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OZET

Giirbay, A., GABA antagonisti Siprofloksazin'in sitotoksisite ve oksidan stres
indiikleyici etkileri iizerinde calismalar, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisii Farmasotik Toksikoloji Program Doktora Tezi, Ankara, 2000. Bu
calismada, SSS’ndeki zit etkileri GABA antagonistik aktivitesi ile izah edilegelen
fluorokinolon grubu antibiyotik siprofoksazin (CPR)in oksidatif stres ve lipit
peroksidasyonu indiilkleme potansiyeli ve mekanizmalan in vitro kosullarda
aragtirilmustir. CPR’in insan normal cilt fibroblast hicresi kiiltiirlerinde ve sigan primer
astrosit  hiicrelerinde yiksek konsantrasyonlarda sitotoksik oldugu ve lipit
peroksidasyonunu indikledigi; hiicrelerin  E  vitamini (a-tokoferol) ile 6n
inkiibasyonunun bu etkileri onledigi gozlenmigtir. CPR’in sigan beyin ve karaciger
mikrozomlarinda da lipit peroksidasyonunu arttirdig1 ve total tiyol diizeylerinde énemli
kayiplara neden oldugu gosterilmis; 4-POBN spin tuzag varhiginda 6-¢izgili ve an=
15.44 G, ap"= 2.86 G agin1 ince yap: sabiteleriyle karakterize bir ESR spektrumuna sahip
bir radikal adduct olusturdugu saptanmigtir. CPR’in indiikledigi radikal olusumunun
doza ve zamana bagimh olarak arttig;; SKF 525A ve ZnCl, ile gostenildigi tizere
sitokrom P-450 ve NADPH’ya gereksinim gosterdigi ve demir bagimli oldugu
saptanmig;, E vitamini ve analogu troloks'un, desferrioksamin ve dietilentriamin
pentaasetik asit gibi demir gelatorlerinin radikal olusumunu 6nledigi gosterilmistir. ESR
spektrumunun karakteristikleri nedeniyle karbon merkezli ve lipit tirevi bir radikal
oldugu dugiiniilen radikal adducti'nin 4-POBN/pentenil radikal adduct1 oldugu, on-line
HPLC-ESI MS analizi ile gosterilmigtir. ESI MS spektrumu aynica, 4° N konumunda
azot radikali yapisina sahip okso tirevi bir CPR metabolitinin karaciger mikrozomal
ortaminda olustugunu diisindiiren bir molekiiliin varligina isaret eder niteliktedir. Sonug
olarak, bu caligmada elde edilen veriler CPR'in hiicresel ve mikrozomal diizeyde
oksidatif stres indiikledigini ve neden oldugu mikrozomal lipit peroksidasyonunun
muhtemelen hem baglatma hem genisleme fazlarinda rol aldigimi gostermektedir. Bu etki
muhtemelen demir selate edici etkisiyle, dolayisiyla mikrozomal membranlardaki
endojen non-hem demiri mobilize etmesi ile ilgilidir. Ancak tetikleyici ajan ana molekiil
olmayip metabolizasyonla olusan bir ara trondir.

Anahtar Kelimeler: Siprofloksazin, sitotoksisite, oksidatif stres, karbon merkezli lipit
turevi radikal, ESR, HPLC/MS.

Destekleyen Kurumlar: TUBITAK-NATOA2, Fransiz Hiikiimeti



SUMMARY

Giirbay, A., Studies on the cytotoxicity and oxidative stress inducing effects of the
GABA antagonist Ciprofloxacin, Hacettepe University Health Sciences Institute
PhD Thesis in Pharmaceutical Toxicology, Ankara, 2000. In this study, in vitro
oxidative stress and lipid peroxidation inducing effects of the fluoroquinolone antibiotic,
ciprofloxacin (CPR), the adverse effects of which has been attributed to its GABA
antagonistic activity were investigated. CPR was found to be cytotoxic at high
concentrations and induced significant lipid peroxidation in normal human dermal
fibroblast cell cultures, and primary cultures of rat astrocyte cells. Preincubation of both
cell cultures with vitamin E (a -tocopherol) provided significant protection against both
cytotoxicity and induction of lipid peroxidation. Incubation of rat cerebral or liver
microsomes with CPR induced significant level of lipid peroxidation and caused
significant loss of total cellular thiols, in addition to the production of radicals as shown
by ESR-spin trapping with 4-POBN. The ESR analysis revealed a spectrum of a
characteristic six-line and signal corresponding to a carbon-centered 4-POBN/lipid—
derived radical (an= 15.44 G, ag"= 2.86 G). The ESR signal intensity was dependent on
the concentration of CPR and incubation time; radical generation required the presence
of CYP450 activity and NADPH as shown with the inhibition caused by SKF 525A and
ZnCl,, and seemed to be dependent on iron. chelators such as desferrioxamine and
diethylenetriamine pentaacetic acid, and vitamin E and its hydrosoluble analog trolox
inhibited the radical production, whereas the addition of iron increased the signal
intensity. The on-line HPLC-ESI MS analysis of microsomal incubation mixture showed
that the mass spectra contained ions consistent with the trapping of the “pentenyl
radical” by 4-POBN. Further analysis of the mass spectra suggested that a 4’ N radical
form of the oxo metabolite of CPR might have been produced in the microsomal
mixture. In conclusion, the data generated in three types of in vifro system suggested
that CPR acts as an oxidative stress inducer at cellular and microsomal level and seems
to involve in both initiation and propagation steps of lipid peroxidation. This effect is
possibly related to its iron chelating activity, hence the mobilization of the endogen non-
hem iron in microsomal membranes. However, a metabolically derived intermediate, not
the parent molecule, is the triggering agent.

Key words: Ciprofloxacin, cytotoxicity, oxidative stress, carbon-centered lipid derived
radical, ESR, HPLC/MS.
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GIRIS VE AMAC

Siprofloksazin (CPR)'in bir Gyesi oldugu fluorokinolonlar, Gram-pozitif ve
Gram-negatif ¢ok sayida bakteriye karg: etkili genis spektrumlu bir antibiyotik grubu
olup, giinimiizde idrar yollar, solunum sistemi ve gastrointestinal sistem ve eklem
enfeksiyonlar1 basta olmak uzere ¢esitli enfeksiyonlarin ve cinsel yolla bulagan
hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullamlirlar. Antibakteriyel etkilerini bir Tip
IT topoizomeraz olan “bakteriyel DNA girazi” inhibe ederek gosterirler. Memeli
DNA topoizomerazi tzerindeki etkilerinin, prokaryot topoizomeraz II’ye kiyasla
birkag yiiz kez daha diisiik oldugu bildirilmistir.

Genellikle iyi tolere edilirler. Ana yan etkileri gastrointestinal bozukluklar,
fototoksik cilt reaksiyonlari, biyiime ¢aginda gozlenen eklem toksisitesi ve diisiik
siklikta gozlenmesine karsin konvillsiyon dahil santral sinir sistemi (SSS) zit
etkileridir. CPR’in SSS zit etkileri, esas itibariyle, GABA antogonistik etkilerine
baglanmaktadir. Ancak ongorillen cesitli mekanizmalara ilave olarak, son yillarda
yapilan ¢aligmalarda NMDA antagonistlerinin CPR ile indiiklenen konviilsiyonlart
onlediginin gozlenmesi nedeniyle bir eksitator mekanizmamn, dolayisiyla,
eksitotoksik  bir etkinin varligis gorigii de olass bir mekanizma olarak
distiniilmektedir.

Diger taraftan, kinolonlarin insan karsinoma hiicre kiltarleri dahil gesith
hiicre kultiirlerinde hiicre biiyiimesi ve hiicre islevlerini inhibe etme kapasitesine
sahip olduklar1 gozlenmistir, ancak mekanizmalar tam olarak anlagilmig degildir. Bu
konuda yapilan ilk ¢alismalarda de novo pirimidin sentezini bozmak suretiyle etkili
olduklan iizerinde durulmustur. Daha sonra yapilan calismalarda izole karaciger
mitokondrilerinde gozlenen inhibitor etkileri nedeniyle enerji metabolizmasiyla ilgili
enzimlerle etkilestikleri diigiiniilmii, mitokondriyal DNA’da selektif bir kayba neden
olduklan: ve bunun mitokondrial islevlerde gecikmeli bir kayipla sonuglandig ileri
stralmustir.

Daha once yaptigimiz in vivo ¢aliymalarda CPR’1n sican beyin ve karaciger
doku homojenatlarinda onemli dlgiide lipit peroksidasyonuna neden oldugu, GSH

statiisiinii ise onemli olgide etkiledigi gosterilmis'?;, bu etkilerin E vitamini ve




allopurinol ile onlendigi saptanmigtir. Ayrica CPR’1n farelerdeki konvilsif etkisinin
gesitli antioksidanlarla 6nemli Slgiide onlenebildigi gosterilmistir®.

Bu bilgi ve verilerden hareket eden bu ¢aligmada, gesithi in vizro modellerle
CPR varliginda meydana gelmesi olas: sitotoksisitenin ve oksidatif stresin ¢esitli
yontemlerle aragtinlmasi ve olasi serbest radikal(ler)in saptamp belirlenmesi

amaglanmig, arastirma agagidaki plan gercevesinde gergeklestirilmigtir:

i- CPR'in normal insan dermal fibroblast hiicrelerinin canliligi Gzerindeki
etkisinin aragtinlmasi ve oksidatif stresin olasi roliniin incelenmesi amaciyla
hicrelerde lipid peroksidasyonu, total GSH dizeyleri ve antioksidan enzim
aktivitelerinin belirlenmesi; bu olas1 etkilerin antioksidan E vitamini ile
Onlenebilirliginin aragtiriimasi,

ii- CPR'In, sican beyin dokusundan hazirlanan primer astrosit kilturlerinde
hiicre canlilig1 Gzerindeki etkisinin iki ayn sitotoksisite testi ile arastirilmasi, E
vitamini, SOD ve/veya katalazin, meydana gelmesi olasi sitotoksik etkiyi
Onleyebilirliginin arastinlmasi;, sitotoksik etkide oksidatif stresin olasi rolimniin
belirlenmesi igin primer astrosit hiicre kiltirlerinde lipit peroksidasyonu, ve total
GSH diizeyleri ve antioksidan enzim aktivitelerinin belirlenmesi,

iii- CPR’1n sigan beyin ve karaciger mikrozomlanyla inkiibasyonu sonucu
meydana gelmesi olas: radikal indikleyici etkinin elektron spin rezonans (ESR)-Spin
tuzag teknigi ile incelenmesi; radikal(ler)in tanimlanabilmesi ve/veya meydana gelis
mekanizmasinin belirlenebilmesi igin sitokrom P-450 ve NADPH inhibitorleri,
antioksidanlar, demir ve demir gelatorlerinin etkilerinin aragtiriimasi,

iv- CPR1n sigan beyin ve karaciger doku mikrozomlarinda olas: lipit ve
protein hasar1 yapici etkilerinin lipit peroksidasyonu ve total tiyol grubu él¢imleri ile
arastirilmasi,

v- CPR'in mikrozomal sistemde indiiklemesi olas1 radikal(lerin) HPLC- ESI

MS teknikleriyle analizi suretiyle tanimlanmas.

TGL‘irbay, A. Siganda serebral ve hepatik dokularin okside glutatyon ve total glutatyon diizevierinin
olgiimii ve oksidatif stres indilkleyen ajanlarin glutatyon sistemine etkileri. Hacettepe Universitesi,
Saghk Bilimleri Enstitiisii, Farmasatik Toksikoloji Programi Bilim Uzmanhg Tezi, 1993.

? Taskin, T. Fluorokinolon grubu antibiyotik siprofloksazin'in epileptojenik norotoksisitesinin
mekanizmas. ve siganlarda Ogrenme fonksiyonlarina etkisi iizerinde ¢alismalar. Hacettepe
Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Farmasctik Toksikoloji Progranu Doktora Tezi, 1994.



Bu c¢aligmadan elde edilecek sonuglarin CPR’nin yan etki mekanizmalarinin
daha 1yi anlagiimasina ve klinik kullamimda gozlenen yan etkilerin en aza indirilmesi

veya Onlenmesine katkida bulunmas: beklenmektedir.



1. GENEL BILGILER

1.1. Fluorokinolon Grubu Antibiyotikler

"4-kinolon" veya "kinolon karboksilik asit" (Sekil 1.1.) grubu antibiyotikler
olarak da adlandinlan "kinolon"lar, prototipleri 1962 yilinda geligtirilen "nalidiksik
asit" olan bir antibiyotik grubudur. Daha sonraki yillarda, kinolin gekirdeginin 7
numarali karbonuna piperazin halkasinin ve 6 numarali karbonuna bir fluor
atomunun ilavesiyle antibakteriyel aktivitesi ¢ok daha yiksek ve antibakteriyel
spektrumu ¢ok genig olan "fluorokinolon" grubu antibiyotikler gelistiritmistir (1, 2).
Siprofloksazin (CPR), norfloksazin, ofloksazin, enoksazin, pefloksazin gibi uyeleri
basta olmak tzere fluorokinolonlar, farmakokinetik 6zelliklerinin Gstiinligi ve diger
bir¢ok antibiyotige rezistan olanlant da kapsayan ¢ok sayida Gram-pozitif bakteriye
ve P. aeroginosa dahil Gram-negatif basil ve stafilokoklara karsi bakterisit etkili
olmalar nedeniyle giiniimiizde yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Solunum sistemi
enfeksiyonlar, tifo, sigellozis, otitis, yumusak doku enfeksiyonlar: ve osteomiyelitte
ve ozellikle de triner bolge enfeksiyonlari, gonore ve bakteriyal enteritte etkindirler
(2, 3).

Mutlak biyoyararlanimlarimin (% 50-100) ve eliminasyon yari Omiirlerinin
nisbi olarak yiiksek ve dokuya penetrasyonlarinin iyi olmasi nedeniyle giinde 1-2 doz
kullammlari yeterlidir (2). Plazma proteinlerine baglanma oranlan (enoksazin harig-
% 18-54) dugiiktiir (% 14-25); dagilim hacimleri ise total viicut sivi hacminden ¢ok
yiksektir. Dolayisiyla tim vicut dokularina dagilma ve yitksek konsantrasyonda
bulunma ozelligi gosterirler. Idrar ve fegesteki konsantrasyonlart gok yiiksektir.
Bobrek ve prostat dokusunda yiksek konsantrasyonda bulunurlar, akciger
dokusundaki konsantrasyonlar1 da plazmadakinden yiksektir. Beyin omurilik
sivisina penetrasyonlari, pefloksazin (% 40) ve ofloksazin (% 90) hari¢ nisbi olarak
dusuktiar. Makrofajlar ve polimorfontkleer lokositlerde konsantre olurlar (2).

CPR dahil ¢ogu fluorokinolon antibiyotigin eliminasyonu hem renal yolla,
hem de nonrenal yollarla olur. Genel olarak, idrarla atilan antibiyotik fraksiyonunun
% 20'sinden daha az bir kismumi biyotransformasyon tiriinleri olusturur. Renal islev

bozuklugu olan bireylerde eliminasyon yari omiirleri yaklagik iki kez artar.



1.1.1. Siprofloksazin

1.1.1.1. Kimyasal Yapis: ve Fiziksel Ozellikleri

CPR (1-Siklopropil-6-floro-1.4-dihidro-4-okso-7-(1-piperazinil) 3-kinolon-
karboksilik asit hidrokloriir, Bay o 9867, Ciprobay) (Sekil 1.1.) ikinci kusak bir
fluorokinolondur. Diger fluorokinolonlarda oldugu gibi 4-kinolon ¢ekirdeginin 7
numarali karbonunda, antipseudomonal aktiviteden sorumlu bir piperazin halkasi
tastr. 1 numarali karbona bagh siklopropil grubu antibakteriyel aktivitesini
arttirmaktadir  (4). Molekiilin tapidigi karboksil grubu ve keto grubunun
(muhtemelen enol sekline gegerek) Ca'™ ile baglanmaya girdigi ve bdylece Gram-

negatif bakteri hiicresinin dis duvarindan gegisinin kolaylastig bildirilmistir (5).

4-KINOLON
KINOLON KARBOKSILIK ASIT

CPR
(MA:331)

Sekil 1.1. 4-Kinolon, kinolon karboksilik asit ve CPR'in kimyasal yapilar.



CPR, monokloriir monohidrat ve laktat tuzlar halinde kullamlir. CPR-HCl'in
sudaki ¢ozimirluga 30 mg/ml'dir. pKa degerlerinin 6 ve 8.8 oldugu bildirilmektedir.
Sulu ¢ozeltileri, ipktan korundugu taktirde oda sicakliginda en az 14 gin
dayaniklidir (6).

1.1.1.2. Farmakokinetik Ozellikleri
CPR non-lineer bir farmakokinetik kalip gosterir. CPR'in farmakokinetik
ozellikleri Tablo 1.1'de Ozetlenmistir (7). Asafida bu o6zelliklere kisaca

deginilmisgtir:

.Tablo 1.1. CPR'in Farmakokinetik Ozellikleri (9).

Farmakokinetik Ozellik Olgiilen Deger
Lmaiks 1-2 saat
Biyoyararlamm ~ % 70
Cmaks
Oral
250 mg 0.8-2.0 (1.4 mg/h
500 mg 1.5-2.9(2.3-3.5% y mg/l
750 mg 2.0-3.9 (3.6") mg/i
iv®
200 mg 2.8-3.8 mg/l
400 mg 3.4-6.7 mg/l
Vg (oral ve iv dozun ardindan) 2.1-5.0 kg
Lirp ~ 3-5 saat
Kl =~ 25-86 V/saat
Kl =~ 15-30 V/saat
EAA
Oral
250 mg 3.0-8.6 mg/l saat
500 mg 7.0-12.7 mg/l saat
750 mg 8.8-19.2 mg/l saat
iv®
200 mg 3.0-7.7 mg/l saat
400 mg 8.1-14.2 mg/l saat
Proteine baglanma ~ % 30

? 7 ve tizerindeki dozlar 12 saatte bir uygulanmstir.
® 200 ve 400 mg'lik dozlar sirasiyla 30 ve 60 dakika siireyle infiizyon seklinde nygulanmustir.
toas = Cmaks'a erismek igin gegen zaman, Cp, = maksimum plazma konsantrasyonu, Vy= dagiim

hacmi, 1, = eliminasyon yan omrii, K1 = klerens, Kl = renal klerens, EAA = konsantrasyon-zaman
¢grisinin altindaki alan,



1.1.1.2.1. Absorpsiyon

Absorpsiyonu hizhdir. Besinlerle birlikte alimi pik plazma konsantrasyonuna
ulagsma zamanim uzatir, ancak klinik yonden biyoyararlanimimi 6nemli olgiide
etkilemedigi bildirilmisgtir. Oral yoldan mutlak biyoyararlammi, tablet seklinde
uygulamalar dahil % 70-80 civarindadir (8, 9)

1.1.1.2.2. Dagilim

Dagilim hacmi yuksektir. Plazma proteinlerine diigik oranda baglamr (% 30-
35) ve baglanma serum ilag dizeylerinden bagimsizdir (10, 11, 12). Cesitli
dokulardaki konsantrasyonu genellikle plazma konsantrasyonundan vyiiksektir
( Tablo 1.2)(7,13).

En yuksek konsantrasyona eristigi dokular akciger, karaciger, bobrek, prostat,
seminal stvi, uterus, overler ve tonsiller olup, bu dokularin ¢ogundaki
konsantrasyonlar serum konsantrasyonunu belirgin 6l¢ide geger (13, 14). CPR aym
zamanda, artikiiler kikirdak dokusu dahil kemik dokusuna, géz sivisina, tikirik,
plevral siv1 ve lenfatik siviya geger ve notrofillerde konsantre olur. Bu hiicrelerdeki
konsantrasyonu ekstraseliller sividan 2-7 kez daha yiiksektir. Kan-beyin engelini
asan miktarlarimin, serum konsantrasyonunun % 5-40" arasinda degistigi (15); oral
500 mg ve iv 200 mg CPR ile maksimum beyin-omurilik sivis1 konsantrasyonunun
0.14 ve 0.27 pg/ml (0.42 ve 0.81 puM) oldugu, bu konsantrasyonlarn menenjitli
hastalarda, sirasiyla 0.35 pg/mi (1.05 uM) ve 0.56 pg/ml (1.69 uM)'e yiikseldigi
bildirilmistir (16).

Farede 10 mg/kgTik iv uygulamadan sonra serum, beyin ve beyin-omurilik
sivisindaki pik konsantrasyonlar, sirasiyla ~ 7 pg/ml, ~ 3 ug/ml ve ~ 2 ug/ml
olgtilmustir. CPR konsantrasyonunun her ii¢ dokuda da hizla yiikseldigi, takiben
serumdaki azalmaya paralel bir sekilde beyin ve beyin omurilik sivisinda da zamanla
azaldig: gosterilmigtir (11).

Son yillarda siganlarda yapilan kinetik ¢alismalar, kinolonlarin SSS'me aktif

transportla tagindigin ortaya koymustur (17, 18, 19).



Tablo 1.2. CPR'in Viicut Stv1 ve Dokulanndaki Dagilinu (7)

Doku/viicut svisi Plazma konsantrasyonu %'si
Akciger 200-1000
Bobrek 1000-5000
Brongsiyal sekresyon 100-150
BSO* (enflamasyoniu meninj) 30-50
BSO (enflamasyonsuz meninj) 5-10
Den 50-100
Endometrium 300-500
Gozyasi 20-50
Kas dokusu 200-400
Kemik 50-200
Lenf digimi 60-120
Lenf, periferal 70
Nazal sekresyon 75-100
Pankreas stvis1 10-40
Peritonyum 100
Prostat 300-1000
Safra 100-1000
Seminal sivi 110-120
Serviks 50-400
Sinis mukozasi 160
Tonsil 90-300
Uterus 100-150
Yag dokusu 50-100
Yumurtaliklar 50-250

* BSO =Beyin-omurilik sivisi

1.1.1.2.3. Metabolizma ve Itrah

CPR kismen bobrek, kismen de bobrek disi mekanizmalarla elimine edilir.
Renal klerensi, total serum klerensinin yaklagik 2/3'si kadardir, dolayisiyla ilacin en
az 1/3'i bobrek digindaki yollarla elimine edilir (20). Hepatik metabolik
transformasyon CPR eliminasyonunun ikincil ana yolagidir. Ugiincii eliminasyon
yolag ise transintestinal eliminasyondur (21).

CPR'in serum, idrar veya fegeste gozienen 4 metaboliti tammlanmagtir (Sekil
1.2) (22, 23, 24).



M1 metaboliti: Desetilen siprofloksazin
M2 metaboliti: Siilfo siprofloksazin
M3 metaboliti: Okso siprofloksazin

M4 metaboliti: Formil siprofloksazin

HO3S -N

1
H2N - H2C - HaC - N
LN

Desetilen-CPR Siilfo-CPR
{MA:305) (MA:409)

/ \ 1
HN 8 N
>/ A
o/ LN
Formil-CPR
Okso-CPR (MA:359})

(MA:345)

Sekil 1.2. CPR'in tammlanmig metabolitleri

Tium florokinolonlarda oldugu gibi, CPR molekiilinde metabolizma i¢in en

onemli bolge 7 numarali pozisyondaki piperazin siibstittientidir.
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M1 metaboliti bu heterosiklik halkanin agilmasi ile meydana gelir. Bu halka
agiliginin mekanizmast ayrintili olarak incelenmemistir ve agilmaya yol agan ara
kademe ve urinlerin mevcut olup olmadigi bilinmemektedir. M1 metabolitinin
fizikokimyasal ozellikleri ana maddeden Onemli Olgiide farklidir; lipofilisitenin
gostergesi olarak olgulen log k' degerinin, CPR'da 1.344 iken metabolitinde 1.086
oldugu saptannmugtir (25, 26).

M3 metaboliti, oksosiprofloksazin, piperazinil siibstitientinde oksidatif bir
doniigimle meydana gelir. Bu metabolitin fizikokimyasal ozellikleri de biiyiik olgiide
farkhdir. Molekildeki bazik merkezin kaybi okso metabolitine asidik ozellik
kazandirir ve doku penetrasyonu yetenegini azaitir (23).

M2 metaboliti, piperazin halkasindaki sekonder amin grubunda siilfatla-
konjugasyon sonucu meydana gelen bir metabolittir. CPR'in en yiiksek oranda olusan
metabolitidir. Insanda safra icinde 6lciilen M1 metabolitinin miktart ana molekiiliin
% 13't iken, M2 metabolitinin konsantrasyonu CPR'dan daha yiiksektir (27).

M4 metaboliti 4' N pozisyonunda formilasyonla olusan bir metabolit olup,
idrarda ¢ok disiik oranda bulunur. Fegeste saptanmamugtir.

CPR'in N1 pozisyonundaki siklopropil siibstituenti metabolik olarak stabildir.
C3 pozisyonundaki karboksil grubu ise glukuronid konjugasyonuna ugrar. Ancak bu
metabolitin idrarda gozlenmedigi, safraya salgilandigi, bagirsakta hizla hidrolize
ugrayip ana molekile donustugi ve takiben enterohepatik sirkiilasyona girdigi
bildirilmistir (23). Ancak enterohepatik sirkiilasyona giren bu miktar son derece
dugiktur (12).

CPR metabolizmasmin nicel yénlerine iligskin literatiir verilerinde tam bir
uyum ve kararhlik yoktur. Bu muhtemelen, tim farmakokinetik veriler igin oldugu
gibi, kullanilan 6l¢im yontemi, dozaj, verilis yolu, farkli kompartiman modelleri ve
benzeri farklardan kaynaklanmaktadir. En ¢ok refere edilen veriler asagidaki

cizelgelerde 6zetlenmigtir (Tablo - 1.3-1.5).
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Tablo 1.3. Farkli doz ve verilis yollartyla uygulanan CPR'in insanda olgiilen
degismemis ila¢ ve metabolitlerinin oranlart (27).

200 mg, iv
Idrarla atilan degismemis CPR

Fecesle atilan degigmemis CPR
Idrarla atilan toplam metabolit
Fegesle atilan toplam metabolit
fdrarda M1 metaboliti

Idrarda M3 metaboliti

100 me_ iv
idrarda M1 metaboliti

Idrarda M3 metaboliti

500 mg, oral
Idrarda M1 metaboliti

drarda M3 metaboliti

Dozun %'si
615

152

95

2.6

2.1

47

s
W

e
N

15
39

Tablo 1.4. 250 mg oral CPR uygulamasim takiben idrarla atilan degismemis ilag ve

metabolitlerin oranlan (22)

CPR
Toplam metabolit
M1
M2
M3

M4

Dozun %'si
36.4

16.5

1.8

5.0

9.6

0.1
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Tablo 1.5. 250 mg oral CPR uygulamasini takiben idrarda olgiilen metabolitlerin
oranlar (24).

Dozun %'si
11.3

14

3.7

6.2

0.8

Toplam metabolit

M1
M2
M3
M4

Goruldugu gibi CPR'In % 75'den fazlas: idrar ya da fegesle degismeden atilir.

% 15 oraninda fegeste gozlenen degismemis CPR, intestinal duvardan eliminasyonun
gostergesidir (28). Metabolitlerin toplam itrah diizeyi % 10-15 kadardir (9, 13, 24).
Tammlanmis 4 metabolitin idrardaki oranlar1 azalan siraya gore M3 (okso)> M2
(sulfo) > M1 (desetilen) > M4 (formil) seklindedir.

Oral uygulamada olugan M2 metabolitinin iv yola kiyasla biraz daha yiiksek
oranda oldugu, bunun da CPR'in sinirli diizeyde ilk gegis metabolizmasina ugradigini
gosterdigi bildirilmigtir (28). Renal islev bozukluklarinda gerek CPR'in, gerekse
metabolitlerinin yarilanma émriiniin uzadig, serum konsantrasyonlarimn yikseldigi
saptanmugtir (29).

CPR metabolitlerinin antibakteriyel aktivitesi ana maddeden dusiktiir. M1
metaboliti, prototipi kinolon olan nalidiksik asitle kiyaslanabilir diizeyde bir
aktiviteye sahiptir. M2 metabolitinin aktivitesi ise onemli 6l¢iide disiiktiir. Ana
metabolit olan M3 genis antibakteryel spektruma sahiptir, ancak aktivitesi CPR'den
ve norfloksazinden diguktiir. M4 metaboliti ise ¢ok diigiik konsantrasyonda bulunan
bir metabolit olmasina karsilik en yiksek aktiviteye sahip olandir. Aktivite diizeyi
bakterinin cinsine gére CPR veya norfloksazinle kiyaslanabilecek diizeydedir. Ozetle
M1 ve M2 metabolitleri CPR'den ~ 100 kez, M3 ve M4 metabolitleri ise 6-8 kez
daha diigiik aktiviteye sahiptir (30, 31).



Bobreklerden ana itrah mekanizmasi glomeriiler filtrasyondur. Ancak tiim
kinolonlarla birlikte, CPR igin de tubiiler sekresyonun soz konusu oldugu, asit
formda salgilandig1 ve bu prosesin probenesit ile inhibe edildigi bildirilmistir (27).

CPR icin transiintestinal eliminasyonun mekanizmasi bir metabolit
transformasyonu olmayip, genel dolagimdan barsak limenine gegen ilag ve

metabolitlerin barsak duvarindan salgilanmasidir.
1.1.1.3. Etki Mekanizmasi

Biittin kinolonlarda oldugu gibi CPR’in etki mekanizmasi, esansiyel bir
adenozin trifosfat hidrolize edici Tip II topoizomeraz enzimi olan "DNA giraz"1
inhibe etmek seklindedir. Bu inhibisyon sonucunda kinclonlar bakterivel DNA
replikasyonunu ve transkripsiyonunu bozarak hizli hiicre 6limiine yol agarlar (32).
Son yillarda topoizomeraz IV enziminin de kinolonlarin ikinci bir hedefi oldugu
ortaya kénmustur (33, 34).

CPR ve diger kinolonlar, topoizomeraz-DNA kompleksine baglanip,
kompleksin stabilize olmasina neden olurlar. Sonugta bakteriyal DNA sentezi
bozulur, hiicre bolilnmesi durur ve hiicre oliir (35).

Belirli bir bakterideki bu iki enzimatik hedefin kinolonlara nisbi duyarhlig
farkhidir. Genel olarak Gram-negatif bakterilerde DNA giraz, Gram-pozitif

bakterilerde ise topoizomeraz IV daha duyarlidir ve daha duyarli olan enzim
antibiyotigin primer hedefini olugturur (36).

