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OKSIDATIF STRES VE ANTIOKSIiDAN DURUM
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OKSIDATIF STRES

Metabolizmanin calismasi sirasinda stirekli olarak bir oksi-
datif stres olusumu mevcuttur. Oksijenin rutin metabolik siireg-
lerde girdigi reaksiyonlar sonucu, radyasyona maruziyet, ilaglar,
ksenobiyotikler ve zararli kimyasal maddelerin etkisi sonucu
organizmada daimi bigcimde serbest radikaller olusur. Ortaya
¢ikan biitiin serbest radikaller birleserek oksidatif stresi olustu-
rurlar. Oksidatif stres sitotoksik ve genotoksik etkilere sahiptir.
Bu sebeple siirekli olusan oksidatif stresin antioksidan sistem ta-
rafindan dengelenmesi, oksidatif stres bilesenlerinin etkisiz hale
getirilmesi organizmanin yasamini devam ettirmesi i¢in gerek-
lidir. Antioksidan sisteme ait bircok enzim ve enzim dis1 yapilar
olusan ¢ok sayidaki serbest radikalleri etkisiz hale getirerek orga-
nizmada dengenin korunmasini ve yagamin devamini miimkiin
kilarlar. Oksidatif stres artis1 ve antioksidan sistemin bu durumu
kompanse edememesi ile oksidatif hasar olusur. Oksidatif hasa-
rin olusumu yiizden fazla hastalik etyolojisinde yer almaktadir.
Kalp-damar sistemi hastaliklari, Diyabetes Mellitus, bir¢ok kan-
ser tiirii, norolojik hastaliklar ve diger bir¢ok 6nemli hastalik ok-
sidatif stres ve artisi ile iligkilidir (1).

! Alanya Alaaddin Keykubat Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyokimya Anabilim Dali,
Alanya, Antalya



20 Klinik Biyokimyada Kanita Dayali Yaklagim

Oksijenli solunum yapan canlilarda disaridan alinan oksijen
bircok metabolik siire¢ ve reaksiyon sonucunda suya doniisiir.
Bu doniisiim sirasinda ayni zamanda organizma igin gerekli olan
enerji sentezlenir. Solunumda kullanilan oksijenin % 2 ile 3 ara-
sinda bir miktar1 suya dontigmeyip oksijen kaynakli radikalleri
olusturur. Oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu sii-
peroksit radikali, iki elektron alarak indirgenmesi sonucu hidro-
jen peroksit olusur. Uciincii elektronun eklenmesi ile hidroksil
radikali, dordiincti elektronun eklenmesi ile su olusur. Stiperoksit
ve hidrojen peroksit radikalleri cok toksik olmamalarina ragmen,
demirin katalitik etkisi ile kolaylikla asir1 reaktif hidroksil radi-
kaline dontisebilirler. Bu nedenle siiperoksit ve hidrojen peroksit
daha zararli hale donmeden, hemen enzimlerle metabolize edil-
melidir. Serbest radikaller reaktif yapilar1 nedeniyle lipit, protein
ve niikleik asitlere zarar vererek hiicre yapisini bozarlar.

Antioksidan sistem

Organizmada antioksidan sistem bileseni olarak gorev alan;
Superoksit dismutaz (SOD), Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px),
Glutatyon Transferaz (GST), Katalaz (CAT), Glutatyon Rediiktaz
gibi enzimler, vitaminler ve metal iyonlarini baglayan ¢ok sayida
proteinler de bulunur (2, 3).

TAS ve TOS ol¢liimii ve OSI hesabi

Oksidatif stres ve antioksidan durum gostergesi olan bir¢ok
parametre vardir. Biitiin parametreleri ayn1 anda 6l¢gmek ve de-
gerlendirmek zor olacagindan genel durum gostergesi olabilecek
laboratuvar parametresi arayisina girilmistir. Gelistirilen metot-
larla; Total Antioksidan Kapasite (TAK; TAS) ve Total Oksidan
Kapasite (TOK; TOS) 6l¢timii miimkiin olabilmistir. Bu para-
metrelerin 6l¢iim dogrulugu ve gecerliligi gosterilmis ve ticari kit
tiretimi agamasina gegilmistir. Ayrica bu iki parametreden yola
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cikilarak oksidatif stres indeksi (osi) hesaplama yoluyla elde edil-
mektedir. OSI’nin 6nemi reaktif artislar1 devre dis1 birakarak, ok-
sidatif ve stres ve antioksidan durumun genel dengesini iki yonlii
bicimde gostermesidir.

