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OZET

KORONER ARTER EKTAZi HASTALARDA OKSIDATIF DNA
HASARI, LiPiD PEROKSIDASYONU VE BAZI ANTiIOKSIDANT ENZIMLER

CETIN, Cigdem
Yiiksek Lisans Tezi, Kimya Anabilim Dali
Tez Danismani: Dog. Dr. Halit DEMIR
Ekim 2011, 39 Sayfa

Bu c¢alismay1 koroner arter ektazi(CAE) oksidatif DNA hasar1 (8-OH-dGua),
malondialdehit (MDA) ve antioksidant enzimler arasindaki iliskiyi ortaya c¢ikarmak
amaci ile planladik. Serum MDA, plazma 8-OH-dGua, siiperoksit dismutaz (SOD) ve
glutatyon peroksidaz gibi antioksidant enzim aktiviteleri CAE’li ve saglikli bireylerle
karsilastirilarak tayin edildi. Calisma popiilasyonu 51 koroner arter ektazi (CAE) hasta
ve 41 saghkli bireyden olusturuldu. Serum SOD aktivitelerinde gruplar arasinda
istatistiki agidan farklilhik bulunmadi. Serum MDA (p=0.216) aktivitelerinin CAE
grubunda arttig1 saptandi. Plazma 8-OH-dGua seviyesi CAE grubu kontrol grubundan
onemli derecede daha yiiksek bulundu. Serum SOD (p=0.638) aktivitelerinin kontrol
grubunda arttig1 saptandi. Serum Gpx (p<0.001) CAE grubu kontrol grubundan 6énemli
derecede daha diisiik bulundu. MDA, oksidatif DNA hasar1 ve antioksidant enzim
aktiviteleri koroner arter ektazi (CAE) hastaliginin patogenezinde ©nemli rol
oynayabilir. Ayrica, bu ¢alisma CAE’ de oksidatif DNA hasar1 ve MDA iligkisini

gosteren ilk calismadir.

Anahtar Kelimeler: Koroner Arter Ektazi, DNA, SOD, MDA, GSHPx
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ABSTRACT

OXIDATIVE DNA DAMAGE, LIPID PEROXIDATION AND
ANTIOXIDANT ENZYMES IN PATIENTS WITH CORONARY ARTERY
ECTASIA

CETIN, Cigdem
Postgraduate Thesis, Department of Chemistry
Thesis Advisor: Asscot. Prof. Halit DEMIR
October 2011, 39 Pages

In this study we aimed to evaluate the relationship between oxidative DNA
damage (8-OH-dGua), malondialdehyde (MDA) and antioxidant enzymes in coronary
artery ectasia (CAE). Serum MDA, plasma 8-OH-dGua, activities of antioxidant
enzymes superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GPx) were measured
in CAE patients to compare with healthy subjects. The study population included 51
coronary artery ectasia (CAE) patients and 41 healthy subjects. There were not
statistically significant differences in the levels of serum SOD activity. Serum MDA
(p=0.216) and serum SOD levels (p=0.638) were increased in the CAE group. Plasma
8-OH-dGua levels (p<0.001) were significantly higher in the CAE group than control
group. Serum GPx activity (p<0.001) were significantly lower in the control group than
CEA group. MDA, oxidative DNA damage, and activities of antioxidant enzymes may
play a role in the pathogenesis of coronary artery ectasia (CAE). In addition, this study
is the first one to show the relationship of oxidative DNA damage and MDA in CAE.

Keywords: Coronary Artery Ectasia, DNA, SOD, MDA, GSHPx
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ON SOz

Koroner arter ektazi (KAE) nadir goriilen bir koroner arter hastaligidir. (KAH);
koroner arterin bir béliimiiniin anormal olarak, komsu normal segment ¢apindan 1,5 kat
veya daha fazla genislemesi olarak tanimlanir. Van ve yoresinde siklikla karsilagilan
koroner arter ektazi hastalarda oksidatif DNA hasari, lipid peroksidasyonu ve bazi
antioksidant enzimlerin diizeylerini saptamak ve KAE hastalarda temel ve klinik tanida
yararini saptamak tlizere bu ¢alisma hedeflenmistir.

Calismanin planlanmasinda ve yiiriitiilmesinde her tiirlii yardimini esirgemeyen
danisman hocam, Saymn Dog. Dr. Halit DEMIR’e ve Uzm. Dr. Yiiksel KAYA’ ya en
icten tesekkiirlerimi sunarim. Calismamda laboratuar imkanini sagladiklar1 i¢in Atatiirk
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim dali 6gretim {iyesi Prof.Dr.
Ebubekir BAKAN ve Dr. Hakan Hamid ALP’e en icten tesekkiirlerimi sunarim. Bunun
yani sira tez calismamda yardimlarini esirgemeyen donem arkadasim Mehmet
YILDIRAN’a tesekkiir ederim. Beni Ozveri ile biiylitlip, egitim ve &gretim hayatim
boyunca bana maddi, manevi her konuda destek olan giivenlerini higbir zaman esirgemeyen

anneme, babama tesekkiirii zevkli bir borg bilirim.

Cigdem CETIN
Ekim 2011
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1. GIRIS

Kardiyovaskiiler hastaliklar diinya ¢apinda, mortalite ve morbiditenin major

nedeni olma yolunda gittikce artan bir rol Ustlenmektedir. Caligmalar, tiim diinyada
kardiyovaskiiler hastaliklardan 6liim oraninin 1990 ve 2020 yillar1 arasinda, % 28.9°dan
% 36.3¢e ylikselecegini gostermektedir (Koca, 2007).
Koroner arter ektazisi koroner arter anomalileri i¢cinde nadir bir durumdur. Etyolojisi
aydinlanmamis olmakla birlikte, genellikle koroner aterosklerozun bir varyanti oldugu
disiiniilmektedir; ancak, olgularin 6nemli bir kism1 da ateroskleroz disi1 inflamatuvar
hastaliklar, bag dokusu hastaliklar1 ve dogustan hastaliklarla iliskilendirilmistir. Klinik
semptomlar degiskendir ve kararli veya kararsiz angina ve atipik gogilis agrisini igerir(
Boztosun ve ark., 2005).

Kimyasal olarak serbest radikal, eksik bir elektronu olan ve herhangi bir diger
molekiilden bir elektron yakalamaya calisan tek molekiildiir. Serbest radikallerin,
elektronlarindan birini veren bilesikler olan antioksidanlar tarafindan nétralize
edilmesiyle, hiicresel hasar olusturmalar1 engellenebilmektedir. Antioksidanlar olarak
isimlendirilen enzimler ve diger kimyasal bilesiklerden olusturulan bu savunma
depolarmin varligiyla viicut, serbest radikallerin yogun saldirilarina kolayca boyun
egmemektedir (Carper, 1996).

Serbest radikaller hiicrelerimizde DNA’ya, proteinlere ve lipidlere saldirarak
zarar verir. Serbest radikallerin zararli etkilerinden korunmak i¢in hiicreler bunlari
notralize eden antioksidanlar tiretmektedir. Serbest radikallerin olusum hizi ve bunlarin
antioksidanlar tarafindan noétralize edilme hizi arasinda bir denge bulunmasi beklenir.
Boylece hiicre serbest radikallerin olumsuz etkilerinden korunur. Eger bu denge serbest
radikaller lehine bozulursa, yani yapimdan daha yavas notralize edilirlerse, hiicrede
serbest radikaller artar. Serbest radikallerin hiicrede artis1 vehiicre fonksiyonlari
iizerinde yaptiklar1 olumsuz etkiye (oksidatif hasara) ‘oksidatif stres’ denir (Cavdar ve
ark., 1997).

Doymamis yag asitlerinin yapismma molekiiler oksijenin girmesi sonucu
doymamis yag asitleri peroksidasyona ugrar. Bu olay lipid peroksidasyonu olarak

adlandirilir. Lipid peroksidasyonu hiicrelerdeki elementer lezyonlarin O6nemli bir



mekanizmasi olarak kabul edilir ve bazi durumlarda baslica 6lim nedenidir.
Dokulardaki lipid peroksidasyonu serbest radikaller tarafindan olusturulur (Saygili,
1997). Lipid peroksidasyonun en énemli iiriinii MDA dir Ug ya da daha fazla ¢ift bag
iceren yag asitlerinin peroksidasyonunda MDA meydana gelir. Olusan MDA, hiicre
membranlarindan iyon aligverisine etki ederek membrandaki bilesiklerin c¢apraz
baglanmasina yol agar ve iyon gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi gibi
olumsuz sonuglara neden olur. MDA bu 6zelligi nedeniyle, DNA’nin nitrojen bazlari ile
reaksiyona girebilir ve bundan dolayr mutajenik, hiicre kiiltlirleri icin genotoksik ve
karsinojeniktir (Tas, 2006).

