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OZET

Orak Hiicreli Anemili Hastalarda, Oksidatif Stres Belirteci Olarak
8-OHdG (8-Hidroksi Deoksi Guanozin), MDA(Malonil Dialdehit) ve
PC (Protein Karbonil) Diizeylerinin Arastirilmasi

Orak hiicre anemisi, Cukurova bolgesinde yaygin goriilen, vaskiiler seviyede
kronik inflamasyona sebebiyet veren mikrovaskiiler hipoksik ve reperflizyon siireci
ile karakterize olan konjenital bir hemoglobinopatidir. Bu ¢alismada, oksidatif stres
belirteci olarak serum 8-hidroksi deoksi guanozin (8-OHdG), malonildialdehit
(MDA) ve protein karbonil (PC) diizeylerinin belirlenmesi amaglandi.

Calismaya OHA hastasi olan 18 yas alt1 hastalar (n=45) ve saglikl bireyler
(n=38) dahil edildi. Serum 6rneklerinden 8-OHdG ELISA yontemiyle, MDA ve PC
diizeyleri hem ELISA hem spektrofotometrik yontemle ¢aligildi.

OHA grubu ve kontrol grubu karsilastirildiginda, OHA grubunda ELISA
yontemiyle Ol¢iilen 8-OHAG (p=0,0243) diizeyleri istatistiksel olarak yiiksek tespit
edildi. PC ve MDA diizeyleri manuel spektrofotometrik yontem ile ¢alisildiginda
OHA grubunda istatistiksel olarak yiiksek tespit edildi (p<0,0001). PC ve MDA
diizeyleri ELISA yontemiyle calisildiginda ise OHA ve kontrol grubu arasinda
istatistiksel fark gozlenmedi (p>0,05).

Orak hiicreli anemili hastalarda, DNA’nin yapisindaki guaninin oksidatif
modifikasyonu sonucu olusan 8-OHdG, lipit peroksidasyon iiriinii olan MDA ve
protein oksidasyonu sonucu olusan PC diizeylerinin yiiksek olmasi, bu
parametrelerin  artmus  oksidatif stres ile iliskisine dayanarak OHA’nin
patofizyolojisinde 6nemli bir rol oynadigin1 géstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Orak Hiicreli Anemi, Oksidatif Stres, 8-hidroksi-
deoksiguanozin, Malondialdehit, Protein karbonil.
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ABSTRACT

The Research of 8-OHdG (8-Hydroxy-deoxyguanosine), MDA
(Malondialdehyde) and PC (Protein Carbonyl) Levels in the Patients
with Sickle Cell Anemia as a Indicator of Oxidative Stress

Sickle cell anemia (SCA), common disease in Cukurova region, is a congenital
hemoglobinopathy and microvascular hypoxia-reperfusion process giving rise to
chronic inflammation along vascular structure. In the study, as a indicator of
oxidative stres 8-hydroxy-deoxyguanosine (8-OHdG), malondialdehyde (MDA) and
protein carbonyl (PC) levels were aimed to determine from serum samples.

Patients, who suffer from SCD (n=45), and healthy controls (n=38) under the
age of 18 were included the study. 8-OHdG levels were measured by ELISA method,
MDA and PC levels were measured by both ELISA and spectrophotometric method
from serum samples.

8-OHdG (p=0,0243) levels that studied by ELISA method were higher, in
SCA group when compared with the control group. When PC and MDA levels
studied by manual spectrophotometric method, levels were higher in SCA group
(p<0,0001). When PC and MDA levels studied by ELISA method, there was no
statistical significance between SCA and kontrol group (p>0,05).

Elevated 8-OHdG (forms as aresult of oxidative modification of guanine in
DNA structure), MDA (the product of lipid peroxidation) and PC (occurs as aresult
of protein oxidation) levels in patients with SCA demonstrated that these parameters
had an important role for pathophysiology of SCA in terms of relationship with
oxidative stress.

Keywords: Sickle Cell Anemia, Oxidative Stress, 8-hydroxy-deoxyguanosine,
Malondialdehyde, Protein carbonyl.
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1.GIRIS

Eritrositlerde oraklasma, ilk defa 1910 yilinda anemik zencilerin kaninda
J.B.Herrrick tarafindan saptanmis, 20 yasinda bir hemolitik anemili hastanin
periferik yaymasinda orak hiicrelerin goriilmesi ile tanimlanmistir (Herrick 1910;
Harmening 1997). 1923 yilinda bu bozuklugun otozomal resesif yolla gegtigi tespit
edilmistir (Platt ve Dover 1993). 1927 yilinda Hahn ve Gillepsie orak hiicre
anemisinin (OHA) patolojik temelini ve hemoglobin (Hb) molekili ile ilgisini
tanimlad1 (Herrick 1940; Hahn ve Gillepsie 1927). 1949 yilinda Pauling ve
arkadaglar1 orak hiicre anemili hastalarimn hemoglobin elektroforezinin anormal
oldugunu tespit ederek, elektroforetik olarak HbA’dan daha yavas hareket eden bu
anormal proteine HbS veya ‘sickle hemoglobin’ adin1 vermislerdir. Ingram,1957
yilinda hemoglobinin B zincirinin altinci1 pozisyonundaki glutamik asit yerine valinin
gegmesi sonucu bu hastaligin olustugunu ispat etmistir. (Platt ve Dover 1993; Lukens
1993).

Orta Afrika OHA’’nin en sik goriildiigii bolgelerden biridir. Bu bolgedeki bazi
etnik gruplarda % 40 dolayinda tasiyicilik saptanmistir (Dover ve Platt 2003; Kiling
ve ark. 1993). Ulkemizde hemoglobinopatiler ile ilgili ilk ¢alismalar, M.Aksoy
tarafindan 1950’11 yillarda Cukurova Bolgesi’nde Eti Tiirklerinde yapilmistir (Aksoy
ve ark. 1958). Yapilan tarama ¢alismalarina gore Cukurova Bolgesi tilkemizde orak
hiicre anemisinin en sik bulundugu yoéredir (Arpaci ve ark.; Glimriik ve Altay 1995;
Kiling ve ark. 1992). Saglik Bakanligi ve Ulusal Hemoglobinopati Konseyi’nin
verilerine gore tasiyiciligin Adana’da % 10,0, Antakya’da % 10,5, Mersin’de % 13,6,
Antalya’da % 2,5, Diyarbakir’da % 0,5, Mugla’da % 0,5 sikliktadir (Edelstein 1980).

Orak hiicre hastaligi kalitsal, otozomal resesif iletilen bir kan hastaligi olup
hemoglobin sentez bozukluklar1 arasinda en sik goriilenidir. OHA’da goriilen nokta
mutasyon sonucu oksijensiz HbS polimerize olur ve kati kristal halinde ¢oker.
Eritrositler bikonkav disk seklinden yarimay benzeri orak seklini alir. Sekli bozulmusg
olan hiicreler dalakta erken yikilir ayrica kan akiskanligini azaltarak 6zellikle kiigiik

damarlarda tikanikliga yol agarak organ hasarina ve hastaligin tipik klinik



bulgularmin olusmasima neden olur (Stapeynski ve Martin 2004). Orak hiicre geni
homozigot mutant ve genotipi HbSS olan kisilerde hastaligin klinik bulgular1 goriiliir
(Stapeynski ve Martin 2004). Hastaligin temel bulgular1 kronik hemolitik anemi,
tekrarlayan agrili ataklar ve etkilenen organda goriilen islev bozuklugudur.
Hastaligin gidisat1 sirasinda olusan vazo-okliiziv agrili krizler bu hastaliga baglh
hastaneye bagvurularin en fazla nedenidir (Embury 2000). Orak hiicre geni
heterozigot ve genotipi HbAS olan orak hiicre tasiyicilar ise nadiren goriilen akut
agri krizi , dalak nekrozu veya serebrovaskiiler komplikasyonlar diginda normal bir
hayata sahiptirler ve genelde belirti vermezler (Stapeynski ve Martin 2004).

Serbest radikaller; radikal olmayan bir atom veya molekiilden bir elektron
azalmas1 veya eklenmesi sonucu elektron ¢iftinin dengesinin bozulmastyla olusan,
dis yoriingesinde eslesmemis elektron tasiyan, organik ve inorganik molekiiller ile
reaksiyona girebilme yetenegine sahip, yiiksek oranda reaktif kisa Omiirli
bilesiklerdir (Baykal ve ark.2002). Ozellikleri, dengesiz ve tek olan elektronu
ciftlemek i¢in diger molekiiller ile tepkimeye girmeye yatkin olmalaridir (Halliwell
1994). Hiicrelerde metabolik dengenin bir par¢ast olarak normal hiicre
metabolizmasinda oksijen i¢eren birgok biyokimyasal indirgenme reaksiyonlarinda
(elektron transport zinciri veya oksidaz grubu enzimler gibi) reaktif oksijen radikaller
stirekli yapilirlar (Minnet 2006; Akkus 1995). Aerobik canlilarin enerji
metabolizmasindaki rolii nedeniyle hayati 6neme sahip oksijen, yer aldig1
biyokimyasal tepkimelerle gerceklesen enzim inhibisyonlar1 ve olusan oksijen
radikalleriyle toksik etki de yapabilmektedir (Minnet 2006; Sifil ve Camsar1 1997,
Jensen 2003).

Aerobik metabolizmada denge, olusan serbest radikallerin antioksidan
sistemler tarafindan uzaklastirilmas ile karakterizedir (Borgna-Pignatti ve Galanello
2004). Antioksidan, organizmadaki esansiyel maddelerin oksidasyonuna neden
olabilecek molekiillerin etkilerini 6nleyen veya geciktirebilen maddelerdir.
Fizyolojik sartlarda insan viicudunda olusan reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile
antioksidan cevap bir denge halindedir. Oksidan ve antioksidan arasindaki
dengesizlik fazla miktardaki reaktif oksijen tiirlerinin yapilmasina ve oksidatif hasara

sebep olur. Geri doniisiimsiiz oksidatif hasarin birikimi ile once hiicre daha sonra



doku ve organ sistemlerinde yapisal ve islevsel bozukluklar ortaya c¢ikabilir. Bu
durum oksidatif stres olarak adlandirilir (Yeum ve ark. 2004; Kurutas ve ark. 2004).

Serbest radikaller etkilerini protein, lipit, karbonhidrat ve DNA gibi
makromolekiillerde oksidasyonu yaparak; hiicre zarinda, hiicre organellerinde ve
DNA’larda patolojik degisiklikler olusturabilmektedir. Bunlarin sonucunda hiicre
hemostaz1 bozulmakta ve birgok hastaligin etiyopatogenezinde serbest radikaller rol
oynayabilmektedirler.

Reaktif oksijen tiirevlerinin proteinlerle etkilesimi sonucunda, histidin, prolin,
arjinin ve lizin gibi ¢ok sayida amino asitler okside olmakta ve/veya proteinlerin
peptit omurgasinda olusan oksidatif hasara bagl olarak protein karbonil (PC)
uriinleri meydana gelmektedir (Stadtman ve Levine 2003; Dalle-Donne ve ark.
2003).

DNA molekiiliide serbest radikaller i¢cin 6nemli bir hedeftir ve kolaylikla
hasara ugratilir (Hagen 1986; Sonntag ve ark. 2004). DNA biinyesinde Cu*? iyonlar1
en ¢ok Guanin-Sitozin’ce (G-C) zengin bélgelerde bulundugundan, metallerin
hidrojen peroksit ile reaksiyona girmesi sonucu daha toksik hidroksil radikali
olusabilmektedir. Bu yiizden en fazla oksidatif hasara maruz kalan baz guanindir. Bu
iyonlarm polianyonik karakterde olan DNA’nin 6zellikle guanin bazlarina yiiksek
afinite ile baglandigim1 ve H202 ile etkilesime girerek DNA hasarmi baslattigi
gosterilmistir. Bu nedenle en yaygin olarak 6l¢iimlenen baz hasar1 8-hidroksi deoksi
guanozin (8-OHdG)’dir (Helbock ve ark. 1999).

Lipit peroksidasyonu, ¢oklu doymamis yag asitlerinin (PUFA) reaktif oksijen
tirleri tarafindan peroksitler, alkoller, malondialdehit (MDA), etan ve pentan gibi
irlinlere yikilma tepkimelerine denilmektedir. Yag asitlerinin peroksidasyonu
sonrasinda ac¢iga cikan iriinler zar gecirgenligini ve akiskanligini ciddi sekilde
etkileyip hiicre ve organel iceriklerinin ayrilmasina neden olan kopma ve kirilmalara
yol agmaktadir. Lipit peroksidasyonu ile meydana gelen zar hasar1 geri
doniisiimsiizdiir (Kurutas ve ark. 2004; Gutteridge 1995).

Calismamizda orak hiicreli anemi hastalarinin oksidatif  stresin
makromolekiiller iizerine (Lipid, Protein ve DNA) etkilerini arastirmak amaciyla,
orak hiicreli anemi tanis1 konmus hasta grubu ve kontrol grubu olarak saglkli

bireyler secilmis ve her iki grupta da ayni parametrelerin ¢alisilmasi planlanmistir.



Bu ¢aligmada lipit peroksidasyon {iriinii olan MDA ile lipid hasari, DNA’nin
yapisindaki guaninin oksidatif modifikasyonu sonucu olusan 8-OHdG ile DNA
hasar1 ve protein oksidasyonu sonucu olusan PC diizeyleri ile protein hasari tespit
edilecek, kontrol grubu ve hasta bireyler arasinda kiyaslanmasi yapilacaktir.

Su ana kadar olan bilgilerimize gore PC, MDA ve 8-OHdG parametreleri
literatiirde OHA’da ELISA yontemi ile ¢alisitlmamis olup, c¢alismamizda bu
parametrelerden MDA ve PC’in daha oOnce literatiirde gosterilmis manuel
spektrofotometrik yonteme ilaveten ELISA yontemi ile de ¢aligilarak protein, lipit ve

DNA hasarinin mevcut ¢alismamizda birarada degerlendirilmesi planlanmaistir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Hemoglobinin Yapisi

Hemoglobin O2’i akcigerlerden alip dokulara gotiiren ve dokulardan CO2’i
alarak akcigerlere getiren tasiyict bir proteindir (Brozovic ve Henthorn 1995;
Klinken 2002).  Hemoglobinin bu ozelligi organ ve dokularin islevlerini
yapabilmeleri igin hayati dnem tasimaktadir (Thomson ve ark. 1991). Bu protein, en
yliksek oranda akcigerden doku kapillerlerine oksijen tasimmasi fonksiyonunu
gordiigi eritrositlerde bulunur (Champe ve ark. 2007). Eritrositin yaklasik %30’unu
kapsar.

Hemoglobin molekiilii, hiicre kuru agirhginin % 60’1, kan proteinlerinin
2/3’nii olusturmaktadir. Erkeklerde 100 ml kanda ortalama 15 gr, kadinlarda ise 13
gr hemoglobin bulunmaktadir (Murray ve ark. 1988). Yenidoganlarda ise bu deger
yaklasik 20 gr’dir (Huisman 1995).

Hemoglobin, iki ¢ift 6zdes olmayan ve globin olarak adlandirilan polipeptid
zincirleri ile her bir globin i¢inde gomiilii durumda doért molekiil hem’den olusan
tetramer yapida bir protein olup peptid zincirleri arasindaki etkilesimler ile bir arada
tutulur (Sekil 2.1) (Higgs ve ark. 2001). Polipeptid zincirleri hemoglobinin dort alt
birimini olusturur. Bu alt birimler iki tane 6zdes alfa (a veya ) ve iki tane beta (g, 9,

v veya P) tiirii olarak tanimlanir. (Ho ve Thein 2000).



Sekil 2.1. Hemoglobinin yapis1 (Ulutas 2013)

2.1.1. Hemin Yapisi

Molekiiler agirligt 64500 dalton olan hemoglobin kabaca kiiresel yapida olup
yaklasik 5,5 nm capindadir (Nelson ve Cox 1999). Prostetik grup olarak halkali bir
tetrapirol olan hem igerir (Murray ve ark. 2004). Globiiler hemoglobin molekiiliiniin
kompleks yapisindaki hem molekiilii tiim insan hemoglobin tiplerinde ayni olup,
farkli olan globin zinciri aminoasitlerinin cinsi, sirast ve sayiSidir (Huisman 1993).

Hem grubu, 4 pirol halkasindan meydana gelen protoporfirin IX halka sistemi
ile bir demir atomundan olusmaktadir (Sekil 2.2). Metenil kopriileriyle birbirine
baglanan dort pirol halkasindan meydana gelen tetrapirol halkasina yan zincir olarak
iki vinil, iki propiyonat ve dort metil baglanmistir (Sisli 2002). Fe atomu porfirin
halkasinin dort N’ i ile baglanarak hem halkasinin ortasinda tutunur. Hemin Fe+2’i
her biri diizlemsel porfirin halkasinin ayri tarafinda olan iki bag daha yapar.
Bunlardan biri globin molekiiliiniin bir histidin kalintisinin yan zincirine baglanirken
digeri ise oksijen baglamaya uygundur. Boylelikle hemoglobin oksijen tasima

pozisyonuna sahip olur (Champe ve ark. 2007). Oksijenin kanda taginmas: O2’nin



hemoglobinle geri doniisiimlii kombinasyonlar yapmasiyla saglanir (Higgs ve ark.
2001).

Hem’in konjuge cift baglardan olusan yogun ag yapisi, gorinir 11k
spektrumunun alt ucundaki ismlar1 yutarak molekiile koyu kirmizi renk verir

(Murray ve ark. 2004).

Sekil 2.2. Hem’in ferruz demir olusturdugu tetrapiral yap: (Murray ve ark. 2004)

Hem grubu, globin molekiilii yapisinda yer alan hidrofobik bir ¢ukura gomiilii
bi¢gimde bulunur. Demir atomu, globin igerisine gdmiilii bigimde bulunan hem grubu
ile kare diizlemsel koordinasyon yapismi (square planar coordination complex)
olusturur. Bu yapilanma igerisindeki demir atomu, bes numarali bagmi globin
yapisinda yer alan F8 konumundaki histidinin (proksimal histidin) imidazol

grubunun azot atomuyla yapar. Oksihemoglobinde alti numarali bagimi molekiiler



oksijen ile; deoksihemoglobinde ise globine ait E7 histidin (distal histidin) ile
olusturulur. Demir, molekiiler oksijeni distal histidin ile arasina alarak tagir.
Hemoglobine oksijen baglanmasina, hem grubunun gevresindeki bigimsel
degisiklikler eslik eder. Hemoglobine oksijen baglanmasiyla, dort alt iinitedeki
karboksil uglar1 arasindaki tuz baglar1 pargalanir ve bdylece sonraki oksijenin
baglanmas1 kolaylasir; ¢iinkil ikinci oksijenin baglanmasi i¢in daha az tuz bagmin
parcalanmasi gerekir. Hemoglobine reversibl olarak oksijen baglanmasi sirasinda alt
tiniteler arasindaki iliskinin %60°lik bolimi degigsmeden kalirken %35°lik bolimi
kayar; oksijen cep igine girerken Fe oksijene dogru hareket eder ve bagh oldugu
proksimal histidini de cebe ¢eker; Fe heliks hareket ederken tuz kopriileri kopmaya

baglar. Hemoglobinin oksijenli formu, R (Relaks) form olarak tanimlanir.
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Sekil 2.3. Hemoglobinin ti¢ boyutlu yapisinda meydana gelen degisiklik (Murray ve ark. 2004)
Hemoglobinin T formunun R formuna ¢evrimi sirasinda bir ¢ift kat1 altbirim (o,/B;) diger kat1 ¢ifte
(0ia/By1) gore 15 derece doner. Donme ekseni eksantrik olup a,/B; ¢ifti ayn1 zamanda eksene dogru
bir miktar kayar. Cizimde oy/B; ¢ifti igi bos birakilip sabit olarak tutulmusken igi golgeli /B, ¢ifti
donmekte ve kaymaktadir.

