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OZET

Malarya, plasmodium parazitinin sebep @du enfeksiy6z parazitik bir
hastaliktir Hastalik tropikal ve subtropikal bolgelerde yaygrmihsanda sitmaya neden
olan Plasmodiumlarf.falciparum, P.vivax, P.ovalee P.malariaédir. Tum sitma
olgularinin % 95’inin nedenPlasmodium vivakr ve yoremizde de en yaygin olan
sitma nedenidir. Sitma, ancak ins&asmodiumve dki anofel Uclist bulundiunda
olusabilen ve akut atenobetleri ile bgayan bir parazit hastgidir. Sitma paraziti
insanlara dii Anofel sivrisineklerinin I1sirmasi ile gecmekte @tma epidemileri
gelismektedir. Sitma parazitinin saptanmasinda klasik atandart yontem kalin damla
kan preparatlarinin mikroskobik incelenmesidir. Buola birlikte sitma tanisi icin
mikroskobiye alternatif yontem olarak hizli sitraaittestleri gefitirilmi stir.

Sitma hastalarinda daha 6nce yapilan bilimsedmalarda, serumun/plazmanin,
eritrositlerin ve trombositlerin oksidatif-antiokisitif durumlari argtiriimistir. Sitma
hastalarinda I6kopeni'de godzlemlenmektedir. @asimizda sitma hastalarinda
gozlemlenen bu durumun I6kositlerin oksidatif giles ve apoptozisle ikisi
olabilecgini ©6ngorerek, oksidan - antioksidan parametreleei bunlarin l6kosit
sayllanyla ilgkilerini arastirdik.

Hasta kanlarindan Histopaque-1119 i&de ettgimiz |0kositlerin toplam
oksidatif ve antioksidatif durumlari RELAssay kitleri kullanilarak kolorimetrik bir
yontemle 6lcildi. Ayrica caspase 3 aktivitesi yiivari kitler (Sigm&) kullanilarak
tespit edildi. Elde edilen veriler SPSS11.5 istétiprogrami kullanilarak student t testi
ile analiz edildi. Ayrica parametreler arasi kosglan Pearson korelasyon testi ile
incelendi.

Elde ettgimiz bulgulara gore, sitma hastalarinin I6kositidd oksidan
parametreler yuksek, antioksidan parametrelgtikllbbulunmytur. Sitma hastalarinda
|6kosit sayilariyla, plazmanin oksidatif hasarinbsigren plazma malondialdehit
duzeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamliedigie negatif korelasyon saptagtmi
Apoptozisin bir gostergesi olan Caspase 3 enzinwitgddininde sitma hastalarinin
|6kositlerinde kontrol grubuna gore yuksek dgidubulunmytur. Elde edilen bu
bulgularla, konakginin sitma patojenine skaortaya koydgu durum, I6kopeninin
etyopathogeneziyle de ilgili olabilecek, immunokimsgl mekanizmalar hakkinda yeni
bilgiler Uretilmistir.

Bulgularimiz giginda, sitma hastalarinin |6kositlerinde oksidatiiresin
meydana gel@gini ve bununda sitma hastalarinda gorilen |6kopenin
etiyopatogenezinda rol oynayabilgog sdylemek mumkin gbézikmektedir.

Anahtar Kelimeler: Sitma, Oksidatif Stres, Antioksidan Seviye, Lokaipe

Vi



ABSTRACT

Malaria is a parasitic infectious disease causeBlagmodium. It is widespread
in tropical and subtropical regions. In humans maleé caused by P. falciparum, P.
malariae, P. ovale and P. vivax.. P. vivax is resgge for about 95% of all malaria
cases which is same in our region. Malaria is agpac disease which may occur only
in the presence of triad of human, Plasmodium, afemale Anopheles mosquito and
initiates with acute fever attacts. Malaria pamgransmites to the human by biting
female Anopheles mosquitos and malaria epidemiaslole. For diagnosis of malaria
parasite gold-standart method is the microscopmmexation of thick blood smear.
However, alternative methods for the microscopagdosis have been developed such
as rapid malaria diagnostics tests.

In many studies undertaken on malaria patientsabixie-antioxidative status of
plasma, erythrocytes and trombocytes have beerstige¢ed. There is leukocytopenia
in malaria patients. It has been proposed that lthikocytopenia may be related to
oxidative stres of leokocytes and apoptosiz andetbhee in this study oxidant-
antioxidant parameters and their relationship wabkocytes’ numbers have been
investigated.

Total oxidative and antioxidative status of leuki@syobtained with Histopaque-
1119 from their blood were measured by using REA&ay diagnostics with a
colorimetric method. Additionally caspase 3 aciest were measured using
commercially available kits (Sigma®). The data warelysed by using SPSS 11.5
statistics program with student t test and theeatation analyses were performed with
Pearson correlation test.

According to the findings in leukocytes of the pats oxidant parameters have
been found to be high, antioxidant parameters tdole There was a statistically
significant negative correlation between the legkec account and plasma
malondialdehyde levels which show oxidative damagehe patients with malaria.
Caspase 3 activities showing apoptosiz in leukacgtehe malaria patients were found
to be higher than those in leukocytes of the cdsitro

In the light of our findings it may be possible donclude that oxidative stres
occur in leukocytes of the patients with malariad ah may play a role in the
etiopthogenesiz of the leukocytopenia presenteasdlpatients.

Key words: Malaria, oxidative stres, antioxidant level, lepkaia
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1. GIRIS Abdullah TASKIN

1. GIRIS

Sitma (malarya) gunumizde bilinen en yaygin infgksi hastaliklarindan
biridir. Insanlik tarihi kadar bir gecgd sahip olan sitma tarih boyunca etkili qidu
toplumlarin gekmesini, sosyal ve ekonomik yapisini olumsuekilde etkilemgtir.
Sitma gekmekte olan Ulkelerde yilda 200 milyon morbititeye 1.5-3 milyon
mortaliteye yol agmaktadir (1,2). OlimleringgoSahra Alti Afrika da (Afrika kitasinin,
Sahra'nin guneyinde kalan kismini veya tamamineiglan Afrika tlkelerini ifade eden
cografya terimdir.) gortlmekte olup 6lenlerin @mlugunu bg yasin altindaki ¢ocuklar
ve gebe kadinlar ofturmaktadir (3-4). Dunya §hk Orgutu verilerine gore, Turkiye
sitmanin endemik oldw ulkeler arasinda yer almaktadir. Turkiye nifusuft 23’0
sitmanin endemik oldgw bolgelerde ygamakta olup 1996-2000 yillar arasinda yilda
yaklasik 33000P.vivax ve 10-20P. falciparumttrd bildiriimektedir (5). Turkiye'de ve

Dunyadaki sitma vakalarinin tamamina yakinindaretdan turP.vivax'tir (~%2100)
(6).

Insanda hastalik ajturan dortPlasmodiumtiirii icin insan hem ara konak hem
de rezervuar konaktir. Hem son konak hem de veki8gi sporogoni evresini
tamamladgl disi Anophelessivrisinekleridir. Dgi anofel insan kanini emdikten sonra
yumurtlamaya bgamaktadir. Insanda sitmaya sebep olan Rlazmodium tiiri;
P.falciparum P.vivax P.ovaleve P.malariaedir. P.falciparum genel olarak tropikal
bdlgelerde gordltr. Morbitide ve mortalite yonindsm &ir sitma tablosunu ofturur.
Her yataki eritrosite girebildii icin parazitemi dizeyi %5-60 arasindazgenektedir.
P.vivax dinyada en gepiyayilim gosteren tropikal, subtropikal ve ilimadldelerde

yaygindir. Morbitide ve mortalite yonundéhfalciparuna goére daha hafiftir.vivax

1



1. GIRIS Abdullah TASKIN

retikulositleri ve en genc eritrositleri istila dalelikleri igin %1-3 arasinda gesen
parazitemi duzeyleri okiurmaktadir. P.ovale Bati Afrika ve bazi Glney Pasifik
adalarinda gorular, parazitemi dizeyi %2'gm@amaktadir.P.malariaé nin dasilimi
sporodiktir. En ysli eritrositleri enfekte edebildi icin parazitemi dizeyi %1’

gecmemektedir.

Sitma, yg, cins, itk ayirimi yapmayan ve duyarl olan herketkileyen bir
hastaliktir. Yapilan calmalar; sitmanin beyinde nekrozlara, élimcul kanaraalair
hemoliz sonucu anemilere, trombositopeniye, hepat@iye, splenomegaliye,
hepatosplenomegaliye, hemoglobiniriye ve bobrek mgeligine yol actgini
gostermektedir.

Sitma hastaginda konakginin patojene kawortaya koydgu immunokimyasal
mekanizmalar henlz yeterince aydinlatilabjindesildir (7,8). Sitma hastalarinda
oksidanlar artarken antioksidanlar azalmakta vedait$ stres indeksi yukselmektedir
(9). Bu durum oksidan—antioksidan dizen homeostazisoksidanlar tarafina
kaymasina yol acmaktadir (10pimdiye kadar yapilan sitma ile ilgili bilimsel
calismalarda, serumun/plazmanin, eritrositlerin ve trositterin oksidatif durumlari
arggtinldi ve olgulen oksidatif hasar diizeyleriyle tegsit ve trombositlerin sayilari
arasindaki igkileri saptanmgtir (11,12). Ancak sitma hastalarinda |6kositlaitgli
yeterince argtirma yapiimamgtir. Sitma hastalarinda Iokosit sayisismigktedir (13),
fakat bu l6kopeninin nedeni ve mekanizmasi yeterimydinlatilabilmi degildir.
Sitmada l6kopeninin oksidatif stresleskiisi var mi veya yok myimdiye kadar hi¢
argtinlmamstir. Bu calgmadaki amacimiz sitma hastalarinda l6kositlerinidaiti-
antioksidatif durumunu agarmak ve bunun lI6kopeni ile gkisini dezerlendirmektir.



2. GENEL BILGILER Abdullah TA SKIN

2. GENEL BILGILER

2.1. Sitma

2.1.1. Tanim

Sitma; Anofel cinsi di sivrisineklerin 1sirmasiyla insana bgdan Plasmodium
turlerinin parazitlgi ile olusan, Plasmodiumtiriine gore; désen araliklarla gelen
titreme ve atgndbetleri ile bglayip, terleme ile sonlanan nébetlerle seyredekmrager
anemi, splenomegali, hepatomegali ile karakteriam @e i¢ organlarda bir pigmentin
birikmesi ile ortaya ¢cikan Malarya, Paludisma, R#anit atg, Paludismus, Marsh
miasma olarak da bilinen bir infeksiyon hastelir (14).

Sitma ilk olarak Hipokrat tarafindan tanimlagtm Hastalik ayrica Romen
atesi, Chagies atg gibi adlarla da anilmtir. Sitma (mal-aria, kotl hava) ismi eskiden
Roma civarinda ¢ok sayida olan batakliklardan ci@i hava anlamina gelmektedir
ve sitmanin bu kotd havanin solunmasi ilestoigu distincesiyle ortaya cikml
Italyanca'dan turetilngibir kelimedir (15,16).

2.1.2. Tarihge

Sitma; tarihte bilinen en eski ve en ¢ok olime nedlan hastaliklardan biridir.
Bu yuzden, tarihte adindan sikga s0z edilmekteSlitmanin tarihi ¢ok eski olup,

jeolojik yapilarda gorulen sivrisinek fosilleri veeski kavimlerin yazilarinin
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arsstirlmasinda varfii gozlenmstir. Cok eski ¢glardan beri bilinen bir hastalik olup,
Eski Misirhlar tarafindan olgu bildirimleri yapilgtir. Sitma, dinya tarihine ger
infeksiyonlara oranla daha fazla damgasini vygrnhir hastaliktir. Sawdarin
sonuclarina, nufuslarin gemesine, dinyadaki farkli Glkelerin buylimelerine ve
gelismelerine etki etnstir (17). Sitma insanlik tarihinin ilk yazili kajatinda yer alan
hastaliklardan biridir. Hintli ve Misirli doktorlayaklaik 3500 yil kadar dnce sitmanin
belirtilerini tanimlamglardir. Misirlilar, hastalikla igkili olarak sivrisineklerin énemini
kavramslardir (18). Sitmanin Mezopotamya, Eti ve Grek ulgeni coktiren en
onemli etmen oldgu kabul edilmektedir. Hipokrat her giin gelen, tGg¢une dordincu
gln gelen atgeri tarif etmgtir. Jacquier, 1743'de sitma icin malaria (kotu dazadini
kullanmsg ve atgli hastaliklarin batakliklardan yikselen koti hawasolunmasi ile
olustugunu ortaya atmtir. Giovani Maria Lancisi, 1707'de sivrisineklersokarak,
Isirarak kotu etkenleri kanimiza enjekte edereknayt bulgtirdigini, Juan Lopez
adinda bir Cizvit papazi da, kinakinanin sitmavesgade etkili oldgunu bildirmitir
(19).

1880 yilinda Laveran adinda bir Fransiz doktor, défa gk mikroskobu
kullanarak sitmali hastalarin kan 6rneklerinde mitlsaptamy ve 1907 yilinda Nobel
Tip 6dulint kazanngir. Daha sonra bu drnekleri metilen mavisi ile &y ama
memnun edici bir sonu¢ alamagtm (20). Laveran, bu bulgusunu 23 Kasim 1880'de
Paris'teki Académie de Medicini toplantisinda bitds ve bu parazite o zamanlar
Oscillaria malariae adini vergtir. Meckel, 1847'de yuvarlak veyg seklinde ve icinde
dizensiz boya taneleri bulunan protoplazma kitlelegérmis, Francis Delafield,
1872'de sitmada en sabit bulgunun kanda kara vegazk ufak boya parcaciklarinin
bulunmasinin oldgunu bildirmitir (16). St.Petersburg'da Dimitri Romanowsky, 1891
yilinda eozin Y ve metilen mavisini kairarak infekte eritrositlerde parazitin
sitoplazmasinin mavi ve kromatin yapisinin kirnmenkte boyangini gozlemlemgtir
(20).

Marchiafava ve Agelo Celi, parazit®lasmodium adini vermgler, Alber
Freeman, 1882'de sitmanin insanlara sivrisinekisskmasi ile bukdigini bildirmistir.
Camillo Golgi, 1886'da eritrositler icindekizogoniyi tarif ederek sitma ndbetlerinin
merozoitlerin kana dokulmesgamasinda meydana geduti, giin giri ve U¢ gunde bir

gelen iki c¢git sitma hastaginin bulundgunu gostermiir. Bu hastalga neden olan
4
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etkenlere sirasiyla 1889'da Plasmodium var. textiga 1890'daPlasmodiumvar.
quartanaadlarini vermgtir. Fritz Richard Schaudinn, 1902'de sporozoitiestosrudan
dogruya eritrositlere girdiini gordgini bildirmitir. Fakat zamanla bunun gilugu
Uzerinde kgkular olismus ve 1948'de karagerde bir eritrosit Gnceskizogoni

doneminin oldgu ispat edilmgtir (16).

Ulkemizde ilk ele alinan buyik gak problemi sitmadir. 192%ubat ayinda
Ankara'da, Mayis ayinda Adana'’da ve Temmuz ayinda Aydin'da, istanbul
Bakteriyoloji hanesinde yatirilen elemanlarla sitma sayacalsmalari balamistir. 26
Mayis 1926'da "Etibbanin sitma enstitilerinde stagburiyeti hakkinda kanun" ve 13
Mayis 1926'da "Sitma Miucadelesi Kanunu" yayinlatumi 1957 yilindan itibaren
Dunya Salk Orgiti ve UNICEF ile yapilanshirligi ile Glkemizden sitmanin
eradikasyonu caimalarina bglaniimistir (16). Tum bu eradikasyon cahalarina ve
argtirmalara rgmen sitma paraziti ve sivrisinek giinimiize kadasigitten pek bigey
kaybetmeden gelmeyi karmstir.

2.1.3. Etyoloji

Sitma parazitinin gi anofeldeki geme evresine sporogoni, insandaki gake
evrelerinesizogoni veya merogoni adi verilmektedir.sDanofel sitmali insanin kanini
emerken parazitli eritrositlerle birlikte gamettesit de almaktadirinsandaki eritrositik
sizogoni evresinin asekslel ggtie Urind olan eritrositik merozoitler anofelin snd
sisteminde eritrositlerle birlikte yikilip sindimlekte, insandaki seksilel getienin
arint olan makro (i) ve mikro (erkek) gametositler ise gelieye balamaktadir. Dyi
anofelde gecen ve gametogoni adi verilen bu smeli doneminin sonunda
makrogametositten makrogamet, mikrogametositten  ragdmet adinda
makrogametositten daha kicuk ince uzun hareke8i ®ikrogamet olgmaktadir.
Haploid mikrogametlerden birisinin haploid makrogaisivrisingin orta b&irsazinda
dollenmesi ile olgan diploid zigot, hareketlenmekte ve ookinet acdlmaktadir. Orta
bagirsazin epitel hicreleri arasindan gegcen ookinet epliéelamina elastica arasina
yerlesmekte, hareketlerini yitirmekte, etrafi gohokusu ile ¢evrilmekte ve ookist adini
almaktadir. Ookistin icinde sporogonistemakta, 6nce kromatin gdarak, parcalara

ayrilmakta, bu parcalari bolinen sitoplazma cewralekte ve boylece ici binlerce
5
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haploid sporozoit tasgaile dolu sporokist olgmaktadir. Bir &§i anofelde, dy kosullara
gore 7-21 gun arasindagigebilen, ortalama 10 giin siren sporogoni evresi retau
icleri binlerce haploid olgun sporozoit ile dolu-20 sporont olgmaktadir. Sporontlarin
patlamasi ile onbinlerce sporozoit vicutsloguna dokulmekte kendi hareketleri ile
hemolenfa icinde olarak, anofelin yumurtaliklagiddaki bitlin organlarina yglaakta,
en blyuk ygunlugu ise tukuruk bezleri ve kanallarinda glumaktadir (21-22).
Sporogoninin tamamlanmasi ile enfeksiyonu yaymagarhhale gelen gii anofel kan
emme sirasinda, anestetik ve antikoagulan etkiygp $akrisl ile birlikte sporozoitleri
insanin derisi altina vermekte, bygekilde sitma etkenlerini gm insana
bulsgtirmaktadir (23).

Cevre isisinin 16-33°C arasinda, nem oraninin d&'ifo@istinde olmasi,
sporogoni icin en uygun c¢evre skdlarini olwturmaktadir. %45'in altindaki nem orani
anofelin ygam suresini kisaltmakta; 16°C'nin altindaki 1sidasgorogoni durmaktadir.
Cevre I1sisinin ve neminin sporogoniye etkileri bakidan plazmodyum tirleri arasinda
farkhhklar vardir. Orngin 20°C ve altindaki 1sI ve %65'in altindaki nenammnda
P.falciparum sporogonisi dururkerP.vivax sporogonisi 16°C altindaki cevre IsisI ve
%45'in altindaki nem oranlarinda durmaktadir. BdemeP.falciparumsitmasi ygun
olarak tropikal iklimlerde goralurken,P.vivax sitmasi ihman iklimlerde de
gorulmektedir (22,23).

Sitma parazitlerinin insandaki gghe evresinesizogoni veya merogoni adi
verilmektedir. Deneyler, deri altina verilen ve laidolgima giren sporozoitlerin 12
saat icinde kandan kaybolduklarini gostatmiHareketli olan bu parazitler ya fagosite
edilmekte ya da karager parankima hiicrelerine girerek aseksiel ekzoesiiik veya
hepatiksizogoni evresini bdatmaktadir. Bu evreye preeritrosigkzogoni veya birinci

dokusizogonisi adi da verilmektedir (23).

Karacger parankima hicrelerine girebileP.falciparum ve P.malariae
sporozoitlerinin hepsi ortalama 10 gunlik hepatikogoni evresini tamamladiklari
halde, P.vivax ve P.ovale sporozoitlerinin bir kismi gelmeden, canli ve hareketsiz
halde kalmaktadir. Hipnozoit adi verilen bu uyuysarazitler, 1-11 ay, bazen 3-5 vyl
sonra gekierek sitmanin yinelenmesine yol acabilmektedir.(23)
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Plazmodyum tirleri arasinda bireysel farkhliklarulinmakla birlikte,
ekzoeritrositik sizogoni ortalama 10 gin surmektedir. Bu sureninusda her birisi
binlerce hepatik merozoitle (2.000-40.000) doluldrice hepatiksizont oluismaktadir.
Olgun sizontlarin patlamalari, icinde bulunduklari hepétesn de 6lmelerine neden
olmakta, cevreye yayilan hareketli hepatik merdepitdolggima ge¢cmektedir. Kana
gecen serbest hepatik merozoitler ya eritrositipneekte ya da fagosite edilmektedir.
Deneyler merozoitlerin 30 saniye icindesl@ndiklarini eritrositlere girebildiklerini gos-
termektedir (24,25).

Eritrositlere  giren hepatik merozoitler eritrositiksizogoni  evresini
baslatmaktadir. Sitma hastginin klinik tablosundan sorumlu olan bu evReyivax
P.ovaleve benignP.falciparumsitmalarinda 48 saat, malighfalciparumsitmasinda
24-36 saatP.malariae sitmasinda ise 72 saat surmektedir. Busgadhin sonunda
olusan olgun eritrositik sizont, plazmodyum turine gore gsmek Uzere, 6-36
eritrositik merozoit icermektedir (23,25).

Olgun eritrositiksizontlari tglyan enfekte eritrositler, hemoglobinleri parazitle
tarafindan kullanild icin, boyanmy preparatlarda soluk vgskin olarak gorinarler.
Sizontlarin patlamalar ve eritrositlerin yirtilmalasonucu kana dokulen eritrositik
merozoitlerin bir bélimu fagosite edilirken bir BédU de yeni eritrositlere girerek yeni
bir eritrositik sizogoni evresini bgdatmaktadir. Bu evre intraeritrositgizogoni evresi

olarak ta adlandiriimaktadir (25).

Eritrositik sizogoni sonunda olgun eritrositgizontlarin patlamalari eangicta
senkronize olmamakla birlikteR.falciparum disindaki sitma parazitlerinde 1-3 hafta
icinde senkronize hale gelmektedir. Togizont ripturd, ya atgn titreme ile yikselme
anina, ya da bunun hemen 6ncesine rastlamaktasin Aol terle dgmesi ise, serbest
merozoitlerin ya fagosite edilerek ya da yeni esillere girerek kandan

temizlendiklerini saret etmektedir (23,26).

