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OZET
YUKSEK LISANS TEZi

7,12-DIMETIL BENZ[AJANTRASEN VERILEN RATLARIN LiPID BILESENLERI
UZERINE TROLOX VE HIDROKINON’UN ETKISI

Mustafa GONDUZ

Firat Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Kimya Anabilim Dal1
2002, Sayfa: 57

Bu ¢alismanin amaci kanserojen bir madde olan 7,12-Dimetilbenz [a] antrasen
verilen ratlarin doymus ve doymamus yag asitleri {izerine Trolox (Vitamin E analogu)
ve Hidrokinonun etkisini aragtirmaktir. Biitiin dokulardaki 20:4 (arasidonik asit)ve 22:6
(dokosahegzaenoik asit) yag asitlerinin oranlar1 kontrol grubuna gére DMBA grubunda
onemli dlglide azalmistr. 20:4 ve 22:6 doymamis yag asitlerinin beyin dokusundaki
yiizdesi DMBA+Trolox grubuyla karsilastirildiginda DMBA grubunda azalirken,
18:1(oleik asit) yag asidi artmustir. 18:0 (stearik asit), 20:4, 22:6 ve toplam PUFA’larin
(¢oklu doymamis yag asitleri) karaciger dokusundaki yiizdesi DMBA+Trolox grubuyla
karsilastirildiginda DMBA grubunda azalirken, 18:1 ve 18:2 (linoleik asit) yag asitleri
artmgtir. 20:4, 22:6 ve toplam PUFA yag asitlerinin kas dokusundaki yiizdesi
DMBA+Trolox grubu ile karsilastinldiginda DMBA grubunda azalmugstir.

Sonug olarak, intrapritonal olarak verilen troloxun beyin, karaciger ve kas

dokusu PUFA’lan tizerine koruyuculuk 6zelligi gézlenmistir.

Anahtar kelimeler: Trolox, Hidrokinon, 7,12-Dimetilbenz[a]antrasen, Serbest Radikal,
Antioksidan, Lipid peroksidasyonu, Coklu Doymamis Yag Asitleri
(PUFA), Rat,

oN



ABSTRACT
MASTER THESIS

EFFECT OF TROLOX AND HYDROQUINONE ON LIPID SPECIES OF RATS
GIVEN 7,12-DIMETHYLBENZ[AJANTRACENE

Mustafa GONDUZ

Firat University
Graduate School of Natural and Applied Sciencies
Departman of Chemistry
2002, Page: 57

The aim of this work was to determine the effects of trolox (watér-soluble
vitamin E analogue) and hydroquinone on saturated and unsaturated fatty acids of rats
given 7,12-dimethylbenzfa]antracene, which a carcinogenic subctance (DMBA).The
proportion of 20:4 (arachidonic acide) and 22:6 (docosahexaenoic acide) in all tissues
were significantly decreased in the DMBA group as compared to the control group. The
level of 20:4 and 22:6 unsaturated fatty acids were reduced in the DMBA group and
18:1 (oleic acide) were high in same group as compared to DMBA+Trolox in brain
tissues. The level of 18:0 (stearic acide), 20:4, 22:6 and total PUFA fatty acids were
reduced in the DMBA group and 18:1 and 18:2 (linoleic acide) were high in same group
as compared to DMBA+Trolox in liver tissues. The level of 20:4, 22:6 and total PUFA
fatty acids were reduced in the DMBA group as compared to DMBA+Trolox in muscle
tissues.

In conclusion, the protective effect of intraperitoneally administrated trolox on

the polyunsature fatty acids (PUFAs) of brain, liver and muscle tissues was observed.

Key Word: Trolox, Hydroquinone, 7,12-Dimethylbenz[ajantracene, Free Radical,
Antioxidant, Lipid peroxidation, Polyunsature Fatty Acide (PUFA), Rat
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1.GIRIS

Serbest radikaller dig yériingelerinde bir veya daha fazla ortaklanmamus elektron
icerirler (Maestro, 1980). Hem organik hem de anorganik molekiiller halinde
bulunurlar. Serbest radikaller hiicredeki doymamis yag asitlerini, DNA molekiillerini ve
protein molekiillerindeki siilfhidril baglariyla reaksiyona girerek hiicre ve dokulara zarar
verirler (Machlin and Bendich, 1987). Radikallerin aktif olma &zelligi difizyon
mesafesiyle iligkilidir. Hidroksil radikali son derece yiiksek aktiflige sahip oldugundan
meydana geldigi hiicre boliimiinden daha uzafa diflizyona gerek kalmadan derhal
olustugu yerde reaksiyona girer. Hidrojen peroksit ise mitokondrial membranlar ve
plazma membranlarindan kolayca diffiize edilerek toksik etkisini agiga ¢iktif1 noktadan
daha uzak hiicre boliimlerinde gosterebilir (Yu, 1994; Dormandy, 1980). Serbest
radikaller hiicrenin tiim fonksiyonlarinda olusabilme 6zelligindedir. Radikal olusumu
hiicre tiplerine goére degisiklik gdstermesine ragmen tlim aerobik hiicrelerde belirli
diizeylerde radikal olugmaktadir (Nohn ve dig.,1981). Bunun diginda organik
maddelerin havada c¢iiriimesi, plastiklerin iglenmesi, 1s1, agir egzersiz, inflamasyon,
radyasyon, hava kirliligi, sigara, pestisitler, kanserojen maddeler ve ilag¢ kullanma gibi
etkiler de serbest radikal olusumunu baslatabilir (Dergel, 1992).

Viicudumuzu olusturan her hiicrede serbest radikallere karsi, stiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon rediiktaz
(GSH-RED) vb. gibi enzimlerden olusan savunma mekanizmalar1 vardir. Bunun
yaninda A, E, C ve lipoik asit gibi antioksidan vitaminlerden olusan yardimec: savunma
mekanizmalari bulunur. Fakat bu savunma mekanizmalan kirli hava, sigara, radyasyon
gibi faktorlerle beraber dig ve i¢ faktdrlerin yaninda yétersiz kalmakta ve bunun
sonucunda olusan serbest radikaller kanser, diyabet, ateroskleroz, akciger rahatsizliklar,
kas ve g6z hastaliklan ve daha birgok organda dejeneratif rahatsizliklar
olusturabilmektedir.

Genel olarak oksidan tiirlerin olusturdugu oksidatif hasar, oksidan-antioksidan
dengesinin peroksidasyon yoniinde degismesiyle meydan gelir (Dergel, 1992).

Vitamin E analogu olan Trolox bugiin antioksidanlarla ilgili ¢alismalarda
standart olarak kullanilmaktadir. Giiglii bir antioksidan 6zellik gosterir ve hiicreyi korur.

Lipit peroksidasyonunu &nler. Elektron transportu zincirinde gorev alan hidrokinonda



N

ATP iiretiminde gbrev alir ve mitokondrial zarlardan elektron kagagim &nler. Ayrica
gida maddelerine antioksidan olarak eklenmektedir. Bunun yaminda plastik sanayiinde
ve fotografeilikta kullanilir.



2.GENEL BILGILER

Atom yapisi, bir ¢ekirdek ve gevresinde bulunan degisik sayida elektronlardan
olusmaktadir. Enerji diizeylerine gore belirli bir diizeyde yerlesen elektronlar, orbital
ad1 verilen yoriingelerde hareket etmektedirler. Her orbitalde yerlesik iki elektron,
birbirine zit yénde kendi ekseni etrafinda donmektedir. Buna uygun olarak her bir
orbitale bir tane aym yonde donen elektron yerlesmekte ve atom numarasina gore
sayilar artan ayn: sira ile ters yonde donecek sekilde orbitale yerlesmektedir.

Oksijen atomunun atom numarast 8, elektron sayisim vermektedir. Oksijen
molekiiliindeki aym1 yonde donen iki elektrona sahip 2p orbitali 6nem tagimaktadir. Bu
orbitallerden herhangi birindeki elektron bir orbitalden digerine gegtiginde veya farkh
orbitallerde farkli yonde dondiigiinde singlet oksijen olugsmaktadir. Orbitallerden birine
veya ikisine ters doniislii iki elektron yerlestirilmesi ile radikal elde edilmektedir (Onat
ve Emerk, 1997). Dogal oksijen molekiillindeki degisik sayida oksidan molekiilii
meydana gelmektedir ( Sekil 2.1.a, b).

Serbest radikaller, dig orbitalinde tek sayida ortaklanmamis elektron tastyan
elektrik yiikli veya yiiksliz olabilen atom veya molekiillerdir. Bu molekiiller
organizmada normal metabolik yolun isleyisi sirasinda olusabildigi gibi, ¢esitli dis
etkilerin etkisiyle de olusmaktadir. Bunlan ekzojen ve endojen faktorler olarak ikiye
ayiriyoruz. Ancak bu faktorler genellikle birlikte etkilidir.

Serbest radikal, oksidan molekiil veya en dogru adlandirma ile reaktif oksijen
partikiilleri, atomik veya molekiiler yapilarinda eslenmemis tek elektron iceren ve bu
nedenle reaktif 6zellik tasiyan molekiillerdir. Bunlar organik veya amorganik yapili
olabilirler. Stabil olmayip sisteme yogun bir kararsizlik veren yiikk dengesizliklerini
giderebilmek i¢in yani elektron konfigiirasyonlarim pozitif yiikle dengeleyebilmek i¢in
oldukga aktif bir yap1 Ozelligi gosterirler. Serbest radikaller baglica g sekilde
olusabilmektedir.

L.Bir molekiilii olusturan kovalent bagin kopmasi sonucu eslenmemis
elektronlardan her birinin ayn par¢ada kalmast ile meydana gelmektedir.

X:Y2>X'+Y°
2.Bir molekiiliin elektron kaybetmesi sonucu olugabilmektedir.

X2>X+¢



3.Bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi ile elde edilebilmektedir.
X +e 2> X"

OO 00

» 0 0O 0O O
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s ® O O @
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Sekil 2.1.(a) Oksijen atomunun orbital yapisi, (b) Oksijen molekiillerinden tilreyen oksidan

molekiilleri

Negatif yiiklii elektron sayisinin ¢ekirdekteki pozitif yiikld proton sayist ile esit
olmadidi molekiiller olduklan i¢in dayamkl olmayan serbest radikaller, elektron
konfigiirasyonlarimt pozitif yiikle dengelemeleri gerektiginden ¢ok reaktiftirler. Tek
elektronunu bir bagka molekiile verebilen bu radikaller, bir bagka molekiilden elektron
alarak elektron ¢ifti, olusturabilmektedirler. Sonugcta radikal olmayan bir yapi, radikal

sekline déniisebilmektedir



Serbest radikaller, gesitli patolojik durumlarin ortaya ¢ikmasinda rol oynarlar.
Bunlar; inflamasyon, karsinogenez, miyokard reperfiizyon hasan, sok, ateroskleroz,
diyabet, kas hastaliklari, akciger hastaliklari, karaciger hasari, beyin hasari, bébrek
hastaliklari, yaslanma ve prematiire dogumdur.

Hiicrede ve ekstraselliiler sivida sitotoksik. oksijen radikallerini zararsiz duruma
getirmeye c¢alisan savunma mekanizmalarn vardir. Bu mekanizmalarin baglicalan
sunlardir;

1. Reaktif oksijen radikallerini daha az toksik riinlere doniistiiren antioksidan
enzim sistemleri; stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz
(GSH-Px), glutatyon rediiktaz (GSH-RED) enzimleri,

2. Radikalleri yakalayip nétralize eden antioksidan maddeler Vitamin A, E, C
Ornek verilebilir.

Ayrnica indirgenmis glutatyon (GSH), iirik asit, B-karoten (provitamin-A), taurin
ve yiiksek molekiil agirhikli antioksidanlar olan mukus ve albiiminde bu gruba dahil
edilebilir.

Antioksidan vitaminler olan B-karoten, E vitamini ve C vitamini baz1 metabolik
olaylar sonucu olusan oksijen molekiillerinin aktivasyonunu engeller ve serbest

radikallerin dokulara verecegi zaran onleyerek kanser riskini azaltir.



sirasinda oksidorediiksiyon olaylarinin driinleri olan serbest oksijen radikallerinin
olugsmas: biyolojik bir bozukluk olarak degerlendirilmemelidir. Serbest radikaller diger
molekiillerle birleserek dis yoriingelerindeki elektron sayisimu ¢iftlestirmeye ve béylece
kararh bilegiklere donlismeye c¢aligirlar. Ancak hiperoksi, inflamasyon, iskemi,
radyasyon, antibiyotik tedavisi gibi baz1 hiicre metabolizmasimi etkileyen durumlarda
biiyiik oranda firetilen serbest oksijen radikalleri membranlar, enzimler, niikleik asitler
ve polisakkaritler tizerinde toksik etki yaparak ¢esitli doku hasarlarina neden
olmaktadir.

2.1.Serbest Oksijen Radikalleri ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Biyolojik sistemdeki en Onemli serbest radikaller, oksijenden olusan
radikallerdir. Serbest oksijen radikali biyokimyasinda anahtar rolii oynayan maddeler
oksijenin kendisi, stiperoksit, hidrojen peroksit, gegis metallerinin iyonlar1 ve hidroksil
radikalidir. Bunlardan ilk dordiiniin gesitli reaksiyonlar1 sonucu sonuncusu meydana
gelir (Sekil 2.2).

e e+2H" e+H*
02 ——— 02- — HzOz_* OH-

f J

H,O H,O

Sekil 2.2. Oksijen molekilliiniin suya indirgenmesi esnasinda serbest radikallerin olusumu

Metabolik olaylarin siralaniminda oksijen toplam dért elektron kabul edebilir.
Oksijene bir elektron eklenmesi siiperoksit anyonu, iki elektron eklenmesi su

olusumuna neden olur. (Sekil 2.2).

2.1.1.Siiperoksit Radikali (0,")

Hemen tiim aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi

sonucu, serbest siiperoksit radikal anyonu meydana gelir.

0, +e 20"



Siiperoksit bir serbest radikal olmakla birlikte kendisi direkt olarak asil zarardan
sorumlu degildir. Asil 6nemi, hidrojen peroksit kaynag: olmasi ve gegis metalleri
iyonlarinin indirgeyicisi olmasindan kaynaklanir.

Iki stiperoksit radikali birbiri ile etkileserek biri oksitlenirken digeri ise
indirgenir ve bdylece H,O, ve O, meydana gelir.

20;" +2H 2H;0; + O,

Siiperoksit radikallerinin ortamdan temizlendigi bu tepkimeye dismutasyon
tepkimesi denir. Bu spontan olabilecegi gibi, siiperoksit dismutaz enzimi vasitasiyla da

katalize edilebilir.

2.1.2.Hidrojen Peroksit (H20>)
Molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi veya

sliperoksitin bir elektron almasi sonucu peroksit olusur. Peroksit molekiilii iki hidrojen
molekiiliiyle birleserek hidrojen peroksidi (H;O,) meydana getirir. Hidrojen peroksit
membranlardan kolayca gegebilen, uzun 6miirli bir oksidandir.

0;" + ¢ +2H" 2H,0,

0; +2¢ +2H" > H,0;

Ancak biyolojik sistemlerde Hidrojen peroksidin asil {retimi sliperoksitin
dismutasyonu ile olur. Iki siiperoksit molekilii iki proton alarak hidrojen peroksit ve
molekiiler oksijen olustururlar. Reaksiyon sonucu radikal olmayan {irlinler meydana
geldiginden bu bir dismutasyon reaksiyonu olarak bilinir.

20, +2H' 2H;0; + O

Hidrojen peroksit serbest bir radikal olmadig: halde reaktif oksijen tlirleri i¢ine
girer ve serbest radikal biyokimyasinda onemli rol oynar. Clinkii siiperoksit ile
reaksiyona girerek, en reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil
radikali olusturmak {izere kolaylikla yikilabilir.

H,0;+ 0, >O0H’ + OH + 0, _

Bu reaksiyona Haber-Weiss reaksiyonu adi verilir. Haber-Weiss reaksiyonu ya

katalizor varhiginda yada katalizorsiiz cereyan eder.



2.1.3.Hidroksil Radikali (OH")

Hidroksil radikali, hidrojen peroksidin gecis metalleri varliginda
indirgenmesiyle ( Fenton reaksiyonu ile ) meydana gelir. Suyun yiiksek enerjili iyonize
edici radyasyona maruz kalmasi sonucunda da hidroksil radikali olusur.

H-O-H->H +O0H

Oksijen radikalleri arasinda en reaktif olani, bu nedenle de en toksik etkili olani
hidroksil radikalidir. OH" radikali {iretildigi yerde hemen her molekiille tepkimeye
girebilir ve radikal tepkimelerini baslatabilir. Yarilanma &miirleri ¢cok kisadir. Haber-
Weiss tepkimesi ile hidrojen peroksit ve oksijen radikallerinin tepkimesi sonucu bu
radikal olugmaktadir.