Tim bu degisimlerin sonucunda; Bl ve B2 globin alt birimleri arasindaki
uzaklik 33,4 A° - 40,3A° Oksi-Hb-deoksi-Hb arasindaki degisikligi gosterir. Bu
degisken yapisal farkliliklar, oksijene ilgisi diisiik olan T (tight-siki) ve yiiksek olan
R (relaxed-gevsek) formlar olarak tanimlanir (Wada 2002; Nelson ve CoxMM
2000).



2.1.2.Normal Hemoglobinler

Normal hemoglobin 4 hem halkas: ve 2 farkli globin zinciri ¢iftinden olusur.
Saglikli erigkin bir bireyde normalde ¢ tip hemoglobin bulunur. Bu
hemoglobinlerde hem halkas: ayni olup, globin yapis: farklidir (Clarke ve Higgins
2000).

Hb A: Normal bir eriskinde hemoglobin molekiiliiniin yaklasik %97’si Hb A’
dir. Hb A, iki a ve iki B globin zincirinden olusur. a2p32 seklinde gosterilir. o
zincirleri 141 B zincirleri ise 146 aminoasitten olusur. Eriskinlerde Hb A disinda iki
mindr hemoglobin grubu daha bulunur (Clarke ve Higgins 2000).

Hb A2: 2 a ve 2 & globin zincirinden olusur ve 0262 seklinde gosterilir.
Normal eriskinde %2-3 oraninda bulunur. Hb A2 orani B talasemi tasiyicilarinda
yiikselir. Unstable hemoglobinopatilerde ve megaloblastik anemilerdede bazen
yiikselir. Buna karsin demir eksikligi anemisinde ve sideroblastik anemilerde azalir
(Clarke ve Higgins 2000).

Hb F: Fetus ve yeni doganin temel hemoglobini olan Hb F ise ikinci mindr
hemoglobin olup 2 o ve 2 y zincirinden olusur, a2y2 seklinde gosterilir. Eriskinde
ortalama Hb F diizeyi %1 in altindadir (Clarke ve Higgins 2000).

Yeni dogan ¢ocuklarda hemoglobinin % 70- 90 ‘nini olusturur. Dogumdan
sonra hizla diiserek 6. ayda % 5’ e diiser. Hb F’in baslica yiikseldigi hastaliklar,
hemoglobinopatiler ve talasemik sendromlardir. Bununla beraber ara sira diger
hastaliklarda da Hb F diizeyinde artma oldugu bildirilmistir. Bu hastaliklar arasinda,
konjenital ve akkiz aplastik anemiler, bazi 16semi gesitleri, sideroblastik anemiler,
paroksismal nokturnal hemoglobiniiri, megaloblastik anemiler sayilabilir.

Embriyonik donemde ise Portland I ve II, Gower I ve II hemoglobinleri
sentezlenir. Portland I’nin (embriyonik) molekiiler yapisinda 62 y2 , Portland II’nin
molekiiler yapisida {2 B2, Gower I’'nin (embriyonik) molekiiler yapisinda 62 €2 ve
Gower II (embriyonik)’nin molekiiler yapisinda o2 €2 globin zincirleri bulunur
(Lukens ve Lee 1993; Olivieri ve Weatheral 1999).



2.1.3.Hemoglobin Sentezi

Hem grubu ve globin zincirlerinin ortak tiretimine bagli olarak hemoglobin
sentezi gerceklesmektedir. Eritrosit Onciillerinde hem grubu mitokondri ve
sitoplazma  kisimlarinda  sentezlenmektedir.  Olgun eritrositler ~ mitokondri
icermedikleri i¢in hem grubunu sentezleyememektedirler (Yiregir 1990).

Gelisim boyunca, globin genlerinin ifadesinin diizenlenmesi, globin degisikligi
(globin switching) olarak adlandirilmakta ve gelisimsel gen ifadesinde klasik 6rnek
olarak gosterilmektedir. Iki globin zincirine ait genler, 5" ucundan 3’ ucuna dogru
gelisim boyunca sirayla ifade edilmektedir. Gelisime bagli olarak ifade edilen
zincirlerin birbirlerine oranlar1 Sekil 2.4’te gosterilmektedir. Bu ifade sonucu alfa,
beta ve benzeri genlerin {iriinleri dengeli miktarda iiretilmektedir. Globin genlerinin
sirayla ifade edilmesi asamalarinda, eritropoezin  gerceklestigi  organlar
degismektedir (Ganong 1985).

Dollenmenin 3. ve 8. haftalarinda, eritropoez sar1 kesede (yolk sac) meydana
gelmektedir. Bu donemde sirasiyla; Gower-l, Gower-Il, Portland-1 ve Portland-11
hemoglobinleri sentezlenmektedir (Ganong 1985). Eritropoezin mezoblastik
doéneminde ilk sentezlenen hemoglobin Hb Gower 1°dir. 2 zeta (£2) ve 2 epsilon (e2)
zincirinden olusur. Bundan kisa bir siire sonra a ve [ zincir sentezi baslar. Bu sirada
diger {i¢ embriyonik hemoglobin; Hb Portland I (62 y2) , Portland Il (£2 B2) ve Hb
Gower Il (a2 €2) gozlenir (Rodwell 1996).

Embriyogenezin ilk haftalar1 disinda globin zincirlerinden ikisi daima alfadir.
Embriyoda ilk sentezlenen globin zinciri zeta (6 ) ve epsilondur (g) (Ariyiirek 2009).

Gebeligin 6.c1 haftasindan sonra y zincir sentezi baslar, ardindan gebeligin 13.
haftasinda embriyonik hemoglobinler kaybolur ve fetiista sadece Hb F bulunur
(Rodwell 1996). Gebeligin 10-11. haftalarinda eritropoezin karaciger ve dalakta
baglamasi ile embriyonik hemoglobinler azalarak kaybolur ve HbF (a2 y2) yapimi
baglar. HbF, gama zincirinin 136. pozisyonunda Alanin igeren Ay veya Glisin i¢eren
Gy olmak iizere iki farkli gama zincirine sahiptir . Gy /Ay orani dogumda 3/1 iken
bes aylikken 2/3’e iner (Olivieri ve Weatheral 1999; Weatheral 2001; Giimriik 1996).
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Sekil 2.4. Globin zincir sentezinin evreleri (Ulutas 2013)

Fetal hemoglobinde bulunan y-zincirlerinin, hemoglobin A’daki beta globin
zincirlerindeki histidin gruplar1 yerine serin gruplar1 tasimasi, hemoglobin F’nin
oksijene olan ilgisini arttirr. Hemoglobin F’nin bu 6zelligi, disiik kismi oksijen
basincinda yasayan fetusa gerekli oksijenin saglanmasinda katkida bulunur (Ganong
1985).

Gebeligin ilerlemesiyle y zincirlerindeki dereceli azalmaya paralel olarak
zincir sentezinde artma gozlenir. Gebeligin 35.ci haftasinda %85’e diisen Hb F
diizeyleri, haftada % 3 — 4 oraninda azalmaya devam ederken bu sirada Hb A sentezi
artmaya baslar (Rodwell 1996).

Dogumdan sonra gama globin zincirinin sentezi azalirken, beta globin
zincirinin sentezi artmaktadir. Bu degisime ragmen dogumdan yedi-sekiz ay
sonrasina kadar hemoglobin F, dnemli miktarda sentezlenmeye devam etmektedir.
Ancak HPFH (Hereditary Persistence of Fetal Hemoglobin) olarak adlandirilan
durumda, y-globin zincir sentezi dogumdan sonra azalmadan devam etmekte ve buna

bagl olarak Hb F miktar: normal degerin iizerinde saptanir (Ganong 1985).
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Cizelge 2.1. Hemoglobin tipleri (Higgs ve ark. 2001)
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2.1.4.Hemoglobinopatiler
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0 2¢g2

o 2g2

o 2y2

5 2p2

o 2y2
a 22

o202

Erigkin Degeri

Hb H ve
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%97
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[1k ii¢ ayda
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I1k ii¢ aydan
sonra ve

kordon kaninda

I1k ii¢ aydan
sonra
Intrauterin 10-
12.haftada
3.trimesterde
6-8.haftada
yapimi baglar

Diinyada en yaygin goriilen kalitsal hastaliklardan biri de hemoglobinopatidir.

Hemoglobinopatiler, hemoglobin molekiiliiniin polipeptid zincirlerindeki yapisal

degisiklikler veya sentez bozukluklarindan kaynaklanan kan hastaliklaridir. Talasemi

ve anormal hemoglobinler olmak {izere iki kisimda incelenir (Cao ve ark. 1997).

Diinya Saglik Orgiitii diinya genelinde hemoglobin bozukluklarmin tasiyici

sikhigmi1 %5 olarak ve her yil yaklagik 365 000 hasta g¢ocuk dogdugunu
bildirmektedir (Weatheral ve ark. 2001; Hoffbrand ve Pettit 2000). Bu kalitsal
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hastalik yogun olarak Afrika, Asya ve Akdeniz iilkelerinde goriilmekle birlikte
goclerle Avrupa, Amerika ve Avustralya’ya da yayilmigtir (Cavalli ve ark.1996)

Sekil 2.5. Talasemi,orak hiicre anemisi ve diger yaygin hemoglobin hastaliklarinin diinya iizerindeki
yayilimi (Hoffbrand ve Petti 2000).

2.1.5.Anormal Hemoglobinler

Hemoglobin molekiiliin yapisinda yer alan globin zincirleri {izerindeki
aminoasit degisikligi sonucu meydana gelmektedir. Bu genlerin ekzon bolgesindeki
veya bu bolge disindaki nokta mutasyonlari, insersiyonlar ve delesyonlar gesitli
hemoglobin varyantlarinin olusumuna yol agmaktadir (Bunn ve Forget 1986).

Mutasyonlarin biiyiik bir kismini nokta mutasyonlari olusturmaktadir. Bu
mutasyonlar bazen polipeptid zincirinde tekbir aminoasit degisimine neden
olmaktadir. Delesyonlar polipeptid zincirinin kisalmasina, insersiyonlar ise
uzamasina yol agmaktadir. Homolog olmayan crossing-over sonucu olusan bazi
varyantlar ise normal uzunlukta hibrit polipeptid zincirleri icermektedirler (Bunn ve

Forget 1986).
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Ulkemizde ve diinyada en yaygin olarak gdzlenen anormal hemoglobinler Hb
S, Hb D, Hb E ve Hb C’dir. Bugiine kadar Tiirkiye genelinde 49 anormal
hemoglobin tipi gdsterilmis olup bunlarin 16 tanesi a globin zincirinde, 29 tanesi 3
globin zincirinde, biri y globin zincirinde ve birisi de ¢ zincirinde yer almaktadir,
ikisi de hibrit hemoglobin olarak belirlenmistir (Altay 2002; Akar ve Akar 2007).

2.2.0rak Hiicre Anemisi
2.2.1.Tarihce

Eritrositlerde oraklasma, ilk defa 1910 yilinda anemik zencilerin kaninda
J.B.Herrrick tarafindan saptanmis, 20 yasinda bir hemolitik anemili hastanin
periferik yaymasinda orak hiicrelerin goriilmesi ile tanimlanmistir (Herrick 1910;
Harmening 1997).

Orak hiicre hastalig1 1910°’da Dr. James Herrick tarafindan tariflenmeden ¢ok
onceleri Afrika’da klinik bir olay olarak bilinmekteydi. Dr. James Herrick tarafindan
sunulan raporda, orak seklindeki eritrositlerin ilk tarifi yer almistir. Yine ilk defa bu
raporda sekli bozulmus olan eritrositlerle tekrarlayan agrilar ve anemi arasinda iliski
oldugu sunulmustur (Embury 2000; Canatan 2003).

1923 yilinda bu bozuklugun otozomal resesif yolla gectigi tespit edilmistir
(Platt ve Dover 1993; Lukens 1993). 1927 yilinda Hahn ve Gillepsie orak hiicre
anemisinin patolojik temelini ve hemoglobin molekiilii ile ilgisini tanimladi (Herrick
1910;Hahn ve Gillepsie 1927). 1949 yilinda Pauling ve arkadaslar1 orak hiicre
anemili hastalarin hemoglobin elektroforezinin anormal oldugunu tespit ederek,
elektroforetik olarak HbA’dan daha yavas hareket eden bu anormal proteine HbS
veya ‘sickle hemoglobin’ adini vermislerdir. Ingram,1957 yilinda hemoglobinin
zincirinin altinct pozisyonundaki glutamik asit yerine valinin ge¢gmesi sonucu bu

hastaligin olustugunu ispat etmistir (Platt ve Dover 1993; Lukens 1993).
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2.2.2.Cografik Yayihm

Orak hiicre mutasyonunun olugmasi ve malaryaya karsi sagladigi koruma,
hastaligin diinyadaki dagilimimi belirleyen iki 6nemli faktordiir. Malaryanin oldukg¢a
yaygin oldugu Orta Afrika OHA’nin en sik gorildigi bolgelerden biridir. Bu
bolgedeki bazi etnik gruplarda % 40 dolayinda tasiyicilik saptanmistir (Dover ve
Platt 2003; Kiling ve ark. 1993). Bu bélgelerde saptanan mutasyonlar saptandigi
yerlere (Senegal, Kamerun, Benin, Bantu) gore isimlendirilmislerdir (Kulozik ve ark.
1986) Orak hiicre anemisi Italya“nin giiney, Yunanistan“mn kuzey ve Tiirkiye nin
giiney bolgelerini kapsayan Akdeniz c¢evresindeki iilkelerde, Sicilya, Orta Dogu ve
Hindistan’da da yaygin olarak goriilmektedir (Serjeant 1992; Lukens 1993).

Ulkemizde hemoglobinopatiler ile ilgili ilk ¢alismalar, M. Aksoy tarafindan
1950°1i yillarda Cukurova bolgesinde yasayan Eti Tiirklerinde yapilmistir (Aksoy ve
ark. 1958). Ulkemizde yapilan tarama ¢alismalart OHA“nin baz1 bolgelerde daha sik
oldugunu gostermektedir. Cukurova bolgesi iilkemizde OHA“nin en sik bulundugu
yoredir (Arpact ve ark. 1991; Giimriik ve Altay 1995; Kiling ve ark. 1992). Saglik
Bakanligi ve Ulusal Hemoglobinopati Konseyi’nin verilerine gore tasiyiciligin
Adana’da % 10,0, Antakya’da % 10,5, Mersin’de % 13,6, Antalya’da % 2,5,
Diyarbakir’da % 0,5, Mugla’da % 0,5 sikliktadir (Edelstein 1980).
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Sekil 2.6. HbS allelinin Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan kabul géren dagilim haritas: (Modell
ve Darlison 2008; Modell ve ark. 2007).

2.2.3.Genetik

Emmel tarafindan 1917 yilinda bir OHA hastasinin babasinda orak hiicrelerinin
gosterilmesi, hastaligin genetik bir temeli oldugunu giindeme getirmistir (Emmel
1917). Oraklasma testi pozitif olan hastalar klinik bulgularina gére incelendiginde iki

ana grupta toplandiklar1 goriilmistiir. Bu iki grubu ayirt etmek ig¢in semptomatik

(13 2

grubu olusturan olgular “ orak hiicre anemisi 7, asemptomatik grubu olusturan
olgular ise “ orak hiicre tastyicis1 (trait) olarak tanimlanmistir (Diggs ve ark. 1933).
Orak hiicre anemili hastalarin anne ve babalarinda da oraklasma saptanmasi,
hastaligin homozigot kalitimina gii¢lii bir kanit olarak sunulmasmm ardindan
hastahgin orak hiicre tasityicihigmin (trait) yaygm oldugu tiim toplumlarda
goriilebilecegi ve sikligin tasiyicilik prevelans: ile belirlendigi tezi ortaya atilmistir
(Neel 1947; Neel 1949). Orak hiicre anemili hastalar, OHA tasiyicilar1 ve normal
bireylerin hemoglobinleri arasindaki elektroforetik ve kimyasal farkliliklarin
gosterilmesi OHA nin molekiiler bir hastalik oldugunu ortaya koymustur (Pauling ve
ark. 1949). HbS ile normal hemoglobin karsilastiginda hem gruplar1 arasinda bir fark

olmadig1r goriilmiistir. 1ki hemoglobin tipi arasindaki fark globulinden

16



kaynaklanmaktadir (Schroeder ve ark. 1950). Yiiksek voltajli elektroforez ve
kromotografi ile birlikte kullanilabilen gelismis finger printing yOntemlerinin
kullanilmaya baslanmasi, HbA ile HbS arasindaki farkin tespit edilmesine olanak
saglamigtir. Hemoglobinin protein yapisinin belirli peptid parcalarina ayrilmasini
saglayan bu tip yontemler kullanilarak yapilan bir ¢alismada HbS yapisindaki bir
peptidin HbA yapisindaki ayni peptide gore pozitif ylikiiniin daha fazla oldugu
gosterilmistir (Ingram 1956). Bu peptidin daha az glutamik asit ve daha fazla valin
icerdiginin saptanmasi neticesinde valinin glutamik asitin yerini aldig1 saptanmistir.
Beta zincirinin amino terminalini olusturan bu peptidin Val-His-Leu-Thr-Glu-Lys
aminoasit dizisi yerine Val-His-Leu-Thr-Pro-Val-Glu-Lys amino asit dizisini icerdigi
gosterilmistir (Hunt ve Ingram 1958; Hunt ve Ingram 1959). Bu aminoasit degisikligi
11. kromozomun kisa kolunda bulunan GAG (guanin, adenin, guanin) kodunun GTG
(guanin, timin, guanin)’ye doniismesi sonucunda meydana gelmektedir (Hunt ve
Ingram 1958; Hunt ve Ingram 1959). Orak hiicre anemisi otozomal resesif gegis
gostermektedir. Eger 1. kromozomun kisa kolunda B globulin zincirini kodlayan her
iki allel gen de orak hiicre anemisine 6zel GAG-GTG seklinde mutasyona ugramissa
normal f zinciri dolayisiyla da HbA sentezlenemez ve eritrositler yiiksek oranda HbS
icerir. Sadece mutant zincir sentezleyebilen bu kisiler homozigotturlar (HbSS). Bir
anormal gene sahip heterozigotlar (HbAS) ise tasiyicidirlar ve eritrositler % 20-40
oraninda HbS icerir.