Merozoitlerin eritrositlere girebilmeleri gadiklari parazit antijenleri, aradaki
baglanma molekulleri ve eritrositlerin ylzey reseptdriarasindaki kagik etkilesimlere
baghdir. Bu etkilgimlerde eritrosit yainin, taidigi hemoglobinin niteliklerinin,

eritrosit enzimlerinin ve ortamdaki oksijengunlugunun da katkilari vardir.
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Eritrositik sizogoni ilk 1-2 hafta aseksuel olarak sirmekte enej olarak
dizensiz seyreden sitma nobetlerinistlumaktadir. Daha sonra bir kisim eritrositik
merozoitler aseksiel eritrositikizogoniyi surdurirken, bir kismi da erkek vesidi
gametositleri olgturmak icin kemik ilginde tutulmaktadir. Gametositogoni adi verilen
ve siresi plazmodyum turine goregiden bu evrenin sonunda eritrositlerin iginde
haploid gametositler ofmakta, arkasindan olgun gametositlegiytan eritrositler yine
cevresel kana ge¢cmektedir (21,26).

P.falcipariungametositogonisi 9 gin sirmekte, gametositlerregat kanda 23
hafta ygamaktadir. Buna kahk P.vivaxin gametositogonisi 36 saat surmekte,
gametositleri cevresel kanda 2-3 gunsamaaktadir. Gametositler sivrisinekteki
sporogoni evresini Btabilmekte, ancak insandaki sitma tablosunda rol
oynamamaktadir. P.falciparum sitmasinda gametositogonin aseksiel eritrositik
sizogoninin balangicindan birka¢ hafta sonrager sitma parazitlerinde ise eritrositik
sizogoni ile birlikte balayabildigi yazilmaktadir (21,23).

Hepatik Sizogoni yalnizca enfekte di anofelin bulatirdigi sporozoitler
tarafindan bgatilmakta, olgun hepatikizontlarin patlayip hepatik merozoitlerin kana
dokulmesi ile sona ermektedir. Hepatik merozoi#etrositik sizogoniden, eritrositik
merozoitler ise sitma hast@indan ve gametositogoniden sorumludurlar. Hepaéik v
eritrositik merozoitler hepatositlere giremezlerhepatiksizogoniyi bglatamazlar (27).

2.1.4. Sitma Vektorleri

Sitmay bulatiran vektor, parazitin sporogoni evresini tamangdadnopheles
cinsinden dji sivrisineklerdir. Bunlarin yerytzinde 450 kadérit bulunmakta, 80
kadari da sitmanin bylamasinda etkili olmaktadir (28).

Sitma vektori olan gii anofel insan kanini emdikten sonra yumurtlamaya
baslamaktadir. Dollenngi yumurtalarini tek tek veya kicik gruplar halindegiin, tatl
sularin yuzeyine birakmakta; bir defada 300-500 yiianyapabilmektedir (28). Su isisi
uygun (24°C-27°C) ve cevre gdlarn elvergli ise 3-4 gin sonra yumurtalardan 1 mm
boyunda larvalar ¢cikmaktadir (28).
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2.1.5. Sitma Etkenleri

Insan sitmasina sebep olan 4 etkéhfalciparum P.vivax P.ovale ve
P.malariaedir. P. Falciparum morbidite ve mortalite yoninden e@iasitma tablosunu
olusturmaktadir. Giemza ile boyangnpreparatlarda, eritrositlerin icinde kahverengi-
siyah boyanngi tanecikler gérulmekte, bunlara Maurer cisimcikladi verilmektedir.
Parazitin olgun hepatikizontunda 30.000-40.000 hepatik merozoit, olgunrasitik
sizontunda ise, 8-24 eritrositik merozoit bulunal@ktedir. Ara sekilleri ve olgun
sizontlari tgiyan eritrositler, eritrositilsizogoninin ilk 24 saatinden sonra sitoplazmik
membranlarinda ofan ve parazit antijenleri sergileyen yumrular drgcile desisik
baglayici ara proteinleri kullanarak, mikro sirkiilasygia kapiller ve postkapiller venul
endotel hicrelerinin  dgsik ylzey reseptorlerine yagnaktadir. Boylece kan
dolasimindan uzaklgan enfekte eritrositler, hem (Retiklloendoteliy@t&m) RES’ de
yikilmaktan kurtulmakta hem de gghelerini tamamlamaktadir (29,30).

Eseysiz eritrositiksizogoni bir stire devam ettikten sonra, kemigirde tutulan
bir kisim parazitli eritrositlerde gametositogomggimi baslamakta, haploid mikro ve
makro gametositler ofturulmaktadir. Ortalama 9 giin siren bu ge&nin ardindan,
eritrositlerin icinde yine dokma giren gametositler cevresel kanda 2-3 hafta
yasamaktadir (24,31).

P. vivax morbiditesi daha hafif, mortalitesi dahastk benign tersiyana tipinde
sitma tablosu okiurmaktadir. Hepatilgizogoniye uyan kulucka donemi ortalama 14
gin olmakla birlikte, 8-27 gin arasindaggebilmektedir. Hepatositleri istila eden
sporozoitlerin bir bolimua hepatiizogoni evresini tamamlayip, her birisi 10.000 kada
hepatik merozoit iceren olgun hepatizontlari olwtururken, dger boélimu de gedt
meden sessiz fakat canl halde kalmakta ve hiph@@bni almaktadir. Kana dokulen
hepatik merozoitler eritrositiksizogoni sonunda sitma hasgha yol acarken,
cogunlukla 1-11 ay seyrek olarak 15 yil sonra gek gosterebilen hipnozoitler,
sekonder hepatik veya sekonder ekzoeritrositdogoniyi bglatabilmekte, boéylece

hastalgin yinelenmesine neden olabilmektedir (32,33).

Hepatik merozoitler kana dokilince retikilositheei en genc eritrositleri istila

edebildikleri igin, parazitemi duizeyleri %1-3 arada dgismektedir. Retikulosit oranini

9
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yukselten hemoliz, kanama gibi olaylar, parazitetiizeyini de yukseltebilmektedir
(33).

P.vivax’'in 48 saatte tamamlanan eritrositizogoni evresinin sonunda olgun
eritrositik sizontlar olymaktadir. Her olgursizont ortalama 14 eritrositik merozoit
icermekte, bu sayi 8-27 arasindagidebilmektedir. Baglangicta senkronize olmayan
eritrositik sizont rupturleri 1-2 haftada senkronize hale gelimeke dizenli sitma
nobetlerini olgturmaktadir. Bu nobetler sirasinda Giemza ile bayak incelenen
cevresel kan preperatlarinda, enfekte eritrositlezinde gortlen eozinofilik boyangi

olusumlara Schuffner tanecikleri adi verilmektedir &3,

P. vivax ile enfekte olan eritrositlerin sitoplazmik memuliegrinda yumrular

olusmadgi icin, bunlar kapiller sistemde endoteleslamarak sekestre olmamaktadir.

Bu nedenleP.vivaxin geng¢ halkadan olgun eritrositikizonta kadar butin

gelismesekilleri ve gametositleri ¢cevresel kanda bir argdailebilmektedir.

P. ovale sahra alti Afrika'nin orta ve bati bolgelerin®e Vivaxin yerini
almistir. Duffy kan grubu A ve B reseptorlerinistenayan eritrositlere girebilmes®.
Vivaxtan farkli yanini olgturmaktadir. Benign tersiyana tipinde sitma tablolsgturan
P.ovaleen genc eritrositlere girebilgli icin, parazitemi duzeyi %2'yissnamaktadir.
P.ovale sporozoitlerinin de bir bolimi hepatositlerin @& gelsmeden hipnozoit
halinde kalabilmekte bu hipnozoitler hastath aylar veya yillar sonra yinelemesine
neden olabilmektedir (34).

P.ovalenin enfekte etfii eritrositler parazit proteinleri sergileyen yurtau
olusturmadiklari igin, kapiller alanda endotele tutwkasekestre olmazlar. Bu nedenle
eritrositik sizogoninin bdtin evreleri ve gametositler, cevredelnda birlikte
gorulebilmektedir. Endemik bélgelerde surekli otuiasanlar, 3-5 yil icindel.ovale

sitmasina kar hiimoral ve hicresel pgiklik kazanmaktadir.

P. malariag orta ve bati Afrika'da biraz daha sik olmaklalikie, tropikal
bdlgelerin timiinde seyrek olarak gortulmektedir. &ttdyi 72 saat ara ile yineleyen iyi
gidisli kuartana tipinde sitma tablosu giuran bir malarya parazitidir. En gla
eritrositleri enfekte edebildi icin, parazitemi dizeyi %1’i gecmemektedir. Kukag

donemine uyan hepatifizogoni evresi ortalama 20 gun strmekle birlikte306gin
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arasinda dasebilmektedir. Bu parazitin hepatgizontu 2000 kadar hepatik merozoit
icermektedir (34,23).

P.malariaénin  sporozoitleri  hipnozoit okiurmadiklari i¢in, sekonder
ekzoeritrositiksizogoni evreleri yoktur; buna Bh yineleme goérilmemektedir. 72 saat
suren eritrositiksizogoni evresinin sonunda gan olgun eritrositiksizont ortalama 8

eritrositik merozoit tsaamakta, ancak bu sayi 6-12 arasindg ggbilmektedir.

2.1.6. Epidemiyoloji

Insanlarda hastalik yapan d&asmodiumtiirindenP.vivaxve P. falciparum
sitma infeksiyonlarinin %95’'den, 0zellikl®.vivaxin tim sitma infeksiyonlarinin
%80’den sorumludurP.vivax diinyada gegibir yayilim gdsterir; tropikal, subtropikal
ve 1hman bdlgelerdeP.falciparum ise genel olarak tropikal bdélgelerde go6rulir.
P.malariaeénin dasilimi sporodiktir. P.ovaleise daha cok Bati Afrika ve bazi Glney

Pasifik adalarinda goralur (17).

Genel olarak sitma, yacins, irk ayirimi yapmayan ve duyarli olan herketan
bir hastaliktir. AncakP.ovaléye kari yalnizca Bati Afrika ve Pasifik yerlileri duyarli
olup diger irklarin bu tire kar dogal direnci oldgu bilinmektedir. Afrika yerlileri,
diger irklara oranlaP.falciparuma daha duyarlidir ancakP.vivaxa karl daha
direnclidir. Iimmiin sistemi bozuk olan giier kétii prognoz acisindan ensta gelen
riskli grubu olgturmaktadir. Bunlari gcocuklar ve gebeler izlemektétbd).

Sitma, 64. kuzey ve 32. guney enlemleri arasindafeierin Ureyebildii her
bolgede gorulebilmekle beraber, epidemik olarak adafok tropik ve suptropik
bdlgelerde goralar. Sitmanin  Epidemik ogdu boélgeler Sekil-1'deki harita da
gosterilmitir. Herhangi bir bélgede sitmanin yed®ilmesi icin, o bolgede sadece
sitmali kgilerin ve anofelin bulunmasi yetmez, o bélgedekakhgin yilin en azindan
belli kisminda 15°C’nin Uzerinde seyretmesi gerekitinkl parazit, bu sicagin
altinda anofelin viicudundaki evrimini tamamlayan(@Z). Deniz seviyesinden 2600—
2800 metreden daha yiiksek olan yerlerdesbgidatilmez. Tropikal bolgelerde sitmanin
aylara ve mevsimlere gaimi esit sekilde olur ve olgularin aylara, mevsimlerezdemi

esittir. Buna kasilik subtropikal bélgelerde bujasadece yaz aylarinda gerceakie
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Sasuk mevsimlerde hem parazit sporogoni evresini talagamaz hem de sivrisinek
Kis uykusuna yatar. Bunun sonucu olarak olgu saysiaydarinda artar, kiaylarinda

ise azalir (19).

Sekil 1 Plasmodimlarin diinya tizerindeki yayilisi (36).

Koyu kisimlarplasmodiuritarin yogun olduysu bdélgelerdir.

Insanda hastalik ajturan dortPlasmodiumtiirii icin insan hem ara konak hem
de rezervuar konaktir. Hem son konak hem de vektigl disi Anopheles
sivrisinekleridir. Yurdumuzda sitma vektoglii yoninden en énemli Anopheles tirleri
A.sacharovi ve A.superpictuslur. Plasmodium turleri, insanlara di anofel kan
emerken bulgtigi gibi kan ve doku nakli, konjenital ve kontamin@&jektorlerin
kullaniimasi ile de bukabilir. Gebelik esnasinda sitma geciren kadinlgaklasik
%1'nin bebeklerinde konjenital sitma gortlmekte(86,37). Bebeklerde sitma daha
agir seyretmektedir. Bebeklerde sitma gorulmesi, lsioryilda yerli bulgin oldusuna
kesin kanit tegkil etmesi acgisindan onemlidir. Bireyler arasindékiklilik agisindan
bakildginda, immun sistemi zayif olansker, GGPDH enzim eksikii ve Akdeniz

anemisi olanlar sitmay! dahgiagecirmektedirler (19,37).

2.1.7. Patogenezi

Sitma hastafinda patogenezin temelini: 1. Parazitlerin erittesi istila
etmeleri, 2. Endotel gozelerine ygpalari, 3. Rozet formlarini ojturmalari, 4.

Paroksimalsizont ruptird ve bunaskk eden proenflamatuvar sitokinlerin salinmasi
12
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olusturmaktadir. Klinikteki belirti ve bulgular ofturan aseksuel eritrositizogoni ve
bunun Grdnleridir. Normalde 48 veya 72 saat arayiteeleyen sitma nobetlerindeki
titreme ve atgn, olgun eritrositiksizontlarin senkronize olarak patlamalari, olgun-eri
rositik merozoitlerin ve ger maddelerin kana dokilmeleri ile z22manl oldgu kabul
edilmektedir (30,38).

Eritrositik  merozoitlerin  her eritrosite  giremed#ki  gorilmektedir.
Enfeksiyonun gercek$enesinde, merozoitin antijenik yapisinin, aradakilémama mo-
lekdllerinin, eritrosit yainin, eritrosit ylizey determinantlarinin ve hembgtoyapisinin
roli vardir. Sporogoni evresini tamamlamitikirik bezleri ve kanallari olgun
sporozoitlerle dolmg disi anofelin kan emerken sitmaya duyarli insaninsileitina
verdigi sporozoitlerin dnculeri, dakikalar icinde kargeie ulamakta, 1-2 saat icinde

tumu kandan temizlenmekte,@ohepatositlere girmektedir (30).

Sporozoitler yizeylerinde serum proteinlerindenmipospondin ile homolog
olan ve sirkumporozoit protein veya sporozoit yuzegteini olarak adlandirilan bir
molekdl tgirlar. Parazit bu molekulin Region Il olarak adlardn bdlgesini ligand
olarak kullanarak, hepatositlerin bazolateral yiintee yer alan trombospondin
reseptorlerine kganmakta ve karager hucrelerine girmektedir. Bu reseptorler,
heparan sulfat proteoglikanlar ve sdid dansiteli lipoprotein reseptorlerinden
olusmaktadir. Genel olarak her hepatosite bir sporogoinekte ve bu sporozoitler
kulucka doénemi icinde hizla bolinerek binlerce higpanerozoit ile dolu hepatik
sizontlari olgturmaktadir. Patlayan olgun hepatiizontlardan kana dokilen hepatik
merozoitlerin bir bélumu fagosite edilirken bir Béhdt de eritrositlere yagmakta, hizla
icine girmekte ve eritrositikizogoniyi bglatmaktadir (24,39).

Hepatik merozoitlerin eritrositlere panmalarini sglayan cok sayida parazit
ligandi ve eritrosit reseptérl saptagim Merozoit, eritrosit membranina yamaya
uygun olan apikal ucu ile membrana tutunmakta ve sa3@iye icinde eritrosite
girmektedir (39). P.vivax merozoitleri, yuzeylerinde gadiklari homolog lektin
molekdlint kullanarak Duffy pozitif (Fya, Fyb) kagrubu taglyan eritrositlerin
yuzeylerindeki A ve B reseptorlerine glanmakta ve hicre icine girmektedir. Orta ve

Bati Afrika zencileri, eritrositleri Duffy-negatifFy, Fy) oldigu icin P. vivaxsitmasina
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direng goOstermektedir. Eritrositin igine giren hipamerozoit eritrosit membran ile
iliskili bir besin vakuoli icinde ggalmaya bglamaktadir. Bunun icin gerekli enerjiyi
konain glikozunu anaerobik yoldan laktik aside yikarplrazit proteinlerinin sentezi
icin gerekli aminoasitleri de konak hemoglobininializinden elde et# icin globulini
yikarak sglamaktadir (31). Eritrositin icine girerek galmaya bglayan merozoit,
roptiri adi verilen organeli ile besin vakuoll ieilbgta hem polimeraz olmak Uzere
desisik enzimler salgilamaktadir. Bu organelin, hepati eritrositik merozoitlerin

eritrosit membraninisarak hiicre icine girmelerinde de rol oynadieri strilmektedir.

Besin vakuolu icinde hidrolize edilen hemoglobindeyrilan globin, ¢galan
parazitin aminoasit gereksinimleri igin kullaniimak toksik ve parazit igin
membranolitik olan hem ise, hem polimeraz enzimacdg ile toksik olmayan
hemozine cevrilerek depo edilmektedir. Monositlegdellen sitma pigmenti hemozin,
protoporfirin 1X, met hemoglobin ve bazi parazibf@inlerinden olgan bir presipitattir.
Klorokin, besin vakuollerinde birikerek hem poliraer inhibe etmekte, hemozine
cevrilemeyen toksik etkili hem, parazitin 6limuanel yagmaktadir (29). Sertmis,
esneklgini yitirmis ve sitoplazmik membraninda parazit antijenlerggeyen yumrular
olusturmus enfekte eritrosit, kapiller dojandan gecemeyege RES siuzgeclerinde
tutulup eritrositik sizogoni henltiz tamamlanmadan yikilgcaicin, kapiller ve
postkapiller venul endotel hicrelerine ympak dolaimdan uzaklgmakta ve

gelismesini burada tamamlamaktadir (29).

P.falciparum disindaki sitma parazitleri enfekte ettikleri eritribesiin
ylzeylerinde yumru okiurmamakta, bu eritrositler endotel hiicrelerine iy@amakta
ve rozet formlari olgturmamaktadir.P.falciparum merozoitleri tarafindan enfekte
edilmis eritrositlerde gorilen sitoaderans, sekestrasyporozet formasyonu bu parazite
bagll sitmanin seyrinde gorulen mikro sirkiilasyon hbginin patogenezinde en énemli

roll oynamaktadir (23,29).

P.falciparum sitmasinin en g@r komplikasyonu olan serebral malarya, bu
hastalga bal cocuk 6limlerinin %80'inden sorumlu tutulmaktaddtopsilerdesizont
iceren ve rozet okiurmws enfekte eritrositlerin tikacglar yaparak kapilleolakimi

engelledikleri gorilmektedir. Ekinde serebral sitmanin daha seyrek gorgidire
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daha iyi seyir gostergh dikkati cekmektedir. Bunun olasi nedeni, parazitl sekestrin
gibi antijenlerine kan olusan ve parazitli eritrositlerin erken yikiminiggayan guclu,
yuksek titreli ve uzun etkili antikorlardir. Ancalsekestrin yapisinin gara gore
farkhliklar gostermesi, okan ba&isikligin butinP.falciparumsuslarina kagi koruyucu

olmasini engellemektedir (23).

Malaryada titreme ile yikselen gtecasunlukla senkronize eritrositikizont
ripturd ile ayni zamanda veya bunun biraz sonrasiogtaya cikmaktadir. On
hipotalamusta bulunan ateliizenleme merkezini yeni bir atellizeyi belirlemeye
zorlayan endojen pirojen etkisinin  nereden kaynadia kesin olarak
bilinememektedir. Sizont ruptlrd sirasinda ortama yay#di sanilan, glikolipid
yapisinda oldgu disinidlen ve endotoksin etkisi ya@itikabul edilen bir maddenin
varhgl kanitlanamamngtir. Raptlr sirasinda eritrositik merozoitlerle ligie ortama
yayildiklari bilinen parazit antijenlerinin, metdizona artiklarinin, yikim trinlerinin ve
pigmentlerin de bu etkinin ojmasinda rol oynayabilecekleri gintlmektedir. Bu gibi
maddelerin, sitokin okiuran huicrelerden 6zellikle gtaliizenleme merkezini saran
vaskiler yapinin, organum vasculorum laminae teafisim, endotel hicrelerinden
salgilandiklari bilinmektedir (34). Yeni atediizeyini belirleyen ate dizenleme
merkezi, bunu s#dayacak uyarilari kortekse ve perifere gondermekse, kaybini
azaltacak ve Uretimini arttiracak onlemleri almaktécut i1sisini gereksinimlere gore
hizli veya yava olarak yukseltmektedir. Hizl i1s1 Gretiminin mezkeizgili kaslardir.
Bunlarin  hizli  bicimde kasilip ge®mesi sitmanin simgesi olan titremeyi

olusturmaktadir (34).

2.1.8. Patoloji

Malarya, organlari dgsik bicimde etkilemektedirP.falciparumenfeksiyonunun
baslangicinda konjestiyona pla olarak buyilyen, mikro sirkiilasyon alanlari pattaz
eritrositlerle dolu olan vegarligi 1000 grama kadar cikabilen dalak, RES aktivitesi
arttikca biyumekte, kapsullu kaligia fiboroz gelstikge trabekuller de sermektedir.
Hemozin cisimcikleri ile dolan RES hiicreleri dgdasiyahimsi gorinim vermekte,

makrofajlar icinde fagosite edilgiiparazitler goérulmektedir (21). Hastalik uzadikca
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karacger de buyumekte, rengi koygtaaktadir. Kupffer hicreleri parazit yikim
artnleri ve hemozin cisimcikleri ile doludur. Hepsitlerin de yer yer hemozin
icerdikleri gorulebilmektedir. Bu pigment, kemikgi, lenf bezi, derialti dokusu ve/veya
akciger gibi doku veya organlardaki fagositer hiicrelacinde de saptanabilmektedir.
Bobrekler normalden buyidktir. Glomerillerde malargagmenti, tubuluslarda
hemoglobin silendirleri ile kalasiimaktadir (21,40).

