ASPIRIN VE ANTIiOKSIDANT pB-D-GLUKAN’IN FARELERDE
(Mus musculus) YASLANMA VUZERINE ETKILERININ ENZIMATIK
DUZEYDE ARASTIRILMASI

OZET

Yapilan bu ¢alismada non-enzimatik antioksidanlar olarak bilinen aspirinin ve -
(1,3)-D-glukanin, 6nemli bir radikal siipiiriicii enzim olan, karaciger mitokondrial
Mangan Siiperoksit Dismutaz (Mn-SOD) aktivitesi ve dolayisiyla hiicresel yaslanma
tizerine olan etkileri arastirilmistir.

Bu amagla Aspirin, B-(1,3)-D-glukan, Aspirin+f -(1,3)-D-glukan ve kontrol
grubu olmak {izere 4 grup hayvan kullanilmistir. Hayvanlar enjeksiyondan 6nce 24 saat
siire ile a¢ birakilmistir. Aspirin ve B-(1,3)-D-glukanin intraperitonal yolla enjekte
edildigi laboratuar fareleri (Mus musculus) 6., 12., 24. ve 48. saatlerde servikal
dislokasyon ile oldiiriilerek karacigerleri ¢ikarilmistir. Daha sonra bu karacigerlere
sirasiyla  homojenizasyon, sonifikasyon ve santriifigasyon islemleri uygulanarak
mitokondrial enzim fraksiyonu elde edilmistir. Bu calismada protein miktar1 Lowry
yontemine gore belirlendikten sonra karaciger Mn-SOD aktivitesi Ol¢tilmiistiir.

Calismamizdan elde edilen sonuclara gore Aspirin ve B-(1,3)-D-glukanin ayr
ayr1 verilmesi durumunda: Aspirinin Mn-SOD aktivitesinde baslangicta bir inhibisyon
gerceklestirdigi buna karsin 48. saatte bu inhibisyonun yerini aktivasyona biraktig
tespit edilmistir. B-(1,3)-D-glukan ise maksimum inhibisyonu 24. saatte gOstermistir.
Aspirin ve B-(1,3)-D-glukanin birlikte verilmesi durumunda ise maksimum inhibisyon

etkisi 12. saatte gdzlenmistir ve bir aktivasyon etkisi tespit edilmemistir.

Anahtar Kelimeler : Yasglanma, oksidatif stres, aspirin, -glukan, karaciger.
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INVESTIGATION OF EFFECTS IN ENZYMATYC LEVEL OF ASPiRIN
AND B-D- GLUCAN ON AGING IN MICE (Mus musculus)

ABSTRACT

In this study, the effects of nonenzymatic antioxidants aspirin and B-(1,3)-D-
glucan, on one of the important radical scavanging enzyme, liver mithocondrial
manganosiiperoxide dismutase (Mn-SOD) activity, and by this way cellular senesence
are investigated.

For this purpose, four groups of animals were used as aspirin, -(1,3)-D-glucan,
aspirin+f3 -(1,3)-D-glucan and control groups.

Animals kept hungary for 24 hours before injection. The laboratory mice (Mus
musculus) that aspirin and B-(1,3)-D-glucan injected intraperitonally killed by servical
dislocation at 6 th, 12 th, 24 th, 48 th hours and their liver took out. Then livers were
exposed to homogenisation, sonification, and centrifugation respectively and
mitochondrial enzyme fraction obtained. And in this study after the determinanion of
protein amount by Lowry method, liver Mn-SOD activity mesured.

Accoding to the results obtained in our study; in the case of injection of aspirin
and B-(1,3)-D-glucan individually; It was determined that Aspirin inhibate the Mn-SOD
activity at the beginning although at the 48 th hour this inhibition turn into activation. 8-
(1,3)-D-glucan showed maximum inhibition effect at 24 th hour. in the case of injection
of aspirin and B-(1,3)-D-glucan together maximum inhibion effect observed at 12 th

hour and an activation effect could not detected.

Key words: Aging, oxidative stres, aspirin, B-glukan, liver.
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TESEKKUR

Tez calismamin gerek planlama gerek labaratuvar asamalarinda her tiirlii
destegini ortaya koyan degerli hocam, Molekiiler Biyoloji Anabilim Dal1 Baskani sayin
Prof. Dr. Zafer EREN’e sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Tez calismam siiresince higbir zaman degerli yardimlarini esirgemeyen
Molekiiler Biyoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi sayin Yrd. Dog. Dr. Emine
DIRAMAN’a,

Verdigi degerli fikirleri ile her zaman, her konuda bana yol gosteren sevgili
hocam Banu EREN’e en igten tesekkiirlerimi sunarim.

Calisma arkadaslarim sayin Giilhan AKSIMSEK, sayin Ayse BASARDI, sayin
Dilek KARADUMAN ve saym Yeliz YILMAZ’a, bolimiimiiz arastirma
gorevlilerinden saym Sevcan TULEK e yardimlarindan dolay1 ¢ok tesekkiir ederim.

Destekleri ve ilgilerinden &tiirii, Biyoloji Boliimii’niin tiim 6gretim elemanlart ve
gorevlilerine tesekkiir ederim.

Calismamin her asamasinda beni bir an olsun yalniz birakmayan ve daima
destekleyip motive eden, boliimiimiiz arastirma gorevlilerinden sayin Goniil AKBAL’a
ve ailesine sonsuz tesekkiirler ederim.

Her zaman oldugu gibi, tez donemimde de biiyiik bir fedakarlik ve anlayigla beni
destekleyen aileme; sevgili annem ve babam Nurhan ve Tahsin CELEBIOGLU’na ve
canim agabeyim Kerem CELEBIOGLU’na tesekkiirler ederim.

Bu 6nemli donemde, karsima ¢ikan tiim zorluklar1 en basite ¢eviren, oncelikle
anlayis1 ve sonra  destegi ile bana giic veren sevgili nisanlim Cem Tolga

GURKANLI’ya sonsuz tesekkiirler ederim.
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1. GIRIS

Giliniimilizde, yagslanma fenomenini agiklamaya yonelik 300’den fazla teori
bilinmektedir. Bu teoriler igerisinde, ilk olarak Harman tarafindan one siiriilen, serbest
radikal teorisi en popiiler ve en cok test edilmis olan teoridir. Bu teori, serbest
radikallerin kimyasal dogasina ve her yerde bulunabilmeleri lizerine kuruludur (Ashok
ve Ali, 1999).

Yaglanmanin serbest radikal teorisi, yaslanmanin doku hiicrelerindeki cesitli
biyolojik molekiillerin geri doniisiimsiiz oksidatif hasarina yol agan serbest radikallerin
birikimi sonucu olustugunu belirtir (Lin ve Beal, 2003). Teori daha sonra,
mitokondrinin yaslanmada kilit rol oynadigini ileri sliren Miquel tarafindan tekrar
calistimistir. Bu organeller, oksidanlarin hem en biiyiik iireticisi, hem de onlarin
yarattig1 oksidatif hasara maruz kalan 6nemli bir hedeftir (Sastre ve ark., 2003).

Serbest radikaller, dis orbitallarinde bir veya daha fazla paylasilmamis elektron
iceren ve diger biyolojik materyallerle reaksiyona girme egilimi tasiyan kimyasal
tiirlerdir (Rozantsev ve Loshadkin, 2001; Mercan, 2004).

Reaktif oksijen tiirleri (ROT) hiicresel hasarlardan sorumlu ana etmenlerdir.
Aktif oksijen tiirlerinin ve serbest radikallerin, lipid peroksidasyonu, protein
modifikasyonu, enzim inaktivasyonu, DNA zincir kiriklar1 ve baz modifikasyonlarini
uyardiklar1 ve oksidatif hasara neden olduklar1 gosterilmistir (Camougrand, 2001).
Dolayisiyla, bu indirgenmis oksijen tiirlerinin hiicreden siiptiriillmesi gerekmektedir
(Imlay 2003).

Hiicrelerde, oksidanlar1 inaktif hale getirerek, oksidatif hasar1 6nleyen, yok eden
veya kismen azaltan maddelere antioksidanlar ad1 verilmektedir (Onat ve ark., 2002).

Fizyolojik sartlarda insan viicudunda olusan reaktif oksijen triinleri ile
antioksidan defans bir denge halindedir. Yogun reaktif oksijen tiirleri (ROT) iiretimi, ya
da antioksidan defansin azalmasi biyomolekiillerde yapisal ve fonksiyonel
modifikasyonlara yol acarak oksidatif strese neden olur (Koken ve ark., 2003).

Antioksidan enzimlerin, biyolojik makromolekiilleri oksidatif hasara karsi
koruyan primer defans mekanizmasi oldugu diisiiniilmektedir (Leutner ve ark., 2001).

Mitokondrial mangan siiperoksit dismutaz (Mn-SOD), mitokondride siiperoksit

radikallerini uzaklagtiripp hiicresel hasar1 Onleyen, niikleer kodlu, 96 kDa’luk



homotetramer yapida, primer antioksidan enzimdir (Matés ve Jiménez, 1999; Rojkind
ve ark., 2002).

Enzimatik antioksidanlara ek olarak enzimatik olmayan antioksidanlar da
mevcuttur (Basaran, 2002).

Aspirin ve -1,3-D-glukan bilinen 6nemli antioksidanlardir (Shi ve ark., 1999;
Kayal1 ve ark., 2005). Aspirinin etki mekanizmasi genel olarak prostoglandin sentezinin
inhibisyonu seklindedir (Demirsoy ve Tiirkan, 2002). Beta-1,3-glukan ise bir serbest
radikal siipiiriicii (antioksidan) olarak is goriir ve makrofajlar1 radyasyon, toksinler, agir
metaller ve serbest radikallerin olusturabilecegi hasarlardan korur (Anonymous 2005 a,
http://www.betaglucan.org/history.htm).

Tim bu bilgiler 1s18inda, c¢alismalarimizda, memelilerde bazi kimyasallarin
etkisiyle olusan oksidatif stres sonucu ortaya cikan hiicresel hasar ve bu hasarin
hiicresel yaglanma iizerine etkisini aragtirmak ve bu alanda yapilan calismalara katkida
bulunmak amaciyla, hemen her hastaligin tedavisinde olduk¢a sik kullanilan bir ilag
olan aspirin ve beta-1,3-glukan verilmis farelerde (Mus musculus) karaciger
mitokondrial siiperoksit dismutaz (Mn-SOD) enzim aktivitesinin zamana bagli olarak

degisimi, ayr1 ayr ve birlikte karsilastirmali olarak arastirilmastir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Reaktif Tiirler Olarak Radikaller

Atom yapisi, bir ¢ekirdek ve ¢evresinde bulunan degisik sayida elektronlardan
olusmaktadir. Enerji diizeylerine gore, belirli bir diizende yerlesen elektronlar, orbital
ad1 verilen yoriingelerde hareket etmektedirler. Her orbitalde yaklasik iki elektron,
birbirine zit yonde kendi ekseni etrafinda donmektedir. Buna uygun olarak, her bir
orbitale 6nceden birer tane ayn1 yonde donen elektron yerlesmekte ve atom numarasina
gore sayilar artan elektronlar tekrar ayni sira ile ters yonde donecek sekilde orbitale
yerlesmektedir (Onat ve ark., 2002; Demirsoy ve Tiirkan, 1999). Dolayistyla elektronlar
bulunduklar1 yoriingede elektron ciftleri halinde, eslesmis olarak yer alirlar. Boylece
atom veya molekiil kararl bir yap1 kazanir (Bay, 2001).

Serbest radikaller, dis orbitallarinde bir veya daha fazla paylasilmamis elektron
iceren ve diger biyolojik materyallerle reaksiyona girme egilimi tasiyan kimyasal
tirlerdir. Cekirdekteki negatif yiiklii elektron sayisi, pozitif yiiklii proton sayisina esit
olmadigindan, kararli yapiya sahip degillerdir ve bu nedenle reaktif 6zellik tasiyan
molekiillerdir. Tek elektronunu bir baska molekiile verebilen bu radikaller, kendileri
kararli hale gecebilmek ig¢in, bir baska molekiilden elektron alarak elektron cifti
olusturabilirler (Sekil 2.1.). Bdoylece, radikal olmayan bir yapinin da radikal hale
doniismesine neden olurlar (Bay, 2001; Basaran, 2002; Mercan, 2004; Akyol, 2004).

Sekil 2.1. Radikal olmayan bir molekiilden, tek bir elektron alarak kararli hale doniisen
radikal molekiilii.
(Anonymous 2005 b, Oxygentimerelease.com/A/ScienceOxygen ).



2.2. Serbest Radikallerin Olusumu

Icinde bulundugumuz cevrede, cesitli fiziksel etmenler ve kimyasal olaylar
nedeniyle, devamli bir radikal yapimi vardir. Hiicresel kosullarda da ciddi miktarda ve

cesitlilikte radikal tretilmektedir (Kiling ve ark., 2002).

Radikaller baslica 3 temel mekanizma ile olusur;

1. Kovalent bagin homolitik yarilmasi: Bir molekiilii olusturan kovalent  bagin
homolitik yarilmasi sonucu eslenmis elektronlardan her birinin ayr1 parcada
kalmasi ile serbest radikaller meydana gelmektedir.

XY ->X+Y

2. Bir molekiiliin elektron kaybetmesi: Molekiiliin yapisindaki atomlardan

birisinden elektron uzaklastirilmasi sonucu olugmaktadir.
X—->X+¢e

3. Bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi: Bir molekiiliin yapisina elektron
eklenmesi sonucu, reaktif 6zellik tasiyan yapilar olugsmaktadir (Onat ve ark.,
2002).

X+e — X"

2.3. Oksijen, Reaktif Oksijen Tiirleri ve Oksidatif Stres

Organizmalarda bir¢ok tipte serbest radikal olusabilir, ancak bunlar icerisinde
serbest oksijen radikalleri en yaygin olanlaridir (Bay, 2001). Oksijen radikallerinin fazla
yapiminin neden oldugu etkilerin toplam1 ‘oksidan stres’ olarak adlandirilir. Oksidatif
hasar ise, siiperoksitten kaynaklanan radikaller ile nitrik oksidin reaktif tiirlerinin neden

oldugu hasarlarin bir toplamidir (Kiling, 1985).



2.3.1. Oksijen ve Canlilar

Molekiiler oksijen (O,), atmosferin yaklasik %21’ini olusturur. Bir kisim
organizma onsuz yasayabilse de, bir ¢ogu yasamlarinin devamlilifi icin oksijene

gereksinim duyar (Demirsoy ve Tiirkan, 1999; Kiling, 1986).

2.3.2. Oksijenin Toksik Etkileri

Mikroorganizmalar oksijene karsi smirli toleransa sahiptirler (Imlay, 2003).
Anaerobik canlilardaki oksijenin toksik etkisinin nedeni, oksijenden kaynaklanan bazi
reaktif tiirlerin biyolojik molekiilleri oksitlemeleri ve bu reaktif tiirlere kars1 anaerobik
hiicrelerde savunma sisteminin bulunmamasidir (Kiling ve ark., 2002). Bu 6zellik en
cok, hava ile doyurulmus ortamlarda (%21’lik atmosferik oksijen) gelisemeyen zorunlu
anaeroblar ve mikroaerofillerde belirgindir (Imlay, 2003). Bununla birlikte, oksijen
sadece anaerobik tiirlerde degil yasamlari i¢in mutlaka molekiiler oksijene bagimli olan
canlilarda da toksik etki gosterebilir (Kiling ve ark., 2002). Hiperoksiya’ya kars
korunmasiz birakildiklarinda gelisemeyen veya dlen zorunlu aeroblar bu duruma 6rnek
olarak gosterilebilir (Imlay, 2003).

