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SIMGELER VE KISALTMALAR
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DTNB 5, 5- ditiobis-2-nitro benzoik asit

GSH Indiiklenmis glutatyon
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SDS Sodyum dodesil siilfat
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TBA Tiyobarbitiirik asit

TBA-Rs Tiyobarbitiirik asit ile reaksiyona giren
maddeler

TCA Trikloro asetik asit

TEP 1, 1, 3, 3-tetra etoksi propan

TRIS Tris-(hidroksimetil)-aminometanhidroklorid

Na,EDTA Etilen dinitrilotetra asetik asid disodyum tuzu

HCl Hidroklorik asit

DNPH 2,4- dinitrofenilhidrazin

GSSG Glutatyon distlfit

PUFA Coklu doymamais yag asidi
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1. GIRIS

1.3. Sigara

Tiitlin, kutuplar ve Ekvator bdlgeleri disinda, diinyanin her yerinde
uiretilebilmekte; bu nedenle de kolaylikla elde edilip ¢esitli bigimlerde
tikketilebilmektedir. Titliniin  degisik kullanilis  bigimleri arasinda
enfiye, tiitlin ¢igneme, nargile, pipo, puro ve sigara bulunmaktadir.
Ancak, giinlimiizde tiitiinlin en yaygin tiikketim bi¢cimi sigara’dir.
Ozellikle iilkemizde, &teki tiitiin tiiketimi bigimleri géz yumulabilecek
diizeyde oldugundan, “ tiitiin > denildiginde akla  daha cok sigara
gelmektedir.

Dumanin keyif verici olarak kullanilmasmin oykiisii, tarth 6nceki
donemlere degin uzanmaktadir. Uygar diinyanin tiitlinle tanismasa ise,
Amerika’nn  kesfiyle baslar. Oysa, ylizyillar once tiitiinii bulan
Amerika anakarasinin yerli halki, o tarihte bu keyif verici maddeyi
kullanir durumdaydi. Gemicilerin kolaylikla alistigr tiitiin, 16. Yiizyilin
baslarinda Avrupa’ya gotiiriilerek orada ekilmeye baslandi. Kisa siirede
tiitlin kullanma aligkanligi Avrupa’ya yayildi. Amerika yerlilerinin bu
“ bliylik” kesfinin uygar diinyay1 tutsak etmesi boyle baslamistir.
Anadolu’ya ilk kez 17. Yiizyil basinda Avrupa’dan gelen tiitlin, toplum
icinde yaygm bir kullanim alan1 buldu. 17. Yiizyilin sonlarinda, iilkede

tiitlin liretimine izin verildi (Bilgig, 2000).

Sigara diinyada en yaygin kullanilan bagimlilik yapict madde
olarak kabul edilmektedir (Fahn ve ark. 1998).



1.3.1. Sigara dumam

Cevresel toksik maddelerin birgok hastaligin patogenezinde rol oynadigi
bilinmektedir.  Genel olarak, bu etkiler  ksenobiyotiklerin
biyotransformasyonla reaktif metabolitlere doniistimii ve serbest radikal
hasari ile agiklanmaktadir. Ote yandan ayni cevresellere maruz kaldig
halde ayni derecede etkilenmeyen veya daha fazla etkilenen birey ve
gruplarin varligr genetik farklilikla aciklanmaktadir (Beatty ve ark.,
2000; Ames ve ark., 1993; Swan ve ark., 2004).

Sigara yandiginda, ana akim (main stream) ve yan akim (side
stream) denilen iki duman olusur. Ana akim, sigara dumani ice
cekildiginde, yanan sicak sigara boliimiinde ortaya cikar; tiitiin kitlesi
icinden gecerek, sigaranin agiz bolimiinden disar1 ¢ikar. Yan akim

duman ise, sigara kendiliginden yanarken havaya yayilan dumandir.

Sigara dumani, gaz ve pargacik (partikiil) olmak iizere iki boliimden
olusmaktadir. Dogal bir calisma odasinda 20 pg /m’ olan pargacik
diizeyi, odada sigara icildiginde 200 pg/m™e, yogun sigara icilmesi

durumunda ise 500-1000 ug/m3’e ulasmaktadir (Bilgig, 2000).

Sigara i¢iminin akciger, larenks, agiz boslugu ve Ozafagus gibi
organlarda kansere sebep oldugu bilinmektedir (IARC, 1986).
Incelemeler sonucu sigara dumaninda, kanserojen oldugu saptanan

maddeler ve kanser yapici etkilerinin dereceleri asagida belirtilmistir:



Insanlarda kanserle nedensel iliski olan maddeler: 4-aminobifenil,

arsenik, benzen, krom, nikel ve vinilkloriir.

Insanda olast kanserojen maddeler: benzoapiren, kadmiyum,
dibenzahantrasen, formaldehit, N-nitrozodietilamin, N-

nitrozodimetilamin. (IARC, 1986).

Sigara dumaninin kanser disindaki zararli etkileri, igerdigi nikotin,
karbonmonoksit, azotoksitler, amonyak, hidrojensiyaniir ve akrolein gibi
maddelere baghdir. Katran, ayr1 bir madde degildir. Katran, sigara
dumanimmin 06zel bir filtre iizerinde kalan boliimiiniin, su ve nikotin
disindaki pargasidir. Katran, binlerce kimyasal maddeden olusan
karmagik bir yapidir ve bunlarin ¢ogunun, deney hayvanlarinda kanser
yaptig1 bilinmektedir (IARC, 1986). Ayrica, katranda bulunan kimi
maddeler de akcigerlerde bronsiyolleri daraltarak, silyostaz gelismesine
yol acmaktadir. Sigaranin 6lim nedeni olan 40 hastalik ile pozitif
korelasyon gostermekte ve yillik Oliim riskini her iki cinste de iki
katina  ¢ikarmaktadir (Doll, 1999). Sigaraya baglhh hastaliklar
nedeniyle her yil yaklasik 3 milyon insan 6lmekte, 20-30 y1l sonra bu
saymm 10 milyona wulasacagi ve bu Oliimlerin de yaklasik 7
milyonunun azgelismis ve gelismekte olan {ilkelerde olacagi tahmin
edilmektedir (WHO, 1992). Ayrica aktif sigara igicilerinin yaninda
pasif sigara i¢cimine maruz kalanlarda da solunum sistemi hastaliklari,
akciger kanseri ve kalp hastaliklann morbidite ve mortalitesinin artt1g1,
yine sigara igilen ortamda yetisen cocuklarda alt solunum yollan ve
orta kulak enfeksiyonlari, ani oliimler ve astim ataklarmda artis

gorildiigi bilinmektedir.



Sigara aliskanliginin bir¢ok kanser tiirliyle dogrudan ya da dolayh
iliskisi vardir. Sigara alisgkanhigi, kanser Oliimlerinin en Onemli tek
nedeni olup, gelismis tilkelerdeki erkeklerde goriilen kanserlerin % 40-
45°1, tiim niifustaki kanserlerin %30’u sigaraya baghidir. Akciger kanseri
Olimlerinin %80-90°1, kronik akciger hastaligi oliimlerinin %75-901,
koroner kalp hastalifi 6liimlerinin  %25-30’u sigarayla ilgilidir. Ote
yandan, son 20 yil i¢inde, sigara dumaninin yalnizca sigara i¢cen bireyi
degil, ayn1 zamanda o ortami1 paylasan bagka insanlarnn da benzer
bigimde etkiledigi kesin verilerle kanitlanmistir. Pasif veya istemsiz
sigara igme denen bu durumun, sigara ve alkol aligkanligini izleyen
liciincii “Onlenebilir Oliim Nedeni” oldugu ortaya konmustur. Bu
nedenle, Ozellikle son yillarda, pasif sigara igenlerin korunmasmna
yonelik ¢esitli  Onlemler giindeme gelmis, gelismis iilkelerde bu

dogrultuda 6nemli adimlar atilmustir (Stirling ve ark., 1986).

Sigara aliskanlifi, giiniimiizde diinya niifusunu tehdit eden en
onemli etkendir. Sigara i¢imi, 35-69 yas arasi Sliimlerin %30’ unun
nedenidir. Geligsmis {ilkeler, sigara ile etkin bir savas verdigi i¢in,
onlarda sigara tiikketimi her yil azalmasina karsm , Ugiincii Diinya
Ulkelerinde, uluslar arasi sigara tekellerinin yaygin tamitim
gayretleriyle sigara i¢cimi hizla artmakta ve dolayisiyla ilgili

hastaliklar ¢ogalmaktadir (WHO, 1992).

Turkiye’de sigara igme aliskanliginin ¢ok yaygin oldugu
kolaylikla gozlenen bir gergektir. Toplumumuzda 15 yas ve {sti

erkeklerin % 62.8°1, kadinlarin % 24.3°1, tim niifusun 1se % 43.6’s1

sigara igmektedir. Sigara icenlerin yaklasik % 25 ’1, sigara i¢gme sonucu,



yasamlarnin erken bir doneminde 6lmektedir. Bu 6liimler, ortalama 10-
15 wyillik bir yasam kesitine mal olmaktadir. Yapilan dolayh
hesaplamalar sonucu , Tiirkiye’de sigarayla iliskili 6liim sayisinin yilda
yaklasik 35 bin oldugu sanilmaktadir. Ancak, lilkemizde morbidite ve
mortalite istatistik kayitlart yeterli olmadigindan, kesin bir yargiya
varilamamaktadir (WHO, 1992). Bununla birlikte lilkemizde sigarayla
ilgili 26.11.1996 tarih ve 4207 sayih kanun geregince egitim — d6gretim
hizmeti veren kurumlardaki kapali mekanlarda ve toplu tasima

araclarinda tiitlin ve tiitlin mamiillerinin i¢ilmesi yasaklanmistir.

Sigara dumaninda bulunan veya bu maddelerin ugradigi
biyotransformasyon sonucu ortaya cikan serbest radikallerle hasara
ugrayan bir¢cok organ ve doku bulunmaktadir. Bu bilgilerin 1s18inda;
serbest radikallere maruziyet ve olusturduklart hasart belirlemek
amaciyla yeni gostergelerin yontemlerini kurmak ve sigara igcenlerde
goriilen etkiyi arastirmak agisindan onem tagimaktadir (Petruzelli ve

ark., 1997).

1.1.2. Yapisi ve Ticari Kullanim Cesitleri

Sigara dumani1 4000°den fazla kimyasal, bir ¢cok bilinen kanserojen
ve zararli madde igermektedir (Church ve Pryor, 1985; Pryor ve Stone,
1993). Ogzelliklede sigara dumaninin  dnemi siiperoksit, hidrojen

peroksit, hidroksil ve peroksinitril radikalleri gibi ¢esitli reaktif oksijen



tirlerini  (ROS) ve reaktif nitrojen tiirlerini (RNS) igcermesi ve

olusturmasidir (Aoshiba ve Nagai, 2003).

Sigara dumaninda bulunan en 6nemli kimyasal madde nikotindir.

N——-=CH CH
/ \ / 4TCH,
HG\ /G—HG\ |
CH
CH—CH N2

/
H,C

Sekil 1.1. Nikotinin kimyasal yapist
Nikotinin kimyasal adi: (S)-3-(1-methyl-2-pyrrolidinyl) pyridin;
kimyasal formulii ise C;oH 4N,

(www.fch.vutbr.cz/home/bucherova/down/Bartonovaprezentace.ppt ).

1.1.3. Oksidatif Stres

Organizmada serbest molekiillerin olusum hiz1 ile bunlar1 ortadan
kaldirilma hizi bir denge icerisindedir ve bu durum oksidatif denge
olarak tanimlanir. Oksidatif denge saglandig siirece organizma, serbest
radikallerden etkilenmemektedir. Bu radikallerin olusum hizinda artma

ya da ortadan kaldirma hizinda bir diisme bu dengenin bozulmasina



neden olur. Oksidatif stres olarakta adlandirilan bu durum ozetle: serbest
radikal olusumu ile antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki ciddi
dengesizligi gostermekte olup, sonucta doku hasarina (Serafini ve Del
Rio, 2004), kanser, diyabet ve ateroskleroz gibi patolojik durumlarin
gelismesinde etkin oldugu gosterilmistir (Cross ve ark., 1987; Asayama
ve ark., 1994; Corrocher ve ark., 1986; Mantha ve ark., 1993; McCoy ve
ark., 1988). Baska bir ifadeyle oksidatif stres, artmis oksidana maruz
kalma ya da azalmis antioksidan kapasite olarak tanimlanabilir (Horvath

ve ark., 1998).

Serbest radikaller hiicrelerin lipid, protein, DNA ve
karbonhidratlar gibi tim Onemli bilesiklerine etki ederler ve boylece
yapilarinin bozulmalarina neden olurlar. Biyolojik sistemlerdeki reaktif
oksijen tiirleri (ROS), siiperoksit anyonu (O,™), hidroksil radikali (OH"),
nitrik oksit (NO), peroksil radikali (ROO") ve radikal olmayan hidrojen
peroksit (H,O,) gibi serbest radikaler oksidatif stresin en Onemli
nedenlerinden birini olustururlar ( Babior, 2000).

Oksidatif stres diizeyindeki artisin, hiicrede reaktif oksijen tiirleri (ROS)
liretiminin artigina ve buna bagli olarak da toksikasyona neden oldugu

ifade edilmektedir (Quinn, 2002, Evans ve ark., 2003).