P. falciparum sitmasinin @r bir komplikasyonu olan serebral malarya
olgularinda beyin damarlarinin kapillerlerinde vesykapiller venillerde daha gon
olmak Uzere, parazitli eritrositlerle dolu ofglu gorilmektedir. Damarlarin gevresinde
dairesel kanamalar vardir. Kanamalarin nedenrositttikaglarinin yol agh kan akimi
yavaglamasl ve bundan kaynaklanan lokal hipoksidir. Ko vaskiler gecirgerdi
arttirmakta, bu daekilli elemanlarinin damar gina cikmasina neden olmaktadir. Daha
agir olgularda, artan iskeminin yol agtilokal néron dejenerasyonu, dokuda fokal
iskemik yumygama, daha seyrek olarak da beyin zarlarinda hatfilamatuar
enfiltrasyonla kaglasilmaktadir. Bltin bu lezyonlarin uygungs#tima kagin ortaya
cikabilen o6liumlerden veya hastanin norolojik sekédl iyilesmelerden sorumlu
olduklar kabul edilmektedir (23,24).

Agir malarya kalpte de nonspesifik fokal hipoksikylealara yol acabilmektedir.
Giderek artan anemi ve delemi yavaglatan parazitli eritrosit tikaclari, ajan
hipoksiden sorumlu tutulmaktadir. Bazi alanlardkafointerstisyel enfiltrasyonlar da
gorulebilmektedir. Bununla birlikte, malaryanin yattgi miyokard dgisikliklerinin

kalp fonksiyonlari Gizerinde olumsuz etki y@ptyosterilemenstir (24).

Bobrek tutulmasi egkinlerde ¢ocuklardan sik gorilmektedir. Patogengreieal
kan akimini engelleyen, dokuda hipoksiye ve metalmal bozuklguna yol acan
parazitli eritrosit tikaclarinin rol oynagli kabul edilmektedir. Daha ¢ok akut tubuler

nekroz bulgulari gorilmekte, renal kortikal nekiezkarsilasiimamaktadir (39).

Pulmoner 6dem, falciparum malaryasinin seyrek garfdkat mortalitesi %80'e
ulasabilen &ir bir komplikasyonudur. Sltim 6ncesinde, galtim sirasinda veya

sonrasinda gorulebilmektedir. Nedeni, seyrek olarakokard yetersizfiine eklenen
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sggaltim amacl @r1 su ve elektrolit yuklenmesi olabilmektedir. Gek nedeni ise
kapiller alani dolduran ve mikro sirkiilasyonu yglagan parazitli eritrosit tikaglarinin
dokuda iskemiye, endotel gecirgggiin artmasina ve alveollere sivi sizmasina yol

acmasidir (38).

2.1.9. Klinik

Infekte dji anofel tarafindan sokulan hastalar, bir haftaavéjraz daha fazla
sureyle asemptomatiktirler. Bu sire icinde pard&atacgerde pre-eritrositik siklusunu
tamamlamaktadir. Sitma nobetleri, parazit ka@eti terk edip eritrositleri infekte
ettikten sonra, eritrositlerin riptiri ve metabadditcklarinin kana gegmesi ile ortaya
ctkmaktadir (17)Sizogoni sonucunda kana dokilen merozoitler, pigmeneritrosit
artiklari, aktive makrofajlardan timor nekroz faksdlgilanmasina neden olmaktadirlar
(35-37).

Sitmanin klinik semptomlari arasinda anemi, splesgah ve @lime-titreme,
ates ve terlemeden okan klasik nobetler bulunmaktadir. Her ne kadasliat®betler,
infeksiyonu guclu birsekilde digundirse de, bazen hasgah erken evrelerinde tipik
ates bulgusu ortaya cikmayabilir. Tipik ndbetler 1-2atssiiren giime-titreme ile bgar.
Bunu takiben hastada yiiksek birsatetaya cikar, deri sicak ve kurudur (17). ABS—
41°C’ye kadar yukselir, beraberindeshagrisi vardir (35). Birka¢ saat sonra hastada
siddetli bir terleme olur ve terlemeyle beraber wisicaklgl normale veya normalin
biraz altina dger (17). Terleme donemi 2-3 saat kadar surer. Ba sdnunda hasta

yorgun digup uykuya dalar (37).

2.1.10. Tanli

Sitmanin tanisinda birden ¢ok tani yontemi olmasyaninda; tanida temel ilke,
hastadan alinan kanda, infekte eritrositlerin uydnoyanmg periferik yaymalarda
gosterilmesidir. Bu amacla yapilan kalin damla prapyonu ile parazitin var olup
olmadgi, periferik yayma ile ise parazitin cinsi belirlenBu yontem sitma tanisinda
Altin Standart olarak bilinir.
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Tedavilerindeki farklihklar nedeniylePlasmodium tirlerinin  d@ru olarak
tanimlanmasi dnemlidiR.falciparuminfeksiyonlari ¢cok kisa sirede fatal olabilmekte,
P.vivax ve P.ovale hipnozoidleri kara@er hicrelerinde latent olarak kalabilmekte ve
relapslarin olgmasina neden olmaktadir. Tedavi olmankisilerde gametositlerin
gorulmesi aktif infeksiyonu, tedavi gorglérde ise persistan infeksiyonu gosterir.
Persistan infeksiyonun karili bir tedaviden sonra da gorilebilgc@nutulmamalidir
(41).

Son yillarda sitma infeksiyonlarinin saptanmasiddha fazla duyarlga ve
0zgullige sahip alternatif tani metodlar gélilmistir. Bunlar arasinda akridin oranj ile
boyanmg sitma parazitlerinin floresan mikroskopla incelesm tire O0zgul parazit
antijenlerini saptayan immunolojik dipstick testlee molekiler testler bulunmaktadir
(42).

2.1.10.1.Konvensiyonel Mikroskobi

Sitma tanisinda kalin damla ve ince yayma kan d¢enekn mikroskopla
incelenmesi altin standart olarak kabul edilmektedq#3). Parazitlerin sik
mikroskobunda gorulebilmesi icin Giemsa ile boyasmgerekmektedir. Bu yontem
ucuz ve basit olmakla birlikte,s iyukii acisindan zahmetlidir. Kalin damla, ince
yaymaya oranla daha duyarlidir (42).

Kalin damla incelemesinde, standart olarak her gragpicin en az 30-50 alan
olmak Uzere 500 alana kadar inceleme yapilmal@iizenli olarak 100-200 alan
incelendginde bile atlanan olgularin olabilefietrneklerin tekrar incelenmesi veya
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile goOstergtimi (44). Orjinal kalin damla
metodunun duyarlgn %80-90°dir. Giemsa ile boyangnkalin damla drnekleri parazitin
gorulmesini splarken, ince yaymalarin incelenmesi tirlerin tammmhasinda yarar
sglamaktadir. Kalin damlada 100 alanin taranmaso,B5 ul kan incelenirken, ince
yaymada 0,005l kan incelenir. Bununla beraber kalin damlaninn@a ile boyanmasi
sirasinda parazitlerin  %60-80'ni eksilebilmektedifeorik olarak kalin damlada

Plasmodiuritarin saptanabilmesi icin biul'de en az 5-20 parazitin bulunmasi
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gerekmektedir. Konvensiyonel mikroskobi ile ddRlasmodium tlrinin tamami
saptanabilmekte, parazit sayisi belirlenebilmeki prognostik faktorler ortaya
cikarilabilmektedir. Kalin damla metodunda negatifug¢ rapor edilmeden énce en az
200 alanin incelenmesi gerekmektedir. Clnki 100malancelenmesinde bile olgularin
%20’si atlanmaktadir (41).

2.1.10.2. Floresan Boyama

Olgun eritrositler normalde DNA icermezler and@lasmodiuniarin yapisinda
DNA bulunur. Bu DNA'nin floresan boyalarla (sikl&lakridin oranj) boyanmasi ile
parazitler saptanabilmektedir. Lamlarin akridin prde boyanmasi 6zel ekipmanlar
gerektirmekle beraber boyama maliyetisidktir. Fakat preparatlarin uzmansilar
tarafindan dgerlendiriimesi gerekmektedir, 6zellikle Howell-Joktisimcikleri gbzden

kaciriimamalidir (41).

Kawamoto, akridin oranj ile boyanmiince yayma preperatlari floresan
mikroskobi ile incelemy, klasik kalin damla ile karastirdiginda bunun daha az
duyarliliga sahip oldgunu belirtmgtir (45). Bununla beraber floresan mikroskobinin

daha duyarl oldgunu savunan otérler de bulunmaktadir (41).

2.1.10.3. Quantitative Buffy Coat (QBC) Yontemi

Quantitative Buffy Coat (QBC) yontemi, sitma tanda kalin damla yontemine
oranla daha buyik hacimde kanin goruntilenmesigiagan yiksek duyarhlikta bir
yontemdir. QBC yontemi ile parazit bulunan hicrekan tipinidn dar bdlgesine
yogunlastirilir ve tiplerde santriftij edilpikanda eritrositler 10 ile 30 saniye arasinda
incelenebilir. QBC sitma saptama tupleri, akridirarg boyasi, potasyum okzalat,
sodyum heparin ve dipotasyum EDTA gibi antikoagldanle kaplanmgtir. Akridin
oranj boyasi parazitlerin DNA’sini boyar. Sitma gt iceren eritrositler, parazitsiz
eritrositlere oranla daha hafif olduklarindan sdintedildiklerinde eritrositlerin Gsttinde
granulositlerin hemen altinda anlasirlar. Floresan mikroskobu ile incelegtide,
floresan olmayan kan hucreleri arasinda parazigarlak sik kiamesi seklinde
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gorilurler.Incelemede tiipiin en istiinde bulunan trombositldalalrsarisi renginde,
ortadaki lenfositler ve monositler gierenkte, bunun altinda bulunan grantlositler ise
sarl renkte gorundrler. En altta da eritrositidoimundigu kirmizi tabaka vardir. Bu
tabakada floresan veren infekte eritrositler, itdeddmams eritrositlerin arasindan ayirt
edilir. Agir sitmali bir hastada tum eritrositlerin %2’den Btasmodiumigerir. Boyle
kicuk orani saptayan klasik kalin damla yontemi sterece yetenekli kalifiye
elemanlari gerektirir. Clnku pozitif bir sonucu sapak icin 300’e yakin alan, negatif
bir sonucu saptamak icin 100 alan taramak gerekiner preperati incelemek 10 dakika
alabilir. QBC yonteminde bu sire bir dakikadan azAyrica QBC yiuksek duyarlga
sahiptir. Kalin damla yonteminde 0,1-0,@bkan ile 100 alan taranabilirken, bir QBC
tupu bu hacmin 500 katini icermektedir (46).

Konvansiyonel mikroskopi referans standart kabulileeek yapilan bir
calsmada QBC tek@ ile ParaSight-F testi katastirilmis, ParaSight-F testinin
duyarhligi %90-97, 6zgullgi %99 olarak bulunmubuna kagilik QBC teknginin
duyarhligi %88-98, 0zgullgl ise %58-90 olarak tespit ediktir. Bununla beraber
parazit ygunlugunun az oldgu durumlarda QBC tekpinin ve konvansiyonel
mikroskopinin duyarligl ParaSight-F testine oranla dahagidkii oldusu gorulmigtur
(47).

2.1.10.4. Hizh Tanisal Testler

2.1.10.4.1. OptiMAL test

Laktat dehidrogenaz (pLDHRlasmodiurtiarin hicre ici spesifik metabolik bir
enzimidir. OptiMAL test, bu pLDHa kar elde edilen monoklonal antikorlarin
nitroseliloz kgt Gzerine kaplanmasi ile afwrulmus bir dipstick testidir. Ture 6zgu
pLDH kullanarak insanda sitma yapan delasmodiuntirinin 10 dakikadan kisa bir
surede bu yontemle saptanmasi mumkindir. BununnganpLDH sadece canli
parazitler tarafindan sentez edgdicin, bu testin canl organizma ile 6li organizma

ayrimini sg@layan bir 6zellgi de bulunmaktadir (19).
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Palmer ve arkag&ari 202 sitmgupheli hastanin kanlarini Giemsa ile boyagimi
kalin damla ve OptiMAL test metodlar ile incelagmerdir. Hastalarin %48’ kalin
damla ile %45'i OptiIMAL test ile pozitif bulunngtur. OptiMAL test ile pozitif
bulunanlarin %82’'iP.vivax %19'u P.falciparum ¢cikmstir. Kalin damla ile pozitif
olanlarin ise %82'iP.vivax %18'i P.falciparum ¢ikmsstir. Bununla beraber parazit
yogunlugunun 100 parazg’'den az oldgu kisilerde OptiMAL test negatif cikngtir
(48).

2.1.10.4.2. ICT Malaria testi

ICT Malaria testi, immunokromotografik teki@ dayanan iki ylzeyi nitroseliloz
membranla kapli kiictk bir kageklinde bir sistemdir (49, 19p.falciparumun spesifik
histidinden zengin protein—2 (HRP-2) antijeni venmpalarial antijen saptanir.
Panmalarial antijen ileP.falciparum ve P.vivax saptanir. Nadiren de ols@.ovale
saptanabilmektedir amfd.malariaesimdiye kadar saptanamagtir. ICT Malaria Pf/Pv
testininP.falciparumicin duyarhlgl %95,5 ve 6zgullgi %89,8,P.vivaxicin duyarhlik
%75 ve 0zgullik %94,8 olarak bulungtur (50). Araz ve ark. yaptiklari ¢gtinada ICT
testi kullanmglar ve mikroskopi ile kamlastirdiklarinda testin 6zgulgunt %2100,
duyarliligini %85,7 olarak bulmgardir (49).

2.1.10.4.3. MAKROmed Rapid Malaria Testi

MAKROmMmed testi ile kanda bulunaB.falciparuma spesifik HRP-2 antijeni
immunokromotografik olarak saptanabilmektedir. Tidstik belirtilerin baglamasindan
9-12 giin sonra olumlu sonug verir. PCR ileskastirildiginda testin duyarlign %95 ve
O0zgulligi %94'den fazladir (51). Richardson ve ark. yapnklbir calgmada
MAKROmMed rapid malarya testini, PCR ile kdastirdiklarinda duyarhiiini %97 ve
0zgulligiini %96 olarak bulmyglardir (52). Bu testte test tipU icinde yer alampan
soltsyonu i¢ine ful kan damlatilmy gubuk daldirilip bir stre bekletilginde pozitif
orneklerde cift, negatif orneklerde tek bir bantsadaktadir (19).
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2.1.10.4.4. ParaSight-F Testi

Bu testin sitmanin endemik olarak goridibolgelerde yuksek bir duyarllik ve
0zgullige sahip oldgu bildirilmistir (53). P.falciparumiun kanda bulunan aseksiel kan
formlari ve gametositler tarafindan salgilanan HRptanimaya dayal hizli bir antijen
tespit yontemidir. Humar ve ark. 151 giehasta tzerinden yaptiklari bir gahada,
ParaSight-F testini, PCR ile kaestirdiklarinda ParaSight-F testinin duyagil?088 ve
O0zgulligi %97 bulmuglardir. Testin duyarlfii parazit yukinin 50 parazitf/den az
olan hastalarda %40, 50-100 parazit/ml olanlardd9,9%d400 parazip’'den fazla
olanlarda ise %93 bulmnglardir (54).

Cropley ve ark. ateve sitmanin endemik olgu bolgelere seyahat hikayesi olan
160 kkiyi ParaSight-F testi ve mikroskopi ile inceleferdir. Bu 160 kginin 45
tanesinde bu iki yonteme goRefalciparumsaptamglardir. Tek baina mikroskopi ile
42 ve yine tek bana ParaSight-F testi ile 42 olgfalciparum olarak saptanrgtir
(53).

Yapilan bir cagmada, parazit yukinun olgu durumlarda (100 parazit/nin
altinda) hizli tanisal testlerin duyariinin disik oldusu gosterilmgtir. Ispanyol
hastanelerinde kullanimi hizla artan hizh testletuyarhlik ve 6zgullikleri PCR ile
karsilastirildiginda, referans laboratuarlarda PCR’a dayali testlelunmasi gerekdi
ortaya c¢iktgl, yurt dsindan geri dénen turistlerin ve gdo¢menlerin koritnale ilk etapta
hizli tanisal testlerin yardimci olabilggceama bu ve der calsmalarin sonuclarinda
PCR teknolojisi ile konfirme edilebilen daha duyaddboratuarlarin gediiriimesine

itiyac oldusu bildirilmistir (55).

2.1.10.5. Molekiler Tani Yontemleri

Son 10 yil icinde infeksiydz ajanlarin saptanmaaintblekiler tani yontemleri
onemli bir yer almaktadir. Bu teknikler dncelerivgg bir sekilde gelsmeye balamakla
beraber sonralari bu konudaki ilerlemeler hizlanmolekuler tani yontemleri paraziter

hastaliklarin saptanmasinda, epidemiyolojik spahlarda, paraziter hastaliklarin
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onlenmesinde ve tedavisinde kullaniimayaldmamstir. Molekuler tekniklerin bglica
avantajl patojenlerin saptanmasindaki duydrlite organizmanin tanimlanmasindaki
kesinligidir. Direkt mikroskopide parazitlerin saptanmasinee morfolojik yapilarina
gore tarlerin tanimlanmasinda yeterli olmakla beralbu durum genelde parazit
miktarinin yuksek oldgu durumlar icin gecgerlidir. Oysa parazit miktarinaisik
oldugu durumlarda tanisal test olarak molekuler yonteml&ullaniimasinda blyuk

yarar vardir (56).

Franzen ve ark. ilk defa 1984 yilinda sitma tawigirkullanilan DNA
hibridizasyon yontemini bildirnglerdir. P.falciparumun genomik DNA’sIni
goruntulemek icin fosfat ile saretli problar kullanngylar, P.falciparum genomik
DNA'’sIinda birbiri ile siki sikiya hibrize olnguiki DNA fragmanini pBR322 plazmid
vektorine klonlangiardir. Daha sonra bu bélgelerden birini HindlIstriéksiyon enzimi
ile kesmg, ayni vektor Uzerinde Kklonlaghardir. Sonucta tekrarlayan 21 bp
Unitelerinden olgan bir fragman elde etgher ve bu fragmaniP.falciparumun
saptanmasinda hibridizasyon probu olarak kullglardir (57). Daha sonraki
calismalardaPlasmodiuriarin rRNA’larinin tire spesifik kicik ribozomalisiiniteleri
uzerine ygunlssilmis ve elde edilen sonuglarin duyagiihin daha fazla oldiu
gorulmistur. Ribozomal RNA, hicre iginde bulunargeli DNA ve RNA’lardan daha
yogun oldiundan elde edilen sonuglar daha net ¢gkmiancak stabilitesi daha az
oldugundan bgka sylarla capraz reaksiyonlar ortaya cilstm Bugtn icin dort ayri
sitma sguna ait RNA problari tespit edil;blup, bunlarin RNA icerisindeki ¢cok fazla
sayidaki tekrarlari nedeniyle yuksek bir duyatalisahip olduklar gosterilgtir (19).
Plasmodiuritarin small-subtinit RNA genleri hem cins hem deet8pesifik sekanslar
icermektedir. Kurutulmg kan 6rneklerinden bu RNA ekstrakte ediidide ve buna
yonelik dort tire spesifik radyoizotoplaaretli problar kullanildgiinda 10-50 parazit

varhginda bilePlasmodiuritarin 4 tartnun ayrimi yapilabilmektedir (56).

Sonounu ve ark. organik DNA ekstraksiyonundan sagaroz jel elektroforezi
uygulayarakPlasmodiumDNA'sIniI tespit edip, 0,01-11 paragik/yogunluktaki parazit
yukini saptayabilen PCR yontemleri g&@lmislerdir (58). Bu karmg@k yontemlere
ilaveten P.falciparunmiun tespiti icin oldukca basit ve duyarfili yiksek olan nested

PCR gelstirilmi stir. Bu yontemle parmak ucundan alinan ik bir kan 6rnegi icinde
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13 parazit gibi parazitemisi %0,000026 olan valddaglahi parazit ygunlugunu tespit
edilebilmistir (19).

2.1.11. Tedavi ve Korunma

P.ovaleve P. malariaesitmalarindan korunmak icin haftada bir giin cWorogu
fosfat (500 mg/ hafta) kullaniimaktadir.

Gunumizde sitmaya karkorunmanin en etkili yolu, kemoprofilaksidir. Htk
kemoprofilaksinin duzenli olarak uygulanmasi ve #&umektorle temasi azaltic
onlemlerin eklenmesi malarya riskini ¢cok azaltmadktaP.vivax, P.ovale, P.malariae
veya klorokine duyarlP.falciparum sitmasinin endemik olgu bolgeye gidecek
duyarli insanlarin kemoprofilaksisi i¢in en uygunaro ilag cWoroquine fosfattir
(Haftada bir giin 500 mg). Klorokine direnélifalciparumsitmasinin endemik olg@u

bdlgelerde ise en sik dnerilen ila¢c mefloquined,81).

Pryrimethamine (25 mg) + sulfadoxine (500 mg) kamalsyonu artik sitmadan
korunmak amaciyla kullanilmaktadir. Sahra alti Kdinin bazi bdlgelerinde direncli
P.falciparumsitmasindan korunmak icin cWoroquine (Haftada Bb Bhg) ve klorogu-
anid (Her giin 200 mgq) birlikte kullaniimakta; bdxilgelerinde ise yalniz chloroquine
(haftada bir 500 mq) verilmekte, direnBlifalciparumsitmasinin gértlmesi durumunda
fansidar ile sgaltim yapiimaktadir. DirencglP.falciparumsitmasindan korunmak igin,
doxycycline (Her gun 100 mg) ve chloroguanidin (Hgiin 200 mg) birlikte

kullaniimasini salik verenler de vardir (31).

Sitmanin endemik old bolgelerde 6zellikle duyarli gebe kadinlarin wea@n
altindaki ¢cocuklarin korunmasi ¢ok 6nemlidir. Géladinlarin duyarli sitma etkenlerine
karsi her Uguncu trimesterde de cWoroquine ile koruamadla sakinca yoktur.
Direncli P.falciparum sitmasindan korunmak icin, ikinci ve Ugunci trineedé
kullanilacak mefloquine'in zararsiz ofglina inaniimaktadir (60). Endemik bdlgede
yapilacak duzenli kemoprofilaksinin yaninda vel@odemasi kisitlayacak sgisel
onlemlerin alinmasi da ¢ok 6nemlidir. Bunlar ardayngiin dgusu ile batgl arasinda
konut dsinda bulunmamak, gecelerisdrida kalin, uzun ve koyu renk giysiler giymek,
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vicudun acik yerlerine %35 oraninda dietil toluasDEIET igeren sinek kovuculari
surmek, konut icinde insektisid kullanmak, permietiveya deltamethrin ile emprenye
edilmis cibinlikle korunan yatakta uyumak gibi basit géetinancak cok énemli olan

onlemler alinabilir (21).