Aerobik organizmalarda O,, hiicresel fonksiyonlar icin gerekli olan yiiksek
enerjili fosfatlarin olusumuna izin veren bir dizi kompleks olaylar zincirinde,
mitokodrial sitokrom oksidaz i¢in en son elektron alicisidir. Bu islem esnasinda O, dort
elektron ile indirgenerek H,O molekiiliine doniistiiriiliir (Rojkind ve ark., 2002). Bu
doniisiim esnasinda reaktif oksijen tiirleri olarak bilinen yan iriinler de
olusturulmaktadir (Bay, 2001).

Ik kez 1954 yilinda, oksijenin biyolojik sistemlerde goriilen toksik etkilerinin,
oksijenin bazi reaktif tiirlerinden kaynaklanabilecegi ileri siiriilmiistiir. Bugiin, oksijenin
canlilardaki toksik etkisinin “oksijen radikalleri” olarak adlandirilan ve oksijenin
viicuttaki metabolizmasi sirasinda olusan reaktif tiirlerden kaynaklandigi bilinmektedir
(Kiling ve ark., 2002).

Molekiiler oksijen, dis orbitallerinde paylagilmamis iki elektron iceren diradikal
yaptya sahip bir molekiildiir. Bu elektronlar spinleri ayn1 yonde ve farkli orbitallerde

iken minimum enerji seviyesindedir (Kiling, 1985; Imlay, 2003). Bu orbitallerden



herhangi birindeki elektron bir orbitalden digerine gegtiginde veya farkli orbitallerde
farkli yonde dondiigiinde singlet oksijen olusmaktadir. Orbitallerden birine veya ikisine,
ters doniislii bir veya iki elektron yerlestirilmesi ile radikal elde edilmektedir (Sekil 2.2.)
(Onat ve ark., 2002).
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Sekil 2.2 Oksijen molekiiliiniin elektron sayisi ve olusan oksidan molekiiller (Onat ve
ark., 2002).

2.3.3 Reaktif Oksijen Tiirleri

Reaktif oksijen tiirleri aerobik metabolizmanin kag¢inilmaz yan iirtnleridir
(Squier, 2001). Bunlardan bazilar1 radikal 6zellik gosterirken bazilar1 ise radikal

olmayan reaktif tlirlerdir (Sekil 2.3.) (Onat ve ark 2002).

Radikaller Radikal olmayanlar
Superoksid anyon radikali (Oze") Hidrojen peroksit (H20z)

- Hidroksil radikal (OHs) Lipid hidroperoksit (LOOH)

! Percksil radikal (ROOs) Hipohaldz asid (HOX)

- Alkoksil radikal (ROs) M-halojenli aminler (R-NH-X)
Semikinon radikal{HQs) Singlet oksijen(' Oa)z
Hemoproteine bagl serbest radikaller Ozon (Os)

Organik radikaller R Azot dicksit (NO3)

Organik peroksid radikali RCOO« Hipokloréz asid (HOCH)
Nitrik oksid (NCs) Peroksinitrit (ONOO')

Sekil 2.3. Reaktif oksijen tiirlerinin radikal ve radikal olmayan 6rnekleri (Onat ve ark.,
ark., 2002).



2.3.3.1 Siiperoksit Radikali (O,")

Oksijen ile etkilesimi olan bir¢ok biyolojik sistemde meydana gelen birincil
serbest radikal stiperoksit radikalidir (Dean ve ark., 1997). Molekiiler oksijen, tek bir
elektron ile indirgendiginde siiperoksit radikali olusur (Alberts ve ark., 2002).

0,+e— 0,

Oksijenin siliperoksit radikaline indirgenmesi, demir ve kiikiirt iceren
yiikseltgenme-indirgenme enzimleri ve flavoproteinlerin etkisiyle gergeklesebilir
(Mercan, 2004).

Stiperoksit radikalinin %95’inden fazlasi, mitokondri i¢ zarinda yer alan elektron
transport sistemi (ETS) tarafindan {iretilmektedir (Afans’ev, 2004). Mitokondrial ETS
hiicre tarafindan alinan oksijenin %90’ kullanir (Camougrand ve Rigoulet, 2001).
Bunun %]1-51 siiperoksit radikaline doniisiir (Mandivalli ve ark., 2002). Buradaki
radikal yapiminin nedeni NADH dehidrogenaz ve koenzim Q gibi elektron
tasiyicilardan oksijene elektron kagaginin olmasidir (Kiling ve ark., 2002).

Stiperoksit radikali, diger radikallerle karsilagtirildiginda, nispeten daha az
reaktif olsa da biyolojik sistemler onu peroksil alkoksil ve hidroksil radikali gibi daha

reaktif lirlinlere doniistiirebilirler (Dean ve ark., 1997).
2.3.3.2 Hidrojen Peroksit (H,0,)

Hidrojen peroksit, siiperoksit radikalinin dismutasyonu (stiperoksit radikaline bir
elektron eklenmesi) ile veya oksijenin enzimatik olarak 2e" ile indirgenmesiyle meydana
gelir (Meram ve Aktaran, 2002; Kiling ve ark., 2002).

20," + 2H" — O, + H,0, (siiperoksit dismutasyonu)

Hidrojen peroksit, yapisinda paylasiimamis elektron icermediginden radikal

ozellik tasimamakla birlikte, gecis metalleri varliginda (baslica Fez+), yiiksek oranda



reaktif olan hidroksil radikalini olusturdugu i¢in potansiyel oksidant sayilmaktadir
( Turner ve ark., 2002; Sen, 2001).

Hidrojen peroksit mitokondrideki oksidatif fosforilasyonun bir yan iriiniidiir
(Turner ve ark., 2002). ETS’de olusan siiperoksit radikali proton fazlaliginda H,O,’yi
olusturur (Sen, 2001). Hidrojen peroksit ise Fe ve Cu gibi iki degerlikli katyonlarin
varliginda hidroksil radikalini iiretir (Dean ve ark., 1997).

2.3.3.3 Hidroksil Radikali (HO"), Fenton ve Haber-Weiss Reaksiyonlari

Oksijen radikalleri i¢inde en reaktif olan1 deoksiriboz ve DNA bazlari ile hizl

bir sekilde reaksiyona giren hidroksil radikalidir (Ashok ve Ali, 1999).

In vivo hidroksil yapimina neden olan bazi tepkimeler sunlardir;
1. Fenton reaksiyonu
Hidrojen peroksit, gecis elementleri varliginda indirgenerek hidroksil

radikalini olusturur (Turner ve ark, 2002).

Fe*" + H,0, — Fe’™ + HO" + OH

2. Haber-Weiss reaksiyonu
Hidrojen peroksit’in siiperoksit radikali ile reaksiyona girmesi sonucu

hidroksil radikali olusur (Basaran, 2002).

02_. + H202 + H+—> 02 + HzO + HO

3. Suyun yiiksek enerjili radyasyona maruz kalmasi (Meram ve Aktaran, 2002).
4. Hidrojen peroksitin fotolizi (Kiling, 1985).

Hidroksil radikali, DNA’y1 da iceren bir¢cok biyomolekiilii hasara ugratan son
derece reaktif bir molekiildiir (Mandivalli ve ark., 2002;). Yarilanma 6mrii ¢cok kisa olan
bu radikal, olustugu yerde oksidatif hasara sebep oldugu gibi yeni radikalleri de
olusturabilir (Meram ve Aktaran, 2002).



2.3.3.4 Singlet Oksijen (‘0,)

Atom numarast 8 olan oksijen atomunun 8§ elektronu bulunmaktadir. Oksijen
molekiiliinde, ayn1 yonde donen 2 elektrona sahip 2p son orbitali 6nem tasimaktadir. Bu
orbitallerden herhangi birindeki elektron bir orbitalden digerine gectiginde veya farkli
orbitallerde farkli yonde dondiigiinde singlet oksijen olugsmaktadir (Onat ve ark., 2002).

Singlet oksijenin delta ve sigma olarak iki ayr1 formu bulunmaktadir. Delta
formunda iki elektron ayni orbitalde bulunur ve spinleri birbirine zittir, diger orbital
bostur. Sigma formunda ise, iki elektron ayr1 ayri orbitallerdedir ve spinleri birbirine
zittir. Sigma formunun enerjisi daha fazladir. Delta formunun yar1 émriiniin daha uzun
olmasi1 sebebiyle, gozlenen kimyasal reaktivitelerden delta formunun sorumlu oldugu
kabul edilmektedir. (Kiling, 1985).

Oksijenin enerjetik olarak uyarilan bu fomunda reaktivite ¢ok yiiksektir. Aldigt
enerjiyi ¢evreye dalga enerjisi seklinde verip, yeniden oksijene donebilir. Baslica su

mekanizmalarla viicutta olusabilir;

1. Pigmentlerin , 6rnegin flavin iceren niikleotidler, retinal, bilirubinin, oksijenli
ortamda 15181 absorblamasiyla

2. Hidroperoksitlerin metaller varligindaki yikim tepkimelerinde

0, + H,0, + H— 0,+ H,0 + HO’

3. Kendiliginden dismutasyon tepkimeleri sirasinda

HO2 + 0, +H' — '0, + H,0,

4. Prostoglandin endoperoksit sentaz, bazi sitokrom p450 tepkimelerinde,

miyelo/kloro/laktoperoksidaz enzimlerinin etkileri sirasinda olugmaktadir.

Singlet oksijen, doymamis yag asitleri ile dogrudan tepkimeye girerek peroksi
radikalini (ROO) olusturur ve HO" kadar etkin bir sekilde lipit peroksidasyonunu
baslatabilir (Kiling ve ark., 2002).
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Sekil 2.4. Singlet oksijenin molekiiler sekli

(Anonymous 2005 ¢, www.oxygentimerelease.com/A/ScienceOxygen/p13.htm ).

2.4. Reaktif Oksijen Tiirleri ve Diger Serbest Radikallere Kars1 Antioksidan

Savunma Sistemleri

Organizmalar evrimleri siiresince serbest radikalleri inaktive etme zorunlulugu
ile yliz ylize gelmislerdir. Bu nedenle kendilerini oksidatif ataklardan korumak igin
cesitli yollar gelistirmislerdir (Leutner ve ark., 2001).

Organizmalarda, serbest radikallerin zararli etkilerini ortadan kaldiran gii¢lii
savunma sistemleri bulunmaktadir. Serbest radikallerin olusum hizi, bu savunma
sistemlerinin etkisizlestirme hizi ile dengede oldugu siirece organizma olusan
radikallerden etkilenmemektedir. Denge bozulur, zararli bilesiklerin olusum hizi
sistemin savunma giiciinii asarsa ya da sistemin savunma giicii azalirsa serbest radikaller
zararli olmaya baglarlar. Bunun sonucunda oksidatif hasar ortaya ¢ikar (Sen, 2001;
Meram ve Aktaran, 2002).

Hiicrelerde, oksidanlari inaktif hale getirerek, oksidatif hasar1 6nleyen, yok eden
veya kismen azaltan maddelere antioksidanlar adi verilmektedir (Sekil 2.5.). Tim
antioksidanlar etkilerini baslica dort farkli sekilde gerceklestirmektedir;

1. Enzimler oksidanlari tutarak daha zayif bir molekiile doniistiirtirler.

2. Vitaminler ve flavonoidler gibi bilesikler oksidanlara bir hidrojen aktararak
etkisiz hale getirirler.

3. Oksidanlarin olusturdugu hasari onaran antioksidanlar bulunmaktadir.

4. Agir metaller, hemoglobin, seruloplazmin, E vitamini oksidanlar1 baglayarak

fonksiyonlarini engellerler (Onat ve ark., 2002).
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Sekil 2.5. Bir antioksidan tarafindan bir serbest radikal molekiiliiniin nétralize edilmesi
(Anonymous 2005 d, www.sahealthinfo.org/.../vitamins/vitamin-a.html).

Normal sartlar altinda, antioksidan savunma mekanizmalari, reaktif oksijen
metabolitlerini zararsiz seviyelerde tutar. Ancak, serbest radikallere uzun siire maruz
kalinmas1 hiicresel hasar1 6nlemede yetersizlikle sonuglanir (Camougrand ve Rigoulet,
2001; Matés ve Jiménez, 1999).

Antioksidanlar ¢esitli arastirmacilar tarafindan islevlerine ve kullanim alanlarina
gore degisik sekillerde siniflandirilabilmektedir. Ornegin, Ito ve Hirose (1989), yiyecek
katkilar1 olarak kullanilan antioksidanlar ve dogal olarak olusan antioksidanlar olmak
lizere antioksidanlar1 iki ana grup altinda degerlendirmistir. Buna karsin Maxwell

(1995) dogal antioksidanlar ve ilaglar olarak iki gruba ayirmistir (Akbal, 2002).
2.4.1 Dogal Antioksidanlar
Antioksidan enzimlerin, biyolojik makromolekiilleri oksidatif hasardan koruyan

primer defans mekanizmasi oldugu diisiiniilmektedir (Sekil 2.6.) (Leutner ve ark.,

2001).
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Sekil 2.6. Hiicre icerisindeki enzimatik antioksidanlarin etki mekanizmasi
(Anonymous 2005 e, http://www.banbest.com/lifeext/aging.html).

2.4.1.1 Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz (EC 1.15.1.1), antioksidan kapasite gosteren hiicre ici
antioksidan bir enzimdir (Bagis ve ark., 2003). Siiperoksit radikalinin (O, ), molekiiler
oksijen (O;) ve daha az reaktif olan hidrojen peroksit (H,0O,)’e donilistimiinii

katalizlemektedir (Rojkind ve ark., 2002; Rozantsev ve Loshadkin, 2001).

202.- + 2H+—> H,0, + O,

Stiperoksit dismutaz, oksijeni metabolize eden biitiin hiicrelerde bulunur, viicut
tarafindan tretilen en giiclii antioksidandir ve antioksidan savunmanin belirteci olarak
kullanilir (Bagis ve ark., 2003).

SOD’un diger bir fonksiyonu da, dehidratazlar1 (dihidroksi akonitaz, 6-
fosfoglukonat dehidrataz ve fumaraz A ve B) inaktif siiperoksit radikallerine karsi
korumaktir (Matés ve Jiménez, 1999).

Okaryotlarda siiperoksit dismutaz enziminin ii¢ adet izoenzimi vardir. Bunlar

tagidiklar prostetik grup olan metallere ve lokalizasyonlarina gore; iki Cu,Zn-SOD ve
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bir de Mn-SOD seklinde siniflara ayrilirlar. Cu,Zn-SOD’larin biri sitosol ve g¢ekirdekte
yer alir (SOD-1), digeri ise ekstraselliilerdir (EC-SOD veya SOD-3). Mn-SOD ise
mitokondri i¢ membraninda lokalize olmustur (Rojkind ve ark., 2002; Akyol, 2004).
Bunlarin disinda 6karyotlarda bulunmayip prokaryotlarda bulunan Fe-SOD mevcuttur

(Akyol, 2004).

