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1. e¢iris vE AMAGQ

Pulundufumuz ydzyila girerken arastirmacilar, kati Vve S1Vi
vaglarin depolama esnasinda bozundujunu ve bu olaya daha once
bilinmeyen birtakim yeni kimyasal tlirlerin neden oldugunu kesfet-
ti. Bu ®nemli bulgu serbest radikal kimyasinin baslamasina yol
acti. Uzun sUre serbest radikallerin asirl reaktivitesi ve
katlidlél reaksiyonlarin geri ddnisslz clmasi, canlilarda cnlarin
mevcudiyetinin olanaksaz oldugunu disindirdi. Bugln bu gdérisin
yanlis oldugu biliniyor. Biyolojik sistemler ya endojen olusan
yada iyonizan radyasyon gibi dis etkilerden olusan serbest
radikallere maruz kalir.

Rerobik canli turlerinde, "solunum  zinciri'" dedidimiz
"mitokondrial elektron transpert zinciri" nde oksijen son elek-
tron alicisi oldugu igin, biyolojik sistemlerde "oksijen tlrevi
serbest radikaller"™ (QSR) denen toksik ara uriinler, hucresel
komponentlere hasar vererek pekgok dedisik hastalirklara vyol
acabilir. (1)

Oksijen turevi serbest radikaller arasinda en dnemlileri,

sliperoksit (037 ), hidroksil ({OH-}, perhidroksi (HOop ) radikalleri

olup ayrica radikal yapisinda olmadigr halde radikal olusumunda
snemli rolii olan hidrojen peroksit (HpOz)} ve singlet cksijen(l0p)
de bu grupta incelenebilir. (1)}

Aterosklerotik hastaliklar (2), diabet (3), karsinogenez (4)
yvaslanma(5), iskemi ve sonrasinda olusan postiskemik reperflizyon
hasar: (6), iltihabi claylar (7,150,151), birgok ilag ve yabanci
bilesiklerin sebep olduju toksitede rol oynamasl gikbi(8) hemen
hemen tim organlari ilgilendiren hastaliklarin etyopatogenezinde
bazen de hastalik durumlarinin bir sonucu olarak serbest radikal
hasarinin &nemli roll oldudu bilinmektedir. (9)

Arastirmacilar serbest radikal reaksiyon rtinlerini taniya-
rak onlarin mevcudiyetini saptamislardir.$imdi ¢abalar serbest
radikal olusturan islemleri didzenleyerek bu hastaliklarin seyri-

ni dedistirmeye ydneliktir. (1)




Tim aerobik organizmalar serbest radikallerin yaptigl hasarl
dnlemeye yardim eden pilesiklere sahiptir. Bunlar arasinda basli-
ca vitamin E gibi antioksidanlar ve siperoksit dismuta=z (30D),
katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-PX yada GP¥) gibi
serbest radikal yokedici antioksidan enzimler sayi1labilir. (9,10}

Kanser gelisimi 1le serbest radikaller arasi iliskiyil cOzmek
icin gesitli teoriler ileri strtlmistiir. Bulardan baslicalari ;
nradikal hasar: teorisi™ ve "radikal diferensiyasyon teorisi'dir.
Heriki teoriyi de destekleyen bulgular mevcuttur. Antioksidan
enzim aktivitelerinin bilinmesi antikanser ilaclarla yapilan te-
davinin ayarlanmasinda prognostik oéneme sahip olabilir.(11l)

Dedisik organ vanserlerinde vyapilan &lcumlerde antioksidan
enzim aktiviteleri dusdk pbulunmustur.hncak ldsemi tiplerinde
yapilan az sayidaki calismada blastik hicre ici ve eritrosit ici
serbest radikal yok edici antioksidan enzim aktiviteleri yonin-
den dedgisik scnuglar pulunmustur. {11,12,13)}

Bu konuda bir katkida bulunmak amaclyla yaptigimiz galismada
degisik ldsemi tiplerindeki hastalarda eritrosit ig¢i SOD, CAT ve
GP¥ enzimlerinin aktivitelerini &lcerek kontrol grubuna gore ve
tipler arasi anticksidan enzim aktiviteleri yéntinden anlamli bir

fark olup olmadigi arastirilacaktilr.
2. GENEL BILGILER

KANSER OLUSUM TEORILERI

A-Radikal Hasari Teorisi

Timér hicrelerinde siiperoksit firetiminin normal, Mn-SCD Ure-
timinin azalmis olmasina dayanilarak bir kanser modeli &nerilmis-
tir.Bu modele goére transformasyon, Ya nikleer DNA da bir mutasyon
ile, vya DNA ekspresyonunda mutasyon dis1i degisiklik ile yada
yeniden programlama seklinde dedisiklik ile olusur. Bu degisiklik
sonucu SOD Uretimi azalir. Dolayisi ile normalde sliiperoksit
Gretimi arttikca artmasi gereken SOD artmadigl icin bagil olarak
yliksek siperoksit dizeyl olusur. Serbest radikaller(SR)“in bagil
yliksekligi alt hdcre organellerini hasarlandirir.Bu defisiklik-
ler kanser hiicresinin, hicrenin bdlinme potansiyell kaybi ve di-
ferensiyasyon yetenedinin azalmasi gibi fenotipik o&zellikleri-
nin pekgodundan sorumludur.Oksijen serbest radikalleri (OSR)'nin

mutasyon olusturan ajanlar cldujuna dair pekgok kanit wvardir.(14)



mynl zamanda kanser hicresinin oksijene duyarligini etkile-

o

ven dedisiklikler olusur.Kanser hilcresi ya oksijen tarafinda

hicre proliferasyonunun inhipisyonuna duvarll degildir vyad
11)

i

oksijenin yaptigr hucre slumine duyarli degildir. |

Kanser olusumﬁ icin SoD ve CAT-GPX gerektiren 2 basamakll
paska bir model &neriimig. Bu modele godre Kanser hiicresinin
olusumu icin 2 dedisiklik gerekir. Biri "immortalite kazanma Ve
diferensiyasyon kaybi", digeri "hicre proliferasyon kontrolu
kKaybi" dir.Bunlardan ilki Mn-SOD digtkldgune bagli, ikincisi ise
CAT ve GPX dustkliijune baglidir.Bu teorinin ad: radikal hasar
teorisidir.Ginkd radikal hasar: hilcrelerin tam diferensiyas-
yonunu snler.Pekgok radikal vokedici, tlmsr hiicrelerinin
diferensiyasyonuna neden olur.Bu nedenle SOD kanser tedavisinde

kullaniimistir. (11,15)

B-Radikal diferensiyasyon (farklilasma) teorisi

Timér hicrelerinde siUperoksit ve hidrojen percksit Uretimi
azalmistir.Tumérlerde dustik oksidatif enzim aktiviteleri, hicre-
sel dizeyde azalmis bir oksidatif cevre olusturur ve neoplastik
hicrelerin hizli hicre g¢odalmasi ig¢in daha uygun bir durum
sajlar.Normal hicrelerdeki oksidatif enzimlerin daha ylksek
aktiviteleri, hiicresel diizeyde daha fazla oksidatif cevre saglar.
Béylece hicresel diizeyde yaslanmaya, normal hiicrenin ¢ogalma ye-
tenedinde azalmaya yol acar. (11}

Kanser olusumu igin hilcresel diizeyde gerekli olan iki kosul
dnceki teoride oldudu gibi bu teori icin de gecerlidir.
Bir &nceki teoride "immortalite kazanma ve diferensiyasyon yete-
nedi kaybi" nin yiksek miktarda slperoksite badli hicre hasari
ile clusturuldudu ileri sirdlmistir. Bununla birlikte eder tTumdr
hicreleri tarafindan silperoksit Uretilmiyor ise bu teori
yanlistir. Bu durumda bir timér hicresi az miktarda siiperoksit ve
hidrojen percksit Urettigi i¢in diferensiyasyon yetenadinin
azaldi§1 hipotezi ileri siirtlebilir. Dislik OSR Uretim kapasitesi
nedeniyle tlm#r hicresinin immortal olmasi, boaliinme sonrasi
irreversible olarak diferensiye olamamaszi anlaminza
gelir.Diferensiyasyon eksikligi nedeniyle tumdr hilicresi b&llinme
kapasitesini  hig vyitirmez, Bu mecdele gdre normal  Thicre
farklilasmasl DNA"® da OSR tarafindan olusturulan irreversible

deJisiklikler ile indiklenecektir. (11)



Bir hucre farklilasma  programing girdigi stirece gen
ekspresyonunun farkli diizenleyicileri, sipcirlems clarak uzaklas
tirilacak, savunmasiz DNa, OSR tarafindan kimyasal modifikasyona
maruz kalacak aksi takdirde DNA®S da bu irreversible dedisim
olmayacak ve farklilasma engellenecektir. (11}

Bu teoriye gdre OSR ilretimine yol agan pekgok antikanser ila-
cin kismen vyada tamamen tlimor hitcrelerini diferensiye ettidi
séylenebilir.Aktinomisin D, mitomisin, adriamisin, daunomisin’in
insan myeloid l&semi hiicrelerini diferensiye ettidil gosterilmis—
tir. (11,16)

OKSiJEN ToKsiTEsi VE LiPID PEROKSIDASYONUNA DUYARLIK

Bir kanser teorisi tumér hicrelerinin cok belirgin 1iki
zelligini daha aglklamalldlr:Biri "oksijen toksitesine direnc",

digeri "lipid peroksidasycnuna direng"tir. Her iki ozellik de

radikal diferensiyasyon teorisi ile daha cgok baddasir. (11)
okeIJEN TOKsSiTESI : Oksijen normal hticrenin c¢ogalmasinl
inhii:e eder fakat transforme hilcrenin cogalmasinil

engellemez.Tumdr hlcreleri genelde antioksidan enzimler y&niinden
fakir oldudu ig¢in oksijen toksitesine karsi bu direnci agiklamak
oldukca zordur. Eder kanser hicrelerinin yalnizca g¢ok az OSR
firettigi farz edilirse bu sorun cozllmils olur.TUmdr hiicresinde
oksijen toksitesinin az olmasi icin bu hicrelerin OSR’e karsi
daha direncli olmasi gerekir ki bunun radikal hasar teorisi ile
bagdasmasiy zordur. (11,17,18)

1.ipiD PEROKSIDASYONUNA DUYARLIK : TUmor hicreleri 1lipid
raroksidasyonuna daha az duyarlaidir. Yapilan calismalarda
peroksidasyona maruz kalan biyclojik membraniarda, peroksidasyo-
na direngli hicre homojenatlarinin eklenmesi ile lipid
peroksidasyonu snlendi.Percksidasyona direncli clan hizli baylyen
timérlerde peroksidatif aktivite, biylime hizl ile ters orantili
idi. Bu bulguya gdre, tumdr hiicrelerl hicre balinmesini durdurma-
da gerekli olan peroksitleri liretmediklerinden ylksek bdlunme
kapasitesine sahipti.{11,19) Ayrica timér hicresi mikrozomal
membranlarinin lipid icerigi ve aklskanligl arastirildiginda, bu
parametrelerin blylime hizi ile iliskili oclarak dedistidi
saptandi.Lipid/protein orani ve yag asitlerinin doymamislik
derecesi sican karacider tUmodr mikrozomlarinda normalden disik
bulunmustur. (20) Yani tumér hiicreleri anormal membran vyaplsina

sahiptir. Doymamis vad asitleri peroksidasyona daha duyarlidar.



au membranlardakl doymamls vagd asidi oranl dfisiik oldugundan per-
oksidatif aktivite dustktir.Tumer niicrelerinin lipid peroksidas-
yonuna duyerlidinin azZ olmasi radikal diferensiyasyon teorisi
ile uyumludur.Yani peroksidatif aktivite az oldugu igin OS3FE
Gretilemez, béylece farklilasma engellenir. Hucre imrmortalite
kazanir. (11,20}

Eder tumdr hiicrelerinde asiri OSR dretilirse, antioksidan

enzimler genelde dustik dizeyde oldugundan vitamin E gibi

nonenzimatik antioksidanlarain -~ kullanilmasi gerekir. Eger
hiicredeki L£iim antioksidanlar tiikenmis ise hicre lipid
peroksidasyonuna daha duyarli hale gelir. (21)

Kanser olusumunun 1iki asamali oldugu disuntldr. Bunlardan
11ki ”baslama”(initiation), ikincisi "ilerleme" (promotion) evre-
sidir.Baslama evresinde bir fiziki, kimyasal yada biyolejik ajan
hilcre DNAR'sinin molekiiler yapisinda irreversible bir defisime
neden olur. Bu dedisim hucre farklilasmasi Ve coJalmayl
diizenleysn genlerin ifadesinin dedistirildigi ilerleme evresl
tarafindan izlenir. Baslatici ajanlardan farkll olarak ilerletici
ajanlar ekseri genetik materyal ile dodrudan reakslyona girmez
fakat dolayli mekanizmalar 1le gen ifadesini degistirir. Bazi
maddeler her iki evreyi mimkin kilarak neoplazm olusumuna sebep
olan komplet karsinojenlerdir.Bunlardan paslicalari polisiklik
hidrokarbonlar, onkojenik RNA ve DNA virtsleri, iyonizan ve UV
radyasyondur. (21} l

QSR karsinogenezin ilerleme evresinde rol oynar. (22}
Hiperbarik oksijen,slGperoksit ve pelli organik peroksitler, tlmér
promoter laridir. Bazen zaylf komplet karsincjen de olabilir. {21)
Tersine pekgok antioksidanlar, antipromoter ve antikarsinojendir.
Bir tumér promoter olan Forbol Miristat Asetat ™ in (PMA) kromozom
kirici (klastcjenik) etkisi, DNA" yi dogrudan hasarlandiran yada
hiicredeki lbir komponenti aktive eden OSR'in tretimi 1ile
olusur. {23) Polisiklik hidrokarbonlarin karsinojenik aktivitesi
onlarin OSR olusturma kabiliyeti ile baglantilidir. (21,23)

Benzo{a)plren (BaP) ve oksitlenmis BaP radikalleri sitokrom
P-450 aktivitesi ile yada percksidaz-hidrojen peroksit aktivite-
si ile olusturulabilir ve tumér olusumuna yol &acan ilk basamak

gibi DNA" ya BaP baglanmasi gdsterilmistir. (24,25)



Fagesitten elde edilen oksijen radikallerinin bakterilerde
mutasyon yaptigi, Kulture edilen memeli hicrelerinde iss= sitoge
netik dedisiklikler yaptiginin kasfedilmesi kanser pateogenezin
iltihap wve fagositlerin rolund gbstermeds delil olusturur. (26)
Bilindig§i gibi kronik iltihap kanserle badlantiladar. (21,28)
iyonizan radyasyonun hlcre sldurticl etkisi, birincil olarak
degisik iyonlara ve iyonizan radyasyon ile suyun etkilesiminden
plusan kisa omirld reaktif serbest radikallere bagdlidir. (9,21)
0SR"in kanserogenezde rol oynamasl disinda kanser tedavisin-
de de rol oynadiklara saptanmigtir. 1yi oksijenlenen hilcreler ir-
radyasyona hipoksik hiicrelerden 2-3 kez daha duyarlidar. Mzalesef
tUmsdr hilcreleri hipoksiktir. Yani radyasyon tedavisi ile kolayca
slduirlilemez.Saglam hicreler daha kolay etkilenir. Irradyasyon
Gstinde oksijenin etkisini agiklamaya 2 mekanizma dnerilmistir.
Biri "hidroperocksi radikalleri gibi hasar veren tiirlerin olusumu”
dijeri "organik peroksi radikalleri olusturmak igin hedef biyo-
molekiller icinde olusmus OSR ile oksijenin reazksiyonu" dur. (21)

Kanser hiicrelerini &ldirmede irradyasyon ile olusturulan ser-
best radikallerin kullanimi disinda, kanser kemoterapisinde de
serbest radikallerin énemli role sahip oldugu buluncu. Antikanser
ilaclarin sitotoksik etkisinde OSR’in rold clduguna en iyl delil
glikopeptid antibiyotik bleomisinden elde edildi. Bleomisin
DNA'ya bagdlanir.Fe(II)}) wve oksijen mevcudiyetinde Fenton tipi
reaksiyonlar bkaslar. Sonugta alkoksil (RQ-) ve hidroksil{OH-) ra-
dikalleri olusturarak DNA'y1 parcalar.(21,27,28)

Kinon grubu antitimsr ajanlarin oSzellikle de bu gruptaki
antrasiklin cinsi ilaclarin terapdtik ve toksik etkilerinin olu-
sumunda ve bunlara karsi direng gelisiminde serbest radikallerin
rolii olabilecedini gésteren calismalar yapillmistir. Bu konuda
vapilan calismalarain ilkinde adriamisin wve dauncrubisinin toksi
tesinde OSR'in rolil arastirildi.Etidium bromid floresan &lglmi
kullanilarak vyapilan c¢alismada bu ilaglar sodyum borohidrit
(NaBHy4) tarafindan rediiklendigi =zaman sikica Kapanmis sirkiler
DNA® daki centige Dbaglandi. Yikim oksijen badimli 1idi ve
SOD, CAT, sodyum benzoat tarafindan inhibe edildi.Bu inhibisyonlara
dayanilarak sirasi ile Cp~ ,HpCp, Oh- radikallerinin bu yikimda
rol oynadigi saptandi. Dider bir c¢aligmada adriamisin, sidir

kalbinde izole edilen submitokondrial partikillerde
stperocksit (0s7)olusumunu uyardi.O0lusan stiperoksit, sitokrom ¢
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rediiksivonu, epineirinin adrenockroma ctogksidasyonu giki
islemlerle saptandi.Tim bu islemler S0D° a duyarlaydy. (11,29,30)
Bu ilaclarin vyapilarindaki kinon grubunun redoks dénglsine
kati1ldigr wve OSR uretiminde rol oynadidi saptandi.NADFH Ve
saflastirilmis P-450 rediktaz ile bu ilaclarin bol miktarda
pulundudu bir ortamda katalazin kismen inhibe edebildigi bir
oksijen tiltketimi olustu.Bu ddéngu esnasinda i1laveten sU1lfit
oksidasyonu baslatilabilir ve bu oksidasyon sliperoksit olustugu-
nu gésteren bir clay olarak S0D tarafindan kismen Snlenebilir.
Ayrica CAT ile inhibisyon da yine hidrojen peroksit olustuduna
bir kanittir.Sican karacier mikrozomlari da lipid peroksi

dasyonunun eslik ettigi bu redoks dénglsini katalizleyebilir. (31}

MOLEKULER OKSIJENIN KIMYASI

Dioksijen denen molekiler oksijenin kimyasi ele alindiginda
elementin pekgok bilesikle reaksiyona girmesinde badil
isteksizlik sdz konusudur. Bu dzellik temelde nadliren
termodinamiktir. Yavas reaksiyon hizi daha c¢ok ya kuvvetli 0-0
badl ya dioksijenin "ground state” denen kararli durumu yada her
ikisi ile iliskilidir. Iyi bilindigi gibi dioksijen, onun bir
triplet olarak tanimlanmasina yol ag¢an 2 eslenmemis elektrcnu
nedeni ile paramagnetiktir. Yani molekiil bir manyetik alanda
verlestirildigi zaman 3 durum gésterir.Orbital agisal mementumu
kararli durum ile badlantili dedildir. Béylece molekil 3Zg_
seklinde gdsterilir. Pekcok molekil singlet oclarak tanimlanmisg
kararli durumlari- ile diamagnetiktir. (32)

Ejer kararli durumdaki dioksijen ile bir reaksiyon meydana
gelirse, reaksiyon esnasinda bazl dizeylerde spin dedisimi olma-
lidir. Bu olay, kullanilan tanimlarin sinirlamalaril ig¢inde yasak-
lanmistir. Béyle bir reesksiyon imkansizdir.Dioksijenin hizla
reaksiyona girmesi ig¢in reaksiyendan &nce ya bu spin sinirliamasi
kaldirilmall va 0-0 badr kismen =zayiflatilmalil yada her ikisi
eszamanliy olmalidir.Dicksijenin uyarilmis durumdaki  singlet
formlarina c¢evrimi ya fotokimyasal yada termal olarak mumkindir.
Her dkisi de ©0-C bafiny zayiflatir wve spin sinirlamasini
kaldirir.Dicoksijenin rediksiyonu da ©-0 badini zayiflatir ve
reaksiyonlarinin spin sinirlamasi 1ile badlantili kinetik bir
engele maruz kalmadidi oksijen tdrevlieri olusturur.Tabiidir ki

dicksijen ile reaksiyona giren tilrler ayrica eslenmemis elektron



icerirse vyada salinlw durumlariny dedistirebilirse o zaman spin
sinirlamasi kalkar.Bu olay wavvetli 0-0 badi ile iligkili sorunt
snlemez.Ezlinda gercekten bdyle durumlarda baslangic urtinleri 0-0
badinin salam oldugu dioksijen icerecektir.Dicoksijen Kkimyasinin
blylk kisminin paramagnetik turler, elektron veren turler, 151K
yada bu 3 faktdrin dedisik kombinasyecnlarl ile ilgili olmasi
gerekir. (32)

Molekiiler oksijen iki dis orbitalinin herbirinde ayni ybénde
salinan crtaklanmemis (eslenmemis)bir elektron icerir.Bu sekli
ile bir diradikaldir.Melekuler oksijenin diradikal olarak szhip
olmasl beklenen reaktivite bu ortaklanmamls elektronlarin paralel
salinim yénleri nedeni ile azaltilir.Cunki bu dizenlenme, karsit
yénlerde salinan normal konfiglirasyondaki elektron ciftlerine
sahip olan nonradikal bir molekiilden, molekiiler oksijenin ayni
samanda ? elektronu uzaklastirma yetenedini azaltir. Halbuki ok-
sijenin bu &6zelligi onun diger serbest radikaller ile Kkolayca
reaksiyona girmesini saglar. fki molekiill arasinda bir oksidatif
reaksiyonun gercgeklesmesi icin elektren salinimlarl karsat
yonlerde olmalidir.Molekller oksijenin oksitleme vetenegindeki bu
sinlrlanma bir elektron kazandigil anda ortadan kalkar. (21,32)

Molekiiler oksijenin reaktivitesi OSR’e rediiklepmeye ilaveten
baska sekilde de artairilabilir.Bu olay molekiiler oksijenin 2 dis
orbitalinde paralel salinmakta olan elektronlardan birinin
salinim yénini tersine ceviren bazl reaksiyonlarin seyri
esnasinda meydana gelir. Bu sekilde kuantum mekanigl ile ilgili
salinim sinirlamalarinin kaldirilmas: yolu ile ylksek derescede
reaktif olan singlet oksijen (102)ﬁretilir. Pekcok oksidaz wve
oksijenaz enziminin aktif merkezindeki transisyon metalleri
molekiler cksijene tek elektron transferini keclaylastirma
yetenefine sahiptir.{21,33)

Molekiiler oksijenin tek dederli  rediksiyonu, iyonizan
radyasyon yada mitokondrial ve mikrozomal elektron transport
zincirleri otoocksidasyon reaksiyonlari gibi diger kaynaklardan
yeterince enerjili elektrenlara maruz kaldid:r zaman da bas-
latilabilir. Solunum zincirindeki molekiiler oksijen, suya

indirgeninceye dek, ardisik olarak tek deferli rediksiyona udrar.



Bu esnada radikal cinsi kismen indirgenmis oksijen turevi ara

6]

Griinler olusur.OSR dedigimiz bu ara Grinler, ocrtaklanmamls3 elek-
tronlari nedeniyle diger tam radikaller gibi ileri derecede reak-
siyona girme egilimi tasir yanli asira derecede reaktiftir. (38)

SERBEST RADIKAL NEDIR ? <

Bir atom vyada molekll igi elektronlar, belll kisitlamalar
altinda herbirinin 2 elektron icerebildidi, orbitaller densn
kuantum mekaniklerinin ihtimali fonksiyonlari Ve enerji 1ile
tanimlanan uzaysal hacimli elemanlari isgal eder. Pekgok kimyasal
bilesik, bu orbitaller icinde 2 elektron icerir ve bu elektronlar
karsit ydnlerde salinir.Normal kimyasal kovalent bag, yine karsit
yénlerde salinan bir ¢ift elektron jigerir.Badin herbir komponenti
elektronlarin birini badislar.Bir serbest radikal ise bunun
tersine dis orbitalinde pbir yada daha ¢ok eslenmemis elektron
jceren bir atom yada moleklldur.Bu genis tanim transisyon metal
iyonlari ve H atomunu da igerir. Nitrik oksit (NO) wve Nitrojen
dicksit (NOs) gibi bazi incrganik bilesikler dis orbitallerinde
eslenmemis elektron (&) icerir, bu tanima gore serbest radikal-
dir.Dis orbital iginde eslenmemis ¢ bulunmasi R- seklinde temsil
edilir.Bir bilesik ya ilave bir & kazanarak (6r: Op + & —==> Cp7)
yada bir € kaybederek (dr: AHgp-—->AH- + &) serbest radikal hali-
ne gelir.Kimyasal reaksiyonlarin gogunda molekiilleri c¢clusturan
atomlar arasi kovalent badlar pargalanlr ve yeni molekiler dizen-
lenmelere izin veren yeni bag olusumlara 1le cesitli ara urdn
yada son iriinler olusturulur. Molekiiler bag pargalanmasl
homolitik ve heterolitik olarak iki sekilde olur.(1l,34)

Bir kovalent badgin homolitik parcalanmasinda, bag simetrik
olarak ikiye bslintr ve bagi olugturan nerbir molekller komponent
tak & alir.Sonucta ortaklanmamis é tasiyan, serbest radikal
yapisinda atom yada molekiller olusur. { A-B —--->A* + B~ )

Bu parcalanmaya serbest radikal parcalanma da denir. Nonpolar ¢&-
zeltilerde gaz fazinda meydana gelir.Ytksek 1s1i, gunes 15181 ve
peroksitler tarafindan katalizlenir. (34,65)

Bir kovalent bag heterolitik olarak parcalanirsa asimetrik
olarak bpolinidr. Bdylece badi olusturan Z komponentin biri, her
iki & ‘u da alir ve (-) yaklu iyon haline gelir.Diger komponent

ise bir é kaybederek ({+} yukld iyon haline geger. Bu sekildeki
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parcalanmaya iyonik pargalanmar/da denir.Polar cozeltilerde
meydana gelir. ( A=3 _——> at + B~ ) Burada A&7 elektrofil vani &
oy, asidik komponenttlir. {istiinde oktet boslugu olan atom yada
molekitller elektrofildir. B~ ise nikleofil yani proten seven,
bazik komponenttir.Ustunde ortaklanmamis é ¢ifti olan atom yada
molekiller nikleofildir. (1,34,33)

Serbest radikaller, kovalent bagli normal bir molekllin
homolitik bélunerek herbir parcasinda ortak ¢° lardan birinin
xalmasl neticesi olusmak disainda, normal bir molekiilden tek &
kaybi ile yada normal bir molekile tek é eklenmesi ile de olusa-
nilir. Serbest radikaller elektiriki ydnden {+) yiakld, (=) yikld
yada notral olabilir. (34,35}

BiyoloJjik sistemlerde H, C, S, N, O tirevi olan serbest
radikaller ve tek & alisverisi yapabilen transisyon metal
iyonlari ( Cu, Fe, Mn, Ti, Co, CI, Ni, Mo, Cd v.b )} serbest
radikal reaksiyonlerinda rol oynar. gunlar icinde en &nemlisi ise
"oksijen turevi serbest radikaller™ (OSR) dir.

