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1. OZET

DIETILNiTROZAMIN UYGULANAN RATLARDA OKSIDATIF STRES

VE DNA HASARI UZERINE LIKOPENIN ETKIiSi

Dietilnitrozamin (DEN) insektisit, tarimda kullanilan kimyasallar, peynir,
stit, bugday, asir1 pisirilmis unlu gidalar, et ve balik {iriinleri, sigara dumani ve
alkollii i¢ceceklerde bulunan kanserojen bir maddedir. Calisma DEN uygulanan
ratlarda oksidatif stres ve DNA hasar1 {izerine likopenin etkilerini aragtirmak
amaciyla gerceklestirilmistir.

Calismada Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezinden temin
edilen 56 adet 3 aylik Wistar-Albino erkek ratlar kullanilmistir. Ratlar her grupta
7 rat olacak sekilde 8 gruba ayrilmistir. Gruplar; 1. Grup: Kontrol grubu, 2. Grup:
Likopen (10 giin), 3. Grup: Kisa siireli DEN (30 giin), 4. Grup: Uzun siireli DEN
(90 giin), 5. Grup: Likopen+DEN (30 giin), 6. Grup: Likopen+DEN (90 giin), 7.
Grup: DEN+Likopen (30 giin), DEN, 8. Grup: DEN+Likopen (90 giin) uygulanan
grup seklinde olusturulmustur. Kontrol grubu ratlara herhangi bir tedavi
uygulanmamustir. Likopen gruplarina 10 mg/kg viicut agirhigi dozunda 10 giin
stire ile giin asir1 gavaj yoluyla likopen uygulanmistir. DEN gruplarina 200 mg/kg
viicut agirligi dozunda intra peritoneal (i.p.) olarak tek doz DEN uygulanmustir.
DEN 3, 5 ve 7. gruplarda 30 giin, 4, 6 ve 8. gruplarda 90 giin uygulanmstir.
Likopen, 5 ve 6. gruplarda DEN uygulamasindan 10 giin 6nce, 7 ve 8. gruplarda
ise DEN uygulamasi ile beraber uygulanmaya baslanmistir.

Uygulamalar sonunda kan ve karaciger doku 6rneklerinde malondialdehit

(MDA), rediikte glutatyon (GSH) diizeyleri, katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz



(GSH-Px), glutatyon-S-trasferaz (GST), siiperoksit dismutaz (SOD) aktivite
tayinleri, RT-PCR kullanilarak CAT enziminin ekspresyon diizeyleri ile plazma
aspartat transaminaz (AST), alanin transaminaz (ALT), alkalen fosfataz (ALP)
laktat dehidrogenaz (LDH) aktiviteleri ve kolesterol diizeyleri 6l¢tilmiistiir.

Kisa ve uzun sireli DEN uygulanan gruplar kontrol grubu ile
karsilastirildiginda plazma ve karaciger MDA diizeyinde onemli artig, kan ve
karaciger GSH diizeyinde, CAT, GSH-Px, SOD ve GST aktivitelerinde ise dnemli
bir azalis gozlenmistir (p<0,001). Likopen ve likopenin DEN ile beraber
uygulanmaya baslandig1 gruplar kontrol grubu ile ayri1 ayri karsilastirildiginda
MDA ve GSH diizeylerinde, CAT, GSH-Px, GST ve SOD aktivitelerinde
istatistiksel olarak 6nemli bir fark saptanmamistir. Likopen uygulamasinin DEN
uygulamasindan 6nce ve DEN uygulamasi ile baslandigi tiim gruplar DEN
uygulanan gruplar ile karsilastirildiginda MDA diizeyinde istatistiksel olarak
onemli azalis, GSH diizeylerinde, CAT, GSH-Px, GST ve SOD aktivitelerinde ise
artis saptanmustir (p<0,001). Kanda GST aktivitesi okunamayacak diizeyde
oldugu i¢in dl¢iilememistir.

Kan ve karaciger CAT gen ekspresyon diizeylerinde DEN uygulanan
gruplarda artis saptanmustir (p<0,05, p<0,001). Likopen ve likopenin DEN
uygulamasindan once ve DEN uygulamasi ile baslandigi tim gruplar kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda CAT enziminin gen ekspresyon diizeylerinde 6nemli
fark gozlenmemistir. Likopen ve DEN uygulamalarinin beraber yapildigi tiim
gruplar DEN uygulanan gruplar ile karsilastirildiginda CAT enziminin gen

ekspresyon diizeylerinde azalis saptanmistir (p<0,05, p<0,001).



Plazma AST, ALT, ALP, LDH aktiviteleri ile kolesterol diizeylerinde
DEN uygulanan gruplarda kontrol grubu ile karsilastirildiginda 6nemli derecede
artig saptanmustir (p<0,05, p<0,001). Likopen ve likopenin DEN uygulamasi ile
baslandig1 gruplar kontrol grubu ile karsilastirildiginda AST, LDH aktiviteleri ve
kolesterol diizeylerinde 6nemli fark gézlenmemistir. Likopen uygulamasmin DEN
uygulamasindan 6nce ve DEN uygulamasi ile bagslandigi tiim gruplar DEN
uygulanan gruplar ile karsilastirildiginda plazma AST, ALT, ALP, LDH
aktiviteleri ile kolesterol diizeylerinde artis saptanmustir.

CAT aktivitesi ile gen ekspresyon diizeyi arasindaki farkliligim mRNA ve
protein doniisiimiindeki varyasyondan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.
Giglii antioksidan 6zelligi olan likopenin DEN’e bagli olusan oksidatif stresi ve
DNA hasarin1 Onleyebilecegi ve klinik olarak kullanilabilecegi kanaatine
varilmistir.

Anahtar  kelimeler:  Dietilnitrozamin, likopen,  malondialdehit,

antioksidan, katalaz ekspresyonu, RT-PCR



2. ABSTRACT

THE EFFECT OF LYCOPENE ON OXIDATIVE STRESS AND DNA

DAMAGE IN DIETHYLNITROSAMINE ADMINISTERED RATS

Diethylnitrosamine (DEN) is a carcinogenic material that is present in
insecticide, chemicals used in agriculture, cheese, milk, wheat, overcooked bakery
products, meat and fish products, cigarette smoke and alcoholic beverages. The
study was conducted to examine the effects of lycopene on oxidative stress and
DNA damage in DEN administered rats.

In the study, 56 Wistar-Albino male rats of 3-months-old obtained from
Firat University Experimental Research Center were used. The rats were divided
in 8 groups as 7 rats in each group. The groups were formed as 1% Group: Control
group, 2" Group: Lycopene (10 days), 3" Group: Short-term DEN (30 days), 4™
Group: Long-term DEN (90 days), 5" Group: Lycopene+DEN (30 days), 6
group: Lycopene+DEN (90 days), 7" Group: DEN+Lycopene (30 days), 8"
Group: DEN+Lycopene (90 days). No treatment was applied to the rats in the
control group. Lycopene was administered to rats every other day at 10 mg/kg/bw,
gavage for 10 days to the lycopene groups. DEN was administered to rats at 200
mg/kg/bw, a single dose intraperitoneal (i.p.) to the DEN groups. DEN was
administered for 30 days in 39, 5" and 7" groups and 90 days in 4", 6", and 8"
groups. Lycopene was started to be administered 10 days before the DEN
administration in 5" and 6™ groups and together with the DEN administration in

7" and 8™ groups.



At the end of the administrations, malondialdehyde (MDA), reduced
glutathione (GSH) levels, catalase (CAT), glutathione peroxidase (GSH-Px),
glutathione-S-transferase (GST), superoxide dismutase (SOD) activity, expression
levels of CAT enzyme by using RT-PCR in the blood and liver tissue samples and
plasma aspartate transaminase (AST), alanine transaminase (ALT), alkaline
phosphatase (ALP), lactate dehydrogenase (LDH) activities and cholesterol levels
were measured.

Plasma and liver MDA levels were observed to increase while blood and
liver GSH level, CAT, GSH-Px, SOD and GST activities were observed to
decrease in short- and long-term DEN administered groups compared with the
control group (p<0.001). MDA and GSH levels, CAT, GSH-Px, GST and SOD
activities were not determined statistically significant difference in lycopene and
lycopene groups were started together with the DEN administration individually
compared with the control group. MDA levels were observed to decrease while
GSH levels, CAT, GSH-Px, GST and SOD activities were observed to increase
when all the groups in which lycopene administration was started before DEN and
together with DEN administration compared with the DENadministered groups
(p<0.001). GST activity could not be measured in the blood to levels that can not
be read.

Blood and liver gene expression levels of CAT were found increase in the
DEN administered groups (p<0.05, p<0.001). Gene expression levels of CAT
enzyme were not determined statistically significant difference in all groups
which lycopene group and lycopene were started before DEN administration and

together with DEN administration compared with the control group. Gene



expression levels of CAT enzyme were observed to decrease in all groups which
DEN was administered together and lycopene compared with the DEN
administered groups (p<0.05, p<0.001).

In plasma AST, ALT, ALP, LDH activities and cholesterol levels were
observed in significant increased in DEN administered groups compared with the
control group (p<0.05, p<0.001). In plasma AST, LDH activities and cholesterol
levels were not determined significant difference in lycopene and lycopene groups
were started together with DEN administered compared with the control group. In
plasma AST, ALT, ALP, LDH activities and cholesterol levels were observed to
increase in all groups which lycopene administration was started before DEN
administration and together with the DEN administration were compared with the
DEN administered groups.

It is thought that the difference between the CAT activity and gene
expression level can be caused by the variation in mRNA and protein conversion.
It has been reached conclusion that lycopene, having a strong antioxidant quality,
may be used clinically and may prevent oxidative stress and DNA damage
occurring due to DEN.

Key words: Diethylnitrosamine, lycopene, malondialdehyde, antioxidant,

catalase expression, RT-PCR



3. GIRIS

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz (otonom), normal dig1 biiyliimesi olarak tarif
edilebilir. Kansere neden olan maddelere ise karsinojen ad1 verilir ve karsinojen
maddeler; radyasyon gibi fiziksel, polisiklik hidrokarbon gibi kimyasal veya viriis
gibi biyolojik ajan olabilir (1).

Gliniimiiziin en Onemli Olim nedenlerinden olmasi sebebiyle kanser
olusumunun Onlenmesi, {lizerinde en ¢ok calisilan konulardan biridir. Kanser
lizerine yapilan arastirmalar yaklasik 14. yiizyildan bu yana devam etmektedir.
S6z konusu donem i¢inde kanser ilaglarinin arastirilma ve gelistirilme
calismalarinda her zaman deneysel ¢alismalara gereksinim duyulmus ve cesitli
modeller kullanilmistir (2, 3).

Hepatoselliiler karsinoma, diinyada en yaygin kanserlerden biri olup,
bunun olusumunda dietilnitrozamin (DEN), 2-asetilaminofluoren (2-AAF),
fenobarbital (FB), alkol gibi kimyasallar, aflatoksin B1 ya da hepatit viriisleri (B
ve C) gibi ajanlar hepatoselliiler karsinoma olusumunda etken olabilmektedir (3).

Karsinojenez (neoplastik transformasyon) Karsinojenlerin ¢ogunlukla
sinyal iletim yollariyla etkilesimi sonucu belirli bir siirecte gelisen ve birbirini
izleyen ¢ok basamakli hiicresel degisikliklerin yer aldig1 kontrolsiiz hiicre
cogalmasidir (3, 4).

Karsinojenez inisiyasyon (baslangi¢), promosyon (gelisim) ve progresyon
(ilerleme) olmak tizere herbiri kendine 6zgii ii¢ safthaya ayrilmaktadir (5).

Inisiyasyon, normal dokuda yer alan hiicrenin genotoksik bir karsinojenle
karsilasmast sonucu DNA hasar1 olusmasi evresidir. Bu evrede mutant

preneoplastik bir hiicre olusur. Inisiye olmus hiicre progenitdér olarak da



adlandirilir. Inisiyasyon geri doniisiimsiiz, doza bagimli bir olaydir ve bu evrede
kalict DNA hasar1 (mutasyon) meydana gelmektedir (4, 5).

Promosyon evresi, inisiye hiicrenin selektif klonal ¢ogalmasidir. Bagka bir
ifadeyle, sadece preneoplastik hasarli hiicre popiilasyonunun aktif ¢ogalmasidir.
Bu evreyi baslatan ajanlara promotor denir. Promotorlerin ortak 6zelligi hiicrede
proliferasyonu indiiklemeleridir. Promotorler DNA dizisinde degisiklik yapmadan
posttranslasyonal modifikasyonlarla proteinlerin aktivitelerini  degistirirler.
Boylece ya proliferasyonda gorevli proteinler daha aktif hale gecer, ya da
apoptoziste gorevli olanlarm aktiviteleri azalir (3-5).

Uciincii evre olan progresyon ise hiicresel ve molekiiler degisikliklerin
olustugu ve preneoplastik donemden neoplastik doneme gecis evresidir. Bu evre
geri donilistimsiizdiir ve bu evrede genetik instabilite, molekiiler degisiklikler ve
kromozom biitlinliigiinde bozulma meydana gelmektedir (4, 5).

Kanser genetik bir hastaliktir, yani genetik hasar sonucu olusur. Ayrica
bazi kanser tiirleri kalitsal bir 6zellik de gosterir. Bununla birlikte, her genetik
hasar kanserle sonug¢lanmaz. Kimyasal bir karsinojen veya metabolizmasi
sirasinda daha etkin hale gelmis olan karsinojen eger karacigerde detoksifiye
edilemezse DNA’y1 degistirebilir. DNA’da tek veya ¢ift zincir kiriklarma, piirin
ve pirimidin bazlarinda modifikasyonlara, deoksiriboz fosfat iskeletinde hasara,
DNA-protein ve DNA-DNA ¢apraz baglarma neden olabilir. Bu durumda DNA’y1
ve hiicreyi bekleyen baslica ii¢ secenek vardir. Oncelikle DNAdaki hasar hiicre
boliinmeye baslamadan 6nce ¢esitli tamir mekanizmalar1 ile onarilmaya calisilir.

Eger hasar onarillamayacak kadar biiyiikse hiicre apoptozise giderek kendini yok



edebilir. DNA’s1 onarilmadan hiicre boliinmeye giderse hasar kalici hale gelir ve
mutasyonlar olusur (4, 5).

Kanser, viicudun herhangi bir organinda veya dokusunda baslayabilmekte
ve yasammin herhangi bir doneminde herkesi -etkileyebilmektedir. Canli
viicudundaki tiim organlar, ihtiya¢ halinde yenilerini olugturmak {izere boliinen
hiicrelerden olusmaktadirlar. Hiicrelerin asir1 ¢ogalmasiyla dokularda olusan ve
biiyiime egilimi gosteren doku kitlesi tiimor olarak isimlendirilmektedir.
Tiimorler, hayat1 tehdit etmeyen benign karakterli ya da kanserdz ozellikte
malignant karakterli olabilirler. Malignant tiimdrler, komsu doku ya da organlar1
istila ederek onlara sonunda 6liimle sonuglanacak zararlar verebilmektedirler (4,
6).

Kanser hiicrelerinde karakteristik olarak birka¢ Onemli belirti
bulunmaktadir. Bunlar; gelisim sinyalleri verebilme, smirsiz bdliinme, biliylimeyi
Onleyebilecek sinyallere kars1 duyarsizlik, apoptozdan kagma yetisi, invazyon ve
metastaz yapabilme, cogalma potansiyeline sahip olma, anjiogenezi siirekli
destekleyebilme gibi 6zelliklerdir (4-6).

Insanlar ¢ogu zaman diyetlerle, gevresel nedenlerle, terapdtik ya da
mesleki sebeplerden dolay1 karsinojenik etki gosteren dogal kaynakli bir¢ok
kimyasal maddeyle kars1 karsiya kalmaktadir. Baz1 kimyasallar canlilarda giinliik
hayatta maruz kalma siire ve sekillerine bagli olarak hepatoseliiler karsinomay1 da
iceren kotii huylu tiimorlere neden olabilirler (4-7).

Nitrozaminler ve nitrozo bilesikleri yaygin olarak tiimor olusumuna neden
olmakta ve insan sagligini olumsuz etkilemektedir. Bu etkilerini niikleik asitler ve

proteinler ile etkilesime gecerek gosterdikleri bilinmektedir. Nitrozaminlerin



metabolik aktivasyonu sonucu spontan olarak meydana gelen nitrozotiire hedef
doku veya hiicrenin DNA’s1 ile etkilesime gecerek bazlarin degismesine sebep
olmakta ve karsinojenezisin baslamasina neden olmaktadir (8, 9).

Sigara dumani, su ve havanin yani sira peynir, balik ve et {iriinlerinde
bulunan, ayrica tekstil tirlinlerinin hazirlanmasinda, yag ve kauguk endiistrisinde
kullanilan DEN’in ratlarda karsinojenik ve mutajenik etkilerinin yiiksek oldugu
saptanmistir. DEN’in metabolitleri, DNA’ya bir ya da iki oksidasyon saglayan
elektron ile kovalent baglanarak timor promotorlerinin baglanmasina aracilik eder

(8, 9).

3.1. Nitrozaminler

Nitrozo bilesikleri; nitrozamidler ve nitrozaminler olmak iizere iki gruba
ayrilmaktadr. Nitrozamidler; amid, guanidin, karbamat, karboksamid gibi
maddelerin tiirevleridirler. Nitrozaminler ise nitrit ve aminlerin sindirim kanalinda
birlesmesiyle olusan, hepatotoksik ve karsinojenik, alkilleyici bir grup kimyasal
bilesiktir (10, 11).

Bu bilesikler insanlar tarafindan tiiketilen gida maddelerinde yaygin olarak
bulunabilen ve diger ¢evre sartlarinda olusabilen genetik etkili kimyasal
kansorejenlerin  biiyiikk bir grubunu olustururlar (10, 11). Diinya Saghk
Organizasyonu “Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajanst” (IARC)’nin ve Amerikan
Cevre Koruma Derneginin hayvanlarda ve insanlardaki kanserojen etkilerini goz
Oniine alarak listeledigi bazi nitrozaminler ve kimyasal yapilar1 Tablo 1’de

verilmistir.
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Tablo 1: Kanserojen Etkileri Olan Bazi Nitrozaminlerin Kimyasal Yapilar1 ve

Molekiil Agirliklar: (10)

Kimyasal Yapisi Ismi Molekiil Agirhiklar: (g/mol)
| Nitrozodimetilamin 74,05
();‘N o
Ox Nitrozometiletilamin ,
NN itrozometiletilami 88,06
H
H Nitrozodietilamin 102,14
Os ’N‘\/
N\ Nitrozopirolidin 100,06
OQN,NH_

- Nitrozodipropilamin 130,11
():-N, N\J

Q. NH Nitrozomorfolin 116,06

Q. Nitrozopiperidin 114,08
N-N >

J/*‘“N/Nbo Nitrozodibutilamin 158,14
— L\/'\\

T Nitrozodifenilamin 198,08
(A A (N
HN/\“| Mono-nitrozopiperazin 115,07

Osn Di-nitrozopiperazin 144,06
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3.1.1. Biyolojik Sivilardaki Nitrozaminlerin Olusumu

Nitrozaminler canli viicudunda endojen olarak olusabildikleri gibi ¢esitli
gidalardan alman nitritin 6zellikle sekonder aminler ile reaksiyonu sonucunda da
olusabilirler (10-12).

Nitrozaminlerin canli organizmada olusumlar1 deney hayvanlari lizerinde
yapilan bir¢ok c¢alisma ile incelenmistir. Bu g¢alismalar sonucu, N-metilanilin,
morfolin, ve N-metilbenzilamin gibi sekonder aminler ile nitritin reaksiyonu
sonucunda nitrozaminlerin olustugu belirlenmistir (11, 12). Canli viicudundaki
amino asitlerin nitrozolanmasiyla da nitrozaminler olusmaktadir. Olusan bu tiir
nitrozaminler zayif kanserojen 6zellik gosterirler. Hiicre igerisinde indirgenmeyle
olusan aromatik nitrozamin miktari, diger yollarla olusan nitrozamin miktarindan
daha fazladir (13).

Canli viicudunda nitrozaminin ilk olusum yeri sindirim sisteminin
baslangici olan agizdir. Tiikriik salgis1 bol miktarda nitrat igerir ve bu nitrat, nitrat
rediiktaz enzimi ile nitrite indirgenir. Boylece olusan nitrit, nitrozamin olusumuna
neden olur. Tikrik salgisinin igerdigi nitrit ve nitrat miktar1 alinan gidalara bagli
olarak degismektedir. Ayrica, tiikriikte olusan tiyosiyanat iyonunun, nitrozolama
hizini arttirarak nitrozamin olusumunu katalizledigi belirtilmistir. Bu iyon ayni
zamanda mide suyunda da bulunabilir. Nitrozaminlerin olusumunda bromiir ve
kloriiriin de benzer etkiye sahip oldugu belirtilmektedir. Nitrozaminler genellikle
viicuttan idrar yoluyla atilmaktadir. Yapilan calismalarda idrar ile atilan giinliik
toplam nitrozamin miktarinin 2,0-7,0 nmol ve giinlik atilan dimetilnitrozamin
(DMN) miktarmin 1,2-2,9 nmol arasinda oldugu tespit edilmistir (13-15). Tricker

ve ark. (16) tarafindan yapilan c¢aligmada idrarla atilan  giinliik

12



mononitrozopiperazin miktarmim 27 pg ve dinitrozopiperazin miktarinin ise 0,73
pg oldugu tespit edilmistir.

Nitrozaminlerin canli viicudunda en sik bulundugu organlarin basinda
mide gelmektedir. Bu bilesikler mide ortamina beslenme, sigara gibi ¢esitli
yollarla alindiklar1 gibi asidik kosullarda nitrit ve aminlerin reaksiyonuyla da
olusabilirler. Mide ve bagirsakta bulunan bazi bakteriler viicuda aliman nitratin
nitrite donlismesine yardimci olarak nitrozamin olusumunu arttirirlar (17, 18).
Nitrit, midenin asidik ortaminda nitroz aside doniisiir ve nitroz asit ortamdaki
aminler ile reaksiyona girerek nitrozaminleri olusturur. Bununla birlikte askorbik
asit, polifenoller gibi oksitleyici maddeler nitrit olusumunu inhibe ettiginden,
dolayli olarak nitrozamin olusumunun azalmasma sebep olurlar. Midede
nitrozaminlerin olusumu mide ortaminin pH’sina, bakteriyel olusuma, nitrit, nitrat
ve amin miktarina bagli olarak degismektedir (19, 20). Yapilan ¢aligmalarda
nitrozaminlerin olusumu i¢in en uygun pH araliginin 2,0-3,4 araliginda oldugu
belirtilmistir. Ayrica nitrozamin olusumunun, nitrozamin olusturan bazi 6zel
bakteriler tarafindan dogal pH degerlerinde de gergeklestigi tespit edilmistir (11-

14).

3.1.2. Gidalarda Nitrozaminlerin Olusumu

Nitrozaminler insanlar tarafindan tiiketilen gida iirlinlerinde yaygin olarak
bulunabilen maddelerdir. Gida maddelerinde, uygulanan g¢esitli 1s1 islemleri
(pisirme, kizartma ve kavurma gibi), dumanlama ile saklama (salamura ve

mayalanma gibi) swasinda insan saghgmi ciddi bicimde etkileyen ve
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nitrozaminler gibi bazilar1 kanserojen olan ¢ok sayida zehirli ve zararli madde
olusabilmektedir (21, 22).

Gida maddelerindeki nitrozaminlerin olusum sartlar1 {izerinde genis
arastirmalar yapilan konulardan birisidir. Gidalarda nitrozaminler, amin ve nitritin
reaksiyonu ile olusmaktadir. Nitrozaminlerin olusumu kimyasal ve/veya
mikrobiyal bir reaksiyon ile gergeklesebilir. Nitrozamin olusum miktar1 ve
reaksiyon mekanizmasi, amin yapisina, nitrit miktarina ve reaksiyon kosullarina
baglidir. Bununla birlikte, pH, aminin alkalinitesi ve sicaklik nitrozamin
olusumunda rol alan en Onemli faktorlerdir (23). Gida maddelerindeki
mikroorganizmalar nitrozamin olusumunda 6nemli rol oynamaktadirlar. Nitratin
nitrite  dOniistiiriilmesi, proteinlerin bozularak amin ve amino aside
dontistiiriilmesi, uygun pH ortamimin saglanmasi ve nitrozolama i¢in enzim
iretimi mikroorganizmalar tarafindan gergeklestirilmektedir (20, 24).

Gidalarda nitrozaminler, ikincil aminlerin yani sira iigiinciil aminlerin ve
kuaterner amonyum bilesiklerinin nitrozolanmasiyla da olusurlar. Ancak ti¢linciil
aminler ve kuaterner amonyum bilesiklerinden nitrozaminlerin olusum hizlar1
ikincil aminlerden nitrozamin olusum hizlarma goére 2-5 kat daha disiiktiir (22,
23).

Gida maddelerindeki nitrozaminler dogal olarak olusabildikleri gibi, gida
maddelerinin ambalaj malzemeleri ile etkilesmesi sonucunda da meydana
gelebilirler. Gida maddelerinin hazirlanmasi1 ve saklanmasi sirasinda kullanilan
materyaller, 6zellikle gidayr hazirlamak icin kullanilan plastik malzemeler ve
saklamak amaciyla kullanilan ambalaj malzemelerinin nitrozamin olusumuna

neden oldugu gozlenmistir (24, 25).
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Gida maddelerinde nitrozaminlerin olusumu asagida belirtilen sekillerde

farkli gruplara ayrilarak incelenebilmektedir (26-28).

a)

b)

d)

Ozellikle tuzlanmis et iiriinleri ve peynirler gibi gida maddelerine ilave
edilen nitrit ve nitrat tuzlar1 nitrozamin olusumunu arttrir.

Balik ve et iirlinleri i¢in kullanilan tiitsiileme islemi sirasinda havada azot
(N) oksitlerinin olusumu, bu gidalardaki nitrozamin olusumuna neden olur.
Kurutma srrasinda yanict gazlarin kullanildigi, bira ve viski iiretiminde
maltin kurutulmasi, baharatlarin hazirlanmasi i¢in bitkilerin kurutulmasi, siit
tozu tretiminde yagsiz siit triinlerinin kurutulmas: gibi islemleri sirasinda
azot oksitleri olustugu i¢in nitrozaminlerin olusumu da artar.

Konserve ve tursular gibi tuzlanarak uzun siire bekletilen bitki kokenli gida
maddelerinde bulunan nitrat mikrobiyolojik olarak nitrite indirgenir ve nitrit

miktarinin artmasiyla nitrozamin olusumu artar.

e) Nemli sartlarda bekletilen gida maddelerinde Fusarium monilifurme tiiri

mantar olusumuna bagli olarak nitrozamin olusumu artar.

3.1.3. Cevresel Nitrozaminlerin Olusumu

Nitrozaminler, igme sulari, ylizey ve yeralt1 sulari, atik sular, toprak,

partikiiler madde, i¢ ve dis hava gibi ¢esitli cevre ortamlarinda bulunmaktadirlar.

Bu bilesikler, endiistriyel kaynaklardan ¢evreye karisabildikleri gibi 6zellikle atik

sular ve igme sularinda, ortamdaki amin ve amid gibi N icerikli organik

bilesiklerin nitrit ve nitratin kimyasal tiirevleri olan nitrozolama ajanlariyla klasik

nitrozlama veya oksitleme reaksiyonlar1 sonucunda olusabilmektedirler. Zirai

kimyasallarin bir ¢ogu bozulduklarinda sekonder aminleri olusturabilen yapilar
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icermektedir. Bu tiir pestisitlerin asir1 ve yaygin kullanimi sonucunda ¢evredeki
sekonder aminlerin birikimi artmakta ve bu da nitrozaminlerin olusumunu
artrmaktadir. Topraga karigan bu bilesikler yagmurla birlikte sulara da
karigmaktadir. Topraktaki sekonder amin, nitrit/nitrat konsantrasyonu ve pH

nitrozamin olusumunda biiyiik rol oynamaktadir (19, 29).

3.1.4. Nitrozaminlerin Etki Mekanizmalarn

Fizyolojik sartlar altinda kararli olan nitrozaminlerde nitrozo grubuna bagli
karbon (C) atomunda sitokrom P-450’ye bagli olarak hidroksillenmesi sonucunda
a-hidroksinitrozamin olusur. Bu bilesikteki C-N bagmin kopmasi sonucu bir
aldehitin kendiliginden ayrilmasiyla alkildiazo hidroksit olusur. Alkildiazo
hidroksitin parg¢alanmasi sonucunda olusan elektrofilik alkildiazonyum iyonu,
cesitli hiicrelerin niikleofilik bolgelerinde reaksiyona girerek tiimor olusmasinda
etkili olan ara triinleri olusturur. Kanser baslangicini teskil eden tiimorlesme,
genellikle DNA’ya akil gruplarinin  baglanmasi sonucu ©nemli hiicresel

faaliyetlerin degismesiyle olusur (29, 30) (Sekil 1).
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Sekil 1: Nitrozamin Metabolizmasi (31)

Cesitli yollarla viicuda aliman nitrozaminlerin bir kismi viicutta inaktivite
edilir ve idrar yoluyla disar1 atilir. Herhangi bir gida maddesiyle viicuda alinan
belirli diizeydeki nitrozaminlerin insan viicudunda tek basina kanser olusturma
riski diisiiktiir. Ancak solunan hava ve sigara gibi degisik kaynaklardan siirekli
alinan farkl tlirdeki nitrozaminler, kanser olusum riskini artirirlar. Ayni1 zamanda
insan viicudunda kendiliginden olusan nitrozamin bilesikleri de kanser olusum

riskinin artmasinda rol oynayabilir (29, 32).
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Basta DEN olmak {izere nitrozaminler toksik etkilerini oncelikle kanda,
ama Ozellikle karacigerde olustururlar. Cok sayida ilag da sodyum nitritle birlikte
alindiklarinda, nitrozaminlerin olusumuna ve karacigerde kanserli hiicrelerin
artmasina yol agmaktadir. Ayn1 zamanda kan akimmin fazla oldugu bobrekler gibi
diger organlar da bu durumdan karacigere gore daha diisiik diizeyde de olsa

etkilenirler (9).

3.1.5. Nitrozaminlerin Cevre ve Insan Saghgina Etkileri

Nitrozaminler, kuvvetli kanserojen etkiye sahip maddeler olmalari
yaninda; mutajenik ve teratojenik etki de gosterirler. Degisik ¢evre Orneklerine
biiyiik 6l¢iide dagilmis olarak bulunan nitrozaminlerin, insanlar ve laboratuvar
hayvanlar1 {izerindeki etkileri uzun yillardir bilinmektedir (22, 33). Giiniimiize
kadar 300 civarinda nitrozo bilesigi test edilmis ve bunlarin %90’ mimn deney
hayvanlarinda kanser olusumuna yol agabilecegine yonelik 6nemli bulgular elde
edilmistir (34). Fare, balik, tavsan gibi bircok hayvan tiirii iizerinde yapilan
caligmalarda nitrozaminlerin karaciger, akciger, bobrek, idrar kesesi, yemek
borusu, mide, bagirsak beyin ve sinir sistemi gibi onemli organlarda timor
olusturdugu tespit edilmistir. Bu olusumlar nitrozaminlerin yapisina ve alinan
miktarma bagli olarak bir veya birkag¢ organda goriilebilmektedir (35-38). 1981°de
Ulusal Bilimler Akademisi giinliik ¢esitli gidalardan alinan 1 pg nitrozaminin
kanser riskini arttirabilecegini belirtmistir. Sigara icen bir kisinin giinliik olarak 17
pg nitrozamine maruz kaldigi bilinmektedir. Bununla birlikte plastik fabrikalar1
gibi endiistrilerde ¢alisan kisilerin ¢ok yiiksek seviyelerde nitrozaminlere maruz

kaldiklar1 tespit edilmistir. Nitrozaminler tiitiin {irlinlerindeki en Onemli
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kanserojen smiftaki bilesiklerden olup tiitiin iriinleri ve kanser olusumu
arasindaki iligkinin son derece yiiksek oldugu bilinmektedir (30).

Nitrozaminlerin insanlar iizerinde hangi miktarda kanserojen etki
gosterdigi tam olarak bilinmemektedir. Deney hayvanlarindan elde edilen
sonuglar, bu hayvanlarin morfolojik ve biyokimyasal Ozellikler yoniinden
insanlara benzemelerinden dolay1 insanlara uyarlanmaktadir. Deneysel ¢alismalar
ve epidemiyolojik bulgular insanin kanserojenik nitrozaminlerden ¢ok c¢abuk
etkilendigini ve bir¢cok gida iriiniinde olusabilen bu bilesiklerin insanda kanser
olusmasinda etkili bir risk faktorii oldugunu gostermistir (35, 39). IARC
nitrozaminlerin insanlar {izerindeki etkisini iki grupta toplamistir. Grup 2A
nitrozaminler (DMN ve DEN gibi); insanlar i¢in kanserojen etkisi muhtemel,
Grup 2B nitrozaminler ise (nitrozomorfolin, nitrozopiperidin, nitrozodietanolamin

gibi); insanlar i¢in kanserojen etkisi yiiksek bilesiklerdir (40).

3.1.6. Nitrozaminlerin DNA Uzerine Etkileri

DNA’nm dialkilnitrozaminlerle alkillenmesi bir seri degisik reaksiyonlar
sonucunda gerceklesir. Fare akcigeri {lizerinde yapilan bir ¢alismada DNA’ya
metil grubunun baglanmasiyla olusan iiriinlerin %90’1min DMN’nin metabolik
aktivasyonu sonucu olustugu tespit edilmistir. Nitrozaminlerin canli viicudunda
meydana getirdikleri degisimlerden bazilar1 biyolojik bakimdan 6nemlidir. Bu
reaksiyonlar DNA’nin anormal eslesmesine ve tiimor olugmasina neden
olmaktadir (30, 41).

Nitrozaminlerin canli organlarinda meydana getirdigi kanserojenik

etkilerin farkliligi, viicutta meydana gelen iki olaya bagli olarak agiklanabilir.
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Bunlardan birincisi; canli viicudunda farkli dokulardaki enzim alt smiflarinin
farkli aktivasyon kapasitesine sahip olmasi, ikincisi ise; ayni organdaki farkl
hiicre tiplerinin veya farkli organlardaki ayni hiicre tiplerinin alkil guanini farkl
yenileme tiplerine sahip olmasidir. Nitrozaminler genellikle uygulama yerinden
uzakta sistematik tiimorler olustururlar (30, 41).

Nitrozaminlerin metabolik aktivasyonu sonucu spontan olarak olusan
nitrozoiire, hedef doku veya hiicrenin DNA’s1 ile etkilesime gecerek bazlarin
degisimine sebep olmakta ve tiimor olusum mekanizmasini baslatmaktadir.
Uzerinde ¢alisilan tiim deney hayvani modellerinde nitrozaminlerin mutasyonlara
sebep oldugu, tiimor olusum ihtimalini artirdigi, kanserojen ve mutajenik etkisini
cogu zaman mikrozomal sistem vasitasiyla aktive olduktan sonra gosterdigi
bildirilmistir (42). Phillipson ve loannides (43) insan, fare, sican, hamster ile
domuzda farkli nitrozaminlerin mutajen 6zellikleri incelemisler ve bu kimyasal

bilesiklerin farkli oranlarda mutajenik etki gosterdiklerini bildirmislerdir.