Orak hiicre geninin B talasemi geni veya HbC gibi diger hemoglobinopati
genleri ile birlikte bulunmasi farkli orak hiicre anemisi tiplerinin goriilmesine neden
olmaktadir. Orak hiicre mutasyonu ve P talasemi mutasyonun beraber goriildiigii
Afrika kokenli olgular fenotipik olarak iki ana gruba ayrilir. Birinci grubu -29
(A—G) veya -88 (C—T) mutasyonlarmnin oldugu ve % 20-30 HbA bulunan orak
hiicre —p+ talasemi olgular1 olustururken, ikinci grubu hi¢ HbA bulunmayan ve
IVS2- 849(A—G) veya IVS2- 71(G—A) mutasyonlarinin bulundugu orak hiicre-§
talasemi olgular1 olugmaktadir. Hindistan"da goriilen bir talasemi mutasyonu olan
IVS1-5(G—C), HbA’nin % 3-5 arasinda oldugu ve daha agir klinik bulgulara yol
acan orak hiicre -f+ talasemi tablosuna neden olmaktadir. Bu tiir orak hiicre —f
talasemi hastaliklarinin klinik 6zelliklerini B geni mutasyonunun tipi ve HbA miktar1

belirlemektedir. Orak hiicre anemisine yol agan diger heterozigot durumlar ise; orak
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hiicre-hemoglobin C (SC) hastaligi (Marotta ve ark. 1977), orak hiicre- hemoglobin
O Arab (Kaplan ve ark. 1951), orak hiicre-hemoglobin Lepore Boston (Hunt ve
Ingram 1959) ve orak hiicre-hemoglobin D Punjab“dir (Ramot ve ark. 1960;
Stammatoyannopoulos ve Fessas 1963).

2.2.4.Patofizyoloji

HbS’in fiziksel yapisindaki degisim eritrositlerin sekil degistirmesine yol agar ve
eritrositler uzamig yarimay (orak) seklini alirlar (McCavit 2012). Orak seklini alan
eritrositler dolasimin akiskanhgini azaltir ve kan akimi yavaslar. Bu da ozellikle
kiigiik damarlarda tikaniklik ve oksijensiz bir ortam olusmasina yol agar. Orak seklini
alan eritrositler hem damar i¢inde, hem de damar disinda yikima ugrar (Steinberg 2011).
Bu durum eritrositlerin kisa Omiirlii olmalarmin nedenidir ve aneminin siddetiyle
dogrudan iliskilidir (Richard 2009). Artmis serbest plazma hemoglobin diizeyleri
hemolizin yaklagik 1/3’{iniin damar i¢inde oldugunu diisiindiirmektedir (Richard 2009).
Damar i¢i hemolizin bir mekanizmasi hiicrelerin kompleman araciligi ile olusabilecek
yikima karsi savunmasiz birakilmasidir. Diger bir mekanizma ise hiicrelerin
kirilganligindaki artisa bagli hemolizin hizlanmasidir (Wood ve ark. 2008, Hebbel ve
ark. 2004). Oraklasan hiicrelerin bir kismi geri doniisiimlii olup eski normal seklini
alabilir. Ancak bir kismi ise hiicre membranlarinda olusan kalici hasar nedeniyle
normal sekline donemezler. Bu hiicreler damar tikanikhigma yol agarak dokularda
hipoksi olusturup agrili kriz ve organ nekrozuna, sonugta akut ve kronik siire¢te doku
harabiyetine neden olmaktadir (Embury 2000).

Bazi etkenler oraklasmaya egilimi artirir. Bunlar; infeksiyonlar, parsiyel
oksijen basincinda azalma, dehidratasyon, asir1 fiziksel egzersiz, alkol, gebelik,
damar ¢apini azaltan durumlar, viicut 1sis1nin artisi, kan yogunlugunda artma,
oksihemoglobin disosiasyon egrisinin saga kaymasina neden olan pH azalmasi,
yiiksek HbS, diisiik HbF miktar1, glikoz-6- fosfat dehidrogenaz (G6PD) eksikligi ve
2,3 difosfogliserat diizeyinin azalmasidir (Canatan 2003; Mary 2000).

Orak hiicre hastaliginin patogenezi iizerinde son zamanlarda yapilan ¢aligmalar
oksijensiz ortamdaki HbS ‘nin polimerizasyonu ile vazo-okliizyon arasinda olusan

patolojik durumlar {izerinde yogunlasmistir. Hiicresel diizeyde dehidratasyon,
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inflamatuar yanit ve reperfiizyon yaralanmalar1 6nemli patofizyolojik mekanizmalar
gibi goriinmektedir (Ballas 2002).

Hemoglobin, biyolojik sistemlerde superoksit tiretiminin 6nemli bir kaynagidir.
Hemoglobinin yapisindaki +2 (ferrdz) degerlikli demirin Ilaglar, serbest radikaller
veya H,0, gibi endojen iirlinlerin etkisi ile oksitlenerek +3 hale (ferrik) donmesi
sonucu molekiiliin ii¢ boyutlu yapismnin bozularak, oksijen tastyamamasi durumu
olarak bilinen methemoglobin olusumu HbS’de HbA’ya gore 1.7 kez daha hizhdur.
Bu durum ferr6z formdaki demirin zaten molekiiler oksijencede zengin olan
hemoglobininde, molekiiler oksijenin ferréz demiri yiikseltgeyerek superoksit
olusturma ihtimalini arttirmaktadir. Olusan superoksit olusumunu hidrojen peroksit
ve hidroksil radikalleri olusumu takip eder. Yine, HbS iceren eritrositlerin HbA
iceren eritrositlere gore iki kat daha fazla siiperoksit, hidrojen peroksit, hidroksil ve
lipit peroksidasyon iiriinleri igerdigi rapor edilmistir (Aslan ve ark. 2000).

Hidrojen peroksite maruz birakilan methemoglobinler ile 1ilgili yapilan
calismalarda, asir1 hidrojen peroksitin, hemi ayristirdigi, demiri birakmasini uyardigi
ve sonrada ayrigan demirin hidrojen peroksit ile tepkimeye girerek hidroksil yada
diger radikal tiirleri olusturdugu gosterilmistir (Aslan ve ark. 2000).

Orak eritrosit membraninda hemin yapisinda olan ve olmayan demirin
anormal iligkisi belgelenmistir.Yapilan calismalarda Desferrioksamin inkiibasyonuna
maruz birakilan eritrosit membranindaki lipit hasarinin baskilanmasi eritrosit zariyla
iligkili demirin ferr6z formda oldugunu gdstermektedir. Demir selatorleri eritrosit
membraninda demir birikimini 6nlemis, bu durum ferrik demirin asir1 yiiksek
aviditeyle eritrosit membraniyla iligkili oldugunu gdstermistir (Aslan ve ark. 2000).

Oksijensiz  ortamda hemoglobin polimerize olarak bir araya toplanir.
Polimerize olan hemoglobin hiicre icinde kristalleserek ¢oker. Tekrar oksijenizasyon
sirasinda orak sekli degismeyen hiicrelere geri doniigsiiz orak hiicreler (ISCs) denir.
Bu hiicrelerdeki yapisal bozulma dolasim sisteminde yari dmiirlerinin kisalmasina
neden olur (Wang ve Lukens 1999). Sekil 2.7.de Orak hiicre hastaligmnin
fizyopatolajisi 6zetlenmistir (Uzun 2006).
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GAG » GTG
GLU » VAL
Normal Hb » HbS
HbS nin polimerizasyonu
Eritrositlerin oraklasmasi
Geri doniissiiz oraklasan eritrositler
Eritrosit-endotel adezyonu Pihtilasma faktorlerinin uyarilmasi

Damar tikaniklig:
Dokularda yerel iskemi

Fibrozis ve doku hasar

Organ yetmezligi

Sekil 2.7. Orak Hiicre Hastaliginin Fizyopatolojisi (Uzun 2006).
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Orak hiicre hastalarinin periferik yaymasinda goriilen orak seklindeki hiicreler
ISCs’dir. Bu hiicrelerin sayisi sabittir ve hastaligin komplikasyonlar: ile (agrili kriz
gibi) degismez. ISCs, homozigot orak hiicre hastaliginda bulunurken tasiyicilik
tipinde yoktur (Wang ve Lukens 1999). Oksijensizligin derecesine gore orak sekline
donen eritrositlerin periferik yayma goriiniimleri Sekil 2.8’de oldugu gibidir (Ulutas
2013).
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Sekil 2.8. OHA hastasina ait periferik yayma &rnegi. (S) Oraklasmis eritrosit; (C.E.) Cekirdekli
eritrosit; (HIC) Howell-Jolly Cismi; Grunwald-Giemsa ile boyali) (Ulutas 2013).
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2.3.0ksidatif Stres

Serbest radikaller; radikal olmayan bir atom veya molekiilden bir elektron
azalmasi veya eklenmesi sonucu elektron ciftinin dengesinin bozulmastyla olusan,
dig yoriingesinde eslesmemis elektron tasiyan , organik ve inorganik molekiiller ile
reaksiyona girebilme yetenegine sahip, yiliksek oranda reaktif kisa Omiirli
bilesiklerdir (Baykal ve ark. 2002). Ozellikleri; dengesiz ve tek olan elektronu
ciftlemek icin diger molekiiller ile tepkimeye girmeye yatkin olmalaridir (Halliwell
1994). Hiicrelerde metabolik dengenin bir pargasi olarak siirekli yapilirlar (Aksoy
1991).

Aerobik metabolizmada denge, olusan serbest radikallerin antioksidan
sistemler tarafindan uzaklastirilmas ile karakterizedir (Borgna-Pignatti ve Galanello
2004). Antioksidan, organizmadaki esansiyel maddelerin oksidasyonuna neden
olabilecek molekiillerin etkileri onleyen veya geciktirebilen maddelerdir. Fizyolojik
sartlarda insan viicudunda olusan reaktif oksijen triinleri ile antioksidan cevap bir
denge halindedir. Oksidan ve antioksidan arasindaki dengesizlik fazla miktardaki
reaktif oksijen tiirlerinin yapilmasina ve oksidatif hasara sebep olur. Geri
dontistimsiiz oksidatif hasarin birikimi ile 6nce hiicre daha sonra doku ve organ
sistemlerinde yapisal ve islevsel bozukluklar ortaya ¢ikabilir. Bu durum oksidatif
stres olarak adlandirilir (Yeum ve ark. 2004; Kurutas ve ark. 2004).

Reaktif oksijen tiirleri, reaktif nitrojen tiirleri (RNS) ve silfiir merkezli
radikaller oksidan sinifina girer. Ancak tiim reaktif tiirleri radikal degildirler (Abuja
ve Albertini 2001; Word ve Peters 1996). Radikal olan ve olmayan reaktif tiirleri
Cizelge 2.2’de gosterilmistir (Yeum ve ark. 2004).
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Cizelge 2.2. Radikal ve radikal olmayan reaktif oksijen tiirleri (Yeum ve ark. 2004).

Reaktif Tiirleri

Radikal Non-Radikal
Hidroksil (OH) Peroksinitrit (ONOO-)
Alkoksil (L(R)O") Hipoklorit (-OCI)
Hidroperoksil (HOO") Hidroperoksit (L(R)OOH)
Peroksil (L(R)OO) Singlet oksijen (*O2)
Nitrik oksit (NO") Hidrojen peroksit (H202)
Stiperoksit (0O°2) Ozon (O3)

Canli organizma i¢in 6nemli olan yapilari, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri,
hiicresel kaynaklari, rol oynadiklar1 tepkimeler ve etkileri ile ¢esitli klinik durumlarin
patogenezinde rol oynayan serbest radikaller; atomik yoriingelerinde eslesmemis
elektron bulundurarak bagimsiz olarak varolabilen molekiillerdir. Eslesmemis
elektronun kazandwrdigi en oOnemli Ozellik bircok radikal ile bu elektronun
paylasilabilinmesidir (Dormandy 1983; Kaynak 2002; Halliwell ve Gutteridge 1989).
Serbest radikallerin en 6nemli tepkimeleri , molekiiler oksijen ve onun reaktif
tiirlerinin oldugu tepkimelerdir. Sekil 2.9°da oksijenin orbital yapist ve olusan reaktif

tiirleri belirtilmistir (Halliwell ve Gutteridge 1989; Zwart ve ark. 1999).
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Sekil 2.9. Oksijen molekiiliiniin orbital yapist (Halliwell ve Gutteridge 1989)

Demir, bakir, mangan, molibten gibi ge¢is metalleri de dis yoriingelerinde birer
elektron tasimalarina ragmen radikal karakter gostermezler. Serbest radikal kabul
edilen atom ve molekiiller elektron dagilimlarinin yani sira termodinamik yapilari ve
lokal kinetik reaktiviteleri ile degerlendirilir (Aslan ve ark. 1995; Byung 1994).

Antioksidan ise; okside olabilen substrata gore ortamda daha az derisimde
bulunan ve bu substratin oksidasyonunu belirgin sekilde geciktiren veya engelleyen
madde olarak tanimlanabilir. Bu tanima gore antioksidanlarin fizyolojik rolii, serbest
radikalleri i¢eren kimyasal tepkimelerin sonucunda hiicresel bilesenlere gelebilecek
zarart Onlemektir (Young ve Woodside 2001). Aerobik metabolizmada denge,
serbest radikal olusumu ve bunlarm benzer hizla antioksidan sistemler tarafindan
uzaklastirilmasiyla karakterizedir. Geri doniisiimsiiz oksidatif hasarm birikimi ile
once hiicre daha sonra doku ve organ sistemlerinde yapisal ve islevsel bozukluklar
ortaya ¢ikabilir (Clarkson ve Thompson 2000). Dokuda oksidatif hasar olusumu ile
radikal metabolitlerinin artmasi ve bunlarin olusturdugu lipit peroksidasyonu (LPO)
ile protein ve DNA oksidasyonu sonucu olarak hiicre membraninda kontrol kaybolur,
gecirgenlik artar ve hiicresel 6liim gelisir (Halliwell 1989; Freeman ve Crapo 1982).

Serbest radikaller ve serbest radikal tepkimeleri sonrasi olusan {iirlinlerde son
20 yildir ciddi diizeyde artis olmustur. Bunun sonucunda hiicresel yasam hasar1 ve

genetik mutasyonlar da artmistir (Valko ve ark. 2007). Oksidatif strese yol agan
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faktorlerden kaginilmasi bir¢ok hastaligin olusumu ve progresyonu agisindan
oldukca Onemlidir. Oksidatif stres ile iliskili hastaliklarin bazilar1 ¢izelge 2.3°de
belirtilmistir (Clarkson ve Thompson 2000).

Cizelge 2.3. Oksidatif stres ile iliskili baz1 hastaliklar (Clarkson ve Thompson 2000).

* Astim

* Ateroskleroz

* Serebral vaskuler hastaliklar
* Kronik obstruktif pulmoner hastalik
* Konjestif kalp yetmezligi

* Diabet

* Hipertansiyon

* Grip

* Miyokard enfaktiis

* Pnémoni

* Hepatit

» Kanser

« Inflamasyon hastaliklar

Serbest radikallerin aerobik hiicrelerde en Onemli tepkimeleri molekiiler
oksijen ve onun reaktif tiirleri (siiperoksit anyonu ve hidroksil radikali), peroksitler

ve gecis metallerinin oldugu tepkimelerdir (Zwart ve ark. 1999).

2.3.1. Reaktif oksijen tiirleri

Normal sartlarda oksijen kararl, kokusuz, tatsiz, renksiz, sudaki ¢oziiniirliigi
smirlt bir gazdir. Insan hayati i¢in hem gerekli hem de toksik olan bir molekiildiir.
Oksijenin iki eslesmemis elektronlarinin ayri orbitallerde aynt yonde donmesi sonucu

olusan oksijen bir radikaldir (Akkus 1995).
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Insan viicudundaki tiim hiicrelere kolaylikla girebilen ve en ¢ok kullanilma
ozelligine sahip molekiiler oksijen (O2), yap1 itibariyle radikal olmaya ¢ok uygundur.
Fizyolojik sartlarda ROS; hiicrede mitokondrial respirasyon, hiicrenin sinyal iletim
sistemi ve bakteri fagositozu gibi gorevler i¢in gereklidir. Serbest radikaller
karacigerde detoksifikasyon islemi i¢in kullanilmaktadir. Noétrofiller de zararli
patojenleri yok etmek icin serbest radikalleri iiretirler. Diyabet mellitus, kanser
gelisimi, ateroskleroz, nérodejeneratif hastaliklar gibi bir¢ok hastaligin etiyolojisinde
ve ilerlemesinde ROS’un rol oynadigi gosterilmistir (Von Sonntag 2006; Halliwell
ve Whiteman 2004; Scheibmeir ve ark.2005).

Molekiiler oksijen elektron transferiyle suya kadar indirgenir. Bu yol 4 elektron
gerektirir ve bu yolda reaktif ara molekiiller olusur ki bunlar siiperoksit, hidrojen
peroksit ve hidroksil radikalleridir. Bunlar 6nemli oksidatif stres ajanlar1 olup reaktif
oksijen tiirleri olarak adlandirilir (Cizelge 2.4) (Fridovich 2001; Nordberg ve Arner
2001).

Cizelge 2.4. Oksijenin indirgenmesi (Fridovich 2001; Nordberg ve Arner 2001).

O2 + e+ H+ — HO2" Hidroperoksil radikali
HO2" — H+ + O2° Siiperoksit radikali
02" + 2H+ + e — H202 Hidrojen peroksit
H202 + e — OH- + "OH Hidroksil radikali
"OH + e + H+ — H20

Viicutta olusan ROS ile antioksidan savunma sistemi denge halindedir. ROS
dretiminin  artmast veya antioksidan savunmanm azalmast durumunda
biyomolekiillerin yapisal ve fonksiyonel yapilarinda degisikliklere yol acar ve

oksidatif stres olusur.
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2.3.2.Siiperoksit Radikali (02")

Oksijenli ortamda yasam, oksidatif fosforilasyon ile ATP iiretimi agisindan
onemli Olgiide yarar saglarken bazi tehlikeleri de beraberinde getirir. Oksidatif
fosforilasyonun ana bileseni olan oksijene bir elektron eklenmesi ile siiperoksit

radikali olusur (Kurutas ve ark. 2004).