Kinolonlarin hiicresel hedeflerinin bu “dual” tabiati rezistans gelismesi
yoninden de oOneme sahiptir. Birincil hedef enzimdeki mutasyonlarla geligen

rezistansin, ikincil hedef enzimin duyarhilig: ile simirlanmasi olasilig: vardir (35).
1.1.1.4. Uygulama Sekli ve Dozu
Yetiskinlerde CPR ig¢in oOnerilen oral dozlar, enfeksiyonun tirine ve

derecesine gore, giinde iki kez 250-750 mg civarindadir. Yaygin uygulama giinde iki
kez 500 mg'lik dozlar seklindedir (37).



Intravenéz kullamm igin 6nerilen dozlar ise 12 saatte bir 100-400 mg'dir.
Ornegin, orta/agir Uriner enfeksiyonlarda genellikle, giinde iki kez 200 mg’hik doz
uygulamasi onerilirken, bazi inatgt enfeksiyonlarda 8 saatte bir 400 mg'lik iv dozlar

uygulanabilmektedir (38).
1.1.1.4.1. Bobrek ve Karaciger Yetmezligi Olan Hastalarda Kullanim

CPR'in normal renal fonksiyonlu kisilerde 3-6 saat olan serum yarilanma
Oomril, agir renal yetmezlikte 6-9 saate kadar uzar. Boyle hastalarda pik serum
dizeyleri ve pike ulagma zamanlarinda énemli bir yiikselme olmamakla birlikte egri
altindaki alan 2 kez artar. Bu nedenle, genel olarak orta derecede bobrek
yetmezliginde (GFH 10-50 ml/dk) mutat dozun % 25-50 oraninda, agir yetmezlikte
ise (GFH 10 ml/dk) % 50 oraninda azaltilmasi onerilmektedir (39, 30).

CPR'in eliminasyonunun 6nemli bir bolimiinin hepatik biyotransformasyon
yoluyla olmas: nedeniyle, renal yetmezlikte oldugu gibi hepatik yetmezlikte de, CPR
kinetigi etkilenir. Hafif veya orta derecede yetmezlik hallerinde CPR klerensinin
onemli olgide degismedigi, ancak agir siroz olgularinda serum konsantrasyonlarinin
yiikseldigi, eliminasyon yan émrinin % 35 oraninda arttign goézlenmistir (40). Bu
nedenle agir hepatik yetmezligi olan hastalarda doz ayarlamas: gereklidir.

Siganlarda yapilan yeni bir c¢aligmada, serum total ve serbest CPR
konsantrasyonlarinin renal islev bozuklugunda ~ 4 kez, hepatik iglev bozuklugunda ~
2 kez arttigr saptanmigtir. Bu artisin sadece eliminasyon yar1 omriindeki uzamaya

dig1; plazma albiimin dizeylerinde meydana gelen azalma nedeniyle CPR
'in proteine baglanma oramnin azalmasi sonucu meydana geldigi gosterilmistir (17).
Ayrica beyin CPR diizeylerinde de artis oldugu saptanmig (17), dolayisiyla renal ve
hepatik bozukluklarda, CPR'in SSS konsantrasyonlarinin artmas: ile uykusuzluk,
sersemlik ve konviilsiyon gibi norotoksik etkilerinin riskinin artacag bildirilmigtir.
Bu c¢aligmalarla ortaya konan diger bir oOnemli bulgu ise beyin CPR
konsantrasyonu/serum serbest ilag konsantrasyonu orammnmn azalmasidir. Bu
bulgunun yorumu, hepatik ve renal bozukluk hallerinde CPR'in beyne

penetrasyonunun azaldigi, bunun da muhtemelen beynin kapiller endotelyumundaki



aktif transport sistemlerinde meydana gelen bozukluklara baghh oldugu seklinde

yapilmugtir (17).
1.1.1.4.2. CPR’in Cocuklarda ve Yashlarda Kullanimi

CPR’in ¢ocuklarda kullammmindan artropati riski nedeniyle genellikle
kagimlir. Ancak mutlak gerekli hallerde uygulanan ginlik dozlar oral yoldan giinde
7.5-15 mg/kg ve iv yoldan 5-10 mg/kg'dir (38). CPR’in 1-5 yas grubu ¢ocuklardaki
eliminasyon hizinin (trimetoprim’de de gorildugt gibi) bebeklerden, daha biyik
gocuklardan ve yetiskinlerden fazla oldugu gosterilmigtir (39).

Yashlarda pik serum konsantrasyonuna ulagsma zamam degismemekle
birlikte, pik serum diizeyieri ve egri altindaki alan degerleri (yaklasik 2 kez) daha
yuksektir. Ancak renal fonksiyonlar: normal olan yaslilarda, zit reaksiyonlan
dikkatle izlemek kosulu ile, doz ayarlamasi yapilmaksizin CPR kullammmm, yaygin

uygulama oldugu gozlenmektedir (39).
1.1.1.5. CPR ve Kinolon Toksisitesi

CPR’in sigandaki oral LDsy degeri > 5 g/kg, iv LDsy degeri ise 140-200
mg/kg’dir (41). Siganda, 3 ay sireli-subkronik oral uygulama ile &lgilen
“Maksimum Tolere Edilebilir Doz’u (MTD) 500 mg/kg’dir; 4 hafta siireli-subakut,
ip, MTD degeri ise 20 mg/kg olarak olgilmistir (6). Kinolonlarin deney
hayvanlarindaki toksisitelerinin olas1 hedefleri juvenil eklemler, bobrekler, SSS ve

kardiyovaskiiler sistem olarak bildirilmektedir (42).
1.1.1.5.1. Kondrotoksisite

Ik kez pipemidik asit ile juvenil kopeklerde gozlenen kondrotoksisitenin (43)
ttm kinolonlar i¢in s6z konusu oldugu bildirilmektedir (44). Cesitli tiirlerden (sigan,
tavsan, kobay, kopek, bazt maymun tirleri) gen¢ hayvanlarda, CPR dahil kinolon
uygulanmas: ile agirhgin yuklendigi biyik eklemlerde artropati saptanmigtir.

Histopatolojik incelemelerde tiim diartroidal eklem kikirdaklarinda erozyon, fisiir ve
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blister seklinde lezyonlarin ve enflamatuvar olmayan eklem tahribatinin meydana
geldigi ve kikirdak gelisiminin inhibe edildigi gozlenmistir (42, 44). Etki doza,
kullanim suresine, tiire ve kinolonun cinsine bagimlilik gosterir. Kopek kondrotoksik
etkiye en duyarh tardir. Agir klinik belirtiler, kinolon uygulamasindan kisa sire
sonra gelisen fasyal ve okuler ddemle baglar; giderek eklemlerde sisme, agn,
yiriirken sendeleme geligir, hayvan ayakta durmak ve yurimek istemez. 3-4 aylik
kopeklerde, 7-28 giin siureyle 20-30 mg/kg/gin CPR verilmesi ile bu etkiler
g6zlenirken, 4-5 haftalik siganlarda aym etki i¢in 100-500 mg/kg/giin CPR’a ihtiyag
vardir (42).

Kondrotoksisitenin, kinolonlarin kinetigi ile yakindan iligkili oldugu, kikirdak
dokusunda yiiksek konsantrasyonda birikmelerinin (serum ve sinoviyal sivi
diizeylerinden 6nemii olgiide yuksek derecede), proteoglikan ve kollojen sentezini
inhibe etmelerinin baslatic1 faktorler oldugu bildirilmistir (45). Insamin kondrotoksik
etkiye duyarliliin az olmasinin muhtemel nedeninin, kinolonlarin insandaki Cy,axs Ve
EAA degerlerinin sigan, tavsan ve fareden diigiik olmasi oldugu sanilmaktadir (44).

Ancak kinolon kondrotoksisitesinin mekanizmas: tam olarak aydinlatiimig
degildir. Yukanda s6zir edilen proteoglikan ve kollajen sentezinin inhibe edilmesi
hipotezinin yaninda, ¢esitli bagka hipotezler ve bu hipotezleri destekleyen veriler de
vardir: Kinolonlarin topoizomeraz I1I’yi bozmak suretiyle artikiler kikirdaktaki
mitokondrial DNA sentezini bozmalar (46); mitokondrial butinligiin bozulmas:
(47), kondrositlerde erken hiicresel solunum patlamasini (respiratory burst) stimiile
edip kikirdak matriksinde yiksek toksisiteye sahip reaktif oksijen bilesikleri
olusturmalar (48); Mg"" ile stabil selat kompleksleri yapmak suretiyle kikirdaktaki
Mg a bagimh integrinlerin fonksiyonlarii bozmalari (49) bu hipotezlerin
bazilandir. Kinolon verilenlerde gozlenenlere benzer eklem kikirdag: lezyonlarinin
Mg ca eksik diyetle beslenen juvenil siganlarda da gozlenmesi son hipotezi
desteklemektedir (50). Aym aragtirmacilar 600 mg/kg CPR verilen si¢anlarda
gozlenen lezyonlarin Mg~ ve/veya tokoferol suplementasyonu ile % 50°den fazla
oranda azaltildigim da gostermislerdir (51).

Diger taraftan, kinolonlarm sicanda eklem kikirdak dokusundan bagka
kaslarda, tendonlarda ve sinoviyal membranlarda da toksik etki potansiyeline sahip

olduklari; hasara ugrayan kikirdaktaki bozunma urtnlerinin eklem bosluguna



17

saliverilmesiyle sinovival membranda vaskiler permeabilitenin arttigi ve bu asin
gecirgenligin lezyon gelismesine katkida bulundugu ileri sirilmistir (52). Bu
etkinin Mg ca eksik diyetle beslenen hayvanlarda daha siddetli olarak gozlendigi,

dolayisiyla tendonopati patofizyolojisinin de artropatiye benzedigi bildirilmistir (53).
1.1.1.5.2. Renal Toksisite

Kinolonlar muhtemelen primer nefrotoksik ajanlar degildir. Ancak deney
hayvanlarinda, kristal ¢ékmesine bagl olarak gelisen yabanct cisim reaksiyonunun,
renal fonksiyonlan ikincil olarak etkiledigi gosterilmigtir (42, 54). Kinolonlarin
nefrotoksisite potansiyeli sican, kopek ya da maymundan farkhidir. Olasi etkiler hafif
interstisyel nefrit, kristaluri, idrarda gizii kan, renal fonksiyon azalmast ve bobrek
agirhiginda artig seklinde olabilir.

Siganda 20-30 mg/kg’lik iv dozlarla ya da 500-1000 mg/kg’lik oral dozlarla
nefropati goézlenirken, kopekte 50-100 mg/kg’lik oral dozlar nefropative neden
olabilir. Renal intoleransin, kinolonlarin pH'ya bagimli ¢oziniirlikleri (pH 6-9'da
minimumdur) ile iligkili oldugu; insanda da normalde goériimeyen alkalen idrar
kosullarinda kristaliirinin meydana geldigi bildirilmistir (42). Dolayisiyla kinolon
nefropatisi insanda nadir goriiliir, ancak yine de, zellikle yitksek doz CPR alanlarin

iy1 hidrate edilmesi Onerilmektedir (42).
1.1.1.5.3. Kardiyovaskiiler Toksisite

Klinik 6ncesi toksikolojik degerlendirmelerde, diisik iv dozlarda kinolon
uygulamasim takiben kopek ve kedide onemli olgiide hipotansiyon ve tasikardi
gozlenmistir (53). Bu etkilerin histamin salimiyla iligkili ve doza bagimli oldugu,
oral uygulama ile de gozlendigi bildirilmistir (42). Kinolonlarin kardiyak ritmi
dogrudan degistirme potansiyeline de sahip olduklari, CPR’1n ¢ok yitksek dozlarda
(300 mg/kg) ventrikiller tasikardiye neden oldugu saptanmustir (55). Diger taraftan
CPR alan kisilerde beyin kan akiminin azaldig: bildirilmistir (56).
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Ancak CPR ve diger kinolonlarin kullanimi ile insanda kardiyovaskiiler zit
etki gelismesi riski ¢ok duasiktar. Bu nedenle hayvanlarda gozlenen hipotansif

etkinin (ozellikle kedi ve kopekte) tire 6zgi oldugu dusiinilmektedir (44).

1.1.1.5.4. SSS Toksisitesi

CPR ve diger kinolonlarin dusiik dozlarinin deney hayvanlarnindaki SSS
toksisitesi diisiik diizeydedir ve genel davranmig, lokomotor aktivite ve roto-rod
performansinda ufak degisikliklerle smirlidir. Ancak doza baglh olarak EEG
degisikliklerine, prokonviilsan etkiye ve ¢ok viikksek dozlarda konviilsan aktiviteye
neden olduklarini1 gosteren yayinlar bulunmaktadir (16, 41, 42, 44).

Baslangictaki aragtirmalar nalidiksik asitin siganda sadece hafif eksitatdr bir
EEG degisikligine neden oldugunu, kedide ise nobetlere sebep oldugunu gostermigtir
(57). Enoksazin ve sparfloksazinin kedide generalize nébetlere neden oldugu (58,
59), CPR, enoksazin, levofloksazinin iv yoldan esdeger dozlarinin kedide EEG
degisikliklerine ve generalize nobetlere sebep oldugu (60); ofloksazin, tusofloksazin
ise kedide sersemlik yaptig1 ve EEG'de inhibitor bir kalibin gozlendigi bildirilmistir
(44). Nozaki (61) CPR, ofloksazin ve lemofloksazinin ip yiiksek dozlarinin farede
konviilsiyonlara neden oldugunu, oral uygulamayla konvilsiyon gorilmedigini
bildirmis, dolayisiyla kinolonlarin birincil etkisinin SSS eksitasyonu oldugunu ileri
surmuagtir. Tam bu ¢alismalar kinolonlarin SSS'de hem eksitator, hem de inhibitor
aktiviteleri oldugunu gostermektedir. 1.1.6.4.'de sozii edilen insandaki zit etkilerin de
aym mekanizmalara dayandigi samlmaktadir.

Diger taraftan, hemen tim kinolonlarin yiiksek dozda spontan motor
aktiviteyi inhibe ettikleri, ornegin nalidiksik asidin yiksek dozda azaltici etkisine
karsilik diisiik dozda arttirict etkisinin gozlendigi (57), bu artisin da SSS iizerindeki
eksitator etkiye bagh olabilecegi ileri siiriilmuistiir (44).

Kinolonlarin SSS etkilerine iligskin mekanizmalar 1.1.1.6.4.'de anlatilmastir.
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1.1.1.5.5. Ureme Sistemi Toksisitesi ve Gelisimsel Toksisite

Sican ve kopekte bazi kinolonlarla (norfloksazin, pefloksazin) uzun dénem
toksisite caligmalarinda spermatogenezde bozukluklar ve/veya testikiiler hasar
saptanmustir (44).

Sigan ve tavsanlarda yapilan ¢aligmalarda, fotal biiyime inhibisyonu; dusik
ve Oli dogum sikliginda artig gibi bazi etkiler goézlenmis ise de teratojen etki
saptanmamugtir. Bu ilaglarin insanda teratojen olduklarina iliskin belirgin bir kamit da

bulunmamaktadir (44).

1.1.1.5.6. Genotoksisite

CPR’in yitksek dozlartyla in vitro kosullarda sican hepatositlerinde UDS
indiksiyonu saptamirken, in vivo uygulamalarda bu etki gozlenmemistir (62). Bu
bulgular, CPR’1in genotoksik etkisinin DNA ile dogrudan etkilesmek seklinde
olmayip indirekt bir mekanizma ile oldugunu dugiindirmektedir (44). Diger taraftan
tampon kapasitesinin zayif olmasina ve test maddesinin konsantrasyonunun
artmasina bagli olarak ortamin iyonik gicinde meydana gelebilen degismeler, in
vitro testlerde yanlis-pozitif sonuglarin elde edilmesine neden olabilmektedir (63).

Disiik doz (0.15-6 mg/kg) CPR uygulamasinin fare kemik iliginde doza baglh
kardes kromozom degisimi (SCE) artisina neden oldugu (64), ancak klinik
calismalarda periferal lenfositlerde kromozom hasart gozlenmedigi  (65)
bildirilmistir.

Hernekadar ilk calismalar kinolonlarin memeli topoizomeraz II’sine olan
afinitelerinin bakteryal giraza olan afinitelerinden binlerce kez dusik oldugunu
gostermis ise de, yenilerde yapilan in vivo ve in vitro sitogenetik g¢alismalar
kinolonlarin okaryotik sistemlerde de genotoksik oldugunu kanitlamaktadir. Bu
nedenle, bu ilaglarin kromozomal aberasyonlan inditkkleme potansiyellerinin kismen

topoizomeraz II’ye olan afinitelerine bagli oldugu ileri siirilmiistir (44).
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1.1.1.6. CPR’in Insanda Gézlenen Zat Etkileri

Klinik arastirmalar ve postmarketing veriler, CPR’nin yaslhilar (>65 yas) ve
geng hastalar dahil tim kullamcilarda genellikle iyi tolere edilen bir antibiyotik
oldugunu gostermektedir. CPR kullanimy ile iligkili zit etkilerin hastalarin % 9’unda
gozlendigi (7, 66), ilacin kesilmesini gerektiren zit etkilerin ise hastalarin sadece

% 1.5’unda goruldign bildirilmistir (7).

1.1.1.6.1. Gastrointestinal Yan Etkiler

Diger tim antimikrobiyal ajanlarla oldugu gibi, kinolonlarla tedavide en sik
rastlanan yan etkiler gastrointestinal (GI) semptomiardir. CPR kullanan hastalarin %
5’inde bulanti, kusma, diyare, abdominal agri, istahsizlik, dispepsi ve mide yanmasi
gibi semptomlar gozlenir (9, 7). Agiz kurulugu, disfaji, gastrik irritasyon, GI kanama,
pankreatitis gibi etkilerin gorilme sikligt ise % 1’den azdir (7). Yakinlarda yapilan
¢ift kor diizenli bir gcaligmada giinde 2 kez 500 mg/kg CPR kullammiyla % 13
oramnda bulant: sikayetinin oldugu belirlenmistir (67).

Kinolonlarla induklenen kusma kopeklerde i1v uygulama ile de

gozlenmistir. Bu nedenle bu etkinin GI kanal irritasyonundan ziyade, merkezi bir etki

ile meydana geldigi sanilmaktadir (44).

1.1.1.6.2. Artropati

1.1.1.5.1.°de anlatildiz1 sekilde, gen¢ hayvanlarda artikiller hasara sebep
oldugu gosterilen CPR dahil tiim kinolonlarin bebeklerde, ¢ocuklarda, adolesanda,
gebelerde ve emzikli annelerde kullamimi, genel olarak kontrendike kabul edilir.
Omnegin FDA pediatrik kullanima izin vermemektedir (39).

Ancak kullanimin simirli olmasi nedeniyle az sayida olmakla birlikte, mevcut
veriler kinolonlarin gen¢ hayvanlarda neden oldugu irreversibl kikirdak
toksisitesinin, agir infeksiyonlar i¢in CPR veya diger kinolonlarin kullanildig:

cocuklarda gozlenmedigini gostermektedir (68-71).
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CPR’in antipseudomonal aktivitesi nedeniyle kistik fibrozisli g¢ocuklarda
kullammina  iliskin  ¢ok sayida veri, hayvanlarda goézlenen etkileri
dogrulamamaktadir. Ayrica, bu hastalarda hastaligin kendisinden kaynaklanan ve
kistik fibrozis artraljisi adiyla adlandirilan artralji olasilig1 da vardir (68). Schaad ve
ark. (69) tarafindan ¢esitli yas gruplarinda yapilan ¢alismalar, zit reaksiyonlarin
sadece post-pubertalhastalarda artralji (2/42 hasta) ve sirt agrisi1 (1/42 hasta) seklinde
gozlendigini, ancak iskelet ve kikirdak hasarma iligkin klinik ve laboratuvar
bulgusunun olmadigini géstermistir.

Aym aragtirmacilarin 13 pre-pubertal, 15 post-pubertal gocukta yaptiklari
prospektif bir ¢aligmada, 30 mg/kg/giin, oral CPR’in 3 ay sireli kullanimi ve 2 yillik
izleme periyodunda, manyetik rezonans gorintileme (MRI) teknigi ile yapilan
incelemeler de dahil, zit etki gosteriimemistir (70). Lang ve ark. (72) 30 mg/kg/gin
dozda 14-21 giin sireli CPR verilen ortalama 4 yaglarinda 21 ¢ocukta yaptiklar 1 y1l
stireli izleme ¢ahgmalarinda artralji gozlememislerdir.

Cheesbrourgh ve ark. (73), invasif salmonellozis i¢in ginde 2 kez 10 mg/kg
CPR verilen 62 ¢ocuktan sadece 1’inde diz ekleminde sigsme gozlemisler, ilacin
kesilmesi ile 48 saatte semptomlarin ortadan kalktigini bildirmiglerdir. Ancak bu
etkinin septik artrite baglt olabilecegi de dustinalmistir.

Kinolon kullanimina iliskin artropatinin yetiskinlerde de gozlendigine iliskin
baz1 veriler vardir. Kistik fibrozisli 25 yasinda bir erkekte CPR kullanimi ile her iki
dizde kizarma, sisme ve sertlesme gozlenmis, ilacin kesilmesini takiben 2 hafta
iginde gegen semptomlar, CPR’in tekrarlanmas: ile tekrarlamistir (74).
nug olarak, meveut veriler CPR’in ve diger kinolonlarin ¢ocuklarda sadece
gecici artraljiye neden oldugunu ve etkinin doza ve siireye bagh oldugunu
gostermektedir. Artraljinin daima reversibl oldugu gozlenmis ve patolojik bir
anomali saptanmamustir. Pediatrik hastalarda CPR ile iligkili olarak tim dinyada
gozlenen artralji sikhigimin % 1.3 oldugu (75), kistik fibrozisli hastalarin
degerlendirme disi birakilmas: halinde bu sikligin % 0.06’a duastiga (68)
hesaplanmugtir.

Tum bu veriler, irreversibl kinolon artropatisinin tire 6zgi bir toksisite sekli
oldugu ve insan duyarhiligmin ¢ok disik oldugu yonindeki goruslerin giiclenmesine

neden olmustur. Bu konunun uygun aragtirmalarla incelenmesinin gerekli oldugu,



hayati tehdit eden veya konvansiyonel mikrobiyal tedaviye rezistan olan pediatrik
infeksiyonlarda kullammn saglayacag: yararlar dikkate alindiginda, zayif oldugu
gorillen kinolon artropatisi riskinin goze alinabilecegi tartisihir olmustur (73).
Nitekim FDA’nin, bebeklerde ve ¢ocuklar iizerinde uygun protokollere dayal

aragtirmalarin yapilmasina olumlu yaklastid: bildirilmistir (71).
1.1.1.6.3. Renal Yan Etkiler

CPR kullanan hastalarin < 1’inde serum kreatinin diizeylerinde artig,
interstisyel nefrit, distri, poliari ve albuminiri gozlendigi bildirilmigtir (75). CPR
tedavisinin en agir renal yan etkisi akut interstisyel nefrittir (76). Bu etki yalniz
basina goriilebildigi gibi, lenfosit ve/veya renal interstisyumun eosinofil infiltrasyonu
ile birlikte, jeneralize bir alerjik reaksiyon tabiatinda gozlenebilir (77). lleri yas (= 60
yag); birlikte veya yakinlarda diger bir nefrotoksik ilag alim: ve dehidratasyon
predispozisyon faktorleridir (78). Idrann alkali olmas: halinde yiksek doz CPR’in
kristaliiriye neden oldugu saptanmistir (14, 79). Diger taraftan 21 g CPR tableti alan
bir hastada (80) ve yiiksek doz CPR uygulanan kanser hastalarinda (81) akut bobrek

yetmezligi gelistigi gozlenmistir.
1.1.1.6.4. insanda SSS Zit Etkileri-Norotoksisite
SSS zit etkileri kinolonlarin iyi bilinen bir komplikasyonudur. Bu etkilerin

arasinda degismektedir (41, 54, 82). Hafif norotoksik etkiler bagagrsi, bagdonmesi,
yorgunluk, uykusuzluk, huzursuzluk ve gorme bozuklugunu kapsar. Daha agir
norotoksik etkiler psikotik reaksiyonlar, haliisinasyonlar, kabus gorme, depresyon,
ajitasyon, kraniyal hipertansiyon, epileptojenik konviilsif nobetler olarak
tammlanmugtir, ancak nadir goraliirler (< % 0.5).

Bu etkiler daha ziyade, CPR'in dahil bir¢ok kinolonun asir1 doz alimlarinda
ortaya ¢ikar. Ancak kisa sireli ve hatta tek doz normal terapétik kullammda da
gozlenir. Ozellikle yashlarda ve ayrica gocuklarda gorilme sikhigmin yikseldigi;

epilepsi mevcudiyeti ve/veya konviilsiyon esiginde bir diigme, Parkinsonizm,
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serebrovaskiler kan akimimmn azalmasi veya beyinde yapisal bozukluklar gibi
predispozisyon faktorlerinin gorilme sikhigini arttirdigy; ancak bilinen bir epilepsi
hikayesi, psikiyatrik bir bozuklugu veya serebral fonksiyon bozuklugu olmayanlarda
da goralebildigi bildirilmistir (41, 82, 83).

Diger tarafian, nonsteroidal antienflamatuvar ilaglarla (NSAID) birlikte
kullanildiklaninda, CPR'in ve diger birgok kinolon antibiyotigin (ofloksazin,
enoksazin gibi), yalmz bagina uygulamada konviilsiyon olusturmayan dozlar ile agir
ve hatta fatal bir konviilsif nobet tablosunu indiikiedikleri, bu etkinin insanlarda da
gozlendigi bildirilmistir (11, 41, 84).

Benzer etkilerin, genetik olarak epileptik yatkinlig: olan siganlarda CPR ve
diger bazi kinolonlarla (norfloksazin, enoksazin gibi) birlikte, aminofilin uygulamasi
ile de gozlendigi bildiriimigtir (85).

CPR'in ve kinolenlarin yukarida s6zii edilen SSS etkilerinin mekanizmas:
tam olarak bilinmemektedir. Ancak genel olarak iizerinde durulan mekanizma, in
vitro reseptor baglama galigmalariyla varligi gosterilen y-amino butirik asit (GABA)
antagonistik  aktiviteleriyle iliskilidir.  Kinolonlar GABA'min  postsinaptik
membranlardaki GABA-benzodiazepin reseptorlerine baglanmasini kompetitif olarak
inhibe ederler (86, 87). Ancak son yillarda, bu mekanizmanmn kinolonlaria
indiiklenen epileptojenik konvilsiyonlardan yanlhiz bagina sorumlu olamayacag
tizerinde durulmus; dopamin, opioidler, adenozin ve eksitatdr amino asit
reseptorlerinin  de roliinin olabilecegini dikkate alan aragtirmalar yapilmistir.
Adenozin ve oOzellikle GABA reseptorlerinde radyoaktif ligandlar kullanilarak
yapilan baglama c¢alismalari, bu mekanizmalarin kinolonlarla tedavi esnasinda
kargilagilan SSS zit etkilerini O6ngorme ve agiklama igin yeterli olmadigni;
MGABA]'n reseptore baglanmas: tizerinde kinolon etkisinin zayif oldugunu ve
bunun epileptojenik etkiyi izah etmedigini géstermistir (86, 88).

NSAID ilaglarla kinolon etkilesmelerinin ve dolayisiyla konwiilsiyon
inditksiyonunun en tipik 6rnegi, fenbufen'le ve onun ana metaboliti olan bifenilasetik
asit (BFAA) ile goriilir. Bu etkilesmenin kinolonlarin yaptigi GABA, reseptor
blokajinin arttinimas: ile iliskili oldugu yaygin bir gorustir. Nitekim, sican vagus
sinir preparatlarinda GABA, reseptorii inhibisyonu 250 uM CPR ile miimkin
olurken, BFAA varhginda CPR'in ICso degeri 0.6 uM'a iner (89). Ancak SSS zit
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etkilerine sahip olmasina karsilik, nalidiksik asidin GABA, reseptorii igin 1Csg
degeri, BFAA varhginda degismez (90). Bu da bu etkilesmenin temelinde yatan
mekanizmanin sadece GABA inhibisyonu olmadigini gostermektedir.

Florokinolonlar yapisal olarak kiniirenik aside ve glutamat reseptoriniin diger
endojen ligandlarina benzerlik gosterirler. Bu nedenle ligand-kapili glutamat
reseptorleri ile de etkilegebilecekleri dusinulmistir. N-Metil-D-Aspartat (NMDA)
reseptorinin glutamat baglayict bolgesinin selektif antagonisti olan AP-5 veya AP-
7'nin kinolonlarin prokonviilsif etkilerini antagonize etmeleri bu gorigle uyumludur
(91). Ancak reseptor baglanma caligmalarinda ne iyon, ne de ligand-kapili glutamat
reseptorlerine spesifik afinite saptanmamustir (88, 92).

Dolayisiyla kinolonlarin SSS etkilerinin ve 6zellikle konviilsif potenslerinin
molekiiler hedefi veya noronal reseptor tipi tam olarak belirlenebilmis degildir.
Ancak yakin yillarda yapilan bir ¢aligmada fizyolojik olarak intakt bir model olarak
sigan hipokampus kesitleri kullanilmig, CPR ve diger ¢esitli kinolonlarin eksitator
potansiyelleri NMDA  reseptorlerince zengin CAl  bolgesinde  yapilan
elektrofizyolojik saha potansiyeli olciimleri ile belirlenmigtir (93). Kinolonlarin
beyindeki terapotik konsantrasyonlarina uygun bir doz araliginda (0.5 ve 4 umol/L)
yapilan olgimlerde, incelenen tim kinolonlarin popilasyon spike amplitadini
konsantrasyona bagimli bir sekilde arttirdiklari; CPR'in potensinin orta derecede
oldugu, yeni kusak kinolonlarin aktivitelerinin ise daha yiiksek oldugu gozlenmistir.
NMDA reseptéorii iyon kanahnin, selektif bir antagonist, MK-801 ile bloke edilmesi
halinde kinolon toksisitesinin doza bagh olarak azaldigi gozlenmis, bu nedenle de
kinolonlarin eksitator etkilerinde NMDA-kapih iyon kanallarinin muhtemel hedef
oldugu ilert striilmuasgtir (93).

Ayn1 ¢aligmada, inkiibasyon ortamindaki Mg konsantrasyonlarinda yapilan
ufak degisikliklerin kinolon etkisini onemli dl¢iide amplifiye ettigi saptanmustir.
Arastirmacilar, Mg 'la selasyon yapma 6zelliginin kinolonlarin kikirdak tizerindeki
toksik etkileri i¢in de bir mekanizma olarak dugiinildigini dikkate alarak (55),
kinolonlarin eksitator potenslerinin NMDA reseptérii iyon kanalindaki Mg' " blogunu
ortadan kaldirmak suretiyle NMDA aktivasyonuna neden olmak esasma dayandigim

ileri sirmislerdir.
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1.1.1.6.5. Fototoksisite

Eritem, kasinti, urtiker, dokuntd seklinde kitanoz asin  duyarlik
reaksiyonlarimin goérilme sikligi CPR dahil tim kinolonlar ig¢in % 1-4 olarak
bildirilmektedir (7, 51, 54). Bu zit etkilerin ¢ogunun hafif veya orta siddette oldugu,
anaflaktik reaksiyon ve anjiyonorotik 6dem gibi agir zit etkilerin % 0.1°den daha az
oranda gdzlendigi bildirilmistir (7, 39).

