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1. OZET

Kursun, endiistride yaygin olarak kullanilmasindan dolay1 biiyiik bir cevresel
problem olusturmaktadir. Insan ve hayvanlar iizerine etkileriyle ilgili birgok calisma
yapilmigtir. Deneysel calismalarda siilfiir iceren antioksidanlarin kursunun zararh
etkilerine kars1 yararli oldugu gozlenmistir.

Calismamizda kursun asetat ile oksidatif stres olusturulan ratlarda siilfiir
iceren bazi bilesiklerin antioksidan etkilerinin arastirilmasi amaclandi. Wistar-Albino
cinsi erkek ratlara bes hafta boyunca, kontrol (n=10) disinda; 2000 ppm kursun asetat
tek basina (n=10) ya da giinliik oral 100 mg/kg L-metiyonin (n=10), 800 mg/kg N-
asetilsistein (n=10), 50 mg/kg L-homosistein (n=10) ve i.p. 25 mg/kg a-lipoik asit
(LA) (n=8) ile birlikte verildi. Hemoglobin (Hb) diizeyi Drabkin ayirac1 kullanilarak
siyanomethemoglobin yontemi ile tam kanda, siiperoksit dismutaz (SOD) ve
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzim aktiviteleri ticari kitle hemolizatta,
malondialdehit (MDA) diizeyi Satoh-Yagi yontemi ile serumda; vitamin A (Vit-A),
vitamin E (Vit-E) seviyeleri HPLC’de UV dedektor ile plazmada ve total antioksidan
kapasitesi (TAK) diizeyleri ABTS™ metoduyla doku homojenatinda 6l¢iildii.

Kontrol grubuna gore kursun grubunda Hb ve plazma Vit-E seviyeleri
anlamh diisiik; MDA diizeyi ise anlamh yiiksek bulundu (p<0.01). Kursun grubuna
gore kursun-metiyonin, kursun-LA gruplarinda Hb anlamh yiiksek (p<0.05), tiim
siilfiirlii antioksidan verilen gruplarda MDA diizeyleri anlamh diisiik (p<0.01);
kursun-LA grubunda eritrosit SOD (p<0.01) ve GSH-Px (p<0.05) diizeyleri anlaml
diisiik sonug¢ verdi. Plazma vitamin A diizeyleri; kursun-metiyonin grubunda anlamli
yiiksek (p<0.01) bulundu. Karaciger TAK diizeyleri tiim siilfiirlii antioksidan verilen
gruplarda anlamli olmayan diisiik iken beyinde yiiksek bulundu. Bobrek TAK
diizeyleri kursun-metiyonin ve kursun-LA gruplarinda anlamh yiiksek (p<0.01)
bulundu.

Sonug olarak; bu bulgular 1s181nda, kursunun uyardig oksidatif stresin siilfiir
iceren bilesikler tarafindan azaltildigi kanaatine varildi.

Anahtar kelimeler: Kursun, oksidatif stres, siilfiir-iceren bilesikler.



2. ABSTRACT
INVESTIGATION OF ANTIOXIDANT EFFECTS OF SOME SULFUR-
CONTAINING COMPOUNDS ON VARIOUS TISSUES: OXIDATIVE
STRESS INDUCED BY LEAD ACETATE IN RATS

Lead causes a great environmental problem because it is being widely used in
the industry. Several studies focusing its effects on human and animals have been
carried out. Sulfur containing antioxidants have been observed to have beneficial
effects against lead’s detrimental properties in experimental studies.

Evaluation of antioxidant effects of some sulfur-containing compounds in rats
where oxidative stress was induced by lead acetate was the aim of our study. In
addition to control group (n=10), Wistar-Albino male rats were given 2000 ppm lead
acetate alone (n=10), or with daily oral 100 mg/kg L-methionine (n=10), or with 800
mg/kg N-acetylcysteine (n=10), or with 50 mg/kg L-homocysteine (n=10), or with
1.p. 25 mg/kg a-lipoic acid (LA) (n=8) during five weeks. Hemoglobin (Hb) levels
were analyzed by the cyanomethemoglobin method using Drabkin reagent in whole
blood whereas superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GSH-Px)
enzyme activities were assayed with commercially available kits in hemolysate.
Malondialdehyde (MDA) levels were determined with method of Satoh-Yagi in sera
whereas vitamin A (Vit-A) and vitamin E (Vit-E) levels were determined with HPLC
UV detector in plasma. Total antioxidant capacity (TAC) levels in tissue
homogenates were assayed with ABTS™ method.

In lead group Hb and plasma Vit-E levels were determined to be significantly
low whereas MDA levels were significantly high compared to controls (p<0.01). Hb
levels in lead-methionine, lead-LA groups were significantly low compared to lead
group (p<0.05). MDA levels were reduced in all groups compared to lead group
(p<0.01) whereas there was an increase over control values in erythrocyte SOD
(p<0.01), and GSH-Px (p<0.05) levels in lead-LA group. Plasma Vit-A levels were
significantly high in lead-methionine group compared to lead group (p<0.01). In all
lead-antioxidants groups liver TAC levels were determined to be slightly lower
compared to lead group while brain’s levels were higher. Kidney TAC levels in lead-
methionine, and lead-LA groups were significantly high (p<0.01).

In conclusion, in the light of these findings it is believed that oxidative stress
induced by lead is reduced by sulfur-containing compounds.

Key words: Lead, oxidative stress, sulfur-containing compounds.



3. GIRiS

3.1. KURSUN

Kursun dogada bol olarak bulunan bir metaldir. Erime noktas1 327.5,
kaynama noktasi ise 1740 © C’dir. Yumusak olmasi nedeniyle isleme kolaylig1 vardir
ve insanlar kursunu ¢ok eski yillardan beri cesitli amaclarla (mutfak arag-gerecleri,
su borular1 yapimi vb.) kullanmiglardir. En 6nemli kursun kontaminasyon kaynaklart;
benzine eklenmis kursun, kursun bazli boyalar, kursun lehimli konserve kutulari,
seramik sirlar ve endiistriyel kirlenmedir. Bu yiizden kursun zehirlenmesi ¢ok eski
yillardan beri bilinmektedir. Hipokrat kursun zehirlenmesine ait klinik tablolar
tanimlamistir. Giiniimiizde metalik kursunun baslica kullanim yeri akiimiilator
yapimudir. Uretilen kursunun yarisindan cogu bu amagla kullanilmaktadir. Diger
kullanim alanlar1 arasinda matbaacilik ile boya, kristal cam ve plastik endiistrisi
sayilabilir. Kursunun organik bilesikleri olan tetra etil ve tetra metil kursun, benzine
oktan yiikseltici olarak katilmaktadir. Bu kullanimin giderek azaldigi bilinmektedir
(67, 141). Tirkiye’de 1988 yilindan 6nce benzine 0.84 g/L, 1988’de 0.40 g/L ve
2002’de 0.1 g/L. kursun eklendigi bilinmektedir. Fakat giiniimiizde diisiik kursun
icerikli (0.005 g/L) benzin kullanimi iilkemizde giderek yayginlasmaktadir (135).
Ayrica hava kirliliginin bir sonucu olarak kursun biyosferde ©Onemli Ol¢iide
dagilmistir ve 6zellikle Kuzey Yarimkiire’de giinliik havaya salinan miktar 1000 tona
kadar ulasmaktadir (67, 141).

3.1.1. insanlara Gecis Kaynaklar

Dogada en ¢ok kursun, siilfiir bilesigi (galena) halinde bulunur. Madenlerden
yeryliziine cikartilip kullanilmasi ile biyosfere yayilmis ve endiistrilesmeye paralel
olarak insan viicudundaki miktar1 anlamli derecede artmustir. Giinliik oral kursun
altmi Amerika’da ortalama 100 pg’in, Avrupa iilkelerinde ise 30 pg’in altindadir.
Calisma ortamindaki isciler kursunu solunum yolu ile almaktadir. Kursunun 6nemli
bir boliimii eski hurda akiimiilatorlerin veya kursundan yapilmis malzemelerin ya da
madenlerden c¢ikarilan cevherin eritilerek saflastirilmasi ile elde edilir. Kursun
zehirlenmesi bakimindan en riskli isler de kursunun eritildigi safhalardir. Ciinkii
kursun 500-600 ° C’nin iizerindeki sicakliklarda buharlasmaktadir. Tiitsii (fiime) ad1
verilen bu buhar icinde erimis kursunun mikron diizeyinde partikiilleri vardir. Bu
partikiiller solunum yolu ile viicuda girerler. Daha az miktarda kursun ise sindirim

kanalindan alinir. Ancak solunum yollarindan alinan kursunun % 40’1 absorbe olup



kan dolasimina katilirken, sindirim kanalindan alinan kursunun ancak % 10-15°1
absorbe edilmektedir. Bu nedenle zehirlenme bakimindan solunum yolu ile olan
maruziyet daha onem tagimaktadir. Organik kursun bilesikleri deri yolu ile de
absorbe edilebilir. Ortamdaki kursun konsantrasyonu, endiistri tipine ve tesislerde
uygulanan endiistriyel hijyene baglidir. Maden ve hurda endiistrisi ile kablo yapimu,
kursun dokiimii, kursun bazli boyalarin tiretimi, mermi yapimi, akiimiilator yapimu,
matbaacilik, otomobil tamiri gibi islerde calisanlar veya kursun cam iifleyicileri,
kaynakcilar, su tesisatcilart da kursuna maruz kalma tehdidi altindadir (141).

3.1.1.1. Solunum yoluyla maruz kalma:

Cevresel dagilimmin en 6nemli yolu havaya yayilan kursundur. Havadaki
kaynaklar arasinda; yakim firinlar1 ile maden tasfiyehanelerinden ¢ikan baca gazlari
ve kursun ilave edilmis petroliin yanma {iriinleri, baz1 endiistriyel maddeleri iceren
yanmis fosil yakitlar1 yer alir. Havadaki en Onemli kaynak benzine eklenerek
kullanilan inorganik tetraetil ve tetrametil kursunun yakilmasindan kaynaklanir.
Kursunun solunum sisteminden emilimi partikiillerinin biiyiikliigiine gore degisir.
Biiyiik partikiillii bilesikler {iist solunum yollarinda kalir ve buradan sindirim
sistemine gecer. Kiiciik partikiillii olanlar genellikle otomobil egzoz dumani
kaynaklidir; alt solunum yollarina ulasir ve emilim diizeyi % 90’lara kadar
cikabilmektedir. Cocuklarin yetiskinlere gore kursuna solunum yolu ile 1.6 ila 2.7
kat daha duyarli olduklar1 bildirilmistir (141, 148). Ulkemizde trafikten uzak
alanlarda yasayan cocuklarda dis kursun seviyelerinin 1.69 + 0.25 pg/g diizeylerinde
olmasina ragmen; ozellikle trafigin yogun oldugu semtlerdeki ¢ocuklarda 4.99 + 0.46
ug/g cikmasi kursunu egzoz gazlarindan aldiklarini gostermistir (64).

Atmosferde bulunan kursun diizeyi evlerin kapali ortam havasimi % 60
oraninda etkiler. Bireyler, evdeki yiizeylerin boyanmasinda kullanilan kursun bazl
boyalardan ya da varsa i¢ilen sigara dumanindan dolay1 da kursuna maruz kalabilir
(141, 148).

3.1.1.2. Agiz yoluyla maruz kalma:

Yiyecek ve icecekler, eriskinlerde mesleki olmayan kursun maruziyeti i¢in
ana kaynaktir. Sanayi bolgelerine yakin alanlardaki toprakta bulunan kursun, gida
tiriinlerine bitkiler yoluyla gecer. Bitkilerin kokleri, govde ve yapraklarina gére daha
fazla; tohum ve meyveleri ise daha az kursun igerir. Havada bulunan kursun da
yaprakli sebzeleri etkiler. Boylece sehir merkezi veya yola yakin bolgelerde bulunan

sebzelerdeki kursun konsantrasyonu daha da artmaktadir (59). Alkolli igecekler,



saklanilmalarinda kullanilan fi¢1 ve varillerde bulunan kursun lehimler, tikaglar ya da
tizlimciiliikte topraga atilan kursun arsenat iceren bocek Oldiiriiciileri ile kontamine
olurlar. Alkollii icecekler asidiktir ve iceriklerindeki kontamine kursun; hazirlama,
depolama ve servis sirasinda coziinebilmektedir. Ayrica yiyecek depolama amagh
kullanilan kursun lehimli konserve kutulari ile seramik tabaklar ve kristal ziiccaciye
malzemelerinden de kursun canlilara tasinmaktadir (141, 148). 2000 yilinda Diinya
Saglik Orgiitii (WHO) ile Gida ve Ila¢ Orgiitii (FDA) tarafindan yapilan calismalar
sonucunda gidalarla bireylerin alabilecegi en fazla giinliik kursun miktar1 25 pug/kg
olarak belirlenmistir (142).

Su ile alinabilecek kursun acisindan yiizey ve yeralti sular1 onemsiz derecede
tehdit olusturur. i¢me sularinin kursunla kontaminasyonu su depolari, tasima
tankerleri ve sehir sebeke borularindan kaynaklanir. 1993’te WHO, i¢cme suyunun
icerebilecegi maksimum kursun konsantrasyonunu 50 pg/L’den 10 pg/L’ye
diistirmiistiir (141).

3.1.1.3. Cesitli yollarla maruz kalma:

Insanlar kursun igeren ilaclarla da kursuna maruz kalabilmektedir. Ornegin;
deri hastaliklarinda kullanilan Azarcon, kursun kromat ve Greta, kursun oksit halinde
% 70’den fazla kursun icermektedir (141, 148).

Bolgesel olarak kullanilan cesitli  kozmetik {iriinleri de kursun
icerebilmektedir. Pakistan ve diger baz1 Miisliiman iilkelerde bir goz preparati olarak
kullanilan Summa/Kohl, konjonktivaya siiriilmekte ya da umblikal kord kesildiginde
vazokonstriktor etkisinden yararlanilmaktadir. Avrupa’da ise kursun iceren kozmetik
maddeler ve cilt kremleri aktorler tarafindan kullanilmaktadir (141, 148).

3.1.2. Kursunun Metabolizmasi:

Kursunun gastrointestinal sistemden emilimi diyetin igeriginden, bireyin
aclik-tokluk durumundan ve metalin formundan etkilenir. Yetiskinlerde % 10’dan
daha az oranda absorbe edilirken; gastrointestinal sistemin daha fazla gecirgen
oldugu yenidoganlarda ve ¢ocuklarda % 30-50 diizeylerinde emilebilmektedir. Bu
oran oru¢ veya uzun siiren aglikta ve diyette vitamin D bulunmasi halinde daha
yiiksek; tokluk veya diyette kalsiyum, fosfat ve fitat varliginda ise daha diisiiktiir
(141).

Viicuda giren kursunun % 85-90’lik kismi kanda eritrositlerin zarina
baglanarak, % 1’1 serbest ve geri kalan1 ise albumine bagli olarak tasinir. Kursun

viicutta depolanan bir metaldir, Oncelikle yumusak dokularda ve parankimal



organlarda dagilim gosterir ve daha sonra kemiklerde kalsiyumun yerini alarak
depolanir. Eriskinlerde kursunun % 95’1 iskelette depolanir. Kursun kan-beyin
bariyerini yavas gecer. Plasentanin gecirgen olmasi sebebiyle fetiis annenin aldigi
kursuna direk olarak maruz kalir (67, 141, 148).

Viicuttan atilimi baslica idrar yolu ile olur. Az miktarda kursun diski ve ter
icinde, epitel deskuamasyonu veya sag, tirnak kesilmesi yolu ile kadinlarda
menstruasyonla ve emzirme sirasinda siitle viicuttan atilabilir (67, 141, 148).

3.1.3. insan Saghg Uzerine Etkileri:

Kursun insanlarda bir¢cok enzimi inhibe etmekte ve fizyolojik sistemleri de
etkilemektedir. Klinik olarak, c¢ocukluklarda sinirsel gelisimi etkilemekte;
yetigskinlerde ise kalp-damar sisteminde hipertansiyon rahatsizliklarina neden
olmaktadir. Akut olarak gastrointestinal toksisite belirtileri, kronik olarak ise kan
hiicreleri ve sinir sisteminde hasarlar ortaya ¢ikarmaktadir. Cocuklarda akut formda
ensefalopati ile yiiksek konsantrasyonlarda nefropati, noropati, kafa i¢i basing artisi,
konviilziiyon ve oliime yol acgabilmektedir. Akut kursun maruziyetinde geri
doniisiimlii olarak karaciger fonksiyonlarinda bozukluk (AST ve ALT’de artig),
kronik maruziyette ise bobreklerde hiperiirisemi ve kreatinin klerensinde azalma
goriilebilir (67, 141, 148).

Kursun zehirlenmesinin karakteristik semptomlarindan biri de anemidir.
Kursun tarafindan alyuvarlarin omrii kisaltilmakta ve “Hem” sentezinin cesitli
adimlar1 inhibe edilerek, hemoglobin sentezi engellenmekte ve mikrositer anemi
ortaya ¢cikmaktadir (67, 141, 148).

Kursun zehirlenmesinin tanis1 zordur; ciinkii belirtileri 6zel degildir. Erigkin
hastada kolik agrisi, anoreksi, konstipasyon, uykusuzluk ve irritabilite; bazen diisiik
Hb seviyeleri ve serum bilirubininde artisin ortaya c¢ikmasi ile kursun zehirlenmesi
tanis1 konulabilir (67, 141, 148). Tamida kursun maruziyeti olan bir iste calisma
Oykiisiiniin yani sira, klinik belirti ve bulgularin da 6nemi olmakla birlikte; kesin tani
atomik absorpsiyon yontemi kullanilarak kan kursun diizeylerinin tayini ile yapilir.
Cocuklarda ve hamile kadinlarda 10 pg/dl, yetiskinlerde 40 pg/dI’'nin iistii kan
kursun diizeyleri anlamli kabul edilmektedir. Kursun zehirlenmesinin tanisinda kan
cinko protoporfirin (ZnPP) seviyesinin Ol¢iilmesinden de faydalanilmaktadir. Eriskin
erkeklerde kan kursun konsantrasyonu 25 pg/dl iizerinde oldugunda, ZnPP
konsantrasyonu da anlamli olarak artmaktadir (141, 148). Normal kan ZnPP

diizeyleri saglikli bireylerde 10-32 (ortalama 22.4) pg/dl iken; otoyol giselerinde



calisanlarda 20-88 (ortalama 35.4) pg/dl olarak bulunmustur. Kadinlarda demir
diizeyinin daha az olmasi nedeniyle daha diisiik kan kursun diizeylerinde ZnPP’de
artis gozlenir. Cocuklarda kan kursun diizeyi 15 pug/dl oldugunda ZnPP’de artis olur.
Aym zamanda demir eksikligi, hastalarin kursunun toksik etkilerine daha duyarl
olmalarma da sebep olur (148). Benzer sekilde idrarda da kursun tayini yapilabilir;
ancak kan kursun diizeyi tayini daha giivenilir bir yontemdir. Hem sentezinin
bozulmasi sonucunda porfirin bilesiklerinin idrar diizeylerinde de artma olur (141).

Kursun, merkezi ve periferik sinir sistemini etkiler. Noroelektrofizyolojik
testlerde kursunun etkisiyle periferik sinirlerin ileti hizinda azalma gozlenir (148).
Subklinik olarak viicutta biriken kursunun; bir¢cok gizli ndrolojik hasarlara, ileriki
yaslarda IQ azlhigina, zayif akademik basariya, davranis bozukluklarina, isitme
azligina ve zeka kaybina neden oldugu gosterilmistir (141, 148).

Kursunun kadin ve erkek iireme sisteminde toksik etkilerinin oldugunu
gosteren caligsmalar vardir. Kursunla ilgili islerde ¢alisan kadinlarda spontan abortus,
0l dogum ve diisiik agirlikta cocuk dogurma frekansinda artis oldugu bildirilmistir.
Erkeklerde ise mesleki kursun maruziyetine bagl sperm ve testisler iizerine toksik
etki, kan kursun diizeyinin 40 pg/dI’nin iizerine ¢ikmasi halinde goriilmekte;
hiperspermi, teratospermi, astenospermi ve hipogonadizm olusabilmektedir (141,
148).

Su ve gdalart ile kursun verilen rat ve farelerde kanser olusumu
gosterilmistir. Diyetlerinde yiiksek dozda kursun asetat bulunan ratlarda renal kanser
oraninda artis saptanmustir. Insanlarda ise sigara icimi ile kursun alinmas1 sonucunda
akciger kanseri ve kursun maruziyetine bagli olarak gelisen renal kanserler
bildirilmistir (141, 148).

Ulkemizdeki kursun zehirlenmesinin prevelans: ile ilgili ¢ok az calisma
vardir. Can ve ark.’min (17) 1993’te Tekirdag Merkez ilcesinde yaptiklari ¢calismada
kan kursun diizeyleri ortalama olarak 29,6 ug/dl, Yapicr'min (147) 1999 yilinda
Silivri’de yaptig1 calismada 23,4 pg/dl olarak bulunmustur. Seving ve ark.’nin (118)
Sanlurfa ilinde oto tamir atolyelerinde calisan ciraklarda yaptiklart calismada kan
kursun diizeyleri 27,8 pg/dl, sa¢ kursun diizeyleri ise 0.38 ug/g olarak ol¢iilmiistiir.
Eriskinlerde ise Kocabiyik ve Dogan’mn (71) Izmir trafik polislerinde yaptiklari
calismada ortalama kan kursun diizeyi 25 pg/dl olarak bulunmustur. Yapici ve
ark.’nin (149) Mugla Yatagan yoresindeki ¢ocuklarda yaptiklari taramada ise kan

kursun diizeyleri 36,27 + 16,16 pg/dl olarak tespit edilmistir. Yilmaz ve ark.’nin



(151) Elazig Keban yoresinde yapmis olduklart dl¢iimlerde ise kan kursun diizeyleri
3-10 £ 0.25 pg/dl olarak saptanmustir.

Isyeri ortamlarinda alinacak teknik korunma 6nlemleri cok 6nemlidir. Kursun
tiitsiistiniin olustugu yerlerde havalandirma sistemleri kurulmali, is esnasinda sigara
icilmemeli, tozumanin 6niine gecmek i¢in yerler 1slatilmahidir. Gerekiyorsa maske
kullanimi diisiiniilebilir. Calisanlar is basinda yemek yememeli ve yemeklerden dnce
mutlaka ellerini yikamalidir. Boylece solunum ve sindirim yolu ile viicuda kursun
girisi Onlenebilir. Tibbi korunma Onlemleri olarak; ise giris oncesinde ve c¢alisma
stiresince aralikli kontrol muayeneleri yapilmalidir (141).

3.1.4. Kursun Zehirlenmesinde Tedavi:

Selasyon tedavisi: Tedavide maruziyetin kesilmesinin yani sira spesifik
tedavi olarak selasyon yapici ajanlardan yararlanilir. CaNa,EDTA (Kalsiyum
Disodyum Etilen Diamin Tetra Asetik asit), iyonik formda olmasi nedeniyle hiicre
icine giremez ve sadece ekstraseliiler kursunu baglar ve idrarla atilir. Hekim
gozetiminde 5 giinliik intravendz infiizyon tedavisinden sonra tedaviye birkag¢ giin
ara verilir. Gerek varsa ikinci, iiclincii kez tedavi tekrarlanabilir. Tedavinin yan
etkilerinden en Onemlisi, ilk giin dokulardan mobilize edilen kursunun tekrar beyin
ve karacigerde dagiliminin gergeklesmesidir. CaNa,EDTA'nin kullanilamadig:
durumlarda BAL (British Anti Lewisite-Dimerkaprol) ve penisilamin (B,B-dimetil
sistein) de kullanilabilir. BAL kas i¢i olarak uygulanir, kursunu 2:1 oraninda baglar,
idrar ve safrayla atilir. EDTA’dan farkli olarak beyindeki kursunu da baglar. Bu
nedenle kursun ensefalopatisi varliginda BAL, EDTA ile kombine olarak 6zellikle 70
pg/dl’nin iizerindeki kursun seviyelerinde kullanilir. Penisilamin, siilfiir iceren bir
amino asittir ve sindirim sisteminden emilimi kolay oldugundan agizdan verilebilir.
Kolay uygulandigi i¢in kullanimi yaygindir ve ozellikle 25-40 pg/dl kursun
diizeylerinde tavsiye edilir. Fakat kullanimi FDA tarafindan onaylanmamustir.
Succimer’in (2,3-mezo-dimerkaptosiiksinik asit-DMSA) etkinligi CaNa,EDTA ile
benzer diizeydedir. Klinik deneyim yetersizliginden dolayr kullanimi yalnizca 45
pg/dl’nin iizerindeki kan kursun diizeyine sahip c¢ocuklarda onay almistir ve oral
olarak kullanilabilir (52, 148).

3.2. KURSUN VE OKSIDATIF STRES

Kursun, c¢evremizde genis Olgiide yer alan fizyolojik, biyokimyasal ve
davranigsal bozukluklara yol agan toksik bir metaldir. Toksisitesi yillar boyunca

yapilan calismalarda defalarca gosterilmis, memelilerdeki zehirlenme mekanizmasi



ve belirtileri ortaya ¢ikarilmistir. Zehirlenme belirtileri tamamiyla bilinmesine karsin,
alternatif mekanizmalar giin gectik¢ce artmaktadir. Son yapilan calismalar kursunun
potansiyel oksidatif stres olusturdugunu ve bunun sonucunda fizyopatolojik
bozukluklara sebep oldugunu gostermistir (141).

3.2.1. Kursunun Olusturdugu Oksidatif Hasarin Mekanizmalari:

Bu metalin zehirlenme mekanizmalari arasinda reaktif oksijen tiirlerinin artisi
sonucu lipit peroksidasyonu, DNA hasar1 ve hiicrelerdeki siilfidrilli antioksidan
savunma sistemlerinin tiiketilmesi basrolii oynamaktadir (52).

Toksik metallerden biri olan kursunun biyolojik makromolekiiller iizerinde
nasil oksidatif stres meydana getirdigi arastiritlmistir. Kursun, civa, kadmiyum gibi
agir metaller elektron ilgileri nedeniyle ozellikle tiyol grubu iceren proteinlere
tutunmakta ve biyolojik fonksiyonlarim engellemektedir. iki degerlikli Co**, Mn*?,
V*, Cu*’, Fe™ linoleik ve linolenik asit emiilsiyonlarindaki oksidatif hasari
arttirmaktadir. Kursunun da boyle bir prooksidan etkisi goriilmiistiir. Yiin ve Lin
(152); linoleik, linolenik ve arasidonik asidi kursun ile inkubasyona birakmis ve lipit
peroksidasyonunun gostergesi olan malondialdehit (MDA) miktarinin arttigini
gormiistiir. Daha sonraki c¢alismalarda ise kursuna maruz kalan dokularda lipit
peroksidasyonunun artti§i ve antioksidan savunma sisteminin azaldig goriilmiistiir
(52). El-Sokkary ve ark. (31), kursuna maruz birakilan ratlarin beyin
homojenatlarinda lipit peroksidasyonunun (TBARS), antioksidan enzimler azalirken
arttigin1 tespit etmislerdir. Karacigerde de benzer bir durum Sandhir ve Gill
tarafindan bulunmustur (115). Somashekaraiah ve ark. (128), tavuk embriyolarinin
karaciger, mitokondri ve lizozom membranlarinda kursunun lipit peroksidasyonunu
arttirdigini gostermislerdir.

3.2.2. Kursunun Hiicre Membranlarina EtKisi:

Kursunun membran yapist ve fonksiyonlar1 {izerine olan etkilerinin
arastirtlmasi i¢in en cok eritrositler kullanilmistir. Eritrositler iizerine olan etkileri,
kursuna bu hiicrelerin yiiksek afinite ile baglanmalar1 ve kan dolagimi esnasinda daha
fazla maruz kalmalar1 sonucu olusmaktadir. Eritrositlerin membranlarindaki ozmotik
mekanik gecirgenlik, kursun toksikasyonunu arttirmakta; boylece deformite orani
artmakta ve proteinlerin kompozisyonu ile membrana bagli enzimlerin aktiviteleri de
degismektedir (34, 77). Kursun, reaktif oksijen tiirlerini (ROS) ve membranlar
tizerinde oksidatif stres sonucu direk bozucu etkileri arttirmaktadir. Biyolojik

membranlarin  ana komponentleri lipit ve proteinlerdir. Lipit molekiilleri



membranlarda yag asitlerinin hidrofobik yan zincirlerinde bulunur. ik zincir
reaksiyonu, membranlar ya da doymamis yag asitlerinin peroksidasyonunda ilk
basamaktir. Bunu yag asitlerinin bir metilen grubundan H atomu ¢ikarilmasi izler.
Yag asitlerindeki cift bagin varligi, komsu -CH baglarini zayiflatarak, H atomunun
ayrilmasin kolaylastirir (34, 52, 75).

Kursunun membranlar iizerine olan toksik etkilerine yonelik bir¢ok arastirma
yapilmig ve bu etkiler ile kursunla artmis oksidatif hasar arasinda bir korelasyon
belirlenmistir (52). Kursun; linoleik, linolenik ve arasidonik asit gibi coklu
doymamis yag asitleri ile inkiibe edilmis ve MDA konsantrasyonunun yag asitlerinin
cift bag sayist ile dogru orantili arttigi gosterilmistir (152). Arasidonik asit ile
arasidonik asit/linoleat orani, kursuna maruz kalan civcivlere ait eritrosit
membranlarinda, karaciger ve serumda yiikselmis olarak bulunmustur (70). Yag
asitlerinin zincir uzunluguna ve doymamisligina baglh olarak membranlarin
peroksidasyonunda kursuna bagh artis meydana gelmektedir (75).

Ag™, Hg™, Pb* ve Cu* gibi metallerin lipit peroksidasyonuna ve hemolize
neden oldugu bildirilmistir (34). Kursunun, E vitamini bakimindan yetersiz beslenen
ratlarin eritrositlerinin membranlarinda peroksidasyon ile sekil bozukluguna neden
oldugu ileri siiriilmiistiir (77). Calismalar sonucunda kursunun direk olarak lipit
peroksidasyonu olusturmadigi, indirek yolla bunu yaptig1 ortaya ¢ikarilmistir (110).
Agir metaller ve kursunun eritrositlerde oksiHb ile etkilesimleri onemli miktarda O,
ortaya cikarmakta ve buna bagli olarak oksidatif hasar olusmaktadir (73, 110).
Ayrica kursunun in vitro lipozom modelinde Hb otooksidasyonuna neden oldugu da
bulunmustur. SOD ve katalaz ile bu etkinin 6nlenmesi, O, ve H,O, nin bu olayda
rol oynadigin1 gostermistir. Sonu¢ olarak kursunun, oksiHb ile etkilesime girerek
ROS olusumunu arttirdig1 ve eritrosit membranlarinda peroksidatif hasara yol actig
bildirilmistir (110).

Diger yandan kursunun in vitro deneylerde fosfatidilkolin iceren
membranlara kuvvetli bir sekilde baglandigi da ortaya konulmus ve eritrosit
membran fosfolipitlerinden fosfotidilkolin miktarinda bir azalmaya neden oldugu
bulunmustur (34, 52). Ayrica kursuna maruz kalan ratlarin beyinlerinde fosfolipit ve

lipit peroksidasyonu oraninda yiikselme de tespit edilmistir (119).
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3.2.3. Kursun-Hemoglobin (Hb) iliskileri

3.2.3.1. Porfirin ve Hem Sentezi

Porfirinler ve Hem halkasi, mitokondrisi olmayan olgun eritrositler hari¢ tiim
hiicrelerde sentez edilmektedir. Fakat baslica uzun kemiklerin ilikleri ve karacigerde
daha baskin olarak sentezlenmektedir (140). Hem sentezi sekiz geri doniisiimsiiz
reaksiyon basamagi ile olusturulmaktadir. Ilk basamak ve son iic basamak
mitokondride, diger basamaklar ise sitozolde gerceklesmektedir (93, 140).