O,+e-- 0,

Stiperoksit radikali baslica su mekanizmalarla tiretilmektedir:

1. Indirgeyici ozellikteki biyomolekiiller oksijene tek elektron verip kendileri
oksitlenirlerken siiperoksit radikali olusur. Hidrokinonlar, flavinler, tiyoller,
katekolaminler, ferrodoksinler, indirgenmis niikleotidler ve indirgenmis geg¢is
metallerinin otooksidasyonu gibi yiizlerce biyolojik molekiil aerobik ortamda
oksitlenirken siiperoksit yapimimna neden olurlar (Jacob ve Burri 1996; Halliwell
1994).

2. Cogu enzimin katalitik etkisiyle siliperoksit radikali bir tiriin olarak
olusabilir.

3. Mitokondrideki enerji metabolizmas1 sirasinda oksijen kullanilirken,
tiikketilen oksijenin % 1-5 kadar1 siiperoksit yapimi ile sonlanir. Buradaki radikal
yapiminin nedeni nikotinamid adenin diniikleotid dehidrogenaz (NADH) ve koenzim
Q gibi elektron tasiyicilardan oksijene elektron kagaginin olmasidir (Dranka ve ark.
2011; Guevara ve ark. 2011).

4. Aktive edilen fagositik 16kositler bol miktarda siiperoksit iireterek fagozom
icine ve bulunduklar1 ortama verirler. Antibakteriyel etki i¢in gerekli olan bu radikal

yapimi, daha reaktif tiirlerin olusumunu da baglatir (Hirche ve ark. 2005; Lafuse ve

ark. 2000).
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2.3.3.Hidrojen Peroksit (H202)

Oksijenin 2 elektronla rediiklenmesi veya O.-’nin dismutasyonu ile H,O,
meydana gelir (Kim ve ark. 2011). Bu reaksiyonda, radikal olmayan iriinler
meydana geldiginden dismutasyon reaksiyonu olarak bilinir. Spontan olarak
gerceklesir veya SOD (siiperoksit dismutaz) enzimi tarafindan katalizlenir. Spontan
dismutasyon pH 4.8°de en hizlidir, enzimatik dismutasyon ise spontan
dismutasyonun nispeten yavas oldugu nétral ya da alkali pH’da daha belirgindir
(Darmon ve ark. 1992; Zhang ve ark. 1994).

O, + 2e + 2H+ = H,0,

Hidrojen peroksit serbest radikal olmadigi halde ‘‘ROS’’ kapsamina girer ve
serbest radikal biyokimyasinda onemli bir rol oynar. Belirtilen potansiyel oksitleyici
Ozelligi nedeniyle biyolojik sistemlerde olusan H3O,’nin derhal ortamdan
uzaklastirilmasi gerekir. Bu gorevi hiicrelerdeki dnemli antioksidan enzimler olan

katalaz ve peroksidaz enzimleri yerine getirirler (Halliwell 1987; Ward 1983).

H,O, + Fe'> = OH. + OH + Fe*®

H,0, Fe** veya diger gecis metallerinin varliginda Fenton reaksiyonu sonucu
stiperoksit radikalinin (O5,") varliginda Haber-Weiss reaksiyonu sonucu en reaktif ve
zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikalini (OH") olusturur (Jiang ve
ark. 2011; Pang ve ark. 2011)

2.3.4.Hidroksil radikali ("OH)
Hidroksil radikali, ‘‘Fenton reaksiyonu’ ve ‘‘Haber-Weiss reaksiyonu’’
sonucu hidrojen peroksitten olusmaktadir (Kim ve ark 2010).
Hidroksil radikalinin major olusumu suyun yiiksek enerji ile iyonizasyonudur.
H20 — "OH + H" + eaq- — H202
Hidrojen peroksit ise siiperoksit ile tepkimeye girerek en reaktif ve zarar verici

serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali olusturmak iizere kolaylikla yikilabilir.
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H202 + 02" — "OH + OH~ + O2
Bu tepkimeye Haber-Weiss tepkimesi denir ve tepkime katalizorsiiz ortamda
oldukca yavagken, demirin katalizorligliinde c¢ok hizlidir. Katalizorlii tepkimede
demir once ferrik formdan (Fe+3) siiperoksit ile ferroz forma (Fe+2) indirgenir.
Ferrdz form Fenton tepkimesi ile ferrik forma tekrar yiikseltgenirken “OH ve OH-
iretilir (Akkus 1995; Gutteridge 1995).

02" + Fe+3 — 02 + Fe+2
Fe+2 + H202 — Fe+3 + "OH + OH-
02"+ H202 — "OH + OH- + O2

Hidroksil radikali son derece reaktif bir oksidan radikalidir ve tiim biyolojik
molekiillerle reaksiyona girebilir. Yarilanma 6mrii ¢cok kisadir (Catala 2009). Hizli
iiretilip hizlica ortamdan uzaklastirilir. Buna karsin meydana getirdigi yikici hasar
biiyiiktiir (Catala 2009). Biyolojik sistemlerin tanmidig1 en reaktif tiir olan "OH, su
dahil ortamda rastladig1 her biyomolekiille diffiizyon limiti hiz1 ile tepkimeye girer
(Jiang ve ark. 2011; Pang ve ark. 2011).

Her tiir biyolojik molekiil hidroksil radikalinin bir hedefi ise de, 6zellikle
elektronca zengin bilesikler secilen tercihli hedeflerdir (Halliwell ve Gutteridge
1984; Winterbourn 1981). Niikleik asitler, proteinler ve lipidlerde baslatilan radikalik
tepkimelerde binlerce farkli ara iiriinler olusturabilir. Deoksiriboniikleik asit (DNA)
ile tepkimesi sonucu baz modifikasyonlari, baz delesyonlari, zincir kirilmalari
gerceklesebilir; ileri derecedeki DNA hasarlar1 tamir edilemediginden hiicre 6liimiine
neden olur. Proteinler iizerinde olusan oksidasyonlar, yapt degisimine neden
olacagmdan proteinler proteolitik yikima gotiiriilir (Breen ve Murphy 1995; Simic
1994). Hiicre zar1 su icermediginden hidroksil radikalinin (OH”) baslica hedefi yag
asitleridir. Zar lipidlerinin peroksidasyonu zarin yapisini bozar ve gecirgenligini
arttirip hiicre 6liimiine neden olabilir (Ashley ve ark. 2008; Bhatt ve ark. 2005;
Catala 2009).

Biitiin bu etkiler ne kadar hidroksil radikali iiretildigine baghdir ve gerek
H202’den gerekse de organik peroksitlerden (ROOH), hidroksil radikali (OH’)
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yapimi1 ortamdaki serbest metal iyonlari tarafindan katalizlenir (Belcher ve ark. 2000;
Valko ve ark. 2007; Yamazoe ve ark. 1998).

2.3.5.Singlet Oksijen

Dig yoriingede eslenmemis bir elektronu bulunmadigindan serbest radikal
olarak kabul edilmemektedir. Fakat serbest radikal reaksiyonlarmni baglattiklarimdan
serbest radikal sinifina dahil edilmistir (Haleng ve ark. 2007; Kulbacka ve ark. 2009).

Molekiiler oksijende paylasilmamis iki dis elektron ayn1 yonde, ayri
yoriingelerdedir. Singlet oksijende ise elektron donme yoOnleri birbirine zittir ve
olusturduklar1 delta veya sigma formuna gore ayni veya ayri1 yoriingelerde
bulunurlar. Dénme yonlerinin farkliligindan dolayr oksijenin yiiksek reaktif
formudur (Gutteridge 1995).

Ayn1 yoriingede ise delta singlet oksijen , ayr1 yoriingelerde iseler sigma singlet
oksijen formu olusur. Sigma formu delta formuna gére daha enerjetik olup kolayca
delta formuna déniisebilir (Halliwell ve Gutteridge 1989; Unal 1999).

Singlet oksijen (O2), oksijen elektronlarindan birinin disaridan enerji almasi
sonucu kendi doniis yoniiniin tersi yonde olan farkl bir yoriingeye yer degistirmesi
neticesi olusabilecegi gibi, siiperoksit radikalinin dismutasyonu ve hidrojen
peroksitin hipoklorit ile reaksiyonu sonucunda da olusabilir (Afanas’ev ve ark. 1995;
Karbownik ve Reiter 2000). Viicutta deri ve retina gibi giin 1s18ina maruz kalan
bolgelerde sikca olustugu tespit edilmistir (Augustin ve ark. 1994; Augustin ve ark.
1996).

2.3.6.Nitrik Oksit (NO’)
NO® enzimatik olarak nitrik oksit sentaz enzimi tarafindan L-arjinin’den

sentezlenir.

L-arjinin + NADPH + O; = L-sitrullin + NO" +
NADP*
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NO" eslesmemis elektron bulundurmasina ragmen bir¢cok biyomolekiil ile
kolayca tepkimeye giremez, 6te yandan peroksil, alkil gibi diger serbest radikallerle
kolayca tepkimeye girerek daha az reaktif molekiiller olusturur.

Yiiksek miktarlarda O2" yapimi1 NO* ile paraleldir ve birbirlerini etkileyerek
"OH ve "NO2 olusumuna neden olurlar. Tepkime sirasinda ise peroksinitrit (ONOO-)

ve peroksinitréz asit (ONOOH) ara {iriinleri olusur (Nordberg ve Arner 2001).

NO’ + 0, -> ONOO ONOO + H' -> ONOOH
ONOOH = "OH + NO,

NO’in ROS ile reaksiyon vererek giiclii bir oksidan olan peroksinitriti
(ONOOH) olusturdugu ve bunun da ileri dekompozisyonla OH radikalinin
olusumuna yol actig1 ifade edilmektedir. OH radikali ise biyolojik olarak yikict bir
molekiildiir. Ayrica, peroksinitrit de tirozin gibi fenolik aminoasitleri nitrolayarak
toksik nitro-tiirevlerini (nitrotirozin) olusturmaktadir (Blokhina ve Fagerstedt 2010).
Sonug olarak NO, endotel hiicre disfonksiyonu ve buna bagh ateroskleroz,
hipertansiyon, sizofreni, ikiu¢lu bozukluk, otizm ve Diabetes mellitus gibi bazi
onemli hastaliklarda rol oynayabilmektedir (Domenech ve Macho 1991; Gallego ve
ark. 1994).

2.3.7.Serbest Radikalerin Etkileri
2.3.8.DNA ve Niikleik Asitlere Etkileri

DNA molekiilii yeniden sentezlenemeyen ancak kopyalanabilen bir molekiil
oldugundan DNA modifikasyonlar1 mutasyonlara ve genetik bozukluklara neden
olmaktadir (Hagen 1986; Sonntag ve ark. 2004). Proteinler, DNA tamir enzimleri ve
DNA polimerazlar serbest oksijen radikallerinin major hedefleri arasindadir. DNA
molekiilii serbest radikaller i¢in onemli bir hedeftir ve kolaylikla hasara ugratilir
(Hagen 1986; Sonntag ve ark. 2004). DNA molekiili hasar1 sonucu kronik

inflamasyon, enfeksiyon, yaslanma, karsinogenezis, ndrodejeneratif ve
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kardiyovaskiiler hastaliklar gibi ¢esitli patolojilerin goriildiigii bilinmektedir (Cwikel
ve ark. 2010; Robinson ve ark. 2012).

Radikaller, protein yapisindaki enzimlerin aktivitelerini degistirir, membran
transport proteinlerini ve reseptor etkilesimlerini bozar (Ravanat ve ark. 2012).

Iyonize edici radyasyona maruz kalinmasi ile olusan serbest radikaller DNA’y1
etkileyerek hiicrede mutasyona neden olurlar. Sitotoksik etki, biiyiik oranda niikleik
asit baz modifikasyonlarindan kaynaklanan kromozom degisikliklerine veya
DNA’daki diger degisikliklere baglhdir. Hidroksil radikali deoksiriboz ve bazlarla
kolayca reaksiyona girer. Hidrojen peroksit zarlardan kolayca gecip hiicre
cekirdegine ulagarak DNA hasarina, hiicrede fonksiyon bozukluguna ve hatta hiicre

oliimiine neden olabilir (Meram ve Aktaran 2002; Ozkan ve Fiskin 2004).

8-OH-Guanin olusumu

DNA biinyesinde Cu+2 iyonlar1 en ¢ok G-C’ce zengin bdlgelerde
bulundugundan, en fazla oksidatif hasara maruz kalan baz guanindir. Bu iyonlarin
polianyonik karakterde olan DNA’nin 6zellikle guanin bazlarina yiiksek afinite ile
baglandigini ve H202 ile etkilesime girerek DNA hasarini baslattigini gosterilmistir.
Bu nedenle en yaygin olarak Olgiimlenen baz hasar1 8-OHdAG’dir (Helbock ve ark
1999).

DNA’da normal baz eslesmesi Guanin-Sitozin, Adenin-Timin’dir. 8-OHdG
iceren DNA’nin, in vitro DNA sentezi sirasinda bir kalip olarak kullanildigi zaman

yanlis okumaya ve GC—TA mutajenezine yol actig1 gosterilmistir (Kasai 1997).

2.3.9.Proteinlere Etkileri

Proteinler, radikallerin etkilerine lipitlere oranla daha az hassastir ve amino asit
diziliglerine bagl olarak etkilenirler. Ozellikle doymamis bag ve siilfiir igeren
molekiillerin serbest radikallerle etkilesimi yiiksektir. Bu nedenle triptofan, tirozin,
fenil alanin, histidin, metionin ve sistein gibi amino asitleri i¢ceren proteinler serbest
radikallerden daha kolay etkilenirler. Immungulobin G ve albumin gibi disiilfit bag1
fazla olan proteinlerin ise ii¢ boyutlu yapilar1 bozulur (Akkus 1995; Gutteridge 1995;
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Meram ve Aktaran 2002) normal fonksiyonlarmi yerine getiremezler (Dean 1987,
Thomas ve Aust 1986). Prolin ve lizin reaktif oksijen tiirleri iireten reaksiyonlara
maruz kaldiklarinda nonenzimatik hidroksilasyona ugrayabilirler (Belcher ve ark.
2000).

Hemoglobin gibi hem proteinleri de serbest radikallerden 6nemli oranda zarar
goriirler (Aslan ve ark. 2001; Blazovics 2009; Nishinaka ve Yokota 1994). Ozellikle
hemoglobinin  siiperoksit radikali veya hidrojen peroksitle reaksiyonu
methemoglobin olusumuna neden olur. Enzimler protein yapisinda olduklarindan
enzim aktivitelerinde de degisiklik meydana gelir (Stadtman 1993).

Protein oksidasyonu; hipoklorik asit, hidroperoksit, peroksinitrit, hidroksi ve
peroksi gibi serbest oksijen radikalleri tiirevleri varhiginda direkt ve indirekt bir¢ok
yolla gergeklesebilir (Castegna ve ark. 2002; Castegna ve ark.2002). Protein
oksidasyon iiriinleri arasinda, protein karbonil bilesikleri (PCC); 3-nitrotirozin (3-
NT), klorotirozin gibi yan zincir oksidasyon fiiriinleri; ditirozin ve protein ileri
oksidasyon {riinleri (advanced oxidation protein products; AOPP) gibi capraz
baglanma iriinleri sayilabilir. Bunlarin igerisinde, PCC ve AOPP, daha biiyiik
protein fraksiyonlarini etkileyen global modifikasyon drnekleridir (Castegna ve ark.
2002; Stadtman 1998).

Protein karbonil tilirevlerinin olusumuna yol ag¢an primer modifikasyon
reaksiyonlar1 amino asitlerin a- karbon atomlarmin veya R yan zincirlerinin oksidatif
modifikasyonlarindan ve bu modifikasyonlar1 takiben meydana gelen reaktif oksijen
aracilt peptit ayrilmasi reaksiyonundan olusmaktadir. Reaktif oksijen tiirevlerinin
proteinlerle etkilesimi sonucunda, histidin, prolin, arjinin ve lizin gibi ¢ok sayida
amino asit bakiyesinde ve/veya proteinlerin peptit omurgasinda olusan oksidatif
hasara bagli olarak protein karbonil iriinleri meydana gelir. Protein karbonil
diizeylerinin saptanmasi protein oksidasyonunu belirlemede duyarli ve genel olarak

kabul gérmiis bir yontemdir (Stadtman ve Levine 2003; Dalle-Donne ve ark. 2003).
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2.3.10.Karbonhidratlara Etkileri

Monosokkaritlerin  otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksit ve
okzoaldehitler meydana gelir. A¢iga ¢ikan okzoaldehitler proteinlere baglanabilme
ozelliklerinden dolay1r antimitotik etki gdstererek etki eder ve bdylece kanser ve
yaglanmaya neden olabilirler (Meram ve Aktaran 2002). Serbest oksijen radikalleri
bag dokunun Onemli bir bileseni olan hiyaliironik asit gibi karbohidratlarin

pargalanmalarina da yol agabilirler (Kurutas ve ark. 2004).

2.3.11.Lipitlere Etkileri

Serbest radikallerin biyolojik dokulardaki doymamis yag asitlerine etkileri lipit
peroksidasyonu olarak bilinir. Biyolojik zarlarin yapist lipit ve proteinden
olusmaktadir, lipit peroksidasyonu lipitlere oldugu kadar zar proteinlerine de zarar
verir (Halliwell B, Gutteridge 1989). Lipit peroksidasyonu, ¢oklu doymamis yag
asitlerinin  (PUFA) reaktif oksijen tiirleri tarafindan peroksitler, alkoller,
malondialdehit, etan ve pentan gibi iirlinlere yikilma tepkimelerine denilmektedir.
Yag asitlerinin peroksidasyonu sonrasinda agiga ¢ikan iiriinler zar gecirgenligini ve
akiskanligini ciddi sekilde etkileyip hiicre ve organel iceriklerinin ayrilmasina neden
olan kopma ve kirilmalara yol acar. Lipit peroksidasyonu ile meydana gelen zar
hasar1 geri doniisiimsiizdiir (Kurutag ve ark. 2004; Gutteridge 1995).

Hiicre fonksiyonlar1 agisindan, hiicre membranlarmin biitiinliigii ve akiskanligi
cok onemlidir. Okaryotlarda bu akiskanlik membran lipidleri icine sokulan ¢oklu
doymamis yag asitleri (PUFA) sayesinde (Sekil 2.10) olmaktadir. Lipid
peroksidasyonunun (LPO) baslamasi i¢in, PUFA’larin yan zincirindeki bir metilen
karbonundan bir hidrojen atomu g¢ekmeye yetecek reaktivitesi olan herhangi bir
kimyasal yeterlidir (Halliwell ve Gutteridge 1985).