Sitmadan korunmadaitanmanin da 6nemli bir yeri vardir. Ancak parawii
turintn bulunmasi, her turinin insandaki ve anefeldelsme evrelerinin dgsik
antijenik yapilar sergilemeleri, bu yapilarin my@sar sonucu dgsebilmeleri, al

Uretim cabalarinin 6ntindeki en 6nemli engellerstmitmaktadir (25).

Etkili bir malarya aisinin en az 3 grup antijene kargucli antikorlar

olusturmasi beklenmektedir. Bunlar sporozoit, merozeigametosit antijenleridir.

Boylece sporozoitlerin karagger hicrelerine girerek ekzoeritrositgkzogoniyi,
merozoitlerin eritrositlere girerek eritrositgkzogoniyi, gametositlerin de gdianofelde
sporogoniyi  bglatmalarinin  6nlenebilege  umulmaktadir.  Sporozoitlerde,
merozoitlerde ve gametositlerde imminodominant @pitoplardan sorumlu genlerin
klonlanmasina ve adagitarin Gretim gamasina ukalmis olmasina kaulik, bu ailarin
koruyucu olup olmayaga bilinmemekte, koruyucusanin ne zaman Uretilebilege

sorusuna da kimse kesin bir yanit verememekte8iBg3.

2.2. Serbest Radikaller

Ortaklanmamy (eslesmems) elektron iceren atom, atom grubu veya molekuller

serbest radikal olarak tanimlanirlar. AncaR'FE€W*, Mn?*ve Mo gibi geck metalleri

de ortaklanmamgi elektronlara sahip olduklari halde serbest radigkrak kabul
edilmezler, fakat serbest radikal glununda onemli rol oynarlar. Serbest radikaller
pozitif yikllu (katyon), negatif ytkli (anyon) veydektriksel olarak noétral olabilirler
(61,62).

Serbest radikalde bulunaglesmemi elektron, herhangi bir kimyasal p&inde
baska bir elektronla spin paymadgindan bu radikaller, ekstra elektronlariske
atomlara lokalize olana kadar ya da elektron aliadeadar oldukga reaktiftirler. Bu
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reaktif maddeler, @er atom ve molekullerle elektron glerisine girerek onlari da
kararsiz hale getirirler (62,63).

Serbest radikaller yam sureleri ¢cok kisa olmasina far yuksek aktiviteleri
nedeniyle organizmada yuksek diizeyde tahrip edierdiSerbest radikallerin gjum
hizi ile ortadan kaldiriima hizi arasinda dengeugldsirece, organizma bundan
etkilenmemektedir. Bu denge bozugdimda, oksidanlarin argn veya antioksidanlarin
yetersiz kaldil durumlarda organizma oksidatif strese maruz k&8unun sonucunda,
hiicresel metabolizmasleyisi bozulur, olgan molekiler yikim ile kalp, bdbrek,
karacger, mide, akger, beyin gibi bircgu ysamsal dneme sahip organlarda doku
hasari meydana gelir (62,64-66).

2.2.1. Biyolojik Sistemlerde Serbest Radikal Olsum Kaynaklari

Serbest radikal okturan kaynaklar, endojen ve ekzojen olmak Uzereyikba

ayrilabilir.

2.2.1.1. Endojen Serbest Radikal Okum Kaynaklari

Organizmada gau fizyolojik olay sirasinda kii¢cik miktarlarda sesbeadikaller
ve reaktif oksijen tirleri okmaktadir. Bunlar antimikrobiyal savunma, sinyatiite
gibi islevlerde rol oynadiktan sonra antioksidan savunisgrsleri tarafindan etkisiz
hale getirilirler. Hucrenin tim bienleri radikal olgumuna katkida bulunmaktadir.
Ozellikle mitokondriyal elektron transport zince@ndojen kaynakli radikallerin ajtugu
en 6nemli yerdir (67-69). Mitokondriyal solunum ein sirasinda NADH ve FADH
gibi indirgeyicilerin elektronlarinin molekuler dfene aktariimasi olayinda, solunum
zinciri tastyicilarinin indirgenmesi sonucu serbest radikapigga sahip urlnler
olusmaktadir (64,67,70). Endoplazmik retikulum ve néklanembranda ise serbest
radikal Uretimi, membrana Bl sitokromlarin oksidasyonundan kaynaklanir. Blekt
transport sistemlerinin aktivitesi sirasinda sadeksijen tirevi radikaller meydana

gelirken, ksenobiyotiklerin metabolizmasi sirasirekaolarak yuksek toksik 6zeil
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sahip karbon merkezli radikaller de meydana geleliNUkleer membran kaynakl
radikaller 6zellikle DNA hasarina neden olabilir(@0,71-73).

Peroksizomlar, ©6nemli hicre ici hidrojen peroksit aykadirlar.
Peroksizomlardaki D-aminoasit oksidaz, Urat oksidahidroksilizin oksidaz ve ya
asidi acil-CoA oksidaz gibi oksidazlar superoksadikalini (O, ) Uretmeden, bol
miktarda hidrojen peroksit (,) Uretimine sebep olurlar. Ancak katalaz aktivitgsk
yuksek oldgu icin bu organelden sitozole ne kadasOdl gectii bilinmemektedir
(64,70).

2.2.1.2. Ekzojen Serbest Radikal Okum Kaynaklari

Serbest radikal okwmunun ekzojen kaynaklari arasinda sigara, péstisit
cozlculer, petrokimya Uranleri, ilaclar, alkol, ginisinlari, stres, Xginlari hatta
yiyeceklerde bulunan bazi bjlkler en 6nemlileridir. &ir bedensel aktivite de oksijen

kullanimindaki argla beraber radikal obumunu artirmaktadir. (64,74-80).

Kimyasal ve organik maddelerin yanmasi ile gacicikan 6zel maddelerin,
radikallerin olasi kaynaklari ve stgicilari oldugu ileri strilmektedir. Sigara dumani,
akcigerlere alinan b&ica yanmg organik materyaldir. Sigara dumani gaz fazinin,
invitro poliansattre y& asitlerinin (PUFA) otooksidasyonunu skettigi gosterilmgtir
(62).

Sigara dumanindaki N@in ilk formu nitrik oksit, hemoglobinin hem demile
oldukca hizh reaksiyon verir. Bdylece eritrositler artan methemoglobin

konsantrasyonu, bu kan hiicrelerini oksidasyonaigpede hale getirir (62).

2.2.2. Serbest Oksijen Radikalleri ve Reaktif Oksgn Turleri (ROS)

Serbest oksijen radikalleri; singlet oksijen radiiksiiperoksit radikali, hidrojen
peroksit, hipoklorik asit ve hidroksil radikali g@ubu radikaller oksijenli solunum
metabolizmasi esnasinda gldar. Bu radikallerin yarilanma omurleri birkac Imi

saniye ile saatler arasindagdenektedir (81).
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Molekuler oksijen, aerobik canlilarin enerji metikbmasindaki roli sebebiyle
hayati bir 6neme sahiptir. Molekuler oksijenin tidkstkisi yoktur, fakat aerobik hicre
reaksiyonlari da ROS alumuna neden olmaktadir (82). Ayrica oksijen radétatoku
hasarina neden olduklar icin daha bir 6nem kazatadalar (68). Oksijen
molekulindeki ayni yone donen iki elektrona sahlp gon orbitali dnemlidir. Bu
orbitallerden herhangi birindeki elektron, bir dagbi birakip dgerine gectiinde veya
farkli yonde dondginde "singlet oksijen" okur. Orbitallerden birine ters dogli iki

elektron veya ikisine ters dogll iki elektron daha gelirse "oksijen radikali" el@dilir.

Tablo 1. Oksijen turevli Bilesikler

Radikaller Radikal Olmayanlar
Hidroksil ( HO ) Hidrojen Peroksit ( kD-)
Alkoksil (RO) Singlet Oksijen (@ ')
Peroksil (ROO) Ozon (Q)
Superoksit (@ ) Hipoklorid ( HOCI )
Nitrik oksit ( NO ) Lipid hidroperoksit ( LOOH )
Azot dioksit (NQ') Peroksinitrit ( ONOO)

Olusan radikal glesmemg tek elektronu nedeniyle ¢cok dengesizdir ve hizla
ortamdan kaybolur. Bu ylzden bu radikaller tek wtaiarini bir baka molekile
verebilir (rediksiyon) ya da bir klea molekilden elektron alarak elektron cifti
olusturabilirler (oksidasyon). Sonugta nonradikal yapadikal sekle doniturebilirler.

Bu 0Ozellikleri ile reaktif oksijen partikilleri ikiana balik altinda incelenmektedir
(83,84).

2.2.2.1. Superoksit Radikalleri (Q)

Hemen hemen tim aerobik hicrelerde, oksijenin biekteon alarak

indirgenmesiyle slperoksit radikal anyonuyfda) meydana gelir. Stperoksit nitrik
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oksitle reaksiyona girerek azot dioksit (BOhidroksil radikali (OH), nitronyum iyonu
(NOy") gibi toksik triinlere donigbilen peroksinitriti (b) (ONOQ olusturur (70,85,86).

0,+6 — >  (a)
0,+NO ——» ONO()

Superoksit radikali membranlari kolaylikla gecengadien, belli bal tahrip
edici etkisi yoktur. Genellikle hidrojen peroksiayna ve gegs metalleri indirgeyicisi
olarak bilinir (87). Stperoksit radikali mitokongal solunum sirasinda aiur.
mitokondride indirgengjinde primer Urin sudur (88,89). Superoksit anyoral v
hidroksil radikali dger molekullerin elektronlarini c¢ekerek enerji gesiekmlerini
karsilarlar, hem oksitleyici hem de redikleyici anyanlalarak bilinirler (70,88).

Superoksit indirgenmngi gecs metallerinin  otooksidasyon reaksiyonu ile de

FE' + O, «—> e O,
Cui+0, «— Glu+ Oy

Superoksit dgilkk pH' da protonlanarak perhidroksil (KOradikalini oluturur.
Superoksit ve perhidroksil radikali superoksit digaz (SOD) enzimi aracg ile
etkilestiginde biri okside olurken @eri indirgenir. Bu dismutasyon reaksiyonunda O
ve H,0, olusur (70,85).

HO; + Oy +HY —— L HOo

Fagositik hiicreler (notrofiller, monositler, makapér, eozinofiller) bazi biyolojik
hedeflerin tahrip olmasina sebep olan ve enfek$yarkag! hiicresel cevabi blatan
hicrelerdir. Notrofillerde stperoksit radikali NABIP oksidaz enzimi aracgi ile
yapilir. Once fagosit uyarilir ve sonra NADPH oksidenzimi aktive olur, redikte
piridin nukleotidlerinden (NADPH) iki elektron ikmolekll oksijene transfer edilir.

Bdylece iki molekil @ olusur (70,88).
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20, + NADPH NADPH Oksidez o 2@+ NADP" + H"

»

20, + 2H' > 2@H0;

2.2.2.2. Hidroksil Radikalleri (HO")

Hidroksil radikali, biyolojik sistemlerde bulunam eglicll serbest radikal olarak
bilinir. Hidroksil radikalinin en guclu serbest i&dl olmasinin nedeni hicre
nikleusundaki membran bariyerleri kolayca gec¢cmesimwutajenik olarak DNA'yi
etkilemesidir. Bu nedenla vivo olusan bir OH radikali hemen her molekile saldirir
ve olutugu yerde de blyuk hasara neden olur. Nonradikal Iqyiiko molekullerle

zincirleme reaksiyonlar gkatir (70,90-91).

Hidroksil radikali, hidrojen peroksitin gecmetalleri varlginda indirgenmesi ile
(Fenton reaksiyonu) odan son derece reaktif bir radikaldir. Ayrica hiémjperoksitin
superoksid radikali ile reaksiyonu sonucunda dab@#dVeiss reaksiyonu) meydana
gelir. Bu reaksiyon katalizorsiiz ¢cok yawadugu halde F& katalizorligiinde ¢ok hizli
olusur (70,92).

O, +Fe?® >  ,@OF€?
Fe? + HO, > Be OH + OH (Fenton reaksiyonu)
H2O, + Oy > OHDH +0, (Haber-Weiss reaksiyonu)

Suyun yuksek enerijili iyonize edici radyasyona maakalmasi sonucunda da
hidroksil radikali olgur (70,93). Bir hidroksil radikali, yilizlerce gaasidini ve yan
zincirini lipid hidroperokside cevirebilir. Bu ojan hidroperoksitler birikerek membran
batinlguni  bozar ve hicrenin  kollabe olmasina neden olAgrica bu
hidroperoksitlerden son urln olarak toksik ve rga&tan aldehitler de okabilir.
Bunlardan en 6nemlilerden biri de Malondialdehit{®)' dir (94).

Hidroksil radikali, organik ve inorganik biilerde elektron transfer

tepkimelerine neden olur. Ancak normalde Qgdikali olisamaz. Cinki OHolusumu
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icin molekuler oksijenin U¢ derlikli olarak indirgenmesi gerekir ki, bu oldukzardur.
OH meydana gelebilmesi icin,Ove H,O, gereklidir. Bunlarda SOD, CAT veya GSH-
Px enzim sistemiyle uzakfarilir. Boylece fizyolojik sartlarda fazla miktarda OH

olusamaz. Bu U¢ enzim intraselltler major antioksidehta(91,95).

2.2.2.3. Hidrojen Peroksit (HO2)

Hidrojen peroksit gesmemg elektrona sahip olmagindan aslinda bir radikal
degildir. Sdperoksit anyonunun ¢ hidrojenle yapfii reaksiyona Dismutasyon

reaksiyonu adi verilir ve Dismutasyon hizi asidik geserlerinde hizlanir (84,96).
Reaksiyorsu sekilde ifade edilir;
20, +2H  — b0, + O,

Bazi enzimler ya tekli (NADPH oksidaz) ya da cifiGlukoz oksidaz) elektron

eklenmesini katalize ederek Qreya BO, olusmasini sglarlar.
NADPH +2G —» 2NADP + 20

R-CHOH+0OQ, — R - CHO - 1@

2.2.2.4. Hipoklorik Asit (HOCI)

Hipoklorik asit radikal olmadi halde reaktif oksijen turleri (ROS) icinde yer
almaktadir. Fagositik hiicrelerin bakterileri oldiim@sinde 6nemli rol oynarlar. Aktive
olan notrofiller, monositler, makrofajlar ve eoZzitler stiperoksit radikallerini ()
uretirler. Radikal tretimi fagositik hiicrelerin ekleri 6ldirmesinde biyik énem arz
etmektedir. Ozellikle notrofiller miyeloperoksidaanzimleri aracifiiyla énce Qi
olustururlar ve daha sonra dismutasyonuylasatu hidrojen peroksiti klortr iyonuyla

birlestirerek guclu bir antibakteriyel ajan olan HOCl'eyaana getirirler.

H,O, + HCI —_—> HOCI + 40
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2.2.2.5. Singlet @ (0,™)

Singlet oksijen (@), dis yoriingesinde ortaklanmagnelektronu olmadsindan
nonradikal reaktif oksijen molekulidir. Oksijeninegjetik uyariimasiyla okiugundan
spin kisitlamasi yoktur ve reaktivitesi cok yiuksekOksijen elektronlarindan birinin
enerji alarak kendi spininin ters yonundeki birska orbitale yer d@&stirmesiyle
olusmaktadir (70,87).

Singlet oksijen, uyarilmielektronlarin daha guk enerji seviyesine dinesiyle
Isik yayar. Kimyasal bir bilgkle etkilesimi sonucunda meydana gelen kemiliminesans

Olcllerek reaktif oksijen turlerinin direkt tayigapilabilmektedir (70,88).

Pigmentlerin (flavin iceren nukleotidler, renitdilirtibin gibi) oksijenli ortamda
Isigl absorplamasiyla, metal vainda katalizlenen hidroperoksitlerin  yikim
reaksiyonlarinda, spontan ean dismutasyon tepkimelerinde (fagozom icerisinde),
prostaglandin endoperoksit sentaz reaksiyonlamaza sitokrom P450 tepkimelerinde
vilcutta singlet oksijen meydana gelebilir (70,88).

Singlet oksijen dier molekullerle kagilastiginda mevcut enerjisini transfer
edebilecgi gibi kovalent tepkimelere de girebilir. Karbonrkan cift bglar1 sayesinde,
peroksi radikalini (ROQ meydana getirir ve lipid peroksidasyonunuslatabilir
(88,97).

2.2.3. Reaktif Nitrojen Turleri (NO, NO,, NO*, NO')

Lipofilik 6zellikte olup, oksijensiz ortamda oldu&gstabildir (98). Dsilk
konsantrasyonlarda iken, ortamda oksijen gartia dahi stabilitesini koruyabilen NO,
bilinen en dgik molekdl &irhikh, biyoaktif memeli hiicresi sekresyon uriniid@9-
101). Diger radikallerden farkh olarak dik dozlarda toksik dgldir ve ¢ok onemli
fizyolojik islevleri gerceklstirir (98). NO'; bir atom azot ile bir atom oksijenin
cifttesmemi elektron vererek birlgnesinden meydana gektir ve bu ylzden radikal
tanimina uymaktadir (102). Bu lipofilik serbest ikadl damar endotel hicrelerinde

Nitrik Oksid Sentaz (NOS) enzimi arag@ilyla L-arjininden sentezlenir. NOS'in birgok
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izoformu tanimlanngtir. NO 'in yari 6mri 10-20 saniyedir. Kolayca duz kasaegek
Guanilat Siklaz (GC) enziminin "hem" demirinegtenir ve cGMP sentezini uyarip
damar geyemesini uyarir. Sentezlenen NO, ayni zamanda tigalplarini S-
nitrozilasyona gratarak protein ve reseptér fonksiyonlarini daigieir. NO, Fe-S
kimelerine afinite gostergiicin bu gruplari iceren akonitaz enzimine delbair. Bu
enzim hicre ici demir trafini kontrol eder. NO, akonitaz enzimine mRNA

baglanmasini artirir ve enzimin aktivitesini wiitr.

NO' metabolize olurken molekiler oksijen ilegkanip nitrojen dioksidi (NQ

olusturur:
2NO+0O, —— 2 NO

NO'in ROS'leri ile reaksiyon vererek gucli bir akan olan peroksinitriti
(ONOOH) olwturdugu ve bunun da ileri dekompozisyonla Otddikalinin olyumuna
yol actg! ifade edilmektedir:

NO+OQ @ —— NOO
ONOO+ HY — ONOOH
ONOOH ——» NG OH

OH' radikali ise biyolojik olarak yikici bir molekuldiiAyrica, peroksinitrit de
tirozin gibi fenolik amino asitleri nitrolayarak keik nitro- tirevlerini (nitrotirozin)
olusturmaktadir. Sonuc¢ olarak NO, endotel hiicre distoydnu ve buna Igh
ateroskleroz, hipertansiyon ve Diabetis Mellitudigbazi 6énemli hastaliklarda rol

oynayabilmektedir.

2.2.4. Serbest Radikallerin Etkileri

Vicutta serbest radikaller ile antioksidan savunmekanizmasi arasinda bir

homeostasis vardir. Bu denge oksidanlar lehine Idogunda, serbest radikaller
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karbonhidrat, lipid, protein ve DNA gibi biyomoleliér ile etkileserek hiicrede yapisal
ve metabolik dgisikliklere neden olur (70,71,103).

2.2.4.1. Membran Lipitleri Uzerine Etkileri

Tum biyomolekiller serbest radikal gtaa maruz kalir ancak bunlarin igcinde
lipitler en kolay etkilenenlerdir (71). Hiucre, merahi ve dger komponentleri ile
serbest radikal ataklari ve peroksidasyon icin m&teel bir hedeftir (104,105). Tum
biyolojik zarlar coklu doymamgiyag asitleri ile amfipatik lipitler ve zar proteinl@in
birlesmesinden olgur. Lipit peroksidasyonu serbest oksijen radikall&arafindan
baslatilan ve zar yapisindaki ¢coklu doymanyag asitlerinin (PUFA) oksidasyonunu
iceren kimyasal bir otokatalitik zincir reaksiyoralup, lipit peroksitlerinin aldehit
turevleri, hidrokarbon radikalleri ve ugucu baziiere cevrilmeskeklinde sonlanir
(103,106-108).

Lipit peroksidasyonu ile meydana gelen membran ragai déngumsuzdur.
Lipit peroksidasyonu membranlara yakin bolgeleradtaya cikan OH radikalinin

membran fosfolipitlerinin y&asidi yan zincirlerine saldirmasi ile glur (70,109).

Lipit peroksidasyonu l¢ temekamadan meydana gelir (110-112) :sBagic

Asamasi (a), ggalma gamasi (b,c) ve sonlanmegaanasi (d).
L-H+tR —— L = (a)

Lipid Hidroperoksit genellikle coklu doymamiyag asidi (PUFA)" dir.
Baslangicta yiksek enerjili bir elektronlu (OHibi) radikal yg asidi zincirinden bir
hidrojen cekerek karbon merkezli bir radikal YLolusturur. Olwan lipit radikali
dayaniksiz bir bilgktir ve bir dizi desisiklige usramasi ile molekul ici ¢ift b#arin
degismesi sonucu konjuge dien yapilari @lu Olwan deisikliklerin ardindan lipit
radikali hemen dioksijenle reaksiyona girer vetliperoksil radikalini olgturur (b).
LOO' ¢ogalma turlarinin zincir tayici radikalidir (c) (103,113,114).

L'+02 ——  LOQuiiiiii oo (b)
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LOO+L-H —— L+ LOOH. ... (c)
2LLO0) —— Radikal olmayan Urdin...............coooeveveeiiiinnnns (d)

Lipit peroksil radikalleri, membran yapisindakigei coklu doymamngi yag
asitleri ile reaksiyona girerek yeni karbon merkeatiikaller olgtururken, kendileri de
acga cikan H parcagi ile birleserek lipit hidroperoksitlerine dogirler. Boylece olay
kendi kendine katalizlenerek devam eder (103).