Hem sentezinin basamaklari sekil 1°de gosterilmistir.

1. Basamak [6-amino leviilinik asit (ALA) sentezi]:

Glisin ve siiksinil-CoA’nin, mitokondride bulunan ve prostetik grup olarak
piridoksal fosfat kullanan ALA-sentaz tarafindan katalizlenen reaksiyonla
birlestirilmesidir. Bu tepkimede glisinin o karbonu ile siiksinil-CoA’nin karbonil
grubunun baglanmasi ile o-amino-B-ketoadipik asit olusmakta ve daha sonra bu
bilesigin CO, kaybetmesi sonucu ALA elde edilmektedir. ALA-sentaz, Hem
sentezinde hiz kisitlayici enzimdir ve son iiriin olan Hem tarafindan diizenlenir.

2. Basamak (Porfobilinojen sentezi):

Mitokondri icinde olusan ALA sitoplazmaya gecger ve iki molekiill ALA, iki
molekiill H,O c¢ikist ile porfirin prekiirsorii olan porfobilinojeni (PBG) olusturur.
Olusan PBG monopirol yapisindadir. Bu tepkimeyi katalizleyen enzim, yapisinda
cinko bulunan ALA-dehidrataz (ALAD) enzimidir ve kursun bu enzimin giiclii bir
inhibitoriidiir.

3. Basamak (Hidroksimetilbilan sentezi):

Dort adet PBG, bas kuyruk birlesmesi ile lineer tetrapirol olan
hidroksimetilbilan1 olusturur. Her bir metilen kopriisiiniin olusumu icin bir molekiil
amonyak salinir. Bu tepkimenin katalizini; porfobilinojen deaminaz (iiroporfirinojen
I sentetaz) enzimi gerceklestirir.

4. Basamak (Uroporfirinojen III sentezi):

Hidroksimetilbilan, {iroporfirinojen III sentetaz enzimiyle yapisindaki
dordiincii pirol halkasinda bulunan yan gruplarin yer degistirmesiyle iiroporfirinojen
[II’e ve kendiliginden de iiroporfirinojen I’e doniisiir. Olusan tiroporfirinojen I, Hem
sentezine katilmaz. Uroporfirinojen I'de ardisik olarak dort adet asetat, dort adet de
propiyonat yan grubu bulunmaktadir. Uroporfirinojen III’iin doérdiincii pirol

halkasina ise 6nce propiyonat daha sonra asetat baglanmaktadir.
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5. Basamak (Koproporfirinojen III sentezi):

Uroporfirinojen III, iiroporfirinojen dekarboksilaz enzimi araciligiyla
koproporfirinojen III’e doniistiiriilmektedir. Bu reaksiyonda tiim asetat yan gruplari
CO, kaybederek metile doniismektedir. Ayni enzim {iroporfirinojen I'i de
koproporfirinojen I'e doniistiirtir.

6. Basamak (Protoporfirinojen sentezi):

Koproporfirinojen III, mitokondri icerisine girerek burada koproporfirinojen
oksidaz enzimi esliginde, protoporfirinojen IX’a doniismektedir. Bu tepkime
sirasinda birinci ve ikinci pirol halkalarinda bulunan iki adet propiyonat CO,
kaybederek, vinil yan grubuna doniismektedir. Sonu¢ olarak protoporfirinojende, ii¢
ayri yan grup (metil, vinil, propiyonat) bulunmaktadir.

7. Basamak (Protoporfirin sentezi):

Protoporfirinojen IX, mitokondride bulunan protoporfirinojen oksidaz enzimi
varliginda altt H" atomunu kaybederek protoporfirin IX’a doniisiir. Buradaki alti H"
atomunun ikisi pirol halkasindaki azotlardan, dordii ise metilen kopriilerindeki C
atomlarindan elde edilmektedir.

8. Basamak (Hem sentezi):

+2’nin, mitokondrial bir enzim olan

Hem sentezinde son kademe Fe
ferrogelatazin katalizledigi bir reaksiyonla protoporfirin IX’a sokulmasidir.

3.2.3.2. Hem Sentezinin Diizenlenmesi

Hem biyosentezi 0zellikle sitokrom P4so’nin sentezlendigi karacigerde ve Hb
sentezinin yapildigi kemik iliginde gerceklesir. Ozellikle karacigerde, ALA sentaz
enzimi diizenleyici rol oynar ve son iiriin Hem tarafindan baskilanir (105, 140).

Hepatik Hem’in bir kismi diizenleyici havuz halindedir. Bu havuzun
doyurulmasi enzim sentezini yavaslatirken, havuzun azalmasi ALA sentaz enziminin
daha cok sentezlenmesine ve aktivitesinin artmasina neden olur. ALA sentaz,
turnover hiz1 yiiksek olan (yar1 6mrii yaklasik 1 saat) bir enzimdir. Diizenleyici Hem
havuzunun biiyiikliigi hemoprotein  gereksinmesinden etkilenebilir.  Sinek
Oldiiriiciiler gibi bircok ila¢ ve karsinojenler karacigerde bulunan bir hemoprotein
oksidaz sistemi olan mikrozomal sitokrom P4so monooksijenaz sistemi ile metabolize
olurlar. Bu esnada biiyiik oranda sitokrom Pas9 kullanilir ve sonugta karaciger hiicre

ici Hem konsantrasyonu azalir. Bu da ALA sentazi uyarir (93, 105).
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Siiksinil Cof + Glisin
lBLA senfaz
G- AT8 (2 moleliil birlesir)

ALA Dahidrafaz

L
Porfobilinojen (4 malekiil birlesir)

Porfobilingjen Deaminaz ( (Foporfirmajen I Senfaz)

A
Liveer tetrayirol (Hidroksiraetil bilan)

Spontan
Urop orfirinajen IIT

Eosanfaz le‘l:lp:lrf.uinnjen I
L Uroperfiringfen
Uroporfirinojen 111 Delarboksilaz
l ﬁropmj':’r:’nojan Dalmrbolsiinz Koproporfirinojen I
Koproporfirinojen I11

Eoproporfiringien Oksidaz

Protoporfirinojen IX
Profoporfiringfen Olesidas

Prooporfirin [X +F e

Forrozelataz (Hom senias)

HEM

Sekil 1. Hem sentezinin basamaklar1 (93).

ALA sentaz artisina yol acan bir diger durum da, Hem sentez yolundaki
enzimlerin kismi eksiklikleri sonucu ortaya c¢ikan porfiriyalarda goriliir. Kismi
bloklanma sonucu Hem sentezinin yeterince yapilamamasi nedeniyle Hem havuzu
azalir ve sekonder porfiriyalarda bu nedenle ALA sentaz aktivitesi artmistir. Buna
bagl olarak; baskilamanin oldugu asamaya kadar olan porfirinler asir1 yapilmakta ve
bunlar viicutta birikerek 6zellikle idrar ile disar1 atilmaktadir. Benzer bir mekanizma
ile akut porfiriyalarda bazi ilaglarin alinmasi porfiriya atagini golgeleyebilir.
Ornegin; hastaya glukoz veya hematin verilmesi ALA sentaz aktivitesini azaltir.

Karaciger dis1 Hem sentezleyen dokularda, 6zellikle olgunlasmamis eritrositlerde

13



ALA sentazin, hiz kisitlayic1 enzim olmadig diisiiniilmektedir. Retikiilositlerde Hem
sentez hiz1 demir saglanisi ile diizenlenmektedir (93, 105).

3.2.3.3. Kursun Zehirlenmesi ve Hem Biyosentezi

Hem biyosentezi basamaklarindaki bozukluk cesitli tipte porfiriyalara neden
olmaktadir. Primer porfiriyalarda enzim eksikligi, sekonder porfiriyalarda ise enzim
inhibisyonu mevcuttur. Sekonder porfiriyalar; hekzaklorobenzen, alkol, kloralhidrat,
morfin, eter, kursun ve diger agir metallerin Hem biyosentezinde rol alan enzimleri
inhibe etmesiyle olusur. Sekonder porfiriyalar i¢in idrar koproporfirin artis1 ortak
bulgudur (61).

Genellikle Hem sentezindeki ilk basamaktaki enzimlerin kursun ile
inhibisyonu; karin agrisi, periferal noropati, psikiyatrik rahatsizliklar, ALA ve
PBG’nin idrarla atilimi ile karakterize akut porfiriyalara neden olmaktadir. Son
basamaklardaki enzimlerin kursun ile inhibiyonu ise porfirinlerin fotodinamik
etkileri ile olusan cilt rahatsizliklarinin goriildiigii akut olmayan porfiriyalara yol
acmaktadir. Bu tip porfiriyalarda ciltte ciddi yangilara, kabarciklara, yara izlerine ve
fazla miktarda porfirinlerin idrar ve fecesle atilmasina rastlanir. Hastalar bazen akut
porfiriyanin belirtilerini gosterebilir, idrarla ALA ve porfobilinojen atabilir (61).

Kursun zehirlenmesi karmasik bir bozukluk olup; eritrositler, bobrekler ve
sinir sistemini etkilemektedir. En goze carpan etkisini Hem biyosentezine yapar.
Burada kursun; hemoglobin, sitokrom, katalaz ve peroksidazlar iizerinde yer alan
prostetik grubu etkilemektedir. Kursunun anemi yapmas: onun Hem biyosentezini
etkiledigini diisiindiirmektedir (126). Viicuda demir alimini engelleyerek etkisini
gosterdigi diisiiniilecek olsa da; zehirlenme sonucunda idrarla porfirinler ve Hem
prekiirsorii olan ALA atiliminin artmast kursunun sentez basamaklarimi da
etkiledigini ispatlamaktadir (46). Dahas1 kalitsal akut intermitent porfiriya ile kursun
zehirlenmesi benzer belirtiler gostermektedir. Enzim caligmalari kursunun ALAD,
koproporfirinojen oksidaz ile ferroselatazi inhibe ettigini gostermistir (34, 46). Fakat
en yliksek etkiyi ALAD {izerine yaptigindan dolayr kandaki kursun seviyesini
gosteren bir indikator olarak kullanilmaktadir. Boylece kursun zehirlenmesi ve akut
porfiriyanin etkisi ile kanda yiikselmis olan ALA diizeyi goriiliir. Kursun; ALAD’1
inhibe ederek Once hiicre i¢i, sonra sirasityla plazma ve idrar ALA artigina neden olur.
Kursun eritrosit ferroselataz enzimini de inhibe eder. Dolayisiyla enzimin gorevi olan
demirin protoporfirin IX i¢ine sokulmasi aksar ve ozellikle eritrosit protoporfirininin

serbest formu artar. Ayrica eritrosit ¢inko protoporfirinde de (ZnPP) artig goriiliir.
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Artan protoporfirin IX i¢ine demir yerine ¢inkonun girmesi sonucu ZnPP meydana
gelir (46). Ayrica otonom sinir sisteminin inhibisyonu nedeniyle kas tonusundaki
zayiflik, kabizlik ve karin agrisi belirtilerine sahip noropatinin, sinir sisteminde
ALA’nin y-aminobiitirik asit reseptorlerinin agonisti olmasindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir (20).

3.2.3.4. ALA Tle Reaktif Oksijen Tiirevleri Olusumunun Indiiklenmesi:

Kursun zehirlenmesinin hedeflerinden biri de hematolojik sistemdir. Kursun
bu sistemi; Hem ve Hb sentezini Onleyerek ve eritrosit morfolojisi ile Omriinii
degistirerek etkiler. Kursun Hem sentezinde ALA sentazi, ferroselatazi ve ALAD’1
engeller. Bu ara yolda kursuna en duyarli olan enzim ALAD’dir. Kursun diisiik kan
seviyelerinde bile (15 pg/dl) sitozolik tiyol grubu tasiyan bir enzim olan ALAD’1
engelleyebilir (34, 52). Kursun Hem sentez yolunun son basamagindaki ferroselatazi
da engeller. Iki ALA molekiilinden ALAD’la porfobilinojen olusumu ve
protoporfirin IX’a demirin ferroselataz ile sokulmasinin engellemesi sonucunda Hem
sentezi bozulmaktadir. Hem sentezinin baskilanmasi ise negatif geri besleme yoluyla
ALA iiretiminin yiikselmesine ve 2 ALA molekiiliiniin birleserek porfobilinojene
doniistimiiniin  baskilanmasina; bodylece kan dolasimindaki ve idrardaki ALA
miktarinin yiikselmesine neden olur (34, 46, 52).

ALA’nin ROS olusumunu indiiklemesi iizerine bircok arastirma yapilmistir
(20, 34, 52, 56). ALA, pH 7.0-8.0’de enolizasyona ve otooksidasyona ugrar. Keto-
ALA formun enol forma doniisiimii, otooksidasyon reaksiyonlart i¢in gereklidir.
Fakat ALA’nin amino grubunun enolizasyonunun oksidasyon reaksiyonlarinda aktif
olmadig1 goriilmiistiir. Enolize ALA, daha sonra otookside olmakta ve ferrisitokrom
C’nin indirgenmesi ile birlikte siiperoksit anyonu olusturarak; ayn1 zamanda elektron
yoriingesi kaybetmektedir. ALA/oksiHb ciftinin ise oksidasyonu, ROS olusumu ile
sonuclanmaktadir. Buradaki basamaklarda sirasiyla tautoizomerizasyonu takiben
enol formu olusur; ALA, molekiiler oksijene elektron vererek oksiHb’in metHb’e
doniigiimiine ve ALA radikali olusumuna yol acar. ALA ve ALA/oksiHb
otooksidasyon cifti etkileserek, ROS bilesikleri icinde en yiiksek reaksiyon
kabiliyetine sahip OH" ve O," ile H,O,’i olustururlar. Bu bilgiyi SOD, katalaz ve
mannitoliin ALA/oksiHb ciftinin oksidasyonunu 6nlemesi sonucunda yukaridaki
radikallerin ortaya ¢ikmamasi da desteklemektedir (34, 52). Sonug olarak, kursun
zehirlenmesinin patofizyolojisinde kabul edildigi gibi ALA birikiminin ROS

olusumu ve oksidatif hasarin kaynagi oldugu goriisiine varilmistir (34). Buna ek

15



olarak niikleozid ve izole DNA’dan elde edilen guanozini etkili bir sekilde alkilleyen
4,5-diokzovalerik asidin, ALA’nin bir oksidasyon iiriinii oldugu da gdsterilmistir.
Ayrica kronik olarak ALA verilmis ratlarin DNA’larinda; ALA’nin indiikledigi DNA
hasarina yol acan OH" olusumu sonucunda 8-okzo-7,8-dihidro-29-deoksiguanozin ve
5-hidroksi-29-deoksisistidin diizeylerinin yiikseldigi de rapor edilmistir. Bu bulgular
ayn1 zamanda ALA’nin genotoksik etkilerini de gostermektedir (56).

3.3. SERBEST RADIKALLER

Serbest radikaller, dis yoriingesinde paylasilmamis bir elektron tasiyan
biyokimyasal iiriinlerdir. Atomlarin ¢ogu molekiillerde zit yonlerde donmekte ve
yapilarinda birbirlerinin fizikokimyasal reaktivitesini engelleyen elektron c¢iftleriyle
dolu yoriingeler bulunmaktadir. Serbest radikaller, radikal olmayan bir atom veya
molekiilden bir elektron ¢ikmasiyla ya da bir elektron ilavesiyle olusurlar. Bu
durumda radikal cok reaktif ve kararsiz yapidadir. Diger molekiillere elektron
verebildiklerinden ya da onlardan elektron alabildiklerinden dolayr viicutta
indirgeyici veya yiikseltgeyici olarak davranirlar. Bu 6zellikleri nedeniyle cok kisa
bir yar1 6mre (10° saniyeden daha kisa) sahiptirler. Inorganik ve organik kimyasal
maddelere-0zellikle membran molekiilleri ve niikleik asitler i¢in anahtar ozellikteki
molekiillere-girerek hiicre reaksiyonlarini etkilerler (36, 60, 153). Baslica serbest
radikal kaynaklar1 ve etkileri sekil 2°de 6zetlenmistir:

Ekzojen Kaynaklar:

Endojen Kaynaklar:

1. Mitokondnal eleldron \ / 1. Dayet,

transport zmcir, Serbest radileal 2. llaglar,

2. Endoplazrmilk retiloahum, T 3. Iyonize radyasyor,
3. Redoks dangisy, 4. UV 1zl

4. Aragidonil asit l 5. Ksenobiyotiker,
metabolizmas:, fi. Sigara dumant,

5. Fagositik ve endotelyal 05, H,0, 7. Endiistrrvel larleticiler,
hiicrelerdela olosidatf _ _

reaksryonlar, Gegiy metaller

. Ksantin oksidaz, NADPH FE+2,C1.1+

oksidaz @bt oksidan enzimler,

I

7. Otooksidasyon realestyonlan
OH

/ ] \

Lipit peroksidasyonu Modifiye DN A bazlan Protemn hasan

\ i /
Dolku hasan
Sekil 2. Viicuttaki serbest radikallerin etkileri ve kaynaklart (153).
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3.3.1. REAKTIF OKSIJEN TUREVLERI (ROS)

Dis orbital yoriingesinde paylasilmamis bir elektron ile bir oksijen atomu
tagiyan bilesiklere reaktif oksijen tiirevleri adi verilmektedir. Sadece oksijenin
indirgenmesi ya da oksijene iyonize radyasyonun etkimesi ile meydana
gelmektedirler. Oksijenden olusan baslica reaktif oksijen tiirevleri; O, (stiperoksit)
radikali, H,O, (hidrojen peroksit), OH" (hidroksil) radikali, HOCI (hipokloroz asit),
OZN (singlet O,), R° (alkil radikali), ROO" (peroksil radikali), RCOO" (organik
peroksit radikali), HO," (perhidroksil radikali) ve RO’ (alkoksil radikali)’dir (36,
153):

1. Oy (Siiperoksit) Radikali:

Molekiiler oksijene (O,) bir elektron transfer edilerek indirgenmesi sonucu
kararsiz bir yap1 olan O, (siiperoksit) radikali olusur. /n vivo olarak adrenalin, flavin
niikleotidleri, tiyol iceren bilesikler, glukoz ile demir ve bakir gibi gecis metallerinin
oksijene etkisiyle O," olusur. I¢ mitokondri membranindaki elektron transport zinciri
esnasinda oksijen suya doniistiiriilmekte ve bu esnada elektron transport zinciri
komponentlerine baglanabilen serbest radikal bilesikleri meydana gelmektedir.
Ayrica mitokondri matriksine birkac elektron sizarak siiperoksit de meydana
getirebilmektedir. Karacigerde sitokrom P4so ile adrenal medullada hormonlarin
sentezinde yer alan bazi enzimler de sitoplazmaya elektron sizintisina yol acarak
siiperoksit meydana getirmektedir. Damar endotelinde nitrik oksitlerin elimine
edilmesinde, hiicre biiylimesi ve farklilasmasi esnasinda hiicreler tarafindan ve
fagositik hiicrelerce de siiperoksit olusturulmaktadir (153):

Oy + & — 03
2. H,0; (Hidrojen Peroksit):

O, e bir elektron transfer edilir (siiperoksit dismutasyonu) ya da O)’e iki
elektronun eklenmesi sonucu indirgenmesiyle hidrojen peroksit olusur. Ayrica
glukolat oksidaz ile D-amino asit oksidaz direk olarak H,O, meydana getirirler.
Dismutasyon spontan olarak veya SOD enziminin katalizlemesi ile olusur (36, 153):

203 4ot —SCD

'::32 +H2':32

3. OH (Hidroksil) Radikali, Fenton ve Haber-Weiss Reaksiyonlari:
Molekiiler oksijene ii¢ elektron transferi ile meydana gelir. Serbest
radikallerin c¢ogunun zararli etkilerine hidroksil radikaline doniismeleri neden

olmaktadir. ROS arasinda en reaktif olanidir ve yasayan hiicrelerde bulunan seker,
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amino asit, lipit ve niikleotid gibi tiim bilesiklerle reaksiyona girebilir. Hidrojen
peroksit ve siiperoksit, elemental halde bir veya daha fazla ciftlesmemis elektron
tasiyan ve bu nedenle serbest radikal 6zelligi kazanan gecis metalleri ile reaksiyona
girerek ya da diger etkilerle hidroksil radikalini olusturur (36, 153):

1. Fenton reaksiyonu: Hidrojen peroksidin, Fe*> ve diger gecis metalleri (Cu*',

Mn*?, Cr*?, Co*?, Ni*?, Mo*?) varliginda indirgenmesi ile OH' radikali olusur:

Fel + 0 Fet+ 0,
Fet?4 1,0, Fe™ OH + OH-
MNet somug: O + Hy O CH +OH + 05

2. Haber-Weiss reaksiyonu: Hidrojen peroksit, O, ile reaksiyona girerek hidroksil
radikalini olusturur (Bu reaksiyon bakir ve demir tarafindan katalizlenir).

07 +H;05 + H+——0+H,0+ OH

3. Suyun yiiksek enerjili iyonizan radyasyona maruz kalmasiyla da OH" olusur:

X (Fama I
H,0 veya Gama I o +OH

4. H,O,’nin UV 15181na maruz kalmasi ile de OH" olusabilir:
T

Hy0;
4. HOCI (Hipokloroz Asit):
Hipokloroz asit, radikal olmadigi halde ROS arasinda yer almaktadir.

20H

Viicudun mikroorganizmalara karg1 savunma sisteminde onemli rol alan nétrofil,
monosit, makrofaj ve eozinofillerin arasinda yer aldig1 fagositik hiicreler, bakterilerin
oldiiriilmesinde  siiperoksitten yararlanirlar. Ozellikle nétrofiller icerdikleri
myeloperoksidaz enzimi araciligiyla siiperoksidin dismutasyonuyla olusan hidrojen
peroksidi, kloriir iyonuyla birlestirerek giiclii bir antibakteriyel ajan olan HOCI’ye
doniistiiriirler (3, 153):

loperoksid
H,Op +Cl° DRI by om

5. OZN (Singlet O,):

Yapisinda eslesmemis elektronu bulunmamasi nedeniyle serbest radikal
olmadigr halde; ROS arasinda yer alan OZN serbest radikal reaksiyonlarinin
baslamasina neden olmasi agisindan Onem tasimaktadir. Singlet O,, oksijen
elektronlarindan birinin disaridan enerji almasi sonucu kendi doniis yOniiniin tersi
yonde olan farkli bir yoriingeye yer degistirmesi neticesi olusabilecegi gibi;

siiperoksit radikalinin NO ile veya hidrojen peroksidin hipoklorit ile reaksiyonu
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sonucunda da olusabilir. Tetrapiroller (protoporfirin IX, bilirubin), flavinler (FMN,
FAD) ve rediikte pirimidin niikleotidleri (NADH, NADPH) ile ilaclar, kozmetikler
ve yiyeceklerde bulunan fotosensitif bilesiklerin molekiiler oksijene radyasyonik
etkili 320-400 nm spektrum araligindaki UV 1siktan aldiklar1 enerjiyi transfer
etmeleri ile singlet oksijenin meydana geldigi de bildirilmistir. Viicutta deri ve retina
gibi giin 15181na maruz kalan bolgelerde sikca olustugu belirlenmistir (36, 47).

6. R (Alkil Radikali, Organik radikaller):

Hidroksil radikali, yag asitleri basta olmak iizere; niikleik asitler,
karbonhidratlar ve proteinler gibi cesitli molekiillerden bir proton c¢ikarip karbon
merkezli organik radikallerin olusmasina neden olur (143).

7. ROO' (Peroksil Radikali) ve Lipit Peroksidasyonu:

Karbon merkezli radikaller, hizli bir sekilde oksijen ile reaksiyona girerek
peroksil radikalini olustururlar. Bu peroksil radikali lipit peroksidasyonunu baslatan
radikal olup, cok uzun Omiirliidiir. Biyomembranlar ve hiicre i¢i organeller
(mitokondri, endoplazmik retikulum vs.) membran fosfolipitlerindeki doymamis yag
asitlerinin varlig1 nedeniyle oksidatif ataklara duyarhdir. Lipit peroksidasyonundaki
ROS’larin olusumu; metabolik dismutasyon, rediiksiyon ya da fotokimyasal olarak
olusan O, ve H,0O, ile baslar. Fenton reaksiyonu ile H,O,’den Fe*? etkisi ile
tetikleyici (initiator) faktor OH' radikali meydana gelmektedir (47, 143, 153).

Biyolojik membranlarda serbest radikallerle indiiklenen lipit peroksidasyonu;

baslatma (initiation), ilerleme (propagation), yikim (degradation) ve sonlanma
(termination) olmak iizere dort asamada gergeklesir (47, 143):
1. Baslatma (Initiation) sathasi: Hidroksil radikallerinin poliansatiire yag asitlerinin
bir metilen grubundaki divinil (allilik) H atomunu koparmasi ile zincir reaksiyonu
baglamaktadir (36, 106). Yag asidinde cift bag varligi, C-H bagini zayiflatarak H*
atomunun koparilmasimi kolaylastirmaktadir. Bu nedenle membran lipitlerindeki
doymamis yag asitleri peroksidasyona o6zellikle duyarlidir. Bu reaksiyon hem
membran lipitleri; hem besinsel yaglarda gerceklesmektedir. Fosfolipitlerde bu HT,
kolesteroliin C-7 hidrojeninden koparilmaktadir. Metilen grubundaki H atomunun
cikartilmasi ile geride karbon iizerinde eslesmemis bir elektron kalmaktadir (-CH-).
Olusan bu yapiya karbon merkezli radikal veya lipit alkil radikali (L*) denilmektedir:
OH +1H H,O+L
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2. llerleme (Propagation) safhasi: Olusan bu radikal molekiiler diizenlenme ile
konjuge dien formuna cevrildikten sonra molekiiler oksijen ile reaksiyona girerek
lipit peroksil radikali (LOO) ile lipit peroksidi (LOOH) olusturur:

L+ 0y LOO'
LOO+LH LOOH+L

3. Yikim (Degradation) safhasi: Konjuge dienlerin olusumuna yol acan coklu
doymamis yag asitlerinin peroksidasyonunu; yag asidi zincirinin ayrilmasi ve
sonrasinda genellikle tiyobarbitiirik asit reaktif maddeler olarak bilinen {iriinlerin
aciga cikmasi izlemektedir.

4. Sonlanma (Termination) safthasi: Demir ile bakir iyonlari, bu iyonlarin fosfat
esterleri ile olusturduklar1 asit selatlar1 ile Hem, hemoglobin ve miyoglobini de
iceren bazi demir proteinleri lipit hidroperoksitlerini bozarak peroksidasyonu
sonlandirmaktadir (47, 143).

Lipit peroksidasyonuna karsi koruyucu safhada, siiperoksidi bakir/¢inko-
bagimhi (sitozolik) ile manganez-bagimli (mitokondrial) siiperoksit dizmutazlar;
diisiik konsantrasyonlardaki (diisiik K,) H>O,’yi sitozolik ve mitokondrial GSH-Px,
yiilksek konsantrasyonlardaki (yiiksek K;,) HO,’yi ise perokzimal katalaz
etkisizlestirmektedir (sekil 3). Ek olarak sonlandirici sathada lipit peroksidasyonunu
kesen ya da etkilerini onaran mekanizmalar da bulunmaktadir. Zincir kirici
ozellikteki o-tokoferol ve biitil hidroksitoluen, peroksil radikalleri i¢in lipitlerle
yarismali mekanizma ile lipit peroksidasyonunu sonlandirmaktadir (47). Vitamin

E’nin etkisi asagida gosterilmistir:

LOO+L+2HT LOOH+LH veya
L' +VitE LH+VitE"
Vit E +L LH+VitE,,

Sekil 3’teki reaksiyon akisina dikkatle bakildiginda, lipit peroksidasyonunun
kendisini tetikleyerek yeniden lipit radikalleri ve peroksitleri olusturdugu
goriilmektedir. NO”nun ise zincir kiric1 antioksidatif etkisini peroksil radikalleri ile
nitrozoperoksil bilesikleri olusturarak gosterdigi bildirilmistir. Demir iceren
laktoferrin ile ferritin birinci ve ikinci basamakta etkisini gostermektedir. GSH-Px,
yag asidi hidroperoksitlerini detoksifiye ederek ikinci safhada da gorev almaktadir

(36, 47).
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Ferritin H-O (O

fotosensitif T GSSG | gepX "L\__ SO0
bilegikler I H ', 2GSH
30, > 105 e HO T Hy0y € 057
L%, qdrdnir igik \,r l(‘AT
LOOH
Ferritin H20 + 02

2e-

Sekil 3. Lipit peroksidasyonu ve hiicrelerdeki akibeti (47).
8. RCOO (Organik Peroksit Radikali):
Lipit yikiminda ortaya c¢ikan serbest radikallerden biri de organik peroksit
radikalidir (36).
9. HO;y (Perhidroksil Radikali):
Perhidroksil (hidroperoksil) radikali, siiperoksit radikalinin diisiik pH’da (pK,
4.8) protonlanmasiyla olusur ve daha kuvvetli bir oksidandir. Yaklasik olarak
siiperoksidin % 3’1 hiicrelerde protonlanmis olarak bulunmaktadir (22):

20" +2HT 2HO;

10. LO' (Alkoksil Radikali):

Fe*® gibi gecis metalleri iyonlarinin, lipit hidroperoksidi indirgemesi ile
olusur. Alkoksil radikalinin okside LDL olusturarak hiicre 6liimiine sebep oldugu
bildirilmistir (19, 36).

3.3.2. Oksijen Tiirevi Olmayan Serbest Radikaller:

Oksijen ve ksenobiyotik radikallerinden baska radikaller de viicutta
olusabilmektedir (36):

1) Antioksidan etkili tiyol bilesikleri (R-SH) serbest radikalleri etkisizlestirirken,
kendileri de tiyil radikallerine (RS") doniisiir:
EsH+E — EHA+ES

RSH+ O3+ HT RS+H,0,
2RSH +Hy0y — 2RS+2H;0
RSH+ OH RS+ H,0
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Isigin etkisiyle kendiliginden de serbest radikal formuna doniisiirler:
EE5R —— 2R3

Gecis metallerinin varliginda oksitlenerek RS' radikali olustururlar:

ESH + Me™ RS +net- gt

+35.. +25

Tiyol bilesikleri prooksidan etkisini Fe™ i, Fe""’ye indirirken de gostererek
tiyil radikallerini ortaya cikarmaktadirlar. Daha da ©Onemlisi bu reaksiyonlar

sonucunda fazladan bir siiperoksit radikali de meydana gelmektedir:

Genellikle tiyil bilesikleri viicutta bir tiyolat anyonu ile reaksiyona girmekte
ve olusan disiilfit radikal anyonu (RSSR)™ ise molekiiler oksijenle birleserek
stiperoksit ortaya cikarmakta; bu bilesik de SOD tarafindan yikilmaktadir (143):

RS + RS ®SSRY-
(RSSR)~ +05 RSSR+ OF

2) Karbon merkezli radikaller, bir¢ok biyolojik sistemde olusabilmektedir. Ornek
olarak CCly verilebilir:

CCp,—CCly+CT

3) Karbon merkezli radikaller cogunlukla O; ile reaksiyona girerek peroksil radikali
verirler:

CCly+ Oy— 0, CCl5 (Triklorometilperokesil radiali)
4) Fosfor merkezli radikallerin de oldugu bildirilmistir.
5) Azot merkezli radikaller de olusabilir. Ornegin eritrositlerde fenilhidrazin
metabolizmasinda fenilhidrazin radikali (CcHsN=N") olusur. Bu baglik altinda nitrik
oksit (NO) 6nem arz etmektedir.