3.1.7. Nitrozo Bilesikleri ve Kanser ile iliskisi

Epidemiyolojik arastirmalarin sonuglarina gore, insanda kanserin baslica
sebebinin  (%60) beslenme ile iliskili oldugu disiinilmektedir. Kanser
olusumunda gida maddelerindeki hangi katki maddelerinin sorumlu oldugu
arastirilmaktadir. Nitrozo bilesikleri 20. ylizyilin basmdan beri kimya
literatiiriinde tanimlanmis olsa da, 1956 yilina kadar dikkat ¢cekmemistir. Kuru
temizlemede ¢Oziicii olarak kullanilmasi1 Onerilen maddelerin kanserojen
potansiyellerinin rutin taramasi sirasinda, DMN’nin farelerde karaciger kanserine

neden oldugunun rapor edilmesiyle, nitrozo bilesikleri ve nitrozaminlerin toksik
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etkilerinin arastirilmas1 hiz kazanmistir. Bir diger bulgu ise, canlilarda hangi
organin hangi nitrozo bilesiginden etkileneceginin canlinin tiiriine ve kanserojenin
kimyasal yapisina gore degiskenlik gostermesidir. Bazi nitrozo bilesiklerinin ise
kanserojen olmadig1 tespit edilmis ve bu sonuglar bilesiklerin kanser olusum
mekanizmalarinin ortaya konulmasi bakimindan 6nemli bilgiler elde edilmesine
imkan saglamistir. Elde edilen verilere ragmen, herhangi bir nitrozo bilesiginin
belirli tiimoér olusum mekanizmasindaki roliinii tam olarak agiklamak heniiz
miimkiin olmamaktadir. Doz, alim siklig1 ve sekli, etkilenen organm farkli
olmasma neden olabilmekte (akciger, bobrek ya da karaciger gibi) ve tliimdriin
olustugu hedef hiicrenin degismesine yol acabilmektedir (34, 35, 44).

Kolon kanseri riskinin, giinliik 25 g kiirlenmis (nitritle korunan) kirmizi et
tilketimiyle %49 oraninda arttigi, buna karsin giinlik 100 g kiirlenmemis et
tiiketimiyle yalnizca %12-17 diizeyinde artis gosterdigi ortaya konmustur (45).

Aragtirilan bir¢ok nitrozo bilesigi icinde, insanlarm laboratuvar disinda
maruz kalabilecegi ¢cok az sayida, kararli ve dogrudan etkili olmayan nitrozamin
mevcuttur. Bu nitrozaminlerin deney hayvanlarinda karaciger, akciger, bobrek,
mesane, pankreas, yemek borusu ve dil gibi ¢esitli organlarda kanser olusumunu
tetikledigi ancak cilt, beyin, kolon ve kemiklerde kanser olusumuna sebep
olmadig1 rapor edilmistir. Alkilnitrozotireler veya alkilnitrozokarbamatlar gibi
dogrudan etkili nitrozaminlerin ise sinir sistemi, mide, gastrointestinal sistem ve
kemiklerde timor olusturdugu bildirilmistir (46). Alkilnitrozotirelerin 6zellikle
gebeligin son déneminde plasenta yoluyla fare yavrularma gecerek beyin ve sinir
sisteminde tlimor olusumunun potansiyel tetikleyicisi oldugu uzun zamandir

bilinmektedir. Bundan dolayidir ki, insanlarda &zellikle gocuklarda goriilen beyin
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tiimorlerinin sebebi olarak besinler ile alman alkilnitrozotire ile ilgili arastirmalar
hiz kazanmustir. Sinir sistemi i¢in kanserojen oldugu bilinen pek az madde vardir.
Bunlarin higbiri alkilnitrozotireler kadar etkili degildir. Amerika Birlesik
Devletlerinde yapilan bir ¢alismada haftada bes veya daha fazla sosisli sandvig
tilkketen ¢ocuklarda pediatrik sinir sistemi tiimorlerinin daha ytliksek oranda oldugu
rapor edilmistir (46, 47).

Hayvanlarda nitrozo bilesiklerinin neden oldugu tiimorlerin birgogunun
insanlarda goriilen tiimorlere benzerlik gostermesi, insanlarda goriilen tiimorlerin
kaynaginda da nitrozo bilesiklerine maruz kalmanin etkili olabilecegi
belirtilmistir. Insanlarda goriilen pek ¢ok kanser tiiriiniin kesin kaynagi
bilinmemektedir. Ancak gida maddelerinin tiiketilmesiyle nitrozo bilesiklerine
yaygin maruziyet ile kanser arasindaki iliski dikkat edilmesi gereken 6nemli bir

faktordiir (45, 46).

3.2. Dietilnitrozamin (DEN)

Karsinojen bir madde olan DEN tarimda kullanilan kimyasallardan,
insektisitlerden ve nitrattan sekillenebildigi gibi, sigara dumanmda var oldugu ve
bunun yaninda besinlerde bulunan nitratin midede sekonder ve tersiyer aminlerle
birlesmesi neticesinde de olusabildigi bildirilmektedir. Ayrica DEN, kaucuk
endiistrisi gibi 13 sahalarinda, alkolli ickiler ve islenmis et iriinlerinde
bulunmakta, bazi terapétik ilaglarin karacigerde metabolize edilmesi sirasinda da

ortaya ¢ikabilmektedir (48).
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DEN, molekiiler formiilii (C2Hs)>2NNO, molekiil agirhgi 102,14 g/mol,
kaynama noktasi 177°C, yogunlugu 0,95 g/ml olan, suda, lipitlerde ve ¢esitli

organik ¢oziiciilerde ¢oziinebilen bir hepatokarsinojendir (49) (Sekil 2).

HsC ——
N—N_
HC — O

Sekil 2: DEN’in Molekiiler Formiilii (49)

Cevresel bir karsinojen ve hepatotoksin olan DEN deneysel hayvan
modellerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. DEN insanlarin maruz kaldig: sigara
dumani, et ve viski gibi bircok ¢esit lirlinde bulunmaktadir ve karacigerde

dejeneratif, proliferatif ve neoplastik lezyonlara sebep olmaktadir (48, 50).

3.2.1. DEN’in Biyolojik Olarak Aktivasyonu

DEN karacigerde sitokrom P-450 izoenzimleri tarafindan hidroksile
edilmekte ve alkilasyon mekanizmasi ile biyoaktif hale gelmektedir. Aktivasyon
sonucu baslica etil radikali (CH3CHz2’) olmak tizere radikal karakterde metabolitler
meydana gelir (Sekil 3). DEN tarafindan tiretilen bu radikaller karsinojenez
stirecinde baslica stimiilatordiir. Kararsiz yapilar1 nedeniyle basta lipitler,
proteinler ve niikleik asitler olmak {izere tiim hiicre bilesenleri ile etkilesebilme ve
onlara zarar verme Ozelligindedir. DNA ile etkilestiklerinde O°-etil deoksi
guanozin, O* ve O° -etil deoksi timidin gibi promutajenik iiriinler olustururlar. Bu
iriinler DNA’da hasara, depiirinasyona, zincir kiriklarma ve siklikla kodlayict gen

dizilerinde bozulmaya yol agabilir (51, 52).
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Sekil 3: DEN’in Metabolizmasi (52)

DEN’ler elektrofilik maddeler olmalar1 nedeniyle niikleik asit ve
proteinlerdeki niikleofilik atomlara baglanirlar. Karsinojenik elektrofiller
tarafindan proteinlerde degisiklige ugratilan niikleofilik atomlar, methionin ve
sisteindeki kikirt, histidindeki halka N’u ve tirozindeki 3. C atomu olarak

belirlenmistir (51-53).
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3.2.2. DEN ve Serbest Radikaller ile iliskisi

Tiimor olusumundan sorumlu olan lipid peroksidasyonu (LPO) ile DEN
aktivasyonuyla c¢evresel serbest radikaller arasinda iligki gosterilmektedir.
Ozellikle karaciger DNA’sinda DEN’in doz bagimli davranisi ile yiikselen
8-hidroksi-2'- deoksiguanozin (8-OHdG) diizeylerinin DNA’nimn oksidatif hasarini
belirttigi rapor edilmistir. 8-OHdG miktar1 DEN verilmesinden 6 saat sonra
yiikselmektedir. Bununla beraber antioksidanlarin DEN’in meydana getirdigi
hepatik karsinomaya kars1 koruyucu etkileri i¢cin kullanildig1 gosterilmektedir. Bu
olay DEN ile baslayan hepatik karsinogeneziste serbest radikallerin énemli bir
yere sahip oldugunu gostermektedir. DEN’den tiireyen serbest radikaller in vitro
deneyler sirasinda mikrozomal metabolizma yoluyla olusmaktadir, bununla
beraber in vivo serbest radikallerin yiikselmesinin doku hasariyla ilgili oldugu
daha kesin degildir. Bu sonuglar DEN’in metabolizmasinin sitokrom P-450 ile
oldugu ve olusan serbest radikallerin goze c¢arpan bigimde artmasinin DEN’in
sitokrom  P-450 yoluyla metabolizmasina ve serbest radikallerine
baglanabilecegini gostermektedir (54).

DEN, reaktif oksijen tiirleri (ROT)’nin artmasma sebep olarak oksidatif
stres ve hiicre hasarina neden olur. ROT’nin iretimi DEN’in karsinojenik
etkilerinden sorumlu olabilir (54, 55). ROT’nin hiicre i¢i yiiksek seviyeleri
mitokondrial hasar, DNA modifikasyonu ve LPO’na yol agiyor olmasi nedeniyle,
insanlarda kanseride igeren bircok hastalilk durumuyla sonuclanir. DEN’e
maruziyette nonparenkimal hiicrelerde bir inflamatuar yanit ortaya ¢ikar. Birgok
sitokin ve biiylime faktorii salgilanir. Bunlar DEN indiiklii mutasyonlar1 tagiyan

sessiz hepatosit hiicrelerini proliferasyona tesvik eder. Bu proses yavru hiicrelere
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genetik degisimlerin transmisyonunu saglar. Bunu karaciger neoplastik
progresyonu, artmis proliferasyonu, displazi, hepatoselliler adenom ve
hepatoselliiler karsinomaya doniisiim takip eder (54, 56).

DEN’in metabolitleri, DNA'ya bir veya iki oksidasyon saglayan elektron
ile kovalent baglanarak tiimor promotorlerinin baglanmasina yardim eder. Timor
promotorii de bir siiperoksit radikali (O2”) indiikleyicisi gibi davranarak reaktif
oksijen molekiilleri ve hidrojen peroksit (H202) meydana gelmesine neden olur.
Bu olay ile O2" ve H20. miktarmin artis1 gergeklesir. Bu artis, koruyucu
antioksidan mekanizmanin azalmasi ve fazla miktarda hidroksil radikali (OH")
meydana gelmesine neden olur. Bunun sonucunda da DNA'nin yapisinda
kopmalar ve deoksiriboz pargalanmalar1 meydana gelir. Reaktif OH' ayrica, lipid
membran yag asitlerinin yapisindan hidrojen (H) atomlarin1 aywrir. Hidroperoksit
radikalleri, H atomlar1 ile doymamis c¢ok karbonlu yag asitlerinin karbonil
gruplariyla birleserek, lipid H20, diizenlenmesindeki zincir reaksiyonundan H’i
ayirir. Dolayisyla Oz~ ve hidroperoksit radikalleri LPO’nun artmasina sebep olur
ve hiicre membraninda hasar artis1 olusur (54, 55, 57).

Sonug olarak DEN ile tiimor gelisimi ve erken asamalarda serbest radikal
meydana gelisi arasindaki klinik belirginlik dikkat c¢ekicidir. DEN gibi
nitrozaminler baglica sitokrom P-450 monooksijenazlar vasitasiyla metabolize
olmaktadir ve lipid radikaller in vivo mikrozomal metabolizma yoluyla
olugsmaktadir. Bu sonuglar karacigerde lipid bagl serbest radikallerin DEN

verilmesinden 1-24 saat i¢inde olustugunu belirtmektedir (54, 55).
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3.2.3. DEN’in Karacigerde Tiim6r Olusumundaki Rolii

Kanser arastirmalarmmda timor indiikleyici olarak genellikle DEN
kullanilmaktadir (58-60). DEN’in yapisinda amid, {irecaz ve C igeren bilesikler
bulunur. Amin igeren gidalarin alinmasinda, mide suyunda nitrit ile birlesen amin
son lriin olarak DEN’in olusumunu saglar. DEN sanayide, fiber endiistrisinde
kopolimerlerin yumusaticist ve yag tretiminde katki maddesi olarak kullanilir.
DEN, kanser olusumunda direkt etkiye sahiptir. Bunun anlami enzimlere bagh
olmaksizin DEN’in kendiliginden hidrolize olmasidir (61). iki hidroksilasyon
reaksiyonu ile aktive olan DEN’in bu biyolojik aktivasyonu sitokrom P-450
tarafindan katalizlenir. Elde edilen verilerden biri DEN’e maruz birakilan 40 veya
daha fazla tiir canlinin tamaminin kanserojenik etkiden paymni almasidir (62, 63).

DEN’in test edildigi kemirgen, siirlingen, yumusakca, kus ve maymun gibi
farkli canlilarda karaciger timorii olusumunu tetikledigi goriilmistiir (63, 64).
Bununla birlikte anatomik, fizyolojik ve biyokimyasal bakimdan insana daha
yakin olan primatlarda yapilan ve nitrozaminlere uzun siireli maruz kalmanin
etkilerinin arastirildigi bir galismada, DEN verilen tiim maymunlarda iki yil i¢inde
karaciger kanseri meydana geldigi, vakalarm ¢ogunun malign tiimor olusumu ve
Olimle sonuglandig1 rapor edilmistir. Nitrozopiperidin ve nitrozodipropilaminin

ise daha az Oliim oranlartyla sonuclanan kansere neden olduklar1 bildirilmistir

(65).
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3.3. Serbest Radikaller
Serbest radikal terimi bagimsiz olarak bir veya daha fazla ortaklanmamis
elektronu bulunan atom veya molekiiller i¢in kullanilmaktadir. Atomlar bir
cekirdek ve cevresinde bulunan farkli sayidaki elektronlardan meydana gelirler.
Elektronlar orbital adi verilen yoriingelerde enerji diizeylerine gore belirli bir
diizende yerlesmis olarak hareket halindedirler. Her orbitalde zit yonlerde donen
iki elektron mevcuttur. Bu haliyle elektronlar stabildir. Radikaller ise
ortaklanmamuis elektronlar1 yiiziinden non-radikallere gore kararsiz, kisa omiirlii
ve daha az stabildirler. Ortaklanmamis elektronlar atom veya molekiiliin kimyasal
reaktivitesini arttirarak, daha aktif hale getirirler. Organik veya inorganik molekiil
olabilen serbest radikaller, pozitif yiikli, negatif yiikli ya da notr halde
bulunabilirler (66, 67).
Serbest radikaller {i¢ yolla meydana gelir:
1. Kovalent bagli normal bir molekiiliin, her bir parcasinda ortak kullanilan
elektronlardan biri kalacak sekilde homolitik boliinmesi ile;
XY ->X+Y
2. Normal bir molekiilden tek bir elektron kaybi1 veya bir molekiiliin heterolitik
boliinmesi: Heterolitik boliinmede kovalent bagi olusturan her iki elektron
atomlarin birinde kalir. Boylece serbest radikaller degil, iyonlar meydana
gelir. Askorbik asit, rediikte glutatyon (GSH) ve tokoferoller gibi hiicresel
antioksidanlar radikal tiirlere tek elektron verip radikalleri indirgerken,
kendilerinin radikal formu olusur.

XY - X:+VY*
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3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi ile; radikal 6zelligi
tasimayan bir molekiile tek elektron transferi ile dis orbitalinde
paylagilmamis elektron olusuyorsa bu tiir indirgenme radikal olusumuna
sebep olabilir. Molekiiler oksijen (0O2)’in tek elektron ile indirgenmesi,
radikal formu olan Oz~ olusumuna neden olur (68).

A+e— A"

Serbest radikaller organizmada normal olarak meydana gelen metabolik
olaylarn isleyisi esnasinda meydana geldigi gibi ¢esitli dis etkenlerin etkisi ile de
meydana gelmektedir. Kisa yasam siiresine sahip, fakat yapilarindaki dengesizlik
nedeniyle c¢ok aktif yapida olan serbest radikaller tiim hiicre bilesenleri ile
etkilesime girebilme yetenegi gostermektedir. Eslenmemis elektron bu
molekiilleri oldukga reaktif hale getirir. Etkilesime girdikleri molekiilden bir
elektron alarak veya ona bir elektron vererek molekiiliin yapisini bozarlar.
Boylece radikal olmayan bir yapi, radikale dontismiis olur (66, 69).

H atomu eslesmemis elektronu ile bir radikaldir. Halojen atomlar, oksijen
tirleri, klor (Cl) ve brom (Br) gibi tek atomlu yapilar, sodyum, potasyum gibi
alkali metal atomlar1 ile nitrik oksit (NO) ve nitrojen dioksit gibi atom
kombinasyonlar1 radikal olarak tanimlanmaktadir. Gegis metalleri (bakir (Cu),
demir (Fe), mangan (Mn), molibden (Mo)) ortaklanmamis elektronlara sahip
olduklar1 halde serbest radikal olarak sayilmazlar. Ancak reaksiyonlar1
katalizledikleri i¢in serbest radikal olusumuna yardimeci1 olurlar. Biyolojik
molekiiller genellikle kovalent bagli olup non-radikaldirler (66, 67).

Bugiin hastaliklarda serbest radikallerin roliinliin arastirilmast hiz

kazanmustir. Ozellikle basta kanser olmak iizere kardiyovaskiiler hastaliklar,
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diyabet, romatoid artrit gibi pek ¢ok hastalikta ve yaslanma olayinda etkileri agiga
kavugsmustur (66, 67, 69, 70). Son yillarda serbest radikallerin beslenmeyle olan
iligkileri de ortaya cikinca, konu bilim adamlarinca daha yogun ve genis ¢apta

arastirilmaya baglanmistir.

3.3.1. Serbest Radikal Tiirleri

Aerobik metabolizmas1 olan memelilerde baslica serbest radikal
kaynaginin O tiireyen serbest radikaller oldugu kabul edilmektedir. Aerobik
organizmalarin yasamlarmi devam ettirebilmeleri i¢in organik molekiillerden
enerji agiga ¢ikarmada O2’1 kullanma mecburiyetinde olmalari, bu canlilari, O2’in
toksik metabolik iiriinleri ile beraber yasamak zorunda birakmustir (66, 67).

O2’in  eslenmemis elektron igerdigi, atomik Oz molekiiliiniin ise
eslenmemis iki elektrona sahip oldugu bilinmektedir. Bunun igin O2 bazen bir
diradikal olarak da degerlendirilir. O2’in bu 6zelligi onun diger serbest radikallerle
kolayca reaksiyona girmesini saglar. Radikal olmayan maddelerle ise ¢ok daha
yavas bir sekilde reaksiyona girer. Ciinkii O2’in son yoriingesindeki elektronlarin
paralel spinlerde olmasi, O molekiiliiniin iki elektronu birden almasini ve
kimyasal bag olusturabilmesini engeller. Bu nedenle O, molekiilii tek elektron

almaya daha yatkindir (66, 69) (Sekil 4).

CEP I CE D
O 0O

Sekil 4: Oksijen Molekiiliindeki Elektronlarin Paralel Spin Yapis1 (66)
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O tam olarak indirgendigi metabolik reaksiyonlarda son iiriin olarak su
(H20)’ya indirgenir. O2’in H2O’ya indirgenmesi sirasinda, kismi rediiksiyonla ya
da rediiksiyonun ara basamaklarinda metabolit olarak ¢ok sayida yiiksek derecede
reaktif ara {irlinler agiga ¢ikar. Bu ara iiriinlerin hepsi radikal olmadig1 i¢cin ROT
terimi kullanilmaktadir (66, 70, 71).

Biyolojik sistemlerde meydana gelen serbest radikallerden en G6nemli
olanlari, Oz’den olusan serbest radikallerdir. Bununla birlikte organizmada O:
tiirevi serbest radikaller haricinde az miktarda C ve kiikiirt merkezli radikaller de
meydana gelmektedir (72, 73).

e ROT; O radikallerini ve oksitleyici ajanlar1 kolayca radikal haline
dontistiiren, radikal ve radikal olmayan O3 bilesikleri iceren kompleks
bir tanimdir.

e Reaktif Nitrojen Tiirleri (RNT); ise nitrik oksit radikali (NO=), nitrojen
dioksit radikali (NO2) ve radikal olmayan N bilesikleri igeren

kompleks bir tanimdir.

3.3.2. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

Aerobik organizmalar yasadig siirece, O2’den elde edilen ve ROT olarak
isimlendirilen metabolitlere maruz kalirlar. Bu metabolitlere, O>’in indirgenmesi
ile meydana gelen O, H20, ve OH’; karbon merkezli radikaller ile O2’in
reaksiyonu ile olusan peroksil radikali (ROz2¢), alkoksil radikali (RO¢) ve organik
hidroperoksitler (ROOH) ile diger serbest radikal formundaki hipoklordz asit
(HOCI), peroksinitrit (ONOO"), NOs, NOz+ ve singlet oksijen (*O, ) dahil

edilebilir (66, 73, 74).
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ROT’ni radikal olan ROT’leri ve radikal olmayan ROT’leri olarak
ayrrabiliriz (Tablo 2).

Tablo 2 : Baz1 Reaktif Oksijen Tiirleri (66)

Radikal Olan ROT’lar Radikal Olmayanlar ROT’lar
Stiperoksit anyon radikali (O2") Hidrojen peroksit (H202)
Hidroksil radikali (OHe ) Lipid hidroperoksit (LOOH)
Peroksil radikali (RO2* ) Hipohal6z asid (HOX)
Alkoksil radikali (RO¢) N-halojenli aminler (R-NH-X)
Semikinon radikali (HQ¢) Singlet oksijen (*O,)

Organik radikaller (R¢) Ozon (03)

Organik peroksit radikali (RCOOv) Azot dioksit (NO2)

Nitrik oksit radikali (NOe) Hipokloroz asid (HOCI)
Hemoproteine bagh radikaller Peroksinitrit (ONOQO")

Elektron transport sistemde bulunan nikotinamid adenin diniikleotit
(NAD), flavin adenin diniikleotit (FAD) ve koenzim Q gibi birgok bilesik O ile
reaksiyon olusturarak O;" salinimma sebep olmaktadir. Metabolizmada
oksijenazlarin katalizledigi enzimatik tepkimelerde endojen olarak O
metabolitleri meydana gelmekte, ayrica otooksidasyon tepkimeleri sonucu
enzimatik olmayan kaynaklardan ROT’i olusabilmektedir. Bunlarin diginda
radyasyon, karbon tetrakloriir (CCls), halojenlenmis hidrokarbonlar gibi toksik
kimyasallar, hava kirliligi, fenthion, malathion gibi pestisitler, agwr metaller,
antibiyotikler, alkol, sigara ve uyusturucu gibi dis etkenlerde ROT iiretiminde

etkili olurlar (75).
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3.3.3. Serbest Radikallerin Olusumu

ROT, hiicrenin tiim fraksiyonlarinda olusabilme 6zelligindedir. Hiicrede
zara bagl veya serbest olarak bulunan degisik enzimlerin etkisi ile serbest radikal
olusmaktadir. Ayrica enzimatik olmayan tepkimeler sonucu gerceklesen
otooksidasyon sirasinda ve radyasyon, hava kirliligi, toksik kimyasallar, sigara
dumani, pestisitlere maruz kalma gibi bir¢ok dis etkenler ROT olusumuna neden
olmaktadir. Bu radikal meydana gelisi hiicre tiplerine gore farklilik gostermesine
ragmen, tiim aerobik hiicrelerde belirli diizeylerde radikal olusmaktadir (69, 71,
76).

Elektron sayismin c¢ekirdekteki proton sayisi ile esit olmadigi icin
dayanikli olmayan serbest radikaller, elektron konfigiirasyonlarini pozitif yiikle
dengelemeleri gerektiginden ¢ok reaktiftirler. Tek elektronunu baska bir molekiile
verebilen bu radikaller, baska bir molekiilden elektron alarak elektron cifti
olusturabilmektedirler (66, 69).

Aecrobik canlilarda Oz’in H2O’ya indirgenmesi esnasinda olusan ROT
saglikli durumlarda belirli oranlarda canliligin devamu igin gereklidir (66, 71).
O2’in bir elektron alarak indirgenmesi sonucu O2", O2"’in bir elektron almasi

sonucu ise peroksit olusur. Peroksit molekiilii de iki H atomu ile birleserek H20:

meydana getirir (Sekil 5).
E' - .
0 —= Oy 2—;+ H,0, —“!-;- OH + H,0
1
Siperoksit Hidrojen Hidroksili Sy
radikak peroksit eadiali

Sekil 5: Oksijenin Suya indirgenmesi Esnasinda ROT Olusumu (69)
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Ancak biyolojik sistemlerde H202’in asil iiretimi O™ dismutasyonu
vasitastyla gerceklesir. Iki O,™ molekiilii iki proton alarak H>O2 ve O’i meydana
getirirler. H202 bir serbest radikal olmamasina ragmen, ROT iginde yer alir ve
serbest radikal biyokimyasinda 6nemli bir rol oynar. Reaksiyon sonucu radikal
olmayan triinler olustugu i¢in bu bir dismutasyon reaksiyonu olarak da bilinir (66,

71).

3.3.4. Hiicrede Serbest Radikallerin Olusum Yerleri
Serbest  radikaller hiicrenin  tiim  fraksiyonlarinda  olusabilme
ozelligindedirler (76). Bunlar;
a) Mitokondirideki elektron transport zincir reaksiyonlari
b) Endoplazmik retikulumdaki karma fonksiyonlu oksidaz sistemi
c) Ksantin oksidaz, dopamin, B-hidroksilaz, iirat oksidaz, D-amino
oksidaz gibi enzimlerin etkinligi
d) Hiicre zarmna bagli nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH)
oksidaz, prostaglandin sentetaz ve lipoksijenazlarin faaliyeti

e) Peroksizomlarda ve lizozomlardaki metabolik olaylardir.

Serbest radikallerin katildiklar1 reaksiyonlar enzimatik ve enzimatik
olmayan kaynaklara bagli olabilir. Enzimatik serbest radikal reaksiyonlar1
arasinda solunum zinciri, fagositoz, prostaglandin sentezi ve sitokrom P-450
sisteminin ¢aligmasi sirasinda olusan reaksiyonlar sayilabilir. O tiirlerinin organik
bilesiklerle Cu veya Fe katalizorliiglinde girdigi reaksiyonlar ise enzimatik

olmayan serbest radikal reaksiyonlaridir (66, 69).
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3.3.5. Biyolojik Sistemlerde Olusan Serbest Radikaller ve ROT
3.3.5.1. Siiperoksit Radikali (O2™)

Aerobik hiicrelerde O2’in bir elektron alarak indirgenmesiyle olusan ilk
iiriin O2~’dir. O2’in potansiyel olarak toksik bir madde sayilmasinin asil nedeninin
bu doniisiim oldugu ileri siiriilmektedir. Endojen O radikallerinin en biiyiik
kaynagi olan O2™~ hem oksitleyici, hem de rediikleyici 6zellige sahiptir. O2™, H20-
kaynag1 olmas1 ve gecis metalleri iyonlarii indirgemesi nedeniyle ¢cok dnemlidir
(66, 70).

O, +e — 02

02"+ 02+ 2H"— H0; + O

Mitokondri, endoplazmik retikulum gibi selliiler trasport zincirinin ¢esitli
komponentlerinden Oz’¢ elektron sizmasiyla O2™~ olusur. Fagositik hiicrelerdeki
solunumsal patlama O, kaynagidir. Notrofillerin plazma membraninin  dis
yiiziinde yerlesmis olan NADPH oksidaz, nétrofilin uyarilmasiyla O2’e iki
elektron aktararak iki molekiil O2™ olusturur (66, 71).

Hiicrelerde O™ iireten bir baska enzim de ksantin oksidazdir. Ksantinin
iirik aside doniisiimiinii katalizleyen ksantin oksidaz, bu arada Oz~ olusumuna da
neden olur (71).

Indirgen gecis metallerinin otooksidasyonu sonucu O™ radikali olusur.

O2 + Fe*? — Fe*® + Oy™
O, + Cu* — Cu*? + 02~
Gegis metal iyonlarinin Oz ile reaksiyonlar1 geri dontisiimlii redoks

reaksiyonlarinin ve serbest radikal reaksiyonlarinin ilerlemesinde ¢ok dnemlidir.
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O, okside haldeki Fe veya Cu ile reaksiyona girebilir.
0, + Fe*® — Fe*? + O,

0~ +Cu*? > Cu* + Oy

3.3.5.2. Hidrojen Peroksit (H20>)

O2’in gevre molekiillerden 2 elektron almasi ya da O2™’nin bir elektron
almasiyla H202 olusur. O2’nin 2 H atomu ile birlesmesi sonucunda da H2O;
meydana gelir (66, 76). H.O», OH' kaynagi oldugu igin reaktif oksijen
metabolitleri arasinda 6nemli bir yeri vardir. H2O2’nin organizmada asil iiretimi
O™ dismutasyonuyla olur. Bu reaksiyon spontan olarak gelisebildigi gibi
stiperoksit dismutaz (SOD) enzimi tarafindan da katalizlenebilir. Enzimatik

dismutasyon genis bir pH araliginda gecerlidir (66, 77).

O, +2e+2H" - HO;
O,y-+e +2H"— HO»

O+ 0~ +2H" - H0; + O

Glikoz oksidaz ve D-amino asit oksidaz igeren enzimler de H2O; liretimine
sebep olabilir. H,O> mitokondriyal membranlar, peroksizomal membranlar ve
plazma membranindan diflizyon ile kolayca gecip bir¢cok bilesigi yavas yavas
okside edebilir. Uzun omiirli bir oksidan olarak mutajen ve karsinojen etki
gosterir. H2O2 serbest radikallerin neden oldugu hiicresel degisiklerde kritik bir

oneme sahiptir (67, 70, 78).
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3.3.5.3. Hidroksil Radikali (OH")
OH", H202’in O2™ ile reaksiyona girmesi sonucunda da agiga ¢ikar. Bu
reaksiyona ise ‘’Haber-Weiss Reaksiyonu’’ ad1 verilmektedir. Reaksiyon katalizor

varliginda veya katalizorsiiz olusabilir. Fakat katalizorsiiz reaksiyon ¢ok yavas

ilerler (66, 70).

H202 + O2” — OH" + OH™ + Oz (Haber-Weiss Reaksiyonu)

OH’, gecis metallerinin varliginda H>O2’nin indirgenmesiyle olusan ¢ok
reaktif bir radikaldir. Bu reaksiyon ilk kez Fenton tarafindan tanimlandigi i¢in
“Fenton Reaksiyonu’’ olarak isimlendirilmektedir. Bu reaksiyonda once ferri
demir (Fe*®) O.- tarafindan ferro demire (Fe*?) indirgenir. Sonra bu Fe*?

kullanilarak Fenton reaksiyonu ile H202’ten OH' ve OH" iiretilir (66, 70).

0" + Fe'* > O, +Fe*?
0, +H,0;, + Fe*>— OH' + OH" +0O»

Fe*? + H,0, — Fe* + OH™ + OH" (Fenton Reaksiyonu)

OH’ biitiin organizmalarda, yiiksek enerjili iyonize edici radyasyon etkisi
altinda H2O’yun O-H baglarmin homolitik pargalanmasiyla in vivo olarak
meydana gelebilir (71). OH’ yarilanma émrii ¢ok kisa olmasina ragmen, olustugu
yerdeki biitiin biyolojik molekiilleri etkileyebilir. Proteinler, DNA ve
membranlardaki poliansature yag asitleri ile etkilesime girerek zincir reaksiyonlari
baslatabilir. Ozellikle metalloproteinler OH ’nin spesifik hedefleridir. En aktif ve
en toksik serbest radikal olan OH", agiga ¢iktig1 hiicre kompartmanindan uzaktaki

hiicre bilesenleri ile diflizyona bile gerek kalmadan reaksiyona girebilir. Bu
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nedenle, endojen olarak sekillenen g¢ogu prooksidanlarin ve onlarin zararl

etkilerinin asil sorumlusu OH"dir (66, 77, 79).

3.3.5.4. Singlet Oksijen (*Oy)

10, ortaklanmamis elektronu bulunmamasi nedeniyle bir radikal olarak
degerlendirilmez. Ancak birgok serbest radikal reaksiyonlarinin baglamasma
aracilik edebilir. O2’in elektronlarindan bir tanesinin enerji almasi sonucunda,
kendi ydriingesinin tersi ydnde baska bir orbitale gegmesiyle O, meydana gelir

(66, 67) (Sekil 6).

'
-

CED
O

Sekil 6: Singlet Oksijen (66)

Serbest radikal reaksiyonlar1 sonucunda da agiga cikabilen 1O ‘in delta ve
sigma olmak tizere iKi sekli vardir. Lokositlerden salman miyeloperoksidaz
enziminin reaksiyonuyla HOCI olusur. H20> ile HOCI arasindaki reaksiyonda da
10, meydana gelir. Membran LPO’nda etkili bulunan 'O, ayn1 zamanda

mutajeniktir (66, 76).

3.3.5.5. Nitrik Oksit Radikali (NOv)

NO-’in hiicresel diizeyde koruyucu etkileri vardir. Ancak oksidatif stres
altinda O™ ile reaksiyona girerek olusturdugu ONOO™ ¢ok giiclii bir oksidandir.
ONOO" bircok biyolojik materyali direkt olarak etkilemesinin yani1 sira
proteinlerdeki tirozini nitratlagtirarak bazi hastaliklarin patogenezinde énemli rol

oynamaktadir. NOe vazomotor tonusun saglanmasmin yani sira enflamasyon
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yanitlarinda, homeostazisde, vaskiiler hiicre biiylimesinde de Onemli rollere

sahiptir (73).

NO-’in fizyolojik sartlarda O™ ile birlesmesi olduk¢a sinirlidir. Cilinki

olusan O™, hiicrede yliksek konsantrasyonda bulunan SOD tarafindan kolaylikla

ortadan kaldirilabilmektedir. Patolojik sartlarda ise hem NOe¢ hem de O™ sentezi

artmakta, olusan O>"~ SOD enzimi tarafindan yeterli bir sekilde yok edilemedigi

icin ONOO- radikali olusmaktadir (73).

