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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

SIGARANIN SERUM MALONDIALDEHIT, ERITROSIT GLUTATYON
PEROKSIDAZ ENZIiM AKTIVITESI ILE YOKSELTGENMIS VE INDIRGENMIS
GLUTATYON MIKTARINA ETKILERININ ARASTIRILMASI

Nilgiin NURAL

Firat Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah
2005, Sayfa: 35+VIIL

Bu calismada sigara kullanan 26 kisi ile sigara kullanmayan 30 Kkisinin eritrosit
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzim aktivitesi —UV-spektrofotometresi kullanilarak
belirlendi. Ayni kisilerin eritrosit yiikseltgenmis glutatyon (GSSG) ve indirgenmis glutatyon
(GSH) miktarlar ile serumlarinda lipit peroksidasyon bir iiriinii olan malondialdehit (MDA)
miktarlar1 da yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ile belirlendi.

Sigara kullanan kisilerin MDA miktarlar1 kontrol grubuna gore yiiksek (p<0.01)
bulundu. Ayrica GSSG miktarlar1 ile GSH-Px aktiviteleri de kontrol grubuna gore
yiiksek(p<0.05) iken sigara kullanan kisilerin GSH miktarlarinin kontrol grubundan farkli
olmadig (p>0.05) goriildi.

Sonug olarak sigaranin MDA miktarinda ve antioksidan aktivitede artig olusturmasi
oksidatif stres ile agiklanabilir.

Anahtar Kelimeler: MDA, GSH-Px, GSSG, GSH, Sigara



ABSTRACT
Master Thesis

THE INVESTIGATION OF EFFECT THE LEVELS OF MDA IN SERUM, OXIDE
AND REDUCTE GLUTATHIONE AMOUNTS AND GLUTATHIONE
PEROXIDASE ACTIVITY IN ERYTHROCYTE OF SMOKE

Nilgiin NURAL
Firat University
Graduate School of Naturaland Applied Sciences,
Department of Chemistry
2005, Page: 35+VII
In this study, glutathione peroxidase enzyme activity (GSH-Px) in erythrocyte of 26
smoked cigarette person and 30 nonsmoker persons taken as control group were determined
by using UV-spectrofotometer. Besides oxide (GSSG) and reducte (GSH) glutathione
amounts in erythrocytes and levels of malondialdehyde (MDA) being a product of lipid
peroxidation in the blood serum of same persons were determined with high performance
liquid chromatography (HPLC).
Serum M DA 1evel was significantly higher in s mokers when ¢ ompared to thatof
controls (p<0.01). Moreover it was obtained that the levels GSSG and GSH-Px activity in
erythrocyte of smokers were significantly higher than those of control group(p<0.05), while
* GSH amounts found to be unchanged in the smokers (p>0.05).
Finally, it can explained that the increase seen in the antioxidant activity and in the

MDA levels, with oxidative stress formation of cigarette.

Keywords:MDA, GSH-Px, GSSG, GSH, Cigarette
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1. GIRiS

Sigara kullaniminin, amfizem akciger kanseri gelisimi, ateroskleroz ve miyokard
infarktiisii gibi akciger ve kardiovaskiiler sistem tizerine birgok yan etkisi olduguna dair pek
¢ok epidemiyolojik kanit vardir [1, 2]. Sigara aldehitler, fenoller, hidrokarbonlar nitrik oksit,
kinon ve semikinon radikalleri gibi pek ¢ok kimyasal yapiyt bulundurur. Bu kimyasal yapilar
direkt veya indirekt yollarla oksijen kaynakli serbest radikal olusumuna yol agarlar [3].
Sigara yiiksek konsantrasyonda nitrojen oksitler igerir. Esas olarak nitrik oksitten olusan bu
yapilar daha sonra nitrojen diokside doniigiir. Nitrojen dioksit bir serbest radikaldir. Sigara
yalnizca nitrojen oksitleri degil peroksi radikaller ve gaz fazinda mevcut karbon merkezli
radikaller ve tar fazinda goreceli olarak stabil baska birkag radikal icerir. Bunlar gesitli kinon
ve hidrokinonlardan kaynaklanan semikinonlardir. B1 radikal yapilar lipit peroksidasyon ve
protein siilfhidril oksidasyonuna neden olarak zar yikimi ve enzim aktiviteleri degisimine
neden olabilir [4]. Bu radikaller organizma i¢in énemli birgok molekiile zarar verirler.
Serbest radikallere hedef yapilardan biri hiicre zari lipitleridir. Serbest radikallerinin hiicre
zar1 yapisindaki doymamis yag asitlerine saldiris1 sonucu baslayan lipit peroksidasyonu
konjuge dienler ve toksik aldehit iriinlerinin olusumuyla sonuglanir. Bu tirlinlerin en ¢ok
bilineni malondialdehittir (MDA) [3, 5]. Sigaranin oksidan potansiyeline sahip oldugu
biliniyor.Yiiksek katranli sigara gesitlerinin oksidasyon dereceleri, diisitk katranh sigara
gesitlerine gére daha yliksektir [6]. Sigara oksidatif stresi arttirmakta ve oksidatif strese bagli
olarak da serbest radikal olusumu artmaktadir [7-9]. Sigara kullamimi sirasinda ¢ok sayida
serbest radikal ve reaktif oksijen 6rnekleri iiretilir. Serbest radikaller hiicrede membran
lipitleri, proteinler, karbonhidratlar ve DNA tizerinde ¢ok sayida farkli molekiiller yoluyla
oksidatif hasara neden olurlar [10]. Serbest radikaller enzimatik (GSH-Px, SOD, katalaz, vs)

ve nonenzimatik (antioksidan ve GSH) savunma sistemleri tarafindan etkisiz hale

getirilmektedir [11].



2. GENEL BILGILER
2.1. Malondialdehit (VIDA)

Giiniimiizde birgok hastahigin ortaya ¢ikmasinda, serbest radikallerin 6nemli roli
oldugu ileri stiriilmektedir [12]. Serbest radikallerinin, membranlarin reseptorlerine kovalent
baglanmas: ¢oklu doymamis ya§ asidi/protein oranini degistirir ve lipit peroksidasyonu
baglatir. Lipit peroksidasyonuna bagli olarak da organellerde fonksiyon bozuklugu olusur
[13]. Bu sekilde olusan lipit peroksitleri kolaylkla yikilarak, en 6nemlisi MDA olan reaktif
karbon bilesiklerini meydana getirirler. Bu nedenle MDA miktart 6lgtimil dokulardaki lipit
peroksidasyon derecesini yansitmaktadir [14]. Lipit peroksidasyon yikim {iriinii olan MDA,
molekiil oksijen azalmasi yaparak siiperoksit anyonu ve hidrojen peroksit olusumuna neden
olur, bu iirlinlerde hiicre ve dokulara hasarlayici etki yaparlar [15]. Insanlarda prooksidan-
antioksidan dengeyi incelemek igin genellikle kan 6rnekleri kullanifir. Bu amagla serumda
MDA ve dien konjugat diizeyleri (ayrica protein karbonil gruplari, serum toplam antioksidan

aktivitesi, vitamin E ve C gibi antioksidan molektillerin dlizeyleri) 6l¢tilmektedir [16, 17].
2.2. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidaz hiicre i¢i bir enzim olup aktif merkezinde sellenosistein igerir
ve viicutta dogal olarak bulunan bir antioksidandir. GSH-Px; iki adet tiyol grubu ihtiva eden

glutatyonu, glutatyon distilfite yiikseltgerken hidroperoksitleri ve H,O,’yi indirger.