Lipit hidroksit formu balangica veya zincir dallanmasina 6ncilik yapacak
sekilde hareket eder (e). Bu ytzden lipit peroksydasi kompleks, dallanan bir serbest

radikal zincir reaksiyonudur.
LOOH + F€2 ———>  LO+OH+Fe2 i, (e)

Cogalma evresi lipit zincirdeki ¢éli C-H bag disasiasyon enerjileri tarafindan
yonlendirilir. En zayif C-H bg bis-allilik metilen pozisyonundadir (111,115). OFe
olarak lipit zincirde ne kadar cok bis-allilik mieth pozisyonu var ise o kadar cok
oksidasyona grayabilir (110-112)

PUFA Lipit radikali ‘ Dien konjugat
R H B

R H o,
IR R e S e
R, 0-0 RE H_OOH Hidroperoksit
— X — > —— +E (ROOH)
g
o o
Lipit peroksil -0 @
— -4 iy ,'H\_
radikali g NN ALY

|Endoperoksit | | Malondialdehit (MDA)

Sekil 2 Lipit peroksidasyonunun kimyasal yolu

Lipit peroksidasyonu ya toplayici antioksidan rewslarla sonlandirilir yada
otokatalitik yayllma tepkimeleri ile devam eder 8L0Sekil 2' de lipit peroksidasyonu
sematik olarak gosterilngiir (106).
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Lipit  hidroperoksitlerinin  membranlarda  birikimi  8ocu, membran
fonksiyonlari bozulur ve hicre kollobe olur. Ayridgit hidroperoksitleri gegi
metalleri katalizi ile yikildginda c¢@u zararli olan aldehitler odurlar. Lipit
peroksidasyonu sonucu ortaya cikagitgealdehitlerden en iyi bilinenleri MDA ve 4-
hidroksinonenaldir. MDA o6lcimu ile lipit peroksidasu deerlendiriimesi
yapilabilmektedir. Bu bilgkler ya hiicresel olarak metabolize olurlar ya dgldngicta
etkili olduklari bélgeden diffize olup hasari himrediger boélgelerine yayarlar. Lipit
radikallerinin hidrofobik yapida olmasi dolayis? ileaksiyonlarin gau membrana ki
molekillerde meydana gelir. Peroksil radikalleri vealdehitler, membran
komponentlerinin c¢apraz panma ve polimerizasyonuna neden olur. Boylece
membranlarda, reseptorleri ve membranglibanzimleri inaktive etmek suretiyle
membran proteinlerinde de ciddi hasarlar meydartaepdirler. Iyon transportunu
etkileyebilirler. Plazma lipoproteinleri ve 0Ozelgk disuk dansiteli lipoproteinler de
oksidasyona grayabilir. Okside lipoproteinler hiicre fonksiyontan bozulmasina
aracilik edebilirler (70,116-117).

Arasidonik asit metabolizmasi sonucu lipitlerden serbesdikal Uretimine
‘enzimatik lipit peroksidasyonu', gér radikallerin sebep ol@u lipit peroksidasyonuna
ise 'enzimatik olmayan lipit peroksidasyonu' adilirg70,103,109).

2.2.4.2. Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri

Serbest radikallerin proteinlere etkisi proteimeraminoasit icegine goére
degisir. Protein molekulleri Uzerindeki sulfhidril veyamino gruplariyla serbest
radikallerin etkilgmesi sonucu proteinlerde gan yapisal d&siklikler tce ayrilir. 1)
Amino asitlerin modifikasyonu, 2) Proteinlerin fragntasyonu, 3) Proteinlerin
agregasyonu veya caprazl@malaradr (118).

Aromatik aminoasitlerde (fenilalanin, tirozin, trgfan) doymamy yapilar
oldugundan oksidatif ataklara ¢ok hassastirlar. Sulfiniino asitler olan sistein ve
sistin de serbest radikal gtaa hassas amino asitlerdir. Proteinin temel yageki

desisme, antijenitesindeki ggsmeye ve proteolize hassasiyete yol acabilir. Rdldika
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membran proteinleri ile reaksiyona girebilirler eazim, norotransmitter ve reseptor

proteinlerinin fonksiyonlarinin bozulmasina nedébdirler (119).

Serbest radikaller etkisiyle 1gG ve albimin gibizlta sayida disilfit ba
bulunduran proteinlerin ¢ boyutlu yapilari bozul@dylece normal fonksiyonlarini
yerine getiremezler. Hem proteinleri de serbestkedérden Onemli oranda zarar
goriirler. Ozellikle oksihemoglobinin Oveya HO, ile reaksiyonu methemoglobin

olusumuna sebep olur (75,120).

2.2.4.3. Nukleik Asitler ve DNA Uzerine Etkileri

Iyonize edici radyasyona $la hiicre 6liminin b#ica nedeni nikleik asitlerin
reaktif oksijen tirleri ile reaksiyonudur. Reaktksijen turleri DNA ¢ift sarmalinin
ayrilmasina veya nikleik asit baz gdgmlerine sebep olabilir. Bu da kromozal

mutasyonlar ve sitotoksisite ile sonuclanir (12B)12

Oksidatif hasara [gh olarak DNA'da, tek ve cift dal kiriklari, abazédanlar, baz
modifikasyonlari (baz katilimi, bazlarda yeniderzelilenme)seker hasari meydana
gelebilir veya DNA ile protein arasinda caprazlaama olabilir. DNA ¢cok sayida
negatif yuklu fosfat gruplari icerginden, ceitli katyonlari b&lama yetengne sahip
bilyiik bir anyondur. B&3" ve Cd*?* iyonlar negatif yukli DNA'ya surekli kg
bulunabildikleri gibi oksidatif stres altinda hidgende bulunan demirli ve bakirl pro-
teinlerden serbesterek de DNA'ya b#Eanabilmektedirler. Redoks aktif transisyon
metal iyonlarinin bglanmalari DNA molekulini pD.'in hedefi haline getirmektedir.
DNA'ya bal metal iyonlari ile HO,in DNA (zerinde reaksiyondenasindan olgan
OH radikalleri, OH radikal temizleyicileri tarafiad uzaklatirlamamaktadir. Ayrica,
OH radikal temizleyicilerinin olgturdusu radikaller de DNA'ya hasar verebilmektedir
(124).

Aktive olmus notrofillerden kaynaklanan hidrojen peroksit meamtardan kolayca
gecerek ve hiicre cekirgiae ulgarak DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hatta
hiicre oliumune yol acabilir (70,72,108,122,123,125)roksil radikali deoksiriboz ve
baz| bazlarla kolayca reaksiyona girer vgigi&liklere yol acar. Eger hidroksil radikali
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DNA' nin yakininda meydana gelirse purin ve pirimithazlarina atak yapabilir ve
mutasyonlara sebep olabilir. Hidroksil radikali, kigik asitlerde doymg karbon
atomlarindan hidrojen cikarir veya cift g@ra katilma tepkimeleri ile sonuclanan
tepkimelere girer. Singlet oksijenin nikleik agiigetepkimeye girme yetefedaha
sinirhdir. Superoksit anyonu gugcli bir oksitleyioldusundan guanin gibi yiksek
elektron yukli ygunluklu bdlgeler iceren molekillerle daha kolay kiepeye girer
(121).

DNA'da oksidatif hasar ile ilk okan lezyon dal kiriklaridir. Dal kiriklari DNA
onarimi sirasinda nukleaz aktivitesi ile desahilec&ginden her zaman oksidatif DNA
hasarini gostermemektedir. Tek dal kiriklarind&edidaldaki bilgi dgru okunarak
‘hasarli dal onarici enzimlerle’ onarilabgghden cift dal kiriklari daha énemlidir. OH
radikali purin ve pirimidin bazlarinda modifikasytan meydana getirmektedir. Orgin
bir pdrin olan guaninin 4, 5 veya 8 pozisyonlarkida atomlarina veya adeninin 4, 5, 6
pozisyonlarindaki C atomlarina OH radikali katilargssitli tGrinler olusmaktadir.
Gunumuzde 100 kadar oksidatif DNA baz hasari teammistir (126).

2.2.4.4. Karbonhidratlar Uzerine Etkileri

Glukoz otooksidasyonu, ¢ggyicl metallerin katalizlegi reaksiyonlar sonucunda
glukozun kismen radikal olan anyonlari glirmasi ile meydana gelir. Bu radikaller,
daha sonra & indirgeyerek @~ anyonunu meydana getirirler. Bu d&el ROS 'larin
olusumunu tetikler. Proteinlerin glikolizasyonu, glukog proteinlerin amino grubuna
baglanmasiyla bgar. Bunun ardindan bir seri kimyasal modifikasygetirerek, daha
kararl bir yap! olan protein-glukoz kompleksinendgiir. Biyokimyasal reaksiyonlar
sonucunda okan glikolize proteinler ise, Cu ve Fe v@rhda, Q'ye elektron vererek
ROS' larin olgmasina neden olurlar (127,128).

Monosakkaritlerin  otooksidasyonu sonucunda ,Of1 peroksitler ve
okzoaldehitler meydana gelir. Okzoaldehitler DNANAR ve proteinlere bglanabilme
ve aralarinda capraz #ar oluturma Ozelliklerinden dolay! g#li hastaliklarin

patolojisinde énemli rol oynarlar (70,108).
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2.3. Antioksidan Savunma Mekanizmalari

Serbest radikallerin zararl etkilerine kaorganizmada koruyucu mekanizmalar
vardir. Bu mekanizmalardan bir kismi serbest rddkaumunu, bir kismi ise olmus
serbest radikallerin zararli etkilerini 6nler. Blevleri yapan maddelerin timine birden
genel olarak Antioksidanlar denir (70,122,129,130).

Etkilerini; lokal oksijen konsantrasyonunu azalkarahidroksil radikallerini
temizleyip lipit peroksidasyonunun g¢sdamasini Onleyerek, gecimetal iyonlarini
baglayip etkisizlgtirerek, peroksitlerin alkol gibi nonradikal Grinde donglimunde
etkin rol oynayarak ve zincir reaksiyonlarina nedésn tim radikaller ile reaksiyona
girip zinciri kirarak gosteren antioksidanlar; edeltler ve ekstraselliler olmak tzere iki
grupta incelenirler. En belirgin 6zellikleri oksidgan substratlara oranla ¢cok daha az
konsantrasyonlarda bile substratin oksidasyonumikig@neleri ve inhibe etmeleridir
(131).

Antioksidanlar etkilerinisimdiye kadar tespit edilen alti gigik mekanizma ile
gosterirler (108,122,131-133). Bu mekanizmalar inmden b&msiz veya bir arada

isleyebilmektedirler.

I. Oksijen ile reaksiyona girerek ya da onun vyerinarak lokal oksijen

konsantrasyonunu azaltirlar.

[I. Hidroksil radikali yapisinda yer alan hidrojen ratar b& olusturabilecek yapidaki

arunleri temizleyerek peroksidasyonurslaanasini 6nleyebilirler.

[ll. Membran lipitlerini direkt etkileyerek peroksit ugturabilen singlet oksijeni

baskilayabilir veya temizleyebilirler (131).

IV. Metal iyonlarini bglamak yoluyla reaktif gruplarin (OHferril ya da F&/Fe™3/0,
kompleksleri gibi) velveya lipit peroksitlerden pksil ve alkoksil radikallerinin
olusumunu Onleyebilirler. Membranlarda lipit peroksigasunun bglamasina hangi

reaktif Urtnlerin neden olgu tartsiimaktadir, ancak hem fgangi¢c hem de okan lipit
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peroksitlerin dekompozisyonu igin transisyonel rhétanlarina ihtiya¢ oldguna dair
genel bir kani vardir.

V. Peroksitleri, alkol gibi nonradikal triinlere cebilirler. Ornegin; GPXx, peroksitleri

bu yolla temizleyen bir antioksidandir.

VI. Zincir kirabilirler yani; zincir olgumuna neden olabilen serbest radikallerle
reaksiyona girebilirler ve yaasidi zincirlerinden strekli hidrojen iyonu safmni
Onleyebilirler. Zincir kirici antioksidanlar icinedfenoller, aromatik aminler ve en
yaygin olan a-tokoferol yer almakla birlikteska lipit solubl zincir kirici antioksidanlar
da vardir (131).

Lipit peroksidasyonunu yukaridaki mekanizmalarddk doért tanesi ile
onleyenler 'Koruyucu Antioksidanlar' olarak kabdilmektedir. Dordiincii mekanizma
ile etki edenler reaksiyon sirasinda tuketiimezResinci mekanizma ile etki eden
antioksidanlar ise koruyucu olmakla birlikte reaksi sirasinda kimyasal karakterlere
gore tuketilebilir veya tiketilemezler. Altinci nekizma ile etki eden zincir Kirici
antioksidanlar ise zincir uzama reaksiyonlarina emedlan radikallerle kompleks
yaptiklarindan kirma reaksiyonu surecinde tukéilirBurada 6zellikle vurgulanmasi
gereken nokta antioksidanlarin pekggoun tek bir mekanizma tzerinden etki etniedi
birden fazla mekanizma ile asil etkisini glurdusudur. Ek olarak oksidatif hasarin hizh
tamiri ki bu, peroksidize ya asitlerinin membran lipitleri arasindan temizlersme
seklinde olur, lipit peroksidasyonunu yaletabilir. Membrandaki yapisal gaiklikler
de peroksidabiliteye etki edebilir. Antioksidanlsadece lipitlerin d&l, belki okside
olmalari ¢ok daha zararli olabilen DNA ve protefiflede korunmasinda etkilidir
(70,72,90,108,109,123,131,134).

Antioksidan savunma; radikal metabolit Gretiminime@nmesi, Uretilmi radikallerin
temizlenmesi, olgan hiicre haraplanmasinin onarilmasi, sekonderaladikten zincir
reaksiyonlarinin durdurulmasi ve endojen antioksitapasitenin arttiriimasi olarak
ayrimlanan bg degisik blokta yurtr (103). Bazi otoriteler antioksideaavunmayi
komponentlerin enzimsel olup olmamasina bakaratal&ka SOD ve GSH-Px'in rol

aldigi antioksidan aktiviteleri Enzimatik antioksidanveama ;a-tokoferol, askorbat,
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glutatyon, Urik asit, glukoz gibi maddelerle gerestrilen deoksidasyonsiemlerini
Enzimatik olmayan antioksidan savunma olarak taamm(135). Ote vyandan,
antioksidanlara daha spesifik rollerin yuklegid¢alismalarda, antioksidan savunma;

selliler, mambransal ve extraselltler olarak saandirildg gérulmektedir (136).

2.3.1. Enzimatik Antioksidanlar

2.3.1.1. Superoksit Dismutaz (SOD)

Antioksidan savunmanin ilk basagnastperoksitin HO,' e dismutasyonunun
katalizleyen SOD (EC 1.15.1.1) enzimidir (95,13@:13!1).

Superoksit radikallerinin $0, ve Q' ne dismutasyonunu @ayan superoksit
dismutaz enzimi ilk olarak inek eritrositlerindegflsstiriimistir (136). SOD aerobik
hiicrelerde oksijen radikalinin zararina fantraseliler savunmada buyuk rol oynar ve

aktivitesinde yglanmaya bgli olarak bir azalma olmaktadir (142).

O +0 +2H SOb @+ HO;

v

SOD enzimi kofaktor olarak icerglimetal iyonu tipine gore ¢ sinifta toplanir
(137,143-146).Insanda SOD' un iki tipi bulunmaktadir. Bunlar; zile bulunan
dimerik Cu ve Zn iceren izomer (Cu-Zn SOD) ile rkibadride bulunan tetramerik Mn
iceren izomerdir (Mn-SOD). Prokaryotlarda bulunam ke iceren bir izomeri daha
vardir (Fe-SOD). Ayrica 1982 yilinda glikoproteiapysinda olan ekstraseltler SOD
(EC-SOD) tanimlanmngtir (147).

Sitozolik SOD yapisinda bakir ve c¢inko (CuzZn-SODjtokondrial SOD
yapisinda mangan (Mn-SOD) bulunmaktadir (148). Qi stabiliteyi sgadigl ve
bakirin ise aktiviteden sorumlu olglu disintulmektedir (149). SOD izoformlarinin
dagilimi dokudan dokuya farklilik gésteriiskelet kasinda toplam SOD aktivitesinin
%15-35 kadari mitokondride iken geriye kalan %65H83ismi sitozoldedir (150).
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Cu-Zn SOD, ilk defa 1969 yilinda Mc Cord ve Friddvi tarafindan
tanimlanmgtir. Cu-Zn SOD, hayvansal hiicrelerin sitozolindeatan enzimin molekul
agirh g yaklagik olarak 32000 daltondur. Birbirinin ayni olan it Gniteden meydana
gelir. Her subinitede bir Cu atomu, bir Zn atomu, Zincir ici distlfur képrusa, bir
sulfidril grubu ve bir asetillenrgiterminal amino grubu bulungu tespit edilmgtir
(64).

Mn-SOD; prokaryotik hiicrelerde molekigidigi 40000 dalton olan, birbirinin
ayni olan iki alt birimden okan ve enzimin alt birimi ana birer atom Mn b olan
bir dismutaz icerirler. Mitokondri dismutazi da gdr prokaryotik hucrelerdeki
dismutaza benzer, ancak 80000 dalton molekgirhginda tetramer yapidadir.
Mitokondri ve dger prokaryotlarin dismutazlarinin primer yapilaa Hirbirine ¢ok
benzer. Mitokondri dismutazinin bu 6zgili mitokondrinin prokaryotik orijinli olup,
Okaryotik hicre icine girerek simbiyotik bir gam olyturdusuna kanit kabul edilir.
Ayni tepkimeyi katalizlemeleri ginda Mn-SOD ile Cu-Zn SOD arasinda hicbir ortak
yapisal 6zellik yoktur (131).

Bazi bakteriler birden fazla SOD icerirler. Bunlandbiri bltin prokaryotlarda
bulunan Mn-SOD olup, hlcre stoplazmasinda buluBazi bakteriler periplazmik
bdlgelerinde demir iceren bir SOD (Fe-SOD) bulumgar (151). Bu dismutaz faktori
disinda Mn-SOD' a benzer. Bu tip mikroorganizmalardatrim enziminin (Mn-SOD)
endojen Q" radikallerine kan demir iceren dismutazin ise ¢evreden gelen rédiea
karsi koruyucu fonksiyon gordiii kabul edilmektedir (152). Mn-SOD ve Fe-SOD
enzimlerinin biri ya da her iki birden prokaryotiiarbulunur.

SOD enziminin canhlardaki gdimi katalaz ile birlikte incelenmelidir. Clnku
SOD ile katalizlenen tepkime sonundasal tGrtin, oksijenin toksik trinlerinden biridir

ve katalaz tarafindan birikimi dnlenmektedir (151).

2.3.1.2. Katalaz

Katalaz (KAT, EC 1.11.1.6), tim hucre tiplerindegdi&k konsantrasyonlarda
bulunan, dért hem grubu iceren bir hemoproteindinlekil agirligi 248000 daltondur.
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Hidrojen peroksiti molekiiler oksijen ve suya kat®li (70,153,154). Demir (Fé)
enzimin aktif bélgesine gganmasi gereken bir kofaktordur (155).

2H,0, SATAAZ, S5HO+ 0O,

Katalaz hicre iginde buyuk gonlukta peroksizomlarda bulunur ama
mitokondrilerde de az miktarda bulunmaktadir (13&talaz' in indirgeyici aktivitesi
hidrojen peroksit ile metil ve etil hidroperoksiilagibi kiicik molekullere kardir.
Blayuk molekdlli lipit hidroperoksitlerine etki etme Kan, kemik ilgi, mukoz
membranlar, karager ve bobreklerde yuksek miktarda bulunmaktadir
(70,117,130,140,153,156).

Katalaz ve glutatyon peroksidaz ayni fonksiyonags#édkat substrat olan 40,
ye farkli affinite gosteren enzimlerdir. Memeli tdtyon peroksidazi, katalaz ile
kargilastirildiginda diguk konsantrasyonlarda bile ;8," ye daha ylksek afinite
gostermektedir (157).

2.3.1.3. Glutatyon Peroksidaz

Selenyum iceren peroksidazlara iyi bir 6rnek oldntajyon peroksidaz (EC
1.11.1.19), GSH' | kullanarak gt hidroperoksitlerin (ROOH ve bD,) rediiksiyonunu
katalizler ve bu sayede memeli hiicrelerini oksfdadsara kan korur.

ROOH + 2GSH — S,  ROH + GSSG +80
H,0, + 2GSH —SP* 5 GSSG + ROH +.0

Memelilerde en az Beceait GPx izoenzimi bulunmaktadir. Her dokuda
bulunmalarina karmn, her izoformun miktari doku tipine gore gilgr. Sitozolik ve
mitokondrial glutatyon peroksidaz (GPx1),gyasidi hidroperoksitlerini ve hidrojen
peroksidi GSH kullanarak indirger. GPx1 ve fosfilighidroperoksit glutatyon
peroksidaz GPx4 (PHGPx) da geo dokuda bulunur. GPx4 hem sitozolde hem de
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membran fraksiyonlarinda lokalizedir. PHGPx perdk®@ membran ve oksidize
lipoproteinlerde olgan fosfolipit, y& asidi ve kolesterol hidroperoksitlerini direk
indirgeyebilir (158). GPx1 daha cok eritrosit, békwve karagierde bulunurken; GPx4,
renal epitel hicre ve testislerde bulunur. Sitde@iPx2 (GPx-G1) ve ekstraseliler
GPx3' e sirasiyla gastrointestinal sistem ve boldigkdaki ¢@u dokuda az rastlanir.
Bu aileye yeni katilan ve fare epidermisinde ramtta GPx5' in selenyum $ia

olmamasi ise ilgingtir.
H,0,+ 2GSH —PH6PX_ GSSG + KO
ROOH+ 2GSH —PPX _, GSSG + ROH +4@
PLOOH + 2GSH—1*__,  GSSG + POH + 4@

GPx'in molekdl girligi 80.000 Daltondur. Dért identik subinitesinin bainde
enzim aktivitesi icin esansiyel olan bir selenasist(Sec) kalintisi icerir (159). GPx
substratini (HO,) katalazla paykmasina rgmen, lipit ve dger organik peroksitlerle
oksidatif stres icin ana savunma kagmbar ama Katalaziddetli oksidatif strese kar
korumada daha 6nemlidir (160). Katalaz' 1506l ye dguk afinitesinin GPx' den daha
distk olmasi ydziunden uzun bir sire, hayvan hicralerive 06zellikle insan
eritrositlerinde HO,' nin detoksifikasyonunda esas antioksidan enzi@ix oldgu

dUstndimistar.

