu onler. OH' ve singlet O, toplayicisidir. H,O,'yi indirger.
Vitamin E tiiketimine kars1 koruyucudur [82, 83].
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2. 3. 2. 18.Flavonoidler:

Cay, sarap ile bircok meyve ve sebzede bulunan flavonoidler polifenolik
antioksidanlardir.  4000’den fazla c¢esidi bulunan flavonoidler; flavonollar (quersetin,
kaimferol), flavanoller (kateOnler), flavonlar (apigenin) ve izoflavonlara (genistein)
ayrilmislardir. Epidemiyolojik calismalar flavonoid aliminin koroner kalp rahatsizliklar
gibi cesitli kronik hastaliklarin insidensini azalttigin1 géstermistir. Farkli mekanizmalarla lipit

peroksidasyonunu engellerler [44, 82, 83].
2. 4. Oksidatif Stres

Oksidatif stres (OS), pro-oksidan bilesiklerin olusumuyla birlikte, yetersiz antioksidan
savunma mekanizmalar1 arasindaki dengenin oksidan bilesiklerin lehine artmasi sonucu ortaya
cikan doku hasar1 olarak tanimlanmaktadir [96]. Pro-oksidanlar reaktif iiriinler olup, reaktif
nitrojen triinleri (RNS) ve reaktif oksijen tiirleri (ROT) olarak iki gruba ayrilirlar. ROT;
siiperoksit radikalleri (O, ), hidrojen peroksit (H,O,), nitrik oksit (NO), peroksit radikalleri
(ROO), hidroksil radikalleri (OH") ve hypoklorus radikallerini kapsar ve bunlar hiicrede normal

metabolik bir olayn irtiniidiirler [97].

Oksidatif bilesiklerin olusumu, fizyolojik sartlarda inflamasyon ve doku tamiri
stirecinde 6nemli bir basamaktir. Bu olusum doku iyilesmesi ve yeniden olusumuna katkisi
yaninda malin hiicrelere ve viicuda giren mikroorganizmalara karsi savunma mekanizmasinin
onemli bir kismini olusturmaktadir. OS; ateroskleroz, hipertansiyon, norodejeneratif
degisiklikler, yaslanma ve malinite gelismesi ile iligkisi bulunmustur. Diger taraftan,
uygunsuz veya uyumsuz bir sekilde oksidatif siire¢ baglamasina, hiicre ve doku hasarina neden

olan tiremi gibi bir takim kronik patolojik durumlar da s6z konusu olabilir [98].
2. 4. 1. Oksidatif Stres Belirtecleri

Oksidanlar, yar1 Omiirleri saniyeler olan ve yiiksek derecede tepkime veren reaktif
bilesiklerdir.  Bu nedenle, in vivo olarak degerlendirilmeleri uygun degildir.  Aksine,
oksiradikaller tarafindan modifiye edilen lipitler, proteinler, karbonhidratlar ve niikleik
asitlerin yar1 omiirleri saatlerden haftalara kadar degisen bir uzama gosterir. Bu durum,
oksidatif stresin degerlendirilmesinde, bunlarin degerli belirtecler olmasina olanak

saglamaktadir [99]. OS ve antioksidan belirtegleri ¢izelge 2. 2’de gosterilmistir.

Lipit peroksidasyonunda; doymamis yag acil kisimlarinin peroksil radikal bagimli

zincirleme reaksiyonlariyla, kararsiz hidroperoksitler olusur. Akrolein, malonildialdehid gibi
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aldehidler, 4-hidroksinonenal veya tiobiitirikasit reaktif maddeler, F2-izoprostanlar gibi kiigiik ve

kararli bilesiklere doniisiirler.

F2-izoprostanlar, arasidonik asit oksidasyonunun birincil iiriinleridir, in vivo olarak,
hiicre membran fosfolipidlerinin serbest radikallerce etkilenmesinin dengeli bir belirteci olarak
ortaya c¢ikabilirler [100]. Son zamanlarda yapilan calinmalarda; F2-izoprostanlarin, ayn1 yas
ve cinsiyette olan normal bireylerle kiyaslandiginda, HD hastalarinda 2-4 kat daha yiiksek
diizeylerde oldugu goézlenmistir. Aymi zamanda, C-reaktif proteinle (CRP) de siki bir
iligkisinin oldugu ortaya konmustur [101]. Bu ailenin ug reaktif elektrofillerinden bir digleri
ise izolevoglandinlerdir ve arasidonik asitin serbest radikaler tarafindan oksidasyonu
sonucunda olusur. Bunlar F2-izoprostanlar gibi plazmada bulunmazlar. Eteri derecede
reaktif olduklarindan proteinlere bagh olarak taginirlar [102]. Ayrica, ileri lipit oksidasyon son
irlinlerindeki artis, oksidize diisilk yogunluklu lipoproteine (ok-LDL) karsi gelisen 6zgiin

antikorlarin varligi, artmis OS’in gosterilmesi icin yararl belirtecler olarak gosterilebilir [100].

Cizelge 2. 2. Oksidatif stres ve antioksidan belirtecleri

OKSIDATIF STRES BELIRTECLERI ANT IOKS IDAN BELIRTECLERI
Lipit peroksidasyonu Enzimatik
Akrolein Siiperoksit dismutaz
Malondialdehid Katalaz
4-hidroksinenal Glutatyon peroksidaz

Tiyobarbutirik asit reaktif maddeler

Enzimatik olmayan

F2-izoprostonlar Glutatyon

Eteri lipit oksidasyon iiriinleri Vitamin E

Protein oksidasyonu Vitamin C
Eteri oksidasyon protein iiriinleri Ferritin

Karbonhidrat oksidasyonu Transferin
Eteri glikasyon son {iriinleri Albiimin

Niikleik asit oksidasyonu8-hidroksi-

2-deoksiguanozin
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Proteinlerin proteolize dayaniklit olmasini saglayan capraz baglar ve agregasyon
iiriinleri, oksidan bagiml hasarda seckin hedeflerdir. Bununla birlikte, protein oksidasyonunun
belirteglerini tespit etmek giictiir [103]. Oksidatif olarak degisime ugramis olan plazma
proteinleri ve aminoasitleri, ayn1 zamanda in vivo olarak Onemli birer OS biyokimyasal
belirtecidirler. Nispeten ¢cogu proteinlerin plazma yar1 dmiirlerinin uzun olmasi, protein ve
aminoasit oksidasyonunun iyi tanimlanmi§ biyokimyasal yolaklarinin olmasi, plazma lipitleri
ile kiyaslandiginda belirlenebilen daha spesifik OS yolaklarinin bulunmasi; plazma
proteinlerinin ve aminoasitlerinin daha kabul edilebilir 6rnekler olmasim saglamustir. Ornegin,
proteinlerin aminoasitlerinin olusturdugu zincirde aminoacil ucunun oksidasyonu, ilgi ¢eken bir
oksidasyon reaksiyon belirtecidir. Tirozin artiklarinin oksidasyonunun tespiti, 6zel
oksidatif yolaklarin son {iriinlerinin ortaya konmasi agisindan daha duyarli ve daha
O0zgiindiir. Tirozin artiklarinin oksidasyona ugramasi sonucu, sirasiyla hakim olan
oksidasyon tiirlerinden hipoklorik asit, reaktif nitrojen tiirlerine veya hidroksil iyonu gibi
serbest radikale bagli olarak 3-klorotirozin, 3-nitrotirozin veya ditirozin olusuir. Bunlardan 3-

klorotirozin, HD hastalarinda daha yiiksek diizeylerde saptanmistir [102, 104].

