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OKSİDATİF STRES VE ANTİOKSİDAN DURUM

Dr. Öğr. Üyesi Hasan Basri SAVAŞ1

OKSIDATIF STRES

Metabolizmanın çalışması sırasında sürekli olarak bir oksi-
datif stres oluşumu mevcuttur. Oksijenin rutin metabolik süreç-
lerde girdiği reaksiyonlar sonucu, radyasyona maruziyet, ilaçlar, 
ksenobiyotikler ve zararlı kimyasal maddelerin etkisi sonucu 
organizmada daimi biçimde serbest radikaller oluşur. Ortaya 
çıkan bütün serbest radikaller birleşerek oksidatif stresi oluştu-
rurlar. Oksidatif stres sitotoksik ve genotoksik etkilere sahiptir. 
Bu sebeple sürekli oluşan oksidatif stresin antioksidan sistem ta-
rafından dengelenmesi, oksidatif stres bileşenlerinin etkisiz hale 
getirilmesi organizmanın yaşamını devam ettirmesi için gerek-
lidir. Antioksidan sisteme ait birçok enzim ve enzim dışı yapılar 
oluşan çok sayıdaki serbest radikalleri etkisiz hale getirerek orga-
nizmada dengenin korunmasını ve yaşamın devamını mümkün 
kılarlar. Oksidatif stres artışı ve antioksidan sistemin bu durumu 
kompanse edememesi ile oksidatif hasar oluşur. Oksidatif hasa-
rın oluşumu yüzden fazla hastalık etyolojisinde yer almaktadır. 
Kalp-damar sistemi hastalıkları, Diyabetes Mellitus, birçok kan-
ser türü, nörolojik hastalıklar ve diğer birçok önemli hastalık ok-
sidatif stres ve artışı ile ilişkilidir (1).
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Oksijenli solunum yapan canlılarda dışarıdan alınan oksijen 
birçok metabolik süreç ve reaksiyon sonucunda suya dönüşür. 
Bu dönüşüm sırasında aynı zamanda organizma için gerekli olan 
enerji sentezlenir. Solunumda kullanılan oksijenin % 2 ile 3 ara-
sında bir miktarı suya dönüşmeyip oksijen kaynaklı radikalleri 
oluşturur. Oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu sü-
peroksit radikali, iki elektron alarak indirgenmesi sonucu hidro-
jen peroksit oluşur. Üçüncü elektronun eklenmesi ile hidroksil 
radikali, dördüncü elektronun eklenmesi ile su oluşur. Süperoksit 
ve hidrojen peroksit radikalleri çok toksik olmamalarına rağmen, 
demirin katalitik etkisi ile kolaylıkla aşırı reaktif hidroksil radi-
kaline dönüşebilirler. Bu nedenle süperoksit ve hidrojen peroksit 
daha zararlı hale dönmeden, hemen enzimlerle metabolize edil-
melidir. Serbest radikaller reaktif yapıları nedeniyle lipit, protein 
ve nükleik asitlere zarar vererek hücre yapısını bozarlar.

Antioksidan sistem
Organizmada antioksidan sistem bileşeni olarak görev alan; 

Superoksit dismutaz (SOD), Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px), 
Glutatyon Transferaz (GST), Katalaz (CAT), Glutatyon Redüktaz 
gibi enzimler, vitaminler ve metal iyonlarını bağlayan çok sayıda 
proteinler de bulunur (2, 3).

TAS ve TOS ölçümü ve OSI hesabı 
Oksidatif stres ve antioksidan durum göstergesi olan birçok 

parametre vardır. Bütün parametreleri aynı anda ölçmek ve de-
ğerlendirmek zor olacağından genel durum göstergesi olabilecek 
laboratuvar parametresi arayışına girilmiştir. Geliştirilen metot-
larla; Total Antioksidan Kapasite (TAK; TAS) ve Total Oksidan 
Kapasite (TOK; TOS) ölçümü mümkün olabilmiştir. Bu para-
metrelerin ölçüm doğruluğu ve geçerliliği gösterilmiş ve ticari kit 
üretimi aşamasına geçilmiştir. Ayrıca bu iki parametreden yola 
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çıkılarak oksidatif stres indeksi (osi) hesaplama yoluyla elde edil-
mektedir. OSİ’nin önemi reaktif artışları devre dışı bırakarak, ok-
sidatif ve stres ve antioksidan durumun genel dengesini iki yönlü 
biçimde göstermesidir.