3.3.6. Serbest Radikallerin Kaynaklari

3.3.6.1. intraseliiler Kaynaklar

Kiiciik  molekiillerin  otooksidasyonu:  Tioller, hidrokinonlar,
katekolaminler, flavinler, tetrahidropterinler, antibiyotikler

Enzimler ve proteinler: Ksantin oksidaz, triptofan dioksijenaz,
hemoglobin (Hb)

Mitokondrial elektron transportu

Endoplazmik retikulum ve niikleer membran elektron transport
sistemleri (sitokrom P-450, sitokrom b5)

Peroksizomlar: Oksidazlar, flavoproteinler

Plazma membrani: Lipoksijenaz, prostaglandin sentetaz, fagositlerde
NADPH oksidaz, LPO

Oksidatif stres yapict durumlar: iskemi, travma, intoksikasyon (66, 67,

80).
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3.3.6.2. Biyolojik Kaynaklan

¢ Aktive olmusg fagositler (solunum patlamasi)

e Antineoplastik ajanlar:  Nitrofurantoin, bleomisin, doksorubisin ve
adriamisin

e Radyasyon

¢ Aligkanlik yapan maddeler: Alkol ve uyusturucular

e Cevresel ajanlar (hava kirliligi yapan fotokimyasal maddeler, hiperoksi
pestisidler, sigara dumani, solventler, anestezikler, aromatik
hidrokarbonlar)

* Stres (66, 67, 80).

3.3.7. Serbest Radikallerin Organizmaya Etkileri

Serbest radikaller olduk¢a reaktif Ozellikte olduklarindan hiicre
organellerine zarar verebilirler ve bir¢ok hastalikta rol oynayabilirler. Dejeneratif
hastaliklarin ¢ogunun serbest radikal reaksiyonlar1 kaynakli oldugunu gdsteren
kanitlar bulunmaktadir. Bu hastaliklar arasinda ateroskleroz, kanser, enflamatuar
eklem hastalii, astim, diyabet ve dejeneratif g6z hastaligi, norolojik hastaliklar,
romatoid artrit gibi romatolojik hastaliklar ve yaslanma sayilabilir (67, 69, 81).

Serbest radikal patolojisi, hiicre membranlarindaki makromolekiillerin ve
diger makromolekiillerin yliksek oranda radikal reaksiyonlarma maruz kalmasini
icerir. Serbest radikaller reaktif yapilarindan dolayi, basta lipitler, proteinler ve
niikleik asitler olmak iizere yiikseltgenebilen tiim hiicre bilesenleriyle etkilesime

girebilmektedirler (67, 69, 82).
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Reaktivitelerine  bagli olarak, serbest radikaller tiim hiicresel
komponentlerle defalarca reaksiyona girer ve hiicre i¢in ¢ok toksiktir. Tiim
hiicresel komponentler doymamis baglar ve tiyol gruplar1 seviyesinde serbest

oksijen radikalleriyle reaksiyona girebilir (70, 71, 82, 83).

3.3.7.1. Lipidlere Etkileri

Biyomolekiillerin hemen tiimii serbest radikaller tarafindan tutulabilir.
Ama en ¢ok maruz kalan lipitlerdir. Hiicre membranlart doymamis yag
asitlerinden zengindir ki bunlar okside edici radikaller tarafindan kolayca
tutulurlar. Doymamis yag asitlerinin oksidatif yikimi olan LPO hasar vericidir.
Cinki kendiliginden ilerleyen zincir reaksiyonlar1 devam eder. LPO iirtinlerinden
malondialdehit (MDA), membran komponentlerinde ¢apraz baglanma ve
polimerizasyona yol agmakta ve DNA’nin nitrojen bazlari ile reaksiyona girerek

karsinojenik 6zellik tagimaktadir (83).

3.3.7.1.1. Lipid Peroksidasyonu (LPO)

Serbest radikallerce baslatilan ve hiicre membranmin yapisinda bulunan
lipidlerin oksidasyonu ile sonuglanan bu olay LPO olarak bilinir. LPO fosfolipid,
glikolipid, gliserid ve sterollerin yapisinda bulunan poliansature yag asitlerinin
ROT’nin etkisiyle alkol, aldehit, hidroksi asit, etan ve pentan gibi ¢esitli iirlinlere
yikilmasini1  kapsayan reaksiyonlar dizisidir. Bu kimyasal reaksiyonlar
organizmada meydana gelen kuvvetli oksitleyici bir radikalin zar yapisindaki
poliansature yag asidi zincirindeki o-metilen gruplarindan H atomunu

uzaklastirmasi ile baslamaktadir (83, 84) (Sekil 7).
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Sekil 7: Lipid Peroksidasyonunun Ilerlemesi ve Dallanmasi (66)

Kuvvetli oksitleyici radikal ¢ogu zaman OH”dir. 'O, ve NO’inde LPO
baslaticist oldugu bilinmektedir. H atomunun uzaklagmasiyla lipit radikalleri
meydana gelmekte ve bu lipit radikalleri otooksidasyona neden olarak LPO’nun
zincir reaksiyonu seklinde ilerlemesini saglamaktadir (83, 84).

Zincir reaksiyonu kendi kendini devam ettirme 6zelligi bulundugundan ve
geri  doniisiimsliz  oldugundan otiri  LPO metabolizma i¢in en zararh

reaksiyonlardan biridir (66, 83, 84) (Sekil 8).
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Lipid Liptd Radikali Lipid Radikali Liptd Peroksi Radikals
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Malondialdehit (MDA) Endoperoksit Liptd Hidroperokstt

Sekil 8: Lipid Peroksidasyonu ve MDA Olusumu (66)

LPO’nun sonlanma basamaginda olusan en énemli {iriin MDA dir. Ug ya
da daha fazla ¢ift baga sahip yag asitlerinin peroksidasyonu ile olusan MDA,
membran bilesenlerinin polimerizasyonuna ve ¢apraz baglanmalarina sebep olur.
Ayrica deformabilite, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre yiizeyindeki
determinantlarin birikimi gibi membran Ozelliklerini degistirebilir. Bunlarin
disinda MDA, hiicre membranindan kolayca gec¢ip, DNA’nin N’lu bazlar ile
tepkimeye girmekte ve DNA zincirlerinde kopmalar1 meydana getirmektedir (66,
84). MDA yag asidi oksidasyonunun bire bir gostergesi degildir, ancak LPO’nun
derecesiyle ilgili iyi bir iligki gosterir. Bu sebeple organizmada olusan LPO
diizeyini Olgmek i¢in MDA seviyelerinin 6lgiimii, siklikla kullanilan bir
yontemdir. Metot MDA ile tiyobarbitiirik asit (TBA)’in reaksiyon olusturmasi
esasma dayanir. MDA, TBA ile pembe renkli bir kompleks olusturmakta ve
olusan bu ¢ozeltinin absorbans degerlerinden LPO’nun derecesi saptanmaktadir

(83-85) (Sekil 9).
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Sekil 9: MDA ile TBA’nin Reaksiyonu (66)

3.3.7.2. Karbonhidratlara Etkileri

Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucunda peroksitler, H.O>, glioksal
ve okzoaldehitler meydana gelirler. Okzoaldehitler DNA, RNA ve proteinlere
baglanarak antimitotik etki gosterirler. Boylece kanser ve yaslanma olaylarinda
rol oynarlar. Yine bag dokunun 6nemli mukopolisakkariti olan hiyaliironik asit,
H>0O, ve O, ’nin etkisi altinda parcalanmaktadir. Bu durumda hiyaliironik asidin

bol bulundugu yerlerde patolojik lezyonlar meydana gelir (66, 83).

3.3.7.3. Proteinlere Etkileri

Proteinler de serbest radikallerin hedefleridirler. Proteinlerin serbest
radikallerden etkilenme dereceleri amino asit kompozisyonlarma baghdir.
Doymamis bag ve -SH grubu ihtiva eden proteinler (triptofan, tirozin, fenilalanin,
histidin, metionin, sistein) kolayca okside olabilirler. Oksijen radikalleri
proteinlerin primer, sekonder ve tersiyer yapilarmi etkileyebilir. Primer yapmin
oksidatif modifikasyonu sekonder ve tersiyer yapi degismelerine neden olur.

Proteolitik hassasiyette artis1 beraberinde getiren bu olaylar sonucunda membran
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proteinlerinin yapt ve fonksiyonlarinda degismeler olabilir. Sitoplazma ve
membran proteinleri okside olduklarinda, ¢apraz baglanarak dimerlesir ve daha
biiyiik agregatlara doniislirler. Hem proteinleri 6nemli derecede hasar goriirler.
H>O> ve 027, oksihemoglobinin methemoglobine doniismesine sebep olurlar.
Proteinlerdeki in vivo oksidatif hasar, trasport proteinlerini, enzimleri, reseptor
fonksiyonunu ve belki de immiin sistemi etkileyebilir. Aciga cikan oksidatif
protein hasar1 iiriinleri diger biyomolekiiller iizerinde sekonder hasarlara yol

acarlar (DNA enzimlerinin inaktivasyonu gibi) (67, 83).

3.3.7.4. Enzimlere Etkileri

Serbest radikaller proteolitik ve katabolik enzimleri artirirlar. Proteaz,
fosfolipaz, elastaz, siklooksijenaz, lipoksijenaz, ksantin oksidaz, triptofan
dioksijenaz ve galaktoz oksidaz gibi enzimleri aktiflestirir. a-1-antitripsini

inaktive ederler (66, 67).

3.3.7.5. Niikleik Asitler Uzerine Etkileri
Serbest radikaller ve oksidatif mekanizmalarla ortaya c¢ikan iiriinler
DNA’nm bilesenleri ile reaksiyona girerek DNA’nin yapisini bozarlar. DNA’nin

bu tipteki hasar1 oksidatif DNA hasar1 olarak adlandirilmaktadir (86, 87).
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Oksidatif mekanizmalarla olusan DNA hasarlanma tipleri sunlardir:

. DNA baz hasart: DNA bazlarinin serbest radikallerle etkilesime ge¢mesiyle
ortaya ¢ikan hasar siirecleri DNA baz hasar1 olarak tanimlanmaktadir.

. DNA seker hasari: DNA’daki seker artiklarmin OH' ile etkilesmesiyle ortaya
c¢ikan seker modifikasyonlarini tanimlar.
8-5’-siklopiirin-2°’-deoksiniiklozidler: ~ Seker radikalinin ayn1  piirin
niikleozitindeki C8 pozisyonuna eklenmesi ile olusan lezyonlardir.

. DNA protein ¢apraz baglari: Hiicrelerin iyonize radyasyon gibi serbest
radikal iireten sistemlere maruz kalmalar1 sonucu kovalent DNA-protein
capraz baglanmalar1 olusur. Reaksiyon DNA baz radikalinin proteinin
aromatik amino asidine eklenmesi ile ya da DNA baz radikali ile bir amino
asit radikalinin kombinasyonu sonucu olusur.

. Abazik bolgeler: Modifiye sekerlere ek olarak, DNA i¢inde bulunan seker
parcasina baglanan modifiye bazlarin zayiflamis glikozidik baglardan
kurtularak o bdlgede bosluk olusturmasidir.

Tek ve ¢ift DNA zincir kiriklart: Zincir kiriklari, DNA onarimi esnasinda
niikleaz aktivitesi sonucuyla da meydana gelebileceginden her zaman
oksidatif DNA hasarin1 belirtmez. Tek zincir kiriklarinda, diger zincirdeki
bilgi dogru bir sekilde okunarak hasarli zincir onarict enzimlerle
onarilabildiginden ¢ift zincir kiriklarinda meydana gelen hasar daha

snemlidir (86, 87) (Sekil 10).
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Sekil 10: DNA Uzerinde Olusan Oksidatif Hasar Tiirleri (86)

DNA baz hasari, DNA’daki piirin veya pirimidin bazlarinin serbest
radikallerle etkilesime gegmesiyle ortaya ¢ikan hasari tanimlar. Serbest radikaller
organik bilesikler ile ekleme veya ¢ikarma reaksiyonu gerceklestirirler. OH' piirin

ve pirimidin bazlarmimn ¢ift baglarina difizyon-kontrollii olarak baglanir (87).
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3.3.7.6. Hiicresel Etkileri

Serbest radikallerin hiicrelerde; K ve fosfolipid kaybinin artmasi, kapiller
permeabilitenin ve mitokondride aerobik solunumun bozulmasi, hiicreye kalsiyum
(Ca), Fe girisinin ve trombosit agregasyonunun artmasi seklinde zararli etkileri
vardir. Fakat hiicrenin 6liimiine yol agan kritik olay Ca dengesinin kaybidir (69,
70).

Alveoler epitel hiicreleri, dolasim sisteminin i¢ yiiziinii kaplayan endotelial
hiicreler, hepatositler ve eritrositler hem serbest radikallere en yakin hedefler, hem
de serbest radikal reaksiyonlarmna en duyarl hiicrelerdir. Ozellikle poliansature
yag asitleri, Fe iyonu ve O ihtiva eden eritrositler Fenton ve Haber-Weis
reaksiyonlari, oksihemoglobinin methemoglobine oksidasyonu gibi serbest radikal
iriinleri olusturan faktorlerle her an kars1 karsiyadir (88).

Agir oksidatif stres, hiicrelerin hasar gérmesine ve hatta Sliimiine bile
sebep olmaktadir. Bu ylizden serbest radikal sekillenme hizi ¢ogu hastaliklarda

artmus durumdadir (70, 77, 79).

3.3.7.7. Dokuya Etkileri

Oksidatif stresten canli viicudundaki bir¢ok organ etkilenmektedir. En ¢ok
etkilenen organlardan biri ise karacigerdir. Kronik hepatoseliiler hasar,
karacigerde siroz ve fibrozise neden olur. Bu siire¢ karaciger yetmezligine, portal
hipertansiyona ve hepatik ensefalopatiye zemin hazirlar. Hepatotoksinler, LPO ve
cok reaktif aldehidik son friinleri (MDA, 4-hidroksinoneal (4-HNE)) gibi
etkenler, agir metal iyonlar1 ve Ozellikle serbest Fe gibi yardimci faktorlerin

katkistyla hepatositlerdeki oksidatif stres artar. ROT nin iiretiminin artisi, sinyal
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iiretimini, gen yazilimini, redoks durumunu degistirir, GSH seviyesini diislirerek

apoptozis ve nekrozisi uyarir. Sonugta organ hasari gelisir (89).

3.3.7.8. Serbest Radikallerin Etkili Bulundugu Hastahklar

Glniimiizde serbest radikallerin etkili oldugu pek c¢ok hastalik
bildirilmistir. Bunlarin en 6nemlisi kanserdir. Bircok doku ve organ kanserinde
serbest radikallerin etkileri kanitlanmistir. Bunun yan sira, alzheimer, parkinson,
huntingtons hastaliklar1 ve multiple skleroz gibi ndrodejeneratif hastaliklarm,
romatoid artrit, glomerulonefrit gibi immun sistem hastaliklarinin, ateroskleroz,
iskemi gibi dolasim sistemi hastaliklarinin, gastrointestinal sistem yangi ve
hastaliklarinm, down sendromu ve diyabet gibi genetik ve metabolik hastaliklarin,
nefrit ve hepatit gibi organ hastaliklarmin, katarakt, glokom gibi oftalmik
problemlerin, pndomoni, astim, hipoksi gibi akciger hastaliklarinin serbest

radikallerle baglantili oldugu tespit edilmistir (67, 77).

3.4. Oksidatif Stres

Oksidatif stres; oksidan ve antioksidan sistemler arasindaki dengenin
oksidanlar lehine bozulmasi olarak tanimlanmaktadir ve oksidan olusumunun
biiyiikliigli veya oranindaki bir artistan meydana gelebilecegi gibi koruyucu
sistemlerdeki bir hata veya eksilme sonucu da sekillenebilmektedir. Oksidatif
stres; diyabet, alzheimer, bdbrek yetmezligi gibi bircok patolojik durumda,
yashlikta ve pestisitler, uyusturucu, radyasyon, gibi biyolojik kaynakli oksidan
maddelere yogun bir sekilde maruz kalma sonucunda da ortaya ¢ikmaktadir (67,

90, 91) (Sekil 11).
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Sekil 11: Oksidatif Stres (91)

3.5. Oksidatif DNA Hasar

ROT, wviicutta DNA, RNA, enzimler, proteinler ve membran
gecirgenliginden sorumlu fosfolipitler gibi temel biyolojik molekiillerin yapisal
biitiinliigiinii tehdit ederler ve fonksiyonlarinda anomalilere neden olurlar.
Ozellikle mitokondriyel DNA, oksidatif hasara olduk¢a duyarlidir. Insan
viicudunun her hiicresinde DNA’ nin giinde cesitli yollardan 10® kez oksidatif
hasara maruz kaldig1 6ne siiriilmektedir. Basta mitokondriyal elektron transportu
olmak tizere ksenobiyotik metabolizmasi, fagositik aktivasyon, ¢esitli sentez ve
degradasyon reaksiyonlarmda ROT meydana gelmekte ve prooksidan/antioksidan
dengenin prooksidanlar lehine bozulmasi vasitasiyla meydana gelen oksidatif
stres, cesitli mekanizmalar ile DNA’ya hasar vermektedir. DNA’da ROT
vasitasiyla meydana gelen oksidatif hasar, yaslanma, kanser, kardiyovaskiiler

hastaliklar gibi doku fonksiyonlarinin kaybi ile meydana gelen hastaliklarin
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baslica sebebi ve gostergesi olarak goriilmektedir. ROT, DNA’da oksitlenmis
bazlar, abazik bolgeler, DNA sarmal kiriklari, DNA ve protein arasinda capraz
baglanma gibi c¢esitli lezyonlar1 olustururlar. Bu lezyonlar direkt olarak
olusabildigi gibi, DNA onarmmi sirasinda da meydana gelebilir (86, 87, 92).

ROT normal oksidatif metabolizmanin bir parcasi olmasmin yaninda asiri
iiretildiklerinde DNA hasarina sebep olabilirler. Farkli ROT farkli yollardan DNA
hasarlarina neden olurlar (86, 93).

Serbest radikaller, 6zellikle de OH', organik bilesiklerle katma ve ¢ikarma
reaksiyonlari ile etkilesirler. OH', DNA c¢ift sarmalina katilarak DNA bazlarindan
ve seker molekiiliindeki C-H baglarindan H atomunun ¢ikmasia neden olur.
Bundan sonraki reaksiyonlar DNA bazlarmin C veya N merkezli radikalleri
iizerinden ve seker kalintisinin C merkezli radikalleri tizerinden yiiriir ve modifiye
olmus seker ve bazlar, abazik bolgeler, sarmal kiriklar1 ve DNA-protein ¢apraz
baglanmalar1 gibi ¢esitli iirlinler meydana gelir. Oksidatif baz hasarlar1 genellikle
mutasyonlarla sonuglanirken, deoksiriboz sekerinin hasar1 baz ¢ikarimi veya DNA
sarmal kiriklar1 ile sonuglanir (87, 94).

Aktive olmus nétrofillerden kaynaklanan H>O2, membranlardan kolay bir
sekilde gecerek hiicre ¢ekirdegine ulasir ve DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna
ve hiicre 6liimiine neden olur (66, 86).

10y’nin niikleik asitlerle reaksiyona girme kabiliyeti daha azdir. 'O
guanine spesifik baglanarak hasar olusturur. O2” anyonu giiclii bir oksitleyici
oldugundan guanin gibi yiiksek elektron yiiklii yogunluklu alanlar barindiran

molekiillerle daha kolay reaksiyona girer (95).
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DNA baz hasarlar;; OH' dort bazdan farkli pek ¢ok {iriin olugsmasina neden
olurken, 'O, genellikle guanin bazinm 8-hidroksiline neden olur. OH- pirimidin
(timin ve sitozin) ve piirin (adenin, guanin) bazlar ile etkilesir. Bu etkilesmenin
pozisyonu molekiildeki elektron yogunlugu ile ilgilidir ve OH' en fazla elektron
yogunlugu olan bolgeyi tercih eder (94).

DNA seker hasarlari; OH' DNA’daki seker molekiiliinlin her bir C
atomundan, H atomunun ¢ikarilmasma neden olur. C merkezli bu radikaller daha
sonraki reaksiyonlar sonucunda ¢esitli seker tiriinlerinin, DNA sarmal kiriklarmin
veya abazik bolgelerin olusmasina neden olurlar. Bazi seker iiriinleri DNA’dan
modifiye olmus serbest iiriinler olarak ayrilirken, bazilar1 da DNA’nin yapisinda
kalir veya kirikk DNA sarmallarinin uglarina eklenirler (86, 94).

DNA-protein capraz baglar1 da serbest radikallere bagli reaksiyonlar
sonucunda meydana gelir. Ornegin timin-tirozin ¢apraz bagmmn hem in Vitro
ortamda hem de memeli kromatininde serbest radikallere maruziyet sonucunda
meydana geldigi gosterilmistir. Bu hasarin biiyiik ihtimalle timinin allil
radikalinin, tirozin halkasinin C3 pozisyonuna baglanmasi ve oksidasyonu
sonucunda olustugu diisiiniilmektedir (86, 87, 92).

Oksidatif stresle olusan hastaliklar baslica, antioksidanlarin azalmasi
(6rnegin mutasyonlar antioksidan savunma enzimlerine etki edebilir) ve/veya
artmis ROT/RNT iretimi veya ROT/RNT iireten dogal sistemlerin asir1
aktivasyonu (0rnegin kronik enflamatuvar hastaliklarda fagositik hiicrelerin
uygunsuz aktivasyonu) sonucunda tetiklenebilir. Oksidatif stres sonucunda olusan
hastaliklar, genellikle kronik enflamasyon kaynaklidir ve bunlar kalitsal

olabilecegi gibi sonradan kazanilan viral, bakteriyel, parasitik enfeksiyonlar veya
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kimyasal indiiksiyonlar sonucunda da olusabilirler. Kanser de genellikle artmis
oksidatif stresin sonucu olabildigi gibi, yine oksidatif stresin indiikledigi
prekanserdz hastaliklarin da bir sonucu olabilir (96).

DNA’da oksidatif hasar meydana gelisi iki hipotez ile aciklanmistir.
Bunlar; “Fenton Kimyasi Hipotezi” ve “Niikleaz Aktivasyonu Hipotezleridir”.
Fenton kimyasi hipotezine gore OH“’leri DNA’ya saldirarak hasar meydana
getirirler. Oz~ gibi H20.’de direk olarak DNA’da hasar meydana getirmez.
OH’nin DNA iizerine etkili olabilmesi icin DNA’da ya da DNA’ya ¢ok yakin
bolgelerde olugsmasi gerekmektedir. Niikleaz aktivasyonu hipotezinde ise oksidatif
stres, sitozolik Ca* iyon konsantrasyonunda biiyiik bir yiikselise neden olarak
niikleusdaki Ca*? bagimli endoniikleazlar1 aktive etmekte ve DNA da kirilmalara
sebep olmaktadir. Niikleaz aktivasyonu DNA bazlarinda kimyasal degisikliklere
sebep olmamaktadir. Oksidatif DNA hasari, toksik etkenlere bagli olarak,
seviyesinde artis egilimi olan hiicresel metabolizmanin kaginilmaz bir sonucudur
(92, 95).

Canli organizmalar da DNA’larin korunmasi i¢in ¢esitli DNA onarim
mekanizmalar1 bulunmaktadir. Oksidatif DNA hasarma karsi savunma ve onarma
yollar1 mevcuttur. Bunlar, ROT ni inaktive eden ve bu nedenle oksidatif hasari

onleyen antioksidanlar ile DNA tamir mekanizmalaridir (87, 92).

3.6. Antioksidan Savunma Sistemleri
O2’li yasamla birlikte aerobik organizmalar Oz kaynakli radikalleri
olusturmaya baglamislardir. Bununla es zamanli olarak, serbest radikallerin zararlh

etkilerini engellemek ilizere organizmada antioksidan savunma sistemleri veya
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kisaca antioksidanlar olarak adlandirilan ¢esitli savunma mekanizmalari
geligsmistir. Serbest radikallerin ve antioksidanlarin diizeyleri arasindaki hassas
denge korunamadigi takdirde hiicre hasarma kadar giden bir¢cok patolojik
degisiklik ortaya ¢ikmaktadir. Antioksidanlar, ya enzimatik sekilde reaktif
bilesiklerin dengeli indirgenmesini saglayarak, peroksidasyon zincir reaksiyonunu
engelleyerek ve ROT’ni toplayip, metal iyonlarimi inaktive ederek LPO’nu
spesifik enzim aktivitesiyle ya da radikal ve toksinlerle direkt reaksiyona girerek
non-enzimatik sekilde inhibe ederler (67, 77).
Antioksidanlar etkilerini baslica iki sekilde gosterirler (66, 97);
1- Serbest radikal olusumunun engellenmesi
a- Baslatic1 reaktif tlirevleri uzaklastirarak
b- O2’i uzaklastirarak veya konsantrasyonunu azaltarak
c- Katalitik metal iyonlarini uzaklastirarak
2- Olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi
a- Toplayici etki: ROT ni etkileyerek onlar1 tutmaya ve daha az reaktif baska
molekiillere ¢cevirmeye yonelik etki (enzimler)
b- Bastirict etki: ROT’lar ile etkilesip onlara bir proton ekleyerek aktivite
kaybina neden olan etki (flavinoidler, vitaminler)
- Onarict etki
d- Zincir kiric1 etki: ROT’ni ve zincirleme reaksiyon baglatacak olan diger
maddeleri kendilerine baglayip reaksiyon zincirini kirarak fonksiyonlarini

onleyici etki (Hb, seroplazmin, mineraller, vitaminler)
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Antioksidanlar enzimatik ve non-enzimatik olarak smiflandirilirlar (Tablo
3). Hiicresel seviyede etkili olan enzimatik sistemler ig¢inde birincil olan
antioksidan enzimler arasinda SOD, katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-
Px), glutatyon-S-trasferaz (GST) yer alir. Bu birincil savunma enzimlerinden
baska dolayli olarak antioksidan sistem i¢inde yer alan glutatyon rediiktaz (GR)
ve glikoz-6-fosfat dehidrojenaz (G6PD) enzimleride vardir ve bunlara ikincil
antioksidan enzimler denilmektedir. Non-enzimatik antioksidan savunma

sistemleri ise baslica GSH, vitamin A, C, E, melatonin, albiimin, bilirubin, {irik

asit vb. den meydana gelmektedir (89, 95, 98).

Tablo 3 : Enzimatik ve Non-Enzimatik Antioksidanlar (98)

Antioksidan Ajanlar

Etkileri

Enzimatik Antioksidanlar
SOD

CAT

GSH-Px

Peroksidaz

Sitokrom oksidaz sistemi
Non-Enzimatik Antioksidanlar
Alfa-tokoferol

Beta-karoten

Askorbik asit

Urat

Sistein

Albumin

Bilirubin

Seruloplazmin

Transferin

Laktoferrin

Ferritin

Sistein

0" detoksifiye eder

H.O, detoksifiye eder

H.O, detoksifiye eder

H.O, detoksifiye eder

Hiicredeki O2’in %95-96’s1n1 detoksifiye eder

0, ve OH', O, detoksifiye eder
'0,, O, ni temizler

02" ve OH' detoksifiye eder
0,7, OHtutar

0,7, OH tutar

LOOH, HOCI’i tutar

0,7, OH: tutar

SOD’a benzer mekanizma
Dolasan Fe’i baglar

Dolasan Fe’i baglar

Dolasan Fe’i baglar

0, ve OH', 'O, detoksifiye eder

55



3.6.1. Enzimatik Antioksidanlar
3.6.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD, E.C.1.15.1.1)

ilk kez 1969 yilinda McCord ve Fridovich (99) tarafindan tanimlanmis
olan SOD enzimi, aerobik metabolik reaksiyonlar esnasinda olusan O2’in, H20>
ve Oz’c¢ doniisiimiinii katalizler. Hiicresel bolmelerde O~ diizeylerini kontrol
etmede, direkt oksidatif hasara karsi hiicreleri korumada anahtar role sahip bir

enzimdir (100).

20, +2H" —» H0,+ O

SOD enziminin hepsi metalloprotein yapisinda olan dort izoenzimi
bulunmaktadir. Intraseliiler izomerlerinden sitozolik SOD Cu ve ¢inko (Zn)’ya
bagli iken (CuZn-SOD) mitokondriyal SOD Mn’a baghdir (Mn-SOD). Genel
olarak hiicrede sitozolik SOD daha c¢oktur ve 6zellikle Hb’in otooksidasyonundan
olusan O2’ni temizledigi igin eritrositlerin en Onemli antioksidanidir (101).
Mitokondrideki solunum zincirinin O radikallerinin en biiyiik kaynagi oldugu
hatirlanirsa Mn-SOD’nin 6nemli bir antioksidan oldugu goriilir (78). Mn-SOD
timor nekrozis faktorii ve interlokin-1 tarafindan uyarilmaktadir. SOD enziminin
az bir kismi da sinoviyal sivi ve plazma gibi ekstraseliiler sivilarda bulunur (100,
102). Yine baz1 bakteri ve kloroplastlarda bulundugu bildirilen Fe’e bagli bir SOD
(Fe-SOD) ile nikel (Ni)’e bagh bir SOD (Ni-SOD) da tarif edilmistir (70, 82,
101).

ROT’ne kars1 antioksidan savunma enzimatik bir yol olusturmustur. Bu
yolun ilk savunmasmi SOD olusturur. SOD aktivitesiyle aciga ¢ikan H202’i

H20’ya indirgeyen GSH-Px ve CAT ikinci savunmay1 kurarlar. Bu nedenle SOD
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aktivitesindeki herhangi bir artis, ikinci kademe enzimlerinin aktivitesinde artis
gerektirir. Yiksek Oy~ {iretimine adaptasyonu gosteren SOD artig1 ile GSH-Px
arasindaki dengesizlik, hiicrelerdeki oksidatif strese isaret eder. Bir bagka ifadeyle
SOD/GSH-Px oranindaki yiikselme oksidatif hasar1 ve patolojik olaylar
baglatabilir. SOD enziminin fizyolojik 6nemi; O2’1 metabolize eden hiicreleri Oz~
‘nin zararli etkilerine karsi korumak ve boylece LPO’nun baslamasini

engellemektir (76) (Sekil 12).

2 H,O + O3
- +
4 03 SOD / 2 H,0, NADP
+4H*
2GSSG NADPH
4 H,0

Sekil 12: ROT’ne Kars1 Antioksidan Savunma (66)

3.6.1.2. Katalaz (CAT, E.C.1.11.1.6)
CAT yapisinda dort adet hem grubu bulunan bir hemoproteindir. CAT esas
olarak peroksizomlarda daha az olarak sitozolde ve mikrozomal fraksiyonda

bulunur. CAT enzimi, H.O>’i H2O’ya ve O2’¢ pargalar (82, 102, 103).

H,O, — 2 H,O+0O,

Granulomat6z hiicrelerde CAT, hiicreyi kendi solunumsal patlamasina
kars1 koruma islevini de goriir. Hiicrede olusan H20,’i OH' olusumunu 6nlemek
icin ortadan kaldirir. H,O, diizeyi diisiikk oldugunda veya elektron dondrii

konsantrasyonu yiiksek oldugunda peroksidatik reaksiyonla, H202’in olusum
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hizinin  yiiksek oldugu durumlarda katalitik reaksiyonla H202’i H20’ya
doniistiirerek ortadan kaldirir (82, 103).

Peroksidaz aktivitesi gosteren CAT enzimi peroksizomlarda lokalize
oldugundan biiyiik molekiillii lipid peroksitlerine etki etmez. Bu enzim bir
molekiill H2O2’1 elektron verici substrat, digerini de elektron alicist olarak
kullanabilir. CAT enziminin yasla birlikte aktivitesi azalmaktadir (88).

Bir¢ok memeli hiicre tipinde bulunan CAT ¢ok farkli konsantrasyonlarda
bulunur. Enzim bobrek ve karacigerin peroksizomlar1 gibi subseliiler organellerde
veya diger hiicre ¢esitlerinde bulunan mikroperoksizomlar gibi daha kiiclik
organellerde yerlesirler. Karaciger, bobrek gibi yiiksek CAT igerigi olan
organlarda diisiik H>O> konsantrasyonu, diisiik CAT igerigi olan kalp, beyin gibi
dokularda daha fazla H20, konsantrasyonu vardir (98, 103, 104).

Karacigerde endojen olarak iiretilen H202’in dekompozisyonunu saglayan
iki sistem CAT ve GSH-Px’dir. CAT ve GSH-Px arasindaki karakteristik H2O>
metabolizmasini paylasma, iKi enzim dagilimina da yansimistir. Endoplazmik
retikulumdan salgilanan H202’in dekompozisyonundan primer olarak GSH-Px
sorumludur. H2O2 konsantrasyonu artiginda H202’in yikimi i¢in CAT’m katilim
orani artar. Eritrositlerle yapilan H>O> metabolizmas1 ¢alismalarinda diisiik H2O»
salinimlarinda, GSH-Px’in baslica rolii oynadigini, yliksek hizlit H202 saliniminda

CAT’mn roliiniin daha 6nemli oldugunu saptamiglardir (105).
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3.6.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px, E.C.1.11.1.9)

GSH-Px enzimi ilk kez 1957 yilinda Mills (106) tarafindan sigir
eritrositlerinden izole edilmis, sonraki g¢aligmalarda yapisinin selonoprotein
oldugu gosterilmistir. Insan hiicrelerinde GSH-Px enziminin sitozolik GSH-Px
(C-GSH-Px=GSH-Px-1), plazma GSH-Px (P-GSH-Px=GSH-Px-2), gastro-
intestinal GSH-Px (GI-GSH-Px=GSH-Px-3), fosfolipid GSH-Px (PL-GSH-
Px=GSH-Px-4) olmak iizere baslica dort tipi vardir (82).

Hiicrelerdeki GSH redoks dongiisiiniin, H>O> ve hidroperoksitlerin
indirgenmesinde hayati 6nemi vardir. Bu dongiiniin anahtar enzimi GSH-PX,
substrat1 ise rediikte GSH’dir. Okside glutatyon (GSSG)/GSH orani oksidatif
stresin bir baska gostergesi olarak kabul edilmektedir. Ornegin eritrositlerdeki bu
oran 1/500 seviyesinde tutulur. Bu dengenin bozulmasi oksidatif strese yol agarak

eritrosit hasarina neden olabilir (82, 107).

2 GSH + H.0, — GSSG +2 H,O

ROOH +2 GSH — GSSG + ROH + H.0O

GSH-Px selenyum ve E vitamini arasinda kuvvetli iliski vardir. Oksijen
varliginda, ansature yag asitlerinin ¢ift baglarmi kiran zincirleme reaksiyonlar
meydana gelir. Bu reaksiyonlar, olusmus kimyasal radikaller ortadan kalkincaya
kadar siirer. Ozellikle GSH-Px enziminin kofaktérii olan selenyum, bu
radikallerin ortadan kaldirilmasinda 6nemlidir. Bu ylizden E vitamini ve selenyum
eksikligi sonucunda, enzimin aktivitesinde azalma meydana gelir. GSH-Px
enziminin, SOD ve CAT enzimlerinin aksine yasla birlikte kandaki seviyesinin

ylikseldigi belirtilmistir (101).
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GSH-Px’in fagositik hiicrelerde Onemli fonksiyonlar1 vardir. Diger
antioksidanlarla birlikte GSH-Px, solunum patlamasi sirasinda olusan serbest
radikal peroksidasyonundan fagositik hiicrelerin zarar gormelerini engeller. GSH-
Px aktivitesi diisiik olan makrofajlarda zimosanla baslatilan solunum patlamasini
takiben H202 salmiminin arttigi gosterilmistir. Eritrositlerde de GSH-Px oksidatif
strese karsi en etkili antioksidandir. GSH-Px aktivitesinde azalma, H207’in

artmasina ve siddetli hiicre hasarina yol acar (69, 104, 105).

