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TOXOPLASMA GONDII POZITIiF HASTALARDA OKSIDATIF STRES VE
PROTEIN OKSiDASYON URUNLERININ DEGERLENDIRILMESi
Mehtap POLAT

Erciyes Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii
Biyokimya Anabilim Dal,
Yiiksek Lisans Tezi, Arahk 2011
Damsman: Prof. Dr. Eser KILIC

KISA OZET

Toxoplasma gondii enfeksiyonu tiim diinyada yaygin bir zoonozdur. Gebelik sirasinda
enfeksiyonu alan kadinlarin ¢ocuklarinda konjenital enfeksiyona yol acabilir. Oksidatif stres
oksidan iiretimi ile antioksidan korunma arasindaki imbalans nedeniyle ortaya cikar ve
organizmada yapisal hasarla sonuglanabilir. Bu calismada, 7. gondii ile enfekte bireylerde
serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma mekanizma arasindaki iligki ve sonucta doku

hasarinin derecesini incelemeyi amacladik.

Calisma gruplarini olusturan hasta (Toxoplasma gondii pozitif), [22 gebe IgG (+) ve IgM (+) ve
27 gebe IgG (+) ve Ig M (-)]) ve 30 gebe kontrol bireyler IgG (-) ve Ig M (-) oksidatif stres

belirtegleri olan oksidan ve antioksidan parametreler agisindan incelenmistir.

Toxoplasma gondii pozitif olan her iki grupta kontrol grubuna gore ve IgG (+) ve IgM (+) ile
IgG (+) ve IgM (-) gruplar1 kendi i¢inde malondialdehid diizeyleri agisindan istatistiksel olarak
anlaml bir fark bulunmadi. Buna karsilik ksantin oksidaz aktivitesi hem IgG (+) ve IgM (+)
grubunda hem de IgG (+) ve IgM (-) grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
yiiksek bulundu (p < 0,05). Ileri oksidasyon protein iiriinleri diizeylerinde ozellikle IgG (+) ve
IgM (+) pozitif grupta kontrol grubuna yani IgG (-) ve IgM (-) goére numerik olarak artis tespit
edilirken, kontrol grubu ile her iki hasta grubu arasinda istatistiksel olarak bir fark gézlenmedi
(p > 0,05). Tiyol seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli olmayan (p > 0,05) her iki hasta
grubunda da [IgG (+) ve IgM (+) ve IgG (+) ve IgM (-)] kontrol grubuna gore rakamsal azalislar
gozlemlendi. Myeloperoksidaz (MPO) aktivitesinde ise gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamh fark tespit edilemedi (p > 0,05). Bu sonuclar 6zellikle parazit kaynakli patolojilerin
neticesinde organizmada olusabilecek doku harabiyetinin derecesi hakkinda bilgi verip, 6zelikle
gebelik durumunda verilecek tedavinin nitel ve nicelik olarak yonlendirilmesi asamasinda

faydali olabilecektir.

Anahtar Kelimeler: Toxoplasma gondii, malondialdehid, Tiyol, ksantin oksidaz.
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ASSESMENT OF OXIDATIVE STRESS AND PROTEIN OXIDATION PRODUCTS IN
TOXOPLASMA GONDII POSITIVE PATIENTS

Mehtap POLAT
Erciyes University, Health Sciences Institute
Department of Biochemistry
Thesis of Master of Science, December 2011
Supervisor: Prof.Dr. Eser KILIC
ABSTRACT

Toxoplasma gondii infection is a common zoonose found all over the world. In women during
pregnancy it can lead to congenital infection of their children. Oxidative stress occurs due to
imbalans between the production of oxidants and antioxidant protection and can be resulted in
structural damages in organism. In this study, we aimed to investigate relationship between free
radical formation and antioxidant defense mechanism resulting in tissue damage in Toxoplasma

gondii infected individuals.

Working groups that make up the patients (Toxoplasma gondii positive), [22 pregnant I1gG (+)
and Ig M (+) and 27 pregnant IgG (+) and Ig M (-)]) and 30 control individuals IgG (-) and Ig M

(-) were investigated in terms of the oxidant and antioxidant parameters of oxidative stress.

In both, Toxoplasma gondii positive groups comparing the control group and in addition in IgG
(+)/IgM (+) and IgG (+)/Ig M (-) groups in terms of malondialdehyde levels there was no
statistically significant difference found. In contrast, xanthine oxidase activity was found to be
both in IgG (+)/Ig M (+) group and in IgG (+)/IgM (-) group statistically significant and higher
comparing the control group (p < 0.05). Advanced oxidation protein products levels especially
in IgG (+)/IgM (+) group was found to be numerical increased comparing to control group,
however, there is no statistically differences identified in both patient group, comparing to
control group (p>0,05). Thiol levels were not statistically change in both patient [IgG (+) ve
IgM (+) ve IgG (+) ve IgM (-)] groups comparing the control group (p >0,05), however, in both
patient group clear numerical decreases found against control groups. Myeloperoxidase activity

were not statistically change between the groups (p >0,05).

In conclusion, these results will provide some more information relating to the degree of tissue
pathology as a result of parasite infection, and accordingly it would be also useful to give

direction to the treatment in qualitative and quantitative degrees in pregnancies.

Key Words: Toxoplasma gondii, malondialdehyde, xanthine oxidase, Thiol,
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1. GIRIS VE AMAC

Toxoplasma gondii zorunlu hiicre i¢i paraziti olup memeliler ve bazi kus tiirlerinde
enfeksiyon olusturur. Toxoplasmosis hala tiim diinya i¢cin 6nemini siirdiiren bir hastalik
olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Hastali§in insana bulagsmasi bircok yolla olmaktadir.
Ornegin; anneden bebege bulasma, kan transfiizyonu ve doku transplantasyonu (1-3).
Insana bulasma yollar1 goéz o©niinde bulunduruldugunda Toxoplasma gondii’den
korunmak icin kedi ile temas sonrasi, bahge islerinden sonra ve toprakla ugrasma
sonrasi ellerin su ve sabunla iyice yikanmas1 gerekmektedir. Ulkemizde bolgelere gore
toxoplasma  seropozitifligi degismektedir. Immiin sistemi saglam insanlarda
toxoplasmosis genellikle asemptomatik olarak goriilmektedir. Insanlarda hastalik
genellikle klinik belirti vermeden seyreder. Ates, yorgunluk, bogaz yanmasi, ozellikle
boyun bolgesinde lenfadenopati, bazen makulopapiiler dokiintiiler, seyrek olarak
hepatomegali ve sarilik tespit edilebilir (3). Insanda Toxoplasma gondii’nin serolojik
tanisinda bircok test kullanilabilmekle beraber ELISA en ¢ok kullanilan testtir. Anti-
Toxoplasma gondii 1gG antikorlar1 enfeksiyondan 1-2 hafta sonra yiikselmeye
baslamaktadir, devam eden IgG pozitifliginin yakin 3 aylik bir donemdeki enfeksiyonu
mu yoksa 3 aydan daha eski bir enfeksiyonu mu gosterdigini anlamak i¢in IgG avidite
testi yapilmaktadir. Double sandwich IgM ELISA infeksiyonun ilk haftasinda yiikselen
IgM antikorlarini tespit etmede kullanilmaktadir (4-13).

Oksidatif stres; kanser, ateroskleroz ve diabetes mellitus gibi bir¢cok patolojik tablonun
patogenezinde oldugu gibi bir¢ok farkli hastaligin mekanizmasinda da rol almaktadir.
Oksidatif stres, oksidan iiretimi ile antioksidan korunma arasindaki imbalans nedeniyle

ortaya cikar. Bu imbalans oksidan iiretimi artisina ve/veya antioksidan korunmadaki



azalmaya bagl olabilir. Hiicresel diizeyde ise bu imbalans protein, lipid ve niikleik

asitlerin oksidatif modifikasyonu nedeniyle yapisal hasarla sonug¢lanabilir (14-15).

Oksidatif stres, Ozetle; serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma mekanizmasi

arasindaki ciddi dengesizligi gdstermekte olup, sonugta doku hasarma yol agmaktadir.

Lipid peroksidasyonunun baslica son iirlinlerinden olan malondialdehit, oksidan hasar1
degerlendirmede siklikla kullanilmaktadir. Malondialdehid ii¢ ya da daha fazla cift bag
iceren yag asitlerinin peroksidasyonunda meydana gelir ve tiyobarbitiirik asit ile
Olciilebilir. Bir oksidan enzim olan ksantin oksidaz, bulundugu dokuda kendisi serbest
radikal olusumuna yol ag¢tig1 gibi, asetaldehit metabolizmasinin da ksantin oksidaz veya
aldehit oksidaz araciligi ile serbest radikaller iiretebilme potansiyeli vardir. Serbest
radikaller olduk¢a reaktif olup, canli organizma i¢in toksiktir. Protein oksidasyonu,
OH’, H,0, gibi reaktif oksijen tiirleri ile direkt olarak veya oksidatif stresin sekonder
irtinleri ile reaksiyonu sonucu indirekt olarak indiiklenen, proteinlerin kovalent
modifikasyonu olarak tamimlanmaktadir. Protein oksidasyonunun yeni bir marker’1
olan ileri oksidasyon protein iiriinleri cesitli arastirmacilarin dikkatini cekmistir ve
ditirozin iceren ¢apraz bagh protein iriinleri olarak tanimlanmaktadir (14-15). Son
yillarda yapilan caligmalarla, ileri oksidasyon protein {iriinleri’nin protein
oksidasyonunun derecesini belirlemede duyarli bir marker olabilecegi, plazma ditirozin
ve ileri glikasyon son iiriinii olan pentozidin diizeyleri ile korelasyon gosterdigi
bildirilmistir. Serbest radikallerin hasar verici etkisini onlemeye ¢alisan antioksidanlar,
ozellikle de tiyol gruplari, bu etkilesmeler sirasinda plazma ve/veya doku diizeylerini
genelde koruyamamaktadir. Diger bir ifadeyle, serbest radikallerin proteinlerdeki tiyol
gruplariin oksidasyonuna yol actig1 gosterilmistir. Plazmada bulunan tiyol gruplarinin
baslica kaynagi, rediikte glutatyonun yam sira, basta albiimin olmak iizere protein
yapilarinda bulunan sistein ve metiyonin amino asitleridir. Plazma tiyol diizeylerinin
tayini, proteinlerin serbest oksijen radikalleri aracili oksidasyondan ne denli
etkilendiklerini gostermesi bakimindan 6nem tasimaktadir. Myeloperoksidaz, dogal
immiin sistemin dominant etkili hiicresi ve akut enflamasyonun baglica hiicresi olan
notrofillerde etkilidir. Siiperoksit radikalinin dismutasyonu sonucu olusan hidrojen
peroksit, myeloperoksidaz enzimi araciligiyla reaksiyona girerek giiclii bir ajan olan

hipoklorik asidi olusturur. Enfeksiyoz ajanlarla savas icin gerekli olan reaktif oksijen



partikiilleri kan hiicreleri tarafindan asir1 salgilanacak olurlarsa bu kez yarar yerine

zararli olmaya baslarlar (14-15).

Bu calismada Toxoplasma gondii pozitif bireylerde serbest radikal olusumu ile
antioksidan savunma mekanizmas1 ve protein oksidasyon derecesi arasmdaki iliskiyi
incelemeyi amacladik. Bu amacla, lipid peroksidasyonunun gostergesi olan
malondialdehit diizeyleri, oksidatif stres nedenlerinden olan ksantin oksidaz aktivitesini,
oksidatif stres nedenlerinden olan ve protein zararinin tespitinde marker 6zelligi olan
tiyol seviyesi ve protein peroksidasyonun gostergesi olan oksidatif stres marker’1 ileri
oksidasyon protein {iiriinleri diizeyleri ve hiicre ici antioksidan enzimlerden ve notrofil
aktivasyonun belirteclerinden olan myeloperoksidaz diizeyi, birlikte degerlendirilmeye

alind1.



2. GENEL BILGILER

2.1 TOXOPLAZMA GONDII

Toxoplasma gondii (T. gondii), hiicre i¢i zorunlu protozoan parazitlerdendir. 7. gondii
insanda organlar1 tutarak toxoplasmosis’e sebep olup, onemli derecede morbidite ve
mortaliteye sebep olmaktadir. Son yillarda diinyada 7. gondii antikorlarinin diistiigii
bildirilmesine ragmen toxoplasmosis hala tiim diinya i¢in 6nemini siirdiiren bir hastalik

olarak karsimiza ¢ikmaktadir (1-3).

T. gondii’nin kesin konagi kedigillerdir. Sporsuz ookistler kedi digkisi ile disar1
atilmaktadir. Ookistler yanlizca 1-2 hafta atilmasina ragmen milyonlarca ookist atilimi
olmaktadir. Di1g kosullarda 1-5 giin icerisinde i¢lerinde dorder sporozoit bulunan iki
sporokistli ookistler olusmaktadir. Enfektif formun ara konak olan kuslar ve rodentler
tarafindan kontamine toprak, su ve besinlerle alinmasiyla enfeksiyon bulagmaktadir.
Ookistlerin alinmasindan kisa siire sonra takizoitler olusmaktadir. Takizoitler doku kisti
denilen bradizoitlere doniigmektedirler. T.gondii, kedilerin enfekte ara konaklari

yemesiyle yasam dongiisiinii tamamlamaktadir (1-4).
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Sekil 2.1 T. gondii’nin yasam dongiisii.
2.1.1 insana bulasma yollari

Hastaligin insana bulagmasi bir¢cok yolla olmaktadir. Toxoplasmosis; anneden bebege
bulagma, kan transfiizyonu ve doku transplantasyonu yollar1 disinda insandan insana
bulagsmamaktadir. insana hastaligin bulasmasinin 4 temel yolla olabilecegi belirtilmistir.
a)Yiyecek ve iceceklerle b)Konjenital (Anneden bebege) c)Hayvandan insana d) Diger
yollar (1-3).

T. gondii bradizoit iceren doku Kkistlerinin yiyeceklerle alinmasiyla insana bulasir. Bu,
cig ya da az pismis enfekte etlerin yenilmesiyle olabilecegi gibi enfekte etlerle temas
etmis ellerin etlere bulagsmasiyla da olabilmektedir. Bununla birlikte toxoplasma’nin
deriden absorbe edilmedigi de unutulmamalidir. Yine enfekte etlerle temas etmis kesici
aletler de bulasmada rol oynayabilmektedir (1,2). Gebeligi sirasinda toxoplasma ile
enfekte anneler enfeksiyonu bebege gecirmektedirler. Enfeksiyona yakalanma zamani
bebekteki enfeksiyonun derecesini etkilemektedir (1-3). Toxoplasmanin insana
bulagsmasinda diger yollarin en Onemlileri Toxoplasma pozitif dondrlerden organ
transplantasyonu ve kan transfiizyonudur. Ayrica enfekte kan ile temas ihtimali olan
laboratuar calisanlar1 da enfeksiyonun bulasabilecegi risk guruplar1 arasindadirlar (1).