ROOH +2GSH —%-% s ROH + GSSG
HOOH +2GSH —%¥-% 52 H,0+ GSSG

GSH, glutatyon rediiktaz (GSH-Red) enzimi tarafindan NADPH kullanilarak
rejenere edilirler. NADPH ise pentoz fosfat yolundan elde edildiginden bu yol

detoksifikasyon mekanizmasini destekleyici goriiniimdedir [18-21].
GS-SG+NADPH+H' >2GSH+NADP*

GSH-Px enzimi, karaciger, bobrek eritrositler, damar endoteli ve gozin lens
metabolizmasinda biiyiik Snem tasir [22]. GSH-Px peroksitlerin alkollere doniisiimiinii
katalize ederek; Eritrosit, zar lipitleri, hiicre zar1 selliller ve subselliiler membranlarin
oksidatif etkisinden korunmasini saglar [23]. GSH-Px’in selenyuma bagimli ve bagimsiz
olmak tizere iki sekli mevcuttur [24]. Glutatyonun yiikseltgenme ve indirgenmesini saglayan

sistemin bir pargast olan GSH-Px’in her molekiilii 4 atom selenyum igermektedir [25].



Selenyum bagimli enzim hem H,O,’e hem de hidroperoksitlere etki eder. Selenyuma bagiml
olmayan ise H,O, yikimini katalize etmez, ancak lipit hidroperoksitlerin yikiminda gérev
alir. GSH-Px karaciger, bobrek korteksi ve iskelet kasinda bulunur. Bébrek medulasinda
selenyum bagimli ve bagimsiz GSH-Px egit miktardadir. GSH-Px enziminin katalize ettigi
reaksiyon ile membran lipitlerinin ve hemoglobinin peroksitler tarafindan oksidasyonu
onlenir. Bu reaksiyon hemoglobinin methemoglobine oksidasyon oranini azaltarak eritrositin

Omriind uzatir [26].

GSH-Px’in substratlara 6zgii ve farkli doku dagilimli sitozolik GSH-Px, fosfolipit
hidroperoksit GSH-Px, plazma GSH-Px ile mide ve bagirsaklarla ilgili dort farkli izoformu
vardir [27].

Antioksidanlarin ¢ogu radikallerin etkisini Onlemek amaciyla hastaliklarin
tedavisinde kullanilir. Ancak katalaz (CAT) ve GSH-Px enzimleri tedavi amaciyla
kullamilmazlar. Bu enzimler protein yapisinda olduklar igin bagirsak enzimleri tarafindan
inaktive edilirler. Ancak agiz yoluyla alinan selenyum, GSH-Px ve CAT etkisini in vivo

olarak artirip serbest radikallerin toksisitesini ortadan kaldirmaya galistig belirtilmektedir
[12].

2.3. Glutatyon
2.3.1. Glutatyonun Yapisi ve Onemi

Tabiatta ¢ok yaygin bir sekilde bulunan bir siiifiirlit bilesik olan glutatyon 1921
yilindan HOPKINS tarafindan kesfedilmistir. Once glutamil-sistein’den ibaret bir dipeptit
oldugu zannedilmistir. Fakat 1929 yilinda kristal halde elde edildikten sonra yapisinin
tripeptit oldugu anlagilmistir. 1935 yilinda ise HARRINGTON ve MEAD tarafindan y-L-

glutamly-sisteinly-glisin halinde sentez edilmistir [28].

Glutatyon (y-glutamil sisteinil glisin) organizmada tiyol grubu iceren diisitk molekiil
agirlikli 6nemli bir tripeptitdir {29, 30]. Yapisim olusturan 3 aminoasit sirastyla glutamik
asit+sisteintglisin’dir. Bunun isimlendirilmesi serbest amino grubu tagryan aminoasit
artiginin isminin sonundaki —in takisi —il olarak degistirilir. Sondaki aminoasittin yani
serbest —COOH tasiyan grubun adi aynen yazilir. Buna gore glutatyonun isimlendirilmesi

glutamil-sisteil-glisindir {31].



O C{—— NH— (?Hz
I
C—NH ——?H COCH
| Sistein
=
|
COCH
Glutamik asit
Glutatyonun Yapist

Dokularda yiikseltgenme ve indirgenme reaksiyonlarinda &nemli rol oynayan
glutatyon gliseraldehit fosfat dehidrogenaz enziminin prostetik grubudur. Glutatyon
dokularda oksijen tasinmasinda rol oynayan glioksalaz adindaki koenzimde bulunan bir
tripeptittir {32]. Glutatyon kolaylikla hidrojen verebilen ve alabilen bir yapiya sahiptir. Bu
dzelligiyle gesitli redoks olaylarina katkida bulunur. Bazi enzim sistemlerinin iginde yer alir,
ayrica eritrositlerde hemoglobinin déniisiimsiiz oksidasyonunu engeller ve bagirsaklardan

demir emilimini kontrol eder [31].

Glutatyonun DNA ve protein sentezleri, enzim aktivitelerinin diizenlenmesi, hiicre
i¢i ve hiicre dig1 transport gibi hiicresel fonksiyonlar1 disinda baglica antioksidan olarak
hiicre savunmasinda Snemli rolii vardir [29, 33, 34]. GSH igerdigi tiyol grubu araciligryla
hiicre iginde redoks potansiyeli yiiksek bir ortam hazirlayarak hiicreyi oksidatif hasara kargi

korur. GSH-Px enziminin kofaktorlligiinii yaparak, hidrojen peroksidi metabolize eder [29,
30, 34, 35].

Glutatyon Kkaslarda, karacigerde, eritrositlerde, beyin ve bébreklerde bulunur.
Kaslarin ekstratinda hidrojen alicisi olarak gorev yapar [32]. Glutatyon, hiicresel islevler igin
gereklidir. Beyin, kalp, bagisiklik sistemi hiicreleri, bobrekler, gozler, karaciger, akciger ve
deri dokularini oksidatif hasara karsi korur. Yaslanmay geciktirici etkisi vardir. Glutatyonun
en zengin kaynagi ise soZan ve sarimsaktir [36] Glutatyon maya, bakteri, bitki ve hayvan
hiicrelerinde ¢ok yaygin olarak bulunur [37]. Glutatyon bitkiler tarafindan oksijen
almmasinda nemli rol oynamaktadir. Oksijen askorbik asitle birlesir ve dehidroaskorbik asit

(DHA) meydana gelir. Sonra bu DHA glutatyon ile indirgenerek askorbik asit meydana gelir
[28].



Askorbik asit + % O, —» Dehidroaskorbik asit
DHA+2GSH — GSSG + Askorbik asit
2.3.2. Glutatyonun Sentezi ve Dongiisii

GSH tiim memeli hiicrelerinde bol miktarda (0.5-10mM) sentezlenir. Bu sentez iki
basamakta gerceklesir. Birinci basamakta, y-glutamil sistein sentetaz isimli enzim GSH’in
6nctil aminoasitleri olan glutamat ve sisteinden, y-glutamil sistein olusumunu katalizler.
Ikinci basamakta glutatyon sentetaz, glisin ve y-glutamil-sisteinden glutatyonu olusturur. Her
iki reaksiyonun da kofaktorii Mn™ dir. GSH negatif geri besleme, glutamil sistein olusum

hizint ve kendi sentezini denetler. Bu sentezde 1 molekiil GSH igin 2 molekiil ATP’nin

hidrolizi gerekir.

