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OZET

Bu calismada, glukoz-insulin-potasyum (GIK) infuzyonu veriimis dilate
kardiyomiyopatili (KMP) hastalarda tedavi slresince ve tedavi sonrasi eritrosit antioksidan
enzim aktiviteleri arastiriimigtir.

Bu amacla, calismaya dilate KMP’li (EF<%40), New York Kalp Cemiyeti (NYHA)
siniflamasina goére grup llI-IV kalp yetersizligi olan 41 hasta alinmigtir. Hastalardan 28’ine
(GIK Grubu) standart tedaviye ek olarak 24 saatlik infuzyon seklinde GIK solusyonu (%
30’luk 500 cc glukoz iginde 300 U insilin, 60 mEq KCL) verilmistir. Diger 13 hastaya ise
(Kontrol Grubu) yine ayni sure ve miktarda % 0.9’luk NaCl sollisyonu intraventz olarak
verilmigtir. TUm hastalardan 0., 2., 8., 12., 24., ve 48. saatlerde ven6z kan ornekleri alinarak
eritrosit superoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSHPXx)
aktivitesi olgumu yapilmistir.

GIK verilen grupta, 24. ve 48. saatte 6lgilen SOD degerlerinin 0. (p<0.05), 2. (p<0.05)
ve 8. saatteki (p<0.05) degerlerle karsilastirildiginda anlamh olarak arttiyi goézlenmistir. GIK
verilen grupta, bazal (0. saat) degerlere gore tedavi slresince ve tedavi sonrasindaki CAT
aktivitesinde artis egilimi gortlmdistir. Ancak fark istatistiksel olarak anlamh bulunmamistir
(p>0.05). GSHPx aktivitesinde ise; takip sirasinda GIK grubunda anlamh degisiklik
gOrdlmemistir (p>0.05). Kontrol grubunda ise bazalde, tedavi slresince ve tedavi sonrasinda
Olgulen SOD, CAT ve GSHPx aktiviteleri benzer bulunmustur (p>0.05). GIK ve kontrol
grubunun 0., 2., 8., 12., 24. ve 48. saatte Ol¢ilen SOD, CAT ve GSHPx degerlerinin ayri ayri
iki grup arasindaki karsilastirimasinda anlamli fark saptanmamistir (hepsi i¢in p>0.05).

Sonug olarak, dilate kardiyomiyopatili hastalarda standart tedaviye ek olarak GIK
solisyonunun verilmesi, miyokardiyal oksidatif stresi azaltarak metabolik anlamda dizelme
saglayabilir. Bu da, devam eden miyosit kaybini engelleyerek hastalarin daha iyi klinik seyir

izlemesinde katki saglayabilir.

Anahtar kelimeler: Kardiyomiyopati, glukoz, instlin, potasyum, oksidatif stres



ASSESSMENT OF RADICAL SCAVENGING ENZYME ACTIVITIES IN
PATIENTS WITH DILATED CARDIOMYOPATHY TREATED WITH
GLUCOSE INSULIN POTASSIUM INFUSION

ABSTRACT

In this study, the erythrocyte antioxidant enzyme activities were investigated during
and after therapy, in patients with dilated cardiomyopathy treated with glucose insulin
potassium (GIK) infusion.

Forty one patients with dilated cardiomyopathy who had class IlI-IV heart failure
according to the New York Heart Association (NYHA) classification was taken in to the study.
GIK solution (300 U insulin plus 60 mEq KCI in 500 cc 30% glucose) as a 24 hour infusion
was given to the 28 patients (GIK group) in addition to the standart treatment. To the rest of
the patients (n=13), intravenous infusion of 0.9% NaCl was given in the same amount and
time intervals (Control group). Activities of erythrocyte superoxide dismutase (SOD), catalase
(CAT) and glutathione peroxidase (GSHPx) was determined by taking venous samples from
all patients at admission, 2nd, 8th, 12th, 24th and 48th hours.

In the GIK group, levels of SOD at 24th and 48th hours increased significantly when
compared with levels at admission (p<0.05), 2nd hour (p<0.05) and 8th hour (p<0.05). Again
in the GIK group, tendency to increase during and after treatment was seen in the CAT
activity when compared with levels at admission, but this increase was not statistically
significant (p>0.05). Significant increase was not determined in the GSHPx activity during
follow-up in the GIK group (p>0.05). In the control group, activities of SOD, CAT and GSHPx
measured at admission, during and after treatment were similar (p>0.05). Levels of SOD,
CAT and GSHPx measured at admission, 2nd, 8th, 12th, 24th and 48th hours were not
different significantly between the groups (for all of them, p>0.05).

As a conclusion, addition of GIK solution to the standard treatment of dilated
cardiomyopathy patients can cause improvement in metabolic parameters by decreasing
oxidative stress. This can lead to better clinical outcome of the patients by preventing

continuing myocyte loss.

Key Words: Cardiomyopathy, glucose, insulin, potassium, oxidative stress
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1. GIRIS

Kronik iskemik kalp yetersizligi tedavisi Uzerine uzun sidredir yapilan arastirmalar
olmasina ragmen, mortalite ve morbidite oldukg¢a ylksektir. Son yillarda metabolik
bozukluklar ve noérohormonal aktivasyonun belirlenmesine ve dizeltimesine ydnelik
yaklasimlar 6n plana ¢ikmistir. Bununla ilgili olarak, miyokart infarktlisii sonrasi goérilen sol
ventrikuler yeniden yapilanma (remodeling) ve yetersizliginin gelismesinde ve ilerlemesinde
oksidatif stresin dnemli rol oynadigi yonundeki bulgular giderek artmistir (Kinugawa ve ark.,
2000; Sawyer ve ark., 2002).

Oksidatif stresin derecesi ve olusturdugu miyokardiyal hasarin ciddiyeti, kalpteki asiri
reaktif oksijen turlerinin (ROT) Uretimi ve antioksidan savunma arasindaki balansa baglidir.
Kalpte olusan artmis ROT Uretimi miyosit hipertrofisi, apopitozis ve interstisyel fibrozise yol
acabilir (Kinugawa ve ark., 2000), bu da deprese olmus kardiyak fonksiyonu ve kardiyak
yetersizliginin ilerlemesini daha da artirabilir.

Serbest oksijen radikalleri oldukga reaktif ve stabil olmayan metabolitler olup, protein,
lipid ve niikleik asitler gibi 6nemli biyomolekdlleri degistirme kapasitesine sahiptirler. Saghkh
kisilerde bu metabolitlerin zararli etkileri antioksidanlarla sinirlanmaktadir, boylece oksidatif
hasara bagl olarak ortaya cikan doku hasari en aza indiriimektedir. Serbest oksijen
radikalleri, membran lipid ve proteinleri ile reaksiyona girerek miyokardiyal kasiimayi azaltir
(Singal ve ark., 1998).

Azalmis veya yetersiz miyokardiyal kasilma ise kardiyomiyopatinin en genel
ozelligidir. Kardiyomiyopati terimi, belirti ve bulgularin hepsinin ya da ¢cogunun miyokard
islev bozuklugundan kaynaklandigi tim kalp hastaliklari igin kullaniimaktadir. Miyokart
fonksiyonunun bozulmasinin ve iskemi reperfizyon sonrasi doku nekrozunun
patogenezinde meydana gelen hasarin hucresel temelini aciklayan farkli mekanizmalar 6ne
surilmektedir. Son yillarda yapilan c¢alismalar, serbest oksijen radikallerinin geri
donusimsuz bir gekilde hlcre hasarinin ortaya g¢ikmasinda 6nemli rol alabilecegini
goOstermistir (Yicel ve ark., 1998).

ROT’larin araci oldugu kardiyak hasara karsi ilk basamak savunma mekanizmasi
SOD, CAT ve GSHPx’den olusan dnemli antioksidan enzimleri icermektedir. Kalp yetersizligi
gelisen hastalarda SOD, CAT, GSH-Px ve E vitamini gibi miyokardiyal antioksidanlar
azalirken serbest oksijen radikallerin ve de oksidatif stresin arttigi gosterilmigtir (Hill ve
Singal, 1996). ilag tedavisiyle hemodinamik fonksiyonu diizelen hastalarda antioksidan
kaynaginda dizelme ve oksidatif streste azalma saglanabilmektedir (Khaper ve Singal,
1997).

Deneysel ve klinik kalp yetersizliginde oksidatif stres SOD, GSHPx, CAT aktivitesi ve

lipid peroksitlerin plazma seviyeleri olgllerek dolayl yoldan degerlendiriimektedir (Kojda ve



Harrison, 1999). SOD ve GSHPX’in kalpte serbest oksijen radikallerinin detoksifikasyonunda
baylk bir rol oynadidi 6ne sirtulmektedir (Dieterich ve ark., 2000). Serbest oksijen
radikallerinin olusturdugu hasara karsi korunmada SOD ilk basamak olmasina ragmen
stperoksit anyonunun hidrojen peroksite (H,O,) dismutasyonunu katalizledigi icin H,O,
seviyesini artirarak etki eder. H,O, birikmesinin blyuk tehlikesi fizyolojik savunma sistemi
olmayan oldukg¢a reaktif hidroksil radikali Uretimidir. CAT ve GSHPx, H,O;'i metabolize
ettikleri icin en dnemli antioksidatif enzimler olarak ortaya ¢ikar (Dieterich ve ark., 2000).

Glukoz alinimi ve glikolitik ATP Uretimi &zellikle kalpte azalmis koroner akimi
oldugunda miyokart hlicrelerinin yasamini devam ettirmesi (viabilitesi) igin dnemlidir (King ve
Opie, 1998). Buradan yola ¢ikilarak yapilan daha énceki bircok ¢alismada GIK tedavisinin
miyokart infarktisiinin erken dénemindeki hastalarda ve kalp cerrahisi sirasinda faydali
etkileri gosterilmistir (Lazar ve ark., 1995). Bunlarin yaninda, son yillarda kalp yetersizliginde
miyokart hucresinin etkin enerji kullanimini i¢in metabolizmasini dizenlemek amaciyla
verilen GIK tedavisinin sistolik fonksiyonlarini diizeltti§ine dair calismalar vardir (Cottin ve
ark., 2002; Tune ve ark., 1998; Alan ve ark., 2003; Yazici ve ark., 2004).

Kalp yetersizligi olan hastalarda insulinin tek basina, oksijen tiketimini artirmadan
kontraktil fonksiyonlari iyilestirdigi ve bu etkinin oksijen yararlanimindaki artisa bagh oldugu
belirtilmistir (Tune ve ark., 1998). insiilin, miyokardiyal glukoz metabolizmasini uyarir ve yag
asiti metabolizmasini inhibe eder (Eberli ve ark., 1991). Yapilan ¢alismalarda (Cottin ve ark.,
2002; Sasso ve ark., 2000), GiK inflizyonu ile iskemik kalp yetmezligi olan hastalarda
kontraktil fonksiyonlarin diizelmesi, GIK tedavisinin koroner kan akiminda artis ve iskemik
miyokartta metabolik koruyucu etkisi ile agiklanmigtir.

Hem dilate kardiyomiyopatide hem de akut miyokart infarktlisiinde oksidatif stresin
arttigi bilinmektedir (Hill ve Singal, 1996; Kaul ve ark., 1993). Bununla birlikte, akut miyokart
infarktiislii hastalarda GIK tedavisinin metabolik aktiviteyi diizenleyerek oksidatif stresi
azaltip azaltmadigini arastirmaya yonelik ¢calisma (Diaz-Araya ve ark., 2002) olmakla birlikte
dilate kardiyomiyopatideki durum arastirilmamistir.

Calismalarimizda, dilate kardiyomiyopati nedeniyle dekompanse kalp yetersizligi
tablosunda hastanede yatmakta olan hastalara verilen 24 saatlik GiK inflizyonunun tedavi
suresince ve tedavi sonrasi eritrosit antioksidan enzim (GPX, SOD, CAT) aktiviteleri GUzerine
etkisi incelenerek bu hastalardaki mevcut oksidatif stresi olumlu yonde etkileyip etkilemedigi

arastinimistir.



2. GENEL BILGILER

En bol bulunan bir element olan oksijen, atmosferimizde fotosentetik canlilarin
faaliyeti sonucu olusmaya baglamistir.

Oksijen butiin canlilar igin vazgecilmez bir element olup; hidrojen, karbon, nitrojen ve
kikuart ile birlikte organik molekillerin temel yapisal atomlarini olusturur. Bunun yaninda,
aerobik canlilarin enerji metabolizmasindaki roli nedeniyle, oksijen hayati bir 6neme

sahiptir.

2.1. OKSIJEN TOKSISITESI

Bilinen bitiin canh tirleri, organik molekullerin icindeki sekli ile oksijene gereksinim
duysalar da, serbest formdaki molekiler oksijen her canli tirt i¢in ayni anlami ifade etmez.
Aerobik canlilar yasamlari igin mutlaka molekuler oksijene gereksinim duyarken, anaerobik
canlilar blyume ve c¢ogalmalari i¢in oksijene bagimli degildirler. Anaerobik canlilardaki
oksijenin toksik etkisinin nedeni, oksijenden kaynaklanan bazi reaktif turlerin biyolojik
molekdlleri oksitlemeleri ve bu reaktif tlrlere karsi anaerobik canlilarda savunma sisteminin
bulunmamasidir. Oksijen sadece anaerobik tirlerde degil, yasamlari i¢in mutlaka molekuler

oksijene bagimli olan canlilarda da toksik etkilidir.

Oksijenin canhlardaki toksik etkileri basglica iki tlir mekanizma ile gergeklesir:
(Yurdakul, 2003)

v' Aerobik canlilarda gozlenen oksijen toksisitesinin ilk agiklamasi, “molekiiler
oksijenin bazi enzimleri inhibe ettigi” seklindedir. Ornegin, nitrojen fiksasyonunu
katalizleyen nitrojenaz enzimleri ve CO, fiksasyonunu katalizleyen riblloz bifosfat
karboksilaz oksijen tarafindan kompetetif olarak inhibe edilirler. Oksijen, glutamat
dekarboksilaz enzimini inhibe ederek beyinde GABA dlzeyini disirmektedir.

v' Oksijenin enzim inhibisyonu etkisi sinirli ve gok zayiftir. ilk kez 1954 yilinda, oksijenin
biyolojik sistemlerde goérilen toksik etkilerinin, oksijenin bazi reaktif tirlerinden
kaynaklanabilecegi ileri surulmastir. Bugun, oksijenin canlilardaki toksik etkisinin
“oksijen radikalleri” olarak adlandirilan ve oksijenin vicuttaki metabolizmasi

sirasinda olusan reaktif tirlerden kaynaklandidi bilinmektedir.

2.2. OKSIJEN RADIKALLERININ OLUSUMU

Atomlar, proton ve nétronlardan olusan pozitif yUkli bir ¢ekirdek ve gekirdegin
etrafinda bulunan negatif yukli elektronlardan olugur. Elektronlar hem partikidl, hem de

dalga Ozelligine sahip olup, ¢ekirdek etrafinda i1sik hizi ile hareket ederler. Bu nedenle



elektronlarin ¢ekirdek etrafindaki yeri tam olarak tarif edilemez, yalnizca bulunma
olasiliginin en ylksek oldugu yerden bahsedilebilir. Belirli elektronlarin bulunma olasiliginin
en yuksek oldugu yer “orbital” olarak adlandirilir.

Radikaller, dis orbitallerinde paylasilmamis elektron igeren kimyasal turlerdir. Her
tirden kimyasal ve biyokimyasal tepkime daima atomlarin dis orbitallerindeki elektronlar
seviyesinde gerceklesir. Dis orbitallerde paylasiimamis elektron bulunmasi séz konusu
kimyasal turin reaktivitesini olaganustiu arttirdidi icin, radikaller reaktivitesi ¢cok ylksek olan
kimyasal turlerdir. Organizmada olusan serbest radikaller, radikal olmayan bilesiklerle
etkileserek yeni radikaller olusturur. Biyolojik sistemlerdeki serbest radikaller Tablo 1’de
gOsterilmistir.

icinde bulundugumuz ¢evrede cesitli fiziksel etkenler ve kimyasal olaylar nedeniyle
devamli bir radikal yapimi vardir. hicresel kosullarda da ciddi bir miktar ve c¢esitlilikte radikal
uretilmektedir (Tablo 1).

Radikaller baslica 3 temel mekanizma ile olusur: (Yurdakul, 2003)

v" Kovalent baglarin homolitik kirilimasi ile. Yiksek enerijili elektromanyetik dalgalar
ve yuksek sicaklik kimyasal badlarin kirilmasina neden olur. Kirllma sirasinda bag
yapisindaki iki elektronun her biri ayri ayri atomlar Gzerinde kaliyorsa, bu tdr
kirllmaya homolitik kirilma denir ve her iki atom lzerinde de paylasilmamis elektron
kalir.

v" Normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi ile. Radikal 6zelligi bulunmayan bir
molekilden elektron kaybi sirasinda dis orbitalinde paylasilmamis elektron kaliyorsa
radikal formu olusur. Ornegin askorbik asit, glutatyon ve tokoferoller gibi hiicresel
antioksidanlar, radikal turlere tek elektron verip radikalleri indirgerken, kendilerinin
radikal formu olusur.

v" Normal bir molekiile elektron transferi ile. Radikal 6zelligi tagsimayan bir molekiile
tek elektron transferi ile disg orbitalinde paylasiimamis elektron olusuyorsa bu tar
indirgenme radikal olusumuna neden olabilir. Ornegin molekiiler oksijenin tek
elektron ile indirgenmesi, radikal formu olan superoksidin olusumuna neden olur.
Superoksit radikalinin yapimindaki artis da, oksijenin diger radikal turlerinin ve diger

atom merkezli radikallerin olusumu igin tetik fonksiyonu gorir.

