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OZET

Bu ¢aligma ortalama 10 sene ve giinde 1 paket sigara kullanan ve alkol kullanmayan,
19-45 yaslar1 arasinda saglikli 16 erkek ve 23-43 yaglan arasinda 16 bayan ile higbir saghk
sikayeti ve klinik bulgusu olmayan, hayat: boyunca sigara ve alkol kullanmamus, 19-45 yaslan
arasinda saghkli 15 erkek ile 21-44 yaslan arasinda 17 bayan denek iizerinde gergeklestirilmistir.
fkinci grup kontrol grubu olarak degerlendirilmistir.

SOD ve G-Red tayinleri kinetik metodla, Hemoglobin degeri oksihemoglobin
metoduyla, Ferritin tayini ise enzim imminoassay (EIA) metoduyla elde edilmistir. Hem erkek
hem de kadin grubunda elde edilen numunelerden SOD parametresi eritrositlerde, G-Red ve
Ferritin parametreleri plazmada, Hemoglobin analizi ise total kanda tayin edilmigtir.

Sonug olarak eritirosit igi SOD aktivitesi erkek sigara igenlerde istatistiki agidan énemli
olmamakla (p>0,5) beraber kontrol grubuna gére diigiik olarak bulunurken kadin sigara igenlerde
ise biraz yiiksek bulunmustur, (p>0,4). GSH-Red aktivitesinde sigara igen kadin grubunda bir
degisme olmazken sigara icen erkeklerde ise istatiski yonden énemli olmamakla beraber hafif
bir yiikselme gézlenmistir (p>0.5). Sigara igen her iki grupta da ferritin diizeyi yiiksek oldugu
halde istatiski agidan bir &nemlilik tespit edilememistir (p>0,4). Hemoglobin diizeyinde
erkeklerde istatiski olarak bir farklihik bulunmadi. Buna karsilik kadin sigara igenlerde istatiksel
agidan 6nemli oranda (p<0,025) hemoglobin oraninda diigme oldugunu goézlemledik. Sigara
icenlerde antioksidan enzim sonuglari sigara dumanmmn oksidatif hasarla iligkili oldugunu
desteklemektedir. Ancak insanlarda oksidatif stresi goésteren testlerin diigiikk giivenirligi

nedeniyle in vivo sartlarda bu iligkinin varlig1 heniiz tartigmalidir.

Anahtar Kelimeler : Sigara igenler, SOD, GSH-Red, Ferritin , Hemoglobin.
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SUMMARY

This study was performed over 16 healthy male subjects of age between 19-45 and 16
healthy female subjects of age between 23-43 who had been smoking one packet of cigarettes
daily for about 10 years, and another group of 15 male subjects of age between 19-45 and 17
female subjects of age between 21-44 who had never used alcohol or cigarettes over their lives
and neither have any health problems nor any clinical observations. The second group of
subjetcs was considered as a control group.

The SOD and G-Red parameters were determined using the kinetic method,
Hemoglobin by the oxyhemoglobin method, and Ferritin by the enzyme immunoassay (EIA)
method. The SOD parameter was measured from the erythrocyte, G-Red and Ferritin parameters
were measured from the plasma, and Hemoglobin values were measured from the whole blood
in the samples obtained from both the female and male groups.

As a result, intra-erythrocyte SOD activity was found to be lower for the smoking male
group as compared to the non-smoking male group, whereas it was: found to be slightly higher
in the female smoking group with a very low statistical significance (p>0,5, p>0,4). There was
not any statistical change of GSH-Red activity on the smoking female group as compared to the
non-smoking counterpart, whereas a very slight increase was observed with a very low statistical
significance (p>0,4) on the smoking male group. A statistical change for the Hemoglobin level
was not observed on the smoking male group. On the other hand, a significant decrease
(p<0,025) in the Hemoglobin level was observed on the smoking female group. The antioxidant
enzyme results obtained from the smoking group supports the fact that the cigarette smoke is
correlated to the oxidative damage. However, the existence of this correlation is currently

arguable in vivo because of the low reliability of the tests showing the oxidative stress on men.

Key words: Smoking, SOD, GSH-Red, Ferritin.: , Hemoglobin.
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1. GIRIS

Serbest radikaller bir veya daha fazla paylasilmamus elektron igeren reaktif ve kisa
omiirlii molekiillerdir. Bu molekiiller, hem metabolizmanin yan trinii olarak hem de ilaglar,
diger zararli ve kimyasal maddelerin etkisiyle olusabilmektedir. Aerobik organizmalarda oksijen
kaynakli serbest radikallerin olusumu diger serbest radikallerden ¢ok daha fazla olmaktadir. Bu
reaktif molekiiller arasinda siiperoksit radikali, hidroksil radikali, hidrojen peroksit sayilabilir
ve bu grup molekiillere reaktif oksijen tiirleri (ROT) ad1 verilir. ROT basta lipidler, proteinler,
niikkleik asitler olmak {izere yiikseltgenebilen tiim hiicre elemanlan ile etkilesir. Son wyillarda
cesitli aragtiricilar tarafindan yapilan galigmalarda pekgok hastaligin ve kanserlerin etyolojisinde
serbest radikal olusumunun etken olduguna iliskin ipuclan elde edilmistir (Steinberg, 1991;
Sahin, vd., 1993; Cheeeseman and Slater, 1993; Arslan, vd., 1995; Brien and Ming, 1997,
Akyiiz, vd., 1998).

Organizmadaki bir diger onemli radikal grubu reaktif azot tiirleri (RNT) dir. Nitrik
oksit ve siiper oksit radikalinin birlesmesi ile olusan peroksinitrit degisik hastaliklarn
patolojisinde 6énemli rol oynar ve giigli bir oksidandir. Serbest radikaller ve antioksidanlar
arasindaki denge korunamadig: takdirde hiicre hasarma sebep olan bir gok patolojik tablo
ortaya cikmaktadir. Demir iyonlarmmin kendileri serbest radikaldir ve molekiiler oksijenle
elektron transport reaksiyonlarma katiabilirler. Herhangi bir kaynaktan olusan siiperoksitt
radikali demirin varliginda Fenton kimyas: ile hidroksil radikalinin olugumuna 6nciiliik edebilir
(Akkug, 1995; Yaman et al., 1999; Tiirkozan, 1999).

Sigara dumanmnda birgok oksidan madde bulunmaktadir. Sigaranin neden oldugu
oksidatif hasarin sigara dumaninda bulunan oksidan ajanlar ile sigara dumaniyla uyarlan
fagositik hiicrelerden reaktif oksijen tiirlerinin yapilmastyla meydana geldigi degisik yaymnlarda
belirtilmektedir (Pryor and Stone, 1993; Antwerpen, et al,, 1993; Winrow, 1993).

Biz bu galiymamizda sigara ig¢iminin organizmadaki antioksidan savunma sisteminin
nasil etkiledigini belirlemek amaciyla antioksidan enzimlerden GSH-Red ve SOD enzimleri ile
hiicrelerin ihtiyact olan oksijenin tagmmasmi saglayan hemoglobin  ve serum Ferritin

diizeylerini tayin ederek organizmada olusan olumsuzluklan belirlemeyi amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, birgok fizyolojik ve patolojik olay sirasinda iiretilen, bir veya daha
fazla ortaklanmamug elektron ibtiva eden atom veya molekiillerdir. Bu tip maddeler,
ortaklanmamus elektronlarindan dolayr oldukga reaktiftirler. Serbest radikaller eslenmemig
elektron igermeleri nedeni ile bulabilecekleri herhangi bir molekiil ile etkilesime girerek bu
molekiilden elektron alir ya da ona elektron verirler. Negatif yiiklii elektron sayisinin
niikleustaki pozitif yiiklii proton sayisi ile esit olmadigi molekiiller olan serbest radikaller,
stabil degildirler ve elektron konfigiirasyonlarini pozitif yikle dengelemeleri gerektiginden ¢ok
reaktiftirler (Halliwell, 1991; Erbag, 1993; Aslan; 1995; Yazan; 1999).

Serbest radikaller ii¢ sekilde olugurlar. Bunlar :

1. Normal bir molekiiliin kovalent baglanmasi durumunda, homolotik yarilmasi ile olugan

eslesmis elektronlardan her birinin aym pargada kalmasi ile meydana gelir.
X . Y—» X +Y

2. Normal bir molekillden tek bir elektron kaybi veya bir molekiilin kovalent bagi
olugturan her iki elektron atomlarn birinde kalmasi ile olugan heterolitik béliinmesi ile
olusur. Heterolitik bolimmede kovalent bagi meydana getiren her iki elektron atomlarm
birinde kalir. Béylece serbest radikaller degil;, iyonlar meydana gelirler.

X: Y —» X:+Y?

3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi ile meydana gelir.

X+ e&—p X ~

(Akkus;1995)
Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron transferi sonucu meydana
gelirler. Serbest radikaller, pozitif yiiklii veya elektriksel bakimdan nétral olabildikleri gibi
organik veya inorganik molekiiller seklinde de olabilirler. Bagka molekiiller ile ¢ok kolayca
elektron aligverigine girip, onlann yapisii bozan bu molekiillere “Serbest Radikaller” veya

“Qksidan Molekiiller” denmektedir (Erden, 1992).
Organizmada normal metabolik yollarmn isleyisi sirasinda ve gesitli dis etkenlerin etkisi

ile olusan reaktif ara iriinlerin hepsi serbest radikaller ad: altinda toplanmalarina ragmen, tek



elektron eksiklikleri nedeni ile baska molekiillerle kolayca elektron aligverisi yapabilen
radikaller ve elektron eksiklikleri olmadig: halde bagka molekiiller ile radikallerden daha zayif
bir gekilde bilesebilen nonradikaller olarak cizelge 2.1°de goriilecegi gibi iki ana gruba
ayrimaktadirlar (Randox, 1994) :

Cizelge 2.1. Radikal ve nonradikaller

Siiperoksid radikali 0,
Hidroksil radikali OH’
Perhidroksil radikali HO,’
Alkoksil radikali LO’
Radikaller Semikinon radikali HQ'

Hemoproteine bagh
serbest radikaller

HzOz
Hidrojen peroksid
Lipid hidroperoksid LOOH
Hipohaléz asit HOX

Radikal olmayanlar

N halojenli aminler R-NH-R
Singlet oksijen 10,
Ozon NO;

(Kiling, 1998)

Aerobik canlilar da dahil olmak iizere her canlida toksik etkili olan oksijenin tam
olmayan indirgenmesi ile olusturulan oksijen kaynakli serbest radikallerin olugumunun diger
serbest radikallerle karsilastinldiginda ¢ok daha fazla oldugu goézlemlenmigtir. Oksijen radikali
serbest elektronunu eglestirmek icin baska bir molekiilden elektron aldiginda diger molekiilii



anstabil hale getirir, ¢linkii o molekilin de elektron diizenini saglamast igin komsu bir
molekiilden elektron almasi gerekir. Bu nedenle radikaller vicutta énemli molekiillere zarar
veren bir seri tepkimeyi baglatabilirler. Bu grup molekiillere reaktif oksijen tiirleri (ROT) adi
verilmektedir. Cizelge 2.2’de baz1 oksijen kaynakli serbest radikal tiirleri gosterilmektedir
(Auroma, 1994; Halliwell, 1991) :

Cizelge 2.2. Baz1 oksijen kaynakli serbest radikal 6mekleri

Bilesik Ozelligi
O™ (Siiperoksit anyon) Bir-elektron rediiksiyon durumu
H,0° (Perhidroksil radikali) Siiperoksidin protonlasmis formu
HO" (Hidroksil radikali) Ug-elektron rediitksiyon durumu, metallerin

katelizledigi Haber-Weiss reaksiyonu ile

olusur oldukea reaktiftir.

Bir ¢ nun enerji olarak kendi sipininin ters
Singlet Oksijen yoniinde olan bagka bir orbitale yer

degistirmesi ile olusur.

RO (Alkoksil radikali) Oksijen merkezli organik radikal

ROOH (Organik hidroperoksit) Omegin; lipid-OOH

Organik hiperoksitten hidrojen ¢ikartilarak
ROO" (Peroksil radikali) olusur.

(Ciraci, 1995)

Normal kogullar altinda organizmada biyolojik sistemler igin serbest radikallerin baslica
kaynag: molekiiler oksijendir. 1924’de molekiiler oksijenin (0;) yapisinda ¢iftlesmemis
elektronlar kapsadigi belirlenmistir. Oksijen radikal yapismna ve hatta giftlesmemis iki elektronu
oldugu igin diradikal olarak adlandinimasmna ragmen fazla reaktif degildir. Biyolojik

sistemlerde var olan molekiiler oksijenin gogu sitokrom sisteminde yer alan aerobik glikolizis



sirasinda ATP iiretmek igin kullanian molekiiler oksijen yapisina basamakli olarak 4 €
eklenmesi ile suya indirgenir (Bast et al., 1991; Halliwell, 1991).
40, + 4H'+ 4¢ — > 2H,0

Bu iglem sirasinda molekiiler oksijen yapismna elektronlan sirasi ile alir ve boylelikle
sekil 2.1°de goriildiigi gibi her bir elektron kazaniminda bir reaktif ara iiriin olugur. Oksijen bir
elektron alinca siiperoksit radikali ( O;" ~ ) meydana gelir. Bu reaksiyonu takiben eger iki
elektron transfer edilirse olugan iiriin hidrojen peroksittir ( HO, ). Hidrojen peroksit bir radikal
degildir fakat kuvvetli bir oksidan maddedir. ikiden fazla elektron alarak oldukga sitotoksik olan
iiriinlere déniigiir. Ferro demir ( Fe ** ) hidrojen perokside 3. elektronunu transfer ederse O-O
bag kinlir. Sonugta su ve hidroksil radikali ( OH" ) olusur. OH" en giiglii serbest radikaldir
(Bast, et al., 1991; Mc Cord, 1993).

0, —& oy S Ho(_ﬂ_» or < no,
HzOz

Sekil 2.1. Her bir elektron kazanimindaki reaktif ara tiriinleri.

Organizmadaki diger 6nemli radikal grubu ise reaktif azot tiirleri (RNT )’dir. Bir azot
ve bir oksijen atomundan meydana gelen nitrik oksit (NO) tabiatta bulunan en kiigiik on
molekiilden biridir. NO’in olugmas: igin yiiksek derecede 1st gerekmektedir. Bu yiizden énceleri
béyle bir molekiiliin canli organizmada sentez edilebilecegi disiiniilmilyordu. Ancak son 5 yil
iginde yapilan galigmalarda bu gazin énemli fizyolojik rollerinin oldugu ve pekgok patolojik
olayda da yer aldifii ortaya konulmustur. NO, eslesmemis elektrona sahip olmasi nedeni ile
aktif yaptya sahip olan bir molekiildiir. Bu nedenle NO, hiicre iginde bulunan O, ve siiperoksit
( 0;") molekiilleri ile Fe'?, Cu*?, Mn'? gibi metallerle hizla reaksiyona girer (Ercan ve Oztiirk,
1994; Erbas, 1998).

NO, oksijenle reaksiyona girerck aktif olmayan NO, ya da NO; formundan birine
doniisiir. Boylece oksijene karsi oldukga reaktif olan NO, hiicre iginde herhangi enzimatik
mekanizmaya ihtiya¢ duymadan inaktive edilmis olur. Nitrik oksit fizyolojik sartlarda vaskiiler
tonus, tromboz olusumu ve néral aktiviteyi diizenleyen énemli bir hiicreler arasi mesajcidir.
NO, organizmada mediyator olarak davranan bir maddedir ve kimyasal yapismin gaz halinde
olmas1 sebebi ile nitrata kadarki oksidasyon basamaklarinda stabil degildir. Nitrik oksid, Reaktif
Azot Tirleri’nin kaynagi olup sitotoksik etkiler gostermektedir. Bu toksisitenin baslica

sorumlusu olan peroksinitrit, NO’in siiperoksid dismutaz enzimi ile kompetisyona girmesi ve



siiperoksid radikali ile etkilesmesi sonucu olugmaktadir (Mutlu-Tiirkoglu, vd, 1998; Haklar,
1999; Tirkozkan et al., 1999).

Birgok biyolojikk molekiiller ¢ift elektronlara sahip radikal olmayan yapilardir.
Radikaller birkag yolla radikal olmayan molekiiller ile reaksiyona girer. Bunlar:

-Bir radikal ¢iftlesmemis elektronunu bir baska radikal olmayan molekiile vererek onu
rediikte edebilir.

-Radikal, bir bagka molekiilden elektron alip onu okside ederek yapisinda yeni bir
elektron ¢ifti olusturabilir.

-Iki serbest radikalin tepkimesi sonucunda radikal ézellik ortadan kalkar. Bir radikal,
radikal olmayan bir molekiille tepkimeye bagka bir radikal olugur. Bu tip karakteristie sahip
molekiillerin organizmada zincir tepkimelerinin baglamasinda ve devaminda rol oynadiklar
gozlenmektedir-Radikal, radikal olmayan bir molekille tepkimeye girerek baska bir radikal
olusturur ( Cheeseman, 1993; Auroma, 1994 ).

2.2. Serbest Radikal Kaynaklar

Serbest radikal molekiilleri, hem metabolizmanin yan uriinii olarak hem de ilaglar ve
diger zararlt kimyasal maddelerin etkisiyle olugabilmektedir. Bu olusum kaynaklanni endojen

ve eksojen olarak ikiye ayirarak smiflandirabiliriz.

2.2.1. Endojen kaynaklar

2.2.1.1. Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi

Normalde hiicrelerde en biiyiik serbest radikal kaynagm elektron transport zincirinden
elektron sizintisi olugturmaktadir. Mitekondri i zarinda yerlesmis olan oksidatif fosforilasyon
zinciri bilesenleri indirgendigi zaman siiperoksid iiretimi artar. Mitekondri de O,’nin suya
indirgenmesi sitokrom oksidaz enzimi tarafindan gergeklestirilir. Fakat dort elektron transferi
yapan bu enzim radikal olmayan ara bilesikler olusturur. Dolayistyla mitokondriyal siiperoksid
iiretimi i¢in bu enzimin bir kaynak olmadigi gorilmiigtir. Mitekondride siiperoksit radikali
olugumu ig membranda yer alan solunuma ait zincir bilesenleri tarafindan gergeklestirilir. NAD"*
bagimh substratlar, siiksinat, ADP, oksijen solunumu diizenleyen endojen faktdrler
mitokondriyal radikal iiretimini etkilerler. Mitokondride oksijen konsantrasyonu 1-3 mm Hg
oldugunda sitokrom oksidaz ile suya rediiksiyon kisitlanir. Solunum zincirinde rediiksiyon artar
ve hiicrede rediiklenmis kofaktor birikimi olur, bu da iskemik (dokunun kanla beslenememesi



durumda) elektron transport bilesenleri ile siiperoksid iiretimini arttirir (Freeman and Crapo,
1982).

Mitekondride siiperoksit Uretiminin yapildigi baglica yer ubikinon sitokrom b
bolgesidir. Bu boélgede siiperoksidin olugumu ubisemikinonun otooksidasyona ugrayabilen ve
siiperoksit iiretimine yol agan elektron tagiyicilaridir, Mitokondriye ait solunum zincir
bilesenleri tiirden tiire hatta organdan organa bile farklilik gésterdigi igin siiperoksit ve hidrojen
peroksit tiretimi de farklidir (Weiss and Lubuglio, 1982).

Siiperoksit ve hidrojen peroksit iretimi mitokondriye ait O, tiiketiminin % 1-2’si
kadardir. H,O, mitekondriden salindig: halde, siiperoksit intramitokondrial siiperoksit dismutaz
(SOD ) enzimi tarafindan hidrojen peroksite déniistiiriiliir. Ancak bir kisim siiperoksit radikali
intramitokondriyal SOD enzimince ortadan kaldinlmazsa sitoplazmaya gegerek hasara yol
agarlar. Mitokondriyal SOD, intramitokondriyal siiperoksit diizeyini en diigiik konsantrasyonda
tutmak zorundadir. Boéylece mitokondriden sitoplazmaya ¢ok az bir siiperoksit gegisi
olmaktadir. Hidroksil radikali de H,0, gibi siiperoksit olusumuna baghdir. Ilaveten hidroksil
olusumu igin Fe gibi gegis metallerine ihtiyag vardir ( Freeman and Crapo, 1982 ).

2.2.1.2. Sitokrom P,s ve bs_sistemi ( Ksenobiotiklerin oksidasyonu )

Endoplazmik retikulum ve niikleer membranlarda bulunan bir hem proteini olan Pyso ve
bs, birgok endojen bilesigin (6megin katekolaminler, monosakkaritler, doymamis yag asitleri,
reditkte dioksijen gibi) ve ksenobiyotigin hidroksilasyonunu katalize eder. Sitokrom Pyso ve bs
sisteminde yer alan enzimler elektron transfer reaksiyonlan ile polar olmayan bilesikleri
hidroksil tiirevlerine doniistiren karmagik fonksiyonlu oksidazlardir. Tamamiyla spesifik
olmasa da NADPH sitokrom P; , NADH da sitokrom bs igin spesifik kofaktorlerdir.
Flavoprotein igeren sitokrom rediiktazlar, sitokrom Psso ( Sekil 2.2 ) ve bs’in araciik ettigi,
H,0; ve 0, ’nin olustugu otooksidasyon reaksiyonlarinda elektron temininde gérevlidir.
Mikrozomal ve niikleer membran sitokromlan direkt olarak bir elektron transferiyle siiperoksit
veya peroksisitokrom kompleksinin ayrigtirilmasi suretiyle H,O, olugtururlar (Akkus, 1995).

Bu reaksiyonlarda oksijen kaynagi olarak, molekiiler oksijeni kullandigt gibi
peroksitleri (ROOH) de kullanabilir. Boylece bir peroksidaz gibi etki eder. Ancak alkol ve
asetonla inditksiyonunda oldugu gibi bazi hallerde, sitokrom P-450 asirni miktarlarda siiperoksid
tireten bir izoenzime doniigiir. Hiicresel radikal {iretiminin ne kadarinin endoplazmik retikulum
ve nitkkleer membrandan kaynaklandif1 bilinmemektedir (Erden, 1992; Freeman and Crapo,
1982; Erbag, 1993 Erbag, 1993).
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Sekil 2.2. Sitokrom P-450’nin monooksijenaz ve peroksidaz sikliisii. Fe : sitokrom P-450’yi,
RH : sustrati ve XOOH peroksidi géstermektedir.

2.2.1.3. Graniilosit ve makrofajlarm aktivasyonu

Ameboid hareket yapabilen, kemotaksisle yaklasma ve uzaklagma seklinde yer
degistirebilen oldukga hareketli 16kositler olan nétrofil graniilositler fagasitozda énemli bir rol
uistlenirler. Aktif ve yiiksek bir metabolizmaya sahip olan nétrofil graniilositler, cesitli biyolojik
hedeflerin pargalanmasmna ve hasarma sebep olabilen, enfeksiyona karsi viicudun hiicresel
cevabini baglatan hiicrelerdir (Halliwell, 1994).

Notrofiler ve monositler bakterilerin 6ldiiriilmesi igin hem oksijen bagimli hem de

oksijenden bagimsiz mekanizmalar igerirler. Oksijen bagimli mekanizmalar myeloperoksidaz




(MPO) sistemini ve serbest oksijen radikallerin iiretimini saglayan bir bagka sistemi igerir.
Oksijenden bagimsiz sistem, fagolizozomda patojenlerin éldiiriilmesinde pH degisikliklerini ve
lizozomal enzimlerini kullanir. Bitininde, bu bakterisidal mekanizmalarin etkilisi MPO
sistemidir. Fagositoz olduktan sonra, 16kosit hiicre membraninda yerlesmis NADPH oksidaz
sistemi ¢evre dokulardaki molekiiler oksijeni siiperokside déniistiiriir. Siiperoksid olugumuna
eslik eden molekiiler oksijenin hizli titketimi “solunumsal patlama™ ( respiratory burst ) olarak
adlandinlir (Unalds, vd., 1989; Akkus, 1995). Fagositik 16kositler ¢bziinebilir ya da partikiiler
bir stimulusla ( opsonize mikroorganizmalar, kompleman fragmani Cs a, 16kotrien B,  gibi )
uyarildiktan sonra lizozomal komponentleri disart vermeye baslarlar ve reaktif oksijen
metabolitleri olusumuyla birlikte, mitokondri digindaki oksijen tilkketiminde bir patlama
gosterirler (Unaldi, vd., 1989).