TAS, TOS, 0SI OLCUM METODU

TAS, TOS ve OSI él¢iimi i¢in serum ve homojenize dokular
isisina getirilerek ¢ozdirilir. Cozdirilmiis homojenize doku
ornekleri 10000 gde +4 °Cde sogutmali santrifiijde 10 dakika
stireyle santrifiij edilir. Daha sonra doku homojenatlarinin si-
pernatanlarinda otoanalizor cihazda mikroprotein tayini yapilir.
TAS ve TOS olgtimleri de santrijiif sonrasi elde edilen stiperna-
tandan caligilir. Serumda ise ¢oziinmiis ve oda 1sisina getirilmis
ornekler 6nce vortekslenir ve yeterince karistiktan sonra galigilir.

Total Antioksidan Kapasite (TAS) ve Total Oksidan Kapasite
(TOS) diizeyleri ticari kit kullanilarak modifiye Erel metodu ile
aplikasyonu tamamlanmis otoanalizor cihazda veya manuel me-
totla spektrofotometrik olarak dl¢iilebilir.

TAS ve TOS degerleri; TAS i¢in mmol Trolox Eq / L birimin-
de, TOS igin pumol H,O Eq / L biriminde sonuglar verilir.

°0SI (Oksidatif Stres Indeksi) = TOS/TAS” formiilii kullani-
larak hesaplanir.

Total Antioksidan Kapasite (Total Antioxidant
Status (TAS)) olclilmesi:

Erel tarafindan gelistirilen tam otomatik metot sayesinde gii¢-
li ve zararh serbest radikallere kars1 organizmanin giiglii serbest
radikaller karsisindaki total antioksidan kapasitesi (Total Anti-
oxidant Status: TAS) 6l¢iilebilir. TAS ifadesine esdeger olarak; to-
tal antioxidant capacity (TAC), total antioxidant activity (TAA),
total antioxidant power (TAOP), total antioxidant response
(TAR) isimlendirilmeleri de kullanilmaktadir. Ol¢iim yapilan
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numunede bulunan antioksidan molekiiller, koyu mavi-yesil
renkli ABTS (2-2’-Azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic
acid)) ¢ozeltisini, renksiz ABTS formuna dogru degistirir. Spekt-
rofotometrik olarak olgiilebilen renk yogunlugundaki degisim,
numunede mevcut bulunan toplam antioksidan molekiil miktar:
ile iliskilidir. Degisen renk yogunluguna gore absorbans degisimi
660 nmde ol¢iiliir. TAS 6l¢ctimii; geleneksel olarak Trolox Equi-
valent seklinde isimlendirilen, E vitamini analogu olan, stabil bir
antioksidan standart solusyonu tarafindan kalibre edilir. Sonug-
lar mmol Trolox Equivalent / Litre olarak verilir (4).

Total Oksidan Kapasite (Total Oxidant Status
(TOS)) olgiilmesi:

Erel tarafindan gelistirilen tam otomatik kolorimetrik bir yon-
tem ile organizmanin total oksidan kapasitesi (Total Oxidant Sta-
tus: TOS) ol¢iilebilmektedir. TOS ifadesine esdeger olarak; total
peroxide (TP), serum oxidation activity (SOA), reactive oxygen
metabolites (ROM) isimlendirilmeleri de kullanilabilir. Oksidatif
kapasitesi olgillen numunede mevcut bulunan oksidanlar, ferréz
iyon selator kompleksini ferrik iyona oksitler. Asidik ortamda
ferrik iyonlar, kromojen ile renkli bir kompleks meydana getirir-
ler. Spektrofotometrik olarak 6l¢iilebilen renk yogunlugu, numu-
nede mevcut bulunan toplam oksidan molekiil miktari ile iligkili-
dir. Degisen renk durumuna goére absorbans degisimi 530 nmde
olgiliir. TOS ol¢timii hidrojen peroksit ile kalibre edilir. Sonuglar
mikromolar hidrojen peroksit equivalent / Litre olarak verilir (5).