TAS, TOS, OSI ÖLÇÜM METODU

TAS, TOS ve OSI ölçümü için serum ve homojenize dokular 
ısısına getirilerek çözdürülür. Çözdürülmüş homojenize doku 
örnekleri 10000 g’de +4 oC’de soğutmalı santrifüjde 10 dakika 
süreyle santrifüj edilir. Daha sonra doku homojenatlarının sü-
pernatanlarında otoanalizör cihazda mikroprotein tayini yapılır.  
TAS ve TOS ölçümleri de santrijüf sonrası elde edilen süperna-
tandan çalışılır. Serumda ise çözünmüş ve oda ısısına getirilmiş 
örnekler önce vortekslenir ve yeterince karıştıktan sonra çalışılır.

Total Antioksidan Kapasite (TAS) ve Total Oksidan Kapasite 
(TOS) düzeyleri ticari kit kullanılarak modifiye Erel metodu ile 
aplikasyonu tamamlanmış otoanalizör cihazda veya manuel me-
totla spektrofotometrik olarak ölçülebilir. 

TAS ve TOS değerleri; TAS için mmol Trolox Eq / L birimin-
de, TOS için µmol H2O2Eq / L biriminde sonuçlar verilir. 

‘’OSI (Oksidatif Stres İndeksi) = TOS/TAS’’ formülü kullanı-
larak hesaplanır.

Total Antioksidan Kapasite (Total Antioxidant 
Status (TAS)) ölçülmesi:
Erel tarafından geliştirilen tam otomatik metot sayesinde güç-

lü ve zararlı serbest radikallere karşı organizmanın güçlü serbest 
radikaller karşısındaki total antioksidan kapasitesi (Total Anti-
oxidant Status: TAS) ölçülebilir. TAS ifadesine eşdeğer olarak; to-
tal antioxidant capacity (TAC), total antioxidant activity (TAA), 
total antioxidant power (TAOP), total antioxidant response 
(TAR) isimlendirilmeleri de kullanılmaktadır. Ölçüm yapılan 
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numunede bulunan antioksidan moleküller, koyu mavi-yeşil 
renkli ABTS (2-2’-Azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic 
acid)) çözeltisini, renksiz ABTS formuna doğru değiştirir. Spekt-
rofotometrik olarak ölçülebilen renk yoğunluğundaki değişim, 
numunede mevcut bulunan toplam antioksidan molekül miktarı 
ile ilişkilidir. Değişen renk yoğunluğuna göre absorbans değişimi 
660 nm’de ölçülür. TAS ölçümü; geleneksel olarak Trolox Equi-
valent şeklinde isimlendirilen, E vitamini analoğu olan, stabil bir 
antioksidan standart solusyonu tarafından kalibre edilir. Sonuç-
lar mmol Trolox Equivalent / Litre olarak verilir (4).

Total Oksidan Kapasite (Total Oxidant Status 
(TOS)) ölçülmesi:
Erel tarafından geliştirilen tam otomatik kolorimetrik bir yön-

tem ile organizmanın total oksidan kapasitesi (Total Oxidant Sta-
tus: TOS) ölçülebilmektedir. TOS ifadesine eşdeğer olarak; total 
peroxide (TP), serum oxidation activity (SOA), reactive oxygen 
metabolites (ROM) isimlendirilmeleri de kullanılabilir. Oksidatif 
kapasitesi ölçülen numunede mevcut bulunan oksidanlar, ferröz 
iyon şelatör kompleksini ferrik iyona oksitler. Asidik ortamda 
ferrik iyonlar, kromojen ile renkli bir kompleks meydana getirir-
ler. Spektrofotometrik olarak ölçülebilen renk yoğunluğu, numu-
nede mevcut bulunan toplam oksidan molekül miktarı ile ilişkili-
dir. Değişen renk durumuna göre absorbans değişimi 530 nm’de 
ölçülür. TOS ölçümü hidrojen peroksit ile kalibre edilir. Sonuçlar 
mikromolar hidrojen peroksit equivalent / Litre olarak verilir (5).