Fagosite edilmis bakteri, bu solunumsal patlama triinlerinin toksik etkisiyle 6ldiiriiliir.
Sekil 2.3’de goriuldigi lizere bu durumda pblimorfonﬁkleer l6kositlerde ( PMN ) oksijen
tiikketimi 80 kat kadar artar ve bu oksijen 6zellikle kisa émirla ( O, , H,0,, HO™ ) ve uzun
omiirli hipoklordz asit (HOCI) olmak iizere toksik oksijen tiirleri iiretiminde kullanilir (Akkus,
1995).

Bu mitokondriye ait olmayan solunum artig1 demektir. Glikozun hekzos monofosfat yan
yolundan titketimi hizlanir. Bu olaylar fagositoz halindeki nétrofil , eozinofil ve monositler igin
s6z konusudur. Lenfositler serbest radikal olusturmada daha arkada yer alirlar. Daha sonra
stiperoksid, siiperoksid dismutaz (SOD) ile hidrojen perokside doniistiiriiliir. Fagolizozomda
bulunan lizozomal bir enzim olan MPO’in varliginda peroksid ve kloriir iyonlan bakterisidal
hipokloréz aside (HOCI) dénistiriliir. Fazla peroksid, katalaz veya glutatyon peroksidaz ile
nétralize edilir (Akkus, 1995; Mc Cord, 1992).
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Sekil 2.3. Fagositoz durumunda oksijen radikallerinin ve reaktif oksijen tiirleri
(H;0,, HOCI) nin iiretimi
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Olusan toksik maddeler hiicrelerin antioksidan savunma giiglerini agtiklarinda veya
hiicrelerdeki enzim defekti sonucu normal konak hiicrelerine zarar verirler ve gesitli
hastaliklarin patolojisinde rol oynarlar. Bu hastaliklar:

1. Kronik Granulomatéz Hastaligi: Cocuklukta baglayan, tekraralayici ve siddetli
enfeksiyonlarla birlikte gériilen bir hastaliktir. Nétrofil sitoplazmasinda bakteri 6ldiiriilmesinde
bozukluk vardir. Polimorfoniikleer 16kositlerin bakteriyi fagositozla igine aldiginda normalde
goriilen solunum patlamasi, bu hiicrelerde gériilmemektedir. Ciinkii hastalarin l6kositlerinde
solunum patlamasindan sorumlu olan NADPH oksidaz enzimi eksiktir.

2. Miyeloperoksidaz Eksikligi: Otozomal resesif bir hastaliktir. Myeloperoksidaz
yoklugunda, siiperoksid radikali, hidrojen peroksid ile reaksiyona girerek hidroksil radikali ve
singlet oksijen olusturur ki her ikisi de organizma igin olduk¢a zararl oksidanlardir.

3. Glikoz-6-fosfat dehidrogenaz ( G-6-PDH ) Eksikligi: Bu enzimin eksikligi sonucunda
NADPH yapimunda yetersizlik sz konusudur (Akkus, 1995, Unaldi, vd., 1989).

Hipokloréz asit siiperoksitle indirgendiginde hidroksil radikali olusur. Bu mekanizma
enfeksiyon hastaliklarinda, inflamatuar hastaliklarda, lokal inflamasyonlarda (artrit,
yetiskinlerde goriilen solunum giigliigia (ARSD) gibi), normal yara iyilesmesinde ve sekonder
olarak iskemi-reperfiizyon durumlarinda etkilidir. Lokositler gibi B lenfositler ve fibroblastlar
da siiperoksit olugumuna yol agabilirler (Bast, et al., 1991).

NADPH oksidaz solunum patlamasmdan sorumlu bir ektoenzimdir. Nétrofilde , heksoz
monofosfat sant1 ile glukoz oksidasyonu artist ve NADPH’m oksidasyonu sonucu NADP*
tiretimi artar. Uygun bir stimulusla fagosit uyarildiktan sonra NADPH oksidaz aktive edilir ve
indirgenmig piridin niikleotidlerinden (NADPH) iki elektron alinarak iki molekiil oksijene
transfer edilir. Boylece iki molekiil siiperoksid olugur. Siiperoksidlerin ¢ogu da H,0;’e
dénistirilir (Mc Cord, 1992; Unaldi, vd.,1989; Erbas, 1993).

20,+ NADPH__MADMHOiz o 90,"+ NADPH + H~

202— » 02 + HzOz

Solunum patlamasmin  amaci, fagositler tarafindan mikroorganizmalann yok
edilmesinde kullanabilecek  oksidan ajanlar saglamaktir. Bu oksidan ajanlant kullanan
mikrobisidal sistemlerden biri myeloperoksidaz sistemidir. Nétrofil ve monositler lizozomal
graniillerde bir hem enzim olan myeloperoksidaz ihtiva ederler. H,0,’nin myeloperoksidaz ve

bir metal iyonu ile kombinasyonu giicli antimikrobiyal aktivite gosterir. Myeloperoksidaz,
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hidrojen peroksid varligmda floriir digindaki metal iyonlarnin (kloriir, iyodiir, bromiir)
oksidasyonunu katalizler (Akkus, 1995).

H,0,+ X + H —» XOH + H,0

Myeloperoksidaz yoklugunda siiperoksid radikali, bir metalle katalizlenen Haber-Weiss
reaksiyonunda hidrojen peroksid ile reaksiyona girerek hidroksil radikali ve singlet oksijen
olugturur. Olugan iriinlerin her ikiside organizma igin oldukga zararhidir (Babior, 1995).

Fagositin kendisi de bu reaktif oksidanlarin zarar vermelerine kars1 hassastir. Bununla
birlikte kendilerini oksidanlarina karg1 koruyabilirler. Fagositlerin antioksidan sistemleri; SOD,
katalaz,  glutatyon peroksidaz, alfa tokoferol ve askorbik asittir. Bunlar aktive fagositin,
oldiiriicii oksidanlarini hedefine géndermesine yetecek kadar uzun yasamasiu saglarlar (Akkus,
1995; Babior, 1995).

2.2.1.4. Coziinebilir Enzimler ve Proteinler

Birgok enzimin katalitik sikluslani sirasinda da serbest radikaller olusur. En g¢ok
iizerinde arastirma yapilan ksantin oksidaz in vivo sartlarda NAD" bagiml dehidrogenaz gibi
davranarak radikal olmayan ara bilegikler iiretir. Ama in vivo olarak iskemi durumunda veya
enzimin saflastinlmasinda proteolitik modifikasyon esnasinda enzim dehidrogenaz formundan
oksidaz formuna doniigiir ve siiperoksit iiretimine neden olur. Aldehid oksidaz, dihidrofolat
dehidrogenaz, flavoprotein dehidrogenaz, amino asit oksidaz ve triptofan dioksijenaz gibi

enzimler de radikal olugsmasina sebep olurlar (Akkus, 1995; Erden, 1992).

2.2.1.5. Peroksizomlar

Peroksizomlarda oksidazlar yiiksek konsantrasyonlarda bulunmalarindan dolayr giiglii
hiicre i¢i H,0, kaynagidirlar. Bu organeldeki D-amino asit oksidaz, iirat oksidaz, L-hidroksil
asit oksidaz ve yag asidi agil-CoA oksidaz gibi oksidazlar siiperoksid iiretmeden, bol miktarda
H,0; iiretimine sebep olurlar. Ancak, peroksizomlarda katalaz aktivitesi de gok yiiksek oldugu
igin bu organelden sitozole ne kadar H,0; gectigi bilinmemektedir (Akkus, 1995; Erden,
1992; Freeman and Crapo, 1982).

2.2.1.6. Plazma membram

Plazma membram serbest radikal reaksiyonlarmin meydana geldigi 6nemli bir bolgedir.

Hiicre yiizeyi serbest radikaller i¢in hem bir hedef olmakta hem de bir gecit vazifesi
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gormektedir. Hiicre diginda olugan serbest radikaller diger hiicre bilegenleri ile reaksiyona
girmeden once plazma membranim geger ve toksik reaksiyonlarm ilk olarak membranda
baslatirlar. Membranlar fosfolipidler, glikolipidler, gliseridler ve steroller gibi doymamus yag
asitlerinin yani stra transmembran proteinleri okside olabilen amino asitleri igerirler. Bu yap1
bilesenleri nedeni ile plazma membranlan serbest radikal hasarma duyarhdirlar. Membran
permabilitesindeki artma lipid peroksidasyonuna ve zarn yapisal proteinlerinin oksidasyonuna
yol agarak sonugta membran iyon gegirgenliginin bozulmasma ve sekresyon fonksiyonlarindan
kayplara ve hiicre igi metabolik olaylarin diizenlenmesi aksamalara sebep olur (Erden, 1992).

H,0,  membrandan suya benzer sekilde kolayca gegerken siiperoksit molekiilii ise
membrani anyon kanallart aracilit ile geger. Diisik pH degerlerinde siiperoksit molekiilii
perhidroksil radikaline ( HO,™ ) protonlanir. HO,™ siiperoksitten daha giilii bir oksidandir.
Hiicre zarn yapisinda bulunan lipid tabakanin iginde ve proteinlerin hidrofobik cepleri iginde
daha iyi dagilarak toksik etkilerini gosterir (Freeman and Crapo, 1982).

Fagositik hiicrelerin plazma membranlari, NADPH oksidazin aracilik ettigi serbest
radikal iiretiminde 6nemli bir kaynaktir. Fagositik hiicrelerin uyarilmas: fosfolipaz ve protein
kinazmn aktivasyonuna ve plazma membraninda arasidonik asitin salmummna yol agar ($ekil 2.4)
(Akkus, 1995).

Siklooksijenaz ve lipooksigenaz enzimleri, plazma membrani ve mikrozomal serbest
radikal tretimi ile ilgilidir. Bu enzimler substratlarini biyolojik olarak etkili iirinlere
(prostaglandinler, trombaksanlar, Ikotrienler gibi) donugtiriirler. Membrana bagh
siklooksijenaz  tarafindan arasidonik asitin enzimatik oksidasyonu ile lipid peroksidasyonu
baslar ve serbest radikal ara bilesikleri olusturulur. Arasidonik asitin oksijen karbon -,
hemoprotein merkezli serbest radikal ara bilegikleri biyoaktif Griinlere doniismesi doku hasarina
yol agar (Freeman and Crapo, 1982; Akkus, 1995).
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Arasidonik asit

Tromboksanlar

Siklooksigenaz
: T 4] Lipoksigenaz
Porfirin radikalleri
OH Peroksidler
Prostaglandin Hidroperoksieikosa
Endoperoksid tetraenoik asid
GSH
Peroksidaz Peroksidler
Serbest
radikal ara
irtinleri L
Hidroksieikosa
- tetraenoik asit
Prostaglandinler

Sekil 2.4. Arasidonik asit metabolizmasinda serbest radikallerin sentezi
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2.2.1.7. Kiiciik molekiillerin otooksidasyonu

Cozinebilir ozelligi olan ve ndtral sivi ortamda oksidasyon - rediiksiyon
reaksiyonlarina girebilen hiicre komponentlerinden gogu hiicre igi olarak serbest radikalleri
agiga gikanrlar. Tiyoller, hidroquinonlar, flavinler, tetrahidropterinler dioksijenin rediiksiyonu

yolu ile siiperoksit olustururlar (Freeman and Crapo, 1982).

2.2.2. Eksojen kaynaklar

2.2.2.1. Asir1 oksijen konsantrasyonu (hiperoksi )

Oksijen igin yiiksek Km’i olan enzim sistemlerini aktive eder ve bazilar1 oksijen
radikalleri iiretir. Hem solunan havada hem de arteriyal kanda yiiksek kosullarda oksijene
maruz kalnmasmmn oksijenden tireyen radikallerin birikimine yol actit sanilmaktadir
(Randox; 1994).

2.2.2.2. lyonizan radrasyon

X ve yigmnlari, pargacikli radrasyon (elektron, proton, nétron, détoron,
a ve B pargaciklart) OH ve H® gibi radikallerin olusumuna neden olur. Bu maddeler
enerjilerini su gibi hiicresel bilesenlerine transfer ederek radikal iretirler (Halliwell, 1994;
Balabanl,, vd., 1998; Giirbiiz, 1998; Inal, 1998).

Yeryiizime ulagan UV igmlarmin % 95’1 ultraviole A (UV A)  igmlanndan
olugmaktadir. Ultraviole B iginlarindan daha derine niifuz eden UV A isinlan, insanlarda giineg
iginlarnmn olusturdugu oksidatif stress ve karsinojenik etki agisindan letal ve mutajenik sorumlu
bir 15m tiiriidiir. Yiiksek dozda UV A igmnlaninin indiikledigi oksidatif hasardan O," ", OH’ ve
H,0, gibi reaktif oksijen tiirlerinin sorumlu oldugu tespit edilmistir (Kahraman, 1998).

2.2.2.3, Antrasiklik antineoplastik ajanlar

Antibiyotikler yapilarindaki quinoid gruplari, bagli metaller ve adriamisin, donorubisin,
doksorubisin gibi antineoplastik ajanlar da oksijen radikallerini olusturacak aktiviteye
sahiptirler. Kemoteropotiklerin sitotoksik yan etkileri bu ilaglarin oksijeni siiperoksit, hidrojen
peroksit ve hidroksil radikallerine indirgemesine baglhdir ( Kayaalp, 1978; Freeman and Crapo,
1982;Bolzan, et al., 1992).
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2.2.2.4. Cevresel ajanlar

Hava Kkirliine yol agan fotokimyasal maddeler, pestisidler, sigara dumani, alkol,
uyusturucular, solventler, anestezikler, aromatik hidrokarbonlar da hiicrede serbest radikal

hasarmna yol agarlar ( Freeman and Crapo, 1982; Iscan ve Coban 1995).

2.3. Serbest oksijen radikalleri ve reaktif oksijen tiirleri
2.3.1. Siiperoksit radikali (0" )

Siiperoksit radikali biitiin aerobik  hiicrelerde molekiiler oksijenin tek elektronla

indirgenmesi sonucunda meydana gelmektedir (Halliwell, 1991; Aslan, vd., 1995).
0, + e 0O

Siiperoksit radikali ¢ok reaktif bir radikal degildir . Siiperoksit radikalinin asil énemi
hidrojen peroksitin kaynagi olmas: ve gecis metal iyonlarmin rediikleyicisi olmasidir (Sun et al,,
1988).

Mitokondri ve endoplazmik retikutumdaki hiicresel elektron transport zincirinin gesitli
kisimlarindan O, ‘e elektron sizmasi sonucu olusur. Asint solunumla O, konsantrasyonunun
artmas! sonucu sizma miktart ve buna bagh olarak siiperoksit iiretim hizi artar ( Halliwell,
1991; McCord, 1993).

Siiperoksid radikali canl organizmalarda etkin bir sekilde siiperoksid dismutaz adi
verilen enzim tarafindan O, ve H,0,” e déniistiiriilerek elimine edilir. Siiperoksid bir serbest
radikal olmakla beraber kendisi direkt olarak fazla zarar vermez (Bast, et al., 1991).

Siiperoksit radikali en gok mitekondri, endoplazmik retikulum gibi hiicresel elektron
transport zincirinin cesitli bélimlerinden O,’e elektron sizmas ile olusur. Asin solunumla O,
konsantrasyonu artar. Sizma miktari ve buna bagh olarak da siiperoksit iiretim hizi artar.
Elektron, mitokondriyal elektron transport zincirinden; NADH dehidrogenaz basamagmda ve
koenzim Q veya ubikinon basamagmdan olmak iizere 2 yerden sizar. Elektronlarm O;’e
taginmasinda sorumlu olan sitokrom oksidazdir. Bu enzim oksijenin % 98’ ini harcayarak suya
indirger. Yanlizca oksijenin % 2’si transport zincirinden sizan elektronlarla O,™-  olusturur
(Halliwell and Gutteridge, 1984).

Endoplazmik retikulum ve ¢ekirdek zarlarnda ise  membrana bagh sitokrom
oksidasyonuyla serbest radikaller yapilmaktadir. Flavoprotein iceren sitokrom rediiktazlar da
otooksidasyonla siiperoksit ve hidrojen peroksit olusturur (Halliwell and Gutteridge, 1984,
McCord, 1993).
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Siiperoksit radikali fagositik hiicrelerde de solunum patlamas: esnasmnda olusur. Aktive
olmus fagositik hiicreler, monositler, nétrofiller, eozinofiller tim makrofajlarda gosterildigi
gibi 0," meydana getirirler (Halliwell, 1991; Akkus, 1995).

Nétrofiller tarafindan kullanilan diger bir oldiirme mekanizmasi ise myeloperoksidaz
enzimidir. Bu enzimin katalizi ile floriir digindaki halojenleri (CI, I, Br ) ve H,0;1
kullanarak hipohalous asitler meydana gelmektedir. Bu asitler giiglii antibakteriyel ajanlar ve
oksidantlardir (Halliwell, 1994; McCord, 1993; Akkus, 1995).

H,0,+ X (CI', I, Br)+H ——p XOH +H,0

Hiicrelerde O,”  olusumuna neden olan diger bir enzim ksantin oksidazdir. Saglam
dokularda % 90’1 ksantin dehidtogenaz ( XD ) formunda bulunan ksantin oksidaz enzimi
diisiik oksijen basmcinda inaktifken yiiksek oksijen basinda aktif hale gelir. Ksantin oksidaz
enzimi ksantinin irik aside doniigiimii sirasinda siiperoksit radikalleri olusumuna neden olur
(Benli, vd., 1998).

Ksantin + 20, + H,0 Ksantin Oksidaz, Urik asit + 20, + 2H"

Organizmada ayn: zamanda siiperoksit radikali, prostaglandin sentezi ve lipooksijenaz
yoluyla aragidonik asit metabolizmasinda retilir. Siiperoksitin, fizyolojik bir serbest radikal
olan nitrik oksit ile birlesmesi sonucu reaktif bir oksijen tiirevi olan peroksinitrit agagida
gorildiigi gibi meydana gelmektedir. Vaskiiler endotelde, fagositlerde ve beyinde iretilen
nitrik oksit pek ¢ok faydal fizyolojik fonksiyonlan olan ama fazlas: toksik olan bir serbest
radikaldir. Peroksinitritlerin dogrudan proteinlere zararh etkileri vardir ve azot dioksit ( NO;),
hidroksil radikali ( HO® ) ve nitronyum iyonu ( NO," ) gibi bagka toksik iiriinlere de doniigiirler
(Balabanli, vd., 1998; Tecder-Unal, vd., 1998).

0,"+NO® — 5 ONOO

Siiperoksit ve perhidroksil ( HO," ) radikali birbiri ile reaksiyona girince biri okside
olurken digeri indirgenir. Bu dismutasyon reaksiyonunda O, ve hidrojen peroksit meydana
gelir (Weiss and Lubuglio, 1982).

HO; +0," +H' —» 0; +H;0,
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Siiperoksit anyonu hem oksitleyici hem de indirgeyici 6zellige sahiptir. Ferristokrom C’
yi ve nitroblue tetrazolium’u indirger. Adrenalin, dopamin, askorbat ve hidroksilamini okside
eder. Indirgenmis gegis materyallerinin otooksidasyonu da siiperoksit meydana getirebilir Bu
reaksiyonlar geri doniisimludir. Bu yizden gegis metal iyonlarmm O, ile geri déniigimlii

redoks reaksiyonlari olarak diiguniilebilir ( Halliwell and Gutteridge, 1984 ; Akkus, 1995).

Fe?+0, =4 > Fe?+ 0,
Cu?+0, <« P Cu?+0,”

Siiperoksit radikali canh organizmalarda etkin bir gekilde spontan veya siiperoksit
dismutaz enziminin katalizledigi reaksiyonla H,0,’e donigiir. Spontan dismutasyon en hizli
pH 4.8 de gergeklegir (Halliwell, 1994 ).

20,  +2H —32_p H,0,+0,

2.3.2. Hidroksil Radikali ( HO® )

Hidroksil radikali biitiin biyolojik molekiillerle reaksiyona girebilen yiiksek derece
reaktif oksidan bir maddedir. Oksijen radikalleri iginde en reaktif ve kiigitk miktarlarda
bulundugu yerde bile toksik etkili olan bir radikaldir (Halliwell, 1994).

Hidroksil radikali hidrojen peroksidin gegis metalleri varliginda indirgenmesi (Fenton
reaksiyonu ) ile olugan son derece reaktif bir radikaldir (Akkusg, 1995).

Fe? +H,0, ——— Fe'*+ OH' + OH" ( Fenton Reaksiyonu )

Hidrojen peroksitin siiperoksit radikali ile reaksiyonu sonucunda da ( Haber — Weis
reaksiyonu ) meydana gelir. Haber — Weis reaksiyonu katalizérsiiz ¢ok yavas oldugu halde Fe*

katalizérligiinde ok hizli olusur ( Halliwell and Gutteridge, 1984; Halliwell, 1994 ).

Fe iyonlar
0, + H,0, B 0, + OH" +OH" ( Haber —~Weiss reaksiyonu )

Diisiik dalga boylu elektromanyetik radrasyon olusturan gama igmlan vicuttaki hiicre
ici H,O iizerine etki ederek oksijen — hidrojen kovalent bagmnn pargalanmasma ve hidroksil

radikalinin olugmasina yol agar (Halliwell, 1994).
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H-O-H —% H'+ HO'

Hidroksil radikalinin yarilanma 6mrii ¢ok kisadir. Olustugu yerde biiyitk hasara sebep
olur. Cok reaktif oldugu i¢in hemen yakin gevredeki molekiillerle birlesir. Radikal olmayan
biyolojik molekiillerle zincir reaksiyonlan baglatir. OH" radikali DNA’nin piirin ve primidin
bazlan ile reaksiyona girerek DNA baz modifikasyonlarina yol agabilir (Guyton and Kensler,
1993).

Hidroksil radikalleri tiyoller gibi pek ¢ok biyolojik molekiilden hidrojen atomlarim
ayirarak silfir radikallerini olustururlar. Sonugta siilfiir radikalleri; RSO, (tiyol peroksid) ve
RSO’ (siilfenil) gibi biyolojik molekiilleri hasara ugratan oksisilfiir radikalleri olusturmak iizere
oksijen ile birlesirler ( McCord, 1993 ).

RSH+'OH ——» RS'+H,0

Hidroksil radikali membran fosfolipidlerindeki asiri doymamus yag asitlerinin yan
zinciri ile reaksiyona girip ilk olarak aragidonik asitin yan zincirindeki karbon atomlarnin
birinden hidrojeni ayrarak su ile birlestirir. Bu reaksiyon sonucunda lipid peroksidasyonu
zinciri baglatmig olur (McCord, 1993; Cheeseman, 1993).

- CH-"+ OH’ » -C-+H,0

2.3.3. Hidrojen Peroksit ( H2O, )

Molekiiler oksijenin etrafindaki molekiillerden 2 elektron almasi veya siiperoksidin bir
elektron almasi sonucu peroksit olusur. Olusan peroksit molekiilii iki hidrojen atomu ile

birleserek hidrojen peroksiti meydana getirir (Jenkins, 1980; Cheeseman and Slater, 1993).

02.- +2e” + 21‘[F » HzOz
0" + ¢ ‘|'21'I+ > HzOz

Iki siiperoksit molekiili iki proton alarak hidrojen peroksiti ve molekiiler oksijeni
olusturur. Reaksiyon sonucu radikal olmayan iiriinler meydana geldiginden bu reaksiyon tipine
dismutasyon reaksiyonu denmektedir (Hiedeg and Hankovszky, 1993).

20, +2H" ———p H,;0;, + O,

Bu dismutasyon ya pH 4,8°de en hizli olarak meydana gelen spontan reaksiyon veya
daha genig bir pH araliginda siiperoksit dismutaz enzimi ile meydana gelen enzimatik reaksiyon
olugmaktadir. Enzimatik reaksiyon spontan reaksiyona gore 10* kez daha hizli gergeklesir
(Weiss and Lubuglio, 1982; Freeman and Crapo, 1982 ).
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Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadig: halde, reaktif oksijen tiirleri igine girer
ve serbest radikal biyokimyasinda 6nemli bir rol oynar. Ciinkii; siiperoksit ile reaksiyona
girerek en reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olusturmak tizere kolaylikla yikilabilir.

Bu reaksiyona Haber-Weiss reaksiyonu denir (Akkus, 1995).

H0,+ 0" ———p ‘OH+OH + 0,

Bu reaksiyon ya katalizor varhfinda ya da katalizorsiiz olarak cereyan edebilir.
Katalizérsiiz reaksiyon olduk¢a yavag ilerken demirle katalizlenen ikinci reaksiyon ise gok
hizlidir. Asagida gorildign gibi  Kkatalizorlii reaksiyonda once ferri demir ( Fe™ ) siiperoksit
tarafindan ferro demire (Fe'?) indirgenir, sonra bu ferro demir kullanilarak hidrojen peroksitten

OH’ ve OH’ iiretilir.Bu reaksiyona Fenton reaksiyonu adi verilir (Fantone and Ward, 1982).