Oksidatif Stres indeksi (Oxidative Stress Index

(OSI)) hesaplanmasi:

Total Oksidan Seviye (TOS), Total Antioksidan Seviye
(TAS)’ye béliinerek Oksidatif Stres Indeksi (OSI) hesaplanabilir.
Oksidatif molekiil artisina yanit olarak antioksidan molekiillerin
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artisginin gerceklesmesi, oksidatif hasar yoniinden sadece TOS
ol¢imii degerlendirmesini yaniltict hale getirebilmektedir. TOS/
TAS oranindaki degisimin karsilastirilmasi sayesinde, oksidatif
hasar i¢in yaniltici olabilecek antioksidan reaktif yanit devreden
¢ikarilarak, dogru bir kargilastirma miimkiin olmaktadir (6).

TAS, TOS ve OSI degerleri sayesinde organizmada bir¢ok
hastaligin etiyolojisinde rolii oldugu bilinen oksidan-antioksidan
kapasite durumu hakkinda bilgi sahibi olunabilmekte ve yorum
yapilabilmektedir. Bir¢ok bileseni olan antioksidan sistemi ve ok-
sidatif stresi genel degerlendirme imkani vermesi TAS, TOS 6l¢ii-
miiniin kullanigh olmasini saglar.

Malondialdehid (MDA) Ol¢iimii

Malondialdehid (MDA) lipidlerin peroksidasyon triiniidiir.
Oksidatif stresin artisi ile orantili olarak MDA diizeyi artar. Bu
sebeple MDA diizeyi oksidatif stres gostergesi olarak kullanilir.
Malondialdehid miktar1 Draper ve Hadley'in metoduna gore
spektrofotometrik yontemle ¢alisilabilir. Bu yontemde, MDA ile
tiobarbitiirik asit (TBA) reaksiyonunun meydana getirdigi renk
olusumu spektrofotometrik 6lgiimle degerlendirilmektedir (7).

Katalaz (CAT) Aktivite Olciimii

Katalaz, peroksizomlarda bulunan, tetramerik bir hemoprote-
in enzimdir. Hidrojen peroksit radikalini oksijen ve suya parcala-
yarak etkisiz hale getiren reaksiyonu katalizler. Hidrojen peroksidi
bu suretle etkisiz hale getirdiginde antioksidan bir etkinlik goster-
mis olur. Katalaz enziminin aktivitesi 6lgiildiigii zaman antioksi-
dan durum gostergesi olarak kullanilir. Organizmada antioksidan
sistem bileseni olarak katalaz haricinde goérev alan; Superoksit
dismutaz (SOD), Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px), Glutatyon
Transferaz (GST), Glutatyon Rediiktaz gibi enzimler, vitaminler
ve metal iyonlarini baglayan ¢ok sayida proteinler de bulunur. (8).
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Katalaz (CAT) aktivitesi Aebinin metoduna gore ¢alisilabilir.
Hidrojen peroksit (H,0,) 240 nmde maksimum absorbans verir.
Deney ortamina eklenen H,O,, katalaz enzimi tarafindan su ve ok-
sijene parcalanmakta, bu ise kendini ultraviyole spektrumda ab-
sorbans azalmasi seklinde gostermektedir. Absorbanstaki bu azal-

ma CAT enziminin aktivitesi ile dogru orant1 gostermektedir (9).

iskemi Modifiye Albumin (IMA) ve Tiyol Dengesi

Oksidatif stres, hiicresel metabolizma sirasinda olusan hid-
roksil radikali, siiperoksit radikali ve hidrojen peroksit gibi reak-
tif oksijen tiirlerinin artis1 (ROS) ile onlar1 detoksifiye eden, an-
tioksidanlarin yetersizligi sonucu oksidatif dengenin bozulmasi
olarak tanimlanir (10).

