T.C.
ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI

TIBBi BIYOKIMYA ANABILIM DALI

RATLARDA UZUN DONEM BiSFENOL A KULLANIMI UZERINE
ALFA TOKOFEROL VE ALFA LIPOIK ASIT’IN ETKILERI

UZMANLIK TEZI

DR. AYSEGUL BAHADIR

SAMSUN/ 2011






T.C.
ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI

TIBBI BIYOKIMYA ANABILIM DALI

RATLARDA UZUN DONEM BISFENOL A KULLANIMI UZERINE
ALFA TOKOFEROL VE ALFA LiPOIK ASIT’IN ETKILERI

UZMANLIK TEZI

DR. AYSEGUL BAHADIR

TEZ DANISMANI

YRD. DOC. DR. BAHATTIN AVCI

Bu calisma (PYO. TIP. 1904-24) Ondokuz May:s Universitesi Aragtirma Fonu tarafindan desteklenmistir

SAMSUN/ 2011



ONSOZ

Uzmanlik egitimim siiresince bilgi ve tecriibelerinden yararlandigim Tibbi
Biyokimya Anabilim Dal: Baskami Hocamiz Prof. Dr. Abdulkerim Bedir’e, tez
calismalanm sirasindaki destek ve yardimlarindan dolay1 tez damgmanim sevgili
Hocam Yrd. Dog. Dr. Bahattin Aver’ya ve Anabilim Dal Ogretim Uyeleri Dog. Dr.
Ramazan Amanvermez’e, Dog. Dr. Nermin Kilic’a, Yrd. Dog¢. Dr. Birsen Bilgici’ye,
Yrd. Dog. Dr. Ozgiir Korhan Tungel’e, Yrd. Dog. Dr. Hasan Alagam’a, Yrd. Dog. Dr.
Alil Okuyucu’ya tesekkiir ederim.

Tez caliymamin her asamasinda bana destek olup biiyik bir dzveriyle
yardimel olan gok degerli arkadagim Uz. Dr. Murat Giinay’a, tez caligmalanmdaki
yardimlanyla Dr. $imal Giirler ve Uz. Dr. Rukiye Nar’a, bana destegi olan diger tiim
Uzman ve Aragtirma Gorevlisi Doktor Arkadaslarima,

Halk Saghg Uzmam sevgili arkadasim Uz. Dr. Nilden Arslan’a ve
Biyoistatistik Anabilim Dali Ogretim Gorevlisi Yrd. Dog. Dr. Leman Tomak’a,

Biyokimya Anabilim Dali ve Laboratuvarlan galisanlarina, Boéliim
Sekreterimiz Osman Eksioglu'na, Tibbi ve Cerrahi Aragtirmalar Béltimiinde
yardimlarindan dolay: Mustafa Ince’ye,

...ve bugiinlere gelmemde en biiyiikk emegi olan Rahmetli Babama, Camm
Anneme, ders ¢aligmrken beni hig yalniz birakmayan biricik kizim Aysenaz’a ve aileme

sonsuz sevgi, saygl ve tesekkiirlerimi sunarnm.



ICINDEKILER

Sayfa
OMSOZ I
[eindekiler IT
Kasaltmalar e v
=10 o) R VI
Grafoktler oo VIII
S I T i IX
072 O X
S UMM A R Y X1
1. GIRIS VE AMAC 1
2. GENEL BILGILER ] 3
2.1 ALKILFENOLLE R 3
2.2.BISFENOL A 3
2.2 ) Tanimu Ve Tar e 3
PR €Y ) - N 4
22 3 Kullanum alandary 6
2. 2.4 Metabolizmasy 8
2.2.4.1. Biyodegradasyon 8
2.2.4 2. Fotodegradasyon 8
2 S O S S 9
2.3. SERBEST RADIKALLER VE OKSIDATIF STRES 11
2.3.1. Reaktif oksijen Grlinlers 12
2.3 L SInglet O ST O 12
2.3.1.2. Superoksit radikali_____ 12
2.3, L3 Hidrojen Peroksit 12
2.3.1.4. Hidroksil Radikali 13
2.3.2. Reaktif Nitrik Oksit Uriinleri 14
2.3.3. Serbest radikallerin hiicredeki biyomolekiillerle etkilesimi________ 15
2.3.3.1. Lipid Peroksidasyonu, 16
2.3.3.2. Protein Oksidasyonu 19
2.3.3.3. Serbest radikallerin karbonhidratlaraetkisi 24
2.3.3.4. Serbest radikallerin DNA ve Niikleik asitlere etkisi 24

I



2.4.ANTIOKSIDANLAR

2.4.1.6. Paraoksonaz (PON1)
2.4.2. Enzimatik olmayan antioksidanlar

2.4.2.1. Alfa Tokoferol

2.4.2.2. Askorbik Asit

2.4.2.5. Gegis Metal Iyonlarim Baglayici Proteinler
3. GEREC VE YONTEM.
3.1. Kullanian Cihazlar

3.4.3. Serum ve Doku Protein Oksidasyon Diizeyi Tayini
3.4.3.1. Reaktiflerin Hazirlanigi
3.4.3.2. Olciim




3.4.6. Serum ve Doku Paracksonaz (PON 1) Diizeyinin Tayini, 47

3.4.6.1. Reaktiflerin Hazarlanist 48

3.4.6.2. OlgUm 48

3.5. Verilerin Istatistiksel Degerlendirilmesi 49

A BU L GU L A R i 50
4.1. Serumda Malondialdehit Diizeyi (MDA 51
4.2. Serumda Protein Oksidasyon Diizeyi (AOPPY . 52
4.3. Serumda NO Uriinleri (Nitrat ve Nitrit) Diizeyleri 53
4.4. Serum Paracksonaz Dlizeyi (PON 1) 54
4.5. Plazma Glutatyon Peroksidaz Diizeyi (GPX) 55
4.6. Beyin Dokusunda Malondialdehit Divzeyis 56
4.7. Beyin Dokusunda Protein Oksidasyon Diizeyi (AOPP) 57
4.8. Beyin Dokusunda NO Uriinleri (Nitrat ve Nitrit) Dzeyleri 58
4.9. Beyin Dokusunda Paraoksonaz Diizeyi(PON 1) 59
4.10. Beyin Dokusunda Glutatyon Peroksidaz Aktivite Diizeyi (GPx)____ 60

T AR T S M A i 61
O S ON I 72
7. KAYNAKILAR 73

18Y



KISALTMALAR VE SIMGELER

BPA
NP
OP
a-TF
a-LA
DHLA :
GSH
GS-S8G:
GPx
SOD
PON
PUFA :
PSH
LDIL
HDL
Apo B :
HNE
MDA
AQOPP :
AGE
ALE
NO
NOs
ATP
ETZ
NAD
NADP:
FMN
FAD
HPLC
uv
PVC

: Bisfenol A

: Nonilfenol

: Oktilfenol

: Alfa Tokoferol

: Alfa Lipoik Asit

Dihidro Lipoik Asit

: Glutatyon

Okside Glutatyon

: Glutatyon Peroksidaz
: Stiperoksid Dismutaz

: Paraoksonaz,

Coklu Doymamus Yag Asidi

: Protein stilfidril
: Diisiik Yogunlukta Lipoprotein
: Yiiksek Yogunlukta Lipoprotein

Apolipoprotein B

: 4-hidroksi 2-nonenal

: Malondialdehit

Ileri diizeyde protein oksidasyon iiriinleri

: Glikalizasyon son iirfinleri

: Lipit peroksidasyon son tiriinleri
: Nitrik Oksit

: Nitrik Oksit sentaz

: Adenozin trifosfat

: Elektron Transport Zinciri

: Nikotinamid adenin diniikleotit

Nikotinamid adenin dintikleotit fosfat

: Flavin mono niikleotid

: Flavin adenin diniikleotid

: Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi
: Ultraviyole

: Poli Vinil Kloriir

AAPH :

2-amidinopropan hidroklorid



ROO
RO’
RS’
LOO-
LOOH
HO

272
ONOO"

Gs'
Fe+2

Cu+2

Serbest radikal
Stiperoksit radikali

Hidroksil radikali
Peroksil radikali
Alkoksil radikali

Tiyil radikali

Lipid peroksil radikali
Lipid hidroperoksit

Hidrojen Peroksit

Peroksinitrit

Glutatyon radikali
Demir (ferro)

Bakar (kupri)

VI



TABLOLAR:

Tablo 3.1. Deney gruplarina Bisfenol A, Alfa Tokoferol ve Alfa Lipoik Asit Uygulams
Tablo 3.2. Protein miktan tayininin ¢aligma prosediirii |

Tablo 3.3. AOPP Standartlar: |

Tablo 4.1. Bulgular

Tablo 4.2. Serum MDA Diizeylerinin BPA grubuna gore ikili kargilagtirmasi

Tablo 4.4. Serum Nitrat ve Nitrit Diizeylerinin BPA grubuyla ikili karsilagtirmasi
Tablo 4.4. Serum Nitrat ve Nitrit Diizeylerinin kontrol grubuyla ikili kargilagtirmas:
Tablo 4.5. Beyin dokusu MDA Diizeylerinin BPA grubuna gore ikili kargilagtirmast
Tablo 4.6. Beyin dokusu Nitrat ve Nitrit Diizeylerinin BPA grubuyla ikili
karsilastirmast

Tablo 4.7. Beyin dokusu Nitrat ve Nitrit Dtizeylerinin ikili kargilagtirmasi

GRAFIKLER

Grafik 4.1. Serum MDA Diizeyi

Grafik 4.3. Serum AOPP Diizeyi

Grafik 4.3. Serum NO Uriinleri (Nitrat ve Nitrit) Diizeyleri

Grafik 4.4. Serum PON Diizeyi

Grafik 4.5. Plazma GPx Diizeyi

Grafik 4.6. Beyin Dokusu MDA diizeylen

Grafik 4.7. Beyin Dokusu AQOPP Diizeyleri

Grafik 4.8. Beyin Dokusu NO Urtinleri (Nitrat ve Nitrit) Diizeyleri
Grafik 4.9. Beyin Dokusu PON Diizeyleri

Grafik 4.10. Beyin Dokusu GPx Diizeyleri

VII



SEKILLER:

Sekil 1: Bisfenol A

Sekil 2: BPA’nin meydana gelisi

Sekil 3: ETZ’de suyun olusmasi

Sekil 4: ETZ’de superoksitlerin olusmas:

Sekil 5: Hidrojen peroksitin Fe™ ve Fe* ile reaksiyonu
Sekil 6: Haber Weiss Reaksiyonu

Sekil 7: Iyonizasyon

Sekil 8: Ultraviyole 1gmnla hidroksil radikalinin olusumu
Sekil 9: Suyun lyonizasyonu

Sekil 10: Peroksinitrit olusumu

Sekil 11: Coklu doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu
Sekil 12: Peroksitlerin hidroksil ve alkoksil radikallerine déntistimii
Sekil 13: Karbon merkezli radikaller ve hidroksillenmis protein iiriinleri
Sekil 14: Capraz bagl proteinlerin olusmas:

Sekil 15: Peroksinitrit olusumu

Sekil 16: Protein karbonil {iriinleri

Sekil 17: Antioksidan Enzimler

Sekil 18: Superoksit Dismutaz Reaksiyonu

Sekil 19: Hidrojen Peroksitin Katalaza Etkisi

Sekil 20: Glutatyon Peroksidazin hidrojen peroksite etkisi
Sekil 21: Glutatyonun GPx ile indirgenmesi

Sekil 22: Glutatyonun indirgenmesi

Sekil 23: Glutatyon Transferaz reaksiyonu

Sekil 24: ¢-TFtin yapist

Sekil 25: Askorbat ve dehidroaskorbat

Sekil 26: Glutatyon sentezi

Sekil 27: Glutatyonun oksidasyonu

Sekil 28: a-LA ve a-TF’lin etkilesimi

VIII



OZET
BiSFENOL A’NIN OKSIiDAN ETKILERINE KARSI
ALFA TOKOFEROL, ALFA LiPOIK ASIT VE KOMBINE
KULLANIMLARININ KORUYUCU ETKILERI

Giinliik yasamimizda genis bir kullanim alanina sahip olan plastik malzemelerin
yapisinda yer alan Bisfenol A (BPA), ozellikle evsel iiriinlerde, yiyecek igecek
kaplarinin i¢ kaplamasinda, tibbi ve dis tedavi malzemelerinde kullamiimaktadir. BPA,
ylizey gerilimini azaltici Ozellikleri nedeniyle endiistriyel alanda sik¢a kullamilan
alkilfenollere ait toksik bir bilesiktir. Besin zinciriyle, i¢me sulariyla, inhalasyon
yoluyla insan viicuduna alinmalktadir. BPA maruziyetiyle birlikte kandaki diizeyinin
yiikselmesi yagda ¢6ziiniir 6zelligi nedeniyle dokularda birtkimine sebep olmaktadir.
Dokulardaki BPA birikiminin oksidatif hasara yol ag¢tifi c¢esitli caligmalarla
gosterilmistir. Giiniimiiz yagsaminda maruz kaldifimiz bir ¢ok toksik maddenin
etkilerine karsi1 antioksidanlarin 6nemi giderek artmaktadir.

Yaptifimiz ¢alismada giiglii antioksidanlar olan alfa tokoferol («~-TF) ve alfa
lipoik asitin (o-LA), BPA’ya bagh ortaya ¢ikmasi muhtemel oksidatif hasardan
korunmadaki Gneminin arastirilmasi amagland:. Her biri on rattan olugan bes grup
olusturuldu. L.grup kontrol grubu olarak belirlendi. Kontrol grubu digindaki dért gruba
30 giin siireyle oral gavaj yoluyla 25 mg/kg/giin BPA uygulandi. II. gruptaki ratlara
yalmzca BPA uygulamirken, I11. gruba BPA ile birlikte 100 mg/kg/giin a-LA, IV.gruba
BPA ile birlikte 20 mg/kg/giin o-TF, V. gruba ise BPA ile birlikte 100 mg/kg/giin a-LA
ve 20 mg/kg/giin a-TF kombine olarak uygulandi.

Calismamizin sonunda, lipid peroksidasyonu iiriinii olan Malondialdehit (MDA),
Protein Oksidasyon Uriinleri (AOPP) ve Nitrik Oksit diizeyleri ile antioksidan
enzimlerden Glutatyon peroksidaz (GPx) ve Paraoksonaz (PON1) diizeyleri élgiilerek
_ istatistiksel olarak degerlendirildi.

Beyin dokusu ve serum &rneklerinde BPA uygulanan grup, kontrol grubuyla
karsilagtirildigimda protein oksidasyonu firiinleri (AOPP) ve nitrik oksit (NO)
diizeylerinde, antioksidan enzimler glutatyon peroksidaz (GPx) ve paraoksonaz
diizeylerinde (PON1) istatistiksel olarak herhangi bir farklihik tespit edilmedi. Lipid
peroksidasyon diizeylerinde (MDA) ise beyin dokusu ve serum &meklerinde istatistiksel
olarak anlamli artig gériildi (p<0,05). a-TF ve a-LA uygulanan III, IV. ve V. gruplara

ait serum Orneklerinde lipid peroksidasyonunun II. gruba gére anlaml olarak azalmasi
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(p<0,05) ancak kontro!l grubuna gére bir farklilik géstermemesi(p>0,05), kullandigimiz
antioksidan maddelerin BPA’min ortaya ¢ikardifn oksidatif hasan geri ¢evirdigini
diisiindiirmektedir. Ancak elde ettifimiz bulgular ¢-LA ve o-TF’iin ayrt ayn ya da
kombine kullamimlarinin birbirlerine herhangi bir iistiinl{ifiniin olmadigim gdsterdi.
Sonug olarak, endiistriyel alanda sik¢a kullamlan ve ¢evresel olarak da maruz
kaldigimiz toksik bir kimyasal madde olan BPA'mn beyin dokusu ve serum diizeyinde
lipit peroksidasyonuna sebep oldugunu tespit ettik. a-LA veya o¢-TF’iin uyguladigimiz
dozlarda BPA'nin sebep oldufu hasarin geri ¢evrilmesinde etkin olduunu, ancak bu iki
antioksidamin birbirlerine bir Ustiinligii olmadifim ve kombine kullamimlarinin bir

avantaj saglamadigim belirledik.

Anahtar Kelimeler; Oksidatif stres, Antioksidanlar, Bisfenol A, Alfa Lipoik Asit, Alfa
Tokoferol, Malondialdehit.



SUMMARY
EFFECTS OF ALPHA LIPOIC ACID AND ALPHA TOCOPHEROL ON
LONG - TERM BISPHENOL A ADMINISTRATION IN RATS

Bisphenol A (BPA) especially used as a building block of plastic materials such
as inner lining of food and beverage containers, medical materials, dental sealents and
composites and in the other domestical products is a toxic material. BPA is from one of
the groups of alkylphenols which are widely used as surfactants in domestic and
industrial products. Humans are exposed to BPA primarily through the food cycle,
domestic water and inhalation. Exposure to BPA cause to the increase of the serum
BPA concentration and bicaccumulation within the tissues by virtue of its lipophilic
nature. There are several literatures about the oxidative stress induced by BPA’s
biocaccumulation within the tissues. Importance of the antioxidants which are used
against the toxic effects of several materials in the daily life rise in recently.

The aim of our study was to investigate whether administration of the alpha
lipoic acid (o- LA) and alpha tocopherol (o-TF) antioxidants can prevent the probable
oxidative stress induced by BPA. The rats were divided into five groups including ten
rats in each group. The first group was defined as a control. In the other groups, BPA
(25 mg/kg/day) was administrated by intragatric lavage to rats for 30 days. The second
group was administrated by only BPA, a- LA (100 mg/kg/day ) was administrated along
with BPA in the third group, o-TF (20 mg/kg/day) was administrated along with BPA in
the fourth group, o- LA and ¢-TF combination was administrated along with BPA in the
fifth group.

At the end of the study, the levels of Malondialdehid (MDA) as a product of
lipid peroxidation, the advanced oxidation protein products (AOPP), nitric oxide (NO)
and the antioxidant enzymes Glutathione Peroxidase (GPx) and Paraoxonase (PONI)
were determined. Data was evaluated statistically.

No significant difference was observed for the levels of AOPP, NO, GPx and
PONI1 in rats through by only BPA compared to the control group. The lipid
peroxidation levels of only BPA group were significantly higher than the control group
of the rat brains and sera (p< 0.05). There was a significant decrease compared with
only BPA administrated group (p< 0.05) with the o-LA and o-TF administrated along
with BPA groups but no significant decrease compared with control group in sera (p>
0.05). These findings revealed that the coadministration of a- LA and o-TF along with

BPA reversed the effects of BPA induced oxidative stress within the sera. In conclusion,
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our data suggested that there was no significant difference between the administration
of only a-LA/a-TF and combination along with BPA. These antioxidants didn’t have
any priority to each other and combined administration had no advantage.

As a result, we revealed that BPA, a toxic chemical material often used in
industry and exposed environmentally, induces lipid peroxidation at rat brains and sera.
At these dosages, 0-LA and a-TF had protective effect against oxidative stress induced

by BPA but combined administration had no advantage.

Key Words;, Oxidative stress, Antioxidants, Bisphenol A, Alpha Lipoic Acid, Alpha
Tocopherol, Malondialdehid.
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1. GIRIS VE AMAC

Alkilfenoller, ylizey gerilimini azaltic: etkilerinden dolay1 endtisiride yaygin
olarak kullanilan kimyasal maddelerdir. Alkilfenollerin giinlitk yasamda genis kullamm
alam bulunmaktadir. Alkilfenollerden Bisfenol A (BPA), 6zellikle plastik sanayisinde,
plastik mutfak gerecleri, bebek biberonlar1 ve besin saklama kaplarinda, dis protez,
dolgu ve kaplamasi gibi cesitli dig tedavi malzemelerinde, deterjanlarda, kozmetik
tirtinlerde, boya, peptisid, herbisid maddeler gibi pek ¢ok triinde kullamilmaktadir
(Halden, 2010).

Atiklann igme suyuna kangmasi sebebiyle gida ve igme sulanyla, cilt
absorbsiyonu ve inhalasyon yoluyla bu maddelerin insan viicuduna alinmast miimkiin
olmaktadir (Staples er al., 1998; Mihaich ef al., 2009) (Markey er al, 2001;Y1ldiz,
2009;Lintelmann et al., 2003). Bu maddelerin alimi sonrasinda kanda ve cesitli
dokulardaki konsantrasyonu yiikselmekte, yagda ¢dziinen maddeler olduklari icin
dokularda birikme egilimi gdstermektedirler (Michalowicz and Duda, 2007). Ostrojenik
potansiyele sahip olduklar ve direk hormon reseptérlerini etkileyerek hormon sentezini
bozabildikleri igin ‘Endokrin Bozucw’ olarak tammlanirlar (Richter er al., 2007;
Vandenberg et al, 2007). Endokrin bozucu etkisi digmnda, giinliik yasamda maruz
kalman pek ¢ok kimyasal madde gibi BPA mun da, biriktigi dokularda reaktif oksijen
tirtinleri (ROU) aracilifityla hiicresel protein ve lipit yapilarin oksidatif hasarina bagh
olarak hiicre diizeyinde hasar olusturdugu gosterilmistir (Atkinson and Roy, 1995a;
Bindhumol er al., 2003; Chitra et al., 2003; Hasselberg ef al., 2004).

Sahip olduklart eglenmemis elektrondan dolay: yiiksek derecede reaktif
molekiiler yapilar olan serbest radikallerden ROU; protein, lipit, DNA gibi hiicresel
makromolekiillerde oksidatif modifikasyonlara neden oldugundan inflamatuvar,
kardiyovaskiler, nérodejeneratif hastaliklar, mutasyon, malignite ve yasa bagh
dejeneratif degisikliklerle iligkilidir (Young and Woodside, 2001; Fang ef al., 2002).
Antioksidanlar, elektron yakalayici 6zellikleriyle ROU’ni etkisiz hale getirerek hiicre ve
doku hasarmdan korunmada etkilidirler. Hiicresel makromolekiilleri oksidatif hasardan
koruyarak serbest radikallerin sebep oldugu hastaliklann baslayis ve ilerleyisini
durdurabilmektedirler (Markey et al., 2001) (Suarez et al,, 2000; Chitra er al., 2003;
Kabuto et al., 2003; Sajiki and Yonekubo, 2003; Hasselberg et al., 2004; Kabuto et al.,
2004).



Antioksidanlardan askorbik asit ( C vitamini) ve alfa tokoferoliin (E vitamini)
alkilfenollerin toksisitesine kargi koruyucu etkileri oldugu gdsterilmistir (Bindhumol et
al., 2003; Chitra et al., 2003; Korkmaz ef al., 2011).

Alfa Tokoferol (a-TF); ROU’nin indiikledigi lipit peroksil radikallerinin
olusumunu inhibe ederek membran fosfolipitlerindeki goklu doymamis yag asitlerini
peroksidasyondan korur. LDL, hiicresel proteinler ve DNA’mn oksidatif hasarina engel
olur (Fang ef al, 2002). Calismalarda; alkilfenollerin olusturdupu oksidatif hasara
karsi kullamlan o-TFtin hepatik antioksidan savunmay1 baslattig: ve oksidatif hasari
ortadan kaldirabildigi gosterilmistir (Okai er al., 2000; Chitra and Mathur, 2004).

Onemli bir enzim kompleksinde kofaktér olan, gegitli bitkisel ve hayvansal
kaynaklarda bulunan o-LA, diyetle alm sonrasi farkh dokulara dagiimakta ve
organizmada metabolik bir antioksidan olarak etki gdstermektedir. Bu etkisini, serbest
radikalleri yakalayip, ROU’nin sebep oldugu lipit peroksidasyonu ile protein ve
DNA’nin oksidatif hasarin énleyerek ve diger antioksidanlan da yeniden kullamlabilir
sekle doniistiirerek gostermektedir (Packer ef al., 1995; Packer ef al., 1997b). ROU’ne
bagl olarak ortaya ¢ikan oksidatif hasar, gesitli kronik hastaliklarm patogenezinde yer
almakta, potent antioksidanlardan biri olan «-LA ise lipit, LDL, proteinler ve DNA gibi
biyomolekiilleri koruyarak oksidatif hasara bagli olarak ortaya cikacak -etkileri
onlemekte, ayni zamanda da alfa lipoik asit/dihidrolipoik asit (DHLA) redoks ciftini
olusturarak pek c¢ok antioksidanm diizenlenmesini &zellikle okside glutatyon,
dehidroaskorbat ve ubikinonun indirgenmesini saglamaktadir (Packer er al., 1995;
Packer and Tritschler, 1996; Arivazhagan et al., 2001b, a; Arivazhagan et al., 2002;
Marangon ef al., 1999; Balachandar er al., 2003).

o-LA/DHLA ¢ifti, o-TF'iin radikal okside sekli olan thioredoksini rediikte
ederek o-TF’{in rejenerasyonunu saglar (Packer and Tritschler, 1996; Moini et al,
2002). Caligmamizda «-LA’in biyolojik sistemlerde a-TF’ii rejenere etmesiyle ilgili
ozelliginden yola ¢ikarak; o-LA ve o-TFil ayr ayr ve kombine uygulayip BPA’ya
bagl: olarak ortaya cikabilecek muhtemel oksidatif hasara kars1 bu antioksidanlarin aymn
ayr ve kombine kullamimlarinm koruyucu etkilerinin olup clmadigm: ve sinerjik bir

antioksidan etki olugturup olusturmadigim arastirmay1 hedefledik.



