T.C. YOKSEXKOERETIM KURULU
DOKOMANTASYON MERKEZH

APS ILE OPERE EDIiLEN TAVSANLARIN KAN
VE KARACIGER DOKULARINDAKIi SERBEST

OKSIJEN RADIKALLERIi VE

ANTIOKSIDAN ENZIM
DUZEYLERININ TAYINi

Seving CELIiK
Yiiksek Lisans Tezi
Biyoloji Anabilim Dali
Temmuz - 2001







APS ILE OPERE EDILEN TAVSANLARIN
KAN VE KARACIGER DOKULARINDAKI
SERBEST OKSIJEN RADIKALLERININ
ANTIOKSIDAN ENZIMLERIN YOLUYLA TAYINi

T.C. YORSEXOCRETIM
DOKD TIM KURULY

Seving Celik

DUMLUPINAR UNIVERSITESI
Fen Bilimleri Enstitiisii
Lisans Yénetmeligi Uyannca
Molekiiler Biyoloji Anabilim Dalinda
YUKSEK LISANS TEZi
Olarak Hazirlanmugtir

1. Damigman: Yrd. Dog. Dr. Mustafa YONTEM
[1. Damgman: Dog. Dr. Ramazan KAYAPINAR

LU
Temmugz - 2001 \’OO>




SEVINC CELiK’in YUKSEK LISANS tezi olarak hazirladigt “APS ILE OPERE
EDILEN TAVSANLARIN KAN VE KARACIGER DOKULARINDAKI SERBEST OKSIJEN
RADIKALLERI VE ANTIOKSIDAN ENZiM DUZEYLERININ TAYINI” baghkl bu galigma,
jirimizce Lisansiisti Yoénetmeliginin ilgili maddeleri uyarmca degerlendirilerek kabul

18.09.2001
Uye: W

Prof.Dr. Ismail KOCACALISKAN
~

Uye:
Prof. Dr. Yunus ERDOGAN %/7

Uye: 5
Dog¢.Dr. Hayri DAYIOGLU

Uye: ;
Dog¢.Dr. Ramazan KAYAPINAR 1 '

(I1. Danigman)

Uye: ) v
Yrd Dog.Dr.Mustafa YONTEM Wﬁw

(I. Danigman)

Fen Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulu’nun %/ 2001 giin ve ./§. sayil

karanyla onaylanmigtir. \é/w
Prof.Dr. {. Goltay EDIZ

Fen Bilimleri Enstitiisii Miidiirii




iv

APS ILE OPERE EDIiLEN TAVSANLARIN KAN VE KARACIGER
DOKUSUNDAKI SERBEST OKSIJEN RADIKALLERi VE ANTIOKSIDAN ENZIM
DUZEYLERININ TAYINi

Seving CELIK
Biyoloji Boliimii, Yiiksek Lisans Tezi, 2001
I. Danigman: Yrd.Dog.Dr. Mustafa YONTEM
IL. Danigman : Dog.Dr. Ramazan KAYAPINAR

OZET

Bu ¢alisma ortalama 1750 — 2500 gr. agirhginda erkek tavsanlar (Oryctolagus
cuniculus) kullanilarak; Argon Plazma Scalpel (APS) tekniginin koter ve bistiiri tekniklerine
gore operasyon (0. giin), postoperasyon (3. giin) ve reoperasyon (7. giin) sirasinda olusan
serbest radikal diizeylerini kargilagtirmak amaciyla gergeklestirildi. SOD ve GSH-Px analizleri
kinetik metdtla, hemoglobin degeri oksihemoglobin metoduyla, protein analizi Lowry

metoduyla, MDA diizeyleri ise TBA teknigi ile kan ve doku drneklerinde tayin edildi.

Bulgularimizda iigli kiyaslama (Kruskal — Wallis testi) sonucunda plazma MDA
reoperasyon; doku MDA reoperasyon; eritrosit SOD postoperasyon diizeyleri arasinda istatistiki
a¢idan anlamli fark bulundu (p < 0,05). Ikili kiyaslamada (Mann — Whitney U testi) plazma
MDA reoperasyon koter-APS gruplan arasinda; doku MDA reoperasyon kontrol-APS ve koter-
APS gruplari arasinda ve doku SOD reoperasyon koter-APS gruplari arasinda istatistiki agidan
anlamh fark bulundu (p < 0,05). Ancak eritrosit ve dokuda yapilan GSH-Px dlgiimlerinde iiglii

ve ikili kiyaslamalar sonucunda istatistiki agidan anlaml fark bulunmadi (p > 0,05).

Sonug olarak, APS ile yapilan operasyonlarda koter ve kontrol grubuna gére membran
hasarinin bir g&stergesi olan lipit peroksidasyonunun son iiriinlerinden biri olan MDA diizeyinin
daha az olmasi sebebiyle ve SOD enzim aktivitesi diizeylerini gdz Oniinde bulundurarak

APS’nin koter’e gore daha az serbest radikal olusturdugu s6ylenebilir.

Anahtar Kelimeler: APS, GSH-Px, SOD, MDA, Serbest Radikaller



THE DETERMINATION OF ANTIOXIDAN ENZYME LEVELS AND
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SUMMARY

In this study, free radicals during operation (0™ day), postoperation (3" day) and
reoperation (7" day) time in APS technique was compared to electrocoter and bistury
techniques using male rabbits (Orctolagus cuniculus), weight 1750-2500gr. Kinetic method was
used to analyze SOD and GSH-Px; oxyhemoglobin method was used to analyze hemoglobin
value; Lowry method was used to analyze protein value; TBA technique was used to analyze

MDA value in both blood and tissue samples.

In our conclusion, according to the results of the Kruskal — Wallis test values; on the 7h
day plasma MDA, tissue MDA and on the 3 day, SOD values and according to the results of
the Mann — Whitney U tests values, on the 7™ day plasma MDA between the control-APS
groups and coter-APS groups and on the 7" day tissue SOD between the coter-APS groups

values were found statistically different (p < 0,05)

However; bye these tests, in the erithrosid and tissue GSH-Px values were not found

any differences statistically (p > 0,05).

As a conclusion, it can be said that the APS operation technique makes more less free
oxygen radicals, in contrast to the coter operation technique. Because of the revealed MDA,
which signs the membrane damage, is one of the last product of lipid peroxydation and SOD

enzymes low activity levels.

Keywords: APS, GSH-Px, SOD, MDA, Free Radical
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1. GIRIS

Argon Plazma Scalpel (APS) bir diger adiyla Argon Plazma Operasyon Cihazi iTU -
KOSGEB Laboratuarlari’nda gelistirilen gok yeni bir medikal enstriiman olup, giiniimiiz cerrahi
uygulamalarinda halen kullamlmakta olan kesici ve koagiile edici cihazlarin yaptif1 isleri ¢ok
daha mitkemmel bir sekilde yerine getirmektedir. Tﬁrkiyé’de ilk kez cihaz ile ilgili cansiz doku
ve canli doku (hayvan deneyleri) 1998 — 2000 yillan arasinda Trakya Universitesi, Tip
Fakiiltesi Rektorliigii’ niin AR - GE projesi olarak gergeklestirilmigtir (Proje no: TUAF 197).
Aynica Marmara Universitesi, Norolojik Bilimler Enstitiisii’'nde yaptlan hayvan deneylerinin

patolojik galigmalarindan alinan sonuglar umut verici olmustur (A¢ikgéz, vd., 2001; Giiltekin,

vd., 2000).

Serbest radikaller son yillarda iizerinde en g¢ok durulan ve en yogun arastirmalarin
yapildign bir konudur. Serbest radikaller son yoriingelerinde bir veya daha fazla sayida
eslenmemis elektron igeren kisa dmiirlii, reaktif atom veya molekitllerdir. Bu bilesikler normal
metabolik olaylarin isleyisi esnasinda (yiikseltgenme — indirgenme reaksiyonlarnin yan iriini
olarak) olustugu gibi, ¢esitli dis etkenlerin (ilaglar, diger zararh ve kimyasal maddelerin)
etkisiyle de olugmaktadirlar. Hiicrenin tiim bilegenlerinde olusabilme ve tiim hiicre bilesenleri

ile etkilesebilme 6zelligine sahiptirler (Repine, 1991; Haklar, 1999; Halliwel, 1984; Akkus,
1995; Bastar, 1997; Alkan, 1997; Cevrim, 2000; Temiz, 2001).

Aerobik organizmalarin yagsamlarim siirdiirebilmeleri igin organik molekiillerden enerji
agiBa ¢tkarmada molekiiler oksijeni kullanma mecburiyetinde olmalan, bu canlilan, oksijenin
toksik metabolik iiriinleri ile birlikte yagamak zorunda birakmugtir. Zira aerobik metabolizmasi
olan memelilerde baslica serbest radikal kaynagmin molekiiler oksijenden tiireyen serbest
radikaller oldugu kabul edilmektedir. Cok kisa yasam siireli, ancak yaplianndaki dengesizlik
nedeniyle ¢ok aktif yapih olan serbest radikaller tiim hiicre bilesenleri ile etkilesebilme
ozelligine sahiptirler (Aslan, vd., 1995; Repine, 1991; Bastar, 1997, Kahraman, 1998;
Gokduman, 1998, Mehmetgik, 1994; Uysal, 1998; Southorn, 1988; Bast, et al., 1991; $ekeroglu,
1997; Uziim, 2000).

Biyolojik sistemlerdeki en o6nemli serbest radikaller, oksijenden olusan serbest
radikallerdir ki serbest oksijen radikali biyokimyasinda anahtar roli oynayan siiperoksit,
hidrojen peroksit, ge¢is metallerinin iyonlan ve hidroksil radikalidir.  Son yillarda serbest
radikallerin yol a¢tign hastaliklar ile ilgili arastirmalar 6hem kazanmustir. Yapilan ¢aligmalarda



serbest radikallerin ve lipit peroksitlerinin yaglanma, kanser, aterosikleroz, iskemi — reperfiizyon
hasan gibi pek ¢ok hastalifin olusumunda énemli rol oynadiklart kabul edilmektedir (Seven,
vd., 1995; Tanakol, 1998; Bast, et al., 1991; Haklar, 1999; Uziim, 2000; Halliwel, 1984).

Guniimiizde cerrahi operasyonlarda kullamlan kesici ve koagiile edici aletler; bistiiriler,
elektrokoterler, kesici ve koagiilator lazerler, argon sprey koagiilasyon cihazi, argon plazma
operasyon cihazidir. APS cihazinin kullanim alanlan; doku buharlagtirma, doku rezeksiyonu,
doku koagiilasyonu ve dokularin yiizeysel sterilizasyonudur. Yapilan 6n ¢aligmalarn patolojik
incelemelerinde cihaz kullamlarak yapilan rezeksiyon ve koagiilasyonlarda, canli doku kaybinin
elektrokotere gore 1 / 100 oraninda daha az oldugu ispatlanmistir. Uygulama esnasinda saglam
dokularda minimal hasar olugturmas: cihazin 6nemli bir ustinliigidiir. (Agikgéz, vd., 2001;
Yoriik, vd., 2000; Giiltekin, vd, 2000; Elmaci, vd, 1999;' Tannsever, 1996). Aynica APS’ nin
Amerika Birlegik Devletleri Patent Dairesi tarafinda Ekim 2000°de bagvurusu kabul edilmigtir
(Patent no: 09 / 689,216).

Dumlupnar Universitesi Aragtirma Fonunca desteklenen ve Trakya Universitesi ile
koordineli bir sekilde gergeklestirilen bu gahsmamizda APS ile ilgili operasyonlann bir kismi
da istanbul Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Cerrahi Anabilim Dah Klinigi’nde
gergeklestirilmistir.  Cahigmamizda APS ile opere edilen tavsanlann kan ve karaciger
dokularindaki serbest oksijen radikallerinin diizeylerinin, klasik bistiiri ve elektrokotere gére,
antioksidan enzimlerin ve lipit peroksidasyonunun &l¢iimii yoluyla farklilik olusturup

olusturmadiinin tespiti amaglanmugtir,
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2. GENEL BiLGILER

2.1, Serbest Radikaller

Bir atom, nétron ve protonlardan olusan bir g¢ekirdek ve g¢ekirdegin ¢evresinde dénen
elektronlardan olusur. Elektronlar, atom ve molekiilleri iginde enerji seviyelerine gore orbital

olarak bilinen yériingelerde bulunurlar.  Orbitallerde her biri digerinin fizikokimyasal
reaksiyonlara girmesini engelleyen ; zit spinierde (N«) hareket eden elektron ciftleri vardir, Bir

orbitalde yalmz bir tane elektron bulunursa bu eslenmemis demektir. Serbest radikaller, son
yoriingelerinde bir veya daha fazla sayida eslenmemis elektron igeren kisa émiirlii, reaktif atom
veya molekiillerdir. Serbest radikaller elektriksel olarak negatif yiiklii, pozitif yiikli veya
yiiksiiz olabilirler (Akkus, 1995; Repine, 1991; Kahraman, 1998; Gékduman, 1998; Mehmetgik,
1994; Aslan, vd., 1995, Uysal, 1998; Bastar, 1997; Cevrim, 2000).

Bu bilesikler, organizmada normal metabolik olaylann isleyisi sirasinda olustugu gibi,
gesitli dig etkenlerin etkisiyle de olusmaktadir. Cok kisa yagam siireli, ancak yapilanndaki
dengesizlik nedeniyle ¢ok aktif yapih olan serbest radikaller tim hiicre bilesenleri ile
etkilesebilme 6zelligi gostermektedir. Eglenmemis elektron bu molekiilleri oldukga reaktif hale
getirir, etkilesime girdikleri molekiilden ya bir elektron alir yada ona bir elektron verirler.
Boylece etkilesime girdikleri molekiilin yapisim bozarlar. Sonugta radikal olmayan bir yapi
(nonradikal), radikale déniigebiimektedir (Mehmetgik, 1994; Yelkenci, 1996; Uysal, 1998;
Bagtar, 1997; Onat, vd.,1997; Bast, et al., 1991, Halliwel, 1994; McCord, 1993; Gokduman,
1998; Cevrim, 2000; Yazan, 1999; Haklar, 1999).

Halojen atomlar, oksijen metabolizmas: ara tiriinleri olan oksijen tiirleri, Br™ ve CI” gibi
tek atomiu yapilar, Na’, K" gibi alkali metal atomlar, bir orbitalinde tek elektron bulunduran
NO® ve NO," gibi atom kombinasyonlan radikaller olarak smiflandirilmaktadir (Aslan, vd.,
1995).

Ancak Cu™, Mn®™, Fe¥, Mo™ gibi gegis metallerinin de ortaklanmams elektronlan
oldugu halde serbest radikal olarak kabul edilmezler. Fakat, reaksiyonlan katalize ettiklerinden
dolay1 bu iyonlar serbest radikal olusumunda 6nemli rol oynarlar (Akkus, 1995; McCord, 1993;
Aslan, vd., 1995; Kahraman, 1998; Kizilay, 1998).

Iki radikal karsilagtin zaman eslenmemis elektronlaring birlestirirler ve aralarinda

kovalent bag olusur. Eslenmemis elektronuyla hidrojen atomu bir radikaldir ve iki hidrojen




atomu diatomik hidrojen molekilli olusturmak iizere kolayca birlesebilirler. Eslenmemig
elektron, genel olarak sag iist koseye yazilan bir nokta ile gosterilir (Halliwel, 1991, 1994; Bast,
et al., 1991; Kahraman, 1998; Akkug, 1995; Willson, 1997).

H.+H.—_-——’H2

2.2. Serbest Radikal Tiirleri

Acrobik metabolizmasi olan memelilerde baslica serbest radikal kaynaginin molekiiler
oksijenden tireyen serbest radikaller oldugu kabul edilmektedir. Aerobik organizmalarin
yagamlarim siirdiirebilmeleri i¢in organik molekiillerden enerji agiga ¢ikarmada molekiiler
oksijeni kullanma mecburiyetinde olmalari, bu canlilar, oksijenin toksik metabolik iiriinleri ile
birlikte yasamak zorunda birakmigtir (Mehmetgik, 1994; Seckin, 1988; Yelkenci, 1996; Uysal,
1998; Bagaran, 1998; Kahraman, 1998; iscan, vd., 1998; Aslan, vd., 1995).

1924’ de molekiiler oksijenin eslenmemis elektronlar igerdigi saptanmustir. .0 .0 .

olarak gosterilmesi uygun olan atomik oksijen molekiilii eslenmemis iki elektrona sahiptir.
Bunun igin oksijen bazen bir “diradikal” olarak da degerlendirilir (Halliwel, 1984; Akkus, 1995;
Bast, et al.,, 1991; Kahraman, 1998; Cevrim, 2000). Baz literatiirlerde “diradikal” veya
“dioksijen™ seklinde ifade edilmektedir (Aslan, vd., 1995). Oksijenin bu 6zelligi onun diger
serbest radikallerle kolayca rcaksiyona girmesini saglar. Radikal olmayan maddelerle ise daha
yavas reaksiyona girer (Akkus, 1995). Ciinkii oksijenin son yériingesindeki elektronlarin
paralel spinlerde olmas: (11) O, molekiiliiniin iki elektronu birden almasini ve kimyasal bag
olustﬁrabilmesini engeller. Bu nedenle oksijen molekiilii ¢ift yerine tek elekironu almay:
benimsemektedir (Aslan, vd., 1995).

Oksijen tam olarak indirgendii metabolik reaksiyonlarda son iiriin olarak suya
déniigiir.  Oksijenin suya indirgenmesi sirasinda, rediiksiyonun ara basamaklarinda metabolit
olarak yiiksek derecede reaktif ara trtinler agiga ¢tkar. Bu ara iiriinlerin hepsi radikal olmadig
igin “reaktif oksijen tiirleri” terimini kullanmak yerinde olur (Halliwel, 1984; Akkus, 1995;
Bast, et al., 1991; Aslan, vd., 1995; Uysal, 1998; Kahraman, 1998).

Biyolojik sistemlerdeki en o6nemli serbest radikaller, oksijenden olusan serbest
radikallerdir (Akkus, 1995; Uysal, 1998; Kahraman, 1998). Fakat organizmada oksijen tiirevi
serbest radikaller disinda daha az olarak karbon ve kiikiirt merkezli radikeller de olugmaktadir



(Uysal, 1998; Kahraman, 1998). Diger fizyolojik bir serbest radikal nitrik oksittir (Akkusg,
1995; Jain, et al, 1989). Nitrik oksit (NO") bir radikal toplayicisidir. Siiperoksit, NO® ile
reaksiyona girerek peroksinitrit (ONOO®) olusturur. Peroksinitritin protein ve non protein
siilfidrillerin oksidasyonu, lipid peroksidasyonu, mitokondriyal elektron zincirindeki bazi
enzimlerin inhibisyonu ve DNA kinklan olusturucu etkisi bilinmektedir. Bundan dolayr NO°,
siiperoksit toplayicisi olarak degerlendirilir (Gokduman, 1998; Halliwel, 1994; Tecder — Unal,
1998).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) : Oksijen radikallerini ve oksitleyici ajanlan kolayca
radikal haline doniigtiiren, radikal olmayan oksijen bilegikleri igeren kompleks bir tamimdir.
Reaktif nitrojen tiirleri (RNS) ise nitrik oksit (NO®), azot dioksit (NO",) ve radikal olmayan
azot bilegikleri igeren kompleks bir tanimdir (Alkan, 1997) (Cizelge 2.1.).

Cizelge 2.1.: Serbest radikal tiirleri (Alkan, 1997)

REAKTIF OKSIJEN TURLERI (ROS)

Radikaller Radikal Olmayanlar

Siiperoksit (0,7) Hidrojenperoksit (H;0,)

Hidroksit (CHO) Hipoklorik asit  (HOCI)

Hidroperoksit  (HO,") Ozon (03)

Peroksil (ROO") Singlet Oksijen

Alkoksil (RO")

REAKTIF AZOT TURLERI (RNS)

Radikaller Radikal Olmayanlar

Nitrik oksit (NO*) Nitrosil (NO")
Nitroz asit (HNO,)
Nitroksit (NO)

Nitrojen dioksit (NO,") Dinitrojen tetroksit  (N,04)
Dinitrojen trioksit ~ (N,0s)
Peroksinitrit (ONOO )
Alkil peroksinitrit (ROONO)
Nitril (NO,)

Peroksinitroz asit (ONOOH)




2.3. Serbest Radikallerin Olusumlan

Serbest radikaller “oksidan molekiiller” veya en dogru adlandirma ile “reaktif oksijen
tirleri”, hiicrenin tiim fraksiyonlarinda olusabilme 6zelligindedir. Hiicrede zara bagh veya
serbest olarak bulunan degisik enzimlerin etkisi ile serbest radikal olugmaktadir (Mehmetgik,
1994; Bast, et al., 1991; Uysal, 1998). Aynca enzimatik olmayan tepkimeler sonucu
gergeklesen otooksidasyon sirasinda ve radyasyon, hava kirliligi, toksik kimyasallar,
sitostatikler, sigara dumani, pestisitlere maruz kalma gibi bir ¢ok dis etkenler reaktif oksijen
metabolitlerinin olugumuna neden olmaktadir (Onat, vd.,1997; Halliwel, 1991; Sekeroglu, vd.,
1997). Bu radikal olusumu hiicre tiplerine gore degisiklik géstermesine ragmen, tiim aerobik
hiicrelerde belirli diizeylerde radikal olugmaktadir (Mehmetgik, 1994; Uysal, 1998, Cevrim,
2000).