Nitrik Oksit (NO)

NO, biyolojik sistemlerde olusan reaktif nitrojen tiirevlerinin en Snemlisi
olup, oksidasyon degerligi +2’dir. Bir azot atomu ile oksijen atomunun c¢iftlesmemis
elektron vererek birlesmesinden meydana gelmistir ve bu yiizden radikal tanimina
uymaktadir. Bu lipofilik serbest radikal, damar endotel hiicrelerinde nitrik oksit
sentaz enzimi araciligiyla L-arjininden sentezlenir. NO’nun yar1 dmrii 10-20 saniye
oldugu i¢in tretimi hakkinda fikir sahibi olabilmek maksadiyla NO, ol¢iimleri
yapilabilir. Kolayca diiz kasa gecerek guanilat siklaz enziminin “Hem” demirine

baglanir ve cGMP sentezini uyarip damar gevsemesini saglar. Sentezlenen NO, ayni1
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zamanda tiyol gruplarint = S-nitrozilasyona ugratarak protein ve reseptor
fonksiyonlarin1 da degistirir. NO, Fe-S kiimelerine afinite gosterdigi i¢in bu gruplari
iceren akonitaz enzimine de baglanir. Bu enzim hiicre i¢i demir trafigini kontrol eder.
NO, akonitaz enzimine mRNA baglanmasini artirir ve enzimin aktivitesini diisiiriir.

NO, metabolize olurken molekiiler oksijen ile baglanip azot dioksit (NO,) olusturur:
ZNO+ 03— 2N0,

Yukaridaki etkileri disinda NO’nun tek basina radikal 6zelligi, ortaya cikan
toksisiteyi tanimlamaya yetmemektedir. NO’nun viicuttaki ROS’lar ile reaksiyon
vererek gii¢lii bir oksidan olan peroksinitrit (ONOOH) olusturdugu ve bunun da ileri
dekompozisyonla OH' radikali meydana getirdigi ifade edilmektedir:

NO + 05— ONOO"

ONOO™ + HF——0NOOH
ONOOH — NOy+ OH

OH' ise biyolojik olarak yikici bir molekiildiir. Ayrica, peroksinitrit de tirozin
gibi fenolik amino asitleri nitrolayarak toksik nitro-tiirevleri (nitrotirozin)
olusturmaktadir. Sonu¢ olarak NO; endotel hiicre disfonksiyonu, ateroskleroz,
hipertansiyon ve kalp-damar hastaliklarinda rol oynayabilmektedir (12, 36, 54).

3.3.3. Serbest Radikallerin Biyolojik Rolleri

Hiicre membranlar1 serbest radikallere karsi oldukca duyarhidir. Ozellikle,
membranin lipit yapisi i¢inde kolaylikla yer degistiren hidroksil radikali, protein ve
lipit yapisinda oksidasyonlara yol acarak membran akiskanliginin bozulmasi ve
permeabilite artis1 gibi hiicre yaslanmasi ve 6liimii ile sonuglanan olaylara neden olur
(2). Serbest radikaller bircok kronik hastaligin patogenezine aracilik eder, ama bunun
yaninda immun sistemde aktif fagositik hiicreler tarafindan patojenlerin
oldiiriilmesinde de gorev alirlar. Bu nedenle serbest radikaller biyolojide iki yiizii
keskin bigak gibidir. Fizyolojik seviyelerde koruyucu molekiil olarak gorev
yaparken, patolojik seviyelerde organizma i¢in zararhdirlar (2, 36).

3.3.3.1. Serbest Radikallerin Membran Lipitlerine Etkileri

Lipit peroksidasyonu; membranda bulunan fosfolipit, glikolipit, gliserid ve
sterol yapisinda yer alan ¢coklu doymamis yag asitlerinin, serbest oksijen radikalleri
tarafindan peroksitler, alkoller, aldehitler, hidroksi yag asitleri, etan ve pentan gibi
cesitli iirlinlere yikilmasi reaksiyonudur (Sekil 4). Membrandaki yag asitlerinin
peroksidasyonu ile olusan kisa zincirli yag asitleri ve yapisal proteinlerin

oksidasyonu; membran permeabilitesinin artmasina ve membrandaki akiskanligin
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azalmasina neden olmaktadir. Membran gecirgenliginin bozulmasi ise; protein
sentezi i¢in ¢ok 6nemli olan K* ve Mg** konsantrasyonlarimin degismesine, kalsiyum
gibi iyonlarin hiicre i¢ine gecisinin kolaylasmasina ve buna bagli olarak protein

sentezinin inhibisyonuna neden olmaktadir (2, 47, 72).
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Sekil 4. Lipit peroksidasyonu (106).

3.3.3.2. Serbest Radikallerin Proteinler Uzerine Etkileri

Proteinler serbest radikal etkisine karsi, ¢oklu doymamis yag asitlerinden
daha az hassastirlar. Proteinlerin serbest radikal harabiyetinden etkilenme dereceleri
amino asit kompozisyonlarina baghdir. Metiyonin, sistein gibi -SH (tiyol grubu)
iceren amino asitler ile triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin gibi aromatik amino
asitler oksidasyona en fazla derecede maruz kalmaktadirlar. Oksidasyon sonucu
proteinlerin sekonder ve tersiyer yapilarinda olusan degisiklikler fonksiyonlarini

etkilemektedir. Enzim veya reseptor olan membran proteinleri, 6zellikle serbest



radikallerin modifikasyonuna duyarli olduklart i¢in 6nemli hiicresel fonksiyonlarini
kaybetmektedirler (82, 83).

3.3.3.3. DNA Hasar

ROS’un hiicrede saldirdig: bir diger 6nemli makromolekiil niikleik asitlerdir.
Serbest oksijen radikalleri etkilerini DNA’nin temel tas1 olan niikleotidin yapisi
icinde yer alan piirin ve pirimidin bazlari iizerinde gosterirler. Radikaller aracilig ile
ozellikle guanin bazimin hidroksilasyonu sonucunda DNA molekiiliiniin yapisi
degismekte ve mutasyonlar ortaya ¢ikmaktadir (82, 83).

3.3.4. ROS ve Diger Serbest Radikallere Kars1 Antioksidan Savunma
Sistemleri

Aerobik organizmalar metabolizmalar1 esnasinda oksijen kaynakli radikalleri
olustururlar. Bununla beraber, serbest radikallerin zararli etkilerini engellemek iizere
organizmada antioksidan savunma sistemleri bulunur. Saglikli bireylerde olusan
ROS’lar ile antioksidan savunma sistemi arasinda bir denge soz konusudur. Bu
dengenin bozulmasi, oksidatif stresle sonuclanmaktadir (145). Antioksidanlarin ilk
belirlenen etkileri membranlarin yapisinda bulunan lipitlerin peroksidasyona karsi
korunmas1 olmustur. Giiniimiizde ise, antioksidanlarin koruyucu etkilerinin lipitlerin
yan1 sira proteinleri, niikleik asitleri ve karbonhidratlar1 da kapsadigi gosterilmistir.
Boylece, antioksidanlar hedef molekiillerdeki oksidan hasar1 engelleyen veya
geciktiren maddeler olarak tanimlanmistir ve bu tamimla baglantili olarak
antioksidanlarin etkileri farkli sekillerde olabilmektedir (85).
Antioksidanlar etkilerini baslica iki sekilde gosterirler (97):
1) Serbest radikal olusumunun 6nlenmesi:
e Baslatici reaktif tiirevlerini uzaklastirict etki,
e Oksijeni uzaklastirici veya konsantrasyonunu azaltici etki,
e Katalitik metal iyonlarini1 uzaklastirict etki.
2) Olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi:
e Toplayic1 (scavenging) etki: ROS’u tutma ve c¢ok daha az reaktif bagka bir
molekiile cevirme (Or: Enzimler).
e Bastirict (quencher) etki: ROS ile etkilesip onlara bir proton ekleyerek aktivite
kaybina neden olma (Or: Flavonoidler, vitaminler).

® Onarici (repair) etki.



e Zincir kiricr (chain breaking) etki: ROS ve zincirleme reaksiyonlar1 baslatacak
diger maddeleri kendilerine baglayip fonksiyonlarim 6nleyici etki (Or: Hemoglobin,
seruloplazmin, mineraller).

Fizyolojik kosullarda, hiicreler serbest radikal {iiriinleri ve peroksitler gibi
molekiillerin neden olabilecegi oksidatif hasara kars1 antioksidan savunma sistemleri
tarafindan korunur. Bu sistemler su sekilde simiflandirilabilir:

A) Enzimatik Antioksidanlar:

1) Primer Enzimatik Antioksidanlar: Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz, selenyum
bagimli glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon-S-transferaz (GST) ve glutatyon
rediiktaz (GR)’dur.

2) Enzimatik Antioksidanlarla Iliskili Olanlar: NADPH-kinolon oksidorediiktaz,
epoksit hidrolaz, UDP-glukuronil transferaz, siilfonil transferaz, glukoz—6-fosfat
dehidrojenaz (G6PD) ve a-fosfoglukonat dehidrojenazdir.

B) Enzimatik Olmayan Antioksidanlar: Bunlar glutatyon (GSH), vitamin A, C ve
E ile flavonoidler, melatonin, {irik asit, albimin, haptoglobulin, sistein,
seruloplazmin, transferrin, laktoferrin, ferritin, oksipurinol, ubiquinon, bilirubin,
mannitol, lipoik asit ve hemopeksindir.

Genel olarak enzimatik antioksidanlar hiicre i¢inde, enzimatik olmayanlar ise
hiicre disinda daha fazla etkilidir (istisna olarak; GSH hiicre i¢i gii¢lii bir
antioksidandir.) (85).

3.3.4.1. Enzim Yapisindaki Antioksidanlar

1. Siiperoksit Dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1):

Stiperoksidi hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene c¢eviren reaksiyonu
katalizleyen bir metalloenzimdir (40, 85, 117):
=SCD

205 +2H' Op +H,0,

Bu reaksiyon “oksidatif strese karsi ilk savunma” olarak da adlandirilir.
Ciinkii siiperoksit zincirleme radikal reaksiyonlariin giiclii bir baslaticisidir. Bu
sistem sayesinde hiicresel boliimlerdeki O, diizeyleri kontrol altinda tutulur.
Oksijeni metabolize eden hiicreleri siiperoksit radikalinin zararli etkisine kars:
koruyan SOD enzimi; ayrica fagosite edilmis bakterilerin intraseliiler 6ldiiriillmesinde
de rol oynamaktadir (97). Oksijen kullaniminin yiiksek oldugu dokularda enzimin
aktivitesi yliksek iken; ekstraseliiler alanda enzim aktivitesi oldukca diisiiktiir.

SOD’1n farkli izoenzimleri mevcuttur (40, 85):



a) CuZn-SOD; okaryotlarin sitozolunda, gram (-) bakterilerin periplazmasinda,
bitkilerin plastidlerinde ve memelilerin ekstraseliiler kisimlarinda ile olgun
eritrositlerinde bulunmaktadir. Kofaktorleri ¢inko ve bakirdir. Enzimin aktivitesinden
bakir, stabilitesinden cinko sorumludur. Cinko ile bakir arasinda protonu tutan bir
imidazol kopriisii bulunur. Cu**-imidazolun siiperoksit ile indirgenmesi ile Cu-
imidazol bagi kirilmakta ve imidazol protonlanmaktadir. Daha sonra diger siiperoksit
molekiiliiniin Cu*"’e indirgenmesi ile Cu-imidazol bag1 yeniden olusmakta, bu arada
stiperoksit proton ile HO, ‘ya doniistiiriilmektedir. Aktif bolgeden ayrilan bu bilesige
ikinci proton tutunarak H,O,’yi meydana getirmektedir.

b) Mn-SOD; prokaryot ve Okaryotlarin mitokondrisinde bulunmakta, kofaktor
olarak mangan icermektedir.

c) Fe-SOD; E. Coli, Bacteroides fragilis ve Propionibacterium shermanii
bakterilerinde anaerobik ortamda Fe iceren, aerobik ortamda ise Mn iceren SOD
enziminin kullanildig: 6zel bir sistem seklinde bulunmaktadir.

d) Ni-SOD; Streptomyces griseus bakterinde tanimlanan homotetramerik yapili
nikel iceren bir izoenzimdir (40, 153).

2. Katalaz (EC, 1.11.1.6):

Katalaz, peroksizomlarda lokalize olmus ve her birinin yapisinda “Hem”
grubu ile bir molekil NADPH bulunan 4 alt iiniteden meydana gelmis bir
antioksidan enzimdir. Karaciger ve eritrositlerde en yiiksek aktiviteye sahiptir. SOD
araciligryla olugsmus olan hidrojen peroksit, OH' radikalinin dnciisii olmas1 nedeniyle
viicudun antioksidan savunma sistemi i¢in 6énemli bir tehdittir. Bu nedenle bir¢ok
ROS’dan daha fazla oksidatif hasara neden olur. Katalaz ortamda yiiksek
konsantrasyonlarda hidrojen peroksit bulundugunda (K;,’si milimolar degerlerdedir),
onu iki asamada su ve molekiiler oksijene parcalar (85, 153):

Katalaz-Fe' -+ HyOp — Bilegik I
Bilegile T + HyOp —— Katalaz-Fe'~ + H,0 + O,

Boylece katalaz hiicreyi kendi solunum patlamasina karsi korumaktadir.
Katalazin peroksidaz aktivitesi hidrojen peroksidin yam sira, kiiciik molekiilli lipit
hidroperoksitleri ve kendi yapisina demir katmak amaciyla metanol, etanol, nitrit ve

formik asidi de i¢ine alir (153).



3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px, EC 1.11.1.9):

Glutatyon peroksidaz, hidrojen peroksit ve biiyiikk molekiillii lipit
hidroperoksitlerinin  indirgenmesinden sorumludur. Sitozol ve mitokondride
yerlesmis, 4 selenyum atomu igeren tetramerik yapida bir enzimdir. Karacigerde en
yiiksek; kalp, akciger ve beyinde orta; kasta diisiik aktivitede bulunur. GSH-Px’in
plazma formu bobrek tarafindan sentezlenmektedir. GSH-Px, diisiik hidrojen
peroksit konsantrasyonlarinda GSH nin okside glutatyona (GSSG, glutatyon disiilfit)
oksidasyonunu katalize eder; bu arada H,O, de suya doniistiiriilerek detoksifiye
edilmis olur (117, 153):

5Px

H,0, + 2GSH GSSG +2H,0

4. Tiyoredoksin rediiktaz (EC 1.6.4.5):

Tiyoredoksin rediiktaz, piridin niikleotidleri ile disiilfit/tiyol bilesikleri
arasinda elektronlarin transferini, FAD ve redoks aktif disiilfit ile uyarilarak katalize
eden, dimerik flavoenzim ailesinin bir iiyesidir. Enzim ailesi, mekanizma ve yap1
bakimindan benzer lipoamit dehidrojenaz, glutatyon rediiktaz ve merkiirik rediiktazi
da icine alir. Bunlar tek basamakta katalizlerini gerceklestirirken, tiyoredoksin
rediiktaz iki basamakta reaksiyonu basarmaktadir. Tiyoredoksin rediiktaz iki tiptedir:
Prokaryotlarda 70 ve okaryotlarda 112-130 kDa agirliginda alt formlardadir (4, 18).

5. Glutatyon Rediiktaz (GR, EC 1.6.4.2):

GSH-Px tarafindan H,O, ve diger lipit peroksitlerin rediiksiyonu sirasinda
glutatyon, okside glutatyona doniistiiriiliir. Bu okside formun ileride kullanilmak
tizere tekrar rediikkte GSH’ya doniistiiriilmesi gereklidir. Ciinkii organizmanin
glutatyon deposu sinirlidir. Flavin niikleotidlere bagimh bir enzim olan GR, pentoz
fosfat yolundan elde edilen NADPH varliginda, glutatyon disiilfiti tekrar rediikte
glutatyona (GSH) cevirir (117, 153):

GSSG + NADPH + Ht -2 0GSH + NADPT

6. Glutatyon-S-Transferaz (GST, EC 2.5.1.18):

GST’ler iki protein alt biriminden olusan bir enzim ailesidir. 20 adet sitozolik
formu bulunur ve bunlardan besi membrana bagli enzimdir. Membrana bagh
enzimler arasinda l6kotrien-C4 sentetaz; mikrozomal GST 1, 2, 3 ve prostaglandin E
sentetaz bulunur. GST 1 sadece GSH-Px aktivitesi; GST 2 ve 3 ise hem GSH-Px hem
de 1okotrien-C4 sentetaz  aktivitesi gostermektedir. Organizmaya  giren

ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda ©nemli rol oynamaktadirlar. Ayrica



GSH-Px aktivitesi de gosterirler. Basta arasidonik asit ve linoleat hidroperoksitleri

olmak iizere lipit hidroperoksitleri (ROOH), Se-bagimsiz olarak etkisizlestirirler:

ROOH +2GSH — 2L+ GSSG + ROH + H,0

Antioksidan aktivitelerinin yanisira cok dnemli fonksiyonlar1 da vardir. Agr,
ates, yangi, kanser, apopitoz, alerji ve astim gibi siire¢lerde yer alirlar. Bilirubin ve
kortikosteroidler gibi endojen maddeleri geri doniisiimlii olarak baglayarak; bunlarin
hiicre i¢i transportunda gorev alirlar. Bazi giiclii alkilleyici ajanlara dogrudan
kovalent baglanarak hiicresel proteinler ve makromolekiilleri bu ajanlarin etkisinden
korurlar. GST’ler 16kotrien B4 ve prostaglandin sentezinde rol oynarlar (111).

3.3.4.2. Enzimatik Olmayan Antioksidan Savunma Sistemleri

1. Glutatyon (GSH):

Onemli bir intraselliiler antioksidandir ve ekstraselliiler alanda cok diisiik
konsantrasyonlarda bulunur. Glutamik asit, sistein ve glisin amino asitlerinden
meydana gelmis bir tripeptittir. GSH’ya antioksidan 6zelligini, sisteinin tiyol grubu
kazandirir. Glutatyon, OH" ve singlet O, gibi ROS’larin temizleyicisidir. Serbest
radikal ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara karsi korur.
Ayrica proteinlerdeki -SH gruplarini rediikte halde tutar ve bu gruplar1 oksidasyona
karst muhafaza eder. Demirin, Fe** (ferrdz) halde tutulmasini saglar. Boylece;
protein ve enzimlerin inaktivasyonunu engeller, hatta rejenere olmalarini saglar.
GSH bircok enzimin kofaktoriidiir (Or: HMGCoA Rediiktaz). Tiroid hormon
sentezinde rol oynar. Bazi molekiillerin hiicre i¢i tasinmasina aracilik eder. Birgok
kimyasalin karacigerde detoksifikasyonunda rol oynar (97, 153).

2. Vitamin C (Askorbik Asit):

Vitamin C (askorbat), bir ketolaktondur. Suda eriyen vitaminlerden olan
askorbik asit Ozellikle taze yesil sebze ile meyve ve turunggillerde bol miktarda
bulunur. insanlarda askorbat hidroksilasyon reaksiyonlarini katalize eden enzimlerin
kofaktorii olarak gorev alir. Burada enzimlerin enzimatik aktivitelerini tam olarak
kazanmalar1 icin prostetik metal iyonlara elektron saglar. Ornegin kollajen
sentezinde gorevli prolil ve lizil oksidazlar i¢in kofaktor olarak davranir. Cok giiclii
bir indirgeyici ajan olan vitamin C; sulu fazlarda zincir kirici antioksidan olarak
sliperoksit, hidrojen peroksit, hidroksil radikalleri, hipokloréz asit, akiidz peroksil
radikalleri ve singlet oksijen ile kolayca reaksiyona girerek onlar1 temizler.
Antioksidan  etkisi esnasinda, askorbat iki elektron ile indirgenerek

semidehidroaskorbil radikaline ve sonra da dehidroaskorbata doniisiir.



Dehidroaskorbat stabil degildir ve kolayca okzalik aside doniisen diketogulonik aside
hidrolize olur. Viicutta dehidroaskorbatin tekrar askorbata indirgendigi iki
mekanizma vardir: Selenoenzim tiyoredoksin rediiktaz ve rediikte GSH. Ayrica,
antiproteazlarin oksidan maddeler ile inaktive olmasini engeller. Yine vitamin C,
tokoferoksil radikalinin tokoferole rediiklenmesini de saglar (84, 153).

C vitamininin antioksidan etkisinin yaninda oksidan etkisi de s6z konusudur.
Ciinkii vitamin C ferrik demiri (Fe®), ferroz demire (Fe*?) indirgeyen siiperoksit

disindaki tek hiicresel ajandir:

Askorbat + Fe'>-Protein —+ Dehidroaskorbat +Fo' ° + Protein

Bu yolla askorbik asit, proteine bagh ferrik demiri uzaklastirarak ya da
dogrudan indirgeyerek Fenton reaksiyonunda H,O; ile etkilesmeye uygun olan ferr6z
demire doniistiiriir. Yani O, iiretimine katkida bulunur.

Vitamin C’nin Fe* ile dogrudan reaksiyonunda C vitamini radikali (Vit C)

de olusur:

Fet? + Wit ¢ ——TFet2 + vie o +2mt

Vit C ¢ok reaktif degildir. Ya NADH rediiktaz tarafindan indirgenir ya da iki
proton alip serbest radikal reaksiyonlarinin ilerlemesini durdurur:
2Vit ¢ +2 HY — Vit C + Dehidroaskorbat

Bundan bagka vitamin C oksidasyonundan H,O, de meydana gelebilir (84, 117):
Vit  + O — Dehudroaskerbat + Hy Oy

3. Vitamin E (Tokoferol):

Vitamin E, tokoferol biyolojik etkisi tasiyan 8 farkli bilesigin ortak ismidir.
Bunlar a-, -, y- ve 6-tokoferol ile a-, B-, y- ve d-tokotrienoldur. a-tokoferol biyolojik
olarak en yiiksek aktiviteye sahiptir. Diger tokoferoller ve tokotrienoller ise daha az
aktiviteye sahip iken gidalarda daha bol olarak bulunmaktadir. Tokoferoller bir
kromonal halka ile bir -fitil kuyruktan olusur ve birbirlerinden bu kromonal halkada
degisik sayr ve pozisyonlarda metil gruplarinin bulunmasi ile ayrilmislardir.
Tokotrienoller yap1 olarak a-tokoferollere benzerler; fakat doymamis yapida bir -fitil
kuyruk tasimaktadirlar. Antioksidan etkisi en fazla olan1 da a-tokoferoldiir.
Yapisinda bulunan fenolik hidroksil gruplu aromatik halka vitaminin kimyasal olarak
aktif kismini olusturur ve antioksidan 6zelligi bu gruptan kaynaklanir (15, 87, 97,

117, 153).



En yiiksek vitamin E konsantrasyonu, mitokondri ve mikrozomlar gibi
membrandan zengin hiicre kisimlarinda bulunur. Cok gii¢lii bir antioksidan olan E
vitamini, hiicre membran fosfolipitlerinde bulunan ¢oklu doymamis yag asitlerini
serbest radikal etkilerinden koruyan bir savunma elemanidir. Bir molekiil vitamin E,
100 molekiil yag asidinin peroksidasyonunu onleyebilir. Vitamin E; O,~, OH', singlet
O,, lipit peroksil radikallerini (LOO") ve diger radikalleri temizler. Lipit peroksil
radikallerini yikarak lipit peroksidasyon zincir reaksiyonlarimi sonlandirdigindan
yagli fazlar i¢in zincir kirici bir antioksidan olarak da bilinir (15, 97, 117, 153):

LOO + p-tokoferel-0OH LOOH +e-tokoferel -0 (tokoferoksil radikali)

Sonugta olusan stabil 6zellikteki tokoferoksil radikalinde kromonal halkada
fazladan bir elektron vardir ve kendi kendine lipit peroksidasyonu baglatmak i¢in
yeterince reaktif degildir. Glukuronik asitle oksidasyona ugrayarak safra yolu ile
atilir. E vitamini ve GSH-Px, serbest radikal etkisine kars1 birbirlerini tamamlayici
etki gosterirler. GSH-Px, olusmus peroksitleri ortadan kaldirirken E vitamini

sentezlerini engeller. Ayrica GSH-Px’in yapisina katilan Se*”

un organizmadan
kaybin1 6nler ve enzimi aktif sekilde tutar. insan eritrositlerinin hidrojen peroksit ile
in vitro ortamdaki hemolizi, E vitamini tarafindan Onlenir. E vitamini, okside
olduktan sonra ve par¢calanmadan once sulu fazlarda askorbik asit ve GSH tarafindan
yeniden indirgenebilir. Alternatif olarak iki a-tokoferol radikali birleserek stabil bir
dimer olusturur ya da tamamen okside olarak tokoferol quinon olusturur (87, 97, 117,
153):

Vit BE-ir + Aslrorbale Aat — Vit E-OH + Deludroaskorbat
Vit E-Cr + 2G35H—2Vit E-CH + G353

4. Vitamin A (Retinol) ve B-Karoten:

Karotenoidler, izoprenoid karbon iskeletine sahip lipitlerde c¢oziinebilen
antioksidanlardir. Membran ve lipoproteinlerde 20 farkl tipi goriilse de bunlardan en
onemlisi B-karotendir. A vitamininin metabolik 6n maddesi olan [-karoten son
derece giiclii singlet O, temizleyicisi olup; ayrica diisilk oksijen basincinda o-
tokoferol gibi hidroksil, peroksil ve alkoksil radikalleriyle de dogrudan reaksiyona
girerek, lipit peroksidasyonu zincir reaksiyonunu kirabilir. Ayrica karotenoidler A
vitamini (retinol) prekiirsoriidiir. A vitamini, oksijen etkisi ile kolayca oksitlenir.

Gorme, tireme, bliylime, epitel hiicre saglamliginda rol oynar (117, 153).



S. Melatonin:

Melatonin, pineal bez tarafindan iiretilen ana indolamin bilesigidir. Lipofilik
olmasi nedeniyle seruma gore safrada daha ¢ok bulunur; safra kesesi ve ince barsagi
oksidatif strese kars1 korur. OH' radikalini temizleyen ve GSH sentezini uyaran ¢ok
giiclii bir antioksidandir. Bunun yami sira SOD, GSH-Px ve GR enzimlerinin
aktivitelerini de arttirmaktadir. OH' ile reaksiyona girdikten sonra bir indolil katyon
radikaline doniisiir. Bu radikal de O, radikalini tutarak antioksidan aktivite gosterir.
Lipofilik olmasi nedeniyle hiicrenin tiim organellerine ve bir¢cok dokuya rahatca
girerek antioksidan etkisini genis bir alanda kolayca gosterir. Hiicre cekirdegine
girebilmesi nedeniyle DNA’y1 oksidatif hasara karsi korur. Melatonin ¢ok yiiksek
dozlarda, uzun siireli kullamiminda bile toksik bir etki gostermez ve prooksidan
aktiviteye sahip degildir. Yaslilikta melatonin de azaldigr icin yaslanma ve
yaslanmaya bagli baz1 hastaliklarin patogenezinde O©Onemli rolii olabilecegi
bildirilmistir. Sonu¢ olarak, melatoninin klinik a¢idan etkili bir antioksidan ve
antikanserojen olduguna inamilmaktadir (9, 109).

6. Urik Asit:

Piirin metabolizmasinin son {iriinii olan {irik asit, allontoine doniiserek normal
plazma konsantrasyonlarinda lipit radikalleri disinda tiim serbest radikalleri temizler.
Ozellikle ozon gibi okside edici ajanlara kars1 koruyucu etki saglar. Demir ile stabil
reaktif olmayan bilesikler olusturarak ve C vitaminin oksidasyonunu engelleyici
etkisi ile antioksidatif etki gosterir (97, 153).

7. Albiimin:

Albiimin, yapisinda bulunan 17 tiyol grubu araciligiyla bakir iyonlarin sikica
baglar ve bakir bagimli lipit peroksidasyonu ile OH' olusumunu inhibe eder.
Alblimine bagl bakir bazi oksidan olusumlarda bulunabilirse de, olusan radikaller
biyolojik olarak onemsizdirler. Albiimin ayn1 zamanda yapisindaki sisteinden dolay1
etkin bir fagositik HOCI temizleyicisidir; bu 6zelligi kanda serbest yag asitlerini
tagimast acisindan onemlidir. Albumine bagl biliriibinin antioksidan etki gosterdigi
bildirilmistir. Ozellikle yenidoganlarda diger zincir kirici antioksidanlarm olmamasi
nedeniyle hayati rolii vardir (85, 97, 153).

8. Sistein:

O;" ve OH' radikallerinin temizleyicisidir (8, 97).



9. Biliriibin:

“Hem” katabolizmasinin sonucunda olusan safra pigmenti biliriibinin, lipit
peroksidasyonunu inhibe ettigi ve OH' ve H,O, radikallerinin temizleyicisi oldugu
bilinmektedir (85, 97).

10. Seruloplazmin:

Plazmada major bakir iceren proteindir. Seruloplazmin, ferro-oksidaz

+25 +35

aktivitesi ile Fe™’yi Fe""’e okside eder. Boylece Fenton reaksiyonunu ve serbest
radikal olusumunu inhibe eder. Demir ve bakir bagimli lipit peroksidasyonunu
onleyici etki gosterir. Ayn1 zamanda bir akut faz reaktanidir ve yangisal hadiselerde
seviyesi artar (85, 97, 153).

11. Ferritin, Transferrin ve Laktoferrin:

Ferritin dokulardaki, transferrin dolasimdaki, laktoferrin lokositlerdeki
serbest demiri baglar ve serbest radikal olusumunu onler (85, 97, 153).

12. Haptoglobin ve Hemopeksin:

Hemoglobin, gerek dekompozisyonla ortama demir vererek; gerekse
dogrudan peroksitlerle etkileserek lipit peroksidasyonunu uyarabilir. Haptoglobin
hemoglobini, hemopeksin “Hem”i baglayarak, bu demir bilesiklerinin lipit
peroksidasyonunu uyarmasini engeller (85, 97).

13. Mannitol:

OH' radikalini temizleyici etki gosterir (85, 97).

14. Oksipurinol:

Allopurinol metaboliti olup, dogrudan OH" ve HOCI radikallerini azaltic1 etki
gosterir (85, 97).

15. Probukol:

Kan kolesteroliinii diisiirmede kullanilan bir ilag olup, giiclii antioksidan
ozelligi vardir. Lipit peroksidasyon zincirini kirici 6zellik tasir (85, 97).

16. Desferroksamin (DFO):

DFO, Fe™ii baglar ve olusan bu bilesikteki demirin indirgenmesi son derece
zordur. Bu sayede demir serbest radikal olusumuna katilamaz (2, 85).

17. Lipoik Asit:

Lipit peroksidasyonunu onler. OH ve singlet O, toplayicisidir. H,O;’yi

indirger. Vitamin E tiiketimine kars1 koruyucudur (85, 97).



18. Flavonoidler:

Cay, sarap ile bircok meyve ve sebzede bulunan flavonoidler polifenolik
antioksidanlardir. 4000’den fazla cesidi bulunan flavonoidler; flavonollar (quersetin,
kaimferol), flavanoller (katesinler), flavonlar (apigenin) ve izoflavonlara (genistein)
ayrilmiglardir. Epidemiyolojik ¢alismalar flavonoid aliminin  koroner kalp
rahatsizliklar1 gibi cesitli kronik hastaliklarin insidensini azalttigini gostermistir.
Farkli mekanizmalarla lipit peroksidasyonunu engellerler (85, 97, 153).

3.4. SULFUR ICEREN BIiLESIKLER ve ANTIOKSiDAN ETKILERIi

Siilfiir, 32.064 atom agirhiginda ve 16 atom numarasina sahip bir elementtir.
Antoine Lavoiser, 1777°de bu metal olmayan elementi kesfetmistir. Siilfiir dogal
olarak veya element halinde; demirle birlikte, saf ya da siilfit mineralleri halindedir.
Katr siilfiir sar1 renkte, kokusuz, tatsiz ve suda ¢oziinmez 6zelliktedir (101).