Oksidatif Stres İndeksi (Oxidative Stress Index 
(OSI)) hesaplanması:
Total Oksidan Seviye (TOS), Total Antioksidan Seviye 

(TAS)’ye bölünerek Oksidatif Stres İndeksi (OSI) hesaplanabilir. 
Oksidatif molekül artışına yanıt olarak antioksidan moleküllerin 
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artışının gerçekleşmesi, oksidatif hasar yönünden sadece TOS 
ölçümü değerlendirmesini yanıltıcı hale getirebilmektedir. TOS/
TAS oranındaki değişimin karşılaştırılması sayesinde, oksidatif 
hasar için yanıltıcı olabilecek antioksidan reaktif yanıt devreden 
çıkarılarak, doğru bir karşılaştırma mümkün olmaktadır (6).

TAS, TOS ve OSI değerleri sayesinde organizmada birçok 
hastalığın etiyolojisinde rolü olduğu bilinen oksidan-antioksidan 
kapasite durumu hakkında bilgi sahibi olunabilmekte ve yorum 
yapılabilmektedir. Birçok bileşeni olan antioksidan sistemi ve ok-
sidatif stresi genel değerlendirme imkanı vermesi TAS, TOS ölçü-
münün kullanışlı olmasını sağlar.

Malondialdehid (MDA) Ölçümü
Malondialdehid (MDA) lipidlerin peroksidasyon ürünüdür. 

Oksidatif stresin artışı ile orantılı olarak MDA düzeyi artar. Bu 
sebeple MDA düzeyi oksidatif stres göstergesi olarak kullanılır. 
Malondialdehid miktarı Draper ve Hadley’in metoduna göre 
spektrofotometrik yöntemle çalışılabilir. Bu yöntemde, MDA ile 
tiobarbitürik asit (TBA) reaksiyonunun meydana getirdiği renk 
oluşumu spektrofotometrik ölçümle değerlendirilmektedir (7).

Katalaz (CAT) Aktivite Ölçümü
Katalaz, peroksizomlarda bulunan, tetramerik bir hemoprote-

in enzimdir. Hidrojen peroksit radikalini oksijen ve suya parçala-
yarak etkisiz hale getiren reaksiyonu katalizler. Hidrojen peroksidi 
bu suretle etkisiz hale getirdiğinde antioksidan bir etkinlik göster-
miş olur. Katalaz enziminin aktivitesi ölçüldüğü zaman antioksi-
dan durum göstergesi olarak kullanılır. Organizmada antioksidan 
sistem bileşeni olarak katalaz haricinde görev alan; Superoksit 
dismutaz (SOD), Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px), Glutatyon 
Transferaz (GST), Glutatyon Redüktaz gibi enzimler, vitaminler 
ve metal iyonlarını bağlayan çok sayıda proteinler de bulunur. (8).
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Katalaz (CAT) aktivitesi Aebi’nin metoduna göre çalışılabilir. 
Hidrojen peroksit (H2O2) 240 nm’de maksimum absorbans verir. 
Deney ortamına eklenen H2O2, katalaz enzimi tarafından su ve ok-
sijene parçalanmakta, bu ise kendini ultraviyole spektrumda ab-
sorbans azalması şeklinde göstermektedir. Absorbanstaki bu azal-
ma CAT enziminin aktivitesi ile doğru orantı göstermektedir (9).

İskemi Modifiye Albumin (IMA) ve Tiyol Dengesi
Oksidatif stres, hücresel metabolizma sırasında oluşan hid-

roksil radikali, süperoksit radikali ve hidrojen peroksit gibi reak-
tif oksijen türlerinin artışı (ROS) ile onları detoksifiye eden, an-
tioksidanların yetersizliği sonucu oksidatif dengenin bozulması 
olarak tanımlanır (10).