Biitiin PUFA’lar temel bir yapiya sahiptir. Komsu cifte baglar, karbon-alilik
hidrojen baglarmi zayiflatir. ki ¢ifte bag arasidaki karbon atomlarina bagh alilik
hidrojenler, serbest radikaller tarafindan ¢ikarilmaya karsi kismen aktif halde
bulunurlar. Bu sekilde olusan lipid radikalleri, reaksiyon =zincirinin baginda
molekiiler oksijen ile reaksiyona girerler ve bdylece PUFA’larin yapisi bozulmusg

olur. Olusan bu reaksiyon dizisi, lipid peroksidasyonudur (Horton ve Fairhurst 1987).
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Sekil 2.10. PUFA’larin genel yapilar1 (Horton ve Fairhust 1987)

Lipid peroksidasyonu (LPO) ii¢ basamakta olusur (Sekil 2.11).

1)Baglama Evresi: Serbest radikal etkisiyle yag asidi zincirinden bir hidrojen
atomunun uzaklastirilmasi sonucu zincir, radikal, (L") 6zelligi kazanir.

2)Tiireme Evresi: Bu radikal, aerobik hiicrelerde molekiiler diizenlenmeye
ugrar ve molekiiller oksijen ile reaksiyona girerek peroksil radikalini (LOO")
olusturur.

3)Sonlanma Evresi: Radikal olmayan iriiniin olusma basamagidir. Cifte
baglarin yeniden diizenlenmesinden sonra molekiiler oksijen eklenerek lipid
hidroperoksit ya da endoperoksit olusur.

Orjinal yag asidinde en az ii¢ ¢ift bag varsa son iirlin olarak malondialdehit
(MDA) olusur. Boylece tek bir baslatici etkisiyle yiizlerce yag asidi zincirinin lipid
hidroperoksitlere (LOOH) doniisiimii s6z konusudur (Fuji 1991).
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Sekil 2.11. Lipit peroksidasyonu ve par¢alanma tiriinleri (Ulutas 2013)

Malondialdehit (MDA)

Lipid peroksidasyonun en énemli iiriinii MDA dir. Ug ya da daha fazla ¢ift bag
iceren yag asitlerinin peroksidasyonunda MDA meydana gelir. Olusan MDA, hiicre
membranlarindan iyon alisverisine etki ederek membrandaki bilesiklerin gapraz
baglanmasina yol agar ve iyon gegirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi gibi
olumsuz sonuglara neden olur. MDA bu 6zelligi sebebiyle, DNA’ nin nitrojen bazlar1
ile reaksiyona girebilir ve bundan dolay1r mutajenik, hiicre kiiltlirleri i¢in genotoksik
ve karsinojeniktir. (Niki 1987; Placer ve ark. 1990; Porter 1984).

MDA, tiobarbitiirik asid (TBA) ile belirlenebilen bir lipid peroksidasyon
triintidiir. Bilirubin gibi diger baska maddeler de TBA ile reaksiyon verdiginden,
lipid peroksidasyon diizeyi TBA- Rs olarak ifade edilir (Knight ve ark. 1988).

MDA, kisa zincirli bifonksiyonel bir aldehittir. Iki amino grubu ile bir SCHiFF
baz1 vermek lizere reaksiyona girer. MDA’ nin biyolojik molekiilerle ¢apraz bag
yapmastyla olusan schiff bazmin floresansi, lipid peroksidasyonu tayini i¢in

kullanilmaktadir (Horton ve Fairhurst 1987).
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Sekil 2.12. MDA’ nin biyolojik molekiilerle ¢apraz bag yapmasiyla olusan schiff baz1 (Yalgin 2006).

MDA iki molekiil TBA ile reaksiyona girerek UV spektrofotometrede 532
nm’de pembe renkli bir kompleks olusturur (Sekil 2.13).

OH fHO S\\(/ SH
'H —
’ (iH c_C—C K
CHO

Sekil 2.13. MDA ile Tiyobarbitiirik asitin reaksiyonu (Slater 1984).

2.4. Antioksidan Sistemler

Organizma i¢indeki radikaller, geri doniisiimsiiz hiicre hasarina yol acan birgok
tepkimeye neden olurlar (Sekil 2.14). Siiperoksit ve hidroksil radikalleri hiicresel,
mitokondrial, niikleer ve endoplazmik zarlarda lipit peroksidasyonunu baslatirlar.

Gegirgenlikteki artig mitokondrial hasara neden olan Ca+2’un hiicreye akin etmesine

neden olur (Word ve Peters 1996).
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Sekil 2.14. Radikallerin yol agtig hiicre hasar1 (Antmen 2005).

Hiicre ve organ sistemlerini reaktif oksijen tiirlerine karsi koruyabilmek i¢in
organizma karmasik bir sistem gelistirmistir. Bu sistem endojen ve eksojen orjinli,
etkilesimli ve birlikte ¢alisan ¢esitli bilesenler igerir (Percival 1998). Antioksidan
sistem hasar oncesi radikal olusumunu onler, oksidatif hasar1 onarir, hasara ugramis
molekiilleri temizler ve mutasyonlar1 6nler.

Antioksidanlar1 hiicre i¢i, hiicre dis1 ve =zar antioksidanlar1 olarak
smiflandirabiliriz. Bunlara 6rnek vermek gerekirse; hiicre i¢i antioksidanlar i¢in
stiperoksit dismutazlari, katalazi, glutatyon peroksidazi, glutatyon S transferazi,
glutatyon rediiktazi; zar antioksidanlar1 icin E vitaminini, B karoteni, koenzim Q’yu;
hiicre dis1 antioksidanlar da ise transferini, laktoferrini, haptoglobini, hemopeksini,
albumini, seruloplasmini, ekstraselliiler siiperoksit dismutazi, ekstraselliiler glutatyon
peroksidazi, bilirubini ve askorbik asiti sayabiliriz (Gutteridge 1995).

Reaktif oksijen tiirlerine karsi primer savunma enzimatik ve enzimatik

olmayan intraselliiler antioksidanlarca yapilir (Bowler ve Crapo 2002).
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2.4.1.Enzimatik Olmayan Antioksidanlar:

Melatonin: Primer olarak pineal bezde sentezlenen, 6zellikle gece salgilanan ve
triptofandan sentez edilen bir hormondur. Lipofilik 6zelligi yiiksek olup membranlari
kolaylikla gecer. Organizmada yapilan ve tahrip edici 6zelligi ¢ok yiiksek olan
hidroksil radikalini temizler (Reiter ve ark. 2001; Poeggeler ve ark. 1993; Yoshida ve
ark. 2003).

Glutatyon (GSH): Glutamat, sistein ve glisin aminoasitlerinden genetik bilgiye sahip
olmadan karacigerde tripeptid yapida sentezlenmektedir. Glutatyon, oksidatif stresin
Ol¢timiinde kullanilan ¢ok giiclii bir antioksidandir. Rediikte glutatyon (GSH)/okside
glutatyon (GSSG) orani, oksidatif durumlarda azalmaktadir. Proteinlerdeki
stilfidril (—SH) gruplarin1 rediikte halde tutarak oksidasyondan korur. Serbest
radikaller ve peroksitlerle tepkimeye giren glutatyon; hiicreleri oksidatif hasara kars1
korur (Lakshmi ve ark. 1994).

E Vitamini: a, B, v, 6 olmak tizere dort farkli tokoferol formu bulunur. Biyolojik
olarak en yaygin ve en aktif E vitamini sekli olan d-a-tokoferoldiir. Yagda ¢oziinen
fakat suda ¢ozlinmeyen bu bilesikler oksijen bulunmayan ortamlarda asit ve sicakliga
dayaniklidir (Tadmouri ve Basak 2001).

Eslesmemis elektronlarla reaksiyona giren ve indirgeyebilen hidroksil grubu
icerir. Radikal reaksiyonlar1 sirasinda zincir kirici etkiye sahiptir. Glutatyon ve
askorbik asit ile antioksidan etkisi artar (Zwart 1999; Tadmouri ve Basak 2001;
Burtis ve Ashwood 2005). Lipid peroksidlerini inaktive eder. Ayrica lipid peroksid

zincirini kirar ve LPO tepkimelerini durdurur (Gilbert ve Colton 2002).

Seruloplazmin (Cp): Seruloplazmin total serum bakirinin yaklasik %95’ini igeren
a2-globulindir. Cp’nin primer fizyolojik rolii plazma redoks reaksiyonlariyla
iligkilidir. Serbest ferik iyonlar1 ve ferritin baglayan bolgelerin varligi gibi faktorlere
bagl olarak oksidan veya antioksidan olarak islev goriir. Cp’nin demirin iyonik
durumunu diizenlemede ve toksik demir iiriinleri olusmaksizin demirin transferine

girmesinde yasamsal 6nemi vardir (Burtis ve Ashwood 2005).
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Stiper oksit ve hidroksil radikallerini temizler. Ferr6z demirin, ferrik demire
yikseltgenmesini saglar boylelikle Fenton tepkimesini inhibe eder. Bu olayin
sonucunda serbest radikal olusumu inhibe olur (Biiyiikhatipoglu ve ark. 2010).

C vitamini:  Askorbik asit insan plazmasinda ve hiicre zarinda bulunan, zari
gegebilen major antioksidanlardan biridir. Suda ¢oziinebilir diisiik molekiiler agirlikl
bu antioksidan kollojen sentezi, demir absorpsiyonu ve hiicrelerin redoks durumunun
korunmasinda gereklidir. Tokoferoller, peroksidler ve siiperoksit gibi reaktif oksijen
tiirlerini rediikler.

Askorbik asitin antioksidan olarak esas gorevi lipit hidroperoksitlerin
olusumunu engellemektir. Bu da aterosklerotik plak olusumunu engellemede 6nemli

rol tistlendigini gosterir (Frei ve ark. 1990).

Transferin ve Laktoferrin: Transferin dolasimda serbest halde bulunan demiri
baglar (Habdous ve ark. 2003; Montagna ve ark. 1994). Kanda demir tasiyan bir f3-
globindir. Laktoferrin ise dolagimdaki serbest demiri diisiik pH’larda baglar (Akkus
1995; Burtis ve Ashwood 2005).

Urik asit: Insanlarda piirin niikleozidleri olan adenozin ve guanozin katabolizmasin
temel tirtinii trik asittir. Metal baglayici ve serbest radikal temizleyicisi olarak gorev
alir (Becker ve Roessler 1995).

Normal plazmadaki stiper oksit, hidroksil ve peroksil radikallerini

temizlemekle gorevlidir (Montagna ve ark. 1994; Senol ve ark. 2008).

Albiimin: Gegis metallerini baglar, lipid hidroperoksit (LOOH) ve hipoklorit
(HOCI) toplayicisidir (Haleng ve ark. 2007).

Bilirubin: Bilirubinin  biiyiik bir kismi Omriini  dolduran eritrositlerin
par¢calanmasindan kaynaklanir, dolasimdan karaciger tarafindan almir ve

biyotransformasyona ugrar, safra ve idrarla atilir (Burtis ve Ashwood 2005).
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Antioksidan olarak serbest radikalleri tutar, siiper oksit ve hidroksil radikalleri
toplar (Haleng ve ark. 2007).

Taurin: Ksenobiotiklere baglanir. Hipoklorit ile tepkimeye girer ve etkisini azaltirlar.
LPO ve nétrofil infiltrasyonunu inhibe eder. Antioksidan etkisinin oldugu
gosterilmistir (Halliwell 1987).

Sistein: Potent bir antioksidandir. Glutatyon sentezi i¢in prekiirsordiir (Halliwell
1994).

p-Karoten: A vitamininin onciisiidir ve membranlarda bulunur. Serbest radikal
temizleyicisidir. Peroksitlere dogrudan (Bolzan ve ark. 1997) etki ederek peroksitleri
inaktif hale getirir (Blazovics 2009; Ames ve ark. 2005).

Haptoglobin (Hp): Haptoglobin hemoglobini geri doniisiimsiiz olarak baglayan bir
a2-glikoproteindir. Ekstraselliiller hemoliz sirasinda hemoglobin eritrositlerden
salinir ve serbest hemoglobin dimerleri tiimiiyle haptoglobine baglanir (Burtis ve

Ashwood 2005).

Selenyum: Selenyum yiyeceklerde selenosistein Oncli maddesi olan selenitler,
selenatlar ve selenometiyonin olarak bulunur. in vitro hayvan deneylerinde Se
bilesiklerinin apoptozisi ve transforme hiicrelerde hiicre siklusunu indirgedigi
gosterilmis ve bundan dolay1 da kanser hiicre gelisimini durdugu ileri siiriilmiistiir

(Burtis ve Ashwood 2005; Onat ve ark. 2002).

Flavonoidler: Flavonoidler ¢esitli sebze, meyve ve otlarda bulunan polifenol grubu
dogal kimyasallardir. Dogada alt1 binin iizerinde flavonoid vardir. Antioksidan,
antiarteriyosklerotik, antiinflamatuvar, antitiimdr, antitrombojenik, antiviral,
antialerjik etkileri vardir. Flavonlar, flavonollar, flavanonlar; katesinler, isoflavonlar,

antosiyanidinler olarak alt1 sinifa ayrilirlar.
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Flavonoidler, 6nemli metal selatorleri ve serbest radikal temizleyicisi gibi rol
oynarlar. Flavonoidler tarafindan temizlenebilen ve formasyonlar1 inhibe edilebilen
reaktif oksijen {iriinleri; siiperoksit anyonlari, hidroksil radikali, alkol radikali,
peroksil radikali ve perhidroksi radikalidir. Flavonoidler, radikallerin reaktif
kisimlartyla etkileserek, reaktif oksijen triinlerini stabilize ederler (Nijveldt ve ark.
2001).

Ubikinon (Koenzim Q): Ubikinon esas olarak mitokondride elektron transport
zincirinin  bir parcast olarak kullanilmaktir, bunun yaninda ubikinon disiik
derisimlerde plazmada ve hiicre zarlarinda lipit peroksidasyonuna karsi koruyucu
antioksidan olarak bulunur.

Ubikinonun yenilenmesi lipoamid dehidrogenaz ve kismen tiyoredoksin
rediiktazt da igeren enzim ailesinin diger lyeleriyle gerceklestirilir (Ernster ve

Dallner 1995; Xia ve ark. 2001).

2.4.2.Enzimatik Antioksidanlar

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), katalaz (CAT) ve siiperoksit dismutaz
(SOD) belli basl antioksidan enzimlerdir (Kaur ve Ling 2008). Bu enzimler,

oksidatif strese bagli olusan asir1 hasarin dengelenmesinde biiyk 6neme sahiptir.

Glutatyon Peroksidaz Enzimi

Glutatyon Peroksidaz organik hidroperoksitlerin (lipit hidroperoksitler, DNA
hidroperoksitler) veya hidrojen peroksitin GSH tarafindan indirgenmesi tepkimesini
katalizler. 1957°de Mills tarafindan kesfedilmistir (Knapen ve ark. 1999). Yapisinda
selenyum metalini bulundurur. Bu nedenle metalloenzim grubunda degerlendirilir. in
vitro ortamda Rediikte glutatyon (GSH), okside glutatyona (GSSG) gevrilir (Bolzan
ve ark. 1997). Bu tepkimede hidrojen peroksiti (H202) yiiksek o6zgiillik ile
katalizleyerek detoksifiye eder. Tepkimede GSH, GSSG haline doniisiirken
glutatyon peroksidaz enzimi H202’yi suya indirger. GSSG ise glutatyon rediiktaz

(GR) enziminin katalizledigi tepkimeyle NADPH harcanarak tekrar rediikte hale
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cevrilir (Bolzan ve ark. 1997; Fujita ve Fujimoto 1992; Jain 1984). Tepkime
asagidaki sekilde sematize edilmistir. Ortamda H,O, diisik konsantrasyonda
bulundugunda glutatyon peroksidaz enzimi (GSH-Px), katalaz enziminine gore daha
etkili bir antioksidandir (Bolzan ve ark. 1997).

NADP* /> GSH H02

GR GSH-Px

NADPH GSSG HxO

Glutatyon Peroksidaz enzimi iki gruba ayrilabilir: selenyum baglh ve selenyum
bagli olmayan. Selenyum bagli grupta hidrojen peroksit ve diger organik peroksitleri
indirgeyen bes {iye vardmr, selenyum bagimsiz Glutatyon Peroksidaz ise
hidrojenperoksit ile ihmal edilebilir bir aktiflige sahip olup sadece organik
hidroperoksitleri rediikler (Cnubben ve ark. 2001).

Selenyum bagimli {iyelerden, GSH-Px 1 veya hiicresel GSH-Px biitiin
hiicrelerde eksprese edilen, tetramerik yapida, sitozolik bir enzimdir. Eritrosit,
bobrek ve karacigerde yiiksek miktarda bulunur. GSH-Px 2 veya gastrointestinal
GSH-Px insanlarda karaciger ve gastrointestinal kanalda eksprese edilir; bobrek,
kalp, akciger, plasenta ve uterusta bulunmaz. GSH-Px 3 veya plazma GSH-Px
plazmanin lipit kismindan izole edilmis bir glikoproteindir, akciger, plazma ve diger
ekstraselliiler sivilarda bulunur. GSH-Px 4 veya fosfolipit GSH-Px sitozolde,
mitokondri ve hiicre zarinda bulunur. GSH-Px 5 veya epididimal GSH-Px selenyum
bagli degildir ve yalniz epididimiste eksprese edilir. GSH-Px 6 hiicresel GSH-Px ile
homoloji gosterir, burun epiteli ve embriyolarda eksprese edilir (Knapen ve ark.
1999; Hall ve ark. 1998; Haan ve ark. 1998).

Katalaz Enzimi
Katalaz enzimi (CAT) glikoprotein yapisinda bir hemoproteindir. Ferri

protoporfirin grubu iceren dort alt tiniteden olusmustur. Prostetik grubunda Fe+3

bulunan protoporfirin IX icerir. Dokularda enzimin aktivitesi biiyiik farklilik gosterir.

43



Karaciger ve bobrekte en yiiksek aktivite, destek dokuda ise en disiik aktivite
gosterdigi tespit edilmistir (Schallreuter ve ark. 1999; Schellhorn 1995). H202¢in
yiiksek konsantrasyonlarda bulundugu ortamlarda oldukga etkilidir. Ortamda olusan
H202yi okside edici enzimlerin etkisiyle direkt olarak suya doniistiiriir. CAT enzim
aktivitesi, ortamda H202 konsantrasyonunun g¢ok arttigi durumlarda asikar olarak
artmaktadir (Del Rio ve ark. 1992; Nishikawa ve ark. 2009).