Siilfiiriin  viicuttaki dongiisii sekil 5 ve 6’da goriilmektedir. Inorganik
maddeler ya da amino asitlerle alinan siilfiir idrarda siilfat olarak atilmaktadir (101).
Bir¢ok literatiir bu elementin diyetteki ana kaynaginin siilfiir iceren amino asitler
(SIA) oldugu goriisiinde birlesmektedirler. Bunlar metiyonin, sistein ve taurindir.
Arastirmacilar siilfiiriin biyolojik sistemlerdeki roliinii arastirmak i¢in viicuda siilfiir
alimini diyetteki protein lizerinden kontrol etmislerdir. Etik nedenlerden dolay:
bircok ¢alisma hayvanlar lizerinde yapilmistir. En 1yi bilinen yararl siilfiir bilesikleri
sarimsak ve sogandaki izotiyosiyanatlar, diallil siilfat ve allisindir. insanlarda siilfiir
aragtirmalar;; SIA’lar, diisiik molekiil agirlikli tiyol bilesikleri ve redoks
tepkimelerindeki disiilfitler iizerine yogunlagsmistir (5, 101).

Organizmada siilfiir, tiyol gruplarmmin bir parcast olarak asetat gibi
molekiillerin aktivasyonu icin gerekli tiyoester baglarini olusturur. Siilfiir atomlar
stiksinat dehidrojenaz ve NADH dehidrojenaz gibi demir iceren flavoenzimler i¢in
de Onemlidir. Ayrica, sistein icindeki siilfiir atomlari; stabilize proteinlerin
olusumunu ana kovalent baglar ve iki sistein molekiilii arasindaki disiilfit kopriileri
ile saglar (5). Siilfiir; ilaglarin, steroidlerin ve ksenobiyotiklerin biyokimyasal
reaksiyonlarinda da gerekmektedir (5, 101).

Tiyol terimi siilfiir iceren bilesikleri ifade eder. Plazma tiyolleri, fizyolojik
olaylar iizerine prooksidan veya antioksidan etkilere sahiptir; ama genel olarak
antioksidan olarak kabul edilirler. Radyasyonun DNA hasarina radikal ara tiriinleri
ile yol agmasindan dolay1; net pozitif yiiklii tiyoller, DNA c¢evresinde yogunlasarak
ve tiyil serbest radikallerini tutarak radyasyona karsi DNA’y1 korurlar (5, 101).



Tiyollerin anti veya prooksidan fonksiyon gosterecegi oksidan stres, fizyolojik
kosullar ve SIA’larin konsantrasyon diizeyi tarafindan belirlenir. Plazma tiyolleri
arasinda en cok sistein bulunur, homosistein ve GSH onu takip eder. Bu tiyollerdeki
-SH grubunun oksidatif strese karst koruyucu Oneminin olduguna inamlir.
Plazmadaki albuminin antioksidan rolii = 34.sistein  rezidiisii  tarafindan
kuvvetlendirilir. Tiyoller Cu** veya Fe**ii, direk olarak radikalleri tutabilen Cu*' ve
Fe+2’ye kendileri disiilfite okside olarak indirgeyebilir. Bu indirgenmis metal iyonlari
bir siiperoksitle reaksiyona girerek tekrar yiikseltgenebilir. SOD, siiperoksidi
H,0;’ye doniistiiriir. Kisaca, bu reaksiyonlar siiperoksit, H,O, ve hidroksil radikalleri
gibi ROS’lan iiretir. Tiyol bilesikleri ile indiiklenen prooksidan etkiler, bobrek
iskemisi, karaciger yetmezligi ile kalp-damar ve serebrovaskiiler dokularin
hastaliklarinda bildirilmistir (36, 150).

Siilfiir iceren bilesikler tiim viicut hiicrelerinde bulunurlar ve hayat icin
zorunludurlar. Tedavi amaclh kullanimlari i¢in bircok medikal durum bulunmaktadir.
Diyetle SIA’larm veya proteinlerin verilmesi vejetaryen atletler, AIDS’li hastalar ve
cocuklarda SIA’larm yoklugu riskinin artmis olmasindan dolay1 zorunludur. Ayrica,
stilfiir iceren antioksidan bilesikler; iskemi-reperfiizyon, diyabet, katarakt olusumu,
norodejenerasyon ve radyasyon maruziyeti gibi oksidatif stres modellerinde de
yararhidir (5, 101). Siilfiir, cilt bozukluklarindan aknenin tedavisindeki merhemlerin,
kepek sampuanlarinin ve akut olarak radyoaktif maddelere maruz kalanlarda
kullanilan antidotlarin hazirlanmasinda uzun yillardir kullanilmaktadir. Siilfiir,
keratinden gecerek yara iyilesmesine yardim eder. Halk tarafindan {rtikerin
tedavisinde tarih boyu kullamilmistir. Siilfiir topikal olarak kullanildiginda hidrojen
stilfit olusturarak keratinositlerle reaksiyona girer. Deride hiperkeratoz, akantozis

gibi histolojik degisiklere ve damarlarda genislemeye yol agar (134).

Sulfir Elemmentt
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Organik Sulfir Bilesiklen

Sekil 5. Siilfiir dongiisii (101).
Bilim diinyasinin en cok ilgilendigi siilfiir bilesikleri; metiyonin, sistein,

sistin, taurin, homosistein, sistatyon, S-adenozilmetiyonin (SAM), N-asetilsistein



(NAC), ketometiltiyobiitirat, metantiyol, tiamin, biyotin, a-lipoik asit (LA), koenzim
A, glutatyon (GSH), kondroitin siilfat, glukozamin siilfat, fibrinojen, heparin,
metallotiyonin, inorganik siilfat, o-merkaptopropiyonilglisin (MPG) ve sarimsak
yagindaki organosiilfiir antioksidan bilesikler olan diallilsiilfit (DAS), diallildisiilfit
(DADS) ile dialliltrisiilfittir (DATS). Vitamin olan tiamin ve biyotin disindaki diger
bilesikler ana bilesik olan metiyoninden sentezlenir (5, 101).

3.4.1. Siilfiir Kaynaklar:

Insanlar ve tek mideli hayvanlardan farkli olarak, bitkiler inorganik siilfiirii
kullanarak metiyonin ve sistein gibi siilfiir iceren amino asitleri sentezleyebilirler.
Bundan dolayr bitkiler; insanlar ve bircok hayvan tiirii i¢in en Onemli siilfiir
kaynaklaridir. Metiyonin, sistein ve taurin gibi siilfiir iceren amino asitler hayvani ve
tahil proteinlerinde baklagil proteinlerine gore daha fazla bulunmaktadir.
Metilsiilfonilmetan, insan diyetinin diger bir siilfiir kaynagidir ve siilfiir dongiisiinde
yer alan ucucu bir bilesiktir. Siilfiir, ana siitiinde en ¢ok bulunan makromolekiiller
arasinda altinci (kolostrumda normalden ti¢ kat daha fazla); toplam viicut agirliginda
yer alan makromolekiiller arasinda ise liciincii sirada yer almaktadir (5, 101). Sistein
iceren bir tripeptit olan GSH, diyet siilfiiriiniin bir diger kaynagidir. Meyveler ve
sebzeler diyet GSH’simnin % 50’den fazlasimi saglarken; etten % 25’ten daha azi
saglanmaktadir (5, 26, 101). Bircok calismada serbest siilfiir ile siilfoester gibi bilesik
halindeki siilfiirtin alimi karsilagtirilmistir. Bununla beraber glutatyon, taurin, NAC
ve inorganik siilfatin diyetle alimi, gerekli metiyonin ve sistein aliminda tasarruf
saglamaktadir. Bunu kesfetmek icin arastirmacilar, SIA ve siilfat vermeyerek
hayvanlar1 beslemislerdir. Siilfiir bilesikleri daha sonra verilmis ve agirlik artis1 ya da
nitrojen atihmi gozlenmistir. Sisteinsiz diyetlerle beslenen hayvanlarda siilfiir
bilesiklerinin agirlik kaybint geri cevirdigi goriilmiistiir. Ayrica radyoaktif olarak
isaretli siilfiiriin metiyonin haricinde yine viicuttaki sisteinde de, diyetle veya
enjeksiyonla verilmesiyle yer aldig: tespit edilmistir. Boylece siilfatin, taurin ve GSH
gibi bilesiklerin prekiirsorleri olan sisteine sokulabilecegi sonucuna varilmistir.
Diyette yer alan ve endojen olarak SIA’lardan gelen siilfat, kartilaj matriksinin
sentezinde de kullanilir (7, 26). Insanlardaki siilfat havuzu hayvanlara gore daha
kiiciiktiir ve diyetle proteinin az alimi ve ilaclarin siilfatla metabolize edilmesi ile
tiikkenebilir (7).

FDA, giinliik SIA aliminin en az 13 mg/kg olmasim tavsiye etmistir. 70
kg’lik bir yetiskin icin bu yaklasik olarak giinliik 910 mg’dir. Diger uzmanlar ise



bunun yetersiz olacagini ve bir yetiskinin en az giinde 25 mg/kg SIA almasi
gerektigini belirtmislerdir (5, 7, 101).

Hayvansal protein, yiiksek net yararlanma faktoriine (NYF) sahiptir ve
genelde bircok bitkisel proteinden agirlik olarak daha fazla protein icerir. Boylece
yasamsal amino asitlerin bir gram bitkisel proteinden alimi hayvansal proteine gore
daha zordur. Bu sebeple, hayvani iiriinler icermeyen (vejetaryen) diyetler diisiik SIA
alimina yol acar. Bu ise diyetteki toplam protein oraninin ¢ok diisiik olmasindan,
sindirilebilirliginin azligindan ya da SIA miktarmin yetersizliginden kaynaklanr.
Protein alimimin giinliik ortalama 64 g ve her gram igerisinde de en az 16 mg SIA
olmas1 onerilmektedir (7). Her bitkide SIA miktar1 diisiik degildir. Yenilebilen
bitkilerden musir, ay cekirdegi, yulaf, ceviz, badem ve susam sirasiyla metiyonin
bakimindan zengindir. Yulaf ve misir aym1 zamanda sistein bakimindan da zengindir.
Misir, lizin bakimindan fakirdir fakat; tavuk eti graminda yaklasik 41 mg protein
(NYF yiiksek) icerirken; sasirtici bir sekilde misir da gram basina yaklasik 44 mg
protein (NYF diisiik) igerir (7, 101). Tablo 1°de yetiskinler ve cocuklar icin gereken
SIA miktarlar1 gosterilmistir:

Tablo 1. Yas diizeylerine gore SIA ihtiyaclari (7).

SiA 3—4 aylik bebek |2 yasinda ¢ocuk | 10—12 yas cocuk | Yetiskin

Met + sistein | 58 (mg/kg/Giin) |27 (mg/kg/Giin) | 22 (mg/kg/Giin) | 13 (mg/kg/Giin)

3.4.1.1. Glutatyon (rediikte = GSH; okside = GSSG):

Glutatyon; glutamilsisteinilglisin seklinde bir tripeptittir ve endojen non-
protein tiyoldiir. Diyet icinde bulunan GSH, ince bagirsaktan kismen emilir ve de
novo olarak sentezlenebilir; yani GSH ekzojen ve endojen bir antioksidandir.
GSH’nin oksidasyonla GSH-radikaline (GS") doniismesi nedeniyle bir prooksidan
olmasina ragmen, GS™ diger bir GS™ ile reaksiyona girerek okside-GSH (GSSG)
olusturabilir ve daha sonra GSH’ya NADPH-bagimhi bir GSH rediiktaz ile
indirgenebilir. GSSG, proteinlerdeki tiyol rezidiilerinin tiyol-degisim reaksiyonlarini
etkileyerek karigik disiilfitlerin olusumuna yol acar ve hiicresel GSH havuzu
GSSG’den tekrar olusturulabilir (36, 153).

GSH’nin viicutta ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu ile ROS ve serbest
radikallerin antioksidasyonu, hiicre biiyiimesi ve immun sistemdeki etkileri gibi
onemli fonksiyonlar1 vardir. GSH, ksenobiyotiklerin ve ROS’un detoksifikasyonunu

katalizleyen GSH transferazlarin ve peroksidazlarin bir substratidir. Oksijen




radikalleri patolojisinde glutatyon havuzu anahtar bir role sahiptir. Hiicredeki ana
antioksidant olan GSH’nin tiikenmesi, hiicrelerin oksidatif strese kars1 duyarliligin
arttirir. Lipooksijenaz ve monoamin oksidaz aktiviteli peroksitler, GSH’ nin tiikendigi
hiicrelerin 6limiinde oksidatif stres olusturmuslardir. GSH, peroksinitritleri okside
GSH (GSSG) olusumu ile temizler. GSH rediiktaz sistemi, diisilfit kaynakl
peroksinitritleri yeniden olusturur; fakat izole protein tiyolleri ile reaksiyona giren
H,0, ve peroksinitrit kaynakl siilfiir oksidasyonu fazla goriilmez (36, 143).

Dokulardaki GSH seviyeleri sadece sentez enzimlerinden degil; aym
zamanda SIA saglanmasi ve metabolizmadan da etkilenir. SIA’lar sisteinin, sistein
katabolizmasi ile GSH sentezi arasinda akisini belirler. GSH prekiirsorleri sistein, N-
asetilsistein, glutatyon monoetil ester ve okzotiyazolidinkarboksilattir. Sistein veya
SiA’larin verilmesi GSH’y1 eski diizeyine getirmede en etkili metottur (69).

GSH, hiicresel redoks homeostazisinde 6nemli rol oynayan glutaredoksin ve
tiyoredoksin (tiyol proteinler) ile iligkilidir. GSH, NO ile nitrozotiyol forma
indirgenir ve plazmada NO’nun tasinmasini saglayarak, NO’ya ait biyolojik yar
omrii arttirir. Ayrica, GSH vitamin C ve E lizerine indirgeyici bir ajan olarak
koruyucu etki saglar. GSH-bagimli  dehidroaskorbat rediiktaz  okside
dehidroaskorbattan GSH’y1 bir elektron vericisi olarak kullanarak askorbat olusturur
(36, 101).

Immun hiicrelerde GSH ve sisteini iceren ve belirli bir araliktaki tiyol
bilesikleri en etkili sekilde fonksiyon gosterir. GSH buradaki etkisini antioksidan
olarak gostermez. GSH, in vivo sitotoksik T hiicrelerinin aktivasyonunu arttirir (5,
36).

Geng bireylerde yapilan arastirmalar diisik GSH alimmin yaslanmayi
hizlandirdigin1 gostermistir. Bundan dolayr insanlarin yaslanmayr geciktirmek igin
GSH almalar yararlarinadir. GSH ile beslenme ve oksidatif stres arasinda bir iligki
vardir (5, 69).

3.4.1.2. Sistein:

Sisteinin ekstraseliiler indirgeyici bir ajan, protein sentezinde kritik bir
substrat ve GSH ile taurinin miktarini ayarlamada bir prekiirsor olmak gibi 6nemli
gorevleri vardir. Transsiilfiirasyon yolunda; homosistein, serin ile kondanse olarak
piridoksal-5-fosfat iceren sistatyonin B-sentaz enzimi ile geri doniisiimsiiz olarak
katalizlenerek sistatyona doniisiir. Sistatyon, piridoksal-5-fosfat iceren y-sistatyonaz

adli1 ikinci bir enzimle sistein ve a-ketobiitirata hidrolizlenir. Fazla sistein taurine



veya inorganik siilfatlara yiikseltgenir ya da idrarla atilir (5, 101). Sistein, hiicre i¢i
GSH sentezinde hiz kisitlayict bir amino asit substrattir. Sistein, redoksa
dayaniksizligindan dolayi, hemen hemen tiim hiicrelerde sistin halinde bulunur.
Boylece hiicre disi1 sistin, GSH sentezi i¢in gerekli olan hiicre i¢i sisteinin ana

kaynagidir (101). Siilfiir iceren amino asitlerin dongiisii Sekil 6’da gosterilmistir:
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Sekil 6. Siilfiir iceren amino asitlerin dongiisii (38, 139).

Glutamat ve sistein ayni amino asit tasiyicisini kullanir ve hiicre igine
taginmak icin yarigirlar. Hiicre dis1 glutamat diizeyinin yiikseldigi kosullarda, sistin
tasimas: inhibe edilir ve bu durum hiicrese]l GSH’nin azalmasi ile sonuglanir.
GSH’nin azalmas: ise hiicrenin oksidatif strese duyarliligimi arttirir. Tiyol igeren
sistein ile N-asetilsistein (NAC) ve a-lipoik asit (LA) gibi antioksidanlar glutamatin
indiikledigi hiicre oliimiinii engeller. Diisiik konsantrasyonlarda tiyol antioksidanlar
ile korunmanin primer mekanizmasi direk reaktif oksijenleri temizlemesinden ziyade
glutatyon Onciilii olma o6zellikleriyle iliskilidir. Ayrica, sisteinin norotransmiter
ozellikleri de vardir ve nron membranlarint depolarize eder, yetiskin rat beyninde

Ca*® bagimli olarak salinir (5, 68).



Sistein, agiz yoluyla GSH’y1 arttirmak, eser elementlerle selat olusturup; bu
eser elementlerin emilimini azaltmak amaci ile gut hastaliginda kullanilir. Sistein
cabuk nemlendigi ve okside oldugu i¢in yerine daha stabil ve daha fazla absorbe olan
NAC kullanimi 6nerilmektedir. Oral olarak alinan sistein karaciger bakir deposunu
azalttigindan ratlar inorganik bakir ile beslenmelidir. Asirt miktarda alinan bakir ise
SiA’larin kullamimim bozar ve diyetteki ihtiyaglarini arttirir. Kobalt ve selenyum
zehirlenmeleri agizdan sistein verilmesi ile diizeltilebilir (5, 8, 68).

3.4.1.3. Metiyonin:

Metiyonin, SiA’lardandir ve viicudun ana siilfiir kaynaklarindan biridir.
Insanlar icin metiyonin inorganik siilfiirden sentezlenemedigi igin gidalarla birlikte
alinmast zorunlu olan esansiyel bir amino asittir. Protein sentezinde metiyonin
onemli bir metil vericisidir (5, 101). Proteinlerin rezidiilerindeki oksidatif
modifikasyonlar oksidazlar, ozon, H,O,, siiperoksit, metal katalizli oksidasyon ve
flavin ile ksenobiyotiklerin otooksidasyonu gibi c¢esitli fizyolojik ve ekzojen
sistemlerden kaynaklanir. Metiyonin rezidiileri endojen antioksidan olarak
davranabilir. Bir protein i¢indeki metiyonin rezidiileri oksidasyona kars1 duyarliligi
onler. Duyarlilik genellikle rezidiilerin yilizeysel maruziyeti ile orantilidir. Metiyonin
rezidiilerinin yiizeysel oksidasyonu sonucunda molekiiliin biyolojik fonksiyonu
cogunlukla korunurken, bu metiyonin okside ajanlar1 yakalamasi ile bagarilmaktadir.
H,0,’ye maruz kalan interferonun iki rezidiisiinlin ya da doku plazminojen
aktivatoriiniin biyolojik aktivitesini kaybetmeden ii¢ metiyonin rezidiisiiniin okside
oldugu gosterilmistir (5, 80, 129).

H. I COOH

CH,
|

H;
é
|
CHs

Sekil 7. Metiyoninin yapist.

Proteinlerin tiim oksidatif modifikasyonlarinda rediiktazlar tarafindan sadece
sistein ve metiyonin rezidiilerinin okside formlar1 onarilabilir. Biyolojik
sistemlerdeki dinamik dengenin devamliligi, ozellikle de metiyonin rezidiisiiniin
oksidasyon ve rediiksiyon dengesi, proteinlerin regiilasyonunda 6nemlidir. Proteine

bagli veya serbest amino asit formunda okside metiyonin rezidiileri, metiyonin



stilfoksit rediiktaz ile kolayca tekrar metiyonine indirgenir. Metiyonin rezidiileri
oksidatif stres altinda proteinleri oksidasyondan korumak i¢in son sans antioksidan
savunma sistemi olarak davranirlar (5, 78, 80, 129). Metiyonin rezidiilerinin sematik
siklik oksidasyon ve rediiksiyon esitligi asagida gosterilmistir:

Olesidasyon: protemmet + Ho 05 — protemnmet=0 + HoO

Fedilestyon: protemmet>0 + NADEPIH + Ht — protemunet + FAD (P}'I' +H,O

Homosistein ise protein olmayan SIA olup, metilasyon ve transsiilfiirasyon
metabolik yollarmin kesisme noktasindadir. Gidalarla alinan homosisteinin
kullanilmas: iki yolla diizenlenir. Gida ile birlikte fazla miktarda metiyonin insana
verildiginde homosistein siklusu bazal seviyelere iner. Metiyonin metaboliti olan S-
adenozilmetiyonin (SAM), homosistein molekiillerinin kaderinde belirleyicidir.
Diyete bagh olarak degisen hiicre i¢ci metiyonin konsantrasyonu metiyonin adenozil
transferaz enzimlerinin aktivitesine bagh olarak SAM sentezinin oranini etkiler (101,
137).

Metiyonin metabolizmas1 folat ile diizenlenir. SAM’in karacigerdeki
tiretiminde metiyonin, adenozil transferazin bir substrati; endojen metiyonin
tiretiminde ise metiyonin sentaz icin vitamin B, kofaktor ve metiltetrahidrofolat ile
homosistein de birer substrattir. Homosisteinden GSH olusumunun altiist oldugu
alkolik karaciger hastalarinda SAM, metiyonin siklik yollarim diizenler. Metiyonin,
alkoliin hasar yapici etkilerinin azaltilmasinda etkilidir ve Parkinson hastalig1 ve akut
pankreatitin tedavisinde kullanilabilir. Metiyonin gibi SAM de siilfiir gerektiren
bircok metabolik olayda yer alir. Etanolle verilen SAM, babun maymunlarinda GSH
diizeylerinin azalmasini onlemis ve mitokondrial enzimleri normale ¢evirmistir. GSH
prekiirsorii olarak SAM verilmesinin, insanlarda etanol alimindan sonra etanol ve
asetaldehit klerensini arttirdigi ve SAM’in bu etkisinin hiicrede GSH sentezini
arttirmasina bagl oldugu bildirilmistir. Metiyoninin SAM prekiirsorii olarak, 1500-
9000 mg/giin (homosisteinin yiikselmemesi icin B, vitamini veya folat ile birlikte)
kullanilabilir (101).

3.4.1.4. Taurin:

Protein olmayan bir SIA olan taurin viicutta en ¢cok bulunan serbest amino
asittir ve birgok biyolojik olayda onemli rol oynar. Diyetten kolayca alinabilir ve in
vivo metiyonin ve sistein metabolizmasindan elde edilir (5, 101). Taurin yeni
doganlar icin esansiyel bir amino asittir ve alim1 anne siitii ile olmaktadir. Taurinin

metabolik etkileri arasinda safra asidi konjugasyonu, detoksifikasyon, membran



stabilizasyonu ve hiicre kalsiyum diizeylerinin diizenlenmesi bulunur (5, 52, 53, 62).
Ayrica taurin; norotransmiter, ozmoregiilator, antikonviilzan, hiicre koruyucusu ve
tiim viicut dokularinda antioksidan etkiye sahiptir (5, 62). Polimorf niikleer fagositler
ve retinadaki yangi Oncesi hiicrelerde taurin yiliksek konsantrasyonlarda bulunur.
Retina ve diger membrandan zengin dokularda milimolar diizeyde bulunan taurin,
hipokloréz ve siiperoksidi temizleyerek, oksidatif stresi engeller (5, 101). Taurin
kismi olarak ROS’u temizler ve oksidan hasar sonucu olusan membran
permeabilitesini Onler; fakat kursunla selat olusturamaz (5, 52, 62).

Diyetlerinde taurin verilen ratlarda okside balik yaginin uyardigi oksidatif
strese bagli artmis plazma AST, ALP ve ALT enzimatik aktivitesinin ve karacigerde
TBARS olusumununun azaldigi ve GSH seviyesinin yiikseldigi bildirilmistir (5).
Yine deneysel diabetik nodropatide diyetle taurin verilmesi, oksidatif stresi azaltmuis;
taurinin bu etkisinin ise vitamin C antioksidan savunma sistemi ile iliskili oldugu
bulunmustur (5, 101). Perkloroetilen ile olusan lipit peroksidasyonu sonucu GSH
seviyesinin azaldig tespit edilmistir. Taurin ve vitamin E verilmesi ise GSH, GSH-
Px, SOD ve katalaz seviyelerini arttirmis ve serbest radikallerin hiicresel hasarim
azaltmastir (5).

Klorotaurin (taurin kloramin), notrofil ve makrofajlardaki solunum patlamasi
sirasinda H,O,’den myoloperoksidaz katalizi ile olusan hipoklor6z asitle, taurinin
direk reaksiyonundan meydana gelen bir tiirevdir. Bu esnada taurin viicutta olusan
zararli bir oksidan olan hipokl6roz asidi temizlemektedir. Klorotaurinin timor
nekroz faktor (TNF) ve makrofajlardaki NO seviyelerini transkripsiyonel ve
translasyonel degisiklikler ile azalttig1; ayrica siilfoasetaldehide doniiserek siiperoksit
tiretimini inhibe ettigi ve polimorf niikleer fagositlerle stimiile edilen yangisal yanita
da katildigi bildirilmistir (5, 21).

3.4.1.5. Merkaptopropiyonilglisin (MPG):

Lipoik asit ile glisinin peptit bagi ile baglanmasi sonucu olusan MPG, -SH
grubu tasidigl icin hiicre ici boslukta ve reperfiize kalpteki mitokondrilerde olusan
serbest radikalleri temizleyebilmektedir. MPG ayrica, kasilma disfonksiyonu ile
uyarilan iskemi-reperfiizyonuna karsit kalbi koruyucu etkilidir. Diisilk ve toksik
olmayan konsantrasyonlarda akcigerdeki iskemi-reperfiizyon hasari ile ilgili doku
tiyol, c¢oziinebilir protein ve lipitlerin oksidasyonunu ©Onemli derecede inhibe
etmektedir. Akciger dokusundaki oksidatif hasar -SH gruplarin1 azaltir ve iskemiye

neden olur. MPG verilmesi iskemik akcigerlerde normal siilfidril seviyesini devam



ettirir. Karacigerde MPG ile detoksifikasyon yiiksek redoks potansiyelinden

kaynaklanir. MPG, giiclii bir siiperoksit sentez inhibitoriidiir ve normotermik

iskemik-reperfiizyonlu karaciger parankimi iizerine 6nemli koruyucu etkilidir (5).
3.4.1.6. Sarimsaktaki Organasiilfiir Bilesikler:

Sarimsak (Allium sativum L), binlerce yildir halkin kullandig: ilaglardan
biridir. Bir¢ok calismada sarimsak ve yapisindaki maddelerin tiimor Onleyici,
yaslanmay1 geciktirici, trombosit degredasyonunu Onleyici, bakteri ve mantar
oOldiiriicii etkilerinden dolay1 antioksidan oldugu belirtilmistir (5, 13, 107, 146).

Sarimsagin en onemli biyokimyasal 6zelligi antioksidan Ozellikte bilesikler
icermesidir. Bu bilesikler SOD, katalaz, GSH-Px gibi hiicrelerdeki antioksidan
seviyelerini arttirmakta ve reaktif oksijen tiirlerini temizlemektedir (5, 13, 107, 146).
Bir¢ok calisma sarimsagin allisin, S-allilsistein, diallilsiilfit (DAS), diallildisiilfit
(DADS) ve dialliltrisiilfit (DATS) gibi bir¢ok antioksidan bilesik icerdigini
gostermistir (5, 107). Allisin, DADS ve DATS 1n stabilitesi HPLC ile analiz edilmis
ve DADS’1in sarimsaktaki siilfiir iceren bilesikler arasinda en stabil antioksidan
oldugu bulunmustur. Ayrica, o-tokoferol ve L-askorbilpalmitat ile sarimsaktaki
allisin, DADS ve DATS’in antioksidatif siirecte sinerjistik etkisi incelenmis ve
DADS en iyi sinerjistik etkiyi gostermistir (5, 13, 107, 146).

Sarimsak yaginin organosiilfiir antioksidan bilesikleri arasinda DAS, DADS
ve DATS ana komponentlerdir. Bu bilesikler arasinda yapi-fonksiyon karsilastirmasi
bakimindan GSH-iligkili antioksidan enzimlerin indiiksiyonunda DATS, DADS,
DAS sirasiyla etkili bulunmustur. Yiiksek enzim aktiviteleri ile ROS olusumu ve
birikimini 6nleyerek oksidatif hasara karsi etkili koruma saglamistir. Bu bilesiklerin
etkileri yapilarindaki siilfiir atomlar ile iligkilidir. GSH iligkili antioksidan enzimler
tizerine modiilator aktivitelerini siilfiir atomlarinin sayisi belirler. Bir organosiilfit
molekiiliindeki siilfiir atomlarinin ve allil gruplarinin sayis1 organ spesifitesinin ve
kimyasal koruyucu giiciin belirlenmesinde Onemlidir. DADS ile DAS arasinda
yapilan karsilagtirmada bir monosiilfit iceren DAS’a gore disiilfit ve allil grubu
iceren DADS’in  benzo(a)piren 1ile indiikklenmis ©n mide neoplazmasinin
onlenmesinde daha etkili oldugu bildirilmistir (5, 13, 107, 146).

3.5. Kursunun Hiicresel Antioksidan Enzim Sistemlerine Etkileri:

Kursuna maruz birakilmis ratlarda ve insanlarda ALAD, G6PD, GSH, GSH-
Px, katalaz ve SOD gibi bazi antioksidanlarin degisimleri iizerine bir¢cok calisma

yapilmistir (20, 34, 52, 62). Kursun zehirlenmesinin biyokimyasal basamaklarinin



bilinmesi kursunun hiicrelerin antioksidan komponentlerine etki ederek,
prooksidan/oksidan oraninda bozulma ile oksidatif hasar olusturdugunu
diisiindiirmektedir. Ciinkii kursun, civa ve kadmiyum gibi metaller; amino asitlerin
az stabil yan zincirlerine, merkaptit, siilfidril gruplarina ve sisteinin -SH grubuna
yiiksek afinite ile baglanmaktadir. Kursun, bircok enzimin -SH grubuna baglanarak
onlar1 inhibe etmektedir (34, 52, 62). Hem sentezinde yer alan ALAD, bunlardan en
cok bilinen enzimdir (20, 52, 62). Bir digeri ise glukoz—6-fosfati NADPH iizerinden
okside ederek 6-fosfoglukonata doniistiiren ve pentoz fosfat yolunun ilk basamak
enzimi glukoz—6-fosfat dehidrojenazdir (G6PD). G6PD, hiicrenin mitokondri dis1
reaksiyonlarinin en onemli NADPH kaynagidir. Bu NADPH, glutatyon disiilfiti
(GSSG) GSH’ya indirgeyen GR tarafindan kullamilir. G6PD, eritrositler icin
onemlidir. Ciinkii bu hiicrelerde mitokondri bulunmamaktadir (34, 52, 62). Baz1 in
vitro denemelerde kursunun G6PD’yi inhibe ettigi bildirilmistir. Kursun-siilfidril
bilesiklerinin olusarak bu etkinin ortaya ¢ikmasi muhtemeldir (34, 52). Lanchant ve
ark. (74), kursunla inkiibe etmeden O©nce GOPD’nin aktivitesini, GSH ve
merkaptoetanol gibi bazi tiyol bilesikleri ile ortadan kaldirarak, kursunun -SH ve
GSH ile etkilesimlerini incelemislerdir. G6PD ig¢in, glukoz—6-fosfat ve NADP ile
kursunun kinetik c¢alismalart sonucunda nonkompetetif inhibisyon ile yaristiklarim
ortaya koymuslardir. Arastirmacilar, pentoz fosfat yolunun inhibisyonunun kursunla
olusan oksidatif hasara kars1 eritrositleri daha da hassaslastirdigi sonucuna
varmislardir. Fakat in vivo calismalar kursunun G6PD iizerine etkilerinin daha
karmasik oldugunu gostermistir. Viicuttaki pentoz fosfat yolu krittk NADPH
diizeyini saglamak icin yiiksek depo kapasitesine sahiptir. NADP/NADPH oraninin
diizenlenmesinde oksidatif stres sartlarinda durum okside form lehinedir. Bu sartlar
altinda normalde fosforile glukozun pentoz fosfat yoluna girmesi % 11 iken; oran %
92’ya kadar cikabilmektedir (34, 52, 74). Kursuna maruz kalmis rat, hayvan ve
insanlardaki eritrositlerde G6PD’nin artmastyla ilgili yukaridaki uyum mekanizmasi
son c¢alismalarla gosterilmistir (52). Fakat Calderon-Salinas ve ark. (16), aksine
G6PD seviyesinin diistiiglinii; Rogers ve ark. (112) ise kursuna maruz kalmay:
takiben eritrositlerdeki G6PD aktivitesinin degismedigini gostermistir. Ozetle GOPD
seviyesi; kursuna maruziyet, alinan konsantrasyon, maruz kalma siiresi ve oksidatif
stresin hiicrelerin i¢ine ulagmasina gore artmakta veya azalmaktadir (52).

