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OZET

Tez projemizde tirozin amino asidinin ve tiroid hormonlarinin olasi
antioksidan etkinliklerinin in vitro ve in vivo ortamlarda incelenmesi
amaclanmistir. Calismanin birinci basamaginda, in vitro ortamda, tirozinin,
trilodotironin, tiroksin, dstradiol ve alfa-tokoferolin serumda bakirla indiklenen
lipid peroksidasyonu ve serum protein karbonillenmesi Uzerine olan olasi
antioksidan etkileri incelendi. Bu molekillerin bakirla indiklenen serum lipid
peroksidasyonunu sinirlamada etkinlik sirasi 17p-6stradiol > T3 > a-tokoferol >
T4 > tirozin olarak saptandi. Ayni molekullerin serumda protein karbonil olusumu

Uzerine istatistiksel olarak anlamli etkisi bulunmadi.

ikinci basamakta, in vitro ortamda antioksidan etkinlikleri gosterilen tiroid
hormonlarinin ve tirozin amino asidinin oksidan-antioksidan denge ile iligkisinin
arastiriimasi hedeflendi. Hipertiroidi tanisi alan 19 erkek hasta c¢alismaya dahil
edildi. Hastalarin hipertiroidik ve o&tiroidik durumda iken eritrosit Stperoksit
dismitaz (SOD) ve Glutatyon peroksidaz (GPx) aktiviteleri, plazma non-HDL
fraksiyonunun oksidasyona duyarlihdi, serum amino asit, protein karbonil (PK)
ve malondialdehit (MDA) miktarlarinin yanisira kolesterol ve protein profilleri
belirlendi. Tedavi takibi tamamlanan 15 hastanin tedavi Oncesinde ve
sonrasinda elde edilen verileri eglestirilmis t-testi ile, verilerin grup igi istatistiksel
analizi Pearson’'un korelasyon analizi ile degerlendirildi. Buna gore tiroid
hormonlari tedavi sonrasinda anlaml olarak duserken, TSH anlamli olarak
yukselmigtir. Protein profili Gzerine hipertiroidizmin etkisi gértilmezken, total
kolesterol ve HDL kolesterol miktarlari tedavi sonrasinda artmigtir. Hem
antioksidan savunma sisteminde yer alan SOD ve GPx aktivitelerinde, hem de
oksidasyon gostergeleri olan MDA ve PK duzeylerinde ve non-HDL
fraksiyonunun oksidasyona olan duyarliiginda hipertiroidik durumun tedavisi



sonrasinda azalma saptanmistir. Ayrica tedavi sonrasinda tirozinin yani sira

diger serum amino asit duzeylerinde de azalma oldugu gosterilmigtir.

In vitro ve in vivo basamaklardan olusan bu ¢alismanin sonuglarina gore,
hem tiroid hormonlari hem de tirozin in vitro kogullarda konsantrasyona bagimli
olarak lipid peroksidasyonunu durdurarak lipidleri oksidasyondan koruyucu
etkiye sahiptir. Diger taraftan tiroid hormonlari sahip olduklari hormonal etki ile
oksijenli solunumu uyarip, oksidasyonu induklemektedir ve in vitro sartlarda
antioksidan etkinlikleri goésterilen bu moleklller, fizyolojik kosullarda olusan

oksidasyonu engeleyememektedir.

Anahtar kelimeler: tirozin, hipertiroidi, fenolik halka, oksidatif stres, protein karbonil

miktari



SUMMARY

In this project our goal was to investigate the possible antioxidant capacity of
tyrosine amino acid and thyroid hormones both in in vitro and in vivo conditions. On the
first step of this study, we investigated the antioxidant effect of tyrosine, triidothyronine,
thyroxine, estradiol and a-tocopherol on copper induced serum lipid peroxidation and
serum protein carbonyl content, in in vitro conditions. The antioxidant effects of these
compounds on peroxidation of serum lipids were in order of 17B-estradiol > T3 > a-
tocopherol > T, > tyrosine. No significant difference was found between the antioxidant

capacities of these compounds on protein carbonyl formation.

On the second stage, we aimed to evaluate the effect of tyrosine amino acid and
thyroid hormones on oxidant-antioxidant balance in hyperthyroidic patients. This step
was carried on with 19 male hyperthyroidic patients who were diagnosed according to
their T4, T3 and TSH hormone levels. Erytrocyte Superoxide dismutase (SOD) and
Glutathione peroxidase (GPx) activities, susceptibilty of plasma non-HDL fraction to
oxidation, serum amino acids, protein carbonyl (PC) and malondialdehyde (MDA)
contents as well as serum lipid and protein profile were determined in these patients

before and after medical treatment.

Paired t-test and Pearson’s correlation test were used to evaluate inter- and intra-
group differences. In hyperthyroidic status, thyroid hormones decreased, TSH
increased significantly and total cholesterol and HDL cholesterol increased significantly,
but no significant change was found in protein profiles compared to euthyroidic status.
Indicators of oxidation, as well as SOD and GPx activities were decreased after
treatment. Serum amino acids concentrations were increased in hyperthyroidic status

compared to euthyroidic status.

According to the results of this project, both thyroid hormones and tyrosine amino
acid have concentration dependent antioxidant effects on lipid peroxidation in in vitro
conditions. On the other hand, thyroid hormones induce oxidative stress by activating
aerobic respiration in vivo and the molecules which showed antioxidant effect in in vitro

conditions can not prevent hormone-induced oxidation in physiological conditions.



Key words: tyrosine, hyperthyroidism, phenolic ring, oxidative stress, protein carbonyl

content



GiRiS

[.1. Oksidatif Stres

Molekdiler oksijen, hticrenin enerji kullanimini, blylimesini ve farklilasmasini
dizenleyen onemli bir cevresel ve gelisimsel etkendir (1). Yasayan her canli,
prokaryotlardan, daha karmasik yapili okaryotlara kadar, oksijen homeostazisini ve
dengesini korumaya yonelik detayli mekanizmalar gelistirmistir (2).

Son yillarda yapilan pekgok calisma reaktif oksijen turlerinin (ROT), genis bir alana
yayllan biyolojik olusumlarda aktif rol oynadigini gostermistir. Bu biyolojik olusumlar
arasinda normal hidcre bldyumesi, hucre dedisiminin indiklenmesi ve korunmasi,
programlanmis hicre 6limiu ve hicresel yaslanma sayilabilir (3). Paradoksal olarak,
ROT duretimi yasam icin hem gereklidir hem de yikicidir. Reaktif oksijen turlerinin, lipid,
protein ve DNA’yi kapsayan temel biyomolekillere saldirdigini ve bunlari hasara
ugrattigini gésteren pek ¢ok kanit bulunmustur (4). ROT Uretimi ve oksidasyona karsi
gelismis savunma sistemi arasindaki dengenin, ROT lehine bozulmasi sonucunda
oksidatif stres meydana gelir (5).

Biyolojik sistemlerde, artmis seviyedeki ROT’un kontrolini saglayan cesitli
antioksidan savunma sistemleri bulunmaktadir (4). Enzimatik antioksidanlar, aktif
bdlgesinde metal iyonlarn (6zellikle Cu, Mn, Se ve Zn gibi eser elementler) bulunan
sUperoksid dismutaz (SOD), katalaz (Cat) ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi enzimleri
icermektedir (4). Bilinen enzimatik olmayan antioksidanlar arasinda ise vitamin C,

vitamin E ve daha az 6nemde de (B-karoten sayilabilir (4).

1.2. Oksidatif Stresin Degerlendirilmesi



Oksidatif stresin organizmada olusturdugu etkileri degerlendirmede, bu streg
sirasinda serbest radikallerin atagina maruz kalan lipid, protein ve DNA’da meydana

gelen degisimler kullanilabilir.

Biyolojik sistemlerdeki, ¢coklu doymamis yag asitlerinin (CDYA) serbest radikallerle
oksidasyonu lipid peroksidasyonu olarak bilinir (5) ve 6zellikle membran lipidlerinin
CDYA zincirleri peroksidasyona duyarlidir. Zedelenmis dokularin, saglikh olanlara gore

daha hizli lipid peroksidasyonuna gittigi gosterilmistir (6).

Lipid peroksidayonu da tim zincir reaksiyonlari gibi 3 ana basamaktan meydana
gelir: baslangig, ilerleme ve sonlanma (Sekil-1). Zincir reaksiyonunun son Urlnleri gesitli
hidroperoksitler ve siklik peroksitlerdir (5). Malondialdehit (MDA) (Sekil-2), linoleik asit
ve linolenik asid (n6 serisi) gibi coklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonununa neden
olan ana zincir reaksiyonlarinin yan drtunudur ve lipid peroksidasyonunu goésteren

guvenilir bir gésterge olarak kullanilabilir (7).
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Sekil-1: Lipid peroksidasyonunun 3 ana basamaginin gosterilmesi (5)
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Sekil-2: Malondialdehitin yapisi

Proteinlerin, ROT atagina maruz kalmasi sonucunda ortaya ¢ikan bilesiklerden biri
de karbonil gruplaridir. Karbonil gruplari (aldehitler ve ketonlar), protein yan zincirinin
oksidasyonu (6zellikle proteindeki Pro, Arg, Lys ve Thr amino asitleri) sirasinda uretilir
(8). Protein karbonil turevleri proteinlerin hem a-amidasyon yolaginda hem de glutamil
yan zincirinin oksidasyonunda proteinlerin oksidatif yikimi ile olusabilmektedir (9).

Protein karbonil icerigi aslinda genel bir géstergedir ve protein oksidasyonu belirteci
olarak siklikla kullanilmaktadir. Protein karbonillerinin  birikimi, insanda cesitli
hastaliklarda (Alzheimer hastali§i, diabetes mellitus, enflamatuar barsak hastaligi ve

artrit) gosterilmistir (10; 11).

[.3. Antioksidan Savunma Sistemleri

Oksidatif hasarin olusumunu indirekt olarak degerlendirebilen yontemlerden biri de
antioksidan savunma mekanizmasini olusturan antioksidan enzimlerin, vitaminlerin ve
diger antioksidan maddelerin degigimleri olabilir (12). Antioksidanlar bulunduklari yere

gore Tablo-1'de siniflandiriimis ve 6zeliklerinden kisaca bahsedilmistir.
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Tablo-1:Lokalizasyonlarina gbre baslica antioksidanlar ve etki mekanizmalari (5)

ETKi MEKANIZMASI

SOD

ANTIOKSIDAN
O," radikalini katalizleyerek uzaklastirirlar.
SOD
Ortamda yuksek dizeyde H,O, varsa katalaz
CAT aktif hale gecer ve ortamdan uzaklastirilir.
Hiicre H,0O, dizeyi disik miktarda ise GPx tarafindan
ici GPx katalizlenir. Ayrica organik hidroperoksitleri
ortamdan uzaklastirirlar.
O, elektron tasima zinciri icinde suya
Sit O indirgenirken elektron kagaklarini onleyerek O, ,
H,0,, "'OH olusumuna engel olur.
GPx icin substrat olup tek oksijen, ‘OH, H,O, ve
lipid peroksitlerin ortadan kaldirilmasinda etkilidir.
Vit E’ ve semidehidroaskorbat radikalinin ortadan
kaldirilmasinda yardimcidir.
GSH
(Glutatyon)
E vitamini Yagda ¢ozunebilir zincir kirici bir antioksidandir.
. B-Karoten Yagda ¢ézunebilir ¢dpgl antioksidandir.
Hucre
zari Koenzim Q Enerji metabolizmasindaki esas goérevi yaninda,
antioksidan etkilidir.
Memranin yapisal | Membranin  yapisindaki fosfolipit ve yag
ozelligi asitlerinin tipi membranin butinlGdld agisindan
onemlidir.
Transferrin Her bir molekiil basina iki adet Fe™ baglar.
Laktoferrin Herbir molekdl bagina iki adet Fe™ baglar (dlsuk
pH larda).
_ Hemoglobini baglar.
Haptoglobulin
Hemopeksin Hem molekulina baglar.
Albumin Bakir ve hem baglar ayrica HOCI lzerine ¢épgu
etkilidir.
) Seriiloplazmin Ferrooksidaz etkili, ayrica O,  Uzerine ¢dpcl
Hicre etkilidir.
digi Ekstraselliiler O," radikalini uzaklastirir.

Ekstraselliiler

H,O, ve Hidroperoksit radikallerini katalizleyerek
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GPx

uzaklastirir.

Peroksil radikalleri Gzerine ¢opgu etkilidir.

Bilirubin
Mukus ‘OH radikal ¢opgulsiddr.
Askorbik asit ‘OH radikal ¢opgusuddar.
Glikoz ‘OH radikal ¢opgusudir
H,O,' i diffuzyon ile O,  radikalini ise anyon
Eritrositler kanali ile eritrosit igine alr. Bu molekiller,

eritrositte bulunan SOD ve CAT enzimleri ile
uzaklastirlirlar.
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L.4. Tirozin, Tiroksin ve Triiodotironinin Antioksidan Ozelligi

Tirozin, ylkslUz polar bir amino asittir. Yapisinda fonksiyonel fenol halkasi
bulunmaktadir (Sekil-3). Tirozin, ayrica tiroid hormonlarinin sentezinde kullanilan
ana yapitasidir. Tiroid hormonlari olan L-tiroksin (T,) ve 3,5,3-L- tri-iodotironin (T3),
4’-hidroksi difenil eter yapisinda olup, dis tarafinda fenol halkasi bulunmaktadir
(Sekil-4) (13).

Tirozinin, T3'Un ve T,Un antioksidan etkinligini arastiran c¢esitli arastirmalar
bulunmaktadir. Cesitli metodlarla indiklenen LDL oksidasyonunda serbest tirozinin
koruyucu roli oldugu gosterilmistir (14, 15, 16, 17). Tirozin gibi halka yapisi
icermesine ragmen —OH yerine metil grubu iceren o-metil-tirozinin LDL oksidasyonu

sirasinda proton vericisi olarak davranmadigi gosterilmistir (18).

Yapilan bu arastirmalar sonucunda serbest tirozinin H* vericisi gibi davranarak
reaktif oksijen ve/veya nitrojen radikallerin temizlenmesinde rol oynadigi sonucuna
varilimaktadir. Kapiotis ve ark. tirozinin yapisindaki fenol halkasinin —OH grubunu H*
vericisi olarak kullanildigini énermistir (14). Tirozin ve ondan olusan tlrevlerinin
kargilastirildigi baska bir calismada antioksidan kapasitenin sahip olunan —OH
grubu sayisiyla ve fenolik halkadaki —OH grubunun yeriyle iligkili oldugu
gOsterilmistir (17).

Tiroid hormonlari ve onlarin yapisal anologlarinin in vitro kosullarda Cu™ ile
indiklenen LDL oksidasyonunu sinirlandirdigi gosterilmistir (19, 20). Dolasan tiroid
hormonlarinin lipoproteinlere baglanan ¢ok az bir fraksiyonunun LDL ylzeyini
radikal atagindan koruyabilecedi dusunulmektedir (21). Baska bir calismada ise
serbest radikal Ureticisi olarak 2,2'-azobis (2-amidinopropan) hidroklortr (AAPH)’Gn
kullanildigi deney kosullarinda tiroid hormonlarinin serbest radikal ¢dpgusu olarak
davrandigi gordlmustir (22).

in vitro kosullarda antioksidan etkinlikleri arastirilan tironinlerin, bu
kapasitelerinin yapilarindaki fenolik —OH grubunun iyonizasyon dlzeyinden
etkilendigi gosterilmistir (20). Antioksidan 6zellikleri bilinen E vitamini (a-tokoferol) ve
17B-6stradiolin (Sekil-5) molekiler yapisindaki fenolik —OH gruplari, tirozin, T3 ve

T, Un yapisiyla benzerlik gostermektedir. Ostrojenlerin fenolik A halkasi, ve alfa-
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tokoferoliin yapisindaki fenol halkasi bu bilesiklerin antioksidan aktivitesinin énemli
bir etkenidir (23, 24).

Biyokimyasal yapisinda fenolik halka bulunduran maddelerin antioksidan
guclerini karsilastiran cesitli calismalar yapiimistir. Yen GC ve ark. alfa-tokoferoliin
antioksidan kapasitesinin tirozinden daha Ustiin oldugunu saptamistir (17). Chomard
ve ark. ise Tz ve T,Un asetik asit derivelerinin T ve T4 ile kiyaslandiginda konjuge

dien olusumunu daha ¢ok azaltiklarini saptamislardir (20).

Tirozin, T3, T4, alfa-tokoferol ve Gstradiollin antioksidan kapasitelerini ayri ayri
arastiran ¢alismalar yapilmakla birlikte, bunlarin antioksidan guglerini ayni

calismada karsllastiran galismaya rastlanmamistir.

14



O
I
OH

HO NH,

Sekil-3: Tirozin aminoasidinin yapisi

e
CHz— CH—COOH

3,5,3' 5 tetraiodotironin (Tiroksin,T4)
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Sekil-4: Tiroid hormonlarinin yapisi

rx-tokoferol

17 [z -Ostradiol

Sekil-5: 17B-Ostradioliin ve a-Tokoferoliin yapisi
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I.5. Oksidatif Strese Neden Olan Tablolardan Biri Olarak Hipertiroidi

Tiroid hormonlari, tum vertebralilarda pek cok gelisimsel ve fizyolojik olaylar
dizenler. T, ve T3'Un serum konsantrasyonlari, hipotalamustan salgilanan tirotropin
salgilatici hormon (TRH) ve pituiter tiroid stimule edici hormon (TSH) salgisinin
negatif geri besleyici dongusu ve tiroid hormonlarini metabolize ya da aktive eden
hormon bagimli ve dokuya 6zgu iodotironin deiyodinaz enzimleri araciligiyla

duzenlenir (25).