Serbest oksijen radikalleri kronik hastaliklar, metabolik aktivite, yasam ve diyet
tarziyla iligkili olarak endojen olusabilir (Tokag, 2007).  Yiiksek reaktiviteye sahip
oldugu bilinen hidroksil radikali (.OH) basta olmak {izere oksijenden tiirev alan serbest
radikaller, DNA’nin bilesenleri ile reaksiyona girerek DNA’nin yapisin1 bozarlar .
DNA’nin bu tipteki hasar1 ‘oksidatif DNA hasar1’ olarak adlandirilmaktadir. Serbest
radikallerin DNA ve niikleoproteinler tizerinde gerceklestirdigi kimyasal degisiklikler
sonucu modifiye bazlar ve sekerler, abazik bdlgeler, ardisik lezyonlar, zincir kirilmalari
ve DNA protein c¢apraz baglanmalar1 meydana gelir. DNA’nin bu sekilde yapisinin
bozulmasi ¢esitli mutasyonlara ve bunu takiben kanser, norodejeneratif rahatsizliklar ve

yaslanma gibi sayisiz hastaliga neden olmaktadir (Senol, 2009).



2. KAYNAK BiLDIiRiSLERi

2.1. Koroner Arter Ektazi

Koroner arter ektazisi (KAE) nadir goriilen bir koroner arter hastaligidir (KAH);
koroner arterin bir béliimiiniin anormal olarak, komsu normal segment ¢apindan 1.5 kat
veya daha fazla genislemesi olarak tanimlanmistir (Swaye ve ark., 1983, Falsetti Carrol,
1976). Bazi1 calismalarda 1.5-2 kata kadar olan genislemeler ektazi olarak
nitelendirilirken, iki katin iizerinde olan genislemeler anevrizma olarak adlandirilmistir
(Befeler ve ark., 1977). KAE, koroner arter liimen ¢apina gore 3’e ayrilir. 5 mm’nin alt1
kiiciik ektazi, 5-8 mm aras1 orta ¢apta ektazi ve 8 mm’nin lizeri ise dev ektazi olarak
tanimlanir. Markis ve ark. KAE’yi 4 gruba ayirmis olup, tipl; iki yada ii¢ damarda
diffiiz ektazi, tip2; bir damarda diffliz ve baska damarda lokalize ektazi, tip3; sadece bir
damarda diffiiz ektazi, tip4; lokalize yada segmental ektazi olarak tanimlanmistir
(Bilgili, 2010). Bu genisleme, bdlgesel veya yaygin olabilir, izole veya tikayic1t KAH ile
birlikte goriilebilir. Koroner anjiyografi yapilan hastalar arasinda sikligi 9%0.3-4.9
arasinda bildirilmistir (Swaye ve ark., 1983; Oliveros ve ark., 1974).

Koroner arter hastaligi (KAH) endiistriyel iilkelerde uzun yillardir en sik
hospitalizasyon ve mortalite nedenidir. Koroner arter hastaligi farkli medikal ve
girisimsel tedavi stratejilerine ragmen progresyon gostermektedir (Barman, 2003). Tiirk
Kardiyoloji Dernegi tarafindan 1990 yilinda baslatilan Tiirk Erigkinlerinde Kalp
Hastaligi ve Risk Faktorleri (TEKHARF) Calismasi’nin 10 yillik izlem verilerinde,
iilkemizde 1.050.000 koroner kalp hastasi olduguna isaret edilmistir. Bu oranin 2010
yilinda 3.400.000’e ulasacag1 6ngoriilmektedir. Ulkemizde her yil 6len 390.000 insanin
120.000’e yakinmin kardiyovaskiiler nedene baglh olarak kaybedildigi tahmin
edilmektedir (Bilgili, 2010). Koroner arter hastalarinda tani1 ve tedavide 6nemli bir
yontem olan koroner anjiografi (KAG) artik birgok merkezde uygulanabilmektedir.
KAG’de darlik tanimlamalar1 diginda lokal veya diffiiz olabilen damar genislemeleri de
izlenebilmektedir. Koroner arter ektazisi (KAE) olarak bilinen bu anjiografik goriiniim
yapilan postmortem ve klinik ¢aligmalarda farkli bir patofizyolojik olay1 isaret etmistir

(Bilgili, 2010).



Sekil 2.1. iki yada ii¢ damarda diffiiz ektazi (TIP 1)(Markis ve ark., 1976).

Sekil 2.2. Bir damarda diffiiz ve baska damarda lokalize ektazi(TiP2)(Markis ve
ark.,1976).



2.1.1. Etiyolojisi

Yapilan arastirmalarda koroner ektazi hastalarin %50-60’inda ateroskleroz,
%20-30’unda konjenital nedenler, %10-20 kadarinda da inflamatuar veya bag doku
hastaliklar1 yer alir (Falsetti ve Carrol, 1976). Etiyolijisini siniflandirirsak; A. Konjenital
nedenler 1. Konjenital kalp hastaliklar1 2. Arteriyovendz malformasyonlar 3. Koroner
fistiiller 4. Genetik veya kalitsal hastaliklar (Marfan sendromu, Norofibromatozis tip 1,
OD polikistik bobrek hastaligi, Herediter hemorajik telenjektazi, Ehlers-Danlos,
Fibromuskiiler displazi) B. Kazanilmis nedenler 1. Aterosklerozis 2. Kawasaki
sendromu 3. Kimyasal ajanlar (Kokain, Herbisidler) 4. Konnektif doku hastaliklari
(Sistemik lupus eritematozus, Behcet hastaligi, Tekrarlayan polikondrit, Takayasu
arteriti, Poliarteritis nodoza, Ankilozan spondilit) 5. infeksiyonlar (Sifiliz, Mantarlar,
Lyme hastaligi) 6. Travma 7. latrojenik (Direk koroner aterektomi, Balon anjioplasti
veya stent) 8. Intrakoroner brakiterapi sonrasi olmak iizere smiflandirilabilir (Falsetti ve

Carrol, 1976).

2.1.2. Patofizyoloji

KAE patogenezindeki temel mekanizma, koroner arter mediya tabakasinin
muskiiloelastik  komponentlerinin  fonksiyonel kaybidir.  Aterosklerozda; plak
materyalinin mediya tabakasma yayilim ile birlikte intimal proliferasyon olusmasi
KAE’ne yol agabilmektedir. Darlik 6ncesi ve sonras1t KAE gelisimi i¢in fizyopatolojik
mekanizma olarak, damar mediya tabakasindaki incelme ve aterosklerotik yikim
baslayan damar duvarindaki artmig gerilim sonucunda progresif damar dilatasyonu

oldugu ileri siirtilmiistiir (Virmani ve ark., 1986).

2.1.3. Tedavi

Koroner ektazi yonetimine genel yaklasim etiyolojiye yani KAH, infeksiyon,

inflamatuar hastaliklar ile iliskili semptomlara ve ektazinin komplikasyonlarina yine



fistiil formasyonu, anevrizma i¢i trombiis ve distal embolizasyon faktorlere baglidir
(Dralle ve ark., 1995). KAH ile olan sik birliktelik nedeniyle KAH risk faktorlerine
yonelik koruyucu ve tedavi edici yaklasimlar hedeflenmelidir. Aterosklerotik
ektazilerde tedavi karar1 birlikte olan KAH’1n ciddiyetine baghdir (Gziut ve Gil, 2008).
Stenotik KAH’m eslik etmedigi koroner ektazilerde belirlenmis kesin bir tedavi
yaklagimi1 yoktur (Perlman and Ridgeway, 1989). Miyokard oksijen tiiketimini
azaltmas1 ve negatif kronotropik etkisi nedeniyle B-bloker verilmesi Onerilmektedir
(Kriiger ve ark., 1999). Arteryel spazmi azaltmak icinde diltiazem Onerilmektedir
(Koletis ve ark., 2002).