GSH, -SH gruplarina sahip sistein iceren bir tripeptittir. Buna gore GSH

hiicreleri oksidatif strese kars1 korumada hayati bir rol oynar. Bunu ya -SH gruplan



sayesinde ROS ile iliskiye girerek enzimatik olmayan antioksidan etkiyle ya da
ROS’un detoksifikasyonunda koenzim veya kofaktor olarak enzimatik yolla
gerceklestirir (34, 52, 101). Metalleri baglayacak bir amino grubu, bir siilfidril grubu,
iki adet peptit bag: ile karboksilik asit gruplar tasimaktadir. Kursun, -SH grubuna
baglanarak, GSH’nin antioksidan aktivitesini ve seviyesini diisiirmektedir.
Antioksidan sistemin bir iiyesi olan GR ise GSSG’yi GSH’ya doniistiirerek indirek
etki yapar. Kursun, bu enzimin aktif bolgesinde bulunan disiilfite direk olarak
baglanarak inhibisyonuna sebep olmaktadir. Bu inhibisyon ise GSH/GSSG oranini
diisiirerek, hiicreleri oksidatif hasara kars1 daha duyarh kilmaktadir (34, 52).

Diger yandan; GSH-Px, katalaz ve SOD ise metalloproteinler olup,
antioksidan etkilerini sirasiyla peroksitler, H,O, ve O,”’yi enzimatik olarak
detoksifiye ederek gosterirler. Buraya kadar anlatilan enzimler aktiviteleri icin eser
elementlere ihtiyac gostermekte; bu da kursun toksisitesi i¢in onlarin duyarlhiliklarini
arttirmaktadir (34, 52).

GSH-Px, selenyuma kofaktor olarak ihtiya¢c duyar ve hiicrelerin oksidatif
hasara kars1 savunmasini arttirir. Selenyum ile kursun arasinda bir antagonizma
vardir ve azalan selenyum alimi1 GSH-Px aktivitesini de diisiirmektedir. Selenyumun
kursuna maruz kalma oncesi enjeksiyonu ile SOD, GR aktivitesi ve GSH miktarini
arttirarak kursuna karsi ratlar1 korudugu gosterilmistir. Bu yararh etkilerin, selenyum
ile kursunun protein, biyoligant ve aktif bolgelere yarismali olarak geri doniisiimlii
baglanmalar1 veya inaktif selenyum-kursun bilesiginin olusmasi ile gosterildigi
diistiniilmektedir (62, 98).

Prostetik grup olarak Hem tasiyan katalaz da antioksidan etkiye sahip diger
bir enzimdir. Kursunun gastrointestinal sistemden demir emilimini engelledigi ve
Hem sentezini inhibe ettigi; boylece katalaz aktivitesini diistirdiigii bildirilmistir (52).

SOD ise dismutasyon reaksiyonlarini katalizleyerek, hiicreleri O, nin toksik
etkilerinden korur. Enzimin aktivitesi i¢in bakir ve ¢inko gerekir. Cinko iyonlarinin
oksidasyon ve rediiksiyon olaylarinda enzimin stabilitesini saglayarak etkili oldugu
diisiiniilmektedir (40, 85). Kursuna maruz kalan ratlarla yapilan bir¢ok ¢alismada
eritrosit-SOD aktivitesinin diistiiiine isaret edilmistir (34, 52). Mylorie ve ark. (94),
hayvanlarin kaninda SOD ile bakir seviyelerinin yiiksek korelasyonla diistiigiinii;
normal kan bakir konsantrasyonlarinda yiikselmis kursunun SOD’u etkilemedigini ve
diyette bakir verilmesinin SOD’un aktivitesinde kursuna bagh diismeyi engelledigini

gostermislerdir. Boylece, kursunla artan bakir yetersizligine bagh in vivo olarak



kursunun SOD iizerine indirek inhibitér bir etkisinin oldugunu ileri siirmiislerdir
(94). In vitro ise kursunun, SOD aktivitesini ROS bilesiklerini temizlemesini
diisiirerek oksidatif hasara yol actig1 bildirilmistir (34, 52). Cesitli enzimler lizerine
kursunun bu inhibitor etkileri sonucu antioksidan sistemin zarar gormesiyle hiicreler
oksidatif saldirilara acik hale gelmektedir (34, 52, 62).

3.6. Kursun Zehirlenmesinin Tedavisinde Antioksidanlarin Kullanimi

Kursun zehirlenmesinde kullanilan antioksidanlar kursunun baglandig:
bilesiklerde onun yerine baglanarak, dokulardan kursunu uzaklastirirlar ya da viicutta
endojen olarak kursunun olusturdugu oksidatif hasara karsi koyarlar. Kursunun
olusturdugu oksidatif stresin azaltilmasinda antioksidanlar tek baslarina ya da selator
maddelerle birlikte kullanilabilirler (34, 52, 62).

3.6.1. Kursunla Olusturulmus OKksidatif Streste Antioksidanlarin
Koruyucu Etkisi:

Kursuna maruz kalan dokularda ROS olusumu artmakta ve hiicredeki
antioksidan mekanizmalarinin tiiketilmesi ile prooksidan/antioksidan denge
bozulmaktadir. Hiicredeki kritik molekiillerin oksidatif hasara ugramas: ile doku
zedelenmesi olusmaktadir. Oksidatif stresin kursun zehirlenmesi ile olustugu
hallerde, uzun siireli tedavide hiicrelerin antioksidan kapasitesinin arttirtlmast yoluna
gidilebilir. Selasyonla kan ve doku kursun seviyelerinin diisiiriilmesi yerine;
kursunun kritik molekiillerle etkilesiminin disaridan antioksidanlar verilerek
azaltilmasi tercih edilebilir ya da iki yontem birlikte kullanmilabilir. Kursuna bagh
oksidatif streste, antioksidanlarin tek baslarina veya selator maddelerle birlikte
kullanilmas1  iizerine pratikte uygulamalar yoktur. Hayvanlarda kursun
zehirlenmesinde koruyucu ve tedavi edici olarak bazi molekiiller ¢alisilmistir. Bu
ajanlarin kursunun toksik etkilerini azalttigr bulunmus, fakat prooksidan/antioksidan
oranini geri ¢evirmedeki etkileri tam kesinlik kazanmamistir (52, 62).

3.6.1.1. Vitamin B¢ (Tiamin):

Tandon ve ark. (133), vitamin Be¢'min kursun intoksikasyonunda etkileri
tizerine calismiglar; vitamin B¢ ve kursun verilmesinin ALAD aktivitesi
inhibisyonunu ve ¢inko-protoporfirin seviyesini azalttigim1 gostermislerdir. Vitamin
Bs verilen ratlarda kan, bobrek ve karaciger kursun seviyelerinin diistiigli; beyin
kursun seviyesinde ise bir azalmanin olmadigr goriilmistir (133). Bu etkileri
vitaminin pirimidin halkasindaki nitrojen atomu ile amino grubu ya da tiyazol

halkasindaki siilfiir atomu ve yan zincirdeki hidroksil grubunun kursun ile selat



olusturmasi yoluyla veya kursunun emilimini azaltarak yaptigi ileri siiriilmiistiir (62,
133). Vitamin Bg ile yetersiz beslenen ve kursuna maruz birakilmis ratlarda kontrole
gore GSH diizeyleri daha diisiik bulunmustur (86). Vitamin B¢'nin bu durumu GSH
metabolizmasindaki transsiilfiirasyon yolunda kofaktor olmasiyla aciklanmistir (52,
86). GSH’nin prekiirsorii olan sisteinin cogu, diyetle alinan metiyoninden
sentezlenmektedir. Bundan dolay1 vitamin Be alimindaki bir eksiklik metiyonine
bagimli sisteinden GSH sentezini Onlemektedir. Bu sonu¢ kursuna maruz kalan
ratlarda vitamin B¢'nin GSH sentezini arttirarak indirek olarak antioksidan bir rol
oynadigin1 ortaya c¢ikarmistir (52). Ayrica tiaminin dokulardan kursunu ayirip,
atilabilir bilesikler olusturarak etkisini gosterdigi de diisiiniilmektedir. CaNa,EDTA
ile birlikte tiamin verilmesi beyinin de arasinda bulundugu dokulardan kursunun
ayrilarak, idrarla daha fazla atilmasina ve kursunun olusturdugu biyokimyasal
parametrelerde diizelmeye neden olmustur (62).

3.6.1.2. Cinko:

Cinko ile kursun in vivo olarak aktif bolgelere baglanmada yarigmaktadir.
Deneysel olarak kursunla birlikte c¢inko verilmesi, ALAD gibi ¢inkoya bagiml
enzimlerin aktivitesini geri dondiirmekte ve idrarla ALA atilimini da azaltmaktadir.
Diisilk dozda alindiginda kursun zehirlenmesine karsi koruyucudur ve etkisini
gastrointestinal kanaldan kursun emilimini 6nleyerek gostermektedir. Ayrica bobrek
ve karacigerde metallotiyoninleri arttirarak da kursunun etkilerini azaltmaktadir.
Cinkonun ratlarda kursun zehirlenmesinin tedavisi ve dnlenmesinde tek basina ya da
metiyonin veya tiamin ile birlikte kullaniminin yararli oldugu gosterilmistir. Cinko,
metiyonin, ¢inko+metiyonin verilerek yapilan rat ¢alismasinda GSH’ nin prekiirsorii
olan metiyoninin tek basina ya da cinko ile birlikte karaciger GSH diizeyini
korudugu tespit edilmistir (62). Cinkonun antioksidan etkisini; oksidasyona karsi
stilfidril gruplarim1 koruyarak ve gecis metalleri ile ROS (OH' ve O,") olusumunu
onleyerek gosterdigi belirtilmistir (14).

3.6.1.3. Vitamin E:

Vitamin E, kursuna kars1 koruyucu etkisini okside edici ajanlara kars1 direk
antioksidan ozelligi ile gostermektedir (62). Kursun, eritrositlerin mekanik
kirilganligin1 (frajilitesini) arttirarak daha deforme olabilir hale getirmekte ve
oksidatif strese karsi daha duyarli kilmaktadir. Kursuna maruz kalan eritrositlerin
filtre edilebilirligi polikarbonat filtreden gozlemle ve siire tutularak saptanmustir.

Vitamin E bakimindan eksik beslenen ratlarda eritrositlerin filtrasyon siiresi vitamin



E ile beslenenlerden daha uzundur. Boylece, vitamin E bakimindan eksik beslenen
ratlarda eritrositlerin filtrasyon siiresi ile lipit peroksidasyonu arasinda giiclii bir
korelasyon bulunmustur. Bu sonuglar insanlarda kursun maruziyetinde yiiksek dozda
vitamin E alinmasinin eritrositlerin deformite ve oksidatif hasara kars1 dayanikliligini
arttiracagimi  gostermistir (77). Bir baska calismada ise, vitamin E’nin koruyucu
olarak verilmesinin; kursuna maruz kaldiktan sonra hayvanlarin tedavisi esnasinda
verilmesine nazaran daha etkili oldugu gosterilmis ve bu durum kursun emiliminin
vitamin E tarafindan 6nlenmesinden kaynaklandig: seklinde aciklanmistir (25).
3.6.1.4. Vitamin C (Askorbik asit):

Diger bir antioksidan molekiil olan askorbik asit sulu fazlarda ¢ok hizl
elektron transferi gerceklestirerek, oksijen radikallerini temizlemektedir. Kursuna
karst yararli etkisini ise onunla bilesik olusturmasi sayesinde gostermektedir.
Hayvanlarda etkili olurken, insanlarda plasebo ile birlikte yapilan ¢aligmalarda etkili
olamamustir (62). Kursuna maruz kalmis ratlarda askorbik asidin tek basina veya
tiaminle birlikte verilmesi kursunun idrarla eliminasyonunu arttirmakta, karaciger ve
bobrek kursun diizeyini azaltmakta ve kan ALAD aktivitesinin inhibisyonunu
onlemektedir. Askorbik asidin kursunla bilesik olusturabilmesi, bu yararli etkisini
aciklamaktadir (24). Simon ve ark. (121), Amerika’da yapmis olduklar1 taramada
serum askorbik asit diizeyleri ile kursun diizeyleri arasinda ters bir iliski oldugunu
gostermislerdir. Kursunla ilgili ¢calisma ortamina bagh tehditte askorbik asidin fazla
alinmasinin kursun zehirlenmesini onleyecegi tavsiye edilmistir (24).

3.6.1.5. Etoksiquin:

Hayvan yemlerinde kullanilan koruyucu bir madde olan etoksiquininin
kursunun sistemik etkilerini ve lipit peroksidasyonunu normale cevirdigi
bildirilmistir. Kursun toksisitesindeki peroksidatif olaylar1 etoksiquinin giiclii bir
sekilde inhibe ederek bunu gerceklestirdigi ifade edilmistir (29).

3.6.1.6. Selenyum:

Selenyum, hiicrelerin antioksidan savunma sistemlerinde anahtar bir rol alan
GSH-Px’in aktivitesinde elzem bir elementtir. Kursun enjeksiyonu oncesi selenyum
verilmesi; serum asit ve alkalin fosfatazlar, transaminazlar (GOT, GPT), total
protein, trigliserit ve kolestrol seviyelerinde kursunun yaptifi degisikliklere karsi
koruyucu etki olusturmustur (98). Ayrica oksidatif stres parametreleri ile iliskili iki
hedef organ olan karaciger ve bobrekte erkek albino ratlara 100 mol/kg dozda kursun

uygulanmasindan iki saat sonra 10 mol/kg kas i¢i sodyum selenit enjeksiyonu



sonrasinda analizler yapilmistir. Selenyumun SOD ile GR aktivitesini ve GSH
miktarim1 arttirarak hiicrelerin antioksidan kapasitesini gelistirdigi bulunmustur.
Selenyum bu koruyucu etkisini; inaktif selenyum-kursun bilesigi olusturarak,
stiperoksit radikalinin temizlenmesinde gorevli SOD’u stimiile ederek ve yeterli
miktarda GSH bulundugunda glutatyon rediiktazin antioksidan etkisini indirek olarak
arttirarak gerceklestirmektedir (62, 98).

3.6.1.7. S-adenozil-L-metiyonin (SAM):

S-adenozilmetiyonin SIA’lardan metiyoninin bir metaboliti ve 6nemli bir
metil vericisidir. SAM de metiyonin gibi viicudun siilfiir gerektiren bir¢cok metabolik
yolunda gereklidir. Viicut tiim gerekli SAM’i metiyoninden sentezleyebilir; fakat
metilasyondaki bir bozukluk ya da sentezi i¢cin gereken metiyonin, kolin veya folatin
eksikligi vicudun SAM iretme yetenegini azaltabilir. SAM, membranlarin
akiciligmmi  saglayan membran fosfolipitlerinin  sentezindeki transmetilasyon
reaksiyonunda metil vericisi olarak ana bir role sahiptir. SAM iceren diger bir
metabolik yol ise molekiilden transsiilfiirasyonla bir metil grubunun ayrilmas: ile S-
adenozil-homosistein olugmasidir. Bu bilesik homosisteine ve sonra glutatyonun
onciilii olan sisteine doniisiir (5, 39, 101).

GSH’nin prekiirsorii olan SAM’in kursun-etanol verilen ratlardaki yarari
Flora ve ark. tarafindan arastinllmistir (39). SAM’in beyin, kan ve karacigerin
kursun+etanol maruziyeti siiresince bazi biyokimyasal parametreleri (kan ALAD,
GSH, beyin ve karacigerdeki lipit peroksidasyonu olciitleri, GSH miktar1) korudugu
goriilmiistiir. Bundan dolay1 SAM’in, beyin ve karacigerin kursun+etanolle
indiiklenen oksidatif hasarin selasyon tedavisinde, selatdr ilaglarin adjuvanti
(¢oziiciisii) olarak kullanilmasinin yararl olabilecegi bildirilmistir (39).

3.6.1.8. N-asetilsistein (NAC):

N-asetilsistein (NAC), siilfiir iceren amino asitlerden sisteinin glutatyona
doniisiimiinde bir ara iriindiir (5, 101). Sekil 8’de N-asetilsisteinin yapis1

goriilmektedir:
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Sekil 8. N-asetilsisteinin yapisi (52).



Endojen olarak sentezlenen NAC da, sistein gibi serbest radikalleri siilfidril
grubuyla baglar. Oral NAC uygulanmasi, intraseliiler sistein ve GSH diizeylerini
arttirir. In vivo N-asetilsistein; L-sistein, sistin, L-metiyonin ve glutatyondan
olugsmaktadir (5, 101). NAC, yapisindaki tiyol bilesigi tasiyan bir antioksidan
olmasindan dolayr kursunun yaptig1 oksidatif strese kars1 viicudu korumaktadir (52,
62, 125). Ercal ve ark.’min (33) Cin hamsteri ovaryumunu (CHO) kullandiklar1 in
vitro bir modelde hiicrelerin kursuna maruz birakilmasiyla oksidatif hasar meydana
getirilmis; GSH/GSSG oraninin azaldigi ve MDA ile katalaz seviyesinin yiikseldigi
belirlenmistir. Kursuna maruz kalan Cin hamsteri ovaryumuna GSH prekiirsorii olan
NAC verildiginde oksidatif stresin minimuma indigi bulunmustur (33). NAC’in
toksisite esiginin yiiksek ve terapotik penceresinin genis olmasi seklinde iki yan
etkisi vardir. Antioksidan etkisi direk ROS ile reaksiyona girmesi veya GSH
sentezini uyarmasindan kaynaklanmaktadir (49, 52). Bu avantajlar1 sebebiyle kursun
zehirlenmesinin tedavi protokoliine eklenebilir. Antioksidan etkisinin yani sira
kursunla beraber verildiginde ROS olusumunu azaltir (32, 33, 49). Kursuna maruz
birakilmig C57BL/6 farelerinin beyin ve karacigerlerinde olusan oksidatif stres, NAC
kullanimu ile azaltilmistir. Fakat agizdan 5.5 mmol/kg olarak haftada bir verildiginde
kan, karaciger ve beyin kursun diizeylerini diislirmemis; bdylece oral yolla selat
yapma etkisinin olmadig1 sonucuna varilmistir (32). Gurer ve ark. (49), 5 hafta
boyunca i¢me sulartyla 2000 ppm kursun asetat verilen ratlarin kan kursun
diizeylerinin % 27.3 oraninda diistiigiinii belirlemislerdir. NAC kuvvetli bir sekilde
kursun selasyonu yapan succimerin (DMSA-dimetilsiilfoksit) kanda kursun
temizleme oranini da olduk¢a (% 92.8) yiikseltmistir (49). Bu bulgulara gore NAC
etkisini, kursunu hedef dokulardan ayirmadan sadece serbest tiyol grubu sayesinde
gostermektedir (32, 33, 52). Bundan dolayr NAC’1n kursun zehirlenmesi tedavisinde
selat yapici ajanlarin  ¢oziicii kismuinda kullanilmasinin  yararli  olacagi
diistiniilmektedir (52). NAC’1n kursun zehirlenmesi olusturulmus ratlardaki bir diger
yararh etkisi ise ALAD’1n inhibisyonu sonucu CHO hiicrelerinde biriken ALA’nin
indiikledigi oksidatif hasar1 (GSH/GSSG oranini diisiirmekte, MDA artmakta ve
koloni olusumu inhibe olmaktadir) geri ¢evirerek, GSH/GSSG oranini yiikseltmesi
ve koloni olusumunun devamini saglamasidir. Bu calisma sonucunda da NAC’in

etkisini direk olarak serbest siilfidril grubuyla olusturdugu belirtilmistir (96).



3.6.1.9. a-Lipoik asit (LA) (tiyoktik asit):

Alfa-lipoik asit, mitokondride enerji ile ilgili piriivat ve a-ketoglutarat
dehidrojenaz multienzim komplekslerinde kofaktor olarak rol alir (100, 122).
Terapotik olarak serbest radikallerin hiicrelere verecegi zararlarin Onlenmesinde,
antioksidan etkisiyle oksidatif stresin azaltilmasinda ve kan sekerinin
diistiriilmesinde yararlanilmaktadir (62, 100, 101, 122). Antioksidan olarak 20-100
mg/giin seklinde insanlarin giinlikk kullanimina girmistir (101). Akiidz ve hidrofobik
ortamlarda yapilan ¢aligmalarda alfa-lipoik asidin koenzim Qjq ve intraseliiler GSH
diizeylerini arttirdifi da goriilmiistiir. Oral verilmesinden sonra alfa-lipoik asit
tamamen absorbe edilmekte ve indirgenerek dihidrolipoik aside (DHLA)
dontismektedir (100, 101, 122). Sekil 9°da alfa-lipoik asidin yapis1 goriilmektedir:

B3
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Sekil 9. Alfa-lipoik asidin yapisi1 (52).

Antioksidan etkisi ile LA, kursunun bazi toksik etkilerini azaltmaktadir.
Indirgenmis formu olan dihidrolipoik asit (DHLA) iki adet serbest siilfidril grubu
icermektedir (131). LA ve DHLA’nin ikisi de baz1 ROS’lan temizleyebilir; vitamin
E, vitamin C, GSH gibi baz1 antioksidanlar1 radikal ya da inaktif formundan yeniden
olusturur ve agir metallerle selat yapabilir (50, 52, 62, 100, 131). GSH’nin yeniden
olusturulmasinda milimolar konsantrasyonlarda NAC gerekirken, LA’nmin ise
mikromolar diizeyleri yeterlidir. Ayrica LA kursunun hedef dokularindan biri olan
beyne, kan-beyin engelini asarak gecebilmektedir (52, 62). Kursunla oksidatif stres
olusturulmus CHO hiicreleri ile birlikte LA’nin inkiibasyonu, koloninin canli
kalmasin1 saglamis; MDA seviyeleri ile katalaz aktivitesini diisiirmiis ve GSH
icerigini arttirmistir. Aym ¢alismanin in vivo kisminda ise 2000 ppm kursuna i¢gme
sulart ile 5 hafta maruz birakilmis ratlarda zehirlenmeyi takiben yapilan bir haftalik
25 mg/kg/giin LA uygulamasi; eritrosit, beyin GSH seviyelerini ylikseltmistir.
Eritrosit, beyin, bobrek MDA seviyelerini azaltmis; katalaz ve G6PD’y1 ise normal
degerlerine dondiirmiistiir (50). Bu ve benzer calismalarda kan, beyin ve bobrek
kursun diizeylerinde bir degisiklik tespit edilmedigi i¢in LA ’nin kursunla herhangi

bir selat yapma etkisinin olmadigi bildirilmistir. Bundan dolayr LA’nmin kursuna



kars1 etkisini hedef hiicrelerden ayirarak degil; biinyesindeki tiyol grubu nedeniyle
var olan antioksidan kapasitesi ile gosterdigi ifade edilmistir (50, 62).

3.6.1.10. Kaptopril:

Anjiotensin-doniistiiriici enzim inhibitorii olan kaptoprilin antihipertansif
etkisinin yanisira, antioksidan etkisi de vardir. Kaptoprilin yapisinda bulunan
terminal siilfidril grubunun ROS’lar1 temizlemedeki etkisi gosterilmistir (51, 52,
138). Bu tiyol grubu muhtemelen agir metallerle selat olusturmakta ve bdylece
itrahlarim arttirmaktadir (51, 52). Bu 0Ozelliklerinden dolayr kaptoprilin kursun
zehirlenmesinde kullanilabilecegi diistiniilmiistiir. Giirer ve ark.’nin (51) yapmis
oldugu calismada kursunla olusturulmus oksidatif stres altindaki ratlarin beyin,
karaciger ve bobreklerindeki GSH/GSSG orani yiikselmis, MDA diizeyi hafif
azalmis; katalaz aktivitesi etkilenmemistir. Bu ratlara 1 hafta boyunca 10 pg/giin
kaptopril verilmesinin kan kursun diizeylerinin azaltmasi, kursun zehirlenmesinin
tedavisinde selat yapici bir ajan olarak kullanilabilecegini gostermistir. Kursunla
artan hipertansiyon ise endotelyum kaynakli nitrik oksidin inaktivasyonunu
artirmasindan ve ROS olusturmasindan kaynaklanabilir. Ding ve ark. (27),
hipertansiyonun  kursunun olusturdugu hidroksil radikallerinin  endotelyal
disfonksiyona sebep vermesiyle olustugunu bildirmistir. Sonu¢ olarak kaptoprilden
kursun zehirlenmesinde antihipertansif, selat yapici ve muhtemel antioksidan etkileri
nedeniyle yararlanilabilir (52).

3.6.1.11. Taurin:

Taurin, yapisindaki serbest siilfidril grubu ile ROS temizlenmesinde direk
etkili ve oksidatif hasardan kaynaklanan membran permeabilitesinin 6nlenmesinde
ise indirek etkili bir antioksidandir (53, 62). Taurin kursunla indiiklenen oksidatif
hasar iizerine olan etkilerini lipit peroksidasyonunu azaltarak gostermektedir. icme
sularina 5 hafta boyunca 2000 ppm kursun verilerek olusturulan oksidatif hasar
sonrasl, ratlara bir hafta 1.1 g/kg/giin taurin verilmesi GSH miktarimi arttirmakta;
kursunla artmis katalaz, G6PD aktiviteleri ile MDA seviyelerini ise diisiirmekte ve
CHO hiicrelerinin yasam siiresini uzatmaktadir (53). Taurinin kan, beyin, karaciger
ile bobrek kursun diizeylerini diisiirmedigi ve etkisini selasyon ile degil de
antioksidan etkisiyle gosterdigi bildirilmistir. Insanlar iizerine toksik etkisi
bulunmamasindan dolay1r selat yapici maddelerin (6zellikle DMSA) enjeksiyon

emiilsiyonlarinda ¢oziicii kisim olarak kullanilabilir (53, 62).



3.7. Kursunla Olusturulmus Oksidatif Strese Kars1 Antioksidanlarin
Koruyucu ve Tedavi Edici Etkisi:

Kursuna maruz kalan dokularda, kursunun ROS olusumunu arttirmasi ve
hiicrelerin antioksidan mekanizmalarin1 tiikketmesi ile prooksidan/antioksidan
oraninda bozulma olusmaktadir. Boylece dokularin komponentlerinin oksidatif
hasara ugramasi ile doku zedelenmesi olusmaktadir. Kursun zehirlenmesinin
tedavisinde kullanilan selatér maddeler kursunu, baglandigi dokularda onun yerine
baglanarak uzaklastirirlar. Oksidatif stresin kursun zehirlenmesi ile olustugu hallerin
uzun siireli tedavisinde hiicrelerin antioksidan kapasitesinin arttirtlmast yoluna
gidilebilir. Selasyonla kan ve doku kursun seviyelerinin azaltilmasi yerine; kursunun
kritik molekiillerle etkilesiminin disaridan antioksidanlar verilerek kesilmesine
basvurulabilir. Kursunla oksidatif stresin 6nlenmesinde antioksidanlarin tek basina
veya selator maddeler ile birlikte kullanilmasi iizerine pratikte uygulamalar yoktur.
Antioksidan etkili baz1 molekiillerin koruyucu ve tedavi edici olarak, tek baslarina ya
da selator maddelerle birlikte kullanilmas: iizerine hayvanlarda deneysel ¢alismalar
yapilmistir (52, 62). Fakat bu maddelerin giivenligi ve etkilerinin incelenmesi i¢in
bircok calisma yapilmalidir.

Bu calismada oral yol ile kursun asetat verilen ratlarda oksidatif stres
olusturulmasi ve kursun asetat ile birlikte kiikiirt iceren L-metiyonin, a-lipoik asit, N-
asetilsistein ve L- homosistein bilesiklerinin verilmesiyle olusan oksidatif stresin ne
kadar Onlenebildigi ve antioksidan sisteme olan katkilarinin incelenmesi

amaclanmistir.



4. GEREC VE YONTEM

Calisma kapsamina dahil edilen agirliklar1 150-200 gram arasinda degisen 60
adet Wistar-Albino cinsi erkek rat, Firat Universitesi Deneysel Tip Arastirma
Biriminden (FUTDAM) temin edilmistir. Ratlar ayn1 iinitede 12 saat aydmlik, 12
saat karanlik ve sicaklik (20-22 ° C) kontrolii olan odalarda; 6 hafta boyunca standart
rat yemi ile beslenmistir. Ratlara verilecek olan Pb-asetat (MA: 379.3 g) ve N-
asetilsistein (MA: 163.19 g) Merck firmasindan (Merck Chemical Co., Darmstadt,
Germany); o-lipoik asit (MA: 206.3 g), metiyonin (MA: 149.21 g) ve homosistein
(MA: 135.2 g) ise Sigma firmasindan (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA)
temin edilmistir. Denekler rastgele 6 gruba ayrlarak, calisma gruplan
olusturulmustur. ik hafta tiim gruplara hicbir islem yapilmadan ortama alismalar
saglanmistir. Grup I (n=10) kontrol grubu olup, bu gruba son 5 hafta boyunca sadece
standart yem ve icme suyu verilmistir. Grup II'ye (n=10) son 5 hafta boyunca
standart yem ve 2000 ppm Pb-asetat iceren su verilmistir. Grup IIT’e (n=10) son 5
hafta boyunca standart yem ve 2000 ppm Pb-asetat ve 100 mg/kg/giin olacak sekilde
L-metiyonin iceren su verilmistir. Grup IV’e (n=8) son 5 hafta boyunca standart yem
ve 2000 ppm Pb-asetat iceren su ve 25 mg/kg/giin olacak sekilde o-lipoik asit (1:1
oraninda etanol: serum fizyolojik karisiminda c¢oziinmiis olarak) periton ici
verilmistir. Deney bitimine yakin on rattan ikisi enjeksiyona bagli peritonitten 6lmiis
ve bu grupta denek sayis1 8 adet kalmistir. Grup V’e (n=10) son 5 hafta boyunca
standart yem ve 2000 ppm Pb-asetat ve 800 mg/kg/giin olacak sekilde N-asetilsistein
iceren su verilmistir. Grup VI'ya (n=10) son 5 hafta boyunca standart yem ve 2000
ppm Pb-asetat ve 50 mg/kg/giin olacak sekilde L-homosistein igeren su verilmistir.

Deneysel uygulamadan sonra biitiin gruplardaki ratlardan dekapitasyon ile
kanlar alinarak; kursun icermeyen antikoagulansiz tiipler (6 ml) ile EDTA’l1 (2 ml)
ve heparinli tiiplere (0,5 ml) konulmustur. Daha sonra ratlarin ¢alismada kullanilacak
olan karaciger, bobrek ve beyin dokular1 cikarilarak; serum fizyolojikle yikanip,
aliminyum folyolara sarildi. Serum, hemolizat ve plazmalar hazirlandi. Doku ve kan
ornekleri derin dondurucuda -20 °C’de calisma giiniine kadar muhafaza edilmistir.

4.1. Hemoglobin Olciimii

Kontrol ve deney gruplarina ait tam kanda hemoglobin miktarlar1 Drabkin
ayiract kullamlarak siyanomethemoglobin yontemi ile olciildii (76). Bu yontemde

ferrisiyaniir, hemoglobindeki demiri oksitleyerek iki degerden ii¢ degerli demire



cevirir ve methemoglobine doniismesini saglar. Bunu takiben potasyum siyanid ile
kararli bir pigment olan siyanmethemoglobin meydana gelir ve absorbansi
spektrofotometrede (TECHCOMP 8500, Cin) 546 nm’de okunur.

