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RADYASYONUN SERUM DEMIR, BAKIR VE PROTEIN OKSIDASYON

DUZEYLERINE ETKISI

Ozlem GULBAHAR!, Aysel ARICIOGLU', Mige AKMANSUZ, Zerrin TURKOZER!

Amag: Bir ¢ok hastaligin etyopatogenezinde rol oynadig diistiniilen prote-
inlerin oksidatif modifikasyonunu analiz etmek amaciyla en sik kullanilan
yontem protein oksidasyon {iriinii olan karbonil gruplarmin tayinidir. Biz de
¢alismamizda, radyasyonun serum iizerindeki etkisini gostermek amaciyla
protein oksidasyon iiriinii olan karbonil grubu diizeylerini ve “metallerin
katalizledigi oksidasyon” (metal-catalyzed oxidation, MCO) sistemleri ara-
ciligryla protein oksidasyonunu artirdigr bilinen demir (Fe) ve bakir (Cu)
diizeylerini aragtirmay1 amagladik.

Gerec ve Yontemler: Kobaylara radyasyon ve antioksidan (N-asetilsistein,
NAC) uygulamalari sonrasinda serum Fe, Cu ve protein oksidasyon diizey-
leri analiz edildi. Protein oksidasyon diizeyi Levine metoduna gére, Fe dii-
zeyi otoanalizorde, Cu diizeyi ise atomik absorbsiyon cihazinda 6l¢iildii.

Bulgular: Radyasyonun, serum protein karbonil grubu, Fe ve Cu diizeyle-
rinde istatiksel olarak anlamli artiglara neden oldugu goriildii. Radyasyon
oncesinde NAC verilen grupta ise tek basina radyasyon uygulanan gruba
oranla oksidatif stresin azaldigi gozlendi. Kobaylara yalnizca NAC veril-
mesi de parametrelerde azalmaya neden oldu.

Sonug: Sonug olarak radyasyonun muhtemelen reaktif oksijen tiirlerinin dii-
zeyini artirarak, ayrica Fe ve Cu diizeylerini yiikseltip metal katalizli oksi-
dasyon yoluyla proteinlerin oksidatif modifikasyonuna yol agtigi, NAC’m
ise radyasyonun olusturdugu oksidasyona kars1 koruyucu bir etkisinin ol-
dugu tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Radyasyon, protein oksidasyonu, karbonil grubu.

EFFECT OF RADIATION ON THE LEVELS OF IRON, COPPER
AND PROTEIN OXIDATION IN SERUM

Purpose: The method used most commonly to analyze oxidative modifica-
tion of the proteins playing a role in the etiopathogenesis of various diseases
is the determination of carbonyl groups, which are the oxidative modificati-
on products. To demonstrate the effect of radiation on serum, we determined
carbonyl group levels that are protein oxidation products and iron (Fe) and
copper (Cu) levels, which are known to increase the protein oxidation, using
metal-catalyzed oxidation (MCO) systems.

Materials and Methods: After exposure to radiation and antioxidant
(NAC), guinea pigs’ serum Fe, Cu and protein oxidation levels were anal-
yzed. Protein oxidation was determined by the Levine method, Fe levels
were measured using an autoanalyzer and Cu levels were determined using
an atomic absorption apparatus.

Results: Radiation was found to significantly increase the serum carbonyl
groups, and Fe and Cu levels. Oxidative stress was observed to decrease
in the group given NAC before radiation compared to the group receiving
radiation only. Giving only NAC to the guinea pigs led to decreases in pa-
rameters.