Tiroid hormonunun uzun dénem etkileri genellikle, T3'in 6zgin ¢ekirdek reseptdr
proteinlerine baglanmasini gerektiren, gen transkripsiyonunda ve protein sentezinde

artisa neden olan nukleer mekanizmalar sonucu meydana gelir (26).

Tiroid hormon seviyelerindeki degisimler, mitokondri solunumunun bilinen
etkilerine bagl olarak, in vivo ortamda hicresel oksidatif stresin ana fizyolojik
duzenleyicilerinden biridir (27). Tiroid hormonlarinin serumdaki seviyesinin ylksek
olmasi, hipermetabolik klinik sendrom (tirotoksikozis) adi verilen durumun ortaya
clkmasina neden olabilir. Yagsam slrecini belirgin olarak kisaltan, hucrenin
islevlerinin bozulmasinda ve hasarlanmasinda ana mekanizmayi olusturan oksidatif
stres, bu durumun altinda yatan nedendir. Hipertiroidideki hipermetabolik durumda
bazi dokularda meydana gelen hasarin, oksidatif stresin olusumunu saglayan artmig
ROT ile iligkili oldugu gdsterilmistir (28, 29).

Sekil 6’da gdosterildigi gibi tiroid hormonuyla indiklenen oksidatif stres hedef
dokularda, Ozellikle karacigerde hucresel islevlerin degdisimiyle iligkilidir (30).
Hipertiroidik durumun insan ve deney hayvanlarinin karaciger iglevleri Uzerine
etkisini inceleyen bazi galismalar, hepatik plazma membraninin stabilizasyonunun
bozulmasinin olasilikla lipid (29) ve protein oksidasyonunun (31) kayda deger
artigindan kaynaklanabilecegini gostermektedir.

Tiroid hormonuyla karacigerde indiklenen oksidatif stresin, protein oksidasyonu
uzerine iki biyolojik yoldan etkili oldugu dusunulebilir. Birincisi, tiroidin kalorijenik
etkisiyle artan ROT ve reaktif nitrojen tdrlerinin enzim aktivasyonunun azalmasina

neden olarak protein fonksiyonunun kaybidir. ikincisi, oksidatif stres sonucunda
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modifikasyona ugrayan proteinlerin, proteolitik ataklara daha duyarli hale gelerek

degradasyonunda artmadir (30, 32).

17
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Sekil-6: Hipertiroidide oksidatif stresin ortaya ¢ikisi ve sonuglari (30)
(NOS: Nitrik Oksid Sentaz; KO: Ksantin Oksidaz; NO: Nitrik Oksid)
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Tez projemizde, yukarida deginilen bulgular egliginde, tirozin amino asidinin ve
tiroid hormonlarinin olasi antioksidan etkinliklerini in vitro ve in vivo ortamlarda
incelemek amaglanmistir. Calismanin birinci basamaginda, in vitro ortamda,
tirozin, T3, T, alfa-tokoferol ve &stradiolin antioksidan kapasiteleri ayni
kosullarda karsilastirilmistir.ikinci basamakta in vitro ortamda antioksidan
etkinlikleri gosterilen tiroid hormonlarinin ve tirozin amino asidinin oksidan-

antioksidan denge ile iligkisinin arastiriimasi hedeflenmigtir.
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GEREGC VE YONTEM

I.1. Geregler
I1.1.1. Ornekler

1.1.1.1. in Vitro Basamak igin Serum Havuzu Hazirlanmasi:

Uludag Universitesi Tip Faklltesi Merkez Biyokimya Laboratuvar’nda tetkik igin
alinan hasta serumlarindan havuz olusturuldu. Serum havuzu, 1.5 mllik
eppendorf tlplerine ayrilarak, kullanilana kadar —20 °C’de derin dondurucuda

saklandi.

1.1.1.2. in Vivo Basamak igin Ornek Toplanmasi:

Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Dahiliye Endokrinoloji Poliklinigine ve Bursa
Devlet Hastanesi’ne basvuran, T4, T3, TSH hormon sonuglarina goére hipertiroidi
tanisi alan (serbest T, > 1.81 ng/l; serbest T3 > 4.2 pg/ml; TSH < 0.35 plU/ml), son 6
aydir tedavi gérmeyen, beraberinde baska bir hastaligi olmayan erkek hastalar
calismaya dahil edildi. Hastalara, ¢alismanin icerigi hakkinda bilgi verilerek, tez
projesi dahilinde yapilan testlerin sonuglarinin, aldiklari hipertiroidi tedavisinin
planini dedistirmeyecedi ve vyapilan testlerin kendilerine herhangi bir maliyeti
olmayacagi anlatilarak, yazili izinleri alindi. Hipertiroidik (n=19) ve 6tiroidik (n=15)
durumda iken birer kez antekubital venlerinden kuru ve EDTA’ll tlplere kan alindi.
SOD ve GPx tayininde kullanilmak Gzere EDTA’ll tiplere alinan tam kan &érnekleri
buz dolabinin Ust rafinda (+4 °C) saklanip, 1 hafta icinde c¢alisildi. EDTA’lI ve kuru
tiplere alinan kan 2000 rpm’de 15 dakika santrifij edilerek, plazma ve serum ayrildi.
Plazma, non-HDL fraksiyonunun oksidasyona duyarlilidi gunlik c¢alisildi. Serum
amino asit iceriginin, protein karbonil ve MDA miktarinin dl¢iimesi i¢in ayrilan serum
ornegi —20 °C’de saklandi. Taze serum 6rnegi, total kolesterol, HDL kolesterold,
VLDL Kkolesterolu, trigliserid, total protein, albumin ve globulin dizeyleri Uludag

Universitesi Tip Fakiltesi Merkez Biyokimya Laboratuvar’'nda ayni giin ¢alisildi.
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Hipertiroidi tanisi alip, g¢alismaya katilan hastalarin tedavisinde Propiltiourasil

kullaniimistir.

11.L1.2. Aletler:

1) Spektrofotometre, “Shimadzu U.V. 1202” (Japonya)

2) Su Banyosu, “Julabo UC” (Almanya)

3) Su Banyosu, “Nuve BM302” (Turkiye)

4) Santrifiij, “Sanyo Mistral 2000R” (ingiltere)

5) Karistirici (vorteks), “Nive110” (Turkiye)

6) Otomatik Pipet, (0.5-5ml’lik) “Scorex” (isveg)

7) Otomatik Pipet, (25 pl'lik) “Gilson” (Fransa)

8) Otomatik Pipet, (10 pl'lik) “Gilson” (Fransa)

9) Otomatik Pipet, (200-1000 pl'lik) “Gilson” (Fransa)

10) Antikoagulansiz  Steril Vakumlu Tup, (16x100mm) “Becton-Dickinson”
(ingiltere)

11) Antikoagulan olarak Etilendiamin Tetraasetikasit (EDTA) iceren steril
vakumlu tip, (13x75mm) “Becton-Dickinson” (ingiltere)

12) Derin Dondurucu, “Arcelik” (Turkiye)

13) Su Isiticisi, “Heidolph MR3001” (Almanya)

14) pHmetre, “Chemtrix 600" (A.B.D)

15) Otoanalizér, “Aeroset-Abbott” (A.B.D)

16) HPLC Sistemi ” HP 1100 series, Hewlett-Packard, Palo Alto” (A.B.D.)

17) Lityum Degisim Kolonu “seri no:5338, Hewlett-Packard, Palo Alto” (A.B.D.)

18) Dortli Pompa “kat no: G1311A, Hewlett-Packard, Palo Alto” (A.B.D.)

19) Fluorometrik Dedektor “kat no: G1321A, Hewlett-Packard, Palo Alto” (A.B.D.)
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20) Otomatik Ornek Yikleyicisi “kat no: G1329A, Hewlett-Packard, Palo Alto”
(A.B.D.)

11.1.3. Ticari Kitler:

1) Superoksid Dismutaz (Ransod) “Randox Lab.” (ingiltere) Lot. No: 6667H,
Kat. No: SD125

2) Glutatyon Peroksidaz (Ransod) “Randox Lab.” (ingiltere) Lot. No: 6667H,
Kat. No: RS505

3) Kolesterol (Enzymatic Endpoint Method) “Randox Lab.” (ingiltere) Lot. No:
1256F, Kat. No: CH201

4) Aeroset Otoanalizorde kullanilan Abbott marka kitlerin adlari ve katolog
numaralari asagida belirtilmigtir:
Albumin (7D53-01)

Total protein (7D73-01)
Kolesterol (7D62-01)
Trigliserid (7D74-01)
HDL-kolesterol (7D67-01)

I1.1.4. Kimyasal Maddeler:

1) Tiyobarbitlrik asit (%98 <), “Merck” (Almanya) Kat. No: 1.08180.0025
2) 1,1,3,3 Tetraetoksipropan (%95<), “Fluka” (isvigre) Kat. No: 86570
3) Triklorasetik asit “Merck” (Almanya) Kat. No: 100810

4) n-Batil alkol (saf), “Merck” (Almanya) Kat. No: 100988

5) Etanol (derisik), “Riedel-de Haen” (Almanya) Kat. No: 32221

6) 2,4-Dinitrofenilhidrazin, “Merck” (Almanya) Kat. No: 103081

7) Guanidin hidroklorur, “Merck” (Almanya) Kat. No: 1.04220.1000

8) L(-)-Tirozin, “Merck” (AlImanya) Kat. No: 816021

9) Etil asetat (saf), “Merck” (AlImanya) Kat. No: 1.00864.2500

10) L-Tiroksin, “Sigma” (isveg) Kat. No: T-2376

11) B-Ostradiol, “Sigma” (Cin) Kat. No: E-8875
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12) 3,3’,5-Triiodo-L-tironine (%95-98), “Sigma” (Belgika) Kat. No: T-2877
13) (+)-a-Tokoferol, “Sigma” (Almanya) Kat. No: T-3251
14) Amonyum hidroksit, “Sigma” (Almanya) Kat. No: A-6899
15) Hidroklorik asit (%37), “Merck” (Almanya) Kat. No: 1.00317.3500
16) Kalliumdihidrojenfosfat, “Merck” (Almanya) Kat. No: 1.04871.1000
17) Bakir sulfatpentahidrat, “Merck” (Almanya) Kat. No: 102787
18) Etilendiamin tetraasetikasit (EDTA), “Merck” (Almanya) Kat. No: 108421
19) Potasyum siyanur, “Merck” (Almanya) Kat. No: 4966
20) Potasyum ferri siyanur, “Merck” (Almanya) Kat. No: 4971
21)HPLC sisteminde (HP 1100 series, Hewlett-Packard, Palo Alto) kullanilan
Pickering Laboratories (A.B.D.)'den temin edilen ayiraclarin adlari ve katolog
numaralari asagida belirtilmigtir:
Ortho-phthaldehyde (part no:0120)
Ortho-phthaldehyde diluent (part no:0D104)
Lithium regenerant (Kat. No: RG003)
Lithium eluent (Kat. No: LI280)
Lithium eluent (Kat. No: LI750)
Thiofluor (Kat. No: 3700-2000)

Seraprep (part. No: SP100)

1.2. Yontemler

11.2.1. in Vitro Basamakta Kullanilan Yéntemler:

1.2.1.1. Farkli Konsantrasyonlarda Antioksidanlar igeren Serum

Orneklerinde Bakirla indiiklenen Lipid Peroksidasyonun Olgiilmesi:

Prensip:
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Lipid oksidasyon yan Urlnlerinden biri olan MDA, serum lipidlerinin oksidasyona

duyarliliklan dlgtsinde, lipid peroksidasyonunu indukleyici bir madde olan bakirla

serum oOrneklerinin 37 °C’ de belirli zaman diliminde inkiibe

edilmesi sonucunda meydana gelir. Olusan MDA, asidik ortamda yuksek 1si etkisi ile

tiyobarbiturik asit (TBA) ile 532 nm’de absorbans veren pembe renkli bir kompleks

olusturur. MDA dlzeyinin belirlenmesi ile serum lipidlerinin zaman iginde bakirla

induklenen oksidasyona olan duyarliliklari anlasilir.

1)
2)
3)

4)

5)

6)

7

8)

Ayiraglar:

Etilendiamin tetraasetikasit (EDTA), %1 (w/v)

CuSO,2mM

TBA ayiract: 0.25 M HCI icinde, 26 mM tiobarbitirik asit ve 0.92 M

trikloroasetik asit olacak sekilde hazirlandi.
1,1’,3,3’ Tetraetoksipropan (TEP), 10 uM
Tirozin ¢alisma ¢ozeltisi:

Tirozinden 461.0 mg tartilip, 10 ml 1M HCI iginde vorteks yardimiyla ¢ozllerek,
255 mM’lik stok cozelti elde edildi. Stok ¢ozeltiden distile su ile sulandirilarak
102 mM, 51 mM, 25.5 mM ve 12.75 mM ‘lik tirozin galisma ¢ozeltileri hazirlandi.

Tiroksin (T,4) calisma ¢ozeltisi:

Oziol ve ark.’nin (22) uyguladigi gibi 8 mg T4, 10 ml (300 pl etanol+ 300 pl
NH4OH+ 9.400 ml distile su) icinde ¢ozullp, 1030 uM’lik stok ¢bzelti elde edildi.
Stok ¢ozeltiden distile su ile sulandirlarak 102 uM , 51 uM, 25.5 uM ve 12.75
uM ‘hik T4 calisma ¢ozeltileri hazirlandi.

Triiodotironin (T3) calisma ¢dzeltisi:
Oziol ve ark.’nin (22) uyguladidi gibi 8 mg T3, 10 ml (300 ul etanol + 300 ul
NH4OH + 9.400 ml distile su) icinde ¢ozulip, 1228 uM’lik stok ¢dzelti elde edildi.
Stok ¢dzeltiden distile su ile sulandirilarak 102uM, 51 uM, 25.5 uM ve 12.75 uM
‘ik T3 calisma ¢ozeltileri hazirlandi.
17p-6stradiol (E,) calisma ¢ozeltisi:

Ruiz Larrea ve ark.’nin (34) hazirladigi gibi 5.55 mg 173-6stradiol, 10 ml saf
etanol iginde ¢dzulerek, 2040 uM’lik stok ¢ozelti elde edildi. Stok ¢ozeltiden
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saf etanol ile seyreltilerek 102 uM, 51 uM, 25.5 uM ve 12.75 uM ‘lik E, calisma
cozeltileri hazirlandi.

9) o-Tokoferol galisma ¢dzeltisi:
Bes gram a-tokoferol 100 ml saf etanol icinde ¢dzllerek (110.3 mM), kahverengi
siselere konup, kullanilana kadar -20 °C’de saklandi. Stok ¢dzeltiden saf etanol
ile seyreltilerek 102 uM , 51 uM, 25.5 uM ve 12.75 uM ‘hk a-tokoferol ¢alisma
¢ozeltileri hazirlandi.  Yapilan her deney basamagi karanlik ortamda
gerceklestirildi.

Orneklerin Hazirlanmasi

Derin dondurucuda (-20 °C) saklanan serum havuzu 6rnekleri oda sicakhdinda
¢cbzulmeye birakildi ve 1/10 oraninda distile su ile seyreltildi. 500 ul sulandiriimig
serum icine 10 ul uygun antioksidan galisma ¢ozeltisi eklenerek son hacmi 510 pl
olan o&rnekler elde edildi. Bdylece tirozinin seyreltiimis serum igindeki son
konsantrasyonu 2, 1, 0.5 ve 0.25 mM olacak sekilde ayarlanirken T4, Ts, E; ve a-
tokoferolin son konsantrasyonlari 2, 1, 0.5 ve 0.25 uM olacak sekilde ayarlandi.
Antioksidan igcermeyen o&rneklere (kontrol) ise antioksidan calisma ¢dzeltisi icin

kullanilan ¢éziciden 10 ul eklendi.

Deneyin Yapilisi:

Antioksidan iceren 510 pl'lik karisimlara 2 mM'hk CuSO, ‘dan 50 ul eklenerek
lipid peroksidasyonu baslatildi. Ttpler 37 °C’de 0, 30, 60, 90, 120, 150, 180 dakika
inkiibe edildi. Her inkiibasyon siresi icin 4’er érnek caligildi. inkiibasyon siiresi
sonunda tlpler buzlu suya aktarilip, Uzerlerine 25 ul %71lik EDTA pipetlenerek,
oksidasyon durduruldu. Olugan MDA miktari Zhang ve ark.’nin (35) tarif ettigi sekilde
asagidaki gibi belirlendi:

Her tibe 2 ml TBA ayiraci pipetlendi. Vortekslenip, kaynayan suda 15 dakika
inkiibe edildi. inkiibasyon siiresinin sonunda tipler buzlu su igeren bir kaba

aktarilarak, sogutuldu ve tzerlerine 2.5 ml n-butanol pipetlenip, vortekslendi.
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1500 g’de 10 dakika santriif(jj edildi. Ustteki pembe renkli organik fazin 532 nm'de
absorbansi 0. dakikada peroksidasyonu durdurulan deney tipinin absorbansina
karsi okundu. Sonuglar, ml serumda nmol MDA degisimi (AMDA) olarak asagidaki
gibi hesaplandi.

MDA degisimi (nmol MDA/mIl serum) =

A numune
-------------------- x standardin konsantrasyonu
A standart

1.2.1.2. FA KONSANTRASYONLARDA ANTIOKSIDANLAR iCEREN SERUM

Orneklerinde Protein Karbonil Miktar Belirtimi:

Prensip:
Protein karbonilleri, 2,4 dinitrofenil hidrazinle reaksiyona girerek, 2,4 dinitrofenil
hidrozonlari olusturur. Ultraviole dalga boyunda spektrofotemetrik olarak dlgilen

hidrazon miktari, serum protein karbonil miktariyla dogru orantihdir.

