T.C.
GAZIANTEP UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

AORT KAPAK SKLEROZLU HASTALARDA OKSIDAN/ANTIOKSIDAN

STATUS ve OKSIDATIF DNA HASARININ ARASTIRILMASI

ARZU YUCEL
YUKSEK LISANS TEZI

TIBBI BIYOKIMYA ANABILIM DALI

DANISMAN
Prof. Dr. Seyithan TAYSI

GAZIANTEP
2020



T.C.
GAZIANTEP UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

AORT KAPAK SKLEROZLU HASTALARDA OKSIDAN/ANTIOKSIDAN

STATUS ve OKSIDATIF DNA HASARININ ARASTIRILMASI

ARZU YUCEL
YUKSEK LISANS TEZI

TIBBI BIYOKIMYA ANABILIM DALI

DANISMAN
Prof. Dr. Seyithan TAYSI

GAZIANTEP
2020






BEYAN

Bu tez ¢alismasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina kadar
biitlin agamalarda etik dis1 davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri akademik
ve etik kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez calismasiyla elde edilmeyen biitlin bilgi ve
yorumlara kaynak gdsterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine aldigimi, yine
bu tezin calisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarimi ihlal edici bir

davranigimin olmadigini beyan ederim.

17/06/2020

Arzu YUCEL



TESEKKUR

Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali’nda siirdiirdiigiim
Yiiksek Lisans egitimim ve tez ¢alismam boyunca rehberligini, destegini ve ilgisini
esirgemeyen, tecrilbe ve deneyimlerinden yararlandigim tez danigmanim kiymetli
hocam Prof. Dr.Seyithan TAYSI ye, tez ¢alismamda degerli katkilarindan dolay: basta
boliim baskanimiz Prof. Dr. Mehmet TARAKCIOGLU na ve boliim hocalarimdan;
Prof. Dr. Hiilya CICEK, Prof. Dr. A. Binnur OZYURT, Prof. Dr. Iclal GEYIKLI
CIMENCI, Dr. Ogr. Uyesi Elif ISBILEN, Dr. Ogr. Uyesi Mustafa ORKMEZ’e

tesekkiirlerimi sunarim.

Laboratuvar ¢alismalarima destek veren Ars. Gor. Hasan ULUSAL'a ve diger tim

laboratuvar ¢alisanlarina tesekkiirlerimi sunarim.

Egitim hayatim boyunca maddi ve manevi destegini esirgemeyen kiymetli aileme ve
yazim asamasinda manevi destekleriyle yanimda olan Samile UTLU’ya minnet ve

stikranlarim1 sunuyorum.

Bu tez, Gaziantep Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Yénetim Birimi Komisyonu

Bagskanligi tarafindan TF.YLT.20.11 numarali proje ile desteklenmistir.

Arzu YUCEL



ICINDEKILER

TESEKKUR ..ottt ettt ettt see e eeeeeens i
ICINDEKILER ........ooooioiiiieeeee ettt ettt ettt eneeas i
SIMGE VE KISALTMALAR ....cootiiieieeetetee et eses s s eses s esas st enesiasnees v
SEKIL LISTEST ..ottt v
TABLO LISTESI ..ottt Vi
EKLER LISTESI ..ottt vii
L0 /21 i PR PPRPSPTPRP 1
AB ST RACT e 2
1. GIRIS Ve AMAC ..ottt n sttt ettt 3
2. GENEL BILGILER.........coooiiitiiiiiniiii st 5
2 B N1 10333 1 o) 1 PRSP 5
2.2. Kalp Kapakgiklarin Kisa ANatomiSi.........cceoereerieriiiienieiineeseeseseeseene e 6
2.3, AOrt Kapagin YapPIST ....ceeiuiiiiieiiiiiiciie e 6
2.4. Aort Kapak Sklerozu’nun (AKS) Tanimi........cccocveririeiieiiiie e 6
2.5. Aort Kapak SKlerozunun TarihgeSi........cueveveriereririsisisieiee et 6
2.6. Aort Kapak Sklerozunun EpidemiyolOjiSi.........ccccevveiveiiiiiiieiicc e 7
2.7. Serbest RAAIKAIIET ..........ccoiiiiiee s 7
2.8. Reaktif OKSijen TUIIETT .....ccoveiviiiiiiiiiiiici s 8
2.8.1. Stiperoksit radikali (027) .iviveereeieeirieerieee st ene e 8
2.8.2. Hidrojen perokSit (H202) ....c.ooiiiiiiiiieieeiese et 8
2.8.3. Hidroksil Radikali (OH") .......ccooiiiiicicecccce et 9
2.8.4. SINGIEL OKSTJEN (MO2) vttt 10
2.9. ReaKtif Nitrojen TUIIETT ....cceevereeeierierieeieeeere e aesneens 10
2.9.1. NITTK OKSIt (NO").ovvrevereveeeeeeeeeeeeeeeseeeseees e es e es s sesseeseesssessesesssees e s eesees 10
2.9.2. Peroksinitrit (OONO ) ...ceiiiciiciecie ettt ae e 10
2.9.3. Nitrojen diokSit (NO2 ) ...ecerieeieeeiee et 11
2.10. Serbest Radikallerin EtKIEri.........ccoiveirinereieeeee e 11
2.10.1. Lipitler Uzerine BKIlEri..........ccrvuivivriveiiirireieieisicseissesesese e, 11
2.10.2. Proteinlerdeki ETKIST ... 12
2.10.3. Niikleik Asitler ve DNA Uzerine EtKileri......coeeveveveveuerereeeeeeereeeeeeeee e, 12
2.10.4. Karbonhitratlar Uzerindeki EtKiSi......coooovieeereereieieeeeeeee e, 13



2.10.5. ENZIMIET UZENE FEAKISI .. veeveeveeeeeeeseereereeeeeseeeeeeessessessessessessesesssssssessessessesns 13

2,11, ANLIOKSIAANIAN ......ceiiiiiiieieieeee e 13
2.11.1. Antioksidanlarin Savunma Mekanizmalart ...........cccoeiiiiiiiiiiininic s 13
2.11.2. Enzimatik AntioKSIAaNIar ...........ccoooiiiiiiiiiiiee e 14
2.11.2.2. Katalaz (EC 1.11.1.6) .eooeeriieierieeeeieeieesie et ee sttt sttt s naesnee s 14
2.11.2.3. Glutatyon peroksidaz (GSH-PX; EC.1.11.1.9)..ccccccieieiieieceereee e 15
2.11.2.4. Glutatyon rediiktaz (GSR; EC.1.6.4.2) c..ccovvuiiiiiiiiiiiiieeeieeseeesiee e 15
2.11.3. Enzimatik Olmayan AntioKSIAan|ar...........cccoceviriiiiinieieesece e 15
3.GEREC Ve YONTEM ........cccooviuiiieisrecesieecestese s e senes s st enan s s ssn e 17
3.1. Numunelerin TOPlanmast ........ccoiveriiiiiieiiiseese e 17
3.1.1. Total Oksidan ve Antioksidan Status Olgimii (TOS/TAS).....cccccevrveereririrerrnennns 18
3.1.2. Oksidatif Stres Indeksin Hesaplanmast (OSI) ........ccoeuevevvieereierinieceiereeneeeeenans 18
3.1.3. Tiyol Disiilfiit Homeostazis Parametrelerin OIgUmi............coooeveveveererirerencnnnnns 18
3.1.4. 8-OHAG OIGHMI.r.....vereceeveierieereceeieieseseeseretetesesssstsessss s e setesssenssssesesssensssesesesnes 18
3.2, IStatiStIKSEl ANALIZ........cveverereierecretereieeeeesete e eeste st es ettt ettt s e s s s esanaeee 18
4. BULGULAR ...ttt ba et reesteenbeaseesaaenteeneenseenneaneennens 20
5. TARTISMA ...ttt ettt te s e s be et e s e saeenteane e seeteaneenreas 22
6. KAYNAKLAR ...ttt sttt st e nte e esreenteeneeareenneens 25
T EKLER ..ot 34
8. OZGECMIS ..ottt 36