2.2.1. OKSIJEN VE OKSIJEN RADIKALLERI

MolekUller oksijen dis orbitallerinde paylasiimamis iki elektron icerir. Bu elektronlar,
spinleri ayni yonde ve farkli orbitallerde iken minimum enerji seviyesindedirler. Radikal
tanimina gore oksijen “diradikal” yapiya sahip bir molekildir. Oysa oksijenin reaktivitesi
beklenenin aksine cok duguktur. Diradikal bir yapiya sahip olan oksijenin herhangi bir

molekul ile tepkimeye girebilmesi icin, tepkimeye girecedi molekullin de benzer yapiya (farkli



orbitallerde spinlerin ayni ydnde elektron icermesi) sahip olmasi gerekir. Oysa basta organik
molekdller olmak Uzere atom ve molekiller orbitallerinde elektronlari antiparalel ve eslesmis
olarak igerirler. Veya paylasiimamis elektronlar kovalent baglara katilmiglardir. Bunun
sonucu olarak oksijenin diger molekillere olan reaktivitesi son derece kisitlanmistir. Bu
kisitlama “spin kisitlamasi” olarak adlandinlir. Canlilarin oksijeni kullanabilmesi igin, oksijene
elektron transferi yaparak spin kisittamasini agsmalari gerekir. Bu islem icin canlilar bazi
metal iyonlarindan (Fe, Cu, Mn, Zn) yararlanirlar (Akkus, 1995; inan, 1998; Kiling, 1985).

Tablo 1. Biyolojik sistemlerdeki serbest radikaller (Aral
ve Turkmen, 2002)
Oksijen Turevleri (reaktif oksijen tiirleri: ROT)
Radikaller
Siperoksit (O, .)
Hidroksil (OH .)
Peroksil (LO,.)
Alokoksil (LO .)
Hidroksiperoksil (HO, .)
Radikal olmayanlar
Hidrojen peroksit (H.O5 )
Hipokloréz asit (HOCI)
Ozon (O3)
Singlet oksijen (AgO-)
Lipid hidroperoksitleri (LOOH)

Azot oksitler (reaktif azot tiirleri: RAT)

Radikaller
Nitrik oksit (NO .)
Azot dioksit (NO .)

Radikal olmayanlar
Nitroz asit (HNO,)
Peroksinitroz asit (ONOOH)
Peroksinitrit (ONOO-)
Alkil peroksinitritler (RONOO)

Gegis metalleri (Cu, Fe, Mn)

Kiikirt merkezli radikaller (tiyil radikalleri, RS .)
Karbon merkezli radikaller (. CCl;)

Azot ve fosfor merkezli radikaller

2.2.2. CANLILARDA OKSIJEN RADIKALLERININ YAPIMI

Oksijen bulunan ortamda cesitli fiziksel ve kimyasal etkenlerle oksijen radikalleri
yapilabilir. Vicudumuzda olusabilen radikallerin sayisi “ylizlerce farkh tir’ seklinde ifade
edilebilirse de, bu radikaller arasinda siiperoksit, H,O,, nitrik oksit ve hidroksil
radikalinin 6zel yerleri vardir. Hatta bu radikaller iginde slperoksit ve nitrik oksit temel
radikaller sayilabilir. Clnkl slperoksit ve nitrik oksit enzimatik mekanizmalarla, devamli

olarak ve 6nemli derisimde Uretilen radikallerdir. Ayrica bu iki radikal, biyolojik sistemlerde



tanidigimiz diger butin o6nemli radikaller ile radikal yapida olmayan reaktif tirlerin
olusumunu baslatabilecek 6zelliktedirler.

Normal biyokimyasal tepkimeler sirasinda olusan oksijen radikalleri ile ¢esitli biyolojik
fonksiyonlar yerine getirmek Uzere Uretilen nitrik oksidin derisimleri genellikle gok disuktar.
Diastk derisimdeki reaktif tlrler, hicrelerin antioksidan sistemleri tarafindan inaktive
edildiklerinden énemli toksik etkilere neden olmazlar. Ancak bu radikallerin yapimlari gesitli
patolojik durumlarda artabilir, cogunlukla da her iki radikal bilesik grubunun olusumu birbiri
ile paralel seyreder. Ornegin iltihabi durumlarda aktive olan Ikositler ayni anda hem oksijen
radikallerini hem de nitrik oksidi yUksek derisimlerde sentezlerler. Nitrik oksit, oksijen
radikalleri ile tepkimeye girerek veya oksijenli ortamlarda oksitlenerek, kendisinden ¢ok daha
reaktif tdrlerin olusumuna neden olur. Oksijen radikallerinin fazla yapiminin neden oldugu
etkilerin toplami “oksidan stres“ diye adlandirilir. Oksidan stresi, nitrik oksidin reaktif
tirlerinden kaynaklanan toksik etkilerden ayirmak muimkin olmadigindan, “nitrozatif
stres”den ayirmak imkansizdir (Yurdakul, 2003).

Bu bakimdan, oksidatif hasar, superoksitten kaynaklanan radikaller ile nitrik oksidin

reaktif tlrlerinin neden oldugu hasarlarin bir toplamidir (Tablo 2, Sekil 1).

NAD{P)H
Oksidaz

02.' — HzOz

Ksantin
oksidaz

Hem

0, —* H,0, Sito P450

-
Ciftlenmis Giftlenmemis . monooksijenaz © /UZ[
eNOS eNos Oz —* H,0, <>

é%ﬁi:% §$ .?Ja?l?;z

HzOz B HClO

Sekil 1: ROT’nin potansiyel kaynaklari (Griendling ve FitzGerald, 2003).
Mitokondriyal ETZ'ndekiler, ksantin oksidaz, siklooksijenaz, lipoksijenaz,
miyeloperoksidaz, sitokrom P450 monooksijenaz, gifttenmemis NOS, hem
oksijenaz, peroksidaz ve NAD(P)H oksidazdan olusan bircok enzim
ROT’lerini olusturur. Enzimlerin hicredeki lokalizasyonuna gére bu ROT
intrasellller, ekstraselliler veya spesifik intraselliler kompartmanlarda
meydana gelir.



Tablo 2. Reaktif oksijen turleri (ROT) ve reaktif azot turlerinin (RAT)
kaynaklari (Aral ve Tarkmen, 2002)

Endojen (i¢) kaynaklar
v' Enzimler (ksantin oksidaz, sitokrom P450, NADPH oksidaz, hidroksilazlar)
v' Fagositoz
v" Mitokondriyal solunum
v" Hemoglobin
Ekzojen (dig) kaynaklar
v' Radyasyon
v Toksinler (sigara dumani)
v' Ksenobiyotikler
v llaglar (glutatyon tiikeyen ilaglar, antikanser ilaglar)

2.3. SERBEST RADIKALLER

2.3.1. SUPEROKSIT RADIKALI

Canlilarda olustugu ilk gosterilen radikal olan siperoksit, baslica su mekanizmalarla

uretilmektedir: (Yurdakul, 2003)

v indirgeyici ézellikteki biyomolekiiler oksijene tek elektron verip kendileri oksitlenirken

stperoksit radikali olusur. Hidrokinonlar, flavinler, tiyoller, katekolaminler,

ferrodoksinler, indirgenmis nikleotidler gibi ylzlerce biyolojik molekil aerobik

ortamda oksitlenirken slperoksit yapimina neden olurlar.

v' Basta cesitli dehidrogenazlar ve oksidazlar olmak lzere, ylizlerce enzimin katalitik

etkisi sirasinda sUperoksit radikali bir Grin olarak olusabilir.

v' Mitokondrideki enerji metabolizmasi sirasinda oksijen kullanilirken, tiketilen

oksijenin % 1-5 kadari sUperoksit yapimi ile sonlanir. Buradaki radikal yapiminin

nedeni NADH-dehidrogenaz ve koenzim-Q gibi elektron tasiyicilardan oksijene

elektron kagaginin olmasidir.

v Aktive edilen fagositik I6kositler bol miktarda slperoksit Ureterek fagozom igine ve

bulunduklari ortama verirler. Antibakteriyel etki icin gerekli olan bu radikal yapimi,

daha reaktif tlrlerin olusumunu da basglatir. Yani radikal yapimi bazi hicresel

fonksiyonlar igin gerekli de olabilir.

Hucresel kosullarda Uretilen superoksit, oksitleyici veya indirgeyici olarak davranabilir.

Aldig1 elektronu metal iyonuna, sitokrom C’ye veya bir radikale verirse tekrar oksijene

oksitlenir. Oksijenden daha oksitleyici olan superoksit bir elektron daha alirsa peroksi

anyonuna indirgenir.

2H"
Oy + e = 02= - HyO,



Bu tepkime biyolojik molekdllerin oksidasyonuna neden oldugundan tercih edilmez.
Aerobik canlilarda stperoksitlerin H,O,'e ¢evrilmesi katalitik aktivitesi ¢ok yiksek bir enzim

olan superoksit dismutaz (SOD) tarafindan katalizlenir.

SOD
0, + 0Oy + 2H" ———> H,0,

SOD tarafindan katalizlenen bu tepkime “dismutasyon tepkimesi” diye adlandirilir.
Superoksit, dzellikle hafif asidik kosullarda SOD olmadan kendiliginden dismutasyonla da
H>O,'e gevrilebilir.

SOD enziminin yiksek katalitik etkisi nedeniyle hiicrelerde sliperoksit birikimine izin
verilmez. Ancak cesitli patolojik durumlarda stperoksit yapiminin artmasiyla stperokside
0zgu tepkimeler gorulmeye baslar:

v Sulperoksit metal iyonlarini indirgeyerek bagl oldugu proteinlerden salinimina neden
olur. kofaktorlerin oksidasyon diizeylerini bozar ve metal iyonlarinin katildigi hidroksil
radikali yapim tepkimelerini hizlandirir.

v Diger radikallere gore daha az reaktif olsa da indirgenmis nikleotidlerin, bazi amino
asitleri ve antioksidan bilesikleri oksitler.

v' Slperoksit, hiicre zarlarinin hidrofobik ortamlarinda daha uzun omurli ve
¢6zUndrligu daha fazladir. Zar fosfolipidleri nedeniyle hiicre zari ylzeyleri daha
asidiktir ve sUperoksit burada daha kolayca bir proton alarak hidroperoksit radikalini
(HO2) olusturur. Bu radikal de c¢ok reaktif olup, hicre zarlarinda lipid
peroksidasyonunu baslatabilir ve antioksidanlari oksitleyebilir (Akkus, 1995; Halliwell,
1987).

2.3.2. HIDROJEN PEROKSIT

Hidrojen peroksit, oksijenin enzimatik olarak iki elektronla indirgenmesi ya da
superoksitlerin enzimatik ve non-enzimatik dismutasyonu tepkimeleri sonucu olusur.

Yapisinda paylasiilmamis elektron icermediginden radikal 6zelligi tasimaz, reaktif bir
tlr degildir. Hidrojen peroksidin oksitleyici bir tlir olarak bilinmesinin nedeni, demir, bakir gibi
metal iyonlarinin varliginda hidroksil radikalinin énculi olarak davranmasidir.

Hidrojen peroksit 6zellikle proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir ile tepkimeye
girerek ylksek oksidasyon dizeyindeki reaktif demir formlarini olusturur. Bu formdaki demir
¢ok gugll oksitleyici 6zelliklere sahip olup, hlicre zarlarinda lipid peroksidasyonu gibi radikal
tepkimeleri baglatabilir.

Oksitleyici 6zelligi nedeniyle, biyolojik sistemlerde olusan H,O,'nin derhal ortamdan
uzaklastiriimasi gerekir. Bu goérevi hiicrelerdeki dnemli antioksidan enzimler olan katalaz ve

peroksidaz enzimleri yerine getirir (Dieterich ve ark., 2000).



2.3.3. HIDROKSIL RADIKALI

Biyolojik ve kimyasal sistemlerde Uretilen hidroksil radikali (OH) canhlarda iki
mekanizma ile olusabilir.
1) Iyonlastirici radyasyonun etkisi ile sulu ortamda su molekiillerinin iyonlagsmasi

gerceklesir.

2H,0 =——>H,0" + ¢ + H,O

Uyarilmis su molekiili (H,O) homolitik yikim ile; H,O" ise bir su molekili ile
tepkimeye girerek hidroksil radikali olustururlar. Bu tepkimeler ¢ok kisa slrede gerceklesir
ve Uretilen "OH, radyasyonun canlilardaki toksik etkisinden sorumlu baglica kimyasal tardur.

2) Hidrojen peroksitin eksik indirgenmesi ile ‘OH yapimi, vicutta bu radikalin en
onemli kaynagidir. H,O2'nin iki elektron ile indirgenmesi ile su olusurken, tek elektron ile
indirgenmesi ‘'OH yapimina neden olur. Bu tir indirgenme Fe, Cu gibi metal iyonlar
tarafindan katalizlenir. Askorbik asit, sUperoksit gibi indirgeyici bilesiklerin de bulundugu
ortamda oksitlenen metal iyonu tekrar indirgendiginden H,O,’den ‘OH yapimi sirekli bir
duruma gelir (Adali, 1998; Cakir, 1997).

Fe, Cu
H,O, + Askorbat (veya O,") ——=> OH + semidehidroaskorbat

Haber-Weiss tepkimesi ya da fenton tepkimesi olarak adlandirilan bu tepkime ile
‘OH olugacag! vucutta Uretilen H,O, derigimi ve serbest metal iyonunun varligina baghdir.
Superoksit hem H,O2'nin énclli hem de metalleri indirgeyici bir tir oldugundan; stiperoksit
proteinlere bagh metallerin indirgenip serbest kalmasina da neden olabildiginden, biyolojik
kosullarda superoksit olusumunun arttigi ortamda OH Uretimi kacginilmazdir. Fenton
tepkimesini katalizleyen en aktif metal iyonlari demir ve bakirdir (Haber ve Weiss, 1934).
Biyolojik sistemlerin tanidigi en reaktif tiir olan ‘OH, su dahil ortamda rastladi§i her
biyomolekiille tepkimeye girer. Hidroksil radikalinin tepkimeleri baslica:
v Elektron transfer tepkimeleri
v" Hidrojen gikarma tepkimeleri

v' Katilma tepkimeleri

Batin bu tepkimeler, ‘OH’In paylasilmamis elektron iceren dis orbitaline elektron
alma ilgisinden kaynaklanir.

Katilma tepkimeleri, 6zellikle elektronca zengin molekullerle (purin ve primidin
bazlari, aromatik amino asitler gibi) gerceklesir.

Hidroksil radikalinin organik molekullerden hidrojen atomu alarak suya indirgendigi

tepkime, hidrojen ¢ikarma tepkimesi olarak bilinir (Ames ve ark., 1993; Figskin ve ark., 1995).



Hidroksil radikali ile olusan en iyi tanimlanmigs biyolojik hasar, lipid peroksidasyonu

olarak bilinen serbest radikal zincir reaksiyonudur.

Her tur biyolojik molekul ‘OH’in bir hedefi ise de 6zellikle elektronca zengin bilesikler

tercihli hedeflerdir. Nikleik asitler, proteinler ve lipidlerde baslatilan radikalik tepkimelerde

binlerce farkli ara drtnler olusabilir (Oduz, 1990).

v

DNA ile tepkimesi sonucu baz modifikasyonlari, baz delesyonlari, zincir kiriimalari
gergeklesebilir. ileri derecedeki DNA hasarlari tamir edilemediginden hiicre élimiine
neden olur.

Proteinler Uzerinde olusan oksidasyonlar yapi degisimine neden olacagindan
proteinleri proteolitik yikima gotirdr.

Hicre zari su icermediginden ‘OH’in baslica hedefi yag asididir. Zar lipidlerinin
peroksidasyonu zarin yapisini bozar ve gecirgenligini artirip yine hicre 6limine
neden olabilir.

Ozellikle ‘OH yapimini katalizlemelerindeki etkileri nedeniyle, canlilarda metal

iyonlarin radikal hasarlarindan birinci derecede sorumludurlar ve bu etkiye sahip

olamadiklari formda (proteine bagli) tutulmaldir.

2.3.4. SINGLET OKSIJEN

Oksijenin enerjetik olarak uyarilan bu formunda reaktivite ¢ok yuksektir. Aldigi

enerjiyi gevreye dalga enerijisi seklinde verip yeniden oksijene donebilir (Adali 1998). Baslica

su mekanizmalarla vicutta olusabilir:

v

<

Pigmentlerin (6rnegin flavin iceren nikleotidler, retinal, bilirubin) oksijenli ortamda
ISIJI absorblamasiyla

Hidroperoksitlerin metaller varligindaki yikim tepkimelerinde

Kendiliginden dismutasyon tepkimeleri sirasinda

Prostaglandin endoperoksit sentaz, sitokrom p450 tepkimeleri,

myelo/kloro/laktoperoksidaz enzimlerinin etkileri sirasinda (Kiling, 1995)

Oksijenin bu enerjetik reaksiyonu sonucunda iki tip singlet oksijen Uretilir.

Sigma singlet oksijen: Enerjisi daha fazladir ve ¢ok kisa émurltdur.
Delta singlet oksijen: Daha uzun émurltdur ve gdzlenen kimyasal reaksiyonlardan

esas sorumlu form oldugu kabul edilmektedir (Akkug, 1995).