2. GENEL BILGILER

2.1. ALKILFENOLLER

Alkilfenollerin etilen oksit ile reaksiyonu sonucu iiretilen Alkilfenol Etoksilatlar:
(APEs), evsel ve endiistriyel tirlinlerde stirfaktan olarak genig kullanim alanina sahip
bilesiklerdir. Oktilfenol Etoksilatlar (OPEs) ve Nonilfenol Etoksilatlar (NPEs) en sik
kullamlan iki stirfaktan grubudur. Atik su aritma tesislerinden sizan sularda siklikla
bulunmaktadirlar. Atik su aritma tesislerinde veya ¢evredeki primer degradasyonu, daha
kalic1 ve toksik olan kisa zincirli alkilfenol etoksilatlann (1, 2, 3 etoksilath Nonilfenol
Ltoksilatlar) ve Nonilfenol (NP), Oktilfenol (OP) gibi alkilfenollerin olusumu ile
sonuglanir. Fizikokimyasal ézelliklerinden dolay1, atik su 1slah iinitelerinden ¢iktiktan
sonra sedimentlerde birikirler. APE metabolitlerinin sudaki konsantrasyonunu
belirleyen sivi ¢dzintrlighi  ile yiiksek dagilim katsayisi  gesitli  cevresel
kompartmanlarda 6nemli bir sekilde depolanmalarint saplar. Calismalar, APE
metabolitlerinin ana bilesiklerden daha toksik oldugunu, @strojen reseptorleriyle
etkilesime girerek dofial hormonlan taklit edebildigini ve ¢cevrede bulunma diizeylerinin
yagam etkileyebildigini gostermistir (Markey er al., 2001; Warhurst et al., 1995)
(Staples e al., 1998; Ying ef al., 2002; Correa-Reyes et al., 2007).

2.2. BISFENOL A
2.2.1. Tanimi ve Tarihgesi

Evsel trtnlerde kullamlan polikarbonat plastiklerin yapi malzemesi, polivinil
klorid (PVC) plastiklerin katki maddesi olan yiyecek igecek kaplarinin i¢ kaplamasi ve
dis tedavi malzemelerinde bulunan Bisfenol A (BPA)'mn ilk kesfi 1891 yilinda
olmustur. 1909 yilinda patent alan bakalit; endiistride ve evsel iiriinlerde kullamimak
lizere tiretilen ilk fenolik plastik olmus, 1940 ve 1950°1i yillarda plastik endiistrisinde
kullamlmaya baglanmigtir. CD, DVD, gegitli elektronik malzemelerin kaplamasi, spor
malzemeleri, kafiit kaplamalar1 ve otomobillerde de ek kullanim alanlarina sahip olan
BPA, bugiin de en ¢ok kullamlan kimyasallardan biridir (Kang et al., 2007; Calafat er
al., 2008; Rubin and Soto, 2009) (Markey ef al., 2001).

Giinliik hayatta siklikla kullamlan plastikler, polimerik yapilardir. Polimerler,
yapisinda karbon, hidrojen, oksijen atomlann ve silikon bulunduran monomerlerden

olusurlar. Bu polimerleri olugturmak igin pek ¢ok monomer isttilip birlikte polimerize



edilir. Plastiklerin kimyasal, fiziksel ve biyolojik duyarlihklarnna bagh olarak ¢ok yénli
kullanimlar1 yaninda distik fiyatl olmalan tek kullanimlik saglik iiriinlerinde tercih
edilebilir olmalarim saglamaktadir. Bu maddelerin ¢ok genis kullammlari, insan sagl g1
ve gevre agisindan BPA gibi monomerik yapi taglannin yaninda igerdikleri cok

nuktardaki katki maddesinden kaynaklanan riskler tagtmaktadir (Halden, 2010).

2.2.2. BPA’nim Yapisi

Molekiiler formiilii; C;5sH;50-

Gortinlimi  beyazdan agik kahverengiye defisen tanecikler veya pudralar
seklindedir(2, 2-(4, 4-dihidroksidifenil)).

CHj
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)
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Sekil 1: Bisfenol A
BPA, parapozisyon durumunda iki hidroksil grubu igeren bir difenil bilesigi
seklinde kimyasal yapiya sahiptir (Kadoma and Fujisawa, 2000). ki mol fenoliin bir
mol aseton ile diisiik pH ve yiiksek sicakliktaki kondensasyonuyla elde edilen, sonucta

iki fonksiyonel fenol grubu bulunan organik bir ¢evresel ajandur.

OH
o CH,
CH; CH, CH,

FENOIL, ASETON BISFENOL A

Sekil 2: Bisfenol A "nin meydana gelisi

BPA, hem asit hem de alkalinle katalizlenen reaksiyonlar sonucu elde edilebilir,
ancak endiistriyel tiretimde, olugan yan iiriin miktarim en aza indirebilmek icin asitle
katalizleme tercih edilmektedir. BPA, yiiksek saflikta polikarbonat imalatinda ve daha
diisiik saflikta epoksi regine imalatinda kullamilan olmak iizere iki farkli kalitede

olusmaktadir.



Fenol ve driinleri dogal cevrede ¢ok¢a bulunur. Bu bilesikler, polimerlerin,
ilaglarin ve diger organik maddelerin igeriginde bulunmaktadirlar. Bazi fenoller dogal
siiregler sirasinda olusur. Ekosisteme evsel veya endiisiriyel atiklarm yiizeyel suya
drenaji sonucu giren fenol bilesikleri, cok sayidaki bilesigin {iretimi, yikimu ve
Jenerasyonu ile iligkilidir. Andropojenik orjinli fenollerin gevrede bulunmas: petrol veya
ila¢ endiistrilerindeki kimyasal aktivitelere baghdir. Fenoller, klor atomlanyla
reaksiyona girebilen, nitratlanabilen, metillenebilen ve alkillenebilen tehlikeli
ekzotoksinlerdir. Fenol ve iiriinlerine bagh olarak akut toksisite, mutajenite ve malignite
ortaya gtkabilir. Hematotoksik ve hepatotoksiktirler, histopatolojik degisikliklere sebep
olurlar (Michalowicz and Duda, 2007).

Bu bilesiklerin toksik davramslari hidrofobisite ve serbest radikal olusumu
olmak iizere iki temel siirecle ilgilidir.

Hidrofobisite, hiicre igeriginde fenoliin ¢oziiniirliigiinii ve buna bagl: olarak
bilesigin hiicre ve doku yapilanyla iligkisini etkiler. Fenollerin organizmaya girisi hiicre
membramndan difiizyonla oldugu igin, bilesigin hidrofobisitesinde artig hiicre
membranindan etkin bir sekilde gegmesini saglayarak bu ksenobiyotiklerin toksisitesini
baglatir (Michalowicz and Duda, 2007; Markey et al., 2001).

Serbest radikal olusumu; Fenollerin etkisiyle olusan fenoksi radikallerinin ve
semikinon ve kinon gibi ara iiriinlere ait metabolitlerin, hiicrelerdeki biyomolekiillerle
etkilesimi sonucunda, superoksit radikalleri ve hidrojen peroksit gibi ROU olugur.
Fenoller, yliksek reaktiviteleri ile hizli bir sekilde radikal reaksiyonlarina girerek hiicre
membranlaninda lipit peroksidasyonunu provoke ederler. Daha diisiik aktiviteye sahip
olanlar ise hiicre igi bosluklara girerek hiicre igerigine zarar verirler. Fenollerin veya
radikal metabolitlerinin mitokondriyle etkilesimi oksidatif fosforilasyonla elektron
transport zinciri arasinda ayrilmaya sebep olur (Michalowicz and Duda, 2007).

Fenollerin toksik etkilerinin kargilagtinilmasinda énemli fakiorler pKa ve logP’
dir. Ka, bilesigin dissosiasyon katsayisi, logP ise andissosiye asitlerin oktanol-su
partisyon katsayisidir. Hidrofobisitede ve log P degerinde artis, pKa degerinde azalma
ksenobiyotikler tarafindan daha etkili membran penetrasyonu ve toksisite olusumu ile
sonuglanir. Bilesiklerin pKa degerleri birbirine yakin oldugunda toksisite icin en nemli
faktdrii hidrofobisite olugturur. Fenoller hiicreye penetre olduktan sonra aktif doniisiime

ugrarlar. Bu stireg, DNA veya enzimlere baglanarak zarar veren -elektrofilik



metabolitlerin olusumuyla fenol bilesiklerinin toksisitesini arttmr (Michalowicz and
Duda, 2007).

Fenolik regineelerle ilgili pazarlama alaninda en genig kullamm alanina sahip
tiriin olan BPA, kimyasal yap1 olarak sentetik dstrojenlere benzer (Markey et al., 2001).
Yakin zamanda yapilan pek ¢ok calismada, BPA’mn diger endokrin bozucu fenolik
bilesikler gibi zayif &strojenik aktivitesi oldugu gdsterilmistir (Gaido er al., 1997; Nagel
et al., 1997). Calismalarda fenolik regineelerin §strojenik aktivitesi fizerinde durulmus,
otoklavlarda laboratuvar polikarbonat malzemelerinden salinan BPA min; Ostrojen (ER)
reseptirlerine 17 B estradiol’e gére 1:2000 afiniteyle baglanan, Progesteron (PR)’nun
ekspresyonunu diizenleyen ve Ostrojene duyarli meme kanseri hiicreleriyle (MCF-7),
hiicre proliferasyonunu indiikleyici 6zellikte bir madde oldugu gosterilmistir (Feldman

and Krishnan, 1995).

2.2.3. BPA’mn kullamim alanlar

BPA monomerleri, ézellikle besinlerin paketlenmesi, besin saklama kaplarn ve
saglikla ilgili iirinlerde bulunan polikarbonatlarin ve epoksi reginelerin iiretiminde
kullanilirlar (Mihaich et al., 2009) (Yildiz, 2009).

BPA monomerleri igeren polikarbonat plastikler giinlilk yasamimizda ¢ok genis

bir kullamim alamina sahiptir;

e besin saklama kaplar,

o bebek biberonlar: ve su kaplari,
o dis tedavi malzemeleri,

e kontakt lensler,

e ambalaj endiistrisi,

° spbrla ilgili iriinler,

e (D ler, DVD ler, cep telefonlar: ve ¢esitli elektronik malzemeler

Epoksi regineler; yiyecek igecek kaplarimin i¢ kaplamasinda, baz plastiklestirici
maddelerde kimyasal antioksidan olarak, PVC’de ise katki maddesi olarak kullanilirlar
(Rubin and Soto, 2009) (Lintelmann et af., 2003;Markey ef al., 2001)

Polikarbonat  plastiklerin  iiretiminde  kullanilan BPA  molekiillerinin

polimerizasyonu sirasinda serbest kalan monomerler, yilksek sicaklik ve asidik/bazik



ortamlarda yiyecek igecek kaplarindan (polikarbonat plastik kaplar, epoksi recine
kaplamalar gibi) salinarak, sindirime pgecebilen BPA molekiillerini olustururlar
(Vandenberg ef al., 2007; Rubin and Soto, 2009; Halden, 2010). Kaplann yiiksek 1s1da
ve tekrarlanan yikanmalan sirasinda sicak siviyla temasi ya da asidik/bazik saklama
kogullar1 polimer yikilimina sebep olarak, polikarbonat kaplarla temas eden sivilara
daha fazla BPA'nin salinmasima sebep olur. Uriinlerin iiretim sirasindaki
tamamlanmamis polimerizasyonu, 1sitilma sirasinda artan sicaklikla birlikte saklama
kaplarindan besinlere salinimu arttinr (Michalowicz ef al., 2007; Halden, 2010).

BPA salimiminin en yiiksek diizeyine, infant formiilleri ve meyve sularinda
rastlanmaktadir (Markey et al., 2001). Yapilan bir calismada plastik bebek biberonlar:
ve kaplarinm sterilizasyonu sirasinda polikarbonat materyalin grami basma 7-58 pg
BPA salindigh HPLC yéntemiyle tespit edilmistir (Biles et al., 1997).

Bu gekilde besinlerle alim en ¢nemli kaynak olarak diigiiniilse de inhalasyon yoluyla
cevresel maruziyet de gergeklegebilir (Halden, 2010).

Dis tedavi malzemeleri ultraviyole 1sik veya benzoil peroksit baglaticiyla
polimerize olurken BPA’nin polimerizasyon siireci her zaman tamamlanmamis olabilir
ki bu da monomerlerin hasta tiikriigiine salinmasina sebep olur. Enzimatik hidroliz ve
dis yiizeyine uygulanan mekanik kuvvet de dis regineelerinin kalic1 hasarina sebep olur.
Dental kaplamalarda bilesiklerin dislere uygulanmasi sonrasinda bunlarin enzimatik
mekanik kuvvetlerle yikimiyla ortaya ¢ikan BPA ve iiriinleri gingival epitelden emilip
yutulabilmektedir. Disle ilgili ¢alisan kigilerde deri yoluyla maruziyet olabildigi gibi
imalat galismalarinda iggiler inhalasyon ve deri yoluyla yiiksek doza maruz kalir bu da
fotosensitif dermatite neden olur. Lipofilik olmalar nedeniyle, ¢evresel maruziyet
sonrasinda hayvanlarda deri ve miikéz membranlar yoluyla emilim sonrasi et ve siit
iirtinlerinde birikimleri goriilebilir. Yapilan alan ¢alismalart ve deneysel laboratuvar
¢aliymalaninda BPA’nin ekolojik problemlere sebep olma potansiyeli oldufu ve insan
saghgm: etkiledigi gosterilmistir. Uretimi kapali sistemlerde gerceklesen bu kimyasal

maddenin ¢evrede bulunusu endiistriyel atik sularinm sonucudur (Markey ef al., 2001).



2.2.4. Metabolizmas:

BPA ig¢in viicuttaki metabolik yol, fenolik hidroksil grubunun karacigerde
glukuronidle konjugasyonuyla baglar. UDP Glukuronil Transferaz (UGT), intrinsik bir
membran proteini olup fenol, karboksilik asit, alkol, amin ve ksenobiyotik bu enzimin
substratlaridir. BPA’y1 major bilesigi olan BPA glukuronide metabolize eder (Kang et
al., 2007). Bir miktar BPA ise 5-hidroksibisfenole doniigiir. Sitokrom p450°ye bagh
oksidazlarin fonksiyonuyla, hidroksillenmis ara {iriin olan bisfencl-o-kinon olusur
(Atkinson and Roy, 1995a). BPA metabolizmasiyla ilgili iki 6nemli oksidatif enzim
peroksidaz ve polifenol oksidaz’dir. Bitkiler BPA’y1 kékleriyle sudan alarak cesitli
glikozidik bilesiklere metabolize ederler. Glikozilasyon, BPA’nin bitkilerdeki asil yikim

yolu olup bilesigin dstrojenitesini olusturur (Kang et al., 2007).

BPA’nm kisa yar1 émrii; mikrobiyal populasyonun bu bilesigi hizh bir sekilde
yikmasi ve gevrede minerilizasyonla hizh yikim baslatan foto oksidasyonun sonucudur

(Staples et al., 1998).

2.2.4.1 Biyodegradasyon

BPA yiizeyel sularda, atik su aritma tesislerinde ve biyolojik attk su
sistemlerinde hizh bir gekilde biyodegradasyona gider (Staples ef al, 1998). Cevreye
dagilan BPA, biyolojik olarak yikihp sedimente adsorbe olur ve muhtemelen yiizeyel
sularda ve atmosferde fotokimyasal yikima ugrar.

Bakteriyel biyodegradasyonla ilgili c¢aligmalar, 4-hidroksiasetofenon ve 4-
hidroksibenzoikasitin olugan en énemli metabolitler oldugunu ve her ikisinin de hizli bir
sekilde CO, ve H;O’ya yikilarak bakteriyel hiicreye alindifin géstermistir. Minér yan
yollarla olusan 4-hidroksifenil-1-propanol ve 4-hidroksifenil-1,2-propandiol de daha

sonra CO;z olugturacak sekilde yikulabilir (Staples et al., 1998) (Markey ef al., 2001).

2.2.4.2. Fotodegradasyon

BPA’nin biyolojik olmayan yikim yoludur. Sivi ¢evrede fotoliz veya
fotooksidasyon yoluyla gergeklesir. BPA’mn saf sudaki fotodegradasyonu yavastir
(Chin er al, 2004; Kang er al, 2007). Reaktif fotooksidanlar, ROU’ni ve diper
radikalleri biriktirerek BPA’nin yikimim arttirir. Biitiin s1vi gevrelerde bulunan demirin,

hidrojen peroksit ile reaksiyon sonucu ROUnin olusmasinda rolii vardir. Ayrica
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demirin ¢dziinmiis organik maddelerle veya ROU ile olusturdugun kompleksler,
BPA’nin fotodegradasyonunu indtikler. BPA'min fotodegradasyon tiriinleri; fenol, 4-
izopropilfenol ve semikinondur (Kang et al., 2007).

Polikarbonatlardan deniz suyuna salinan ve ¢evrede bulunan BPA’min, suda ROU’nin
varlifinda izl bir sekilde yikilabilir bir bilesik oldugu gosterilmistir (Sajiki and
Yonekubo, 2003, 2004). BPA, BPA kinon olusumunu katekol ve semikinon olusumu
takip eder. Olusan yiiksek diizeyde redoks aktif molekiiller olan kinonlar, ROU’nin
olusumuna &nciiliik eder ve bu sekilde ana bilesiklerin olusturdugu patolojiyle benzerlik
gosteren tirlinler olusur (Bolton et al., 2000). Olugan iiriinlerin DNA®ya kovalent olarak
baglanabilmeleri, BPA’nin DNA niikleotidlerine etkisini ve mutasyon sebebi olugunu
gostermektedir. BPA’min reaktif bir metaboliti olan 4,5-bisphenol-o-kinon ve major
DNA iiriiniiniin rat karaciger DNA’sinda peroksidaz aktivasyonu varlifinda okside

oldugu gosterilmistir (Atkinson and Roy, 1995a).

2.2.5.Toksisitesi

BPA, polikarbonat plastiklerde sikhikla kullamlan cevresel bir kontaminan
ajandir. Pek gok ¢evresel kontaminan maddenin prooksidan ve antioksidan maddelerin
olusturdufu hiicre dengesine zarar verdigi ve bundan dolayr da oksidatif stresi
indiikledigi gosterilmigtir (Bindhumol ef al., 2003).

Fenol bilesiklerinin organizmaya penetrasyonu, bilesigin hiicre membranindan
difiizyonuyla iligkilidir. Bunu etkileyen faktér hidrofobisitedir. Hidrofobisitedeki artis,
hiicre membranmin fenol bilesigi tarafindan etkin bir sekilde penetrasyonuna sebep
olarak toksisiteyi baslatir. Fenol toksisitesini asil olugturan faktor, bilesigin hiicre
biyomolekiilleriyle reaktivitesi ve fenol tarafindan okside substrattan serbest eleltronun
alabilme kolayligidir. Hiicrelerdeki tek elektron reaksiyonlar, karaciger, akciger ve
difer organlarda peroksidazlar gibi oksidatif enzimler tarafindan katalizlenen
reaksiyonlardir. Olusan etki, fenoksi radikalleri ve semikinon, kinon gibi ara tiriinlerin
metabolitlerinin  hticrelerdeki biyomolekiillerle etkilesimidir. Bu reaksiyonlarda,
superoksit radikalleri ve hidrojen peroksit gibi ROU olusur. Fenoller sahip olduklar:
yiksek reaktivite ile hizh bir sekilde radikal reaksiyonlarina girer ve hiicre
membranminda lipit peroksidasyonunu provoke ederler. Daha diisiik aktiviteye sahip
sekilleri hiicre igi bosluklara girerek, endoplazmik retikulum, mitokondri ve nukleus

membranlarmna ve bunlarin enzim ve nikleik asitler gibi komponentlerine zarar verirler.
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Fenollerin veya radikal metabolitlerinin mitokondriyle etkilesimi  oksidatif
fosforilasyonla elektron transport zinciri arasinda ayrilmaya sebep olur. Fenollerin
toksik etkisi aym zamanda reaksiyona giren substratin cesidiyle, hiicre icindeki
lokalizasyonuyla ve hiicre proliferasyon faziyla ilgilidir. Onemli bir faktor de, fenol
reaktivitesine maruz kalan doku tipidir. Ornegin fenollerin hepatositlere diflizyonu
hiicreyi elektrofilik metabolitler agisindan koruyan glukuronid ve siilfatlarla
konjugasyonuna yol agar (Michalowicz et al, 2007). BPA, Kkaracigerde
glukuronidasyon ve siilfatasyon yollariyla detoksifiye edilmektedir. Karacigerden atilan
BPA-glukuronid safra yoluyla ulagtig: sindirim kanalinda tekrar BPA’ya doniismekte ve
buradan kana gegmektedir (Pottenger et al., 2000).

Fenolik bilesiklerin toksik davraniyi, mitokondriyal enerji tiretiminin inhibisyonuyla
sitotoksik etkilerin ortaya gikmasi seklindedir (Nakagawa et al., 2000).

Bisfenoller toksisitesini fenil gruplan arasindaki hidrokarbon képriiniin
uzunlugu ve molekiiler biiyiikliigiine bagh olarak gdsterir. Bu kopriilesmenin baglamas:
ve uzamas1 molekiillerin hidrofobisitesinde artig, bisfenollerin biyolojik membranlann
hidrofobik kismina dogru gegisini saflar. Ksenobiyotiklerin, partisyon koefilizyon
katsayisiyla yakindan iligkili olan hidrofobisiteleri, biyolejik davramslanyla ilgilidir
(Atkinson and Roy, 1995a). Hepatositotoksisite ve mitokondriyal disfonksiyon, alkil
kenar zincirlerinin molekiiler yapisindaki uzama ve buna bagh olusan hidrofobisite ile
ilgilidir. Hidrokarbon k&priiniin uzamas: molekiillerin  hidrofobisitesini arttirarak
mitokondriyal disfonksiyona onctiliik ederken, fenolik hidroksil grubu ise mitokondriyal
solunumun inhibisyonu i¢in gereklidir. Diger hiicrelerde oldugu gibi, hepatositlerde de
asil enerji Uretim yeri mitokondrilerdir. Bu bilesikler, oksidatif fosforilasyonda
ayrilmaya neden olup, NAD" ve FAD’ye bagh mitokondriyal solunumu inhibe ederler.
BPA gibi gesitli kimyasallar, nekrozis ve apoptozis gibi durumlarla sonuclanan
mitokondriyal disfonksiyona sebep olur (Kehrer ef al., 1990).

BPA’ nin indiikledigi hiicre ¢liimiiniin olusumunda, ATP’nin diisiisii ve buna
bagh olarak hiicre iskeletiyle plazma membram arasindaki etkilesimi de igeren
mikrotiibiil ve mikrofilamentlerin polimerizasyonu da etkilidir (Kadoma and Fujisawa,
2000)

ROU’nin olugturdugu hiicrese! toksisiteye karsi savunma saglayan hiicredeki
antioksidan enzimlerin aktivitelerindeki diistis, serbest radikallere karsi hareket eden

primer antioksidan sistemdeki azalmay: gsterir. BPA, gesitli metabolitlere déntigiirken
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bu metabolitler de ROU ile reaksiyona pirerek BPA radikallerine doniigiirler
(Bindhumol ef al., 2003; Sajiki and Yonekubo, 2003).

Serbest radikaller, antioksidan defans sistemi tarafindan temizlenir. Antioksidan
enzimlerin aktiviteleri azalrken hidrojen peroksit ve lipit peroksidasyonu artar.
Mitokondri, reaktif oksijen triinlerinin hiicrede en ¢ok biriktigi yerdir (Bindhumol et
al., 2003). Pek cok hiicresel aerobik reaksiyon igin gerekli olan oksijen, reaktif
membran toksik ara irlinlerinin birikimiyle sonuglanan elektron transfer reaksiyonlarina
girer. Stiperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri membran lipitleri tizerinde
oksidatif hasari baglatarak lipit peroksidasyonuna sebep olur. Oksidatif stres, hiicre
Glimiine sebep olarak dnemli patofizyolojik durumlara yol acarlar. Cesitli antioksidan
mekanizmalar ise hiicreleri, serbest oksijen radikallerinin sebep oldugu hasardan korur

(Kabuto er al., 2003).