Serbest radikaller, baglica 3 yolla meydana gelirler ;

1. Normal kimyasal baglar ¢ogunlukla 2 elektron ihtiva ettikleri igin bir molekiilii
olusturan kovalent bagin homolitik béliinmesi sonucu ortak elektronlardan her

birinin ayn par¢ada kalmasi ile meydana gelebilmektedir,
X:Y —» X +Y

2. Normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi veya molekiiliin heterolitik béliinmesi

sonucu olusabilmektedir.
X > X'+e

Heterolitik béliinmede kovelent bagi olusturan her iki elektron, atomlann birinde

kalir ve gogunlukla serbest radikaller degil iyonlar meydana gelir.

X:Y— 5 X+Y?

3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi ile elde edilebilmektedir (Akkus,
1995; Onat, vd.,1997; Kizilay, 1998; Cevrim, 2000).

X+te—m» X"~

Negatif yiiklii ¢ sayisimin gekirdekteki proton sayist ile egit olmadign igin dayamkh

olmayan serbest radikaller, ¢ konfigiirasyonlarim pozitif yitkle dengelemeleri gerektiginden



cok reaktiftirler. Tek elektronunu bir bagka molekiile verebilen bu radikaller, bir baska
molekiilden ¢~ (elektron) alarak elektron ¢ifti olugturabilmektedirler (Onat, vd.,1997; Aslan, vd.,
1995),

Acrobik metabolizmasi olan memelilerde oksijenin suya indirgenmesi esnasinda olusan
reaktif oksijen tiirleri saglikh durumlarda belli oranlarda canliigin devam igin gerekli
molekiillerdir (Mchmetgik, 1994; Bast, et al, 1991; Kahraman, 1998). Oksijenin suya
indirgenmesi sirasinda yer alan tek ¢ taginmalari sonucunda olugsan bu serbest radikaller
siiperoksit anyonu ve hidroksil radikalidir (Akkus, 1995; Bast, et al, 1991; Segkin, 1988,
Yelkenci, 1996; McCord, 1993; Uysal, 1998, Basaran, 1998) (Sekil 2.1.).

0, , bazal durum o0 e Oo

0" siiperoksitanyon | O- O

radikali
l+ e
2H"

0, Peroksitiyonu | O-

10 |

| — H,0, Hidrojen peroksit
+e
0" ve O 0° +H” I OH"  Hidroksil radikali
ve

0" _2H __, H0

+¢e
+4H'
20+ 200 ——» 2H,0

Sekil 2.1. : Oksijenin rediiksiyonu esnasinda olugan ara iiriinler



Sekil 2.1.’de oksijenin rediiksiyonu esnasinda olusan ara iriinler gésterilmektedir.
Oksijenin bir ¢ alarak indirgenmesi sonucu siiperoksit radikali olugur. (0,) Eger iki ¢ transfer
edilirse hidrojen peroksit (H;0,) olusur (Halliwel, 1984; Akkus, 1995; Bast, et al,, 1.991;
McCord, 1993; Kahraman, 1998). Siperoksitin bir ¢ almasi sonucu peroksit olugur ve peroksit
molekiilii de 2H" atomu ile birleserek H,0,” i meydana getirir. Ancak biyolojik sistemlerde
H,0,’ in asil iiretimi siiperoksitin dismutasyonu ile olur. iki siiperoksit molekiilii iki proton
alarak H,0, ve molekiiler oksijeni olustururlar. Reaksiyon sonucu radikal olmayan iiriinler
olustugu i¢in bu bir dismutasyon reaksiyonu olarak da bilinir (Akkug, 1995; Bast, et al., 1991,
Halliwell and Gutteridge, 1984; Fridovich, 1984).

202 + 2H’ _—__—" HzOz + 02

H;0; bir radikal degildir ancak membranlardan kolayca gegebilen, uzun 6miirli
kuvvetli bir oksidan maddedir. ikiden fazla e alabilir ve oldukca sitotoksik olan iiriinlere
déniisiir. Ferro demir (Fe *%) hidrojen perokside 3. elektronunu transfer ederse O — O bag)
kinlarak su ve OH" radikali olugur (Akkug, 1995; Bast, et al., 1991; McCord, 1993; Kahraman,
1998).

2.3.1. Hiicrede serbest radikallerin olusum yerleri

Sekil 2.2 de goriildigii gibi, serbest radikaller hiicrenin tim fraksiyonlarinda

olusabilme 6zelligindedirler. Bunlar;
a) Mitokondirideki elektron transport zincir reaksiyonlarini,
b) Endoplazmik retikulumdaki karma foksiyonlu oksidaz sistemini

¢) Ksantin oksidaz, dopamin P - hidroksilaz, iirat oksidaz, D - amino oksidaz gibi
enzimlerin etkinligini ,
d) Hiicre zarina bagh NADPH oksidaz, prostaglandin sentetaz ve lipoksijenazlarin

faaliyetini,

€) Peroksizomlarda ve lizozomlardaki metabolik olaylan kapsamaktadir
(Mehmetgik, 1994; Uysal, 1998; Yu, 1994; Kehrer, 1993).



Serbest radikallerin katildiklann reaksiyonlar enzimatik ve enzimatik olmayan
kaynaklara bagh olabilir. Enzimatik serbest radikal reaksiyonlari arasmda solunum zinciri
fagositoz, prostoglandin sentezi ve sitokrom Pus sisteminin galigmasi sirasnda olugan
reaksiyonlar sayilabilir. Oksijenlerin organik bilegiklerle, bakir veya demir katalizorliiiinde
girdigi reaksiyonlar ise enzimatik olmayan serbest radikal reaksiyonlandir. (Cizelge 2.2.-
2.3.).Bu reaksiyonlarda O, , OH" , R ve RO, gibi radikaller olugmaktadir (Seckin, 1988).
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Cizelge 2.2. Enzimatik olmayan tepkimeler sonucunda olugan serbest oksijen
radikalleri (Onat, vd.,1997).

10

Fe” + 0, —» Fe” + 0,
Hb-Fe* + 0, » Hb-Fe" + 0,
Mb-Fe* + 0O, » Mb-Fe + 0,
Kategolaminler + O, - —» Melanin + O,
Indirgenmis flavin + O, » Flavin semikinon + 0,
Koenzim Q (Hidrokinon) + O, p Koenzim Q (Ubikinon) + 0,"
Tetrahidrobiopterin + O, > Dihidrobioptérin +20,"

Cizelge 2.3. Enzimatik tepkimeler sonucunda olusan serbest oksijen metabolitleri
(Onat, vd.,1997)

Hipoksantin + O, Ksantin oksidaz > Ksantin + O, + H,0,
NADPH + 20, NADPH oksidaz 5 NADP' +20,™

R- CH; - NH; + H,0, + O, Amin oksidaz > R - CHO + NH; + H,0,
R-CHO +0, Aldehid oksidaz_y, RCOOH +0O,"
Dihidroorotat + NAD* + O, Dihidrooratat DH$ Orotik asid + NADH + O,
H0, + X+H' Peroksidazlar _,, HOX +H;0

E-Fe” + ROOH NADH oksidaz o, Bilesik I +ROH

Bilesik 1 + NADH NADH oksidaz > Bilesik 2 + NAD®

Bilesik 2 + NADH NADH oksidaz j ~NAD" + E-Fe™

2NAD +20, NADH oksidaz_, 2NAD' + 0,

CH;NH, + H,0 MctilaminDH ,, HCHO + NH; +2¢” +2H+
R-CH,0H + O, Galaktoz oksidaz. R-CHO + H,0,

NDP + 2¢ +2H" Riboniikleotid R > dNDP + H,0

Aragidonik asid + 20, Prostaglandin H sentaz Prostaglandin G,

Protoglandin G, + 2¢ + 2H" Prostaglandin H sentaz, Prostaglandin H, + H,0O

Priivat + PFL Priivat format liva;b Format + PFL - asetil

PFL - asetil + CoA Priivat format liyaz| PFL + asetil - CoA
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2.3.2. Biyolojik sistemlerde olusan serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirleri

2.3, 2.1. Siiperoksit radikali (0, 7)

Tiim aerobik hiicrelerde molekﬁler oksijenin tek bir elektron alarak indirgenmesiyle
olusan ilk iiriin siiperoksit (0,”) radikalidir. Siiperoksit radikali hem oksitleyici hem de
rediikleyici 6zellige sahip olmakla birlikte O, radikalinin reaktivesi digiiktiir. Ancak hidrojen
peroksit kaynag1 olmasi ve gegis metalleri iyonlarinin indirgeyici olmasi nedeniyle oldukga
onemlidir (Akkus, 1995; Alkan, 1997; Kahraman, 1998; Kizilay, 1998; Halliwel, 1984).
Mitokondri, endoplazmik retikulum ve kloroplast gibi selliiler elektron transport zincirinin
¢esitli komponentlerinden O,” e elektron sizmasi yoluyla olusur. Asint solunumla, O,
tilketmesinin artmas1 sonucu buna bagh olarak sizan elektron ile orantili olarak siiperoksit
iretim hiz1 da artar (Halliwel, 1984; Akkus, 1995; Kahraman, 1998; Akyiiz, vd., 1998).

Invio siiperoksitin bir diger kaynagi nétrofiller, monositler, makrofajlar, eozinofiller
gibi fagositik hiicrelerin solunumsal patlamasidir. Bu hiicrelerin en énemli fonksiyonu patojen
mikroorganizmalarin ortadan kaldirilmasidir ve bu esnada hiicrelerin oksijen kullanim hizi artar
ve bu olay “respiratory burst” yani solunumsal patlama olarak tamimlanir (Halliwel, 1984;
Akkus, 1995; Babior, 1978; Balabanli, vd., 1998; Cevrim, 2000; Unaldi, vd., 1989).
Nétrofillerde siiperoksit radikali dretimi plazma membrammn dis yizeyine yerlesmis olan
NADPH oksidaz aracilif ile olur. Uygun bir stimulus ile fagositik hiicre uyarildiktan sonra
NADPH oksidaz aktive olur. NADPH” tan iki ¢*“u alarak iki molekiil oksijene aktarir. Boylece
iki molekiil siiperoksit (0,") olusur (Richard, 1984; Markert, et al., 1984; O’Brien, 1984).

20, + NADPH + H' NADPH oksidaz 20, + NADP* + H,
—>

Solunumsal patlama esnasinda olusan O," ° in ¢opu fagositler tarafindan bakterisidal
bir ajan olan H,0,’ ¢ déniigtirilir (Halliwel, 1984; Akkus, 1995; McCord, 1993; Kahraman,
1998; Babior, 1978; Halliwell and Guttaridge, 1984: Fridovich, 1984; Unaldi, 1992).

20, +2H 3 0, + H0;

Hiicrelerde siiperoksit anyon radikalinin olusumuna neden olan diger bir enzim ksantin
oksidaz (XO)’dir. Ksantin oksidaz enzimi ksantinin iirik aside doniigiimii esnasinda siiperoksit
radikallerinin olugumuna sebep olur (Akkus, 1995; Bastar, 1997).

Ksantin + 20, + H,O Ksantin oksidaz’ Urik asit + 20, + 2H'
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Indirgenmis gegis metallerinin otooksidasyonu da siiperoksit meydana getirebilir.

Fe¥* + 0, = Fé* + 0,

Cit + Oym———=0C" + 0

Bu reaksiyonlar geri déniigimliddiir ve geri doniisiimlii redoks reaksiyonlar olarak

diisiiniilebilir (Akkug, 1995; Kizilay, 1998).

Siiperoksit radikali diigiik pH degerlerinde protonlanarak oksidan perhidroksit radikali
(HO,) olugturur. Siiperoksit ile perhidroksit birbiriyle reaksiyona girince, biri yiikseltgenir
digeri indirgenir. Bu dismutasyon reaksiyonunda oksijen ve hidrojen peroksit olugur (Akkus,
1995; Kizilay, 1998).

HOz. + 02._ + H————' 02 + HzOz

2.3.2.2. Hidroksil radikali (OH)

Hidroksil radikali, gegis metallerinin varhginda hidrojen peroksidin indirgenmesiyle
olusan son derece reaktif bir radikaldir ve bu reaksiyon Fenton reaksiyonu olarak tammlanir.
Ayrnica Haber — Weis reaksiyonu ile yani hidrojen peroksitin siiperoksit radikali ile reaksiyonu
sonucunda da meydana gelir. Haber - Weis reaksiyonu katalizorsiiz ¢ok yavas oldugu halde
Fe®* katalizorliigiinde gok hizh olusur. Ayrica suyun yiksek enerjili iyonize edici radyasyona
maruz kalmasiyla da olusabilir (Akkug, 1995; Alkan, 1997; Kahraman, 1998; Kizilay, 1998;
Cevrim, 2000; Yu, 1994; Czopski, 1984).

H-O-H———3p H + °‘OH

Hidroksil radikalinin yarilanma 6mrii olduk¢a kisadir. Cok reaktif oldugu igin hemen
yakin gevredeki molekiillerle etkilesime girer ve birgok zincir reaksiyonlar1 baglatir. - OH en
aktif ve en toksik etkili olan serbest radikaldir. Hidroksil radikalinin son derece yiksek
reaktivitesi vardir ki yapildig1 hiicre bolimiinden daha uzaktaki hiicre bilegenleri ile difiizyona
gerck kalmadan reaksiyona girer.

0, + F¢&@ —»Fe* + 0,
H0, + Fe¥ — »°0OH + OH + Fe&’" (Fenton Reaksiyonu)
0, + H,0Ob——p 0, + ‘OH + OH (Haber-Weis Reaksiyonu)
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"OH radikali tiyoller ve yag asitleri gibi daha bir gok molekiilden hidrojen atomlan
kopararak yeni radikallerin olusumuna neden olur (Akkus, 1995; Onat, vd.,1997; Halliwel,
1991; Bast, et al., 1991; Bastar, 1997, Kahraman, 1998; Lowry, ¢t al., 1951).

R-SH ++OH ———— RS + H:0
CHy +'OH————3p -CH- +H0

Radyasyon sonucu suyun hidrolizi ile olustugu bilinen hidroksil radikallerinin hidrojen
peroksit meydana getirdigi yoniinde arastrmacilar hemfikirdir. Hidroksil radikali DNA’nin
piirin ve pirimidin bazlan ile reaksiyona girerek DNA baz modifikasyonlanna yol agabilir
(Halliwel, 1991; Kahraman, 1998; Akkus, 1995; Ohkawa, et al., 1979; Yu, 1994).

2.3.2.3. Hidrojen peroksit (H,0,)

Molekiiler oksijenin gevresindeki molekiillerden 2 ¢ almasi veya siiperoksitin bir ¢
almasi sonucu peroksit olusur. Olusan peroksit molekiilii 2H" atomu ile birleserek Hidrojen
peroksiti (H;0,) meydana getirir (Akkus, 1995; Kahraman, 1998).

0, + ¢ + 2H H,0,
—_—D

Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksidin asil iretimi siiperoksidin dismutasyonu ile
olur. Reaksiyon sonucu radikal olmayan iiriinier meydana geldiginden dolayi dismutasyon

reaksiyonu olarak bilinir.

20, + 2H' —» H0;, + 0O,

Bu reaksiyon ya spontandir ya da siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi tarafindan
katalizlenir, spontan olarak da pH 4,8’ de en hizlidir ve SOD tarafindan ise bu reaksiyon genig
bir pH araliginda olugsmaktadir (Akkus, 1995; Kizilay, 1998). H,O,’ in bir diger 6énemli kaynagi
ise peroksizomlardaki bazi oksidaz katalizli (D-amino asit oksidaz , glikolat oksidaz)
reaksiyonlardir (Yenson, 1988).

H;0, bir serbest radikal olmadig halde, reaktif oksijen tiirleri igerisine girer ve

hidroksil radikali olusumuna yol agabileceginden dolay: serbest radikal biyokimyasinda 6nemli
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rol oynayan bir oksidandir. Hidrojen peroksid siiperoksid ile reaksiyona girerek , en reaktif ve
zarar verici serbest radikal olan hidroksil radikali olusturmak iizere kolaylikla yikilabilir.
Hidrojen peroksit mitokondrial membranlar, peroksizomal membranlar ve plazma
membranindan kolaylikla diffiize olarak toksik etkilerini agifa ¢iktii noktadan daha uzak
yerlerdeki hiicre bolimlerinde giigli bir sekilde gosterebilir (Kavas, 1989). H,0,
membranlardan ¢ok kolay gecebilirken, diger reaktif oksijen diriinleri gecebilecekleri bir anyon
kanali olmadik¢a membranlardan ¢ok yavas gegebilirler. Eritrositler ve vaskiiler endotelial
hiicrelerin membrani ise béyle bir kanala sahiptir (Akkus, 1995; Kahraman, 1998; Kizilay,
1998).

2.3.2.4. Singlet oksijen (O;)

Singlet Oksijen, eslenmemis elektronu olmadif: i¢in radikal olmayan reaktif oksijen
molekiiliidiir. Serbest radikal reaksiyonlarn sonucunda meydana gelebildigi gibi serbest radikal
reaksiyonlarinin baglamasina da neden olur. Oksijenin elektronlarindan birisinin enerji almasi
sonucu bulundu@u orbitalden bagka bir orbitale kendi spininin ters yoniinde yer degistirmesiyle
olugur. Delta ve sigma olmak iizere iki sekli vardir. Lokositlerden salinan myeloperoksidazin
katalize ettigi reaksiyonda hipoklorit (HOCI") olusur. Hipokloritle H,O, arasindaki reaksiyonda
da singlet oksijen meydana gelir Singlet oksijenin, kimyasal bir bilesikle etkilegsimi sonucu
kemiluminesans meydana gelir ve bunun Slgilmesi ile reaktif oksijen tiirlerinin direkt tayini
yapilabilmektedir. (Akkus, 1995; Kahraman, 1998; Kizilay, 1998; Cevrim, 2000; Lowry, et al.,
1951). Organizmada metabolik olaylar sirasinda iiretilen reaktif oksijen tiirlerinin ve reaktif
nitrojen tiirlerinin yanlanma omiirleri Cizelge 2.4.’te gosterilmistir.(Sies, 1991; Kahraman,
1998; Yu, 1994)

Cizelge 2.4. Serbest Radikaller ve Reaktif Oksijen Metabolitlerinin Yar1 Omiirleri

Tiri Sembolii __Yar1 Omiir (Saniye, 37 °C)

Siiperoksit 0, 1 X 10° (spontane veya enzimatik
Hidroksil "OH 1x 107

Alkoksil RO® 1x10°

Peroksil ROO" 1x 10

Singlet Oksijen 0, 1x10°

Semikinon radikali (O Giinler

Nirtik oksit radikali NO* 1x10

Peroksinitrit radikali ONOO*® 0,05-1

Hidrojen peroksit H,0, Enzimatik
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2.3.2. 5. Nitrik oksit (NO")

Nitrik oksitin hiicresel diizeyde koruyucu etkileri olmasina ragmen, oksidatif stres
altinda siiperoksit radikali ile reaksiyona girerek olusan peroksinitrit ile hiicre hasarina neden
olabilmektedir. Ciinkii nitrik oksit ve siiperoksit radikallerinin birlegsmesiyle olusan peroksinitrit
¢ok giiglii bir oksidandir. Bir ¢ok biyolojik materyali direkt olarak etkilemesinin yan: sira
proteinlerdeki tirozini nitratlagtirarak birgok hastaligin patogenezinde o6nemli bir rol
oynamaktadir (Bartosz, 1996; Balabanh, vd., 1998; Haklar, 1999; Yaman, vd., 1999; Ozveri,
1999; Tecder — Unal, 1998; Erbas, 1998). Nitrik oksit vazomotor toniisiin saglanmasinin
yamsira inflamasyon yanitlaninda, homeostazisde, vaskiiler hiicre biiyiimesinde de énemli
rollere sahiptir (Erkog, 1998; Tiirkozan, 1999). (Sekil 2.3.)

l

Koruyucu Diizenleyici Zararh
- Antioksidan - Damar tonusu - Enzim inhibisyonu
- Lokosit adhezyonunu engelleme - Hiicresel adhezyon - DNA hasan
- Norotransmisyon - Antioksidanlan tiiketme
- Bronkodilatasyon
- Trombosit antiagregasyonu

Sekil 2.3. NO’ m 6zellikleri
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Nitrik oksitin fizyolojik sartlarda siiperoksit radikaliyle birlesmesi olduk¢a simrhdir.
Ciinkii olusan siiperoksit radikali hiicrede yiiksek konsantrasyonda bulunan SOD tarafindan
kolaylikla ortadan kaldinlabilmektedir. Patolojik sartlarda ise hem nitrik oksit hem de
siiperoksit sentezi artmakta, olugan siiperoksit, siiperoksit dismutaz enzimi tarafindan yeterli bir
sekilde yok edilemezse sonug olarak peroksinitrit radikali de olugmaktadir. (Amanvermez, vd.,
1999; Bartosz, 1996; Balabanh, vd., 1998) (Sekil 2.4.).