2.2. Serbest Oksijen Radikalleri (Reaktif Oksijen Radikalleri)

2.2.1. Reaktif oksijen radikallerin tanimi

Atomlarda elektronlar orbital adi verilen uzaysal bolgede c¢iftler halinde
bulunurlar. Atomlar arasinda etkilesim ile baglar meydana gelmekte ve molekiiler yap1
olusmaktadir. Serbest radikal, atomik ya da molekiiler yapilarda ortaklanmamis tek
elektron bolimlerine verilen isimdir. Baska molekiiller ile ¢ok kolayca elektron
aligverisine giren bu molekiillere "oksidan molekiiller" veya "reaktif oksijen radikalleri (
ROR)" de denmektedir (Halliwell, 1991). Reaktif oksijen radikalleri ya da serbest
oksijen radikaller, sahip olduklar1 paylasilmamis elektronlardan dolay1 oldukca reaktif
atom ve molekiillerdir. Pek ¢ok fizyolojik durumda ftiretilen serbest oksijen radikaller
antioksidatif savunma mekanizmalar1 ile notralize edilir. Serbest oksijen radikalleri
iretimi ve antioksidatif savunma mekanizmasi arasindaki denge bozuldugunda, serbest
oksijen radikalleri diizeyi artar. Radyasyon, oksijen toksisitesi, postiskemik reperfiizyon
hasar1, enfeksiyonlar, enflamasyonlar yanisira yaslanma ile ilgili hastaliklardan katarakt,
ateroskleroz, karsinogenez, diyabet ve norolojik hastaliklar serbest oksijen radikalleri

iiretimini artiran nedenler arasindadir (Yariktas ve ark., 2003).



2.2.2. Serbest Radikaller Nasil Olusur

Oksijen canlilar i¢in hayati 6nemi olan bir molekiildiir ve hiicrede enerji liretim
stireglerinde kullanilir. Serbest oksijen radikalleri enerji liretim siire¢lerinin dogal bir
yan Uriinii olup yiiksek diizeyde reaktif ve potansiyel olarak zararli maddelerdir ( Janos
ve ark., 2005).

Biyolojik sistemlerde meydana gelen serbest radikallerin en 6nemlisi oksijen
radikalleridir. Serbest oksijen radikalleri, normal hiicre metabolizmasinda oksijen igceren
bir¢cok biyokimyasal indirgenme reaksiyonlar1 sonucunda olusabilmektedir. Bu islemde
oksijen, elektron transport zincirinde direkt basamaklar halinde suya indirgenmektedir.
Indirgenme sonucunda her bir basamakta serbest oksijen radikalleri agi8a ¢ikmaktadir.
Kontrollii enflamatuar reaksiyonun bir pargasi olan fagositler tarafindan, bazen iyonize
radyasyon, ultraviyole 15181, hava kirliligi, sigara dumani, hiperoksi, fazla egzersiz ve

iskemi nedeniyle de serbest radikaller meydana gelebilmektedir.

Serbest radikaller baslica 3 temel mekanizma ile olusmaktadir:

1. Kovalent baglarm homolitik kirilmasi ile: yiiksek enerjili elektromanyetik
dalgalar ve yiiksek sicaklik kimyasal baglarin kirilmasina neden olmaktadir. Kirilma
sirasinda bag yapisindaki iki elektronun her biri ayr1 ayri1 atomlar {zerinde
paylasilmamis olarak kalmakta ve radikal formu olusmaktadir.

2. Normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi ile dis elektron yoriingelerinde
paylasilmamis elektron kalmasi durumunda radikal formu olusmaktadir.

3. Normal bir molekiile elektron transferi ile dis elektron yoriingelerinde
paylasilmamis elektron olusuyorsa da radikal olusumuna neden olabilir. Viicutta
iretilen radikaller her zaman tehlikeli kimyasal tiirler olarak degerlendirilmemelidir.
Oksijenin biyokimyasal tepkimelerde kullanilmasi i¢in reaktif formlarina g¢evrilmesi
zorunludur. Ornegin, ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu, steroid yapidaki ¢ok sayidaki
bilesiklerin ve eikozanoidler gibi biyolojik aktif molekiillerin sentezi, ¢ok sayidaki
oksidaz ve hidroksilaz enzimleri ve sitotoksik etkilere sahip hiicrelerin fonksiyonlar1

icin radikal yapimi olmazsa olmaz bir kosuldur (Minnet, 2006).
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ile indiiklenen metabolik degisikler (Andican,




2.2.3. Reaktif oksijen tiirleri (ROS)

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), normal oksijen metabolizmasi swrasinda az

miktarda olusan siiperoksit radikali (02. ), hidrojen peroksit (H,0,) , hidroksil radikali

(OH) ve singlet oksijen 'dir. Reaktif oksijen tiirleri, ¢esitli serbest radikallerin olustugu

serbest radikal zincir reaksiyonlarini baslatabilirler ve hiicrede karbon merkezli organik
radikaller (R ), peroksit radikalleri (ROO ), alkoksi radikalleri (RO ), tiyil radikalleri

(RS), siilfenil radikalleri (RSO ), tiyil peroksit radikalleri (RSO, ) gibi ¢esitli serbest

radikallerin olusumuna neden olurlar (Halliwell, 1991).

2.2.3.1. Siiperoksid radikali (O2°)

Stiperoksit radikalleri (0O2"), hiicrelerde rediikte elektron tasiyicilarinin
otooksidasyonu ile tretilmektedirler. Siiperoksit olusumu; a-) elektron tasiyicisinin
redoks durumuna ve b) ortamdaki oksijen derisimine baghdir. Zayif bir oksidan olan
siiperoksit radikalinin kendi basina Onemli hiicre hasarlarina yol a¢gmasi miimkiin
goriilmemektedir. Ancak siliperoksit radikalleri oksidatif strese yol acabilen bir dizi
reaksiyonlar1 baglatabilir. Bu reaksiyonlarm en Onemlilerinden biri Haber-Weiss
reaksiyonudur. Bu reaksiyonda O2 ve H202 demir varliginda etkileserek oldukga reaktif
olan HO. radikalini olusmaktadirlar (Dikme, 2007). Uretilen bu OH" Radikalleri olduk¢a
reaktif olup DNA gibi yapilarla reaksiyonlara girerek dnemli hasarlara yol agar. Oz’
radikalleri, hiicre i¢i demir depolarindan demiri serbest hale getirir. Serbest hale gegen
demir iyonu Haber-Weiss gibi radikal iireten reaksiyonlarda veya diger serbest radikal
aracilikli hiicre hasarinda rol oynayabilir. Siiperoksit radikalleri ¢cok kisa bir yar1 6mre
sahip olup dismutasyon reaksiyonu ile H2O2 ve oksijen olustururlar (Dikme, 2007).
Dismutasyon reaksiyonu spontan olarak meydana gelmekte ve reaksiyon siiperoksit

dismutaz (SOD) enzimi ile katalizlenmektedir (Dikme, 2007).
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2.2.3.2. Hidrojen peroksit (H,O>)

Hidrojen peroksit radikali oksijen molekiiliine iki adet elektron eklenmesi ile
olusur. Siiperoksit radikali sulu ortamlarda dismutasyona ugrayarak hidrojen peroksit
radikalini olusturur. H,O, bir serbest radikal degildir, fakat biolojik membranlara
kolaylikla girebilmesinden dolay1 olduk¢a 6nemlidir. H,O, gecis metallerinin varliginda
en onemli serbest oksijen radikali (ROS) (ROS reactive oxygen species; reaktif oksijen

tiirleri kisaltmas1) olan OH" radikalinin olusumunu saglar (Dikme, 2007).

2.2.3.3. Hidroksil Radikali (OH)

Hidroksil radikali oksijen molekiiliine ii¢ elektron eklenmesi ile olusur. (OH")
biyolojik sistemlere diger ROT' lardan daha fazla hasar veren, biyomolekiillerle
reaksiyona girebilen giiclii bir radikaldir. OH" radikali canli hiicrelerde bulunan biitiin
molekiillerle reaksiyona girebilmektedir.Lipit peroksidasyonunu baglatabilir, DNA
iplik¢iklerinde kirilmalara neden olabilir ve hemen her organik molekiilii, okside

edebilir (Dikme, 2007).
2.2.3.4. Singlet Oksijen(O21 1)

Enerji absorbsiyonu ile oksijenin paylasilmamis dis elektronlarimi degistirerek
ayni veya farkli orbitale yerlesebilirler. Uyarilmis haldeki bu oksijene singlet oksijen
denir. Singlet oksijen, DNA, RNA, proteinler, lipitler ve sterolleri kapsayan ¢ok sayida
biyolojik hedeflerle reaksiyona girerek hiicrede zararl etkilere sebep olur (Dikme,

2007).

2.3. Serbest Oksijen Radikallerinin Etkileri

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu enflamasyon, radyasyon, yaslanma,

normalden yiiksek parsiyel oksijen basimnct (pO,), ozon (O,) ve azot dioksit (NO, ),
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kimyasal maddeler ve ilaglar gibi bazi1 uyarilarin etkisiyle artar. Serbest radikaller
hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi tiim 6nemli bilesiklerine etki
ederler (Tufan, 2008).