SIMGE VE KISALTMALAR

8-OHdG: 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin
ELISA: Enzyme linked immunosorbent assey
GSR: Glutatyon rediiktaz

GSH: Glutatyon

GSH-Px: Glutatyon peroksidaz

H.0,: Hidrojen Peroksit

HCI: Hidroklorik Asit

HOCI: Hipoklordz asit

NaOH: Sodyum hidroksit

NO’: Nitrik oksit

NO;": Nitrit

NO3: Nitrat

NOS: Nitrik oksit sentetaz

O, : Siiperoksit anyon radikali

OH’: Hidroksil radikali

ONOO " Peroksinitrit

RNT: Reaktif nitrojen tiirleri

ROT: Reaktif oksijen tiirleri

SOD: Siiperoksit dismutaz

SH: Siilthidril

DTNB: Sodyum borohidritin ditiyonit-2 nitrobenzoik



SEKIL LISTESI

Sekil 1. Insan Kalp ANALOMST .......vververevereieeceieeeeeeseseseseesesesesesssessesssesssssssssesssssessssssssesssssssnes


file:///C:/Users/Hp/Downloads/YUCEL_ARZU_tez_Mayıs2020%202%20Son.doc%23_Toc41052378

TABLO LISTESI

Tablo 1. Gruplarin Natif tiyol, Total tiyol, Disiilfit, Disiilfit/Natif tiyol, Disiilfit/Total tiyol, Natif

tiyol/Total tiyol, TAS, TOS, OSI, 8-OHdG parametrelerin ortalama + SD degerleri ................ 20
Tablo 2. Hasta grubunda Korelasyon analizi ...........c.eceveverenienieieieieisescseeeeeeeceeee e 21
21

Tablo 3. Kontrol grubunda korelasyon analizi.............c.coeveveriiiiinineceeeeeeee e

Vi



EKLER LIiSTESI

EK 1: Etik KUrul ONay FOMMU .....cc.oiiiiiiiiecieetes ettt 34

vii



OZET

AORT KAPAK SKLEROZLU HASTALARDA OKSIDAN/ANTIOKSIDAN
STATUS ve OKSIDATIF DNA HASARININ ARASTIRILMASI

Arzu YUCEL
Yiiksek Lisans Tezi, Tibbi Biyokimya AD
Tez Danigmant: Prof. Dr. Seyithan TAYSI
Haziran 2020, 47 sayfa

Aort kapak sklerozu (AKS), aort kapak hareketlerinde kisitlanma olmamasina karsin
aort kapaginin kalinlasmasi ve kalsifikasyonu olarak tanimlanmaktadir. Bu calismada,
AKS'li hastalarin serum tiyol/disiilfit homeostazi, total antioksidan durumu (TAS), total
oksidan durumu (TOS) ve 8-OH deoksiguanozin (8-OHdG) seviyelerini dlgmek ve
hastalik siddeti ile iligkili olup olmadig1 arastirmayr amagladik. AKS'li 40 hasta ve 40
saglikli birey ¢alismaya dahil edildi. AKS grubunda, TAS, TOS, OSI, Ntiyol, Ttiyol,
distilfit, distlfit/Ntiyol, disilfit/Ttiyol ve 8-OHdG diizeyleri kontrol grubunun
degerlerine gore anlamli derecede diisiikk oldugu tespit edildi. Bununla birlikte, Ntitol/
Ttiyol diizeyleri kontrol grubundan istatistiksel olarak daha yiiksek bulundu. Sonug
olarak, elde ettigimiz sonuglar, artmis oksidan stresin aort kapak sklerozunun
baslangicinda ve ilerlemesinde 6nemli bir nokta olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu
nedenle, tedaviye antioksidanlarin eklenmesi, tiyol/disiilfid dengesinin geri kazanilmasi,
aort kapak stenozunun yavaslatilmasi veya hatta durdurulmasi i¢in yeni terapotik
hedeflere 151k tutabilir.

Anahtar kelimeler: DNA hasari, homeostaz, TAS, TOS, siilfidril bilesikleri, aort

skleroz



ABSTRACT

INVESTIGATION OF OXIDAN / ANTIOXIDANT STATUS AND OXIDATIVE
DNA DAMAGE IN PATIENTS WITH AORTAL VALVE SCLEROSIS

Arzu YUCEL
Master of Science Thesis, Department of Medical Biochemistry
Supervisor: Prof. Dr. Seyithan TAYSI
June 2020, 47 pages

Aortic valve sclerosis (ACS) is defined as thickening and calcification of the aortic
valve, although there is no restriction in aortic valve movements. In this study, we
aimed to measure serum thiol/disulfide homeostasis, total antioxidant status (TAS), total
oxidant status (TOS) and 8-OH deoxyguanosine (8-OHdG) levels of patients with ACS
and to investigate whether they are associated with disease severity. 40 patients with
ACS and 40 healthy individuals were included in the study. In the ACS group, TAS,
TQOS, OSlI, Nthiol, Thiol, disulfide, disulfide/Nthiol, disulfide/Thiol and 8-OHdG levels
were found to be significantly lower than the control group. However, Ntiol/Thiol levels
were found statistically higher than the control group. In conclusion, our results suggest
that increased oxidant stress may be an important point in the onset and progression of
aortic valve sclerosis. Therefore, adding antioxidants to treatment can shed light on new
therapeutic targets for thiol/disulfide balance, slowing or even stopping aortic valve
stenosis.

Key words: DNA damage, homeostasis, TAS, TOS, sulfhydryl compounds, aortic

sclerosis



1. GIRIS ve AMAC

Aort kapak sklerozu (AKS), aort kapak hareketlerinde kisitlanma olmamasina karsin aort
kapaginin kalinlasmasi ve kalsifikasyonu olarak tanmimlanmaktadir (1, 2). Aort kapak
sklerozunun gelisimi i¢in yaygin risk faktorleri arasinda yiiksek tansiyon, yiiksek kan lipit
ve kolesterol diizeyleri, obezite, diabetes mellitus, sigara ve kronik bobrek hastalig
bulunmaktadir (3). AKS gelismis iilkelerde en sik goriilen kapak hastaligidir ve bati
tilkelerinde de yaygindir. 65 yas grubundaki insanlarin yaklasik % 25'inde bulunur ve 80'li
yillarda %50'ye kadar yilikselmistir. Son ¢alismalar aort kapak hastaliginin ABD eriskin
popiilasyonunda yaygin oldugunu ve yilda 28.000'den fazla 6liime ve 48.000 hastaneye
yatisa neden oldugunu gostermektedir (4, 5). Cogu caligmalarda AKS'li hastalarin
kardiyovaskiiler olaylar ve mortalite insidansinda artis oldugunu ifade edilmektedir (6, 7).
AKS gelisimi yaklasik 6 yil alir. Aort kapak sklerozulu hastalarin az bir kismi 5 yil
icinde ¢esitli derecelerde aort darligina progrese olur. Aort sklerozunun kanitlanmig
herhangi bir tedavisi yoktur (8). Reaktif oksijen tiirleri (ROT), reaktif azot tiirleri (RNT)
ve diger karbon merkezli radikaller, normal fizyolojik kosullar ve patofizyolojik kosullar
altinda biyolojik sistemlerde iiretilen kararsiz kimyasallardir. ROT, siiperoksit anyonu
(O2") ve hidroksil radikali (OH") gibi serbest radikal ara maddelerinin yani sira hidrojen
peroksit (H,O,) ve hipoklordz asit (HOCI) gibi radikal olmayan molekiilleri igerir. RNT
esas olarak nitrik oksit (NO"), peroksinitrit ve diger nitratlardan olusur; karbon merkezli
molekiiller kimyasal yapilar1 karmagiktir ve genellikle ksenobiyotik metabolizmasinda
tiretilir (9, 10). Birgok calismada asir1 aktif ROT’leri olusumunun hiicresel hasara ve
aterojeneze neden oldugu bildirilmistir. ROT" larin zararli etkilerine ek olarak, bunlarin gen
ekspresyonu ve hiicre proliferasyonu, hipertrofi, bliylime durmasi ve/veya apoptozun
indiiksiyonu dahil olmak iizere ¢esitli hiicre islemlerinde rol aldiklari ifade edilmektedir
(11-14). Bununla birlikte, arastirmalar ROT/RNT'nin DNA {izerinde bazi zararl etkilere
sahip olabilecegini ve aslinda DNA iplik kopmalarini, kromozomal anormallikleri ve
sonug olarak endojen serbest radikal ataklarindan kaynaklanan DNA hasarini tetikleyerek
birgok hastaliga katkida bulunabilecegini gostermistir (13, 15-17). Bazi g¢alismalarda
oksidatif DNA hasariin aterosklerotik plaklarin da 6nemli bir 6zelligi oldugunu O6ne

stirmektedir (13, 18).



