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1. OZET

Bu calismada, benzo(a)piren (BaP) verilen ratlarda E vitamini ve
selenyumun kan ve dokularda lipit peroksidasyonu ve bazi antioksidan enzimler
tizerine etkileri arastirildi. Bu amacla, 100 Wistar Albino tiirii disi ratlardan bes
grup olusturuldu. Bu gruplar; 1. kontrol, 2. BaP, 3. BaP + E vitamini, 4. BaP +
selenyum, 5. BaP + E vitamini + selenyum olarak ayrildi.

Grup 1: plasebo serum fizyolojik,

Grup 2: 10,08 mg tek doz BaP,

Grup 3: tek doz BaP + 100 mg/kg E vitamini giin asir1 12 hafta siireyle
uygulandi.

Grup 4: tek doz BaP + 0,8 mg/kg selenyum giin asir1 12 hafta siireyle
uygulandi.

Grup 5: tek doz BaP + 100 mg/kg E vitamini + 0,8 mg/kg selenyum giin
asirt 12 hafta siireyle uygulandi.

Calisma sonunda ratlardan alinan kan ve doku 6rneklerinde MDA, GSH,
GSH-Px, katalaz diizeylerine bakildi. Elde edilen sonuglara gore, plazma lipit
peroksidasyon (MDA) diizeyleri 2. grupta BaP etkisine bagli olarak 6nemli
diizeyde (p<0.001) artarken, 2. gruba nazaran 3. grupta (p<0.01) E vitamini, 4.
grupta selenyum (p<0.001) ve 5. grupta E vitamini + selenyumun etkisine baglh
olarak o©Onemli diizeyde (p<0.001) azalmistir. Karaciger MDA diizeyleri
bakimindan 2. gruba nazaran 3. grupta ve 5. grupta 6nemli diizeyde (p<0.001)
azalmistir. 4. grupla kiyaslandiginda, 5. grupta dnemli diizeyde (p<0.001) azalma

tespit edilmistir.



Eritrosit GSH, GSH-Px, katalaz diizeylerinin 2. grupta 6nemli derecede
(p<0.001) azaldigr tespit edilmistir. 2. grupla kiyaslandiginda; eritrosit GSH
diizeylerindeki artiglarin 3. grupta (p<0.001), 4. grupta (p<0.05) ve 5. grupta
(p<0.01) 6nemli diizeyde oldugu saptanmustir. Eritrosit GSH-Px diizeylerinde 3.
4. ve 5. gruplarda E vitamini ve selenyumun etkisiyle onemli artis (p<0.001)
gozlenmistir. 2. grupla kiyaslandiginda, 3. grupta eritrosit katalaz diizeylerinde
onemli (p<0.05) artig saptanmistir.

Karaciger GSH, GSH-Px ve katalaz diizeyleri BaP etkisine bagh olarak 2.
grupta onemli derecede (p<0.001) azalmistir. 2. grupla kiyaslandiginda; karaciger
GSH diizeylerinde 3. grupta (p<0.01), 4. ve 5. grupta (p<0.001) 6nemli artiglar
oldugu tespit edilmistir. 2. grupla kiyaslandiginda; karaciger GSH-Px
diizeylerinde 3. ve 5. grupta (p<0.001) 6nemli artiglar oldugu tespit edilmistir. 4.
grupla kiyaslandiginda 5. grupta 6nemli (p<0.05) artis oldugu gozlenmistir. 2.
grupla kiyaslandiginda, karaciger katalaz diizeyinde 3. grupta (p<0.001) ve 5.
grupta (p<0.05) 6nemli artiglar oldugu saptanmistir.

Calisma sonucunda, BaP’in tek basma uygulandigir 2. grupta ozellikle
akciger (adenokarsinom), bagirsak (lenfangiom) ve ovaryum (leimyom)
dokularinda kanser olusumu gozlenmistir. E vitamini ve selenyum uygulanan
diger gruplarda herhangi bir kanser hiicresi gelismemistir.

Calisma bulgularina goére, BaP’in plazma ve karaciger lipit
peroksidasyonunu artirdigi, eritrosit ve karacigerdeki antioksidan enzim
diizeylerini azalttif1 saptanmistir. Diger yandan E vitamini ve selenyum, plazma
ve karaciger MDA diizeylerini azaltirken, eritrosit ve karaciger GSH, GSH-Px ve

katalaz diizeylerini artirmistir.



Sonu¢ olarak, BaP’in antioksidan enzimler ve lipit peroksidasyon
tizerindeki olumsuz etkilerini diizeltmede, ayrica kanserojen etkinligini onlemede

E vitamini, selenyum, 6zellikle her ikisinin birlikte etkili oldugu goézlenmistir.

Anahtar Kelimeler: BaP, E vitamini, Selenyum, Lipit peroksidasyon,

Antioksidan enzimler.



2. ABSTRACT

The effects of vitamin E and selenium blood and tissues lipid peroxidation
and some antioxidant enzymes levels in rats exposed to benzo(a)pyrene was
investigated. For this purpose, 100 Wistar Albino female rats were divided in 5
groups, as group 1 (Control), group 2 (BaP), group 3 (BaP + vitamin E), group 4
(BaP + selenium), and group 5 (BaP + vitamin E + selenium).

Group 1: only plasebo isotonic sodium chloride,

Group 2: one dose 10,08 mg BaP,

Group 3: single dose of 10,08 mg BaP + 100 mg/kg vitamin E were
injected in every other day during the twelve week study period.

Group 4: single dose of 10,08 mg BaP + 0,8 mg/kg selenium were injected
in every other day during the twelve week study period.

Group 5: single dose of 10,08 mg BaP + 100 mg/kg vitamin E + 0,8 mg/kg
selenium were injected in every other day during the twelve week study period.

Plasma and liver lipid peroxidation (MDA) levels were significantly
increased (p<0.001) because of the effects of BaP in the group 2. The lipid
peroxidation level was significantly decreased in the groups 3 (p<0.01), 4 and 5
(p<0.001) related to effects of vitamin E and selenium compared to group 2. Liver
peroxidation level was significantly decreased in the groups 3 and 5 (p<0.001)
compared to group 2. Liver peroxidation level was significantly decreased in the
group 5 (p<0.001) compared to group 4.

Erythrocyte  GSH, GSH-Px and catalase levels were significantly
decreased (p< 0.001) in the group 2. The increase of erythrocyte GSH level was

significant in the group 3 (p<0.001), group 4 (p<0.05) and group 5 (p<0.01)



compared to group 2. Erythrocyte GSH-Px level was significantly increased
(p<0.001) in the groups 3, 4 and 5, depending in the effect of vitamin E and
selenium, compared to group 2. Erythrocyte catalase level was significantly
increased in the group 3 (p<0.05), compared to group 2.

The liver GSH, GSH-Px and catalase levels were significantly decreased
(p<0.001) because of the effect of BaP in the group 2. The increased liver GSH
level was statistically significant in the group 3 (p<0.01), group 4 and 5
(p<0.001), depending in the effect of vitamin E and selenium effects, in the
compared to group 2. The increased liver GSH-Px level was statistically
significant in the group 3 and 5 (p<0.001) in the compared to group 2. Liver GSH-
Px level was significantly increased in the group 5 (p<0.05), compared to group 4.
The increased catalase levels in the liver were statiscically significant in the group
3 (p<0.001) and group 5 (p<0.05) compared to group 2.

The cancer development was observed especially in lung, intestine and
ovarium tissues in the group 2 related to effects of BaP. Cancer was not observed
in the other groups treated with vitamin E and selenium. The results of the current
study showed that administration of BaP caused an increase in the levels of
plasma and liver lipid peroxidation and decrease in the levels of antioxidant
enzymes in the erythrocyte and liver. BaP can cause the cancer development. On
the other hand, administration of vitamin E and selenium decreased the levels of
plasma and liver MDA, while increasing the levels of erythrocyte and liver GSH,

GSH-Px and catalase.



It is concluded that; it was observed that vitamin E and selenium were
effective in preventing the negative effects of BaP on the lipid peroxidation,

antioxidant enzymes and its carcinogenic effects.

Key words: BaP, Vitamin E, Selenium, Lipid peroxidation, Antioxidant enzymes.



3. GIRIS

Insan ve hayvanlarda fizyolojik fonksiyonlarin devam edebilmesi icin,
canlilardaki i¢ ortamin degismez tutulmasi (homeostazis) gereklidir. Viicut
fonksiyonlarinin canh ihtiyaglarina uygun bir sekilde yapilabilmesi i¢in, bir takim
diizenleyici kontrol sistemlerine gereksinim duyulmaktadir. Homeostazis; tiim
sistemlerin en iyi sekilde caligmasi, i¢ ortamin degismez tutulmasi ve devam
ettirilmesi anlamina gelir. Ornegin, hiicrenin kimyasal yapis1, pH’s1, viicut sicaklig
ve viicut sivilarindaki elektrolit denge bir¢ok sistem ve organlar tarafindan sabit
tutulmaya calisilir (88). Homeostasis bozuldugunda i¢ ortamin; oksijen-
karbondioksit diizeyleri, sivi-elektrolit ve pH dengesi, kalsiyum diizeyi, viicut
sicakligl, kan voliimii gibi yasamsal oneme sahip bir¢ok mekanizma bozululur.
Fizyolojik sartlar altinda, metabolizmada molekiiler oksijenin indirgenmesi ile
serbest radikaller a¢ia ¢ikmaktadir. Bu serbest radikaller bircok hastalik siirecinde
onemli rol oynamaktadir. Homeostazisin bozuldugu hiicrede, serbest radikallerin
iretimi artar. Artan reaktif oksijen tiirleri 6zellikle membrandaki doymamis yag
asitleriyle reaksiyona girerek lipit peroksidasyonuna (LPO) neden olurlar. Bu yolla
serbest radikaller, basta membran fosfolipitleri olmak {izere, hiicresel
komponentlerin tiimiine zarar verebilirler (4, 87, 92, 117). Normal sartlarda
endojen ve ekzojen kaynakli stres faktorleri hiicresel dengeyi siirekli olarak
degistirmektedir. Bu zararl etkilere karsi korunmada, antioksidan denilen bazi
bilesikler rol almaktadir (17). Antioksidanlar radikallerle hizla reaksiyona girerek
oksidasyonun ilerlemesini ©nlerler. Bu nedenle viicutta oksidan-antioksidan

dengenin saglanmasi da homeostazisin siirdiiriilmesinde biiyiik 6nem tagimaktadir.



Oliimciil hastaliklar iginde, kalp hastaliklarindan sonra ikinci sirada kanser
yer almaktadir. Kanser olusumunda fiziksel ve kimyasal kanserojenler, hormonlar,
viriisler, yas, cinsiyet, ¢evre faktorleri ve bazi genetik hastaliklar 6nemli rol
oynamaktadir. Kanser etiyolojisinde en 6nemli etkenlerden olan cevresel faktorler,
giiniimiizde biiyilk bir tehlike olusturmaktadir. Bu faktorlerden biri olan
Benzo(a)pyrene, cevrede bol miktarda bulunmaktadir. Polisiklik aromatik
hidrokarbonlar grubunda yer alan bu maddenin, biyolojik sistemlerde serbest
radikaller olusturmak suretiyle normal hiicrenin isleyisini bozdugu ve akciger
kanseri basta olmak {izere ¢ok sayida kanser tiiriine neden oldugu belirtilmektedir
(25, 71,124).

Giintimiizde, tip ¢ok ileri diizeyde olmasina ve siirekli yeni tekniklerle
aragtirmalar yapilmasina ragmen, 6zellikle kanserin tedavisi hala giicliik arzeden
bir konudur. Hastaligin tedavisinden ziyade, hastaliktan nasil korunulabilecegine
yonelik arastirmalar O6n plana cikmaktadir. Kanserden korunmada ozellikle
oksidan-antioksidan dengenin saglanmasi gerektigi belirtilmektedir. Bu dengenin
saglanmasinda ve organizmada belirli bazi  hiicresel fonksiyonlarin
siirdiiriilmesinde 6zellikle E vitamini ve selenyum gibi antioksidanlarin yeterli
diizeyde besinlerle veya ilave olarak dig ortamdan alinmasi gereklidir. Giiglii
antioksidan ozellige sahip selenyum ve E vitamini kansere kars1 korunmada 6nemli
rol oynamaktadir (114, 193).

E vitamininin en 6nemli fonksiyonlari, giiclii antioksidan ozelliginden
otiirii doymamais yag asitlerinin oksidasyonunu 6nlemesi, radikalleri indirgeyerek
zincir reaksiyonlarmi durdurmasidir (76, 129). Diyete E vitamini ilavelerinin

akciger epitelyumunda, oksidan zararlar1 azalttigi, tlimor gelisimine neden olan



BaP gibi kanserojen maddelerin DNA’ya baglanmasin1 ve kromozomlarda
olusturdugu kotii etkileri inhibe ederek kanser olusumunu engelledigi
belirtilmektedir (150).

Selenyum, glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enziminin yapisina giren en
onemli iz elementlerden biridir. GSH-Px, lipitlerin oksidasyonu sonucunda olusan
peroksitleri yikimlar. Boylece, hiicre zarlarinin biitiinliigtiniin saglanmas1 ve
korunmasinda 6nemli gorev alir (52, 192). Selenyum, kalp hastaliklar1 ve kansere
kars1 korunma saglar. Selenyum eksikliginin kanser riskini artirdig1
bildirilmektedir. Selenyum ile kanser arasindaki iligkiler arastirilarak insanlarda
fizyolojik diizeylerdeki selenyumun kanserojen olmadigi, hatta antikanserojen etki
gosterdigi selenyum yetersizligi bulunan bolgelerde mide, 6zefagus ve rektum
kanserlerinden 6lim oranlarinin arttigi, ayrica diyete yeterli miktarda selenyum
ilavesinin kanserin goriilme sikligimi ve 6liim oramimi diisiirdiigii belirtilmektedir.
Selenyum ayrica E vitamini aktivitesini de onemli Ol¢iide artirir. Bu bilgiler
15181nda, cevrede yaygin olarak bulunan ve serbest radikal olusumunu arttiran BaP
gibi kanserojenlerin zararli etkilerinin ortadan kaldirilmasinda ve kanser
tedavisinde E vitamini ve selenyumun ¢ok onemli oldugu goriilmektedir (52, 71,
136, 196, 197).

Bu noktalardan hareketle bu calismada, Benzo(a)piren verilen ratlarda E
vitamini ve selenyumun, kan ve dokularda lipit peroksidasyonu ve bazi antioksidan
enzimler {izerine etkilerinin olup olmadigi, eger etkisi varsa E vitamini ve

selenyumun bunu ne diizeyde etkileyebileceginin arastirilmasi amaglandi.
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3.1. Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlar

Yasam i¢in bir¢ok aromatik bilesik cok gerekli olmasina ragmen, bazilari
da tehlikelidir. Polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH) grubunda yeralan BaP
da bu maddelerden biridir (84). PAH su, toprak, atmosfer, sigara duman1 ve besin
zincirinde bulunan kimyasal maddelerin biiyiik bir kismim olusturur. Genellikle
PAH cevrede yaygin olarak bulunan, deney hayvanlarinda kanser yapici 6zellige
sahip toksik maddelerdir. PAH insan ve hayvan organizmasinda fizyolojik
olaylar1 inhibe ederek veya kismen azaltarak kanser yapici etkisini gosterir. En
yaygin kanserojen PAH anthracene, phenanthrene, fluoranthrene, chrysene,
chloranthrene ve pyrene tiirevleridir. Her ne kadar pyrene tiirevleri kanserojenik
ajan olmasa da mono ve dibenzo derivatlar1 giiglii kanser yapici maddelerdir
(102).

3.1.1 Benzo(a)piren

Benzo(a)piren (3,4-benzopyrene, BaP), c¢evresel ve endiistriyel
kirlenmede 6nemli rol oynayan ve PAH sinifinda yer alan toksik etkili, immun
sistemi baskilayic1 ve canlilarin farkli dokularinda giiclii kanser yapabilme
yetenegine sahip bir maddedir. BaP diyette, calisma ortamlarinda, sigara
dumaninda ve cevrede yaygin olarak bulunur. Ayrica, komiirde yapilan 1zgara
etlerde, yaz giinlerinde asfaltla gelen sizintilarda, fosil yakitlarinin tam olarak
yanmamasi sonucu da bu bilesik olusur (84). Endiistriyel olarak aluminyum,
grafit, komiir, benzin ve asfalt liretimi esnasinda ortaya ¢ikarak gerek atmosferde
gerekse endiistriyel cevrede kirlenmeye yol acar. Insanlarin BaP’a maruz kalmast,
ozellikle bu maddeyle bulasik gida ve sularin alinmast veya kirli havada ve sigara

dumaninda bulunan partikiillerin inhalasyonu yoluyla olmaktadir (56, 168).
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Ratlarda BaP’in agiz yoluyla alinmasindan kisa siire sonra (1-3 saat) dokulara
yayilma baglamaktadir (karaciger > akciger > bobrek = beyin ). Ayrica BaP’1n kan
beyin engelini kolayca gectigi ifade edilmektedir (55, 71, 95, 223).