Serbest radikallerin etkisiyle proteinlerdeki sistein siilthidril gruplar1 ve diger amino
asit kalintilar1 okside olarak yikilir, niikleer ve mitokondriyal DNA okside olur.Serbest
oksijen radikallerinin tiim bu etkilerinin sonucunda hiicre hasar1 olur. Hiicrede reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) ve serbest radikallerin artigi hiicre hasarmnin 6nemli bir
nedenidir. Iskemi sonrasinda reperfiizyon da reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artisina
bagl olarak iskeminin olusturdugu hiicre hasarini artirir. Serbest oksijen radikallerinin
neden oldugu hiicre hasarinin bir¢ok kronik hastaligin komplikasyonlarina katkida

bulundugu diisiiniilmektedir. (Altinisik, 2000)

Protein
damage

Mitochondrial
damage

Massive infiux

of Ca**

Lipid peroxidation

Sekil 2.4. Serbest oksijen radikallerin etkileri (Altinigik, 2000)
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2.3.1. Lipidlere etkileri (lipid peroksidasyonu)

Lipid peroksidasyon, genel bir tanimlama ile membran lipidlerinin oksidatif
hasarla bozulmasi olayidir. Hiicre membranlarindaki kolesterol ve yag asitlerinin
doymamis baglari, serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon
drtinleri olustururlar. Lipid peroksidasyonu genellikle yag asitlerindeki konjuge cift
baglarindan bir elektron iceren hidrojen atomlarinin ¢ikarilmasi ve bunun sonucunda
yag asidi zincirinin bir lipid radikali niteligi kazanmasiyla baslar. Hiicre
membranlarinda lipid serbest radikalleri (L-) ve lipid peroksit radikallerinin (LOO-)
olusmasi, ROT neden oldugu hiicre hasarmmn Onemli bir 6zelligi olarak kabul
edilmektedir. Lipid radikallerinin molekiiler oksijenle (O.) etkilesmesi sonucu lipid
peroksit radikalleri ve lipid peroksitleri (LOOH) olusur. Lipid peroksitleri yikildiginda
cogu biyolojik olarak aktif olan malondialdehit gibi aldehitler de olusturmaktadir. Lipid
peroksidasyonu, ¢coklu doymamis yag asitlerinin zincirleme bir radikal reaksiyonudur ve
HO" nin, bir yag asidinin metilen kismindan bir hidrojen atomu (H*) koparak bir lipid
radikalinin olustugu baslatma asamasi; olusan radikallerin yeniden molekiiler
diizenlemeye girerek olusurduklar1 konjuge dienlerin O, ile reaksiyonuyla gerceklesen
zincirleme reaksiyonu sonucu lipid peroksil ve lipid peroksit radikallerinin olustugu
ilerleme agamasz; tek elektron lizerinden yeniden yapilanma sonucu lipidlerin yikimi ile
malondialdehit, 4-hidroksinonenal ve 4-hidroksi-2,3-trans-nonenal gibi {riinlerin
olustugu yikim asamast ve zincir reaksiyonunun vitamin E gibi antioksidanlar
tarafindan sonlandirilma asamasi1 olmak {izere dort asamada gelisir. Lipid
peroksidasyonu kendisini tetikleyerek yeniden lipid radikalleri ile peroksitleri
olusturabilir. Lipid peroksitlerin konsantrasyonlar1 arttikca, membranlarin akigkanliklar1
azalir. Anyonlarin hiicre i¢ine gecisi kolaylasir. Enzim aktivitesinin olumsuz degisimi
gibi sonuglara neden olur. Bu da hiicre fonksiyonlarinin bozulmasina neden olur. Bu
sekilde meydana gelen membran hasar1 geri doniisiimsiizdiir. . Lipid peroksidasyonun
en Onemli Uriini kan plazmasinda kolaylikla teshis edilebilen ve oksidatif stres

Ol¢timlerinde kullanilan MDA molekiiliidiir (Tufan, 2008).
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2.3.1.1. Malondialdehit (MDA)

Ug ya da daha fazla cift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonunda MDA
meydana gelir. Olusan MDA, hiicre membranlarindan iyon aligverisine etki ederek
membrandaki bilesiklerin ¢apraz baglanmasma yol acar ve iyon gecirgenliginin ve
enzim aktivitesinin degisimi gibi olumsuz sonuglara neden olur. MDA bu ozelligi
nedeniyle, DNA’nin nitrojen bazlar1 ile reaksiyona girebilir ve bundan dolayr mutajenik,
hiicre kiiltlirleri i¢cin genotoksik ve karsinojeniktir (Tas, 2006). Memelilerde MDA
olusumuna en ¢ok arasidonik asit ve dekosahekzanoik asit gibi ¢coklu doymamis yag
asitlerinin peroksidasyonu yol acmaktadir. Oleik ve linoleik asitlerin oksidasyonundan
da az miktarda MDA olugmaktadir. Lipid peroksidasyonun gostergesi olarak kullanilan
parametrelerden birt MDA’dir (Tufan, 2008).

Organizmada pek cok tiirde ROR olusabilir. Ancak en sik olarak lipid yapilarla
olusur. Doymamis yag asitlerinin alil grubundan bir hidrojen ¢ikarsa lipid radikali
meydana gelir. Olusan lipid radikali oksijen ile reaksiyona girer ve lipid peroksi
radikalini olusturur. Lipid peroksi radikali diger lipidlerle zincir reaksiyonu baglatir ve
lipid hidroperoksitler olusur. Ortamda bulunan demir ve bakir iyonlart lipid
peroksidasyonunu hizlandirir (McCord, 1993; Ertiirk, 2006). Lipid radikaller ytiksek
derecede sitotoksik {iriinlere de dontisebilir.

Stiperoksit anyonu (O, ), Hidrojen peroksit (H,O,) ve Hidroksil anyonu (OH)
gibi reaktif oksijen boliimlerinin asir1 iiretimini asir1 antioksidan defans sistemlerinin
temizleme yeteneginde asir1 yiiklenmeye neden olarak oksidatif stres meydana
getirebilecegi cok iy1 bilinmektedir. Bu radikal boliimler membran lipidlerinin, denatiire
proteinlerin ve atak(etkin) niikleik asitlerin sonradan perokside olmus doymamis
baglarin1 yapabilir (Trush ve ark., 1991). Hiicresel makromolekiiler oksidatif hasar
norodejeneratif hastaliklar, kanser, karaciger sirozu, kardiyovaskiiler hastaliklar,
ateroskleroz, kataraktlar, diyabet ve inflamasyon kompleksleri’ (bilesimlerini) nin
icinde bulundugu agir hastaliklarin olusumuna neden olur. Bu serbest radikallerin
ortadan kaldirilmasmin bu hastaliklarin diizelmesinde biiyiik etkisi vardir (Aruoma,
1998). Hiicrelerdeki oksidatif hasarda ilk biyolojik molekiiller reaktif karbonil
bilesikleri tarafindan karbonile olabilen proteinler ve onlarm yan zincirleridir. Ek olarak

lipidlerdeki oksidatif hasar malondialdehid (MDA) gibi iiriinlerin olusumuna Onciilitk
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eder (Manoharan ve ark., 2004). Son zamanlarda gostermistir ki MDA lipid
peroksidasyonun onemli bir markiridir ve aterozsklerozun hizlanmasi oksidatif stres ile

iligkilidir ve MDA 6lctimleri ile takip edilebilir (Mogadam ve ark., 2008).
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Sekil 2.5. Lipid peroksidasyonunun kimyasal yolu (Deveci, 2007).
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2.3.1.2. Lipid peroksidasyonunun mekanizmasi

Biyolojik membranlarda serbest radikallerle uyarilan lipid peroksidasyonu

baslama, yayilma ve sonlanma reaksiyonlar1 olmak tizere {ic asamada gergeklesir.

i) Baslama:

Peroksidasyon, serbest radikallerin doymamis yag asitlerinin yan zincirindeki
metilenik karbonlardan hidrojen atomu ¢ikartmak i¢in yaptiklar1 atakla baglar. Demir ve
bakir gibi eslenmemis elektronlara sahip olan gecis iyonlarinin varligi peroksidasyonun
baslamasi i¢in gereklidir. Hidrojen atomunun zincirden c¢ikarilmasit karbon atomu
iizerinde eslenmemis bir elektron birakir ve karbon merkezli radikal (L.) olusumuna yol
acar. Aerobik hiicrelerde sik goriilen bu olay radikallerin molekiiler diizenlenme ile
konjuge dien sekline ¢evrildikten sonra molekiiler oksijenle reaksiyona girerek peroksi

radikalini(LOO.) tiretmesidir.

ii) Yayillma:

Bu peroksi radikali diger bir peroksi radikali ile birlesir ya da membran
proteinleri ile etkilesebilir. Fakat en Onemlisi peroksi radikallerinin membrandaki
komsu yan zincirlerden hidrojen atomu ¢ikarabilmeleri ve peroksidatif zincir reaksiyonu
yaymalaridir. Boylece yan zincirlerden hidrojen atomunun ¢ikarilmasi ile her defasinda
lipid hidroperoksitleri (LOOH) ve yeni bir peroksi radikali olusmaktadir.
Peroksidasyon, bir kere basladiktan sonra otokatalitik olarak yayilabilmekte ve yiizlerce
yag asidi zincirleri lipid hidroperoksitlerine ¢evrilebilmektedir.