Ayiraglar:
1) HCI25M
2) 2,4-Dinitrofenilhidrazin (DNPH), 10 mM (2.5 M HCl iginde)
3) Triklor asetik asit (TCA), (w/v) %20
4) Triklor asetik asit (TCA), (w/v) %10
5) Etil alkol : Etil asetat (1:1), (v/v)
6) Guanidin hidroklortr 6M (20 mM KH,PO, igerir, derisik HCl ile pH 2.3’e

ayarlandi.)

7) BSA standart serisi:
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Sirasiyla, 0.25, 0.50, 1.00, 1.50, 2.00 ve 3.00 mg BSA 1’er ml 6 M Guanidin
hidroklorir iginde ¢o6zlldi ve 280 nm’de 6 M Guanidin hidroklorir ‘e karsi

okundu.
8) Tirozin galisma ¢ozeltisi:
Tirozinden 452.5 mg tartihp, 10 ml 1M HCI icinde vorteks yardimiyla ¢ézilerek,

250 mM’lik stok ¢ozelti elde edildi. Stok ¢dzeltiden distile su ile sulandirilarak 40

mM, 20 mM, 10 mM ve 5 mM ‘lik tirozin ¢alisma ¢ozeltileri hazirlandi.
9) Tiroksin (T,) ¢calisma ¢dzeltisi:

Oziol ve ark.’nin (22) uyguladigi gibi 3.1 mg T4, 10 ml (300 pl etanol+ 300 pl
NH4OH+ 9.400 ml distile su) iginde ¢6zullp, 400 uM’lik stok ¢ozelti elde edildi.
Stok ¢ozeltiden distile su ile sulandirilarak 40 uM, 20 uM, 10 uM ve 5 uM ‘hk T,

calisma c¢ozeltileri hazirlandi.

10) Triiodotironin (T3) galisma ¢ozeltisi:
Oziol ve ark.in (22) uyguladigi gibi 5.3 mg T3, 10 ml (300 ul etanol+ 300 pl
NH4OH+ 9.400 ml distile su) iginde ¢6zullip, 800 uM’lik stok ¢ozelti elde edildi.
Stok ¢dzeltiden distile su ile sulandirilarak 40 uM, 20 uM, 10 uM ve 5 uM ‘hk T;

calisma c¢ozeltileri hazirlandi.
11) B-Ostradiol (E,) ¢alisma gozeltisi:

Ruiz Larrea ve ark.’nin (34) hazirladidi gibi 5.45 mg 6stradiol, 10 ml saf etanol
icinde ¢ozllerek, 2000 uM’lik stok ¢ozelti elde edildi. Stok ¢bzeltiden etanol ile
seyreltilerek 40 uM, 20 uM, 10 uM ve 5 uM ‘lik E, galisma ¢oézeltileri hazirlandi.

12) a-Tokoferol calisma ¢ozeltisi:
Bes gram a-tokoferol 100 ml saf etanol icinde ¢dzulerek (110.3 mM), kahverengi
siselere konup, kullanilana kadar -20 °C’de saklandi. Elde edilen 110.3 mM’lik
stok ¢ozeltiden etanol ile seyreltilerek 40 uM, 20 uM, 10 uM ve 5 uM ‘lik E;
calisma cozeltileri hazirlandi. Yapilan her deney basamagi karanlik ortamda

gerceklestirildi.
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Orneklerin Hazirlanmasi:

Derin dondurucuda (-20 °C) saklanan serum havuzu érnekleri oda sicakhginda
¢ozulmeye birakildi. Elli ul serum Uzerine 900 pl distile su ve 50 ul uygun
antioksidan calisma c¢ozeltisi eklenerek, 1/20 oraninda sulandiriimis serum elde
edildi. Boylece tirozinin seyreltiimis serum icindeki son konsantrasyonu 2, 1, 0.5 ve
0.25 mM olacak sekilde ayarlanirken, T4, Ti E, ve a-tokoferolin son

konsantrasyonu 2, 1, 0.5 ve 0.25 uM olaracak sekilde ayarlandi.

Antioksidan icermeyen drnekler (kontrol) ise 50 ul serum tzerine 900 pl distile su
ve 50 ul antioksidan calisma ¢ozeltisi i¢in kullanilan ¢bézucu eklenerek elde edildi.
Her antioksidanin her bir konsantrasyonu igin 4’er érnek calisildi. Serum karbonil

miktari Levine ve ark.’nin (35) tarif ettigi sekilde asagidaki gibi belirlendi:

Deneyin Yapilisi:

Bir ml sulandiriimis érnek Gzerine 4 ml DNPH pipetlenerek, vorteks yardimiyla
karistirildi. Her numune igin ayri kér hazirlandi. Kér tliptine de 1 ml sulandiriimis
ornek ve 4 ml HCI (DNPH’ nin hazirlanmasinda kullanildi) pipetlenip, vorteks
yardimiyla karistirildi. 1 saat oda sicakhdinda ve karanlikta inklibe edildi. Bu stre
icinde 15 dakikada bir deney tiipleri vortekslendi. inkiibasyon siresinin sonunda
her deney tipine 5ser ml %20 TCA pipetlenip, iyice karismasi saglandi. 10
dakika buz kovasinda bekletilip, 2000 rpm’de 10 dakika santrif(j edildi.
Slpernatan otomatik pipetle aspire edilip, atildi. Geriye kalan protein peletlerinin
Uzerine, 4 ml %10 TCA eklenip, cam baget yardimiyla peletlerin ¢dzllmesi
saglandi ve 2000 rpm’de 10 dakika santrufij edildi. Sipernatan otomatik pipetle
aspire edilip, atildi. Geriye kalan protein peletlerinin Gzerine, 4 ml etil alkol:etil
asetat pipetlendi. Peletler cam baget yardimiyla vortekslenerek ¢ozuldu. Peletler
bu sekilde 3 kere yikandiktan sonra Uzerlerine, 2 ml Guanidin hidroklorur

pipetlenip, 10 dakika 37 °C’de inkube edilerek,
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peletlerin ¢ozilmesi saglandi.Ornekler 340-370 nm arasinda her dalga boyunda
koére karsi sifirlanarak okunup, en yuksek absorbans saptanarak, hesaplama icin

kullanildi. Protein karbonil miktarinin hesaplanmasi asagidaki formule gére yapildi:

A=gxbxc

(A=absorbans; € = 22 000 M* cm™ ; b=1 cm; c= nmol protein karbonil miktari/ml)

Absorbans
nmol protein karbonil miktari / ml pellet ¢dzeltisi = e
22000M™*

Kor tlplerin absorbanslari 280 nm’de okunarak, sigir serum albumininden
hazirlanan standart egri grafigine (y=0.52x + 0.029) gdre protein miktarlari mg
protein / ml pellet ¢ozeltisi olarak hesaplandi. Serum &6rneginin karbonil igerigi, mg

protein basina diisen nanomol karbonil olarak ifade edildi.

11.2.2. in Vivo Basamakta Kullanilan Yoéntemler:

11.2.2.1. Plazmada Bakirla indiiklenen non-HDL Oksidasyonu:

Prensip:

Dekstran sulfat-MgCl, yardimiyla ¢okturilerek ayrilan serum non-HDL kolesterol
37 °C’de belirli bir sure bakirla inkibe edilerek peroksidasyon induklenir. MDA
6lcima (11.2.1.1°de tarif edildigi gibi) ile numunedeki non-HDL fraksiyonun zaman

icinde oksidasyona olan duyarlihidi saptanir.
Ayiraglar:

1) Etilen diamin tetra asetikasit (EDTA), %1 (w/v)
2) CuS0,0.5mM
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3) TBA ayiraci: 0.25 M HCl iginde, 26 mM tiobarbitiirik asit ve 0.92 M

trikloroasetik asit olacak sekilde hazirlandi.

4) 1,1,3,3-Tetra etoksi propan (TEP), 10 nmol/ml Etil alkol (v/v)

5) Coktiricl ayirac (Dekstran sulfat/magnezyum klorir solusyonu):
Dekstran sulfat 20g/l (w/v) ve MgCl, 190.6 g/l (w/v) hazirlandi. Kullaniimadan
once 1:1 oraninda (v/v) karistirilip, ¢ézeltinin pH'1 1M HCl ile 7.0’a ayarlandi.

6) Fosfat tamponu (PBS) %0.9: Tampon igerigi 0.15 M NaCl ve 10 mM NaH,PO,
icerecek sekilde hazirlandi ve pH 7.0’a 1M NaOH ile ayarlandi.

7) Fosfat tamponu (PBS) %4: Tampon igerigi 0.68 M NaCl ve 10 mM NaH,PO,
icerecek sekilde hazirlandi ve pH 7.0’'a 1M NaOH ile ayarlandi.

Deneyin Yapilisi:

Calismaya katilan hastalardan EDTA’lI tiplere alinan tam kan 6rnekleri, 1500
g'de 15 dakika oda sicakliginda santrifij edildi. 1 ml plazma, 1 ml distile su ile 1:1
dilue edilip, Gzerine 0.200 ml ¢dktlrlcU ayirag pipetlendi. 1 dakika vortekslenip, 10
dakika oda sicakhginda bekletildikten sonra 1500 g’de 10 dakika oda sicakliginda
santriflj edildi. Non-HDL fraksiyon tipuin dibine ¢oktikten sonra EDTA ve HDL
iceren slpernatan dokildi. Peletler 2 ml %0.9 PBS iginde siispanse edildi. Uzerine
0.100 ml ¢oktiurdcu ayirag pipetlenip, vortekslendi ve tekrar 1500 g’de 10 dakika oda
sicakliginda santrifyj edildi. Stpernatan tekrar dokulerek, pelet %4’luk PBS ile cam
baget yardimiyla non-HDL siUspansiyonu elde edildi. Bu suspansiyonun kolesterol

icerigi 11.2.2.2.’de anlatildigi gibi kolesterol enzimatik kiti ile belirlendi.

Her suspansiyonun kolesterol icerigi %4’luk PBS ile 200 ug/ml’ye ayarlandiktan
sonra drneklerden 500’er ul 2’ser deney tlptne pipetlenip, 50 ul 0.5 mM CuSO;, ile
oksidasyon baslatildi. TUplerden birincisinin oksidasyonu 0. dakikada durdurulurken,
ikinci tip 37 °C’de 180 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon siiresi sonunda tiipler buzlu

suya aktarilip, Gzerlerine 25 ul %1’lik EDTA pipetlenip, oksidasyon durduruldu.
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Olusan MDA miktari Zhang ve ark.’nin (36) tarif ettigi yontemle 11.2.1.1.’te
anlatildigi gibi belirlendi. inkiibasyonun 0. ve 180. dakikalarinda olusan MDA miktari

asagidaki formalle ayri ayri hesaplandi.

Numunenin MDA konsantrasyonu (nmol MDA / ml plazma) =

A numune
----------------- x TEP standardinin konsantrasyonu
A standart

Sonuglar asagida gosterildigi gibi mg non-HDL kolesterol basina disen, nmol

MDA esdegeri olarak verildi.

nmol MDA / ml plazma
- e = nmol MDA / mg non-HDL kolesterol
mg non-HDL kolesterol / ml plazma

11.2.2.2. Plazma Non-HDL Kolesterol Miktar Belirtimi :

Prensip:
Kolesterol esterlerinin enzimatik hidroliz ve oksidasyonundan acgiga c¢ikan

hidrojen peroksid, fenol ve 4-aminoantipirin ile peroksidasyona sokularak,
indikatér olan “quinoneimine” olusturulur. “Quinoneimine” nin 500 nm’deki

absorbansi kolesterol konsantrasyonuyla dogru orantilidir.

Kolesterol esteraz
Kolesterol-ester + H,O ---- > Kolesterol + yag asitleri

Kolesterol oksidaz
Kolesterol + O, ----- > Kolesten-3-on + H,0,

peroksidaz
2H,0, + fenol + 4-aminoantipirin ----------------=---------—- > quinoneimine +H,0
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Ayiraglar:

1)Tamponun icerigi: 4-Aminoantipirin 0.30 mM
Fenol 6mM
Peroksidaz >0.5 U/ml
Kolesterol esteraz >0.15 U/ml
Kolesterol oksidaz >0.1 U/ml
Pipes tamponu 80mM; pH 6.8

2)Kolesterol standardi: 5.17mM (200 mg/dl)

Deneyin Yapilisi:
Non-HDL suspansiyonu 11.2.2.1.’de tarif edildigi gibi hazirland.

Kér Ornek Standart
Non-HDL suspansiyon - 10ul -
Distile su 10ul - -
Kolesterol standardi - - 10ul
(200 mg/dl)
Tampon 1ml Iml iml

Yukaridaki deney semasinda aciklanan sekilde hazirlanan tupler, vorteks
yardimiyla kanistirildi. +20 ile +25 °C’de 10 dakika ya da 37 °C’de 5 dakika inklibe
edildi. Numunenin absorbansi kore karsi 500 nm’de okundu. Sonuglar asagidaki gibi

dl plazmada mg non-HDL kolesterol olarak hesaplandi.

Numunenin non-HDL kolesterol konsantrasyonu (mg / dl plazma) =

A numune

----------------- x kolesterol standardinin konsantrasyonu
A standart
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11.2.2.3. Serumda MDA Diizeyinin Olgiilmesi

Prensip:
Serum MDA diizeyi, Kamal ve ark.’nin (37) tarif ettigi tiyobarbiturik asit (TBA) ile
MDA’in asidik ortamda yuUksek isinin etkisi ile pembe renkli bir kompleks olusturmasi

ve bu rengin 535 nm dalga boyundaki siddetinin dlgtlmesi prensibine dayanir.

Ayiraglar:
1) Triklor asetik asit (TCA), %20’lik (w/v)
2) 1,1,3,3-Tetraetoksipropan (TEP), 10 nmol/ml Etil alkol
3) Tiyobarbiturik asit (TBA), %0.67’lik (w/v)
4) n-Batil alkol (saf)
Deneyin Yapilisi:

Kor Numune Standart
Distile su 0.250 ml - -
Serum - 0.250 -
1,1,3,3 TEP - - 0.250
TCA 2.5ml 25ml 25 ml
TBA 1.0 ml 1.0 ml 1.0 ml

Serum oOrnekleri olgim yapilana dek —-20 °C’'de saklandi. Yukaridaki deney
semasinda agiklanan sekilde hazirlanan tlupler, vorteksle karistirildi ve 30 dakika
kaynar su banyosunda tutuldu. Tlpler kaynar su banyosundan alinarak buzlu suda
hizla sogutuldu. Daha sonra her bir tiibe 4 ml n-bitanol pipetlenerek vortekslendi ve
spektofotometrede 535 nm dalga boyunda kére karsi absorbans okundu. MDA
konsantrasyonu asagidaki formule gore hesaplandi:

Asmek

Serum MDA (nmol/ ml') = ------=-------- x standartin konsantrasyonu (10 nmol/ml)

Astandart
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1.2.2.4. Eritrosit Glutatyon Peroksidaz (GPx) Aktivitesinin Olgiilmesi:

Prensip:
Glutatyon peroksidaz aktivesi Ransel RS 505 kiti (RANDOX, ingiltere)

kullanilarak odlguldi. GPx enzimi, glutatyonun kumenhidroperoksid tarafindan
oksidasyonunu katalizlemektedir. Meydana gelen okside glutatyon (GSSG),
glutatyon rediktaz (GR) ve NADPH varliginda hizla redukte olurken, ayni anda
NADPH okside olarak NADP® ' ye donismektedir. Bu donisim sirasinda 340

nm’deki absorbans degisimi (AA) GPx aktivitesi ile dogru orantilidir.

7Y c1s] 3 [ =(0)0] » I —— > ROH + GSSG + H,0

GR
GSSG + NADPH > NADP" + 2GSH

Ayiraglar:

1) Ransel ayiraci: GSH (4mmol/L) GR (0.5 U/L) ve NADPH (0.28 mmol/L)

2) Ransel tamponu: pH’si 7.2 olan ve (4.3 mmol/L) EDTA igeren 0.05 M fosfat
tamponudur. 1 no’lu ayirag 2 no’lu tampon ile karistirilarak ¢alisma ¢ozeltisi elde
edildi. Bu ayirag +4 °C’de saklandiginda 48 saat stabilitesini korumaktadir.

3) Ransel kimenhidroperoksit 0.18 mmol/L

4) Ransel sulandirici ayirag

5) Drapkin ayiraci: 50 mg potasyum siyanur ve 200 mg potasyum ferri siyanir

tartilarak hacim distile su ile 1L’ye tamamlandi.

Deneyin Yapilisi:
GPx aktivitesi tayini igin ayrilan tam kan +4°C’de saklanarak en ge¢ 1 hafta
icinde c¢alisildi. GPx aktivitesinin dl¢ima igin, 50 ul tam kan 1ml Ransel sulandirici

ayirag ile seyreltilerek hemolizat elde edildi ve 5 dakika bekletildikten
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sonra 1 ml Drapkin ayiraci karistirildi. Bu karisim en ge¢ 20 dakika iginde kullanildi.
1 ml Ransel ¢calisma ¢dzeltisi Uzerine yukaridaki karisimdan 20 ul konuldu. 37 °C’de
su banyosunda 5 dakika bekletildikten sonra reaksiyonu baslatmak icin Uzerine
kiimenhidroperoksit ¢ozeltisinden 40 ul ilave edildi. Bir dakika sonra baslangic
absorbansi kaydedilerek silire baslatildi. Birinci dakika ve 2. dakikada absorbanstaki
azalma kaydedildi. Buradan dakikadaki absorbans farki bulundu. Olgiimler

spektrofotometrede 340 nm dalga boyunda yapildi.