3.1.1.1. Benzo(a)piren Metabolizmasi

Benzo(a)piren, biyolojik sistemlerdeki etkilerini olusturmadan Once,
reaktif maddeleri olusturmak icin metabolik olarak bir aktivasyon gecirir. BaP’1n
kanserojenik ve mutajenik etkisi; hiicresel makromolekiillere baglanan
mikrozomal karisik fonksiyonlu oksidazlar (MFO) tarafindan olusturulur. MFO
aryl hidrokarbon hidroksilaz (AHH) olarak ta bilinir. Diger kanserojen maddelerin
etkinlestirilmesinde rolii olan bu enzim sisteminin etkisi hala tartisilmaktadir (77).
BaP, MFO grubunda yer sitokrom p-450 (CYP) enzimleri tarafindan BaP
diolepoksitlerine metabolize edilir. Bu metabolitler kanserojen etkiye sahiptir (46,
60). BaP alindiktan sonra sitozolik aromatik hidrokarbon reseptoriine (AhR)
baglanir. BaP’1in AhR’ye baglanmasindan sonra ¢ekirdege tasinarak translokalize
olur. AhR-gekirdek translokator (aryl reseptor nukleus translokator, ARNT)
olarak adlandirilir. BaP-AhR-ARNT kompleksi, dioksin sorumlu enzimlere
(DRE) baglanir. DRE’nin aktivasyonu p-450-1A ve p450-1B enzimleri ve diger
genlerin aktivasyonuna neden olur (12). Karaciger ve bagirsaklardaki
yiikseltgenmeyle ilgili islemlerin yiiriitiiliisii sirasinda BaP, p-450-1A ve p450-1B
enzimleri ile epoksit, fenol ve quinonlar gibi iiriinlere oksitlenir. Bu esnada bu
triinlerden baska 6-oxobenzo(a)pyrene ve 6-hydroxymethylbenzo(a)pyrene
radikallerinin olustugu da belirtilmektedir. Bu epoksit iiriinleri son derece etkin

kanserojen bilesiklerdir (77).
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Uriinlerin oksitlemesinden sonraki metabolizmada, ya BaP-epoksitleri
epoksit hidrolaz enzimi ile BP-7,8-dihidrodiol (BP-diol)’e hidrate edilir, daha
sonra BP-dioleri ise baska bir oksijenlenme ile diol epoksitlerine (BPDE) doniisiir
ya da oksijenlenmis ara iiriinlerin konjugasyonu ile suda ¢oziinen glutatyon,

glucuronide veya siilfat konjugatlarina doniistir.

“ P4s0s “ esgxlde o “ P450s and
‘OO rolase ‘OO other enzymes > .
‘» HO\\ HOV
° O
BaP

BaP-7,8-oxide BaP-7 8-diol

BPDE-N’-dG BP-tetraol

Sekil 1. BaP’1n metabolik aktivasyonu (27)

BaP epoksitleri, DNA ile ¢ok kolay niikleofilik yer degistirme tepkimeleri
verirler. DNA iizerindeki niikleofilik kisimlar epoksit halkasin1 acarak tepkime
verirler ve BPDE ile kovalent bag olusturarak DNA’min alkillenmesine yol
acarlar. DNA’nin bu yoldan degisimi, kanserin baslamasina neden olur (84). BaP
gibi yabanci molekiillerin disar1 atilmasinda normal yol, BaP epoksitlerinin
niikleofilik yer degistirme tepkimeleri sonucu gerceklesmektedir. BaP’in disari
atilmasinda bir bagka yol ise, glutatyonla niikleofilik yer degistirme sonucu
epoksit halkasinin ac¢ilmasim igerir. Glutatyon giiclii niikleofilik siilfhidril grubu

olan, oldukca polar bir molekiildiir. Suda ¢6ziinen bu iiriinler hiicreler tarafindan
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olusturulmaktadir (77). Silfidril grubunun epoksitle tepkimesinden sonra, daha
polar hale gelir, sulu ortamlarda gerceklesen yollarla hemen atilir. Epoksit grubu
glutatyonun amin grubuyla tepkimeye girerek aminoalkol olustururlar. Hidroksil
gruplar da glutatyonun karboksil grubuna baglanarak disan atilir (84).

BaP metabolizmasinin diger enzimleri, MFO ile baslangigta etkilesime
giren epoksit redilktaz, epoksit hidrataz, glutatyon epoksit transferaz,
sulfotransferazdir. Mikrozomal MFO tiim memeli tiirlerinin 6zellikle karaciger,
plasenta, lemfositler, monositler ve akciger makrofajlar1 olmak iizere ¢ogu
dukusunda bulunmaktadir. MFO enzim aktivitesinin diizeyi yas, cinsiyet ve
hayvanin hormonal durumu ile etkilenmektedir (77).

BaP metabolizmas1 i¢cin ¢ok onemli olan CYP enzimlerinin uyarilmasi
sonucu Ozellikle siiperoksit ve hidrojen peroksit gibi serbest radikaller olusur
(125). Olusan serbest radikaller, oksidatif olarak degisik memeli hiicre tiplerinde
mitogenezisi ve hiicre ¢cogalmasin baglatirlar. Ayrica proteinler, lipitler, DNA ve
antioksidan enzimlere zarar verirler (136, 199) BaP’in kanser yapici etkisi;
aktivasyon ve detoksifikasyon metabolizmalariyla azaltilabilir, artirilabilir veya
ortadan kaldirilabilir (77).

3.1.1.2. Benzo(a)piren Genel Etkileri

Cok giiclii kanser yapabilme yetenegine sahip olan BaP, uygulama dozuna
bagh olarak deri, 0zefagus, meme, akciger gibi degisik dokularda cesitli tipte
timorlere neden olabilir (65). BaP, deri alt1 veya kas i¢i yolla Wistar ratlarinda
cok yiiksek oranda kotii huylu tiimor olusturdugu belirtilmistir (42). BaP
uygulanan farelerde mide tiimorii, akciger adenomu ile birlikte hematotoksik

etkilerin ortaya c¢iktigi ifade edilmistir (65, 119). BaP ve diol epoksitlerinin,
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insanlarda normal memenin epitelyal hiicrelerini metabolize ve aktive etme
yetenegine sahip oldugu, ayrica epidermal hiperplaziye de neden olduklari
belirtilmektedir (77). BaP’in metabolizmasi ve aktivasyonu canlilar arasinda
farkliliklar gostermektedir (122).

BaP membran lipitleriyle reaksiyona girerek lipit peroksidasyonuna neden
olur (12). Bu nedenle de kanserli dokularda lipit peroksidasyonunda 6nemli bir
artis gozlenebilmektedir. Bu artis, ya siiperoksit radikal seviyesindeki artigin ya da
serbest radikal temizleyicilerinin ortadan kaldirilmasimmin bir sonucu olarak
olusabilir. (71, 136). BaP’in biyotransformasyonu siiresince olusan serbest
radikaller, DNA’ya zarar verebilirler. BaP’1n olusturdugu serbest radikallerin bu
toksik etkileri, hiicrede birinci derecede 6nemli olan enzim sistemleri (SOD, CAT,
GSH-Px) ile ortadan kaldirilabilir (25). BaP’1n tiimér olusturma etkisi E vitamini
ve selenyum gibi antioksidanlar tarafindan inhibe edilebilir. Antioksidanlarin bu
etkilerini hidrokarbonlarin in vivo olarak kanserojen epoksitlere ve /veya diger
elektrofilik iirlinlere doniistimiinii engelleyerek gosterdikleri belirtilmektedir

(196).

3.2. Kanser ve Genel Ozellikleri

Kanser, viicuttaki hiicrelerin kontrolsiiz ve hizli bir sekilde boliinmeleri ile
kendini gosteren patolojik bir durumdur. (32, 78). Cok eski zamanlardan beri
bilinen kanser, Yunanca yenge¢ anlamima gelen ‘karkinos’ kelimesinden
tiretilmistir (182). Tiimorler iyi ya da kotii huylu olabilirler. Yavas gelisen ve
iyilesmeyen tiimorler karsinos, kétii seyirli olanlar da karsinom olarak adlandirilir.

Cogalan kanser tiimorleri benign (iyi huylu) ya da malign (kotii huylu) olurlar.
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Kanser epitelyal kokenli ise karsinoma, mezengsimal kdkenli ise sarkoma ile ifade
edilir. Kanserin genel oOzellikleri; hizli biiyiimesi, ¢ogu zaman Kkapsiiliiniin
bulunmamasi, ¢cevre dokulara yayilmasi, kan ve lenf damarlar ile uzak metastaz
yapabilmesidir (180).

Saglikli hiicreler viicudun biiyiimesi, gelismesi, kendini yenilemesi ve
hasar gormiis hiicrelerin tamir edilmesinde onemli yer tutmaktadir. Fakat bazen
normal hiicreler bu o6zelliklerini kaybederek, cok hizli bir sekilde cogalirlar ve
viicudun diger kisimlarina yayilarak, tiimor hiicrelerini olusturmaya baglarlar.
Kanserin ilk asamasinda daima bir DNA hasar1 vardir (32, 78).

Kanser basit bir hastalik degildir. Giiniimiizde kardiovaskiiler
hastaliklardan sonra ikinci 6liim nedenidir. Tiim iilkeler i¢in biiylik bir saglik
problemidir (182).

Normal bir hiicrenin farklilasarak kanser hiicresine nasil doniistigi
hakkinda kesin bir sey sOylemek miimkiin degildir. Ancak serbest radikaller,
ultraviyole 1sinlari, iyonize radyasyon, genetik yatkinlik, immun yetmezlik, hava
kirliligi, diyet, kimyasal faktorler, sigara i¢imi, alkol, cinsiyet, hormonlar, viriisler
ve parazitler gibi bir¢ok etkenin bu olusumu meydana getirdigi diisiiniilmektedir
(32, 65, 70, 97). Cevresel ve kimyasal faktorlerden olan PAH grubunda yeralan
BaP, onemli kanserojen maddelerden biridir (182, 193).

3.2.1. Kanserin Olusum Mekanizmasi

Kanserin gelisiminde tiimor olusmasina neden olabilecek genler, ilk kez
1970’lerde tamimlanmig ve onkojenler olarak adlandirilmistir. Onkojenlerin
hiicreyi etkilemelerinde esas rolii polifosfoinozitidler oynamaktadir. Onkojenler

polifosfoinozitid araciligr ile hiicreyi transforme edebilirler ve kansere neden



16

olabilirler. Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) onkojenleri, fosfatidilinozitolii (PIP)
fosforile ederek, polifosfoinozitid sekillenmesini arttirirlar. Bu onkojen mabhsiilleri
diasilgliserole fosfat ekleyerek fosfatidik asiti olustururlar. ikinci haberci
diasilgliseroliin hem sekillenmesini hem de ortadan kaldirilmasini saglarlar.
Polifosfoinozitid parcalanmasiyla meydana gelen ikinci habercilerden birisi olan
diasilgliserol, protein kinaz C’yi aktive ederek hiicre ¢ogalmasina dogururlar.
Tiimor meydana gelmesine yardimci olan forbol esterleri de protein kinaz C’yi,
diasilgliserol gibi, aktive ederler. Zira forbol esterleri hiicre zarin1 gegebilirler.
Biiyiime faktorleri de PIP hidrolizini meydana getirirler ve protein kinaz C’yi
aktive ederek hiicre ¢ogalmasini uyararak, sonucta kanserin olusumuna neden

olurlar (57,79, 133, 151).

Onkojenlerden bagska, hiicre boliinmesini harekete geciren proto-onkojen
olarak bilinen genler de bulunur. Proto-onkojenler belirli kosullar altinda
mutasyon gegirip onkojen haline gelirler. Olusan onkojenler de daha sonra hiicre
cogalmasini harekete gecirirler. Bu hiicre ¢ogalmasi da, kisa bir siire sonra kontrol
altina almamaz bir hal alir. Aslhinda proto-onkojenler, embriyonun gelisme
doneminde ve erken cocukluk donemlerinde normal olarak aktif halde bulunurlar.
Ama o donem zaten, hizli biiyiimeye gereksinim oldugu bir donemdir. Proto-
onkojenlerden bagka kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasini Snlemekle goérevli tlimorii
baski altina alan genler de bulunur. Proto-onkojenler, bu genler tarafindan pasif
hale getirilirler. Fakat mutajenler, BaP gibi kimyasal kanserojen maddeler,
elektromanyetik enerji, aflatoksinler, niikleer radyasyon, viriisler ve hormonlar

gibi sayisiz dis faktor, bu proto-onkojenleri yeniden aktif hale getirebilir. Ama
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onkojenlerin mutasyonu sonucu bu tiimorleri baski altina alan genler pasiflesirse,
bunlar da artik tiimor biiyiimesine katkida bulunurlar (32, 109, 135, 162, 194).

Kanserin olusumu tek basamakta gerceklesen bir olay olmayip, sadece
gelisme siirecini baglatmak kansere yol acmaz. Kanserin olusumundaki ilk
basamak olan gelisim siirecinde, sadece bagimsiz prekanserojenlerin bir kismi
iiretilir. Uretilen bu prekanserojenler cogaldiklar1 alanlardan diger kisimlara
yayllamazlarsa veya immun sistemin aktifligine bagli olarak yikimlanacak
olurlarsa kanser hiicresi gelismeyecektir. Kanserin olusumundaki diger bir
basamak olan yayilma siirecinde ise, prekanserojen hiicrelerin hizli bir sekilde
yeniden cogalmasi ve membrandaki yilizey Ozelliklerinin malignant hiicrelerin
ozelliklerine doniismesi ile gergeklesir (179).

Serbest radikaller 6zellikle lipit peroksitleri; ateroskleroz, iskemi-
reperfiizyon hasari, inflamasyon, diabetes mellitus, akciger hastaliklari, bobrek
bozukluklari, kas hastaliklari, goz ve cilt bozukluklar1 gibi bir¢ok hastaligin
olusumu ve gelisimi ile yakindan iliskili olmasinin yaninda, 6zellikle kanser
olusumunda ¢ok Onemli role sahiptirler. Serbest oksijen radikalleri, kimyasal
maddelerin neden oldugu kanserin baslama, ilerleme ve gelisme evrelerinde
katkida bulunurlar (212). Serbest radikaller DNA i¢in zararli olup, hiicrelerde
mutasyona neden olurlar. Mutasyona ugrayan hiicreler de ¢ok hizli bir sekilde
cogalarak, kontrolsiiz doku gelisimine neden olur (67, 96, 121, 127, 144).

Yapilan ¢alismalarda serbest oksijen radikalleri, lipit peroksidasyonu ve
diger peroksidasyon iiriinleri ile kanser olusumu arasinda bir iliski oldugu, BaP
gibi kanserojen maddelerin hiicrede radikal diizeyini arttirarak kanser

olusturduklar1 belirtilmektedir. Bu maddeler organizmada hiicrenin serbest
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radikallere karsi enzimsel savunma sistemini olusturan siiperoksit dismutaz,
glutatyon peroksidaz ve katalaz gibi enzim aktivitelerinde aniden ve siirekli bir

azalmaya neden olarak, antioksidan etkinligi azaltmaktadir (100, 212).

3.3. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar

3.3.1.Serbest Radikaller

Serbest radikaller, dig yoriingelerinde bir veya daha fazla eslesmemis
elektron igeren, reaktif ve kisa omiirlii olan atom veya molekiillerdir (4, 21, 28,
34, 44, 57). Eslesmemis elektron, iist kisma yazilan bir nokta ile gosterilir (O~
OH"). Bu radikaller, organizmada normal metabolik olaylar sirasinda yan iiriin
olarak, mitokondriyal - mikrozomal elektron tagima zincirlerinde (bu sistemde
radikal iireten iki bolgenin varligi bildirilmistir. Bunlardan birincisi NADH
dehidrogenazdir ve mitokondri zarinda iiretilen siiperoksit radikalinin iicte biri bu
bolgeden kaynaklanir. Ikinci bolge ise koenzim Q-sitokrom b bolgesi olup,
ubikinonun otoksidasyonu bu sistemde iiretilen radikalin iicte ikisini olusturur)
(14, 146, 147), fagositik hiicrelerden (siiperoksit radikali, nétrofil, eozinofil ve
makrofaj gibi fagositoz yapan hiicreler tarafindan iiretilirler. Bu hiicreler bakteriyi
fagosite edince NADPH oksidaz enziminin etkisiyle molekiiler oksijenden
siiperoksit radikalini iiretirler ve bunu da bakterilerin parcalanmasinda kullanirlar
(14, 210) olusabildigi gibi, kirlilik, ilaglar, radyasyon benzeri cesitli dis etkenlerin
etkisiyle de olusabilir. Yasam siireleri cok kisa olmasina ragmen oldukga reaktif
yapiya sahip olan serbest radikaller, elektronu ciftleyebilmek icin tiim hiicre

bilesenleri ile etkilesime girebilirler (4, 94, 121).
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Serbest radikaller, baslica oksijenden tiiremektedirler. Hiicrede enerji
saglanmasi i¢in gerekli biyolojik oksidasyonlar sonucunda, oksijeninin bir kismi
siiperoksit radikali ve hidroksil radikaline doniisiir (37).

Serbest oksijen radikalleri, genellikle reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve
reaktif nitrojen tiirleri (RNS) olarak bilinirler (210, 217). ROS ve RNS’nin
biyolojik sistemlerdeki etkileri ¢ift yonlii olup, yararli ya da zararh olabilirler.
Diisiik konsantrasyonlarda mitojenik bir cevap olusturmalart ve hastalik
etkenlerine kars1 hiicresel cevapta (6rnegin, enfeksiydz ajanlara kars1 savunmada)
fizyolojik olarak rol almalar1 faydali etkileri arasinda yer alirlar. Tam tersine
yiikksek konsantrasyonlarda ise lipit, protein ve niikleik asitler gibi hiicre
yapilarinda hasara neden olurlar (218).

Reaktif oksijen tiirleri, kimyasal olarak reaktif olan cok sayida molekiilii
kapsar. Bu molekiillerden hidroksil radikali asirn reaktif olmasina ragmen,
siiperoksit ve hidrojen peroksit gibi radikaller daha az reaktiftirler. ROS un ¢ogu,
biyomolekiillerle kolayca reaksiyona girerek zincir reaksiyonlarmi baslatirlar.
Serbest radikalle reaksiyona giren molekiiller bir elektronunu kaybettiginden,
etrafindaki molekiillerden bir elektron alacak derecede reaktif hale gelir. Boylece
radikaller zincir reaksiyonu seklinde cogalirlar (4, 105, 203). Belirli diizeylere
kadar artan reaktif tiirler viicutta bulunan dogal endojen antioksidan maddeler
tarafindan etkisiz hale getirilir. Bu nedenle, saglikli organizmadaki ROS ile
antioksidanlarin etkileri arasinda bir denge mevcuttur (34, 36).