Yayilma zincirinin uzunlugu bir¢ok faktore baghdir;

1. Membrandaki lipid/protein orani: Membran proteini ile etkilesen radikalin
sans1t membranin protein icerigi arttik¢a yiikselir.

2. Yag asidi bilesim radikalin membranda doymamis yag asidi iceriginin artmast
peroksidasyona olan duyarhiligi arttirmaktadir. Halbuki kolesteroliin  varligi
peroksidasyonu baskilamaktadir. Normal insan eritrositlerinde lipid peroksidasyonunun
derecesi ile membran kolesterol konsantrasyonu arasinda belirgin bir negatif korelasyon

bulunmugtur. Plazma membraninda kolesteroliin varligi bazi radikallerin yollarmin
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kesilmesine neden oldugu gibi yag asidi zinciri ile kolesteroliin hidrofobik halkasinin
etkilesmesi membranin i¢ yapisini degistirir.

3. Oksijen konsantrasyonu.

4. E vitamini gibi zincir reaksiyonlarmi kiran antioksidanlarin varligi: Biyolojik
membranlarda serbest radikal toplayicisi olarak gorev yapan E vitamini kendi hidrojen
atomunu peroksi radikallerine vererek hidroperoksitlerin olusumuna yol agar. Bu
hidroperoksitler daha sonra glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ile kendilerine karsilik
gelen nontoksik hidroksi bilesiklerine ayrilmaktadir.

iii) Sonlanma:

Demir ve bakir iyonlar1 veya bu iyonlarin fosfat esterleri ile olusturdugu basit
selatlar1 (Fe+2 ADP), hem, hemoglobin ve miyoglobin i¢ceren bazi demir proteinleri lipid
hidroperoksitlerini bozarak peroksidasyonu sonlandirmaktadir. Bu kompleks bozunma
reaksiyonlarmin tiiriinlerini; etan, pentan gibi hidrokarbon gazlari, ROOH, RCOOH,
ROH ve RCHO gruplarini igeren kisa zincirli yag asitleridir.

Lipit peroksidasyonu sonucu agiga ¢ikan lriinler, membran permeabilitesini ve
mikrovizkozitesini olumsuz yonde etkilemektedir. Membranlardaki yag asitlerinin
peroksidasyonuyla olusan kisa zincirli yag asitleri ve triptofan, tirozin, fenilalanin,
histidin, metiyonin ve sistein gibi amino asitleri igeren yap1 proteinlerin oksidasyonu,
membran permeabilitesinin artmasina ve membrandaki akiskanligin azalmasina neden
olmaktadir. Lipit hidroperoksitleri ve lipit peroksi radikalleri serbest hidrojen radikalleri
gibi ayn1 hiicrenin bir¢ok komponentiyle reaksiyona girerek selliiler ve metabolik
fonksiyonlar lizerinde toksik etkilerini su sekilde gosterirler.

e Membrana bagli reseptorlerin ve enzimlerin inaktivasyonuna yol agarlar.

e Membranin salgilama fonksiyonunun kaybina neden olurlar.

e Mitokondride oksidadif fosforilasyonu olumsuz yonde etkilerler.

e Mikrozomal enzim aktivitelerinde degisiklige yol acarlar.

e Subselliiler organellerin (lizozom gibi) biitiinliigliniin kaybolmasma neden
olurlar.

e Trans membran iyon gradiyentini bozarlar. Ca™ gibi iyonlara karsi non spesifik

permeabiliteyi arttirirlar (Devecti, 2007).
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2.3.2. Proteinlere etKileri

Proteinlerin yap1 tasi olan amino asitler serbest radikallerin hedefleridir.
Proteinleri olusturan amino asitlerin hasarlanmas1 proteinin kendisinde kalict
degisikliklere yol acar. Bu degisiklikler par¢alanma, agregasyon ve proteolitik sindirme
duyarhlik olarak gruplandirilabilir. Doymamis ve siilfiir iceren molekiillerin serbest
radikallere karsi duyarliligi en fazla oldugundan sistin, sistein, histidin, metiyonin,
triptofan ve trozin iceren proteinler oksidasyona karsi en duyarli olanlardir (Civan,
2009). Ozellikle siilfiir radikalleri ve karbon merkezli radikaller meydana gelirler. Bu
reaksiyonlar sonucu proteinlerin ii¢c boyutlu yapilar1 bozulur. Proteinlerde kirilmalar,
capraz baglanmalar agregasyonlar olusabilir. Boylece normal fonksiyonlarni yerine
getiremezler. Nitekim, serum proteinlerinde, kataraktli lens proteinlerinde inflamatuar
eklem hastalig1 olan kisilerin sinoviyal sivilarindaki 1gG’lerinde serbest radikal hasar1

tespit edilmistir. Hem proteinleri de serbest radikallerden 6nemli oranda zarar goriirler.

Ozellikle oksihemoglobinin 02' veya H,O, ile reaksiyonu methemoglobin olusumuna

sebep olur (Atas, 1998).

2.3.3. Karbonhidratlara etkileri

Glikoz ve diger monosakkaritler uygun kosullar oldugunda oksidasyona
ugrayabilir. Basit monosakkaritlerin, dikarbonil bilesikleri ve hidrojen peroksit
olusturmak {izere kolayca oksidasyona ugrayabildigi gosterilmistir (Civan, 2009).
Okzoaldehitler DNA , RNA ve proteinlere baglanabilme ve aralarinda ¢apraz baglar
olusturma oOzelliklerinden dolayr antimitotik etki gdsterirler. Boylece, kanser ve
yaslanma olaylarinda rol oynarlar. Poliansatiire yag asitleri ve karbonhidrat
oksidasyonun bir iiriinii olan glioksal’in hiicre bdliinmesini inhibe ettigi kaydedilmistir

(Atas, 1998).
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2.3.4. Niikleik asitlere etKileri

Serbest oksijen radikalleri DNA hasarlanmasina neden olabilir. Iyonize edici
radyasyonla olusan serbest radikaller, DNA’y1 etkileyerek hiicrede mutasyona ve 6liime
yol acarlar. Yapilan bir ¢alismada viictittaki lipid peroksidasyonu ve serbest radikallerin
mide iilserine ve kanserine yol actig1 saptanmistir (Kanter ve ark., 2005). Siiperoksit
radikali (O;) hemen tiim aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin (O) bir elektron
alarak indirgenmesi sonucu olusur. Indirgenmis gecis metallerinin otooksidasyonu
stiperoksit radikali meydana getirebilir.

DNA hasar1 bizi hayatta tutan hiicre metabolizmasinin yan iriinii olan serbest
radikaller yiliziinden her an ve kac¢milmaz olarak zaten vardir. Bu motoru c¢alisan bir
arabanin egzozundan kac¢inilmaz olarak zehirli gaz ¢ikarmasi gibidir. Bu hasarlar, dogal
DNA onarict sistem tarafindan olabildigince onarilmaya calisilir. Ancak cevresel
zararhlarm, sigara gibi zararh aliskanliklarin, hatali beslenmenin, stresli yasam tarzinin
etkisi ile dogal onarim kapasitemiz artan hasarlarin tamamini onarmaya yetmez ve
hasarlar birikerek ya dejeneratif hastaliklara, kansere yol agar ya da hiicre oliimii ile
sonuglanir. Her glin hepimizde var olan yaslanma, dejeneratif hastaliklar ve kanserin
ortaya c¢ikmasmim temel sebebi onarillamamis DNA hasarlaridir. Mitokondriyal
DNA'daki hasar ve mutasyonlarm yaslanma siirecinde anahtar rol oynadiklar1 Dr.
Miquel ve arkadaslar1 tarafindan 1980 yilinda agiklanmistir. Giinliimiize; fizyolojik
yaslanma, erken yaslanma belirtileri; Alzheimer hastaligi, diyabet, kalp yetersizligi,
sagirlik, optik sinir dejenerasyonu, bircok ilerleyici kas hastaligi ve kanser gibi
yaslanma 1ile sikliklar1 artan hastaliklarin  mutasyona ugramis DNA igeren
mitokondrilerden kaynaklandigi ortaya konmustur. DNA onarim bozuklugu ayrica
Kseroderma pigmentosum, Cockayene Sendromu, Trikotiyodistrofi gibi seyrek goriilen
hastaliklarin da nedenidir. Koroner arter ektazili hastalarin prognozu tartigmalidir.
Markis ve ark., caligmalarinda, kisa donem prognozun medikal tedavi ile takip edilen ii¢
damar hastalar1 ile ayni oldugu, yillik mortalite oraninin %15 oldugu bildirilmistir.
Bildirilen mortalite oraninin yiiksek olmasi, ii¢ damar hastalarinin sayica fazla olusu ile
ilgili olabilir. Bagka bir calismada, tedavinin medikal veya cerrahi olusundan bagimsiz
olarak, mortalite kontrol grubundan farkli bulunmamastir. Yapilan bir ¢calismada koroner