Kinelon grubu antibiyotiklerin prototipi olan nalidiksik asit, baslangigtan beri
fototoksik bir madde olarak tanimlanmistir. Daha sonra CPR, enoksazin ve bilinen
tim kinolonlarin da fototoksisite reaksiyonlarina neden oldugu, ancak reaksiyon
siklig1 ve siddetinin, ilacin cinsine bagli olarak 100 keze varan farklar gosterdigi

saptanmigtir (94). Klinik belirtiler, g
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gelismesinden agir billii eripsiyonlara kadar gidebilmektedir.

Kinolon fototoksisitesinin patofizyolojisi siirekli ilgi konusu olmustur, ancak
tam olarak aydinlatilmis degildir. Halen en gegerli hipotez, kinolonlarin
fotodegredasyon triinleri ve/veya reaktif oksijen bilesikleri vermek tizere isikla
etkilesmeleridir (51, 95). Sonugta meydana gelen bu iki tiriin grubundan birinin veya
her ikisinin doku hasarina neden oldugu samilmaktadir. Yapi-aktivite caligmalar
fotoreaktiviteyi ve dolayisiyla fototoksisiteyi en ¢ok etkileyen molekiiler yapmin
kinolin ¢ekirdeginin C8 pozisyonundaki siibstitilent oldugunu, bu pozisyonda
CPR'de oldugu gibi hidrojen bulunmasinin veya fleroksazin, lemofloksazinde oldugu
gibi fluor bulunmasinin fototoksisiteyi arttirdigint (96); moksifloksazinde oldugu
gibi metoksi grubu mevcudiyetinin ise UVA 1s181na stabiliteyi artirip fototoksisiteyi
azaltigim gostermistir (97). Ayrica ilacin hidrofobisitesine, dolayisiyla hiicresel
membranlar1  gegme yetenegine bagli olarak, farkli hiicresel hedeflerde
lokalizasyonun da fototoksisite potansiyelini etkiledigi; ornedin nalidiksik asidin
fototoksisitesinin membrana  bagh reaksiyonlarla indiiklenebildigi, CPR’in bu
etkisinin ise bilinmeyen bir hiicre i¢i hedef (belki DNA) araciliginda meydana
geldigi ileri surilmugtir (98).

Wagai ve ark. (99-101) bir fare kiitanoz fototoksisite modeli iizerinde, CPR
ve gesitli diger kinolonlarmn oral uygulanmast ile yaptiklari ¢alismalarda, hayvanlara

allopurinol, katalaz, B-karoten, butil hidroksi toluen (BHT) gibi antioksidanlarin
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onceden verilmesinin  koruyucu etki gosterdigini  bulmuslardir.  Go6zienen
fototoksisitenin ksantin oksidaz yolaginda olusan reaktif oksijen bilesiklerine bagh
oldugunu iler1 sirmislerdir. Aymi arastirmacilar fare 3T3 fibroblast hiicrelerini CPR
ve diger kinolon ¢ozeltileri ve UVA’ya maruz biraktiklarinda sitotoksisite
gozlemisler; bu fototoksisitenin katalaz ve superoksit dismutaz (SOD) ile dnlendigini

bildirmisler ve kinolonlarin UVA ile etkilesmeleri sonucunda siperoksit (O2"),

hidrojen peroksit (H,0,) ve hidroksil radikali (OH) olustugunu ileri sirmiislerdir
(102, 103).

CPR ¢ozeltilerinin  farkli dalga boylarinda UV ve gorunir 1gsikla
irradyasyonuyla yapilan calismalarda, ilacin antimikrobiyal aktivitesinin goriniir
1g1iktan etkilenmedigi, fakat ~ 320 nm dalga boyunda UV radyasyonuyla maksimum
dizeyde aktivite kaybi oldugu saptanmistir. Bu ¢aligmada daha uzun dalga boylu UV
(UVA) radyasyonuyla gozlenen aktivite kaybi tzerinden yapilan hesaplamalar,
insanin pencere camindan gecen giin 15181ma (> 320 nm) temasiyla veya gineslenerek
UVA’ya maruz kalmas: ile cilt dokusundaki ve dolasimdaki CPR diizeylerinin
fotodegradasyona ugrayip, onemli olciide disebilecegini géstermektedir (104). Yaz
aylarinda giin ortasinda 4 saat giinese maruz kalmanin antibiyotik aktivitesini % 50
oraninda disiirecegi hesaplanmigtir (104).

UVA’ya maruz birakilan CPR (ve diger bazi kinolon) ¢ozeltileriyle yapilan
yeni bir ¢alismada, singlet oksijen ve O, olusumu gosterilmis, ancak kinolonlarin
fototoksisite potansiyellerinin singlet oksijen verileri ile korele olmadigi, O, verileri
ile daha iy1 bir uyum gosterdigi saptanmistir. C8de fluor tasiyan kinolonlarin
fototoksisite mekanizmasinin ise daha bayitk bir olasihkla, 1g1k etkisivle olusan F
atomunun kaybim takiben, vikksek reaktiviteye sahip karben olusumuna dayandig:;
hatta bunun fotokarsinojenik potansiyel ile de iligkili olabilecegi ileri strtilmuistir
(94).

Klinik oncesi ¢aligmalar kinolonlarin karsinojenik potansiyelinin olmadigim
gostermistir. Ancak Ozel bir fare tirinde bazt kinolonlarin (nalidiksik asit,
lemofloksazin, fleroksazin, ofloksazin) fotomutajenik ve fotokarsinojenik
potansiyellerinin oldugu gozlenmigtir (51, 94). UVA’ya 78 hafta kronik temasla
gozlenen bu cilt timorlerinin, lomefloksazinle olanlar diginda, iyicil oldugu

bildirilmistir. Ancak bu ¢aliyma metodoloji yoninden tartigmahidir (44).
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1.1.1.6.6. Hepatotoksisite

CPR alanlarin % 2’sinde ALT ve  AST’de artis, < % 1’inde alkalen fosfataz
ve diger enzimlerde artig oldugu; nadir olmakla birlikte agir ve ani ve bazen fatal

hepatik yetmezlik olgularinin; kolestazisin gozlendigi bildirilmistir (105, 106).

1.1.1.6.7. immiin Sistem Uzerindeki Etkileri

Fluorokinolonlarin terapétik dozlarda immin sistemde etkili olmadiklari,
ancak ¢ok yiksek dozlarda deney hayvanlarinda immunosupressif etkiler
gosterdikleri bildirilmistir  (39). In vitro dogrudan bir etkilerinin  oldugu
gozlenmemekle birlikte, in vivo uygulamada kemik ili

i graftlan reddini arttirdiklan

SAeiel
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saptanmugtir (107). Diger taraftan CPR’in stres cevabi ile sitokin siiperindiiksiyonu

arasindaki iligkiyi tetikledigi bildirilmigtir (108).

1.1.1.7. ilac Etkilesmeleri

Fluorokinolonlar ve CPR ¢esitli ilaglar ve besin 6geleri ile farmakokinetik
veya farmakodinamik tipte gegitli etkilesmelere girerler.

Aliminyum, kalsiyum veya magnezyum igeren antiasitler; bizmut subasetat
ve sukralfat; demir sulfat ve cinko iceren multivitaminler CPR’in absorbsiyonunu
klinik olarak onemli diizeyde azaltirlar (109). CPR biyoyararlaniminin, kalsiyum
karbonat ile birlikte uygulandiginda ~ % 60 oraninda, aliminyum hidroksit ile
birlikte ise ~ % 15 oraninda azaldig bildirilmistir (110). CPR’den 2 saat 6nce alinan
CaCO;, H2 antagonistleri, simetidin ve ranitidin ilacin biyoyararlanimim etkilemez.
Besinlerle birlikte CPR alinm absorbsiyonu genel olarak etkilemez. Ancak siit, yogurt
gibi kalsiyumca zengin besinlerle birlikte alindiginda CPR’1n biyoyararlanimi % 30-
36 azalir (111, 112).

CPR ksantin tarevi ilaglarla, 6zellikle kafein ve teofilin ile birlikte
alindiginda, ksantinlerin klerensinde azalmaya ve eliminasyon yari Omrinde
uzamaya neden olur. Bu etkilesmeler, diger bazi kinolonlara, 6zellikle de enoksazine

kiyasla dusiik olmakla birlikte klinik olarak onemli duzeydedir (113, 114). Gerek
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insan gerekse sigan hepatik mikrozomlarinda veya gen transferi yapilmis hicre
kiltirlerinde yapilan in vitro ¢alismalar, CPR dahil ¢ok sayida kinolonun sitokrom
P-450'nin CYP1A2 izozimini kompetitif olarak inhibe ettigini gostermistir (115,
116). Oysa kafein ve teofilinin hepatik metabolizmasinin ilk kademesini olusturan
demetilasyon yolagindan bu izozim sorumludur (117, 118). Nitekim kafein, ilag
metabolizmasi i¢in hepatik kapasitenin dlgimiinde ve CYP1A2'in indikatori olarak
kullanilmaktadir (119).

CPR'in ve ¢esitli diger florokinolon tirevi antibiyotiklerin sican hepatik
mikrozomlarinda CYP3A2 ve insan hepatik mikrozomlarinda CYP3 A4 izozimlerini
de inhibe ettigi gosterilmistir (120). Esas olarak CYP3A tarafindan metabolize edilen
siklosporin A ile (121) ozellikle pediatrik renal transplantasyon hastalarinda
gozlenen fluorokinoion etkilesmesinin  bu inhibitér etkiden kaynaklandig:

anlagilmaktadir (120, 122). Dolayisiyla CPR'in CYP3A- ve CYP1lA-araciliginda
| metabolize olan ilaglarla etkilesmesi olasilig1 yiiksektir ve bu etkilegsmelerin, yiiksek
doz uygulamalarinda klinik olarak 6nemli sonuglara yol agmast s6z konusudur (114,
120).

CPR ve ¢esitli diger fluorokinolonlar, seyrek goralmekle birlikte, varfarin ile
etkileserek protrombin zamanimin uzamasina neden olurlar (123). Olasi
mekanizmalar varfarin eliminasyonunun inhibisyonu, proteine baglanmasinin

azalmasi ve K vitamininin sentezlendigi barsak florasimn inhibisyonudur (112).
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1.2. Oksidatif Stres, Serbest Radikaller ve Antioksidan Savunma

Oksidatif stres, organizmanin prooksidanlarn ile antioksidan sistemleri
arasindaki dengenin prooksidanlar yoniinde bozulmasi olay: olarak tamimlanir (124).
Oksidatif stresi meydana getiren Ui¢ ana kaynaktan soz edilebilir (125): (1) Endojen
ve/veya eksojen kaynaklarin asir aktivitesi sonucu hiicredeki oksidan yiikiin asir
artmast; (2) Antioksidanlarin diyetle alminda 6nemli diizeyde azalma olmasi;, veya
(3) Hucredeki radikal olusum orani ile hiicrenin antioksidan dizeyleri 'mormal'
sinirlarinda olmasina ragmen, aradaki dengenin radikaller lehinde bozulmas:.

Hucreler, kars1 karsiya kaldiklan orta dizeyde oksidatif hasari, antioksidan
savunma sistemlerinin kapasitesini arttirarak tolere edebilirler. Yiiksek diizeyde
oksidatif stres karsisinda ise DNA hasari, hi
artma, proteinlerde (membranal iyon tasiyici proteinler de dahil) hasar ve lipid
peroksidasyonu meydana gelir. Boylece oksidatif stres, hiicre hasart ve hiicre
olumuyle sonuglanabilir (126). Oksidatif stresin farkli molekuler hedeflerde meydana

getirdigi hasarin nisbi 6nemi, olusan oksidatif stresin biiyiikligiine, hangi mekanizma

ile meydana geldigine, siiresine ve bu olaya maruz kalan sistemin karakterine de

baghdir (127).

1.2.1. Serbest Radikaller ve Reaktif Oksijen Bilesikleri

Serbest radikal, bir veya birden ¢ok eslenmemis elektron igeren ve bagimsiz
hareket eden herhangi bir vapi (atom, iyon veya molekiil) olarak tanimlanir (126).
Serbest radikaller bu yapisal dzellikleri nedeniyle eslenmemis elektronlarim diger bir
molekile verebilen veya kendi elektronlarimi eslemek t{izere baska bir molekiilden
elektron ¢alan ¢ok reaktif bilegiklerdir. (126).

Radikallerin radikal olmayan bilegiklerle reaksiyonlar1 asagidaki sekillerde
olabilir. Radikal,

1) Eslenmemis elektronunu radikal olmayan bir bilesige verebilir
(rediikleyici radikal),
i) Eslenmemis elektronunu eslemek tizere bir baska molekiilden elektron

alabilir (okside edici radikal),



1i1) Radikal olmayan bilesige katilabilir.

Bu reaksiyonlarin sonunda radikal olmayan bilesik de radikal haline gelir. Bu
nedenle serbest radikallerin radikal olmayan bilesiklerle reaksiyonlari, birbirini
izleyen 'zincir reaksiyonlar' seklinde yurar (128).

Biyolojik sistemlerdeki serbest radikaller oksijen, karbon veya kukirt atomu

merkezlidir. Ancak ilgi ve aragtirmalanin biyik c¢ogunlugu oksijen merkezli

radikaller Gzerinde yogunlagmistir. 'Reaktif oksijen bilesikleri' terimi, O;” ve OH’
radikali gibi oksijen merkezli radikallerin yanisira, zarar potansiyeline sahip singlet
oksijen ("Ag), H,0,, hipoklorik asit (HOCI) ve ozon (O3) gibi radikal olmayan
oksijen tlirevi gruplari tanimlamak i¢in kullanilir (127). Tablo 1.6.'da biyolojik

oneme sahip bazi serbest radikal tipleri goriilmektedir.

Tablo 1.6. Biyolojik 6neme sahip bazi serbest radikaller.

Radikalin Tipi Genel Yapisi
C-merkezli radikaller R-"CH-R
O-merkezli radikaller O, ve OH
H-merkezli radikaller H

N-merkezli radikaller RN’

S-merkezli radikaller R-§&

Aromatik radikaller Fenoksil radikali

Reaktif oksijen bilesikleri insan viicudunda endojen ve eksojen kaynakh
olarak surekli meydana gelir. Ancak organizmalar, sahip olduklari savunma
sistemleri sayesinde bu bilesiklere karst korunurken, onarim sistemleri yardimiyla da

oksidatif hasara ugramig molekiillerin birikmesini onlerler (127).



1.2.1.1. Serbest Radikallerin Endojen Kaynaklar:

Serbest radikallerin in vivo ana olusum kaynaklar su sekilde siralanabilir:

(1) Normal aerobik solunum: Reaktif oksijen bilesiklerinin in vivo kosullarda
ana olusum kaynagi, adenozin trifosfat (ATP) sentezinin oldugu oksidatif
metabolizma esnasinda, mitokondriyal solunum zincirinden elektron sizintisidir. Bu
olay sonucunda O, anyonu ve bunun dismutasyonu ile H,O, meydana gelir. Toplam
elektron sizintisitmin - % 3-57inin  reaktif oksijen bilesiklerinin olusumu ile
sonuglandig bildirilmigtir (129).

(i) Fagosit aktivasyonu: Organizmanin nétrofiller, monositler, eosinofiller ve
makrofajlar araciligi ile mikroorganizmalara ve diger uygun stimuluslara karsi
kullandigr en gugiu silah NADPH-aracih@inda olusturdugu serbest radikallerdir.
Uygun stimulusla birkag saniyede aktive olan fagositler anormal derecede yiiksek

oksijen kullanirlar (solunum patlamasi=respiratory burst) ve sonugta O;°, H,0,,

HOCI ve nitrik oksit (NO") meydana gelir. Ancak asiri fagosit aktivasyonu (romatoit
artritte oldugu gibi) reaktif oksijen bilesiklerine bagli doku hasari ile sonuglamr.(130,
131)

(iii) Peroksizomlar: Eter lipit biyosentezi, kolesterol ve dolikol
metabolizmasinda onemli rol oynayan ve cesitli katabolik ve anabolik yolaklar igin
elzem enzimleri tasiyan peroksizomlar, sahip olduklari yiksek konsantrasyondaki
oksidazlar nedeniyle dnemli miktarda H,O; tiretirler (132).

(iv) Endoplazmik retikulum ve niklear membran elektron transport
sistemleri: Doymamus yag asitlerinin ve ksenobiyotikierin oksidasyonundan sorumlu
sitokrom P-450'ler aracilhigi ile olusan serbest radikaller hem organel i¢inde, hem de
organel disinda sitozolik reaksiyonlara girebilirler. Nikleer kaynakli radikallere
DNA'min duyarhilig: yiksektir (133).

(v) Parin, katekolamin ve prostanoid gibi endojen maddelerin ksantin
oksidaz, monoamin oksidaz, lipooksijenaz gibi spesifik enzimlerle, ozellikle de
oksidazlar aracihiginda yirliyen metabolizmalar1 esnasinda serbest radikaller
meydana gelir. Ayrica ksenobiyotiklerin sitokrom P-450 aracihginda yarayen

metabolizmalart esnasinda serbest radikaller olusur (134, 135).



(V)

(vi) Plazma membranlari: Fosfolipid igerikleri nedeniyle hem serbest radikal
olusturma, hem de serbest radikallere hedef olup sonugta gelisen zincir
reaksiyonlarinin ve lipid peroksidasyonunun yeri olma &zelligine sahiptirler. Serbest
radikal olusumu, arasidonik asidin lipooksijenaz ve siklooksijenazlarla oksidasyonu
esnasinda gerceklesir (136).

(vil) Hucre ig1 kigikk molekillerin oksidasyonu: Tiyoller, hidroksikinonlar,
katekolaminler, tetrahidropteridinler, flavinler gibi bazi bilesiklerin sulu ortamda

ugradiklart oksido-reditksiyon reaksiyonlarinda serbest radikaller olusur (137).

(v) Vaskiiler tonusun regiilasyonunda kullanilan NO* | endotelyal hicrelerde

L-arjininden nitrik oksit sentaz aracihginda sentez edilir. Cesitli bagka hiicre
tiplerinde de NO" sentezi yapilir ve NO® hiicre membranlarim kolayca asarak ikincil

ulak roli oynar. Ancak fazla NO" sitotoksiktir. Agir1t NO* kronik enflamasyon, inme
ve septik sok gibi kosullarda doku hasarinin nedenidir (126).

(vi) Superoksit dismutazin veya amino asit oksidazlar gibi gesitli oksidaz
enzimlerinin katalizledigi reaksiyonlar sonucunda O, anyonundan, dismutasyon ile,
H»0, meydana gelir (138).

(vii) H,0,'in, Fe™" ve Cu'" gibi gegis metalleri ile katalizlenen bir reaksiyon

sonucu Oz anyonu ile etkilesmesiyle (Haber-Weiss reaksiyonu) OH" meydana gelir
(139).
(viii) Fibroblastlar ve lenfositler ekstraseliiler ortama, fagositlere oranla daha

dusik duzeyde olmak tizere, O,” anyonu ve H,0, sahiverirler (140, 141).
1.2.1.2. Serbest Radikallerin Eksojen Kaynaklar

Serbest radikallerin eksojen kaynaklarimi radyasyon (x-isinlari, y-1sinlar
ultraviyole), sigara dumam, pestisitler, organik solvanlar gibi ¢evresel kirleticiler,
cesitli ilaglar, 1s1 ve hiperoksik gevreyi de kapsayan etmenler olusturur. Basta bazi
ilaglar olmak tizere bu bilesiklerin bir kismi, hedef dokularda oksidatif hasara neden
oldugu gosterilmis olan serbest radikal ara tirinlerine metabolize olurlar (127).

Ksenobiyotiklerin oksidatif stresi indiiklemesi ¢esitli sekillerde olabilir (124,
133). Baz1 ksenobiyotikler;
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(i) Kendileri serbest radikal yapisindadirlar veya serbest radikal igerirler (NO,
NO., sigara dumany, is, katran gibi).

(ii) Kendileri serbest radikal degildir, fakat yiksek reaktiviteye sahiptir ve
organizmada serbest radikal olustururlar (O3, 'Ag, H;0,)

(ii1) Oksidatif yolaklarla metabolize edilirler. Bu sirada meydana gelen
epoksit metabolitlerinin ugradigr siklik oksido-rediiksiyon yolaginda serbest
radikaller olusur (benz(a)piren ve diger polisiklik aromatik hidrokarbonlar).

(iv) Redoks siklusuna girerler. Tek elektron transferi ile enzimatik olarak
rediikklenmeyi takiben olusan radikal yapisindaki ara tranler (6rnegin, semikinonlar)
otooksidasyona ugrar. Bu esnada bu ilave elektronlarin1 molekuler oksijene aktararak
O, anyonu olustururlar ve diger reaktif oksijen bilesiklerinin meydana gelmesine
yol agan reaksiyonlan indiklerler (kinonlar, adriamisin, mitomisin C, parakuat,

aromatik nitro bilesikleri gib1).

1.2.1.3. Serbest Radikallerin Reaktiviteleri-Biyolojik Aktiviteleri

Serbest radikaller yiiksek reaktiviteleri nedeniyle, organizmada hiicresel
oksidatif hasara yol agan maddelerdir. Ancak belirli bir dengeyi surdirmek kosulu

ile, bazilanmin yararli fizyolojik aktiviteleri vardir: Fagositik hiicrelerin islevlerini

07", H0, ve HOCI araciliginda yerine getirmeleri; NO' 'in vaskiler tonusu regiile

etmesi gibi (142).

1.2.1.3.1. Siiperoksit Anyonu

Oksijenin bir elektron alarak rediiksiyona uSramast sonucu meydana gelir
(Esitlik 1.1). O anyonu c¢ok gugli bir oksidan degildir, ancak daha potent
oksidanlarin  olusumuna neden olacak reaksiyonlar =zincirini baglatabilme

potansiyeline sahiptir.

02+e_ ' 02.— (11)



O;" anyonu insan vicudunda adrenalin, dopamin, tetrahidrofolat gibi
bilegiklerin ve mitokondrial ve sitokrom P-450 elektron transport zincirinin baz
bilesenlerinin O, ile reaksiyonu sonucu kagimmilmaz olarak meydana gelir. Ayrica
organizma kasith olarak da O, anyonu yapar. Ornegin fagositler (nétrofiller,
makrofajlar, eosinofiller) savunma mekanizmalarinin bir pargast olarak 6nemli

miktarlarda O, anyonu uretirler (126).

O, anyonu OH’ radikalinden daha az reaktif olmasina ragmen, gesitli

molekullerle reaksiyona girebilir ve genellikle rediikleyici bir ajandir. Ornegin, O,
anyonu NO° radikali ile hizla reaksiyona girerek peroksinitrit (ONOQO’) meydana

getirir. Bu reaksiyonla NO* radikalini uzaklagtirmas: nedeniyle, O,” anyonunun bir
vasokonstriktor olarak da etki yapabilecegi bildirilmistir. Bu nedenle, vaskiler
ortamda fazla miktarda meydana gelen O," anyonunun hipertansiyon ve vazospazm
olusumuna neden olabilecegi ileri strilmugstir (127).

O;" anyonu 7n vivo ortamda oksidan olarak da etki eder. O, anyonunun,
dihidroksiasit dehidrataz, akonitaz ve 6-fosfoglukonat dehidrataz gibi demir-silfur

[4Fe-4S] grubu tasiyan bazi bakteriyal enzimleri inaktive edebildigi gosterilmistir

(143, 144). [4Fe-4S] grubundan saliverilen demir, H2O, ile OH® meydana getirmek
uzere reaksiyona girebilir veya HyO, ile reaksiyona girmeden once DNA'ya

baglanarak mutasyona ve bazlarin hidroksilasyonuna neden olabilir (145).

1.2.1.3.2. Hidrojen Peroksit

In vivo ortamda olusan O,” anyonunun biiyiikk bir kismi, nonenzimatik
yollarla veya SOD'in katalizledigi reaksiyon ile radikal yapisinda olmayan H,O,’e
donugur (Esitlik 1.2). H,O,, monoamin ve amino asit oksidazlar gibi ¢esitli oksidaz
enzimleri tarafindan da dogrudan duretilebilir. Ksantin oksidazin, hipoksantini
ksantine ve ksantini tirata doniigtirmesi sirasinda da oksijen, O;” ’e ve Hy0s’e

indirgenir (126).

20" +2H —————» H,0,+ O, (1.2)

B yURSEKOCRETIM KUROLY
BOKIMANTASYON MERKEZA
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0O, ve H,0;, Fe™ ve Cu'" gibi gegis metallerinin varliginda OH" radikali
meydana getirebilir. Bu reaksiyon Fenton Reaksiyonu (Esitlik 1.3)  olarak

adlandirilir:

Fe" +H,0, ————p Fe' "+ OH +OH (1.3)

H,0;, suya benzer sekilde, hiicre i¢ine veya hucreler arasina kolaylikla difiize
olur. Reaktivitesi azdir. Fakat yiksek konsantrasyonda (> 50 uM) H,O,, cesithi
hiicresel hedeflerle reaksiyona girip bakteri, bitki ve hayvan hiicrelerinin hasarina ve
olumiine neden olur (146). H;O,, proteinlerdeki sulfidril ve metionil yapilarm
oksitleyebilir ve lipid peroksidasyonuna neden olabilir (147). Cesitli mekanizmalarla,
ornegin glikolitik enzim, gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenazin esansiyel bir -SH

grubunu okside ederek inaktive etmek suretiyle ATP yapimim bozar (148).

02" ve H;07’in toksisitelerinin biyik kismi OH™ olusturmalarindan

kaynaklanir. Ornegin memeli hiicresinin fazla H,O;'e maruz kalmasi DNA sarmal

kirtklarina ve baz modifikasyonlarmma neden olur. Bu etkilerin temelinde OH’nin

DNA ile etkilesmesi yatar (131, 138).

1.2.1.3.3. Hidroksil Radikali

Bilinen en reaktif ve sitotoksik oksijen radikali OH" 'dir. OH" gigli bir
oksidan olup, hicrenin hemen tiim bilesenleri ile reaksiyona girebilir ve sonugta

serbest radikal zincir reaksiyonlarimin surekli ¢ogalip ilerlemesine (propagation)

neden olur (149). OH’nin ana olusum mekanizmast hidrojen peroksitin reduktif
olarak yikimlanmasidir (Esitlik 1.4). 1.2.1.3.2.°de aynntih olarak anlatilan Fenton
reaksiyonu (Esitlik 1.3) ile; ayrica O,” 'in HOCI ile reaksiyonu ile (Esitlik 1.5) ve

ONOO”in yikimlanmasi ile de OH" olusur.

H,Op + e+ H —>» H,O + OH (14)
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0, + HOCl ———» OH +OH + 0, (1.5)

1.2.1.4. Gegis Metal Iyonlan ve Serbest Radikal Reaksiyonlar

Gegis metal kimyasinin en onemli 6zelligi bu metallerin farkli oksidasyon
sayilarina sahip olmalaridir. Ornegin, demir (Fe'™" veya Fe™ ) ve bakir (Cu” veya
Cu™) iki ayn degerlige sahiptir. Bu ozellikleri nedeniyle gecis metalleri tek elektron

transfer reaksiyonlarina katilarak serbest radikal reaksiyonlarint kolaylastirabilirler

(127). Dolayisiyla gecis metaller1 H,O,'t tek elektron reaksiyonu ile indirgeyip OH"
olusturabilirler (Esitlik 1.6).

M™+H,0, ———» M®V"+0H +OH (1.6)

Yukaridaki reaksiyonda M™ bir metal iyonudur, Ti', Cu’, Fe'", Co™ veya
Ni™" olabilir. Bu reaksiyonlarin hepsi metal toksisitesi yoéniinden 6nemli olmakla
birlikte, normal in vivo kosullarda sadece ve Fe'"ve Cu™a bagimli reaksiyonlar énem
tagir. Bu nedenle organizmada digik reaktiviteli radikallerin daha reaktif olanlara
donisimiinde, demirin ve son yillarda 6nemi anlasiimaya baslanmig olmakla birlikte
bakirin énemli rolii vardir.

Fe"™"" O, ile reaksiyona girerek Fe "ye indirgenir (Esitlik 1.7). Meydana

gelen Fe' ", Fenton Reaksiyonuyla (Esitlik 1.3) H,O,'1 yikimlayarak OH' olusturur.

Fe™"'+0,, —%»  Fe' +0, (1.7)

Fe'" + H,0, » Fe™ +OH +OH (1.3)

Net reaksiyon: O;"+ H,Oy —» 0O, + OH" + OH’ (1.8)



1.8 numaral esitlik 'Haber-Weiss Reaksiyonu' veya 'Siiperoksit Aracili Fenton

Reaksiyonu' adiyla anilir ve hiicrelerde, 6zellikle baz1 patolojik kosullarda (6rnegin
iskemik-perflizyon hasarinda) olugan OH’ 'lerinin ana kaynagidir (139).

In vivo OH' olusumunun en giicli indikleyicisi demirdir. Ancak bakir
iyonlar1 da HyO, ve O;" 'den OH’ olusturabilirler (139). Ayrica bakir ve demirin

hasar yapici etkileri sadece OH" olusturmalan ile ilgili degildir. Bu iki ge¢is metali
otooksidasyon reaksiyonlarini ve lipid peroksidasyonunu da hizlandirabilirler; lipid
hidroperoksitlerini peroksil ve alkoksil radikallerine yikimlayabilirler ve boylece
peroksidasyon dongiisiine yeni yag asidi zincirlerinin girmesini saglayabilirler (126).
Bakirin, ozellikle aterosklerotik lezyonlardaki, dusiik dansiteli lipoprotein (LDL)lerin
oksidasyonunu hizlandirdig: bildirilmigtir (150).