2.3. SERBEST RADIKALLER VE OKSIDATIF STRES

Serbest radikaller, eslenmemis elektronu bulunan vyiiksek derecede reaktif
molekdler yapilardir ve katildiklar molekiilden yeni bir radikal olugturarak stabil hale
gegerler. 1ki radikalin reaksiyona girmesiyle ya da eslenmemis elektronlann bir veya
daha fazla molekiilde ¢ift olusturmas: ile serbest radikal olusumu sonlandirilabilir
{Young and Woodside, 2001).

Serbest radikaller viicutta normal sartlarda da olusurlar, hiicre membranlan ve
plazma lipoproteinlerindeki niikleik asit, protein ve lipitlerde birikerek hasara yol
acarlar. Bu da malignite gelisimi, ateroskleroz, koroner arter hastalifi ve otoimmiin
hastaliklara sebep olur. Biyolojik sistemlerdeki en zararl: radikaller olan oksijen
radikalleri Reaktif Oksijen Uriinleri (ROU) olarak isimlendirilir ve bunlar siperoksit,
hidroksil ve perhidroksildir. Viicutta oksijen radikallerinin endojen kaynagim
mitokondriyal elektron transport zincirinden (ETZ) kagan elektronlar olusturur (Kehrer
et al., 1990). Ekzojen kaynaklardan biri olan iyonize radyasyon (x-ray ve UV), OH
radikalleri olusturacak sekilde suyu pargalayabilir. Difer ekzojen kaynagn olusturan
gegiy metal iyonlarimn varlif: ise oksijen veya hidrojen peroksitle enzimatik olmayan
yoldan reaksiyona girerek hidroksil radikallerinin olusumuna énciilitk eder (Halliwell,

1995; Murray, 2009;Akkus, 1995)
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- 2.3.1. Realtif oksijen iiriinleri

Aerobik organizmalarin mutlak gereksinim duydugu oksijen bir dizi reaksiyonla
suya dondstirken, hiicre kendisi icin gerekli enerjiyi saglar (Moini ef al., 2002). Oksijen,
elektron ilgisi ytiksek bir element olup normalde kademeli olarak dért basamakta suya
indirgenirken tiim aerobik solunum yapan hiicreler tarafindan elektron alicisi olarak

kullanilir (Murray, 2009; Akkus, 1995)

2.3.1.1. Singlet Oksijen; oksijenin elektronlarindan birinin disaridan enerji alarak kendi
spininin ters yoniindeki bagka bir orbitale yer degistirmesi ile olusur. Serbest radikal

olusumuna 6nciilitk etmesi ile 6nem tagir (Sies, 1999; Akkus, 1995).

2.3.1.2. Siiperoksit radikali; molekiiler oksijenin indirgenmesinde ara basamak olup,
organizmaya direk zarar vermez. Ancak hidrojen peroksit kaynagidir ve gecis metal
iyonlarinin indirgenmesinde gérev alir (Fang et al., 2002).

Mitokondriyal ETZ memelilerde ATP’nin asil kaynagidir. Makromolekiillerin
yikilmasiyla agifa ¢ikan elektronlar, mitokondri i¢ membramnda bulunan elektron
tagiyrcilar aracilifiyla molekiiler oksijene aktarilip su olustururken, mitokondriyal
ETZ’den kagan elektronlar ise molekiiler oksijenle direk reaksiyona girerek superoksit

radikalinin olusumuna sebep olurlar (Kehrer et al., 1990; Valko ez al., 2007).

Oy +4H™ + 4" —2H,0
Sekil 3: ETZ’de suyun olusmast

Oz +e — O
Sekil 4: ETZ’de superoksitlerin olusmasi

Iskemi reperfiizyon hasarn ve yasa bagh norodejeneratif hastaliklar gibi

durumlarda mitokondri i¢ membraninda meydana gelen permeabilite artis1
mitokondriyal ETZ’den elektron kagigimin en énemli hiicresel kaynagidir (Moini ef af.,

2002). Hiicre mitokondrisinde olusan superoksit radikallerinin salimmi ic mitokondri

membranindan sitozole dogru olur (Kehrer ef al., 1990).

2.3.1.3. Hidrojen Peroksit; membranlan kolayca gecerek, sitozole diffiize olan uzun
Omirli bir reaktif oksijen tiriiniidiir. Stiperoksitin ulagamadig, membranla korunan

bolgelere ulagirlar ve bu arada siiperoksitle reaksiyona girerek hidroksil radikali
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olugtururlar. Gegis metallerinin varliginda da kolayca parcalanarak yine en reaktif ve
toksik oksijen bilesigi olan hidroksil radikalini olustururlar (Young and Woodside,
2001).

Hidrojen Peroksit iki sekilde ortaya g:lkér;

1. SOD ile superoksitten,

2. Sitokrom p450 ile oksijen molekiiliiniin iki elektronlu rediiksiyonu ile olusur

(Fang et al., 2002).

2.3.1.4. Hidroksil Radikali; Biitiin molekiillerle reaksiyona girebilen cok reaktif bir
vapida olup en giiclii oksidandir. Gegis elementleri varlifinda; hidrojen peroksit,
hidroksil radikaline déniigiir. Stabil lipit hidroperoksitlerinin peroksi ve alkoksi

radikallerine déniistimtini luzlandirir (Halliwell, 1995).

H->0> + Fe*” — HO>" + H™ + Fe¥™

H-O: + Fe*™ — "OH + OH™ + Fe~

Sekil 5: Hidrojen peroksitin Fe™ ve Fe™ ile reaksiyonu

Demir, fenton reaksiyonu yoluyla en giiclii serbest radikal olan hidroksil
radikalinin olugmasinm saglar (Halliwell, 1995). Hiicre icinde serbest demir yoktur.
Oksidatif stres durumunda biriken fazla miktardaki siiperoksit nedeniyle, demir iceren
molekiillerden serbest demirin salimmi gerceklesir. Demirin siiperoksit etkisiyle
salimmi, fenton reaksiyonunun gergeklesebilmesi igin ortamda gerekli olan demiri
saflayarak reaktifligi oldukca yitksek olan hidroksil radikallerinin olusmasima aracilik
eder (Young and Woodside, 2001; Valko er af., 2007).

Haber-Weiss reaksiyonunda ise hidrojen peroksit, siiperoksitle reaksiyona

girerek hidroksil radikallerini olugturur (Liochev and Fridovich, 2002).
H-0- + 03" ———» 0-+0OH + OH"

Sekil 6: Haber Weiss Reaksiyonu
Gecig elementlerinin araciligi diginda hidroksil radikalinin olusumu; suyun
yiksek enerjili iyonizan radyasyona ya da hidrojen peroksitin ultraviole 1s18a maruz

kalmas: ile de olabilir (Halliwell, 1995) (Akkus, 1995).
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H.0 X vava ¥ 1gme H+OH"
Sekil 7: Iyonizan radyasyonla hidroksil radikalinin olusumu
Y
H,0, E=0iY) o 20n-

Sekil 8: Ultraviyole 151nla hidroksil radikalinin olusumu

Ekzojen serbest radikal kaynaklarindan radyasyonun indirek etkisi, atoma enerji
transferi sonucu serbest radikallerin olusmasina sebep olabilir (Halliwell, 1995)
(Akkusg,1995)

H-O-H----- >H" + OH’ (iyonizasyon)

H-O-H-----> H + OH (serbest radikaller)

Sekil 9: Iyonizasyon

Hidroksil radikali, hiicresel DNA hasan olusumundan ve iyonize radyasyonun
membranlarda meydana getirdigi etkiden sorumludur. Coklu doymarmig yag asidi gibi
¢esitli molekiillerden proton kopararak lipit peroksidasyon siirecini baslatir.
Oksijenden derive olan ek reaktif radikaller peroksil radikalleridir (ROO). En basit
peroksil radikali HOO" olup, siiperoksitin protonlanmus seklidir (de Grey, 2002).

2.3.2. Reaktif Nitrik Oksit Uriinleri

Nitrik Oksit, eslenmemis elektronu olan kiigtik bir molekiildiir. Biyolojik
sistemlerde spesifik Nitrik Oksit Sentetaz (NOSs) tarafindan sentezlenir. NOS,
molekiiler oksijen, arjinin ve NADPH fiizerine etki ederek NO, sitriilin ve NADP {iretir.
Bu stire¢ igin FMN, FAD, Hem, Kalmodulin ve Tetrabiopteridin gereklidir. Arginin,
sitriline bes elektronlu oksidatif reaksiyonla nitrik oksit olusturacak sekilde
déniistlirtliir.

Nitrik oksit ¢ok reaktif bir radikal olup tnemli bir oksidatif biyolojik sinyal
molekiilii olarak norotransmisyon, kan basmc diizenlenmesi, defans mekanizmalar,
diiz kaslarin gevsemesi ve immiin regtilasyon gibi cok cesitli fizyolojik siireglerde rol
alir. Siv1 ortamda birkag saniyeden daha kisa bir yart dmre sahipken diisiik oksijen
konsantrasyonu olan ortamlarda daha stabildir. Hem sulu hem de yagh ortamda

¢oztinebildifi igin sitoplazma ve plazma membramindan difiize olabilirler. Nitrik Oksit,
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hiicre dis1 alanda oksijen ve suyla reaksiyona girerek nitrat ve nitrit anyonlarin

olusturur (Valko ef al., 2007).

NO* + 02" — ONQO™
Sekil 10:Peroksinitrit olusumu

Immiin sistemde oksidatif patlama sirasinda hem superoksit anyonu hem de
nitrik oksit anyonu &nemli miktarda daha oksidatif madde olugturacak sekilde
reaksiyona girebilirler. Yiiksek NO diizeyleri peroksinitrit olusumuna, demir siilfiir
hasarina, tiyoliin nitrézlenmesine ve daha bagka reaktif ve toksik firlinlerin olugmasina
sebep olur. Superoksit radikali nitrik oksitle reaksiyona girerek reaktif bir oksijen tilrevi
olan peroksinitriti olusturur. Kendisi de bir radikal olan nitrik oksidin etkisi inhibe
olurken olusan peroksinitritlerin proteinler iizerine direk zararh etkileri vardir.
Proteinletin yapisimt bozarak normal fonksiyonlanimi inhibe edebilirler. Olusan
peroksinitrit anyonu, DNA kiriklarina ve lipit peroksidasyonuna neden olabilen giiclii
bir oksidatif ajandir (Carr et al., 2000).

Reaktif oksijen ve nitrojen driinleri, immiin sistemde ve cesitli sinyal iletim
yollarinda énemlidir. Aym zamanda sinyal molekiilleri olan reaktif oksijen ve nitrojen
molekiillerinin yiiksek diizeyleri, hiicresel makromolekiillere zarar vererek cesitli kronik
hastaliklann patogenez ve progresyonunda tnemlidir (Moini et al., 2002). Metabolik
olaylar sirasinda olusabildikleri gibi radyasyon, ilag ve kimyasal maddeler gibi dig
etkenlerle de olusabilen serbest radikaller, dig orbitallerinde paylasiimamg elekiron
tagimalarina bagl olarak kararsiz yap1 gosterirler ve dmiirleri ok kisadir. Etraflarindaki
molekiillerle etkilesime girerek elekiron almaya, bdylece bir an 6nce kararl: hale
dénmeye caligirlar, Serbest radikal olusumunda arti veya antioksidan sistemdeki
yetersizlige bagli olarak organizmada oksidatif stres gelisir. Reaktif oksijen
radikallerinin olusturdugu doku hasari, oksidatif hasar olarak isimlendirilir, oksijen
radikal hasarindan koruyan maddeler de antioksidanlar olarak bilinir (Young and

Woodside, 2001; Akkus , 1995; Murray,2009)

2.3.3. Serbest Radikallerin hiicredeki bivomolekiillere etkileri
Serbest radikal iiretimi ile antioksidan defans arasindaki dengenin bozulmasina

bagl olarak ortaya gikan oksidatif stres; hiicredeki lipit, protein ve niikleik asitler gibi
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biyomolekiilleri etkileyen genis bir hasarla iliskilidir. Lipoprotein partikiilleri veya
membranla lipit peroksidasyonu siirecine girer. Olusan kisa zineirli aldehitler (MDA, 4-
hidroksi nonenal, alkanlar, alkenler, konjuge dienler, hidroperoksitler), lipit
peroksidasyonu géstergesidir (Fang et al., 2002).

2.3.3.1. Lipit Percksidasyonu

Oksidatif stres sonucu meydana gelen serbest radikallerin baglattigr lipit
peroksidasyonu, hiicre membramnda yer alan cokiu doymarms yag asitlerinin
oksidasyonuna yol agan kimyasal bir olaydir. Lipit peroksidasyonunu baslatan baslica
radikaller; superoksit, hidroksil, peroksil ve alkoksil radikalleridir. ilk iiretilen serbest
radikaller kisa yar: émiirlerinden dolayi lokal etkilere sahiptirler. Sonrasinda olusan lipit
peroksitleri, uzamug yan omiirleri ve serbest radikallere gore olustuklan yerden daha
kolay difiize olabilmelerine bagli olarak oksidatif stres ikinci mesajcilan  gibi
davramirlarlar. Aldehitlerden olusan yikim iiriinleri lipit peroksidasyonunun toksik son
tirinlerini olugtururlar. Kimyasal reaktivitelerine bagh olarak bu yikim tirtinleri niikleik
asit, protein ve lipitler gibi makromolekiiller {izerinde biyolojik etkilere sahiptir (Akkus
1995; Murray,2009). Lipit peroksidasyonu nedeniyle membran gecirgenlik ve
akigkanlifinda olusan bozulma, hiicre bittiinliigiiniin bozulmasina sebep olur (Gueraud
et al., 2010).

Lipit peroksidasyonunun en yaygin substratlan kolesterol ve fosfolipitlere ait
yag asitleridir. Bu siireci baglatan en 6nemli etkenler; enzimler, serbest radikaller, metal
iyonlar, UV radyasyon, 1s1, ¢esitli kimyasallar ve ilaglarla ortaya ¢ikan reaktif oksijen
ve nitrojen tirtinleridir (Halliwell, 1995).

Lipit peroksidasyonu, ¢oklu doymams yag asidi zincirlerindeki alfa metilen
gruplarindan hidrojen atomunun uzaklasmasiyla baslar. Hidrojen molekiiliiniin lipit
zincirinden ¢ikarilmasi sonucu yag asidi zinciri, lipit radikali ozelligi kazanir. Bu lipit
radikali dayaniksiz bir bilesik olup bir dizi degisiklige ugrar. ilk 6nce molekiil i¢i ¢ift
baglarin pozisyonlarinin degismesiyle (rezonans) dien konjugatlar1 olusur, daha sonra
oksijenin eklenmesiyle hizli bir sekilde lipit peroksil radikaline doniigtir. Bu basamakia
olusan primer bilesikler; daha stabil fakat hala reaktif ve potansiyel olarak toksik
sekonder bilesikler olan peroksil ve alkoksil radikallerini (ROO;, ROY) olusturur
(Gueraud et al., 2010).

16



Lipit peroksil radikalleri, membran yapisindaki diger doymamis yag asidi
molekiillerinden hidrojen atomlarim ¢ikartarak yeni reaksiyonlar baslatirken kendileri
de éq:lga ¢ikan hidrojen atomlarim alarak lipit hidroperoksitlerine déniisiir. Lipit
hidroperoksitlerinin aldehit ve diger karbonil bilesiklerine dontismesi ile lipit

peroksidasyon reaksiyonlar1 sona erer (Akkus, 1995).

B=‘§1'illll“/——\/ \v/ \ Cokhy dovinanig vag asidi
K .
* RH e
/M—u:_—__\/ v \ Lipud vacdikah

flerleme: i -
/v‘—AA“\/ \ /\ Dhen konjuzan
r (}3
O—0
)
— / \ Lipid peroksit radikali
/ v i/ i
(I)-—-D—-E”I
\/ \ / \ Lipid hidroperoksid
Fe kompleksieri /\

Sonkanmas

L° = v » 1L

LOO + LOO e p LODL + Oy

LOO - L° = TOOT

LO", LOO, pargalimu fiviinleri
{Aldehidler ve karbom) bilesikieri)

Sekil 11: Coklu doymamus yag asitlerinin peroksidasyonu

Biyomembran, hiicrenin ¢evreyle arasindaki bariyéridir. Cevresel stresle hiicre
arasindaki ilk iligkiyi ve defans mekanizmasim olugturur. Sivi mozaik modeline gére
membran, lipitler ve hidrofobik integral komponentleri olan akigkan bir yapidir. icinde
protein yapilarin gémiilii oldugu lipit ¢ift tabakadan olugur. Membran, hiicre icerigini
cevreden ayiran temel yapidir ve hiicredeki organelleri gevreleyerek fonksiyonlarim

tanimlar. Yapy, icerik ve akiskanligin bozulmasi anormalliklere sebep olur. Akigkanlik,
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lipit tabakanmn her iki tarafindaki fosfolipit molekiillerdeki goklu doymamus yag
asitlerinin varlifiyla tanimlamnr. Coldu doymamis yag asitlerinin peroksidasyon {rtinleri
ilk olarak membran molekiilleri, fosfolipitler ve membran proteinlerini etkiler.
Membran lipit ve proteinlerinin modifikasyonu, membran fonksiyonu ve akiskaniginda
bozulmaya neden olur (Gueraud e al., 2010). Hiicre membraninda meydana gelen lipit
peroksidasyonu sonucu membran transport sistemleri etkilenir ve béylece hiicre ici ve
dig1 iyon dengeleri bozulur. Hiicre igi kalsiyum konsantrasyonunun artisiyla proteazlar
aktive olur (Chirico ef al., 1993; Halliwell, 1995).

Peroksit radikalleri bir kez olugtuktan sonra 6ncelikle endoperoksitlere ve daha
sonra da peroksidasyon siirecinin final iriinii olan Malondialdehite (MDA) déniistir
(Marnett, 1999). Hiicre membrami ve plazma lipoproteinlerindeki doymamis yapg
asitleninin radikal hasarina ugramas: sonucu olusan lipit peroksitleri kimyasal olarak
protein ve niikleik asit bazlanm da modifiye edebilen yiiksek derecede reaktif
dialdehitlerin olusumuna onciilik eder (Murray, 2009). Bunlardan en énemlisi olan
MDA’'mn DNA izerine etkisi, baz ¢ifti yerdegigtirmelerine bagh olarak mutajenite
olusturmasidir (Gueraud ez al., 2010). Lipit peroksidasyonunun Malondialdehit disinda
en Snemli {irlinii ise 4-hidroksi 2-nonenal (HNE) dir. Olusan aldehitlerden en 1yi
bilinenleri MDA ve HNE’dir. Lipit peroksidasyonunun son iirtinti olan aldehitler de
sitotoksik etkilere sahiptir. Diffiize olarak hasar1 hiicrenin diger bélgelerine yayarlar.
MDA 6lgiimii ile lipit peroksidasyonu degerlendirilir (Chirico e al., 1993; Halliwell,
1995; Chisolm and Steinberg, 2000; Fang et al., 2002). Viicudun radikallere maruziyeti,
lipit peroksidasyon trtinlerinin 8l¢tilmesiyle hesaplamr. Lipit peroksitlerinden olusan
triinler olan dialdehitler, thiobarbitlirik asitle reaksiyon sonrasinda kirmizi floresan
veren Urtinler olugturmasiyla élgiilebilir (Murray, 2009).

Lipit peroksidasyonu son iiriinlerinin en iyi bilinen etkilerinden biri LDL
modifikasyonundaki roltidtir (Chisolm and Steinberg, 2000). LDL’ye ait protein veya
lipitlerin kimyasal modifikasyonunda anormal LDL’ler olusur, bunlar karacigerdeki
LDL reseptorleri tarafindan tamnmayip karaciger tarafindan temizlenemezler. Modifiye
LDL’lerin, temizleyici makrofaj reseptorleriyle alinmasiyla meydana gelen lipit yiikli
makrofajlar (képiik hiicreleri) kan daman endoteline infiltre olurlar. Kopiik hiicrelerinin
birikimi erken aterosklerotik lezyonlarin karakterini olusturan yagh cizgilere neden

olur. Buradaki endotele bir miktar hasar verirken biriktirdikleri esterlesmemis
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kolesteroliin yiiksek yogunlugu neticesinde oliirler. Bu durum kan damarim tikayabilen
bir aterosklerotik plagin gelisimi sirasmda goriilebilir (Ross, 1993).

LDL oksidasyonu, LDL’lerin vaskiiler hiicreler tarafindan olusturulan reaktif
oksijen iirtinleri ve lipit peroksidasyon iiriinlerinden etkilenmesi neticesinde subintimal
boslukia ortaya gikan yavag bir oksidasyon siirecidir. Bu stireg, lipit peroksidasyon
tirtinlerinin ¢okluguyla ilgilidir. Aldehitler, apo B’lerin lizin rezidiileri ile reaksiyona
girerler. Makrofajlar disindaki biitiin hiicre tiplerinde eksprese olan reseptorler,
LDL’nin geri ahinmasi igin gereklidir (Steinbrecher, 1999). LDL’nin modifikasyonu ise
bu reseptérler tarafindan alimm etkileyerek, LDL’yi makrofajlar tarafindan metabolize
edilmeye ydnlendirirler. 4 HNE ve MDA gibi aldehitler, LDL’leri direk olarak modifiye
ederek makrofajlarla metabolize edilmelerini saglar (Chisolm and Steinberg, 2000)
2.3.3.2. Protein Oksidasyonu

Protein oksidasyonu, proteinlerin direk olarak ROU veya oksidatif strese bagh
olusan sekonder tiriinlerle reaksiyonu sonucu meydana gelen kovalen modifikasyonudur
(Dalle-Donne et al., 2005).

Peptid baglar, prolin ve lizin gibi aminoasitler serbest radikallerden etkilenir.
Histidin, tirozin, fenilalanin gibi aminoasitler karbonil gruplarinin olusumu seklinde etki
gosterirler. Proteinlerin ézellikle sistein ve metiyonin aminoasit rezidiilerini bulunduran
yan zincirleri reaktif oksijen ve nitrojen iiriinleriyle oksidasyona duyarlidir. Lipit
peroksidasyonunun aldehit yapidaki tirtinleri, sisteinin siilfidril gruplar ile veya lizin ve
histidinler ile kovalent baglar olusturarak proteinlerde fragmentasyon ve capraz
baglanmalar yapar (Stadtman, 2004). Yaplan bozulan proteinler, normal
fonksiyonlarim yerine getiremezler. Reseptdr proteinleri, sinyal ileti mekanizmalar,
yapisal proteinler, transport proteinleri ve enzimler bu durumdan etkilenir. ROU’ye
bagli olarak meydana gelen protein oksidasyonu ozellikle lizin, arjinin ve prolin
aminoasit rezidiilerinin karbonil iiriinlerine déniismesine sebep olur, (Stadtman and
Levine, 2003; Stadtman, 2004). Cesitli mekanizmalarla meydana gelen karbonil
gruplarimin konsantrasyonu, ROU aracili protein oksidasyonunun iyi bir gostergesidir.
Protein karbonil gruplarimn 8lgiimii i¢in yiiksek duyarlilikta metodlar gelistirilmistir
{Dalle-Donne et al., 2005).

Protein zincirinin oksidasyonu, aminoasit rezidiistindeki alfa hidrojen atormunun,

hidroksil radikali tarafindan koparilmasi ile baglar. Bu reaksiyon igin gerekli olan
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hidroksil radikali, suyun radyolizis ile parcalanmasiyla ya da hidrojen peroksitin metal
ile katalizlenen reaksiyonu ile ortaya ¢ikmaktadir (Berlett and Stadtman, 1997).

Metalle katalizlenen oksidasyon sistemleri, oksidatif hasarin en &neml
kaynagini olugturur. Peroksitler, reaktif olmayan bilesikler oldugu halde, gecis
elementlerinin varhgnda reaktifligi yiiksek olan hidroksil veya alkoksil radikallerine

doniigtirler ve biitiin organik bilesiklerle reaksiyona girebilirler.

H05 + Fe(11)/Cu(l)=HO- + OH™ + Fe(ll I)/Cu(l)
ROOH + Fe(I1)/Cu(1)=RO- + OH~ + Fe(ll 1)/Cu(l)

Sekil 12: Peroksitlerin hidroksil ve alkoksil radikallerine déniigiimii

Demir veya bakir iyonlannm, proteinler iizerindeki metal baglayict gruplara
baglanmast hizh bir sekilde reaktif tiriinlerin olusumunu baslatir. Gegis iyonlarinin ve
hidrojen peroksitin diisiik konsantrasyonda oldugu her tiir fizyolojik durumda metal
baglayict gruplarda olusturulan aminoasit rezidillerinin modifikasyonu ile baglanmalar
engellenerek protein hasan simrlandinlir (Stadtman and Levine, 2003).