Uremik hastalarda oksidasyona ugramus proteinler arastirilmis ve ileri oksidize protein
iirlinleri, olarak adlandirilan bu iiriinler karakterize edilmistir [105]. Eteri oksidize protein
irlinleri monositlerin aktivasyon belirtecleri ile siki iligki icerisinde olup inflamasyon
mediyatorleri olarak yer alabilirler. Oksidasyona bagli hasarin belirtisi olan, ditirozin ve
ileri glikasyon son iiriinii pentozidin plazma konsantrasyonu ile korelasyon gosterirler. Eteri
oksidize protein {iriinleri ile ileri glikasyon son iiriinleri arasindaki giiclii baglarin varlig, ileri
glikasyon son {iriinlerinin varlifinda, glikasyonla birlikte oksidasyonun oldugu karbonil stresi

diistindiirmektedir [103].

Sonucta, oksidatif bilesikler niikleik asitle tepkimeye girerek mutageneze ve
onkogeneze neden olmaktadir. KBY’li hastalarda, 16kosit niikleik asitlerinin oksidatif hasara
ugradiklart yeni ortaya konulmustur. Lokosit DNA hasarini degerlendirmek amaci ile
yiiksek performansl sivi kromotografisinde 8-hidroksi-2-deoksiguanin diizeyi arastirilmis ve

KBY’de diizeyinin arttigi, SDBY de ise daha yiiksek diizeylerde oldugu belirlenmistir [106].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3. 1. Materyal

Bu calismamizda iki grup olusturularak oksidatif stres belirtecleri ¢alisildi. Birinci grup
uzun siire kronik olarak arsenige maruz kalmus kisilerden olusturuldu. ikinci grup ise sigara ve
alkol kullanmayan, belirgin bir sistemik hastali§i olmayan, son bir aydir hi¢bir ilag kullanmayan

goniillii kisilerden kontrol gurubu olusturuldu.

Yapilan 6n arastirmalar sonucunda Emet’in igde koyii kronik arsenik maruziyeti
bakimindan alan olarak secilmis ve buranin kronik arsenik intoksikasyonunda en ileri diizeyde
oldugu yapilan arastirmalarda (2001 yilinda Cevre ve Orman Bakanliginin yaptirmis oldugu
analiz sonucuna gore igde koyli kuyu suyu arsenik miktart 1.133mg/L) tespit edilmistir.

Yaptigimiz ¢aligmalarda igde kdyiinde yasayan 33 adet denekten kan ornekleri alindi.
Kontrol grubu i¢in tiniversite 6grencilerinden secilmis 20 goniilliiden olusturulmustur.

Calismaya alinan kisilerden 5 mL vendz kan EDTA’l1 ve diiz polistrentiiplere alindi.
Numuneler en kisa zamanda plazmalar1 ayrilarak farkli effendorf tiiplerine alinarak calisma

giiniine kadar derin dondurucuda saklandi.

Her iki gruptan alinan plazma o6rneklerinde antioksidan enzimlerden siiperoksit
dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) aktiviteleri ve lipit peroksidasyon seviyesini belirlemek

amaciyla malondialdehit (MDA) diizeyleri belirtilen metotlara gore tesbit edildi.

3. 1. 1. Kullamlan Kimyasallar :

Bakiar Siilfat Penta Hidrat (CuS0O,4.5H,0) Sigma
Sodyum Sitrat Sigma
Sodyum Karbonat (Na,CO3) Sigma
Sodyum Hidroksit (NaOH) Sigma
Sodyum Wolframat Dihidrat (Na,Wo4.2H,0) Sigma
Sodyum Molibdat Dihidrat (Na,Mo0O,.2H,0) Sigma
Fosforik Asit (H;PO,) Merck

Hidroklorik Asit (HCI) Merck
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Lityum Siilfat (Li,SO,) Sigma
Sodyum hidrojen Fosfat (Na,HPO,) Sigma
SodyumDihidrojen Fosfat (NaH,PO,) Sigma
Hidrojen Peroksit (% 30 v/v'lik H,0O,) Merck
Potasyum Kloriir (KCI) Sigma
6-Hidroksi Dopamin (6-OHDA) Sigma
Triklor Asetik Asit (TCA) Sigma
Tiyobarbiitirik Asit (TBA) Sigma
Si1gir serum albumin (BSA) Sigma
Malondialdehit bis (1, 1, 3, 3, tetraetoksi propan) Sigma

3. 1. 2. Kullanilan cihazlar :

U.V. Spektrofotometresi (Shimadzu U.V. mini 1240)
Santrifiij (Hettich D- 78522)

Elektronik terazi Ohaus (AR 2140)

Karistirict ve 1sitict (Heipolph MR 3001)

Otomatik pipetler (Biotic Proline)

3. 1. 3. Kullanilan cozeltiler :

1) Fosfat tamponu(pH:7; 50mM) hazirlamak i¢in; 4,2 g Na,HPO, ve 2,72g NaH,PO,

tartilip suda ¢oziildii ve hacmi damitik su ile 1 L’ye tamamlandi.

2) H,0, cozeltisi hazirlamak igin; %30 v/v’lik H,0, co6zeltisinden 0,2 mL
alinarak 100 mL’lik o6l¢iilii balona konuldu ve fosfat tamponu ile hacim 100 mL’ye

tamamlandi. Bu karisimin 240 nm’deki absorbansi 0,45-0,50 arasinda olmalidir.

3) 1 mM KCl ¢ozeltisi (0,01 M HCl igeren) (6-OHDA’in ¢oziiciisii): 0,0149 g KCI suda
coziildii ve 0,176 mL derisik HC1 (% 35’lik, d=1,184 g/mL) ilave edildi, hacmi suyla 200

mL’ye tamamlanir.
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4) 0,01 M 6-OHDA c¢ozeltisi (SOD aktivite tayini i¢in kullanilan ¢ozelti): 0,005 g 6-
OHDA 2 mL 1 mM’lik KClI ¢ozeltisinde ¢oziiliir. KCI ¢ozeltisi, azot gaziyla doyurulur.

5) 0,05 M pH 7.4 fosfat tamponu (SOD aktivite tayini i¢in kullanilan tampon): 1 tablet

PBS suda ¢oziilerek hacmi 40 mL’ye tamamlanir.