Ancak organizmada bakir ve demir iyonlarimin bu reaktif formlar dusik
diizeyde bulunur. Cinka organizma demir ve bakin katalitik olmayan formlarda
givenle tagiyip saklayan transport (transferin gibi) ve depo (demir igin ferritin ve
hemosiderin, bakir i¢in sertiloplazmin gibi) proteinlere sahiptir (139). Dolayisiyla bu
tutulma (sekestrasyon) mekanizmalari antioksidan savunmaya o6nemli katkida
bulunurlar. Ancak O, ve H;0O, katalitik metal iyonlarini serbestlestirebilme
yetenegine sahiptirler (139). O,” , ferritinden az da olsa demir iyonlarinin
serbestlesmesini saglayabilir (151); demir-siilfiir proteinlerine saldirarak demir agiga
¢ikarabilir (152). H;O, miyoglobinin, sitokrom c'nin ve hemoglobinin Aem

halkalarindan, demir salimini saglayabilir (153). ONOO " ise seriiloplazminden bakir

gikarabilir (154). Ayrica hicreler dusik miktarda demir tasirlar. Bu intraseliiler
demirin hiicrenin lizisi ile ¢evresel dokulara yayilmasi oksidatif hasan
hizlandirabilir. Tablo 1.7°de, disik reaktif ozellige sahip bilegiklerden yiiksek
reaktiviteye sahip bilesiklerin meydana gelisinde, demir ve diger metallerin katalitik

etkileri 6zetlenmigtir.



Tablo 1.7 Diisiik Reaktiviteve Sahip Bilesiklerin Reaktif Bilesiklere Doniisiimiinde Demir ve Diger
Metallerin Rolii (139).

Fe’

07 +H,0O, > OH

b
Lipid peroksitler (ROOH)__ RO’ (alkoksil), RO, (peroksil), sitotoksik aldehitler
—

. Fe/Cu+ 0,° . . Oz . . d
Tiyoller (RSH) » 05, HO,, OH', RS —— RSO;". RSO
Fe/Cu+ ozc
NAD(P)H ¥» NADP) ", O3, H-0.. OH
Askorbik asit e I semidehidroaskorbat radikali, OH", H,O., askorbatin bozunma iiriinleri
Cu/Fe/Mn + O2 ¢

Katekolaminler, otookside olabilen diger molekiiller 057, H,O,, OH', semikinonlar
(veya oksitleyici bilesiklerden

tiireyen diger radikaller)

“ Demirin katalizledigi Haber-Weiss reaksivonu.

? Lipid peroksitlerin dekompozisyonu metal ivonlarma bagimhidir ve sonugcta 4-hidroksi-2,3-trans-
nonenal gibi yiiksek dlciide sitotoksik veya malondialdehit gibi daha az toksik iiriinler meydana gelir.
¢ Otooksidasyon reaksivonlari da denilen bu reaksiyonlanm bir ¢ogu eser miktarda gegis metal iyonu
tarafindan stimiile edilir ve serbest radikal reaksiyonlar ile devam eder.

4 Tiyil (RS") radikalleri oksijen ile siilfenil (RSO") veya tiyil peroksil (RSO;") gibi reaktif oksisiilfiir
radikalleri olusturmak iizere reaksivona girebilir.
“ Askorbik asitin yikimlanmasinda 6zellikle bakar ivonlan etkilidir ve askorbat-bakir ve askorbat-

demir kansimlan sitotoksiktir. Bu toksisitede OH' de rol alir.

1.2.1.5. Serbest Radikal Hasar-Oksidatif Stresin Sonuclan

Serbest radikaller protein, lipit, karbonhidratlar, niikleik asitler ve
niikleotidler {izerinde hasar yapma kapasitesine sahiptir (155). Organizmada
antioksidan savunma mekanizmasinin kapasitesini asacak diizeyde olustuklarinda
hiicresel bilesenlerle reaksiyona girip, metabolik ve hiicresel bozukluklara neden
olurlar.

Agir oksidatif stres hiicre metabolizmasinda agir bozukluk ve degisikliklere
neden olur: DNA zincir kiriklari, mutasyonlar, baz modifikasyonlari, intraseliller
kalsiyum yiikselmesi, membranal iyon tastyicilarimn ve/veya diger spesifik
proteinlerin hasar1 ve lipid peroksidasyonu meydana gelir (127). DNA hasarinin
Fenton sistemini ve nitkleaz aktivasyonunu igeren iki mekanizmayla oldugu ileri
surilmektedir (127, 156). Fenton mekanizmasinda, oksidatif stres hiicrede metalik

bakir veya demirin a¢ia ¢ikmasina ve DNA’ya baglanmasina neden olur. Bakir veya



demir baglanmigs DNA H;0O; ile kars! karsiya kaldiginda OH" olusumu artar. Bu da
zincir kiriklarina, baz modifikasyonlarina ve deoksiriboz fragmentasyonuna neden
olur (127).

Niikleaz aktivasyonunda ise oksidatif stres endoplazmik retikulumun Ca™"'-
baglanmasim inaktive eder ve mitokondrilerden Ca™ saliverilmesine neden olur,
hiicreici serbest kalsiyum konsantrasyonu artar. Tum bu olaylar dizisi endoniikleaz
aktivasyonu ile ve sonugta Fenton mekanizmasinda gozlenen baz modifikasyonlar:
olmaksizin DNA fragmentasyonuna yol agar (127).

Protein kinazlarin, tiyoredoksin gibi tiyol i¢eren proteinlerin ve hiicre yuzey
reseptorlerinin oksidatif strese yanit1 da hiicre metabolizmasinin bozulmas: yoniinde
olur (127). Bu nedenle reaktif oksijen bilesiklerinin fizyolojik yararli nitelikleri ile
hasar yapict ozellikleri arasinda hassas bir denge vardir. Bu denge reaktif oksijen
bilesiklerinin olusum derecesine, hiicresel hedefe, antioksidan savunmanin
boyutlarina, gegis metal iyonlarina bagimlilik gosterir.

Hiicre hasarinin farkli molekiler hedefler i¢in 6nemi oksidatif stresin
derecesine, hangi mekanizma ile olustuguna, ne kadar surdiigine ve stres altina giren
sistemin tabiatina bagimlidir. Ornedin aterosklerotik hastaliklarda oksidatif stresin
onemli bir sonucu lipid peroksidasyonudur (157), ama diger bazi durumlarda DNA

veya protein hasart daha onemli olur (131).

1.2.1.5.1. Lipid peroksidasyonu

Membran lipidlerinin  oksidatif hasarla bozunmas: olayina lipid
peroksidasyonu denir (158).

Hayati hiicresel fonksiyonlar i¢in elzem olan membran bitinligi ve
akigkanhigi, 6karyotlarda membran lipidleri iginde yer alan coklu doymamus yag asit
(PUFA) zincirleri ile saglamr. PUFA yapisinda bulunan iki ¢ifte bag arasindaki
karbon atomlarina bagh allilik hidrojenler, serbest radikaller tarafindan ¢ikarilmaya
kismen hazir durumdadir. Bu nedenle PUFA’lar peroksidasyona g¢ok duyarlidir
(159).

Lipid peroksidasyonu ¢ basamakta meydana gelen zincirleme bir

reaksiyondur. Baglangi¢ basamag: (Esitlik 1.9), PUFA zincirindeki (LH) bir metilen
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grubundan bir hidrojen atomu koparmaya yetecek reaktivitesi olan herhangi bir
kimyasal yapi tarafindan baslatilabilir. Ozellikle membran yakininda olusan OH'

tercihan PUFA’lara saldirir. Sonugta, karbon-merkezli bir radikal, L°, olusur.
Fizyolojik kosullarda, bu radikal yap: i¢inde olusan molekiiler bir diizenleme ile bir
konjuge dien yapis1 meydana gelir. Tlerleme basamaginda (Esitlik 1.10 ve 1.11) bu
karbon merkezli radikal, diger PUFA molekiilleri ile reaksiyona girebilecek bir

radikal olusturmak iizere molekiiler oksijen ile hizla reaksiyona girer. Sonugta bir

peroksil radikali (LOO") olusur. Meydana gelen LOO" bitigigindeki yag asidi yan
zinciri ile reaksiyona girerek hidrojen ¢eker ve sonugta lipid hidroperoksid (LOOH)

olusur (Esitlik 1.11). Bu reaksiyonda meydana gelen karbon merkezli bir radikal (L"),

zincir reaksiyonunun devamina neden olur. Boylece tek bir baglatici olay, yiizlerce

yag asidi zincirinin lipid hidroperoksitlerine (LOOH) déntisimine yol agar (160).
Cu" ve Fe'' gibi metal iyonlari da lipid hidroperoksitleri yikimlayarak lipid

peroksidasyonunu hizlandirirlar (Esitlik 1.12). Bu zincirleme olay, reaksiyonun

devamim saglayan peroksil radikali (LOO") veya alkolsil (LO") radikalinin diger bir
peroksil ve/veya alkoksil radikali ile inaktif Grtinler olusturuncaya kadar siirer

(Esitlik 13-15) (160).

Baslangic:  LH + Baglatic — - (1.9)
Hlerleme: L'+0; —p LOO (1.10)
LOO" +LH —» LOOH + L- (1.11)

. o Cu™, Fe™ . . .
Genisleme ve Biiyiime: LOOH y LO +LOO"+H +OH (1.12)
Sonlanma: LOO" +LOO* —p Inaktif tiriinler (1.13)
L +L1- —» Inaktif Giriinler (1.14)

L'+L0O0"  —p Inaktif Griinler (1.15)
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1.2.1.5.1.1. Lipid Peroksidasyonunun Sonuc¢lan

Lipid peroksidasyonunun zararlh  etkileri, meydana gelen lipid
hidroperoksitlerin ve yikim drinlerinin toksisitesinden ve membran yapisinda
meydana gelen degisikliklerden kaynaklanir (161).

Biyolojik membranlarda meydana gelen yaygin lipid peroksidasyonu,
membran akiskanligmda degisikliklere, membran potansiyelinde azalmaya, H' ve
diger iyonlara karsi gecirgenlikte artisa neden olur ve giderek hiicre zarinin
yirtilmasiyla lizozomal hidrolitik enzimler gibi, hiicre ve organel iceriginin disari
salinmasina yol agar (139).

PUFA’lardan meydana gelen serbest radikaller, membran proteinleri ve
ozellikle sulfidrilli enzimlerden hidrojen ¢ekebilir. Bu olay sonucunda olusan amino
asit radikalleri disulfit kopriileri, protein-lipid ve protein-protein kovalan baglar
olugturabilirler (158). Olusan LOOH’ler gesitli metal komplekslerin varlifinda ¢ok
az miktarlan ile sitotoksik olan aldehitleri ve radikalleri olusturabilirler (162).

Lipid peroksitler ve/veya onlardan tureyen sitotoksik aldehitlerin
makrofajlarin hareketini engelleyebildikleri, protein sentezini inhibe ettikleri, bakteri
olimuine ve enzim inhibisyonuna neden olduklari, fagositler icin kemotaksin olarak
etki yapabildikleri bildiriimigtir (163, 164).

Perokside olan sistemlerde meydana gelen bir¢cok karbonil bilesiginden biri
olan malondialdehit (MDA) kisa zincirli bifonksiyonel bir aldehittir. Diger toksik
aldehitler 4 5-dihidroksidesenal ve 4-hidroksinonenaldir. Az miktarda 4.5-
dihidroksidekanal ve benzerleri de olusur (163). Bu bilesikler MDA ile birlikte,
membrandaki lipid peroksidasyonunun etkilerini tim hiicreye yayabilme ozelligine
sahiptir.

MDA membran bilesenlerinin ¢apraz baglanmasina ve polimerizasyonuna
neden olarak (133) deformasyona, iyvon transportunun bozulmasina, enzim
aktivitelerinde ve hicre yiizey belirleyicilerinin yapisinda agregasyon gibi
membranal dzelliklerinin degigsmesine neden olabilir. MDA ayrica DNA bazlar ile
reaksiyona girer ve mutajenik, genetoksik ve karsinojenik etkilere neden olabilir

(165, 166).
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Lipid peroksidasyonu bazi durumlarda hiicre hasarinin nedeni degil, hiicre
hasart veya Oliminin bir sonucudur. Antioksidan diizeylerinde azalma, metal
iyonlarimin depo yerlerinden salinmasi1 veya hasarli lizozomlardan sizan enzimlerin
etkisiyle hidrolize olan metaloproteinlerden saliverilmesi nedeniyle, hasarli dokular
saghikli dokulara gore lipid peroksidasyonuna daha duyarhdirlar (160). Bu olaylar
sonucunda hastalik veya toksik ajanin hiicre hasar1 veya oliimiine neden olmasi ve
takiben lipid peroksidasyonunun artmasi seklinde devam eden bir olaylar zinciri
ortaya ¢ikar. Hiicresel hasarin birincil nedeni olmasa da peroksidasyon olayi, nihai
urinlerin sitotoksisitesi ve hasarin ilerlemesini indiiklemesi agisindan biyolojik

oneme sahiptir (133).

1.2.2. Organizmamn Antioksidan Sistemleri

‘Antioksidan’ terimi, okside olabilen bir substratin oksidasyonunu, diisiik
konsantrasyonlarda geciktirebilen veya onleyebilen maddeler igin kullanilir (128).
'Okside olabilen substrat' terimi ise canli hiicredeki protein, lipit, karbonhidrat, DNA
ve diger tim biyomolekiilleri kapsar (128).

Hiicrelerin serbest radikallerce ve ozellikle de reaktif oksijen bilegikleriyle
inditklenen hasardan korunmasi aerobik yagsamun 6n kosullarindan birisidir. Canh
organizmalarda bu reaktif bilesiklerin olusumunun 6nlenmesi; DNA, lipidler,
proteinler ve diger biyomolekiillerde yaptiklart hasarin durdurulmasi ve hasarin
onarimma yonelik bir antioksidan savunma sistemi bulunur. Evrimlesme siirecinde,
oncelikle genetik ve hasara karst organizmanin korunmasi amaciyla
gelisen bu sistem, farkli zamanlarda, farkli yerlerde gorev yapan c¢ok bilesenli bir
sistemdir. Ancak bu sistemin enzimatik ve nonenzimatik nitelikli ¢ok sayida bileseni
birbirinden bagimsiz bir sekilde degil, bir bitin halinde birlikte (kooperatif)
calisarak iglevlerini yerine getirirler.

Cok sayida enzim ve endojen maddeden olusan bu sistemin 6nemli

bilesenleri ve etki mekanizmalar1 Tablo 1.8'de ozetlenmistir.



Tablo 1.8. Anfioksidan savunma sisteminin enzimatik ve nonenzimatik bilesenleri (127).

Etki bolgesi/ ismi

Etli mekanizmasy

Ekstraseliiler antioksidanlar

Transferrin

Laktoferrin

Haptoglobinler

Albumin

Seriiloplazmin

Ekstraseliiler stiperoksit dismutazlar

(EC-SOD)

Ekstraselitler glutatyon peroksidaz
(EC-GPx)

Urik asit (iirat)

Glukoz

Biluribin

Miisinier

Membranda yer alan anticksidanlar

E vitamini

B-karoten

Koenzim Q
TIntraseliiler antioksidanlar
Siiperoksit dismutazlar

{Cu ve Mn SOD)

Katalaz

Glutatyon peroksidaz
(Selenyuma bagimir)

aa .
Fe  ivonlarim baglar

Fagositik hiicreler taratindan saliverilir, Fe iyonlarm baglar
Hemoglobini baglar
Bakar, hem ve demir iyonlarm: baglar. HOCI 4 temizler

Bakar iyonlarmi nonspesifik olarak bagiar ve bakira bagimli radikal

reaksiyonlan inhibe eder. Ferroksidaz I aktivitesine sahiptir

Biryiik molekiil agirhgina sahip bir glikoproteindir. Katalitik olarak O, i

endotelyal hiicre viizeyinden uzaklagtinr

Biiyiik molekil agirhgma sahip Se igeren bir glikoproteindir. HyO; ve
lipid peroksitleri uzaklagtinr

Organik ve inorganik oksijen radikallerini temizler. Demir ve bakir

fyonlarmi baglayabilir ve serbest radikal reaksiyonlann: katalizlemesini

Snler veya yavaglatir

OH ile reaksiyon iz sabiti 1.0 10°M*s**dir

Peroksi radikallerini temizler, albiimine bagh vag asidi molekiilierini

oksidasyondan koruyabilir

OH radikalini temizler ve metal ivonlanim baglar

Yagda ¢oziiniir zincir kiricr antioksidandir

Singlet oksijen ve OH radikal temizleyicidir. Baz kosullarda lipid
peroksidasyonu inhibe eder

Enerji metabolizmasindaki dnemli gorevinin yamsira reditkte halde

antioksidan olarak gorev yapabilir

Hiicrelerden O, 1 katalitik olarak uzaklastirirlar

Yiiksek konsantrasyonlarda H>O,"1 katalitik olarak uzaklagtirir

H,0,’1 ve lipid hidroperoksitleri katalitik olarak uzaklagtirr
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Goruldigh gibi hicreler serbest radikal hasarindan ¢ok gesitli koruyucu

enzim, endojen radikal tutucu protein ve suda ya da yagda eriyen antioksidan

kimyasal madde tarafindan korunur. Ornegin, transferin ve seruloplazmin metal

iyonlarimi (strasiyla Fe™™ ve Cu™") tutan proteinlerdir; SOD, katalaz ve GSHPx reaktif

‘oksijen bilesiklerini metabolize edici enzimlerdir. Diger dnemli antioksidan maddeler

icinde a-tokoferol, askorbik asit, tirik asit ile GSH gibi tiyoller bulunur. Ayrica

niikleik asit ve proteinlerdeki oksidatif hasarinin 6nlemesi ve onarimini saglayan ¢ok

sayida enzimatik mekanizma mevcuttur (Sekil 1.3.) (127).

Lipofilik substrat (sistein)
Cyt P450 ) , GSH
NADPH | = — = Reaktif metabolit + GSH ———— Detoksifiye
e Transferaz arin
Mitokondriyal elektron
transport zinciri
ansp \ 4 il
. . ” B karoten
k@tm oksidaz B oH | Se
UVisizn o N 4 * Cvit
stres g ’
enfeksiyon vb. L’ BOH —— Doymamis yag
Redoks-siklusuna giren ilaglar p’ L’ ’
(Cuzn)SOD y /7 et
H;0, e ‘ Sistei
istein .
) ,,/ GSHV\ /r il Glukoz 6-PO, —e— Glukoz
rd
1
1
GSH GSH
CAT | Px Rx
: (Se) (Riboflavin)
L\ I\
\ AN cssa™ naDPH ¥ \ Ribuloz-5<(Py+ CO,
AY
“ (nikotinamid, tiamin)
M0 Hidroksi vag asitleri

Sekil 1.3. Hiicrelerdeki serbest radikal olusum ve savunma mekanizmalari (125).
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Radikal tutucu enzimler ve antioksidanlar serbest radikal olusumunu dort

sekilde inhibe edebilirler:

(1) Gegis metallerini selate ederek. Ornegin, transferrin.

(i)  Zincir reaksiyonlarini kirarak. Ornegin, a-tokoferol.

(i)  Reaktif oksijen bilesiklerinin konsantrasyonunu azaltarak. Ornegin,
glutatyon.

(iv)  Baslatici radikali tutarak. Ornegin, stiperoksit dismutaz (127).

Antioksidan enzimler hucrelerin hem hidrofilik, hem de hidrofobik
bolgelerinde lokalize olmuslardir. Antioksidanlar da hem hiicre iginde hem de
ekstraseliiler bolgelerde yer alirlar (139). Aerobik hiicrelerin serbest radikal hasarina
karsi korunmasinda ilk savunma hattimi 3 antioksidan enzim olusturur: SOD,
glutatyon peroksidaz (GSHPx) ve CAT. Bu enzimler organizmanin antioksidan yiikii
artiginda up-regile edilir, indiklenirler. Antioksidan savunmada 2. hat ise E
vitamini (E Vit), selenyum (Se), B-karoten, C vitamini gibi mikrontrientlerin

islevleri ile saglanir.

1.2.2.1. Siiperoksit Dismutaz

Superoksit dismutaz (SOD)lar aerobik hiicrelerdeki ana intraseliiler
(hiicreigi) antioksidan enzimlerdir. SOD aktivitesi ilk kez 1969'da McCord ve
Fridovich tarafindan tanimlanmis ve bu enzimlerin aerobik kosullarda yasamin
sirdurilmesi i¢in gerekli olduklart bulunmugtur (167). SOD'lann, aktif merkezde yer
alan metale gore 3 farkhi formu vardir. Bakir ve ¢inko (CuZn SOD) igeren form
Okaryotik hiicrelerin sitoplazmasinda ve kloroplastlarda bulunur (168). Manganez
(Mn SOD) iceren form prokaryotik hiicrelerde ve 6karyotik hiicrelerin mitokondriyal
matriksinde yer alir (168). Demir (Fe SOD) igeren form ise sadece prokaryotlarda
bulunur. Ayrica memelilerde klasik sitozolik CuZn SOD'den immiinolojik olarak
farkl bir ekstraseliler CuZn SOD'1n varhg: saptanmistir (167). Baz1 prokaryotlarda
da periplazmik bir CuZn SOD varlig: gosterilmistir (169).
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SOD'larin farkli formlar: aymi kinetik ozellikleri gosterirler. 07 anyonunu,

bir dismutasyon reaksiyonunu katalizleyerek, hizli ve spesifik bir sekilde HyOz'e

indirgerler (168) (Esitlik 1.16). SOD eksikliginde 05 'in dismutasyonu nonenzimatik
olarak da yuriitilar (169).

.- .- -+ SOD
0O, +0; +2H —p H;0; + 02 (1.16)

Okaryotlardaki 3 farkli SOD, farkli protein yapilarina ve metal kofaktorlere
sahip farkh gen urinleridir. Ana form olan CuZn SOD, 32.500 Dalton molekul

agirhigimda bir homodimerdir. Hem Cu++, hem de Zn tasir ve hemen tiim hiicrelerin
sitozoliinde yer alir (170). Cinko iyonunun katalitik aktivitede islevi yoktur, ancak
enzimi stabilize eder. Bakir iyonu ise enzimatik reaksiyonda islev gosterir. CuZn
SOD siyaniir ve daha disiik giigte olmak iizere azit tarafindan reversibl olarak inhibe
edilir. H,O,, CuZn SOD'm irreversibl inhibitéridiir ve her iki alt Gnitenin bir histidin
grubunda modifikasyona neden olarak enzimi inaktive eder (171). Bakir selate edici
ajan dietilditiyokarbamat (DDC) da enzimdeki bakin baglayip uzaklastirarak enzimi
inhibe eder.

Memeli ekstraseliler CuZn SOD" tetramerik yapida 135.000 Dalton'luk bir
glikoproteindir. Heparin ve asidik glikozaminoglikan'a yuksek afinitesi vardir (170).

Mn SOD 95.000 Dalton'luk bir homotetramerdir. Aktif bolgesinde Mn tagir.
Bakteriyal formu ~ 40.000 Dalton molekil agirhginda bir dimerik enzimdir (171).
Siyaniir, H;O; ve dietilditiyokarbamata rezistandir. Fakat CHCl3 ve etanol ile yapist
bozulur (126).

Fe-SOD''m H,0; ile irreversibl olarak inaktive oldugu, bunun aktif bolgedeki
demir ile etkilesme suretiyle gelistigi, sonugta meydana gelen OH 'nin veya esdeger

bir oksidanin triptofan bakiyelerini yikimladig: ileri stirGImustir (172).

1.2.2.1.1. Siiperoksit Dismutazin Biyolojik Onemi

Oksijenin tek elektronla rediiksiyon wriinii olan O, kuvvetli bir oksidan

olmamakla birlikte daha potent oksidanlari olugturan bir reaksiyonlar kaskatim
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baslatabilme yetenegine sahiptir. Ancak O, ‘in kendisinin de lokal olarak hasar

yapma potansiyeli vardir, giinkii kritik bolgelerde olusabilir. Ornegin mitokondriler

O, olusumunun 6nemli bir kaynagidir. Mitokondrival O; 'in hiicresel enerji

olusumu i¢in gerekli mitokondriyal bilesenleri hasara ugratmasi buyik 6énem tagr.
Membrana bagh cesitli enzimler de O; olustururlar. Ornegin NADH dehidrojenaz

ve peroksizomlarin O, olusturmas: gibi (173). Nitekim SOD'lar genel olarak O, 'in

olustugu bolgelerin yakinina stratejik olarak lokalize olmuslardir ve oksidan strese

maruziyetle hemen indiiklenirler. Boylece hem O, 'in lokal hasarim onlerler, hem de
daha giiclii oksidanlarin olusumunu onleyici iglev goriirler. Dolayisiyla SOD'larin
gerek prokaryotik organizmalarda, gerekse okaryotlarda onemli fizyolojik islevleri
vardir. SOD'lant olmayan mutantlarin yasama sanslarimin az oldugu, DNA'larinda,
sitoplazmik membranlarinda ve hiicresel proteinlerinde oksidatif hasar meydana
geldigi bildirilmistir (174). Ornegin, O, 'in toksik ve mutajenik olmas: nedeniyle
sitozolik SOD't olmayan E. coli'nin aerobik ortamda hipermutajenik oldugu, bu

etkinin demir selatorleri ile azaltildig: veya elimine edildigi gosterilmistir (174).

Diger taraftan redoks siklusu ile Q, olusturan maddelerin Mn SOD ve
endoniikleaz IVt induklediklerinin gozlenmesi, antioksidan enzim indiiksiyonu ile
DNA onanm enzimlerinin esgidimla olarak regile edildigini gosterir, boylece
hiicrenin maksimum ol¢iide korunmas: saglanmaktadir (169, 175).

Endojen SOD'in katarakt (176), kanser (177) ve kardiyovaskiiler hastaliklar
gibi oksidatif hasarla iliskili hastaliklarin (177) onlenmesinde énemli role sahip
oldugu bildirilmistir. Fenkoni anemisi, Duchene kas distrofisi ve romatoid artritte
eritrosit SOD aktivitesinin disik bulundugu (177); serbest radikal olusumunun
anahtar rol oynadig1 kabul edilen iskemi-reperfiizyon hasarinda SOD'1n koruyucu rol
oynadigi ve terapotik olarak SOD kullamminin yararli olabilecegi bildirilmistir
(178).

Diger taraftan, hiicrenin O, diizeyini azaltmaya ihtiyac1 olmakla birlikte,
butiiniiyle elimine etme ihtiyacinin olmadigi, oksidan ve antioksidanlar arasindaki
hassas dengenin devaminin 6nemli oldugu vurgulanmaktadir (169). Nitekim CuZn

SOD fazlasmin serbest radikal olusum dengesini bozdugu, buna bagli olarak

peroksidatif beyin hasarimin gozlenebilecegi, bu artigin yaslanma ve yasa bagh
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noropatolojilere katkida bulunabilecegi bildirilmigtir (169). Ayrica CuZn SOD'm,
H»0,'in Fe gibi gecis metalleri varliginda nonenzimatik olarak OH'ne doniisiimu
reaksiyonunu katalize ettigi gosterilmigtir (168).

SOD, insan hiicrelerinde H,0; 'i uzaklastiran iki enzim ile birlikte kooperatif
olarak c¢aligir, hatta sinerjik etki gosterir. GSHPx ve CAT. Aralarindaki denge,
ozellikle CuZn SOD ile 'GSHPx + CAT' arasindaki denge ¢ok o6nemlidir. SOD
diizeyinde herhangi bir artisin CAT ve GSHPx'de de ayni derecede artislarla birlikte
olmasinin, H,O'in asir1 miktarda birikmemesi yoniinden énemi biiyiiktiir. Bu ii¢
enzimden potensi en yiksek olan GSHPx'dir (167). Fakat dejeneratif hastaliklar ve
yasam siiresi Uizerindeki etkileri itibariyle SOD'in 6nemi de bityiktir (169). Tablo

1.4'de okaryotik hiicrede oksijen bilesiklerinin metabolizmalar1 6zetlenmistir.

H,0; + GSSG
GPx
GSH
+
- SOD CAT
O, —p H:0: — 3 H,0+120;,
+
. ++
NO Fe
veya
SOD
v OH
ONOO

Sekil 1.4.Okaryotik hiicrede oksijen bilesiklerinin metabolizmasi (179).
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1.2.2.2. Glutatyon Peroksidaz

Hidroksil radikali giicli bir oksidan olup her turla hiicresel bilesenle
reaksiyona girme yetenegine sahiptir. Bu reaksiyonlar oksidan hasara sebep olur ve

kendi kendine ¢ogalan oksidan reaksiyonlar kaskatim baslatir. Ancak okaryotik
hiicrelerin OH 'ni dogrudan elimine etme mekanizmalari yoktur. ki bagimsiz

mekanizma H,0,1 uzaklagtirarak OH olusumunu onlemeye ¢ahsir: Selenyuma
bagimli glutatyon peroksidazlar (GSHPx) ve CAT. Memeli hicresinde H;0,
uzaklastirict ana enzim GSHPx'dir (168).

Selenyuma bagimli glutatyon peroksidazlar, aktif bolgesinde kovalan bagh
selenosistein formunda selenyum iceren bir enzim ailesidir. Herbir alt Gnitesinde 1
tane olmak Uzere 4 atom selenyum tagiyan enzim, dier peroksidazlarin aksine hem
ve flavin gibi prostetik gruplar ve diger metalleri igermez (180).

GSHPx 85.000 Dalton molekiil agirliginda 4 alt formu bulunan bir proteindir.
Farkli izozimlerinin doku dagilimlart ve substrat spesifiteleri farklidir. Enzimin %
60-75'1 okaryotik hiicrelerin sitoplazmasinda, % 25-40'1 mitokondrilerde bulunur.
Farkli GSHPx formlarindan intraseliller form, sitozolik-¢ozanur form (cGSHPx)
adiyla da amlir. Bu form ekstraseliler form ve plazma-¢ozinir form (pGSHPx) ile
birlikte H20, ve lipid hidroperoksitlerin metabolizmasindan sorumludur. Ucgiincii
form olan hiicre membranina bagh form, fosfolipid hidroperoksit glutatyon
peroksidaz (PHGSHPx) ise biyomembranlardaki, intraseliller ve ekstraseliiler
GSHPx tarafindan metabolize edilemeyen, esterifiye fosfolipid hidroperoksitleri ve
kolesterolii metabolize eder (181). Boylece GSHPx'1n farkli formian organizmanin
farkli kompartmanlarini oksidan stresten korurlar. Yakinlarda gastrointestinal
bolgede belirgin derecede prevalan olan yeni bir GSHPx formu (giGSHPx)
tanimlanmagtir (182).