H,0; + 0, >0H" + OH + O,

Metaloprotein varlifinda ise aym tepkime gegis metalleri araciliftyla gergeklesir
ve Fenton tepkimesi olarak adlandirilir.

Fe*+ 0,™ > Fe2+ 0,
Fe'? + H,0, > Fe™ + OH" + OH"

2.1.4.Singlet Oksijen ('0,)
Singlet oksijen ('0y), ortaklanmams elektronu olmadig1 igin radikal olmayan
reaktif oksijen molekiiltidiir. Serbest radikal reaksiyonlar: sonucu meydana geldigi gibi

serbest radikal reaksiyonlarinin baglamasina da sebep olur.

Tablo 2.1. Reaktif oksijen tiirleri ve ortalama yan émiirleri

Molekiil formiilii Molekiiliin adi Yar1 8mrii (saniye)
OH’ Hidroksil radikali Lexp-9
RO’ Alkoksil radikali Lexp-6
ROO’ Peroksit radikali 7
H,0, Hidrojen peroksit Enzimatik
0,” Siiperoksit anyonu Enzimatik
'0, Singlet oksijeni Lexp-6
Q° Semikinon Giinler
NO* Nitrik oksit 1-10
ONOO' Peroksinitrit 0.05-1




2.2. Serbest Radikallerin Olusumu
Serbest radikaller yapilarinda bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron ihtiva

eden molekiillerdir. Bunlar normal veya patolojik metabolizma sonucu olusur.
Ozelliklerinden bir tanesi de kisa émiirlii olmalaridir. Bir digeri ise, radikal olmayan
maddeler ile reaksiyona girerek yeni radikaller olusturmalan ve zincir reaksiyon
baglatabilmeleridir.

Elektron alabilen molekiiller, 6rnegin molekiiler oksijen radikallerle kolaylikla
reaksiyona girer ve OFR (oksijen serbest radikalleri ) olustururlar. Bu da molekiiler
oksijenin bulundugu ortamda OFR hiicresel serbest radikal reaksiyonlarnin primer
baglaticisi oldugunun izahidir.

e e e

0; > 0y 2> H;0, > OH’

Birinci € siiperoksit radikalini olusturur ki bu da % 1-2 oranindadir. Siiperoksit
radikalinin reaktivitesi ve toksisitesi az olmasina kargin hiicrede ikinci haberci olarak
fonksiyonu oldugu gdsterilmistir. Siiperoksit dismutasyonu sonucu hidrojen peroksit
olusur. Bu reaksiyon spontan ve siiperoksit dismutaz katalizérliigiinde gerceklesir.
Hidrojen peroksit fenton fazlar reaksiyonuna katihr. Cu’ veya Fe™ gibi metal
iyonlartyla hidroksil radikali olusturur ki radikaller arasinda en toksik olanidir.

Bunlardan bagka hiicrede oksidatif hasar yapabilen organik radikallerde vardir.
Metal iyonlarimn mevcudiyetinde oksidanlar lipit peroksidasyonu baslatir ki bunun
sonucunda ¢esitli mutajenler ve kanserojenler olusur. Sindirim sistemi de lipitlerden
tiireyen bu karsinom genlerin etkisi altindadir. Yag asidi hidroperoksitleri, kolesterol ve
yag asidi epoksitleri, kolesterol hidroperoksitleri, endoperoksitler, enol ve diger aldehit
tiirevleri, alkoksil, hidroperoksit radikalleri reaktif oksijen bilesikleri bunlarin arasinda

sayilabilir.

2.3. Serbest Radikallerin Biyolojik Kaynaklar:

Aerobik organizmalar igin serbest radikallérin baslica kaynadi oksijendir.
Normal metabolizma da molekiiler oksijenin % 98 i oksidaz yoluyla suya indirgenirken
kalan1 oksigenez yoluyla potansiyel olarak toksik reaktif tlirlere doniistir.

Oksijenin bir elektron alarak rediiksiyonu ve aerobik hiicrelerin enzimatik

oksidasyonu sirasinda negatif yliklii bir ara {irlin olan, orbitalinde ¢iftlesmemis elektron
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¢ifti iceren siiperoksit anyon radikali agifa ¢ikar. Sitoplazmadaki oksijenin baglica
kaynagi endoplazmik retikulumdaki sitokrom P450 sistemidir. Cok toksik etkili
olmayan siiperoksit radikali asil etkisini daha gii¢lii oksijen metabolitlerinin agiga
¢ikmasina yol agarak gosterir.

Hidrojen peroksit ise serbest radikal degildir. Ancak yiiksek konsantrasyonlarda
giiclii oksijen radikallerinin ortaya ¢ikmasina yol agarak toksik etki gosterebilir.

Oksijenin protonlanmasiyla da hidroperoksil (HO,") radikali olugur. Bu radikalin
herhangi bir biyolojik sistemde sitotoksik etkisi kamtlanmamasina ragmen biyolojik
membranlann kolayca gegebilmesi ve yag asitleriyle direkt etkilesime girebilmesi
yoniinden 6nemlidir.

Diger bir fizyolojik serbest radikal nitrik oksittir (NO®). Kan basincim
diizenleme ve hiicreler arasi sinyal olusumu gibi yararli fonksiyonlarinin yam sira fazla
NO® toksik etkili olabilir. NO® septik sok olusumunda onemli bir doku hasar
mekanizmasidr.

Hiicrede zara bagh veya serbest olarak bulunan degisik enzimlerin etkisi ile de
serbest radikaller olugmaktadir. Bu olusum;

a. Mitokondrideki ETS zinciri reaksiyonlarimi,

b. Endoplazmik retikulumdaki karma fonksiyonlu oksidaz sistemini,

c. Ksantin oksidaz, dopamin B-hidroksilaz, D-amino asit oksidaz gibi enzimlerin
etkinligini,

d. Hiicre zincirine bagli NADPH oksidaz, prostaglandin sentez ve lipoksigenazlarin
etkinligini,

e. Peroksizomlarda ve lizozomlardaki metabolik olaylar1 kapsamaktadir.

Izole edilmis mitokondrilerde yapilan galismalarda organizmamn temel radikal
kaynaginin i¢ membranlarda yerlesen solunum zinciri oldugu anlagilmigtir. Normal
stiperoksit ve hidrojen peroksit yapimi mitokondrial oksijen sarfimin yaklagik % 1-2
kadarim olusturmaktadir. ,

Peroksizomlar hidrojen peroksidin hiicredeki en Onemli kaynaZidur.
Peroksizomlarda bulunan D-amino asit oksidaz 1-a-hidroksi asit oksidaz enzimleri
hidrojen peroksit agia ¢ikarici 6zellige sahiptirler.

Coziinebilir 6zelligi olan ve nétral sivi ortamda oksidorediiksiyon

reaksiyonlarina girebilen hiicre bilesenlerinin ¢ogu serbest radikalleri agiga g¢ikarr.
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Tiyoller, hidrokinonlar, kategolaminler, flavinler ve tetrahidroproteinler bu gruba
dahildirler.

Tabii kaynaklar diginda serbest radikaller, endiistriyel islemler sirasinda da
olugmaktadir. Organik maddelerin havada glirimesi, plastiklerin islenmesi, boyalarin
. kurumas: sirasinda serbest radikaller olugmaktadir. Ayrica 1s1, afir egzersiz, radyasyon,
hava kirliligi, sigara, pestisitler, karsinojenler, asbestos, fenobarbitat, baz1 kanser

ilaglar, diyet yaglar gibi birgok faktor radikal olusumunu bagslatabilir.

Tablo 2.2. Serbest Radikal Kaynaklar

Biyolojik kaynaklar Hiicre igi kaynaklar
Aktive olmus fagositler Kiigitk molekiillerin otooksidasyonu
Kemoterapotik ilaglar Enzim ve proteinler
Radyasyon Mitokondriyel elektron transportu
Alkol ve uyusturucu maddeler Endoplazmik retikulum ve nilkleer membran
Cevresel ajanlar elektron transport sistemleri (sitokrom p-450)
Stres (Katelosamin dlizeyini artirir) Peroksizomlar
Plazma membrani
Oksidatif stres olusturan durumlar:

2.4.Serbest Radikallerin Reaksiyonlar: ve Etkileri
Iki serbest radikal karsilastiginda eslesmemis elektronlan birlestirerek bir

kovalent bag olugturur. Bu sekilde stiperoksit ve nitrikoksit ¢ok hizl reaksiyona girer.
0,™ + NO°® 2 ONOO- (peroksinitril)

Fizyolojik pH’da peroksinitril direkt olarak proteinlerde hasar olusturur ve
nitronyum iyonu, nitrojen dioksit gazi, ve hidrojen peroksit gibi toksik etkili bilesiklere
pargalanir. Bu sekilde fazla nitrik oksitin toksisitesi oksijen ile etkilesimine baghdir.

Bir. radikalin radikal olmayan bagka bir madde ile reaksiyona girmesine serbest
‘radikal zincir reaksiyonu denir ve yeni radikaller olugur.

Serbest radikal zincir reaksiyonlar1 atom transferini igerir. Yag asitleri ve
aromatik halkalarda oldugu gibi doymamis baglara radikal eklenmesi de hiicre iginde
gerceklesen diger bir radikal reaksiyonudur.

Cesitli patolojik durumlarda normalden fazla miktarda serbest oksijen radikali
olusmasiyla veya organizmanin antioksidan sisteminin yetersiz kalmasiyla artan serbest
radikaller, hiicrenin gesitli bilesenleri ve hiicre dis1 makromolekiiller ile etkileserek
hiicrede yapisal ve fonksiyonel bozukluga neden olurlar. Oksijen radikallerinden

etkilenebilecek baslica viicut kimyasal maddeleri arasinda proteinler, nérotransmitterler,




niikleik asitler, DNA ve hiicre membranlaninin baslica bilesenleri olan yag asitleri
bulunmaktadir.

Serbest radikallerin proteinleri etkileme derecesi amino asit kompozisyonlarina
baghdir. Protein hiicre lokalizasyonuna ve radikalin toksisite giicline gdre protein
harabiyetinin boyutlan degisir. Stlfir iceren molekiillerin serbest radikallere duyarlihig:
daha fazladir. Sistin, histidin, methionin, triptofan ve tirozin igeren proteinler
oksidanlara kars1 en duyarh olanlardir. Serbest radikaller amino asitlerin oksidasyonu
yamnda peptit baglarimn hidrolizine, disiilfit baglarmin olusumuna ve ¢apraz
baglanmalara yol agabilirler.

Enzimler fonksiyon kaybina wugrayabilirler. Ca-ATPaz ve Na-K-ATPaz
enzimlerinin tiyol gruplarmn oksidasyonu aktive kaybina neden olur. Hiicre igi ve dist
iyon dagilimi bozulur. Serbest radikaller glutamin sentetaz, piriivat kinaz, kreatin kinaz,
LDH (diisiik dansiteli lipoprotein) gibi enzimlerde de aktivite kaybi ve buna bagh
metabolik fonksiyonel bozukluklara yol agarlar.

Serbest radikaller a-1-antitripsin ve a-2-makroglobin gibi hiicre dis1 proteinlerde
de aktivite kayb1 sonucu doku hasarina yol agarlar. Serbest radikallerin olusturdugu
harabiyetten en ¢ok etkilenen hiicre dig1 doku bilesenleri kollagen hyaluronik asittir.
Kollagen, siiperoksit radikalinin jelasyonu engellemesi sonucu tahrip olur.

Notrofiller ve diger aktivite olmus fagositik hiicreler bakterileri 6ldiirmek iizere
oksijen radikalleri tiretirler. Bu radikaller enfeksiyona bagl doku hasarinda rol oynarlar.
Notrofilleri enfeksiyon veya doku hasar olan bdlgeye yonlendirilen kemotaktik madde
tiretmek igin plazma faktoriiyle reaksiyona giren serbest radikaller akut inflamatuar
cevabin olugumunda etkilidirler.

Serbest radikallerin hiicre ¢ekirdeginde ve DNA’ da etkileri genotoksik ve
mutajenik degisikliklere yol acar. DNA’ ya yakin bir yerde hidroksil radikali olusumu
piirin ve primidinlerin modifikasyonuna veya DNA ipliklerinin kirilmasina neden olur.
Serbest radikaller DNA polimeraz1 inhibe ederler. Oksijen radikallerinin kansere primer
etkisinin tiimoriin ilerleyici basamaginda oldugu, baslangi¢ ve ilerleme basamaginda
etkinin kismen daha az oldugu bildirilmistir. Oksijen ve hidrojen peroksit, DNA ve
kromozom kirilmasim onkogen aktivasyonuna sebep olduklan igin karsinogeneziste
Onemlidir.

OERETIM KURULD
1.C. YORSEK N MERKEZ
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T-lenfositleri genelde serbest radikal saldirisina kars1 daha hassastirlar. In vitro
deneylerde serbest oksijen radikallerinin, T-supressér hiicreleri igin, T-helper
hiicrelerine gére daha sitotoksik olduklari gésterilmistir. Bu bulgular serbest radikal
reaksiyonlarinin, immiin supressér hiicrelerinin otoimmiin reaksiyonlarn kontrol
etmelerini engelleyebilecekleri tarzindaki goriisii desteklemektedir.

Hidroksil radikalleri ters baglanma yolu ile siklooksigenaz enzimini inhibe
ederek prostaglandin o}usum zincirini bozarlar.

Stres iilseri, etanol, nonsteroid antiinflamatuar ilaglara bagh mide mukoza
hasarinin olusumundaki fakt6rierden biri serbest oksijen radikalleridir.

Serbest radikaller potansiyel sitotoksik mekanizma ile iligkilidirler. Serbest
radikallerin kan damarlarinda kasici etkisi vardur.

Oksijen kaynakli serbest radikaller egzersiz metabolizmasina bagli olarak da
artig gosterebilirler. Egzersizler stire ve siddetlerine gére metabolik hizi1 artirarak serbest
radikal olusum hizim1 savunma mekanizmalarinin kapasitelerini asan oranlarda
artirabilirler. Serbest radikal olusum hizi, dokularin oksijen kullammu ile paraleldir.
Egzersizin ubisemikinon ve sliperoksit dolanimimi hizlandirarak siiperoksit seviyesinde

artisa yol agtig1 bilinmektedir.

2.4.1.0ksijen Radikallerinin Biyolojik Sistemdeki Etkileri
Serbest radikallerin etkileri sonucu asagidaki hiicre boliimlerinde degisik

hasarlar ortaya ¢ikmaktadir.

2.4.1.1.Membran Lipitlerine Etkileri (Lipit Peroksidasyonu)

Lipit peroksidasyonu, membranlarda bulunan Kkolesterol ve yag asitlerinin
doymamus baglarimin, serbest radikallerle reaksiyona girerek peroksidasyon iiriinleri
olan peroksitler, alkoller, aldehitler, yag asitleri etan ve pentan gibi iiriinlere
yikilmasidir. Lipit peroksidasyonu, baslangi¢, ilerleme ve bitis reaksiyonlarim
kapsamaktadir.
a.Baslama : Peroksidasyon serbest radikallerin boliansaﬁire yag asitlerinin yan
zincirindeki a-metilen gruplarindan hidrojen atomunu ¢ikarmak igin yaptiklan atakla
baslar. Demir ve bakir gibi eslesmemis elektronlara sahip olan gegis metal iyonlarmin

varli1 peroksidasyonun baglamasi i¢in gereklidir.
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Serbest radikal etkisiyle yag asidi zincirinden hidrojen atomunun uzaklagmasi,
yag asit zincirinin radikal haline doniigmesine neden olmaktadir. Olusan bu lipit radikal
(L*) dayamksiz bir bilesik olup molekiil igi ¢ift bag aktarilmasi sonucunda dien
konjugatlarina doniismektedir. Daha sonra molekiiller oksijenin katilmasi ile lipit
peroksit (LOO®) radikali olugmaktadir.

RH - R’ (Serbest radikal) R°*+LH-> L +RH
b.Yayilmas1 : Bu peroksi radikali diger bir peroksi radikaliyle birlesebilir ya da
membran proteinleriyle etkilesebilir. Fakat en Onemlisi, peroksi radikallerinin
membrandaki komsu yan zincirlerden hidrojen atomlarim ¢ikarabilmeleri ve
peroksidatif zincir reaksiyonunu yaymalandir. Bfylece yan zincirlerden hidrojen
atomunun ¢ikarilmasiyla her defasinda lipit hidroperoksitleri (LOOH) ve yeni bir lipit
radikali olusmaktadir. Peroksidasyon bir kere basladiktan sonra otokatalitik olarak
yayilabilmekte ve yiizlerce yag asit zinciri lipit hidroperoksitlerine gevrilmektedir.

L*+ 0, 2L0OO°

LOO®*+LH > LOOH +L°

LOOH + Fe? SL00’ + OH" + Fe* (zincir dallanmas)
c.Sonlanmas1 : Lipit peroksidasyonu lipit hidroperoksitlerin etan, pentan gibi
hidrokarbon gazlari, ROH, ROOH, RCHO ve RCOOH gruplarini igeren kisa zincirli
yag asitlerine d6niismesiyle sona ermektedir.