arter hastaliklarimda DNA hasarinin lipid peroksidasyon ve antioksidant iligkisi arasinda
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ciddi korelasyonlar tespit edilmistir (Demirbag ve ark., 2006; Markis ve ark., 1976;
Swaye ve ark., 1983). Koroner arter ektazisinin koroner akimda yavaslamaya, tiirbiilan
akima, in situ tromboza yol agarak iskemiye ve miyokard infarktiisiine neden oldugu
iler1 siirtilmektedir. Ektazik koroner arterlerde yapilan patolojik incelemede, tipik diffiiz
hiyalinizasyon, lipid depozisyonu, intima ve medianmn yikimi, bdlgesel kalsifikasyon ve
fibrozis, kolesterol kristalleri, intramural kanama goriilmiistiir (Hartnell ve ark., 1985).
Histolojik degisikliklerin aterosklerotik lezyondakilerle ayni oldugu gdzlenmis;
aterosklerotik siire¢ medya tabakasina ulastiktan sonra, muskuloelastik elemanlarin
yaygin yikimi ve damar duvarinin incelmesi ile sonuglanirken, medianin etkilenmedigi

evrelerde ektaziye rastlanmamustir.

2.4. Antioksidan Enzim Savunma Sistemleri

Canli hiicrelerde bulunan protein, lipid, karbohidrat ve DNA gibi okside
olabilecek maddelerin oksidasyonunu Onleyen veya geciktirebilen maddelere
antioksidanlar ve bu olaya antioksidan savunma denir. Memeli hiicrelerinde oksidan
irlinlere kars1 korunma bazi prensipler i¢inde gerceklesmektedir. Oksidanlarin
organizmadaki diizeylerini arttiric1 etkenlerin ve risk faktorlerinin iyi belirlenmesi ve
bunlardan uzak durulmas: ilk yapilmas1 gereken girisim olmalidir. ikinci girisim ise
ROR'larla tetiklenen biyokimyasal reaksiyonlari bir ya da birkag basamaginda
kirmaktir. Ugiincii miicadele yolu, olusan mediyatorlerle aktive olan inflamatuvar
hiicrelerin lezyon yerine hiicumunu ve orada asmr1 birikimini 6nlemektir. Oksidan
molekiillerle miicadelede iizerinde durulacak esas girisim ise belirli diizeyi asmis
oksidanlara direkt olarak etki edip onlar1 inaktif hale getiren antioksidanlardir.
Antioksidan savunma elemanlar1 hiicre i¢i ve hiicre dis1 ortamda farklidirlar. insanda
belli bash hiicre i¢i antioksidanlar siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve
glutatyon peroksidaz (GPx) enzimleridir. SOD'un yapisinda bakir, ¢inko ve manganez;
GPx'de ise selenyum iyonu bulundugundan bu enzimler metaloenzim olarak da
adlandirilirlar. Hiicre i¢i ortamin aksine hiicre dis1 ortamda antioksidan savunmadan E
ve C vitamini, transferrin, haptoglobin, seruloplasmin, albumin, bilirubin, P - karoten ve

a-1 antitripsin sorumludur (Halliwell, 1991; Ertiirk, 2006).
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2.4.1. Antioksidant enzimler

2.4.1.1. Siiperoksit dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz (EC 1.15.1.1, EC-SOD) siiperoksit serbest radikalinin
(O2*7) hidrojen peroksit (H,0O;) ve molekiiler oksijene (O,) doniisiimiinii katalizleyen
antioksidan enzimdir.

Insanda siiperoksit dismutazin iki izomer tipi bulunmaktadir. Cu-Zn SOD
sitozolde bulunur, Cu ve Zn igerir, dimerik yapidadir, siyanidle inhibe edilir. Mn SOD
mitokondride bulunur, Mn igerir, tetramerik yapidadir , siyanidle inhibe olmaz. Genel
olarak hiicrede en bol bulunan izomer sitozolik Cu-Zn SOD'dir. SOD'm fizyolojik
fonksiyonu oksijeni metabolize eden hiicreleri siiperoksit serbest radikalinin (O, ) lipid
peroksidasyonu gibi zararli etkilerine karst korumaktir. SOD, fagosite edilmis
bakterilerin intraselliiler 6ldiiriilmesinde de rol oynar. SOD aktivitesi, yiiksek oksijen
kullannm1 olan dokularda fazladwr ve doku pO, artisiyla artar. SOD'!n ekstraselliiler
aktivitesi ¢ok diisiiktiir. Cu-Zn SOD'm spesifik aktivitesi Down Sendromlu hastalarin
eritrositlerinde yiiksek, prematiirelerin ve yashlarin eritrositlerinde ve psoriyazisli
hastalarin lokositlerinde diisiik bulunmustur. SOD, siiperoksit radikallerinin potansiyel
substratlarla reaksiyona girmesini ve bdylece hidroksil radikali gibi daha toksik

iirtinlerin olugmasii onler.

2.4.1.2. Katalaz (CAT)

Katalaz (H,0,:H,0, oksidorediiktaz) yapisinda dort tane hem grubu bulunan bir
hemoproteindir. Katalaz esas olarak peroksizomlarda daha az olarak sitozolde ve
mikrozomal fraksiyonda bulunur. Katalaz hidrojen peroksidi (H,O,) suya ve oksijene
parcalar. Granulomat6z hiicrelerde katalaz, hiicreyi kendi solunumsal patlamasina kars1
koruma islevini de goriir. Hiicrede olusan hidrojen peroksidi (H,0O,) hidroksil serbest
radikali (OH*) olusumunu 6nlemek i¢in ortadan kaldirir. Hidrojen peroksit diizeyi diisiik
oldugunda veya elektron dondrii konsantrasyonu yiiksek oldugunda peroksidatik

reaksiyonla: Hidrojen peroksitin olusum hizinin yiiksek oldugu durumlarda katalitik
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reaksiyonla: Hidrojen peroksiti suya doniistiirerek ortadan kaldirir. Katalaz daha ¢ok
peroksizomlarda, glutatyon peroksidaz sitozol ve mitokondride lokalize olarak
birbirlerini tamamlayic1 bir yerlesim gosterirler. Boylece hiicre i¢i hidrojen peroksit

konsantrasyonu diizenlenmesini etkin bir sekilde yerine getirirler.

2.4.1.3. Glutatyon peroksidaz

Glutatyon  peroksidaz  (GSH-Px EC  1.11.1.9), hidroperoksidlerin
indirgenmesinden sorumlu sitozolik bir enzimdir. Eritrositlerde GSH-Px oksidant strese
kars1 en etkili antioksidant olup fagositik hiicrelerde de onemli fonksiyonlar1 vardir
(Lunec ve ark., 1990).

Bu nedenle Koroner arter ektazi hastalardan alman kan Orneklerinden bazi
biyokimyasal parametreler incelendi. Koroner arter ektazi hastalarda MDA, SOD,
GSHPx ve oksidatif DNA hasar1 parametrelerinin incelenmesi, serumdaki bazi
biyokimyasal parametrelerin degerlendirilmesi hastaligin risk faktorii ile iliskisini
belirlemede 6nemlidir. Bu konu ile ilgili sonuglar1 farklilik gdsteren pek cok calisma
bulunmaktadir. Bununla birlikte Van ve bolgesinde Koroner arter ektazi hastalarda
yapilmis fazla caligma bulunmamaktadir. Bu nedenle bdlgemizde bu ¢aligmay1 yapmay

planladik ve calismanin  yore icin onemli olacagi  kanisindayiz.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Arastirmamizda kullanilan kan ve serum 6rnekleri Van Yiiksek Ihtisas Hastanesi
Kardiyoloji Klinigine basvuran ve koroner arter ektazi teshisi konulan hastalardan temin

edildi.