Ayrraclar:

1. Drabkin aymrac1: 50 mg KCN, 200 mg K3Fe(CN)s, 1.000 gr NaHCO;
alinarak, az miktarda distile su ile ¢oziildiikten sonra bir litreye tamamlanir.

2. Hemoglobin Standardi: Sigma-Aldrich 18 gr liyofilize hemoglobin
standard1 100 ml distile suda ¢oziildii. Bu standart 18 gr/dl hemoglobin icermektedir.

islem:

Kor Standart Ornek
Drabkin ayiraci (ml) 5.0 5.0 5.0
Hemoglobin Std (pL) --- 20 ---
Hemolizat (uL) - - 20

Tiipler iyice karnistirildi ve oda 1sisinda 20 dakika bekletildikten sonra 546
nm’de spektrofotometrede (TECHCOMP 8500, Cin) olciildii (76).

Hesaplama:

ar/dl Hemoglobin — ek Absorbanst o g

std Absorhans

4.2. Serum Lipit Peroksit Diizeylerinin Olciimii

Serum lipit peroksit diizeylerinin MDA olarak oOl¢timii, Satoh (116) ve
Yagi’den (144) modifiye edilen bir yontemle spektrofotometrik olarak
gerceklestirildi. Bu yontemin prensibi, pH’'nin 3.4 oldugu oksijenli bir ortamda
serumun tiyobarbitiirik asit (TBA) ile 95 °© C’de inkiibasyonu sonucu olusan iirliniin
renginin 532 nm’de Olciilmesidir. Olusan renkli bilesik, lipit peroksidin sekonder
iriinii olan MDA ’ya aittir.

Ayrraclar:

1. % 10’luk fosfotungustik asit (FTA).

2. 0.083 N Siilfiirik asit (H2SOx).

3. Tiyobarbiitirik asit (TBA) ayiraci: Esit hacim % 0.67 TBA ile glasiyel asetik
asit karistirilarak hazirlanir.

4. N-Biitanol.

5. 4.1 nmol/ml standart (1,1,3,4 tetrametoksipropan) ¢ozeltisi.

Deneyin yapihisi:



Kor Standart Ornek

Serum veya plazma (ml) - - 0.3
0.083 N H,SOy4 (ml) - - 24
% 10 FTA (ml) - - 0.3

Tiipler iyice karistirildi ve oda 1sisinda 5 dakika bekletildikten sonra 3000
rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatant atildiktan sonra ¢okelek iizerine 1.5 ml
distile su eklenerek i1yice karistirildi ve tekrar 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant tekrar atild1 ve presipitat (¢cokelek) deneyin bundan sonraki agamasinda

kullanildi.

Saf su (ml) 4.0 3.0 4.0
TBA ayract (ml) 1.0 1.0 1.0
Standart (4.1nmol/L) (ml) - 1.0 -

Tipler iyice karistirlldiktan sonra iizerine cam bilye konularak kaynar su
banyosunda 60 dakika kaynatildi. Bu siire sonunda ani sogutma yapildi ve biitiin
tiiplere 3.0 ml n-biitanol eklendi ve iyice karistirildiktan sonra tiipler 3000 rpm’de 10
dakika santrifiij edildi. Daha sonra ornek ve standardin n-biitanol fazi 532 nm’de
kore kars1 spektrofotometrede (TECHCOMP 8500, Cin) okundu.

Hesaplama:
Serum MDA (nmol/ml) = 4.1 x [Ornek absorbansi/Standart absorbansi] x (1/0.3 ml)

4.3. Enzimatik Antioksidanlarin Olciimii

Eritrosit SOD ve GSH-Px aktivitelerinin ol¢iimii: Randox firmasina ait
ticari kitler (Randox Laboratories, Diamond Road, Crumlin, Co. Antrim, United
Kingdom, BT29 4QY) kullanilarak her iki enzimin 6l¢tiimii yapildi.

4.3.1. SOD Enzim Aktivitesi Olciimii

Oksidatif enerji iiretimi sirasinda olusan siiperoksit radikalleri dismutasyona
ugratilarak hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniistiiriilir. Bu yontemde,
ksantin ve ksantin oksidaz kullanilarak olusturulan siiperoksit (O,) radikallerinin 2-
[4-iyodofenil]-3-[4-nitrofenol]-5-feniltetrazoliyum  kloriir ~ (p-iyodonitrozoliyum
violet: INT) ile olusturdugu kirmizi renkli formazon boyasinin 505 nm dalga
boyunda verdigi optik dansitenin okunmasi esas alinmaktadir. Ornekte bulunan SOD,

sliperoksit radikalini ortamdan uzaklastirarak formazon reaksiyonunu inhibe



etmektedir. Sonucta olusan kirmizi renkteki azalmanin tespiti ile SOD aktivitesi
Olciilmektedir. Kirmiz1 rengin siddeti ile SOD aktivitesinin biiytikliigii arasinda ters

bir iliski mevcuttur.

K santin KEzantin cksicdaz v Uik asit + D-:E

Formazon boyast veya

T

205 +2mt —29 . 0, +Hy0,
Ornegin hazirlanmasi
EDTA’l1 kan 6rnekleri kullanildi. Ornegin 0.5 ml’si 3000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildikten sonra plazmalar1 ayrildi. Kalan eritrositler her defasinda 3 ml %
0.9’luk NaCl soliisyonu ile 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek dort kez
yikandi. Yikanmis eritrosit paketi soguk saf su ile 2 ml’ye tamamlandiktan sonra
karnistirildi ve -20 ° C’de saklandi. Lizatlar calisma oncesinde derin dondurucudan
cikartild1 ve oda 1s1sinda ¢oziinmeye birakildr (15-20 dakika). Daha sonra orneklerin
% inhibisyonunu % 30 - % 60 arasina diisiirmek icin, 0.01 mmol/L fosfat tamponu
(pH’s1 7.0) ile lizat 25 kat sulandirildi ve hesaplamalarda sulandirma faktorii 100
olarak alindi.
Ayrraclarm hazirlanmasi:

1. Karma (mixed) substrat: Bir sise substrat 1, tampon 2’nin 20 ml’si ile
sulandirilarak hazirlanir ve 10 giin i¢inde kullanilmalidir.

2. Tampon kullamm i¢in hazirdir. 2-8 ° C’de saklandiginda son kullanma
tarthine kadar kararliligini korur.

3. Ksantin oksidaz: Bir sise ksantin oksidaz 3, 10 ml saf su ile sulandirilarak
hazirlanir. 2-8 ° C’de saklandiginda kararliligini 2 hafta siiresince korur.

4. Standart: Bir sise standart 4, 10 ml saf su ile sulandirilarak hazirlanir. Bu
standardin bundan sonraki sulandirmalari sulandirma ayiraci 5 ile yapilir, ev
degerlendirme egrisi bu son konsantrasyonlara gore hazirlanir.

5. Fosfat tamponu: Na,HPO,4 (0.01 mol/L) ve KH;PO4 (0.01mol/L)’den pH’s1
7.0 olan 0.01 mol/L’lik tampon hazirlandi. Bu tampon ayni zamanda standart

1 olarak da kullanilir.



Standartlarin hazirlanmasi:

Standart soliisyonu hacmi Ornek sulandirict  Konsantrasyon
hacmi

S6 Sulandirma yapilmamis standart - 54

S5 5 ml of S6 Sml 2.7

S4 S ml of S5 S5ml 1.35
S3 5 ml of S4 S5ml 0.675
S2 3 ml of S3 6 ml 0.225
S1 0.01 mol/L fosfat tamponu - -

Sulandirilmasi yapilmis biitiin standartlar 2-4 © C’de 2 hafta saklanabilir.

Calisma Prosediirii

Calisma korii Standart (2-6) Ornek
Ornek (ml) - - 0.05
Standart (ml) - 0.05 -
Fosfat tamponu (S1) (ml) 0.05 - -
Karma substrat (ml) 1.7 1.7 1.7

Biitiin tiipler iyice karistirilir.

Ksantin oksidaz (ml) 0.25 0.25 0.25

Biitiin tiipler tekrar karistinldiktan 30 saniye sonra caligma Kkoriiniin,
standardin ve 6rnegin 37 ° C ve 505 nm’deki absorbanslar1 (A1) havaya kars1 alinir.

Ayn1 anda kronometre ¢alistirilir ve 3 dakika sonra son absorbanslar1 alinir (A2).

Hesaplama:
Afdalika = 221
*~ 3 dakika
AL -
Standartlar icin % inhibisyon = 100 — Std fdakdka % 100
AA Calgma kiri/dalika
) o AR A ekrdatika
Crnelder 1gmn % mbubisyon = 100 - 3100

AL Calema kiiriddakika

Calisma koriine ait deger inhibisyona ugramamis olarak kabul edilir ve
degeri % 100 olarak alinir. Tiim standartlar ve Ornekler i¢in % inhibisyon degeri

yukaridaki formiile gore hesaplanir.



Standart hazirlama tablosunda verilen tiim standart konsantrasyonlarina gore
calisma yapilarak, her standart icin bulunan % inhibisyon degeri Y eksenine ve
standart konsantrasyonlarinin degerleri (U/ml) de X eksenine yerlestirilerek
hiperbolik bir egri elde edilir (Sekil 10). Standart hazirlama tablosunda verilen tim
standart konsantrasyonlarina gore calisma yapilarak, her standart icin bulunan %
inhibisyon degeri Y eksenine ve standart konsantrasyonlarinin logaritmik doniigiim
degerleri de X eksenine yerlestirilerek standart egri grafigi cizilir (Sekil 11). Boylece

degerlendirilmelerde bu dogru grafigi kullanilir.
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Sekil 10. SOD i¢in standartlara ait % inhibisyon-konsantrasyon egrisi.
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Sekil 11. SOD icin standartlara ait % inhibisyon-log [konsantrasyon] egrisi.

Orneklere ait % inhibisyon degerlerine karsilik gelen lizat SOD aktivitelerinin
logaritmik degerlerinin antilogaritmalar1 alinarak eritrositlere ait SOD aktivitesi
bulunarak diliisyon faktorii ile carpilir. U/ml olarak bulunan bu son deger 0rnege ait

hemoglobin degerine oranlanir ve U/grHb cinsinden enzim aktivitesi bulunur.



4.3.2. GSH-Px Enzim Aktivitesi Ol¢iimii

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), kiimen peroksit (ROOH) varliginda
indirgenmis glutatyonun (GSH) yiikseltgenmis glutatyona (GSSG) doniismesini
katalizler. Kiimen peroksidin bulundugu ortamda olusan GSSG, glutatyon rediiktaz
(GR) ve NADPH yardimiyla GSH’ya indirgenir. GSH-Px aktivitesi, NADPH’1n
NADP"ye yiikseltgenmesi sirasinda absorbans farkimin 340 nm’de okunmas: ile

Olciiliir.
€15
2G5H + ROOH —— ROH + GS5G + HoO

GSSG + NADRH + HY_ MADPT + 2GSH

Ornegin Hazirlanmas::

GSH-Px ol¢iimii icin heparinize tam kan kullanild1 ve diger peroksidazlarin
sebep olacagi yiiksek sonuglarin elde edilmemesi i¢in, heparinize tam kan Ornegine
cift giiglii Drabkin ayiraci ilave edildi. Bunun i¢in 0.05 ml tam kan 6rnegi 1.0 ml
seyreltici soliisyon ile seyreltilerek GSH-Px indirgenmis formda tutulur. Seyreltici
ilavesinden 5 dakika sonra 1.0 ml ¢ift gii¢lii Drabkin ayiraci ilave edilir ve iyice
karistirildiktan sonra o6lgiimler yapilir. Orneklere Drabkin ilavesinden sonra 20
dakika i¢inde tiim Olciimler yapilmis olmalidir. GSH-Px aktivitelerinin ol¢iimleri
Randox firmasina ait Ransel ticari kiti ile otoanalizérde (OLYMPUS AU 600, ABD)
uyarlama ayarlar1 gerceklestirilerek yapildi.

Ayrraclar:

1. Cift giiclii Drabkin ayiraci: Asagidaki kimyasal maddeler 1000 ml saf suda
¢oziiliir.

A. Sodyum bikarbonat : 2 gram.

B. Potasyum ferrisiyanid : 0.4 gram.

C. Potasyum siyanid : 0.104 gram.

2. Glutatyon peroksidaz kitinin ayiraglarinin hazirlanmasi:

Icerik Konsantrasyon

1. Ayirag Glutatyon 4 mmol/l, Glutatyon rediiktaz > 0.5
U/, NADPH 0.34 mmol/l

2. Tampon Fosfat tamponu 0.05 mol/l ve pH 7.2, EDTA
4.3 mmol/l

3. Kumen hidroperoksid 0.18 mmol/l

4. Seyreltici solusyon




RANSEL Glutatyon Peroksidaz’in OLYMPUS AU 600 cihazina uyarlanmasi

TEST NUMBER

TEST NAME

SAMPLE TYPE

SAMPLE VOLUME
DILUENT VOLUME
REAGENT VOLUME (R1)
DILUENT VOLUME
REAGENT VOLUME (R2)
DILUENT VOLUME
WAVELENGTH MAIN
WAVELENGTH SUB
METHOD

REACTION

POINT 1

POINT 2

LINERITY

NO LAG TIME
MINIMUM OD
MAXIMUM OD

REAGENT O.D. LIMIT

DYNAMIC RANGE

CORRELATION FACTOR

ON BOARD STABILITY PERIOD
CALIBRATION

CALIBRATION TYPE
FORMULA

COUNT

PROCESS

1 POINT CALIBRATION POINT
MB TYPE FACTOR

CALIBRATOR STABILITY PERIOD

FIRST
LAST
FIRST
LAST
FIRST
SEC

FIRST

LAST

uL
uL
uL
uL
uL
uL
nm

nm

w > T O T oD C

%

Ransel
Whole blood
5
10
200
10
50

340
380

Rate

15
21

NO
0.2
2.0
0.7
2.0
0.7
2.0

840

1.0
0.0

MB

CONC

10784



Ayrraclarin hazirlanmasi:
1. Bir sise ayira¢ 1: 10 ml tampon 2 de ¢oziiliir ve bu son ayira¢ oda 1sisinda 8
saat, 2—-8 ° C’de ise 48 saat kararliligin1 koruyabilir.
2. Tampon: Kullanima hazir durumda olup, 2-8 ° C’de saklanirsa son kullanma
tarihine kadar bozulmadan kalabilir.
3. Kumen hidroperoksid: 10 ul kumen hidroperoksid 52 ml saf suya ilave edilir.
Kumen zor ¢oziindiigiinden uzun siire ve giiclii bir sekilde karistiritlmalidir.
Bu c¢alisma ayiraci taze olarak hazirlanip kullanilmalidir. Ancak konsantre
kumen hidroperoksid 2—8 ° C’de son kullanma tarihine kadar saklanabilir.
4. Seyreltici ayirag: Bir sise ayirac 4, 200 ml saf su ile seyreltilir ve oda 1s1sinda
3 giin, 2-8 ° C’de ise 4 hafta saklanabilir.
4.4. Vitamin A ve E Tayini
Deney ve kontrol gruplarinin EDTA’l tiiplere alinan kanlarindan ayrilan
plazmalar analiz edilinceye kadar -20 ° C’de saklandi. Bu ¢alisma parametreleri i¢in
hazir ticari kitler kullanildi. Vitamin A ve E diizeyleri, Recipe marka (Recipe
Chemical and Instruments GmbH, Munich, Germany) ticari kitleri kullanilarak,
SHIMADZU AVP 10 marka yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC) ile
tespit edildi. HPLC’de UV dedektorii kullanildi ve 325 nm’de 3 dakika sonra 295
nm’de Ol¢iim yapildi. Kolon sicakligi 30 © C olarak ayarlandi ve bu vitaminler i¢in
ticari kitin 6zel C18 kolonu kullamildi. Bu ¢alismada flow rate 1.5 ml/min, injection
volume 20 pL ve run time 8 dakika alinarak l¢iim yapildi.
4.5. Total Antioksidan Kapasitelerinin Olciimii
Karaciger, bobrek ve beyin dokular1 dekapitasyondan sonra ¢ikarilip, soguk
serum fizyolojik ile yikandi ve aluminyum folyolara sarildi. 1/5 oraninda (0.5 mg
doku / 2 ml tampon ¢ozeltisi) 140 mM soguk fosfat tamponu (pH 7.4) kullanilarak,
homojenatlar hazirlandiktan sonra 6rnekler analiz islemine kadar -20 ° C’de sakland.
Dokulardaki total antioksidan kapasitelerinin 6l¢iimii Erel’in modifiye ettigi 2,2"-
azinobis 3-etilbenzotiazolin-6-siilfonat (ABTS™) kolorimetrik tayin metodu ile
gerceklestirildi. Metotta renksiz rediikte ABTS bilesigi okside edilerek mavi-yesil
renkli ABTS™ bilesigi radikal olarak kullanilmaktadir. ABTS™, okside olabilen
herhangi bir madde ile karistirildiginda, renksiz ABTS’ye tekrar rediikte olmakta ve
diger yandan reaksiyona giren madde ise okside olmaktadir. Bu ozellik ABTS
kullanan metotlarin temel prensibidir. Bu metotta ABTS™ ile birlikte tek bagina

hidrojen peroksit kullanilmistir (35).



Kimyasallar:

2,2°-azinobis 3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit (ABTS), hidrojen peroksit,
sodyum sitrat Sigma ve Merck’ten saglandi. Suda ¢oziinebilen vitamin E analogu
(Troloks; 6-hidroksi-2, 5, 7, 8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit) Sigma-Aldrich
Chemical Company’den alindi. Tiim kimyasallar oldukca safti ve Tip-1 reaktif-
Olciitiinde deiyonize su kullanildi.

Cihazlar: Is1 kontrollii kiivet tasiyicina sahip Cecil 3000 spektrofometre ve
Abbott marka aeroset otoanalizor kullanildi.

Olciim:

Olgiimler Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dalinda
gerceklestirildi.

Rediikte ABTS molekiilii asidik ortamda (asetat tamponu 30 mmol/L, pH 3.6)
tek basina hidrojen peroksit kullanilarak okside ABTS*’ye cevrilir. Asetat tampon
cozeltisinde konsantre (koyu yesil) ABTS™ molekiilleri uzun siire stabil kalir.
Yiiksek pH degerli konsantre asetat tamponu (0.4 mmol/L, pH 5.8) ile ¢oziildiigiinde,
renk kendiliginden ve yavas bir sekilde beyazlasir. Ornekte bulunan antioksidanlar
kismi konsantrasyonlarina gore bu beyazlasmayr hizlandirir. Bu reaksiyon
spektrofotometre ile izlenebilir ve beyazlanma oram1 Ornegin igerdigi total
antioksidan kapasitesi ile ters orantilidir. Reaksiyon oram total antioksidan kapasitesi
Olciim metotlarinda yaygin bir standart olarak kullanilan Troloks ile kalibre edilir.
Troloks fosfat tamponunda (30 mmol/L, pH 7.4) cozdiiriiliir. Ol¢iim sonuglari
mmol.troloks.Eq/ mg.protein olarak bulunur.

Olciim Reaktifleri:

Reaktif I:

pH 5.8 olan 0.4 mol/L’lik asetat tampon ¢oOzeltisi hazirlamak icin 32.8 gr
CH;COONa alinarak 1000 ml deiyonize suda coziiliir (son konsantrasyon; 0.4
mol/L). Reaktif-lciitii glasiyel asetik asit (22.8 ml), 100 ml deiyonize suda ¢oziiliir
(son konsantrasyon; 0.4 mol/L). Sodyum asetat ¢ozeltisi (940 ml) alinarak, 60 ml
asetik asit ¢ozeltisi ile pH metre kontroliinde tampon ¢ozeltisi hazirlanir ve 4 © C’de
en az 6 ay stabil kalir.

Reaktif IT:

pH 3.6 olan 30 mmol/L’lik asetat tampon ¢ozeltisi icin 2.46 gr CH3COONa
aliarak 1000 ml deiyonize suda ¢oziiliir (son konsantrasyon; 30 mmol/L). Sodyum

asetat ¢ozeltisi (75 ml) alinarak 925 ml asetik asit ¢ozeltisi ile pH metre kontroliinde



tampon hazirlanir. Daha sonra 278 ul ticari H,O, cozeltisi (% 35, Merck) 1000 ml
tampon ¢ozeltisi ile sulandirilir (son konsantrasyon; 2 mmol/L). 0.549 gr ABTS 100
ml hazir ¢ozeltisi ile ¢oziiliir (son konsantrasyon; 10 mmol/L). 1 saat oda 1sisinda
inkiibasyondan sonra karakteristik ABTS™ rengi ortaya ¢ikar. Renkli reaktif 4 ° C’de
en az 6 ay stabil kalir.

Otoanalizorde Olgiim:

Elle spektrofometrenin optimizasyonundan sonra, metot otoanalizore

uygulanir. Olgiim formatr asagidaki tabloda gosterilmistir:

Reaktif 1 voliim 200 pl (Reaktif I: asetat tamponu 0.4
mol/L pH 5.8)

Ornek voliim 5 uL. (Doku homojenatlari)

Reaktif 2 voliim 20 pL (Reaktif II: asetat tamponunda
ABTS™ 30 mmol/L pH 3.6)

Dalgaboyu 660 nm

Okuma noktasi [k absorbans RI ile RII karistirmadan

once ve son absorbans inkiibasyondan
sonra (karistirmadan 5 dk sonra)
Kalibrasyon tipi Lineer

4.6. Dokularda Protein Tayini
Dokularda protein 6l¢iimii Lowry yontemi (79) ile gerceklestirildi. Olciimler
Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dalinda yapildi. Ilk

+25 +1,

basamakta Cu™”nin Cu” ’e indirgendigi biiiret reaksiyonu, ikinci basamakta ise
Folin-Ciocalteu reaktifinin (Fosfomolibdat ve fosfotungstat) Cu*' ile indirgenerek
heteropolimolibden mavi renk olusturmast ve 660 nm’de spektrofometrik olarak
Olciilmesi yer alir.

Reaktifler:
-Alkalin Reaktif: 1 litre icin % 2 Na,COs;, % 0.5 Na Tartarat (K tuzu Na
Dodesilsiilfati ¢okertir), % 0.5 Na Dodesilsiilfat alinir ve son hacim 1 litre deiyonize
suda 0.1 M olacak sekilde NaOH hazirlanarak karistirilir
-Bakur reaktif: 10 ml % 1’lik CuSO4.5H,0 hazirlanir.
Giinliik olarak 50 ml alkalin reaktif ile 0.5 ml bakir reaktif hazirlanarak iyice
karistirilir.
-Folin-Ciocalteu Reaktifi: Esit hacimde distile su ile arzu edilen miktarda hazirlanir.

-Standart: 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60 pg/ml olacak sekilde sigir serum albumininden

(Sigma, 1,5 mg/ml) hazirlanilir.



islem:

® 100 pg kadar doku 6rnegi tartilarak tiiplere konuldu.

e Tiim tiipler distile su ile 1 ml’ye tamamlanir. Blank olarak iki tiipe distile su
konuldu (Ayrica dokular tampona konulmussa, tampon blank olarak
kullanilir).

¢ Alkalin-bakir reaktifi ile diliie Folin-Ciocalteu reaktifi hazirlandi.

e Her bir tiipe 5 ml alkalin-bakir reaktif karisimindan konuldu ve iyice
karistirildi.

® (da1sisinda tiipler 10 dakika inkiibasyona birakildi.

¢ 0.5 ml diliie Folin-Ciocalteu reaktifi eklenir ve hemen 1yice karistirildi.

® (Oda1sisinda tekrar 30 dakika inkiibe edildi.

e Tiipler vortekslenir, spektrofotometre blank ile sifirlanarak 660 nm standart

ve Orneklerin absorbanslar1 okundu (79).
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Hesaplama:

Ornegin absorbanslari grafikteki formiile yerlestirildi ve protein mg/ml’ye
cevrilmek i¢in 1000 ile ¢arpilarak sonuclar elde edildi.

4.7. Istatistik Analizleri

Bu calismada istatistik analizlerinde SPSS 10 (Statistical Program for Social
Sciences) paket programi kullanildi. Biitiin sonuglar aritmetik ortalama + standart
sapma seklinde ifade edildi. Hesaplamalarda tek yonlii varyans analizi ve coklu
karsilastirma yontemleri kullanildi. Anlamlilik derecesi p<0.05 alinarak; gruplara ait
ortalamalar i¢in varyans analizi Oneway ANOVA ve gruplar arasinda 6nem farki

post-hoc Tukey HSD testi ile yapildi.



5. BULGULAR

5.1. Gruplardaki Hb Diizeyleri:

Kontrol grubuna gore kursun, kursun-asetilsistein ve kursun-homosistein
gruplarindaki Hb seviyelerindeki diisiikliik anlaml iken (p<0.01); kursun-metiyonin
ve kursun-lipoik asit gruplarindaki azalis ise istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

Kursun grubuna gore kursun-metiyonin ve kursun-lipoik asit gruplarinda Hb
diizeylerindeki yiikselme anlamli (p<0.01); kursun-asetilsistein ve kursun-
homosistein gruplarindaki yiiksek seviyeler ise istatistiksel olarak anlamli bulunmadi
(Sekil 12, Tablo 2).

Tablo 2. Gruplarin Hb diizeyleri.

Hb diizeyi (gr/dl)

Grup N Ortalama = SD

1 Kontrol 10 16,52+ 1,72

2 Kursun 10 12,71 £1,16°

3 Kursun-metiyonin 10 15,65 +2,54°

4 Kursun-lipoik asit 8 16,51 +1,22°

5 Kursun-asetilsistein 10 13,58 +1,55°%

6 Kursun-homosistein 10 13,15+ 1,64

% Grup 1 ile karsilagtirildiginda, p<0.01; B, Grup 2 ile karsilastirildiginda, p<0.01
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Sekil 12. Gruplarin Hb diizeyleri. *: Grup 1 ile kargilastirildiginda, p<0.01; b, Grup 2
ile karsilastirlldiginda, p<0.01



5.2. Gruplardaki Serum MDA Diizeyleri:

Kontrol grubuna gore serum MDA diizeyleri; kursun (p<0.01) ve kursun-
lipoik asit gruplarinda yiiksekti (p<0.05). Kursun-asetilsisteinin degerlerindeki
yiikselis ile kursun-metiyonin, kursun-homosistein gruplarindaki azalis istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi.

Kursun grubu ile karsilastirildiginda tiim siilfiirlii antioksidan verilen
gruplarda serum MDA diizeyleri diisiik (p<0.01) bulundu (Sekil 13, Tablo 3).

Tablo 3. Gruplarin serum MDA diizeyleri.

Serum MDA diizeyi (nmol/ml)

Grup N Ortalama = SD
1 Kontrol 10 0,35+ 0,06

2 Kursun 10 0,66 +0,06*

3 Kursun-metiyonin 10 0,29 +£0,03 ¢

4 Kursun-lipoik asit 8 0,45+0,10 >¢
5 Kursun-asetilsistein 10 0,40 £0,09 °

6 Kursun-homosistein 10 0,28 £0,07 ¢

% Grup 1 ile karsilagtirildiginda, p<0.01; b, Grup 1 ile karsilagtirlldiginda, p<0.05;
‘. Grup 2 ile karsilagtirildiginda, p<0.01
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Sekil 13. Gruplarin serum MDA diizeyleri. *: Grup 1 ile karsilastirildiginda, p<0.01;
. Grup 1 ile karsilastirildiginda, p<0.05; ©: Grup 2 ile karsilastirildiginda, p<0.01



5.3. Gruplardaki Eritrosit SOD Diizeyleri:

Yapilan analizlerde eritrosit SOD diizeyleri kontrol grubuna gore kursun-
lipoik asit grubunda anlaml diisiik (p<0.05) iken; kursun, kursun-metiyonin, kursun-
asetilsistein gruplarindaki yiikseklik ile kursun-homosistein grubunda azalma ise
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

Kursun grubuna gore kursun-lipoik asit grubunda eritrosit SOD diizeyi
anlamli diisik (p<0.01) iken; diger siilfiirlii antioksidan verilen gruplarda ise
istatistiksel olarak anlaml farklilik bulunmadi (Sekil 14, Tablo 4).

Tablo 4. Gruplarin eritrosit SOD diizeyleri.

Eritrosit SOD diizeyi (U/grHb)

Grup N Ortalama = SD

1 Kontrol 10 1954,31 + 788,84

2 Kursun 10 2476,58 + 573,97

3 Kursun-metiyonin 10 2256,85 £ 418,06

4 Kursun-lipoik asit 8 1104,46 £ 362,74 *°
5 Kursun-asetilsistein 10 2344,95 + 607,77

6 Kursun-homosistein 10 1872,31 £ 290,03

% Grup 1 ile karsilagtirildiginda, p<0.05; b, Grup 2 ile karsilagtirlldiginda, p<0.01
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Sekil 14. Gruplarin eritrosit SOD diizeyleri. *: Grup 1 ile karsilastirildiginda, p<0.05;
®. Grup 2 ile karsilastirldiginda, p<0.01



5.4. Gruplardaki Eritrosit GSH-Px Diizeyleri:

Yapilan c¢alisma sonucunda kontrol grubuna kiyasla eritrosit GSH-Px

diizeylerindeki yiikselme tiim gruplarda istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

Kursun grubuna gore eritrosit GSH-Px diizeylerindeki diisiikliik kursun-lipoik

asit grubunda (p<0.05) anlamli; diger antioksidan verilen gruplardaki degerlerde ise

azalis istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (Sekil 15, Tablo 5).

Tablo 5. Gruplarin eritrosit GSH-Px diizeyleri.

Eritrosit GSH-Px diizeyi (U/grHb)

Grup N Ortalama = SD
1 Kontrol 10 28,78 = 8,7

2 Kursun 10 2996+ 4,6

3 Kursun-metiyonin 10 29,51 £5,6

4 Kursun-lipoik asit 8 21,58+3,5%

5 Kursun-asetilsistein 10 2927139

6 Kursun-homosistein 10 29,65+2,0

* Grup 2 ile karsilagtirildiginda, p<0.05
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15. Gruplarin eritrosit GSH-Px diizeyleri. *: Grup 2 ile kargilastirildiginda,



5.5. Gruplardaki Plazma Vitamin A Diizeyleri:

Plazma vitamin A diizeyleri kontrol grubuna gore kursun-lipoik asit ve
kursun-homosistein gruplarinda anlamh diisiik (p<0.05); kursun ve kursun-
asetilsistein gruplarinda ise hafif diisiik bulundu. Kursun-metiyonin grubunda
istatistiksel olarak anlamli olmayan yiiksek seviyeler elde edildi.

Kursun grubuna gore plazma vitamin A diizeylerindeki yiikselme kursun-
metiyonin grubunda anlamliyd: (p<0.01). Kursun-asetilsistein grubundaki yiikselis
ile kursun-lipoik asit, kursun-homosistein gruplarindaki azalis ise istatistiksel olarak
anlaml1 bulunmadi (Sekil 16, Tablo 6).

Tablo 6. Gruplarin plazma vitamin A diizeyleri.

Vitamin A diizeyleri (mg/L)

Grup N Ortalama = SD
1 Kontrol 10 1,51 £0,17

2 Kursun 10 1,24 £ 0,28

3 Kursun-metiyonin 10 1,79+ 0,46 °

4 Kursun-lipoik asit 8 1,07+0,13%

5 Kursun-asetilsistein 10 1,38+ 0,18

6 Kursun-homosistein 10 1,14+ 0,25%

% Grup 1 ile karsilagtirildiginda, p<0.05; b, Grup 2 ile karsilagtirlldiginda, p<0.01
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Sekil 16. Gruplarin plazma vitamin A diizeyleri. * Grup 1 ile karsilastirlldiginda,
p<0.05; . Grup 2 ile karsilastirildiginda, p<0.01



5.6. Gruplardaki Plazma Vitamin E Diizeyleri:

Olgiilen plazma vitamin E diizeylerindeki kontrol grubuna kiyasla diisiis
kursun, kursun-lipoik asit ve kursun-homosistein gruplarinda anlamli (p<0.01);
kursun-metiyonin ve kursun-asetilsistein gruplarinda ise istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi.