Baslica reaktif oksijen tiirleri ve metabolizmalan soyledir:
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3.3.1.1. Siiperoksit (O,") Radikali

Oksijen molekiiliine bir elektron ilave edilmesiyle olusur. Serbest radikal
olmasina ragmen yiiksek reaktiviteye sahip degildir. Asil 6nemi hidrojen peroksit
(H20,) kaynagi olmasidir (4, 115, 128, 161). Lipit membranlara girme yetenegine
sahip olmadig1 i¢in, meydana geldigi hiicre boliimlerinde tutulur. Siiperoksit
radikalleri s1v1 ortamda kendiliginden dismutasyon reaksiyonu ile veya siiper oksit
dismutaz (SOD) enzimiyle H,O, ve oksijene doniisiirler

20,7 +2H" 50 | H,0,+0,

Siiperoksit radikali ayn1 zamanda hidrojen peroksit ve hidrojen iyonlariyla
reaksiyona girerek daha reaktif olan hidroksil radikalini olusturabilir (4, 59).

H"+ 0"+ H0, ___ | HyO + 0x+OH

3.3.1.2. Hidrojen Peroksit (H,O,) Radikali

Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksitin asil kaynagi siiperoksit
radikalinin dismutasyonudur. iki siiperoksit molekiilii iki proton alarak H,O, ve
O, olusturur. Reaksiyon sonucu radikal olmayan iiriinler meydana geldiginden bu
bir dismutasyon reaksiyonu olarak bilinir (24, 99). H,O, eslesmemis elektron
ihtiva etmediginden bir radikal degildir, fakat yine de biyolojik membranlara
niifuz yeteneginden dolay1 6nemlidir (145, 161). H,O,, siiperoksit ile reaksiyona
girerek, en reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikalinin
(‘OH) olusumuna neden olur (4, 93).

H, 0, + 0, —>» OH+OH + 0O,

Bu reaksiyona ‘‘Haber-Weiss’’ reaksiyonu da denir (115). Bu reaksiyonda
ferri demir (Fe+3) siiperoksit tarafindan ferro demire (Fe+2) indirgenir. Ferro demir

kullanilarak ‘Fenton Reaksiyonu’’ ile hidrojen peroksitten "OH’ iiretilir.
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H" + CI + H,0, __, HOCI+ H,O

H,0,+ Cu*/Fe*” ——» OH + OH" + Cu*’/Fe*’

Olusan hidrojen peroksit katalaz ve glutation peroksidaz araciligi ile
ortadan kaldirilir (115, 145, 161).

3.3.1.3. Hidroksil Radikali (OH")

Glicli reaktivitesi nedeniyle, diger serbest radikal tiirlerine nazaran
biyolojik sistemlere daha fazla zarar verme yeteneginde olup, metal iyonlarinin
katalizorliigiinde (Cu*/Fe*?) hidrojen peroksitten iiretilir (20, 91).

H,0,+ Cu'/Fe* | ‘OH +OH + Cu"/Fe®

3.3.1.4. Singlet Oksijen

Singlet oksijen ('0y), eslesmemis elektronu olmadigi icin radikal olmayan
reaktif oksijen molekiiliidiir. Serbest radikal reaksiyonlar1 sonucu olusabildigi gibi

serbest radikal reaksiyonlarinin baglamasina da neden olabilir (4, 93).

3.3.2. Lipit Peroksidasyonu

Stres; organizmanin normal fizyolojisine ters olan cevresel, besinsel,
toplumsal, patolojik ve fizyolojik degisikliklere karsi gosterdigi tepkileri
kapsamaktadir. Stres altinda bulunan organizmanin homeostatik dengesi bozulur
ve organizma her tiirlii tehlikeye kars1 direngsiz kalir (189).

Lipit peroksidasyonu (LPO), serbest radikaller tarafindan baglatilan, uzun
zincirli doymamis yag asitlerinin ROS tarafindan oksidasyonunu igeren kimyasal
bir olaydir. Bu reaksiyon sonucunda LPO artig1 serbest radikal aktivasyonun
indirek bir gostergesidir (4, 92, 142, 156, 203). Organizmada, 6zellikle hiicre

membranlarinda ve kanda bulunan ¢ok zincirli doymamis yag asitleri (PUFA)
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ROS’a oldukg¢a duyarhidir (10). Degisik kanserojen maddelere maruz kalinmasi
sonucu bu doymamis yag asitlerinin lipit peroksidasyonu veya oksidatif
yikimlanmasi olusur (65).

Lipit peroksidasyonu hiicre zarinin islevini bozarak, enzimler ve diger
hiicre bilesenlerini olumsuz etkileyerek ve son iiriin olan aldehitlerin sitotoksik
etkileri gibi farkl yollarla hiicre hasarina neden olduklar bildirilmistir (92).

Lipit peroksidasyonu baglama, yayilma ve sonlanma olarak ii¢ asamada
incelenir.

Baslama

Lipit peroksidasyonu, membranlarda bulunan doymamis yag asidi
zincirinden O, ve ‘OH radikalleri tarafindan bir hidrojen atomunun
uzaklastirilmasi ile baglar (90, 91, 155). Reaksiyonun baslamasi icin demir, bakir
gibi eslesmemis elektron iceren gecis metali iyonlarma ihtiya¢ vardir. Bu
reaksiyon sonunda karbon merkezli dayaniksiz bir lipit radikali (L") olusur. Bu
radikal molekiiliindeki c¢ift baglarin dizilisinde birtakim degisiklikler olur ve
konjuge dienler olusur. Dienler hemen molekiiler oksijenle birleserek lipit
peroksil radikalini (LOO") olustururlar (4, 87).

Yayillma

Lipit peroksil radikali, membrandaki proteinlerle veya PUFA ile
reaksiyona girer. LOO" komsu yan zincirlerden bir hidrojen atomu koparir ve yeni
lipit radikalleri olusturarak zincir reaksiyonu devam ettirir. Bu reaksiyonda
koparilan hidrojenler lipit radikalleriyle tekrar alinarak lipit hidroperoksitler

(LOOH) ve yeni peroksitler olusur.
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Lipit peroksidasyonu bir kere basladiktan sonra kendi kendini
katalizleyerek devam eder. Bu olayin sonucunda bol miktarda lipit
hidroperoksitler ve yag asidi zinciri olusur. Yayilma reaksiyonunun uzunlugu,
lipit/protein orani, yag asiti bilesimi (PUFA miktarimin fazlaligi; fosfolipit,
glikolipit, gliserit ve sterol gibi) ve oksijen konsantrasyonu gibi faktorlere
baghdir. Bundan sonra LPO ya otokatalitik olarak devam eder veya lipid
hidroperoksitlerinin aldehit ve diger karbonil bilesiklere doniismesi ile sona erer
(4, 50, 87).

Sonlanma

Cesitli demir olusumlart H,O; reaksiyona girerek cok reaktif yapiya sahip
‘OH  olustururlar. Fakat bazi proteinlerin yapisinda olan demir, ortama
salinmadig1 siirece H,O, ve O;” ile reaksiyona girseler de "OH {iiretemezler (87,
93).

LOOH ve LOO radikalleri, serbest oksijen radikalleri gibi, hiicrenin bir¢ok
komponentiyle reaksiyona girerek, seliiler ve metabolik fonksiyonlar iizerinde
toksik etkilerini gosterirler. Bu radikaller, membrana bagli reseptorlerin ve
enzimlerin inaktivasyonuna, membranlar arasinda iyon gecisinin bozulmasina,
mitokondride oksidatif fosforilasyonun c¢oziilmesine, mikrozomal enzim
aktivitelerinde degisikliklerin olusmasina ve lizozom gibi hiicre ici organellerin
biitiinliigiiniin kaybolmasina neden olurlar (130).

LOOH ve LOO radikallerinin olusturdugu bozukluklardan biri de, ii¢ ve
daha fazla cift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu toksik bir iiriin
olan malondialdehit (MDA) sekillenmesidir. Membran komponentlerinin

polimerizasyonuna ve ¢apraz baglanmalarina neden olan MDA, membranda iyon
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transportu ve enzim aktivitesi gibi bazi 6zelliklerin degismesine neden olmaktadir
(83, 159). MDA, kolayca diffiize olabildiginden DNA’nin nitrojen bazlar ile
reaksiyona girmektedir. Bu 0Ozelliklerinden &tiirii  mutajenik, genotoksik,
kanserojenik bir bilesiktir (130). Oldukca duyarli olmasi nedeniyle MDA’nin
Olctimii, doku hasarinin boyutunu belirlemeye yarayan onemli belirleyicilerden
biridir. BaP gibi kanserojen maddelerin neden oldugu LPO’nun boyutunu
degerlendirmek icin kullamlmaktadir (25). Zira, BaP uygulanan hayvanlarda,
LPO sonucu MDA diizeylerinin énemli derecede arttig1 (56) belirtilmistir. MDA
diizeylerinde gozlenen bu artisin, serbest radikal hasarina bagli olarak ortaya

ciktigr ifade edilmektedir (139).

3.3.3. Lipit Peroksidasyonu ve Serbest Radikallerin Kanser
Olusumundaki Rolii

Kanser uzun bir siirecte gelisebilen ve olusumunda pek cok etkenin rol
oynadigi patolojik bir durumdur. Bu siirecte normal hiicrenin igleyisini bozacak
tek bir hiicre gelisir ve yayilarak organizmada kanser olusumuna neden olabilir
(127, 187). Yapilan calismalarda BaP’in neden oldugu lipit peroksidasyonu,
peroksidasyon iiriinleri ve serbest radikaller ile kanser olusumu arasinda bir iliski
oldugu belirtilmistir. BaP uygulamasina bagli olarak LPO’da o6nemli artislar
oldugu belirtilmistir (12). Bu kanserojen maddelerin hiicrede oksidatif stresi
arttirarak kanser olusumuna neden olduklar1 bildirilmigtir. ROS mutajenik etkiye
sahip olup, kanserin baslama, ilerleme ve gelisme evrelerinin hepsinde de rol
oynar. Serbest radikallerin 6zellikle kanserin ilerleme safhasindaki etkileri daha

belirgindir (78, 187).
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Oksijen radikalleri ile DNA arasindaki etkilesimler veya lipit radikalleri
ile DNA arasindaki etkilesimler sonucu DNA hasar1 olusabilmektedir. Serbest
radikallerin etkileri sonucunda DNA ve kromozomlarda kirilma ve onkojenlerde
aktivasyon olusabilir. LPO sonucu olusan lipit hidroperoksitleri, dogrudan DNA
zincirini kirabilir ve DNA’da oksidasyona neden olabilir (206, 230). Siiperoksit
tiretimi 6zellikle mitokondride fazla oldugu icin mitokondriyal DNA daha fazla
zarar goriir. DNA yakinlarinda sentezlenen hidroksil radikalleri piirin ve pirimidin
bazlarina saldirarak mutasyonlara neden olur (180). Oksidatif stresten en ¢ok
etkilenen DNA’daki guanin ve sitozin bazlaridir. Deoksiguanozindeki 8 nolu
karbona bir oksijen baglanmasi ile 8-hidroksiguanozin olusur. Bu da fizyolojik
pH’da  8-okzoguanozine doniigiir. Aynm1 sekilde oksidatif sartlarda
deoksisitozinden 5-hidroksisitozin olusur. Olusan bu bilesikler de DNA’da
anormal baz dizilisine ve boylece mutasyonlara neden olurlar (40).

Bap gibi kanserojenlerden kaynaklanan stres, sitotoksisite ve mutajenitenin
sebebi olabilir. Gen yapisinda degisiklikleri uyarabilir (160). BaP metabolizmas1
sonucu siiperoksit ve hidrojen peroksit gibi serbest radikaller olusur (126). Olusan
serbest radikaller direk olarak DNA’y1 etkileyip, mutasyonlara ve sonugta kanser
olusumuna neden olmaktadir (107, 136, 154, 199). DNA yapisinda meydana gelen

oksidatif degisim benign yapinin malign yapiya doniismesine sebep olabilir (40).

3.3.4. Antioksidanlar
Biyolojik sistemlerde oksidatif stres sonucu olusan ROS’un meydana
getirdigi hasar1 onlemek i¢in, viicutta bircok savunma sistemi gelismistir. Bunlar

‘‘antioksidan savunma sistemleri’’ veya kisaca ‘‘antioksidanlar’’ olarak bilinirler
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(4). Antioksidanlar, belirli diizeyi agsmis oksidan molekiillere dogrudan etki ederek
onlar1 etkisiz hale getiren molekiillerdir (104). Antioksidasyon terimi, serbest
radikal olusumunu geciktiren veya ortadan kaldiran tiim islemleri kapsar. Etkili
bir antioksidanin iki 6zelligi vardir. Birincisi, serbest radikallerle hizli bir sekilde
reaksiyona girerek yeni bir radikal olusturmasidir. ikincisi ise, olusan yeni
radikale komsu dokulara =zarar vermeyen ve reaktif olmayan oOzellik
kazandirmasidir (34). Antioksidanlar, zincir reaksiyonlarini durdurarak veya
ROS’u ortamdan uzaklastirarak LPO’nun baslamasini engellerler. Antioksidanlar
endojen veya ekzojen kaynakli olmaktadir. Bunlar hiicrelerin hem sivi hem de
membran kisimlarinda bulunurlar (4, 33, 190).

Normal sartlarda endojen ve ekzojen kaynakli bir¢ok stres faktorii
hiicresel dengeyi (homeostasis) siirekli etkilemektedir. Serbest radikallerin yol
actig1 hiicre hasarinin derecesi, hiicre igerisindeki koruyucu sistemlerin etkinlik
derecelerine baglidir. Bu savunma sistemlerini cesitli serbest radikal tutucular1 ve
bazi1 enzimler olusturmaktadir. Siiperoksit dismiitaz, katalaz ve glutatyon
peroksidaz serbest radikallerin birikmesini ve lipit peroksidasyonunun
baslamasini 6nleyen enzimlerdir. Siiperoksit dismiitaz siiperoksit radikalinin,
katalaz ve glutatyon peroksidaz ise hidrojen peroksitin metabolize olmasin1 saglar.
Enzimsel savunma sisteminin yeterli olmadigi hallerde, diisiik molekiil agirlikli
serbest radikal tutuculan lipit radikalleri ile etkileserek reaksiyonlarin ilerlemesini
onlemeye calisirlar. En 6nemli serbest radikal tutucular arasinda E vitamini, C
vitamini ve glutatyon yer almaktadir (57, 68, 152).

Antioksidanlar enzimatik ve enzimatik olmayanlar olmak iizere ikiye

ayrilir.
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3.3.4.1. Enzimatik Antioksidanlar

Bu enzimler hiicre ve organizmay asir1 serbest radikal olusumunun zararl
etkilerinden korurlar. Bu sistemde yer alan enzimler asagida belirtilmistir.

3.3.4.1.1. Siiperoksit Dismutaz

Siiperoksit dismutaz (SOD) ilk olarak 1968 yilinda Mc Cord ve Fridovich
tarafindan tanimlanmistir (4). Bu enzim, siiperoksit radikalinin hidrojen peroksit
ve molekiiler oksijene dontisiimiinii saglar (4, 59). Boylece hiicresel hidrojen
peroksitin kaynagini olustururlar. Siiperoksit dismutaz tarafindan katalize edilen
reaksiyon oldukga etkilidir.

200"+ 2H" 2, H,0,+0,

Normal metabolizma sirasinda hiicreler tarafindan yiiksek oranda
siiperoksit anyonu iiretilmesi olmasina ragmen, SOD enzimi sayesinde intraseliiler
seviyesi diisiik tutulur. SOD enziminin ekstraseliiler aktivitesi oldukca diisiiktiir
(89, 103, 132, 170).

SOD enzimi hiicreyi, 0zellikle DNA’y1 radyasyonun iyonizan etkisine
kars1 koruyucu 6zellige sahiptir (167).

3.3.4.1.2. Katalaz

Katalaz enzimi (CAT), hidrojen peroksitin oksijen ve suya par¢calanmasini
saglar. Bir molekiil katalaz bir dakikada yaklasik olarak 6 milyon hidrojen
peroksit molekiiliinii suya ve oksijene doniistiirebilir (161, 218). Katalaz memeli
hiicrelerinin peroksizomlarinda bulunur.

2H,0, M 0,+2H,0
Katalazin antioksidatif rolii, hidrojen peroksitten ¢ok daha gii¢clii oksidatif

etkiye sahip olan hidroksil radikali olusmasim azaltmasindan kaynaklanir (146).
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3.3.4.1.3. Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), hidrojen peroksitlerin ve hidroperoksitlerin
alkollere indirgenmesini saglayarak, hidroksil radikallerinin olusumunu azaltan
bir enzimdir (4). Ozellikle eritrosit membran biitiinliigiiniin devam i¢in GSH-Px
cok onemlidir. GSH-Px, peroksitleri membran hasarina neden olmadan Once
yikimlayan bir enzimdir (146).

H,0, +2GSH OSHPx » GSSG + 2H,0

ROOH + 2GSH GSHPx » GSSG + ROH + H,0

Hiicrelerde GSH-Px enzimleri baglica selenyuma bagimli GSH-Px,
fosfolipid hidroperoksit GSH-Px (GSH-Px II), selenyumundan bagimsiz GSH-Px,
ve plazma GSH-Px’i olmak iizere dort ayr1 formda bulunur (4, 108). Selenyuma
bagimli GSH-Px, hiicrede biiyiik Olciide sitozolde bulunur, hem H,O, hem de
diger peroksitler iizerine etkilidir. Selenyuma bagimsiz GSH-Px ise mitokondride
yer alir ve sadece organik peroksitleri indirgedigi bilinir. Buna karsilik katalazin
fazla ~miktarda bulundugu peroksizomlarda bu enzimin aktivitesine
rastlanmamustir (2, 132, 188, 196).