Hemoglobin (Hb) o&lgimiu icin Boehringer Mannheim GmbH Diagnostica
Cat.N0.124729'nin hemoglobin 6lcim metodu esas alindi. 20 pyL tam kan, 5 mL
Drapkin ayiraciyla iyice karnistirildi. 3 dakika sonra 546 nm’de numunenin
absorbansi distile su kortine karsi okundu. Hemoglobin konsantrasyonu asagidaki

formule gére hesaplandi.

[Hb] g/dL=36.77 x absorbans s nm

Enzim aktivitesinin hesaplanmasi kit katologunda tarif edildigi gibi asagidaki

sekilde yapildi. Sonuglar, g hemoglobin bagina Unite olarak verildi.

U/hemolizat = 8412 x (AA/dk numune - AA/dk kér) = a
41xa =U/L tamkan=b
b/(g Hb/L) = GPx U / g Hb

1.2.2.5. Eritrosit Siiperoksid Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Olgiilmesi:

Prensip:

SOD aktivitesi Ransod SD 125 kiti (RANDOX, ingiltere) kullanilarak dlciildii. Bu
yontemle ksantin, ksantin oksidaz (XO) enziminin katalizi ile superoksid radikali (O)
olusturarak  2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenol)-fenoltetrozolyumklorir ~ (INT)  ile
reaksiyona girer ve pembe renkli bir bilesik olusturur. Bilindigi gibi SOD Oy

radikalinin dismutasyonunu gergeklestirmektedir. Burada SOD aktivitesinin

35



Olcimda, yukaridaki reaksiyonun inhibisyon derecesinin dlgilmesine dayanmaktadir.

Acida ¢ikan pembe renk SOD aktivitesi ile ters orantihdir.

XO
Ksantin -- >Urik Asit + Oy~

Bu reaksiyon sonucu meydana gelen O," radikali ya INT ile reaksiyona girerek
pembe renkli bir bilesik olusturur veya SOD enziminin katalizledigi bir reaksiyon ile
dismutasyona ugrayarak H,O, ve O, olusturur. SOD aktivitesi arttikga INT ile

reaksiyona giren O, miktari azaldi§i icin reaksiyon inhibe olur.

02_'
INT- > pembe renk
SOD
02 """""""""""" > 02 + H202
Ayiraglar:

1) Fosfat tamponu 0.01M: 0.68 g KH,PO,4 ve 0.71 g Na,HPO, tartilarak 9 dI distile
suda ¢dozildi ve pH’si kontrol edilip, 1 L'ye tamamlandi. pH 7.0’ ayarlandi.

2) Ransod substrat (Ksantin 0.05 mmol/L; INT 0.025 mmol/L)

3) Ransod tampon (CAPS 50 mmol/L; pH 10.2; EDTA 0.94 mmol/L iceren bu
solusyon, Ransod substrat ¢dzeltisinin hazirlanmasinda kullaniimigtir.)

4) Ransod XO (80U/L)

5) Ransod standart (5.4 U/ml)

6) Drapkin ayiraci: 50 mg potasyum siyanur ve 200 mg potasyum ferri siyanur

tartilarak hacim distile su ile 1L’ye tamamlandi.
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Deneyin Yapilisi:

SOD aktivitesi tayini icin ayrilan tam kan +4 °C’de saklanarak en ge¢ bir hafta
icinde calisildi. SOD aktivitesi dlgimu i¢in 0.5 ml tam kan alindi ve 3000 rpm’de 10
dakika santrifij edilerek plazmasi ayrildi. Daha sonra plazma otomatik pipet
yardimiyla aspire edilerek uzaklastirildi. Kalan eritrositler, her yilkamada 3ml %0.9
NaCl kullanilarak 4 defa yikandi. Yikanmis eritrositlerin hacmi, soguk distile su ile 2
ml'ye tamamlanarak karistirildi ve +4 °C’de 15 dakika bekletilerek hemolizat elde
edildi. Hemolizat 0.01 M fosfat tamponu (pH 7.0) ile 25 kez sulandirildi. Boylece ilk
basta alinan 0.5 ml tam kan 100 defa sulandiriimis oldu. Deney asagidaki semada

gosterildigi sekilde ve 37 °C’de gerceklestirildi.

Kor Numune Standart
Fosfat tamponu 50 ul - -
Dilue hemolizat - 50 ul -
Standart - - 50 ul
Substrat 1.7 ml 1.7 ml 1.7 ml
Karistirildi
X0 250 pl 250 pl 250 pl

XO pipetlenerek reaksiyon baslatildi ve 30 saniye sonra her bir tip igin
spektrofotometrede 505 nm dalga boyunda absorbans sifirlandi ve tam 3 dakika
sonra son absorbans kaydedilerek AA/dk hesaplandi. SOD aktivitesi, iki seri
standart egri grafigi (1/y=a + b / x) GUzerinden asagidaki formile gbére hesaplandi.

Y = % inhibisyon; a=0.00118; b=0.00758; x = SOD U/ml Hemolizat
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(AAsmer ! dk x 100)
100 - =y
(AAkE)r / dk)

0.00758
———————————————————————— x 100 = SOD U/ ml tam kan
(1/y)-0.018

Hemoglobin (Hb) o&l¢gimiu icin Boehringer Mannheim GmbH Diagnostica
Cat.N0.124729’nin hemoglobin 6lcim metodu esas alindi. 20 pyL tam kan, 5 mL
Drapkin ayiraciyla iyice karistinildi. 3 dakika sonra 546 nm’de numunenin
absorbansi distile su kortine karsi okundu. Hemoglobin konsantrasyonu asagidaki

formule gére hesaplandi.

[Hb] g/dL=36.77 x absorbans s4s nm

Enzim aktivitesi g hemoglobin basina Unite olarak verildi.

SOD U/ ml tam kan
i - = SODU/gHb
g Hb / ml tam kan

1.2.2.6. Serumda Protein Karbonil Miktari Belirtiimesi:

Eksi 20 °C’de saklanan hasta serumlari oda isisinda ¢6zildikten sonra érnekler
1/20 oraninda distile su ile sulandirilarak, deney 11.2.1.2’te anlatildigi gibi yurataldu.

11.2.2.7. Serumda Total Protein, Albumin, Globulin Miktar Olgiimii:

Hastalardan alinan taze serum o6rneklerinde total protein, albumin, globulin
miktarinin deg@erlendiriimesi, Uludag Universitesi Tip Fakuiltesi Biyokimya Merkez

Laboratuvar’'nda otoanalizor ile (Aeroset TM System-Abbott, A.B.D.) yapildi.
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11.2.2.7.1. Total Protein Miktarinin Olgiimii:

Prensip:

En az iki peptid bagi iceren polipeptidler bilret ayiraciyla reaksiyona girer. Bu
yontem, proteinlerin peptid baglarinin alkali ortamda, bakir iyonlariyla olusturduklari
mor renkli bir kompleksin renk siddetinin 540 nm dalga boyunda olcllmesi
prensibine dayanir.

Ayiracin igerigi:

Sodyum potasyum tartrat 23.4 mM
Sodyum hidroksit 613 mM
Potasyum iodid 6.6 mM
Bakir silfat 13.2mM

Serum total proteini mg/dl olarak hesaplandi.

11.2.2.7.2. Albumin Miktarinin Olgiimii:

Prensip:
Bromkrezol yesilinin insan albuminini segici olarak badglayip renkli bir bilesik
olusturmasi prensibine dayanir. Olusan renkli bilesigin 628 nm’de dlgllen

absorbansi numunedeki albumin konsantrasyonuyla dogru orantilidir.

Ayiracin igerigi:

Bromkrezol Yesili 0.27 mM
TRIS (hidroksimetilaminometan) 55 mM
Suksinik asit 100 mM
Timerosal 0.250 g/L
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Albumin miktari, mg/dl serum olarak ifade edidi.

11.2.2.7.3. Globulin Miktarinin Belirtilmesi:

Serum globulin miktari, serum total protein degerinden serum albumin miktarinin

cikariimasi ile elde edilmistir.

11.2.2.8. Lipid Profilinin Degerlendirilmesi:

Hastalardan alinan taze serum d&rneklerinde lipid profilinin degerlendirilmesi,

Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Merkez Laboratuvar’'nda otoanalizor ile
(Aeroset TM System-Abbott, A.B.D.) yapildi.

11.2.2.8.1. Kolesterol Miktarinin Olgiimii:

Prensip:

Kolesterol esterleri, enzimatik yolla kolesterol ve serbest yag asitlerine hidroliz

olur. Serbest kolesterol, kolesterol oksidaz enzimiyle kolest-4-en-3-ona ve hidrojen

perokside okside edilir. Hidrojen peroksid, hidroksibenzoik asit (HBA) ve 4-

aminoantipirin ile birleserek 500 nm’de olgllen “quinoneimine” adli renkli bilesigi

olusturur.

Ayiracin igerigi:

Kolesterol oksidaz (Mikrobial)
Kolesterol esteraz (Mikrobial)
Peroksidaz (Yabanturbu)
4-Aminotipirin

HBA

Tampon

>200 U/L
>500 U/L
>300 U/L
0.25 mM
10 mM
50mM
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Kolesterol miktari, mg/dl serum olarak ifade edidi.

11.2.2.8.2. Trigliserid igeriginin Olgiimii:

Prensip:

Trigliseridler, lipazla enzimatik olarak serbest yag asitlerine ve gliserole hidroliz
edilir. Gliserol, gliserol kinaz (GK) araciligiyla adenozin trifosfatla (ATP) fosforillenir
ve gliserol-3-fosfat ve adenozin difosfat olusur. Gliserol-3-fosfat, dihidroksiaseton
fosfata gliserol fosfat oksidaz araciligiyla, hidrojen peroksid (H,O,) Ureterek okside
olur. Peroksidazla katalizlenen renk reaksiyonunda, H,O, 4-aminoantipirin ve 4-
klorofenol ile reaksiyona girerek, kirmizi renkli bir bilesik olusturur. Bu rengin

absorbansi, numunedeki trigliserid konsantrasyonuyla dogru orantilidir.

Ayiracin igerigi:

ATP 2.5mM
Mg*? 2.5 mM
4-Aminoantipirin 0.4 mM
4-Klorofenol 2mM
Peroksidaz (yabanturbu) >2000 U/L
GK (Mikrobial) >600 U/L
GPO (Mikrobial) >6000 U/L

Lipoprotein lipaz (mikrobial) ~ >3000 U/L
Tampon 55 mM

Trigliserid miktari, mg/dl serum olarak ifade edidi.
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11.2.2.8.3. HDL Kolesteroliiniin Olgiilmesi:

Prensip:

Ticari kitin ilk ayiracinin igindeki polianyon HDL, LDL, VLDL ve silomikronlarla
bilesik olusturur. ikinci ayiractaki deterjan sadece HDL partikllerini ¢dzer. Salinan
HDL kolesterol, kolesterol eseteraz ve kolesterol oksidaz ile reaksiyona girip,

kromojenlerin varliginda renklenir. Rengin siddeti spektrofotometrik olarak olgulur.

Ayirag?’in igerigi:

Polianyon <0.1%
4-Aminoantipirin <0.1%
MES Tamponu <3.0%

Askorbik Asit Oksidaz <5000 U/L

Ayirag 2’nin igerigi:

Kolesterol oksidaz <2000 U/L
Kolesterol esteraz <3000 U/L
Peroksidaz <5000 U/L
Deterjan <0.1%

N,N-bis (4-sulfobutil)-m-toluidine, disodyum (DSBmT) <0.05%
MES Tamponu <3.0%

HDL kolesterol miktari, mg/dl serum olarak ifade edildi.

1.2.2.8.4. LDL Kolesteroliiniin Hesaplanmasi:

LDL kolesterolli asagida belirtilen Friedewald formiline gére hesaplandi ve mg /
dl serum olarak ifade edildi (38).

LDL-kolesteroll = total kolesterol — (HDL-kolesterol + trigliserid / 5)

11.2.2.9. Serum Aminoasit Miktarinin Belirlenmesi:
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Serum amino asitlerinden taurin, aspartik asit, treonin, serin, glutamik asit,
glutamin, glisin, alanin, sitrulin, valin, metionin, izolésin, 16sin, tirozin ve fenilalaninin
konsantrasyonlari Yuksek Performansli Likid Kromatografisi (HP 1100 series) ile
Olcildl. Amino asitler, lityum iyon dedisim kolonundan, L1280 ve LI750 tamponlari
yardimiyla gegcirildi. Her biri kolonda tutulma suresine goére diger serum amino
asitlerinden ayrildi. Kolon sonrasi derivatizasyon Unitesine gegen amino asitler, “o-
phytaldehyde” ile reaksiyona girip, agiga ¢ikan son Urindn 330 nm’de eksitasyonu,
465 nm’de emisyonu ile fluorometrede saptandi. Amino asitlerin miktari, serum
ornegindeki pikin amino asit standardindaki pik ylksekligiyle karsilastirmasi

sonucunda hesaplandi. Sonuglar litre serumda umol amino asit olarak verildi.

1.2.3. istatistik

istatistiksel degerlendirme, SPSS (9.0) istatistik paket programi yardimiyla
yapildi.

in vitro basamakta elde edilen veriler ortalamatstandart hata olarak ifade edildi.
Gruplarin varyans homojenite testi yapildiktan sonra ortalamalar tek yénli ANOVA
ve Post Hoc testi olan LSD ile karsilastirildi. Gruplar arasindaki p<0.01 degeri

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

in vivo basamakta hipertiroidi tanisi almis hastalarin tedavi éncesinde ve
sonrasinda elde edilen verileri arasindaki farkhlik egslestiriimis t-testi ile saptandi.
Tedavi 6ncesi ve tedavi sonrasinda degerlendirilen degiskenlerin kendi igindeki
iliskilerini saptamak amaciyla Pearson’un bivariate korelasyonu kullanildi. Elde
edilen veriler, ortalamazstandart sapma olarak ifade edildi ve karsilastirilan gruplar

arasindaki p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

lil.1. IN VITRO ORTAMDA YAPILAN TESTLER

ll.1.1.Antioksidanlarin Bakirla indiiklenen Serum Lipid Peroksidasyonu

Uzerine Olan Etkisinin incelenmesi

[11.1.1.1. Tirozinin Etkisi

M.1.1.1.1. Tirozin Konsantrasyonlarinin

Zamanlarindaki Etkilerinin Karsilagtiriimasi

Farkh

inkiibasyon

160

140

120

MDA degisimi
nmol/ml serum

// |
. s
e

; s

30 60 90 120

150

1%0

-20
inkiibasyon suresi (dakika)

——0.00 mM

(kontrol)
—a—0.25 mM
—a—0.50 mM
——1.00 mM

—*—2.00 mM

Sekil-7: Tirozinin serumda bakirla indiklenen MDA olugumu Uzerine etkisi

Sekil-7’de goéruldagu gibi tirozin eklenmeyen, 0.25 ve 0.5 mM tirozin eklenen

serum orneklerinde lipid peroksidasyonu 30. dakikadan itibaren bagslarken, 1 mM ve

2 mM tirozin eklenen serumlarda lipid peroksidasyonu sirasiyla 60. ve 120. dakikaya

kadar gecikmigtir.
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Kullanilan tirozin konsantrasyonlari ve inklbasyon slreleri arasindaki

istatistiksel farkliliklar agsagida agiklanmaktadir.
.1.1.1.2. Farkh Tirozin Konsantrasyonlarinin  Ayni inkiibasyon

Zamanindaki Etkilerinin Karsilagtiriimasi

inkiibasyonun 0. dakikasinda kontroliin ve farkli konsantrasyonda tirozin igeren

serum orneklerinin MDA miktarlari birbirinden farksiz bulunmustur.

6’5 *kk *kk
5 5 **%
— E !
ES> 45 | 80.00 mM
;‘g‘) o ’ (kontrol)
3E 3,5 @0.25 mM
<3
% g 2,5 1 00.50 mM
1,5 1
@1.00 mM
0,5 -
3 I ®2.00 mM
05 tirozin konsantrasyonlari

Sekil-8:  Tirozinin  bakirla indlklenen serum lipid peroksidasyonunun 30.
dakikasindaki MDA olusumuna etkisi. Degerler ortalama * SH’dir. (SH: Standart
Hata)

*** 1 ve 2 mM tirozin eklenen érneklerden anlamli olarak yiksek, p<0.001.

Tirozin konsantrasyonlarinin inkibasyonun 30. dakikasindaki etkileri Sekil-8'de
gOsterilmektedir. Buna gore 0, 0.25 ve 0.5 mM tirozin eklenen serum 6rneklerindeki
AMDA birbirinden farksiz bulunmustur. 1 mM tirozin eklenen serum 6rneklerinde ise
30 dakikalik inkibasyon sonunda MDA miktarindaki degisim bazal ¢izginin altina
inmigtir. 2 mM tirozin eklenen serum orneklerinde 30 dakika inkubasyon ile MDA
miktari degismemis, AMDA, “0” olarak bulunmustur. 1 ve 2 mM tirozin eklenen

serum orneklerindeki AMDA diger ug¢
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serum ornegininkinden anlamli olarak azdir (p<0.001) ancak birbirleri arasindaki fark
anlamli degildir. Her iki konsantrasyon MDA degisimini kontrole gore sirasiyla % 102

ve % 100 azaltmigtir.

25
— *kk
EE 2 §0.00 MM
g g (kontrol)
S B B0.25 mM
<3
% = 10 - 00.50 mM
c
5 21.00 mM
0 @2.00 MM
tirozin konsantrasyonlari

Sekil-9:  Tirozinin  bakirla indiklenen serum lipid peroksidasyonunun 60.
dakikasindaki MDA olusumuna etkisi. Degerler ortalama + SH'dir.