En iyi bilgimize gore, AKS'li hastalarda tiyol-disiilfid homeostazini arastiran higbir
calisma yoktur. Bu yliksek lisans tez calismasinda bu hastalarda serum tiyol/disiilfiir
durumu, total antioksidan durumu (TAS), total oksidan durumu (TOS) ve 8-OH
deoksiguanozin (8-OHdG) seviyelerini degerlendirmeyi ve AKS patogenezindeki yollarda
aktif stresin roliinii ve elde edilen sonuglarin hastalik siddeti ile iliskili olup olmadigi

arastirmay1 amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kalbin Yapisi

Kalp, senkronize hareketi kan akisina neden olan atriyal ve ventrikiiler odalardan ve
dort kapaktan olusan biyolojik bir pompadir. Kalp, dort kalp odasindan olusur (19). Kan
atriumdan ventrikiillere aktarilir. Elektriksel stimiilasyondan sonra, sag ventrikiil
oksijensiz kani1 vermek i¢in kani akcigerlere pompalar. Oksijen bakimindan zengin kan
daha sonra sol atriyumda toplanir. Kalbi sol ventrikiilden birakir ve bu kan oksijen ve
besin saglamak ve atik {irlinlerini tagimak i¢in tiim organlara gider (Sekil 1). Tek yonlii
kan akisini siirdiirmek i¢in kalpte dort kalp kapagi (sag atriyum ve ventrikiile bagh
trikiispit ve pulmoner kapaklar, sol atriyum ve ventrikiile bagli mitral ve aort kapaklar)

bulunur (20, 21).

superior

k B
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vein -
. eft
atnum atrium
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valve
tricuspid
valve aortic
valve
inferior
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right ventricle left ventricle

Sekil 1. Insan Kalp Anatomisi



2.2. Kalp Kapakgiklarin Kisa Anatomisi

Kalp kapakgeiklari, kalpteki tek yonlii kan akigindan sorumlu olan yumusak dokulu
karmasik yapilardir. Kalbimizde kanin dogru bir sekilde akmasini saglayan dort kapak
bulunmaktadir. Kalp kapaklar1 mitral kapak, trikiispit kapak, pulmoner kapak ve aort
kapagindan meydana gelmektedir. Bu dort kapagin temel iki gorevi vardir: Ilki acik
olma durumu, tek yonlii kan akiglarim1 kontrol eder; bir digeri kapali olma durumu,
basing farklarinin kapali bir sistemde var olmasina izin verir. Kalp kapak hastalig1 yasla
beraber artan bir kardiyovaskiiler hastaliktir. Bu hastalik 6nemli bir kismi dogustan
gelebilir (tiim canli dogumlarin %1-2'si). Ozellikle yetiskinlerde enfeksiyonlar ya da
diger kalp rahatsizliklar1 gibi bircok durumdan ortaya ¢ikabilmektedir. Kalp kapakg¢igi

rahatsizlig1 diinya genelinde 6nemli bir saglik sorunudur (20, 22, 23).

2.3. Aort Kapagin Yapisi

Aort kapagi (AV) sol, sag ve koroner olmayan kiispislerden olusan trileaflet semilunar
kapaktir (24). Kalpteki dort kapaktan biri olan bu kapak, aortu sol ventrikiilden ayirir.
Kalbin iki semilunar kapaginda digeri ise pulmoner kapaktir. Aort kapakta normalde {i¢
yaprakeik (kiispis) bulunur, ancak popiilasyonun %]1-2'sinde dogustan iki yaprakeik
bulunur (25).

2.4. Aort Kapak Sklerozu’nun (AKS) Tanmim

Aort kapak sklerozu/AKS baslangicta lipokalsifikasyonun neden oldugu kapak
kalinlagmasi olarak ortaya ¢ikmistir. Aort kapak sklerozu klinikte 65 yas iistii bireylerin
yaklasik %20-30'nu etkileyen bir durumdur. Bu siklik 85 yas lstii hastalarin %48'ine
kadar ¢ikmaktadir. Aort stenozu ise 65 yasin iistiindeki hastalarin%2-3'inii ve 85 yas
uistiindeki hastalarin %8'ini etkiledigi goriilmektedir. Boylece insidansi yasla birlikte
katlanarak artar. Bu yilizden uzun zaman kalsiyum birikimi ile yasa bagli dejeneratif bir
siire¢ olarak kabul edilir. Bununla beraber yapilan bir¢cok c¢alismalarda aort kapak
hastaliginin yiiksek kolestrol, hipertansiyon, obezite, romatizmal ates, diyabet, sigara
icme, fiziksel aktivite yetersizligi, insiilin direnci gibi risk faktorlerinin varhig ile iliskili

oldugu gosterilmistir (26).

2.5. Aort Kapak Sklerozunun Tarihcesi

AKS’u 17. yilizyilin baglarinda kalsifik aort kapak hastaligi olarak tanimlanmistir.

Yirminci ylizyilin baslarinda, romatizmal hastalik veya dejenerasyon nedeniyle kapak
6



kalsifikasyonu olarak diisiiniilmiis. Gelismis iilkelerde romatizmal etiyolojide kalsifik
kapak hastaliklarinin prevalansi oldukga nadirdir ve romatizmal ateste azalma nedeniyle
azalirken, dejeneratif etiyolojide aort kapak hastaligr uzun yasama beklentisi nedeniyle
artmustir. Aort kapak kalsifikasyonu patogenzinin orijinal tanimi 1904’te Monkckeberg
tarafindan bu yana tartismalidir ve AKS baslangicta endokardite atfedilmesine ragmen

Monkckeberg 1904’te AKS’nin ilk ayrintili agiklamasini yazmustir (27, 28).

2.6. Aort Kapak Sklerozunun Epidemiyolojisi

Aortik kapak sklerozu 65-74 yas arasi bireylerin %30’unda 84 yasin {izerinde ise %50
oraninda goriilmektedir (29, 30). Avrupa ve ABD’de en ¢ok goriilen kapak hastaligi
aort kapagi hastaligidir. Yilda 28 binden fazla 6liime ve 48 binden fazla hastaneye
yatmasina sebep oldugunu gostermektedir. Skleroz ve aort kapak kalsifikasyonu
gelismis iilkelerde daha yaygin goriilen bir kapak hastaligidir. Ayni zamanda aort kapak
replasmanini tek basina veya miyokard revaskiilarizasyonu ile birlikte degerlendirirsek
son 10 yilda gergeklestirilen aort kapak prosediirlerinin sayist artmaktadir; mitral kapak
cerrahisi ayn1 donemde sabit goriinmektedir. Ayrica, aort kapaginin patolojik siirecinin

etiyolojisi son yillarda degismektedir (5, 31).

2.7. Serbest Radikaller

Atomik veya molekiiler yoriingelerinde eslestrilmemis elektron bulunduran, genellikle
yiiksek oranda reaktif ve kararsiz bir molekiil olan serbest bir radikal olarak adlandirilir
(32). Yiiksek reaktiveleri sonucunda, radikallerin cogu biyolojik sistemlerde 107 s' den
daha kisa bir 6mre sahip olabilir. Fakat bazi tiirler daha uzun siire aktivitelerini devam
ettirebilirler (33). Serbest radikaller birgok metabolik yolaklarin normal firtinleridir.
Bunlarin bir kismi kontrollii bir formda bulunurken, bir kismi ise serbest formda
bulunur. Serbest radikaller farkli doku ve organlarin bilesenleri ile tepkimeye girerek
oksidant etkilerinden dolay1 hasara neden olmaktadirlar (34). Onlar redoks sisteminin
degistirilmesinde, indiiklenmis DNA hasarinda, prokarsinojenlerin aktivasyonunda ve
bunlarin tiim kanser indiiksiyon indikatdrlerinde rol oynadigi yapilan arastirmalarda
ifade edilmektedir (35). Serbest radikallerin gesitli tipleri vardir. Azot merkezli, oksijen
merkezli, kiikiirt merkezli ve karbon merkezli radikaller serbest radikallerin farkli

tiirlerini olustururlar (36).