0," + Fe¢”* ————p 0, + Fe*

Fe'? + H,0, —» Fe¢" + OH' + OH"

0, + H;0, ———— "OH+OH + 0,
2.3.4. Singlet Oksijen (105 )

Oksijenin elektronlarindan birinin enerji alarak kendi spinin ters yoniinde olan bagka bir
orbitale yer degistirmesidir. Singlet O, ortaklanmamug elektronu olmadig: igin radikal olmayan
oksijen molekiiliidiir. Serbest radikal reaksiyonlar1 sonucu meydana geldigi gibi serbest radikal
reaksiyonlarinin baglamasma da neden olabilir. 2, A olmak tizere iki tipi vardir (Akkusg, 1995).

In vivo olarak singlet oksijen iirettmine neden olan baglica tepkimeler sunlardir:

1. Siiperokstd anyon radikalinin kendiligmden dismutasyonu sonucunda:

H,0 + 0," +2H' — '0, +2H,0,

2. Haber-Weiss tepkimesi sonucunda:

0, +H0, — &2 5 '0,+ OH" + OH'
3. Siiperoksid radikallerinin diagil peroksidlerle tepkimesi sonucunda:
20, "+ R-C-0-0-C-R » 2'0,+ 2R-COO

4. Siiperoksid anyon ve hidroksil anyon radikalinin etkilesmesi sonucunda

0, +OH——» '0,+0OH

-

5. Fagositoz yapan hiicrelerde fagositoz sirasinda H,0, ve halojen myeloperoksidaz
enziminin etkisi ile :
OCr' + H,0, » '0,.Cr+H,0
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Karotenler ve biliiribin, histidin, metionin, 2,5 difenil furan gibi bilesikler singlet
oksijenin hiicreye hasar verici etkisinden korurlar (Kiling, 1998).
Organizmada metabolik olaylar sirasinda iiretilen reaktif oksijen ve azot iriinlerinin

cizelge 2.3’de yanlanma Smiirleri goriilmektedir (Kahraman, 1999):

Cizelge 2.3. Reaktif oksijen ve azot iiriinlerinin yarilanma 6miirleri

Reaktif oksijen ve azot tiirleri Yan 6mrii(saniye)
0, - Siuiperoksit anyon radikali Enzimatik

H,0, Hidrojen periksit Enzimatik

OH" Hidroksil radikali 10”°

'0, Singlet oksijen 107

RO Alkoksil radikali 10°¢

ROO’ Peroksil radikali 7

Q Semikinon radikali Giinler

NO* Nitrik oksid radikali 1-10

ONOO* Peroksinitrit radikali 0,05-1

( Kahraman, 1999)

2.4. Reaktif oksijen metabolitlerinin (ROM) organizmadaki etkileri

Serbest radikaller, hiicrelerin lipid, protein, DNA’ karbonhidrat ile enzim gibi tiim
onemli bilesiklerine etki ederler. Mitokondrideki aerobik solunumu, kapiller permabiliteyi
bozarak hiicrenin potasyum kaybini ve trombosit agregasyonunu arttinrlar. Viicuttaki biyolojik
islevlerin normal bir sekilde yiiritiilebilmesi igmn ROT’larm  yan irin olarak olustugu
reaksiyonlar gereklidir. Organizmada enzimatik ve enzimatik olmayan bir gok tepkime
sonucunda reaktif oksijen metabolitleri olusabilmektedir. Bunun yaninda radyasyon, hava
kirliligi, toksik kimyasallar, pestisitler, tiitin dumam gibi dig etkenler ve iskemi-reperfiizyon
(sekil 2.5), uzun siireli metabolik hastaliklar, yangi gibi patolojik proseslerde reaktif oksijen
metabolitlerini olusturabilmektedir (Halliwell, 1991).
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ATP
AMP
%
S v
Adenozin Ksantin
Dehidrogenaz
v X Proteaz Ca*
Inozin
\ 4 ) v i Ksantinoksidaz SOD
Hipoksantin / » Ksantin+Q; ——— H;0,
0, :
Allopurinol
— Reperfiizyon —» OH'+ OH + 0,
DMSO

Sekil 2.5. Iskemi reperfiizyon hasar

Hiicrede oksidan-antioksidan dengesi antioksidanlar aleyine bozuldugunda olugan
dengesizlik durumuna “oksidatif stress” ad: verilmektedir. Oksidatif stressin artmasi durumunda
bulunduklar1 yerlerde serbest radikaller farkli sekillerde metabolik ve hiicre yapisinda
bozukluklara yol agarlar (Sies, 1991; Alper, vd., 1997). Serbest radikallerin hiicresel
hedefleri gizelge 2.4’de gorillmektedir.
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Cizelge 2.4. Serbest radikallerin hiicresel hedefleri

Hedef

Sonug

Doymamug ve tiol igeren aminoasitler

Protein denaturasyonu ve gapraz baglarm
olusumu, enzim inhibisyonu ve hiicre

membran gecirgenliginde degisiklik

Baz hidroksilasyonuna, hiicre déngiisiinde

Niikleik asit bazlan degisiklik, mutasyon
Hiicre membram reseptér duyarliliginda
Karbonhidratlar degisiklik
Kolesterol ve yag asidi oksidasyonu, lipid
Doymanus lipidier ¢apraz bag oluyumu, organel ve hiicre
membran gegirgenliginde degisiklik
Nikotinamid ve flavin igeren kofaktérlerin
Kofaktérler miktan ve aktivitesinde azalma
Serotonin ve epinefrin gibi
Noérotransmitterler norotransmitterlerin miktarinda ve
aktivitesinde azalma
E vitamini ve B karoten ile katalaz ve SOD
Antioksidanlar enzimlerinin  inhibisyonu, GSH Px
aktivitesinde degigiklik olmamasi
Proteinler Peptid zincirinde kopma denatiirasyon
DNA Zincir kopmasi baz degisikligi

Hyaliironik asit

Sinovial sivi akigkanhiginda degisiklik

(Kayaoglu, 1999)

Reaktif oksijen metabolitlerinin biyolojik sistemdeki etkileri iki yoldan ilerler. Birinci

yolda, toksik olaylar kisa siirede olusarak hiicrenin 6limii, doku harabiyeti ve organ

fonksiyonlarmin bozulmasi ile sonuglanan ve iskemi - reperfizyon hasarinda Onemli

mekanizmalarda rol oynamaktadir. lkinci yol ise, primer olarak kanser gelisimine katkisi

oldugu one siirilen mekanizmalardan olugmaktadir. Hidroksil radikali doku hasarinda direkt
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olarak sitotoksik etkiye neden olamakla beraber siiperoksid anyon radikali ve hidrojen peroksit
iss DNA kirilmasi ile onkojen aktivasyonuna neden oldugu gozlemlenmistir (Anicioglu, 1993;
Kurtel, 1993; Kapkag, vd., 1996).

2.4.1. Membran lipidlerine etkileri (Lipid peroksidasyonu)

Biyomolekiillerin tiim biiyiikk simuflari serbest radikaller tarafindan etkilenirler; fakat
lipidler en hassas olanlaridir. Memeli hiicre membranlan peroksidatif hasara karsi ¢ok duyarh
olan agin doymamug yag asitlerini ( PUFA ) bol miktarda icermektedir. Bu yag asitlerinin
peroksidasyonu biyolojik hasar ile karakterize olan serbest radikal tepkimeleri arasinda en iyi
bilinenidir.Doymamis yag asitlerinin oksidatif yikim Lipid peroksidasyonu olarak bilinir ve
olduk¢a zararlidir. Lipid peroksidasyonu ile meydana gelen membran hasan ise geri
doniisiimsiizdiir. Lipid peroksidasyonu bir zincir reaksiyonu olup {i¢ ana basamaktan olusur. Bu
basamaklar baslama (initation), yayillma (propagation) ve sonlanma (termination) olur (Abou-
Seif, 1996).

Lipid peroksidasyonu dort temel asamadan meydana gelmektedir:

1. Peroksidasyon zincirinin baglamasi: Yag asidi ile birlesen radikal, asir1 doymamus
yag asidinin (PUFA) cis ¢ifte bagindaki metilen grubundan bir hidrojen atomu gikarmakta ve
karbon atomu tizerinde ortaklanmamus elektron bulunduran lipid radikali (PUFA") olusumu ile

lipid peroksidasyonunu baglatmaktadir. Olusan lipid radikali bir konjuge diendir.

R"+ PUFA » RH+PUFA’
2. Peroksidasyon zincirinin ilerlemesi:Oksijen ile birlegen lipid radikali, lipid peroksi
radikalini olugturmaktadir.
PUFA’ + 0O, » PUFAO;®

Diger yag asidi yan zincirleri ile tepkimeye giren lipid peroksi radikalleri, lipid
hidroperoksitlerini meydana getirmektedir.

PUFAOQ; “ +PUFAH p PUFAO;H + PUFA’
3. Peroksidasyon zincirinin dallanmasz:
PUFAO,H + Fe' » PUFAQ" +OH + Fe™

4. Peroksidasyon zincirinin sonlanmasi.

Lipid hidroperoksidleri 1si,  radyasyon,  metal iyonlan katalizorligi altinda
yikilabilmektedir. Yikim sonucunda ¢ogu aktif olan aldehitler olugur (Cheeseman, 1993). Bu
bilesikler, hiicre diizeyinde metabolize edilirler veya diffiize olup hiicrenin diger bélimlerine
hasart yayabilirler. Lipid peroksidleri ve aldehitler, organizmada makrofajlarin etkinligini

baskilar; protein sentezini inhibe eder, membran bilesenlerinin ¢apraz baglanmalarina ve



25

polimerizasyonlarina neden olurlar. Ug ya da daha fazla gift bag ihtiva eden yag asitlerinin
peroksidasyonu, malondialdehit (MDA) meydana getirir. MDA , kolay difiize olabildiginden
DNA yapisindaki bazlarla etkilesir. Bu ézelliginden dolayt MDA’in  mutajenik , genotoksik ve
karsinojenik etkilere sahip oldugu séylenmektedir (Witas and Sledziewski, 1990; Niclsen, et
al., 1997).

Hasarli dokularda lipid peroksidasyonu yatkmliktaki artis, antioksidasyonlarmn
inaktivasyonunun ve Fe ile Cu iyonlannn hiicre iginde serbestlesmesinin neticesidir.
Transferrin, seriiloplazmin veya albumin gibi plazma proteinleri, lipid peroksidasyondan
korunmaya yardimci olabilir. Bu durumun 6nemi , demirin fazla oldugu ve kanda basit demir

iyon komplekslerinin dolastig1 hastalarda gozlenebilir (Seven ve Candan, 1995).

2.4.2, Proteinlere etkileri

Proteinler serbest radikallere karst lipidlerden daha az hassastir. Proteinlerde hasar
olusturucu zincir reaksiyonlarmin olugma ihtimali ¢ok azdir. Proteinlerin sebest radikal
harabiyetinden etkilenme dereceleri amino asit kompozisyonlarma baghdir. Doymamis bag ve
sillfur igeren amino asitlerden (Triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein
gibi) meydana gelmis proteinler serbest radikallerden kolaylikla etkilenirler. Ozellikle sulfir
radikalleri ve karbon merkezli radikaller meydana gelirler. Bu reaksiyonlar sonucu
immmunoglobulin G ve albumin gibi fazla sayida disiilfid bagi bulunduran proteinlerin g
boyutlu yapilart bozulur. Yapilari bozulan proteinler normal fonksiyonlan meydana
getiremezler. Enzimler protein yapisinda olduklarindan enzim aktivitelerinde de degisiklikler
meydana gelir (Bast, et al., 1991; Yavuzer, 1993).

Serbest radikallerin sitoplazmik ve membran proteinleri iizerine etkisi genellikle
siilfidril gruplart iizerindedir. Proteinlerdeki siilfidril gruplari —S-S gekline donisiir. Lipid
peroksidasyonu ile olusan doymanus aldehidler protein sentezinin inhibisyonuna neden olur
(Tamer, vd., 1992).

Hem proteinleri de sebest radikallerden énemli oranda zarar gorirler. Ozellikle
oksihemoglobinin O, ~ veya H,0, ile reaksiyonu methemoglobin olusumuna sebep olur
(Cord, 19993).

0,” +2H' +Hb-Fe'?-0, »  Hb-Fe" + H,0,+ 0,

H,0,+2Hb-Fe'*+-0, +2H" » 2Hb-Fe" +2H,0,. 0,
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2.4.3. Nukleik asitler ve DNA’ya etkiler

Reaktif oksijen iriinleri DNA iizerinde de sitotoksik etkiye sahiptir. DNA, okside
edici radikaller tarafindan kolaylikla hasara ugratilabilmektedir. Proteinlerde oldugu gibi DNA
‘da da hizhi zincir reaksiyonlarinin olma ihtimali ¢ok azdir. Hasarin olugmas: igin serbest
radikallerin spesifik bélgelere yiiksek konsantrasyonda baglanarak, zincir kirilmalarina yol
agmalan veya replikasyon olmadan 6nce tamir sistemlerini etkisiz hale getirerek mutasyonlara
yol agmalan gerekir (Kokliioglu, 1998; Iscan ve Coban, 1998).

Iyonize edici radrasyonla olusan serbest radikaller, DNA’y1 etkileyerek hiicrede
mutasyona ve olime yol acarlar. Sitotoksisite, bilyitk oranda , nikleik asit baz
modifikasyonlarindan dogan kromozom degisikliklerine veya DNA’nin  diger degisikliklerine
baghdir. Bu yiizden DNA, serbest radikallerden kolay zarar géren ¢nemli bir hedefdir. DNA
peroksidasyonu iyonizan  radrasyona bagli olusabilir. Pirimidinlerden o&zellikle timin gok
hassastir. DNA halatlarinin kopmasi, DNA’nun ¢ift sarmalli yapisimn ayrilmasi sonucu hiicrede
mutasyonlar ve 6liim gergeklegebili. DNA molekiilleri niikleusta bulunur ve siki helix
yapisinda diizenlenmistir. Ayrica histonlarla korunur. Bundan dolay: sebest radikallerle temasa
bagh degisiklikler azdir. Aktive olmug nétrofillerden  kaynaklanan hidrojen peroksit,
membranlardan kolayca gegerek ve hiicre gekirdegine ulagarak DNA hasan ile hiicre oliimiine
yol agabilir (Csillago and Aldhous, 1992; Bolzan, et al., 1993).

2.4.4. Karbonhidratlara etkileri

Serbest radikallerin karbonhidratlar iizerine de énemli etkileri vardir. Monosakkaritlerin
otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit ve peroksitler meydana gelir. Bunlar diabet ve sigara
icimi ile iligkili kronik hastaliklarda énemli rol oynarlar. Okzoaldchitler DNA, RNA ve
proteinlere baglanabilme ve aralarinda g¢apraz baglar olusturma ozelliklerinden dolay:

antimitotik etki gosterirler. Kanser ve yaslanma olaylarinda rol oynarlar (Akkus, 1995).

2.4.5. Ekstraselliiler etki

Serbest radikaller, inflamatuvar cevabi ve ardindan gelen doku hasarini module etmede
énemli rol oynarlar. Inflamatuvar hiicre kaynakli serbest radikallerin olugturdugu hasardan en
cok etkilenen ekstraselliller doku komponentleri kollagen ve hyaluronik asittir. Enflamatuvar
(iltihabi) eklem hastaliklarinda sinovial siviya gegen polimorfoniikleer Ikositlerden

ekstraselliller siviya salinan H,0, ve O, , buradaki mukopolisakkarit olan hyaliironik asidi
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pargalarlar. Goziin vitréz sivisinda bol miktarlarda hyaliironik asit bulunur. Hyaliironik asidin
oksidatif hasan katarakt olugumuna katkida bulunur (Balci, et al,, 1994; Tanakol, 1998).

Kolajen, siiperoksit radikalinin jelasyonu engellemesi sonucu harap olur. Siiperoksit
dismutaz (SOD) kollajeni siiperoksit radikalinin jelasyonu inhibe edici etkilerinden korur.
Eklemde, sinovial sivinin viskositesini saglayan hyaliironik asit siiperoksit radikali tarafindan
depolimerize edilebilir. Radikalleri ortadan kaldirici enzimler séz konusu depolimerizasyona
engel olurlar. Ekstraselliller sivilarn eser miktarlar: bile bu kompartmanda biiyiik hasara yol
acabilir (Erden, 1992).

Serbest radikaller, bu etkilerinden dolay: ¢ok gesitli hastaliklarin patogenezinde énemli
rol oynarlar. Ancak bu hastaliklarin gogunda serbest radikallerin hastaligin sebebi mi yoksa bir

sonucu olarak mi1 meydana geldikleri tam olarak bilinmemektedir.

2.4.6. Yaglanma

Canhlarin yasama siireleri birbirlerinden oldukga farklidir. Memeliler arasinda en uzun
omre insanlar sahiptir. 1956 yilinda Harman tarafindan ortaya atilan bu teoriye gére “yaslanma,
normal hayat siiresinde meydana gelen serbest radikallerin sebep oldugu yikimlarn bir
sonucudur?” . Buna gore, metabolizmasi hizh, fazla oksijen tiketen ve bdylece serbest radikal
iiretimi fazla olan canlilar daha kisa 6miirlii olacaklardir. Siiphesiz burada antioksidan savunma
sistemleri de onemli rol oynarlar. Mesela, memeliler arasinda en uzun 6mre sahip olan
insanlarda antioksidan bir enzim olan SOD aktivitesi en yiiksek, en kisa oémiirlii olan farelerde
ise en digiktiir. Hatta antioksidan savunma sisteminin zamanla yetersiz kalmast sonucu insan
oémriiniinde bir yerde sonlandig ileri sirilmistiir (Habif, vd., 1995).

Oksidatif hasardan en fazla zaran mitokondrial DNA goérmektedir. Yash insanlarda
mitokondrial DNA’nin  6nemli miktarda hasara ugradifn gésterilmigtir.  Perokside
mitokondrilerin  DNA ekstraktlarmda mutasyonlara neden olan 8-hidroksiguaninde igerigi
onemli derecede artmaktadi (Aricioglu, 1993).

Yash dokularin normal dokulardan daha fazla peroksidasyonu maruz kaldiklar,
antioksidanlarin bunu azaltabildikleri ancak yaslanmayi geciktirmedikleri kayit edilmistir.
Serbest oksijen radikallerinin yogun bir gekilde olugmasma yol agan iyonize edici radrasyon,
normal yaslanmaya benzer sonuglar iretmekte ve yasam siiresini kisaltmaktadir (Nalgacy,
1993).

Ote yandan, yaslanma ile birlikte Glutatyon miktarnin azaldigim gosteren bulgular
genelde uyum halindedirler. Ancak, bu azalmanmn yaslanmanin sebebi mi yoksa sonucu mu

oldugu belli degildir. Bununla beraber, Glutatyon metabolizmasmi diizenleyen enzimlerde veya
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diger mekanizmalarda yaslanmaya bagl olarak herhangi bir biyokimyasal degisikligin meydana
geldiginin ispatlanmasi halinde, bu azalmanmn, in vivo oksidatif stresteki artigm énemli bir
gostergesi, dolayist ile yaslanmanm ciddi bir sebebi olabilecegine inanilmaktadir (Segkin,
1988).

2.5. Antioksidan savunma sistemleri

Hiicreler, reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasan
onlemek igin viicutta birgok savunma mekanizmalart meydana getirmigtir. Bunlar “antioksidan
savunma sistemleri” veya kisaca ‘“antioksidanlar” olarak bilinirler. Antioksidanlar etkilerini,
organizmada reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu onleyerek veya reaktif oksijen tiirlerinin

temizleyerek gosterirler (Sekil 2.6) (Crystal, 1991).

Serbest Radikaller — 5. Lipid, protein, DNA reaksiyonlar

Baskilayici reaksiyonlar
Tokoferol
Askorbat

Enzimatik savunmalar B—karoten

Glutatyon

Katalaz ¢
Hiicresel 02. > 02+H202 HzO‘l‘Oz
GSH-Px T

()

GSH GSSG

N

Glutatyon Rediiktaz (GSH-Red)

Sekil 2.6. Serbest radikallerin antioksidan enzimlerle iligkisi.
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Antioksidan sistem boliim 2.5.1.°deki sekilde smmiflandirilmugtir: (Akkus, 1995; Yalgin,
1998).
2.5.1. Endojen antioksidanlar (Dogal )

a) Enzim olan antioksidanlar:Bunlar mitokondrial sitokrom oksidaz sistemi, siiperoksid
dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz enzimleridir.
b) Enzim olmayanlar: Bunlar kendi arasinda 2 gruba ayrilir.

I. Lipid fazda bulunanlar: Alfa tokoferol ve beta- karoten,

II.  Siv1 fazda ( hiicre sitoplazmasinda veya kan plazmasinda ) bulunanlar: Askorbik
asit, melatonin, iirat, sistein, seruloplazmin, transferrin, laktoferrin, myoglobin,
hemoglobin, ferritin, albumin, bilirubin ve glutatyondur.

2.5.2. Eksojen antioksidanlar

1. Ksantin oksidaz enzim inhibitorleri: Allopiirinol, oksipiirinol, folik asit, pterin
aldehit ve tungsten,

2. Soya fasulyesi inhibitérleri: Ksantin dehidrogenazin proteolitik etki ile ksantin
oksidaza doniigiimiinii inhibe ederler.

3. NADPH oksidaz inhibitorleri:Adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum kanal
blokerleri, nonsteroid antienflamatuar ilaglar,

4. Rekombinant siiperoksid dismutaz,
Demir redoks dongiisii inhibitorleri:Desferroksamin, seruloplazmin,

6. Notrofil adezyon inhibitorleri olmak iizere 6 gruba ayrilir.

2.5.3. Gida antioksidanlan

Besinlerimize koruyucu maddeler olarak ilave edilen antioksidanlar:Butil
hidroksitoluen, butil hidroksianilzol, sodyum benzoat, etoksikin, demir- siiperoksit dismutaz,
propil galatdir.

Serbest radikallerin artmast sonucunda olusan oksidatif stressin organizmada yarattigt

etkileri en aza indirmek igin gizelge 2.5’de goriilen sentetik antioksidanlar elde edilmistir.
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Cizelge 2.5. Dogal ve sentetik (ilaglar) antioksidanlar

Dogal antioksidanlar Sentetik antioksidanlar ( Ilaglar )
Siiperoksid dismutaz Rekombinant hiicre SOD
Katalaz
Enzim yapisinda | Glutatyon peroksidaz Ebselen

antioksidanlar Glutatyon rediiktaz
Hidroperoksidaz 21- aminosteroidler
Sitokrom oksidaz
Seruloplazmin Sitokinler ( TNF veinterlokin- 1)
Transferrin
Hemoglobin Allopurinol, oksipuurinol gibi ksantin
Haptoglobin oksidaz inhibitorleri
Hemopeksin

Ekstraselliler Piruvat Mannnitol

sividaki enzim E vitamini ve analoglari

olmayan Cvitamini Proteaz inhibitdrleri

antioksidanlar Beta karoten
Tiyol igeren bilesikler Barbitiiratlar
Urik asit
Ubikinon Flavonoidler
Glukoz
Bilirubin Trimetazindin

( Kiling, 1993)

Reaktif oksijen molekiilleri ile miicadelenin esas amaci,

belirli dizeyi agmug

oksidanlara direkt olarak etki edip onlar1 inaktif hale getirmek olan antioksidanlarn etkileri
basllca 4 yol ile ortaya ¢ikmaktadir ( Bilim ve Teknik Dergisi; Ekim 1996 ):

1. Toplayici (scavenging) etki: Yeni radikal olusumunu &nleyerek ve olugmus
radikalleri daha az zararli hale getirerek etki ederler. Buna émek, SOD, GSH-Px, ferritin,

seruloplazmin.

2. Bastinict (quencer) etki: Oksidanlarla etkilesip, onlara bir hidrojen aktararak

aktivitelerini inaktif hale getiren bilesiklerdir. Omegin: A, C, E vitaminleri, flavonoidler,

mannitol.