1. Bakir, Cinko Siiperoksit Dismutaz (Cu, Zn-SOD veya SOD-1)

Cu, Zn-SOD oksidatif stres defans sisteminin énemli bir bilesenidir (Rojkind ve
ark., 2002). Her biri metal gruplar1 iceren, 36 kDa’luk iki farkli subiiniteye sahip olan
bu enzimler evrim boyunca korunan enzimlerin bir diger sinifidir. Aktif bolgesi ortak
bir ligand (His 61) tarafindan baglanan bakir ve ¢inko atomundan meydana gelmektedir
(Matés ve Jiménez, 1999). Bu enzimin fibroblast peroksizomlarindaki lokalizasyonu
Keller ve arkadaslar tarafindan belirtilmistir (Schrader ve Fahimi, 2004).

Enzimin etkinligi icin bakir mutlaka gerekli iken ¢inko, Co”", Hg*" veya Cd*" ile
yer degistirebilir. Dismutasyon bakir ile O, arasindaki etkilesimle basarilir. Bu enzim
mitokondri matriksi diginda dkaryotik hiicrenin her organelinde bulunan bir dismutazdir

(Kiling, 1985).

2. Mangan Siiperoksit Dismutaz (Mn-SOD veya SOD-2)

Birincil olarak mitokondride lokalize olan bu enzimin peroksizomal
membrandaki varlig1 da bildirilmistir (Schrader ve Fahimi, 2004).

Mn-SOD, mitokondride siiperoksit radikallerini uzaklastirip hasar1 Onleyen,
niikleer kodlu, 96 kDa’luk homotetramer yapida primer antioksidan enzimdir (Matés ve
Jiménez, 1999; Rojkind ve ark., 2002).

Mitokondri ve diger prokaryotlarin dismutazlarinin pek cok ortak 6zelligi
yaninda primer yapilart da birbirine ¢ok benzemektedir. Mitokondrial siiperoksit
dismutazin bu 6zelligi, mitokondrinin prokaryotik orijinli olup, dkaryotik hiicre igine
girerek simbiyotik bir yasam olusturduguna dair bir kanit olarak kabul edilir. Aym
tepkimeyi katalizlemeleri disinda Mn-SOD ile Cu,Zn-SOD arasinda higbir ortak yapisal
ozellik yoktur (Kiling, 1985).
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Digerleri arasinda Mn-SOD’un biyolojik 6énemi su sekilde belirtilebilir;

1. Aerobik sartlar altinda gelistiginde, E. Coli Mn-SOD genlerinin inaktivasyonu
mutasyon sikliginda artisa neden olur.

2. Saccharomyces cerevisiae’deki gen (Mn-SOD) eleminasyonu, oksijene
duyarliligr arttirir.

3. Transgenik fare genlerindeki insan Mn-SOD ekspresyonu, oksijen indiiklii
polmonari hastalig1 ve adriomycin indiiklii kardiak toksisitesine karsi koruma
saglar. Bu sebeple Mn-SOD ekspresyonu, oksijen radikali aracili toksisiteye
hiicresel direncin gelisimi ve aerobik yasamda hayatta kalabilmek i¢in esasidir

(Matés ve Jiménez, 1999).

3. Ekstraselliiler Siiperoksit Dismutaz (EC-SOD veya SOD-3)

EC-SOD dokularin hem intersitisyal hem de ekstraseliiler sivida bulunan
tetrameri, bakir, ¢inko iceren glikoprotein (heparin ve heperansiilfat gibi bazi glikoz
aminoglukanlara yiiksek afiniteli) salgidir, plazma, lenf ve sinovial sividaki SOD
aktivite diizeyini belirtir. EC-SOD siibstrat1 veya diger oksidanlar tarafindan uyarilmaz
ve memeli dokularinda ki regiilasyonu tek hiicrelerin oksidanlara verdigi yanittan
ziyade pirimer olarak sitokinler tarafindan koordine edilen yolda olusur (Matés ve

Jiménez, 1999).

4. Demir Siiperoksit Dismutaz (Fe-SOD)

Bazi bakteriler birden fazla SOD igerirler. Bunlardan biri, biitiin prokaryotlarda
bulunan Mn-SOD olup hiicre sitoplazmasinda bulunur. Bazi bakteriler, 6rnegin E. Coli,
periplazmik bdlgelerinde demir iceren siiperoksit dismutaz bulundururlar. Bu dismutaz
kofaktorii disinda Mn-SOD’a benzer. Bu tip organizmalarda matriks enziminin (Mn-
SOD) endojen O, radikaline karsi; demir igeren dismutazin ise ¢evreden gelen

radikallere kars1 koruyucu fonksiyon gordiigii kabul edilmektedir (Kiling 1985).
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2.4.1.2 Katalaz

Katalaz (EC 1.11.1.6), 60 kDa 6zdes alt iiniteleri olan, 240 kDa’luk tetramerik
hem grubu igeren bir hemoproteindir (Rojkind ve ark., 2002; Dikmen ve Ozgiinen,
1998). Hiicrenin 0zellikle peroksizom partikiilleri ve mitokondrilerinde, daha az
yogunlukta ise sitoplazma ve endoplazmik retikulumunda bulunur (Akyol, 2004).

Katalaz enzimi hidrojen peroksidi su ve molekiiler oksijene doniistiirmektedir
(Alberts ve ark., 2002). Bu enzim sartlara bagli olarak, hem katalitik hem de
peroksidatif aktivite gostermektedir ve H,O,’ye ek olarak; etanol, metanol, fenoller ve
nitritler gibi bazi ¢esitli substratlar1 da metabolize edebilmektedir (Schrader ve Fahimi,

2004).

2H,0, — 2H,0 + O,
ROOH + AH, — H,O+ROH + A

Katalaz her ne kadar normal sartlar altinda, baz1 hiicre tipleri i¢in esasi olmasa
da hiicrelerin oksidatif strese karsi tolerans kazanmasinda 6énemli bir rol oynar (Matés
ve Jiménez, 1999; Rojkind ve ark., 2002). Katalazin inhibisyonunun, oksidatif stres
sonrasinda, hiicrenin hayatta kalip kalmamasi iizerinde 6nemli etkileri vardir (Schrader
ve Fahimi, 2004).

Enzimler arasinda en yiiksek katalitik doniisiim hizina sahip oldugu bilinen
katalazin aktivitesi igin demir gerekmektedir. Aktif kismi olan Fe"-protoporfirinin iki

fonksiyonel dongiisii bulunmaktadir (Sekil 2.7.) (Onat ve ark., 2002).

Katalaz-Fe*s + H,O,

i

Katalaz-Fe*3-HOOH (Aktif degildir)

‘VHEDE

Katalaz-Fe*? + 2H,0O + O, (Detoksifikasyon)

Sekil 2.7. Katalazin fonksiyonel dongiileri. (Onat ve ark., 2002).
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Ortamda H,O, diizeyi ¢ok diisiik oldugunda aktif olmayan enzim bilesigi ile
elektron alicis1 tepkimeye girmektedir (Sekil 2.8.) (Onat ve ark., 2002).

Katalaz-Fe*?-HOQH + AH,

|

Katalaz-Fe*® + 2H,O + A

Sekil 2.8. Diisiik H,O, konsantrasyonunda katalaz etkisi (Onat ve ark., 2002).
2.4.1.3 Glutatyon Peroksidaz (GPXs)

Glutatyon peroksidaz (EC 1.11.1.19), wviicutta hidrojen peroksitin
detoksifikasyonunda ve ayrica lipid hidroperoksitlerin detoksifikasyonunda gorev alir.
Bu nedenle bu enzim hiicreleri lipit peroksidasyonuna kars1 korumada 6nemli bir role
sahiptir. Koenzim olarak glutatyonu (GSH) kullanir (Rojkind ve ark., 2002; Akyol,
2004).

H,O, +2GSH — 2H,0 + GSSG

Glutamik asit, sistein ve glisinden olusan bir tripeptid olan glutatyon,
indirgenmis (GSH) ve ylikseltgenmis (GSSG) sekilde bulunmaktadir. Bircok GPXs
aktif bolgelerinde selenyuma ihtiya¢ duyar, ¢linkii glutatyon selenyum igeren glutatyon
peroksidaz ile yiikseltgenmektedir. Glutatyon, hiicrenin ylikseltgenme-indirgenme
dengesini koruyan 6nemli bir indirgen ve antioksidandir. Hiicreleri eksojen ve endojen
kaynakli oksidanlarin zararl etkilerinden korumaktadir. Proteinlerdeki —SH gruplarinin
korunmas1 ve aminoasitlerin hiicre i¢ine taginmasinda rol oynar (Onat ve ark., 2002;
Rojkind ve ark., 2002).

Glutatyon peroksidaz, hiicre i¢inde sitoplazma ve mitokondride daha yogun
bulunur. Sitoplazmadaki varlifina ek olarak fare karacigeri peroksizomlarinda da

lokalize olmustur (Akyol, 2002; Schrader ve Fahimi, 2004).
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Bu enzimin aktivitesi, indirgenmis glutatyona baghdir. Glutatyonda olusan

distilfit baginin tekrar siilfidril yapisina indirgenmesi, glutatyon rediiktaz aktivitesi ile

gergeklesir (Onat ve ark.,

2002; Rojkind ve ark., 2002). Sekil 2.6.’da glutatyon

peroksidaz ve glutatyon rediiktaz aktiviteleri 6zetlenmistir.

2 GSH
NADP+ ROOH veya H,0,
Glutatyon reduktaz || Glutatyon peroksidaz
NADPH+ H* ROH, H,0
1 r

Glukoz 6-fosfat GSSG

dehidrogenaz

|

Glukoz

Sekil 2.9. Glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz aktiviteleri (Onat ve ark., 2002).

2.4.1.4 Metal fyonlarimn Etkisizlestirilmesini Saglayan Antioksidanlar

Seruloplazmin, ferritin, transferin ve laktoferin gibi metaloproteinler, metal

homeostazi ve bakir ve demir gibi esasi iz metallerin depo reservuarindaki kritik rolleri

ile bilinmektedirler. Bu proteinlerin oksidatif stres sartlar1 altinda uyarildiklarina dair

kanitlar mevcuttur. Bu proteinler redeoks aktif metaller olan demir ve bakir1 baglayarak

onlarin Fenton reaksiyonu yoluyla ROS iiretimini katalizleme kapasitelerini azaltirlar.

Boylece ROS’un zararh etkilerini 6nlerler (Rojkind ve ark., 2002).

Tablo 2.1. Metal iyonlarini baglayan bilesikler (Onat ve ark., 2002).

Demir Baglayan Bilesikler

Transferrin, laktoferrin, Ferritin.

Bakir Baglayan Bilesikler

Seruloplazmin, albumim

Hem Proteinleri

Hemoglobin, haptoglobulin, hemopeksin

Digerleri

Metallotioneinler (5-7 adet Zn, Ag, Cu, Cd veya Hg)
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2.4.1.5 In vivo Sentezlenebilen Diisiik Molekiiler Agirhkli Antioksidanlar

Diger bir antioksidan grubu ise /n vivo sentezlenebilen diisiik molekiiler agirlikli

antioksidanlardir.

Tablo 2.2. In vivo sentezlenebilen diisiik molekiiler agirlikli antioksidanlar (Onat ve

ark., 2002).
Urik asit O,+, OHe ve peroksit radikali tutucusu
Ubikinon (koenzin Q) Serbest radikal tutucusu
Bilirubin Peroksil radikali ve singlet oksijeni yok
etmektedir

o-Keto asitler

Piruvat ve a-ketoglutarat H,O, ile nonenzimatik

tepkimeye girmektedir.

Cinsiyet hormonlari

Disi cinsiyet hormonlar1 (0stradiol, Ostron, ve

oOstriol) lipid peroksidasyonunu inhibe etmektedir.

Melatonin Antioksidan enzim sentezini uyarmaktadir

Lipoik asit

Melaninler Melanin polimerleri yapilarindaki eslenmemis
elektronlar ile UV radyasyonun absorbe
edilmesini saglamaktadir.

Histidin iceren dipeptitler Bakir iyonlarini selatlayan karnozin,

homokarnozin ve anserin, lipid peroksidasyonunu

Onlemektedir.

Tiyol igerenler (Glutatyon, N-

asetilsistein, metilyonin kapto pril)

Serbest radikal ve HOCI tutucusu.

2.4.1.6 Diyetle Alinan Diisiik Molekiiler Agirhikli Antioksidanlar

Gidalardaki antioksidan vitaminler oksidasyona karsi savunmada 6nemli mikro

besin maddeleridir (Diindar ve Aslan, 1999). Bu gruba A, C ve E vitaminleri 6rnek

gosterilebilir.
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Karatenoidler, yaklasik olarak 600 tane yagda ¢dzilinen antioksidan grubudur,
vitamin A Onciilidiirler. Bu bilesikler singlet oksijeni, molekiiler oksijenin 6zellikle
indirgenmis formunu ve yag asitlerini direk okside edebilen hidroperoksitleri
siipiirebilen  ¢oklu  antioksidan  aktiviteye sahiptirler. ~ Karatenoidler lipit
peroksidasyonunu engellemede anahtar rol oynarlar (Rojkind ve ark., 2002; Onat ve
ark., 2002).

Vitamin C (askorbik asit) suda ¢oziinlir ve vitamin E ile birlikte serbest
radikalleri ve singlet oksijeni ortadan kaldirabilir. Askorbik asitin, siiperoksit, hidroksil
radikalleri ve singlet oksijen ile direk olarak reaksiyona girdigi gosterilmistir. Askorbik
asit ayn1 zamanda E vitaminini rejenere etmektedir (Machlin ve Bendich, 1987).

Vitamin E, bulundugu biyolojik ortamlardaki serbest radikal tiirlerini toplayarak,
peroksidasyonun erken doneminde zar fosfolipitlerindeki coklu doymamis yag asitlerini
korumada, oksidatif strese karsi ilk savunma hattin1 olusturur. Bir diger yol ile de
singlet oksijen, siiperoksit ve daha cok hidroksil radikallerini indirger. Bu islevini
peroksidasyon reaksiyon zincirini sonlandirarak gerceklestirir. Uzunca bir siire, vitamin
E’nin antioksidan kapasitesinin, sadece bu reaksiyonun zincirini sonlandirarak
gerceklestigi kabul edilmesine karsin, bugiin vitamin E’nin radikal giderme, baskilama,
onarma ve endojen savunmay1 arttirma mekanizmalarinin tiimiini kullanabildigi, bu
nedenle ¢ok hizli ve genis bir antioksidan etki kapasitesine sahip oldugu gosterilmistir.
E vitamininin antioksidan 6zelligi yiiksek oksijen derisimlerinde etkilidir (Diindar ve

Aslan, 1999; Dikmen ve Ozgiinen, 1998).

2.4.2 Tlaclar

Oksidatif strese karsit yanitta antioksidan etki gosterebilen ilaglar da

kullanilmaktadir. Bu ilaglara 6rnekler Tablo 2.3.’de gosterilmektedir.
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Tablo 2.3. Antioksidan 6zellik gosteren ilaglar (Onat ve ark., 2002).