3.1.1. Cihaz ve malzemeler

Vorteks: Niive NM110
Spektrofotometre
Serum Saklama tiipleri
Sogutmal1 Santrifiij
Ayarlanabilir Otomotik Pipetler
Mikrodalga

Test Tlipleri

Piset

Pipet

Beher

Etiv

HPLC-UV

3.1.2. Reaktifler ve kimyasal maddeler

Hidroklorik Asit
Perklorik Asit
Nitrik Asit
Sodyum Bor hidriir
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EDTA

Sodyum Hidroksit

Sodyum Dodesil Siilfat (%10 v/v)
Proteinaz (20 mg/ml )

Amonyum Asetat

Etanol

Tris EDTA tamponu

Metanol

Fosfat Tamponu

Ksantin ve Ksantin Oksidaz

Fosforik asit(H;PO4)

3.2. Yontem

Calisma popiilasyonu 51 koroner arter ektazi (CAE) hastasi ile 41 saglikli
bireyden olusturuldu. Alinan serum ve kan Orneklerinden biyokimyasal parametreler
belirlendi. Bu ¢alismadaki kan 6rnekleri toplanmadan dnce Yiiziincii Y1l Universitesi
Egitim Arastirma ve Uygulama Hastanesi Klinik ve Laboratuar Arastirmalar1 Yerel Etik
Kurulu Onay1 alindiktan sonra g¢alismaya baslandi. Calismada denek olarak secilen
sagliklt veya hasta bireylerin hepsinden usiiliine uygun 7 ml vendz kan almarak 2560
rpm/dk da yaklasik 10 dakika santrifiij edilmesi ile serumlar1 ayrildi. Calismaya dahil
edilen hastalardan alman kan Orneklerinden, koroner arter ektazi hastalarda oksidatif
DNA hasar1 tam kandan (hemogram kani1) oOlciildi, lipid peroksidasyon {iriinii
malondialdehit (MDA) ve bazi antioksidant enzimler olan siiperoksit dismutaz (SOD)

ve glutatyon peroksidaz (GPx) aktiviteleri ise serum drneklerinden tayin edildi.
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3.3. Analiz Metotlar

3.3.1 DNA hasar, lipid peroksidasyonu ve bazi antioksidant enzimler tayini

DNA’ nin izolasyonu ve Hidralizasyonu:

Kandan DNA’ nin izolasyonu Miller ve arkadaslarinin yaptiklar1 yonteme gore
tayin edildi (Miller ve ark., 1998 ). 2 ml kan EDTA (etilen diamin tetra asetik asit) ile 3
ml eritrosit lizis tamponu karistirildi ve buz icinde 10 dakika siireyle inkiibasyon sonrasi
santrifiij edildi. Siipernatant sodyum dodesil siilfat (%10 v/v), proteinaz (20 mg/ml ) ve
1,9 ml 16kosit lizis tamponu tamamen yeniden siispanse edildi. Daha sonra karisim 1
saat i¢in 65 °C inkiibeden sonra 0,8 ml 9,5 M amonyum asetat ile karistirildi. 25 dakika
3500 rpm santrifiijJden sonra, 2 ml alinip yikanmis siipernatant yeni bir steril tiipe
transfer edildi. DNA 4 ml buz gibi mutlak etanol tarafindan ¢oktiiriildii. DNA 6rnekleri
Tris EDTA tamponu (10 ml, pH 7,4 ) icinde ¢oziildii ve daha sonra Shinenaga

yontemine gore hidroliz edildi.

HPLC metodu ile 8-OHdG ‘nin analizi:

8-OHdG ve dG seviyeleri, hidrolizlenen DNA  06rneklerinde
elektrokimyasal (HPLC-ECD) ve degisebilen dalga detektér (HPLC-UV) ile HPLC ile
tanimlanan yonteme gore Olciildii(Donald, 1998). Yontemi sdyle aciklarsak, hidrolize
DNA ornekleri, elektrokimyasal (HPLC-ECD) ve degisken dalga boyu dedektorii
(HPLC-UV) daha 6nce aciklandig: gibi sistemler ile 8-OHdAG ve dG seviyeleri sirasiyla
HPLC ile 6lgiildii (Donald, 1998). 20 mcL son hidrolizat HPLC-ECD (HP, HP 1049A
ECG dedektorii ile Agilent 1100 modiiler sistemler, Almanya) tarafindan analiz edildi:
Siitun, ters faz-C18 (RP-C18) analitik kolon (250 mm x 4.6 mm x 4.0 mm,
Phenomenex, CA).Mobil faz 0.05 M potasyum fosfat tamponu, pH 5.5] iceren
asetonitril (97: 3, v/ v) bir akis hiz1 1 ml/dk.DG konsantrasyonu absorbans (245 nm) ve
elektrokimyasal okuma (600 mV) 8-OHdG gore takip edildi. DG ve 8-OHAG seviyeleri
dG ve sigma 8-OHdG standartlar kullanilarak 6l¢iildii; 8-OHAG seviyesi diizeyi 106 dG
basma 8-OHdG molekiillerinin sayisi olarak ifade edildi.
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MDA Metodu:

Serum MDA konsantrasyonu 6l¢iimii Khoschsorur GA ve ark (Khoschsorur ve
ark., 2000) gore yapildi. Kisaca, 50uL plazma ornegi 0.44 M H;PO, ve 42 mM
tiobarbituric asit (TBA) ile karistirildi ve kaynayan su banyosunda 30 dakika inkiibe
edildi. Buz iizerinde hizla Soguduktan sonra esit miktarda alkalin metanol, 6rnek
iizerine eklendi, daha sonra santrifiij (3 dk 3000 rpm) edildi ve lizerindeki siv1 tabaka
kaldirildi. Sonra, 20 mcL siipernatant HPLC ile analiz edildi (HP Agilent 1100 modiiler
sistemler FLD dedektorii, Almanya): Siitun, (5 mm 4.6 x 150 mm, Eclipse VDB-C18
Agilent) RP-C18; eliisyon, metanol (40 : KH,PO4 tamponu (pH 6.8) iceren 50 mM 60, v
/ v) akis hiz1 0.8 ml / dak. Florimetrik algilama 551 nm ve 527 nm eksitasyon ve
emisyon ile yapildi. MDA-TBA adduct tepe 1,1,3,3 olarak kalibre edildi

tetraetoksipropan standart soliisyonu, plazma 6rnegi ile tam ayni1 islem gerceklestirildi.

GPx Metodu:
Glutatyon peroksidaz aktivitesi (GPx, EC 1.11.1.9) Paglia ve Valentine
tarafindan belirtildigi gibi 6l¢iildii (Paglia ve Valentine, 1967).

SOD Metodu:

SOD’un rolii, oksidatif enerji basamaginda tiretilen toksik siiperoksit radikalinin
(O2) hidrojen peroksite (H,O;) ve molekiiler oksijene (0O;) dismutasyonunu
hizlandirmaktir. Bu metotla asagidaki formiilde goriildiigii gibi ksantin ve ksantin
oksidaz  kullanilarak  siiperoksit radikali,  2-(-iodophenyl)-3-(4-nitrophenol)-5-
phenyltetrazolium chloride (I.N.T.) ile kirmiz1 boya formuna doniisiir. SOD aktivitesi,
bu reaksiyonun inhibisyon derecesi ile 6l¢iildii. SOD enzim aktivitesi Randox -Ransod
enzim kiti ile otoanalizérde 505 nm’de 37 °C'de 6lgiildii (Anonymous, 1996,). Analiz
materyali olarak daha Once hazirlanan ve analiz zamanina kadar -20°C’de derin
dondurucuda muhafaza edilen eritrosit paketi kullanildi. Eritrosit paketinden 10 pl
almarak 2500 pl. 0.01 M fosfat tamponu (pH = 7,0) ilave edilerek 251 kat1 sulandirildi
(F =251). Inhibisyonun % 30-60 aras1 olmas1 sagland1. Kiivete ayrraglar pipetlendi.
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3.4. Istatistiksel yorum

Gruplar arasi grafikler ve ¢izelgeler, genel hasta ve kontrol grubu parametreleri
ortalamasi (X), standart sapma (Sx) olmak tizere (X+Sx) degerleri bulunarak hazirland.
Aritmetik ortalama ve standart sapma, Microsoft Excel programi kullanilarak
yapildi. p degerleri ise SPSS 15.0 for Windows' bilgisayar programi kullanilarak
yapildi. Student t-testine gore istatistiksel analiz yapildi. Istatistiksel analizde p<0.05

degeri anlamli kabul edildi.
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Iki grup arasindaki demografik klinik 6zellikler istatistiksel olarak anlamli farkli
degildi. Serum MDA (7.63 + 9.76’a kars1 5.74 £ 4.09 umol/L, p=0.216), plazma §-OH-
dGua/10%"* (1.77 + 0.82°ye kars1 0.29 + 0.16, p<0.001), GPx (81.75 + 71.07’ye kars1
9.39 £ 5.97 U/mL, p<0.001) ve SOD (7.47 + 1.78’¢ kars1 7.04 = 5.47 U/mL, p=0.638)

olarak bulundu.