Insana bulagsma yollar1 géz 6niinde bulunduruldugunda 7. gondii’den korunmak icin



kedi ile temas sonrasi, bahge islerinden sonra ve toprakla ugrasma sonrasi ellerin su ve
sabunla iyice yikanmasi gerekmektedir. Ayrica gebe olma veya immiin bagisiklig1
baskilayan bir hastaliga sahip olma durumunda ise kedilerin evin diginda tutulmasi en
iyi onlem olarak goriilmektedir. Iyi pismemis veya az pismis yiyeceklerden kagmmak
ve bu tiir besinleri kedilere de vermemek toxoplasmosis’den korunmada Onemli

yollardandir (1-6).
2.1.2 Diinya’da ve Ulkemizde Toxoplasmosis

Seroprevalans  ¢alismalar1  toxoplasmosis’in  diinyada en  yaygm  insan
enfeksiyonlarindan biri oldugunu gostermistir (1). Genel bilinenin aksine toxoplasmosis
sadece geri kalmis ve gelismekte olan iilkelerin degil aym1 zamanda gelismis iilkelerin
de 6nemli bir sorunudur. Amerika Birlesik Devletlerinde 7. gondii seroprevalansi %
22,5 civarinda olmasina ragmen diinyanin bazi bolgelerinde seroprevalansin % 95’lere
ulastig1 tahmin edilmektedir (1, 5-7). Genel olarak seroprevalans yas ile artarken
cinsiyet ayrimi gostermemektedir. Hastaligin cografi insidansinda goriilen farkliklilarin
iklime, topluluklarin beslenme aligkinlarma, kedi niifusuna, kedi ile temasa, sosyo-
ekonomik ve kiiltiirel degerlere, az pismis ya da cig et yeme aligkanliklarina gore
degistigi diistiniilmektedir (2). Toxoplasmosis tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de
yaygin bir hastaliktir (3). Tiirkiye’de seroprevalans, diinyada oldugu gibi, yasa, cografik
konuma, hijyenik kosullara, yasam aliskanliklarina, beslenme durumuna ve kedilerle
olan temas sikligina bagh olarak farkliliklar gostermektedir (4-5). Yapilan calismalarda

Tiirkiye’de ornegin; Ege bolgesinde genel popiilasyonda Toxoplasma prevalansi

ortalama % 45olarak bildirilmektedir (6-11).
2.1.3 Klinik

Immiin sistemi saglam insanlarda toxoplasmosis genellikle asemptomatik olarak
goriilmektedir. Bununla birlikte akut toxoplasmosis’li hastalarin %10-20’sinde grip
benzeri semptomlar ve lenfadenopati goriilebilmektedir (1, 12). Hastalik genellikle iyi
seyirli olup kendi kendini smirlamaktadir. Semptomlar birka¢ hafta veya birka¢ ay
icinde diizelmektedir. Nadir durumlarda gorme kaybi olusabilmektedir. Immiin
yetmezlikli hastalarda siklikla santral sinir sistemi hastaliklar1, retinocoroidit, pndmoni
ve diger sistemik hastaliklar goriilmektedir. AIDS’li hastalarda toxoplasmik ensafalit
intraserebral lezyonun en ©nemli sebebidir. Immiinsupresif tedavi alanlarda

toxoplasmosis ya enfeksiyonun yeni kazanilmasiyla ya da latent enfeksiyonun reaktive



olmasiyla olmaktadir. Konjenital enfeksiyon gebelik sirasinda anneden bebege
enfeksiyonun ge¢mesiyle olmaktadir. Konjenital enfeksiyonun ciddiyeti ve insidansi
enfeksiyonun gecirildigi trimester ile ilgilidir. Anneden bebege enfeksiyonun bulagsma
riski ilk trimester’da % 15-25, 2. trimester’da %30-45, 3. trimester’da ise %60-65’tir (1,
5, 12). Fakat ilk trimester veya ilk 6 ayda olan bulasmalar daha ciddi durumlara yol
acmaktadir. Bir cok yeni dogan dogum sirasinda semptom gostermemekte iken ilerleyen
donemlerde konjenital toxoplasmosis’in semptom ve bulgular1 goriilebilmektedir.
Okiiler toxoplasmosis, retinochoroidit’in onemli bir sebebi olup konjenital veya dogum
sonrasi bir enfeksiyonun sonucu olarak meydana gelebilir. Konjenital enfeksiyon
sonrast yasamin 2 veya 3. on yilinda gormede bozulma olana kadar siklikla
asemptomatik bir tablo olmaktadir. Immiin yetmezlikli hastalarda ve fetusta onemli
morbidite ve mortaliteye sebep olan toxoplasmosis’i etkin olarak tedavi edebilmek icin
taninin hizli ve dogru bir sekilde konulmasi gerekmektedir. Klinik bulgular tani icin
yonlendirici olmakla birlikte immiin sistemi normal kisilerde hastaligin asemptomatik
seyretmesi, tiim klinik bulgularin bir hastada bulunamamasi nedeniyle taninin
laboratuar ile desteklenmesi gerekmektedir (5, 12). T gondii enfeksiyonunun laboratuar
tanis1 indirekt olarak serolojik yoOntemlerle direkt olarak izolasyon, histoloji,

hibridizasyon ve PCR ile konulmaktadir (1,7,12).

T. gondii serolojik tanisinda Sabin Feldman boya testi, immunofloresan antikor testi,
ELISA, IgG avidite testi ve aggliitinasyon testleri kullanilmaktadir. Bu testler arasinda
Sabin Feldman boya testi altin standart olarak kabul edilmektedir. IgG antikorlar1
enfeksiyondan 1-2 hafta sonra yiikselmeye baslamaktadir. Devam eden IgG
yiiksekliginin yakin 3 aylik bir donmedeki enfeksiyonu mu yoksa 3 aydan daha uzak bir
enfeksiyonu gosterdigini anlamak igin avidite testi yapilmaktadir. Double sandwich
IgM ELISA ve IgM immunosorbent aggliitinaston assay (ISAGA) enfeksiyonun ilk
haftasinda yiikselen IgM antikorlar1 tespit etmede kullanilmaktadir. Ozellikle IgM
ISAGA yenidoganlarda konjenital enfeksiyonunun tespitinde yiiksek derecede sensitif

ve spesifiktir (1-5, 7-12).



2.2 SERBEST RADIKALLER, ANTIiOKSIiDAN SIiSTEM VE OKSIDATIF
STRES

Oksidatif stres kanser, ateroskleroz, ve diyabetes mellitus gibi bir¢cok patolojik tablonun
patogenezinde oldugu gibi bircok farkli hastali§in mekanizmasinda da rol almaktadir.
Oksidatif stres oksidan iiretimi ile antioksidan korunma arasindaki imbalans nedeniyle
ortaya cikar. Bu imbalans oksidan iiretimi artisina ve/veya antioksidan korunmadaki
azalmaya bagl olabilir. Hiicresel diizeyde ise bu imbalans protein, lipid ve niikleik
asitlerin oksidatif modifikasyonu nedeniyle yapisal hasarla sonuglanabilir. Oksidatif
stres, Ozetle: serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma mekanizmas1 arasindaki

ciddi dengesizligi gostermekte olup, sonugta doku hasarina yol agmaktadir. (13-19).
2.2.1 Serbest Radikaller

Serbest radikaller eslenmemis elektronlar1 bulundururlar ve bu elektrolar1 nedeniyle
oldukca reaktiftirler. Elektronu koparilmis olan molekiil, eslenmemis elektron
icerdiginden, serbest radikale doniisiir ve boylece tek bir radikalin varligi ile elektron

transfer zincir reaksiyonlar1 baslayabilir ve doku hasarina neden olabilir (14, 20) (Sekil

2.2).

Eslenmenns elektron

"

Hedel Serbest radikal

Elektron transferi

ENRE

Okside Rediikie

Sekil 2.2 Serbest radikal reaksiyonunun sematik gosterimi.

Atomlardaki elektronlar yoriinge olarak bilinen bosluklarda hareket ederler. Her

yoriingede birbirine zit yonde hareket eden en fazla iki elektron bulunur.

Serbest radikaller, pozitif yiiklii, negatif yiiklii ya da notral olabilirler ve biyolojik
sistemlerde en fazla elektron transferi ile olusurlar. Serbest radikal reaksiyonlari,

bagisiklik sistemi hiicrelerinden notrofil, makrofaj gibi hiicrelerin savunma



mekanizmasi icin gerekli olsa da, serbest radikallerin fazla tiretimi doku hasar1 ve hiicre

Olimii ile sonu¢lanmaktadir (14, 21-26).
2.2.1.1 Serbest Radikallerin Kaynaklar:

Serbest radikaller, besinlerin oksijen kullanilarak enerjiye doniistiiriilmesi sirasinda
meydana gelen kararsiz ve reaktif molekiillerdir. Serbest radikal hasarma kars1 koymak
izere mevcut antioksidanlar kullanilabilecek durumda degilse veya radikal olusumu bas
edilemeyecek kadar fazla ise, oksidan-antioksidan dengesi oksidanlar lehine bozulur ve
‘oksidatif stres’ ortaya ¢ikar. Boylece yasam i¢in cok gerekli olan oksijen, ayn1 zamanda
oksitleyici maddeler olan serbest radikalleri meydana getirerek cevredeki tiim
makromolekiillere hasara verir. Baslicalari; lipitler, proteinler ve niikleik asitlerdir (22-

25).

Elektronlar orbital denen bolgelerde donerler. Her orbital normal sartlarda birbirine zit
yonde donen 2 elektron ihtiva eder. Serbest radikaller ortaklanmamis elektron icerir. Bu
da en sik olarak elektron transfer zincirinde olusan elektronlarin transferi ile veya
oksidazlar ile tek elektron transferi ile olusur. Serbest radikallerin bir baska olusma sekli
de molekiildeki baglarin homolitik olarak parcalanmasi sonucu elektronlardan her
birinin farkli atomlar iizerinde kalmasiyla olur. Ayrica iyonize radyasyon da serbest
radikal olusumuna sebep olabilir. Oksijen, iki elektronu eslesmemis sekilde bir elektron
dagilimina sahiptir. Bu yiizden bazen oksijen bir radikal olarak degerlendirilir. Oksijen
molekiiliiniin reaktif bir 6zelligi olmamasina ragmen diger radikallerle reaksiyona girme

ozelligine sahiptir (22-27).

Biyolojik sistemlerdeki en onemli serbest radikaller, oksijenden olusan radikallerdir
(22). Aerobik organizmalarda oksijen kaynakli serbest radikallerin olusumu diger
radikallerden ¢ok daha fazla olmaktadir. Reaktif oksijen tiirleri (ROT) olarak
adlandirilan bu molekiillerden bazilar1 radikal tanimlamasina uyarken, bazilar1 radikal
olmamakla birlikte benzer reaktiviteye sahiptirler (23). ROT; genellikle oksijen
radikalleri ve okside olabilen ve/veya kolaylikla radikallere doniisebilen hipokloroz
(HOCI), ozon (0O3), peroksinitirit (ONOO"), singlet oksijen (102) ve hidrojen peroksit
(H20,) gibi non-radikallere denir (22-26, 28 ) (Tablo 2.1).
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Tablo 2.1 Radikaller ve non-radikaller.

Radikaller Non-radikaller
Siiperoksit (04 Hidrojen peroksit (H,04)
Hidroksil (OHY Hipoklordz asit (HOCI)
Peroksil (ROr,) Hipobromdéz asit (HOBr)
Alkoksil (RO Ozon (05)

Hidroperoksil (HOr ;) Singlet oksijen ('047)
Mitrik oksit (NO) Mitroksil anyvonu (N O
Mitrajen dicksit (NOy) Mitrozil katyonu (NO-)

Nitréz asit (HNO,)
Dinitrojen tetracksit (N0,
Dinitrojen tricksit (N,05)
Peroksinitirit (ONOOr)
Peroksinitréz asit (ONOOH)
Mitronyum katyonu NOy
Alkil peroksinitirit (ROONO)

Oksijen (03)

Molekiiler oksijen dis orbitallerinde paylasilmamis iki elektron igerir. Oksijen, cok
giiclii bir oksidan olmamasina ragmen, suya rediiksiyonu sonucu cok reaktif ara iiriinler
olusmasina neden olur. Radikal tanimma gore oksijen “diradikal” yapiya sahip bir
molekiildiir. Oysa oksijenin reaktivitesi beklenenin aksine ¢ok diisiiktiir. Diradikal bir
yapiya sahip olan oksijenin herhangi bir molekiil ile tepkimeye girebilmesi igin,
tepkimeye girecegi molekiiliin de benzer yapiya sahip olmasi gerekir. Oysa basta
organik molekiiller olmak {iizere atom ve molekiiller orbitallerinde elektronlari
antiparalel ve eslesmis olarak igerirler veya paylasilmamis elektronlar kovalent baglara
katilmislardir. Bunun sonucu olarak oksijenin diger molekiillere olan reaktivitesi son

derece kisitlanmistir (29-32).
Siiperoksit (07')

Dogal oksijen molekiiliiniin ¢evresindeki herhangi bir molekiilden bir elektron almig
hali olan siiperoksit (O2") molekiilii baska molekiillerle kolayca elektron aligverisine
girebilen bir Ozelliktedir, yani radikaldir. Oksijene 1 elektron eklenmesiyle olusur.
Stiperoksit radikali, 1 eslenmemis elektron igerdiginden ne cok fazla reaktif, ne de giicli
bir oksidandir. Siiperoksit radikalinin toksisitesinden, giinliik olusumunun ¢ok fazla

olmas1 sorumlu olabilir (30-32).

Oyl oksijen ) +6 ——= (), (siiperoksit radikali)
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Hidrojen Peroksit (H>0:)

Dogal oksijen ¢evresindeki baska bir molekiilden iki elektron almigsa peroksit olusur.

Peroksit molekiilii iki H molekiilii ile birlesirse H202 olusur. Hidrojen peroksit

membranlardan kolaylikla gecip hiicreler lizerinde bazi fizyolojik rollere sahip olabilir,
fakat ciftlenmemis elektrona sahip olmadigindan radikal olarak adlandirilamaz. Bu
nedenle "reaktif oksijen tiirleri", siiperoksit gibi radikaller, ayrica hidrojen peroksit gibi

radikal olmayanlar i¢in ortak olarak kullanilan bir terimdir (29).

Siiperoksit radikaline 1 elektron eklenmesiyle giiclii bir oksidan olan ve atmosferdeki

asit yagmurlari da kaynagini olusturan hidrojen peroksit olusur (30).