Serbest radikal olusumu i¢in mekanizmasi 3 yolla olusur: (37, 38).



I. Kovalent bagli normal bir molekiiliin, homolitik béliinmede bagdaki iki elektronun
tirtinler arasinda esit olacak sekilde paylasir.

A:B—A+B

Il. Bir molekiilden tek elektron kaybi veya heterolitik bag boliinmesi sonucunda
olusurlar. Kovalent bagla bagli iki atom arasinda esit olmayan bir sekilde atomlari
birinde kalir.

A:B—A-+B"

I1l.  Bir molekiile tek elektron ilave edilmesi ile meydana gelir.

C+e—C”

2.8. Reaktif Oksijen Tiirleri

2.8.1. Siiperoksit radikali (02" )

Oksijen varliginda yasayan organizmalarda, oksijen karali hale gecebilmek igin tek
elektronlu oksijen gazi indirgenir ve eslestirilmemis bir yapi olan O, radikali meydana
gelir (39).

Ope — Oy

O, radikali zayif bir oksidandir ve yarilanma 6mrii sadece milisaniye araliginda olan

gliclii bir indirgeyicidir (39, 40).

Oksijen varliginda O, iiretmek igin, flavin niikleotitler, adrenalin, tiyol bilesikleri,
glikoz vb. ¢esitli molekiiller oksitlenebilir. Fe veya Cu gibi metal iyonlarin varlig
reaksiyonlarin etkisini hizlandirir. Cogunlukla mitokondriyal i¢ membrandaki elektron
tasima zinciri sirasinda, oksijen suya indirgenerek serbest radikalleri iiretir. Daha sonra
O, tretmek igin serbest elektronlarla reaksiyona girer ve O," anyonlari olustururlar
(41-43).

2.8.2. Hidrojen peroksit (H,0,)

Oksijen molekiiliiniin herhangi bir molekiilden 2 elektron almasi ya da O, bir elektron

almasi sonucunda H,O; olusur. H,O, molekiilii 2 hidrojen atomu ile birleserek H,0,



meydana getirir. O, dismutasyonu sirasinda veya dogrudan oksijenin indirgenmesiyle

olusur.

SoD
20,"+2H" ——— >  H,0,+0,

Olustuktan sonra, H,O, dogrudan oksidatif hasara neden olabilir veya O, gibi yiiksek
oranda reaktif serbest radikalleri iireten bir dizi baslatabilir. H,O, yavas tepki verme
egiliminde olmasina ragmen potansiyel olarak giiglii bir oksitleyici ajandir (38, 44, 45).
H,0, serbest radikal olmamasina ragmen ROT’ler igine girebilir ve serbest radikallerin
biyokimyasinda 6nemli bir rol oynar. Ciinkii O," ile reaksiyona girmesiyle, toksik ve
oldukca reaktif etki veren OH" radikalini olusturur. Bunu Fenton ve Haber-Weiss
reaksiyonu ad1 verilen iki mekanizmasiyla gergeklestirir;

Fenton reaksiyonu, oénce ferri demir (Fe™ ) O,” tarafindan ferro demire (Fe™?)
indirgenir. Daha sonra bu Fe*? kullanilarak H,O,’den OH" ve OH" iiretilir (38, 46).
Haber-Weiss reaksiyonu, H,0,’in O," ile reaksiyona girmesiyle OH" radikalini

meydana gelir.

2.8.3. Hidroksil Radikali (OH")

Hidrojen peroksitin tek elektron indirgenmesiyle olusur. OH' radikallerinin reaktivitesi
olduk¢a yiiksek ve toksiktir. Budan dolayi, iiretim yerinin yakinindaki molekiillerle
etkilesime girer. OH" radikali DNA, proteinler, lipidler, amino asitler, sekerler ve
madenler gibi organik ve inorganik molekiillerle reaksiyona girerler. In vivo olarak
yarilanma 6mri kisadir (47, 48).

Canlilarda OH’ radikalini iiretmenin birkag yolu vardir. Birinci yol olarak suyun yiiksek
enerjili iyonize edici radyasyona maruz kalmasi sonucunda olusur. Ikinci yol ise

H,0,’1n metal iyonlarin varliginda indirgenmesini igerir (38).

H-O-H »H+OH"

DNA'ya yakin OH" iiretimi, radikallerin DNA bazlariyla veya DNA'nin deoksiribosil
omurgasiyla reaksiyona girmesiyle hasarli bazlar veya iplik kopmalarni meydana
getirmektedir (48).



2.8.4. Singlet oksijen (*0,)

Radikal olarak kabul edilmez. Fakat reaksiyonlar sonucu olustugu gibi reaksiyonlarin
baglamasina da sebep olabilir. Oksijen den farkli olarak ¢ok reaktiftir. 10 s'lik bir yari
omre sahiptir ve memeli dokusu i¢in toksik olmayip kimyasal reaksiyonlar sirasinda

olusabilir (38, 49).

Ultraviyole 1sinim1 ve ozon gibi ¢evresel ajanlar 10, iiretebilir; peroksil radikallerinin
sonlandirilmasi, peroksidaz aracili reaksiyonlar, perosinitrit reaksiyonlar1 ve H;O,
reaksiyonlart dahil olmak lizere diger islemler de 10, iiretir. Niikleik asitler, proteinler,

lipitler ve steroller 10, hasarimin baglica biyolojik hedeflerdir (49).

2.9. Reaktif Nitrojen Tiirleri

Nitrik asit (NO") ve nitrik dioksit (NO;") ve peroksinitrit (OONO ) gibi reaktif nitrojen
tiirlerinden yan iriinler olusurturur. Yapilan ¢alismalarda RNT’nin roliiniin hiicresel
sinyalizasyon, vazodilatasyon ve bagisiklik yanitinda dogrudan bir rol oynadigi yapilan

arastirmalarda ifade edilmektedir (50).

2.9.1. Nitrik Oksit (NO)

Nitrojen monoksit olarak bilinen NO°, nitrik oksit sentaz (NOS) enzim tarafindan
katalize edilen l-arginin terminal guanido azot atomlarindan birinin oksidasyonu ile

uretilen bir radikaldir.

NO’, OONO olusturmak i¢in O, ile daha fazla reaksiyona girebilir.

NO™+0," — ONOO

Protonlanmis peroksinitrit (ONOOH) formu, siilthidril (SH) gruplarinda giiglii bir
oksitleyici ajan olarak iglev goriir. Birgok molekiiliin ve proteinin oksidasyonuna neden
olur ve hiicresel hasara yol acar. Ayrica proteinlerdeki aromatik amino asit kalintilarinin
kirilmasi, protein oksidasyonu ve nitrasyonu gibi DNA hasarina neden olabilmektedir

(51-53).

2.9.2. Peroksinitrit (OONO")

Inflamasyon bélgelerinde iiretilen OONO™, oksidatif doku hasarma sebep olan bir

molekiildiir. OONO", sitotoksik bir tiir olup diisiik yogunluklu lipoproteini (LDL)
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okside edebilir. Yapilan arastirmalarda OONO™ olusumu c¢esitli hastaliklara sebep
oldugu tespit edilmistir (54). Ayrica OONO™ , membran lipit peroksidasyonunu baslatip
glikoksidasyon ve lipoksidasyon reaksiyonlarini katalize edebilirler. Boylelikle karboksi
etillizin gibi glikoksidasyon reaksiyonlarinin tirtinleri, indiiklenen lipit peroksidasyon

bolgelerinde olusturulabilir (55).