Singlet oksijen diger molekiillerle etkilestiginde ya igerdigi enerjiyi transfer eder, ya

da kovalent tepkimelere girer. Ozellikle karbon-karbon cift baglar singlet oksijenin

tepkimeye girdigi baglardir. Doymamis yag asitleri ile de dogrudan tepkimeye girerek
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peroksi radikalin, olusturur ve ‘OH kadar etkin bir sekilde lipid peroksidasyonunu baslatabilir
(Akkus, 1995; inan, 1998).

2.3.5. NiTRIK OKSIT

Nitrik oksit, cok dnemli biyolojik fonksiyonlari yerine getirmek Uzere Uretilen nitrojen
merkezli bir radikaldir. Paylasilmamis elektron aslinda nitrojen atomuna ait ise de, bu
elektronun hem nitrojen hem de oksijen atomu lzerinde delokalize olmasi nedeniyle tam
radikal o6zelligi tasimaz. Bunun sonucu, bilinen dider radikallere goére reaktivitesi
baskilandigindan oldukg¢a uzun émurltdur.

Oksijen radikalleri cok sayidaki enzimatik ve enzimatik olmayan yollar ile
fiziksel/lkimyasal mekanizmalarla olusturulurlar. Oysa vicudumuzda NO sentezini saglayan
mekanizmalar son derece kisithdir. Vicuda giren nitro bilegiklerinin metabolize edilmesi
sirasinda olusan NO bir tarafa birakilacak olursa, endojen NO olusturan tek kaynak nitrik
oksit sentaz (NOS) enzimidir. Bu enzimin néronal, endotelyal ve indiiklenebilir olmak

Uzere 3 formu vardir (Stuehr ve ark., 2001).

"
HQN\?NH2 HoN.. %v —OH Q\T,NHQ
T
( 1 NADPH 0.5 NADPH ( Lo
® e 02 Hzo ﬁ,l\ o 0, Hzo PN
H3N’ CQC HaN" COO H3N COO
Arginin N®-Hidroksiarginin Sitrulin  Nitrik Oksit

Radikal olarak reaktivitesi disik olan NO, metal iceren merkezler ve radikaller ile
blylk bir hizla tepkimeye girer. Ozellikle lipid radikaller ile tepkimeye girmesi NO’e
antioksidan bir etki de kazandirir.

Fizyolojik degisimde Uretilen NO esas olarak oksihemoglobin tarafindan nitrata (NO3)
oksitlenerek aktivitesi sonlandirilir. Oksijen radikallerindeki durumun aksine, nitrik oksidi
ortamdan temizleyen herhangi bir 6zel enzim yoktur. Aerobik ortamda NO stabil degildir.
Derigiminin artmasi ile oksidasyonu hizlanir. Bu nedenle ortamdaki derigimi ile kendi dmru

arasinda ters bir oranti vardir.

Radikalik tepkimeler su durumlarda sona erer.
v Olusan radikallerin antioksidanlar ile indirgenmesi
v" Radikallerin birbirleri ile tepkimeleri

v Ortamda tepkimeye girebilecek bilesik kalmamasi
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Buna gore hucresel kosullarda, olusan radikalin ¢ok erken safhalarda indirgenmesi
biyomolekullerin korunmasi bakimindan hayati Gneme sahiptir.

Serbest radikaller gesitli hastaliklarin patogenezinde 6nemli rol oynarlar. Diabet ve
diabet komplikasyonlarinin gelisimi, kanser, yashlik, Behget hastaligi gibi ¢ok sayida
hastalikta serbest radikal Uretiminin arttigi ve antioksidan savunmalarin yetersiz oldugu
gOsterilmistir.

Ancak bu hastaliklarin gogunda, serbest radikallerin hastaligin bir sebebi mi, yoksa

bir sonucu olarak mi1 meydana geldikleri bilinmemektir.

NE KADAR RADIKAL YAPIMI?

Yasam icin mutlaka gerekli olan oksijen, canlilarin yagsaminin sona erdiriimesinde de
etkili olan faktorlerin baginda gelir. Canlilarin yaglanmasi, radikallerin neden oldugu kalici
hasarlarin bir birikimi olarak degerlendiriimektedir. (Yurdakul, 2003)

Vucutta dretilen radikaller her zaman tehlikeli kimyasal turler olarak
degerlendiriimemelidir. Oksijenin biyokimyasal tepkimelerde kullaniimasi igin reaktif
formlarina gevrilmesi zorunludur. Ornegin:

v’ Steroid yapidaki c¢ok sayidaki bilesiklerin, eikozanoidler gibi biyolojik aktif
molekullerin sentezi

v' Ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu

<\

Cok sayidaki oksidaz ve hidroksilaz enzimlerinin etkileri igin
v’ Sitotoksik etkilere sahip hiicrelerin fonksiyonlari igin radikal yapimi olmazsa olmaz bir
kosuldur.

Biyolojik ihtiyacin Uzerinde Uretilen radikaller gbzlenen toksik etkilerden
sorumludurlar. Cevresel faktdrler (Ornegin: iyonlastirici radyasyon), viicuda alinan cesitli
kimyasal bilesikler, cesitli enfeksiyonlar, doku travmalari gibi patolojik durumlar vicutta
radikal yapiminda artisa neden olurlar. Disuk derisimdeki radikal yapiminin etkileri cok uzun
bir slre¢ sonunda 6rnegin yaslanma sonunda gorilirken; yiksek derisimde ve yaygin
radikal yapiminin etkileri kisa sirede ve ciddi bir patolojik durum olarak karsimiza ¢ikabilir.
(Aral ve Turkmen, 2002)

2.4. SERBEST OKSIJEN RADIKALLERININ ETKILERI

Serbest radikaller yasam igin gereklidir. Elektron transferi enerji tretimi ve pek ¢ok
diger metabolik islevde temel olusturur. Ama eger zincir reaksiyonu kontrolstiz bir davranis
gOsterirse hiicrede hasarlara neden olur. Antioksidantlar ise serbest radikaller i¢in kolay bir

elektron hedefi olusturur. Baglanan serbest iki serbest radikali birlestirerek nétralize
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edebilme

Ozelligine sahip bir enzime (glutatyon peroksidaz, katalaz, siiperoksit

dismutaz...) tasinana kadar radikalle stabil bir yapi olusturur.

Eger serbest radikaller notralize edilmezlerse vicutta ciddi hasarlara neden

olabilirler:

v Hlicre membrani proteinlerini yikarak hiicreleri 6ldirmek,

v Membran lipit ve proteinlerini yok ederek hiicre membranini sertlestirip hicre

fonksiyonunu engellemek

v' Cekirdek membranini yararak nukleustaki genetik materyale etki edip DNA'y1 kiriima

ve mutasyonlara agik hale getirmek

v' Bagisiklik sistemindeki hiicreleri yok ederek bagisiklik sistemini zorlamak.

Bu etkiler oksidatif stres olarak bilinen DNA mutasyonlari, hicre olimleri ve

hastaliklari gibi hasarlara neden olur. (Sekil 2)

Peki serbest radikaller bu hasarlari nasil verirler? Bu sorunun cevabi cok cesitli

mekanizmalara dayandirilabilmekle beraber en temel etkileri, lipit peroksidasyonu, proteinler

arasinda disdlfit bagi olusumu ve DNA hasaridir.

a)

b)

Membran Lipitlerinin Peroksidasyonu: Bu, serbest radikaller hicrenin
membranina saldirdiklarinda gerceklesir. Serbest radikaller, hlicre membraninin
stabilizasyonunu ortadan kaldirarak, hizli hicre ve doku bozulmalarina neden
olurlar (Gutteridge, 1995; Halliwell ve Chiroco, 1993).

Disulfit Bagi Olugsumu: Glutatyon (GSH) gibi tiyollerin (R-SH) oksidasyonu tiyol
ve oksijen radikallerinin olusumuna neden olur (Fridovich, 2001). Her ne kadar
hidroksil radikallerinden daha zayif olsalar da tiyol radikalleri bazi biyolojik
sorunlara neden olurlar. Bunlar sulfir merkezli radikallerdir (RSH) ve
proteinlerdeki homolitik fisyon (sulfurlerin karsilikli baglanmasi) reaksiyonlari
disulfit bagini olusturur. Bu da proteinlerin konfigurasyonlarini bozarak vucuttaki
metabolik aktivitelerini engeller.

DNA Hasari: Bir canlinin elektromanyetik, ultraviyole ve X-isinlarina maruz
kaldigi sirada DNA, hidroksil radikallerinin de saldirisina ugrayabilir. Serbest
radikal etkisiyle DNA'nin yapisinin degismesi mutasyonlara ve hatta canlinin
esey hdcrelerindeki mutasyona baglh olarak dollerin 6lmesine neden olur

(Halliwell ve Arumoa, 1991).

Metabolizmadan ve cevresel etkenlerden kaynaklanan serbest radikaller biyolojik

sistemlerde surekli etkilesim halindedirler. “Oksidatif stres” terimi, oksidanlara maruz

kalinmasiyla, denge bozuklugunun artmasinin normal redoks halini degistirdigine dikkat

cekmek icin kullaniimaktadir. Molekdler, hiicresel, doku dizeyinde oksidatif hasari en aza

indirgeyebilmek icin oksidanlar ve antioksidanlar arasinda bir denge saglanmalidir. Oksidatif

stresin antioksidan savunmayi zayiflatmasini onlemede redoks antioksidanlari non-
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enzimatik ve enzimatik reaksiyonlardan olusan bir ag érgisu igerisinde birbirleriyle etkilemis

gOsterirler.

Mitokondriyal elektron
transport zinciri

Cevresel etkiler

Serbest radikal \ l

temizleyici enzimlerve — ROT =

diger antioksidanlar

Oksidatif stres Tamir sistemleri
- Protein & lipidierde mtDMA da
Redoks imbalansi oksidatif hasar oksidatif hasar
mtDMNA
. . mutasyonu
Gegis porlarindaki

permeabilitede artis Defektif mtOMNA-

I kodlu sublnitler

Sitokrom c ve AIF salinim —* Defektif elektron transport zinciri

Apopitozis Enerji defisiti

/

Hiucresel disfonksiyon ve/veya hicre kaybi

+
Etkilenen dokularda fonksiyonel azalma

Sekil 2: Organizmada olusan ROT larin hiicre diizeyindeki etkileri (Wei ve Lee, 2002)

2.4.1. SERBEST RADIKALE BAGLI HASTALIKLAR

Serbest radikaller viicudun hastaliklara kargi direncini vicudu saran organizmalari
yok ederek arttinr. Buna karsin fazla Uretildiginde vicuttaki bazi yerlerde hasara neden
olarak hastaliklara yol agar. Serbest radikal reaksiyonlarinin neden oldugu hastaliklarda
giderek bir artis olmaktadir. Bu serbest radikal hastaliklari (¢ grupta toplanabilir:
(GlUmrikgtoglu, 2001)

1. Genetige bagli (Fanconi anemisi, bloom sendromu)

2. Cevresel Dbilesenler (is hastaliklari, zehirlenmeler, virus ve bakteriyal

enfeksiyonlar)

3. Hem genetik hem de cevresel (brongial astim, diabetes mellitus, kanser,

kardiovaskuler hastaliklar ve digerleri)

inflamasyon (iltihap-Yangi): Yang! sirasinda serbest radikallerden ¢ikan oksijen,
I6kositler salinir. Bu islem ¢ogunlukla koruyucu olmasina ragmen kontrolsiiz olursa zarar
verir (Fantone ve Word, 1982).

Mikroplarin Oldiiriilmesi: Viicutta sayisi artan mikroplar, I6kositlerin fagolizozomlari

tarafindan oldurilip sindirilirler. Bu sirada reaktif superoksitler ve hidroksil radikalleri
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oksidatif reaksiyonlar sonucu olusur. Bu islemler milisaniye'lik kisa surelerde olmasina
ragmen kontrolstz gergeklestiklerinde toksik ve zarar vericidirler (GUmrikg¢toglu, 2001).

Oksijen ve Diger Gazlarin Toksisiteleri: YUksek oksijen ve diger gazlar maruz
kalindiginda canlilar i¢in zararl hatta bazi durumlarda éldurictdur. Oksijenin hasara neden
olan etkileri oksijen olusturan serbest radikallerin ya da diger serbest radikal ara Grtnlerinin
hicre membrani gibi hiicresel komponentlerini okside etmesindendir (Gumrukgtoglu, 2001).

Yaslanma: Denham Harman tarafindan ortaya atilan serbest radikal teorisine goére
normal yaslanma, aerobik metabolizma sirasinda olugan serbest radikallerin dokularda
birikmesi sonucu olusan hasarlar nedeniyle olmaktadir. O halde dengeli bir beslenme,
serbest radikal reaksiyonlarini minimumda tutmahdir (Johnson ve ark., 1986; Wei ve Lee,
2002).

Radyasyon: Canli hicrelerin temel bileseni olan su, iyonize radyasyona maruz
birakildiginda (x-1sini ya da gamma 1sini gibi) hidroksil radikali olusacaktir. Bu hidroksil
radikalleri DNA ve hiicre membraninin hasarindan sorumludurlar (Clark ve ark., 1985).

Ateroskleroz: Disik yogunluklu lipoproteinlerin  (LDL) peroksidasyonunun
arteroskleroz hastaligina karistigi bilinmektedir. Bu kan damarlarindaki daralma, arteriyel
kan basincinin dismesine ve hastaligin diger belirtilerinin olusmasina neden olur (Heinecke,
2003).

DNA'ya Etkisi: Hidojen peroksit oksidantlar arasinda en belalisi kabul edilen
bir maddedir ve hicrede pek c¢ok bdlgeyi hedef alarak bu bdlgelere saldirarak
hidroksil radikali olusturur. DNA hidroksil radikallerinin olusturdugu hasarlara karsi
oldukca hassastirr Hem DNA zincirinin kirllmasina hem de bazlarin
hidroksilasyonuna neden olabilir. DNA zincirinin kopmasi bir DNA baglayici protein
olan poli(ADP)polimerazi aktif hale gecirir. Bu protein nikotin amid dintkleotidi (NAD)
substrat alarak nuklear proteinlere baglhh ADP-riboz polimerleri olusturur. Bu
kosullarda NAD turnoveri azalir, bu da ATP sentezini mitokondriyal sentezi inaktive

ederek etkiler (Wei ve Lee, 2002)

2.5. ANTIOKSIDAN SAVUNMA

Oksidatif stres halinde ROT veya RAT (reaktif azot turleri) olusumu ile antioksidan
kapasite arasinda dengesizlik vardir. Yani oksidatif stres; prooksidatif ve antioksidatif
sureglerden olusan dengenin prooksidatif yéne kaymasi durumudur (Aral ve Turkmen,
2002). Organizmayi oksidatif etkilere karsi dengede tutabilmek igin gerekli olan endojen ve
ekzojen antioksidanlarin toplam etkisi antioksidan kapasiteyi olusturur (Tablo 3).
Antioksidanlar hedef molekullerdeki oksidatif hasari engelleyen veya geciktiren maddelerdir.

Antioksidanlar etkilerini baslica iki sekilde gosterirler: (Yurdakul, 2003)
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1. Serbest radikal olusumunun 6nlenmesi:

v Baslatici reaktif tlirevleri uzaklastirici etki,

v Oksijeni uzaklastirici veya kosantrasyonunu azaltici etki,

v Katalitik metal iyonlarini uzaklastirici etki.

2. Olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi:

v' Toplayici etki: ROT lerini etkileyerek onlari tutma veya ¢ok daha az reaktif baska bir
molekule ¢evirme. (6r: enzimler.)

v Bastirici etki: ROT leri ile etkilesip onlara bir proton ekleyerek aktivite kaybina neden
olma. (6r: flavinoidler, vitaminler.)

v" Onarici etki

v Zincir kirici etki: ROT’lerini ve zincirleme reaksiyonlari bagslatacak diger maddeleri
kendilerine baglayip zincirlerini kirarak fonksiyonlarini énleyici etki. (Or: Hemoglobin,

seruloplazmin, mineraller)

Tablo 3: Antioksidan Savunma Molekdulleri

Enzimler
Superoksit dismutaz (SOD)
Katalaz (CAT)
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
Metal baglayan proteinler
Demir ve bakir metabolizmasi
Metalotiyoninler
Kiguk Molekiller
Endojen antioksidanlar
Glutatyon
Lipoik asit
Koenzim Q
Bilirubin
Urik asit
Melatonin
Ekzojen antioksidanlar
Askorbik asit (C vit)
a-tokoferol (E vit)
Karotenoidler
Flavanoidler
Fenoller
Bitkisel ilaglar

Antioksidanlar; hiicre lokalizasyonuna goére intraselliiler veya ekstraselliiler,
fonksiyonuna gore; radikal olusumunu o6nleyen (metal selatérler, SOD, CAT, GSHPXx)
veya radikallerin dokudaki etkilerini 6nleyen (E vit, ubikinon, retinoik asit, p-karoten,

GSH, Urat) ve de enzimatik veya non-enzimatik olarak siniflandirirlar.
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2.5.1. ANTIOKSIDAN ENZIMLER

Superoksit Dismutaz (SOD)

SOD enzimleri; stiperoksit radikallerini daha az reaktif olan hidrojen peroksit formuna

ceviren metalloenzim ailesidir (Halliwell ve Arumoa, 1991).
SOD
Oy + Oy + 2H == H,0,

Bu reaksiyon “oksidatif strese karsi ilk savunma” olarak da adlandirihr. Cunkd,
superoksit zincirleme radikal reaksiyonlarinin glgld bir baglaticisidir. Bu sistem sayesinde
hicresel kompartmanlardaki O2-. dizeyleri kontrol altinda tutulur.