1.1.4. Toksisite Mekanizmasi

Sigara dumanmnin bir solugunun 10'“i ROS olan toplam 10"
oksidan molekiil igerir (Church ve Pryor, 1985). Baglica sigara
dumaninin gaz fazinda kisa bir siireligine olusan siiperoksit ve nitrojen

oksit radikalleri hemen reaksiyona girerek yiiksek reaktan olan



peroksinitrite  doniisiir. Buna kars1 katran fazinda uzun Omiirli
hidrokinon redoks dongiisiine ugrayarak siiperoksit radikal ve hidrojen
peroksit yolu ile semikinona sonug¢ olarakta oksidatif strese neden
olmaktadir (Pryor ve Stone, 1993; Cross ve ark., 1997; Nakayama ve
ark., 1989). Hidrokinon ve hidrojen peroksit hiicrelere girerek c¢ekirdege
ulagirlar ve burada oksidatif DNA hasarina neden olurlar (Van der Vliet
ve ark., 1997; Stone ve ark., 1994). Baz1 sigara dumaninin bilesenleri
demiri ferritin formunda serbest birakirlar ve bodylece akciger
hiicrelerinde daha biiyiik bir oksidatif strese neden olurlar (Moreno ve
ark., 1992). Sigara dumaninda bulunan nitrik oksit ve diger serbest
radikaller oksidasyon reaksiyonlarini tetikleyerek membran ve
proteinlerin yapisin1 degistirirler (Eiserich ve ark., 1994). Hasarlh
dokularda, nitrik oksit ve siiperoksitin reaksiyon vermesi ile peroksinitrit
olusmasini, albumin ya da lipoproteinler gibi proteinlerin tirozinlerinin
nitrasyonu takip eder (Ischiropoulos ve Al-Mehdi, 1995; Van der Vliet
ve ark., 1995, Gatti ve ark., 1994, Beckmann ve ark., 1994). Peroksinitrit
ayrica, niikleik asitlerle reaksiyon vererek DNA sarmalinda hasara veya
guanin ile reaksiyon vererek 8-nitro guanozin olusumuna neden olur.
Boylece karsinojenesisin ara basamaklarina da katkida bulunur (Szabo
ve ark., 1996, Yermilov ve ark., 1995). Ayrica  nitro-aromatik
bilesiklerin olusmasi da, biyolojik sistemlerdeki peroksinitritlerle
reaksiyonlarin tanimlanmasinda biyogdsterge olarak kullanilir. Tirozinin
orto pozisyonunda nitrasyonu 3-nitrotirozinin olugmasini saglar (Haddad
ve ark., 1993; Kooy ve ark., 1995; Kaur ve Halliwell, 1994). Kronik
inflamasyonda, akut akciger hasannda ve romatoid artritli hastalarin
serum ve eklem sivilarinda oksidatif hasarin sonucu olarak 3-nitrotirozin
bulunmusgtur. Fenil alanin ve triptofan gibi aminoasit tagiyan diger

proteinler de peroksit ve nirtojendioksitle nitrasyona ugrayabilir. Sigara



iciminde dogrudan oksidan ve serbest radikal aktivitesi ya da solunum
sistemindeki inflamasyona neden olabilecek hiicrelerin aktivasyonu ile
nitrotirozin olusabilir (Van der Vliet ve ark., 1994, Haddad ve ark., 1993,
Mezzetti ve ark., 1995).

1.1.5. Akcigerde Birikimi

Akcigerin dis ortama kars1 korunmasini ilk olarak alveolar epiteli
hiicreleri saglamaktadir. Bu hiicreler bir de ylizey gerilimini azaltmakta,
enflamasyon diizenlemesiyle sitokinleri serbest birakmakta, biiyiime
faktoriinii olusturmakta, matriks proteinlerinin tamirat mekanizmasina
yardimc1 olmakta ve alveol matriks proteinlerinin diizenlenmesinde
proteinaz inhibitorlerini serbest birakmaktadirlar. Bu durumda sigara
dumaninin epitelial gecirgenliginin artmasina, ylizey geriliminin
azalmasina, sitokinezin ve biliylime faktoriiniin uygunsuz olusmasina ve
akciger kanser riskinin artmasina neden olmaktadir (Aoshiba ve Nagai,
2003). Boylece sigara dumanin alveolar hiicrelerin lizerine ¢ok yiiksek
toksik etkisiyle apostosis ve nekrosise her iki durumda da Sliimlerine
neden olmaktadir. Sigara dumanin etkisiyle ¢ogunlukla ortaya c¢ikan
degerler oksidatif stresin artmasina ve hiicre Oliimlerine neden

olmaktadir (Church ve Pryor, 1985; Pryor ve Stone, 1993).



1.1.6. Akut Etkileri

Akut sigara tiiketimi sonucu alveolar hiicrelerinde glutatiyon
peroksidaz ve glukoz-6-fosfotaz, eritrositler ve akciger epitelinin yiizey
akiciligr azalmakta ve glutatyon diizeyi diismektedir (Maranzana ve
Mehlhorn, 1998; Joshi ve ark., 1988; Rahman ve ark., 1995; Rahman ve
ark., 1999; Lannan ve ark., 1994).

1.1.7. Kronik Etkileri

Sigara dumanindaki hidrojen siyanid, bronslarmizin ¢eperini yikar ve
kronik Oksiiriik ortaya ¢ikar. Bronslar zayifladik¢a, bu bolgede pek cok
hastalik olusur. Akciger koruyucu salgilarinda azalma olur ve bu da
kronik oksiiriiklere yol acar. Sigara igenler, icmeyenlere gore on kat daha

fazla akciger kanseri olma riski tagirlar (Warden, 1987).

Sigaranin kalbe verdigi zararlar tek kelimeyle yikicidir. Nikotin
kan basincini yiikseltir ve kanin daha ¢abuk pihtilagsmasina sebep olur.
Sigarada bulunan karbon monoksitin kandaki oksijeni yok etmesiyle
damarlarda kolesterol depolanir ve bu da kalp krizi riskini arttirir. Bunun
yani sira, kan dolagimi bozukluklarina bagli olarak, felg, parmaklarda
kangren ve iktidarsizlik, sigara igenlerde ¢ok siklikla goriilen

hastaliklardir (Hukkanen ve ark., 2005).

Sigaranin sindirim sistemine pek ¢ok kotii etkisi bulunmaktadir.
Sigara tiiketimine bagli olarak, midede asit salgilanmas1 artar, mide

yanmalart ve {lilser baslar. Sigara bagimlilarinda pankreas kanseri ¢ok



siklikla ortaya ¢ikar, bliyiik dl¢iide oliimle sonuglanir. Sigaranin ihtiva
ettigi kanserojen maddeler, idrarla disar1 atilir ancak bu maddelerin
viicuttaki varligit mesane kanserine yol agar. Sigara yiiziinden olusan

yiiksek kan basinci ise bobreklere biiylik zarar verir (Cigremis, 2004).

Sigara bagimlilarm1 kendisine baglayan nikotin; kokain ya da
amfetamin kadar giiclii ve onlara benzer bir uyaricidir. Tiryakiye stirekli
sigara igme istegi veren sey de odur. Nikotin sigara igen kisiyi uyarir,
kalp c¢arpintisina, yiiksek tansiyona, kisinin nefes alip verisinin
hizlanmasina sebep olur. Ne yazik ki, bu etkiler yirmi dakika iginde
kaybolur ve tiryaki bir sigara daha yakar. Sigarada bulunan karbon
monoksit, kisiyi sersemlestirir. Bu kimyasal maddeler, kisa bir siire i¢in
gerilimi, kizginhig1 ve diger giiclii hisleri bastirir (Lerman ve ark., 2004;

Hukkanen ve ark., 2005).

Sigara bagimlisinin agi1z kanserine de yakalanma riski ¢ok
yiiksektir. Ayrica tiitiin duman dis eti hastaliklarina yol acar, dis
clirimesine ve nefesinizin kotii kokmasina sebep olur. Bunlarin yam
sira sigara bagimlilarinda kronik bas agrilarinda rastlanir. Beyne giden
oksijende azalma olur, bu da beyin damarlarinin daralmasinda neden

olur. Sonunda fel¢ gerceklesebilir.

Kolesterolii yiiksek hastalarda, kardiyovaskiiler risk faktorlerinin
degerlendirilmesi ve miimkiinse degistirilmesi, tedavinin temel
noktalarindan birisidir. Kolesterolii yiiksek hastalarda, kolesterol
yiiksekligi disindaki kardiyovaskiiler risk faktorlerine de sik rastlanir ve

bu kardiyovaskiiler risk faktorlerinin diizeltilmesi ile kardiyovaskiiler



kalic1 hasar ve olim riski kesin olarak azaltilir (Kugiyama ve ark.,

1996).

Bugiinkii verilere gore hastalik ve dliimlerin en 6nemli 6nlenebilir
nedeni olarak tanimlanan sigara aliskanli§i , kanser oOliimlerinin en
biiyiik tek nedenidir. Sigaranin degisik kanserlerle iliski derecesi soyle
Ozetlenebilir:

Bagslica neden oldugu kanserler: Akciger ,agiz ,larinks, farinks, 6zofagus.
Katkida bulundugu kanserler : Mesane , bobrek, pankreas.

Iliskili oldugu kanserler : Mide, serviks.

Gelismis iilke erkeklerinde goriilen kanser Oliimlerinin % 40-45°1
sigaraya baglidir. Bu oran, kadinlarda daha diisik olup, %10’un
altindadir; ancak hizla yiikselmektedir (WHO, 1992).

Bagka kanserojen etkenlerle etkilesim: Sigara tiryakilerinin kimi
baska etkenlerle de karsilagsmasi durumunda sigaranin kanserojen etkisi
artmaktadir. Bu etkenlerin en onemlileri alkol, asbest tozu ve uranyum
madenlerindeki iyonlastirici radyasyondur. Agiz, orafarinks, hipofarinks,
0zofagus kanserleri riski, alkol alan sigara tiryakilerinde, alkoliin
dozuyla orantil olarak artmaktadir (Haddad, 1994; Kooy ve ark., 1995;
Pignatelli ve ark., 2001).

1.4. Serbest Radikaller

Bir veya daha fazla sayida eslenmis elektron iceren ve yiiksek reaktivite
gosteren atom veya molekiillere “serbest radikal” denir (Brent ve
Rumack, 1993). Ayrica bu molekiillere "oksidan molekiiller" veya

"reaktif oksijen tiirleri (ROS)" de denmektedir (Halliwell, 1991).



Her ne kadar da serbest radikal reaksiyonlari, notrofil, makrofa; gibi
bagisiklik sistemi hiicrelerinin savunma mekanizmasi i¢in gerekli olsada,
serbest radikallerin fazla iiretimi doku hasann ve hiicre oliimi ile

sonu¢lanmaktadir (Halliwell ve ark., 1992).

Hiicrelerdeki oksidatif hasarlarin olusumunda ilk sirada yer alan
serbest radikaller normal hiicresel bilesenleri baglayarak, membran
lipidlerinin doymamis baglan ile reaksiyona girerler, proteinlerini
denatiire ederler ve niikleik asitlerine saldirrlar (Trush ve Kensler,
1991). Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) ilk hedefleri hiicre zarlarindaki
coklu doymamus yag asitleri olup, bunun sonucunda zarlarda lipid
peroksidasyon sonucu hiicre yap1 ve fonksiyonunda onemli hasarlara
neden olurlar (Soyd, 1990). Ayrica DNA ve niikleik asitler iizerine
serbest radikallerinin etkisiyle DNA zincirinde kopmalar ve bazlarda
kirilmalar meydana gelmektedir (Stampfer ve ark., 1993). Proteinler
acisindan bakildiginda ise Triptofan, Tirozin, Fenilalanin, Histidin,
Metiyonin gibi siilfiir i¢ceren aminoasitlere sahip proteinler serbest
radikaller ile reaksiyonlar1 daha hizli gergeklesmektedir (Wyllie ve ark.,
1992). Olusan bu hasarlari belirlemek icin ksenobiyotigin toksisitesini,
hastalifin patojenezini ve bir¢cok biyogdstergenin bulunmasi gereklidir
(De Zwart ve ark., 1999). Bircok molekiil elektron kazanarak veya
kaybederek serbest radikal haline gelebilirken, sadece sinirli bir kismu

patolojik olaylarda yer alirlar (Ivanova ve ark., 1991).

Membranlara bagli sitokrom oksidasyonu da endoplazmik
retikulum ve niikleer membranda serbest radikal olusumuna neden olur

(Lawrence ve Benedich, 1987).



Sigara i¢imi; sigaranin icerdigi ylizlerce zararli madde ve neden
oldugu bilinen hastaliklar  nedeni 1ile serbest radikal hasarinin
izlenebilecegi bir model olusturmaktadir. Bu serbest radikaller gaz fazda
varliklannm1 5 dakikadan fazla  siirdirmekte ve sigara igenlerin
akcigerlerinde hiicreleri biyokimyasal fonksiyonlar1 bozacak sekilde

etkilemektedirler (Pryor ve ark., 1993).

Sigara dumaninin hem gaz hem de partikiill diizeyde etkisi
incelenmektedir. Ikisi de bircok oksidan ve serbest radikal icerir.
Ozellikle gaz fazinda nitrik oksit ve katraninda kinon/hidrokinon
kompleksi vardir. DNA sarmalinda kopmalara ve DNA bazlarinda
modifikasyonlarla 8-hidroksiguanin, ksantin ve hipoksantin gibi
Uriinlerin olusmasina neden olur. DNA hasar1 genellikle niikleer
membranda ortaya ¢ikan serbest radikallere baghidir (Lawrence ve
Benedich, 1987). Lokositlerin akcigerde aktivasyonu ve akiimiilasyonu
karakterize akut enflamatuar reaksiyonlarla yiiksek konsantrasyonda
reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin olusmasina neden olur. Bu reaktif
tiirlerin enflamasyonla bagintili birgok doku hasar1 ve hastaliklardan
sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Sigara igmeyenlerle kiyaslandiginda,
sigara igenlerde periferal 16kosit ve akciger dokusunda oksidatif DNA
hasarmin arttigr gozlenmistir (Yoshie ve Ohshima, 1997; Morrow ve
ark., 1995; Reilly ve ark., 1996; Miller ve ark., 1997; Spencer ve ark.,
1995; Asami ve ark., 1996, Kiyosawa ve ark., 1990). Ayrica sigara
dumaninda bulunan Fe (Demir) ve Cu (Bakir) da hidroksil radikali
olusumuna yol agarlar (Kokoglu, 1998;).

Sigara dumaninda da her soluk icin ortalama 107 oksidan

molekiil bulunmaktadir (Pryor ve Stone, 1993). Sigara dumaninda olusan



katran; kinon-semikinon-hidrokinon kompleksi tasimaktadir (Pryor ve
ark. 1987, 1998), bu kompleks, molekiiler oksijeni siiperokside, hidrojen
peroksidi de hidroksil radikaline cevirir (Pryor ve ark., 1993). Bu
radikaller hiicre membranindaki fosfolipidlerle lipid hidroperoksidlerini
olusturacak sekilde etkilesirler. Dolasimda bulunan F,- isoprostanlar
gibi lipid peroksidasyon {riinlerinin sigara igenlerin plazmalarinda
miktarmin artmasi, sigara i¢iminin in vivo olarak da lipid

peroksidasyonda artis gostergesi olarak yorumlanmaktadir (Morrow ve

ark., 1995).

Bu serbest radikallerin {retiminin artmasi1 iki sekilde
gerceklesebilir (Halliwell, 1991; Troll ve Weisner, 1985). Serbest
radikallerin endojenik {iretimi normal aerobik metabolizma sonucu
gergeklesir (Nita ve ark., 2001). Bunun sonucunda ise: sitokrom
oksidasyonunun, peroksizomlarin etkisi, organik materiyallerin 1s1
etkisiyle bozulmasmin ve metal iyonlarinm etkisi sonucunda da serbest
radikaller olusur veya iretimi artar (Hinder ve Stein, 1991; Basaga,
1989; Freeman ve Crapa, 1982; Lawrence ve Benedich, 1987). Cevresel
kaynakli etkenler; sigara dumani, inflamasyon, tiitiin i¢imi, radyasyon,
ilaglar, hiperoksit, fotokimyasal, hava kirliligi, organik c¢oziiciiler,
anestezikler, pestisitler, aromatik hidrokarbonlar, alkol ve c¢evre

kirleticiler olarak 6zetlenebilir (Halliwell, 1991; Troll ve Weisner, 1985).