3.6.1.4. Glutatyon-S-Transferaz (GST, E.C.2.5.1.18)

GST’ler ii¢ sitozolik, bir de mikrozomal gruba ayrilirlar. Yabanci
maddeleri GSH’daki -SH grubu ile baglayarak notralize ederler. Bu sekilde
irlinlin daha fazla H>O’da ¢6ziiniir hale gelmesini saglayarak, organizmadan
atithmm kolaylastirirlar. GSH-Px ve PL-GSH-Px enzimlerinden sonra lipid
hidroperoksitlerinin  detoksifikasyonunda o6nemli olan bir enzimdir (101).
Detoksifikasyon metabolik yolunda son iirlin olan merkaptiirik asit olusumundaki
ilk basamagi katalizleyerek homeostasisi saglayan ¢ok islevli bir enzimdir. Bu
basamakta, GSH ile endojen ve ekzojen hidrofobik elektrofilik bilesiklerin
baglanmasi ger¢eklesmektedir (108).

GST, besinlerle birlikte alinan toksik maddelerin eliminasyonunu sagladigi
gibi, prostoglandinlerin izomerizasyonu, hem, bilirubin, safra tuzlar1 ve yag
asitleri gibi nonsubstrat ligandlar1 GSH ile baglayarak tasmmasmi da
saglamaktadir. Ayrica reaktif elektrofilik bilesiklerin viicuda zarar vermesini, ayni

tir bilesikleri birbirine kovalent baglayarakta Onleyebilmektedir. GST’nin
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etkiledigi bu ksenobiyotik akseptorler iginde nitrojenli, halojenli bilesikler,

organofosfatlar, polisiklik aromatik hidrokarbonlar yer almaktadir (109).

3.6.1.5. Glutatyon Rediiktaz (GR, E.C.1.6.4.2)

Molekiiler agirligr 120.000 dalton olan GR enzimi, GSSG’u indirgenmis
hale ¢eviren 2 subiiniteden olugsmus bir dimerdir (110). Her bir subiinit; NADPH
baglayan alan, FAD baglayan alan ve ara yliz alan olmak iizere ii¢ tane yapisal
alan igerir. GSH’un indirgenme reaksiyonu sirasinda siklikla elektronlar
NADPH’dan FAD’ye transfer edilir. Daha sonra bu elektronlar, subiinitelerdeki
iki sistein arasinda bulunan disiilfid kopriisiine transfer edilmek siiretiyle okside

GSH’a aktarilmis olur (111).

GSSG + NADPH + H* — 2 GSH + NADP"

Tepkime GSSG’a 6zgiildiir, ancak elektron vericisi olarak NADH’ye
diisiik de olsa ilgisi vardir. GR’1in bu tepkimenin tersini yiiksek GSH ve NADP™*
derisimlerinde in vitro kosullarda ger¢eklestirebildigi gosterilmistir. Ancak bunun
in vivo kosullarda gergeklesmesi, kullanilmasi gereken substrat derisimlerinin

fizyolojik kosullarla uymamasi nedeniyle miimkiin gériillmemektedir (112).
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3.6.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar
3.6.2.1. Glutatyon (GSH)

GSH, biyolojik olarak iki 6nemli yapiy1 (tiyol grubu ve y-glutamin bagi)
yapisinda bulundurur. Indirgenmis formda tutulabilmesi pentoz fosfat metabolik
yoluna baghdir. Bu yolda iiretilen NADPH, GR’in katalize ettigi reaksiyonda

koenzim olarak gorev alir (113) (Sekil 13).

Glutatyvon Glutatvon
Peroksidaz Rediiktar

H_.D-,.—A GSH ‘—ANADF‘

Sekil 13: Glutatyonun Oksidasyon ve Rediiksiyon Reaksiyonlar1 (66)

GSH, hiicre i¢i proteinlerin, sistein, dihidrolipoat ve koenzim A gibi
molekiillerin tiyol gruplarmnin, askorbat, a-tokoferol gibi antioksidan molekiillerin
korunmasinda, ayrica DNA’nin deoksiriboniikleozid onciillerinin olusmasi igin
riboniikleotidlerin indirgenmesinde kullanilir. GSH ayrica hiicrelerin oksidatif
hasara, toksik bilesiklere, radyasyona karsi korunmasinda, bazi ilaglarin
inaktivasyonunda, Ostrojen, prostoglandin ve Il6kotrienler gibi bazi endojen
bilesiklerin metabolik islemlerinde yer alir. Hiicresel GSH tasinimi, tiyol
gruplarin1 ve a-tokoferol gibi diger membran bilesiklerini koruyarak hiicre
membranimin oksidan hasara kars1 korunmasini saglamakta ve serbest radikallerle
direkt reaksiyonu ile, GSH’lara ve GST’lara substrat olmasiyla bir antioksidan

olarak davranmaktadir (81, 113).
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3.6.2.2. E vitamini (a-tokoferol)

E vitamininin dokulardaki doymamis yag asitlerinin oksidasyonunu
onledigi bilinmektedir. Yapisinda bulunan fenolik hidroksil grubu tasiyan
aromatik halka, vitaminin kimyasal olarak aktif kismimni olusturarak antioksidan
Ozelligini saglar (102). E vitamini, birbiriyle yakin iliskisi olan tokoferoller denen
bilesiklerin karigimidir. Besinlerdeki E vitamini yavas yavas oksitlenirken, 1sitma
ve 151k oksitlenmeyi hizlandirr (102, 114).

GSH-Px ile E vitamini serbest radikallere kars1 birbirlerini tamamlayici
etki gosterirler. Selenyum ve E vitamini sinerjik davranarak, birbirlerinin
organizma i¢in gerekli miktarlarin1 azaltirlar. Selenyum, E vitamininin
lipoproteinlerde tutulmasini saglarken, E vitamini de selenyum kaybini onler ve
onu organizmada aktif halde tutar. Dolasimdaki E vitamini seviyesi diismesinin
oksidatif stresin en erken ve en hassas gostergelerinden biri oldugu ileri

stirtilmektedir (114, 115).

3.6.2.3. C vitamini (Askorbik Asit)

C vitamini, organizmada pek ¢ok hidroksilasyon reaksiyonlarinda
indirgeyici ajan olarak gorev yapar. O27, H202, ROz, aktive notrofil, aktif Fe,
sigara gibi oksidatif streslerin baglattigt LPO’nun inhibisyonunda ozellikle
onemlidir. C vitamini, semidehidroaskorbat (askorbil) radikal ara {iriinii izerinden
kolaylikla dehidroaskorbik aside okside olur (114).

C vitamini ayn1 zamanda gii¢lii bir antioksidandir. Oz", H,O2 ve 'O ile
kolayca reaksiyona girerek, onlar1 etkisizlestirir. Sulu fazda bulunmasima karsin

LPO’yu baglatict radikalleri temizleyerek, lipidleri ve membranlar1 da oksidan
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hasara kars1 korur. E vitamininin rejenerasyonunda gorev alir, tokoferoksil
radikalinin o-tokoferole indirgenmesini saglar. Boylece E vitamini ile birlikte
etkin bir sekilde diisiik dansiteli lipoprotein (Low Density Lipoprotein-LDL)’i
oksidasyona kars1 korur. Ayrica antiproteazlarin oksidan maddelerle inaktive
olmasimi engeller. C vitamininin iki dnemli 6zelligi onu ideal bir antioksidan
yapmaktadir. Birincisi, diisiik elektron indirgeme potansiyeli ile biyolojik
sistemlerde suda ¢oziilebilen kiigiik molekiillii antioksidan olarak hareket eder.
Ikincisi ise, ROT ve RNT’ni temizlerken sekillenen askorbil radikalinin diisiik
reaktivitesi ve stabilitesidir (72, 114).

C vitamini, DNA oksidasyonunun inhibisyonuyla kansere karsi
koruyucudur. Bunun potansiyel mekanizmasi nitrozaminler gibi mutajenik
bilesiklere kars1 kimyasal korumadir. Ayrica C vitamini immun sistemi uyararak
da karsinojenezi azaltir. Plazma C vitamini konsantrasyonu artigiyla, yiiksek
dansiteli lipoprotein (High Density Lipoprotein-HDL) kolesterol konsantrasyonu
artis1 ve LDL kolesterol konsantrasyonu azalmasi arasinda anlamli ilgi bulundugu
bildirilmistir ~ (72). C  vitamini, tokoferol, [p-karoten ve selenyum
kombinasyonunun verilmesinin plazma lipid peroksitlerinde azalmaya neden

oldugu gosterilmistir (116).

3.6.2.4. Karotenoidler

Karotenoidler, dogada yaygin olarak bulunan havug, brokoli, domates,
kirmiz1 biber, su kabagi gibi sebze ve meyvelere parlak rengini veren
molekiillerdir. Karotenoidler meyve, sebze ve bitkilerde, kirmizi, sar1 ve turuncu

renklerden sorumlu dogal pigmentlerden olusur. Sebze ve meyvelerde bulunan
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karotenoidler oksidatif hasarlara karsi koruyucu etkiye sahiptir. Oksidanlarin
zararl etkisini onleyen enzimlerin aktivasyonu, immun sistemin uyarilmasi, hiicre
cogalmasi ve apopitozuna iliskin gen ekspresyonunu, hormon metabolizmasi ve
antibakteriyel ve antiviral etkileri diizenleyerek etkilide olmaktadirlar (117).
B-karoten Oz~ temizler, 'O, bastirir ve peroksit radikalleriyle etkileserek
antioksidan vazife goriir. Bu etkisi konjuge alkil yapisinda serbest organik
peroksit radikallerinin stabilizasyonuyla gergeklesir. B-karotenin insanlarda 1s18a
duyarli (fotosensitiv) hastaliklara karsi koruyucu oldugu bildirilmistir (102, 114).
LDL yapisinda bulunan [-karotenler, LDL’i oksidasyondan korur.
Dolagimdaki A vitamini konsantrasyonu, oksidatif stresin oncii gostergelerinden
birisidir. Kanserli vakalarda B-karoten diizeyinin diisiik bulunmasi, B-karotenden
zengin diyetle beslenmenin kanserlerin gelisme riskini azaltacagi fikrini

dogrulamaktadir (114, 117, 118).

3.6.3. Dogal Antioksidanlar

Son derece zengin bitki Ortiisiine sahip oldugumuz ve giiniimiizde degerini
arttiran fotokimyasallarm bol bulundugu sebze, meyve, kabuklu yiyecekler ve
tahillarin insanlardaki ¢esitli hastaliklara kars1 icerdikleri antioksidanlardan dolay1
koruyucu oldugu, ayrica gida teknolojisinde kullanilan sentetik antioksidanlarin
kanserojen etkiler yaratabildigini diisiindiigimiizde, bitkisel dogal iiriinlerin
kullaniminin ve biyokimyasal yaklagimin nedenli 6nemli oldugu anlasilmaktadir
(119).

Vitamin C, vitamin E ve karotenoitlerden baska antioksidanlarin ¢ogu gida

bilesigi olarak bulunur. Onemli aktiviteye sahip antioksidanlar g¢ilek, Kiraz,
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turunggiller ve kivide, kuru erik ve zeytinde, ayn1 zamanda zeytinyagi ve meyve

sularinda da yiiksek antioksidan aktivite belirlenmistir (119).

3.7. Likopen

Altiyliziin iizerinde karotenoid c¢esidi bilinmektedir. Likopen karoten
gurubunun en 6nemli {iyesi olup sadece C ve H atomlarmmdan olusmakta ve
karotenoidleri iceren sebze ve meyvelerde bulunmaktadir. Likopen insan
viicudunda sentezlenememekte, ancak depo edilebilmektedir. Kuvvetli bir
antioksidan olan likopen, ayni zamanda yangi giderici ve antikanserojen

ozelliklere sahip bir vitamindir (120).

3.7.1. Likopenin Yapisi

Likopen; simetrik diizlemde alifatik, yani diiz zincirli bir hidrokarbondur.
Ozellikle yagdan zengin dokular olan deride, karacigerde, testisler ve prostatta bol
miktarda bulunur. Tetraterpen (CsoHes) yapida olup, 8 tane izopren (CsHs)
linitesinin birlesmesinden meydana gelmektedir. Likopen, yapisinda 11 tane

konjuge ve 2 tane konjuge olmayan toplam 13 tane ¢ift bag ve B-iyonon halkas1

icermemektedir (121, 122) (Sekil 14).

CHy  CH;  CHy  CHy

HBC\‘ VA AAAAAA A . CHs

CH, CH; CHy  CH

Sekil 14: Likopenin Kimyasal Yapisi (122)
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Likopenin diyet igerisindeki baglica kaynaklar1 domates ve bu sebzeden
elde edilen ketgap, sos ve domates suyu gibi iirtinlerdir. Karpuz, greyfurt ve kavun
likopen igeren diger besin gruplaridir (120, 123).

Uzun zincir seklindeki asiklik, asir1 hidrofobik yapisi ve icerdigi konjuge
cift bag nedeniyle antioksidan aktivite gosterir. Likopen; retinol, a-tokoferol ve
karotenoidler gibi oksijen radikallerini yok ederek antioksidan ozellik gosterir
(120, 124). Anguelova ve Warthesen (125), likopenin antioksidan aktivitesinin o-
karoten ve [-karotenin antioksidan aktivitelerinden daha yiiksek oldugunu
saptamiglardir.

Likopen siklooksijenaz ve lipooksijenaz enzimlerini diizenleyerek pro-
enflamatuar molekiillerden prostoglandin, prostasiklin, trombonsan ve lokotrien

sentezini baskilar. Bu sebeple yangiya yol agan reaksiyonlar 6nlenmis olur (120,

124).

3.7.2. Likopenin Antioksidatif Etkisi

Likopen, diger serbest radikallerin olusumuna sebep olan 1O2’yi ortadan
kaldirmada etkilidir. *O2’nin giderildigi siiregte enerji likopen molekiiliine transfer
edilir. Degisim sirasinda enerji bakimindan zengin bir bilesik olusur. Likopen,
enerjiyi fiziksel donme veya 1s1 seklinde dagitarak eski haline doner ve baska
serbest radikalleri ortadan kaldirmak i¢in bilesikten ayrilwr. Likopenin SOD ve
GSH-Px aktivitesini artirdigi, LPO’nun son tiriinii olan MDA diizeyini disiirdiigi
ve GSH’1 artirdig1 yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (126-128).

Likopen, biyolojik membran modelleri i¢inde lipozomlara benzeyen

mitkemmel bir Oz temizleyicisidir. Likopen hiicre disinda gii¢lii bir antioksidan
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ozellik gosterirken hiicre iginde DNA, protein ve lipidlerin oksidasyonuna karsi
koruyucu etkiye sahiptir. Likopenin ratlarda in vivo olarak ve hiicre kiiltiirtinde
oksidatif DNA hasarini azalttigi da tespit edilmistir (129, 130). Ayrica ¢ok sayida
yapilan klinik ¢alismalarda domates tiiketiminin, insan l6kositlerin deoksidatif
DNA hasarini 6nledigi bulunmustur (131, 132). Yapisinda -iyonon halkasi iceren
B-karoten ile karsilastirildiginda, likopenin B-iyonon halkasi icermemesi veya
diger bir deyisle B-iyonon halkasinin acik olmasi sebebiyle, ROT’ ni daha etkin
olarak tutabilmektedir. Ayrica, konjuge cift bag sayist cogaldikca O tutma
yetenegi de ¢ogalmaktadir. Yapisinda 11 tane konjuge cift bag iceren likopen, 9
tane konjuge c¢ift bag iceren B-karotene gore aktif oksijen tiirlerini ¢ok daha etkin
tutabilmektedir (133).

Likopen bakimindan zengin diyetin prostattaki oksidatift DNA zararini
azalttigr  tespit edilmistir. Likopenin antioksidan &zellikleri yani swra
antikanserojen, gelisim faktdrleri, bazi hormonlar ve sitokinlerin sinyal iletimi,
hiicresel haberlesme ve hiicre nekrozlarin1 diizenleme gibi 6nemli biyolojik

stire¢lerde rol oynadigi belirlenmistir (134).

3.7.3. Likopenin Metabolizmasi ve Fonksiyonlari

Insanlar 50°den fazla diyete bagli karotenoidi absorbe ve metabolize
edebilir. a-karoten, B-Karoten, B-kriptoksantin, lutein ve likopen insan kaninda en
bol bulunan karotenoidlerdir. Likopen, insan metabolizmasinda en baskin
karotenoiddir. Likopen seviyeleri, c¢esitli biyolojik durumlarda ve yasam

sartlarinda etkilidir (135).
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Likopen, hiicreleri serbest radikal hasarindan korumasinin yam sira,
hiicreler arasindaki baglar1 giiclendirmekte ve hiicre metabolizmasini
gelistirmektedir. Yagda ¢oziinen yapisi nedeniyle ciltte de antioksidan koruyucu
etki gosterir. Ultraviyole 1ginlarina karsi koruma saglar. Ayni zamanda kolesterol
diistirticii 6zelligi vardir. Gogiis, rahim, karaciger, prostat kanserlerinden koruyan,
alzheimer hastaligin1 Onleyen, kalp damar hastaliklari, kemik ve cilt saghgi
acisindan koruyucu etkisi bulunan likopen, antioksidan o6zelligiyle yaslanma

slirecini yavaslatmaktadir (136, 137) (Sekil 15).

|/ Antioksidan || Oksidatif

| potansiyel .~ ,  hasar
LJ ;
71" Reaktif Oksijen | 3 " Oksidal "]’—IID'L—“
L tiirleri (ROS)  — L slrcs — pcroksldu)onu
Oksidatif

Mekanizmalar
" Kanser
JL o riski
|

;';nﬁ':'ﬁlzp,rb e LIKOPEN [ e/

Hastahklar \

—_—
Kardiyovaskiler
"/ hastahk riski
~Non=oksidatif

mekanizmalar

Gen fonlulyon Metabolik
regiilasyonu yollar

Gap-junction Karsinojen
iletigimi metabolizma

Hormon ve immiin

modiilasyon

Sekil 15: Likopenin Etkileri (136)
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Diyetle alinan likopen, viicuttaki likopen diizeyini artirabilir ve bir
antioksidan olarak hareket eder. ROT’ni yakalayarak toplam antioksidan
potansiyeli arttirarak oksidatif hasari1 azaltir. Diisiik oksidatif stres, kanser ve
kardiyovaskiiler hastalik riskinin azalmasina yol acabilir. Alternatif olarak,
viicutta artan likopen durumu, gen fonksiyonlarini diizenleyerek hiicre i¢i iletisimi
gelistirir, hormon ve bagisiklik yanit1 harekete gecirir veya metabolizmay1
diizenler, boylece kronik hastalik riskini azaltir (137, 138).

Likopenin  bagisiklik  sistemi iizerindeki etkilerinin  arastirildig:
calismalarda, serum likopen seviyesi ile immiinoglobilin arasinda 6nemli bir
negatif korelasyon bulunmustur. Serum likopen seviyeleri ve immiinoglobilin G
ve immiinoglobilin M ile iligkilidir. Yag kiitlesinin miktarmm degigmesi serum
immiinoglobilin G ile direkt iliskilidir fakat serum immiinoglobilin M ile ters
iligkilidir. Likopen T hiicrelerine bagl adaptif (pro-atherjenik) humoral immiin
etkiyi azaltarak uzun siireli diyabet komplikasyonlarinda 6zellikle aterogenezisde
Onleyici etkiler saglayabilir. Sitokin etkiyi azaltarak, akcigerlerdeki alerjik
inflamasyonu sistematik olarak azaltmaktadir. Ayrica likopen takviyesinin astima
kars1 koruyucu bir etkiye sahip olabilecegi bildirilmektedir (138, 139).

Shidfar ve ark. (140), likopen ve diger antioksidanlar bakimindan zengin
olan ¢ig dometesin giinliik 200 g tiiketiminin Tip 2 diyabetlilerde kan basincina ve
apoliproteine etki ederek kardiyovaskiiler riskin disiiriilmesinde faydali
olabilecegini bildirmektedirler. Karoten tiirevleri olan B-kriptoksantin, likopen ve
a-karotenin yiiksek plazma konsantrasyonlarmin karotid atherosklerozis ile iliskili

olabilecegi de gosterilmistir (141).

70



3.8. Molekiiler Analizler ve Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(RT-PCR, Real Time Polymeraze Chain Reaction)

RT-PCR, DNA amplifikasyonu ile es zamanli olarak artis gosteren
floresans sinyalin Gl¢iilmesi ile kantitatif sonu¢ verebilen bir PCR yontemidir
(142).

Bilim ve tip alanindaki caligmalarda niikleik asit miktar1 belirleme
analizleri icerisinde en etkili teknigin RT-PCR oldugu ortaya konmustur. Bu
teknik seksenli yillarm ortasinda Kary Mullis ve calisma arkadaglar1 tarafindan
gelistirilen PCR’m ileri bir versiyonudur. Klasik PCR ile ¢ok karmasik bir
ornekten herhangi bir niikleik asit dizisini analiz etmek i¢in ¢ok sayida dongiisel
islemle istenilen miktarda ¢ogaltmak miimkiindiir. Ancak bu islem tek basina
matematiksel olarak iiriin miktar1 hakkinda bilgi saglamamakla birlikte sonrasinda
da iriin miktari1 net olarak belirlemek oldukca giictiir. Ciinkli klasik PCR
baslangicta var olan DNA miktarindan bagimsiz olarak bir iiriin miktar1 ortaya
cikar. RT-PCR teknigi ile DNA dizileri es zamanli olarak ¢ogaltilmis ve
belirlenebilmis, reaksiyon siiresi boyunca olusan iirliniin miktarm1 RT-PCR

sirasinda gozlemek miimkiin olmustur (142, 143) (Sekil 16).

O\, RT-PCR W\ Verilerin

%, Ornelderin S . RNA i Ters
Iznlaq‘nnU// Transkripsiyon ) Analizlar Vi Analin /
4 o .

. Hazrlamman
Z i

Sekil 16: RT-PCR Calisma Akis1

71



Amplifikasyonun her basamaginin takip edilebilmesi RT-PCR’1 6zel kilan
en onemli 6zelligidir. Amplifikasyon egrileri iizerinde tiim amplifikasyon profili
gozlenebilmektedir. Bu imkan reaksiyon i¢in kullanilan primerler ve hedefe 6zgii

florosan isaretli problar ile saglanir (142-144) (Sekil 17).
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Sekil 17: RT-PCR Reaksiyonu (144)

PCR tip alaninda konvensiyonel metodlar ile tanis1 miimkiin olmayan
bir¢ok hastaligin tanimlanmasinda (145, 146), genetik yapist degistirilmis bitki ve
mikroorganizmalarim tanimlanmasinda (147) molekiiler klonlama alaninda (148)
yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica PCR analizlerinin; Engelke ve ark. (149)
tarafindan genetik bozukluklarin teshisinde, Ou ve ark. (150) tarafindan patojen
organizmalarin niikleik asit dizilerinin belirlenmesinde, Higuchi ve ark. (151)

tarafindan adli 6rneklerin genetik tanimlanmasinda, Farr ve ark. (152) tarafindan
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aktif onkojenlerdeki mutasyonlarm analizlerinde kullanilmaya baslanmis olmasi
PCR analizlerinin iist diizeyde uygulama alani buldugunu gostermektedir.

Analizlerde farkli kantitatif RT-PCR metodlar1 kullanilmaktadir (153).
o Mutlak  Kantifikasyon  (Absolute  Quantification):  Hedefin
konsantrasyonu mutlak degerler olarak ifade edilir. Mutlak kantifikasyon
konsantrasyonlar1 dnceden bilinen seri olarak diliie edilmis eksternal standartlarin
kullanimiyla olusturulan standart bir egri yardimiyla yapilir. Konsantrasyonlari
bilinmeyen orneklerin konsantrasyonlarinin belirlenmesi crossing points (Cp)
degerlerinin belirlenmesi ile saglanir. (Cp degeri, PCR i¢indeki her egriye ait PCR
irtinii miktarmi gosterdigi varsayilan bir 6rnegin PCR amplifikasyonuna basladigi
noktay1 ifade eder) (153).
o Rolatif  Kantifikasyon (Relative Quantification): Hedefin
konsantrasyonu hedefin belli bir referansa orani olarak ifade edilir. Bu metot ile
hedef ve referans genin konsantrasyonlarini belirleyebilmek igin her ikisine ait
standart egrilerin kullanimina ihtiyag duyulur (153).

Calismada; DEN’in kan ve karaciger dokularinda MDA, GSH diizeyleri ile
CAT, GSH-Px, GST ve SOD aktiviteleri ve CAT enziminin gen ekspresyonlari
lizerine etkilerinin arastirilmast amaglanmistir.  DEN’in  olusturacagi hasart
gostermek amaciyla plazma AST, ALT, ALP, LDH enzim aktiviteleri ve

kolestrerol diizeyindeki degisimler de belirlenmistir.
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Deney Hayvanlarimin Bakim ve Beslenmeleri

Calismada 3 aylk toplam 56 adet Wistar-Albino 1rki erkek rat
kullanilmistir. Arastirmaya baslamadan dnce Firat Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulundan arastirma icin etik kurul izni (2014/18) alinmistir. Deney
hayvanlar1 Frrat Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezinden temin
edilmistir. Deneysel uygulamalar laboratuvar hayvanlarinm bakimi ve kullanimi
sartlarma (12 saat aydinhk: 12 saat karanlik ve 24+3°C) uygun olarak
yiriitiilmiistiir. Deneysel uygulamalar siiresince ratlara standart ticari rat yemi

(pellet yem) ve musluk suyu ad libitum saglanmistir (Tablo 4).

Tablo 4: Rat Yeminin Bilesimi

Maddenin Adi Deger

Su En ¢ok (%) 12

Ham Protein En az (%) 24

Ham Seliiloz En cok (%) 7

Ham Kiil En cok (%) 8
Hidroklorik Asitte Coztiinmeyen Kiil En ¢ok (%) 2
Sodyum Kloriir (NaCl) En ¢ok (%) 1

Ca Enaz — En¢ok (%) 1 -2,8
Fosfor Enaz (%) 0,9
Sodyum En az — En ¢ok (%) 0,5-0,7
Metabolik Enerji Kcal/kg En az (%) 2,65

Kullamlan Ham Maddeler: Bugday, Arpa, Soya Kiispesi, Findik Kiispesi, Aycicek
Tohumu Kiispesi, Pamuk Tohumu Kiispesi, Misir Proteini, Rasmol, Balik Unu, Tuz,
Mermer Tozu, Melas, Tapiyoka, Sorgum, Kolza Kiispesi, Sentetik Lisin, Sentetik
Methionin, Premiksler, Kepek, Siit Tozu
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4.2. Kullanilan Gerecler
4.2.1. Cihazlar:
e Real-Time PCR Cihazi (Applied Biosystem 7500 Fast)
e Spektrofotometre (Thermo-Genesis 10S UV-VIS)
e Sogutmali Santrifiij (NUVE NF800R)
e Mikrosantrifiij (Hettich Mikro 200R)
e Tissue-Lyser (Next Advance Bullet Blender)
e Homojenizator (CAT R50D)
e Derin Dondurucu (i1Shin)
e pH Metre (Thermo Scientific Orion Star A111)
e Su Banyosu (NUVE ST 402)
e Hassas Terazi (Sartorius)

e Vorteks (Heidolph)

4.2.2. Kimyasal Maddeler

Calismamizda kullanilan biitiin kimyasal maddeler analitik saflikta olup
Qiagen, Sigma, Merck, DMS firmalarindan satin almmustir. RNAlater (Qiagen),
RNaesy Plus Mini Kit (Qiagen), RNaesy Protect Animal Blood Kit (Qiagen), First
Strand Kit (Qiagen), RT2 SYBR gPCR Green Master Mix (Qiagen), RT?> qPCR
Primer Assay for Rat CAT (Qiagen), RNAprotect Animal Blood Tubes (Qiagen),
Glutatyon rediiktaz (Sigma), NADPH (Sigma), Ksantin (Sigma), Sigir Serum
Albumini (Sigma), TBA (Merck), Folin-Ciocaltu’s phenol (Merck), Likopen

(DSM).
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4.3. Yontemlerin Uygulanmasi
4.3.1. Deney Hayvanlarinin Hazirlanmasi

Frrat Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezinden temin edilmis 56
adet Wistar-Albino erkek rat her grupta 7 rat olacak sekilde rastgele segilerek 8
gruba ayrilmistir. Kontrol grubu ratlara herhangi bir islem uygulanmamistir. Diger

gruplar ise asagidaki sekilde olusturulmustur (Tablo 5).

Hayvanlar 8 gruba ayrilmstir:

1. Grup: Kontrol grubu (Ratlara tedavi verilmemistir)

2. Grup: Likopen uygulanan grup (10 mg/kg, giin asir1, gavaj, 10 giin)

3. Grup: Kisa siireli DEN uygulanan grup (200 mg/kg, i.p., tek doz, 30 giin)

4. Grup: Uzun siireli DEN uygulanan grup (200 mg/kg, i.p., tek doz, 90 giin)

5. Grup: Likopen (DEN uygulamasindan 10 giin 6nce baslanmis, 10 mg/kg,
giin asir1, gavaj, 10 giin) + DEN (200 mg/kg, i.p., tek doz, 30 giin)

6. Grup: Likopen (DEN uygulamasindan 10 giin 6nce baslanmis, 10 mg/kg,
giin asir1, gavaj, 10 giin) + DEN (200 mg/kg, i.p., tek doz, 90 giin)

7. Grup: DEN (200 mg/kg, i.p., tek doz, 30 giin) + Likopen (10 mg/kg, giin
asir1, gavaj, 10 giin, DEN uygulamasi ile beraber baglanmus)

8. Grup: DEN (200 mg/kg, i.p., tek doz, 90 giin) + Likopen (10 mg/kg, giin

asir1, gavaj, 10 glin, DEN uygulamasi ile beraber baglanmis)
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Tablo 5: Deney Gruplar1 ve Uygulama Siireleri

Deney Gruplari Yapilan Uygulamalar Siire (Giin)
Grup 1 Herhangi bir uygulama yapilmamistir. 30
(Kontrol)

Grup 2 Likopen uygulanmistir. 10
(Likopen)

Grup 3 Kisa siireli DEN uygulanmustir. 30
(DEN1)

Grup 4 Uzun siireli DEN uygulanmuigtir. 90
(DEN2)

Grup 5 Likopen, DEN uygulamasindan 10 giin 10+30
(Likopen+DEN1) once baglanmistir.

Grup 6 Likopen, DEN uygulamasindan 10 giin 10+90
(Likopen+DEN2) once baglanmigtir.

Grup 7 Likopen, DEN  uygulamasi ile 30
(DEN1+Likopen) baglanmustir.

Grup 8 Likopen, DEN  uygulamasi ile 90
(DEN2+Likopen) baslanmustir.

4.3.2. DEN ve Likopen Uygulamasi

DEN, her rat i¢in 200 mg/kg dozunda serum fizyolojik (%0,9’luk NaCl)
icinde c¢oziilerek hazirlanmistir. DEN, 3, 4, 5, 6, 7 ve 8. gruplardaki (DENI,
DEN2, Likopen+DEN1, Likopen+DEN2, DEN1+Likopen ve DEN2+Likopen
gruplar1) ratlara i.p. olarak tek doz uygulanmistir. 3, 5 ve 7. gruplardaki ratlar
DEN uygulamasmdan 30 giin sonra; 4, 6 ve 8. gruplardaki ratlar ise DEN
uygulamasindan 90 giin sonra sakrifiye edilmistir (154).

Likopen 10 mg/kg dozunda gavaj yoluyla giin asir1 uygulanmistir. Likopen
uygulamasina, 5. ve 6. gruplarda (Likopen+tDENI, Likopen+DEN2) DEN
uygulamasindan 10 giin o6nce, 7. ve §&. gruplarda (DENI+Likopen,
DEN2+Likopen) ise DEN uygulamasi ile beraber baglanmis ve toplam 10 giin

stire ile uygulanmistir (155).
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4.3.3. Orneklerin Toplanmas: ve Biyokimyasal Analizler

Uygulamalarin sonunda ratlar sakrifiye edilerek kan ve karaciger doku
ornekleri almmustir. Kan Ornekleri antikoagiilan (EDTA) iceren tiiplerde
toplanmis ve plazmalarini ayirmak igin +4°C’de 3.000 rpm’de 10 dk santrifiij
edilmistir. Plazma o6rneklerinde aspartat transaminaz (AST), alanin transaminaz
(ALT), alkalen fosfataz (ALP), laktat dehidrogenaz (LDH) enzim aktiviteleri ve
kolesterol diizeyi tayinleri otoanalizérde (Cobas 8000 modular analyzer series:
Roche) yapilmistir. Tam kan GSH ve GSH-Px, serum fizyolojik ile yikanmis
eritrositler CAT, SOD, plazmalar ise MDA tayini i¢in kullanilmistir. Kan
ornekleri ile karaciger doku ornekleri biyokimyasal analizler yapilincaya kadar
-80°C’de saklanmistir. Analizler 6ncesinde karaciger dokular1 serum fizyolojik ile
yikandiktan sonra distile su ile 1:10 oranda sulandirilarak homojenizatorde
homojenize edilmistir. Homojenat sogutmali santrifiijde (NUVE NF 800R) MDA,
GSH, CAT, GST ve SOD analizleri igin 3.500 rpm’de 15 dk, GSH-Px analizi igin
ise 14.000 rpm’de 55 dk santrifiij edilmis ve siipernatantlar alinmaistir.

RT-PCR analizleri i¢in kan 6rnekleri RNA stabilizasyon soliisyonu igeren
tiiplere (RN Aprotect Animal Blood Tubes) alinarak saklanmis, doku ornekleri ise
analizler i¢in RNAlater soliisyonu i¢ine alarak ¢alisilacagi giine kadar -80°C’de

muhafaza edilmistir.
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4.4. Kan Orneklerinin Hazirlanmasi
4.4.1. MDA Tayini icin Hazirlanmasi
MDA tayini i¢in aliman EDTA’In kan Ornekleri 3.000 rpm’de 10 dk

santrifiij edilerek plazmalar1 ayrilmis ve plazmada MDA diizeylerine bakilmistir.

4.4.2. GSH Tayini icin Hazirlanmasi

Tam kanmn distile ile 1:10 oraninda sulandirilmasi ile elde edilen
hemolizatlarda Hb tayini yapilmistir, diliie edilen kanmn 1:2,5 oraninda ¢oktiiriicti
soliisyonuyla sulandirilmasi ile elde edilmis hemolizatlarda ise GSH diizeyleri

Olctilmiistiir.

4.4.3. CAT Tayini icin Hazirlanmasi

Plazmas1 ayrilan EDTA’li kan Ornekleri, serum fizyolojik ile 3 kez
yikandiktan sonra eritrositler 1:5 oraninda distile su ile sulandirilarak Hb tayini
yapilmistir. Daha sonra diliie edilmis bu kan o6rnekleri 1:100 oraninda fosfat
tamponuyla (50 mM KH2PO4/Na;HPO4, pH:7.0) tekrar sulandirilmis ve

hazirlanmig bu hemolizatlarda CAT aktivite tayini yapilmustir.

4.4.4, GSH-Px Tayini icin Hazirlanmasi
Tam kanmn distile su ile 1:20 oraninda sulandirilmasiyla elde edilen
hemolizatlarda GSH-Px aktivite tayini, 1:5 oraninda sulandirilmasi ile elde

edilmis hemolizatlarinda ise Hb tayini ger¢eklestirilmistir.