6) %10’luk Triklor Asetik Asit (TCA): 10 g TCA tartilarak 100 mL’lik balonjojeye

alindr ve 100 mL distile su i¢inde ¢ozdiiriildii.

7) % 0.675’lik Thiobarbutirik Asit (TBA): 0.675 g TBA tartilarak 100 mL’lik

balonjojeye konuldu ve 100 mL distile su icerisinde ¢ozdiiriildii.
8) A Reaktifi: 0.5 g CuSO,.5H,0 ve 1 g sodyum sitrat 100 mL bidistile suda ¢oziiliir.
9) B Reaktifi: 20 g Na,CO; ve 4 g NaOH 1 L bidistile suda ¢oziiliir.
10) C Reaktifi: 50 mL B cozeltisine 1 mL A ¢ozeltisi ilave edilir (Taze hazirlanmalidir).

11) D Reaktifi (Phenol-Folin-Ciocalteu reaktifi): 1500 mL’lik bir balona 100 g
Na,Wo,.2H,0, 25 g Na;M00,4.2H,0, 700 mL bidestile su, 50 mL % 85 H;PO, ve 100 mL HCI
konulur. 10 saat geri sogutucu altinda yavasca 1sitilir. Soguduktan sonra iizerine 100 g Li,SO,,
50 mL bidistile su ve 5 damla brom ilave edilir. 15 dk kaynatilarak bromun fazlasi ucurulur. Bu
kaynatma geri sogutucusuz olarak yapilir. Muhteviyat sogutulur ve 1 L’lik balonjoje
aktarilir. Distile su ile 1 litreye tamamlanir. Koyu renkli sisede muhafaza edilir. Uygun
sartlarda reaktifin rengi saridir. Yesil renk, reaktifin bozuldugunu gosterir. Kullanilacagi

zaman | mL D reaktifinden alinip, iizerine 1 mL bidistile su ilave edilir (1/1).

12) BSA standart ¢ozeltisi (10 g/L): 100 mg BSA bidistile suda ¢oziilerek 10 mL’ye

tamamlandi. Diger standartlar bu ¢dzeltiden seyreltilerek hazirlandi.

13) Malondialdehit bis (1, 1, 3, 3, tetraetoksi propan) standart ¢ozeltisi.
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3. 2. Metot

3.2. 1. Katalaz (CAT) Aktivitesi Olgme Yontemi

Bu yontem, 240 nm dalga boyunda hidrojen peroksidin (H,0,) verdigi absorbans
degerinin katalaz enzimi aktivitesi sebebiyle zaman icgerisinde azalma gostermesi ve bu
azalmanin  spektrofotometrik olarak izlenmesi temeline dayanir [107]. H,O,’in
spektrofotometrik olarak 240nm dalga boyunda absorbansindaki diismenin 1 dakika(AA/t
dakika) izlenmesi ile katalaz aktivitesi belirlenir. Deney, Cizelge 3. 1.’de belirtilen sira takip

edilerek yapilir.

Cizelge 3. 1. Katalaz (CAT) aktivitesi 6lgme yontemi

Deney Tanik deney
Fosfat tamponu - 0,01lmL
H,0, cozeltisi 3,00mL 3,00mL
Numune(Homojenat) 0,0lmL ---

Deney ve tanik deney cozeltilerinin absorbanslarindaki degisim (AA / t dakika),
damitik suya karsi 240 nm dalga boyunda 1 dakika boyunca spektrofotometrik olarak izlenerek

okunur.
Katalaz aktivitesi hesaplanmasi :

Bir dakika sonundaki absorbans degisimLeri arasindaki fark(AA / t dakika), H,O, nin
molar absorpsiyon katsayisi (¢) ve 10 pL numune alinarak yapilan deneylerde katalaz aktivitesi

asagidaki bagintiyla hesaplandi.
H,0; ‘in molar absorpsiyon katsayisi(€ pr0z) = 40,98 M'em™!
CAT akt.=(( AAp/ tdakika) - ( AAgumin/ t dakika)) x (1/ € wo2) X (1/€) X (Vr/ Vym)
CAT akt.= (AA / t dakika) x (1/ 0,04098L / mmol.cm) x (I/Icm) x (3,01mL / 0,01mL)
CAT aktivitesi = (AA / t dakika) x 7345(umol/mL.dakika)
umol/dakika = EU oldugundan;

CAT(EU/mL) = (AA / t dakika) x 7345
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CAT(EU/mg protein) = ((AA / t dakika) x 7345) / Protein derisimi(mg/mL)

3. 2. 2. SOD Aktivite Tayini

Aktivite tayin metodu, 6-hidroksidopaminin (6-OHDA) otooksidasyonuna, SOD’nin
inhibisyon etkisinin spektrofotometrik olarak dl¢iilmesine dayanir [108, 109, 110, 111]. SOD
icin 1 E.U., “bir dakikada, 6-OHDA’in otooksidasyon baslangi¢ hizin1 % 50 azaltan enzim
miktar1” olarak kabul edilmis ve spektrofotometrik Olctimler 490 nm’de oksidasyonun 60.

saniyesine kadar yapilir. Ciinkii 60. saniyeye kadar otooksidasyon hizinin egimi sabittir.

HO
.
HO CH2CHoNH3

OH

6-Hidroksidopamin

6-OHDA’in otooksidasyon reaksiyonu asagidaki sekildedir.

6-OHDA + O, —> SQ ' + Oz'_ +H" (1) SQ": 6-OHDA’in semikinonu
H +6-OHDA+0, ——> SQ +H,0, 2  Q 6-OHDA’in kinonu

SQ +0, ———> Q+0, +H' 3)

SQ +0, ——> Q+H,0, )

2(6-OHDA) +20, ——> 2Q+2H,0, ®)

6-OHDA ile oksijen arasinda yukaridaki sekilde bir yiikseltgenme-indirgenme (redoks)
reaksiyonu olur. Bu reaksiyon sonucunda, 6-OHDA’in semikinonu, siiperoksit anyonu ve
proton meydana gelir (1). Bu reaksiyonun iiriinlerinden siiperoksit anyonu ve proton, 6-OHDA
ile reaksiyona girerek semikinon (6-OHDA’in yiikseltgenmesi ile olusur) ve hidrojen peroksit
(stiperoksitin indirgenmesi ile olusur) olusumuna sebep olurlar (2). Daha sonra semikinon da
oksijen ile reaksiyona girerek kinona yiikseltgenir ve oksijen siiperoksit anyonuna indirgenir
(3). Bu sirada olusan siiperoksit, semikinonlar1 kinona yiikseltgerken hidrojen peroksite
indirgenir. Reaksiyonlardan da goriilecegi gibi 6-OHDA’in oksijen ile yiikseltgenmesi sirasinda

olusan siiperoksit anyonu (1 ve 3) yiikseltgenme olayinin devamina katkida bulunmakta (2 ve
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4) ve boylece reaksiyonu hizlandirmaktadir. Reaksiyon ortaminda SOD mevcut olmasi
durumunda siiperoksit anyonu uzaklastirilacagi icin, siiperoksitten gelen reaksiyon hizina etki
ortadan kalkacak ve reaksiyon hizi azalacaktir. Bu azalma oraninin, reaksiyonda olusan
oksidasyon {irlinlerinin 490 nm’de absorbans vermeleri nedeni ile takip edilebilmekte ve enzim

iinitesi (E.U.) tanimi yapilabilmektedir.