Mercaptain olarak da bilinen thioller karbon atomuna bagl
hidrojen ve siilfiir atom bilesiklerini iceren organik bilesikler s1-
nifidir (11). Plazma thiol havuzu baslica albumin thiolleri, prote-
in thiolleri, diisiik molekiiler agirlikli thiolleri igerir (12). Thioller
oksidanlar araciligryla oksidasyon reksiyonuna girebilirler ve di-
stlfit baglar1 olustururlar (13). Disiilfit bag: kovalent bir bagdir
ve ayn1 zamanda SS bag veya disiilfit kopriisii olarak da adlan-
dirilir. Oksidatif stres durumunda, Cys rezidiileri reversibl ola-
rak, protein thiol gruplar: ve diisiik molekiiler agirliklr thiolleri
arasinda disiilfit baglar1 olustururlar. Disiilfid baglar: tekrar thiol
gruplarina indirgenebilir ve boylece dinamik thiol disiilfit denge-
si devam eder (14).

Plazmada yitksek miktarda bulunan albiimin molekiiliiniin
yapisi, iskemi varliginda kademeli olarak degismektedir. Oksijen
radikalleri olustugunda, albiiminin N terminal ucu hasarlanir ve
bu yeni olusan molekiil metallere baglanma yetisini kaybederek,
iskemi modifiye albiimin olarak adlandirilir (15).

Iskemi Modifiye Albumin ve tiyol dengesi; iskemi, antioksi-
dan kapasite ve oksidatif stres degerlendirmesinde yol gosteren
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yeni biyokimyasal belirteglerdir. Bu belirtegler, biyokimya tiipiine
(jelli) alinan kanin santrijiif edilmesi ile elde edilen serumdan ¢a-
lisilmaktadir. Yeni olmalar: sebebi ile 6zgiin degerleri yiiksektir.
Birgok hastalik grubu i¢in degerlendirilmekte ve heniiz literatiir-
de yeterli bicimde yer almamaktadir. Bu belirtecler ile yapilacak
arastirmalarin literatiire katkisi yiiksek olacaktir.

iskemi Modifiye Albumin (IMA) ve Tiyol Dengesi
Olciim Metodu

Iskemi Modifiye Albumin (IMA) ve Tiyol Dengesi 6l¢iimii
i¢in serumda yapilir. Serum elde etmek igin jelli tiipe alinan kan
ornekleri 10000 gde +4 °Cde sogutmali santrifiijde 10 dakika
siireyle santrifiij edilir. Serumlar ependorf tiipleri igine alinarak
kapaklar1 kapatilip - 80 C°de dondurulur. Daha sonra serum-
da protein tayini yapilir. Numuneler tamamlanip ¢alisilacag: za-
man serumlar 6nce ¢oziinmiis ve oda 1sisina getirilmis olmalidir.
Daha sonra numuneler vortekslenir ve yeterince karistiktan son-
ra galigilir.

Iskemi Modifiye Albumin (IMA) ve Tiyol Dengesi diizeyleri
ticari kit kullanilarak aplikasyonu tamamlanmis otoanalizor ci-
hazda veya manuel metotla spektrofotometrik olarak 6l¢iilebilir.

Serum IMA Diizeyi Ol¢iimii

Serum IMA diizeyi albumin kobalt baglanma testi prensibine
dayanarak olgiiliir. Ol¢timler serumda yapilir. Serumlar yukari-
daki usulle elde edilir. Numunelerin hepsi toplandiktan sonra
soguk zincir i¢cinde nakli yapilarak ¢ozdiiriiliir ve ¢alisilir. Serum
IMA ol¢iimii i¢in 95 pl hasta serumu, 5 ul kobalt klorid ile ka-
ristirihip 5 dakika siireyle inkiibe edilir. Inkiibasyon sirasinda
kobalt klorid konsantrasyonu 0,58 mmol/L olacak sekilde olma-
lidir. Iskemi sonucunda, kobaltin ¢ok az bir kisminin albumine
baglandig: bilinmektedir. Albumine baglanmayan kobalt1 belir-
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lemek i¢in inkiibasyondan sonra 6l¢iim kiivetine 25 pl ditiyot-
reitol (son konsantrasyonu 1.67 mmol/L) eklenerek karistirilir
ve bu sekilde ditiyotreitolun, albumine baglanmamasi kobalt ile
renkli kompleks olusturmasi saglanir. Olusacak renkli kompleks
500 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak olgiiliir. 5-180
U/mL araliginda 5 noktali kalibrasyon egrisi ¢izildikten son-
ra absorbans degerleri bu kalibrasyon egrisinde degerlendirilir.
Boylelikle kalibrasyon egrisinden yola ¢ikilarak IMA diizeyleri
hesaplanir (16, 17).