31

3. Zincir kirict (chain breaking) etki: Zincirleme olarak devam eden reaksiyonlart belli
yerlerinde kirarak oksidan etkiyi durdururlar. Omegin bazi vitaminler, iirik asit, biluribin,
albumin,

4. Tamir edici (repair) etki: Bu grupta DNA tamir enzimleri, metionin silfoksid
rediiktaz enzimleri girmektedir.

2.6. Antioksidanlar
2.6.1. Antioksidan enzimler

Enzimler, canh hiicreler tarafindan sentezlenen ve protein yapisinda olan biyolojik
katalizorlerdir. Hiicredeki metabolitler kimyasal dengede bulunmazlar. Tiim organizmanin
durumunda oldugu gibi hiicrenin durumu maddelerin alindif1 ve metabolitlerin verildigi akict
bir denge olarak tanumlanabilir. Organizma enerjisini dinamik denge halindeki enzimatik
reaksiyonlardan saglar (Karlson, 1992).

Enzimler, protein kisnu olan apoenzim ve bu yapiya bagli olan metal iyonu yapisinda
kofaktdr veya kompleks bir bilesik yapisinda koenzimden olusan holoenzim yapisindadirlar.
Enzimlerin katatalitik aktivite géstermelerindeki en 6nemli faktriin enzimin 3 boyutlu yapist
oldugu disiiniilmektedir. Molekiiler agirliklann 1000 dalton ile milyonlarca dalton arasinda
olabilir (Karlson, 1992; Aras, 1986).

Enzimler kimyasal reaksiyonlarn hizlanmi enzimsiz reaksiyonlara nisbetle 10° — 10"
kat daha fazla artinr. Reaksiyon sirasinda bazi fiziksel degismelere ugrasalarda reaksiyon
sonunda tekrar baslangigtaki durumlarina dénerler. Enzimler, substratlan ile baglanir. Substrat,
enzim tarafindan etkilenen spesifik bir bilegiktir. Substrat, enzimin aktif bélgesine baglanir. Bu
bolgeye katalitik bolge denmektedir. Olusan ES komplementi reaksiyon sonunda enzim ile
iiriine pargalanir . Enzim aktivite initesi , dakikada bir mikromol substrat: iiriine déniigtiiren
enzim miktaridir. Bu iiniteye de internasyonel inite ( 1.U ) adi verilmistir ( Karlson, 1992;
Murray , et. al., 1993).

Enzimler, substratlarina kargi bityitk bir spesifite gosterirler. Bazi enzimler ise
reaksiyon spesifik katalistlerdir. Kendine 6zgii ve uyumlu tek bir substrat ile baglanir ve
sonugta tek bir iiriin olugur. Bir enzimin kinetigine etki eden faktorler zaman, 1s1, pH,
substratin konsantrasyonu,  inorganik iyonlarin konsantrasyonu, enzimlerin ortamdaki

mevcudiyeti, reaksiyona ait {iriinlerin konsantrasyonu ve yapisi, inhibitorlerdir (Aras, 1986).
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In vivo reaksiyon gosterdikleri gibi enzimler, in vitro olarak da uygun sartlarda
katalize ettikleri reaksiyonlann tiplerine gére 6 sinifa ayrlir:
1. Oksidorediiktazlar

2. Transferazlar
3. Hidrolazlar
4, Liyazlar

5. 1zomerazlar
6. Ligazlar

(Karslon, 1992; Murray, et. al., 1993).

2.6.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD) (E.C. 1.15.1.1)

Antioksidan savunmanmin ilk basamaguu siiperoksidin H,0;’e dismutasyonunu
katalizleyen siiperoksid dismutaz enzimi olugturur. Selliller bélmelerdeki siiperoksid diizeylerini

kontrol etmede 6nemli bir rol oynar ( Sun, et al., 1988, Halliwell, 1994 ).

SOD
20,"+2H —» H,0, + 0,

Stiperoksid dismutaz (SOD), ilk kez 1969 yilinda Mc Cord ve Fridowich tarafindan
sigir eritirositlerinden  izole edilmistir. Stperoksidin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene
déniigimiinii katalizler. SOD aerobik organizmalarda  gesitli izoenzimleri tamimlanmugtir,
insanda Cu, Zn - SOD ve Mn - SOD olarak adlandirilan izoenzimleri mevcuttur.

Anaeroblarda bu enzim bulunmaz veya ¢ok disiik konsantrasyondadir. Ayrica
anaeroblarda Fe — SOD , E.coli’nin plazmasinda yer alarak mikroorganizmalarda ve bazi
bitkilerde bulunmaktadir (Flohe and Otting, 1984) .

Mn - SOD, memeli hiicrelerinde ve prokaryotik hiicrelerde bulunan mitokondriyal bir
enzimdir. Molekil agirhigr 80.000 dalton agirliginda olup 4 alt birimden olugmugtur ve her bir
alt iinitede bir atom manganez igermektedir (Kaler, vd., 1991).

Cu, Zn - SOD hiicrenin sitoplazmasinda ve mitokondrisinde bulunmaktadir. Molekiil
agirlign 32000 dalton olup iki alt birimi vardir. Alt birimlerin herbiri bir atom bakir ve bir atom
cinko icerir. Ayrica her alt birimde bir zincir igi siilfit kopriisi, bir siilfidril grubu ve bir
asetillenmis terminal amino grubu bulunmaktadir. Ayrica kanda dolasan siiperoksidin
metabolize edilmesinde gorevli bakir iceren, tetramerik yapida, 134000 dalton agirhiginda,
baghca plazma ve insan akcigerinden saflagtinlmig bir Cu — SOD ¢esidi de bulunmugtur

(Freeman and Crapo, 1983).
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SOD, fagosite edilmis bakterilerin hiicre i¢inde 6ldiiriilmesinde de rol oynar. Bu yiizden
SOD enziminin siiperoksidin yol agtig1 hasara karsi koruyucu bir rolii vardir. Hiperoksi
durumlarinda hiicre ve dokulardaki oksijen basinci artar ve notrofiller, alveolar makrofajlar ve
tip II pnémositlerde SOD diizeyinde bir artma meydana gelir ( Fantone and Ward, 1982 ).

Aynca 1982 wyilimda glikoprotein yapisinda olan ekstraselliler SOD (EC-SOD)
tamnmlanmugtir, Molekiil agirligi 135000°dir. 4 egit subuniti vardir, 4 Cu ve muhtemelen 4 Zn
atomu tasir. EC —-SOD ve Cu- Zn SOD’m prostetik metalleri birbirine benzemesine ragmen
aminoasit diziligi antijenik  O6zelllikleri ve kromozomal yerlesimleri birbirinden farklidir
(Kiling, 1998).

Romatoid artritte, diabetik hipertrigliseridemik hastalarda ve =~ Behget  hastaliginda
da siiperoksid diretimi ile siiperoksid toplayict aktivite arasinda negatif bir korelasyon
bulunmugtur Normal olarak premature bebeklerde ve solumsal bozuklugu olan bebeklerde
hiperoksi meydana getirecek kadar eritirosit SOD diizeyinin arttigi bulunmugstur (Aliakbar, et
al., 1993).

2.6.1.2. Glutatyon peroksidaz ( GSH - Px ) (E.C.1.11.1.9)

Glutatyon peroksidazin molekiiler agirhg: yaklasik 85000 dalton olup oksidorediiktaz
olarak isimlendirilmektedirr. GSH - Px, hiicrelerde  olusan  hidroperoksitlerin
detoksifikasyonundan sorumlu enzim olup katalizledigi reaksiyon

2 GSH + H,0, ———» GSSG +2 H,0
seklindedir (Perrrin-Nadif and Dusch, 1996).

Glutatyon peroksidaz baglica sitozolde bulunmakla beraber mitokondride de bulunur.
Bu enzimin organizmada iki formu bulunmaktadar:

1. Selenyuma Bagli Glutatyon Peroksidaz :Bunda glutatyon peroksidaz enziminin 4
katalitik bolgesinden herbirine SELENO SISTIN baghdir. Bu enzim oksidan hasara kars: hiicre
ici savunma elemanlarinin roliinde énemlidir. Ayni zamanda Glutatyon Peroksidaz tayinleri ile
kan Se miktarmn indirekt Slgiimii yapilmts olur

2. Selenyuma Bagh Olmayan Glutatyon Peroksidaz: Bu enzim tire ve dokulara bagh
degiskenlik gostermekle beraber karaciger, bobrek korteksinde ve iskelet kasinda gok bulunur.
Bobrek medullasinda ise Se’a baglh olan ve olmayan glutatyon peroksidaz esit miktarda
bulunur. H,0,’nin metabolizmasina katilmayip organik peroksitleri detoksifiye eder (Fantone
and Ward, 1982; Yéntem, vd., 1993).

Eritirositlerde mitokondri olmadiBt halde yiiksek aktivitede sitozolik hasara karst etkin
bir koruyucu mekanizma saglayan GSH - Px mevcuttur. GSH - Px, H,0, ve lipid
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hidroperoksidlerini indirgenmis glutatyonu ( GSH ) oksidasyon yolu ile uzaklastirir. Eritirosit
membranlarim hidrojen peroksitten olugan hiicre hasarindan korunmasi sekil 2.7°de GSH - Px,
selenyum ve vitamin E iligkisi goriilmektedir (Freemand and Crapo, 1993; Yontem, 1993).

Glutatyon peroksidazin H,0, ve diger hidroperoksidleri indirgemesi glutatyon rediiktaz
aktivitesine ve NADPH mevcudiyetine baghdir. Bu enzim glutatyonun okside formunun
rediiksiyonundan sorumlu bir enzimdir (Erbas, 1993).

Glutatyon peroksidazin fagositik hiicrelerde énemli fonksiyonlari vardir. Ayrica bu
enzim diisik H,0, konsantrasyonlarinda etkilidir. Lipid hidroperoksidlerini uzaklagtirmada

katalazdan daha énemli bir role sahiptir ( Freeman and Crapo, 1983 ).
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2.6.1.3. Glutatyon rediiktaz ( G-Red ) (E.C.1.6.4.2 )

Glutatyon rediiktaz molekiil agirhg 44.000 olup rediikte glutatyonu belirli bir seviyede
tutmak asil gorevidir. Katalizledigi reaksiyon ile hidroperoksitlerin rediikte olmasi esnasmda
meydana gelen okside glutatyon ( GSSG ) , tekrar rediikte glutatyona (GSH) déniisiir. Bu
enzim kofaktér olarak NADPH kullanir. NADPH ise heksoz monofosfat santinda iiretilir
(Erbas,1993; Yalgm, 1998).

G-Red
GSSG + NADPH + H' » 2 GSH+NADP

Glutatyon peroksidaz ve glutatyon reditktaz enzimleri ¢ift ¢alisan enzimlerdir. Bu
enzimler ile hiicre i¢i GSSH/GSH oran:1 ( 1/500) korunur. Bu oran hiicrelerin oksidan ajanlara
kars: antioksidan savunmalarmda son derece Gnemlidir. Rediikte glutatyonun eritirositlerin
yapisiu korumasi ve hemoglobini ferrus yapida tutmada énemli bir rol oynadigi bilinmektedir
(Ogiis ve Ozer, 1990).

Glutatyon rediiktaz enzimi, elektronlarmn NADPH’dan okside glutatyona prostetik
grup olarak kullandigs FAD yolu ile transfer etmektedir. Elektronlar okside glutatyondaki
disilfid baglarina direkt olarak transfer edilmezler. Bunlar 6nce NADPH’tan FAD’ye transfer
olmakta, daha sonra iki sistin kalintis1 arasindaki disiilfid baglarina, daha sonra da glutatyona
transfer olmaktadir. $ekil 2.8’de gorildigi gibi Glutatyon rediiktaz enziminin her alt birimi
“FAD baglama bolgesi”, “NADPH baglama bolgesi”, “Ara bolge” olmak iizere ii¢ baglanma
bolgesi ihtiva eder (Sermet, 1998).

NADP" bolgesi

Ara boélge

FAD’nin Isoalloxazin halkas:

NADPH’m Nikotinamid halkasi

FAD bélgesi Glutatyon baglanma bolgesi

Sekil 2.8. Glutatyon rediiktazin gemast
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FAD ve NADP' bolgeleri birbirlerine es yapidadirlar. Diger dehidrogenazlardaki
niikleotid baglanma bélgelerine benzerler. FAD ve NADP', aralarinda komsu izoalloksazin ve
niiklotinamid halkalari vasitasiyla baglanirlar. Glutatyonun enzimdeki baglanma yerinin bir alt
biriminin FAD bolgesi ve diger alt biriminin ara bolgesi tarafindan olusturulmas: ilgingtir
(Stryer, 1988).

Glutatyon rediiktaz enzim aktivitesinin yiikseldigi durumlar:

1. Fizyolojik olarak yenidoganda,

2. Patolojik olarak meme kanserlerinde, neoplastik hastaliklarda, Hepatitlerde
tikanma sarihigl, Az siklikla siroz, akut miyokard enfaktiisii, megaloblastik anemi, oral hiicreli
anemi, demir eksikligi anemisinde, atopik dermatitlerde, kronik bobrek hastalandir. Glutatyon
rediiktaz enzim aktivitesi, nonsferositik hemolitik anemilerde seviyesi azalmaktadir (Sermet,
1998).

2.6.2. Enzim olmayan antioksidanlar

Hiicre membrani, DNA ve enzimleri sebest radikallerin zaral etkilerinden koruyarak
hiicre ve dokularin yapisal biitiinligiini devam ettirmede vitamin E, C ve A ile § karoten

olmak uizere cegsitli antioksidan mikroniitrienler gorev yapmaktadir.

2.6.2.1. Yitamin E

Vitamin E dokularda en énemli zincir kirici antioksidandir ve lipid peroksidasyonuna
kars1 ilk siradaki koruma mekanizmasidir. Antioksidan savunmanmn iginde en 6nemli kismun
zincir reaksiyonlarini kiran antioksidanlar olusturur (Colakoglu, vd., 1998; Alper, vd., 1998).

E vitamini ilk olarak 1936 yilinda Evans ve Sure tarafindan tanimlanmis, 1938 yilinda
ise sentetik olarak izole edilmistir. 1950’li yillarda antioksidan o&zellikleri ile glutatyon
peroksidazin bir komponenti olan selenyum arasindaki iligki gosterilmistir. 1960’1l yillarda ise
yagda ¢oziinen bir antioksidan olarak E vitamininin hayvanlarda ireme ve nérolojik
fonksiyonlarin devamu igin gerekliligi ¢ok daha iyi anlagilmugtir. E vitamini esansiyel ve yagda
eriyen bir vitamindir. Dogada 8 izomerik formda bulunur. Besinler igindeki E vitamini
etkinliginin yaklagik %8 o tokoferolde baglh oldugu, geri kalan %20’sinin diger tokoferol
tiirevlerinden ve tokotrienollardan ileri geldigi sanilmaktadir (Alper, vd., 1997).

Tokoferoller, suda ¢dziinmeyen lipid ve organik g¢oziicilerde goziinen asit, alkol,
oksijensiz ve istya 200 C”ye kadar dayamikli, ultraviyole 1sikta harap olan bilesiklerdir. Bu
formlardan D - a — tokoferol en yiiksek biyolojik aktiviteye ve en genis dogal dagilima sahip
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olandir. Antioksidan 6zelligi yapisindaki aromatik halkanin igerdigi fenolik hidroksil grubuna
sahip aromatik halka, vitamin E’nin kimyasal olarak aktif kismum olusturur. Antioksidan
ozelligi bu gruptan kaynaklanir (Spencer, et al., 1991).

o —Tokoferol dokularda degisik konsantrasyonlarda bulunur. En yiiksek vitamin E
konsantrasyonlari, mitokondri ve mikrozomlar gibi membrandan zengin hiicre fraksiyonlarinda
bulunur. Myokard membranlarindaki miktar1 fazladir (Kiling, 1998).

E vitamini bitkilerde sentez edilir. Tokoferol sentezinde kaynak tirozin
metabolizmasmin  iriinii olan homogentisinik asittir. Bilhassa g¢imlenmekte olan hububat
(bugdag embriyosu 200-300 pg / 100g) tokoferolden zengindir. Bitkisel yaglarin sabunlagmayan
kisumlarinda, yer fist1igs, badem, pamukyag: ve keten tohumunda bulunur. Zeytinyaginda eser
miktarda vardir. Balik, karaciger A ve D vitamini yoniinden zenginse de E vitamini yoniinden
yoksundur (Spencer, et al., 1999).

Giinliik E vitamini gereksinimi dengeli beslenen kadinda 8 mg, erkekte ise 10 mg’dir.
Hamilelik ve laktasyon déneminde 2-3 mg artmaktadir (Tanakol, 1998).

Diyette, yagda ¢oziinmiis olarak alnir; vyag sindirimi sirasinda agiga cikar ve emilir.
Emilebilmesi igin yag emilinin ve safra asitlerinin normal olmasi gerekir. Herhangi bir tagiyici
protein olmadan pasif difiizyonla emilir. Once silomikron yapisinda dahil olur. Lipoprotein
lipaz aracilig1 ile hidroliz olurken E vitaminin bir bélimii dokulara tagmir. Kalan E vitamini ise
silomikron kalintilari ile birlikte karaciger tarafindan alinip hepatik kékenli VLDL ler aracilif
ile tekrar dolasima salmur. E vitamini plazmada sadece lipoproteinlerle tasmr. Ve
konsantrasyonu plazma lipit konsantrasyonu ile ilgilidir (Jendryczko, et al., 1993).

E vitaminin depolandig spesifik bir organ yoktur. En énemli depolanma bdlgeleri; yag
dokusu, karaciger ve kas dokusudur. Adrenal bezler, gram doku basmna en ¢ok a —tokoferoliin
bulundugu yerlerdir. Akciger ve dalakda o ~tokoferol igerigi oldukga yiiksektir. E vitamini
karacigerde metabolize edilir (Tuchschmid, 1986).

Glutatyon peroksidaz ile E vitamini serbest radikallere karsi birbirlerine tamamlayici
etki gosterirler. Enzim tegekkiil etmis olan peroksidleri ortadan Kkaldirken E vitamini
peroksidlerin sentezini engeller. E vitamini, selenyum metabolizmada da 6nemli rol oynar.
Selenyum, normal pankreas fonksiyonu ve E vitamini lipidlerin emilimi igin gereklidir.
Lipoproteinlerin iginde tutulmasina yardimci olur. E vitamini ise selenyumun organizmadan
kaybini énleyerek veya onu aktif sekilde tutarak selenyum ihtiyacini azaltir (Yalgm, 1998).

E vitamini, lipid peroksi radikallerini (LOO) pargalamak ve boylece lipid
peroksidasyon zincir reaksiyonlarini sonlandirmaktadir. Tokoferoliin antioksidan etkisi, yiksek

oksijen konsantrasyonlarnnda etkilidir (Sies, 1991).



38

E vitamini okside olduktan sonra ve pargalanmadan once askorbik asit ve glutatyon
tarafindan yeniden indirgenebilmektedir. Boylece tokoferol radikali, bir vitamin E radikal
rediiktaz aktivitesi ile E vitaminin dogal sekline déniistiiriilebilir (Cheeseman, 1991).

E ve C vitamini verilmesiyle yash kisilerde ortalama kan lipid peroksid
konsantrasyonlarinda bir azalma meydana getirirler. Serbest radikallerin kanserin baslamasinda
rol aldign ve E vitamini ile diger antioksidanlarin antikanserojen etki gostererek kanserin
yayilmasini ve tiimériin bilyimesini énlemistir (Riemersma, et al., 1991; Brown, et al,1994;
Durak ve Biiyiikkogak, 1998).

2.6.2.2. Vitamin C

C vitamini bir ketolaktondur. Beyaz renkli, suda kolayca goziinebilecek kat: kristaller
halindedir. Askorbik asit ve dehidroaskorbik asit viicut sivilarnda dénge halinde bulunurlar ve
birbirlerine kolayca doniisiirler. Ikisi de aymi derecede fizyolojik etkinlik gosterir Bitkiler ve
gogu hayvan cinsi askorbik asidi sentezleme yetenegine sahipken insanlar ve bazi memeliler bu
vitamini sentezleyemezler. Suda eriyebilir vitaminlerden olan askorbik asit, 6zellikle yesil renkli
taze sebze, meyve ve turunggillerde gilek, kiraz, kavun, karpuz, domates, yesil biber, taze
lahana ve lifli sebzelerde bulunmaktadir (Buring, et al., 1994).

Giinlitk 6nerilen C vitamini miktar1 10mg / giindiir. Ince bagirsaklardan kolayca emilir.
Isitilmaya dayaniksiz, doldurulmaya ise dayanikhidir. Plazma konsantrasyonu 0,5- 1,5 mg /dl
kadardir. Siiperoksit ve hidroksil radikali ile kolayca reaksiyona girerek onlart temizler (Tanag,
1986).

C vitaminin diger bir ézelligi antioksidan etkisi yaninda oksidan etki de gostermigtir.
Demirin emiliminde enzimatik olmayan bir yol ile indirgeyici bir rol oynar. C vitamini
siiperoksit radikali diginda ferri demiri ferro demire indirgeyen tek hiicresel ajandir. Ferro

demir Fenton reaksiyonunda H,0, ile etkilesime uygun formdaki demirdir (Tanakol, 1998).

Fe” + Vitamin C ————»  Fe'? +VitaminC'+2H"
Vitamin C bu é6zelliginden dolayt serbest radikal reaksiyonlarin énemli bir katalisti
veya bir prooksidan olarak degerlendirilir (Halliwell, 1994).

2 Vitamin C *+ 2H" —pVitamin C +Dehidroaskorbat

Vitamin C radikali , vitamin C’nin ferri demirle girdigi reaksiyon sonucu meydana

gelmektedir. Cok reaktif degildir. Ya iki hidrojen alarak serbest radikal reaksiyonlarinin
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ilerlemesini durdurur, ya da bagka bir ferri demiri indirgerken kendisi de dehidroaskorbata
(DHA) déniisiir (Tanakol, 1998).

Vitamin C* +Fe" p Dehidroaskorbat +Fe*

Bunlarn diginda  vitamin C ‘nin otooksidasyonuyla da dogrudan H,0, meydana
gelebilmektedir (Yalgin, 1998).

Vitamin C +Q, — P Dchidroaskorbat +H,0,

C vitamini fagositoz olayinda da &nemli rol oynar. Solunumsal patlama sirasinda
nétrofiller C vitaminini alir. Aktivasyonu takiben C vitamini konsantrasyonu azalir. Bu
reaksiyon esnasinda reaktif molekiillerin gevreye yayimast mutasyonlara , hiicre hasarmna ,
inflamasyon ve koruyucu enzimlerin inaktivasyonu ile lenfosit proliferasyonunun
inhibisyonuna yol agar. C vitamini oksidatif pargalanma iiriinlerinin zarar verici etkilerini
engelleyerek  etkili olmaktadir. Biitin  kronik inflamatuvar hastaliklar ve lipid
peroksidasyonunun arttigt durumlarda plazma askorbat diizeyi diiser. C vitamini organizmada
birgok hidroksilasyon reaksiyonlarinda indirgeyici ajan olarak gorev yapar. immunite ve yara
iyilesmesinde etkilidir. C vitaminin bitkisel ve hayvan yaglan ile, balik, margarin ve siit gibi

yag ihtiva eden yiyecekleri oksidatif bozulmaya karsi korudugu bilinmektedir (Tanakol, 1998).

2.6.2.3. Karotenoidler

A vitaminin metabolik 6n maddesi olan [ karoten bitki pigmentlerinden olan
karotenoid familyasin bir iyesidir.  karotenin, singlet oksijeni bastirabildigi, stiperoksit
radikalini temizledigi ve peroksi radikalleri ile direkt olarak etkileserek antioksidan gérevi
gormektedir. Lipidde ¢oziinen bir antioksidandir. Havugta yiiksek konsantrasyonda bulunur
(Krinsky, 1998; Garewall, 1994; Balabanh, vd., 1998).

2.6.2.4. Flavonoidler

San renkli olmalar nedeni ile latince sart anlamihna gelen “ flavus” sézciigiinden
tirretilerek flavonoid adm alirlar. Iskelet yapilarma gore kalgon, flavanol, flavon gibi gesitli
tirleri vardir. P vitamini olarak kabul edilirler. Karbonhidratlar ve aminoasitler gibi birincil
metobolitlerden fotosentezle iiretilirler. Flavonoidlerin en gok bulundugu gay, elma, sogan ve
baklagillerde giinliik titketimi 1 g’dir (Yalgn, 1998).
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Flavonoidlerin iizerindeki etkileri sunlardur:
a) Aantikanser etkisi
b) Antiviral etiki
c) Antitrombolitik etki
d) Antiiskemik etki
¢) Antiinflamatuar etki
f) Antiallerjik etki
g) Aterosklerozis ve kroner kalp hastahiklarindan koruma etkisi
h) Vazodilatasyon etkisi
i) Hiicresel immunitenin stimulasyonu etkisi
j) Antidiyabetik etki
Flavonoidoler bu etkilerinin tamami serbest radikallerle reaksiyona girerek onlan

etkisiz hale getirmek suretiyle gergeklestirmektedir (Hiiner, 1999).