° CH,SH
V4 | - glutamnil sistein sentetaz, Ma'
HOOC —CH—CH,—CH;— G + H,N—CE—CO0H —
L oH
"“\\
Glutarnik astt Sistein ATP LDP+P
O
7 CH,SH
HOOC —CH—CH,—CH,— G | + H,N—CH,CO0H —»
| NH—CH— COOH
NH,
¥~ glutamil —~ sistein Glisin
glutatyon sentetaz, M2 7 ° CH,8H
s HOOC -—(IIH—CI-IZ"' CEC :
T —CH-—~C0O —NH — CH,— COCH
//M \~$ NHZ NH 2
ATP ATIP+P

glutatyon (7 - glutarnil -sisteirdl- glisin}



Her iki reaksiyonda da ATP, aminoasitlerle fosforik asit, karboksilik asit ortak
anhidriti olusturarak aminoasitlerle etkinlestirir. Hem y-glutamil sistein sentetaz, hem de

glutatyon sentetaz kendi substratlarina 6zgii olduklarindan aminoasitlerin birbirine baglanma
sekli yukaridaki gibi olur [37-39].

Oksidatif stres sonucu olusan reaktif oksijen iiriinleri (ROS) olusumunun hiicre
hasarlarindaki etkileri bilinmektedir. Bu tiriinlerin detoksifikasyonu glutatyonun indirgenmis
formunun (GSH), yiikseltgenmis dimer formuna (GSSG) dénisiimiiyle saglanmaktadir.
Glutatyon peroksidazin katalizledigi bu reaksiyonda GSH’in enzim aktivitesi igin esas
oldugu agiktir. Oksidasyon sonucunda olusan GSSF (glutatyon disiilfit) ise glutatyon
rediiktaz enzim aracthgiyla geri donen bir dongii ile GSH’a rejenere olmaktadir [34,
38].(Sekil 2.3)
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N T
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Hiicre yitksek miktarda oksidana maruz kaldiginda GSSG olusumu metabolik
sinirini agmakta ve oksidatif stres olugmaktadir. Detoksifiye olmayan oksidanlar zardaki
lipitlerin ve hiicrelerin gesitli fonksiyonel ve yapisal proteinlerinin bozulmasina neden
olmaktadir [34, 39]. Ayrica GSSG’in kendisi de proteinlerin stilfhidril gruplariyla (-SH)
reaksiyona girerek kalici zararh etkiler meydana getirmektedir[34, 40]. Hiicre i¢i GSSG

birikiminin, ATP’ye bagimli bir tasiyict mekanizmanin varhg: ile bertaraf edildigi de rapor
edilmistir [39].

Glutatyonun indirgenmis formunun, yiikseltgenmis forma ddntismesinden sonra bu
molekiil pentoz fosfat yolundan sentezlenen NADPH-H® ve glutatyon rediiktaz ile

indirgenmis hale geger [28].

GS-SG+NADPH-+H " __Glutatyon rediktaz_ 9 GSH+NADP" metabolizmada pentoz fosfat

yolu meydana gelmediginde veya yetersiz oldugunda koenzim (glutatyon) indirgenmesi

azalir. Eritrositlerde NADPH’1n tek kaynagi pentoz fosfat yoludur. Eritrositler de NADPH’in
snemli bir fonksiyonu glutatyonu indirgenmis halde tutmaktadir. Pentoz fosfat yolunun
yeterince meydana gelmemesi NADPH miktarint azaltacagindan glutatyon indirgenmez,
bunun sonucunda hemoglobindeki demir +2°den +3’e ylikseltgenir, methemoglobin birikir

ve eritrositlerin dmrii kisalir [42].

. 3 itok jiktaz s
Methemoglobm + Fe* NADH.Sitokrom b rediiktaz N Hemoglobzn. + Fe+2

Glutatyonun olugmasi ve yeniden elde edilmesi, glutatyonun hiicrede olusan H,O,’in
indirgenmesindeki rolit nedeniyle bilyilk onem tagir. Indirgenmis glutatyon H,O, ve
siiperoksit anyonu (O-") igin tampon, protein yapisindaki yiikseltgenmis siilthidril gruplan
i¢in indirgen olarak hareket etmekte ve hemoglobin, zar proteinleri ile enzimlerde meydana

gelebilecek hasar dnlemektedir [28].

2.4. Malondialdehit, Glutatyon Peroksidaz ve Glutatyon ile flgili Baz

Calismalar

Oksidadif hasara aktif sigara i¢iminin neden olup olmadifinin incelendigi
calismada, lipit peroksidasyonun bir gostergesi olan serum MDA diizeyleri
dletilmiistiir. Serum MDA konsantrasyonlar: sigara igenlerde, sigara icmeyenlerden
daha yiiksek oldugu bulunmustur. Béylece bu sonug sigara i¢iminin oksidatif hasara

neden oldugunu bildiren raporlar desteklemistir [43].



Tirklerde lipit peroksidasyonu ve antioksidan enzimlerin aktivitelerine yas,
egzersiz, ve sigara kullaniminin etkileri imcelenmesi amaciyla lipit peroksidasyon
gOstergesi olan MDA, ve antioksidan aktivitelerin bir gostergesi olarak ta SOD ve
GSH-Px aktiviteleri &l¢lilmiistiir. Yas1 ilerleyenlerde ve sigara icenlerde MDA
seviyelerinde artig, SOD aktivitelerinde azalma gézlenmistir. Siddetli egzersizde ise
MDA seviyeleri sigara igenlere gére daha az yiikselme gosterirken SOD ve GSH-Px
aktivitelerinde azalma gozlenmistir.Buna gore yasin ilerlemesi, sigara i¢imi ve agir
egzersiz  sonucunda antioksidan enzim aktivitelerinde azalma ve lipit
peroksidasyonda artma oldugu belirtilmistir [44].

Sigara kullanan annelerin siit ve serumunda antioksidan potansiyeli ve SOD,
GSH-Px aktiviteleri, MDA seviyelerin tayininde anneleri aktif sigara kullanan, pasif
sigara kullanan, ve sigara kullanmayan olarak 3 grupta degerlendirmisler. Gruplar
arasinda serum MDA, SOD, ve antioksidan potansiyelinde énemli farkliiklar yokken
GSH-Px seviyelerinde 6nemli farkliliklar bulunmustur. Siit 6rneklerinde ise MDA ve
SOD’da o6nemli farkliliklar varken GSH-Px ve antioksidan potansiyelinde fark
bulunamamistir. Bulunan bu sonuglara gére, diizenli pasif ve aktif sigara kullanan
annelerin siitleri oksidatif stres ve lipit peroksidasyonundan serum &rneklerine gore

daha fazla etkilendikleri rapor edilmistir [45].

Bagirsaklari iltihapli hastalarda oksidatif stres ve antioksidan kapasitenin arastirildig)
calismada, MDA ve GSH-Px seviyeleri belirlenmistir. Hasta gruplarinda plazma GSH-Px
seviyesi, kontrol gruplarindan 6nemli derecede yiiksek bulunmus. Fakat plazma MDA
seviyeleri arasinda 6nemli bir fark olmadig1 belirlenmigstir. Buna gére bagirsaklan iltihapli

hastalarda oksidatif strese ragmen bir antioksidan kapasitenin varliginin oldugu belirtilmistir
[46].

CAPD (stirekli ayaktan periton diyalizi)’li ve hemodiyalizli hastalarda eritrosit GSH-
Px aktivitesi, plazma MDA ve eritrosit glutatyon seviyeleri Sl¢iilmiistiir. MDA seviyelerinin
prehemodiyaliz, pasthemodiyaliz ve CAPD’li hastalarda ytiksek oldugu, glutatyon
seviyelerinin ise, kontrol grubuna gére tnemli Slgiide diisiik oldugu saptanmistir. Buna gore
antioksidan seviyelerinin diismils ve lipit peroksidasyonun artmis oldugu CAPD’li ve
hemodiyalizle siddetlendirilmis kronik bdbrek hastaliklarin oksidatif stresi gdsterdigi rapor
edilmigtir [47].