0SR® in girdikleri reaksiyonlarda anahtar roie szhip olan
maddeler : dioksijen{Op), sipercksit anvon radikali (007,
hidroksil radikali (OH-}, hidrejen peroksit (HpO0p), singlet oksi

jen (105} wve transisyon metal iyonlaridir.

o 2p @ O O O

n* 2p OO0 0 00 O 00 O O

1 2p {D QD QD QD iP (D qD -{D Q) GD
| .0

o

¢ 2p (P QD QD {D
o' 25 &D {D QD ED {D
g 25 GD QD (D, GD QD
g 1s 'QD (D QD GD {D
cis GD @ @ @ @
Oksfjen Singtet Saperokst Perokst Slegot
molekdinon Oksfien 07" tyonu Oksijen
tabit durumu 14902 02 154%0
it Dels} : (Sigma}
'5ekil 2.1 | ‘ :

Kararli durumda bulunan ve bulunmayéﬁ Oé-molékﬁilerinin elektron

kenfiglrasyonu
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SUPEROKSIT ANYON RADIKALININ KiMyasar, OzELLIKLERI

Molekiiler oksijenin bir é alip indirgenmesi ile stiperocksit
anyon radikali{0p- yada 02 )olusur.Clay su sekilde formile edilir
Op + & —-=> 07" Stiperoksit, organik ¢dzicllerde kuvvetll

bir baz ve niikleofildir.0rnedin karbontetraklorur (CCly) gibi

reaktif olmayvan klorlu hidrokarbonlardan Cl cikarabilir.(2) Sulu
sollisyon iginde asiri hidratedir wve Nitroblue tetrazolium (NBT)
yada sitokrom c (cyt <) gibi molekillere rediktan ajan ve
adrenalin, askorbik asit gibi molekillere zayilf oksidan ajan sek-
linde davranarak, organik cdziclilerdeki sekline gore cok daha az
reaktiftir.sulu soliisyonlardaki stiperoksitin orta derecede kimya-
sal réaktivitesine radmen, kimyasal yada enzimatik yolla
siiperoksit (dreten sulu biyolojik sistemlerde snemli derecede
piyolojik hasar yaptigl gézlenmistir. Siiperoksit anyonu tistiindeki
ortaklanmamis fazla &  u vererek tekrar molekiller ocksijene
_ dénebilecedi gibi bunun tersine bir é daha alarak 2 HT varlidainda
Hidrojen peroksite dénebilir. ( 0Op7 + & + 2 HY ——--> HpOp )
vYani hem rediktan (indirgeyici) hem de oksidan (ylkseltgeyici)
olabilir.Stperoksit radikali duastk pH® da proton alarak katyon
sekline dénebilir. 0p~ + HT --~> HOp: (duglik pH™ da) (2)
Siipercksitin katyon sekline hidroperoksi  yada perhidroksi
radikali denir. Stiperoksit nétral ve ylksek pH® larda ise &anyon
radikali seklinde bulunur.Bu ytzden biyolejik sistemlerde genel-
de anyon radikali halindedir. Efer silperoksit radikalinin anyon
ve katyon hali birbiri ile reaksiyona girerse, preton varliginda
molekiiler oksijen ve hidrojen peroksit olusur.0lay: formiile eder-
sek{ Op~ + HOp+ + HT —==> Oy + HpOp) formtilin daha ileri ag¢ilimi
(-0-0: + H-0-0- +Ht —=->-0-0- + H-C-O-H ) seklinde yazilabilir.
Bu dismutasyon ya spontan yada 30D enzim katalizi ile gergeklesir
Perhidroksi katyon radikalinin iyonizasyon pK' si 4.8 ‘adir.
Yani pH= 4.8 de superoksitin anyon ve katvon sekilleri esit
miktarda bulunur. Bu nedenle spontan dismutasyon encok bu pH® da
gerceklesir. Spontan dismutasyonun hiz sabiti, 1x 1075 M~is7l
dir.
HOp» <—==-> 03~ + Kt (pH = 4.8 de anyon ve katyon esit miktarda)
SOD aracili dismutasyon hilicre iginde iki adimda olusur.s0D

araci1li dismutasyonda hiz sabiti 1x 10~2 M~1 s-1 gir. (1,2,32,38)
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Ilk adim : 0~ + HT ----> HOy-
ikinci adim : HOz- + Qg + HY -—=-> H909 + Op olmak Uzers,
Net : 2 0y~ + 2HY -—=-> Hy0; + 0z seklindedir.

STNGLET OKSIJENIN KIMYAsalL OZELLIKLERI

Molekiiler oksijenin 2 dis orbitalindeki paralel salinmakta
olan 2 é'dan birinde kuantum mekanigi ile 1ilgili salinim
sinirlamalarinin kalkmasi sonucu singlet oksijen (102) olusur. (1)

singlet oksijenin 2 tipi vardir. Biri c¢ok kisa omirld olan
"sigma singlet oksijen”, dideri ise biyclojik olarak daha uzun
smirli olan "delta singlet oksijen" dir. Sigma tipinde iki dis
orbitalin herbirinde karsit salinim yénlerine sahip birer
elektron bulunur. Delta tipinde dise dis 1iki elektron ayni
orbitali isgal eder wve karsit salinim yénlerine sahiptir.(1,2,36)

Singlet oksijen olusumuna neden olan bazl mekanizmalar
Diocksijen ustinde pigment aracili 1sik aktivitesi, Fe katalizli
Haber-Welss reaksiyenu, siiperoksitin spontan dismutasyonu,
fagositlerin antimikrobial aktivitesinin parcas: clarak hidrocjen
peroksit tarafindan halidlerin ocksidasyonudur. (1,2,37)

Serbest radikal tanimina c¢dre delta singlet oksijen bix
radikal dedildir.¢inki ortaklanmamis € icermsz. Eder singlet
oksijen de OSR gibi biyolojik sistemler iginde salinirsa membran
pocliansature ya§ asitlerini de iceren pekgok molekidlld hizla
oksitleme yetenedindedir. Sigma singlet oksijen kisa amirlddir,
Genelde herhangi bir molekiille reaksiycna girmeden delta singlet
oksijene donusdr. TIsik, 1s1§1 absorbe eden bir pilgment ve
molekiler oksijen bir araya geldidinde singlet cksijen
olustudundan bahsettik bu olayin mekanizmasl su sekildedir. {1,37)
Pigment 1isig:r absorbe ederek daha ydksek elektronik eksitasyon
durumuna gecer ve UstGndeki enerjiyi molekliler oksijene aktararak
onun dis iki orbitalinde paralel salinan é° lardan birinin
salinim yoénind dedistirir. Singlet oksijen olusumu muhtemelen
biyoleojik sistemler iginde 1s1§a engok maruz kalan bolimlerde
meydana gelir. Ornek olarak goézin lensi ve bitkilerde bulunan
kloroplast verilebilir.(2,36,3%2)

Baz1 hastaliklarda asiri miktarda singlet oksijen olusumuna
neden olabilir.drne&in dodustan porfrin metabolizmasi bozukludu
olan porfriada deride biriken porfrin pigmenti 1s1da maruz

kalarak singlet oksijen olusumuna ve buna bagla cilt
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erupsiyonlar: ile nedbelesmeye neden olur. BAyrica clusturduju
fluoresan Uridnlerin timér dokulari tarafindan tutuldugu bilinen
hematoporfrin derivesi ile vyapilan enjeksiyon tedavisl sconrasi
olusan flucresan Urlnlerin belli dalge Dboyunda vaydigyr 1sik
sayesinde yine molekiler oksijen uyarilarak olusturulan singlet
oksijen wve hidroksil radikallerinin tumér hiicrelerini tahri
ettigi distnilir.Bu uygulama deri ve akciger kanserinin
tedavisinde siklikla kullanilir. (40)

Fotosensitizasyon reaksiyonlarinin tiptaki diger uygulanimi
psdriasis gibi cilt hastaliklarinin tedavisinde 320-400 nm dalga
boylu UV 1sik ile psdralen denen bitkilerce tdretilen ve singlet
oksijen olusumunda fotosensitizer pigment gérevi yapan birtakim
bilesiklerin beraberce kullanilmasi (PUVA} sonucu olusan singlet
cksijenin hastaligin tedavisinde rol oynamasidir. Yine
tetrasiklin, nonstercid antiinflamatuar ilaclar (6r:benoksaprofen)
ve kozmetikler fotosensitizasyon reaksiyonu 1ile deriye hasar
vereblilir. (2,41,42,43)

Singlet oksijenin DNA hasari ve mutasyon yaptigi Salmeonella
typhimurium ve memell SV-40 tabanli mekik wvektoéridnde yapilan

calismalar ile gésterilmistir. (44,45,46,47)

HIDROJEN PEROKSITIN KIMYASAL OZELLIKLERI

Siperoksit i{ireten bir sistemin '"neonenzimatik" yada "S0D
katalizli" dismutasyon ile hidrojen percksit uUretmesi beklenir.

2 057 + 2 HY —=-> Hy0p + 03
Bazl oksidaz enzimleri dodrudan hidrojen peroksit uretir. Ornek
olarak 2-hidroksiasit oksidaz,lirat oksidez, glukoz coksidaz enzim
leri verilebilir. (1,48)
Glukoz + O3 Glukoz Oksidaz » D-Glukono Delta lakteon + Hz0p

Biyolojik sistemlerde de O~ Uretildigi ve bunun 30D tarafindan
dismute edildidi bilindidine gdre Hp0p olusumu beklenmesi gayet
dodaldir. HpOp dretimi bakterilerde, spermatozoada, fagositik
hiicrelerde, mitokondride, mikrozomlarda, kloroplastta saptanmis-
tir.{49,50) Insan g&zinlin lensi ve insanin disari attidr soluk
havasinda hidrojen peroksit saptanmistir. Soluk havasindakinin
kaynadili oral bakteri florasindan ¢ok akcifer makrofajlari oldudu
disunilmistdr. HpOp ~ ortaklanmamis é&'a sahip olmadigi ig¢in bir
radikal dedildir. Sinairli reaktiviteye sahiptir fakat ylikstz bir

molekil oldudu igin biyolojik membranlari kolayca gegebilir.Hal-
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buki slperoksit bir anyon kanali olmadikga ¢ok yavas gegekilir,

BZyle bir anyon kanalinin ise tek bilinen &rnedi, eritrosit
membran: igindsdir. Bu sayede Hp0p, sipercksitin gecemedigl
membranlarla korunan bé&lgelere gecip hasar vyepabilir. Baz1i

bakteri ve hayvan hticreleri mikromolar konsantrasyonda HpOp 1ile

hasarlanirken diJer bir kisim bakteri ve fotosentetik algler
biylik miktarda hidrojen peroksiti kendileri iretip ortama salar.
Eder hilcreler stperoksit dreten sistemlere maruz kalirsa ve
hasara karsi Kkorunma eklenen SOD ile olmayip katalaz sayesinde
oldu ise bu mutlaka hasarin dodrudan hidrojen peroksit tarafindan

vapildidi anlamina gelmez. Hicrelerin disinda UGretilen slperoksit
kolayca hilcre igine giremez halbuki HpCp, girebilir wve hicre

licinde CH- ,HGCz- gibi daha reaktif radikal tlirlerine dénilse-

bilir. Benzer sakilde hilicre i¢inde Uretilen HpOz; hicre disina

katalaz eklenmesi ile uzaklastirilabilir. Enzim difdzyon dengesi-
ni bozar ve hidrojen peroksitin plazma membranindan hicreyi
terketmesine sebep olur. (Z,45%,50)

HIDROKSIL RADIKALININ KIMYASAL OZELLIKLERI

Serbest OH- radikali idigin 1ilk kanit 19%24° de WW. Watson
tarafindan Hp-0;p alevinin absorbsiyecn spektrumunda gézlendi. Daha

sonraki ¢alismalarda hidroksilin dider spektral cizgileri gas
fazi, pirolize buhar wve =su buharl yada H5/0» karisimlarinin

elektrik desarjlari ig¢inde gdzlendi. Bu gédzlemlerin bir sonucu
olarak Bonhoeffer ve Haber OH- ve H atomlarinin Ho-0p vanmasinln
zincir reaksiyonu igindeki zincir tasiyicilari cldudunu dnerdi.
sulu ortamdaki hidroksil radikalinin katalaz tarafindan hidrojen
percksitin dekompozisyon mekanizmasinda bir rol oynadidi ilk kez
Habher ve Willstatter tarafindan ortaya atildi.Scenralari Haber ve
Welss, OH- “in Fenton reaksiyonunda bir ara dridn oldujunu dne

sUrdi. (51)

Fe?t + Ho0p —---> Fe3% 4+ 0H™ + OH- FENTON RERK
O~ + Ho0p —--> O + OH” + OH- HABER WEISS REAK
0 zamandan beri OH- "in sulu sollUsyonlarda pekgeok reaksiyona

katildigy , kimyasal, fotokimyasal, elektrokimyasal ve radyolitik
reaksiyonlarda eolusturuldudu bkilinlir. Daha sonralari hidroksil
radikalinin biyolejik sistemlerde de olusturuldudu wve fizyolojik

islemlerde aktif bir araci olarak rol oynadidi gbsterildi. (51)
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Kisa varidmri ve viksek reaktivitesi nedsniyle dodrudan
saptanmasi ¢ok zordur.Hidroksil radikalinin difiizyon kontrolld
hiz sabitlerine vakin hizlarda pekcak crganik bilesikle
etkilestigi ve 6 z 109 M™1 s71 "1lik bir k deferine sahip oldudu
saptandi.Bu nadenle saf sistemlerde bile bu radikal cok kisa bir
yarl émre ve g¢ok dusik bir konsantrasyona sahip clacagindan sap-
tamak c¢ok zordur. Pulse radioclysis wve flash photolysis gibi
viksek siddetli kisa akim metodlari OH- Uretmeye kullanildigi
zaman 1079 - 1073 M gibi yiiksek konsantrasyonda Uretmek mimkindur
OE- c¢ok zay:f bir asittir.Alkali formda O vererek discsiye olur.
Bu olayl formile edersek OH+ =---> 0~ + HT
Yukaridaki formilin agilimz: -O-H ---> -0: + Ht seklinde olur.
Bu radikalin pK® s1 pratikte bir OH- dimeri olan Hp0» nin
pK sinin ayni olarak 11.85 bulunmustur. OH- ve 0T nin absorbsiyon
pikleri 240 nm dedir. OH- in absorbansi, 07 nin ~ 2 katidir.

OH: en kuvvetli oksidan ajanlardan biridir. 25 ©C de standart
elektrot potansiyelil 80 = 1.83 Vv olarak bulunmustur. Bu radikal
cok reaktif oldudundan birgok reaksiyona girer.Bu reaksiyonlar
baslica 5 grupta toplanir.(2,9,36,51)

1) Radikal-Radikal reaksiyonlari

a)Rekoembinasyen reaksiyonlara

OH- + OH: ~--—--> Hp05 [ -O-H + -0-H -——> H-0-0-H ]
OH- + 07 -—---> HOp"~ [+O-H + :0+ =—----> :C-0-H ]
OH- + éazq ~———-> OH” [*O-H + -ypp ~—--> :0-H ]
OH+ + H- =--=» HpO [-O-H + H- ----> H-0-0-H ]

OH+ + HOy- —--=> Hy03 ['O-H + -0-0-H --> H-0-0-0-H |
0T 4+ 07 —-—=> 0,% [ 10+ + :0- —-—=>  :0-:0: ]
0" + égzgq -—-=> 2 OH™ [ :0+ + -Hp0 ---=> 2 :0H ]

b)Dismutasyon reaksiyonlari

OH- + HOp- --=> Hp0 + Op [-O-HE + -0-0-H --> H-O-H + -0-0-]
OH: + 037 =--> OH™ + Oy [+O-H + :0-0* --=> :0-H + -0-0- ]

c)Atem ve ylk nakli reaksiyonlar:z
0" + 037 —-=-> 0g + 092~ [:0+ + :0-0-C: =~> +C-0' + :0-0:]

2) H' ¢ikma reaksiycnlari : R-H + OH:* ----> R- + K30
3) OH- eklenme reaksiyonlari : RCH=CH; + OH- =-->RC_H-CH5OH



16

4) Elektron nakil reaksiyonlari : OH- + 5 ----> OH" = Shy
5} Karma reaksiyonlar

BiYOLOJIK SISTEMLERDE SERBEST RADIKAL URETEN MEKANIZMALAR

BiyoloJik sistemlerde serbest radikaller (SR) normal
metabolizma esnasinda Uretilmesi disinda iyonizan radyasyon, ilag
metabolizmasi,toksik maddeler gibi dis etkilerle de liretilebilir.
Genel olarak biyolojik sistemlerde SR ureten mekanizmalar endo-
jen ve eksojen olarak ikiye ayrilabilir.

SERBEST RADIKALLERIN ENDOJEN URETIM KAYNAKLARI:

Normal metabolizmanin isleyisi esnasinda SR ara Urun olarak
olusabkilir.Oksidasyon-Rediksiyon reaksiyonlarinda strekli sabit
olarak SR tretilir.Birtakim enzim sistemleri molekiiler oksijenin
stiperoksite tek degerli rediksiyonunu katalizler.Bunlar arasinda
ksantin oksidaz, aldehit oksidaz, dihidroorotik dehidrogenaz,
flavin dehidrogenaz ve peroksidazlar sayilabilir. Ayrica
nonenzimatik € transferi, katakolamin, flavin, redikte ferridok-
sin gerektiren otcoksidasyon reaksiyonlari ,arakidonik asit
metabolizmasi, iltihap hicresi ylzeyindekl NADPH Cksidaz sistemi
tarafindan solunum patlamasi (respiratory bkurst ) esnasinda SR
Gretilir. {1,35,48,49,50,52,53)

Mitokondrial ve mikrozomal é transport zinciri, otooksidasyon
reaksiyonlarl ve redoks reaksiyonlari biyolojik sistemlerde SR™in
baslica Uretim kaynaklaridir.

MITOKONDRIAL ELEKTRON TRANSPORT ZINCIRI

Mitokondrial solunum zinciri, mitokondri ig¢ membraninin
yapisini olusturan bir seri redoks katalisti igerir. Bunlar

piridin ntkleotidler, flavoproteinler, demir sGlfdr proteinler,

Ubikinon ve sitokromlardair.{54,58,58,64) Bu solunum =zinciri
tasiyicilari -320 mvV"® dan +380 mvV- a kadar dedisen redoks
potansiyellerine uygun clarak dizenlenmistir. Bu nedenle

termodinamik zemin tistdnde tUm bu solunum zinciri tasiyicilarinin
rediikte formlari molekiiler oksijen tarafindan okside hale
déntistirilir. Diger bir deyisle bu tasiyicilar Ustlerinde bulunan

&' larl sonucta molekiler oksijene aktararak Kkendileri okside
olurken, molekiler oksijeni suya redikler. [0p-HpO] bir redoks

ciftidir ve standart redoks potansiyeli Eg= 820 mV tur. (54,84)
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Mitokondrial € transport =zincirinde MADH, FADHy den alinan

¢ larin tasiniml sirasinda tasiyici molekiillerin indirgenmesi
sonucu SR vyaplsinda Urlinler olusmaktadir. Jensen 1266° da 1lk

defa mitokondride H;0p Uretildigini saptadi. (58) Loschen 1974 te

yikanmis mitokondrial membranlarda slperoksit uretimini ilk defa
saptadi.(57,64) Aslinda mitokondride uretilen H;Op nin ¢ogu,

mitokondride &nceden tretilmis slperoksitin dismutasyonu sonucu
olusur. Yani mitokondride Uretilen 05~ , HpO0p nin prekirsdridir.
Timér hiicrelerinde siperoksit Uretimi konusunda 11k calisma
1975 te Dionishi tarafindan tumér hilcre mitokondrilerinden elde
edilen submitokondrial partikillerde epinefrin &lclm metodu ile
slperoksitin tayini seklinde yapilmistir. Bu c¢alismada antimisin
ve siksinat mevcudiyetinde her iki timdr ve normal doku mitokond-
rilerinin sUperoksit Urettigi bulunmustur. Tayin adrenokrom
olusumu dlclilerek yaplilmis ve S0D adrenokrom olusununu
dnlemistir.Bu cgalismada ayrica az SCD iceren normal dokudan

alinan submitokondrial partikillerin, c¢ok S0D iceren sadglam
normal doku mitokondrisine gére daha az HpOp olusturdudu ayrica

az SO0D igeren sadlam tumdr mitokondrisinin H,0s; olusturmadida

sadece 05~ olusturdudu saptandr. (11, €0)

Sican kalbinde vapilan calismalarda, miteckondrial solunum
zincirinde NADH dehidrogenaz basamad: ve Ubikinon-sitokrom ¢
sitokrom b-566 bd&lgesinin siperoksitin baslica Gretildigi yerler
oldudu saptand1. Solunum zinciri normal calistid: slrece
mitokondri ici siUpercoksit ve hidrojen peroksit konsantrasyonu g¢ok
dasdktiur. (50, 61)

MIKROZOMAL MEMBRAN ELEKTRON TRANSPORT ZINCIRI

Plazma membranindan tlreyen kapanmis membran vezikltlleri, en-
doplazmik retikulum, golgi kompleksi ve endozomlari igins alan
mikrozomal membran sistemi icinde ;
1)NADPH- Sitokrom P-450 rediktaz- sitokrom P-450 ve
2)NADH- Sitokrom bg rediktaz - sitokrom bg komplekslerini iceren
iki ¢esit & transport zincirili bulunmaktadir. Bu =sistemler kara-
cierde safra asidi sentezi, D wvitamini metabolizmasi, ilaglarin
ve ksencbiyeotiklerin metabolize edilmesinde gérev alir. (59,62)

Nonpolar - hidrofobik 6zellikler tasiyan nermal metabkolizma
ara UrtGnleri hidroksilasyon islemi ile hidroksillenerek polar-

nidrofilik ozellik kazanir. Ilaclar ve ksenobiyotikler de vyine
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bircodu lipofilik (hidrofobik) bilesikler oldudundan, kolayca
biyolojik membranlardan hicre yada hlcre organeli igine geacger ve
ancak daha hidrofilik bilesiklere oksidasyondan sonra atilabilir.
Hiidroksilasyondan sonra siilfat yada glukuronat gibil
polar rezidiler baglanabilir yada hidrecksilasyon islemi N-
dealkilasyon yada O- dealkilasyon ile sonuclanabilir. (62)
Hidroksilasyon isleminde "monooksijenazlar" yada "mixed functiocn

oksidase" denen hidroksilaz enzimleri rol alzir. Bu enzimlerin
gdrevi RH + O, + AH, nidroksilaz S ROH + Hy0 + A reaksi-

yonundan anlasilacadi Uzere substrata bir oksijen atomu sokarak
onu hidroksillemek ve dider oksijen atomunu suya redidklemektir.
Ayrica karacider mikrozomlarinda doymus ya§ asitlerini doymamis
hale ceviren ve Hem grubu ig¢eren monooksijenazlar olan desatidra:z
enzim sistemleri vardir. Burada korediktan NADH ve ara ¢&
tasiyicilar  bir flavoprotein ve sitokrom by denen  bir
sitokromdur. Elektron transport sistemlerinin isleyisi sirasinda
yalniz oksijen tlrevi serbest radikaller olusurken,
ksenohbiyotiklerin metabolize edilmesi sirasinda cok toksik olan
karbon merkezli radikaller de olusmaktadir. {62)

Sitokrom P-450 mikrozomal enzim sistemlerinin cesitliligi wve
cokludu birgok hidrofobik bilegigin hidroksilasyon ve
detoksifikasyonuna vyardimci olurken bu arada ksenobiyotikleri
oksitleme kapasitesi sitotoksik wve mitojenik colabilen daha
zararla tirevlerin olusumuna yol acabillmektedir. Ornedin
polisiklik aromatik hidrokarbonlar, nitrozaminler ve aromatik
aminler metabolize edilerek daha toksik clan karsinojenik
formlara gevrilmektedir. Ornedin Benzo(a)pirsn (BaP) denen
bilesik belirli noktalardan hidroksile edildifinde deteksifiye
edilip sulfat konjugasyonu ile atilirken eder hidroksilasyon
farklyr neoktalarda gerg¢eklesirse DNA® vya kovalent badlanip gen
ekspresyonunu degistiren toksik epoksit tlirevleri
clusabilmektedir. {62) Mikrozemal sitokrom P-430, psroksizomlarda
bulunan HpOp Uretim kaynadadir. Ayrica sitokrom bg ve flavin
iceren oksidaz enzimlerinin aktivitesi ile oksijen radikallerinin
olustugu saptanmistlr. Sigan karacigser mikrozomlarinda NADPH
bafimli enzimatik lipid  peroksidasyonu esnasinda oksijen

radikallerinin olusumu spin trapping yoéntemi ile dlgulmiistir. (83)
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CTOOKSIDASYON REAXKSIYONLARI
Nonenzimatik & transferinin gergeklestigi otooksidasyon
reaksiyonlary ile de molekliler oksijenin tek degerli rediksiyonu

meydana gelir.Transisyon metal iyonlari, redukte ferridoksinler,

adrenslin v.b katekolaminler, tetrahidroblopterin (BHg)
glutatyon, sistein gibi tioller, flavin koenzimleri, kinon
tirevleri ( hidrokinon + Q05 -—---- > Semikinon: + ©p” + HT ),

askorbat, antibiyotikler gibi kiugik molekiller vicutta molekller
oksijenle " redoks reaksiyonlarina girerek serpest radikal

olusturur. {1,2,9,21}
OKSIDASYON YAPAN ENZIMLERIN KATILDIGI REAKSIYONLAR

Vicutta serbest radikal olusumunun Snemli bir kaynagi colarak,
birtakim enzim sistemleri melekiiler oksijenin sUperoksit anyon
radikaline tek dederli redidksiyonunu katalizler. Bunlar arasinda
ksantin oksidaz, aldehit oksidaz, dihidreorotik dehidrogenaz,
peroksidazlar, triptofan dioksijenaz sayilabilir. Ayrica serbest
radikaller, &zellikle de siperoksit anyon radikali, makrofa],
monosit,eczinofil, ndtrofilleri igeren iltihap hicrelerinin
sitoplazmik membranlarainda bulunan "NADPH oksidaz sistemi"
tarafindan uretilir. (1,33,48,49,50,52,53)