Cizelge 3. 2. 50 pL’lik numune hacmi gz oniinde bulundurularak hazirlanmig SOD aktivitesi

Olclim prosediirii:

Kor Kiiveti Numune
0,05 M fosfat tamponu (pH 7,4) 670 uL 670 uL.
Numune 50 uL 50 uL
Oksijen gazi uzaklastirilmis 1mM KCI

. _ 30 uL -

¢ozeltisi (0,01 M HCl igeriyor)
0,01 M 6-OHDA cozeltisi ilavesi 30 uL
Toplam 750 uL 750 uLL

Kontrolde (6-OHDA’in otooksidasyonu) numune yerine fosfat tamponu (0,05 M, pH
7,4) kullanilir. Numune miktarinin azaltilmasi gerektigi durumlarda azaltilan numune miktari

kadar tampon ¢ozelti kiivetlere ilave edilir.
Onek hesaplama :

Ornekte, 6-OHDA otooksidasyona birakildiginda, 60. saniye sonunda 0,17 birimlik bir
absorbans farki olugmaktadir. Bunun % 50’si 0,085 birimdir. E.U. tanimima gore, 0,085
birimlik absorbans azalmasina sebep olacak enzim miktar1 1 E.U.’dir. 10 pL numunenin
mevcudiyetinde ise absorbans artis hizinda (reaksiyon hizi) azalma olmustur ve AA 0,047

birimdir. Bu durumda aktivite asagidaki gibi hesaplanmistir [112].

Aktivite (E.U.)=(0,17-0,047)/(0,17/2)=1,45 E.U. Yani 10 puL numunede 1,45 E.U.

vardir.
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0,15
0,10 ~

0,05 1

Absorbans (490 nm)

0,00

-0,05 -

Zaman (Saniye)

Kontrol ------- 10 Mikrolitre

50 Mikrolitre
Sekil 3. 1. SOD inhibisyon grafigi

3. 2. 3. Plazma MDA analizi

MDA, aerobik sartlarda TBA ile 90°C’de inkiibasyonu sonucu pembe renkli kompleks

olusturur. Bu kompleksin absorbansi spektrofotometrede 532 nm dalga boyunda okunur [113].

Her deney tiiptine 2.5 mL % 10’luk TCA iizerine de 0.5 mL plazma konuldu. Vorteksle
karistirlldiktan sonra, tiipiin agzi kapatilip 90°C” deki su banyosunda 15 dakika bekletildi
(Cizelge 3. 3.). Su banyosundan alinan tiipler, buz igerisinde 15 dakika bekletildikten sonra,

oda sicakligina gelmesi saglandi. 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatant elde
edildi.

2 mL siipernatant alinarak bagka tiipe aktarildi ve lizerine % 0.675’lik TBA’dan 1 mL
ilave edilerek, 90°C’deki su banyosunda 15 dakika bekletildi. Ornekler tekrar buz dolu kap
icerisinde 15 dakika bekletildikten sonra, oda sicakligina gelmesinin ardindan
spektrofotometrede 532 nm’de kor tiipiine kars1 absorbanslart okundu. Kor tiipii hazirlanirken,

deney baslangicindaki plazma yerine 0.5 mL distile su alinip diger islemlerin aynis1 uygulandi.
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Cizelge 3. 3. Plazmada MDA Analizinin Yapilisi.

Kor Ornek
% 10’1luk TCA 2.5 mL 2.5mL
Plazma 0.5 mL
Distile su 0.5 mL

90°C su banyosunda 15 dakika bekletildi.

15 dakika buz icerisinde bekletildi.

Siipernatant 2 mL 2 mL

% 0.675’lik TBA 1 mL 1 mL

90°C su banyosunda 15 dakika bekletildi. 15 dakika buz icerisinde bekletildi.

Standart olarak malondialdehit bis (1, 1, 3, 3, tetraetoksi propan) kullanildi. Plazma
yerine 0.5 mL hazirlanan standartlar eklenerek diger islemlerin aynist uygulandi. Elde edilen
sonuglara gore konsantrasyon — absorbans grafigi elde edildi. Numunelerin konsantrasyon

degerleri bu grafik g6z 6niinde bulundurularak hesaplandi.

MDA Standart Grafigi

y = 0,0068x + 0,0036
R? = 0,9979

Absorbans
o
o
(e0)
Il

0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25

Konsantrasyon (nmol/ml)

Sekil 3. 2. MDA standart grafigi
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3. 2. 4. Total Protein Tayini

Alkali cozeltide bakir-protein kompleksi olusur. Bu kompleks fosfomolibdat-
fosfotungstat reaktifini rediikler ve koyu mavi bir renk olusur. Burada rengin koyulugu
ortamdaki protein konsantrasyonu ile dogru orantilidir [114]. Folin reaktifinin ilavesinde su
onemli kaideye dikkat etmek gerekir ki bu reaktif yalniz asidik ortamda dayanmiklhidir. Tarif
edilen bu rediiklenme ise pH 10’da gerceklesmektedir. Bundan dolay1 folin reaktifi alkali
bakir-protein c¢ozeltisine hemen ilave edilmeli ve derhal siddetle karigtirilmalidir. Bu
suretle fosfomolibdat-fosfotungstat reaktifi parcalanmadan Once indirgenme olay1

gerceklesir.

Cizelge 3. 4. Total protein 6l¢iimiinde islem basamaklar

Kor Numune Standart
Numune (uL) — 10 10
Su(uL) 500 490 490
C Reaktifi (mL) 2.5 2.5 2.5

Tiipler vortekslenir ve oda sicakliginda 10 dakika bekletilir.

D Reaktifi (mL) 0.25 0.25 0.25

Tiiplerin agizlar1 parafilm ile kapatilarak 25 °C’da 20-30 dakika beklenir ve 700

nm’de distile suya karst okunur [114].

Standart ¢ozelti olarak sigir serum alblimin (BSA) kullanildi. Farkli

konsantrasyonlarda hazirlanan standartlarin absorbanslarina gore protein standart grafigi elde

edildi.
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Protein Standart Grafigi
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Sekil 3. 3. Protein standart grafigi

Hesaplamada, standart grafiginden numunelerin konsantrasyonlar1 belirlendi.