GSH-Px’in fagositik hiicrelerde 6nemli fonksiyonlar1 vardir. Diger
antioksidanlarla birlikte GSH-Px, solunum patlamasi sirasinda serbest radikal
peroksidasyonu sonucu fagositik hiicrelerin zarar gormesini engeller (189).
Solunum patlamasi adi verilen reaksiyon, fagositoz sirasinda fagositik hiicrelerin
oksijen ve glikoz tiikketiminin artmasi sonucu O, ve buna bagh olarak "OH, H,0,
ve ‘O, olugmasiyla iligkilidir (13, 49, 234). Bu oksidan molekiiller fagositoziste,
notrofil ve makrofajlar tarafindan salinarak bakterisidal etki gosterirler. Enzimatik

ve enzimatik olmayan antioksidanlarla inaktivite edilirler. Bu radikallerin belirli
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diizeyin iizerinde olusmas1 durumunda, antioksidanlar da yetersiz kalirsa protein,
lipit, karbonhidrat, niikleik asit yapilarin1 bozarak, ozellikle fagositozlar1 tahrip
ederler. GSH-Px H,0,’i suya, ayrica lipit peroksitleri de alkol ve suya
dontistiirerek zararsiz hale getirir (11, 35, 114, 165, 213). GSH-Px aktivitesindeki
azalma, H,O, nin artmasina ve siddetli hiicre hasarina neden olur (156, 200).

3.3.4.1.4. Glutatyon Rediiktaz

Indirgenmis glutatyonun (GSH) peroksitlerle ve disiilfitlerle GSH-Px
enzimi varliginda reaksiyonu sonucu GSSG (okside glutatyon) olusur. GSSG
miktarindaki artig, oksidatif stresin bir gostergesidir. GSSG, tiol igeren
proteinlerin konformasyonu ve aktivitesi lizerine zararh etkileri olan prooksidan
bir maddedir ve hizla rediiklenmesi gereklidir. GSH-Rx enzimi NADPH (rediikte
nikotinamid adenin diniikleotid fosfat) varliginda GSSG’yi GSH’a rediikler (149).

2GSH + H202 glutatyon peroksidaz - GSSG + H20

|

GSSG + NADPH + H —guayonrediltr - 5GSH + NADP*

Antioksidan savunmanin etkinligini siirdiirebilmesi i¢in oksitlenmis
glutatyonun (GSSG) tekrar indirgenmis glutatyona (GSH) doniigsmesi gerekir.
Glutatyon rediiktaz, NADPH varliginda oksitlenmis glutatyonun indirgenme
reaksiyonunu katalizler. Glutatyon rediiktaz sitozol ve mitokondride lokalizedir
(145).

GSH’1n oksidatif hasar1 6nleme kapasitesi, serbest radikallerle direk olarak
reaksiyona girmesi, disiilfitleri indirgemesi ve GSH-Px’a kofaktér olma

yetenegine baglidir (149).
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NADPH/NADP ve GSH/GSSG oranlarindaki degisiklikler akut
prooksidan stres ile antioksidan savunma arasindaki dengesizligin belirtisidir
(115, 145).

3.3.4.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

3.3.4.2.1. E Vitamini

E vitamini, tokoferoller (alfa, beta, gama ve delta) ve tokotrienoller (alfa,
beta, gama ve delta) olmak iizere iki farkli gruba ayrilir. E vitamininin en aktif ve
antioksidan aktivitesi en yiiksek olan formu a-tokoferoldiir. Bu vitaminin saf
formlar1 suda ¢oziinmez, alkol, organik coziiciiler (aseton, kloroform, eter) ve
bitkisel yaglarda kolayca ¢o6ziiniir. E vitamini, viicuttaki ve gidalardaki
karotenleri ve diger okside olabilen materyalleri koruyan miikemmel dogal bir
antioksidandir (148, 174). Yapisinda bulunan fenolik hidroksil grubuna sahip
aromatik halka, vitaminin kimyasal olarak aktif kismini olusturur ve antioksidan

ozelligi bu gruptan kaynaklanir (117).

Sekil 2. a- tokoferoliin kimyasal yapis1 (174).

Lipofilik 6zelliginden &tiirii basta yag dokusu olmak iizere adrenal bezler,

testis, kalp, karaciger ve trombositler gibi dokularda degisik miktarlarda bulunur
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(4, 51, 141). Hiicre icinde ise en ¢ok mitokondri, mikrozom, niikleus ve plazma
membrant gibi hiicresel komponentlerde yogunlasirlar (226). Miyokart
membranlarindaki miktar1 oldukca fazladir (4). Bitkisel yaglar, karaciger,
baklagil tohumlan ve yesil bitkilerin cogu E vitamini kaynagidir. E vitamini insan
ve hayvan viicudunda sentezlenemedigi icin mutlaka disardan alinmalidir (74).

3.3.4.2.1.1. E Vitamininin Emilim, Dagilim ve Atilim

E vitamini, sadece yaglarda ve organik c¢oziiciilerde ¢oziinebildiginden
emilmesi i¢in yaglara ihtiya¢ duyar (51, 66, 141). Viicuda alinan yagl besinlerin
emilimi ince bagirsaklarda safra ve pankreatik lipaz enzimi araciligiyla olur.
Emilim esas olarak duodenum ve jejunumun proksimal kisminda meydana gelir.
Yaglarin lipoliz ve emiilsifikasyonu sonucu E vitamini i¢ceren miseller olusur. Bu
miseller bagirsak mukozasinin firgamsi kenarlarindan pasif difuzyonla hiicre i¢ine
almir. Burada fosfolipit, kolesterol ve trigliserit ile birlikte silomikronlarin
yapisina katilir (76, 215, 226). Silomikronlar egzositoz yoluyla lenf damarlarina
verilir. Buradan ductus torasikus yoluyla kan dolasimina katilirlar. Silomikronlar,
lipoprotein lipaz ile hidrolize olurken bir kisim yag asiti ve E vitamini dokulara
taginir. Diger kisim E vitamini ise dolasimdaki biitiin lipoproteinlere dagitilir. E
vitamini hidrofobik 6zelliginden dolayi, plazmada baslica LDL ve HDL
lipoproteinler tarafindan tasinir. E vitamini en fazla LDL’de bulunur. Plazmada
fosfolipitler arasinda lipit aligverisini saglayan fosfolipit transfer protein (PLTP)
bulunmaktadir. Bu protein ayn1 zamanda HDL ve LDL arasindaki E vitamini
degisimini de saglar. Plazmadaki E vitamini LDL endositozu ile hiicre i¢ine alinir
ve burada TAP (Tocopherol Associated Protein) ile birlesir. TAP, hiicrelerde alfa

tocoferol regiilasyonunu saglayan bir proteindir (10, 178, 193, 222). Genel
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dolasima serbest formda giren tokoferoller plazma proteinlerine (beta-
lipoproteinlere ve globulinlere) baglanarak, karacigere sonra da ekstrahepatik
dokulara tasinirlar (4, 72).

E vitamini okside olursa tokoferoksil radikali olusur. Bu radikal peroksil
radikali ile reaksiyona girer ve alfa tokoferil quinon olusur. Alfa tokoferil
quinonun bir kismi glukronik asitle konjuge olarak safra yoluyla fecesle atilir.
Geri kalan kismu ise bobreklerde mitokondriyal enzimler vasitasiyla tokoferil
hidroquinona indirgenir. Alfa tokoferil hidroquinon ise alfa tokoferonik asit ve
alfa tokofero laktona metabolize edilerek disar1 atilir. Alfa tokoferoliin idrardaki
diger bir metaboliti ise alfa- CEHC [(2,5,7,8-tetramethyl-2(2’-karboksietil)-6-
hidroksikroman]’tir. Plazmada E vitamini belirli bir seviyeyi astig1 zaman idrarda
alfa CEHC goriilir ki, bu durum yeterli veya fazla E vitamini aliminin bir
gostergesidir (73).

3.3.4.2.1.2. E Vitamininin Fizyolojik Fonksiyonlari

E vitamininin en 6nemli fonksiyonu, biyolojik sistemlerde zincir kirici bir
antioksidan olarak serbest radikal reaksiyonlarinin yayilmasini Onlemesi ve
hiicreleri lipit peroksidasyonuna kars1 korumasidir (71, 177, 202, 218).

E vitamininin antioksidan etkisi yiiksek oksijen konsantrasyonlarinda
etkilidir. E vitamini siiperoksit, lipid peroksit ve hidroksil radikallerini, singlet
oksijeni ve diger radikalleri indirgeme 6zelligindedir (4). Ozellikle mitokondri,
endoplazmik retikulum ve plazma membrami gibi doymamig yag asitleri
bakimindan zengin hiicre membranlarini lipit peroksidasyondan koruyan merkezi
bir role sahiptir (173, 202, 221). Membrandaki ¢ok zincirli doymamis yag

asitlerinin doymamis ¢ift baglari, peroksitler ve aktif oksijen formlari tarafindan
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kolayca etkilenirler (175). Bu islem bir zincir reaksiyonu baslatma egilimindedir.
Bu zincir reaksiyonlar1 siiresince fazla miktarda serbest radikal ve
hidroperoksitler olusur. a-tocopherol plazmada diger yagda coziinen
antioksidanlara nazaran yaklasik 15 misli daha fazla bulundugundan, plazma ve
diisiik molekiillii lipoproteinlerdeki (LDL) en 6nemli antioksidandir (151).

a-tokoferoliin (TOH) fenolik grubu, bir peroksil radikali (ROO) ile
karsilastiginda, hidrojen atomunu peroksil radikaline verir ve bu islemle bir a-
tokoferoksil radikali (TO) olusur (151, 208) ;

TOH+ROO _ , ROOH + TO

a-tokoferoksil radikali, nisbeten stabil ve lipit peroksidasyonunu
baslatamayacak kadar reaktivitesi az bir radikaldir (4). a-tokoferoksil radikali
bundan sonra dort farkli sekilde reaksiyona girebilir.

a) Olusan oksidasyon iiriinii glukoronik asitle konjuge edilerek safra ile
atitlir (151). Bu nedenle, normal sartlar altinda membrandaki cok zincirli
doymamis yag asitleriyle reaksiyona girmez ve bdylece zincir reaksiyonlarinin
yayillmast inhibe edilir (225). Ya da glutatyon (GSH), ubiquitin ve ozellikle
askorbik asit gibi antioksidanlarla tekrar a-tokoferole indirgenir. Bu yolla
tokoferol radikali, E vitamini radikal rediiktaz enzimiyle dogal E vitamini haline
doniismiis olur (4, 9, 66, 141).

E vit. radikal rediiktaz
TO" + Askorbik asit » TOH + Dehidroaskorbik asit (DHC)

|

Boylece tokoferoliin radikal temizleyici etkisi restore edilmis olur. Bu
reaksiyonlar sonrasi olusan askorbil radikali a-tocopheroxil radikalinden daha

zayif oldugundan yeniden okside olmaz. Tokoferolii tekrar eski durumuna getiren
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mevcut askorbatin azalmasi, E vitamininin aktivite kaybini
hizlandirabileceginden E vitamini takviyesi gereklidir (173, 174).

b) Tekrar peroksil radikali ile reaksiyona girerek radikal olmayan iiriinlere
doniisiir. Boylece iki radikal ortadan kalkmis olur (4, 9, 66, 141).

LOO  + TOH — 3 LOOH + TO

LOO + TO' —— 3 LOO-TO (radikal 6zelligi olmayan {iriin)

c¢) Okside olarak tokoferil quinona doniisir.

d) Tokoferoksil radikali, askorbik asit veya ubiquitin tarafindan rediikte
edilmezse, bu radikal lipoproteinleri okside edebilir. Ancak bu reaksiyon
fizyolojik sartlar altinda pek olusmaz (4, 9, 66, 141).

Ortamda askorbik asit bulunmazsa, radikal E vitamini GSH ile reaksiyona
girerek aktif E vitaminine doniisiir. Ancak bu reaksiyonda olduk¢a onemli olan
GSH harcanmasi yerinde olmayacaktir. Ciinkii GSH; olusan ROO’, H,O,, OH
radikallerin etkisizlestirilmesi icin Oncelikli énemi olan molekiildiir (98, 165,
219).

E vitamini kreatin fosfat ve adenozin fosfat gibi yiiksek enerjili fosfat
bilesiklerinde ve B, vitamininin metabolizmasinda da rol almaktadir (216).
Eritrositlerdeki E vitamininin biiyilk bir kismimin membranda lokalize olmasi
nedeniyle hemolize kars1 korunmada 6nemli bir rol tistlenmektedir (6).

Serbest  radikallerin  olusturdugu = LPO  nedeniyle hiicrelerin
biyomolekiillerinde inhibisyon ve fonksiyon bozukluklar1 olusur. Bunun
sonucunda DNA hasan gerceklesir. E vitamininin genotoksik etkili serbest
radikallerle reaksiyona girerek, serbest radikalleri temizledigi ve boylece hiicre

membranini stabilize ettigi belirtilmistir. E vitamini, hiicrede gerceklesen
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oksidasyon-rediiksiyon olaylarinda etkilidir. Etkisini, tiimor gelisimine neden olan
aktif kanserojen maddelerin DNA’ya baglanmasini ve kromozomlarda
olusturdugu kotii etkileri inhibe ederek gosterir (174).

E vitamini selenyum metabolizmasinda da 6nemli rol oynar. Selenyum E
vitamininin lipoproteinler i¢inde tutulmasina yardimci olur. E vitamini ise
selenyumun organizmadan kaybimi Onleyerek veya onu aktif sekilde tutarak
selenyum ihtiyacini azaltr (30, 118).

3.3.4.2.1.3. E Vitamini Yetersizligi ve Fazlahgi

Insanlarda ve cesitli hayvan tiirlerinde E vitamini eksikligine bagl
bozukluklar ¢ok farkli sekillerde ortaya ¢ikar. Deney hayvanlarindaki E vitamini
eksikligi testislerde atrofi ve dejenerasyon sonucu streliteye, disilerde ise fotal
rezorbsiyon ve Oli yavru dogurma gibi {ireme sisteminde fonksiyon
bozukluklarina neden olmaktadir. Hayvanlarda E vitamini yetersizligi sonucu
goriilen en yaygim hastalik beyaz kas hastaligidir (7). Insanlarda uzun siire E
vitamini yetersizligi eritrositlerde hemoliz artigi, pulmoner hipertansiyon, immun
cevapta ve fagositik fonksiyonlarda azalma, diisitk dogum agirligindaki bebekler,
hemolitik anemi, yeni doganlarin kalbinde intraventikiiler kanama, eritrositlerin
yasam siirecinde kisalmaya neden olmaktadir (178).

Insan ve hayvanlar E vitamininin yiiksek dozlarini iyi tolere edebilirler.
Deney hayvanlan ve kanatlilara uzun siire yiiksek dozda E vitamini verilmesi
sonucu protrombin zamaninda uzama ve hemoraji gibi koagulasyon bozukluklar
gozlenmistir. Yiiksek dozda E vitamini trombosit agregasyonunu da inhibe
etmektedir. E vitamininin mutajenik, kanserojenik ve teratojenik olmadig1 yapilan

deneysel calismalarla gosterilmistir (1).
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3.3.4.2.2. Selenyum

Selenyum, insan ve hayvanlarin normal gelisimini siirdiirebilmeleri igin
gerekli olan, toprak, bitkiler ve suda farkli bilesimlerin yapisina giren esansiyel iz
elementlerden biridir (114). Viicudun en 6nemli antioksidan enzimi olan glutatyon
peroksidazin (GSH-Px) bir komponentidir.

Selenyum (Se) biyolojik bir siklusla topraktan bitkilere, hayvanlara,
insanlara gecer. Organizmada eser miktarda bulundugu i¢in disardan alinmasi
gerekmektedir (114). Asil kaynagi toprak oldugu icin besin ve yemlerdeki
selenyum diizeyi topraktaki miktarlariyla dogru orantili olarak degisir (54). Sayet
topraktaki selenyum miktar1 yeterli diizeyde ise bu toprakta yetisen bitkilerle
beslenen hayvan ve insanlarda selenyum diizeyi yeterli olurken, toprakta
selenyum yetersizligi olan bolgelerde ise, yetersizlik belirtileri ortaya ¢ikmaktadir.
Selenyum, bitkilerde selenometionin, Se-metil-selenometionin, selenosistin ve
selenosistein (54, 209), hayvan dokularinda ise genellikle selenometiyonin ve
selenosistein olarak bulunur (214).

Toprakta kobalt, cinko, vanadyum ve ozellikle siilfat gibi mineraller ile
selenyum arasinda zit bir iliski bulunmaktadir. Toprak yapisinda siilfat miktari
fazla oldugunda, selenyum miktar1 yeterli olsa bile siilfat bitkilerin selenyumu
baglamasini engelleyerek Se yetersizliklerine neden olmaktadir (31, 44).

Bobrek, karaciger, iskelet kaslari, et, deniz iiriinleri ve tiim tahillar genel
olarak iyi bilinen selenyum (>0,2 ppm Se) kaynaklaridir. Meyve ve sebzeler
selenyum acisindan zayif (0,01 ppm Se) kaynaklardir (114, 214).

3.3.4.2.2.1. Selenyumun Emilim, Dagilim ve Atilim
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Selenyum ince bagirsaklarda duodenum-ileum ve ileum-sekum arasindaki
bolgelerden emilir. Ruminantlarda abomasum ve rumenden de emilir (5). Emilen
selenyum plazma proteinlerine baglanarak tasinir ve ulastigi dokularin yapisina
girer. Plazma proteinlerine baglanarak kemik, saglar1 igine alan tiim viicut
dokularina 6zellikle de bobrek, karaciger, kalp, pankreas dokularina ayrica siit
proteinlerine, alyuvar ve akyuvarlara tasinmaktadir (114, 176).