Dz- + Dz- + j H+ Spontan dismulasyon - HED‘Q [hidrﬂje]]
peroksit) + '0),

Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadigi halde, reaktif oksijen tiirleri i¢ine girer ve
serbest radikal biyokimyasinda énemli bir rol oynar. Ciinkii siiperoksit ile reaksiyona
girerek en reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikalini

olusturmak icin kolayca yikilabilir.
H,O, + O, — .OH +OH + O,

Bu reaksiyona Haber-Weiss reaksiyonu adi verilir. Katalizor varhiginda veya
katalizorsiiz olugabilir. Ancak katalizorsiin reaksiyon cok yavas ilerler, demirle
katalizlenen ikinci sekli ise ¢ok hizlidir. Bu reaksiyona da " Fenton Reaksiyonu" adi

verilir (30-32).
Hidroksil Radikali (OH")

Hidroksil radikali (.OH), transisyon metallerinin varhiginda hidrojen peroksidin
indirgenmesiyle meydana gelir. Serbest radikaller i¢inde hidroksil radikali

biyokimyadaki en reaktif molekiil olup, diger kimyasal tiirlerle siklikla reaksiyona girer.

Tek atom halinde ve bir elektronu eksik olan oksijen ile H+ ‘in birlesmesinden olusur.
Yiiksek reaktivite hidroksil radikalinin mobilitesini siirladig: i¢in hidroksil radikalinin
toksisitesini kismen sinirlayict bir 6zellik gosterir. Herseye ragmen hidroksil radikali
daima tehlikeli ve cok toksik kabul edilir. Ciinkii insan viicudundaki her molekiilii

okside edebilir (32).
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Hidroksilin yarilanma omrii ¢ok kisadir ve pek ¢cok molekiilden H atomu ¢ikarilmasini

saglar.
Hipokloroz Asit (HOCI)

Oksijenin notrofillerdeki bir baska metabolizmas1 da notrofillerdeki myeloperoksidaz
enzimiyle hidrojen peroksiti klorlayarak hipoklordz asiti olusturmaktir. Hipoklor6z asit
de radikal olmadig1 halde ROT arasinda yer almaktadir. Aktive olan notrofiller, monosit
ve makrofajlar, eozinofiller 0O2-. iiretirler. Ozellikle nétrofiller igerdikleri
myeloperoksidaz enzimi araciligiyla O2-.'in dismutasyonuyla olusan hidrojen peroksiti
kloriir iyonuyla birlestirerek gii¢clii bir antibakteriyel ajan olan HOCIl'e doniistiiriir:
Notrofillerden ve monositlerden saliverilen miyeloperoksidaz enziminin hidrojen
peroksit {izerine etkisiyle olusup, ekstraseliller araliga saliverildigi gibi

miyeloperoksidaz inhibitoriiyle de bu olusum engellenebilir ( 33-37).

H,0, +Cl' + H Mylprskite o HOC] + H,0

Notrofiller aktive oldugunda oksijenin siiperoksit radikaline doniisiimii 20 kat artar ki,
buna oksijen tiiketiminin artmasini ifade ettigi icin solunum patlamasi denir. Artmis
metabolizma sonucu olusan hidrojen peroksitin yaklasik %40’1 hipoklordz asit, geri
kalanm1 ise hidroksil radikaline doniisiir. Hipoklorit, evlerde temizlik malzemelerinin
aktif maddesi olmasi1 yaninda milisaniyeler icinde bakterilerde letal hasar olusturan

giiclii bir ajandir ( 34-38 ).
Lipid peroksil radikali (LOO)

Oldukca yikict bir radikaldir. Bu sadece reaktivitesinden degil ayni zamanda lipit
oksidasyonunu baslatmasi ve arttirmasindan kaynaklanmaktadir. Lipit peroksidasyonu
Ozellikle santral sinir sisteminde harabiyete neden olmaktadir. Karbon merkezli
redaikaller oksijen ile hizla reaksiyona girerek peroksil radikalini olustururlar. Peroksil

radikali lipid peroksidasyonunu baslatir ve olduk¢a uzun 6miirliidiir.

Reaktif serbest radikaller ve metabolitler membrandan bir hidrojen uzaklastirilmasiyla
lipid peroksidasyonunu bagslatirlar. Olusan lipid radikal (L) oksijenle reaksiyona girerek
lipid peroksil radikalini olusturur (34-39).
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L+0, — = [ 00

LOO+LH ——— = LOOH+ L

Lipid peroksil radikali baska bir lipidden (LH) hidrojen atomunu uzaklastirir ve lipid
hidroperoksit (LOOH) ile baska bir lipid radikali olusturur. Bu zincir reaksiyonunun
NO’nun lipid peroksil radikali ile etkileserek inhibe ettigi gosterilmistir (40).

LOO + NO —» LOONO —» LONO,

Singlet oksijen (0»)

Yapisinda eslesmemis elektronu bulunmamasi nedeniyle serbest radikal olmadig1 halde
ROT'leri arasinda yer alan O, serbest radikal reaksiyonlarinin baglamasina neden olmasi
acisindan 6nem tasimaktadir. 'Delta’ ve 'Sigma' olarak iki tipi mevcuttur. Sigma tipi
daha reaktif oldugu icin hizla delta tipine doniisiir. 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
dismutasyonu ve hidrojen peroksitin hipoklorit ile reaksiyonu sonucunda da olusabilir.
Serbest radikal olmasma karsin kuvvetli oksidan bir ajandir ve bir¢ok molekiille
etkilesir. Membran lipidlerine etki ederek peroksitleri olusturur. NO ve hidrojen

peroksitin etkilesmesiyle de singlet oksijen olusabilmektedir (34-37,41 ).
2.2.1.2 Serbest radikaller hiicreye nasil zarar vermektedir?

Serbest radikaller hiicre ve dokularda rol aldiklar1 3 temel mekanizmayla bircok zarara

yol agmaktadir.

1. Membran Lipitlerinin Peroksidasyonu, serbest radikaller hiicrenin membranina

saldirdiklarinda gerceklesir. Serbest radikaller, hiicre membraninin stabilizasyonunu
ortadan kaldirarak, hizli hiicre ve doku bozulmalar1 na neden olurlar.

2. Disiilfit Bagr Olusumu; Glutatyon, tiim memeli hiicrelerinde milimolar
konsantrasyonlarda bulunur. Glutatyon (GSH) gibi tiyollerin (R-SH) oksidasyonu tiyol
ve oksijen radikallerinin olusumuna neden olur. Bunlar siilfiir merkezli radikallerdir
(RSH) ve proteinlerdeki homolitik fisyon (siilfiirlerin  karsilikli  baglanmasi)
reaksiyonlar: disiilfit bagini olusturur. Bu da proteinlerin konfigiirasyonlarini bozarak

viicuttaki metabolik aktivitelerini engeller.
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3. DNA Hasari; DNA molekiilii yeniden sentezlenemeyen ancak kopyalanabilen bir
molekiil oldugundan DNA modifikasyonlar1 mutasyonlara ve genetik bozukluklara
neden olmaktadir. Bu yiizden DNA hasarinin ROS ile indiiklenen hiicresel
modifikasyonlarin en ciddisi oldugu diisiiniilmektedir. Oksidatif DNA modifikasyonlar1
memeli DNA’sinda siktir. Bu modifikasyonlarin karsinojenez, diyabet ve yaslanmanin
mekanizmasna katkida bulundugu ileri siiriilmiistiir. Hidroksil radikalinin DNA
molekiiliiniin tiim bilesenleriyle reaksiyona girdigi bilinmektedir. Piirin, primidin

bazlarinda ve deoksiriboz iskelette hasara yol agmaktadir.

Sekil 2.3 Serbest radikal hasarinin hedefleri ve tiriinleri.
Bu zararlar ayrica sdyle de siralanabilir:
1. Zar proteinlerinin tahribi, tagima sistemlerinin bozulmast,

2. Seroid ve yas pigmenti denilen baz1 maddelerin birikimi,
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3. Kollajen ve elastin gibi uzun Omiirli proteinlerdeki oksido-rediiksiyon

olaylariin bozularak kapillerde aterofibrotik degisikliklerin olugmasi,
4. DNA’nm tahrip olmasi,
5. Niikleotid yapili koenzimlerin yikimu,

6. Tiyollere bagimli enzimlerin yap:1 ve fonksiyonlarinin bozulmasi, hiicre

ortaminin tiyol/disiilfit oraninin degismesi,
7. Protein ve lipidlerle kovalent baglantilar yapmasi,
8. Enzim aktivitelerinde ve lipid metabolizmasindaki degisiklikler,
9. Mukopolisakkaritlerin yikima,
10. Proteinlerin tahrip olmasi ve proteinlerin “turn-over’’inin artmast,
11. Lipid peroksidasyonu, zar yapisinin bozulmasi (42-44).
2.2.2 Lipid Peroksidasyonu ve Malondialdehid (MDA)

Oksidatif stres ve serbest radikaller 6zellikle lipitlerde hasara neden olur. Serbest
radikaller hiicrenin lipid membranina saldirarak buradan elektron cikarirlar. Lipit
hidroperoksitleri, lipit peroksidasyonunun erken asamasini olusturur. Lipit
hidroperoksitlerinin yikimi ile ise biyoaktif aldehitler olusur. Bunlardan baslicalari
malondialdehit (MDA). Lipid peroksidasyonu; lipid hidroperoksit (COHH)’lerini
olusturmak icin, oksijen radikali ile hiicre membran fosfolipidlerindeki poliansatiire yag
asitlerinin reaksiyona girdigi kompleks bir islemdir. Serbest oksijen radikallerinin
membran lipidleriyle etkilesmesi zincirleme reaksiyonlarla devam eden lipid
peroksidasyonunu baglatarak; membran yapisinin bozulmasina, permeabilite artigina,
hiicrenin iyon gradientinin siirdiiriillememesine ve doku hasarina yol agabilir (45-46).
Lipid peroksidasyonu, normal kosullarda tiim hiicre ve dokularda diisiik miktarlarda
gerceklesen ve oksijen kaynakli serbest radikaller tarafindan indiiklenen oksidatif bir

olaydir (45-49).

Lipid peroksidasyonu serbest oksijen radikallerinin poliansatiire yag asitlerinin yan
zincirindeki metilenik karbonlardan hidrojen iyonu ¢ikarmasi ile baslar ve lipid radikali
olusur. Olusan lipid peroksi radikalinin hemen yakmindaki ansatiire lipid
molekiiliindeki hidrojen iyonu cikarilmasiyla lipid hidroperoksit ve yeni bir lipid

radikali meydana gelir. Lipid peroksidasyonu, olusan iki lipid peroksit radikali ile
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birlestirilip siklik peroksit olusumu ile sonlanabilecegi gibi, indirgenmis metal iyonlar:
[Demir (Fe**) ve Bakir (Cu®) veya okside metal iyonlar1 (Fe’* ve Cu")] ile reaksiyona
girerek alkoller, ketonlar, aldehidler ve buna benzer bircok sitotoksik {iiriinlere
doniuistiiriilmesi ile de sonuglanabilir. Olusan bu radikaller de baska yag asitlerinden
hidrojen atomu kopartarak lipid peroksidasyonu zincir reaksiyonunu siirdiirtirler. Lipid

peroksidasyonu reaksiyonlar: Sekil 2.4’de gosterilmistir.

Lipid peroksidasyonu sonucu olusan en sitotoksik iiriin aldehidlerdir. Bunlardan biri
olan MDA, lipid peroksitlerin enzimatik olmayan oksidatif dekompozisyonu sonucu
olusur. MDA’ ’nin asil kaynaklar1 ii¢ veya daha fazla cift bag iceren yag asitlerinin
peroksidasyonu veya eikosanoid sentezinde serbestlesen siklik hidroperoksitlerdir.
MDA, hiicre membraninin deformasyonuna, iyon gec¢isinin ve enzimatik fonksiyonlarin
bozulmasina neden olur. Hiicre zarlarindan kolayca gecebilecegi i¢in hiicre icindeki
protein sentezini, enzimatik olaylar1 ve DNA yapisin1 da olumsuz yonde etkilemektedir.
MDA bu 6zelliklerinden dolay1 mutajenik, genotoksik ve karsinojenik bir bilesiktir (45,
50). Lipit hidroperoksitleri ile nihai yikim iiriinii olan diisiik molekiil agirliklt MDA lipit
peroksidasyonunun indeksi olarak kabul edilir. MDA’nin aldehit gruplariyla ile
tiyobarbitiirik asit arasindaki reaksiyon sonucu olusan renkli {iriin 545 nm’de absorbans

verir (45- 49, 51).

(1) Baslatilma:
ROOH + metal™ — s FROO++ metal®™l* + H*
X +RH —— PR*+ XH
(23 Tlerleme:
BEe#+ 0 — = EROOD=
EOOs + RH —————= EROOH + E=
(3) Sonlanma:
ROO+ + ROO+ ——» FROOE + 0O,

ROO+ + R+ — = FROOR

F* + E» - ER

Sekil 2.4 Lipid peroksidasyonunun kimyasal yolu (51).
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2.2.3 Ksantin Oksidaz (XO)

Ksantin oksidaz (XO) enzimi oksidorediiktazlar smifina giren ve Mo iceren bir
flavoproteindir (52, 53). XO hipoksantinin ksantine ve ksantinin de iirik aside
dontisiimiinii  (Sekil 2.5) katalizler. Bu reaksiyonlarda O,’yi indirger ve bunun
sonucunda da O, ~- ve H,0, olusturur (52). Urik asit, insanlarda piirin yikimmin son

irtinidiir (53).
Hipoksantin + O, + H,O — Ksantin + H,0,

Ksantin + O, + H, O — Urik asit + H,O,
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Sekil 2.5 Piirin niikleotid yikimu ve iirik asit olusumu. (53).
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Siiperoksit anyon radikalinin (O;") en 6nemli enzimatik kaynaklarindan birisi XO’dur.
Bu enzim tiim c¢ekirdekli hiicrelerde yer alan metaloflavoproteindir (54). XO ¢ok
Oonemli serbest oksijen radikali kaynagidir. Purinlerin  hidroksilasyonunun
katalizlenmesinde molibden, demir ve siilfiir flavinin hidroksilasyonunda gorev yapan
enzim gurubunun iiyesi olarak bilinir. Ksantin oksidaz hipoksantini ksantine, ksantini
trik aside doniistiiren reaksiyonlar1 katalizler.  Bu esnada molekiiler oksijen
indirgenerek (O,") anyonuna doniistiiriiliir (55). XO, kapillerdeki endotel hiicrelerinde

cok yiiksek konsantrasyonda bulunur (56).