Ortamdaki H202 konsantrasyonu diisiik oldugu durumlarda hidrojen
peroksiti substrat olarak kullanan diger antioksidan enzimler (GSH-Px gibi) devreye
girerek hidrojen peroksiti ortamdan uzaklastirirlar (Schallreuter ve ark. 1999). CAT
ve GSH-Px enzimlerinin benzer etkisi oldugu halde hiicre icindeki yerlesim ve
etki yerleri bakimindan farklilik vardir. GSH-Px enzimi baslica sitozol ve
mitokondride bulunurken, CAT enzimi peroksizomlarda mevcuttur (Csiszar ve ark.
2004; Spector ve ark. 1996).

Siiperoksit Dismutaz Enzimi

Stiperoksit dismutaz (SOD), siiperoksitin H202’e dismutasyonunu katalizleyen
enzim grubudur. Bu tepkime spontan olarak olusabilmektedir. SOD enzimi bu
tepkimeyi katalize ettiginde hiz normale gore 4 kat artar (Ishigami 2002; Peskin
1997). Radikallere karsi hiicreyi koruyan savunma mekanizmalar1 arasinda SOD
enzimi ilk gorevi ustlenir. SOD enzimi ile katalizlenen tepkime sonucu olusan
iriinlerin birikmesi CAT enzimi tarafindan bertaraf edilmektedir. Fizyolojik sartlarda
metabolik asamalarda stiperoksit radikalinin olusumu olduk¢a fazladir. Stiperoksit
radikalinin hiicre i¢i konsatrasyonunu diisiikk seviyelerde tutarak siiperoksit
seviyelerinin kontroliinii saglayip hiicreleri siiperoksit radikallerinin etkilerinden
korur (Fukai ve Ushio-Fukai 2011; Hileman ve ark. 2001).

Stiperoksit distumaz formlar1 arasinda aminoasit dizilimi, aktif metal bolgesi ve
hiicresel dagilim farki vardwr. Prokaryotlarda Fe ve Mn-SOD bulunurken,
Okaryotlarda Mn, CuZn ve ekstraselliiler SOD (EC-SOD) bulunur (Skrzycki ve
Czeczot 2004). Mn-SOD homotetramer yapidadir, her subiinitesinde bir Mn iyonu
bulunur ve 88 kDa agirligindadir. Hiicresel Mn-SOD igerigi kalp, beyin, karaciger,
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bobrek gibi yiiksek metabolik aktivitesi olan dokularda daha fazladir (Mansouri ve
ark. 2010; Ozden ve ark. 2011). CuZn-SOD 32 kDa agirliginda olup memelilerde en
cok karaciger, bobrek, eritrosit ve santral sinir sisteminde bulunur. Iki protein
subiinitesi i¢erir her subiinitede Cu ve Zn atomlar1 bulunur. EC-SOD ise en ¢ok
vaskiilatiir, akciger, uterus ve tiroid bezlerinde bulunur (Peskin 1997; Fujii ve ark.
1996).

Glutatyon Rediiktaz Enzimi (GSH-Rd)

Okside glutatyon (GSSG) NADPH bagl flavo enzim olan Glutatyon Rediiktaz
tarafindan rediikte formuna (GSH) indirgenir (Young ve Woodside 2001; Nordberg
ve Arner 2001; Knapen ve ark. 1999).

GSH-Rd
GSSG + NADPH —  2GSH + NADP

Glutatyon rediiktazin kalitimi otozomal dominanttir, 8. kromozom {izerindedir.
Glutatyon peroksidaz ile benzer doku dagilimi gdosterir. Glutatyon rediiktaz flavin
adenin diniikleotid (FAD) igerir, NADPH’tan bir elektronun GSSG’nin disiilfiid
baglarina aktarilmasimni katalizler. Bu nedenle NADPH serbest radikal hasarina kars1

gereklidir ve major kaynagi pentoz fosfat yoludur (Ozkan ve Fiskm 2004).

.
Clusatyon | 2GSH h"i:ﬁi
Peroksidaz Rediiltaz Peminz
GSSG NADPHq— Fosfat
Yolu
2 H,0

Sekil 2.15. Glutatyon redoks dongiisii (Antmen 2005).
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Glutatyon-S-Transferaz Enzimi (GST)

GST memeli tiirlerinde elektrofilik bilesenlerin GSH ile konjugasyonunu
katalizleyen izoenzimlerin olusturdugu ¢oklu bir gen ailesinden olusur; alfa,mu, teta,
pi, zeta, sigma, kappa ve omega olarak gdsterilen 8 esas gen smifi ile diizenlenmistir.
Alfa kromozom 6’da, mu kromozom 1’de, teta kromozom 22’de, pi kromozom
11°de, zeta kromozom 14’de, sigma kromozom 4’de, kappa ve omega kromozom
10°da kodlanir (Ozkan ve Figkin 2004; Strange ve ark. 2001).

GST karsinojenleri, c¢evresel etmenleri, ilag ve genis spektrumlu
ksenobiotikleri metabolize eder. Mikrozomal GST belirlendiyse de GST aktivitesi
esasen sitozoliktir (Knapen ve ark. 1999). GST iki subiiniteden olusmus dimerik bir
proteindir. Bu subiinitelerden her biri glutatyon baglanma bdlgesi (G bdlgesi) ve
buna komsu elektrofilik substrata baglanan nispeten hidrofobik olan bolge icerir.
Bunun yaninda ¢esitli izoenzimlerde transport veya diizenleyici fonksiyonu oldugu
diisiiniilen substrat baglanmayan bolge de belirlenmistir.

GST, hidroksialkenler, lipit peroksidasyonunun iriinlerinden propenaller ve
DNA hidroperoksitleri gibi endojen zararli bilesiklerin detoksifikasyonunu
saglayabildigi i¢in oksidatif strese karsi savunmaya katilir, bunun yaninda epoksidler
ve kinonlar gibi maddelerin biotransformasyonunda elektrofilik ksenobiotikler
ve/veya reaktif ara iiriinler olusabilir (Ozkan ve Fiskin 2004; Cnubben ve ark. 2001).

GST enziminin teta ve alfa smiflar1 selenyum bagli olmayan Glutatyon
peroksidaz aktivitesi gosterirler, GST pi formu lipit hidroperoksitleri ve
hidroksialkenler, malondialdehitler ve propenalleri inaktive eder. GST pi ayrica
hassas SH- grubuyla ROS ile direkt reaksiyona girerek disiilfiid yapimimnin inaktif

olmasina neden olur (Cnubben ve ark. 2001).

Tiyoredoksin sistem

Tiyoredoksin sistem oksidorediiktaz enzim aktivitesi gdsteren tiyoredoksin
(Trx) ile tiyoredoksin rediiktazi (TrxR) iceren iki antioksidan enzim sistemi igerir.
Memeli ve prokaryotik hiicrelerde bulunur.

Tiyoredoksin rediiktaz NADPH kullanarak tiyoredoksinin disiilfit aktif
bdlgesini ve pek ¢ok substrati rediikler. Yapilan ¢aligmalarda, tiyoredoksinin insanda

immun sistem diizenlenmesiyle iligkili oldugu ve farkli genlerce kodlanan ii¢ farkli
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varyant1 gosterilmistir. Tiyoredoksin rediiktaz izoenzimleri, her subiinitesinde bir
FAD bulunduran NADPH bagh oksidorediiktazlardir. Tiyoredoksin rediiktazin ilk
saflastirilmasi 1977°de yapilmistir (Nordberg ve Arner 2001).
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3.GEREC VE YONTEM

3.1.Cahsma Sekli

Calismada kullanilacak olan kan Ornekleri Antakya Devlet Hastanesi
Hematoloji Poliklinigi’nde Orak Hiicreli Anemi tanisi konmus ve tedavisi
tamamlanmamis 18 yas alt1 hastalardan, kontrol grubunun kan 6rnekleri ise herhangi
bir hemoglobinopatisi bulunmayan 18 yas alt1 saglikli bireylerden alindi. Olgulardan
jelli biyokimya tiipline alinan kan 6rnekleri +4°C’de 15 dakika bekletilip santrifiijde
cevrildikten sonra elde edilen serumlar ependorf tiiplere porsiyonlandi. Ornekler
calisma yapilincaya kadar -80°C derin dondurucuda saklandi. Soguk zincire gore
dondurulup ¢oziilen serum numunelerden MDA ve protein karbonil diizeyleri ELISA

ve manuel spektrofotometrik olarak, 8-OHdG diizeyleri ise sadece ELISA

yontemiyle 6l¢iildii.

3.2. Kullanilan Cihazlar

Cihazlar Marka & Model

v~ UV spektrofotometre Schimadzu-UV 1800

v~ Su Banyosu Thermomix BU

v~ Sogutmali Santrifiij NUVE Centrifuge RF1200

v~ Manyetik karistirici Heidolph MR 2002

v~ Vorteks Elektro-mag M-16

v~ Elektrikli Terazi Mettler P 1210

v~ Otomatik pipet Gilson P-20, P-100, P-200, P-1000 ul
v~ Biomerieux (TekTime) Micro ELISA cihazi

v~ Architect ¢ 8000 Biyokimya Otoanalizorii (Abbott inc, USA)
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3.3.Kimyasal Maddeler

Kimyasallar Firma Kullanim Yeri

v" Trikloroasetik asit (TCA) Merck 1.00810.0250 Protein karbonil, MDA
v’ Tiyobarbiitirik asit (TBA) Merck 1.08180.0025 MDA

v" Hidroklorik asit (HCI) Merck 1.00314.2500 Protein karbonil

v 2,4-Dinitrofenilhidrazin (DNPH) Sigma D199303-100G Protein karbonil

v’ Etanol Merck 1.00983.2500 Protein karbonil

v’ Etil Asetat Merck 1.00864.2500 Protein karbonil

v Sodyum hidroksit (NaOH) Merck 1.06642.1000 Protein karbonil

3.4.Hematolojik Analizler
3.4.1.Total Protein Miktar Tayini

Nunumuneler oda 1sisinda ¢ozdiiriilerek Architect ¢ 8000 Biyokimya
Otoanalizor (Abbott inc, USA) cihaziyla total protein degerinin dlgtimleri yapildi

ve sonuclar1 kaydedildi.

3.4.2.Manuel Spektrofotometrik Yontem ile Protein Karbonil Tayini
Deney Prensibi

Serum protein karbonil gruplar1 Levine ve ark. Modifiye spektrofotometrik
metoduna gore calisildi. 2,4-dinitrofenilhidrazin (DNP) karbonil gruplar1 ile
birlestiginde renkli bir hidrazon olugmakta ve olusan bu hidrazonun absorbansi 360

nm dalga boyunda okutulmaktadir.

Reaktifler

v' 2 M Hidroklorik asit (HCI)
v' 10 mM 2,4-Dinitrophenylhydrazine (DNP) (MW= 198,14 g/mol)
V' %20’lik triklorasetik asit (TCA)

v Etanol-Etil Acetat (1/1)

v' 100 mM Sodyum Hidroksit (NaOH) (MW=40 g/mol)
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Deneyin yapilist
1- 2 ml’lik ependorflara:
Numune............ooveennnen.. 0,5 ml
TCA (%20).....cccceveiiiinin. 0,5 ml
eklenerek vortekslendi, 11.000 g’de 10 dk santriflij edildikten sonra, siipernatanti
dikkatlice dokiildii.

2- Tortunun iistiine:

2 M HCl iginde 10 mM 2,4 DPH ...... 0,5 ml
eklenerek iyice vortekslendi, oda isisinda 1 saat bekletildi. Her 10-15 dakikada
bir vortekslendi.

3- Ustiine:
%20TCA....cooeeieenn . 0,5 ml
eklenerek vortekslendi, 11.000 g’de 3 dakika santrifiij edildikten sonra,

stipernatan dokiildi.

4- Ustiine 3 defa:
Etanol-Etil asetat................. 1 ml
eklenerek vortekslendi 10 dk beklendikten sonra, 11.000 g’de 3 dakika santrifiij

edilerek siipernatan siizge¢ kagidi ile siiziilerek dokiildii.

5- Tortunun iistiine:
100 mM NaOH.............. 0,6 ml eklendi ve 15 dk. 37 C’de
calkalayicida ¢oziildii.

6- 11.000 g’de 5 dk santrifiij ile ¢6ziinmeyenler ¢oktiiriildii.
360 nm de 1 ml’lik quartz kiivet ile okundu.

Hesaplamas:
PC miktar= [(Abs/22000)x100000x diliisyon faktorii]/(Protein mg/ml)= nmol/mg
prot.
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3.4.3.ELISA Yontemi ile Protein Karbonil Tayini

ELISA yontemi, Ozgilil antijen-antikor baglanmasini gostermek amaciyla
enzimle isaretli konjugat ve enzim subtrati kullanilarak renklendirilmesi esasina
dayanmaktadir. Yontem; antijen, antikor ve haptenlerin saptanmasinda kullanilan
kantitatif bir tekniktir.

Biitin ELISA testleri kompleks, birden fazla icerigi olan sistemlerden
olustugundan ve bu igeriklerin duyarli ve kesin sonuglar alinmasini direkt
etkilemelerinden dolayi, test parametrelerinin ve igeriklerinin dikkatlice secilmesi
gerekmektedir.

Kan faz

Immiinreaktiflerin antijen ya da antikorun baglandigi kat1 faz, daha sonra
olusacak olan antijen-antikor reaksiyonlarinin kendine bagli kalmasmi saglar. Kati
faza baglanmay1 etkileyen faktorler sunlardir; kati fazin yapisi, antijenin fiziksel
ozellikleri, izoelektrik noktasi, kimyasal yapisi, immiinreajenlerin konsantrasyonu ve
safligi, kaplama icin gerekli 1s1 ve inkiibasyon periyodu, kaplama soliisyonunun
iyonik giicli ve pH’dur.

Konjugat

Yonteme bagl olarak ELISA, enzimle isaretli antijen veya antikor igermelidir.
Konjugat kullanilirken antikorun enzimle isaretlenmesi kolay oldugu i¢in daha
siklikla antikor kullanilir. Klinik immiinoloji laboratuarlarinda en yaygin olarak
kullanilan enzimler alkaline fosfataz ve horseradish peroksidaz’dir. Bunun disinda
galaktosidaz, glukoz oksidaz, iireaz, karbonik anhidraz, lizozim, glukoz-6 fosfat
dehidrogenaz enzim olarak kullanilabilir.

Substrat

Subsrat, enzimle reaksiyona giren ve bdylece renk degisikligine ugrayan
maddedir. Kullanilan enzime bagli olarak kullanilan substrat, floresan, radyoaktif,
kemiliiminesans, kromojenik karakterli olabilir. Substrat enzime spesifiktir.
Oncelikle substrattan dlciilebilir ve ¢oziiniir bir reaksiyon iiriinii olusmalidir. Bu iiriin
renkli olup gozle ya da spektrofotometre ile tespit edilebilir. En yaygin kullanilan
substratlar O-fenilendiamin, 5-aminosalisilik asit, Azido-benzo-thiazolidin-siilfat, 3-
3’, 5-5’ Tetrametilbenzidin, alfa-naftol ve toluidin’dir (Altuntas 2007).
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Protein karbonil tayinleri Mustafa Kemal Universitesi T1p Fakiiltesi Arastirma
Hastanesi Biyokimya Laboratuvarlarinda yapildi. Calismada serum Protein Karbonil
diizeyleri Sandwich Enzim Linked Immunosorbent Assay (ELISA) yOntemiyle
olciildii. Olgiimler icin 96 numunelik ticari Protein Karbonil kiti kullanildi (Human
Protein  Carbonyl(PC) ELISA Kit, Katalog CK-E11583, HANGZHOU
EASTBIOPHARM CO.,LTD.)

Jelli biyokimya tiiplerine alinan hasta ve saglikli bireylerin kanlar1 +4°C’de 15
dakika bekletilip sogutmali santrifiijde (+4°C) 3500 devirde 10 dakika cevrildi. Elde
edilen serum 6rnekleri ependorf tiiplere porsiyonlandi. Ornekler ¢alisma yapilincaya
kadar -80°C derin dondurucuda saklandi. Protein Karbonil tayini yapilirken her bir
hasta ve saglikli birey icin birer ependorf serum 6rnegi oda isisinda ¢ozdiiriilerek

ELISA yontemi ile ¢alisildi ve Protein Karbonil diizeyleri belirlendi.

Prosediir
1-Calismaya baslamadan 6nce — 80°C’de muhafaza edilen serum 6rnekleri ve PC Kiti

oda 1s1sma gelene kadar bekletildi.

2-Seri Diliisyon: Bu adimda Human Protein Carbonyl Standrd soliisyonu diliie edildi.
Seri diliisyon islemi i¢in 5 bos godenin igine 120°ser ul Standrd Diliient konuldu.
Sonrasinda sadece ilk godeye 120 ul Human Protein Carbonyl Standart eklenerek
Karistirildi. Bu karistmdan 120 pl alinip ikinci godeye eklendi ve karistirildi. ikinci
godedeki karisimdan 120 pl alinarak 3.godeye eklendi ve karistirildi. Bu islem 5.
godeye kadar ayni1 sekilde devam ettirildi. Sonug olarak 5. godede en seyrek Standart

elde edildi ve seri dillisyon tamamlanda.
3- Elde edilen Standart, 96 numunelik platenin ilk kuyucuguna pipetlendi. Sonraki 5
kuyucuga (2, 3, 4, 5 ve 6. kuyucuklar ) 50 ul Human Protein Carbonyl Standrd

soliisyonu pipetlendi.

4- Yedinci kuyucuktan itibaren biitiin kuyucuklara sirayla kontrol ve hasta serum

numunelerinden 40 pl pipetlendi.
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5- Numunelerin ardindan tekrar 7.kuyucuktan itibaren tiim kuyucuklara 10 pl Biotin-

Ab PC Diliient soliisyonu pipetlendi.

6- Ikinci kuyucuktan itibaren (kalibratér ve numune kuyucuklari) tiim kuyucuklara

50 ul Str-HRP Conjugate Reager soliisyonu pipetlendi.

7-Bu asamaya gelen platenin tlizeri kapatilarak 37°C de 1 saat calkalamali

inkiibasyon yapild1.

8-Inkiibasyonun ardindan platenin her sefer 350 pl ile 6 defa cihaz tarafindan
yikanmasi i¢in gerekli olan 600 ml yikama soliisyonu hazirlandi. Yikama soliisyonu
20 ml esas yikama soliisyonunun (Washing Solution) distle su ile 600ml ye

tamamlanmasi ile hazirlandi.

9- Hazirlanan yikama soliisyonu ve plate cihaza yerlestirilerek yikama islemi

gergeklestirildi.

10- Sonrasinda biitiin kuyucuklara 6nce 50 ul Chromogen Solution A ardindan tekrar

tiim kuyucuklara 50 pl Chromogen Solution B pipetlendi.

11- Plate tlizeri kapatilarak 10 dk 37°C de ¢alkalamali inkiibasyon yapildi.