Conclusion: Radiation causes oxidative modification of the proteins by an
increase in the levels of reactive oxygen radicals and Fe and Cu levels by
creating metal catalysis, and NAC has a protective effect against oxidation
due to radiation.
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GIRIS

Aktif oksijen tiirlerinin protein, DNA, lipid gibi makromole-
kiilleri oksidatif olarak modifiye ettigi, birgok fizyolojik ve pa-
tolojik siiregte dnemli rol oynadig bilinmektedir (1). Proteinler
oksidatif hasarin major hedefleri olarak tanimlanmaktadirlar (2).
Oksidatif olarak modifiye olan proteinler inflamatuar hastaliklar,
ateroskleroz (AS), norolojik hastaliklar, iskemi-reperfiizyon (I/R)
hasar1 ve kanser gibi farkli patolojik durumlarda birikirler (1).
Iyonize radyasyon, MCO, fotokimyasal proges ve enzim katalizli
redoks reaksiyonlarinin olusturdugu reaktif oksijen tiirleri protein
oksidasyonuna neden olabilmektedir (3). Amino asit yan zincirle-
rinin karbonil tiirevlerine modifikasyonu, polipeptit zincirin frag-
mantasyonu, protein-protein ¢apraz baginin olusumu gibi olaylar
protein oksidasyonunun muhtemel sonuglaridir (1). Oksidatif
stresin biyobelirtegleri olarak protein karbonil gruplarmin kulla-
nilmasi, diger oksidasyon triinleri ile kiyaslandigi zaman gorece-
li olarak daha stabil olmasi, daha erken olugsmasi gibi nedenlerle
bazi avantajlara sahiptir (4). Protein oksidasyonunun {riinii olan
karbonil gruplart Alzheimer hastaligi (AD), diyabet, inflamatuar
kemik hastaligy, artrit gibi baz1 hastaliklarda bir belirteg olarak go-
rilmektedir (5).

Radyasyonun reaktif oksijen tiirlerini iirettigi ve bu molekiil-
lerin radyasyon hasarina aracilik ettigi bilinmektedir (6,7). Ayrica
biyolojik agidan 6nemli geg¢is metal iyonlari olan Fe ve Cu’nun
aracilik ettigi MCO sistemleri ile amino asit rezidiilerinin okside
olmasi sonucu da karbonil tiirevlerinin diizeyinin arttig1 gosteril-
mistir (1).

Enzimatik ve nonenzimatik bazi antioksidan savunma sistem-
leri, hiicreleri oksidatif stresin zararl etkilerinden koruyabilmek-
tedir. Bu antioksidan savunma mekanizmalarindan birisi de glu-
tatyon ve tiyoredoksin (TRX) gibi siilfidril iceren tiyollerdir (8).
NAC, rediikte glutatyonun 6nciilii olan tiyollerden birisidir (9).

Biz calismamizda, radyasyonun serum iizerindeki etkisini gos-
termek amaciyla protein oksidasyon iiriinii olan karbonil grubu
diizeylerini ve MCO sistemleri araciligiyla protein oksidasyonunu
artirdigt bilinen Fe ve Cu diizeylerini arastirdik. Ayrica antioksi-
dan bir 6zellige sahip olan NAC’1n bu sistemler tizerindeki roliinii
inceledik.

GEREC VE YONTEMLER

Calismamizda, agirliklart 450-500 gr arasinda degisen erkek
cinsi 32 adet kobay kullanilmigtir. Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Etik Kurulundan bilimsel arastirma i¢in izin alinmistir.

! Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Her grupta 8 adet kobay bulunan dort grup olusturuldu:

2Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Radyasyon Onkolojisi Anabilim Dali
Teblig Yeri ve Tarihi: Klinik Biyokimya Uzmanlar1 Dernegi, 2. Ulusal
Kongresi, Bodrum; 21-25 Eyliil 2004.

I. Grup : Kontrol grubu,
II. Grup: 612c6y iyonize radyasyon uygulanan grup,
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Sekil 1: Serum Protein Karbonil Grubu Diizeyleri (nmol karbonil/
mg protein) ve Gruplar Arasindaki p Degerleri.

II1. Grup: NAC uygulanan grup,
IV. Grup: Radyasyon oncesi NAC uygulanan grup.

Kobaylara anestezi altinda Co® Radyoterapi cihaziyla,
on-arka karsilikli paralel alanlardan 3,5 cm derinlikte, SAD
(Source-Axis-Distance)=80 teknigi ile 612cGy dozda y rad-
yasyon uygulandi.

Intrakardiyak olarak tiim kanlari alinan hayvanlarin serum
ornekleri hazirlandi. Numuneler analiz siiresine kadar —80
°C’de saklandi.