Rekombinan h-SOD

21-Aminosteroidler

Sitokinler (TNF ve interlokin-1)
Mannitol

Trimetazidin

Ebselen

Demir selatorleri (Deferroksamin, dimetil tiyotire)
Ksantin oksidaz inhibitérleri (allopurinol,
oksipurinol)

Babitiiratlar

Indapamid

H2 reseptor blokeri

2.4.3 Aspirin

Asetilsalisilik asit, kimyasal olarak saf ve stabil bir formda ilk olarak 1897°de
Bayer Laboratuvarlari’nda elde edilmis ve 1899°da, bu yeni ila¢ Berlin’deki Imperial
Patent Ofisine “Aspirin” ismi ile kayit ettirilmistir. Preparatin bariz analjezik (agr
giderici), anti-inflamatuar ve antipiretik (ates disiiriicii) 6zellikleri aspirinin tiim
diinyada hizla yayilmasina yol agmistir (Nietsch, 1991). Sekil 2.10.’da asetilsalisilik

asidin kimyasal yapis1 gosterilmektedir.

Sekil 2.10. Asectilsalisilik asidin molekiiler sekli
(Anonymous 2005 f, http://www.genchem.rutgers.edu/aspirin.html).
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Aspirin, Oncelikle, ates distirticii bir ilag olarak yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Aspirinin insanlarda uzun siireli kullanimi, kolon kanseri, 6zefagus ve
mide kanserini de igceren diger sistem kanserlerinin gelisimine kars1 koruyucu etkisinin
oldugunu gostermistir. Yapilan hayvan caligmalari, aspirinin kimyasallar ile uyarilan

bir¢ok kanser tiimorlerini inhibe ettigini gostermistir (Shi ve ark., 1999).

2.4.3.1 Etki Mekanizmasi

1. Analjezik (agn kesici) Etki

Agri, viicudun hasar1 bildirme yoludur. Agri duyusu iritasyon bdlgesinde
baglayan ve santral c¢oziimleme ile sonuglanan bir dizi zincirleme fizyolojik ve
psikolojik reaksiyonu ihtiva eder. Lokal doku hasari;

e histamin

e serotonin

e asetilkolin

e kininler

e prostaglandinler

gibi cesitli doku hormonlarinin salinimini uyarir (Nietsch, 1991).

Prostoglandinler 20-C’lu (eikozanoik) poliansatiire yag asitlerinin (arasidonik
asit) merkezinin bir siklopentan halkas1 vermek tizere in vivo halka yapmasi ile iiretilir.
Onceden sentez edilerek depo edilmeyen eikozanoidler gerektiginde fosfolipaz A2
aktivasyonu ile membran fosfolipitlerinden saliverilen arasidonik  asitten
sentezlenmektedir (Sekil 2.11.) (Onat ve ark., 2002; Dikmen ve Ozgiinen, 1998).

Prostoglandinler, sasirtic1 olgiide cok g¢esitli etkiler gosterirler. Bu etkiler
arasinda, yangi cevabinin uyarilmasi ve agri algilanmasinin arttirilmasi da yer
almaktadir. Aspirinin agriya karsi etkiki prostoglandin sentezini inhibe etmesinin bir

sonucudur (Demirsoy ve Tiirkan, 2002).
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Sekil 2.11. Prostoglandin biyosentez yolu ve asetilsalisilik asidin etki bolgesi
(Nietsch, 1991).

2. Anti-inflamatuar Etki

Kizariklik, sicaklik, agri, sislik ve fonksiyon kaybi inflamasyonun klasik
semptomlaridir ve ¢ok kompleks bir sinirsel ve kimyasal mekanizma ile ilgilidir
(Nietsch, 1991).

Vane ve arkadaglart prostoglandinlerin sadece inflamasyon bdlgesinde
iretilmedigini, aynt zamanda bunlarin tek baslarina veya diger mediatorlerle birlikte
inflamasyonun baglica belirtilerini ortaya koyduklarini ileri slirmiislerdir (Weissman,
1991). Burada da temel farmakolojik etki prostoglandin sentezinin inhibisyonudur.

Asagidaki farmakolojik etkiler, asetil salisilik asidin anti-inflamatuar etkinligi
i¢in One siirlilmiistiir;

e kapiler membranin stabilizasyonu

e sayisiz mediyatoriin inhibisyonu

e trombosit agregasyonunun onlenmesi

e lizozomlarn sitabilizasyonu

e anti-inflamatuar etkili proteine bagl peptitlerin salinimi1

mukopolisakkarit metabolizmasina etki (Nietsch, 1991).
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3. Antipiretik (ates diisiiriicii) Etki

Prostoglandinlerin iki tipinin, serebral ventrikiillere veya 6n hipotalamusa
enjekte edilmelerinin ates meydana getirdi belirlenmistir (Weissman, 1991).

Prostoglandinlerden 6zellikle E1 ve E2 santral 1s1 regiilasyonunda
diizenleyicidirler. Bu sebeple, prostoglandin sentezinin inhibisyonu, asetilsalisilik asidin

ates diisiiriicii etkisinin temel mekanizmasidir (Nietsch, 1991).

2.4.3.2 Antioksidan Ozelligi

Yapilan son caligmalar, aspirinin kimyasal yapisinin salisilik asidin yapisina
benzer olmasindan 6tiirii, hidroksil radikalini siipiirerek, biyolojik hedefleri bu radikalin
neden oldugu hiicresel hasardan korudugunu gostermistir.

Aspirinin, O,”, HO" ve H,0, gibi reaktif oksijen tiirlerine karsi reaksiyonunu
arastirmak icin, elektron spin rezonans kullanilarak yapilan ¢alisma sonucunda,
aspirinin askorbat, glutatyon ve sistein gibi iyi bilinen antioksidanlardan daha hizli olan
reaksiyon sabitesi ile (k = 3.6x10" M™! saniye'l) etkili bir hidroksil radikali siipiiriiciisii
oldugunu gostermistir. Diger yandan aspirin, siiperoksit radikali veya hidrojen peroksit
i¢in 1yi bir stipiiriicii degildir. Aspirinin bu antioksidan &zelligi, cesitli fizyolojik ve

farmakolojik etkilerini aciklayabilir (Shi ve ark., 1999).
2.4.5 B-D-Glukan
(1,3)-B-D-Glukanlar (glukanlar) mayalarin, funguslarin ve tahillarin hiicre

duvarlarinda yapisal bir element olarak bulunan glikoz polimerinin heterojen bir

grubudur (Sekil 2.12.) (Cleary ve ark., 1999).
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Sekil 2.12. Beta glukanin molekiiler yapisi1 (Adachi, ve ark., 1994).

Mayalardan elde edilen preparasyonlar ¢ok uzun zamandir kozmetik ve
farmakolojik amaglar i¢in kullanilmaktadir (Ziilli ve ark., 1998). 1940’11 yillardan bu
yana glukanlarin fonksiyonel kullanim alanlar1 {izerinde ¢alismalar yapilmaktadir
(Wang ve ark., 2003). Yapilan ¢aligmalar yaygin olarak -1,3 Glukanlarin immiinolojik
ve farmakolojik etkileri {izerinedir (Vetvicka ve ark., 2004). Son yillarda glukanlarin
faydali etkileri immiin fonksiyonlarin modiilasyonu, antioksidant etkileri ve diger
nonspesifik etkilerine baglanmaktadir (Kayali ve ark., 2005). B-Glukanlarin temel
immuno-farmakolojik aktiviteleri, konak¢inin viral, bakterial, fungal ve parazitik
enfeksiyonlara karsi direncini artirmasi, antitimor etkisi ve karsinogenezden korunma,
zararli 1smlarin etkilerinden korunma ve immunoadjuvant etki, retikiiloendotelyal
sistemin fagositik ve proliferatif aktivitesinin artirilmasim1 kapsamaktadir. Bununla
birlikte biitiin glukanlar immiin sistemi destekleme anlaminda aym1 veya kuvvetli
degildir. Bu surette yulaftan, arpadan, ¢esitli mantarlardan ve alglerden elde edilen
glukanlar ekmek mayasindan izole edilen B-glukan kadar kuvvetli bir immiin sistem
kuvvetlendirici degildir (Ahmad, 2000).

Beta-Glukanlar, konak¢inin immiin sisteminin sitiimilasyonunu ve biyolojik
cevap degistirici (Biological respose modifiers) olarak bilinen bir ila¢ sinifi icerisinde
gruplandirilirlar (Slamenova, 2003). Ayrica beta 1,3-glukan genellikle zararsiz olarak
kabul edilir (FDA ya gore GRAS kategorisinde) ve higbir toksik veya yan etkisi yoktur
(Carrow, 1997).

Beta-1,3-glukanin kanser tedavisindeki faydali rolii 1975°de Peter W. Mansell
ve arkadaslan tarafindan aciga cikartilmistir. Dokuz hastada malignant deri kanseri

nodiillerine beta-1,3-glukan enjekte edilmistir. Kanser lezyonlarinin ebatlar1 bes giin
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gibi kisa bir zaman periyodunda carpici bigimde azalmistir (Anonymous 2005 a,
http://www.betaglucan.org/history.htm). Ayrica kimyasal olarak uyarilmis farelerin
karacigerlerindeki sarkoma ve melanomalarda yapilan klinik gozlemler ve deneyler
suda c¢oziinen ve ¢ozinmeyen (1-3)- B-D-glukanlarin antitiimér ve antimetastatik
etkilerini aciga ¢ikarmistir (Falameeva ve ark., 2001).

B-Glukanlarin antitiimor aktivitesini ylikseltmesi kadar cesitli viral, bakterial,
protozoon ve fungal hastaliklara kars1 direnci arttirdigl da gosterilmistir (Davis ve ark.,
2004). Glukan, diger bilinen ajanlara (BCG, Corynebacterium parvum, pyrane
copolimer v.b.) benzer bicimde bir immiin mekanizma modiilatoriidiir. Glukan varlig
temel olarak humoral immiin meknizmalarinin sitiimilasyonu ile makrofaj sayisi ve
aktivitelerini arttirarak etkisini gosterir (Petruczenko, 1984). Glukanlarin bu tepkileri
olusturmada temel mekanizmalari, makrofajlarin muhtemelen makrofaj spesifik (1,3)-
B-D-glukan reseptdrii veya komplement reseptdor CR3 (CD11b/CD18)’e baglanma yolu
ile aktive edilmesidir. Bununla birlikte, son ¢alismalar glukanlarin T ve B hiicreleri, NT
hiicreleri, ezinofiller ve nétrofilleri kapsayan diger immiin hiicrelerin aktivitelerini de
direk etkileyebilecegini gostermistir (Cleary ve ark., 1999). Son yillarda bunlarin
immiinomodilasyon ve hematopoetik aktiviteleri fare, rat, gine domuzu gibi ¢esitli
hayvan modelleri kullanilarak genis ve dikkatli bir bigimde calisilmistir (Slamenova,
2003). Yaslanma siirecinin temel elemanlarindan bir tanesinin immiin fonksiyon
etkinliginde azalma oldugu iyi bir sekilde anlasilmistir (Carrow, 1997). Bu baglamda 3-
glukanlarin immiin faaliyetleri hizlandirmasi nedeniyle hiicresel yaslanmayi onleme
tizerine olumlu etki gosterebilecegi sdylenebilir.

Beta-1,3-glukanin radyasyon koruyucu etkisi 1985’de Dr. Patchen ve arkadaslari
tarafindan gosterilmistir. Arastirmacilar deney farelerini 6ldiiriicii dozlarda radyasyona
maruz  birakmiglardir.  Beta-1,3-glukan oral dozda verildiginde, radyasyon
uygulamasindan sonra, farelerin %70’inin 1s1nin zararli etkilerinden tamamen
korundugu goriilmiistiir. Dr. Patchen beta-1,3-glukanin immiin sistemin onarilmasi ve
enfeksiyonlardan korunmanin etkin bir yolu olabilecegini Onermislerdir. Ayrica
arastirmact ilerleyen aragtirmalarinda beta-1,3-glukanin bir serbest radikal siipiiriicii
(antioksidan) olarak is gorebilecegini ve hatta makrofajlar1 radyasyon, toksinler, agir
metallerden ve serbest radikallerin olusturabilecegi hasarlardan koruyabilecegini

onermistir (Anonymous 2005 a, http://www.betaglucan.org/history.htm).
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Deneysel veriler glukanlarin etkin bir serbest radikal siipiiriici olarak gorev
yapabilecegini ortaya koymustur (Kayali ve ark, 2005). Beta-1,3-glukanin antioksidan
etkisinin saptandigi ‘serbest radikal siiptiriicii etkisi’ deneyleri farkli organizmalarda
tekrarlanmistir (Carrow, 1996). Ornegin, Ziilli ve ark. (1998) tarafindan yapilan bir
calismada CM-glukan’in insan deri hiicrelerini oksidatif strese karsi koruma etkisi
incelenmistir. Immiin sistemin baskilanmasina ek olarak UV-A tarafindan tetiklenen
oksidatif stres de kansere neden olabilmektedir. Yapilan calismada, CM-glukanin
keratositleri oksidan molekiillerin azaltici etkilerinden koruduklari gosterilmistir. Bu
giin serbest radikallerin yaslanmay1r hizlandirmasi, kansere neden olmasi ve diger
dejeneratif etkileri ile ilgili olarak sahip oldu potansiyel hakkindaki bilgilerimizin 15181
altinda Beta-1,3-glukanin serbest oksijen siipiiriicii (antioksidan) etkisi 6zellikle ¢ok

bliyiik 6nem tagimaktadir (Carrow, 1996).

2.5. Canlilarda Reaktif Oksijen Metabolitlerinin Kaynaklar:

Reaktif oksijen tiirevleri (ROT), mitokondri, lizozom, peroksizomu igeren ¢esitli
organellerde ve ¢ekirdek, endoplazmik retikulum, plazma memebranlarinda endojen
kaynakli iiretilmelerinin yani sira ekzojen kaynaklardan da olusabilirler (Machlin ve
Bendich, 1987; Turner ve ark., 2002).

Hiicre organellerinin her biri farkli miktarda radikal olusumuna sebep olurlar.
Bunlarin yani sira radyasyon, stres ve ksenobiyotikler aktive olmus fagositlerde serbest
radikal tretimini arttirirlar. Aktive fagositler intraselliiler radikal olusumuna neden
olurlar (Tablo 2.1.). Sitokrom P450, sitokrom b5, ksantin oksidaz, triptofan dioksijenaz,
lipooksijenaz,  prostoglandin  sentetaz, = hemoglobin, flavoproteinler, lipid
peroksidasyonu, oksidatif stres yapan iskemi, mitokondrial elektron transport sistemi,
molekiiler otooksidasyon yapan tiol, hidrokinon, katekolamin, flavin ve antibiyotik gibi

molekiillerin hepsi hiicresel serbest radikalleri olustururlar (Meram ve Aktaran, 2002).

Tablo 2.4. Fagositlerin tirettigi reaktif oksidan tirtinler (Meram ve Aktaran, 2002).

Trombositler | H,O,, O, OH
Notrofiller H,0,, O, OH, HOCI1
Eozinofiller | H,O,, O, OH, HOCL, 'O,
Makrofajlar | H,O,, O, OH, HOCI, NO




Reaktif oksijen metabolitlerinin kaynaklarini su sekilde 6zetleyebiliriz.

2.5.1. Elektron Transport Zinciri

Stiperoksit radikali gibi oksijen radikalleri ve H,O,, HO, veya HO" gibi diger
tiriinler bir ¢ok hiicresel kisimda {iretilebilir ancak reaktif oksijen tiirlerinin (ROT)
saglikli post-mitotik dokulardaki esas treticisinin mitokondri oldugu diisiintilmektedir
(Barja, 2002 a). Normal metabolizma sirsinda olusan siiperoksit radikallerinin %
95’inden fazlas1 mitokondri i¢ membraninda iiretilmektedir (Bohr ve ark., 2002).