** - 0.25, 0.5, 1 ve 2 mM tirozin eklenen érneklerden anlamli olarak yuksek, p<0.001.

###, 1 ve 2 mM tirozin eklenen 6rneklerden anlamli olarak yiksek, p<0.001.
§8§, 2 mM tirozin eklenen drneklerden anlamli olarak yiksek, p<0.001.

inkUbasyonun 60. dakikasinda, tirozin eklenen tim serum 6rneklerinde, Sekil-
9’da goéruldugu gibi kontrole gore anlaml olarak (kigukten buyugde sirasiyla %28,
% 34, % 61 ve % 97) daha az MDA degisimi saptanmigtir (p<0.001). Bu zaman
diliminde 0.25 ve 0.5 mM tirozin eklenen Orneklerin MDA degisimi
karsilastirildiginda aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur. 1
mM tirozin eklenen orneklerdeki MDA degisimi 0.25 ve 0.5 mM tirozin eklenen
orneklerden anlaml olarak disuk, 2 mM tirozin eklenen &rneklerden anlamli
olarak yulksek bulunmustur (p<0.001). 2 mM tirozin eklenen 6rnedin AMDA’sI

diger bitln tlplere gore anlamli olarak disik bulunmustur (p<0.001).

46



70

60
-é E
— E 50 B0.00 mM
N2 (kontrol)
D 0
SE 40 m0.25 mM
<3 ]
% = 30 00.50 mM
c
20
@1.00 mM
10 -
0 | ®2.00 MM

tirozin konsantrasyonlari

Sekil-10:  Tirozinin  bakirla indiklenen serum lipid peroksidasyonunun 90.
dakikasindaki MDA olusumuna etkisi. Degerler ortalama + SH'dir.

***0.25, 0.5, 1 ve 2 mM tirozin eklenen érneklerden anlamli olarak yiiksek, p<0.001.
##H#, 1 ve 2 mM tirozin eklenen 6rneklerden anlamli olarak yiksek, p<0.001.

§8§, 2 mM tirozin eklenen drneklerden anlamli olarak yuksek, p<0.001.

inkUbasyonun 90. dakikasinda, tirozinin tim konsantrasyonlari, Sekil-10’da
goruldugu gibi kontrole gore anlamh olarak (kicukten buylge sirasiyla % 42,
%46, % 70 ve % 99) daha az MDA degisimi gdstermigstir (p<0.001). Bu zaman
diliminde 0.25 ve 0.5 mM’lik tirozin konsantrasyonlarinin koruma potansiyelleri
ayni bulunmustur, ancak bu konsantrasyonlardaki MDA degisiklikleri 1 ve 2 mM
tirozin eklenen Orneklerden anlamli olarak daha yuksek degerlendiriimistir
(p<0.001). Ayrica 1 ve 2 mM’lik konsantrasyonlar karsilastirdiklarinda, 2 mM
tirozin eklenen o6rneklerde AMDA’'nin anlamli olarak daha disuk oldugu
belirlenmigtir (p<0.001).
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Sekil-11:  Tirozinin bakirla indiklenen serum lipid peroksidasyonunun 120.
dakikasindaki MDA olusumuna etkisi. Degerler ortalama + SH'dir.

***0.25, 0.5, 1 ve 2 mM tirozin eklenen érneklerden anlamli olarak yiiksek, p<0.001.

##H#, 1 ve 2 mM tirozin eklenen 6rneklerden anlamli olarak yiksek, p<0.001.
§88§, 2 mM tirozin eklenen érneklerden anlamli olarak yiiksek, p<0.001.

Sekil-11’de géruldaga gibi inkibasyonun 120. dakikasinda, tirozinin tim
konsantrasyonlari, kontrole gére anlamli olarak (ki¢lkten buyuge sirasiyla % 26, %
36, % 56 ve % 97) daha az MDA degisimi gostermistir (p<0.001). Bu zaman
diliminde 0.25 ve 0.5 mM’lik tirozin konsantrasyonlarinin koruma potansiyelleri ayni
bulunmustur, ancak bu konsantrasyonlardaki MDA degisiklikleri 1 ve 2 mM tirozin
eklenen orneklerden anlamli olarak daha yuksek degerlendirilmistir (p<0.001).
Ayrica 1 ve 2 mM’lik konsantrasyonlar karsilastirildiklarinda, 2 mM tirozin eklenen

orneklerde AMDA’nin anlaml olarak daha diguk oldugu belirlenmistir (p<0.001).
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Sekil-12:  Tirozinin bakirla indiklenen serum lipid peroksidasyonunun 150.
dakikasindaki MDA olusumuna etkisi. Degerler ortalama £ SH'dir.

***0.25, 0.5, 1 ve 2 mM tirozin eklenen drneklerden anlamli olarak yiksek, p<0.001.
###, 1 ve 2 mM tirozin eklenen 6rneklerden anlamli olarak yiksek, p<0.001.

§8§, 2 mM tirozin eklenen érnekten anlamli olarak yuksek, p<0.001.

inibasyonun 150. dakikasinda, biitiin tirozin konsantrasyonlari Sekil-12'de
gorildigu gibi kontrole gére anlamli olarak (klglkten biylige sirasiyla % 29, %
32, % 52 ve % 97) daha az MDA degisimi gostermektedir (p<0.001). 0.25 ve 0.5
mM tirozin eklenen dérneklerin MDA degisimleri istatistiksel olarak ayni iken, bu
konsantrasyonlardaki MDA degisiklikleri 1 ve 2 mM tirozin eklenen 6rneklerden
anlamli olarak daha yuksek degerlendirilmistir (p<0.001). 2 mM tirozin eklenen
ornekte, 1 mM’lik 6rnege gore daha az MDA degisimi saptanmigtir (p<0.001).
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Sekil-13:  Tirozinin bakirla

indiklenen serum

lipid peroksidasyonunun 180.

dakikasindaki MDA olusumuna etkisini gostermektedir. Degerler ortalama + SH'dir.
*** - 0.25, 0.5, 1 ve 2 mM tirozin eklenen érneklerden anlamli olarak yuksek, p<0.001.

##H#, 1 ve 2 mM tirozin eklenen 6rneklerden anlamli olarak yiksek, p<0.001.
§88§, 2 mM tirozin eklenen érnekten anlamli olarak yiksek, p<0.001.

inkibasyonun 180. dakikasinda tiim tirozin konsantrasyonlari Sekil-13'te

goruldigu gibi kontrole goére anlaml olarak (kugukten buyuge sirasiyla % 25, %
33, % 50 ve % 95) daha az MDA degisimine neden olmustur (p<0.001). 0.25 ve

0.5 mM tirozin eklenen érneklerin MDA degisimleri birbirinden istatistiksel olarak

farksiz iken, 1 ve 2 mM tirozin eklenen orneklerden istatistiksel olarak daha

yuksek MDA degdisimi gosterdigi bulunmustur (p<0.001). 1 mM tirozin eklenen

ornek de 2 mM tirozin eklenen ornekten anlamh olarak daha ylksek MDA

degisimi sergilemigstir (p<0.001).
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[11.1.1.2. T4’iin Etkisinin incelenmesi

111.1.1.2.1. T3 Konsantrasyonlarinin Farkh inkiibasyon Zamanlarindaki

Etkilerinin Karsilastiriimasi
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Sekil-14: T3'0n bakirla indiklenen serum MDA olusumu Uzerine etkisi

Sekil-14’te goéruldigu gibi kontrol ve farkli konsantrasyonlarda T;
eklenen serum orneklerinin MDA olugsumu inkibasyonun 30. dakikasindan
itibaren anlamli olarak artmaya baglamistir.

Kullanilan T3

konsantrasyonlari ve inklibasyon sureleri arasindaki

istatistiksel farkhliklar asagida agiklanmaktadir.
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1.1.1.2.2. Farkli T:; Konsantrasyonlarinin Ayni inkiibasyon

Zamanindaki Etkilerinin Karsilagtiriimasi

inkt','lbasyonun 0. dakikasinda farkli konsantrasyonda T; eklenen her 5 serum
orneginde lipid peroksidasyon drinu olan malondialdehitin olusumu birbirinden

farksiz bulunmustur.
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Sekil-15: T5'Un bakirla induklenen serum lipid peroksidasyonunun 30. dakikasindaki
MDA olusumuna etkisi. Degerler ortalama + SH’dir.

T3 konsantrasyonlarinin inkibasyonun 30. dakikasindaki etkileri Sekil-15te
gOsterilmektedir. Buna gore 5 farkli konsantrasyonda T eklenen serum dérneklerinin
AMDA'lari birbirinden istatistiksel olarak farkh degildir.
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Sekil-16: T3'Un bakirla indiklenen serum lipid peroksidasyonunun 60. dakikasindaki
MDA olusumuna etkisi. Degerler ortalama + SH’dir.

*** 1, 2 UM T3 eklenen érneklerden anlamli olarak yiiksek, p<0.001.
88, 1 pM T3 eklenen drneklerden anlamli olarak yuksek, p<0.01.
###, 2 yM T3 eklenen 6rneklerden anlaml olarak yiksek, p<0.001.

inkUbasyonun 60. dakikasinda, 0 ve 0.25 pM T; eklenen o6rneklerin MDA
degisimi, 1 ve 2 pM T3 eklenen serum d&rneklerinden anlamh olarak fazladir
(p<0.001) ve 1 ve 2 yM T3, MDA degisimini kontrole gore sirasiyla % 32 ve % 35
azaltmistir (Sekil-16). Ancak 0, 0.25 ve 0.50 yM T; eklenen serum o&rneklerinin
AMDA’lar1 arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli degildir. 0.50 uM T3 eklenen
serum orneklerinin MDA degisimi, 1 ve 2 uM T3 eklenen serum &rneklerininkinden
sirasiyla p=0.003 ve p<0.001 anlam duizeyinde ylksektir. 1 ve 2 yM T; eklenen

serum orneklerinin MDA degisimleri arasindaki fark anlamli degildir.
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Sekil-17: T5'Un bakirla indiklenen serum lipid peroksidasyonunun 90. dakikasindaki
MDA olusumuna etkisi. Degerler ortalama + SH’dir.

*** 1 MM T; eklenen 6rneklerden anlamli olarak yiksek, p<0.001.
###, 2 UM T3 eklenen drneklerden anlamli olarak yuksek, p<0.001

Sekil-17'de gorildigi gibi inkiibasyonun 90. dakikasinda, 0.25 ve 0.50 uM T;
eklenen orneklerin MDA degisimleri kontrolden farksiz iken 1 ve 2 uM T3 eklenen
serum orneklerinin MDA degdisimlerinin anlamh olarak azaldigi saptanmigtir
(p<0.001). Bir ve 2 yM T3, MDA degisimini kontrole goére sirasiyla % 30 ve % 66
azaltmistir. Bir yM T3 eklenen serum o6rneklerinin MDA degisimi, 2 uM T3 eklenen

serum orneklerinin MDA degisiminden anlamli olarak fazladir (p<0.001).
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Sekil-18:  Ts'Un  bakirla indiklenen serum lipid peroksidasyonunun 120.
dakikasindaki MDA olusumuna etkisi. Degerler ortalama £ SH'dir.

*** Diger T3 eklenen 6rneklerden anlamh olarak disik, p<0.001.
** 0ve 0.25 UM T3 eklenen érneklerden anlamh olarak dusik, p<0.01.

inkiibasyonun 120. dakikasinda, 0, 0.25, 0.50 ve 1 uM T; eklenen &rneklerin
MDA degisimi, 2 yM T3 eklenen serum &rneklerininkinden anlamli olarak fazladir
(p<0.001) ve 2 yM T3, MDA degisimini kontrole % 49 azaltmistir (Sekil-18). Ancak O,
0.25 ve 0.50 uyM T3 eklenen serum orneklerinin AMDA’lari arasindaki farklilik
istatistiksel olarak anlamli degildir. Kontrol ve 0.25 yM eklenen serum orneklerinin
MDA degisimi, 1 pM T3 eklenen serum Orneklerinkiyle karsilastiriidiginda,
aralarindaki farkin anlamlilik degeri sirasiyla p=0.002 ve p=0.006'dIr.
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Sekil-19:  Ts'Un  bakirla indiklenen serum lipid peroksidasyonunun 150.
dakikasindaki MDA olusumuna etkisi. Degerler ortalama £ SH’dir.

*** Diger T eklenen orneklerden anlamli olarak duisiik, p<0.001.

Sekil-19'da gorildugu gibi inkibasyonun 150. dakikasinda, 0, 0.25, 0.50 ve 1
MM T3 eklenen orneklerin MDA degisimi, 2 uM T3 eklenen serum 6rneklerininkinden
anlamh olarak fazladir (p<0.001) ve 2 yM T3 konsantrasyonu MDA degisimini
kontrole % 23 azalmistir. Ancak 0, 0.25, 0.50 ve 1 uM T3 eklenen serum orneklerinin

AMDA'’lar1 arasindaki farkllk istatistiksel olarak anlamli degildir.
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Sekil-20:  Ts'Un  bakirla indiklenen serum lipid peroksidasyonunun 180.
dakikasindaki MDA olusumuna etkisi. Degerler ortalama + SH'dir.

*** 1 ve 2 UM T3 eklenen érneklerden anlamli olarak yuksek, p<0.001.
##, 1 UM T3 eklenen 6rneklerden anlamli olarak yuksek, p<0.01.
11, 2 UM T; eklenen drneklerden anlamli olarak yuksek, p<0.01.

T3 konsantrasyonlarinin inkibasyonun 180. dakikasindaki etkileri Sekil-20'de
gosterilmektedir. Buna goére kontrolin MDA degisimi, 1 ve 2 yM T3 eklenen
orneklerden anlaml yiksek bulunmustur (p<0.001). 0.25 ve 0.50 pM T3 eklenen
serum orneklerinin AMDA’lar1 ile 2 uM T3 eklenen serum 6rneklerinin AMDA’lari
arasindaki farkin p degeri sirasiyla 0.002 ve 0.007°dir. 0.25 yM T3'Un eklenen
orneklerin MDA degisimi, 1 uM T3 eklenen serum &rneklerininkinden anlamli olarak
fazladir (p=0.008).
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[11.1.1.3. T,’lin Etkisinin incelenmesi

111.1.1.3.1. T, Konsantrasyonlarinin Farkl inkiibasyon Zamanlarindaki Etkilerinin Kargilagtirimasi
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Sekil-21: T,’Un bakirla indiklenen serum MDA olusumu Uzerine etkisi

Sekil-21’de gorildigia gibi kontrol ve farkli konsantrasyonlarda T, eklenen
serum Orneklerinin MDA olusumu 30. dakikadan sonra anlamli olarak artmaya

baglamistir.

Kullanilan T, konsantrasyonlari ve inkubasyon sureleri arasindaki istatistiksel

farkliliklar asagida aciklanmaktadir.
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lI.1.1.3.2. Farkh T, Konsantrasyonlarinin Ayni inkiibasyon Zamanindaki

Etkilerinin Karsilagtiriimasi

inkiibasyonun 0. dakikasinda 5 farkli konsantrasyonda T, eklenen serum
orneklerinin lipid peroksidasyon Urind olan MDA igerigi birbirinden farksiz

bulunmustur.
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Sekil-22: T4’Un bakirla indiklenen serum lipid peroksidasyonunun 30. dakikasindaki
MDA olusumuna etkisi. Degerler ortalama + SH’dir.

*** 1, 2 yM T4 eklenen érneklerden anlaml olarak yiksek, p<0.001.

inkiibasyonun 30. dakikasinda kontrol ve 0.25 ile 0.50 uM T, eklenen érneklerin
MDA degisimi, 1 ve 2 yM T, eklenen serum orneklerininkinden anlamli olarak
fazladir (p<0.001) ve 1 ve 2 yM T, konsantrasyonlari MDA degisimini kontrole gére
sirasiyla % 39 ve % 68 azaltmislardir (Sekil-22). Ancak 0, 0.25, 0.50 uM eklenen T,
serum Orneklerinin AMDA’lari arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli degildir.
1 ve 2 yM T, eklenen serum drneklerinin MDA degisimleri arasindaki fark anlaml

degildir.
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Sekil-23: T,'Un bakirla indiklenen serum lipid peroksidasyonunun 60. dakikasindaki
MDA olusumuna etkisi. Degerler ortalama + SH’dir.

*** 1 UM T4 eklenen érneklerden anlamli olarak yuksek, p<0.001.
#Ht, 2 uM T, eklenen drneklerden anlamli olarak yuksek, p<0.001.

Sekil-23'te goruldugu gibi inklibasyonun 60. dakikasinda, kontrolin ve 0.25 uM
T, eklenen 6rnedin MDA degisimi, 1 ve 2 yM T, eklenen serum &rneklerinden
anlamli olarak fazladir (p<0.001). Bir ve 2 uM T, konsantrasyonlari MDA degisimini
kontrole gore sirasiyla % 22 ve % 37 azaltmiglardir. Ancak kontrol ve 0.25, 0.50 yM
T, eklenen serum orneklerinin AMDA’s1 arasindaki farkllik istatistiksel olarak
anlamh degildir. 0.50 yM T, eklenen serum o&rneklerinin AMDA’sI ile 2 pM T4
eklenen serum o&rneklerininki karsilastirildiginda aralarindaki fark anlamhdir
(p<0.001). 1 ve 2 yM T, eklenen serum 6rneklerinin MDA degisimleri arasindaki fark
anlamli degildir.
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Sekil-24: T, Un bakirla indUklenen serum lipid peroksidasyonunun 90. dakikasindaki
MDA olusumuna etkisi. Degerler ortalama + SH’dir.