Protein karbonil grubu diizeyleri Levine metoduna gore
tayin edilmistir (10).

Serum Fe diizeyleri AEROSET-Abbott otoanalizériinde
hazir kitler kullanilarak analiz edildi (11).

Serum Cu diizeyleri ise UNICAM 939-AAS model atomik
absorbsiyon cihazinda analiz edildi (12). Sonuglar pg/dl ola-
rak ifade edildi.

Sonuglarin istatistiksel analizi SPSS paket programi ara-
ciligiyla yapilmistir. Deneysel gruplar arasindaki farklar
Kruskal-Wallis analizi ile, ortalamalar arasindaki ikili karsi-
lastirmalar ise Mann-Whitney U ve Bonferonni testleri uygu-
lanarak degerlendirilmistir. p<0,01 oldugu zaman istatistiksel
olarak anlamli kabul edilmistir.

Tablo: Serum Protein Karbonil Grubu, Fe ve Cu Diizeyleri.
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Sekil 2: Gruplarin Serum Fe Diizeyleri ( pg/dl ) ve Gruplar

Arasindaki p Degerleri.

BULGULAR

Caligmamizda yalniz radyasyon uygulanan grubun serum
karbonil grubu diizeylerinin kontrol grubu karbonil diizeyle-
rine oranla anlamli derecede arttigini tespit ettik. Radyasyon
uygulamasindan 6nce NAC verdigimiz grubun serum karbo-
nil diizeylerinin ise sadece radyasyon uygulanan gruba gore
oldukga diisiik oldugunu saptadik. Ayrica sadece NAC verilen
grubun serum karbonil grubu diizeyleri ile kontrol grubunun
karbonil grubu diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark olmamasina ragmen bir miktar azalma gozledik (Tab-
lo, sekil 1).

Calismamizda ayn1 zamanda, radyasyon uygulanan gru-
bun serum demir ve bakir diizeylerini kontrol grubunun dii-
zeylerine oranla anlamli derecede artmis olarak bulduk. Yal-
niz NAC verilen grubun serum Fe ve Cu diizeyleri kontrol
grubuna oranla daha diisiik bulundu ancak, sadece Fe diizeyle-
rindeki azalma istatistiksel olarak anlamli idi. Ayrica, radyas-
yon dncesinde NAC uygulanan grubun Fe diizeylerinde yalniz
radyasyon uygulanan gruba gore bir degisiklik gozlenmezken,
Cu diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlik-
te bir azalma mevcuttu. Ustelik bu bulgumuz, radyasyonla
artan karbonil gruplarmin NAC’m etkisi sonucu azalmasi ile
uyumlu bulundu (Tablo, Sekil 2 ve 3).

Karbonil Grubu
(nmol karbonil/mg protein)

Kontrol Grubu 1,42+0,56
Radyasyon Grubu 3,98+0,75
NAC Grubu 1.15+0,32
Radyasyon+NAC Grubu 2,50+0,78

Fe Cu

(ng/dl) (ng/dl)
227,12+19,77 43,87+7,49
276,50+18,56 56,37+8,95
193,124+20,96 37,00+6,92
275,62+28,31 50,50+9,84

Degerler ortalama+SD olarak verilmistir.
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Sekil 3: Gruplarin Serum Cu Diizeyleri (ng/dl) ve Gruplar Arasindaki
p Degerleri.

TARTISMA

Tedavi amagli veya istenmeden y radyasyonun zararl et-
kilerine maruz kalma oldukga yaygindir. Bu yan etkilerin faz-
lalig1 radyasyonun dozuna, sikligina, siiresine ve maruz kalan
alanin biiyiikliigiine baghdir (13,14). Radyasyon biyokimya-
sal ve fizyolojik belirte¢lerde degisiklige neden olabilmekte-
dir (15).