Bir¢cok enzimin katalitik dongiisii swrasinda serbest radikaller ortaya cikar. Bu
enzimlerden biri XO’dir. XO hasarlanmamis dokularda bir dehidrojenaz olarak
bulunur. Piirinlerin yikim yolunda hipoksantinden ksantin ve ksantinden {iirik asit
olusumu basamaklarinda elektron akseptorii olarak molekiiler oksijenden (O;) daha ¢ok

nikotinamid adenin diniikleotid (NAD™) kullanir (52, 55-56).
X0

Ksantin + H,O + 20, — Urik asit + O, + 2H"

Oksijensizlige bagh olarak adenozin difosfatin (ADP) adenozin trifosfata (ATP)
fosforilasyonunun azaldigr durumlarda (iskemi durumlarinda) ADP yikilir ve piirin
bazi, XO’mn bir oksidaz olarak etkili olmasiyla hipoksantine doniistiiriilir. XO’1n,
oksidaz olarak aktivite gostermesi durumunda hipoksantin ksantine ve ksantin iirik
aside doniisiirken molekiiler oksijen kullanilmakta, molekiiler oksijen hidrojen
perokside indirgenmektedir. Iskemi durumlarinda oksijen seviyesi diisiik oldugundan
onemli hasar olmaz. Ancak oksijen seviyesi reperfiizyon sirasinda normale doniince
iskemi yerinde XO etkisiyle fazla miktarda H,O, ve O, olusur, bunlarin etkisiyle de
iskemi/reperfiizyon hasar1 denen durum ortaya ¢ikar. XO’m ozellikle intestinal mukoza
hiicrelerinde  goriilen  iskemi/reperfiizyon hasarinda Onemli faktor oldugu
diistiniilmektedir (52, 56). Ksantin oksidaz gibi oksidan enzimler siiperoksit radikali
iiretimine neden olurlar. /nvivo iskemi ve hipoksi, ksantin oksidazi, dehidrogenaz
formundan oksidaz formuna doniistiiriirerek, siiperoksit radikali olusumuna yol agar (

52- 57).
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2.2.4 Oksidatif stres

Serbest radikaller, besinlerin oksijen kullanilarak enerjiye doniistiiriilmesi sirasinda
meydana gelen kararsiz ve reaktif molekiillerdir. Serbest radikal hasarma kars1 koymak
tizere mevcut antioksidanlar kullanilabilecek durumda degilse veya radikal olusumu basg
edilemeyecek kadar fazla ise, oksidan-antioksidan dengesi oksidanlar lehine bozulur ve
Oksidatif Stres ortaya ¢ikar. Organizmada serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin
ortadan kaldirilma hizi bir denge igerisindedir ve durum ‘oksidatif denge’ olarak
adlandirilir. Oksidatif denge saglandigi siirece organizma, serbest radikallerden
etkilenmemektedir. Bu radikallerin olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirilma
hizinda bir diisme bu dengenin bozulmasma neden olur. ‘Oksidatif stres’ olarak
adlandirilan bu durum; serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma mekanizmasi
arasindaki ciddi dengesizligi gostermekte olup, sonucta doku hasarina yol agmaktadir

(58).

Belirli bir diizeye kadar olabilen oksidan molekiil artis1 yani viicutta daima belirli
diizeyde bulunan dogal antioksidan molekiiller tarafindan etkisiz hale getirilmektedir.
Boylece saglikli bir organizmada oksidan diizeyi ve antioksidanlarin bunlar1
etkisizlestirme giicii bir denge icindedir. Oksidanlar belirli bir diizeyin iizerinde olusur
veya antioksidanlar yetersiz olursa yani denge bozulursa s6z konusu oksidan molekiiller
organizmanin yapi elemanlar1 olan protein, lipid, karbohidrat, niikleik asitler ve yararl

enzimleri bozarak zararl etkilere yol acarlar (59).
2.2.5 Protein Oksidasyonu

Proteinlerin serbest radikal hasarindan etkilenme dereceleri amino asit icerikleri ile
iligkilidir. ~ Protein  oksidasyonu, reaktif = oksijen tiirevleri veya  diger
oksidan  metabolitler ile  proteinlerin  kovalent = modifikasyonu  sonucu
olugmaktadir. (60, 61). Doymamis baglar ve —SH i¢eren molekiiller ile triptofan, tirozin,
fenilalanin, histidin, metiyonin ve sistein gibi amino asitleri ihtiva eden proteinler
serbest radikallerden daha kolay etkilenir. Immiinoglobulinler gibi fazla sayida disiilfit
bagi bulunduran proteinlerde oksidasyon sonucu kiikiirt merkezli radikaller meydana
gelir ve proteinin ii¢ boyutlu yapisi bozularak normal fonksiyonunu yerine getiremez

(61, 62).

Oksidasyon sonucu proteinlerin sekonder ve tersiyer yapilarinda olusan degisiklikler

fonksiyonlarin1 etkilemektedir. Protein oksidasyonu, reaktif oksijen tiirleri (ROS)
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(OH", H,0, gibi) ile direkt olarak veya oksidatif stresin sekonder iiriinleri ile reaksiyonu
sonucu indirekt olarak indiiklenen, proteinlerin kovalent modifikasyonu olarak
tanimlanmaktadir. Reaktif oksijen tiirlerinin iiretimine neden olan tiim reaksiyonlar ve
ajanlar protein oksidasyonuna yol acabilmektedir. Protein oksidatif modifikasyonunun
pek cok farkli tipi oldugundan, protein oksidasyonu i¢in tek evrensel belirte¢ yoktur.
Ancak, protein karbonil gruplari oksidatif indiiklii hiicresel hasarin en genel belirteg
olarak kabul edilmekte ve yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunun nedenleri arasinda
protein karbonil gruplarinin bir¢cok farkli mekanizma ile ortaya c¢ikabilmesi, stabil

olmasi ve basit ama duyarh yontemlerle Olciilebilir olmasi sayilabilir (61-65).

ROS biyolojik molekiillerin tiimiine zarar verebilir. Bununla birlikte proteinler
muhtemelen oksidatif hasara en duyarli molekiillerdir ve hasarin etkisi diger
molekiillere gore olduk¢a fazladir. Proteinlerin oldukga farkli biyolojik fonksiyonlari
vardir. Proteinlerde in vivo olarak meydana gelen oksidatif degisiklikler proteinlerin rol
oynadig cesitli hiicresel fonksiyonlar1 etkiler. Protein oksidasyonu ile iliskili oldugu
bilinen bazi hastaliklar ve hedef proteinleri: Ateroskleroz, Romatoid artrit, iskemi-
reperflizyon hasari, Amfizem, Norodejeneratif hastaliklar, Alzheimer, Parkinson, Akut

pankreatit ve kanser (61-64).

ROS’un proteinlerde olusturdugu oksidatif hasar, dort yolla
olur ve vyapisal degisikliklere yol acar. Bu mekanizmalar protein karbonil
gruplariin  olusumu (61-65), metal katalizli protein oksidasyonu, protein
tiyol gruplarinin  kaybr (45, 55-56), nitrotrozin olusumu (62,64-68) ve ileri

oksidasyon protein iiriinlerinin olusumu olarak siralanabilir (69-70).

Reaktif tiirevler ve peptid baglari ile ya da amino asit yan zincirleri ile reaksiyona girer.
Bu reaksiyonlar, redoks reaksiyonlarina giren demir ve bakir gibi metal katyonlardan
etkilenir. Oksidatif modifikasyona ugramig proteinler ya diisik molekiill agirlikli
iriinlere ayrilir ya da capraz bagh yiiksek molekiil agirlikli iiriinleri olusturur (60-65).
Proteinlerde modifikasyonlara yol acan reaksiyonlarin; oksidasyona ve peptid baginin
ayrilmasina yol acan reaksiyonlar ve yan zincir modifikasyonuna yol acan reaksiyonlar
olmak {iizere iki grupta smiflandirilmasinin daha kolay bir siniflandirma sistemi olacagi
One siirlilmektedir (60-67). Protein oksidasyonu esas olarak hidroksil radikali (OH) ile
baslar. Diger taraftan oksidasyon siirecinde O2 ile birlikte, siiperoksit anyon radikali

(02.) ve siiperoksit radikalinin protonlanmis formu olan hidroperoksil (HO2.)’in
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varhigimda da gereklidir. Adi1 gecen bu reaktif oksijen tiirevleri amino asitlerin yan
zincirlerinin oksidasyonuna, protein-protein ¢apraz baglarinin olusumuna ve protein

omurgasinin oksidasyonu yolu ile protein fragmentasyonuna neden olur (60-63).
2.2.6 Tiyol

Oksidatif protein hasari, protein karbonil (PCO) diizeylerindeki artis (71-74) ve protein
tiyol diizeylerindeki azalma ile karakterizedir. Serbest radikaller proteinlerdeki tiyol
gruplariin oksidasyonuna yol acarak oksidatif protein hasarma neden olur (73-74)
Protein tiyolleri (PSH) antioksidan fonksiyonlarini peroksidasyonu baslatan oksidanlar1

tutarak gosterir. Boylelikle vitamin E ve/veya lipidler oksidatif ataktan korunur (75).

Proteinlerde yapisal degisiklige yol acan bagslica mekanizmalar; Protein karbonil
iceriginin artmasma yol acan metal katalizli protein oksidasyonu (76), protein tiyol
gruplarmin kaybi, Nitrotirozin olusumu (77), ileri protein oksidasyon iiriinlerinin
olusumudur. Proteinlerdeki tiyol gruplarinin (-SH) serbest radikaller tarafindan
oksidasyona ugradigi bilinmektedir. Sisteindeki —SH grubunun oksidasyona yatkin
olmas1 nedeniyle, buna denk -SH grubundan degisik mekanizmalarla tiil radikali (-S°)
olusur ve sonug olarak disiilfid baglar1 meydana gelir (78). Bu ise radikal aracili protein

oksidasyonunun en onemli belirtisidir (79).

Serbest radikallerin proteinlerdeki tiyol (-SH) gruplarinin oksidasyonuna yol agtigi
gosterilmistir (74-76). Sisteinin —SH grubu oksidatif ataga oldukca yatkindir ve —SH
gruplarindan degisik mekanizmalarla olusan tiil radikali (S.) proteinlerdeki disiilfit
baglariin olusumuna Onciiliik eder (78-79). —SH gruplarinin disiilfitlere ve oksiasitler
gibi diger oksitlenmis tiirevlere doniisiimii, radikal aracili protein oksidasyonun en
erken gozlenebilen belirtisidir. Bircok arastirmaci peroksinitritin tiyol gruplar1 ile

reaksiyonu sonucu tiil radikallerinin olugtugunu gostermistir (74-79).
2.2.7 ileri Oksidasyon Protein Uriinleri

Ileri oksidasyon protein iiriinleri (AOPP), ditirozin igeren ¢apraz bagli protein iiriinleri
olarak  bilinmektedir. Ileri oksidasyon protein {iriinlerinin tayini, protein
oksidasyonunun derecesini belirlemekte kullanilir (80-85). Proteinler oksidanlara maruz
kaldiklarinda bir¢cok kovalent degisiklige ugrar. Bu degisikliklerden bazilar1 serbest
radikallerin protein molekiilleri iizerine direkt etkileri sonucu olusabildigi gibi, bazilari

da oksidasyon yan iiriinlerinin proteinlere kovalent olarak baglanmasi ile meydana gelir.
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Proteinlerin radikal aracili hasari; elektron kaybi, metal-iyon katalizli reaksiyonlar,lipit
ve sekerlerin otooksidasyonu ile baslatilabilmektedir. Bu {iriinlerin olusum hizinin
artmasi veya temizleyici mekanizmalarin yetersiz kalmasi, proteinler de olmak {iizere

diger hiicresel molekiillerdeki oksidatif modifikasyonlarin artigina yol acar (82-85).

Reaktif oksijen tiirleri (ROT) viicutta siirekli olarak olusmaktadir. ROT, inflamatuar ve
dejeneratif hastaliklar gibi insandaki bir¢ok patolojik duruma katkida bulunur.

Oksidatif stresin kritik olan hastalarin hastaliklarinin gelisiminde ©nemli bir rol
oynadig1 bilinmektedir. Serbest radikal hasarina neden olan dort ana grup iiriin vardir.
Bunlar lipid peroksidazlar, isoprostenazlar, DNA hidroksilasyon {iriinleri ve protein
karbonil  bilesikleridir. ~ Oksidatif stresin  degerlendirilmesinde cok sayida
uygulanabilecek yontem oldugu halde, bu yontemlerin bircogunun otomasyon eksikligi
ve/veya  karisgtkk  yOontemlerinden  dolayr  rutin  klinik  laboratuarlarinda
kullanilamamaktadir. Ornegin; isoprotenazlarin 6lciimii bilyilk dogruluga sahiptir ve
viicut sivilarindaki lipid peroksidasyonunun degerlendirilmesinde giivenilirdir. Fakat

karisik yonteminden dolayi klinik caligmalarda kullanimi sinirlanmaktadir (85).

1996°da kronik iiremik hastalarin plazmasinda, Advanced oxidation protein products
(ileri protein oksidasyon iiriinleri-AOPP) olarak adlandirilan, yeni bir oksidatif stres
belirteci tespit edildi ve ¢alisma sekli klinik kimya analizlerine programlandi. AOPP’nin
mononiikleer fagositleri aktive ederek, notrofil ve bazofiller arasinda sitokin benzeri

mediyator gibi davrandigi da one siiriilmektedir (81).

Protein oksidasyonu, proteinlerin reaktif oksijen tiirevleri veya oksidatif stres iiriinleri
ile kovalent modifikasyonu sonucu meydana gelir (82-91). Protein oksidasyonunun
biyokimyasal sonuglari enzim aktivitesindeki azalma, protein fonksiyonlarmin kaybi,
proteaz inhibitor aktivitenin kaybi, protein agregasyonu, proteolize artmis/azalmis
yatkinlik, reseptor aracili endositozun bozulmasi, gen transkripsiyonundaki degisimler,
immiinojen aktivitedeki artis olarak siralanabilir (83-103). Reaktif tiirevler tarafindan
proteinlerin oksidatif modifikasyonu, bir dizi bozukluk ve hastaligin etyolojisi ile
ilerlemesinde rol oynar (92). Bu hastaliklar arasinda baslicalar1; Alzheimer, amiyotrofik
lateral skleroz, katarakt olusumu, kronik bobrek yetmezligi, kistik fibrozis, diyabet,

iskemi ve reperflizyon hasari, Parkinson, romatoid artrit ve sepsis olarak sayilabilir (85).
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2.2.8. Myeloperoksidaz (MPO)
2.2.8.1 Myeloperoksidazin yapi ve ozellikleri

Myeloperoksidaz (MPO), memeli nétrofillerinin graniillerinde yer alan bir enzim olup,
fagosite edilmis bakterilerin dldiiriilmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Enzimin I, II ve

III olarak tanimlanmais {i¢ tipi mevcuttur.

Kristal yapisi X 1sinlariyla incelenmis olup, her MPO molekiiliiniin 2 alt birimden
olustugu goriilmiistiir. Toplam molekiil agirligi 140,000 olup, iki uzun iki de kisa
polipeptid zinciri vardir. MPO 1940’11 yillarda Verdoperoksidaz olarak anilmakta iken,
sonradan Myeloperoksidaz olarak isimlendirilmistir. Enzimin total agirhiginin ortalama
%3-4’1 karbonhidrattir. Bir c¢ok enzimde oldugu gibi spesifik inhibitorii de
bildirilmistir. Bilinen bu inhibitor MPO aktivitelerini bloke etmektedir (104-107).