Tiyol Dengesi Ol¢iimii

Serum tiyol-disiilfit dengesi yeni gelistirilen metotlarla ma-
nuel veya cihaza aplike halde otoanalizoérde ¢alisilabilir. Ol¢iim
yontemi daha 6nce tanimlanmus ve literatiirde ¢ok defa uygulan-
mus standart kolorimetrik bir yontemdir. Kisaca, indirgenebilir
distlfiir baglar1 ilk olarak serbest fonksiyonel tiyol gruplarin
olusturmak tiizere indirgenir. Kullanilmayan indirgeyici sod-
yum borohidrit titketilecek ve formaldehit ile uzaklastirilacak ve
DTNB (5, 5-ditiybis-2-nitrobenzoik asit) ile reaksiyondan son-
ra indirgenmis ve dogal tiyol gruplarini iceren tiyol gruplarinin
tiimii belirlenir. Total tiyol ve nativ tiol arasindaki farkin yarisi
dinamik disiilfit miktarini verir. Dogal tiyol ve disiilfiir miktarla-
r1 belirlendikten sonra total tiyol miktari, nativ tiyol / total tiyol
orany, disiilfiir / total tiyol orani ve distilfiir / nativ tiyol orani he-
saplanir (18-21).

Glutatyon S- Transferaz (GST) Aktivitesi

Glutatayon S- Transferaz (GST) onemli antioksidan enzim-
lerden biridir. GST’lar endojen ve eksojen kaynakli bazi bile-
sikleri detoksifiye etmektedir. GST enzimlerinden GSTM sinifi
ozellikle serbest radikallerin detoksifikasyonunda gorevlidir.
Cesitli klinik durumlar ile GST aktivitesi arasinda iligkiler ku-
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rulmustur. M sinifi genler oksidatif strese kars1 koruyucudur ve
azalan GSTM1 ekspresyonunun hipertansiyon ile baglantil1 ol-
dugu ifade edilmistir. Kardiyovaskiiler hastaliklarin ortaya ¢iki-
sinda etkili olabilecegi one siiriilen genetik degisimlerden birisi
de son yillarda sik¢a arastirilan Glutatyon S-Transferaz (GST)
ailesidir. GST ailesi pek ¢ok genden olusmus olup insanlarda
bunlarin 5 tanesi tanimlanmustir. Ozellikle kanser, kardiyolojik
hastaliklar, dermatolojik hastaliklar ve gevresel bir ksenobiyo-
tigin etkisi ile olugabilecegi diisiiniilen hastaliklarda GST sik¢a
taranmuigtir (22-25).

Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz (SOD) 6nemli bir antioksidan enzimdir.
Antioksidan durum gostergesi olarak siklikla SOD enzim aktivi-
tesi 6l¢timi kullanilir. Superoksit dismutaz, reaktif oksijen tiirle-
rini temizler. O, Serbest radikalini daha az oksidatif olan H,O, ve
oksijene (O,) ayrir. Hidrojen peroksit ise CAT veya GPx ile H,O
ve O, seklinde etkisiz hale getirilir. SOD aktivitesi dl¢iimii igin
temel prensip: ksantin-ksantin oksidaz sistemiyle iiretilen siipe-
roksitin, nitroblue tetrazoliumu (NBT) indirgemesi esasidir. Bu
sekilde ol¢tim yapilabilir. Olusan siiperoksit radikalleri NBT’yi
indirgeyerek renkli formazan boyay1 olusumuna yol agar. SOD
aktivitesi U/mL olarak ifade edilmektedir (26).