Mercaptain olarak da bilinen thioller karbon atomuna bağlı 
hidrojen ve sülfür atom bileşiklerini içeren organik bileşikler sı-
nıfıdır (11). Plazma thiol havuzu başlıca albumin thiolleri, prote-
in thiolleri, düşük moleküler ağırlıklı thiolleri içerir (12). Thioller 
oksidanlar aracılığıyla oksidasyon reksiyonuna girebilirler ve di-
sülfit bağları oluştururlar (13). Disülfit bağı kovalent bir bağdır 
ve aynı zamanda SS bağı veya disülfit köprüsü olarak da adlan-
dırılır. Oksidatif stres durumunda, Cys rezidüleri reversibl ola-
rak, protein thiol grupları ve düşük moleküler ağırlıklı thiolleri 
arasında disülfit bağları oluştururlar. Disülfid bağları tekrar thiol 
gruplarına indirgenebilir ve böylece dinamik thiol disülfit denge-
si devam eder (14).

Plazmada yüksek miktarda bulunan albümin molekülünün 
yapısı, iskemi varlığında kademeli olarak değişmektedir. Oksijen 
radikalleri oluştuğunda, albüminin N terminal ucu hasarlanır ve 
bu yeni oluşan molekül metallere bağlanma yetisini kaybederek, 
iskemi modifiye albümin olarak adlandırılır (15).

İskemi Modifiye Albumin ve tiyol dengesi; iskemi, antioksi-
dan kapasite ve oksidatif stres değerlendirmesinde yol gösteren 
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yeni biyokimyasal belirteçlerdir. Bu belirteçler, biyokimya tüpüne 
(jelli) alınan kanın santrijüf edilmesi ile elde edilen serumdan ça-
lışılmaktadır. Yeni olmaları sebebi ile özgün değerleri yüksektir. 
Birçok hastalık grubu için değerlendirilmekte ve henüz literatür-
de yeterli biçimde yer almamaktadır. Bu belirteçler ile yapılacak 
araştırmaların literatüre katkısı yüksek olacaktır.

İskemi Modifiye Albumin (IMA) ve Tiyol Dengesi 
Ölçüm Metodu
İskemi Modifiye Albumin (IMA) ve Tiyol Dengesi ölçümü 

için serumda yapılır. Serum elde etmek için jelli tüpe alınan kan 
örnekleri 10000 g’de +4 oC’de soğutmalı santrifüjde 10 dakika 
süreyle santrifüj edilir. Serumlar ependorf tüpleri içine alınarak 
kapakları kapatılıp – 80 Co’de dondurulur.  Daha sonra serum-
da protein tayini yapılır.  Numuneler tamamlanıp çalışılacağı za-
man serumlar önce çözünmüş ve oda ısısına getirilmiş olmalıdır. 
Daha sonra numuneler vortekslenir ve yeterince karıştıktan son-
ra çalışılır.

İskemi Modifiye Albumin (IMA) ve Tiyol Dengesi düzeyleri 
ticari kit kullanılarak aplikasyonu tamamlanmış otoanalizör ci-
hazda veya manuel metotla spektrofotometrik olarak ölçülebilir. 

Serum IMA Düzeyi Ölçümü 
Serum IMA düzeyi albumin kobalt bağlanma testi prensibine 

dayanarak ölçülür. Ölçümler serumda yapılır. Serumlar yukarı-
daki usulle elde edilir. Numunelerin hepsi toplandıktan sonra 
soğuk zincir içinde nakli yapılarak çözdürülür ve çalışılır. Serum 
IMA ölçümü için 95 μl hasta serumu, 5 μl kobalt klorid ile ka-
rıştırılıp 5 dakika süreyle inkübe edilir.  İnkübasyon sırasında 
kobalt klorid konsantrasyonu 0,58 mmol/L olacak şekilde olma-
lıdır. İskemi sonucunda, kobaltın çok az bir kısmının albumine 
bağlandığı bilinmektedir. Albumine bağlanmayan kobaltı belir-
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lemek için inkübasyondan sonra ölçüm küvetine 25 μl ditiyot-
reitol (son konsantrasyonu 1.67 mmol/L) eklenerek karıştırılır 
ve bu şekilde ditiyotreitolun, albumine bağlanmaması kobalt ile 
renkli kompleks oluşturması sağlanır. Oluşacak renkli kompleks 
500 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak ölçülür. 5-180 
U/mL aralığında 5 noktalı kalibrasyon eğrisi çizildikten son-
ra absorbans değerleri bu kalibrasyon eğrisinde değerlendirilir. 
Böylelikle kalibrasyon eğrisinden yola çıkılarak IMA düzeyleri 
hesaplanır (16, 17).