12- Inkiibasyonun ardindan tiim kuyucuklara 50 ul Stop Solution pipetlendi. 450 nm
de PC degerleri okundu.
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3.4.4.Maniiel Spektrofotometrik Yontem ile MDA Tayini
Deney Prensibi

Lipit peroksidasyonundaki bu yontem ¢ift kaynatma esasina dayanir. Birinci
isitmada bagli olan MDA proteinlerden serbestlestirilerek proteinler ¢oktiiriiliir,
ikinci 1sitmada ise total MDA, TBA ile sicak ve asidik ortamda renkli kompleks
olusturacak sekilde reaksiyona girer. Hammode ve ark. (1995) yonteminde, TBA-
MDA’nin olusturdugu (Sekil 3.1) renkli kompleksin 532 nm’de verdigi

absorbansiyla dogru orantili olarak MDA’ nin konsantrasyonu hesaplanmis olur.

SH. N OH CHO S OH .10 "
WAE I8 o [ 16
+ CH
5 Al | : N . SN + 2H,0
A R —
CHO C—C=C
H H H
OH OH OH
TBA MDA MDA - TBA Kompleksi (renkdi tiriin)

Sekil 3.1. MDA’nin TBA ile reaksiyonu ve olusan renkli TBA-MDA kompleksinin yapisi
(Ulutas 2013).

Reaktifler

v" % 10’luk triklorasetik asit (TCA)
V' % 0.675’1ik tiobarbitiirik asit (TBA)

Deneyin yapilisi

Kontrol ve numune tiiplerine 2,5 ml TCA (%10) kondu. Numune tiipiine 0,5
mL serum, kontrol tiiptine ise 0,5 ml distile su eklendi. Tiiplerin agizlar1 sikica
kapatilarak 6nceden 90°C’ye kadar isitilmig su banyosu i¢inde 15 dakika bekletildi.

Bekleme siiresi sonunda tiipler su banyosundan ¢ikarilarak akan musluk suyu altinda
sogutuldu. 3.000 rpm de 10 dakika gevrildi.
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Cizelge 3.1. MDA caligsma tablosu 1.

10 mP’lik vidah-kap cam tiip | Kor tiipii (ml) Numune tiipii (ml)
% 10’luk TCA (ml) 2.5 2.5

Numune (ml) - 0.5

Distile su (ml) 0.5 -

Ustteki siipernatanttan 2°ser ml baska bos tiiplere aktarildi. Bu tiiplerin iizerine

1 ml TBA ¢ozeltisi (% 0.675) eklendi ve ayni sekilde agizlari sikica kapatilarak

90°C’lik su banyosunda 15 dakika bekletildi.

Cizelge 3.2. MDA c¢aligma tablosu 2.

10 mP’lik vidah-kap cam tiip Kor tiipii Numune tiipii
Stipernatan (ml) 2 2
% 0.675’lik TBA (ml) 1 1

Siire sonunda su banyosundan ¢ikarilan tiipler akan musluk suyunda sogutuldu.

Spektrofotometrede 532 nm’de kore karst numunenin absorbans: 6lgtildii.

Hesaplama

Koriin absorbansi numunenin absorbansindan c¢ikartilarak net absorbanslar

bulundu. TBA-MDA kompleksinin 532 nm’deki molar ekstinksiyon katsayisi olan

1.56 x 10° ML cm™'den faydalanilarak ve diliisyon faktorii de dikkate alinarak

nmol/ml cinsinden MDA konsantrasyonlari hesaplandi.
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3.4.5.ELISA Yéntemi ile MDA Tayini

MDA tayinleri Mustafa Kemal Universitesi T1p Fakiiltesi Arastirma Hastanesi
Biyokimya Laboratuvarlarinda yapildi. Calismada serum MDA diizeyleri Sandwich
Enzim Linked Immunosorbent Assay (ELISA) yontemiyle 6lgiildii. Olgiimler igin 96
numunelik ticari MDA Kkiti kullanildi (Human Malondialchehyche(MDA) ELISA
Kit, Katalog No: CK-E10376, HANGZHOU EASTBIOPHARM CO.,LTD.)
Kullanilan kit prosediiriine gore gerekli inkiibasyonlar yapilarak MDA diizeyleri
belirlendi.

Jelli biyokimya tiiplerine alman hasta ve saglik bireylerin kanlar1 +4°C’de 15
dakikabekletilip sogutmali santrifiijde (+4°C) 3500 devirde 10 dakika ¢evrildi. Elde
edilen serum Ornekleri ependorf tiiplere porsiyonlandi. Ornekler calisma
yapilancaya kadar -80°C derin dondurucuda saklandi. MDA tayini yapilirken her bir
hasta ve saglikli birey icin birer ependorf serum 6rnegi oda isisinda ¢ozdiiriilerek

ELISA yontemi ile calisildi ve MDA diizeyleri belirlendi.

Prosediir
1-Calismaya baglamadan once — 80°C’de muhafaza edilen serum 6rnekleri ve MDA

kiti oda 1s1sma gelene kadar bekletildi.

2-Seri Diliisyon: Bu adimda Human MDA Standrd soliisyonu diliie edildi. Seri
diliisyon islemi i¢in 5 bos godenin igine 120°ser pl Standrd Diliient konuldu.
Sonrasinda sadece ilk godeye 120 ul Human MDA Standrd eklenerek karistirildi. Bu
karigtmdan 120 ul alinip ikinci godeye eklendi ve karstirildi. Ikinci godedeki
karigimdan 120 pl alinarak 3.godeye eklendi ve karistirildi. Bu islem 5. godeye kadar
ayni sekilde devam ettirildi. Sonug olarak 5. godede en seyrek Standart elde edildi ve

seri diliisyon tamamlandi.
3- Elde edilen Standart, 96 numunelik platenin ilk kuyucuguna pipetlendi. Sonraki 5

kuyucuga (2, 3, 4, 5 ve 6. kuyucuklar ) 50 ul Human MDA Standrd soliisyonu
pipetlendi.
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4-Yedinci kuyucuktan itibaren biitiin kuyucuklara sirayla kontrol ve hasta serum

numunelerinden 40 pl pipetlendi.

5-Numunelerin ardindan tekrar 7. Kuyucuktan itibaren tiim kuyucuklara 10 pl

Biotin- MDA Ab Diliient soliisyonu pipetlendi.

6- Ikinci kuyucuktan itibaren (kalibratdr ve numune kuyucuklari) tiim kuyucuklara

50 ul Str-HRP Conjugate Reager soliisyonu pipetlendi.

7-Bu asamaya gelen platenin tlizeri kapatilarak 37°C de 1 saat calkalamali

inkiibasyon yapild1.

8-Inkiibasyonun ardindan platenin her sefer 350 ul ile 6 defa cihaz tarafindan
yikanmasi i¢in gerekli olan 600 ml yikama soliisyonu hazirlandi. Yikama soliisyonu
20 ml esas yikama soliisyonunun (Washing Solution) distle su ile 600 ml ye

tamamlanmasi ile hazirlandi.

9-Hazirlanan yikama soliisyonu ve plate cihaza yerlestirilerek yikama islemi

gergeklestirildi.

10-Sonrasinda biitiin kuyucuklara 6nce 50 pl Chromogen Solution A ardindan tekrar
tiim kuyucuklara 50 pl Chromogen Solution B pipetlendi.

11-Plate tizeri kapatilarak 10 dk 37°C de ¢alkalamali inkiibasyon yapild1.

12- Inkiibasyonun ardindan tiim kuyucuklara 50 pl Stop Solution pipetlendi. 450 nm
de MDA degerleri okundu.
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3.4.6.8-OHdG Ol¢iimii

8-OHdG tayinleri Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma
Hastanesi Biyokimya Laboratuvarlarinda yapildi. Caligmada serum 8-OHdG
diizeyleri Sandwich Enzim Linked Immunosorbent Assay (ELISA) yontemiyle
olciildii. Olgiimler igin 96 numunelik ticari 8-OHAG kiti kullanildi (Human 8-
Hydroxy-desoxyguanosine(8-OHDG) ELISA Kit, Katalog No: CK-E90285,
HANGZHOU EASTBIOPHARM CO., LTD.) Kullanilan kit prosediiriine gore
gerekli inkiibasyonlar yapilarak 8-OHdG diizeyleri belirlendi.

Jelli biyokimya tiiplerine alman hasta ve saglik bireylerin kanlar1 +4°C’de 15
dakika bekletilip sogutmal santrifiijde (+4°C) 3500 devirde 10 dakika ¢evrildi. Elde
edilen serum 6rnekleri ependorf tiiplere porsiyonland1. Ornekler ¢alisma yapilancaya
kadar -80°C derin dondurucuda saklandi. 8-OHdG tayini yapilirken her bir hasta ve
saglikli birey i¢in birer ependorf serum 6rnegi oda 1sisinda ¢ozdiiriilerek ELISA

yontemi ile ¢alisild1 ve 8-OHdG diizeyleri belirlendi.

Prosediir
1-Calismaya baslamadan once — 80°C’de muhafaza edilen serum oOrnekleri ve 8-

OHAdG kiti oda 1s1sma gelene kadar bekletildi.

2-Seri Diliisyon: Bu adimda Human 8-OHdG Standrd soliisyonu diliie edildi. Seri
diliisyon islemi i¢in 5 bos godenin igine 120°ser pl Standrd Diliient konuldu.
Sonrasinda sadece ilk godeye 120 ul Human 8-OHdAG Standrd eklenerek karistirildi.
Bu karigimdan 120 pl alinip ikinci godeye eklendi ve karistirildi. Ikinci godedeki
karigimdan 120 pl alinarak 3.godeye eklendi ve karistirildi. Bu islem 5. godeye kadar
ayni sekilde devam ettirildi. Sonug olarak 5. godede en seyrek Standart elde edildi ve

seri diliisyon tamamlandi.
3- Elde edilen Standart, 96 numunelik platenin ilk kuyucuguna pipetlendi. Sonraki 5

kuyucuga (2, 3, 4, 5 ve 6. kuyucuklar ) 50 pl Human 8-OHdG Standrd soliisyonu
pipetlendi.
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4-Yedinci kuyucuktan itibaren biitiin kuyucuklara sirayla kontrol ve hasta serum

numunelerinden 40 pl pipetlendi.

5-Numunelerin ardindan tekrar 7. Kuyucuktan itibaren tiim kuyucuklara 10 pl

Biotin- Ab 8-OHdG Diliient soliisyonu pipetlendi.

6- Ikinci kuyucuktan itibaren (kalibratér ve numune kuyucuklari) tiim kuyucuklara

50 ul Str-HRP Conjugate Reager soliisyonu pipetlendi.

7-Bu asamaya gelen platenin tlizeri kapatilarak 37°C de 1 saat calkalamali

inkiibasyon yapild1.

8-Inkiibasyonun ardindan platenin her sefer 350 ul ile 6 defa cihaz tarafindan
yikanmasi i¢in gerekli olan 600 ml yikama soliisyonu hazirlandi. Yikama soliisyonu
20 ml esas yikama soliisyonunun (Washing Solution) distle su ile 600 ml ye

tamamlanmasi ile hazirlandi.

9-Hazirlanan yikama soliisyonu ve plate cihaza yerlestirilerek yikama islemi

gergeklestirildi.

10-Sonrasinda biitiin kuyucuklara 6nce 50 pl Chromogen Solution A ardindan tekrar
tiim kuyucuklara 50 pl Chromogen Solution B pipetlendi.

11-Plate iizeri kapatilarak 10 dk 37°C de ¢alkalamali inkiibasyon yapildi.

12- Inkiibasyonun ardindan tiim kuyucuklara 50 pl Stop Solution pipetlendi. 450 nm
de 8-OHAG degerleri okundu.
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3.5. Istatistiksel analiz

Hasta ve kontrol ve grubuna ait verilerin degerlendirilmesinde MedCalc
(Medical calculator 12.3.0.0) istatistik programi kullanildi. Hasta ve kontrol
grubuna ait verilerin normal dagilima uyup uymadigi Kolmogorov-simirnov testi ile
belirlendi. Normal dagilima uyan hasta ve kontrol grubuna ait verilerin
degerlendirilmesinde Bagimsiz t-testi kullanildi. Normal dagilima uymayan hasta ve
kontrol gruplarinin karsilastirilmasi icin Bagimsiz t-testinin karsiligi olan Mann
Whitney U testi uygulandi. Gruplar arasindaki anlamli farklilik p< 0.05 diizeyinde
degerlendirildi. Hasta ve kontrol grubuna ait verilerin grafiksel olarak

gosterilmesinde Box-Whisker grafileri kullanildi.
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4 BULGULAR

Orak Hiicreli Anemi hastalarinda oksidatif stresin degerlendirilmesini
amaglayan bu ¢aligmada, hasta grubu 6rnekleri Antakya Devlet Hastanesi Hematoloji
Poliklinigi’nde yapilan muayene ve tetkiklerle tanis1 konulmus olan 18 yas alt1 Orak
Hiicre Anemisi hastalarindan toplanmistir. Kontrol grubu 6rnekleri ise herhangi bir
hemoglobinopatisi veya sistematik rahatsizligi bulunmadigi kesinlestirilmis 18 yas
alt1 saglikli bireylerden toplanmistir. Calisma kanlar1 jelli biyokimya tiiplerine
almmistir. +4°C’de 15 dakika bekletilip santrifiijde c¢evrildikten sonra ependorf
tiiplere porsiyonlanarak -80°C de derin dondurucuda sakland.

OHA grubu, 18 yas alt1 23 erkek ve 22 bayan hastadan olusmaktadir.
Calismaya onsekiz yas alt1 homozigot orak hiicre hastaligi olan, diyabeti,
hipertansiyonu, kalp, bobrek ve karaciger yetmezligi olmayan, hastalar dahil edildi.
Hastalar yas, cinsiyet, boy, agirlik ve ila¢ kullanimi agisindan ayrmtili bir sekilde
degerlendirildi. Calismaya dahil edilmeme kriterleri; orak hiicre anemi hastalarinin
akut krizde olmasi (vazookliiziv kriz, aplastik kriz, sekestrasyon krizi gibi), son {li¢ ay
icerisinde transflizyon almis olmasi, orak hiicre anemisinin komplike olmasi,
hipertansiyon, kalp, bobrek, karaciger yetmezliginin eslik etmesi olarak belirlendi ve
bu kriterlere sahip olan hastalar ¢alismaya dahil edilmedi. Kontrol grubu ise 18 yas

alt1 16 erkek ve 22 bayandan olusmaktadir.
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Calismamizda

cinsiyet,

yas,

boy,

kilo

demografik

Ozellik

olarak

degerlendirildi. Hastalarin demografik 6zellikleri Tablo 4.1°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Kontrol ve Hasta grubunun demografik ézellikleri

KONTROL HASTA (Ort£SD) | P
(Ort+SD)
Yas (y1l) 11,47+4,06 12,24+4.08 0,223
Boy (cm) 146+18,8 144+16,9 0,667
Kilo (kg) 41,7+16 35,2+13,1 0,054
BMI 18,2+3,8 17,3+6,9 0,49

OHA ve kontrol grubuna ait MDA, protein karbonil ve 8-OHdG oksidatif stres
parametrelerine ait ortalama, standart sapma ve istatistiksel analiz verileri Tablo

4.2°de verildi.

Cizelge 4.2. Hasta ve kontrol grubunun MDA, protein karbonil ve 8-OHdG oksidatif stres
parametrelerine ait ortalama, standart sapma ve istatistiksel analiz verileri

GRUPLAR N Ort. £ S.S. P Degeri
MDA Hasta 45 1,3205 + 0,4398
< 0.0001
(umol/lt) Kontrol 38 0,8384 + 0,1537
MDA Hasta 45 0,7927 £ 0,2676
) < 0.0001
(nmol/gr protein) Kontrol 38 0,5515 + 0,1040
MDA Hasta 45 52,4963 + 7,1502
=0,6181
(nmol/ml) Kontrol 38 51,6300 + 7,3283
PROTEiN. Hasta 45 0,4047+ 0,1270
KARBONIL < 0.0001
(nmol/mg protein) KontrOI 38 0,3070 + 0,1270
PROTEIN Hasta 45 114,5617 + 110,6427
KARBONIL =0,8439
(ng/ml) Kontrol 38 | 130,6203 + 119,8809
8-OHdG Hasta 45 12,1483 + 16,2811
=0,0243
(ng/ml) Kontrol 38 6,4132 + 6,4830
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4.1. ELISA Yontemi ile MDA Tayini Istatistik Verileri
MDA diizeyleri, ELISA yontemi ile ¢alisildiginda Orak hiicre anemili hasta ve
kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gézlenmedi (p=0,6181).

MDA seviyelerine ait gruplara gore veri dagilim grafigi Sekil 4.1°de verilmistir.

35k 1 1
HASTA KONTROL

Sekil 4.1. MDA seviyelerinin OHA ve kontrol gruplarina gore dagilimi (p=0,6181)
MDA (nmol/ml)
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4.2. Maniiel Spektrofotometrik Yontem ile MDA Tayini Istatistik Verileri
MDA diizeyleri, manuel spektrofotometrik olarak ¢alisildiginda ise Orak

hiicreli anemili hastalarda anlamli olarak yiiksek tespit edildi (p<0,0001).

25|
2,3 -—
2,1 -—
1,9 -—
1,7 -—
15 -
1,3 -—
11 -—
0,9 -—
orf

05

03 1 1
hasta kontrol

Sekil 4.2. MDA seviyelerinin OHA ve kontrol gruplarina gére dagilimi (p<0,0001) MDA (umol/It)

2,7
2,5 -—
2,3 -—
2,1 -—
1,9 -—
1,7 -—
15|
1,3 -—
11 -—
0,9 -—
orf

05

03 1 1
hasta kontrol

Sekil 4.3 MDA seviyelerinin OHA ve kontrol gruplarina gére dagilimi (p<0,0001)
MDA (nmol/gr protein)
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4.3. 8-OHdG Ol¢iimii Istatistik Verileri

ELISA yontemi ile ¢alisilan 8-OHdG diizeylerine, istatistiksel olarak Mann-
Whitney Testi uygulandiginda Orak hiicre anemili hastalarda anlamli olarak yiiksek
tespit edildi (p=0,0243). 8-OHAG seviyelerine ait gruplara gore veri dagilim grafigi
Sekil 4.4°de verilmistir.

60
| =
40
30
20
10
| (0/e]
) A L
HASTA KONTROL

Sekil 4.4. 8-OHdG seviyelerinin OHA ve kontrol gruplarina gére dagilimi (p=0,0243)
8-OHdG (ng/ml)
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4.4. ELISA Yontemi ile Protein Karbonil Tayini Istatistik Verileri

Protein karbonil diizeyleri, ELISA yontemi ile c¢alisildiginda Orak hiicre
anemili hasta ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
gozlenmedi (p=0,8439). Protein karbonil seviyelerine ait gruplara gére veri dagilim

grafigi Sekil 4.5’de verilmistir.