Ksenobiyotiklerin oksidatif stres sonucu ortaya c¢ikan serbest
radikaller ve organizmanin savunma mekanizmasini olusturan
antioksidanlar ~ saglik =~ ve  hastalikta  biyogdsterge  olarak
degerlendirilmektedir. Serbest radikaller; viicutta ayrica yangi, bagisiklik

sistemine ait hastaliklar, yaslanma, ndrolojik hastaliklar, ateroskleroz,



hipertansiyon, iskemik hasar, karsinojenezis, mutajenezis, infeksiyoz
hastaliklar, karaciger hastalaklari, akciger hastalaklari, gbz hastalaklari

ve lirolojik hastaliklar gibi hastaliklara da neden olabilir (Kaneko ve ark.,

1980; Zima ve ark., 1995).

Biyolojik sistemlerde onemli serbest radikallerin ¢ogu oksijene
dayanmr. Bunlardan siiperoksit radikali hem ¢evresel etkenler, hem de
organizmalardaki enzimatik ve enzimatik olmayan tepkimelerle en ¢ok

ve en kolay olusan oksijen radikalidir (Halliwell, 1989).

1.2.1. Oksijen Radikalleri

Serbest oksijen radikalleri singlet oksijen radikali, siiperoksit
radikali, hidrojen peroksit ve hidroksil radikali olup bu radikaller
oksijenli solunum metabolizmasi1 esnasinda olusurlar. Bu radikallerin

yarilanma Omiirleri birka¢ mili saniye ile saatler arasinda degismektedir

(Yeh ve ark., 2005).

Molekiiler oksijen, aerobik canlilarm enerji metabolizmasmdaki rolii
sebebiyle hayati bir 6neme sahiptir. Molekiiler oksijenin toksik etkisi
yoktur, fakat aerobik hiicre metabolizmasinda molekiiler oksijen, serbest
oksijen radikallerine doniisiir. Enzim reaksiyonlar1 da ROS olusumuna
neden olmaktadir (Stahl ve ark., 2002). Ayrica oksijen radikalleri doku
hasarma neden olduklar1 i¢in daha bir 6nem kazanmaktadirlar (Hinder ve

Stein, 1991).



Biyokimyasal reaksiyonlar sonucu olusan oksijen tiirevli radikaller

asagida gosterilmistir :

H.O

[ "D= - DHJ--‘HEO

2 (%) 2 (+n¥ {+n*)

2 )
Enerji (en?)

Molekiiler Siiperoksit Peroksit Hidroksil
Oksijen radikali (H,0,) radikali
(triplet) (HO,)

Sekil 1.2. Oksijen tiirevli radikaller (Peter ve ark., 1989).

1.2.1.1. Singlet Oksijen

Molekiiler oksijenin yliksek enerji ile uyarilmis formudur. Biyolojik
sistemlerde fotosentez reaksiyonlar1 sirasinda olusmaktadir. Oksijenin bu
sekilde uyarilan formunun reaktivitesi ¢ok yiiksektir. Iicerdigi bu yiiksek
enerjiyli cevreye dalga enerjisi seklinde vererek yeniden oksijene
donebilir veya kovalent tepkimelere girer. Singlet oksijenin yarilanma
Smrii 10° ile 107 saniye arasindadir, bunun ig¢inde ¢ift baglar ile

tepkimeye girmeye egilimlidir (Stahl ve ark., 2002).

Singlet oksijen molekiilii yapisinda iki adet ¢iftlenmemis elektron

tasir. Singlet oksijen hiicre membranindaki coklu doymamis yag



asitleriyle dogrudan reaksiyona girerek lipid peroksitlerin olusumuna yol

acar (Halliwell, 1991).

1.2.1.2. Siiperoksit Radikali

Oksijen molekiilii, orbitalinde ¢iftlenmemis elektron tasiyorsa siiperoksit
radikali olarak adlandirilir (Halliwell, 1991). Seliiler hasarlarda tek
basma fazla etkili degildir (Valentine ve ark., 1984). Biitiin aerobik
hiicrelerde O, ~ olugturulur. Organizmanin normal metabolizmas1 sonucu
veya ¢evresel kaynakli olarak meydana gelebilir (Hinder ve Stein, 1991).
Normal metabolizma sonucu olarak molekiiler oksijenin oksidatif
fosforilasyon esnasinda ksantin oksidaz veya NADPH-oksidaz gibi
enzimlerin katalizorliiglinde bir elektron indirgenmesi sonucunda

meydana gelmektedir (Stahl ve ark., 2002):

Ksantin + H,O+2 O, ————> Urik asit+2 O, +2H"

Ayrica indirgeyici molekiiler oksijene tek elektron verip kendileri
oksitlenirken siiperoksit radikali olusturabilir (Halliwell, 1984). Cevresel
etki sonucu olarak da alinan bir ksenobiyotigin redoks dongiisii sirasinda
oksidasyona ugrayarak tek elekronunu kaybetmesi ve ayrica molekiiler
oksijen ile reaksiyona girmesi sonucu olusur (Hinder ve Stein, 1991):

02+ e —————> 02._



Stiperoksit radikalinin yarilanma Omrii hiicrelerin farkli yerlerinde
bulunan siiperoksit dismutaz enziminin varligina bagimlidir (Stahl ve
ark., 2002), fakat genel olarak milisaniye diizeyindedir. (Kappus ve Sies,
1981). Siiperoksit radikali, yiiksek katalitik etkiye sahip siliperoksit
dismutaz  (SOD) enziminin  etkisiyle  dismutasyona  girerek
konsantrasyonu azalir. SOD tarafindan katalizlenen bu reaksiyon
dismutasyon tepkimesi olarak adlandirilir (Halliwell, 1984).
SOD
20, +2H —> 0, + H,0,

Stiperoksit radikali kuvvetli bir rediiktan, fakat zayif bir oksidandir.
Bunun icin de tek basina hiicresel hasar olusturma potansiyeli diisiiktiir
(Kappus ve Sies, 1981). Fakat kisa yar1 omriine karsin hidrojen
peroksitle reaksiyona girerek hidroksil radikalinin olusmasina ve bdylece

oksidatif hasara neden olur (Thomas ve Aust, 1986).

1.2.1.3. Hidrojen Peroksit

Hidrojen peroksit membranlardan kolaylikla ge¢ip hiicreler iizerinde bazi
fizyolojik rollere sahip olabilir, fakat ciftlenmemis elektrona sahip
olmadigindan radikal olarak adlandirilamaz. (McCord, 1993).

Hidrojen peroksit ¢cok potent oksitleyici bir ajan olmasina karsin ¢ok
yavag reaksyona girmektedir. (Chance ve ark., 1979). Yapisinda
paylasilmamus elektron icermediginden radikal 6zellik tasimaz, reaktif
bir tir degildir. Oksijenin enzimatik olarak iki elektron ile
indirgenmesiyle ya da siiperoksitlerin enzimatik veya enzimatik olmayan

dismutasyonu tepkimeleri sonucu olusurlar. Hidrojen peroksitin



oksitleyici bir tiir olarak bilinmesinin demir, bakir gibi metal iyonlarinin
varligina baghdir. Hidrojen peroksit ozellikle proteinlerdeki hem
grubunda bulunan demir ile tepkimeye girerek yiiksek oksidasyon
diizeyindeki reaktif demir formlarini olusturur. Bu formdaki demir ¢ok
giiclii oksitleyici ozelliklere sahip olup, hiicre zarlarinda lipid

peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri baglatabilir.

Oksitleyici  6zelligi nedeniyle biyolojik sistemlerde olusan
hidrojen peroksit derhal ortamdan uzaklastirilmasi gerekir. Bu gorevi
hiicrelerdeki 6nemli antioksidan enzimler olan katalaz ve peroksidaz
enzimleri yerine getirir (Halliwell, 1984). Hidrojen peroksidin dogrudan
gosterdigi hasar protein tiyollerini okside etmesi ve DNA ipliklerine
hasar vermesidir. Hidrojen peroksit ¢ok yavas reaksiyon verdigi i¢in bu
etkiler artacaktir. Gosterdigi daha Onemli hasar ise Haber-Weiss
reaksiyonunda bir substrat gorevi gorerek cok daha giiclii bir serbest
radikal olan hidroksil radikalini olusturmasidir (Horton ve Fairhurst,

1987).

1.2.1.4. Hidroksil Radikali

Hidroksil radikali, en aktif ve en toksik oksijen radikali olup iiretildigi
her yerde bir¢ok molekiil ile reaksiyon verebilmektedir. Hidroksil
radikali, iyonlastirict radyasyonun etkisiyle su molekiillerinin homolitik
kirilmas1 sonucunda olusabildigi gibi, hidrojen peroksitin metaller ile
reaksiyonu sonucunda eksik indirgenmesi ile de olusabilmektedir (Stahl
ve ark., 2002). Demir ve bakir gibi metal iyonlar1 tarafindan katalizlenen

bu indirgenme reaksiyonu Haber-Weiss tepkimesi olarak bilinmektedir.



02._ + HzOz — > 02 + OH + OH.

Sekil 1.4. Haber-Weiss reaksiyonu ve mekanizmasi (Thomas, 1999).

Biyolojik sistemlerin tanidig1 en reaktif tiir olan hidroksil radikali,
su dahil ortamda rastladigi her molekiil ile tepkimeye girer. Biitiin bu
tepkimeler, bu radikalin paylasilmanmus elektron iceren dis orbitaline
elektron alma ilgisinden kaynaklanir (Halliwell, 1984). Hidroksil radikali
neredeyse hiicresel molekiillerin tiimiiyle reaksiyona girebilir. Yaglar,
sitokromlar (Halliwell ve Gutteridge, 1986), tiyoller, inaktif membran
proteinleri, deoksiriboz ve DNA bazlar1 ile de reaksiyon verdigi i¢in

genetik hasara da yol agabilir (Brent ve Rumack, 1993).

Hidroksil radikalinin sebep oldugu en Onemli hasar, lipid
peroksidasyonu olarak bilinen serbest radikal zincir reaksiyonudur.
Hiicre zan su icermediginden hidroksil radikalinin oncelikli hedefi yag
asididir. Zar lipidlerinin peroksidasyonu zarin yapisint bozar ve
gecirgenligini artirip hiicre 6liimiine sebep olabilir (Nishiyama ve ark.,

1998).

1.3. Lipid Peroksidasyonu

Lipid peroksidasyon (LPO) reaksiyonlari, genel olarak serbest radikal

kaynakli zincir reaksiyonlar1 olarak bilinir ve serbest radikal ¢oklu

doymamis yag asitlerinin (PUFA) (Cochrane CG, 1991) oksidasyonuna



neden olan ve bdylece zar lipid yapismi degistirerek hiicre yapi1 ve
fonksiyonlarini bozan bir olaydir (Thomas, 1999).

Hiicre bilesenlerinin, lipid peroksidasyonu (LPO) olarak adlandirilan bu
sekilde parcalanisi, hiicrenin harabiyeti ile sonug¢lanir (Basaga, 1989).
Lipid peroksidasyonu kimyasal bir reksiyon =zinciri olup serbest
radikallerin membrandaki doymamis yag asitlerini uyarmasiyla ile baslar
(Canoru¢ ve ark., 2000). Lipid peroksidasyonu bir zincir tepkimesi
seklinde baslayip, serbest radikaller i¢in kesintisiz bir kaynak
olusturmaktadir. Siirekli olarak kendi kendini devam ettiren bu zincir

reaksiyonlart hiicre membranina hasari tahrip edicidir (Murray ve ark.,

1996).

PUFA’lar peroksidasyona kolaylikla maruz kalabilen yapilardir.
Lipid peroksidasyonu tepkimeleri serbest radikallerin cok doymamis yag
asiti zincirinin o-metilen gruplarnindan bir hidrojen uzaklastirmasi ile
baslamaktadir. Uzaklasan hidrojen atomu sebebiyle karbon atomu
lizerinde ortaklanmamis bir adet elektron kalir ki bu da yag asiti
zincirinin radikal olmasina neden olur. Olusan lipid radikali kararsiz bir
bilesiktir. Molekiil stabil duruma gelebilmek icin molekiil i¢i baglarini
tekrar diizenler ve konjuge dien yapisina doniisiir. Reaksiyon molekiiler
oksijenin lipid radikali ile etkilesmesi ve lipid peroksi radikalinin
olusmasiyla devam eder. Lipid peroksi radikali, membran yapisinda
bulunan diger ¢ok doymamis yag asidi zincirlerini etkileyerek yeni lipid
radikallerinin olugmasina yol agarken, kendisi de ac¢iga cikan hidrojen
atomlarimi alarak lipid hidroperoksite doniismiis olur. Boylece tek bir
substrat radikal diger yag asitlerini tetikleyerek birden ¢ok lipid
hidroperoksit olusmasma sebebiyet verir. Bu tetikleme olaymin ne

zaman sona erecegi ortamda bulunan oksijen ve antioksidan miktarina



baghdir. Hidroperoksitler oldukca stabil molekiiller olup yapilan ancak
yiiksek sicaklikla veya demir, bakir gibi gec¢is metallerine maruz

kalmakla bozulabilir (Sodergren, 2000).

Lipid peroksidasyonu membran akiciligini azaltir, membranlarin
biyofiziksel  Ozelliklerini  etkiler =~ (Cheesman, 1993). Lipid
peroksidasyonunun sonucunda olusan hasar nedeni ile homeostaz
bozularak, iyonlara oOzellikle kalsiyuma olan gecirgnlik artarken

kalsiyum pompasi aktivitesi bozulur (Jones ve ark., 1983).

Lipid peroksidasyon kanser, kalp hastaliklar1 ve yaslanmanin
baslica nedeni olarak goriilmekte olup, inflamasyon, ateroskleroz,
alkolik karaciger hastaliklar1 ve travma gibi birgok hastaligin

patojenezinde 6nemli rol oynamaktadir (Horton ve Fairhurst, 1987).

Lipid peroksidasyon serbest radikaller tarafindan indiiklenen en
onemli oksidasyon reaksiyonudur. Membran fosfolipidleri serbest
radikallerle kolayca etkilesebilir. Yag asitlerindeki lipidlerin
peroksidasyonu, radikal zincir reaksiyonlarina sebep olur (De Zwart ve

ark., 1999).