¥ 0, + % H,0

Sekil 2.4. Siiperoksitin SOD ve nitrik oksit ile iki zincir reaksiyonu

2.4. Serbest Radikallerin Kaynaklan

2.4.1. Endojen kaynaklar

2.4.1.1. Mitokondrial ve mikrozomal elektron transport zinciri

Elektron tagtyicilar oksijene elektron sizdirabilirler. Mitokondriyal elektron transport
zincirinden iki yerde e sizar; birincisi, NADH-dehidrogenaz basamag, ikincisi ise koenzim Q
yada ubikinon basamagidir. Elektronlarn O, ¢ taginmasinda terminal sorumlu olan sitokrom
oksidaz enzimi oksijenin % 98’ini harcayarak suya indirger. Oksijenin % 1 - 2’si ise
siiperokside indirgenebilir (Akkus, 1995; McCord, 1993; Champe, vd., 1997; Kahraman, 1998;
Gokduman, 1998; Kizilay, 1998) (Sekil 2.5).
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intermembraner alan

MITOKONDRI

I¢ MEMBRAN

MATRIKS (%50 protein igerlr) Birgok kilg0k iyona,
« TCA siki(isd enzimier| kiigK ve bilylk

+ Yafy asidi oksidasyonu enzimieri molek{llere gegirgen
» mtDNA, mtRNA degildir

« Mitokondrial ribozomlar

transport
toplutugu

Sekil 2.5. Elektron transport zinciri ve ATP sentezleyen yapilan gosteren mitokondrinin yapisi
(mt DNA = mitokondrial DNA; mt RNA = mitokondrial RNA)

2.4.1.2. Aktive fagositler (Respiratory burst)

Fagositik Iokositler enfeksiyona karsi viicudun hiicresel cevabimi baglatan hiicrelerdir.
Nétrofiller ve monositler bakterilerin 6ldiiriilmesi igin hem oksijen bagimli hem de oksijen
bagimsiz mekanizmalar igerirler. Oksijen bagimli mekanizmalar miyeloperoksidaz enzim
sistemini (MPO) ve serbest oksijen radikallerinin diretimini saglayan baska sistemleri icerirler.
Oksijenden bagimsiz sistem, fagolizozomda patojenlerin oldiriilmesinde pH degisikliklerini ve
lizozomal enzimleri kullamr. Biitiininde, bu bakterisidal mekanizmalarin en etkilisi MPO
sistemidir (Akkus, 1995; Sies, 1991; Champe, vd., 1997, Gékduman, 1998; Cevrim, 2000;
Kiligturgay, 2000; Unalds, v.d, 1989; Balabanli, 1998).

Fagositik lokositler ¢ozinebilir ya da partikiler bir stimulusla uyanldiktan sonra

lizozomal komponentleri digan vermeye baslarlar ve reaktif oksijen tirlerinin olusumuyla



18

birlikte, mitokondri digindaki oksijen tiiketiminde bir patlama (* respitory burst”) gésterirler.
Bu olayda fagosite edilmis bakteri solunumsal patlama (respiratory burst) iiriinlerinin toksik
etkileriyle oldiiriilir. Bu oksidan diriinler siiperoksid anyonu, hidrojen peroksid, hidroksil
radikali ve halid oksidasyon iiriinleridir (Akkug, 1995; Gékduman, 1998; Bayindir,1998) (Sekil
2.6) '

Aktive fagositler reaktif oksijen iiriinlerini olusturarak endotel hasarina neden olurlar

(Bayindir, 1998; Moldow, 1984; Ward, 1991).

Solunumsal patlamadan sorumlu enzim NADPH oksidazdir. Bu bir ekto enzim olup,
plazma membranmnin dig yiizeyinde bulunur. Fagositik vakuol olugturmak igin plazma
membrani invagine oldugunda, enzim i¢ tarafta kalir ve vakuoler bogluktaki oksijene etki eder
(Akkus, 1995; Gokduman, 1998; Babior, 1978) (Sekil 3.5.).

20, + NADPH NADPHoksidaz  20,” + NADPH' + H'
—>

Siiperoksid, fagositler tarafindan bakterisidal bir ajan olan H,0,’e déniistiiriiliir.

Siiperoksidin simirh reaktivitesine ragmen gegis metalleri iyon komplekslerini indirgeyebilmesi
ya da okside edebilmesi, metallerle ligandlar olugturabilmesi, organik substratlan okside
edebilmesi ve perhidroksil radikaline protonlanabilmesi bu radikalin fagosit araciligy ile olan

sitotoksisitede 6nemli rol oynamasina sebep olur (Akkus, 1995; Babior, 1978).

Myeloperoksidaz enzimi H,0, varhiginda, floriir digindaki halidlerin (kloriir, iyodiir,
bromiir) oksidasyonunu katalizler ve okside halid meydana gelir (Akkus, 1995).

HO, + X + H Myelogeroksi% Q(;Ij + H,0

(CIr,Br,IN toksik ajanlar
(=okside halid)

Myeloperoksidaz enzimi yoklugunda siiperoksit radikali, hidrojen peroksid ile
reaksiyona girerek hidroksil radikali ve singlet oksijen olusturur ki, her ikisi de organizma igin
zararhdir (Akkug, 1995; Champe, vd., 1997; Gokduman, 1998) (Sekil 2.7.)
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= BAKTERI
- MAKROFAJ

O, “(Shperoksid)

NADP*
Sdperoksid
dismutaz

(=% H;O Fad*
2 Myesio-
: pe{%kstdaz Fe

Sekil 2.6. Nétrofil fagositozu ve bakterinin fogolizozomda 6ldiriilmesi igin
myeloperoksidaz sistemi.

2.4.1.3. Oksidatif stres yapici durumlar

Oksidatif stres yapici durumlar; iskemi, travma, intoksikasyon vb. olaylardir. iskemi —
reperfiizyon; iskemi bir bélgenin gegici olarak kansiz kalmasidir ki oksijenin bozulmusg
metabolizmasim simgeler. Iskemik dokular hipoksik ve hatta anoksik olabilirler (McCord,
1985). iskemi sonrasinda dokunun tekrar kanlanmasiyla (reperfiizyon) dokuya gelen oksijenin
dokuda oksijen tiirevi serbest radikallere doniistigii bilinmektedir. Reperfiizyon esnasinda
ortaya ¢ikan bashca reaktif oksijen metabolitleri siiperoksit anyonu, hidroksil radikali ve
hidrojen peroksittir (Tuncer, vd., 1998; Kizilay, 1998; Ersahin, 1998; Benli, 1998; Gokduman,
1998; Akkus, 1995).
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Serbest radikaller reperfizyonun ilk birka¢ dakikasinda hiicreler arasi sivida ve damar
duvan icinde olugmaktadirlar ki nétrofillerden ¢ok endotelden salinirlar. Aynica endotel
hiicresinin tek basina iskemi / reperfiizyon (I / R) sonrasinda reaktif oksijen tiirlerini tretebildigi
ve bunlann hiicresel hasara yol agtign gosterilmigtir. Radikallerin etkisiyle hiicre membran
yapisimin bozulmasi endotele 16kosit ve makrofaj adezyonunu arttirarak iki olaya neden
olmaktadir. NADPH oksidan aktivitenin artmasi ile serbest radikal olusumunun artmasi ve
endotelden bazi medyatorlerin  (PAF, komplemen ve bunun gibi) sahmmasidir. Iskemi
reperfiizyon sirasinda oksidan uyaniml trombosit aktivatérii (PAF) gibi faktorler lenfositleri
uyarrlar, hiicre igi kalsiyumun ve protein kinaz enziminin seviyesi artar ve bunlarin hiicre ici
seviyelerinin arti1 ise ksantin dehidrogenazin (XD = Tip D), ksantin oksidaza (XO = Tip O)
doniisiimiinii arttinr. Olugan ksantin oksidaz NAD" yerine reperfiizyonla tekrar ortama ulasan
molekiiler oksijeni elektron alicist olarak kullanarak siiperoksit olusumunu katalizler. Bu sekilde
olusan siiperoksit, stiperoksit dismutaz enziminin etkisiyle hidrojen peroksite déniigiirken aym
zamanda nitrik oksit ile de birleserek peroksinitrit olusturur. Iskemi esnasinda hiicre igi
kalsiyum giriginin artmas1 endojen fosfolipazlarin artmasina ve hiicre membran biitiinliigiiniin
bozulmasina neden olur. Bu olaylar sonucu olusan doku hasari organdan organa farklilik
gosterir. Miyokardda iskemi / reperfiizyon hasarini belirlemede reaktif oksijen radikallerinin
onemi kesinlik kazanmistir (Ambrosio, et al., 1991; Ferrari, et al., 1991; Sézmen, vd., 1998;
McCord, 1985; Benli, 1998; Yu, 1994; Ersahin, 1998; Kapkag, vd., 1996; Seven, vd., 1995 ).

Hiicre zedelenmesinin en sik nedeni hipoksidir, hipoksinin en sik nedeni ise iskemidir.
Iskemi geri déniisiimlii ve geri doniigiimsiiz hiicre hasarina neden olabilir. iskemi esnasinda
olusan hipokside ilk zarar géren yer hiicrenin aerobik solunumudur, aerobik metabolizma hizla
anaerobik metobolizmaya déniisir. Hipoksik hiicrede mitokondrideki oksidatif fosforilasyonun
engellenmesi 6rek olarak gosterilebilir. Hiicrede protonlar inorganik fosfatlar birikir, hiicre igi
sodyum potasyum ATP’az pompasinin bozulmasina neden olur. Hiicre igine Ca'?, Na' ve CI
girigi artar, K" iyonu azalir, boylece hipoksi hiicre i¢i Na* birikimine ve hiicrede potasyumun
digann athmma neden olarak akut hiicrescl gisme olugturur. Hemen ardindan graniillii
endoplazmik retikulumdan ribozomlarin ayrilmasi ortaya gikar. Eger hipoksi devam ederse zar
gegirgenligi artar ve mitokondri fonksiyonlart azalir. Olugan bu degigikliklerin timii geri
doniigimli hiicre zedelenmesinde goriilen olaylardir. Hiicreye oksijen girmeye baslayinca
olusan degigiklikler normale déner. Eger iskemi siirerse geri dﬁnﬁsﬁmsﬁiz hiicre zedelenmesine
neden olur. Geri donigiimsiiz hiicre zedelenmesinde karakteristik iki olay vardir. Birincisi,
mitckondrinin reperfiizyon ve rcoksijenasyonuna ragmen fonksiyon bozuklugudur, ikincisi ise

membran hasardir. Membran hasarinin olugmasinda ROT’ nin  rolii vardir ki bunu da iskemik
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dokuda kan akimu diizeltildikten sonra rcperfiizyon hasarina neden olarak yaparlar.
Reperfiizyon meydana gelmezse oldiiriicii iskemik zedelenme olusur, fakat toksik serbest
oksijen radikalleri goriilmez. Iskemik hiicrede olusan metabolik degisiklikler sekil 2.7.°de
6zetlenmistir (Kilig, 2000; Temiz, 2001; Bedirhan, vd., 1993; Sener, 1998).

ISKEMI
i l i ATP Ca™
Enerji Yappminda —» | ve —_— > A
Yavaglama ATPaz
Mitokondri Fosfolipaz ATP’nin
ve Endoplazmik  Aktivasyonu  Hipoksantine
Retikulum degregasyonu
ENDOTEL [¢— Vazoaktif Ksantin
HASARI < Prostoglandin Oksidaz ———+ | €4Reperfiizyon
l l r Sentezi Yapimi L
- Pulmoner mikro vaskiiler permabilitef Serbest Oksijen Radikaleri

- Trombosit agregasyonu f

- Pulmoner vasokonstriiksiyon

Sekil 2.7. Iskemik hiicrede olusan metabolik degisiklikler

2.4.1.4. Endojenéz bilesiklerin otooksidasyonu

Coziinebilir  6zellifi olan ve nétral svi ortamda oksidasyon - rediiksiyon
reaksiyonlarina girebilen hiicre kompenentlerinin pek ¢ogu intraseliiler olarak serbest radikal
agiga cikanrlar.  Bunlar arasinda tioller hidrokinonlar, filavinler, terahidro proteinler ve
katckolaminler bulunur. Bu maddeler oksijenin reditksiyonunu saglarken pirimer olarak
siperoksit radikallerinin olusmasina neden olurlar.  Streste katckolamin diizeyi artar.
Katekolaminler ve monosakkaritler gibi molekiillerin otoosidasyonunun endojen stresc katkida

bulunduguna dair kamtlar artmaktadir. Katekolaminlerin oksidasyonu ise serbest radikal
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kaynagidir. Bu olay stresin hastaliklarin patogenezindeki roliiniin serbest radikal uretimiyle
ilgili olabilecepini gostermesi bakimindan énemlidir. Antibiyotikler gibi kiigiik molekiillerin
otooksidasyonu da intraselliiler kaynaklaridir (Akkus, 1995; Sies, 1991; Gékduman, 1998;
Kizilay, 1998; Kavas, 1989).

2.4.1.5. Arasidonik asit dongiisiiniin aktivasyonu

Arasidonik asit metabolizmasi reaktif oksijen tiirlerinin iiretildigi 6nemli bir kavsaktir.
Fagositoz ROT tiirlerinin aretildigi 6nemli bir kavsaktir. Fagositoz hiicrelerinin uyanlmasi,
membransel siklooksijenaz, fosfolipaz ve protein kinaz enzimlerinin aktivasyona ve plazma
membraninda aragidonik asit salinimina sebep olur. Arasidonik asidin enzimatik oksidasyonu
isc serbest radikalleri agiga gikanir. Arasidonik asit dongiisiit PLA, ile aktive edilir ve lipid
peroksidasyonu siireci baglatilir (Akkus, 1995; Aslan, vd., 1995; Champe, vd., 1997,
Gokduman, 1998; Kizilay, 1998)

Lipidlerden aragidonik asid metabolizmas: sonucu serbest radikal iiretimine “enzimatik
lipid peroksidasyunu™ diger radikallerin neden oldugu lipid peroksidasyonuna “non-enzimatik
lipid peroksidasyonu” adi verilmektedir (Akkus, 1995; Kahraman, 1998).

2.4.1.6. Enzimler ve proteinler

Birgok enzim katalitik sikluslar sirasinda, serbest radikallerin olugmasini saglarlar.
Bunlardan izerinde en ¢ok durulam ksantin oksidaz olup, oksijenin hidrojen peroksit
reaksiyonu sirasinda siiperoksit radikalinin olusmasint saglar. Invivo iskemi, ksantin oksidazi
dehidrogenaz formundan oksidaz formuna doniistiiriirken siiperoksit radikalinin agia ¢ikmasim
saglar. Serbest radikal olusturan diger enzimler flavoprotein dehidrogenaz, triptofan
dioksijenaz, NADPH oksidaz, aldehid oksidaz, amino asit oksidaz gibi enzimlerdir. Ayrica,
hemoglobin, sifokrom Pyso ve sitokrom bs radikal olugumuna scbep olurlar (Akkus, 1995;
Kavas, 1989; Cevrim, 2000; Siimer, 1993).

2.4.1.7. Peroksizomlar

Oksidazlar yiksek konsantrasyonlarda bulunmalarindan dolayr hiicresel hidrojen

peroksit kaynagidirlar. Bu yapilar D ~ aminoasit oksidaz, uirat oksidaz, L - alfa — hidroksiasit
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oksidaz ve yag asidi agil KoA oksidazdan ¢ok zengindirler. Bu enzimler ise H,0, agia
cikanc 6zellige sahiptirler (Kavas, 1989).

2.4.1.8. Plazma membram

Pek ¢ok nedenden 6tiirii plazma membrani, serbest radikal reaksiyonlan igin énemli bir
yerdir.  Ekstraselliler olarak agiga ¢ikan serbest radikaller, hiicrenin dier bélumleriyle
reaksiyona girebilmek igin oncelikle plazma membramm gegmelidirler ya da toksik
reaksiyonlarm1 membranda baglatmalidirlar.  Membran yapisinda yer alan fosfolipitler,
glikolibitler, gliseridler, steroller gibi doymamig yag asitleri ve kolay okside olabilen amino
asitleri igeren trans membran proteinleri serbest radikallerin zararh etkilerine agiktirlar. Aynca
serbest radikallerin baglattig lipit peroksidasyonu ya da yapisal 6neme sahip proteinlerin
oksidasyonu, = membran iyon gegirgenliginin bozulmasina ve sekresyon fonksiyonlarinda
kayiplara ve hiicre i¢i metabolik olaylarin inhibisyonuna yol agabilir (Kavas, 1989; Cevrim,
2000; Akkus, 1995).

Plazma membraninda bulunan lipoksijenaz, prostoglandin sentetaz, fagositlerde
NADPH oksidaz, lipid peroksidasyonu serbest radikallerin kaynaklandirlar.  Fagositoz
esnasinda, oksijen kullanimi arttigindan oksijenden siiperoksit dolayistyla hidrojen peroksit
agiga gikisi da artar. Bu nedenle fagositik hiicrelerin plazma membranlan NADPH oksidazin
aracilik ettigi serbest radikal iiretiminde onemli bir kaynaktir. Lipoksijenaz ve siklooksijenaz
gibi mikrozomal ve plazma membranina bagh olan enzimlerin predominant substrati olan
aragidonik asidin biyolojik olarak etkili iiriinlere (prostoglandinler, 16kotrienler, tromboksamlar)
déniigiimii sirasinda serbest radikaller meydana gelirler (Kavas, 1989; Cevrim, 2000; Aslan, vd.,
1995; Akkus, 1995).

2.4.1.9. Endoplazmik retikulum ve niikleer membran elektron transport sistemleri

Endoplazmik retikulum ve niikleer membranlarda bulunan sitokrom Psso ve sitokrom bs
elektron transfer reaksiyonlan ile polar olmayan bilegikleri hidroksil tiirevlere doniigtiiren
karmagik fonksiyonlu oksidazlardir. Bir hem proteini olan Psso ve bs bir ¢ok endojen bilesigin
(6megin katckolaminler, doymamig yag asitleri gibi) ve ksenobiyotigin hidroksilasyonunu
katalize eder. Sitokrom rediiktazlar sitokram P4so ve bs’in  aracthk ettigi hidrojen peroksit

ve siiperoksitin olustugu otooksidasyon reaksiyonlarinda elektron temininde gorevlidirler.
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Mikrozomal ve niikkleer membran sitokromlart direkt olarak bir elektron transferiyle
peroksisitokrom kompleksi veya siiperoksitin ayngstirilmasi suretiyle hidrojen peroksit

olustururlar (Akkus, 1995; Cevrim, 2000).

2.4.1.10. Fiziksel egzersiz

Fiziksel aktivite, siddet ve siiresiyle bagimli olarak metabolik siiregleri ve oksijen
tiiketimini arttirarak daha fazla serbest radikal olugsumuna sebep olabilir. Serbest radikallerdeki
artig, antioksidan savunma Kkapasitesini asarak lipid peroksidasyonu zincir reaksiyonunu
harekete gegirir.  Lipid peroksidasyonu da fiziksel yorgunluga sebep: olacak diizeydeki
egzersizde kas dokusunda harabiyet olusturur. Egzersizin antioksidanlar ve lipid
peroksidasyonuna etkisi bir ¢ok ¢aligmada tartigilmistir ve bir genelleme yapacak olursak akut
egzersiz, lipid peroksidasyonunda artisa, diizenli egzersiz ise antioksidan statiisiinde pozitif bir
degismeye yol agmaktadir (Yenson, 1988; Colakoglu, 1998; Aslan, vd., 1996; Akyiiz, 1998).

2.4.2, Eksojen kaynaklar

2.4.2.1. Cevresel ajanlar

Hava kirliligine yol agan fotokimyasal maddeler, pestisitler, asbestler, solventler,
anestezikler, aromatik hidrokarbonlar, agin oksijen konsantrasyonu ve sigara dumam serbest
radikallerin olusumuna neden olan gevresel ajanlardir (Dalaman, 1998; Cevrim, 2000; Akkus,
1995; Uysal 1998; Gokduman, 1998).

Agin oksijen konsantrasyonu (hiperoksi); Hiperoksi, oksijen i¢in Kyi yiiksek olan
enzim sistemlerini aktive eder ve bazi enzimler oksijen radikallerini iretirler (Kizilay, 1998;
Kigikkaya, 1997).

Sigara dumami; Kimyasal ve organik maddelerin yanmasiyla agi3a ¢ikan 6zel madelerin
radikallerin olasi kaynaklan veya tasiyicilan oldugu ileri sirilmektedir. Sigara dumam,
akcigerlere alinan baghca yanmig organik materyaldir ve bilinen birgok oksidan madde
icermektedir. Sigaramin yan etkisinin, baz1 biyolojik maddelere yaptig1 hasar sonucu gelistigine

inamlmaktadir. Sigaramin neden oldugu oksidatif hasarin ise hem sigara dumaninda bulunan
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oksidanlar hem de sigara dumanmiyla uyanlan fagositik hiicrelerden reaktif oksijen tiirlerinin
salimmi sonucu olustugu diigiiniilmektedir (Alkan, 1997; Gokduman, 1998; Macnee, et al.,

1991; Aslan, vd., 1995).