2.9.3. Nitrojen dioksit (NO;")
Nitrik dioksit (NO;"), peroksil radikali ve NO® kirli hava ile reaksiyonundan olusur.

NO;", lipit peroksidasyonunu ve serbest radikallerin iiretimini baslatan ¢ift baglara

sahiptir ve kararsiz hidrojen atomlarina baglanir. Ayrica askorbik asidi okside edebilir

(54).

2.10. Serbest Radikallerin Etkileri

Ekzojen ve endojen kaynaklarinda siirekli olarak serbest radikaller olusur. Olusan
radikaller oksidatif doku hasarina yol acip birgcok hiicresel islevi bozabilmektedir.
Serbest radikaller hemen hemen tim biyomolekiil yapilara zarar verebilir. Hiicrelerin

onemli makromolekiillerine etki etmektedir (38, 56, 57)

2.10.1. Lipitler Uzerine Etkileri

Biyomolekiiller igerisinde serbest radikallere kars1 oldukc¢a duyarli olup ve reaktif etki
veren lipitlerdir. Tiim hiicresel membranlar, yiiksek doymamis yag asidi konsantrasyonu
nedeniyle oksidasyona karsit savunmasiz olup ve membran lipitlerinde olusan hasarin
onarilmast miimkiin degildir. Lipit peroksidasyonu, doymamis yag asitlerininin
oksidatif yikimi olarak adlandirilmaktadir. Lipitlere verilen hasar 3 agamada gerceklesir.
Baslangi¢c asamasi olarak, zayif bir ¢ift bagin varligi nedeniyle membrandaki ¢oklu
doymamis yag asitlerinden metilen grubundan bir hidrojen atomunu uzaklastirilmasiyla
oksijen metabolitinin saldirisimi icerir. Bu sekilde, geri kalan yag asitlerindeki karbon
radikalinde eslesmemis bir elektron birakir ve daha kararli konjuge dienler olusturmak
tizere molekiiler yapinin yeniden diizenlenmesi ile birlikte stabilize olurlar. Cogalma
asamasinda, yag asit radikali dioksijen ile tepkimeye girerek lipit peroksili (LOO)
meydana getirir. LOO, komsu bir yag asidi molekiiliinden baska bir hidrojen atomunu
uzaklastirma yetenegine sahiptir, bu da yag asidi radikallerinin artmasina neden olur. Bu
reaksiyonlar tekrar tekrar meydana gelir ve zarda doymamuis lipitin peroksidasyonuna
yol agar. LOO, ayrica bir aldehide ayristirilabilen veya siklik endoperoksit, izoprotanlar
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ve hidrokarbonlar olusturabilen bir lipit H,O, haline doniisiirler. Son asamada ise, bir
LOO'nun bagka bir radikal etkilesimiyle devam eder ya da antioksidan reaksiyonlarla
sonlandirilir (58-60).

2.10.2. Proteinlerdeki Etkisi

Lipitlere oranla proteinler, radikallerin etkisine kars1 hassasiyetleri oldukga diistiktiir ve
etkilenme derecesi amino asitlerin dizilisine gore degisir. H,O, ve O," radikali, -SH
iceren gruplarinda dahil oldugu molekiillerin serbest radikallerle reaksiyonu yiiksek
oldugundan triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metionin, sistein gibi amino asitler
kolayca okside olup ve radikallerden etkilenmektedir. Bu reaksiyonlar neticesinde
bilhassa -SH gruplar1 ve C merkezli radikaller meydana gelmektedir. 1gG ve sayica ¢ok
fazla distilfit baga sahip olan albiimin gibi proteinler zamanla {i¢ boyutlu yapilar1 hasara

ugrar ve proteinler islevselligini kaybeder (38, 61).

2.10.3. Niikleik Asitler ve DNA Uzerine Etkileri

Insan DNA’daki genomik yap1 birgok genetik farklilasmalarla ortaya cikabilir (62).
DNA yapisindaki hasar, bir hiicrenin yasami boyunca goriilen bir olaydir. DNA kararli,
iyl korunan bir molekiil olmasina ragmen, iyonize edici radyasyonla olusan ekzojen ve
endojen kaynakli metabolik iirlinler ve ROT etkisiyle siirekli olarak degisimlere maruz
kalir. Bu degisimler DNA’nin komponentlerini etkileyerek hiicrede mutasyon, kanser
gibi organizmalarda hiicresel 6lime ve ¢ok fazla hasara neden olmaktadir (63). OH’,
deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girer. OH’, C-8 pozisyonunda guanine
saldirarak oksitleyici bir iiriin olan 8-hidroksiyoguanosin (8-OHdG) olusturur. OH’, 8-

hidroksiadenini olusturmak tizere adenin gibi diger bazlara da saldirabilir (38, 64, 65).

2.10.3.1. 8-OHdG Olusumu

DNA’y1 olusturan bilesenler icerisinde oksidasyona en yatkin baz guanindir. 8-OHdG
bazi, DNA’da guanin bazinin C atomuna OH’ radikalinin baglanmasi sonucu meydana
gelir. DNA’da ROT yaklasik olarak 20’den fazla oksidatif baz hasar iriiniinii meydana
getirmektedir (66). Ancak, bu bazlar arasinda duyarliligi ve mutajenik potansiyelinden
dolay1 iizerinde ¢ok calisilan oksidatif olarak modifiye edilmis baz 8-OHdAG’ dir (67).
Guaninin karbon atomlari ile tepkimeye giren OH" radikali, DNA’da radikaller olustur
ve oksidatif DNA hasarina sebep olmaktadir. DNA replikasyonu esnasinda baz gifti
doniisimii bozulmasiyla mutsayona sebep olurlar. Bundan dolayr 8-OHdG, DNA'da
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oksidatif hasar varliginda ortaya ¢ikan ve yaygin olarak kullanilan 6nemli bir DNA
hasar belirtecidir (65).

2.10.4. Karbonbhitratlar Uzerindeki EtKisi

Serbet radikallerin karbonhidratlar iizerinde 6nemli etkiye sahiptir. Monosakkaritlerin
radikallerle reaksiyonu sonucu okzoaldehitler ve H,O; olusturmak iizere oksidasyona
ugrarlar. Okzoaldehitler niikleik asitler ve proteinlerle aralarinda bag olusturabildikleri
icin diyabet, sigara, kanser ve yaslanma gibi ¢esitli hastaliklarin patolojik stireclerinde
onemli rol oynarlar. Bag dokusunda bulunan bir polisakkarit olan hyaliironik asit,
ROT’leri tarafindan pargalanarak inflamatuar eklem hastaliklarina sebep olmaktadir
(38, 68).

2.10.5. Enzimler Uzerine EtKisi

Serbest radikaller proteolitik ve katabolik enzimleri artirirlar. Proteaz, fosfolipaz,
elastaz, siklooksijenaz, lipoksijenaz, ksantinoksidaz, triptofandioksijenaz ve galaktoz
oksidaz gibi enzimleri aktif hale getirirler. a-1- antitripsin gibi savunma sistemlerini
inaktive ederler (38, 51).

2.11. Antioksidanlar

Antioksidanlar, kii¢iikk konsantrasyonlarda bile oksidasyon siirecinin bir inhibitoriidiir.
Bu ylizden viicutta c¢esitli fizyolojik onemli bir role sahiptir. Bitki materyalinin
antioksidan bilesenleri radikal temizleyiciler olarak hareket ederler. Radikalleri daha az
reaktif tiirlere doniistliriilmesine yardimci olurlar. Yapilan c¢alismalarda, meyveler,
sebzeler, kepekli tahillar, baklagiller ve omega-3 yag asitleri agisindan zengin bir
diyetle beslenmenin insanlart hastaliklara karsi korunmasinda yardimci olabilecegi

ortaya ¢ikarilmustir (69, 70).

2.11.1. Antioksidanlarin Savunma Mekanizmalari

Antioksidan, viicut sisteminin en énemli savunma mekanizmasidir. ROT’lerin olusumu
ve bunlarin hiicresel ve molekiiler diizeyde meydana getirdikleri hasar1 6nlemek veya
daha az reaktif formlara doniistirmek i¢in hareket ederler. Bunlar ‘’antioksidanlar’’
olarak adlandirilir. Antioksidanlar, bir zincir reaksiyonu olusturmadan elektronlari

kaybetme yetenegine sahiptir (38, 71).