Lipid peroksidasyonla olusan, bozunarak c¢ogalma reaksiyonlar
sonucu karbonil bilesiklerini de igeren bir ¢ok iiriin olusur (Benedetti ve
ark., 1979). PUFA’larin peroksidasyonu sonucu olusan kararsiz yag
asidi hiperoksitleri daha kararl karbonillere doniisiir. Bunlar; n-alkenler,
2-alkenaller, 2,4 alkadienaller, alkatrienaller hidroksialkenaller,
hidroperoksialkanallar,4-hidroksialkenaller, 4-hidroksiperoksialkenaller,

MDA, dikarboniller, ketonlar, alkanlar ve alkenlerdir. Yag asitlerinin



peroksidasyonu sonucu olusan ve biyolojik dokularda tesbit edilebilen
en onemli karbonil bilesikleri; hekzanal, 4-hidroksi-2,3-transnonenal,
propanol, 4-hidroksi-2,3-transhekzanaldir. Aldehitler ve metabolitleri
stabil oldugundan lipid peroksidasyonu tanimlamada kullanish
parametrelerdir (Esterbauer ve ark., 1982).

Serbest radikaller, yapilari, hiicresel kaynaklar, fiziksel ve kimyasal,
ozellikleri rol oynadiklar1 tepkimeler ve etkileri ile g¢esitli klinik
durumlarin patogenezinde rol oynarlar. Hiicre membranlarindaki
doymamis yag asitlerinden hidrojen atomunun uzaklagmasi ile baslayan
lipid peroksidasyonu oksidan stresin en tipik gostergesidir (Dormandy,
1983; Gutteridge, 1995; Halliwell, 1993; Hruszkewycz, 1992; Reiter,
1995).

Lipid peroksidasyonu, lipid hidroperoksitlerin aldehit ve diger
karbonil bilesikler ile etan, pentan gibi ugucu gazlara doniismesi ile son
bulur (Thomas, 1999). Olusan son iirtinlerden birisi de kan plazmasinda
kolaylikla teshis edilebilen ve oksidatif stres Ol¢limlerinde kullanilan

MDA molekiiliidiir (Canorug ve ark., 2001).

1.3.1. Malondialdehit (MDA)

Lipid peroksidasyonun son iiriinii olan MDA, kimyasal olarak aktif bir
molekiildiir, ¢cevre hiicre ve dokulara kolayca difiize olarak molekiiler
diizeyde, ozellikle proteinler {izerinde zararli etkiler gdosterebilir
(Parantainen ve ark., 1986). Malondialdehit, bir Schiff bazi olusturmak
icin iki amin grubu ile reaksiyona girebilen bifonksiyonel bir aldehittir

(Sekil 1.3.).



RI—NH2+O=CH—CH2—CH=O+R2—NH2
MDA

R,-N=CH-CH=CH-NH-R;,+2H,0

Schiff Baz1

Sekil 1.3. Malondialdehitten Schiff bazi olusumu (Horton ve Fairhurst,
1987).

Uc ya da daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonu
ile MDA olusur. MDA diizeyi lipid peroksidasyonunun yayginlig: ile
korelasyon gosterir (Cochrane CG, 1991).

Malondialdehit (MDA), TBA ile belirlenebilen bir lipid
peroksidasyon {lriiniidiir. Billiriibin gibi diger baska maddeler de TBA
ile reaksiyon verdiginden, lipid peroksidasyon diizeyi TBARs olarak
ifade edilir (Knight ve ark. 1988). Bunun sonucunda iyon tasima
ozellikleri ve enzim aktivitesi zarar goriir. Kolaylikla difiize
olabildiginden DNA’nin azotlu bazlariyla reaksiyon vererek yapilarini
bozar (Draper ve ark., 1986). Lipid peroksidasyonu sonucu ortaya ¢ikan
lipid peroksitler kararsiz yapilardir ve ikincil, iigiinciil reaksiyonlara
girmeye misaittirler. Girdikleri dekompozisyon reaksiyonlart sonucu

zincir ayrilma tirtinleri olusur. Bu iirlinler n-alkanaller, 2-alkanalle, 2,4-



alkadenaller, malondialdehit (MDA), alkoller, ketonlar, furanlar,
laktonlar, alkanlar ve alkenlerdir (Kappus ve Sies, 1981).

Malondialdehit, in vivo enzimatik LPO {iriinli olarak ortaya ¢iktig1
gibi prostaglandin metabolizmasinda da siklooksijenaz reaksiyonunun
lrlinii olarak da meydana gelmektedir. Vitamin E yetersizligi, demir
veya karbontetrakloriire maruziyet gibi LPO’u indiikleyen durumlarda ve
dokularin PUFA agisndan zengin oldugu ortamlarda total MDA atilimi
artar (Halliwell ve Guetteridge, 1988).

En yiiksek oranda bulunan iriinlerin 4-hidroksi-alkaneller
olmasina karsi, tlizerinde en fazla durulan LPO {riini MDA’dir.
Peroksidasyon sonucu olusan MDA capraz baglanmaya ve membran
komponentlerinin polimerizasyonuna neden olabilir. Bunun sonucunda
iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre yiizey bilesenlerinin
agregasyonu gibi intrinsik membran Ozellikleri degismektedir.
Malondialdehit, aminoasitler ve proteinlerle de reaksiyona girebildigi
gibi, difflize olabildigi i¢in DNA’nin nitrojenli bazlariyla da reaksiyon
verebilir (Draper ve ark., 1986).

Lipid peroksidasyonunu oOlgcmek i¢in gelistirilen teknikler biri
Tiyobarbitiirik asit (TBA) testidir (Esterbauer ve ark., 1989; Halliwell ve
Gutteridge, 1985). Bu metod lipid peroksid seviyelerinin Ol¢lilmesinde
kullanilan en yaygin ve en kolay spektrofotometrik yontemdir. MDA yag
asidi oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif bir indikatori degildir,
fakat lipid peroksidasyonunun derecesiyle iyi korelasyon gosterir. Lipid
peroksidasyonu, biyolojik zarlarin 6zelliklerinde ciddi hiicre hasarlarina

yol acan degisiklikler yaparak hastalik patogenezinde onemli bir rol



oynarlar (Aleynik ve ark., 1997; Bruce ve Crapo, 1982). Serbest
radikaller ¢cok kisa omiirlii olduklar1 i¢in LPO analizlerinde kullanilmasi

uygun degildir (Halliwell ve Gutteridge, 1985).

Malondialdehit iki molekiil TBA ile reaksiyona girerek 532 nm’de

pembe renkli bir kompleks olusturur.

N OH N
sH N OH cHo S § HO SH
2 + | —_— « + 2H0
cH N
N ? CHCH=CH N
OH CHO OH OH
TBA MDA TBA

Sekil 1.4. Tiyobarbitiirik asitin MDA ile reaksiyonu.

Tiyobarbitiirik asit testinde Olgiilen MDA miktarinin tiimiiniin
LPO  esnasinda  olustugu  diisiiniilmekteydi.  Ancak  deney
esnasinda(6zellikle 1sitma ve ortamu asidik yapma) gerceklesen
reaksiyonlar sonucunda bir miktar MDA agi8a da ¢ikabilir. Bu yilizden
yontemin TBA-RS olarak adlandirilmasi daha uygundur (Slater, 1984).

1.3.2. Glutatyon (GSH)

GSH, viicudun bir¢cok hiicresinde bulunan ve hiicrenin fonksiyonel

proteinlerini oksidan ajanlara kars1 koruyan bir tripeptitdir:
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Sekil 1.5. Glutatyonun yapisi(Champe ve ark., 1997).

GSH, hayvan hiicrelerinin hemen hemen hepsinde yiiksek
konsantrasyonlarda bulunur (0,1 — 10 mM). Glutatyon disiilfid (GSSG),
GSH’deki sisteinin tiyol grubunun oksidasyonu ile olugmaktadir.
Hiicrede bulunan GSH’ 1n {icte bire yakin miktar1 disiilfid seklinde ve
tiyol grubu iceren sistein, koenzim A gibi bilesikler ile beraber bulunur
(Zhao, 2001).

GSH, DNA sentezinde ve hasarli DNA parcalarinin onarilmasinda,
metabolik fonksiyonlarin yerine getirilmesinde, zehirli maddelerin
inaktif hale doniistiiriilmesinde ve serbest radikallerin olas1 hasarlarinin
onlenmesinde gorev yapmaktadir (Chavan ve ark., 2005).

GSH iki peptit bag, iki karboksilik asit grubu, bir amino grubu ve bir
tiyol grubundan olusmus bir molekiildiir. GSH molekiiliinde ¢ok
sayidaki hidrofilik fonksiyonel grubun diisiik molekiil agirlikli atomlarla
birlesmesi bu molekiiliin su, etanol ve amonyak gibi polar ¢oziiciiler
icinde kolaylikla ¢Ozlinmesine neden olmaktadir. GSH’ deki en aktif
grup tiyol grubudur. GSH’daki tiyol grubunun oksitlenmesi ile olusan
GSSG, antioksidan 6zelligini kaybeder. Tiyol grubunun asitligit GSH’ 1
kendi anyonu ile sulu ¢ozeltilerde kuvvetlice reaksiyon vermesine sebep
olur. Reaksiyonun olugsma sikligi ortam PH’sina bagh olarak

degismektedir (Zhao, 2001).



GSH sentezi, L-glutamat ve L-sisteinin gama-glutamilsistein
sentetaz enzimi ile katalizlenmesi baslar ve GSH sentetaz enziminin
katalizorliigiinde GSH’ ye doniistiiriiliir. GSH, dogrudan elektrofillere
baglanarak veya dolayli olarak GSH biyosentezi ve rejenerasyonunun
inhibitorlerine eklenerek tiiketilir. GSH in vivo olarak karacigerde g-

glutamilsistein ve glisinlerden, GSH sentetaz enzimi ile iiretilir (Reed ve

Fariss, 1984).

GSH iki 6nemli enzime sahiptir: glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
ve Glutatyon-S-transferaz. GSH-Px selenyuma bagli ve bagimsiz iki
formda bulunabilir ve hidroperoksitlerin reaktif olmayan bilesiklere
doniismesini saglar (Brent ve Rumack, 1993). Memeli hiicreleri, toksik
kimyasallar ve seliiler metabolizmanin yarattigit normal oksidatif
tirtinlerinden, en 6nemli endojen sistem olan glutatyon redoks dongiisii
ile korunur (Reed, 1986). Glutatyon yiiksek konsantrasyonda (genelde
milimolar diizeyinde) GSH, diisiik konsantrasyonda GSSG (GSH’in
distilfidleri ve diger tiyol gruplan iceren) ve az miktarda tiyoeter igerir.
GSH niikleofilik 6zellik gostererek bir ¢ok bilesigin elektrofilik merkezi
ile tiyoeter baglar1 olusturur (Moldeus ve Quanguan, 1987). GSH
peroksidaz ise hidroperoksitleri siipiiriir. Total glutatyondaki GSH
tilketimi %20-30 seviyesine ulasirsa hiicrenin savunma mekanizmasi

darbe alir ve hiicre hasara ugrar (Reed ve Fariss, 1984).



Fhatatyon Ghutatvon
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Sekil 1.6. Glutatyon peroksidaz tarafindan H,O, ve lipid
hidroperoksitlerin yikimi (Mc Coy ve ark., 1988).

Ikinci enzim ise glutatyon-s-transferazdir. Glutatyon-S-transferaz,
asetaminofen veya halojenli aromatik hidrokarbonlarm mikrozomal
metabolizmas1  sonucu olusan elektrofilik {iriinlerin GSH ile
reaksiyonunu katalizler. Olusan konjugatlar merkapturat olarak atilirlar.
Elektrofilik ajanlar niikleofilik tiyollerle ve proteinlerle rekasiyon verme
egiliminde oldugundan indirgenmis GSH ile kolayca reaksiyon
verebilirler (Corcoran ve ark., 1985). Sigara icimi ile birlikte, kimyasal
maddelere maruziyet ve hastaliklarda glutatyon ve glutatyon enzimleri
ile sayisiz g¢alisma bulunmaktadir, ancak son yillarda antioksidan

enzimlerin genetik polimorfizmi yoniinden arastirmalar yogunlasmistir.

1.4. Antioksidan Savunma Sistemleri

Serbest radikaller potansiyel olarak toksik olduklari i¢in organizmalar
bunlar1  etkisiz hale getirmek amaciyla savunma sistemleri

gelistirmislerdir. Bunlar kisaca “antioksidanlar” seklinde adlandirilir



(Lohr, 1991). Hiicreler serbest radikal olusumunu 6nlemek ve serbest
radikallerin verdigi hasar sinirlamak icin “antioksidan savunma sistemi”
ad1 verilen bu mekanizmalarin enzimleri peroksitleri inaktive eder, gegis
metallerini tutan proteinler sentezler ve serbest radikalleri siipiiriirler (De
Zwart ve ark., 1999). Antioksidan molekiilleri endojen ve eksojen
kaynakli yapilar olup, olusan oksidan molekiillerinin neden oldugu
hasar1 hem hiicre i¢i hemde hiicre dis1 savuma ile etkisiz hale getirilirler.
Hiicre dis1 savunma, albiimin, bilirubin, transferin, seruloplazmin, tirik
asit gibi ¢esitli molekiilleri icermektedir. Hiicre i¢i serbest radikal

toplayicit enzimler asil antioksidan savunmay1 saglamaktadir (Halliwell,

1995).

Belirli bir diizeye kadar olabilen oksidan molekiil artis1 yine
viicutta daima belirli bir diizeyde bulunan dogal antioksidan molekiiller
tarafindan etkisiz hale getirilmektedir. Boylece saglikli bir organizmada
oksidan diizeyi ve antioksidanlarin bunlar1 etkisizlestirme giicli bir denge
icindedir. Oksidanlar belirli diizeyin iizerinde olusur veya antioksidanlar
yetersiz olursa, yani denge bozulursa s6z konusu oksidan molekiiller
organizmanin yapi elemanlart olan protein, lipid, karbohidrat, niikleik
asitler ve yararli enzimleri bozarak zararh etkilere yol acarlar (Halliwell,
1991). Dolayisiyla isleyisin radikaller lehine bozuldugu durumlarda
patolojik olaylar ortaya ¢ikar (Lohr, 1991).

Serbest radikaller ¢esitli kimyasal olaylarin sonucu olarak viicutta
stirekli olarak ortaya cikmaktadirlar. Serbest radikallerin yol agtig1 hiicre
hasarmin derecesi, hiicre icindeki koruyucu sistemlerin etkinlik
derecelerine baghdir (Gianetti, 2002). Bunun i¢in viicutta serbest

radikalleri onleyici, siipiiriicii 6zelliklere sahip olan endojen sistemler



gelistirmiglerdir. Oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki hassas
dengenin oksidanlar tarafina kaymasi sonucu “oksidatif hasar” olusur
(Brent ve Rumack, 1993). Serbest radikallere karst dogal antioksidan
savunma sistemleri arasinda siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz,
glutatyon peroksit ve melatonin vardir. SOD'un yapisinda bakir, ¢inko ve
manganez; GPx'de ise selenyum iyonu bulundugundan bu enzimler

metaloenzim olarak da adlandirilirlar (Halliwell,1991).

Stiperoksit dismutaz (SOD), O, detoksifikasyonunda énemli rol

oynayan bir metalloenzimdir.