2.4.2.2. iyonize edici radyasyon

Iyonize edici radrasyonun suyu hidroliz ederck serbest radikal olugturdugu yo6niinde
aragtirmacilar hem fikirdir. X ve Y 1gmlan pargacikli radyasyon (elektron, nétron, proton, alfa
ve beta pargaciklann) OH ve H' gibi radikallerin olusumuna neden olurlar (Balabanli, vd., 1998;
Sies, 1991; Gokduman, 1998; inal, 1998). Insanlar ginlik yasamlarinda siirekli olarak
karsinojenlere maruz kalirlar. Fiziksel karsinojenlerden biri olan solar radyasyonun solar
spekturumunda bulunan UVA yeryiizine ulagan gines isinlanimin bilyiikk ¢ogunlugunu
olugturmaktadir. UV iginlanmnin uyardigi oksidatif hasardan siiperoksit, hidroksil ve hidrojen
peroksit gibi rcaktif oksijen tiirlerinin sorumlu oldugu tespit edilmistir.  Deri dokusu
poliansatiire yag asitlerinden zengin igerigi oksijen ve UV iginlan ile siirekli iligkide olmasi
sebebiyle meydana gelen ROT nin olugturdugu hasara agik 6nemli bir dokudur. Reaktif oksijen
tiirleri deride infeksiyon, 1s1, UV 1sinlan ile olugur. Deriden sonra diger dokular etkilenmektedir
(Kahraman, 1998; Giirbiiz, 1998, Cevrim, 2000, Yazan, 1999).

2.4.2.3. Antineoplastik ajanlar (antikanser ilaclar)

Antibiyotiklerin yapilanindaki guinoit gruplari, bagh metaller ve adriamisil,
doksorubisin, nitrofrantoin gibi antincoplastik ajanlar oksijen radikallerini olusturacak
aktiviteye sahiptirler. Sitotoksik yan etkileri bu ilaglarin oksijeni siiperoksit, hidrojen peroksit
ve hidroksil radikallerine indirgemesine baghdir (Uysal, 1998; Cevrim, 2000, Aslan, vd., 1995).

2.4.2.4. Stres

Strese bagh gelisen hiicre hasarinda oksijen tiirevi radikal olusumundaki artigin 6nemli
bir ctken oldugu benimsenmektedir. Bununla birlikte tam olarak stresin hangi mekanizmalarla
serbest radikal olusturdugu bilinmemektedir.  Bununla ilgili degisik hipotezler (strestc
katekolamin salgisinin artmasi, ksantin oksidazin aktiflenmesi ve hipoksi ) ileri siiriilmektedir.
Streste katckolamin diizeyi artar vc katckolaminlerin oksidasyonu isc siiperoksit radikal

olusumunu arttrmaktadir.  Aynca hidroksil radikali olusumuna yol agan arasidonat
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metobalizmasini da uyarmaktadir. Bunun yam sira oksijen kaynag: ile oksijene duyulan ihtiyag
arasindaki, dengesizlige yol agan katckolaminler, mitokondride sitokrom oksidazdan serbest
radikal kagagina da yol agmaktadirlar. Bu faktorlerin streste oksidan baskinin artmasina yol
acgtigr kabul edilmektedir (Yelkenci, 1996; Akkus, 1995)..

2.4.2.5, Glutatyon tiiketen ilaclar

Glutatyon tiiketen ilaglara asetaminofen, kokain érnek verilebilir (Uysal, 1998).

2.4.3. Gegis Metalleri ve Serbest Radikal Olusumu

Gegis metalleri, ozellikle, demir ve bakir, fizyolojik sartlarda cesitli oksidasyon
basamaklarinda rol oynarlar. Oksidasyon esnasinda ¢ aligverigi yiikseltgenme indirgenme

reaksiyonlartyla olur.

— ——— 2
F&*' + o m=————= F¢"

2 G ——.
o ————— Yo'

Gegis metalleri bu 6zelliklerinden dolay: serbest radikal reaksiyonlarimi hizlandirir ve
katalizor vazifesi goriirler. Bu tip maddelere oksidan stres yapan (oksidan stressor) maddeler
denilir. Tiyollerden thio Haber — Weis ve Fenton reaksiyonlan ile H,0, ve O, den OH"

sentezini katalizler.

R-SH + Cu¥¥ —»RS" + H + Cut

H,0, + F¢¥ ——— > Fe* + OH + OH"

0,” + H,0, .__Eﬁ_,_CI.I__>‘OH + OH + 0O,

Mn* i O, tarafindan oksidasyonu Mn®* veya Mn-oksijen komplekslerinin

olusumunu saglar ki bu kompleksler O," *den ¢ok daha oksitleyicidirler (Akkus, 1995).

Demir? fenton reaksiyonu yoluyla en giicli radikal olan hidroksil radikallerin
olugsmasim salarken, stabil lipid hidroperoksitlerinin peroksi ve alkoksi radikallerine
doniigiimiinii hizlandinr,  Benzer etki bakinn gegirdigi indirgen transizyon metallerinin

otoksidasyon reaksiyonlarinda da gorilmektedir. Cu" + O, ___5,  Cu™ + 0, Metal
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iyonlannin serbest radikal reaksiyonlarindaki asil énemi lipid reaksiyonlarindaki etkileridir.
Coklu doymamis yag asitleri membran lipidlerinde bulunur ve bunlar peroksidasyona
duyarhdirlar. Gegis metalleri lipid peroksidasyonunu baglatmaktan ziyade sentezlenen lipid
hidroperoksitlerinin pargalanmasini ve lipid peroksidasyonunun zincir reaksiyonunu katalize
ederler. Boylece daha az zararh olan radikalleri daha zararh hale getirmis olurlar (Akkus, 1995;

Seymen, vd., 1999).

Bakinin diger 6nemli bir fonksiyonu hiicreleri lipid peroksidasyonundan koruyan SOD
enziminin yapisinda yer almasidir. Serbest bakir organizmada hiicre membranlan iizerine

prooksidan olarak rol oynamaktadir.

Bir baska eser element olan Zn®' birgok enzimin islevinde gorev almaktadir. SOD
enziminin yapisinda bakir-ginko vardir. Plazmada serbest halde bulunan Zn®', hiicrelerde
membran stabilizatorii olarak fonksiyon gérmektedir. Cesitli biyolojik molekiillere baglanarak
demir ve bakirin baglanmasini, dolayisiyla da oksidatif hasan énlecmektedir. Bu nedenle Zn®*
antiperoksidatif etkiye sahip bir element olarak tanimlanmaktadir (Seymen, vd., 1999; Onat,
vd.,1997; Aslan, vd., 1995).

2.5. Serbest Radikallerin Etkileri

2.5.1. Makromolekiillere etkileri

2.5.1.1. Membran lipidlerine etkileri (Lipid peroksidasyonu)

Serbest radikallerin biyolojik sistemlerdeki zararli etkileri gesitlidir. Biyomolekiillerin
serbest radikallere karsi en hassas olanlan lipidierdir. Membran lipidlerindeki doymamus yag
asitlerinin reaktif oksijen tirleri (ROS) tarafindan oksidasyonu lipid peroksidasyonu olarak
bilinir.Lipid peroksidasyonu hiicre zarlarinda siklikla gériilen bir olay olup birgok hastalik ve
klinik durumun patogenezinde etkilidir (Halliwel, 1991; Yenson, 1988; Kahraman, 1998;
Kizilay, 1998; Porter; 1984).

Bu kimyasal olay; organizmada olugan kuvvetli oksitleyici bir radikalin zarlarin
yapisinda bulunan ¢ok doymamis yag asidi zincirindeki a - metilen gruplarindan bir hidrojen
(H+) atomunun uzaklagtinlmasiyla baglamaktadir. Bu serbest radikalin hidroksil radikali veya
siiperoksit radikali oldupu kabul edilmektedir. Bununla beraber, lipid peroksidasyonunun
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uyarilmasinda asil etkili radikalin hidroksil radikali oldugu benimsenmektedir. Bunun sonucu
yag asidi zinciri bir lipid radikali niteligi kazanir (Mehmetgik, 1994; Yu, 1994; Southhorn, et
al., 1988). Olusan bu lipit radikali (L") dayanaksiz bir bilesik olup, molekiil igi ¢ift bag
aktarilmas1 (rezonans) sonucunda dien konjugatlara doniiymektedir. Daha sonra, lipid
radikalinin molekiiler oksijenle etkinlesmesi sonucu lipid peroksit radikali (LOO") meydana
gelir. Lipid peroksil radikalleri de zar yapisindaki diger ¢ok doymamis yag asitlerini
etkileyerek yeni lipit radikallerinin olusumunu saglamakta ve kendileri de yeni radikallerin
olusumu esnasinda agia ¢ikan H' atomlarim alarak lipit hidroperoksitlerine (LOOH)
doniismektedirler (Sekil 2.8). Bdylece reaksiyon oto-katalik bir sekilde devam eder ya da
toplayici reaksiyonlarla sonlandirilir (Mehmetgik, 1994; Segkin, 1988; Yu, 1994; Southhorn, et
al., 1988; Ohkawa, et al., 1979; Akkus, 1995; Cheeseman, 1993).

Lipid peroksidasyonu, lipit hidroperoksitlerinin aldehit ve diger karbonil bilesiklere
doniigmesi ile sona ermektedir. Bu bilesiklerden birisi olan Malondialdehit miktar
tiyobarbitiirik asit testi (TBA) ile olgiilmektedir. Bu yontem lipit peroksit diizeylerinin
belirlenmesinde en sik kullanilan yontemlerden birisidir. Bunun yanisira, peroksidasyon
esnasinda olusan dien konjugatlarinin 8lgiimii de, invivo lipid hidroperoksitlerinin diizeyini
yansitmasi agisindan giderek 6nem kazanmaktadir. Lipid peroksitlerinin pargalanmas: ile
olusan etan, biitan, pentan gibi gazlarin tayini de son yillarda lipid peroksidasyon géstergesi
olarak degerlendirilmektedir (Mehmetgik, 1994; Seckin, 1988; Yu, 1994; Southhorn, et al.,
1988; Cathcart, et al., 1984; Draper, et al., 1990; Jain, et al., 1989).

Lipid peroksidasyonu gok zararli bir zincir reaksiyonudur. Bu reaksiyon sonucunda;
zarlarin lipit yapisindaki degisiklikler nedeni ile zar islevinin bozulmasi, olugan serbest
radikallerin enzimlere ve diger hiicre bilesenlerine etkisi, son iiriin olan aldehitlerin sitotoksik
etkileri gibi farkli yollarla hiicre hasarina, birgok hastalifa neden olmakta ve doku hasar
meydana gelmektedir (Akkus, 1995; Seckin, 1988; Yu, 1994; Yelkenci, 1996).

Peroksidasyonla olusan malondialdehid, membran komponentlerinin ¢apraz baglanmasi
ve polimerizasyonuna neden olur. Bu da iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre yiizey
bilegenlerinin agregasyonu gibi membran Ozelliklerini degistirir. Bu durum ise
malondialdehidin nigin mutajenik, genotoksik ve karsinojenik oldugunu agiklamaktadir

(Akkus, 1995).

T.C. Yﬂksm(ﬁ CRE .
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Baglama: Cok doymamis yag asidi (LH)
R*
& RH

/ — \/ _\/ J— \ Lipit radikali (L")

ilerleme: — —
/ v W \ Dicn konjugati

0;
I 0-0"

/ — \/ \/____\ Lipit peroksit radikali (LOO")

LH

|O-O-H

/ \[ \\/ \\ Lipit hidroperoksit (LOOH)

Parcalanma iiriinleri (aldehitler ve diger karbonil bilesikler, etan, pentan, vs.)

Sekil 2.8. Cok doymamig yag asitlerinin lipit peroksidasyonu (Yelkenci, 1996; Uysal,
* 1988; Basaran, 1998).
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LH+0H —  » L'+H,0 (Lipit radikali)

L'+ 0, ————» LO; "’ (Lipit peroksit radikali)
LOO“+RH ——® LOOH + R (Lipit hidroperoksit)
LOOH+Fe? —__ 3 LO+OH +Fe" (Lipit radikalleri)

LOOH + Fe? ———— & LO+OH +Fc¢"

2.5.1.2. Proteinlere etkisi

Proteinler serbest radikallere kars: lipidlerden daha az hassastirlar. Etkilenme dereccleri
de amino asit kompozisyonlarina baghdir. Bunun sonucunda doymamis bag veya siilfiir iceren
amino asitlerden (triptofan, fenil alanin, sistein gibi) meydana gelmig proteinler scrbest
radikallerden kolaylikla etkilenirler. Ozellikle sillfiir radikalleri ve karbon merkezli radikaller
olusur. Proteinlerin tiyol gruplarinin oksidasyonu; enzim fonksiyonunda kayip, membrandan
iyon veya metabolit transportu ile kontraktil fonksiyonlarda bozulma meydana gelmesine neden
olur. Bunun sonucunda yapilan bozulan proteinler no;rnal fonksiyonlan yerine getiremezler.
Hemoglobinin yapisinda bulunan hem proteinleri de serbest radikallerden 6nemli oranda zarar
goriirler. Ozellikle oksihemoglobinin O, veya H;0; ile reaksiyonu sonucu methemoglobin
olusur (Akkus, 1995; Kahraman, 1998; Gokduman, 1998; Kizilay, 1998).

Proteinlerde olusan yapisal degisiklikler iige aynlir:

1) Aminoasitlerin modifikasyonu,

2) Proteinlerin fragmentasyonu,

3) Proteinlerin agregasyonu veya ¢apraz baglanmalar (Gékduman, 1998; Kizilay, 1998).

Proteinin temel yapisindaki degigme antijenitesindeki degismeye ve proteolize
hassasiyete yol agabilir. Radikaller membran proteinleri ile reaksiyona girerlerse enzimler,

nérotransmitter ve reseptor proteinlerinin fonksiyonlarmi bozarlar (Kizilay, 1998).
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2.5.1.3. Niikleik asitler ve DNA’ya etkileri

Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller, DNA’y1 etkileyerek hiicrede
mutasyona ve 6liime yol agarlar. Hidroksil radikali basta olmak iizere serbest radikaller tek
zincir kinlmalan ile DNA-Protein gapraz baglan olugtururlar. DNA polimerazi inhibe ederler.
Sitotoksisite, niikleik asit baz modifikasyonlarindan dogan kromozom degisikliklerine veya
DNA’daki diger bozukluklara baglidir. Serbest radikallerin etkilerine 6zellikle primidinler
hassastirlar. DNA ipliklerinin kopmasi, ¢ift sarmalin ayrnilmasi sonucu hiicrede mutasyonlar ve
oliim gelisebilir (Akkose, 1998 Bagtar, 1997, Gokduman, 1998; Cochrane, 1991; Cevrim,
2000).

Aktive olmus nétrofillerden kaynaklanan H,0, membranlardan kolayca geger ve hiicre
¢ekirdegini ulagsarak DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hatta hiicre 6liimiine yol agabilir.
Bu sebeple DNA, serbest radikallerden kolayca zarar gérebilir bir hedeftir (Akkus, 1995).

Oksidatif stresten cn ¢ok ctkilencn bazlar DNA’daki guanin ve sitozindir. Dcoksi
guanozindeki 8 numarali karbona bir oksijen atomunun baglanmas: 8 - Hidroksiguanozin
olusturur. Bu bilesik fizyolojik pH’da 8-Oxoguanozine déniisiir ki bu da DNA’da anormal baz
diziligine ve béylece mutasyonlara neden olur (Sekil 2.9) (Akkus, 1995; Halliwel, 1994, Yu,
1994).

8-Hidroksil Guanin

OkW (mutajenik lezyon)

Guanin-OH———p. (Guanin-OH)
8 Hidroksil guanin radikali

Rediiksiyon

Halka yapis1 agilmig guanin

Sekil 2.9. *OH Radikalinin DNAya etkileri

Guanindeki halka yapisimin agilmast DNA replikasyonunu durdurur ve béylece bu
bilesifin DNA’y1 tamir edici enzimler tarafindan ortadan kaldirilmas: yeni hatalara neden olur.

Serbest radikaller redoks rcaksyonlarim baglatiklarindan dolayr oksidatif stres bazi genlerin
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aktiflesmesine neden olur. Boylece bu serbest radikaller onkogenleri aktive ederek hiicre

cogalmasini artinrlar (Akkus, 1995).

2.5.1.4. Karbonhidratlara etkileri

Monosakkaritlerin  otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksitler ve
oksoaldehitler meydana gelirler. Bunlar diyabet, sigara igimiyle ilgili kronik hastaliklar gibi
patolojik siireglerde onemli rol oynarlar. Inflamatuar eklem hastahiginda bir mukopolisakkarit
olan hiyaluronik asidin sinoviyal sivida artmi§ olan hidrojen peroksit ve siiperoksit radikali ile
pargalandig gosterilmistir. Goziin vitréz sivisinda da bol miktarda hiyaluronik asit bulunur.
Bununda PML (Polimorfoniikleer 16kosit)’lerden salinan hidrojen peroksit ve superoksidin
oksidatif hasan sonucu pargalanmasi katarakt olusumuna katkida bulunur (Akkus, 1995;
Gokduman, 1998; Kizlay, 1998; Kahraman, 1998; Cevrim, 2000).

Okzoaldehitler DNA-RNA ve proteinlere baglanabilme ile aralarinda gapraz baglar
olusturma ozelliklerinden dolayr antimitotik etki gosterirler. Boylece kanser ve yaslanma
olaylannda rol oynarlar. Serbest radikallerin makromolekiillere etkileri ¢izelge 2.5°te
gosterilmistir. (Akkus, 1995; Southorn, 1988).

Cizelge 2.5. Serbest radikallerinin makromolekiilleri etkileri (Alkan, 1997; Southhorn,
et al., 1988).

Makro Molekiiller Etkileri

Lipidler Plazma membranlan ve organellerde ¢ok doymamis yag asitlerinin
peroksidasyonu

Proteinler Siilfihidril igeren enzimlerinin oksidasyonu, enzimlerin inaktivasyonu

Karbonhidratlar Polisakkarit depolimerizasyonu

Niikleik asitler DNA sarmallarinin boliinmesi
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2.5.2. Serbest radikallerin hiicreye etkisi

Serbest radikallerin etkileri sonucu hiicre bélimlerinde degigik hasarlar ortaya

cikmaktadir. Bunlar;

2.5.2.1. Ekstraselliiler bosluk

Serbest radikaller, inflamatuar cevabi ve ardindan gelen doku harabiyetini modiile
etmede onemli bir rol oynarlar. Inflamatuar (iltihap) hiicre kaynakli serbest radikallerin
olusturdugu harabiyetten en g¢ok etkilenen ekstraselliiller doku kompenentleri kollojen ve
hiyaluronik asittir. Inflamatuar eklem hastaliklaninda sinoviyal siviya gegen polimorfoniikleer
l6kositlerden ekstra sellitler siviya salinan siiperoksit ve hidrojen peroksit buradaki hiyaluronik
asidi parcalar. Goziin vitroz sivisindaki hiyaluronik asidin oksidatif hasar sonucu pargalanmasi
katarakt olusumuna katkida bulunur (Tanakol, 1998; Kavas, 1989; Onat, vd., 1997).

Kollojen siiperoksit radikalinin jelasyonu engellemesi sonucu tahrip olur. SOD enzimi
kollojeni siiperoksit radikalinin jelasyonu inhibe edici etkisinden korur. Eklemde, sinoviyal
stvinin viskositesini saglayan hiyaluronik asit ise siiperoksit radikali tarafindan depolimerize
edilebilir; radikalleri yok edici enzimler s6z konusu depolimerizasyona engel olurlar.  Ekstra
selliler sivilar ¢ok az miktarda SOD igerdiginden indirgenmis oksijen tiirevlerinin eser
miktarlan bile burada biiyiik hasara yol agabilir (Kavas, 1989; Cevrim 2000).

2.5.2.2. Biyomembranlar

Biyomembranlardaki ya§ asitlerinin peroksidasyonu ve kiikiirt igeren proteinlerin
oksidasyonu sonucu membran gegirgenligi ve kinlganliginin artmasina bagh olarak membran
enzimlerinin aktivitesi azalmakta ve hiicreye kalsiyum girisi artmaktadir. Hiicre i¢i kalsiyum
miktarinin artmasi, fosfolipaz aktivitesi ile fosfolipid kaybinda artig, membran gegirgenliginde
degigiklik ve membran potansiyel kaybina bagh toksik etkinin gogalmasi, proteaz aktivasyonu
ile proteolitik etkinin siddetlenmesi, DNA kinlmalannmn olusumu gibi pek gok hasar yapict
olay: baglatmaktadir (Onat, vd.,1997).
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2.5.2.3. Mitokondri

Oksidatif stres durumunda savunma sistemleri yetersiz kalmakta ve mitokondride hasar
olugsmaktadir. Serbest radikallerin bu etkilerinin, 6zellikle mitokondri ve mikrozom gibi hiicre
organellerinde daha belirgin oldugu gosterilmigtir. Memelilerde oksijenin % 90’nin kullanildig:
organel mitokondridir. Bu nedenle mitokondri oksijen kaynakh radikallere ve bunlarin katildigs
reaksiyonlara g¢ok agiktir. Bu reaksiyonlarin yol acgtifi degisiklikler, niikleer ve mitokondri
DNA’lannmin zarar gormesine ve bu nedenle mitokondrinin kendini yenileme kapasitesinin
kaybolmasina yol agabilir. Bu hasar sonucunda 6zellikle mitokondri i¢ zan elemanlanmn yapi
ve fonksiyonlarimin bozulmasi ile enerji sisteminin etkilenmesine bagh olarak mitokondride
ATP kullanmiminda artma ve ATP sentezinde azalma ile hiicredeki ATP diizeyi hizla
diiymektedir. Buna bagl olarak da hiicrede glutatyon ve NADPH gibi maddelerin sentezi
zayiflamaktadir. Bu degisiklikler mitokondriden superoksit anyonu ¢ikiginin artmasina scbep
olmaktadir. Bu sekilde mitokondride olusan hasarin yol agti1 zararlar onanlma hizindan cok
yiksck oldufu icin, organel giderek fonksiyonunu kaybetmekte ve yas pigmenti haline
déniigebilmektedir (Onat, vd.,1997; Seckin, 1988; Yu, 1994).