2.2.8.2. Myeloperoksidaz sistemi

Fagolizozom icinde meydana gelen hidrojen peroksit miktarlari, bakterilerin etkili
sekilde oldiiriilmelerini saglayacak yeterlilikte degildir. Ancak, notrofillerin azurofil
graniillerinde bulunan myeloperoksidaz enzimi (MPO), klor iyonu (Cl-) varhiginda
hidrojen peroksiti hipokloréz asite (HOCL) doniistiiriir. Hipoklor6z asit, giiglii bir
oksidan ve antimikrobiyal ajandir. Benzer bir mekanizma mantarlar, viriisler, protozoa
ve helmintler i¢in de etkili olur. Hidrojen peroksitin biiyiik bir kismi, zamanla katalaz
tarafindan su ve oksijene pargalanir ve bir kismi da glutatyon peroksidaz etkisiyle
yikilir. Kan monositleri de myeloperoksidaz graniilleri icerirler ve bakterileri 6ldiirmek
icin hidrojen peroksit-myeloperoksidaz sistemini kullanirlar. Bu sistemin onemi, kronik
granulomatdz hastalik (CGD) olgularinda carpici bir tablo ile belirir. Kronik
graniilomatdz hastalik, kalitsal bir enzimik defekt sonucu, fagositoz sirasinda hidrojen
peroksit iiretiminde yetersizlikle karakterizedir. Bu nedenle hastalar ciddi, tekrarlayan,

inatc1, multiple enfeksiyonlara aciktir (106-108).

Notrofil ve monositler, primer lizozomal graniillerinde bir hem enzimi olan MPO ihtiva
ederler. Polimorf notrofil 16kositlerin  %90°’dan fazlasim1 olusturan notrofiller,
kompleman fragmanlari, HO, reaktif oksijen radikalleri ve sitokinler tarafindan aktive
edilirler. Dokuya gelen aktive lokositler, MPO, elastaz, proteaz, kollajenaz, laktoferrin
ve katyonik proteinler gibi enzimleri aciga ¢ikarirlar. Bu enzimler hem dokudaki hasari

artirir, hem de daha fazla radikal olusmasina neden olur. Enflamasyon durumunda MPO
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extraseliiler ortama salmir. Bu nedenle notrofil sekestrasyonunun gostergesi olarak

MPO aktivitesinin 6lciilmesi duyarl bir testtir (106-107).

MPO aracilikli antimikrobiyal sistem cesitli bakteri, mantar, viriis, mikoplazma, ¢ok
hiicreli organizmalar ve memeli hiicrelerine karsi etkilidir. MPO cesitli bilesikleri
okside edebilen bir enzim-substrat kompleksi olusturmak icin substrati olan hidrojen
peroksit ile birlesir. Bunlardan olusan halidlerin oksidasyonu sonucu, ¢esitli yollarla
mikroorganizmay1 etkileyebilen toksik ajanlar meydana gelir ve bunlar hiicre 6liimiine

yol agar (104-108).
2.2.9 Antioksidan Sistem

Her hiicre i¢in intrinsik oksidasyon ve antioksidanlar arasindaki dengenin fizyolojik

siirlarda tutulmasi organ/dokular i¢in 6nemlidir (109-111).

SOR eliminasyonunda, endojen antioksidan enzimler (GSH-Px, SOD, CAT) ve bazi
vitaminler (vitamin A, C ve E) islevsel olabildikleri gibi eksojen antioksidanlar
(likopen, resveretrol) ile antioksidan 6zellige sahip 6n maddelere (benzoik, gallik,

vanillik asit) de gerek duyulmaktadir (112-117).

Serbest radikallerin zararh etkilerine kars1 organizmada koruyucu mekanizmalar vardir.
Bu mekanizmalardan bir kismi serbest radikal olusumunu, bir kismi ise olusmus serbest
radikallerin zararh etkilerini 6nler. Bu islevleri yapan maddelerin tiimiine birden genel

olarak antioksidanlar denir (109-120).

Antioksidan terimi genel bir ifade olup, gidalarin antioksidan igerikleri ve
antioksidanlarin biyoyararlanimlar1 gida maddesinin cinsine, hasat zamani ve hasat
yontemlerine, iklime, depolama ve muhafaza ortaminin 1s1sina, nemine, 1s1g1na, gidanin
hazirlanmasi, hatta kisi ve toplumlarin tiikketim aligkanliklarina gore de

degisebilmektedir (121-126).

Antioksidanlar, enzimatik ve non-enzimatik olarak incelenirler: Siiperoksit dismutaz
(SOD) katalaz (CAT) glutatyon peroksidaz (GSH-Px) birinci derece enzimatiklere,
glutatyon rediiktaz (GR) ve glukoz 6-fosfat dehidrojenaz (G6PD) ikinci derece
enzimatiklere Ornek gosterilmektedir. Non-enzimatik olanlar ise; Mineral (Se, Zn),

vitamin ( A, C, K ve E), karotenoitlerdir (127-132).

Antioksidanlar etkilerini, simdiye kadar tespit edilebilen alti degisik mekanizma ile

gosterirler (121-132):
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Bu mekanizmalar, birbirinden bagimsiz veya bir arada isleyebilmektedirler.

I. Oksijen ile reaksiyona girerek ya da onun yerini alarak lokal oksijen

konsantrasyonunu azaltabilirler.

2. Hidroksil (OH) radikali yapisinda yer alan hidrojen atomlar1 bag olusturabilecek

yapidaki iiriinleri temizleyerek peroksidasyonun baslamasini 6nleyebilirler.

1
3. Membran lipidlerine direkt etkiyerek peroksit olusturabilen singlet oksijeni ( 02)

baskilayabilir ya da temizleyebilirler.

. +2 +3
4. Metal iyonlarin1 baglamak yoluyla reaktif gruplarin (OH, ferril ya da Fe /Fe /O2

kompleksleri gibi) ve/veya lipid peroksitlerden peroksil ve alkoksil radikallerinin
olusumunu Onleyebilirler. Membranlarda lipid peroksidasyonunun baslamasina hangi
reaktif iirinlerin neden oldugu tartisilmaktadir, ancak hem baslangi¢ icin ve hem de
olusan lipid peroksitlerinin dekompozisyonu i¢in transisyonel metal iyonlara ihtiyac

oldugu konusunda genel bir kan1 vardir.

5. Peroksitleri, alkol gibi nonradikal iiriinlere cevirebilirler. Ornegin; GSH-Px,

peroksitleri bu yolla temizleyen bir antioksidandir.

6. Zinciri krrabilirler yani; zincir olusumuna neden olabilen serbest radikallerle
reaksiyona girebilirler ve yag asidi zincirlerinden siirekli hidrojen iyonu salinimini
Onleyebilirler. Zincir kirict antioksidanlar i¢in de fenoller, aromatik aminler ve en
yaygin olam o-tokoferol yer almakla birlikte bagka lipid solubl zincir kirict

antioksidanlar da vardir (121,132).

Antioksidanlar, enzim ve enzim olmayanlar seklinde de siniflandirilirlar (Tablo 2.2).

Hiicrelerin hem si1vi hem de membran kisimlarinda bulunabilirler (112).

Tablo 2.2 Biyolojik sistemlerde antioksidan savunma sistemi.

Enzimatik Nonenzimatik
Stiperoksit dismutaz (SOD) Glutatyon (GSH) Albiinun
Katalaz (KAT) a-Tokoferol (vit E) Semuloplazmin

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) Askorbat (vit C) Transferrin

Fosfolipid ludroperoksit glutatyon B-Karoten Fernitin
Peroksidaz (PLGSH-Px) Flavonoidler Laktoferrin

Glutatyon S-transferaz (GST) Urat Melatomn
Glutatyon rediiktaz (GSSG-R) Bilirubin Sistein
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2.2.9.1 Enzimatik Antioksidanlar
Siiperoksit Dismutaz (SOD)

3 tiir SOD vardir. Birincisi mitokondride lokalize Mn-SOD, ikincisi sitozolde lokalize
Cu-Zn SOD ve igiinciisii de Cu iceren ve plazmadaki siiperoksit radikallerini
metabolize eden vaskiiler endotele bagli Cu-SOD’dir. Metalloprotein olan SOD bir

siperoksit molekiiliinii O2 molekiiliine yiikseltgeyip, diger siiperoksit molekiiliinii

HO e indirger (120-123).

SOD
03-' + 03-' +2H —— Dg + H}Dj

Katalaz (CAT)

Dort tane hem grubu iceren bir hemoproteindir ve peroksizomlarda lokalizedir.

Hidrojen peroksidi molekiiler oksijen ve suya katalizler (112-127).
CAT

2 H,0O, > 2 H,0 + 0O,

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Selenyum (Se)-bagimli (GSH-Px,) ve Se-bagimsiz (Glutatyon-S-transferaz, GST, EC
2.5.1.18) olmak iizere iki izoformu vardir (14, 120, 125, 126, 129). Bu iki enzimin alt
iinite sayilar1 ve katalitik mekanizmalar1 farkhidir. Glutatyon mekanizmasi ¢ok énemli
antioksidatif savunma mekanizmalarindan biridir. GSH-Px karacigerde en yiiksek;
kalp, akciger ve beyinde orta; kasta ise diisiik diizeyde aktivite gosterir. Asir1 diizeylerde
H,0, varliginda rediikte glutatyonun (GSH) okside glutatyona (GSSG, glutatyon
disiilfid) doniisiimiinii katalize eder. Bu arada H,O,de suya doniistiiriilerek detoksifiye

olur.

GSH-Px
®roomwy HoO>+ 2 GSH »  GSSG + 2 H)O romy
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GST glutatyonun tiyol (-SH) gruplar: ile alkilasyon ajanlarmin reaksiyonunu kataliz
ederek onlarin elektrofilik alanlarin1 yok eder. Basta arasidonik asit ve linoleat
hidroksiperoksitleri olmak tizere lipid hidroksiperoksitlere (ROOH) kars1 GST lar Se-
bagimsiz glutatyon peroksidaz aktivitesi gosterirler (125-127).

GST
ROOH + 2 GSH > GSSG + ROH + H,0

2.2.9.2 Nonenzimatik Antioksidanlar

Enzimatik antioksidanlarin yam sira vitaminler de serbest radikallerin zararh etkilerinin
ortadan kaldirilmasinda 6nemlidir. Vitaminler non-enzimatik antioksidanlar kisminda

yer alir.
Glutatyon

Rediikte glutatyon (GSH); glutamik asit, sistein ve glisin i¢eren bir tripeptit olup, aktif
bir siilthidril (-SH) grubuna sahiptir. Viicuttaki GSH’nun biiyiik boliimii karacigerde
genetik bilgiye ihtiya¢c duyulmadan iki asamada sentezlenebilen bir tripeptitdir. Serbest
radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara kars1 korur (126-
127, 129).

v -glutamil sistein sentetaz
L-glutamat + L-sistein +ATP ——» y-glutamil sistein + ADP + Pi

Glutatyon sentetaz
y-glutamil sistein + Glisin + ATP » GSH + ADP + Pi

En 6nemli gorevi, enzim ve proteinlerin tiyol gruplarinin (-SH) indirgenmesi ile rediikte

formlarmin yeterli diizeylerde kontroliinii saglamaktir (126-127, 129).

GSH + Prot S-S-Prot » GS8S-Prot + Prot-SH
GSSG + Prot-SH »  GSS-Prot + GSH

Vitamin E (a-Tokoferol)

Tokoferol yapisinda olup a, B, y, 6 olmak iizere 4 farkli tipin karigimi seklinde
bulunabilir ve yagda c¢oziiniir. Vitamin E’nin en aktif formu olan a-tokoferol cok

kuvvetli bir antioksidandir ve hiicre membran fosfolipidlerinde bulunan coklu
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doymamis yag asitlerini serbest radikal etkilerinden korur. Vitamin E O, °, HO', singlet
-0y, lipid peroksil (LOO) radikallerini ve diger radikallere bir elektron vererek zararsiz

formlarm doniisiimiinii saglar (132-133).

LOO + a-tokoferol-OH > LOOH + g-tokoferol-O°
(tokoferoksil radikali)

Vitamin C

Akcigerler ve goz lensi gibi su icerigi yiiksek organ ve dokularda bulunan 6nemli ve
giiclii bir antioksidan sistemi olusturur. Vitamin C vitamin E ile birlikte hiicre membran1
ve lipoproteinlerde bulunan o-tokoferoksil radikalinin a-tokoferole rediiklenmesini

saglar (134-136).



3. GEREC VE YONTEM

Calisma, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya ve Tibbi Parazitoloji

Anabilim Dali laboratuvarlarinda ortaklasa gerceklestirildi.
3.1 GEREC

Biyokimyasal dl¢iimlerde, Sigma ve Merck marka analitik saflikta kimyasal maddeler

kullanildi.

Calismalarda, spektrofotometre (Shumadzu U.V. Visible 1601), analitik terazi (A&D
GR- 200), pH metre (WTW pH 330 i), sogutmal1 santrifiij (Sigma 3K 30), degisik ol¢ii
ve markalarda otomatik pipetler, cam pipetler, balon jojeler, meziir, polistren tiipler ve

beherler kullanildi.

Calismalarda kullanilan ¢ozeltiler tridistile su ile hazirlandi. Calismalarda kullanilan
tiim cam malzemeler deiyonize su ile yikandiktan sonra 1 giin boyunca % 20’lik HNO3

icerisinde bekletildi ve sonrasinda tekrar deiyonize su ile yikandi.
3.1.1 Cahsma Grubu

Hasta Grubu: Erciyes Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Parazitoloji Anabilim Dalina

T. gondii 6n tanisi ile bagvuran (Ocak 2010- Temmuz 2011 tarihleri arasinda) serolojik
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tekniklerle (IgG-ELISA, IgG avidite testi ve IgM ELISA) sadece 1gG antikorlar1 pozitif
cikan 22 gebe hasta ve hem IgG hem de IgM antikorlar1 pozitif ¢ikan 27 gebe hasta
calisgma kapsamma alindi. Mevcut klinik ve laboratuvar bulgularina gore diyabet,
kronik respiratuvar yetmezlik, akut enfeksiyon, malign tiimor ve hepatit gibi sistemik

hastalig1 bulunanlar ¢calisma disinda birakildi

Kontrol Grubu: Ayni tarihler arasmda Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin
Hastaliklar1 ve Dogum Poliklinigi’ne miiracaat eden ve Tibbi Parazitoloji Anabilim
dalina sevk edilen kriterlere uygun gebe T. gondii 1gG (-) / IgM (-) 30 gebe kisi

caligmaya alindi.