4.4.5. SOD Tayini icin Hazirlanmasi
Plazmas1 ayrilan EDTA’lr kan Ornekleri, serum fizyolojik ile 3 kez
yikandiktan sonra, eritrositler 1:5 oraninda deiyonize su ile sulandirilarak Hb

tayini yapilmistir. Daha sonra diliie edilmis bu kan ornekleri 1:2 oraninda

79



kloroform/etanol soliisyonu (3/5-V/V) ile tekrar diliie edilerek SOD aktivite tayini

yapilmustir.

4.5. Doku Orneklerinin Hazirlanmasi ve Homojenizasyonu
4.5.1. MDA, GSH, CAT, GST ve SOD Tayini icin Doku Orneklerinin
Hazirlanmasi ve Homojenizasyonu

Doku ornekleri iki stizge¢ kagidi arasinda suyu alindiktan sonra tartilarak
distile suile 1:10 oraninda (agirlik/hacim) sulandirilip, kirilmis buz igerisinde
Potter-Elvehjem cam-cam homojenizatér vasitasiyla homojenize edilmis ve
sogutmali santrifiijde 3.500 rpm’de 15 dk santrifiij edildikten sonra elde edilen

stipernatantlarda MDA, GSH, CAT, GST, SOD ve protein tayini yapilmistir.

452. GSH-Px Tayini icin Doku Orneklerinin Hazirlanmas1 ve
Homojenizasyonu

Doku o6rnekleri iki siizge¢ kagidi arasinda kurutulduktan sonra tartilarak
distile su ile 1:10 oraninda (agirlik/hacim) sulandirilip, kirilmis buz igerisinde
homojenize edilmis ve olusan homojenatlar 1,5 ml’lik ependorflara konularak
sogutmali santrifiijde 14.000 rpm’de 55 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi
sonunda siipernatantlar ayrilmis ve alinan bu siipernatantlarda GSH-Px aktivitesi

ve protein diizey tayini gerceklestirilmistir.
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4.6. Kanda ve Dokuda MDA, GSH, CAT, GSH-Px, GST, SOD, Protein ve
Hemoglobin Analizleri icin Kullanilan Yontemler
4.6.1. Plazma ve Dokuda MDA Diizeyinin Tayini

Prensip: MDA tayini Placer ve ark. (156) tarafindan modifiye edilen
yonteme gore yapilmistir. Bu yontem LPO’nun aldehit {iriinlerinden biri olan
MDA ile TBA’nin reaksiyonu temeline dayanmaktadir. Olusan MDA, TBA ile
pembe renkli bir kompleks olusturmakta ve bu c¢oOzeltinin absorbansi 532
nanometre (nm)’de spektrofotometrik olarak oOlgiilerek LPO’nun derecesi

saptanmustir (Tablo 6).

Metodun Ayiraclar

1- TBA: 0,67 g TBA 80 ml %10’Iuk perklorik asitte ¢oziliir ve 100 ml’ye distile
su ile tamamlanir.

2- %10’luk Triklorasetik Asit (TCA): 10 g TCA distile suda ¢oziilerek 100
ml’ye tamamlanir. Ayirag koyu renkli sisede oda sicakliginda saklanir.

3- Standart: 1,1,3,3 Tetraetoxipropan

4- Renk Ayiraci: 3 kisim TCA soliisyonu ve 1 kistm TBA soliisyonu reaktif
siseye konularak 1 dk magnetik Kkarstiricida karistirthir. Ayirag gilinlik
hazirlanir.

Deneyin Yapihsi

Tablo 6: MDA Diizey Olgiimii

Kor (ml) Standart (ml) Ornek (ml)
Ornek - - 0,25
Standart - 0,25 -
Serum Fizyolojik 0,25 - -
Renk Ayiraci 2,25 2,25 2,25
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Tipler karistirildiktan sonra 100°C 20 dk bekletilmistir. Musluk suyu
altinda sogutma isleminden sonra tiipler 3.000 rpm’de 10 dk santriflij edilerek {ist

faz absorbansi 532 nm’de okunmustur.

Kanda ve Dokuda MDA Diizeyinin Hesaplanmasi

MDA= l-jmegin Absorbans:
Standartin Absorbans:

X Standartn K onsantrasyonu

Plazmadaki MDA diizeyi nmol/ml, dokudaki MDA diizeyi nmol/g doku

olarak hesaplanmistir.

4.6.2. Kan ve Dokuda GSH Diizeyinin Tayini

Prensip: GSH tayini Ellman ve ark. (157) tarafindan bildirilen metotla
yapilmistir.  5.5’-dithiobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB), NADPH ve GR
varhiginda enzimatik dongii prosediirii ile Ol¢iilmektedir. Bu metot DTNB
eklendiginde siilfidril gruplarmmin oldukg¢a stabil sar1 renk olusturmasi temeline

dayanan spektrofotometrik bir yontemdir (Tablo 7).

Metodun Ayiraglari

1- Coktiiriicii Soliisyon: 1,67 g glasiyel metafosforik asit, 0,20 g disodyum
EDTA, 30 g NaCl tartilir 100 ml distile suda ¢oziiliir. +4°C’de 3 hafta
dayaniklidir.

2- 0,3 M NaxHPOg4: 42,60 gNa,HPO4 tartilir ve distile ile 1 L’ye tamamlanair.
+4°C’de saklanir.

3- DTNB: 20 mg DTNB %1°lik Na-sitrat ¢ozeltisi ile 100 ml’ye tamamlanir.
+4°C’de saklanir.

4- GSH Standarti: 2 mg/dl GSH soliisyonu hazirlanir.
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Deneyin Yapihsi
Deney esnasinda Ornekler flizerine ¢oktiiriicii soliisyondan konulup,
vortekslenmis ve 3.000 rpm’de 30 dk santriflij edilmistir. Elde edilen siiziintii

deney ortaminda kullanilmistir.

Tablo 7: GSH Diizey Ol¢iimii

Kor (ml) Standart (ml) Ornek (ml)
Ornek - - 1
Standart - 1 -
Distile Su 1 - -
Coktiiriicii 15 15 15

3.000 rpm de 30 dk santrifiij

Siiziintii 0,25 0,25 0,25
Na;HPO4 1 1 1
DTNB 0,125 0,125 0,125

Deney tiipleri hazirlandiktan sonra vortekslenmis ve 412 nm’de kore karsi

absorbanslar okunmustur.

Kanda ve Dokuda GSH Diizeyinin Hesaplanmasi

GSH (umol/ml)=(Standartin Konsantrasyonu) x (Ornegin Absorbansi) x Diliisyon
(Standartin Absorbansi)

Kanda ve dokuda GSH diizeyi pmol/ml olarak hesaplanmustir.
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4.6.3. Kan ve Dokuda CAT Aktivitesinin Tayini

Prensip: CAT aktivitesini 6lgmek i¢in Aebi (158) metodu kullanilmustir.
CAT, H202’in yikimimi katalize eder. H2O2’in CAT tarafindan yikim hizi, H2O2’in
240 nm dalga boyunda 15181 absorbe etmesinden yararlanilarak spektrofotometrik

olarak ol¢iilmistiir (Tablo 8).

Metodun Ayiraclan
1- 50 mM Fosfat Tamponu (pH: 7.0): 6,81 g KH2PO4 ve 8,90 g NaHPO4
(2H20) tartilarak 1 L distile suda ¢oziilerek hazirlanir. NaHPO4 (2H20)
¢ozeltisi lizerine KH2POg ilave edilerek pH 7.0’ye ayarlanir.

2- 30 mM H02: 0,34 ml %30°luk H.O, fosfat tamponu ile 100 ml’ye

tamamlanir.
Deneyin Yapihsi
Tablo 8: CAT Aktivite Olgiimii
Kor (ml) Ornek (ml)
Ornek 2 2
Fosfat Tamponu 1 -
H20; Cozeltisi - 1

240 nm’de kor ile sifir ayar1 yapildiktan sonra 6rnegin 0. (A1) ve 30. (A2)

saniye i¢indeki absorbans farki 6l¢iilmek suretiyle CAT aktivitesi hesaplanmastir.

Kan ve Doku CAT Aktivitesinin Hesaplanmasi
k =(2,3/30) x (log A1/A2) x Diliisyon
Eritrositte CAT aktivitesi k/g Hb, dokuda CAT aktivitesi k/mg protein

olarak hesaplanmustur.
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4.6.4. Kanda ve Dokuda GSH-Px Aktivitesinin Tayini

Prensip: Eritrosit ve doku GSH-Px aktivite 6l¢limii i¢in Beutler (159)
metodu kullanilmistir. GSH-Px, GSH’un GSSG’a oksidasyonunu H20- kullanarak
katalizler. GSSG’nin olusum hizi GR reaksiyonu vasitasiyla 6l¢iiliir (Tablo 9).

Reaksiyon ortamindaki t-butilhidroperoksidin (t-BOOH) (bu enzim
Olciimlerinde en uygun peroksit substratidir) her bir molekiiliiniin rediiksiyonu
icin 1 mol GSSG olusur. GSSG’nin GSH’a rediiksiyonu ise GR enziminin
katalizledigi reaksiyonla olusur. Bu reaksiyonda GSSG’nin her bir moliiniin
rediiksiyonu i¢in 1 mol NADPH okside olur.

GSH-Px
2GSH + R-0-O-H —— GSSG + HO0 + R-OH

GR
GSSG + NADPH+HY — 5 2GSH + NADP™
GSH-Px aktivitesi NADPH oksidasyonunu takiben spektrofotometrik

olarak 340 nm’deki sistemin optik dansite (OD)’sindeki diististen hesaplanir.

Metodun Ayiraglari
1- 1 M Tris Tamponu (pH: 8.0): 121,14 g Tris tartilarak distile suda ¢oziiliir,
pH 8.0’¢ ayarlanir ve 1,68 g EDTA (5 mM EDTA) ilave edilerek 1 L’ye
tamamlanir.
2- 0,1 M GSH: 0,31 g GSH 10 ml distile suda ¢oziilir. GSH soliisyonlar1 taze
hazirlanmis olmalidir.
3- 10 U/ml GR: 1 ml’de 10 tinite olacak sekilde distile su ile hazirlanir. 7,22 pl

GR 1 ml distile suda ¢oziiliir.
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4- 2 mM NADPH: 0,07 g NADPH 30 ml distile suda ¢oziiliir.
5- 7 mM t-BOOH: 10 pl t-BOOH 10 ml distile suda ¢oziiliir. t-BOOH giinliik

olarak hazirlanir.

Deneyin Yapihsi

Tablo 9: GSH-Px Aktivite Olgiimii

Kor (ul) Ornek (ul))
Ornek 10 10
Distile Su 670 660
Tris Tampon 100 100
GSH 20 20
GR 100 100
NADPH 100 100

37 °C’de 10 dk preinkiibe edilir.

t-BOOH - 10

Karisimin 0. ve 2,5. dk’daki OD’sindeki azalma 340 nm’de belirlenmistir.

Kanda GSH-Px Enzim AKktivitesinin Hesaplanmasi

OD:-OD: 1
t A T6.22x0.01

UigHb = _
Hb (g/ml)

Dokuda GSH-Px enzim aktivitesinin hesaplanmasi

OD:-OD: 1
B . t - 6. 22x0.01
U/g Protein =

Protem {(g/ml)
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OD:: 0. dk’daki absorbans
OD2: 2,5 dk sonundaki absorbans
t: 2,5 dk
1: Kiivetin toplam hacmi (ml)
0,01: Hemolizatin hacmi (ml)
6,22: 1 umol NADPH’in verdigi absorbans
Hb: Hemoglobin
Eritrositte GSH-Px aktivitesi U/g Hb, dokuda GSH-Px aktivitesi U/g

protein olarak hesaplanmaistir.

4.6.5. Dokuda GST Aktivitesinin Tayini

Prensip: GST aktivitesi, GSH ve 1-2 dikloro,4 nitrobenzenin (CDNB)
konjugasyonu sonucu olusan {iriiniin (1-(S-glutatyonil)- 2,4 dinitrobenzen)) 340 nm
dalga boyunda verdigi absorbansin spektrofotometrede 6lgiilmesi esasina dayanan
Habig ve ark. (160)’nin metoduna gore gergeklestirilmistir (Tablo 10).

Bir tiinite enzim, 25°C’de bir dk’da 1 pmol substrati (CDNB), 1-(S

glutatyonil)-2,4 dinitrobenzene ¢eviren enzim aktivitesidir.

Metodun Ayiraclar
1- 1 mM CDNB: 2 mg CDNB tartilir ve 10 ml etanolde ¢6ziiliir.
2- 5mM GSH: 15 mg GSH tartilir ve 10 ml distile suda ¢oziiliir.
3- 0,1 M Tris Tamponu (pH: 7.4): 12,10 g Tris tartilir ve distile suda ¢oziiliir.

pH 7.4’e ayarlandiktan sonra toplam hacim 1 L’ye tamamlanir.
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Deneyin Yapihsi

Tablo 10: GST Aktivite Olgiimii

Kor (ml) Ornek (ml)
Ornek - 0,1
Distile Su 01 -
CDNB 0,1 0,1
GSH 0,1 0,1
Tris Tamponu 2,2 2,2

340 nm’de 0. dk'daki ve 2. dk’daki OD’ler okunmustur.

Dokuda GST Aktivitesinin Hesabi

U= OD2- OD1 _EDDI X Diliasyon

&=lumol 1-(S-glutatyonil)-2,4 dinitrobenzen’in 1 dk’daki ekstinksiyon

katsayisi.

Dokuda GST aktivitesi U/mg protein olarak hesaplanmuistir.

4.6.6. Kanda ve Dokuda SOD Aktivitesinin Tayini

Prensip: Bu metotta SOD aktivite 6l¢iimii ksantin-ksantin oksidaz sistemi
ile tretilen O27’nin nitroblue tetrazolium (NBT)’u indirgeyerek renk olugmasi
esasimna dayanir. Bu sekilde iiretilen O27’nin NBT’u indirgemesi 560 nm’de
maksimum absorbans veren mavi renkli formazon olusumu ile sonlanir (161).

Ortamda enzim olmadigi durumda bu indirgenme maksimal olup, koyu
mavi bir renk olusmaktadir. Ortamda SOD varliginda ise enzim O27’ni H202’e
cevirmekte boylece NBT indirgenmesi azalmakta ve renk degisikligi meydana

gelmemektedir. Renkli formazon olusumu ortamin enzim konsantrasyonu ile ters
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orantili olarak gergeklesmektedir. Boylece olusan formazonun 560 nm’de verdigi

absorbanstan SOD aktivitesi hesap edilmektedir (Tablo 11).

Metodun Ayiraclan
1- Assay Reaktifi
a) 0,3 mM Ksantin: 9,13 mg alinip 200 ml distile suda ¢oziliir.
b) 0,6 MM Na;EDTA: 23 mg alinip 100 ml distile suda ¢oziiliir.
c) 0,15 mM NBT: 12,3 mg alinip 100 ml distile suda ¢oziiliir.
d) 400 mM Na2COs: 2,54 g alinip 60 ml distile suda ¢oziiliir.
e) 1 g/L Sigir Serum Albumini (BSA): 30 mg alinip 30 ml distile suda
¢Oziiliir.
Hepsi karistirilarak (toplam 490 ml) koyu renkli sisede +4°C’de saklanir.
2- Ksantin Oksidaz (167 U/L): 0,167 U/ml olacak sekilde 2 M amonyum siilfat
((NH4)2S0.) iginde ¢oziiliir.
3- 2M (NH4)2SO4: 2,64 g (NH4)2SO4 tartilir bir miktar distile suda ¢oziiliir ve
total hacim 10 ml’ye tamamlanir.
4- 0,8 mM Bakar (IT) Klorid (CuCly): 10,75 mg CuCl, almip bir miktar distile

suda ¢oziilerek total hacim 100 ml’ye tamamlanir.

Deneyin Yapihsi
1/5 oraninda diliie edilmis eritrosit hemolizat1 esit hacimde
Kloroform/etanol (3/5-V/V) ile karistirilmis ve 5.600 rpm’de 45 dk santrifiij
edilmigtir. En Ustteki berrak kistm SOD aktivite tayininde kullanilmak tizere

ayrilmistir.

89



Tablo 11: SOD Aktivite Olgiimii

Kor (ml) Ornek (ml)
Siipernatant - 0,1
Deiyonize Su 0,1 -
Reaksiyon Cozeltisi 2,85 2,85
Ksantin Oksidaz 0,05 0,05

25°C’de 20 dk siireyle inkiibe edilmistir.

CuCl, 1 1

CuCly ilave edilerek reaksiyon durdurulmustur. Reaksiyon ¢06zeltisine
kars1 kor ve numunenin absorbanslarinin 6l¢iimii spektrofotometrede 560 nm’de

yapilmistir.

Kanda ve Dokuda SOD Aktivitesinin Hesabi

04 inhibigj-un _ Ornegin Absorbansi - Kérimn Absorbansi

K ériin Absorbans:

X 100

1 Unite SOD: %50’lik NBT inhibisyonu meydana getiren enzim
miktaridir.

%% Inhibisyon

U/ml SOD = i
2650 Inhibisyon

X Diliisvon

Eritrositlerde SOD aktivitesi U/g Hb, dokuda SOD aktivitesi U/mg protein

olarak hesaplanmustir.
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4.6.7. Hemoglobin Tayini
Prensip: Hemolizatlarda Hb tayini siyanomethemoglobin yontemi (162)

+25

ile yapilmistir. Ferrisiyaniir Hb’deki Fe™’yi oksitleyerek +2 degerden +3 degerli
Fe’e ¢evirir, methemoglobine doniismesini saglar. Bunu takiben potasyum siyanid

(KCN) ile stabil bir pigment olan siyanomethemoglobin meydana gelir.

Siyanomethemoglobinin absorbansi 546 nm’de okunur (Tablo 12).

Metodun Ayiraclan
1- Drabkin Cozeltisi: 50 mg KCN, 200 mg potasyum ferrisiyanid ve 1 g
sodyum bikarbonat tartilarak bir miktar distile suda ¢oziilir ve 1 L’ye
tamamlanir. Koyu renkli sisede 1 yil kadar dayanir.
2- Hb Standarti: 18 g liyofilize Hb standarti 100 ml distile suda ¢oziiliir. Bu

standart 18 g/dl Hb igerir.

Deneyin Yapihsi

Tablo 12:Hemoglobin Diizey Olg¢iimii

Kor (ml) Standart (ml) Ornek (ml)
Hemolizat - 0,02
Standart - 0,02
Drabkin Cozeltisi 5 5 5

Tiipler iyice karistirilarak oda 1sisinda 20 dk bekletilmistir. 546 nm’de
kore kars1 diger tiiplerin absorbanslar1 okunmustur.

Kanda Hb Diizeyinin Hesaplanmasi

Hb (o/dl) = Ornegin Absorbansi X 18
Standartin Absorbans:
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4.6.8. Biyolojik Sivilarda Protein Tayini

Prensip: Homojenatlardaki protein miktar1 modifiye Lowry (163)
yontemine gore Olclilmistir. Alkali bakir tartarat aywraci peptit baglari ile
kompleks yapar. Her 7 veya 8 amino asit artig1 1 atom Cu baglar. Fenol ayiraci,
Cu ile muamele edilmis karisima ilave edildiginde mor-mavi renk sekillenir. Bu
renk siddeti 650 nm dalga boyunda okunmustur. Protein konsantrasyonu ile
olusan renk arasinda yiiksek konsantrasyonlar i¢in lineer bir iliski olmadigindan

ornekler sulandirilarak Slgiimler yapilmistir (Tablo 13).

Metodun Ayiraclan

1- Alkali Bakir Ayiraci: 10 g sodyum karbonat (Na.COs), 0,10 g potasyum
tartarat ve 0,05 g bakir siilfat, 0,5 N sodyum hidroksit (NaOH) i¢inde ¢oziiliir
ve 100 ml’ye tamamlanir. Bu ¢6zelti oda 1sisinda 30 giin dayaniklidir.

2- Fenol Ayiraci: 2 N Folin-Ciocaltue-Fenol ayiracindan 3,75 ml alinir, distile
su ile 67,50 ml’ye tamamlanir. Bu ¢ozeltideki 6rnek sayisina gore galisma
esnasinda giinliik olarak hazirlanir.

3- Okuma Smirina Getirilmis (Sulandirilmis) Ornek

4- Protein Standarti: 50 pg/ml BSA
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Deneyin Yapihsi

Tablo 13: Protein Diizey Olgiimii

Kor (ml) Standart (ml)  Ornek (ml)
Ornek - - 1
Distile Su 1 - -
Standart - 1 -
Alkali Bakir Ayiraci 1 1 1

Tipler iyice karigtirilmis ve 10 dk oda 1sisinda bekletilmistir.
Fenol Ayiraci 4 4 4

Tiipler hemen vorteksde iyice karistirilmis ve 55°C’de 5 dk bekletilmistir.
Inkubasyon sonras1 musluk suyu altinda hemen sogutulmustur. Daha sonra 650

nm’de Ornek tiiplerinin absorbansi kor tiipiine kars1 okunmustur.

Dokuda Protein Diizeyinin Hesaplanmasi

Ornegin Absorbans
Standartin Absorbansi

Protein (mg/ml)= Standartin Konsantrasyonu X Dilisyon
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4.7. Molekiiler Analizler icin Kan ve Doku Orneklerinin Ahnmas1 ve RT-
PCR Analizleri

Deney siiresi sona erdiginde ratlar sakrifiye edilmistir ve hizli bir sekilde
RT-PCR analizleri i¢in kan 6rnekleri RNA stabilizasyon soliisyonu igeren tiiplere
(RNAprotect Animal Blood Tubes) alinarak saklanmistir. Doku Ornekleri ise
analizler i¢cin RNA stabilizasyon soliisyonu (RNAlater) iceren tiipler icine
almarak 24 saat oda 1sisinda bekletilmis ve tiim 6rnekler calisilacagi giine kadar

-80°C’de muhafaza edilmistir.

4.7.1. RNA Ekstraksiyonu

Kan ve doku ornekleri ekstraksiyon oncesinde oda isisinda ¢dziinmeye
brrakilmis ve c¢oOzlinen Orneklerden RNA ekstraksiyonu yapilmigtir. RNA
konsantrasyonlar1 nanodrop spektrofotometre (Thermo-Genesis 10S UV-VIS)

kullanilarak ol¢tilmiistiir. Elde edilen RNA ekstraktlarindan cDNA elde edilmistir.

4.8. Kandan RNA izolasyonu

1. RNAprotect Animal Blood tiip i¢indeki kanlar 5.000 g’de 3 dk santrifiij
edilmistir.

2. Ust kisimdaki siipernatant bosaltilarak uzaklastirilmistir.

3. Pelet iizerine 1 ml RNAaz icermeyen su eklenmistir. Pelet ¢oziinene kadar
vortekslenmis ve tiipler 5.000 g’de 3 dk santrifiij edilmistir.

4. Tiplerdeki slipernatant bosaltilarak uzaklastirilmigtir.

5. Tiplere 240 pl RSB tamponu eklenerek vortekslenmistir.

6. Daha sonra tiiplere 200 pul RBT tamponu ve 20 pl proteinaz K eklenmistir.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Tiipler vorteksleyerek karigtirilmis ve 10 dk 55°C de sallantili inkiibatorde
inkiibe edilmistir.

Ornekler QIAshredder spin kolonlara pipetlenmis ve 20.00 g’de 3 dk santrifiij
edilmistir.

Tiiplere 240 pl etanol eklenmistir.

Ornekler RNeasy MinElute spin kolona pipetlenmistir. 8.000 g’de 1 dk
santrifiij edilmistir.

RNeasy MinElute spin kolona 350 pul RW1 tamponu eklenmistir. 8.000 g’de
15 sn santrifiij edilmistir.

Ornekler iizerine 70 pl RDD tamponu ve 10 pl DNase I eklenmis ve oda
1s1sinda inkiibe edilmistir.

RNeasy MinElute spin kolona 350 ul RW1 tamponu eklenmis ve 8.000 g’de
15 dk santrifiij edilmistir.

Daha sonra RNeasy MinElute spin kolona 500 pul RPE tamponu eklenmis ve
8.000 g’de 15 sn santrifiij edilmistir.

RNeasy MinElute spin kolona 500 pl etanol eklenmis ve 8.000 g’de 2 dk
santrifiij edilmistir.

RNeasy MinElute spin kolon 2 ml’lik yeni tiiplere yerlestirilmis, 20.000 g’de
5 dk santrifiij edilmistir.

Spin kolona 30 pl REB eklenmis ve 8.000 g’de 1 dk santrifiij edilmistir.
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4.9. Karaciger Dokusundan RNA izolasyonu

1.

10.

11.

Karaciger dokusu eppendorf tiip icerisine alinmig ve RNAlater stabilizasyon
soliisyonu ilave edilmis, analiz zamanimna kadar -80°C’de muhafaza edilmistir.
Dokular RNAlater icerisinden ¢ikartilarak 600 pl Buffer RLT + 6 pl -
merkaptoetanol soliisyonu ilave edilerek Tissue Lyser homojenizasyon cihazi
(Next Advance Bullet Blender) ile homojenize edilmistir.

Homojenizasyon isleminden sonra tiipler 3 dk santrifiij edilmistir.
Siipernatantla ayn1 oranda %70’lik etanol eklenip pipetleyerek karistirilmis ve
RNaesy spin kolon i¢ine pipetlenmistir

Ornekler 8.000 g’de 15 sn santrifiij edilmistir.

Spin kolon iizerine 700 pl RWI1 tamponu eklenmis ve 8.000 g’de 15 sn
santrifiij edilmistir.

Spin kolon iizerine 500 pul RPE tamponu eklenmis ve 8.000 g’de 15 sn
santrifiij edilmistir.

Spin kolon iizerine 500 pul RPE tamponu eklenmis ve 8.000 g’de 2 dk santrifiij
edilmistir. Bu sayede membran yikanmistir.

Spin kolon membraninin tam ortasina 50 pl RNAaz igermeyen su eklenip ve
8.000 g’de 1 dk santrifiij edilmistir.

[zolasyon sonrasi elde edilen RNA miktarlar1 nanodrop spektrofotometrede
Olclilmiistiir.

Elde edilen RN A’lardan cDNA sentezi gerceklestirilmistir.
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4.10. RNA Konsantrasyonunun Hesaplanmasi

RNA konsantrasyonunun ve saflik derecesinin belirlemesi nanodrop
spektrofotometre ile yapilmistir. RNA O6rneginin igerisinde bulundugu soliisyon
tarafindan absorbe edilen UV miktar1 6rnekteki RNA miktar1 ile dogru orantilidir.
Absorbanslar 260 nm dalga boyunda Ol¢iilmiistiir. UV absorbanst RNA’nin
safliginin belirlenmesinde de kullanilabilir (260 nm’de niikleik asitler, 280 nm’de
proteinler pik verir). Saf bir RNA 6rneginin 260 ve 280 nm’deki absorbans orani
(A260 nm/A280 nm) 1,8-2’dir. Bu deger elimizdeki RNA O6rneginin verimini
gosterir. Dolayisiyla deger 1,8-2’ye ne kadar yakimsa verim o kadar yiiksektir.
1,8-2den diisiik degerler 6rnekte fenol ya da protein kontaminasyonu, 1,8-2’den
biiyiik degerler ise DNA kontaminasyonu varligini gosterir (164). Absorbans

orani 1,8-2’e yakin degerlere sahip olan RNA’lar ¢alismada kullanilmistir.

4.11. cDNA Sentezi

cDNA sentez islemi asagidaki kosullarda gergeklestirilmistir (Tablo 14).

Tablo 14: cDNA Sentez Reaksiyonu

Maddeler Miktar
Ters Transkriptaz Karigim 6 ul
RNAaz icermeyen Su 4l
Ornek 10 ul
Toplam 20 pl
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4.12. Real-Time PCR Analizleri

RT-PCR analizleri asagidaki kosullarda gerceklestirilmistir (Tablo 15, 16)

Tablo 15: RT-PCR Reaksiyonu

Maddeler Miktar
gPCR Master Karigimi 12,5 ul
RNAaz Icermeyen Su 6,5 ul
Primer 1wl
Ornek S5ul
Toplam 25 ul

Tablo 16: RT-PCR Sicaklik, Zaman ve Dongii Sayisi

Déngiiler Siire Sicakhik
1 10 dk 95°C
15sn 95°C
40 1dk 60°C

Hazirlanan plateler RT-PCR cihazma yerlestirilmistir. 95°C’de 10 dk
bekletilerek bu 1sitma asamasinda HotStart DNA Taq polimeraz aktive edilir.
Hibridizasyon basamagi ile primerler baglanir ve amplifiye edilecek bolge kesilir.
Ardindan polimerizasyon basamaginda ise sentez gergeklestirilir. Hibridizasyon
ve polimerizasyon basamagi 40 dongii devam ettirilmistir. 60°C de ise florasan

veri toplama ger¢eklesmektedir.
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Sekil 18: RNA’dan cDNA Sentezi ve RT-PCR Reaksiyonu (165)

4.13. Verilerin Degerlendirilmesi ve Istatistiksel Analizler

Calisma sonucunda elde edilen veriler ortalama ve standart hata olarak
ifade edilmistir. Istatistiksel yonden p<0,05 ve p<0,001 degerleri anlaml1 olarak
kabul edilmistir.

Olgiilen tiim parametrelere ait ham degerlerin normal dagilim gdsterip
gostermediklerini belirlemek i¢in Shapiro-Wilk normallik testi uygulanmig ve
testin sonucunda tiim parametrelerdeki degerlerin normal dagilim gosterdigi tespit
edilmistir. Bu testin sonucuna istinaden gruplar arasindaki farkliliklar1 belirlemek
amaciyla tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve ikili karsilagtirmalar i¢in de post
hoc Duncan testi uygulanmistr.

Yapilan tiim istatistiki analizlerde farkli gruplar arasinda istatistiksel

anlamlilik SPSS 22 yazilim paketi kullanilarak yapilmistir.
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5. BULGULAR

Kisa ve uzun siireli DEN uygulanan ratlarda kan ve karaciger dokularinda
MDA, GSH diizeyleri ile CAT, GSH-Px, GST ve SOD aktiviteleri tablo 17 ve
18’de gosterilmistir.

Kisa ve uzun siireli DEN uygulanan ratlarda kan ve karaciger dokularinda
CAT enziminin ekspresyon diizeyleri tablo 19°da gosterilmistir.

Kisa ve uzun siireli DEN uygulanan ratlarda plazma AST, ALT, ALP,

LDH enzim aktiviteleri ve kolesterol diizeyi tablo 20°de gosterilmistir.
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Tablo 17: Kisa ve Uzun Siireli DEN Uygulanan Ratlarda Likopenin Plazma MDA, Eritrosit GSH Diizeyleri ile CAT, GSH-Px ve SOD

Aktiviteleri
Parametreler KONTROL LIiKOPEN DEN 1 DEN 2 L+DEN1 L+DEN2 DEN1+L DEN2+L p

(1. Grup) (2. Grup) (3. Grup) (4. Grup) (5. Grup) (6. Grup) (7. Grup) (8. Grup)
MDA 8,344+0,04%  8,00+0,10®  11,41+0,22¢ 11,50+0,17° 8,50+0,14™  8,57+0,10°  7,93+£0,13°  8,79+0,14° p<0,001
(nmol/ml)
GSH 472140,22°  47,01+0,40°  38,02+0,53°  36,03+0,84°  4325+0,50° 4558+0,38°  46,16+0,49*  4560+0,38°  P<0,001
(rmol/ml)
CAT 65,33+0,78*  65,22+0,52°  48,63+0,74° 44,37+0,63' 56,20+1,21°  62,81+0,99*  65,08+1,90° 61,84+1,40°  p<0,001
(k/g Hb)
GSH-Px 86,07+1,74*  82,41+2,11*°  62,52+1,54°  60,63+2,74°  78,47+2,48°  78,55+2,43*  80,79+2,62°  79,16+0,41*  p<0,001
(U/g Hb)
SOD 72,9340,49°  72,01+0,44%  66,71+0,46"  65,84+0,67°  71,77+0,28%  71,52+0,41*  72,61+0,32®  72,34+0,33°  p<0,001
(U/g Hb)

a, b, ¢, d: Ayni satirda farkli harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir.
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5.1. Kan Oksidan ve Antioksidan Diizeyleri
Kisa ve uzun siireli DEN uygulanan ratlarda kan MDA, GSH diizeyleri ile

CAT, GSH-Px ve SOD aktiviteleri tablo 17°de gosterilmistir.

5.1.1. Plazma MDA Diizeyleri

Plazma MDA diizeyinde kontrol grubuna goére DENI ve DEN2
gruplarinda anlamli bir artis saptanmistir (p<<0,001). Likopen ve likopenin DEN
uygulamasindan 6nce veya DEN ile beraber uygulandigi tiim gruplarda kontrol
grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit
edilmemistir. Plazma MDA diizeyleri, likopenin DEN uygulamasindan 6nce veya
DEN ile beraber uygulandigi tiim gruplarda DEN1 ve DEN2 gruplarma gore daha
diistik bulunmus ve kontrol grubuna yaklasmistir (p<0,001). DEN1+L grupbunda
plazma MDA diizeyindeki disiisiin diger likopenli gruplara gore daha fazla

oldugu gézlenmistir (p<0,001).

12 - d d

Plazma MDA Diizeyleri (nmol/ml)

O T T T T T T T 1
Kontrol Likopen DEN1 DEN2 L+DEN1 L+DEN2 DEN1+L DEN2+L

Sekil 19: DEN Uygulanan Ratlarda Plazma MDA Diizeyleri
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5.1.2. Eritrosit GSH Diizeyleri

Eritrosit GSH diizeylerinde kontrol grubuna gére DEN1 ve DEN2
gruplarinda anlamli bir diisiis oldugu belirlenmistir (p<0,001). Likopen ve
L+DEN2, DENI+L ve DEN2+L gruplar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir. Eritrosit GSH diizeyleri,
likopenin DEN uygulamasindan once veya DEN ile beraber uygulandigi tiim
gruplarda DEN1 ve DEN2 gruplarmma gore daha yiiksek bulunmus ve kontrol
grubuna yaklagmistir (p<0,001). L+DENI1 grubunda ise diger likopenli gruplara
gore daha az bir artis saptanmistir (p<0,001). Likopenin kisa siireli DEN
uygulamasi ile beraber baslandigi grupta (DENI1+L) eritrosit GSH diizeyindeki

artigin diger gruplara gore daha fazla oldugu gozlenmistir (p<0,001).