Fagositik hicreler aktive cldudu zaman aniden biyidk miktarda
oksijen kullanarak onu sUperoksit anyonuna g¢evirir. Bu isleme
"respiratory burst" (solunum patlamasi) denir ve NADPH oksidaza
badimlidir.Bu oksidaz sisteml fagositlerin sitotoksik etkisinden
sorumlu faktdrlerden biridir. Peroksizomlar denen belirli hicre
organellerinde bulunan bazi oksidazlar tarafindan, molekller
oksijenin divalan rediksiyonu ise H»0p dretir. Bu oksidazlara
érnek olarak D-aminocasit oksidaz, glikolat oksidaz, yad§ asidi
acil Ko A oksidaz, L-alfe hidroksiasit oksidaz, Urat oksidaz gibki
enzimler verilebilir.{1,2,21,50)

Hidreksil radikalinin asiri reaktivitesinden beklensbilecedi
gibi onu substrat olarak kullanan enzim sistemleri yoktur. Ancak
bu radikaller Fenteon reaksiyenundaki gibi hidrojen peroksitin
ferrdéz ve kuprik iyonlari ile temas ettidl her durumda nonenzi-

matik olarak olusturulur. Fe2t + Ho0p —=-> Fe3T 4+ OH- + OH~

Bu radikal ayrica demir katalizli Haber-Weiss reaksiyonu ile de
olusturulur. 0o~ + Hpo0o, Fe_ tuzu 5 Oy + OH- + OH~
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Ayrica arakidonik (RA} metabolizmasi esnasinda enzimatik

oksidasyon ile OSR ara Urun olarak olusur. (35,66)
siklooksijenaz
\ \

OH- ve porfrin: OSR

AR

> prostaglandin endoperoksit ———‘g—_“) tromboksan

OSR fosfolipaz aktivasyonu ile prostaglandin ve tromboksan Bj

sentezini sadlar.EJer ortama radikal scavengerler konursa Tx B2

sentezi &nlenir.{21)

OKSIJEN SERBEST RADIKALI OLUSTURAN EKSOJEN NEDENLER
A) KSENOBIYOTIKLER

Bu grupta pekg¢ok kimyasal madde bulunur.Bunlar vicutta toksik
yada karsincjenik olan reaktif radikallere dontisir.Bu radikaller
OSR ve ksenobiyotiklerin kendi radikalleridir. Bu metabolik
aktivasyonun  biylk kisma sitokrom  P-450 monooksijenazlar
sayesinde olmakla birlikte pekgok diger enzim ve hicresel
komponentlerin de bu aktivasyonda gorev z1didr saptanmistir.
Srnedin prostaglandin sentetaz,aromatik aminler ve nitrofuranlar
tarafindan olusturulan mesane kanseri indiksiyonunda ve fenasetin
ile asetaminofenin yaptigdi nefrotcksitede gbrevlidir.
Hidroperoksit bagimly piyoaktivasyon, polisiklik aromatik
hidrokarbonlarin (PAH) yaptid: mesane kanserinde gdrevlidir.(67)

Ksenobiyoctiklerin metabolik aktivasyonu ayrica polimorf
nuveldi ldkesitlerin (PNL) oksidatif patlamasi esnasinda
olusabilir. Bu olayda buytk miktarda O0SR olusumunda pekgok
lizozomal ve peroksidatif enzim salinir. {67)

Ksenobiyotikler enzim katalizli reaksiyonlar ile molekdler
oksijene bir yada iki é aktarir. Bu gruba giren pekcgok toksik
bilesikler arasinda kinon, dipiridil, nitre ve azoc grubu
icerenler vardir. Ksenobiyotiklerin OSR olusturma mekanizmas:i su

sekilde acaiklanabilir. (68)
2 (Kseno) + NADPH NADPH Oksidaz . 2 (Kseno)~ + NADPT + HT

{Kseno)™ + O3 > {Kseno) + Go7

Superoksit anyonu reaktif oksijen tiérlerinin metabolik liretiminde

bir prekirsordir. Superoksit olustuktan sonra ondan diger O8R’1
(HO% -, OH-, RO -, RG:-, 102, HzCo ydaha dnce belirtilen

reaksiyonlar ile olusturulabilir. (68)
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1) KINON TUREVLERI

Bu grupta karsinojen olan bazi polisiklik aromatik hidrokarbonlar
Hzellikle BaP, 6 metil BaP(1,24,25,76,77) 1ile antikarsinojen olan
a) Benzantrakinon grubu (Adriamisin, daunomisin, karminomisin,
rubidazon, nogalomisin, steffimisin, aklasinomisin A )

1) N-Heterosiklik kinonlar (Mitomisin ¢, streptonigrin)

c) Naftokinon grubu (lapakon) ilaglar yer alir.(11,70,77,78)

Oldukca aktif olan bu antikanser ilaclar, mikrozomlar ile
etkilesir ve serbest radikal tasiyicilari olarak gdrev yapar.(1ll)
g1can ve farelerin dedisik dokularindan elde edilen mikrczomlarda
bu ilaclar ile vyapilan birgok calismada bunlarin NADPH® tan
molekiiler oksijene & akisini artirdig: "mikrozomal oksijen
tiketim hizi" ve "NADPH oksidasyon hizi " teknikleri 1iie
6leilmistur. {11,31,69,70) Ayrica clusturduklarl serbest
radikaller "elektron spin rezonans {ESR) " teknigi ile
saptanmistir. (71)

Yine bu ilaclar eritrositler ile muamele edildiginde oksi-
hemoglobin yoklugunda belirgin sekilde bozulmus olan heksoz
monofosfat santi aktivitesini uyardi. Bu bilesikler tarafindan
hidrojen peroksit iretildigine ait deliller reddkte glutatyonun
(GSH) oksidasyonu , l4c-Format oksidasyonu ve CAT- Aminotrilazol
teknikleri ile saptandi. Bu deneyler kinon grubu ilacglarin OSR

dretmeye oksiHb ile etkilestidini gésterir.(11,72)
NADPH‘) C Kinon !) ( Hb + G~

NADE Semikincn Hi-02
Kinon tlUrevlerinin olusturduju radikal hasari CAT, SO0D, Vit E
gibl bazi anticksidanlarin kullanimi ile dnlenebilir. (21,31)
Kinon grubu ilaglarin antikanser etkisi disinda kardiotcksik
etkisinden de serbest radikal olusturucu ve lipid peroksidasyonu
yapict etkilerinin scrumlu oldugu anlasilmistir.Bu maddeler semi-
kinon radikali olusturmak lzere kalp mitokondrisinin
flavoenzimleri tarafindan enzimatik rediksiyona girer. Oksijen
mevcudiyetinde semikinon radikalinin redoks siklusu sliperoksit ve

hidrojen peroksit olusumu ile sonuglanir. (11)
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2) ELEKTRON TRANSPORT ZINCIRINI INHIBE EDEN MADDELER

Normalde fizyolojik sartlarda mikrozomal ve mitokondrial é&
nzkil sistemlerinde az miktarda OSR olusabilir. Bu sistemler de-
Jisik basamaklarda inhibe edilirse blylk miktarda OSR
olusmaktadir. Bu inhibitérler Pierisidin A, Amobarbital, Rotenon,
Dimerkaprol, Hidroksikinolin N-oksit, Antimisin A, Karbonmonoksit
(Cco), Siyanid (CN}, Karboksin, 2-Tenoil trifloroaseton (TTFR) wve

Oligomisin gibi maddelerdir. (58,59,61,62,73)

3) FENTON REAKSIYONU OLUSTURARAK ETKI EDEN MADDELER

Umezawa tarafaindan streptomyces verticillus tan izole
edilerek kanser kemoterapisinde kullanilan glikopeptid yapila
bir antibiyotik olan blecmisin, htcre Gstiunde miteoz inhibisyonu,
DNA sentezi inhibisyonu ve DNA zincir kiriga vyapici etkilere
sahiptir. (28) Bleomisinin bu etkileri, tek basina da DNA® vya
zarar verebilen 2-Merkaptoetancl (ME), ditiyotreitol, askorbat,
nidrojen peroksit gibi rediktan ajanlarin mevcudiyetinde pelir-
gin derecede artar. (11,28)

Superoksit. radikali ve Fe(II) ' nin de bleomisin tarafindan
DNA  yikiminda rediktan ajan seklinde etki  edebildikleri
gtdsterilmistir. Talisomisin de bleomisin 1ile ayni etkilere
sahiptir. Bu tlr maddeler Fe(iI), cu{Ii), Co(II} iyonlari va
organik hidropercoksitler vyada hidrejen peroksit mevcudiyetinde
hidroksil(OH:) wve alkoksil (RO-) radikalleri tretirler.Lipid per-
oksidasyonuna neden olurlar. Bazl calismalarda spin <Lfrapping
teknigi ile OH- disinda Op~ Urettikleri de saptanmistir.(11,74)
Talisomisin ve bleomisinin bu etkileri, ozellikle de DNA vyikici
etkileri SOD,CAT ve izopropil alkel gibi diger serbest radikal
yokedici zjanlarla &nlenmistir. (11}
4) DIGER MADDELER

a) Rra metabolitleri sayesinde molekller oksijene tek & nak-
lederek OSR olusumuna nedsn olan Nitroaromatik ilaglar

b) Hidrojen peroksit dretiminde gdrevli enzimleri 1iceren
peroksizomlarin hicre ig¢i miktarini artirarak asiri hidrojen
peroksit Uretimine neden olan ve peroksizom proliferatdru denen
di{2-etilheksil) fitalat, Aflatcksin Bl, Asbest, Nafenopin,
Klofibrat gibi kimyasal vyapilari birbirinden cok farkli olan

maddeler (22,75)
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c) vine kimyasal vyapilari g¢ok dedisik olan karbon
retrakloriizr {(CClg), Parakuat (metil wviclojen), &zo bilesikleri,
Fenil hidrazin gibi maddeler metabolizmalar: sirasinda OSR®
clusturarak kanserogenezde rol alir.(21,24,65)

Karbontetraklorur vyad ¢dzici bir solvent olarak endlstrids
kullanilzir. Hatta zararla etkileri saptanincaya dek kuru
temizleyicilerde leke cikarmak amaciyla kullaniliyordu. Bu madde
deriden emilir we insan dahil tlm tlrlerde hepatotoksiktir.
Hepatotokéite derecesi yvaglanmadan siroz ve kansere dek
kullanilan doz ve canli tlrlne gdre defigebilir. Bu hepatotoksi-
tede karaciger mikrozomal "mixed function oxidase” sisteminin
sitokrom P-450 tarafindan (CClg-) radikali olusturmak amaclyla
rediiktif dehalojenasyonu sz konusudur. Bu tiirevlier muhtemelen
hiitcresel makromolekiillere baglanmada gereklidir. CClgz- radikali
triklorometil peroksil radikali (CCl305p-)olusturmak amaciyla
molekiiler oksijenle reaksiyona girer.

CCly: + Oy ————= > CCl305- Olusan triklorometil peroksil
radikali ise poliansature ya§ asitleri ile reaksiyona gilrerek
lipid peroksidasyonunu baslatair. Sonugta olusan lipid
peroksidasyonunun aldehit Grinlerinin karaciger toksitesinden
sorumlu oldudu kabul edilmektedir.(21)

Bir bitki zehiri olan parakuat yanlislikla alindiginda insan
vicudunda akcifer, karaciger ve bdbrek toksitesi yapar. Parakuat
piridinil katyonunun redoks dénglistine girmesi sonucu  &sirl
miktarda olusturulan sUperoksit radikali ve bu radikalin Fe
mevcudiyetinde ortamda bulunan hidrojen peroksit ile reaksiyona
girmesinden olusturulan aslri reaktif hidroksil radikali 1lipid
peroksidasyonunu baslatarak bu toksiteden sorumludur. (21)

B} RADYASYON

Biyoleojik sistemlerde radyasyon hasari genis slglide
arastirilmistir. Her gesit radyasyon | iyonizan - noniyonizan )
biyolojik hasar yapabilir. Alfa, beta, gama radyasyen, X- 1s1ini
yayllimi ve UV radyasyona bagl: hasarlarda reaktif oksijen
tirlerinin olusumunun énemli rol oynadiga saptanmistir. {2,79)

irradyasyondan sonra birincil olarak 1ilk 1-2 mikrosaniye

iginde H- , OH- , &g Ve biyolojik radikal (Bio-+) hasari, daha

sonra ikincil olarak ilk birkac mikrosaniye ile birkag¢ saat ara-
s1 peroksi radikali(ROj-) ve ikincil biyoradikallere bagli hasar,

bundan sonra birincil wve ikincil radikaller ile etkilesimden
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olusan bircol organik - biyokimyasal radikal molekillerine bagl:
hasar clusur. Bu arada DNA, RNA, yapisal proteinler wve enzimler
gibi birgok makromolekuller etkilenir. Ilk iki yilda metabolik
hozukluklar gibi akut, 1iki yildan sonra ise neoplazi gibi geg
patolojik etkiler meydana gelir. (79)

Bivolojik sistemler radyasyon hasarina karsa stlfidril (SH)
grubu igeren sistein gibi bilegikler ile DNR tamir enzimleri ve
antioksidan enzimler gibi koruyucu komponentlere sazhiptir.
tyonizan radyasyonun hicre &lduricu etkisi, hilcre igeriginin

bliyiik kismini olusturan suyun radyolizinden kaynaklanan serbest
radikallere badlidir. Suyun radyolizi ile OH- ve €aq olusur.

Hidrate elektron (éaq) niikleofilik eklenms ile radikal anyonu
olusturur. R + é&gg=—="~ > R Radikal anyonunun molekiler

oksijenle reaksiyonu organik peroksil radikali CGretimine vyol
agar. R- + 0O ———-> RCo- Radyasyondan en buylk zarar:z goéren

makromolekil DNA dir. Hidroksil radikali , DNA komponentleri ile
éaq “dan 4 kere daha hizli reaksiyona girer. DNA® nin her iki baz

ve seker kisimlari etkilenir. (21,7%9)

Pulse radyolizis drnedindeki gibi sulu solusvonlardan ylksek

enerjili radyasyon ( 60-1C0 eV/atom ) gecgirerek olusturulan
radyolizde tium enerji dagilimi 10714 sn “de meydana gelir.
Enerji ; 1~ Iyonizasyon Hp0 ~~~~-~ > Hoot + &

2- Eksitasyon HoG ~r~~w- > H20* (é'un enj diuzeyvi defismis)
icin kullanilir. Olusan urlinler (Hyot , & , HoO" ), 10712 sn
icinde asirl reaktif olan vhirincil radikal tlrlerine” g¢evrilir.
Bunlar éaq , H- , OH- , 1.Bio+ ~ dir.

HpOT  —m—-- > Haq + OH:

& =--—- > éaq

Hoot + & ---> Hp0" ---> H: + OH-
Bio + & --—--> 1.Bic-

Daha sonra "ikincil radikal tidrleri" olusturulur.Olusan bu yeni
turler ©5~ , ROz 2.Bio- ° lerdir. (80)

C) ULTRASOUND ,

Su iceren ve igermeyen solisyonlarda ultrasound dalgalar:
tarafindan kavitasyon denen olay sayesinde serbest radikal
Gretildigi, olusan OH- radikali ve H+ atomlarinin "spin trapping"

teknigi ve "ESR" teknikleri ile saptandigi bildirilmistir. (81)
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ANTIOKSIDANLAR

Baslica endojen ve eksojen diye ikiye ayrilir.

A) ENDOJEN ANTIOKSIDANLAR _

Enzim yepisinda olan ve olmayan antioksidanlar olarak iki
gruptur.

1) Enzim yapisinda olanlar : Slperoksit dismutaz, katalaz,
glutatyon peroksidaz, mitokondrial sitokrom oksidaz sistemi,
Glutatyon S transferazlar, Hidroperoksidaz, Glutatyon redikraz
gibi enzimlerdir. (1,2,9,10,35,142)

2} Enzim yapisinda olmayanlar : Bunlar da suda c¢dzlnen ve
yagda ¢ozlnenler olarak ikiye ayrilair.

a) Suda c¢odziinenler: Kan plazmasi vyada hlcre sitozollinde
bulunan glutatyon, sistein, metiyenin, ergotiyonin (22,82), urat,
melatonin, biliverdin, biliriibin (9,83}, ferritin, transferrin,
seruloplazmin, laktoferrin, albumin (9, Sdstrojen hormonu
szellikle de katekol &strojenler (84,87), askcrbik asit (22,143}

b) Yadda ¢&zUnenler : alfa-Tokofercl, retinolin on maddesi
clan beta-karoten (22),plazmalogenler (BE)

B) EKSOJEN ANTIOKSIDANLAR

a) NADPH oksidaz inhibitérleri: ca?¥ kanal blokurleri (85),lokal
anestetikler, nonsteroid antiinflamatuar ajanlar, adenozin ,
difenil ivyodeonyum, cetiedil (35,147)

by Ksantin oksidaz inhibitérleri : Allecpurinel, oksipurinol,
pterin aldehit, tungsten{145)

c) GSH-PX aktivitesini artiranlar : N-Asetil sistein (NAC),
ebselsen (33)

d) Rekombinant 30D (144,149)

e) Diger nonenzimatik antioksidanlar : Trolox-C (E vit analogu),
Dimetilsilfoksit (DMSC), manniteol, desferroksamin gibi demir
baglayicilar (145), ndtrofil adezyon inhibitérlieri, sitokinler

interferon, interldékin-I (11,35) wve kan keclesterclinu duasirmeye
kullanilan 1lipid peroksidasyonunun gligli bir zincir kirica
inhibitérli olan probukol. (2)

BIiYOLOJIK SISTEMLERDE RADIKAL HASARI GORULEN BIYOMOLEKULLER

Serbest radikeller asirl rezktiviteleri nedeniyle canlilarda
bulunan hemen her g¢esit biyomoleklillere hasar wverir. Bunlar
arasinda niikleik asitler, lipidler, proteinler, serbest aminc
asitler, lipoproteinler, karbonhidratlar wve bunlardan tdreyen

kompleks biyemolekiiller sayilabilir. (2,9,22,36)
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Sarbest radikallerin reaktivitesi dedisir. Bazilari bagdil
olaral stabiidir. BAma bircodu asiri reaktif ve anstabildir.
gerbest radikaller cok kisa oémurlidir. OSR'in en reaktif olani
37 oc' de 109 M~ ls~1 T1ix bimolekiiler hiz sabiti ile etanolii
cksitleyen OH- radikalidir. OH- + CH3CHpCOH ---> Hz0 + CH3CHOH
Reaktiviteleri nedeniyle pekcok serbest radikal 1074 - 1072 M
arasi disik konsantrasyonda bulunur ve olustudu boélgeden
uzaklasmaz. Hicre iginde hidroksil radikalinin hareketi icgin
ortalama vyarigap 30 Angstrémdir. S3adsce birkac mikrosaniyeslik
bir yari omre sahiptir. Bdylece mitokondride vyada mikrozemlarda
olusan bir serbest radikalin hiicrenin difer b&limlerini
(6r:cekirdek ig¢i DNA'yi) dodrudan etkilemesi olanak disidir. Ser-—
best radikaller hem oksidan hem de rediktan ajan olarak
davranabilir. Bir serbest radikal radikal olmayan bir bilesikle
reaksiyona girdigi zaman, basgka serbest radikaller olusturabilir.
Bu olay binlerce reaksiyon uzunludunda olan zincir
reaksiyonlarini baslatir. Yani serbest radikal olusumunun
indiiklenmesini mimkin kilar. (1}

Baslangicta olusan 1lk serbest radikal sadece bdlgesel
etkiler {iretmesine radmen, ondan olusan ikincil radikaller ve bu
radikallerin girdigi zincirleme reaksiyonlarin yilkim turunleri,
ilk serbest radikalin olusturuldudu bdlgenin g¢ok uzadinda
biyolejik hasar yapica etkilere sahip olabilir. (1,36)

ki serbest radikal birbiri ile reaksiyona girdigi zaman bir
stabil (kararli) molekil olusturulabilir. Bu olay serbest radikal
indikld zincirleme reaksiyonlarin sonlanmasini ag¢iklamaya yardim
eder. Siperoksit radikali ¢ok reaktif bir tur olmadigi halde
potansiyel olarak toksiktir. Cunkd eger sUperoksit hidrojen
peroksite dismute edilirse yada hidrojen peroksitle birlikte
transisyon metal iyonlari varliginda hidroksil radikali
olusturursa ciddi biyolejik hasar colusturur.(l,63,89)

Hidrojen perocksit molekiiltinin kendisi hicrelere dogrudan
toksik olmadidi halde biyolojik membranlardan kolayca gecebildi-
§i (&r: hicre membranl, mitokondri membrani, cekirdek membrani,
mikrozomal membranlar vb) ve metal iyonlari slpercksit anyonu
gibi reddktan madde varlidinda kolayca hidroksil radikaline
dénisebildigi igin delayll yoldan potansiyel olarak toksik kabul
edilir. Hidroksil radikali ise hangi biyolojik molektdl ile
yakinlik iginde ise onunla reaksiyona girecektir. Ornedin lipid

peroksidasyonunu baslatacak, DNA zincirlerini kiracak, enzimlerin
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stlfidril (SH) gruplarini okside ederek enzim inaktivasyonuna vyol
acabilecek yada polisakkarit depolimerizasyonu yapabilecektir.
-

DNA" DA MEYDANA GELEN SERBEST RADIKAL HASARI
Serbest radikaller DNA® da gesitli mekanizmalar ile hasar yapar.
Gzellikle cat> a padimli endoniikleaz aktivasyonu ile (88)yada
DNA® nin baz ve seker komponentleri ile dodrudan reaksiyona glre-
rek DNA hasarina yol acar.(21) Clusan en énemli 3 reaksiyon tipi;

1) Tek zincir Kairiklarza

2) Cift zincir kiriklara

3) Baz hasaridar. (21,23)

Ayrica tek baz baz dedisimleri, baz silinmeleri, baz eklenmeleri,
gcergeve kaymalara vyada gen 1g¢i birgcok bélgede  kompleks
dlizenlenmeler seklinde mutajenik, karsinojenik DNA
hasarlanmalarina sebep oldudu bilinmektedir. (14)

QSR tarafindan gen ifadesinin degistirilmesi 1ile scnuglanan
eplgenetik bir mekanizma son zamanlarda Snerilmistir. (21)

Pglisentetaz (ADP riboz sentetaz) enzimi sentezinin OSR
tarafindan uyarilabildigdi gibi DNA kiriklarai ile de uyarildaga
pilinir. (21,89 OSR tarafindan olusturulan oksidatif stres ayni
zamanda enzim icin bir substrat olarak davranan NADT nin asira
Uretimine vol agar. Artmis ADP-Riboz sentetaz enzim aktivitesi
ile artmis NADY kombinasyonu , kromozomal materyalin artmas
peli-BDP ribozilasyonu wve sonugta gen ifadesinin dedistirilmesi
ile sonug¢lanir. Bu sirada protoonkogen aktivasyonu olabilecedi
dusitinilmektedir. (22,89)

Hidrojen peroksit biyeleojik membranlardan kolayca gecebildi-
i icin eger DNA®S vya ulasirsa ortamdaki metal iyonlar: ile
etkileserek Fenton reaksiyonu baslatip, hidroksil radikalleri
olusturarak DNA'ya hasar verebilir.(2,49,50)

Serbest radikallerin olusturduklara DNA  hasari cesitli
yontemler ile saptanabilir. Bu yéntemler arasinda DNA baz dizisi
tayini gibi komplike molekiiler biyeclojik ydntemler olabildidi
gibi daha basit olan ve serbest radikaller tarafindan oksitlenen
DNA bazlarinin, DNA tamir enzimlerl tarafindan DNA vyaplsindan
¢ikarilarak, i1drarla atilmasi esnasinda idrarda tayinine davanan

metodlar da kullanilabilir. (9,14)
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OKSIJEN SERBEST RADIKALLERIN YAPTIEI LiPiD PEROKSIDASYONU