Kursun grubuna gore plazma vitamin E diizeyleri kursun-homosistein
grubunda disik (p<0.05) bulundu. Kursun-metiyonin, kursun-asetilsistein
gruplarinda tespit edilen yiikselme ile kursun-lipoik asit grubundaki azalis ise
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (Sekil 17, Tablo 7).

Tablo 7. Gruplarin plazma vitamin E diizeyleri.

Vitamin E diizeyleri (mg/L)

Grup N Ortalama = SD
1 Kontrol 10 16,27 +1,9

2 Kursun 10 1220+26%

3 Kursun-metiyonin 10 13,58 +4,4

4 Kursun-lipoik asit 8 10,05+1,5%

5 Kursun-asetilsistein 10 14,18+ 1,5

6 Kursun-homosistein 10 8,46 £09 "

% Grup 1 ile karsilagtirildiginda, p<0.01; b, Grup 2 ile karsilagtinldiginda, p<0.05

Vitamin E
20 ~
18 I
16 = ‘\: a
14 \ [ R1K ortrol
. MmFh
EFPb-Iiet
) 10 I a, b
e )Y
e BFPh-MAC
g EHPb-Hey
4 4
2 -
. N

Sekil 17. Gruplarin plazma vitamin E diizeyleri. *: Grup 1 ile karsilastirildiginda,
p<0.01;": Grup 2 ile karsilastinldiginda, p<0.05



kontrol grubuna gore kursun-lipoik asit grubundaki azalis ile diger gruplardaki

yiikselme istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

stilfiirlii antioksidan verilen gruplarda istatistiksel olarak anlamli olmayan diisiik

bulundu (Sekil 18, Tablo 8).

5.7. Gruplarm Karaciger Total Antioksidan Kapasiteleri:

Karaciger homojenatlarindaki total antioksidan kapasitesileri bakimindan

Kursun grubuna gore karaciger total antioksidan kapasitesi diizeyleri tiim

Tablo 8. Gruplarin karaciger dokularindaki total antioksidan kapasiteleri.

TAK (umol.trolox.Eq/mg.protein)

Grup N Ortalama = SD
1 Kontrol 10 16,60 = 1,27
2 Kursun 10 17,52+ 1,70
3 Kursun-metiyonin 10 17,49 + 1,73
4 Kursun-lipoik asit 8 15,76 £ 2,48
5 Kursun-asetilsistein 10 16,98 + 1,99
6 Kursun-homosistein 10 17,17 £ 2,18
Karaciger total antioksidan kapasitesi
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Sekil 18. Gruplarin karaciger dokularindaki total antioksidan kapasiteleri.




5.8. Gruplarin Bobrek Total Antioksidan Kapasiteleri:

Kontrol grubu bobrek total antioksidan kapasitesi diizeyleri ile yapilan
karsilagtirma sonucunda; kursun-metiyonin ve kursun-lipoik asit gruplarindaki
veriler yiiksek (p<0.01) bulundu. Kursun, kursun-asetilsistein ve kursun-homosistein
gruplarindaki yiikselme ise istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

Kursun grubuna gore bobrek total antioksidan kapasitesi diizeyleri kursun-
metiyonin ve kursun-lipoik asit gruplarinda yiiksek (p<0.01) bulundu. Kursun-
asetilsistein ve kursun-homosistein gruplarindaki yiikselis ise istatistiksel olarak
anlaml1 bulunmadi (Sekil 19, Tablo 9).

Tablo 9. Gruplarin bobrek dokularindaki total antioksidan kapasiteleri.

TAK (umol.trolox.Eq/mg.protein)
Grup N  Ortalama + SD

1 Kontrol 10  16,85+2,33
Kursun 10 17,87 +1,54
Kursun-metiyonin 10 2091+1,98*°

2

3

4 Kursun-lipoik asit 8 21,72+1.84%*°
5 Kursun-asetilsistein 10 18,75 + 1,50

6

Kursun-homosistein 10 18,51 £ 1,35

%:Grup 1 ile karsilastinldiginda, p<0.01; B, Grup 2 ile karsilagtirildiginda, p<0.01
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Sekil 19. Gruplarin bobrek dokularindaki total antioksidan kapasiteleri. *: Grup 1 ile
karsilastirlldiginda, p<0.01; b, Grup 2 ile karsilastirildiginda, p<0.01



5.9. Gruplarin Beyin Total Antioksidan Kapasiteleri:

Kontrol grubuna ait beyin total antioksidan kapasitesi diizeylerine gore
yapilan karsilastirma sonucunda; kursun, kursun-metiyonin, kursun-asetilsistein ve
kursun-lipoik asit gruplarindaki verilerdeki diisiis ile kursun-homosistein grubundaki
yiikselme istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

Kursun grubuna gore beyin total antioksidan kapasitesi diizeylerindeki
yilkselme tiim siilfiirlii antioksidan verilen gruplarda istatistiksel olarak anlaml
bulunmadi (Sekil 20, Tablo 10).

Tablo 10. Gruplarin beyin dokularindaki total antioksidan kapasiteleri.

TAK (umol.trolox.Eq/mg.protein)

Grup N Ortalama = SD
1 Kontrol 10 17,94 £ 1,03
2 Kursun 10 16,85+ 1,47
3 Kursun-metiyonin 10 17,61 £1,72
4 Kursun-lipoik asit 8 18,70 £ 1,97
5 Kursun-asetilsistein 10 17,33+ 1,12
6 Kursun-homosistein 10 17,18 £ 1,05

Bewin total antioksidan kapasites
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Sekil 20. Gruplarin beyin dokularindaki total antioksidan kapasiteleri.



6. TARTISMA

Kursun, bir¢ok iilkede endiistride yaygin olarak kullanilmasindan dolay1 genis
Olclide yayilarak; cevresel bir problem teskil etmektedir. Pil, akiimiilator, boya,
pigment, plastik, seramik sanayi, dokiimhane ve kaynak islerinde calisanlar i¢in
onemli birer mesleki tehdit olusturmaktadir. Toplumun geneli ise gidalar ve sular ya
da endiistriyel baca dumanlar1 veya benzin i¢indeki kursunun havay: kirletmesi ile
kursuna maruz kalmaktadir.

Kursunun laboratuar hayvanlari ile insanlarda merkezi ve periferik sinir
sistemi, hemapoietik sistem, kalp-damar sistemi, kadin ve erkek iireme sistemi
tizerine fizikokimyasal, biyokimyasal ve davranigsal fonksiyon bozukluklarina neden
oldugu gosterilmistir (20, 58, 65, 126, 141, 148).

Kursun zehirlenmesinin en cok etkiledigi hiicreler eritrositlerdir. Eritrositler
oksidatif hasara karsi; oksijene yiiksek konsantrasyonda maruz kalmalari,
yapilarindaki Hb’nin kolayca otooksidasyona ugramasi, membranlarinin lipit
peroksidasyonuna duyarli olmasi ve hasarli komponentlerini tamir etme
yeteneklerinin sinirli olmasi nedeniyle oldukca duyarhidir (110). Kursun bu sistemi;
Hem ve Hb sentezini Onleyerek, eritrosit morfolojisini ve Omriinii degistirerek
etkiler. En goze carpan etkisini Hem biyosentezine yapar (52, 140). Kursun Hem
sentezinde yer alan ALA sentaz, ferroselataz ve ALA dehidrataz (ALAD)
enzimlerinin aktivitesini engellemektedir (10, 34).

In vitro calismalarda kursunun eritrositlerde de oksidatif stresi indiikledigi
gosterilmistir (34, 52). Bu hipotez kursuna maruz kalan iscilerin eritrositlerinde
yapilan analizlerle de desteklenmistir (81, 126). Kursun zehirlenmesine bagh
oksidatif stres ile ilgili caligmalar, kursunla indiiklenen zararlara karsi tedavi
stirecinin antioksidanlarla desteklenecegini diisiindiirmektedir.

Solliway ve ark. (126), kursuna mesleki olarak maruz kalmis bireylerdeki
biyokimyasal ve hematalojik degerleri saglikli kontrollerle karsilastirmiglardir.
Eritrosit sayis1 ve Hb konsantrasyonunun 6nemli derecede diismiis; eritrosit GSH-Px
ve idrar 8-ALA seviyelerinin ise yiikselmis oldugunu tespit etmislerdir.

Othman ve ark. (98), kursunla arttirilmis hematoksisite iizerine melatoninin
etkisini arastirmak icin yaptiklar1 calismada ratlara kas i¢i olarak kursun asetat
uygulamiglar; eritrosit sayisi, hematokrit ve Hb icerigi bakimindan kontrole gore

onemli diisiik degerler bulmuslardir. Intragastrik olarak verdikleri melatoninin,



kursun asetatin periferal kan parametrelerinde yaptigr degisiklere karsi ratlari
korudugunu tespit etmislerdir.

El-Missiry (30), kas i¢i kursun asetat verdigi ratlarda Hem sentezindeki
karaciger delta-aminoleviilinik asit sentetaz ile eritrosit delta-aminoleviilinik asit
dehidrataz enzim aktivitelerinin, kan Hb’inin, karaciger demir igerigi seviyelerinin
kontrole gore diistiiglinii ortaya koymustur. Bu etkilerin kursunla birlikte melatonin
verilmesiyle Onlendigini; melatoninin bu etkilerini hiicrelerde koruyucu antioksidan
kapasitesi ile ve serbest radikalleri temizleme yetenegi ile gerceklestirdigini
bildirmistir.

Gurer ve ark. (49), yapmis olduklar1 caligmada kursun asetat verilen ratlarda
hematokrit ve Hb seviyelerinde onemli azalma oldugunu tespit etmislerdir. Kursun
ile birlikte verilen NAC ve succimer’in (DMSA) ise hematolojik degerleri korudugu
sonucuna varmiglardir. Yazarlara gore; NAC bu etkisini tiyol iceren bir antioksidan
olmasi nedeniyle oksidatif strese kars1 koyarak gostermistir. Antioksidan etkisinin,
glutatyon sentezini arttirip, hiicre ici GSH seviyelerini yiikseltmesinden ve direk
olarak ROS’u temizlemesinden kaynaklandigimi bildirmislerdir. NAC’in bor ve
kadmiyum gibi bazi agir metallere karsi selat yapict etkisinin oldugunu da
vurgulamiglardir. Tiim bu yararh etkileri ile NAC’in kursun zehirlenmesinin
bozdugu prooksidan/antioksidan dengesinin diizeltilmesinde yararli olacagini ileri
siirmiiglerdir.

Yaptigimiz ¢alismada i¢gme sulari ile bes hafta boyunca kursun asetat verilen
ratlarda Hb diizeyleri kontrole gore istatistiksel olarak onemli diisiik bulundu. Kursun
ile birlikte metiyonin ve lipoik asit verilen gruplardaki Hb degerlerinin kursun
grubuna gore Onemli yiiksek; kursun ile birlikte asetilsistein ve homosistein verilen
gruplarda ol¢iilen Hb degerlerinin ise kursun grubuna gore énemli olmayan yiiksek
oldugu tespit edildi. Metiyonin, hiicre i¢i antioksidan etki gostererek hiicreleri
oksidatif hasara karsi koruyan GSH’nin yapisinda yer alan sisteinin sentezi icin
kiikiirt saglamaktadir. Dolayisiyla metiyonin, kiiciik molekiil agirligina sahip
antioksidan etkili GSH ic¢in Onciil bir molekiildir (62, 99). Bunun yani sira
metiyonine ait tiyol gruplari, dokularda kursun ile selat olusturabilmektedir (101).
Diger taraftan lipoik asit bir, indirgenmis formu olan dihidro-lipoik asit (DHLA) ise
iki adet serbest siilfidril grubu icermektedir. LA ve DHLA ikisi de bazi ROS’lan
temizleyebilir; vitamin E, vitamin C ve GSH gibi baz1 antioksidanlar radikal ya da

inaktif formundan yeniden olusturabilir (88). Yaptigimiz calismada; siilfiir iceren



bilesiklerin 6zellikle metiyonin ve lipoik asidin, kursunun Hb diizeyleri iizerine
azaltic1 etkisini geri cevirmeleri muhtemelen bu bilesiklerin antioksidatif etkileri ile
radikalleri temizleme 6zelliklerine baglanabilir.

Viicutta siiperoksit, hidroksil, hidrojen peroksit ve lipit peroksitler gibi reaktif
oksijen bilesiklerinin meydana gelmesi sonucu agir metallerin iyonlar1 degisir ve
bunlar protein, membran lipidi ve niikleik asitler gibi hiicre komponentlerine zarar
verir (36, 153). Gegis metalleri, biyolojik sistemlerde ROS meydana getirerek;
kursun ise hiicrelerdeki pro-oksidan/oksidan dengesini bozarak; lipit peroksidasyonu
ile DNA hasar1 olusturur ve boylece hiicrenin antioksidan savunma sistemlerini
tiiketir (34, 52). In vitro calismalar kursun uygulanmasinin ardindan ROS iiretiminin
artigim gostermistir (33, 50, 57, 152). In vivo galismalar ise hayvanlarda ve iscilerde
kursun maruziyetinin ROS olusumu ile antioksidan savunma sistemlerini
degistirdigini gostermistir (20, 65, 98, 126, 130).

iki degerlikli Co™, Mn**, V*), Cu™, Fe'’; linoleik ve linolenik asit
emiilsiyonlarindaki oksidatif hasari arttirmaktadir. Kursunun da boyle bir prooksidan
etkisi goriilmiistiir (34, 52). Yiin ve Lin (152), linoleik, linolenik ve arasidonik asidi
kursun ile inkubasyona birakmislar ve MDA miktarim arttirdigini belirlemislerdir.
El-Sokkary ve ark. (31), kursuna maruz birakilan ratlarin beyin homojenatlarinda;
Sandhir ve Gill (115) karacigerde lipit peroksidasyonunun (TBARS) arttigin1 ve
antioksidanlarin azaldigini tespit etmislerdir. Somashekaraiah ve ark. (128), tavuk
embriyolarinin karaciger, mitokondri ve lizozom membranlarinda kursuna bagli lipit
peroksidasyonunun arttigini gostermislerdir.

Attri ve ark. (6), ratlara verdikleri kursunun kan basincini, plazma lipit
peroksidasyonu gostergesi olan MDA seviyelerini onemli derecede arttirdigini; NO
metabolitlerini ise onemli derecede azalttigini tespit etmislerdir. Kursun ile birlikte
verdikleri vitamin C’nin ROS inaktivasyonu ile lipit peroksidasyonunu azalttigini;
NO salintmim ve bdylece NO’nun etkisiyle artan hipertansiyonu ise normale
cevirdigini aciklamislardir.

Mousa ve ark. (92), disi kecilere agiz yoluyla iki hafta boyunca kursun
vermisler ve 14 giin sonunda kursun grubunda Onemli derecede lipit peroksit
diizeylerinin arttigini tespit etmislerdir.

Patra ve Swarup (102), disi ineklerde kursunun 28 giin oral olarak

uygulanmasinin ardindan; eritrosit hemolizatlarinda yaptiklar1 lipit peroksit



analizlerinde kontrole gore istatistiksel olarak anlamli yiikselme oldugunu
bulmuglardir.

El-Missiry (30), ratlarda kursuna bagli hepatik lipit peroksidasyonunda
kontrole gore 6nemli artis oldugunu 6l¢miistiir. Kursun ile birlikte vitamin C verilen
grupta ise lipit peroksidasyonun normal seviyelerde oldugunu gostermistir.

Gurer ve ark. (50) yapmis olduklar1 ¢calismada; kursun asetat verilen ratlarda
kontrol grubuna gore eritrositler ile beyin ve bobrek dokularindaki lipit
peroksidasyonuna bagli MDA seviyelerini énemli derecede yiiksek bulmuslardir.
Kursunla birlikte LA verilen grupta ise MDA diizeyleri onemli derecede azalmis ve
kontrol degerlerinin biraz lizerinde olarak tespit edilmistir. Ayn1 calismada kullanilan
Cin hamsteri ovaryum hiicrelerinde ise kursuna maruz birakilan hiicrelerde MDA
seviyeleri, % 205 oraninda artmis; kursunla birlikte SOD+katalaz veya LA ile
birlikte inkiibe edilen grupta ise kontrol diizeylerine inmistir.

Patra ve ark. (103), ratlara 4 hafta boyunca kursun asetat vermis ve takip eden
5. hafta boyunca oral yolla askorbik asit, a-tokoferol ve L-metiyonin vermislerdir.
Deney bitiminde kursun asetat verilen grubun kan kursun diizeyleri ortalama 70
pug/dl iken, metiyonin verilen grupta 46 pg/dl olarak bulunmustur. Lipit
peroksidasyonunun gostergesi olan MDA diizeyleri, kursun grubunun karaciger ve
beyinlerinde kontrol grubuna gore Onemli derecede yiiksek olarak Olc¢iilmiistiir.
Bobrekte ise hafif derecede bir artis oldugu goriilmiistiir. Metiyonin verilen gruptaki
MDA diizeyleri, kontrol grubuna gore hafif yiiksek; fakat kursun grubuna gore ise
onemli derecede diisiik bulunmustur.

Gurer ve ark. (49), kursun asetat verilen ratlarda eritrosit MDA igeriginin
kontrole gore Onemli derecede arttigini tespit etmislerdir. Bu durum yazarlar
tarafindan; kursunla artirilan lipit peroksidasyonunun in vivo aldehidik iirtinlerin
olugmasina neden olmasi ve buna bagli olarak aldehit-GSH konjugatlarinin meydana
gelmesi sonucu hiicre i¢i rediikte glutatyon iceriginin azalmasi ile aciklanmistir.
Ayrica kursunun, GSH’ nin siilfidril ve glisinin karboksilik gruplarina baglanarak
hiicre i¢i rediikte GSH miktarinin azalmasma yol actigi fikri de belirtilmistir.
Arastirmacilar etkilerini arastirdiklar: tiyol iceren NAC ve LA gibi antioksidanlarin
ve selat yapict maddelerin uygulanmasinin in vivo kursuna baghh artan MDA
seviyelerini inhibe ettigini ve GSH miktarini arttirdigini bildirmislerdir.

Yaptigimiz calismada; kursun verilen ratlarda lipit peroksidasyonuna bagl

serum MDA diizeyleri kontrol grubuna gore onemli yiiksek bulundu. Bu durum;



muhtemelen kursun tarafindan Hem sentezinde yer alan ALAD enziminin inhibe
edilmesi sonucunda potansiyel bir serbest radikal kaynagi olan amino leviilinik
asidin birikmesi, kursunun biyolojik membranlar iizerine direk etkisi sonucunda lipit
peroksidasyonunu arttirmasi, hiicre i¢i kalsiyum diizeylerini arttirarak mitokondriyel
fonksiyonlar1 bozmasi ve kursunun serbest radikalleri etkisizlestirmede gorevli
enzimler ile GSH diizeylerini azaltmas1 nedeniyle viicutta oksidatif stresin artmasi
sonucunda meydana gelmektedir (55, 114, 130).

Calismamizda kursun ile birlikte verilen metiyonin, a-lipoik asit, asetilsistein
ve homosistein gibi siilfiir iceren antioksidan bilesikler, kursunun yaptigi lipit
peroksidasyununa karsi hiicreleri koruyarak ve serbest radikalleri temizleyerek; tek
basina kursun verilen gruba gore serum MDA konsantrasyonlarinin istatistiksel
olarak anlaml diisiik ¢cikmasina neden olmustur.

Metiyonin, antioksidan etkiye sahip olan GSH i¢in 6nciil bir molekiildiir (62,
99). Boylece GSH, kursunun olusturdugu ROS’u temizleyerek; MDA
konsantrasyonlarinin daha diisiik ¢ikmasina neden olmaktadir. Bunun yani sira
metiyonine ait tiyol gruplari, dokularda kursun ile selat da olusturabilmektedir (103).

In vitro ve in vivo sistemlerde LA ve DHLA’ nin antioksidan potansiyelinin
oldugu gosterilmis ve bu Ozellikleri nedeniyle oksidatif strese bagli olusan
hastaliklarda kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir (88). Kursun toksisitesi esnasinda da
proksidan/antioksidan denge bozulmakta ve bu toksik etkinin antioksidanlarla
asilabilecegi diistiniilmektedir (52). Antioksidan etkili a-lipoik asit, yapisinda distilfit
ihtiva eder ve bunlarla ROS’u etkisizlestirir. Ayrica metal selator 6zelliginden dolay1
kursunun kan ve dokulardaki diizeyini azaltarak etkili olur (50, 62). LA’ nin siilfidril
grubu tasimasimma bagh niikleofilik etkisiyle, GSH’nmin ROS etkisizlestirmesi
esnasinda GSSG’ye oksidasyonunu azaltmakta oldugu da ileri siirtilmiistiir (50).
Diger yandan LA ve DHLA’min da direk antioksidan etkileri ile kursun
zehirlenmesindeki lipit peroksidasyonunun 6nlenmesinde etkili olacag diisiiniilebilir.
Bu kaniya bilesik ciftinin oksidasyon ile olusan ROS’u temizleyebilmesinden;
radikal veya inaktif formlarindan vitamin E ve C 1ile GSH’y1r yeniden
olusturabilmesinden ve kursun ile selat olusturabilmesinden dolayr varilir (100).
Kursunla birlikte lipoik asit verilen gruptaki serum MDA seviyelerinin kontrol
grubuna gore anlamli yiiksek olarak bulunmasina muhtemelen periton i¢i yapilan
enjeksiyon sirasinda meydana gelen stres ve bu grupta Oliimler olmasi nedeniyle

deney sonunda diger gruplara gore olusan 6rnek sayisindaki azalma neden olmustur.



N-asetilsistein, oksidatif stresin etkisini azaltmak i¢in kullanilan tiyol iceren
diger bir antioksidandir. Kabul edilen goriise gore, NAC bu etkisini glutatyon
sentezini stimiile ederek gostermektedir (5, 49, 52). Oral olarak verilen NAC ince
barsakta hizla deasetile olarak sisteine doniistiiriilmekte, hiicre membranini asarak
sistein havuzuna katilmakta ve sonug¢ olarak GSH sentezini arttirmaktadir. Bu durum
sonucunda hiicrelerin antioksidan savunma giicli daha da kuvvetlenmektedir (33).
Glutatyon ise hiicreleri oksidatif hasara karsi koruyarak, detoksifikasyon isleminde
onemli rol oynamaktadir (102, 108). Calismamizda serum MDA diizeylerini NAC,
tek basina kursun asetat verilen gruptan daha asagi seviyelere indirerek, kontrol
degerlerine yaklagtirmistir.

Homosistein, kiikiirt iceren bir amino asittir. Metiyonin diizeyinin azaldigi
durumlarda, metillenerek metiyonine doniismektedir (5, 101). Boylece metiyonin
amino asidi de yukarida belirtildigi gibi kursunun etkilerini tolere etmektedir (103).
Calismamizda homosistein diger siilfiir iceren bilesiklerden daha gii¢lii bir
antioksidan etki ile lipit peroksidasyonuna karsi koymus ve kursun grubuna goére
anlamh diisiik MDA seviyeleri olusturmustur. Homosistein normalde oksidan bir
bilesik olmasina ragmen yapisal olarak kursun tedavisinde kullanilan bir bilesik olan
penisilamine (b,b dimetilsistein) olan benzerliginden dolayr muhtemelen kursun ile
selasyon yaparak onun peroksidatif etkilerini 6nlemistir (63, 156).

SOD, siiperoksidi hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene ¢eviren reaksiyonu
katalizleyen bir metalloenzimdir. GSH-Px ise hidrojen peroksit ve biiyiik molekiillii
lipit hidroperoksitlerinin indirgenmesinden sorumludur (117, 153). Bu iki enzim
reaktif oksijen tiirlerini iceren normal ve patolojik durumlarin incelenmesinde
biyokimyasal bir gosterge olarak kullanilmistir.

Kursunla uyarilan oksidatif stresin mekanizmasi tam olarak bilinmemesine
ragmen; kursun, gecis metalleri (demir, bakir vs.) gibi redoks reaksiyonlar1 verebilen
bir metal degildir. Fakat diger taraftan kursun siilfidril gruplarina afiniteye sahiptir
(55). Kursun, ROS olusumunu arttirarak ve hiicrelerin antioksidan mekanizmalarini
tilketerek; prooksidan/antioksidan oraninda bozulma sonucu oksidatif hasara neden
olmaktadir. Hiicre ici c¢oziinebilir oOzellikteki glutatyon, sistein ve gama-
glutamilsistein gibi indirgenmis siilfidril gruplar1 tasiyan tiyol bilesikleri hiicredeki
fonksiyonlarint siirdiirebilmek i¢in indirgenmis formda bulunmak zorundadirlar.
Kursunun GSH gibi tiyol bilesiklerine baglanmasi sonucunda tiyol oksidasyon-

rediiksiyon reaksiyonlar1 aksamaktadir (49). Kursun zehirlenmesi esnasinda



ALAD’1n inhibisyonu Hem prekiirsorii olan ALA’nin birikmesine, oksihemoglobinin
methemoglobine otooksidasyonunun arttirilmasina ve bdylece siiperoksit ve hidrojen
peroksit formasyonuna neden olmaktadir (49, 90).

Kursunun en ¢ok etki gosterdigi boliimlerden biri de kan yapict sistemlerdir.
RBC iizerine olan etkileri bu hiicrelerin yiiksek afinite ile kursunu baglamalar1 ve
kursuna kan dolasimi esnasinda daha fazla maruz kalmalar1 sonucu olugmaktadir
(126). Kursunla yapilan deneysel ve klinik ¢aligmalar sonucunda elde edilen kan
SOD diizeyleri ile ilgili bulgular iki u¢ludur.

Mousa ve ark. (92), disi kecilere agiz yoluyla iki hafta boyunca kursun asetat
vermisler; GSH-Px, SOD, katalaz, total tiyol gruplari, plazma TAK ve lipit peroksit
diizeylerini tespit etmislerdir. 7. giin sonunda eritrositlerin hemolizatlarindaki GSH-
Px, SOD, katalaz, total tiyol gruplari 6nemli derecede artmis; 14. giin ise tim
parametrelerde 6nemli derecede azalma meydana gelmistir. Bu azalmanin 14. giine
kadar olan lipit peroksit seviyelerindeki artisa bagli oldugunu savunmuslardir.

Patra ve Swarup (102), disi sigirlara 28 giin boyunca i¢gme suyu ile kursun
asetat vermis; eritrosit hemolizatlarinda lipit peroksit seviyeleri ile SOD ve katalaz
aktivitelerini 6l¢miislerdir. SOD ve katalaz aktivitesi, kursun verilen grupta diismiis;
lipit peroksit seviyeleri ise yiikselmistir. Kursuna maruz kalma sonucunda
eritrositlerde antioksidan savunma sistemi gerilemistir.

Sivaprasad ve ark. (122), toksisite olusturmak amacli kursun asetat1 bes hafta
boyunca ratlara icme sulari ile birlikte vermislerdir. LA ve DMSA’y1 tek baslarina ya
da kombine olarak alti hafta boyunca kursunla birlikte periton i¢i uygulamislardir.
Karacigerde kursun hasari sonucu lipit peroksidasyonu onemli oranda artmis; hepatik
ALT, AST, ALP ve GSH miktarlar1 ile antioksidan enzimlerden katalaz, SOD ve
GSH-Px; glutatyon metabolize eden enzimler olan glutatyon rediiktaz, G6PD ve
glutatyon-S-transferaz aktiviteleri ise azalmistir. LA ve DMSA kombinasyonunun
kursunla indiiklenen oksidatif stresi tamamen; LA’ nin ise tek basina kursun hasarini
kismen engelledigini belirtmislerdir.

Monteiro ve ark. (89), kursuna maruz kalan iki farkli fabrikadaki isciler ile
kontrol grubu iizerinde yaptiklar1 ¢calismada SOD enzim aktivitesini énemli oranda
yiiksek ve kan kursun diizeyinin 40 pg/dl’nin {izerinde olan bireylerde ise kursunla
paralel artis gosterdigini tespit etmislerdir. Aym calismada GSH-Px enzim
aktivitelerinin ise birinci fabrika is¢ilerinde ii¢ kat artis; ikinci fabrika bireylerinde

istatistiksel olarak ©nemli olmayan azalma gosterdigini tespit etmislerdir. SOD



enzimindeki artis1 oksihemoglobinin methemoglobine oksidasyonu sonucunda
ortamda meydana gelen siiperoksit iyonlarinin SOD enzim biyosentezini kemik
iligindeki eritroblastlarda indiiklemesine; GSH-Px’deki artisini ise kursunun uyardigi
oksidatif strese kars1 viicudun gosterdigi savunma yanitina baglamiglardir.

Costa ve ark. (20), kursun bazli boya kullanan ¢omlek imalati iscilerinde
MetHb (% total Hb), SOD, protoporfirin-IX, ALA, kan kursun diizeylerini kontrol
grubuna gore Onemli oranda yiiksek bulmuslardir. ALA ile tiim parametreler arasinda
pozitif bir iligki tespit etmislerdir. SOD enzim aktivitesindeki artisi, dokularda ALA
oksidasyonu sonucunda olusan oksiradikallerin zararli etkilerine karsi viicudun
koruyucu yamitina ve kursunun antioksidan savunma sistemlerini uyarmasina
baglamislardir.

Skoczynska ve ark. (124), yedi hafta boyunca haftada bir farkli dozlarda
intragastrik olarak kursun asetat verdikleri ratlar1 kontrol grubu ile karsilastirmalari
sonucunda kan kursun diizeylerinin Onemli derecede yiiksek, serum SOD
diizeylerinin ise anlamli olmayan diisiik oldugunu bulmuslardir.

Solliway ve ark. (126), kursuna mesleki olarak maruz kalmis bireylerdeki
biyokimyasal ve hematalojik degerleri saglikli kontrollerle karsilastirmiglardir.
Eritrosit sayis1 ve Hb konsantrasyonunun onemli derecede diigmiis; eritrosit GSH-Px
ve idrar 6-ALA seviyelerinin ise yiikselmis oldugunu tespit etmislerdir.

Kasperczyk ve ark. (65), deneysel calismalar sonucunda iki uglu SOD
sonuglart olmasindan dolayr bu durumu incelemek i¢in yapmis olduklar1 calismada
kursuna uzun siireli maruz kalmis celik iscilerini 35 pl/dl’nin altinda ve tizerinde kan
kursun diizeyi tastyanlar olmak iizere iki gruba ayirmiglardir. Arastirmada plazma ve
eritrosit SOD (CuZn-SOD) diizeylerinin kontrol grubuna gore yiiksek oldugunu
tespit etmislerdir ve kan kursun diizeyi ile SOD arasinda pozitif korelasyon
saptamiglardir. Kanda olusan SOD aktivitesindeki artisin kursunla artmis reaktif
oksijen tiirlerine kars1 adapte olma mekanizmasi olarak gelistigini ileri siirmiiglerdir.
Bu durumu kursunun ALAD enzimini engellenmesi sonucunda ortamda biriken
ALA’nin peroksidatif etkisine bagli olarak artan siiperoksit radikali nedeniyle SOD
enzim aktivitesindeki ylikselise baglamislardir. Benzer olarak calismamizda olgun
eritrositlerde yer alan CuZn-SOD’u 6l¢miis olduk ve bu nedenle bazi ¢aligmalarda
diisiik ¢ikan plazma SOD diizeylerine gore farkli sonuclar elde ettik.