2.6.3. Kiiciik organik antioksidanlar
2.6.3.1. Melatonin

Melatonin, en zararh radikal olan OH' radikalini ortadan kaldiran giiclii bir
antioksidandir. Lipofilik karakterde olup hiicrenin hemen biitin organellerine ve hiicre
cekirdegine ulagir. Diger antioksidanlarn aksine ok yiiksek dozlarda kullanilsa da toksik bir
etkisi yoktur. Yaslanma ile birlikte melatonin iiretimi azalir bunun da yaslanma ve yaslanmaya
bagh hastaliklarin patogenezinde énemli rolii olabilecegi bildirilmektedir (Tuncer, vd., 1998).

2.6.3.2. Glutatyon

Glutatyon (GSH), aktif bir siilfhidril grubu tagiyan , karacigerde sentezlenen protein
olmayan y-glutamil sisteinil glisin yapisinda bir tripepttir. Glutatyon, digik molekiiler agirlikh
tiollerin en fazla bulunan bilesigi olup tiim aerobik canlilarin gekirdeksiz olgun eritirositlerinde
yiiksek konsantrasyonda gésterilmistir (Emir, 1999).

Cok énemli bir antioksidan olup serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girer ve
hiicreleri oksidatif hasara kars1 ( 6megin eritirositleri, l6kositleri ve goz lenslerini ) korur. -SH;
sisteinin sulfidril grubuna isaret eder ve molekiiliin ahgveriy yapan kismudir. Omegin,
proteinlerde; -SH gruplarmin rediikte halde tutar ve bu gruplan oksidasyona karsi korur;
boylece fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonunu engeller. Ek olarak protein ,

DNA sentezi, amino asit transportu, enzim aktivitesi sayilabilir GSH hemoglobinin
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oksitlenerek methemoglobine doniigmesini 6nlemede rol alir (Asbeck, et al, 1984; Toth, et al.,
1986).

Dokulardaki glutatyon miktarmin gesitli anemilerde, bébrek hastaliklarinda,
kanserlerde, karaciger hastaliklarinda degisiklikler gosterdigi bildirilmistir. GSH miktanindaki
azalma hemolizi artirabilir (Usberti, et al., 1997, Segkin, vd., 1998).

2.6.3.3. Urat

Normal plazma konsantrasyonunda hidroksil, siiperoksit, peroksi radikallerini ve
singlet oksijeni temizler. Lipid radikalleri iizerine etkisi yoktur. C vitamini oksidasyonunu da
engeller (Yalgin, 1998).

2.6.3.4. Seruloplazmin

Seruloplazmin oksidorediiktaz olmasindan dolay: oksijenden tiiremis giftlesmemis
elektronlara ( 6megin OH" ) sahip olan ve oldukga reaktif kimyasallar olup doku hasarmna
neden olabilen serbest radikalleri etkisizlestirebilmektedir. Plazma seruloplazmin diizeyi a-1-
PP’n1 oksidatif inaktivasyonunu engelleyen antioksidan korumas: yapabilmektedir. Ferrooksidaz
aktivitesi gosteren bir glikoprotein olup ferro demirin oksidasyonunu katalize ederek Fenton
reaksiyonunu inhibe eder (Bridges and Rehm, 1989).

2.7. Ferritin

Ferritin, 3000-4500 kadar ferri atomunu miseller bir formda gevreleyen 18500 molekiil
agirlikli 24 subiiniteden miitegekkil bir demir- apoferritin kompleksidir, Apoferritinin (demirden
annik protein kismi) molekiiler aéxrhél yaklasik 440.000°dir. Ana yeri karaciger, dalak, kemik
iligi (retikuloendotelyal sistem) gibi dokular olup daha fazla miktarlarda ferritin bulunurken iz
miktarlarda serum ve baska viicud sivilarinda normal olarak bulunmaktadir. Insan vucudunda
bulunan demirin 1-1,5 gr’1 ferritin geklinde depolanmug olarak bulunur (Balla, 1993).

Demir; ette, rafine olmamis hububatta, sebze ve meyvalarda bulunur. Cogunlukla
normal bir diyet 10-14 mg /giin demir icerir. Fakat bunun hepsi kolayca kullanilamaz.
Hayvanasal gidalarda demir baslica hem geklindedir. Hem igindeki demir ise kolayca emilime
ugrayan ferroz (Fe'? ) formundadir. Sebzelerde ise ferrik ( Fe'* ) formundadir ve daha zor

+3 <. +2 ¢

emilir, Mide asidi Fe™ “iin bir kismuni, Fe'* ‘ye doniistiirerek emilimini bir miktar hizlandrir.

Besindeki ferrik iyonlar, ferrz hale gevrilir ve gekil 2.9°de gorildiigin gibi demirin  emilmesi
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ince bagirsaklarn proksimal kisminda olur. Selatlayici ajanlar ve yiiksek lumen ici pH emilimi
etkiler (Finch and Huebers, 1986).

Selatlayici etkenler

Yiksek PH

Barsak lumeni l Mukoza hiicresi

Besin

Fe+3

Fe'? _ﬁ Fe'? ——| Transferin

Sekil 2.9. Besinlerin organizmadaki emilimi

Viicutta demirin devamli bir sirkulasyonu vardir. Viicutta hergiin hemoglobinin 1
/20’si yikilir. Bu nedenle retikuloendotelyal sistemde pargalanan yash eritirositlerden 350 pmol
demir, kemik iligine yeni hiicrelerin sentezinde kullanilmak tizere tasmnir, Coziniir demir
bagirsak mukoza hiicrelerinden plazmaya gegiginin  sekil 10°da goriilmekte olan plazmadaki
demir tasiyan bir polipeptid olan transferrin adi verilen bir tasiyict sistemle gergeklestigi
digiiniilmektedir. Transferrin dolu oldugunda , renksiz bir protein olan Apoferritinin sentezini
uyarir. Bu da tagiyicida bulunan fazla demirle ferrik hidroksit seklinde kirmuzi renkteki demir
depolama proteini olan ferritini olusturur. Demir metabolizmasinda énemli bir protein olan
ferritin demirin takriben %23’iinii kapsar. Demir gerektiginde tagtyic1 sistem demiri hzla
plazmaya tasir. Tastyic1 sistemdeki demir konsantrasyonu artma sonucunda proferritin  ve
ferritinin sentezi uyarilmaz. Sekil 2.10°de gorillen ferritinden demir pH 6’da aynlir. Ozelikle
siiperoksit, askorbik asit ve semikinon tarafindan olusturulan indirgeyici bir g¢evre demirin
ferritinden saliverilmesine yol agar. Bazilan bagirsaklarda bulunan ferritin demir deposunun
gereksinim oldugunda kullanddigu digiinmektedirler. Digerleri ise bunun boyle hemen
kullanilabilir bir depo olmadigs ve ince bagirsak hiicrelerinde ferritine baglh demirin bu
hiicrelerin yasamlan sona erdiginde bagirsaga dokiilmesi ile beraber kayip edildigini ve diski ile
atildigii veya agiga c¢ikan demirin, depo edilip tekrar oksijenin tagmiminda rol alan
hemoglobin sentezinde kullanildigmi one siirmektedirler. Demir yeteri kadar kolayca
atilamadigindan  bagirsaklardaki emilimi de kontrollii olur Lizozomal zarlarda ferritin
molekiileri %50 oraninda demir iceren agregatlar seklinde bir araya gelebilirler. Bunlara

hemosiderin adi verilir (Finch and Huebers, 1986).
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(lenfoma), meme,testis,kafa, boyun,akciger, troid, kolon ve pankreatik kanserler gibi birgok
malignant hastaliginda rapor edilmektedir (Nemeth, et al., 1993; Pollyco, 1986).

Demirin ferritine baglanmasi Fenton reaksiyonunu onler. Dolagimdaki serbest demir
transferrine baglandiginda lipid peroksidasyonu ve OH' radikali olusumunu stimiile edemez.
Bagh olmayan organik demirin, reaktif oksijen radikallerinin, ozellikle H,0,’nin yiiksek
derecede reaktif hidroksil radikallerine déniigiimii olusumunu artirdigy ileri sirilmiistir
(Haschke and Male, 1996; Saybasili, vd., 1998).

2.8. Hemoglobin

Hemoglobin, hem ve globinin birlesmesi sonucu meydana gelen bir proteindir. Hem
kismu dért a—metilen kopriileri ile birbirine baglanmus 4 pirol molekiiliinden olugmaktadir. Bu
diizeysel halkanin ortasinda bir ferro demir (Fe'?) bulunur. Kann kirmuzi rengini veren
eritirositlerin yapisinda bulunan hemoglobin bir kromoproteindir (Cotton, et al., 1999).

Hemoglobin en ¢ok akcigerden doku kapillerine oksijen taginmasi fonksiyonu
goriildiiga eritirositlerde bulunur. Temel gorevi iki ana baghk altinda toplanir:

1. Oksijeni akcigerlerden alip dokulara gotiirmesidir
2. Dokulardan karbondioksidi alarak akcigerlere getirmesidir (Noyan,1993).

Eriskinlerde esas hemoglobin olan Hemoglobin A ‘nin globulin kismi nonkovalent
etkilesimlerle birarada tutulan polipeptid zincirinden ( iki a zinciri ve iki B zinciri ) meydana
gelmektedir. Her subunitede a— helikal uzantilar ve bir hem baglama kismu bulunur. Globulin,
dis kismunin hidrofilik olmasi nedeniyle hemoglobin molekiliniin suda ¢6ziinmesini saglar.
Hidrofobik olan cep kismunda ise, suyun girmesi énlenerek oksijen tasinmasmna imkan saglanir.
Normal olarak akcigerlerden dokulara taginan oksijenin %97-98 kadan hemoglobin molekiilii
ile geriye doniigiimlii reaksiyonlar seklinde asagida goriildiigi gibi tagmmaktadir (Murray, et al.,
1994).

Hb + 0, ) HbO,
(Oksitlenmemis hemoglobin) (Oksi-hemoglobin)
Dokularda:
HbO, + H"  d H.Hb + 0,

(proton baglanmasi)  (dokuya verir)
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Akcigerlerde:
HHb + O, ———— & HbLO, + H'

(oksijeni baglar) (protonu birakir)
O; hemoglobinin hem kismundaki Fe'®’e tutunarak oksihemoglobini olugturur.
Hemoglobinin O, ‘e olan ilgisi pH, sicaklik ve alyuvar 23- difosfogliserat ( 2,3-DPG )
konsantrasyonundan etkilenir. 2,3- difosfogliserat ( 2,3-DPG ) ve H" deoksijene hemoglobine
baglanmak icin O, ile yarismaya girerler ve 4 peptid zincirinin pozisyonlarimi (dértlii yapi)
kaydirarak hemoglobinin O, olan ilgisini azaltirlar. Hemoglobine 4 molekiil oksijen baglanmasi,
2 protonun hemoglobinden aynilmasina neden olur. Bu mekanizma karbondioksit taginmasinda

esas mekanizmayl meydana getirmektedir (Ganong, 1993).

Dokularda:
Karbonik anhidraz
CO, + H0 > HCO;5" + H
{solunumla olusur) (bikarbonat iyonu)
HCO;" + H' > H,CO;
(bikarbonat iyonu) (karbonik Asit)
Akcigerlerde:
Karbonik anhidraz
H,CO; » CO, + H,0
(karbonik asit) (solunumla digan verilir)

Oksijenin hemoglobinden ayrlip dokulara saliverilmesinde etkili olan dort 6nemli
faktor vardir. Bunlar ; oksijenin kandaki kismi basinci, kanin pH’st ve CO, yogunlugu, 1s1
derecesi, 2,3-DPG konsantrasyonudur. Bu faktorler, oksijenin dokulara saliverilmesiyle
koordineli olarak caligirlar. CO, konsantrasyonun dokularda artmasiyla O, hemoglobinden
aynilir ve yerine CQ, baglanir. Hemoglobindeki dort globin zincirinden herbirinde bulunan
amino gruplan CO, baglayarak “Karboksihemoglobin™i meydana getirir. Kandaki CO;’in
yaklasik % 15°i hemoglobin tarafindan tagmmaktadir ( Gokge, 1992).
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2.9. Sigara ve Serbest Radikaller

2.9.1. Sigara olusturan tiitiiniin tarihgesi:

Son yillarda gevre ve insan saglig: iizerindeki gesitli olumsuz etkileri ile toplumlarmn ilgi
odag haline gelen tiitiin (Tobacco)’iin, NICOTIANA denilen bitkinin yapraklarindan yapilarak
ozellikle keyif wverici bir madde olarak giniimiiz toplumlarinda kullanildigi bir gergektir
(Peksen, 1995).

4000 yildan beri Meksika, Orta ve Giiney Amerika’da yaygin olarak kullanildig
bilinmektedir. Titiniin, ilkel topluluklarda keyif almak veya savasmak igin gi¢ verdigine
inanildig1, bans ve savas gubuklarmmn igildii efsanevi oykiilerden anlagilmaktadir (Peksen,
1995).

1542 yilinda Kristof Kolomb ve gemicilerin Kiiba’da yerel halkin titin icerek keyif
aldifim1 gormeleri ve hayrete diismeleriyle merak sonucu titinle tamgarak ilk Avrupali tiitiin
iileri olarak kayitlara gectigi bilinmektedir. Dolayisiyla eskiden yalnizca torenlerde keyif verici
madde olarak kullanilan tiatin, bas agnsi, iyilesmeyen yaralar ve verem hastaliginin
tedavisinde de yarar sagladii inanciyla sifa kaynagi olarak hizla diger iilkelere yayilmaya
baglamugtir (Peksen, 1995).

2.9.2. Sigara ve bilesenleri

Tiittin, 1565 yilmda Sir John Hawkins ve Sir Walter Raeigh araciligi ile Avrupa’ya
oradan da diinyanin her tarafina yayilmig olup, Anadolu’ya 17.yiizyil baglarmda 1601 yilinda
Ingiliz gemicilerinin iilkemize getirmesi ile nemli bir endiistriyel tarim tarim {irinii olmugtur.
Ancak , titinin iilkkemizde 400 yildan beri dretilmekte oldugu ve yaygin olarak tiiketildigi
cesitli kaynaklardan da anlasilmakta olup 19 yy dinyasinda ise Tirk gibi sigara igmek
kavramunin varligi, bu yaygm tiiketimin tipik bir ifadesi oldugunu gostermektedir. Ulkemizde,
Katip Celebi’nin yazilarma gore o tarihte saraymn bag cerrahi Ibrahim Efendi ve Osmanli
padigahlarindan IV.Murat tarafindan tiitiin igimine yasaklar getirilmesine ragmen yine ilginin
armasma engel olunamamugtir. BOylece sigara insan neslinin saghgmm tehdit eden bir salgm
haline gelmistir (Diana, 1993; Peksen, 1995).

Saglik Bakanlig: tarafindan 1988 yilinda yapilan bir ¢ahgmada:

Tiirkiye’de yetiskin niifus igerisindeki erkeklerin % 62.8’1 ve kadinlarn ise % 24.3’ii
(15 yagin iizeri ) sigara igmekte oldugu ortaya konulmustur. Bagka bir deyisle niifusun yaklagik
% 43.6’s1 (~17 milyon kigi) her giin sigara igmekte olup sigara igme aligkanls olgiitii olarak;
sigara paketi tasimak almmugtir (Ozkan , vd., 1992).
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Diinya Saghk Orgiitine(WHO) gore; diizenli olarak giinde bir sigara igmek sigara
tiryakisi sayillmak i¢in yeterli olarak sayilmistir. Dinya’da sigara igme aligkanhg 1970-1985
yillan arasnda ortalama % 7.1°lik bir artiy gostermistir. Sigara igenlerin artisi ile kadmlar
arasmda sigaranmn neden oldugu hastaliklardan 6liim oram da yikselmektedir (Sekil 2.11)
(WHO, 1996).

Tirkiye’de 1989 yilinda 80 milyon kgr titiin tiiketilmigtir. Ulkemizdeki sigara icme
ahigkanh1 13-30 yas arasinda baslamaktadir ve 30 yas sonras: sigaraya baglama yiizdesi 3.4 tir
(Kaptanagasi, 1997).
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Sekil 2.11. Geligmis tilkelerde sigaranin neden oldugu yillik 6liim sayisi

2.9.3. Sigaraya baslama nedenleri

2.9.3.1. Bagimhiik-bagimsizlik catigmasi

15 yagindan sonras: insanlarin biyolojik olgunlagma ve psikososyal gelisme agisimndan
cocukluktan gikip , yetiskinlife dogru yoneldigi donemdir. Bu dénemde yetigskin insan rolii
istlenme arzusu fazladir. Ancak bu davramglar anne ve baba; yakin g¢evresi bakimmdan
cocugun biiyiikliige 6zenmesi agismdan algilanmaktadir, Yetistii ev ortaminda anne ve baba
sigara iciyor ve bunun biiyiklere 6zgii oldugunu belirtiyorlarsa, gencler bunu otoriteyi temsil
eden bir 6zellik olarak goriip benimser ve sigaraya baglayabilirler (Bodur, 1996).
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2.9.3.2. Akran baskisi

Genglik déneminde aym yasta olanlarin psikolojik ve sosyal yasantilan daha birlikteci
ve kesinlik arz eden deger yargilan vardir.Yani kendi cinsten akranlan ile gok yakmn ve siki
iligkiler igindedirler. Sigara igmenin bir bilyiime olarak algilandig: akran grubunda, bu davramiga
6zenme ve gruba ait olma duygusunu yasatma admna “zehir olsa igilir.” anlayisi ile sigaraya
baglayan g¢ok gen¢ vardir.Bu arada sadece deneme, tadina bakma gibi amaglar da baslama
nedenleridir (Bodur, 1996).

2.9.3.3. Cinsel kimlik

Genglik ¢agmin énemli sorunlarindan birisi de toplumdaki cinsiyete verilen deger ve
onemdir. Ataerkil degerlerin iistiin oldugu geleneksel toplumlarda erkek olmak iistiinliikk olarak
sayilmaktadir. Bu iistinliigiin geregi olarakta bazi tutum ve davramglani yapmak gerektigi
toplumda goézlemlenmektedir. Bir erkek gencin erkek oldugunun ispati igin kalabalik yerlerde
kendine tutulan sigarayr ret etmemesi lazimdir. Kadinlar arasinda ise toplum yagaminda sigara
icmeleri hos karsilanmazken aktif bir ¢alisma yasanmu ile sigara kullanimu artmaktadir (Bodur,
1996).

Sigaraya olan bagimhligin artmasmna yardimct unsurlar: keyiflenmek, dinlenmek,
giincel, sikintilardan kurtulmak, o6fkenin yatigmasi, zihinsel konsantrasyonu bir noktaya
toplamak, uyanikhk, bagimsizlik ispati, kilo artigmin 6nlenmesi, g¢evreye 6zenme ve uyma,

yeni zevkler aramadir (O’Connor, 1989).

2.9.4. Sigara dumaminda bulunan zararh maddeler

Yanan bir sigarada sicakhgm 900 °C ‘ye kadar ¢iktig: oksijenden fakir, hidrojenden
zengin bir ortam igerisinde ¢esitli fiziksel ve kimyasal olaylar olmaktadir. Sigara dumaninin
olusumunda baglica iki ana satha g6zlenir:

1. Ismnm iretildigi yanma zonu ( Combustion zone )

2. Isi1 etkisiyle pargalanma ve damitmanin yapildigi ( pyroliysis — distillation zone )

(Witas and Sledziewski, 1988)

Akcigerlerin sigara dumanu ile temasi baglica iki gekilde olmaktadir:

1. Ana akim dumani (Mainstream duman): Sigara igen kisinin akcigerlerine gekip, filtre
ettikten sonra ekspirasyonla digarya verdigi tiitin dumamidir. Ana akim dumanin solunum yolu
irritant oldugu kabul edilmektedir.
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2. Yan akim dumam (Sidestream duman): Ortamda yanmakta olan sigaradan ¢ikan ve
dogrudan havaya karigan dumandr.

Sigara dumaninda; 4700’den fazla zararli maddenin bulundugu ve bunlann hemen
hepsinin organizmaya zararl oldugu tespit edilmigtir. Bu kimyasal bilesikler arasinda
oksidanlar, prooksidanlar, serbest radikaller, rediikleyici ajanlar , formaldehit, asetaldehit,
akrolein gibi aldehit ve ketonlar, polisiklikaromatik karbonlar, fenolik bilesikler, karbosiklik
asitler, steroidler, nitrozaminler sayilabilir. Sigara dumam, ¢izelge 2.6 goriildiigi gibi katran
faz1 ve gaz fazi olmak iizere iki faza aynlmigtir (Pryor and Stone, 1993).

Cizelge 2.6. Filtreli sigaralarin dumaninda bulunan énemli toksik bilegikler

KATRAN FAZI GAZFAZI -
Partikiil Madde Karbonmonooksit
Nikotin Karbondioksid
Fenol Formaldehid
Katekol Akrolein

Anilin Aseton
2-Toluidin Pridin
2-Naftilamin 3-Vinilpridin
Benzantrasen Hidrojen siyanid
Benzopiren Azot oksidler
Kinolin Amonyak
N-Nitrozonormnikotin N-Nitrozodimetilamin
N-Nitrozodietanolamin

Nikel

Polonyum-210

(Surgeon General’den bir rapor, 1989)

Duman ige gekilirken 1s1 900 °C’ye ulagir, ige gekilmedigi anda ise 600 °C ulasir. Esas
akim ve toksik akimlardaki spesifik toksik ajanlarin ayrigmasi bakimudan bu isi farki 6nemli bir
faktordiir. Esas akimda pH 6,2’den diisiik iken yan akimda pH : 6,7-7,5 arasinda degiskenlik
gosterir, Titiiniin esas akim iriinleri gok yogun aerosolleri igerir. Filtresiz bir sigaranin total esas

akim aguhginin %3-8’1 partikolli maddelerden olugmaktadir. Kalan muhteva gaz faz
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bilesenleri olup bunun % 50-70’ini azot, %10-15’ini O,, %10-15’ni CO, ve %3-6’sm1 CO
olugturur (Kayaogiu, 1999).

2.9.4.1. Katran faz: (Partikiiler faz)

Katran fazisigara dumam 0.1 pm’den daha biyiikk hacimli partikiillerin %99.9’unu
tutan gekil 2.12°da gérilen standart glassfiber Cambridge filtresinden gegirildiginde tutulan
materyal olarak tanimlanmustir. Bu faz ¢ok kompleks olup graminda 10'den fazla radikal
oldugu gosterilmistir. Katran fazi indirgenme sistemine sahip olup katran radikalleri uvzun

omiirlidiir (Pryor and Stone, 1993).

Cambridge filtresi — filtre 1,1um’den daha biiyik

Sigara K partikiilleri tutar.

—— —p | Sigara dumaninin > NO, NO,, R",ROQ",

I
¢ |
Filtre tizerindeki :
Katran | = | genikinon radikalleri |
i I
Sulu sigara 0,/ H,0,/HO®
katran soliisyonu . : o

pt Hemosiderin benzeri pigment

Sekil 2.12. Cambridge filtresiyle sigara dumaninin fazlara aynilmasi ve fazlann igerdigi
radikaller.

Sigaranin partikiiler fazindan su buhan ve nikotin aynldiktan sonra kalan kisim

katrandir. Sigara dumani major kanserojendir. Katran miktari 0,5 ila 30 mg arasinda
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degismektedir. 86’li yillarda Borish ve 1992°de Pryor ¢aligmalari ile sigara katrani ekstre
solusyonlarmm (ACT), oksijenin tiikettigi ve biyolojik hasara yol agabilen reaktif oksijen
tirlerini tiikettigini bulmuglardir. Filtresiz sigarada katran miktan 20mg tizerinde iken, filtreli
sigarada 12 mg’dir. Sigara igenler sigara bagmna 20 mg’a kadar katran: akcigerlerinde depolarlar.
1gr katran ise 1 giin iginde depolanir (Pryor and Stone, 1993).

Sigara katrani1 ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda stabil ve semikinon radikali gibi genelde
organik radikalleri igerir. Bu radikaller oksijeni siiperokside indirgeyerek ileri reaksiyonlarla
hidrojen peroksit ve hidroksil radikali olustururlar. Hidrojen peroksit yalmz basina oksidan
degildir. Ancak sigara katrani hidrojen peroksidi hidroksil radikaline doniistiiren metaller ve
selatlayici ajanlar gibi indirgeyici ekivalanlar igerir (Rahman and Macnee, 1996).