L+L-2L-L

LO; + LO, > Kararh iiriinler

LO; + L 2>LOOL

Lipit peroksidasyonu ya toplayici reaksiyonlarla sonlandirihr ya da otokatalitik
yayilma reaksiyonlariyla devam eder.

Lipitlerden aragidonik asit metabolizmasi sonucu serbest radikal iiretimine
enzimatik lipit peroksidasyonu denir. Diger radikallerin sebep oldugu lipit
peroksidasyonuna da nonenzimatik lipit peroksidasyonu denir. Lipit peroksitleri ve lipit
peroksi radikalleri serbest oksijen radikalleri gibi hiicrenin birgok komponenti ile
reaksiyona girerek membran permeabilitesini ve mikrovizkositesini etkilemekte,
hiicresel ve metabolik fonksiyonlar {izerinde toksik etkiler gstermektedirler.

Peroksidasyon sonucu olusan yag asidi hidroperoksitlerinin bagka bir toksik

etkisi de arasidonik asit metabolizmasinda goriilmektedir. Lipooksijenaz ve
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siklooksijenaz gibi mikrozomal ve plazma membranlartyla iliskili enzimlerin substrad:
olan arasidonik asit, prostaglandin, prostasiklin, tromboksan, lokotrien, gibi biyolojik
olarak aktif tiriinlere gevrilmektedir. Prostaglandin ve lokotrienlerin biyosentezinde ara
bilesikler olarak ortaya ¢ikan hidroperoksitler , prostasiklin ve tromboksan sentezinden
sorumlu sentez enzimlerini, farkli feed-back mekanizmalarla inhibe etmektedirler.
Yiiksek lipit peroksit seviyeli, prostasiklin sentezini gli¢lii sekilde inhibe edeceginden
aragidonik asit metabolizmasi tromboksan sentezine dofru yeniden diizenlenecektir.
Boylece nétrofil sitimiilasyonu, siiperoksit anyon iretimi ve trombositlerin agregasyonu
diizenlenebilmektedir.

Peroksidasyonda olusan malondialdehit membran komponentlerinin ¢apraz
baglanma ve polimerizasyonuna neden olur. Bu da deformasyon, iyon transportu, enzim
aktivitesi ve hiicre yiizeyi bilesenlerinin agresyonu gibi intrinsik membran 6zelliklerini
degistirir. Bu etkiler, malondialdehidin ni¢in mutajenik, genotoksik ve karsinojenik
oldugunu agiklar.

Memeli hiicre membranlar1 peroksidatif hasara karsi ¢ok duyarhi olan biiyiik
miktarda ¢ok doymamis yag asidi (PUFA) icermektedir. Bu yag asitlerinin
peroksidasyonu en ¢ok aragtirilan radikal tepkimeleri arasinda yer almaktadir.

R’ + PUFA (LH) © RH + PUFA® : [PUFA’=L" (Karbon merkezli radikal)] (1)
PUFA® + O, SPUFAO,’ [PUFAOQ, "=LOO"(peroksi radikal)| )
PUFAO," + PUFAH > PUFAO,H + PUFA® [PUFAO,H=LOOH (Lipit hidroperoksit)] (3)
PUFAOZ', PUFAO;H = Alkanlar, Alkanallar, Alkenaller, 4-Hidroksi alkenaller )

Yag asidi ile birlesen radikal, yukaridaki tepkimeler dizisini baglatmaktadir (1).
Radikal yag asidinin oksijen ile birlesmesi sonucu lipit peroksit radikal (LOO®)
olugmaktadir (2). Lipit peroksit radikalleri, bagska bir yag asidinin yan zincirleri ile
tepkimeye girerek lipit hiperoksitleri meydana getirmektedir (3). Metal iyonlan
varhginda bu peroksit {riinleri bazi enzimatik tepkimeler ile etan, pentan,
malondialdehit benzeri yikim {iriinlerinin yami sira kelimunesans ve fliioresans veren
bilesikler olusturmaktadirlar (4). Lipit peroksidasydnu ve kiikiirt iceren proteinlerin
oksidasyonu sonucu membran gegirgenlifi ve kinlganlifinin artmasina bagli olarak
membran enzimlerinin aktivitesi azalmakta ve hiicreye Ca'? girisi artmaktadir. Hiicre igi
serbest Ca' miktarimin artmasi, fosfolipaz aktivitesi ile fosfolipid kaybinda artis,
membran gegirgenliginde degisik ve potansiyel kaybina bagl toksik etkinin ¢ogalmasi,
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proteaz aktivasyonu ile proteolitik etkinin siddetlenmesi, katabolik enzimlerin
aktivitesinde artiga ve endoniikleaz aktivitesi ile DNA kirilmalarinin olusumu gibi pek

¢ok hasar yapici olay: baglatmaktadir.

2.4.1.2.Proteinlere Etkileri

Proteinlerin  serbest radikal harabiyetinden etkilenmeleri amino asit
kompozisyonuna baglidir. Doymamis bag ve siilfiir ihtiva eden molekiillerin serbest
radikallerle reaktivitesi yliksek oldugundan triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin,
methionin, sistein gibi amino asitlere sahip proteinler serbest radikallerden kolaylhikla
etkilenirler. Ozellikle stlfiir radikalleri ve karbon merkezli radikaller meydana gelirler.
Bu reaksiyonlar sonucu proteinlerin ii¢ boyutlu yapilar1 bozulur. Proteinlerde kirilmalar,
¢apraz baglanmalar ve agregasyonlar olusabilir. BSylece normal fonksiyonlarm yerine
getiremezler. Nitekim serum proteinlerinde kataraktli lens proteinlerinde ve inflamatuar
eklem hastalif1 olan Kkisilerin simirlanindaki IgG’ lerinde serbest radikal hasar tespit
edilmisgtir.

Hem-~proteinleri de serbest radikallerden $nemli oranda zarar gériirler. Ozellikle

oksihemoglobinin oksijen veya su ile reaksiyonu methemoglobin olusumuna sebep olur.

2.4.1.3.Niikleik Asit ve DNA’ya Etkileri

Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller, DNA’y1 etkileyerek hiicrede

mutasyon ve Oliime yol agarlar. Sitotoksisite, biiyiikk oranda niikleik asit baz

-modifikasyonlarindan dogan kromozom degisikliklerine veya DNA’daki diger
bozukluklara baghdir. Serbest radikal etkisi ile DNA zincirinde kopmalar, bazlarda ve
deoksiribozlarda hasar olusur. Sonugta mutajenaz, karsinojenaz, kromozomal degisimle,
hiicre bitytimesi ve farklilasmasinda degisiklikler goriiliir.

Serbest radikal etkisi sonucu DNA ve kromozomlarda kirilma ve onkogenlerde
aktivasyon meydana gelir. Siiperoksit {iretimi 6zellikle mitokondride fazla oldugundan
mitokondrial DNA daha fazla zarar gériir. DNA yakinlarinda sentezlenen hidroksil
radikalleri piirin ve pirimidin bazlarina saldirarak mutasyona sebep olur. Oksidatif
stresten en ¢ok etkilenen bazlar, DNA’daki guanin ve sitozindir. Deoksiguanozindeki
8 nolu karbona bir oksijen atomunun baglanmas: ile 8-hidroksiguanozin olusur. Bu

bilesik fizyolojik pH’da 8-oxoguanozin’e déniisiir ki, bu da DNA’da anormal baz
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dizilisine ve bOylece mutasyona neden olur. Aym sekilde oksidatif sartlarda
deoksisitozinden 5-hidroksisitozin meydana gelir (Gold and Slone, 1992).

2.4.1.4.Karbonhidratlara Etkileri

Serbest radikallerin karbonhidratlar iizerinde de ©6nemli etkileri vardir.
Monosakkaritlerin  otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksitler ve
okzoaldehitler meydana gelir.

Okzoaldehitler DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme aralarinda ¢apraz baglar
olugturma Ozelliklerinden dolay1 antimitotik etki gosterirler. Boylece, kanser ve
yaslanma olaylarinda rol oynarlar. Poliansatiire ya asitleri ve karbonhidrat
oksidasyonun bir {irlinii olan glioksalin hiicre béliinmesini inhibe ettigi kaydedilmistir.

Bag dokusunun &nemli bir mukopolisakkariti olan hyaluronik asit, sinoviyal
stvida da bol bulunur. Inflamatuar eklem hastaliklaninda sinoviyal siviya gok sayida
polimorf hiicreler gegerler ve muhtemelen immiin komplekslerle aktivasyonu sonucu
ekstraselliiler siviya su ve oksijen salgilarlar. Bu radikallerin etkiledigi molekiiller

i¢inde hyaluronik asitte vardir.Hyaluronik asidin oksidatif hasan da katarakt olusumuna

katkida bulunur.

2.4.1.5.Ekstraselliiler Bosluk

Oksidatif indirgenme, depolimerizasyon tepkimeleri olarak tamimlanan bir dizi
tepkime ile reaktif oksijen metabolitleri hyaluronik asit ve kollojenin yikimi, yasayan
dokulanin yapisal ozellikleri ile membran gegirgenliklerini belirgin olarak

degistirmektedir.

2.4.1.6.Mitokondri

Normal kosullarda mitokondri, sitokrom oksidaz sistemi ile oksijeni suya
indirgeyerek detoksifiye etmektedir. Elektron transport sisteminde yer alan pek ¢ok
bilesik, (NAD, FAD, Koenzim Q gibi ) oksijen ile tepkimeye girerek tek degerli oksijen
kacagi adi verilen O,™ saliimina neden olmaktadir. Normal kosullarda hiicrenin

savunma sistemleri ile yok edilebilen bu kagaga neden olan faktérler bilinmemektedir.
Ancak oksidan stres durumunda savunma sistemleri yetersiz kalmakta ve mitokondride
hasar olusmaktadir. Bu hasar sonucu hiicrenin enerji sisteminin etkilenmesine bagh

olarak ATP kullamminda artma ve ATP sentezindeki azalma ile baglantili olarak
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hiicredeki ATP diizeyi hizla diismektedir. ATP sentezi iki -SH grubunu kaybeden
gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaza NAD baglanamadig i¢in engellenmektedir. Ayrica

ATP sentetaz aktivitesinin inhibe olmasi ile ATP {iretimi azalmaktadir

2.4.1.7.Cekirdek
Herhangi bir yolla meydana gelen serbest radikaller ve 6zellikle malondialdehit,

hiicre ¢ekirdegine baslica DNA ile tepkimeye girmektedir. Niikleik asit yapisindaki baz
degisimleri veya DNA zincir kopmasi sonucu kromozomal yapida degisiklikler
olugturarak sitotoksisiteye neden olmaktadir. Sonugta mutajenik ve karsinojenik etkiler

g6zlenmektedir.

2.4.1.8.Sitozol

Sitoplazmada bulunan proteinlerin ¢ogu ile oksihemoglobin, katalaz gibi
hemoproteinler serbest radikallere kars1 6zellikle duyarlidirlar. Antioksidan bir enzim
olan siiperoksit dismutaz (SOD) katalitik aktivitesi i¢in gerekli olan histidin kalintisi,
radikaller ile bloke edilerek aktivitesi inhibe edilmektedir.

Oksidatif stres sonucu g¢esitli dokular hasar gormektedir (Sekil 2.3).
Kemoterap6tik ilaglar, iyonizan radyasyon, nitrofurantasyon, karbontetrakloriir,
parakuat, kimyasal karsinojenler (benzpiren, sigara, ozon, NO,) ve alloksan gibi toksik
bilesiklerin etkisi ile olugan hasarin yam sira serbest radikallerin neden oldugu doku

hasar ile ilgili ¢ok sayida klinik tablo bulunmaktadir (Tablo 2.3).

Isi ~N ~~ Radikal olusturan enzimler (Ksantin oksidaz) ve/veya
Travma substratlarinda (hipoksantin) artig

Ultrason Antioksidanlarin dilusyon ve parg¢alanmasi
Enfeksiyon Fagositlerin aktivasyonu

Radyasyon > Doku .< Fosfolipaz, siklooksigenaz ve lipoksigenaz aktivasyonu

Hiperoksijen Hasan Hem proteinlerinin salmimi

Toksinler Hasarh bélgelerden serbest metal iyonu salinimi

Asir egzersiz Elektron transport zincirinde bozulma ve elektronlarm O,”
_J \_ Olusturmasinda artma

Sekil 2.3. Oksidatif stres sonucu olusan doku hasan
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Tablo 2.3. Serbest oksijen radikallerinin yol agtif1 doku hasar

Hiperoksijenasyon {skemi/Reperflizyon inflamatuar Toksik Doku Digerleri
sendromlart sendromlan hastahiklar Hasan
Akcigerde oksijen Miyokard Infarktist, Nétrofil Aspirasyon, Yaglanma,
toksisitesi, kardiopuimoner bypass, fagositosisi, pndmonisi, dolagim soku,
retrorental fibroplazi | organ transplantasyonu, artrit, pankreatit, periferik 6dem,
mide mukozasinda hasar inflamatuar 6zofajit kanser,
(stres ilseri), barsak kemik amiloidoz,
iskemisi, nekrotizan hastahgi, bag ateroskleroz,
enterokolit, sok sonrasi doku diabetes
karaciger yetmezligi, hastaliklari, mellitus
beyin iskemisi, akut renal | immiin
tiibuler nekroz, serbest yetmezligi
flep transferleri (deri)

2.5.0rganizmada Serbest Radikal Reaksiyonlarim Etkileyen Kosullar

Organizmanin prooksidan-antioksidan dengesi birgok faktdre baglidir. Bunlar
ekzojen ve endojen olarak iki ana boliimde incelenebilir. Ancak bu faktorler genellikle
birlikte etkilidir.

Tablo 2.4. Organizmada serbest radikal reaksiyonlarini artiran faktérler

Ekzojen Faktorler Endojen
Diyetsel faktorler Cevresel llaglar Faktorler
faktorler
Coklu doymamus ya$ asitlerince zengin beslenme | Sigara Antikanser ilaglar | Fiziksel egzersiz
Alkol dumani Glutatyon titketen | Sedanter yasam
Fazla kalorili beslenme (Obesite) Hava kirliligi | ilaglar Stres
Hayvansal proteince zengin beslenme Diger Yaghilik
Asirt demir ve bakir alinmasi kirleticiler Doku hasar
Az sebze ve meyve venilmesi Radyasyon Kronik hastaliklar

Diyetsel antioksidaniarin saglanmasi-
m etkileyen kosullar

Yiyeceklerin - uygun  olmayan  kosullarda
hazirlanmas! ve saklanmasi

Yemek pisirme yontemlerindeki hatalar

2.6.Serbest Radikallerin Hiicre ve Dokularda Yol Agtig1 Zararlar
Serbest radikaller hiicre ve dokularda birgok zarara yol agmaktadir. Bu zararlar
soyle siralanabilir.
- DNA’mn tahrip olmasi,
- Niikleotid yapili enzimlerin yikimu,
- Tiollere bagli enzimlerin yapt ve fonksiyonlarimn bozulmasi, hiicre ortaminin
tiol/siilfit oraninin degismesi,
- Protein ve lipitlerle kovalent baglantilar yapmasi,

- Enzim aktivitelerinde ve lipit metabolizmasindaki degisiklikler,
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Mukopolisakkaritlerin yikimi,

Proteinlerin tahrip olmasi ve protein turnoverinin artmasi,

Lipit peroksidasyonu, zar yapisi ve fonksiyonunun degismesi,

Zar proteinlerinin tahribi, tagima sistemlerinin bozulmasi,

Seroid ve yas pigmenti denilen bazi maddelerin birikimi,

Kollojen ve elastin gibi uzun omiirlti proteinlerdeki oksido-rediiksiyon olaylarinin

bozularak kapillerde de aterofibrotik degisikliklerin olmasidir.

2.6.1.Serbest Radikallerin Etkili Oldugu Patolojik Durumlar

Serbest radikallerin ¢esitli hastaliklarin olusumunda 6nemli rol oynadiklar1 kabul

edilmektedir. Bunlar s6yle 6zetlenebilir.

Yaslanma,

Ateroskleroz,

Kanser,

Radyasyon hasari,

Iskemi-reperfiizyon hasari,

Inflamasyon,

Romatoit artrit ve diger otoimmiin hastaliklar,

Diyabet,

Akciger hastaliklar,

Beyin bozukluklari,

Bobrek bozukluklari (otoimmiin nefroz, aminoglikozid nefrotoksisitesi, agir metal
nefrotoksisitesi),

Keshan hastalign (kardiyak miyopati),

Kas hastaliklar (kas distrofisi, multipl skleroz, egzersiz),

Goz bozukluklar(makiiler dejenerasyon, katarakt),

Cilt bozukluklan (solar radyasyon, yaniklar, kontakt dermatit),

Karaciger bozukluklar1 (endotoksin, alkol, halojenli hidrokarbonlar, asetaminofen,
demir),

Kan hastaliklan (fenilhidrazin, primaquin, siilfonamid gibi kimyasal bilesikler,
protoporfirin fotooksidasyonu, malarya, orak hiicre anemisi, favizm),

Gastrointestinal bozukluklar (iilseratif kolit, steroit olmayan inflamatuar droglara
bagl hasar),
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- Beslenme yetersizlikleri (Kwashiorkor, vitamin-E eksikligi).