SOD’in farkli izoenzimleri mevcuttur:

v' Sitozolik SOD ve vaskiiler endotele bagli bulunan ekstraselliiler SOD’In
kofaktérleri ginko ve bakirdir. (CuZn-SOD) Bu enzimlerin aktivitelerinden bakir,
stabilitelerinden ¢inko sorumludur.

v" Mitokondrial SOD’in kofaktori ise mangandir. (Mn-SOD)

v Ayrica, bazi bakterilerde Fe-SOD da saptanmistir (Halliwell ve Arumoa, 1991).

o .-.0

Glu 133 + \'/
D'- - NH3
Arg 143 ! Lys 138

Sekil 3: Siiperoksit dismutazin molekuler yapisi

Organizmalarda SOD, fazla miktarda H,O, olusumuna neden oldugundan bu toksik
maddeyi temizleyici diger antioksidan enzimlerle kombine galisir. insanlarda bu 6zellikte
calisan enzimler CAT ve GSH-Px’dir (Gamble ve ark., 1997).

Katalaz (CAT)

CAT tum hcre tiplerinde degisik konsantrasyonlarda bulunan ve 4 adet hem grubu
iceren bir hemoproteindir. CAT, hidrojen peroksiti yikar ve diger tim makromolekilleri

peroksitlerin yikici etkisinden korur. Goérevi; hidrojen peroksiti oksijen ve suya parcalamaktir.
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H,0, m——— 2 H,0 + O,

% 20 oraninda sitoplazmada geri kalani peroksizomlarda lokalizedir. Kan, kemik iligi,
mukoz membranlar, bdbrek ve 0&zellikle de karacier olmak Uzere birgok dokudaki

peroksizomlarda konsantrasyonu oldukca yuksektir (Halliwell ve Arumoa, 1991)..

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) ve Glutatyon Reduiktaz

GSH-Px; hidrojen peroksitin uzaklastirilmasinda goérevli enzimdir. Redukte
glutatyonun (GSH) -SH grubundan, su olusturmak igin hidroksil radikali ya da hidrojen
peroksitle birlesmek Uzere hidrojen ¢ikartmasini saglar. 4 alt Uniteden olusur. Selenyum
icerdiginden hucreleri cesitli hasarlara karsi koruyan bir selenoenzim olarak kabul edilir
(Gamble ve ark., 1997). En fazla aktivite gosterdigi dokular, eritrositler ve karacigerdir.
Normal kosullarda hidrojen peroksitin detoksifikasyonunu yapar. Bunun yaninda, GSH-Px
intrasellller alanda lipidleri peroksidasyondan koruyan en énemli enzimdir. Substrati basit

bir tripeptid olan glutatyondur (GSH).

H,O, + 2 GSH (redlkte glutatyon) —» GSSG (okside glutatyon) + 2 H,O

H,O'lerin indirgenmesi ile (redikte) olusan GSSG ise glutatyon rediiktazin

katalizledigi reaksiyonla tekrar GSH’a dénUsdr.

GSSG + NADPH + H —* 2GSH + NADP

GSH-Px'in hicredeki dagilimi glutatyon rediiktaza baglidir. Her iki enzim de

sitozolde en ylksek konsantrasyonda bulunur (Milne, 1999).

Siperoksit dismutaz

e 0, ©, Fe** Fe' H*

U U
0, @—-— 02- e |1202 —-— OH — Hy,0

Glutatyon Katalaz
pero k5|daz
2 Hzo H20 + 02

Sekil 4: ROT’larin olusumu ve detoksifikasyonda rol alan enzimler (Nedeljkovic ve ark.,
2003)
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Glutatyon-S-Transferaz (GST)

GST'lar iki protein alt biriminden olusan bir enzim ailesidir. Genel olarak 3 sitozolik
ve bir de mikrozomal olmak Uzere dort ana gruba ayrilirlar. Organizmaya giren
ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda énemli rol oynamaktadirlar (Cebi, 2001). Basta
arasidonik asit ve linoleat hidroperoksitleri olmak Uzere lipid hidroperoksitlere (ROOH) karsi
GST'lar Se-bagimsiz glutatyon peroksidaz aktivitesi gosterirler:

GST
ROOH + 2 GSH E— GSSG + ROH + H20

Antioksidan aktivitelerine ilaveten ¢ok 6nemli bagka biyokimyasal fonksiyonlara da
sahip olup hem, bilirubin ve bazi kortikosteroidler gibi endojen maddeleri reversibl olarak
baglayarak bunlarin hucre igi transportunda goérev alirlar. Bazi gugli alkilleyici ajanlara
dogrudan kovalent baglanarak hicresel proteinler ve makromolekilleri bu ajanlarin
etkisinden korurlar. GST’lar LTB4 (I6kotrien B4) ve prostaglandin sentezinde rol oynarlar
(Mannervik, 1985).

2.5.2. NON-ENZIMATIK ANTIOKSIDANLAR

Glutatyon (GSH): Onemli bir intrasellller antioksidandir ve ekstraselliler mesafede
¢ok dusik konsantrasyonlarda bulunur. Glutamik asit, sistein ve glisin amino asitlerinden
meydana gelmis bir tripeptittir. GSH’a antioksidan 6zelligini sisteinin tiyol grubu kazandirir.

GSH, HO. ve singlet O2 gibi ROTlerinin temizleyicisidir. Serbest radikal ve
peroksitlerle reaksiyona girerek hicreleri oksidatif hasara karsi korur. Bunun disinda
proteinlerdeki —SH gruplarini rediikte halde tutar ve bu gruplari oksidasyona karsi muhafaza
eder. Demirin Fe+2 (ferr6z) halde tutulmasini saglar. Boylece, protein ve enzimlerin
inaktivasyonunu engeller, hatta rejenere olmalarini saglar.

GSH birgcok enzimin kofaktorididr (6rn: HMG CoA Rediiktaz). Tiroid hormon
sentezinde rol oynar. Bazi molekdllerin hicre igi tasinmasina aracilik eder. Birgok kimyasal
maddenin karacigerde detoksifikasyonunda rol oynar.

N-asetil sistein hiicre membranini gegip hiicre iginde sisteine dénerek GSH Uretimini
artirir.

Vitamin C (Askorbik Asit): Vitamin C bir ketolaktondur. Suda eriyen vitaminlerden
olan askorbik asit 6zellikle taze yesil sebze, meyve ve trunggillerde bol miktarda bulunur.
Cok gugclu bir indirgeyici ajan olan vitamin C superoksit ve hidroksil radikalleri ile kolayca
reaksiyona girerek onlari temizler. Ayrica, antiproteazlarin oksidan maddeler ile inaktive
olmasini engeller. Yine vitamin C, tokoferoksil radikalinin tokoferole rediklenmesini de

saglar.
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Vitamin C’nin antioksidan etkisinin yaninda oksidan etkisi de s6z konusudur. CUnkd,
vitamin C ferrik demiri (Fe*®) ferrdz demire (Fe*?) indirgeyen siiperoksit disindaki tek

hicresel ajandir:
Askorbat + Fe™-Protein —» Dehidroaskorbat (DHA) + Fe'? + Protein

Bu yolla askorbik asit proteine bagl ferrik demiri uzaklastirarak ya da dogrudan
indirgeyerek Fenton reaksiyonunda H,O, ile etkilesmeye uygun olan ferr6z demire
dénistirir. Yani O2-. Uretimine katkida bulunur.

Vitamin C’'nin Fe+3 ile dogrudan reaksiyonunda vitamin C radikali (Vit C.) de olusur:
Fe” + VitC _—» Fe™ + VitC.+ 2H'

Vit C. radikali ¢cok reaktif degildir. Ya NADH rediiktaz tarafindan indirgenir ya da iki

proton alip serbest radikal reaksiyonlarinin ilerlemesini durdurur:
2VitC. + 2H" ___ VitC + DHA
Bundan bagka vitamin C oksidasyonundan H,O, de meydana gelebilir:

VitC + O, —* DHA + H>O,

Vitamin E (Tokoferol): E vitamini tokoferol yapisinda olup a, 3, y ve & olarak dort
tipin karnigimidir. a-tokoferol dogal dagilimi en genis ve biyolojik aktivitesi en fazla olanidir.

Antioksidan etkisi en fazla olani da a-tokoferoldir. Yapisinda bulunan fenolik hidroksil
gruplu aromatik halka vitaminin kimyasal olarak aktif kismini olusturur ve antioksidan 6zelligi
bu gruptan kaynaklanir.

En yuksek vitamin E konsantrasyonu mitokondri ve mikrozomlar gibi membrandan
zengin hucre kisimlarinda bulunur. Cok guglu bir antioksidan olan E vitamini hiicre membran
fosfolipidlerinde bulunan ¢oklu doymamis yag asitlerini serbest radikal etkilerinden koruyucu
savunma elemanidir. Bir molekdl vitamin E 100 molekdl yag asidinin peroksidasyonunu
Onleyebilir. Vitamin E O2-., HO., singlet O2, lipid peroksil (LOO.) radikallerini ve diger
radikalleri temizler. Lipid peroksidasyonunu inhibe eder. Lipid peroksil radikallerini yikarak
lipid peroksidasyon zincir reaksiyonlarini sonlandirdidi igin zincir kirici bir antioksidan olarak

da bilinir:

LOO. + a-tokoferol-OH — LOOH + a-tokoferol-O.
(tokoferoksil radikali)

Sonugta olusan tokoferoksil radikali (c-tokoferol-O.) stabildir ve kendi kendine lipid

peroksidasyonu baslatmak icin yeterince reaktif degildir. Glukuronik asitle oksidasyona

ugrayarak safra yolu ile atilir.
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E vitamini ve GPx serbest radikal etkisine karsi birbirlerini tamamlayici etki
gosterirler. GPx olusmus peroksitleri ortadan kaldirir, E vitamini sentezlerini engeller. Ayrica
GPX'In yapisina katilan Se+2 ‘un organizmadan kaybini dnler ve enzimi aktif sekilde tutar. E
vitamini okside olduktan sonra ve parcalanmadan 6nce askorbik asit ve GSH tarafindan

yeniden indirgenebilir.

Vit E-O. + Askorbik Asit — Vit E-OH + DHA
2 VitE-O. + 2 GSH — 2 Vit E-OH + GSSG

Vitamin A (B-Karoten): Yagda eriyen vitaminlerden ilk bulunanidir. A vitamininin

metabolik 6n maddesi olan B-karoten son derece guglu singlet O2 temizleyicisi olup ayrica
hidroksil, peroksil ve alkoksil radikalleriyle de dogrudan reaksiyon verip lipid peroksidasyonu
zincir reaksiyonunu onleyebilir. A vitamini oksijen etkisi ile kolayca oksitlenir. Gorme, Ureme,
blylme, epitel hiicre saglamhginda rol oynar.

Melatonin: Melatonin HO. radikalini temizleyen ¢ok gli¢li bir antioksidandir. HO. ile
reaksiyona girdikten sonra bir indolil katyon radikaline doéntsir. Bu da ortamdaki O2-.
radikalini tutarak antioksidan aktivite goOsterir. Diger antioksidanlara gore ¢ok gugcllu bir
antioksidan olmasinin nedenleri:

v Lipofilik olmasI nedeniyle hiicrenin hemen tiim organellerine, bircok dokuya rahatca
girerek genis bir alanda aktivite gosterir;

v Hicre gekirdegine girebilmesi nedeniyle DNA'yi oksidatif hasara karsi korur;

<

Cok yuksek dozlarda ve uzun sureli kullaniminda bile toksik bir etkisi yoktur;

v Prooksidan aktiviteye sahip degildir.

Yaslanma ile birlikte melatonin de azaldidi i¢in yaslanma ve yaslanmaya bagli bazi
hastaliklarin patogenezinde dnemli roll olabilecegi bildirilmistir. Sonug olarak, melatoninin
klinik agidan etkili bir antioksidan ve dolayisiyla antikanserojen olduguna inaniimaktadir.

Urik Asit: Plrin metabolizmasinin son Griinii olan drik asit normal plazma
konsantrasyonlarinda lipid radikalleri disinda tim serbest radikalleri temizler. Japon
arastirmacilar lipid peroksidasyonunu onleyici etkileri oldugunu da bildirmiglerdir. Ayrica, C
vitamini oksidasyonunu engelleyici etkisi de vardir.

Albumin: Albimin yapisinda bulunan ¢ok sayidaki sulfidril grubu araciligiyla bakir
iyonlarini siki olarak baglar ve bakir bagimli lipid peroksidasyonu ile HO. olusumunu inhibe
eder. Albumine bagh bakir bazi oksidan olusumlarda bulunabilirse de olusan radikaller
biyolojik olarak énemsizdirler. Albimin ayni zamanda etkin bir HOCI temizleyicisidir, kanda
serbest yag asitlerini tasir ve biliribini baglar. Bu bagh biliribinin antioksidan etki gosterdigi
bildirilmistir.

Sistein: O2-. ve HO. radikallerinin temizleyicisidir.
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Biliriibin: “Hem” katabolizmasinin sonucunda olusan safra pigmenti bilirGibinin lipid
peroksidasyonunu inhibe ettigi ve HO. ve H202 radikallerinin temizleyicisi oldugu
bilinmektedir.

Seruloplazmin: Plazmada major bakir iceren proteindir. Seruloplazmin ferro-oksidaz
aktivitesi gostererek Fe+2’i Fe+3’e okside eder. Béylece Fenton reaksiyonunu ve serbest
radikal olusumunu inhibe eder. Demir ve bakir bagiml lipid peroksidasyonunu onleyici etki
gOsterir. Ayni zamanda bir akut faz reaktanidir ve inflamatuvar hadiselerde seviyesi artar.

Ferritin: Dokulardaki demiri bagdlayarak serbest radikal reaksiyonlarinda yer almasini
engeller.

Transferrin ve Laktoferrin: Transferrin dolasimdaki, laktoferrin |0kositlerdeki
serbest demiri baglar ve serbest radikal olusumunu onler.

Haptoglobin ve Hemopeksin: Hemoglobin, gerek dekompozisyonla ortama demir
vererek gerekse dogrudan peroksitlerle etkileserek lipid peroksidasyonunu uyarabilir.
Haptoglobin hemoglobini, hemopeksin “hem”i baglayarak bu demir bilesiklerinin lipid
peroksidasyonunu uyarmasini engeller.

Mannitol: HO. radikalini temizleyici etki gosterir.

Oksipurinol: Allopurinol metaboliti olup dogrudan HO. ve HOCI radikallerini azaltici
etki gOsterir.

Probukol: Kan kolesterolini disirmede kullanilan bir ila¢ olup gugli antioksidan
Ozelligi vardir. Lipid peroksidasyon zincirini kirici 6zellik tasir.

Deferoksamin (DFO): DFO, Fe* i baglar ve olusan bu kompleksteki demirin
indirgenmesi son derece zordur. Bu sayede serbest radikal olusumuna katillamaz.

Lipoik Asit: Lipid peroksidasyonunu dnler. HO. ve singlet O2 toplayicisidir. H202'i
indirger. Vitamin E tuketimine kargi koruyucudur.

Flavinoidler: Farkli mekanizmalarla lipid peroksidasyonunu engeller.

2.6. OI_(SiDATiF STRESIN DEGERLENDIRILMESI iLE iLGILi
ANALIZLER

Kemiluminesans Analizleri: Tum ROTlar ve oksidanlar luminol gibi kimyasal
maddelerle reaksiyon vererek luminesans meydana bu luminesans dlgllerek dogrudan
serbest radikal miktari tespit edilebilir. Lusigenin ve lusiferin analogu olan MCLA maddeleri
superoksit ve hidroksil radikali i¢in spesifiktir. Ozon NO’in luminesans tayininde kullanilir.
Lipid hidroperoksit, fosfolipid ve kolesterol hidroperoksitler igin Sitokrom-C-hem ile
kemiluminesans tayini yapilabilmektedir (Tarpey ve Fridovich, 2001).

Elektron Paramagnetik Rezonans Spektroskopisi (EPR): Elektron Spin Rezonans
Spektroskopisi (ESR) de denilir. Bu yontem en ¢ok kullanilan dogrudan radikal 6lgim

yontemidir (Laurindo ve ark., 1994). Radikallerin binyesinde bulunan magnetik ener;ji
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seviyesinin digaridan uygulanan bir magnetik alanla iki farkl enerji seviyesine ayrilma olayi
Uzerine kurulmustur. Yontemin dezavantaji birkag saniye gibi kisa 6murli radikallerin dlgim
isleminin zor olmasidir ve bu ylzden sadece uzun 6murli radikaller dogrudan analiz
edilebilir. Bu dezavantaji yenmek icin kisa d6murli radikaller spin tuzagi denilen nitrozo veya
nitron iceren bilesiklerle reaksiyona sokulup uzun émdarla tlrevler olusturulur ve analiz
mumkun hale gelir. (Tarpey ve Fridovich, 2001)

Aromatik Hidroksilasyon: HO. radikali salisilik asitin benzen halkasina atak
yaparak stabil bir hidroksilli Griin verir. Bununla birlikte, sadece 2,3-dihidroksibenzoik asit
izomerleri in vivo HO. konsantrasyonunu yansitir. (Stein ve Weiss, 1950)

Dien Konjugasyonu: Serbest radikaller varliginda, ¢oklu doymamis yag asitlerinden
bir elektron koparilir, bunu sonra elektronik yeniden diizenlenme izleyerek ¢ift bagh konjuge
sistemler olusur. Serum ve plazmanin metanol-kloroform ekstraktlarinin spektrofotometrede
200-300 nm dalga boyunda taranmasiyla bu degisim dogrudan analiz edilebilir ve
hazirlanan standart lipid peroksit egrisi ile konsantrasyonu hesaplanir. (Tarpey ve Fridovich,
2001)

Ucucu Alkanlar: Etan ve pentan gazlan lipid peroksidasyonu gostergesi olarak
kullaniimaktadir. Solumun havasi 6zel dizeneklerle gaz kromatografisi sistemine enjekte
edilerek analiz edilmektedir.