Selenyum ruminantlarda digkiyla, tek mideli hayvanlarda ise idrarla atilir.
Viicuttaki atilim oranlarn besinlerdeki selenyum miktari, hayvan tiirii ve verilig
yoluna gore degisiklik gosterir (6). Selenyum agiz yoluyla alindiginda diski ile,
enjeksiyon seklinde verildiginde idrar ile, toksik dozlarda alindiginda ise fazla
miktarlar1 solunum yoluyla atilmaktadir (198).

3.3.4.2.2.2. Selenyumun Fizyolojik Fonksiyonlari

Selenyum, viicudun en 6nemli antioksidan enzimi olan GSH-Px’in bir
komponenti olmast nedeniyle, lipitlerin oksidasyonu sonucunda olusan
peroksitlerin  yikimlanmasinda ©Onemli rol oynar. Bdylece, hiicre zarlarinin
biitiinliiglinlin saglanmasi ve korunmasinda etkin fizyolojik bir gorev iistlenir (52,
176, 193).

Bir selenoprotein olan GSH-Px en fazla karaciger ve eritrositlerde, daha az
diizeyde ise kalp, mide, adrenal bezler, akciger, bobrek, adipoz doku, beyin, lens,
iskelet kasi ve testislerde aktivite gosterir (26, 52). Selenyum, mide-bagirsak
kanalindan lipitlerin ve tokoferollerin normal emilimi i¢in gerekli olan pankreas
lipazin iiretilmesi ve pankreasin normal yapisi i¢in gereklidir (114). Alyuvarlarin

hemolizini ve serbest radikaller tarafindan oksidasyonunu onler (54, 61).
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Selenyum immunolojik olarak nonspesifik humoral ve hiicresel bagisiklikta da
etkilidir (26, 62, 131).

Selenyumun fizyolojik gorevlerinden biri de, E vitamini tastyicisi
olmasidir. E vitaminin bozulmasinin onlenmesinde, emiliminde rolii oldugu ve
buna bagh olarak ta selenyumun biyolojik etkinligini arttirmasinda etkili
olabilecegi belirtilmektedir (114).

Genel olarak seleno-enzimlerin oksijen metabolizmasi, detoksifikasyon
olaylar, kanser hiicrelerindeki apoptozisin indiiklenmesi ve hiicre bdliinmesinin
kontroliinde gorev aldiklari bilinmektedir (218).

Selenyum ile kanser arasindaki iliskiler arastirildiginda, insanlarda
fizyolojik diizeylerdeki selenyumun kanserojen olmadigi, hatta antikanserojen etki
gosterdigi, kanserli hastalari 6liim orani ile kan selenyum diizeyleri arasinda
negatif onemli bir iliski bulundugu belirtilmistir (114).

3.3.4.2.2.3. Selenyum Yetersizligi ve Fazlahg

Selenyumun fizyolojik dozlar1 immunolojik cevabi arttirdigi, yetersizligi
durumda ise immun yetmezliklere neden oldugu ifade edilmektedir. Selenyum
yetersizligi durumunda mikrobiyal ve viral enfeksiyonlara karsi direncin, antikor
tiretiminin, fagositik hiicre fonksiyonlarmmin ve mitojenlere kars1 B ve T
lenfositlerin proliferasyonlarinin azaldigi belirtilmektedir (131).

Selenyum  yetersizligi olan hayvanlarda olusturulan  deneysel
enfeksiyonlarda, bu hayvanlarin enfeksiyonlara karst direncsiz olduklari,
hayvanlara selenyum verilmesi halinde ise enfeksiyonlara kars1 daha direngli hale
geldikleri kaydedilmistir (175). Selenyum yetersizligine bagli olarak evcil hayvan

ve insanlarin ¢ogu dokusunda dejeneratif bozukluklar, lireme ve biiyiimede
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aksakliklar ve kardiovaskiiler hastaliklara karsi hassasiyet artist gozlenebilir
(120). Sicanlarda karaciger nekrozu, testislerde dejenerasyon, gelismede
yavaslama, bobreklerde tubiiler dejenerasyonlar sekillenmektedir. Selenyum
yetersizligi nedeniyle, 6zellikle gen¢ hayvanlarda meydana gelen bozukluklardan
biri de beyaz kas hastaligidir (114).

Dokularda en uygun GSH-Px etkinliginin olusabilmesi i¢in alinan
besinlerdeki selenyum diizeyinin 0.10-0.20 pg/g degerleri arasinda olmasi
gerektigi aciklanmaktadir. Besinlerle giinde Spg/g diizeyinde uzun siire selenyum
alan ¢ogu hayvan tiirlerinde zehirlenmeler goriilmiis, intramuskiiler 0.7 pg/g
selenyum verilen koyunlarm yarisinin, 0.8 pg/g verilenlerin ise tiimiiniin birkac
giin icinde 6ldiigii bildirilmistir (48, 114, 191). Ratlarda selenyumun toksik dozu,
oral 4.8-6.0 mg/kg, intravenoz 5.7 mg/kg, intraperitoneal 3.25-3.5 mg/kg olarak
belirtilmistir (52).

Insanlarda selenyum zehirlenmesinde; nefesin sarimsak kokusu vermesi,
istahsizlik, durgunluk, bulanti gibi belirtiler goriiliir. Selenyumun toksik
dozlarmin alinmasiyla hayvanlarda kronik seyirli veya akut oOldiiriicii etkiler
goriilmektedir. Yiin kalitesinde bozukluk, eklem ve uzun kemiklerin hasari
nedeniyle hayvanlarda topallik, hareket edememe, kalpte atrofi, siroz ve anemi
olusmaktadir. Akut selenyum zehirlenmesinde korliik, karin agrisi, salivasyon, dis
gicirtist ve degisik derecelerde felgler meydana gelir ve hayvan solunum solunum

yetmezliginden oliir (114, 214).
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3.3.4.2.3. E Vitamini, Selenyum ve BaP

Oksidatif hasara karsi selenyum ve E vitamini birbirlerini tamamlayici rol
oynarlar. E vitamini, doymamis yag asidi molekiillerine baglanir ve hiicre
solunumu sirasinda yag asitleri salimmi oluncaya kadar onlarla zayif kimyasal
bilesikler olusturur. Doymamis yag asitleri ¢ift baga sahip olduklarindan oksijen
ile hizl1 bir sekilde reaksiyona girer ve zarlarin yapisin1 ve metabolizmasini bozan
peroksit ve hidroperoksitleri olustururlar. E vitamini, hidrojen protonlan ile
peroksit ve hidroperoksitleri doyurarak peroksit radikallerinin etkinliklerini
azaltip, otooksidasyonun baglaticis1 olan bu reaksiyonu daha isin basinda
duraklatir. Selenyum ise in vivo olarak olusan peroksitleri GSH-Px aracilig ile
suya ve alkolere katalizleyerek, hiicresel zarlar1 oksidatif zarardan korur (52, 114,
225).

Eger E vitamini doymamis yag asiti molekiillerinin hepsine baglanacak
kadar yeterli degilse, ya da GSH-Px miktar1 tiim peroksitleri ortadan kaldiracak
diizeyde degilse o zaman doku harabiyeti olusur. E vitamini ve selenyum
eksikliginin belirtileri birbirine benzer olmasina karsin birbirinin yerini asla
alamazlar (48, 114).

Selenyum bir¢ok biyolojik igslemde rol oynayan, esansiyel iz elementlerden
biridir (157). Pankreasin biitiinliigiinii koruyarak yag sindiriminin diizenli
olmasini saglar. E vitamininin kan plazmasinda tutulmasina yardimei olur. GSH-
Px enziminin yapisina girer, serbest radikalleri suya doniistiirerek E vitamininin
kullanimini azaltir. Selenyumun bu etkileri E vitamini ihtiyaglarim1 olumlu yonde

etkilemektedir (6, 8, 225). Hayvanlar iizerinde yapilan deneysel calismalarda
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selenyumun kanseri onleyebildigi, ayn1 zamanda insanlarda yetersiz selenyum
diizeylerinin kanser riskini arttirdig1 belirtilmistir (157).

Cevrede ¢ok yaygin olarak bulunan ve canlilarin siirekli maruz kaldiklar
BaP gibi giiclii kanserojen 6zellige sahip maddeler, mutajenik ve kanserojenik
etkilerini olusturmadan Once reaktif tiirleri olusturmak igin organizmada
metabolik olarak bir aktivasyon gecirirler (77). Bu aktivasyon sonucunda LPO’ya
neden olarak serbest radikallerin olusmasina yol acarlar. BaP’in
biyotransformasyonu siiresince olusan bu serbest radikaller, DNA’ya zarar
verebilirler. Hiicrelerde mutasyona neden olarak kanseri baglatabilirler.
Mutasyona ugrayan hiicre olusumlari sinirlanmadiklar1 takdirde ¢ok hizhi
cogalirlar. Sonucta hiicreler bolinmeye zorlamir ve bu da kontrolsiiz doku
gelisimine neden olur. Serbest radikallerin bu toksik etkileri, hiicrede birinci
derecede Onemli olan enzim sistemleri (SOD, CAT, GSH-Px) ile ortadan
kaldirilabilir (25).

Benzo(a)pirenin tiimoér olusturma etkisinin, E vitamini ve selenyum gibi
antioksidanlar tarafindan inhibe edilebilecegi belirtilmektedir. Antioksidanlar, bu
etkilerini hidrokarbonlarin in vivo olarak kanserojen epoksitlere ve diger
elektrofilik tiriinlere doniisiimiinii engelleyerek gosterirler (196).

E vitamini serbest radikalleri temizleyerek, kanser olusumunu
engellemektedir. Bu etkisine ilaveten E vitamininin immun sistemi kimyasal
maddelerin etkisinden korudugu da bildirilmektedir. Iinsanlarda yaglanmaya bagh
olarak immun fonksiyonlarin azaldigi, fakat E vitamini ilaveleriyle bu olumsuz

etkilerin baz1 bireylerde ortadan kaldirildig: ifade edilmistir. Pallast ve ark. (66)
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giinlik 100 mg E vitamininin alt1 ay siiresince alinmasiyla saglikli yash
bireylerde, hiicresel immun fonksiyonlarin arttirilabilecegini bildirmislerdir

Yapilan calismalarda E vitamini ilavelerinin, BaP gibi cevresel kanserojen
maddelere maruz kalan hayvanlarin akciger epitelyumunda serbest radikallerin
olusturdugu zararl etkileri ve tiimor olusum sikligini azalttig belirtilmistir (193).

Sigara icenlerde, E vitamininin kanser olusum riskini azalttig
bildirilmistir (136). Yine yapilan ¢alismalarda uzun siireli E vitamini ilavelerinin
lemfositlerdeki oksidatif DNA hasarini, meme kanserini ve hepatomlarin
olusumunu azalttig1 bildirilmistir (45).

Kanser yapici maddelere maruz kalinmasindan sonra selenyum, immun
sistemi uyarir. GSH-Px enzimi ile serbest radikallerin zararli etkilerini ortadan
kaldirir. Hiicresel solunumu muhafaza eder. Kanser yapict maddeleri inaktive eder
ve apoptosisi regiile eder. Selenyumun sayilan bu ozelliklerine bagli olarak
kanseri Onleyebildigi belirtilmektedir. Bu etkisini tam olarak yerine getirebilmesi
icin diyete ve rasyona yeterli miktarda selenyum ilave edilmesi gerekmektedir.
Yeterli miktarlardaki selenyumun kanseri Onleyici etki gosterdigi, selenyum
yetersizligine bagli olarak mide, ©Ozefagus ve rektum kanserlerinden Oliim
oranlarinin arttigi belirtilmektedir (114, 228). Yeterli diizeydeki selenyum, hiicre
proliferasyonunu ve benzer etki mekanizmasiyla protein sentezinin azalmasini
onlemektedir (185).

Fareler iizerinde yapilan bir calismada, selenyumun akciger hiicrelerinde
olusan DNA hasartm 6nledigi belirtilmistir  (232). Selenyumun, BaP
uygulamasina bagli olarak farelerde olusan mide tiimorlerini etkili bir sekilde

inhibe ettigi belirtilmistir (70, 204, 205). In vitro olarak tiimér olusturulan hiicre
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kiiltiirlerinde, selenyumun tiimor hiicrelerinin gelisme ve canliligini inhibe ettigi
belirtilmektedir. Bu etkilerin, tiimér hiicre metabolizmasinda c¢esitli sistemlerde
azalan mitokondrial oksidatif metabolizma, artmis cAMP diizeyi ve azalan RNA
sentezini kapsayan degisimlerle birlikte oldugu gosterilmektedir (52, 114).
Selenyum normal hiicrelerin kotii huylu hiicrelere doniismesini 6nleyerek,
antimutajenik bir ajan olarak da fonksiyon goriir. Selenyumun bu koruyucu etkisi
DNA ve diger hiicresel maddeleri oksidatif stresten koruyan GSH-Px enzimi ve
thioredoksin rediiktazin bir bileseni olmasiyla iligkilendirilebilir (184, 211).
Selenyum eksikligi olan hayvanlar, yemdeki doymamis yag asit orani
fazlaysa belirli kanserojen maddelere kars1 daha duyarli olurlar. Bir¢ok kanserojen
madde yagda coziindiigii i¢cin fazla yag alinmasi, bu kanserojenlerin etkilerinin

artmasina neden olur (93).
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4.GEREC VE YONTEM

Deneylerde, F.U. Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirmalar Merkezi’nden temin
edilen, agirliklar1 200-250 gr arasinda degisen 10-12 haftalik 100 adet disi Wistar
albino rat kullanildi. Arastirma F.U. Veteriner Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali
Laboratuarlarinda yiiriitiildii. Ratlar ¢calismaya baslamadan bir ay once alinarak
ortama adaptasyonlan saglandi. Arastirmada her birine bes adet rat konulabilen
ozel kafesler kullanildi. Kafeslerin 6zel bir boliimiine uglarinda damlalik bulunan
ve ratlarin siirekli taze su alabilmelerini saglayan suluklar yerlestirildi. Kafesler
diizenli olarak temizlendi. Ratlara yem ve su ad libitum olarak verildi Yem olarak
Elazig Yem Fabrikasindan temin edilen rat yemi kullanildi. Yem igerigi Tablo
1’de gosterilmigtir.

Tablo 1. Ratlara verilen yem icerigi

Yem Maddeleri Yiizdesi (%)
Bugday 30
Misir 15
Arpa 10
Kepek (Bugday) 5
Soya kiispesi 30
Balik unu 6.5
Limestone (Mermer tozu) 2
Tuz 1
Methionin 0.25
* Vitamin ve Mineral karmasi 0,25

*A (12.000.000 1U), D; (2.400.000 IU), E (30.000 mg), K5 (2.500 mg), B, (3.000 mg), B, (7.000 mg), By
(4.000 mg), By, (15 mg) vitaminleri ile nicotinamide (40.000 mg), folic acid (1.000 mg), D-biotin (45 mg),
vitamin C (50.000 mg) ve Choline chloride (125.000 mg)’ten olusmaktadir. Mangan (80.000 mg), Demir
(40.000 mg), Cinko (60.000 mg), Bakir (5.000 mg), Iyot (400 mg), Kobalt (100 mg), Selenyum (150 mg)

mineralleri ile Antioksidan (10.000 mg)’dan olusmustur.
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4.1. Yontem

Arastirmada kullanilan disi Wistar albino ratlar her grupta 20 adet rat
olacak sekilde bes gruba ayrildi. Birinci grup hari¢ diger gruplarda bulunan ratlara
tricapyrilin i¢inde ¢ozdiiriilerek 10,08 mg dozunda 3,4 benzo(a)pyren (BaP) deri
alt1 yolla tek doz uygulandi. Bu gruplar asagida belirtilmistir.

1. Grup (Kontrol Grubu): Plasebo olarak intraperitonal serum fizyolojik
uygulandi.

2. Grup (BaP Grubu): BaP uygulandi.

3. Grup (BaP + E vitamini grubu): Ratlara giin asin 100 mg/kg E
vitamini intraperitonal uygulandi.

4. Grup (BaP + Selenyum grubu): Ratlara giin asir1 0,8 mg/kg selenyum
intraperitonal uygulandi.

5. Grup (BaP + Selenyum + E vitamini grubu): Ratlara giin asir1 100
mg/kg E vitamini ve 0,8 mg/kg selenyum intraperitonal uygulandi.

Uygulamalar 12 hafta siire ile devam etmistir.

4.1.1. Kan Orneklerinin Ahnmasi

Bu deneysel uygulamalarin (12 hafta) sonunda bir gece Oncesinden
yemleri alinan ratlarin 12 saatlik aclik periyodundan sonra kan ornekleri, eter
anestezisini takiben median laparatomi sonrasinda kalpten punksiyon ile alindi.
EDTA’l1 tiiplere alinan kanlarin bir kismi MDA tayini i¢in 3000 rpm’de +4 °C’de
10 dakika santrifiij edilerek plazma ve eritrositler elde edildi. Eritrositler ii¢ kez

serum fizyolojik ile yikanarak RBC eritrositleri hazirlandi. Plazma ve eritrositler,
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diger analizler icin -20 °C’de derin dondurucuda saklandi. Alinan kan

orneklerinde plazma MDA, eritrosit GSH, GSH-PX, CAT tayini yapildi.

4.1.2. Doku Orneklerinin Alinmasi

Ratlardan akciger, karaciger, bobrek, ovaryum, mide, kalp, beyin, kas,
dalak ve bagirsaklar gibi organlar cikartildi. Bu organlarin  bir kismu,
histopatolojik olarak incelenmek iizere ayr1 solusyonlar igine konulurken, bir
kismi da doku diizeyinde yapilacak analizler i¢in ayrildi. Daha sonra doku
parcalart bekletilmeden serum fizyolojik ile yikanarak dokularin kandan
temizlenmeleri saglandi. Doku ornekleri ile ilgili calismalar yapilincaya kadar
-20 °C’de derin dondurucuda saklandu.