Cizelde 4.1. Calisma popiilasyonunun klinik 6zellikleri

Kontrol grubu
CAE (n=51) p- degeri
(n=41)
Cinsiyet (Erkek) 32 (62.7) 27 (67.5) 0.637
Hipertansiyon
14 (27.5) 14 (35.0) 0.439
(n,%)
Diabetes mellitus
7 (13.7) 3(7.5) 0.346
(n,%)
Sigara (n,%) 8 (15.7) 9(22.5) 0.408
Yas (years) 54.0+8.9 50.0 +10.1 0.052
Total kolesterol
188.3 £34.1 189.4 +£40.0 0.893
(mg/dl)
LDL kolesterol
110.7+31.2 116.9 +£28.1 0.321
(mg/dl)
HDL kolesterol
43.4+10.4 39.3+94 0.052
(mg/dl)
Triglyserid (mg/dl) 167.8 £76.0 215.0 £ 154.2 0.082
Kreatinin (mg/dl) 091 £0.17 0.90 £0.16 0.908




Cizelde 4. 2. Koroner arter ektazi hastalar1 ile kontrol grubu arasindaki plazma 8-OH
dGua ve serum MDA, Gpx, SOD arasindaki seviyelerin karsilagtirilmasi

CAE Kontrol grubu
(n=51) (n=41) p-degeri
(X+Sx) (X+Sx)
8-OH-dGua/10%9" 177 +0.82 0.29+0.16 <0.001
MDA (umol/L) 7.63+£9.76 5.74 £ 4.09 0.216
GPx (U/mL) 9.39 £5.97 81.75+71.07 <0.001
SOD (U/mL) 7.47 £1.78 7.04 £5.47 0.638
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5. SONUC VE TARTISMA

KAE dogustan veya kazanilmis koroner anomaliler olup epikardiyal koroner
arterin bir boliimiiniin veya tamaminin, lokalize ya da diffiiz olarak komsu normal
koroner arter capindan 1.5 kattan daha fazla genislemesidir (Yetkin ve Waltenberger,
2007; Markis, 1976; Maehara ve ark., 2001). Yapilan farkli anjiyografik ¢calismalarda
siklig1 %0.3-10 olarak tespit edilmistir (Hartnell ve ark., 1985). Hastalarm %50-60’1nda
ateroskleroz, %20-30 konjenital nedenler, %10-20 kadarinda da inflamatuar veya bag
doku hastaliklar1 yer alir. Ateroskleroz en sik etyopatogenik faktor olup, ateroskleroz
kanitlar1 olmadiginda nonaterosklerotik ektazi olarak degerlendirilmelidir (Chia ve ark.,
1997; Tuncer ve ark., 2008).

Enzimler, canli organizmalarda biyolojik reaksiyonlar1 hizlandiran protein
yapisinda olan biyokatalizorlerdir ve proteinlerin en biiyiik grubunu teskil ederler (Keha
ve Kiifrevioglu, 1997; Telefoncu, 1986). Enzimlerin canli yapisindaki 6nemi gittikce
artmaktadir. Temel bilimler, kimya, biyoloji, tip ve eczacilik gibi ¢ok genis arastirma
alanindaki, arastirmalarin biiyiik bir kismi enzimler iizerinde yapilmistir. Biyolojik ve
biyokimyasal sistemlerde katalaz (CAT), peroksidaz (POD), glutatyon rediiktaz (GSSG-
Rx) ve siiperoksit dismutaz (SOD) antioksidant etkiye sahip enzimlerdir. Antioksidant
savunma sistemi, hiicreyi serbest radikal veya diger reaktif molekiillerin oksidatif
hasarindan korur. Bundan dolay1r bu savunma sisteminde CAT, POD, GSSG-Rx ve
SOD gibi antioksidant enzimler biiylik Ooneme sahiptir. Serbest radikallerin zararl
etkileri hiicrelerdeki antioksidant savunma sistemleri tarafindan kontrol edilir (Giilgin,
2002). Yapilan bir g¢aligmada koroner arter hastaliginda SOD aktivitesi arttig1
bulunmustur (Priya ve Surapaneni, 2008). Yapilan bu tez ¢caligmasinda ise serum SOD
(p=0.638) aktivitesi CAE grubunda arttig1 saptandi (Cizelge 4. 2). Serum Gpx CAE
grubu kontrol grubundan 6nemli derecede daha diistik bulundu (p<0.001) (Cizelge 4. 2).
Yapilan literatiir ¢alismalarinda ise koroner arter hastaliginda Gpx aktivitesinin arttig1
bulunmustur (Priya ve Surapaneni, 2008). Josep ve arkadaslar1 hipertansif hastalarda
eritrosit Gpx'in arttigini1 gostermislerdir (Schulze ve Lee, 2005,7). Bizim bulgularimiz

literatiir verilerini bazilarim destekler bazilarmi da desteklenmeyen niteliktedir.
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Hiicresel metabolizmanin asir1 ROS iiretimini ortadan kaldirabilen ve temelde
SOD, glutatyon peroksidaz ve katalaz enzimlerinden olusan hiicrenin sahip oldugu etkili
bir antioksidan savunma sistemi ROS diizeyinin fizyolojik smirlarin altinda sabit
tutulmasmi saglar (Wispe ve ark., 1985). Asm iiretilen oksijen kaynakli radikallerin
antioksidan savunma sistemleriyle karsilasmasinin oksidatif stres meydana getirdigi 1yi
bilinmektedir. Serbest oksijen radikallerinde bir artis durumunu ifade eden oksidatif
stresin halen degisik hastaliklarin belirgin olarak ortaya ¢cikmasi ve ilerlemelerinde etkili
oldugu kabul edilmektedir. Serbest oksijen radikalleri canli organizmalarm normal
fizyolojileri icerisinde olugsmakta ve yer almaktadir.

Serbest oksijen radikallerini ortadan kaldiran enzimler hiicrelerin oksidatif
hasardan korunmasinda 6nemli bir rol oynar. Antioksidan durum ve lipid peroksitleri ve
okside proteinler olarak Olciilen oksidatif stresin iyi bilinen marker diizeyleri arasindaki
iligki daha 1y1 bir saglik endeksi ve durusunu yansitir (Ahmad ve ark., 2008). Yapilan
bir ¢caligmada serum MDA diizeyi kalp hastaliklarinda arttig1 saptanmistir (Pezeshkian
ve ark., 2001). Serbest radikaller kolesterole, aragidonik ve deoksihegzanete baglanir ve
lipid peroksidasyonunu baglatir. Bu siirecin basladigmin en iyi gostergelerinden olan
MDA, renal harabiyete ve kardiyovaskiiler bozukluklara neden olur (Ruiz—Gutierrez ve
ark., 2001; Behathena ve ark., 1998). Serum MDA (p=0.216) diizeyi CAE grubunda
arttig1 saptand1. iki grup arasinda fark istatistiki agidan anlamli degildi (Cizelge 4. 2).
Yine yapilan bir baska arastirmada ise koroner arter hastaliginda MDA seviyesi kontrol
grubuna gore anlamli bir sekilde ylikselmistir (Priya ve Surapaneni, 2008). Yapilan bir
calismada sigara dumaninin ratlarda antioksidan enzimler ve lipid peroksidasyonu
iizerine etkisi arastirilmig, lipid peroksidasyonunda anlamli artis gozlemlenirken,
antioksidant enzimlerde anlamli degisiklik saptanmamistir (Gupta ve ark., 1998).

Yapilan baska bir calismada ise antioksidant enzim aktivitelerinin azalmasi
sonucu oksidatif DNA hasar1 artisinin orantilt oldugu bulunmustur (Honda ve ark.,
2000). Yine yapilan literatiir ¢aligmalarinda koroner arter hastaliginda plazma 8-OH-
dGua seviyesi yliksek bulunmustur (Botto ve ark., 2001, 2002). Yapilan bu tez
calismasinda ise plazma 8-OH-dGua seviyesi CAE grubu kontrol grubuna gére énemli
derecede daha yiiksek bulundu (p<0.001) (Cizelge 4. 2). Sonuglar literatiir bulgularmni
destekler niteliktedir.
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Bu sonuglar 1s1ginda koroner arter ektazi hastalarda artan oksidan strese karsi
antioksidan savunma sisteminde azalma saptanmistir. Oksidan/antioksidan dengedeki
her hangi bir bozulma sonucu KAE gelisiminin olast nedeni olarak diisiiniilebilir. Bu

calismanin bundan sonra yapilacak ¢aligsmalara katki sunacagi kanisindayiz.
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