2.3.1.4. Glutatyon-S-Transferazlar

Dimer yapida, molekul@rligi 50000 dalton olan, yedi farkli formda alt tnite
tastyan ve sekiz izoenzimi olan bir proteindir (1612)16Selenyuma (Se) pa olmayan
glutatyon peroksidaz olarak adlandirilir (EC 2.58). Membran lipit peroksidasyonunu
yalnizca fosfolipaz A2' nin vaginda inhibe eder. Oncelikle ardonik asit ve lineolat
hidroperoksitleri olmak tzere lipit peroksitlereraSe b&msiz GSH peroksidaz gibi

aktive gostererek antioksidan etki gosterir (70)163
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Insanda bircok dokuda genilasiima sahip, cokslevli ve gen§ spektrumlu
substrat 6zelfii olan bir enzimdir (164). Glutatyon S-transfer&S(T) bu 6zelki ile
potansiyel toksik kimyasallara maruz kalan canfjamizmada savunma gorevi gorir.
Detoksifikasyon gorevini glutatyonun -SH grubu lilgibilesiklerin elektrofilik
bdlgelerini notralize ederek gerceftieir. Olusan Uriin suda ¢6zinen merkapturik asittir
ve idrar ile vicuttan atilir (165-177).

ROOH + 2GSH — 5T, GSSG + ROH + KO

2.3.1.5. Glutatyon Reduktaz

Glutatyon reduktaz (EC 1.6.4.2) molekigidigi 120000 dalton olan 2 alt
birimli bir proteindir (168,169). Hidroperoksitleriredikte olmasi esnasinda meydana
gelen okside glutatyon (GSSG), Glutatyon RedukiaXatalizledgi reaksiyonla tekrar
redukte hale (GSH) dogiir. Reaksiyonun gercekimesi icin NADPH' a ihtiyag vardir
(70,117,168-170).

GSSG+ NADPH+H SR, 2GSH+ NADP"

2.3.1.6. Mitokondrial Sitokrom Oksidaz

Solunum zincirinin son enzimi olan sitokrom oksidamperoksidi detoksifiye

eden enzimdir.
20,"+4H + 46 — 240

Bu reaksiyon, fizyolojiksartlarda sirekli devam eden normal bir reaksiyondur
ve bu yolla yakit maddelerin otooksidasyonu tamawanak enerji Uretimi gganir
(70,123,129,130,146). Ancak, superoksid Uretingucaaman bu enzimin kapasitesini
asar. Bu durumda der antioksidan enzimler devreye girerek superoksizararli

etkilerine engel olurlar.
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2.3.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

2.3.2.1. Askorbik Asit (C Vitamini)

Askorbat, alti karbonlu bir laktondur ve pek cokmedi tirtinde karagerde
glukozdan sentezlenir. Ancak insanda askorbik asdntezlenmesi icin esansiyel olan
glukolakton oksidaz enzimi bulunmaz ve bu sebepigexi gercekligemez (171,172). C
vitamini elektron donorti ve dolayisiyla indirgeyajandir. Bilinen butun fizyolojik ve

biyokimyasal hareketleri elektron donori olmasinkaynaklanir.

Su bazli ortamlarda genantioksidan kapasiteli vitamin C, lipit ortamlagiicli
antioksidani olan vitamin E' nin antioksidan etkisandiran bir rol Ustlenerek kan ve
diger vicut sivilarinin primer antioksidan savunmagyerceklgtirir Askorbik asit,
superoksid ve hidroksil radikalleriyle reaksiyoridpyonlari temizleyen bir antioksidan
olmasinin yani sira tokoferoksil radikalinin tekitakoferole dongmesini sglar. Bu
esnada kendisi de dehidroaskorbata okside olurita®nini yetersizIgi durumlarinda
olusan tokoferoksil radikalleri tokoferole dogmiek icin GSH ile reaksiyona
girdiginden hicredeki GSH miktarini azaltacaktir. Vitam@inin singlet oksijen
superoksit, hidroksil, hidroperoksil, lipit perokse lipit alkoksil radikallerini ortamdan
temizleyerek antioksidan etkisini gosteiidi bilinmektedir. Lipit molekillerinin
oksidasyonu ile okturdusu lipit peroksitlerinin sulu ortamlarda ¢6zinmeninide
vitamin C'nin antioksidan etkisiyle aiftugu ileri surdlmektedir Bazi biyolojik
sistemlerde lipozomal metil linoat misellerinin akasyonunu baskilayan antioksidan

aktivitenin de vitamin C'den odtugu séylenmektedir (173).

2.3.2.2. Glutatyon

Redukte glutatyon (GSH); glutamik asit, sisteinglisin iceren bir tripeptit olup,
aktif bir salfidril (-SH) grubuna sahiptir. Hemereinen bitin hayvan hicrelerinde ve
bazi bakterilerde bulunur (174,175). GSH 'In higrestioksidan savunmada bircok
roli vardir (174-176,177). En 6nemli antioksidanmeyd H,O, ve organik peroksitleri
(lipit peroksit gibi) selenyum gamli enzim GPx ile katalizleyip yok ederek siraaigu
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veya alkole dongmesidir. Bir ¢ift hidrojen iyonu vererek GSSH' akgéltgenir, GSSH
ise glutatyon rediktaz tarafindan katalizlenir. Baksiyon GPx ile okur, boylece
GSH' in meydana gelebilmesi icin bir redoks dongigglanms olur (176,178). Gerekli
olan NADPH dokuya goére ya heksozmonofostitindan ya da izositrat dehidrogenez

ve malik enzim tarafindan katalizlenen reaksiyonusoinda olgur (175-187).

En onemli go6revi, enzim ve proteinlerin tiyol graphin indirgenmesi ile
rediukte formlarinin yeterli dizeylerde kontrolinézlamaktir. Tiyol grubuna sahip
bircok enzim dgik hizda fakat okside olarak ya da oksijenin diegkisi ile hizla
aktivitelerini yitirirler. iste GSH kendisi okside olup tiyol gruplarini teknadirgeyerek
bunlarin aktivasyonunu gar. Ozellikle HO,' nin elimine edilmesinde GSH' In
oksitlenebilirliginden faydalanilir (70,168).

GSH hicrede en ¢ok bulunan kisa zincirli peptigoditicrenin protein olmayan
tiyol kaynasidir (174,175). Hiucredeki GSH konsantrasyonu milan@ranlarda olup,
organlarin fonksiyon ve oksidatif kapasitesine gfdmili organlarda farkli miktarlarda
bulunur. Karagier GSH'In viicutta en yiuksek konsantrasyondagoidiwrgandir. Ayrica
gozun lens kisminda da GSH konsantrasyonu yuksgi&). Akcier, bobrek, kalp
gibi organlarda da 2-3 mM GSH bulunur. Kirmizi kdmicreleri, plazma ile
karsilastirildiginda daha fazla GSH' a sahip olduklar ve oksidsitiése kan daha
koruyucu olduklari goralar (179).

L-glutamat + L-sistein + ATR_r-gutami sistein transferaz -, _q| tamilsistein + ADP + P

y-glutamilsistein + Glisin + ATp —_Sluayonsenteaz _ ggH + ADP +iP

2.3.2.3.a -Tokoferol (Vitamin E)

a-Tokoferol yada ¢oziinen ve zincir-kirici bir antioksidandir. &wemli gorevi
oksijen serbest radikallerinin ataklarina skamembran lipidlerindeki y&a asitlerini
korumaktir. Mitokondri, endoplazmik retikulum veagina membran fosfolipitlerinia-

tokoferole kagi cok yuksek affinitesi vardir. Tokoferoller fenolibir hidrojeni
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peroksidasyona guamg bir doymamy yag asidindeki serbest peroksit radikaline
aktarirlar (180). Bunun sonucunda serbest radikairzreaksiyonlari kirilir.

ROO + Toc-OH ——» ROOH + Toc-O

ROO + TocO: —» ROOH + Serh@stayan radikal

Toc-OH = TOKOFEROL

Olusan serbesto-tokoferol radikali bundan sonra yeni bir serbestrofsit
radikaliyle reaksiyona girer. Boyleeetokoferol kolay reversibl oksidasyongramaz.
Kroman halkasi ve yan zincgeklindeki serbest olmayan radikal Griiniine okside.ol
Bu oksidasyon urtnt ikinci konumundaki hidroksilgu tzerinden glukoronik asit ile
konjugasyona grayarak safra yoluyla atilir (181).

Tokoferolliin antioksidan etkisi yuksek oksijen kamsasyonlarinda etkilidir.
Bundan dolayr en yiksek oksijen kismi basinclammaruz kalan lipit yapilarinda

ornesin eritrosit ve solunum sistemi membranlarindaletkbelirgindir (182,183).

2.3.2.4. Karotenoidler

Vitamin A'nin 6n maddesi olam-karotenin singlet oksijeni bastirabifdli
superoksit radikalini temizlegi ve peroksit radikalleriyle direkt olarak etkierek
antioksidan gorev gorgii saptanmstir (70). Karotenoidler; bitki, hayvan ve insanlard
olusan ysil ve kirmizi renkli pigmentler grubuna girerlerizfolojik olarak oldukca
onemlidirler. Reaktif oksijen tarleri ile gucli bietkilesime girerek, bitkisel ve
hayvansal organizmalarda potansiyel serbest radiki&lrici, singlet oksijen yakalayici
ve lipit antioksidanlari olarak goérev yaparlar ()L84&arotenoidler; uzun, alifatik,
konjuge cift bgl sistemlerdir. Hidrokarbondan afan bir kisim igerirler ve bu genelde
sekiz izopren birimden ofur. Molekil formult GoHsg' dir (184).

Karotenoidler OH O, ve peroksil radikalleri ile etkigme gecerek mikemmel bir
radikal sUpurlcusiu olarals igorurler. Yapilarindaki cift Qgarin yerlgik olmayan
eslesmemg elektronlara bglanmasi sonucu antioksidan aktivitesi gosterirl&85).

Yuksek konsantrasyonlarinda lipitleri peroksidasymararindan korurlar. Serbest
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radikaller ile karotenoidler arasindaki etkilmin aciklanmasinda genel olarak (g
mekanizma ileri surtlmektedir: Serbest radikallgeai bir radikal ekleme, yapisindan
bir H kopararak radikali etkisiz hale getirme ve yaplambir elektron transfer ederek

radikali yuksuzlgtirme seklindedir (186).

2.3.2.5. Melatonin

Melatonin, karanlikta pineal bezden salgilanan;u)ykeme, immunite gibi pek
cok biyolojik fonksiyonun dizenlenmesinde rol oyaaybir hormondur. Melatoninin
bir antioksidan oldgu, literattirde ilk kez 1991 yilinda lanas ve arkgata tarafindan
One surilmi ve daha sonra yapilan in vitro ve in vivo galalarla desteklenmtir.
MelatonininOH, H,O, gibi oksidatif strese yol acabilen serbest rad@caldetoksifiye
ettigi ve bdylece onlarin biyomolekuller Utzerindeki zareetkilerini 6nleyebildgi
bildiriimektedir. Melatoninin antioksidan 6zedli yapisinda bulunan pirol halkasindan
kaynaklanmaktadir (187).

Farmakolojik ve muhtemelen fizyolojik dizeylerdekielatoninin; SOD gibi
bazi antioksidan enzimlerin gen ekspresyonlarinidgaaktivitelerini artirdgii ve bu
yolla oksidatif stresi baskilagh bildiriimektedir. Ayrica melatoninin bazi prookisin
enzimleri inhibe ederek, serbest radikalsalmunu azaltfii ve bu yolla da antioksidan
sistemi destekledi 6ne surilmektedir. Bunlaringnda melatonin hem suda ve hem de
lipit fazda c¢Ozunebil@inden, organizmada c¢ok genialanda antioksidan etki
gosterebilmektedir. Kolaylikla kan-beyin bariyerve plasentayr gecebilen melatonin
icin, bilinen hicbir morfofizyolojik bariyerin olnmraasi, melatoninin tim intraseluler
komponentlere rahatlikla yabilmesini sglamaktadir. BOylece melatonin, hiicre zarini,
organelleri ve ¢ekirdg etkin bir sekilde serbest radikal hasarindan koruyabilmektedir
Hucre membrani ile temas ¢ttide, fosfolipit tabakanin gl ylzeyine tutunan
melatonin, radikallerle membrandan 6nce temasargkgenlari detoksifiye eder ve
membrani korur. Melatonin vaginda, mitokondriyal solunum zincirinden kaynaklanan
radikallerin Uretimi de azalmaktadir. Cekigge kadar ulgabilme 0Ozellgi, DNA'nIn
oksidatif hasara kar korunmasinda, melatonine bir Ustlnlulglaenaktadir. Daha da
onemlisi, dger antioksidanlarin aksine, ¢cok yiksek dozlard® @@/gin) ve 5 yil gibi

uzun sdre kullanimda bile, melatoninin toksik ki @dstermemesidir (187).
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2.3.2.6. Polifenoller

Fenoller, aromatik halkaya gla OH grubu iceren etkili antioksidanlardir, ¢ciink
bu bilesiklerden olgan radikaller, rezonans karariiina sahiptir, bu nedenle gir

radikallere gore etkin olmayan radikallerdir.

2.3.2.7. Seruloplazmin

Plazma antioksidan aktivitesinin dnemli bir kismiakut faz proteini olan

seruloplazminden kaynaklanir. Seruloplazmin SODéazer bir mekanizmayla etki

gOsterir. Ferro demiri (B ferri demire (F&) yiikseltgeyerek Fenton reaksiyonunu ve

bdylece hidroksil radikali okumunu inhibe eder.

2.3.2.8. Urat

Normal plazma konsantrasyonunda urat, hidroksilpesiksit, peroksit
radikalleri ve singlet oksijeni temizler. Fakat itdpradikalleri Uzerine etkisi yoktur.

Ayrica vitamin C oksidasyonunu engelleyici etkiargr.

2.3.2.9. Transferrin ve Laktoferrin

Transferrin ve laktoferrin dojamdaki serbest demiri itarlar.

2.3.2.10. Albumin

Albumin kuvvetli sekilde bakir ve zayif olarak da demiri ghar. Yiksek
konsantrasyonlarda (40-60 mg/ml) bulunur. Albuntsagl bakir, Fenton reaksiyonuna
katilabilir fakat albumin ylzeyinde alacak olan OH radikali albumin tarafindan
temizlenir ve radikalin serbest solisyona kacmasimvermez. Bu biyolojik olarak
onemli olmayan, albumine ait bir reaksiyon diikr. Ayni zamanda myeloperoksidaz

turevi bir oksidan olan HOCI'i hizli bgekilde temizler.
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2.3.2.11. Bilirbin

Hem katabolizmasi ile meydana gelen ve albumirg lodarak tginan bir safra

pigmentidir. Bilirubin stiperoksit ve hidroksil ragili toplayicisidir.

2.4. Lokositler

Lokositler vicudun savunma sisteminin hareketlinbieridir. Kismen kemik
ili ginde (grantlasitler, monositler ve az sayida lefffatusurlar. Olwtuktan sonra, kan
ile kullanilacaklari farkli vicud bélgelerinestairlar. Lokositlerin (Akyuvarlar) gercek
onemleri ¢cg@unun spesifik olarak ciddi enfeksiyon ve inflamasydodlgelerine
tasinmalaridir, boylece olabilecek herhangi bir enfgs ajanina kan hizli ve guclu
bir savuma s&arlar. Bu glemler iki yolla gerceklgr. 1. Yayilhimci ajanlari fagositoz ile
harap ederek. 2. Antikorlar ve duyali lenfositlarsturarak (188).

2.4.1. Lokositlerin Genel Ozellikleri

Kanda normalde alti & akyuvar bulunur. Bunlar polimorfonikleer notitr,
polimorfonukleer eozinofiller, polimorfonukleer badler, monositler, lenfositler ve
seyrek olarak plazma hicreleridir. Ayrica ¢ok sayiimbosit bulunur, bunlar kemik
iliginde bulunan ve akyuvarlara benzeyen bigkbahiicre tipi olan megakaryositlerin
parcalardirilk ti¢ hiicre tipi granil goriunumli olduklari icin @ilositler olarak veya
klinik terminolojide ¢ok nikleuslu olduklari icinpblimorfonukleer hicreler” diye
adlandinlirlar. Granulositler ve monositler yagiti organizmayi esas olarak sindirerek
yani fagositoz ile vicudu korurlar. Lenfosit ve pt@a hicrelerinin fonksiyonu ise
temelde immin sistem ile gkilidir. Trombositlerin fonksiyonu ise kanin pitggma
mekanizmasini aktive etmektir. Edin insanda milimetre kip kanda 7.000 kadar
akyuvar vardir. Tum akyuvarlarin farkli hicre tiphen normal yuzdeleri yakkak
olarak sdyledir. Polimorfontkleer notrofiller % 62.0, polorfonikleer eozinofiller %

2.3, polimorfonukleer bazofiller % 0.4, monosithér 5.3, lenfositler % 30.0, bunlarin
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disinda hicre parcaciklar olan trombositlerin sayitailimetre kiip kanda normalde
300.000 kadardir (188).

2.4.2. Lokositlerin Olusumu

Granulositler ve monositler yalniz kemikginde olwgur. Lenfositler ve plazma
hicreleri esas olarak lenfoid dokularda, lenf bezigalak, timus, tonsiller, vicudun
cesitli yerlerindeki lenfoid dokularda, 6zellikle kefili ginde ve barsak duvar epiteli
altinda uzanan Peyer plaklarinda uretilirler. Kerhignde olgan akyuvarlar, 6zellikle
de grantlositler, dotam sisteminde gerek duyuluncaya kadar, ilikte depolar.
Ardinda ihtiya¢c duyuldgunda ceitli faktorlerle salinimina yol acilir. Normalde nii
kanda dolganin U¢ kati kadar granulosit ilikte depolanir. Baklasik alti gunlik
granulosit kayng salar. Gecgici olarak kanda gman az sayida lenfosit stinda

lenfositlerin cok blyuk kismi lenfoid dokununsite bolgelerinde depolanir (188).

2.4.3. Lokositlerin Yasam Suresi

Kanda lokositlerin bgica bulunma nedeni kemik ginden veya lefoid dokudan
gereksinim duyulan vyerlere stamalaridir. Kemik ilginden salindiktan sonra
granulositlerin émri normalde delen kaninda 4-8 saat, dokularda da 4-5 gunddr.
Ciddi doku enfeksiyonlarinda bu toplamsgen suresi genellikle birka¢ saate kadar
diser, cunku granulositler hizla enfekte bolgeye gid@nksiyonlarini yerine getirir ve
sureg icinde kendi kendilerini haraplarlar.

Monositlerin tginma zamani da kisadir, kapiller membrandan do&ular
gecmeden once 10-20 saat kadar gdoida kalirlar. Dokulardaiserek gerglerler, doku
makrofajlari haline gelmeye Warlar ve bu formda fagositik fonksiyonlari siragan
yikilmadik¢ca aylarca hatta yillarca sggabilirler. Doku makrofajlari, doku makrofaj
sisteminin temelini olgturarak dokularda enfeksiyonlara kaisurekli bir savunma
sgilarlar. Lenfositler, lenf dglimleri ve dger lenfoid dokulardan lenfatik drenaj ile
surekli olarak dolgma katilirlar. Ardindan birka¢ saat sonra, diagede dokulara
gecerler. Daha sonra tekrar lenfe girerler ya liehftokuya ya da kana tekrar donerler;
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bdylece tum vucutta lenfositlerin surekli dglai vardir. Lenfositerin y@am siresi,
viicudun bu hucrelere gereksinimine goére haftalaagéarca, hatta yillarca olabilir.
Kandaki trombositler yakikak her on ginde bir ggsir, bir bagka deysle hergin
milimetrekip kan icin yakkak 300.000 trombosit yapilir (188).

2.4.4. Fagositoz

Notrofil ve makrofajlar esas olarak yayilimci bakes, virisler ve dier
zedeleyici ajanlarla saya ve harap ederler. Notrofiller, bakteriler velisterle dolgan
kanda bile sawap, onlarl harap edebilen olgun hicrelerdirgédi yandan makrofajlar
yasamlarina enfeksiyon ajanlari ile sanaa yetenekleri kisith, hentiz tam getiems
kan monositlerseklinde balarlar. Bazen caplari bemisli artarak 60-80 mikrometreye
kadar ulairlar. Ayrica sitoplazmalarinda ¢ok sayida lizozgeliserek, sitoplazmaya
granil ile dolu kese goérinumu verir. Bu hicrelerekamakrofaj denir ve hastalik
etkenleri ile sawana yetenekleri fazladir. Notrofil ve makrofajlarien 6nemli
fonksiyonlari olan fagositoz sardirgan ajanin hseresindirimi demektir. Fagositler,
fagosite edilecek materyalde secici olmalidir, akkdirde viicudun normal yapilari ve
hiicreleri de sindirilir. Fagositozun olup olmaméaszellikle ti¢ secicisleme dayanirilk
olarak viicudun dgal yapilarinin pek gou fagositoza direncli olan puriizsiuz yuzeylere
sahiptir. Fakat ger yuzey puruzli hale gelirse, fagositoz olgsilartar. ikincisi,
Viucudun dgal yapilarinin ¢gu, fagositleri iten koruyucu, protein kiliflara sgatfr.
Diger yandan 6lU dokularda ve yabanci patikullerigugma genellikle koruyucu kihf
yoktur, bu da onlarl fagositoz icin uygun hale getiUclincti olarak, viicud bazi
yabanci olgumlari fark eden 6zel bir sisteme sahiptir. Bu dgudmmiin sistemin bir
sonucudur.immiin sistem, bakteri gibi enfeksiy6z ajanlaraskantikorlar geltirir.
Ardindan antikorlar bakteri membranlarina tutuner hoylece bakteri fagositoz igin

elverili hale getirilir.

Notrofillerle fagositozda, dokulara giren nétradiflolgun hicreler olduklari igin
derhal fagositoza Bkyabilirler. Fagosite edilecek partikile yajttzca notrofil dnce
partikle tutunur ve sonra partikil etrafinda hémg d@ru pseodopodlar uzatir.
Karsilikli pseodopodlar birbiri ile kaysa. Boylece icinde fagosite edilen partikili

bulunduran kapali bir bélme alwrur. Ardindan bu bolme sitoplazmik kavitenin igin
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dogru coOker ve hicre membranindan ayrilarak sitoplaignade serbestce yilizen
fagositik vezikulu olgturur. Bir nétrofil, kendisi inaktive olup dlmedéimce genellikle
3-20 bakteriyi fagosite edehbilir.

Makrofajlar immun sistem tarafindan aktive ediléithde nétrofillerden cok
daha gucli fagositoz yapabilirler, genellikle 10@kteriyi fagosite edebilecek
yetenektedirler. Notrofiller bakteriden daha buygartiktlleri fagosite edemezken,
makrofajlar cok daha bulyuk partikilleri 6gme tim bir alyuvari veya nadirende olsa
sitma parazitlerini bile yutabilirler. Ayrica maKkaglar, partikulleri sindirdikten sonra

artik Urdinlerini atabilir ve aylarca yayabilirler (188).