Mitokondri H>O,’yi sitosole birakir, oksidatif stresin hiicre i¢indeki genel diizeyi
ise H,O, tiretimi ve onun hiicresel antioksidanlar tarafindan eleminasyonu arasindaki
dengeye bagli olacaktir. Normal kosullarda mitokondri, sitokrom oksidaz sistemi ile
oksijeni suya indirgeyerek detoksifiye etmektedir (Sekil 2.13.). Elektron transport
zincirinde yer alan pek ¢ok bilesik, 6rnegin NAD, FAD, KoenzimQ gibi, oksijen ile
tepkimeye girerek O, salinmasina neden olmaktadir. Bu, tek degerlikli oksijen kagagi
olarak tanimlanmaktadir . ROT iiretiminin iki ana bolgesi, elektron transport zincirinin

komplek I ve III kisimlaridir (Camaugrand ve Rigoulet, 2001; Onat ve ark., 2002).

H* H*
A TPSint

H +
MNADH-DH SDH bcl Cit OX
N L

¢ membran 1 ‘3" ] '. E ADP
, — s . S ¢
_ ATP

Matriks _?_'J
NADH H+
Kompleks T Kompleks Kompleks Kompleks
II 111 v Kompleks V

Sekil 2.13. Mitokondrial elektron transport sistemi ile oksijenin suya indirgenmesi
(Anonymous 2005 g, www.antioxidantes.com.ar/12/Art097.htm).
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2.5.2 Enzimatik Olmayan Tepkimeler

Hiicre ici serbest radikaller, otooksidasyon tepkimeleri sonucu indirgenmis
flavinler ve tioller gibi kiiclik molekiillerin inaktivasyonu ile enzimatik olmayan
tepkimerde {retilirler. Sekil 2.14.°de hiicre i¢i serbest radikallerin olusumuyla
sonuglanan, enzimatik olmayan tepkimelere Ornekler gosterilmektedir (Machlin ve

Benedich, 1987; Onat ve ark., 2002).

Fe*?+ 0, ——= Fe*?+ OF

Hb-Fe** + O,——= Hb-Fe*? + O0.F

Mb-Fe? + O,—= Mb-Fe*? +0.F

Katekotaminler + 0, ——= Melanin + O s
Indirgenmig flavin + O, Flavin semikinon + O
Koenzim 2+ O, —= Koenzim G (Ubkinon) + 0§

Tetrahidrobivopterin + 20, —* Dihidrobiyopterin = 208

Sekil 2.14. Reaktif oksijen metabolitlerinin enzimatik olmayan kaynaklar
(Onat ve ark., 2002).

2.5.3 Enzimatik Tepkimeler

Oksijen igeren tepkimeleri katalizleyen enzimler oksidazlar veya oksigenazlar
olarak siniflandirilirlar. Elektronlar1 oksijene aktaran oksidazlar oksijenin suya veya
hidrojen peroksite indirgenmesini saglar. Oksigenazlar, oksijenin bir substratin yapisina
katilmasin1 gerceklestirmektedirler. Bu gruptaki enzimlerin katalizledigi tepkimelerde
serbest radikaller olusabilmektedir. Tablo 2.5’de de serbest radikal olusumuna neden

olan enzimatik tepkimere drnekler verilmistir (Onat ve ark., 2002).
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Tablo 2.5. Serbest radikallerin enzimatik kaynaklari (Onat ve ark., 2002).

Hipecksantin + O, A e Ksantin + 03 + H,0,

NADPH + 20, MADPH okskee, nADP: + 20,

Alriiry oksicfaz

R-CH,-NH, + H.O, + O, R-CHO + NH, + H,0,

Aldetid ohsidaz
e

R-CHO + 0, RCOOH + O;

Didroorodat dehi
Dihidroorotat + NAD* + O, - rdmgena:h_ Orotik asit + NADH + 'D';_f

Peroksidaz

HyO, + X + H* HOX + H,0

E-Fe*d + ROOH MNADHokskez pijecik | + ROH

Bilesik | + NADH 220 oks%2, piiosik 1| + NAD o

Bilesik Il + NADH 22008, \AD e + E-Fetd

2NAD® + 20, ——2EE HNAD" + O3

CHzNH, + H,0 TSm0 o LIGHO + NH, + 2H* + 267

R-CH,OH + 0,222 R CHO + H,0

o Ribonfdeotsl rediitar
NDP + 2e + 2H* = dNDP + H,O

. i ) FProstagiarndin H oksgaz )
Arasidonik asit + ,O, = Prostaglandin G,

Prostaglandin H oksidaz

Prostaglandin G, + 2e + 2H* = Prostaglandin H, + H,0

Firovat + PFL LS UVETEN R0 = Format + PFL-asetil

: Firdvat formal lyaz
PFL-asetil + CoA = PFL + Asetil CoA
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2.5.4 D1s Etkenler

Serbest radikallerin ekzojen kaynaklari, sigara, bazi kirletici maddeler ve
organik c¢ozciiler, anestezikler, hiperoksik ortamlar ve pestisitlerdir. Bu bilesikleri
bazilari, hedef dokularda oksidatif hasara neden olduklar1 gosterilen serbest radikal ara
iriinlerine metabolize edilirler. Ayrica dokularin radyasyona maruz birakilmalari,
serbest radikal olusumu ile sonuglanmistir (Machlin ve Benedich, 1987). Tablo 2.6.’da

serbest radikallerin ekzojen kaynaklar1 gosterilmektedir.

Tablo 2.6. Serbest radikallerin ekzojen kaynaklar1 (Onat ve ark., 2002).

Radyasyon

Toksik kimyasallar CCly, halojenlenmis hidrokarbonlar,
difenoller, kinonlar

Hava kirliligi Azot dioksid, ozon, sulfur dioksid

Sitoatatikler

Pestisitler Bipridil herbisit ajanlar

Metaller Titanyum, aliminyum, kursun, molibden,
nikel, krom, kobalt, civa, kadmiyum,

Antibiyotikler arsenik
Tetrasiklinler, kinon antibiyotikleri,

Sigara ve diger yollarla toksik tiitiin alim1 | aminoglikozidler

Alkol




31

2.6. Serbest Radikallerin Hiicre ve Biyomolekiiller Uzerine Etkileri

Fizyolojik sartlarda insan viicudunda olusan reaktif oksijen {iriinleri ile
antioksidan defans bir denge halindedir. Yogun ROS (Reaktif Oksijen Tiirevleri)
tiretimi ya da antioksidan defansin azalmasi biyomolekiillerde yapisal ve fonksiyonel
modifikasyonlara yol acarak oksidatif strese neden olur (Koken, T., 2004).

Ornegin canlilarin yaslanmasi radikallerin neden oldugu kalic1 hasarlarin bir
birikimi olarak degerlendirilmektedir. Oksidatif stresin yaslanma {izerine etkisini
aciklayan teori, fizyolojik fonksiyonlardaki yasa bagli azalmanin makro molekiillerdeki
oksidatif hasarin birikimi nedeniyle oldugunu ileri siirer (Lin ve ark., 2003). Bu teori ilk
olarak 1956’da Danham HARMAN tarafindan 6ne siiriilmiistiir (Sastre ve ark., 2003).

Daha oOnce ¢esitli arastiricilar tarafindan yapilan calismalarda, serbest
radikallerin DNA, proteinler ve lipitlerde hasara yol a¢tig1 bildirilmistir. Diger taraftan
oksidatif strese bagli olarak olusan in vivo DNA ve protein hasarmin, lipitlerdeki
hasardan daha 6nemli oldugu one siiriilmektedir. Proteinlerde in vivo olarak meydana
gelen oksidatif degisiklikler, proteinlerin rol oynadigi cesitli hiicresel fonksiyonlari
etkiler. Reseptorlerin, sinyal ileti mekanizmalarinin, yapisal proteinlerin, transport
sistemlerinin ve enzimlerin rol oynadigi hiicresel olaylar oksidatif protein hasarindan
etkilenir (Cakatay ve Terzi, 2000).

Serbest radikallerin, karbonhidrarlarin bozulmasinda da etkileri wvardir.
Monosakkaritlerin  otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksitler ve
oksoaldehitler meydana gelir. Oksoaldehitler; DNA, RNA, proteinlere baglanarak
capraz baglar olustururlar. Boylece kanser ve yaslanma olaylarini stimiile etmis olurlar
(Basaran, 2002).

Reaktif oksijen tiirleri (ROT) hiicresel hasarlardan sorumlu ana etmendir. Aktif
oksijen tiirlerinin ve serbest radikallerin lipid peroksidasyonu, protein modifikasyonu,
enzim inaktivasyonu, DNA zincir kiriklar1 ve baz modifikasyonlarini uyardiklar1 ve
oksidatif hasara neden olduklar1 gosterilmistir. Bu hasarlar hiicreyi bozar, yaslandirir ve
apoptoza gotiiriir. Sekil 2.15.’de serbest radikallerin hiicrenin ¢esitli kisimlarina olan

etkileri goriilmektedir (Camougrand ve Rigoulet, 2001; Basaran, 2002).
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Sekil 2.15. Serbest radikallerin hiicreye etkileri (Onat ve ark., 2002).
2.6.1 Serbest Radikallerin Mitokondri Uzerine Etkileri

Mitokondrial elektron transport sistemi (ETS) aerobik organizmalarda, enerji
iretiminde onemli bir rol oynar ve ayni zamanda hiicre igerisindeki DNA, RNA ve
proteinlere hasar veren reaktif oksijen tiirevlerinin hem en 6nemli kaynagi hem de
onlarin ana hedeflerinden biridir (Sastre ve ark., 2003). Sekil 2.16. mitokondrinin,
reaktif oksijen tiirlerinin hem ana {ireticisi hem de hiicredeki ilk hedefi oldgunu

gostermektedir.

Fosfolipit hiicre
membrani

Serbest radikaller | 5

-

Oksidatif hasar

Sekil 2.16. Mitokondride firetilen reaktif oksijen tiirlerinin mitokondri ve hiicreye
oksidatif hasar1 (Anonymous 2005 h, www.alzheimers.org/pr01-02/07.html).
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Mitokondrinin ROS’un ana f{ireticisi oldugunun belirlenmesi, yaslanmanin
mitokondrial teorisine yol agmistir (Mandavilli ve ark., 2002). Bu teoriye gore, serbest
radikaller yasam boyu devamli olarak iiretilirler ve endojen kaynaklidirlar (Barja,
2002).

Serbest radikallerin mitokondrial hasar ve ardi sira yaglanmadaki rolii ilk olarak
Harman tarafindan 1972 yilinda ileri siiriilmiistiir. Harman, mitokondrial DNA’nin ROT
atagl i¢in muhtemel bir hedef oldugunu ileri siirmiistiir. Daha sonra Miquel ve
arkadaslar1 bu konuda caligmalar yapmislar ve yaslanmaya mitokondrial genomlarinda
meydana gelen oksidatif hasar nedeniyle, fonksiyonel mitokondri sayis1 azalmis mitoz
sonrasi hiicrelerdeki azalan enerji {iretimi ve hiicre Sliimiiniin sebep oldugunun kabul
etmiglerdir. Daha da ileri ¢alismalar, kanser gibi birgok noérodejeneratif hastaligi mt
DNA oksidatif hasarina baglamistir (Mandavilli ve ark., 2002).

Mitokondrial ETS, aerobik organizmalarda enerji iiretiminde onemli bir rol
oynar. Sitrik asit dongiisii boyunca olusturulan nikotinamid adenin diniikleotid (NADH)
ve flavin adenin diniikleotid (FADH,)’in elektronlar1 ETS’de akar ve ATP iiretiminde
kullanilan Proton gradientinin olusumuna birlesir. En son elektron alicis1 molekiiler
oksijendir ve 4 elektron ile indirgenerek suya doniistiiriiliir. Elektron transport zinciri
mitokondrilerin i¢ membraninda lokalize olmustur ve 5 komplekse sahiptir. Bunlar;
NADH dehidrogenaz (kompleks I), siiksinat dehidrogenaz (kompleks II), sitokrom bcl
kompleks (kompleks III), sitokrom c oksidaz (kompleks IV) ve ATP sentetaz (kompleks
V)’tir. Kompleks I, III, IV mitokondri i¢ membrani boyunca protonlar1 sitoplasmaya
pompalayarak burada bir proton gradienti olusturur, bu gradient kompleks V tarafindan
ATP iiretiminde kullanilir. Komplekslerin alt {iinitelerinin ¢ogu niikleer genom
tarafindan kodlanir (Mandavilli ve ark., 2002).

ETS, hiicre tarafindan alinan oksijenin %90’ indan fazlasin tiiketir (Camougrand
ve Rigoulet, 2001), bunun %1-51 siiperoksit radikaline doniistiiriiliir. Zincirde yer alan
pek cok bilesik (NAD, FAD, KoenzimQ) oksijen ile tepkimeye girerek siiperoksit
salinmasina neden olur. Kompleks I ve III siiperoksit liretimi i¢in ana bdlgelerdir (Sekil
2.17.). Bu radikal daha sonra SOD (sliperoksit dismutaz) ile hidrojen peroksite
doniistiiriliir. Hidrojen peroksit sira ile glutatyon peroksidaz ve peroksiredoksinler ile
suya yikilir. Eger bu saglanamazsa hidrojen peroksit, Fe ve Cu gibi iki degerlikli

katyonlarin varliginda, Fenton reaksiyonuna girer ve DNA’y1 da igeren bir¢ok
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biyomolekiilii hasara ugratan hidroksil radikalini tiretir (Mandavilli ve ark., 2002).
Burada oksidatif stresin genel diizeyi H,O, tiretimi ve H,O, nin hiicresel antioksidanlar

tarafindan eleminasyonu arasindaki dengeye bagli olacaktir (Barja, 2002).

itk
ey
- "
U
— UaH %
Mitaehandrial Complex || :
matrix Complex I [Suceinate DH)
Complex | [Cotlcpt ¢
{MADH Cod redu ctage)
NAD H roductase)
Yag agil- CoA DH 112 DE + 2H+ Hg'D
Complex IV
Gliser fosfat yolu Siiksinat [eytochrome oxidase)

Sekil 2.17. Elektron transport sisteminde reaktif oksijen metabolitlerinin olugum

bolgeleri (Anonymous 2005 1, www.essex.ac.uk/.../oxidative-Stress).

Mitokondrial DNA bu radikallerin tiretildigi ETS’ye yakin oldugu i¢in, sinirh
tamir mekanizmasima sahip oldugu icin, koruyucu histonlar1 olmadig igin,
kodlanmayan dizisi az oldugu i¢in oksidatif hasara kars1 6zellikle hassastir (Lin ve Beal,
2003). Ames ve arkadaslar1 mitokondride tiretilen oksidanlarin, yaslanma ile biriken
oksidatif lezyonlarin en biiyilk kaynagi oldugunu ve oksidatif hasarin, yaslanma
boyunca mitokondrial disfonksiyonun olusmasinda en biiyliik rolii oynadigini
gostermistir (Sastre ve ark., 2003).