Sekil-24’'te goruldugu gibi inkibasyonun 90. dakikasinda 0, 0.25, 0.50, 1 ve 2

MM T, eklenen érneklerin MDA degisimleri arasindaki fark anlamli degildir.
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Sekil-25:  T,un bakirla indiklenen serum lipid peroksidasyonunun 120.
dakikasindaki MDA olusumuna etkisi. Degerler ortalama + SH’dir.

Sekil-25'te gérildigu gibi inkliibasyonun 120. dakikasinda, 0, 0.25, 0.50, 1 ve 2

MM T4 eklenen drneklerin MDA degisimleri arasindaki fark anlamli degildir.
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Sekil-26:  T,/Un bakirla indlklenen serum lipid peroksidasyonunun 150.
dakikasindaki MDA olusumuna etkisi. Degerler ortalama £ SH’dir.

inkiibasyonun 150. dakikasinda, 0, 0.25, 0.50, 1 ve 2 uM T, eklenen
orneklerin MDA degisimleri arasindaki fark anlamli degildir (Sekil-26).

160
= E 140 1 ®0.00 mikroM
:% = 120 (kontrol)
:8)2 100 - 80.25 mikroM
o £
<3 80 - _
% g 60 00.50 mikroM
40 @1.00 mikroM
20 -
0 - B2.00 mikroM
T4 konsantrasyonlari

Sekil-27:  T,Un bakirla indiklenen serum lipid peroksidasyonunun 180.
dakikasindaki MDA olusumuna etkisi. Degerler ortalama + SH'dir.

inkiibasyonun 180. dakikasinda, 0, 0.25, 0.50, 1 ve 2 uM T, eklenen
orneklerin MDA degisimleri arasindaki fark anlamli degildir (Sekil-27).
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II1.1.1.4. 17R-Ostradioliin Etkisinin incelenmesi

111.1.1.4.1. 17R8-Ostradiol Konsantrasyonlarinin Farkl inkiibasyon

Zamanlarindaki Etkilerinin Karsilastirilmasi

Kontrol serum érneklerinde lipid peroksidasyonu 30. dakikadan sonra baslarken,
0.25, 0.5, 1 ve 2 yM 173-6stradiol eklenen serum 6rneklerinde lipid peroksidasyonu
60. dakikaya kadar gecikmistir (Sekil-28).

Kullanilan 17R-6stradiol konsantrasyonlari ve inkubasyon sureleri arasindaki

istatistiksel farkliliklar agsagida agiklanmaktadir.
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Sekil-28: 17[3-6stradiolin serumda bakirla induklenen MDA olusumu Uzerine etkisi
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l.1.1.4.2. Farkh 17R-6stradiol Konsantrasyonlarinin Ayni inkiibasyon

Zamanindaki Etkilerinin Karsilagtiriimasi

inkiibasyonun 0. dakikasinda farkli konsantrasyonda 17R-dstradiol eklenen her
4 serum 6rneginin serum lipid peroksidasyon driint olan MDA miktari birbirinden ve

kontrolden istatistiksel olarak farksiz bulunmustur.
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Sekil-29: 17R-6stradiolin bakirla indiklenen serum lipid peroksidasyonunun 30.
dakikasindaki MDA olusumuna etkisi. Degerler ortalama + SH’dir.

*** 2 MM 17-6stradiol eklenen érneklerden anlamli olarak yiksek, p<0.001.

17R-6stradiol konsantrasyonlarinin inkiibasyonun 30. dakikasindaki etkileri
Sekil-29'ta gosterilmektedir. 17R-6stradiol 0.25, 0.5 ve 1 pM 17R-6stradiol
eklenen serum o&rneklerindeki AMDA kontrolden ve birbirinden farksiz
bulunmustur. iki uM 17R-dstradiol eklenen serum érneklerindeki MDA degisimi,
kontrol ve 0.25 uM o6strodiol eklenen serum orneklerininkinden anlamli olarak
azdir (p<0.001). Ayrica 0.5, 1 ve 2 uyM 17-6stradioliin serum MDA olusumu
Uzerine etkileri birbirinden istatistiksel olarak farksizdir.
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Sekil-30: 17R-6stradioliin bakirla indiklenen serum lipid peroksidasyonunun 60.
dakikasindaki MDA olusumuna etkisi. Degerler ortalama + SH'dir.

***0.25, 0.5, 1, 2 yM 17R-6stradiol eklenen érneklerden anlamli olarak yiksek, p<0.001.

Sekil-30'da goéruldigu gibi inklibasyonun 60. dakikasinda kontrol serum
orneklerinin MDA degisimi, 0.25, 0.5, 1 ve 2 yM 17R-6stradiol eklenen serum
orneklerininkinden anlamh olarak ylUksek bulunmus (p<0.001) ve 17R-6stradiol
konsantrasyonlari MDA degisimini kontrole gore sirasiyla %83, %87, %94 ve %94
azaltmislardir. 0.25, 0.5, 1 ve 2 yM 17R-6stradiol eklenen serum o6rneklerinin MDA

olusumu karsilastirildiginda, aralarindaki fark anlamh degildir.
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Sekil-31: 17R-6stradiollin bakirla indiklenen serum lipid peroksidasyonunun 90.
dakikasindaki MDA olusumuna etkisi. Degerler ortalama £ SH'dir.

** 0.25, 0.5, 1, 2 yM 17R-Ostradiol eklenen érneklerden anlamli olarak yiksek, p<0.001.

###, 1 ve 2 UM 17R-6stradiol eklenen 6rneklerden anlamli olarak ylksek, p<0.001.

17R-0stradiol konsantrasyonlarinin inkibasyonun 90. dakikasindaki etkileri
Sekil-31'de gosterilmektedir. Buna gore kontrol serum 6rneklerindeki MDA degisimi,
0.25, 0.5, 1 ve 2 yM 17R-6stradiol eklenen serum oOrneklerininkinden anlaml olarak
yuksek bulunmus (p<0.001) ve 17R-6stradiol konsantrasyonlari MDA degisimini
kontrole gore sirasiyla % 65, %81, % 87 ve % 88 azaltmistir. 0.25 yM 17[3-6stradiol
eklenen serum orneklerinin MDA degisimi, 1 ve 2 yM 17[-6stradiol eklenen serum
orneklerinden anlamli olarak fazla (p<0.001) iken, 0.5 pM 17R-6stradiol eklenen
serum orneklerinin MDA degisiminden istatistiksel olarak farksizdir. 0.5, 1 ve 2 uyM

1713-6stradiol eklenen serum 6rneklerinin AMDA'lari arasindaki fark anlamli degildir.
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Sekil-32: 17R-6stradioliin bakirla indiklenen serum lipid peroksidasyonunun 120.
dakikasindaki MDA olusumuna etkisi. Degerler ortalama £ SH’dir.

**0.25, 0.5, 1, 2 UM 17R-6stradiol eklenen 6rneklerden anlamli olarak yliksek, p<0.001.
###, 0.5, 1 ve 2 UM 17R-6stradiol eklenen 6rneklerden anlaml olarak yiksek, p<0.001.
§8§, 1 ve 2 yM 17R3-6stradiol eklenen érneklerden anlamli olarak yiksek, p<0.001.

inkiibasyonun 120. dakikasinda kontrol serum 6rneklerindeki MDA degisimi
Sekil-32'de gosterilmektedir. Buna goére kontroldeki MDA degisimi 0.25, 0.5, 1 ve 2
MM  17R-6stradiol eklenen serum o&rneklerindekinden anlaml olarak ylksek
bulunmustur (p<0.001) ve 17[R-8stradiol konsantrasyonlari MDA degisimini kontrole
gore sirasiyla %46, %72, %86 ve %87 azaltmistir. 0.25 uM 17[’-6stradiol eklenen
ornegin MDA degisimi, 0.5, 1 ve 2 yM 17R-6stradiol eklenen serum Orneklerinden
anlamh olarak fazladir. 0.5 yM 17R-6stradiol eklenen serum o6rneklerinin MDA
degisimi, 1 ve 2 uM 17R-Ostradiol eklenen serum o6rneklerininkiyle
karsilastirildiginda anlamh olarak daha fazla MDA olusumu saptanmigtir (p<0.001).
Bir ve 2 uM 17R-0stradiol eklenen serum o6rneklerinin  AMDA’lar1 arasindaki

istatistiksel fark yoktur.
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Sekil-33: 17R-6stradioliin bakirla indiklenen serum lipid peroksidasyonunun 150.
dakikasindaki MDA olusumuna etkisi. Degerler ortalama + SH'dir.

***0.25, 0.5, 1, 2 UM 17R-8stradiol eklenen érneklerden anlamli olarak yiksek, p<0.001.
###, 0.5, 1 ve 2 UM 17R-6stradiol eklenen érneklerden anlamli olarak yiksek, p<0.001.
§8§, 1 ve 2 yM 17R-6stradiol eklenen 6rneklerden anlamli olarak yiksek, p<0.001.

111, 2 UM 170R3-Gstradiol eklenen érneklerden anlamli olarak ylksek, p<0.001.

Bakirla indiklenen serum lipid peroksidasyonunun 150. inkiibasyon dakikasinda
her 5 konsantrasyonda 17R-6stradiol eklenen serum o6rneklerinin MDA olusumlari
birbirlerinden anlamli olarak farkhdir (Sekil-33). Kontrol serum 6rneklerindeki MDA
degisimi, 0.25, 0.5, 1 ve 2 yM 17R-6stradiol eklenen serum &rneklerindekinden
anlamh olarak ylksek bulunmustur (p<0.001) ve 17R-6stradiol konsantrasyonlari
MDA degisimini kontrole gore sirasiyla %38, %57, %74 ve %81 azaltmigtir. 0.25 pM
1703-Ostradiol eklenen serum o6rneklerinin MDA degisimi, 0.5, 1 ve 2 uyM 17B-
Ostradiol eklenen serum o&rneklerinden anlamli olarak fazladir (p<0.001). 0.5 yM
17R-6stradiol eklenen serum o&rneklerinin AMDA ‘sinin, 1 ve 2 uM 17R-6stradiol
eklenen serum oérneklerininkiyle karsilastirildiginda anlamli olarak daha fazla oldugu
saptanmistir (p<0.001). 1 yM 17R-6stradiol eklenen serum 6rneklerinin AMDA’s|, 2
MM 17R-6stradiol eklenen serum 6rneklerinin AMDA’sindan anlamli olarak fazladir
(p<0.001).
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Sekil-34: 17R-6stradioliin bakirla indiklenen serum lipid peroksidasyonunun 180.
dakikasindaki MDA olusumuna etkisi. Degerler ortalama + SH'dir.

***0.25, 0.5, 1, 2 M 17R-6stradiol eklenen 6rneklerden anlamli olarak yliksek, p<0.001.

###, 0.5, 1 ve 2 UM 17R-6stradiol eklenen 6rneklerden anlamli olarak yiksek, p<0.001.
§8§, 1 ve 2 yM 17R3-6stradiol eklenen érneklerden anlamli olarak yiksek, p<0.001.
111, 2 yM 17R-6stradiol eklenen érneklerden anlamli olarak yiksek, p<0.001.

inkibasyonun 180. dakikasinda da aynen 150. dakikada oldugu gibi 5 farkli
konsantrasyonda 17R-Ostradiol eklenen serum o6rneklerinin MDA olusumlari
birbirlerinden anlamli olarak farklidir (Sekil-34). Kontrol serum 6rneklerindeki MDA
degisimi, 0.25, 0.5, 1 ve 2 yM 17R-6stradiol eklenen serum &rneklerindekinden
anlaml olarak yuksek bulunmustur (p<0.001) ve 17[R-Ostradiol konsantrasyonlari
MDA degisiminini kontrole gore sirasiyla % 35, % 58, % 74 ve % 80 azaltmistir. 0.25
MM 17R-6stradiol eklenen serum 6rneklerinin MDA degisimi, 0.5, 1 ve 2 yM 178-
Ostradiol eklenen serum o&rneklerinden anlamli olarak fazladir (p<0.001). 0.5 yM
17R-6stradiol eklenen serum oérneklerinin MDA degdisimi, 1 ve 2 uM 17R-6stradiol
eklenen serum orneklerininkiyle kargilastirildiginda anlaml olarak daha fazla MDA
olusumu saptanmistir (p<0.001). 1 pM 17R-6stradiol eklenen serum o6rneklerinin
AMDA’sI, 2 uyM 17R-6stradiol eklenen serum Orneklerinin AMDA’sindan anlamh
olarak fazladir (p<0.001).
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1I.1.1.5. a-Tokoferoliin Etkisinin incelenmesi

l1.1.1.5.1. a-Tokoferol Konsantrasyonlarinin Farkl inkiibasyon

Zamanlarindaki Etkilerinin Kargilastiriimasi
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Sekil-35: Alfa-tokoferoluin bakirla indiklenen serum MDA olusumu Uzerine etkisi

Sekil-35'te goéruldugu gibi  kontrol
eklenen serum &rneklerinin MDA olusumu 30. dakikadan sonra anlaml olarak

artmaya baglamistir.

ve farkli konsantrasyonlarda a-tokoferol

Kullanilan a-tokoferol konsantrasyonlari ve inklbasyon sureleri arasindaki

istatistiksel farkliliklar asagida agiklanmaktadir.
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lI.1.1.3.2. Farkh a-Tokoferol Konsantrasyonlarinin Ayni inkiibasyon

Zamanindaki Etkilerinin Karsilagtiriimasi

inkiibasyonun 0. dakikasinda farkli konsantrasyonlarda o-tokoferol eklenen
serum orneklerinin MDA olusumu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamsiz

bulunmustur.
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Sekil-36:  a-Tokoferol bakirla indiklenen serum lipid peroksidasyonunun 30.
dakikasindaki MDA olusumuna etkisi. Degerler ortalama + SH'dir.

** Diger a-tokoferol eklenen érneklerden anlamli olarak disuk, p<0.01.

Sekil-36’da goéraldugu gibi inkiibasyonun 30. dakikasinda kontrol ve 0.25, 0.50, 1
MM eklenen 6rneklerin MDA degisimi, 2 uM a-tokoferol eklenen serum érneklerinden
anlamli olarak fazladir (p<0.01). Ancak 0, 0.25, 0.50 ve 1 uM a-tokoferol eklenen
serum Orneklerinin AMDA’sI arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli degildir.

iki uM a-tokoferol MDA degisimini kontrole gére %34 azaltmistir.
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Sekil-37: a-Tokoferoliin bakirla indiklenen serum lipid peroksidasyonunun 60.
dakikasindaki MDA olusumuna etkisi. Degerler ortalama £ SH’dir.

*** 1 ve 2 UM o-tokoferol eklenen 6rneklerden anlaml olarak yiksek, p<0.001.

Sekil-37°de goruldagu gibi inkibasyonun 60. dakikasinda, kontrolin MDA
degisimi, 1 ve 2 uM a-tokoferol eklenen serum 6rneklerinden anlamh olarak fazladir
(p<0.001). Ancak 0.25, 0.50, 1 ve 2 uM ao-tokoferol eklenen serum o&rneklerinin
AMDA’lar1 arasindaki farkllik istatistiksel olarak anlamli degildir. Bir ve 2 pyM a-
tokoferol MDA degisimini kontrole gore sirasiyla % 26 ve % 29 azaltmigtir.
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Sekil-38: a-Tokoferolin bakirla indiklenen serum lipid peroksidasyonunun 90.
dakikasindaki MDA olusumuna etkisi. Degerler ortalama + SH’dir.

*** 2 UM a-tokoferol eklenen érneklerden anlamli olarak yiksek, p<0.001.
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Sekil-38'de gordldigu gibi inkibasyonun 90. dakikasinda, kontrollerin MDA
degisimi, 2 yM a-tokoferol eklenen serum &rneklerininden anlamli olarak fazladir
(p<0.001). Ancak 0.25, 0.50, 1 ve 2 uM a-tokoferol eklenen serum drneklerinin
AMDA'lar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli degildir. iki uM a-tokoferol

MDA degisimini kontrole gore % 20 azaltmigtir.
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Sekil-39: a-Tokoferol bakirla indiklenen serum lipid peroksidasyonunun 120.
dakikasindaki MDA olusumuna etkisi. Degerler ortalama + SH'dir.

***0.25, 0.50, 1 ve 2 UM a-tokoferol eklenen 6rneklerden anlamh olarak yiksek, p<0.001.

Sekil-39'da gorildiga gibi inkiibasyonun 120. dakikasinda, kontrollerdeki MDA
degisimi, 0.25, 0.50, 1 ve 2 uyM ao-tokoferol eklenen serum drneklerindekinden
anlaml olarak fazladir (p<0.001). Ancak 0.25, 0.50, 1 ve 2 uM a-tokoferol eklenen
serum Orneklerinin AMDA’lari arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli degildir.

iki uM a-tokoferol MDA degisimini kontrole gére % 16 azaltmistir.
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Sekil-40: a-Tokoferol bakirla indiklenen serum lipid peroksidasyonunun 150.
dakikasindaki MDA olusumuna etkisi. Degerler ortalama + SH'dir.

*** 2 UM a-tokoferol eklenen érneklerden anlamli olarak yiksek, p<0.001.
** 2 MM a-tokoferol eklenen érneklerden anlamli olarak yliksek, p<0.01.

##, 1 UM a-tokoferol eklenen érneklerden anlamli olarak yliksek, p<0.01.