Kronik bdbrek hastalari ve kontrol gruplarinda glukoz-6-fosfat dehidrogenaz, GSH-
Red, GSH-Px seviyeleri ve glutatyonun oksidatif durumlart incelenmistir. Hastalarin
eritrositlerinde GSH seviyesi, GSH-Px ve glukoz-6-fosfat dehidrogenaz aktivitelerinde
azalma gozlenmistir. GSSG seviyesinde ve GSSG\GSH oranlarinda ise artis belirlenmistir.
Bu sonuglara gére glukoz—6-fosfat dehidrogenaz aktivitelerindeki azalmalann diisitk GSH ile
ilgili oldugu, disik GSH ve disik GSH-Px aktivitesinden dolay1 peroksitlerin
indirgenmesinin azaldig: ileri siiriilmiistir. Ayrica artan GSSG, eritrositlerdeki proteinin
sebep oldugu birikimle ve hemoglobinle reaksiyona girerek hemolize sebep olabilecegi ve

hemodiyalizli hastalarin anemisinde hastaltk yapmada rol oynayabilecegi diisiiniilmiigtiir
[48].

insan kaninda SOD, CAT ve GSH-Px aktivitelerine yas ve sigara kullaniminin
etkilerinin arastirlldigi ¢alismada, tiim ana antioksidan enzim (AOE) aktivitelerinde bireyler
arasi anlamhi farklihklar gézlenmistir(p<0.001). Yasin ilerlemesinin SOD ve GSH-Px
aktivitelerini azalttig1 fakat CAT aktivitesine etki etmedigi belirlenmistir. Sigara kullanimin
ise CAT aktivitesini diisitriicken, AOE ( SOD, GSH-Px vs ) aktivitesinde dnemli bir farklilik
olusturmadig: ileri siiriilmiistiir. Buna g6re her bir AOE’lerin ¢alisma aktiviteleri igin
karstlastirma araligs belirlenmis ve AOE aktivite 6l¢timlerinde Kisgilerin yas ve sigara

kullaniminin g6z dniinde tutulmas: gerektigi rapor edilmistir [49].

Tip 2 diyabetli hastalarda C vitamini uygulamas: glutatyon miktarinin artmasint
saglayarak antioksidan etkiyi artirdii ve nonenzimatik glikolizlenmeyi azalttigi ve bu

nedenle C vitaminin koruyucu etkisi oldugu kanaatine varilmistir [50].

Tip 2 diyabetli hastalarda glutatyon ve glutatyonla ilgili antioksidan enzimlerin
oksidasyona duyarhiliginin incelenmesi amaciyla hastalarin GSH-Px, GSH-Red, GST
aktiviteleri ve GSH ve GSSG seviyeleri olgiilmistiir. Olglimler sonucunda insan
eritrositindeki glutatyon ve glutatyonla ilgili antioksidan enzimlerin oksidasyona duyarli
oldugu ve ozellikle GSH-Px ve GSH-Red’in oksidasyona daha ¢ok duyarli oldugu
bulunmustur [51].

13-19 yagslar: aras1 kizlarda sigara kullanimimin serum mineral konsantrasyonlarina,
antioksidan durumlarina ve oksidatif hasara etkilerinin gézden geg¢irildigi calismada, GSH-
Px, GSH-Red ve hiicre dist SOD aktiviteleri, serum askorbik asit ve folat
konsantrasyonlarinin  sigara kullananlarda, kullanmayanlara gore daha az oldugu
belirtilmistir. Oysa serum tiobarbiitirik asit reaktif maddeleri ise (TBARS) daha yliksek

bulunmustur. Serum bakir, demir ve magnezyum konsantrasyonlar1 iki grupta da benzer



iken, serum ¢inko konsantrasyonu sigara kullananlarda daha yiiksek bulunmustur. Buna gére
13-19 yaslar1 arasindaki sigara kullanmis kizlarda oksidatif stresin kaniti olan serum
TBARS’in yiiksek olmasi oksidan savunma sisteminde bozulmaya neden olabilecegi ifade
edilmistir. Uzun siireli sigara kullananlarda ise ikincil kronik hastaliklarin gériilmesinden

dolay1 mineral metabolizmasinda degisim olabilecegi belirtilmistir [52].

Goguslerindeki lenf bezlerinde tiimor ve lenf bezlerinin sismis oldugu hastalarin
antioksidan durumlari ve lipit peroksidasyonlar aragtiriimis, kontrol grubuna gore hastalarin
antioksidanlarinin (SOD, CAT, GSH, GSH-Px, askorbik asit, vit E) azaldig1 ve lipit
peroksidasyonunun arttigi belirtilerek (p<0.05) bu tiir hastalarda redoks durumlarinda bir

dengesizlik oldugu rapor edilmistir [53].

Rahim kanserli hastalarda enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlarin ve
dolasimdaki lipit peroksidasyon durumlarint incelendiginde kontrol grubuna gore hastalarin
plazma TBARS ve CD (konjuge dienler)’nin seviyesinde énemli yiikselme ve vitamin C ve
E, SOD, GSH, GSH-Px’de azalma gozlenmistir. Buna goére tiimorlii hiicrelerin kisiyi
zaptettigi gibi lipit peroksit yiyicilerin kullanimindaki artim nedeniyle rahim kanserli
hastalarin dolagiminda vitamin C ve E, SOD, GSH, GSH-Px seviyelerinde diisiis arttig1
ayrica diisitk sosyoekonomik durumlu kadinlarin k&tii beslenmeleri rahim kanserinin hitkiim

stirmesinde artiga neden olabilecegi belirtilmistir [54].

Ratlarin bébreklerinde GSH ve MDA seviyelerine sigara kullaniminin ve kronik
etanole maruz kalinmasmimn etkilerinin arastirildig1 calismada,hayvanlar ; kontrol grubu (C),
etanol grubu (E), sigara kullanan grup (CS) ve sigara kullanan + etanol grubu ( CS + E )
olmak iizere 4 gruba ayrilmigtir. Her grupta MDA ve GSH seviyeleri 6lgtilmistiir. GSH
seviyeleri E, CS ve CS + E gruplarinda C grubuna gore daha diisiik bulunmustur. MDA
seviyeleri E; CS ve CS + E gruplerinda C grubuna gére 6nemli derecede yiiksek
bulunmustur. Bu verilere gore reaktif oksijen o©rneklerinin olusumundaki artigla rat
bébreklerinde bir oksidatif hasara sigara kullanimi ve kronik etanole maruz kalinmasinin

neden olabilecegi bildirilmistir [S5].

HIV enfeksiyonlu kisilerde eksilmis GSH’1 tamamlamak i¢in N-asetilsisteinin agiz
yoluyla verilmesinin 6nerildigi calismada, HIV bulasmis kisilere N-asetilsistein belirli bir
siire verilmis ve sonunda bagisiklik sistem fonksiyonlarinda gelisme, oksidatif strese karsi
korunmada artma ayrica asetoaminofen ve diger ilaglarin detoksifikasyonunda artig

gozlenmistir. Buna bagli olarak Parkinson hastali1, hepatit, karaciger sirozu ve diyabet gibi
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patolojik hastaliklarda etkili olan oksidatif stres veya GSH eksikligini gidermede N-

asetilsisteinin kullanilabilecegi rapor edilmistir [56].

Friedreich’s bozukluklu hastalardaki glutatyon metabolizmasmin arastirildig:
cahsmada serbest radikal sitotoksisitesiyle ilgili oldugu Onerilen Friedreich’s

bozukluklarinda glutatyon metabolizmasmin bozuldugu kanitlanmistir [57].

‘ 2.5. Amag

Bu arastirmada sigara kullanmayan ve sigara kullanan gruplarda; enzimatik
savunma sistemlerinden biri olan GSH-Px enzim aktivitesi ile GSH, GSSG ve MDA
miktarinin belirlenmesi ve belirlenen bu parametreler arasindaki iliskilerin arastirilmasi

amaglanmstir.
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3. MATERYAL VE METOT

Materyal: Arastirma materyali olarak 20-50 yaslart arasinda 30’u kontrol grubu,
26°s1 sigara kullanan (giinde en az bir paket) hi¢bir ilag kullanmayan, ruhen ve bedenen de

higbir saglik problemi olmayan kisilerden olusturuldu.