Iyonize radyasyonun, suyu hidroliz ederek O2., OH., OH2
ve H,O,’yi igeren reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) firetimi-
ne neden oldugu cesitli ¢caligmalarla gosterilmistir (7,16,17).
ROS; protein, DNA, lipid gibi makromolekiillerin oksidasyo-
nuna yol acarak iyonize radyasyonun biyolojik sistemlerdeki
hasar olusturucu etkisine aracilik etmektedir (18-23). Sonugta
karbonil grubu gibi protein oksidasyon {iriinleri ve malondi-
aldehit (MDA) gibi lipid peroksidasyon iiriinlerinin miktari
artmaktadir. Ayrica radyasyon disinda Fe ve Cu tarafindan
katalizlenen MCO sistemleri de protein oksidasyon iiriinlerini
artirabilmektedir.

ROS’un indiikledigi toksisite antioksidanlarla tedavi sonu-
cu ortadan kaldirilabilmektedir (24). Glutatyon (GSH) redoks
siklusu canlilarin cogunda major koruyucu sistem olarak bilin-
mektedir (25). Bir GSH onciilii olan NAC, total GSH konsan-
trasyonlarini artirabilmektedir (26). GSH ve NAC, ROS’un
sitotoksik aktivitesini bloke eden oldukea etkili antioksidanlar
olarak tanimlanmaktadirlar (27).

Biz de ¢alismamizda radyasyonun serumda meydana ge-
tirdigi degisiklikleri gormek amaciyla protein oksidasyonunun
gostergesi olan protein karbonil grubu ile MCO sistemlerinde
onemli olan Fe ve Cu diizeylerini inceledik. Ayrica, antioksi-
dan bir ajan olan NAC’in radyasyonun olusturdugu protein
oksidasyonuna kars1 koruyucu bir etkisinin olup olmadigini
arastirdik.

Calismamizin sonucunda serumda radyasyonun oksida-
tif stresi artirarak karbonil gruplarinda artisa yol agtigini ve
NAC’1n karbonil diizeylerini azaltarak oksidatif strese karsi
koruyucu bir etki gosterdigini tespit ettik. NAC serumda ok-
sidatif stres olmadig1 durumda karbonil diizeylerinde bir azal-

maya neden olmakla birlikte istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklik gostermemistir.

Traverso ve arkadaglar1 calismalarinda, protein modeli
olarak BSA {izerinde oksidasyonun etkisini arastirmiglardir.
Caligmalarinda, BSA’inin y radyasyon ile okside edilmesinin
stilthidril gruplarinin kaybina ve protein karbonil igeriginin
artmasina yol actigin1 gézlemislerdir. Proteinlerin y radyasyon
ile inkiibasyonunun karbonil gruplarindaki artis ile birlikte
peroksitlerde azalmaya neden olmus ve bu iliski sonucunda,
karbonillerin, protein peroksit yikiminin son iiriinleri oldugu-
nu distinmiislerdir (28).

Keller ve arkadaslari, in vitro olarak BSA’y1, radyolizis
veya Fenton benzeri bir mekanizma sonucu ortaya ¢ikan hid-
roksil radikaline maruz birakmiglardir. Sonug olarak, konsan-
trasyona bagimli bir sekilde karbonil grubunun arttigini ve
albuminin fragmanlara ayrildigin1 saptamislardir. Radyasyon
uygulamasindaki artis ile karbonil gruplarindaki artis arasinda
lineer bir iligski oldugunu tespit etmislerdir (29).

Radyasyonun serum protein karbonil grubu iizerine olan
etkisini agiklayan yeterli ¢calismalarin bulunmamasi, konuyla
ilgili daha ileri arastirmalara gerek duyuldugunu distindiir-
mektedir.

Calismamizda ayn1 zamanda, radyasyon uygulanan gru-
bun serum Fe ve Cu diizeylerini kontrol grubunun diizeylerine
oranla anlamli derecede artmis olarak bulduk. Serum Cu dii-
zeylerinin, radyasyon uygulamasindan sonra artmasi ile ilgili
yayinlar olmasina ragmen bu artisin bir sonu¢ mu yoksa bir
neden mi oldugu ve nasil arttigi konusu agik degildir (30). Se-
rum Fe diizeyleri ile ilgili olarak ise ¢esitli yaymlarda farkli
sonuclar bulunmustur (31-33).