GSHPx, organik hidroperoksitler ve H,0.'e karsi aktiftir. Indirgenmis
glutatyon (GSH)un oksidasyonunu katalize ederek H,0,'i suya indirger (Esitlik
1.17). Aym sekilde bir molekil GSH kullanarak, biyomembranlarin oksidasyonu ile
olusan lipid hidroperoksitleri indirger (Esitlik 1.18). Bu esnada meydana gelen
okside glutatyon (GSSG), NADPH-bagimli glutatyon reditktaz (GR) ile tekrar



(Esitlik 1.19) indirgenir. GSHPx’larin farkli formlari fonksiyonel agidan biyiik

benzerlik gosterirler ve katalizlenen reaksiyon prensip olarak aynidir:

2GSH +H,0, &  GSSG+2H;0 (1.17)
ROOH _®™ _ GSSG +ROH +H,0 (1.18)
GSSG +NADPH+H" — = » 2GSH + NADP' (1.19)

Katalitik mekanizma bir ping-pong mekanizmasidir: reaksiyon hizi substrat
konsantrasyonu ile lineer olarak artar ve enzim GSH ile doyurulamaz. Bu kinetik ¢ok
yiksek hizda peroksit rediikksiyonu yapma kapasitesine sahiptir. Bu kinetik
mekanizma tom GSHPx'lar igin s6z konusu olup, katalizleme isleminde selenyum
kullanilir (183).

H,0,  esas olarak peroksizomlarda lokalize olmus bir enzim olan CAT
tarafindan da yikimlamir. Selenyuma bagimli GSHPx’lar sitozol ve mitokondriyal
matrikste lokalize olduklart icin CAT ile aralarinda kompetisyon olasihg: diisiiktir.
Bununla birlikte, peroksidasyona kars1 hiicrelerin korunmasinda birbirlerinin
etkilerini tamamlayici 6zellige sahiptirler (184).

GSHPx'ler selenyuma bagimliliklar1 nedeniyle in vivo ve in vitro selenyum
eksikliginden buyik olgide etkilenirler. Biyosentezleri bitiniyle selenyuma
bagimhidir. Karaciger dokusu GSHPx'1n en zengin kaynagldlr Hepat031t1erde yapilan

imm e IQEIN, L mone Alaea
(;dll§ll dl UDIrxi ChdS OldldK

1
oldugunu géstermistir (185).

GSHPx enzimi antioksidan roliine ek olarak, prostaglandin hidroperoksitler
gibi baz1 hidroperoksitlerin metabolizmasinda da spesifik iglevlere sahiptir.

Glutatyon peroksidaz aktivitesi, selenyuma bagimli olmayan proteinlerden
olugan glutatyon-S-transferaz (GST) enzimleri tarafindan da gosterilir. Ancak
GST'larin  H;Oz'e  karsi  afiniteleri ihmal edilecek diizeydedir. Organik
hidroperoksitlerin ve elektrofilik bilesiklerin GSH ile konjugasyonunu katalize eden

proteinler olarak tanimlanirlar (186).

) 1o \bMEKOCRt’nM KURULO
DOKIMANTASYON MERKER
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1.2.2.3. Katalaz

H;0,'in eliminasyonundan sorumlu ikinci enzim katalazdir (CAT, H;0x:
H,0, oksidorediiktaz). Tim aerobik mikroorganizmalarda, bitki ve hayvan
hiicrelerinde yaygin olarak bulunur. Fakat fizyolojik islevi ve regiilasyonu halen tam
olarak aydinlatilmig degildir (187). CAT, 240.000 Dalton'luk homotetramerik bir
protein olup, bir hem-demir aktif bolgesi bulunur ve 4 benzer alt Gniteden olusur. Her
alt unite bir ferriprotoporfirin halkas: igerir ve ferriprotoporfirin grubu % 1.1
protohem ve % 0.09 demir tasir. Sigan karacigerinde ve insan eritrositlerindeki
CAT"'n siki baglarla baglh 4 molekiil NADPH igerdigi saptanmigtir. Bu indirgenmis
dinukleotid, katalaz aktivitesi i¢in esansiyel degildir, fakat enzimi kendi substrati
H,0; tarafindan inaktive edilmesine karst korumaktadir (188).

CAT, H,0;" su ve oksijene yikimlar (Esitlik 1.20), fakat daha buyuk lipid

hidroperoksitlere kars: etkisizdir.

2H;0; ——p  2H,0+0, (1.20)

CAT primer olarak peroksizomlarda bulunur. Peroksizomlar ise hiicreigi
H;0,'in ana yapim yeridir. CAT'n islevinin, hiicreleri mitokondriyal oksidan
hasardan korumak ve peroksizomal H;O;'in hasar yapmasimmi onlemek oldugu
samlmaktadir. Insan eritrositlerinde de GSHPx ile birlikte H2O,'i yikimlayarak cahisir
(188). Dolayisiyla H20,'in uzaklastiriimasinda GSHPx ile birlikte dual bir sistem
olusturur. Her iki enzim farkli intraseliler bolgelerde konsantre olmuslardir ve farkh
kimyasal Ozellik ve substrat spesifitesi gosterirler. Peroksit hasarina karsi primer
koruma GSHPx ile saglamr. GSHPx yiksek afiniteli, diasik kapasiteli bir enzim
olup, hiicrede yaygin olarak bulunur ve cesitli peroksitlerle reaksiyona girebilir.
Katalaz ise H2O,'e kargi daha dusiik aktivite gosterir ve diger peroksitlerle reaksiyona
girmez. CAT'in H,0,'in peroksizomlar, mitokondri gibi yiksek miktarda olustugu

yerlerden elimine etme sorumlulugu oldugu anlasiimaktadir (168).
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1.2.2.4. Glutatyon

Memeli hiicresinin evrimi esnasinda, ksenobiyotiklerin biyotransformasyon
triinlerinin ve hiicresel metabolizmanin normal oksidatif {irinlerinin  zararh
etkilerine karsi gelisen antioksidan savunma sistemi, glutatyona biyikk ol¢iide
bagimhlik gosterir. Dasiik molekiil agirlikli bir tripeptit bilesigi olan indirgenmis
glutatyon (GSH) glutamik asit, sistein ve glisinden olusan (L-y-glutamil-L-sisteinil
glisin) ve organizmada en yaygin olarak bulunan bir hicreigi tiyol bilesigidir (189).
Hucrenin tipine bagh olarak hiicreigi konsantrasyonu 0.5-10 mM’dir. Plazmada ise
umol ranjinda bulunur. Karacigerdeki konsantrasyonu 4-8 mM olup, hemen tamami
indirgenmig GSH halindedir. Okside glutatyon, glutatyon distlfit (GSSG), oram %
5’in altindadir. Beyindeki GSH diizeyi ise 1-1.5 mM olarak bildirilmektedir (189,
190). GSH tiim organ ve dokulardaki protein olmayan tiyollerin % 90’1m olusturur,
dolayistyla hiicre igindeki anahtar rediikleyici ajan konumundadir (189).

GSH, karacigerde sistationin yolagiyla metioninden saglanan sistein ile
sentez edilir. Sentez iki basamaklidir. Ilk basamakta glutamik asit ve sistein, y—
glutamil sistein sentetaz aracilifinda birlesir. Hiz kisitlayici kademe sistein varligidir.
Ikinci kademe glutatyon sentetaz aracihginda glisin ilavesi ile olur. Bu
reaksiyonlardan ilki tizerinde GSH’in negatif feedback kontrolii s6z konusudur.
Boylece GSH havuzu siki bir kontrol altinda surdiirilir (191).

GSH’un  antioksidan  savunmada, ksenobiyotik ve  eikozanoid

metabolizmasinda, hiicre siklusu ve gen ekspresyonunun regiilasyonunda 6nemli

islevleri vardir (190, 191). Dot ana grupta toplanan bu islevler asagidaki sekilde
Ozetlenebilir:
i) Serbest radikallerin temizlenmesi: Bir hidrojen atomu verip GSSG’ye

dontismek suretiyle serbest radikalleri dogrudan temizleyebilirler.

i) Kosubstrat iglevi: H,0,’in ve diger hidroperoksitlerin GSHPx ile
rediiksiyonunda kosubstrat iglevi gorur (Esitlik 1.17 ve 1.18).

1i1) Konjugasyon: Reaktif sulfur bag ile baglanmak suretiyle
nonenzimatik olarak veya GST ler aracilig: ile enzimatik olarak gesitli

elektrofilik bilesiklerle konjugasyona girer.
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v) Cesitli metabolik yolaklarda major rol: Cesitli I6kotrienlerin
sentezinde, proteinlerde distlfit baglarinin rediiksiyonunda ve DNA

prekursorlerini de kapsayan ¢ok sayida metabolik yolakta rol alir.
1.2.2.4.1. Glutatyon Redoks Dongiisii

Glutatyon redoks dongusii Sekil 1.3°de gosterilmigtir. Goraldiga gibi GSH in
hiicrei¢i  konsantrasyonunu, sentez ve yikimmin yam sira oksidasyonu ve
indirgenmesi belirler. Normal kosullarda GSSG dengesi total glutatyon diizeyinin %
I’inden azdir. Agir oksidatif stres varhigr disinda, GSSG’deki artiglar gecicidir,
cinkii GR ile indirgenmest hizhidir. GSSG bir ATP-bagimli transport yolag: ile
hiicreden itrah edilebilir. Ancak olusan GSSG’nin protein silfidrilleriyle reaksiyona
girip protein-glutatyon karisik disulfidlerini olusturmasi da olasidir (Esitlik 1.21)
(192).

GSSG + protein-SH g——® Protein-S-SG + GSH (1.21)

Eger bu reaksiyon kritik protein sulfidril gruplarinda olursa hiicre vyapisi,
metabolizmas1 veya fonksiyonlan degisebilir. Kangik disilfidlerin yart omri
GSSG’den uzundur, yiksek bir bazal dizeyin varhigi bazal oksidatif stresin
gostergesi olarak kabul edilir (193). Dolayisiyla oksidatif stresin gostergesi olarak

doku ve hiicrelerde GSH, GSSG ve karisik distlfidlerin 6lgiima yapilabilir (190).
Hiucrei¢i GSHun oksidatif stresle tiketilmesinin temel mekanizmas:
hidroperoksitlerle oksidasyonu ile baslar (Esitlik 1.17 ve 1.18). Eger GSH’un
oksidasyon hizi GSSG’nin rediiksiyon hizimi1 asarsa veya GR’mn aktivitesi (Esitlik
1.19) inhibe edilirse GSSG hucrede birikebilir (194). Yukanda da deginildigi gibi
GSSG hiicreden atilabilecegi gibi proteinlerle karigik disiilfidler yapabilir. Sonugta
GSSG olusumu, hicre i¢i GSH’da net bir kayipla ve salfidril igeren enzimlerin

potansiyel inaktivasyonu ile sonuglanmaktadir (192).



1.2.2.4.2. Glutatyonla Konjugasyon

Her ne kadar GSH onemli bir antioksidan molekil ise de, konjugat
olusturmak suretiyle bazi bilesiklerden biyolojik olarak reaktif ara Grinler
olusturmast da soz konusudur (195). Cok sayida elektrofilik yapili ksenobiyotik,
GSH konjugati olusturabilmektedir. Ayrica lipid peroksidasyonu esnasinda meydana
gelen 4-hidroksinonenal gibi bazi elektrofilik bilesikler de GSH konjugatlar
olusturabilirler (196). Bazi kuvvetli elektrofilik bilesikler GSH ile hizla
nonenzimatik olarak konjugasyona ugrarlar. Baz1 maddelerde ise, konjugasyon GST
ile katalize edilir. Ayrica birgok madde redoks dongusiine girip H2O, olusturur ve
ayrica GSH ile konjugasyona ugrarlar (190). Bu durumlarin hepsinde konjugat
olusumu GSH tiketimi ile sonuclanir. Dolayisiyla kendisi oksidan olmayan bir
madde, konjugat olusumu yolu ile GSH deplesyonuna neden olarak oksidatif stres
yaratabilir.

Diger taraftan GSH konjugatlarinin olusumu itrah edilebilir bir forma
doniigmeyi sagladigr icin ekseriya bir detoksifikasyon mekanizmas: olarak kabul
edilir. Ancak bazi hekzaklorobutadien, triklorotrifluoroetilen gibi haloalkan ve
haloalkenler, 2-bromohidrokinon gibi bazi maddeler igin bu konjugasyon
mekanizmasinin bir biyoaktivasyon reaksiyonu oldugu ve bobrege 6zgii toksisiteye
neden olabilecekleri gozlenmistir (195). Diger dokularin aksine bobrekte y-glutamil
transpeptidaz (GGT) aktivitesi yiiksektir ve buna bagh olarak glutatyon konjugatlari

merkaptirik aside yikimlanir ve proksimal tubiillerden atilabilirler. Ancak bu yolakta
atlani dogrudan
nefrotoksik olabilecegi gibi (6rnegin dikromoetanol), B-livaz yolag: ile biyoaktive
edilip reaktif ara urinlere donuserek nefrotoksik de olabilirler (189, 191).
Dolayisiyla GGT ekstraseliler GSHu kullanmak suretiyle de novo GSH sentezi igin
sistein kaynagi saglamakla birlikte her zaman hiicresel savunmadan yana islev
gormemektedir.

Oksidatif strese karsi akut baslangic cevabi GSH’da azalma geklinde ortaya
¢ikmakla birlikte kronik oksidatif streste GSH’un arttigina iligkin kamtlar fazladir

(190). Bir adaptasyon olay: olarak da diiganilen bu olayin mekanizmas: su sekilde

ozetlenebilir.  Hidroperoksitler ~ve  diamid gibi  oksidanlara  subletal



konsantrasyonlarda temas esnasinda GSH’da once bir azalma olur, bunu hicreigi
GSH igeriginde baslangi¢ diizeyini agan bir arti§ izler (197). Ancak baz1 oksidanlarla
baslangigta bir azalma olmaksizin da bir artig gozlenebilmektedir (191). Bu ariglar
GSH ve prekiirsorlerinin transport hizindaki bir artiga; GSH sentezi ile iliskili enzim
aktivitelerinde, 6zellikle y-glutamil sistein sentetaz (GCS) artisina veya GGT ve GR
gibi diger enzimlerin aktivitelerinde artiglara bagh olabilir (190). Oksidatif stresin
GGT’nin GCS alt tniteleri ve GST-Ya alt unitesinin mRNA dizeylerinde artiglara
neden oldugu gosterilmigtir (190).

1.2.2.5. E Vitamini

E vitamini ilk kez 1922 yilinda, sicanda fotus 6limini ve rezorpsiyonunu
Onleme yetenegine sahip, iireme igin esansiyel olan ve yagda ¢oziinen bir diyetsel
faktér olarak tammlanmistir (198). E vitamini terimi giinimiizde de, nitel olarak a-
tokoferoliin biyolojik aktivitesine sahip olan tiim tokol ve tokotrienol tirevleri igin
kullamlan jenerik bir isimdir (199). Bu bilesiklerin herbiri bir fenolik ve bir
heterosiklik iki halka igeren bir kroman grubuna ve bir fitil kuyruguna sahiptir. Dort
tokoferolin (a, B, v, 6) fitil kuyruklari doymus yapidadir. Dort tokotrienol ise fitil
kuyruklarinda 3 izole ¢ifte bag igerirler. Ayrica tokoferoller serbest fenolik
yapidadir, tokotrienoller ise ester formundadir (200). $ekil 1.5 'de tokoferol ve

tokotrienollerin kimyasal yapilan gonilmektedir:

tokoferoller

tokotrienoller

Sekil 1.5. Tokoferol ve tokotrienollerin kimyasal yapilari (199)
a-tokoferol igin, R;= R;= CH; ; B-tokoferol i¢in, R;= CH; ,R,=H ;
v-tokoferol i¢in, R;= Hve R ;= CHj; ; 8-tokoferol igin R, ve R;=H.
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E vitamini sadece bitkiler tarafindan sentez edilir. Tokoferoller yagh
tohumlarda ve bitkilerin yapraklarinda yesil kisimlarda bulunur. a-tokoferol en ¢ok
bitki hiicresi kloroplastlarinda, B, v ve 6- tokoferoller ise diger organellerde bulunur.
Tokotrienoller ise bitkinin yesil kisimlarinda bulunmazlar, bazi tohumlarin ve
tahillarin embriyolarinda ve kepek kisminda bulunurlar (200).

Ticari olarak mevcut E vitamini suplemanlari ya esterlesmemis formda,
¢ogunlukla da asetat, siiksinat veya nikotinat esterleri halinde a-tokoferol igerirler.
Bu a-tokoferol ya dogal RRR-formundadir, ya da sentetiktir (al// rac). all rac o-
tokoferol, 3 kiral merkezin mevcudiyetinden kaynaklanan 8 stereoizomerik formun
herbirinden yaklagik esit miktarda igeren bir kanisimdir. Pratik nedenlerle 1
internasyonel inite E vitamini, 1 mg sentetik formda rasemik o-tokoferil asetata
esdeger olarak kabul edilir. Dogal RRR-a-tokoferol ise 1,49 IU E vitamininin
biyopotensine esdegerdir (201, 202).

Tokoferol ve tokotrienollerin antioksidan aktivitesi fenolik hidrojeni lipid
radikallerine verebilme yeteneklerinden kaynaklamr (203).

Dogal RRR-a-tokoferoliin aktivitesi sentetik all rac a-tokoferolden ve diger
dogal E vitamini formlarindan daha yiiksektir. a-tokoferoliin steroizomerlerinin
aktivitest RRR>RRS>RSS>SSS>RSR>SRS>SRR>SSR sirasint izler (202).

a-tokoferol, lipofilik karakteri nedeniyle bayiik 6lgtide hiicre membranlarinin
fosfolipid tabakasinda ve plazmadaki lipoproteinlerde (6zellikle LDL’lerde) bulunur.
Organizmanin en etkin, yagda ¢oziinen, zincir kirici antioksidanidir. Singlet oksijen,
siperoksit anyonu ve lipid peroksil radikallerinin etkin bir siipuricisidir (201).
Peroksil radikaline bir hidrojen verip, komsu yag asitleri ile birlesmesini énlemek

suretiyle zincir reaksiyonlarini sonlandirict bir etki gosterir (Esitlik 1.22):

0;° O;H

! |
Tokoferol-OH + -L- —— Tokoferol-O® + -L- (1.22)

(a-TOH) (a-TO)

Bu esnada olugan tokoferol radikalinin (kromanoksil veya o-tokoferoksil

radikali) reaktivitesi azdir ve bu nedenle zincir reaksiyonu durur (199). Kromanoksil
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radikalinin hiicrenin sulu fazina gegip C vitamini (askorbat, AH") ile reaksiyona
girmesiyle E vitamini rejenere edilir. Bu rejenerasyonda selenyum ve GSH’nun da
onemli roli vardir: C vitamininin rejenerasyonunda GSH rol alirken, lipid
hidroperoksitler1 selenyuma bagimhi GSHPx’lar tarafindan siipurilir. Bu nedenle
selenyum, hiicrenin E vitaminine olan ihtiyacini azaltir (204). Sekil 1.6‘da bu

iliskiler sematize edilerek gosterilmistir.

LOO" aTOH AH /A —= 12| AH+ A]
. . Glutaredoksin
LOOH aTo AH =
2 GSH VD
GSH P GSSG 2 GSH
GSSG
LOH

Sekil 1.6. E vitamini, GSH, C vitamini ve GSHPx’ lar arasindaki iliski (205).

Askorbat, AH : askorbil radikali (AH/ A)).

E vitamininin bu zincir kirict antioksidan etkinligi, hiicre membranlarinin
coklu doymamus fosfolipidlerinin peroksidasyonunu o6nler. Dolayisiyla E vitamini,
biyolojik  membranlarin  lipid  peroksidasyonuna  karst  korunmasinda;
biyomembranlarin stabilizasyonunda ve akigkanligin saglamip siirdiriilmesinde;
membranal enzimlerin modiilasyonunda ve kritik hiicresel yapilanin reaktif oksijen
radikallerinden ve lipid peroksidasyonunun reaktif drtinlerinden korunmasinda
onemli islevlere sahiptir (206).

E vitamininin, demirle indiiklenen lipid peroksidasyonunu da o6nledigi,
deneysel hayvan modellerinde post-travmatik omurilik ve beyin hasarinin E vitamini
uygulamast ile Onlenebildigi gosterilmistir (207). Demir tuzlarimin siganda
hipokampusa injeksiyonuyla lipid peroksidasyonu, fokal odem, nekroz ve
epileptojenik nobetler gelistigi, dnceden a-tokoferol uygulanmasinin histopatolojiyi

duzelttigi, lipid peroksidasyonunu ve konviilsiyonlar1 6nledigi saptanmigtir (208).



Son yillarda vyapilan c¢aligmalar, o-tokoferolin membran lipidlerinin
korunmasinin yam sira enerji metabolizmasin siirdariilmesinde (209) ve membran
proteinlerinin korunmasinda onemli islevleri oldugunu, oksidatif stres altindaki
hiicrelerde protein tiyollerini oksidasyona karst korudugunu, ozellikle de aktin
molekiiliindeki tiyol gruplarimin yapisinin modilasyonunda ¢ok onemli role sahip
oldugunu ortaya koymustur (210). Nitekim hiicre kiiltirlerinde oksidatif stresle
meydana gelen °‘bleb’ olusumu esnasinda hiicre iskeleti proteinlerinin  ve
biyomembranlarin degistigi, kiiltiirlere onceden a-tokoferol veya tiyol indirgeyici bir
ajan uygulamasimn bleb olusumunu azalttig1 gosterilmistir.

Yine son yillarda, E vitamininin, oksidan strese kars: hiicresel cevabi, sinyal
iletim yolaklarini modiile etmek suretiyle etkiledigi gosterilmistir (211). Bu etki
antioksidan islevinden bagimsizdir.  o-tokoferolin  diz kas hiicrelerinin
proliferasyonunu inhibe ettigi, protein kinaz C aktivitesini azalttigi, fosfoprotein
lipaz 2A aktivitesini arttirdigi bulunmustur (202, 211). Hiicre kiiltiirii galigmalarinin
sonuglar1 hiicre biiyiimesinin lipid peroksidasyonu ile inhibe edilmesi halinde d-c-

tokoferoliin inhibitér etkeni uzaklastirarak buiyiimeyi yeniden stimiile ettigi ve hiicre
kledigini gostermektedir (211). Bunun aksine olarak E
vitamininin hiicre biiyimesini inhibe ettigi de gozlenmistir (201). Bu etkinin yine
antioksidan etkisinin diginda bir etki oldugu, d-a-tokoferoliin hiicre proliferasyonunu
regiile edebilen bir sinyal elementi olan protein kinaz C aktivitesini inhibe etmesi
sonucu meydana geldigi samlmaktadir. d-o-tokoferolin bu spesifik inhibitor etkisi
diger tokoferollerde yoktur ve hicre tipine ve kullamlan stimiilise bagimlihk
gosterir. Fizyolojik kosullarda diz kas hiicre kultirlerinin proliferasyonu inhibe edici
etkisinin altinda yatan mekanizmalar tam olarak bilinmemektedir. Ancak, oksidatif
stres kosullarinda dioz kas hiicrelerindeki d-a-tokoferol diizeyinin azalmasi, bu
hiicrelerin biiyimesine ve proliferasyonuna yol agar ve aterosklerozun gelismesine
katkida bulunur. Sinyal iletiminin modtlasyonu tizerindeki bu etkilerin, antikanser ve
immiinstimulan etkilerine de katkisi oldugu sanilmaktadir (201, 211).

Arasidonik asit kaskat1 alanindaki yeni gelismeler, a-tokoferoliin bu yolaklari
da regiile edebildigini ve bu etkinin diger E vitamini formlarinda bulunmadigim
gostermigtir (212). E vitamini sitozolik fosfolipaz A2'nin ve siklooksijenazin

aktivitelerini upregile eder (213). Potent bir vazodilatér ve platelet agregasyon



inhibitorii olan prostasiklin salimini doza bagimli olarak arttirmasinin temelindek:
mekanizmanin da arasidonik asit kaskatindaki bu iki hiz-kisitlayier enzimin
aktivitelerini arttirmasi oldugu sanilmaktadir (202).

E vitamini prostaglandinlerin ve lipid peroksidasyonu ariinlerinin olusumunu
modiile ederek immin cevabi ve hiicresel immiiniteyi regiile eder; mikrozomal
enzim aktivitelerini etkileyerek ksenobiyotik metabolizmasimt modile eder; A
vitamini kullanmmimi arttirir; steroid metabolizmasinda esansiyel bir kofaktoriin
stimiilasyonunu saglar (201).

Diger taraftan yakin zamana kadar yapilan temel arastirmalarin ve
epidemiyolojik caligmalarin sonuglari, RDA degerleri iizerindeki dozlarda E vitamini
alimmin, saghgin optimum dizeyde surdarilmes: igin yararli oldugu goérisiinig
gindemde tutmustur. Ancak son yillarda yapilan iyi dizenlenmis prospektif
cahismalar bu gorisi butiniyle desteklememekte, E vitamininin ve diger diyetsel
antioksidanlarin, kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanserdeki etkinliklerinin biyik
olgekli arastirmalarla kanitlanmas: gerektigini ortaya koymaktadir (201). E vitamini
suplemantasyonunun, sadece E vitamini eksikligi olan g¢ocuklarda ve
malabsorbsiyonlu yetigkinlerde nérolojik semptomlar1 onleyici ve azaltici etkisi
olduguna iligkin yeterli destekleyici data oldugu bildirilmektedir (214). Klinik
aragtirmalarin  sonuglarimin  da  RDA’nin dzerinde E vitamini aliminin veya
suplemantasyonun immun cevabi arttirabilecegini ve dolayisiyla kansere ve
infeksiyon hastaliklarina karst koruyucu olabilecegini gosterdigi ileri strilmektedir

(201).
1.2.3. Oksidatif Stres ve Serbest Radikal Ol¢iim Yontemleri

Biyolojik sistemierde meydana gelen serbest radikallerin ve olusan oksidatif
stresin Olgiimii dogrudan veya dolayll ¢esitli yOntemlerle yapilir. Ancak reaktif
oksijen Dbilegiklerinin direkt yontemlerle analizi, yiiksek reaktiviteleri (ikinci
dereceden hiz sabiteleri yaklagik olarak 10°-10° M™'s™) ve ¢ok kisa yar1 omiirleri (107
®.10™ saniye) nedeniyle son derece giigtir (215). Diisik konsantrasyonda reaktif
oksijen bilesiklerinin dogrudan o6l¢iimiiniin yapilabildigi yegane teknik elektron spin

rezonans (ESR) teknigidir (216). Kemiliiminesans teknigi ile de dogrudan veya
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dolayli olarak serbest radikal tayinleri yapilabildigi bildirilmektedir (215). Ayrica
baz1 spesifik radikal tutucu ajanlar kullanilarak serbest radikal Ol¢iimleri
yapilabilmekte ise de bu ajanlarin spesifiteleri digtktir (139).

Dolaylt ol¢iim yontemleri hiicrelerdeki niikleik asit, lipid ve proteinlere
oksidatif saldirt sonucunda olusan hasar Uriinlerinin 6lgimu esasina dayanir.

Oksidatif DNA hasarinin 6lgimii genel olarak, tek zincir kinklarinin, ¢ift
zincir kiriklarmin, kromozomal hasarlarin belirlenmesi veya DNA bazlarinda
hidroksil radikalinin olusturdugu yogun hasara bagli olarak meydana gelen pirimidin
veya purin tdarevi Urinlerin kanda veya idrarda gaz kromatografisi/kiitle
spektrometrisi/selected-ion monitoring (GC/MS/SIM), elektrokimyasal detektorli
yiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) ve benzeri tekniklerle saptanmasi ile
yapilir (216).

Proteinlerdeki oksidatif hasar gesitli yapisal degisikliklere (primer, sekonder
veya tersiyer yapida degisme; amino asit kaybi;, spontan veya indiiklenmig protein
agregasyonu ve fragmentasyonda artma gibi) neden olur. Bunlara bagh olarak
enzimatik ve nonenzimatik aktivitede degisiklik olur, immiinolojik reaktivitede
degisiklikler meydana gelir (217). Protein agregasyonu ve/veya protein
fragmentasyonu protein elektroforezi ile saptanabilir. Sekonder ve tersiyer yap:
degisiklikleri, protein g¢ozunirliginde degisikliklerden saptanir. Serbest radikal
saldirisina bagh konformasyonel degisiklikler, X-ray difraksiyon teknikleri ile
saptanir (215). Klinik yonden de en ¢ok kullamlan tekniklerden biri aminoasit
bakiyelerinde (ozellikle prolin, arjinin, lizin ve treoninde) karbonil gruplan
lusumunun analizidir. Kolorimetrik assay yontemi ile total protein oksid
olgtimi yapilirken (218), monoklonal antikorlar kullanilarak yapilan immunoblotting
analizi ile (217) bireysel proteinler tizerindeki oksidatif hasarlar dl¢tilebilmektedir.
Lipidlerdeki oksidatif hasar 1.2.3.2.°de sozu edilen dolayli ve dolaysiz gesitli lipid
peroksidasyonu dlgim yontemleri ile saptanir (127).

Serbest radikal arastirmalarinda kullanilan diger bir dolayl 6lgiim yaklagimi
ise antioksidan enzim aktivitelerinin tek tek Sl¢iimii veya organizmanin antioksidan

kapasitesinin 6lguimudiir (134).
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1.2.3.1. Elektron Spin Rezonans veya Elektron Paramanyetik Rezonans

Spektroskopisi

Elektron spin rezonans (ESR) veya elektron paramanyetik rezonans (EPR)
spektroskopisi biyolojik sistemlerde meydana gelen radikal tirlerinin dogrudan
belirlenmesini saglayan bir yontemdir (219). Eslenmemis elektrona sahip olan bir
yapi olarak tanimlanan serbest radikal, bu o6zelligi nedeniyle paramanyetikdir. Bu
ozellik serbest radikallerin ESR spektroskopisi yoluyla tammlanmalannin temelini
olusturur ve eslenmemis elektronun sahip oldugu manyetik moment bu yontemie
dogrudan olgiilebilir (220). Dolayisiyla paramanyetik olmayan yapilarin bu yontemle
incelenmesi olanaksizdir. Bu ozelligi ESR’a kompleks biyolojik sistemlerde selektif
olgiim olanag: saglayarak bu yontemi degerli bir teknik haline getirir. ESR tekniginin
temelinde, degisken bir manyetik alana konulan o6rnegin iginde mevcut olan
eslenmemis elektronlarin mikrodalga enerjisini absorbe etmeleri ve dolayisiyla bu
elektronlarin yitksek bir enerji diizeyine gegmesi olayr yatmaktadir (219). Bu
absorbsiyonun manyetik alan igindeki konumu (g faktorii) ve rezonans ¢izgileri
arasindaki uzaklik (hyperfine splitting [asint ince yapi] sabiteleri) ve rezonans
cizgilerinin yapis1 ve yarilmalar (splitting) 6rnekte mevcut radikallerin yapisi1 ve
tabiati hakkinda degerli bilgiler verir (219). Kantitatif tayinler sinyal siddetinin
(rezonans ¢izgilerinin yiksekligi) degerlendirilmesi ile yapilir.