2.6.1.1.Serbest Radikallerin Kanserdeki Rolii

Birgok ekzojen ve endojen kanser risk faktdrlerinden in vivo OFR olusmaktadir.
Kanser baglama ve ilerlemesi swrasinda OFR ile ilgili mutasyonlar insanda
gosterilmistir. OFR ile baslayan ttimorlerin gelismesi insanlarda direkt olarak
gosterilememistir. Timdr hiicrelerinin poliferasyonunda OFR’lerin etkili oldugu bazi
deneysel ¢alismalarla belirtilmistir. Bugtinkii bilgilerimize gére OFR kanser olusumunu
uyaran karsinogenleri en 6nemlilerinden sayilabilir. Yine karsinogenezin herhangi bir
safhasinda oksidatif stresin etkisi, etki eden OFR’nin bilesimine ve miktarina baglidir.

OFR’lere etkili antioksidan enzimler veya enzimatik olmayan antioksidanlarla
oksidatif stresin etkisini kaldirmaya ¢alismak iki tarafi keskin bir kiligtir. Iyi doze
edilmemis bir antioksidan bir sistemle OFR’ye karsi korunmak, kanser gelismesini,
tlimor hiicrelerinin 8mriinii uzatarak stimiile edebilir.

Onkogenlerin OFR ile olusan karsinogenezin her safhasinda etkili oldugu
diigiiniiliirse zaman i¢inde gen terapisi gelisecektir. Yashlarda artan kanser insidansi
OFR kaynaklar1 azaltilarak Onlenebilir. OFR ile ilgili DNA hasann onarim
mekanizmalariyla kismen diizeltilmektedir. Insanlarda bu konu ile ilgili bilgiler yeterli
degildir. Tiim&r supressér genlerle veya antionkogenlerle yapilan ¢alismalarda kanser
aragtirmalar1  imit vermektedir. Aym zamanda antioksidan enzimlerin genleri
antionkogenlerden biri olabilir ve karsinogenez sirasinda bu genlerden birinin
inaktivasyonu tlimér gelisimine neden olabilir. Bu konuda yogun c¢alismalarda
yapilmaktadir.

Simdi i¢in oksidatif strese sebep olacak (6zellikle kronik inflamasyon) ve
ekzojen kaynaklan azaltmak ve gevre karsinogenlerinden uzak kalmak OFR ile ilgili
kanserden korunmada nemlidir diyebiliriz.

Serbest oksijen radikalleri, karsinogenezin ilerleme basamaginda ¢ok daha fazla
rol oynamaktadir. Cesitli klinik epidemiolojik ¢aligmalar, serbest oksijen radikaller,
lipit peroksidasyonu ve peroksidasyon {iriinleri ile karsinogenezin arasinda bir iliski
oldugunu gostermistir. Bir ¢ok karsinogen maddenin hiicre etrafindaki oksidatif stresi
artirarak kansere sebep oldugu anlasilmistir. Bu maddeler, SOD, GSH-Px, ve CAT
aktiviteleri dahil, hiicrenin antioksidan savunmasinda, ani ve siirekli bir azalmaya sebep

olurlar. Serbest radikaller, kanserin baslangig, ilerleme ve gelisme safhalarinda etkili



olmakla beraber bu etki ilerleme safhasinda daha belirgin, diger safhalarda ise nispeten

azdir (Babs, 1990).

Tablo 2.5. Kanser olusumuna neden olabilen bazi ekzojen oksidatif stres nedenleri

Oksidatif stres OFR Olusan kanser

Ultra viyole OH", organik radikaller Melanoma ve diger deri
kanserleri

Sigara NO°,0H* Brongiyal karsinoma

Besin yaglan Lipit peroksitleri Kolorektal kanser, meme
kanseri

Demir ve bakir iyonlan OH’ Kobrektal karsinoma

Alkol Lipit peroksitleri Meme kanseri, hepatoselliiler
karsinoma

2.6.1.2.DMBA (7, 12-Dimetil Benz [a] Antrasen )
Polisiklik aromatik hidrokarbonlar ilk olarak taninan kanserojenlerdir (Bloch

and Drefuss, 1921). Bu madde potansiyel kanserojen etkiye sahiptir. DMBA viicutta
tiim6r olugsumuna neden olmaktadir (Bowden ve dig., 1974). DMBA yliksek dozda

allndlglnﬂa hem kanserin baglaticisi hem de geniglemesine sebep olan oldukea giiclii bir

kanserojendir. DMBA’nin rat karacigerinde serbest radikallerin seviyesini Onemli
olgtide yiikselttigi bildirilmistir (Lesko ve dig., 1982).
Maruyama ve arkadaglar1 yaptiklari bir ¢alismada DMBA kisa ve uzun siireli

olarak ratlara verildiklerinde

(Maruyama ve dig., 1991).

Sekil 2.4. Dimethyl benz [a] antrasen

karacigerde hiperoksitlerin arttigini

bulmugslardir

2.6.1.3.Serbest Radikallerin Ateroskleroz Olusumundaki Rolii
Yiiksek kolesterol ve 6zellikle LDL ve diisiik HDL/LDL oran ateroskleroz igin

risk faktoriidiir. Kolesterol seviyesindeki %35°lik azalma, kardiyovaskiiler hastalik

riskinde %10’luk bir azalmaya yol agmaktadir.
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Diisiik antioksidan seviyesi potansiyeli, ateroskleroz i¢in Onemli bir risk
faktoriidiir. Antioksidan gliciin (AOP) diismesine yol agabilen (6zellikle antioksidan
bakimdan yetersiz beslenenlerde ) sigara, vaskiiler 6liim oramimi %80 artirmaktadir.
Aym sekilde diastolik kan basincindaki 5-6 mm Hg’ ik basing azalmasi, miyokardial
infarktiis (MI) riskinde % 17’lik azalmaya yol agmaktadir.
Antioksidan takviyesi, antioksidan potansiyeli diisiikk kisiler i¢in koruyucu
fonksiyon goriir.
Antioksidan potansiyeli normal olan sahislara antioksidan takviyesinin herhangi
bir faydasi olmaz. Aksine yliksek miktarlarda alinan yagda ¢6ziinen vitaminler
(A,D,E.K) karaciger, C vitamini ise bobrekler i¢in zararli etkiler olusturabilir.
Ozellikle E vitamini tedavisinin baslangi¢ donemlerinde daha dikkatli olunmah
ve ilgili sahislar yakindan takip edilmelidir.
Tavsiyeler :

- Kan kolesterol seviyenizi 200 mg/dl’nin altinda tutunuz.

- Sigaray: birakimz.

- Beslenmenizde sebze ve meyvelere agirlik veriniz. Yemeklerde zeytin yagim tercih
ediniz.

- Antioksidan vitaminleri dogal yollardan aliniz.

- Fiziksel aktivitenizi ihmal etmeyiniz. Spor yapimz.

- Her ne sebeple olursa olsun, oksidan stres dahil hicbir stres altinda kalmayiniz. Her

tiirlii stres saglik i¢in zararlidir.

2.7.0rganizmanin Antioksidan Savunma Mekanizmalar:

Hiicrelerde ve ekstraselliiler sivida sitotoksik oksijen radikallerini zararsiz
duruma getirmeye c¢alisan antioksidan savunoma mekanizmalann vardir. Bu
mekanizmalarin baglicalar: sunlardir.

Reaktif oksijen radikallerini daha az toksik iirlinlere déniistiiren antioksidan
enzim sistemleri; Siiper oksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon redoks
sikliisii enzimleri (glutatyon peroksidaz, GSH rediiktaz, Glikoz-6-fosfat dehidrojenaz
v.b.) bu gruba dahil edilebilir.

Radikalleri yakalayip nétralize eden antioksidan maddeler; a-tokoferol (vitamin-

E) ve askorbik asit (vitamin-C) antioksidan vitaminler olarak fonksiyon gdsterirler.
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Ayrica indirgenmis glutatyon (GSH), tirik asit, B-karoten (provitamin A) taurin ve
yiiksek molekiil agirlikhi antioksidanlar olan mukus ve albiiminde bu gruba dahil

edilebilirler.

Tablo 2.6. Enzimatik antioksidanlar

Enzim Katalizledigi reaksiyon

Stiperoksit dismutaz (SOD) 205 + 2H*>H,0,

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) H,0, + 2GSH > GSSG + 2H,0
Glutatyon-S-transferaz ROOH +2GSH >GSSG + ROH + H,0
Katalaz (CAT) 2H,0; > 2H,0 + 0,

Mitokondriyel sitokrom oksidaz 40, +2H* + 4e > 2H,0

Reaktif oksijen radikallerinin olugmasimi &nleyen ve olusamin yayilmasin
engelleyen sistemlerdir ki bunlar ; hidrojen peroksit ve siiperoksit anyonundan hidroksil
radikali olusmasimi saglayan Haber-Weiss reaksiyonunu katalizleyen demir ve bakir
iyonlarini1 plazmada ve hiicrede baglayan bakir transport proteini sertiloplazmin, ferritin,
transferrin, laktoferrrin ve mitokondrilerde dogal olarak olusan serbest radikalleri suya
indirgeyen mitokondriyel sitokrom oksidazdir. Ayrica bu grupta yer verebilecegimiz
insan plazmasinda ekstraselliiler antioksidan savunma mekanizmalan olarak bilinen
diger maddeler haptoglobin-hemopeksin, glikoz ve taurin, yiiksek dansiteli lipoprotein
(HDL), o-1-antitripsin, y-globulin, fibronektin ve IgG dir.

Antioksidanlar gérev Onceligi sirasina gére dizdigimizde primer antioksidanlar
olarak siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, seriiloplazmin, transferrin ferritin
sayilabilir. Vitamin E, C, P-karoten, lirik asit, bilirubin ve alblimin seconder
antioksidanlara, DNA onarim enzimleri, methiyonini siiperoksit rediiktaz da tersiyer
antioksidanlara 6rnek verilebilir.

Insan organizmasinda hiicresel boyutta oksidan f{iriinlere karst savunma, §u
prensipler ¢ercevesinde gergeklesmektedir;

1.0lugan serbest radikalleri toplayict ve giderici etkileri ile baglayarak veya
kararli hale getirerek (Zintzen, 1977),

2Zincir kirer etki ile serbest radikal ireten kimyasal reaksiyonlari

durdurarak(Van-Der-Meulen, 1997),
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3.Baskilayic1 etki ile reaksiyon hizim azaltarak (Packer, 1991),
4.0Onarnic: etki ile lipid, protein ve DNA gibi yapilarda olusmakta olan biyolojik
molekiiler hasari rejenere ederek (Evelson ve dig., 1997),
5.Hiicresel kinaz kayiplarini 6nleyip oksidan reaksiyonu durdurarak (Van-Der-
Meulen, 1997),
6.0rganizmadaki SOD gibi antioksidan enzimler ile enzimatik olmayan
antioksidanlarin sentezini artirarak etkilerini gosterirler (Stratton and Liebler, 1997).
Oksijen radikallerine karsi 6ncelikli savunma sistemi enzim sistemleridir. Bu
sistem i¢inde gérev alan enzimlerin aktivitesi serbest radikallerin sentez ve yikilma
hizina, beslenme ve eser elementlerin alinmasina baglidur.
Ayrica proteinlerin stilthidril gruplarinin antioksidan kapasitesine anlamli

katkida bulunduklari ileri stiriilmistiir.

2.7.1.Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Serbest radikallere kars: organizmada ilk savunma SOD enzimiyle gergeklesir.
SOD, katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimlerinden farkli olarak serbest radikali
substrad olarak kullanir. SOD siiper oksidin hidrojen perokside dismutasyonunu
katalize eden bir metaloenzimdir.

20, 2H* =% H,0,+0;

Bu reaksiyon i¢in pH=7,1’ de hiz sabiti k=2.10x1 exp 5 1/M.s’dir.

Bugiine kadar siiperoksit dismutazin bes farkli sekli bulunmustur. Okaryot
hiicrelerin sitozoliinde ve mitokondrinin intermembran aralifinda bulunan ve molekiil
agirhigt 31,2 kDa olan bu enzim her bir dimerik protein igin birer molekiil bakir ve
¢inko igermektedir (Cu-Zn-SOD). Cinkonun dayamkliligi sagladify, bakirin ise
aktiviteden sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Cinko geri doniisliimsiiz olarak yapidan
ayrilmakta, geri doniisiimli olarak ayrilan bakir ise tekrar ayn veya farkh bir reseptre
baglanabilmektedir. Iki tip SOD yapisinda her bir molekiilii bagina iki adet manganez
bulundurmaktadir (Mn-SOD). Bu enzimlerden biri mitokondri matriksinde (molekiil
agirhigi=75 kDa), digeri ise E.coli gibi bakterilerin sitozoliinde (molekiil agirligi = 40
kDa) bulunur. Cu-Zn-SOD siyaniir ile inhibe edilmekte, Mn-SOD ise siyaniir ile inhibe
edilememektedir. E.coli periplazmik aralifinda bulunan ve molekiil agirlig1 40 kDa olan

dérdiinci tip SOD, demir igermektedir. 1984’de tammlanan son tip 135 kDa molekiil
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agirhiginda bir tetramerdir. Ekstraselliler sivi, ekstraselliiler matriks ve hiicrelerin
yiizeyinde bulunan bu tip kisaca EC-SOD olarak adlandinlmaktadir.

SOD enziminin biitlin izoenzimlerinde enzimin aktif merkezinde bulunan
metalin kelat yapici ajanlar ile uzaklagtinlmasi katalitik kaybina yol agar, metalin yerine
konmasi ile aktivite yeniden kazanilmaktadir. Cu-Zn-SOD enziminde Cu’nun katalitik,
Zn’nin ise esas olarak yapisal fonksiyonu vardir.

Stiperoksit radikalleri spontan olarak dismutasyona ugrayabilirler. SOD enzimi
dismutasyon lmizim 10 kat artinir. BOylece oksijenin baska substradlarla reaksiyona
girmesi ve daha toksik hidroksil radikallerinin olusumu SOD tarafindan engellenir.

Stiperoksit dismutazin siiperoksit anyonuna olan etkisi su sekildedir; siiperoksit
anyonu Cu'? ve bir anjinin rezidiisinin guanido grubuna baglamr. Bu baglanma
sonucunda siiperoksitten bir elektron Cu* ye transfer olurken Cu” ve molekiiler oksijen
meydana gelir. Tkinci bir stiperoksit anyonu Cu* dan bir elektron, baglanma ortamindan
ise iki proton alarak hidrojen peroksidi olustururken enzim tekrar Cu*? formuna dénmiig
olur. Bilindigi gibi siiperoksit radikalleri kendiliginden dismutasyona ugrayabilirler. Bu
nedenle stiperoksit radikalleri sulu ortamda fazla birikemezler ve bu nedenle SOD ile
katalizlenen dismutasyon Onemsiz gibi goriilebilir. Oysa iki 6nemli faktér enzimatik
katalizin Onemini belirgin sekilde ortaya koyar. Birincisi SOD ile ‘enzimatik
dismutasyonun hiz sabiti pH=7,4te 2xexp9 1 /M.s’dir. Bu da kendiliginden
dismutasyonundan 10.000 kez daha lzli bir dismutasyon avantaji saglar. Ikinci bir
avantaj ise hiicrelerde SOD derisiminin oksijen radikallerinin steadistate derisiminden
yaklagik 100.000 kez daha fazla olmasidir.

Organizmada oksidan stresin arttif1 klinik durumlarda SOD enzimi aktivitesini
artirarak koruyucu etkinligini devam ettirir. Ozellikle antioksidan etkili diger enzimlerin
aktivitelerinde azalmalarinin s6z konusu oldugu klinik durumlarda SOD enziminin

aktivitesinin arti1 ¢esitli aragtirmacilar tarafindan gésterilmistir.

2.7.2.Katalaz (CAT)

CAT tlim hiicre tiplerinde degisik konsantrasyonlarda bulunan bir Hem
enzimdir. %20 oraninda sitoplazmada ve %80 oraninda peroksizomlarda lokalizedir.
Molekiil agirligr 248 kDa olup 4 alt birimden olugmaktadir. Her bir alt birim aktif

merkeze bagli bir Hem (IX Fe) grubu igerir. Molekiiliin alt birimlerinin ayrilmas: enzim
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aktivitesinin azalmasina yol agar. Asit, siyaniir, 3-amino-1,2,4-trizol, indirgenmis
glutatyon ve ditiyotreitol katalazi inhibe ederler.