Tiyobarbiturik Asit Reaktif Maddeler (TBARS): MDA, tiyobarbitirik asit ile 1:2
oraninda birleserek spektrofotometre veya fluorometre ile Olcllebilen bir Grin olusturur
(Takeuchi ve ark., 1977). Su anda en c¢ok kullanilan lipid peroksidasyon tayin yéntemidir.
Kullanilan &rneklerin  lipoprotein  fraksiyonlarinin  asit ile ¢oktlrtlmesi reaksiyonun
spesifikligini artirmaktadir. Kullanilacak érnekler —80 ®de 1-2 ay saklanabilir.

MDA icin HPLC analizleri de mevcuttur. Bu teknik daha fazla zaman alici, fakat daha
spesifiktir. (C18 kolon ve asetonitrii veya metanol gibi mobil fazlar analiz igin
uygundur) (Tarpey ve Fridovich, 2001)

Aldehitler: Bu ikincil lipid peroksidasyon Urinleri demir iyonlari varliginda artar ve
glicli biyolojik etkileri vardir. insan plazmasinda bulunan 2-10 karbonlu aldehitler 1,3-
siklohegzandion ile reaksiyon vererek floresan 0zellik gdsteren tlrevler olusturur ve
fluoresans detektorli HPLC sistemleri ile analiz edilir. Bundan bagska aldehitler dinitrofenol
hidrazin ile reaksiyon vererek sari renk olusturur ve UV detektérli HPLC sistemlerinde
Olculebilir. (Tarpey ve Fridovich, 2001).

Lipid Hidroperoksitler: Konjuge dien ve TBARS odlgimlerine ilaveten HPLC ile
dogrudan lipid, kolesterol, kolesterol ester peroksitleri ve organik peroksitleri 6lgcen yontemler
de mevcuttur (Tarpey ve Fridovich, 2001) .

Okside Lipoproteinler: Dusuk ve ylksek dansiteli lipoproteinler, antioksidan

olduklari kadar fosfolipid ve kolesterol ester hidroperoksitleri de tasirlar. Artmig

23



peroksidasyonu tayin etmek i¢in dien konjugasyonu dl¢cimi, TBARS &lgiimi, antikor titresi
ve HPLC kullanilir.

Tiyoller: GSH/GSSG orani oksidatif icin bir indeks olabilir. Bunun igin
spektrofotometrik, fluorometrik ve HPLC analiz yontemleriyle GSH ve GSSG dizeyleri
Olcllebilmektedir. Bunlarin yaninda sistin, sistein ve disllfidler de antioksidan olarak
onemlidir ve élgimleri faydali olabilir. (Tarpey ve Fridovich, 2001).

Eser Elementler: Fe, Cu, Zn, Mn gibi bazi gecis metal iyonlari lipid peroksidasyonu
icin dnemli biyolojik mediatorlerdir. Bazi antioksidan enzimler icin kofaktdr olarak islev
goérirler. Ayrica, serbest radikallerin olusumlarina aracilik ederler. (Fenton reaksiyonu) Bu
acidan, bu gecis elementlerinin atomik absorbsiyon spektrometrisi ile olgllerek oksidatif
hakkinda bir fikir edinilebilir.

Vitaminler: A, C, E gibi antioksidan vitaminlerin &élglimleri de bilgi vericidir. Bunlar
HPLC, spektrofotometre, fluorometre, gaz kromatografisi gibi metodlarla dlgulebilir.

Antioksidan Enzimler: SOD, katalaz, GPx, GR ve GST gibi enzim aktiviteleri
spektrofotometrik olarak olgulebilir.

Total Antioksidan Kapasite (TAK) Olgiimii: Troloks esdeger antioksidan kapasite
(TEAC) denilen bir yontemle total antioksidan kapasite Olgllebilmektedir. Bu amagla vitamin
E, BR-karoten, flavinoidler, GSH, Urat, bilirlibin, transferrin, seruloplazmin, albimin, GPx, Se,
SOD, katalaz seviyeleri degerlendiriimektedir. Yontemin temeli radikallerin ABTS (2,2'-
azinobis-(3-etilbenzotiyazolin)-6-sulfonik asit) ile reaksiyon vermesine dayanir.

Oksijen radikali absorblama yetenedi de ayni TAK’nin tespiti i¢in kullanilir, fakat
burada floresans dl¢imi yapilmaktadir. (Tarpey ve Fridovich, 2001)

NO Olgiimii:

1. Dogrudan NO 6l¢en yontemler:
Kemiliminesans yontemi

Diazotizasyon ydntemi

Methemoglobin spektrofotometre yéntemi
Gaz kromatografisi yontemi

Kitle spektroskopisi yontemi (MS)

RN N N NN

Mikroelektrot yontemi
2. Dolayli NO 6lgcim yontemleri (Vicuttaki NO metabolizmasi ile iliskili mekanizmalari
kullanarak NO miktarinin dolayli 6élgtldiga yontemler):

v' ¢cGMP dlglimi

v" NOS élgimi
3. Yardimci 6lgim yontemleri: NOS enzimi kofaktérlerinin (NADPH, BH4, FAD, FMN)
Olgumleri NO miktari hakkinda fikir verebilir. (Tarpey ve Fridovich, 2001)
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Tablo 4: Oksidatif Stres ve ROT Olgiim Yontemleri (Aral ve Tiirkmen, 2002)

Dogrudan dlgiim
ESR (electron spin resonance) spektrofotometresi
Elektron tutucular
Aromatik hidroksilasyon
Kemiliminesans

Hedef Molekiillerdeki Hasarin Olgiimii
Lipid peroksidasyonu (tiyobarburik asit deneyi ile reaksiyon veren maddeler —-TBARS,
etan/pentan ekshalasyonu)
Protein oksidasyonu
DNA hasari
DNA yapisindaki modifiye bazlarin lgiimii (8-okso-7,8-dihidro-2-deoksiguanozin)
DNA’ya bagl aldehitlerin élgima
Tek hicre jel elektroforezi (SCGE: COMET assay)
Mutasyona ugramis DNA’nin immunodeteksiyonu
Kromozomal aberasyonlar ve mikrontkleiler gibi mikroskobik gostergeler
Glikasyon Urdnleri

Antioksidan Savunma Sistemindeki Degisiklikler
Antioksidan kapasite
Enzimler
Kiguk molekller

2.7. KALP HASTALIKLARINDA REAKTIF OKSIJEN / NITROJEN
TURLERININ KAYNAKLARI

Kalp hastaliginda artmis ROT (retiminin kesin kaynaklari tim durumlar icin net
olarak ortaya konmamigstir. Memeli hiicrelerinde 6nemli ROT; slperoksit anyonu (O, °),
hidroksil radikali ve hidrojen peroksittir (H.O,). Ayni zamanda, son yillarda RNT
peroksinitritin (ONOO ) kardiyak disfonksiyondaki énemli roll gosterilmistir. Kardiyovaskiler
hastalik sirecinde hicresel ROT ve peroksinitrit artisini kolaylastiran énemli potansiyel
kolaylastirici faktérler vardir, ancak akut iskemi/reperfizyon (érn: MI) ve kronik durumlar
(6rn: kalp yetersizligi) gibi farkh kosullarda oksidanlarin kaynaklar farkhlik go&sterebilir.
insanlarda iskemi/reperfiizyon veya hipoksi sirasinda ROT’nin indiikledigi kardiyak hasara
ait bulgular yetersiz olmakla birlikte, bircok calisma iskemi sirasinda oksidan Uretiminin
biyomarkerlarinda artis ve/veya antioksidan kapasitede azalmanin oldugunu goéstermistir

(Wattanapitayakul ve Bauer, 2001).
Kalp hastaliklarinda ROT Uretim yollari;

Mitokondriyal ETZ: Normal fizyolojik kosullarda, oksjen mitokondriyal oksidatif

fosforilasyon ve ATP Uretimi icin temeldir. ROT gibi potansiyel toksik Griinleri mitokondriyal
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ETZ sirasinda intrasellller olarak olusur ve intraselliler antioksidan savunma tarafindan
kontrol edilir. Hem hipoksi (kanlanma yeterli fakat arteryel oksijen parsiyel basinici dusuk)
hem de iskemiyle (koroner kan akiminda kesilme veya azalma) oksijen sunumundaki
azalma mitokondtriyal ETZ'ni bozarak toksik metabolitlerin birikmesine, asidoza, ATP
eksikligine, intraselliller Ca®* artisina, mitokondriyal membran depolarizasyonuna, matriks
sismesine ve hiicre dliimiine yol acar (Lemasters ve ark., 1997). liging olarak, iskemik hiicre
nekrozunun ilerlemesini 6nleyen kan akiminda dizelme bazen yasayan hicrelerde
reperfiizyon hasarina neden olur (Ambrosio ve Tritto, 1999). Bu fenomen mitokondriyal
solunuma oksijen sunumunun sonucu olarak masif ROT Uretimiyle birliktelik gosterir. Onemli
deneysel hipoksi veya iskemi/reperfiizyon modellerinde, miyokardiyumdaki hasarin
mitokondriyal ETZ'nde olusan oksijen radikalleri nedeniyle oldugu gdsterilmistir (Lesnefsky
ve ark., 1997). Fazla miktarda ROT olusumu intrasellier antioksidan savunma agini
yenebilir ve notrofil aktivasyonu, lipid peroksidasyonu, protein modifikasyonu ve DNA
kirilmalarina yol acar (Ambrosio ve Tritto, 1999).

immun hiicre infiltrasyonu ve sitokinler: Kalp kasi icinde aktive olmus immun
hicrelerin infiltrasyonu kardiyak oksidan Uretimi icin potansiyel bir mekanizmadir. Post-
iskemik reperfliizyon sirasinda ROT hiicre 6limi ve doku hasarina yol acar ve de akut
inflamatuvar (iltihabi) yaniti tetikleyebilir. Ozellikle nétrofillerin olusturdugu bu immun hicre
aktivasyonu ROT, proteolitik enzimler ve pro-inflamatuvar sitokinler gibi medyatdrler sekrete
ederek doku hasarini artirabilir (Wattanapitayakul ve Bauer, 2001).

Oksidatif enzim indiiksiyonu: Son yillarda baz kardiyovaskiler durumlarda
ksantin oksidaz, NADH/NADPH oksidaz ve NOS gibi sitozolik oksidazlarin aktivasyonu
ve/veya indlksiyonunun mitokondri disinda ROT olusumuna yol acgtigi gdésterilmigstir
(Wattanapitayakul ve Bauer, 2001).

Ksantin oksidaz; purin degradasyon yolunda anahtar enzimdir. Fizyolojik kosullarda
bu enzim karaciger ve ince bagirsak mukozasinda lokalizedir. Bununla birlikte, kronik
hipoksi sirasinda veya artmis inflamatuvar sitokin varliginda asiri ROT UGretimi ksantin
oksidaz aktivitesini artirir ve plazmaya ¢ikmasina yol acar. Dolasan ksantin oksidazin artmig
seviyeleri vaskuler dokularda daha fazladir ve bu endotel fonksiyon bozuklugunda,
hiperkolesterolemik tavsanlarda ve insan aterokslerozundaki 6nemini vurgulamaktadir
(Houston ve ark., 1999). Ksantin oksidazin plazmada artisi ayni zamanda superoksitlerin
asiri Uretimine katkida bulunur.

NADPH oksidaz genellikle fagositik hiicrelerde bulunur. Vaskiler NADH/NADPH
oksidazin tim vaskiler kompanentlerde (endotel, medyal diiz kas, adventisya) siperoksit
Uretimini 6nemli derecede kolaylastirdigi gosterilmistir (Bayraktutan ve ark., 1998). Kalp
hastaliginda anjiyotensin |l gibi faktérler bu enzim yoluyla vaskiler dokularda siperoksit

uretimini aktive eder (Wattanapitayakul ve Bauer, 2001).
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NOS elektron dondéri NADPH’dan bir prostetik hem grubuna flavin aracili elektron
transportunu katalize eden p450 reduktaz benzeri bir enzimdir. Sitokin aracili (interlékin- 18,
IL-6, interferon-y ve tumoér nekrozis faktoér-a) kardiyak kontraktil disfonksiyon ve kalp

hastaliginin gelismesinde NOS indiksiyonuyla NO Gretimi artisinin édnemli bir mekanizma
oldugu gosterilmistir (Sawyer ve Colucci, 1998).

Notrofil Vaskiiler diiz
0. kas hiicresi
2

H* 02

X 0D
g i

HAD(?’)H .
NAD(P}+ m NAD(P)+

Sekil 5: NAD(P)H oksidazin yapisi (Griendling ve ark., 2000)

IO E{w gp91
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NAD(P)H

Laminerftitresim Trombin TNF-a
shear stres PMA Anjiyotensin i IL-1. PAF
gerilme PDGF TéF-B
Rac/Ras PKC Aragidonik asit/ Seramid
. lipoksijenaz /
e
NAD(P)H Oksidaz
"' —— o0, H,0, — ‘]
c-src, p3IBMAPK, Fosfatazlar
Akt, JNK PTB1B, PP2B
S— —
T
Redoks duyarl gen transkripsiyonu
I
- ——
A_dezyon,‘ Hipertrofi Proliferasyon/ Apopitozis  inflamasyon Metrlk_s )
migrasyon yagsam remodelingi |

Sekil 6: Oksidaz aktivasyon modeli ve kardiyovaskiler hiicrelerde fonksiyonel sonuglari
(Griendling ve ark., 2000)
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2.8. OKSIDATIF STRES VE KALP HASTALIKLARI

Kalp hastaliklarina karsi miyokardiyal savunma birkag asama gosterir.

Birincil savunma, hicre i¢i antioksidanlardan (SOD, CAT, GSH-Px ve GSH-rediktaz
gibi) olusur. ikincil savunma lipolitik ve proteolitik enzimleri (proteaz, fosfolipaz gibi) icerir.
Uclinciil savunma oksidatif stres sonucunda artan ROT ile basa cikabiimek amaciyla
kalpteki gen ve proteinlerden (redoks duyarli transkripsiyon faktért olan) nukleer faktoér B
(NF-xB) ve aktivatér protein | (AP-I) ile (redoks ile reglle edilen gen) Bcl-2 geni sayesinde
hicre ici antioksidanlarin Gretimi artirilir (Aral ve Tirkmen, 2002)

Oksijenin parsiyel rediksiyonuyla Uretilen singlet oksijen, siperoksit radikali, hidrojen
peroksit ve hidroksil radikali gibi aktive olmus oksijen tlrleri olduk¢a reaktiftir ve kalp gibi
organlarda toksik etkilere yol acarlar (Singal ve ark., 1998).

izole edilmis kalplerde yapilmis ¢alismalar, oksijen radikalinin olusumuna yol agan
her olayin, ylksek enerijili fosfatlarda azalma, kontraktil (kasiima) fonksiyonun kaybina ve
yapisal anormalliklere neden oldugunu ortaya koymustur (Burton ve ark., 1984; Gupta ve
Singal, 1989) (Tablo 5)

Tablo 5: Kardiyak oksidatif stresin sonuglari

Kardiyovaskiiler Disfonksiyon
Hiicre Oliimii
v" Nekroz
v’ Apopitozis
Endojen Antioksidan Savunmada Degisiklikler
Lipid ve Protein Metabolizmasi / Fonksiyonunda Degisiklikler
v Lipid metabolizmasi ve lipid peroksidasyonu
Uzun zincirli serbest yag asitleri
Membran lipidleri
Lipoproteinler
v’ Postranslasyonel protein modifikasyonu
Sinyal iletimindeki Degisiklikler
v Ca” iletisi
v Protein fosforilasyonu
Tirozin fosforilasyonu
Serin/treonin fosforilasyonu
Gen Ekspresyonunda Degisiklikler

Oksijen radikalleri doymamis (ansature) lipidlerle reaksiyon ve membranlardaki lipid
peroksidasyon reaksiyonlarinin baslamasina yatkinlk olusturmaktadir. Serbest radikaller
bunun yaninda, proteinlerdeki sdlfidril gruplarinin ve nikleik asitlerdeki iplikgiklerin

oksidasyonuna neden olur. Katekolaminler stresinin indikledigi kalp hastaligindaki
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rolind arastiran in vitro ¢alismalarda katekolaminlerin otooksidasyonunun serbest radikal
uretimini baslatarak kardiyak disfonksiyona yol actigina dair bulgular elde edilmistir (Singal
ve ark.,, 1983). Bunun yaninda, miyokart infarktisu (kalp krizi) sirasinda iskemi-
reperfiizyon hasarinda serbest radikallerinin rolli ortaya konmus ve bunun sarkoplazmik
retikulumdaki Ca?* transportunda azalmayla olustugu gésterilmistir (Hess ve ark., 1983). Bu
yapilan ex vivo ve in vivo ¢alismalar, énemli bircok kalp hastaliginin patogenezinde artmis

serbest oksijen radikallerinin dnemini ortaya koymustur. (Tablo 6)

Tablo 6: Kardiyovaskller hastaliklarda artmis ROT uretimiyle ilgili bulgular

Hastalik Bulgular

Hipertansiyon in vitro ve in vivo ROT ile indliklenen vaskiler diiz kas hiicre
proliferasyonu
Anjiyotensin || NADH/NADPH oksidaz yoluyla oksidan
aretimini hizlandirir
Siperoksit Gretiminin neden oldugu endotel disfonksiyonu

Koroner arter hastaligi Superoksit Gretiminin neden oldugu endotel disfonksiyonu
(ateroskleroz) Artmis okside LDL (dUslk dansiteli lipoprotein)

Miyokart infarktisii ROT olusumuyla iskemi/reperfiizyon hasari
Oksidanlarin yaptigi miyosit nekrozu ve/veya apopitozis

Kalp yetersizligi Artmis NO uretimi kardiyak disfonksiyonu artirir
Sitokin derive ROT kardiyak apopitozisi artirir
ROT’in indiikledigi kardiyak apopitozis ve/veya nekroz

2.8.1. HIPERTANSIYON

Dolagsimdaki homeostazi kontrolu, vaskuller endotelyumun kimyasal, hormonal ve
hemodinamik degisikliklere olan cevabina baglidir. Hipertansiyonda, prostaglandinler,
endotelden derive hiperpolarize edici faktér ve nitrik oksitten olusan endotelle iliskili
vazodilator sistemlerdeki bozukluk endotel disfonksiyona neden olmaktadir (Rathaus ve
Bernheim, 2002).