ESR tekniginin duyarlihgi oldukga yiiksektir (deteksiyon limiti 10° M).
Ancak pratikte, agir1 ince yapmin gézlenebilmesi igin deteksiyon limiti 10 olarak
kabul edilmektedir (221). Bu yontemle sadece Olgilebilir konsantrasyonda
birikebilen dayanikl radikaller veya dayanikli olmamakla birlikte yeterince yiiksek
kararli hal konsantrasyonlarina ulasabilen serbest radikaller olgilebilir. Biyolojik
sistemlerde dogrudan olciilebilen boyle radikallere drnek olarak flavin (222), kinon
(223), ariloksil (224) ve nitroksit radikalleri (225) verilebilir.

Bununla birlikte, biyolojik yonden onemli serbest radikallerin ¢ogu son

derece reaktiftir ve ESR ile olgim igin yeterli konsantrasyona asla erisemezler.
Ornegin OH" difiizyonla kontrollii hizlarda bir ¢ok organik molekiille ve kendi

molekiilleri ile reaksiyona girer (226). Bu nedenle de biyolojik bir sistemde OH* nin

ESR ile dogrudan analizi hemen hemen olanaksizdir.



Hidroksil radikaline oranla daha az reaktif olan kisa dmirli radikallerin ESR
teknigi ile Ol¢imi i¢in hizli dondurma, liyofilizasyon, strekli akim ve spin

tuzaklama gibi cesitli yontemler gelistirilmistir.

1.2.3.1.1. Hizh dondurma

Ornegin hizla dondurulmasiyla radikallerin reaksiyon hizinin yavaslatilmasi esasina
dayanir. Ancak ¢esitli dezavantajlar1 vardir. Radikalin stvi1 bir ortamda bulunmamasi
ve meydana gelen anizotropik etkilerin radikalin tammlanmasini giglestirmesi
bunlarin en Onemlileridir.  Ayrica dondurmadan o©nceki baslangi¢ radikal
konsantrasyonu ve dondurma siiresi (yaklasik 5-10 milisaniye) onemli smirlayici

faktorlerdir (221).

1.2.3.1.2. Liyofilizasyon

Duyarlik arttirict bir yontemdir. Liyofilizasyonla, suyun yaptigi mikrodalga
absorpsiyonu azaltilarak sinyal siddeti arttirilir ve ornek hacmi azaltilarak
radikallerin kararli hal konsantrasyonu yiikseltilir. Ancak istenmeyen bazi
radikallerin (askorbil radikali gibi) olusma olasiligi fazla olup, bunlar analizde

onemli sorunlar yaratir (219).

1.2.3.1.3. Siirekli Akim

Yiksek konsantrasyonda reaktif radikal meydana getiren hizli karisan sistemlerin
kullantm1 bir diger secenektir (227). Ancak bu teknik zaman ahcidir ve fazla

miktarda 6rnek kullanimini gerektirir (220)

1.2.3.1.4. Spin Tuzaklama

ESR spektroskopisi uygulamalarinda karsilagilan ve yukarida sozii edilen
gugclitklerin ¢ogu spin tuzaklamasi teknidi ile ortadan kaldinlabilmektedir. Ik kez

Boer ve ark. (228) tarafindan tammlanan bu teknikte, stabil olmayan bir radikalle



kovalan olarak reaksiyona girerek stabil bir serbest radikal olusturan bir madde, bir
‘spin trap’ (spin tuzag) kullanilir (220).
Yontemin dayandig: temel reaksiyon Esitlik 1.237de gorilmektedir (216).

R’ + ST — (ST-R") (1.23)
Reaktif radikal Spin tuzag1 ‘Spin adduct’

Boylece meydana gelen radikal tuzaklanarak ‘uzun omirld bir sekil’de kalmasi
saglanir ve konsantrasyonu kolayca olgiilebilen dizeylere yiikseltilmis durumdadir (~
> 10 - 107 M). Dolayisiyla olusan ‘spin-adduct’ oda sicakliginda konvansiyonel
ESR aletleri kullanilarak olgalebilir. Spin adduct’in asirt ince yapir profili orijinal
radikalin tayin ve teshisine yarayacak bilgiyi saglar. Stabil serbest radikal
birikebildigi igin, spin tuzaklamasi bir integratif 6l¢im yontemidir. Bu nedenle de
serbest radikallerin olusumunu aminda olgen ya da kararli hal dizeylerini 6lgen
yontemlere kiyasla daha yiksek duyarliga sahiptir (216, 220).

Spin tuzag olarak en ¢ok kullanilan maddeler nitronlar ve nitrozo
bilegikleridir. Orijinal radikal, her iki grup maddeyle de, nitroksit yapisinda daha
stabil bir adduct olusturur (Esitlik 1.24 ve 1.25) (216).

R* + RN=O—» N-O* (1.24)

Nitrozo tuzagt

O (’)

R" + R'R*C=NR®* 5 R'R'R*C-NR® (1.25)

Nitron tuzagi
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Bu nitroksitler yeterli stabiliteye sahiptir ve 1yi bir ESR spektumu verebilecek
kadar yuksek konsantrasyona ulagirlar. Nitroksitin islevi, iki rezonans yapisindan (a

ve b) olusan bir hibrid olarak gosterilebilir.

\ o8 \ [ ]
N-O° «—>» N.O
s v
(a) (b)

Nitroksitlerin yiiksek stabilitesi elektronun bu yer degistirilebilirliginden
kaynaklanir. Nonpolar (a) ve dipolar (b) uglar arasindaki denge yakin cevrenin
polaritesi ile bozulur. Omegin, bir nitroksitin ESR agir1 ince yapi parametresinin
organik bir solvanda 6l¢iimii ile sulu bir ortamda 6l¢gimi arasinda % 20°lik bir fark
gozlenir (216).

Nitroksitlerin ESR spektrumu bir ana triplet (1:1:1) yarilma (splitting), ax,
igerir. Bu, eslenmemis elektronun nitroksit grubunun azot ¢ekirdegi ile etkilesmesine
bagli olarak meydana gelir. Ayrica, tuzaklanan radikalin manyetik ¢ekirdeginden
kaynaklanan ikincil yarilmalar da elde edilebilir. Nitroksitteki ¢ekirdeklerin o, B, v, &

pozisyonlari, azot atomundaki eslenmemis elektrona gore tanimlanir (216).

€/ Cp- Ca-N(R) O
Hs HY HB

B pozisyonunda bir hidrojen tasiyan spin tuzaklarinda an yarilmasinin yam
sira ag’ seklinde bir baska yarilma daha meydana gelir. Sekil 1.17'de 4- POBN ile
tuzaklanan bir radikale ait ESR spektrumu ve ay, an® yarilmalan goriilmektedir. v ve
8 pozisyonlarinda hidrojen tagiyan spin tuzaklarda da an! ve ag® seklinde yarilmalar
meydana gelir (220). Ayrica a, P, v veya & pozisyonlarinda bulunan bir halojen
atomu nedeniyle de farkli yarilmalar olugabilir (216). Ornegin bir y-flour atomu

varlig1 nedeniyle ay” yariimasinin gériilmesi gibi (229).
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Sekil 1.7. 4-POBN ile tuzaklanan bir radikale ait ESR spektrumu ve ax, ay’

yarilmalart.

ax ve ag’ degerleri, gesitli spin tuzaklar ve bunlarla tuzaklanan radikaller i¢in
belirli deney kosullarinda sabittir. Bu 6zellikten yararlamlarak olusturulan tablolar
yardimiyla tutulan radikalin tanimlanmasina iliskin bilgiler elde edilebilir.

Asirt ince yapi yarilmalari manyetik alan birimleriyle ifade edilir. Bu
buyuklik 4-30 G arasinda degisir ve siklikla 15 G civarindadir (G= Gauss veya
militesla, 10 G= 1 mT).

an’in kesin degeri azot Uzerindeki siibstitiientlerin yapisina ve nitroksitin
¢cozindurildigii ortama baglhidir. Dolayisiyla ideal bir spin tuzagi, yalnizca
tuzaklanan radikalin niiklear spinine bagli nitroksit asin ince yap1 etkilesmesi
olusturan bir ajandir (216).

Spin tuzagt segiminde bir taraftan ajanin kendine ait nitelikler gozoniine
alinirken, bir taraftan da olusturdugu spin adduct’in niteligi dikkate alinir. Spin
tuzaginin ¢ozinirlugi fazla olmali, radikal tuzaklama reaksiyonu diginda kimyasal
ve fotokimyasal olarak inert olmali ve radikal tuzaklama reaksiyonunun hiz1 yiksek

olmaly, dolayisiyla distik konsantrasyonlarda kullanilabilmelidir (216).
1.2.3.1.4.1. Nitrozo Spin Tuzaklan
C-nitrozo turevi spin tuzaklarin kullaniminda en biiyiikk avantaj, tutuklu

radikalin spin adduct’daki nitroksit azotuna dogrudan baglanmasidir (Esitlik 1.24).

Bu nedenle nitrozo spin tuzagi adductlarinin asirt ince yapi sabiteleri nisbeten
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blyiiktir ve tuzaklanan radikalin manyetik ¢ekirdegindeki yarilmalar1 daha iyi ortaya
koyan, dolayisiyla daha i1yl ¢6ziimlenebilen niteliktedir. Ayrica nitron spin
tuzaklarina kiyasla daha segicidirler. Esas itibariyle karbon merkezli radikalleri, daha
diisiik oranda da azot ve okstjen merkezli radikalleri tuzakiarlar (230).
Ana dezavantajlan ise termal ve fotokimyasal olarak labil olmalari ve oksijen
merkezli radikallerle yaptiklar1 adduct’larin oldukca dayaniksiz olmasidir. Nitekim
hidroksil radikali ile yaptiklann adduct’larin  dayamksizligi  en  biyuk
dezavantajlaridir. Alkoksil ve hidroperoksil radikalleri ile yaptiklart adductlar ise oda
sicakhinda dayamkhdir (220). Aynica dimerize olmaya yatkin olmalarn nedeniyle
cozuntrlikleri azdir. Oda sicakhigindaki ¢ozeltilerinin ancak belirli bir fraksiyonu
etkindir. Omegin organik ¢oziicide ¢oziindiiriilen 2-metil-2-nitrozo  propan
(MNP)’1n % 90’1 tuzaklama yapabilir (220).

Bu gruptan en ¢ok kullanilan spin tuzaklara 6rnek olarak yukarida sozi edilen
MNP’ den baska 3,5-dibromo-4-nitrozobenzensulfonat (DBNBS) verilebilir (Sekil
1.18) (231).

- : > ¢
o—n’D CR=N'—"Bu ”e:‘ . ] ,
) N

0 Me ‘-
0
- (4-Piridil-1-oksit) -N-t-biitilnitron
oGPl g 5,5-Dimetil-1-pirolin-N-oksit
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0
- il-2-nitrozopropan L. .
2-Meu (MnIiIP(;Z prop (5-(dietoksi fosforil)-S-metil-1-pirolin-N-oksit)
(DEPMPO)

Sekil 1.8. Yaygin olarak kullanilan spin tuzaklarin kimyasal yapilar.
1.2.3.1.4.2. Nitron Spin Tuzaklar
Nitronlar, in vivo, ex vivo ve in vitro birgok biyolojik sisteme kolay

uygulanabilmeleri nedeniyle en populer spin tuzaklar olarak tanimlamirlar. Yeterli

derecede hidrofiliktirler, 1giktan etkilenmezler, toksisiteleri yiksek degildir ve
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tekrarlanabilir sonuglar verirler. Ayrica olusturduklann adduct’lar, ozellikle de
karbon-merkezli adduct’lann bazilar yillarca olmak tzere, stabildir.

Nitron grubu spin tuzaklar karbon, hidrojen, oksijen ve halojen merkezlileri
de kapsayan ¢ok sayida farkhi radikali tutabilirler (230). Esitlik1.25’de goruldiagi
gibi nitron spin tuzaklar ile tutulan radikal, a-karbon atomuna baglanir. Bu nedenle
tuzaklanan radikalin manyetik ¢ekirdekleri nitroksit azotunun uzaginda kalir.
Sonugta ESR yarilmalarma katkilar az olur, tuzaklanan radikalin yapis: ve karakteri
spektrumdan kolaylikla okunamaz, iyi ve dogru tamimlama igin ozellikle de bir
'adduct kansimi' olugmussa ileri uzmaniik ve deneyim gerekir (216, 220). Boyle
durumlarda ¢6ziim, esdeger kosullarda referans bir nitroksit olusturarak elde edilen
yarilmalan karsilastirilmak yoluyla saglanir (216).

Diger taraftan bir B-hidrojeni tasiyan spin tuzaklar, ornegin 5,5-dimetil-1-
prolin-N-oksit (DMPO), hem B-hidrojene, hem de nitroksit azotuna bagh astr1 ince
yapt yarilmalar1 olan adduct’lar olustururlar. Boyle adduct’larda an ve aw’in
buyikligi fazla oldugu icin duyarlik artar ve tuzaklanan radikalin tayini kolaylagir
(232).

Nitron tuzaklar okside edilebilir ve indirgenebilirler; hidroksilamin, oksim,
imin, hidroksamik asit, nitroksit ve nitrozo bilesiklerine doniisebilirler (220). Bu
reaksiyonlar1 demir, bakir gibi metal iyonlan katalize edebilir. Oregin DMPO’nun
ve benzerlerinin FeCls ile oksitlenmesi ile karsilik gelen hidroksamik asitler olusur.
Hidroksamik asitlerin oksidasyonu ile de nitroksitler artifakt olarak olusabilir (220).
Selate edilmis demir de nitronlarla reaksiyona girip ESR sinyali veren radikaller
olusturabiiir (220).

Kargi karsiya kalinan tiim zorluklara karsin nitron grubu spin tuzaklarin
onemli bir avantaji oksijen merkezli radikallerle olduk¢a dayanikli spin adduct’lar

yapmalaridir. Bu nedenle biyolojik sistemlerdeki okside edici radikallerin

arastirilmasinda oldukca genis bir kullamma sahiptirler. Ozellikle OH* ve Oy
radikallerinin belirlenmesi i¢in en uygun spin tuzaklar nitron yapisindadir. Ancak

mevcut nitron tuzaklarin kendi aralarinda da avantaj ve dezavantaj farklari bulunur.

Genel olarak DMPO gibi siklik nitron tuzaklar Oy ve OHne karsi yiksek
reaktivite gosterirler ve nispeten zor hidrolize olurlar. Fakat oksijen ve 1s18a

duyarliliklan fazladir. Bu nedenle de raf émirleri kisadir (220, 231). 4-POBN (o(4-
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piridil-1-oksit)-N-z-butil nitron) ve PBN (a-fenil N-7-butil-nitron) gibi aril nitronlarin

07" ve OH"’ne kars1 reaktiviteleri daha dusiiktiir, daha kolay hidrolize olurlar, fakat
raf Omirleri daha uzundur (220, 233).

Yakin yillarda gelistirilen DEPMPO (5-(dietoksi fosforil)-5-metil-1-pirolin-
N-oksit)’nun kimyasal/biyokimyasal/hiicresel sistemlerde siiperoksit tayinleri igin
DMPQO’dan ¢ok daha duyarli 6l¢im olanag:i sagladigt ve olusan adduct’larin
DMPO’nunkinden 15 kez daha uzun 6miirli oldugu gosterilmistir (234).

Ayrica nitronlar sulu ortamda pH’ya bagh hidroliz reaksiyonlarina
ugrayabilirler ve reaksiyon triinleri hidroksil radikallerinin tuzaklandi: seklinde
yanhg sonuglara gotiirebilir. Nitronlar niikleofilik saldirilara da duyarhidir ve bu
radikal Grinlerinin olusumuna yol agar (220). Tim bu artifaktlar nedeniyle bir spin
tuzaklama deneyinde bir nitroksitin belirlenmesi, mutlaka bir radikalin tuzaklandig:

anlamma gelmez. Dogrulayic: islemlerle elde edilecek daha ileri kamtlara ihtiyag

vardir. Ornegin, tuzaklanan radikalin OH® veya O, oldugunu gostermek i¢in SOD
veya CAT gibi antioksidan enzimler kullamlabilir (235). Spektrumda ayirict bilgi
elde etmek i¢in radyoaktif isaretli maddeler de kullanilabilir (219, 229).

Diger bir yaklagim ise olusan radikal adduct'in sistemden dogrudan
izolasyonunu takiben kiitle spektrometrisi (MS) ile tayini veya yiiksek basingli sivi
kromatografisi (HPLC), gaz kromatografisi (GC) gibi sistemlerde izolasyonu ve
tayinidir. Ayrica ESR’la kombine HPLC-MS, GC-MS sistemleri kullanilabilir (219,
229).

1.2.3.1.4.2.1. 4-POBN

4-POBN, PBN'in suda ¢ozinen bir analogudur. Yiksek hidrofilisitesi ve
hiicre membranlarindan gegebilmesi nedeniyle ozellikle hiicresel sistemlerde spin
tuzag olarak tercih edilen bir nitron turevidir (236). Isik ve oksijen varligina nisbi
olarak dayaniklidir. Biyolojik sistemlerde, oksijen ve karbon merkezli radikallerle ve
lipid hidroperoksi radikalleri ile adduct olusturmak tizere yaygin olarak kullanilir.
Hidroksil radikali ilé B-hidroksi nitroksit adduct1 yapar (220). Azot ve B-hidrojen

baglasim: (coupling) nedeniyle daima herbiri ikiye yarilmig bir triplet seklinde
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spektrum verir (Sekil 1.17). Tablo 1.9'da 4-POBN ile gesitli sistemlerde elde edilen

radikal adduct'lara ait asir1 ince yapi sabitelert gorilmektedir.

Tablo 1.9. 4-POBN ile cesitli sistemlerde elde edilen radikal adduct'larina ait asir

ince yapi sabite degerleri.

Spin adduct Sistem an ay an’ Kaynak

POBN/HOO Sodyum persiilfat- 14.18 1.72 - 238
giimiis nitrat 14.46 1.75

POBN/OH Sodyum persiilfat- 15.10 1.66 - 238
gilimiig nitrat 14.97 1.68

POBN/pentil Linoleik asit 15.80 2.60 - 239, 240

POBN/pentenil Linolenik asit 15.80 2.60 - 240

POBN/etil Lipooksijenaz- 15.78 2.50 .30 241
linoleat 0.34

POBN/fenil etil Lipooksijenaz- 1573 275 - 24}
linoleat

POBN/{enil etil Mikrozomal- 15.73 2.73 - 242
NADPH

POBN/etanol Mikrozomal- 14.97 348 - 243

(hidroksi etil) NADPH

POBN/["*Cletanol ~ Mikrozomal- 14.97 3.47 - 243

(hidroksi etil) NADPH

POBN/2-propanol ~ Mikrozomai- 14.98 2.67 - 243

(2-hidroksi propil) NADPH

POBN/2-butanol Mikrozomal- 15.10 2.56 - 243

(2-hidroksi butil) NADPH

® Hidroksil hidrojeni nedeniyle meydana gelen bolinme



POBN'in OH® ve Oy radikal adduct’larinin dayamkhihig: ¢ok yitksek degildir.

O," adduct'larinin kuvvethi oksidan tiirevlere, muhtemelen de hidroksil radikaline
yikimlandig bildirilmistir (231).

POBN'in ve PBN'in sitokrom P-450'erin substrati oldugu, monooksijenaz
enzim aktivitelerini kompetitif bir mekanizma ile inhibe ettikleri gézlenmistir ancak
POBN'in yaptig1 inhibisyonun distk oldugu ve konsantrasyona bagh oldugu
bildirilmigstir (237). Bu etkilesme, POBN (ve PBN)'in biyolojik sistemde serbest
radikallerin olustugu bolgeye kadar ulasabildigini ve bu nedenle kisa Omirli
radikalleri de tuzaklayabilen etkin bir spin tuzag oldugunu gosterir. Ancak bir ESR
analizinde spin tuzaklama sonuglarinin negatif olmasi halinde, serbest radikal
bulunmadig: seklinde bir karara varmadan &nce, POBN'In (veya kullamlan spin

tuzaginin) enzim inhibisyonu yapma olasiliginin elimine edilmis olmast gerekir.

1.2.3.2. Lipid Peroksidasyonunun Ol¢iimii

Lipid peroksidasyonu serbest radikallerin biyolojik sistemlerdeki lipid
bilesenlerini yikimladig: invasif bir prosestir. Cok sayida tirtin olusumu ile sonuglamr
ve bu Urinler lipid peroksidasyonunun nicel ve nitel olarak belirlenmesinde

kullanilabilirler. Bu yontemlerden siklikla kullanilanlar asagida 6zetlenmistir:

e PUFA kaybinin GC ve HPLC ile 6l¢iimu (127)

o Karbon merkezli radikallerin oksijen tutmasinin ve peroksit yikim reaksiyonlar
esnasinda oksijen tutulmasinin oksijen elektrodu ile dlgimii (127)

o Lipid peroksitlerin iyodirleri oksitleyerek agiga ¢ikardigt iyodun tiyosilfatia titre
edilmesi suretiyle dlgimu (217)

e Lipid peroksidasyonu esnasinda olusan radikal ara urtnlerin ESR-spin tuzagt
teknikleri ile analizi (219)

o Lipid peroksit yikimlanmasi esnasinda olusan pentan ve etanin GC ile dlgiimii
(127)

e Lipid peroksidasyonu esnasinda olusan 4-hidroksinonenal gibi sitotoksik

hidroksialkanlarin GC, HPLC veya antikor teknikleriyle olgiimi (127)

70
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o PUFA’larin oksidasyonu esnasinda olusan dien konjugasyonunun ikinci-tirev
spektrasi iizerinden spektrofotometrik olarak tayini (127)

e Lipid peroksidasyonunun son urinleri olan MDA gibi aldehitlerin, amino
gruplart ile asit pH’da Shiff bazi vermek iizere reaksiyona girmelerini takiben
spektrofluorometrik olarak dlgiimii (244)

e MDA’nin tiyobarbiturik asitle verdigi renkli (pembe) kromoforun

spektrofotometrik veya spektrofluorometrik olgtima (127)

Son yontem tiyobarbitirik asit reaktif materyal (TBARS) 6lgim yontemi adi ile
de adlandinilir. Cinkii bu yontemle 6lglilen materyal sadece lipid peroksidasyonu
esnasinda olusan MDA’y1 degil, test esnasinda olusanlar1 da kapsar. Ozgiil bir
yontem olmamak gibi dezavantajlara kargin kolay ve hizli bir yontem olmas:

nedeniyle yaygin olarak kullanilmaktadir (127).

1.2.3.3. Enzimatik ve Nonenzimatik Antioksidan Diizeylerinin Ol¢iimii

1.2.3.3.1. SOD Enzim Aktivitesinin Tayini

Superoksit dismutaz enzim aktivitesinl, enzimatik ortamda substrat
tuketiminin veya Uriin olusumunun 6l¢iimine dayali dogrudan yontemlerie tayin ¢ok
gugtar. Cinkid SOD’larin substrat1 olan O;” ’in de, enzimin bu substratla reaksiyonu
sonucunda olusan Urlinlerin de stabilitesi ¢ok azdir. Bu nedenle SOD aktivitesi tayini
i¢in kullamilan rutin yontemler O ile reaksiyona giren ve kolay olgulebilen bir
indikatorin bulundugu bir test ortaminda, O, ’in enzimatik veya nonenzimatik
olarak olusturulmasi esasina dayanan ‘dolayli’ Ol¢im yontemleridir. Bu esasa
dayanan cesitli yontemlerde SOD miktari, indikator reaksiyonundaki degisiklikten
hesaplamir. Genellikle indikator ile O,” arasindaki reaksiyonu % 50 oraninda inhibe
eden enzim miktar ‘1 Unite SOD enzim aktivitesi’ olarak tanimlanir (178).

SOD olgim yontemlerinde en ¢ok kullanilan O,” olusturucu sistem,
ksantin/ksantin oksidaz sistemidir. O;" indikatorii olarak (O, ile indirgenen)

sitokrom c veya nitroblutetrazolyum kullanilir. Oy” olusturucu diger kaynaklar olarak



pirogallol, epinefrin, 6-OH dopamin veya hidroksilamin otooksidasyonu; potasyum
07" ve oksijenin elektrokimyasal yolla rediiksiyonu kullanilmaktadir (178, 245).

Superoksit indikatori olarak ise epinefrin, tetranidrometan, pirogaliol
otooksidasyonlar:, 2-etil 1-hidroksi-2,5,5,-trimetil-3-oksazolidin oksidasyonu ve
luminolin kemiluminesansi kullanilabilir (245).

Bu yontemlerin uygulamas: esnasinda ortamda bulunan siiperoksidi stptriici
bir ajan ve/veya indikator ile reaksiyona giren veya O;” ’in olusum hizimi1 degistiren
herhangi bir faktor SOD aktivitesinin hatali tayinine yol acabilir. Boyle problemlerin
giderilmesinde SOD’in  organik solvanlarla ekstraksiyonu, sitokrom ¢’nin
asetilasyonu, siyanir ilavesi ve diyaliz gibi ilave yontemler uygulanir (178).

Diger taraftan otooksidasyon yontemlerinin bir dezavantaji Mn SOD ve Fe
SOD aktivitesinin disiik oldugu vyitkksek pH degerlerinde ¢alisiimasinin gerekli
olusudur (245).

Siiperoksit anyonunun dogrudan izlenmesine dayanan SOD olgimleri, ‘puls
radyoliz® teknigi, polagrofik teknikler, hizli dondurma ESR teknigi ve *F NMR
spektroskopisi ile yapilabilir. Ancak bu yontemler, oérnegin ¢ok yiiksek saflikta
olmasini gerektiren sofistike tekniklerdir (178).

Ayrnica enzimatik yontemlere kiyasla glvenilir ve tekrarlanabilir olan ve
yiiksek spesifiteye sahip immunokimyasal yontemlerle SOD tayinleri de olanakhidir

(178).

1.2.3.3.2. GSHPx Aktivitesi Tayini

GSHPx aktivitesi tayininde en ¢ok kullanilan yontemler GSHPx’1n, H,O7’i
veya hidroperoksitleri substrat olarak kullanirken, GSH’un oksidasyonunu katalize
etmesi ve bu esnada olusan NADPH oksidasyonunun (Esitlik 1.17)
spektrofotometrik veya fluorometrik olarak izlenmesi esasina dayanir (246). Cesitli
modifikasyonlarla  uygulanan bu  yontemlerde  substrat  olarak  H,O,,
kiimenhidroperoksit veya tersiver butil hidroperoksit kullanilir. Enzim aktivitesi,
dakikada okside olan pmol NADPH iizerinden ifade edilir (187, 246, 247).

Diger bir yaklasim, GSHPx’1n katalizledigi reaksiyondaki hidroperoksitlerin

veya GSH tiuketiminin olgilmesi esasina dayali yontemlerin kullamilmasidir (246,



247). Bu amagla H;O; ile GSH arasindaki reaksiyon, gii¢lii bir asit ilavesiyle belli bir
zaman arahiginda durdurulur, reaksiyon ortaminda kalan GSH miktan polarografik
olarak (246) veya ditiyonitrobenzoik asit yontemi ile olgiilir (248). Ortamda kalan
H,07’in tayini esasina dayah yontemde ise reaksiyon yine kuvvetli asit ilavesiyle
belli bir zaman arahiginda durdurulur ve kullanilmis GSH civa tuzlan ile

uzaklastirildiktan sonra H,O; olgimii yapilir (247).

1.2.3.3.3. CAT Aktivitesinin Tayini

CAT aktivitesi, H,O, yikimlanmasinin veya O; olusumunun izlenmesi
yoluyla o6lgiiliir. HyO7’in yikimlanmasi, reaksiyonun belirli bir aninda, kullamlmamig
substrat miktarmin spektrofotometrik veya titrimetrik yontemlerle olgiilmesi suretiyle
yapilabilir (249). Reaksiyon sonucunda meydana gelen O, miktarimin polagrofi veya
oksijen elektrodu ile 6lgiilmesine dayanan yontemler de bulunmaktadir. Alternatif bir
yontem olarak immunopresipitasyonla olgiim gosterilmektedir. Ancak biyolojik
orneklerde CAT aktivitest i¢in Onerilen ve en sik kullamlan yoéntem, H;0;

yikimlanmasinin spektrofotometrik yontemle olciilmesidir (250).

1.2.3.3.4. Indirgenmis ve/veya Okside Glutatyon Diizeylerinin Tayini

Biyolojik orneklerde glutatyon tayinleri enzimatik veya kimyasal 6l¢tim
yontemleri ile yapilir. Kullamlan yontem ne olursa olsun reaksiyon icin ilk basamak,
GSH gibi protein olmayan tiyollerin, protein tiyollerinden ayrilmasidir. Bu amagla
trikloroasetik asit, metafosforik asit, 5-stilfosalisilik asit, perklorik asit ve pikrik asit
gibi protein ¢oktirucileri kullamlir (251).

1935’lerden bu yana tammlanmis olan glioksalaz, alloksan, stlfurik asit ve
iyodometrik titrasyon gibi gesitli yontemlerden (252, 253) halen kullaniimakta olan
glioksalaz yontemi (251) disinda, bu metodlarin 6zgulligi ve duyarlig: disiktir ve
sadece total GSH tayini i¢in uygundurlar.

Ellman (253, 254) tarafindan 1958°de sentezlenen ve tiyol degisim
reaksiyonlar ile yiiksek kromojenik tirevler veren bir aromatik disulfit bilesigi, 5,5°-

ditiobis (2-nitrobenzoik asit) (DTNB, Ellman reaktifi), alifatik tiyol bilesiklerinin ve



74

dolayisiyla GSH un tayinine buyiik ol¢tide kolaylik getirmisti. DTNB suda kolay
¢ozundr, tiyollerle reaksiyonu kolaydir. Bir molekiil tiyole kargiik 2 molekiil 3-
karboksi 4-nitrobenzentiolat (TNB) anyonu meydana gelir. Total GSH tayini igin
yakin yillara kadar bu yontem en ¢ok kullanilan kimyasal yontem olmustur.

1966’lardan sonra gelistirilen ¢esitli florometrik veya spektrofotometrik
yontemlerle indirgenmis ve okside GSH diizeylerinin belirlenebilmesi miimkiin hale
gelmistir (251).