Katalaz H,0>’ nin olusum hzinmn diisiik oldugu veya elektron vericisinin yiiksek
konsantrasyonlarda bulundugu durumlarda peroksidatik reaksiyonlarda (1),

H,0,’ nin olusum hizimin yliksek oldugu durumlarda ise katalitik reaksiyonlarla
hidrojen peroksidi suya doniistiirerek ortamdan uzaklastirir (2).

H,0, + AH; Al 2H,0 + A (1)
H,0, + H;0, EéI—> 2H,0+ O, )

Kono ve Fridovich siiperoksit radikallerinin katalazi inhibe ettiklerini
gostermislerdir. Indirgenmis glutatyonun da doza bagimli olarak katalazi inhibe ettigi
bildirilmigtir.

En yliksek katalitik doniisim hizina sahip enzim oldugu bilinen katalazin
aktivitesi i¢in demir gerekmektedir. Aktif kismi olan Fe™-protoporfirinin iki
fonksiyonel dongiisii bulunmaktadir.

Katalaz-Fe" + H,0, >Katalaz-Fe>-HOOH
Katalaz-Fe>-HOOH + H,0, - Katalaz-Fe* + 2H,0 + O, (Detoksifikasyon mekanizmas1)

Ortamda hidrojen peroksit diizeyi ¢ok diisiikk oldugundan, aktif olmayan enzim
bilesigi ile elektron alicisi tepkimeye girmektedir.

Katalaz-Fe-HOOH + AO; - Katalaz-Fe™ + 2H,0 + A

2.7.3.Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Normal kosullarda hiicrede bulunan H,0,’ nin detoksifikasyonundan esas olarak
glutatyon peroksidaz sorumludur. GSH-Px lipit peroksidasyonunun baglamasini- ve
gelismesini engelleyici 6zellikte olan bir enzimdir. Selenyuma bagimhi ve bagimsiz
olmak tizere iki farkli tipi vardir. Selenyuma bagimli olan GSH-Px hem hidrojen
peroksidi hem de lipit hidroperoksitlerini metabolize ettigi halde, hiicrenin mitokondri
ve Sitozol fraksiyonlarinda lokalize olan selenyumdan bagimsiz GSH-Px ise yalmzca
lipit hidroperoksitlerini metabolize etmektedir. Aktivitesi selenyuma bagh olmayan
GSH-Px enzimleri GSH-S transferazlardir. Bu enzimler biyotransformasyon yolu ile
olusan gesitli elektrofil bilesiklerle glutatyon arasindaki konjugasyonu saglar. GSH ile
baglanan bu bilesikler bir dizi reaksiyonla merkapturik asite doniisiirler. Molekiil

agirhg 50.000 olan GSH-S transferazlarin 7 farkli alt birimi ve 8 izoenzimi vardir.
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Insan eritrositleri sadece GSH-S-T-Pi kapsar. GSH-S-T-Pi diisiik aktiviteli bir
transferazdir. En 6nemli fonksiyonu ksenobiyotiklerin biyotransformasyonu ve
karsionojenlerin detoksifikasyonudur.

H,O, ve ¢esitli organik hidroperoksitlerin GSH-Px ile indirgenmeleri
reaksiyonunda indirgenmis GSH kosubstrat olarak gdrev alir.

H,0; +2GSH S5 0H,0 + GSSHG

Katalitik reaksiyon sonucu HO ve oksitlenmis glutatyon disilfit (GSSG) olusur.

Hiicresel GSH’in eksikligine yol agan GSSG efluksu GSH-Px aktivitesindeki
artisin bir sonucudur. Eritrosit veya karaciger hiicrelerinde olugan GSSG’ nin mindr bir
konsantrasyonu hiicreler tarafindan atilir. Bu miktar hidroperoksit metabolizmas:
sirasinda yiikselir. GSSG’nin hiicre iinde birikimi ve efluksu hiicresel NADPH/NADP*
redoks orami ile iliskilidir. sitozolik NADPH/NADP® azaltan metabolik olaylar
GSSG/GSH oramm artirarak hiicreden GSSG efluksunun hizlanmasina yol agar.

GSH (y-glutamil sisteinil glisin)

NADP*
H,0,, ROOH
Glutatyon Glutatyon
reditktaz peroksida
H,0, ROH
NADPH + H* GSSH (yiikseltgenmis glutatyon)

Sekil 2.5. indirgenmis ve yiikseltgenmis glutatyon olusumu

[odoasetat, siyaniir ve siiperoksit radikali GSH-Px enziminin inhibit&rleridir.
H,O,” nin sitotoksik etkinligi biiyiik ol¢tide hiicre i¢i katalaz ve peroksidaz
aktivitelerinin ve H,O,’ yi hidroksil radikaline indirgeyebilen ge¢is metallerinin bir
fonksiyonudur.

GSH-Px ve katalaz enzimleri hiicrenin farkli boltimlerinde lokalize olmalarindan
dolay1 karacigerde endojen olusan H,O, seviyesini diizenlemede birlikte etkinlik
gosterirler.

Eritrositlerde GSH-Px aktivitesinin azalmasi prematlire bebeklerde hemolitik
anemi ile iliskilidir. Eritrosit GSH-Px aktivitesi selenyum statiisiiniin bir indeksidir.
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Selenyum eksikligi olan kisilerde kanda GSH-Px aktivitesindeki diistiklige bagh olarak
kalp rahatsizliklan stk goriiliir.
E vitamini takviyesi, demir eksikligi, agir metal iyonlar: toksisitesi ve hormonal

denge GSH-Px aktivitesin etkileyen parametrelerdir.

2.7.4.Glutatyon Rediiktaz (GSH-RED)

Antioksidan savunmanin etkinligini siirdiirebilmesi i¢in oksitlenmis glutatyonun
tekrar indirgenmis sekle doniismesi gerekir. Glutatyon rediiktaz NADPH varliginda
oksitlenmis glutatyonun indirgenme reaksiyonunu katalizler. Bu oksidorediiksiyon
enziminin koenzimi NADPH, prostetik grubu ise FAD’ dir. Dimerik bir yapida bulunan
GSH-RED’ in molekiil agirlifn yaklagik 104.800° diir. Sitozol ve mitokondride
lokalizedir. GSH-RED bir flavin enzimi olup FAD ile aktive edilirr GSH-RED
oksitlenmis glutatyonun indirgenme reaksiyonunu katalizlerken, elektronlar 6nce
NADPH’ dan FAD yolu ile GSSG’ ye daha sonra ise iki sistein kalintis1 arasindaki
disiilfit baglarina en son ise oksitlenmis glutatyona transfer olmaktadir.

GSSG + NADPH + H*—SSH-RED_ >GSH + NADP*

Sitoplazmik ara tirtinler olan NADPH ve GSH konsantrasyonlar: hiicrenin
redoks durumunun akut degisikliklerini yansiir. NADPH/NADP® ve GSH/GSSG
oranlarindaki degisiklikler akut prooksidan stres ile antioksidan savunma arasindaki
dengesizligin belirtisidirler.

Olusan NADP™ nin NADPH’ a doniigmesi igin glikoz-6-fosfat dehidrojenaz
enzimine gerek duyulur. pH=7,8" de ve iyonik giiclin 0,1 oldugu durumlarda insan
eritrositlerinde bulunan glikoz-6-fosfat dehidrojenaz enzimi molekil agirlign 210.000
olan tetramer yap: ile molekil agirhig1 105.000 olan dimer yap: arasinda bir denge
halinde bulunur. Kelat yapici ajanlar ve steroit hormonlar glikoz-6-fosfat dehidrojenaz

enzimini inhibe ederler.

2.7.5.Glutatyon (GSH)
GSH organizmamin tiim hiicrelerinde bulunan hiicrenin yapisi digindaki

siilfhidril grubu iceriginin %90’ 1 olugturan tripeptitdir. Glutamik asit sistein ve
glisinin amino asitlerinden y-glutamil sistein sentetaz ve glutatyon sentetaz enzimleriyle

olusur.
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Serbest bir siilfhidril grubuna sahip olan indirgenmis GSH hiicre igi bir siilthidril
tamponu olarak etkilidir ve bu hiicreleri oksidatif ve toksik etkilere karsi korur.
Eritrositlerde bulunan indirgenmis GSH hemoglobinin sistein gruplarini ve diger hiicre
proteinlerinin tiol gruplarim indirgen sekilde tutar. Béylece hemoglobini oksidasyondan
koruyarak hiicrenin biitiinliigtinii saglar.

Niikleofilik bir yapiya sahip olan indirgenmis glutatyon elektrofilik karakterde
karbon atomlar1 ve Zn, Cd, Hg, Cu, Pb gibi atomlarla kompleks olusturarak agir metal
iyonlarinin viicuttan atilmasina yardimci olur.

GSH bazi amino asitlerin hiicre i¢ine tasinmasina yardimci olur. Bu sirada hiicre
membranlarindan transloke olan GSH-y-glutamil transferaz enzimiyle parcalanir.

GSH biyotransformasyon ile olusan zehirli maddelerin detoksifikasyonunda rol
oynar. Zehirsizlestirme reaksiyonlarina dogrudan katildigi gibi bazi enzimlerin

aktivatorii veya substrad1 olarak gérev yapar.

COOH COOH (I:oon
lem([ CH, CH, tI:H2
TH r|m rlm
(I:O (':o (I:o
Cystein < H(I:—CHz—SH H(I:_CHZ_S__ S—CH,—CH
| 'i"" NH NH
- I l
(|20 (I;o (IZO
<I3Hz CH, CH,
Glutaminsyre < (I:Hz (I;Hz (I;H2
|
Htlt—NHz H(|:—NH2 HZN—(:ZH
\. COOH COOH COOH
(2) (b)

Sekil 2.6. (a) y-glutamilsisteinilglisin (b) Glutatyon diftilfid

2.7.6.Vitamin E

E vitamini terimi yapisal olarak birbiri ile baglantili bir grup bilesigi kapsar.
Bunlar temelde 2-metil-kroman halkas igerirler ve 2 karbona bagh 16 karbonlu fitil yan
zincir kapsar. Vitamin E benzeri etkiye sahip bilesikler iki grupta toplamr. Birinci grup
tokoferoller, ikinci grup tokotrienoller olarak adlandinlir (Benedich, 1990).
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Tokoferoller a, B, y ve 3 olarak 4 gesit molekiil ve bunlarin steroizomerlerinden
olusur. Vitamin E membranda disiik konsantrasyonda bulunmasina ragmen lipitte
¢oziinen zincir kiric1 baglica antioksidanlardandir. Biyolojik membranlarda vitamin E’
nin koruyucu rolii yag asitlerindeki peroksil radikalleri ile reaksiyonlasarak kromanoksil
radikali olugturmasidir (Slater and Morris, 1983).

Vitamin E’ nin halka yapisindaki oksijenin 2p-tip elektron ¢iftleri aromatik
diizeye ne kadar dik bulunursa tiirevin antioksidan 6zelligi o derece artar. Bu durumda
hidrofuraniar dihidropiranlardan daha aktiftirler. Aromatik halkanin ve 2.karbonun
elektrondan zenginligi antioksidan etkiyi artirir. E vitamini tiirevlerindeki reaktivite
farkliliklar1 fenol O-H baginin enerjisini kontrol eden steroelektronik -etkilerin
sonucudur.

Tokoferol homologlarnin singlet oksijen ile belirgin kimyasal reaktivitesi daha
diigik hizda ve a, B, v, 8 azalan sirastyla gergeklesir. Tokoferollerin biyolojik
oksidasyon {riinleri de antioksidan aktivite gsterir.

Onemli bir endojen ve ekzojen antioksidan olarak hiicresel ve hiicre alti
membranlarin biitlinliigiiniin korunmasi a-tokoferoliin baglica fonksiyonlarindan biridir.

Lipitte ¢oziiniirliigtin yliksek olmasi nedeniyle kolayca membran fosfolipidlerine
diffiize olabilmekte ve 20 karbonlu doymams yag asitleri indirgeyerek serbest oksijen
radikallerinin biyomembranlarda olusturabilecegi lipit peroksidasyonunu &nlemektedir.
Bdylece eikosanoid olusumu baslangi¢ asamasinda engellenmektedir.

Membranlarin E vitamini miktari mikrozomal membranlarin, LDL’ nin
hepatositlerin ve organlarin perokside edici ajanlar (hidroksil, alkoksil, ve peroksil
radikalleri, singlet oksijen, oksijen-metal kompleksleri ) tarafindan hasarim belirler. Bu
ajanlarin etkisiyle olusan lipit hidroperoksitler alkoksil ve organik peroksil radikallerine
parcalanarak lipit peroksidasyon zincir reaksiyonuna yol agarlar. Tokoferoller bu
reaksiyonun yayilma basamagini engeller. Peroksil radikallerini yakalayarak lipitleri
korurlar.

ROO’ + VitE > ROOH + VitE

Vitamin E radikali nispeten stabil reaktivitesi az olan bir radikaldir. Vitamin E
midede nitritlerin nitroz aminlere doniisiimiinii engelleyerek antikanserojen olarak etki

eder. Kanser insidansini ve timor hiicrelerinin gelisimini azaltir.
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E vitamini takviyesi ile artritte gériilen serbest radikal konsantrasyonundaki
artigin engellendigi deneysel ¢aligmalarla gésterilmistir.

In vivo ve in vitro ¢aligmalar a-tokoferol ve glutatyon peroksidaz arasindaki
karsiliklh baghlig: géstermiglerdir. Insan ve hayvan deneyleri doymamus yag asitlerinin
oksidasyonunu engellemek ve membran bitiinligiind saglamak igin her iki
antioksidamin gerekliligini géstermislerdir.

Bitkisel kaynakli yaglarda tabii olarak bulunan tokoferol ve tokotrienler
esansiyel diyet bilesenleridir.

2.7.7.Vitamin C (Askorbik Asit)

Kimyasal yap1 bakimindan monosakkaritlere benzeyen C vitamini 2-
ketoglukono laktonun okside edilmesiyle olugmaktadir. Askorbik asit dayanmikli degildir.
Bir hekzonik asit olan L-askorbik asidin y-laktonu 2. ve 3. karbon atomunda bir enodiol
yapist gOsterir. Bu yap1 gayet kararsizdir ve okside olarak 1-dehidroaskorbik asit
meydana getirmektedir.

Askorbik asit ihtiva ettii enodiol grubundan dolay: hem asit ozellik gésterir,
hem indirgenir. Askorbik asit indirgen olarak etki ettigi zaman enodiol grubundaki 2H
atomunu vererek dehidroaskorbik aside yiikseltgenir ve dehidroaskorbik asitte askorbik
aside indirgenebilir. Buna gére dehidroaskorbik asit ile askorbik asit bir redoks sistemi
olustururlar. Dehidroaskorbik asit kolaylikla askorbik aside ¢evrildiginden C vitamini
gibi etki eder. Dehidroaskorbik asit alkali ¢6zeltilerde dayaniksiz olup lakton halkasinin
agilmasiyla hidrolize ugrar ve biyolojik bakimdan etkisiz olan 2,3-diokso L-glonik asit
meydana gelir. Hayvan organizmasi bunu tekrar laktona dniistiiremez pargalanmastyla
okzalik asit olusur. Okzalik asit hava oksijeni kargisinda tersinmez olarak
yiikseltgendigi ve bu ylikseltgenme 1s1 ile arttifi i¢in besin maddelerinin havanin
oksijeni karsisinda pisirilmesinde igerdikleri askorbik asidin biiyiik bir kism1 kaybolur.
Askorbik asit ozellikle meyve ve sebzelerde bol bulunur. Limon, portakal, ¢ilek
domates yesil biber vb. fazla miktarda askorbik asit icerir.

C vitamininin herhangi bir kofaktor etkisi bilinmedigi halde hiicre ici
oksidorediiksiyon olaylarinda hidrojen tasiyic1 6devi ile ilgisi oldugu samilmaktadir. C
vitamininin metabolizmadaki etki tarzi heniiz tam olarak aydmnlatilmamis olmakla
beraber bag dokusu, dentin, kemik dokusu gibi kollojen proteininin biyosentezi igin

gerekli oldugu bilinmektedir. Giinliik C vitamini ihtiyaci 50-100 mg kadardur.
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Askorbik asit insanlar, maymunlar ve kobaylar tarafindan sentezlenemez. Uzun
siire alinmamast durumunda skorbiit hastalifi ortaya ¢ikar. Ayrica organizma

enfeksiyonlara karsida direngsiz hale gelir.

2.7.8.Vitamin A (Karotenler)

A vitaminin 6n maddesi olan B-karoten Onemli bir singlet oksijen ve radikal
tutucu antioksidandir. B-karoten ve diger biyolojik karotenoidlerin singlet oksijeni
tutmalan1 difiizyon kontroliine yaklagan hiz sabitinde gergeklesir. B-karotenin agik
zincirli analogu olan likopenin hiz sabiti en yiiksektir. Biyolojik kaynakli karotenoidler
en etkin singlet oksijen tutucu likopendir.