Kontrol grubuna dahil edilen kisiler ise; sistemik hastali§1 olmayan ve sigara igmeyen

saglikl kisilerden secildi.
3.2 YONTEM

Hasta ve kontrol gruplarindan heparinli tiiplere alman vendz kanlar, 4°C’de 2000
rpm’de 10 dakika santrifiij edildi, plazmalar ayrildiktan sonra alikotlara ayrilarak

calisma giiniine kadar -70 °C’de eppendorf tiiplerde saklandi.

3. 2. 1 Malondialdehid Tayini

Plazma MDA tayini Ohkawa ve arkadaslar1 (138) tarafindan gelistirilen metodla
gerceklestirildi.

Metodun prensibi, lipid peroksidasyonunun yikim iiriinlerinden olan MDA’nin
tiyobarbitiirik asit (TBA) ile olusturdugu pembe renkli kompleksin renk siddetinin 532
nm dalga boyunda 6l¢iilmesi esasina dayanir (Sekil 3.1).

OH CHO S. N ( HO N SH
b1 Y
+ (H - | + 2HO
| A N Y -
CHO H H H
OH

|
CH

L s MDA - TBA Komplelsi

(renkdi {inind

Sekil 3.1 MDA’ nin TBA ile reaksiyonu ve olusan renkli TBA-MDA kompleksinin yapisi
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Cozeltiler

» % 8.1 Sodyum dodesil siilfat (SDS)

» 9% 0.8 Tiyobarbitiirik asit (TBA)

> % 20 Asetik asit (HAc), pH 3.5

» n-biitanol/piridin karisimi (15/1, v/v)

» 6.825 M MDA (stok standart)

Cahsma
Kor Numune
Plazma - 0.1 ml
SDS 0.1 ml 0.1 ml
Tip I su 0.4 ml 0.3 ml
HAc 0.75 ml 0.75 ml
TBA 0.75 ml 0.75 ml
» 100°C’de 60 dakika inkiibe edildi ve sogutuldu

Tip I su 0.5 ml 0.5 ml
n-biitanol/piridin 2.5 ml 2.5 ml

Kapali cam tiiplerde ekstrakte edilen karigimlar, polistren tiiplere aktarilarak sogutmali
santrifiije yerlestirildi. Organik ve su fazlarmin ayrilmasini saglamak i¢cin 4000 rpm de
10 dakika santrifiije edilen tiiplerin iist kisminda olusan pembe renkli organik fazin

absorbans1 kore kars1 532 nm dalga boyunda ol¢iildii.
Standart Serinin Hazirlanmasi

Stok MDA (6.825 M) ¢ozeltisiyle uygun diliisyonlar1 gerceklestirerek ara stok standart
cozeltisi (100 uM) hazirlandi. Ara stok standart; 0; 2,5; 5,0; 10 ve 20 umol/L
konsantrasyonlarda olacak sekilde yeniden diliie edilerek standart seri hazirlandi.
Numune gibi ¢alisilan standartlarin absorbans degerleriyle, MDA standart grafigi ¢izildi
(Sekil 3.2). Calisma gruplarmin standart grafik tizerinden MDA seviyeleri umol/L
olarak belirlendi.
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CV degeri (MDA);
Olciim sayis1  Ort +SD (umol/L) CV (%)
CcvV 8 0,34+0,01 2,92
3
oD
(532 25 y = 0,5055x - 0,1464
nm R? = 0,9755
2

-0,5
MDA (mikromol/Iml)

Sekil 3.2 MDA standart grafigi

3.2.2 Ksantin Oksidaz Aktivitesi Tayini
Plazma XO, aktivitesi icin Prajda ve Weber (139) tarafindan gelistirilen metod
kullanilmistir. Bu metod ksantinden {irik asit olusumu esnasinda 293 nm’de absorbans

artisinin spektrofotometrik olarak 6l¢iimii esasina dayanir.

Cozeltiler

» 50mM Fosfat tamponu, pH 7.5

» 4mM Ksantin (tampon i¢inde hazirland1)
» %100 TCA (trikloro asetik asit)
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Cahsma
Numune Kor
Distile su - 50uL
Numune S50uL -
Tampon 3mL 3mL

»  37°C’de 30 dakika inkubasyon
TCA 100uL 100uL
» 6000 g’de 20 dakika santrifiij

Santrifiij islemi sonunda iistte kalan siipernatantlarin absorbansi kore karsi 293 nm
dalga boyunda 6l¢iildii. 1 iinite ksantin oksidaz,37 °C’de pH 7.5’te 1 dakikada olusan

umol iirik asit olarak tarif edilip;
Abs-kor= A

Ax51219=8B

B/1000 = XO

formiiliiyle hesaplanip, U/ml olarak hesaplandi.

CV degeri (X0);
Olgiim sayisi  Ort £SD (U/ml) CV (%)
(A% 7 0,005+0,003 6
3.2.3 AOPP Tayini

AOPP tayini, Witko-Sarsat ve arkadaslar1 (101) tarafindan gelistirilen spektrofotometrik
metodla gerceklestirildi

Cozeltiler

» Fosfat tamponu (PBS pH 7.4)

» Kloramin-T standartlar1 (10-200 pmol/L)
» Asetik asit

» Potasyum iyodiir (KI 1.16 mol/L)



34

Cahsma

Fosfat tamponu (PBS pH 7.4) ile diliie (1:5) edilen plazma ve kloramin-T standart
cozeltilerinin (0- 200 pmol/L) 400uL’sine 200ul Asetik asit ve 100 pl 1.16 mol/L. KI
ilave edildi. Reaksiyon karistminin absorbansi spektrofotometrede 340 nm dalga
boyunda ol¢iildii. AOPP diizeyleri, kloramin-T ekivalentlerinden pmol/L olarak
belirlendi (Sekil 3. 3).

Standart Serinin Hazirlanmasi

200 pmol/L. konsantrasyonundaki stok kloramin-T ¢o6zeltisi, uygun oranlarda diliie
edilerek, 0, 2,5, 5 10, 30 ve 50 pmol/L konsantrasyonlarinda standart seri hazirlandi.

Standartlar numune gibi caligildi.

CV degeri;
Ol(;iim sayisi  Ort £SD (umol/L) CV (%)
Ccv 5 9,2+0,5 5
2

1,8 1 y = 0,0351x + 0,0182

1,6 - R? = 0,9965
~ 1,4
E 121 /
(=)
g 1 >
e
a 08 /
(o]

0,6

0,4

0,2

O T T T T T
0 10 20 30 40 50 60
Kloramin T (mikromol/l)
Sekil 3.3 AOPP standart grafigi
3.2.4 Tiyol Tayini

Plazma tiyol seviyelerinin tayini, Hu ML ve arkadaslarmin (140) gelistirdigi metodla

gerceklestirildi. Metod serbest tiyol gruplarinin 5,5-ditiyo bis (2-nitrobenzoik asit)
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(DTNB) ile oksitlenmesi sirasinda olusan koyu sar1 renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoik asit
(TNB)’in renk siddetinin 412 nm dalga boyunda 6l¢iilmesi esasina dayanir.

R -5+ R, -8-8-R, —™ -5 + R,-8-S-R,;
_CH, -8 + Noz-@ @ -NO,
COOH COOH
DTNB

_CHE—S—S—@ -NO, . S - -INO,

COOH COOH

Sekil 3. 4. TNB olusum reaksiyonu

Cozeltiler

» 0.1 M Tris-HCI tamponu, pH 8.2 (10 mM EDTA igerir)
» 10 mM DTNB (metanolde hazirlanir)

» 1.0 mM GSH (stok standart)

Cahisma
Kor Kontrol Numune
Tris-HCl 1.05 ml 1.0 ml 1.0 ml
Metanol - 0.05 ml -
Plazma - 0.05 ml 0.05 ml
DTNB 0.05 ml - 0.05 ml

DTNB ilavesiyle inkiibasyon siiresi baglatildi. Kor, kontrol ve numune tiipleri 25 °C’ de
15 dakika inkiibe edildi. Kor tiipiine karsi, kontrol ve numune tiiplerinin absorbansi 412

nm dalga boyunda 6l¢iildii. Degerlendirme standart grafik tizerinden yapildi.
Standart Serinin Hazirlanmasi

Stok GSH (1.0 mM) ¢ozeltisi, 0, 100, 200, 400 ve 800 umol/L. konsantrasyonlarinda
standart seri olusturacak sekilde Tip-I su ile diliie edildi ve her bir standart, numune gibi

calisgilarak GSH (umol/L) konsantrasyonlarmma karsilik gelen absorbans degeriyle
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standart grafik ¢izildi (Sekil 3. 5). Standart grafikten bulunan plazma tiyol seviyeleri,

umol/L olarak verildi.
1,6
1,4
y = 0,0016x + 0,045
A R? = 0,9938
€ 11
&
s 0,8
g 0,6 1
0,4
0,2
O T T T T
0 200 400 600 800 1000
GSH (mikromol/l)
Sekil 3.5 Tiyol standart grafigi
CV degeri;
Olgiim sayisi  Ort £SD (umol/L) CV (%)
Ccv 10 202,44 +3,55 1,75

3.2.5 Myeloperoksidaz Aktivitesi Tayini

Plazmada MPO aktivitesi, Bradley ve ark (140) tarafindan gelistirilen metot ile tayin
edildi.

Metodun prensibi, O-dianisidin (peroksidaz substrat1)’in H,O, varliginda, MPO
tarafindan oksitlenerek sari-turuncu renkli bir {iriin olusturmasi ve bu oksidasyon
reaksiyonunun, spektrofotometrede 460 nm dalga boyunda, zamana bagli OD artis1

seklinde izlenmesi esasina dayanir.

Cozeltiler

50 mM Potasyum fosfat tamponu, pH 6,0

%16,7 mg o-dianisidin dihidroklorid (tampon i¢inde giinliik hazirlanir)

%0,0005 H,O, subtsrat1 (O-dianisidin iceren tampon icinde giinliik hazirlanir)
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Cahsma

Numune Kontrol
90,0005 H202 substrati 2,9 ml 2,9 ml
Saf su - 0,1 ml
Plazma 0,1 ml -
Hesaplama

Numune ve kontrol tiipleri i¢in AOD/dk degerleri hesplandi ve numune AOD/dk
degerlerinden kontrol degeri ¢ikarilarak net AOD/dk degerleri bulundu.

Bir iinite MPO standart deney sartlarinda, dakikada bir mikromol O-dianisidinin
oksidasyonunu katalizleyen enzim miktar1 (U/I; umol O-dianisidin/dk/L) olarak

tanimland:.

Okside O-dianisidinin molar ekstinksiyon katsayist (1,13x10* M cm™) kullanilarak

plazma orneklerinin net AOD/dk degerlerinden, {inite birimine gecildi.

U/L = net AOD/dk x total hacim (ml) x 10°® umol
€ plazma hacmi (ml) mol

U/L = net AOD/dk x 3,0 x 10°
1,13x10* 0,1

U/L = net AOD/dk x 2564,8
Plazma 6rneklerinde tayin edilen MPO aktivitesi, U/L seklinde bir litre plazma basina

verildi.

CV degeri;

Olciim sayis1  Ort +SD (umol/L) CV (%)
Cv 13 3,93 +£0,29 7
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3.3 ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirmeleri SPSS for windows 11.0 paket
programinda yapilmistir. Degerlendirmelerde iki grubun 6l¢iimle belirtilen parametrelerinin
kargilastirmasinda parametrik varsayim saglandiginda Student’s ¢ testi, saglanmadigindan
Mann-Whitney U testi, degiskenler arasi iliskilerin analizinde Spearman Rank Korelasyon
Analizi kullanilmistir. Tanimlayic1 degerler olarak ol¢iimle belirtilen parametreler i¢in Ort

+SD seklinde verilmistir. En kiiciik anlamlilik sinir1 0,05 olarak kabul edilmistir.



4. BULGULAR

Calisma gruplarimizi olusturan hasta (7. gondii pozitif), [1gG (+) ve Ig M (+) ve IgG (+)
ve Ig M (-)]) ve kontrol bireylerin IgG (-) ve Ig M (-) 6zellikleri ve oksidatif stres

belirtegleri olan oksidan ve antioksidan parametreler Tablo 4.1 verilmektedir.

Tablo 4. 1 T. gondii pozitif bireylerde ve kontrol grubunda oksidatif stres belirtecleri.

Hasta Hasta Kontrol
[IgG (+) ve IgM (+)] [IgG (+) ve IgM (-)] [IgG (-) ve IgM (-)]
n:27) (n:22) (n:30)
(Ort =SD) (Ort = SD) (Ort = SD)
(18-36) (20-36) (17-38)
Yas (yil)
26,6 + 4,5 29,3 +4,07 28,45+5,4
MDA (pmol/L) 1,6+0,9 1,4+1 1,8+0,8
XO (U/mL) 1,0+1,5° 0,4+0,5" 0,09+0,16°"
AOPP (umol/L) 8,243,904 5,8+4,24 6,4+3,4
Tiyol (umol/L) 214,4+458.,2 246,3+£93,6 266,6+87,3
MPO (U/L) 9+12 14422 7+7
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Istatistik karsilastirma:
Anlaml1 bulgular: eKontrol grubu / (IgG (+) ve IgM (+) grubu ile
mKontrol grubu / (IgG (+) ve IgM (-) grubu ile ve
A1ki hasta grubunun (IgG (+) ve Ig M (+) ile (IgG (+) ve Ig M (-)

karsilastirilmasi sirasinda istatistiksel olarak anlamli bulgular elde edildi.

Tablo 4. 1°de goriildiigii gibi; kontrol grubundaki bireylerin yaslar1 ve 7. gondii pozitif
gruplarin yaslar1 karsilastirildiginda fark, istatistiksel olarak anlamli degildi (p > 0,05).

Yine Tablo 4. 1.’den goriilecegi iizere kontrol grubuna gore 7. gondii pozitif olan her iki
grupta ve IgG (+) ve IgM (+) ile IgG (+) ve IgM (-) gruplar1 kendi icinde MDA

diizeyleri acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p > 0,05).

Buna karsilik XO aktivitesi hem IgG (+) ve IgM (+) grubunda hem de 1gG (+) ve IgM (-
) grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (p < 0,05).
IgG (+) ve IgM (+) ile IgG (+) ve IgM (-) gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark gézlenmedi (p>0,05).

AOPP diizeylerinde ozellikle IgG (+) ve IgM (+) pozitif grupta kontrol grubuna yani
IgG (-) ve IgM (-) gore numerik olarak artis tespit edilirken, kontrol grubu ile her iki
hasta grubu arasinda istatistiksel olarak bir fark gozlenmedi (p > 0,05) buna karsilik
hasta gruplarinda yani; (IgG (+) ve IgM (+) grubu ile IgG (+) ve IgM (-) grubunda
istatistiksel olarak anlamli fark tespit edildi (p < 0,05).