SOD

02 _+ 02._ - > HZOZ + 02

Enzim, siiperoksidi uzaklastiric1 etkiye sahipken; ¢ok gii¢lii bir oksidan
olan peroksit olusumuna katkida bulunacaktir (Brent ve Rumack, 1993).
Stiperoksit dismutaz aktivitesi, karaciger gibi oksijen kullaniminin fazla
oldugu organlarda yiiksektir (Jones, 1986). Katalaz ve glutatyon
peroksidaz da H,O,’e detoksifiye ederek, SOD’u H,0O; nin inaktive edici
etkisinden kurtarmaktadir (Siest, 1990; Zhow, 2000).

Katalaz, GSH-Px gibi hidrojen peroksiti reaktif olmayan iirlin
cevirir (Basaga, 1989).

Katalaz
2 HzOz E——) HZO + 02



Enzim H,0,’e kars1 spesifiktir ve Ozellikle hiicre i¢i tiim
peroksizomlarda bulunur. Glutatyon proksidazla karsilastirildiginda daha
yiiksek konsantrasyonlarda H,O,’ siipiirebilir. Katalaz sirkiilasyona giren
bir enzim degildir. Plazmadaki yar1 6mrii dakikadan azdr (Bast ve ark.,
1991; Brent ve Rumack, 1993). Bu enzimler serbest radikallerin

olusmasini ve lipit peroksidasyonunun baslamasini 6nleyen enzimlerdir

(Gianetti, 2002).

Tek ve ¢ok molekiillii organizmalar serbest radikallere karsi o-
tokoferol ve askorbatla da korumay1 saglamaktadir. a-tokoferol lipidte
coziilebilir oldugu icin kolayca kan-beyin baryerini gecerek hiicre
membranlarma girerler. Bunun sonucunda antioksidanlar radikal zincir
reaksiyonlarin1 Onlerler. Askorbatin kan-beyin baryerinden gecisi ¢ok
yavag gerceklesir. Askorbatin siiperoksit radikali ve hidrojen peroksit ile
etkilesimi sonucu dehidroaskorbat olusur (Nita ve ark., 2001). Bunlarin
yam1 sira E vitamini (alfa tokoferol), C vitamini, beta-karoten,
savanoidler, koenzim Q ve A vitamini de antioksidan faktorlerdir. Demir
tastyic1 protein olan transferrin, laktoferrin ve seruloplazmin viicut

stvilarinda demir ve bakir1 baglayarak oksidatif hasart onlerler (Cross,

1987).

Sigara i¢iminin antioksidan savunmasina etkisi tartismalidir.
Ancak peroksinitritin plazma bilesenleri ile etkilesiminin plazma
antioksidanlarini azalttigi gosterilmistir (Van der Vliet ve ark., 1994,
Haddad ve ark., 1993, Mezzetti ve ark., 1995). Oksidatif ortamlarda
yasayan tiim aerobik organizmalar, dogal olarak oksijen radikallerinin
etkisi altinda kalmaktadwr. Olusan ROS’lar proteinlere, lipidlere,

karbohidratlara ve DNA’ya hasar verebilme yetenegindedir (Hinder ve



Stein, 1991). Endojen sistemler baz1 ksenobiyotiklerin indiikledigi hasari
da onlemekte onemli rol oynarlar. Teorik olarak organizmada endojen
olarak bulunan savunma sistemleri ekzojen radikal stpiiriiciiler ile

desteklenirse oksidatif hasara karsi koruma daha giiglii olur.

Antioksidanlar, hiicreler1 olusabilecek oksidatif hasara karsi
degisik sekillerde koruma ozelliklerine sahiplerdir. Bunlar (Gutteridge,
1995);

a) radikal olusumunu engelleyerek,
c) radikallerin olusturduklar hasar1 azaltarak veya engelleyerek
d) hasara ugrayan molekiillerin eliminasyonunu arttirarak,

e) hasarli molekiilleri onarip mutasyonlar1 en aza indirgeyerek olabilir.

Her ne kadar antioksidanlar LPO’nun inhibitorleri ya da zincir
kiricilar olarak adlandirilsalarda aslinda daha aynntili savunma ile
hiicreleri koruduklar1 bir gercektir. Antioksidanlar, oksijenli ortamdan
uzaklastirarak veya konsantrasyonunu diisiirerek; sliperoksit radikali ve
peroksit gibi ana oksijen tiirevlerini ortadan kaldirarak; singlet oksijeni
stipiirerek; hidroksil, alkoksil ve peroksil gibi serbest radikalleri
temizleyerek ve baglatilmis LPO zincirini kirarak etki gosterirler

(Gutteridge, 1995).

1.5. Protein karbonil

Reaktif oksijen tiirevlerinin olusumunda artis veya antioksidan tutucu

kapasitesinde azalma proteinler dahil hiicresel molekiillerdeki oksidatif

modifikasyonlarin artisina yol agmaktadir (Usmar ve ark., 1996). Serbest



radikallerin DNA, proteinler ve lipitlerde hasara yol actig1 bildirilmistir.
Diger taraftan oksidatif strese bagli olarak olusan in vivo DNA ve
protein hasarinin, lipitlerdeki hasardan daha Onemli oldugu O6ne
stiriilmektedir (Dean ve ark., 1997; Evans ve ark., 1999). Reaktif oksijen
tiirevlerinin proteinlerle etkilesimi sonucunda histidin, prolin, arginin ve
lizin gibi ¢ok sayida amino asit bakiyesinden ve/veya peptid
omurgasinda meydana gelen oksidatif hasar sonucunda protein karbonil
triinleri meydana gelir (Reznick ve Packer, 1994). Protein
karbonillerinin olusumuna sebep olan primer modifikasyonlar; Cu’ ve
Fe'" varliginda metal-katalizli oksidasyon, radyasyon-aracili oksidasyon,
ozon ile oksidasyon ve azot oksitlerle oksidasyondur (Levine ve ark.,
1994). Metal Iyon katalizli protein oksidasyonu reaksyonlarinda; protein
yapisndaki histidin, sistein, lizin ve metiyonin bakiyeleri gecis
metallerinin iyonlarin1 baglayarak oksidasyon reaksiyonlarini hizlandinr
(Blakeman ve ark., 1995). Proteinlerin diger molekiillerle modifikasyonu
sekonder modifikasyonlar1 olusturur. Karbonil iirtinlerinin olusumuna
yol acan protein oksidasyonu reaksiyonlari; oksijenvarhiginda alifatik
yan zincir ve peptid omurgasi radikallerinin olusumuna yol acan primer
modifikasyon reaksiyonlar1 (Stadtman ve Berlett, 1998), glikasyon ve
glioksidasyon reaksiyonlari, ¢oklu doymamis yag asitlerinin
peroksidasyon {iriinleri ile meydana gelen sekonder modifikasyon
reaksiyonlart olarak siralanabilir (Berlett ve Stadtman, 1997). Protein
karbonillerin olusumunun, oksidatif protein hasarinin erken bir marker’t
oldugu bildirilmektedir. Vitamin E ve alipoik asit gibi antioksdianlar ile
metal kelatlayic1 6zelligi olan desferrioksamin ve L-propionil karnitinin
protein karbonillerinin birikimini 6nledigi ortaya konulmustur. Protein
karbonil diizeylerinin saptamasi oksidatif protein hasarini belirlemede

duyarli bir yOntemdir. Protein karbonil diizeyleri HPLC,



spektrofotometrik, Western blot yontemleri ile saptanabilmektedir. Bu
yontemler 2,4-dinitrofenilhidrazinin karbonil gruplarn ile olusturdugu
kromoforik dinitrofenilhidrazonlarin diizeyinin saptanmasi esasina
dayanmr (Goto ve ark., 1999; Levine ve ark., 1994; Reznich ve Packer,
1994). Reaktif oksijen tlirevleri ¢cok sayida fizyolojik olan v olmayan
reaksiyondan kaynaklanbilir. Okside protein diizeylerinin artmasina
neden olan faktorler: sigara ve alkol kullanimi, hiperoksi, ozon, notrofil
aktivasyonu, karma fonksiyonlu oksidaz sistemi, elektron transfer
zinciri, X-1ginlan, hipomagnezemi olarak siwralanabilir (Dean ve ark.,

1997).

Oksidatif protin hasar1 sonucunda protein yapismda meydana
gelen degisiklikler; agregasyon ile fragmentasyonda artis, sekonder ve
tersiyer yapmn degisiklige ugramast olarak siralanabilir. Bu
degisiklikler sonucunda proteolize yatkinlik ve normal fonksiyonda
azalma meydana gelir. Okside proteinlerin hiicre i¢indeki diizeyi protein
oksidasyon hizi ile okside proteinlerin degradasyon hizi arasindaki
engeye baglidir. Oksidatif olarak modifikasyona ugramis proteinlerin
bliylik bir kismi onarima ugramadan proteolik degradasyon ile
uzaklasirilir. Diger taraftan ileri derecede oksidatif modifikasyona
ugramis proteinler proteolize direng gosterirler. Proteinlerde in vivo
olarak meydana gelen oksidatif degisiklikler, proteinlerin rol oynadigi
cesitli hiicresel fonksiyonlar1 etkiler. Reseptorlerin, sinyal transdiiksiyon
mekanizmalarinin, yapisal proteinlerin, transport sistemlerinin ve
enzimlerin rol oynadigi hiicresel olaylar oksidatif protein hasarindan
etkilenir.

Reaktif oksijen tlirevleri proteinlerdeki amino asit yan zincirlerinin

oksidasyonuna, protein-protein ¢apraz baglarmin olusumuna ve protein



omurgasinin  oksidasyonuna  yol agmak  suretiyle  protein
fragmentasyonunda etkili olur. Radikallere bagl oksidatif protein hasari,
esesmemis elektronlar, metal iyonlarna bagli reaksyonlarin yanisira
lipid ve sekerlerin otoksidasyonu ile baslamaktadir. Bu olaylar1 takip
eden protein oksidasyonu oOzellikle siliperoksit radikalinin biyolojik
sistemlerde daha reaktif olan peroksil (ROO®), alkoksil (RO®) ve
hidroksil(OH®) gibi tiirevlere doniisimiine baglidir. Reaktif oksijen
tiirevleri i¢inde protein oksidasyonunu baglatmada en etkili olan1 OH.
radikalidir. Gegis metal iyonlarmdan ozellikle Cu” ve Fe™ Fenton
reaksiyonu ile H,O,’den OH® radikal olusumunu Kkatalizler. Ferritin,
transferrin, laktoferrin ve albumin serbest haldeki gecis metal iyonlarinin
konsatrasyonunu kontrol ederek Fenton reaksiyonuna dolayl1 olarak etki
ederler. Protein oksidasyonuna bagli olarak 20 amino asitten ¢ok sayida
reaktif tiirevler ve stabil Uriinler olusur. Bu reaktif tiirevler ve stabil
trtinlerden yapis1 aydinlatilanlarin sayist giin gectikce artmaktadir.
Oksidatif protein hasarini saptamada giincel olarak kullanilan baslica
marker’lar protein karbonil, protein tiol, nitrotirozin, ditirozin ve 2-

oksohistidin olarak sayilabilir (Dean ve ark., 1997).

1.6. Serbest Radikal Hasarn Biyogostergeleri

Ksenobiyotiklerin zararl1 etkilerinin ag¢iklanmasinda serbest
radikallerin  olusturdugu irlinlerin  Olc¢lilmesi  amaciyla  bir¢ok
biyogdsterge lizerinde calisilmaktadir. Bu biyogdstergeler temel olarak
serbest radikallerle, protein, lipid veya DNA’nin reaksiyon vererek
olusturdugu yeni kimyasal bilesiklerdir. Biyogostergeler, ksenobiyotik

ve diger toksik maddelere maruziyetin veya etkilerin biyolojik



sistemlerde gozlemlenmesini saglarlar BiyogoOstergeler maruziyet ve
etki biyogostergeleri olmak tizere iki gruba ayrilir. (Greim ve ark.,
1985). Serbest radikallerin hiicresel membranlarla reaksiyonlar1 sonucu
lipid hidroperoksitler olugsur ve bunlar da bir¢cok farkl {iriin olugturacak
sekilde bozunur. Solunum havasinda bulunan kisa zincirli alkanlar bu
bozunma iiriinlerinden biridir. Insanlarda ve hayvanlarda in vivo olarak
lipid peroksidasyonu gosteren en Onemli alkanlar etan ve pentandir.
Bunlarin diginda aldehitler, n-alkeniller ve 4-hidroksialkeniller de lipid
peroksidasyon bozunma iiriinleridir (Benedetti ve ark., 1979). Primer ve
sekonder radikal hasar iriinlerinin biyogdsterge olmalarinin yanisira
serbest radikal hasarima karsi olan savunma mekanizmalar1 da serbest
radikal hasar belirlemede rol oynar. Antioksidan savunma sistemleri
enzimatik ve  non-enzimatik olmak  {lizere ikiye  ayrilir.
Stiperoksitdismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz enzimatik; glutatyon,
vitamin E ve iirat non-enzimatik antioksidan sistemine girer (De Zwart

ve ark., 1999) .



2.1. Geregler

2. GEREC VE YONTEM

2.1.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler

- 1,1,3,3-tetra etoksi propan (TEP)

- Tiyobarbitiirik asit (TBA)

- Sodyum dodesil sulfat (SDS)

- Trikloro asetik asit (TCA)

- Sodyum hidroksit (NaOH)

- 5,5-ditiyobis-2-nitro benzoik asit (DTNB)

- Tris (hidroksimetil)-aminometanhidroklorit (TRIS)
- Etilendinitrilotetraacetik acid disodyum tuzu (Na,EDTA)

- Hidroklorik asit (HCI)
- Biitil hidroksi toluen (BHT)

- Metanol
- Etanol

- Etil asetat

- 2,4- dinitrofenilhidrazin (DNPH)
- Guanidin/Hidroklorid

2.1.2. Kullanilan Arac ve Gerecler

- Spektrofotometre

- Elektrikli hassas terazi

SIGMA
SIGMA
MERCK
SIGMA
MERCK
SIGMA
MERCK
MERCK
MERCK
MERCK
MERCK
DELTA
MERCK
SIGMA
SIGMA

SCHIMADZU UV-1208

SCHIMADZU LIiBROR



- Santifiij aleti

- Manyetik karistiric ve 1sitict
- Vorteks karistirici

- pH metre

- Otomatik pipet uglari

- Sogutmali santifuj aleti

2.1.3. Deney Protokolii

HERAEUSSEPATECH
LABOFUGE 200

MIRAK THERMOLYNE
NUVE, NM 110
CORNING 320

GILSON VE RAININ
HETTICH ZENTRIFUGEN

Sigara icen ( n=36 ) ve igcmeyen ( n=17 ) saglikli goniilliilerden alinan

kanda;

a) lipid peroksidasyon son iiriinii olan malondialdehit,

b) organizmanin en dnemli antioksidan savunma sistemlerinden biri

olan glutatyon (total siilfidril diizeyleri),

¢) protein karbonil miktar tayini,

d) karaciger fonksiyon testleri (AST, ALT ve GGT)

e) bobrek fonksiyon testleri (iire, {irik asit ve serum kreatinin

diizeyi),

f) lipid profilleri (kolesterol, HDL-kolesterol, LDL- kolesterol,

VLDL-kolesterol ve trigliseritler) yapilacaktir.