Kan oOrneklerinin alinmasi: GSH ile yapilan islemler esnasinda GSH’in
oksidasyonunu ve bozulmasini énlemek i¢in kan aliminda, kan hemolizini en aza indiren bir
kelebek ignesiyle toplanmali ve hemen koruyucu bir ¢ézelti i¢ine konmalidir. Bu koruyucu
¢ozeltiler pihtilasmay1 6nleyici EDTA, gama-glutamil transpeptitazla GSH’in bozulmasim
Onleyici serin borat [58], GSH oksidasyonunu 6nleyici beta-fenontiolin distilfat ve alkali
GSH’li iyodoasetik asit igermelidir [59]. Yukarida belirtilen durumlar g&z oniinde
bulundurularak; kontrol grubu ve sigara kullananlarda yaklasik 4 ml kan alindi. Alinan kan
drneklerden her birinde GSH-Px enzim aktivitesi ¢aligmak tizere 1 ml kan EDTA’l1 bir tiipe
alindi. Ayrica ayni kan 6rneginden GSH ve GSSH miktarlarinin belirlenmesi iginde 1 ml kan
bagka bir EDTA’l: tiipe alindi. Ayni drnekten geriye kalan yaklagik 2 ml kan ise plastik
tiiplere almip 4500 devirde 3 dk santrifiijlenerek serumlari ayrildi. Ayrnilan serumlar
omeklerinde MDA miktarlarini belirlemek {izere en ge¢ 3 giin icerisinde MDA ¢alismak
iizere -20°C de bekletildi.

Bu ¢alismada kullanilan tiim kimyasallar analitik saflikta olup sigma (Darmstadt,

Germany) markadir.

3.1. MDA Tayini

Ayrilan serum 6meklerinden 0.30 m! alinip tizerine 0.5 M HClO4’den 0.30 ml
ilave edilerek vortekslendi. Daha sonra saf su ile toplam hacmi 1.5 ml’ye
tamamlanarak 4500 devirde 5 dk santrifiijlenerek proteinleri g¢oktiiriildii.
Santriftijlenen siiziintiiniin tist kismindan dikkatlice 20 pl alinarak HPLC’ye enjekte
edildi. H PLC’de S upelcosil LC-18-DB k olonunda, 3 0 mmol K H,PO4 ve m etanol
karisimi (%65-%35 ), pH: 4’ e H3PO, ile ayarlanmis mobil faz kullanildi. Mobil
fazin akis iz 1.5 ml/dk’ya ayarlanarak 254 nm’ de MDA miktarlar belirlendi [60].

10 ml’lik balon jojeye 1,1,3,3-tetractoksipropan (TEP)’dan 10 pl ahnarak 0.1 M HCI
toplam hacmi 10 mlI’ye tamamlandi. Hazirlanan bu ¢dzelti agzi kapaklr bir plastik tiipe

almarak su banyosunda 100°C’de 5 dk. bekletildi. Bu siirenin sonunda sofuk suya
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daldinlarak hizla oda sicakhigma sogutuldu. Sogutulan ¢ézeltiden de 100 ml balon jojeye, 1
m! alinarak saf su ile toplam hacmi 100 ml’ye tamamland:. Bu sekilde 40.6 nmol/ml
derisimde stok MDA ¢o6zeltisi hazirlandi [61]. Bu stok ¢ozeltiden uygun seyreltmeler
yaptlarak 4, 8, 16, 24, 32 ve 40.6 nmol/ml konsantrasyonlarinda ¢6zeltiler hazirlandi.
Hazirlanan bu ¢ozeltilerin HPLC’de pik ytikseklikleri belirlendi (Sekil 3.1). Calisma grafigi
¢izildi (Sekil 3.2). Orneklerdeki MDA miktarlart calisma grafiginin dogru denkiemi
yardimyla belirlendi. Ahnan 0.3 ml’lik serum drnekleri 1.5 ml toplam hacme seyreltildigi
icin 5 kat seyreltilmis oldu. Bu nedenle bulunan sonuglar seyrelme faktorii olan 5

katsayisi ile garpilds.

START

(3}
23]

Sekil 3.1. HPLC’de MDA Standardina ait Kromatogram

Geri Kazanim: Geri kazanim igin normal serum drneginin HPLC’de kromatogrami
almarak pik yiiksekligi belirlendi. Daha sonra MDA tayini kisminda hazirlanmis olan 32
nmol/ml konsantrasyonunda stok ¢dzeltinin kromatogrami alinarak pik yitksekligi 6l¢iildii.
Serum 6rnegine 1:1 oraninda 32 nmol/ml standart stok MDA ¢6zeltisinden katilarak bu
karisimin kromatogramindan pik yliksekligi belirlendi. Standart’a ait pik yiiksekliklerinden,
seruma standart ilave edilmis orneklerin pik yiikseklikleri ¢ikarildi ve standart ilave
edilmemis serumun pik yiiksekligine boliinerek geri kazanumlar asagidaki gibi hesaplandi.
Geri kazanimin amaci, metodun giivenligini test etmek ve ortamda tayini istenen maddenin
ne kadarinin belirlendigi Slgmektir. Bu galigmada MDA’nin geri kazanimi %96.8 olarak

belirlenmistir.

. S tan dart — s tan dart ilaveli serum
% Geri Kazanim = %100

Normal serum

10-7

% Geri Kazanim = x100=96.8
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Sekil 3.2. MDA’ nin Caligma Grafigi ve Dogru Denklemi

3.2. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Tayini

Prensip: GSH-Px, hidrojen peroksit (H-O-O-H) varliginda indirgenmis glutatyonun
(GSH) yiikseltgenmis glutatyona (GSSG) yiikseltgenmesini kataliz eder. H,O,’in bulundugu
ortamda GSH-Px’in olusturdugu GSSG, glutatyon rediiktaz (GSH-Red) ve NADPH
yardimtyla GSH’a indirgenir.

2GSH+H,0, —88H-Px 7H,0+GSSG

NADPH+H*~->NADP* R
2H,0+G88G Glutatyon Re diiktaz ~ 2GSH

GSH-Px aktivitesi, NADPH’in NADP* ‘ye yiikseltgenmesi sirasindaki absorbans

farkimin 340 nm’de okunmasiyla dlgiiliir.

3.2.1. Hemolizat Hazirlanmasi

EDTA'l tiiplere alman 1 ml'lik kan 6rnekleri 3 defa soguk % 0.9'luk NaCl ile
yikandi. Olusan hiicre siispansiyonundan 0.2 ml alinip tizerine 0.8 ml soguk saf su ilavesiyle
lizat elde edildi ve 15 dakika derin dondurucuda eritrositlerin tamamen pargalanmasi igin
bekletildi. Bu lizat diger peroksidazlarmn pozitif inhibisyonunu dnlemek igin esit miktarda

¢cift gliclli drabkin ¢ozeltisi ile karistirildi. Bu karisimin 0.1 ml' sine igerisinde 0.005 M
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EDTA bulunan pH: 7'de 0.05 M fosfat tamponundan 2.58 ml eklendi ve bdylece e nzim

kaynagi hazirlanmis oldu [62].

Deneyde Kullanilan Reaktifler

GSH (150 mM) = 50 mg GSH ! ml tamponda ¢6ziildii

NaN3 (1 M) = 65 mg sodyum azid 1 ml tamponda ¢oziildii.

NADPH (3 mM) = 10 mg NADPH 2 ml tamponda ¢éziildii.