Sekil-40’'ta goéruldugu gibi inkibasyonun 150. dakikasinda, kontrol ve 0.25 uM a-

tokoferol eklenen &rneklerin MDA degisimi, 2 pM a-tokoferol eklenen serum

orneklerininkinden anlamli olarak fazladir (p<0.001). Kontrolin MDA degisimi, 1 yM

a-tokoferol eklenen drnekten p=0.002 anlam derecesinde fazladir. 0.5 pyM a-

tokoferol eklenen serum dérneklerinin AMDA’larinin, 2 uM a-tokoferol eklenen serum

orneklerinin AMDA’sindan p=0.002 anlam derecesinde fazladir. 1 ve 2 yM a-

tokoferol eklenen serum orneklerinin AMDA’lar1 arasindaki farklilik istatistiksel olarak

anlamli degildir. iki UM a-tokoferol MDA degisimini kontrole gére % 13 azaltmistir.
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Sekil-41: a-Tokoferoliin bakirla indiklenen serum lipid peroksidasyonunun 180.

dakikasindaki MDA olusumuna etkisi. Degerler ortalama £ SH’dir.

Sekil-41’de goruldiga gibi inkiibasyonun 180. dakikasinda kontrol ile 0.25, 0.50,
1 ve 2 uM a-tokoferol eklenen orneklerin MDA degisimi arasindaki farklilik

istatistiksel olarak anlamli degildir.
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lI.1.2. Antioksidanlarin Protein Karbonil Olusumu Uzerine Olan Etkilerinin

incelenmesi

Tirozin, Ts, T4, 17B-6stradiol ve a-tokoferoliin 5 farkl konsantrasyonunun

eklendigi serum o&rneklerinde protein karbonil olusumu istatistiksel olarak farkhlik
gostermemistir (Sekil-42, 43, 44, 45, 46).
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Sekil-42: Tirozinin protein karbonil olusumu Uzerine etkisi. Degerler ortalama *

SHdir.
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Sekil-43: T3'Un protein karbonil olugsumu Uzerine etkisi. Degerler ortalama + SH'dir.
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Sekil-44: T,'Un protein karbonil olugsumu Uzerine etkisi. Degerler ortalama + SH'dir.
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Sekil-45: 17p-6stradiollin protein karbonil olusumu Uzerine etkisi. Degerler ortalama

+ SH’dir.
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Sekil-46: a-Tokoferolln protein karbonil olusumu Uzerine etkisi. Degerler ortalama *
SH’dir.
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lIl.2. Hipertiroidi Tanisi1 Almis Hastalarda Tedavi Oncesi ve Sonrasinda Elde

Edilen Verilerin Karsilastiriimasi

Calismaya hipertiroidi tanisi konmus yas ortalamasi 5312 olan 19 erkek hasta
gonulli olarak katilmistir. Tedavi sonrasinda takip edilen bu hastalardan 2’si ile
daha sonra baglanti kurulamamis, 1 vaka otiroidik duruma geldikten sonra
calismaya katilmak istememis, 1 vaka ise tedaviye heniz tiroid hormonlarinin
normale donusu ile cevap vermedigi icin 6tirodik gruba alinmamistir. Tedavi sonrasi
grupta 15 kisi bulunmaktadir. Hastalar tedavi baslangicindan sonra ortalama 5 ay

takip edilmiglerdir.

Hipertiroidi tanisi almig hastalarin tedavi oncesi ve sonrasinda elde edilen
verilerin eslestiriimis t-testi ile karsilastirimasi Tablo-2, 3, 4 ve 7’de gdrulmektedir.
Buna godre Tablo-2’de goéruldigi gibi tedavi sonrasinda serbest T, total Tj, serbest
T4, total T, degerleri tedavi 6ncesine gore anlamli olarak azalirken, TSH degerleri
ise yine anlamli olarak ylkselmistir (sirasiyla p=0001, p=0.003, p=0.008, p<0.001,
p=0.039).

Tablo-2: Hipertiroidik hastalarin tedavi 6ncesi ve sonrasinda serbest Ts, total Ts,
serbest Ty, total T4, TSH (ortalamaxSS)

Parametreler Tedavi 6ncesi P
(n=15) Tedavi sonrasi
(n=15)

Serbest T 6.42+2.44 3.41+0.62 0.001
(pg/ml)

Total T, 2.73+1.46 1.39+0.52 0.003
(ng/ml)

Serbest T, 3.49+1.83 1.21+0.57 0.008
(ng/dI)

Total T, 12.52+2.30 8.58+3.86 <0.001
(Hg/dI)

TSH 0.01+£0.008 2.39+4.05 0.039
(uIU/mlI)

*p, eslestiriimis t-testi anlamlilik derecesi
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Tablo-3: Hipertiroidik hastalarin tedavi dncesi ve sonrasinda serum MDA ve protein
karbonil miktari, plazma non-HDL oksidasyonu ve eritrosit SOD ve GPx aktiviteleri
(ortalamazSS)

Parametreler Tedavi 6ncesi P*

n=15

( ) Tedavi sonrasi

(n=15)
MDA 9.88+2.25 8.88+2.02 0.007
(nmol/ml)
Protein karbonil miktari 1.017+0.530 0.656+0.116 0.018
(nmol/mg protein)
Non-HDL oksidasyonu 70.06£11.22 67.39+12.41 0.045
(nmol MDA/
mg kolesterol)

SOD 1206.31+201.4 866.9+156.0 <0.001
(U/g Hb)
GPx 51.4916.40 46.68+5.49 0.031
(U/g Hb)

*p, eslestiriimis t-testi anlamhlik derecesi

Tablo-3’te goruldigia gibi serum MDA, protein karbonil miktari ve plazma non-
HDL fraksiyonun oksidasyona olan duyarliligi tedavi sonrasinda tedavi oncesine
g6re anlamli olarak azalmistir (sirasiyla p=0.007, p=0.018, p=0.045). Benzer sekilde
SOD ve GPx enzimlerinin aktiviteleri de tedavi sonrasinda dncesine gére anlaml

olarak azalmistir (sirasityla p<0.001 ve p=0.031).
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Tablo-4: Hipertiroidik hastalarin tedavi 6ncesi ve sonrasinda total protein, albumin,
globulin, total kolesterol, HDL kolesterol, LDL kolesterol, VLDL kolesterol ve
trigliserid miktarlar (ortalamazSS)

Parametre Tedavi 6ncesi pP*

(n=15) Tedavi sonrasi

(n=15)

Total protein 7.05+0.57 7.2310.36 A.D.**
(g/dl)
Albumin 4.43+0.24 4.55+0.28 A.D.
(9/dl)
Globulin 2.76+0.38 2.66+0.37 A.D.
(9/dl)
Total kolesterol 175141 205147 0.015
(mg/dl)
HDL kolesterol 41.518.7 5119 0.002
(mg/dl)
LDL kolesterol 105127 122451 A.D.
(mg/dl)
VLDL kolesterol 29.2+13.8 31.1£17 1 A.D.
(mg/dl)
Trigliserid 13571 155485 A.D.
(mg/dl)

* p, eslestirilmis t-testi anlamlilik derecesi
**A.D., Istatistiksel olarak anlam farki yok

Tablo-4’te gosterildigi gibi calismaya katillan géndlltlerin protein profillerinde

tedavi sonrasinda bir degisiklik izlienmezken, lipid profillerinde ise sadece kolesterol

ve HDL kolesterol duzeyleri anlamli olarak artmistir (sirasiyla p=0.015, p=0.002).
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Tablo-5: Hipertiroidili hastalarin tedavi 6ncesi elde edilen bazi parametreleri
arasindaki korelasyon bagintilari (n=19)

Parametreler r
P

Tirozin-Total T, 0.787 <0.01
Tirozin-Serbest T; 0.560 <0.05
Tirozin-SerbestT, 0.543 <0.05
MDA-Total T 0.774 <0.01
Total kolesterol-Total T, -0.563 <0.05
HDL kolesterol-Total T,4 -0.639 <0.05

r: Pearson’un korelasyon analizi ile saptanan korelasyon katsayisi
p: istatistiksel anlamlihk

Hipertiroidili hastalarda tedavi oncesinde c¢esitli parametrelerin iligkilerinin
incelenmesi amaciyla Pearson’un korelasyon analizi yapildi ve elde edilen sonuglar
Tablo-5'te verildi. Hipertiroidili hastalarin serum tirozin miktarlariyla tiroid hormonlari
arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif korelasyonlar oldugu saptandi. Yine ayni
hasta grubunda total T; ile MDA duzeyi arasinda (r=0.774, p<0.01) pozitif

korelasyon oldugu gosterildi.

Tablo-6: Hipertiroidi tanisi alan hastalarin tedavi sonrasi bazi parametreleri
arasindaki korelasyon bagintilari (n=15)

Parametreler r

P
TSH-Total T, -0.688 <0.01
TSH-Serbest T3 -0.639 <0.05
TSH-Total T, -0.883 <0.01
TSH-Serbest T, -0.543 <0.01
Total kolesterol-Total T4 -0.563 <0.05

r: Pearson’un korelasyon analizi ile saptanan korelasyon katsayisi
p: istatistiksel anlamlilik
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Tablo-6'da goruldugu gibi tedavi sonrasinda TSH duzeyi, total T3, serbest Ts,
total T, ve serbest T, dizeyi ile negatif korelasyon gdéstermektedir (sirasiyla r= -
0.688 p=<0.01, r=-0.639 p=<0.05, r=-0.883 p=<0.01, r=-0.543 p<0.01).

Tablo-7: Hipertiroidi tanisi almis hastalarin tedavi 6ncesi ve sonrasinda amino asit
miktarlari (ortalamaxSS)

Amino asit Tedavi dncesi p*
(HM) (n=15) Tedavi sonrasi

(n=15)
Taurin 97145 57120 0.014
Aspartik asit 3013 16+8 0.003
Treonin 99126 67117 0.003
Serin 137149 84123 0.004
Glutamik asit 86169 35129 0.015
Glutamin 388+140 321174 A.D. **
Glisin 198170 13539 0.012
Alanin 270199 190147 0.022
Sitrulin 26x14 218 A.D.
Valin 180439 119422 <0.001
Metionin 237 153 0.004
izoldsin 65+21 419 0.001
Losin 169161 104121 0.002
Tirozin 71x14 43+13 <0.001
Fenilalanin 87125 4915 <0.001

* p, eslestiriimis t-testi anlamhlik derecesi
**A.D., Istatistiksel olarak anlam farki yok

Tablo-7'de géruldiga gibi glutamik asit, glutamin ve sitrulin haricinde dlgllen
serum amino asit duzeyleri tedavi sonrasinda Oncesine goére anlamli olarak

azalmistir.
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TARTISMA VE SONUG

Gunumuzde bir cok hastaligin fizyopatolojisinde, oksidatif hasar ve antioksidan
savunma sistemlerinin roli Uzerinde durulmaktadir. Hemen hemen bitin tip
dergilerinde bu konuyla ilgili yayinlara rastlanmaktadir.

Alfa-tokoferol ve 17-B-0stradioliin antioksidan etkinlikleri hem in vivo hem de in
vitro ortamlarda gerceklestirilen calismalarla desteklenmektedir (39-41). Her iki
molekilin de yapisinda bulunan fonksiyonel fenolik hidroksil grubunun radikal
toplayicisi olarak davrandigini gésteren c¢alismalar bulunmaktadir (17, 22, 39-41).
Tirozin, T3 ve T, Un antioksidan etkinligi de in vitro ortamda ve in vivo ortami taklit
eden kosullarda gesitli arastirmacilar tarafindan incelenmistir (14-23, 42, 43). Ancak
a-tokoferol, 17-B-dstradiol, tirozin, Ts ve T,Un antioksidan kapasitelerini ayni
¢alismada inceleyen bir makaleye rastlanmamaktatir.

Biz bu ¢alismada a-tokoferol ve 17-B-0stradiol gibi yapisinda fenol halkasi igeren
tirozin ve onu yapi tasi olarak kullanarak sentezlenen tiroid hormonlarinin (T3 ve Ty)
antioksidan etkinliklerini in vitro kosullarda arastirmayi ve karsilastirmayi hedefledik.
Bu konuda yaptigimiz o6n c¢alismalar degerlendirildiginde, tirozinin 0-2 mM
araligindaki konsantrasyonlarinin, Tz, T, a-tokoferol ve 17-B-6stradiolin ise
tirozinden 1000 kat daha dugsuk konsantrasyon araligi olan 0-2 uM
konsantrasyonlarinin antioksidan etkinliginin incelenmesinin uygun oldugu sonucuna
vardik. Bu konuda yapilmis bazi c¢alismalar da benzer konsantrasyon araliklarini
kullanmiglardir (17, 19, 20, 22).

Lipid peroksidasyonunun metallerle (bakir ve demir) indiklenmesi, in vitro
ortamda antioksidanlarin lipidler Gzerine olan etkisini incelemek igin en sik kullanilan
yontemlerden biridir. Biz de c¢alismamizda lipid peroksidasyonunun bakirla
indiklendigi bir modeli uyguladik ve induksiyon ©6ncesinde ortama etkinligini
incelemek istedigimiz antioksidan maddeleri ekledik. inkiibasyonun baslangicinda

serum Orneklerinin MDA igeriklerinin birbirinden farksiz olmasi,
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farkh  konsantrasyonlarda eklenen bu antioksidanlarin, serum lipid
peroksidasyonunun baglangicina etki etmedigini gostermektedir.

Bakirla indUkledigimiz serum lipid peroksidasyonu Uzerine tirozinin etkisi Sekil-
7’de gorulmektedir. Tirozinin 0.25 ve 0.50 mM konsantrasyonlarinin, serum lipidlerini
peroksidasyondan koruma etkinlikleri birbirine yakin iken daha ylksek
konsantrasyonlari (1 ve 2 mM) serum lipidlerini korumada daha gugliddr. Tirozinin 2
mM  konsantrasyonunun en gucgli  etkinlik gdstermesi, tirozinin artan
konsantrasyonlarinin serum lipidlerini bakirla indiklenen peroksidasyondan
korumada daha gugcli oldugunu gdstermektedir.

Tirozinin LDL oksidasyonu Ulzerine etkisini inceleyen Exner ve ark. LDL’yi HOCI
ile indiklemeden dnce ortama son konsantrasyonu 0.25, 0.50, 0,75 ve 1 mM olan
tirozin c¢oOzeltisi eklemisler, sonugta 0.25 mM tirozinin lipid hidroperoksitlerin
meydana gelisini durduramadigini sadece sinirladidini, ancak daha yuksek tirozin
konsantrasyonlarinin ise lipid hidroperoksit olusumunu tamamen durdurdugunu
gostermislerdir (16). Bizim c¢alismamiz da tirozinin 1 mM ve Ustindeki
konsantrasyonlarinin bakirla induklenen lipid peroksidasyonu urind olan MDA
olusumunu belirli bir stire tamamen durdurdugunu ancak 0.5 mM ve altindaki tirozin
konsantrasyonlarinin MDA olugsumunu ancak azaltabildigini gostermekte ve Exner
ve ark. nin bulgularini desteklemektedir. Van Overveld ve ark. nin (42) seminal
plazmaya eklenen 1 mM tirozinin test edilen total antioksidan kapasite Uzerinde
oldukga glg¢li bir antioksidan etkisi oldugunu gdstermeleri de bizim ¢alismamizin
bulgulariyla paraleldir.

Kapiotis ve ark. nin (14) O,” [/ NO’araciligiyla indukledikleri LDL
oksidasyonunda ortama 6nceden 2 mM tirozin eklenmesinin, TBARS olusumunu
durdurulabildigini géstermeleri de bizim c¢alismamizda 1 ve 2 mM tirozinin serum
lipidlerinin peroksidasyonunu belirli sire durdurmasiyla uyumludur.

4’-hidroksi difenil eter yapisindaki T3 ve T, yapisal olarak birbirlerine benzemekle
birlikte, T3'ln distaki fenol halkasinda 5-C’da iyod vyerine hidrojen atomu
bulunmaktadir (Sekil-4).

T3'Un serum lipid peroksidasyonunu konsantrasyona bagimli olarak sinirladigi
Sekil-14’'te gorulmektedir. Oziol ve ark. 2 uyM T3'Un AAPH ile indiklenen LDL

oksidasyonunun gecikme zamanini (lag time) %50 geciktirdigini saptamislardir (22).
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Biz de vyaptigimiz deneylerde ayni konsantrasyonda Ts'Un serum lipid
peroksidasyonu driini olan MDA olusumunu farkl inkibasyon surelerinde %80 ile
%10 arasinda azalttigini gosterdik. Chomard ve ark. 0.25-3 yM araligindaki T,
konsantrasyonlarinin bakirla indiklenen LDL peroksidasyonu Uzerine etkisini
konjuge dien olusumunu takip ederek incelemigler ve 1 uyM T3'Un konjuge dien
olusumunu %50 azalttigini gdstermiglerdir (20). Hanna ve ark. 1.33 uM T3'Un bakir
araciligiyla indukledikleri LDL oksidasyon urlini olan TBARS miktarini, 24 saatlik
inkibasyon sonrasinda %50 azalttigini saptamislardir (19). Bizim de deney
kosullarimizda 1 yM T3’in MDA olusumunu farkli inkiibasyon dilimlerinde % 32’den
% 9a kadar azaltarak sinirlayabildini goéstermemiz, Chomard ve Hanna’nin

bulgulariyla desteklenmektedir.

Bizim g¢alismamizda T3'Un distk (0.25 ve 0.50 yM) konsantrasyonlari higbir
inkilbasyon aralidinda lipid peroksidasyonunu sinirlandiramayarak, kontrole ve
birbirlerine karsi antioksidan etkinlikte Ustunluk saglayamamiglardir. Bir ve 2 yM
konsantrasyonlar ise lipid peroksidasyonunu durduramamakla birlikte sinirlayici etki
gOstermislerdir. Bizim c¢alismamizin bulgulariyla paralel sonuglar elde eden hem
Oziol hem de Chomard, tiroid hormonlarinin bakirla indiklenen LDL oksidasyonunu
durduramadiklari ama konsantrasyona bagimli olarak sinirlayabildigi sonucuna
varmiglardir (20, 22).