Tiyol seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli olmayan (p > 0,05) her iki hasta
grubunda [IgG (+) ve IgM (+) ve IgG (+) ve IgM (-)] kontrol grubuna gore ve yine IgG
(+) ve IgM (+) grubunda IgG (+) ve IgM (-) grubuna gore rakamsal azaliglar

gozlemlendi.

MPO aktivitesinde ise gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh fark tespit edilmedi

(p > 0,05).

T. gondii ile infekte bireylerde yapilan korelasyon analizlerinde; AOPP diizeyleri kendi
icinde IgG(+)/IgM(-) ile IgG(+)/IgM(+) bireyler arasinda anlamli pozitif korelasyon
tespit edildi (Sekil 4. 1).

Ksantin oksidaz aktivitesi ise IgG(+)/IgM(-) ile IgG(+)/IgM(+) bireyler arasinda anlamli
negatif korelasyon (Sekil 4.2), IgG(-)/IgM(-) ile IgG(+)/IgM(+) bireyler arasinda
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anlamli pozitif korelasyon (Sekil 4.3) ve IgG(-)/IgM(-) ile IgG(+)/IgM(-) bireyler
arasinda anlamli negatif korelasyon gozlendi (Sekil 4.4).
Istatistiksel olarak kontrol grubuna gére anlaml ¢ikan XO ve AOPP seviyeleri arasinda

yapilan korelasyon analizleri sonucunda hem IgG(+)/IgM(+) grubunda hem de

IgG(+)/IgM(-) grubunda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon gézlenmemistir.

IgG(+)/IgM(-) ile IgG(+)/IgM(+) arasindaki
korelasyon analizi
25
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Sekil 4.1 IgG(+)/IgM(-) ile IgG(+)/IgM(+) bireyleri arasinda AOPP regresyon egrisi.

IgG(+)/IgM(-) ile IgG(+)/IlgM(+) arasindaki
korelasyon analizi
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Sekil 4.2 IgG(+)/IgM(-) ile IgG(+)/IgM(+) bireyleri arasinda ksantin oksidaz

aktivitesi regresyon egrisi.



IgG(-)/IgM(-) ilelgG(+)/IgM(+) arasindaki korelasyon

analizi
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Sekil 4.3 IgG(-)/IgM(-) ile IgG(+)/IgM(+) bireyleri arasinda ksantin oksidaz

aktivitesi regresyon egrisi.

IgG(-)/IgM(-) ile IgG(+)/IgM(-) arasindaki korelasyon

analizi
25
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Sekil 4.4 IgG(-)/IgM(-) ile IgG(+)/IgM(-) bireyleri arasinda ksantin oksidaz

aktivitesi regresyon egrisi.
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S. TARTISMA VE SONUC

Parazit hastaliklar1 gelismekte olan iilkelerde ¢ok ciddi saglik sorunu olmaya devam
etmektedir. 7.gondii diinyanin en yaygin parazitlerinden ve tek hiicreli bir
protozoondur. Bu parazit, enfekte kedi ve kedigillerin (son konak) incebarsaklarinda
epitelyum hiicrelerinde bulunur ve ookistler diski ile disar1 atilir. Insana bulasma daha
cok enfekte kedi digkisi ile kontamine yiyecekler, icecekler ve ellerle pismemis veya az
pismis kistli etlerin yenmesi, ¢i§ yumurta ve ¢ig siit icilmesi ile oldugu gibi kan
transfiizyonu, organ transplantasyonu ve transplasental yolla da olmaktadir.
Enfeksiyonun bagslangic doneminde tasizoit (endozoit) denen formlari, ndéronlar,
endotelyum, karaciger parankim hiicreleri, lokositler ve diger pek c¢ok hiicrede
bulunurlar. Daha sonra doku kistleri beyin, kalp kasi, iskelet kaslar1, akcigerler ve diger

dokularda bulunur (1-3).

Gebelik srrasinda olusan enfeksiyonda tasizoitler intrauterin yolla yavruya
gecebilmektedir. Tasizoitlerin siitle diger bir konaga gecebilecegi bildirilmistir. 7.
gondii, ara konakta tasizoit doneminde hizla cogalir ve igcinde bulundugu hiicreyi
patlatarak tahrip eder. Agir enfeksiyonlarda myokard, akcigerler, karaciger, beyin gibi
yasamsal degeri olan organ ve dokularda nekrotik alanlar olusur. Ayni zamanda ates

yiikselir ve lenf yumrular1 siser. Bu doneme akut toxoplasmosis ad1 verilir. Ancak her
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olayda bu devrede klinik belirti goriilmeyebilir. Kist devresinde, parazitler kistin i¢inde
bradizoit formundadir. Bradizoitler c¢ok yavas cogalirlar. Bunlar kist iginde
olduklarindan ve hiicreleri tahrip etmediklerinden zararli etkileri yoktur. Klinik

belirtilerin goriilmedigi bu doneme kronik toxoplasmosis denir (1-3, 12).

Toxoplasma enfeksiyonu siklikla belirti vermeden gecirilen bir enfeksiyondur. Ancak
nadir durumlarda cok agwr seyir gosterir. Gebelikte gecirilen enfeksiyonun belirti
vermeden seyretmesi enfeksiyonun bebege gecme riskini azaltmaz. Yani hi¢ bir belirtisi
ve hi¢bir sikayeti olmayan bir anne adayinin da bebeginde toxoplasmaya baglh bir sekel

olusmas1 miimkiindiir (1, 2, 8).

Enfeksiyonun kesin tanis1 ancak kanda parazite karsi olugsan antikorlarin gosterilmesi
ile koyulur. IgG tipi antikorlarin yiiksek diizeyde bulunmasi gecirilmis enfeksiyonu
diistindiiriir. Buna kars1 IgM tipi antikorlar akut enfeksiyon gosterir. Enfeksiyon ilk
gecirildiginde IgM tipi antikorlar 6 aya kadar kanda yiiksek diizeylerde kalabilir.
Gebeligin ilk {i¢ ayinda Toxoplasma IgM tipi antikorlarin diizeyi yiiksek
saptandiginda 6nemli bir soru ile karsilasiriz. Daha 6nce de belirttigimiz gibi IgM nin
kanda 6 ay siireyle yiiksek diizeyde kalmasi s6z konusu olabilir. Bu durumda hastaligin
gebelikten once mi gebelik sirasinda mi gegirildigini saptamakta bugiin icin en gecerli

test 'avidite testi’ olarak adlandirilan 6zel tetkiktir (3, 8, 9, 10,12).

Serbest radikaller viicudumuzda besinlerin oksijen kullanilarak enerjiye c¢evrilmesi
sirasinda olusan metabolik yan iiriinlerdir. Serbest radikaller kararsiz bir yapidadirlar ve
kararli hale gelmek i¢in hiicrelere saldirarak hasar olustururlar. Antioksidanlar ise
serbest radikalleri etkisiz hale getirerek hiicreleri bu hasarlardan korurlar. Serbest
radikaller ve antioksidanlar viicutta dengede olmalidir ki, antioksidanlar serbest
radikalleri etkisiz hale getirebilsin. Eger serbest radikal seviyesi, antioksidan seviyesine
gore artar ise serbest radikaller hiicrelerde oksidatif hasarlara yol acar ve bu duruma
oksidatif stres denir. (14, 19, 20, 25, 137) Sonucta, oksidatif stres oksidan iiretimi ile
antioksidan korunma arasindaki imbalans nedeniyle ortaya ¢ikar. Bu imbalans oksidan
iiretimi artigina ve/veya antioksidan korunmadaki azalmaya bagh olabilir. Hiicresel
diizeyde ise bu imbalans protein, lipid ve niikleik asitlerin oksidatif modifikasyonu
nedeniyle yapisal hasarla sonuclanabilir.  Oksidatif stres, Ozetle; serbest radikal
olusumu 1ile antioksidan savunma mekanizmas: arasindaki ciddi dengesizligi

gostermekte olup, sonugta doku hasarmna yol agmaktadir (20, 85, 86, 137).
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Son yillarda, diinyada ve Ozellikle {iilkemizde yapilan c¢aligmalarla paraziter
enfeksiyonlara dair yapilan caligmalar serbest radikaller ve oksidatif stres iizerine
yogunlagsmistir. Farkli parazit tiirleriyle enfekte olan konakg¢i hiicrelerinde oksidatif
strese bagli olusan serbest radikaller ise proteinler, lipidler ve niikleik asitler gibi
viicudumuzun temel yapisal molekiillerinin oksidatif hasarlanmasina ve akabinde hiicre

ve doku hasarlarma neden olur (20, 28, 29, 42, 43, 57, 59, 67, 110).

Normal kosullar altinda serbest radikallerin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi
hasar1 6nlemek igin viicutta enzimatik ve enzimatik olmayan savunma mekanizmalar1

gelismistir ki bunlar antioksidanlar olarak bilinirler (20, 75, 93, 101, 103, 137).

Bu calismada 7. gondii pozitif bireylerde serbest radikal olusumu ile antioksidan
savunma mekanizmasi ve protein oksidasyon derecesini ve muhtemel doku hasarini
degerlendirdik. Bu amagla; lipid peroksidasyonunun gostergesi olan MDA diizeyleri,
oksidan stres nedenlerinden olan XO aktivitesini, oksidan stres nedenlerinden olan ve
protein zararmin tespitinde marker o©zelligi olan tiyol seviyesi ve protein
peroksidasyonun gostergesi olan novel oksidatif stres marker’st AOPP diizeyleri, hiicre
ici antioksidan enzimlerden ve notrofil aktivasyonun belirteglerinden olan MPO diizeyi,

birlikte degerlendirilmeye alindi.

Lipid peroksidasyonunun baglica son iiriinlerinden olan MDA oksidan hasari
degerlendirmede siklikla kullanilmaktadir. Lipid peroksidasyonu, membranda bulunan
poliansatiire yag asitlerinin, serbest oksijen radikalleri tarafindan peroksitler, alkoller,
aldehidler, hidroksi yag asitleri, etan ve pentan gibi cesitli iiriinlere yikilmasi
reaksiyonudur. Lipid hidroperoksitlerinin yikimi ile olusan ve biyolojik olarak aktif olan
aldehidler ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler veya baslangictaki etki alanlarindan
difiize olup hiicrenin diger boliimlerine hasar1 yayarlar. MDA ii¢ ya da daha fazla cift
bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonu sonucunda meydana gelir ve tiyobarbitiirik

asit ile dlgtilebilir (14, 20, 107, 141-145).

Malondialdehid, olusan serbest oksijen radikallerinin 1iyi bir gostergesidir.
Malondialdehid yiikselmesi, serbest oksijen radikallerinin etkisi ile artmis lipid
peroksidasyonunu gosterir. Lipid peroksidasyonu, organik yapilar ve membranlarin
fonksiyonlar: iizerine cok zararh etkilerine bagli olarak, hiicre 6liimiine kadar ilerleyen
degisiklikler olusturur. Calismamizda, MDA konsantrasyonu her iki hasta grubunda da
[IgG (+) ve Ig M (+) ile 1gG (+) ve Ig M (-)] kontrol grubuna IgG (-) ve Ig M (-) gore
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istatistiksel olarak anlamhi degisiklik gozlenmedi. Bu da, baslangicta 7. gondii
enfeksiyonunda MDA yiikselmesine neden olanlarin disinda diger serbest radikal
kaynaklarmin etkinligi olasiligini diisiindiirmektedir. Ayrica, siiperoksit dismutaz ve
katalaz radikal baglayicilardir ve bunlarm artis1 da diger akla gelen olasilik i¢indedir.
Ayrica unutulmamalidir ki ¢alismamizi olusturan bireyler gebe bireylerdi ve bu bireyler
beslenmelerine ¢cok dikkat eden grubu olustururlar. Netice itibariyle, degismeyen MDA
seviyesi bireylerin 6rnegin f ve a- karoten iceren havug gibi ya da ginseng ekstrakti
iceren yiyecekleri ¢ok tiiketiyor olmalarindan kaynaklaniyor olabilir. Kullanilan diger
folik asit gibi terapotik ajanlar MDA seviyesinde olusabilecek olan olasi yiikselme
izerine etkin olmus olabilirler. Son zamanlarda yapilan caligmalarda da benzer
sonuclar elde edilmistir (145-148). Benzer sekilde koenzim Q;o verilen bireylerde
verilmeyenlere oranla MDA seviyesinde istatistiksel olarak anlaml diisiisler gozlendigi

tespit edilmistir (149).

Bu arada, N-asetil sistein, diisiik doz dogal bir amino asit olan L-Sistein’in N-
asetillenmis tiirevi olup mukolitik bir ajandir. Son aylarda yapilan bir ¢alismada
malarya enfeksiyonuna sahip bireylerde diisiilk doz N-asetilsistein verilen bireylerde de
MDA diizeyi kontrol grubuna gore diiserken yiiksek doz verilenlerde MDA diizeyinde
artis gozlenmis ve malarya enfeksiyonu tedavisinde yiiksek dozlar kullanilirken dikkat

edilmesi gerektigi onerilmistir (150).

Yapilan bir ¢calismada da, Trichinella spiralis ile enfekte ratlarda selenyum tedarikinin
MDA konsantrasyonunu %18 oraninda selenyum verilmeyen gruba oranla istatistiksel

olarak anlamli bir sekilde diisiirdiigii saptanmistir (151).

Bu arada unutulmamalidir ki, yar1 Omriiniin kisaligi, stabil olmayis1 spesivite ve
sensitivitesinin Olciilen yontemlerde diisiik olmast MDA sonuglarinin giivenilirligini
etkilemektedir. Ayrica, DNA, lipid ya da protein {iriinlerinin belirlenmesinde oksidatif
hasara yol acan SOR’un tiirii de ¢ok 6nemlidir (152). Plazmada bulunan SOR tiirleri
icerisinde en reaktif ve en toksik ajan olan HOCI'nin baslica hedefi proteinlerdir.
Lipidlerin ¢ok az etkilendigi bilinmektedir. Bu nedenle oksidatif stresin ortaya
konulmasinda protein oksidasyon iiriinlerinin de goz Oniinde bulundurulmas: geregi

unutulmamalidir (62, 151).