2.5.2.4. Cekirdek

Serbest radikaller ozellikle malondialdehit hiicre ¢ekirdeginde baslica DNA ile
tepkimeye girmekte ve niikleikasit yapisindaki baz degigimleri ile DNA zincir kopmast sonucu
kromozomal yapida deisiklikler olusturarak sitotoksisiteye sebep olmaktadirlar. Sonugta
mutajenik ve karsinojenik etkiler goriilmektedir (Onat, vd.,1997; Kavas, 1989).

2.5.2.5. Sitozol

Sitoplazmada bulunan sitozol proteinleri, sitoplazmik serbest radikallerin etkisiyle
degisime ugrarlar. Hemoproteinlerin genis bir spekturumu oksijen tiirevi serbest radikallcre
karst hassastirlar ve kolaylikla harap edilebilirler. Ornegin oksihemoglobin, siiperoksit
radikallerinin veya hidrojen peroksitin demirle reaksiyonu sonucu methemoglobine doniigir,
Onemli sitoplazmik bir diger hemoprotein olan katalaz da siiperoksit radikali tarafindan inhibe
edilir. Birgok katalitik sitozolik enzimler siiperoksit ve hidroksil radikali ve ozellikle de
hidrojen peroksit olusumuna sebep olurlar (Onat, vd., 1997; Kavas, 1989).
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2.5.3. Serbest radikallerin dokuya etkileri

Serbest radikallerin hiicre ve dokularda yol a¢tif1 zararlan soyle ozetleyebiliriz

1- DNA’nin tahrip olmas,
2- Niikleotit yapili koenzimlerin yikimi

3- Tiollere bagimli enzimlerin yapt ve fonksiyonlarmin bozulmasi, hiicre ortamimin

tiol/disiifit oraninin degismesi,

4- Protein ve lipidlere kovalan baglanmasi

5- Mukopolisakkaridlerin yikimu,

6- Enzim aktivitelerinde ve lipid metabolizmasindaki degisiklikier
7- Proteinlerin tahrip olmas: ve “turnover”nin artmasi

8- Lipit peroksidasyonu, zar yapisi ve fonksiyonunun degismesi
9- Zar proteinlerinin tahribi, tagima sistemlerinin bozulmasi

10- Seroid ve yas pigmenti denilen bazi maddelerin birikimi

11- Kollojen ve elastin gibi uzun 6miirlii bilesiklerdeki oksido-rediiksiyon olaylarinin

bozularak kapillerde aterofibrotik degisikliklerin olusmasi (Mehmetgik, 1994: Seckin, 1988;
Uysal, 1998; Temiz, 2001; Yelkenci, 1996; Kehrer, 1993).

Oksidatif stres sonucu gekil 2.10.’de gorildigia gibi cesitli dokularda hasar

olugmaktadir.
Ist \ | ( - Radikal olugturan enzimler (ksantin oksidaz)
ve/veya substratlarinda (hipoksantin) artig
-Travma -Antioksidanlarin diliisyon ve pargalanmasi
-Ultrason | -Fagositlerin aktivasyonu
-Enfeksiyon Doku -Fosfolipaz, siklooksigenaz ve lipoksigenaz
—=> \, Hasan t-< aktivasyonu
-Radyasyon -Hem proteinlerinin salimim
-Hiperoksi -Hasarl bolgelerden serbést metal iyonu
salimimi
-Toksinler -Elektron transport zincirinde bozulma ve
\ elektronlarm O, olusturmasinda artma

-Asgin egzersiz )

Sekil 2.10. Serbest radikallerin neden oldugu oksidatif strcs sonucu olusan doku hasar
(Onat, vd.,1997).
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Serbest oksijen radikallerinin fazla olusumu veya antioksidan korunma ve onarm
mekanizmalan yetersizligi sonucunda oksidatif stres gelisebilir bunu geriye doniigimlii veya

déniisiimii olmayan hiicre hasar izler (Sekil 2.11.) (Halliwel, 1991; Koleoglu, 1998).

Lipit
peroksidasyonunda
artig Oksidatif Stres »| DNA ¢

Hasan

GSH azalmasi < Proteinlere
> Direkt Hasar
Hiicre iskeleti
hasan
Hucre igi
Serbest Ca
Arfi
ATP sentezinin l
inhibasyonu Membran
I Hasan
NAD (H) Poli (ADP) riboz ¢
Azalmasi < Sentetaz
Aktivasyonu

v

Hucre igi  serbest Membran
demirin artmasi Peroksidasyonu
ve hasan
DNA, Proteinler ve lipitlerdeki Civar dokularda metal iyonlarmin salinim,
hasarm artig Komsu hiicrelerin hasan

Sekil 2.11. Oksidatif stresin olusturdugu hiicre hasart mekanizmalari (Halliwel, 1991).




37

2.6. Serbest Radikaller ile ilgili Patolojik Durumlar

Son zamanlarda serbest radikallerin yol agtifi hastaliklarla ilgili aragtirmalar 6nem
kazanmistir. Serbest radikaller, hayat boyunca hem endojen hem de eksojen kaynaklardan
olusurlar. Organizmada serbest radikallerin zararh etkilerini ortaya koymadan
etkisizlestirilmesini saglayan giiglii savunma sistemleri vardir. Serbest radikallerin olusum hizi
ile etkisizlestirilme hiz1 dengede oldugu miiddetge, organizma bu bilesiklerden
etkilenmemektedir. Buna karsihk savunma azalir veya bu bilegiklerin olusum hiz1 sistemin
savunma giiciinii asarsa, bu denge bozulmakta ve serbest radikallere bagh zararh etkililer ortaya
¢ikmaktadir (Uysal, 1998; Tanakol, 1998).

Serbest radikaller ve lipit percoksidasyonu organ ve / veya dokularda hasar meydana
getirirler (Cizelge 2.6.). Bundan dolayr yaslanma, diabet ve diabet komplikasyonlarimn
geligimi, akciger hastaliklar, kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, parkinson, hipertansiyon, kas
distrofileri, behget hastahig, gesitli deri ve goz hastaliklan, karaciger hastaliklan, inflamasyon,
iskemi — reperfiizyon hasar, bobrek hastaliklar, nérédejeneratif hastaliklar, gastrointestinal
hastaliklar gibi bir ¢ok hastahfin olusumunda serbest radikallerin ctkisi cesitli gahgmalarla
kanitlanmigtir (Halliwel, 1984; Noda, et al., 1997, Secgkin, 1988; Tanakol, 1998; O’Brien, ct.
al.,1997; Buettner, 1999; Brody, 1988; Uysal, 1998; Mehmetgik, 1994; Yalgin, 1998; Koleoglu;
1998; S6zmen, 1993). Bu hastaliklarin organ ve/veya dokuda olusturduu membran hasan lipid
peroksidasyonunu uyanr. Membranlann yapt ve fonksiyonlant bozulur ve olusan lipid
peroksitleri belirli bir konsantrasyondan sonra dolagima gecip plazmadaki lipid peroksid
seviyesini arttirirlar.  Kan lipid peroksid diizeyi membran hasannin, hastaligin ciddiyetinin ve

seyrinin bir gostergesidir (Seven, vd., 1995).

Hayvan hiicre membranlan lipit peraksidasyonunun giiclii bir engelleyicisi olan
tokoferol (E vitamini) igerir.  Seruloplazmin ve glutatyon peroksidaz gibi proteinler

muhtemelen canl ortamdaki bu gelismeye karsi korunmaya yardim eder (Halliwel, 1984).
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Cizelge 2.6. Serbest oksijen radikallerinin neden oldugu doku hasarlan
(Onat, vd.,1997)

Hiperoksijenasyon | Iskemi/reperfiizyon | Inflamatuvar Taoksik doku Digerleri
Sendromlari sendromlan Hastaliklar hasan

Akcigerde oksijen | Miyokard enfarktiisii | Notrofil Aspirasyon Yaslanma dolasim
toksisitesi, kardiopulmoner fagositosisi, artrit, | pnomonisi, soku, periferik
retrolental bypass, organ | inflamatuvar pankreatit, Gdem, kanser,
fibroplazi transplantasyonu, kemik hastaliklar, | 6zofajit amiloidoz,

mide mukozasinda | bag doku arterioskleroz,
hasar (stres iilseri), | hastaliklan, immun diabetes mellitus
barsak iskemisi, | yetmezlikler
nekrotizan
enterokolit, sok
sonrast karaciger
yetmezligi, beyin
iskemesi, akut renal
tubuler nekroz,
serbest flep
transferleri(deri)

2.7. Antioksidan Savunma Sistemleri

Hiicrelerde reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlann meydana getirdigi oksidatif
hasarn1 o6nleyen veya kismen azaltan mekanizmalar bulunmaktadir. Bunlar “antioksidan
savunma sistemleri” veya kisaca “antioksidanlar” olarak bilinirler. Antioksidanlar hiicrelerin
hem sivi hem de membran kisminda bulunabilirler (Onat, vd.,1997; Akkus, 1995; Gékduman,
1998; Paglia, et al., 1967; Balc1 1994).

Antioksidanlar, lipid peroksidasyonunun zincir reaksiyonunu engelleyerek ve reaktif
oksijen tiirlerini toplayarak lipid peroksidasyonunu inhibe ederler.  Antioksidanlarin lipid
peroksidasyonundaki etkileri sekil 2.12°de gosterilmigtir (Akkus, 1995; Paglia, et al., 1967,
Yelkenci, 1996, Mehmetgik, 1994; Southorn, 1988; Bastar, 1997).
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I I, 10

H.0,

0
\ Fo'z ¢— v

"OH ¢——— IV
L-OH

H;
VI [ \Y

LOO’ VHI

<— IILVI

Aldehitler, Hidroksi asidler
Ketonlar, Alkil radikalleri

$ekil 2.12. Poliansatiire yag asitlerinin (PUFA) otooksidasyon devri ve antioksidan savunma
basamaklan 1. Siiperoksit Dismutaz II. Katalaz III. Glutatyon peroksidaz IV. Urik
asit, E vitamini V. Seruloplazmin V1., VIL., VIII. E vitamini
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Baslangigta antioksidanlar lipid peroksidasyonunu engelleyen molekiiller olarak
tammlanmislardir. Giiniimiizde ise antioksidanlarin tanim lipidierin yam sira niikleik asitler,
proteinler ve karbonhidratlar gibi diger hedef molekiilleri koruyucu etkilerini de igerecek
sekilde genisletilmigtir. Bu tammla baglantili olarak antioksidanlarn etkileri farkh gekillerde

olabilmektedir. Bunlar;

1- Reaktif oksijen tirlerinin enzimsel reaksiyonlar aracihfiyla ve dogrudan
temizlenmesi,

2- Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunun baskilama yoluyla engellenmesi,

3- Metal iyonlarmin baglanmasi ve boylece radikal olusum reaksiyonlarnin

engellenmesi,

4- Hedef molekiillerin hasar sonrasi tamiri veya temizlenmesi (Yalgin, 1998; Temiz,
2001; Uziim, 2000).

2.7.1. Antioksidanlarin simflandirilmasi

Antioksidanlar endojen ve eksojen kaynakh olmak iizere bashca 2 ana gruba
aynlabildigi gibi gesitli kriterlere gore ¢izelge 2.7, 2.8 ve 2.9°da ki gibi simflandinlabilirler
(Akkug, 1995; Yalgm, 1998; Gokduman, 1998; Paglia, et al., 1967; Kizilay, 1998).

Cizelge 2.7. Antioksidanlarin gesitli kriterlere gére simflandinlmasi

Yapilarina gére | Kaynaklarina gére Coziiniirliiklerine Yerlesimlerine gore
gore
Enzimler Endojen antioksidanlar | Suda ¢6ziinenler Hiicre iginde bulunaniar

Enzim  olmayan | Eksojen antioksidanlar |Lipitlerde ¢6ziinenler | Plazma ve diger
proteinler, kigiik ekstraseliiler  sivilarda

molekiiller bulunanlar




Cizelge 2.8. Endojen antioksidanlarn simflandirimasi
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Enzim olmayanlar

Enzimler Lipit fazda bulunanlar Siv1 fazda bulunanlar

Siiperoksit Dismutaz a-Tokeferol (E — vitamini) | Askorbik asit | Miyoglobin
Glutatyon Peroksidaz B-Karoten Melatonin Hemoglobin
Glutatyon - S- Transferaz  Urat Ferritin
Katalaz Sistein Alblimin
Mitokondriyal sitokrom oksidaz Seruloplazmin | Metionin
Hidroperoksidaz Transferrin Biluribin
(Katalaz, Peroksidazlar)

Laktoferrin Glutatyon

Cizelge 2.9. Eksojen antioksidanlarin siniflandirilmasi

FONKSIYONLARI ANTIOKSIDANLAR
Ksantin oksidaz | Allopiirinol | Folik asit Oksipurinol Pterin
inhibatdrleri aldehit
NADPH oksidaz | Adenozin | Lokal anestezikler Kalstyum kanal | Nonsteroid | Antienflamutuar
inhibatdrleri blokerleri ilaglar
Rekombinant siiperoksit
dismutaz
Diger nonenzimatik | Mannito! | DMSO Albumin
serbest radikal
toplayicilari
Demir redoks ddngiisiiniin | Serfiloplaz | Desferroksamin
inhibatdrleri min
Nitrofil adezyon
inhibatirleri
Soya fasiilyesi | Ksantin
inhibatérleri DH
Sitokinler TNF Interlokin - 1
Barbitiiratlar
Demir gelatirleri
Endojen antioksidan | Ebselen Asetil sistein
aktiviteyi arttiran
maddeler




2.7.2. Antioksidanlarn etki tipleri

Antioksidanlarin etkileri 4 gruba aynlabilir. Bunlar;

2.7.2.1. Toplayic1 etki

Serbest radikalleri etkileyerek onlan tutma veya gok daha zayif yeni bir molekiile
cevirme islemine toplayic1 etki denir. Antioksidan enzimler, trakeobrongial mukus ve kiigiik
molekiller bu tip etkiler gosterirler. Buna émek, SOD, GSH-Px, Ferritin, seruloplazmin
(Akkus, 1995; Gokduman, 1998; Paglia, et al., 1967).

2.7.2.2. Bastirica etki

Oksidanlarla etkilesip, onlara bir hidrojen aktararak aktiviterini azaltan veya inaktif
sekle donustiren olaya bastirici etki denir. Vitaminler, trimetazidin, flavonoidler ve
antosiyanoidler bu tarz bir etkiye sahiptirler. Om: A,E,C vitaminleri, mannitol (Akkus, 1995,
Gokduman, 1998; Paglia, et al., 1967; Kizilay, 1998).

2.7.2.3. Zincir kirica etki

Zincirleme olarak devam eden reaksiyonlarin belli yerlerinde kararak, radikallerin
fonksiyonlarim engelleyici etkiye zincir kinci etki denir. Om.: Hemogiobin, seruloplazmin,
iirikasit, bilurubin, albumin, baz vitamihler ve minareller zincir kiric1 etki gosterirler (Akkus,
1995; Gokduman, 1998; Paglia, et al., 1967).

2.7.2.4. Onanic etki

Bu grupta DNA tamir enzimleri, metionin, siilfoksid rediiktaz sayilabilir (Gokduman,
1998; Cevrim, 2000).
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2.7.3. Antioksidan enzimler

2.7.3.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD) (EC.1.15.1.1.)

ik kez 1968 yilinda McCord ve Fridovich tarafindan tammlanmmgtir.  Siiperoksit
dismutaz aerobik metabolik reaksiyonlar esnasinda olugan siiperoksit anyonunun hidrojen
peroksit ve molekiller oksijene doniigimiinii katalizler. Hiicresel bolmelerde siiperoksit
diizeylerini kontrol etmede, direkt oksidatif hasara kars: hiicreleri korumada anahtar role sahip
bir enzimdir (Sun, et al., 1988; Halliwel, 1994; Kizilay, 1998; Uziim, 2000; Kahraman, 1998;
Flohe, et al., 1984; Gaetani, et al., 1997; Fridovich, 1984; McCord, 1985).

SOD
20, +2H —» HzOz + 02

SOD enziminin hepsi metalloprotein yapisinda olan dért izoenzimi bulunmaktadir. Cu
— Zn SOD 6karyétik hiicrelerin sitoplazmasi ve kloroplastlannda, Mn ~ SOD prokaryotlarda ve
okaryotik hiicrelerin mitokondirisinde, Fe — SOD prokaryotlarda, EC — SOD (ekstraselliiler
SOD) plazmada ve ¢esitli dokulann ekstraselliiler sivisinda bulunmaktadir.  Ekstraselliiler
SOD, hiicre zan ve kollajene baglanarak nétrofil ve diger hiicrelerden salinan siiperoksitleri
kontrol eder (Bagaran, 1998; Kizilay, 1998). EC — SOD ve Cu - Zn SOD’ un prostetik gruplan
benzemesine ragmen, aminoasit diziligleri, antijenik 6zellikleri ve kromozomal yerlegimleri
farkhdur.

SOD, fagosite edilmis bakterilerin hiicre iginde éldirilmesinde de énemli rol oynar,
Bu nedenden dolayr SOD graniilosit fonksiyonu igin ¢ok 6&nemlidir. Lenfositlerde ise
graniilositlerden daha fazla miktarda SOD bulunmaktadir. SOD enzim aktivitesi oktidatif stresin
yogunlufuna gére diizenlenmektedir. Oksijen kullamimu yiiksek olan dokularda ise SOD
aktivesi fazladir. Buna karsilik ekstraselliler SOD aktivesi ¢ok diigiiktiir (Yu, 1994; Uziim,
2000, Gokduman, 1998; Kahraman, 1998, Basaran, 1998, Cevrim, 2000, Akkus, 1995, ).

SOD enziminin fizyolojik 6nemi; oksijeni metabolize eden hiicreleri siiperoksit
radikalierinin zararh etkilerine kars1 korumak ve boylece lipit peroksidasyonunun baglamasini
engellemektir (Uziim, 2000; Mehmetgik, 1994).
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2.7.3.2. Glutatyon Peroksidaz (GSH — Px) (EC.1.11.1.9)

Tetramerik  yapida dort selenyum atom igeren sitozolde yerlesik bir enzim olan
glutatyon peroksidaz (GSH - Px), hem hidrojen peroksidin hem de organik hidrojen

peroksitlerin agagidaki reaksiyonlarim katalizleyerek indirgenmesini saglar.

GSH-Px
H,0, + 2GSH —» GSSG +2H0

GSH - Px
ROOH + 2GSH ———» GSSG +2ROH + H,0

Bu reaksiyonlarda glutatyon (GSH) hidrojen verici olarak gorev yapmakta ve hidrojen
peroksit ile lipit hidroperoksitleri alkole indirgenirken kendisi oksitlenmis sekline (GSSG)
déniigmektedir. Olugan okside glutatyon ise NADPH bagimh glutatyon rediiktaz tarafindan
tekrar glutatyona indirgenmektedir (Yu, 1994; McCord, 1993; Halliwel, 1991; Paglia, ct al.,
1967).

Hiicrelerde GSH- Px enzimlerinin dért tipi tammlanmistir; selenyuma bagimli GSH -
Px, fosfolipit hidroperoksit GSH — Px, plazma glutatyon peroksidazi, selenyumdan bagimsiz
GSH - Px. Glutatyon peroksidaz baglica sitozolde bulunmakla birlikte mitokondride de
bulunmaktadir.  Bu enzimin selenyuma bagimli ve bagmsiz olmak iizere iki formu
bulunmaktadir. ~ Selenyuma bagh GSH - Px hem hidrojen peroksidi hem de organik
hidroperoksitleri metabolize etmektedir. Karaciger, akciger, kalp ve beyinde, az miktarda da
iskelet kisminda bulunan selenyuma bagimli GSH — Px sitezolde ve mitokondri matriksinde yer

alir. Selenyumdan bagimsiz GSH - Px sadece organik peroksitleri indirgemektedir.

GSH -~ Px sadece lipit peroksidasyonunun baglamasim degil, aym zamanda
peroksidasyon sonucu olusan lipit hidroperoksitlerini metabolize  ederek lipit
peroksidasyonunun ilerlemesini de 6nlemektedir. Aynica GSH - Px’in fagositik hiicrelerde de
énemli fonksiyonlan vardir. Solunum patlamasim takiben hidrojen peroksitin saliniminin arttigi
gosterilmistir. GSH - Px eritrositlerde oksidan stresc kargi en etkili antioksidandir (Sekil 2.13).
GSH - Px aktivitesindeki azalma, hidrojen peroksitin artmasina ve siddetli hiicre hasarina yol
acar (Alkan, 1997; :Mehmetgik, 1994, Southorn, et al., 1998, Basaran, 1998; Kizilay, 1998; Yu,
1994; Yontem,1993).
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2.8. Operasyon Amagh Kullanilan Alet Ve Cihazlar

Argon Plazma Scalpel giiniimiizde cerrahi uygulamalarda kullanmilmakta olan kesici ve
koagiile edici cihazlarn yaptig: isi daha mikemmel bir sekilde yerine getiren, ABD Patent
Dairesi tarafindan Ekim 2000°de bagvurusu kabul edilen (Patent no: 09 / 689,216) yeni bir
cihazdir.

2.8.1, Bistiiriler

Operasyonlarda kesici olarak, genelde bistiiriler kullamilmaktadir. Amag keskin bir
metalle dokuyu keserken, kanamay simrlamaktir.