Sigara icenler kendi aralarinda tekrar gruplandirilmislardir:

GRUP A- Kontrol grubu: Saglikli sigara igcmeyen goniilliiler, n=17
GRUP B- Sigara indeksi 1-400 arasinda olanlar, n=21

GRUP C- Sigara indeksi 400-800 arasinda olanlar, n=11

GRUP D- Sigara indeksi 800°den fazla olanlar, n=4



Sigara indeksi: SI=toplam giinde tiiketilen tane sigara x ortalama kronik

sigara tiiketimi (y1l cinsinden)

Toplanan kanlar santifiij edilerek plazmalar1 ayrildi. Plazma
ornekleri gerekli analizler yapilincaya kadar PVC tiiplerde — 20 ° C’de

saklandi.

2.2. Yontemler

2.2.1. Plazmada Lipid Peroksidasyon Uriinlerinin (LPO) Tayini

Plazmada LPO tayini i¢in Buege ve Aust’un (1978) yontemi caligildi.
Yontem; plazmada peroksidize lipidlerin yikimi sonucu olusan TBA ile
reaksiyon verebilen maddelerin, TBA-Rs ¢ozeltisi ile reaksiyona girerek

verdigi renkli iirlinde miktar tayini prensibine dayanmaktadir.
Bu amagla;

¢ (.5 ml plazma iizerine; 2 ml TBA-Rs ¢ozeltisi ilave edilir. (TBA-Rs
cozeltisi: %15 TCA+ %0.375 TBA+ 0.25 N HCI c¢ozeltileri esit

oranda kanstirilir.)
e Uzerine 20 pl %0.02 BHT eklenir.

e Ornekler 15 dakika 100 ° C’lik kaynar su banyosunda bekletilir,

sogutulur ve ¢okelti varsa yeniden santriflij edilir.
¢ 4,500 rpm’de 15 dakika santrifiij edilerek; stipernatan alinir.

e Absorbanslar 532 nm’de kore kars1 okunur.



e Kor, 0.1 ml plazma yerine esit hacimde distile su iizerine 1 ml
TBA-Rs ve 20 ul BHT konularak hazirlanir.
e Sonuclar, nmol MDA/ml cinsinden ifade edilir.

e Standard madde olarak TEP (1,1,3,3-tetractoksi propan) kullanilir.

2.2.2. Plazmada Total Sulfidril Gruplarinin Tayini

Plazmada TSH tayini i¢in Sedlak ve Lindsay’in (1968) metodu
kullanildi. Yontem ELLMAN reaktifinin (DTNB) stilfidril gruplar ile
rediikte olarak 2-nitro-5-merkaptobenzoik asit olusturma prensibine
dayanir. Nitro merkaptobenzoik asit anyonu acik sar1 renktedir ve
plazmadaki siilfidril gruplarinin spektrofotometrik olarak o6l¢iilmesine

dayanir. Standart olarak rediikte (indirgenmis) glutatyon kullanilir.

Bu amagla;

e EDTA’l1 tiliplerdeki kan ornekleri 3500 rpm’de 5 dk santrifiij
edilerek plazma ve serum kismm birbirinden ayrilir.

e Santrifiij tiiplerine 0,5 ml plazma konulur.

e Uzerine 1,5ml 0,2 M Tris tamponu (Ph:8,2) ilave edilir.

¢(0,1ml 0,01l M DTNB eklenir.

e Tiipler vortekslenerek iyice karigsmasi saglanir.

e Uzerine 7,9 ml metanol ilave edilir.

e Karisim 15 dakika bekletilerek renk olusmasi saglanir. Bu karisim

oda sicakliginda 10 dakika 4500 rpm’de santrifiij edilir.



¢ 412 nm’de kore kars1 okunur.
e Kore plazma yerine disodyum EDTA, DTNB yerine distile su

1lave edilir.

2.2.3. Plazmada Protein Karbonil Tayini

Plazmada protein karbonil tayini i¢in Levine ve Reznick’in (1994)
yontemi calisildi.  2,4-dihidrofenilhidrazin (DNPH)’in  protein
karbonillerle reaksiyona girerek protein hidrazon olusturmasi prensibine
dayanan klinige en uygun metodlar spektrofotometrik yontemlerdir.

Bu amagla;

e EDTA’ll tiiplerdeki kan Ornekleri 3500 rpm’de 5 dk santrifiij
edilerek plazma ve serum kismm birbirinden ayrilir.

e Kor ve numune i¢in 2 adet santrifiij tiipii almnir.

e Her birine 100ul plazma eklenir.

e Proteinlerin ¢okmesi i¢in ilizerine 1 ml, %10> luk soguk TCA
eklenir.

e Tlipler vortekslenir.

e Numune tiiptine Iml 2N HCL i¢inde hazirlanmus 10 mM DNPH
eklenir. Kor tiipiine ise 1ml 2N HCL eklenir.

e Tiipler 1 saat, oda sicakliginda 10 -15 dk’da bir kanstirilmak
lizere karanlik odada inkiibasyona birakilir.

e Inkiibasyondan sonra koér ve numune tiiplerine 1ml %350’lik
TCA eklenir ve 5 dk beklenip 4000 rpm de 5 dk santrifiy

edilir.



e Santrifiijjden sonra siipernatan kismm atilir, kor ve numune
tiplerindeki pelletler 3 defa (1:1) (v/v) ethanol/etil asetat
karisimi ile yikanir.

e Son olarak 37°C’ye 1sitilmus ve 2N HCL i¢inde hazirlanmis 1
ml 6 M guanidin/ hidroklorid eklenerek 15 dakika 50-60°C’ de
tiipler bekletilir.

e Tiipler 4000 rpm’ de 5 dk santrifiij edilir.

e Absorbanslar  spektrofotometrede 360 nm’de hazirlanan kore
kars1 okunur.

e Orneklerdeki DNPH konsantrasyonlar1 asagidaki formiile gore
hesaplanir.

(A=ex bxc,e=22000 M cm'l)



2.3. Istatistiksel Analiz

Tiim degerler ortalama + standard hata (standard error mean, SEM)
olarak wverilmistir. Gruplarin birbirinden farkliligi istatistiksel agidan
Oneway ANOVA ve gruplarda n<30 oldugu durumlarda Mann Whitney
U testi kullanilarak incelendi. Tim hesaplamalarda ve istatistiksel

analizlerde SPSS 11.5 versiyonu kullanilda.



3. BULGULAR

5.1. Kalibrasyonlar

Absorbans degerleri ordinata (y ekseni), konsantrasyon degerleri apsiste
(x ekseni) olmak iizere cizilen kalibrasyon egrileri ve regresyon

denklemleri Sekil 3.1. ve 3.2.’de gosterilmistir.

5.1.1. Plazma MDA

Kalibrasyon egrisini ¢izmek icin standart madde olarak kullanilan TEP
(tetraetoksi propan)’in suda 20, 10, 5, 2.5 , 1.25, 0.625 ve 0.312
nmol/ml’lik ¢ozeltileri hazirlandi. Kalibrasyon egrisi konsantrasyona

kars1 absorbans degerleri yerine konularak ¢izildi.

Plazma MDA Kalibrasyon Grafigi

y = 0,0051x + 0,0061

Absorbans
o
o
()]
L

0,04 - R?=0,9902
0,02
0 T T T T
0 5 10 15 20 25

Konsantrasyon (nmol/ml)

Sekil 3.1. Buege ve Aust (1978) un spektrofotometrik yontemi ile plazmada MDA
tayini i¢in hazirlanan kalibrasyon egrisi ve regresyon denklemi.



5.1.2. Plazma Total Siilfidril Diizeyleri

Kalibrasyon egrisini ¢izmek i¢in TSH’1n 20, 10, 5, 2.5, 1.25x10™ M’lik
cozeltileri hazrrlandi. Diliisyonlar 0.02 M NaEDTA ile yapildi.
Kalibrasyon egrisi konsantrasyona karst absorbans degerleri yerine

konularak c¢izildi.

Total Sulfidril (TSH) Kalibrasyon Grafigi

0,5

0,4
7]
g 0,3
§ 02 y = 0,0009x + 0,0072
2 R = 0,9997

0,1 1

0 T T T T T
0 100 200 300 400 500 600
Konsatrasyon (umol/L)

Sekil 3.2. Sedlak ve Lindsay (1968)’ in spektrofotometrik yontemi ile plazmada total
stilfidril tayini ig¢in hazirlanan kalibrasyon egrisi ve regresyon denklemi.

5.2. MDA, TSH ve PCO Diizeyleri
3.2.1. Plazma MDA Diizeyleri
Kronik sigara kullanimu sonucu, sigara tiiketen gruplarda kontrol

grubuna gore plazma MDA diizeyinde istatiksel olarak anlamli bir artig

(p=0,025) goriildii.



Kontrol gruplart ve sigara i¢cen goniillillerde MDA diizeyleri Sekil
3.3’de gosterilmistir.

PLAZMA MDA O Grup A
B Grup B
8- EGrup C
B Grup D
7,
6,
% 57
£ 4
g
Q 3
=
2,
1 -
0 \ ‘ ‘
Grup A Grup B Grup C Grup D

Sekil 3.3. Kontrol grubu ve sigara i¢en goniilliilerde sigara tiiketim miktarina gore
plazma MDA diizeyleri.

3.2.2. Plazma TSH Diizeyleri

Kronik sigara kullanimu sonucu, sigara tiiketen hastalarda kontrol
gruplarina gore plazma TSH diizeyinde istatiksel olarak anlamli bir

diisiis (p=0,049) goriildii.

Kontrol gruplar1 ve sigara igen goniillilerde TSH diizeyleri Sekil

3.4’de gosterilmistir.
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PLAZMA TOTAL SULFIDRIL DUZEYLERI B Grup A
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Sekil 3.4. Kontrol grubu ve sigara igen goniilliilerde sigara tiiketim miktarima gore
plazma total siilfidril diizeyleri.

3.2.3. Plazma PCO Diizeyleri

Kronik sigara kullanimu sonucu, sigara tiiketen hastalarda kontrol

gruplarina gore plazma PCO diizeyinde istatiksel olarak anlamli bir artis

(p=0,018) goriildii.

Kontrol gruplar1 ve sigara igen goniillillerde PCO diizeyleri Sekil

3.5°de gosterilmistir.



PLAZMA PROTEIN KARBONIL DUZEYLERI OGrup A
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Sekil 3.5. Kontrol grubu ve sigara icen goniilliilerde sigara tiiketim miktarina gére
plazma protein karbonil diizeyleri.

Kontrol grubuna ve sigara tiiketen hastalara ait MDA, TSH ve PCO
sayisal degerleri ve bu degerleri goz oniinde bulundurarak yapilan
istatiksel analizler sonucu iki grup arasinda hesaplanan istatiksel farklilik
asagidaki cizelgede gosterilmistir (Cizelge 3.1.).

Cizelge 3.1. Sigara icen ve i¢meyenlerde MDA, TSH diizeyleri ve protein karbonil
icerikleri arasindaki istatiksel farkliliklar.

Kontrol Grubu Sigara i¢en bireyler F P
n=17 n=36
MDA (nmol/ml) 2,63+0,26 5,06+0,71 5,306 0,025
TSH(pmol/L) 373,69+29,61 296,00+22,47 4,062 0,049

PCO(nmol/ml) 2,59+0,44 4,33+0,48 6,113 0,018




Sigara tiiketim miktarinin  Glgiillen  parametreler iizerinde
olusturdugu etkiyi gozlemlemek amaciyla sigara icen bireyler sigara
icim indekslerine (SI= sigara tiiketim endeksi: giinliik tiikketim X tiiketim

stiresi y1l olarak) gore tekrar simflandirildi (Chin-San Liu ve ark., 1997):

GRUP A- Kontrol grubu: Saglikl sigara igcmeyen goniilliiler, n=17
GRUP B- Sigara indeksi 1-400 arasinda olanlar, n=21

GRUP C- Sigara indeksi 400-800 arasinda olanlar, n=11

GRUP D- Sigara indeksi 800°den fazla olanlar, n=4

Yapilan istatiksel analizler sonucu dort grup arasinda hesaplanan

istatiksel farkliliklar asagidaki cizelgeda gosterilmistir (Cizelge 3.2.).

Cizelge 3.2. Farkli miktarlarda sigara icen ve sigara igmeyen bireylerin olugturdugu
gruplarda MDA, TSH ve PCO diizeylerinde hesaplanan istatistiksel farkliliklar.

MDA TSH PCO
(nmol/ml) (umol/L) (nmol/ml)

GRUP A 2,63+0,26 373,69+29,61 2,59+0,43
(Kontrol, n=17) A ve B 0,725 A ve B 0,780 A ve B 0,109

A ve C0,007* Ave C0,016* A ve C0,030*

A veD 0,003%* A ve D 0,004%* AveD0,186*
GRUP B 3,22+0,58 347,46+28,58 4,06 £0,71
SI=1-400 BveC0,018* B ve C 0,028* B ve C 0,405
n=21 B veD 0,014* Bve D0,018* Bve D 1,000
GRUP C 7,83 £1,67 252,68+29,97 4,83 +0,76
SI=400-800 Cve D 1,000 Cve D 0,037* Cve D 0,909
n=11
GRUPD 7,11 £1,06 144,97+47,65 4,33+1,42
SI= 800+

n=4




3.2.4. MDA, TSH ve PCO Arasindaki Istatistiksel Korelasyonlar

MDA ve TSH arasinda goriilen negatif anlamli (r= -0.343, p=0.012)

korelasyonun grafiksel gortintlisii Sekil 3.6’daki gibidir.

TSH

700 1

MDA/TSH Korelasyon Grafigi
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Sekil 3.6. MDA ve TSH korelasyon grafigi

MDA ve PCO diizeyleri arasinda pozitif yonde (= 0.095, p=0.578)

hesaplanan korelasyonun grafigi asagidaki gibidir (Sekil 3.7.).

PCO

MDA/PCO Korelasyon Grafigi
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Sekil 3.7. MDA ve PCO korelasyon grafigi

TSH ve PCO diizeyleri arasinda negatif yonde (r= - 0.321, p=0.053)

hesaplanan korelasyonun grafigi asagidaki gibidir (Sekil 3.8.).
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Sekil 3.8. TSH ve PCO korelasyon grafigi.

Sekil 3.6., Sekil 3.7 ve Sekil 3.8’ye ait sayisal degerler Cizelge

3.3 de topluca gosterilmistir.