Oksidatif stresin mitokondrial disfonksiyona etkisini su sekilde agiklayabiliriz;
insan mt DNA’s1 sadece 13 polipeptid kodlamakla kalmaz, bunun yaninda 2 rRNA ve
22 tRNA kodlamaktadir. Bu nedenle tamir edilemeyen oksidatif mt DNA hasari,
elektron transport zincirinde kirilmalara, ATP sentezi i¢in esasi olan bir veya birkag
proteinin kaybina ve daha fazla ROT olusumuna neden olur. Bu bozuk ROT iiretim

halkas1 ve mtDNA hasari, hiicrede enerji azalmasi, yaslanma ve apoptozisle sonuglanir
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(Mandavilli ve ark., 2002). Soyle ki; mt DNA’da olusan mutasyonlar elektron tasima
zincirinde gorev yapan NAD, NADH oraninda azalmaya neden olur. Bunun sonucu
olarak oksidatif fosforilasyon ve dolayisiyla ATP sentezi azalir. Ayrica elektron tasima
zincirinde olusacak hatali elektron transferi, mitokondride serbest radikallerin artisina
bu da daha fazla mt DNA mutasyonuna neden olur (Zhang ve arkadaslari, 2002;
Basaran, A., 2002). Ornegin Lezza ve arkadaslar1 solunum zincirinin kompleks IV iinde
meydana gelen oksidatif hasarlarin, mitokondrideki 4977 baz delesyonlarinin
sonucundan ¢ok sebebi oldugunu belirtmistir (Sastre ve ark., 2003).

Oksidatif mitokondrial DNA hasarinin artisi, deoksiguanozinin serbest radikal
ataklart sonucu olusan okside formu 8-hidroksi 2-deoksiguanozinin oOl¢iimleri ile
belirtilir. 8-0xodG en cok calisilan oksidatif lezyondur. Bunun belirlenmesinde c¢ok
hassas metotlar kullanilir. Yiiksek oranda mutajeniktir ve Adenin rerezidiileri ile yanls
eslesme gerceklestirir. Boylece sekilde goriildiigii gibi GC-TA degisim durumunu
arttirir (Sekil 2.18.) . HPLC kullanilarak yapilan ¢alismalarda baz modifikasyonu 8-
oxodG’nin mtDNA’da, nDNA’ya oranla 16 kat fazla bulundugu gdsterilmistir. Bu
durum mtDNA’daki yiiksek oranli oksidatif hasar1 belirtir (Mandavilli ve ark., 2002).

C
G
C Oksidatif Hasar
GO
Replikasyon
FrTCT1 C
G 1 Lcold
Sonraki )
l replikasvon i l Kesip- Cikarma ononarimi
C C
G T G
Standart allel co —— Standart allel
Dontistimii

Sekil 2.18. Oksidatif mDNA hasar1 sonucu olusan GC-TA degisim durumunu
(Anonymous 2005 j, www.mun.ca/biology/scarr/oxidative-damage.html).
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2.6.2 Serbest Radikallerin Biyomembranlar Uzerine Etkisi

Memeli hiicre membranlar1 peroksidatif hasara karsi ¢ok duyarli olan, biiyiik
miktarda ¢ok doymamis yag asidi (PUFA) icermektedir. Bu yag asitlerinin doymamais
baglar1 serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon {iriinleri
olustururlar. PUFA’nin yikimi bir lipid peroksidasyonudur ve hiicresel hasarin en
onemli nedenlerinden biridir. Ciinkii PUFA peroksidasyonu kendi kendini devam ettiren
zincir seklinde ilerler (Basaran, 2002).

Doymamis yag asitlerindeki bir hidrojen atomunun g¢ikmasi peroksidasyonun
baslamasina neden olur, bdylece yag asidi zinciri lipit radikali niteligi kazanir. Radikal
dayaniksiz olup, ¢ift baglarin yerini degistirir ve oksijenle reaksiyonu sonucu lipit
peroksil radikaline dontistir. Lipit peroksil radikalleri diger doymamis yag asitlerini
etkileyerek yeni radikalleri olusturur, bir yandan da hidrojen atomlar1 alarak
hidroperoksitlere doniisiirler. Hidroperoksitlerin par¢alanmasiyla lipit alkoksi radikalleri
aci8a cikar. Lipit peroksidasyonu antioksidan reaksiyonlarla sonlandirilir ya da devam
ederek daha ileriye gider.

Lipit peroksidasyon iiriinleri olarak a¢iga ¢ikan lipit peroksitleri,
hidroperoksitleri ve aldehitleri membran yapisina direkt olarak, diger hiicre
bilesenlerine ise aldehit lireterek indirek olarak zarar verirler. Bu da pek ¢ok hastaligin
ve doku hasarinin olusmasina neden olur. Membranin yapisinin bozulmasi sonucu
malondialdehit (MDA) olusur. Lipit peroksidasyonu Fe ve Cu gibi redoks yapan
metaller varliginda artar (Meram, 2002).

PUFA’da olusan peroksidasyon sonucu, hiicre zar1 gecirgenligi ve kirillganlig
artar. Buna bagl olarak hem bu hiicrenin hem de buna komsu olan hiicrelerin zar yapisi
bozulur ve hiicre zar1 enzim aktivitesi azalarak hiicre iyon gecisi dengesi kaybolur.
Ornegin hiicre dis1 stvidan hiicreye Ca' girisi artar. Sitozoldeki Ca'" artis1, fosfolipaz
aktivitesi ile fosfolipit kaybina, hiicre zar1 gegirgenliginde degisiklik yaparak toksik
maddelerin hiicreye girisine ve dolayisiyla toksik etkinin g¢ogalmasina, proteaz
aktivasyonu ile proteolitik etkinin siddetlenmesine, katabolik enzim aktivitesinin artarak
DNA kirilmalariin artmasi gibi hiicreyi yaslanmaya gétiiren pek cok hasar yapici
olaym baslamasia neden olur. Bunun yaninda hiicre icin gerekli olan K' iyonlar1 da

gereginden fazla hiicre digina atilir (Basaran, 2002).
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Sekil 2.19. Lipit peroksidasyonu (Onat ve ark., 2002).

Bu da yine hiicre i¢in zararhidir. Ornegin lizozomlarda lipit peroksidasyonu

sonucu olusan degisimler {i¢ yolla hiicreyi yaglanmaya gotiiriir;

1. Lizozom enzimlerinin sitosole salinmasi;

Lizozom zarinin gegirgenliginde meydana gelen bozulmalar, lizozom
enzimlerinin sitosole saliip hiicrenin kendi kendini sindirmesine neden olur.

2. Lizozom enzimlerinin hiicreden disariya salinmast;

Bu durum komsu hiicrelerin veya hiicre dis1 yapilarin bozulmasina neden olur.

3. Lizozomlarin sindirilmeyen maddelerle dolup, fonksiyonlarinin bozulmast;

Hiicredeki bu sindirilmeyen maddelerin birikimi melanine benzeyen kahverengi
yag pigmentleri, lipofuksin ve seroid olusumuna dolayisiyla hiicrenin yaslanmasina

neden olur. Lipofuksin ve seroid lipit peroksitlerinin par¢alanma iriinleridir ve
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yaslanma pigmentleri veya kromolipitler grubuna girerler. Yaslanma pigmentleri lipit
peroksidasyon iiriinlerinin amino asit, protein fosfolipit ve DNA’daki primer amino
gruplart ile girdigi reaksiyonlar sonucu meydana gelir. Yapilan c¢alismalarda,
lizozomlarda lipidlerin metallaer tarafindan katalizlenen peroksidasyon reaksiyonlari
sonucunda lipofussin olustugu gosterilmistir. Hiicrede lipofussin gibi yashlik pigment

birikimi, hiicre yaslanmasin1 indiikler (Basaran, 2002).

2.6.3 Serbest Radikallerin nDNA’ya Etkileri

Diger hiicresel bilesenler gibi, niikleik asitler de oksidatif stres boyunca, hasara
kars1t hassastirlar (Stadtman, 2002). Herhangi bir nedenle olusan serbest radikaller,
hiicre ¢ekirdeginde baslica DNA ile tepkimeye girerler (Onat, 2002). Dolayisiyla
DNA’da oksidatif hasarin bir sonucu olarak meydana gelen cok sayida mutasyon
belirlenmistir (Goyns, 2002).

Oksijen radikalleri DNA’y1 seker-fosfat iskeletinde veya bazlarda direk
etkileyebilirler, bu durum tek ve ¢ift iplik kiriklar1 ve oksidatif olarak modifiye olmus
bir ¢ok farkli piirin ve primidinler olusturur (Barja, 2002 b). Ornegin, tiim serbest
oksijen radikalleri arasinda en reaktif olan, deoksiriboz ve DNA bazlariyla hizli bir
sekilde reaksiyona giren hidroksil radikali hasarinin iki iiriinii timin glikol ve 8-oxo-G,
DNA’daki hasarin biyolojik belirtecleridir (Ashok ve Ali., 1999).

Oksidatif olarak modifiye olmus bazlar normal bazal sartlar altinda post- mitotik
dokularda bulunurlar ve DNA replikasyonu veya tamiri sirasinda DNA mutasyonlarina
sebep olurlar (Barja, 2002). Memeli hiicreleri ise ¢esitli DNA tamir sistemleri
kullanirlar. Bunlar icinde en 6nemli olanlar; niikleotid excision tamiri (NER) ve baz
excision tamiri (BER) dir (Bohr, 2001). Oksidatif DNA hasarlar1 bu tamir sistemleri
tarafindan tam olarak diizeltilmezse, zamanla, genomda hasar birikimi olusur.
Diizeltilmeyen DNA hasar1 veya tam olmayan DNA tamiri hiicrelerin ve dokularin i¢
dengesini bozulmasina neden olur (Zglinicki ve ark., 2001).

DNA hasar oranini arttiran oksidatif metabolitler ve zamanla azalan DNA tamiri
yaslanma oranini arttirabilir, bu nedenle 6miir uzunlugunu azaltir. Metabolitlerin hasar
iiriinleri inhibe edilerek veya DNA tamir verimliligi arttirilarak hasar orani belirgin

sekilde azaltilabilir (Ashok ve Ali, 1999).
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2.6.4 Serbest Radikallerin Proteinlere EtKkileri

Proteinlerin reaktif oksijen tilirevleri tarafindan oksidasyonunu yonlendiren ana
ilkeler Swallow, Garrison, Scheussler ve Schilling’in 6ncii ¢alismalari ile tanimlanmistir
(Berlett ve Stadtman, 1997).

Makromolekiiler oksidatif hasar tipleri arasinda, hiicre i¢i proteinlerin oksidatif
modifikasyonlarinin, fizyolojik fonksiyon kayiplarinin olugsmasinda anahtar rol oynadigi
belirtilmistir. Bunun sebebi ise, okside edilmis proteinlerin genellikle katalitik
fonksiyonlarin1 kaybetmeleri ve secici olarak indirgenmeleridir (Sohal, 2002).

Proteinlerde meydana gelen radikal nedenli hasar, elektron kacagi, metal iyonu
bagimli reaksiyonlar ve lipit veya sekerlerin otooksidasyonu ile baslatilabilir (Dean ve
ark., 1997).

Reaktif oksijen metabolitlerinin etkisi ile meydana gelen protein
modifikasyonlarinin birkag tipi belirlenmistir. Bunlar; karbonil olusumu, siilfidril grup
kaybi, protein ¢capraz baglanmasi ve nitrotirozin olusumu seklindedir (Sohal, 2002).

Protein oksidasyonunun en yaygin ¢alisilan belirteci protein karbonilleridir.
Proteinlerde karbonil gruplarinin bulunmasi, reaktif oksijen tlirevi aracili protein
oksidasyonunun belirteci olarak kullanilir (Berlett ve Stadtman, 1997; Sohal, 2002).
Protein karbonillerinin genellikle, amino asit rezidiilerinin direk oksidasyonu ile
olusturuldugu bilinir (Goto ve arkadaslari, 1999). Protein karbonilleri ayrica yan
zincirlerin, lipid peroksidasyon iirlinlerinin modifikasyonu ile veya sekerlerin

indirgemesiyle de olugsmaktadir.

Protein karbonil gruplarinin baslica olusum sekilleri sunlardir;

1. Arjinin, lizin, prolin veya treonin rezidiilerinin oksidasyonu yolu ile,

2. Polipeptid zincirinin a amidasyon yoluyla oksidatif olarak kirilmasi yoluyla;
bu durumda peptitteki N terminal amino asit bir a-ketoagil grubu ile tutulur.

3. Glutamil rezidiisiiniin oksidasyonu yoluyla; bu durumda N terminal amino
asit bir priivil grubu ile tutulur. ( Stadtman, ve ark., 1998).

4. Lipit peroksidasyonu sirasinda iiretilen 4-hidroksi nonenal’in Micheal

ekleme reaksiyonlari ile proteinlere eklenmesi yolu ile (Goto ve ark, 1999).
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Protein —SH grup kaybi da, reaktif oksijen tiirevlerinin olusturdugu oksidatif
modifikasyon tiplerinden biridir ve oksidatif stres artisina karst gosterilen ilk
yanitlardan biridir (Sohal, 2002). Sistein ve metionin rezidiileri reaktif oksijen
tiirevlerinin her formu ile oksidasyona kars1 6zellikle hassastirlar. Ilimli kosullar altinda
bile sistein rezidiileri disiilfitlere ve metionin rezidiileri de metionin siilfoksit
rezidiilerine doniistiiriilir. Birgok biyolojik sistem, sistein ve metioninin okside
formlarmi1 modifiye olmadan onceki hallerine doniistiiren, disiilfit rediiktazlar ve
metionin siilfoksit rediiktazlar icerir. Dolayisiyla bunlar tamir edilebilen tek protein
oksidatif modifikasyonlaridir (Berlett ve ark., 1997). Diizelmeden kalan protein —SH
grup kaybinin proteinlerdeki bazi fonksiyonel sonuglar1 sunlardir;

1. Hatali katlanma

2. Katalitik inaktivasyon

3. Azalmis antioksidatif kapasite

4. Agir metalleri ve siilfiir iceren amino asitleri alblimin vasitasiyla baglama

fonksiyonunda kayip (Sohal, 2002).

Protein oksidasyonunun diger bir belirteci 3-nitrotirozin’dir. 3-nitrotirozin
peroksinitrit tarafindan meydana getirilen oksidatif hasarin biyolojik belirtecidir (Lin ve
ark, 2003).

Patolojik sartlar altinda siiperoksit radikali direk olarak nitrik oksit radikali ile
reaksiyona girip peroksinitriti (ONOQ") olusturabilir. Bu bilesik hernekadar tam
manastyla bir serbest radikal olmasa da hidroksil radikali gibi rol oynayarak lipit ve
protein oksidasyonunu arttirma kapasitesine sahiptir (Beal, 2002). Tirozin ve triptofan
rezidileri peroksinitrit bagimli nitrasyon i¢in sec¢ici hedeflerdir. Tirozin rezidiilerinin
nitrasyonu sonderece dnemli olabilir, ¢linkii nitrasyon tirozin rezidiilerinin, fosforile ve
defosforile formlar1 arasinda gidip gelmesini engeller (Berlett, 1997).