Antioksidanlar 4 farkli mekanizma ile etki etmektedirler (38):
13



1. Repair Etki (Onarict Etki): Serbest oksijen radikallerin olusturdugu hasarlarin
onarilmasi onarici etki olarak adlandirilir.

2. Chain Breaking Etki (Zincir Koparma Etkisi): Seruloplazmin, hemogglobin, E
vitamini ve C vitamini gibi antioksidanlar ROT’lerin olusumunu engelleyerek
zincir kirici olarak etki gostermektedir.

3. Quencher Etkisi (Bastirict etki): Radikallerin antioksidanlarla etkilesip onlara bir
hidrojen atomu ekleyerek aktivilerini azaltmasi ve etkisiz hale getirilmesine
verilen addir. Antosiyanoidler, flavanoidler, trimetazidin, vitaminler boyle bir
etkiye sahiptir.

4. Scavenging (Temizleme) Etkisi: Oksidanlar etkileyerek onlari tutmaya ve yeni
zay1f molekiillere doniistiirme islemi olarak adlandirilir. Treakeobronsial mukus,
kiigiik molekiiller, antioksidan enzimler boyle bir etki gostermektedir.

Bu savunma mekanizmasi iki ana gruptan olugsmaktadir.

2.11.2. Enzimatik Antioksidanlar

2.11.2.1. Superoksit dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1)

Hiicredeki ilk detoksifikasyon enzimi olup giiclii bir antioksidandir. ROT’lere karsi
savunma saglayan sitoplazmik bir antioksidan enzimdir. SOD enzimi O,", H,0;’te
metabolize eder (38, 72).

02._+02'_+2H+ — H,0,

SOD bir metalo enzimdir. Aktivite olmasi igin metal bir kofaktdre ihtiya¢ duyar.

Okaryotlarda gerekli olan metal iyonun tipine gére 3 adet izoenzimi vardir (73).

2.11.2.2. Katalaz (EC 1.11.1.6)

Tiim Okaryotik organizmalarda meydana gelen antioksidan enzimdir. Demir veya

manganez enzimin aktif bélgesine baglanan bir kofaktordiir.

KAT, her biri 500'den fazla amino aside sahip dort polipeptit zincirinin tetramerinden
olusan bir hemoproteindir. Dort porfirin hem grubu enzimin H,O, ile reaksiyona
girmesine izin vererek H,O, suya ve oksijene doniistiirmesini saglar. Karaciger, bobrek

ve eritrositlerde bol miktarda bulunmaktadir (47, 74-76).

2H,0, KATALAZ — 51.,0+0,
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2.11.2.3. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px; EC.1.11.1.9)

Peroksidaz aktivitesine sahip bir enzim ailesinin genel adidir. Dort selenyum kofaktorii
iceren H,O, ve organik H,O, indirgenmesinde sorumlu enzimdir. Serbest radikallerin
peroksidasyonu sonucunda memeli hiicrelerini oksidatif hasarina karsi korunma saglar.
GSH-Px biyokimyasal fonksiyonu, lipit H,O, alkollere ya da serbest H,O, suya
katalizleyerek hiicreleri oksidatif hasardan korur (77, 78).

2.11.2.4. Glutatyon rediiktaz (GSR; EC.1.6.4.2)

Flavoproteine olan glutatyon rediiktaz (GSR), NADPH’1 indirgeyici olarak kullanarak
glutatyon disiilfiirden (GSSG) glutatyon (GSH) tiretimini katalizler (79).

GSSG+NADPH+H ——SR__ 2GSH+NADP*

2.11.3. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

2.11.3.1. E vitamini (a — tokoferol)

Dogada en ¢ok bulunan antioksidandir. E vitamini ailesi, kimyasal olarak sekiz farkli
formda bulunan yagda ¢oziinebilen bir bilesiktir. Her formun kendine 6zgii 6zelliklere
sahiptir. Sekiz formunda biri olan a-tokoferol insan viicudunda antioksidan aktivitesi
yiksek olmasindan dolay1 arastirllmigtir. o- tokoferol formu, lipit radikalleriyle
tepkimeye girerek membran lipitlerindeki yag asitlerin hasar gérmesini engellemektedir.
Serbest radikalleri ortadan kaldiran ve zincir reaksiyonun devam etmesini onleyen bir

antioksidandir (80-82).

2.6.3.2. C vitamini (Askorbik asit)

Vitamin C bir katekolaktondur. Bitkiler ve hayvanlar askorbik asit sentezini yapabilen
giiclii bir antioksidan aktiviteye sahiptir. Askorbik asit, antioksidan 6zelliklerin yani sira
redoks tepkimelerinde, fotosentez ve hormon biyosentezini diizenlenmesinde goérev
almaktadir. Ayrica, hiicrelerin boliinmesi ve biiylimesini diizenler ve sinyal iletiminde
rol oynar. Askorbik asit, ROT igin gii¢lii bir indirgeyici ajan olup, bazi enzimler igin

kofaktordiir (83, 84).
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2.11.3.3. Karotenoidler

Karotenoidler, insanlar ve hayvanlar tarafindan sentezlenmeyip, mikroorganizmalar ve
bitkiler tarafindan sentezlenmektedir. Sebze ve meyveler karotenoid bakimindan zengin
kaynaklardir. Ozellikle sar1 veya kirmizi renginden sorumlu olan dogal pigmentlerdir.
Karotenoidlerin ¢ogu antioksidan aktiviteye sahiptir. Yapilan bir¢ok ¢alismalarda,
karotenoidlerce zengin beslenme ¢esitli hastaliklarin riskinin azalmasinda énemli bir rol
oynadig1 kabul edilmektedir. Karotenidler, hiicreler arasinda iletisimi saglayip ve
bagisiklik sistemini gii¢lendirir. Temel testlerde, karotenoidler giiglii bir antioksidan

aktiviteye sahiptir ve serbest radikalleri inaktive ettigini gostermektedir (85-89).
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3. GEREC ve YONTEM

Bu calisma icin Gaziantep Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurul’undan
07/11/2018 tarihli ve 2018/195 nolu karar ile onay alinarak, Tibbi Biyokimya Anabilim
Dali tarafindan Gaziantep Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi laboratuvarinda

yapilmustir. Calisma protokolii Helsinki Bildirgesi’ne uygun olarak yiiriitiildi.

Calismada, Gaziantep Universitesi Hastanesi Kardiyoloji Béliimiinde kardiyoloji
hekimi tarafindan hastalik teshis edilerek aort kapak sklerozlu 40 hasta birey ile 40

saglikli birey kontrol grup olacak sekilde planlanmistir.
Calismaya Dahil Olma Kriterleri

v’ 18-65 yas arasi kadin ve erkekler
v AKS tanisi alan hastalar
v’ 18-65 yas arasi sagliklilar

Calismada Dislanma Kriterleri

v’ 18-65 yas aralig1 disindaki AKS hastalar1 ve sagliklilar
v Hamile kadinlar
v' Siddetli aort kapak sklerozu olan hastalar

3.1. Numunelerin Toplanmasi

Kan alma islemi Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi merkez laboratuvarinda
yapildi. Alinan kan 30 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra 4000 rpm de 10
dakika santrifiij edilerek ayrilan serum ornekleri -80 °C’ de analizlere kadar saklandi.
Serum orneklerinde TAS, TOS, OSI, (-SH + -S-S-), -S-S-, -SH spektrofotometrik
yontemle ve DNA hasar belirteci olan 8-OhdG seviyeleri ise ELISA yontemiyle
olgiilerek Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali

laboratuvarinda gerceklestirildi.
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3.1.1. Total Oksidan ve Antioksidan Status Ol¢iimii (TOS/TAS)

Total oksidan status ve TAS diizeyleri, Rel Assay (Gaziantep, Tiirkiye) Kiti kullanilarak
Beckman Coulter AU 480 otoanalizorii ile 6lgiildii. Sonuglar sirasiyla pmol H,0;
Equiv./L ve umol Trolox Eq/L olarak ifade edildi (90, 91).