Karotenoidlerin serbest radikal reaksiyonlarm inhibe ettifi gbzlenmistir. B-
karoten ¢ok etkin olarak triklorometil peroksil radikallerini indirger. Fizyolojik sartlarda
dokularin ¢ogunda hakim olan kismi oksijen basincinda ve diigiik oksijen
konsantrasyonlarinda f-karoten tetralin ve metil linoleatin oksidasyonunu peroksil
radikalleri ile inhibe eder. B-karotenin bu antioksidan aktivitesi rezonansla stabilize
karbon merkezli bir radikal olusumuna dayamr ve membranlarin lipit
peroksidasyonundan korunmasina yardimec: olur. P-karotenin sagladig: antioksidan
savunma normal fizyolojik oksijen basinci sinirlarinda bulunan herhangi bir dokuda
gOzlenir. PB-karotenin otooksidasyonu -ionon halkasinda yerlesik epoksitlerin,

ketonlarin ve aldehitlerin olugumuna yol agar. Son yillarda yapilan c¢alismalar B-

¢ift baginda epoksid olusumuna yol agtig1 g6zlenmistir.

B-karotenin Vitamin E’ den farki diisiik oksijen basincinda daha etkili olmasidir.
Bu sekilde yiiksek oksijen basincinda etkili olan a-tokoferoliin antioksidan etkisini
tamamlar. B-karoten LDL partikiilii i¢inde tagimir ve oksidatif hasara karst LDL’ ye
savunma saglar. LDL’ de bulunan a-tokoferoliin konsantrasyonu B-karotenden 20 kat
daha fazla olmasina LDL oksidasyonunu inhibe etmede B-karoten 2 kat daha giicliidiir.
B-karoten aterosklerotik lezyonun gelismesini énler.

B-karotenin yalmz koroner olaylarda degil tiim damarsal problemlerde etkili

oldugu gosterilmistir.



LDL’ yi oksidatif hasara karst savunmada en etkin antioksidan terapinin suda
¢oziinen askorbat ile yagda ¢6ziinen a-tokoferoliin ve B-karotenin birlikte verilmesi

oldugu ileri stiriilmiigtiir.

2.8.Trolox (6-Hydroxy-2,5,7,8-Tetramethylchroman-2-Carboxylic Acide)

Trolox sentetik bir madde olup vitamin E analogudur. Beyaz toz seklindedir ve
suda ¢oziiniir. Molekiiler formiili C;4H,304 seklindedir. Molekiil agirhg 250,3 tiir.
Acik formiilii sekildeki gibidir (Sekil 2.7).

CH,

HO tﬁ
c\ou
HsC 0
CH,

CH;

Sekil 2.7. Trolox (6-Hydroxy-2,5,7,8-Tetramethylchroman-2-carboxylic acid)

Kimyasal olarak “Chroman Carboxylic Acid” simifindadir. Yandiginda CO, ve
CO agiga ¢ikar. Erime noktas: 188-190°C dir. Farmakolojik olarak antioksidan &zellik
gosterir. Direkt olarak solundugunda iist solunum yollarinin mukoz membranlarinda ve
gozde tahris nedeni olabilir. Ekolojik yonden zararlari heniiz bilinmemektedir.

Ratlarda 4300 mg/kg, farelerde 1630 mg/kg, tavsanlarda 2 g/kg dan daha fazla
miktarda oral yolla alindiginda toksik etki gosterir. Intraperitonal olarak verildiginde
ratlarda 1800 mg/kg, farelerde 1700 mg/kg degerlerinin iizeri toksiktir.

Trolox oksijen radikallerine kars: hiicre biitiinliigiinii korur. Antioksidanlarla
yapilan ¢aligmalarda total antioksidan kapasitesini tespit etmek i¢in kullanilan metodlar
arasinda en ¢ok kullamilanlar Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC), Oxygen
Radical Absorbance Capacity (ORAC) ve Ferric Reducing Ability (FRAP) tir. Buradan
da anlagilacag: gibi trolox antioksidanlarla yapilan ¢aligmalarda pozitif kontrol olarak
kullamlmaktadir (Guohua ve dig., 1998),

Trolox Vitamin E analou olup giiglii antioksidan ozellik gésterir. Lipid
peroksidasyonunu ve sitotoksisiteyi onler. Diger antioksidanlarin verimliligi 6l¢iiliirken
trolox standart olarak kullamilir. Naguib, yaptigi ¢alismada degisik antioksidan

molekiillerin (sirayla; Trolox, Astaxantin, a-Tokoferol, Lycopene, B-Carotene, Lutein
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ve a-Carotene) peroksil radikallerini siipiiriicii etkisini incelemis ve kullandifx
antioksidanlar arasinda su iligkiyi bulmustur. 1.0, 1.0, 1.3, 0.5, 0.4, 0.3 ve 0.2.
Goriildiigii gibi troloxun peroksil radikallerini stipiiriicti aktivitesi diger antioksidanlara
gore oldukea yiiksektir. Naguib, aym ¢aligmasinda bu antioksidanlarin reaksiyona girme
hizim1 da belirlemis ve su sonuglart bulmustur. Trolox; 1.0, Astaxantin; 1.3, «-
Tokoferol; 0.9, a-Carotene; 0.5,Lutein; 0.4, B-Carotene; 0.2 ve Lycopene 0.4 (Naguip
2000).

Yapisal olarak Vitamin E(a-tokoferol)’ den farki; vitamin E’nin “phytyl” grubu
yerine “-COOH” baglanmasidir (Sekil 2.8).

CH;
HO
[
HoC 7
CHs
Trolox Vitamin E

(c-tokoferol)

Sekil 2.8. Trolox ve Vitamin E (a-Tokoferol)

Trolox kullanilarak bugtin ¢ok degisik ¢aligmalar yapilmaktadir. Farriol yaptigi
¢alismalarda fibroblast hiicrelerini 6nce oksidatif strese maruz birakmis daha sonra
trolox kullanarak etkisini Ol¢miistiir. Yasayan fibroblast sayisimin troloxla iliskili
oldugunu géstermistir (Farriol, 1994).

Melnikova ve arkadaslarinin yaptig: ¢alismada, deney farelerine 6nce insandan
kolon adenokanser dokusu nakledilmis, tedavi i¢inde fotodinamik terapi (PDT) ve meta-
tetrahidroksimetilklorin (mTHPC) kullanmiglardir. Daha sonra farelere intraperitonal
olarak giinliik 250 mg/kg oraminda Trolox enjekte edilmis ve bu islemden sonra kolon
adenokenser hiicrelerinin boliinme siiresi 13-19 giin uzamistir (Melnikova ve dig.,
2000).

Peroksinitrit (ONOQ") gii¢lii bir antioksidan ajandir. NO ve O™ nin reaksiyonu
ile olusur. Bu reaksiyon elektron transferi ile gergeklesir. pH:7’ de peroksinitritin

oksidan 6zelligini fenolik bir antioksidan olan trolox, ortadan kaldirmistir (Indira 1999).



Butterfield, alzheimer hastalifinin tedavisinde trolox ve combative enzim
kullanmigtir. Bunun sonucunda troloxun neuroprotectant (nSron koruyucu) etki
gosterdigini belirtmistir.

Kardiopulmoner baypasin olumsuz etkilerine bagli olarak miyokardda ve diger
tiim viicut dokularinda iskemi-reperflizyon hasar1 goriilebilir. Miyokardial reperfiizyon
hasan ile ilgili degisik goriisler olmakla birlikte bu olayda en ¢ok suglanan oksijen
radikalleridir. Serbest radikal hipotezine gbre bunun sebebi viicudun kendi savunma
sisteminin  etkisizlestirebileceginden daha fazla miktarda zararli maddenin
olusmasidir(Gaudel and Duvelleroy, 1984). Disardan antioksidan madde verilerek
ameliyat swrasindaki lipid peroksidasyonu azaltilabilir. Troloxun malondialdehit
tiretimini ve miyokardial enzimlerin kan diizeylerini azalttifn dolayisiyla da lipid
peroksidasyonunu ve miyokarda bagli hiicre hasarimi engelledigi g6riilmiistiir
(Cavarocchi ve dig., 1986; Yau ve dig., 1994).

Anneye damar yolu ile verilen trolox ve askorbik asit (vitamin C) kompozisyonu
sonucu fetal plazmada, antioksidan aktivitede artis ve hipoksiye bagli gelisen
mitokondrial hasarda azalma gorilmistiir (Tan ve dig., 1996). Buradan trolox ve
askorbik asit kompozisyonunun kalbi iskemi-reperfiizyona bagli hasardan korudugu
sonucuna varilmigtir.

Ko ve arkadaslar1 yaptiklan calismalar sonucunda fitik asit ve giiclii demir
selatorlerinin prooksidan aktivitelerinin trolox tarafindan baskilandigim belirtmislerdir
(Ko ve dig., 1994).

Diyabetik retinopati baslangicinda meydana gelen ilk histolojik degisme perisit
hiicrelerinin dejenerasyonudur. Ansari ve ark. yaptiklar: ¢aliymalarda hiperglisemik bir
ortamda reaktif bir madde olan tiyobarbitiirik asidi ratlara vermislerdir. Daha sonra
trolox verilen ratlardaki serbest radikal miktariin  6nemli 6lglide azaldigim
belirtmiglerdir. Baglangicta segilen {i¢ grup ratin (normal beslenen ratlar, diyabetik

ratlar, troloxla beslenen diyabetik ratlar) endotel hiicrelerinin (E) perisit hiicrelerine

orani su sekilde bulunmustur;

Endotel/perisit (E/P)
Normal Rat 1,74+0,186
Diyabetik Rat 3,78+0,47
Troloxla Beslenen Diyabetik Rat 2,32+0,24
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Sonuglardan da anlagilacag: gibi trolox, diyabetik retinopatiyi ve/veya perisit
hiicrelerinin 6liimiinii 6nemli Slglide engellemistir (Ansari ve dig., 1998).

Vartak ve arkadaslannin yaptifi caligmalarda Trolox ve fy-linolenik asidin
(GLA) 36B10 hiicrelerinde sitotoksisiteyi bloke ettigini bildirmigtir (Vartak ve dig.,
1998).

Trolox (a-tokoferol homologu oldugu i¢in), bulundugu biyolojik ortamlardaki
serbest radikal tiirlerini toplayarak peroksidasyonun erken déneminde zar
fosfolipidlerindeki ¢oklu doymamis yag asitlerini korumada oksidatif strese kars: ilk
savunma hattimt olugturur (Stratton and Liebler, 1997; Van-Der-Maulen, 1997). Bir
diger yol ile de singlet oksijen, siiperoksit ve daha ¢ok hidroksil radikallerini indirger
(Packer, 1991). Bu islevini peroksidasyon reaksiyon zincirini sonlandirarak
gerceklestirir. Buglin vitamin E analogu olan Trolox, radikal giderme, baskilama,
onarma ve endojen savunmay: artirma mekanizmalarinin tlimiinii kullanabildigi, bu
nedenle ¢ok hizli ve genis bir antioksidan etki kapasitesine sahip oldugu gézlenmistir
(Stratton and Liebler, 1997).

Hiicre genetik yapisi agisindan giligli bir mutajen oksidan metabolit olan
peroksinitritin olusum reaksiyonlarimin 6nlenmesinde ve hem peroksil hem de nitrik
oksitin toplanmasinda y-tokoferol bir antioksidan olarak gérev yapmaktadir (Christe ve
dig., 1997). Trolox katkili yemlerle beslenen ratlarda intraselliiler antioksidan enzimler
olan SOD ve CAT diizeylerinin arttig1 gosterilmis, bu yolla troloxun endojen savunma
performansim yiikselttigi ileri strlilmiistiir. Troloxun antioksidan aktivitesi, birgok
antioksidan savunma elemanimin yetersiz kaldig1, oksijenin yiiksek konsantrasyonunda
bile etkilidir. Eritrositler ve alveolar membranlar bu durumu agiklayan &nemli 6rnekler
olarak gdsterilebilir (Zintzen, 1997; Packer, 1997; Evelson ve dig.,1997).

Trolox iizerine yogun olarak devam eden tartisma konularindan biriside
“antioksidan etkinligin ger¢eklesebilmesi igin gerekli doz” hakkindadir. Bu alanda
tiirlere, cinsiyete, yasa ve patolojilere gore degisen miktarlar ortaya konulmaya
baglanmustir. Yayinlarin 6nemli bir kisminda insanlarda 50, 100, 250, 400, 800 ve 1000
IU/giinliik dozlarin arastirildig: goriilmektedir (Jialal, 1995; Hodis, 1996).

Jialal’in “giinliik 50 IU Trolox katkisiyla antioksidasyon iglemin gerceklesmesi
beklenemez” seklindeki yaklagimi hemen herkes tarafindan kabul gérmektedir (Jialal,

1995). Bir ¢ok yayin normal antioksidan etkinin 400 IU/giin ile maksimum etkinin ise
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800 IU/giin ile meydana geldigini ileri stirmektedirler. 1000 [U/giin megadoz olarak
tanimlanmakta, bu tiir uygulamalarda troloxun diger maddelerle olusturduklar
kombinasyonlar nedeni ile sinerjik toksisiteye yol acabilecegi ifade edilmektedir
(Hodis, 1996). Diger yandan dogal besinlerle alinan vitamin E’nin troloxa gore daha
giiclii antioksidan §zellik gosterdigi ileri stirtilmiistiir (Zino ve dig.,1997).

Palmoki ve arkadaglarina gore, cilt yaslanmasinda ve 1s1831n deri iizerindeki
yipratict etkilerine karsi daha giicli bir koruma olusturmasinda Vitamin E ve
analoglarinin kombinasyonu 6nemli diizeyde etkilidir (Palomaki ve dig., 1997).

Biyolojik membranlardaki oksidatif bozulmalarda esas olan maddeler
fosfolipidlerdir. S6z konusu fosfolipidlerdeki yapisal degisiklikler ise membramin
yapisal harabiyetine ve hiicre biitiinliifliniin bozulmasina yol agmaktadir. Membranlarin
lipid peroksidasyonundan fazla etkilenmeleri, fosfolipid bilegiklerinin ¢oklu doymamis
yag asidi tagimalarindan kaynaklanmaktadir.

Peroksidasyon orani, fosfolipidlerde bulunan yag asitlerindeki ¢ift baglarin
sayistyla dogrudan ilgilidir. Bu nedenle fosfolipidlerinde ¢oklu doymamis bag igeren
yag asitlerini bulunduran membranlar 6zellikle lipid peroksidasyonuna dayaniksizdir.

Hayvan ve insanlarda yapilan ¢alismalarda tokoferollerin deri, mide, mesane,
kolon, karaciger, akciger, meme ve prostat kanseri gibi deneysel olarak olusturulan veya
sprontan meydana gelen tiimdrlerin gelismesini geciktirici hatta iyilestirici bir etkiye
sahip oldugunu géstermistir (Morreale and Livrea, 1997; He ve dig.,1997; Mooney,
1997; Sigounas, 1997). Henning ve arkadaslari oksidatif stres olusturulan ratlarda
kanser gelisimi ve basta a-tokoferol olmak iizere tiim antioksidanlarda yetmezlik
gozlediklerini bildirmislerdir (Henning ve dig.,1997). Eriskin bireylerin %30’unun
sorunu olan hipertansiyon ve kardiyovaskiiler hastaliklar antioksidanlardan yetersiz
beslenme ile iligkilendirilmekte, O6zellikle Vitamin E eksikliginin rolii iizerinde
durulmaktadir (Galley ve dig., 1997).

Troloxun hiicre i¢i kinaz kayiplarini Onleyerek ya da en aza indirgeyerek
oksidasyonu ve diger yikimlari Onleyebilecegi seklinde bir mekanizmadan s6z
edilmektedir (Van-Der-Meulen, 1997). Aym yolla kaslarda egzersize bagh oksidatif
stresin giderildigi, kaslarin fiziksel performansinin artinldigi, ve dejeneratif nérolojik
hastaliklarin 6nlendigi samlmaktadir (Hirose ve dig., 1997; Westermarck ve di3., 1997).

Gilintimtizde farkl: hekimlik disiplinleri bu dogrultuda, cerrahi girisimlerin dncesinde ve
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sonrasinda antioksidan kapasiteyi gii¢lendirmeye y6nelik uygun tedavi alternatiflerini
Onermektedir.

Troloxun antioksidan etkisinin tartigildifi bir alan da senil fizyolojisindeki
roliidiir. Yaslanma ile birlikte bozulan oksidan-antioksidan denge sinir hiicreleri
dejenerasyonunun hizlanmasinda etkindir. Bu nedenle pek ¢ok bilimsel ¢aligma Trolox
gibi giiclii antioksidanlarin alimi ile yaslilikta goriilebilen sinirsel sorunlarin ve hafiza
kaybinin azaldigim ileri stirmektedir (Van-Derm-Meulen ve dig., 1997; Wen ve dig.,
1997; Westermarck ve dig., 1997).