Q + 0, &=— 2QH’

QH +0,—»Q+0,” +H'

0,” +2H —» 0,+H,0,

H,0, + Fe'> ——P»HO" + HO™ +Fe"”

Katran radikalleri ferrik iyonunu, ferr6z iyona indirger.

QH +Fe¢? ————p Q+H++Fe?

Feritinden demir salmumi da 6zellikle lipid peroksidasyonun baslamasi olmak iizere
oksidatif hasan baglatir (Cheeseman, 1993)

Nikotin, sigara dumaninda tanecik halinde bulunan maddelerin en énemlilerindendir.
Tiitiindeki major aligkanlik yapict maddelerdir. Nikotin %14,9 orannda filtreli bir sigaraya cH
ile isaretlenmis nikotin tuz solusyonu formunda ilave edildiginde goriiliir. Nikotinin pargalanma
rinleri CO,, CO, 3 vinilpiridin, 3 metilpiridin, piridin myozimin ve 2,3 dipiridildir
(Kayaoglu, 1999).

Bir dakikada 2 saniye siiren bir dumam ige ¢ekme boyunca 35 mit hacimde duman
inhale edilmektedir. Sigara bagma diigen ortalama nikotin miktann 0,05- 2 mg arasinda
degismektedir. Sigaradaki bilesenler,  sigara igen farkh kisilerde ok farkh dizeyler
gosterebilmektedir. Nikotin absorbsiyonu, inhale edilen duman miktanna, duman
inhalasyonunun derinlii ve siiresine baglt olarak degismektedir. Nikotin kalp ve damarlarin
¢alismasimt bozup, vaskuler endotel hiicrelerinin akut harabiyetinden sorumlu tutulmustur
(Mercangéz,1989).

pH 8 civarinda nikotinin yansi iyonize, diger yansi da iyonize olmayan durumda

bulunur. lIyonize nikotin hiicre membranlarindan gegemez, iyonize olmayan nikotin ise
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kolaylikla gegebilir. Asit ortamlarda da nikotin iyonize durumda oldugundan emilimi
bozulmustur (Kayaoglu, 1999).

Inhale edilen nikotinin beyne ulagma siiresi agizdan emilen nikotinin beyne ulagma
siresinin yansmdan daha kisadir. Bu 6zellik inhale edilen nikotinin bagimhilik olusturucu
etkisint pekistirmektedir. En belirgin etkisi sinir sistemi (zerinedir. Nitekim mide asidi
nedeniyle mideden emilmeyip, barsaklardan emilebilir. Ancak bu yolla emilen nikotin
karacigerde hemen metabolize edilir. Damar, agiz ve akcigerler yoluyla viicuda giren nikotinin
%?2-35’1 degismeden idrarla atilir, %85’ 1 karacierde metabolize edilir. Baglica metabolizma
uriinleri nikotin oksid ve kotinindir. Kotinin oksidasyonuyla da kotinin oksid, norkotin ve
kotinin methonyum iyonlann ortaya c¢ikar. Nikotin damardan verildikten sonra hizla viicut
dokularindan dagilir. Yanlanma siiresi iki saattir. Nikotin diizeyi sabah uyaninca ortalama 5 mg
/Hg iken ilerleyen saatlerde bu diizeyde bir plato meydana gelir. Her sigara igimi ile bir inig
cikis dalgasi olusur. Ateroskleroziste nikotin ; kalp atim hizimi, kan basmcini , trombosit
kiimelenmesini artirarak ve fibrinolitik aktiviteyi azaltarak dolayli olarak da rol oynamaktadir
(Benowitz, 1989; Kayaoglu, 1999).

2.9.4.2. Gaz fan

Gaz fazi ise Cambridge filtresinin iginden gegebilen materyaldir. Sigara dumaninin gaz
fazinda kisa démiirli, konsantrasyonu yiiksek seviyelere ulasan ( nefes bagma 10 ) radikaller
bulunmustur. Gaz fazi radikalleri; reaktif oksijen tirleri (ROS), azot dioksit, epoksit, peroksit,
nitrik oksit, peroksinitrit vd olmak iizere hem organik hem de inorganik olabilirler. Gaz fazi
radikalleri, reaktif karbon ve oksijen merkezli radikallerdir. Omiirleri 1 sn’den kisadir. Sigara
dumanmnmn gaz fazi radikalleri devamli yapilip yok edildikleri kararli bir diizeyde olduklarindan
radikal konsantrasyonu 10 dk gibi bir siirede yiiksek degerlere ulagir. Sigara dumanindaki bu
durumda ilk basamak daha reaktif azot dioksit (NO,) olusumuyla NO’nun yavag
oksidasyonunun gergeklesmesidir. NO, direkt olarak veya izoprenlerle reaksiyona girerek lipid
peroksidasyonuna sebep olabilir. Duman radikalleri zamanla orantili olarak artarlar (Galley, et
al., 1996; Rahman and Macnee, 1996).

NO+ % 0, » NO,
NO diizeyi 500- 1000 ppm, azot dioksit ise 500 ppm’dir. Ansature azot dioksit karbon
merkezli radikalleri dioksijen ile peroksil radikallerini olusturmak igin hizlica tepkimeye

girerler. NO ile reaksiyona giren peroksil radikalleri alkoksil radikallerine doniisiir, bu da fazla
azot dioksit olusumuna yol agar (Pryor and Stone, 1993).
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NO, + isoprene ———p R’

R+ 0 —— ——3p ROO°
ROO" + NO » RO’ +NO,
Sigaranin gaz fazinda yiiksek oranda bulunan methanol de azot dioksitle, metil nitrit

olusturmak lizere reaksiyona girer (Pryor and Stone, 1993).
CH;0H +2 NO, _p CH;ONO + HNO;

Sadece dumanin gaz faz1 NO iiretebilir. Sigara dumanin kardiovaskiiler sistemde en
etkili bilegenleri nikotin ve karbonmonooksittir. Bunlar myokardyal O, ihtiyacim ve teminini
olumsuz yonde etkiler. Sigara dumaninda %2-6 arasinda bulunan karbonmonoksitin, devamh
sigara igenlerin kanmda igmeyenlere gore 2-15 kat fazla oldugundan myokardyum dahil olmak
iizere biitiin iirat dokularma O, teminini azaltir, CO’in kolayca Hemoglobine baglanmasi
sonucunda kandaki karboksihemoglobinin artmasi ile kanin oksijen tasima kapasitesinin
azaldigt (% 10-15 oraninda ) ve CO miktanindaki fazlahgin yine damarlarda daralmaya,
yorgunluk, gogiiste agri, bag agnsi, efor yeteneginde diigmeye sebep oldugu bilinmektedir
(Mercangoz, 1988).

Kanda yiikselen karbon monooksit, harap endotelde yapisan trombositlerin salgiladig:
geligme faktorii salnumum arttirir. Boylece diiz kas adeleleri proiiferasyona ugrar. Sigara gigli
bir vasodilator ve trombosit agregasyonu inhibitérii olan prostasiklin ( PGI, ) sentezini inhibe
eder. Dumanin etkisiyle trombositlerin adezyonu kismen de agregasyonu artar, yasam siireleri
kisalir. Fibrinojen seviyesi yiikselir. Bdylece trombus olusumu kolaylagir. Plazma LDL ve
serbest yag asitleri miktari ise artar (Kurt ve Aslan , 1998).

Sigara igmenin asil etkisi kroner ya da serebal damarlardan g¢ok periferik damar yatag
izerindedir. Aterosklerotik periferik damar hastaligi olanlarn %901 sigara tiryakileridir.
Kroner kalp hastalign 6liimlerin %20-25’ininden sorumludur. Kroner Kalp Hastaligindan olan
oliim riski igenlerde igmeyenlerden %60-70 daha fazladir (Kurt ve Aslan , 1998).
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2.9.5. Sigara dumaninin oksidatif hasar mekanizmasi

2.9.5.1. Sigaranmn gastrointestinal sistemdeki etkileri

En belirgin yan etkisi peptik ilserdir. Mide ve duodenal iilserlerin iyilesmesini
geciktirir, Sigaradaki nikotin mide mukozasina zarar vererek bu etkisini yapar. Gastrik agressif
faktorlerin etkisini arttirirken gastrik savunucu faktérlerin  zayiflatmaktadir. Nikotin gastrik ait
salgismi uyarabilir, inhibe edebilir veya etkilenmez. Pepsin sekresyonunu uyarabilir veya
etkilemez. Vazopressin sekresyonunu, safra tuzlarmnin duodenogastrik refliisiinii, Heliobakter
pilori enfeksiyon riskini, gastrik mukozadan endotelin —1 olugumunu artirir. Gastrik hasara
cevap olarak serbest radikal olusumunu ve PMNL hiicrelerinden peptik iilser olusumuna katkida
bulunan platet aktive edici faktor (PAF) salininuni arttirir (Alican, vd., 1993; Yelkenci, 1996).

Nikotin, histamin —2 reseptor antagonistlerin terapotik etkilerini , prostaglandin ( PG )
sentezini, gastrik mukozal kan akigini1 , mukus sekresyonunu ve ekzokrin bezler tarafindan
salmip tikriigii oradan mideye gegen ve spesifik reseptérlerle etkileserek gastrik asit
sekresyonunu azaltan epidermal bilyiime faktorii ( EGF )’in sekresyonunu azaltir (Kaya, 1995).

Dogrudan ve dolayli olarak intestinal savunmayla baglantisi olan kolonik mukus,
intestinal gecirgenlik, rektal kan akimi, immunoglobin sekresyonu, serbest radikal olusumu ve
antioksidan savunma sistemleri de sigaradan etkilenirler (Cope, 1992).

2.9.5.2. Akcigerin oksidatif hasar:

Sigaranin gaz fazi radikalleri, akciger epitelial yiizey akigkanligini azaltip yogun bir
sekilde redoks reaksiyonlarinin olugmasina yol agabilirler. Aynica sigaranin partikiiler maddesi
brong agacinin derinliklerinde birikerek ekstrapulmoner sivilara ve hiicrelere diffuze olabilir ve
siiperoksid-hidrojen peroksid-hidroksil radikal zinciri reaksiyonlanna yol agabilir (McCusker
and Hoidal, 1990).

Sigara icenlerin akcigerlerinde, dumandaki irritanlara yanit olarak olusan artan sayida
alveoler makrofajlar ve polimorfoniikleer lokositler bulunur. Bu hiicreler, akcigerin yap1
elemanlarim1 bozan elastazi salgilarlar. Elastik doku kaybi ile sonuglanan bu islem, normalde
kandaki antiproteazlarla sinirlidir. Ancak, sigara dumani bu koruyucu proteinlerin fonksiyonunu
bozan bazt oksitleyicileri igerirler. Sonugta , alveoler duvarin yirtilmas: ile anfizem gelisir
(Taylor, et al., 1986).

Sigara igenlerin akciger dolasuminda PMN’ler 10 kat, akciger yiizeyinde alveoler
makrofajlar 2-4 kat artig gosterirler. Sigara icenlerin nétrofillerinde sekil bozukluklari meydana

gelir ve bunlar kiigik damarlarda birikirler. Akciger kiigik damarlarindaki inflamatuvar
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hiicrelerin salgiladig1 oksidanlar ve proteazlar akciger’in oksidatif yiikinii arttirirlar. Irritanlara
immun cevap olarak makrofajlarin NO salgiladigi, NO’inde plevra mezotelyal hiicrelerinde
kollajen sentezini engelledigi gosterilmistir. Fagosit kaynakh reaktif oksijen tiirlerinin, bronsial
karsinom patogenezinde rol oynadig: diisianiilmektedir (Totti, et al., 1983).

Sigara dumani, yilksek konsantrasyonlarda akcigerde kiigiik odaklar halinde
mikrohemorajilere yol agabilen oksidan radikaller igerir. Mikrohemorajiler nedeni ile sigara
icenlerin alveoller makrofajlarinda demir birikimi olur. Bu makrofajlar, demirin lokal
konsantrasyonunda artisa sebep olurlar. Katranin olusturdugu hidrojen peroksidle lokal olarak
yiitksek konsantrasyondaki demir, hidroksil radikalleri olusumuna onciliik ederler ve bdylece
akciger dokusunda artan oksidatif yiik daha fazla doku yikimina yol agar ve daha fazla kanama
olur. Bu degisiklikler sonugta akcigerde goriiniir olarak pigmente, demirden zengin alanlarin
olugmasina yol agar (Pryor and Stone, 1993).

Artan oksidan stres karsisinda pulmoner antioksidan seviyesinde artis gozlenir. Bronko
alveoller lavaj sivis1 (BAL) igindeki baglica antioksidanlar miisin, rediikte glutatyon, iirik asit,
protein (gogunlukla albumin) ve askorbik asittir. Miisin glikoprotein yapisinda olup sistein
kalintilarindan  (siilfidriller) zengindir ve BAL iginde énemli bir antioksidandir. Miisin metal
baglayic1 6zellige sahiptir ve etkili bir sekilde hidroksil radikallerinin toplayicisidir (Rahman
and Macnee, 1996).

Kronik sigara igicilerde koruyucu olarak alveoller lavaj sivisinda glutatyon artmugtir.
Rediikte glutatyon aktive olmus nétrofillerden iiretilen toksik oksijen iiriinlerinin ve hidrojen
peroksidin hiicre yikic1 etkisine ve hiperoksiye bagh oksijen radikallerinin oldiiriicii etkisine
karsi akcigeri oksidan hasardan korur (NacNee, et al., 1991).

Sigara dumam: igindeki hidrosiyanik asit, furfural, fenol bilesikleri, insektisidler,
asetaldehit maddeler, solunum yollart epitelinin silier fonksiyonlarmi bozarak karsinojeﬁ
maddelerin balgam ile uzaklagtinlmasm zorlaginr. Duman igindeki partikiller de diger
karsinojenleri absorbe ederler ve onlarn alt solunum yollarina tagmmasina neden olurlar (Erkan,
1995).
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2.9.5.3. Sigarann katran kkenli radikalleri ile DNA’da olugan hasar

Sigara icenlerde cesitli kanserlerin goriilme oram1 artmaktadir. Ayrica akciger, boyun,
iiriner sistem, pankreas ve meme kanserlerinden 6liim riskini artirir. Sigara ile agiz ici, larinks,
ozafagus, pankreas, mesane, akciger, endometrium kanserleri arasmda gigli bir iligki
bulunmaktadir. Katran tarafindan DNA’da olugturan hasar DNA oksidasyonu ile olmaktadir.
Serbest radikaller DNA’nin niikleik asitleri ile reaksiyona girerek DNA iplik kinimalarma yol
acarlar, DNA bazlarinda degigiklik yaparlar. Baz degisiklikleri nedeniyle DNA onarci
enzimler gorevlerini yapamaz ve mutajenik DNA olusur (Lesko, 1985; Cochrane, 1991).

Q/QH, fonksiyonelligine sahip suda ¢oziinebilen katran komponentleri DNA ve RNA
boliimlerine tagmarak bir kompleks olugturur.Bu kompleks DNA ve katrandaki kinon-
hidrokinon radikallerini beraber tutabilen bir baglanti metali igerir ve bu metal demir olabilir.
Katrandaki Q/QH, dioksijeni siiperokside indirgeyebilmekte, siiperoksid de hidrojen perokside
déniismektedir. Baglanti metali de hidrojen peroksidi hidroksil radikalleri olusturacak sekilde
aynstirir. Bu olay DNA’nin yakin bolgelerinde gergeklesir ve oksidatif DNA hasan olusur
(Kokliioglu, 1998).

Yapilan galigmalarda siv1 sigara katran ekstrakti (ACT) soliisyonunun DNA kiriklarina
neden oldugu, ozellikle glutatyon ve katalazin kinlmalan giigli bir sekilde onledigi, SOD’nin
tek baswma kirilmalara karsi etkili olmadig1 halde katalazla birlikte uygulanildiginda kinlmalarin
¢ok daha az oldugu gésterilmistir (McCord, 1993; Jaruga, et al., 1994).

ACT’nin DNA kiriklarma ve mutasyonlara sebep olmasi akciger kanserini indiikleyen
faktorler arasinda sigara dumanmnimn da bulundugunu géstermektedir (Morrow, et al., 1995).

2.9.5.4. Sigaramin immun sisteme etkileri

Sigara dumanma kars1 olugan yanitin bilyitk bir kism direkt irritasyon reaksiyonudur.
immun sistemdeki etkileri; 16kosit sayisinda artma, T lenfositlerin iglevlerinde hafif
baskilanma, natiirel killer hiicre aktivitesinde énemli azalma enfeksiyonlara duyarhilikta artmaya
neden olmaktadir. Bu etkilerin ¢ogu reversibledir. Akciger makrofajlarinmn yapisi morfolojik
ozellikleri ve islevlerinde degisiklikler saplamir. Ozellikle akciger enfeksiyonlara daha
duyarhdir. Nikotin tarafindan katekolaminlerin salmmasmn uyanlmas: veya akcigerlerde irritan
etki sonucu olusan inflamasyon, Iokosit sayisinin artmasina neden olur. Ayrica sigara igenlerde
lizozomal enzim diizeyleri ile lokosit migrasyonunda azalma saptamr (Durupinar, 1995).

Sigara dumam antijenleri ile uyarilan alveoler hiicrelerde IL-1, IL-6 gibi inflamatuvar

sitokininlerin ~ yapiminda artma gézlenir. IL-6, poliklonal B hiicre yamitiu aktive ederek
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otoantikor sentezini ve dolayis1 ile immun yanita bagh doku zedelenmesini baglatabilir
(Durupinar, 1995).

Sigaranin Ig’ler iizerindeki baskilayici etkisine karsmn, genellikle bir antijene kars
olusan himoral immun yamt bozulmaz. Ancak immun yanitin siiresi baskilamir ve kigiler
enfeksiyonlara daha duyarh hale gelirler. Nitekim sigara igenlerde Gzellikle iiriner sistem ve
akciger enfeksiyonlarinin daha sik olustugu gosterilmistir. Sigara igenlerde genelde Ig G, Ig A,
Ig M diizeylerinde azalma , Ig E de artma goriiliir (Durupmar, 1995).

2.9.5.5. A,PD niin inaktivasyonu

Cevresel sigara dumam ana sigara dumani gibi a,PI’nii inaktive eder. Cevresel sigara
dumani hizli ve yavag inaktivasyon etkilerini birlikte gosterir ve ana sigara dumannda oldugu
gibi a;PI ‘nii oksidize eder. Aminler ve amino asitler (metionin, metionin siilfoksid ve metionin
stlfon) a;PI’nii gaz faz1 dumam tarafindan hizli inaktivasyona karsi korurlar (Pryor and Stone,
1993).

HOO-N=0 +RNH2 —_— N02-+ RNHz -OH

2.9.5.6. Sigarammn yaralar iizerine etkisi

Travma, hastaliklar ve cerrahi girisimlerden kaynaklanan yaralarm, duodenal
iilserlerin, oral yaralarin ve deri greftlerinin iyilesmelerini geciktirmektedir. Nikotin eritirosit,
fibroblast ve makrofaj hiicrelerinin proliferasyonunu engeller, béylelikle bu hiicrelerin yara
sahasina gb¢ ederek skar iiretimine katilmalan gergeklesmez. Platelet yapigkaligim artirir, bu da
piht1 olusumuna ve mikrodolagimin bozulmasina yol agar. Mikrovaskiiler tikanmalar dokularda
iskemiye (kansizliga) neden olur. Nikotin deride vazokonstriiksiyon yapar ve adrenal periferal
katekolaminlerin salgilanmasina yol agarak, kalp hizi ve kan basinci ile oksijenasyonu arttiri.
Katckolaminlerde epitelizasyon hizini azaltarak yara iyilesmesini geciktiren hormonlarin
sentezini uyarir (Balct, et al., 1994; McCord, 1985; Fagan, et al., 1999).

Dumandaki CO, kan karboksihemoglobin seviyelerini artmasina sebep olarak dokularm
oksijenasyonunu azaltir ve dokulardaki oksijen diizeyinin azalmas: hiicresel hipooksiye ve yara

lyilesmesinin gecikmesine neden olur (Gilman, et al., 1981).
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Materyal:
3.1.1, Kontrol grubu:

Bu grup higbir saglik sikayeti ve klinik bulgusu olmayan, hayat1 boyunca sigara ve
alkol kullanmamug, 19-45 yaslan arasinda, sagliklt 16 bayan ve 15 erkek olmak {izere toplam 31
kigiden olugmustur.

3.1.2. Cahyma grubu:

Giinde 1 paket sigara kullanan ve alkol kullanmayan, kontrol grubu ile yaklagik aym
yas grubuna uygun saglikh 16 bayan ve 16 erkek olmak iizere toplam 32 kisiden olugmustur.

Calismaya katilan bitin vakalardan kan numuneleri kiibital vende, bir giriste staz
olusturmadan vakutainer enjektér sistemi kullanilarak vakutainer EDTA ve vakutainer
Lithium Heparin tiiplere almmustir. Arastirmaya katilan bitin kigiler icin Ek-1’de omegi
verilmis olan aragtirma anket formu dolduruldu. Tiipler, buz kaliplan iginde parametrelerin
deneysel caligilmalarn  yapildi1 laboratuvara gétiriildi.Biitiin ¢aligmalar aym giin iginde
yapildi.

3.1.3. Kullanilan cihaz ve malzemeler:

1. Santrifiij:Megafuge Hearaus,Chist,Almanya

2. Hemoglobin santriftijii:Coulter Mixer(Coulter Electronics Limited), Ingiltere

3. Hemoglobin cihazi:Coulter MicroDiff 18(Coulter Electronics Limited), Ingiltere

4. Bio Merieux (Mini Vidas), Part Number: 526001-1,Model Vidas (Bio Me’rieux Vitek)
Inc., Fransa

5. Uv 1208-Vis Spektrofotometre Shimadzu, Serial-no:A115-31010010, (Shimadzu
Corporation), Japonya
Derin dondurucu: Ugur sogutucu, Numarast:SLO4, Termometre: TEROG6, Tiirk mali

Karstiric1: Nitve NM110 (Niive Sanayi), Tiirk mali
Muhtelif edablarda cam ve spektrofotometrik titpler, Teknik Cam,Tiirk Mali
10. Sodyum kloriir (NaCl): E. Merk, Dorstadt,Aimanya

6
7. Ayarlanabilir otomatik pipetler; Oxford, irlanda
8
9
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11. Enjektér:Vakutainer Sistem Prekision Glide Bekton Dikkinson Vakutainer Sistemleri
Avrupa,Fransa
12. Ransod Omek Diluent, Crumlin, Ingiltere
13. Kan aliminda kullanilan cam tiipler:
e Vakutainer Steril Interior Lithium Heparin,Amerika
e Vakutainer Steril Interior K3 EDTA, ingiltere
e Bekton Dikkinson Vakutainer Sistemleri Avrupa,Fransa

3.2. Metod
3.2.1. Siiperoksid Dismutaz Tayini:

Prensibi: SOD tayini Randox firmasmin Ransod marka ticari kit kullanilarak yapildi.
Siiperoksid dismutazin (SOD) rolii, hidrojen peroksid ve molekiiler oksijene oksidatif enerji
islemleri boyunca iiretilen toksik siiperoksid radikalinin (O, ) dismutasyonunu hizlandirir. Bu
metod formozan boyasi ile sekil alan 2-(4-iodophenil)-3(4-nitrophenol)-5-feniltetrazolium
klorid (IN.T) ile reaksiyon veren siiperoksid radikallerinin olusumunda ksantin ve ksantin
oksidazin kullanilmasina olanak vermektedir. Siiperoksid dismutaz aktivitesi bu reaksiyonun

inhibisyon derecesine bagh olarak 6lgillir (Wooliams et all, 1983; Suttle and McMurry,
1983).

Ksantin —X22 Urik Asit+0;

LN.T.—22— formozan boyasi
veya

0,° + 0,° + 2H" 2,0, + H,0,

e Solusyonlarin Hazirlanmasi
1. Kangik substrat:Karigik Substrat’m bir vialinin igerigi, 20 ml Buffer ile ¢oziildii..
2. Tampon(Buffer):Kit iginde pH:10.2’ye hazirlanmug olarak bulundu..
3. Ksantin oksidaz: Ksantin Oksidaz’in bir vialinin igerigi 10ml distile su ile ¢oziildii.
e Deneyin Yapihst:
1. Lithyum Heparin’li tiplerden aliman 0,5 ml kandan 10 dakika 3000rpm’de santrifiij

edilip plazma kismi aspirasyonla ortamdan uzaklastinildi..
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2. Eritirositler 4 defa 3ml %0,9’luk NaCl g¢ozeltisi ile 10 dakika 3000 rpm’de santrifiij
edilerek yikanma iglemi yapildi. Her yikanma sonunda eritirositlerin istiinde kalan
kisim aspire edildi.