3.1.2. Oksidatif Stres Indeksin Hesaplanmasi (OSI)

Oksidatif stres indeksi (OSI) total oksidan statiisiin (TOS) total antioksidan statiise
(TAS) orani olarak hesaplandi.

OSI (Oksidatif Stres Indeksi) = TOS (umol H,O; Eq/L)/TAS (umol Trolox Eq/L) (92)

3.1.3. Tiyol Disiilfiit Homeostazis Parametrelerin Olgiimii

Tiyol disiilfit homeostaz analizleri igin alinan kan 6rnekleri Rel Assay kiti (Gaziantep,
Tiirkiye) kullanilarak spektrofotometrik olarak 6l¢iildii. Bu yontemle, numunelerdeki
disiilfit baglari, sodyum borohidrit kullanilarak fonksiyonel tiyol gruplarina indirgenir.
NaBH4 formaldehit ile kullanilmayan sodyum borohidritin ditiyonit-2 nitrobenzoik
(DTNB) ortamdan uzaklagtirilir. Boylelikle DTNB’nin ¢ok fazla azalmasini 6nleyerek
tepkimeden sonra disiilfit baginin azalmasi 6nlenmis olur. DTNB’nin ile reaksiyondan
sonra natif tiyol ve toplam tiyol seviyeleri belirlenip 6l¢iildii. Natif tiyol miktarinin
toplam tiyol igeriginden ¢ikarilmasiyla elde edilen sonucun farkinin yaris1 disiilfit
seviyesini gosterdi. Tiyol-disiilfit homeostazinin yansimasi i¢in en iyi belirte¢ olan

disiilfit/natif tiyol oran1 da hesaplandi (93).

3.1.4. 8-OHAG Ol¢iimii

Serum oOrneklerinde 8-OHAG degerlerin oOlgiilmesi igin, Ornekler ¢ozdiiriilmeye
birakildi. Coziinmiis serum o&rnekleri oda sicakliginda (20-25°C) oda 1sisma gelene
kadar bekletildi. 8-OHdG diizeyleri ELISA yontemiyle 6lgiildii (Northwest, NWLSS 8-
OHdG, Vancouver, Canada). Sonuglar ng/mL olarak ifade edildi (94).

3.2. istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin analizi, SPSS paket programiyla (SPSS, siiriim 11.5, Chicago, IL) ile
istatistiksel analiz kullanilarak yapildi. Siirekli degiskenlerin normal olarak dagitilip
dagitiladigini belirlemek igin Shapiro-Wilk testini kullandik. Sonuglar ortalama + SD
olarak ifade edildi. Normal dagilim gosteren degiskenlerdeki gruplar arasindaki farklar

bagimsiz Ornek T testi kullanilarak analiz edildi. Normal olmayan dagilim verileri
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arasindaki farklari analiz etmek i¢in Mann-Whitney U testi kullanildi. Korelasyon
analizinde normal degiskenler i¢in Pearson korelasyon analizi ve normal olmayan dagilim

icin Spearman korelasyon analizi kullanildi. P <0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.
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4. BULGULAR

Gaziantep Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi'nde, klinik olarak tanisi
dogrulanmis Aort kapak sklerozlu 40 hasta birey ile 40 saglikli birey kontrol grup
olacak sekilde planlanmigtir. Calismada TAS, TOS, OSI, Ntiyol, Ttiyol, Disulfit ve 8-
OH deoksiguanozin parametreleriyle DNA hasarinin arastirtlmasi yapilmistir. Elde
edilen bulgular kontrol grubu ile istatistiksel olarak karsilastirilmis olup asagida tablolar

halinde sunulacaktir;

Tablo 1. Gruplarin Natif tiyol, Total tiyol, Disiilfit, Disiilfit/Natif tiyol, Disiilfit/Total
tiyol, Natif tiyol/Total tiyol, TAS, TOS, OSI, 8-OHdG parametrelerin ortalama + SD
degerleri

Kontrol Grup(n:40) Hasta Grup (n:40)

Parametreler P degerleri

(ortalama = SD ) (ortalama = SD)
Natif tiyol (umol/L) 300.19 + 18.12 289.72 + 21.64 0.022
Total tiyol (umol/L) 323.79 + 18.27 309.96 + 24.87 0.006
Disiilfit(umol/L) 11.80 +1.86 10.12 + 3.54 0.01
Distilfit/Natif tiyol (%) 3.94+£0.68 3.48+£1.17 0.034
Distilfit/Total tiyol (%) 3.65+0.58 3.23+1.01 0.028
Natif tiyol/Total tiyol (%) 92.69 +1.16 93.52+2.03 0.028
+
TAS ( mmol Trolox Eq/L) 1,58+02 1.49+0.17 0.046
TOS (umol H,0, Eq/L) 4.35£0.59 477 +0.56 0.006
_ _ 0.29 + 0.05
OSI (Arbitrary Unit) 0.31+0.12 0.459
8-OHdG (ng/mL) 5.97+2.58 7.44 +2.20 0.008

Ornekler iki kez calisildi. toplam antioksidan durum (TAS), toplam oksidan durum
(TOS), oksidatif stres indeksi (OSI), Ntiyol, Ttiyol, disiilfit, disiilfit/Ntiyol,
distilfit/Ttiyol, Ntiyol/Ttiyol ve oksidatif DNA hasarinin gostergeleri olan 8-OHdG,
AKS ve kontrol grubunun serumlarinda diizeyler 6l¢iildi (Tablo 1). AKS grubunda,
TAS, TOS, OSI, Ntiyol, Ttiyol, disiilfit, disiilfit/Ntiyol, disiilfit/Ttiyol ve 8-OHdG
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diizeyleri kontrol grubunun degerlerine gore anlamli derecede diisiik oldugu tespit
edildi. Bununla birlikte, Ntitol/Ttiyol diizeyleri kontrol grubundan istatistiksel olarak
daha yiiksek bulundu.

Tablo 2. Hasta grubunda korelasyon analizi

Hasta TAS TOS Osil Ntiyol Ttiyol Disiilfit 8-
OHdG
TAS -0.512**
p<0.001
TOS 0.745**
p<0.000
Ntiyol 0.963**  0.326*
p<0.000 p<0.05
Ttiyol 0.569"
p<0.000
*: p<0.05
**: p<0.01

Korelasyon analizinde hasta ve kontrol grubunda TAS ile OSI arasinda anlaml negatif
korelasyon, TOS ile OSI arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif korelasyon ve
Ntiyol ile Ttiyol ile Disiilfiit ve Ttiyol parametreleri arasinda pozitif korelasyon vardi.

Tablo 3. Kontrol grubunda korelasyon analizi

Kontrol TAS TOS oSl Ntiyol Ttiyol Disiilfit 8-OHdG
TAS -0.623**

p<0.000
TOS 0.805**

p<0.000
Ntiyol 0.979**

p <0.000

*: p<0.05
**: p<0.01

Kontrol grubunda; TAS ile OSI arasinda (p<0.000 ve r: -0.623) anlaml diizeyde negatif

bir korelasyon vardir.