Hicresel membranlarin fosfolipid yapida oldugunu hatirlayacak
alursak,dzellikle bu yapida bulunan poliansatiire vad asitlerinin
peroksidasyonu hlicresel membranlari ciddi sekilde hasarlandirir.
Bu nedenle membran akligkanligi azalir, membran salinim
fonksiyonlari bozulur, membran gecirgenligi ve transmembran
iyonik gradient bozulur.{21)Bu otocksidasyon reaksiyonu OH-,HOp-
radikalleri ve muhtemelen singlet oksijen tarafindan
baslatilabilir. Fakat daha az reaktif olan siperoksit yada
hidrojen peroksit molektllerinin kendisi tarafindan direkt olarak
baslatilmaz. Lipid peroksidasyon zinciri reaksiyonlarinin ilk
asamasl olan baslangi¢ {initition) evresinde, serbest radikaller
va§ asitlerinin (RH) C =zincirinin metilen gruplarinin birinden
bir H atomu uzaklastirair. Boylece poliansatlre vad asitlerinin
bir C radikali (R-Jolusur ve zincirleme peroksidasyon
reaksivyonlar:l baslar. Yayllma (propagasyon) evresinde daha sonra

hizla, bir lipid hidroperoksil radikali (ROp-) olusturmak amaci

ile molekller oksiijen ile reaksivyona girecek olan "konjuge dien”
(Rg-)olusturulur.Dien konjugasyonu denen olay baslangicta olusan
C radikalini stabilize etmek icin molekll ic¢il yeniden dizenlenme
ile cift badlarin normal diziliminin bozularak birer C
araliklarla yeniden g¢ifte bad§ olusmasidir. Olusan konjuge dien
molekiiler oksijen ile reaksiyona girerek 1lipid hidroperoksil
radikali {(ROp*)} olusturur. Bu son c¢lusan radikal de c¢ok reaktif
oldudundan, komsu poliansatiire yag asitleri ile reaksiyena girip
lipid hidroperoksit (ROOH) wve vad asidi (¥YR) C radikali (R-)
elusturarak lipid percksidasyon =zincirini strdirdr. Bua zlincir
ancak, 1ki serbest radikalin birbiri ile reaksiyona girerek,
radikal vapisinda olmayan stabill bir drin olusmasi ile yada
radikal vyok edici (scavenger) denen anticksidan maddelerin etkisi

ile sonlanir. (1l,36,65)

RH + CH: —---> R- + H50 (Yagd asidi C radikall we su olusumu)
R- —-—————- > Rg- (Molekill ig¢i dizenlenmsyle konjuge dien oluszumu)
Rg- + 02 —-——=-> ROy~ (Lipild hidropercksil radikali olusumnuj
RO2- + RH ---> ROOH + R- (Lipid hidroperoksit wve YA C radikali)
R* + R+ ——=—=-- > RR

RO5: + ROy- —--> ROOR + Op
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Lipid hidropercksit (ROOH), slperoksit anyon radikali (037}
perhidroksi radikali (HO;-) vyada transisyen metal iyonlari ile
temzs edene dek stabil bir bilesiktir. Ancak metal iyonlari

varliginda, dider zincir reaksiyonlarini Dbaslatip sdrdiren,
alkoksi radikali (RO-) ve peroksi radikali (ROp-) gibi basks

radikaller Uretir. {36)

ROOH + Felt  o-—mm—mmme > Fe3t + OH™ + RO-
ROOH + Fe3®  ——mmmmmmmn > Fe?t + HY + RO3-
ROOH + 09~  —=———————-= > RO- + OH™ + Op
ROOH + HOp:-  —————————w= > RO+ + HoO + Op

Béyle bir lipid peroksidasyon reaksiyonunun son  Urlnleri
aldehitler, hidrokarben gazlar ve malondialdehit (MDA} igeren
dedisik kimyasal rezidilerdir. Bu yikim Urlnleri zincir reaksiyen
bélgesinden uzaklara diflize olabilir ve hilicre o&demine, damar
gecirgenlidinin bozulmasina sebep olabilir.Iltihabi olaylari ve
kemotaksisi etkileyebilir.Fesfolipaz aktivitesini dedistirebilir.
Arakidenik asitin, dedisik endoperoksitlerin ve prostaglandin-
lerin olusumunu ve saliniminl indidkler. (1,9) Dien konjugasyon
lriinleri uv spektrumnda absorbans &lcimi ile (2) lipid
peroksidasyon Urunleri o6zellikle MDA , tiyecbarbitirik asit (TBR)
1i asit ortamda 1sitildidr zaman olusan renk reaksiyonu ile
6lcllir. (2,635,90)

Serbest radikaller tarafindan clusturulan lipid
peroksidasyonunun ; diabetes mellitus (3,91,146), hipertansiven,
ateroskleroz, vaslanma, kanser (89%),her tir dokunun postiskemik
reperfizyon hasari (6,96), ksencbiyctik toksitesi (8,72,77,95,
148), kollagen doku hastalaklari (%4), senil demans, c¢esitli
beyin hastaliklari, senil katarakt (£0,93,96), vitilige wve ce-
sitli cilt hastalaiklari (92) gibi daha bircok doku wve organi
ilgilendiren patolojilerde rol oynadzdi saptanmistir.
(22,24,72,93,97)

Lipid peroksidasyonunun &énlenmesinde vyagda gdzinen bir
vitamin olan wvit & iie vyapilan deneyler anlamli sonuclar

vermistir. (Z1,98)
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OKSIJEN SERBEST RADIKALLERININ YAPTIGI PROTEIN HASARI

Serbest radikaller proteinlerin ve onlarin yzpisindaki bazl
amincasitlerin,dzellikle sistein, metiyonin, fenilalanin, tirozin
triptofan ve histidin aminoasitlerinin hasarina neden olur. (99)

Serbest radikal aracili enzim harabiyeti lizozim ve ATPase’ -
larin fotoinaktivasyonu ile gdsterilmistir.(Muhtemelen tripto-
fanin hasarlanmasina bagli} (100}

Histidin oksidasyonunun ise lipoamid we alkeol dehidrogenaz
aktivitesinin kaybindan scrumlu oldudu bulunmustur. (100)

hyrica enzimlerin SH igeren metionin ve sistein
aminoasitlerinin vyapilarandaki siulfidril gruplarinin oksidasyonu
ile enzim inaktivasyonlarl saptanmigtir. (1,9}

Proteinlerin sekonder ve tersiyer yapilarinda da serbest
radikal hasarina bagly dedigsiklikler saptanmistair. (101)
Proteinlerdeki aminocasitlerin oksidasyonu ile olusan 5 OH tripto-
fan, N-Formil kintirenin, bitiroczin gibi oksidasyon AGrtnlerinin
fluoresan dzellik g&sterdikleri saptanmistir.(9,99)

Amfizem, resplratuar distress sendromnu, kollagen doku
hastaliklari, katarakt gibi hastaliklardsa, ilgili doku &rnek-
lerinde serbest radikal hasarina bagli protein yikim Udrdnleri

saptanmistair. (8)

SERBEST RADIKALIERIN YAPTIGI KARBONHIDRAT HASARI

Serbest radikaller, karbonhidratlar tistiinde bzellikle
polisakkarit depolimerizasyonu ve monosakkarit otooksidasyonu
yolu ile etki gésterir. (1,102)

Diabetes mellitusta katarakt wve mikroanjiopati gelisiminin
altinda yatan mekanizmalardan biri olarak serbest radikal hasar.
saptanmistir. Rediktan bir madde olan glukozun, kanda ylkselerek
otooksidasyona udgramasl sonucu, gdzin lens deolkusu ve tum
organlarin bad doku proteinlerinde g¢apraz baglanmalara neden
clarak, protein agregasyonu 1ile bazal membran kalinlasmasa
neticesi gdzde katarakt ve mikroanjicpati clusturduklara
diistiniimektedir. (2,102) Bu olay glukoz disinda dider redtktan
monosakkaritler igin de gegerlidir.

Ayrica OSR'in eklem s1visl viskozitesini saglayan hyalironik
asit gibi proteoglikanlarin depeclimerizasyonuna ve kikirdak
dokularin pargalanmasina neden oldudu ve bu olayin romatoid

artrit gelisimindeki etkenlerden biri oldudu bilinmektedir. (2)
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SERBEST RADTKAL HASARINDAN KORUNMADA GOREVLI MEKANIZMALAR

Her cesit biyomolekill ile reaksiyona girip , hasar yvapalilen
serbest radikaller, fizyolojik dengeyi bozmakta ve patolojik
durumlarin olusmasina yol acmaktadir. Bu nedenle canli
organizmalar, agiri reaktif olan bu tiirlere karsi korunmada
gérevii bazi "antioksidan mekanizmalar' a sehiptir. Bu savunma
mekanizmalarl daha énce antioksidanlar bahsinde de§dinildidgi gibi,
enzim yaplsinda olanlar ve olmayanlar seklinde 2 ye ayralir. Biz
vaptigimiz galismada,insanlarda bulunan en énemli ¢ antioksidan
enzim c¢lan "Glutatyon Peroksidaz", "Siuperoksit Dismutaz" ve
"Katalaz" enzimlerinin eritrosit i¢il aktivitelerini arastir-
digimiz ig¢in burada bu U¢ enzimle ilgili ayrintila biigiler

sunulacaktir.

GLUTATYON PEROKSIDAZ (GSH : Hy0p OKSIDOREDUKTAZ, EC 1.11.1.9)

1957 de Mills tarafindan kesfedilen ve hidropercksitlerin indir-
genmesinden sorumlu bir enzim olan Glutatyon Peroksidaz ({GSH-PX)
molekiil afirlidi €4000 clan, 4 selenyum (Se) atomu iceren, hem ve
dijer prostetik gruplari igermeyen, tetramerik yapida, sitozolik

bir enzimdir.(103,104,107) Bu enzim su reaksiyonlari katalizler.

HpCp + 2 GSH GSH-PX > GSSG + 2 HpO
ROOH + 2 GSH GSH-PX -~ GSSG + ROH + Hy0
"Fosfolipid hidroperoksit Glutatyon peroksidaz"” (PHGPX) ,

memelilerde saptanan ikinci selenoenzimdir. Bu enzimin SDS-PAGE
de saptanan molekdl agairiigi ~ 20000 olup, aktif bélgesinde 1 3Se
atomu iceren, monomerik vyapida, soluble olan, sitczolik bir
enzimdir. PHGPX 1ilk kez antipercksidan aktivitesi izlenerek
saflastirilmis wve isimlendirilmistir, bu: nedenle orjinalde
peroksidasyonu inhibe eden protein (PIP) ad: verilmistir. Bu
enzim pekcok dokuda saptanmis olup yukaridaki 1iki reaksiyona
ilaveten membran yapisindaki fosfolipid hidroperoksitleri (FLOOH)
alkollere indirger.Bu sayede vitamin E 1ile Dbirlikte membran

lipidlerini peroksidasyon hasarindan korur. (103}
PLOOH + 2 GSH _ PLGPX > GSSG + PLOH + HpO
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GSH-PX' in selenolat sekli (E-Se™), peroksit substrati--> alkole
rediklerken, ¥kzndisi okside selenik aside (E-S2-0H) diniistir. Bu
asamada GSH reaksiyona katilarak selenosilfit (E-Se-3G)olusumuna
yol acar. Ikinci GSH, selenosilfite badlanarak GSSG olusumunu
sadlarken, enzimin aktif sekli olan redikte durumdaki selenolat

(E-S27) acide ¢ikar. (35,103,104}

f-ge- _ROOH + H ---> ROH _ gp-ge-on _ GSH —==> H20 _ Ep-se-sG
(selenclat) (selenik asit) (selenostilfit)
I |
GSSG + HY <——wwm————m GSH
Fnzimimin redikte formu siyanide direncli iken, okside formu

sivanide duyarlidir yani siyanidle inaktive edilir. Siyanid (CN7)
GSH-PX dan Se cikararak enzimi inaktive eder. {103,104}

Glukeoz 6 Fosfat Dehidrogenaz {GePD) Ve NADPH 1n genetik
eksiklikleri, etkilenen eritrositleri peroksit hasarina duyarl:s
hale getirir.Buna karsin katalazin genetik eksikliginde
eritrositler percoksit hasarina duyarli dedildir. Bu bulgular
insan eritrositlerinde hidrojen peroksitin uzaklastirilmasinda
NADPH/GSH/GSH-PX yolunun gegerli oldugunu distndirmistir. Son
zamanlarda vyapilan g¢alismalarda memelilerdeki katalazin GSH-PX
gibi NADPH badimli oldudu bulunmustur.Her 1kl CAT ve GSH-PX fonk-
siyon igin NADPH bagimli oldugundan bu bulgu insan
eritrositlerinde hidrojen peroksit detoksifikasyonunda her iki
mekanizmanin rolil oldudu ihtimalini artirir. Nitekim yapilan bir
calismada normal ve akatalazemik eritrositler kullanilmis ve GEPD
enzimi eksik olan eritrositlerde hemcliz yapan miktardaki
hidrojen peroksit varliginda bu hidrojen percksitin
destriksiyonunun yarisinin katalaz tarafindan olusturuldudu
saptanmistir. Bu sonuca gdre katalaz ve glutatyon peroksidaz
insan eritrositlerinde hidrojen peroksit detoksifikasyonunda esit
tneme sahiptir. (106)

~ GSH-PX aktivitesi sonucu olusan okside glutatyon ({G338G),

glutatyon rediktaz {GR} enzimi tarafindan <tekrar GSH & gevrilir.
GSSG + NADPH + HT GR » 2 GSH + NaDPT

Fagositlerde Dbulunan GSH-PX dider antioksidanlarla birlikte
respiratory burst denen solunum patlamasi sirasinda olusgan
serbest radikallerin vyaptidi peroksidasyon hasarindan hiicreyi

korur.
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SUPEROKSIT DISMUTAZ: (SUPEROKSIT OKSIDOREDUKTAZ, EC 1.15.1.1)

Stiperoksit Dismutaz (SOD) enzimi, tim aerobik organizmalarda
bulunan, zorunlu anaercbik crganizmalarda pek bulunmayan,ilk kez
1969 da Mc Cord & Fridowich tarafindan tanimlanan (1¢02),

sliperoksit (0p7 ) radikalinin hidrojen peroksite dismutasyonunu

katalizleyen bir grup metalloenzimdir, (108,109,110,111,112)
2 0,7 + 2 HT SOD » Hy0p <+ Op

Vpmax ok yuksektir.[ ky; = 2 x 109 mol-l s71 ] ve sadece 05,7 °in

difﬁzyon hizi ile sainairlanir. (58) Baslica Ug¢ tip dismutaz vardir.

1. Cu-Zn SOD 2. Mn 3GD 3. Fe S0D

1) Cu-Zn S0OD

Fungus, bitki, hayvan, insan hlicreleri gibi &karyot hlcreler-
de sitozol, ntikleer membran ve mitckondri intermembran bosludunda
bulunan dismutazdir. Prokaryotlarda ¢ck ender bulunur. Dimer
vaprda olup, herbirinin molekil adirlida {(MW)= 15600-16500
civarinda olan birbirine es 1kl monomerik sublinitten meydana
gelir. Dolayisi ile dimerik molekiilin MW= 31000-33000 civarin-
daclzr. Herbir sublinitte bir zincir ici distlfit badi, bir asetil-
lenmis terminal amino grubu ile bir Cu ve bir Zn atomu igeren bir
aktif bdlge bulunur. Siyvanide duyarlidir.(11,13,108,113)

S0S-PRAGE" de dimerik vapili holoenzimin molekdl adirlig:
saptanmis, ortama merkaptoetanol (ME) eklendiginde 1ise 1iki
sublinitin polipeptid =zincirleri arasi disdlifit (S-S) badinin
rediksiyonu sonucu herbiri birer stlfidril (SH) grubu igeren iki
zincir birbirinden ayrilarak tek bir monomerik sublinitin molekiil
adirligyr saptanmistair. (114)

Cu-zZn SOD"lar polipeptid zincirlerin aminoasit kompozisyonuna
bakildiginda temelde iki ortak ©6zellik gdsterir. Birincisi
tirczin ve triptofan igeridi ¢ok distuktir. (0-0.5 %) Ikincisi ise
glisin iceridi cok ylksektir. (degisik tdrlerde 13-17 %)

Ylksek glisin icgeridi, polipeptid zincirinde araya giren
keskin Kkivrimlar sonucu, asirl derecede "beta plakali tabakali
vapl" olusmasinda etkendir. (58,114)

cuT iyonu, SOD enzim aktivitesi igin sarttir. Zn2t ise cu?2+
ile birlikte enzimin stabilitesinin sa§lanmasinda gérevlidir.
Cu?* 1n yerini alabilecek baska bir metal lyonu yoktur. Halbuki

Zn2¥ yerine Hg?t ve Co?t girebilir.(115)



Bircok &karyot ve hatta prokaryotlarda dedisik varyantlar:
saptanmistir.Bu grubun g¢odunludunu &karyotik nlUcrelerde bulunan
sitozolik dismutaz olusturur.

Photobacterium lelognathi, paracoccus denitrificans gibi
prokaryotlarda ' neurospora crassa, fuzarium oxysporunm,
saccharomyces cerevisia gibi funguslarda , bezelye, budday,
ispanak gibi bitkiler ile tlm hayvanlarda ve insanlarda bpulunur.
Bunlarin c¢odu dimerik yapidadir. Son zamanlarda insan ve birgok
hayvanin kan plazmasinda tetramer vyaprda MW= 130.000 olan Cu-Zn
SOD izomeri saptanmistir. (10%,114,116,117,118,119,120)

Eritrositlerde de bulunan enzim membran lipidlerini
peroksidasyondan wve O iIndikli hemolizden, hemoglobini 1ise
methemoglobine oksidasyondan korur. (121)

Cu-Zn S0D aktivitesi pH= 5.5- 10 arasinda stabildir. Bu
sinirlar icindeki pH dedisiminden etkilenme:z.

Cu-Zn S0OD, idinsanda 21 No'lu Ekrcocmozomda lokalizedir ve
(21 g 22) kromozomal b&lgesinde haritalanmistir. (122) Ayni bdlge
trizomi 21 diye bilinen Down sendromundaki kritik kromozom
b&lgesidir.0yleyse bu bdlgede bulunan insan SO0D1 geni (h SODi}

sendromun gelisiminde rol oynayabilir. (122)

2) Mn SCD

Etki mekanizmasl Cu-Zn S0D ile ayni olmakla beraber molekiil
agirligl, sublnit vapisi, metal 1igerikleri vyéninden hem Cu-Zn
S0D"a gdre hem de kendi ig¢inde cesitlilik g8steren bir enzimler
grubudur. Mn SCD aktivitesi alkali pH da stabil dedildir. pH=7.8
ile 10 arasinda pH arttikga aktivite azalir. Bu 6zellidi onun
Cu-zn SO0D dan ayriminda kullanilmistir. Bir kisim enzim dimer
yvaprda bir kaisim 1se tetramer vapidadir. Meta icerigi 1ise
subliniti olusturan peclipeptid zincirinin bir mold basina 0.5-1
g.atomdur. Yani bir dimerin vapisinda 0.5 ila 1 Mn atomu bulunur.
Bu dismutazlarin polipeptid =zinciri cCu-Zn SOD lara gére daha
biydktir. Monomerik sublnitin MW= 19000-23000 arasi dedisir.(114)

Okaryotlardaki Mn SOD genelde tetramerik vyapida colup molekiil
adirlidi MW= 75000- 90000 arasi dedisir ve okaryotik hiicrelerin
mitokondrilerinde bulunur. Buna karsin prokaryotlarcdaki Mn SOD

genelde dimerik yapida olup MW= 36000-46000 arasi dedisir. (114)
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Mn S0D ilk olarak kKeele tarafindan 1970 te E.Celi
sitozolunden izole edildi.(123) NMR spektroskopi ile 1974 te Mn3+
icerdidi saptandi.(124) Mn SOD siyanide direnglidir. (13)

Insanlarda Mn SOD geni € DNe'lu kromozomda bulunur. (122)
Halbuki Cu-Zn SOD geninin 21 No'lu kromozomda bulundugunu
séylemistik. Oyleyse her 1iki enzim proteini farkli genler
tarafindan ifade edildigine gdre (gene expression) farkli primer
yapiya sahip olacaktir.Insan Cu-Zn SCD ve Mn SOD enzimlerinin
aminoasit dizilimleri ile bu dizilimlerin karsilastirmasi ve konu

ile ilgili dider sekil ve tablolar asagida verilmistir.

3) Fe SOD

Bu grup dismutazlaran da etki mekanizmasi digerleri ile ayni
oldudu  halde, monomerik  sublnitin polipeptid =zincirindeki
aminoasit dizilimleri ve sayilari Cu-Zn SOD dan c¢ok farkli olup
Mn SOD'a benzer.(114,125) Bu nedenle bu enzimlerde da Mn SoD daki
gibi monomerik sublnitin molekil adirligi Mw= 19000-23000
arasaidir. Genellikle bakterilerde, mavi-yesil alglerde ve bazi
bitkilerde bulunur.(58) Okaryotlarda cok ender bulundudundan
prokaryotlara dzgil oldufdu ssylenebilir. (58,114)

Mn SOD gibi Fe SOD enzimleri de molekil adirlidi, sublnit
yaplisi (dimerik yada tetramerik olmasi acisindan), ve Ilcerdigi
metal iyonunun miktari yonlnden gesitlilik gbsterir.(114)

Fe SOD enziminde bulunan demir, Fe3t tir. (126) Bu enzim ilk
kez E.Ccli’ den izole edilmistir.(127j Hatta dsha scnra yapilan
calismalarda PAGE®S deki mobilitelerine gére E.Coli‘de daha ©&nce
saptanan 2 c¢esit S0D'a illaveten [Mn SCD (128)ve Fe SOD (127)] her
iki enzimin arasinda gdg¢ eden yeni bir Fe 50D izole edilmistir.
Bu venl izole edilen Fe SOD un arada gdg¢ etmesinin sebebi, sahip
oldugu 2 sublUnitten birinin Mn S0I, diderinin ise Fe SOD
vapisinda clmasi, yani bu yeni enzimin aslinda bir hibrit enzim
olmas: nedeniyledir.Dimerik vapill bu enzimin MW= 37000 olup, bir
enzim molekdld 0.8 atom re3t  ve cok az miktarda Mn3t
lgerir.{129)

Gerek Mn S0OD gerekse Fe SODlarin amincasit kompozisyonlari-
na bakildidginda Cu-Zn SOD lara gére glisin igerigi daha az,
tirozin ve triptofan igerigi daha fazla bulunmustur.(114)

SOD enzimi, O, toksitesine karsi savunma mekanizmasinin bir

komponenti oldugundan, bu enzimin zoruanlu anaeroblarda
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pulunmadidina inanilirdi. Fakat 1975 e sonraki yillarda yapilan
calismalar, anaercb fotosentetik bakterilerds, sudlfat indirgeven
bakterilerde, clostridia'da ve anaerob yesil-mor renkll sulfdr
bakterileri olan chlorobium ve chromatium’ da molekil adirliga,
sublnit yapisi, aminoasit kompozisyonu, absorbsiyon spektrumu ve

0,7 1le reaksiyon hizi ag¢isindan, aeroblarda bulunan Fe S0D a ¢ok

penzeyen bir Fe SOD'un mevcudiyetini gdsterdi. (125) Bu durumda
hemen akla gelen soru, zorunlu anasrob organizmalarda, C3
toksitesine karsi savunmadan sorumlu bir enzim olan SOD° un neden

bulundugdudur. Bu sorunun iki gesit mantikli aciklamas1l vardir.

1} Anaeroblar ©p siz ortamda yasar ve urerier. Ancak bu

organizmalar O, li ortama konursa Uremeleri durur ama sinirla bir

slire yasamaya devam ederler. Iste bu sartlarda otooksidasyonla
Uretilen siliperoksit SOD tarafindan vyakalanir. Dogal olarak
anaerob fotosentetik bakteriler ve diger anaeroblar dodal gevre
sartlarinda hava ile ftemas edebilir. Iste bu cdurumda,
yasayabilmek igin bir tolerans mekanizmasi gereklidir. Nitekim

anaeroblarda, 0Oy toleransi ile SOD icerifi arasinda korelasyon

gdsterilmistir. (123)

2) Molekliler oksijenin (C2) yani  havanin  yoklugunda,
stiperoksitin tek muhtemel kaynadi, UV isik ve X isini gibi ylksek
enerjili radyasyon tarafindan suyun clekompozisyonudur. Bu
anaercbik ( hava gerektirmeyen ) islem tarafindan olusturulan
siiperoksit, anaeroblarda bulunan SCD tarafindan yakalanmalidir.

Dismutazlarin katalitik aktiviteleri cuft MnZt Felt
igceriklerine badimlidir. Bdylece enzim katalizi ile metaller

siklik redoks reaksiyonuna girer. (58)
Enz-Me"? + 0y mmmmmmeees 5> [Enz-Me (n-1)+ | 4 o,

Enz-Me (D=1)+t 4+ 0,7 + 2HT  —-me- >  Enz-Mel™® + HpO»
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KATALAZ : { HpOp : HpOp OKSIDOREDUKTAZ , EC 1.11.1.6 )

Hidrojen peroksiti, oksijen ve suya parcalayan bu enzimin
etkisi 1ilk kez 1818 de Thenard tarafindan hayvan dokularinda
saptanmistir. 1201 de Loew bu etkinin &zel bir enzim tarafindan
olusturuldugunu Dbelirlemistir.

Katalaz ' yvaplsinda 4 adet Hem grubu bulunan bir
hemoproteindir.Peroksidaz aktivitesi disinda bu enzim, bir Hz0, 1

é vwverici substrat, difer Hp05-1i ise & alicisa olarak
kullanabilir. Bu enzim tim hayvan ve bitkilerde ayrica bazi
bakterilerde bulunur.1%23 te Warburg, enzim aktivitesinin siyanid
ile dnlendigini wve bunun enzimin demir icermesi ile ilgisi
oldugunu, 1930 yilinda ise Hellstrdm ve Zeile enzimin prostetik
grubunun hematin oldudunu saptamistir.

Katalaz enzimi, metil wve etil hidroperoksitier, formik asit,
fenoller ile Hy0y gibi kig¢uk molekillere etkilidir. Lipid
hidroperoksitler gibi blyik molektillere etki etmez.Bu enzimi ilk
kez Dounce ve Sumner 1937 'de kristalize sekilde saflastirmistir.