Yapilan birgcok calismada hipertansiyonda mikrovaskiler diizeyde oksidatif stresin
arttigi gosterilmistir (Suzuki ve ark., 1995; Swei ve ark., 1997). Hipertansiyonda serbest
radikallerin indUkledigi nitrik oksit yikimi kritik rol oynar (Rathaus ve Bernheim, 2002). Yine
NAD(P)H oksidaz ve ksantin oksidaz gibi siperoksit Greten enzimlerin hipertansiflerde arttidi
gosterilmistir (Rajagopalan ve ark., 1996; Beswick ve ark., 2001).

Kan SOD aktivitesinin hipertansiflerde daha az oldugu gosterilmistir (Jun ve ark.,
1996; Ulker ve ark., 2003). SOD in vitro olarak endotel disfonksiyonu duzeltebilir ve SOD

mimetikler (tempol) deney hayvanlarinda kan basincini dugurebilmektedir (Nakazano ve
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ark., 1991; Schnackenberg ve ark.1998). Ayrica, sUperoksit anyonlar hipertansiyonla iliskili
kardiyak hipertrofi, inme (felg) ve bobrek hasarinin gelismesinde rol almaktadir (Rathaus ve
Bernheim, 2002). Kan basinci normal ratlarda tuz yuklemesinin direngli damarlarda
ROT’lerinin Uretimini artirdid1 ortaya konmustur (Lenda ve ark., 2000). Bunlarin yaninda,
hipertansiyonda vazokonstriktor siklooksijenaz urlnlerinin arttigi ve ksantin oksidaz
yolundan olugsan O,. ve OH". radikallerinin bu olayr olumsuz etkiledigi gosterilmigtir
(Vanhoutte, 2001). Tim bunlar, ROT’lerinin hipertansiyondaki fonksiyonel énemini ortaya

koymaktadir.

2.8.2. ENDOTEL DiSFONKSiIYONU

Endotelyum vaskiiler tonus, platelet adezyonu, inflamasyon, fibrinoliz ve vaskiler
proliferasyonu dlizenleyen lokal medyatorler saglayarak vaskiler homeostazi korur. Endotel
fonksiyonunun bozulmasi (disfonksiyon) tim bu olaylari olumsuz etkileyerek kardiyovaskiler
risk olusturur (Nedeljkovic ve ark., 2003). Mevcut gelismeler oksidatif stresin vaskiler
disfonksiyon mekanizmalarini kolaylastirdigini distindirmektedir.

Oksidatif stres durumunda endotel hicreleri koruyucu fenotiplerini kaybederler ve
proinflamatuvar molekuller sentezlerler (Kunsch ve Medford, 1999). Bunlar arasinda
vaskuler hicre adezyon molekili-1 (VCAM-1), hiicrelerarasi adezyon molekili-1 (ICAM-1)
ve monosit kemotaktik protein-1 yer almaktadir. Reaktif oksijen turleri NO inaktivasyonunu
hizlandirarak vazomotor fonksiyonu bozar. Endotel hilcrelerinden buylme faktérlerinin
sekresyonunu hizlandirarak endotel hiicre proliferasyonuna yol acar. Ayrica apopitotik sinyal

aktivasyonuyla endotel hiicre kaybina yol agar (Irani, 2000).

Anjiotensin Il
Trombin
PDGF
THNF-cx
Figiksel glgler

|

NAD(P)H Oksidaz
‘ | Nitrik oksit aracih etkiler ‘

Reaktif oksijen tirleri

Endotelyal dlsfonkswon

A

Vazo konstriksiyon Trombosit Inflamasyon Matriks Gretimi,
kiimelesmesi L&kosit vaskiiler kollajen,
adezyonu

protein sentezi

Sekil 7: Vaskuler fonksiyonda oksidatif stres ve NO balansi (Nedeljkovic ve ark., 2003)
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2.8.3. ATEROSKLEROZ

Hiperlipidemi, diabet, hipertansyon, sigara ve yaslanma gibi ateroskleroz igin risk
faktorleri endotel, vaskller diz kas hucresi ve adventisyal hicrelerden ROT’lerinin
olusumuna yol acgar (Harrison ve ark., 2003). Bu ROT’lar aterogenez progesinde rol énemli
bir cok faktérl baslatir. Bunlar arasinda; adezyon molekill ekspresyonu, vaskiler diz kas
hicre proliferasyonu ve migrasyonu, endotelde apopitozis, lipidlerin oksidasyonu (okside
LDL), proteolitik matriks metalloproteinazlarin (MMP) aktivasyonu ve vazomotor aktivitede
degisiklikler yer almaktadir. Bu surecgte, ksantin oksidaz, NAD(P)H oksidaz, NOS ve
mitokondriyal enzimler énemli rol oynar (Houston ve ark., 1999; Griendling ve ark., 2000).
Erken donemde endotel disfonksiyonuyla baslayan sireg, oksidan uyarinin devami ve
antioksidan enzim aktivitesindeki yetersizlik devam ederse hizla ilerler ve aterosklerotik
plaktan asikar koroner arter hastaliyina kadar devam edebilir (Heinecke, 2003). insan
koroner arterlerinden elde edilen orneklerde SOD gibi antioksidan enzim aktivitesinde
azalmanin gosterilmis olmasi oksidatif stres ve ateroskleroz iligkisinin gicli bir kanitidir
(West ve ark., 2001).

2.8.4. REPERFUZYON HASARI

Serbest oksijen radikallerinin rolindn dolaysiz olarak gorildigu kardiyak sorunlarin
basinda reperfiizyon hasarn yer almaktadir. Reperfizyon hasari, tikanmis koroner arterin
(veya baska bir arterin) acilmasindan sonra daha énce iskemik olan alana oksijenli kanin
gelmesinin yarattigi bir olaylar zinciri sonrasi paradoksik olarak artan miyokart (veya baska
doku) hiicre hasaridir. Bu olayin kalp i¢in anlami ya geri dénusebilir (miyokardiyal stunning)
veya geri donulemez (miyokart infarktisi) hasardir. Hasar olusumunun hicresel
mekanizmasi koroner endotel hucreleri, dolagsimdaki kan hicreleri ve kardiyak miyositleri
artmis serbest oksijen radikali olusumudur (Lucchesi, 1990; Ku, 1982). Bunun kanitlar Gg¢
maddede incelenebilir (Keles, 2002).

1. Serbest oksijen radikalerinin postiskemik miyokartta artmis oldugunun
gosterilmesi: Hayvan deneylerinden serbest oksijen radikal olusumunun
reperfizyonun baslamasindan 10-30 saniye sonra ortaya ¢iktigi, hakim radikalin
superoksit tipi oldugu ve endotelden kaynaklandigi ve bazi lipid radikallerin 3 saate
kadar olusmaya devam edebildigi gosterilmigtir (Zweier ve ark., 1988). Koroner
bypass sonrasi reperflizyonda da serbest oksijen radikali olusumunda artigin direkt
ve indirekt bulgulari gosterilmistir (Flitter, 1993).

2. Digaridan serbest oksijen radikali verilmesinin iskemi / reperfiizyon hasarina
benzer hasar yaratmasi: Disaridan H,O, perfizyonunun reperflizyon

zedelenmesinin  Ozellikleri olan hicresel K* kaybi, yiliksek enerjili fosfat
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bilesiklerinin azalmasi, intraseliiler Ca*? artisi, miyosit kasiima giiciiniin zayiflarken
gevsemenin giderek azalmasi, metabolik fonksiyonun yavaglamasi ve aritmiler gibi
bozukluklara neden oldugu gdésterilmigstir (Bolli, 1990; Weiss ve ark., 1993; Tarr ve
Valenzeno, 1993). One sirilen mekanizma; serbest oksijen radikallerinin
mitokondri, sarkoplazmik retikulumdaki iyon transport proteinleri, enzimleri inaktive
etmesi, Ipid peroksidasyonu ile bu yapilari hasara ugratmasi ve bunun Ca*?
homeostazini bozmasidir.

3. Antioksidan enzim / ajanlarla 6nceden tedavinin hayvan deneylerinde iskemi
| repefiizyon hasarina karsi koruyucu olabilmesi: Bunu destekleyen birinci grup
calismalarda SOD ve CAT gibi enzimlerin koruyuculugu olup olmadigi
incelenmistir. Bazi calismalarda bu enzimler koruyucu (Mehta ve ark., 1989),
bazilarinda erken dénemde koruyucu, bazilarinda ise faydasiz bulunmus (Engler
ve Gilpin, 1989), ancak farkliliklarin kullanilan metod ve enzim dozlari ile iliskili
oldugu soylenmistir. SOD’In polietilenglikol’e baglanip enzim yari émri ve hicre
icine girisi artinlmig, ama ilgili ¢alismalarda yine celiskili sonuclar alinmistir. Bu
enzim kompleksinin blyuk oldugu icin endotele yetersiz girdigi distnulerek daha
kigik SOD-mimetikler ve baska uzun etkili SOD formlar Uretilmis ve koruyucu
oldugu gdsterilmigtir (Kilgore ve ark., 1994). Ayrica, daha az spesifik antioksidan
ajanlar (sulhfidrilli aminoasit deriveleri, N-2 merkaptopropionil glisin, N-asetil
sistein, dimetiltiotre, desferroksamin) kullaniimis ve faydalari gézlenmistir (Keles,
2002).
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Sekil 8: Reperflizyon hasarinin mekanizmalari ve medyatdrleri (Heinecke, 2003).
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2.8.5. KALP YETERSIZLIGI

Oksidatif stresin 6nemi oldugu en dnemli kap hastaliklarindan bir kontraktil (kasiima)
fonksiyonundaki bozulmanin neden oldugu kalp yetersizligidir. Kalp yetersizligi gelisen
hastalarda SOD, CAT, GSH-Px ve E vit gibi miyokardiyal antioksidanlar azalirken serbest
oksijen radikallerin ve de oksidatif stresin arttigi gésterilmistir (Hill ve Singal, 1996). ilag
tedavisiyle hemodinamik fonksiyonu diizelen hastalarda antioksidan rezervde dizelme ve
oksidatif streste azalma saglanabilmektedir (Khaper ve Singal, 1997).

Son dénem kalp yetersizligi olan hastalarda oldugu gibi, miyokart infarktisi gegiren
hastalarda miyokardiyumun infarkt bélgelerinde miyositlerin apopitozis veya programlanmis
hicre 6limuyle kaybi olmaktadir (Singal ve ark., 1998). Ayni zamanda, in vitro ¢calismalar ve
hayvan modellerinde iskemi/reperflizyon, miyokart infarktiisi ve kronik basing ylklenmesi
(hipertansiyon) gibi durumlarin hepsinin oksidatif stres olusturarak apopitozisle miyosit
kaybina neden oldugu gdsterilmistir (Kaul ve ark., 1993). Apopitozisdeki oksidatif stresin roll
bircok hicre tipinde ortaya konmustur. Adriamisin (antikanser ilag), UV radyasyon ve TNF
serbest radikal olusturarak apopitozisi hizlandirir. Bunun yaninda, SOD, vit E ve trolox gibi

antioksidanlarin apopitozisi engelledigi gosterilmistir (Singal ve ark., 1998).

[ Kardiyak Stress \
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d Antioksidan rezerv

1 -‘ Antioksidanlar ‘

T Oksidatif Stress

i |

Kardiyomiyopati
Azalmis Kardiyak Fonksiyon

| 1
Kalp Yetersizligi |

Sekil 9: Kalp yetersizliginin gelismesinde oksidatif stresin rolu
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2.9. KALP HASTALIKLARINDA GLUKOZ iNSULIN POTASYUM TEDAVISI

GIK sollisyonu, miyositler tarafindan temel enerji kaynag@i olan glukozun hiicre igine
insulinle transportunun kolaylastirip, miyositin kasilma (kontraktilite) ve canliligi sirdirmesi
(viabilite) icin gerekli enerji gereksinimini saglamak amaciyla tasarlanmistir. Miyokart
iskemisinin metabolik bir olay oldugu ve metabolik destek saglayan ajanlarla tedavi
edilebilecegdi gdz oniine alinarak iskemik kalp hastaliklarinda GIK uygulamasi ile ilgili farkli
calismalar yapilmistir (Lazar ve ark., 1995).

Bircok calismada GIK inflizyonunun postiskemik kalp lzerinde terapétik faydalari
oldugu bildirilmistir (Lazar ve ark., 1995). Akut miyokart infarktisli (MI) hastalarda elektriki
stabilite ve metabolik destek saglayan bir ajan olarak kullaniimig, zayif ventrikul fonksiyonu
olan hastalarda kardiyopulmoner bypass sirasinda kardiyak indekste vyararl etkileri
belirlenmigtir (Lell ve ark., 2002).

GIK inflizyonunun MI'in akut fazinda predominant enerji substrati olan serbest yag
asitlerinde bir azalmaya neden oldugu, bu etkinin uzun zincirli acil CoA’nin birikiminin
Onlenmesi sonucu, serbest yag asit metabolizmasinin artmasina bagli oldugu ileri
surilmistir (Eberli ve ark., 1991). GiK'le tedavi edilen kronik iskemik kalp hastalarinda, kan
akiminda artis ve koroner rezistansta azalma olmaktadir (Eberli ve ark., 1991).

iskemik kalp yetmezligi olan hastalarda insiilinin tek basina, oksijen tiiketimini
artirmadan kontraktil fonksiyonlari iyilestirdigi ve bu etkinin oksijen yararlanimindaki artisa
bagh oldugu belirtiimistir (Tune ve ark., 1998). Yapilan birgok calismada kisa sireli GiK
inflzyonunun iskemik kalp yetmezligi olan hastalarda kontraktil fonksiyonlari duzelttigi
g6sterilmis ve bu durum, GIK tedavisinin koroner kan akiminda artis ve iskemik miyokartta
metabolik koruyucu etkisi ile agiklanmistir (Tune ve ark., 1998; Sasso ve ark., 2000; Khoury
ve ark., 2003; Yazici ve ark., 2004).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Arastirma Gruplarinin Olusturulmasi

Calismaya Ondokuz Mayis Universitesi (O.M.U.) Arastirma ve Uygulama Hastanesi
Kardiyoloji Klinigi'ne konjestif kalp vyetersizlii semptom ve bulgulariyla basvuran,
konvansiyonel tedaviye ragmen (ACE inhibitorl, spironolakton, furosemid, digoxin) NYHA
siniflamasina goére grup lll-IV’deki EF<%40 olan dilate kardiyomiyopatili (KMP) hastalar
alinmigtir.

Hastalarin daha oOnce aldiklari tedaviler, KMP etyolojisi, risk faktorleri, bazal
biyokimyasal ve ekokardiyografik 6zellikleri kaydedilmistir.

Bu hastalardan rastgele secilen 28ine (GIK Grubu) standart kalp yetersizligi
tedavisine ek olarak 24 saatlik infiizyon seklinde GIK solusyonu (% 30’luk 500 cc glukoz
iginde 300 U insilin, 60 mEq KCL) verilmigtir. Kontrol grubu olarak alinan 13 hastaya
konvansiyonel tedaviye ek olarak yine ayni sure ve dozda % 0.9’luk NaCl inflzyonu
uygulanmistir. Tim hastalar tedavi dncesi, tedavi siresince ve tedavi sonrasinda serum
potasyum, glukoz, kan basinci, kalp hizi ve aritmi yoninden izlenmigtir.

Akut koroner sendrom, organik kapak hastali§i, diyabet, hipertansiyon ve bdbrek

yetmezligi olan hastalar ¢alismaya alinmamistir.