350

300

250

200

150

100

50

Ok 1 1
HASTA KONTROL

Sekil 4.5. Protein karbonil seviyelerinin OHA ve kontrol gruplarina goére dagilimi (p=0,8439)
Protein karbonil (ng/ml)
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4.5. Manuel Spektrofotometrik Yontem ile Protein Karbonil Tayini Istatistik
Verileri
Protein karbonil diizeyleri, manuel spektrofotometrik olarak c¢alisildiginda ise

Orak hiicreli anemili hastalarda anlamli olarak yiiksek tespit edildi (p<0,0001).

0,05

0,04

[eXe)

0,03

0,02

(e
0,01} . 1
KONTROL HASTA

Sekil 4.6. Protein karbonil seviyelerinin OHA ve kontrol gruplarina gore dagilimi (p<0,0001)

Protein karbonil (nmol/mg protein)
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5. TARTISMA

Orak hiicre anemisi (OHA), fizyolojik ph’da negatif ylikli glutamik asidin
yerine, fizyolojik ph’da ndtr bir amino asit olan valinin gegisiyle hemoglobinde
meydana gelen ii¢ boyutlu nihai bozuk yapinin eritrositlerin normal islevini,
hemoglobinin oksijen tasimiminin 6zellikle deoksi formda bozulmas: ile karakterize
olan konjenital bir hemoglobinopatidir. OHA, vaskiilopati zemininde 6zellikle deoksi
Hb’nin birbiri ile yapisarak meydana getirdigi fibriler ag ile kapiller damarlarda
vazookluziv krizler olusturmaktadir. Ayrica bir ¢cok ¢alismada OHA’ li hastalarda
okluziv olaylar sonrasi gelisen reperflizyon hasari, kronik inflamasyon ve oksidatif
stresin arttig1 biyobelirtecler ve artan oksidatif stresin devamli endotel aktivasyonuna
yol agtig1 gosterilmistir (Aslan ve Canatan 2008; Aslan ve Freeman 2007; Ozmen ve
ark. 1999; Vladimirov 1987; Meng 1991). OHA’da artmis oksidatif strese baglh
makromolekiillerde (DNA, protein, lipid) meydana gelen hasarlar ayr1 ayr1 bir ¢ok
caligmada gosterilmistir (Aslan ve ark. 2007; Kiipesiz ve ark. 2012; Rocha LB ve
ark. 2012). Ancak OHA’li hastalarda oksidatif stres parametrelerinin
makromolekiillerimiz protein, lipit ve DNA’da birarada ¢alisildigi tek bir ¢alisma
literatiirde mevcut degildir. Calismamizda OHA hastalar1 ve saglikli bireyler serum
protein oksidasyon gostergesi protein karbonil (PC), lipid hasar1 gostergesi
malondialdehit (MDA) ve DNA hasar gostergesi 8-hidroksi-deoksiguanozin (8-
OHdQG) diizeyleri a¢isindan kiyaslanmustir.

Calismamiza OHA hasta grubuna 45 HbSS hastasi, kontrol grubuna 38 saglikli
goniillii dahil edildi. OHA hasta grubunun yas ortalamasi 12,24 yil, kontrol grubunun
yas ortalamast 11,47 yil olarak bulunmustur. OHA hasta ve kontrol grubu yas
ortalamasi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamstir (p:0,223).
OHA hasta grubu; yas ortalamas1 11 yil olan 23 erkek hasta ve yas ortalamasi 13,4
yil olan 22 kadm hastadan olusturulmustur. Kontrol grubu ise yas ortalamasi 10,7 y1l
olan saglikli erkek ve yas ortalamasi 12 yil olan saglikli kadin goniillilerden

olusturulmustur. Kontrol grubu da cinsiyet ve yas kriterleri bakimindan hasta grubu
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ile uyumlu goniillillerden olusturulmustur. Hasta ve kontrol grubunun boy, kilo ve
BMI ortalamasi arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir.

Saglikli bireylerin eritrositlerindeki antioksidan koruma sistemleri, meydana
gelebilecek bazal ROS degisimlerinden olumsuz yonde etkilenmemektedir (Wood ve
Granger 2007). Normal bir eritrositin antioksidan koruma sistemi olan endojen
antioksidanlar (SOD, Gpx, CAT gibi enzimler) reaktif oksijen radikallerine kars1 bir
savunma yapmaktadir. Ancak, OHA hastalarinda goriilen asir1 ROS tiretimi (Aslan
ve ark. 2001; Aslan ve Freeman 2002), HbS’in oto-oksidasyonu (Hebbel ve
ark.1982), hem demirinin salinmasi (Landburg ve ark.2010), artmis asimetrik
dimetilarjinin (Xia ve ark.2006; Xia ve ark. 1996), ve azalmig NO seviyeleri
sebebiyle bu durum degismektedir (Morris ve ark. 2005). Artan agirt ROS sebebiyle
oksidan-antioksidan dengesi bozulmakta, eslesmemis elektron sahibi bu yapilar
hiicrelerin normal bileseni olan DNA, protein ve lipit gibi makromolekiillere
saldirmakta; boylece hiicrede yapisal modifikasyona sebep olarak hiicrenin normal
fonksiyonunu yerine getirmesine engel olmaktadirlar. OHA’daki ROS savunma
sistemlerinin etkilenmesi sonucu meydana gelen kronik oksidatif stres durumu,
vaskiiler endotelyal disfonksiyon, inflamasyon ve c¢oklu organ hasari i¢in kritik
oneme sahiptir (Amer ve ark. 2006; Schacter ve ark. 1988).

Hebbel ve arkadaslar1 (1988;1982), yaptiklar1 iki ¢alismada OHA’1 hastalarda
oksijen varliginda Hemoglobin S’in normal Hemoglobine (HbA) kiyasla artmis oto-
oksidayon hizina sahip oldugunu ve OHA hastalarinin eritrositlerinde siiperoksit ve
hidroksil radikallerini yiiksek tespit ettiler. Repka ve Hebbel (1988; 1991), Orak
hiicre hemoglobininin (HbS) eritrosit membranmna tutundugu ve bir Fenton reaktifi
gibi davranarak siiperoksit ve hidroksil radikali gibi oksidant ajanlarin iiretimini
arttirdigini tespit etti. Bunun yani sira Hemoglobin S’in asir1 oto-oksidasyonu ve
denatiirasyonu sonucu hiicre membraninda demir kompleksleri birikiminin meydana
geldigi gosterildi (Rother ve ark. 2005).

Artmis radikaller sonucu olugan Lipit peroksidasyonu, ¢oklu doymamis yag
asitlerinin (PUFA) reaktif oksijen tiirleri tarafindan peroksitler, alkoller,
malondialdehit, etan ve pentan gibi iiriinlere yikilma tepkimelerine denilmektedir.
Yag asitlerinin peroksidasyonu sonrasinda agiga cikan iriinler zar gecirgenligini ve

akigkanligini ciddi sekilde etkileyip hiicre ve organel igeriklerinin ayrilmasina neden
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olan kopma ve kirilmalara yol agar. Lipit peroksidasyonu ile meydana gelen zar
hasar1 geri doniisimsiizdir (Kurutas ve ark. 2004; Gutteridge 1995). Lipid
peroksidasyonun en énemli iiriinii MDA’dir. Ug ya da daha fazla ¢ift bag iceren yag
asitlerinin peroksidasyonunda MDA meydana gelir. Olusan MDA, hiicre
membranlarindan iyon alisverigine etki ederek membrandaki bilesiklerin capraz
baglanmasina yol agar ve iyon gegirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi gibi
olumsuz sonuglara neden olur. MDA bu 6zelligi sebebiyle, DNA’ nin nitrojen bazlar1
ile reaksiyona girebilir ve bundan dolay1 mutajenik, hiicre kiiltiirleri i¢in genotoksik
ve karsinojeniktir (Niki 1987; Placer ve ark. 1990; Porter 1984). Aslan ve arkadaslar1
(2007; 2003; 2000; 2004), OHA’ll hastalarm eritrositlerinde artmis lipit
peroksidayonunu gosterdi. Amer ve arkadaslar1 (2005; 2003) tarafindan yapilan
benzer iki calismada da oksidatif hasarin gostergelerinden olan MDA seviyeleri,
OHA’11 hastalarin eritrositlerinde kontrol grubuna gore yiiksek tespit edildi. Walter
ve arkadaglar1 (2006), OHA ve talasemi hastalarinda yaptigi arastirmalarda demir
komplekslerinin inflamasyonda artisa ve lipidleri igeren membranda oksidatif hasara
sebebiyet verdigini gosterdi. Yine OHA’da yapilan ¢alismalarda, lipid
peroksidasyonunun ve oksidatif stresin gostergesi olan MDA seviyeleri, saglikli
bireylere gore serum ve eritrositlerinde yiiksek tespit edildi (Jain ve ark. 1990; Oztas
ve ark. 2011). Ayrica, Jain ve arkadaslarmin yaptigi c¢alisma (1984), MDA’nin
eritrosit membraninda kiimelenmesi sonucu membrandaki fosfolipidlerin
organizasyonunu bozdugunu ve oksidatif hasarin siddetini arttirdigmi gdosterdi.
Calismamizda, manuel spektrofotometrik yontemle 6lgiilen MDA seviyelerinin hasta
grupta anlaml olarak yiiksek ¢ikmasi OHA’da oksidatif stresin meydana getirdigi
peroksidasyon hasarinin agik bir gostergesi olup literatiir ile uyumludur. Ancak
ELISA yontemi ile ¢alisgan MDA seviyeleri hasta grupta daha yiiksek olmasina
ragmen istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamastir.

Protein oksidasyonu, hipoklorik asit, hidroperoksit, peroksinitrit, hidroksi ve
peroksi gibi serbest oksijen radikalleri tiirevleri varhiginda, direkt ve indirekt birgok
yolla gergeklesebilir (Castegna ve ark. 2002; Castegna ve ark.2002). Protein
oksidasyon iriinleri arasinda, protein karbonil bilesikleri (PCC); 3-nitrotirozin (3-
NT), klorotirozin gibi yan zincir oksidasyon iiriinleri; ditirozin ve protein ileri

oksidasyon fiirlinleri (advanced oxidation protein products; AOPP) gibi capraz
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baglanma friinleri sayilabilir. Bunlarin igerisinde, PCC ve AOPP, daha biiyiik
protein fraksiyonlarini etkileyen global modifikasyon drnekleridir (Castegna ve ark.
2002; Stadtman 1998). PC tiirevlerinin olusumuna yol acan primer modifikasyon
reaksiyonlar1 amino asitlerin a- karbon atomlarmin veya R yan zincirlerinin oksidatif
modifikasyonlarindan ve bu modifikasyonlar: takiben meydana gelen reaktif oksijen
aracilt peptit ayrilmasi reaksiyonundan olusmaktadir. Reaktif oksijen tiirevlerinin
proteinlerle etkilesimi sonucunda, histidin, prolin, arjinin ve lizin gibi ¢ok sayida
amino asit oksidasyonu sonucu PC iriinleri meydana gelir. PC diizeylerinin
saptanmasi protein oksidasyonunu belirlemede duyarli ve genel olarak kabul gormiis
bir yontemdir (Stadtman ve Levine 2003; Dalle-Donne ve ark. 2003). Kiipesiz ve
ark. (2012) OHA’1 hastalarda hemolizin plazma oksidasyonu ve nitrasyonu tizerine
olan etkisini belirlemek amaciyla yapmis olduklar1 ¢alismada, PC seviyelerinin
dikkate deger sekilde orak hiicreli hastalarda kontrol grubuna gore yiiksek oldugunu
tespit ettiler. Oztas ve ark. (2012) yapmis olduklar1 calismada PC seviyesinin plazma
demir ve hemolizat ¢inko ile iligkili oldugunu ve hasta grupta kontrol grubuna gore
daha yiiksek seviyede oldugunu tespit ettiler. Benzer ¢alismalarda (Alsultan ve ark.
2010 ; Martins ve ark. 2009) PC seviyeleri hasta grupta kontrol grubuna gore yiiksek
tespit edildi. Calismamizda hasta grupta manuel spektrofotometrik yontem ile
Olciilen PC seviyesinin kontrol gruba gore anlamli olarak yiliksek ¢ikmasi OHA’da
oksidatif stresin meydana getirdigi protein hasarmin gostergesi olup literatiir ile
uyumludur. Ancak ELISA yontemi ile 6lglilen PC diizeylerinde hasta ve kontrol grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir.

DNA molekiilii serbest radikaller i¢in 6nemli bir hedeftir ve kolaylikla hasara
ugratilir  (Hagen 1986; Sonntag ve ark. 2004). Iyonize edici radyasyona maruz
kalinmasi ile olusan serbest radikaller DNA’y1 etkileyerek hiicrede mutasyona neden
olurlar. Sitotoksik etki, biiyiikk oranda niikleik asit baz modifikasyonlarmdan
kaynaklanan kromozom degisikliklerine veya DNA’daki diger degisikliklere
baghdir. Hidroksil radikali deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girer.
Hidrojen peroksit zarlardan kolayca gecip hiicre ¢ekirdegine ulasarak DNA hasarina,
hiicrede fonksiyon bozukluguna ve hatta hiicre 6liimiine neden olabilir (Meram ve
Aktaran 2002; Ozkan ve Fiskin 2004). DNA biinyesinde Cu+2 iyonlar1 en ¢cok G-

C’ce zengin bolgelerde bulundugundan, en fazla oksidatif hasara maruz kalan baz
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guanindir. Bu iyonlarin polianyonik karakterde olan DNA’nin 6zellikle guanin
bazlarina yiiksek afinite ile baglandigini ve H202 ile etkilesime girerek DNA hasarmi
baslattigimni gosterilmistir. Bu nedenle en yaygin olarak Olgiimlenen baz hasari 8-
OHdG’dir (Helbock ve ark. 1999). Hidroksiiire ile tedavi edilen OHA hastalarinda
periferal kandaki l6kositlerde DNA hasarinimn arastirilmasi amaciyla Alkalin Comet
Testi kullanilarak yapilan calismada; hasta grupta kontrol grubuna goére Onemli
derecede yiiksek oranda DNA hasari1 tespit edilmistir (Rocha LB ve ark. 2012). Yine
hidroksikarbamid tedavisi alan ve almayan OHA’l1 ¢cocuklarin kromozom stabilite
kesit analizlerinin kiyaslandigi bir baska c¢alismada, hidrokarbamid alan grupta
kromozom hasarinin daha az oldugu tespit edilmistir (McGann ve ark. 2011).
Calismamizda ELISA metodu ile ¢alisilan serum 8-OHdG seviyesinin Orak hiicre
anemisi hastalarinda kontrol gruba gore anlamli olarak yiiksek tespit edilmesi, 8-
OHdG’nin OHA’da oksidatif stresin meydana getirdiZi DNA hasarinin
degerlendirilmesinde dnemli bir parametre oldugunu gdstermektedir.

ELISA yontemi antijen-antikor prensibi ile calisan bir yontem oldugundan
spektrofotometrik metoda gore daha duyarli bir yontem olmasi beklenmesine
ragmen, parametrelerimiz icinde 8-OHdG disinda hasta ve kontrol grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir. Bununla beraber 8-OHdG
sonuglarinda, 6zellikle OHA grubunda daha fazla olmak iizere, her iki gruptada ug
degerler tespit ettik. Bu durumun gruplarin karsilastirilmasinda anlamlilik diizeyini
etkiledigini diistinmekteyiz. Calismamizda ELISA yontemi, ¢alistigimiz parametreler
arasindan PC ve MDA i¢in gruplar arasindaki anlamli farkliligin belirlenmesi
acisindan Yeterince duyarli olmamis olup; literatiirde ELISA yontemi ile calisilmisg
mevcut parametrelerin bulunmayist bu yontemin gruplar arasindaki anlamli farkliligi
belirleme acisindan yeterince duyarli olmadigindan kaynaklaniyor olabilir. Dolayis1
ile gruplar arasindaki anlamlihigi belirleme agisindan mg protein basina verilen
manuel spektrofotometrik yonteminin daha duyarli oldugunu diisiinmekteyiz.

Sonug olarak, Orak hiicre anemili hastalarda oksidatif stresi degerlendirmek
amactyla yapmis oldugumuz ¢aligmamizda, DNA oksidatif hasar gdstergesi olan 8-
OHdG ELISA yontemiyle, lipit oksidatif hasar gostergesi MDA hem ELISA hem
manuel spektrofotometrik yontemle ve protein oksidatif hasar gostergesi olan PC
diizeyleride hem ELISA hem manuel spektrofotometrik yontemle OHA ve kontrol
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grubunda calisilmig olup birbiriyle kiyaslamasi yapilmistir. Parametreler ELISA
yontemiyle calisildiginda 8-OHdG disinda hasta ve kontrol grup arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark goriilmemistir. Manuel spektrofotometrik yontem ile ¢alisilan
MDA ve PC diizeyleri ise hasta grupta kontrol grubuna gore daha yiiksek tespit

edilmis olup istatistiksel olarak iki grup arasinda anlamli fark bulunmustur.
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6.SONUC

Su ana kadar olan bilgilerimize gore PC, MDA ve 8-OHdG parametreleri
literatiirde OHA’da ELISA yontemi ile calisilmamis olup, c¢alismamizda bu
parametrelerden MDA ve PC’in daha oOnce literatiirde gosterilmis manuel
spektrofotometrik yonteme ilaveten ELISA yontemi ile de ¢alisilarak protein, lipit ve
DNA hasarinin mevcut ¢alismamizda birarada degerlendirilmesi yapilmastir.

Calismamizda ELISA yontemi ile calisilan MDA ve PC diizeylerinde hasta ve
kontrol grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark gozlenmemistir. Hasta grupta
manuel spektrofotometrik yontem ile olgiillen PC ve MDA seviyelerinin kontrol
gruba gore anlamli olarak yiiksek ¢ikmasi, OHA’da oksidatif stresin meydana
getirdigi protein ve lipit hasarinin degerlendirilmesi a¢isindan 6nemlidir.

Calismamizda, OHA’da daha 6nce bakilmamis bir parametre olan 8-OHdG
diizeylerinin hasta grupta daha yiiksek ¢ikmasi, OHA’l1 hastalarin DNA’larindaki
oksidatif hasarin degerlendirilmesine 151k tutmaktadir.

DNA’nmn yapisindaki guaninin oksidatif modifikasyonu sonucu olusan 8-
OHdG ile ilgili daha fazla g¢alisma yapilmasimmin, DNA’daki oksidatif hasarin

degerlendirilmesi agisindan faydali olacagimi diisiinmekteyiz.
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