50 4 4

w P
=] =]
1 1
s3]
-

]
o
1

Eritrosit GSH Diizeyleri {umol/ml)

10 -

Kontrol Likopen DEN1 DEN2  L+DEN1 L+DEN2 DENI1+L DEN2+L

Sekil 20: DEN Uygulanan Ratlarda Eritrosit GSH Diizeyleri
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5.1.3. Eritrosit CAT Aktiviteleri

Eritrosit CAT aktivitelerinde kontrol grubuna goére DEN1 ve DEN2
gruplarinda anlaml bir diisiis oldugu belirlenmistir (p<0,001). DEN’in uzun siireli
uygulandigr grup olan DEN2’de CAT aktivitesindeki diisiis daha belirgin
bulunmustur (p<0,001). Likopen ve L+DEN2, DENI+L ve DEN2+L gruplari
kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit
edilmemistir. Eritrosit CAT aktiviteleri, likopenin DEN uygulamasmdan once
veya DEN ile beraber uygulandig: tiim gruplarda DEN1 ve DEN2 gruplarina gore
daha yiiksek bulunmus ve kontrol grubuna yaklasmistir (p<0,001). L+DEN1
grubunda diger likopenli gruplara gore daha az bir artis gdzlenmistir (p<0,001).
Likopenin DEN uygulamasi ile beraber baslandigi ve DEN’in kisa siireli
uygulandig1 grup olan DENI1+L grubunda CAT aktivitelerindeki artisin diger

gruplara gore daha fazla oldugu gozlenmistir (p<0,001).

80 ~

o

60 - b

20

Eritrosit CAT Aktiviteleri {k/g Hb)
I
o

O T T T T T T T
Kontrol Likopen DEN1 DEN2  L+DEN1 L+DEN2 DENI1+L DEN2+L

Sekil 21: DEN Uygulanan Ratlarda Eritrosit CAT Aktiviteleri
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5.1.4. Eritrosit GSH-Px Aktiviteleri

Eritrosit GSH-Px aktivitelerinde kontrol grubuna gore DEN1 ve DEN2
gruplarinda anlamli bir diisiis oldugu saptanmistir (p<0,001). Likopen ve
L+DENI1, L+DEN2, DENI+L ve DEN2+L gruplari kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir. GSH-
Px aktiviteleri, likopenin DEN uygulamasindan 6nce veya DEN ile beraber
uygulandigr tiim gruplarda DEN1 ve DEN2 gruplarma gore daha yiiksek
bulunmus ve kontrol grubuna yaklasmistir (p<0,001). Likopenin DEN uygulamasi
ile beraber uygulanmaya baslandigi ve DEN’in kisa siireli uygulandigi grupta
(DEN1+L) GSH-Px aktivitelerindeki artigin diger likopenli gruplara gore daha

fazla oldugu gozlenmistir (p<0,001).

100 -

o

60 - I I

40 ~

20 -

Eritrosit GSH-Px Aktiviteleri (U/g Hb)

O T T T T T T T
Kontrol Likopen  DEN1 DEN2  L+DEN1 L+DEN2 DENI1+L DEN2+L

Sekil 22: DEN Uygulanan Ratlarda Eritrosit GSH-Px Aktiviteleri
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5.1.5. Eritrosit SOD Aktiviteleri

Eritrosit SOD aktivitelerinde kontrol grubuna gére DENI ve DEN2
gruplarinda anlamli bir diisiis oldugu belirlenmistir (p<0,001). Likopen ve
L+DENI1, L+DEN2, DENI+L ve DEN2+L gruplar1 kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir. SOD
aktiviteleri, likopenin DEN uygulamasindan once veya DEN ile beraber
uygulandigr tiim gruplarda DEN1 ve DEN2 gruplarma gore daha yiliksek
bulunmus ve kontrol grubuna yaklasmistir (p<0,001). Likopenin DEN uygulamasi
ile beraber uygulanmaya baslandigi ve DEN’in kisa siireli uygulandigi grupta
(DENI1+L) SOD aktivitelerindeki artisin diger gruplara gére daha fazla oldugu

gozlenmistir (p<0,001).
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64 -

Eritrosit SOD Aktiviteleri (U/g Hb)
o

60

Kontrol Likopen DEN1 DEN2  L+DEN1 L+DEN2 DENI1+L DEN2+L

Sekil 23: DEN Uygulanan Ratlarda Eritrosit SOD Aktiviteleri
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Tablo 18: Kisa ve Uzun Siireli DEN Uygulanan Ratlarda Likopenin Karaciger MDA, GSH Diizeyleri ile CAT, GSH-Px, GST ve SOD

Aktiviteleri

Parametreler KONTROL LIKOPEN DEN 1 DEN 2 L+DEN1 L+DEN2 DEN1+L DEN2+L p

(1. Grup) (2. Grup) (3. Grup) (4. Grup) (5. Grup) (6. Grup) (7. Grup) (8. Grup)

MDA 0,63+0,01%°¢ 0,61+0,012 0,97+0,02¢ 0,93+0,02¢ 0,67+0,01°¢ 0,68+0,01°¢ 0,62+0,01%® 0,65+0,01%¢  p<0,001
(nmol/g doku)
GSH 17,12+0,23*  17,08+0,10% 15,03+0,07°¢ 15,10+0,07°¢ 16,51£0,07° 16,39+0,05° 17,01+0,082 16,93+0,052 p<0,001
(rmol/ml)
CAT 0,378+0,01? 0,381+0,012 0,181+0,01° 0,183+0,01° 0,240+0,01° 0,332+0,022 0,353+0,012 0,335+0,012 p<0,001
(k/mg protein)
GSH-Px 34,19+1,312 35,07+0,88? 26,29+0,57° 28,43+1,11° 32,52+0,842 32,61+1,06° 33,25+0,542 32,28+1,592 p<0,001
(U/g protein)
GST 20,92+0,28? 20,56+0,462 16,51+0,22¢ 17,44+0,26° 19,43+0,10° 19,37+0,23° 20,21£0,26® 19,96+0,30®  p<0,001
(U/mg protein)
SOD 0,646+0,01? 0,645+0,012 0,628+0,01° 0,629+0,01° 0,635+0,01°¢ 0,643+0,012 0,644+0,012 0,639+0,01%® p<0,001

(U/mg protein)

a, b, ¢, d, e: Ayni satirda farkli harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir.
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5.2. Karaciger Oksidan ve Antioksidan Diizeyleri

DEN uygulanan ratlarda karaciger dokusunda MDA, GSH diizeyleri ile
CAT, GSH-Px, GST ve SOD aktiviteleri tablo 18’de gosterilmistir.
5.2.1. Karaciger Dokusu MDA Diizeyleri

Karaciger MDA diizeylerinde kontrol grubuna goére DENI ve DEN2
gruplarinda anlamli bir artis oldugu belirlenmistir (p<0,001). DEN’in kisa siireli
uygulandig1r grup olan DENI1’de MDA diizeyindeki artisin daha fazla oldugu
saptanmustir (p<0,001). Likopen ve L+DEN1, L+DEN2, DEN1+L ve DEN2+L
gruplar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark
tespit edilmemistir. Karaciger MDA diizeyleri, likopenin DEN uygulamasindan
once veya DEN ile beraber uygulandigi tiim gruplarda DEN1 ve DEN2 gruplarma
gore daha diisiik bulunmus ve kontrol grubuna yaklasmistir (p<0,001). Likopenin
DEN uygulamasi ile beraber baslandigi ve DEN’in kisa siireli uygulandig1 grupta
(DEN1+L) MDA diizeyindeki diisiisiin diger gruplara gore daha fazla oldugu

gbzlenmistir (p<0,001).
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Kontrol Likopen DEN1 DEN2 L+DEN1 L+DEN2 DEN1+L DEN2+L

Sekil 24: DEN Uygulanan Ratlarda Karaciger MDA Diizeyleri
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5.2.2. Karaciger Dokusu GSH Diizeyleri

Karaciger GSH diizeyinde kontrol grubuna gére DENI ve DEN2
gruplarinda anlamli bir diisiis belirlenmistir (p<0,001). Likopen ve likopenin DEN
ile beraber uygulanmaya baslandig1 ve DEN’in kisa ve uzun siireli uygulandigi
gruplar olan DENI+L ve DEN2+L gruplarinda kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir.
L+DENI1 ve L+DEN2 gruplarinda ise artisin diger likopenli gruplara gore daha
diisik diizeyde oldugu gozlenmistir. Karaciger GSH diizeyleri, likopenin DEN
uygulamasindan 6nce veya DEN ile beraber uygulandigi tiim gruplarda DEN1 ve
DEN2 gruplarina gore daha yiiksek bulunmus ve kontrol grubuna yaklagmistir
(p<0,001). Likopenin DEN uygulamasi ile beraber baslandigi ve DEN’in kisa
stireli uygulandigi grupta (DEN1+L) GSH diizeyindeki artisin diger gruplara gore

daha fazla oldugu gézlenmistir (p<0,001).
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Sekil 25: DEN Uygulanan Ratlarda Karaciger GSH Diizeyleri
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5.2.3. Karaciger Dokusu CAT Aktiviteleri

Karaciger CAT aktivitelerinde kontrol grubuna gore DENI1 ve DEN2
gruplarinda anlaml bir diisiis belirlenmistir (p<0,001). Likopen ve likopenin DEN
uygulamasindan 6nce veya DEN ile beraber uygulandigi gruplardan L+DEN2,
DENI1+L ve DEN2+L gruplar1 kontrol grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel
olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir. Karaciger CAT aktiviteleri, likopenin
DEN uygulamasindan 6nce veya DEN ile beraber uygulandigi tiim gruplarda
DENI1 ve DEN2 gruplarina gore daha yiiksek bulunmus ve kontrol grubuna
yaklasmistir (p<0,001). L+DENT1 grubunda ise artisin diger likopenli gruplara
gore daha diisiik diizeyde oldugu gozlenmistir. Likopenin DEN uygulamasi ile
beraber baslandigi ve DEN’in kisa siireli uygulandigi grupta (DEN1+L) CAT
aktivitelerindeki artisin diger gruplara goére daha fazla oldugu goézlenmistir

(p<0,001).
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Kontrol Likopen DEN1 DEN2 L+DEN1 L+DEN2 DEN1+L DEN2+L

Sekil 26: DEN Uygulanan Ratlarda Karaciger CAT Aktiviteleri
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5.2.4. Karaciger Dokusu GSH-Px Aktiviteleri

Karaciger dokusu GSH-Px aktivitelerinde kontrol grubuna gére DEN1 ve
DEN2 gruplarinda anlamli bir diisiis oldugu belirlenmistir (p<0,001). Likopen ve
likopenin DEN uygulamasindan 6nce veya DEN ile beraber uygulandigi tiim
gruplar (L+DEN1, L+DEN2, DEN1+L ve DEN2+L) kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir.
Karaciger GSH-Px aktiviteleri, likopenin DEN uygulamasindan 6nce veya DEN
ile beraber uygulandigi tiim gruplarda DEN1 ve DEN2 gruplarina gore daha
yiiksek bulunmus ve kontrol grubuna yaklasmistir (p<0,001). Likopenin DEN
uygulamasi ile beraber baslandigi ve DEN’in kisa siireli uygulandigi grupta
(DEN1+L) GSH-Px aktivitelerindeki artisin diger gruplara gore daha fazla oldugu

gbzlenmistir (p<0,001).
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Sekil 27: DEN Uygulanan Ratlarda Karaciger GSH-Px Aktiviteleri
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5.2.5. Karaciger Dokusu GST Aktiviteleri

Karaciger GST aktivitelerinde kontrol grubuna gore DEN1 ve DEN2
gruplarinda anlaml bir disiis oldugu belirlenmistir (p<0,001). DEN1 grubunda
GST aktivitesindeki diisiis daha belirgin bulunmustur (p<0,001). Likopen ve
likopenin DEN uygulamasi ile beraber uygulanmaya baslandigi DEN’in kisa ve
uzun siireli uygulandigir gruplar olan DEN1+L ve DEN2+L gruplarinda kontrol
grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit
edilmemistir. Karaciger GST aktiviteleri, likopenin DEN uygulamasindan once
veya DEN ile beraber uygulandigi tiim gruplarda DEN1 ve DEN2 gruplarina gore
daha yiiksek bulunmus ve kontrol grubuna yaklasmistir (p<0,001). L+DEN1 ve
L+DEN?2 gruplarinda ise artisin diger likopenli gruplara gore daha diistik diizeyde
oldugu goézlenmistir (p<0,001).Likopenin DEN uygulamasi ile beraber baslandigi
ve DEN’in kisa siireli uygulandigi grupta (DEN1+L) karaciger GST diizeyindeki

artigin diger likopenli gruplara gore daha fazla oldugu gézlenmistir (p<0,001)
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Kontrol Likopen DEN1 DEN2  L+DEN1 L+DEN2 DEN1+L DEN2+L

Sekil 28: DEN Uygulanan Ratlarda Karaciger GST Aktiviteleri
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5.2.6. Karaciger Dokusu SOD Aktiviteleri

Karaciger SOD aktivitelerinde kontrol grubuna gére DENI ve DEN2
gruplarinda anlamli bir diisiis oldugu belirlenmistir (p<0,001). Likopen ve
likopenin DEN uygulamasindan 6nce veya DEN ile beraber uygulandigi
gruplardan L+DEN2, DENI+L ve DEN2+L gruplar1 kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir.
L+DEN1 grubu DEN1 ve DEN2 gruplari ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamhi bir fark tespit edilmemistir. Karacier SOD aktiviteleri, L+DEN2,
DENI1+L ve DEN2+L gruplarinda DEN1 ve DEN2 gruplarina gore daha yiiksek
bulunmus ve kontrol grubuna yaklasmistir (p<0,001). Likopenin DEN uygulamasi
ile beraber baslandig1 ve DEN’in kisa siireli uygulandigi grupta (DEN1+L) SOD

aktivitelerindeki artisin diger likopenli gruplara goére daha fazla oldugu

gozlenmistir.
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Sekil 29: DEN Uygulanan Ratlarda Karaciger SOD Aktiviteleri
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Tablo 19: Kisa ve Uzun Siireli DEN Uygulanan Ratlarda Likopenin Kan ve Karacigerde CAT Enziminin Ekspresyon Diizeyleri

Parametreler KONTROL LIKOPEN DEN 1 DEN 2 L+DEN1 L+DEN2 DEN1+L DEN2+L p
(1. Grup) (2. Grup) (3. Grup) (4. Grup) (5. Grup) (6. Grup) (7. Grup) (8. Grup)
Kan CAT 0,15+0,01%® 0,14+0,02% 0,21+0,02° 0,19+0,01°¢ 0,11+0,022 0,12+0,017 0,12+0,01° 0,13+0,01° p<0,05
Ekspresyon
Diizeyleri
Karaciger CAT 0,67+0,082 0,88+0,07%® 1,44+0,13° 1,43+0,13° 1,07+0,27%¢ 1,14+0,09° 0,94+0,07%® 0,92+0,18% p<0,001
Ekspresyon
Diizeyleri

a, b, ¢: Ayni satirda farkli harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir.
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5.3. Real Time PCR Sonuglari
Kisa ve uzun siireli DEN uygulanan ratlarda kan ve karaciger dokularinda

CAT enziminin ekspresyon diizeyleri tablo 19°da gosterilmistir.

5.3.1. Kanda CAT Enzimi Ekspresyon Diizeyleri

Kan CAT ekspresyon diizeylerinde kontrol grubuna gore DEN1 grubunda
anlamli bir artis goézlenmisken (p<0,05). DEN2 grubunda istatistiksel olarak
onemsiz bir artis oldugu belirlenmistir. Likopen ve likopenin DEN
uygulamasindan once veya DEN ile beraber uygulandigi tiim gruplar kontrol
grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamhi bir fark tespit
edilmemistir. Kanda CAT ekspresyon diizeyleri, likopenin DEN uygulamasindan
once veya DEN ile beraber uygulandig: tiim gruplarda DEN1 ve DEN2 gruplaria

gore daha diisiik bulunmus ve kontrol grubuna yaklagmistir (p<0,05).
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Kontrol  Likopen DEN1 DEN2 L+DEN1 L+DEN2 DEN1+L DEN2+L

Sekil 30: DEN Uygulanan Ratlarin Kaninda CAT Ekspresyon Diizeyleri
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5.3.2. Karaciger Dokusunda CAT Ekspresyon Diizeyleri

Karaciger dokusunda CAT ekspresyon diizeylerinde kontrol grubuna gore
DEN1 ve DEN2 gruplarinda anlamli bir artis oldugu belirlenmistir (p<0,001).
Likopen ve likopenin DEN uygulamasindan once veya DEN ile beraber
uygulandig1 gruplardan L+DEN1, DEN1+Lve DEN2+L gruplar1 kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir.
Likopenin DEN uygulamasindan 6nce uygulandigi L+DEN2 grubunda DEN1 ve
DEN2 gruplar: ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit
edilmemistir. Karaciger ekspresyon diizeyleri, DEN1+L ve DEN2+L gruplarinda
DENI ve DEN2 gruplarina gore daha diisiik bulunmus ve kontrol grubuna

yaklagmustir (p<0,001).
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Sekil 31: DEN Uygulanan Ratlarin Karacigerinde CAT Ekspresyon Diizeyleri
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5.3.3. Kan ve Karaciger Dokusunda CAT ve p-Aktin Amplifikasyonlan
Gergeklestirilmis olan her RT-PCR sonunda, hedef gene 6zgii primerlerin
ornek cDNA’s1 tlizerinde uygun bdlgelere baglanmasi ve bu transkriptin
logaritmik olarak artisin1 gosteren amplifikasyon egrisi grafikleri olugsmaktadir.
Olusan iiriin miktarinin artmasiyla beraber SYBR Green daha ¢ok baglanmakta ve
boylelikle floresan 1g1ma artmaktadir. Bu floresan 1simalarin esik degerini gectigi
dongii sayisma Ct (Cycle Threshold) veya Cp (Crossing point) denilmektedir.
Sekil 32 ve 33’de kanda CAT geni ve [B-Aktin housekeeping genine ait

amplifikasyon egrisi grafigi gosterilmistir.
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Sekil 32: DEN Uygulanan Ratlarim Kaninda CAT Amplifikasyon Grafigi
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Sekil 33: DEN Uygulanan Ratlarin Kaninda B-Aktin Amplifikasyon Grafigi
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Karacigerde CAT genine ve B-Aktin housekeeping gene ait amplifikasyon

egrisi grafigi sekil 34 ve 35’de gosterilmistir.
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0.1

Déngii

Sekil 34: DEN Uygulanan Ratlarin Karacigerinde CAT Amplifikasyon Grafigi
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Sekil 35: DEN Uygulanan Ratlarin Karacigerinde -Aktin Amplifikasyon Grafigi
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Tablo 20: Kisa ve Uzun Siireli DEN Uygulanan Ratlarda Likopenin Plazma AST, ALT, ALP, LDH Aktiviteleri ile Kolesterol Diizeyi

Parametreler KONTROL LIKOPEN DEN 1 DEN 2 L+DEN1 L+DEN2 DEN1+L DEN2+L p

(1. Grup) (2. Grup) (3. Grup) (4. Grup) (5. Grup) (6. Grup) (7. Grup) (8. Grup)
AST 171,00+5,77% 146,334+2,872 230,00+9,81¢ 225,00+5,97¢ 200,00+11,11° 242,50+5,71¢ 165,80+7,77% 189,66+12,51% p<0,001
(U/L)
ALT 78,25+6,107 83,75+2,32% 111,75+5,05¢ 96,00+2,220¢ 97,25+2,74b¢ 88,71+5,62%® 93,00+3,90%® 87,50+6,63% p<0,001
(U/L)
ALP 6,50+0,222 7,00+0,282 14,60+0,69° 15,00+0,88° 11,33+0,33° 14,33+2,92° 15,00+1,34° 13,50+2,46" p<0,001
(U/L)
LDH 794,00+49,07% 724,57+63,34° 1235,75+93,85°  1363,20+73,63°  895,00+61,37® 980,66+27,79° 744,50+49,842 853,00+28,98% p<0,001
(U/L)
Kolesterol 38,00+2,08? 39,66+0,42° 49,66+3,41° 48,00+2,55° 39,33+1,522 39,75+1,76° 38,20+1,98° 40,50+1,702 p<0,05
(mg/dl)

a, b, c, d, e, f: Ayni satirda farkli harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir.
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5.4. Plazma AST, ALT, ALP, LDH Enzim Aktiviteleri ve Kolesterol
Diizeyleri

Kisa ve uzun siireli DEN uygulanan ratlarda plazma AST, ALT, ALP,
LDH aktiviteleri ile kolosterol diizeyleri tablo 20°de gosterilmistir.
5.4.1. Plazma AST Aktiviteleri

Plazma AST aktivitesinde kontrol grubuna gore DEN1 ve DEN2
gruplarinda anlamli bir artis belirlenmistir (p<0,001). Likopen, DEN1+L ve
DEN2+L gruplar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
bir fark tespit edilmemistir. Plazma AST aktivitesi, L+DEN1, DEN1+L ve
DEN2+L gruplarinda DEN1 ve DEN2 gruplarma gore daha diisiik bulunmus ve
kontrol grubuna yaklasmustir (p<0,001). Likopenin DEN uygulamasi ile beraber
baslandigi ve DEN’in kisa siireli uygulandigi grupta (DENI+L) AST
aktivitesindeki diisiisiin diger gruplara gore daha fazla oldugu gozlenmistir

(p<0,001).
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Sekil 36: DEN Uygulanan Ratlarda Plazma AST Aktiviteleri
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5.4.2. Plazma ALT Aktiviteleri

Plazma ALT aktivitesinde kontrol grubuna gore DEN1 ve DEN2
gruplarinda anlamli bir artis oldugu belirlenmistir (p<0,001). Likopen ve
likopenin DEN uygulamasindan 6nce veya DEN ile beraber uygulandigi
gruplardan L+DEN2, DENI+L ve DEN2+L gruplar1 kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir. Plazma
ALT aktivitesinde, likopenin DEN uygulamasindan 6nce veya DEN ile beraber
uygulandigir tiim gruplarda kisa ve uzun siireli uygulamalar ayr1 ayri
karsilagtirildiginda L+DEN1 grubu ile DEN1 grubu, L+DEN2 ve DEN2+L

gruplar1 ile DEN2 grubu arasinda anlamli bir fark bulunmamastir.

140 -
120 - C

100 - be 1 ab ab ab
ab

[=)] (23]
o o
1
—_—
—

Plazma ALT Aktiviteleri {U/L)
I
o

20 -

Kontrol Likopen  DEN1 DEN2  L+DEN1 L+DEN2 DENI1+L DEN2+L

Sekil 37: DEN Uygulanan Ratlarda Plazma ALT Aktiviteleri
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5.4.3. Plazma ALP Aktiviteleri

Plazma ALP aktivitesinde kontrol grubuna goére DENI ve DEN2
gruplarinda anlamli bir artis belirlenmistir (p<0,001). Likopen uygulanan grup
kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit
edilmemistir. Plazma ALP aktivitesinde, likopenin DEN uygulamasindan once
veya DEN ile beraber uygulandigi tiim gruplar DEN1 ve DEN2 gruplarn ile

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli olmayan azalis belirlenmistir.
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Sekil 38: DEN Uygulanan Ratlarda Plazma ALP Aktiviteleri
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5.4.4. Plazma LDH Aktiviteleri

Plazma LDH aktivitesinde kontrol grubuna goére DEN1 ve DEN2
gruplarinda anlaml bir artis belirlenmistir (p<0,001). Likopen ve likopenin DEN
uygulamasindan 6nce veya DEN ile beraber uygulandig: tiim gruplar (L+DENT,
L+DENZ2, DEN1+L ve DEN2+L) kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir. Plazma LDH aktivitesi, likopenin DEN
uygulamasindan 6nce veya DEN ile beraber uygulandigi tiim gruplarda DENT1 ve
DEN2 gruplarina gore daha diisiik bulunmus ve kontrol grubuna yaklasmistir
(p<0,001). Likopenin DEN uygulamasi ile beraber baslandigi ve DEN’in kisa
stireli uygulandig1 grupta (DEN1+L) LDH aktivitesindeki diisiisiin diger gruplara

gore daha fazla oldugu gozlenmistir (p<0,001).
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Sekil 39: DEN Uygulanan Ratlarda Plazma LDH Aktiviteleri
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5.4.5. Plazma Kolesterol Diizeyleri

Plazma kolesterol diizeylerinde kontrol grubuna gore DEN1 ve DEN2
gruplarinda anlamli bir artis belirlenmistir (p<0,05). Likopen ve likopenin DEN
uygulamasindan 6nce veya DEN ile beraber uygulandig: tiim gruplar (L+DENT,
L+DEN2, DEN1+L ve DEN2+L) kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir. Plazma kolesterol diizeyleri, likopenin
DEN uygulamasindan 6nce veya DEN ile beraber uygulandigi tiim gruplarda
DENI ve DEN2 gruplarina gore daha diisiik bulunmus ve kontrol grubuna
yaklagmustir (p<0,05). Likopenin DEN uygulamasi ile beraber baslandigi ve
DEN’in kisa siireli uygulandigi grupta (DEN1+L) kolesterol diizeyindeki diisiisiin

diger likopenli gruplara gore daha fazla oldugu gézlenmistir (p<0,05).
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6. TARTISMA

Biitiin organizmalar kaginilmaz bir sekilde ve siirekli olarak yabanci
kimyasallara ve ksenobiyotiklere maruz kalirlar. Bunlar; ilaclar, endiistriyel
kimyasallar, pestisidler, pigsmis gidalarm piroliz {rtinleri, alkaloidler, sekonder
bitki metabolitleri, kiifler, bitkiler ve hayvanlar tarafindan fiiretilen toksinler gibi
dogal ve insan yapimi kimyasallardir (166).

Bir kimyasal bilesigin kendisi toksik olabilecegi gibi organizmada
biyotransformasyon sonucu toksik bilesiklere doniisebilmektedir. Karsinojenik ve
mutajenik bilesikler kuvvetli elektrofilik 6zellik tasirlar. Elektrofilik ara {iriinlere
doniiserek metabolize olan bilesikler genellikle alkilleyici ajanlar olarak bilinirler.
Reaktivitesi yiiksek olan bu bilesikler organizmada niikleofilik 6zellikli -SH,
-NH> ya da OH gruplarm1 igeren proteinlerle, RNA ve DNA gibi
makromolekiillerle kovalent bag yapabilirler. Bu baglanmanin kimyasal
karsinojenez olgusunda neoplastik gelisimi baslattig1 diistiniilmektedir (166, 167).

Gilintimiiz insani, besinlerdeki dogal veya katki maddeleri, ilaclar ve gevre
kirleticileri gibi gesitli yabanci kimyasal maddelerden giin gectikce daha fazla
etkilenmektedir. Bu kimyasal maddelerden en sik karsilagilani ve en zararl
olanlar1 nitrozamin grubudur. Nitrozaminler 6nemli mutajen ve kanserojen
maddelerdir (36).

Nitrozaminler ¢evremizde farkli sekillerde ve yaygin olarak bulunabilen
karsinojenik bilesiklerdir. Canli viicuduna disaridan alinan veya viicutta
olugabilen nitrit ikincil ve tgiinciil aminlerle etkilesime girerek nitrozaminleri
olusturur. Nitrozaminlerin olusumunda etkili olan nitrit ve nitratlar (E250, E251);

kimyasal maddelerde, zirai ilaglarda, su ve bitkilerde bulunabilmektedir. Gidalar1
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kiif, maya ve bakterilere kars1 korumak, raf dmriinii daha da uzatmak, gidalarin
dogal renk ve aromasini korumak sebebiyle kullanilmaktadir. ikincil aminler ise
balik iirlinlerinde, tahillarda, cayda, sigara dumaninda ve bir¢ok ilacin yapisinda
bulunabilmektedir. DEN karaciger, akciger, bobrek, safra kesesi, yemek ve soluk
borusu ile burun boslugunda tiimor olusturan kuvvetli bir nitrozamin bilesigidir.
DEN’in asir1 pisirilmis unlu gidalarda olustugu, peynir, siit, bugday, et ve balik
irlinleri gibi dogal besinlerin yaninda sigara dumani ve alkollii igkilerde de
bulundugu saptanmistir. DEN sanayide, fiber endiistrisinde kopolimerlerin
yumusaticis1 ve yag iretiminde katki maddesi olarak kullanilir (54, 60).
Canlilarda viicuda giren nitrit oranina bagh olarak akut veya kronik zehirlenmeler
olusabilmektedir.  Nitrit, Hb’i methemoglobine ¢evirerek toksik  etki
gosterebilecegi gibi nitrit iyonlar1 direk olarak damar diiz kaslarinin dilatasyonuna
neden olarak sistemik arteriyel kan basincinda diisiislere, dolasim bozukluklarina
ve soka neden olabilmektedir (168).

Kanser arastirmalarinda tiimor indiikleyici olarak genellikle DEN
kullanilmaktadir. Farelere 3H-DEN tek tozda verildikten 10 giin sonra karaciger,
bobrek, dalak ve bagmsaktaki bagli *H aktivitesi sirasiyla; 100: 74: 40: 17
oranlarda bulunmustur. Bu sekilde farkli degerlerin bulunmasi DEN’in kanser
yapict Ozelliginin organlara 6zgiil oldugunu gostermektedir (169, 170). Basta
DEN olmak iizere nitrozaminler toksik etkilerini oncelikle kanda ve ozellikle
karacigerde olustururlar. Ayni zamanda kan akimmin ¢ok oldugu bobrek gibi
diger organlar da nitrozaminlerin toksik etkilerinde karacigere gore daha diisiik
diizeyde de olsa etkilenmektedirler (54). Yapilan ¢alismalarda DEN’in hiicre

boliinmesini durdurdugu, malat dehidrogenaz, glikoz-6-fosfat dehidrogenaz ve
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GST enzimini inhibe ettigi gézlenmistir. Ayrica DEN’in rat karacigerinde amino
asit metabolizmasi enzimlerinden triptofan oksijenaz, tirozin ve ornitin amino
transferaz, serin dehidrataz ve histidazi da inhibe ettigi bildirilmistir (171, 172).

Calismada kisa ve uzun siireli uygulanan DEN’in ratlarin kan ve karaciger
dokusunda olusturacaklar1 oksidatif stres ve DNA hasarina kars1 likopenin etkisi
arastirilmistir. Likopenin; kan ve karaciger dokusunda MDA, GSH diizeyleri ile
CAT, GSH-Px, GST ve SOD aktiviteleri lizerine etkileri ve ayrica CAT enziminin
gen ekspresyonlarinin oksidan-antioksidan dengeyi nasil etkiledigi belirlenmeye
calisiimistir. Bu amacla kan ve karaciger dokusunda MDA ve GSH diizeyi ile
antioksidan enzim aktiviteleri Olgiilmiis, kan ve karaciger dokularda CAT
enziminin ekspresyon diizeyleri arasindaki farkliliklar RT-PCR kullanilarak
belirlenmistir. Ayrica DEN’in olusturacagi hasar1 gostermek amaciyla plazma
AST, ALT, ALP, LDH enzim aktiviteleri ve kolestrerol diizeyindeki degisimler
de belirlenmistir.

LPO iki tabakali yapiy1r bozmakta ve membran akiskanhigini
degistirmektedir. Yag asidinin bozulmasi ve asir1t H2O; liretimi sonucu olusan
oksidatif stres lipit, protein, karbonhidrat ve DNA gibi makromolekiillere hasar
vermekte ve hepatokarsinogenezis nedeni olarak bilinmektedir. NADPH’a
bagimli mikrozomal LPO’nun stimulasyonu adenozin difosfat (ADP)/Fe*?,
NADPH-sitokrom P-450 rediiktaz ve sitokrom P-450 araciligiyla olmaktadir
(173).

Organizmada metabolik ve fizyolojik olaylar sonucu ROT iiretilmekte ve
zararl oksidatif reaksiyonlar olusabilmektedir. Cagimizda ¢ok sayida arastirmaci

serbest radikallerin DNA, proteinler, lipitler ve hiicrenin diger bilesenleri iizerinde
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neden oldugu oksidatif hasar1 incelemektedir. Serbest radikallerin niikleusta ve
DNA’daki etkileri genotoksik ve mutajeniktir. Serbest radikaller piirin ve
pirimidin modifikasyonuna veya DNA iplikleri ve kromozom kirilmalarina,
onkojen aktivasyonuna neden olduklari i¢in karsinogeneziste nemlidirler (174).
DEN membran lipitlerini etkileyerek serbest radikal olusumuna sebep olan
cevresel bir karsinojendir. DEN ve DMN gibi nitrozaminlerin kendilerinin fazla
mutajenik olmadigi fakat memeli enzim sistemleri tarafindan kuvvetli mutajenik
ara iirlinlere metabolize edilmeleri sonucunda etkili olduklar1 bildirilmistir. DEN,
ROT’nin artmasina sebep olarak oksidatif stres ve hiicre hasarina neden olur (55,
175). ROT’nin yiiksek seviyeleri mitokondrial hasar, DNA modifikasyonu ve
LPO’na yol aciyor olmasi nedeniyle insanlarda kanseri de iceren birgok hastalikla
sonuglanir (56). Yapilan bir ¢alismada, DEN uygulanan ratlarda karaciger LPO
diizeyinin arttigi, quercetinin LPO’nu ve preneoplastik lezyon indiiksiyonunu
engelledigi bildirilmistir. LPO ve prenoeplastik lezyonlar arasindaki iligki
karsinogenezisde ROT katilimmnin gostergesi olarak kabul edilmistir (176).
Kimyasal olarak indiiklenmis hepatoseliiler nodiillerin sitokrom P-450 gibi
ksenobiyotik enzimlerin seviyelerini disiirdiigii ve detoksifikasyon enzim
seviyesini artirdigi bilinmektedir. DEN karacigerde sitokrom P-450 izoenzimleri
tarafindan hidroksile edilmekte ve alkilasyon mekanizmasi ile biyoaktif hale
gelmektedir. DEN ile beslenen farelerde birka¢ hafta sonra DNA replikasyonunda
artma oldugu ve daha sonra normal diizeye indigi bildirilmistir. Kanser olusumu
sirasinda DNA polimeraz o aktivitesinde artis olurken, DNA polimeraz
aktivitesinde daha yavas bir artis oldugu bildirilmistir. Ayrica DEN ile baglayan

kanserlesme sirasinda DNA polimeraz a-f enzimlerinde ardisik dizi degisiklikleri
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oldugu ve DNA’y1 alkilledigi bildirilmistir (177, 178). DNA’nin alkillenmesi,
DNA yapisinda bulunan piirin bazlarindan adeninin N-1, N-3, N-7, guaninin N-3,
N-7, O-6, C-8 ve pirimidin bazlarindan sitozinin N-3 nolu atomlarindan oldugu
bildirilmistir. DNA’nin alkillenme miktar1 7-etilguaninin 6l¢iimiiyle tespit edildigi
ve yiiksek dozlarda DEN uygulandiginda O8-etilguaninin, diisiik dozlarda DEN
uygulandiginda ise N’-etilguaninin olustugu bildirilmistir (179). Ayrica Dyroff ve
ark. (180) tarafindan yapilan ¢alisma sonucunda uzun siire DEN’e maruz kalan
hayvanlarda O%-etiltiminin olustugu, bunun da &nemli lezyonlara sebep
olabilecegi bildirilmistir. DEN wuygulamasi ile olusan radikaller, DNA’y1
alkillemekte ve boylece mutajenik ve kanserojenik etki gostermektedir (179).
Biyoaktif hale gelen DEN, DNA ile reaksiyona girer ve bazlarm etilasyonuna
neden olur. Etil DNA adduktlar1 baz ¢iftlerini kesebilir, mutasyonlara ve p53 gibi
timor supresor genlerin inhibisyonuna sebep olabilir. Bu durum siklikla
hepatoseliiler karsinoma ile sonuglanmaktadir (178, 181).