3.2. Galigmalarda Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismalarda kullanilan EDTA, CuSO,4, NaCl, Na,CO;, NaOH, CaSO,, KH,PO,,
Cumene H,0,, NaNjz, Merck W. Germany firmasindan; Xanthine, Xanthine Oxidase,
Sitokrom C, Superoxide Dismutase, glutatyon peroxidase, glutatyon rediktaz, glutatyon, 3-
NADPH, Folin Phenol Reagent Sigma London England firmasindan; Na-K tartarat
Pancreac-Mantplet Esteban Barcelona Madrid firmasindan saglanmigtir.

Calismalarda kullanilan diger analitik safliktaki maddeler Sigma-London England ve

Merck W. Germany firmalarindan saglanmistir.

3.3. Calismalarda Kullanilan Aletler

Calismamizda O.M.U. Arastirma ve Uygulama Hastanesi Kardiyoloji Servisi'nde
bulunan malzemeler; Pediatrik Hematoloji Laboratuvarinda bulunan Harrier 15-80 Sanyo
MFE Santriftij; Mikrobiyoloji Anabilim Dali (A.B.D.)’nda bulunan Micro 22R Heptich SantrifQj
O.M.U Fen-Edb. Fakiiltesi Biyoloji Balimi Molekiler Biyoloji A.B.D.’da bulunan Jenway
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6105 UV-VIS Spektrometre, Jenway 3010 pHmetre, Fissan Whirlimixer Chitren Hotplate,

Magnetic stirrer, H S 31 Sanyo ultra low derin dondurucu kullaniimistir.

3.4. Hemolizat Hazirlanmasi

Her iki gruptaki hastalara tedavi 6ncesi, tedavinin 2., 8., 12. ve 24. saatinde ve tedavi
sonrasl 1. ginde antioksidan enzim élgimu i¢in vendz kan érnekleri alindi.

Hemolizat hazirlanmasinda Guemouri ve ark. (1991)'nin yéntemi modifiye edilerek
kullaniimistir.

Alinan 4 cc EDTA’ll kan drnekleri 10 dakika 4000 rpm’de santriftj edildi. Plazma ayr
tiplere alindi. TUpUn dip kismindaki hiicreler tzerine 4 ml steril serum fizyolojik (% 0.9'luk
NaCl) ilave edilerek homojen hale gelmesi i¢in karistirildi ve 10 dakika 4000 rpm’de santrifQj
edildi. Dokelti bir plastik pipet yardimiyla ayrildi. Cokelti Gzerine 4 ml serum fizyolojik ilave
edilerek santrifiij igslemi 2 kere daha tekrarlandi ve saf eritrosit eldesi saglandi. Daha sonra
érnekler -70 °C’de sakland.

Buzluktan c¢ikarilan 6rnekler oda i1sisinda ¢o6zlindu. Eritrositler Gzerine 3 ml bidistile
su konuldu ve 10 dakika vortexlendi ve eritrositlerin tamamen hemoliz olmasi saglandi.
Ornekler 15000 rpm’de 15 dakika sodutmall olarak santrifij edildi. Santrifij sonrasi Ust
kisimdaki supernatant kisim biyokimyasal hesaplamalarda kullaniimak tUzere ayrildi.

Sipernatantlar kullanilacagi zaman 1/10000 oraninda bidistile su ile sulandiriimistir.

Orneklerin protein tayinleri siipernatantlarda Lowry ve arkadaslari (1951) yéntemine

gore yapildi.

3.5. Katalaz Aktivite Tayini

Katalaz aktivite tayini Lick (1963)'Un yonteminden yararlanilarak yapimistir.
Katalaz aktivite tayini icin pH:7’de 1/15 M’lik Na,HPO4H,O-KH,PO, tamponu
hazirlandi.

1. Her aktivite dlciminde Na-K tamponunun 100 mit'sine 160 plt (0.16 mit) H,O,
koyuldu ( A karigimi ).

2. Kor tup spektrofotometre tiplne 3 mit Na-K tamponu ve 50 plt stipernatant ilave
edilerek hazirlandi ve spektrofotometre 240 nm dalga boyunda sifirlandi.

3. Spektrofotometre tipine 3 mit A karisimi ilave edip kére karsi optik dansite (OD)
okundu (Bu deger tipte bulunan H,O,'yi gbsterir)
Kontrol tipind koére karsi okuduktan sonra Gzerine 50 plt sipernatant ilave edildi.

Hizl bir sekilde karistirildi.
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6. 240 nm’de 2 dakika 30 sn araliklarla absorbans okundu. Absorbans okunduktan
sonra mit'deki enzin Unite sayisi Luck (1963) yontemiyle hesaplanmigtir.
Bir Unite katalaz aktivitesi bir dakikada 1pmol H,O, parcalanmasini katalizleyen

enzim miktari olarak tanimlanir.

Aktivite asagidaki formulden yararlanilarak hesaplanir.

Ornek AOD x 2 (dakika) x 1000

C= / Lowry pmol/mg total protein
0.036 x plt sipernatant

3.6. Superoksit Dismutaz Aktivite Tayini

SOD aktivite tayini igcin McCord ve Fridovich (1969) ve Flohe ve Otting (1984)in
metotlarindan yararlaniimistir.

A COZELTISI:

0.76 mg (5umol) ksantinin 10 ml 0.001 N NaOH igindeki ¢ozeltisi ve 24.8 mg
(2umol) sitokrom c’nin 100 ml 50 mM pH:7.8 ve 0.1 M EDTA iceren fosfat tamponundaki
cozeltisi karistirildi (Bu gozelti +4 °C’'de 3 giin kararlidir).

B COZELTISI:

Taze hazirlanan ksantin oksidaz'in 0.1 Mm EDTA’daki ¢ozeltisi. (0.2 u/ml)

Yontem

1. Spektrofotometre tliptine 3 ml distile su koyularak kor tip olarak kullanildi.

2. Spektrofotometre kor tipe kargi sifirlandi. .

3. Kontrol tlipl icin spektrofotometre kiivetine 2.9 ml A ¢ozeltisi koyuldu.

4. Uzerine 50 pl 6rnek koyuldu.

5. 100 pl B ¢dzeltisinin koyulmasiyla reaksiyon baglatildi.

6. Hizli bir sekilde karistiriip 550 nm’'de 2 dakika 30 sn araliklarla absorbans

degisimi okundu.

7. Kontrol tlpa igin érnek yerine 50 plt distile su eklendi ve kére karsi 2 dak. boyunca
30 sn araliklarla absorbans okundu.

8. Orneklerin degerlendirme iglemi kontrol tipiine gore yapildi.

9. Kalibrasyon grafigi cizmek icin belli konsantrasyondaki (5.107 M) SOD g¢dzeltisinin
5 ult, 10 plt ve 15 plt'deki bilinen dederlerine karsilik elde edilen % inhibisyon

degerleri grafige gegirildi. Bu islem i¢in saf SOD enzimi kullanildi.
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SOD aktivitesi sitokrom c’nin % inhibisyonu olarak ifade edilmis ve aktivite
asagidaki formile gore hesaplanmistir.

inhibisyon degeri:

Konulan 6rnek AOD
% inhibisyon = x100
Blank AOD

SOD’un bir Gnitesi Xanthine/Xanthine Oxidase sistemi tarafindan meydana getirilen
sUperoksit anyonu ile sitokrom c’nin reduiksiyonunun inhibisyonunun %50’si igin gerekli

enzim miktari olarak belirlenir. 550 nm’de spektrofotometrik olarak izlenir.

3.7. Glutatyon Peroksidaz Aktivite Tayini

Glutatyon peroksidaz aktivite tayini icin Lawrence and Burk (1976)un ydntemi
kullanildi. Glutatyon peroksidaz glutatyonun kiimene hidrojen peroksit ile olan reaksiyonunu

katalizler.

H2O02 + 2 GSH ———= GSSG + 2 H,0

GSH-Px

GSSG + NADPH + H" —=———= 2 GSH + NADP"
Glutatyon Rediiktaz

Reaksiyon ortaminda bulunan glutatyon rediktaz ve NADPH kofaktorliigiinde okside
glutatyon (GSSG)'un rediikte glutatyon (GSH)a donisimi sirasinda NADPH, NADP”*
seklinde okside olur. Bu oksidasyon sirasinda absorbanstaki azalma spektrofotometrik

olarak 340 nm’de okundu ve glutatyon peroksidaz aktivitesi olarak ifade edildi.

Reaksiyon karisimi:

50 mM potasyum fosfat tamponu (pH:7)

1 mM EDTA

0.2 mM NADPH

1 mM NaN;

1 E.U/ml Glutatyon Rediktaz

1 mM GSH’dan olusan bir reaktif karisimi hazirlandi.
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KOR TUP: Yukarida belirtilen karisim igine 0.1 ml distile su koyuldu. Uzerine 10ul
kimene hidrojen peroksit ilave edilerek 340 nm’de 5 dakika boyunca 30 sn araliklarla
absorbanstaki degisimi okundu.

ORNEK TUP: Yukaridaki karisimin igerisine 100 pl enzim kayna@i (slpernatant)
koyularak 37 °C’de 5 dakika inkilbe edildi. inkiibasyondan sonra iizerine 10 pl 1.5 mM
kiimene hidrojen peroksit ilave edilerek 5 dakika boyunca 30 sn araliklarla 340 nm’deki
absorbans degisimi kaydedildi.

Aktivite, dakikada umol NADPH'In oksidasyonu olarak ifade edildi. Ornek tiplerin
degerlendirilmesi kor tlipe goére yapildi.

Protein miktarlari Lowry ve arkadaslari (1951)'nin metodu ile yapildi.

3.8. Istatistiksel Analiz

Surekli degiskenler ortalama + standart hata, surekli olmayan degigkenler oran
olarak ifade edildi. Surekli olmayan degiskenlerin iki grup arasinda karsilastiriimasi ki-kare
testiyle yapildi. Sirekli degiskenlerin iki grup arasindaki dagihmi Shapiro Wilks testi ile
arastirildi. Buna gdére homojen dagilim goéstermeyen degiskenlere logaritmik dénlstirme
uygulandi. Surekli degiskenlerin iki grup arasindaki karsilastirmasi student t testi ile yapildi.
Antioksidan enzim aktivite degerlerinin gruplar icinde zaman gére farkhligi Friedman testi ile
arastirildi. Buna gore fark olmasi durumunda ikili karsilastirmalar icin Bonferroni dizeltmeli
Wilcoxon testi kullanildi. Sayisal veriler arasindaki iligki iki yonli olarak Pearson ve
Spearman testi ile arastirildi. p<0.01 degerinin anlamli kabul edildigi Bonferroni dizeltmeli
Wilcoxon testi hari¢, p deg@erlerinin <0.05 olmasi istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
p<0.05 olmasi anlamli kabul edildi. istatistiki analiz “Statistichal Pachage for Social Scienses

(SPSS) version 10.0 programi” ile yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. Calisma Gruplarinin Klinik Ozellikleri

Calismaya alinan hastalarin yas, cinsiyet, risk faktorleri ve kalp yetersizligi nedeniyle

kullanmakta oldugu ilaglar her iki grup arasinda benzerlik gésteriyordu. (p>0.05) (Tablo 7)

Tablo 7: Calisma gruplarinin temel klinik karakteristikleri

dzellik GIK KONTROL
(n=28) (n=13)
Yas (yil) 67.3+1.5 61.8+3.2 0.201
Erkek cinsiyet, sayi (%) 21 (75) 7 (53) 0.208
Sigara igenler, sayi (%) 4 (14) 2 (15) 0.757
Hipertansiyon, sayi (%) 8 (28) 2 (15) 0.609
Kullanilan ilaglar
ASA (%) 92.9 100.0 0.538
ACE inhibitori (%) 100.0 100.0 1.000
Spironolakton (%) 96.4 80.4 0.156
Furosemid (%) 96.4 98.0 0.767
Dijital (%) 66.7 80.4 0.555
IV inotropik (%) 231 20.7 0.880
Beta bloker (%) 32.3 41.3 0.467
Nitrat (%) 23.2 61.4 0.084

ASA: Asetil salisilik asit, ACE: Anjiyotensin dénistiiriicii enzim, IV: intravendz

Calismaya alinan hastalarin baslangigtaki kalp hizi, sistolik ve diastolik kan
basinglarindan olusan hemodinamik gdstergeleriyle, kan glukozu ve potasyum
diizeylerinden olusan biyokimyasal géstergeleri GIK ve kontrol grubu arasinda benzerdi
(p>0.05). 24 saatlik GIK veya NaCl infiizyonunun bitiminden 24 saat sonra (48. saatte) bu
hemodinamik ve biyokimyasal géstergelerde hem GIK hem de kontrol grubunda anlamli
degisiklik olmadi (p>0.05).

Hastalarin ekokardiyografik olarak sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonu ile belirlenen
sistolik fonksiyonlari GIK ve kontrol grubu arasinda benzerdi. Yine sol ventrikiil sistol ve
diastol sonu caplari her iki grup arasinda benzerdi (p>0.05). infiizyon sonrasi sol ventrikiil

cap ve fonksiyonunda bazal degerlere gére hem GIK hem de kontrol grubunda anlamli
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degisiklik gézlenmedi (p>0.05). Yine tedavi sonrasindaki degerler her iki grup arasinda

benzerdi (p>0.05). (Tablo 8)

Tablo 8: Gruplarin tedavi 6ncesi ve sonrasi hemodinamik, ekokardiyografik ve

biyokimyasal gostergelerinin kargilastiriimasi

GIK KONTROL
(n=28) (n=13)

Bazal 48. Saat Bazal 48. Saat
Ejeksiyon Fraksiyonu (%) 29.8+1.2 32.7+2.3 30.4+2.9  29.5%+1.27
LVEDD (mm) 64.1+2.2 64.812.0 67.614.0 67.0£5.1
LVESD (mm) 56.1+2.2 55.4+1.8 57.8+4.3 55.7+5.1
Kalp hizi (atim/dk) 80.7+2.2 80.3+2.0 74.4+3.9 73.612.7
Sistolik kan basinci (mmHg) 111.943.3 109.9+2.1 | 115.0+2.6 118.0+3.0
Diastolik kan basinci (immHg) | 67.3t1.4 64.7+1.1 67.2+1.7 66.0+2.4
Glukoz (mg/dl) 111.2441  108.345.7 | 104.8+7.1 109.64+8.5
Potasyum (mEg/L) 4.1£0.1 4.010.1 4.310.2 4.010.1

LVEDD: Sol ventrikil diastol sonu ¢api, LVESD: Sol ventrikil sistol sonu ¢api

4.2. GIK ve Kontrol Grubunda Eritrosit SOD Aktivite Degisimi

GIK verilen grupta, bazalde (0. Saat), tedavi siiresince ve tedavi sonrasinda dlgiilen
SOD degerleri farklilik gdsteriyordu (p=0.031).
degerlerinin 0. (p=0.002), 2. (p=0.007) ve 8. saatteki (p=0.009) degerlerle karsilastirildiginda
anlamh olarak arttigi goézlendi. Yine 48. saatte dlgulen SOD degerleri 0 (p=0.0003), 2

Buna gore; 24. saatte olgllen SOD

(p=0.001) ve 8. saatteki (p=0.005) degerlerle karsilastirildiginda anlamli olarak yiksek
saptandi.

Kontrol grubunda ise bazalde, tedavi slresince ve tedavi sonrasinda olgilen SOD
degerleri istatistiksel olarak benzerlik gostermekteydi (p=0.291).

GIK ve kontrol grubunun 0., 2., 8., 12., 24. ve 48. saatte dlclilen SOD degerlerinin
farklilik
saptanmadi (hepsi i¢in p>0.05). SOD degerlerinin gruplar arasinda ve zamana goére dagilimi
Tablo 9 ve Sekil 10°da verilmistir.

ayri ayri iki grup arasindaki karsilastiriimasinda istatistiksel olarak anlamli
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Tablo 9: GiK ve kontrol grubunun zamana gore stiperoksit
dismutaz aktivitesi degerleri

GIK KONTROL .

(n=28) (n=13) P deger
0. saat 0.64+0.12 0.66:0.08 0.937
2. saat 0.76:0.17 0.67+0.09 0.738
8. saat 0.74:0.11 0.54+0.08 0.273
12. saat 0.77+0.14 0.65:0.05 0.430
24. saat 0.86+0.14% 0.64:0.05 0.180
48. saat 0.99+0.17* 0.75+0.05 0.209

& . Bonferroni diizeltmeli Wilcoxon testine gére 0., 2. ve 8. saatteki degerlerle
karsilastirildiginda fark anlamh (p<0.01)
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Sekil 10: GiK ve Kontrol gruplarinda SOD aktivitesinin zaman gére degisimi



4.3. GiK ve Kontrol Grubunda Eritrosit Katalaz Aktivite Degisimi

CAT aktivitesi agisindan bakildiginda, GIK verilen grupta, 0. saatteki degerlere gére
tedavi suresince ve tedavi sonrasindaki CAT dederlerinde artis egilimi vardi. Ancak degerler
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0.094). Kontrol grubunda da bazalde,
tedavi slresince ve tedavi sonrasinda Olcilen SOD degerleri benzerlik gdstermekteydi
(p=0.856). GiK ve kontrol grubunun 0., 2., 8., 12., 24. ve 48. saatte 6lgiilen CAT degerlerinin
ayri ayri iki grup arasindaki karsilastirimasinda yine anlaml farkliik saptanmadi (hepsi icin

p>0.05). CAT degerlerinin gruplar arasinda ve zamana gore dagihmi Tablo 10 ve Sekil

11’de verilmistir.