Hidroksil radikalinin baslattift reaksiyon sonucunda olusan karbon merkezli
radikal, oksijen ile hizli bir gekilde reaksiyona girerek ara iiriin olan ‘alkilperoksil’
radikalini olusturur. Daha sonra alkil peroksit olugumu, alkoksil radikalinin meydana
gelmesi ile devam eder ve bdylece hidroksillenmis protein tirtinleri olugur. Bu yoldaki
basamaklarin ¢ofu demir veya bakir iyonlanyla katalizlenir. Olusan alkil, alkilperoksil
ve alkoksil ara {irlinleri, aym ya da farkli protein yapilardaki diger aminoasit rezidiileri

ile reaksiyona girerek yeni karbon merkezli radikaller olusturabilir.

l | |
R1(|3° veya R'00O veya R'O + R*CH—* RIZC +R'H veya R'OOH veya R'OH
|

Sekil 13: Karbon merkezli radikaller ve hidroksillenmis protein iirtinleri
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Ortamda oksijenin bulunmadifi durumlarda olusan karbon merkezli radikal baska bir

karbon merkezli radikalle reaksiyona girerek ¢apraz bagh protein iiriinleri olusturabilir.

RIC’ + RIC' — RICCR®

i
H

Sekil 14: Capraz bagl: proteinlerin olugmas:

Alkoksil radikallerinin olusumu ve birikimi, peptid baglarimin diamid ya da alfa
amidasyon yollaryla kinlmasim baglatir. Sistein ve metionin rezidiileri gibi siilfiir
iceren aminoasitler, her cesit ROU tarafindan olusturulacak oksidasyona duyarlidir.
Sistein rezidiilerinin disiilfidlere, metionin rezidiilerinin ise metionin siilfoksit
rezidiilerine déniislimii, tamir edilebilen tek protein modifikasyonudur. Biitiin biyolojik
sistemler, okside sistein ve metionin rezidiilerini tekrar eski haline cevirebilecek
redtiktazlara sahiptir. Metionin rezidiilerinin bu oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlan,
ROU’ni aktif olmayan iiriinlere ¢evirip ortadan kaldirarak antioksidan bir sistem kurar
(Berlett and Stadtman, 1997). Aromatik aminoasit rezidiileri olan tirozin, triptofan,
fenilalanin de ROU’nin hedefidir (Stadtman and Levine, 2003).

Arginin metabolizmasimin {iriinii olan nitrik oksitin, siiperoksit anyonuyla
reaksiyona girmesiyle olusan peroksinitrit, proteinlerdeki triptofan, tirozin, sistein,
metionin rezidiilerini etkileyerek, cesitli hastaliklarin gelisiminde rolii olan peroksinitrit

aracilt hasarin olugmasina neden olur (Murray, 2009).

03 + NO' — ONOQO-

Sekil 15: Peroksinitrit olusumu

Diizenleyici proteinlerdeki tirozin rezidiillerinin peroksinitrit aracilifiyla
nitratlanmasi, hiicresel dilizenlenmedeki en ©®nemli mekanizmalardan birini
olusturmaktadir. Tirozin rezidiilerinin fosforillenmis ve fosforillenmemis sekilleri
arasindaki doniigiim &zellikle sinyal iletim yollarinda ¢nemlidir. Bu ylizden tirozin
rezidllerinin nitratlanmasi, protein tirozin kinazlarin olusturacag: fosforilasyona engel
olarak enzimi inaktif konfigurasyonda kilitleyen déniisiimsiiz bir siirectir (Berlett and

Stadtman, 1997; Stadtman and Levine, 2003).

21



Lipit peroksidasyon iiriinleri olan reaktif aldehitler membranlardan kolayca
difize olabildikleri igin reaktif aldehitlerin hiicredeki modifiye proteinlere kovalent
olarak baglanmalariyla protein modifikasyonu meydana gelir (Gueraud et al., 201 0.
Metabolik ve yapisal proteinlerin oksidatif modifikasyonu, protein disfonksiyonunda
onemli rol oynar.

Proteinlerdeki karbonil igerigi, oksidatif hasarin en yaygin belirleyicisidir.
Yaglanma ve kronik hastalik siirecinde biriken lipit peroksidasyonu sirasinda ve
karbonhidratlarin glikozidasyonu sirasinda endojen olarak meydana gelen reaktif
karbonil bilesikleri, dokusal proteinler tizerinde ¢apraz baglar olusturarak biitiin
dokularda progresif protein disfonksiyonunu indiikler (Petersen and Doorn, 2004:
Dalle-Donne er al., 2005).

Lipit peroksidasyonu sonucu olusan reaktif derive aldehitlerin en 8nemli toksik
etkileri, protein ve peptidlere ¢apraz baglanmalari sonucu olusur. MDA, lipit
peroksidasyonu sirasinda en ¢ok olugan aldehit olup schiff bazi olusturmak icin lizin
rezidiileriyle reaksiyona girer. Aldehit triinlerin proteinlerde birikimi, yaslanma
sirasinda  biriken lipofuskin isimli floresan pigmentlerin olusumuna sebep olur.
Proteinlerde olusan etki sadece rezidiilerin selektivitesi ile ilgili olmayip hedef
aminoasitlerin proteinin fonksiyonu ve yapisindaki &nemiyle ilgilidir. Alfa beta
doymamis karbonil yapisi konjuge bir sistem olup hareketli n elektronlarina sahiptir.
Karbonil oksijen atomu elektronegatiftir ve bolgesel elektron hasarina neden olabilir.
Elektron polarizabilite temeline gore elektrofilik ozellikteki acrolein ve HNE, sisteinin
nitkleofilik siilfidril tiyolat gruplart ile 1,4 Michael tipi iiriinler olusturmaktadir. Bu
anyonik rezidiiler, hiicresel metabolizmada anahtar gorevi olan cesitli proteinlerin
katalitik kenarindaki niikleofilik igerigin merkezini olusturur. Bundan dolay: da acrolein
veya HNE tarafindan bu dizenleyici tiyolat gruplarinmn eklenmesi protein
fonksiyonunun redoks kontroliine zarar verecek ve sitotoksisite olugacaktir.

Lizin ve histidin rezidiileri nitrojen gruplarinin ve aym zamanda tip 2 alkenlerin

hedefidir (Gueraud ef al., 2010).
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Sekil 16: Protein karbonil tirtinleri

Protein karbonil iirinlerinin tiretimi peptid bagimin alfa amidasyon yoluyla
oksidatif yikimi neticesinde ve glutamil rezidillerine bagh yikiminda ortaya
¢ikmaktadir. Ayrica, proteinlere karbonil gruplan lipit peroksidasyonu sirasinda olusan
aldehitlerle (HNE, MDA) reaksiyon sonucu ve rediikte sekerler veya bunlarin
oksidasyon {riinlerine sekonder olarak da olugabilir. Lipit peroksidasyon iiriinlerinden
en tnemli iki aldehitten biri olan MDA, proteinlerdeki lizinin alfa amino grubuyla schiff
baz olugturarak karbonil fonksiyonu ortaya ¢ikarir. Bu mekanizmalardan herhangi
biriyle ortaya ¢ikan proteinlerin karbonil gruplarn, aym ya da farkhi proteinin lizin
rezidiilerinin alfa amino gruplariyla daha ileri reaksiyona girerek molekil ici veya
molekiiller arasi protein ¢apraz baglan olusturur.

ROU aracii oksidasyon reaksiyonlarmm en 6nemli driinleri olan protein
karbonil gruplanmin &lgiimiine dayanan metodlar geligtirilmis ve oksidatif stres,
vaglanma ve hastabk durumlarmda karbonil gruplarimin tespiti oksidatif hasann
gistergesi olmugtur (Stadtman and Levine, 2003). Aldehitler hiicresel ve dokusal
proteinler ile reaksiyona girerek protein disfonksiyonunu indiikleyen ve hiicresel cevab:
baglatan iriinler olugturur (Petersen and Doorn, 2004). Yaslanma, proteolitik
kapasitenin azalmastyla ilgilidir. Cok sayida enzimin katalitik olarak daha aktif ve 1s1ya
daha duyarl: formlarni olusur. Protein konformasyonunda isi denatiirasyonuna daha
duyarh ve daha az aktif formlarin olustugu spontan degisikliklere proteinlerin okside
sekillerini yikabilecek olan proteozomlarin inhibe edilmesi, bu okside protein

sekillerinin yikilamayip birikmesi, yaslanma ile iliskili hastaliklarin da sebebi olabilir.
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Nérodejeneratif hastaliklarda beyinde tesbit edilen aldehit iirtinleri beyin hasar
sirasindaki oksidatif stresin varhigim giiglii bir sekilde kanitlar (Matson and Chan, 2003;
Lenner et al., 2003) |

Protein Oksidasyonu, proteinlerin reaktif oksijen uriinleriyle indiiklendigini
gdsteren son tirfinler, protein karbonilleri, proteinlerdeki serbest tiyol gruplarimin kayb:
ve proteinlére bagh tirozin rezidiilerinin nitratlanmasidir. Protein nitrotirozinleri, reaktif
nitrojen merkezli oksidanlarin {iretimini gsterebilmek acisindan genis olarak kullanilir
(Fang ef al., 2002; Stadtman and Levine, 2003).

Ileri Oksidasyon Protein Urilnleri (AOPP)'nin plazma seviyeleri okside
proteinlerin Gnemli isareti olan ditirozin diizeyleriyle orantihdir. Pentazidin ise oksidatif
stresle iligkili protein glikozilasyon belirtecidir. AOPP’ler, glikozilasyon son tirfinlerine
(AGE) yapisal benzerlik gésterdikleri igin benzer biyolojik aktivite gosterirler ancak
AGE’ler daha gok kronik stresi gdsterir (Demirbilek ve ark.,2007).

AQPP ilk kez 1996°da tamimlanmis ve tiremiyle ilgili hastaliklardaki serbest
radikal aktivitesinin o&lglimiinde ve gesitli bilesiklerin antioksidan Kkarakterinin
olgtimiinde kullamlmistir. AOPP diizeylerinin, protein oksidasyonunun gdstergesi olan
plazma ditirozin ve ileri glikozilasyon son tirtinii (AGE) olan pentozidin diizeyleri ile
orant: gdisterdifi fakat lipit peroksidasyon belirteci olan tiyobarbiitirik asit ile
reaksiyona giren maddelerle korelasyon gostermedigi bildirilmistir. Tirozin gibi
aminoasit rezidiilerinin oksidasyonu neticesinde ditirozin olusumu, protein
agregasyonu, ¢apraz baglanma ve yikilima yol agar. Ditirozin iceren proteinlerin ¢apraz
baglanma tirtinleri izole edildiginde ileri glikozilasyon son iirtinlerine referans olarak

ileri protein oksidasyon firiinleri tammlannugtir (Witko-Sarsat et al., 2003).

2.3.3.3. Serbest Radikallerin Karbonhidratlar iizerine etkisi _

Inflamatuvar eklem hastaliklarinda sinovyal sivida artan hidrojen peroksit ve
stiperoksit ile hyallironik asitin paralandifi gosterilmigtir. Ileri glikozilasyon son
Urlinlert (AGEs); karbonhidratlarla proteinlerin serbest amino gruplar arasindaki
reaksiyonlar sonucu olugan kompleks iiriinler grubunu olusturur (Dalle-Donne et al.,
2005). Gegis elementlerinin varhginda glukoz, reaktif ketoaldehitlere ve siiperoksite
déniisiir. Oksidatif fosforilasyon ile ATP tiretimi gergeklesirken solunum zincirinde bu

reaksiyon zinciri ile siiperoksit ve hidrojen peroksit {izerinden hidroksil radikali olusur.
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Hiicre igi glukoz oksidasyonunun artmasi ile NADH olusumunda artis gerceklesirken
solunum zincirindeki siiperoksit raclikali. iiretimi artar.

AGE’lerin olusumu, diabet ve hiperglisemide proteinlerle lipit peroksidasyon
son iriinlerinin olusturdufu diger bir etkilesimdir. Alfa oksoaldehitler olarak
isimlendirilen difer bir ALE smufi, asil olarak Schiff bazi olusumuyla sonug¢lanan
Maillard reaksiyonundan olusturulur. Bu reaksiyonu enzimatik olmayan bir
glikozilasyon reaksiyonu takip eder; lipit peroksidasyonundan iiretilen oksoaldehitlerin,
lizin ve arginin rezidiileriyle AGEs olusturmalan igin Amadori iiriinlerinin olusumuyla

takip edilir (Gueraud et al., 2010).

2.3.3.4. Serbest radikallerin DNA ve Niikleik asitler iizerine etkisi

DNA bazlanyla etkilesim, tamir edilmedigi durumda kalitimla aktanilabilen
kimyasal degigsikliklere sebep olabilir. Hidroksil radikali, DNA molekiiliiniin biitiin
komponentleriyle, piirin ve pirimidin bazlanna ve deoksiriboz yapiya zarar vererek
etkilesir (Halliwell, 1995). Hidroksil radikalinin DNA molekiillerinde ve yakinlarinda
bulunup etkili olabilmesiyle ilgili olasi mekanizma, membrani kolayca gecebilen
hidrojen peroksitin nukleusta demir veya bakir iyonlariyla reaksiyonudur (Haber Weiss
ve Fenton Reaksiyonlar:). Cok sayida negatif yiikli fosfat grubu iceren DNA, ¢esitli
katyonlar1 baglayabilme yetenegine sahip bilyilk bir anyondur. Aktif gecis metal
iyonlarinin baglanmasi, DNA molekiiliinii hidrojen peroksitin hedefi haline getirir.
Oksidatif stres altindaki hiicrede, reaksiyonlarin sonucunda meydana gelen hidroksil
radikalleri hiicre igindeki demir ve bakir iceren proteinlerden serbestlesirler (Halliwell,
1987). DNA Baz Oksidasyonunun dl¢timii, DNA baz oksidasyonuna bagl olarak olusan
spesifik Uriinlerin ¢l¢limiine dayanmaktadir. Bunlardan en oOnemlileri; R-hidroksi
deoksiguanozin, 5-OH sitozin, 8-OH Guanin ve Timin Glikol'diir. Serbest Radikallerin
direk &lelimii isé; elektron spin rezonansi ile olur. Biyolojik dokularda yiiksek su
igerifiinden dolay: ¢ok anlamh degildir. DNA lezyonuyla ilgili en genis ¢aligma 8-OH-
Guanozin olusumuyla ilgili yaplmigtir. Oksidatif hasar sonucu olusan bu kalic1 genetik
modifikasyon ise mutagenez, karsinogenez ve yaglanmamn ilk basamagim

olusturmaktadir (Fang ef af., 2002).
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2.4. ANTIOKSIDANLAR

Antioksidanlarin fizyolojik rolii, hiicresel komponentleri serbest radikallerin
neden oldugu kimyasal reaksiyonlarin sonuglarindan korumakuir. Yiiksek reaktiviteye
sahip serbest radikaller diger molekiillere elekiron verebilir ya da onlardan elektron
alabilirler. Yiksek reaktiviteleri sonucu biitiin radikaller kisa yan &mre sahiptir.
Endojen ya da cevresel faktorlerle gesitli mekanizmalar sonucu ortaya cikan serbest
radikallerin birikerek i¢ mitokondriyal membrandaki elektron transport zincirinin gesitli
komponentlerine baglanmasi cesitli elektronlarin mitokondriyal matrikste birikmesine
ve sliperoksit olusumuna sebep olur. Karacigerde gesitli enzimlerin aktivitesi ve
respiratuvar patlama sirasinda fagositik hiicreler superoksit olusumuna sebep olur.
Hidrojen peroksit varhginda myeloperoksidaz, bakterilerin makrofajlar tarafindan
fagositozunda 6nemli olan hipoklorsz asit ve singlet oksijeni olusturur. Superoksit
tireten herhangi bir biyolojik sistem, spontan dismutasyon reaksiyonunun sonucu olarak
tretilen zayif bir radikal olan hidrojen peroksiti proteinlere ve reaktif tiyol grubu iceren
enzimlere direk zarar verebilen hidroksil radikaline déniistiiriir. Hidroksil radikali, doku
hasarina neden olan biitiin ROU’nin patolojik etkilerini géstermelerine arac: olan son
Uriiniidtir. Hidroksil radikallerinin olugumu igin en énemli yol, periyodik tablonun *d’
blogundaki elementler olan ‘gecis metalleri’ ile ilgili olaudir. Demir ve bakir bunlarin
en dnemlileridir. Bir veya daha fazla eglenmemis elektronu bulunan gecis metallerinin
serbest radikal biyolojisindeki anahtar rolti tek bir elektronun transferiyle ilgili
reaksiyonlara girebilmesine dayanir. Proteinlere bagh demir disinda kiigtik bir demir
havuzu, demire bagh fenton reaksiyonlarnm katalizlenmesini ve hidroksil radikalinin
olusumunu basglatir. Endojen reaksiyonlar sonucu ortaya ¢ikan serbest radikallerin yan:
sra ekzojen gevresel faktorlerin de radikal olusturucu etkileri vardir. Antioksidanlar,
oksidanlar: inaktif hale getiren maddeler olup normal sartlarda oksidan ve antioksidan
maddeler denge halindedirler. Dort farkln mekanizma ile oksidan maddeleri etkisiz hale
getirirler,

1. Scavenging (siiptirme) Etkisi: Enzimler tarafindan ytiriitiilen, oksidanlar zayif
molekiillere ¢evirmeye dayah etkidir.
2. Quencher (baskilama) Etkisi: Oksidanlara bir hidrojen aktararak etkisiz hale
getirilmesine dayanan bu etki vitamin ve flavonoidler aracilifiyla olusturulur.

3. Repairing (onanci) Etkisi; Radikallerin olusturdugu hasarm onarilmasidir.
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4. Zincir Koparier Etki: Oksidanlari baglayarak fonksiyonlarmin engellenmesi
seklindeki bu etki hemoglobin, serilloplazmin ve E vitamini tarafindan

olusturulur(Young and Woodside, 2001).

2.4.1. Enzimatik antioksidanlar

NSDPH Oksidaz .
Elehtron #
Transport (

Zinciri ;’\
/* ONOO o Eis  OH
Myezpeifheidas Cu?
NO

0-0;

NO Sentaz

Sekil 17: Antioksidan Enzimler

2.4.1.1. Superoksit dismutaz (SOD)
Metalloprotein ailesinden olan stiperoksit dismutaz (SOD) enzimi, bir siiperoksit
molekiiliinii oksijen molekiiliine oksitlerken, difer siiperoksit molekiiliinii hidrojen

peroksit molekiiliine indirger.

P 2a

0, +0,+2H - 0,-H0,

e

Sekil 18: Superoksit Dismutaz Reaksiyonu

1968°de kegfedilmis olan ti¢ tiir SOD enzimi vardir (Liochev and Fridovich, 2002);
1. Mn-SOD

2. Cu-Zn SOD

3. Cu-SOD
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Mn-S0D; mitokondride lokalize, 40 bin kDa agirlifinda bir enzimdir.

Cu-Zn SOD; sitozolde lokalize, 32 bin kDa agirliginda, her biri katalitik olarak aktif
bakar ve ¢inko atomuna sahip iki protein subiiniti olan enzimdir. |

Cu-SOD; vaskiiler endotele bagli olup plazmadaki SOD radikallerini metabolize
eden hiicre dis1 siiperoksit dismutaz tiirlidiir. Sadece birkac hiicre tipi téraﬁndan
sentezlenebilir. Fibroblastlara, endotetyal hiicrelere, hiicre ytizeyine sunulacak heparan
siilfatlara baglanirlar. Ekstraseliiler stvilardaki en énemli superoksit tiiriidiir ve heparin
enjeksiyonunu takiben vaskiiler endotelden salinir. Endotelyal {irtin olan nitrik oksit,
plazmada superoksitle nétralize edildigi igin vaskiiler diizenlenmede Snemlidir (Young
and Woodside, 2001).

Kisa 6miirlii bir serbest radikal olan siiperoksit, SOD araciligiyla daha stabil ve
invaziv olan hidrojen peroksite doniismektedir. Bu da superoksit dismutaza prooksidan
ozellik kazandinr, ¢iinkii hidrojen peroksit etkin bir sekilde temizlenmezse gok agresif
bir radikal olan ve hiicre igerigindeki biyomolekiillere saldiran hidroksil radikaline
doniigecektir. Hidrojen peroksitin etkin bir sekilde ortadan kaldirilmasi, katalaz ve
glutatyon peroksidaz (GPx) enzimlerinin hidrojen peroksiti zararsiz bir tiriin olan suya
cevirmesiyle miimkiin olmaktadw. Katalaz, substrat olarak sadece hidrojen peroksiti
kullanirken; GPx hidrojen peroksitten bagka peroksitleri de kullanabilen bir enzimdir
(Drevet, 2006).

2.4.1.2, Katalaz

Peroksizomlarda lokalize olan bu enzim, yapisinda Fe* bulunduran, dért hem
grubundan olugmus bir hemoproteindir. Eritrosit, karacifer ve bobreklerde aktivitesi
yiiksektir. Peroksidazlarla beraber SOD'in olusturdugu hidrojen peroksiti oksijen ve
suya g¢evirtr. Diigiik konsantrasyonlardaki hidrojen peroksiti glutatyon peroksidaz
parcalarken, yiiksek hidrojen peroksit konsantrasyonlarinda katalaz aktivite kazanir

(Young and Woodside, 2001).

LAr

2 HgOg — 2 HgD-ﬁ-Og

Sekil 19: Katalazin Hidrojen Peroksite Etkisi
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2.4.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Redikte glutatyonu oksitlerken, hidrojen peroksiti de suya cevirerek hiicreyi
oksidatif strese karsi koruyan bu enzim, her birinde selenosistein iceren dort alt
birimden olugmustur. GPx’in aktif kenarn polipeptid zincirine gémiilii selenosistein
rezidlisli seklindedir (Chaudiere and Ferrari-Iliou, 1999). GPx, sitozolde bulunur ve
lipitleri peroksidasyondan koruyan en 6nemli hiicre i¢i enzim olarak hiicre yap1 ve

fonksiyonunu korur (Van Haaften ef al., 2001; van Haaften et al., 2003).
) (5 .
H,0,+ 2GSH — GSSG = 2H.0

Sekil 20: Glutatyon Peroksidaz’in hidrojen peroksite etkisi

Glutatyon varliinda hidroperoksitlerin indirgenmesini katalizleyen bu enzim,

hidrojen peroksiti suya, organik peroksitleri ise alkollere indirger.

ROOH +2GSH ——p ROH + H,0 + G85G
H,0, + 2G8H ———— 2 H,O + GSSG
Sekil 21: Glutatyonun GPx ile indirgenmesi

Glutatyon Peroksidaz ve Rediiktaz, biitiin dokulara dagilmis olmasina ragmen en
yiiksek konsantrasyonu karacigerdedir. Lipit hidroperoksitlerini de igeren peroksitlerin
GPx igin substrat olabilmesi, lipit peroksidasyonundan kaynaklanan hasarin tamirinde

rol oynar (Young and Woodside, 2001).

2.4.1.4. Glutatyon Rediiktaz
Iki alt birimden olusan her bir alt birimi NADPH, FAD baglayan alanlarla bu
alanlar arasindaki ara yﬁzden olusan (¢ yapisal alan bulunduran bir enzimdir. Glutatyon
reditktaz aracilifiyla elektronlar NADPH’tan FAD’ye transfer edilirken subtinitlerdeki
iki sistein arasinda bulunan disiilfid kopriisiine transfer edilerek okside glutatyona
aktarilmis olur ve boylece glutatyon indirgenir (Sies, 1999).
GBI +

GSSG+NADPH~+H - 2GSH +NADP

Sekil 22: Glutatyonun indirgenmesi.
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Glutatyon rediiktazin katalizledigi reaksiyonda gerekli olan NADPH, pentoz
fosfat yoluyla saglamr. NADPH’ 1 titkendigi yollar reditkte glutatyon eksikligine sebep
olurak GPx’in aktivitesini etkiler. Glutatyon Rediiktaz flavin niikleotidine bagli bir

enzimdir ve viicuttaki dagilimi GPx’in dagilimma benzer (Young and Woodside, 2001).

2.4.1.5. Glutatyon Transferaz

Glutatyon Transferaz, toksik metabolitlerin glutatyon ile konjugasyonunu
saflayarak detoksifikasyonlarinda Onem tastyan bir enzimdir. Membran lipit
peroksidasyonunu inhibe eder, lipit peroksitlerine kars: selenyumdan bagimsiz GPx gibi
aktivite gosterir (Van Haaften et al, 2001; van Haaften et al, 2003). Glutatyon-s-
transferaz’in katalizledigi reaksiyonlarda glutatyon, cesitli ksenobiotik elektrofilik

bilesiklerle reaksiyona girer (Fang et al., 2002).

Sekil 23: Glutatyon Transferaz reaksiyonu

2.4.1.6. Paraoksonaz (PON1)

Hem arilesteraz hem de paracksonaz aktivitesine sahip bir ester hidrolaz olan
Paraoksonazin in vivo ksenobiyotik metabolizmas: ile ilgili yapilan toksikolojik
¢aligmalar; HDL’nin yapisinda bulundugunu géstermisti. PON1; Ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonu, organofosfatlara karsi korunma, bakteriyel endotoksinlerden
kaynaklanan toksisiteye karst korunma ile LDL ve HDL oksidasyonunun
engellenmesinde gdrev alir (Aviram ef ol., 1998).