Enzim-H;0, kompleksi (kompleks I) clustuktan sonra bu enzimin 2

gesit aktivitesi wvardir. (130,121)

CAT + HpOp ----> (CAT-H,0s5) Kompleks T
&) Katalitik aktivite : (CAT-Hp0p) + HpOp ---=> CAT + 2 Hy0 + Oy
b) Peroksidatik aktivite : (CAT-HpO0p) + AHy; ---> CAT + 2 HpO + A

Katalitik aktivite di¢in 2 Hp0» molekGlt reaksiyona girerken,
peroksidatik aktivite igin 1 HoOp molekiild reaksiyona girer.
Enzimin bu 2 gesit aktivitesinden hangisini gbsterecedini,
bulundudu hlcrenin Hy0» lretim hizi, vyani hilicre metabolizmasi
belirler. Qunkd HpOp dretim hizi, dokulara ve hicrelere gdre
dedisik dizeylerdedir. Katalazin Hp0s disinda, metil vada etil
hidroperoksitler, metanocl, etancl, formik asit wve fenoller
Ustlnde peroksidatik aktivite gédsterdidini séylemistik. Bu olaya
formile edecek olursak:;
ROOH + AHp —=——— CAT - e > HpO + ROH + A

Ratalaz moleklld hayvanlarda tetramerik vapida bulunur. Molekil
yapisini olusturan 4 sublnitin herbirinin MW ~ 60000 olup,
prostetik grup olarak bir Fe3* bulunduran protoporfrin IX vyani
bir cesit Hem icerir. Grnedin siduir karacider katalazinin molekiil

agirligi MW= 248000 dir. Dider turlerdeki katalaza ¢cok benzer.
Katalitik turnover hizi saniyede 44000 H205 molekilidir. Sinirli
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difiize olur. (58) Katalaz, sitokrom sistemini iceren tim asrocbik
hiicrelerde bulunur. Anaeroblk hilicrelerden sadece radyasyona
direngli olan bakterilerde saptanmistir. (132)

Hayvan dokularinda seltler dizeyde &Szellikle eritrosit,
karaciger ve pobrek hiicrelerinde, subselller dizeyde ise
karaciger hilicre orgenelleri peroksizomlar basta olmak Uzere
endoplazmik retikulum ve sitozolde enzim aktivitesi yliksektir.
En disiitk enzim aktivitesi bad dokuda bulunmustur. Kalp kasi ve
ciiz kas. hicrelerinde peroksizomlarda, iskelet kasinda ise en-
doplazmik retikulumda katalaz aktivitesi vyuksektir.(133) Erit-
rositlerde, sitoplazmada ve hlcre membraninda enzim aktivitesi
saptanmistir. (134)

Katalaz wve glutatyon peroksidazin fonksiyonlari birbirine cok
benzedidi halde, hiicre 1igi dagilimlari cok farklaidir.Katalaz
baslica peroksizomlarda, glutatyon peroksidaz ise sitozol ve
mitokcndrial matrikste en ylksek aktivitevi gdsterir.

Eritrositlerde her 1ki enzimde sitozelde bulunur we HpCp- nin

yikiminda esit derecede 8neme sahiptir. (106)
ANTIOKSIDAN ENZIM AKTIVITELERINI OLCUM YONTEMLERI

A) GLUTATYON PEROKSIDAZ AKTIVITESINI OLGUM YONTEMLERT

GSH-PX enziminin katalizledigi  reaksiyonu  hatirlavacak
olursak HpOp + 2GSH --GSH-PX___5 Gsse + 2 Hy0 bu reaksiyona
gére, enzim aktivitesini baslica U¢ ydntemle &lgebiliriz. {135)

a) GSH tlUketimini &lgen sabit zamanli y&ntem

Prensip : HpO0p 1ile GSH 1in reaksiyonu ortama kuvvetli asit
eklenmesi ile pelirli bir zamanda durdurulur wve GSH icerigi
polarografi ile &lgilur.

b) HpOs tilketimini Slgen sabit zamanli yéntem

Prensip : Reaksiyon Dbelll Dbir =zamanda asitlendirme ile
durdurulur.Metabolize olmayan GSH, Hg tuzlari 1ile tutulur.
Solisyon ndtralize edilir. Kalan Hp0; fluoresan boya scopoletin
ile horse radish percksidaz mevcudiyetinde reaksiyon verir.

c) GSSG colusumunun strekli izlenmesi yéntemi

ROOH + 2 GSH ---GSH-FX___> GssG + ROH + H50

GSSG + NaDPH + HY --GR-—-—-> 2 GSH + NaDP*

Prensip : Reaksiyon druntt olarak olusan GSSG, sabit bir GSH

dizeyl olusturacak sekilde yidksek glutatyon rediktaz (GR} aktivi-
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tesi ile slrekli olarak indirgenir. Bu arads NADPH 1n es zamanl:
cksitlenmesi, 340 nm dalga boyunda &bscrbans azalmasy: ile
fotometrik olarak izlenir. Bizim, c¢alismamizda kullandidimiz

ydntem de budur.

B) SUPEROKSIT DisMUTAZ AKTIVITESINI OLCUM YONTEMLERI
Slperoksit Dismutaz (S0OD) enzimi, hatirlayacadimiz {izere su

reaksiyonu katalizler: 2 057 + 2 H7 -—30D_—> HoO2 + 0o

Ortamdalki SOD aktivitesinin &lgUm ydntemleri, baslica iki grupta
incelenebilir. (138) Bu ydntemler

a) SOD' un direkt &lgim ydntemleri

Prensip: Ayraintili tekniklerle dodrudan crtamdakili sUperoksit
miktarl izlenerek 3SOD aktivitesi hakkinda fikir sahibi olunur.
Direkt OC»7 miktarini &lgen bu yodntemlerde, kullanilan aracg¢larin
ekcnomik agidan ucuz olmamasi ve yiksek saflikta numune ve
karmasik islemler gerektirmesi nedeniyle bu tekniklerin pratikte

uygulanimi zordur.
DIREKT 0~ OLCUMUNE DAYANAN SOD AKTIVITH OncUM YONTEMLERI

Pulse radiolysis
Rapid-freeze EPR
Stopped-flow spektroskopi
Pclarografik teknikler
1%F NMR spektroskopi

b) 50P'un deolayli Slclm ydntemleri

Prensip : 3S0D" un substrati olan éﬁperoksit radikalinin
oksidasyon yada rediksiyon reaksiyonlarina kolayca katilabilmesi
vani reaktif olmasi &zelliginden vyararlanarak, 1lk &nce bu
radikalin reaksiyon ortaminda bulunmasini sadlayan bir siiperoksit
kaynagr temin edilir. Daha sonra ise bu radikal ile cksidasyon
vada rediksiyon reaksiyonuna girebilecek bir madde {(indikatér)
ortama kenur. Dolayisi ile eder ortamda $0D varsa, hem SOD enzimi
hem de indikatér slperoksit radikali ile reaksiyona girmek igin
vyariglrlar. EJer cortamda SOD aktivitesi vyiliksek ise indikatér
miktarl distk, eder SOD aktivitesi diéstik ise indikatér miktary

yiksek bulunur.
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TNDIREKT 0~ OLCUMUNE DAYANAN SOD AKTTVITE OLCUM YONTEMLERI

0~ kaynaklari 057 indikatérleri
Ksantin + Ksantin oksidaz Sitokrom ¢ rediksiyonu
C» nin elektrokimyasal rediksiyonu NBT™ rediiksiyonu
Epinefrin otooksidasyonu Tetranitrometan rediksiyonu
Pirogallol otooksidasyonu Epinefrin otooksidasyonu
6-0H dopamin cotcoksidasyonu Pirogallol otooksidasyonu
Fenazin metostlfat ile NADH oksi- 6-0H dopamin otooksidasyonu
dasyonu 2-gtil-1-0H-2,5,5-trimetil-
Potasyum slperoksit 3-oksazolidin oksidasyonu
Flavinlerin fotorediksiyonu Luminelin kemiltGminesansi

OH-amonyum Kloridden Nitrit
olusumu

INT® rediiksiyonu

NBT® : Nitroblue tetrazolium

INT : 2-(4-iodophenyl) -3~ (4-nitrophenol) -5-phenyltetrazolium chloride

Bizim calismamizda kullandidimiz "indirekt slperoksit &lclmine
dayanan SOD aktivite o6lgim ydntemi'nde siiperoksit kaynadl olarak
ksantin + ksantin oksidaz sistemi ile indikatér olarak INT™

kullanaildzy.

C) KATALAZ AKTIviTEsi 6LgUM YONTEMLERI

Katalaz enziminin rol aldi§i reazksiyonlari hatirlayacak olursak
2 HyOp —-—-CAT-——> 2 Hy0 + 03 { katalitik aktivite )

ROOH + AHy —-CAT--> H,0 + ROH + A ( peroksidatik aktivite )
Katalazln katalitik aktivitesini &él¢meye yénelik metodlar baslica

iki grupta incelenebilir. (13¢)
a) HpOp dekompozisyorunu (yikimini)dlgen vontemler

Prensip : UV spektrumda HpOp  disik dalga boyunda yliksek
absorbans verir. HpO5 'nin dekompozisyonu, 240 nm dalga boyunda
apsorbans azalmasl ile dodrudan izlenebilir. Birim zaman basina
absorbans dedisimi katalaz aktivitesinin bir d&lg¢usddir. Olcim

esnasinda enzim inaktivasyonundan kaginmak ve O c¢ikisina bagl:

kiivette hava kabarcigi olusumunu ©Snlemek igin genelde 30
saniyeden daha Kkisa #8lgum stGresi ve bagil olarak dugik HpOp

kensantrasyonu kullanmak gerekir.
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b) HpC0p dekompozisyonu neticesi olusan O ni &lgen ydntemler
prensip : Reaksiyon sonucu aci§a c¢ikan Oy “in miktara,
Co elektrodu yada polarcgrafi ile izlenebilir.
c) Katalazin peroksidatik aktivitesini olcen ydntemler
Prensip : Katalazin peroksidatik aktivitesi, 1 molekiil H,O»
tiketerek metanol, etancl, formik asit yada fenoller gibi H
dondrlerinin oksidasyonuna neden olur. Olusan oksidasyon uUrudnd
dstinden peroksidatik aktivitenin slcimi mimkindir. Nitekim
etanoliin, H20p varlidinda asetaldehit ve suya cksitlenmesli sonucu
olusan asetaldehit, NADt wvarlaiginda aldehit dehidrogenaz enzimi
ile asetata oksitlenir, bu sirada NADY nin indirgenmesi ile
olusan NADH ° in 340 nm'deki absorbans dedisimi saptanarak
peroksidatik aktivite &lctlar. (137)
KATALAZ ENZIMININ AKTIVITE OLCUM YONTEMLERI

YONTEM REFERANS MATERYAL
1) HpOp yikimini o¢lgen ydntemler

a)Titrimetrik ¥YSntemler
i. Iyvodometrik Bonnichsen.1947 Doku, kan
ii.Permangancmetrik Bounichsen. Doku, kan

b)Spektrofotometrik Ydnt.

i. Substrat: Hp03 Ez4gp Bergmeyer. 1955 Doku
Cohen ve ark.1970 Doku
ii.Substrat:perbkocrat Epzq Thomson ve ark.1978 Doku

c)Fotometrik Yont.E(405-415)

i.Vanadik asit Warburg, Kripahl 1963 Doku

ii.Titanyum tetraklorid . Pilz & Johann 1965 Kan
d)Florometrik Yont.

i. Skopoletin Perschke,Broda 1%6l1 Sulu sol.

ii.Diasetildikloroflorosein Keston & Brandt 1965 Sulu sol.
2) Op Uretimini dlgen ydntemler

a}0y elektrodu Yont. Ogata 1964 Kan
Del Rio & ark.1877 Bitki
Meerhof & Roos.1980 Kan
b)Polarografik ¥Yont.

i.Katalaz ve SO0D Rigo & Rotilio 1977 Doku, kan
3} Peroksidatik akt.dlglm Yont. van Lente 1990 Kan
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3. MATERYAL VE METODLAR :

HASTA VE KONTROL GRUPLARI

Bu calismada Ankara Universitesi Tip Faklltesi Eematoloji-
Onkoleoji servisine tedavi 1gin yatirilan KLL'1li 6, KML 11 6,
ALL 1i 7, BAML'1i 17 olmak Uzere toplam 36 hastadan alinan kan
srnekleri islemlenmigtir. Hastalarin tanisi periferik yayma,
kemik 11i§i aspirasyon materyall mikroskopik tetkiki, histosimik
boyamalar v.b tetkikler ile konmustur.

KL, 1i 6 hastadan 4 G erkek, 2 si kadin olup yaslar: 42-5%
arasindadir. ort ¥ std = 49.83 X 5.24

KML 1i 6 hastadan 3°U erkek, 37U kadin olup yaslara 30-67
arasindadir. Ort L sStd = 47.50 T 14.56

ALL'1i 7 hastadan 3°U erkek, 44 kadin olup yaslari 18-66
arasindadir. ort & std = 32.57 * 16.81

AML1i 17 hastadan 12 si erkek, 5°i kadin olup vaglarli 29-¢€86
arasindadir. ort f std = 41.18 I 10.94

Kontrol grubu, anamnez, klinik muayene ve vapilan laboratuvar
tetkikleri sonucu saglikli olduduna karar verilen kan grubu
donsdrleri ve sadlikli hastane personelinden secilmistir. Kontrol
grubundaki 20 kisiden 97u erkek, 11°i kadandir. Yaslari 19-30

arasindadir. Ort + std = 35.80 & 9.G0

KULLANILAN KIMYASAL MADDELER

Bu calismada SOD aktivitesi slgumtinde kullanilan ksantin,
ksantin oksidaz, EDTA ve CRPS buffer, S0D standardi,
INT (p-ivodonitrotetrazolyum) ile GSH-PX aktivitesi &lcumiinde
kullanilan glutatyon (GSH}, Kumenhidroperoksit {ROOH}, NADPH,

Glutatyon rediktaz ve dilisyon ajani (diluting agent) Randoz
firmasindan, katalaz aktivitesi ©&lgtminde kullanilan KH2PCa

NapHPOs .12 Hp0, NapHPOg .2 HpO, Hidrojen peroksit 30% (w/v) 1ile
Hb slcuminde kullanilan K3Fe(CN)g , KCN, NaHCO3 Merck firma-
sindan, Hb standardi Sigma firmasindan, antikoagulan olarak

kullanilan heparin Roche firmasindan temin edilmistir.
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KULLANILAN ARAC VE GEREGLER

LKB Biochrom marka Ultrospec Plus 4054 model UV/Visible
spektrofotometre, Polyscience @210 model sogutma-isitma Hzellidgl
olan sirkilatér, Shimadzu marka Libror-AEG 320 model 0.0001 g'a
duyarli hassas terazi, Beckman GPR marka sogutmali santrifdj,
Eppendorf marka 5415 C model mikro santrifij, Janke-Kunkel IKA -
Labortechnik marka Ikamag RH model 1siticili rotor ve ayni marka
VF 2 model vorteks, Gilson marka 10, 100 ve 1000 mL 1lik otomatik
mikropipetler, Hanna marka digital pE-meter.Software olarak ista-
tistik analizlerde SPSS, tablolamada Quattro Pro kullanildi.

YAPILAN ISLEMLER :

KAN ALINMASI

Hasta ve kontrol grubuna dahil kisilerin median venlerinden

bir kullanimlik (disposable) enjektér ile alinan 5 ml'lik
heparinize vendz kan drnekleril zaman gegirmeden derhal
islemlendi.

ERITROSITLERIN ENZIM AKTIVITE OLGUMUNE HAZIRLANMASI

Alinan haparinize vendz kanlar, karistarilarak homojen hale
getirildikten sonra 1 er ml'si GSH-PX o6lglmill icin tam kan olarak
2 ml'lik kapakli ependorf tuplerine kondu ve derhal -45 9C de
calisan derin dondurucuya kaldirilda. 500 er mikrolitresi
eritrosit ici S8CD 6lcimine hazirlamak dg¢in 5 ml lik kapakla
polipropilen tiplere kondu. 1000 g'de 10 dk santrifij edilip
plazma ve buffy coat aspire edilip atildi. Kalan eritrosit
sedimenti PBS ( Phosphate Buffered 8Saline |} solilsyonu ile her
yilkamadan sonra 1000 g'de 10 dk santrifdj edilip eritrosit
sedimenti ayrailarak sUpernatan atilmak suretivie 4 kez yikandi.
Sonunda vyikanip santrifidj edilen eritrositler soduk distile su
ile 2 ml ye tamamlanip vortekslenerek hipotonik lizise udratilda.
Z ml lik stok hemolizat enzim aktivitesinin etkilenmemesi icin
derhal -45 ©C-de calisan derin dondurucuya kaldirildi. Kalan tam
kanin 500 mikrolitresi tam kanda Hb &l¢lmine ayrildi. Artan tam
kan eritrosit ig¢i katalaz aktitesinin &l¢imili igin 1000 g de 10 dk
santrifii] edilip plazma ve buffy coat tabakasi uzak-
lastirildiktan sonra eritrosit sedimentinin 500 mikrolitresi
5 ml lik kapakli pelipropilen tiiplere kondu ve PBS sollUsyonu ile
4 kez vikandi. Her vyikamadan sonra 1000 g de 10 dk santrifij
edilip sUpernatan atilarak eritrosit sedimenti ayrildi. Sonunda

yikanip santrifij edilen 500 mikrolitrelik eritrosit sedimenti



44

Ustine 2 ml soduk distile su eklenip vortekslenerek hipotonik
lizis vepildr. Elde edilen 2.5 ml lik stek hemolizat - 45 ©C de
derin dondurucuya kaldirildi. Analiz &éncesi stok hemolizatta Hb
olcimi yapildi.

HEMOGLORIN OLGUMU

Ferrosiyanomethemoglobin metodu ile tam kan ve stok

hemolizatlarda Hb &lglmi vyapildi. Bu &lgim icin hazarianan
Drabkin solisyonunun icerigi; 0.20 g KzFe(CN)g , 0.05 g KCN ve

1 g NaHCO3 distile suda ¢&zUliup 1000 ml'ye tamamlanir. Deney

tlipleri blank, standart, numune olarak isaretlenir.(141)

Tam kanda &lc¢lm igin; Blank ve numune tipleri igine & sar ml
Drabkin solusyonu, standart tlpitne 6 mi standart, numune tuple-
rinin herbirine ilaveten 20 mikrolitre homojenize tam kan drnedi,
stok hemolizatta &8lcim igin; numune olarak 40 mikrolitre stok
hemolizat kullanilir. Tuipler karistirildiktan sonra 5 dk
beklenir. 540 nm de blank olarak Drabkin sclisyonuna karsi
standart ve numuneler ckunur.

SOD ENZIM AKTIVITESI OLCUM YONTEMI

Biz yepti§imiz calismada eritresit igi SOD enzim aktivitesini
6lgmek amaciyla Podczasy wve Wei'nin tanimladigi, "sUperoksit
radikalleri tarafindan INT rediksiyonu y&ntemi" ni, silperoksit
kaynadi olarak ( ksantin + ksantin oksidaz ) sisteminl kullan-
dik. (l40)Burada INT {p-iyocdonitrotetrazolium), sipercksit indika-
tord olarak rol alar.

INT bir tetrazolium derivesi olan NBT (Nitroblue tetrarzoliumlile
vapisal olarak iliskilidir. ©NBT deki fenil gruplarinin biri
Ustinde bulunan metoksi grubu, INT deki iyodinle yer de§istirir.
Katyonik yapidaki NBT renksiz INT ile karsilastirildidinda sar:i
renklidir. Bu bilesikler arasi yapisal benzerlikten dolay1 INT

rediksiyonunun kimyasi NBT 'ninkine oldukca benzer.

N NO, NO,
8 JaaRag
H,O — -
7\ NN ° NN
__ \—c_. |
o/ ‘N:&—@——NOQ A - \N N-—:/ \: :/ :
cl~
I ; CH3O OCH3 ci™
r5ekil 3.1 | ANT G

byl L R e \ _—t
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Ro Ro H Ry
/ / N/
N — N N — N N— N
/7 1 /o 2 //
Ry — ¢C » Ry —C - - » Rq— C
\ \ \
N — N N — N N =N
\ \ \
R3 R3 Ry
INT INT: (tetrazonyl Formazan
radical)
;%kﬂ &57 Ry= phenyl, Rp= p-Iodophenyl, Ra= p-Nitrophenyl

NBT 'nin formazana rediksiyonu, NBT'ye 4 & un adim adim
transferini gerektirir. Bir sabit monokatyonik wve iki radikal
aracinin olusturulduguna inanilir. Bununla birlikte reduktif
islemin daha kompleks oldudu gérulur. Diger yodnden INT ig¢in
reaksiyon molekil sadece bir tetrazolyum grubu igerdidinden
dolay: daha basittir. Bizim calismamizda INT rediksiyon ydntemini
diger SOD aktivite &lgim ydntemlerine tercih etmemizin nedeni
presizyonunun yliksek olmasidir. Ornedin sitokrom rediksiyon
yéntemi, slperoksit kaynadi clarak (ksantin + ksantin oksidaz)
sistemi ile birlikte kullanildiginda zayif presizycna sahiptir
yada dider bir &rnek olarak NBT redlksiyonu sonucu olusan suda
cHziinen saril renkli bilesik rediksiyonla birlikte suda zay:f
céziinen mono ve diformazanlari olusturur. Suda g¢dzUndrladd az
oldudu icin kantitatif &1lclm amaclyla kullanimi
sinirlandirilmistir. Kalitatif &lclUme daha uygundur. Halbuki INT
rediksiyonu ile suda iyi g¢8zlnen, sabit ve gérunidr bdlgede ayri
bir absorbsiyon pikine sahip eclan Urinler olusur. Bdylece sulu
sistemlerde uygun bir spektrofotometrik &lglime izin verir. Bu
nedenle INT tabanli teknik, kantitatif &6lgiime daha uygundur.

Yéntemin prensibi : Bu yéntem, siperoksit kaynadi olan bir
enzimatik reaksiyon 1le (ksantin + ksantin oksidaz) dretilen
slUperoksit radikallerinin, reaksiyon ortamindaki INT® vi
rediiklemesinin eritrosit i¢i SOD tarafindan engellenmesi esasina
dayanir. INT reduiklenince, 505 nm de absorbsiyon maksimumu veren
kirmizi-pembe renkli bir formazan boyasi olustu. Fakat reaksiyen
ortamina eklenen hemolizat o6rnedinde bulunan SOD  enziminin

aktivitesi nispetinde liretilen slperoksit radikalieri



46

dismatasyona udrayarak INT rediksiycnuanu engelledi. Yani
olusturulan sUperoksit 1c¢in INT ile SOD arasinda bir yarisma
husule geldi. Ortamda SOD az ise, Op~ tarafindan INT redilksiyonu
ve sonucta olusan formazan boyasinin 505 nm deki absorbansi fazla
ejer ortamda SOD fazla ise, INT rediksiyonu dolayisi ile formazan
boyasinin 505 nm deki absorbansi az idi. Olayi formile edecek

clursak ;

Ksantin _ ksantin oksidaz . frik asit + 0y~
05~ + INT - Formazan boyasi
2027 + 2 Ht SeD ~ HxGs + O3

KULLANILAN REAKTIFLER
1) Mixed Buffer : Distile su icinde CAPS™ (50 mmol/L) pH = 10.2
ve EDTA (0.94 mmel/L)
2} Mixed Substrat : Mixed buffer ic¢inde ksantin {(0.05 mmol/L) ve

INT {0.025 mmel/L) konsantrasyonlarda hazirlandi.

3) Esantin oksidaz : Distile su icinde (B0 U/L} oclacak sekildes
hazirlandi.
4} soD standartlari : 5.32 U/L" 1lik stok S0D standardindan

siras1 ile /1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/24 ~1lik dildsyonlar vyapildi.
Ayrica 0 standart (blank) olarak fosfat buffer (0.01 M, pH = 7.0)

kullanildz.
5) Fosfat Buffer (0.01 M , pH = 7.0) : 3.58 g/L NajyHPO4.12 H30

ile 1.36 g/L KHpPO4 distile su ig¢inde hazirland:.

DENEYIN YAPILISI

Derin dondurucudan 4 kez dilide durumdzaki donmus stok
hemolizatlar g¢ikarildi. Musluk suyu altinda cdzdldd ve 15 dk
bekleterek oda 1s1sina gelmesl sadlandi. Tilpler vortekslendikten

sonra ¢nceden numaralandirilmis 5 ml lik polipropilen tiplerds

stok hemolizatlar 0.01 M fosfat buffer (pH = 7.0} ile 50 ke:z
dilie edilerek 4 x 50 = 200 kez dilue hemclizatlar hazirlandi.
Daha sonra dnceden hazirlanan standartlar kullanilarak

kalibrasyon grafigini g¢izmek Uzere deneysel isleme gegildi ve

okuma kiivetlerine pipetleme yapildi.
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——————————————————————— R.Blank-----Standart-----Numuane
Dillie Hemolizat - - £.03 ml
Standart - .05 ml -
Fosfat buffer 0.05 ml - -
Mixed substrat 1.7 ml 1.7 ml 1.7 ml

Karistirip, 30 saniye sonra 37 ©C°de,505 nm dalga boyunda,havaya
karsi 1ilk okuma yapilir ve 3 dk streyle okunarak dakikadaki
absorbans dedisimi (AA/dk) bulunur. Sirasl ile 6nce reaktif blank
sonra standart kiivetleri, en sonunda da numune Kivetleri okunur.
Reaktif blank kivetinde SOD olmadidr ig¢in ortamda olusan O3~
SOD tarafindan inhibe edilmeyecektir. Delayisi ile inhibisyon
yizdesi 0 olacak yani reaksiyon 100 % gerceklesecektir.

Reaktif blank in reaksiyen orani= 100 % ( inhibe edilmeyen reak )
Tim standart ve dilie hemolizatlarin dakika absorbans dedisimleri
reaktif blank in dakika absorbans dedisimine ocranlanarak 100 %
Gstlnden reaksiyon oranlari bulunur. Bulunan oranlarin 100 % den
farki inhibisyon vyiizdesini wverir. Bunu formiile edecek olursak
séyle gdsterebiliriz. Bu formil standart yerine numuns igin de

aynen uygulanabilir.