3. Yikanmug eritirositlerin tizerine 2ml soguk distile su konup vortekslendi. Sonra -+4
°C’de 15 dakika bekletilip hemolizat hazirlandi.

4, 240 pl Ransod Omek diluent ile hemolizatin 10pl’si tiiplere konup vortekslendi.
Béylece % inhibisyonun %30 ila %60 arasmna inmesini saglayan dilue hemolizat 6megi
hazirland..

5. 25 pl dilue hemolizat émegi ile 850 pul Karigik Substrat tiiplere konup vortekslendi.
Dilue hemolizat 6megi ve Kangik Substrat ile hazirlanan tiiplerin igerigi
spektrofotometrenin tiiplerine aktarildi.

6. Spektrofometre tiipiine 125 pl Ksantin Oksidaz koyulmasim takiben 505nm’de havaya
karst 30 saniye sonunda ilk absorbans(A;) ve 3 dakika sonunda son absorbans(A;)
okumasi yapilds.

o Standartlarin Hazirlanmasi:
10 ml distile su ile standartin bir vialinin ¢ozildii. Hazirlanan bu standart S¢ olarak
adlandinldi. S¢’dan Sy’e kadar hazirlanan dilusyonlarin hazirlanma gekli agagidaki gibi

diizenlenmigtir:
STANDART RANSOD ORNEK
STANDARTLAR SOLUSYONUN HACMI DILUENT’IN HACMI

Se Saf standart —

Ss Iml S¢ 1 ml

S4 1mlSs Iml

S; 1 mlS, Iml

S, Imi S, 2ml

S — Saf diluent

Kalibrasyon grafigi ¢izmek igin hazirlanan S6-S1’e kadar olan dilue
standartlarin agagida belirtilen gekilde okumasi yapilds:
1. 25 ul dilue standart 6megi ile 850 pl Kangik Substrat tiiplere konup vortekslendi.
2. Standart 6mek ve Kanigik Substrat ile hazirlanan igerikler spektrofometrik tipiilere
koyulmasm takiben 125 ul Ksantin Oksidaz 505nm’de havaya karsi
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spektrofotometrede okuma yapildi. 30 saniye sonunda ilk absorbans(A;) ve 3 dakika
sonunda final absorbans(A,) okumasi yapildi.
Elde edilen absorbans sonuglan asagida belirtilen formiller kullanilarak % inhibisyon

degerleri hesapland:

A4,- A, . sy A4
== (Standart veya dmek igin) A’k

% inhibisyon = 100-A—AM x 100
5,/dk

Standart konsantrasyonun logaritmasma karsi % inhibisyon degerleri kullanilarak
standart egri elde edildi . Omeklerin % inhibisyon ile elde edilen SOD degerleri gizilen
grafikten bulundu. Bulunan degerler dilusyon katsayisi olan 100 ile ¢arpildi. Enzim aktivite
sonuglan U/gHb olarak verildi .

% inhibisyon = 100 2ameiiac 109

5, /dk

3.2.2. Hemoglobin tayini:

Prensip: Ferrisiyanid tarafindan hemoglobindeki Fe'”nin methemoglobindeki Fe**’e
yiikseltgenmesi ve potasyum siyaniir ilavesi ile methemoglobinin stabil siyanmethemoglobine
doniigtiiriilmesi esasina dayamir. Olusan siyanmethemoglobinin absorbansinin 6lgiilmesi ile
hemoglobin tayin edilir (Tanyer, 1985).

o Kullanilan ¢ozeltiler:
1. Coulter Mikro-Pak ( PN 8547007 ) : Reagent I diluentinden 10 L ve Reagent II litik
reagentden 300mL’den hazirlanmig Coulter’in ticari kit tiriiniidr.
2. Reagent II litik reagent: Quatemnnany Ammonyum tuz 40 g/L ve Potasyum Siyanid
750mg/L’den hazirlanmgtir.
e Deneyin Yapihist:
1. EDTA igeren vakutainer cam tiiplere alinan kanlar 15 dakika Coulter Mixed cihazinda
kanigtiridi.
2. Kangtirma iglemini takiben Coulter Microdiff 18 cihazinin probu dikkatlice silinip prob
tiibiin igine daldirilip aspire yapildi.
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3. Aspirasyon tamamlandiktan sonra tiip g¢ekilip prob silindi ve otomatik analiz igin
cinsiyet ve hasta numarasi ile ilgili bilgiler girildi.

4. Analiz iglemi otomatik olarak yapildi ve hemoglobin sonuglan elde edildi

3.2.3. Glutatyon rediiktaz tayini:

Prensibi: G-Red tayini Randox firmasindan temin edilen ticari kit kullanilarak yapildi.
Glutatyon rediiktaz, NADP"’yi okside edlen NADPH’in ortamda bulunmas: ile glutatyon
(GSSG)’un azalmasmni katalize etmektedir (Goldberg and Spoooner, 1983; Mirlissinos et all,
1981).

NADPH + H' + GSSG — SutatyonRediklaz_ NADP* + 2GSH

(GSH=Rediikte Glutatyon)
* Solusyonlarin Hazirlanmasi:
1. Tampon:Kit iginde pH:7.3’ye hazirlanmig olarak bulunur.
2. Substrat: Substratm bir vialini, Sml tampon ile ¢oziildii.
3. NADPH: NADPH’n bir viali, 3ml distile su ile ¢6ziildii.

e Deneyin Yapilisi:

1. Lithium Heparin’li tipe alinan kanlar 3000 devir/dakika’da 10 dakika santrifiij
edilip plazma temiz bir tiipe aktanldi.

2. Spektrofotometrik tipe 600 pl substrat ve 24 pl plazma konup kangtirildi.
Karigtirma igleminin bitiminde 150 pl NADPH ilave edilip spektrofotometrede
340nm’de havaya karst ilk okuma 1. dakikada yapildi. Sonra okuma iglemi birer
dakika ara ile 4 kez daha gergeklestirildi.

Asagidaki formiille elde edilen AA/dk sonuglar, kitte verilen 4983 faktdr sayisi ile
carpilip U/l cinsinden enzim aktivitesi hesaplandi1 (Akkus, 1997).

A/ dk = (Az _A1)+(A3 ‘AZ)Z(AL‘ _A3)+(A5_A4)*4983
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3.2.4. Ferritin tayini:

Prensibi: Ferritin tayini, Vidas marka kit kullanilarak tayin edilmistir. In vitro olarak galisilan
kit, Insan Ferritinin, enzim immunoéssay (EIA) ve final flourorescent detection (ELFA)
yontemlerinin  birlestirilmesi ile nicel olarak miktarmn Glgilmesidir. Bu  teknikte
Radyoimmunoassay’da oldugu gibi antijenle antikor arasindaki reaksiyona dayanmaktadir.
Isaretli antijenle isaretsiz antijen, antikorla reaksiyona girmek igin yarigmaktadirlar. Isaretsiz
antijen tayin edilmek istenen maddedir. Isaretli antijenin hazirlanmasinda enzim
kullanilmaktadir. Reaksiyonun tamamlanmasindan sonra seperasyon (aywma) iglemi
yapilmaktadir. iglem bitiminden sonra ortama bir substrat ilave edilerek spektrofotometrik
olarak enzim aktivitesi Olgiimektedir. Enzim aktivitesi ile tayin edilmek istenen madde
arasindaki iligkiden analit konsantrasyonu tayin edimektedir (Akkus, 1995).
eDeneyin yapilist:
1. Laboratuvara getirilen EDTA igeren tiiplerde bulunan kanlar, 10 dakika
3000rpm’de santrifiij edilip plazmast aynid.
2. Asapida igerigi belirtilen monoklonal anti-Ferritin immunoglobulin (fare) ile

duyarli hale getirilmig FER ayrag stripinin ilk gukuruna, ayrlan plazmadan 100ul’si

konuldu.
BOSLUKLAR AYRACLAR
1 Omek
2-3-4 Bos gukurlar
Alkalin fosfataz ile isaretlenmis monoklonal Ferritin
5 immunoglobulin(fare) + % 0,1 sodyum azide (600 pl)
Yikama Tamponu:sodyum fosfat (0,05 mol/ll ) pH 7,4 +
6-7 %0,1 sodyum azide (600 pl )
Yikama Tamponu:DEA (0,1 mol/l) pH 9,8 +%0,1 sodyum
8 azide (600 pul)
9 Bos Cukur
Substrat dolu  kiivet:4  methil-umbelliferil-fosfat
10 (0,6mmol/l) + %0,1 sodyum azide (300ul)
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3. Tris buffer ( 0,1 mol/l ) pH 7,4 + insan Ferritin + protein + kimyasal
dengeliyicilerden olusan FER kontrolunden de 100 pl alinip FER ayrag stripinin ilk
¢ukuruna koyuldu.

4. Hazirlanan FER ayrag stripleri ve kitte hazir bulunan pipet aygitlari, mini Vidas’a
yerlestirildi.Once kontrol olmak kaydiyla sirasi ile kan émeklerinin okumas: yapildi
ve yaklagik 30 dakika sonra sonuglar elde edildi.

3.2.5. Istatiski analizler

Sonuglarin istatistiki olarak degerlendirilmesinde asagidaki formiillerden yararlanild:
(Diizgiines etal., 1983; Sekeroglu, 1993).

Aritmetik ortalama: X

2. x
N

Standard sapma : Ss (SD)

x:

2_(Zx)2
Ss=| = N
N-1

Farkin standart hatasi : Ssd

Ssd = [(Sh)? +(Sh,)?

“t” degeri :

Ssd



: Toplama igareti

: Analiz sayis1 ( Vaka sayist )

: Ortalamaya girecek sonuglarn herbiri
: Ortalamaya girecek sonuglarin toplami

: Sonuglann karelerinin toplami

(Tx)? : Sonuglarm toplamlarmn karesi

: Arastirmaya alinan birinci grubun ortalamasi

: Arasgtirmaya alinan ikinci grunbun ortalamasi

: Birinci grubun standart hatasi

: ikinci grubun standart hatas:

(N+N)—2 : Serbestlik decesi

llt"

: Kritik oran
: Probabilite (Onemlilik derecesi) diye adlandinlir. “t”degerleri

hesaplandiktan sonar énemlilik derecesi (P), t cetvelinden bulundu.

Korelasyon katsayisimn hesaplanmasi

ZZw——Z%,&
o (5,

N N

Hx,y)=

Bu katsaymun énemlilik derecesi igin de su formiiller kullanild: :
1-r* r
Sr=+ ,l=— Veya | = ————ee
\v=z T

: Korelasyon sayisi

: Korelasyon sayisinin standart hatasi
- kritik oran (korelasyon katsayist igin)

N%\
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Zny—Z—);,Z—l
b = 2
sz_(ZNx)

a= ; —bx = y =a+bx (regresyon dogrusunu veren denklem)
b : regresyon katsayisi
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4. SONUCLAR

Ortalama 10 sene sigara kullanan erkek (sigara kullanma siiresi = 14,13F7,00) ve
kadn (sigara kullanma siiresi = 10,467 6,57) arasinda giinde en az 1 paket sigara icen
kisiler bu arastirmada ¢aligma grubunu olugturmustur. Yaslart 19-45 arasinda degisen sigara
kullanan 16 erkek (x= 30,13F5,92) ve 16 bayan (;=30,5$8.67) ile hi¢ sigara
kullanmamus 15 erkek (x =30,87F9,93) ve 17 bayan (i = 26,18F1,30) kisiden olusan 32
denege ait sonuglar aragtirmamuzda istatiski olarak degerlendirildi. Bayan ve erkek olarak
olusturulan kontrol ve ¢alisma gruplarinda siiperoksid dismutaz (SOD), glutatyon rediiktaz (G-
Red), ferritin ve hemoglobin parametrelerin tayinleri yapildi. Biitiin parametrelerin
kargilagtinlmas: istatiski olarak t testi ile yorumlandi. Yapilan c¢ahigmalarda analiz edilen
biyokimyasal patrametreler, sigara icen erkekler  (ESI), sigara igmeyen erkekler (ESN),
sigara igen kadinlar (KSI), sigara igmeyen kadinlar (KSN) olarak 4 grup altinda mukayese
edildi. Analizlerin istatiski sonuglar1 4.1, 4.2, ve 43 cizelgelerinde toplu halde verilmistir.
Calismamuza ait toplu sonuglar Ek 2’de goriilmektedir.

Cizelge 4.1. Sigara igmeyen erkekler ve sigara igen erkeklere ait bulgularin t testi

sonuglari, p énemlilik dereceleri.

PARAMETRELER | BiRiM KONTI(‘H‘:II‘G();RUBU CALIS(HM:; gRUBU ¢
x+SD Sh x+SD Sh
SOD luighn 073,88 £ 243,43 l60,86 [991,002300,79 17,66 [0,174 [p>0,5
Hemoglobin /L. 1486106 026 [1493+107 28 |0201 [p>05
G-Red U/L 56,60+ 14,33 358  15547+£2300 1594 0,164 [p>0,5
Ferritin ug/L 108,91 £95,63 D391 [8143+5400 11396 |0992 [p>04
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. Cizelge 4.2. Sigara igmeyen kadinlar ve sigara icen kadinlara ait bulgularn t testi

sonuglar, p 6nemlilik dereceleri.

PARAMETRELER | Biriv| KONTROL GRUBU | CALISMA GRUBU . o
(n=16) (n=16)
x = SD Sh x = SD Sh
SOD [U/gHb _[1338,63 + 269,77 67,44 [1264,63 277,76 169,44 | 0,764 rp>o,4
[Hemoglobin /AL [11,83 +1,30 033 112,99 +1,37 0,34 | 2,460 |p<0,025
IG-Red UL 56,37 + 20,63 516 [56,37+23,14 5,78 | 0,000
Ferritin ug/L__ [30,24 + 28,27 707 [529+1884 4,71 | 0,583 |p>0,5

Cizelge 4.3. Sigara igmeyen kadmnlar ve erkekler + sigara icen kadinlar ve erkeklere ait

bulgularn t testi sonuglan, p énemlilik dereceleri.

PARAMETRELER [BiRiM KONTI(‘S__I,;Z?RUBU CALIS&’QSRUBU t | p
x+SD Sh x+SD Sh

S0D lurghb [ 156,25+ 313,40 | 56,29 [1132,23 + 316,42_|56,83] 0,300 r&»o,s

Hemoglobin lora. [13,34 + 1,93 035 [13,93 1,57 028 1,317 [p>02

IG-Red UL 56,49 £17,47 3,14 [55,93 £ 22,69 4,08 0,107 [p>0,5

Ferritin ug/L | 69,58 80,06 14,38 52,46 + 48,54 8,721,018 [p>0,2

Cizelge 4.1°den gorildiigii gibi kontrol grubunda Glutatyon rediiktaz 56,60 + 14,33
U/L, Siiperoksid dismutaz 973,88 £ 243,43 U/gHb, Ferritin 108,91 + 95,63 ug/L, Hemoglobin
14,86 + 1,06 g/dL olarak bulunurken ¢aligma grubunda G-Red 55,47 + 23,00 U/L, SOD 991,00
+ 300,79, Ferritin 81,43 + 54,09 ug/L, Hemoglobin 14,93 £ 1,07 g/dL bulunmustur.
Cizelge 4.2 ise kontrol grubunda Glutatyon rediiktaz 56,37 + 20,63 U/L, Siiperoksid
dismutaz 1338,63 + 269,77 U/gHb, Ferritin 30,24 + 28,27ug/L, Hemoglobin 11,83 + 1,30 g/dL
olarak bulunurken galigma grubunda G-Red 56,37 + 23,14U/L, SOD, 1264,63 + 277,76 U/gHb
, Ferritin 25,29 + 18,84ug/L, Hemoglobin 12,99 + 1,37g/dL bulunmustur.
Cizelge 4.1den goriildiigi gibi sigara igen erkeklerde kontrol grubuna gére Glutatyon

rediiktaz (p>0,5) ve Ferritin (p>0,4) parametrelerinde bir digiklik goriiliirken Siiperoksid

dismutaz (p>0,5) parametresinde bir yikselme gézlenmis, Hemoglobin (p>0,5) parametresinde

ise kontrol grubuna gére bir farklilik gézlemlenmemistir.
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Cizelge 4.2°de  kontrol grubunda galisma grubuna nazaran Glutatyon rediktaz
parametresinde istatiski agidan bir farklihk gozlenemezken, Hemoglobin (p<0,025) parametresi
ise onemli oranda yitksek bulunmustur. SOD (@>0,4) ve Ferritin (p>0,5) parametrelerinde
istatiski agidan omemlilik tespit edilemezken, kontrol grubuna gore bir disiklik
gozlemlenmistir.

Cinsiyet aywrmu yapilmaksizin kargilagtirdigimiz deneklerin sigara kullamimmna gére
elde edilen parametre sonuglari gizelge 4.3°de gorilmektedir. Hemoglobin (p>0,2) parametresi
diginda SOD  (p>0,5), G-Red (p>0,5), ve Ferritin ©>0.,5) parametrelerinde diigiiklik
gozlenmesine ragmen istatiski agidan bir énemlilik gozlemlenmemistir.

Her ii¢ gruba ait SOD seviyelerini gosteren diagram sekil 4.1, 45, 4.9da,
Hemoglobin seviyeleri gosteren diagram sekil 4.2, 4.6, 4.10°da, G-Red seviyelerini gosteren
diagram sekil 43, 4.7, 4.11’de, Ferritin seviyelerini gosteren diagram sekil 4.4. 4.8, 4.12de
goriilmektedir.

1400,00

1200,00 T
= @ Sigara igmeyen erkekler U/gHb
= x=973,88 + 243,43
5 1000,00
N B Sigara igen erkekler U/igHb
5 sw00 x=991,00 £ 300,79
S
o
£ 600,00
2 t=0,174 p>0,5
:
a 400,00
pen
(7]

200,00
0,00

Sekil 4.1. Erkeklerde kontrol ve galisma grubuna ait SOD seviyelerini gosterir diyagram.
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18,00

16,00

14,00

12,00

10,00

8,00

HEMOGLOBIN (g/dL)

4,00

2,00

0,00

@ Sigara igmeyen erkekler g/dL
x=14,86 + 1,06

M Sigara igen erkekler g/dL
x=14,93 + 1,07

=0,201 p>0,5

kil 4.2 Erkeklerde kontrol ve galisma grubuna ait Hemoglobin seviyelerini gosterir diyagram.

90,00

80,00

GLUTATYON REDUKTAZ (UL)
g &2 8 8 2
8 8 8 8 8

B8
8

10,00

0,00

@ Sigara igmeyen erkekler G-Red
x=56,60 + 14,33

H Sigara igen erkekler G-Red
x=55,47 * 23,00

=0,164 p>0,5

Sekil 4.3. Erkeklerde kontrol ve galisma grubuna ait G-Red seviyelerini gésterir diyagram
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250,00 -

200,00 -

150,00

FERRITIN (ug/L)

100,00 -

50,00 -

0,00 -

[ Sigara icmeyen erkekler ug/L
x=108,91 95,63

H Sigara icen erkekler ug/L
x=81,43 * 54,09

t=0,992 p>0,4

Sekil 4.4. Erkeklerde kontrol ve calisma grubuna ait Ferritin seviyelerini gosterir diyagram

1800,00 -

1600,00 -

1400,00 -

1200,00 -

1000,00 -

800,00 -

600,00

SUPEROKSIT DISMUTAZ (UigHb)

400,00 -

200,00 -

0,00 -

[ Sigara igmeyen kadinlar U/gHb
x=1338,63 + 269,77

M Sigara icen kadinlar U/gHb
x=1264,63 + 277,76

t=0,764 p>0,4

Sekil 4.5. Kadmnlarda kontrol ve galisma grubuna ait SOD seviyelerini gosterir diyagram.
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16,00 -

14,00 -

12,00

10,00

8,00

HEMOGLOBIN (g/dL)

6,00 -

4,00

2,00

0,00 -

@ Sigara igmeyen kadinlar g/dL
x=11,83 + 1,30

@ Sigara igen kadinlar g/dL
x=12,99 + 1,37

=2,460 p>0,025

Sekil 4.6. Kadmlarda kontrol ve galisma grubuna ait Hemoglobin seviyelerini gosterir diyagram.

90,00

70,00

50,00 -

40,00

30,00

GLUTATYON REDUKTAZ (U/L)

20,00 -

10,00 -

@ Sigara igmeyen kadinlar G-Red
x=56,37 + 20,63

M Sigara igen kadinlar G-Red
x=56,37 * 23,14

=0

Sekil 4.7. Kadinlarda kontrol ve alisma grubuna ait G-Red seviyelerini gosterir diyagram.
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70,00

60,00 -

B
o
°
5

30,00 -

FERRITIN (ug/L)

10,00

@ Sigara igmeyen kadinlar ug/L
x=30,24 + 28,27

[E Sigara igen kadinlar ug/L
x=25,29 + 18,84

t=0,538 p>0,5

Sekil 4.8. Kadinlarda kontrol ve galisma grubuna ait Ferritin seviyelerini gosterir diyagram.

1600,00 -‘
1400,00 -
1200,00 -|
1000,00 |

800,00 -

SUPEROKSIT DISMUTAZ (U/gHb)

Sigara igmeyen erkekler ve
kadinlar U/gHb
x=1156,25 313,40

[ Sigara igen erkekler ve
kadinlar U/gHb
x=1132,23 + 316,42

=0,300 p>0,5

Sekil 4.9. Tiim kontrol ve galisma grubuna ait SOD seviyelerini gosterir diyagram.
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18,00
]
16,00 -

14,00

-
»
=]
S

10,00

HEMOGLOBIN (g/dL)

4,00

2,00

0,00

@ Sigara igmeyen erkekler ve
kadinlar g/dL
x=13,34 £ 1,93

[ Sigara igen erkekler ve
kadinlar g/dL
x=13,93 + 1,57

t=1,317 p>0,2

Sekil 4.10. Tiim kontrol ve galisma grubuna ait Hemoglobin seviyelerini gosterir diyagram.

90,00

80,00

70,00 -

30,00 -

GLUTATYON REDUKTAZ (U/L)

20,00

10,00

[ Sigara igmeyen erkekler ve
kadinlar G-Red
x=56,49 + 17,47

B Sigara igen erkekler ve
kadinlar G-Red
x=55,93 + 22,69

t=0,107 p>0,5

Sekil 4.11. Tiim kontrol ve galiyma grubuna ait G-Red seviyelerini gsterir diyagram.
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160,00 -
140,00 -
120,00
100,00 -
) @ Sigara igmeyen erkekler ve
i— 80,00 - kadinlar ug/L
iE x=69,58 + 80,06
& 6000
w [ Sigara igen erkekler ve
40,00 - kadinlar ug/L
x=52,46 % 48,54
20,00
=1,018 0.2
0,00
20,00

Sekil 4.12. Tiim kontrol ve galisma grubuna ait Ferritin seviyelerini gosterir diyagram.

Cizelge 4.4. Calisma grubuna ait parametreler arasmndaki r korelasyon ve P onemlilik dereceleri

Ferritin-Hemoglobin
ug/L-g/dL )
Ii Korelasyon katsayisi (r) tdjj%bnemlilik derecesi (p)
Isigara igen erkek 0,3295 1,771 p>0.100
ISigara icen kadin 0,5591 4,7454 p<0.001
igara igen erkek ve
kadin 0,3890 3,4292 p<0.005

Calisma grubuna ait gizelge 4.4°de gorilldigi gibi Ferritin ve Hemoglobin
parametresinde sigara igen erkeklerde (p>0.100), sigara igen kadinlarda (p<0.001), sigara igen
erkek ve kadmn deneklerinde(p<0.005) pozitif bir korelasyon tespit edilmistir.

Her ii¢ gruba ait Ferritin — Hemoglobin arasmdaki regresyon egrisi ve serpigtirme

diagramlan sirastyla sekil 4.13, 4.14, 4.15’de gorulmektedir.
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16 * o ¢ © r15y=-00016x+15085 r=-0,0816
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Sekil 4.13. Sigara igen erkek grubunda Ferritin Hemoglobin arasindaki regresyon
eprisi ve serpistirme diagrami.