3. 2. 5. istatistiksel Analiz

Elde edilen bulgular istatistiki olarak degerlendirilerek, aritmetik ortalamalar1 (X) ve standart
sapmalar1 (SD) bulundu. Gruplar arasindaki farkin karsilagtirllmasinda ANOVA (tek yonli varyans
analizi) testi yapildi. Degiskenler arasindaki iligki ise Pearson korelasyon analizi ile degerlendirildi ve
anlamlilik sinir1 olarak p<0.05 kabul edildi. Bu istatistiki islemler Prism 3.03 paket programu ile

gerceklestirildi.



4. BULGULAR

Calismamizda kontrol ve kronik olarak arsenige maruz kalmis kisiler olmak iizere iki
grup olusturuldu. Bu iki grupta oksidatif stres belirte¢lerinden lipit peroksidasyon diizeyi
belirlenmesi icin MDA degerleri ile oksidatif enzimlerden siiperoksit dismutaz (SOD) ve

katalaz (CAT) belirtilen metotlara gore calisildi. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.1. ve Cizelge

4.2. de gosterilmistir.

Cizelge 4. 1. Kronik olarak arsenige maruz kalan kisilerin MDA, CAT, SOD degerleri

Hasta no MDA (nmol/ml) CAT (U/mg) SOD (U/mg)
1 3,288 8,071 0,238
2 3,577 6,988 0,268
3 3,058 11,282 0,402
4 3,75 9,423 0,428
5 3,173 7,395 0,381
6 2,942 7,608 0,499
7 2,827 11,337 0,391
8 2,712 7,230 0,361
9 2,019 7,096 0,353
10 7,038 10,954 0,423
11 3,115 4,179 0,306
12 2,365 10,899 0,454
13 3,865 13,983 0,408
14 3,923 10,040 0,340
15 2,596 12,007 0,385
16 3,462 6,372 0,306
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Cizelge 4. 1. Kronik olarak arsenige maruz kalan kisilerin MDA, CAT, SOD degerleri

(devami)
17 2,165 8,716 0,399
18 2,077 13,290 0,398
19 2,365 9,534 0,451
20 6,461 7,490 0,411
21 1,558 5,805 0,279
22 4,154 7,928 0,331
23 3,115 6,113 0,369
24 2,942 10,194 0,342
25 3,000 12,110 0,450
26 2,596 7,683 0,326
27 3,058 7,388 0,372
28 2,480 5,636 0,315
29 4,327 8,393 0,336
30 3,173 7,708 0,396
31 3,115 5,713 0,319
32 7,326 9,011 0,307
33 3,231 14,018 0,340




Cizelge 4. 2. Kontrol grubu MDA, CAT, SOD degerleri

60

Hasta no MDA (nmol/ml) CAT (U/mg) SOD (U/mg)
1 3,32 17,259 0,576
2 3,6 17,764 0,609
3 2,28 11,683 0,582
4 3,04 10,346 0,538
5 2,72 13,513 0,695
6 3 11,337 0,447
7 1,84 10,339 0,601
8 2,84 9,568 0,659
9 3,52 13,681 0,629
10 2,56 9,533 0,439
11 3,07 12,538 0,608
12 2,92 10,602 0,546
13 2,67 13,236 0,672
14 2,51 12,807 0,437
15 2,69 13,542 0,567
16 3,05 10,684 0,613
17 3,18 11,564 0,486
18 2,46 16,534 0,61
19 3,23 10,642 0,542
20 2,72 12,812 0,564
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Cizelge 4. 1. ve Cizelge 4. 2.’deki degerlere gore her iki grubun ortalama ve standart

sapma degerleri hesaplandi. Kontrol grubu ortalama ve standart sapma degerleri MDA (2.861 +
0.09492), CAT (12.50 + 0.5401) ve SOD (0.5710 £ 0.01658) olarak hesaplandi. Kronik olarak
arsenige maruz kalmis kisilerin ortalama ve standart sapma degerleri MDA (3.359 + 0.2280),

CAT (8.836 + 0.4397) ve SOD (0.3662 + 0.01026) olarak hesaplandi.

Cizelge 4. 3. Gruplar arasinda degerlerin karsilastiriimasi

Kontrol (n = 20)

KAMKK (n =33) p
Ortalama + S.D. Ortalama + S.D.
MDA 2.861 +0.09492 3.359 £0.2280 >0,05
CAT 12.50 £ 0.5401 8.836 + 0.4397 <0,0001
SOD 0.5710 £ 0.01658 0.3662 + 0.01026 <0,0001

Yapilan istatiksel analizde gruplar arasinda degerler karsilastirilarak iki grup arasindaki

iliski tespit edilmistir. Kronik arsenige maruz kalan kisilerin MDA diizeyleri arttigi fakat

istatiksel olarak anlamli (p>0,05) bir iliski olmadig: tespit edildi. Bunu yaninda antioksidan

enzimlerden katalaz (CAT) ve siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitelerinin istatiksel olarak

anlamli (p<0,0001) olarak azaldiklar1 bulundu.

nmol/ml

B KAMKK

B Kontro

1
Kontrol - KAMKK

p>0.05

| Kontrol
B KAMKK

Sekil 4. 1. Kontrol ve KAMKK grubu MDA diizeyi Ortalama ve standart sapma degerleri.



14 m Kontrol p<0.0001

KAMKK
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B KAMKK
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Sekil 4. 1. Kontrol ve KAMKK grubu CAT diizeyi Ortalama ve standart sapma degerleri.
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Sekil 4. 1. Kontrol ve KAMKK grubu SOD diizeyi Ortalama ve standart sapma degerleri.
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5. TARTISMA

Arsenik azot ailesinden metalloid 6zellik gosteren bir elementtir [115]. Kokusuz ve
renksiz olan arsenik gastrointestinal sistem, solunum sisteminden ve parenteral yollardan
absorbe olur. Inorganik arsenigin gastrointestinal absorbsiyon hizi ¢ok yiiksektir. En fazla
absorbsiyon ince bagirsaktan olur. Siitteki kazein absorbsiyonunu azaltir. Solunum yoluyla
alinan arsenik %80 sistemik absorbsiyonla sonuglanir. Arsenigin cilt tarafindan sistemik
absorbsiyonu ¢ok fazla degildir. Akut alimda en fazla dagilim karaciger ve bobrekte olur, daha
sonra beyindedir. Ufak dozda kronik maruziyette sistein i¢eren proteinlerce zengin olan sag,
tirnak ve ciltte birikir. Kronik birikme akcigerde olur. Plasentaya kolayca gecerek fetusta
birikebilir [116].

Arsenik ile kontamine olmus su ile insanlar1 ve hayvanlar1 toksik olarak etkilemektedir.
Bu sorun; Arjantin, Banglades, Hindistan, Tayvan, Tayland, Meksika ve bircok diinya iilkesini

icine alan bir cografyada goriilmiistiir [117].