PONT’in; hem LDL hem de HDL'yi oksidasyondan korudugu, HDL vasitasiyla
metal iyon selasyonu ve peroksidaz benzeri etkilerle antioksidan etkiye katkida
bulundugu gdsterilmistir (Baskol ef al., 2006b). Ayrica HDL’deki PONI1, uzun zincirli
fosfolipitleri hidroliz edebilme yetenegine sahiptir (Watson ef al., 1995). HDL nin LDL
oksidasyonu iizerine koruyucu etkisi de PON’dan kaynaklanmaktadir. PON1’in,
bakir'in ( Cu™) indiikledigi lipoprotein oksidasyonunu inhibe ettifi distniiliir. Klinik
6nemi; LDL oksidasyonunun sebep oldugu aterom plaginin dnlenmesiyle ilgilidir.
Sadece lipoproteinlerle ilgili peroksitlere degil, aym: zamanda ateroskleroz olusumu
sirasinda arteryel duvar hiicrelerinde iiretilen hidrojen peroksit tizerine de etkilidir.

Aktivite tayininde en ¢ok kullamilan substrat olup organofosfat bilesiklerinden
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paratiyonun akiif katabolik metabolizmasi sonucu olusur. PON1 aktivitesi, p-nitrofenol
veya fenoliin konsanirasyonu {iizerinden spektrofotometrik olarak tayin edilebilir

(Aviram et al., 1998; Baskol ef al., 2006a).

2.4.2, Enzimatik olmayan antioksidanlar

Bir serbest radikalin basgka bir molekiille reaksiyonu sekonder radikallerin
olusumuna sebep olabilir. Zincir reaksiyonunun klasik bir rnegi olan lipit
peroksidasyonu, iki radikal birlesip stabil bir tirin olusturuncaya kadar ya da zincir
kiran bir antioksidan ile radikaller nétralize edilene kadar devam eder. Bu
antioksidanlar, stabil tirlinler olusuncaya kadar bir radikalden elektron koparan ya da
radikale elektron ekleyen molekiillerdir. Genellikle eslenmemis elektronlarin varhifiyla
ilgili yik, stiplirticli antioksidan ile disosiye olarak diger molekiillerden elektron alip
veremeyecek triinlerin olugmasmi saflayarak zincir reaksiyonunun ilerlemesini
durdurur (Young and Woodside, 2001). Hidrofobik serbest radikal sitpiirticiiler,
lipoprotein ve membranlarda bulunur. Lipit peroksidasyon basamaklarma, peroksil
radikallerini ortadan kaldirarak veya singlet oksijen molekiillerinden hidrojen peroksit
molekiillerinin olusumunu engelleyerek ortadan kaldirrlar (Halliwell and Chirico,
1993; Chaudiere and Ferrari-lliou, 1999). Vitaminler, ROU’ni direk olarak
temizleyebilir ve ayni zamanda da antioksidan enzimlerin aktivitelerini diizenler (Fang

et al., 2002).

2.4.2.1. Alfa Tokoferol (E Vitamini)

Alfa Tokoferol (a-TF), fosfolipit tabakadaki peroksil radikallerinin en etkin
temizleyicisi olup en énemli lipit faz antioksidanidir. ROU’nin indiikledigi lipit peroksil
radikalleri olugumu ile membran fosfolipitlerindeki coklu doymamig yag asitlerininin
peroksidasyonunu engelleyerek, LDL’yi, hiicresel proteinleri ve DNA’yt oksidatif
hasardan korur (Fang et al., 2002). Hiicre membram: ve lipoproteinlerdeki asil rolii
peroksil radikallerini yakalamak olan a-TF, peroksil radikalleriyle reaksiyonda coklu
doymanus yag asitlerine gore daha hmzli davramp lipit peroksidasyon zincirini kirar.
Lipitten zengin bir ¢evrede karbon merkezli radikallerin olugmasina engel olamaz ama

sekonder radikallerin olusumunu azaltir.
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Sekil 24: o-TF tin yapst

Kromonal halkadaki metil gruplarninin say: ve pozisyonuna gore alfa-theta
seklinde sekiz farkl sekli bulunup biyolojik aktivite derecesine gére farklilik gésterirler.
Alfa tokoferol en giiglii tokoferoldir, peroksil radikalleriyle g¢ok hizli bir sekilde
reaksiyona girerek kromonal halkanin tizerindeki ekstra elektronla stabil tokoferoksil
radikalini olugturur. Bu rezonans stabil radikal, ¢esitli yollardan biriyle reaksiyona girer;
s1v1 ara yiizeyde askorbatla veya rediikte glutatyon ve {irat gibi diger bir siv1 faz zincir
kiric1 antioksidan ile yenilenebilir. S1vi membran yiizeyinde ise askorbatla yenilenmest,
serbest radikal translokasyonu olarak isimlendirilir. Iki alfa tokoferoksil radikali stabil
bir dimer olusturmak {izere birlesebilir ya da alfa tokoferoksil radikali tokoferol kinon
olugturmak fiizere tam olarak okside olabilir (Young and Woodside, 2001). Memeli
hiicre membranlarinda o-TF’tin kromonal ailenin diger iiyelerine gére iistiinliigii,
spesifik tagiyici proteinlerle giiglenmesidir (Chaudiere and Ferrari-Tliou, 1999).

u-TF lipit peroksil radikallerini hidrojen atomu transferi yaparak temizler;

oTOH + LOO ——» oTO + LOOH (kromanoksil radikali olusur) tekrar
o«TOH’a doniisi, askorbik asit veya diger rediikleyici ajanlarla olur.
Reaksiyonda iiretilen LOOH ve hidroperoksit dengesi i¢in ise glutatyon varlifinda
hidroperoksitlerin indirgenmesini katalizleyen GPx enzimi gereklidir. Membranlardaki
o-TF*lin rejenerasyonu, glutatyonun hidrofilik ortamdaki oksidasyonuyla saglanabilir.
Fenoksil radikalleri (¢TO?), aTOH’tin lipit peroksil radikalleri ile reaksiyonu sonucu
olugur (Chaudiere and Ferrari-Iliou, 1999).

a-TF’in diyetsel eksikligi, katalaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon
reditktaz’in aktivitesini azaltip, lipit peroksidasyonunu katalizleyerek nérolojik ve

kardiyovaskiiler hasara sebep olur. Biitiin bu etkiler diyetsel o-TF destegiyle geri
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dondirilebilirken, o-TF transfer protein eksikligi beyin lipit peroksidasyonu ve
ndrodejenerasyon sebebidir.

Antioksidan &zelligine ek olarak o-TF (E vitamini), membram stabilize edici
ozellige de sahiptir. E vitamini eksikligi hemolize ve abetaliporoteinemide goriilen
periferal néropatiye yol agabilir.

Hiicrenin sitozolik, mitokondriyal ve niikleer kompartmanlarinda bulunan
hidrofilik temizleyiciler olan Askorbik Asit ve Glutatyon tek elektron veya hidrojen
atomu transferi ile siv1 ortamdaki serbest radikalleri temizlerler (Chaudiere and Ferrari-

1liou, 1999).

2.4.2.2.Askorbik asit (C vitamini)

Siv1 fazdaki radikalleri direk olarak temizleyen antioksidanlar iginde en énemlisi
olan Askorbat, hidroksilasyon reaksiyonlarini katalizleyen cesitli enzimler icin
kofakttrdiir. Tam bir enzimatik aktivite olusturmak ve enzimlerdeki prostetik metal

iyonlarmu rediikte formda tutabilmek i¢in enzimlere elektron saglar.

Chon Uﬁ(mzw 1M
- H" -4 ‘

hscnrbate AHT Ascorbyt radical A Dehydraascorbaie!&

T~

Sekil 25: Askorbat ve dehidroaskorbat

Plazmadaki diger zincir kirici antioksidanlar proteinlere bagl tiyol gruplandir.
Plazma proteinleri iizerindeki siilfidril gruplari, serbest radikalleri nétralize edebilmek
igin elektron vererek zincir kiric1 antioksidan olarak fonksiyon gdsterirler. Sonucta bir
protein-thiyl radkali olugur. Protein thiyl radikalleri reaktif oksidanlanin potansiyel
kaynafn olarak hareket ederler. Thiyl radikali, ¢oklu doymamus yag asidinden bir
elektron ¢ikararak lipit peroksidasyon siirecini baslatir (Young and Woodside, 2001).

2.4.2.3.Glutatyon

Glutatyon (GSH); tiyol grubu igeren, diisiik meolekiil apirlikli dnemli bir
antioksidandir. Glutamik asit, sistein ve glisin igeren tripeptid bir yapiya sahip olup,
aktif bir siilfidril grubuna sahiptir. L-glutamat ve L-sisteinin gama glutamil sentetaz ile

katalizlenen reaksiyonuyla olugan gama glutamil sistein, L-glisin ile glutatyon sentetaz
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enziminin katalizérliigiinde glutatyona donilgiir (Fang et al., 2002). Sistein, glutatyon
sentezinde temel rol oynar. Silftir igeren aminoasitler sisteinin yoniinii sistein
katabolizmas: ile glutatyon sentezi arasinda belirlemede énemli rol oynar. Sistein,
glutatyon sentezi i¢in hiz belirleyici bir enzim olan gama plutamat sistein ligaz enzimini
onarr, dolayisiyla glutatyon sentezi i¢in huz belirleyici bir aminoasit olarak kabul edilir

(Parcell, 2002).

Sekil 26: Glutatyon sentezi

Glutatyonun okside formu glutatyon disiilfittir (Fang et af., 2002; Masella et al.,
2005). Bu da NADPH bagiml glutatyon reditktazla glutatyona indirgenir. Indirgenmis
glhutatyon(GSH) sahip oldupu tiyol grubunun aracihifnyla hiicre iginde redoks
potansiyeli yiiksek bir ortam saglayarak hiicreyi oksidatif hasardan korur.

Nukleusta DNA tamir ve ekspresyonu igin gerekli kritik siilfidril proteinlerinin
redoks durumuna gelmesini saglar. Tiyol proteinleriyle etkilesimi hiicresel redoks
dengesinde onemlidir (Fang et al., 2002).

Glutatyon, hiicrelerde bulunan en énemli ¢6zliniir antioksidan ve en gok bulunan
protein dig1 tiyoldiir. Serbest siilfidril grubu aracihigiyla hidrojen peroksit, siiperoksit,
hidroksil ve alkoksil radikalleriyle etkilesime girerek hiicreyi oksidanlardan korumada
onemli rol oynar (Sies, 1999).

Glutatyon, hidrojen peroksit ve organik peroksitlerin GPx ile indirgenmesi ve
ksenobiotiklerin detoksifikasyonunda rol alir. GPx, rediikte glutatyonun —SH grubundan
hidrojen molekiiliinii ¢ikartip hidroksil radikali va da hidrojen peroksitle birlestirerek
hidrojen peroksiti metabolize eder. GPx’in katalizledigi bu reaksiyonda enzim aktivitesi
icin GSH gereklidir. Ekzojen olarak diyetle alman ve endojen sentezlenebilen
glutatyonun oksidasyonu ile olusan GS' prooksidan bir radikaldir, baska bir GS-
Radikaliyle reaksiyona girerek GS-SG (okside glutatyon) olusturur. Oksidatif streste
ortaya ¢tkan ROU’nin detoksifikasyonu, glutatyonun indirgenmis seklinden(GSH)
oksitlenmis dimer sekline(GSSG) doniisitmil ile gergeklesmektedir. Hiicreler serbest

radikal ataklanna maruz kaldifinda meydana gelen GSSG metabolik s agarak
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oksidatif stres olusturmaktadir. Proteinlerin siilfidril gruplartyla(-SH) tepkimeye girerek
kalic1 hasar olusturan GSSG (Glutatyon disiilfid) glutatyon rediiktaz ile GSH’a rejenere

olmalctadir.
H;.N [ ¥
NH__.cod . as. GSS5G
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Sekil 27: Glutatyonun oksidasyonu

Glutatyon, ROU’ni direk veya enzimatik yollarla indirek olarak etkin bir sekilde
temizler (Fang et al., 2002);

1. Cesitli detoksifiye edici enzimlerin kofaktortidiir (glutatyon peroksidaz,
glutatyon transferaz gibi); Superoksidaz enziminin tiriinit olan hidrojen peroksit,
glutatyon peroksidaz ve katalazla suya cevrilmektedir. GPx’in bagka bir tipi de
membran yapisindaki fosfolipit peroksitlerini etkiler (Fang et al., 2002).

2. Hidroksil radikali ve singlet oksijeni direk olarak yakalar, hidrojen peroksit ve
lipit peroksitlerini, glutatyon peroksidazin katalitik etkisi ile detoksifiye eder,

3. En énemli antioksidanlar olan C vitamini ve E vitamininin yenilenip tekrar eski
sekillerine dénebilmeleri igin gereklidir (Masella et al, 2005; Valko et al,
2007).

4, Nitrik oksitle konjuge olarak S-nitrozoghutatyon uUrlinlerini olusturur bu da
thioredoksin sistemi tarafindan glutatyon ve nitrik oksit olusturmak iizere kanlir.

5. Plazma membraninda aminoasit transportunda gorev alir,

Glutatyon hizli bir sekilde GS-SG’ye serbest radikaller ve diger reaktif {iriinler
tarafindan okside edildigi i¢in hiicre i¢i (GS-SG):(GSH) oram oksidatif stresin
gostergesidir (Fang ef al., 2002).

2.4.2.4. ALFA LIPOIK ASIT

Alfa lipoik asit (a-LA), oksidatif hasar azaltan ve diger antioksidanlann rediikie
diizeyini arttiran bir biyolojik tiyol antioksidamidir (Moini et al., 2002). Antioksidan
tzellikleri yakin zamanda On plana c¢ikmus, enerji metabolizmasimn temel bir

kofaktoriidiir (Packer ef al., 1995; Packer ef al., 1997a; Marangon ef al., 1999).
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a-LA, hem hiicrelerde. dogal olarak bulunan hem de diyetle almp hiicrelere
taginarak dihidrolipoik asite (DHLA) indirgenen etkili bir serbest radikal temizleyici
olmasinin yam sira o-LA / DHLA oksidasyon/ rediiksiyon ¢ifti, alfa tokoferol, L-
askorbik asit, ubikinon ve glutatyondan daha giiglii bir redoks potansiyeline sahiptir
Koenzim Q ve glutatyonun redikte sekillerinin yenilenmesinde 6nemlidir; endojen
rediikte durumu koruyarak oksidatif strese karsi diizenlenme saglar. (Packer and
Tritschler, 1996; Packer et al., 1997a),

Bir multienzim kompleksi olan lipoamidin yapisinda yer alarak, pirtivat gibi alfa
ketoasitlerin oksidatif dekarboksilasyonunu katalizleyen bir kofaktordir. a-LA’in R-
enantiomeri alfa keto asit dehidrogenaz kompleksinin ve glisin temizleyici sistemin
¢nemli bir kofaktérii olup amid bagiyla lizin rezidiisiiniin epsilon amino grubuna
baglanarak lipoamid olarak sunulur (Matsugo ef al., 1997; Moini et al 2002).

Ekzojen olarak da alnabilen «-LA, mitokondriyal disfonksiyona karsi
antioksidan olarak hareket eder. a-LA mitokondriyal kalsiyum transportunu da inhibe
ederek hiicre igi kalsiyum diizeyinde 6nemli etkilere sahiptir. o-LA, serbest radikalleri
temizledigi gibi gegis metallerini selatlama ve hiicre i¢i glutatyon diizeyini arttirma
tzelliklerine de sahiptir (Packer and Tritschler, 1996).

Sebzelerde ve hayvansal dokularda diisiik dozlara sahiptir. Sebzelerden sadece
1spanak, brokoli ve domateste, hayvansal dokulardan da bobrek, kalp ve karacigerde
bulunur (Matsugo ef al., 1997; Moini er al., 2002). Diyetle alinip hiicrelere tasinarak
DHLA’ya indirgenen o-LA, Diabetes Mellitus’ta proteinlerin glikozillenmesi, glukozun
harcanmas, polindropati, katarakt tedavisinde ve aterogenezin erken basamaklarinda
anahtar role sahip olan LDL oksidasyonunun énlenmesinde kullanilir, Sentetik rasemik
LA 1:1 R ve S enantiomerler kanigim diabetik niropatide tedavi amacgh
kullanlabilmektedir (Packer et al., 2001).

Pek ¢ok fizyolojik sistemde faydali rolii olan alfa lipoik asidin sivi ve lipit fazlar
arasinda, pH ve asit protonlanma derecesine baghi olarak partisyon kapasitesiyle
antioksidanlar arasmda tek olma ozelligi gdstermektedir (Pershadsingh, 2007).
Hidrofilik ve lipofilik gevrelerde antioksidan davramg gosterebilme dzelligiyle kan
beyin bariyerini gegebilen metabolik bir antioksidandir (Packer et al., 1995 ; Packer et
al., 1997b).

Oksidatif hasara badl ortaya cikan serbest radikaller mitokondrival DNA’ya

zarar verir. Hasarli mDNA’mn kodladigy hatali proteinler mitokondride toplanarak ETZ
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komponentleri ile daha fazla serbest radikal olustururlar. Oksidatif siiregler sonucu
glutatyon gibi hiicresel antioksidanlarin azalmasi ve mitokondrideki hasar
nérodejeneratif hastaliklara sebep olabilir. Beyin ve diger dokularda merkezi rol
oynayan en &nemli tiyol antioksidam olan glutatyon direk olarak ahnamazken, diyetle
alimabilen o-LA, ditiyol bir antioksidan olarak beyin ve sinir sisteminde antioksidan
savunmanin merkezini olusturmasiyla gesitli nérodejeneratif hastaliklarda nem tagir
(Packer and Tritschler, 1996).

a-LA, okside formunda intramolekiiler disiilfid bagi igeren oktanoik asitin
disiilfid triiniidir. ki siilfir atomunun 1,2 ditiyolen halkasindaki 6zel pozisyondan
ortaya cikan yiiksek elektron yoZunlugu a-LA’e ¢evresel sartlara gére diger redoks
duyarh molekiillerin reditksiyonu igin ytiksek bir gerginlik verir. Monotiyollerden daha
kolay okside olan --SH/ S-S zincirler arasi reaksiyonlara yol agarak, -0,32 mV gibi
diigiik redoks potansiyeli ile kuvvetli reditktan olan a-LA /DHLA redoks ciftini
olugturur (Packer and Tritschler, 1996). a-LA ve rediikte sekli olan dihidrolipoik asit
(DHLA), biyolojik tiyol antioksidanlan olarak énem tasiyan ( Packer et al, 1995, 97,
98), direk serbest radikal temizleyici Gzellige sahip bir redoks ¢iftidir (Moini et al.,
2002). ROU’e karsi yiiksek reaktiflie sahiptirler. 0.005-1 mM konsantrasyonda
hidroksil, hipoklordz asit ve singlet oksijeni yakalarlar. Aym zamanda Mn*?, Cu™, Zn™
ve Fe™'yi selatlar (Packer and Tritschler, 1996). Reaktif nitrojen iiriinleriyle ilgili olarak
da, 0.01-0.5 mM konsantrasyonda peroksinitritin indiikledigi o;-antiproteinaz
inaktivasyonuna kars: etkin bir sekilde korur ve L-tirozin nitrasyonunu inhibe eder
(Moini ef al., 2002). a-LA ve DHLA peroksinitritle reaksiyona girerek etkisini ortadan
kaldirir.

Ekzojen alinan «-LA emilir, dokulara tasinir ve DHLAe rediikte edilir. a-LA’i
DHLA’e indirgeyen iki enzim sistemi bulunmaktadir. Mitokondriyal dihidrolipoamid
dehidrogenaz; NADH ya da NADPH varliginda a-LA’i DHLAe cevirir. Bu enzim a-
LA’in R enantiyomeridir. Sitozolik glutatyon rediiktaz da; NADPH varhiginda, o-LA’in
daha yavas bir reaksiyonunu katalizler. Rediikleyici giic NADH ve NADPH’tan gelir,
boylece a-LA, NADH/NAD" ve NADPH/NADP oranlarim diizenler. a-LA’i DHLA’e
doniigtiiren en dnemli enzim alfa ketoasit dehidrogenaz kompleksidir. Bundan dolay:
DHLA oksidan birikiminin oldugu tarafta olacaktir. (Haramaki ef al., 1997; Moini et
al., 2002).
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Hiicre ic1 a-LA rediiksiyonunu takiben DHLA hizli bir sekilde hiicre dist
bosluga salimrken rediikte sistinin sisteine déniismesi, sisteinin de nétral aminoasit
tastyrcilan tarafindan ahmp glutatyon sentezinde kullamlmasiyla, okside glutatyon
rediikte glutatyona g:évrilir. Boylece a-LA, hiicre i¢i glutatyon diizeyini arttirir. Sisteinin
hiicre i¢i yetersizliginde a-LA’in indiikledigi glutatyon diizeyi yiikselir (Han et al.,
1997; Moini ef al., 2002). DHLA, Hiicresel glutatyon diizeyindeki artisa ek olarak,
dehidroaskorbat ve semidehidroaskorbil radikalini rediikte eder. a-LA /DHLA cifti
tarafinda okside glutatyon, dehidroaskorbat veya ubikinonun indirger, Thioredoksini
redilkte ederek radikal okside seklinden o-TF’{in rejenerasyonunu saglar (Packer and
Tritschler, 1996; Packer ef al., 1997a; Moini et al., 2002).
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Sekil 28: a-LA ve a-TF’{in etkilesimi
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2.4.2.5. Gegis metal iyonlarmm baglayic proteinler

Geg¢is metallerini baglayici proteinler olan ferritin, transferin, laktoferritin ve
seruloplazmin demir ve bakirt muhafaza ederek antioksidan defans sisteminin cok
tnemli komponentlerini olusturur, bdylece hidroksil radikallerinin olusumu 6nlenebilir.
Seruloplazmin; asil olarak bakir baglayici olan bu protein divalan demirin
oksidasyonunu katalizleyen bir antioksidan enzim olarak fonksiyon gériir.

Fe*?; Fenton reaksiyonunda yer alan demir seklidir ve Fe™*’nin Fe™’e doniisiimii
antioksidan bir etkidir. Diyetsel protein eksikligi veya demir yiiklenmesine bagli olarak
hiicre igi ve dist demir konsantrasyonunda meydana gelen artiy, reaktif oksijen

iiriinlerinin tiretimi, lipit peroksidasyonu ve oksidatif stresi arttinr (Fang et al., 2002).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1, Kullanilan Cihazlar
Otomatik pipet

Hassas terazi (CHYO J1.-180)
Manyetik kanstiriricr (IKAMAG RH Janke ve Kunkel)
pH metre (METTLER TOLEDO MP 220)

Vorteks (VM3)

Santrifiij (MSE CENTAUR 2)

Santriflij (Sigma 3K30)

Derin dondurucu (-40°C, BOSH Automatic)

Siv1 azot tank ( International Cryogenics, Ine.IC 20D Storage Dewor)
Spektrofotometre (SHIMADZU, UV- 160 A)

Benmari (Kotterman)

Karigtiner (NUVE, SL 350)

Ultrasonik sonikatér (Siemens, MBTU)

Etiiv (Heraeus, B 5042)

Mikroplate Yikayici (Siemens, Multiwash)
Eliza Okuyucu Cihazi (TECAN)
Eliza Okuyucu Cihazi (Synergy-4 microplate reader)

3.2. Kullamlan Kimyasallar

Tris baz

Tiyobarbiitirik asid
Glasial asetik asid
Sodyum hidroksid
Potasyumdihidrojenfosfat
Dipotasyumhidrojenfosfat
Hidroklorik asid

Sodyum karbonat
Bakirsiilfat.5 . hidrat
Potasyum sodyum tartarat
Folin reagent

Bovin albumin

(C4Hy;INOs3, MA:121,14 g/mol, Art:8387, Merck)
(C4H4N20,8, MA:144,1 g/mol, Art:8180, Merck)
(CH3COOH, %100, MA:60,05 g/mol, 11t:1.05 kg, Merck)
(NaOH, MA: 40 g/mol, B639062 016, Merck)

(KH2PO4, MA:136,09 g/mol, Art:4871, Merck)

(Ko HPO4, MA:174,18 g/mol, Art:5101, Merck)

(HCl, %37, MA:36,46 g/mol, 11t:1,19 kg, Art:314, Merck)
(Na;CO3, MA:84,01 g/mol, Art:6223, Merck)
(CuS04.5H;0, MA:249,68 g/mol, Art:2787, Merck)
(C4H4KNaOg.4H,0, MA:282.23 g/mol, Art:8085, Merck)
(2 Normal, F-9252, Lot:013K3692, Sigma)

(% 99°1uk, A9647, Sigma)
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a-tocopherol (Sigma Cat. No:T3634-10 (% 95, C2Hs002, MA: 430,71, T3251)
- lipoic acid (Sigma Cat. No: T5625-25 G)

Bisphenol A (Sigma Cat. No: 239658)

3.3. Calisma Popiilasyonunun Ozellikleri

Caligmamiz, Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi ve Cerrahi
Aragtirmalar Merkezi Laboratuvarinda yaglar: 2-3 ay arasinda degigen, 180-240 gram
agirhgindaki 50 adet Wistar cinsi digi rat lizerinde yapildi. Ratlar standart kafeslerde,
odun tala;i zemininde ve standart rat yemi ve su sistemi ile ad libitum beslenecek
sekilde deney ortamna yerlestirildi. 2 giinliik adaptasyon siireci sonrasinda calismaya
dahil edildi. Ratlara 12 saat glindiiz 12 saat gece ortamim saglayacak sekilde aydmlatma
saglandi ve ortam 1sist 22+1°C’ye sabitlendi.