Owens ve Belcher (255) tarafindan gelistirilen ve Tietze (256) tarafindan
buyiik 6l¢ide modifiye edilen enzimatik dongi yonteminde, GSH veya GSSG ile
GSH rediiktazin katalitik miktarlar;, DTNB’nin NADPH ile siirekli rediiklenmesine
neden olur ve olay asagidaki reaksiyonlara gore yurir (Esitlik 1.26-1.28) :

nonenzimatik

2GSH +DTNB » GSSG + 2TNB (1.26)

GSSG Rediktaz

GSSG + NADPH + H' » 2GSH + NADP~ (1.27)

GSH/ GSSG/ GSSG Rediktaz

NADPH + H" + DTNB »2TNB + NADP" (1.28)

Kullanildig: her laboratuvarda az ya da ¢ok modifiye edilen bu yontem, halen
en ¢ok kullamlan enzimatik yontem olma 6zelligine sahiptir. Bu yontem, ortamdaki
GSH’un N-etilmaleimid (NEM) (251) veya 2-vinilpiridin (257) ile maskelenmesiyle
GSSG olgumleri i¢in de 6zgil hale getirilebilmektedir.

GSH ve GSSG’nin HPLC yontemleri ile de nicel ve nitel tayinleri
yapilabilmektedir (258).

Benzer yontemler protein tiyol gruplarinin ve total tiyol dizeylerinin

tayininde de kullanilir (258, 259).

1.2.3.3.5. Total Antioksidan Kapasitenin Tayini

Plazma, serum veya serum lipoprotein fraksiyonu gibi biyolojik sivilardaki
enzimatik ve nonenzimatik antioksidan diizeylerini tek tek olgmek yerine ‘total
antioksidan kapasite” olarak olgmek, biyolojik sistemin oksidatif strese karsi koyma

gucuni 6ngérmek yoninden faydahdir. Bu amagla kullanilan gesitli yontemlerin
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dayandig: temel ilke, test ortaminda bilinen bir hizda serbest radikal olusturmak ve
ornegin bu radikal olusumunu inhibe etmesini 6lgmektir.

Radikal olusturucu sistemler olarak radyoliz, fotoliz, elektroliz gibi fiziksel
sistemler (260);, azot bilesiklerinin termal dekompozisyonu, fotoindiiksiyon gibi
fizikokimyasal sistemler (261); Fe' veya Cu™" /H,0,, Cu" /kiimen hidroperoksit ve
cesitli bilesiklerin otooksidasyonu gibi kimyasal sistemler (260, 262); ksantin
oksidaz veya horseradish peroksidaz (HRP)/ H,O; gibi enzimatik sistemler (260);
beyin homojenatlarinda lipoperoksitier (262) gibi doku homojenatlar1 veya NADPH-
tilketen mikrozomlar gibi subseliiler fraksiyonlar (260) kullanilir. Olgiim sistemi
olarak fluoresan inhibisyonu, kemiluminesans, oksijen alimi, absorbans degisikligi,

TBARS, hiicre morfolojisi gibi ¢esitli yontemler kullanilir (262).
1.3. Hiicre Kiiltiirleri

Hayvansal bir dokudan veya tam/intakt bir hayvandan alinan hiicreler, eger
beslenme ve buyume faktorleri saglanirsa in vitro biyumeye devam ederler. Bu
prosese hiicre kiiltird denir (263). Kultir islemi tek tek hucrelerin aynen bir
mikroorganizma, bakteri veya fungus gibi bagimsiz bir birim olarak davranmasina
olanak verir. Mitozla boéliinme kapasitesi olan hiicreler ve hiicre populasyonlari,
besin Ogelerinin tikenmesi gibi, bazi1 parametrelerde simirlama olmadigi surece
bilyimeye devam ederler. Hiicre kiilttirleri normal olarak tek bir tip hiicre tasirlar
(ornegin fibroblast kalttrleri). Kiilttr hiicreleri genetik olarak ayni olabilir (homojen
popilasyon) veya bazi genetik degiskenlikler gosterebilirler.

Ginumuzde hiicre kultiirleri metabolik ve toksikoljik ¢aligmalar bagta olmak
iizere ¢ok cesitli amaglarla yaygin olarak kullamlmaktadir. Tercih nedenlerinin
basinda hiicre buyiimesinn kararli ve tekrarlanabilir olmasi gelir. Ayrica hiicre
kiltart ¢alismalar tam hayvan ¢aligmalarina kiyasla ¢ok daha ekonomiktir.

Ana dezavantaji ise belirli bir biyiime periyodundan sonra hiicrelerin
karakteristiklerinin degismesi ve kaynaklandigi hayvan hiicrelerinden oldukg¢a farkls
hale gelmesidir. Hicreler farkli besin oOgelerine adapte olabilirler, ancak bu
adaptasyon hiicrei¢i enzimlerin aktivitelerinde degigmeleri de beraberinde getirir

(263).
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1.3.1. Hiicre Kiiltiirlerinin Hazirlamis:

Bir hucre kiiltird dogrudan hayvan dokusundan hazirlanabilecegi gibi kiltiir
koleksiyonlarindan da hazirlanabilir. Dogrudan dokudan izole edilen hucrelerle -
hazirlanan kiiltarlere ‘primer kiltiir’ ad: verilir. Primer kiltirler in vivo kosullardaki
durumlarina yakin hucrelerle ¢alisma olanag: saglar. Ancak izolasyon isleminin
gucligu, hiicre kiltirinin kiltir koleksiyonlarmmdan alinan bir hiicre ornegi ile
hazirlanmasini daha yaygin hale getirmistir (264).

Bir primer kiilttrdeki hiicrelerin biyiimeleri durdugunda, hiicrelerden bazilari
taze bir bilyime ortamina alinip ekilmek (inokiilasyon) suretiyle yeni bir kiltiir
hazirlanabilir. Bu isleme alt-kuiltir (sub-culture) hazirlama veya pasaj yapma denir.
Boylece bir primer kiltiriin ilk pasajimin yapilmas: ile ‘sekonder kaltirler’
hazirlanmis olur. ‘Cell line’ terimi ¢ok sayida alt kaltiirler yoluyla siirekli biyiimeye
devam eden hiicre populasyonlarina verilen addir (265).

Hucreler genellikle alindiklar1 dokuya gore tamimlanirlar ve 151tk mikroskobu
altinda karakteristik sekillerde gorulirler. Hiicre kultarlerinde en ¢ok kullanilan
hiicre tipleri epitel hiicreleri, bag dokusu huicreleri, kas dokusu hiicreleri, sinir dokusu
hiicreleri ve kan ve lenf hiicreleri olarak sayilabilir.

Sinir dokusu hucreleri karakteristik sekilli noronlar ve glial hiicreler gibi
destekleyici hucreler igerirler. Noronlar ileri dizeyde farklilasmis hiicrelerdir ve
kiiltiirde bolinmeye ugramazlar (125).

Bag dokusu, fibroz matriksi ve kemik kikirdag: olan canlilarin ana yapisal
bilesenini olusturur. Bag dokusu hiicrelerinden olan fibroblastiar buytume
ozelliklerinin 1yi olmasi nedeniyle hiicre kiltiirii galigmalarinda en ¢ok kullanilan
hiucre tiplerinden biridir. Fibroblastlar dokudan tripsinle aynldiginda yuvarlak
- gekillidir, daha sonra kat1 bir yiizeye yapisarak cogaldiklarinda uzayarak karakteristik
ig seklini alirlar (263).

Hucre kiltirleri normal veya transforme hiicre kultirleri olabilir. Normal
hucre kilturleri digerlerinin aksine yasam stresi simirli olan diploid kromozom
sayisina sahip, yapisma ve buyiime i¢in kati bir destege ihtiya¢ gosteren ve malign

olmayan hiicrelerin kilttrleridir.
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Destege bagiml hiicreler ekimi takiben birkag¢ saat icinde biyiime yiizeyine
yapigirlar ve birbirine bitigik bir hiicre tek tabakas: olusturana kadar biuyumeye
devam ederler. Makul bir bityime hiz1 elde etmek igin 10*-10° hiicre/m! yogunlukta
hiicrenin ekilmesi gerekir. Bu, 3-4 gin iginde kat1 bir yiizey tzerinde 10°-10°
hiicre/cm® olacak sekilde bir biiyiime saglar (266).

Hucre kultirlerinde besleyici ortamlar, ‘kiltar ortami’ veya ‘biiyime ortami’
adiyla anilan, kimyasal olarak kompleks yapida sivi ortamlardir. Standart kiltar
ortamlarimin ana bilesenlerini enerji kaynagi ve niikleik asit sentezi ic¢in gerekli
ribozom prekiirséru olarak bulunan glukoz; protein sentezi prekiirsorleri olarak
cesitli aminoasitler; tuzlar; vitaminler ve hormonlar olusturur; pH indikatora olarak
fenol kirmizisi ilave edilir. Ayrica bu ortamlar serum ve antibiyotiklerle suplemante
edilirler (263).

Kiltir ortaminda hiicre biiyiimesinin durmasi besin 0gesinin tikenmesiyle,
metabolik driinlerin veya toksik bir metabolitin birikmesiyle veya biilyime yiizeyinin
eksilmesi, hiicrelerin bllyime yiizeyini tamamen ortmesi (hiicre-hucre etkilesimi) ile
olur. Eger kulttr ortamm 2 giin sonra kismen veya tamamen degistirilirse maksimum
hiicre dansitesi yukselir. Maksimum hticre dansitesine ulasilan kiltiirlerde, birkag
gin ic¢inde alt kultirler hazirlanirsa biiyimenin yeni bir kiltirde devam etmesi
saglanmig olur. Alt kiiltar hazirlamaksizin uzun stre birakilan kultiirler canhiliklarin
kaybederler (265).

Stispansiyon halinde tretilen hicrelerden alt kiltir hazirlamasi, yiksek
dansiteli kaltiirtin taze kiltir ortamiyla 1:2-1:10 oranda seyreltilmesi ile yapihir.

Destek bagimli hiicrelerin alt kuilturlerinin hazirlanmas: igin once hiicrelerin
biyiime ylzeyinden ayrilmasi (defachment) gerekir, sonra yeni kiiltir kabindaki taze
kiltir ortamimna ekimi yapilir. Hucrelerin destekten ayrilmasi igin proteolitik bir
enzim olan tripsin kullanilir, boylece hiicreleri destek yiizeyine baglayan proteinler
yikimlanir (265).
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1.3.2. Kiiltiir Hiicrelerinin Biiyiimesi

Kdaltarlerdeki buylime kalhibi bir lag faz (oyalanma fazi)-biyime fazi-
stasyoner faz sirasim izler ve ‘S’ seklinde bir 'hiicre dansitesi x zaman' grafigi

gosterir. Daha sonra inig (azalma) fazina gecilir (265, 266).

1.3.2.1. Oyalanma Faz1

Hiicre konsantrasyonunda gorilur bir artigin olmadigt erken fazdir. Bu fazda
biiyiime faktorlerinin hiicresel sentezi yapilir. Bu faktorler kritik bir konsantrasyonu
astiktan sonra biyiime baslar. Bu fazin stiresi kultiir ortaminin bilesimi ve hiicrelerin
baglangigtaki durumu ve konsantrasyonuna baglidir. Kaltir i1slemi yiksek hiicre
dansitesi ve 1yl durumda (viabilite iyi) hucrelerle baslatilirsa, oyalanma fazi tamamen

elimine edilebilir (265).

1.3.2.2. Biiyiime Fazi

Hucre sayisinin eksponansiyel olarak arttigi donemdir. Bu fazda, hicre

siklusunun G1-S-G2-M fazlar: izlenir (263, 265).
1.3.2.3. Stasyoner Faz

Hucre konsantrasyonunun artik artmadigi, buyume hiz1 ile 6lim hizinin esit
oldugu fazdir. Yukanda sozii edilen hiicre buyiimesinin smirlayic: faktorlerinden
birinin mevcudiyeti bu faza girilmesine neden olur (263, 265).
1.3.2.4. Inis Faz1 ve Hiicre Oliimii

Bu faz hiicre 6limii nedeniyle gelisir. Hucreler lizise ugrayip hiicresel

metabolitlerin biiyiime ortamina ¢ikisiyla canli hiicre konsantrasyonu azahr. Oliim

nedeni apoptozis veya nekrozdur (265).
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1.3.3. Hiicre Oliimii

Apoptezis: Bir hiicre intihar mekanizmasidir. “Fizyolojik hicre 6lima’ veya
‘Programlanmis hiticre olumii’ de denilen bu olay normal fizyolojik kosullarda
oldugu gibi kultir hicrelerinde de gorulir. Bir stimilisin, hiicrenin olimuyle
sonlanan bir metabolik yolag: aktivite ettigi endojen bir proses olarak tanimlanan bu
kompleks prosesin temelinde endojen nikleazlarin aktive olup DNA’y1 180 baz
¢iftlik (bp) fragmanlara ayirmas: olay1 vardir. Apoptotik hiicrelerin membranlarinda
bleb (vezikiil) olugsur. Bunu hiicrenin bitytimesi, c¢ekirdegin kondanse olmasi ve
takiben hiicrenin membranla ¢evrili apoptotik cisimlere fragmante olmas: izler (260,
263).

Fizyolojik kosullarda yagamsal madde eksikligi ile iligkisi yoktur. Ama hicre
kultiarlerinde besin 0gesi yetersizligi halinde apoptozis erken baglayabilir.

Nekroz: Hicresel hasari izleyen bir prosestir. Kazai veya patolojik hicre
olimia de denir. Apoptozisde oldugu gibi hicrenin intrinsik faktérleri ile degil,
hiicrenin i¢ ve dig ¢evresindeki onemli degisikliklere, fizyolojik kosullardan buyiik
olgiide sapmalara bagl olarak meydana gelir. Membran transport sistemlerini ve
membran permeabilitesint bozan membranal hasarlar ve mitokondriyal oksidatif
fosforilasyonu bozan etkenler en 6nemli hicre hasarn nedenleridir. Nekrotik hicre
olumi protein sentezi ile ilgili organellerin ve mikrotibiillerin hasar ile de meydana
gelebilir. Apoptozis olayinda gozlenen hiicre fragmanlan nekroz olayinda gorilmez
ve kiitur hiicrelerinin canliligini yitirmeleri nisbeten yavas olur (263). Hiicrelerin
aniden agir strese maruz kalmalar halinde normal olarak meydana gelen pasif bir
prosestir. Hiicrenin homeostazinm siirdirme yeteneginde bir bozulma ile baslar, bu su
ve ekstraseliler sivinin hiicreye girmesine yol acar. Hiicreigi organeller ozellikie
mitokondriler ve hiicrenin tamamu giser ve yirtilir (hicre lizisi). Plazma membran
yirtilmas: ile sitoplazma igerigi, lizozomal enzimler dahil ekstraseliler siviya dokulir

(266).
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1.3.4. Hiicre Proliferasyonu ve Sitotoksisitenin Olciimii

Hiicre kaltiirii galigsmalari canli hiicre sayisi ve hiicre proliferasyonunun hizls,
dogru ve tekrarlanabilir degerlendirilmesini gerektirir.  Sitotoksik  etkinin
degerlendirilmesi igin yapilan hiocre kaltiri ¢aligmalarinda da benzer nitelikte
yontemlere ihtiyag vardir.

Canli hiicre sayisinin saptanmast igin en guvenilir yontem koloni sayimi
esasina dayali klonojenik yontemler olmakla birlikte, ¢cok zaman alici oldugundan
tercih edilmez. Direkt sayim igin diger alternatif, vital bir boya ile (Tripan mavisi)
boyamay1 takiben bir mikroskobik sayim odaciginda (hemositometre) hiicrelerin
sayilmasidir. Ayrica hiicre siispansiyonlarinda elektronik olarak bir partikiil sayicisi
ile (Coulter Counter) hiicre sayimi yapilabilir (265, 266).

Diger taraftan, hiicrelerin protein ve glukoz iceriklerinin kolorimetrik olarak
tayini, DNA sentezinin radyoaktif isaretleme (*H TdR proliferasyon eseyi) ile,
immunoesseyle veya kemiliminesans yontemleriyle (BrdU inkorporasyonu eseyi)
Olglilmesi esasina dayali dolayli yontemlerle hiicre proliferasyonu belirlenebilir
(266).

Ayrica hiicrenin canliliginin belirlenmesi amaciyla, metabolik aktivitenin
Olgtimii esasina dayali yontemler (MTT testi gibi) gelistirilmistir (267).

Sitotoksisite, hiicre 6limii dahil bazi hicresel kayiplar ve hiicre i¢indeki baz
yapisal ve/veya islevsel kayiplari dlgen testlerle belirlenir. Sitotoksisite olgiimiinde
yukanda sozi edilen testlere ilave olarak plazma membran permeabilitesinin dl¢imu
temeline dayali yontemler, 6rnegin yukarida s6zi edilen diferansiyel boya teknikleri,
laktat dehidrojenaz (LDH) salimi eseyi, radyoaktif isaretlenmis hiicrelerden
radyoaktivite salimi eseyleri kullanilabilir (265).

Bu yontemlerin ¢ok 6nemli bir dezavantaji, ¢ogu sitotoksik ajanin yaptig
hasarin baslangic verinin hiicre iginde olmasidir. Bu nedenle hiicre membram
bozulmug olmamasina kargilik hiicre irreversil olarak hasara ugramig ve 6lmek tizere
olabilir. Boyle durumlarda bu yontemlerin hiicresel hasari saptama yetenegi

sinirlidir.
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Apoptotik  hicre 0lim0 arastirmalarinda en ¢ok kullanilan yaklagim
fluorokrom boyama veya enzimatik isaretieme gibi tekniklerle DNA

fragmantasyonunun saptanmasidir (265).

1.3.4.1. MTT Testi (Tetrazolyum Testi)

Canli hiicrenin metabolik aktivitesini 6lgen kolorimetrik bir  testtir.
Tetrazolyum tuzlarmin cesitli dehidrojenaz enzimlerinin aktivitelerinin 6lgimiinde
kullaniliyor olmasindan hareketle gelistirilmistir (267). 'Siiksinat dehidrogenaz
Inhibisyonu' veya 'SDI testi' adiyla da amlan bu testte, tetrazolyum tuzu olarak 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-11)-2,5-difenill ~ tetrazolyum  bromir (MTT)  kullanilir.
Tetrazolyum halkasi sadece metabolik olarak aktif hiicrelerde mitokondriyal
dehidrojenazlarin aktivitesi sonucu agildigr icin, sadece canli hiicreler tanimlamr
(267). Dolayistyla MTT testi aktif bir oksidatif metabolizma varligi goésteren, bu
nedenle de hiicre proliferasyon ve sitotoksisitenin nicel olarak ol¢iimiinde kullanilan
bir testtir.

Kiltar hicrelert MTT ile inkibe edildiginde (~ 3 saat) sadece canli
hiicrelerde aktif olan ve mitokondriyal solunum zincirinde yer alan siiksinat
tetrazolyum rediiktaz sistemi ile boya indirgenir, suda ¢6zinmeyen formazan tuzu
olusur ve renk saridan pembeye doner. Bu tuz ¢ozindiriliip 570 nm dalga boyunda
kolorimetrik dl¢tim yapilir.

Meydana gelen formazan miktar, canli hiicre sayisi ile dogru orantihdir.

Yontem hizlidir ve tekrarlanabilirligi yuksektir.

1.3.4.2. Notral Kirmizi Testi-NR Testi

Oli ve hasarli hiicrelerin nétral kirmizi boyasim hiicre igine alamamalan
esasina dayanan bir sitotoksisite Olgim yontemidir (268). Zayif katyonik ozellige
sahip olan bir boya olan nétral kirmizi boyasi canli hicrelerde selektif olarak
lizozomlarda tutulur. Bu tutulma lizozomlarla sitoplazma arasindaki pH farkindan
kaynaklanir ve hiicre i¢ine alinan boya miktann hicre kiltirlerindeki canli hiicre

sayist ile dogru orantilidir.



Kiiltiir hiicrelerinin nétral kirmizi ile inkiibasyonunu takiben yapilan bir boya
elisyonu isleminden sonra, 540 nm'de kolorimetrik 6lgiim yapmak seklinde

uygulanarak hiicre proliferasyonun derecesi dlgulir.

1.3.5. Fibroblastlar

Fibroblastlar, bitiin omurgalilarda bulunan mezensimal kaynakli hiicrelerdir.
Embriyonal morfojenezde onemli iglevler uistlenirler; iskelet yapisinin olusmasi, kas
hiicrelerinin yerlerine yerlesmesi, sinir liflerinin yolaklan ve cildin organizasyonu
fibroblastlar tarafindan belirlenir. Dolayisiyla embriyoda sadece matriks
bilesenlerinin sentezini yapmakla kalmaz, meydana gelen bag dokusunun
sekillenmesinde de ana roli ustlenirler (269-271).

Fibroblastlar vyetiskin hayvansal dokuda da bag dokusunun matriks
elemanlarinin  (6rnegin, kollajenler, fibronektin, proteoglikanlar ve proteinlerin)
sentezine ve surdiirilmesine devam ederler. Matriks, fibroblastlar ve salgiladiklarn
degredatif enzimler (kollajenez, proteoglikanlar ve dier proteazlar) tarafindan
devaml olarak doniisime ugrar ve yeniden yapilir. Doku hasar1 ve inflamasyon doku
onarimi icin gerekli fibroblast proliferasyonuna ve kollajen sentezine neden olur
(272).

Fibroblast hiicre kiltiirlerinde 6énemli 6lgiide hicre migrasyonu gozlenir.
Ayni durum in vivoda da vardir ve fibroblastlar hasarli dokularda birikirler. Bu olay
spesifik kemoatraktanlara (kollajen fragmanlari, fibronektin, PDGF, arasidonik asit
metaboliti LTB, gibi) cevaben gelisir, dolayisiyla fibroblastlarin kemotaktik
migrasyon yapma Ozellikleri vardir (273, 274). Baz iyicil ve koticil timorlerin
fibrotik tabiatimin da kismen bu kemoatraktanlardan ileri geldigi iler1 siiriilmektedir.

Geleneksel olarak, ekstraseliller matriks bilesenleri sentez edilebilen oval
cekirdekli, yassimst hiicreler olarak tanimlanan fibroblastlar tizerinde son yillarda
yapilan ¢ahgmalar, fenotip ve islevsel olarak biyik ol¢ide heterojenite
gosterdiklerini ortaya koymustur (272). Bu c¢aligmalar fibroblastlarin dinamik
sistemler oldugunu; sitokinler urettiklerini, immin sistemle etkilestiklerini,
dolayisiyla immin sistem igin integral bir rol oynadiklarini; lenfositlerde oldugu gibi

farkli fenotipleri ve islevleri olan alt populasyonlar olduklarin1 gostermektedir (272).



Bu heterojenite ‘dokuya 6zgii fibroblast' kavramini giindeme getirmistir. Ornegin,
cilt dokusu fibroblastlart morfoloji, proliferasyon hizi, sitokin sentezleri ve
ekstraseliller matriks bilesenleri sentezi itibariyle akciger dokusu fibroblastlarindan
farkhidir (275). Aynica aynmi anatomik yapidaki fibroblastlarin da heterojenite
gosterdigi, ornegin sigan cilt ve akciger fibroblastlarimin morfolojik ve proliferatif
karakteristikleri ile ylzey antijenleri farkliliklarinin yam sira kollajen sentezindeki
heterojeniteleri yoninden de 3 ayn tip (tip I, II, IIT) oldugu saptanmustir (276).
Benzer farkhliklarin insan periodontal dokularinda da gozlendigi, bu fakhiliklarin
periodontal hastalik patojenezi ve yara iyilesmesi yoninden o6nemli oldugu
bildirilmistir (277). '

Bir enflamatdr cevap esnasinda normalden daha fazla kollajen yapma
potansiyeline sahip fibroblastlarin goreviendirildigi, fibroblast alt popiilasyonlarinin
enflamasyon yerindeki secilmis sitokinler tarafindan selektif olarak regiile edildigi
bildirilmektedir (272).

Normal cilt fibroblastlan ile skleroderma'li hastalarin cilt fibroblastlariyla
yapilan hiicre kiltiri ¢aligmalan sklerodermal: hastalarin fibroblastiarimin daha hizli
prolifere oldugunu, daha fazla kollajén sentezi yaptigini, dolayisiyla aktive edilmis
durumda olduklarin1 ve inflamasyon cevabina katima potansiyellerinin arttigim
gostermistir (278).

Fibroblast heterojenitesinin kardiyak dokuda da gozlendigi ve bunun
kardiyovaskiler hastaliklarin gelismesi yoniinden onemli oldugu ileri siriilmiistiir
(279).

Diger taraftan fibroblastlarin, aktive fagositlere, lenfositlere ve endotel
hiicrelerine benzer sekilde fakat disik oranda reaktif oksijen bilesikleri, spesifik
olarak da siiperoksit olusturduklar saptanmistir (140, 274, 280). Endojen serbest
radikallerin inhibe edilmesi ile fibroblast kiltiirlerinde hiicre proliferasyonunun
inhibe edildigi; disiik konsantrasyonda eksojen serbest radikal olusturan sistemlerle

birlikte inkiibe edilen fibroblastlarda proliferasyonun stimile oldugu, yiiksek

konsantrasyonda H,0,, OH veya O, 'e maruz kalma ile proliferasyonun inhibe

edildigi gosterilmistir (140).
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Fibroblastlarda olusan siiperoksidin fibroblast kemotaksizinde rol aldig:,
nitekim fibroblastlarin enflamasyonlu hasar bolgesine migrasyonlarimin SOD ile

inhibe edildigi gosterilmistir (281).

1.3.6. Astrositler

Beyin dokusunda birgok farkli tipte noron, glial hiicre ve endotelyal hiicre
bulunur. Noronlar nikleus, dendritler, aksonlar ve akson terminallerinden meydana
gelirler. Glial hicreler ise, myelin olusturucu hicreler olup, astrositler ve
mikrogliadan olugurlar (125).

Astrositler yetigkin santral sinir sisteminde (SSS) ¢ok yaygin olarak bulunan
bir hicre tiridiar. Bu hicreler o6nceleri beyinde noronlarin pasif destekleyici
elementleri olarak tammlanmglardir. Ancak son yillarda yapilan caligmalarda,
astrositlerin bircok agidan SSS'nin fonksiyon ve disfonksiyonunda hayati 6nemde
fizyolojik bir role sahip olduklari ileri strilmustar (282).

Sayilari, bulunduklar yer ve tipik morfolojik 6zellikleri nedeniyle astrositler,
noronlar1 da kapsayan diger beyin hiicre tipleri arasinda anahtar bir role sahiptirler.
Ayrica bu hucreler, en ¢ok bilinen sinyal iletim yolaklan ile iligkili olan ¢ok ¢esitli
membran iyonik kanali, tasiyicisi ve reseptorinit eksprese etmeleri nedeniyle
sinyallerin alimmasi, kullanimi ve iletimi i¢in gerekli yapisal ozellikleri de tasirlar
(283). Astrositlerin eksitatér amino asit reseptorlerini eksprese ettikleri, bunun da
kainat ve kuiskualat tarafindan aktive edilen bir glutamat reseptori oldugu
bildirilmigtir (284).

Astrositlerin, SSS noéronlarimin canli kalmasinda destekleyici bir rolleri de
vardir (285). Astrositler, noronlardan farkli olarak, trikarboksilik asit siklusunun
devami i¢in onemli bir enzim olan pirtivat karboksilaz ile glutamatin glutamine
donigimint saglayan glutamin sentaz enzimine sahiptirler. Bu nedenle, sinir
terminallerinden saliverilen GABA ve glutamati ekstraseliler bolgeden alir ve bu
bilesikler1 glutamine déniistiirerek laktat ve diger bazi amino asitler ile birlikte tekrar
noronlara transfer ederler. Sahip olduklart pirivat karboksilaz enzimi nedeniyle
ndronlann trikarboksilik asit siklusunun devaminda onemli rol oynarlar. Normal

yashlik stiresince veya daha spesifik olarak Parkinson ve Alzheimer hastaliklar: gibi
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norodejeneratif bozukluklarda goruldugu gibi, beyinde noronal hicre kaybi,
astrositlerin noronlar1 destekleyici dzelliklerinin bozulmasina baglanmaktadir (286).
Beyin dokusu, sahip oldugu yiiksek miktarda ¢oklu doymamus yag asidi igeren
membran lipidleri ve dusik enzimatik savunma sistemi nedeniyle serbest radikal
hasarina karsi ¢ok duyarhidir (125). Beyin dokusunda meydana gelen serbest radikal
hasarin en 6nemli seklinin, muhtemelen eksitotoksik mekanizmalarla meydana
geldigi iler1 surtlmektedir. Glutamaterjik reseptérlerin aktivasyonu ile baslatilan
eksitotoksisitede, serbest radikal saldirinin muhtemelen son hasar meydana getirici
basamak olduguna inamlmaktadir (287).

Cok sayida caligmadan elde edilen sonug, stiperoksit, nitrik oksit ve diger
sitotoksik serbest radikallerin (288-290) onemli olgide noronal hasara neden
olabilecegini gostermektedir. SSS'de meydana gelen hasar genellikle kalici néronal
dejenerasyon ile sonuglanir. Yukarida da belirtildigi gibi, SSS bir biitin olarak ¢ok
disik dizeyde endojen radikal sipiricit enzime sahiptir (291). Buna karsilik
astrositler, metabolik Ozellikleri nedeniyle oksijen radikallerine kargt koyma
yetenegine sahiptirler. Astrositlerin oksidatif strese oligodendrositler ve néronlardan
daha dayamkli olduklan bildirilmigtir. Ornegin astrositler GSH’nu azaltan,
mitokondriye hasar veren ve hiicre dliimiine neden olan peroksinitritten noronlara
oranla daha az etkilenirler (292). Bu hiicrelerin yeterli diizeyde yiiksek miktarlarinin,
néronlarda oksidatif hasara neden oldugu bilinen hemoglobin ve rediikkte demire
temast da tolere ettigi gosteriimistir (293). Astrositlerin, glutamatin neden oldugu
serbest radikal aracilikli oldurict etkiye, oligodendrosit ve kortikal noéronlardan en
az 25 kat daha az duyarli cldugu bildirilmistir (294).

GSH yetigkin beyin astrosit hiicrelerinde noronlara oranla daha yiksek
diizeyde bulunur (295). Hucre kultirlerinde de sitozolik GSH ve GPx aktivitesinin
astrositlerde, noéronlardan 6nemli Olgiide daha yiksek oranda oldugu gosterilmistir
(296). Astrositlerde GSH sentezinde anahtar rol oynayan bir enzim olan y—
glutamilsistein sentaz aktivitesinin noronlara oranla 8 kat daha yiiksek olmasinin, bu
hiicrelerin  GSH duzeyinin yiksek olusunun bir acgiklamasi olabilecegi ileri
strtilmistiir (297). Astrositler ayrica oligodendrositlerden 3 kat fazla oranda GSH,

20 kat daha az miktarda ise demir icerirler (298). Askorbat, beyin dokusunun
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hiicresel kompartmaninda ortalama 2 mM konsantrasyonda yer alirken, astrosit

sitozoliindeki konsantrasyonu yaklasik olarak 10 mM'dir.
1.4. Cinkeo

Cinko, 11 b grubuna dahil bir elementtir ve negatif yiikli gruplarla kolaylikla
kompleks yapar. Cinko organizmada, pratik olarak, serbest formda bulunmaz, amino
asit veya proteinlerin tiyol, amin veya imidazol gruplart gibi ligandlarla kovalan bag
olusturur (304).