Cizelge 3.3. MDA, TSH ve PCO arasinda hesaplanan korelasyon ve p degerleri.

MDA TSH PCO

MDA e r=-0343 r= 0.095

p= 0.012 p= 0.578

TSH =-0343 - = -0321

p= 0.012 p= 0.053

PCO r= 0.095 r=-0321 e
p= 0.578 p= 0.053

3.2.5. MDA, TSH ve PCO Diizeylerinin Yas ile iliskisi

Yasa gore MDA diizeylerinde pozitif bir korelasyon hesaplanirken
(MDA/yas r=0,327), TSH ile aralarinda negatif bir korelasyon (TSH/yas

= - 0,428) bulunmustur. PCO diizeyleri ile yas arasindaki korelasyon ise



istatiksel olarak anlamli degildir. Bu degerler Cizelge 3.3’de topluca

gosterilmistir.

Cizelge 3.4. MDA, TSH diizeyleri ve protein karbonil igeriklerinin yas ile aralarinda
bulunan korelasyon ve p degerleri.

YAS

MDA TSH PCO
r =0,327 r=-0,428 ]
p= 0,017 p = 0,001 p = 0,965

3.2.6. Karaciger Fonksiyon Testleri

Sigara icenlerde ve kontrol grubunda AST (p=0.424), ALT (p=0.221) ve

GGT (p=0.852) degerlerinde istatiksel olarak farkli  anlamlilik
bulunamamustir.
Cizelge 3.5. Karaciger AST, ALT ve GGT diizeyleri

Kontrol Sigara

Grubu tilketenler P

N=17 n=36

AST (U/L) 19.93+1.29 25.47+4.48 0.652 0.424
ALT(U/L) 18.71£1.92 31.47+6.70 1.539 0.221
GGT(U/L) 29.00+3.83 28.16+£2.47 0.035 0.852




3.2.7. Bobrek Fonksiyon Testleri

Sigara igenlerde ve kontrol grubunda iire (p= 0,584), serum keratinin (p=

0.701) ve tiirik asit (p= 0.501) degerlerinde istatiksel olarak farkl

anlamlilik bulunamamustir.

Cizelge 3.6. Bobrek Ure, Serum keratinin ve iirik asit diizeyleri

Kontrol Sigara
Grubu tiikketenler F P
n=17 n=36

Ure (mg/dl) 27.64+2.06 26.37+1.23 0.304 0,584
Serum
keratinin 0.92+0.51 0.93+0.27 0.149 0.701
(mg/dl)
Urik asit  5.01+0.54 5.35+0.22 0.460 0.501
(mg/dl)

3.2.8. Lipid Profilleri (Panelleri)

Sigara icenlerde ve kontrol grubunda HDL-kollesterol (p=0.032) ve

trigliserit (p=0.008) degerlerinde istatiksel farkliliklar go6zlenirken;
kollesterol, LDL-kollesterol ve VLDL-kollesterol diizeylerinde farkl1 bir

anlamlilik bulunamamustir.



Cizelge 3.7. Lipid profilleri kollesterol, HDL-kollesterol, LDL-kollesterol, VLDL-
kollesterol ve trigliserit diizeyleri

Kontrol Sigara icen
Grubu bireyler F P
N=17 n=36

Kollesterol 201.69+11.98 207.35+7.73 0.165 0.686
(mg/dl)
HDL-
Kollesterol 62.44+4 .31 49.1242.59* 7.815 0.008
(mg/dl)
LDL- 0.130 0.720
Kollesterol 120.75+8.65 125.32+£7.91
(mg/dl)
VLDL- 1.165 0.287
Kollesterol 23.36+£3.43 28.41+£2.86
(mg/dl)
Trigliseritler 111.44+15.49 169.45+16.58** 4.901 0.032

(mg/dl)




4. TARTISMA

Kronik sigara iciciliginin kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi bir
cok kronik hastaliklara yakalanma riskini arttirdig1 bilinmektedir. Sigara
dumaninda hiicresel fonksiyonlara hasar veren NO, ve diger oksitleyici
radikaller gibi bir ¢ok toksik kimyasal bulunmaktadir. Sigara dumaninda
bulunan yiiksek oksidan madde igerigi, sigara icenlerde diisiik
antioksidan diizeylerini aciklar. Sigara maruziyeti ile olusan serbest
radikelleri siiplirmek amaciyla endojen savunma sistemlerinden
faydalanilir. Bu savunma sistemlerinin basinda {i¢ aminoasitten olusan
ve memeli hiicrelerinde en fazla bulunan protein olmayan tiyol bilesigi
GSH gelmektedir. GSH rediikte formunda sentezlenir ve hiicrelere

ortamda bulunan serbest radikallere karsi korur.

Organizmadaki asir1 serbest radikal Ttretimi, Ozellikle hiicre
membranlarindaki lipidleri etkileyerek lipid peroksidasyonuna neden
olur. Ayrica proteinler, karbohidratlar ve DNA da serbest radikallere
hedef olur. Lipid peroksidasyonun son fiiriinii olan MDA, kimyasal
olarak aktif bir molekiildiir, cevre hiicre ve dokulara kolayca difiize
olarak molekiiler diizeyde, ozellikle proteinler iizerinde zararli etkiler

gosterebilir (Parantainen ve ark., 1986).

Oksidatif stres organizmada lipid, protein ve DNA gibi
makromolekiiller1  etkilemekte ve bu molekiillerin yap1 ve
fonksiyonlarinda degisikliklere yol agmaktadir. Bu degisiklikler ¢esitli

yontemlerle gosterilmektedir. Lipidlerdeki hasar1 gostermek icin



genellikle lipid peroksidasyon Ol¢limii, protein hasarini belirlemek icin

protein karbonil gruplar1 6l¢timii kullanilmaktadir (Sattler ve ark., 1998).

Bu literatiir bilgileriyle uyumlu olarak, yaptigimz ¢aligmada sigara
icen bireylerin plazma MDA diizeyleri anlamhi derecede artarken
(p=0.025), TSH diizeylerinde (p=0.049) belirgin istatistiksel diisiisler
gozlenmistir. Sigara tiketim miktarmin MDA, TSH ve PCO {izerinde
olusturdugu etkiyi daha ayrintili ortaya c¢ikarabilmek amaciyla sigara
kullannan bireyler sigara tlketim endekslerine gore yeniden
siniflandirimislardir (SI= sigara tiikketim endeksi: giinliik tiiketim X
tiikketim stiresi y1l olarak):

GRUP A- Kontrol grubu: Saglikli sigara igmeyen gondilliiler, n=17
GRUP B- Sigara indeksi 1-400 arasinda olanlar, n=21

GRUP C- Sigara indeksi 400-800 arasinda olanlar, n=11

GRUP D- Sigara indeksi 800°den fazla olanlar, n=4

Yaptigimiz istatistiksel analizler sonucu az miktarda sigara tiiketen grup
ile (Grup B), cok tiiketen (Grup D) gruplar arasinda MDA (p=0.014) ve
GSH (p=0.018) anlaml farkhliklar bulunmaktadir. Aym sekilde Grup B
ve Grup C MDA (p=0.018) ve TSH (p=0.018) diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli farkliliklar bulunmustur. Ancak Grup C ve
Grup D kendi aralarinda incelendiklerinde MDA (p=1.000) ve PCO
(p=0.909) diizeylerinde anlaml1 farklilik tespit edilememistir. Yine ayni
gruplar icerisinde yapilan istatistiksel calismada ¢ok miktarda sigara
tilkketen bireylerin TSH diizeylerinde (p=0.037) Grup C’ye gore anlamli
diisiis goriilmiistiir. Tiim bu sonuclara dayanarak diyebiliriz ki, sigara
kullanim miktarinin  artmasiyla oksidatif hasar artarken, TSH

diizeylerinde belirgin diisiisler gézlenmistir.



ROT, amino asit kalmtilarinin okside olmalarini, peptid baglarinin
kirilmalarinin, protein fragmentasyonunun ve agregasyonunun artmasina
ve proteolizis oranmin degismesini sagladig1 i¢in proteinler oksidatif
ataklar icin hedef molekiillerdir (Berlett ve Standman, 1997). Kronik
sigara i¢cimine bagli olarak oksidatif stresin artisi, PCO diizeylerinde
artisa sebep olmaktadir. PCO diizeylerinin saptanmasi protein
oksidasyonunu belirlemede duyarli bir yontemdir (Dean ve ark., 1997).
Bu bilgiler 1s18inda yaptigimiz calismada, sigara igen bireylerin PCO
diizeylernde  kontrol grubuna gore anlamli bir artis (p=0.018)
gozlemledik. Ancak yapilan istatistiksel arastirmalar sonucu sigara
tilketim miktarinin smiflandirdigimiz gruplar arasinda (Grup B, C, D)
PCO diizeylerinde bir degisikliklige neden olmadigini gozlemledik.
Bununla birlikte kontrol grubu ile orta derecede sigara tiiketenlerin
(Grup C, p=0.030) PCO diizeylerinde anlaml1 bir artis gdzlemlenmistir.
Olgiilen bu ii¢ parametre arasindaki korelasyonlart hesaplamak amaciyla
yapilan istatistiksel arastirmalar sonucunda MDA ve PCO arasinda
pozitif yonde (r=0.095), MDA /TSH (r=-0.043) ve PCO/TSH arasinda
negatif yonde korelasyon gozlemledik. Buldugumuz bu sonuca gore
diyebiliriz ki, MDA diizeylerindeki artigla beraber, yani oksidatif hasarin
artmasiyla birlikte viicudun 6nemli endojen savunma mekanizmasi olan
TSH diizeylerinde diislis gozlenir ve serbest radikallerin lipidler tizerine
olusturdugu hasar (MDA diizeylerindeki artig) proteinler iizerine

olusturdugu hasarlarla (PCO diizeylerindeki artis) dogru orantilidir.

Sigara kullaniminin karaciger iizerindeki etkilerini gozlemlemek
amaciyla karaciger fonksiyon testleri olan ALT, AST ve GGT diizeyleri
Olciilmiistiir. Ancak yapilan ¢alismalar sonucunda bu iki grup arasinda

AST (p=0.424), ALT(p=0.221) ve GGT (p=0.852) diizeylerinde



istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamamistir. Sican dokulari
tizerinde yapilan bir ¢alismada nikotinin en yiiksek konsatrasyonunun
bobreklerde olciildiigii bildirilmistir. Yine ayni ¢alismada karacigerde
Olctilen nikotin konsatrasyonlari ise ¢ok diisiik bulunmustur (Chowdhury
ve ark., 1993). Nikotin her ne kadar karacigerde metabolize ediliyor

olsada burada birikime ugramaz ve hizlica bobrekler tarafindan elimine

edilir (Lambers ve Clark, 1996).

Sigara tiiketiminin ortaya ¢ikardigi diger bir ana problem ise,
icerdigi agir metaller dolayisiyla neden oldugu nefrotoksisitedir.
Sigaranin igerisinde agir metallerden baslica kadmiyum (Cd), kursun
(Cu) ve civa (Hg) bulunur (Pragsi ve Leo, 1991;Kalcher ve ark., 1993).
Bu metallerin ¢evresel ve mesleki maruziyetleri sonucu organizmaya
nefrotoksik ajanlar olarak etki ettikleri bilinmektedir. Kadmiyum (Cd)
bobreklerde tiibiiler disfonksiyona ve daha ciddi maruziyetlerde geri
doniisiimii olmayan glomeruler hasara ve glomeruler filtrasyon oraninda
azalmaya neden olur. Kursunun renal etkileri {i¢ sathadan olusur.
Birincisi, akut maruziyet sonucu olusan proksimal tiibiillerdeki
disfonksiyon, mitokondriyal degisiklikler ve karakteristik ek
cisimciklerin olusumudur. Ikinci safha ise, kronik kursun maruzyeti ile
birlikte geligen tiibiiler atrofi, fibr6z glomeruler filtrasyonda azalma ile
kendini gésterir. Ugiincii safha ise, renal tiibiiler neoplazinin gelisimidir
(Goyer, 1996). Civanin (Hg) bobrekler iizerindeki etkileri kimyasal
yapilari ile iliskilidir. Organik civa (Hg) birlesikleri nefrotoksik etkiye
sahip degillerdir, ancak inorgank civanin (Hg) birikiminin gergeklestigi
hedef organ bdbreklerdir ve toksisitenin ilk goriildiigli yer proksimal
tiiblillerdir (Clarkson, 1997; Golstein ve Schnellmann, 1996).

Absorbsiyondan sonra civa (Hg) buhari eritrositlerde veya dokularda



hizlica oksdasyona ugrayarak inorganik civaya (Hg) doniisiir. Bu
ylizdendir ki, civa (Hg) buharinin dokularda dagilimi ve toksik etkileri
inorganik civa (Hg) ile aymidir. Sigara i¢iminin agir metallerin
indiikledigi nefrotoksisitenin risk faktorii olup olmadigiyla iliskili
calismalar ¢ok sinirlidir (Goyer, 1996). Bu amagla, sigara i¢en bireylerde
nefrotoksk etkiyi gézlemlemek amaciyla bobrek fonksiyon testleri olan
tire, iirik asit ve serum kreatinin diizeyleri 6l¢ililmiistiir. Mortada ve ark.,
yaptig1 calismada sigara icen kisilerin kan ve tirnaklarinda kadmiyum
(Cd) ve kursun (Cu) diizeylerinin daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir.
Ancak bobrek hasarimin biyogostergeleri olan serum kreatinin, GGT,
NAG, ALP gibi parametrelerde sigara icen ve i¢gmeyen bireylerde
istatistiksel olarak anlamli bir farkhlik bulamamiglardir (Mortada ve ark.,
2001) . Yaptigmiz calismada sigara tiikketen kisiler ve kontrol grubu
kiyaslandiginda serum kreatinin (p=0.701), iirik asit (p=0.501) ve fire
(p=0.584) diizeylerinde istatistiksel olarak farkli bir anlamlilik
bulunamamustir. Yaptigimiz ¢alismada her ne kadar nefrotoksik etki
gozlemesek de asagidaki nedenlerden dolay1 sigaranin hala bir risk

faktorii oldugu diisiintilebilir:

1) Agr igicilik ve kronik maruziyet sonucu sigara igerisinde bulunan
agir metaller bobreklerde bu metallerin birikmine neden olurken
renal hasar olusturabilir.

2) Bu metallere maruziyet diabet, hipertansiyon gibi diger risk
faktorlerinin bulundugu durumlarda sigara kullanimyla birlikte
bobrek hastalar igin kofaktor bir risk olarak giindeme gelebilir.