Enzim aktivite olctimleri ve diger parametreleri calisilacak olan dokular
derin dondurucudan alinarak buzdolabinda bekletilip, tam olarak c¢oziinmeleri
saglandi. Daha sonra siizgec kagidi arasina alinan dokularin suyu alinarak
kurutuldu ve net agirhiklarn tartildi. Tartimlart alinan dokular 10 nmol/L
konsantrasyonundaki sodyum-fosfat tamponu iginde 1/10 oraninda sulandirildi.
Kolayca homojenize edebilmek icin ince pargalara bdliinerek cam-cam
homojenizator kullanilarak +4 °C’de tam olarak homojenize edildi. Elde edilen
homojenatlar sogutmali santrifiijde +4 °C’de 4000 rpm’de 20 dakika santrifiij
edildi. Elde edilen siipernatantlar enzim kaynagi ve diger parametreler igin
kullanilmak tizere -20 de derin dondurucuda muhafaza edildi. Alinan karaciger

orneklerinde MDA, GSH, GSH-Px, CAT tayini yapildi.
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4.1.3. Kullamlan Kimyasal Maddeler
Calismada kullanilan biitiin kimyasal maddeler analitik saflikta olup,
Merck (Almanya), Sigma (A.B.D), Carlo Erba (italya), firmalarindan temin

edilmistir. E vitamini Roche Miistahsarlari San. A.S’den temin edilmistir.

4.2. Metotlar

4.2.1. Doku ve Plazmada Lipit peroksidasyon Tayini

Plazma ve dokuda lipit peroksit tayini (MDA) Placer ve ark. (169) nin
tanimladig1 yonteme gore spektrofotometrik olarak belirlendi.

Prensip: pH’1n 3,4 oldugu aerobik bir ortamda tiobarbitiirik asit (TBA) ile
plazmanin 100 °C’de inkubasyonu, lipit peroksidasyonun sekunder bir iiriinii olan
malondialdehiti (MDA) olusturmaktadir. Olusan MDA, TBA ile pembe renkli bir
kompleks olusturur. Pembe rengin 532 nm’de spektrofotometrik olarak ol¢iimii ile
lipit peroksidasyon saptanir. Belirlenen absorbans degeri MDA standart
egrisinden plazma MDA degeri nmol/ml olarak hesaplandi.

Standart egri ¢izimi i¢in 10pl 1,1,3,3 Tetraethoxypropane’den 10 ml
absolut etanolde c¢ozdiiriilerek + 4 °C’de koyu bir sisede saklanarak bu stok
solusyondan farkli konsantrasyonlarda calisma cozeltileri hazirlanarak standart
egri cizilir.

4.2.2. Doku ve Eritrosit Glutatyon Peroksidaz Tayini

Eritrosit ve dokuda GSH-Px aktivitesi diizeyi Lawrence ve ark. (134)’nin
belirttigi sekilde belirlendi.

Prensip: Eritrosit ve dokulardaki GSH-Px, GSH Cumenehidroperoksit

(CHPOy) ile oksidasyona ugratilir. Renk ajani olarak 5,5-ditiyo-bis[2-nitrobenzoik
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asit] (DTNB) solusyonu ile karistirilmast sonucu hem kor ve hem de orneklerde
meydana gelen sar1 renk kompleksinin 412 nm’de spektrofotometre ile okunmasi
sonucu belirlenmistir.

4.2.3. Doku ve Eritrosit Rediikte Glutatyon Diizeyinin Tayini

Doku ve eritrositte GSH diizeyi Sedlak ve Lindsay (186)’1n belirttigi
sekilde yapilmistir.

Prensip: plazmadaki biitiin non-protein siilfidril gruplari, GSH seklinde
bulunur. Renk ajam1 olarak 5,5-ditiyo-bis[2-nitrobenzoik asit] (DTNB) nin
siilfidril gruplariyla reaksiyonu sonucu sari renkli kompleks meydana gelir.
Olusan renk degisiminin kore karsi 412 nm’de spektrofotometrik Olciimiiyle
belirlenmistir.

4.2.4. Eritrosit Katalaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Eritrosit katalaz (CAT) enzim tayini Goth (82) metoduna gore yapildi.

Prensip: Eritrosit Eritrositin, hidrojen perksit (H,O,) iceren substrat ile
inkiibe edilir. H,O, katalaz aktivitesi ile HyO ve O’e parcalanir. Ortama ilave
edilen amonyum molibdat H,0O, ile birleserek reaksiyon sonlandirilir. Bu siire
icerisinde meydana gelen renk degisimi 405 nm’de kore kars1 spektrofotometre ile
okunur.

4.2.5. Dokuda Katalaz Enzim Aktivitesinin Tayini

Doku katalaz enzim aktivitesinin tayini i¢in Aebi (3)’nin tanimladigi
yontem kullanildi.

Prensip: UV spektrosunda gittikge azalan dalga boyu ile ters orantili olarak
yiikkselen absorbans veren hidrojen peroksitin, katalaz enzim aktivitesi ile

dekompozisyonu neticesi 240 nm’de olusturdugu birim zamandaki absorbans
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azalmasi katalaz aktivitesinin bir ol¢iistidiir. 240 nm’de kore karsi once 0. sn’de
ve daha sonra 30. sn’de ki absorbans diisiisii 6lciildii. Bulunan deger protein
degerine boliinerek tespit edildi.

4.2.6. Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Eritrosit protein konsantrasyonu Gornal ve ark (81) tarif ettigi sekilde
bitiret yontemi kullanilarak belirlendi.

Prensip: iki veya daha fazla peptit bag iceren proteinlerin alkali ortamda
bakir iyonlann ile reaksiyonu sonucu meydana gelen mor rengin 540 nm’de
spektrofotometrede okunmasi ile belirlenmistir.

Doku protein tayini Lowry metodu (140) kullanilarak yapilmistir.

Prensip: Fenol ayiract bakir ile muamele edilmis ve karisima ilave
edildiginde mor-mavi renk sekillenmistirr Daha sonra 650 nm’de

spektrofotometrede okuma islemi yapilmistir.

4.2.7. Histolojik Kesitlerin Hazirlanmasi

Calisma ve kontrol gruplarindaki ratlar sakrifiye edilerek organlar
cikarildi. Cikarillan organlar makroskopik degerlendirme sonrast % 10'luk
formalinde fikse edildi. Firat Tip Merkezi Patoloji Anabilim Dali laboratuarinda
yapilan rutin takip islemlerinden sonra hazirlanan parafin bloklardan elde edilen
4-5 mikron kalinhigindaki kesitler Hematoksilen ve Eozin ile boyandi ve 1s1k

mikroskobunda (Olympus Bx50) incelendi.
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4.3. istatistiksel Analizler

Arastirma sonucunda elde edilen veriler ortalama + SE olarak gosterildi.
Istatistiksel analizler SPSS 11.5 paket programm kullanilarak yapildi. Plazma
MDA, eritrosit GSH, GSH-Px, CAT, karaciger MDA, GSH, GSH-Px, CAT
diizeylerinin gruplar arasindaki karsilastirmalarinda varyans analizi (One-Way
Anova) yapildi. Gruplar arasinda fark bulundugunda ise farkliligin hangi gruptan
kaynaklandig1 Tukey testi ile incelendi. Anlamhilik diizeyi olarak p<0.05 kabul
edildi.  Grafiklerde sadece istatistiksel olarak anlamli olan  grup

karsilastirmalarinin p degerleri verilmistir.
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S. BULGULAR

Gruplara ait plazma ve karaciger MDA, eritrosit ve karaciger GSH, GSH-
PX, CAT diizeylerinin tiimii Tablo 2’de gosterilmistir.

5.1. Plazma MDA Diizeyleri

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda 2. grupta MDA diizeylerinin anlaml
olarak arttigi (p<0.001) belirlendi. 2. grupla kiyaslandiginda, 3. (p<0.01), 4.
(p<0.001) ve 5. (p<0.001) gruplarin MDA seviyelerinde onemli bir azalma
gozlendi. 3. ve 4. grupla kiyaslandifinda 5. grupta istatistiksel bir Snem

belirlenmemistir.

2,4 O 1- Kontrol
2,2 - T 02- BaP
2 B 3- Bap + E vit
O4- Bap + Se

1,8 B * %k
T O5- Bap + E vit + Se

1,6 - T

1,4 1 T

1,2

nmol / ml

1 4
0,8 -
0,6
0,4 -
0,2 -

0

a=kontrol ile kiyaslandiginda énemli; a= p<0.001.
#k Rk = BaP ile kiyaslandiginda 6nemli; **= p<0.01, ***=p<0.001.

Sekil 3. Plazma MDA diizeyleri.
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5.2. Karaciger MDA Diizeyleri

Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda 2. grupta MDA diizeylerinde anlamli
bir artis (p<0.001) gozlendi. 2. grupla kiyaslandiginda 3. ve 5. grupta MDA
diizeylerinde istatistiki olarak onemli bir azalma (p<0.001) belirlendi. 3. grupla
kiyaslandiginda 5. grupla arasinda 6nemli bir degisim gozlenmedi. 4. grupla

kiyaslandiginda 5. grupta istatistiksel olarak ©nemli bir azalma (p<0.001)

belirlendi.
25 - @ 1- Kontrol
a
T O2- BaP
M 3- BaP + E vit
20 - T
O4- BaP + Se
O 5- BaP+E vit + Se
. 15+
E * %%k .
= y
o
E T
10 1 =<
5 |
0

a = kontrol ile kiyaslandiginda 6nemli; a= p<0.001.
*##* = BaP ile kiyaslandiginda 6nemli; ***= p<0.001.
y = BAP + Se ile kiyaslandiginda 6énemli; y = p<0.001.

Sekil 4. Karaciger MDA diizeyleri.
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5.3. Eritrosit GSH Diizeyleri

Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda 2. grupta eritrosit GSH diizeylerinin
anlamli (p<0.001) olarak azaldigi belirlendi. 2. grupla kiyaslandiginda 3.
(p<0.001), 4. (p<0.05) ve 5. grupta (p<0.01) 6nemli bir artis belirlendi. 3. ve 4.

grupla kiyaslandiginda 5. grupta istatistiksel olarak 6nem gozlenmedi.

3,5 @ 1- Kontrol
O2- BaP
31 [ B 3- BaP + E vit
O4- BaP + Se
2,5 - . O5- BaP +E vit + Se
[
T 2 a
E
s 1,5+
1 _
0,5 -
0

a = kontrol ile kiyaslandiginda 6nemli; a= p<0.001.
* okk k= BaP ile kiyaslandiginda 6nemli; *=p<0.05, ** = p<0.01, *** = p<0.001.

Sekil 5. Eritrosit GSH diizeyleri.
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5.4. Karaciger GSH Diizeyleri

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda 2. grupta GSH diizeylerinin anlamli
olarak azaldigir (p<0.001) belirlendi. 2. grupla kiyaslandiginda 3. (p<0.01), 4.
(p<0.001) ve 5. gruplarda (p<0.001) 6nemli bir artis belirlendi. 3. ve 4. grupla

kiyaslandiginda, 5. grupta istatistiksel olarak 6nemli bir degisim tespit edilmedi.

4.5 7 O 1- Kontrol
O2- BaP
4 4
I W3- Bap + E vit
35 O4- Bap + Se
O5- Bap + E vit + Se
3 4
*%k% *kk
E 2’5 i *% - T
S
E 2 a
T
1,5 -
1 ,
0,5 -

a = kontrol ile kiyaslandiginda 6nemli; a= p<0.001.
w3 #%% = BaP ile kiyaslandiginda 6nemli; **= p<0.01, *** = p<0.001

Sekil 6. Karaciger GSH diizeyleri.
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5.5. Eritrosit GSH-Px Diizeyleri

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda 2. grupta eritrosit GSH-Px
diizeylerinin anlamhi olarak azaldigi (p<0.001) belirlendi. 2. grupla
kiyaslandiginda 3, 4 ve 5. grupta eritrosit GSH-Px diizeylerinde 6nemli bir artis
(p<0.001) gozlendi. 3. ve 4. grupla kiyaslandiginda, 5. grupta istatistiksel olarak

onemli bir degisim gozlenmedi.

100 ~ O 1- Kontrol
90 B O 2- BaP
l . M 3- BaP + E vit
80 -
- O 4- BaP + Se

70 - l O5- BaP +E vit + Se
.QE) 60 | *k*k
£ T
2 50 +
on
= 40 -

30

a
20
10
0

a = kontrol ile kiyaslandiginda 6nemli; a= p<0.001.
*#%= BaP ile kiyaslandiginda 6nemli; ***= p<0.001.

Sekil 7. Eritrosit GSH-Px diizeyleri.
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5.6. Karaciger GSH-Px Diizeyleri

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda 2. grupta GSH-Px diizeylerinin
anlamli olarak azaldigi (p<0.001) belirlendi. 2. grupla kiyaslandiginda 3. ve 5.
grupda GSH-Px diizeylerinde istatistiksel olarak o6nemli (p<0.001) bir artig
gozlendi. 3. grupla kiyaslandiginda 5. grupda herhangi bir degisim gozlenmedi. 4.

grupla kiyaslandiginda 5. grupta istatistiksel olarak onemli bir artis (p<0.05)

belirlendi.
32 1 l O 1- Kontrol
s 02- BaP
B 3- Bap + E vit
24 1 s “n D 4- Bap + Se
= 20 O5- Bap + E vit + Se
Q
S T
?0 16 - a
E —
12 A
8 _
4 _
0

a = kontrol ile kiyaslandiginda 6nemli; a= p<0.001.
*##% = BaP ile kiyaslandiginda nemli; **** = p<0.001.
x = BaP+Se ile kiyaslandiginda 6nemli; x = p<0.05

Sekil 8. Karaciger GSH-Px diizeyleri.
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5.7. Eritrosit CAT Diizeyleri

Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda 2. grupta eritrosit katalaz
diizeylerinin anlamhi olarak azaldigi (p<0.001) belirlendi. 2. grupla
kiyaslandiginda 3 grupta onemli (p<0.05) bir artis saptanirken, 4 ve 5. gruplarda
eritrosit katalaz diizeylerinde istatistiksel olarak ¢nemli bir degisim belirlenmedi.

3. ve 4. grupla kiyaslandiginda, 5. grupta istatistiksel olarak 6nemli bir degisim

gozlenmedi.
14 7 O 1- Kontrol
12 - l O2- BaP
Bl 3- Bap + E vit
10 N
- O4- Bap + Se
§ 8 O5- Bap + E vit + Se
2 a L T
50 T
=
£
4 4
2 ,
0

a = kontrol ile kiyaslandiginda 6nemli; a= p<0.001.
* = BaP ile kiyaslandiginda 6nemli; * = p<0.05.

Sekil 9. Eritrosit CAT diizeyleri.
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5.8. Karaciger CAT Diizeyleri

Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda 2. grupta katalaz diizeylerinde 6nemli
bir azalma (p<0.001) belirlendi. 2. grupla kiyaslandiginda 3. grupta katalaz
diizeylerinde istatistiksel olarak onemli bir artis (p<0.001) goriildii. 4. grupta
onemli bir degisiklik belirlenmedi. 5. grupta katalaz diizeylerinde istatistiksel
olarak onemli bir artis (p<0.05) gozlendi. 3. ve 4. grupla kiyaslandiginda, 5.

grupta istatistiksel olarak 6nemli bir degisim belirlenmedi.

0,28 O 1- Kontrol
O2- BaP
0,24 7 l *kk B 3- BaP + E vit
. O4- BaP + Se
0,2 :
T O5- BaP + E vit + Se

a i
S 0,16 l
S
2
o0
E 0,12 -
4

0,08 -

0,04 -

0

a = kontrol ile kiyaslandiginda 6nemli; a = p<0.001.
*, **¥k= BaP ile kiyaslandiginda énemli; *=p<0.05, *** = p<0.001.

Sekil 10. Karaciger CAT diizeyleri.



Tablo 2. Tiim gruplarda plazma ve dokuda diizeyleri belirlenen antioksidan enzimler ve LPO sonuglar1 ( Mean *+ SE)

Kontrol BaP BaP + E BaP + Se BaP + E + Se F
PlazmaMDA 361004  2.18+0,08 1812002  1.64+005™  155+011" 15.001
(nmol/ml)
Eritrosit GSH ) 04 10,16 1.81+002° 2354007  2.16+0.06" 221+01" 18.064
(nmol/ml)
Eritrosit GSHPX 0199174 2067+ 1.62° 7525+4.49™ 5347+4.64"  63.6+5.73" 23.308
(IU/ g protein)
Eritrosit CAT — 1h 3,082 65+031° 8754051  7.12+051 7.03 +0.43 21.558
(KU/ g protein)
KC MDA 0.69+029  2221+076° 12,58 £046™ 19,7+ 1,07 11,5 +0,62"% 49233
(nmol/ml)
KCGSH 3.86+0,17  1.80£001° 228+011% 2414004 2392012 44.161
(nmol/ml)
KCGSHPX 5951 +1.51  14.12+027° 2113 +121"° 17.01£0.87 213+ 1,047 26.099
(IU/ g protein)
KCCAT 023+002  014+002° 022+001™ 0,17+ 0.09 0,1940,01" 8.504
(K/ mg protein)

a = kontrol ile kiyaslandiginda énemli; a= p<0.001.
* ok kkk = BaP ile kiyaslandiginda 6nemli; *=p<0.05, ** = p<0.01, *** = p<0.001.
X, y = BAP + Se ile kiyaslandiginda 6nemli; x= p<0.05, y=p<0.001
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5.9. Bap Uygulamasina Bagh Olarak Bazi Dokularin Histolojik
Yapisindaki Degisimler

Calisma sonunda toplam 100 adet disi Wistar albino cinsi ratin
dokularindan (akciger, karaciger, deri, bagirsak, bobrek, ovaryum, mide, kas,
kalp, beyin, dalak) hazirlanan histolojik preparatlarin incelenmesi sonucu, kontrol
grubu ratlar ile karsilastirildiginda, BaP uygulamalarinin yapildigi 2. grup ratlarin
ozellikle akciger (Sekil 12, 13, 14a ve 14b), bagirsak (Sekil 16) ve ovaryum (Sekil

17a ve 17b) dokularinda histolojik degisimler belirlenmistir.