Kronik arsenik zehirlenmesi ise yavas yavas giicten diisme, ishal ya da kabizlik, ciltte
timor gelisimi gosterebilen pullanma ve renk degisikligi, felg ve biling bulaniklifiyla ortaya
cikan sinir sistemi bozuklugu, yag dokusunda bozulma, kansizlik ve tirnaklarda tipik cizgiler
belirmesiyle taninabilir. Arsenigin biyolojik olarak izlenmesi akut ya da kronik arsenik
maruziyetinin tanimlanmasinda gereklidir. Arsenik baslica idrarla atilir. Idrardaki total arsenik
konsantrasyonu genellikle yakin zamanda arsenife maruziyetin bir gostergesidir. Inorganik

arsenigin insanlardaki yar1 6mrii dort giindiir [115].

Kaliforniya ve Nevada da arsenik iceren sularin tiiketildigi bolgelerde yapilan
arastirmalarda alinan arsenik konsantrasyonlarinin yaklasik %'liniin idrarla atildig1 saptanmustir.
Absorbe olan organik ve inorganik arsenigin kandaki yarilanma omrii ¢ok kisadir. Kan oral
arsenik maruziyetinde kimyasal analizler i¢in uygun bir biyolojik materyal degildir. Sac ve
tirnak viicudun diger dokulariyla kiyaslandiginda arsenik konsantrasyonunun en yiiksek oldugu
bolgelerdir. Bunun nedeni bu bolgelerin trivalant arsenikle kolayca baglanabilen siilfidril (SH)
gruplar1 iceren keratince zengin olmasidir. Sa¢ daha cok inorganik arsenik maruziyetinin
Olciilmesinde kullanilir. Sagin biyolojik materyal olarak kullanilmasinin dezavantaj oldugu
durumlar sagin hava, su, sabun ve sampuanlardan etkilenerek arsenik konsantrasyonlarinin
degismesidir. Tirnaklar giinde yaklasik 0,12 mm biiyiidiigiinden tek doz arsenige maruziyetten
100 giin sonra bile tirnakta arsenik bulunabilir. Arsenigin anne siitiine gecerek bebek iizerinde
ciddi toksik etki yapabilecegi belirtilmektedir. Arsenik igceren tozlarin solunmasi arsenigin

burun mukoza membranlarini etkileyerek nazal septumu delmesiyle sonuglanir [115, 116]
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Kronik zehirlenme belirtileri istahsizlik, genel zafiyet, kusma, disetlerinde kanama,
disetlerinde siyah ¢izgi, dermatit, hiperkeratozis, siddetli deri dokiintiisii, kolik, nefeste sarimsak
kokusu, el ve ayak tirnaklarinda agik lekeler en belirgin 6zelliklerdir. Kronik arsenik maruziyeti
ile cilt kanseri arasinda baglanti oldugu goriilmiistiir. Altt ile 26 yil arast fowler soliisyonu
verilerek tedavi edilen 262 hastanin % 40’inda keratoz ve % 8’inde cilt kanseri olustugu
saptanmustir. Igme suyunda yiiksek oranda arsenik bulunan Arjantin'in Girdaba Bolgesi’nde
yapilan aragtirmada herkeste keratodermo bulunmustur. Ayrica hastalarin biiyiik bir kisminda
hiperhidrozis ve pigment anormallikleri goriilmiistiir. Ozellikle giines almayan govde iizerinde
1-10 mm capli ve birbiriyle birlesme egilimli siyah lekeler goriilmiistiir. Govdede pigment
irregiilasyonu ve keratoz kronik arsenik maruziyetinin en 6nemli gostergesidir. Calistigi
donemde yillarca arsenige maruz kalmis 16 endiistri is¢isinde yapilan aragtirmada 9 psodermal
lokomelanodermi, 7 cilt kanseri ya da intraepidermal karsinom, 8 akciger kanseri oldugu

goriilmiistiir [115].

Tavsiye edilen giivenlik limiti yetiskinlerde 15 pg/kg (viicut agirlhigi/hafta) dir [9,10].
Coziinebilen inorganik arsenik bilesikleri kuvvetli zehir olduklarindan yiiksek dozlarda emilimi,
sindirim sistemi semptomlarina, kardiyovaskiiler ve sinir sistemi fonksiyonlarinda bozukluklara
ve sonugcta dliime sebebiyet vermektedir. igme suyundaki arsenigin (< 50 pg As/l) uzun siireli
etkilesimi sonucunda deri, akciger ve bobrek kanserine yakalanma riski ¢ok yiiksek olup ayni
zamanda deri goriintiisiiniin degisimi goriilmektedir. Mesleki arsenik alinimi biiyiik oranda

soluma yoluyla olup genelde akciger kanseri ile sonuc¢lanmaktadir [118]

Inorganik arsenik bilesikleri ag1z yoluyla alindiklarinda mukozalar1 asindirici etkilidir.
Emildikten sonra oksidatif stresi artirir, hiicre sinyal iletimini bozar ve bazi enzimleri baskilar.

Arsenat (As+5) ve arsenit (As+3)’in karsinojen etkisi tanimlanmistir [119].

Arsenigin kronik olarak artis1 kromozom ve genler iizerinde negatif degisimlere neden
olmaktadir [120]. Epidemiyolojik ¢alismalar, mesleki etkenlerden asbest, radon, nikel, arsenik
ve silikanin akciger kanseri riskini arttiran etkenler oldugunu ve bu maruziyetlerin her birinin
sigara ile sinerjistik etki gOsterip akciger kanseri riskini ¢ok ©nemli derecede artirdigim

gostermistir [121].

Banglades’te icme suyuna arsenik karistigi i¢in ileride 25 milyon kisinin kanser, 900

bin kisinin deri kanseri olacagi tahmin edilmektedir ve bunlarin da pek ¢cogu ¢cocuktur [122].
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Mesane kanserinin artezyen kuyularindan ¢ok miktarda arsenik alimiyla iligkili oldugu
diisiiniilmektedir. Benzer endemik mesane kanseri olgular1 icme suyunda yiiksek oranda arsenik

iceren diger bolgelerde de izlenmistir [119].

Arsenik serebellum ve serebral hemisferlerde lipid peroksidasyonu artirirken, glutatyon
konsantrasyonunu, SOD ve katalaz aktivitelerini diisiirmiistir ve bu oksidatif stresin

gostergesidir [123].

Metal iyonlari, siiperoksit anyonlar1 ve H,0O, ile biyolojik sistemlerde hidroksil serbest
radikali ve metal-oksijen kompleksleri gibi ¢ok reaktif tiirleri iiretmek i¢in reaksiyona girerler
ve sonucta oksidatif DNA hasar1 olusur. Kimyasal karsinojeneziste, metallerin aracilik ettigi

oksidatif DNA hasar1 6nemli rol oynar [124, 125].

Serbest radikaller bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa omiirlii, kararsiz,
molekiil agirhig diisiik ve cok etkin molekiiller olarak tanimlanir. Cogu olayda serbest radikal
iretimi, pato-mekanizmanin bir pargasidir ve pek cok ksenobiyotigin toksisitesi, serbest radikal
iretimi ile ilgilidir. Kadmiyum, kursun ve arsenik gibi bazi cevre kirleticilere uzun siire mesleki
maruz kalmalar, oksidatif strese neden olabilir ki bu, biyolojik sistemlerdeki istenmeyen

etkilerin altinda yatan bir mekanizmadir [126, 127].