Protein oksidatif hasarinin daha az kullanilan diger bir belirteci ¢apraz bagh
proteinlerdir (Beal, 2002). Polipeptit iskeletinin oksidatif hasari, amino asit rezidiisiiniin
a-hidrojen atomunun "OH radikaline bagli olarak ayrilmasi ile baslar. Boylece karbon
merkezli bir radikal olugur. Bu karbon merkezli radikal, alkil peroksil radikal ara tiriinii
olusturmak tizere O, ile hizlica tepkimeye girer. Alkil peroksil ise alkil peroksiti arttirir

ve bunu alkoksil radikalinin olusumu takip eder. Alkoksil radikali, hidroksil protein
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tirevine dontistiiriilebilir. Bu metabolik yoldaki alkil, alkil peroksil ve alkoksil radikal
ara Uriinleri, yeni bir karbon merkezli radikal olusturmak i¢in ayni veya farkli protein
molekiiliindeki aminoasit rezidiileri ile yan reaksiyonlara girerler oksijen yoklugunda
alkil peroksil radikal olusumu 6nlenirse karbon merkezli radikal, protein-protein ¢apraz
bagli ara iirlinler olusturmak tiizere diger bir karbon merkezli radikalle radikalle
reaksiyona girer (Berlett, 1997). Ditirozin ¢apraz baglarinin olusumu buna &rnek
gosterilebilir. Bunlar iki tirozil radikali arasindaki reaksiyondan sonra ortaya c¢ikarlar
(Sohal, 2002).

Proteinlerdeki bu oksidatif modifikasyonlar enzim aktivitesinde azalma veya
inaktivasyonla sonuglanir (Ashok ve Ali, 1999). Ornegin, akonitaz ve adenin niikleotid
translokaz karbonilasyonun ardi sira fonksiyonel aktivite kayb1 gdstermistir. Akonitaz
aktivitesinin diismesi TCA dongiisiinii yavaglatabilir ki bu da elektronlarin oksijene
aktarimini azaltir ve oksidatif fosforilasyonda durgunluga yol agar. Akonitaz aktivite
kaybmin diger bir sonucu da sitrat birikimidir. Sitrat Fe* baglar, bu durum hidrojen
peroksitin parcalanmasina ve yliksek diizeyde hidroksil radikali olusmasina neden olur
(Sohal, 2001). Kreatin kinaz diger bir anahtar hiicre i¢i enzimdir, enerji metabolizmasini
diizenler. Peroksinitrit tarafindan nitratlandiginda inaktif hale gelir (Lin ve ark, 2003).

Membran transport proteinlerindeki oksidatif hasar ise hiicresel metabolizmay1
etkileyen hiicre i¢i kalsiyum ve potasyum seviyelerinin degismesine yol agar. Hiicredeki
sinyal transferi de, reseptor proteinleri ve gap junction proteinlerindeki oksidatif hasar
nedeniyle degisime ugrar (Ashok ve Ali, 1999).

Sonug olarak oksidatif stres 6zel proteinleri inaktive etmede segicidir. Bu durum
enzimatik aktivitenin ve kinaz sinyal yollarinin inaktivasyonuna ve yapisal bozukluklara

neden olur (Beal, 2002).

2.6.5 Serbest Radikallerin Replikatif Yaslanmaya Etkisi

Replikatif kapasitenin geri doniistimsiiz kayb1 yaslanmaya yol acar . Soyle ki;
hiicre boliinmesinin belli bir sayidan sonra son bulmasi veya kesintisiz devam etmesi
telomer boy uzunlugu ve telomeraz enzim aktivitesi ile iligkilidir. Geng ve boliinmekte
olan normal soma hiicrelerinde telomeraz enzimi inaktif oldugu halde hiicre béliinmesi

belli bir siire devam eder. Ciinkii bunlarda telomer boyu hiicre boliinmesine yetecek
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uzunluktadir (~15 kbp). Fakat her boliinme sonucu telomer boyu giderek kisalir ve
hiicre boliinmesini saglayamayacak duruma gelir (~5-7 kbp). Hiicre boylece yaslilik
donemine girer (Basaran, 2002).

Yapilan son c¢aligmalar ile, diisiik oranda hidrojen peroksit uygulamasi altinda,
telomer kisalmasinin hizlanmasi sonucu, replikatif omiir uzunlugunun azaldigi ve
kontrol sartlarinda diisiik olan telomer kisalma oraninin, artan oksidatif stresle arttigi
bulunmustur (Zglinicki, 2002).

Insan fibroblastlarinda telomer kisalmasinin en diisiik orani, popiilasyon
ciftlenmesi basimna 10-20 bp kadardir. Daha yliksek peroksit oranlarina sahip olan
hiicrelerdeki daha hizli telomer kisalma orani, yetersiz antioksidan savunma oldugunu
isaret eder. Burada belirtilmek istenen; birgok durumda oksidatif hasarin telomer
kaybina katkisinin, u¢ replikasyon probleminin tek basina neden oldugundan daha fazla
oldugudur. Buna uygun olarak, yiiksek oranli oksidatif stres, DNA replikasyonu
olmaksizin, telomerik ¢ift iplik kiriklarini yiiksek frekansta uyararak, telomer
kisalmasina sebep olabilir (Zglinicki, 2002).

Sonug olarak; telomer kisalmasi ve hiicresel yaslanma oranlar1 oksidatif stres ve
antioksidatif defans arasindaki dengeye baglidir. Bu durum kuvvetli bir sekilde belirtir
ki; hafif ve disiik stres sartlar1 altinda yaslanmanin ana mekanizmasi telomer
kisalmasidir ve bu kisalma oksidatif strese de bagimlidir. Telomere bagli yaslanma,
bircok durumda oksidatif hasara karsi tam olmayan korunma nedeniyle ¢ok sonra olusur

ve hizlanmig telomer kaybiyla sonuglanir (Zglinicki, 2002).
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3. MATERYAL VE METHOD

3.1. Deneylerde Kullanilan Farelerin Saglanmasi

Calismalarda, Ondokuz Mayis Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji
Boliimii, Deney Hayvanlar1 Laboratuari’nda iiretilip yetistirilen Swiss albino tipi
laboratuar fareleri (Mus musculus ) kullanildi.

Kullanilan farelerin ayni jenerasyondan olmalarina dikkat edildi. Ortalama 20-30
gr agirlikta olan fareler, enjeksiyondan 6nceki son 24 saat a¢ birakildi.

Kullanilan Fareler Samsun Yem Fabrikasi tarafindan {iiretilen standart fare yemi

ile beslendi. Su serbest olarak verildi.

3.2. Farelere Uygulanan Maddeler

Calismada, Bayer Leverkursen lisansi ile imal edilen Bayer Tiirk Kimya San.
Ltd. Sti. Ist. Imal yeri Birlesik Alman ila¢ Fab. T.A.S. Istanbul firmasinca iiretilen
‘Aspirin’ kullanildi. Aspirinin fareler i¢in %0.9’luk Nacl ¢ozeltisindeki 200mg/kg’lik
dozu kullanild1 (Karim ve ark., 2001).

Beta-D-glukan Sigma-Aldrich Germany firmasindan saglandi. Beta-D- glukanin
fareler i¢in %0.9°luk NaCl ¢ozeltisindeki 50mg/kg’lik dozu kullanildi (Tsiapali ve ark.,
2000).

B-glukan ve Aspirin farelere intraperitonel enjeksiyon yoluyla verildi.
Enjeksiyon 1ml’lik plastik enjektorlerle yapildi. Enjeksiyon isleminde kullanilan tiim

araglar otoklavda 175°C’de 60 dakika steril edildikten sonra kullanildi.

3.3. Calismada Kullamilan Kimyasal Maddeler

Calismalarda kullanilan Xanthine, Xanthine Oxidase, Sitokrom ¢, BSA (Bovine
Serum Albumin), Folin ayraci (Folin Phenol Reagent) ve analitik safliktaki bilesikler
Sigma London England firmasindan; NaOH Riedel-de Haen firmasindan; K,;HPO,4 Na-
K Tartarat Montrlet-Esteban SA Barcelona Madrid firmasindan; EDTA, KH2PO4,
CUSO4, NaCN, Merck W. Germany firmasindan saglanmistir.



44

3.4. Arastirma Gruplariin Olusturulmasi

Calismada, hicbir islem gérmemis kontrol grubu, B-D-Glukan, Aspirin, B-D-

Glukan ve Aspirin birlikte, verilmek tlizere 4 grup olusturulmus, her grupta 3 fare

kullanilmistir.

Enjeksiyon islemi farelere 6glen saat 12-12:30 arasinda gergeklestirilmistir.

Enjeksiyon islemini izleyen 6., 12., 24., 48. saatlerde fareler servikal dislokasyon ile

oldiirtilerek gerekli deneysel islemlere gecilmistir.

Her calisma en az 2 kez tekrar edilmis ve bu ¢alismalarda elde edilen degerlerin

ortalamasi, deney sonuglarinin degerlendirilmesinde kullanilmistir.

Tablo 3.1. Caligmada kullanilan kiyasal ajanlara ve saatlere bagli olarak olusturulan

deney gruplari.
Gruplar
B -(1,3)D-Glukan+
Kontrol Aspirin
Saatler B-D-Glukan Aspirin
(K) (ASA)
(ASA)
6. 3 3 3 3
12. 3 3 3
24, 3 3 3 3
48. 3 3 3 3

3.5. Calismada Kullanilan Aletler

Calisma esnasinda; Ondokuz Mayis Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi,

Biyoloji Boliimii, Molekiiler Biyoloji Arastirma Laboratuvari’nda bulunan;

SANYO MS60 (MSE) Ultrasantrifiij
SANYO Soniprep 150 (MSE) Sonikator
Ultra-Turrax T-25 Homojenizator
Jenway 6105 UV/VIS. Spektrofotometre
Jenway 3010 pH metre

Finans Whirlimixer (karistirici)
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e Chiltren Holplate Magnetic Stirrer HS31

e Sanyo Ultra Low derin dondurucu kullanilmistir.

3.6. Fare Karacigerinin Homojenizasyonu ve Sonikasyonu

Fareler servikal dislokasyon yontemi ile oldiiriildiikten sonra, karin ve gogiis
kisimlar1 acilip karacigerlere arterden girildi ve %0.9°luk NaCl ile perfiize edilerek
karacigerler ¢ikarildi. Karacigerlerin fazla suyu kurutma kagidi ile alinarak hassas
terazide tartildi.

Elde edilen karaciger ornekleri islemlere gegmeden once iki kati kadar 0.25
M’lik siikroz ¢ozeltisinde, -80°C’lik derin dondurucuda saklandi.

Derin dondurucudan c¢ikarilan karaciger Ornekleri oda sicakliginda erimeye
birakilarak, buz igerisine yerlestirilen bir beherde makaslama ile ince ince dograndi.
Buzun i¢ine yelestirilmis beher igindeki karaciger ornekleri Ultra-Turrax T.25 tipi
homojenizatdriin 8000 rpm hiz durumunda 20 sn siire ile homojenize edildi.

Homojenizasyondan sonra orneklere kendi agirliklar1 kadar siikroz ilave edildi
ve sonikasyona gecildi. Ornekler sonikatorde 0°C’de, 15-20 p’da, 1.5 dakika, 30 sn

stireyle sonifiye edildi. Tiim enzimatik ¢alismalar 0-4°C’de gerceklestirildi.

3.7. Fare Karacigerlerinin Santrifiigasyonu

Sonifikasyonu yapilan karaciger ornekleri santrifiij tiiplerine bosaltildi. 15000
rpm’de 20 dakika santrifiij edildi. Santrifiij isleminden sonra siipernatant temiz numune
siselerine alind1 ve pellete 3ml 0.25 M’lik siikroz c¢ozeltisi ilave edildi. Pellet 15-20
wda 1.5 dakika, 30 sn siireyle sonifiye edildikten sonra tekrar 15000 rpm’de 20 dakika
santrifiij edildi. Santrifiij isleminden sonra siipernatant alind1 ve enzimatik aktivite ve
protein degerleri bu siipernatantta 6l¢iildii.

Calismada protein tayini, Lowry (1951) yontemine gore yapildi.
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3.8. Mitokondrial Siiperoksit Dismutaz (Mn-SOD) Aktivite Tayini

Mn-SOD aktivitesi, McCard ve Fridovich (1969)’in spektrofotometrik metodu
ve Larry W. Oberley (1984)’in metodu modifiye edilerek belirlenmistir.

A Cozeltisi

0.76 mg (S5pumol) Ksantin’in 10 ml 0.001 N, NaOH i¢indeki ¢ozeltisi ve 24.8mg
(2 pmol) sitokrom C’nin 100 ml 50 mM pH 7.8 ve 0.1 mM EDTA igeren fosfat
tamponundaki ¢ozeltisi 1:10 karistirildi (bu ¢ozelti + 4°C’de 3 giin kararlidir).

B Cozeltisi
Taze hazirlanan Ksantin oksidaz’in 0.1 mM EDTA’daki ¢ozeltisi 0.2 U/ml.

e NaCN’nin distile su i¢indeki 5 mM’lik ¢6zeltisi hazirlandi.

Yontem

1. Spektrofotometre tiipiine 3ml distile su konuldu ve kor tiip olarak kullanildi.
Spektrofotometre kor tiipe kars: sifirlandi.

2. 3 ml’lik kiivete 2.9 ml A ¢ozeltisi koyuldu.

3. 25 pl 6rnek ilave edildi.

4. Uzerine 10 pl 5 mM NaCN ¢ozeltisi ilave edildi. Bu soliisyon 2 saatten fazla
olmamak kosuluyla oda sicakliginda en az 30 dakika inkiibasyona birakildi.
Siyanidin bu konsantrasyonu, siiperoksit dismutazin diger formlarini inhibe ederken
Mn-SOD’u inhibe etmez.

5. Inkiibasyondan sonra 50ul B ¢ozeltisinin ilavesiyle reaksiyon baslatildi.

6. 550 nm’de 2 dakika boyunca, 30 sn araliklarla absorbans degisimi okundu.

7. Kontrol tiipii i¢in 6rnek yerine 25 pl distile su eklendi ve 550 nm’de 2dakika
boyunca, 30 sn araliklarla absorbans degisimi okundu.

8. Ornekleri degerlendirme islemi kontrol tiipiine gére yapildi.

9. Kalibrasyon grafigi ¢izmek icin belli konsantrasyonlardaki (5x107 M) SOD
¢ozeltisinin 5 pl, 10 pl, 15 pl’deki bilinen degerlerine karsilik gelen % inhibisyon
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degerleri grafige gecirildi. Bu islem igin siyanid ile inkiibasyona birakilmis olan saf
SOD enzimi kullanildu.
Inhibisyon degerleri,

A OD Ornek
%inhibisyon = 100 x

A OD Blank
formiilii ile hesaplanda.

A OD = Optik Dansite Farki

Mn-SOD’un bir initesi ksantin/ksantin oksidaz sistemi tarafindan meydana
getirilen siiperoksit anyonu ile sitokrom C’nin rediiksiyonunun % 50’si i¢in gerekli

enzim miktar1 olarak belirlenir ve 550 nm’de spektrofotometrik olarak ifade edilir.
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4. BULGULAR

4.1. p-Glukan’in Karaciger Mitokondrial SOD (Mn-SOD) Aktivitesi Uzerine
Etkileri

Yaptigimiz ¢alismanin ilk asamasinda, bir antioksidan olan B-glukanin karaciger
Mn-SOD aktivitesi {izerine etkisi incelenmistir. Sekil 4.1.’de goriilebilecegi gibi, -
glukanin karaciger Mn-SOD aktivitesi lizerine etkisi kontrol grubuna oranla; 6. saatte %
11.03 oraninda inhibisyonla baslamis, bu inhibisyon orami 12. saatte %19.17ye
cikmistir. Mn-SOD’un inhibisyon orani 24. saatte %23.66’likk oran ile maksimum

seviyesine ulagmis, 48. saatte ise bu oran %17.84’e dligmiistiir.