Calismamizda eritrosit SOD diizeylerinde kontrol grubuna gore kursun,

kursun-metiyonin ve Kkursun-asetilsistein gruplarinda istatistiksel olarak hafif



yiikseklik tespit edildi. Kursun-lipoik asit grubunda anlamli ve kursun-homosistein
grubunda ise anlamli olmayan diisiik seviyelerde bulundu.

Kursun grubuna gore ise kursun-lipoik asit grubundaki eritrosit SOD
diizeylerindeki azalisin anlamli diisiik oldugu goriildii. Kursunla birlikte diger
antioksidanlarin verildigi gruplarda ise kursuna gore anlamli olmayan diisiik eritrosit
SOD seviyeleri elde edildi ve bu antioksidan bilesiklerin kursunun uyardigit SOD
seviyelerine etki ederek, yukaridaki calismalara benzer olarak azalttig1 goriildii.

Eritrosit GSH-Px diizeyleri caligmanin sonunda yapilan analizlerde kontrol
grubuna gore; kursun-lipoik asit grubunda istatistiksel olarak anlamli olmayan diisiik
bulundu. Diger gruplardaki yiikselmenin ise hafif yiiksek oldugu edildi.

Kursun grubuna gore eritrosit GSH-Px diizeyleri kursun-lipoik asit grubunda
anlamh diisiik; kursunla birlikte diger antioksidan verilen gruplarda hafif diisiik tespit
edildi. Bu sonu¢ da yukaridaki calismalara paralel olarak siilfiirlii antioksidan
bilesiklerin kursunla yiikselmis GSH-Px seviyelerine karsi etkili oldugunu
gostermektedir.

Kursun, amino asitlerin az stabil yan zincirlerine, merkaptit, siilthidril ve
sisteinin -SH grubuna yiiksek afinite ile baglandigindan dolay1r antioksidan
enzimlerin arasinda bulundugu bir¢ok enzimin -SH grubuna baglanarak da onlarn
inhibe etmektedir (52, 62). Kandaki kursunun % 70’1 eritrositlerde ALAD’a baglanip
onu inhibe etmekte (11, 42) ve ancak kursunun kalan % 30‘u koproporfirinojen
oksidaz, ferroselataz, katalaz, G6PDH ve SOD ile GPx gibi enzimlere baglanarak
onlar1 inhibe edebilmektedir. ALAD, sekiz benzer alt {initeden olugsmakta ve sekiz
adet -SH grubu tagimaktadir. ALAD’1n kursunu yiiksek oranda baglamasi viicudu
kursuna bagli oksidatif stresten korumaktadir (45). G6PD de bircok -SH grubu
tagimakta ve o da fazla miktarda kursun baglamaktadir (58).

Ayrica ratlar ve insanlarda yapilan analizlerde kursun inhibisyonuna cevap
olarak ALAD enziminde kompenzasyon i¢in bir artis oldugu da gosterilmistir (41,
43). 1k olarak bu artis dolasimdaki eritrositlerde gergeklesmekte; 5-7 giin sonra ise
kemik iligindeki eritroblastlarda kursun maruziyetine bagl olarak uyarilan genlerin
etkisiyle enzim indiiksiyonu gerceklesmektedir (43, 44). Hiicresiz gerceklestirilen bir
analiz de kursunun ALAD’1n de novo sentezini indiikledigini desteklemektedir (42).
Muhtemelen benzer sekilde dolagimdaki ve kemik iligindeki eritrositlerde SOD ve
GSH-Px de kursuna bagh enzim indiiksiyonuna ugramaktadir. Kursun ile ilgili

islerde calisanlarda kursun maruziyeti senelerle ifade edilen uzun siirelerde



gerceklesmektedir. Deneysel olarak ratlar {izerinde yapilan calismalarin cogunda
calismamizdan farkli olarak 4-6 haftalik kursun asetat maruziyetini takiben kursun
verilmesi kesilerek bir hafta boyunca ya kursun grubuna fizyolojik tuzlu su ya da
koruyucu degil de tedavi amacl olarak antioksidan bilesikler verilmistir (49, 50, 103,
122). Calismamizda ise kontrol grubu disindaki tiim gruplara deney bitimine kadar
stirekli kursun asetat ve/veya koruyucu olarak antioksidan bilesikler verilmistir.

Soltaninejad ve ark. (127), subkronik kursun maruziyetine bagh olarak
beyindeki ultrastriiktrel degisiklikler ile oksidatif stres arasindaki iliskiyi aragtirmak
icin yapmus olduklar1 ¢alismada 30 giin boyunca oral olarak % 0,05 (w/v) ile % 0,01
(w/v) miktarinda kursun asetat verilen ratlarda 6nemli olmayan eritrosit-SOD ve kan
katalaz artisi; % 0,1 (w/v) miktarinda verilenlerde ise 6nemli oranda (p<0.01)
eritrosit-SOD ve kan katalaz artis1 tespit etmislerdir. Caligmamizda ratlara 2000 ppm
(2 g/lL = % 0,2 w/v) miktarinda kursun asetat verdik. Yukaridaki ¢alismaya paralel
olarak bes hafta boyunca siirekli % 0,2 (w/v) gibi yiiksek diizeylerde verdigimiz
kursun asetat muhtemelen kan kursun diizeylerini arttirmis ve buna bagli olarak
indiiksiyon sonucu eritrosit SOD ve GSH-Px diizeyleri yiikselmislerdir.

Kasperczyk ve ark. (66), yaptiklar1 calismada kursuna uzun siireli maruz
kalmis celik is¢ilerini incelemeye almislar ve kan kursun diizeylerine paralel olarak
ALA diizeylerinin arttigin1 tespit etmislerdir. MDA, eritrosit GSH-Px ve GR
diizeylerinde kontrole gore artis tespit etmislerdir. GSH-Px diizeylerindeki artisin
doza bagimli oldugunu ve diisiik dozlarda aktivasyonun daha fazla gergeklestigini
belirtmislerdir. GSH-Px ile kursun arasindaki iliskinin GST ile benzerlik tasidigini ve
GST’nin Dock’un (28) yapmis oldugu ¢alisma ile ortaya koydugu sekilde karaciger
ve bobrekte kursun ile indiiklendigini ve bu durumu Suzuki ve ark.’nin (132) kursun
asetat verilmesinin GST mRNA diizeylerini arttirdigim1 ve bunu kursunun op-
mikroglobuline baglanarak; olusan kompleksin ¢ekirdege tasinarak transkripsiyonu
stimiile etmesiyle gerceklestirdigini bildirdikleri caligmayla da iliskilendirmislerdir.
Benzer sekilde kursuna bagli olarak eritroblastik sistemde de gerceklesecek yukarida
mekanizma ile GST ve GSH-Px diizeylerinin eritrositlerde arttirmis olabilecegini
ileri slirmiislerdir. Calismalarinda bulduklar1 eritrosit GSH-Px ile idrar ALA
diizeyleri arasindaki pozitif korelasyonu, artan ALA diizeylerinin yiikselttigi
oksidatif strese yanit olarak GSH-Px diizeyinin yiikselmesine baglamislardir. Benzer

bir iliski Bechara (10) tarafindan ALA’nin metal katalizli aerobik oksidasyonu ile



artan reaktif oksijen tiirleri nedeniyle artmis lipit peroksidasyonu ile kursun
zehirlenmesinde yiikselmis eritrosit SOD ve GSH-Px diizeyleri arasinda kurulmustur.

Gurer ve ark. (50), yaptiklar1 calismada kursun maruziyetine bagl olarak Cin
hamsteri ovaryumu ve ratlarda yiikselmis olan prooksidan/antioksidan oranina lipoik
asit etkisini arastirmiglardir. Cin hamsteri ovaryumu hiicrelerine 20 saat, 500 uM
kursun asetat ve ratlara bes hafta boyunca 2000 ppm kursun asetat uygulamislar ve 6.
hafta ise ratlara su ya da lipoik asit veya DMSA vermislerdir. Yapilan analizler
sonucunda kursun grubu CHO hiicreleri ile ratlarin eritrosit ve beyinlerinde MDA
miktari ile katalaz aktivitesinin kontrole gore arttigini tespit etmislerdir. Yine eritrosit
G6PD aktivitesinde de artisla karsilasilmistir. Katalaz aktivitesindeki artisi, kursuna
bagh lipit peroksidasyonuna baglamislardir. Yazarlar pentoz fosfat yolunun ilk
enzimi ve hiicrelerin mitokondri dist NADPH kaynagi olan G6PD’nin 6zellikle
mitokondrisi olmayan eritrositlerde 6nemli oldugunu belirtmislerdir. GSH’nin
rediikte forma cevrilmesini katalizleyen glutatyon rediiktaz enziminin bu esnada
NADPH’ya ihtiya¢ gostermesine dikkat cekmisler ve ortamda oksidatif stres
sonucunda meydana gelen hidrojen peroksidin GSH-Px tarafindan etkisizlegtirilmesi
esnasinda GSSG miktarinda artis oldugunu vurgulamiglardir. G6PD aktivitesindeki
artis1 ise GSH sentezi icin NADPH tiiketimindeki artisa baglamislardir. Muhtemelen
artan hidrojen peroksidin etkisizlestirilmesine bagli olarak GSH-Px aktivitesi de
artmaktadir.

Calismamizda kursun verilen gruba gore SOD ve GSH-Px, kursunla birlikte
lipoik asit verilen grupta anlamli diisiik olarak bulundu. Bu durum lipoik asidin
hidroksil radikali, hipoklordz asit ve singlet oksijen temizleme 6zelligi ile sistinin
sisteine doniisiimiinii saglayarak glutatyon seviyelerini arttirmasi (50, 62) sonucunda
gerceklesmis olabilir.

Kursunla birlikte metiyonin, NAC ve homosistein verilen gruplarda ise tek
basina kursun verilen gruba gore hafif diisik SOD ve GSH-Px degerleri
bulunmugtur. Bu sonu¢ metiyoninin GSH oOnciilii olmasi nedeniyle kazandigi
antioksidan ozelligiyle (5, 99, 101) ve biinyesindeki tiyol grubu ile dokularda kursun
ile selat olusturmasi sayesinde (52, 103) ortaya cikmistir. NAC ise etkisini
yapisindaki tiyol bilesigi tasiyan bir antioksidan olmasindan dolay1 kursunun yaptigi
oksidatif strese karsi hiicre ici sistein ve GSH diizeylerini arttirarak ya da serbest
radikalleri siilfidril grubuyla baglamas1 ile gostermistir (5, 49, 52, 62, 101).

Homosistein, siilfidrilli bir amino asit olup, viicutta sisteine ya da metiyonine



doniistiiriilmektedir (38). Zappacosta ve ark. (155), yapmis olduklar in vitro
calismada oksidan bir molekiil olan H,O, nin bir moliiniin iiretimi i¢cin 4000 mol
homosisteinin gerektigini ve bdylece pro-oksidan etki ile kalp-damar hastaliklarina
neden olacagi ileri siiriilen homosisteinin viicutta iirettigi H,O, nin 6nemli miktarda
olmadigin1 belirtmislerdir. Ayrica luminol ile dihidrorodamin bilesiklerinin
hipoklorit veya peroksinitrite ve metmyoglobinin ferrilmyoglobine oksidasyonunun
homosistein 1ile inhibe edildigini de gostermislerdir (154). Bundan dolayi,
homosisteinin mikromolar konsantrasyonlarda hiicresel ve kimyasal sistemlerde
prooksidan etki yerine antioksidan etki gosterdigi sonucuna ulasmislardir. Bizim
calismamizda da homosistein kursunun yiikselttigi antioksidan enzim diizeylerini
muhtemelen yukaridaki antioksidan etki mekanizmalari ile daha diisiik ¢ikmasina yol
acmis olabilir.

B-karoten, lipit peroksidasyonunu engelleyerek; kanser, ateroskleroz,
yaslanmayla iligkili makular dejenerasyon ve multipl skleroza yakalanma riskini
azaltmaktadir (153). Kursun zehirlenmesine karsi antioksidan etkisi, zengin [-
karoten ve SOD enzimi iceren bir mavi yesil alg olan Spirulina fusiformis verilen
Swiss farelerinde incelenmis ve farelerin sadece kursun verilenlerden daha uzun siire
yasadiklar1 goriilmiistiir (120). Bu durumda endojen olarak vitamin A ve E, kursuna
bagli olarak artan oksidatif stres ile ortaya c¢ikan ROS’un etkisizlestirilmesinde
kullanilmaktadir. Calismamizda kullanilan siilfiirlii antioksidan bilesiklerin kursunun
etkisiyle harcanan vitamin A ve E seviyelerine karsi ne kadar koruyucu etki
gosterdikleri incelenmistir.

Attri ve ark. (6), kursunla uyarilmis deneysel hipertansiyon modelinde
vitamin C’nin etkisini arastirmislardir. Kursun verilen grupta kontrole gore plazma
lipit peroksidasyonunun (MDA) arttigin tespit etmislerdir. Kursun asetat verilen
ratlarda plazma vitamin A (retinol) ve vitamin E (a-tokoferol) seviyeleri, kontrol ve
vitamin C verilen gruptaki ratlardan 6nemli oranda diisiik bulunmustur. Ayrica
vitamin E ve A diizeylerinin vitamin C verilen grupta énemli sekilde yiikseldigini
gormiislerdir.

Farombi tarafindan yapilan calismada (37); agiz yoluyla kloramfenikol
verilen ratlarda oksidatif strese bagli olarak karacigerde sitozolik SOD seviyesi % 63
artarken, GSH-Px aktivitesi % 57 ve katalaz aktivitesi % 44 oraninda diismiis
bulunmustur. Kloramfenikol verilmesinin ardindan serum vitamin A, C ve B-karoten

seviyeleri énemli derecede diismiis, mikrozomal lipit peroksidasyonu ise Onemli



oranda artmis olarak ol¢iilmiistiir. Bu durumda yazar, kloramfenikoliin olusturdugu
oksidatif hasarin tedavisinde antioksidanlarla desteklemenin yararli olacagin
belirtmistir.

Calismamizda plazma vitamin A diizeyleri kontrol grubuna gore kursun-
metiyonin grubunda hafif yiiksek tespit edildi. Kursun-lipoik asit ve kursun-
homosistein gruplarinda anlamli; kursun ve kursun-asetilsistein gruplarinda ise
anlamli olmayan diisiik seviyeler bulundu.

Kursun grubuna gore plazma vitamin A diizeylerinin, kursun-metiyonin
grubunda anlamli yiikseldigi goriildii. Kursun-lipoik asit ve kursun-homosistein
gruplarindaki diisiik seviyelerin diisilk seviyeler var iken; kursun-asetilsistein
grubundaki yiikselmenin ise istatistiksel olarak anlamli olmadig: tespit edildi.

Metiyonin tiyol gruplart ile dokularda kursun ile selat olusturarak ya da
organizmada sisteine doniistiirilerek GSH sentezine katilmakta; GSH kursunun
olusturdugu ROS’u temizleyerek antioksidan etki gostermektedir (5, 52, 62, 101). Bu
durum yaptigimiz calismada vitamin A seviyelerinin metiyonin verilen grupta daha
yiiksek cikmasina neden olmustur. Ayrica viicutta olusan B-karoten radikalinin daha
sonra vitamin E tarafindan tekrar B-karotene rediiklendigi de belirtilmistir (91).
Muhtemelen buna bagl olarak ¢alismamizda E vitamini seviyeleri diisiik; A vitamini
seviyeleri yliksek olarak ¢ikmistir.

Vitamin E, a-tokoferol biyolojik etkisinde olan 8 farkli bilesigin ortak ismidir
ve biyolojik membranlar ile lipoproteinleri oksidatif strese karsi koruyan yagda
coziinebilen zincir kiran bir antioksidandir. Bilinen en Oonemli 6zelligi antioksidan
etkisi ile peroksitleri ve serbest oksijen radikallerini nétralize edebilmesidir. Vitamin
E, A vitamininin barsaktan absorpsiyonunu ve dokulardaki diizeyini arttirir. Bu
durum biiyiikk bir olasilikla, A vitamininin oksidasyonla kaybinin azaltilmasina
baghdir (87).

Vitamin E’nin ana biyolojik fonksiyonu, hiicrelerin oksidatif strese yanitlarini
hiicresel haber yollarim1 uyararak arttirmaktir. Bir diger koruyucu etkisi ise kursunla
uyaritlmis lipit peroksidasyonun arttirilmasinin ve SOD ile katalaz aktivitelerinin
inhibisyonunun engellenmesidir. Vitamin E ile diger antioksidanlar arasindaki
etkilesim, kursun toksisitesine karsi daha gii¢lii bir koruyucu etki saglamaktadir.
Vitamin E ve C birlikte membranlar lipit peroksidasyonuna karsi korumaktadir.
Vitamin E membranlarin lipit fazina, vitamin C ise sulu faza yerlesmesine ragmen;

vitamin C okside olan vitamin E’yi geri doniistiirmektedir (153).



Roughead ve ark. (113), disi ratlarda farkli konsantrasyonlardaki demir, ¢inko
ve bakir iceren diyetlerin antioksidan sistemler iizerine etkilerini arastirdiklar
calismada; yiiksek demir iceren diyetlerle besledikleri ratlarda karaciger lipit
peroksidasyonunun (TBARS) arttigim1 gormiislerdir. Biyolojik membranlardaki lipit
peroksidasyonuna kars1 serbest radikalleri zincir kirici reaksiyonla elimine eden
vitamin E’nin diizeylerini de viicudun antioksidan kapasitesinin bir Olciitii olarak
tespit etmislerdir. Karaciger vitamin E diizeylerinin diyetlerinde yiiksek oranda
demir bulunan ratlarda kontrole gore onemli derecede azaldigin1 bulmuslardir. Bu
durumu lipit peroksidasyonu sonucu artan serbest radikalleri etkisizlestiren vitamin
E’nin tiikkenmesine baglamiglardir.

Nandhini ve ark. (95), fruktoz ile oksidatif stres olusturulan ratlarin kalp ve
bobreklerinde lipit peroksidasyonunun TBARS, konjuge dien, lipofuskin ve
hidroperoksit diizeyleri olarak yiikselmis oldugunu tespit etmislerdir. Kontrole gore
vitamin E diizeylerini kalp ve bobrekte diisiik bulmuslardir. Bu diisiisiin in vivo
antioksidan olan vitamin E’nin lipit peroksit iiriinleri nedeniyle azalmasiyla meydana
geldigini diisiinmiislerdir.

Calismamizda plazma vitamin E diizeylerindeki kontrol grubuna gore azalis
kursun, kursun-lipoik asit ve kursun-homosistein gruplarinda istatistiksel olarak
anlamli bulundu. Kursun-metiyonin ve kursun-asetilsistein gruplarindaki diigmenin
ise hafif diisiik oldugu tespit edildi.

Kursun grubuna gore plazma vitamin E diizeyleri kursun-homosistein
grubunda anlamli diisik bulundu. Kursun-metiyonin ve kursun-asetilsistein
gruplarindaki seviyelerdeki yiikselme ile kursun-lipoik asit grubundaki diismenin
anlamli olmadig: tespit edildi.

Metiyonin ve NAC cesitli kosullarda oksidatif stresi azaltan tiyol (-SH) iceren
bir antioksidanlardir. Antioksidan etkilerini GSH sentezini uyararak, hiicre ici GSH
seviyelerini arttirarak ve ROS’u temizleyerek gostermektedirler (5, 49, 52, 62, 101).
Ayrica metiyoninin dokularda selator etkisi de bulunmaktadir (52, 62). Yaptigimiz
calismada da buna paralel olarak metiyonin ve NAC, serbest radikallerin plazmada
olusumunu azaltarak ya da onlar etkisizlestirerek; vitamin E diizeyini kursun verilen
ratlara gore daha yiiksek seviyede tutmustur.

In vitro ¢alismalar kursun uygulanmasinin ardindan ROS iiretiminin arttigini
gostermistir (33, 50, 57, 152). In vivo calismalar ise hayvanlarda ve iscilerde kursun

maruziyetinin ROS olusumu ile antioksidan savunma sistemlerini degistirdigini



gostermistir (20, 65, 97, 126). E vitamini, hiicre membran fosfolipitlerinde bulunan
coklu doymamis yag asitlerini serbest radikallerden korur ve lipit peroksil
radikallerini yikarak, lipit peroksidasyon zincir reaksiyonlarini sonlandirir (15, 97,
117, 153). Patra ve ark. (103), tarafindan vitamin E’nin ratlarda karaciger ve beyinde
kursunun indiikledigi lipit peroksidasyon seviyelerini azalttigi g0Osterilmistir.
Calismamizda yukaridaki calismalara paralel sekilde kursuna bagli artmis lipit
peroksidasyonuna bagli olarak harcanan vitamin E seviyeleri, kursun-lipoik asit ve
kursun-homosistein gruplarinda diisiik bulunmustur. Ayrica yukarida daha Once
belirtildigi gibi viicutta olusan B-karoten radikalinin daha sonra vitamin E tarafindan
tekrar B-karotene rediiklendigi de belirtilmistir (91). Muhtemelen buna bagh olarak
da calismamizda E vitamini seviyeleri diisiik; A vitamini seviyeleri yiiksek olarak
cikmistir.

Kursunla indiiklenen oksidatif stresin tam mekanizmasi giiniimiizde halen
bilinmemektedir. Demir ve bakir gibi gecis metallerinin aksine kursun redoks aktif
bir metal degildir. Fakat kursun siilfidril gruplar icin yiiksek afinite gostermektedir.
GSH, sistein ve gama glutamilsistein gibi hiicre i¢cinde ¢oziinebilen tiyol bilesikleri
hiicresel proteinleri indirgenmis halde tutma gorevini yerine getirmek i¢in rediikte
stilfidril gruplarnt icermektedir. Kursun bu siilfidril gruplarina baglanarak, tiyol
oksidasyon/rediiksiyon reaksiyonlarini degistirmekte ve GSH gibi rediikte tiyollerin
kaybr ile hiicresel fonksiyonlar1 bozmaktadir. Kursunla indiiklenen oksidatif stres
esnasinda viicuttaki total antioksidanlarin durumunu inceleyen bircok calisma
yapilmistir (34, 52).

Mousa ve ark. (92), disi kecilere agiz yoluyla iki hafta boyunca kursun asetat
vermisler; GSH-Px, SOD, katalaz, total tiyol gruplari, plazma TAK ve lipit peroksit
diizeylerini tespit etmislerdir. 7 giin sonunda eritrositlerin hemolizatlarindaki GSH-
Px, SOD, katalaz, total tiyol gruplari onemli derecede artmis; 14. giin ise tiim
parametrelerde onemli derecede azalma meydana gelmistir. Bu azalmanin 14. giine
kadar olan lipit peroksit seviyelerindeki artisa bagli oldugunu savunmuslardir.

Patra ve Swarup (102), 28 giin erkek sigirlara igme sulartyla kursun vermis;
eritrosit hemolizatlarinda lipit peroksitler, SOD ve GSH-Px gibi enzimatik
antioksidanlar ile total, proteine bagl olan ve olmayan tiyol gruplarini Sl¢gmiistiir.
Eritrosit SOD diizeylerinin ve plazmadaki total, proteine bagh olan ve olmayan tiyol

gruplarinin istatistiksel olarak 6nemli derecede azaldigini, lipit peroksit diizeylerinin



ise arttigim  bulmuslardir. Sonucu kursunun indiikledigi oksidatif strese
baglamiglardir.

Abdollahi ve ark. (1), kursun asetat verilen ratlarin tiikiiriik salgilar1 ve cene
alti tiikiirik bezinde tek basina ya da sildenafil veya teofilin gibi fosfodiesteraz
inhitorleri ile birlikte etkilerini incelemislerdir. Kursunun tiikiiriik bezi ve
salgilarinda 6nemli derecede lipit peroksidasyonunu arttirdigini; total tiyol
gruplarinin miktarin1 ve antioksidan kapasitelerini diisiirdiiglinii tespit etmislerdir.
cAMP ve cGMP inhibitorleri olan teofilin ve sildenafilin kullanilmasi; kursunla
indiiklenmis oksidatif stres sonucu meydana gelen lipit peroksidasyonundaki artisi,
total tiyol gruplarinin miktarindaki ve antioksidan kapasitelerindeki azalisi geri
cevirmistir. Sonug¢ olarak yazarlar; kursunun tiikiiriikk bezlerinde uyardigi oksidatif
stresi CAMP ve cGMP seviyelerini arttirarak meydana getirdigini bildirmislerdir.

Polo-Romero ve ark. (104), ratlarda gliserolle indiiklenen oksidatif strese
baglh akut bobrek yetmezliginde NAC’1n total antioksidan diizeyi iizerine etkilerini
incelemislerdir. NAC’1n serum total antioksidan aktivitelerinde 6nemli olmayan ve
glutatyon rediiktazda ise dnemli artis meydana getirdigini tespit etmislerdir.

Skrzydlewska ve Farbiszewski (125), ratlara verdikleri metanoliin karaciger,
eritrosit ve serum lipit peroksidasyonu iiriinlerini arttirdigini; karaciger GSH-Px, GR
aktiviteleri ve GSH igerigi ile total antioksidan diizeylerini azalttigini saptamiglardir.
Metanoliin olusturdugu oksidatif stresin ardindan NAC verilmesinin lipit
peroksidasyonunu azalttigini; eritrositler ve karacigerdeki GSH diizeyi ile serum,
eritrositler ve karacigerdeki GSH-iligkili enzimlerin aktivitelerini arttirdigini; TAK
diizeyinde ise onemli derecede bir artisa neden olmadigini bildirmislerdir.

Demasi ve ark. (23), ALA’nin viicutta olusturdugu oksidatif stresi ve plazma
antioksidan kapasitesi ile oksidatif stres arasindaki iliskiyi incelemek i¢in yaptiklar
calismada akut (bir ve iki doz) ve uzamis (sekiz doz) sekilde ALA’y1 (bir doz: 40
mg/kg) ratlara uygulamiglardir. ki doz uygulama sonrasinda beyinde bes Kat,
karacigerde % 50 ve soleus kasinda ise dort kat kemiluminesans yogunlugunda artis
meydana gelmistir. Dokulardaki kemiluminesans bir ve iki doz uygulama sonrasinda
artmis, sekiz doz uygulama sonrasinda ise azalmistir. Luminol/2-amidinopropan
sistemi ile Olgiilen plazma antioksidan kapasitesi de benzer bir sekilde iki doz
uygulama sonrasinda maksimum diizeyde artig gostermis; uzamis uygulama

sonrasinda ise azalmistir. Bu calisma sonrasinda yazarlar plazma antioksidan



sisteminin ALA uygulamasi ile indiiklendigini ve doku kemiluminesansin ALA ile
pozitif korelasyon gosterdigini ortaya koymuslardir.

Yaptigimiz calismada karacigerde total antioksidan kapasitesi diizeyleri
kontrol grubuna gore kursun, kursun-metiyonin, kursun-asetilsistein ve kursun-
homosistein gruplarinda hafif yiiksek olarak; kursun-lipoik asit grubunda ise anlamli
olmayan diisiik seviyelerde tespit edildi.

Kursun grubuna gore karaciger total antioksidan kapasitesi diizeyleri tiim
stilfiirlii antioksidan verilen gruplarda istatistiksel olarak anlamli olmayan diisiik
bulundu.

Kontrol grubuna gore bobrek total antioksidan kapasitesi diizeylerindeki
yiikselmenin kursun-metiyonin, kursun-lipoik asit gruplarinda anlamli; kursun,
kursun-asetilsistein ve kursun-homosistein gruplarinda ise anlamli olmayan yiiksek
oldugu bulundu.

Kursun grubuna gore bobrek total antioksidan kapasitesi diizeyleri kursun-
metiyonin ve kursun-lipoik asit gruplarinda anlaml yiiksek sonuclar verdi. Kursun-
asetilsistein ve kursun-homosistein gruplarinda ise istatistiksel olarak anlaml
olmayan yiiksek bulundu.

Kontrol grubuna gore beyin total antioksidan kapasitesi diizeyleri kursun,
kursun-metiyonin, kursun-asetilsistein ve kursun-homosistein gruplarinda hafif
diisiik bulundu. Kursun-lipoik asit grubunda ise hafif yiiksek seviyelerde tespit
edildi.

Kursun grubuna gére beyin total antioksidan kapasitesi diizeyleri tiim siilfiirlii
antioksidan verilen gruplarda istatistiksel olarak anlamli olmayan yiiksek bulundu.

Yaptigimiz ¢alismada kursunun dokular1 etkileme diizeylerine gore karaciger
ve bobrekte olusan oksidatif strese yanmit olarak total antioksidan diizeylerinde
kontrol grubuna gore bir artis yasanmistir. Beyinde ise bu durum kursunun kan-beyin
bariyerinden yavas ge¢mesi nedeniyle perdelenmistir (67, 141, 148). Karacigerde
sitokrom P4sp’nin sentezlenmesi icin Hem gerekmekte; Hem biyosentezi esnasinda
ALAD enzimi ise kursun tarafindan engellendigi i¢in ortamda ALA birikmektedir
(93, 105). Ayrica kursunun karacigerde yaptig1 oksidatif strese bagl olarak AST ve
ALT diizeylerinde de artis goriilmektedir (141, 148). Kursun ve ALA’nin viicuttan
baslica itrah yeri bobreklerdir (67, 141, 148). Goyer ve Ryne (48) bobreklerin
nefronlarinin ~ dzellikle proksimal tubuluslarinin  kursuna duyarli oldugunu

belirtmislerdir. Bobrek tubulus epitel hiicreleri kursunu bazolateral kisimdan aktif



transport ile serbest iyon seklinde alirlar (136). Yukarida mekanizma ile proksimal
tubuluslar ve siiziilme esnasinda glomeriillerin kursuna maruz kalmasi sonucunda
glomeriiler filtrasyon, bobrek klerensi ve tubular reabsorpsiyon etkilenir. Gelisen
bobrek yetmezligine bagli olarak idrardaki iire, iirik asit, kreatinin, protein, fosfor
miktarlar1 ve idrar ile bobrekteki ALP, ACP, y-GT, B-glukuronidaz aktiviteleri
yiikselir (123). Karacigerde kursunun uyardig1 oksidatif strese bagl olarak ve Hem
sentezinin engellenmesi ile ortamda ALA birikmesi ile bobreklerin ise kursun ve
ALA’nin baglica viicuttan uzaklastirict organ olmast nedeniyle bu organlarda
ALA’nin indiiklemesi ile total antioksidan kapasitesinde bir artis gozlenmistir.
Ayrica karaciger ve bobrek TAK seviyeleri, kursunun muhtemelen uyarici etkisiyle
eritrosit SOD seviyelerinde de meydana getirdigi gibi kontrole gore yiiksek sonuglar
vermistir.

SONUC

Kursun maruziyetine bagl olarak reaktif oksijen tiirlerinin meydana gelmesi
hiicrelerin antioksidan elemanlarinin salinimina ve sonrasinda tiikenmesine neden
olur. Kursunun sebep oldugu oksidatif stresin ana nedeni hiicrelerin
prooksidan/antioksidan dengesini bozmasidir. Bir¢ok arastirmacinin da hemfikir
oldugu gibi kursunla arttirllmis oksidatif hasar; metiyonin, o-lipoik asit, N-
asetilsistein ve homosistein gibi siilfiir iceren antioksidan bilesiklerin hayvan ve
insanlara koruyucu olarak verilmesi ile azaltilabilir. Stlfiir iceren antioksidanlardan
metiyonin ve o-lipoik asit verilmesiyle kursuna bagli azalan Hb seviyeleri
yiikseltilmis; etkisi incelen tiim antioksidan bilesikler ile kursunla artmis serum
MDA seviyeleri diisiiriilmiis; kursunla indiiklenerek artan eritrosit SOD ve GSH-Px
a-lipoik asit ile diisiiriilmiis; kursunla azalan plazma vitamin A seviyeleri metiyonin
ile yiikseltilmistir. Gelecekte cesitli dozlarda kursun maruziyeti sonrasinda ya da
yukaridaki bilesiklerin kombine kullanildigi deneysel calismalarin yapilmasina

ihtiyag vardir.
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