GSH - Rediiktaz = Ticari preparatdan (U/mL, spesifik aktivite) direkt olarak

seyreltme yapt!maksizin kullanildi.
Hy072 (50 mM) =15 ul H207 ahinip hacim 5 mI'ye tamponla tamamlandi.
Tampon (pH : 7.5), 50 mM fosfat tamponu = 600 ml A + 400 ml B + 2.08 gr
NaEDTA ile hazirlandi.
A : NagHPOg4, 50 mM, 7.1 gr/LLB : KH2PO4, 50 mM, 6.8 gi/L

Deneyin Yapilisi
Nurmune Kor
Fosfat Tamponu (ml) 2.66 2.68
Rediikte GSH (ml) 0.10 0.10
NADPH (ml) 0.10 0.10
GSH - Rediiktaz (ml) 0.01 0.01
NaN3 (ml) 0.01 0.01
Numune (eritrosit) (ml) 0.02 -

Tipler iyice karigtirtlarak oda sicakliginda (25°C) 30 dk. inkiibe edildi. Siirenin
sonunda her tiipe 0.1 ml HpO» ilave edilerek reaksiyon baglatildi. Dalga boyu 340 nm'ye
ayarlanmis spektrofotometrede 5 dakika siire ile takip edildi. [lk absorbans - son absorbans

degeri alinarak 5'e béliindii (AA / dakika).

Enzim Aktivitesinin Hesaplanmasi

E = 6.22.103 M-1 = NADH ve NADPH i¢in molar absorplama katsayis
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VT = Toplam Hacim (ml)

Vn = Toplam hacimdeki numune hacmi
1 = Kiivet ¢cap1 (1 cm)

AA/t = Dakikadaki absorbans

106 = Molii mikromole doniigtiirme sabiti

(A4/1)xV,x10°  (AA/5)dak x3x10° (AA/5)x3x10°
ExV,xl 6.22.10° x0.02x1 124.44

U(umol ! dakika) =

He Lios o UV-Visilol marka spektrofotometre ile okumalar yapildi. Hemoglobin,

Drabkin ile dl¢iilerek GSH-Px enzim aktivitesi U/ gr Hb olarak belirlendi [63].

3.2.2. Hemoglobin Tayini

Hemoglobin miktar1 Drabkin yontemiyle 6lgiildi. Bu yontemde ferrisiyaniir
hemoglobindeki demiri oksitleyerek iki degerlikli demiri ti¢ degerlikli demire gevirerek
methemoglobine ddniigmesini saglar. Bunu takiben potasyum siyaniir ile kararli bir pigment
olan  siyanmethemoglobin meydana  gelir.  Siyanmethemoglobinin  absorbansi
spektrofotometrik olarak 546 nm'de okundu [64].

Ayiraglar:

1. Drabkin Cozeltisi: 50 mg KCN + 200 mg K; Fe(CN)s+ 1 g NaHCO; alinarak
distile su ile 1 litreye tamamlanan ¢dzelti renkli sisede ve oda isisinda 1 yil siireyle

saklanabilir.

2. Hemoglobin Satandarti: 18g/dl

islem:
© Kor Standart Ornek
Drabkin Cozeltisi{ml) 5.0 5.0 5.0
Hb standarti (ml) - 0.02 -
Hemolizat (ml) - - 0.02
Distile su (ml) 0.02 - -

Tupler iyice karistirildi ve oda 1sisinda 20 dk bekletildikten sonra 546 nm’de kére
karsi absorbanslar: okundu.[65]

Hesaplama:

[8gr/dl Hb=0.49 absorbans degerini verir.
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) Ornek absorbans ..
Hemoglobin (g/dl)= x Standart Konsantrasyonu esitliginden
S tan dart absorbans

Standart konsantrasyonu =18g/dl

Standart absorbansi = 0.49

S tandart konsantrasyonu _ 18
S tan dartabsorbanst 0.49

Buradan; Faktor = =36.73

Hemoglobin (g/dl)= Ornek absorbansi x 36.73
3.3. indirgenmis ve Yiikseltgenmis Glutatyonun Tayini

GSH ve GSSH miktarlarinin belirfenmesi i¢in EDTA’ll tiiplere alinarak derin
dondurucudan bekletilen (yaklasik 2 giin) 1 ml kan &rnekleri sogutucudan ¢ikarilarak oda
sicakligma kadar 1sinmasi igin bekletildi. Bu kan orneklerinden 0.5 ml alinip her birinin
tizerine 0.75 ml 0.5 M HCIQ, ilave edilerek vortekslendi. Vortekslenen bu drneklere 2.75 ml
saf su ilave edilerek 4500 devirde 10 dk. santrifiljlenip proteinler ¢oktlriildii. Santrifiijlenen
stiziintiniin {ist kismindan dikkatlice 20 ul alinarak HPLC’ye enjekte edildi. HPLC’de SGE
Walkosil 11 5CI8 RS kolonu ve mobil faz olarak da ¢éziicii olarak 0.1% HiPO, kullanilarak
hazirlanmis olan 50 mM NaClO, ¢ozeltisi kullanildi. Mobil fazin akis hizi:1.3 ml/dk

ayarlanarak 215 nm’de 5.3 dk’da indirgenmis ve 22.0 dk’da ise yiikseltgenmis glutatyon
tayin edildi. [66].

Standart indirgenmis ve yiikseltgenmis glutatyon c¢ozeltilerinin hazirlanmasi: 5
m{’lik balon jojeye 10 mg indirgenmis glutatyon ve iizerine de 1ml 0.5 M HCIO, ilave
edilerek iyice ¢6ziilldii. Daha sonra saf su ile toplam hacmi 5 ml’ye tamamlanarak, 2000
png/ml’lik indirgenmis glutatyon ¢dzeltisi hazirlandi. Bu 2000 pg/ml’lik stok ¢dzeltiden
uygun seyreltmeler yapilarak 5, 10, 15, 20, 25 ve 30 pg/ml’lik indirgenmis glutatyon
¢ozeltileri hazirlandi. Standart stok yiikseltgenmis glutatyon c¢ozeltileri de indirgenmis
glutatyon ¢ozeltilerinin hazirlandig: sekilde hazirlandi. Daha sonra bu ¢ozeltilerin HPLC’de
pik ylkseklikleri belirlendi (Sekil.3.3) ve bu pik yiiksekliklerine kars: konsantrasyonlar

grafige aliarak, caligma grafikleri ¢izilip, dogru denklemleri olusturuldu (Sekil 3.4 ve Sekil
3.5).

Her caligmada yeni bir ¢alisma grafigi cizilerek o caligmanin indirgenmis ve

yiikseltgenmis glutatyon verileri o giinkii galisma grafiginin dogru denkleminden hesaplandi.

17



Dogru denkleminde y yerine Ornegin pik yiiksekligi yazilarak x bulundu ve yapilan

seyreltme gdz Oniinde bulundurularak seyreltme faktorityle ¢arpildi

£.514

Ny 0
i
L) -t
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{,;——Jf 7.668
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28 480
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72
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Sekil 3.3. HPLC’de Indirgenmis ve Yiikseltgenmis Glutatyon Standartlarina ait

Kromatogram
Geri Kazammlar

15 mg indirgenmis glutatyon 5 mI’iik bir balon jojeye alindi ve {izerine 1ml 0.5 M
HClO, ilave edilerek iyice ¢6ziiniirlestirildi. Daha sonra toplam hacmi saf su ile 5 ml ye
tamamland1. Bu sekilde 3000 pg/ml’lik stok indirgenmis glutatyon hazirlanmig oldu. Daha
sonra bu g¢ozeltiden 25 pl alinarak saf suyla hacmi 5 ml’ye tamamlanarak 15 pg/ml’lik
standart indirgenmis glutatyon ¢6zeltisi hazirlanmis oldu. Hazirlanan bu stok ¢ozeltiden 20
pl alinarak HPLC’ye enjekte edildi. Analize hazir hale getirilmis serum Ornegi ve serum
ornegine [:1 oraninda 15 pg/ml’lik standart indirgenmis glutatyon katilmis ¢dzeltilerden
20’er pl alinarak HPLC’ye enjekte edildi. Standart, standart katilmig serum ve serum
orneginin pik yiikseklikleri MDA geri kazanimi kisminda verilen formiilde yerine yazilarak
indirgenmis glutatyon igin geri kazanim % 65 olarak hesapland:.