Tiyol Dengesi Ölçümü
Serum tiyol-disülfit dengesi yeni geliştirilen metotlarla ma-

nuel veya cihaza aplike halde otoanalizörde çalışılabilir. Ölçüm 
yöntemi daha önce tanımlanmış ve literatürde çok defa uygulan-
mış standart kolorimetrik bir yöntemdir. Kısaca, indirgenebilir 
disülfür bağları ilk olarak serbest fonksiyonel tiyol gruplarını 
oluşturmak üzere indirgenir. Kullanılmayan indirgeyici sod-
yum borohidrit tüketilecek ve formaldehit ile uzaklaştırılacak ve 
DTNB (5, 5-ditiybis-2-nitrobenzoik asit) ile reaksiyondan son-
ra indirgenmiş ve doğal tiyol gruplarını içeren tiyol gruplarının 
tümü belirlenir. Total tiyol ve nativ tiol arasındaki farkın yarısı 
dinamik disülfit miktarını verir. Doğal tiyol ve disülfür miktarla-
rı belirlendikten sonra total tiyol miktarı, nativ tiyol / total tiyol 
oranı, disülfür / total tiyol oranı ve disülfür / nativ tiyol oranı he-
saplanır (18-21).

Glutatyon S- Transferaz (GST) Aktivitesi 
Glutatayon S- Transferaz (GST) önemli antioksidan enzim-

lerden biridir. GST’lar endojen ve eksojen kaynaklı bazı bile-
şikleri detoksifiye etmektedir. GST enzimlerinden GSTM sınıfı 
özellikle serbest radikallerin detoksifikasyonunda görevlidir. 
Çeşitli klinik durumlar ile GST aktivitesi arasında ilişkiler ku-
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rulmuştur. M sınıfı genler oksidatif strese karşı koruyucudur ve 
azalan GSTM1 ekspresyonunun hipertansiyon ile bağlantılı ol-
duğu ifade edilmiştir. Kardiyovasküler hastalıkların ortaya çıkı-
şında etkili olabileceği öne sürülen genetik değişimlerden birisi 
de son yıllarda sıkça araştırılan Glutatyon S-Transferaz (GST) 
ailesidir. GST ailesi pek çok genden oluşmuş olup insanlarda 
bunların 5 tanesi tanımlanmıştır. Özellikle kanser, kardiyolojik 
hastalıklar, dermatolojik hastalıklar ve çevresel bir ksenobiyo-
tiğin etkisi ile oluşabileceği düşünülen hastalıklarda GST sıkça 
taranmıştır (22-25).

Süperoksit Dismutaz (SOD)
Süperoksit dismutaz (SOD) önemli bir antioksidan enzimdir. 

Antioksidan durum göstergesi olarak sıklıkla SOD enzim aktivi-
tesi ölçümü kullanılır. Superoksit dismutaz, reaktif oksijen türle-
rini temizler. O2

. Serbest radikalini daha az oksidatif olan H2O2 ve 
oksijene (O2) ayırır. Hidrojen peroksit ise CAT veya GPx ile H2O 
ve O2 şeklinde etkisiz hale getirilir.  SOD aktivitesi ölçümü için 
temel prensip: ksantin-ksantin oksidaz sistemiyle üretilen süpe-
roksitin, nitroblue tetrazoliumu (NBT) indirgemesi esasıdır. Bu 
şekilde ölçüm yapılabilir. Oluşan süperoksit radikalleri NBT’yi 
indirgeyerek renkli formazan boyayı oluşumuna yol açar. SOD 
aktivitesi U/mL olarak ifade edilmektedir (26).