Ksantin oksidaz bilinen ilk siiperoksid radikal kaynagidir. Bu enzimin dogal formu olan

ksantin dehidrogenaz, siiperoksid radikali olusturmaz. Doku hasarina bagli olarak
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ksantin dehidrogenaz’dan ksantin oksidaz’a doniisiim deneysel olarak sicanlarin bircok
organinda gosterilmistir (20, 52, 56). Bir¢ok enzimin katalitik dongiisii sirasinda da
serbest radikaller ortaya ¢ikar. Bu enzimlerden biri ksantin oksidazdir. Ksantin oksidaz
hasarlanmamis dokularda bir dehidrojenaz olarak vardir, piirinlerin yikilim yolunda
hipoksantinden ksantin ve ksantinden {iirik asit olusumu basamaklarinda elektron
akseptorii olarak molekiiler oksijenden (O,) daha ¢ok NAD" kullanir. Oksijensizlige
bagl olarak ADP'nin ATP'ye fosforilasyonunun azaldigi durumlarda ADP yikilir ve
plirin bazi, ksantin oksidazin bir oksidaz olarak etkili olmasiyla hipoksantine
doniigtiiriiliir. Ksantin oksidazin, oksidaz olarak aktivite gostermesi durumunda
hipoksantin ksantine ve ksantin iirik aside doniisiirken molekiiler oksijen kullanilmakta,
molekiiler oksijen hidrojen perokside indirgenmektedir. Cesitli sebeplerle olusan
hasarli hiicrelerden demir iyonlarinin salinimi, mitokondriyal solunum zincirlerindeki
aksamalar ksantin oksidaz enziminin aciga c¢ikmasi ile dokularda reaktif oksijen
partikiilleri sentezi uyarilir. Kan akimm tekrar saglandiginda ortama oksijenin
ulasmasiyla hasar daha da artar. Biitiin bu 6zelliklerinden dolay1 diger bir ifadeyle
Ozellikle piirin metabolizmasinda etkin bir enzim olmasi ve dolayisiyla molekiiler
seviyede DNA hasarmin ve beraberinde hiicre hasarinin basladigimi gosteren bir enzim
olmas1 nedeniyle son birkac¢ yilda oldukca sik oranda oksidan aktivite degisikliklerinin

analizinde bagvurulmaktadir (20, 52, 57).

Yaptigimiz ¢calismada her iki hasta grubunda 6l¢iilen XO aktivitesinin kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli oranda arttigir saptandi. Buna karsilik hasta gruplari
arasinda diger bir ifadeyle IgG (+) ve Ig M (+) ile IgG (+) ve Ig M (-) arasinda anlaml1

bir fark gozlenemedi.

Paraziter hastaliklarla diger yapilan siirl sayidaki calismada da bir oksidan enzim olan
XO seviyesindeki degisiklikler artis yoniinde saptanmustir. Ornegin; Trypanosoma
cruzi’li bireylerde, Plasmodium falciparum ile enfekte ¢ocuklarda ve E. granulosus’la
enfekte olmus bireylerde yapilan 6lciimlerde hasta gruplarinda plazma XO aktivitesinin
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli oranda yiiksek oldugu tespit edilmistir

(153-155).

Oksidan bir ajan olan XO aktivitesinin diger antioksidanlarin devreye girmesiyle

etkisinin artigin1 ve lipid peroksidasyonunun XO iizerinden degil de muhtemel diger
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reaktif oksijen tiirevlerine maruz kalma ile veya bagimsiz olusma ihtimalini de ortaya

cikarmaktadir.

Yapilan kisith sayidaki diger ¢alismalarda MDA diizeyi ile XO aktivitesi arasindaki
bagintiya bakildiginda calismadan-calismaya farkli  sonuglar elde edildigi
goriilmektedir.  Ornegin; Ikiu¢lu Bozukluk Hastalarinda Otimik Evrede Ksantin
Oksidaz ve Malondialdehid Diizeyleri arasinda pozitif baginti tespit edilirken (156),
Maras otunun tiikiirik ADA, XO, total sialik asit ve malondialdehid diizeylerine
etkisinin bakildig1 bir baska ¢alismada MDA diizeyi ile XO aktivitesi arasinda anlamli
negatif bir bagint1 tespit edildigi goriilmektedir (157).

Oksidan ajan XO aktivitesindeki artis muhtemel baska bir antioksidan ajanin artigini
tetiklemekte ve T. gondii enfekte bireylerde parazitin yerlestigi dokuda birden fazla
oksidan ve/veya antioksidan sistem iizerine etkili olabilece§ini ve bundan sonraki
caligmalarda doku oksidan ve antioksidan parametrelerinin kombine bir sekilde

degerlendirilmesi geregini rahatlikla diisiindiirmektedir.

Protein oksidasyonu, proteinlerin reaktif oksijen tiirevleri veya oksidatif stres iiriinleri

ile kovalent modifikasyonu sonucu meydana gelir (20, 60-61, 79, 81-91).

Bilindigi gibi hidroksil radikali (‘OH), kimyasal olarak aktive edilmis oksijenin en
reaktif tiiriidiir ve protein oksidasyonu esnasinda peptid baglarinin yarilmasindan
sorumludur (20, 61-65, 79, 81-91). Bu yarilma, peptidin ¢evresindeki herhangi bir
noktada olabilmekte ve cesitli iiriinler olusmaktadir. Bu oksidatif iiriinlerin bircogu,
yeni olusmus karbonil gruplar1 icerir. Karbonil igerigin belirlenmesi, protein
oksidasyonunun ortaya ¢ikarilmasinin uygun bir ifadesidir. Nitekim karbonil gruplarinin
varliginin protein oksidasyonu ile saptanmasi ile aging, oksidatif stres ve bir takim

hastaliklar arasindaki iliski hakkinda fikir yiiriitiiliir (20, 61, 63, 79, 81-91).

Proteinler, oksidanlara maruz kaldiklarinda bircok kovalent degisiklige ugrar. Bu
degisiklerden bazilar1 serbest radikallerin protein molekiilii iizerine direkt etkileri
sonucu olusabildigi gibi, bazilar1 da oksidasyon yan iiriinlerinin proteinlere kovalent
baglanmasi ile meydana gelir. Proteinlerin radikal aracili hasari; elektron kaybi, metal-
iyon katalizli reaksiyonlar, lipidlerin otooksidasyonu ile baslatilabilmektedirler. Bu
riinlerin olusum hizimin artmasi veya temizleyici mekanizmalarin yetersiz kalmasi,
proteinler de dahil olmak iizere diger hiicresel molekiillerdeki oksidatif

modifikasyonlarin artigina yol acar (20, 64, 65, 79, 81-91).
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Protein oksidasyonu iiriinleri arasinda, AOPP gibi capraz baglanma {iriinleri sayilabilir
(20, 61, 64, 79, 81-91). AOPP, ditirozin iceren capraz bagli protein iriinleri olarak
tanimlanmaktadir (64-67, 70, 79, 81-91).

Plazma tiyol gruplari, oksidatif strese kars1 koruyucu bir biyolojik belirtectir. Aslinda
biitiin plazma tiyol gruplar1 proteinlerle birlesmistir ve albiimin gibi plazmada bol
bulunan proteinler, ekstraselliiler antioksidan giiciiniin bir kismin1 kaybederler. Bundan
dolayi, diisilk tiyol diizeyleri protein oksidasyonunun erken {iriinleri olarak

degerlendirilir (20, 65, 66, 92-93).

Biz de calismamizda, her iki hasta grubuna gore (7. gondii pozitif), [1gG (+) ve I[g M (+)
ve IgG (+) ve Ig M (-)]) kontrol grubu tiyol diizeyleri [IgG (-) ve Ig M (-)], numerik
anlamda yiiksek olarak bulundu ve gruplar arasindaki bu fark istatistiksel olarak olmasa
da rakamsal olarak belirlendi. Ilging bir sekilde hasta grubunu olusturan bireylerde
kendi i¢cinde de; IgG (+) ve Ig M (+) olan grup, IgG (+) ve Ig M (-) gruba gore rakamsal
olarak net bir diisiis gosterdi. Tiyol diizeyindeki bu diisiis protein oksidasyonunun ve 7.
gondii pozitif grupta antioksidan savunma sisteminin azalmig bir gostergesi olarak

degerlendirilebilir.

Cesitli hasta gruplariyla yapilan c¢alismalarda oksidatif hasara duyarli olan tiyol
gruplarinin plazma diizeylerinin hastalarda saglikli bireylere (kontrol grubuna) gore

diisiik oldugu gozlemlenmis (20, 157).

Protein oksidasyon iiriinleri arasinda yer alan AOPP diizeylerinin plazma
konsantrasyonu, oksidasyona ugramig proteinlerin, ozellikle albiimin oksidatif hasari
icin etkin bir belirtectir (159). AOPP olusumunda in vivo tek kaynagin, aktif
notrofillerden salinan HOCI oldugu ve endojen aminlerle reaksiyona girdigi,
kloraminlerle okside olan proteinler iizerinde AOPP olusturdugu bildirilmekte ve
neticesinde oksidatif hasarin gosterilmesinde 6zellikle notrofil kaynakli oksidatif hasar

icin AOPP’nin 6nemli bir parametre oldugu diisiiniilmektedir (100-102, 152).

Yapilan ¢aligmalarda farkl sonuclar elde edilmistir, bir ¢calismada, protein oksidasyon
hasarinin belirteci olarak AOPP diizeyleri acgisindan hasta grubuyla kontrol grubu
arasinda anlaml bir fark tespit edilememistir (158). Diger bir ¢calismada ise hasta grubu

AOPP diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli derecede yiikksek bulunmustur (20).
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Yaptigimiz bu ¢alismada kontrol grubuyla her iki hasta grubu arasinda anlamli bir fark
gozlenmezken hasta grubunda kendi i¢cinde; 7. gondii pozitif, IgG (+) ve Ig M (+) olan
grupta I1gG (+) ve Ig M (-) gruba gore AOPP diizeyinde istatistiksel olarak anlamli artis

gozlemlenmistir.

Hasta grubunda gozlenen yiiksek plazma AOPP diizeyi, notrofil aktivasyonuna bagli
olarak artan MPO-HOCI sisteminin  olusturdugu hasara bagli oldugunu

diistindiirmektedir.

Albiliminin tiyol gruplarinin normal insan plazmasinin antioksidan kapasitesinin énemli
bir kismin1 olusturdugu bilinmektedir (20, 71-79). Calismamizda da tiyol diizeyinin her
iki hasta grubunda da diisilk bulunmasi, proteinlerle ilgili antioksidan mekanizmanin
yetersiz kaldig1 ve bunun sonucunda da insan serum albiiminin okside olabilecegi bunun
da ozellikle 7. gondii pozitif, IgG (+) ve Ig M (+) bireylerde AOPP’nin artisiyla ilgili
oldugu ileri siiriilebilir. Tiyol grubu oksidasyonu ayni zamanda protein oksidasyonunun
gostergesi olarak da yorumlanmaktadir. Oksidatif strese sekonder gelisen tiyol kaybi1
tiyol stres olarak da adlandirilmistir, bu nedenle organizmada tiyol stres hem oksidan
giiciin kaybmi hem de protein oksidasyonunun derecesini yansitabilmektedir (152,

160).

Bir¢cok calismada da AOPP’nin artmis diizeyinin MPO aracili okside insan serum
albiiminin iiriinii oldugu seklinde ifade edilmis ve hasta gruplarinda MPO diizeylerini
kontrol grubuna gore anlamli diizeyde yiiksek bulmuslardir (152,161-162).
Calismamizda hasta grubunda tespit edilen diisiik tiyol degerleri, oksidatif stresin
proteinler iizerindeki etkisi geri doniisiimlii ve uzun donem oldugu icin, hem protein
oksidasyonunun varligini hem de antioksidan kapasitenin derecesinin azaldigini

diistindiirmektedir.

Notrofillere spesifik olan MPO’nun plazmada yiliksek diizeyde bulunmasi, notrofil
degraniilasyonunu gosterecek, yani oksidatif hasar olusturabilen aktif notrofillerin
varligin1 yansitacaktir. Bu c¢alismada da hasta gruplarinda kontrol grubuna goére
rakamsal olarak tespit edilen azda olsa yiikksek MPO degeri, hastalarda notrofillerin aktif
oldugunu ve aktif notrofillerden plazmaya MPO salindigmi gostermesi bakimindan
onemlidir. Buda hastaligin aktivasyonuyla notrofil aktivasyonu arasinda kismen de olsa

bir bagint1 olabilecegini diisiindiirmektedir.
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Plazmada MPO kaynakli baslica serbest oksijen radikali tiirevlerinin basinda HOCI
oldugu bilinmektedir (152). HOCI'yi yakalayan primer antioksidanin tiyol oldugu
diisiiniildiigiinde tiyol kaynaklarii HOCT yi etkisiz hale getirmesi diisiiniiliir (74, 140,
152, 160). Dahas1 yapilan calismalarda, AOPP’nin in vitro olarak nétrofil ve
monositlerde solunum patlamasini ve NADPH oksidaz ile MPO aktivitelerini

artirdiklarimi gostermislerdir (152, 159).

Bu calismada 7. gondii pozitif bireylerde serbest radikal olusumu ile antioksidan
savunma mekanizmasi ve protein oksidasyon derecesi arasindaki iliskiyi incelemek
amaclanmistir. Buradan yola cikarak, lipid peroksidasyonunun gostergesi olan MDA
diizeyleri, oksidan stres nedenlerinden olan XO aktivitesini, hiicre ici antioksidan
enzimlerden ve notrofil aktivasyonun belirteclerinden olan MPO diizeyi, oksidan stres
nedenlerinden olan ve protein zararinin tespitinde markir 6zelligi olan tiyol seviyesi ve
protein peroksidasyonun gostergesi olan oksidatif stres marker’t AOPP diizeyleri,

birlikte degerlendirildi.

Sonug olarak; Calismamizda, MDA seviyesinde goriilemeyen fakat hasta grubunda
goriilen plazma XO aktivitesi artist DNA hasarmin bagladiginin gostergesi olarak
yorumlanmistir. XO piirin metabolizmasinda etkin bir enzim olmasi ve dolaysiyla
molekiiler seviyede DNA hasarinin ve beraberinde hiicre hasarinin bagladigini gosteren
bir enzim olmasi nedeniyle son birka¢ yilda oldukca sik oranda oksidan aktivite
degisikliklerinin analizinde basvurulmaktadir (20, 52, 57). T. gondii pozitif bireylerde,
plazma MPO seviyesinde goriilen kismi yiikseklik nétrofillerden plazmaya MPO
salindigini; MPO’nunda ozellikle tiyol seviyelerinin azalmasina ve ozellikle AOPP

olusumuna sebep oldugunu diisiindiirmektedir.

Bu bilgilerden ve elde edilen tiim sonuglardan yola ¢ikarak; bundan sonraki planlanacak
olan ilk asamadaki caligmalarda Olciilen parametrelere ek olarak organizmada mevcut
antioksidan sistemlerin degerlendirildigi Ornegin; katalaz ve siiperoksit dismutaz
seviyelerindeki degisimin gosterilebilecegi bir calismanin planlanabilirligi ilk akla
gelendir. Buna miiteakip daha genis bir hasta ve kontrol grubu olusturularak veya bir
hayvan modelinde ya da iyi planlanacak bir caligma ile doku biyopsileri lizerinde daha
genis bir yelpazede oksidan ve antioksidan ajanlar bir biitiin olarak degerlendirilmelidir.

Biitiin bunlarin neticesinde elde edilecek sonuclar hastaligin tani, diagnoz ve tedavi
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asamasina kadar gecen siirede ve eger gerekiyorsa cerrahi operasyona kadar gecen

siirede uygulanacak tedaviye yon vermede mutlaka etkili olacaktir.
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