Sekil 11. Ratlarin normal akciger dokusu



Sekil 12. BaP grubundaki ratlarin akciger dokusunda adenokarsinom.

Sekil 13. BaP grubundaki ratlarin akciger dokusunda adenokarsinom.
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Sekil 14a. BaP grubundaki ratlarin akciger dokusunda karsinoid.

Sekil 14b. BaP grubundaki ratlarin akciger dokusunda adenokarsinom.
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Sekil 15. Ratlarin normal ince bagirsak dokusu

Sekil 16. BaP grubundaki ratlarin ince bagirsak mezosunda lenfangiom.
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Sekil 17b. BaP grubundaki ratlarin ovaryumunda leimyom.



6. TARTISMA

Biyolojik sistemlerde hiicreler normal sartlar altinda bir¢cok endojen ve
ekzojen kaynakli stres faktoriine maruz kalmaktadir. Nedeni ve diizeyi ne olursa
olsun organizma bu olumsuz etkilere karsi koymak zorundadir. Son yillarda
kanser olusumu ile organizmanin oksidan-antioksidan denge durumu arasinda
yakin bir iligki bulundugunu ve kanserde oksidadif stresin ve serbest radikallerin
arttigin1 gosteren c¢esitli calismalar yayinlanmistir (86, 101, 106, 121, 127, 159).

Canli organizmalar, normal olarak devamli iiretilen bu serbest radikalleri
elimine etmede gelismis bir antioksidan savunma sistemine sahiptir. Saglikli bir
organizmada oksidan ile antioksidan diizeyler arasinda bir denge mevcuttur (51,
228). Aslinda, normal metabolik siiregte iiretilen radikaller her zaman i¢in zararl
olmayip, oOzellikle enfeksiyon etkenlerine karsi viicut savunmasinda ve
bagisiklikta 6nemli rol iistlenirler (206, 231).

Serbest radikaller; mitokondriyal-mikrozomal elektron tasima sisteminden,
fagositoz sirasinda fagositik hiicrelerden, ksantin oksidaz gibi cesitli enzimatik
tepkimelerden, hiicre hasar1 nedeniyle ortaya cikan aragidonik asitten ve
indirgenmis gecis metallerinin (demir ve bakir) otooksidasyonu gibi nedenlerden
olusurlar. Ayrica cevre kirliligi, ilaclar, radyasyon benzeri cesitli dis etkenlerin
etkisiyle de olusabilirler (14, 93, 146, 147, 210).

Hiicre disinda iiretilen serbest radikaller hiicre bilesenleriyle etkilesmeden
once hiicre zarim ge¢mek zorundadirlar. Oksijen molekiiliniin membran
lipitlerine kars1 yiiksek affinitesi oldugundan hiicre zari, serbest radikal

reaksiyonlart i¢in Onemli bir hedeftir (51). Serbest oksijen radikalleri,
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membranlarda bulunan doymamis yag asitlerine baglanarak LPO’ya neden olur.
LPO, oksidatif stresin en Oonemli sonuglarindan biridir ve kanser gibi bir¢ok
hastaligin patogenezisinde kritik role sahiptir. LPO sonucu olusan peroksidasyon
iiriinleri ve serbest radikaller hiicrede oksidatif stresi arttirarak, hiicre zar
biitiinliigiiniin bozulmasina neden olurlar (4, 75, 181, 190).

Cevresel ve endiistriyel kirlenmede Onemli rol oynayan BaP, immun
sistemi baskilayici ve giiclii kanserojen 6zellige sahip, PAH grubunda yer alan bir
maddedir. Insanlarin BaP’a maruz kalmas: 6zellikle bu maddeyle bulagik gida ve
sularin alinmasiyla veya bulagik havanin inhalasyonu yoluyla olmaktadir (56,
168). BaP membran lipitleriyle reaksiyona girerek lipit peroksidasyonunda artiga
neden olur. Bu artis, ya siiperoksit radikal seviyesinin artmasmin ya da serbest
radikal temizleyicilerinin ortadan kaldirilmasinin bir sonucu olarak olusabilir (71,
136). Serbest radikal diizeylerinin artmasi hiicrenin antioksidan savunma
sisteminde bir azalmaya neden olur (100). Oksidatif strese bagli olarak olusan bu
serbest radikallerin diizeyleri kontrol edilemezse, bu radikaller ve LPO sonucu
olusan MDA gibi bazi toksik {iriinler niikleik asit, amino asit, protein,
karbonhidrat ve lipidler gibi hiicrenin temel unsurlarini olumsuz etkiler. Hidroksil
radikalleri gibi serbest radikaller ve MDA gibi toksik iiriinlerin etkisiyle, DNA
yakinlarinda sentezlenen piirin ve pirimidin bazlar1 zarar goriir. Genetik
materyalde mutasyonlar sonucu basta kanser olmak iizere bir¢ok fonksiyon
bozuklugu meydana gelebilir (16, 43, 195, 228).

Homeostazisin korunmasinda ve stres yapict unsurlarin elimine
edilmesinde hormonlar, vitaminler ve mineraller arasinda hassas bir denge

mevcuttur. Ozellikle de E vitamini ve selenyum serbest radikallerin elimine
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edilmesinde onemli gorevler iistlenmektedir (64, 65, 207). E vitamininin en
onemli fonksiyonu biyolojik sistemlerde zincir kirict bir antioksidan olarak
serbest radikal reaksiyonlarmin yayilmasim1i Onlemesi ve hiicreleri lipit
peroksidasyonuna kars1 korumasidir (53, 126).

Selenyum, viicudun en énemli antioksidan enzimi olan GSH-Px enziminin
temel unsurlarindan biri oldugu igin viicuttaki cesitli sistemleri LPO’a kars1
koruyan merkezi bir role sahiptir (116). Selenyumun en Onemli fizyolojik
islevlerinden biri, yapisina girdigi GSH-Px enzimi ile hidrojen peroksiti ve lipit
peroksitleri parcalayarak zararsiz iiriinlere doniistiirmek ve bdylece hiicre zarim
bu zararli radikallerin yikic1 etkisinden korumaktir. Boylece hiicre zarlarinin
biitiinliiglintin saglanmasinda etkin fizyolojik bir gorev iistlenir (52, 228). Ayrica
selenyum, E vitamininin bozulmasinin dnlenmesinde, emiliminde ve bunlara bagh
olarak da biyolojik etkinliginin arttirllmasinda etkili olmaktadir (114). E vitamini,
peroksit ve hidroperoksitler gibi radikallerle karsilastiginda sahip oldugu hidrojen
protonlarindan birini vererek bu radikalleri doyurur ve bdylece bu radikallerin
etkinliklerini azaltir. Selenyum ise peroksitleri GSH-Px araciligi ile inaktif
tiriinlere parcalayarak hiicresel zarlar oksidatif zarardan korur (52, 114).

Yukandaki literatiir bilgileri 15181nda, ¢evrede yaygin olarak bulunan,
canlilarin siirekli maruz kaldigi ve giiclii kanserojen etkiye sahip olan BaP
uyguladigimiz ratlarda, E vitamini ve selenyumun koruyucu etkinligini arastirmak
amaciyla yaptigimiz bu ¢alismada, kan ve dokularda lipit peroksidasyonu ve bazi

antioksidan enzim diizeylerinde 6nemli sayilabilecek bulgular elde edilmistir.
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Calisma sonuglarinin topluca gosterildigi Tablo 2 incelendiginde; gruplar
arasinda plazma ve karaciger MDA, eritrosit ve karaciger GSH, GSH-Px, CAT
diizeyleri bakimindan 6nemli farkliliklarin saptandigi goriilmektedir.

Benzo(a)piren gibi kanserojen maddelerin olusturdugu serbest radikallerin,
direkt olarak DNA’y1 etkilemek suretiyle kanser olusumuna neden olduklar
belirtilmektedir (107, 154). BaP’in, hem hiicresel hem de humoral immun yaniti
baskiladig: bildirilmistir (58, 158, 201). BaP uygulanan hayvanlarda, LPO sonucu
olusan ve en 6nemli toksik iiriin olan MDA diizeylerinin 6nemli derecede arttig1
(56) ve serbest radikal hasarinin bir gostergesi olarak kabul edilebilecegi
bildirilmistir (139).

Calismamizda tiim gruplara ait plazma ve karaciger MDA diizeyleri
incelendiginde (Tablo 2, Sekil 3 ve 4), kontrol grubuna kiyasla BaP uygulanan 2.
grupta hem plazma (p<0.001) hem de karaciger (p<0.001) MDA diizeylerinin
onemli derecede arttig1 tespit edilmistir. MDA diizeylerindeki artiglar, BaP’in
oksidatif etkinligi sonucu organizmada iiretilen peroksit miktar ile peroksitleri
temizleyen enzim sistemleri arasindaki yetersizlige bagli olabilir. Bu durumda
hidrojen peroksit ve onun aktif iiriinii olan hidroksil radikallerinin neoplastik
degisikliklere neden oldugu (153), kanserli akciger, karaciger (188) ve meme
dokusunda (232) MDA diizeylerinin arttigi bildirilmistir. BAP uygulanarak
yapilan bir calismada, fare eritrositlerinde MDA diizeylerinin oldukg¢a yiiksek
oldugu belirtilmistir (136).

Portakal ve ark. (171) ile Wang ve ark. (220) kanserli meme dokusu ve
serumda oksidatif stresin arttigini belirtmislerdir. Bu aragtiricilar meme, kolon ve

prostat kanserli vakalarda, prooksidan ve antioksidan degisikliklere baglh olarak



69

olusan oksidatif stresin, malign tiimérlerle iligkili olabilecegini bildirmislerdir.
BaP uygulanan tavsanlarda, MDA diizeylerinin artti§i, bu artiglarin BaP
metabolizmasi siiresince iiretilen serbest radikallerin, lipitlerde oksidatif hasara
neden olusuyla alakali oldugu belirtilmistir (65). ROS’un agin iiretimine karsilik
antioksidan tiikketimi yeterli olmazsa, olay oksidatif stres lehine sonuglanacaktir
(230).

Yapmis oldugumuz caligmadaki bulgular, kanserli hastalarda MDA
diizeylerinin yiiksek oldugunu ifade eden literatiir bilgileriyle (56, 188, 230)
uyumlu bulunmustur. Zira ¢alismamizda BaP uygulanan grupta diger gruplardan
farkli olarak tiimor olgusu saptanmistir (Sekil 12-17).

Sadece BaP uygulanan 2. grup ile 3. 4. ve 5. gruplar kiyaslandiginda, hem
plazma hem de karaciger MDA diizeylerinin azaldig1 belirlenmistir. Plazma MDA
diizeyleri bakimindan 2. grupla kiyaslandiginda, 3. (p<0.01), 4. (p<0.001) ve 5.
(p<0.001) gruplarda Onemli azalmalar gozlenmistir. 3. ve 4. grupla
kiyaslandi@inda 5. grupta istatistiksel bir 6nem belirlenmemistir. Karaciger MDA
diizeylerinde, 2. grup ile kiyaslandiginda 3. ve 5. grupta onemli (p<0.001) bir
azalma belirlenirken, 4. grupta istatistiksel bir 6nem gozlenmemistir. 4. grup ile
kiyaslandiginda, 5. grupta karaciger MDA diizeylerinde istatistiksel olarak 6nemli
(p<0.001) azalma saptanmuistir.

Ratlar iizerinde yapilan bir ¢alismada, diyete E vitamini ilavelerinin meme
kanserini ve hepatomlarin olusumunu azalttigi bildirilmistir (45). Ayrica ratlarin
karaciger dokusunda artmis MDA ve azalan antioksidan enzim diizeylerinin
yeterli dozda E vitamini ve selenyum verilerek diizeltildigi bildirilmistir (157).

BaP verilerek kanser olusturulan bir calismada (110), antikanserojen etkinlige
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sahip E vitamini ve selenyumun BaP’in etkilerini ve dolayisiyla kanser
olusumunu inhibe ettigi belirtilmektedir.

Degisik calismalarda, E vitamini ve selenyumun antioksidan aktivitesi
nedeniyle LPO’yu inhibe ederek plazma MDA seviyesini azalttig1 (23, 164, 172),
ayrica BaP’in neden oldugu DNA hasarim1 onledigi (23, 69, 205, 232) ifade
edilmistir.

Yapmis oldugumuz bu calismada E vitamini + selenyum uygulamasinin
bir sonucu olarak MDA diizeylerinde azalmalar tespit edilmistir. E vitamini +
selenyum uygulamasina bagh olarak, MDA diizeyleri dikkate deger bir tarzda
kontrol degerlerine yakin bir seviyeye getirilmistir. Ayrica, E vitamini ve
selenyum uygulanan gruplarda herhangi bir tiimér olgusu gelismemistir.

Calismamizda, 2. grupla kiyaslandiginda, 5. grupta saptanan plazma ve
karaciger MDA diizeylerindeki azalmalarin, E vitamini ile selenyumun birlikte
verilmesinden kaynaklandigi diistiniilmektedir. Zira bu bulgular, E vitamini ile
selenyumun birlikte verilmesinin daha giiclii antioksidan etkinlige sahip oldugunu
ifade eden bildirimlerle de (52, 114) uyum icerisinde bulunmustur.

Selenyumun, BaP gibi kanserojenlerin etkisini giiclii bir sekilde inhibe
eden antioksidanlardan biri oldugu bildirilmistir (42). Ozellikle sodyum selenitin
BaP’in neden oldugu DNA hasarimi 6nledigi veya ortadan kaldirdig: bildirilmistir
(15, 163, 204, 205, 232). BaP uygulanarak kanser olusturulan ratlarda, antioksidan
etkisinden dolay1 selenyumun kanser olusumunu inhibe ettigi belirtilmistir (29,

85, 111, 112, 191).
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E vitamini ve selenyum gibi antioksidanlarin bir arada uygulanmasinin,
ratlarda BaP’in neden oldugu oksidatif stres sonucu olusan serbest radikallerin
zararh etkilerini onledigi (23, 110) saptanmustir.

Cinde yiiriitiilen klinik bir ¢aligma, giinliikk olarak 50 pg selenyumun E
vitamini ile kombine alinmasi sonucu mide kanserinde goriilen Oliim oranini
onemli derecede azaltigini gostermistir (22). ilaveten in vitro calismalar
selenyum bilesiklerinin DNA hasarina neden olan oksidatif stresi inhibe edebilme
yeteneginde oldugunu gostermistir (218).

Calismamizda, 3. grupla kiyaslandiginda, 5. grupta saptanan azalmanin
ozellikle selenyumun gii¢lii antioksidan etkisine bagli olarak ortaya ¢iktigi
sOylenebilir. 4. grupla kiyaslandiginda 5. grupta saptanan azalmalarin ise,
selenyum ile E vitamininin birlikte kullanilmasinin oksidatif stresi ¢ok daha etkili
bir sekilde onleyebileceginin bir gostergesi olarak ifade edilebilir. Calismamizda
saptanan bu bulgular, selenyum ve E vitamininin bir arada kullanilmasinin,
BaP’in neden oldugu DNA hasarmi ve kanser olusumunu etkili bir sekilde
onledigini ifade eden yukaridaki literatiir bilgileriyle uyumlu bulunmustur.

GSH, direk olarak serbest radikallerle reaksiyona girer, disiilfitleri
indirgeyerek oksidatif hasar1 Onler. Bu reaksiyonlarin siirdiiriilmesi GSH-Px’a
kofaktor olma yetenegine baghidir (149).

Kanserli hastalar {izerinde yapilan bir ¢alismada GSH (137) diizeylerinin
kontrollere nazaran diisiik oldugu bildirilmistir. Bu hastalarin eritrosit GSH
diizeylerindeki azalmalarin LPO temizlenmesindeki artisa, ayrica BaP
uygulamasina bagli oksidatif stres nedeniyle GSH kullaniminin artmasima bagl

olarak gelistigi bildirilmektedir.
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Calismamizda tim gruplara ait plazma ve karaciger GSH diizeyleri
incelendiginde (Tablo 2, Sekil 5 ve 6), kontrol grubuyla kiyaslandiginda 2. grupta
GSH diizeylerinin 6nemli derecede azaldigi (p<0.001) tespit edilmistir. 2. grup ile
kiyaslandiginda; eritrosit GSH diizeylerindeki artiglarin 3. (p<0.001), 4. (p<0.05)
ve 5. (p<0.01) gruplarda 6nemli oldugu saptanmistir. Karaciger GSH diizeylerinde
3. (p<0.01), 4. ve 5. gruplarda (p<0.001) 6nemli bir artig gézlenmistir.

Ikinci grupla kiyaslandiginda, 3. 4. ve 5. gruplarda saptanan plazma ve
karaciger GSH diizeylerindeki artislarin 3. grupta E vitamini, 4. grupta selenyum,
5. grupta E vitamini + selenyumun gii¢lii antioksidan etkisine bagli olarak
gerceklestigi diisiiniilmektedir. 3. ve 4. grupla kiyaslandiginda; eritrosit ve
karaciger GSH diizeylerinde 5. grupta istatistiksel 6nem saptanmamistir. BaP’1n
oksidan etkinligine karsi, eritrosit GSH diizeylerinin diizeltilmesinde 6zellikle E
vitamini, karaciger GSH diizeylerinin diizeltilmesinde ise Ozellikle selenyumun
etkili oldugu saptanmustir.