Paraoksonaz (PON1) ve Arilesteraz (ARE)

Paraoksonaz (PON1) enzimi esteraz bir enzimdir ve antiok-
sidan yonii belirgindir. Glikoprotein yapisindadir. Aromatik kar-
boksilik asit esterlerini hidroliz eder. Karaciger tarafindan sentez
edilir. HDLye sikica baglanir. LDLnin oksidasyonu sonucu olu-
san lipid peroksitlerinin birikimi sonrasinda HDInin gesitli enzi-
matik mekanizmalarla lipid peroksitlerini azalttig1 yapilan ¢alis-
malarla ortaya konulmustur. Paraoksonaz aktivitesi degiskendir
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ve cevresel faktorlerden etkilenir. Toplumlara goére farklilik gos-
termektedir. Paraoksonaz ve Arilesteraz (ARE), ayni gen tarafin-
dan kodlanan ve aktif merkezleri benzer olan esteraz grubundaki
enzimlerdir. PONT1’in polimorfik degisim gosterdigi bilinmekte-
dir. Fakat ARE enzimi genetik polimorfik bir degisim gostermez.
Iki enzimin de dogal substratlar1 farkli olmasina karsin PON1
enzimi ayn1 zamanda ARE’nin dogal substrati olan fenil asetat
hidroliz edebilme yetenegine sahiptir. PON1 ve ARE ortak olarak
organofosfatlari, aril ve alkil halojeniirleri hidroliz edebilmekte-
dirler. PON1 enzimi antioksidan bir enzimdir. Ciinkii LDLyi ok-
sidasyondan koruyucu 6zelligi vardir. Hidrojen peroksit de dahil
olmak iizere diger radikalleri notralize etme kapasitesi mevcuttur.
ARE’nin 6ncelikli 6nemi PON1deki degisimlerden etkilenmeyen
asil proteinin gostergesi olmasidir (27-32).

Bunlarin disinda antioksidan durum gostergesi olarak; gluta-
tayon, glutatyon peroksidaz, myeloperoksidaz, ksantin oksidaz,
A, C, E gibi vitaminler dl¢tilebilir. Oksidadif stres gostergesi ola-
rak ise MDA nin yani sira protein karbonil diizeyleri olgiilebilir.

GSH ve GSH-Px

Glutatyon hiicre i¢inin en dnemli antioksidan molekiilidiir.
Basta karaciger olmak iizere dokularda yiiksek miktarda bu-
lunmaktadir. Glutatyon varliginda aminoasitler hiicre membra-
nindan tasmabilir. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) onemli bir
antioksidan enzim olarak hidrojen peroksit ve lipit peroksitleri
tizerine etkilidir. Enzimin aktivite i¢in selenyuma gereksinim du-
yan ve duymayan olmak tizere iki tipi vardir. Selenyum varliginda
aktivite gosteren glutatyon peroksidaz formu hem hidrojen pe-
roksit ve hem de lipit peroksitleri iizerine etkilidir. Oksidatif stre-
se yol agan hidrojen peroksit ve lipit peroksitleri etkisiz hale ge-
tirilirken glutatyon peroksidaz okside forma doniisiir. Glutatyon
rediiktaz ise okside glutatyonu NADPH’a bagimli bi¢cimde tekrar
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glutatyona indirger. Glutatyon ve glutatyon rediiktaz diizeyleri-
nin 6l¢iimii sonucunda antioksidan kapasite ve etkinlik hakkinda
yorum yapilabilir.