Yiikseltgenmis formdaki glutatyondan 4 mg tartilip 5 mi’lik bir balon jojeye alind:
ve tizerine 1ml 0.5 M HCIO, ilave edilerek iyice ¢ozildil. Saf su ile toplam hacmi 5 ml’ye
tamamlandi.Bu sekilde 800 pg/ml’lik stok yiikseltgenmis glutatyon ¢ozeltisi hazirlandi.
Daha sonra bu ¢6zeltiden 25 pl alinarak saf suyla hacmi 5 ml’ye tamamlanarak 4 pg/ml’lik
standart yiikseltgenmis glutatyon ¢tzeltisi hazirlanmis oldu.Hazirlanan bu stok ¢ozeltiden 20

ul alinarak HPLC’ye enjekte edildi. On isleme tabii tutulmus serum ve bu seruma 1:1
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oraninda 4 pg/ml’lik yiikseltgenmis glutatyon katilmig ¢ézeltilerin her birinden sira 20°er pl
alinarak HPLC’ye enjekte edildi. Indirgenmis glutatyonun hesaplanmasindaki islemler

burada da aynen uygulandi. Yiikseltgenmis glutatyon icinde % 50 geri kazanim degeri

hesaplandu.

tan dart — dart il ]
% Geri Kazan1m=S andart — S tandart ilaveli serum <100

Normal serum

GSH i¢in % Geri Kazanim =19'—-24;97£x100=65

GSSG i¢in % Geri Kazanim =&1_02ix100=50

12

10

y =0,3394x - 0,2733

Pik Yiksekiigi (cm)
()

f R? = 0,985
2
0 e e e :
0 5 10 15 20 25 30 35

Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 3.4. indirgenmis Glutatyonun Calisma Grafigi ve Dogru Denklemi
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Sekil 3.5. Yiikseltgenmis Glutatyonun Calisma Grafigi ve Dogru Denklemi

3.4. Istatistiksel Degerlendirme
Calismadaki tiim istatistiksel degerlendirmeler SPSS 10.0 bilgisayar programi ile
yapildi. Veriler aritmetik ortalama % standart sapma olarak verildi ve gruplar arasi
karstlastirmalarda Student ¢ testi, yag gruplarina gore karsilagtirmada ise One—Way Anova
testi kullaniidi. P < 0.05 anlamhlik diizeyi olarak kabul edildi.

20



4. BULGULAR

Uygulama sonunda elde edilen sonuglardan kontrol grubu ve sigara kullananlarm
MDA, GSH-Px aktivite ile GSH ve GSSG miktarlarn Tablo 4.1, Tablo 4.2 ve Tablo 4.3
verilmigtir.

Tablo 4. 1 Kontrol Grubu Kisilerin Serum MDA, Eritrosit GSH-Px Aktiviteleri ile Eritrosit

GSH, GSSG Miktarlar:

21

Ornek Yas MDA GSH-Px GSH GSSG
No Yi) (nmol/ml) (U/gr Hb) (ng/ml) (ug/ml)
1 20.00 7.70 146.55 69.25 59.26
2 31.00 9.97 159.16 90.75 39.63
3 45.00 6.76 89.28 144.48 75.19
4 25.00 12.50 136.91 130.15 81.48
5 40.00 7.60 118.35 77.61 64.07
6 22.00 6.53 120.55 87.16 74.07
7 37.00 8.17 120.81 75.64 77.78
8 46.00 6.88 107.15 93.13 67.78
9 48.00 11.80 54.80 75.22 66.67
10 23.00 9.10 131.07 103.88 115.60
11 21.00 577 115.76 114.63 66.67
12 50.00 12.19 136.98 101.49 82.59
13 34.00 6.38 151.54 105.07 96.30
14 33.00 7.81 148.84 112.24 59.26
15 25.00 585 73.10 90.75 56.67
16 22.00 492 130.60 70.93 63.39
17 30.00 6.85 101.00 92.10 35.71
18 43.00 594 98.65 140.85 79.36
19 24.00 9.00 110.78 127.30 85.27
20 39.00 6.32 105.20 80.12 75.89
21 44.00 5.47 126.40 85.87 78.32
22 46.00 7.50 107.35 77.54 69.63
23 25.00 8.73 109.26 99.80 106.45
24 24.00 5.35 113.80 116.55 70.67
25 47.00 9.10 117.82 95.41 90.78
26 35.00 7.30 121.90 100.27 108.55
27 34.00 8.90 102.39 107.56 67.29
28 27.00 10.60 93.21 93.35 65.42
29 36.00 4.40 87.90 101.70 49.10
30 40.00 6.90 104.26 89.62 39.63

33.8749. 249 7.74+£.11 114.71£23.05 99.35£19.63  72.62£19.33




Tablo 4. 2. Sigara Kullanan Kisilerin Serum MDA, Eritrosit GSH-Px Aktiviteleri ile Eritrosit GSH,
GSSG Miktarlar

Ornek Yas MDA GSH-Px GSH GSSG

No (Y1) (nmol/ml) (U/gr Hb) (ng/ml) (ng/ml)
1 43,00 5,83 190,95 74,03 111,11
2 44,00 6,01 79,26 71,64 51,85
3 30,00 11,87 93,05 151,19 81,48
4 22,00 7,49 153,41 78,80 44,44
5 40,00 17,99 150,29 124,18 107,41
6 40,00 6,89 141,81 112,99 85,19
7 30,00 13,34 115,06 96,30 101,48
8 27,00 14,17 113,10 119,40 81,48
9 40,00 6,20 147,93 80,75 81,48
10 40,00 5,79 106,24 85,97 111,11
11 50,00 8,10 121,71 71,64 96,30
12 22,00 10,76 85,08 78,81 51,85
13 41,00 13,88 118,35 99,10 85,19
14 41,00 11,40 178,20 72,45 102,28
15 45,00 12,70 145,63 70,88 52,10
16 33,00 7,24 137,40 138,73 82,68
17 24,00 10,87 126,68 87,40 46,47
18 38,00 11,85 141,00 123,82 106,84
19 31,00 7,48 159,85 105,21 86,57
20 27,00 13,20 150,96 98,64 114,80
21 40,00 7,35 127,25 92,17 80,11
22 37,00 8,84 109,67 74,10 109,49
23 49,00 9,50 161,45 80,63 95,63
24 35,00 6,96 110,61 103,14 50,14
25 25,00 8,70 118,94 109,28 80,60
26 37,00 10,43 127,00 91,16 87,38

35.81+8.05 9.80+3.18 131.19£27.058 95.86+22.10 84.07+22.21
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Tablo 4.3. Kontrol ve Sigara Kullanan Gruplara Ait MDA, GSH-Px, GSH, GSSG Parametrelerinin

Kargilastiriimasi

Kontrol Sigara kullanan
P degeri
(n: 30) (n: 26)
MDA (nmol/ml) 7.74+2.11 0.80+3.18 p<0.01
GSH-Px (U/g Hb) 114.71 £ 23.05 131.19 £27.08 P<0.05
GSH (pg/ml) 98.35+19.63 95.86+22.10 P>0.05
GSSG (pg/ml) 72.62 £ 19.33 84.07 +22.21 P<0.05