Yapilan c¢alismalarda fenofibrat, piperonil butoksit, p,p’-DDT gibi
ajanlarm ROT’nin agir1 Uretimine ve oksidatif DNA hasarina sebep oldugu,
hepatoseliiler timor gelisimini artirdigi bildirilmistir. Bu bilesikler GSH-Px2,
GSTM1, NADPH dehidrogenaz kuinon 1 (Ngol) ve Aldo-keto rediiktaz ailesi 7,
A3 (Akr7a3) gibi transkripsiyon faktor Nrf2 regiile genlerin gen ekspresyonu
diizeylerini artirmaktadir. Ksenobiyotik metabolizmasinda GSH’m rolii; faz 1
enzimleri tarafindan olusturulan reaktif tiirlerin GSH ile konjugasyona girmesi ve
hiicre makromolekiilleri (DNA, RNA, protein) ile baglanmasma engel olarak
hiicre hasarinin  Onlemesi seklinde gergeklesmektedir. GST ksenobiyotik

elektrofiller ve endojenlerin cesitlerinde GSH konjugasyonlar1 ve ROT
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temizleyicileri gibi davranarak Onemli bir hiicresel savunmayi1 temsil eder.
GSTML in vitro H202 ve 4-HNE’n sebep oldugu oksidatif strese karsi savunmada
koruyucu rol oynar (182, 183).

Bir¢ok arastirict DEN’in tek basma veya bir promotor ile birlikte
kullanimiyla olusturulan Kkaraciger hasarinda oksidatif stres parametrelerini
incelemislerdir. Cesitli arastiricilar kan ve karacigerde prooksidan durumu
gosteren 8-OHAG (184), MDA (50, 51, 185-187), protein karbonil (50, 188) ve
NO (185) diizeylerinde artis bulmuslardir. Antioksidan sistemi belirlemek
amaciyla GSH (185-187), vitamin E (51) ve vitamin C diizeyleri (51) ile SOD
(51, 189, 190), CAT (51, 185, 187, 189, 190), GSH-Px (51, 185, 187, 189, 190),
GST (187, 191) ve GR (190, 191) aktiviteleri arastirilmis ve genellikle
antioksidan sistemde bir baskilanma oldugu bildirilmistir.

DEN’in hepatokarsinojenik etkinligini erkek ve disilerde karsilastirarak
arastiran ¢alismalar da bulunmaktadir. Nakatani ve ark. (192) 32 haftalik siirede
toplam 2,5 mg/kg DEN (i.p. tek doz) uyguladiklar1 erkek ve disi farelerde timor
olusumunun ve olusan tiimorlerin ¢apmin erkek fareclerde disi farelere gore daha
fazla oldugunu bulmuslardir. Orsiektomi yaptiklar1 erkek farelerde tiimor
olusumunun azaldigini, buna karsilik overektomi yapilan farelerde ise tiimor
olusumunun arttigimm1  gdstermiglerdir.  Arastirmacilar  hepatokarsinojenezde
ostrojenlerin koruyucu/engelleyici, androjenlerin ise artirict etkileri oldugunu ileri
stirmiiglerdir. Benzer sekilde, Naugler ve ark. (193) 6-8 haftalik erkek ve disi
farelere tek doz DEN (100 mg/kg ip.) uygulamiglar ve 24 ve 48. saatlerde
karacigerdeki hasar1 degerlendirmiglerdir. Bu arastiricilar  serum ALT

diizeylerinin erkek farelerde disilere kiyasla 24 ve 48. saatlerde 1,5-2 Kat,
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inflamasyon, proliferasyon, apoptozis ve nekroz gostergelerinin ise 2-3 kat daha
yiiksek oldugunu bulmuslardir.

Kim ve ark. (194) ise farelerde farkli nitrozaminler (DEN, N-metil-N-
nitrosiire ve 1,2-dimetilhidrazin) ile gergeklestirdikleri ¢aligmada 32 hafta
sonunda DEN (10 mg/kg ip.) ve diger nitrozaminlerin birlikte kullaniminin
farelerin akcigerinde neoplazilerin ve oksidatif stresin arttigini belirlemislerdir.

Dhanasekaran ve ark. (195) gergeklestirdikleri ¢alismada DEN uygulanan
ratlarda Tinospora cordifolia’nin etkilerini incelemislerdir. Hepatotoksisite igin
DEN’i 20 hafta boyunca %0,01 oraninda ratlarin igme sularma ilave etmislerdir.
Calismalarinda GSH diizeyi, CAT, GSH-Px, GST ve SOD aktiviteleri ile AST,
ALT, LDH aktivitelerindeki degisiklikleri arastirmiglardir. Calisma sonunda
kontrol grubu ile karsilastirildiginda karaciger hasarini gostergesi olan AST, ALT,
LDH aktivitelerinde anlamli yiikselme bilirlemislerdir. GSH diizeyi, CAT, GSH-
Px ve SOD aktivitelerinde istatistiki olarak onemli diislis gbzlemlemiglerken, GST
aktivitesinde artis belirlemislerdir.

Kanser hastalarinda oksidatif stres biomarkirlarinin artisi, enzimatik ve
non-enzimatik antioksidanlarin azalmasi rapor edilmistir (77, 78, 90, 196).
Karaciger kanseri olusturma ve gelistirme sirasinda oksidatif stres olustugu bazi
calismalarda gosterilmistir. Sahin ve ark. (197) yaptiklar1 ¢alismalarinda 24 hafta
boyunca tek doz i.p. olarak 200 mg/kg viicut agirligi dozunda DEN uygulamast ile
olusturulmus hepatokarsinogenez gelisiminde altta yatan mekanizmalari
arastrmiglardir. Hepatokarsinogenez olusturmak icin DEN ve FB uygulamasi
yapmiglardir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda DEN uygulanan ratlarda

karaciger dokusunda GSH diizeyinin ve CAT, SOD, GSH-Px gibi antioksidan
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enzimlerin aktivitelerinin distiigiinii, serum ALT, AST, total bilirubin ve MDA
diizeylerinin ise yiikseldigini tespit etmislerdir.

Cesitli ¢alismalar karaciger koruyucu mekanizmalar ile oksidatif hasar ve
LPO’nun inhibisyonunu gostermektedir. Sayed-Ahmed ve ark. (187) DEN ile
olusturulmus hepatotoksisiteye karsi ¢orek otunun, Bishayee ve ark. (198) nar
emiilsiyonunun, Bishayee ve ark. (199) yaptiklar1 baska bir ¢alismada ise siyah
iizlim ekstresinin karaciger koruyucu etkilerini incelemisler ve antioksidanlarin
DEN’in hepatotoksisitesine karsi olumlu etkilerini gozlemlemislerdir.

DEN ile olusturulmus hepatoseliiler karsinoma modelinde, ROT nin artisi,
kan ve karaciger dokularinda antioksidan enzim aktivitelerinin diisiisii birgok
calisma ile rapor edilmistir. Bu amagla birgok bilesik test edilmis ve deneysel
olarak olusturulan hepatokarsinogenezise karsi morin, silymarin, sarimsak, yildiz
anason, ganfujian graniile bitkisi, apigenin ve agaricus blazei mantar1 ekstresinin
etkileri incelenmistir (190, 191, 200-204).

Gayathri ve ark. (50) ratlarda DEN ile olusturulmus hepatokarsinogeneze
kars1 ursolik asitin, Janani ve ark. (51) ise ratlarda DEN ile olusturulmus
hepatokarsinogeneze kars1 kekik yapragi bitkisinin etkilerini incelemislerdir ve
DEN uygulamasi ile LPO’nun arttigin1 ursalik asit ve kekik yapragi
uygulamalarmm ise DEN uygulanan gruba goére LPO’nu azalttigini
belirlemislerdir.

Yapilan bir¢ok ¢alismada DEN tek basina (154, 187, 205, 206) veya bir
promotor ajanla birlikte kullanilmigtir (189, 207-209). Promotor olarak FB (198,
199, 207), CCls (185, 209, 210), 2-AAF (189, 211) gibi ajanlar ve parsiyel

hepatektomi (201, 208) gibi yontemler kullanilmistir. Bazi ¢alismalarda DEN
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promotor kullanmaksizin diisiik dozda i.p. (184, 212) veya oral yolla (51, 190,
191, 195) uzun siireli uygulanarak karaciger kanseri olusturulmustur (51, 185,
187, 189-191, 195, 198, 207, 209, 211). Bu bulgulara dayanarak cesitli
arastiricilar bircok antioksidan bilesigin DEN’e bagl karaciger kanser olusumunu
Onleyici/azaltic1 etkisini arastirmustir. Bu cercevede cesitli siilfidril bilesikler,
fitokimyasallar ve melatonin gibi antioksidanlar aragtirilmis, bazilarnda olumlu
bazilarinda ise olumsuz yanitlar elde edilmistir (187, 189-191, 198, 210, 211).
Oksidatif streste hiicrede bir takim degisiklikler olmaktadir. LPO
sonucunda ortaya ¢ikan en 6nemli {iriinlerden biri olan MDA, LPO’nu gdsteren
parametrelerden birisidir. Pek ¢ok deneysel ¢alismada DEN’in karaciger basta
olmak tiizere olusturduklar1 doku hasarlarinda artmis olan MDA diizeyleriyle
karakterize LPO’na yol a¢tig1 bildirilmektedir (211, 213-218). DEN LPO’nun
dolayisi ile de onun bir tirtini olan MDA miktarinin artmasina neden olur.
Yaptigimiz ¢alismada; 30 ve 90 giin siire ile uygulanan DEN’in kan ve karaciger
dokularinda LPO’nun gdstergesi olan MDA diizeylerinde 6nemli derecede artisa
neden oldugu gozlenmistir. DEN’in kisa ve uzun siireli uygulamasinda MDA
diizeylerinde istatistiksel olarak Onemli artistan LPO’nun Onlenemedigi tespit
edilmektedir. Calismadaki bulgular yukaridaki arastiricilarin bulgularina paralel
olarak DEN’in olusturdugu oksidatif stresteki artisa bagli olarak etkin oksijen
radikallerinin olusumuna sebep oldugunu goéstermektedir. DEN ile muamele
edilmis ratlarin plazma ve karacigerinde MDA diizeylerindeki artis DEN’in toksik
Ozelligi nedeniyle olabilir. MDA diizeylerindeki artis DEN’in hiicresel
antioksidan savunma sistemi tarafindan tolere edilemeyen yiiksek diizeyde serbest

radikallerin olusumuna neden oldugunu gdstermektedir. Bu degisiklikleri DEN’in
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dogrudan etkileri ya da DEN tarafindan olusan metabolitler ve bu metabolitlerin
olusumu sirasinda tiretilen serbest radikaller tetiklenmis olabilir.
Gergeklestirdigimiz ¢alismada kisa siireli DEN uygulamasinda LPO’nun
ve bazi antioksidan enzim etkinliklerindeki degisimin uzun siireli DEN
uygulamasina gore daha fazla oldugu gézlenmistir. DEN lipitlerde ¢ozlinebilen ve
toksik etkisini akut olarak gdsteren bir hepatotoksindir. Karaciger ise
biyotransformasyondan sorumlu ana organdir ve aymi zamanda bir¢ok zararh
kimyasal madde toksisitesinin hedefi halindedir. Maruz kalinan maddenin dozu,
enzim sisteminin genetik polimorfizmi, yas, cinsiyet farkliliklari, enfeksiyonlar,
eslik eden karaciger hastaliklar1 gibi nedenlerle degismekle birlikte DEN veya
metabolitleri direk etki ile hiicrelerde ve organellerde yapisal bozukluklar
yapabilir, indirek etki ile ise bazi metabolik yollarla iliski kurarak veya immun
mekanizmalarla zarar verebilir akut hepatotoksisite gelisimine neden olabilir.
Onemli bir indirgeyici ajan ve antioksidan olan GSH, hiicrenin oksido-
rediiksiyon dengesini siirdiiriip hiicreleri endojen ve eksojen kaynakli oksidanlarin
zararl etkilerinden korumaktadir. GSH viicutta rediikte ve okside olmak iizere iki
formda bulunur. GSH akciger, bagirsak, bobrek ve kismen karaciger gibi eksojen
toksinlere direkt olarak maruz kalabilen organlar i¢in ¢ok 6nemlidir. Karaciger,
ksenobiyotiklerin detoksifikasyonuyla devreye giren ve ayni zamanda GSH i¢in
ana depo olan bir organdir. GSH en yiiksek hiicre i¢i derisimine (~10 mM)
hepatositlerde ulasir. GSH’un en Onemli gorevi, enzim ve proteinlerin tiyol
gruplarinin indirgenmesi ile rediikte formlarinin yeterli diizeylerde kontroliinii
saglamaktir. Tiyol grubuna sahip bir¢ok enzim diisiik hizda fakat okside olarak ya

da oksijenin direk etkisi ile hizla aktivitelerini yitirirler. iste GSH kendisi okside

135



olup tiyol gruplarmi tekrar indirgeyerek bunlarin aktivasyonunu saglar. Ozellikle
H202’nin elimine edilmesinde GSH’un oksitlenebilirliginden faydalanilir (219,
220).

GSH, hiicre metabolizmasina katilan, hiicre biitlinliiglinlin muhafazas1 i¢in
esansiyel bir bilesiktir ve karaciger viicut GSH igeriginin en 6nemli kaynagini
olusturur. LPO’nun artmasi sonucu GSH’nin konjuge bilesiklerinin olugmasi
dokularda GSH diizeylerinin azalmasina sebep olabilir (219, 220). Diger yandan
ksenobiyotikler ve diger toksik maddelerin olusturduklar1 oksidatif hasarlarda
olusan doku GSH seviyeleri ve antioksidan enzim aktivitelerindeki degisiklikler
halen tartismal1 bir problemdir.

GSH ve GST dokularin DEN’in zararh etkilerinden korunmasinda 6énemli
rol oynarlar. GSH indirgeyici etki ile birlikte reaktif -SH grubuna sahip sistin
iceren bir tripeptiddir. GSH, ROT ile -SH grubunun dogrudan etkilesimi ile
enzimatik olmayan bir antioksidan olarak hareket edebilir veya bir kofaktér veya
bir koenzim olarak, ROT’lerini enzimatik olarak detoksifiye edebilir (219, 220).

Bazi arastiricilar (214, 221) oksidatif strese bagli olarak dokularda GSH
diizeylerinde azalma gozlemlerken, bazi arastiricilar (222, 223) ise olusan hasarin
GSH diizeylerini degistirmedigini ve hatta artirabilecegini belirlemislerdir. Bansal
ve ark. (222) tarafindan DEN verilmesinin kan ve karacigerde GSH diizeylerini
azalttig1; buna karsin bir baska c¢alismada eritrositlerde total GSH diizeylerinin
arttig1 bildirilmektedir (214). Yapilan ¢alismada DEN uygulamasi ile kan ve
karaciger GSH diizeylerinin istatistiksel olarak Onemli diizeyde azaldigi
belirlenmistir. Bundan dolayr GSH diizeylerindeki bu azalmalar dokularin

oksidatif strese karsi1 bir tepkisi olarak degerlendirilebilir.
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CAT primer enzimatik savunma sistemlerinden birisidir ve kanser,
diyabet, katarakt, ateroskleroz, iskemik-reperfuzyon hasari, artrit, norodejeneratif
hastaliklar, beslenme yetersizligi ve yaslanmayi i¢ine alan pek cok patolojik
sartlarda ortaya ¢ikan oksidatif strese karsi savunmada antioksidan sistemin
oncelikli bir enzimidir (224).

Cimen ve ark. (225) tarafindan rat eritrositlerinde CAT enziminin
karakterizasyonu ve kinetigini incelenmis ve CAT enziminin birgok sekli
saptanmustir. Ilag ve kimyasal maddelerin biiyiikk kismmin viicudun belli
organlarinda serbest radikal olusum hizin1 artirabildigi, bu nedenle, antioksidan
enzimlerin hem hiicrenin kararliligini korumada hem de serbest radikalleri yok
etmede ¢ok Onemli oldugu soylenmistir. Calismada DEN’in CAT aktivitesi
iizerine olan etkisi arastirilmis ve DEN uygulanan gruplar kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda CAT aktivitesinde istatistiksel olarak Onemli azalma
bulunmustur.

GSH-Px detoksifikasyon sirasinda yiikseltgenmis endojen antioksidanlari
indirgeyerek rejenerasyonlarini saglar. Bu esnada kendisi de yiikseltgenmis olur.
GSH-Px’in katalizledigi bu reaksiyonda, GSH'in enzim aktivitesi i¢in esas oldugu
aciktir. GSH siirekli olarak hiicreler tarafindan kullanildigindan, sentezinin
inhibisyonu hizli tiikenmesine yol agabilir (224).

LPO’na kars1 olusan korunma mekanizmasinda GSH-Px ve CAT etkili
antioksidan enzimler olarak bilinirler. GSH-Px, GSSG olusumunda GSH
araciligiyla H2O: gibi etkin radikallerin indirgenmesinde; CAT ise karacigerde
cok bulunan ve H202’in O2 ve H20’ya indirgenmesinde GSH-Px’la birlikte

etkiyen onemli bir enzimdir. Her iki enzim viicuttaki hiicresel korunmada 6nemli
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rol oynarlar. Bu nedenle oksidatif strese bagli olaylarda GSH-Px ve CAT
aktivitelerinde  degismelerin  olustugu  bildirilmektedir  (226). Yapilan
arastirmalarda, nitrosoaminler ve diger ksenobiotiklerle olusturulan LPO
olaylarmda GSH-Px ve CAT gibi antioksidan enzimlerin diizeylerinde
azalmalarm olustugu gosterilmistir (214, 222, 227, 228). Calismada, hem GSH-Px
hem de CAT aktivitelerinin kontrol grubuna gére DEN verilen gruplarda 6nemli
diizeyde azaldig1 tespit edilmistir. GSH-Px ve CAT aktivitelerindeki bu azalma
etkin oksijen radikallerine kars1 dokularda koruyucu bir etkinlik olustugunu ortaya
koymaktadir.

Karahan ve ark. (229) yaptiklar1 ¢alismada ratlarda bazi nitrosoaminlerin
uzun siireli uygulanmasini takiben kan, karaciger ve bobrekte LPO’nun gostergesi
olan MDA ve GSH diizeyleri ile GSH-Px ve CAT aktivitelerini arastirmiglardir.
Ratlara DEN, nitrosopiperidin ve nitrosopirolidini i¢me suyuyla 200 ppb
miktarinda 30 giin siireyle uygulamiglardir. Biyokimyasal analizler sonucunda
kontrol grubuna gore plazma, karaciger ve bobrek dokularinda MDA diizeylerinin
onemli diizeyde arttigini; GSH diizeyleri ile GSH-Px ve CAT aktivitelerinin ise
azaldig1 belirlemislerdir. Calismamizda elde ettigimiz sonuglar Karahan ve
arkadaglarmm yapmis olduklar1 bu ¢alismanin sonuglar1 ile paralellik
gostermektedir.

Ramakrishnan ve ark. (190) yaptiklar1 ¢alismada ratlarda DEN ile
olusturulan hepatokarsinogenezis lizerine silmarinin etkilerini incelemislerdir. On
bes hafta boyunca ratlarin igme sularina %0,01 oraninda DEN ilave etmislerdir.
DEN uygulanan grupta MDA diizeyinin ylikseldigini, GSH diizeyi ve CAT, GSH-

Px, SOD aktivitelerinin ise diistligiinii, silmarinin ise dnce ve sonra uygulamalarla
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bu yiikselis ve diislisleri normal diizeylere getirdigini tespit etmislerdir. Benzer
sekilde Karaca ve Sozbilir (230) DEN verilen ratlarda alfa lipoik asidin koruyucu
etkilerini aragtrmiglardir. Tek doz 150 mg/kg ip. DEN verilen ratlarda oksidatif
stres ve hepatotoksisite olusturmak amaglanmigs ve DEN verilen ratlarda LPO
riinii olan MDA parametresinde artma, antioksidan kapasitenin gdstergesi olan
GSH diizeyinde ve viicut agirliklarinda azalma tespit edilmislerdir. Arastirmacilar
a-lipoik asiti ise 100 mg/kg/giin dozunda 7 ve 14 giin oral gavaj yoluyla
uygulanmiglar ve yiikselmis olan MDA diizeylerinde belirgin azalma, azalmis
olan GSH parametresinde belirgin artma tespit etmislerdir. Bu verilere dayanarak
DEN’in oksidatif stresi arttirdigi ve hepatotoksisite meydana getirdigi teyit
edilmistir.

Sanchez-Perez ve ark. (213), Chakraborty ve ark. (231) tek doz 200 mg/kg
ip. ve Atakisi ve Ozcan (232) tek doz 150 mg/kg ip. DEN uygulamislar ve DEN
uygulamasindan sonra LPO diizeylerinde artma GSH diizeylerinde ise bir diisiis
tespit etmislerdir. Yapilan ¢alismalarda karaciger karsinogenezisinde oksidatif
stresin onemli bir role sahip oldugunu ve hepatokarsinogenez ile LPO arasinda
korelasyon oldugunu gostermislerdir. Atakisi ve Ozcan (232) antioksidan olan
omega-3, Chakraborty ve ark. (231) ise vanadyum vererek MDA ve GSH
diizeylerinde diizelme kaydetmislerdir. Calismamizda DEN’in MDA ve GSH
diizeylerinde meydana getirdigi degisiklikleri likopenin 6nemli Ol¢lide diizelttigi
tespit edilmistir.

Thirunavukkarasu ve Sakthisekaran (233) DEN ve FB ile olusturduklari
hepatik tiimor olusumu ile antioksidanlar arasindaki iliskiyi su sekilde

aciklamiglardir; DEN’in metabolitleri DNA’ya bir ya da iki oksidasyon saglayan
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elektron ile kovalent baglanarak tiimor promotdrlerinin baglanmasina aracilik
ederler. Tiimor promotorii, bir Oz indiikleyicisi olarak gdrev yaparak ROT ve
H20; olusumuna neden olur. Bunun sonucunda O2~ ve H2O; birikimi gergeklesir.
Bu birikim, koruyucu antioksidan mekanizmanin azalmasmi ve yiiksek oranda
reaktif OH' olusumasina neden olur. Olusan OH' deoksiribozda par¢alanmalara
dolayisiyla DNA kiriklarima neden olur. Reaktif OH', lipit membranda yer alan
yag asitlerindeki H atomlarmi ayirir. Bu H atomlar1 da poliansature yag asitlerinin
karbonil gruplartyla birleserek H20: radikallerini olusturur. Bu durum, Oz~ ve
H20, radikallerinin LPO artisina, dolayisiyla hiicre zarinda hasara neden
olduklarini ortaya koymaktadir. Banakar ve ark. (234) DEN ve FB uyguladiklar
sicanlarm karaciger doku hiicrelerinde, radikal olusumu sonucunda olusan
LPO’nun bir iiriinii olan MDA diizeyinin artigini, CAT, GSH-Px, GST ve SOD
aktivitelerinin ise azaldigii belirlemislerdir. Bu enzimlerin savunma sisteminde
rol aldigin1 ve savunma sistemi i¢in ¢ok 6nemli oldugunu ortaya koymuslardir.
SOD ve CAT’1n, O2’ni H202 ve H20 haline doniistiirdiigli ve bu olusan H202’nin
de, GSH-Px tarafindan yakalanarak, CAT ya da diger enzim sistemleri tarafindan
yok edildigini ortaya koymuslardir.

Calismada DEN uygulanan ratlarda kan ve karaciger dokularmda MDA
diizeyinde artig, GSH diizeyi, CAT, GSH-PX, GST ve SOD aktivitelerinde anlaml1
diisiis gézlenmis olup literatiir bulgularini desteklemektedir.

Pradeep ve ark. (55, 235) gerceklestirmis olduklar1 ¢alismada 30 giin siire
ile DEN (200 mg/kg ip.) ile olusturulmus hepatotoksisite lizerine silmarinin
etkilerini incelemiglerdir. Calismada 30 giin sonunda DEN grubunda bazi

karaciger spesifik enzimlerin ve LPO’nun arttigini1 antioksidan enzim diizeylerinin
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ise azaldigini tespit etmislerdir. Yine 30 giin siire ile DEN (100 mg/kg i.p.) ile
olusturulmus hepatotoksisite {izerine Cassina fistula’nin etkilerini inceledikleri
baska bir ¢alismada da diger ¢alismalarina benzer sekilde bazi karaciger spesifik
enzimlerin ve LPO’nun arttigmni antioksidan enzim diizeylerinin ise azaldigini
belirlemislerdir. Rezaie ve ark. (236) ratlarda 30 giin siire ile tek doz DEN (200
mg/kg ip.) ile olusturulan hepatik ve renal toksisite tizerine Echinaceo
purpurea’nin etkilerini incelemislerdir. DEN uygulanan grupta AST, ALP
aktiviteleri ile iire, kreatinin, total bilirubin ve direk bilirubin diizeylerinin
yiikseldigini belirlemislerdir. Bansal ve ark. (214) ise rat eritrositlerinde 7, 14 ve
21 giin siire ile uyguladiklar1t DEN (200 mg/kg 1.p.)’in etkilerine karsi vitamin
E’nin etkilerini incelemigler ve 7, 14, 21 giin siire ile uygulanan DEN gruplarinda
LPO diizeylerinde belirgin artis belirlemislerdir. Sanchez-Perezve ark. (213)
ratlarda 2-AAF ve partiyel hepatektomiyi takiben tek doz DEN (200 mg/kg i.p.)
uygulanan ratlarin karacigerlerinde 25 giin sonunda LPO ile preneoplastik lezyon
olusumu arasimnda pozitif bir korelasyon belirtilmistir. Bu arastirmacilar DEN
uygulamasindan sonra DEN’in veya metabolitlerinin etkilerinin kisa siire sonra
ortaya ¢ikabilecegini yaptiklari ¢alismalarda gostermislerdir.

DEN’in kisa ve wuzun siire uygulamasi sonunda meydana gelen
degisiklikleri arastirdigimiz ¢alismada toksik etkilerin biyotransformasyondan
sorumlu ana organ olan karacigerde akut olarak gelistigi ve kisa siireli DEN
uygulanan grupta belirgin degisikliklerin oldugu gozlemlenmistir. Likopen ile
tedavi edilen ratlarda ise DEN metabolizmasimna bagli olarak olusan oksidatif
stresin iistesinden gelmek icin kan ve karaciger antioksidan enzim aktiviteleri artig

ile sonuglanmistir.
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RT-PCR analizlerinden, biyolojik drneklerden elde edilen DNA’nin kopya
sayisinin ve mRNA diizeyinin sayisal olarak belirlenebilmesi amaciyla
faydalanilmaktadir. Gen ekspresyonunda istatistiksel sonucun Onemli g¢ikmasi
genin modifikasyonuyla ifade edilebilir. Ekspresyonlarin diisik olusu genin
kodladig1 protein olusumunun baskilandigini, yiiksek olusu ise daha fazla protein
olusumunu belirtmektedir (142, 143). Calismamizda kan ve karaciger doku
orneklerinde oksidatif stres ile ilgili CAT enziminin gen ekspresyon diizeyleri RT-
PCR ile belirlenmistir. DEN’in yalniz CAT enzim aktivitesini degil ayn1 zamanda
ekspresyon diizeyini de etkiledigi saptanmustir.

Yapilan bir c¢alismada, ¢o6rek otu (Nigella Sativa)’nun biyoaktif
komponenti olan timokinonun ratlarda DEN ile olusturulmus hepatik
karsinogeneziste bazi antioksidan enzimlerin gen ekspresyonlar1 iizerine etkileri
incelenmistir. Ratlar 4 gruba ayrilarak 1. grup kontrol, 2. grup 4 mg/kg/giin
dozunda i¢me sularina timokinon ilave edilen grup, 3. grup 200 mg/kg tek doz i.p.
DEN uygulanan grup ve 4. grup ise timokinon ve DEN uygulanan grup seklinde
olusturulmustur. Arastirmacilar ¢alismanin sonunda DEN uygulanan grupta GSH
diizeyi ile CAT, GSH-Px ve GST gibi antioksidan enzim aktivitelerinde diisiis
belirlemislerdir. Bununla beraber MDA diizeyinde ise belirgin artis tespit
etmislerdir. Timokinonun ise tiim bu parametrelerde diizelme sagladigi
belirlenmistir. Ayrica calismada antioksidan enzim aktivitelerindeki diisiise
paralel sekilde DEN uygulanan grupta GST, CAT ve GSH-Px enzimlerinin gen
ekspresyon diizeylerinde de anlamli bir diisiis gézlemlenmistir. DEN uygulamasi

sonrast antioksidan enzim aktivitelerindeki ve CAT gen ekspresyonundaki diisiis
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DEN metabolizmasi sirasinda serbest radikal tiretimindeki artisla agiklanmistir
(187).

Yapilan bagka bir ¢alismada Kasperczyk ve ark. (237) kursuna maruz
kalan insanlarin eritrositlerinde bazi antioksidan enzimlerin (CAT, GSH-PX,
SOD) aktiviteleri ile bu enzimlerin gen ekspresyon diizeylerini incelemislerdir.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda diisiik doz kursuna maruz kalan grupta
SOD1 ve GSH-Px1 gen ekspresyon diizeylerinin, aktivitelerine paralel olarak
belirgin olarak arttigin1 gozlemlemislerdir. Arastirmacilar CAT aktivitelerinde ve
gen ekspresyon diizeylerinde kursun maruziyeti sonrasinda Onemli bir fark
gozlemlememislerdir. Arastirmacilar kursunun yalniz antioksidan enzim
aktivitelerini degil ayni enzimlerin ekspresyon diizeylerini de etkiledigini
belirlemislerdir.

Bingiil ve ark. (238) calismalarinda ratlarda DEN (200 mg/kg i.p.)
enjeksiyonuna  bagli karaciger hasarmi ve oksidatif stresin  roliinii
karsilastrmislardir.  Ayrica, yaban mersininin karaciger toksisiteisindeki
antioksidan etkinligini arastrrmislardir. Bu amagla karaciger dokusunda MDA,
dien konjugat ile GSH-Px, SOD, GST aktiviteleri ile serum AST, ALT, LDH,
gama glutamil transferaz (GGT) aktivitelerini 6l¢miislerdir. DEN uygulamasiyla;
karacigerde nekrotik degisimler ile MDA, dien konjugat, serum AST, ALT, LDH
ve GGT aktivitelerinde artis, antioksidan enzim aktivitelerinde azalis tespit
etmislerdir. Calismalarinda antioksidan enzimlerden GST ekspresyon diizeyinde
anlamli artis, CAT, SOD ve GSH-Px ekspresyon diizeyinde ise diisiis tespit
etmislerdir. Calismamizda da benzer sekilde DEN uygulamasi sonrast MDA

diizeyleri ile AST, ALT, LDH artis, antioksidan enzim aktivitelerinde ise azalis
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tespit edilmistir. Bunun yaninda caligmamizda arastirmacilarin sonuglarmin
aksine CAT enzimi ekspresyon diizeylerinde DEN uygulanan gruplarda artig
tespit edilmistir. Enzim aktivitesi ile gen ekspresyon diizeyi arasindaki farkliligin
posttranskripsiyonel faktorlerden kaynaklanabilecegi diigiiniilmektedir.

Thijssen ve ark. (239) caligmalarinda farelerin bobrek dokularinda farkli
doz (10 ve 100 mg/L igme suyu) ve siirelerde (1, 8 ve 23 hafta) kadminyum (Cd)
uygulamasinin antioksidan enzimlerin (SOD1, SOD2, CAT, GSH-Px4) gen
ekspresyon diizeylerindeki degisimleri incelemislerdir. Sekizinci hafta sonunda
SOD1’in ekspresyon diizeyinin yiiksek doz Cd uygulanan grupta diistiiglini,
SOD2’de ise tiim uygulama siirelerinde ve dozlarinda anlamli bir degisim
olmadigmi belirtmiglerdir. Yirmi diglincii hafta sonunda CAT’m ekspresyon
diizeyinin yiiksek doz Cd uygulanan grupta, GSH-Px4’iin ekspresyon diizeyinin
ise diistik doz Cd uygulanan grupta arttigin1 gozlemlemislerdir. Sekizinci haftada
SOD’un ekspresyon diizeyindeki azalisin oksidatif hasardan olmadigini, bunun
yilksek Cd konsantrasyonuna maruziyet sonrasi gegici olarak transkripsiyonel
degisikliklerden kaynaklanabilecegini diistinmiislerdir. Ciinkii 23. haftada
SOD’un ekspresyon diizeyinde gruplar arasinda fark gozlenmemistir. CAT ve
GSH-Px4’iin ekspresyon diizeyleri 8. haftada degismedigi i¢in bu enzimleri
savunmaya ge¢ cevap veren enzimler olarak degerlendirmisler ve Cd’un oksidatif
stresi artirarak antioksidan enzimlerin ekspresyon diizeylerinde degisimlere sebep
oldugunu belirlemislerdir.

Mohamed ve ark. (240) c¢alismalarinda rat karacigerinde kursun ile
olusturulmus hepatik oksidatif stres ve antioksidan genlerin ekpresyonlar lizerine

zencefil ekstresinin etkilerini incelemislerdir. Calismalarinda 6zellikle 6. haftada
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kursun verilen grupta karaciger dokusunda MDA diizeyi ile GST ve SOD
aktivitelerinin yiikseldigini, CAT ve GSH-Px aktivitelerinin ise azaldigini
gostermiglerdir. RT-PCR gen ekspresyon verileri, mRNA hepatik antioksidan
enzimleriyle ilgili olan genlerin (GST-al, GSH-Px1, CAT ve SOD2) kursuna
maruz kaldiktan sonra down regiile oldugunu gostermistir. Bu degisimler ratlarin
karacigerinde kursun tarafindan tetiklenen oksidatif DNA hasarindan
kaynaklanabilmektedir. Toksik madde kaynakli ROT, redoksa duyarl diizenleyici
genlerde ve sinyal iletisim yollarinda gen ekspresyonunu degistirmek icin hiicre
ici haberciler olarak da hareket edebilirler. Yaptiklar1 calismanin sonuglari
zencefil ekstresinin hepatik GST-al, CAT ve SOD2’nin mRNA ekspresyonunu
engelledigini, hepatik GSH-Px1’in mRNA seviyesini uyardigini gostermistir.
Limaye ve ark. (241) ratlarda streptozotosin ile olusturulmus diyabet
modelinde bobrek dokusunda oksidatif stres ve antioksidan enzimlerin gen
ekspresyonlarindaki degisimleri incelemislerdir. Calismalarinda LPO diizeyi ile
CAT, SOD ve GSH-Px enzim aktivitelerini ve bu enzimlerin ekspresyon
diizeylerindeki degisimleri belirlemislerdir. Calisma sonunda streptozotosin
grubunda kontrol grubuna gére LPO ile SOD, GSH-Px aktivitelerinde artis, CAT
aktivitesinde ise belirgin diislis saptamiglardir. Kontrol grubuna gore CAT, SOD
ve GSH-Px gen ekspresyon diizeylerinde ise anlamli bir artig belirlemislerdir.
Aragtirmacilar, CAT aktivitesi ile ekspresyon diizeyi arasindaki farklilik durumun
posttranslasyonel doniisiimler sonrasit islemlerden kaynaklanabilecegini ve
glikozun proteinle birlesmesinin buna sebep olabilecegini diisiinmektedirler.
Oksidatif streste farkli dokularda oksidanlara kars1 antioksidan bilesiklerin

kullanildig1 ve bu oksidan bilesiklerin antioksidan enzimlerden 6zellikle CAT gen
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ekspresyon diizeylerini artirdigini (242-244) ya da azalttigimi (245, 246) gosteren
caligmalar mevcuttur. Chen ve ark. (243) ratlarin karacigerinde reperflizyon
modeli ile olusturduklar1 oksidatif stres lizerine N-asetil sisteinin ektiklerini
inceledikleri ¢alismalarinda karacigerde iskemi ve reperflizyon sonrasinda CAT
ve SOD’un ekspresyon diizeyleri ile kan 6rneklerinde OH', NO diizeyleri ve ALT
aktivitesini arastirmislardir. Caligmalarmnin sonunda kanda OH', NO diizeyleri ve
ALT aktivitelerinin ve karacigerde CAT ve SOD enzimlerinin ekspresyon
diizeylerinin anlamli bir sekilde arttigimi, N-asetil sisteinin ise karaciger hasarini
hafiflettigini belirlemislerdir. Arastirmacilar iskemik karacigerin reperflizyonu
sonrast serbest radikallerinin temizlenmesi i¢in antioksidan enzimlerin ekspresyon
diizeylerinin arttigmi diisiinmiislerdir.