Tablo 10: GiK ve kontrol grubunun zamana gére katalaz

aktivitesi degerleri

GIK KONTROL dederi
(n=28) (n=13) P deg
0. saat 0.43+0.04 0.38+0.05 0.554
2. saat 0.50+0.07 0.50+0.06 0.999
8. saat 0.48+0.06 0.43+0.10 0.701
12. saat 0.49+0.07 0.48+0.07 0.934
24. saat 0.57+0.05 0.45+0.05 0.207
48. saat 0.59+0.04 0.49+0.06 0.170
1
<
§]
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Sekil 11: GiK ve Kontrol gruplarinda CAT aktivitesinin zaman gore degisimi
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4.4. GIK ve Kontrol Grubunda Eritrosit GSHPx Aktivite Degigimi

Son olarak diger bir antioksidan enzim olan GSHPXx aktivitesi agisindan bakildiginda,
hem GIK hem de kontrol grubunda bazalde, tedavi siiresince ve tedavi sonrasinda élciilen
GSHPx degerleri benzerlik gdstermekteydi (p degerleri sirasiyla 0.559 ve 0.936). Yine GiK
ve kontrol grubunun 0., 2., 8., 12., 24. ve 48. saatte 6lcllen GSHPx degerlerinin ayri ayri iki
grup arasindaki karsilastirlmasinda anlamli fark yoktu (hepsi i¢cin p>0.05). GSHPx
degerlerinin gruplar arasinda ve zamana gore dagihmi Tablo 11 ve Sekil 12°de verilmigtir.

Tablo 11: GiK ve kontrol grubunun zamana gore glutatyon
peroksidaz aktivitesi degerleri

GIK KONTROL dederi
(n=28) (n=13) p deg

0. saat 0.13+0.05 0.12+0.04 0.931
2. saat 0.10+£0.02 0.10+£0.02 0.909
8. saat 0.10+0.01 0.12+0.01 0.682
12. saat 0.15+0.04 0.1440.02 0.843
24. saat 0.14+0.05 0.13+0.05 0.905
48. saat 0.16+0.03 0.13+0.05 0.721
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Sekil 12: GIK ve Kontrol gruplarinda GSHPx aktivitesinin zaman gore degisimi
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4.5. Eritrosit Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Kalp Yetersizliginin
Agirhgiyla lligkisi

Calismamizda son olarak kalp yetersizliginin agirhgiyla oksidatif stres iliskisi
arastirmak amaciyla hastalari EF < % 25 ve EF = % 25 olmak Uzere 2 gruba ayirdik. EF’si
¢cok duslk olan hastalarin SOD, CAT ve GSHPx aktiviteleri EF = % 25 olan hastalara goére
anlamli derecede daha dlstk saptandi (p degerleri sirasiyla 0.035, 0.025 ve 0.019). (Tablo
12)

Tablo 12: Sol ventrikill EF’ye gore bazal antioksidan enzim
diizeylerinin karsilastiriimasi

EF <25 EF 225 deder
(n=23) (n=18) P deg
SoD 0.44+0.05 0.96+0.18 0.035
CAT 0.36+0.04 0.52+0.04 0.025
GSHPx 0.04+0.007 0.25+0.08 0.019

Korelasyon analizinde tum bu enzimlerin sol ventrikul ejeksiyon fraksiyonu ile dusuk

fakat anlamli derecede iligkili oldugu gézlendi (p<0.05).
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5. TARTISMA VE SONUGC

MolekUler oksijenin indirgenmesi veya uyarilmasi sonucu serbest oksijen radikalleri
olusmaktadir. Fizyolojik sartlarda mitokondriyal elektron transport zincirinden, patolojik
sureglerde ksantin oksidaz metabolizmasindan, aktive olmus nétrofillerden, katekolamin
oksidasyonundan, endotel hucrelerinden ve prostaglandinlerden serbest radikaller
uretilmektedir (Kukreja ve ark., 1986).

Oksijen radikalleri doymamis (ansatire) lipidlerle reaksiyon ve membranlardaki lipid
peroksidasyon reaksiyonlarinin baslamasina yatkinlk olusturmaktadir. Serbest radikaller
bunun yaninda, proteinlerdeki sdlfidril gruplarinin ve nlkleik asitlerdeki iplikgiklerin
oksidasyonuna neden olur. Yapilan tim ex vivo ve in vivo ¢alismalar, énemli birgcok kalp
hastaliginin patogenezinde artmis serbest oksijen radikallerinin dnemini ortaya koymustur
(Singal ve ark., 1983; Hess ve ark., 1983).

Kalp hastaliklarinda, artmis serbest oksijen radikallerinin olumsuz etkileri; hlicre igi
antioksidanlar (SOD, CAT, GSHPx ve GSH-rediiktaz gibi), lipolitik ve proteolitik enzimlerden
olusan miyokardiyal savunmayla engellenmeye calisilir. Bu antioksidan savunma
mekanizmalarindaki yetersizlik veya serbest radikallerin fazlali§i oksidatif stresi yansitir ki bu
da birgok kalp hastaliginin gelismesinde ana faktorlerdendir.

Oksidatif stresin 6nemi oldugu en o6nemli kalp hastaliklarindan bir kontraktil
fonksiyonundaki bozulmanin neden oldugu kalp yetersizligidir. Dilate kardiyomiyopati, kalp
yetersizligi nedeniyle siklikla hastanede yatis gerektiren ve yasam beklentisi tim etkili tedavi
yéntemlerine ragmen dusuk olan ilerleyici bir hastaliktir. Bu hastalikta ana sorun kalp
bosluklarinda dilatasyonla birlikte, azalmis miyokardiyal kasilmadir (sistolik disfonksiyon).
Miyokardiyal kasilmanin gdstergesi olan ejeksiyon fraksiyonunda disme kardiyomiyopatide
kéti prognozun en dnemli belirleyicisidir. Yine dnemli diger bir konu, oksidatif stresin
artisinin bu hastalarda kontraktil fonksiyonlarda daha fazla azalmaya yol agmasidir (Gupta
ve Singal, 1989; Burton ve ark., 1984).

Calismamizda, sol ventrikil EF ve oksidatif stres iligkisini ortaya koymak amaciyla,
hastalari ejeksiyon fraksiyonu EF < % 25 ve EF = % 25 olmak Uzere 2 gruba ayirdik. EF’si
¢ok disuk olan hastalarin SOD, CAT ve GSHPx aktivitelerinin, EF = % 25 olan hastalara
gére anlamli derecede daha disik oldugunu saptadik. Dahasi, korelasyon analizinde
oksidatif stresi gostermek amaciyla kullandigimiz bu ¢ antioksidan enzim aktivitesinin sol
ventrikll EF ile pozitif ydnde iligkisi oldugunu gosterdik.

Bu konuyla ilgili olarak, Sezgin ve ark.lari (2004) sinir EF degeri olarak % 35
belirledikleri ve daha hafif kalp yetersizligi olan hastalari aldiklari g¢alismalarinda benzer
sonuglar bulmuslardir. Yine Hill ve ark.lari (1996) sicanlarda yaptiklari deneysel bir

calismada koroner ligasyondan sonra sol ventrikll pik sistolik basing ve sol ventrikdl
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diyastolik sonu basinglara gore hafif, orta ve agir kalp yetersizligi belirledikleri sicanlarda
antioksidan enzim duizeylerini ¢alismiglar ve CAT ile GSHPx seviyelerinde progresif bir
disls belirlemislerdir. Superoksit dismutaz seviyesinde ise hafif ve orta yetersizlik
durumunda degisiklik olmazken 16 hafta sonra anlamli olarak dusis gozlemislerdir.

Antioksidan sistemin bu U¢ enzimi en az bir radikale hassas oldugundan dolayi,
yiksek oksidatif stres durumunda bir gesit inhibisyon meydana gelir. Ornegin, hidrojen
peroksitin  SOD enzimini inaktive ettigi g0Osterilmisir (Pigeolet ve ark., 1990). Bu
inaktivasyonun muhtemel bir mekanizmasi SOD’un serbest radikal olusturan Fenton
reaksiyonunda, demirin yerini alabilen bakir i¢erdigi icin bu radikale hassas oldugudur. Bu
enzimler ayni zamanda direkt veya dolayli olarak birbirlerini inaktivasyondan da korurlar.
Boylece radikallerin surekli arttigi bir tretim hizi ile geri donusuimsuiz bir otokatalitik streg ve
hicre 6limU meydana gelir (Pigeolet ve ark., 1990).

Bu noktalardan yol ¢ikarak, bizim gdzlemlerimiz ve diger birgcok calismalarin verileri,
kalp yetersizliginin agirligina paralel olarak oksidatif stresin arttigini, bunun da hastalgin
progresyonunda ve kot prognozda énemli rol oynayabilecedini disindlrmektedir.

Kalp yetersizliginde énemli bagka bir nokta, ilag tedavisiyle hemodinamik fonksiyonu
dizelen hastalarda antioksidan rezervde dlizelme ve oksidatif streste azalma
saglanabilmesidir (Khaper ve Singal, 1997) Bu hasta grubunda tim gelisen tedavi
yontemlerine ragmen mortalitenin halen yuksek olarak izlemesi, hastaligin gelismesinde ve
ilerlemesinde rol oynayan patofizyolojik olaylari duzeltmeye yonelik tedavileri dncelikli hale
getirmigtir. Bu noktalardan ikisini metabolik bozukluklar ve noérohormonal aktivite
olusturmaktadir.

Uzun yillardir GIK soliisyonu, etkin enerji kullanimi ve metabolik destek olarak kalp
hastaliklarinda alternatif tedaviler arasinda yerini korumus ve bununla ilgili ¢ok sayida
arastirma yapilmistir (Cottin ve ark., 2002; Tune ve ark., 1998; Alan ve ark., 2003; Yazici ve
ark., 2004). Bununla birlikte, GIK tedavisinin oksidatif stres (izerine etkilerini arastiran az
sayida ¢alisma olup, bunlar daha ¢ok akut miyokart infarktlisli hastalarda yapilmistir (Diaz-
Araya ve ark., 2002). Bizim calismamiz kardiyomiyopatili hastalarda GiK tedavisinin oksidatif
stres lzerine etkisinin arastirildigi ilk ¢calismadir.

Calismamizda GIK verilen grupta, tedavinin sonunda ve tedaviden 24 saat sonra
Olclilen SOD aktivitesinde bazal, 2 ve 8. saatle karsilastirildiginda anlamali derecede artis
saptadik. CAT aktivitesinde de GIK grubunda tedavi sirasinca istatistiksel olarak anlami
olmayan bir artis vardi. Bununla birlikte GSHPx aktivitesinde tedavi slresince degisiklik
g6zlenmedi. Kontrol grubunda ise bu ¢ antioksidan dizeylerinde takip suresince degisiklik
gérilmedi. GIK grubunda, SOD aktivitesinde oldugu gibi CAT ve GSHPx aktivitesinde

istatistiksel olarak anlamli artis olmamasi hasta sayimizin azligina bagh olabilir. Ancak
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hastalarin genetik farkliligi ve bilinmeyen spesifik etkenler diger antioksidanlarda beklenen
artisin olmamasini saglayabilir (Nishizawa ve ark., 2004).

Glukoz ahinimi ve glikolitik ATP Uretimi &zellikle kalpte azalmis koroner akimi
oldugunda miyokart hucrelerinin yagamini devam ettirmesi (viabilitesi) icin dnemlidir (King ve
Opie, 1998). Bircok calismada GIK tedavisinin miyokart infarktiisiiniin erken dénemindeki
hastalarda ve kalp cerrahisi sirasinda faydal etkileri gosterilmigtir (Lazar ve ark., 1995).
Bunlarin yaninda, son yillarda kalp yetersizliginde miyokart hucresinin etkin enerji
kullanimini icin metabolizmasini diizenlemek amaciyla verilen GIK tedavisinin sistolik
fonksiyonlarini dizelttigine dair ¢galismalar vardir (Cottin ve ark., 2002; Tune ve ark., 1998;
Alan ve ark., 2003; Yazici ve ark., 2004).

Kalp yetersizligi olan hastalarda insulinin tek basina, oksijen tiketimini artirmadan
kontraktil fonksiyonlari iyilestirdigi ve bu etkinin oksijen yararlanimindaki artisa bagh oldugu
belirtilmistir (Tune ve ark., 1998). insiilin, miyokardiyal glukoz metabolizmasini uyarir ve yag
asiti metabolizmasini inhibe eder (Eberli ve ark., 1991). Ayrica insilin uyarimina bagl
glikolitik akim, sarkoplazmik retikulum Ca ATP’az aktivitesini artirarak sarkoplazmik
retikuluma Ca alinimini artirir. GIK inflizyonuna bagh kontraktil fonksiyonlarin iyilesmesinde,
miyokart hicresi i¢ine giren insulinin sarkoplazmik retikulum membranlarina baglanarak
sarkoplazmik retikulum Ca ATP’azini aktive etmesinin roli oldugu bildirilmigtir (Gupta ve
ark., 1989). Yapilan calismalarda, GiK inflizyonu ile iskemik kalp yetmezIigi olan hastalarda
kontraktil fonksiyonlarin diizelmesi, GIK tedavisinin koroner kan akiminda artis ve iskemik
miyokartta metabolik koruyucu etkisi ile agiklanmistir (Cottin ve ark., 2002; Sasso ve ark.,
2000).

GIK infiizyonunun miyokart infarktiisiinin (Ml) akut fazinda predominant enerji
substrati olan serbest yag asitlerinde bir azalmaya neden oldugu, bu etkinin uzun zincirli agil
CoA’nin birikiminin dnlenmesi sonucu, serbest yad asit metabolizmasinin artmasina bagli
oldugu ileri sturdlmustir (Apstein ve Taegtmeyer, 1997; Eberli ve ark., 1991). Hem dilate
kardiyomiyopatide hem de akut miyokart infarktlisiinde oksidatif stresin arttigi bilinmektedir
(Hill ve Singal, 1996; Kaul ve ark., 1993). Bununla birlikte, akut miyokart infarktisli
hastalarda GIK tedavisinin metabolik aktiviteyi dizenleyerek oksidatif stresi azaltip
azaltmadigini arastirmaya yonelik calisma olmakla birlikte (Diaz-Araya ve ark., 2002), dilate
kardiyomiyopatideki durum arastiriimamistir.

iskemi, organa gelen kan akiminin yetersizligi veya dokunun bozulmus perfiizyonu
olup, uzayan iskemi durumunda hicrelerin bUtinlGglu kaybolup hicresel 6lUm
olusabilmektedir. Kardiyak dokudaki bozuk perfliizyon enerji yetersizligine ve oksijenden
yoksun miyokard dokusunun kontraktil aktivitesinin kaybina yol acar. Etkilenen hicrelerde
kardiyak metabolizma artiklarinin birikmesi yaninda sarkolemma boyunca iyon dengesi de

bozulur. Kardiyak hicrelerde iskeminin uzamasina bagli olarak hucre batunliga kaybolur ve
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hicre 6lim0 gerceklesir. Sitoplazmik proteinlerin asiri salinimi  hidcre membraninin
gecirgenligini kaybettigini gosterir ve iskemik atak esnasinda internal membranlarda
ultrastriktrel degisiklikler gérular (Kukreja ve ark., 1986). Miyokardiyal iskeminin sebebi ne
olursa olsun sonuglari daima aynidir: miyokardiyal yeterli oksijen ve metabolizmayi devam
ettirmeye yetecek miktarda substrat ulagsamaz. iskeminin ilk dakikalarinda glikolitik yol biiyiik
Olclde stimile olur, fakat daha sonra doku asidozunun gelismesi, NADH, sitrat ve laktat
birikmesi sonucu glikolitik yol inhibe olur (Kukreja ve ark., 1986). Tim bu olaylar sirasinda,
metabolik reaksiyonlardan agiga ¢ikan serbest radikaller eger ortamda insulin yoksa veya
insuline karsi direng varsa kardiyomiyositlerde direkt toksik etkiler yapar. Bu toksik etkiler
sonucu miyositlerin kontraktilitesinim azalmasinin yaninda, bu serbest oksijen radikallerin
apopitozisi artirarak hiicre hasarini daha da artirmasi géz 6niine alindiginda GIiK
inflizyonunun oksidatif stresi azaltmasi ¢ok dnemlidir (Wei ve Lee, 2002).

Cahsmamizin en onemli kisithligi, bazi de@erlerde beklenen istatistiki farkhligin
ortaya ¢cikmasina engel olan hasta sayisinin azligidir. Bunun yaninda, oksidatif stresi ortaya
koymak igin kullandigimiz antioksidan enzim aktivitesine ek olarak, ortamdaki serbest
radikallerin ve lipid peroksidasyon UrUnlerinin gdsterilmesi ¢alismamiza katki saglayabilirdi.

Sonug olarak serbest oksijen radikalleri konjestif kalp yetersizliginin baslangicinda ve
devaminda rol oynamaktadir. Serbest radikaller kalp kasi fonksiyon bozukluguna yol acarak,
kardiyak fonksiyonlarda bozulmayi artirabilir. Dilate kardiyomiyopatili hastalarda standart
tedaviye ek olarak GIK sollisyonunun verilmesi, miyokardiyal oksidatif stresi azaltarak
metabolik anlamda diizelme saglayabilir. Bu da, devam eden miyosit kaybini engelleyerek
hastalarin daha iyi klinik seyir izlemesinde katki saglayabilir. Ancak, GIiK infiizyonunun bu
hastalarda standart tedavi secenekleri arasina girebilmesi icin daha blylik ve ileri

¢alismalara ihtiyag vardir.
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