2.8.2, Kesici ve koagiilatdr lazerler

Homojenize edilmis foton demetini kullanilan lazerler ile kesme, doku buharlagtirma,
koagiilasyon yapmak miimkiindiir. Ancak doku kesme ve buharlagtirma amaciyla yiiksek
enerjili lazer kullanilir ki en bityiik risk dokudaki penetrasyon derinliginin yeteri kadar kontrol
edilememesidir. ‘Ayrica hastanmn alt dokularna zarar verme riski Gtesinde, ameliyat ekibine de
zarar verme riski olduk¢a yiksek oldugu icin kullanimi smirh olarak sirdiiriilmektedir. En
basanh émegi ise goz gibi fotona uygun yapiya sahip olan bir organda kullammudir (Giltekin,
vd., 2000; Agikgoz, vd., 2001; Tanrisever, 1996)

2.8.3, Elektrokoterler

Monopolar ve bipolar koterler olarak iki gruba aynilir.

2,8.3.1. Monopolar koterler

Kesici ve koagiilator olarak kullamlirlar. Bir alternatif gerilim, tek kutup iizerinden
kanama bolgesine uzaktan uygulanir. Uygulanan gerilim sivri ug etkisiyle, havadaki oksijen ve
azot molekiillerinden elektron kopanp onlan iyonize ederek bolgeyi iletken hale getirir.
Sonugta bdlgede coguniufu elektronlardan ve az miktarda da iyonlardan olugan bir akim olugur.
Akimin déniig yolu, hastanin altma yerlegtirilen metalik bir a§ iizerinden saglanir.
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Metalik ag genis bir yiizeye yayildif igin, hastanin dokulan igerisinden ge¢en akim
yogunlugu uygulama noktasindan uzaklagtik¢a kigilir. Dolayisiyla doku yakma etkisi ve
koagiilasyon, akimin yogun oldugu uygulama noktas: ctrafinda ger¢eklesir. Cihazda iyon ve

elektron bagina diigen enerji ise diigiik diizeylerdedir.

Argon Plazma Koagiilasyon (APC) cihazi: Monopolar koterin revizyonu ile elde
edilmis bir cihazdir. Gerilim uygulanan elektrodun etrafindaki boru iginden argon gaz
gegirilerek uygulama noktasindaki hava molekiilleri yerine, argon gaz yerlestirilmesi saglanir.
Boylece ark bolgesinde iyonize edilen malzeme, azot ve oksijen molekiilleri degil argon
atomlan olmaktadir. Tanecik bagina diigen enerjinin az olmasi nedeniyle toplam enerjinin
arttinlmast igin, uygulama siiresinin uzun tutulmasi ve akim miktanmin arttinlmas:
gerekmektedir. Bu ise; operasyon bolgesinde 6lii dokunun artmasi ve 3 — 5 mm. derinligindeki
dokunun 6lmesi (devitalize edilmesi) ile sonuglanmaktadir (Tannsever, 1996; Giiltekin, vd.,

2000).

2.8.3.2. Bipolar koterler

Koagiilator ve kesici olarak kullamilirlar. Hastadan bir akim gegirmek séz konusu
olmadigindan, akim siddeti ve metalik kitle istendigi kadar arttinlabilir. Boylece elde edilen
yitksek enerjiyle dokular kesilebilir. Metalik sicaklik 1000 °C’nin istiinde olabilir. Kesme
islemi sirasinda canli doku iizerinde 6nemli miktarda karbonlagma ve 6lii doku olusur. Kesme
islemi sirasinda kanama olustugu igin, daha sonra koterin koagiilasyon ucuyla kanamanin

durdurulmasi gerekir.

Argon Sprey Koagillasyon (ASC) Cihazi : Bipolar koterin revizyonu ile clde
edilmigtir. APC cihazindaki duruma benzer sekilde bu sefer tungsten ug, bir boru iging
yerlestirilir ve iginden argon gazi gegirilir. Sicak metalin yanindan gegerken gazin sicaklig
birkag yiiz derece santigrata erisir ve kanayan dokuya uygulandiinda yaray1 daglayarak
kanamay1 durdurur. Dokulara aktarilan 1s1 enerjisi gaz atomlan ile saglanmaktadir. Bu ise
yumusak bir enerji aktanmidir. Ancak bu yontemle doku kesmek miimkiin degildir. Yiksek
miktarda gaz aktanldigindan ve uzun siiren daglama islemi esnasinda 6nemli miktarda 6lin doku

olusturmasi s6z konusudur.
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2.8.4. Argon plazma scalpel cihazi (APS)

APS cihazi yukandaki yontemlerden tamamen farkhi bir yﬁntemi. kullanmaktadir.
APS’nin ¢aliyma prensibi kinetik enerji verilerek yiiksek sicakliga gikartilmig argon gazi
atomlarinin kontrollii sekilde dokulara uygulanmasi ve termik enerjilerini dokulara aktarmasi
islemine dayanmaktadir. B&ylece dokulara aktarilan kuantum enerjisi maddesel olarak atom
boyutlarinda olmaktadir. Bu amagla bir plazma hiicresi igerisine {iflenen argon gaz iki elektrot
arasina uygulanan gerilim ile kismen iyonize edi'lir. Elektrodlar arasinda uygulanan bir
gerilimin olusturdugu elektriksel alanla, argon atomlar: hiicre igindeki kapali hacimde
enerjilendirilirken, ¢arpigmalarla iyonize olmayan argon atomlan da enerjilendirilirler. Bylece
kinetik olarak enerjilendirilmis olan argon gazi atomlari, uygulama kaleminin ucundaki

kanaldan piiskiirtiilerek dokulara uygulanir.

Cihazin uygulama esnasinda saglam dokularla diger yéntemlere gore minimal hasar
olusturmas:1 6nemli bir iistiinliiglidiir. =~ Kullanim alanlar;; doku buharlastirma, doku
koagiilasyonu, doku rezeksiyonu ve dokularin yiizeysel siterilizasyonudur (Giiltekin, vd., 2000;

Ozgoban, vd., 2001; Tanrisever, 1996).

2.8.4.1. Koagiilasyon islemleri

Yiiksek enerjili atomlardan olusan bir 15in demeti (hiizme), kanayan bolgeye
uygulandiginda, foton demetinin .6niindeki hava akimi kanamay: ifleyerek agar. Yiiksek
enerjili atomlar ana dokuya erigince, dokunun {ist molekiillerini buharlagtirirken alttaki
molekiilleri de birbirine baglayarak koagiilasyonu saglar. Bu iglemle yiiksek enerjili atomlarla
gok kisa siirede koagiilasyon saglandigindan bipolar koterdeki gibi kitlesel enerji aktarimi soz
konusu olmadif igin gevre dokulara verilen zarar minimum diizeydedir. Olusan 0,1 mm.
kalinhigindaki 6lii doku ile kanama durdurulur. Biiyiik kanamalarda diger tiim cihazlarla
koagiilasyon yaplllrken elde edilen 6lii doku ve karbonlagsma orani ¢ok daha yiiksek

boyutlardadir.

2.8.4.2. Doku buharlastirma islemleri

Ayn1 bélge iizerinde, cihaz yiiksek enerji ile daha uzun siire tutuldugunda biiyiik bir
doku kitlesinin buharlagtirilmasi miimkiin olmaktadir. = Boylece istenmeyen dokular

buharlagtirma ile yok edilmektedir. Cihazin bu 6zelligi lazer harig higbir alette yoktur. Lazerde

v
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ise dezavantaj derinlik kontrolimniin olmamasidir. Bu nedenle lazerin kullamima alam azdir.
APC ile kanser vakalan iizerinde yapilan ¢alismalardan goriilecegi gibi, kanserli dokunun 4 - 5
mm, derinlifinde devitalize edilmesi tercih edilmektedir. Ancak canh doku iizerinde, olii
dokunun kalmasi istenmeyen zchirleyici bir faktérdiir. Buna karsithk APS cihazi, dokuyu
devitalize ederken onu bubarlagtirarak ortadan kaldirir. Bu da aletin bir dier avantajidir.

2.8.4.3. Kesme islemleri

Cihazdan ¢ikan 1gin demeti dokuya bir ¢izgi iizerinde uygulanirsa, gizgisel boyutta bir
buharlagtirma ile doku kesilmektedir. Geride kalan oli doku miktan yine 0,1 mm.
boyutlarmdadir. Ancak bu islem esnasnda kanama olusmaz. Yapilan tim kesme ve
buharlagtirma iglemleri kansiz olarak gergeklestirildigi igin, kanserli vakalarda bu iglemler
esnasinda metastaz riski de olusmaz (Ozgoban, 2001; Giiltekin, vd., 2000)(Sekil 2.14).

Sekil 2.14 Argon Plazma Scalpel (APS) cihazi
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Cahismamizda Istanbul Universitesi Deneysel Tibbi Aragtirma Merkezi (DETAM)’ den
temin edilen 1750-2500 gr arasinda degisen Orctolagus cuniculus cinsi tavsanlar kullamld.
Caligma boyunca tavsanlar Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Birimi (TUTFAB)’nde
cinko kafeslerde ve kafes basma bir tavsan diigecck sekilde, yem ve su alimlan serbest
birakilarak muhafaza edildiler. Operasyona girecek olan hayvanlar bir gece éncesinden (12
saat) a¢ birakildilar. Anestezi igin intramuskiler (im) 10 mg/kg rompun (Xylasine)
enjeksiyonunu takiben yine i.m 35 mg/kg ketamin (Ketalar) uyguland: (Perk, vd., 2000) (Sekil
3.1).

Tavsanlarimiz kontrol koter ve APS grubu olmak iizere ii¢ gruba aynldi:

1- Kontrol grubu: Laparotomi + bistiiri ile rezeksiyon: Cerrahi operasyon esnasinda
laparotomi’yi takiben karaciger sag lop laterel kismindan bisturi ile rezeksiyon

(kanama durdurularak dokunun alinmasi) yapildi.
2- Koter grubu: Laparotomi + koterle rezeksiyon
3- APS grubu: Laparotomi + APS ile rezeksiyon.

Calismamizda kullandiimiz tavsanlarin karn ciltleri povidon iodine ile temizlendikten
sonra gekil 3.2.°de goriildiigi gibi tirag edilerek orta hat laparotomisi (karnin yanlarak igine
girilmesi) ile karaciger sag lop lateral kismindan; arastirma grubunda koter ve Argon Plasma
Scalpel (APS) ile kontrol grubunda ise klasik yéntemle (bistiri) 2 cm®lik rezeksiyon yapildi.
Alinan karaciger dokusu serum fizyolojik ile yikandiktan sonra analizler yapilincaya kadar ~70
°C’de saklandi. Cerrahi operasyon esnasinda her ii¢ grupda da biyokimyasal tetkikler i¢in
venacava inferior’dan yaklasik 3 cc kadar heparinize kan alindi. Aym zamanda kontrol ve
aragtirma grubumuza ait tavsanlardan post operatif (operasyon sonrasi) 3. giinde kulak veninden
3 cc heparinize kan alind1 (gekil 3.3.). Ilk operasyondan sonraki 7. giinde yapilan reoperasyonda
(2. Operasyon) ilk operasyonda rezeksiyon yapilan karaciger dokusundan yine 2 ¢cm™liik doku
6megi ve venacava inferior’dan heparinize kan 6mekleri alindi. Trakya Universitesi Tip
Fakiltesi Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvar’inda GSH-Px galisilmak iizere heparinize total
kandan 300 mikron ependrof tiiplere konularak muhafazaya alindiktan sonra geri kalan kan
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3000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi (Sekil 3.4.). MDA galigilmak iizere plazmalar ayrilarak —70
°C dipfirizde saklandi. Eritrositler serum fizyolojik ile ii¢ kez yikanarak eritrosit paketi
hazirland: ve siiperoksit dismutaz (SOD) cahsilmak iizere —70 °C’de korundu. Yine tavsan
karaciger doku 6mekleri uygun tamponlar kullamilarak homojenize edildi. Homojenatlar 4000
mpm’de 10 dakika santrifij edilerek elde edilen siipematantdan GSH-Px, SOD ve MDA
analizleri ¢aligildi. Hemoglobin tayini Drapkin Yéntemi ile, protein tayini ise Lowry Yéntemi
ile yapildi (Lowry, et al., 1951).

Sekil 3.1. Tavsanlara anestezi igin intramuskular rompun enjeksiyonunu takiben ketamin g
enjeksiyonu E
]



Sekil 3.2. Tavsanlarn karn ciltlerinin povidon iyodin ile temizlendikten sonra tras edilmesi

Sekil 3.3. Postoperatif dénemde tavsanlarin kulak veninden kan 6meginin alinmasi

52
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Sekil 3.4. Kan ve doku émeklerinin analiz i¢in hazirlanma asamalan

3.1.1. Kullamlan cihaz ve malzemeler
1. UV 1208 — Vis Spektrofotometre, Shimadzsu, Japonya
2. Santrifiij: Megafuge Hearaus Chist marka, Almanya
3. Derin dondurucu : Ugur sogutucu, Tiirkiye
4. Ayarlanabilir otomatik pipetler, Oxford, irlanda
5. Kangtiricr: Tiirkiye
6. Muhtelif boyutlarda cam ve spektrofotometrik tiipler, Tiirkiye

7. Sodyum Kkloriir, sodyum karbonat, sodyum hidroksit, fenol ayiraci, asetik asit,
potasyum kloriir sarf malzemeler, Merck, Almanya
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8. Biitil hidroksi toluen, triklorasetikasit, etilendiamin tetra asetikasit (EDTA),
tiyobarbitiirik asit, sodyum dodesilsiilfat, asetik asit, butonol pridin, 1,1,3,3-
tetractoksipropan (TEP), Sigma, Amerika

9. Enjektorler (2’lik, 5°lik ve 10’luk enjektor), Tirkiye
10. Bistiiriler

11. Elektrokoter

12. APS cihaz

13. Randox Ransel SOD Kiti

14. Randox Ransod GSHPx Kiti

3.2. Metodlar

3.2.1. Malondialdehit (MDA) tayini

3.2.1.1. Plazmada MDA tayini

Lipid peroksidasyonunun bir son iiriinii olan MDA, tiyobarbitiirik asit (TBA) ile
reaksiyona girerek 532 nm’de absorbans veren renkli bir komplex olusturur. Plazmada MDA
tayini tiyobarbitiirik asit (TBA) reaktivitesi yontemi kullamlarak yapildi. (Slater, 1984).

MDA tayininde kullamlan ¢6zeltiler:

1. Fosfat tamponu ile tamponlanmis serum fizyoloyik: 8.1 g NaCl, 2.302 g Na,HPO, ve
0.194 g NaH,PO, tartihp bir miktar distile suda eritilir ve son hacim ise saf su ile litreye
tamamlanarak, pH 7.4’¢ ayarlanir.

2. %0.88’lik BHT ¢ozeltisi : 88 mg BHT (biitil hidroksi toluen) tartihp, 10 ml mutlak

alkol iginde eritilir.

3. %30’luk TCA ¢ozeltisi: 30 g TCA (triklor asetikasit) tartilip bir miktar distile suda

eritilir ve son hacim 100 ml’ye tamamlanir.
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4, 0,1 M. EDTA (H,Y) ¢ozeltisi: 37.224 g EDTA- Na,H,0 (Na,H,Y2H;0) tartilip

distile su ile 1 litreye tamamlanir.
5. %1’lik TBA c¢ozeltisi: 1 g TBA tartilip, 100 ml 0.05 N NaOH i¢inde eritilir.

6. 0,05 N. NaOH gézeltisi: 2 g NaOH tartilir bir miktar suda eritilir ve son hacim saf su

ile 1 litreye tamamlanur.

Deneyin Yapihist : 0.2 m! plazma izerine 0.8 ml fosfat tamponu eklenir ve iizerine
0.025 ml BHT, 0.5 ml TCA cklenir. Tiipler vorteksle kanstinlir ve 2 saat inkibe edilir.
Inkiibasyondan sonra 2000 devir/dk da 15 dk santrifiyj edilir astteki sipernatantdan 1 ml
alinarak bagka bir tiipe aktarihr. Uzerine 0.075 ml 0.1 M’lik EDTA ve 0.25 ml %1’lik TBA
ilave edilir. Tipler vorteksle kangtinlir ve kaynar su banyosunda 15 dk bekletilir. Cesme suyu
altinda sogutulduktan sonra spektrofotometrede 532 nm’deki absorbanslan okunur. Elde edilen
sonuglar MDA-TBA kompleksinin 532 nm’deki ekstinksiyon katsayisindan yararlamlarak

nmol/ml cinsinden degerleni bulunur.
Hesaplanmasi:

MDA’nin 532 nm’de & katsayist: 1.56x10°cm™ M dir.
a= Ekstinksiyon katsayisi

b= Isik yolu

C= Konsantrasyon

A=Absorbans

A=axbxc

C=A/axb

C(nmol/ml)= Ax64.76

3.2.1.2. Dokuda MDA Tayini

Dokuda MDA olgiimii Ohkawa ve arkadaslarmin MDA nin asidik ortamda
tiyobarbitiirik asitle olusturdugu rengin 532 nm’de absorbansinin dlgiilmesi prensibine dayanan

metod uygulandi1 (Okhawa, et al., 1979).
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Karaciger dokulart MDA diizeylerinin 6lgiimii igin 0.15M KCI tamponunda %10’luk
homojenat olacak sekilde, buz igerisinde bulunan Potter-Elvehjem tipi cam homojenizator
kullamlarak soguk KCl tamponu ile homojenize edildi. Homejenizatlar 4000rpm’de 10 dk

santrifiyj edildi ve elde edilen siipernatantlar 6rmek olarak kullamldi.
Ayiraglar:

1. %8’lik SDS (sodyum dodesilsiilfat) ¢ozeltisi: 8 gr. SDS tartilip, son hacim 100

ml’ye tamamlanir.

2. %0.8’lik TBA ¢ozeltisi: 0,8 gr. TBA tartilip, son hacim saf su ile 100 ml.’ye

tamamlanir.
3. %20’lik asetik asit ¢ozeltisi: 20 ml. asetik asit almarak, 100 ml.’ye tamamlanr.

4, Butanol/piridin (15:1) ¢o6zeltisi: 15 birim butanole kargilik 1 birim piridin
alinarak karigtinlir.

5. Calisma standarti: 10 umol / ml 1,1,3,3-tetractoksipropan (TEP)

Doku MDA analizi agagidaki ¢izelge 3.1."de goriildiigi gibi gergeklestirildi.

Cizelge 3.1. Dokuda MDA analizi

Ayrraglar Kor Std Numune
Su 0,2ml - -
Ornek - - 0,2 ml
TEP - 0,2 ml -
SDS 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
Asetik asit 1,5 ml 1,5 ml 1,5ml
TBA 1,5ml 1,5 ml 1,5 ml
Saf su 0,6 ml 0,6 ml 0,6 ml
Inkiibasyon Kaynar su banyosunda 1 saat
Sogutma Cesme suyu ile

Su 1 ml 1 ml I ml
Butanol / piridin 5ml 5ml 5ml
Santrifiij 4000 x g,10 dk istteki organik faz alinir
Okuma 532 nm'de kore kars1 yapilir
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Hesaplanmasi: MDA’nin 532 nm’deki ekstinksiyon katsayisi (1.56x105 M' cm?)

kullanilarak hesaplandi ve sonuglar nmol/mg protein olarak ifade edildi.

C(nmol/mg)= Ax320.05
3.2.2. Glutatyon peroksidaz (GSH - Px) tayini

GSH-Px tayini UV metodla ¢aligan Randox marka ticari kit kullanilarak yapildi. Deneyin
prensibi Paglia ve Valentine’nin metoduna dayanmaktadir (Randox, 1997; Paglia, et al., 1967).
Glutatyon peroksidaz, kiimen hidroperoksit ile glutatyonun oksidasyonunu katalize eder.
Okside glutatyon (GSSG) glutatyon rediiktaz (GSH-Red) ve NADPH varliginda hemen rediikte
forma donisiir ve NADPH NADP" ye okside olur. NADPH miktarinda meydana gelen azalma

340 nm’ de 1 cm’lik 151k yoluna sahip kiivetler kullanilarak Slgiim havaya kars: yapilir.
2GSH+ROOH ™ . ROH +GSSG + H,0

GSSG+ NADPH + H- SHRe4, NADP* + 2GSH

3.2.2.1. Kitte bulunan cozeltiler

1. Kumen Hydroperoxide: Kumen hydroperoxitten 10 pl alinir ve 10 ml distile su ile

hizlica ¢alkalayarak taze giinliik olarak hazirlanir.

2. Seyreltme ajani (Diliienf): Liyofilize Diliient (4 numarali flakon) iizerine 200 m]

distile su eklenerek hazirlanir.
3. Tampon: Fosfat tampdnu 0.05 ml/L, pH 7.2
‘4, Reaktif: (Glutatyon, glutatyon rediiktaz, NADPH.) 10 ml. tampon ilave edilir.

Drapkin soliisyonu: Hassas terazide 1 gr. sodyum bikorbonat, 0.2 gr. potasyum

ferrisiyanid, 0.052 gr. potasyum siyanid tartilip, distile su ile 1 litreye tamamlandh.
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3.2.2.2. Deneyin Yapilis:

Karaciger dokulari soguk 0.05 M fosfat tamponunda ve buz igerisinde bulunan
homojenizatér ile homojenize edildi. %10’luk karaciger doku homojenatlar1 4000 devirde 10 dk

santrifiij edildikten sonra siipernatant &rnek olarak alindi.