Galigmada kullamlan ratlar her grupta 10 adet olmak (izere bes gruba aynld;
Gruplar; kontrol, yalmz Bisphenol A uygulanan grup, Bisphenol A ve Alfa Lipoik asit
uygulanan grup, Bisphenol A ve Alfa Tokoferol uygulanan grup, Bisphenol A ile
birlikte Alfa Tokoferol ve Alfa Lipoik Asit uygulanan grup olarak belirlendi. Zeytinyag1
icinde ¢oziilerek hazirlanan kimyasal maddeler oral gavaj ile intragastrik olarak verildi.
Kontrol grubundaki ratlara da giinliik diger calisma gruplanindaki etken maddeleri
¢ozmek i¢in kullandigimiz zeytinyag: 0,5 ml olarak oral gavaj yolu ile intragastrik
olarak uygulandi. Caligma 30 giin siirdii.

Tablo 3.1. Deney gruplarina Bisfenol A, Alfa Tokoferol ve Alfa Lipoik Asit Uygulamst

Grup n Uygulama
1. Kontrol grubn 10 0.5 ml zeytinyai
2. BPA 10 | 25 mg/kg/glin BPA
3, BPA+a-LA 10 25 mg/kg/giin BPA ve 100 mg/kg/glin alfa lipoik asit
4. BPA +a- ATF 101 25 mg/ke/giin BPA ve 20 mg/kg/piin alfa tokoferol
5. BPA+a-LA+a- ATF | 10 | 25mg/kg/gin BPA ve 20 mg/kg/gin alfa tokoferol ve 100
mg/kg/giin alfa lipoik asit

Cahsma sonunda, ratlarin  plazma, serum ve beyin dokulannda;
Malondialdehit{MDA), AOPP, Glutatyon Peroksidaz (GPx), Paraoksonaz (PONI) ve
Nitrik Oksit (NO) diizeyleri 8l¢iiliip, sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildi.

3.3.1. Deneyin Yapihsi

e Ratlar 30 giin boyunca takip edildi ve 30. giiniin sonunda ¢alisma sonlandirild.

40



o Intraperitoneal 5 cc ketamin ile anestezi uygulandi.

e Ratlann gogis kafesi agilarak intrakardiyak 6-8 ml kan alindi ve kanlar EDTA’I1
tiiplere ve antikoagulan iermeyen diiz biyokimya tiiplerine aktarildi.

e Alman kanlar 3000xg’de 10 dk santrifiij edilerek serum ve plazmalar .ayrlldl.
Calisma giiniine kadar -40°C ye kaldirldi.

e Serum fizyolojik (% 0.9 NaCl) ile reperfiizyon uygulamas1 sonrasinda beyin
dokular1 alind;.

¢ Alman beyin dokusu sivi nitrojen ile dondurularak manuel olarak ezildikten
sonra, eppendorf tiipti icerisindeki 1 ml PBS tamponu (pH 7.4, 10 mM) icine
konularak 10 dk sonikasyon yapild.

e Doku 6rnekleri galisma giiniine kadar -40°C ye kaldirild.

¢ Cahsma giinlinde -40°C’de saklanan numuneler, oda 1sisinda cozillene kadar
bekletildi. Doku 6rnekleri 10000xg’de 5 dk santrifiij edildi ve yeterli miktarda
stipernatant eppendorflara ayrildi. Siipernatant ve serumlarda MDA, AOPP, NO,
PONT diizeyleri, slipernatant ve plazmalarda GPx diizeyleri 6lciildii.

* Doku 6meklerinin protein miktar1 Lowry metodu ile tespit edildi. Sonuglar mg

protein basina verildi.

3.4. Biyokimyasal Analizler
3.4.1. Protein Miktarinin Tayini

Caligmamizda protein miktarmm tayini Lowry ve arkadaslarimn metodu
kullamlarak yapildi. Tiim protein miktan tayin metodlar, proteini olusturan
aminoasitler arasindaki peptid baglarmin pargalanmasi esasina dayamr. Aminoasitler
arasindaki peptid baglarinin ayrilmasinda kullanilan kimyasal maddelerin dzellikleri
metodlar arasindaki farkliliklar: olugturmaktadir. Lowry ve arkadaslan protein miktan
glglimiinii biiret metoduna dayandirnugtir. Deneyin prensibi alkali ortamda proteinlerin
peptid baglarmmn ve tirozin kahntilarinm bakir ile kompleks olusturmasi esasina
dayanir. Peptid bagi nitrojenlerinin bakir iyonlan ile reaksiyonu, daha sonra aromatik
aminoasitlerin bakir katalizli oksidasyonu aracihiyla, ortama konulan folin reaktifinin
heteropolimolibden mavisine indirgenmesi esasina dayanmaktadir (Lowry ef al., 1951).
Reaktifler
1. Soliisyon A: Na,COs, %2 (w/v)
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2 gram Na,COs tartilip bir miktar distile suda ¢oziinditkten sonra balon jojede 100 -
ml’ye tamamlands.

2. Soliisyon B: CuS0O4.5H,0, %1 (w/v)

0,1 gram CuSQOy4 .5H,0 tartilip bir miktar distile suda ¢ziinditkten sonra balon jojede 10
ml’ye tamamlandi.

3. Soliisyon C: Na-K tartarat, %2 (w/v)

Na-K tartarat.4 HO’dan 0,26 gram tartilip bir miktar distile suda coziindiikten sonra
balen jojede 10 mi’ye tamamland:.

4. Complex Forming Reagent

Calisma yapilmadan hemen 6nce hazirladigimz soliisyon A, B, C’den siras1 ile 100:1:1
oraninda, kanistirildi.

3. NaOH, 2N

4 gram NaOH tartilip bir miktar distile suda ¢dziindiikten sonra balon jojede 50 ml’ye
tamamlands.

6. Folin Reagent, 1 N

2 N Folin reagent ana stogundan 50 m! alindi ve distile su ile 100ml’ ye tamamlandi.

7. Albumin standartr: 2 mg/ml

0,002 gram albumin tartip 1ml’ye tamamlayarak ¢dzildii. Bundan seri diliisyonla
standartlar hazirland.

Table 3.2. Protein miktar: tayini

Numune Standart Kor
Siipernatant 100ul - -
Standart - 100pul -
Deiyonize su - - 100pd
NaOH 100l 100l ‘ 100l
Ornekler 100 °C su banyosunda 10 dakika bekletildi ve oda 1sisina gelene kadar diganda tutuldu.
Complex- Forming | 1000 pl 1000 pl 1000 pi
Reagent
Folin Reagent 100 pl 100 pl 100 pl

Daha sonra tiipler kangtinldi ve oda isissnda 30-60 dakika bekletildikten sonra

numuneler 550 nm.de ckundu.
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3.4.2. Serum ve Doku Malondialdehit Diizeyi Tayini

Poliansatiire yag asitlerinden derive olan lipit peroksitleri stabil olmayip
¢ogunlugunu Malondialdehitin olugturdugu reaktif karbonil bilesikleri olusturmaya
yatkl.ndlﬂar. Bundan dolay1 da MDA, lipit peroksidasyonunun gésterilmesinde genis bir
kullanima sahiptir. _

TBARS metodu biyolojik 6rneklerde MDA §l¢iilmesinde kullamlan yaygin bir
yontemdir ama reaksiyon goireceli olarak non spesifik oldugundan hem serbest hem de
proteinlere bagli MDA reaksiyona girebilir.

MDA 586 metodu ise serbest MDA nin 6lgiilmesi igin kullanilan bir metoddur.
Bir hidroliz basamagmdan sonra total MDA &lgiiliir. Olctim sartlarn 4 hidroksi
alkaneller gibi diger lipit peroksidasyon iriinleriyle interferans1 minimalize etmek igin
korunur. Yontem, N-metil-2-fenilindol (NMPI) isimli bir kromojenik maddenin
reaksiyonu lizerine kuruludur; NMPI Malondialdehitle 586 nm. de maksimum
absorbans veren karbosiyanini olusturur. MDA 3586 metodu, MDA igin spesifiktir,
¢inkii 4 hidroksialkeneller 586 nm. deki 6l¢iim sartlarinda belirgin renk olusturmaz.
Hidroklorik asit ve probukoliin eklenmesiyle de 4 hidroksialkeneller minimalize edilir.
Bu sartlar altinda 586 nm. de HNE’den dolayi ¢ok kiigiik bir absorbans vardir.

MDA 586 &lgtimiinde, hazirlanan MDA standart: kullamilarak kalibrasyon eprisi
olugturulur; MDA bilinmeyen olup bilinmeyenin 586 nm.deki absorbansindan ve
standart egrisinden hesaplanir. Renkli érnekler i¢in 6mek blank i olusturulur. 586
nm.deki absorbans, Smegin absorbansindan ¢ikanlarak karbosiyanine baglh gereek
absorbans bulunur.

Reaktifler
R1; asetonitril icinde NMPI
R2; konsantre hidroklorik asit
MDA standarti
BHT (butile hidroksitoluen)
Probukol, Metanol
3.4.2.1. Reaktiflerin Hazirlanis:
R1 ¢dizeltisinin kullamim i¢in diliisyonu;

1 volum (6 ml) 100% methanol, 3 volum (18 ml) R1’e eklenir.

43



MD4 Standarti; MDA stabil olmadigmdan standart TMOP’tan elde edilmistir.
TMOP, 45°C’deki asit inkiibasyon basamaf ile hidrolize olur. 10 mM Lk TMOP
soliisyonundan kullanimdan hemen &nce 1/500 oramnda dilusyon ile 20 L stok
soliisyonu ve bu stok sollisyondan seri diliisyonla kér ve 2.5;5;10;15;20 pM/1 standartlar

hazirland:.

3.4.2.2. Ol¢iim

Biitiin ependorf tiiplerine 10 puL probukol konuldu, numune ve standartlardan
200 pL tiiplere eklendi. Her tiipe 640 pL dilile R1 (NMPI) konuldu ve biitiin tiipler
vortekslendi. 150 uL R2 (HCI) eklenerek biitiin tiipler tekrar vortekslendi. 45°C’de 60
dakika inkiibasyon sonrasmda 10000 g’de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatanlar

ayrildi. Daha sonra 586 nm. de absorbanslan &l¢iildii.

3.4.3. Serum ve Doku Protein Oksidasyon Diizeyi (AOPP) Tayini

Protein oksidasyonunun derecesini belirlemede duyarli bir marker olan AOPP,
ditirozin iceren ¢apraz bagli protein iiriinleri olarak tammlanmaktadir. Diger taraftan
AOPP’nin yapisal olarak ileri glikasyon son iiriinlerine (AGEs) yapisal ve biyolojik
benzerlik gosterdigi bildirilmektedir. Kontrol plazmasinda AOPP’lerin olusumu;
kloramin veya hipokloréz asit gibi klorlanmig oksidanlar ile tetiklenir. (Demirbilek ve

ark., 2007 )

AOPP &lgiim kiti, biyolojik oreklerdeki AOPP iiriinlerinin direk kantitatif
Glelimil i¢in gerekli bir Slgtim seklidir. AOPP igerigi bilinmeyen 6rnekler veya kloramin
standartlar, dncelikle renk gelisim siirecini baglatan reaksiyon baglatict ile kanstinlir,
kisa bir inkiibasyondan sonra stop soliisyonu eklenerck, &mek ve standartlarin
absorbans: standart bir spektrofotometre ile &lgiilir. AOPP-HSA konsantrasyonu
kloramin denge standartindan hazirlanir, bilinmeyen AOPP igerigi kloramin standart
egrisiyle kiyaslanarak hesaplanir.
3.4.3.1 Reaktiflerin Hazirlamisi
1X Assay Diliient;, deiyonize su ile 1:10 oraninda sulandirild.

20 ml Assay Diliient + 180 ml deiyonize su

Kloramin Reaksivon Baglatici 5 ml deiyonize su ile ¢oziildii.
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AOPP-HSA Pozitif Kontrol; 100 pM ¢ozelti elde edebilmek igin 1:20 oraninda assay

dilitent ile sulandirilir.

Kloramin Standarn 1:1000 oramnda Assay Diliient ile sulandirilarak 100 uM ¢ézelti

elde edildi.
20 pl Kloramin Standart: + 19980 pl Assay Diliienti
Tablo 3.3. AOPP standartlan
Standartlar | Kloramin | Assay Kloramin
Standart: (pul) Dilient (p) Standartt (M)
1 500 0 100
2 400 100 30
3 300 200 60
4 200 300 40
5 100 400 20
6 50 450 10
7 25 475 5
8 0 500 0

3.4.3.2. Olgiim

Numune ve standartlar, uygun kuyucuklara 200 pl pipetlendi. Biitiin
kuyucuklara 10 pl Kloramin Reaksiyon Baglatic: ilave edildi. Calkalayicida 5 dakika
inkiibe edildikten sonra her bir kuyucuga 20 ul Stop Soliisyonu eklendi. Absorbanslar

340 nm. de okutuldu.

3.4.4. Serum ve Doku NO Uriinleri (Nitrat ve Nitrit) Diizeyi Tayini
Yant 6mriiniin ¢ok kisa olmas: sebebiyle Nitrik Oksit, oksidasyona ugrayarak
stabil metabolitleri olan nitrat ve nitrite doniisiir ki bu metabolitlerin diizeyi dl¢iilerek

NO seviyesi élctilebilir.

3.4.4.1 Olgiim
Total nitrat/nitrit konsantrasyonunun iki basamakla &l¢ilimiinii kapsayan dogru
ve glivenilir bir metoddur.

1. Basamakta nitrat rediiktaz kullanilarak nitratin nitrite déniigtimii,
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2. Basamakta Griess Reagent 1 (sulfonilamide) ekleyerek nitritin koyu mor renkli
azo bilesigine gevrilmesi ve bu azo kromoforuna ait fotometrik 6lglim nitrit
konsantrasyonunu gosterir. |
Nitrat ve nitritin toplam konsantrasyonunun hesaplanabilmesi i¢in nitrat standart

egrisi olusturuldu. Bir test tiipline 0,9 ml Assay Buffer ve 0,1 ml nitrat standart1 eklendi
ve vortekslendi. Olusturulan 200 pM  stok solusyonu kullamlarak nitrat
konsantrasyonlan 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30 ve 35 uM olan standartlar hazirlandi.

3.4.4.2. Olciim
1. Kor kuyucuklanna 200 pL distile su ekiendi,
2. 40 pL numune, 40 pL Assay Buffer (1:2 diliisyon) ile dilue edilerek final hacmi
80 1L olacak sekilde numune kuyucuklarina eklendi.
Biitiin kuyucuklara 10 pL Enzim kofaktdr kansim eklendi,
Biitiin kuyucuklara 10pL nitrat rediiktaz karisimui eklendi,
Plate kaplarur ve oda 1sisinda 2-3 saat inkiibe edildi,

S

Inkiibasyon sonrasinda her bir kuyucuga 50 pL Griess Reagent R1 ve hizli bir
sekilde Griess Reagent R2 eklendi.

7. 10 dakika oda sicaklifinda inkiibe edildi.

8. Inkiibasyon sonrasinda 540 nm.de absorbanslar ol¢tildii.
3.4.5. Plazma ve Doku Glutatyon Peroksidaz Diizeyinin Tayini

Glutatyon Peroksidaz, reditkte glutatyonu kullanarak, hiicreyi oksidatif hasardan

korumak amaciyla hidroperoksitlerin indirgenmesini katalizleyen enzimdir. Bu 8l¢iimde
glutatyon peroksidaz diizeyi, glutatyon rediiktaz ile olusturulmus bir reaksiyon ¢iftini
Olcmeye dayahdir. Hidrojen Peroksitin, glutatyon peroksidaz ile indirgenmesinden
okside glutatyon elde edilir ki bu da glutatyon reditktaz ve NADPH ile rediikte sekline
dontigtiiriiliir. NADPH in NADP’ye oksidasyonu 340 nm. deki absorbans disiisiiyle
karakterizedir. Glutatyon Peroksidaz aktivitesinin sirl: oldugu durumlarda 340 nm. de
absorbanstaki diigtis oram Ornekteki glutatyon peroksidaz aktivitesiyle direk olarak
orantihidir.
3.4.5.1. Reaktiflerin Hazirlanisi
GPx Assay Buffer (10X); 3 ml Assay buffer, 27 ml deiyonize su ile diliie edildi.
GPx Sample Buffer(10X); 2 ml sample buffer, 18 m! deiyonize su ile diliie edildi.
GPx Kontrol; 10 pl Bovin eritrosit GPx, 490 ul sample buffer ile diliie edildi.
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GPx kosubstrat karisinu; Liyofilize NADPH, glutatyon ve glutatyon reditktazin
bulundugu her bir viyale 2 ml deiyonize su katilip vortekslendi.
GPx Cumene Hydroperoxide( 2,5 mi); Kullamma hazir reaktif.
3.4.5.2. Olgiim
1. Kér kuyucuklarina 120 pl assay buffer ve 50 pl kosubstrat karigimi eklendi.
2. Pozitif kontrol kuyucuklanna 100 pl Assay Buffer, 50 pl kosubstrat ve 20 pl
diltie GPx kontrolii pipetlendi.
3. Numune kuyucuklarina 100 pl Assay Buffer, 50 pi kosubstrat ve 20 pl numune
eklendi,
4. Biitiin kuyucuklara 20 pl Cumene Hydroperoxide eklenerek reaksiyon baslatildi.
5. Birkag dakika dikkatlice ¢alkalandi.
6. 340 nm.de spektrofotometrik olarak 1 dakika arayla 3 kez absorbanslar okunarak
A Ajzg/min degerleri belirlendi. Daha sonra formiil yardimiyla GPx aktivitesi

hesapland:.

A Asg/min 0,19 ml

Gpx aktivitesi = X x Sample dilution = nmol/min/m]

0,00373 pM? 0,02 ml

3.4.6. Serum ve Doku Paraoksonaz (PON 1) Diizeyinin Tayini

Paraoksonaz (PON 1), hem arilesteraz hem de paraoksonaz aktivitesine sahip bir
ester hidrolaz olan Paracksonazm in vivo ksenobiyotik metabolizmas: ile ilgili yapilan
toksikolojik c¢alismalar; HDL’nin yapisinda bulundugunu gostermistir.  Aktivite
tayininde en ¢ok kullamilan substrat olup organofosfat bilesiklerinden paratiyonun aktif
katabolik metabolizmas: sonucu olugur. PON1 aktivitesi, p-nitrofenol veya fenoliin
konsantrasyonu lizerinden spektrofotometrik olarak tayin edilebilir.

Caligsmamizda kullandigimz Plate, PON 1°e spesifik monoklonal antikorlérla
kaplanmustir. Standart ve érnekler bu kuyucuklara PON 1 igin 6zel olan biyotin konjuge
poliklonal antikorlarla birlikte eklenir, daha sonra da avidinle konjuge olmus HRP her
kuyucuga eklenir ve inkiibe edilir. Sadece PON 1 biyotin konjuge antikor ve enzim
konjuge avidin igeren kuyucuklarda renk degigimi olur. Enzim ve substrat reaksiyonu
stilfirik asit gozeltisi eklenerek sonlandirilir. Renk degisimi 450 nm.de Eliza okuyucuda
6lgiilir. Orneklerdeki PON 1 konsantrasyonu, érneklerin okundugu dederin standart

egriyle karsilastinlmasiyla hesaplamr.
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3.4.6.1. Reaktiflerin Hazirlanisy
Kit igerigi ve numuneler kullanimdan énce oda sicaklifina getirildi.

Standart stok soliisyonu (400 ng/ml) 1 ml standart diliienti ile hazirlandi, 10 dakika oda
1s151nda bekletildi ve kﬁpﬁrtmed_en ¢alkalandi. Stok standarttan seri diliisyonla 200, 100,
50, 25, 12.5, 6.25 ve 0 ng/ m!’lik standartlar hazrland:.
Assay Diluent A ve Assay Diluent B, 6 ml deiyonize su eklenerek hazirlandu.
Detection Reagent 4 (PON 1 igin spesifik biyotinle konjuge poliklonal antikor) ve
Detection Reagent B (avidinle konjuge Horseradish Peroxidase) kullanmadan &nce
karigtinnldi ve 1:100 oraninda Assay Diluent A ve B ile dilue edildi.
Yikama Solusyonu,; 20 ml Wash Solusyonu, 580 ml distile su ile sulandmrildi.
TMB substrati; kullamima hazir reaktif.
3.4.6.2. Olciim

1. Numune ve standartlar 100 pl olarak belirlenen kuyucuklara pipetlendi,
37°C’de iki saat inkiibe edildi,
Yikayicr yardimyla kuyucuklardaki sivi bosaltildi,
Biitlin kuyucuklara 100 pl Detection Reagent A eklendi,
Plate kaplanarak 37°C’de bir saat inkiibe edildj,
Soliisyon aspire edildi ve 350 pl yikama solusyonu ile ii¢ kez yikand,
Biitiin kuyucuklara 100 pl Detection Reagent B soliisyonu eklendi,
Plate kaplandiktan sonra 37°C’de 30 dakika inkiibasyona birakildi,

Lo N v e W

Soliisyon aspire edildi ve 350 pl yikama solusyonu ile ii¢ kez yikands,

—t
o

. Her kuyucuga 90 pl substrat soliisyonu eklend.
. Plate kapland1 37°C°de 10-15 dakika inkiibe edildi ve 1siktan korundu.

[UEE—
N =

. 50 pl stop soliisyonu eklendi,

—
8]

. Eliza okuyucuda 450 nm. de absorbanslar okutuldu.
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3.5. Verilerin Istatistiksel Degerlendirilmesi;

Aragtirmadan elde edilen veriler SPSS 15.0 paket prograrmnda analiz edildi.
Verilerin tanimlayici 6zellikleri ortalama * standart sapma ve medyan (minimum-
maksimum} olarak ifade edildi.

Gruplar arasi karsilagtirmalarda Kruskal-Wallis testi, anlaml ¢ikan degerlerin
ikili karsilastirilmasinda ise Bonferonni diizeltmeli Mann-Whitney U testi kullanild:.
Istatist_iksel olarak anlamhlik diizeyi Kruskal Wallis testi i¢in p< 0.05, Mann-Whitney U
testi igin p< 0.01 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda olusturdufumuz Kontrol, Bisfenol A (BPA), Bisfenol A + Alfa
Lipoik Asit (BPA+a-LA), Bisfenol A + Alfa Tokoferol (BPA+ a-TF) ve Bisfenol A +
Alfa Lipoik Asit + Alfa Tokoferol (BPA+a-LA+a-TF) gruplanindan 30 giinliik deney
siiresi sonunda alinan beyin dokular, serum ve plazma 6rneklerinde BPA toksisitesine
bagl oksidatif hasari belirleyebilmek i¢in oksidatif hasar géstergesi olan firiinlerden
Malondialdehit (MDA), Ileri Ditzeyde Protein Oksidasyon Uriinleri (AOPP) ve Nitrik
Oksit (NO) Uriinlerinin (Nitrat ve Nitrit) Diizeyleri, antioksidan enzimlerden Glutatyon
peroksidaz (GPx) ve Paraoksonaz (PON1) diizeyleri 6l¢iililp istatistiksel olarak
degerlendirdi. MDA, AOPP, NO, GPx ve PON1 diizeylerine ait bulgular ve istatistiksel
degerlendirilmeleri Tablo 4.1°de sunuldu.