Paraoksonaz (PON1) ve Arilesteraz (ARE)
Paraoksonaz (PON1) enzimi esteraz bir enzimdir ve antiok-

sidan yönü belirgindir. Glikoprotein yapısındadır. Aromatik kar-
boksilik asit esterlerini hidroliz eder. Karaciğer tarafından sentez 
edilir. HDL’ye sıkıca bağlanır. LDL’nin oksidasyonu sonucu olu-
şan lipid peroksitlerinin birikimi sonrasında HDL’nin çeşitli enzi-
matik mekanizmalarla lipid peroksitlerini azalttığı yapılan çalış-
malarla ortaya konulmuştur.  Paraoksonaz aktivitesi değişkendir 
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ve çevresel faktörlerden etkilenir. Toplumlara göre farklılık gös-
termektedir. Paraoksonaz ve Arilesteraz (ARE), aynı gen tarafın-
dan kodlanan ve aktif merkezleri benzer olan esteraz grubundaki 
enzimlerdir. PON1’in polimorfik değişim gösterdiği bilinmekte-
dir. Fakat ARE enzimi genetik polimorfik bir değişim göstermez. 
İki enzimin de doğal substratları farklı olmasına karşın PON1 
enzimi aynı zamanda ARE’nin doğal substratı olan fenil asetatı 
hidroliz edebilme yeteneğine sahiptir. PON1 ve ARE ortak olarak 
organofosfatları, aril ve alkil halojenürleri hidroliz edebilmekte-
dirler. PON1 enzimi antioksidan bir enzimdir. Çünkü LDL’yi ok-
sidasyondan koruyucu özelliği vardır. Hidrojen peroksit de dâhil 
olmak üzere diğer radikalleri nötralize etme kapasitesi mevcuttur. 
ARE’nin öncelikli önemi PON1’deki değişimlerden etkilenmeyen 
asıl proteinin göstergesi olmasıdır (27-32).

Bunların dışında antioksidan durum göstergesi olarak; gluta-
tayon, glutatyon peroksidaz, myeloperoksidaz, ksantin oksidaz, 
A, C, E gibi vitaminler ölçülebilir. Oksidadif stres göstergesi ola-
rak ise MDA’nın yanı sıra protein karbonil düzeyleri ölçülebilir.

GSH ve GSH-Px 
Glutatyon hücre içinin en önemli antioksidan molekülüdür. 

Başta karaciğer olmak üzere dokularda yüksek miktarda bu-
lunmaktadır. Glutatyon varlığında aminoasitler hücre membra-
nından taşınabilir. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) önemli bir 
antioksidan enzim olarak hidrojen peroksit ve lipit peroksitleri 
üzerine etkilidir. Enzimin aktivite için selenyuma gereksinim du-
yan ve duymayan olmak üzere iki tipi vardır. Selenyum varlığında 
aktivite gösteren glutatyon peroksidaz formu hem hidrojen pe-
roksit ve hem de lipit peroksitleri üzerine etkilidir. Oksidatif stre-
se yol açan hidrojen peroksit ve lipit peroksitleri etkisiz hale ge-
tirilirken glutatyon peroksidaz okside forma dönüşür. Glutatyon 
redüktaz ise okside glutatyonu NADPH’a bağımlı biçimde tekrar 
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glutatyona indirger. Glutatyon ve glutatyon redüktaz düzeyleri-
nin ölçümü sonucunda antioksidan kapasite ve etkinlik hakkında 
yorum yapılabilir. 