% inhibisyon = 100 - {AAstd/dk x 100 )

{ARb1k/dk)

Herbir standardin inhibisyon vyizdeleri tek tek hesaplanarak
soD U/ml cinsinden standart konsantrasyonunun 10 tabanina gdre
logaritmasina karsi o konsantrasycna ait inhibisyon ylizdeleri
grafiklenerek kalibrasyon grafigi  olusturuldu. Daha  sonra
olusturulan kalibraesyon grafiginden vyararlanarak, herbir numune
igin  hesaplanan inhibisyon yluzdelerine Karsilik gelen S0D
aktiviteleri U/ml cinsinden bulundu. Elde edilen SOD aktivitele-
ri 200 kez diltie edilmis hemeolizatlara ait oldugundan, 1 ml tam

kandaki S0D aktivitesini bulmak ig¢in dilisyon faktdrd colan 200
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ile carpildi. En sonunda da g¢g/ml cinsinden tam kan Hb dederine
bsluinerek ¢ Hb basina didsen SOD Uniti hesaplandi. Bunu formile
edecek colursak ;
Sop (i/g Hb . SCD U/ ml
Hb g/ml

Bu arada bazi numunelerde SOD aktivitesi gok ylksek yada c¢ok
dilstik oldudundan, inhibisyon ylizdeleri &5 dstd yada 25 altina
indigi ig¢in lineer aralik olan 25 % - 65 % arasina gelecek
sekilde dilusyon oranlarl dedistirilmis, elde bulunan’ stok
hemolizatlardan yeni dillisyon hazirlanmis ve hesaplama asamasinda

yeni dilidsyon faktérleri ile ¢arpim yapilmistir,
GLUTATYON PEROKSIDAZ ENZIM AKTIVITESI OLGUM YONTEMI

Biz c¢alismamizda eritrosit ig¢i glutatyon peroksidaz (GSH-PX)
enzimi aktivitesini &l¢mek amaciyla Paglia wve Valentine'in
tanimladigi (139), Prohaska (103) ve Kraus un (104) katkida
bulundudu yoéntemi kullandik.

Yéntemin prensibi ; GSH-PX enzimi, kumenhidroperoksit (ROGH)
mevcudiyvetinde, redikte glutatyonun (GSH) oksidasyonunu kataliz-
ler. Reaksiyon ortaminda NADPH wve glutatyon rediktaz enzimi
bulunmas: durumunda bir o6nceki reaksiyonda olusan ckside
glutatyon (GSSG) redukte forma gevrilirken, beraberinde redikte
formdakli NADPH, okside forma (NADPT ) ddnisiir. NADPH “in 340 nm
dalga boyunda olusturdudu absorbanstakl azalma &lgllerek G3H-PX
enziminin aktivitesi hakkinda fikir sahikl olunur. Bu reaksiyonu

formile edecek olursak ;

2 GSH + ROOH glutatyon peroksidaz . gssg + ROH + H0

GSSG  + NADPH + HY __glutatyon reddktaz . 7 gsy + NaDppt

KULLANILAN REAKTIFLER :
1) Mixed Buffer : EDTA (4.3 mmel/L), fosfat buffer (0.05 mol/L)
pE = 7.2 (distile su icinde)
2) Mixed Reagent :  GSH (4 mmol/L), NADPH (0.28 mmol/L),
glutatyon rediktaz (> 0.5 U/L) mixed buffer ic¢inde hazirlandi.
3} Kumen hidroperoksit Sollsyonu {(ROOH) : (0.18 mmol/L) distile
su ig¢inde hazirlandi.
4) Drabkin reaktifi : 0.20 g K3Fe(CN)g, 0.05 g KCN, 1 g NalCOj3

1000 ml distile su iginde g¢géziilir.
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DENEYIN YAPILISI

Derin dondurucuda saklanan heparinize tam kan &rneklerl
cikarildi. Musluk suyu altinda g¢ozlldikten sonra 15 dk sureyle
oda 1sisina gelinceye dek bekletildi. Vortekslenerek homojenize
hale getirildikten sonra, tam kan &rnekleri drabkin reaktifi ile
diltle edildi.Glutatyon peroksidaz disinda insan kaninda bulunan
ve yalancz yiiksek  sonug verebilen diger peroksidazlarin
olusturdudu pozitif interferansi &énlemek icin dilisyon, siyanid
(CN™) iceren drabkin reaktifi ile vyapildi. Bununla Dbirlikte
siyanidin, GSH-PX enzimini indirekt bir mekanizma ile dayaniksiz
ckside formuna dénlstiirerek inaktive edici etkisini &énlemek igin,
lyofilize flakon halinde temin ettigimiz wve belirli miktar
distile su ile sulandirildidinda belli miktarda redikte glutatyon
(GSH) wve bazi enzim stabilizanlarini  igeren dildsyon ajanli denen
kir soclisycn, drabkin reaktifinden &nce ortama eklenerek
glutatyen peroksidazin aktif haldeki redikte formda kalarak
fonksiyon gdrmesi sadlandi. -

E-Se-5G + CN~ —--———--- > E-Se~ + GSCN

{ {spontan cksidasyon)

Labkil okside form (irreversible cksidasyon)

Bu amagla 50 mikrolitre tam kan ornedi Ustidne 1 ml dildsyon ajan:
eklenerek 5 dk inkiibe edildi ve daha sonra bunun dstine 1 ml
Drabkin solisyonu eklenip iyiece karaistirildi. Bu islem tim
drnekler igin tekrarlandi. Béylece dilile heamolizat &rnskleri elds
edildi. Ardindan deneysel isleme geg¢ilerek okuma kivetlerine

s1irasl ile asadidaki pipetlemeler yapildi.

————————————————————————— Numune ----- R.Blank ------———=————--
Dilde &rnek{(hemolizat} 0.02 ml -

Distile su - 0.02 ml

Reaktif (mixed reagent) 1.00 ml 1.00 ml

Kumen hidroperoksit 0.04 mi 0.04 ml

Kivetler karistirildi ve 1 dk sonra 340 nm dalga boyunda, 37 °C
de, havaya karsa reaktif blank'in ve numunelerin 1iik absocrbansi
ckunduktan itibaren 2 dk sireyle okuma vyapilarak dakikadaki

absorbans dedisimi {AA/dk}) bulundu. Bulunan dederler faktdr
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olarak B412 ile carpilarak U/L cinsinden blaﬁk ve numunelerdeki
enzim aktiviteleri hesaplandi. Reaktif blank dederi numunelerin-
kinden cikarilarak dilile hemclizat Srneklerinde U/L cinsinden
CSH-PX aktivitesi hesaplandi. Bulunan degerler dilisyon faktdrd
olan 41 ile carpirlarak tam kanda U/L cinsinden enzim aktivitesi
buluncdu. Tam kan enzim aktiviteleri, tam kan hemoglobin
dederlerine b&lunerek g Hb basina disen enzim aktivitesi

(U/g Hb) elde edildi. Bunlari formille edersek ;

U/Lplank = 8412 x ARy 340 nm/dk
U/Lnumune = 8412 2 ARpgm 340 nm/ dk

U/L (hemolizat) & Blank ¢ikarildi.

U/L (hemolizat) * 41 = U/L(tam kan) = _ U/t =1U / g Hb
g Hb/L

KATALAZ ENziM aKTIVITEsSI OngimM yONTEMI

Yaptidimiz calismada katalaz enzimi aktivitesini &lcmek igin
sirasi ile Chance (1949), Beers (1952), Bergmeyer (1955}, Luck
(1963) tarafindan gelistirilip (131), Aebi (1969,1876) tarafindan
modifiye edilen (136) y6ntemi kullandik.

Yéntemin Prensibi ; UV spektrumda gittik¢e azalan dalga boyu
ile ters orantili olarak gittikge ylkselen absorbans veren
hidrejen percksitin, katalaz enzim aktivitesi ile dekompozisyonu
neticesi 240 nm de olusturdudu birim zamandaki absorbans azalmasi
katalaz aktivitesinin bir &lglUsidir.

2 Hy0p katalaz . 2 Hy;0 + Cp (Katalitik aktivite)

KULLANILAN REAXTIFLER
1) Fosfat Buffer (50 mM, pH = 7.0) : a) 6.8l g KHyPOy 1000 ml

distile suda g¢ézuilar b) 8.90 g NapHPOgq .2 Hp0 1000 ml distile
suda c¢dziillir. a ve b solisyenlari a/b orani 1/1.5 (v/v) olacak
sekilde karistirailar.

2) H20, = Fosfat buffer soliGsyonu (30 mM) : 0.34 ml 30 % 1luk
hidrojen peroksit, fosfat buffer ile 100 ml'ye tamamlanarak dilie
edilir,

st
\ﬂ%?t? gg“i‘ﬂw AnES?
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DENEYIN YAPILISI

Daha &nce hazirlanan 2.5 ml lik (1/5 dilde) stok
hemolizatlar, derin dondurucudan c¢ikarildi. Musluk suyu &altinda
cézuldikten sonra 15 dk sireyle oda 1si1sina gelmesi beklendi.
Daha sonra fosfat buffer (pH = 7.0) ile 100 kez dilie edilerek
1/500 ~1lik dilde hemolizatlar hazirlanarak spektrofotometrik

isleme gecildi ve okuma kiuvetlerine asagidaki pipetlemeler

yapildzy.

N.Blank Numune’
Fosfat buffer 1 ml -
HoOp-fosfat buffer sol. - 1 ml
Dilue hemolizat (numune) 2 ml 2 ml

Kivetler altiist ederek karistirildi ve 240 nm UV dalga boyunda,
oda 1sisinda, 3 ml toplam hacimdeki kivetlerin okunmasina

gecildi. Numuneler blank® a karsi okundu. Reaksiyon Hp0p

soliisyonunun eklenmesi ile basladi. Baslangi¢ absorbansi ~C.500
civarinda idi ve reaksiyon siliresince Hp0o dekompozisyonuna bagli
olarak gittikge azaldi. BAEbsorbansin 0.45C den 0.400° e dlsene
kadar gecen sire kronometre kullanilarak sanilye cinsinden
kaydedildi. Bu slre birka¢ numune harig¢ genelde 30 saniyenin
altinda idi. Reaksiyonun lineeritesi ag¢gisindan bu stre ~30 saniye
civarinda ve daha altinda colacak sekilde konsantrasyon ayarlamasli
yapildl wve tlm numuneler igin bulunan slUreler kaydedildikten
sonra k hiz sabitleri hesaplanda.

Bagil olarak ylksek enzim konsantrasyonundz, disdk reaksiyon
siiresi ile katalaz aktivitesine badli clarak zamanla HpOp kon-
santrasyonunun azalmasi 1.nci dereceden (first order) bir

reaksiyona uyar.

k = R S S1 = 2.3 log 81  olur.
At SZ At 52
At = t3 - t7 = &le¢uilen reaksiyon siresi

S1 ve Sp = t; ve tp zamanlarindaki HpOp konsantrasyonlaridir.

Konsantrasyon 1le optik dansite (absorbans) arasindaki iliski
nedeniyle yukaridaki formilde konsantrasyon yerine absorbanslarl

koyarsak ;
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k _ 2.3 log Abs {(ilk} _ 2.3 log 0.450 _ 2.3 p.05115 _ 0.1175 [Sn_l]
At Abs (scn) At 0.400 At At
Yaptigimiz calismada buldudumuz sireleri (At), formilde yerine

koyarak k hiz sabitlerini hesapladik. Daha sonra 500 kez dilue
hemolizatlar icin hesapladidimiz k dederlerini dilusyon faktdri
olan 500 ile carpip, dilisyonsuz eritrosit sedimenti icin gegerli
olan numuneye ait gergek k dederlerini bulduk. her numune igin

yukarida Hb &lglimi bahsinde dedindidimiz ydntemle buldudumuz Hb

degerlerine bélerek g Hb basina k dederlerini { k/g Hb )
hesapladak.
k/ml = k.a

k/g Eb = k/wl(1/b) = k.a/b = (2.3/At) (log Ajjk/Bsop) (a/b)
a: Dillisyon faktért (bizim érnedimizde 5Q00)

b: Eritrosit sedimentinin Hb iceridi (g Hb/ml)



4. BULGULAR :

KONTROL  VE HASTALARDA  SAPTANAN ERITRosiT Igi  ENZIM

AKTIVITELERI

Soz konusu enzim aktiviteleri ve bu aktivitelerin
hesaplanmasinda gerekli ara basamaklar asagidaki tablolarda toplu

halde g®sterilmistir.

KONTROL SO0 SO0 DILUE T.K SOD T.KEN T.KRN SOD &FY  GRX Bl CAT CT  CAT  CeT
ADL CHNG YAS A3S D. % TMHID HENOL AKT.U/ml Hb g/el Ufg Bb ABS/dk UL Uig Wb (s) (k) Kk/zi k/g HS
1S3 E 40 G011 05217 0.80 1920 0,159 1Z07.55 0.047 1620992 10195 19.6 0.0062 .09 73.74
TAM E 38 001 03913 648 1152 0,153 752.94 0.051 L7569.69 [14.9% 13.6 0.008% 2.37 10294
IHE E 50 0012 0.4783  0.64  153.6 0,157 9AS.15 0,088 16554.80 19219 14.7 0.0080 4.00 L1257
CESS B 43 001 0.5217 0,80 1900 0.050 1263.06 0.085 1532014 (020 14.8 0.0079 1.97 {0314
SHE E 42 0.012 0.4783 064 L5LA 0,060 1086.67 0.087 1620992 L12.57 1.9 0.5091 2.55 145 40
ERO K2 0000 0527 0.8 1920 0130 1855.65 0.056 19T15.55 147.63 187 6.0085 .23 743
TSA K 20 0000 0.5652 097 2206 0.158 SA3RIT 0.055 18959.05 175.18 1.7 O.0035 3.47 8143
808 E . 47 0001 0,527 .80 1920 0.177 108475 0.05% 19315.95 10912 (5.3 00061 3.04 7157
TCA E 35 0.010 0552 092 6.8 0470 1298.82 0,080 2003340 13576 184 0.0055 175 74.%¢
0F0 § 30 0.005 0,838 058 1392 0015 [210.43 0.048 16354.87 143.95 17.5 0.0067 .30 E5.03
HONK K 85 0.008 0.6527 130 MZ0 063 1902.43 0.040 13795.63 BAD 156 0.0075 .77 m7.13
12 8.8 ¥ 30 0,003 0438 0.5 D44 0,175 TELAD G060 20835.57 17.58 15.3 0.0077 I.BE &7.59
BRI K 45 0,008 0.6522 130 I G137 I00.37 .05 1931595 U0.98 (5.1 0.0078 389 11143
RS £ 40 0.012 04783 0.64 1516 0472 B9N.07 0,069 16B39.71 9B.25 (.3 G.0088 340 8177
S9B.5 E 23 0,002 04783 0.68  15n 0.143 105031 (.055 19949.05 130.87 17.0 0.0043 .38 9000
B € 28 0.013 0438 0,35 139.7 .15 895.06 0.049 14890.71 107.05 15.9 0.0072 3.9 97.99
7EEE 15 0.010 05632 057 220.6  0.162 1347.95 0.053 13279.28 L1280 167 0.0070 3.5 90.37
BHL K 34 0,010 05207 0.0 1826 0,138 139030 0.052 17934.38 129.96 14.5 0.0081 4.65 o714
1960 K3 0.002 04783 064 1536 053 00392 005 182817 17073 1.1 0.0085 3.75 83,37
%0 T.F 10,009 0,087 110 Z84.0 0.147 17S5.97 0.647 1630997 100,27 183 0.6072 340 862
71 35.9 1253.99 115,24 81,50

5. A0 25,7 3104 13.89 15.17
5. 8 9.2 389,44 16,73 13,83
5. VAR 844 151647 76340 122,79
FOF. U0V 35,0 30,27 13,59 BT
POP, STD 6.0 37958 (5,67 17,53
BOP. VAR §0.7 14083 750,24 (5111
ST, KATH 2.1 £7.08 1.43 Xt
MIE 19,0 752,94 84,12 2152

MAK 50.0 277,37 17.43 (15,40

fo e —

iTablg 4.1



54

TUd HASTALAR

&00 800 DILUE T.F SCD  T.Ka¥ T.X B0D EPX GFY get LT L&t C&f
NO ADD TANI YAS RES T, 7 IHHID HEMOL AKT.U/sl Hb g/ml U/g Hb R3G/dk U/ g HE (g} {%
U7 ELLE 55 0.009 0.6087 1,10 220.0  0.081 3406.5 0.043 14830.33 243,12 38.0 0.0031 L3
7M.y EMLE 47 0.0i2 0.4783  G.66 1320 6,078 1692.3% G.045 15520.14 198,98 22,4 6.0032 .62
TH.A MLE 39 0005 0.3878 (.40 8O0 0.075 1068.67 0,048 13175,25 202.34 15.7 G.0078 3,74
LF.C OKHLE 45 0.015 0.3278  0.40  BO.D 0.062 1290.32 0,043 14830.3¢ 23%.20 22.1 0.0033 Z.&d
S B.6 ALL ¥ 20 0.000 0.6087 1,10 220.0  0.112 1964.29 0.031 17389.49 157.0% 22.3 0.003 Z.61
5 8.0 AHLE 30 6,011 0.5217 0,80 192,60 0.108 (777,78 0.042 2138330 197.97 14.2 0.0083 414
760 EMLE 31 0,001 0.5217 0.B0 92,0 6,150 127152 0.037 19638.84 130,19 1%.1 0.0052 3,08
B KK KL K 63 0,014 03913 G488 1132 0.107 1076.64 6.046 15863.03 188.27 15.0 10,0078 3.%2
9 0.0 KM K 30 0,009 0,087 1,10 2640 0.139 1899,28 0.036 1931393 138,79 167 0.0070 152
10 K.Y RELE 35 0,012 60,4783 0.64  153.6 0.109 1409.17 0,085 13320.14 142.3% 183 0.0084 3.21
11 F.B ALLE 65 0,004 0,3913  0.43 115.27 0.108 1048,47 0,086 13863.03 146,90 13.& 0.007% 35.77
12 C.F L E 41 0.013 0.4322 0,56 134.4 011 (210,BL 0,684 1517528 13671 17.4 0.0068 1,38
13 M.6 WL K 86 0,001 0.5217 0,80 192.0  C.06% 300000 0.058 2000374 2.3 ZZ3 00053 2,83
£5HH BELE 29 0.008 0.6522 1,30 312.0 0,098 3183.67 0.048 16334.82 148,93 29.2 0.0640 Z.01
15 6.1 ¥iL £ 67 0.017 0.8733 .84 153,46 (.11 138378 0,083 13320.14 139.82 24.0 0,004 Z.43
16 5.6 fHLE 52 0.0i6 0.3043 6,33 79.2  9.07F 1115.49 0.046 19843.03 I23.45 22,3 0.0033 2,63
17 H.8 AML K 43 0,017 0.2607 .29 69.5 0,081 B59.24 0,040 13130.57 174,37 2.4 0.003) .73
16 k.Y BMLE 5L 0.015 0.3478 0,40 96.0 (0.0B1 1185.19 0.043 14830.35 1E3.09 29.3 0.0040 1.99
19 H.5 YLLE 42 0.007 0.4783  0.4% 1535 (.101 152979 0.043 15320.14 15145 27.0 G.0044 2,18
20 6.0 ANLE 39 0.013 6.434B 0,36 1344 0,107 128,07 0.047 14209.52 151,49 19.7 (.00 2,98
MOHE BHLE 3B 0,017 0,2669 0,29 K35 0,873 933,42 0,043 1483036 203,16 17.2 0.0068 .42
72 6.0 ANL K &5 0,085 0,2478  0.43 95,0 0.07L 1332,11 .04 15B63.0F 22343 1.4 G.0061 3.0%
2T 6.4 AMLE 3L G016 63043 0,33 79.2 0072 1100.00 0.043 1433036 205,88 301 0.00% LY
28 B BHL ¥ 3 0.015 0,378 6,40 GL.G 0.067 432,84 0.062 21383.30 319.15 ZL.0 0.0036 L.ED
25 R, AL E 40 0.015 0.3478  0.40  9A.0 0,081 1185.,19 0.023 £53520.84 19L.61 214 0.0035 2.73
76 ELE AMLE 35 0.013 €.4348  0.56 1344 0,015 1168.70 0.044 15175.25 131.96 24.3 0.0048 .42
27 0,8 AHL E 3L 4.034 03513 0,48 118,27 0,102 1129.41 0.048 13343.03 155,34 Z3.B 00047 .47
20 4.7 KLL E 44 0.010 0,5652  0.97 220.8 6,070 3134.79 0.043 14B30.34 211,86 20.2 0.0047 2.33
29 W, 1 KLL K 56 0,011 0.5207  0.82  192.0  0.093 2063.52 (0.045 1E570.14 146,88 27.3 0.0043 2.13
I K.Y KELL E 50 0,009 0.6087  1.10 24400 0,103 Z983.11 0.043 14B30.36 143,98 23,4 0.0030 2.3l
ILUF KL K52 0,010 0.563%  0.92  220.8  (.089 248,50 ©.044 15175.25 17051 Ze.1 0004 AT
27 5.0 ALL K 1% 0,013 0.4348 0.5 1344 0,132 1015,1B 0,051 1738%.4% 133.25 24.2 0.0047 .43
I3 K0 ALL ¥ 47 0,012 0.4783  QLef 1536 0,097 15831 0,045 15520.14 160,00 ZL.3 0,003 2.7¢
I D.E AL E 35 0.0 0.5207  0.B0  192.0  0.115 1659.%7 0.049 1&899.7! 146,93 20.8 0.003% L.EZ
35 1LR MLE T3 6010 C.5652 0.5 2%0.B 0,116 1903.45 0,032 17934.38 134,61 23.9 0.0043 244
ALY ALK I3 0.014 03913 (.43 115,27 6,100 1152.40 0,045 1333014 155.20 ZZ.6 €.0032 Z.&4
ORT 22.0 1631.9 179.3
g, 1LV ILE 13.2 3.7
5. &1 13.8 7619 46,1 .
B, WAR IE9 495536.2 2128.7
POP, 1 LV 32.3 42,4 23,3
FOF. 5TE 13.4 £95.9 3.3
POP., VAR 184 4330534.4 20469, 4
5T. HATA 2.3 117.5 1.7
HIK 18 3.3 HRLUY
HEKL &7 3404, 35,2

iTable 4.2 5
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KONTROL GRUBUNDA SAPTANAN ERITROSIT I¢I GsSH-PX, sSOD, KATALAZ
AKTIVITELERI

Kontrol grubunda bulunan saglikll 20 kisiden alinan Kkan
srneklerinde saptanan enzim aktiviteleri asagidaki tabloda
gsterilmistir.

Yapilan deskriptif istatistik analiz sonucu kontrol grubunun
eritrosit ici SoD aktivitelerinin 752.24 ile 2277.37 U/g Hb
arasinda dedistigi, ortalama +r std dederinin 1253.98 t 379.60
oldufu, GSH-PX aktivitelerinin 84.12 ile 147.43 U/g Hb arasinda
dejistigdi ortalama X std dederinin 116.84 + 15.82 oldugu, katalaz
aktivitelerinin ise 71.52 ile 119.60 k/g Hb arasinda dedistigl ve
ortalama I 5td dederinin 21.50 + 13.53 cldugu saptanmistir. Bu
konu ile ilgili ayraintili deskriptif istatistiki analiz sbnuglarl

asagida ilgili tabloda sunulmustur.

KOATAOL T.KAH 500 P £t
N AL CINS Y8 U/g K U/g b kig Ka
I 8D E 1 1207.53 101,93 73,76
7 AN E 38 752,94 114,56 104,24
3 RDE 50 748,15 102.19 112,52
i 58 E 83 126314 162,11 103,34
5 HE € 2 108567 112.57 119,40
b KO K 2 1465.65 147.43 76.13
A N 2l 143377 123,18 BL.48
& 05 a7 1084.75 199,12 71,52
N I 3 198,92 123,76 74.31
woORD K 30 1210.43 143.95 B8.43
o NE K 4 1902.44 6,12 §7.18
2 AR X 3t 763,44 147.58 £7.59
BRI K 4 17137 140.98 113,43
4 RE K 4 §93.02 9.2 £4.73
5 BSE 23 1039.31 130.82 9090
& oMb E 2 £99.04 109,43 52,20
7 BEE 19 1362.9 112,84 90,57
i KL X 3 1391,30 129.5 §7.14
5 KD i 1003.92 121.73 83.57
I 3] 1795.52 110,27 88,86
ORT 15,5 125198 116,84 91,50

& A 28,7 3,06 13.89 13.17

5, ST 9.2 383.44 1.3 13.83

5. VARVANS §4.4  151667.00 263.40 192,79

FOP. ULV 25.0 30.27 13,54 14.73

FOP. 6T 9.0 379.40 15.82 13.53

POP. VARYANS B0.2  148052.%9 250.23 183,13

ST, HaTa 2.1 §7.08 1.63 3.1

. MIN 19.0 732.94 81,12 75,52
‘Tablo 4.3 ¢ HAK 5.0 277,37 147,43 119,60
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KRONIK LENFOSITIK LOSEMI (KLL) "LI  HASTALARDA eriTROSIT I¢I
GSH-PX, SOD, KATALAZ AKTIVITELERI

KLL'1i hasta grubunda bulunan & nhastadan alinan kan
s5rneklerinde saptanan enzim aktiviteleri, aszgirdaki tablodsa
gosterilmistir.

Bu grupta yapilan deskriptif istatistiki analiz sonucu
eritrosit ig¢i SCD aktivitelerinin 1520.7% 1ile 3606.56 U/g Hb
arasinda dedistigi, ortalama I std dederinin 2565.03 T 680.6%
oldudu, GSH-PX aktivitelerinin 143.98 ile 243.12 U/g Hb arasinda
degistigi ve ortalama + std dederinin 181.67 X 34.73 oldugu,
katalaz aktivitelerinin ise 51.53 ile 75.14 k/g Hb arasinda
dedistigdi, buna mukabil ortalama t std dederinin 62.39 * 7.85
oldu§u saptanmistir. Bu konuda ayrintili deskriptif istatistiki

analiz sonuclari asagdidaki tableda verilmistir.

501 BPY CAT
N0 ISIM  TEMI YAS CINS /g K /g K kfg Kb
1 LI KL 85 3606. 56 243,12 70,02
2 MS R 82 1520.75 153,64 75,14
IOAI KL 8 315429 211,86 57,87
4 KT WL 8 ¥ 2064.,52 145,58 51,53
5 KU KL 50 E 2563.11 143,598 b4.03
E WE KL 52 K 480,50 170,51 59.34

ORT. 49,83 2545,03 181,47 62,99
5. LY 11,52 29,07 20,94 13,4
§. ST 5,74 745,73 38,04 8.5
8, ViR 32,97 555112.00 1447.18 73,988
FOF,  1C 10,52 26,54 19.12 12,4
POP,  STD 5,24 630,69 3,73 7,83
POP. VAR 27.47 £43346,18 £205,99 61,57
57.  HATA 2,34 304,44 15,53 3.5

KIN 42,01 1520.79 143,98 51,51

Hax 55,00 3604, 5 233,12 75,1

1Tablo 4.4
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KRONIK MYELOID LOSEMI (KML) "LI HASTALARDA ERITROSIT I¢I
GSH-PX , SOD, KATALAZ AKTIVITELERI

KML'1i hasta grubunda bulunan 6 hastadan
asafidaki tabloda

alinan kan

srneklerinde saptanan enzim aktiviteleri,

gdsterilmistir.