GSH ve GSH-Px dl¢limleri

GSH ve GSH-Px o6lgiimleri doku homojenat, alyuvar hemo-
lizat1 ve plazma numunelerinden yapilabilir. Lipit peroksidasyon
diizeyleri Placer ve arkadaglarinin (1966) bildirdigi yonteme gore,
indirgenmis glutatyon (GSH) diizeyleri Sedalk ve Lindsay (1968)
ve GSH-Px aktiviteleri Lawrence ve Burk’'un bildirdiklere yonte-
me gore (1976), spektrofotometrik olarak yapilabilir. GSH, GSH-
Px ve Lipit peroksidasyon sonuglar1 protein cinsinden verilecegi
i¢in, biliret yontemine goére toplam protein diizeyleri belirlenir.
Beta karoten, A, C ve E vitamin diizeyleri antioksidan aktivite
gosteren ve Olgiilebilen 6nemli vitaminlerdir (33-35).

GSH ol¢iimii

1. %10 trikloroasetik asit (TCA).

2. Tris tamponu (0,4M pH:8,9): 48,46 gram tris-hydroxymet-
hil-aminomethan’in hidroklorik asit (HCI) ile pH: 8,9 olacak
sekilde 1 litrede ¢oziilmesi ile hazirlanir.

Hiicrede (")lc;iim Metodu: 0,1 ml hiicre homojenat1 0,4 ml
TCA ile karistirilir. 20 sn karistiricida vortekslenir ve 3000 rpm
de 5 dk santrifijj edilir. 0,1 ml siipernatant tiip i¢ine alinir. Uzeri-
ne 0,9 ml distile su, 2,0 ml Tris tamponu ve 0,1 ml DTNB soliisyo-
nu eklenir. Olusan sar1 renk distile suya kars1 spektrofotometrede
412 nm dalga boyunda okunur.

GSH-Px enzim aktiviteleri Lawrence ve Burk (Lawrence and
Burk 1976) tarafindan bildirilen yonteme gore spektrofotometre-
de belirlenmis olur.
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Hiicre ici ROS

Serbest radikaller kisa omiirlii ve kararsiz bilesiklerdir. Ka-
rarl1 yapiya ulasmak ve dis orbitalindeki paylasiimamis elektro-
nu dengeli bicime donitistiirmek icin ¢evrelerindeki molekiillerle
etkilesime girme egilimindedirler. Serbest radikallerin olusumu
gesitli organizma i¢i ve dis1 faktorlere baghdir. Oksijen aerobik
canlilar i¢in hayati 6neme sahip iken organizmada toksik bir
yapiya doniisebilir. Oksijen molekiiliiniin radikal olarak kabul
edilen yapisinda farkli orbitallerde buluan iki tek elektron vardir.
Organizmada hidroksil, hidrojen peroksit, alkoksil, ozon, siiper
oksit, nitrik oksit, hipoklorit asit gibi oksijen ve azot kaynakli ¢ok
sayida reaktif bilesik vardur.

Serbest radikal olusumunda etkili birgok faktor vardir. Bun-
lar arasinda ozellikle sigara (tiitiin maruziyeti), cevre kirliligi
ve radyasyon maruziyetini ¢cevresel faktorler icinde mutlaka say-
mak gerekir.

Serbest radikal artis1 sonucunda hiicre i¢inde reaktif oksijen
tiirlerini olusturan endojen faktorler olarak ise diizensiz agir eg-
zersiz, sedanter yasam, agir stres, yaslanma, doku hasari, besin
alimu ile ilgili patolojik durumlarin varlig: sayilabilir. Besinle-
rin igerigindeki yanlislar ve yanlis beslenme stili de serbest radi-
kal artis1 sonucunda hiicre iginde reaktif oksijen tiirlerini olustu-
ran durumlardir.

Beslenme kaynakli serbest radikal olusumunu arttiran du-
rumlar olarak ise fazla kalorili beslenme, 6giin sikligin1 ¢ok
arttiran beslenme modelleri, alinan proteinlerin bir kisminin
bitkisel protein olmamasi, sebze ve meyve miktarinin diyette
azlig1, demir ve bakir iceren besinlerin gereginden fazla alin-
masi, doymus/doymamais yag asitleri arasindaki dengenin bo-
zulmasi, dogal olmayan islenmis yaglarin tiiketimi, alkol alimi
sayilabilir.
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Hiicrede ROS Ol¢iimii