Tablo 4.1. Bulgular (4ritmetik Ortalama + Standart Sapma)

"BAOPP 0.64420326  0,635+0,156 0,621£0,173 6,76540,187
{_pmol/mg.prot

14 0,30420,385

11,40522,840 1265244747

5,90&1,054 . 2,353&0,605 2,720+0,529 2,370+0,733

| pmoll &

! SerAOPP 29, 31754024 2,947
Cpmollti L o
“SerNO 4,0841, 3,13141,914 2,11840,762

°49,042438,197

- 18823520, 5,091£57,890

195,348+49,358 194 839167 952 197,895466,643 235335486421 159,417+103 464

{ nmol/min/m]
BMDA ; Beyin Dokusu Malondialdehit Ditzeyi SerMDA ; Serum Malondialdehit Diizeyi
BAOPP ; Beyin Dokusu Protein Oksidasyon Ditzeyi SerAOPP ; Serum Protein Oksidasyonu Diizeyi
BNO ; Beyin Dokusu Nitrik Oksit Uriinleri Diizeyi SerNO  ; Serum Nitrik Oksit Urtinleri Diizeyi
BPON ; Beyin Dokusu Paraoksanaz Diizeyi SerPON ; Serum Paracksanaz Diizeyi
BGPx; Beyin Dokusu Glwtatyon Peroksidaz Diizeyi PGPx  ; Plazma Glutatyon Peroksidaz Diizeyi

50



4.1, Serum Malondialdehit (MDA) Diizeyi

MDA diizeyi kontrol grubunda 2,704+1,383 pmol/l, BPA grubunda 5,902+1,054
pmol/l, BPA+o-LA grubunda 2,353+0,605 pmol/l, BPA+ o-TF grubunda 2,7200,529
umol/l, BPA+a-LA+a-TF grubunda 2,370+0,733 pumol/l olarak &l¢tildii.

Grafik 4.1. Serum MDA Diizeyi
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Normal dagilima uymadig: i¢in Kruskal-Wallis Testiyle degerlendirilen ve buna
gore gruplar arasinda anlaml farkhlik (p<0,05) gosteren serum MDA diizeyleri, Mann

Whitney U testine gore gruplar ikili olarak karsilagtinldi.

Tablo 4.2. Serum MDA diizeylerinin BPA grubuna gére ikili karsilastirmast

“(Lgrup) (ILgrup) (IILgrup) (1V.grup) (V.grup)
Kontrol BPA BPA+e-LA | BPA+oa-TF | BPA+to-LA+o-TF

MDA (ort) 2,704 5,902 2,353° 2,720° 2,370°

L HI, IV ve V. grup, II. grupla karsifastinldiginda; a: p=0,001 b: p=0,0001
(Mann Whitney U testine giire p<0,01 anlamli kabul edildi)

BPA grubu, kontrol grubuyla karsilagtinldiginda MDA diizeylerinin anlamii
olarak arttif1 (p<0,01) ; BPA ile birlikte ¢-LA, o-TF, kombine a-LA ve a-TF uygulanan
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gruplarla karsilastinldiginda ise MDA diizeylerinin anlamli olarak azaldif: gériildii
(p<0,01). Diger ikili kargilastirmalarda anlamli farklilik bulunamad: (p>0,01).

4.2, Serum AOPP Diizeyi
AQPP Diizeyi kontrol grubunda 2,976+0,293 pmol/l, BPA grubunda
3,175+0,242 pmol/l, BPA+a-LA grubunda 2,947+0,249 pmol/l, BPA+ o-TF grubunda
3,102 £0,484 umol/l, BPA+a-LA-+a-TF grubunda 3,0_67:1:0,_286 nmol/l olarak Slciildi.
Grafik 4.2. Serum AOPP Diizeyi
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Normal dagilima uymadig: i¢in Kruskal-Wallis Testiyle degerlendirilen serum
AQOPP diizeylerinde anlaml: farklilik bulunamadi (p>0,053).
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. 4.3. Serum Nitrik Oksit Uriinlerinin (Nitrat ve Nitrit) Diizeyi

NO Diizeyi kontrol grubunda 4,084::1,849 pumol/l, BPA grubunda 3,131:1,914
umol/l, BPA+o-LA grubunda 2,118+0,762 pmol/l, BPA+ o-TF grubunda 2,260+1,175
umol/l, BPA+u-LA+a-TF grubunda 1,401+0,982 pmol/l olarak &lgtildii.-

Grafik 4.3. Serum NO Uriinlerinin (Nitrat ve Nitrit) Diizeyi
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Normal dagilima uymadif: igin Kruskal-Wallis Testiyle degerlendirilen ve buna
gore anlamli farkhilik gosteren serum NO diizeyleri (p<0,05), Mann Whitney U testine
gore gruplar ikili olarak karsitlastinldiginda, BPA uygulanan grupla diger gruplar

arasmda anlaml farkhihk bulunamad: (p>0,01).

Tablo 4.3. Serum Nitrat ve Nitrit Diizeylerinin BPA grubuyla ikili karsilastirmas:

(Igrep) | (Il.grup) (IIL.grup) (1V.grup) {V.grup)
Kontrol BPA BPA+a-LA BPA+a-TF BPA+a-LA+u-TF
NO(ortalama) | 4,084" | 3,131 2,118" 2,260 1,401"

LTI, IV ve V. grup, I1. gropla kargilagtimldiganda a: p>0,01
{(Mann Whimey U testine giire p<0,01 anlamli kabui edildi)

Ancak, BPA’yla birlikte a-LA ve kombine o-LA ile «-TF uygulanan gruplarda kontrol

grubuna gére anlamli azalma oldugu gériildi (p<0,01).
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Tablo 4.4. Serum Nitrat ve Nitrit Diizeylerinin kontrol grubuyla ikili karsilagtirmast

(L.grup) | (lLgrup) (ILLgrup) (IV.grup) (V.grup)
Kontrol BPA BPA+a-LA BPA+a-TF BPA+a-LA+o-TF
NO(om) 4,084 3,131 2.118" 2,260 1,401°

III. grup 1. grupla kargilagtinldiginda a: p=0,006
V. grup 1. grupla karsilagtinldiginda b: p=0,003
(Mann Whitney U testine gére p<(0,01 anlamh kabul edildi)

4.4. Serum Paraoksonaz Diizeyi (PON1)

PONI dizeyi, kontrol grubunda 18,823+20,168 ng/ml, BPA grubunda
65,091+57,890 ng/ml, BPA+a-LA grubunda 49,042£38,197 ng/ml, BPA+ o-TF
grubunda 88,000£69,353 ng/ml, BPA+a-LA+u-TF grubunda 68,878+69.461 ng/ml
olarak dl¢iildi.

Grafik 4.4. Serum PON1 Diizeyi
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Normal dagiima uymadig i¢in Kruskal-Wallis Testiyle degerlendirilen serum
PONT1 diizeylerinde anlaml farklilik bulunamadi (p>0,05).
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4.5. Plazma Glutatyon Peroksidaz (GPx) Diizeyi
GPx Diizeyi kontrol grubunda 195,348+49,358 nmol/min/ml, BPA grubunda
194,839+67,952 nmol/min/ml, BPA+o-LA grubunda 197,895+66,643 nmol/min/ml,
BPA+ o-TF grubunda 235,335+86,421 nmol/min/ml, BPA+o-LA+a-TF grubunda
159,417+103,464 nmol/min/ml olarak dl¢iildii.
Grafik 4.5. Plazma GPx Diizeyi
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Normal dagilima uymadig: i¢in Kruskal-Wallis Testiyle degerlendirilen Plazma
Gulutatyon Peroksidaz diizeylerinde anlamh farklilik bulunamadi (p>0,05).
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4.6. Beyin Dokusu Malondialdehit Diizeyi
Beyin dokusu MDA diizeyleri; kontrol grubunda 3,25+0,881 pmol/mg protein,
BPA grubunda 8,87343,870 pmol/mg protein, BPA+a-LA grubunda 4,974+1,677
umol/mg protein, BPA+a-TF 5,445+1,933 upmol/mg protein, BPA+a-LA+a-TF
grubunda 5,446+2,166 pmol/mg protein olarak &lgiildii.
Grafik 4.6. Beyin Dokusu MDA diizeyleri

)

14,000 ™ o

1

12, 000 - B

10,000 .0

m
©
=]
=]

|

6,000

&
=]
=l
o

|

Beyin Dokusu MDA Dizeyi (umol/mg prote
|1
[=]
2
1

0,000 i i I G i

F T
HEONTROL BPA ALR ATF ALR+ATFE

Normal dagihma uymadig: i¢in Kruskal-Wallis Testiyle degerlendirilen ve buna
gore gruplar arasinda anlamli farklilik (p<0,05) gésteren beyin MDA diizeyleri, Mann
Whitney U testine gére gruplar ikili olarak karsilastirtldi.

Tablo 4.5. Beyin dokusu MDA diizeylerinin BPA grubuyla ikili karsilagtirmas:

(I.grup) (H.grup) (I0.grup) {IV.grup) (V.grup)
Kontrol | BPA BPA+a-LA | BPA+e-TF | BPA+a-LA+a-TF
MDA 3,25" 8,873 4,974° 5,445 5,446°

L, 1L, 1V ve V. grup, IL. grupla karsilastinidiginda a: p=0,0001 b: p>0,01
(Mann Whitney U testine gore p<0,01 anlamh kabul edildi)

BPA uygulanan grupta, kontrol grubuna géire MDA diizeylerinin anlamh olarak
arttif1 goriildii (p<0,01). BPA ile birlikte ayr1 ayr ve kombine a-LA ile o-TF verilen
gruplarda ise BPA uygulanan gruba gore istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit
edilmedi (p>0,01).
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4.7. Beyin Dokusu AOPP Diizeyi

AOPP diizeyleri kontrol grubunda 0,644+0,226 pmol/mg protein, BPA grubunda
0,635+0,156 pmol/mg protein, BPA+a-LA grubunda 0,621%0,173 pmol/mg protein,
BPA+ o-TF 0,765 £0,187 pmol/mg protein, BPA+a-LA+a-TF grubunda 0,775+0,237
pmol/mg protein olarak dlgiildi.

Grafik 4.7. Beyin Dokusu AOPP Diizeyleri
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Normal dagihma uymadif: igin Kruskal-Wallis Testiyle degerlendirilen beyin
dokusu &rneklerine ait AOPP diizeylerinde anlamh farklilik bulunamad: (p>0,05).
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4.8. Beyin Dokusu Nitrik Oksit Uriinleri (Nitrat ve Nitrit) Diizeyi
NO Uriinleri (Nitrat ve Nitrit) Diizeyi kontrol grubunda 1,275+0,498 pmol/mg
protein, BPA grubunda 1,619+0,537 pmol/mg protein, BPA+a-LA grubunda
1,426+0,376 pmol/mg protein, BPA+ o-TF grubunda 0,304+0,385 pmol/mg protein,
BPA+a-LA+o-TF grubunda 0,576+0,217 pmol/mg protein olarak &l¢tildi.
Grafik 4.8. Beyin Dokusu NO Uriinleri (Nitrat ve Nitrit) Diizeyi
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Normal dagilima uymadig: i¢in Kruskal-Wallis Testiyle degerlendirilen ve buna
gore bes grup birbiriyle karsilastirildiginda anlamli farklihk gésteren beyin dokusu NO
diizeylerinde (p<0,05), Mann Whitney U testine gére gruplar ikili olarak
karsilastinldiginda BPA grubuna gore anlaml farklihk bulunamadi (p>0,01).

Tablo 4.6. Beyin dokusu Nitrat ve Nitrit Diizeylerinin BPA grubuyla ikili karsilastirmas:

(I.grup) | (ILgrup) (IHL.grup) {IV.grup) (V.grup)
. Kaontrol BPA BPA+a-LA BPA+a-TF BPA+o-LA+a-TF
NO 1,275" 1,619 1,429° 0,304 0,576 "

1, I, IV ve V. grup, 11. grupla karsitastinidiginda a: p>0,01
(Mann Whitney U testine gére p<0,01 anlamh kabu] edildi)
Ancak, ikili karsilagtiriimalarda BPA’yla birlikte o-TF uygulanan grup ve

kombine a-LA ve o-TF uygulanan grupta diger gruplara gore anlamli azalma oldugu

goriildii. (p<0,01)
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Tablo 4.7. Beyin dokusu Nitrat ve Nitrit Diizeylerinin Diizeylerinin ikili karsilastrmas:

(I.grup) | (ILgrup) (I1lL.grup) {iV.grup) (V.grup)
Kontrol BPA BPA+u-LA BPA+e-TF BPA+a-LA+g-TF
NO 1275" | 1,619° 1,429° 0,304 0,576
1V. Grup; L. grupla kargilastirildiginda, a: p=0,001

1V, Grup; II ve IIL. gruplarla kargtlagtinldigida c: p=0,0001
V. Grup; L. grupla karsilagtirildigmda, b: p=0,003
V. Grup; I ve IIL. gruplarla karsilagtimildiginda c; p=0,0001
(Mann Whitney U testine gére p<0,01 anlaml kabul edildi)

4.9. Beyin Dokusu Paraocksonaz (PON 1) Diizeyi
PON1 diizeyleri, kontrol grubunda 12,190+6,143 ng/mg protein, BPA grubunda
15,759+4,001 ng/mg protein, BPA+a-LA grubunda 11,405:£2,840 ng/mg protein, BPA+
a-TF grubunda 12,652+4,747 ng/mg protein, BPA+a-LA+a-TF grubunda 15,382+2,954
ng/mg protein olarak él¢iildii.
Grafik 4.9. Beyin Dokusu PON1 Diizeyleri
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Normal dagihima uymadifii icin Kruskal-Wallis Testiyle degerlendirilen beyin
dokusu 6mmeklerine ait PON1 diizeylerinde anlamli farklilik bulunamad (p>0,05).
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4.10. Beyin Dokusu Glutatyon Peroksidaz (GPx) Diizeyi
GPx Diizeyleri; kontrol grubunda 69,629+76,05 nmol/min/mg protein, BPA
grubunda 58,640+45,775 nmol/min/mg protein, BPA+a-LA grubunda 47,411+26,073
nmol/min/mg protein, BPA+ o-TF grubunda 48,679+23,369 nmol/min/mg protein,
BPA+o-LA+a-TF grubunda 47,207+25,033 nmol/min/mg protein olarak $lciildii.
Grafik 4.10. Beyin Dokusu GPx Diizeyleri
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Normal dagihma uymadif: i¢in Kruskal-Wallis Testiyle degerlendirilen beyin
dokularina ait GPx diizeylerinde anlamli farklilik bulunamadi (p>0,05).
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5. TARTISMA

Plastik malzemelerin giinliik yasamimuza getirdigi kolayliklarla genis kullamm
alammna sahip olan, igme suyuyla, besin zinciriyle alinan ve gevresel olarak siklikla
maruz kalinan Bisfenol A (BPA) toksik kimyasal maddelerden biridir. BPA, yiizey
gerilimini azaltic1 §zelligiyle endiistriyel alanda sik¢a kullamlan alkilfenol bilesiklerine
ait bir gruptur. Basta polikarbonat plastikler ve epoksi recineler olmak iizere pek gok
kimyasal {iriinfin imalatinda kullamlirlar. Besin kaplari ve gesitli plastiklerden yiyecek
ve igeceklere salimmindan dolay1 potansiyel toksisitesi arastirmalara konu olmus ve
insan organizmasina toksik ve ksenodstrojenik etkileri oldugu bulunmustur. Literatiirde
ver alan galigmalarda rat ve farelerde BPA’min oral aliminin iireme ilizerine olumsuz
etkileri oldugu ve hematopoetik sistemde malignite riskini arttirdigs bulunmustur
(Markey er al, 2001). BPA’min ciltten emilimi, karaciger, bobrek ve diger vital
organlarda karsinogenezisle sonuglanan énemli hasarlara neden olur. Epiklorohidrinle
BPA arasmda kondensasyonla olugan ve besin paketleme iiriinlerinde kullamlan bir
epoksi regine olan Bisphenol A diglycidyl ether epiklorohidrin (BADGE) ve hidroliz
lriinleri, insan lenfosit kiiltiirlerinde sitotoksik ve genotoksik etkiler g@stermiglerdir
(Suarez et al., 2000). BPA verilen disi ve erkek farelerde renal tiibiillerin rejenerasyonu
ve dejenerasyonu gozlenmistir (Kabuto ef al., 2003).

Bisfenoller (BP), Nonilfenoller (NP) ve Oktilfenoller {(OP) gibi alkilfenollerin
endokrin sistemde olusturduklar hasarlar yaninda, gesitli organlarda redoks durumunu
etkileyerek oksidatif stresi arttirdifn gdsterilmistir (Kabuto er al., 2003; Kabuto ef al.,
2004). Pek cok cevresel toksik kontaminan madde gibi BPA da hidroksil radikali,
superoksit anyonu ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen iirtinleri (ROU) olusturarak
oksidatif stresi indiikler. ROU, hiicre membran lipitleri, DNA ve proteinlerinde énemli
miktarda oksidatif hasara sebep olmaktadir (Bindhumol er af., 2003; Chitra et al., 2003).
Antioksidanlar kendi elektronlanndan birini verip, elektron calma reaksiyonlarim
sonlandirarak ROU’ni nétralize ederler. Hiicre ve dokuyu, hiicresel hasar ve buna bagl
olarak ortaya gikan hastaliklardan korurlar (Halliwell, 1995).

Korkmaz ve arkadaglan, yaptiklar ¢alismalarinda gruplara oral gavaj yoluyla 25
mg/kg/giin Bisfenol A (BPA), Nonilfenol (NP) ve Oktilfenol (OP) uygulamis, BPA, NP
ve OP uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore, rat bibrek dokularinda lipit
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peroksidasyon diizeylerinde anlaml arti, glutatyon diizeylerinde ise anlamli azalma
oldugunu gostermislerdir (Korkmaz et al., 2011).

Kabuto ve arkadaslan ¢alismalarinda; intraperitonal olarak 25 ve 50 mg/kg/giin
dozlarinda BPA vererek, BPA’min her iki dozda da ratlarm beyin, karaciger, bbrek ve
testis dokularinda oksidatif hasar meydana getirdigini gostermistir (Kabuto ef al., 2003;
Kabuto er al., 2004).

Caliymamizda deney siiresince ratlara 25 mg/kg BPA uygulandi (Kabuto er al,
2003; Kabuto et al, 2004; Korkmaz er al, 2611). BPA’nin ratlarda olusturmas:
muhtemel oksidatif hasan gézlemlemek ve bu oksidan hasar tizerine Alfa Lipoik Asit
(a-LA) ve Alfa Tokoferol'in (a-TF) ayrt aym ve kombine uygulanmasinm olumlu
etkisinin olup olmadifini belirlemek icin Malondialdehit (MDA), lleri Protein
Oksidasyon Uriinleri (AOPP), Nitrik Oksit (NO) diizeyleri ve antioksidan enzimler olan
Glutatyon Peroksidaz, Paraoksonaz (PON1) diizeyleri olciildii.

a-LA ve oTF gibi antioksidan madde desteklerinin, deneysel BPA
toksikasyonuna bagh olarak ortaya ¢ikan oksidatif hasar iyilestirici etkisinin olup
olmadigimin incelenmesi; epoksi regine, polikarbonat plastiklerin imalatinda, dis tedavi
malzemeleri, ambalaj endiistrisi, besin kaplarmin i¢ kaplamasinda yaygin olarak
kullanilan BPA’dan korunmada bu antioksidanlarin kullantmimn koruyucu etkisinin
anlasilabilmesini saglayacaktir.

Cahgmamizda; deney gruplarindan II. gruba sadece giinde 25 mg/kg BPA
uygulanirken, I. ve II. grup digindaki diger gruplara BPAile birlikte antioksidan olarak
100 mg/kg o-LA ve 20 mg/kg o-TF uygulanmasiyla bu antioksidanlarin muhtemel
oksidatif hasan engelleyip engellemedigini arastirdik. Yapilan calismalarda, o-TF’iin
nonilfenollerin oksidan etkilerine karg1 koruyucu etkilerinin oldugu gosterilmis (Okai et
al., 2000; Chitra et al., 2003; Chitra and Mathur, 2004), ancak a-TF’tin ve a-LA’in
BPA’mn muhtemel oksidan etkilerine kargi koruyucu etkileri ile ilgili calismaya
rastlanmamistir. o-LA, hem hiicrelerde dogal olarak bulunan hem de diyetle alimip
hiicrelere tagmarak dihidrolipoik asite (DHLA) indirgenen etkili bir serbest radikal
temizieyicidir. o-LA/DHLA oksidasyon/reditksiyon ¢ifti, o-TF, L-askorbik asit,
ubikinon ve glutatyondan daha giiglii bir redoks potansiyeline sahiptir (Packer et al.,
1995). a-LA/DHLA ¢ifti tarafindan okside glutatyon, dehidroaskorbat veya ubikinonun
indirgenmesi, biyolojik sistemlerde okside formlarindan E vitamini (o~TF )’nin

rejenerasyonuyla sonuglamr (Packer er al., 1995; Packer er al, 1997a; Moini et al.,
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2002). Thioredoksini rediikte ederek radikal okside seklinden a-TF’iin rejenerasyonunu
saglar (Packer and Tritschler, 1996). a-LA’in bu ézellifinden dolayi, cahsmamzda a-
TF ile birlikte a-LA uygulayarak, ¢-TF’iin etkisini potansiyalize edip etmedigini ve tek
olarak kullamimlarina gére kombine kullammlarnimin daha kuvvetli bir antioksidan etki
olusturup olusturmadigm gostermeyi hedefledik.

Finkel ve Holbrook’un ¢aligmalannda iki hafta 100 mg/kg olarak ve diger ¢esitli
calismalarda 25-100 mg/kg dozunda uygulanan o-LA’in, antioksidan enzimlerin
aktivitelerini arttirarak lipit peroksidasyonunu baskiladify gosterilmistir (Finkel er al.,
2000).

Arivazhagon ve arkadaglarinin yaptiklan iki ayn deneysel caligmada ise 7 veya
14 giinliik stirelerde farkli groplar olugturarak giinliik 50, 100, 150 ve 200 mg/kg
dozlarinda a-LA periton i¢ine uygulanmis ve sonuglara gére lipit peroksidasyonunu
inhibe edebilen etkin doz olarak giinlik 100 mg/kg dozu segilmistir. Bizim de
calismamizda kullandigimiz doz olan 100 mg/kg/giin o-LA’in ratlarda plazma o-TF ve
tam kan C vitamini diizeyini arttirdifi, karaciger ve bibrek mitokondrilerinde de aym
sekilde bu vitaminlerin diizeyinde artisa sebep oldugunu gostermislerdir (Arivazhagan
et al., 2001a, b).

Karaca ve arkadaslari, dietilnitrozaminin karacigerdeki toksik etkilerini
belirlemek ve bu toksik etkilere baglh meydana gelebilecek oksidatif strese kars1 «-
LA’in koruyucu etkilerini aragtirmak igin yaptiklar ¢alismada, 100 mg/kg/giin a-LA
uyguladiklan grupta, sadece dietilnitrozamin uygulanan gruba gére MDA diizeyinde
anlamh azalma ve glutatyonda ise anlamh artig oldugunu gostermislerdir. Cahismada o-
LA’in fenton tipi reaksiyon ile olugan hidroksil radikallerinin miktarim azaltmada etkili
oldugu, peroksit ve siiperoksit radikallerini de uzaklastirdiii géisterilmistir (Karaca ve
ark, 2007).

Ersahin ve arkadaslar, siklosporinle olusturduklarn oksidatif streste giinliitk 100
mg/kg o-LA uygulamislar ve yaptiklar ¢alismanin sonunda, verilen dozda a-LA’in,
antioksidan enzim aktivitesinde etkili oldugunu géstermislerdir.

Mehranjani ve arkadaglan, giinlitk 250 mg/kg para nonilfenoliin indiikledigi
oksidatif hasara kars1 100 mg/kg o-TF uyguladiklar ¢alismalarinda, a~-TF’{in rat testis
dokularnndaki bu oksidatif hasan geri ¢evirebildigini gostermislerdir (Mehranjani ef al.,

2009).
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Chitra ve Mathur, nonilfenolle indiiklenen oksidatif strese karsi E vitamininin
(o-TF) etkisini aragtirdiklan gahsmalarinda bizim de galigmamizda kullandigimiz doz
olan giinliik 20 mg/kg o-TF uygulanuslar, ¢aligmanin sonunda uygulanan dozdaki o-
TF’iin, testis dokusunda nonilfenoliin indiikledigi oksidatif stresi geri cevirdipini
gostermislerdir (Chitra and Mathur, 2004).

GCalsmamizin sonunda, kontrol grubunun serum ve beyin dokularina ait
Ornekleriyle, sadece BPA uygulanan gruba ait 6érnekler karsilastinildipinda, MDA
diizeylerindeki istatistiksel olarak anlamli artig (p<0,05), uyguladigimiz doz ve siirede
BPA’nin oksidatif hasara sebep oldugunu gosterdi.

Bindhumol ve arkadaglarmn yaptif: calismada BPA’min rat karaciferinde
antioksidan kapasiteyi azaltarak oksidatif strese yol agtif1 ve C vitamini uygulamasinin
bu oksidatif stresi geri ¢evirdifi gdsterilmistir. Patolojik durumlara karst gelisen
savunma mekanizmasinda énemli role sahip olan ROU’nin fazla miktardaki birikimi
dokulara zarar verir. Antioksidan enzim diizeylerindeki diisiis ise ROUe karst hareket
eden primer antioksidan sistemdeki diigiisii gosterir. Mitokondri, ROU birikiminin en
gok goriildiigli yer oldufundan, antioksidan enzimlerin aktivitelerindeki en 6nemli
diisits de mitokondriyal fraksiyonlarda goriilmektedir (Bindhumol ef al., 2003).