GSH ve GSH-Px ölçümleri
GSH ve GSH-Px ölçümleri doku homojenatı, alyuvar hemo-

lizatı ve plazma numunelerinden yapılabilir. Lipit peroksidasyon 
düzeyleri Placer ve arkadaşlarının (1966) bildirdiği yönteme göre, 
indirgenmiş glutatyon (GSH) düzeyleri Sedalk ve Lindsay (1968) 
ve GSH-Px aktiviteleri Lawrence ve Burk’un bildirdiklere yönte-
me göre (1976), spektrofotometrik olarak yapılabilir. GSH, GSH-
Px ve Lipit peroksidasyon sonuçları protein cinsinden verileceği 
için, biüret yöntemine göre toplam protein düzeyleri belirlenir. 
Beta karoten, A, C ve E vitamin düzeyleri antioksidan aktivite 
gösteren ve ölçülebilen önemli vitaminlerdir (33-35).

GSH ölçümü
1.	 %10 trikloroasetik asit (TCA).

2.	 Tris tamponu (0,4M pH:8,9): 48,46 gram tris-hydroxymet-
hil-aminomethan’ın hidroklorik asit  (HCl) ile pH: 8,9 olacak 
şekilde 1 litrede çözülmesi ile hazırlanır.

Hücrede Ölçüm Metodu: 0,1 ml hücre homojenatı 0,4 ml 
TCA ile karıştırılır. 20 sn karıştırıcıda vortekslenir ve 3000 rpm 
de 5 dk santrifüj edilir. 0,1 ml süpernatant tüp içine alınır. Üzeri-
ne 0,9 ml distile su, 2,0 ml Tris tamponu ve 0,1 ml DTNB solüsyo-
nu eklenir. Oluşan sarı renk distile suya karşı spektrofotometrede 
412 nm dalga boyunda okunur. 

GSH-Px enzim aktiviteleri Lawrence ve Burk (Lawrence and 
Burk 1976) tarafından bildirilen yönteme göre spektrofotometre-
de belirlenmiş olur. 
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Hücre İçi ROS 
Serbest radikaller kısa ömürlü ve kararsız bileşiklerdir. Ka-

rarlı yapıya ulaşmak ve dış orbitalindeki paylaşılmamış elektro-
nu dengeli biçime dönüştürmek için çevrelerindeki moleküllerle 
etkileşime girme eğilimindedirler. Serbest radikallerin oluşumu 
çeşitli organizma içi ve dışı faktörlere bağlıdır. Oksijen aerobik 
canlılar için hayati öneme sahip iken organizmada toksik bir 
yapıya dönüşebilir. Oksijen molekülünün radikal olarak kabul 
edilen yapısında farklı orbitallerde buluan iki tek elektron vardır. 
Organizmada hidroksil, hidrojen peroksit, alkoksil, ozon, süper 
oksit, nitrik oksit, hipoklorit asit gibi oksijen ve azot kaynaklı çok 
sayıda reaktif bileşik vardır. 

Serbest radikal oluşumunda etkili birçok faktör vardır. Bun-
lar arasında özellikle sigara (tütün maruziyeti), çevre kirliliği 
ve radyasyon maruziyetini çevresel faktörler içinde mutlaka say-
mak gerekir. 

Serbest radikal artışı sonucunda hücre içinde reaktif oksijen 
türlerini oluşturan endojen faktörler olarak ise düzensiz ağır eg-
zersiz, sedanter yaşam, ağır stres, yaşlanma, doku hasarı, besin 
alımı ile ilgili patolojik durumların varlığı sayılabilir. Besinle-
rin içeriğindeki yanlışlar ve yanlış beslenme stili de serbest radi-
kal artışı sonucunda hücre içinde reaktif oksijen türlerini oluştu-
ran durumlardır. 

Beslenme kaynaklı serbest radikal oluşumunu arttıran du-
rumlar olarak ise fazla kalorili beslenme, öğün sıklığını çok 
arttıran beslenme modelleri, alınan proteinlerin bir kısmının 
bitkisel protein olmaması, sebze ve meyve miktarının diyette 
azlığı, demir ve bakır içeren besinlerin gereğinden fazla alın-
ması, doymuş/doymamış yağ asitleri arasındaki dengenin bo-
zulması, doğal olmayan işlenmiş yağların tüketimi, alkol alımı 
sayılabilir.
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Hücrede ROS Ölçümü
Hücre içi ROS üretimi spektrofotometrik olarak yapılır. Rho-