Hiicre i¢i ROS tiretimi spektrofotometrik olarak yapilir. Rho-
damine 123(Rh 123), DHR 123 hiicreye kolayca niifuz edebi-
len, florasan olmayan yiiksiiz bir molekiildir. 2°-DHR-123’iin
RH123% oksidasyonu ile H,O, miktar: tayin edilmektedir. Bu ok-
sidasyon sirasinda lipit oksidasyonu ile olugsmus hiicre igerisin-
de serbest oksijen radikalleri miktar: dlgiilebilmektedir. DHR-
123’in RH123% oksidasyonu ¢ok yiiksek diizeyde florasan yayic1
bir olaydir. Floresan yayim durumu ile serbest oksijen radikali
arasinda pozitif bir iliski vardir. RPMI-1640 besi ortamu ile tiim
hiicreler yikandiktan sonra 10° olacak sekilde steril kuyucuklara
eklenir. Boylelikle tiim gruplardaki hipokampal hiicrelere hiicre
kiiltiiri ortaminda kontrol hari¢ 100 mikromolar hidrojen pe-
roksit ilave edildikten sonra, 0,02 mM DHR123 ile 25 dakika 37
°C inkiibe edilir. Sonra yayilan floresan 488 nm emisyon ve 543
nm eksitasyon (uyarim) dalga boylarinda okunur. Aradaki ab-
sorbans fark: hesaplanir (Uguz et al. 2012; Ghazizadeh and Na-
ziroglu. 2014). Degerler, kontrole kiyasla misli artis olarak verilir
(36, 40).

Oksidatif Stres Artisi

Oksidatif stresin artis1 antioksidan system tarafindan kom-
panse edilemezse bu durumda c¢ok sayida hastalik ortaya ¢ikar.
Oksidatif stres artis1 ve serbest radikallerin etkisi sonucu baslica
asagidaki durumlar tetiklenir. Tetiklenen bu tablolar glintimiizde
baslica 6liim nedenlerini olusturmaktadirlar.

Yaslanma, ateroskleroz, kanser, iskemi-reperfiizyon hasari,
otoimmiin hastaliklar, kas hastaliklari, romatoid artrit, kan
hastaliklari, karaciger bozukluklari, inflamasyon, diyabetes
mellitus.
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SONUC

Sonug olarak oksidatif stres sonucu hiicre, doku ve organlar-
da olusan oksidatif hasar organizmada rutin metabolik islemler
sirasinda siirekli ortaya ¢ikan bir durumdur. Oksidatif hasarin,
onlenmesi, dengede tutulmasi ve canliligin devami ancak antiok-
sidan etkinlik ile miimkiindiir. Antioksidan sistemde gorev alan
ve oksidatif hasar triinlerini etkisiz hale getiren ¢ok sayida yap1
bulunmaktadir. Oksidatif hasar sonucu olusan malondialdehid
ve protein karbonil gibi oksidatif hasar iirtinlerinin diizeylerinin
ol¢timii oksidatif hasar gostergesi olarak kullanilmaktadir. Anti-
oksidan sistem bileseni olan katalaz gibi enzimlerin aktivitesinin
olgiimii antioksidan durumun gostergesi olarak kullanilmakta-
dir. Oksidatif stres artisinda reaktif olarak antioksidan aktivite
artis1 ile durum dengelenmeye ¢alisilacagindan bu parametreler
tek yonlii olarak degerlendirilmemelidir. Tki yonlii olarak hem
oksidatif stres diizeyini hem de antioksidan diizeyini gosteren
parametrelere birlikte bakilmalidir. Oksidatif stres/Antioksidan
durum arasindaki dengenin bozulmasi sonucunda olusan serbest
radikallerin 100den fazla ciddi hastaliga yol a¢tig1 bilinmektedir.
Siirekli olarak oksidatif stresi ve antioksidan durumu gosteren
yeni parametrelerin 6l¢iimii arastirilmaktadir. Arastirmacilar, ge-
sitli hastaliklarla Oksidatif stres/Antioksidan durum arasindaki
denge arasindaki iligkiyi arastirmaya devam etmektedir (33-43).
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