Protasova ve arkadaslari, Cernobil felaketinin kotii etki-
lerinin giderilmesi i¢in o bolgede ¢aligsan insanlarin serumla-
rinda Cu konsantrasyonlarmin arttigint ama Fe konsantras-
yonlarmin degismedigini gostermislerdir (32). Fe diizeyinde
herhangi bir degisiklik olmamasini, demir transportu sonra-
sinda bir depolanma olmasina ve bu nedenle serum seviyeleri-
nin normal kalmasina baglamiglardir.

Levina ve arkadaslari ise, Cernobil kazasinin sinirlanma-
sinda calisan kisilerin serumlarinda, transferrinden bagimsiz
bir Fe havuzunun oldugunu goézlemisler, Fe metabolizma-
sindaki degisikliklerin plazmanin antioksidan aktivitesindeki
azalma ve mononiikleer fagositlerin disfonksiyonu ile agikla-
nabilecegini ifade etmislerdir (31).

Ward ve arkadaslari, hemitorasik radyasyon araciligi ile
pnémotoksisite olusturulan ratlarda serum Cu diizeylerinin
doz ve zaman bagimli olarak arttigin1 gérmiislerdir. Ancak se-
rum Cu’nun orijininin ve molekiiler olusumunun bilinmedigi-
ni agiklamiglardir. Serum Fe konsantrasyonu ise, Cu konsan-
trasyonuna zit olarak radyasyon ile degisiklik gdstermemistir
(33). Yine Ward ve arkadaslari, yaptiklar: baska bir ¢alismada,
rat hemitorakslarina artan dozlarda 60Co y radyasyon uygula-
miglar ve doz bagimli bir sekilde serum Cu diizeylerinde artis
gozlemislerdir (30). Serum Fe konsantrasyolarmin ise rad-
yasyon dozu ve zamanindan etkilenmedigini belirtmislerdir.
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Silverman ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada, oral veya
orofaringeal kanserli hastalarda ve saglikli kontrol grubunda
serum Cu diizeylerinde radyoterapi sonrasinda 6nemli bir de-
gisiklik olmadigini belirtmislerdir (34).

Birdi ve arkadaslari, kanserli hastalarin serum Cu diizey-
lerinin kontrole gore anlamli derecede arttigini ancak radyo-
terapi sonrasinda normal sinirlara diistiigiinii gozlemislerdir.
Radyoterapi sonrasinda serum Cu diizeylerindeki azalmayla
birlikte klinik olarak da iyilesme oldugunu fark etmislerdir
(35).

Biz de ¢aligmamizda serum Fe ve Cu diizeylerini radyas-
yon uygulamasi sonrasinda mekanizmasini agiklayamamak-
la birlikte anlamli derecede artmis olarak bulduk. Bu artigin
nedenini agiklayabilecek herhangi bir bilgiye rastlayamadik
ancak radyasyonun hasar verici etkisinde Fe ve Cu’nun katki-
sinin biiyiik oldugunu diistinmekteyiz. Ciinkii bu iki element,
MCO sistemi aracilifiyla radikal olusumunu artirip protein
oksidasyon {riinii olan protein karbonil grubu diizeylerini ar-
tirarak hiicre ve doku hasarina yol agabilmektedir.

Amici ve arkadaglari, beyin proteozomunun o6zellikleri
tizerinde norotoksik metal iyonlari tarafindan indiiklenen ok-
sidatif stresin etkisini ¢aligmislardir. Enzimin katalitik aktivite
gibi fonksiyonel etkilerinin oksidasyonun indiikledigi modifi-
kasyonlar ile baglantili gériindiigiinii belirtmislerdir. Bu iliski,
Fe ve Cu gibi metal iyonlarina maruziyeti takiben enzimdeki
karbonil gruplarinin artis1 ile agiklanmistir (36).