16 4
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14 1 n=16,y=0,0407x+11,958r=0,5591 ¢ Sy
RALS *
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Hemoglobin (g/dL)
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o : ; ;
0 10 20 30 40 50 60
Ferritin (ug/L)

Sekil 4.14. Sigara icen kadin grubunda Ferritin Hemoglobin arasindaki regresyon
egrisi ve serpistirme diagrami.
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Sekil 4.15. Sigara igen kadin ve erkek grubunda Ferritin Hemoglobin arasmdaki

regresyon egrisi ve serpistirme diagrami.
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S. TARTISMA

Sigara kullanan kigilerde erken 6liimierin ve &nlenebilir hastaliklarin olduk¢a fazla
olarak gozlenmesi, sigaranin insan saghgm tehdit eden aligkanliklar iginde énemli bir faktor
oldugunu gostermektedir. igilen herbir sigaranin yasam siiresini 5,5 dakika kisalttigt ve ortalama
yasam siiresinde 5-8 yillik bir azalmaya sebep oldugu bildirilmigtir ( Fielding ,1985 ).

Sigara dumam ¢ok sayida kirleticilerin oldukga yiiksek konsantrasyonlarda bir
bilesimidir. Sigara dumaninda oksidan, prooksidan, serbest radikal ve indirgeyici ajanlar
igeren birden fazla bilegen tanimlanmigtir ( Chow, 1993 ).

Serbest radikaller sigarada iki ana grup halinde bulunmaktadir. Birinci grup katran
fazinda, ikinci grup gaz fazda yer almaktadir. Katran fazindaki baglica radikaller kinon /
hidrokinon kompleksinden olugmaktadir. Kinon- hidrokinon kompleksi aktif bir redoks sistemi
olup molekiiler oksijeni siiperoksit ve daha sonra hidrojen peroksit ile hidroksil radikaline
indirgenme yetenegine sahiptir. Bu sistem, hidrofobik bir gevrede oksijen serbest radikallerinin
bir kaynagim olusturur (Petruzzelli et al, 1990; Pryor and Stone, 1993). Bazi arastirmacilar bu
kinon radikallerini X radikali olarak adlandirmaktadirlar (McCusker and Hoidal, 1990; Macnee
et al, 1991). Katrandaki baglica radikallerin DNA ile etkileserek kovalent baglanmalar yaptigt
ve ozellikle DNA tek sarmalinde kirilmalara ve oksidatif DNA hasarina rol agtifi gésterilmistir
(Winrow, et al., 1993).

Sigara dumaninin gaz faz1 ise kigiikk oksijen ve karbon merkezli radikalleri icermekte
olup katran fazindakilerden daha reaktiftir Bu radikaller gaz fazindaki NO’in NO,’e
oksidasyonu esnasmnda uretilir. Sigara dumaninin ige ¢ekilen her bir duman solugunda gaz faza
ait olmak tizere 1x 10" radikal ierdigi soylenmektedir (Pryor and Stone, 1993). Bu radikaller
alkil, alkoksil ve peroksil tipinde olup, g¢ok reaktif ve uzun 6miirliidiirler. NO® radikali ise
sigara dumaninda 500-1000 ppm miktarinda bulunan ve fazla miktarda bulundugu ortam igin
toksik etkiye sahip bir radikaldir. NO", siiperoksit radikali ile peroksinitrit (ONOQ®), organik
peroksil radikali ile de alkil peroksinitrit (ROONO®) vermek iizere reaksiyona girer. Nitrik oksit,
peroksinitrit ve alkil peroksinitrit biyolojik sistemlerde hasar olusumuna aracilik eden reaktif
azot radikalleridir (Pryor and Stone, 1993, Halar, 1999). Peroksinitritlerin dogrudan proteinlere
zararl etkileri oldugu gibi, azotdioksit ( NO,), Hidroksil radikali ( OH" ) ve nitronyum iyonu
(NO;’) gibi bagka toksik iiriinlere de degisir (Tirkozan, vd., 1999).

Sigara hem igerdigi reaktif oksijen tirevleri hem de aktive ettigi fagositlerin
olusturdugu serbest radikaller aracilig ile oksidatif hasar indiiklemektedir. Serbest radikaller

tarafindan olusturulan oksidatif hasar sigara igen kigilerde gériilen hastaliklarin patogenezinde
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rol oynar ($ekeroglu, vd., 1997). Kroner kalp hastaliklarindan ve kanserden oliimlerin % 30’u,
akciger kanserlerinden dlimlerin ise % 80’i, kronik bronsit ve amfizem vakalarinin % 80’den
fazlasi sigara igimine baglanmaktadir (Fielding ,1985). Ateroskleroz, periferik arter hastaliklar,
kronik obstriiktif akciger hastaliklan (KOAH), kanser gibi pek ¢ok hastaligin olusumunda
oksidatif hasarin roliniin bulunduguna dair arastirmalar bulunmaktadir (Petruzzell, et al.,
1993).

Sigara i¢imi sonucu meydana gelen dumanda sivi katran partikiillerinden 3x10°
miktarinda mevcuttur. Bu partikiillerin oksidatif ve karsinojenik etkilerinden dolay: sigara
akciger kanserinin olusumundan sorumlu tutulmaktadir. Cevresel sigara dumani ve ige gekilen
dumanin katran fazlarindan hazirlanan sivi ekstraktlanin ratlarin timositlerinde katran miktariyla
orantili olarak semikinon radikal igerikleri sebebi ile DNA’da gentiklenmelere ve hasara yol
actiklan gosterilmistir Pryor and Stone; 1993).

Insanlarda bu tip hastaliklarin engellenmesi veya erken teshisi icin oksidatif hasari
olusturan serbest radikalleri organizmada azaltan veya yok eden antioksidanlar giiniimiizde
yapilan aragtirmalarin bilyiik boliimiinii kapsamaktadir. Memeli hiicreleri serbest radikallere
karsi enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma mekanizmalan ile korunmaktadir,
Bunlar; suda ¢ozinen vitamin C, glutatyon, biluribin; yagda ¢oziinen vitamin E, [ karoten,
plazmadaki demir ve bakir iyonlan baglayan transferrin, hemoglobin, ferritin, seruloplazmin
ile organik yapilar ve enzimatik olmayan antioksidanlar olarak sayilir. Baglica enzimatik
antioksidanlar ise siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktazdir. Siiperoksit
dismutaz enzimi, siiperoksit radikallerini etkin bir gekilde O, ve H,0,’e déniistiirerek ortamdan
kaldirilmasim saglar. Glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz birlikte galigarak GSH
varhginda H,0,’ nin suya indirgenmesini gerceklegtirir (Halliwell, 1994).

Bu bilgilerin 1s18inda, biz de galigmamizda sigaranin igerdifi gok sayidaki oksidatif
ajanin hiicre ve dokularda olusturacag: oksidatif strese karsi koruyucu gérev yapan enzimlerden
SOD, GSH-Red ile plazmadaki demir iyonlar1 baglayan ferritin, hemoglobin seviyelerini
inceleyerek, saglikhi aktif igicilerle sigara kullanmayan kisilerden olusan kontrol grubunda
antioksidan savunma sistemi iginde bulunan bu 4 parametrenin miktar hakkinda bilgi sahibi
olmay1 amacladik.

Zhou ve arkadaglar1 871 saglikli sigara igen ve 348 saglikli sigara igmeyen kisi tizerinde
yaptiklan bir ¢aligmada eritirosit i¢ci SOD aktivitesini anlaml sekilde diigiik bulmuslardir { Zhou
et al, 1997). Ashakumariy ve arkadaslar nikotin verilen ratlarda SOD aktivitesinde anlamh bir
azalma tesbit etmislerdir (Ashakumariy and Vijayammal,1996). Habif ve arkadaslart 30-70 yas
arast 62 saglikh kisi iizerinde yaptiklar bir galiymada 30-40 yas arasi yash bireylerde SOD
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aktivitesinde azalma bulmuglardir (Habif, vd., 1995).Kayaoglu ve Sekeroglu ile arkadaglarinn
yaptiklan g¢aligmalarda da yine eritirosit SOD aktivitesinin sigara i¢meyen gruba gore istatiski
olarak disiik oldugunu bildirmiglerdir. (Kayaoglu, 1999; Sekeroglu ve arkadaglari, 1997).

Yukandaki adi gegen bilimadamlarmin elde ettikleri verilerin gére tam tersi olarak
sonug ortaya koyan galismalara da rastladik. Dubick ve arkadaglan nikotin verilen ratlarda
kontrolere gore SOD seviyesinde anlamli bir artma tespit etmislerdir (Dubick and Keen, 1991).
Sohn ve arkadaslan 30 giin boyunca giinde 20 dakika 6 adet sigara dumanina maruz birakilan
ratlarda SOD seviyesinde anlamli bir artig tespit etmiglerdir (Sohn, et al., 1993).

Biz de yaptigimiz galigmada Eritirosit igi SOD aktivitesini erkek sigara igenlerde
istatistiki agidan onemli olmamakla birlikte biraz diigmiis olarak bulduk. Buna karsilik kadin
sigara igenlerde ise kontrol grubuna gore biraz yiikseklik olmasma ragmen istatiski agidan bir
onemlilik gdzlenmemistir. Calismamizda erkek grubundaki SOD aktivitesindeki goriilen biraz
disiiklagiun Bolzan ve arkadaglari, Durak ve arkadaglar, Hilbert ve arkadaglari, Anderson ve
arkadaglarmin  yaptiklan galigmalanyla uyumluluk gostermektedir. Bu sonuca, yukanda
belirtilen aragtirmalarinda one siirdiigii gibi sigaradan dolay: viicutta artan reaktif oksidanlann
ve solunumsal patlama sonucu meydana gelen oksidanlarinda eklenmesi ile olugan oksidan /
antioksidan dengesizlii sonucu enzim miktannin yeterli olmamasindan kaynaklandigi
diisiniilebilir (Sohn et al, 1993; Hilbert et al, 1996; Anderson et al, 1997; Bolzan et al, 1997,
Durak et al, 1999).

Hulea ve arkadaglan geng sigara icenlerde ( 18- 45 yas arast ) SOD aktivitesinin
artigini, 46-80 yas arast yasgh sigara igenlerde ise azaldigim tespit etmislerdir (Hulea et al,,
1995). Bu caligmayla kadin grubumuzda elde ettigimiz sonucun yasa bagh olarak SOD
aktivitesinde geng¢ sigara icenlerde adaptasyon olayma neden oldugunu diigindiirmektedir.
Winterbourn ve arkadaglar1 kadin ve erkek gruplan arasinda gériilen farkliligin sonuglarm U/Hb
olarak belirtirken hiicresel hemoglobin konsantrasyonuna bagh degisiklikler yiiziinden meydana
gelebilecegini diigiinmekteyiz (Winterbourn, et al., 1975).

Yapmus oldugumuz literatiir ¢aligmalarindaki ikinci parametre olarak segtigimiz
glutatyon rediiktaz aktivitesinin dogrudan tayin eden bir arastirmaya rastlayamadik. Buna
ragmen kandaki GSH-Red aktivitesini dolayl olarak gosteren Tietze ve Paglia ile Valentine’nin
éne stirdiikleri yontemlerle analizler yapilarak bu enzim hakkinda bilgi edinilmeye ¢aligilmugtir.
Akkése ve arkadaglannin yaptigi caligmada total GSH miktarinda istatiski agidan bir énemli
yiikselmenin bulundugu bildirilmektedir (Akkése, vd., 1998). Akkdse ve arkadaslar, Sohn ve
arkadaglan, Hilbert ve arkadaglan, ve Ashakumary ve arkadaglan yaptiklan aragtirma
sonuglarina gére sigara igenlerde GSH-Px aktivitesini yiiksek bulurken Volkova ve arkadaglan,
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Hulea ve arkadaslar, ve Bjérkman ve arkadaglan ise sigara igenlerde GSH-PX aktivitesinde
dilgme tespit etmiglerdir (Bjérkman et al, 1992; Sohn et al, 1993; Hulea et al,1995; Hilbert et
al, 1996; Ashakumariy,1996; Volkova et al, 1996, Akkése, vd., 1998). Bolzan ve arkadaglan
ise sigara icenlerde GSH-Px aktivitesinde degisiklik olmadigini gozlemislerdir ( Bolzan et al,
1997). ‘

Bizim ¢ahsmamuzda GSH-Red aktivitesi sigara icen kadmn grubunda bir degisme
olmazken erkek sigara igilerde ise istatiski yonden énemli olmamakla beraber hafif bir
yilkkselme gozlenmistir ( p>0.5 ). Eritirosit zannin biitinliginin korunmasmnda 6nemli bir
enzim olan GSH-Red aktivitesinin GSH-Px ile birlikte daha bilyiik bir populasyonda
¢alisilmasmnn faydal olacag: kanaatindeyiz.

Askorbat kendisi dihidroaskorbata déniiserek, serbest radikali indirger (Bui et al,
1992). Vitamin C’nin antioksidan olarak vuciidun suda ¢dziiniir kompartmanlarmda ( plazma,
sitozol, ekstraselliller siv1 gibi ) serbest radikalleri inaktive etmek ve okside olmug vitamin E
‘yi rezerve etmek olmak iizere 2 goérevi vardir (McCord, 1993; Halliwell ,1994). Yapilan
caligmalarda sigara igenlerde vitamin C seviyesi i¢meyenlere gére daha disiik bulunmugtur
(Anderson, 1991). Sigaranin kanser yapici etkisini azaltmak igin, vitamin C ‘yi igine alan
oksidan igeren diyet yiiklemesi onerilmektedir (Rahman and Mcnee, 1996 ).

Vitamin E, C, P karoten direkt etkili giiglii antioksidanlardir (Cheecseman, 1991,
Yalgm, 1998). E vitamini major bir zincir bozucu olup organizmada lipid peroksidasyonuna
karsi ilk savunma hattin olugturur (McCord, 1993; Duthie, et al., 1993). Tokoferol molekiilii
serbest radikallerden bir elektron alarak, herhangi bir zararh etki olmadan serbest radikal
yaytlumini durdurup kendisi bir radikal olur (Richarson, 1991; Fukuzawa et al, 1997).
Askorbat, iirat ve vitamin E organizmann antioksidan yetenegini artirirlar (Galdston et al,
1987). Kronik oksidan stresse maruz kalma durumunda ise askorbat, vitamin E gibi bazi
antioksidanlarin azaldigi, GSH’un ise arttigi bulunmugtur (Yelkenci, 1996).

Serum antioksidanlarin  6nemli bir kismu da bronkoalveoler lavaj sivilarinda
bulunmugtur. Bunlar; seruloplazmin, transferrin, glutatyon, vitamin E, askorbat ve birgok
serum proteinleridir. Bunlar akcigerde lokal olarak bulunan fagositler tarafindan salman ve
inhale edilen oksidanlara kars: akcigerlerin savunmasina yardimci olabilirler (Galdston et al,
1987). Bunlarin diyetle verilmesinin oksidan hasan azaltacagi belirtilmigtir (Tsuchiya et al,
1992; Tsuchiya et al, 1993; Yu,1996). Sigara igenlerin BAL sivisinda vitamin E diizeyleri daha
diigiik bulunmus, glutatyon seviyesi yiiksek bulunmustur (Rahman and Macnee, 1996).

Aktive lokositlerden siiperoksid iiretimi artar. Bu da demir transport proteinlerinden

(transferrin, ferritin) demir salmmumi artinir, Demir, reaktif oksijen tiirlerinin olugumuna
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katkida bulunur (Elstner, 1991). Sigara igenlerde, makrofaj demir konsantrasyonu yiiksek
bulunmustur. Akciger yiizey sivilannda da igmeyenlerden daha fazla demir bulunur (Repine et
al, 1997).

Repine ve arkadasglari ile Sekeroglu ve arkadaglan yaptiklan ¢alismalarda
serum/plazma Ferritin diizeylerini yitksek bulmuglardir (Repine et al, 1997; Sekeroglu ve
arkadaslari, 1997). Yapilan bir galismada ise serum Fe ve Ferritin diizeylerinde istatiski agidan
bir énemlilik bulunmadig: bildirilmistir (Gokduman, 1998). Bizim ¢aligmamizda sigara icen
her iki grupta da ferritin diizeyi yikksek oldufu halde istatiski agidan bir énemlilik tespit
edilememistir (p>0,4). Bizim bu sonuglarimz Gékdumanin sonuglan ile uyum igerisindedir.
Serum ferritin diizeyinin daha izole ve biiyilkk bir populasyonda tekrar galigilmasinin uygun
olacag digiincesindeyiz.

Hemoglobin, eritirositlerdeki demiri baglayarak oksidan olusumunun artigi engeller.
NO”in gok etkili bir inaktifleyicisidir. NO, Hb ile reaksiyona girerek nitrata déniistiiriiliip
idrarla atilir (Moshage 1997; Haklar, 1999). Hb molekiilii oksidanlarin reaksiyona girebilecegi
aktif gruplar 6megin Fe'?, Fe, -SH, -NH, igerir. Ayrica oksihemoglobin, O™ ve H0, ile
reaksiyona girip methemoglobin olusturarak yine radikal toplayicilign yapar (McCord et al,
1993; Morrow et al, 1995).

Bizim ¢aligmamizda sigara icen erkeklerde istatiski olarak bir farklilik bulunmadi.
Buna karsilik kadin sigara igenlerde istatiksel agidan ¢nemli oranda (p<0,025) hemoglobin
oraninda diigme oldugunu gozlemledik. Kadin sigara igenlerde hemoglobin oranmin digik
cikmasinin sebebi olarak; n sayismin az olusu , beslenme sartlan ve gevresel faktdrlerden
olabilecegi kaanatine varildi.

Yine yapmis oldugumuz korelasyon caliymasinda sigara igen erkek grubunda istatistiki
agidan bir 6nemlilik gozlenmezken (p>0,1) sigara icen kadin ve toplam grupta ise istatistiki
acidan pozitif bir korelasyon (p<0,001, p>0,005) tespit edilmistir.

Sigara igenlerde yapmig oldugumuz SOD, G-Red, Ferritin, Hemoglobin analizlerine
ilaveten antioksidan enzimlerden GSH-Px, Katalaz ile lipid peroksidasyon tirinlerinden olan
MDA, Konjuge dien ve antioksidan savunma mekanizmalarinda gorev alan vitamin C, vitamin
A, vitamin E, serum albumin, protein, seruloplazmin gibi analizlere daha bilyiikk bir
populasyonda sigara igim siiresi, igilen sigara miktar, cinsiyet, yas, sosyo ekonomik sartlar
ve ¢alisma sartlan gibi birgok faktériin ayri ayn ve herbirinin digerlerini etkileme sekillerinin

arastinimasinin uygun olacag diigiincesindeyiz.
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Ek 1. Arastirma anket formu

ADI VE SOYADI :
YAS!:

KiLOSU VE BOYU:
MESLEGI:

ADRESI:

TELEFON NUMARASL:
SIGARA VE/VEYA ALKOL ALIYOR MUSUNUZ:
NE ZAMANDIR SIGARA KULLANIYORSUNUZ:

KULLANIYORSANIZ MIKTARI:
GUNDE 10 ADET 01 PAKET [11,5PAKET 02 PAKET 02 PAKETTEN DAHA FAZLA

SUREKLI KULLANDIGINIZ BiR ILAG VAR MI:

VARSA ADI VE KULLANIM SEKLI:

SU ANDA VE GEGMISTE BIiR SAGLIK PROBLEMINIZ VARMI VEYA OLDU MU:

AILEDE SiZDEN BASKA SIGARA KULLANAN VAR MI:



AILEDEKI DIGER KiSILERIN VUCUT SAGLIG! AGISINDAN SIGARDAN DOLAYI
ZARALI VEYA YARALI ETKILERI GORULDU MU:

KONTROL ANALIZLERI:

KANDA

PROTEIN

ALBUMIN

SGOT

SGPT

KOLESTROL (LDH)

GCALISMA ANALIZLERI:

GSHPx

GSH-Red

MDA

SOD

KATALAZ

TOTAL ANTIOKSIDANLAR:
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Ek 2. Toplam sonuglar
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. Fer |Hemo Sigara igme
Adi Soyadi Cinsiyet| Sigara| G-Red| SOD Yas siiresi
ritin [globin
()
Serdar Kiling e e 79,728 914 711 16,3] 36 14
Onder Cakirka e e 64,7791 12641 10,71 14,3 25 12
Yusuf Yildiz <] e 39,864 800 61,8 16,1 23 9
Hakan Selvi e e 26,160 217 62 13,8 31 15
Eyiip Balci e e 24,9150 12821 183 14,1} 36 25
Ecevit $it e e 51,075 889 60,7 13,8 23 1
[Memi§ Kara e e 34,881 1104J 111,3] 15,6 24 10
Mustafa Er e e 53,567 1078 55,5 14,9 32 20
Aziz Korkut e e 45,968 1376 78,51 14,5 43 30
Erhan Acar e e 71,007 1006] 20,2| 14,8 29 11
Sedat Tomruk e e 77,236] 1034 62,8 14,4 29 10
Kenan Gi]réoy e e 32,389 1174 27,60 16,21 30 10
Hiiseyin Atalan e e 66,024 1246 86 16,8 37 20
Turgut Eksi e e 56,058 915 194,3] 15,5 30 15
Kadir Cerrah e e (108,380 566] 136, 13,31 24 10
Levent Ant e h 41,109, 1101 92,1} 14,9 24
Sait Korkut e h 44,847 313 29,5 14,7 30
Hiiseyin Bagsan e h 43,601 711 204,21 14,91 28
Dursun Ali Ayyildiz e h 64,779 878 280,6] 15,4] 45
Dalelkhan Ospanov e h 36,126 1013} 39,6] 16,2 23
Kadir Kayabas e h 57,304 979] 29,21 14,5 31
Vedat Akin e h 44,847 1415 1249 14,1] 45
Fahri Keski e h 53,567 1262 41,5 13 45
Turgut Korkmaz e h 47,338 1092] 44,7 13 22
Yakup Ekgi e h - 82,219 810 265,71 15,9 45
Vedat Kiling e h 64,779 954 51,4 156 23
Ahmet Kural e h 79,728 1078, 285 14,5 40
Hakan Giiner e h 57,304 1101 116,71 14,9 20
Y1imaz Keser e h 79,728| 883| - 29,4 13,9 19
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Ismet Baran e h 56,058 973 72,1 15,3 32

[dris Aslancan e h 52,321 1019 36| 16,9 22

Eylem Keser k e 33,635 1285 54,71 134 19 2,5
Hikmet Canli k e 109,626 1234 8,1 13,3] 35 17
Pinar Naml k e 14,949 1048 74 12,9 19 L)

Giilsen $ule Kozol k e 39,864] 1041 35,3 14,3 34 20
Yiiksel Becel k e 63,533] 1172 55,7 14] 34 15
Nalan Akman k e 57,3040 1775 10,8 13] 29 14
Leyla Dogurcan k e 41,109 1056 10,3 12,2] 28 3

Ayse Bayram k e 32,389 1229 6, 11] 32 10
Handan Ulger k e 56,058] 1059 9, 13,4 45 20
Sirin Hashag Kk e 84,711 1423 29,4 12| 20

Kerime Ulker k e 61,041 17280 8,7 11| 32

Aygiil $ahinalp k e 63,567 1321 36,4 151 26

Melahat Gunaltay k e 79,728 740, 50,8 14,3 44 14
Nese Baydar k e 68,516 1221 6,8 12,21 22

Havva Ozen K e 41,109 1689 31,31 10,7 25

Suzan Unal k e 64,779] 1213 433 14,9 44 20
Elif Aktug k h 58,550 1470 1,9 9,20 27

Esen Unal Kk h 47,338 961 15,71 13,4 24

Deniz Kazdal k h | 43601 1423 3.2 12.1] 22

Giilseren Kara k h 64,779 1506 68,8 12) 24

Selda Zeynep Soézer k h 41,109 1939] 904 11,9 26

Emine Yildinm k h 33,635 1229 44,8 11 20

Didem Akgl k h 31,143 1412 47| 12,8 22

Gilcan Sezgin Kk h 48,584 1141 24,60 13,74 30

Melek Bodur k h 52,321 1330 260 11, 24

Fatma Uzbag k h 39,864 1173 248 121 20

Sezim Doraksiz K h | 69,762 1262 4.1 11,81 22

Perihan Yilmaz K h 108,380 1750 43 11,4 32

Fatma Rende 3 h 80,973 994 154 13,6 32

Dudu Karademir k h 49,830, 1191 194 10,3 29

Ayse Acar k h | 48,584] 1579 74,8 99 21

Cemile Oztekin k h 83,465 1058} 42,1 12,8 44