Troloxun radikallerle etkilesimi su sekilde olmaktadir. (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9. Trolox ve Vitamin E’nin serbest radikallerle etkilesimi

2.9.Hidrokinon

Hidrokinon kokusuz, renksiz, prizmali kristalize, beyaz ve kati bir maddedir.
Hava ve 151k etkisi ile hafifce sararr. Suda, alkol, aseton ve klorlu hidrokarbonlarda
¢Oziniir. Higroskopik bir madde olan hidrokinon, agikta havanin etkisiyle havanin su
buharim ¢ekerek okside olur ve sari-kahverengi renkli benzokinona déniigiir.

Molekiil formiilti HO-C¢Hs-OH Seklinde olup rolatif agirligr 110,1” dir. Erime
noktas1 172-175 °C, kaynama noktas: 285 °C’ dir. Gaz haldeyken yogunlugu havanin
3,81 katidir. Kat1 haldeki yogunlugu ise 1,3 g/cm3’ tiir. Kararli ve yanici bir maddedir.
Isiga ve havaya (neme) duyarlidir. 15 °C de 100 ml suda 6 g hidrokinon ¢6ziiniir. Sucul

organizmalar i¢in iyi bir toksik maddedir.
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Hidrokinon besin endiistrisinde, yag, boya ve kauguk iiretiminde antioksidan
olarak fotograf¢ilikta da banyo islemlerinin yapilmasinda kullamlir. Akrilik ve vinilik
monomerler i¢in polimerizasyon inhibit6rii, sentetik madde tiretimi, ilag sanayii ve bazi
organik madde sentezi de diger kullanim alanlar1 arasindadir. Molekiiler yapis: sekildeki
gibidir (Sekil 2.10).

HO OH
Sekil 2.10. Hidrokinon

Hidrokinon mukozalarda ve ciltte irritasyon yapar, alerjik reaksiyonlara yol agar.
Ozellikle gozde onemli zararlara neden olur. Kornea ve lensi leze ederek gérme
bozukluklar1 ve korliige kadar varan kalici rahatsizliklara neden olur. Alkali doku
sivilarinda okside olarak benzokinona déniistir. Hidrokinon i¢in peroral letal doz 5-12 g
dir. Peroral 1 g hidrokinonla bile genel belirtiler ortaya ¢ikar. Bunlar; bulanti, kusma,
anemi, miyoklonik kas kramplar ve konviilsiyonlar, dispne,, siyanoz, delir, kollaps,
bazen hemoliz krizi, methemoglobinemi, diyare, gdz zararlari fotofobi, irritasyon
belirtileri ve keratokonjuvit seklinde ortaya ¢ikabilir. Hidrokinonla ¢alisirken koruyucu
elbise, eldiven, gozlik ve gaz maskesi Snerilmektedir. Ayrnica calisilan ortamin
havalandirma kosullar1 da uygun olmalidir.

Giinlimiizde hidrokinonlu kremler hiperpigmentasyonda deri tedavisinde
kullamlmaktadir.

Giinlimiizde yapilan ¢aligmalarda hidrokinonun kotii huylu kanser dokusunun
gelismesinde etkili oldugu gozlenmistir. Ratlarda ise; mesane, mide, karaciger,
0zafagus, pankreas, akcifer karsinogenezinde artis gozlenmigtir. Farelerde
hepatoselliiler adenomlara neden olurken, ratlarda renal tiibiil adenomlarinin olusumunu
saglamigtir. Ayrnica renal hiicre tlimorlerini ilerletirler. Baslica bsbrek ve 6n midede
toksik etki gosterir.

Intraperitonal ~olarak  verildiginde genotoksisiteye neden olmus ve
kromozomlarin yapisinda deformasyon olusturmustur. Tiim bunlara ragmen

hidrokinonun insan karsinogenezindeki rolii tam olarak ispatlanamamustir.
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Karrer ve arkadaglan 1938 de phytylbromid ile trymethylhydroquinonu
birlestirerek ilk olarak a-tokoferolii sentezlemiglerdir.

Kanin pihtilagmasmin gergeklesebilmesi igin vitamin K gereklidir. Burada
vitamin K’ya bagli faktorlerin aktif olabilmesi i¢in vitamin K’mn hidrokinon formu
gereklidir. Hidrokinon-vitamin K, oksidasyon yoluyla epoksit—vitamin K’ya bu da daha
sonra tekrar siklik form olan hidrokinon formuna iki ayr rediiktaz tarafindan
dondiiriiliir.

Hidrokinon ayrica fotografcilikta yliksek kontrast sonu¢ elde etmek igin
kullanilan maddedir. Metol/fenidol adli maddelerle birlikte kullanildiginda ise genel
amagcl ince gren boyalarin yapilmasina yarar.

Hidrokinonun en &nemli gérevlerinden biri de mitokondri i¢ zarlarina yerlesmis
olan ETS (elektron tagima sistemi) deki ¢” tasima gérevidir. Bu sekilde oksijen kagagim
Onleyerek antioksidan savunmaya yardim eder. Bir molekiilden diger molekiile hidrojen
atomu yahut e verilirse bu reaksiyona oksidasyon-rediiksiyon denir. Hidrojeni yahut e
veren molekiil okside olmugtur. Bunlari alan molekiil ise rediikte olmustur
(indirgenmistir). Bir madde okside olmus ise, diger madde de rediikte olmustur.

Mitokondride sitrik asit dongiistindeki ¢esitli kimyasal degisimler sirasinda
glikozun karbon zinciri kirilir, karbondioksit meydana gelir ve aynlan hidrojenler
NAD" tarafindan tutulur. Bir molekiil NAD" iki elektron ve iki proton alir. Proton ve
elektronun birisi NAD™mn bir karbon atomuna baglamr, diger elektron molekiiliin
pozitif yiikiinii nétralize eder.

Ubikinon membran lipidleri arasinda erir ve bu nedenle mobil olabilir. Yani
membran i¢inde hareket edebilir. $imdi iki hidrokinon membramn i¢ yiiziinden dig
ylziine dogru hareket eder. Burada iki hidrokinon birer elektronlarini sitokrom C;’e
verirler ve her biri birer protonu mitokondri disina birakirlar. Hidrokinonlar semikinon
haline doniisiirler. Buraya kadar mitokondri digina verilen proton sayis1 dorttiir. Birer
proton tasiyan semikinonlar bu protonlarin: mitokondri disina verirler. Elektronlarim da
sitokrom-b ‘ye vererek tekrar kinon haline dénﬁsﬁrlér ve tekrar ubikinon dongiisiine
girerler. Boylece alti proton mitokondri digina verilmis olur. Hidrokinonun buradaki
gorevi ETS de goérev alarak canlimn yasamim devam ettirmesi igin gerekli olan

ATP’nin tiretilmesidir (Noyan, 1998).



42

Benzoguinon Semiquinon Hydroquinon

OH

HaC-0 CHy Reduceret form af coenzym Q {QH,, ubiguinol) MTJ 29/1198
HsC-0 2 S X -
OH

Sekil 2.11. a.b. ETS de bulunan benzokinon, semikinon ve hidrokinon molekiilleri arasindaki elektron

is-verisi
alig-verisi Sekil 2.11.(b)

Hidrokinon su sekillerde de adlandiriimaktadir;

Hydroquinol, quinol, p-benzenediol, 1,4-benzenediol, p-dihydroxybenzen, p-
hydroxyphenol, 1,4-dihidydroxybenzen, dihydroxybenzen.

Hidrokinon i¢in toksik olarak su veriler verilmisgtir.

Oral yola hemsterlarda LDLO: 29 mg/kg, oral yolla ratlarda LD50: 320 mg/kg
intraperitonal yolla tavsanlarda : 125 mg/kg, memelilerde 5970 mg/kg degerlerinin {izeri
toksiktir.
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3.MATERYAL VE METOT

3.1.Kullanilan Maddeler ve Organik Céziiciiler

7,12-dimetil benz[a]antrasen, trolox, hidrokinon, metanol, kloroform, n-hekzan,
susuz sodyum siilfat, siilfiirik asit, doymus ve doymamis yag asidi metil esteri
standartlari, sodyum kloriir, susuz sodyum bikarbonat.

3.2.Kullanilan Alet ve Cihazlar
Mikser, teflon, musluklu ayirma hunisi, beyaz bant, stizge¢ kagidi, otomatik
pipetler, su banyosu, evaporatdr, gaz kromatografisi, derin dondurucu, su trompu, nuge

erleni, nuge hunisi, meziir, balon joje, pipet, deney tiipleri.

3.3.Inceleme Materyali
Bu c¢alijmada deney materyali olarak Elazig Hayvan Saghgi ve Arastirma
Enstitiisti’nden temin edilen 28 adet 9-11 aylik beyaz renkli ratlar kullamlmigtir.

3.4.Materyal

Deneyde, her grup 7 adet rat igermek tlizere 4 ayr1 grup olusturuldu. Gruplardan
birincisi kontrol, ikincisi DMBA , iiglinciisi DMBA+Trolox, dordiinciisii ise
DMBA-+Hidrokinon grubu olarak kullanildi. Bu gruplara 2 ay boyunca yapilacak
enjeksiyonlardaki kimyasal maddelerin derisimleri sunlardir:

Misirézii yaginda ¢6ziinmiis 1 g/100 ml DMBA

Misirézii yaginda ¢6ziinmiis 8 g/100 ml Trolox

Misirézii yaginda ¢dziinmiis 1 g/100 ml Hidrokinon

Hazirlanan bu maddelerden giin asir1 olmak sartiyla kontrol grubuna musir 6zii
yag1 verildi. Ikinci gruba 6mg/kg DMBA, Uglincii gruba 6mg/kg DMBA+48 mg/kg
trolox ve dordiincli gruba 6mg/kg DMBA+48 mg/kg hidrokinon ratlarin karin
bosluguna enjekte edildi.



3.4.1.Rat Yeminin Bilesimi
Ratlar iki ay boyunca Tablo 3.1.’de bilegimi belirtilen rat yemi ile beslendi.

Tablo 3.1.Rat yeminin bilegimi

YEM MADDELERI YUZDESI(%) * Deney hayvanlar icerigi belli olan bir vitamin
Bugday 10 karmasi ile beslendi. Vitamin karmasi A, D3, E, K,
Misir 22 Bl1, B2, B6, B12 vitaminleri ile nikotinamid, folik
Arpa 15 asit, d-biotin ve kolin klorit’ten olusmaktadir.

Kepek 8

Soya kilspesi 26 ** Mineral karmas ise Mangan, demir, ¢inko, bakir,
Balik unu 8 iyot, kobalt, selenyum, antioksidan ve kalsiyumdan
Et-kemik unu 5 olusmaktadir.

Melas 5

Tuz 5

*Vitamin karmasi 1.25

**Mineral karmasi 1.25

3.5.Metot

Iki ay boyunca yukarida belirtildigi sekilde muamele edilen ratlar alinarak eterle
bayiltildiktan sonra boyun kemikleri kesilerek oldiiriildi. Ratlarin karaciger, kas ve
beyin dokulari ¢ikarildi. Cikarilan bu dokular kanindan temizlendikten sonra
aliiminyum folyoya sarilarak —20 °C’de derin dondurucuda saklandi. Deney i¢in derin

dondurucudan ¢ikarilan organlarin oda sicaklifinda ¢dziinmesi saglandi.

Bu dokularin total lipit ekstraksiyonu Christie (1992)’de belirtilen Folch ve
arkadaglarimin metoduna gore kloroform-metanol (v/v, 2:1) ile yapildi. Lipit olmayan
safsizliklan uzaklastirmak i¢in ekstrakt, hacminin %4’ii kadar % 0.88’lik KCl ile yikand1.
Faz ayirmmindan sonra altta kalan kloroform fazi 4’ti kadar metanol - % 0.88’lik KCl
(v/v, 1:1) ile yikanarak elde edilen lipit ekstrakti tamamiyla diger safsizliklardan
uzaklagtirildi. Susuz sodyum siilfat ile suyu uzaklastinldiktan sonra doner
buharlagtiricida 45 °C’ de vakumlanarak kurutuldu. Geriye kalan lipit kismu 30 ml
kloroformda c¢oziilerek elde edilen total lipit iginde bulunan yag asitlerinin gaz

kromatografik analizi yapilabilmesi i¢in metil esterleri hazirlandi.
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3.5.1. Metil Esterlerinin Hazirlanmas:

Total lipit numunesinden 10 ml alinarak ¢ozictisi 50 °C’de doner
buharlastiricida azot akiminda uguruldu. 3 ml toluende ¢éziilerek iizerine % 2’lik
siilfiirik asitli metanol’den 10 ml ilave edildi ve 50 °C’de su banyosunda 12 saat siireyle
metillendirilmeye birakildi. Uzerine oda sicakhiginda % 5°lik sodyum kloriirden 5 ml
ilave edildi ve olusan yag asidi metil esterleri 2 defa 5 mI’lik hekzan ile ekstrakte edildi.
Hekzan faz1 ayirma hunisine alinarak 5 ml % 2’lik potasyum bikarbonat ile yikand: ve
hekzan faz1 alinarak susuz sodyum siilfat ile suyu uzaklastirildi. Daha sonra ¢6ziiciisii
doner buharlastiricida azot akiminda kuruluga kadar buharlastirildi ve 2 ml hekzanda
¢oziilerek gaz kromatografisinde analiz edildi (Unicam 610 Gas Chromatography).

Gaz kromatografisinin ¢aligma sartlar1 sunlardir:

Dedektor: FID

Kolon: 25 m uzunlugunda 0.22 mm i¢ ¢capinda BPX-70 kapiler kolon
Tasiyic1 Gaz : Hidrojen

Sicaklik Programa:

Enjektor: 240 °C

Dedektér: 280 °C

Kolon: 190 °C
Split Orani: 60:1
Enjeksiyon Miktar1: 0.2 ul

Bu sartlarda Slciimler yapildiktan sonra sonuglar tablo haline getirildi ve bir
bilgisayar programi olan SPSS (Statistical Packages for Social Science) ile grup verileri
arasindaki istatistiksel iligkiler bulundu.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Yaptigimiz ¢aligmada ratlar ; kontrol, DMBA, DMBA + Trolox ve DMBA +
Hidrokinon gruplarina aynlarak beyin, karaciger ve kas dokularinda 16:0 (palmitik
asit), 18:0 (stearik asit), 18:1 (oleik asit), 18.2 (linoleik asit), 18:3 (linolenik asit), 20:4
(arasidonik asit) ve 22:6 (dokosahegzaenoik asit) yag asitleri analiz edildi.

Tablolar incelendiginde (Tablo 4.1., Tablo 4.2., Tablo 4.3.) doymus yag asidi
miktarlarinin en ¢ok kas dokusunda, en az ise beyin dokusunda oldugu gézlenmektedir.
Kas dokusunda doymus yag asidi orammn fazla olmasimn temel nedeni doymus yag
asitlerinin enerji elde etmek amaciyla depolanmasidir. Ayrica doymamus yag asidi
miktan incelendiginde ise en ¢ok beyin dokusunda, en az ise kas dokusunda oldugu
tespit edilmistir. Yag asitleri arasinda 6zellikle 22:6’nin beyin dokusunda diger dokulara
gore ¢ok daha fazla oldufu gbze carpmaktadir. Yapilan bir ¢ok g¢aligmada beyin
dokusunun gelisiminde ve islevini yerine getirmesinde dokosahegzaenoik asit ve
aragidonik asidin dnemli bir rol oynadig: belirtilmistir (Gibson and Makrides 1998;
Green and Yavin 1998; Youdim ve dig., 2000; Carlson 2001; Uauy ve dig., 2001;
Wainwright 2002). Toplam PUFA miktarlarina bakildiginda beyin dokusunda diger iki
dokuya gore PUFA miktaninin da oldukga fazla oldugu gézlenmektedir. Bu da beyin
dokusunun PUFA yoéniinden olduk¢a zengin oldugunu gostermektedir (Gibson and
Makrides 1998; Green and Yavin 1998; Youdim ve dig., 2000; Carlson 2001; Uauy ve
dig., 1996, 2000, 2001; Wainwright 1992-a, 2002-b; Innis 2000).