Ayrica; TOS ile OSI arasinda (p< 0.000 ve r: 0.805), Ntiyol ile Ttiyol arasinda (p<0.000

ve r: 0.979) ise anlamli diizeyde pozitif bir korelasyon vardir (Tablo 3).
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5. TARTISMA

Yapilan c¢alismalar, birgok hastalikta yiiksek seviyelerde oksidatif DNA hasari
bildirmistir, ancak bunlarin varligi patojenik degil epifenomenon olabilecegi ifade
edilmektedir. Kademeli oksidatif stres DNA hasari hastaliklarinin deneysel ateroskleroz
modelinde dogrudan roliine dair artan kanitlarla, kardiyovaskiiler hastaliklarin
gelisiminde oksidatif DNA hasarinin roliinii tanimlamak i¢in dogrudan bir mekanizma
onerilmistir (13, 95). Artik aort kapak darliginin, mikroskopik erken degisikliklerden
aort sklerozuna ve daha sonra bir hasta alt kiimesinde siddetli biyomineralizasyona
ilerleyen bir hastaligin son asamasi oldugu bilinmektedir (95, 96). Sklerozdan stenoza
gecisin ilerlemesini etkilemek icin, hastaligin en erken asamalarini anlamak gerekir,
boylece kapak hastalarinda hedefli tedavinin mikroskopik siiregler lizerindeki etkileri
olgiilebilir (95, 97). En iyi ¢abalara ragmen, kalsifik aort kapak hastaliginin (KAKH)
anlasilmasi, teshisi ve tedavisinde ilerleme, kapakeiklarda erken kalsifik degisikliklerle
iligkili dinamik molekiiler olaylarm in vivo Olglimiinii engellemistir (95, 98). Aort
sklerozunun yiikksek prevalansina ragmen, gelisim asamalari ve patogenetik
mekanizmalart hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Bu yiiksek lisans tez ¢aligmasi aort
kapak sklerozun (AKS) patogenezi ve ilerlemesi hakkinda bazi yeni fikir sunmaktadir
(95). Serbest radikaller normal metabolizmanin bir sonucu olarak siirekli olarak tretilir.
Canli organizmalarda, agirt ROT/RNT firetimi ve olusan serbest radikalleri notralize
eden enzimatik ve non-enzimatik antioksidan savunma sisteminin yetersiz ve/veya
bozulmas1 sirasiyla oksidatif ve nitrosatif strese neden olur. Oksidatif stres bir¢ok
hastaligin patogenezinde rol oynadigi igin, (99-101) bunu anlamak ve bu alanda

gelismelere nasil ihtiya¢ duyuldugunu netlestirmek 6nemlidir.

Buna karsilik, ROT/RNT'nin (6rnegin O,”, NO°) diisik veya orta derecede
konsantrasyonlar1 yaptiklar1 oksidatif ve/veya nitrosatif stres canli organizmalar
tizerinde faydali etkilere vardir. Bunlar, 6rnegin bir dizi hiicresel sinyal yolunun
fonksiyonunda, mitojenik yanitin indiiklenmesinde ve enfeksiyona sebep olan ajanlara
kars1 savunmada oldugu gibi, hasarlara karsi hiicresel yanitlarda fizyolojik rolleri

igerirler (102). ROT / RNT asir1 iiretimi durumunda ise, lipitler, membranlar, proteinler
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ve DNA dahil olmak {izere hiicre yapilarinda bulunan makro molekiillere 6nemli hasar
meydana getirirler. Gergekten de, ¢alismalar ROT/RNT'nin genis oksidatif DNA
hasarii, DNA zincir kopmalarin1 ve kromozomal anormallikleri tetikleyebilecegini ve
endojen serbest radikal ataklardan DNA'ya verilen 6nemli hasarin kanser patolojisine ve
cesitli norodejeneratif hastaliklara katkida bulundugunu yapilan calismalarda ifade
edilmektedir (13). Calismamizda kontrol grubu ile karsilastirildiginda AKS'li hastalarin
serumunda oksidatif DNA hasarinda artis tespit edildi. Bu bulgu, oksidatif doku
hasarmin stenoz olusumu sirasinda, muhtemelen oksidatif/nitrosatif stres varliginda
alevlendigi varsayimimi desteklemektedir. 8-OHdG, memeli DNA'sinda oksidatif/

nitrosatif stres varliginda ortaya ¢ikan 6nemli bir DNA hasar belirtecidir.

Fonksiyonel siilthidril gruplarindan olusan tiyoller, redoks homeostazisinde énemli rol
oynayan oksidasyon ve antioksidan sistem bilesenleridir. Tiyol-disiilfid degisimiyle
sonuclanan reaksiyonlarin biyolojide 6nemli rolleri vardir. Bu reaksiyonlarin sadece
protein stabilize edici bir yapisal amaca sahip oldugu uzun zamandir diistiniilmektedir,
ancak simdi birgok enzimin cesitli dinamik fonksiyonel &zelliklerden de sorumlu
oldugu yapilan arastirmalarda ortaya belirtilmektedir. Tiyol olarak indirgenmis durum
ve disiilfid gruplar1 olarak oksitlenmis durum, normal metabolizmanin bir sonucunda
diizenli olarak birbirlerine doniigiir ve tiyol ile disiilfid gruplari arasinda stabilite
korunur. Dinamik tiyol/disiilfid dengesi yeni bir OS belirte¢i olarak tanimlanmis ve
antioksidan koruma, detoksifikasyon ve apoptoza katildig1 caligmalarda gosterilmistir
(103-105). Bu calismada, kontrol grubuyla Kkarsilastirildiginda AKS'li hastalarda
tiyol/disiilfid homeostazinin tiyol konsantrasyonlarina gore degistigini gosterdik.
Ayrica, genel dengeleme mekanizmasini agik¢a degerlendirmek igin disilfid/Ntiyol,
disiilfid/Ttiyol ve Ntiyol/Ttiyol gibi ii¢ oransal degeri de hesapladik. Hasta grubunda
Ntiyol/Ttiyol oram1 diginda Ntiyol, Ttiyol, disiilfid diizeyleri ve disiilfid/Ntiyol ve
distilfid/Ttiyol oranlarinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma vardi. Bu antioksidan
savunma sisteminde énemli bir azalmaya ve oksidan streste ise 6nemli bir artisa neden

olmaktadir.

Kontrol grubuyla karsilastirildiginda hasta grubunda artmis TOS ve OSI, azalmis TAS
degerleri oksidatif stresin varliginin 6nemli bir kanitidir. Ayrica, TAS ve OSI arasinda
istatistiksel olarak anlamli negatif korelasyon ve TOS ve OSI arasinda pozitif

korelasyonun varligi  hipotezimizi desteklemektedir. TAS, siilfhidril gruplar
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(cogunlukla albiimin), fenol bilesikleri, A, C ve E vitaminleri ve proteinlerden olusan
hiicre dis1 antioksidan sistemin serbest radikallerinin temizleme kapasitesini dlger. TAS,
ROT/RNT temizlendikten sonra kalan antioksidan kapasitenin 6nemli bir yansimasidir.
DNA hasar1 oksidatif stres ile iliskilidir (106). Bu nedenle, bu DNA hasarinin AKS
hastalarinda hastaligin patogenezine katkida bulunan yetersiz antioksidan kapasite ve
asirt ROT/RNT olusumundan kaynaklandigini diisindiirmektedir. Bu nedenle, elde
edilen verilerde de gorildiigli gibi, hastalik silirecindeki oksidatif stres tutulumu

hipotezini desteklemektedir.

Organizmada oksidan stresin olusturdugu serbest radikaller, makromolekiillerden biri
olan DNA yapisinda kiriklara yol agar. DNA kiriklar1 poli (ADP-riboz) sentetazin
(PARS) aktivitesini indiikler. Poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP) veya poli (ADP-
riboz) transferaz olarak da bilinen bu enzim, hiicre gekirdeginde bol miktarda bulunan
ve adenosin difosfat riboz birimlerinin homopolimerizasyonunu saglayan bir enzimdir.
PARS, bir substrat olarak hiicre ici NAD™yi kullandigindan, glikoliz ve elektron
transfer zincirinin elektron tasinmasimin yavaslamasma neden olur, bdylece ATP
olusumunu azaltir. Bu olaylar zincirinin neden oldugu enerji acig1 nedeniyle, asiri
oksidan stres kosullarinin hiicre fonksiyon bozuklugu ve 6liimle sonuglanmasina yol

a¢gmaktadir (10).

Sonu¢ olarak, bu tez c¢alismasinda AKS hastalarinda bozulmus tiyol/disiilfid
homeostazin1 saptayan ilk arastirmadir. Bu hastalarda ayrica artmis oksidatif stres ile
oksidatif DNA hasar1 ve azalmis antioksidan durumu ayrica tespit ettik. Bulgularimiz,
artmis oksidan stresin aort kapak sklerozunun baslangicinda ve ilerlemesinde 6nemli bir
nokta olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu nedenle, tedaviye antioksidanlarin eklenmesi,
tiyol/disiilfid dengesinin geri kazanilmasi, aort kapak stenozunun yavaglatilmasi veya

hatta durdurulmasi i¢in yeni terap6tik hedeflere 151k tutabilir.
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