KML® 1i hasta grubunda vyapilan deskriptif istatistiki analiz
1899.28
i

sonucu eritrosit ici SOD aktivitelerinin 1076.64 ile

i/g Hb arasinda dedisti¢i, ortalama X sStd dederinin 1435.64
277.03 oldudu, GSH-PX aktivitelerinin 13C.19 ile 233.20 U/g Hb
arasinda degistigi, ortalama +t sStd dederinin 165.90 o 39.71
oldugu, katalaz aktivitelerinin ise 38.71 ile 101.57 k/g Hb arasa
dedistigi, ortalama T Std deJerinin 76.68 X 23.42 oldugu

saptanmistir.Ayrintily deskriptif analiz sonuglari asadaidaki

tabloda verilmistir.

50D Er :

HZ ISIM  TANI A5 CIHS U/g Hb Uig Hé k/ﬂE:l
PONY 47 £ 1692,31 198.98 ?E.é?
2 F.L B 43 E 1290.32 239.20 00,09
3080 M i E 127132 110,19 66:;é
4 KK KM 83 K 1075, 64 148,77 101 %7
CEERIN S K 1699.28 138,93 38'7i
5 5.1 HHL 67 ¥ 1383.78 15%.82 5?:7&
oRT 47,50 1435, 464 165,70 76,68

5, AR 33.57 1.4 26,22 33.44

£, 510 13,93 303,47 13,50 23,66

g, AR 234,30 9209%.05 1891.94 £38.43
rGP.  ACY 39,63 17.30 23.%3 30,33
PGF. 57D 14,54 277.03 39,71 2%r59
FOP, VAR 211.%2 74744.71 137041 548:55

g1, MaTh b.49 123.89 17.75 19,47

HIY 30,90 1076, 64 13,19 38.7i

HAY 67.00 1899.28 239,20 101,57

thn4jﬁ
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AKUT LENFOSITIK LOSEMI (ALL)® LI EASTALARDA ErRITROsIT IcI
GSH-PX, SOD, KATALAZ AKTIVITELERI

ALL'1li hasta grubunda pulunan 7 hastadan alinan kan
srneklerinde saptanan enzim aktiviteleri, asadidaki tabloda
gosterilmistir.

Bu grupta yapilan deskriptif istatistiki analiz seonucu

eritrosit ici SOD aktivitelerinin 1018.18 ile 1964.2%9 U/g Hb

arasi de§istigi, ortalama f Std dederinin 1479.87 f 368.82 oldugu

160.00 buna

GSH-PX 133.25 ile arasi dedistigi,

karsilik ortalama T std degerinin 150.57 f 8.41 oldudu, katalaz

aktivitesinin

aktivitesinin 58.42 ile 113.33 arasl dedistigi ve ortalams f std
dederinin 76.94 + 17.29 oldudu saptanmistir. Bu konuda ayrintila

deskriptif analiz sonuglari asagidaki tabloda verilmistir.

50 By Cat

MDOISIH TANI VAS CINS lifg Kb lirg Hb kig B
¢ B AL 20 % 1564,29 157.05 113,33
:OFE AL . 106847 145,90 84,97
TR0 AL 19 ¢ 1016.18 133,25 50,54
s KD AL 7 ¥ 1583.51 180,03 73.99
S DE AL I E 159,57 145,65 79,52
5 OLR AL 73t 1903.43 138,61 58.42
7oA AL ¥ £157,0) 155,20 47,42
BT, 32,97 1479.47 150,57 75,94

&, 1wy s 24,82 503 74,78
ESTD 1648 398,37 7,08 15,43
S R 329.82 15870¢.00 82,55 345.92
FOP. M0V S1.80 24,93 5,50 27243
FOP, STD 14.B1 g 841 17.7%
PV 282,53 135003.43 70.75 299,10
ST, HATA 4 150,57 3.03 7.06
NN 18.00 1018.13 133.75 56,42

W k608 1964, 79 160,00 113,33
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AKUT MYELOID LOSEMI (AML) LI HASTALARDA ERITROSIT Igl GSH-PX,
SoD, KATALAZ AKTIVITELERI

AML '1i hasta grubundaki 17 hastadan alinan kan trneklerinde
saptanan enzim aktiviteleri asajidaki tabloda verilmistir.

Bu grupta yapilan deskriptif istatistiki analiz sonucu
eritrosit 1gi SOD aktivitelerinin 859.26 1ile 3183.67 arasi
dejistigi, ortalama ¥ std degerinin 1434.46 T 637.87 olduguy,
GSE-PX aktivitelerinin 131.96 ile 31¢.15 arasl dedistigi,
ortalama * std dederinin 195.55 F 51.98 oldugu, katalaz
aktivitesinin ise 44.28 ile 94.80 arasa dedistigi, ortalama * std
deferinin 74.91 + 13.47 oldugu saptanmistir. Ayrintil: deskriptif

analiz sonuclaril asagidaki tabloda verilmistir.

50D &PY AT

NO  ISIH TANI YAS LIS /g Hb /g Hs k/g Hy
1 KA BHL ik 1006.67 242,34 79.28
284 AL 0 K 1777.78 157.9% 73,02
I OKY  ad 3 B 1409.17 142,39 £9.47
4 L. AL 44 E 12i0.81 136,71 80,04
3 WA AHL LI 3000.00 312,35 70,47
5  H.H O AHL 2% E 3183,87 168,93 44,28
7 5.6 AHL 32 E 1113.49 223,83 73,31
B KA AM LEI ¢ B39.24 174,57 £7.02
¢ /Y AL i E 1185.19 183.6¢9 57.85
10 84 ML 3 E 1256.07 151,44 £9.29
L RE AML 32 £ 933,42 203.14 84,03
1z 8.6 Bk i3 223.45 85,24
13 5.4 At il E 116000 205,98 .37
14 6Y A ¥k 1437.64 119,43 g2 87
13 RT AL ik £1B3.19 191,41 94,30
15 BB At B 1158.70 131,96 37.03
FAE T S i E 112%.4¢ 133.54 58,40
ORT, 45.18 1434.45 193,53 74,0

5. oy 32,09 43.84 .40 18.53

o 510 11.78 £37.49 33.38 13.88

5, VAR 127.13 432304,404 2871.04 192.82

FOP.  ICY 26,57 84,47 25,38 17.%8

POF. STD 10,94 £37.97 31.98 3.47

FOF. VAR 11%.47 404874,71 2000,20 181.48

§T.  EATA 2,14 139.47 12,99 1.34

RIH 28,00 §09.24 131.94 44,74

HRK £&.00 3183,87 319,15 74, B0

iTablo 4.7
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KONTROL VE HASTA GRUPLARINDA YAS ILE ERITROSIT I¢I GPX, SOD,
KATALAZ ENZIM AKTIVITELERININ CINSIYET GRUPLARINA GORE DAGILIMI
VE CINSIVETLE ILISKRISININ ARASTIRILMASI

Kontrol ve hasta gruplarindaki yas ve enzim aktivitelerinde
cinsiyet gruplarina gdre dagilimin deskriptif istatistik analiz
sonuclarl ve bu parametreler ydninden cinsler arasi anlamli fark
olup olmadigini bulmak i¢in yapilan "Mann-Whitney U" testi sonug-
lari 0.05 onemlilik dlzeyinde (yanllima olasiligi, o = 0.05)
incelenerek bir scnraki sayfada bulunan tabloda gésterilmistir.

Bulunan sonuclar icinde sadece BAML grubundaki Glutatyon
peroksidaz diizeyleri arasinda cinsler arasi anlamll derecede fark
pulunmus olup, bu gruptaki GPX dizeylerinin kadinlarda belirgin

derecede viksek oldudu tespit edilmistir.
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KONTROL VE  HASTA GRUPLARINDA YAS ILE ERITROSIT ici ENzIM
AKTIVITELERI ARASI VE ENZIM AKTIVITELERININ BirBIRI ARASINDAKI

KORELASYONUN ARASTIRILMASI

Kontrol ve hasta gruplarinda yas ile enzim aktiviteleri arasi
korelasyon ile enzim aktivitelerinin birbiri arasindaki
korelasyonu arastirmak amaciyla, herbir gruptaki kisi saylsinin
parametrik korelasyon yéntemi uygulamaya elverisli .olmamasl
nedeniyle, amaca en uygun ydéntem olmasi agisindan nonparametrik
bir yéntem olan "Spearman rank (sira) korelasyonu'" uygulanmis-—
tir. Herbir grup ig¢in korelasyon matriksi olusturulmusg bulunan
korelasyon katsayilari (r) ve o&nemlilik dizeyleri (p) asagidaki

tabloda gésterilmistir.

yag oAt 12 S
Fommmnmome - + —4-- -—4 -t
DEONT-CAT 0 b 0.1BSA i :
PEONT-CAT & p 1 (4310} i :
EEOMT-BRY T r b -G.3A53 10,0344 :
DOEONT-EBRY Y p 1 GLOL30 1 0.8930 ) i
PEONT-S0D 0 r 0 Q.0301 1 -0.1023 1 Q7495
DRONT-E0D 0 p o 1 0U7000 0 O,A6BO T 2,28%0 i
et SEEEE T + s -4 -t
PELL-CAT Y r © -0,4837 i :
PELL-CAT 0 p 1 0390 i
¢ ELL-BFE r v 0.3143 1 -0,1429 i
pRLL-GRE 0 p b 03430 % 0.78T0 L !
PELL-GDD ¢ o r 1 QL2000 F -0.0286 ¢ Q.ASTL
PELL-S0D 0 p % 0.7040 F 0.9370 1 0.134D |
bommee + bommmm e n o Frommmmmnn t
CREL-CAT ¢ ¢ 1 0,371 i
P EHL-CAT o p iU.4A80 ! i
| EAL-BPE r P03 06571 !
PERL-BRE T p 1 0.3580 7 6,154 | |
| RHL-30D r P-0.3143 1 -0.,7143 1 -0,0285
T KHL-5DD p i 05340 10,1119 T 0,9370
pommmmm e pommmmmm - -t -4~ £
PALL-CAT ¢ ¢ 10,3929 ;
c ALL-CAT T 10,3830 4 i :
VALL-GRY U ¢ 0.0000 1 0,213 ) i
VRLL-ERY T p T 000G 10,6450 ) :
PRLL=BOD 0 ¢ 10,0337 10,2500 10,4071 |
PALL-BOD 4 p 1 0.9F0 1 0.38%0 1 0.1430 4
$ommmmmmme $mmmmmme o prmmmmnas fommmmmm oo +
!OAML-CAT r ARSI E i !
CAML-CAT T p 1 07080 ! g
{OAML-BRY r i 0.2882 1 0.3445 1 i
CAEL-SPY F e 1 0.3150 % 0.0290 ! g
roAML-S0D F r ) -0.151B ) -0,0288 10,0972 |
CREL-SOD D ¢ 4 0.5730 40,9180 ¢ 0.7200

T T . e

Table 4.9

b
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KONTROL VE HASTA GRUPLARINDA SAPTANAN ERITROSIT I¢I GSH-PX,
SOD, KATALAZ ENziMI AKTIVITELERI ILE HERBIR GRUPTA SAPTANAN YAJ
ORTALAMALARININ GRUPLAR ARASI ISTATISTIKI YONDEN KARSILAS-
TIRIIMASI

Kontrol ve hasta gruplarinda saptanan eritrosit Ig¢i glutatyon
peroksidaz, silperoksit dismutaz ve katalaz enzimi aktivitelerinin
ve herbir gruba ait yas ortalamalarinin istatistiki ybnden
karsilastirilmasi amaciyla gruplar ilk &nce "Kruskall-Wallis tek
yénll varyans analizi" ile test edildi. Bu testin sonucunda tlm
gruplarda s&z konusu parametreler yonunden istatistiksel olarak
fark bulundudu icin ikili karsilastirmalara tlm gruplar dahil
edilersek " Mann-Whitney U " testi uygulandi. Yapilan tdm analiz-
lerin sonuclari asagidaki tablolarda gosterilmistir.

Nonparametrik Kruskall-wWallis tek y®nlid varyans analizi sonuglara

Mann-Whitney U testi sonuglary asadidaki tabloda g&sterilmis olup
anlamll farkin bulundudu durumlar * isareti 1le belirtilmistir.
Not: Asadidaki tabloda herbir satirda belirtilen parametre

sUitunlar icin de gegerlidir.

KL KHL ALL AL
e it e R e it -—-4
bOKONT-CAT IPCGL03 BIP20,05  1P40.05 HIPCO.ES 1
POEONT-BRE IP4D.05 £IP{O.0S $EPCO.05 EIRCGLO5 A
| KONT-500 IPL0.05 3iF20.03  PX0.05 IFX.05
DEONT-YAS MRCO.05 BIFR0.05 IFR0.03 IFMLOS S
$oemam e s +-- -—t- toe- +
IOELL-CAT ! 1P30.05  1P¥0.05  1P0.05
ELL-GRL IF20.05  IPY0.05  IPXLOS
b KLL-50D ! 005 1IRC0L05 BIFCD.05 f
VKLL-Ya5 W05 IPR0L0S IR4D.65
fomm e s $mm - frmmmm e e +
bKHL-CAT ! ! 1P30.05  1FY0,05
| KHL-BPY ! ' 230,08 1PX0,05
i R : IPY0.05  IEXOL05
PEML-YAs ; 1P36,05  1P30,05
Frmmmm e dommmma fomm—m fomm L +
v OALL-CAT ! : 005
| ALL-BPY : ' 1P40.05 #)
. b ALL-S0D : : P20.05
Tablo 4,10 | ALL-¥AS i ; iP30.05
P e e el + R Rt + +
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Asagidaki sekillerde herbir gruptaki ortalama enzim
aktiviteleri, kentrol ve hasta gruplarinda enzimlerin
cinslere dagilimlarl ve herbir gruptaki enzim

aktivitelerinin vyaslara gdre dazeyleri grafikler halinde

verilmistir.

Sekil 4-1 A'da : Herbir gruba ait ortalama enzim
aktiviteleri

Sekil 4-1 B de : Kontrol grubundaki enzim aktivitelerinin

cinslere dadilima

Sekil 4-1 C de : Hasta gruplarindaki enzim
aktivitelerinin cinslere dadilimi

Sekil 4-1 D,E,F'de : Sirasi 1ile kontrol grubundaki S50D,
GPX wve katalaz aktivitelerinin yaslara gore dlizey dedisimleri

Sekil 4-2 A,B,C 'de KML 'deki

Sekil 4-2 D,E,F de KLL dekil

Sekil 4-3 A,B,C de AML‘deki

Sekil 4-3 D,E,F'de ise ALL deki sirasi ile S0OD, GPX ve
katalaz aktivitelerinin vyaslara gdre dlzey dedisimleri

gdsterilmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Hicre ici yerlesimlerine gbre dort cesit S0D vardir.Ilki
skaryotik hicrelerin sitczel, niikleus ve mitokondrial
intermembran bosludunda bulunan (toplam mitokondrial 50D 1in
% 10'u) CuZn SOD {CuZn 20D a ornek olarak sigir ve insan
eritrositlerinde bulunan eritrokuprein verilebilir), ikincisi
mitokondrial matrikste bulunan Mn SOD (toplam mitokondrial sSoD 1n
% 90°1), Uclnclsi E.Coli, Streptococcus mutans gibi bakterilerin
matriksinde bulunan Mn SOD ve dordinclsi E.Coli gibi bakterilerin
periplazmik boslugunda bulunan Fe SOD> dir. (11,108,158}

Malign hicrelerin, normal hiicrelerden pekcok yodnden farkla
oldugu bilinir. in wvitro olarak transforme hilcrelerde SOD
aktivitesinin anormal oldugunu ilk kez 13747 te Yamanaka ve Deamer
gésterdi. Bu g¢alismada akciger fibroblast WI-38 hilicrelerindeki
40D  aktivitesinin, insan embriyonik akciger dokusundan daha
yiiksek oldugu ve jel elektroforezinde heriki CuZn ve Mn SOD'a ait
pantlar saptanmistir. SV-40 transforme hlcrelerde elsktroforezde
Mn SOD bandi yokken total SOD aktivitesi normal WI-38 hlcrelerden
daha yilksek bulunmustur.Bu olay transformasyondan sonra CuZn SO0D
aktivitesinin birkac misli ytkseldigini ortava koymustur. (108)

in vivo olarak malign neoplastik dokularda SOD aktivitesinin
degistigine ait ilk gdzlemler, iki farkli grup tarafindan ayni
samanlarda bulundu. Ilk defa Dienisi, invivo clarak kanser
hiicrelerinde SOD bakti. Normal doku olarak s1§ir kalbi, tumor
dokusu olarak Morris hapatoma 3224 A ve Erlich Ascites tUmérid
matant hiicrelerden izole edilen mitokondrilerde vapllan
calismalarda heriki normal ve malign hitcrelerin mitokondrial
membranlarinda siperoksit radikalil dretildigini ve  normal
hicrelerdeki siiperoksit olugumunun, Hz07 olusumunda prekirsér
oldugunu saptadilar. Hepatoma mitokondrisi SOD aktivitesine sahip
dedildi wve Hp0, Uretmedi. Erlich ascites timdr mitokondrisi az
miktar SOD ativitesine sahipti fakat Hp0p Uretmedi. Bu nedenlie

slperoksit iyonlarinin HoQ5 in preklurséri oldugdu ve bu

reaksiyonun SOD tarafindan katalizlendigi sonucuna varildi.
Ayrica Morris hepatomada slperoksit {iretim hizi, sig§ir kalbinden
5 kez fazla idi.Erlich ascites tumérlt hilcrelerde supercksit
firetimi si1§ar kalbine yakindi. (60) Bu necenle 30D aktivitesi ve

stiperoksit Uretimi invivo t4mor hilcrelerinde farkli clabilir.
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pu calismadan iki yil kadar sonra diger grup olan Szhu ve
Okberley in PAGE yéntemini vullanarak Erlich ascites tUmér
hicrelerinde vyaptiklarl caligmada, tumér hilcrelerli sadece CuiZn
son  aktivitesine sahipken, normal fare karaciger  dokusu
ekstraktlars heriki CuZn SCD ve Mn SOD aktivitelerine sahipti.
Bazi tumdr hicreleri azalmig sayida mitokondriye sahip oldudundan
Mn SOD azalmasinin, mitokondri sayisi azligina bagli olabilecedl
dilsiniildd ve bu ihtimali kontrol etmek icin normal karaciger ve
tamér hiicrelerinden izole edilen mitokondri ekstraktlarina disk
jel elektroforezi uygulandidinda, normal fare karacigerinden
izole edilen mitokondrilerin heriki CuZn SOD ve Mn SOD icerdigdi,
halbuki timdr hicre mitokondrilerinin esdeder miktarinin 1ise
clektroforezde sadece CuZn SOD “a ait bandi igerdigi gorilmustir.
Sonucun givenilirligini artirmak icin timsr hicre
mitokondrilerinin sayisi 10 kat artirilarak test edildiginde dahi
Mn SOD bandi gdzlenmemistir. Bu bulguya gére, daha once
Dionisi‘nin yaptidi g¢alismada, Erlich ascites tumér hlicrelerinde
saptanan az miktardaki 50D aktivitesinin, mitokondrinin
intermembran bosiujunda bulunan CuZn SO0Da ait oldugu dlsi-

nilekilir. Ayni zamanda Dienisi'nin calismasinda Erlich tlmdr
mitokendrisinin Hz0»2 {iretmediginin saptanmis olmasi, bu organelde

HpOp lretiminden Mn 80D "un sorumliz oldugunu géstermistir.

Oberley tarafindan fare normal doku ve timérlerinde yapilan
birbaska gallsmada normal timus lenfositlerinin 15.5 U/mg Prot.
total SOD aktivitesi ile 5.5 U/mg Prot. Mn 30D aktivitesi
jcerdigi, halbuki L-1210 Llésemi hitcrelerinin 26.3 U/mg Prot.
total SOD aktivitesine sahipken Mn SOD aktivitesine hig sahip
olmadidi bulundu. (108) vyamanaka da PAGE yéntemi kullanarak L-1210
Ricrelerinin Mn SOD aktivitesi igermedigini saptadi. (11,152)

fnsan  tumdr hicrelerinde SOD aktivitesi tayini ilk kez
vamanaka tarafindan insan 1&semi hicrelerinde yapildi. Myelositik
monositik, lenfositik lésemi hlcrelerinde saptanan total 50D
aktivitesi, benzer tipteki normal olgun kan hiicrelerine gdre daha
yiksek bulundu. PAGE ydntemi ile &zellikle immatdr tipteki malign
hicrelerde Mn SOD aktivitesinin azaldigdi yada hi¢ bulunmadiga

gdzlendi. (11,108,152,153)
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tnsan tumdrlerinde daha sonra yspilan caismalarda Sykes, 46
cesit insan tumdrinde sitozolik SOD aktivitesinl arastirmls fekat
normal kontrol dokusunda aktivite tayini yapmamistlir. Bununla
birlikte timdrin SOD icerigi ile radyasycn duyarlidi arasinda
bagdinti oldugunu saptamistir. (154)

caleotti insan normal epidermisi ve yassi hlicre kanserlerinde
cuZn SOD aktivitesine bakmis, yassi hucre kanserinde normalin
varisl kadar aktivite bulmustur.(11,155) Marklund ve Westman
cesitli insan normal doku ve malign tumdrlerinde heriki CuZn 50D
ve Mn S0D aktivitesini &lgmis, hem CuZn, hem de Mn SOD
aktivitesini tumsdr dokularinda disik bulmustur. (11)

Bu gézlemler, kaynadina bakilmaksizin tim tumdr hicrelerinde
Mn iceren mitokondrial matriks enzimi olan Mn SOD akitivitesinin
daima normale gére azaldigini yada hig bulunmadidgini, CuZn SOD
aktivitesinin ise genelde azalmakla birlikte bazi cins timdrlerde
tam tersine arttidini gosterdi. Czellikle losemilerde CuZn 50D
artisl ilgingti. Daha da ilginci istisnasiz olarak tim tlmdrlerde
Mn SOD in neden azaldigl idi. Tumér hicrelerinde CuZn S0D
aktivitesinin c¢odunlukla didstdk bulunmasinin nedsani olarak,
aktivite &lctumleri genelde hizli bdliinen ve hizli rejenere olan
hicrelerde vyapilmis oldugu igin, ana hilcreden olusan yavru
hicrelerdeki SOD sentezinin dodal olarak henidz olgunlasgmanin
tamamlanmamasina badll azalmis ‘ clabilecedi disdnildd. Diderx
yvandan hiicre ici sUpercksit radikali Uretiminin esasen hilcrenin
mitokondrial ve mikrozemal membranlarindaki é transport
sistemleri {56,57,60,62,63,64) wve ayrica hlcre nikleusundaki
"Fp FAD Mcnooksijenaz" enzimi tarafindan nikleer membranda
{11,157,158,159) yvapildigaina gdzdnine aldigimizde, tUmdr
mitokondrisindeki Mn SOD aktivitesinin azalmasi, tumdr hilicre
mitokondrisinde olusan sUperoksit radikallerinin dismute
edilememesi nedeni ile sipercksit radikall UGretiminde net &artisa
sebep o¢lacaktir. (108) Nitekim Morris hepatoma hicre mito-
kondrilerinde 80D aktivitesi hig¢ saptanmadidar halde, sUperoksit
radikali tretimi normalden bes kat yiiksek bulunmustur.(60) Diger
yvandan Erlich ascites tumér hiicrelerinde yapilan bir calismada
timsr hiicre niitkleusunda da slperoksit ve hidrojen peroksit
iretildigi ve nikleusta SOD aktivitesi bulundugu ancak bu enzimin
stiperoksit radikallerinden tam korunmayi saglamaya yetecek

dizeyde Uretilmedigi (157) saflastirilmis normal hamster hepatik
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niikleuslarinda yapilan baska bir calismada niikleusta sipsroksit
radikali Uretildigi ve nikleustaki SOD an  CuZn  SQD oldudu
saptanm1$tlr.(l59)

Bize gére ayrica insan 18semik hilcrelerinde diger timdrlerin
tersine artmis CufZn SOD aktivitesi bulunmasi, bunun tlmor
hicresinde artmis olan sUperoksit {iretiminin dogrudan yada Mn 3S0D
azalmasina bé@ll bir artis olup, CuZn 20D azalmasina dayanan
bagdil bir yilikseklik olmadigdini ve CuZn SCD enziminin superocksit
artisini kompanze etmeye y&nelik yilkselmis olabilecedini
disundirmektedir.

Bugiin biliyoruz ki 30D enzimi oksidatif hasara karsl
hiicredeki enzimatik savunma mekanizmalarinin sadece bir par¢asinl
oclusturur. Hicrenin teoplam savunma mekanizmalarina bakildiginda
dijer gok 6nemli iki enzim katalaz ve glutatyon peroksidaz’ dir.