Kontrol grubuna nazaran 2. grupta goriilen azalmanin BaP’1n organizmada
radikal olusumunu arttirmasina ve bu radikalleri ortadan kaldirmak icin, GSH
kullaniminin artmasina bagh olarak gelistigi diisiiniilmektedir.

Sabitha ve ark. (183) kontrollere kiyasla oral kanserli hastalarda eritrosit
GSH diizeylerinde 6nemli azalmalar oldugunu bildirmislerdir. Kanserli hastalar
tizerinde yapilan degisik calismalarda GSH (137, 143) diizeylerinin kontrollere
nazaran diisiik oldugu bildirilmistir.

Ratlarda oksidatif strese bagli olarak artan radikallerin bobrek GSH
(p<0.001) diizeylerini kontrol grubuna nazaran onemli derecede diisiirdiigiiniin

belirlendigi bir c¢alismada, intraperitoneal selenyumla birlikte E vitamini
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uygulamalarinin GSH enzimleri {izerine olumlu etkilerinin oldugu bildirilmistir
(157). Calismada elde edilen bu sonuglar yukarida verilen bilgilerle uyum
icerisindedir.

Benzo(a)piren gibi giiclii kanserojen etkiye sahip maddelerin oksidatif
strese neden olarak, serbest radikal iiretimini arttirdig1 ve kanser olusumuna neden
olduklar1 belirtilmektedir (42, 65, 107, 125, 136). BaP’in tiimor olusturma
etkisinin, E vitamini ve selenyum gibi giiclii antioksidanlar tarafindan ortadan
kaldirilabilecegi belirtilmektedir. Antioksidanlar, bu etkilerini hidrokarbonlarin in
vivo olarak kanserojen epoksitlere doniisiimiinii engelleyerek gosterirler (42, 196).
Ozellikle sodyum selenitin BaP’1n neden oldugu DNA hasarimi (163, 205, 232)
onledigi veya ortadan kaldirdigr bildirilmistir. BaP uygulanarak kanser
olusturulan ratlarda, antioksidan etkisinden dolay1 selenyumun kanser olusumunu
inhibe ettigi belirtilmistir (85, 112, 191).

Glutatyon peroksidaz, lipit peroksit ve hidrojen peroksitleri yikimlayarak
inaktif iirlinlere doniistiiriir. Membran biitiinliigiiniin devami icin gerekli olan,
yapisinda selenyum bulunduran bir enzimdir (4, 145). GSH-Px aktivitesindeki
azalma, H,O,’in artmasina ve siddetli hiicre hasarina neden olur (156, 200).

Larinks kanserli hastalar tizerinde yapilan bir calismada (39), MDA
diizeylerinin arttig1 ve eritrosit GSH-Px diizeylerinin kontrollere nazaran daha
disiik oldugu belirlenmigtir. Bu hastalarin eritrosit GSH-Px diizeylerindeki
azalmalarin radikal temizlenmesindeki artisa bagli olabilecegi ve BaP etkisiyle
GSH-Px kullaniminin artmasina bagh olarak gelistigi belirtilmistir.

Calismamizda tiim gruplara ait plazma ve karaciger GSH-Px diizeyleri

incelendiginde (Tablo 2, Sekil 7 ve 8), kontrol grubuyla kiyaslandiginda 2. grupta
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GSH-Px diizeylerinin 6nemli derecede azaldig1 (p<0.001) tespit edilmistir. 2.
grup ile kiyaslandiginda; 3. 4. ve 5. gruplarda eritrosit GSH-Px diizeylerinde
onemli (p<0.001) bir artis belirlenmistir. 3. ve 5. grupta karaciger GSH-Px
diizeylerinde 2. gruba nazaran onemli artislar (p<0.001) belirlenirken, 4. grupta
istatistiksel bir dnem saptanmamistir. Eritrosit GSH-Px diizeyleri bakimindan 3.
ve 4. grupla kiyaslandiginda; 5. grupta istatistiksel onem saptanmazken, karaciger
GSH-Px diizeylerinde 4. grupla kiyaslandiginda 5. grupta 6nemli (p<0.05) bir
artis gozlenmistir.

Yapilan caligmalarda E vitamininin, BaP gibi kanserojen maddelere
maruz kalan hayvanlarda serbest radikallerin olusturdugu zararh etkileri ve timor
olusum sikligmm azalttigr (193), oksidatif DNA hasarini, meme kanserini ve
hepatomlarin (45) olusumunu azalttig bildirilmistir.

Kanserli ratlar iizerinde yapilan degisik calismalarda (188) karaciger
dokusunda GSH-Px aktiviteleri azalmis olarak belirlenmistir. Mulder ve ark.
(153) kanserli dokularda GSH-Px aktivitesini diisiik olarak bulmuslar ve azalan
GSH-Px aktivitesini kansere bagl artan oksidan miktarina baglamislardir

Pawlowicz ve arkadaslar1 (166) meme, bagirsak ve akciger kanseri olan
hastalarda eritrosit GSH-Px aktivitesinin azalmis oldugunu ve enzim
diizeylerindeki bu azalmalarin kanser durumunda oksidanlarin artmasina baglh
olabilecegini bildirmislerdir.

Kanserli hastalar iizerinde yapilan calismalarda (80, 89, 143, 229) GSH-Px
diizeylerinin kontrollere nazaran diisiik oldugu, oral kanserli hastalarda eritrosit

GSH-Px enzim diizeylerinde 6nemli azalmalar oldugu bildirilmistir (183).
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Selenyum konsantrasyonlar1 ile GSH-Px aktivitesi arasinda Onemli bir
iliski oldugu ve serumdaki selenyum diizeyi azaldiginda GSH-Px aktivitesinin de
azaldig1 ifade edilmistir (47).

E vitamini ile selenyumun yapisina girdigi GSH-Px arasinda yakin bir
iliski bulunmaktadir. E vitamini ile GSH-Px, serbest radikallere kars1 birbirlerini
tamamlayici role sahiptirler. GSH-Px, peroksitleri ortadan kaldirirken E vitamini
de peroksitlerin sentezini engellemede onemli gorev iistlenir (4).

Eritrosit GSH-Px diizeyleri bakimindan kontrol grubu ve diger gruplarla
kiyaslandiginda 2. grupta goriilen azalma, yukaridaki bilgilerle uyum igerisinde
bulunmustur. Bu sonuclara gére BaP’in reaktif etkisini onlemede, ozellikle E
vitamininin onemli derecede etkili oldugu, selenyumun ise E vitamini ile birlikte
etkili oldugu tespit edilmistir.

Katalaz enziminin antioksidatif rolii, hidrojen peroksiti oksijen ve suya
parcalayarak ¢ok daha giiclii oksidatif etkiye sahip olan hidroksil radikali
olusmasini azaltmasindan kaynaklanir (145,161)

Calismamizda tiim gruplara ait eritrosit ve karacier CAT diizeyleri
incelendiginde (Tablo 2, Sekil 9 ve 10), kontrol grubuna kiyasla 2. grupta 6nemli
derecede azaldig1 (p<0.001) tespit edilmistir. 2. grup ile kiyaslandiginda, sadece 3.
grupta eritrosit CAT diizeyleri bakimindan 6nemli (p<0.05) bir artis gézlenmistir.
Karaciger CAT diizeylerinde 2. grup ile kiyaslandiginda, 3. grupta (p<0.001), 5.
grupta (p<0.05) onemli bir artis gozlenirken, 4. grupta istatistiksel bir 6nem
saptanmamustir. 3. ve 4. grupla kiyaslandiginda; hem plazma hem de karaciger

CAT diizeylerinde 5. grupta istatistiksel bir onem belirlenmemistir.
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Katalaz diizeyleri bakimindan kontrol grubu ve diger gruplar
kiyaslandiginda 2. grupta goriilen azalmalarin, BaP uygulamasina bagli oksidatif
stres nedeniyle radikal iiretiminin artmasina ve katalazin bu radikalleri elimine
etmek icin fazla miktarda kullanilmasina bagh olarak gelistigi diistiniilmektedir.

Kontrollerle kiyaslandiginda kanserli hastalarin CAT diizeylerinin (229)
diisiik oldugu bildirilmistir. Bir¢ok hayvan tiimor hiicresinde CAT aktivitesi
diisiik olarak saptanmistir (93). Sabitha ve ark. (183), kontrollere kiyasla oral
kanserli hastalarda eritrosit CAT enzim diizeylerinde 6nemli azalmalar oldugunu
bildirmislerdir.

Tiimor uyaricilarinin CAT gibi hiicresel antioksidan savunmay1 baskiladigi
ve buna bagh olarak oksidatif stresin artmasina neden oldugu ifade edilmistir (93,
123). Zima (233) ve Gonzales (81) kotii huylu kanser vakalarinda eritrosit CAT
seviyelerinde onemli azalmalar oldugunu belirtmislerdir.

Benzo(a)piren uygulamasiyla, enzimatik antioksidanlarin aktivitelerinde
meydana gelen azalmanin mekanizmasi agik degildir Ancak BaP’1n organizmada
neden oldugu oksidatif stres sonucu ortaya ¢ikan siiperoksit, hidroksil ve hidrojen
peroksit gibi serbest radikallerin bu azalmada 6nemli rol oynadig: ifade edilmistir
(185).

Kanserli hayvanlarda (189) karaciger dokusunda CAT aktiviteleri azalmis
olarak belirlenmistir. Solmaz ve ark. (197), kanserli hastalarin dokularinda CAT
aktivitesinin azaldigimi belirtmislerdir. Bu bildirimler calismamizdaki bulgular
dogrulamaktadir.

Calismamizda selenyum ve oOzellikle E vitamininin CAT aktivitesini

arttirdig1 gézlenmistir. E vitamini ve selenyumun, BaP uygulamasina bagl olusan
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radikalleri inaktive etmede antioksidan enzim kullanilmasin1 azalttig
diisiiniilmektedir. Yukaridaki bilgiler dikkate alindiginda, BaP’in tek basina
uygulandigi grupta kanser olusumu ile GSH, GSH-Px ve CAT enzim
aktivitelerindeki azalmalarin uyum igerisinde oldugu anlasilmaktadir.

PAH grubunda yeralan BaP gibi giiclii kanserojen etkinlige sahip
maddeler, membran lipitleriyle reaksiyona girerek lipit peroksidasyonuna neden
olurlar ve direkt olarak DNA’da hasar olustururlar. Bu durum engellenemezse
BaP, kanser basta olmak tiizere organizmada istenmeyen olaylarin olusmasina
neden olur (71, 136). BaP’1n bu istenmeyen etkilerinden korunmada E vitamini ve
selenyum takviyeleri ¢ok biiyiik 6neme sahiptir. BaP’in LPO iiriinlerini arttirdigi,
buna karsihk E vitamini ve selenyumun sahip olduklar1 antioksidan
ozelliklerinden otiirii, LPO iiriinleri iizerinde indirgeyici olarak onemli roller
oynayabilecekleri kanaatine varilmistir.

BaP uygulamasina bagli olarak ratlarda histolojik olarak baslica
fibrosarkom, rhabdomyosarkom, hemangiosarkom, osteokondrosarkom, squamos
hiicre sarkomu, adenokarsinom, gogiis ve mide karsinomlart ile karigik tiimérlerin
gelisebilmektedir. BaP gibi kanser olusumuna neden olan toksik maddelere karsi,
E vitamini ve selenyumun inhibitor etkilerinin oldugu belirtilmistir (42).

Calisma sonunda tiim gruplardan alinan doku Orneklerinin patolojik
incelemesi sonucunda BaP’in uygulandig 2. grupta 6zellikle akciger, bagirsak ve
ovaryum dokularinda tiimor olusumu gozlenmistir (Sekil 12, 13, 14a, 14b, 16, 17a
ve 17b). Kanser olusumu disinda patolojik olarak akciger, karaciger, bobreklerde

siddetli derecede amfizem, lenfoid infiltrasyonu, brons epitel hiicrelerinde
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displazik degisiklikler, graniiler hiicre artisi, damar cevrelerinde atipik hiicre
infiltrasyonu gibi bulgulara rastlanilmistir.

BaP ile birlikte E vitamini, selenyum ve E vitamini + selenyum
uygulamalarinin yapildigi ratlarin ¢esitli dokularinin histolojik kesitlerinde
herhangi bir kanser hiicresi gelismemesine ragmen, bu ratlarin degisik
dokularinda cesitli derecelerde de olsa morfolojik degisiklikler saptanmistir.
Ornegin; BaP uygulamasma ilaveten E vitamini uygulanan 3. grupta akciger
dokusunda hafif dereceli amfizem, perialveolar reaksiyonlar, bobrekte akut
tubuler nekroz, bagirsaklarda lenfoid infiltrasyon belirtileri saptanirken dalak,
kalp, beyin, mide, karaciger ve ovaryumlarda herhangi bir patolojik bulgu
gbdzlenmemistir.

BaP uygulamasina ilaveten selenyum uygulanan 4. grupta aym sekilde
akciger dokusunda hafif ve orta siddetli amfizem, perialveolar reaksiyonlar,
lenfoid infiltrasyonu, alveol duvarlarinda kalinlagma, bobrekte akut tubuler nekroz
belirtileri yani sira distal tubullerde hyalin dejenerasyonu, bagirsaklarda lenfoid
infiltrasyon gibi degisimler gozlenirken, geri kalan dokularda herhangi bir
patolojik bulguya rastlanmamaistir.

BaP uygulamasina ilaveten E vitamini + selenyum uygulanan 5. grupta ise
akciger dokusunda hafif derecede amfizem bulgular1 ile bobrekte akut tubuler
nekroz belirtileri saptanirken dalak, kalp, beyin, mide, karaciger ve ovaryumlarda
herhangi bir patolojik bulgu belirlenmemistir.

Evangelou ve ark (71) BaP vererek kotii huylu tiimor olusturduklar
ratlarda oOzellikle akciger, karaciger, mide, bagirsak ve bobreklerde tiimor

olusumunu gozlemlemisler, kanseri Onlemek i¢in yiiksek dozda E vitamini
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uygulamalarina ragmen dokularda morfolojik degisimleri Onleyememislerdir.
Ancak bu ratlar hi¢bir kanser belirtisi gdstermeden normal yasamlarina devam
etmislerdir.

Calismamizda, kontrol grubuyla karsilastirildiginda BaP uygulanan diger
tiim gruplarda az veya cok diizeyde hiicre hasar1 sekillenmistir. BaP’1n tek basina
uygulandigi grupta olusan hiicre hasarlar1 patolojik 6zellikte olup, Ozellikle
akciger, bagirsak ve ovaryumlarda tiimor olusumuna neden olmustur (Sekil 12,
13, 14a, 14b, 16, 17a ve 17b). Calismada BaP uygulanan gruptaki ratlarin ¢esitli
dokularinda olusan kanser tiplerinin yukarida bahsedilen literatiir bilgileriyle
uyum icerisinde oldugu kabul edilebilir.

Ozellikle sodyum selenit formundaki selenyumun, farelerde tiimor
gelisimini Onemli Olglide azaltan ve PAH grubunda yeralan BaP gibi
kanserojenlerin etkisini giiclii bir sekilde inhibe eden antioksidanlardan biri
oldugu (41) bildirilmistir. Yapilan degisik calismalarda sodyum selenitin BaP’1n
neden oldugu DNA hasarim (15, 163, 204, 205, 232), mide (19) ve solunum yolu
tiimorlerini (18) onledigi veya ortadan kaldirdig: bildirilmistir.

E vitamininin colon-rektum, 6zefagus, mide, gogiis, deri ve prostat
kanserlerinde olan 6nleyici etkileri degisik caligmalarda arastirilmis (42, 224, 227)
ve E vitamini tiirevlerinin BaP gibi ¢evresel kanserojenlere kars1 faydali inhibitor
etkisinin oldugu ifade edilmistir.

Sodyum selenitin BaP’1n metabolizmasi i¢in gerekli olan aryl hidrokarbon
hidroksilaz aktivitesini yaklasik %70 oranda inhibe ettigi (138) ve BaP spesifik
polipeptitlerin hiicrelerde sentezlenmesini azaltarak (113) kanser olusumunu

engelledigini bildirmislerdir.
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Yapilan degisik ¢alismalarda giinliik olarak 200 IU E vitamini alinmasinin
kolorektal kanser riskini azalttigi, ancak 400 IU dozlarimin toksik oldugu
saptanmistir (38, 218).

Calismamizda, BaP’in olumsuz etkilerini ortadan kaldirmak amaciyla tek
basina veya kombine olarak E vitamini ve selenyum uygulamasi doku hasarinin
gelismesini tam anlamiyla onleyememistir. Ancak bu gruplardaki hayvanlarin hig
birinde kanser dokusuna rastlanilmamasi en azindan korunmadaki etkinliklerinin
bir ispati olarak kabul edilebilir 6zellikte olup, elde edilen sonuglar yukarida
bahsedilen literatiir bilgileriyle uyumlu bulunmustur.

Sonug olarak; BaP grubunda eritrosit ve karaciger GSH, GSH-Px ve CAT
enzim aktivitelerinde saptanan azalmalar ile MDA diizeylerinde saptanan
artislarin gelisen oksidatif stresin Oonemli bir gostergesi oldugu, antioksidan
aktivitedeki yetersizligin oksidanlarin neden oldugu DNA hasarin1 uyarabilecegi
ve sonucta kanser olusumuna zemin hazirlayabilecegi, ayrica ¢evrede ¢ok yaygin
olarak bulunan ve siirekli maruz kaldigimiz BaP’1n neden oldugu olumsuz etkileri
ortadan kaldirmak veya azaltmak icin E vitamini, selenyum ve ozellikle her

ikisinin birlikte verilmesinin yararl olabilecegi kanaatine varilmistir.
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