2.4.5. Lokosit Kaynakli Komplikasyonlar

2.4.5.1. L6kopeni

Lokopeni veya agranilositoz olarak bilinen ve nadlirortaya c¢ikan klinik
durumda, kemik ilii akyuvar yapimini durdurarak vicudu bakterilerede&ulari istila
eden dger ajanlara kar korunmasiz birakir. Normalde insan vicudu birbakteri ile
simbiyoz halinde ygar ¢cunkd vicudun bitiin mikdéz membranlar surekdrad cok
saylida bakteri ile kaasir. Akyuvar sayisindaki herhangi bir azalma, viewhaten var
olan bakterilerin derhal dokulara yayllmasina yghra Kemik iligi akyuvar yapimini
durdurduktan iki gin sonrage ve kolonda Ulserler gorulebilir veyaskle &gir
solunum enfeksiyonlari geir. Ardindan Ulserlerdeki bakteriler hizla cevrekdiara ve
kana yayilirlar. Tedavi edilmezse, akut total |6&om balamasindan bir haftadan az
bir stire sonra siklikla 6lum gercefite Nukleer patlama nedeniyle vicudun gamma
isinlari ile irradiyasyonu, benzen ve antrasen cekirdceren kimyasal maddeler veya
ilaclarla kagilasma kemik il aplazisine neden olur. Gergekten de bilinen @dagl
bazilari 6rngin kloramfenikol (antibiyotik), tiyourasil ve hattgesitli barbittrat
hipnotikler agranulositoz (veya kemik gii aplazisi, kemik ilginde hicbir hicrenin
alyuvarlarda dahil tretiimemesi) nedenleridir, @@ bu hastalin tim enfeksiyon
asamalari geliir. Kemik iliginin irridasyon harabiyetinden sonra bazi kok hlgre

miyeloblastlar ve hemositoblastlar genelikle iliktkedelenmeden kalirlar ve yeterli
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zaman sglandiginda kemik ilgini rejenere etme yetepgmdedirler. Enfeksiyonlar
engelleyen antibiyotikler ve ger ilaglarla uygunsekilde tedavi edilen hastada
genellikle birka¢ hafta ile birka¢ ay icinde kanchgleri konsantrasyonunu normale

getirecek yeterli kemik ifii olusur (188).

2.4.5.2. Lokositoz

Organizmanin savunma sisteminin hareketli elemanlalan I6kositler,
organizmay! bakterilere, virislere, parazitlere ww@morlere kagi savunurlar.
Lokositlerin 1 mni kandaki sayilari 4000-10000 arasindgigibilir. Ortalama lokosit
sayisi 7000'dir. Lokosit sayisinin 4000'nin altidésmesine l6kopeni, 10 000’ nin
ustiine ¢cikmasina ise lokositdenilmektedir.

Akyuvarlarin kontolstiz dretimi, bir miyeloid ya danfoid hicrenin kanseréz
mutasyonu nedeniyle ortaya cikar. Bu, gafa kanda anormal akyuvarlarin sayisinin
cok artmasi ile karakterize I6semiye neden olusdmiiler iki genel tipe ayrilil.enfoid
Ldosemiler ve Miyeloid Losemiler Lenfoid I6semiler, lenfoid htcrelerin kanseréz
dretimi nedeniyle olur, genellikle lenf gamleri veya dier lenfoid dokularda 3éar ve
sonra viicudun der bolgelerine yayihrikinci 16semi tipi olan miyeloid I16semi, kemik
ili gindeki gen¢ miyeloid hticrelerin kanser6z uretiei liglar ve sonra viicuda yayilir.
Miyeloid |6semide kansertz sureg, arasira kismiildamis hicreler Gretir, bunlar
notrofilik 16semj eozinofilik 16semi bazofilik l16semiveya monositik [6semiolarak
adlandirlabilir. Ancak daha siklikla I6semi hiuerelsekilsiz, deisiklige uysramams
(indeferansiye) ve normal akyuvarlarin hicbirin@bemeyen tirdendir. Genellikle daha
indeferansiye hicreler daha akut losemiye nedem vk eer tedavi edilmezse
genellikle birka¢ ay icinde Olime yol acar. Dahgexdinsiye (farklilamis) hicrelerde
sure¢ oldukca kronik olabilir, bazen 10-20 yila &adava yava gelisir. Losemik
hiicreler, 6zellikle cok diferansiye hicreler, akgdarin enfeksiyonlara ksr genel

koruma sglayici fonksiyonundan yoksundurlar (188).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Calsma Gruplarinin Olu sturulmasi

Hasta grubu: Sanhurfa ili, Tilfindir Sitma SawsaDispanserine auran, kalin
damla ve periferik yayma yontemiyle sitma paraggidigl kesinlgen, anamnezinde
enfeksiyon dyinda herhangi bigikayeti olmayan, fizik muayenesinde herhangi bir
patoloji saptanmayan, klinik ve laboratuvar tet&rkhde lokal veya sistemik hastalik
tespit edilmeyen, 9 sitmall erkek ve 9 sitmali kadplam 18 birey hasta grubu olarak

secildi. Hasta grubunun yartalamasi 27.11+ 7.13 idi.

Kontrol Grubu: Kontrol grubu olarak ise, kalin damla yontemiyldéns
paraziti tgimadiklari kesinlgen, anamnezinde herhangi Bikayeti olmayan, fizik
muayenesinde herhangi bir patoloji saptanmayamikkWe laboratuvar tetkiklerinde
lokal veya sistemik hastalik tespit edilmeyen, bk sigara kullanmayan, herhangi bir
kanser risk faktort tamayan 9 sglikli erkek ve 9 sglikli kadin toplam 18 ki secildi.
Kontrol grubunun ygortalamasi 28.94 + 6.15 idi.

3.2. Kan Orneklerinin Alinmasi

Hasta ve kontrol grubunu clwran kkilerden tim kan 6rnekleri, 12 saatlik
acligi takiben ve kan orneklerinin standardizasyonunaitaemasi amaci ile bireyler
oturur pozisyondayken alindi. Kan drneklerinin ahda, hem gegihem de ylzeye
daha yakin oldgundan antekibital venlefmedian kibital ven ya daefalik ven)

kullanildi. Antekibital venden 3 ayri tipe kan dhrBirisi rutin hemogram sayimi igin
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EDTA'l kan sayimi tuplerine, der ikisi heparinli tiplere alinip bunlardan birisi
|0kositlerin elde edilmesinde kullanildi, gdiri plazma parametrelerinin 6lgimu igin
kullanildr.

3.3. Kalin Damla Kan Preparasyonu

Parmak uclarindan lanset yardimi ile lam Uzerineaal kan 1 cm c¢apinda
yayildiktan sonra havada kurutulmakta, fiske eddere boyanmakta, kurutularakk
mikroskobunda immersiyon objektifi ile incelenmetkite Bu sekilde boyandii zaman
eritrositler eridgi icin parazitler hiicre dinda st Uste gilmis olarak gorilmektedir.
Gorme alanina giren parazitlerle birlikte l6kogitiee sayilmakta, buradan gorilen
parazit sayisi saptanmaktadir. Cevresel kandalasiblsayisinin 200'e boélinmesi ile
elde edilen sayi, 200 |6kositin saygdalanlarda sayilan parazit sayisi ile carpilarak 1
mm>teki toplam parazit sayisi bulunmaktadir. Bu amaGiemza, Wright, Field ve
Leishman boyalarn kullanilgiir.  Wright boyasi ile Schiffner tanecikleri iyi
gorulmemekte, en uygun boyamanin pH 7,2'de yap@a@msa boyasi olduna

inaniimaktadir.

Tani, incelenen preparatta parazitlerin, gametositl ve/veya hemozin
cisimciklerinin gorulmesi ile konmaktadir. Once lkatlamla preparatinin en az 5 dakika
incelenmesi, parazitler saptanarak sitma tanigwommasi, sonra galtim acisindan ¢ok
onemli olan tUr tayinini yapmak icgin, ince yaymaeparatlarinin incelenmesi tavsiye

edilmektedir.

3.4.Ince Yayma Kan Preparasyonu

Ince yayma kan preparasyonu parazitin tir tayinapmyada kullanilan bir
yontemdir. Hastanin parmak ucundan lanset yardemliam Gzerine alinan kan 1 cm
capinda yayilir. Lam sol elin bave isaret parmaklari arasinda kan damlasirat
parm&inin bulundgu tarafta olacalgekilde duz birsekilde tutulur. Sg elin ba ve
isaret parmaklari arasina alinan bir lam, kan damlasin kisminasaret parmgna

bakan 45°lik bir a¢i yapacajekilde temas ettirilir. Kanin, lamin iki késine yayilmasi
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icin kisa bir sure beklendi ve a¢i korunarak sohfea dgru suruldi. Preperat havada
kurutulur. Preperatin Gzerine metil alkol dokuldé 2-3 dakika bekletilerek tespit
edildi. Mezure 10 ml distile su konur ve bununrirze her 1 ml distile su icin 1 damla
oranina gére 10 damla ticari Giemsa boyasi ilaviéiretezir, dairesel hareketler
yapilarak hafifce kagtirihr. Hazirlanan Giemsa boyasi preperat Uzedidlelildl ve 30
dakika sureyle beklendi. Lam musluk suyu ile yikare havada kurutulur. Kuruyan
lam Gzerine immersiyon ga damlatilarak X100’lik objektif ilesik mikroskopunda
incelendi. Inceleme esnasinda merozoid iceren eritrositlerasapak Plasmodium

vivax'a ball sitma olarak dgerlendirildi. inceleme yaparken en az 200 sahaya bakildi.

3.5. Kullanilan Ara¢ Gerecler

1.  Santrif(jj (Hettict? Universal 30 RF)

2. Spektroflorometre (Shimad2iRF-1501 MODEL, Japon)
3. Spektrofotometre (JASCOV530 UV/VIS)

4, Derin dondurucu (New Brunswick ScientifiC54285 model)
5. Vorteks (NUvE, NM 110 model, Tirkiye)

6. Dijital pH-metre (Hann®, pH 211 model, Japon)

7. Hassas Terazi (Sartorfusnarka 0,001 g'a duyarli)

8.  Otomatik Biyokimya Analizérii (Aeros&t USA)

9. Isik Mikroskobu (Nikorf, Japon)

10.  Kan Sayim Cihazi (AbbdttCell-Dyn 3700, USA)

11. Lanset {SOLAB®, Almanya)

12.  Lam ve Lamel (SOLAB®, Almanya)

13.  Mekanik Homojenizator (CAT M.Zipper&r Almanya)

14.  Ultrasonik Homojenizator (BandefirS8H213, Almanya)
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3.6.Kullanilan Kimyasal Maddeler

1. Sodyum Kloriir (MercR)

2. Potasyum Kloriir (MercK)

3. Kalsiyum Kloriir (Sigm8)

4. Magnesyum Siilfat (Meré)
5. Sodyum Bikarbonat (Meré}
6. Sodyum Karbonat (Meré&}
7. Sodyum Hidroksit (MercK)

8. Sodyum Tartarat (Meré&)

©

Bakir Siilfat (MercK)

10.Folin Ciocalteu (Sigm3
11.Disodyum hidrojen Fosfat (Mer€&k
12.Sodyum dihidrojen Fosfat (Mer&k
13.Hidrojen Peroksit (Merck

14. o-dianisidine dihydrochloride (Sigrfip

15.3-(4,5 dimethyl-2-thiazolyl-2,5-diphenyl-2H- diphgf2H tetrazolium
bromide (MTT) (Sigm&)

16.Potasyum Fosfat monobazik (Riedel-de H3en
17.Potasyum Fosfat tribazik (Mergk

18.Nitrate Reduktase (NAD[P]H) (Sigrfia

19. Xylenol Orange (Merck)
20.t-buthylhydroperoxide (Signfa
21.Trikloroasetikasit (TCA) (MercKk)
22.Thiobarbiturikasit (TBA) (Signf)

23.1,1,3,3 tetraetoksipropan (Sigfa
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24.Brij-35 Solusyonu (Signfd

25. Amonyum Molibdat (MercR)
26.Ethylenediamintetraasetik asit (EDTA) (Sigfa
27.5,5-dithiobis(2-nirobenzoat) (DTNB) (Sigrfin
28.Giemsa Boyas! (Meré)

29.Histopaque-1119 (Sigria

3.7. Lokositlerin Elde Edilmesi

Lokositler; Histopaque-1119ontemiyle aywtirilarak elde edildi (189). Bir ml
histopaque—1119 uzerine bir ml taze heparinize Wawgca konup 2100 rpm ve
25°C’de 30 dakika santrifllj edildi. Orta tabakada ke monontkleer lokositler pipet
yardimiyla alinip bir ml tuzlu fosfat tamponu (pH4Yy ile karstirildiktan sonra 1600
rpm ve 28C'de 10 dakika santrifilj edildi. Ustteki sipernatrip pellet tuzlu fosfat
tamponu (pH=7,4) ile fT0mononiikleer I6kositd olacaksekilde diliie edildi.

Elde edilen bu I6kosit stispansiyonu -8D de derin dondurucuda bekletildi.
Calisma icin derin dondurucudan cikarilan hicre sispansi 6 kez dondurulup

¢6zlldu, daha sonra mekanik ve ultrasonik homogdrkerde homojenize edildi.

3.8. Mikroprotein Diizeyi Olguimii

Lokositlerin homojenatlarinin protein i¢griFolin ayiraci kullanilarak Lowry
yéntemiyle 6lcilmétiir. Yontemin temel prensibi, alkali ortamda bakonu (Cu?)
proteinlerdeki peptid kgar ile bir kompleks olgturur ve CUY e indirgenir.
Indirgenm§ bakir ve proteinlerin yan zincirinde yer alan Tyrp ve Cys amino asitleri
Folin-Fenol reaktifini indirgeyerek renk glumuna neden olur. Gdan renginsiddeti

protein konsantrasyonu ile gl orantilidir (190).
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3.9. Oksidan Parametrelerin Olgiimii

3.9.1. Myeloperoksidaz Enzim Aktivitesi Olglimii

Myeloperoksidaz enzim aktivitesi modifiye o-diadiisie yontemiyle o6l¢tldi
(191). Reaksiyon kagimi, 1 cm g1k yollu kivette 0,3 ml 0,1 M fosfat tamponu (pH
6,0), 0,3 ml 0,01 M KD,, 0,5 ml 0,02 M o-dianisidine soltisyonu igerdi. Barisgima 10
mikrolitre 16kosit homojenati eklendi. Spektrofotetrede 460 nm’ deki absorbans
artisl 5 dakika sureyle kinetik modda izlendi. Elde edilaktivite (U/L), lokosit
homojenatinin mg protein fa@a enzim aktivitesine cevrilerek spesifik enzintiatesi

olarak dgerlendirildi ve sonuclar U/mg protein olarak ifagigildi.

3.9.2. NADPH Oksidaz Aktivitesinin Olglimii

NADPH oksidaz, hidrojen alicisi olarak rol alan43%( dimethyl-2- thiazolyl-
2,5-diphenyl-2H diphenyl-2H tetrazolium bromide (WT reduksiyonunu katalizler.
NADPH oksidaz aktivitesi MTT formazonun maksimunsatbans verga 560 nm’de
kinetik modda izlendi (192). Reaksiyon ortami 2,8 180 mmol/L potasyum fosfat
tamponu pH 7,6, 0,5 ml 1 mg/ml MTT; 0,1 ml 10 mgMADPH icerdi. Reaksiyon 0,1
ml 16kosit homojenatinin reaksiyon ortamina ilayksibglatildi. Dakikalik absorbans

degisimi izlenip, sonuclar U/mg protein olarak ifade lddi

3.9.3. Lipit Hidroperoksit Diizeyi Ol¢iimii

Lipit hidroperoksit (LOOH) olcumu, modifiye FOX2 Aay yontemiyle
gerceklatirildi (193). Bu yontemde lipid hidroperoksitleneaksiyon ortamindaki ferr6z
iyonu ferrik iyona oksitlerler. Ortamdaki ferik imokromojeni xylenol orange, ferrik
iyonla renkli mega kompleks molekil gturur ve olgan bu renkli molekuilin
absorbansi 560 nm'de end point modda Olgulir. Kaldy olarak konsantrasyonu
bilinen taze hazirlanmit-butylhydroperoxide standardi kullanilir. Sonucldkositler

icin mg protein bg@ina olarak ifade edildi.
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3.9.4. Malondialdehit Diizeyi Olgiimii

Malondialdehid (MDA) dlcim yoénteminin prensibinkilisitma ile ortamdaki
proteinlerin asit ortamda 1si ile denatiire edilekéRA’ nin serbest hale getirilmesi ve
ikinci asamada serbest haldeki total MDA’ nin TBA ile regksia sokularak okan
renkli kompleksin absorbansinin 532 nm’ de o6lcuimes standart olarak hazirlanan
1,1,3,3 tetraetoksipropan ¢ozeltisi ile kalibrelméisi esasina dayanir (194).

3.9.5. Nitrik Oksit Dlizeyi Olgimii

Nitrik oksit (NO) o6lcimi icin Roche marka ticaritkkullanildi. Yontemde
drneklerde bulunan nitrat, nitrat rediktaz enzimacdigl ile nitrite don@gturuldia ve
nitrit dizeyi de Griess metoduyla Ol¢uldi. NO, aitve nitritin toplami olarak ifade
edildi (195).

3.9.6. Toplam Oksidan Status (TOS) Duzeyi Olguimii

Orneklerin toplam oksidan status (TOS) diizeylediginek icin, testin cajma
prensibinde ifade edil@i Uzere 6rneklerin icerdi oksidan molekullerin ferroz iyonu
ferrik iyona kimdalatif olarak oksitlemesine dayandolorimetrik yontem kullanildi
(196).

3.9.7. Caspase 3 Enzim Aktivitesi Ol¢limii

Caspase 3 enzim aktivitesi Sigma marka (Catalog MunCASP3F) ticari kit
kullanilarak dlculdu. Caspase 3 fluorometric As&anin calisma prensibi caspase 3’
un Acetyl Asp-Glu-Val-Asp 7-amido-4-methylcoumaiiac-DEVD-AMC) substratini
hidroliz etmesi ve aga cikan 7-Amino-4 Methylcoumarin (AMC) Urininin 3660
eksitasyonsiginda 460 nm’ deki emisyon dizeyinin 6lgtlmesi asasiayanir (197).
Enzimin 1,0 Unitesi, bir mikromol Ac-DEVD-AMC sulvatini bir dakikada yikan

enzim miktaridir.
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3.10. Antioksidan Parametrelerin Olgiimi

3.10.1. Katalaz Enzim Aktivitesi Olgumii

Guclu bir antioksidan enzim olan katalaz, katalitktivitesi ile hidrojen
peroksidi suya ve molekiler oksijene cevirir. Kataltayini icin Goth tarafindan

gelistirilen kolorimetrik yontem kullanildi (198).

3.10.2. Glutatyon Peroksidaz Aktivitesi Olglimii

Antioksidan bir enzim olan glutatyon peroksidaz HGBx) enzim aktivitesi
Olcimi Randox marka ticari kit kullanilarak gergsttilmistir. Yontem Paglia ve
Valantine tarafindan getirilen reaksiyonu esas almaktadir (199). Glutatpernoksidaz
(GSH-Px), kumen peroksit (ROOH) vaminda indirgenmyi glutatyonun (GSH)
yukseltgenmi glutatyona (GSSG) dowfnesini katalizler. Kiamen peroksidin
bulundigu ortamda olgan GSSG, glutatyon rediktaz (GR) ve NADPH yardienyl
GSH’ a indirgenir. GSH-Px aktivitesi, NADPH'In NADRe yiikselmesi sirasinda
absorbans farkinin 340 nm’de okunmasi ile lguldr.

3.10.3. Superoksit Dismutaz Aktivitesi Olgiimii

Lokosit Superoksit Dismutaz (SOD) aktivitesinin  iigl; Lokosit
homojenatlarinin SOD enzim aktivitesi Randox kitill&nilarak cakilmis ve enzim
aktivitesi U/mg protein olarak verilgtir. Bu yontemin prensibi ksantin oksidaz
kullanarak ksantinden superoksit radikallerispduulup bu radikallerin 2-(4 iyodofenil)-
3-(4 nitrofenol)-5 fenil tetrazolium klorid (INT)le kirmizi bir formazon boyasi
olusturmasi esasina dayanmaktadir (200). Daha sonia &kfvitesi bu reaksiyonun

inhibisyon derecesi ile 6lcilmektedir (Randox ladories, Ardmore, U.K.).
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3.10.4. Toplam Antioksidan Status (TAS) Diizeyi Ol

Orneklerin total antioksidan status diizeyi olguimntgini, Ornekteki tim
antioksidan molekdllerin renkli ABTS* katyonik radilini rediklemesi sonucu renkli
radikalin antioksidan molekdillerin toplam konsasyranlariyla orantili olarak
dekolorize olmasi esasina dayanir (201). Kalibratarak E vitamininin suda ¢ozunar
bir analgu olan Trolox kullanilir. Sonuglar mmol Trolox denlarak ifade edilir.

3.10.5. Total Tiyol Olgumi

Orneklerin icerdii sulfidril gruplarinin toplam miktari olarak Olgiii. Testin
prensibi, —SH grubunun Eliman reaktifi 5,5-dith&(2-nitrobenzoate) (DTNB)
kullanilarak olgan renkli Grintn absorbansinin 412 nm de Olgulrsasina dayanir
(202). Kalibrator olarak GSH kullanildi.

3.10.6. Oksidatif Stresindeksi Olgiimii

Orneklerin oksidatif stres indeksi (OSI), érnekfetoplam oksidan status (TOS)
dizeylerinin, orneklerin toplam antioksidan stat{isAS) oranina yuzdesi olarak
belirtilir (203). Hesaplamadan ©once TAS testinirribindeki mmol degeri TOS

testindeki gibi mikromol birimine cevrilir.