3) Sigara kullannmiyla birlikte bu agir metallerin toksik etkilerini
belirleyen baska bir faktor de Background maruziyet dedigimiz

yiyecek, su, hava kirliligi gibi etkenlerdir. S6zli gecen maruziyet



diizeyi, bobrek disfonksiyonuna neden olabilecek kritik diizeyde
ise, sigara kullanimu toksisitenin ortaya c¢ikmasmda bir faktor
olarak goOzlenebilir, ancak bu maruziyet diizeyi toksisiteyi
olusturacak limitlerin ¢ok altinda ise sigara tiiketimi bizim

calisamamizda oldugu gibi her hangi bir art1 etki gostermeyecektir

(Mortada ve ark., 2004).

Sigaranin viicutta serbest radikal olusturdugu bilinmektedir. Sozii
gecen bu radikaller antioksidan diizeylerindeki yetersizlige bagl olarak
asinnt miktarda arttiginda koroner arter hastaligi (CAD) riskini de
arttirabilir. Geng¢ bireylerde koroner kalp hastaligi en biiylik risk
faktorlerinden biri sigara kullanimidr. Tek ve ¢apraz populasyonlarda
yapilan bir ¢ok epidemiyolojik ¢alisma gostermektedir ki sigara i¢imi ile
birlikte hipertansiyon artmakta total ve diisiik yogunluklu lipoprotein
kolesterol (LDL) yiikselmekte ve bunu takiben koroner arter hastalik
(CAD) gelismektedir (Ramachandran ve ark., 2001; Mohan ve ark.,
2001). Serbest radikaller lipid metabolizmasin1 degistirirler ve okside
olmus sitotoksik LDL olusumuna neden olurlar (Kelishadi ve ark., 2002;
Khan ve ark., 1995) . Olusan yapisi degismis LDL, LDL’nin normal
halinden daha aterojeniktir (Steinberg, 1997). Sharma ve ark., yaptiklari
calismada sigara icenlerde LDL-kolesterol, total serum kolesterol ve
trigliserit diizeylerinde artis tespit etmislerdir. ilging bir gdzlem ise
sigaramn birakilmasiyla birlikte HDL-kolesterol diizeylerinde artis
gbozlenmistir (Quensel ve ark., 1989; Stubbet ve ark., 1982). Sigara
icenlerde LDL/HDL oranlarinda da artis gozlenir. Bu bilgi
gostermektedir ki, sigara igenlerde ateroskleroz ve CAD goriilme riski
daha fazladir. Sigara kullanimi lipid diizeylerini lipoprotein lipaz

aktivitesinde, lesitin kolesterol asil transferaz (LCAT) aktivitesinde



diisiise ve hepatik lipaz aktivitesinde artisa neden olarak degistirir (Chen
ve Loo, 1995). Tiim bu bilgiler 1s181nda yaptigimiz ¢alisma sonucunda,
sigara i¢en bireylerin (49.124+2.59) HDL-kolesterol diizeylerini, kontrol
grubu (62.44+4.31) ile kiyasladigimizda istatistiksel olarak anlamh
diisiis gozlemledik (p=0.032). Ayni sekilde sigara icen bireylerin
trigliserit diizeylerinde (169.45+16.58) kontrol grubuna (111.44£15.49)
gore istatistiksel olarak anlamli artis bulunmustur (p=0.008). Ancak total
serum kolesterol LDL, VLDL-kolesterol diizeylerinde iki grup arasinda
anlamli bir farkhilik go6zlenmemistir (Cizelge 3.6.). Calismamizin
sonuglart dogrultusunda sigara icen bireylerin dislipidemik ve koroner
arter hastaliklarina (CAD) yakalanma risklerinin sigara igmeyen

bireylere oranla daha yiiksek oldugunu sdyleyebiliriz.

Yaglanmayla ilgili olarak One siiriilen teorilerden biri olan serbest
radikal teorisinde; canlinin yasami boyunca etkilendigi reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) oksidatif hasara neden olabilecegi One siiriilmektedir.
Kiimiilatif ve potansiyel olarak artan miktardaki hasar, yaslanmadaki
fonksiyonel ve patolojik bozukluklara yol acar (Butterfield ve ark.,
1998). Daha oOnce cesitli arastiricilar tarafindan yapilan ¢alismalarda,
serbest radikallerin proteinler (Butterfield ve ark., 1998; Cini ve Moretti,
1995) ve lipidlerde (Liu ve ark., 1996; Cini ve Moretti, 1995; Cai ve
ark., 1996) hasara yol actig1 bildirilmistir. Lipid peroksidasyonu sonucu
olusan reaktif oksidanlar olan lipid epoksidleri, lipid hidroperoksitleri,
lipid alkoksil, peroksil radikalleri ile lipid alkoksil ve  peroksi
radikallerin yaslanmay1 hizlandirdig1 bilinmektedir (Ames ve ark.,
1993). Calismamizda tiim deneklerin yaslarn da lipid ve proteinlerde yas
ile olusacak oksdatif hasar1 gézlemlemek amaciyla sorgulanmistir. Bu

amagcla yaptigimiz calismada MDA diizeyleri ve yas arasinda istatistiksel



olarak pozitif anlaml (r=0.327, p=0.017) bir korelasyon gozlenirken,
glutatyon diizeyleri ile aralarmda negatif anlaml1 korelasyon (r=-0.428,
p=0.001) bulunmustur. Ancak PCO diizeyleri ile yas arasindaki
korelasyon istatistiksel olarak anlamli degildir. Tim bu sonuglar
dogrultusunda yaslanmanin MDA diizeylerinde artisa ve GSH
diizeylerinde belirgin diislislere neden olarak oksidatif hasar1 arttirdigini

sOyleyebiliriz.



5. SONUC VE ONERILER

1. Sigara tiiketen bireylerde oksidatif stresi belirlemede bir gosterge
olan LPO ve bu reaksiyon zincirinin {riinii olan MDA’ nin
plazmadaki diizeyi ve plazmadaki TSH diizeyi Onemli

parametrelerdir.

2. Plazmada MDA tayini icin Buege ve Aust’un (1978) TBA-Rs
yontemi, TSH tayini i¢in Sedlak ve Lindsay’in (1968) plazma
TSH yontemleri laboratuarimiz kosullaninnda uygulanabilir hale

getirilerek plazma MDA ve total TSH diizeyleri arastirilmistir.

3. Kronik sigara i¢imine bagl olarak oksidatif stresin artisi, diger bir
gostergesi olan protein oksidasyonunun ve bunun {iriinii olan PCO
diizeylerinin artisina sebep olmaktadir. PCO diizeylerinin
saptanmast protein oksidasyonunu belirlemede duyarli bir
yontemdir. Plazma PCO tayini i¢in Levine ve Reznick’in (1994)
yontemi U.V. spektrofotometri cihazi ile rutin laboratuvarimiz

kosullarinda uygulanabilir hale getirilmistir.

4. Calismamizda kronik sigara kullanimi sonucunda sigara tiiketim
endeksine (glinliik tiiketim X tiiketim siliresi yil olarak) gore
siniflandirilmis gruplar kontrol gruplarn ile karsilastirildiginda,
sigara az tiiketen ile orta ve ¢ok miktarda tliketenler arasinda
istatistiksel olarak plazma MDA ve PCO diizeylerinde anlamli bir
artis, hiicresel TSH diizeylerinde anlaml1 bir diisiis saptanmustir.

Sonug olarakta, sigara kullamm miktarimn artmasiyla oksidatif



hasar (MDA ve PCO diizeyleri) artarken, TSH diizeylerinde

belirgin diisiisler gozlenir.

. Sonuglarimiza gore kronik sigara kullanimi arttiginda oksidatif
stres organizmada lipid ve protein gibi makromolekiilleri
etkilemekte ve bu molekiillerin yapt ve fonksiyonlarinda

degisikliklere yol agmaktig1 saptanmustir.

. Kronik sigara tiiketiminin biyokimyasal parametreleri olan AST,
ALT ve GGT diizeylerinde istatistiksel olarak bir anlamlilik

bulunamamustir.

. Sigaranin i¢erisinde bulunan kadmiyum (Cd), kursun (Pb) ve civa
(Hg) gibi agir metallerinin nefrotoksik etkisi bobrek fonksiyon
testleriyle (serum kreatinin, iirik asit ve iire diizeyleri) 6lciilmiis ve
sigara i¢en kigiler ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak

farkli bir anlamlilik bulunamamustir.

. Sigara igen bireyleri kontrol grubu ile kiyasladigimizda HDL-
kolesterol diizeylerinde anlamli bir diisiis, trigliserit diizeylerinde
anlamh artis gozlenirken; total serum kolesterol, LDL -kolesterol,
VLDL-kolesterol diizeylerinde istatistiksel olarak anlaml1 farklilik
gbézlenmemistir. Calismamizin sonuglari dogrultusunda sigara i¢en
bireylerin dislipidemik ve koroner arter hastaliklarina (CAD)
yakalanma risklerinin sigara igmeyen bireylere oranla daha yiiksek

oldugu sdyleyenebilir.



9. Yaptigimiz calisma sonucunda yaslanmanin MDA diizeylerinde
artisa ve TSH diizeylerinde belirgin diisiislere neden olarak

oksidatif hasar1 arttirdig1 soylenebilir.



OZET

Sigara icenlerde Oksidatif Stres Gostergelerinin Degerlendirilmesi

(Calismamizin amaci sigara i¢iminin ve sigara i¢cim miktarinin oksidatif
hasar, protein karbonil igerigi, bobrek ve karaciger hasart ve lipid profili
tizerindeki etkisini klintk ve biyokimyasal yontemler kullanarak
arastirmaktir. Bu amagla goniilliiler sigara i¢im miktarlariyla yeniden
siiflandiriimiglardir.  Sigara icim miktar1 sigara endeksine gore
hesaplanmistir(  gruplar dort kategoriye ayrilmiglardir. Grup A (kontrol,
n=17); Grup B (SI=1-400, az miktarda tiiketenler, n=21); Group C
(SI=400-800, orta miktarda tiiketenler, n=11); Group D (SI=800+, ¢cok
miktarda tliketenler, n=4). Kontrol grubu ve az miktarda sigara
tikketenler ve az /cok miktarda sigara tiikketen bireylerin MDA diizeyleri
arasinda istatistiksel bir farklilik bulunamamaistir. Ancak kontrol grubu
ve orta derecede sigara tliketenler (p=0.007) ve kontrol grubu ile cok
miktarda sigara tiiketen bireylerin MDA diizeyleri arasinda anlamli bir
farklilik tespit edilmistir. Ayrica sigara tiilketim miktarinda artis da MDA
diizeylerini artirmistir (az/orta p=0.018; az/cok p=0.014). TSH
diizeylerinde de kontrol grubu orta derecede sigara tliketenler (p=0.016)
ve ¢ok miktarda sigara tiiketenler (p=0.004) ile karsilastinldiginda
anlamli derecede diislisler gozlenmistir. MDA sonuglar ile orantili
olarak sigara tliketim miktar1 TSH diizeylerinde de anlamli disiislere
neden olmustur (az/orta sigara tiiketenler p=0.028; az/¢ok sigara tiiketen
p=0.018). Sigara i¢en bireylerin PCO diizeylerinde de kontrol grubuna
gore artislara rastlanmistir (p=0.018). Goniilliilerin detayli biyokimyasal

testleri de yapilmistir. Goniillillerin bobrek (iire, trik asit, serum



kreatinin) fonksiyon testleri, karaciger fonksiyon testleri (ALT, AST,
GGT) ve lipid profilleri de (kolesterol, trigliserit, LDL, HDL, VLDL)
incelenmistir. Bobrek, karaciger fonksiyon testleri ve kolesterol, LDL ve
VLDL diizeylerinde herhangi bir farklilik gézlenemezken sigara igen
bireylerin HDL-kolesterol diizeylerinde kontrol grubuna oranla anlamli
bir diisme (p=0.008) ve trigliserit diizeylerinde anlamli bir artis
(p=0.032) tespit edilmistir. Sonuglarimiza gore diyebiliriz ki; sigara
kullanim1 ve sigara kullanim miktar1 oksidatif hasara neden olarak
MDA diizeylerinde artisa TSH diizeylerinde anlamli azalmalara ve PCO
diizeylerinde artisa neden olur. Calisilan biyokimyasal parametreler goz
oniine alindiginda, sigara kullanirminin koroner arter hastalik (CAD)ve

riskini artirdig1 sonucuna ulagilmstir.

Anahtar Sozciikler: sigara, lipid peroksidasyonu, glutatyon,

malondialdehyde , protein karbonil diizeyi, lipid profilleri.



SUMMARY

Determination of Oxidative Stress Biomarkers in Cigarette Smokers

The objective of the current study was to evaluate the effect of cigarette
smoking and degree of consumption on oxidative damage, protein
carbonyl content, kidney damage, liver injury and lipid profile by many
clinical and biochemical procedures. For this aim groups of volunteers

were arranged according to their smoking status. Smoking status was

determined with smoking indices which was calculated as £ number of
cigarettes consumed per day X avarage duration of smoking in years.
The groups were divided into the following categories: Group A
(nonsmoker, n=17); Group B (SI=1-400, light smokers, n=21); Group C
(SI=400-800, moderate smokers, n=11); Group D (SI=800+, heavy
smokers, n=4). No significant difference in MDA levels found between
nonsmokers/light smokers (p=0.725) and moderate/heavy smokers.
However a significant increase was observed in MDA levels if
nonsmokers/moderate  smokers (p=0.007) and nonsmokers/heavy
smokers were compared. Also degree of cigarette consumption increased
MDA levels significantly when light smokers were compared with
moderate (p=0.018) and heavy smokers (p=0.014). Accordingly, a
significant decrease was observed in TSH levels when nonsmokers were
compared with moderate (p=0.016) and heavy smokers (p=0.004).
Furthermore it is apparent that degree of cigarette consumption like in
MDA case, affected TSH levels in volunteers by decreasing the levels

significantly if light smokers were compared with moderate (p=0.028)



and heavy smokers (p=0.018).a significant increase was observed in
protein carbonyl content if smokers and nonsmokers were compared
overall (F=6.113, p=0.018). Volunteers werealso subjected to detailed
labaratory investigation. Markers of kidney damage (urea, creatinine,
uric acid) and liver injury (AST,ALT,GGT) were studied, however no
significant difference was found in any of these clinical parameters. In
addition lipid profile (cholesterol, HDL,LDL,VLDL, triglycerides) of
each subject was evaluated. No significant difference was found in terms
of cholesterol, LDL, HDL and VLDL. However HDL-cholesterol levels
of smokers (49.12+£2.59) were significantly lower than that of
nonsmokers (62.44+4.31; F=7.815, p=0.008) whereas triglyceride levels
of smokers (169.45+16.58) were higher (11.44£15.49; F=4.901,
p=0.032) when compared. Our results indicate that cigarette smoking
and degree of consumption induces oxidative stress by increasing MDA
levels and protein carbonyl content and decreasing TSH levels. Also
smokers who are dyslipidaemic are more likely to encounter coronary

artery disease.

Key Words: Cigarette, lipid peroxidation, gluthathion, malondialdehit,

protein carbonil content, lipid profiles.
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