Mn-SOD Aktivitesi (IlU/mg Protein/ml)
10,000 —
9,000 / + h
8,000 — '/.
7,000 — ——
L 6,000
b3 ' ——
_; 5,000 Konrol
it‘ 4,000 —&— B-Glukan
3,000
2,000
1,000
0,000
6 12 24 48
Enjeksiyondan sonra siire (Saat)

Sekil 4.1. Kontrol gruplarinda ve -glukan verilmis farelerde Mn-SOD aktivitesinin
zamana bagli degisimi.
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4.2. Aspirinin Karaciger Mitokondrial SOD (Mn-SOD) Aktivitesi Uzerine

Etkileri

Ayni g¢alismada antioksidan etkisi bilinen diger bir madde olan aspirinin de
karaciger Mn-SOD aktivitesi iizerine etkisi incelenmistir. Sekil 4.2.’de goriilebilecegi
gibi, Aspirinin karaciger Mn-SOD aktivitesi iizerine etkisi, kontrol grubuna oranla; 6.
saatte % 14.86 oraninda inhibisyonla baslamis, bu inhibisyon oran1 12. saatte %23.53 ’e
ctkmistir. Mn-SOD’un inhibisyon orani 24. saatte % 5’lik oran ile minimum seviyeye

ulagmis. 48. saatte aspirinin Mn-SOD aktivitesi iizerine inhibisyon etkisi son bulmus,

%3.97°1ik aktivasyon gozlenmistir.

Mn-SOD Aktivitesi (IlU/mg Protein/ml)

12,000

10,000

R

8,000

.

6,000
4,000 -
2,000 +

Aktivite

—e— Konrol
—— Aspirin

0,000

6 12 24 48

Enjeksiyondan sonra siire (Saat)

Sekil 4.2. Kontrol gruplarinda ve aspirin verilmis farelerde Mn-SOD aktivitesinin
zamana bagli degisimi.
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4.3. Aspirinin+B-Glukan’in Karaciger Mitokondrial SOD (Mn-SOD) Aktivitesi

Uzerine Etkileri

Bu ¢alismada ayrica, deney hayvanlarina bir arada verilen B-glukan ve aspirinin
karaciger Mn-SOD aktivitesi lizerine ortak etkileri de incelenmistir. Sekil 4.3.’de
goriilebilecegi gibi, B-glukantaspirinin karaciger Mn-SOD aktivitesi iizerine etkisi
kontrol grubuna oranla; 6. saatte % 6.3’liik diisiik birinhibisyon oranm ile baslamis,
inhibisyon orani 12. saatte % 26.96’lik oranla maksimum degerine ulasmistir. Buna
karsin Mn-SOD’un inhibisyon orani enjeksiyondan itibaren 24. saatte %18.06’lik bir

orana gerilemis ve 48. saatte ise % 14.24’e diigmiistiir.

Mn-SOD Aktivitesi (IU/mg Protein/ml)

10,000

6,000

_g —e— Konrol

g 4,000 —a— 3-Glukan+Asp
2,000
0,000

6 12 24 48

Enjeksiyondan sonra siire

Sekil 4.3. Kontrol gruplarinda ve B-glukan+aspirin verilmis farelerde Mn-SOD
aktivitesinin zamana bagli degisimi.
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4.4. Aspirin, B-Glukan ve Aspirin+p-Glukan’mn karacigerde ki Mn-SOD aktivitesi

iizerindeki karsilastirmah etkileri

Mn-SOD Aktivitesi (IU/mg Protein/ml)

10,000

e

9,000

/

8,000

/ —./I

7,000

—e— Konrol

6,000
5,000 -
4,000 -
3,000 -
2,000 -

Aktivite

—=— (3-Glukan
B-Glukan+Asp

1,000

0,000

6 12 24 48

Enjeksiyondan sonra siire (Saat)

Sekil 4.4. Kontrol gruplarinda ve ayr1 ayr1 B-glukan+aspirin ve -glukan
verilmis farelerde Mn-SOD aktivitesinin zamana bagli degisimi.

Mn-SOD Aktivitesi (lU/mg Protein/ml)

12,000

10,000

e

8,000

m - —e— Konrol
—— Aspirin

6,000
4,000 -
2,000 -

Aktivite

—a— (3-Glukan+Asp

0,000

6 12 24 48

Enjeksiyondan sonra siire (Saat)

Sekil 4.5. Kontrol gruplarinda ve ayr1 ayr B-glukan+aspirin ve aspirin
verilmis farelerde Mn-SOD aktivitesinin zamana bagli degisimi
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Mn-SOD Aktivitesi (lU/mg Protein/ml)

12,000

10,000 /’//7443
3 8,000 — /‘ —e—Konrol
b= ¥ g
é 6,000 —=— B-Glukan
< 4,000 —4&— Aspirin

2,000

0,000

6 12 24 48

Enjeksiyondan sonra siire (Saat)

Sekil 4.6. Kontrol gruplarinda ve ayr1 ayri aspirin ve B-glukan verilmis farelerde
Mn-SOD aktivitesinin zamana bagl degisimi

Mn-SOD Aktivitesi (IlU/mg Protein/ml)
12,000
10,000
o 8,000 1 —e— Konrol
2 6,000 —#—B-Glukan
f:‘ —&— Aspirin
4,000 —=— (3-Glukan+Asp
2,000 -
0,000
6 12 24 48
Enjeksiyondan sonra siire (Saat)

Sekil 4.7. Kontrol gruplarinda ve ayr1 ayr1 aspirin, -glukan ve B-glukan+asp
verilmis farelerde Mn-SOD aktivitesinin zamana bagli degisimi.
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Bu calismada kullanilan aspirinin, B-glukanin ve aspirin+f-glukanin karacigerde
ki Mn-SOD aktivitesi tizerindeki etkileri Sekil 4.4., Sekil4.5., Sekil 4.6. ve Sekil 4.7. de
karsilastirmali olarak gdsterilmistir.

B-glukanin ve B-glukan+aspirinin karacigerdeki Mn-SOD aktivitesi lizerine
etkileri karsilagtirlldiginda Sekil 4.4.’de goriilebilecegi gibi 6. saate B-glukan, B-
glukan+aspirine oranla daha yiiksek bir inhibisyon orani gostermistir. Buna karsin 12.
saatte bu etki tersine donmiis ve B-glukan+aspirin, B-glukana oranla daha yiiksek bir
inhibisyon gostermistir. 24. ve 48. saatlerde, 6. saate benzer sekilde B-glukan, -
glukan-+aspirine oranla daha yiiksek bir inhibisyon oran1 gostermistir.

Aspirin ve B-glukan+aspirinin karacigerdeki Mn-SOD aktivitesi iizerine etkileri
karsilastirildiginda Sekil 4.5.’de goriilebilecegi gibi 6. saate aspirin B-glukan+aspirine
oranla daha yiliksek bir inhibisyon orani gdstermistir. Buna karsin 12. saatte [-
glukan-+aspirine oranla daha yiiksek bir inhibisyon oran1 géstermistir ve bu oran 24. ve
48. saatlerde artarak devem etmistir.

Aspirin ve B-glukanin karacigerdeki Mn-SOD aktivitesi iizerine etkileri
karsilastirildiginda, Sekil 4.6.’da goriilebilecegi gibi 6. ve 12. saatler de aspirin B-
glukana oranla daha yiiksek bir inhibisyon etkisi gostermistir. 24. ve 48. saatlerde
inhibisyon etkisi tersine donmiis ve B-glukan aspirine oranla daha fazla inhibisyon
gostermistir.

Tablo 4.1. de aspirin, B-glukan ve aspirint+f-glukan verilmis farelerin
karacigerlerindeki mitokondrial Mn-SOD aktivitelerinin zamana bagli degisimi toplu

olarak gosterilmektedir.

Tablo 4.1. Aspirin, B-Glukan ve Aspirin+B-Glukan verilmis farelerin karacigerlerindeki
Mn-SOD aktivitelerinin zamana bagli degisimi.

Saat Kontrol Aspirin B-Glukan Asp+ B-Glukan
6 7,52+ 2,782 6,402 £2,97 6,69 + 2.5 7,045 £2,78
12 8,48 +£3.,7 6,48 £2,61 5,11 +£1,54 6,2+ 1,99
24 9,1 +1,05 8,63 £0,245 6,95+ 0,8 7,46 + 2,56
48 944 +1,5 9,82 £0,11 7,76 £2,56 8,1=+1,5

! Mn-SOD Aktivitesi (IU/mg protein/ml)
2 Standart sapma
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5. TARTISMA ve SONUC

Serbest radikaller dis orbitallerinde (atomik veya molekiiler) eslesmemis
elektronlar bulunduran kimyasal tiirlerdir (Rozantsev ve ark., 2001). Insan viicudunda
bulunan biitiin hiicrelere hicbir zorlukla karsilasmadan giren ve en ¢ok kullanilma
ozelligine sahip olan molekiiler oksijen (O;) yapisi itibari ile radikal olmaya ¢ok uygun
oldugundan serbest radikal denilince aslinda serbest oksijen radikalleri, daha genel bir
tabir ile reaktif oksijen tiirleri akla gelmektedir (Akyol, 2004).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) hiicresel hasarlardan sorumlu ana etmendir. Aktif
oksijen tiirlerinin ve serbest radikallerin lipid peroksidasyonu, protein modifikasyonu,
enzim inaktivasyonu, DNA zincir kiriklar1 ve baz modifikasyonlarini uyardiklar1 ve
oksidatif hasara neden olduklar1 gosterilmistir (Camougrand, 2001).Organizmalar
evrimleri sliresince bu serbest radikalleri in aktive etme zorunlulugu ile yiiz yiize
gelmiglerdir. Bu nedenle kendilerini oksidatif ataklardan korumak icin cesitli yollar
gelistirmiglerdir. Bu defans mekanizmalar1 siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon
peroksidaz gibi ¢esitli antioksidan enzimleri igerir (Leutner ve ark.,2001).

Mitokondriler reaktif oksijen tiirleri i¢in (ROS) temel iiretim yerleridir. Bununla
birlikte oksigenazlar, peroksidazlar ve oksidazlar gibi sitosolde bulunan bir dizi enzim
az miktarda ROS {iretirler. Normal metabolik faaliyetler esnasinda iiretilen siiperoksit
anyonlarinin  %95’inden fazlasinin mitokondri zar1 igerisindeki elektron transport
zincirinde tretildigi tahmin edilmektedir (Bohr ve ark., 2002). Bu nedenle ¢alismamizda
antioksidan aktivitenin gozlenmesi i¢in Ozellikle mitokondrilerde bulunan Mn-SOD
enzim aktivitesine bakilmistir.

Hiicrelerde, oksidanlari inaktif hale getirerek, oksidatif hasar1 6nleyen, yok eden
veya kismen azaltan maddelere antioksidanlar adi verilmektedir. Aspirin ve B-1,3-
glukan bilinen 6nemli antioksidanlardir. Bu ¢alismada aspirin ve B-1,3-glukan’in igsel
oksidatif stres tlizerine antioksidan etkileri, mitokondrial Mn-SOD aktivitesi biomarker
olarak kullanilarak, gézlenmistir.

Bugiine kadar aspirinin antioksidan aktivitesine yonelik c¢esitli ¢alismalar
yapilmistir:

Eren (1997) ve Diraman (1994)’in yapmis olduklar1 g¢aligmalarda aspirinin

Benzo-a Pyrene Hidroksilaz aktivitesini inhibe ettigini belirlemislerdir.
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Bu sonuca benzer bigimde; Cai ve ark. (1995) fareler iizerinde hepatik oksidatif
stres ve savunmada aspirin etkisini aragtirmiglar ve aspirinin siiperoksit dismutaz
aktivitesini inhibe ettigini rapor etmislerdir.

Shi ve ark., (1999) ESR (Elektron Spin Rezonans) ile yaptiklar1 caligmada
aspirinin hidroksil radikali siipiiriicii etkisi ile antioksidan o6zellik gosterdigini
belirtmistir. Ayrica bu etkisinin askorbat, glutatyon ve sistein gibi bir ¢ok iyi bilinen
antioksidandan daha iyi oldugunu ortaya koymuslardir.

Cakir (1997), yaptigt calismada aspirin etkisi ile siliperoksit dismutaz
aktivitesinin karacigerde inhibe edildigi ve bu inhibisyonun o6zellikle enjeksiyonu
izleyen 24. saatte maksimum diizeye ulagtigin1 belirtmistir.

Akbal (2002), yaptig1 ¢alismada aspirinin Mn-SOD aktivitesini 2. saatte diisiik
diizeyde aktive ettigini gézlemlemis, 4. saatten itibaren inhibisyona neden oldugunu
belirlemistir. Ayrica maksimum inhibisyonu 12. saatte gézlemledigini ifade etmistir.

Yaptigimiz c¢aligmada Sekil 4.2°den goriilebilecegi gibi, aspirinin Mn-SOD
tizerindeki inhibisyon etkisi 6. saatten itibaren diisiik bir seviyede baslatmistir, 12. saatte
inhibisyon etkisi maksimum seviyesine ulasmistir. Bu saatten sonra inhibisyon etkisi
azalmis ve 48. saatte inhibisyon durmus aktivasyon baslamistir.

Buradan da goriilebilecegi gibi bu calisma neticesinde elde edilen sonuglar
belirtilen literatiir ile uygunluk gostermektedir.

Yaptigimiz ¢alismada Sekil 4.1°den goriilebilecegi gibi, B-D-glukanin Mn-SOD
tizerindeki inhibisyon etkisi 6. saatte diisilk bir oranla baslamis, bu oran 24. saatte
maksimum seviyesine ulagsmistir. Bu saatten sonra -D-glukanin inhibisyon etkisinde
azalma gozlenmistir.

Bu caligmada ayrica antioksidan Ozellikleri bilinen aspirin ve B-D-glukanin
birlikte Mn-SOD aktivitesi lizerinde gerceklestirdikleri etkiyede bakilmistir. Sekil
4.3.den goriilebilecegi gibi aspirin+f3-D-glukanin Mn-SOD aktivitesi iizerine inhibisyon
etkisi 6. saatte diisiik bir seviyede baglamistir. Inhibisyon etkisi 12. saatte maksimum
seviyesine ulagmistir, bu saatten sonra bu etki azalmistir ve 48. saatte minimum
seviyeye ulasmistir.

Bu c¢alismadan elde edilen sonuglar aspirinin ve B-D-glukanin daha once
yapilmis calismalarda da belirtildigi gibi kuvvetli birer antioksidan oldugunu ortaya

koymustur. Yaglanmaya mitokondri i¢ zarinda meydana gelen serbest radikaller
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vasitasiyla olusan lipid peroksidasyonu ve mitokondrial DNA hasar1 gibi bir ¢ok
hiicresel hasarin sebep oldugu diisiiniilmektedir (Ashok ve ark., 1999). Dolayisiyla
yaptigimiz ¢alismada elde etti§imiz sonuglar antioksidan 6zelliklerini gozlemledigimiz
B-D-Glukan ve aspirinin yaslanma siirecini geciktirebilecegini ortaya koymaktadir.

Bu bilgiler 15181nda, gerek aspirin, gerek B-glukan ile ilgili olarak, yeni yapilmasi
planlanan molekiiler diizeydeki ¢aligmalarla, etki mekanizmalarinin tam olarak ortaya

cikarilabilecegine inaniyoruz.
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