Prooksidan - antioksidan dengesinin prooksidan lehine degisimi oksidatif stres olarak
bilinmektedir [18]. Metobolizma esnasinda olusan oksidanlar, metobolik reaksiyonlar1 ve belirli
islemleri etkileyerek klinik belirtilere neden olurlar [128]. Oksidanlarin direkt etkileri, hiicre
membraninda ve DNA gibi diger hiicresel komponentlerde olusturdugu peroksidatif
degisikliklerdir. Ayrica oksidanlarin kanser patojenezi lizerine direkt etkilerinden de soz
edilmektedir. Canli sistemlerdeki hiicreler, oksidanlarin toksik etkilerine karsi enzimatik ve
non-enzimatik savunma sistemleri igerirler. Enzimatik savunma sistemleri esas olarak

stiperoksit dismutaz, GSH-Px ve katalaz enzimlerinden olusur [129,130].

Serbest radikaller hidroksil, siiperoksit, nitrik oksit ve lipid peroksit radikalleri gibi
degisik kimyasal yapilara sahiptir [131]. Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest radikaller,
oksijenden olusan radikallerdir. Oksijen, siiperoksit grubuna (O,) bazi demir-kiikiirt iceren
yiikseltgenme-indirgenme enzimleri ve flavoproteinlerin etkisiyle indirgenir. Son derece etkin
olan ve hiicre hasarina yol agan siiperoksit grubu, bakirli bir enzim olan siiperoksit dismutaz
(SOD) araciliginda hidrojen peroksit (H,O,) ve oksijene cevrilir. Siiperoksit grubundan daha

zayif etkili olan H,0,, dokularda bulunan katalaz, peroksidaz ve glutasyon peroksidaz (GPx)
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gibi enzimlerle su ve oksijen gibi daha zayif etkili iirlinlere doniistiiriilerek etkisiz kilinir[132,

133].

Hidrojen peroksit (H,0,), katalaz ve GSH-Px tarafindan su ve molekiiler oksijene
doniistiiriilerek metabolize edilmektedir [134]. Katalaz; kanser, diabet, katarakt, ateroskleroz,
iskemik-reperfiizyon hasari, artrit, norodejeneratif hastaliklar, beslenme yetersizligi ve
yaslanmay1 icine alan pek cok patolojik sartlarda ortaya c¢ikan oksidatif strese karsi savunmada

antioksidan sistemin 6ncelikli bir enzimidir [135].

Stiperoksit gruplarinin hizli bir sekilde olusturdugu singlet oksijen, hiicre zarlarinin
fosfolipid, glikolipid, gliserid ve sterol yapisindaki doymamis yag asitleriyle reaksiyona girerek
peroksitler, alkoller, aldehitler, hidroksi yag asitleri, etan ve pentan gibi cesitli lipid
peroksidasyon tirtinlerini olusturur. Lipid peroksitler, indirgenmis glutasyona (GSH) bagimli
selenyumlu bir enzim olan GS-peroksidaz tarafindan lipid alkollere cevrilerek inaktive edilse
de, gerek siiperoksit gruplariyla fazla miktarda lipid peroksitlerin sekillendirilmesi ve gerek
selenyum eksikligi ve gerekse ortamdaki GSH’nin tiikkenmesine neden olabilen dietilmaleat,
dioksin gibi maddelerin bulunmasi, lipid hidroperoksitlerinden serbest lipid gruplarin
olusmasina yol acar. Serbest lipid gruplann da, ayrica doymamis yag asitlerinin
peroksidasyonuna neden olur. Lipid hidroperoksitlerin yikimi ile olusan ve biyolojik olarak
aktif olan aldehidler ya hiicre diizeyinde metabolize olurlar ya da baslangictaki etki alanlarinda
diffiize olup hiicrenin diger boliimlerine hasar1 yayarak sekonder bozukluklarin da gostergesi
olabilirler. Beyin, oksidatif hasara en duyarli bolgedir. Serbest radikaller, santral sinir sisteminin
patolojik durumlarinin pek cogunda, direkt olarak doku hasar1 meydana getirirler. Serbest
oksijen tiirleri, ekzitotoksisite, metabolik disfonksiyon ve kalsiyumun intraseliiler
hemostazisinde bozulma gibi cogul mekanizmalarla doku hasar1 meydana getirirler [133, 136,

137, 138].

Lipid peroksidasyonun en 6nemli iiriinii malondialdehid (MDA) dir. Ug ya da daha
fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonunda MDA meydana gelir. Olusan MDA,
hiicre membranlarindan iyon aligverisine etki ederek membrandaki bilesiklerin capraz
baglanmasina yol agar ve iyon gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi gibi olumsuz
sonuglara neden olur. MDA bu 6zelligi nedeniyle, DNA’nin nitrojen bazlari ile reaksiyona
girebilir ve bundan dolayr mutajenik, hiicre kiiltiirleri icin genotoksik ve karsinojeniktir [132,

139, 140, 141]

Organizmadaki asir1 serbest radikal iiretimi, 6zellikle hiicre membranlarindaki lipidleri

etkileyerek lipid peroksidasyonuna neden olur. Ayrica proteinler, karbohidratlar ve DNA da
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serbest radikallere hedef olur. Lipid peroksidasyonun son {iiriinii olan MDA, kimyasal
olarak aktif bir molekiildiir, ¢cevre hiicre ve dokulara kolayca difuze olarak molekiiler

diizeyde, 6zellikle proteinler lizerinde zararl etkiler gosterebilir [142].

Hiicre membranin peroksidasyon hasarinin 6l¢iisii olan lipit peroksidasyon iiriinii olan
MDA diizeyi ve antioksidan enzimlerden siiperoksit dismutaz ve kalataz ve glutatyon

peroksidaz dolayli olarak hiicredeki prooksidasyon ve oksidasyona etki etmektedir [143].

Arsenige maruz birakilan ratlarda, ratlarin kontrol grubu ile karsilastirilmasi sonucu
pankreatik dokuda NO diizeyinin, MDA ve OH radikalinin anlamli olarak ve antioksidan
enzimlerden SOD ve CAT aktiviteleri ile hiicrede antioksidan etkili olan glutatyonun bu

hayvanlarda azaldig1 yapilan ¢alismalar sonucunda belirlenmistir [144].

Bandopadhyay ve arkadaglarinin yaptigi calismada, arsenife maruz birakilan
hayvanlarda kontrol grubuna gore OH’ radikalinin %128 arttig1 belirlenmistir. Bu sonuclar
oksidatif hasara sebep olan OH raikalinin arsenigin etkisi ile oksidatif stres meydana getirdigi
sOylenebilir. Ayn1 zamanda OH™ radikali sonucu O, ve H,O, radikallerinin artarak hiicre

hasarina yol agtig1 rapor edilmistir [145].