3.10.7. Paraoksonaz Enzim Aktivitesi Olglimii

HDL-Kolesterole bgh lipofilik, hidrofobik yapili antioksidan bir enm olan
paraoksonaz aktivitesi ticari Rel Assay marka killdnilarak ol¢uldi. Yontemde
paraoksonaz enzimi paraoxon (O,O-diethyl-O-pnitespiiphosphate), substratini
hidroliz ederek renklip-nitrophenol Grindnin ofmasina yol acar. Ogan Urlinin
absorbansi 412 nm de kinetik modda izlenerek eradtivitesi U/L olarak ifade edilir

(204). Bu enzim Iokosit homojenatlarinda bulunn@azma orneklerinde olgulir.
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3.10.8. Arilesteraz Aktivitesi Olglimii

Antioksidan bir enzim olan paraoksonaz enziminifeateraz aktivitesi de ticari
Rel Assay marka kit kullanilarak ol¢uldi. Bu teStnesin icerdigi enzim tarafindan
fenilasetat substratindan enzimatik aktiviteylegaccikarilan fenoliin, kolorimetrik
olarak Olcilmesi esasina dayanir (205). Sonuglazinenaktivitesi ¢ok yuksek
duzeylerde oldgu icin kU/L olarak ifade edilir.

3.11.istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler SPSS Versiyon 11.0 (SPSS @itcago USA) bilgisayar
programi kullanilarak gercekfgrilmistir. Gruplarin ortalamalar arasindaki farkin
Onemi Student’st testi ile kasilastiriimistir. Parametreler arasindakiski Pearson

korelasyon analizi ile agariimistir.
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4. BULGULAR

Demografik ve karakteristik bilgiler Tablo 2'de Vlerektedir. Tablo 2'de hasta
ve kontrol gruplarinda ya agirlik, cinsiyet ve BMI dgerlerinin birbine yakin oldgu
gorilmektedir.

Tablo 2. Hasta ve Kontrol gruplarinin Demografik ve Karakteristik bilgilerinin Kar silastiimasi

Kontrol (n=18) Hasta (n=18) P
Ortalama £S.D. Ortalama £ S.D.
Cinsiyet (E/K) 9/9 9/9 > 0,05
Yas (Yil) 28.94 +£6.15 27.11+7.13 > 0,05
Agirlik (Kg) 65,3+ 9,18 63,5+ 8,51 > 0,05
Uzunluk (cm) 165 + 14 163 £ 15 > 0,05
BMI (kg/m?) 22,5 +6,5 23,8 +54 > 0,05

Tablo 3 Sitma hastalarinin ve kontrol grubunun $itksayilari ve I6kositlerin oksidan -
antioksidan parametrelerini gostermektedir. Tabloda  gorildgi gibi sitma
hastalarinda I6kosit sayisi @ik bulundu. Hastalarin |okositlerinin  oksidan
parametreleri olan myeloperoksidaz ve NADPH oksidazim aktivitelerinde, TOS,
MDA, LOOH ve NO duzeylerinde istatistiksel olarakeinli 6lctide yikseklik saptandi.
Antioksidan enzimler olan GSHPx , SOD ve katalazivileri de yiksekti. Bu

yuksekliklerde SOD ve GSHPx glerleri istatistiksel olarak anlamlh iken, katalazin
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yuksekliginin  istatistiksel anlami yoktu. Buna kar hastalarin antioksidan
parametreleri olan TAS ile toplam thiol duzeyleriisdk bulundu. Toplam tiyol
disuklugtinin istatistiksel olarak anlami vardi. Toplam dksi statusun, toplam
antioksidan statusa oraninin yizde ifadesi olarakaplanan oksidatif stres indeksi
(OSI) sitma hastalarinin I6kositlerinde kontrol lgmna gore istatistiksel olarak anlaml
olarak yuksekti. Hastalarin |6kosit caspase 3 ékteri de kontrol grubundan anlamli
olarak yuksekti. Sitma hastalarinin 16kosit sayiile plazma MDA dizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir diizeyde negatifddasyon saptandi (r = -0,70, p<0,001).
Lokosit sayilari ile caspase 3 aktiviteleri arasindegatif korelasyon vardi fakat
istatistiksel olarak 6nemsizdi.
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Tablo 3. Sitma hastalari ve kontrol grubunun I6kosi sayilari ve l6kositlerin oksidan - antioksidan

parametreleri.

Testler

Ortalama + S.D.

Hasta Grubu (n=18) Kontrol Grubu (n=18)

Ortalama + S.D.

Lokosit Sayisi X 1OHicre / L

Myeloperoksidaz, U/mg protein

NADPH oksidaz, U/mg protein

TOS, nM HO, denk /mg protein

LOOH, nMt-BHP denk/mg protein

MDA, nM / mg protein

NO, nM / mg protein

Caspase 3, mU/ mg protein

SOD, U/mg protein

GSHPx, U/mg protein

Katalaz, mU/mg protein

Tiyol, uM/ mg protein

TAS, uM Trolox denk/mg protein

OSl, Arbitrary Unit

548 £ 1,27

1,03+£0,53

0,729 + 0,413

18,03 + 6,25

13,99 + 4,38

13,95 £ 6,67

26,22+ 15,9

1,12 +£0,37

0,863 +0,211

1,42 +0,44

10,73 £ 6,96

0,266 + 0,051

2,31+1,45

0,78 +0,41

7,78 £2,04

0,453/,

0,332

13,07 + 2,64

10,84 +£2,33

5,88 + 3,34

13,19 +4,73

0,86 +0,18

0,427 £ 0,154

1,15+0,21

10,49 + 4,88

0,353+ 0,117

2,34+1,19

0,54 + 0,26

0,01

0,001

0,03

0,007

0,01

<0100

0,004

,030

<0,00

0,03

910,

0,01

64,

0,04
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Sitma hastalarinin plazmalarinin oksidatif paraetetrolan, TOS, MDA, LOOH, NO
ve OSI duzeyleri yuksek, antioksidan parametrdli@n paraoksonaz, arilesteraz enzim

aktiviteleri ve TAS, toplam tiyol dizeyleri de gik bulundu (Tablo 4).

Tablo 4. Sitma hastalari ve Kontrol grubunun plazmaarinin oksidan - antioksidan parametreleri.

Hasta Grubul (n=18) Kontrol Gubu (n=18)

Testler P
Ortalama = S.D. Ortalama = S.D.

Arilesteraz, kU/L 88,3+11,8 146,2 + 34,3 <0,001
Paraoksonaz, U/L 101,5£55,9 170,4 £ 79,2 0,008
TAS, mmol Trolox denk/L 0,87 +0,18 1,09 £0,25 D,0
Tiyol, mM/ L 0,246 + 0,016 0,293 £ 0,019 <0,001
MDA, uM / L 6,11 +1,87 4,54 + 1,50 <0,01
LOOH, uM t-BHP denk/L 5,98 +1,15 5,93+1,77 0,91
TOS,uM H,0, denk/L 10,46 + 3,64 9,61 +2,67 0,57
NO,uM / L 27,11 +10,74 20,19+5,14 0,02
OSlI, Arbitrary Unit 1,21 +0,38 0,88 +0,24 0,04
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22

20

Gruplar

Plazma MDA, mikromol/L

* Sitma Hastalari

® Kontrol Grubu

Toplam Populasyon

Lékosit Sayisi, X 10° /L

Sekil 3. Lokosit sayilari ile plazma malondialdehitdiizeyleri arasindaki iliski (r = -0,70 p<0,001).
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10

Lokosit Sayisi X 109 Hicre / L

—
: 1

Kontrol (n=18) Hasta (n=18)

Sekil 4. Hasta ve kontrol gruplarinin Lokosit sayilari arasndaki fark, dagilim ve standart
sapmalari

2,5

2,04

1,59

Myeloperoksidaz, U/mg protein

0,01

T
L

Kontrol (n=18) Hasta (n=18)

Sekil 5. Hasta ve kontrol gruplarinin l6kositlerinde Myeloperoksidaz enzim aktivitesi arasindaki
fark, dagihm ve standart sapmalari

71



4. BULGULAR Abdullah TA SKIN

2,0

£ 154

[¢]

°

o

(o]

E

-

N 109

3 |

‘0

4

o

T

o

o

<

Z 51

0,0 . .
Hasta (n=18) Kontrol(n=18)

Sekil 6. Hasta ve kontrol gruplarinin l6kositlerinde NADPH oksidaz enzim aktivitesi arasindaki
fark, dagihm ve standart sapmalari

40

354

30 9

25 4

20 9

154

TOS, nM H202 denk /mg protein

10 4

Kontrol'(n= 18) Hast:';1(18)

Sekil 7. Hasta ve kontrol gruplarinin l6kositlerinde Total Oksidatif Stres kapasitesi arasindaki
fark, dagihm ve standart sapmalari
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30

251

20 1

154

10 1

LOOH, nM t-BHP denk/mg protein

1
i .

Kontrol'(n=18)

Hastazn=18)

Sekil 8. Hasta ve kontrol gruplariinin I6kositlerinde Lipit Hidroperoksit diizeyi arasindaki fark,
dagilim ve standart sapmalari

30

251

20 1

154

10 1

MDA, nM / mg protein

—

1

Kontrol'(n=18)

Hastazn=18)

Sekil 9. Hasta ve kontrol gruplarinin I6kositlerinde Malondialdehit diizeyi arasindaki fark, dagilim

ve standart sapmalari
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40

30 9

251

.

15 1

T
10 9 I

NO, nM / mg protein

Kontrol'(n= 18) Hasta(n=18)

Sekil 10. Hasta ve kontrol gruplarinin l6kositlerinde Nitrik Oksit diizeyi arasindaki fark, dagilim
ve standart sapmalari

2,2

2,01

1,8 1

1,6 9

1,44

Caspase 3, mU/ mg

1,2 1

1,0 9

——

—

Kontrol'(n= 18) Hasta(n=18)

Sekil 11. Hasta ve kontrol gruplarinin lékositlerinde Caspase 3 enzim aktivitesi arasindaki fark,
dagihm ve standart sapmalari
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1,4

LT

1,0 9

SOD, U/mg protein
[ee]

61 . L
1

Kontrol'(n= 18) Hasta(n=18)

Sekil 12. Hasta ve kontrol gruplarinin lokositlerinde Siperoksit Dismutaz enzim aktivitesi
arasindaki fark, dagilim ve standart sapmalari

3,0
2,51
I

c
2
o
s 2,0 o
[o2]
E
)
g
< 1,54
n I
©]

104 l—

5 . .
Kontrol(n=18) Hasta(n=18)

Sekil 13. Hasta ve kontrol gruplarinin lokositlerinde Glutatyon Peroksidaz enzim aktivitesi
arasindaki fark, dagilim ve standart sapmalari
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30

251

20 1

154

10 1

T
S

Katalaz, mU/mg protein

}

Kontrol'(n=18) Hastazn=18)

Sekil 14. Hasta ve kontrol gruplarinin |6kositlerinde Katalaz enzim aktivitesi arasindaki fark,
dagihm ve standart sapmalari

Tiyol, UM/ mg protein

HH

.

HastaZn= 18) Kontro'l(n= 18)

Sekil 15. Hasta ve kontrol gruplarinin I6kositlerinde Tiyol dizeyi arasindaki fark, dggilim ve
standart sapmalari
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TAS, uM Trolox denk/mg protein

T
T — L

HastaZn= 18) Kontrol'(n= 18)

Sekil 16. Hasta ve kontrol gruplarinin Iokositlerinde Total Antioksidan diuzeyi arasindaki fark,
dagihm ve standart sapmalari

1.6

1,4 4

1,2 4

1,0 4

OSI, Arbitrary Unit
[ee)

61
4 I
2
0,0 . .
Kontrol(n=18) Hasta(n=18)

Sekil 17. Hasta ve kontrol gruplarinin l6kositlerinde Oksidatif Stres indeksi diizeyi arasindaki fark,
dagilim ve standart sapmalari
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5. TARTISMA ve SONUC

Sitma cok eski tarihlerden beri bilinen buta bir hastaliktir. Gejimekte olan
Ulkelerde yilda 200 milyon morbiditeye ve 1,5-3 yonih mortaliteye yol a¢cmaktadir
(206). Guneydgu Anadolu Projesi (GAP) nin faaliyete ge¢cmesiyldilkie bdlgemizde
sitma olgularinin gorilme riskide giin gectikce atadir. Ulkemizde en sik gorilen
sitma tipi vivaks malarya gili olup, bu tip malaryada kultir sistemlerinin gegizligi

nedeniyle yapilan ¢gima sayilari da azdir (207).

Sitma hastalarinda 16kosit sayisisohiéktedir. Dale ve arkagar yaptgi
argtirmada vivaks malarya hastalarinda Iokosit say@®+ 1,7, Kassa ve arkagthm
5,5+ 2,0, Taylor ve arkagari, 6,5+ 2,1, McKenzie ve arkagdr1 6,2 + 2,0 X 19
hicre / L olarak bulmgardir (208,209,210,211). Mert ve arkaldau 48 vakadan
16'sinin Idkosit sayisini 4,0 X itiicre/L nin altinda bulmylardir (211). Bizim
calismamizda vivax malaryali hastalarda l6kosit say®#ad8 + 1,27 Lokosit sayisi X
10° hiicre/L olarak saptansgtir. Sitmada l6kopeninin nedeni ve mekanizmasi henti
yeterince aydinlatilabilmgi degildir (212). Lokopeninin oksidatif stresle gkisi
bilgilerimize goOre simdiye kadar hi¢ rapor edilmestir. Calismalarimizda sitma
hastalarinda I6kosit sayisini istatistiksel olasakamli olarak dgiik, oksidatif stres
indeksini yiuksek bulduk. Lokosit sayilari ile plaamn oksidatif stresinin bir markeri
olan lipit peroksidasyonunun son uriini malondialkdeltizeyi arasinda istatistiksel
olarak ¢cok anlamli negatif korelasyon saptadjkekil 3'de agikgca gorildii gibi
plazmanin oksidatif stres diizeyi yukseldikce, ldksayisi dgmektedir.

Sitma hastaginda |lokositlerin d@isik bicimlerde etkilendii belirtiimekte olup,
bunlar arasinda; noétropeni, immatir notrofiller lgsokayma), notrofil toksik
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granulasyonu, lenfopeni, lenfositosis, atipik lesifosis, monositosis, eosinopeni gibi
durumlarin geltigi, Iokositlerin kan dolgmindan cevreye 6zellikle de enflamasyon
bdlgelerine ve dafg yerlatikleri bildirilmi stir (212). Lokopeninin etyopatogenezinde
cesitli etmenler siralanmgi fakat oksidatif stresin roli hep atlaniitm. Calsmamizda
sitmada |0kositlerin oksidatif parametrelerinin eyierinin yukseldiini ve oksitatif
stresle l6kosit sayilari arasinda Onemlgkilnin olduzunu malaryada godzlemlenen

|I6kopeninin patogenezinde oksidatif stresin demtuolabilecgini ileri sirmekteyiz.

Malaryada konakcinin immin savunma sisteminde, Hemresel hem de
humoral mekanizmalar rol almaktadir (7,8). Malagydagositik hiicrelerdeki, oksidatif
yanma reaksiyon hizi ¢ok artmaktadir. Konakg¢ininanyaya kagi ortaya koydgu
onemli savunma mekanizmalarindan birisi olarak tieakksijen turlerinin Gretimi
artinlmaktadir. Biz de calmamizda I6kositlerde, bu oksidan ve fagositik roléan
enzimlerin aktivitelerini yuksek bulduk. Fagositiicrelerde en 6nemli iki fagositik
enzim, myeloperoksidaz ve NADPH oksidaz enzimleledi NADPH oksidaz enzimi,
pentoz fosfat yoluyla Uretilen NADPH'1 oksitleyigticli bir oksidan molekil olan
hidrojen peroksit Uretir. Bu oksidan molekul hemreeleki molekulleri oksitler hem de
¢cok guclu oksidan bir molekdl olan hipoklorit molééine myeloperoksidaz enzimi
tarafindan  cgevrilir. Camamizda, sitma hastalarinin  |okositlerinde  hem
myeloperoksidaz hem de NADPH oksidaz enzim akietitei ¢cok ytksek bulduk. Bu
bulgu bilgilerimize gore literattirdeki ilk rapordwe yine sitmali hasta I6kositlerinde

artms olansiddetli oksidatif stresi gostermektedir.

Sitmada a@a cikarilan bu oksidanlarin toplam dizeyini TOSitagcilgl ile
Olctik. Bu testte, ¢#tli oksidan molekullerin oksidatif etkileri kimiii& olarak
Olcilmektedir. Oksidan molekiller vyeterli dizeydetammdan uzakkirilamadgi
taktirde, cevredeki molekulleri oksitlerler. Bu meklillerden en hassas olani lipitlerdir.
Lipitler oksidasyona kar cok duyarlidirlar. Oksitlenen lipitler, oksidasyo orta
basamaklarinda lipid hidroperoksit turevlerine geler. Eger oksidasyon ortamdan
kaldirilamayip etkisi uzun strerse, bu lipit hideopksitler de lipitlerin oksidatif
reaksiyonlarinin sonsamasi ve yikim Urinid olan malondialdehide ddnlér. Biz de
calismamizda, l6kositlerin lipitlerinin hidroperoksit vealondialdehit dizeylerini ¢ok
yuksek dizeyde bulduk. Nitrik oksitin malaryaninmiiinokimyasal mekanizmalardaki

roli bilinmektedir (213). Cajmamizda sitmada I6kositlerde ve plazmada nitrikitoks
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duzeyleri yuksek bulunngtur. Sitmali hastalarin Iokositlerinde oldukca \elksis
buldusumuz oksidatif harabiyet bu hicrelerin yagigani oluturan biyomolekullerde

oldugu gibi hicrelerin harap olup sayicada oldukca agaddgdstermektedir.

Hidrojen peroksitin ve Caspase 3 enziminin apopstozhizlandirdgl
bilinmektedir (214). Yapilan c¢agmalarda, sitmada hapatik hicrelerin ve serebral
malaryada da bazi ndronal hiicrelerin apopitozigesigrapor edilmektedir (215,216).
Bizim calsmamizda kullanggmiz TOS testi, hidrojen peroksiti de kumdulatif
kapsaminda dlgcmektedir. Malarya hastalarinda sgptatk TOS dlizeyinin ve caspase
3 aktivitesinin yuksekfiinden dolay! l6kositlerin apopitozise gitlrinin artms
olabilecgini diusiinmekteyiz. Cagmamizda caspase 3 aktivitesi ile |0kosit sayilar
arasinda negatif korelasyona meyil saptahmiSitma hastalarindaki |6kositopeninin
etyopatogenezinde apopitozisin de rolinin olabidir,durumun somut olarak ortaya
konulabilmesi ileri cakmalara gereksinim vardir. Ancak bu onctl gal ilesunu ifade
edebiliriz ki; sitmali hastalarda |6kosit sayisimmalmasinda bu htcrelerin sadece
oksidatif hasarla hasarlanmalargdeiyni zamanda hiicrede apoptozisinde artarak daha

kisa siirede 6lmelerine neden olabilmektedir.

Organizma, gejen oksidatif hasara kar kendini koruyabilecek antioksidan
mekanizmaya da sahiptir (217). Bu antioksidan sisteabaca enzimatik ve non
enzimatik olarak siniflandinlabilir. Enzimatik @wksidan parametrelerden en
onemlileri, SOD, GSHPx ve katalaz enzimleridir (R1&OD enzimi superoksit
molekulint hidrojen peroksit molekiliine cevirir. B®@e GSHPx ortamdaki hidrojen
peroksidi uzaklgtirirlar. Disuk duzeylerde hidrojen peroksit vaihda GSHPx
oncelikli olarak § gorir. Bu enzimin Km dizeyi katalazinkine gore aladi}uk,
hidrojen perokside afinitesi daha yiksektir. GSHRiIrojen peroksidi ortamdaki
glutatyonu oksitleyerek uzakfarir. Katalaz ise, ortamdaki hidrojen peroksidyawe
molekiler oksijene cevirir. Sitma hastalarinda G$Hihzim aktivitesinde belirgin
yukseklik ve katalaz enzim aktivitesinde yukselmeyeyil saptannstir.

Enzimatik olmayan parametreler antioksidan vitaertintiyoller ve daha kucuk
oranlarda yer alan rediktant maddelerdir. Bu mdlekitayri ayri 6lgmek, cok uzun
zaman, ygun emek ve profesyonel ekipmanlar gerektirir. Agrgpk masraflidir. Oysa
bunlarin etkisi toplamsaldir. Bu etki TAS testi tiek bir test kullanilarak olgulebilir
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(201). Sitma hastalarinda TAS dizeyini |0kositleddgmeye meyilli ve plazmada ¢ok
belirgin olarak dg&ik dizeyde saptadik. TAS dizeyinin TOS dizeyinedguarani

olarak ifade edilen OSI sitma hastalarinda ytiksekti

Toplam tiyol dizeyini, cok az bir miktari serbesitgtyondan gelmekle birlikte
esas olarak B&ga albimin olmak (zere proteinlerde ghasulfidril gruplarindan
olusmaktadir. Bu gruplar oksidasyona §agok hassas olup, oksidatif stresle distlfide
donsmektedirler (219). Biz de camamizda sitma hastalarinda gerek lokositlerde
gerekse plazmada toplam tiyol dizeyini istatistikskrak anlamli bicimde diik
bulduk.

Paraoksonaz enzimi plazmanin antioksidan enzindendir. Bu enzim kisaca
PON1 olarak ta ifade edilir. Kar@ggrden sentezlenip, HDL kolesteroleghaolarak
sistemik dolaima verilir. LDL kolesteoldeki lipid hidroperokséti hidroliz ederek
yaglarin ileri oksidasyonunu 6nler, dolayisiyla attelleroza kayn da énemli rol oynar
(220). Bu enzimin aktivitesini Olcerken paraoksoobsrati kullanilirsa aktivite
paraoksonaz aktivitesi olarak, substrat olarakidsetat kullanilirsa arilesteraz aktivitesi
olarak ifade edilir. Arilesteraz aktivitesi paraokaz aktivitesinden yakjek 100 kat
hizhidir. Sitma hastalarindager antioksidanlar gibi paraoksonaz ve arilesterazne
aktivitelerini de ¢ok dgiik bulduk. Bu bulgu bilgilerimize gore ilk ve te&pordur.

Sitma hastalarinda goérulen I6kopeninin nedeningteinaaya yonelik yapgimiz
bu calgmada sitmali hastalarin l6kositlerinde oksidanldarken antioksidan cevap
yetersiz kalmakta,siddetli oksidatif stres gealnekte ve oksidatif stres indeksi
lokopeniyle negatif ikki gosterdgini tespit ettik. Bu sonuclara gore oksidatif stre
sitmada gozlemlenen I6kopenin etyopatogenezindeolabilecgi distnulebilir.
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