Tablo 4.4, Kontrol ve Sigara Kullanan kisilerin ilerleyen yas gruplarina ait MDA, GSH-Px, GSH,

GSSG Parametrelerinin Kargilagtiriimasi

MDA GSH-Px GSH
, GSS (ug/ml) G
{nmol/ml) (U/g Hb) (pg/ml)

20-29 yas Kont (n=11) | 7.82+240 116.51 + 20.65 100.34 £20.59 | 76.81+19.10

30-39 yas Kont (n=9) 7.34 +£1.62 122,08 £ 25.61 96.16 £ 12.45 67.72 + 24,71

40-50 yag Kont (n=10) | 8.01 £2.31 106.10 + 22.68 98.12 = 24.97 72.40 £ 14.51

20-29 yas Sigara (n=6) | 10.87 £2.55% | 124.70£25.52 | 9539+ 16.70 69.94 + 27.52
30-39 yag Sigara (n=8) | 9.75+2.46 12421 +21.33 | 110.46+25.67* | 88.26+ 18.92*

40-50 yag Sigara (n=12)| 9.30+3.91 | 139.09 +30.90* 86.37 % 17.63 88.31:20.21

]
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5. TARTISMA

Serbest radikaller son yillarda tizerinde en ¢ok durulan ve aragtirmalarin yogunlagti:
bir konudur. Serbest radikallerin hiicresel kaynaklari, rol oynadiklari reaksiyonlar ve serbest
radikallere kars: hiicresel savunma mekanizmalarinin agikliga kavugmasi ile bu molekiillerin

kanser, seker, kalp hastaliklart gibi birgok hastalikla iligkisi aydinlatiimaya ¢aligilmistir [67].

Cesitli patolojik durumlar sirasinda birgok hiicre tipinde oksijenin rediiksiyonundan
olusan tiirlerin olagan dig1 ve siddetli iiretimiyle karakterize oksidatif stresin meydana geldigi
giinlimtizde 1iyi bilinmemektedir. Bu oksidatif stresin genel bir sonucu, hiicre

organizasyonunun az ya da g¢ok parcalanmas:t ile sonuglanan hiicre lipitlerinin

peroksidasyonudur [68].

Sigara kullaniminin oksidatif etkilerinin incelendigi ¢alismada da MDA diizeyleri
arasinda farkliliklar oldugu (p=0.029) belirtilmektedir [69]. Ayrica ¢esitli kanser vakalarinin
serum MDA diizeylerinin incelenmesinde serum MDA diizeyinin 6l¢iimii in vivo serbest
oksijen radikallerinin yapmis oldugu hasarin gostergesi olarak kullanilabilecegi
vurgulanmistir [70]. Bu ¢alismada kontrol grubu ve sigara kullanan bireylerin serum MDA
miktarlari, eritrosit GSH-Px enzim aktiviteleri ile GSH ve GSSG miktarlar1 belirlendi (Tablo
4.1 ve 4.2). Elde ettigimiz bulgulara gore sigara kullananlarin MDA diizeylerinin kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak daha yiiksek oldugu(p<0.01) belirlendi (Tablo 4.3 ve $ekil
4.1).Verilen literatiirlerle bulgularimiz uyumlu olup, sigara kullaniminin lipit peroksidasyon

gostergesi olan MDA’y arttirmasmin nedeni, sigaranin oksidatif strese neden olmas: ile

aciklanabilir.

Sigara kullanimi sonucu olugan oksidatif stresin plazma antioksidan savunmada bazi
degisiklikler yapmasi beklenebilir [71]. Sigara kullaniminin insanlarin kan ve goz lensindeki
mineraller ve antioksidan enzimlerine etkilerinin incelendigi ¢alismada kontrol grubuna gére
sigara kullananlarin g6z mercegi ve kaninda GSH-Px ve SOD aktivitelerinin azaldif:
belirtilmistir [75]. Strese bagli mide mukozasi hasarli hastalarin GSH-Px aktivitelerinde

kontrol grubuna gore anlamli azalmalar saptanmistir (p<0.001) [73].

Oysa bizim bulgularimizda GSH-Px enzim aktiviteleri sigara kullananlarda kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede (p<0.05) yliksek bulundu (Tablo 4.3 ve
Sekil 4.1). GSH-Px enzim aktivitesindeki bu artis sigara kullaniminin olusturdugu oksidatif

hasara bir cevap seklinde olabilecegini diistindiirmektedir.
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Sigara kullamiminin oksidatif etkilerinin incelendigi ¢alismada ayrica antioksidan
savunmanin bir géstergesi olarak toplam siilthidril gruplarinin plazma konsantrasyonlari da (
ozellikle GSH miktart) incelenmis ve kontrol grubu ve sigara kullananlarin degerlerinde
farkliliklar anlamli bulunmamigtir [69]. Serbest oksijen radikallerin zararli etkilerinin neden
oldugu yaslanmayla, fizyolojik performanstaki bozulmanin birlesmesiyle serbest radikallerin
yaslanmaya neden oldugunu diisiindiirmils ve g¢esitli caligmalarda yasli hayvanlarin
hiicrelerindeki GSH miktarlarinda azalma oldugu, fakat GSSG miktarlarinda ise hafif artma
oldugu rapor edilmistir [74]. Oksidatif strese cevapta GSH miktarlarinda azalma ve GSSG
miktarinda artma olabilir. GSH ve GSSG konsantrasyonlarindaki karsilikli degisim oksidatif
stresin isaretlerinden biri olarak diisiiniilen GSSG/GSH oraniyla ifade edilir [75].

Strese bagli mide mukozasi hasarinda endojen glutatyon tiikenisinin enerji
metabolizmasiyla iligkisi incelendiginde stres grubu siganlarda mide mukozast GSH ve ATP
diizeylerinde kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli azalmalar kaydedilmistir
(p<0.001) [73].

Radyasyonun sebep oldugu biyolojik hastaliklarda eritrositlerdeki GSH\GSSG

oraninin hizlr bir indikatdr olabilecegi énerilmistir [76].

Sigara kullamiminin akcierde GSH miktarini azalttigit ve MDA’ nin gosterdigi
peroksidasyonun artmis olmasi diger sitozolik aldehitlerle birlikte sigaranin zarar verici
etkisinden sorumliu olabilecegi bildirilmistir [77]. Buna ragmen sigaranin eritrosit GSH

miktarins arttirdi1 [78] ve degismedigi [79, 80] seklinde ¢aligmalarda vardir.

Bizim g¢aligmamizda ise kontrol grubu ve sigara kullananlarda GSH miktarlari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0.05). GSSG miktarlarinda ise

sigara kullananlarda kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu (p<0.05) belirlendi. (Tablo
4.3 ve Sekil 4.1).

Hem kontrol hem de sigara kullanan kisiler yaslarina gére 3 gruba ayrilds (20-29;
30-39 ve 40-50). Bu gruplarin MDA degerleri karsilagtirildiginda sigara kullanan (20-29) yas
grubuna ait MDA degerlerinin anlamli farklilik gosterdigi, ayn: sekilde GSH-Px degerleri
karsilastirildiginda ise 40-50 yas grubuna ait sigara kullanan grubun anlamli farklilik
gosterdigi goriilmistiir. GSH ve GSSG degerlerinde ise sigara kullanan 30-39 yas grubunda

anlamli farliliklarin oldugu goriilmektedir (Tablo 4.4)
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Tum bu verilerden sigara kullaniminin MDA ve GSSG miktarlarini ve GSH-Px
enzim aktivitesini artirdigi, GSH miktar: iizerine etkisinin olmadigi goriilmektedir. Sonug

olarak sigaranin oksidatif strese neden oldugu stylenebilir.
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