Ozgiiner ve arkadaslarmin yapmis oldugu ¢alismada, arsenige maruz kalan gruplarin
MDA diizeyinin %82 arttig1 belirlenmistir. Bu calisma gostermistir ki, oral olarak belirli

dozlarda alinan arsenik hayvansal hiicrelerde oksidatif hasar1 arttirici etkiye sahiptir [146].

Arsenige maruz birakilan hayvanlarda, SOD aktivitesinin %55, CAT aktivitesinin de
%53 azaldig gozlenmistir [146]. Mukherjee ve arkadaslarinin daha 6nce yaptiklari ¢alismalarda
da antioksidan enzimlerdeki aktivitelerin diisiisiiniin gozlemlenmesi bulunan sonuglari
pekistirmistir. Bu calismalarda, arsenik etkisine maruz kalan hayvanlarin pankreas adaciklarinda

antioksidan enzimlerin aktivitelerini yitirmesiyle oksidatif stresin arttig1 belirlenmistir [147].

Reaktif oksijen tiirlerine karsi ilk defans hatti olan antioksidan enzimler; CAT, SOD ve
glutatyon peroksidaz’dir. Dokuda meydana gelen oksidatif streste bunlarin aktiviteleri artis

gostermektedir [148].

Nandi ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada ratlar 12 hafta siire ile arsenige maruz
birakilarak kan, karaciger, ve bobreklerden numune alinarak arsenik miktarlar1 alinarak bu
numunelerdeki arsenik miktarlar1 belirlenmistir. Arsenik miktarlarinin siire icinde diizenli bir
artis oldugu belirlenmistir. Bunun yaninda bu dokulardaki lipid peroksidasyonunun anlamli
olarak arttig1 siiperoksit dismutaz ve katalaz aktivitelerinin baslangicta tiim dokularda anlamli

olarak arttig1 ilerleyen zamanlarda ise bu enzim aktivitelerinin azaldigi belirlenmistir. Bu
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bilgilere dayanarak, diisiik ve kisa periyotlarda verilen dozlarda arsenigin antioksidan defansi

artirdigy tespit edilmistir [149].

Arsenik maruziyetini zamana bagli olarak lipit peroksidasyon diizeyi siiperoksit
dismutaz ve katalaz aktiviteleri anlamli olarak degismektedir. Zamanla eritrositlerde lipit
peroksidasyon diizeyi arttig1 ve siiperoksit dismutaz ve katalaz aktivitesinin baslangigta arttig

fakat 12. haftadan sonra enzim diizeylerinin anlamli olarak diistiigii g6zlenmistir [149].

Siiperoksit dismutaz ve katalaz hiicre defansinda ksenobiyotiklerin etkisi boyunca
serbest raikal iiretimini durdurmakta iki temel unsurdur [150]. Arsenik potansiyeli sonucu

hiicrede katalaz ve siiperoksit dismutaz sentezlenmesini aktive eder [151].

Arsenigin oksidatif hasarininin olusum mekanizmasini serbest radikallerin artis1 ve

antioksidan enzimlerin inhibisyonu ile a¢iklamak miimkiindiir [152, 153].

Lee ve Ho’nun yapmis oldugu calismayla, insan fibrolast hiicre kiiltiiriiniin sodyum
arsenit ile tedavisi boyunca glutatyon, hemooksigenaz ve siiperoksit dismutaz aktivitelerinin

yiikseldigi, katalaz ve glutatyon peroksidaz aktivitelerinin azaldigini rapor etmislerdir [154].

Maruziyet siiresi sonunda ratlarda arsenik intoksikasyonu sonucu siiperoksit dismutaz

ve katalazin anlamli olarak azaldigi, LPO’nun anlamli olarak arttig1 gézlenmistir [155].

Tiim literatiir bilgilerine ile uyumlu olarak, yapilan ¢alismada kronik olarak arsenige
maruz kalan insanlarda, kontrol grubuna gore, antioksidan enzimlerden siiperoksit dismutaz
(SOD) aktivitesinin % 36 ve katalaz (CAT) aktivitesinin % 30 azaldig1 ve hiicre hasarinin bir
Olciisii olan lipit peroksidason iiriinii malondialdehit (MDA) diizeylerinin % 18 arttig1 tesbit
edilmistir. MDA diizeyindeki artisin istatiksel olarak (p>0,05) anlamli bulunmamasina karsin
antioksidan enzimlerden SOD ve CAT aktivitelerinin azalmanin ise istatiksel olarak (p<0,001)

anlamli oldugu goriilmiistiir.

Yapmis oldugumuz calismada kronik olarak arsenige uzun siire maruz kala kisilerde
siiperokit dismutaz ve katalaz enzim aktivitelerindeki azalmanin arsenigin olusturdugu DNA
hasar1 ile bu enzimlerin sentezlenmesinde ve aktivitelerini gostermesinde inhibisyona
ugradiklarint diisiinebiliriz. Arsenigin oksidasyon basamaklar1 sirasinda olusan serbest
radikallerin, hem DNA iizerinde olusturduklari hasar hem de disiilfit baglarini olusturarak
proteinlere yaptiklar etki géz Oniine alindiginda katalaz ve siiperoksit dismutaz enzimlerinin

aktivitelerindeki azalma agiklanabilir.
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MDA diizeyindeki artisin genel sebebi, inorganik arsenigin viicut metabolizmasi ile
organik arsenige doniistiiriilmesi sirasinda olusan serbest radikallerin artmasi ile agiklanabilir.
Serbest radikallerin etki mekanizmalarindan biri de lipitler tizerinde lipit peroksidasyonudur.
Lipit peroksidasyon iiriinii olan MDA farkli dokularda farkli derecelerde artig gosterir. Arsenik
daha cok karaciger, bobrek, deri ve mukoza dokularinda etkili oldugu i¢in yapilan caligmalarda
bu dokulardaki lipit peroksidasyon seviyesi daha fazla bulunmustur. Yapmis oldugumuz
calismada MDA diizeyi plazmada arastirilmis ve plazmadaki MDA artisinin istatiksel olarak

anlaml1 olarak bulunmamustir.

Sonug olarak, kronik olarak arsenige maruz kalma insanlar tizerinde olumsuz etkiler
birakmaktadir. Organizmaya alinan inorganik arsenigin, organik arsenige doniistiiriilerek
viicuttan atilimi sirasinda oksidasyon basamaklarinda olusan serbest radikallerin, lipit
peroksidasyon iiriinii olan MDA arttirdi1 ve antioksidan enzimlerden siiperoksit dismutaz ve
katalaz aktivitelerini azalttig1 tespit edilmistir. Serbest radikallerin artis1 ve antioksidan

sistemdeki enzimlerin inhibisyonu sonucu oksidatif stres olugmaktadir.
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