Bu enzimlerin her ikisinin de tlmdr hiicrelerindeki
aktivitelerine bakildiginda, ~bazi istisnalar disinda genslde
azaldig:i bulunmustur. Bu konuda ilk yapilan ¢alismalardan birinde
1966 da Ono, sican Morris hepatomlarinda katalaz aktivitesini
slctil, Tum tumérler, ¢ok yavas bUyuyen ve iyl diferensiye olan
biri disinda, normal karacigere goére dusik katalaz aktivitesine
sahipti. Katalaz aktivitesi buyume hizi 1ile ters orantila
idi.(11,160) Bozzi we ark. cesitli fare ve sigan timdrlerinde
heriki katalaz wve glutatyon percksidaz aktivitelerini normal
karacijer dokusundan daha disuk buldular. Ilging olarak, tumdre
dayanikli farelerin karaciderlerinde  de heriki enzimin
aktiviteleri ddsik bulundu.(11,161) Peskin ve ark. nin yvaptig:
bir calismada glutatyon peroksidaz aktivitesi transplante
hepatoma 27 hicrelerinin heriki sitozol wve mitokondrisinde,
normal karacier hiicrelerine gdre distik bulunmustur. (156)

Docampe ve ark. farelerde, sarkoma 180 ascites hilicrelerinde
katalar akbivitesi bulamazken, aynl hiicrelerde SOD aktivitesi
saptamislardzr. (11) Sun ve Cederbaum hepateseliller karsinoma
HC-252 hiicrelerinde, normal karaciderden ¢nemli derecede daha
diisik katalaz aktivitesi tespit etmisler, yine Pinto ve ark. da
dietilnitrozamin'in indikledidi karacider tumdrlerinde, nermal
karaciger dokusunun sadece (¢te biri oraninda katalaz aktivitesi
bulmuslardir. (11)

su ana dek, hiicrelerin oksidatif metabolizmasinda,

antioksidan savunma Immekanizmasi ag¢isindan ¢ok onemli reol



72

ovnadigina inanilan 4¢ enzim olan, superoksit dismutaz, katalaz
ve glutatyon peroksidazin, genel anlamda tumérlerdeki
sktivitelerini oOlcmeys ydnelik gecmiste yapilan calismalardan
bzahsettik. Bundan ‘sonra bizim asil ilgilendigimiz konu c¢lan
dedigik losemi tiplerinde, adi gecen U¢ antioksidan enzimin
dejisik kan Thucrelerindeki ve dzellikle de eritrosit ici
aktiviteleri ile ilgili vyapilmis calismalardan bahsedecegiz ve
bunlarl bizim calismamizda elde ettigimiz bulgularla kiyvaslayarak
yapacaglmlz yorumlafla konuya bir agiklik getirmeye calisacagiz.

Dedisik 18semi tiplerinde Kkan hiicrelerindeki wve oOzellikle
eritrosit igi Stuperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon
percksidaz aktiviteleri ile ilgili yaptigimiz "MEDLINE CD" ve
"INDEX MEDICUS" taramasl neticesi bu konuda simdiye dek yapilmis
az sayidakl g¢alismanan, calisilan parametre yada calisilan
hastalik tipi agisindan bizim konumuzla Kkilsmen cakistigini
gérddk. Bu konuda yapilan calismalari baglica eritrositlerde ve
lésemik bklastlarda yapilanlar seklinde ikiye ayirabiliriz. Bizim
konumuzla direkt ilgili olmasi agisindan oncelikle eritrositlerde
yvapilan galismalara dedinecediz.

LOSEMILERDE YAPILAN ERITROSIT I¢CI GALISMALAR:

Yaptigimiz literatir taramasinda lésemilerde eritrosit ici
antioksidan enzimler konusunda vapilmis baslica 5 calizsma
oldugunu, bunlardan 2 sinin fare ve siganlarda vapilan hayvan
deneyi clup, 3'undn insan lésemilerinde yapildigini saptadik. Bu
calismalardan, insan l&semilerinde yapilanlarin 1lki 1883°te
pavri tarafindan (162) vyapilmis olup, lésemilerde eritrosit
membranl ve hemoglobinde meydana gelen oksidatif hasar saptanmaya
calisilmis, bu amacgla membran lipidlerinin peroksidasyon hasarinil
gbsteren Maleondialdehit (MDA) ile plazma alfa tokofercl ve
eritrosit ici SOD enzim aktivitelerine bakilmistir. Hastalarin
68 % inde plazma alfa tokoferol diuzeyleri belirgin derecede disilk
bulunurken, 30D aktiviteleri sadece 25 % inde disik
bulunmustur.Ayni hastalarda MDA ytksek bulundujundan hastalarin
eritrosit membranlarinda ylksek derecede lipid peroksidasyonu
olduduna karar verilmis ve MDA, alfs tokofercl ve eritrosit ic¢i
S0D aktivitesi arasindaki bu ters badintinin lésemili hastalarda
eritrositlerin oksidan  hasara  karsa direncinin azaldigin:

- gdsterdidi sonucuna verilmistir.
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Bir diger calisma 1984 ‘te Saito tarafindan (163) yayinlanmls
olup, akciger kanserli 15, malign lenfomala 11, akut myeloid
1ésemili (AML) 12 hastada eritrosit dig¢i SOD ve katalaz enzim
aktivitelerine bakilmistir. akciger kanserlli nastalarda heriki
enzimin de aktiviteleri normal pulunurken, Malign lenfomall Ve
AML, 1i hastalarda her iki enzimin de aktiviteleri  ddsik
bulunmustur. fistelik remisyonda olan fzkat antikanser 1lac
tedavisi almayan malign lenfomali ve AML’ 1i hastalarda da heriki
50D ve katalaz ‘enzim aktivitelerinde dnemli bir disme
gérialmistir. Bu gtzlemlere dayanilarak, eritrosit ig¢i B8SO0D ve
katalaz aktivitelerindeki azalmanin, kanser tarafindan
olusturuldugu ve  kanser tipine gdre dedisiklik gtsterdidi
sonucuna varilimistir.

Bu konuda yapilan dider énemli bir calisma ise yine 13%84°te
Gonzales ve ark. tarafindan (12) yaylnlahan ve Akut myeloblastik
16semilii (BML) , kronik .Jlenfositik lé&semili (KLL), Hodgkin
hastalid:r olan, lenfosarkomaly ve dedisik viseral kanserli
hastalarda eritrosit igi $OD, katalaz ve glutatyon peroksidaz
enzim aktivitelerinin tayin edildigi calismadir. Bu calismada,
tum arastirilan wvakalarda heriki katalaz ve glutatyon peroksidaz
enzimlerinin aktiviteleri, kontrol grubuna gére normal sinarlar
iginde bulunurken, eritrosit igi SOD aktivitesinin ise AML 11,
KLL>1i, lenfosarkomlu ve Hodgkin®li hastalarda tnemll derecede
yikseldigl, tersine viseral kanserli hasta grubunda ise normal
diizeyde oldudu saptanmistir. Stiperoksit dizeyindeki bu artisin,
retikiilesitoz ve hipokrom anemi ile ilgili olmadigi ve SOD dizeyi
ile hastalidin evresi, hastalik suresi ve iitihabi sendrom
mevcudiyeti arasinda bir badanti bulunmadigl agiklamigtir. Ayrica
en yiksek SOD dizeylerinin, tedavi edilmeyen vyada erken tedavi
periyedunda bulunan hastalarda saptandi§y ve soD dizeylerinin
tedavi stresindeki artisin bir fonksiyonu olarak azaldigda
aciklanmistir. Bu verilerin "pluripotent stem cell” denen kemik
iligi ana hicrelerindeki SOD genl ekspresyonunun diizenlenmesinde,
bir anormallik oldudunu ifade ettigi sonucuna varilmistir.

Eritrosit ici antioksidan enzim aktiviteleri  konusunda
hayvanlarda yaplilmis olan ve literatur taramasainda
saptayabildigimiz sadece 1iki c¢alismadan biri, 1988 de Made]
tarafindan (164) yayinlanmis olup, naturel lenfositik ldsemili

fare soyunda eritrositlerdeki SOD, katalaz ve glutatyon
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peroksidaz enzimlerinin aktivitesi, dogum sonrasi 0, 90,180 wve
270 ‘“nci glnlerde plcilmis ve her tic enzimin aktivitesinin de
lésemi galisimi esnasinda azaldiga gdzlenmis ve farelerde ldseml
gelisimi esnasinda serpest radikallere karsi Dbu enzimlerin
koruyucu roludnin bozuldudu sonucuna varilmistic.

Lésemik hayvanlarda eritrosit igi enzim aktivitelerinin
5lctildlgi didger calismayl 1989 ‘da Kuvshinnikov (163) yayinlamis,
murine lésemili farelerin eritrositlerinde vitamin E ve
diketogulonik asit (DKGA) dizeylerinin ddstk, MDA seviyesinin
yiksek, glutatyon iceriginin azalmig Ve a0D aktivitesinin artmis
oldudunu gdzlemlemigtir. Ayrica antioksidan kompleks olarak A, E
ve € vitaminlerinin kullaniminin eritrositlerin enzimatik wve
nonenzimatik anticksidan savunmasinil iyilestirdigini saptamistir.

LOSEMIK BLASTLARDA YAPILAN CALISMALAR:

Ibsemik blastlarda yapilan calismalara da bakacak oclursak, bu
konuda yaptigimiz taramalarda, insanlarda yapillmlis 5 ve
hayvanlarda yapilmls 4 calisma saptadik.

punlardan 1lki, Yamanaka ve ark. tarafindan t153) 1978°de
yapilmis olup, insan myelositik {n=6, 3 AML., 3 KML) ,
monositik{n=2), lenfositik l1é&semi(n=2, 1 ALL, 1 KLL) hiicrelerinde
total SOD aktivitesinin, kontrol grupunun (n=3) karsiiik gelen
hitcrelerine gére arttigil bulunmustur. Daha énce de bahsettigimiz
gibi bu cgaligma ayni samanda insan tUmdrlerinde yvapilan 1lk
calisma olmasi acisindan da ¢nemlidir.

Difer bir calisma Yoshimitsu ve ark. tarafindan (13) 1984 te
yaslari 1-14 arasl degisen, 20 si ALL'1i, 470 AMI." 11 olmak Uzere
akut lé&semili toplam 24 g¢ocugun 16semik blastlarinda SOD enzim
aktivitesi tayini vyapilmis . total SOD aktivitesi T yada B hilicre
isemili 5 hastada Onemli derecede azalmis, ncn-T, non-B hiicre
16semili 15 hastada aktivite yoninden genis bir dadilim saptanmis
olup tum ALL tiplerinde Mn SOD aktivitesi normal kontrol
hilcrelerine godre daha distk bulunmustur. AML 11 hastalarda ise
heriki total ve Mn SOD aktiviteleri, normal kontrol hilcrelerinden
snemli derecede daha yiksek bulunmugtur. Disiik SOD aktivitelil
hastalarda, prognozun koétd oldudu gézlenmis ve losemik blastlarda
soD  aktivite tayininin akut 15semili cocuklarin tedavisinde
prognostik dedere sahilp olabilecedi ileri sGrulmistir.

Bir baska calisma Kokoglu ve ark. (166) tarafindan 1988°da
yayinlanmis, yaslarl 16-65 arasi dedisen 17 AML, 16 ALL, ©& KML
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ve © KLL' 1li hastada polimorinukleer yada mononthleer gibi hicre
tipi ayrimi yapmacdan, 1skosit igi SOD aktivitesi saptanmis ve tum
15semi tiplerinde SOD enzim aktivitelerinin normalden ¢nemnli
dereceds yuiksek oldugu, buna karsilik remisyonda normale distugld
pulunmustur. Lésemi  tipi ile SOD dizeyi arasinda iliskl
saptanmamistir.

insan lésemi hiicrelerinde tespit edebildigimiz diger cgalisgma,
1989° da Saito wve ark.(167) tarafindan yayinlanan, insan
monositik ve promyelotik 1psemi hilcrelerinde yapilan calisma
olup, " 12-O-tetradecanoyl phorbol-13-acetate (TPA) " vyada
"dimethylsulfoxide (DMS0O) " tarafindan indiklenen, insan monositik
issemi U-937 hicreleri yada promyelotik 18semi HL-6C hiicrelerinin
diferensiyasyonu esnasinda moclekiiler bir probe kullanarak CuiZn
sGD mBRNA sinin dizey dedisiklikleri saptanmis Ve diferensiyasyen
seyri esnasinda spesifik olarak azaldidi bulunmustur. Halbuki
insan B-hicreli  lésemi hicrelerinin vyada normal diploid
fibroblastlarin TPA ile muamelesi neticesi Cuzn S0OD mRNA'sinda
herhangi bir dtzey dedisimi olmamistair. dyleyse CuZn SOD mRHA
dizeyinin azalmasi (yani CuZn SO0D geni ifadesinin azalmasi},
diferensiyasyona o¢zguldir.

tnsan lésemik hiicrelerinde yapilmis tespit edebildigimiz son
calisma, 1982 ’“da Auwerx Ve ark. tarafindan (168) yayinlanan
caligmadir. Bu ¢alismada yine, bir {istteki calismaya Dbenzer
sekilde, myelo-monositik orjinli hitcrelerin (THP-1, HEL ve HL-€C
insan l&semik hicre kultiirleri kullanilarak) terminal diferen-
siyasyonu esnasinda, hscpl mRNA'sinin steady-state dizeyi ve
hSOD-1 geni transkripsiyon hizi slciilerek, hSOD1 mRNA sinda dizey
dedisimi olup olmadigl arastirilmistir. Makrofa] diferensiyasysonu
30Dl WRNA® sininh transkripsiyon hizi ve steady-state dizeyinde
kademeli bir azalma ile sonuglanmis, FPMA benzeri olan Ve
kullanilan konsantrasyonda protein Kkinaz c* yi de aktive eden
fakat diferensivasyonu inddklemeyen bir diacylglycerocl analogu
{di-C8) ile muamele sonrasl, sSoDl MRNA™s1nda aza
gdzlenmemistir. HL-60 niicrelerinin DMSO tarafindan granidlositlere
diferensiyasyonu indiklendidi zaman SOD1 mRNR dizeyinde ayni
azalma gébzlenmistir. Bu verilere gére SOD1 MRNA s1n1n
saptanamayacak diizeylere dek azalmasinin, makrofaj ve

granfilositlerin diferensiyasyonuna eslik ettigil one sUrdlmistir.
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Hayvan lésemik hicrelerinde vapilan calismalara baktigimizda
ilk galismanin 1978 de Yamanaka tarafindan ({152) PAGE yéntemi
kullanilarak, L-1210 losemi hiicrelerinde yapilip, hic Mn SO0D
aktivitesi saptanmadigindan, bir didger calismanin ise 1979°da
Oberley tarafindan (108) yayinlandigindan ve farelerde L-121C
1ésemi hicrelerinde total SOD aktivitesinin nermalden ylksek,
halbuki  Mn scD aktivitesinin ise hic bulunmadidindan
pahsetmistik. Difer ¢alismalar 19887de Brown (169) wve vyine
1988 'de Paoletti tarafindan (170) yapilmistir. Brown -1210
1l&semi hiicrelerinde azalmis SOD aktivitesi saptamls, Paoletfi ise
murine eritrolésemi hticrelerinde "hexamethylene bisacetamide”
tarafindan indiklenen diferensiyasyon esnasinda CuzZn 50D
aktivitesinin konrol grubuna gére 2 kat ylikseldigini saptamistair.

Bizim vaptigimiz cgalismada elde ettifimiz bulgulara gelince,
KLL (n=6), KML {n=6), ALL (n=7) ve AML (n=17) olmak Uzere 4 tip
lésemi grubunda eritrosit ig¢i antioksidan enzim aktiviteleri
calisilmis ve bulgular kontrol grubu (=20} ile
karsilastirilmistair.

Eritrosit igi 30D aktivitesi yonlinden ttm hastalik
gruplarinin tek tek ortalamalari, kontrole gére yiksek oldugu
halde sadece KLL grubunda kontrole gbre "anlamli derecede
yikseklik” bulunmustur.

Eritrosit d1gi GSH-PX aktivitesi  ydninden, tim gruplar
kontrelden "anlamli derecede ylksek'" bulunmustur.

Eritrosit igi katalaz aktivitesi y&ninden, tlm -gruplarin
ortalamalar1l kontrolden diisik oldudu halde, KML grubunda anlamli
fark bulunmayip, KLL, ALL ve AML gruplari ise kontrol grubuna
gére "anlamlil derecede disuk" bulunmustur.

Herbir hastalik grubunun kendi ig¢inde, antioksidan enzim
aktiviteleri y&ninden, cinsler arasi anlamli fark olup clmadigina
bakildiginda, sadece BAML'de GSH-PX aktivitesi ydnlnden cinsler
arasi "anlamliy fark" bulunmus olup (kadinlarda daha ylksek),
baska hichir grupta enzim aktiviteleri y&dnUnden, cinsler arasi
anlamlil fark bulunmamistir.

Bizim sonuclarimiz, KLL'de eritrosit ic¢i SOD aktivitesinin
anlamlil derecede yiksek bulunmus olmasi acisindan Gonzales (12),
EML de eritrosit igi katalaz aktivitesinin anlamli derecede disik
bulunmasai acisindan ise Salto nun {163) buldudu sonugla
uyumludur.Zaten bu konuda, gerek insan ve hayvanlarda yapilan az

sayidaki c¢alismalarda elde edilen sonuglarin birbirleri ile
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uyumsuz olmasi, gerekse bu calismalardaki lésemi tipi ve bakilan
paramstrelerin birbiri ile tam g¢aklsmanas:i nedeniyle tam bir
fikir birligi yoktur. Bu ylzden puldujumuz sonuglarli tam olarak
karsilastirabilmemiz mimkin degildir. Gonzales &ML Ve KLL de
eritrosit igi GSH-PX aktivitesini normal bulurken, piz tum lésemi
gruplarinda Dbu enzimin aktivitesini yliksek bulduk. Buna karsan
Mzde] (164}, farelerde naturel lenfositik 1semi gelisimi
esnasinda, eritrositlerde diger 1ki enzimle birlikte GSH-FX
aktivitesini de dusik bulmustur.

Bu konuda yapilan ¢alismalar ve elde ettigimiz bulgulardan,
16semilerde eritrosit membraninda olusan lipid peroksidasyonuna
karsi antioksidan enzim aktivitelerinin dedistigdi, &zellikle
KL, de SOD aktivitesini anlamli derecede yiksek, diger 18semi
gruplarindaki 80D aktivitelerinin ise istatistiki acadan anlamli
olmasa da ortalamalar aglsindan daha ylksek pulmamiz ve tum
16semi gruplarinda G3H-PX aktivitesini anlamla derecede ylksek,
ayrica EKML disinda tlm 15semi- gruplarinda katalaz aktivitesini
anlamli derecede distk bulmus olmamiz itibariyle, kemik iliginin
pluripctent ana hiicrelerinde, ilk iki enzime ait gen
ekspresyonlarinin dizenlenmesinde artig ydninde, katalazda 1ise
azalma ydninde bir anormallik oldugunu distnebiliriz.

Lésemik hilcrelerde vyapilan g¢alismalarda, diger tlm tumér
hiicrelerinde o¢ldudu gibi mitokondrial Mn 50D aktivitesinin
istisnasiz olarak azaldigini ve Mn SOD azalmasina bagli olarak
mitokondrial elektron transport zincirinde 0p~ wve Hp0p olugumu-
nun arttidini, vine yapilan bazl c¢alismalarda lésemik blastlarda
CcuZn SOD aktivitesinin ylikseldigini piliyoruz.(11,60,108,152,153)

Biz lésemik blastlardaki bu CuZn S0D yidkselisinin, Mn SOD
azalmasinil kompanze etmeye yonelik bir artis oldudunu
diistinmekteyiz fakat ldsemik hlicrelerde net olarak artmis olan
stperoksit Uretimini g&zéntne aldigimizda bu kompenzasyonun tam
vapilamadigili agikga gérilmektedir. Ayrica l&semilerde ister
pelintikleer ister mononitikleer olsun artmig olan fagositik ldkosit
ve lésemik blastlarin sayisini gdzénine aldigimizda sayisal
clarak artmls olan bu fagositik lékositlerdeki NADPH cksidaza
bagli clarak, respiratory burst dedigimiz solunumsal patlamanin

da asiri miktarda artmis olabilecedini ve sonugta Op~ , HzO0p, OH-

ve difer oksijen serbest radikallerinin artmis olusumuna sebep
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oldugunu  distndidgimizdes, eritrosit membran lipidleri  gibl
biyolejik membran lipidlerinin peroksidatif hasar zincirinin

kolaylikla baslamasi ic¢in yeterli sebep olustugu gsrilmektedir.

2 0, + NaDPH NADPH oksidaz . 5 07 + Nappt + HT

2 0,7 + 2 HY > Oz * H20z

0,7 + Hy0, _E& TUZW . 0y + OH™ + OH- --> lipid peroksidasyonu

tste bu nedenledir ki, kemik iliginin "pluripotent stem ‘cell”
dedidimiz ana hiicrelerinden baglamak ilzere, eritrosit ici
anticksidan savunma mekanizmalarl devreye girmekte ve gerek
13semik blastlarda artmis Op-, HpOp, OH- ve diger cksijen tirevi
serbest radikaller olsun, gerekse clusan bu radikallerin
eritrosit membran lipidlerinde  yaptiga peroksidatif  hasar
neticesi olusan "yad asidl C radikali” (R-), “lipid hidroperoksil
radikali" (ROp-) gibi ikinecil, Gg¢lncil bivslojik radikaller
neticesi eritrosit ici antioksidan savunma meksnizmalari devraye
girmektedir. Biz calismamizda buldudumuz eritresit igi yiikselmis
50D wve GSH-PX aktivitelerinin bu nedenle artmis olidudunu
distnmekteyiz. Dider yandan gerek bizim tdm lésemi tiplerinde
puldujumuz (KML de anlamll derecede olmamakla birlikte) eritrosit
ici dusiuk katalaz aktivitesi, gerekse ister lésemi lister dider
timdrler olsun bu konuda vyapilmis olan dider calismalarda
bulunmus olan eritresit igli yada tOmMOC hicresi ici katalaz
aktivitelerinde artis tespit edilemeyip normal yada dastk
aktivite bulunmus olmasinin neticesi olarak bu hastalikta ve
dider tlimirlerde Hp0p dstoksifikasyonunda GSH-PX' 1n katalazdan
daha énemli rol oynadigyl didsinulebilir.

Bize gére es5as tartisilacak nokta, oksijen serpest
radikallerinin Ve antioksidan enzim aktivitesindeki

defisikliklerin, tlmér clusumunun sebebl mi, yoksa sonucu mu

oldududur. Kanser olusum teorilerinde bahsettidimiz gibi,
"padikal hasar teorisi" ne gére radikal hasari ister direkt
radikal olusumunun artmasina, isterse radikal olusum hizi ve

miktari normal oldudu halde, radikal yokedici enzimatik vyada
nonenzimatik antioksidanlarin bagil eksiklidine badli olsun,

kanser olusumunda &nemli rol oynamaktadir. Kanser olustuktan
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sonra ise normal metabolizmas: bozulmas clan hilcrede radikal
slusumu direkt yada dolayli (azalmis antioksidan aktiviteye bajl:
clarak) yoldan artmakta ve radikal Thasari hiucre o¢lene dek
gittikge daha da bliylimektedir. Codu kanserin bir kere olustukitan
sonra tam olarak tedavi edilememesinin ve geri dontissuz olmasinin
femel sebeblerinden biri belki de en &Snemlisi budur. Gzellikle
DNA istundeki hassas noktalarda radikal hasarina bagly tamir
edilemeyen can alici de§isiklikler sonucu olusan "onkogen
aktivasyonlari" Kkanser olusum mekanizmalarinin son basamaginda
yer alir. Tim vicut hicrelerindeki hasarlanmis DNA yi tamir edip,
aktif onkogenleri tekrar irnaktif hale gecirmeye yonelik "gen
tedavisi” gibi bugin ig¢in oldukg¢a zor gérinen tedavi yontemleri,
”tﬁansgenik hayvan" deneylerinin sonucu olarak umuyoruz ki kirgin
gercek olacaktir. Ancak kabul etmeliyiz ki ginimizde, insan
organizmasindaki milyarlarca hlcrede bulunan hasarlanmis DNA y1
Tamir etmelk, onun  hasarlanmasinl dnleyecek basit kKorunma

yéntemlerini uygulamaktan c¢ok daha zerdur.
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6. OZET

Zkut ve kronik lésemili hastalarin eri rosit ici sSuperoksit
dismutaez (80D}, Glutatyon peroksidaz (GPx) ve Katalaz (CAT)
aktivitesi slcilerek kontrol grubu ile karsilastirilmistair.

KLL 11 6, KML 1i 6, ALL"1i 7 ve AML 1i 17 hastadan ve kontrol
grubu olarak sadlikla 20 kisiden alinan kan drnekleri
islemlenmistir.

Eritrosit ici SOD &aktivitesinin tiim gruplarda, ortalamalar
yénindan kontrole gére daha yliksek oldugu, fakat bu ylksekligin
KLL grubunda anlamli derecede bulundugu, eritrosit ici GPX akti-
vitesinin tum gruplarda kontrole gére anlamli derecede vyiiksek
oldudu, katalaz aktivitesi yodnlUnden ise, tim gruplarin ortalamasl
kontrolden daha diisik bulundudu halde, bu distkligtn KML
disindaki gruplarda anlamli derecede cldugu saptanmigtir. Ayrica
sadece BRML grubunda, GPX aktivitesi ydninden cinsler aras:
anlamli fark bulunmus olup, dijer gruplarin higbirinde, enzim
aktiviteleri yédninden cinsler arasi anlamli fark bulunmamistir.

Bu bulgulara godre kemik 11ig§i pluripotent ana hicrelerinde
SOD ve GPX'e ait gen ekspresyonlarinin dizenlenmesinde artis
yonunds, katalazda ise azalma yoninde bir znormallik oldugu,
ayrica lé¢semilerde antioksidan savunma mekanizmasi  olarak,
CuZn SOD ve GPX enzimlerinin, katalaza gore daha Snemli oldudu

distindlebilir.

6. SUMMARY

In patients with acute and chronic leukewmia, Superoxide
dismutase (S0D), Glutathilone percxidase (GPX) and Catalase (CAT)
activities were measured in red blood c¢ells (RBCs) and were
compared with the controcl group.

The blood samples that were collected frem € patients with
CLL, 6 patients with CML, 7 patients with ALL and 17 patients
with BMIL were proceeded.

In all groups, SO0D activities of RBCs were higher than the
control group with respect to averages but there was a meaningful
elevation ecnly in CLL group. In all groups, GPX activities of
RBCs were meaningfuly higher than the control group and in all

groups, ths Catalase activities were lower than the control group
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with respect to averages, but in the other groups except CML,
this decrease was important. Furthermore, in only AML group,
there was an important difference between genuses with respect
to GPX activities.

For these reasons , it can be theught that the gsne
expressions belonging to S0D and GPX were increased and the gene
expression belonging to CAT was decreased in human leukemia
cells. In addition, it can also be thought that the CuZn SOD and
GPX enzymes are more Iimportant than the CAT as antioxidant

defense mechanism in human leukemias.
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