damine 123(Rh 123), DHR 123 hücreye kolayca nüfuz edebi-
len, florasan olmayan yüksüz bir moleküldür. 2’-DHR-123’ün 
RH123’e oksidasyonu ile H2O2 miktarı tayin edilmektedir. Bu ok-
sidasyon sırasında lipit oksidasyonu ile oluşmuş hücre içerisin-
de serbest oksijen radikalleri miktarı ölçülebilmektedir. DHR-
123’ün RH123’e oksidasyonu çok yüksek düzeyde florasan yayıcı 
bir olaydır. Floresan yayım durumu ile serbest oksijen radikali 
arasında pozitif bir ilişki vardır. RPMI-1640 besi ortamı ile tüm 
hücreler yıkandıktan sonra 103 olacak şekilde steril kuyucuklara 
eklenir. Böylelikle tüm gruplardaki hipokampal hücrelere hücre 
kültürü ortamında kontrol hariç 100 mikromolar hidrojen pe-
roksit ilave edildikten sonra, 0,02 mM DHR123 ile 25 dakika 37 
ºC inkübe edilir. Sonra yayılan floresan 488 nm emisyon ve 543 
nm eksitasyon (uyarım) dalga boylarında okunur. Aradaki ab-
sorbans farkı hesaplanır (Uguz et al. 2012; Ghazizadeh and Na-
zıroğlu. 2014). Değerler, kontrole kıyasla misli artış olarak verilir 
(36, 40).

Oksidatif Stres Artışı
Oksidatif stresin artışı antioksidan system tarafından kom-

panse edilemezse bu durumda çok sayıda hastalık ortaya çıkar. 
Oksidatif stres artışı ve serbest radikallerin etkisi sonucu başlıca 
aşağıdaki durumlar tetiklenir. Tetiklenen bu tablolar günümüzde 
başlıca ölüm nedenlerini oluşturmaktadırlar.

Yaşlanma, ateroskleroz, kanser, iskemi-reperfüzyon hasarı, 
otoimmün hastalıklar, kas hastalıkları, romatoid artrit, kan 
hastalıkları, karaciğer bozuklukları, inflamasyon, diyabetes 
mellitus.
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SONUÇ

Sonuç olarak oksidatif stres sonucu hücre, doku ve organlar-
da oluşan oksidatif hasar organizmada rutin metabolik işlemler 
sırasında sürekli ortaya çıkan bir durumdur. Oksidatif hasarın, 
önlenmesi, dengede tutulması ve canlılığın devamı ancak antiok-
sidan etkinlik ile mümkündür. Antioksidan sistemde görev alan 
ve oksidatif hasar ürünlerini etkisiz hale getiren çok sayıda yapı 
bulunmaktadır. Oksidatif hasar sonucu oluşan malondialdehid 
ve protein karbonil gibi oksidatif hasar ürünlerinin düzeylerinin 
ölçümü oksidatif hasar göstergesi olarak kullanılmaktadır. Anti-
oksidan sistem bileşeni olan katalaz gibi enzimlerin aktivitesinin 
ölçümü antioksidan durumun göstergesi olarak kullanılmakta-
dır. Oksidatif stres artışında reaktif olarak antioksidan aktivite 
artışı ile durum dengelenmeye çalışılacağından bu parametreler 
tek yönlü olarak değerlendirilmemelidir. İki yönlü olarak hem 
oksidatif stres düzeyini hem de antioksidan düzeyini gösteren 
parametrelere birlikte bakılmalıdır. Oksidatif stres/Antioksidan 
durum arasındaki dengenin bozulması sonucunda oluşan serbest 
radikallerin 100’den fazla ciddi hastalığa yol açtığı bilinmektedir. 
Sürekli olarak oksidatif stresi ve antioksidan durumu gösteren 
yeni parametrelerin ölçümü araştırılmaktadır. Araştırmacılar, çe-
şitli hastalıklarla Oksidatif stres/Antioksidan durum arasındaki 
denge arasındaki ilişkiyi araştırmaya devam etmektedir (33-43).
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