Yapilan baska bir c¢alismada ise Gomez ve ark. (244) ratlarin
hipokampiisiinde aliminyumun oksidan aktivitesi tizerine melatoninin etkilerini
incelemislerdir. Ratlarm hipokampiisiinde oksidatif stres belirteclerinden MDA,
GSH, GSSG diizeylerini, CAT, GSH-Px, GST, SOD ve GR aktivitelerini ve CAT,
SOD, GSH-Px enzimlerinin ekspresyon diizeylerini belirlemislerdir.
Calismalarmin sonunda oksidan olarak aliiminyum uygulanan grupta MDA, GSH,
GSSG diizeyleri, CAT, GSH-Px, GST, SOD ve GR aktiviteleri ve CAT, SOD
ekspresyon diizeylerinde artiy, GSH-Px ekspresyon diizeyinde ise diisiis
belirlemistir. GSH-Px ekspresyon diizeyindeki diisiisiin gen iirlinlerinin transportu
ve translasyonu gibi transkripsiyon sonrasi degisikliklerden kaynaklanabilecegini
diisinmiislerdir. Yukarida belirtilmis ¢aligmalarla uyumlu olarak calismamizda
DEN uygulanan gruplarda CAT ekspresyonunda anlamli artiglar belirlenmistir.

Calismamizda DEN uygulanan ratlarda kan ve karacigerinde CAT ekspresyon
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diizeyinin arttig1 saptanmistir. Bu degisiklikler rat karacigerinde DEN’e bagh
olusan oksidatif DNA hasarmdan ileri gelebilir. DEN’in sitokrom P-450 yoluyla
metabolizmasi sirasinda olugsan metabolitler dokularda oksidatif, mutajenik ve
genotoksik hasarlanmalara sebep olmaktadir.

Kim ve ark. (242) gergeklestirdikleri caligmada insan hepatoma
hiicrelerinde giimiis nanopartikiilleri ve glimiis nitratin toksisitesine bagl olarak
olusan oksidatif stresi arastrmuslardir. Insan hepatoma hiicrelerinde giimiis
nanopartikiilleri ve glimiis nitratin oksidatif stresle iligkili CAT ve GSH-Px
enzimlerinin ekspresyon diizeylerinde onemli artisa neden oldugunu ve bunun
meydana gelen oksidatif stresten kaynaklandigmi belirtmislerdir. Rohrdanz ve
ark. (247) ise beyin astrosit hiicrelerinde CAT ve SOD enzimlerinin ekspresyon
diizeyleri tizerine oksidatif stresin etkilerini incelemislerdir. Calismalarinda
astrosit hiicrelerinde H>O, ve dogrudan ya da redoks dongiisiinii etkileyerek
oksidatif strese neden olan parakuatin artan konsantrasyonlariyla orantili olarak
CAT ve SOD enzimlerinin ekspresyon diizeylerinde artisa neden oldugunu
belirlemislerdir. Arastirmacilar astrositlerde oksidatif strese karst CAT ve SOD
ekspresyon diizeylerinde artis oldugunu belirtmislerdir.

Enzimler ayn1 zamanda birer proteindir. CAT 1n gen ekspresyonu sonucu
olusan proteinler CAT enzimini olustururlar (248). Bu baglamda enzim aktivitesi
ile gen ekspresyonlar: arasinda bir iliski bulunmasi gerekir. Caliymada CAT
enzim aktiviteleri ile CAT mRNA diizeylerinde farkliliklar saptanmustir.
Hepatotoksik bir madde olan DEN uygulanan gruplarda kan ve karaciger
dokularmda CAT enzim aktivitesi kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde

diismiis, ayn1 enzimin ekspresyon diizeyi ise artmistir. CAT aktivitesi ile gen
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ekspresyon diizeyi arasindaki farkliligin protein ve mRNA doniisiimiindeki
varyasyondan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Genotip ile mRNA/protein
seviyeleri arasindaki iligkinin ¢esitli  faktorlerden etkilendigi (gevre,
transkripsiyonel regiilasyon gibi) diisliniilebilir. Likopen uygulamasi ile CAT
ekspresyon diizeyinin azaldigi belirlenmis ve bunun, likopenin transkripsiyonel
faktorlerin radikal iligkili oksidasyonunu engellemelerine bagli olabilecegi
diistiniilmiistiir.

Oksidatif stres veya hiicrede rediiksiyon ve oksidasyon arasindaki
dengesisizlik,  cekirdekte = redoks-duyarli  transkripsiyon  faktorlerinin
translokasyonunu etkiler (248). Bu nedenle, CAT aktivitesi ile ekspresyon diizeyi
arasindaki farklililk CAT enziminin transkripsiyon siire¢lerindeki baslangig
mekanizmasindan  sorumlu transkripsiyonel faktorlerin  oksidasyonundan
kaynaklaniyor olabilir. Ayrica enzimin ekspresyonunda tespit edilen degisim,
mRNA’larin yar1 dmiirleri ile ilgili de olabilir. Artan oksidatif stresin mRNA’nin
kararsizligini tetiklemis olabilecegi de bilinmektedir.

Transkripsiyon ve translasyon arasinda ¢esitli siirecler mevcut olup,
protein stabilitesi enzimatik aktivitede Onemli bir rol oynar. mRNA’larin
degredasyon orani kiigiik araliklarda (memeli mRNA’lar1 i¢in 2-7 saat) iken,
farkli proteinlerin yarilanma Omiirleri birka¢ dakikadan birka¢ giine kadar
degisebilir. Ortalama 2 mRNA bir saatte kopyalanirken onlarca protein, mMRNA
tarafindan bir saatte sentezlenir. Tim bunlar gen ekspresyon diizeyindeki
degisimlerin ¢ogunlukla protein seviyesinde yansitilmadigini gostermektedir.
Ayrica transkript, protein ve onlarm aktiviteleri arasindaki iliskinin ag¢iklanmasi

fonksiyonel olarak aktif proteini olusturmak icin proteinlerin transkripsiyonu,
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translasyonu ve posttranslasyonunun  modifikasyonunda ¢esitli  kontrol
noktalarinin varligindan dolay1 zordur (240).

Karotenoidler arasinda en giiclii antioksidan olarak likopen bulunur.
Fazlaca tiiketilen domates sonucunda, yiiksek antioksidan diizeye ulagilmakta ve
boylece yag, DNA ve proteinlerin oksidasyonunda azalmaya neden olmaktadir.
Karotenoidler iginde likopenin ROT’nin etkilerini 6nleme agisindan yiiksek
antioksidan ozellige sahip oldugu, bu giiclii antioksidan aktivite ile hiicresel
yapilarin, lipidlerin, proteinlerin ve DNA’nin i¢ oksidasyonuna karsi koruyucu
etkiye sahip oldugu ve bazi hastaliklarin Onlenmesine katkida bulundugu
bildirilmektedir (249).

Likopen hiicre membranlarinda bdlgesel olarak, membran lipidlerinde
meydana gelen okdidatif stresi engellemede 6nemli bir yere sahiptir. Bu etkisini
kalinliga dayaniklilik ve akiskanligma etki ederek sagladigi bildirilmektedir.
Yapilan bir¢ok ¢alisma karotenoidlerin, 6zellikle likopenin, LDL oksidasyonunu
ve LPO’nu engelledigini kanitlanmustir. Ayrica karotenoid bakimindan yetersiz
gidalarin tiiketiminin MDA diizeylerinde belirgin bir yiikselise neden oldugu
gosterilmistir (250, 251).

Likopenin antioksidan enzim aktivitelerini anlamli 6lgiide arttirdigini
bildiren arastirmalar bulunmaktadir (120, 252). Briviba ve ark. (253)’nin saglikli
insanlarda likopenin ve diger karotenoidlerin oksidatif strese ve LDL
oksidasyonuna kars1 koruyucu etkilerinin olmadigin1 ve antioksidan enzimlerde
degisiklik gozlenmedigini bildirmisglerdir. Ayrica likopenin ve [-karotenin
oksidatif DNA hasarma etkisini incelemek i¢in yapilan bir ¢aligmada, her iki

karotenoidin diisiik dozlarda (1-3 uM) ilavesinin ksantin/ksantin oksidaz kaynakl
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oksidatif DNA hasarini azalttigini, daha yiiksek dozlarda (4-10 pM) ise hiicreleri
oksidatif strese kars1 koruma 6zelligini yitirdigini belirtmislerdir (254).

Hayvan modellerinde gozlenen likopenin kanser Onleyici mekanizmasi
likopenin antioksidan aktivitesini, hiicreler arasi iletigimi saglayan gap-
junctionlarin stimiilasyonunu, detoksifikasyon enzimlerinin indiiksiyonunu ve
hiicresel  proliferasyonun inhibisyonunu kapsayabilir. Giovannucci (255)
likopenin lipitleri, niikleik asitleri ve proteinleri kanserede yol acabilecek olan
oksidatif stresten koruyabilecegini rapor etmistir.

He ve ark. (256), karotenoidden zengin domates piiresinin ratlara
uygulanmasi ile baslangi¢c donemlerinde aflatoksin ile olugsmus olan preneoplastik
odaklar1 azalttigint  bulmuslardir ve buda hepatokarsinogenezin erken
asamalarinda likopenin yararli bir rolii oldugunun diisiindiirmektedir. Benzer
sekilde Astorg ve ark. (257) likopen uygulamasindan sonra rat karacigerinde
preneollastik odaklar boyutunda bir azalma belirlemislerdir, fakat bu azalmay1
B-karoten, kantaksantin ve astaksantin ~ uygulamalarindan  sonra
gbozlemleyememislerdir.

Blanche ve ark. (258) 24 hafta boyunca DEN ile baslatilan ve yiiksek yagli
diyet ile beslenen farelerde bir likopen metaboliti olan Apo-10’-likopenik asidin
(10 mg/kg diyet) etkilerini incelemisler ve hem hepatik karsinogenezis
gelisiminde hem de akcigerde tiimor insidensinde bir azalma gozlemlemislerdir.
Gene Astorg ve ark. (257) ratlarda 3 hafta boyunca DEN (100 mg/kg viicut
agirhigl) ile olusturulan karaciger preneoplastik odaklarmni likopenin (300 mg/kg
diyet) azalttigin1 gozlemlemislerdir. Abdallah ve ark. (259) ise DEN (200 mg/kg

viicut agirligi) kaynakli deneysel hepatokarsinogeneziste likopenin koruyucu
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roliinii aragtirmislardir. Ratlarda 6 hafta sonunda hepatoseliiller karsinoma
gelistigini likopenin ise hepatoseliller karsinoma gelisimini inhibe ettigini
gostemislerdir.

Yapilan bir c¢alismada hepatokarsinogenez {iizerine likopenin olumlu
etkilerini incelemislerdir. Arastirmacilar DEN uygulamasindan sonra 4 hafta
boyunca haftada 3 kez olmak iizere 20 mg/kg viicut agirligi dozunda likopen
uygulamislardir. Likopenin hepatik nodiillerin hacmini, boyutunu, sayisini ve
insidensini azalttigini tespit etmislerdir. DEN metabolizmasi sirasinda artmis
serbest radikal tretimi ile miicadelenin likopenin koruyucu etkisi sayesinde
olabilecegini ve ratlarda DEN ile baslatilan ve FB ile desteklenen
hepatokarsinogeneziste likopenin Nrf2 sinyal yolunun aktivasyonu yoluyla
oksidatif stresi ortadan kaldirabilecegini ileri siirmiislerdir (197).

Cahismada ratlara antioksidan etkisi olan likopen DEN ile birlikte
verildiginde genel olarak MDA, GSH diizeyleri ve CAT, GSH-Px GST, SOD gibi
antioksidan enzim aktivitelerinin kontrol grubuna yaklastigi saptanmistir. Bu
durum likopenin serbest radikal iiretilmesini smirlayarak oksidatif stres ve serbest
radikalleri 6nleme yetenegine sahip olmasi ile agiklanabilir. Likopen tarafindan
GSH konsantrasyonu ve GST aktivitesinin diizelmesi DEN kaynakli oksidatif
stresi ve karaciger hasarini azaltici bir rol oynadigini gostermektedir.

Aydin ve ark. (260) yaptiklar1 ¢alismada streptozotosin ile indiiklenmis
diyabetik ratlarda oksidatif stres parametrelerini incelemislerdir. Ratlarin kan ve
beyinlerinde MDA, GSH diizeyleri ile CAT, GSH-Px ve SOD aktivitelerinde
diyabet olusturulan grupta artis belirlemislerdir. Antioksidan enzimlerden CAT,

GSH-Px ve SOD enzimlerinin gen ekspresyon diizeylerinde istatistiksel olarak
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onemli olmayan bir diislis saptamislardir. Likopen uygulamasi ile hem antioksidan
enzim aktivitelerinde hem de ekspresyon diizeylerinde  diizelmeler
gozlemlemislerdir.

Membran yag asitlerinin LPO ile O2~ ve DNA’ya baglanan etil karbonyum
iyonlarmi igeren ROT’nin dretimi ile hepatokarsinogenez baslatilabilir (56).
Likopen ise serbest radikalleri temizleyerek etki edebilir (261). Moselhy ve Al
Mslmani (262) 7,12-dimetilbenzantrasen (DMBA) enjekte edilen ratlarin gogiis
dokusunda ve serumunda MDA ve NO diizeylerinde yiikselme rapor etmislerdir.
Buna ilaveten Wang ve ark. (263) rat karacigerinde yagh diyete bagli olarak MDA
ve 4-HNE diizeylerinin yiikseldigini belirlemislerdir. Her iki calismada da
arastrmacilar MDA diizeylerindeki bu yiikselmenin likopen uygulamasi ile
onemli bir diizeyde diistiigiinii gdstermislerdir.

Biyolojik olarak, antioksidan alinimi antioksidan yanit elementlerinin
homeostatik down regiilasyonuna yol agar. Calismada likopen ile tedavi edilen
ratlarda kan ve karaciger CAT gen ekspresyonu down regiilasyon ile
sonuglanmistir. CAT enziminin gen ekspresyonunda likopenin inhibitor etkisi
antioksidanlarin diyete ilavelerinin antioksidan yanit elementlerinin down
regiilasyonuna yol agtig1 gibi feedback mekanizmasi ile ilgili olabilir.

Yapilan bir g¢alismada prostat kanseri olan erkek hastalara cerrahi
miidahale Oncesinde 3 hafta siireyle giinde iki kez 15 mg dozunda likopen
uygulanmistir. Likopen uygulanan hastalardaki tiimoriin, likopen verilmeyen
erkeklerde bulunan tiimorlere gore daha kii¢iik oldugu saptanmigtir. Ayrica,

likopen tiiketen hastalarda tiimorlerde gerileme ve malignitesinde azalma ortaya
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cikmistir. Bu da likopenin prostat kanseri tedavisine yardimci olabildigini ve
hastalig1 engelleyebilecegini gostermektedir (264).

Karsinogenezisde baslangic sonrasi asamada uygulanan likopenin
kimyasal olarak kanseri durdurma potansiyelini arastirmak amaciyla yapilan bir
calismada, dogumdan sonraki 11. giinden itibaren DEN, N-metil-N-nitrozoiire ve
1,2-dimetilhidrazin ile muamele edilen disi ve erkek 118 fareye ¢esitli dozlarda
likopen uygulanmistir. Calismanin sonunda likopenin erkek farelerde akciger
neoplazisi gelisimini engelledigi goriilmiistiir. Disilerde ise 6nemli bir etki
goriilmemistir (265).

Bir bagka ¢alismada ise likopenin ferrik nitrilotriasetat ve askorbata maruz
birakilan maymun hiicrelerindeki LPO ve 8-0x0-2'-deoxyguanosine olusumu
iizerindeki etkisi arastirilmistir. Sonugta likopenin memeli hiicrelerini hem
membran ve hem de DNA hasarma kars1 koruyabildigi ve oksidatif hasarla ilgili
ortaya ¢ikan tiimor ilerlemesine karsi koruyucu bir rol oynadigi gosterilmistir
(130). Yine deri, akciger ve karaciger karsinogenez calismalari i¢in karsinojen
maddelere maruz birakilan gesitli irklarda farelere, kolon karsinogenezisi i¢in de
ratlara igerisinde likopenin de bulundugu gesitli karotenoid uygulamasi
yapilmistir. Calisma sonucunda likopenin tiimor ilerlemesini durdurdugu, timor
olusumunu azalttig1 ve karsinogenezisi baskiladigi bulunmustur (266).

Yetigkin 9 kadin ile yapilan bir calismada 14 giin siire ile giinde 25 g
domates piiresi tiiketiminin, plazmada ve lenfositlerde likopen konsantrasyonunu
arttirdigi ve 5 dk siire ile uygulanan 500 umol/L H202’in neden oldugu oksidatif

strese karsi direng sagladigi gosterilmistir (132).
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Likopenin lenfositlerdeki oksidatif DNA hasar1 iizerindeki etkilerini
incelemek amaci ile yapilan bir ¢alismada herhangi bir ila¢ kullanmayan saglikli
goniillillere 1 hafta siire ile giinde 15 mg lutein, likopen ve B-karoten takviyesi
yapilmistir. Takviye siiresi sonunda almnan kan orneklerinden izole edilen
lenfositler H2O2 ile muamele edilmis ve DNA hasar1 Ol¢iilmistiir. Calisma
sonucunda likopenin lenfositlerdeki oksidatif DNA hasarmin iyilesmesini
hizlandirdig: ortaya konmustur (267).

Yeh ve Hu (268) tarafindan yapilan bir ¢calismada likopenin, Hs68 insan
deri fibroblastlarindaki oksidan nedenli hasar {izerindeki antioksidan ve
prooksidan etkileri arastirilmistir. Insan deri fibroblastlari, ¢esitli oksidanlarla
inkiibe edildikten sonra likopen ve [-karotenle muamele edilmistir. Sonugta
likopenin kullanilan oksidanlara bagh olarak antioksidan ya da prooksidan
olabildigi, ayrica likopenin B-karotenden daha gii¢lii antioksidan ve prooksidan
etkileri oldugu goriilmiistiir.

DMBA tarafindan hamsterlerde olusturulan yanak tiimériinde 2,5 mg/kg
likopenin tiimorii O6nemli Ol¢lide baskiladigi ortaya konmus ve likopenin
antikarsinojen etkisi oldugu gosterilmistir (269).

Likopenin 6zellikle kanser hiicrelerinde, hiicre yiizeyindeki reseptorleri
etkileyerek hiicreleraras1 haberlesmeyi engellemek suretiyle proliferasyonu
baskilayarak koruyucu etki gosterdigi bilinmektedir. Karas ve ark. (270) insan
gogiis adenokarsinoma hiicre hatti (Michigan Cancer Foundation 7-MCF7)
memeli kanser hiicreleriyle yaptiklar1 caliymada likopenin, insiilin benzeri
biylime faktorii I reseptorlerinin aktivitesini azaltarak hiicre biiylimesini

durdurucu etki yaptigini, hiicrelerde apoptotik veya nekrotik Oliimlere yol
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acmadigin1 ve bu etkinin hiicre dongiistiniin ilerlemesini etkilemesiyle ilgili
oldugunu saptamislardir.

Likopen ile 6n tedavinin etkili oldugunu gdsteren ¢aligmalar mevcuttur
(271, 272). Srinivasan ve ark. (138) rat hepatositlerinden elde edilen hiicre
kiiltiirlerinde gama radyasyonun meydana getirdiZi DNA hasari, LPO ve
antioksidan durum {iizerine likopenin koruyucu amacgla once kullaniminin
etkilerini incelemisler ve likopen ile On tedavinin etkili olabilecegini
belirtmislerdir. Matos ve ark. (129) likopen ile 6n tedavinin ferrik nitrilotriasetat
maruz birakilan ratlarda DNA’nin oksidatif hasari, LPO ve histopatolojik
degisikliler tizerindeki etkisini arastirmiglardir. Sonugta likopen ile 6n tedavinin
ratlarin karacigerini hem membran ve hem de DNA hasarina kars1 koruyabildigi
ve oksidatif hasarla ilgili ortaya ¢ikan tiimor ilerlemesine kars1 koruyucu bir rol
oynadigini gostermislerdir. Calismada antioksidan olarak likopen; kisa ve uzun
stireli DEN uygulanan gruplarda hem DEN uygulamasindan 6nce hem de DEN ile
birlikte verilmistir. Likopen ile 6n tedavinin yapildigi kisa ve uzun siireli DEN
uygulanan gruplarda likopenin diizenleyici etkisi oldugu fakat bu etkinin,
likopenin DEN uygulamasi ile baslandig1 gruplara goére daha diisiik diizeyde
oldugu gozlenmistir.

Likopenin toksik maddeler ile beraber uygulandiginda etkili oldugunu
gosteren c¢alismalar da mevcuttur (273, 274). Yilmaz ve ark. (273)
gerceklestirdikleri c¢aligmada ratlarda tek doz adriamisinin (10 mg/kg 1i.p.)
kardiyotoksisitesi ve nefrotoksisitesi iizerine likopenin (4 mg/kg gavaj) dnce ve
birlikte uygulamalardaki etkisini incelemislerdir. Bu amagla ratlarin dokularinda

MDA, GSH diizeyleri, CAT, GSH-Px aktiviteleri ile plazma iire ve kreatin
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diizeylerini belirlemislerdir. Plazmada adriamisin uygulamasi ile artmis olan iire
ve kreatin diizeylerinin, kalp ve karaciger MDA, GSH diizeyleri ile CAT, GSH-Px
aktivitelerinin likopen ile 6n tedaviye gore birlikte uygulandiginda belirgin olarak
azaltigini belirlemislerdir. Arastirmacilar adriamisin ile olusturulmus kardiyak ve
renal hasara karst likopen kullaniminin toksisitenin Onlenmesinde etkili
olabilecegini gostermislerdir.

Luo ve ark. (275) gerceklestirdikleri ¢aliymada ratlarda N-metil-N-nitro-N-
nitrozoguanidinin sebep oldugu gastrik kanserde toksik madde ile beraber
uygulanan likopenin antioksidan enzim aktiviteleri tizerine etkilerini incelemisler
ve antikoksidan enzimlerin diizenlenmesinde likopenin etkili oldugunu
gostermiglerdir. Jamshidzadeh ve ark. (276) ratlarda sirasiyla asetaminofen,
amiodaron ve siklosporin A ile olusturulan karaciger, akciger ve bobrek toksisitesi
iizerine domates ekstresinin etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda likopenin toksik
maddeler ile beraber uygulandigi gruplarda biyokimyasal ve histopatolojik
diizelmeler  goézlemlemislerdir.  Calismamizda  DEN  ile  olusturulan
hepatotoksisiteye karsi likopenin DEN ile beraber uygulanmaya baslandigi
gruplarda daha etkili oldugu gézlenmistir. Elde edilen sonuglar, likopenin DEN’e
bagl karaciger hasarina karsi etkisinin likopenin DEN uygulamasi ile beraber
baslandigr ve DEN’in kisa siireli uygulandigi grupta (DEN+L1), likopenin DEN
uygulamasindan 6nce uygulandigi gruplara goére (L+DEN1 ve L+DEN2) daha
belirgin oldugunu ortaya koymaktadir.

Colitti ve ark. (277) tarafindan gergeklestirilen g¢alismada ineklerin
kanlarinda dogum oncesi ve dogum sonras1 donemde bazi antioksidan enzimlerin

(SOD ve GSH-Px) ekspresyon diizeyleri iizerine diyete ilave edilen likopen (540
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mg/giin diyet) ve iiziim polifenollerinin (10 g/gilin diyet) etkileri arastirilmistir.
Arastirmacilar 16kositlerde GSH-Px’in ekspresyon diizeyinde dogum Oncesi ve
sonrasi donemde istatistiksel olarak Onemli bir fark tespit edememislerdir.
SOD’un ekspresyon diizeylerinde ise dogum Oncesi ile karsilastirildiginda dogum
sonrast 15. giinde bazal diyet uygulanan kontrol ve bazal diyete ilave olarak
likopen uygulanan gruplarda anlaml bir artis belirlemislerdir. Uziim polifenolleri
uygulanan grupta ise bu artisin  daha diisik dizeylerde kaldigimi
gozlemlemislerdir. Arastirmacilar dogum Oncesi donemde kullanilan dogal
antioksidanlarmm SOD’un ekspresyonunun diizenlenmesi yoluyla stres iizerine
kontrol edici etkisinin olabilecegini belirtmiglerdir.

Baz1 karaciger spesifik enzimlerin degisen aktiviteleri, hiicre
proliferasyonunun etkilerini yansitmaktadir ve tiimor hiicrelerinde metabolik
doniisiimleri normal hiicrelerden oldukga farkhidir. Aktivitelerindeki artis kanser
durumunda transformasyona wugrayan hiicrelerin sayis1t ile korelasyon
gostermektedir (8).

Serum transaminaz (AST ve ALT) enzimleri hepatik hasarin teshisinde
kullanilan ¢ok hassas belirteclerdir, ¢iinkii bu enzimler sitoplazmada lokalize
olmuslardir ve hiicresel hasar sonrasinda dolasima karismaktadir. AST ve ALT
viicutta birgok organ ve dokuda yaygm olarak bulunan enzimlerdir.
Transaminazlarin seviyesi karaciger foksiyonunu gostermektedir ve bu enzimlerin
serumda artmig seviyeleri karaciger hasarinin bir gostergesidir. Biyolojik
sistemlerde transaminasyonun rolii iyi bilinmektedir (8, 183).

ALT karaciger hastaliklari icin AST’den daha spesifik olmakla birlikte

bazi karaciger hastaliklarmda AST’nin daha fazla artis gdstermesi miimkiindiir.
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Serum AST ve ALT hepatik hasarin teshisinde biomarkirdirlar, ¢linkii hepatik
hasar sonrasinda kana salinirlar. ALT karacigerde hasar meydana geldiginde
teshiste kullanilan ilk enzimdir. Karaciger dokusunda karsinojenler nedeniyle
inflamasyon ve nekrozun olugsmasi bu enzimlerin karaciger hiicrelerinden
plazmaya sizmalarina sebep olur. Kanserli hayvanlarda artmis ALT aktivitesi
gozlenmistir.  Hepatoselliiler  karsinomada artmis transaminaz  aktivitesi
belirlenmistir ve tedavi sirasinda tiimor kiitlesi ile AST ve ALT arasinda bir
korelasyon oldugu gosterilmistir (8, 278).

DEN’in toksin diizeyine ve maruz kalma siiresine gore hiicre ve dokularda
goriilen hasara bagl olarak biyokimyasal degisiklikler sekillenir. Serum AST,
ALT, ALP, aldolaz, GGT, asit fosfataz, LDH, ornitin karbamoil transferaz, lipit
peroksidaz ve izositrat dehidrojenaz, kolesterol ve bilirubin diizeyi artar (279).

Shaarawy ve ark. (280) ¢alismalarinda tek doz DEN (200 mg/kg i.p.)
uygulamasinin ratlarda AST ve ALT seviyelerini artirdigini gostermislerdir. DEN
uygulamasi, hiicre membranmin bozulmasina ve tahrip olmasina neden olarak
transaminazlarin karaciger dokusundan sizmasma yol agmaktadir. DEN verilen
hayvanlarda AST ve ALT seviyelerindeki artis, hepatotoksisite ve karsinogenezde
preneoplastik degisimlerin gelisimi, artmus ¢esitlilik ve karaciger karsinomasmin
ilerleyen evreleri ile iliskilidir (8).

Sun ve ark. (281) farelerde DEN (200 mg/kg i.p. tek doz) ve FB ile
olusturulan tiimér modelinde ALT seviyelerinde kontrole gore artis oldugunu
ancak AST seviyesinde ise 6nemli bir degisme olmadigmi belirtmistir. Jahan ve
ark. (8) sicanlarda DEN (200 mg/kg i.p. tek doz) ve FB ile indiiklenen

hepatokarsinogenez modelinde serum AST ve ALT seviyelerinin arttigini
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gostermiglerdir. EI Mesallamy ve ark. (282) kimyasal olarak DEN (10 mg/kg
gavaj) ile ratlarda olusturulan hepatokarsinogenezis modelinde AST ve ALT
diizeylerindeki artisi, DEN uygulamasi ile serbest radikal iiretiminin artmasina
bagl olarak hepatoselliiler membranin zarar goérmesi ve sitoplazmik enzimlerin
sistemik sirkiilasyona salinmasina baglamislardir. Taha ve ark. (211), DEN (200
mg/kg i.p. tek doz) ve 2-AAF ile olusturulan sigan hepatokarsinogenezis
modelinde benzer sekilde AST ve ALT seviyelerinin kontrol grubuna gore
arttigitni ve  bu  durumun karaciger hasarinin  bir gostergesi oldugunu
belirtmislerdir. Literatiirlerle uyumlu olarak c¢alismamizda DEN uygulanan
gruplarda AST ve ALT aktivitelerinde belirgin artiglar gozlenmis olup, DEN’in
kisa siireli uygulandigi grupta bu artisin daha belirgin oldugu dikkati ¢ekmistir.

Antioksidan olarak likopenin kullanildigi bir ¢alismada, ratlarda kronik
alkolizm olusturulmus, serum AST ve ALT serum degerleri ve AST/ALT
oranmin alkolik karaciger hasarmin bir gostergesi oldugu saptanmistir. Karaciger
doku Orneklerinin patolojik incelenmesi sonucu alkoliin karaciger hasar1 yaptigi
tespit edildikten sonra, ratlarda alkol+likopen grubunda serum AST, ALT
degerleri alkol grubuna gore anlamli olarak diisiik bulunmus ve sonuglar kontrol
grubuyla yakmlik gostermistir. Karaciger doku kesitlerinin patolojik incelenmesi
sonucu bu gruptaki karaciger hasarmnin alkol grubuna gore daha az oldugu
saptanmigtir. Tim bu sonuglarla beraber oksidatif stres ile agiklanan alkolik
karaciger hastaliklarmin gelisim siirecinde deneysel olarak antioksidan 6zellikleri
bilinen likopenin koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir (263).

ALP hidrolaz bir enzimidir. Niikleotidler, proteinler ve alkaloidler dahil

olmak iizere ¢esitli molekiillerden fosfat gruplarmnin koparilmasini saglar.
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Kemik, karaciger, bagirsak ve plasenta tarafindan olusturulan enzim, safra yoluyla
itrah edilir. Serumda ALP aktivitesi; kemik, karaciger ve safra yollar1
hastaliklarinda anlamli olarak degistiginden klinikte bu enzimin degeri 6nem
tasimaktadir. Kemik tliimorleri, karaciger hasari, safra yollarmin tikanikligi
gibi patolojilerde bu enzimin seviyeleri artar (283).

Liu ve ark. (62) yaptiklar1 caligmada, ratlarmm igme sularmma 16 hafta
boyunca haftada iki defa 100 mg/kg DEN ilave ederek hepatotoksisite
olusturmuglar, serum ALT, ALP ve GGT’da meydana gelen yiikselmenin
antioksidan olan selenyumla zenginlestirilmis arpa verildiginde diizeldigini
bildirmislerdir. Calismamizda kontrol grubu ile karsilastirildiginda DEN
uygulanan gruplarda ALP aktivitesinin istatistiksel olarak belirgin sekilde arttigi
saptanmistir.

LDH enzimi glikolizin anahtar enzimidir ve laktat tiretimini katalizler.
Karaciger dokusu LDHS5 yoniinden daha zengindir. Kardiyolojik problemler
dismda LDH ve izoenzimleri ile ilgili ¢alismalar, genellikle karaciger
maligniteleri basta olmak {iizere c¢esitli malignitelere ve bazi karaciger
hastaliklarina yoneliktir. Karaciger parankimasinin hasarlanmasindan sonra bu
izoenzimler yiikselebilmektedir. Yiikselmis serum LDH’1 genellikle karaciger
hasar1 ile iliskilidir ve hasarlanan hiicrelerden kana salinir (7). Jahan ve ark. (8)
sicanlarda DEN ve FB ile indiiklenen hepatokarsinogenez modelinde serum LDH
seviyelerinin arttigin1 gostermislerdir. Benzer sekilde Jagadeesh ve ark. (284)
DEN/FB ile olusturduklar1 sigan hepatokarsinogez modelinde LDH seviyelerinin
saglikli sicanlara kiyasla artis gosterdigini gézlemlemislerdir. Toksik karaciger

hasarinda LDH seviyelerinde kritik degisimler olabilecegini ve membran
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biitiinligliniin ve gegirgenliginin toksik ajanlara yanit olarak nonspesifik
degisimler gosterebilecegini belirtmislerdir. Calismamizda kontrol grubu ile
karsilastirildiginda DEN uygulanan gruplarda LDH aktivitesinde belirgin bir artis
oldugu belirlenmistir. DEN uygulamas1 ile LDH seviyelerinin artis gdstermesi
muhtemelen bu toksik ajanlarinin membran bitiinliigiine ve gecirgenligine zarar
vermesi nedeni ile ger¢eklesmektedir.

Calismada kisa ve uzun siireli DEN uygulanan gruplarda plazma AST,
ALT, ALP ve LDH aktiviteleri ile kolestrerol diizeyindeki artiglar karaciger
hasarinin diagnostik gostergeleri olarak degerlendirilebilir. Likopen ile tedavi bu
enzim diizeylerini belirli oranlarda diigiirmiistiir. Bu likopenin hepatoprotektif
roliinii diistindiirmektedir.

Sonug olarak; artmis MDA ve kolesterol diizeyleri ile AST, ALT, ALP,
LDH aktiviteleri, azalmis GSH diizey1 ile CAT, GSH-Px, GST ve SOD
aktiviteleri karaciger hasarmi ortaya koymaktadir. Ayrica oksidatif stresin artisi
sonucu yiikselen CAT ekspresyon diizeyleri de bu durumu destekler niteliktedir.
Calismamizin sonuglar1 oksidatif stresin DEN’e bagh karaciger hasarinda énemli
bir rol oynadigimi diisiindiirmektedir. DEN ile birlikte uygulanan likopenin doku
hasarmi azalttigi ve karaciger dokusunu oksidatif hasara karsi korudugunu

gostermektedir.
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