Tiroksinin antioksidan 6zelligi oldugunu ilk olarak Suwa ve ark. énermigtir (43).
Bizim calismamizda T,Un 0.25-2 pyM konsantrasyon aralidinda bakirla indiklenen
lipid peroksidasyonuna olan etkisi Sekil-21°’de gértlmektedir. Sonuglarimiza gore
0.25 ve 050 pM T, konsantrasyonlarinin serum lipid peroksidasyonunu
sinirlandiramazken, Hanna ve ark. 0.243 pM T,Un hava ile indukledikleri LDL
oksidasyonunda TBARS olusumunu %50 azalttigini géstermislerdir (19). Hanna ve
arkadaslarina goére T, fizyolojik konsantrasyon araliginda, hava ile 6 saat indiklenen
LDL oksidasyonunun %50’sini durdurarak, aterogenez gibi bir olusumda antioksidan
olarak rol oynayabilmektedir. Bizim ¢alismamiz ile Hanna ve ark. nin ¢alismasinin
sonuglarindaki farklilik, érneklerdeki lipid igeriginin ve peroksidasyonu indukleme

yonteminin farkhgindan kaynaklaniyor olabilir.
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Diger taraftan, Hanna ve ark. 1.10 yM T,Un, bakir araciligiyla indiklenen LDL
oksidasyon Urunu olan TBARS miktarini, 24 saatlik inkiUbasyon sonrasinda, kontrole
gére % 50 azalttigini goéstermiglerdir (19). Biz de ¢alismamizda, T,Un 1 ve 2 yM
konsantrasyonlarinin, kontrole goére, inkibasyonun 30. ve 60. dakikalarinda MDA
olusumunu anlamli olarak azaltarak, serum lipidlerini bakirin okside edici etkisinden
korudugunu gosterdik. Bunlarin 1siginda, T,Un de T; gibi konsantrasyona bagh

olarak lipid peroksidasyonu uzerine koruyucu etkinlik gosterdigi sdylenebilir.

T3 ve T,Un antioksidan etkinlikleri karsilastirildiginda, hem bakirla (20) hem de
AAPH (22) ile indiklenen LDL oksidasyonunda T3'lin ayni konsantrasyondaki T,e
gbre daha uzun sire lipid peroksidasyonu urlnlerinin olusumunu sinirladigi
gOsterilmistir. Bizim bulgularimiz da bu arastirmacilarin bulgulariyla paraleldir: Bizim
calismamizda, T,0n 1 uM konsantrasyonu lipid peroksidasyonunun drini olan
TBARS olusumunu 60. dakikaya kadar sinirlarken, T5'Un ayni konsantrasyonunun
koruyucu etkisi 90. dakikaya kadar surmustir. Yine ayni sekilde T,0n 2 uM
konsantrasyonu TBARS olugsumunu 60. dakikaya kadar sinirlarken, Ts'Un ayni
konsantrasyonu daha uzun stre, 180. dakikaya kadar lipid peroksidasyonunu
sinirlayici etkisini korumay! basarmistir. Bu da ayni konsantrasyonda Ts'Un Tje
gbre daha guclu bir radikal toplayicisi olarak davrandigini géstermektedir. Bu
etkinlik farkinin nedeni, T5'Gn fenol halkasinin 5-C’'unda bulunan H"i vererek,
radikal toplayicisi olarak, ayni C’da iyot tasiyan T,e gore daha etkin davranmasi

olabilir.

Kadin seks hormonlari olan 6strojenlerin, dzellikle 173-6stradiolin antioksidan
etkinligi hem in vitro hem de in vivo ortamlarda bir¢ok arastirmaci tarafindan
incelenmis ve bu molekilin antioksidan etkinliginin varlid1 birbirinden farkl
konsantrasyon araliklarinda ve kosullarda gosterilmigtir  (44-48). Bizim
sonuglarimizda, 17B-6stradiolin antioksidan etkinliginin konsantrasyona bagli

oldugunu gostermektedir (Sekil-28).
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Calismamizda 17(3-6stradioliin test edilen 0.25, 050, 1 ve 2 uM
konsantrasyonlari MDA olusumunu kontrole gére 90. dakikada sirasiyla % 65, %81,
% 87 ve % 88 azaltirken, 1.5 saat sonra (180. dakikada) ise sirasiyla % 35, % 58,
% 74 ve% 80 azaltigini saptadik. Bu bulgu bize, inkiibasyon slresi uzadikga 17(3-
Ostradiolin  kullanilarak  baglangigtaki  antioksidan  etkinligini  vyitirdigini
goOstermektedir. LDL oksidasyonunu 2.5 yM bakirla indiikleyen Subbiah ve ark. nin
(46) 5 uM 17B-6stradioliin TBARS olusumunu 4 saatlik inkibasyon sonunda %50

azalttigini gdstermeleri bizim vardigimiz sonuglarla uyumludur.

TUum bu calismalarin aksine Zuckerman ve ark., 5 yM bakirla indiklenen LDL
oksidasyonu uzerine 5 uM 17(B-6stradiolin 5 saatlik inklbasyon siresi sonunda
antioksidan etkisinin olmadigini géstermiglerdir (48). Bu c¢alismada 17p-6stradiol
bizim ¢alismamizda oldugu gibi baslangigta etkin iken 5 saatin sonunda bu 6zelligini
kaybetmis  olabilir.  Ayrica  kullanilan  bakir  konsantrasyonunun  bizim
calismamizdakinden daha yuksek olmasi, lipid peroksidasyonunun daha kisa
surede hizlanmasina neden olarak, 17p-0stradiolin antioksidan etkinliginin hizla

tikenmesiyle sonuglanmis olabilir.

Bizim galismamizda 17(3-6stradiolun 250 nM konsantrasyonu 2 pM bakirla
induklenen serum lipid peroksidasyonunu sinirlayabilmigtir. Mooradian ve ark. nin
200 nM 17B-6stradioliin, AAPH ile indiklenen floresans kaybini, kontrole gore
anlamli olarak azaltigini géstermeleri ise bizim galismamizin sonucuyla uyumludur
(49).

Alfa-tokoferol (vitamin E) tek bir fenol halkasi igeren lipofilik bir bilesiktir ve direkt
antioksidan olarak davranir. Biyokimyasal olarak, vitamin E molekulu, diger fenoller
gibi, eslesmemis elektronu olan molekulleri (reaktif hidroksil radikali gibi) stabilize
etmek ve zararsiz hale getirmek icin proton verebilir. Denenen olasi antioksidan
molekaullerin radikal toplayicisi olarak davranabilme kapasiteleri, antioksidan etkinligi
pekcok calismada gdsterilen E vitaminiyle kiyaslanmaktadir. Biz de bu galismada,
bakirla induklenen lipid peroksidayonu Uzerine etkilerini ayri ayri inceledigimiz

tirozin, Ts, T4 ve 17B-0stradiolin etki
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glcunud birbirleriyle ve E vitaminiyle karsilastirdik. Olasi antioksidan gugclerini
degerlendirdigimiz molekillerin bakirla indUkledigimiz serum lipid peroksidasyonunu
sinirlamada etkinlik sirasini 173-6stradiol > T; > a-tokoferol > T, > tirozin olarak

saptadik.

Membran fosfolipid peroksidasyonuna antioksidanlarin etkinligini inceleyen
Sugioka ve ark. 1-4 uM a-tokoferoliin ayni konsantrasyonda 173-6stradiole gére 4
kat daha fazla koruma sagladigini gostermislerdir (50). Bizim calismamizda ise 17f3-
Ostradiol, bakirla indiklenen serum lipid peroksidasyonunu sinirlandirmada a-
tokoferole gore daha etkin davranmistir. Anabilim dalimiz laboratuvarlarinda yapilan
bir calismada da bizim sonuglarimizi destekleyecek sekilde egzersize bagl oksidan
hasarda 6stradiolin non-HDL kolesteroll oksidasyondan a-tokoferole gére daha iyi
koruma sagladigi gosterilmigtir (51). Yen ve ark. nin linoleik asit peroksidasyonunu
durdurmada 0.25 mM a-tokoferol’'in ayni konsantrasyondaki tirozinden daha etkin

oldugunu gostermig olmalari da bizim bulgularimizi desteklemektedir (17).

Deney kosullarimizda tirozin, T4, Ts, 17B-Ostradiol ve a-tokoferol'lin serum
protein karbonillenmesi Uzerine etkisi oldugunu gosteremedik ancak cesitli
molekullerin serum protein karbonillenmesi Gzerine olan etkisini in vitro kosullarda
inceleyen bir literatire de rastamadiimiz icin diger calismacilarin bulgulariyla
kiyaslayamamaktayiz. Bu molekillerin protein oksidasyonu uzerine olan etkileri

daha farkli kosullarda incelenebilir.

Tiroid hormonlari  biyokimyasal yapilari nedeniyle antioksidan olarak
davranirken, in vivo ortamda organizmanin oksijenli solunumunun mitokondride
artmasina neden olarak, serbest oksijen radikalleri olusumunu indirekt olarak
tetiklemektedir (52).

in vitro deney kosullarinda radikal toplayicisi olarak davrandigini gésterdigimiz
tirozin, T3 ve T,Un in vivo kosullardaki davranigini hipertiroidi tanisi almis hastalarda
incelerken, antioksidan oldugu gosterilmis Ostrojenin  konsantrasyonlarindaki

fizyolojik degiskenligin, inceledigimiz parametreler
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Uzerine olabilecek olasi etkisini dislamak amaciyla projenin in vivo basamagini
erkek hastalar dahil edildi.

Tirotoksikozis tedavisinde, tiroid hormonlarinin (sebest T3, total Ts, serbest Ty,
total T,) yukselen seviyeleri, sentez asamasini engelleyen propiltiourasil ve
metimazol gibi ilaclar kullanilarak normale déndurilebilir. Biz de ¢alismamiza katilan
hipertiroidik hastalarin tiroid hormonu seviyelerinin propiltiourasil tedavisi sonrasinda
Oncesine gobre anlamli olarak azalarak, normale déndiguni gdésterdik (Tablo-2).
Hipertiroidik durumda TSH seviyeleri neredeyse Ol¢iime limitinin altindayken, tedavi
sonrasinda beklendigi gibi anlaml olarak yulkselerek normal seviyesine ulasmistir
(p=0.039). Ayrica tedavi sonrasinda tiroid hormonlariyla TSH seviyelerinin arasinda
negatif korelasyon oldugunun saptanmasi, bu hormonlarin arasindaki dengeli iliskiyi
goOstermektedir (Tablo-6).

Tiroid hormonlari lipid metabolizmasini duzenler. Hipertiroidide kolesterol
atiliminin ve LDL’nin “turn over‘inin artisli, total ve LDL kolesteroliiniin azalmasiyla
sonuglanir. HDL kolesteroll ise azalir ya da etkilenmez (53). Biz de galismamizda
hipertiroidi tanisi almis hastalarda total kolesterolin ve HDL kolesterolinun tiroid
hormonu olan total T,’Un artigina bagh olarak azaldigini gdsterdik (sirasiyla r= -
0.663, p<0.05 ve r=-0.639, p<0.05) (Tablo-5).

Tiroid hormonlarinin, hedef dokularda belirli mitokondrial enzimleri indikleyerek
ve mitokondrial solunumu arttirarak bazal metabolik orani, Ozellikle oksidatif
metabolizmay! hizlandirdidi bilinmektedir (52, 54). Hipertiroidide meydana gelen
doku hasarinda reaktif oksijen tidrlerinin rol oynadigi varsayilmaktadir.
Tirotoksikozisle indiiklenen metabolizma hizindaki artig, serbest radikal araciligiyla
meydana gelen doku hasarini alevlendirmektedir (55, 56). Aerobik hicrelerde
superoksid ve hidrojen peroksid gibi reaktif oksijen tlrleri mitokondrideki oksidatif
metabolizmanin Grind olarak Gretilir (5). Bu radikaller organizmada lipidlere,
proteinlere ve DNA'ya saldirarak, dokularin hasara ugramasina neden olurlar.
Organizmanin  ugradigi  hasarin  gdstergeleri olarak c¢esitli parametreler
kullaniimaktadir. Lipid peroksidasyonu gostergesi olarak MDA ve plazma non-HDL

fraksiyonunun oksidasyona olan duyarlilidi,
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proteinlerin ugradiklari oksidasyonun gdstergesi olarak protein karbonil miktari
degerlendirilebilir. Yapilan c¢esitli calismalarda bu gdéstergelerin oksidatif stresin
arttigi durumlarda yukseldigi gosterilmistir (57-62). Biz de ¢alismamizda hipertiroidi
tanisi almis hastalarda tedavi 6ncesindeki MDA dizeyinin, non-HDL fraksiyonunun
oksidasyona olan duyarhliginin ve protein karbonil miktarinin tedavi sonrasina gore
daha yUksek oldugunu gdsterdik. Magsino ve ark 6tiroidik kisilere kisa sure (7 gin)
Tz vererek olusturduklari hipertiroidik durumda plazma MDA ve serum protein
karbonil miktarinda anlaml bir degisiklik saptamamiglardir (63). Biz ise daha uzun
sure tiroid hormonlarinin etkisinde kalan erkek hastalarda serum MDA miktariyla
total T seviyesi arasinda (r=0.774, p<0.01) pozitif korelasyon saptadik.

Tapia ve ark.nin siganlara Tz hormonu enjeksiyonuyla olusturduklari deneysel
hipertiroidide, karaciger dokusunda tedavinin 2. glininde TBARS olusumunun 3
katina ¢iktigini ancak ayni dokuda protein karbonil miktarinin daha sonra, 3. gun
maksimum %88 artis gosterdigini bildirmiglerdir. Lipidler ve proteinlerde
oksidasyonun olusum mekanizmasinin farkli yollaklardan gergeklesiyor olabilecegi
bildirilmigtir (64). Bizim calisamizda da serum MDA dizeyi, total T; ile daha iyi
derecede korelasyon gdstermistir (Tablo-5).

Vilcutta, serbet radikalleri ortamdan uzaklastiran ¢esitli savunma sistemleri
arasinda bulunan SOD ve GPx enzimleri 6nemli rol oynamaktadir (5).
Tirotoksikoziste de oksidatif stresin arttigi sigara kullaniminda ve agir egzersizde
oldugu gibi organizmayi savunmak igin bu enzimlerin aktivitelerinin arttigini gésteren
calismalar vardir (65-69). Bizim ¢alismamizda hipertiroidik durumda iken SOD ve
GPx aktivitelerindeki artis (Tablo-3), bu durumda artan ROT miktarina kargi gelisen
bir adaptasyon sonucu olabilir.

Diarra ve ark. bebeklik déneminde beyin gelisiminde dnemli rol oynayan tiroid
hormonlarinin degisimi ile plazma tirozin seviyesi arasindaki iliskiyi 14 gunluk
sicanlarda deneysel olarak hipertiroidi ve hipotiroidi olusturarak incelemislerdir.
Hipertiroidi olusturulan siganlarin plazma tirozin seviyesinin kontrole gére anlamli

olarak dusik oldugunu gostermiglerdir. Bunu, hipertiroidide
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tiroid hormonlarinin anabolik etkisinin, tirozinin hlcreye girisini ve kullanimini
arttirarak, plazma tirozin seviyesinde dismeye neden oldugu seklinde
yorumlamiglardir (70). Biz ise c¢alismamizda hipertiroidik olgularda serum tirozin
miktarinin, étiroidik durumdakine kiyasla anlamli olarak arttigini ve total T,, serbest
T4, serbest T; seviyeleriyle pozitif korelasyon gdsterdigini saptadik (Tablo-5, 7).
Diarra ve ark’'nin 14 glnlik bebek siganlarda, bizim ise erigkin hastalarda
¢alismamiz bu iki calismanin sonuglarindaki farklihdin nedeni olarak gdsterilebilir.

Tiroid hormonlari hem doku oksidatif stresinin hem de protein degradasyonunun
fizyolojik duzenleyicisidir (71). Bazi arastirmacilar, deneysel yolla sicanlarda
olusturduklari hipertiroidi tablosunda kas ve karacijerde protein degrasyonu
oldugunu gostermiglerdir (72-75). Tawa ve ark. tiroid hormonlarinin proteozom-
bagimli proteolitik yolu aktive ettigini gostermislerdir (76). Bizim calismamizda da
hipertiroidik durumda tirozin artisinin  yanisira diger serum amino asit
konsantrasyonlarinda gorulen anlamli yUkseklik artan protein yikkimina isaret
etmektedir (Tablo-7).

In vitro ve in vivo basamaklardan olugan bu c¢alismanin sonuglarina gore, hem
tiroid hormonlari hem de tirozin in vitro kosullarda konsantrasyona bagiml olarak
lipid peroksidasyonunu durdurarak lipidleri oksidasyondan koruyucu etkiye sahiptir.
T3'Un antioksidan etkinligi a-tokoferolden glgll, ancak 17p-6stradiolden zayif iken,
T,Un ve tirozinin etkileri hem 173-0stradiolden hem de a-tokoferolden daha zayiftir.
Diger taraftan tiroid hormonlari sahip olduklari hormonal etki ile oksijenli solunumu
uyarip, oksidasyonu induklemektedir ve in vitro sartlarda antioksidan etkinlikleri

gosterilen bu molekduller fizyolojik kosullarda bu oksidasyonu engelleyememektedir.
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