-

Numune: Heparinize total kan ve doku siipernatant.

50 ul heparinize total kan iizerine 1 ml diliisyon gozeltisi ilave edilip, 5 dk’lik
inkiibasyondan sonra iizerine 1ml drabkin ¢6zeltisi eklenerek vortekste kartstirihr. Dokuda ise doku
siipernatantindan 50ul almir ve iizerine 2 ml diliisyon ¢6zeltisinden eklenerek 5 dk’lik

inkiibasyondan sonra vortekste kanistirildi.  Analiz asagidaki sekilde gergeklestirildi.

Numune (Hemolizat) Numune Korii

Dilue hemolizat 20 pl -

Distile su - 20 pl
Reaktif 1 ml I ml
Cumen hydroksid 40 pl 40 pl

Karstirihp 37 °C’de birer dakika ara ile 3 defa 340 nm’de absorbans degerleri okundu.

Hesaplanmasi: AA/dk X 8412= U/L cinsinden hesaplanan glutatyon peroksidaz enzim
aktivitesi diliisyon katsayisi olan 41 ile ¢arpildiktan sonra Hb’ne boliinerek U/gHb cinsinden degeri
hesaplandi. Dokuda ise U/mg protein olarak ifade edildi.

3.2.3. Siiperoksit dismutaz (SOD) tayini

Bu galismada eritrosit SOD dl¢iimii Randox’un RANSOD marka ticari kit kullanilarak
gergeklestirildi (Randox, 1997; Flohe, et al., 1984).

3.2.3.1. Metodun prensibi

SOD enzimi siiperoksit radikalinin H,O,’e dismutasyon reaksiyonunu kataliz eder
(Flohe, et al., 1984). Bu metodun prensibi ksantin ve ksantin oksidazin siiperoksit olugturarak

INT ile reaksiyona girmesi sonucu olugan kirmizi renkli formazon boyasinin 505 nm dalga boyunda
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1 cm’lik 151k yoluna sahip kiivetlerde havaya kargi §l¢tim yapilmasi esasina dayanmaktadir. SOD

enzim aktivitesi bu reaksiyonun inhibisyon derecesine gre hesaplanir.

XOD

Ksantin ~ Qﬁk acid +O, "
IN.T.+0,"—» Formazon
veya

20,- +2H—3P _§ H,0,+0,

3.2.3.2. Kitte bulunan avyiraclar

1. Mixed Substrat: Ksantin Oksidaz, 2-(-iodophenyl)-3-(4-nitrophenol)-5-phenyl

tetrazolium chloride (LLN.T): Bir flakon mixed substrat 20 ml. buffer ile ¢oziiliir.

2. Buffer: Kit iginde pH 10,2 olacak sekilde hazirlanmig olarak bulunan tampon.

3. Ksantin oksidaz: 1 flakon ksantin oksidaza 10 ml. redistile su ilave edilerek
hazirlanr.,
4, Standart: 1 flakon standarda 10 ml. redistile su ilave edilerek hazirlanir.

3.2.3.3. Deneyin Yapilisi

Heparinli tiipe alinmis total kandan 0.5 ml alimp 10 dk 3000 rpm’de santrifiij edilerek
tistteki plazma atildi, daha sonra eritrositler 4 kez 3 ml % 0.9 NaCl ¢ozeltisi ile yikand: ve her

seferinde 3000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi.

Y ikanmug eritrosit siispansiyonu, soguk redistile su ile 2 ml olacak sekilde tamamlanip karigim
+4 °C’de 15 dk bekletildi. Elde edilen lizatlar 0.01 mmol/l fosfat tamponu ile (pH=7.0) %
inhibisyon, % 30-60 arasina diisecek sekilde diliie edildi.

Dokular &zel 8nlemler olmadan homojenize edildigi zaman dehidrojenaz hizli bir sekilde
oksidaz enzimine déniigebilir. Bu yiizden karaciger dokulari homojenize edilirken homojenizasyon

buz iginde soguk tamponda yapildi. Béylece bu doniigiim engellenmis oldu. Doku siipernatantindan
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alinarak soguk redistile su ile son hacim 2 ml olacak sekilde tamamlanarak vortekste karigtirildi ve

diger islemler eritrosit siispansiyonlarinda oldugu gibi gergeklestirildi.

3.2.3.4. Standartlarin Hazirlanmasi

-

Standart egri igin standart sollisyonlarin hazirlanisi kit prosediiriine gére yapildi. Standart 6
flakonu olan 4 numarali flakon 10 ml redistile su ile sulandirilir. Bundan 5 ml alinip, iizerine 5 ml

“sample diliient’” eklenir. S5 elde edilir.
S 6 = Diliie edilmemis standart
S5 =5ml S6 +5 ml sample diliient
S4 =5ml S5 + 5 ml sample diliient
S3 =5ml S4 + 5 ml sample diliient
S2 =5ml S3 + 6 ml sample diliient
S1 = Sample diltient’in kendisidir. ,

Deneyin yapilis::

»

Cahyma Korii Standart Seyreltilmis Ornek

Numune - - 0,05 ml
Standart - | 0,05 ml -
Fosfat tamponu 0,05 ml - -
Substrat karisim 1,7 ml 1,7 ml 1,7 ml

Kiivetler iyice altiist edilerek karigtirildi

Ksantin oksidaz 0,25 ml 0,25 ml 0,25 ml

Kiivetler vortekste karistirildi ve 505 nm’de 30 sn sonra havaya kars1 ilk absorbansi okundu

(A;). Bundan 3dk sonra ise 2. absorbanslari okundu (A;). Ayni iglemler standartlar i¢inde yapildi.
Once asagidaki formiilden % inhibisyonlar hesaplandi

% inhibisyon=100-[(AA numune(Standart))/ AA ¢aligma korii]x100
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SOD standartlarinin konsantrasyonlarina kargilik % inhibisyonlar1 hesaplanarak ¢izilen
standart grafiginde, elde edilen numune inhibisyonu isaretlenerek konsantrasyonlari bulundu daha
sonra okunan degerler her bir 6rnegin kendi diliisyon katsay1st ile garpilarak eritrositler igin
hemoglobine boliinmiis U/gr Hb dokuda ise proteine béliinerek U/mg protein cinsinden

aktiviteleri tayin edildi.

-

3.2.4. istatistiki analizler

Sonuglarn istatistiki olarak degerlendirilmesinde agagidaki formiillerden yararlanildi. Ayrica
* kaleidagraph ve SPSS paket programi kullanilarak Mann — Whitney U testi ve Kruskal Wallis
testi uygulanarak istatistiki analizler gergeklestirildi (Kocagaliskan, 2000; Ozdamar, 1999;
Diizgiines, vd., 1983). '

Aritmetik ortalama:
r=2X
N

Standart hata : Sh (SE)

Ss

~

Sh =

Farkin standart hatasi : Ssd

Ssd =¥ (Sh;)? +(Sh,)?



“t” degeri :

_Xi-%

Ssd

h : Toplama igareti
N : Analiz say1s1 ( Vaka sayisi1 )
L= : Ortalamaya girecek sonuglarin herbiri
X : Ortalamaya girecek sonuglarin toplami
> x? : Sonuglarn karelerinin toplam
> x)2 : Sonuglarin toplamlarinin karesi
)-(T : Aragtirmaya alinan birinci grubun ortalamasi
%2 : Aragtirmaya alinan ikinci grunbun ortalamasi
Sh, : Birinci grubun standart hatasi
Sh, : ikinci grubun standart hatast
(N+N)-2 : Serbestlik decesi
“t” : Kritik oran
P : Probabilite (Onemlilik derecesi) diye adlandirilir. “t”degerleri

hesaplandiktan sonar énemlilik derecesi (P), t cetvelinden bulundu’

62
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4. SONUCLAR

Ortalama agirliklar1 1750 — 2500 gr. arasinda olan istanbul Universitesi, DETAM’dan
temin ettigimiz Orctolagus cuniculus tiirii tavsanlar APS, koter ve bistiiri ile opere edilip;
operasyon esnasinda, operasyon sonrast ii¢iincii giinde ve bir hafta sonra gergeklestirilen ikinci
operasyon sirasindaki karaciger dokusu ve kan orneklerinde GSHPx, SOD enzimleri ile lipit
peroksidasyon gostergesi olan MDA tayinleri gergeklestirildi. Biitiin - parametrelerin
karsilastirilmas: istatistiki olarak Mann — Whitney U testi, Kruskal Wallis testi, eslestirilmis t
testi ve bagimsiz gruplarda t testi ile korelasyon testi uygulandi. Analizlerimizin toplu sonuglar

gizelge 4.1.,4.2.,4.3.,4.4,,4.5.,4.6. ve 4.7.”de gosterilmistir.

Cizelge 4.1, 4.2, 4.6, ve sekil 4.1, 4.2 ve 4.3'de goriildiigl gibi d¢lii kiyaslamada plazma
MDA &igiimlerinde reoperasyonda gruplar arasinda istatistiksel yonden anlamli fark bulundu
(p<0,05); yapilan ikili kiyaslamalarda ise koter-APS arasinda istatistiksel olarak anlaml fark
bulundu (p<0,05).

Cizelge 4.1, 4.3, 4.7 ve sekil 4.10 ve 4.11'de goriildiigii gibi doku MDA bakimindan
reoperasyonda gruplar arasinda istatistiksel ydnden anlamli fark bulundu (p<0,05). ikili
kiyaslamalarda ise kontrol - APS ve koter - APS arasinda istatistiksel bakimindan anlamls fark
bulunurken (p<0,05), kontrol-koter arasinda ise fark bulunmadi (p>0,05).

Cizelge 4.1, 4.2, 4.4, 4.6 ve sekil 4.4, 4.5 ve 4.6 da gorildigt gibi gl
kiyaslamalarda; Eritrosit SOD 6l¢iimlerinden postoperasyon ve reoperasyonda istatistiksel
bakimdan anlamh fark bulundu (p<0,05). ikili kiyaslamalarda; postoperasyonda koter-APS ve
kontrol-APS arasinda anlamh fark bulundu (p<0,05 ).

Cizelge 4.1, 4.3, 4.5, 4.7 ve sekil 4.12, 4.13 de goriildiigi gibi; ticlii kiyaslamalarda
doku SOD &lgiimlerinde reoperasyonda anlamli fark bulunmazken (p>0,05); ikili
kiyaslamalarda ise koter-APS arasinda fark bulundu (p<0,05).

Cizelge 4.1, 4.2, 4.4, 4.6 ve sekil 4.7, 4.8 ve 4.9 da total kan GSH-Px degerleri ve
cizelge 4.1, 4.3, 4.5, 4.7 ve sekil 4.14 ve 4.15 doku GSH-Px degerlerinde her iki analizde de

istatistiksel bakimdan anlami: fark bulunmamlstlr (p>0,05).
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Cizelge 4.1. Kruskal-Wallis testine gére her ii¢ grubun (kontrol, koter ve APS'nin)

kargilagtirilmasi
Parametreler | Birimler Gruplar N X+ SD X+ SE P
- Operasyon Kontrol 3,173 £ 0,233 3,173+ 0,135
Koter 6 3,443 + 1,207 3,443 + 0,493 P>0,05
APS 19 2,842 + 0,988 2,842 + 0,23
Postoperasyon Kontrol 3 3,281+ 0,615 3,281 £ 0,355
Plazma MDA nmol /m Koter 6 3,518 + 1,200 3,518+ 0,490‘. P>0,05
APS 19 3,019 + 0,905 3,019+ 0,207
Reoperasyon Kontrol 3 3,194 £ 0,527 3,194 £ 0,30
Koter 6 3,248 + 0,445 3,248+ 0,18 P< 0,05*
APS 19 2,600 £ 0,471 2,600+ 0,11
nmol / mg Operasyon Kontrol 4,902 £ 1,724 4,902 + 1,634
Koter 6 11,950 + 9,839 11,950 + 1,991 P>0,05
Doku MDA APS 18 8,785+9,114 8,785+ 0,488
protein Reoperasyon Kontrol 7,702 + 1,422 7,702 + 2,567
Koter 6 8,000 + 4,350 8,000 = 1,333 P<0,05*
APS 13 3,291 £ 2,032 3,291 £ 0,912
U/ gHb Operasyoﬁ Kontrol 3 9124,75 + 7327,50 | 9124,75 + 4230,5f7
Koter 6 1725,24 + 1325,73 | 1725,24 + 541,228 | P> 0,05
Eritrosit SOD APS 12 | 2032,39 + 1840,09 | 2032,39 + 531,189
Postoperasyon Kontrol 3 3044,57+ 676,29 | 3044,57 + 390,454
Koter 6 |6037,87+5970,405| 6037,87 +1006,31 | P<0,05*
APS 12 1346,54 £ 964,18 | 1346,54 + 278,335
Reoperasyon Kontrol 3 1617,57 + 806,73 1617,57 + 465,765
Koter 6 | 5211,47+£8992,16 | 5211, 47 +3671,035| P> 0,05
APS 12 | 3414,76 + 3940,87 | 3414,76 £ 1137,631
nmol / mg Operasyon Kontrol 3 23,72 + 33,49 23,72+ 13,67
Koter 6 16,505 + 23,817 16,505 =+ 2,750 P> 0,05
Doku SOD APS 14 6,682 + 2,421 6,682 + 0,477
protein Reoperasyon Kontrol 3 5,85 +3,27 5,85+ 3,37
Koter 6 20,527 + 217,347 20,527 + 3,421 P>0,05
APS 13 6,16 + 6,85 6,16 + 1,68
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Operasyon Kontrol 3 108,656 + 48,413 108,656 + 27.493
Total Kan Koter 6 201,382 + 152,062 201,382+ 62,08 P>0,05
GSHP x U/gHb APS 11 177,332 + 112,384 177,332 + 33,89
f’ostoperasyon Kontrol 3 127,207 + 78,042 127,207 + 45,06
Koter 6 200,152 3 167,966 200,152 + 68,57 | P>0,05
APS 8 132,859 + 172,572 132,859 + 61,01
Reoperasyon Kontrol 3 233,638 + 104,884 233,638 + 60,55
Koter 6 116,681 + 79,112 116,681 +32;30| P>0,05
APS 12 122,056 + 63,393 122,056 + 18,30
Operasyon Kontrol 3 1,276 + 0,712 1,276 + 0,41
Koter 6 1,425 £ 0,496 1,425+0,202| P>0,05
Doku GSHP x U/mg APS 14 2,712 + 3,892 2,712+ 1,04
protein Reoperasyon Kontrol 3 1,107 £ 0,484 1,107 £ 0,28
Koter 6 0,759 + 0,909 0,759+ 0,37 | P>0,05
APS 12 2,711 + 5,242 2,711 £ 1,51
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Cizelge 4.2. Koter ve kontrol gruplarina ait plazma, MDA, eritrosit SOD, total kan, GSHPx

degerleri

Parametreler Birimler | Gruplar | n X+ SD X+ Sh P
Plazma MDA nmol / m! | Koter 6 3,443 + 1,207 3,443 £0,493| P>0,05
(operasyon) T [Kontrol | 3 3,173 + 0,233 3,173 £0,135
Plazma MDA nmol /m! | Koter 6 3,518+ 1,200 3,518 0,490 P> 0,05
(postoperasyon) Kontrol 3 3,28+ 0,615 3,28 + 0,355
Plazma MDA nmol /m! | Koter 6 3,248 + 0,445 3,248+0,18| P> 0,05
(reoperasyon) Kontrol 3 3,194 £ 0,527 3,194+ 0,30 *
Eritrosit SOD U/gHb | Koter 6 | 1725,23741325,733 1725,237 + 541,228 | P> 0,05
(operasyon) Kontrol 3| 9124,742 + 7327,469 9124,742 + 4230,517
Eritrosit SOD U/gHb | Koter 6 | 6037,874+5970,405 6037,874 +2437,408 | P> 0,05
(postoperasyon) Kontrol 3 3044,570 + 676,285 3044,570 + 390,454
Eritrosit SOD U/gHb |Koter 6 | 5211,472 +8992,164 5211,472 +3671,035| P> 0,05
(reoperasyon) Kontrol 3 1617,568 + 806,729 1617,568 + 465,765
Total Kan GSHP x U/gHb | Koter 6 201,382 + 152,062 201,382+ 62,08 | P> 0,05
(operasyon) Kontrol 3 108,656 + 48,413 108,656 + 27,493
Total Kan GSHP x U/gHb | Koter 6 200,152 + 167, 966 200,152 £ 68,57 | P> 0,05
(postoperasyon) Kontrol 3 127,207 + 78,042 127,207 + 45,06
Total Kan GSHP x U/gHb | Koter 6 116,681 + 79,112 116,681 = 32,30 | P> 0,05
(rcoperasyon) Kontrol 3 233,638 + 104,884 233,638 * 60,55
Cizelge 4.3. Koter ve kontrol gruplarina ait doku, MDA, SOD, GSHPx degerleri

Parametreler Birimler | Gruplar | n X+ SD X+ Sh P
Doku MDA nmol / mg | Koter 6 11,952 + 9,841 11,952 + 4,017 P>0,05
(operasyon) Protein Kontrol 3 4,902 + 1,724 4,902 + 0,996
Doku MDA nmol / mg | Koter 6 8,000 + 4,350 8,000 + 1,776 P>0,05
(reoperasyon) Protein Kontrol 3 7,704 + 1,423 7,704 + 0,821
Doku SOD U/mg |Koter 6 16,505 + 23,817 16,505 + 9,723 P> 0,05
(operasyon) protein | Kontrol 3 23,72 + 33,489 23,72 + 19,335
Doku SOD U/mg |Koter 6 20,527 + 27,347 20,527 £ 3,421 P>0,05
(reoperasyon) protein | Kontrol 3 5,85+ 3,27 2,790 + 0,93
Doku GSHP x U/mg |Koter 6 1,425 £ 0,496 1,425 + 0,202 P> 0,05
(operasyon) protein | Kontrol 3 1,276 + 0,712 1,276 + 0,41
Doku GSHP x U/mg | Koter ’ 6 0,759 + 0,909 0,759 + 0,37 P> 0,05
(rcoperasyon) protein | Kontrol 3 1,107 £ 0,484 1,107 £ 0,28

Cizelge 4.4. APS ve Koter gruplarina ait plazma, MDA, eritrosit SOD, total kan, GSHPx degerleri
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Parametreler Birimler | Gruplar | n X+ SD X4+ Sh P
Plazma MDA nmol / ml | Koter 3,443 +£1,207 3,443 £ 0,493 | P>0,05
(operasyon) APS 19 2,842 % 0,988 2,842 0,23
Plazma MDA nmol / ml | Koter 6 3,518+ 1,200 3,518+ 0,490 | P>0,05
(postoperasyon) ~ |APS 19 3,019 + 0,905 3,019 + 0,207
Plazma MDA nmol / ml | Koter 6 3,248 + 0,445 3,248 £0,18 | P<0,05*
(reoperasyon) APS 19 2,600 + 0,471 2,600+ 0,11
Eritrosit SOD U/gHb | Koter 6 | 1725,237+1325,733 1725,237 + 541,228 | P> 0,05
(operasyon) APS 12 | 2032,385 + 1840,093 2032,385+ 531,189 -
Eritrosit SOD U/gHb | Koter 6 | 6037,874 +5970,405 6037,874 + 2437,408 | P < 0,05 *
(postoperasyon) APS 12 1346,542 + 964,180 1346,542 + 278,335
Eritrosit SOD U/gHb | Koter 6 | 5211,472 4 8992,164 5211,472+3671,035| P>0,05
(reoperasyon) _ APS 12| 3414,762 + 3940,869 3414,762 + 1137,631
Total Kan GSHP x U/gHb |Koter 6 201,382 + 152,062 201,382 + 62,08 | P>0,05
(operasyon) APS 11 177,332+ 112,384 177,332 + 33,89
Total Kan GSHP x U/gHb | Koter 6 200,152 + 167, 966 200,152 + 68,57 P> 0,05
(postoperasyon) APS 8 132,859 + 172,572 132,859 + 61,01
Totat Kan GSHP x U/gHb | Koter 6 116,681 £ 79,112 116,681 +32,30| P> 0,05
(reoperasyon) APS 12 122,056 + 63,393 122,056 + 18,30
Cizelge 4.5. APS ve Koter gruplarina ait doku, MDA, SOD, GSHPx degerleri

. "

Paramétreler Birimier | Gruplar | n X+ SD X+ Sh P
Doku MDA nmol / mg | Koter 6 11,952 £ 9,841 11,952 + 4,017 P>0,05
(operasyon) Protein APS 18 8,786 £ 9,116 8,786+ 2,148
Doku MDA nmol / mg | Koter 6 8,000 + 4,350 8,000+ 1,776 P<0,05*
(rcoperasyon) Protein APS 13 3,291 £ 2,031 3.291 + 0,563
Doku SOD U/mg |Koter 6 16,505 + 23,817 16,505 + 9,723 P> 0,05
(operasyon) protein | APS 14 6,682 + 2,421 6,682 + 0,647
Doku SOD U/mg |Koter 6 20,527 + 27,347 20,527 + 3,421 P< 0,05*
(reoperasyon) protein | APS 13 6,16 6,85 6,049 + 0,465
Doku GSHP x U/mg | Koter 6 1,425 £ 0,496 1,425 + 0,202 P> 0,05
(operasyon) protein | APS 14 2,712 + 3,892 2,712 + 1,04
Doku GSHP x U/mg |Koter 6 0,759 £+ 0,909 0,759 + 0,37 P> 0,05
(reoperasyon) protein | APS 12 2,’} 115,242 2,711 £ 1,51