Kim ve arkadaslari, Fe™, O, ve elektron verici olarak sis-
teinden olusan Cys-MCO sistemi ile seruloplazminin inkii-
basyonunun karbonil gruplariin igeriginde bir artisa neden
oldugunu ve proteolitik duyarlilik kadar ferrooksidaz aktivi-
tesinde de onemli degisiklige yol agtigini saptamiglardir. Ok-
sidatif stres sirasinda seruloplazminden Cu’nun salinimindaki
artisin, ROS’un olusumunu ve hiicresel hasari artirabilecegini
belirtmislerdir (37).

Kwon ve arkadaslari; siiperoksit dismutaz’m (SOD), Fe*3,
O, ve elektron donodrii olarak tiyolden olusan MCO sistemi
ile oksidatif modifikasyona ve hasara duyarlt oldugunu, kar-
bonil gruplarinin olusumundaki artig, aktivite kaybi, peptidin
fragmantasyonu ve agregasyonu aracilig1 ile gostermiglerdir.
Cu/Zn-SOD’un oksidatif hasarmin, dietilen triaminpenta-
asetikasit, serbest radikal yakalayicilar1 ve “spin-trapping”
ajanlari ile inhibe edildigini saptamiglardir. Cu/Zn-SOD’un
MCO sistemleri ile inkiibasyonunun bu enzimden Cu’nun sa-
linimina neden oldugunu da ifade etmislerdir (38). Troncoso
ve arkadaslari, sigir noroflamentlerinin askorbat/ F¢%/ ’den
olusan MCO sistemi araciliiyla oksidasyonunun zaman ve
konsantrasyon bagimli olarak karbonil icerigini artirdigini
gostermislerdir (39).

Yukarida belirtildigi gibi, radyasyonun serum Fe ve Cu
diizeylerine etkisi ile ilgili bizim ¢alismamizin sonuglart ile
uyumlu veya farkli arastirma sonuglari bulunmaktadir. Ancak
bulgularimiz, radyasyon sonrasi serum protein karbonil grubu
diizeylerinin kontrole gore yiiksek bulunmasinin, serumdaki
radyasyon sonrasi artan Fe ve Cu diizeyleri ile iliskili olabile-
cegini diisiindiirmektedir.
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NAC’1n Fe ve Cu diizeyleri lizerindeki etkisini arastirmak
amaciyla, Podesta ve arkadaslari, topoizomeraz I aktivite-
sinin, Fenton sistemi (H,0,/Fe” veya H,O,/Cu™) ile inhibe
oldugunu ve NAC’m bu inhibisyonu %100 azalttigin1 goster-
mislerdir (40). Ayrica, NAC’1n terapdtik dozlart ile oral olarak
tedavi géren hastalarin plazma ve idrarlarindaki Fe, Cu gibi
gecis metallerinin konsantrasyonlarinin degismedigi ancak
yiiksek intraven6z dozlarda NAC’1n metal selatlayici etkisinin
gergeklestigini gosteren ¢alismalar meveuttur (41).

Bizim ¢alismamizda da, yalniz NAC verilen grubun serum
Fe ve Cu diizeyleri kontrol grubuna oranla daha diisiik bulun-
du, ancak sadece Fe diizeylerindeki azalma istatistiksel olarak
anlamli idi. Ayn1 zamanda, radyasyon uygulanan grupta Cu
diizeyleri kontrole oranla anlamli derecede yiiksek bulunur-
ken, radyasyondan 6nce NAC verilen grubun Cu degerlerin-
deki artisin anlamli olmadigint saptadik. Bu bulgularimiz,
NAC’m agir metalleri selatlayict etkisinin oldugu goriisiinii
desteklemektedir.

Ayrica, radyasyon oncesinde NAC uygulanan grubun Fe
diizeylerinde yalniz radyasyon uygulanan gruba gore bir de-
gisiklik gozlenmezken, Cu diizeylerinde istatistiksel olarak
anlamli olmamakla birlikte bir azalma mevcuttu. Ustelik bu
bulgumuz, radyasyonla artan karbonil gruplarinin NAC’1n et-
kisi sonucu azalmasi ile uyumlu bulundu. Sonugta NAC’1n,
radyasyonla yiikselen Cu diizeylerini kontrol grubuna yaklas-
tirarak MCO’dan organizmay1 koruyucu rol oynayabilecegini
diisinmekteyiz.
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