Tablo 4.1 incelendiginde 16:0 ve 18:0 oranlari i¢in gruplar arasinda istatistiksel
bir fark yoktur. 18:1 oram1 DMBA grubunda artmasina karsilik DMBA + Trolox ve
DMBA + Hidrokinon gruplarinda bu oran kontrol grubu degerine daha yakindir. Aym
durum 18:2 i¢inde gegerlidir. Fakat 18:2 igin gruplar arasinda istatistiksel bir fark
yoktur. Bilindigi gibi 18:1 ve 18:2 ya§ asitleri diger PUFA’larin sentezinde 6ncii madde
olarak kullamlirlar. 18:1 ve 18:2 miktarlannin artmasinin muhtemel nedeni DMBA’nin
18:1 ve 18:2°yi diger PUFA’lara doniistiiren enzimin ¢alismasim engellemesidir (Kevin
ve dig., 1988). Tablo 4.1. incelendiginde 18:3, 20:4 ve 22:6 oranlarimn da diistiigii
gbzlenir. Bu verilerden yola gikarak 6zellikle troloxun koruyuculuk etkisinden s6z
etmek miimkiin olabilir. Bilindigi gibi PUFA’lar birden fazla cift bag tagidiklarindan
dolay: oksidasyona oldukga agiktirlar. 18:3 oranlan igin gruplar arasinda istatistik bir
fark gozlenmemistir. 20:4 miktar1 DMBA grubunda olduk¢a diismiistiir. Buradan
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DMBA’min beyin dokusundaki PUFA’lant lipid peroksidasyonuna ugrattifi veya
DMBA’nin 20:4 sentezinde kullanilan enzimlerin ¢alismasini inhibe ettigi sdylenebilir.
DMBA+Trolox grubunun 20:4 degerlerine baktigimizda bu degerin DMBA grubuna
(p<0,01). Bu da

peroksidasyonunu Onlemesinin veya inhibe olan enzimleri aktive etmesinin bir

gore olduk¢a yiikseldigini g6rmekteyiz troloxun lipid
gdstergesi olabilir. Aym durum 22:6 iginde gegerlidir. DMBA grubunda 22:6 miktarn
olduk¢a diismektedir. Bu sonuglarda DMBA’nin 22:6’y1 ya lipid peroksidasyonuna
ugratifimi ya da 22:6 sentezini engelledigini diistindlirmektedir. Bu engellemede
DMBA’'nin 22:6’nin sentezinde gérev alan enzimlerin inhibe edilmesiyle olabilir.
DMBA-+Trolox grubunun degerleri incelendiginde 22:6 oraminin tekrar kontrol grubu
degerlerine ¢ekilmeye caligildig1 goriilir (Tablo 4.1.). Bu verilerden yararlamlarak
troloxun DMBA’nin zararh etkilerini ortadan kaldirmada basanli oldugu soylenebilir.
Toplam doymus ve toplam PUFA degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark
yoktur. Toplam doymamis yag asidi oranlan incelendiinde DMBA grubunda
istatistiksel bir diisiis vardir. DMBA ve DMBA+Trolox gruplan karsilastirildiginda
DMBA+Trolox grubunun kontrol degerlerine ¢ok yakin oldugu gozlenir. Bu verilerde

troloxun doymamus yag asitlerini korumaya galigmasinin bir gostergesi olabilir.

Tablo 4.1. Beyin Dokusu Yag Asidi Seviyeleri (%)

Yag asitleri Kontrol DMBA DMBA+Trolox | DMBA+Hidrokinon
16:0 22.46+1.70| 24.01+1.63*| 21.92+1.13° 23.98+1.74°
18:0 18.36£1.09°|  19.00%1.14*|  19.76+1.48° 18.75+1.07%
18:1 14.12+0.87*|  17.46+2.00°|  16.39+0.76" 16.28+1.14°
18:2 24.16£2.01*| 26.41+1.43%| 23.95£1.46° 27.01£1.61°
18:3 0.81£0.01*|  0.78£0.03*|  0.70+0.08° 0.80:0.01°
20:4 8.40+0.19%|  4.49+0.42%]  7.36+0.18° 5.12+0.35°
22:6 11.69+0.26°|  7.850.76*|  9.63+0.46" 8.06+0.87°
= Doymug 40.8242.12°|  43.01+2.26°| 41.68+2.01° 42.7342.38°
>Doymams| 59.18+1.75°| 56.99+1.98°| 58.43+2.04° 57.27+1.51°
= PUFA 45.06£1.72°  39.53+1.66°| 41.6422.08 40.99+2.32°
10>0.05 Pp<0.05 “p<0.01 “p<0.001
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Tablo 4.2. Karaciger Dokusu Yag Asidi Seviyeleri (%)

Yag asitleri Kontrol DMBA DMBA+Trolox | DMBA-+Hidrokinon
16:0 30.46+2.05%| 31.07+1.98%| 30.37+2.16° 32.35+2.31%
18:0 14.25+1.01°|  8.26+0.93%| 13.76+0.75° 9.13+0.86°
18:1 18.24+1.09°| 23.36+1.28°| 21.02+1.60° 25.80+1.46°
18:2 23.46+2.03%| 26.13+1.35°|  23.14+1.70° 25.28+1.49°
18:3 - 0.63+0.01*]  0.57+0.03° -

20:4 8.80£0.30°|  4.44+0.28|  6.6310.34° 4.18+0.26°
22:6 4.79+0.10°]  3.11+0.18%|  5.21+0.13° 3.26.+0.21°
= Doymus 44.71£1.86°| 39.33+1.79%| 44.13+2.17° 41.48+2.01°
~Doymamus| 5529+1.75%| 57.67+2.19*| 56.57+2.22° 58.52+1.88°
= PUFA 37.054£2.01° 34.31+1.91*| 35.55+1.69° 32.72+1.08?
0>0.05 °p<0.05 °“p<0.01 “p<0.001

Tablo 4.2 incelendiginde gruplarda 6lgiilen 16:0 oranlarinda istatistiksel bir fark
gozlenmemistir. Yag asitleri miktarlan incelendiginde 6zellikle 16:0 oraminin diger yag
asitlerine gore oldukca yiiksek seviyede bulundugu goriilmektedir. Bunun muhtemel
sebebi karaciferin yag asitlerinin depo edildigi yer olmasidir. Ciinkii bilindigi gibi diger
bir ¢ok yag asidi 16:0 kullanilarak wviicutta sentezlenmektedir. 18:0 oranlarina
bakildiginda DMBA grubunda anlamli bir diisiisiin oldugu gériilir. DMBA+Trolox
grubundaki 18:0 miktar: ise kontrol grubuna daha yakindir ve DMBA grubu ile anlamh
bir istatistik fark vardir (p<0,01). Bu sonuglardan yola ¢ikarak troloxun koruyuculuk
ozelligininden bahsetmek miimkiin olur. 18:0 oranimin DMBA grubunda azalmasinin
nedeni DMBA’nin 18:0°1 lipid peroksidasyonuna ugratmas: olabilir. 18:1 miktarlart
incelendiginde iss DMBA grubunda anlamli bir artis goriilmektedir. DMBA+Trolox
grubunda ise normale yakin bir deger vardir fakat DMBA grubu ile arada istatistiksel
olarak anlamli bir fark yoktur. DMBA+Hidrokinon grubunda DMBA grubuna gore
daha fazla meydana gelen artiy beklenmeyen bir durumdur. Fakat buradan
¢ikarilabilecek sonu¢ DMBA ve Hidrokinonun birlikte 18:1’in diger yag asitlerine
18:2 oranlan

cevrilmesini engelleyerek birikmesini saglamis olmasi olabilir.

incelendiginde DMBA grubunda anlaml bir artis goriiliitken DMBA+Trolox grubunda
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kontrol grubuna daha yakin degerlerin olmasi troloxun koruyuculuk &zelligini akla
getirmektedir. Bu koruyuculuk ya lipid peroksidasyonunu engelleyerek ya da 18:2°den
diger yag asitlerinin sentezinde gérev alan enzimleri aktive ederek gergeklesebilir.
DMBA-+Hidrokinon grubunda hidrokinonun olumiu bir etkisi gézlenmemektedir. 18:3
agisindan gruplar arasinda istatistiksel bir fark g6zlenmemistir. Ayrica kontrol ve
DMBA-+Hidrokinon gruplarinda 18:3 oram dedeksiyon simin altinda oldugu igin
dlgiilememistir. Dikkat edilirse karacifer dokusunda 20:4 ve 22:6 oranlari oldukga
diigiiktiir. Daha once de belirtildigi gibi 20:4 ve 22:6 yag asitleri 6zellikle sinir dokuda
yogun bulunmaktadir. 20:4 oranlarina bakildiginda DMBA grubunda anlamli bir azalma
vardir. DMBA+Trolox grubu ise kontrol grubuna daha yakin bir degerdedir.
DMBA+Hidrokinon grubunda ise DMBA grubundan daha fazla bir diisiis
g6zlenmektedir. Yine bu sonuglardan yola ¢ikarak troloxun lipid peroksidasyonunu
Onemli 6l¢iide Onlemeye calistifi sSylenebilir (p<0,05). 22:6 iginde aym1 durum s6z
konusudur. DMBA grubunda miktann diigen 22:6, DMBA+Trolox grubunda tekrar
yiikselmigtir (p<0,01). Bu da troloxun lipid peroksidasyonunu engellediginin géstergesi
olabilir. Toplam doymus, toplam doymamis yag asitleri ve PUFA oranlarinda gruplar

arasinda anlaml bir fark yoktur.

Tablo 4.3. Kas Dokusu Yag Asidi Seviyeleri (%)

Yag asitleri Kontrol DMBA DMBA+Trolox | DMBA+Hidrokinon
16:0 34.1542.06°| 35.0242.16°| 35.26+2.30° 34.46+1.87°
18:0 12.01£1.03*| 11.71£1.26*]  10.16+0.39° 13.0120.76
18:1 17.01+0.46*| 18.20+1.09%| 19.31+1.38° 18.21£1.16°
18:2 19.3442.05*|  19.33+1.36%| 18.21+1.08° 19.48+2.86°
18:3 0.60+0.03%|  0.63+0.02%|  0.58+0.04° 0.70+0.02°
20:4 11.26+0.38°|  09.95+0.78%|  10.30+0.46" 10.1620.28
22:6 05.53#0.26°|  05.16£0.36*|  6.18+0.45° 3.98+0.73°
= Doymus 46.16£1.87°| 46.73£1.63%| 45.42+1.26° 47.47£1.92°
zDoymamis| 53.7442.05°| 53.27+1.87%| 54.58+1.59° 52.5342.03°
> PUFA 36.73+1.19°  35.07+1.71%| 37.27+1.19° 34.32+1.44°
p>0.05 °p<0.05 °‘p<0.01 “p<0.001
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Tablo 4.3. incelendiginde doymus yag asidi oram: beyin ve karaciger dokularina
oranla daha fazla oldugu gériilir. Bunun muhtemel nedeni kas dokusunda depolanan
yag asitlerinin doymus olmasidir. DMBA-+Hidrokinon grubunda 18:3 oramimn
yiikselmesi 18:3’iin ortamda biriktiginin bir g&stergesidir. 18:3’{in ortamda birikmesinin
muhtemel nedeni 18:3"{ diger PUFA’lara geviren enzimlerinin igleyisinin bozulmasidir.
Zaten DMBA-+Hidrokinon grubuna bakildiginda 20:4 ve 22:6 oranlarinin da azaldig:
goriiliir. 20:4 oranlan incelendiginde DMBA grubunda kontrol grubuna gére bir azalma
goriilir. Bu azalmanin DMBA+Trolox ve DMBA+Hidrokinon gruplarinda azaldigim
gOrmekteyiz. Fakat gruplar arasinda DMBA grubu ile anlamh bir fark yoktur. 22:6
oranlar1 igin troloxun koruyucu etkisinden séz etmek miimkiindiir. 22:6 oranimn
DMBA+Trolox grubunda kontrol grubu ile dengede oldugu goriilmektedir. DMBA
grubu ile DMBA+Trolox gruplar arasinda anlamli bir fark vardir (p<0,05). Bu verilerde
troloxun 22:6 iizerine koruyuculuk etkisini akla getirmektedir. Toplam doymus ve
doymamis yag asitlerinin oranlar1 arasinda istatistiksel bir fark gozlenmezken toplam
PUFA oranlan incelendiginde troloxun koruyuculuk etkisinden s6z etmek miimkiin
olabilir. Ciinkii DMBA grubunda azalan PUFA miktann DMBA+Trolox grubunda tekrar
kontrol degerlerine yakin seviyeye ¢ekilmektedir.

Yag asitleri, hidrokarbon zincirindeki baglara gére doymus ve doymamis yag
asitleri olmak iizere iki grupta incelenebilir. Doymamis yag asitleri kolaylikla okside
olabilirler. Ozellikle ¢ift bagin sayisimin artmas: oksidasyonu kolaylastirmaktadir. Yani
PUFA’lar (¢oklu doymamis yag asitleri) daha kolay okside olmaktadirlar. Bilindigi gibi
16:0 (palmitik asit) ve 18:0 (stearik asit) hayvansal lipidlerde en ¢ok bulunan yag
asitleridir. Hayvansal lipidlerde en ¢ok bulunan doymamuig yag asitleri oleik asit (18:1),
linoleik asit (18:2) arasidonik asit (20:4) ve dokosahegzaenoik asit (22:6) tir. Birden
fazla ¢ift baga sahip yag asitleri organizmada sentez edilemez ve mutlaka disardan
alinmast gerekmektedir. Aksi durumda biiylime durur, dermatisit olusur, bébreklerde
harabiyet ve hematiiri goriiliir. Ayrica goklu doymamug yag asitleri prostaglandinlerin
yapisina katilmaktadir. Hormon &zelligi gosterirler yani metabolizmada diizenleyici
gbrev yaparlar. Ayrica kanin pihtilasmasinda ve beyin hiicrelerinin olusumunda
gorevlidirler.

Bilindigi gibi PUFA’lar viicutta sentezlenmez ve disaridan alinmak
zorundadirlar. Bu yag asitleri viicutta birgok metabolik faaliyetin gerceklesebilmesi i¢in
elzemdir. W-3 olarak adlandirilan linolenik asit ve dokosahegzaenoik asit beyin dokusu

ve gbz retinasinin olusumunda majér eleman olarak gorev yaparlar. Sinir sistemi i¢inde
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sinir impluslariuin transferinde ve 6zellikle ¢ocuklarin zeka fonksiyonlarinin
gelisiminde W-3 yag asitlerinin etkisi kanitlanmistir. Bilindigi gibi kalp hastaliklar ve
bazi kanser tiirleri olmak tiizere bir ¢ok hastalikla asirn yaglanmamin miinasebeti
gozlenmigtir. W-3 miktarinin fazla olmasi kétii kolesterol olarak bilinen LDL’yi
azaltarak HDL/LDL oranim iyi huylu kolesterol lehine g¢evirir. W-3 yag asitleri kan
basincini diizenlemeye yardimel olur ve kanda akiskanlif: saglayici etkiye sahiptir. W-3
yag asitlerinin kalp ve koroner hastaliklara karsi koruyucu, meme, barsak ve prostat
kanserinde, bagisiklik sistemi hastaliklarinda énleyici ve tedavi edici rolii vardir. Atopik
egzema gibi bazi deri hastaliklarinda tedavi edicidir. Hipertansiyon tedavisinde yararlar
gézlenmistir. Ayrica W-6 olarak bilinen arasidonik asit pek ¢ok fizyolojik sistemi
diizenleyen, fizyolojik olarak aktif eikosanoidlerin baslica 6n maddesidir. Bilindigi gibi
eikosanoidler hormon 6zelligi gésteren maddelerdir.

Tlm bunlar g6z o6niine alindiginda, elde edilen verilerin troloxun DMBA’nin
zararh etkilerine karg1 zellikle arasidonik asit ve dokosahegzaenoik asit gibi W-6 ve
W-3 yag asitlerini korumaya g¢alistifi gozlenmektedir. Troloxun arasidonik asit ve
dokosahegzaenoik asit gibi PUFA’larin peroksidasyonu veya ortamda azalmasim
engellenmesi ozellikle merkezi sinir sistemi, gérme ve kalp sorunlarinin ortaya
¢ikmasim Onleyecektir. Ayrica eer bu azalma DMBA’nmin PUFA’lan lipid
peroksidasyonuna ugratarak gergeklesiyorsa olusan serbest radikallerin diger zararl
etkilerine karsida trolox canliy1 korumus olacaktir. Trolox bilindigi gibi antioksidanlara
yapilan ¢alismalarda pozitif kontrol olarak kullamilmaktadir (Guohua ve dig., 1998).
Antioksidan oldugu sanilan maddelerin verimliligi olciiliirken trolox standart olarak
kullamlmaktadir (Naguip, 2000). Farriol, troloxun oksidatif stresi engelledigini
belirtmistir (Farriol, 1994). Indira yapt1§1 ¢aligmada troloxun peroksinitritin oksidan
Ozelligini ortadan kaldirdigimi  belirtmistir  (Indira, 1999). Aynca troloxun
neuroprotectant (ndron koruyucu) etkisi vardir. Anneye damar yoluyla verilen trolox ve
askorbik asit kompozisyonu sonucu fetal plazmada, antioksidan aktivitede artis ve
hipoksiye bagh gelisen mitokondrial hasarda azalma gériilmiistiir (Tan ve dig., 1996)

Sonuglar bize kanserojen bir madde olan DMBA’nin zararl etkilerine karsi
troloxun koruyu o&zellikte oldugunu diistindiirmektedir. Bu etki &zellikle lipid
peroksidasyonuna ¢ok agik olan ¢oklu doymamis yag asitleri (PUFA) tizerinde daha
belirgin olarak goriilmektedir. Hidrokinon ise trolox kadar koruyucu &6zellik
gostermezken bazi durumlarda DMBA ile birlikte dokulardaki yag asidi oranlarini

olumsuz yonde etkilemistir.
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