Cizelge 4.6. APS ve kontrol gruplarmna ait plazma, MDA, eritrosit SOD, total kan, GSHPx

degerleri




Cizelge 4.6. APS

degerleri
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ve kontrol gruplarina ait plazma, MDA, eritrosit SOD, total kan, GSHPx

Parametreler Birimler | Gruplar | n X+ SD X+ Sh P
Plazma MDA nmol / ml | Kontrol 3 3,173 £0,233 3,173£0,135{ P>0,05
(operasyon) APS 19 2,842 + 0,988 2,842+ 0,23
Plazma MDA nmol /ml | Kontrol 3 3,28 £ 0,615 3,28+ 0,355 P>0,05
(postoperasyon) APS 19 3,019+ 0,905 3,019+ 0,207
Plazma MDA nmol /ml | Kontrol 3 3,194 £ 0,527 3,194+0,30( P>0,05
(reoperasyon) APS 19 2,600+ 0,471 2,600+ 0,11
Eritrosit SOD U/gHb | Kontrol 3 | 9124,742 + 7327,469 9124,742 + 4230,517| P> 0,05
(opcrasyon) APS 12| 2032,385 + 1840,093 2032,385 + 531,189
Eritrosit SOD U/gHb [ Kontrol 3 3044,570 + 676,285 3044,570 + 390,454 | P < 0,05 *
(postoperasyon) APS 12 1346,542 + 964,180 1346,542 + 278,335
Eritrosit SOD U/gHb | Kontrol 3 1617,568 + 806,729 1617,568 + 465,765 | P >0,05
(rcopcrasyon) APS 12| 3414,762 £+ 3940,869 3414,762 + 1137,631
Total Kan GSHP x U/gHb [ Kontro} 3 108,656 + 48,413 108,656 + 27,493 | P> 0,05
(opcrasyon) APS 11 177,332+ 112,384 177,332 + 33,89
Total Kan GSHP x U/glb | Kontrol 3 127,207 + 78,042 127,207 + 45,06 | P> 0,05
(postopcrasyon) APS 8 132,859 £ 172,572 132,859 + 61,01
Total Kan GSHP x U/gHb | Kontrol 3 233,638 + 104,884 233,638 + 60,55 P>0,05
(reoperasyon) APS 12 122,056 + 63,293 122,056 + 18,30
Cizelge 4.7. APS ve kontrol gruplarina ait doku, MDA, SOD, GSHPx degerleri

Parametreler Birimler | Gruplar | n X+ SD X+ Sh |
Doku MDA nmol / mg | Kontrol 3 4,902 + 1,724 4,902+ 0,996| P>0,05
(operasyon) Protein APS 18 8,786+ 9,116 8,786 £ 2,148
Doku MDA nmol / ml | Kontrol 3 7,704 & 1,423 7,704 £ 0,821 | P < 0,05 *
(reoperasyon) protein APS 13 3,291 2,031 3,291 £ 0,563
Doku SOD U/mg | Kontrol 3 23,72 + 33,489 23,724 19,335 P>0,05

| (operasyon) protein | APS 14 6,682 + 2,421 6,682 % 0,647
Doku SOD U/mg | Kontrol 3 5,85+ 3,27 2,790+0,93 | P>0,05
(reopcrasyon) protein | APS 13 6,16 + 6,85 6,049 + 0,465
Doku GSHP x U/mg | Kontrol 3 1,276 £ 0,712 1,276 £ 0,41 P>0,05
(operasyon) protein | APS 14 2,712 + 3,892 2,712+ 1,04
Doku GSHP x U/mg | Kontrol 3 1,107 + 0,484 1,107+ 0,28 | P>0,05
(rcopcrasyon) protein APS 12 2,711 45,242 2,711 £ 1,51
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Yine yapmis oldugumuz korelasyon analizlerinde APS ile yapilan reoperasyon, doku
SOD ve GSH-Px degerleri arasinda pozitif bir korelasyon bulunurken ( r=0.751; p<0,005);
reoperasyon  kontrol grubunda plazma MDA ile GSH-Px degerleri arasinda negatif bir
korelasyon (1= -1; p<0,008); koter grubu postoperasyon plazma SOD ile GSH-Px arasinda
yapilan korelasyon hesaplamasinda negatif bir iliski (= -0.862; p<0.027); postoperasyon APS
grubu plazma SOD ile MDA arasinda ise pozitif bir korelasyon tespit edildi (= 0.601; p<0.03).
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# Koter Grubu x:3.443 + 1.207
5 @ Kontrol Gruby x:3.173 + 0.233
B APS Grubu x:2.842 + 0.988

Plazma MDAnmol/mi
(operasyon)

Sekil 4.1. Operasyon sirasmda plazma MDA seviyelerini gosteren diyagram

Koter Grubu x:3.518 + 1.200
Kontrol Grubu »x:3.28 + 0.615
5 ¥ ASP Grubu x:3.019 + 0.905
-2 B
E3 47
s D r
ES ol
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Sekil 4.2, Postoperasyonda (3. Giin) plazma MDA seviyelerini gésteren diyagram



n

£ Koter Grubu x:3.248 + 0.445
¥ Kontrol Grubu x:3.194 + 0.527 -
APS Grubu x:2.600 + 0.471

Plazma MDA nmel/mi
(reoperasyon)

Sekil 4.3. Reoperasyon sirasinda plazma MDA diizeylerini gosteren diyagram

. Koter Grubu x:1725.237 + 1325.7
1 Kontrol Grubux:9124.742 + 7327 .5

21¢ APS Grubu  x: 2032.385 +1840.0

b
a

-

T T T T T T T T T

Eritrosit SOD U/ghb
(operasyon)
a

Sekil 4.4, Operasyon sirasinda eritrosit SOD diizeylerini gosteren diyagram



Eritrosit SOD u/ghb
{postoperasyon (3. gan))
N = N n
-§8EBaza

Koter Grubu x: 6037.87 + 5870.4
{1 Kontrol Grubu x: 3044.57 + 676.2
APS Grubu x: 134654 + 964.18

Sekil 4.5. Postoperasyonda (3. Giin) eritrosit SOD diizeylerini gdsteren diyagram

21¢*
%,\ 15 10*
Sg
08 4
11
o
g@
i 5000
0

Bl Koter Grubu x:5211.47 + 8992.16
B Kontrol Grubu x:1617.57 + 806.73
B APS Grubu x: 3414.76 + 3940.87

L2 B R s M et |

$ekil 4.6. Reoperasyon swrasmda eritrosit SOD diizeylerini gosteren diyagram




Kontrot Grubu x: 108.656 + 48.41
B APS Grubux:177.332 + 112.384

‘© Koter Grubu x: 201.382 + 152.06;{

g€ & &

»
8
T

Total Kan GSH-Px U/ghb
(operasyon)
8
.

Sekil 4.7. Operasyon sirasinda total kan GSH-Px diizeylerini gsteren diyagram

Koter Grubu x: 200.152 + 167.96
Kontrol Grubu x : 127.207 + 78.043
B APS Grubu x:132.859 + 172,572

lght
(postoperasyon(3.gin))
8 8 & 8

Total Kan GSH-PxU

-
8
Ty

(-4
Tt

Sekil 4.8. Postoperasyonda (3. Giin) total kan GSH-Px diizeylerini gdsteren diyagram
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‘E] Koter Grubu x: 116.681 + 79.112
500 1 [ Konfrol Grubu x: 233.638 + 104.88¢
F APS Grubu x: 122.056 +63.293 -

Total Kan GSH-Px U/ghb
(reoperasyon)

Sekil 4.9. Reoperasyon sirasmda total kan GSH-Px diizeylerini gésteren diyagram

Koter Grubu x: 11.950 + 9.839
30 ~ :} L} Kontrol Grubu x: 4.902 + 1.72
: B APSGrubux:8785+9.114

' Doku MDA nmol/mgprotein
(Operasyon)
e
T

Sekil 4.10. Operasyon sirasmda doku MDA diizeylerini gosteren diyagram
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Sekil 4.11. Reoperasyon sirasmda doku MDA diizeylerini gosteren diyagram

100 ~ ‘ E  Koter Grubu x: 16.505
i J ' B Kontrol Grubu x: 23.72 + 3.49

[ ’ APS Grubu x:6.682 + 2.421
2 80 .
o -
. n_ . i
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Sekil 4.12. Operasyon sirasmda doku SOD diizeylerini gsteren diyagram



CE Koter Grubu x:20.527 + 27.347
N Kontrol Grubu x: 5.85 + 3.27
40 | B APSGubux6.16+6.85

T

Doku SOD nmol/mgprotein
(reoperasyon)

Sekil 4.13. Reoperasyon sirasmda doku SOD diizeylerini gbsteren diyagram
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Koter Grubu x: 1.425 + 0.496 -
Konirol Grubu x: 1.276 +0.712
B APS Grubu x:2.712 +3.892

Doku GSH-Px U/mgprotein
(Operasyon) '
O “NWAIGIGMNGB N ®

$ekil 4.14 Operasyon sirasinda doku GSH-Px diizeylerini gésteren diyagram




[ Koter Grubu x: 0.759 + 0.909
10~ T Kontrol Grubu x: 1.107 + 0.48
N B APS Grubux:2.711 + 5242

Doku G8SH-Px U/mgprotein
(Reoperasyon)

Sekil 4.15. Reoperasyon sirasinda doku GSH-Px ditzeylerini gosteren diyagram

Her ii¢ deneme grubumuza ait elde ettifimiz analiz sonuglan arasinda istatistiki agtdan
bir korelasyon olup olmadigm belirlemek amaciyla SPSS paket programmda korelasyon
hesaplamasi gergeklestirildi. Bu hesaplamamiz sonucunda sekil 4.16.’da gorildiigin gibi APS
ile yapilan reoperasyon aninda, dokuda &lgiilen SOD ve GSH ~ Px degerleri arasmda pozitif bir
korelasyon bulunurken (r=0,751; p < 0,005); kontrol grubunda reoperasyon plazma MDA ile
total kan GSH - Px degierleri arasmda (gekil 4.17.) negatif bir korelasyon (r=-1; p<0,008) tespit
edildi. Koter grubu postoperasyon eritrosit SOD ile total kan GSH — Px arasinda yapilan
korelasyon hesaplamasmda ise (sekil 4.18) negatif bir iligki bulunurken (r=-0,862; p<0,027);
APS grubu postoperasyon plazma SOD ile MDA arasmda ise (sekil 4.19) pozitif bir korelasyon
tespit edildi (r=0,601; p<0,03).
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5. TARTISMA
5.1. Metodlarin Tartismasi

Son zamanlarda serbest radikallerin yol agtifi hastaliklarla ilgili aragtirmalar 6nem
kazanmigtir. Serbest radikaller yasam boyunca hem endojen hemde eksojen kaynaklardan
olusurlar ve organizmada serbest radikallerin zararli etkilerini ortaya koymadan,
etkisizlestirilmesini saglayan giiclii antioksidan savunma sistemleri vardir. Serbest radikallerin
olusum hiziyla etkisizlestirme hizi dengede oldugu siirece organizma bu bilesiklerden
etkilenmemektedir. Buna kargilik antioksidan savunma azalir veya bu bilesiklerin olugum hizi
sistemin savunma giiciinii agsarsa bu denge bozulmakta ve serbest radikallere bagli zararli etkiler
ortaya ¢ikmaktadir. Cesitli klinik, epidemiyolojik ve deneysel galigmalar serbest radikal ve lipit
peroksidasyonu ile karsinogenez, yaglanma, akciger hastaliklari, diabet ve diabet
komplikasyonlari gibi hastaliklar arasinda bir iligki bulundugunu géstermektedir (Uysal, 1998;
Tanakol, 1998; Kizilay, 1998; Mehmetgik, 1994; Seven, 1995 ).

Serbest radikalleri dogrudan Glgmek zordur. Onun igin bunlarin yerine oksidasyon
iiriinleri 6l¢iiliir, Bu iiriinlerden en ¢ok dlgiileni ise MDA’dir. MDA ise en hassas sekilde HPLC
ile ol¢iilir. Ayrica manuel metodlarla da MDA 6lgiilebilmektedir. En hassas &lgiim HPLC ile
olmakta birlikte bu teknik pahali bir sistem oldugundan bunun yerine gogunlukla manuel
metodla MDA tayini tercih edilir (Slater, 1994; Draper, et al., 1990; Jain et al., 1989; Ohkawa,
1979; Basaran, 1998; Gokduman, 1998; Akkus, 1995)

Lipit peroksidasyonunun tayini igin en yaygin kullamlan tiyobarbitiirik asit testi ve
konjuge dien’lerin 6l¢limiidiir. Tiyobarbitiirik asit testi lipit peroksidasyonu sirasinda olusan
gesitli peroksitlerin ve doymamis aldehidlerin diizeylerini Slgmektedir. Bu bilegikler asitle
isitildig1 zaman MDA vererek ayrisirlar.  Olusan MDA ise TBA ile 532 nm’de absorbsiyon
veren bir iirlin olusturur. MDA gerek invivo gerekse doku siispansiyonlarinda aldehid
oksidazlar taraf_mdan kolayca metabolize olabilirler. Bunun yani sira bu bilesik doku
kompenentleri ile reaksiyona girerek gapraz baglanmig pigmentler olusturmakta ve bu yolla
hiicre igi konsantrasyonu azalmaktadir. Bu nedenle invivo MDA konsantrasyon’u zardaki
peroksidasyon olaylarinin tam olarak yansimast sayilmamaktadir. Biz de g¢alismamizda lipit
peroksidasyonunun seviyesini gostermek amaciyla ¢ogu aragtirmacilarin yaptigi gibi TBA

reaktivitesi yoluyla plazma MDA &l¢timiinii (Slater, 1994; Draper, et al., 1990; Jain et al., 1989;
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Gokduman, 1998), doku MDA seviyesinin Ol¢iimiinii ise Okawa ydntemine gore

gergeklestirdik.(Ohkawa, 1979).

GSH bitki ve hayvan hiicrelerinde sentezlenen bir tiripeptit olup ¢ok gesitli hiicresel
fonksiyonlarda gorevlidir. Bu fonksiyonlarin basinda reaktif oksijen ana iiriinlerinin ve serbest
radikallerin  organizmadaki yikici etkilerinin  Onlenmesi gelir. Kanser, yaslanma,
kardiyovaskiiler hastaliklar ve HIV enfeksiyonundaki bagisiklik bozukluklarina karsilik GSH
koruyucu bir faktor olabilir. Biitiin memeli hiicreleri GSH sentezleyebilmelerine ragmen plazma

GSH’1n baglica kaynagt karacigerdir (Emir, 1999).

GSH konsantrasyonlarindaki degisimin 6lgiimii biyolojik sistemlerdeki oksidatif stresin
bir gostergesidir. Clinkii GSH stabil bir molekiil olmay1p cesitli ajanlar ile oksitlenebildigi gibi
kendi kendine de oksitlenerek GSSG formuna doniigebilir. Bundan dolay1 ideal GSH tayin
yontemi, GSH oranimm dogru olarak gosterebilmelidir. Bu yontemler baslica enzimatik,
kromotografik, flovsitometrik ve elektroforetik olarak ozetlenebilir.  Elektroforetik,
kromotografik (HPLC) ve flovsitometrik teknikler hassas olmakla birlikte fazla miktarda cihaz
donanmimina ihtiyag¢ gostermesinden dolay: biz ¢aligmamizda diger metodlara gore yapilmasinin
kolay olugu sonuglarin giivenilir olmasindan dolay: birgok aragtirmacimin tercih ettigi gibi
enzimatik hazir kit kullanarak GSH-Px tayinini gergeklestirdik (Emir, 1999; Pagli et.al, 1967
Bagaran, 1998; G6kduman, 1998).

SOD tayini immiinolojik metodlar ve enzimatik metodlar kullanilarak
gergeklestirilebilir (Sun et al., 1988; Flohe et al.,1984). immiinolojik metod pahali oldugundan
dolayr biz de diger arastirmacilar gibi enzimatik hazir kit kullanarak SOD tayinini

gergeklestirdik (Flohe et al., 1984).

5.2. Bulgularin Tartigmasi

Giiniimiizde belirttigimiz gibi cerrahi operasyonlarda daha ¢ok koter ve bistiiri
teknikleri kullamlmaktadir. APS teknigi ise heniiz genis bir kullanim alanina sahip olmasa da
beyin ve gOgiis cerrahisinde bazi bilim adamlari tarafindan (Elmaci, 1997; Yoriik, 2000;

Tanrisever, 1996) tercih edilen bir metoddur.

Koter ve bistiiri teknikleri ile cerrahi operasyon yaptldiginda lokal olarak operasyon
bolgesinde iskemi gelisebilmekte buna bagli olarak da serbest radikal Uretiminin arttig

bilinmektedir. iskeminin organ ve dokuda olusturdugu membran hasari lipit peroksidasyonunu
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uyarir. Membranlarin yapt ve fonksiyonlari bozularak olusan lipit peroksitleri belli bir
konsantrasyondan sonra dolagima gegip plazmadaki lipit peroksit ve serbest radikal seviyesini
arttirirlar (Seven, 1995) APS tekniginde ise diger iki teknige gbre minimum diizeyde hasar
meydana geldigi (Giiltekin, vd., 2000; Ozgoban, vd., 2001; Perk, vd., 2000) cesitli aragtirmacilar
tarafindan iddia edilmektedir. Ciinkii APS teknigi ile lokal olarak sadece kesimin yapildigs
bolgede koagiilasyon gergeklestirip daha altta bulunan dokulara bir zarar verilmedigi ve kesim
esnasinda olusan oOlii hiicre atiklarin cibaz tarafindan evaporasyonla uzaklastirabildigi
bilinmektedir. Biz ¢aligmalarimiz: bistiiri, koter ve APS teknikleri ile opere edilen tavsanlarda
operasyon, post ve reoperasyon sirasinda, elde ettifimiz kan ve doku Orneklerinde ki MDA,
SOD ve GSH-Px analizlerini yaparak gergeklestirdik.  Yapmis oldugumuz literatiir
caligmalarinda konumuzla ilgili dogrudan bu cihaz kullanilarak yapilmis bir ¢alismaya

rastlamadik.

Yapmis oldugumuz calismada her ii¢ grubun Kruskal Wallis testine gore yapilan tiglii
kiyaslamalarda plazma MDA reoperasyon; doku MDA reoperasyon; eritrosit SOD
postoperasyon diizeylerinde istatistiki olarak anlamh fark bulundu (p<0,05). Mann-Whitney U
testine gore yaptilan ikili kiyaslamalarda plazma MDA reoperasyon koter-APS gruplari arasinda;
doku MDA reoperasyon kontrol-APS ve koter-APS gruplan arasinda; eritrosit SOD
postoperasyon koter-APS ve kontrol-APS gruplar: arasinda; doku SOD reoperasyon koter-APS
gruplari arasinda istatistiksel bakimdan anlamh fark bulundu (p<0,05). Eritrosit ve dokuda
yapilan GSH-Px' in tiim 6lgtimlerinde iiglii ve ikili kiyaslamalarda ise istatistiki agidan anlamh
fark bulunmadi (P>0.05).

incelenen parametreler bakimindan her ii¢ operasyon ydntemi karsilastinidiginda;
yapilan lgiimlerde eritrosit SOD enzim aktivitesi diizeylerine gore koter ve APS ile yapilan
operasyonlar kiyaslandiginda, APS'nin koter'e gore daha az serbest radikal olusturdugu; plazma
ve doku MDA diizeylerinde yapilan dlgiimlere gore APS' nin koter ve klasik yonteme gore
MDA diizeyi daha diigiik olmas1 nedeniyle yine APS'nin daha az serbest radikal olugturdugunu
sOyleyebiliriz. Doku SOD enzim aktivitesi diizeyleri ii¢ grup arasinda kiyaslandiginda her ii¢
grup arasinda istatistiki agidan onemli bir fark olmamakia birlikte, operasyon ve reoperasyon
zamanindaki Slgiimlerde SOD enzim aktivitesi koter grubunda APS grubuna gore daha ‘yﬁksek
olup reoperasyon koter-APS arasinda yapilan ikili kiyaslamada istatistiki bakimdan 6nemli fark
bulundu. Doku SOD enzim aktivitesi koter grubunda operasyon zamaninda kontrol grubundan
diisiik, reoperasyon zamaninda ise kontrol grubundan yiiksek bulundu fakat yapilan ikili

kiyaslamalara gore istatistiki agidan koter-kontrol grubu arasinda 6nemli bir fark bulunmadi.
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Sonug olarak APS grubunda, koter ve kontrol grubuna gére membran hasarinmn bir
gostergesi olan lipit peroksidasyonunun son iiriinlerinden MDA diizeyinin daha az olmas:
sebebiyle ve SOD enzim aktivitesi diizeyleri bakimindan koter'e gire daha az serbest radikal

olusturdugunu sdyleyebiliriz.

APS ile opere edilmis tavsanlarda ¢alismig oldugumuz analizlere ilaveten katalaz,
konjuge dien, ferritin, vitamin C, vitamin A, vitamin E, albiimin, seriiloplazmin gibi analizierin

daha biiyiik bir popiilasyon da aragtiriimasinin uygun olacag: diigiincesindeyiz.
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