Chitra ve arkadaglarnin, diisiik dozlarda BPA’nin oksidatif stres yapici etkisinin
olup olmadigimn gésterilmesi i¢in NOEL’in (No Observed Effect Level) altindaki 0.2,
2 ve 20 pg/kg doz arahfmda yaptiklan ¢aligmada, BPA uygulanan gruplarda kontrol
grubuna gore doza bagh olarak ratlarm epididimal sperm motilitesi ve sayisinda diisiis,
antioksidan enzim diizeylerinde anlamli azalma, hidrojen peroksit diizeyi ve lipit
peroksidasyonunda anlamh arti§ oldugu gériilmiistiir. BPA nin yiikselen dozlarinin daha
fazla ROU olugumuna sebep olarak ve antioksidan enzimlerin diizeylerini diisiirerek rat
epididimal spermlerinde oksidatif hasara sebep oldufu gosterilmistir(Chitra e al.,
2003).

Fujisawa ve arkadaslar1 , BPA metabolitlerinin prooksidan aktivitesini, BPA
monoghiluronidin en énemli metabolit qldugunu, BPA’nin hidroksile BPA’ya ve daha
ileri déntistimle bisfenol-o-kinon ve bisfenol semikinona déniistiigiinii géstermislerdir
(Fujisawa ef al., 2000; Kabuto ef al., 2003).

Obata ve Kubota, BPA’nmn peroksidaz ve hepatik mikrozomal p450 sistemi ile

hidroksil radikali olugumunu artrdipim, BPA’ya ait kinon ve semikinon
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metabolitlerinin DNA-BPA trtinleri olusturabildiklerint gostermiglerdir (Atkinson and.
Roy, 1995a, b; Obata and Kubota, 2000).

Atkinson ve Roy, BPA'nin reaktif bir metaboliti olan 4,5-bisphenol-o-kinon ve
majér DNA iirtiniintin rat karacier DNA'sinda peroksidaz aktivasyonu varliginda
okside oldugunu géstermigtir (Atkinson and Roy, 1995b, a)

Pekgok cevresel kontaminan madde oksidatif stresi indiikleyip reaktif oksijen
tiriinlerinin (ROU) olusumuna sebep olarak sitotoksik davrams gésterir. Dokularda
biriken ROU, antioksidan savunma sistemi tarafindan temizlenir. Cevresel kontaminan
maddeler hiicrelerdeki prooksidan/antioksidan dengeye zarar verir (Bindhumol et al.,
2003; Chitra et al., 2003; Chitra and Mathur, 2004).

BPA, yag dokusunda birikip, ksenobiyotiklerin aktivasyonu, inaktivasyonu ve
atiliminm diizenlenmesinde rol oynayan sitokrom p-450°ye bagli oksidan enzimler
aractlifiyla 5-hidroksibisfenole ve daha sonra da 4,5, bisfenol-o-kinon’a cevrilir
(Atkinson and Roy, 1995a, b).

Izole rat hepatositlerine BPA inkiibasyonu yapilarak BPA’min hepatik
mitokondrilerdeki metabolizmas: ve sitotoksik etkileri arastinlmig, BPA'min &nce
hepatositlerde uzli bir sekilde en énemli metaboliti olan BPA-glukuronide déniistiigii
goritlmistiir. BPA'min sebep oldugu sitotoksisite hiicre i¢i enerji diizeyiyle ilgili olup
mitokondriler bu bilesigin énemli hedefleridir (Atkinson and Roy, 1995a, b; Nakagawa
and Tayama, 2000). Fenolik hidroksil grubu mitokondriyal solunumun inhibisyonu i¢in
gerekli iken, hidrokarbon k&priniiniin uzunlugu, molekiiliin hidrofobisitesini arttinp
membrandan gegisini kolaylagtirarak mitokondriyal disfonksiyona énciilitk eder(Kehrer
et al., 1990). BPA, oksidatif fosforilasyonda ayrilmaya ve mitokondriyal solunumu
inhibe ederek mitokondriyal fonkstyon hasanina sebep olarak ATP’nin hiicresel
diizeyini diisiiriip sitotoksik 6zellik gosterir (Atkinson and Roy, 1995a, b).

Serbest radikaller yiiksek reaktiviteleri ile membran ¢oklu doymamis yag
asitleriyle etkilesip lipit peroksidasyonunu baglatirken, bu sekilde olusan lipit
peroksitleri kolaylikla yikilarak basta Malondialdehit (MDA) olmak iizere cegitli
Urlinler meydana getirirfer.

Bu triinlerin ¢ok hizli bir sekilde farkli iiriinlere degismesi ve saptanmalarinin
zorlugu nedeniyle calismamizda lipit peroksidasyonu triinii olan MDA diizeylerini
oletlik. Beyin dokusu ve serum Orneklerinde sadece BPA uygulanan grubta lipit

peroksidasyonu diizeylerinin komntrol grubuna goére anlamli olarak arttifn goriildii.
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Sadece BPA uygulanan grup, BPA ile birlikte ayr: ayri ya da kombine a-LA ve a-TF
uygulanan gruplarla karsilagtinldiginda, serum oOrneklerinde BPA grubuna gore lipit
peroksidasyonunda anlamh azalma gériilirken (p<0,05), beyin dokusunda lipit
peroksidasyonu tizerine olan etkisinde istatistiksel olarak anlaml1 farklilik olusturmayan
bir azalma gériildii.

Kabuto ve arkadaslan caligmalarinda; intraperitonal olarak 25 ve 50 mg/kg/giin
dozlarinda BPA uygulayarak, BPA’min beyin, karaciger, bobrek ve testis dokularinda
hidrojen peroksit diizeyini arttirdigim, hidrojen peroksitin de kolayca hidroksil
radikaline déniigerek rediikte glutatyonda diigiiy ve okside glutatyonda artisa sebep
olabilecefini gostermiglerdir. BPA uygulamasmin dokularda doza bagl olarak,
biyojenik makromolekiiler peroksidasyon indeksi olan TBARS diizeylerini arttrdifn
gosterilmistir (Kabuto ef al., 2003; Kabuto ef al., 2004).

Chitra ve arkadaglarimn 0.2, 2 ve 20 pg/kg doz arahfiinda BPA uygulayarak
vaptiklar ¢aligmada, BPA uygulanan gruplarda kontrol grubuna gére doza bagh olarak
lipit peroksidasyonu diizeyinde anlamli artis oldugunu géstermislerdir (Chitra et al.,
2003; Chitra and Mathur, 2004).

Sajiki ve arkadaslari, diisiik doz BPA uyguladiklan calismalarinda, BPA’nm
ROU ile etkilesimi sonucunda antioksidan enzim diizeylerini azalthgm: ve lipit
peroksidasyonunu arttirdifini goistermisler (Sajiki and Yonekubo, 2003, 2004; Sajiki er
al., 2010). Bu bulgular, calismamizda elde ettigimiz bulgularla paralellik gdstermekte,
BPA’min toksik etkilerinden bir kismimin lipit peroksidasyonu iizerinden meydana
geldigini distindiirmektedir.

BPA ile birlikte ayn ayr1 ve kombine olarak a-LA ve a-TF uyguladigimiz
gruplarda, sadece BPA uygulanan grupla karsilagtirildiginda beyin dokusu ve serum
orneklerinde lipit peroksidasyonu diizeylerinde BPA grubuna gére anlamh azalma tespit
ederken (p<0,05), kontrol grubuna gére ise anlamli farkhlik olmadigim gordiik
(p>0,05). Bu uyguladigimiz dozlarda antioksidanlarin BPA'nin olusturdugn oksidatif
hasan geri gevirdigini gdstermektedir. Ancak, BPA ile birlikte ayn ayn o-LA ya da a-
TF uygulanan gruplarla, kombine a-LA ve o-TF uygulanan grup arasinda beyin dokusu
ve serum Orneklerinde anlamli fark goriilmemesi, serum lipit peroksidasyonunu dnleyici
etkileri karsilagtinldiginda o-LA ve o-TF'iin kombine kullammlannin herhangi bir

avantaj saglamadifim gsterdi.
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Chitra ve Mathur'un yaptiklan baska bir. ¢alismalarinda, benzer sekilde
nonilfenollere maruziyetin oksidatif strese sebep oldugu, lipit peroksidasyon diizeyini
arttirirken antioksidan enzimleri aktive ettifi gosterilmistir. Bu ¢alismada bizim de
calismamzda kullandifimiz antioksidan maddelerden biri olan «-TF kullamilous, o-
TF’iin nonilfenollere bagh ortaya c¢ikan oksidatif hasari geri ¢evirebildigi gosterilmistir
(Chitra et al., 2003; Chitra and Mathur, 2004).

Okai ve arkadaslarimin calismalarinda nonilfenoliin oksidan etkileri, o-TF ve
beta karotenin nonilfenoliin meydana getirdigi hiicre hasar izerine onarici etkisi oldugu
gasterilmistir (Okai ef al., 2000).

Bulmus ve arkadaslari, a~LA kullandiklar: ¢aligmalarinda; hiperhomosisteinemi
olusturulan pruptaki eritrosit glutatyon diizeylerinin anlamli olarak azaldigini, a-LA
uygulanan  grupta ise  anlamh  artis  oldugunu  gOrmiisler, o-LA’in
hiperhomosisteineminin olusturdugu lipit peroksidasyonunu geri ¢evirdifini ve eritrosit
glutatyon diizeyinde anlamli bir artisa neden oldugunu 6ne stirmiislerdir (Bulmus,
2006).

Shila ve arkadaglan; arsenik intoksikasyonu olusturduklan ratlarin bir grubuna
60 giin siireyle ginde 70 mg/kg u-LA uygulayarak; ratlann beyin dokularinda anlamh
olarak artan lipit peroksidasyon diizeylerinin, o-LA uygulanmas: ile anlamii olarak
azaldigim gostermislerdir (Shila ef al., 2005a; Shila et al., 2005b).

Balachandar ve arkadaslan kardiak toksisite olusturduklar ratlarda «-LA’in kalp
dokusu o-TF ve C vitaminlen diizeyinde artiga sebep oldufunu g@stermiglerdir
(Balachandar et al., 2003).

Biewenga ve arkadaslari, kuvvetli bir antioksidan olan a-L.A’in hidroksil, lipit
peroksil ve nitrik oksit radikallerine kars1 antioksidan rol oynadifim, singlet oksijen ve
hidrojen peroksitle de etkilegime girerek, lipit peroksidasyon diizeyini azalttifim
gostermislerdir (Biewenga er al., 1997).

Calismamiza benzer sekilde Marangon ve arkadaglari, alfa lipoik asit ve alfa
tokoferoliin sinerjik etki potansiyelini degerlendirmek i¢in diyabetik n&ropatili
hastalara, ti¢ hafta sfireyle giinliik 600 mg o-LA ve 400 IU o-TF uygulayarak idrarda F,
izoprostanlarinin ve protein karbonil Uriinlerinin diizeyi &l¢lilmiis ve AAPH (2-
amidinopropan hidroklorid) ile oksidasyon olugturuldukian sonra, her iki grupta da
plazma karbonillerinde anlamli artis, AAPH indiiksiyonundan sonra alfa lipoik asit

verilen grupta plazma karbonil diizeylerinde anlamli azalma oldufunu géstermislerdir.

67



o-TF’{in tek bagsina ve o-LA ile kombine uygulanmasi plazma karbonil diizeylerinde
anlamh bir farklilik olusturmamusgtir. Caligmanin sonucunda, a-LA’in insan plazmasinda
LDL oksidasyonunu ve iiriner F, izoprostanlanm azalthii, antioksidan etkisiyle LDL
oksidasyonundan korudugu, diyabetik hastalarda da polinéropati ve makrovaskiiler
hastalik olusumundan korudugu gosterilmigtir. Sadece a-LA uygulandiginda plazma
karbonil diizeyleri anlamli olarak diigerken, a-TF’{in tek basina anlamli bir etkisinin
goriilmemesi, a-LA ve o-TF’{in kombine uygulanmasinin plazma karbonil diizeylerinde
anlamh bir farkliliga sebep olmadigi gosterilmistir (Marangon et al., 1999). Marangon
ve arkadaglarimin elde ettigi bulgular calismamizin  sonuglariyla  paralellik
gostermektedir.

Caligmamizda BPA min oksidan etkilerine karsi ayr ayr ve kombine olarak a-
LA ve o-TF uygulayarak rat beyin dokular1 ve serumlarindaki etkileri gézlemlememiz,
ndronal dokunun yiiksek oksijen igerigi, demir konsantrasyonu ve ¢oklu doymamis yag
asit miktariyla oksidatif hasara duyarli olmasiyla iliskilidir. Kullandipuniz
antioksidanlardan biri olan «-LA’in ndronal hiicrelerdeki oksidatif hasara bagli olarak
ortaya ¢ikan yaglanmaya kars: giiclii bir antioksidan oldugu bilinmektedir (Arivazhagan
et al., 2001a, b; Arivazhagan ef al., 2002).

Rat beyni, diger organlara gére toksik madde birikimi daha fazla oldugu igin
oksidatif hasara yiiksek duyarhlifi ile in vivo aragtrmalarda kullamish bir model
olugturmaktadir. Beynin yaslanmasi, demir iyonlar1 ve oksijen serbest radikallerinin
partisipasyonuyla birlikte olan oksidatif mekanizmalan igerir. Arivazhagon ve
arkadaglan, beyinde yaglanmayla birlikte lipit peroksidasyon f{iriinleri ve protein
karbonil igerifinin arttifim, oksidatif iiriinlerin birikiminin oksijen tikketim orani ile
ilgili oldugunu gdstermislerdir. a-LA’in fenton tipi reaksiyonlarda olusan serbest
radikalleri temizleyebilme &zelligine bagl olarak deneysel a-LA uygulamasi, lipit
peroksidasyonu ve protein karbonil igeriginin yash ratlarda anlamhi bir sekilde
azalmasina sebep olmustur. Hiicresel membran biitiinliiiiniin korunmas: da oksidatif
reaksiyonlan nétralize eden mekanizmalara baglidir. a-LA, membranlardan gecebilme
kapasitesine bagl olarak hem hidrofobik hem de hidrofilik ortamlarda birikebilmekte,
serbest radikalleri temizleyebilmesi ve demiri selatlayic1 etkiye sahip olmastyla lipit
peroksidasyonunu ve protein karbonil igerigini azaltabilmektedir. Potein ve lipitlerin
ugradifs oksidatif hasar, niikleik asit dengesini de etkiler. Ratlarin DNA ve RNA
icerifindeki belirgin diisiisle birlikte ortaya ¢ikan DNA lezyonlan da cesitli protein
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firfinlerinin birikimi ile hiicre 8liimii ve doku fonksiyon bozukluguyla sonuglamr. ROU,
kenar zincir aminoasit rezidiilerinde oksidasyona, dolayisiyla proteinlerin gapraz
baglanmas1 ve protein parcalanmasi ile sonuglanan protein zincir oksidasyonuna sebep
olmaktadir. o-LA, ratlarin beyin dokusuna ait protein icerifinde artiga, protein
yikilimim azaltarak ve nitrojen dengesi olusturarak oksidatif stresin azalmasma sebep
olmakta, okside membran proteinlerini tamir ederek membran biitiinliigiinii saglamakta
ve hiicresel igeriklerin kaybindan korumaktadir, Caligmamin sonuglari, ¢-I.A’in nikleik
asit ve proteinleri oksidatif hasardan korudugunu gostermektedir.

Bivomolekiiler hasardan korunmada defans sistemlerinden biri olan o-LA’in,
DNA hasarini da igeren ¢ok ¢esitli oksidatif strese kars: korunmada rol alan bir kofaktor
olmasi ve kan beyin bariyerini kolaylikla gegebilmesiyle beyindeki oksidatif hasan ve
dolayisiyla yaglanmay: 6nlemedeki rolii nemlidir (Arivazhagan ef af., 2002).

Beyin ve sinir sistemi dokular: icin merkezi Gnem tasiyan tiyol antioksidani olan
glutatyon sadece endojen olarak bulunurken, alfa lipoik asitin diyetle alinabiliyor olmasi
cesitli norodejeneratif hastaliklann tedavisinde nemli hale gelmesine sebep olmustur.
Ekzojen olarak alinabilen alfa lipoik asit, mitokondriyal disfonksiyona kars: antioksidan
olarak hareket eder. Mitokondriyal kalsiyum transportunu da inhibe ederek hiicre igi
kalsiyum miktarmin diizenlenmesinde Onemli etkilere sahiptir. Serbest radikalleri
temizledigi gibi gecis metallerini gelatlama ve hiicre i1¢1 glutatyon diizeyini arttirma
6zelliklerine de sahiptir (Packer and Tritschler, 1996).

Calismamizda beyin dokusu ve serum O&rneklerine ait AQOPP dizeyleri
degerlendirildiginde gruplar arasinda istatistiksel eolarak anlamli farklhilik bulunamadi.
Bulgularimiz, uyguladifimz doz ve siirede BPA’nmin protein oksidasyonuna sebep
olmadifim gésterdi.

~Arivazhagon ve arkadaslarinin ratlara 7 vel4 giin siireyle intraperitoneal yolla
100 mg/kg o-LA uygulayarak, beyin dokusunda lipit peroksidasyonu ve protein
karbonil igerigini degerlendirdikleri ¢alismalarinda, metabolik bir antioksidan olan
DHLA’nin deney gruplarinda niikleik asit ve protein igerifini arttirrken, lipit
peroksidasyonu ve protein oksidasyonunun azaldigim gostermisler. ROU, kenar zincir
aminoasit rezidiilerinde oksidasyona, dolayisiyla proteinlerin ¢apraz baglanmast ve
protein parcalanmasi ile sonuglanan protein zincir oksidasyonuna sebep olmaktadir. a-
LA, membranlardan gegebilme kapasitesine bagli olarak hem hidrofobik hem de

hidrofilik ortamlarda birikebilmekte, serbest radikalleri temizleyebilmesi ve demiri
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selatlayic1 etkiye sahip olmasiyla lipit peroksidasyonunu ve protein karbonil i¢erigini
azaltabilmektedir. a-LA, ratlarin beyin dokusuna ait protein igeriginde artiga, protein
yikilimm azaltarak oksidatif stresin azalmasina sebep olur. Ayrica bu ¢ahigmada, a-
LA’in okside membran proteinlerini tamir ederek membran biitiinliigiint saglamasiyla
hiicresel igerik kaybindan korudugu gosterilmigtir. Caligmada elde edilen sonuglar, o-
LA’in niikleik asit ve proteinleri oksidatif hasardan korudugunu gostermistir
(Arivazhagan et al., 2002).

Calismamizda beyin dokusu ve plazma &meklerine ait Glutatyon Peroksidaz
(GPx) diizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkhilik bulunamacd
(p>0,05). Uyguladipimiz doz ve siirede BPA'mn GPx diizeyleri tizerinde anlaml bir
etkisi olmadigim gérdiik.

Enzimatik antioksidan sistemler lipit peroksidasyonuna kars: dogal koruyucular
olup, Glutatyon Peroksidazin (GPx) lipit hidroperoksitlerin uzaklastinlmasinda dnemli
rol oynadipa gosterilmigtir. Rediikte glutatyon ve tiim tiyoller peroksidatif hasan &nler
(Karaca ve ark., 2007).

Kabuto ve arkadaglan, alkilfenollerin ROU olusumunu inditkledigini, BPA, NP
ve OP uygulanmasinin, lipit peroksidasyonunda artiga sebep oldugunu gostermiglerdir.
Antioksidan olarak davranan glutatyon, aymi zamanda glutatyon reditktaz ve glutatyon
peroksidaz gibi antioksidan enzimlerin yapisima katilir (Kabuto ef al., 2003; Kabuto et
al., 2004). Artrus ROU’nin detoksifikasyonu, glutatyonun indirgenmis sekli olan
GSH’in oksitlenmis dimer sekli olan GSSG’ye donlisimii ile saglamr. GPx’in
katalizledigi bu reaksiyonda, GSH enzim aktivitesi i¢in gereklidir. Hiicreler serbest
radikal ataklarina maruz kaldiginda GSSG olugumu metabolik smir1  agar.
(Karafakioglu, 2007) BPA, NP ve OP; glutatyonun azalmasinda etkilidir. Bu
¢alismalara benzer olarak BPA verilmesi yiiksek dozlarda daha bariz bir etkiyle canhi
dokulardaki glutatyon igerigini etkiler (Kabuto et al., 2003; Kabuto ef al., 2004; Rashid
et al., 2009). BPA maruziyetinden sonra anticksidan savunmamn ilk basamafim
olugturan Superoksit dismutaz, superoksit radikalini hidrojen peroksite ¢evirir, bu da
katalazla rediikte glutatyon kullanilarak yikilir. Katalaz aktivitesindeki diistis, BPA’ya
maruz kaldiktan sonra karacifer mitokondri ve mikrozomlarimin hidrojen peroksiti
elimine etmekteki yetersizligini gosterir. Glutatyon diizeyi ve glutatyon peroksidaz

aktiviteleri azalmistir. Bu durum aym zamanda, mitokondri ve mikrozomlardaki fazla
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miktarda Reaktif Oksijen Urlinlerinin sebep oldugu bir enzim inaktivasyonuna bagh
olabilir (Pigeolet ef al., 1990).

Caligmamuzda beyin dokusu ve serum oOrneklerine ait NO diizeyleri
degerlendirildiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml: farklilik bulunmad.

Cok reaktif bir radikal olup nemli bir oksidatif biyolojik sinyal molekiilii olarak
¢esitli fizyolojik stireglerde rol alan NO, sivi ortamda birkac saniyeden daha kisa bir
yan 6mre sahipken, diisiik oksijen konsantrasyonu olan ortamlarda daha stabildir. Hem
sulu hem de yagh ortamda ¢oziinebildigi i¢in stoplazma ve plazma membranmindan
difiize olabilirler. Hiicre disi alanda nitrik oksit, oksijen ve suyla reaksiyona girerek
nitrat ve nitrit anyonlarimi olugturur (Valko et al., 2007).

Superoksit radikali nitrik oksitle reaksiyona girerek reaktif bir oksijen tiirevi
olan peroksinitriti olusturur. Kendisi de bir radikal olan nitrik oksitin etkisi inhibe
olurken, olusan peroksinitritlerin proteinler fiizerine direk zararli etkileri vardir.
Proteinlerin  yapisim bozarak normal fonksiyonlarini inhibe edebilir (Akkus,
1995).0lugan peroksinitrit anyonu DNA kinklarina ve lipit peroksidasyonuna neden
olabilen giiglii bir oksidatif ajandir (Carr et al., 2000).

Caligmamizda beyin dokusu ve serum Orneklerine ait PON1 diizeyleri
degerlendirildiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml farklilik bulunamadi.

Ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu, organofosfatlara karst koruma,
bakteriyel endotoksinlerden kaynaklanan toksisiteye karsi koruma ve LDL ve HDL

+2y

oksidasyonunun engellenmesinde gérev alan PON1’in, Cu""1n indiikledigi lipoprotein

oksidasyonunu inhibe ettigi diistiniilmektedir (Aviram et al., 1998).
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6. SONUC

1. Uyguladigimiz doz ve siirede BPA min lipit peroksidasyonuna sebep oldugu
beyin dokusu ve serum &reklerinde tespit edildi.

2. o-LA ve o-TF’ iin ayn ayrt ve kombine kullamimlarmin lipit peroksidasyonunu
onledigi serum drneklerinde tespit edildi. Ancak antioksidan kullanilan gruplarin
beyin dokusu drneklerinde lipit peroksidasyon diizeyinde tespit ettifimiz azalma
istatistiksel olarak anlaml bulunmadi.

Serum ve beyin dokusu &rneklerinde protein oksidasyonu tespit edilmedsi.

4. Nitrik oksit diizeyleri, kontrol grubuyla karsilagtinldiginda o-LA verilen
gruplarda serum diizeyinde; o-TF uygulanan gruplarda beyin dokusunda anlaml
olarak azalmusti ancak bu farkhlik BPA uygulanan gruplarda yapilan ikili
karsilagtirmalarda tespit edilemediginden degerlendirilmedi.

5. Calismamizda antioksidan enzim diizeylerinin BPA tarafindan etkilenmedigi
goriildii.

6. Serum ve beyin dokularina ait $meklerde, BPA ile birlikte ayn ayri ve kombine
olarak uygulandiginda a-LA ve a-TF’{in etkileri arasinda istatistiksel olarak
herhangi bir anlamh farklilifin olmamasi, BPA 'nin olusturdugu hasara kars:
kullandifimiz antioksidanlarin uyguladigumiz doz ve siirede birbirlerine gire
tistiinligiiniin olmadifini, ayrica kombine kullanimlannm da tek bagina

kullanimlanna gére daha etkili olmayip avantaj saglamadigin gésterdi.
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