Memeli organizmasinin esansiyel bir elementi olan ¢inko ¢ok sayida
fizyolojik islevde rol alir. SOD dahil yaklagik 200 enzimin aktivitesi i¢in ¢inkoya
ihtiyag vardir, ayrica gen ekspresyonu ile protein ve membran yapisinin
stabilizasyonunda rol alir (304).

Cinko, koordinasyon kimyas: Cu'" ve Fe™" "

e benzer olan bir metaldir. Cesitli
hem proteinlerinde, Cu™"'in yer-spesifik baglanma bolgelerine kars1 yarismaya girer.
Mn"™, Co™" gibi metallerle birlikte Zn "~ ile de gozlenen lipid peroksidasyonu onleyici
etkinin membranlardaki demiri baglanma yerlerinden c¢ikarip yer degistirmesiyle
iliskili oldugu, bu etkinin ayrica genel membran stabilizasyon yapici etkisine
baglanabilecegi ileri surtlmastir (300). Nitekim diyetsel c¢inko eksikliginde
dokularda lipid peroksidasyonunun arttify; Fe/askorbat sisteminde olusan tek ya da
cift zincir DNA kiriklarinin Zn™" ile onlendigi gosterilmistir (301). Cok sayida
caligmada ¢inkonun mikrozomiarda NADPH ile indikienen lipid peroksidasyonunu
onledigi, mikrozomal NADPH oksidasyonu ile NADPH-bagimli sitokrom c¢ rediiktaz
aktivitesini inhibe ettig@i (302, 303) ve bu etkilerini NADPH ile (NADH ile degil)
selektif olarak etkilesip Zn~ -NADPH kompleksi olusturarak ilag okside edici sistemi
inhibe etmesine bagli oldugu gosterilmistir (304)

Hepatosit kiiltirlerinde ¢inko konsantrasyonunun 1 pM'dan 48 upMa
arttirilmasinin Fe'" " -nitroasetik asit, t-butil peroksit veya 3-metil indolin indiikledigi
lipid peroksidasyonunu ve serbest radikal olusumunu onledigi, GSHPx ve
metallotionenin sentezini arttirdigit ve NADPH-sitokrom c¢ rediiktaz aktivitesini

inhibe ettigi gosterilmistir (305).



Metilbenzilnitrozaminle indiklenen 6zefagus karsinomalan iizerinde yapilan
bir ¢alismada, diyetsel ¢inko eksikligi olan sicanlarda timor sikliginin ve karsinojen
maddenin sitokrom P-450-bagimli 6zefagal ve hepatik mikrozomal metabolizmasinin
arttigi saptannustir. In vitro Zn™" ilavesi ile metabolizmanin azaldigi, dolayistyla
karsinojen aktivasyonunun inhibe edildigi gozlenmistir (306).

ZnCly'un tek ya da tekrarlanan doz uygulandiy farelerde hekzobarbital
uyuma zamaninin tim uygulamalarda 6énemii dlgide azaldigi; akut tek doz ZnCl, ile
sitokrom P-450 miktarindaki azalmanin 6nemsiz oldugu, fakat 24 saat aralikla
uygulama veya 3 hafta sireli tekrarlanan doz uygulama ile 6nemli azalma gozlendigi
bildirilmistir (307). Bu sonuglar, akut a1 doz uygulama dahil, ¢inkonun hepatik
sitokrom P-450 enzimlerinin sentezi ve islevleri lizerinde inhibitér bir etkisi

oldugunu gostermektedir.

1.5. SKF 525A

SKF 525A (f-Dietilaminoetil-difenilpropilasetat HCl, proadifen) in vivo ve in
vitro kosullarda sitokrom P-450 aktivitesinin gucli bir inhibitoradar. Cok gesitli
hepatik mikrozomal biyotransformasyon reakstyonlarini inhibe eder; ilaglar dahil ¢ok
sayida ksenobiyotigin kovalan baglanmasini inhibe ettigi gosterilmistir (308-310).
Ayrica protein (311) ve kolesterol (312) biyosentezlerini inhibe edici 6zellik gosterir.
Enzim inhibisyonu yapici etkisi buyik o6l¢iide nonkompetitif tabiattadir (313). Etki
mekanizmasimin kenetsizleyici (@ncoupling) bir ajan olmasina bagh oldugu ileri
sirilmiigse de sadece NADPH'va bagimli mikrozomal reaksiyonlari degil, nitro
rediktaz, glukuronil transferaz gibi NADPH'va bagimli olmayan metabolik
reaksiyonlar1 da inhibe eder (310). Diger bir mekanizma olarak mikrozomal
membranlarda fizikokimyasal etki ile permeabiliteyi degistirmesi ileri stirilmiigtir.
Kabul goren gorus, etkinliginin rediklenmis sitokrom ile stabil bir metabolit inhibe

edici kompleks olusturmasi ile iligkili oldugudur.
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1.6. Desferrioksamin

Streptomyses pilosus’den izole edilmis bakterial bir siderofor olan
desferrioksamin (DFO, Desferal®, deferoksamin) (Sekil 1.9), akut demir
zehirlenmelerinde antidot olarak ve kronik demir birikmesi veya demir
dekompartmantalizasyonu ile ilgili hastaliklann tedavisinde selatér olarak kullamilir

(314, 315).

HO O 0 HO O 0] HO O

Sekil 1.9. DFO'in kimyasal yapisi

DFO, ferrik demire yiiksek afinite gosterir. Klinik uygulamada safra ve idrar
ile kolayca itrah edilebilen ve suda ¢ozuniur stabil bir demir-kompleksi
(ferrioksamin) olusturur. DFO’in organizmada serbest demirin yanisira hemosiderin
ve ferritine bagli demin kolayhikla uzaklasgtirdii, ancak hemoglobin ve transferrin
veya sitokromlara bagl demiri uzaklastiramadig bildirilmigtir (314).

DFO, demirden baska diger gegis metallerinin de katalitik aktivitelerini
inhibe edecek sekilde bagladigi i¢in in vitro model ve deneylerde sik olarak
kullanhir. Ancak demir selatinin stabilite sabitesi ok yiiksek (10°") iken, diger gegis
metalleriyle olan gelatlarinin stabilite sabiteleri dugaktiir (316).

DFO’nin selator etkisinden baska, serbest radikal siipiiriict etkisinin oldugu,
peroksil radikallerini sipirdugu (317), lipid zinciri kirici antioksidan gibi davrandif
(318), saflagtinlmis oksidazlara elektron verdigi (315) gozlenmistir. Ancak bu
antioksidan roline kargilik, klinik kullanimmmn biutintyle zararsiz olmadi,
paradoksik olarak yiksek dozlarda lipid peroksidasyonuna neden oldugu
bildirilmigtir (319).

In vitro galigmalar DFO’in peroksidaz sistemiyle etkilesmeye girdigini,
hidroksil ve siiperoksit olusturan sistemlerde okside oldugunu ve reaksiyon iiriiniiniin
tek elektron oksidasyon iirdnii olan nitroksit radikali oldugunu géstermistir (315). Bu

nedenle, deneysel ¢aligmalarda DFO konsantrasyonunun bu reaksiyonlani minimize
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edecek sekilde diisik tutulmas: (< 1 mM), peroksidaz sistemierinde kullanilmamas:
onerilmektedir (315). SOD varliginda aktive edilmig notrofillerde de DFO nitroksit
radikalinin olustugu gostenlmistir (314). Aynca DFO’in  ayni sistemde
myeloperoksidaz (MPO) rediikleyip inaktif enzimi ferrik-MPQO’a ¢evirdigi; HOCl’in
ise DFO radikalinin olusumunu arttirdigi bulunmustur. Diger taraftan yiiksek
molekiil agirlikhi DFO tiirevierinde bu etkilerin gozlenmedigi bildiriimigtir (314).
Fenton reaktifine (H,0»/FeSQ,) maruz birakilan sarkoplazmik retikulumda

DFO’in OH ~ olusumunu onlemekle birlikte, kendi nitroksit radikalini olusturdugu,

bu esnada OH ‘nin neden oldugu Ca"'-ATPaz aktivitesi azalmasimn daha da
arttirdig yakinlarda bildirilmigtir (320).

1.7. Dietilentriamin-pentaasetik asit

Dietilentriamin-pentaasetik asit (DTPA, DETAPAC), EDTA’ya benzer
selator ozelliklerine sahip bir bilesiktir (Sekil 1.10). Agir metaller ve plutonyum gibi
radyoaktif metallerle meydana gelen zehirlenmeleninin tedavisinde kullanilir.
Kalsiyuma yiiksek afinite gé’)steﬁnesi nedeniyle klinikte kullammda kalsiyum tuzu
(CaNa; DTPA) onerilmektedir (321).

CH,COOH

HOOCCH2 | _~CHZCO0H
NCHaCH,NCHaCHoN

HOOCCHZ™ “NCHaco0M

Sekil 1.10. DTPA'min kimyasal yapisi

Stperoksit meydana getiren sistemlerde, demirin katalizledigi OH" olusumu
DTPA tarafindan inhibe edilir (322). DTPA bu inhibisyonu Fenton reaksiyonu inhibe

ederek degil. Fe™"’in Fe™ ve rediiksivonunu vavaslatarak saglar (322).

1.8. Troloks

6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik  asit  yapisinda  olan

Troloks, E vitamininin lipidde ve suda c¢oziinebilen bir analogudur. Serbest



radikalleri siipirme ve membranal peroksidatif hasari onleme o6zelligine sahiptir
(323).

E vitamini ve Troloks ile yapilan in vitro ¢alismalar bu bilesiklerin koruyucu
etkinliklerinin kullanilan deney ortamimin 6zelliklerine bagh olarak farkh oldugunu
gostermistir. Lipozomlar ve miseller ile yapilan caligmalarda heriki bilesigin
antioksidan etkinlikleri arasinda 6nemli bir fark olmadig: (324), buna ragmen sican
karaciger mikrozomal suspansiyonlarinda Troloksun lipid peroksidasyonuna kars

korunmada E vitamininden ¢ok daha etkin oldugu gosterilmistir (325).

1.9. Kiitle Spektrometrisi

Kitle spektrometrisi (MS) iyonize molekilleri, bunlarin fragmanlarini ve
adduct'larin1  saptayan, organik maddelerin molekul agirhiginin ve yapisinin
belirlenebilmesini, inorganik maddelerin bilesenlerinin tayin ve teshis edilebilmesini
saglayan bir mikroanalitik tekniktir.

Kiutle spektrometrelerinin ¢ok c¢esitli tipleri vardir ancak temel ilkeler ve
ortak nitelikler §oyle 6zetlenebilir:

Omnek spektrometrede buharlagtiihr ve olusturulan gaz fazi iyonlan
kutle/yuk (m/z) oranlarina gore separe edilip ekseriya elektriksel olarak belirlenir.
‘Farkli vyapilara karsihk gelen iyon-akimlann amplifiye edilir ve takiben ya bir
osiloskop ve kaydedici ile gozlenirler ya da bir bilgisayarda depo edilirler (326-328).

1.9.1. iyonizasyon ve Fragmantasyon

Iyonlar, notral maddelerden farkli olarak elektromanyetik gii¢lerle manipiile
edilebilirler ve dolayisiyla m/z oranina gore bir separasyona ugrayabilirler. Bir kiitle
spektrometresi, 6rnek molekillerinden iyonlar olusturan ve bunlar1 m/z oranina gore
separe edip herbir 6zel orandaki iyonlarin sayisini belirleyen bir alettir.

Bir kiitle spektrumu m/z oraninin bolluguna (abundance) kars1 ¢izilmis bir

grafigidir ve iyonize olan molekiiliin agirligr ve yapist hakkinda bilgi verir.



D
[

Iyonlar normal olarak tek vikli olusurlar, bu nedenle m/z orami ana
molekilin ve fragmanlarinin kitlesini dogrudan verir. Basit bir model olarak bir

ABC molekiiliniin iyonizasyou agagidaki sekilde olur:
AB -» lyonizasyon prosesi —-» ABC™+A"+B"+C + AB'+BC'+ AC’

Bu durumda iyonizasyon islemi bir ABC™ molekiiler iyonu (ekseriya M™
olarak anilir) olusturmaktadir. Bu iyon oOrnek molekiiliniin bir elektron
uzaklastinlmis seklidir. Bu proses esnasinda ekseriya yeterli derecede enerji olusur.
Bagka bir ifade ile M 6nemli 6lgiide yiiksek enerjiye sahiptir ve bunu bazi kimyasal
baglarinin fragmantasyonu yoluyla dagitabilir. Bu nedenle molekiler iyonlarin bir
kismi yukarida da gosterildigi gibi gesitli stabil fragmanlara yikimlanirlar. Cesitli
kimyasal baglarin agilmasiyla olusan fragmaniarin kutleleri, fragmantasyon prosesi
esnasinda pozitif yiklerini muhafaza eden atom gruplanmin atomik katlelerinin
toplamina esittir.

M" iyonlarimn tamami fragman iyonlara yikimlanmaz. Nisbeten stabil bir
M olusturan bilesikler de yogun bir molekiiler iyon piki gozlenir. Ancak genellikle,
M™ 'in biiyiuk kismi fragman iyonlarina yikimlamr. Boyle durumlarda M™ sadece
ufak bir pik olarak goézlenir. Kiitle spektrumu bu fragmanlarim herbirinin m/z oranim
ve bollugunu gosterir. Spektrum her madde igin buyiik olgide karakteristiktir ve
tammlama amaci i¢in bir "parmak izi" niteligindedir.

Bilinen yapilarin kiitle spektrumlart strekli yayimnlanir ve spektral veri
tabanlarinda biriktirilir. Boylece fragmantasyon kaliplart belirlenir ve bilinmeyen
maddelerin spektrumlarini yorumlamada kullamlirlar.

Kitle spektrometresinin duyarligi ¢cok yiksektir. Giincel aletlerle, 10 ng'dan
(veya birkag pmol'den) az oOrnek miktarlari ile iyi bir spektrum elde etmek

mumkindar.
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1.9.2. MS'nin Ana Bilesenleri

Kiutle spektrometreleri 5 ana kisimdan ve bunlarin islevlerinden olusur:
Ornegin uygulamisi, iyon olusumu, kiitle analizi, iyonun deteksiyonu ve tiim bu
olaylan kayit ve kontrol eden data sistemi.

Iyon kaynagindan detektére kadar olan kisim iyonlarin kaynaktan detektore
kadar serbest bir yolakta gitmeleri i¢in gerekli yiiksek bir vakum odaciginda bulunur.
Omegin cinsine gore farkli omek girigleri (inlet) vardir. Stabil kat1 materyal DIP
denilen "dogrudan girig probu" ile uygulanabilecegi gibi, probun isittimasiyla 6rnegi
buharlagtirmak ve boylece meydana gelen gaz fazinda kolayca iyonize olmalarim

saglamak da mimkiindur.
1.9.3. Iyon Kaynaklan
1.9.3.1. Elektron Iyonizasyonu

En yaygin kullanilan 'elektron iyonizasyon' (EI) tekniginde ornek, gaz faz
halinde iyonize edilir ve bir enerjetik (70 eV) elektron demetinden gegirilir (Esitlik
1.29):

M+e — M +2¢ (1.29)

Sonugta M molekiilil iyonize olur ve prosesin enerjisi molekiilin fragmante olmasina

neden olur.

1.9.3.2. Kimyasal Iyonizasyon

Bazi hallerde molekiler iyon stabil degildir ve kutle spektrumunda
gozlenmez. Bu iyonu zenginlestirebilmek i¢in daha yumusak iyonizasyon teknikleri
kullamlir. Kimyasal iyonizasyon (CI) gaz fazinda bir kimyasal reaksiyonla bir
molekiiler adduct olusturur. Bu amagla kullamlan reaktif bir gaz metandir. lyon

kaynag igine nisbeten disiik basingta verilir ve CI'na maruz birakilir. Olusan metan
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iyonu asagidaki gaz “fazi reaksiyonu uyarinca CHs gibi protonlanmig tiirevier

olusturur (Esitlik 1.30):
CHs +CH; _, CHs +CH;™ (1.30)

Bu reaktif tirevler, CHs", analit molekiili ile reaksiyona girer ve bir

protonunu transfer edip protonlanmis molekuler adduct olusturur (Esitlik 1.31).
CH5"+M  —» CHy+(M+H) (1.31)

(M + H)" iyonu, maddenin molekiiler agirligim saptamak igin kullanilir.

Ayrica M ° olusturmak veya adduct olusturmak igin negatif iyonlar da
kullanilir. Béylece reaktif bir gazdan olusturulan bir anyon, érnegin CI' analit
molekuline baglanabilir. Genellikle CI'nin duyarhigi ve segiciligi EI'den daha
fazladir.

Sekil 1.11'de kitle spektrometrisi ile buhar fazi analizinin genel isleyis
semasi goriilmektedir. M gaz fazindaki saf bir molekildiir.

7
. tim iyonlarn l I
——— kitle analizi o

iyonizasyon m/z 29 s

NS

®»

M= SMT T AN S T R
: =~ c. gafige gegirme
) /! | "N\ kiitle spektrumu
ornek buhan my/z 43 mjz1 57
. ve enerji w15
MA: 58 fazlasiun
absorpsiyonu

Sekil 1.11. Kutle spektrometrisi ile buhar fazinin genel isleyis semast.
1.9.3.3. Elektrosprey Iyonizasyon
Biyiik ve polarize maddeler kolayca ugucu hale getirilemezler ve EI veya CI

ile iyonize edilemezler. Boyle maddelerin analizinde sivi kromatografisi (LC) ile

kenetlenmis olarak kullanilan alternatif yontemler gelistirilmistir.
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Elektrosprey iyonizasyon (ESI) teknigi bu amacla kullanilan ¢ok énemli ve
gicli bir yontem olarak tanimlanmaktadir (328). ESI, atmosferik basingta bir
kapiller tipten ¢ikan 1-10 pl'lik bir sivi giktisina, yiksek bir potansiyel (3-6 kV)
uygulanmast prensibiyle ¢alisir. Bu elektriksel alan yiiksek olgiide yukla damlaciklar
olugturur, buradan analit iyonlan buharlasir ve omek kuguk bir delikten kitle
spektrometresine verilir. Bu yontemde iyonizasyon etkinligi yiksektir ve ¢oklu yik
tagiyan molekiller siklikla olusur. Bu, aletin kullanilabilir kiitle ranjim arttirir ve gok
bityitk molekiillerin analize edilmesine olanak saglar. Ornegin molekiil agirlig:
20.000 olan ve 20 pozitif yiukd bulunan bir protein gibi biiyik bir molekil m/z
1000'de gozlenebilir.

Yiksek iyonizasyon etkinligi duyarligt arttirdigi igin analiz igin gerekli 6rnek

hacmi de ¢ok dusiiktir.

1.9.4. Kiitle Spektrumunun Yorumu

Kitle spektra kutiiphanesi/veritabanlart bilinmeyen yapilann en degerli
referans kaynaklaridir. Yorum, uzmanlik ve deneyim isteyen zor bir ig olmakla
birlikte arastiricinin bazi ilkeleri izleyerek kitle spektrumunu tam degilse de dogru
yonde yorumlamasi olasidir.

Molekiiler iyonu bulmak, ilk ve en oOnemli kademeyi olusturur. Ciinki
maddenin molekiler agirhigi ile dogrudan iligkilidir. Ancak molekiiler iyon pikinin
maddenin 'nominal’ moiekul agirhigina sayisal olarak esit oidugu, nominal molekiil
agirhigi hesaplanmasinda ise molekiilii olusturan herbir elementin en hafif izotopunun
atomik katlelerinin toplammin alinmasi (ortalama atomik kiitle degil) gerektigi
unutulmamalidir.

Spektrumdaki fragmantasyon pikleri rearranjmana girmis ya da girmemig bir
veya daha fazla agilmalardan kaynaklanir. Belirli fragmanlanin olusumu, fragmam
molekiilin kalan kismina baglayan baglarin kimyasal tabiat1 ve gici ile iligkilidir.
Bu nedenle fragman iyonun yapisini belirlerken organik reaksiyon mekanizmalari

dikkate alinir.
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1.9.5. Metod Secimi

En iyi yaklagimin segiminde belirleyici olan, ornegin tabiatidir. Ornek,
ornegin biyik bir protein ise dogrudan giris probu (DIP) kullanarak veya gaz
kromatografisinden (GC)den gegirerek ugucu hale getirmek miimkiin degildir.

Diger bir 6nemli konu, ornegin saflifidir. Eger 6rnek bir karigim ise MS bir
kromotografik teknikle birlikte kullamlmalidir. Kiitle spektrometresi kaynagimn,
kromatografik seperasyon teknikleri ile (gaz veya sivi) kenetlenmesi suretiyle hem
ornegin saflagtinlmasi, hem de duyarlh ve tam analiz yapma olanag:
yaratilabilmektedir. Bu teknikler 6zellikle biyokimyasal ve toksikolojik analizlerde
bityitk basan ile uygulanmaktadir. Kanigim analizlerinde kullamlan diger bir teknik
MS/MS teknigidir.

Isiya dayaniksiz veya ugucu olmayan ornekler termosprey, elektrosprey veya
hizli atom bombardiman gibi alternatif yontemlerle iyonize edilebilirler.

Yiiksek kiitle rezoliisyonunun gerektigi durumlarda ise, kiitle analizériniin
bir double-focusing sektor aleti olmas: veya FT-ICR (Fourier transform-Iyon

Siklotron Rezonans) olmasi gerekir (327, 328).
1.10. Yiiksek Basmch Sivi Kromatografisi

Yiiksek Basingh Sivi Kromatografisi (HPLC) 6rnek bilesenlerinin kontrolli
kosullarda bir kolondan seperasyonunu saglayan bir sivi kromatografisi yontemidir
(328). Ornek bilegenlerinin GC'deki gibi ugucu olmas: gerekmez, bu nedenle de 1s1ya
dayaniksiz maddelerin ayrilmast igin uygun bir yontemdir.

HPLC'de hareketli faz gaz-sivi kromatografisindeki (GLC) tastyict gazin
yerini alan ve yiiksek basing altinda kolondan gegirilen bir ¢oziicli veya ¢oziiciler
kangimidir. Ornek bilesenleri bu siv1 fazda partisyona ugrarlar.

Sabit bilesimli bir hareketli fazin kullanildig "izokraktik eliisyon” ile yeterli
bir rezoliisyonun elde edilemedigi durumlarda hareketli faz bilegiminin kademeli
olarak degistirildigi "gradient elisyon" kullanilir. Bu yontem, GLC'deki sicaklik
programlanmasmin HPLC'deki alternatifi olan bir ¢oziici programlamasidir. Bu
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yontemde sivi faz, farkli iyonik giice sahip ¢ozelti karigimlarindan veya farkh
polaritelerde karigmayan ¢oziiciilerden olusabilir.

"Sivi-stvi HPLC"de organik maddelerin seperasyonu kati bir destege
kimyasal olarak baglanmg veya adsorbe ettirilmis sivi sabit bir faz ile sivi bir mobil
faz arasinda olur. Fazlarin birbiri ile karismamasi, dolayisiyla 6nemli o6lgiide farkl
polaritede olmalar gerekir.

"Normal Faz HPLC"de sabit faz olarak, bir poroz silika veya alumina destek
materyale bagli polar ve ekseriya hidrofilik bir stvi, 6rnegin bir alkol kullamilir.
Mobil faz ise hekzan, CCl4 gibi nonpolar (ekseriya hidrofobik) bir stvidir.

En sik kullanilan gekil olan "Reverse Phase-Zit Faz HPLC"de ise fazlarin
polariteleri normal faz HPLC'dekinin tersinedir. Mobil faz polardir, sabit faz ise
destek materyale baglanmig bir nonpolar hidrofobik ¢oziiciidiir. Maddeler sabit sivi
fazda polaritelerinin fonksiyonu olarak tutulurlar. Ornegin, nonpolar hidrokarbonlar

kolonda daha yavas ilerlerler.

1.10.1. Detektorler

HPLC analizlerinde en ¢ok kullamlan detektorler 254 veya 280 nm UV
detektorleridir. Ayrica fluoresans, elektrokimyasal ve refraktif indeks detektorleri ile
MS detektorleri de kullamilir. HPLC'de separe olan bilegenlerin kiitle detektoriine
verilisi elle toplama veya injeksivondan baslayip, hareketli kusak interfazlan ve
atmosferik basing iyonizasyonu tekniklerinden, termospreye dayali elektrosprey
iyonizasyon yontemlerine kadar degigen cesitli tekniklerle olmaktadir.

Yukanda sozir edilen LC-MS kenetli sistemlerde kullanilan ESI yontemi, son

yillarin en gelismis ve avantajli yontemi olarak kabul edilmektedir.



2. DENEYSEL KISIM

2.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Chelex-100 Reginesi

DFO

Dimetil siilfoksit

DMPO

DNAaz I

DTNB

DTPA

E vitamini (dl-a-tokoferol)
Fotal Dana Serumu
Fungizon

Glutatyon rediiktaz
Glutatyon, indirgenmis
Kanamisin

Katalaz

Metafosforik Asit
Minimum Essential Medium
MTT

NADPH

Notral Kirmizi Cozeltisi
PBS

Penisilin/Streptomisin
4-POBN

Poli-L-lizin

Puck Saline A

RPMI 1640 Medium (NaHCO3’h)
Siprofloksazin Hidrokloriir Monohidrat
SKF 525A

SOD (sigir eritrosit)
Sodyum Bikarbonat, % 7.5
Tersiyer Butil Hidroperoksit
Tripsin

Tripsin Inhibitori

Tris

Trolox
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(Bio-Rad)
(Ciba)
(Sigma)
(Aldrich)
(Sigma)
(Sigma)
(Aldrich)
(Sigma)
(Biological Industries)
(Squibb)
(Sigma)
(Sigma)
(Boehringer)
(Sigma)
(Merck)
(Gibco)
(Sigma)
(Sigma)
(Sigma)
(Gibco)
(Boehringer)
(Aldrich)
(Sigma)
(Gibco)
(Biological Industries)
(Deva)
(Sigma)
(Sigma)
(Gibco)
(Sigma)
(Gibco)
(Sigma)
(Aldrich)
(Aldrich)



2.2. Kullanilan Arag ve Gerecler

Derin dondurucu (-20°C)

Derin dondurucu (-80°C)

ESR Spektrometresi

Fluorometre

Homojenizator, teflon baglikli

Hiicre kiiltiir kaplari, 25 cm® ve 75 cm?
Huicre kiiltir kaplari, 96 kuyucuklu plak
Isiticili-mekanik karigtiric

Kalibre edilmis kilcal tip
Inkiibatér, CO, Déniigiimlii
Mekanik karigtirici
Mikropipet (20, 100, 200, 1000 )
Mikroskop, Axiovert 135
Otomatik Hitachi 904 Spektrometresi
Petri kutusu, 3.5 ve 60 cm?
pH metre
Polipropilen, vida kapakl: tiip
Santrifiij
Spektrofotometre
Terazi, hassas dijital
Termostatli su banyosu
Ultrasantrifiij
Vorteks
HPLC

Pompa

Kontrol Sistemi

Enjektor

Loop

Kolon

Detektor

Integrator
Kiitle Spektrometrisi

Pompa
Bilgisayar ve integrasyon sistemi
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(Faure)

(Forma Scientific)

(Bruker ESP 380)
(Perkin-Elmer Model LS 50)
(Thomas Scientific)

(Nunc, Poly Labo)

(Nunc, Poly Labo)

(Pierce, Reacti Therm, Heating/Stirring
Module Sobioda)
(PolyLabo)

(Forma Scientific)

(Ikamag RH)

(Gilson, Finn Pipette)
(Zeiss)

(Hitachi)

(Nunc, Poly Labo)

(NEL pH 890)

(Sobioda)

(Heareaus)

(Uvicon 860, Kontron Instrument)
(Mettler M3)

(Kotterman)

(Beckman)

(Bioblock)

(Waters, L.C. G16)

(Waters, 600 S)

(Rhéodyne, 7125)

(Inox 20 pl)
(Interchrom,HypersiIM5C18-25F,250 mm)
(Waters, 486 MS, 260 nm (UV))

(Merck, D 2500)

(Mikromass, VG QUATTRO [I-ESI MS)

(Turbo pompa)
(MASS-LYNX Versiyon 3.2)
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2.3. Kullanilan Cézelti ve Reaktifler

Stok CPR Cozeltisi (20 mg/ml): CPR’in distile sudaki ¢ozeltisidir ve her deney
guinii taze olarak hazirlanir. Cozelti kullanim stiresince 1giktan korunur.

2.3.1. Fibroblast Hiicre Kiiltiirlerinin Hazirlanmasmda Kullanilan Cozeltiler

L-Glutamin Cozeltisi (200 mM): Liyofilize L-glutaminin 20 ml distile sudaki
¢ozeltisidir. 2 ml’lik fraksiyonlara aynilarak kullamma kadar —~20°C'de saklanir.

Penisilin (50000 I0)-Streptomisin (50 mg/ml) Cozeltisi: Liyofilize formda
penisilin-streptomisinin 20 ml distile sudaki ¢ozeltisidir. 50000 IU penisilin + 50
mg/ml streptomisin igerir. 2 ml’lik fraksiyonlara ayrilarak kullanmima kadar —20°C'de
saklanir.

Hiicre Kiiltiirii Ortam: L-Glutamin (1.8 mM), penisilin (180 U/ml), streptomisin
(180 mg/ml), kanamisin (56 mg/ml), fungizon (0.5 mg/ml) ve % 10 fotal dana
serumu igerecek sekilde hazirlanan NaHCOs i RPMI 1640 kaltar ortamudir.

Seyreltilmis Puck’s Saline A Cozeltisi: 50 ml Puck’s Saline A’nin 1 ml % 7.5’ luk
NaHCOs; ¢ozeltisi ve 100 ml distile su ile seyreltilmesi ile hazirlanir. 4°C’de birkag
gin dayaniklidir.

Tripsin Cozeltisi (% 3, h/h): Tripsinin seyreltilmig Puck’s Salin A ¢6zeltisi i¢inde
¢ozillmesi ile hazirlanan % 3’luk ¢ozeltisidir. Kullanimdan hemen énce hazirlanir.

2.3.2. Sitotoksisite Testlerinde Kullanilan Cozeltiler

Asetik Asit-Etanol Cozeltisi (% 1, h/h): 50 ml mutlak alkol ve 1 ml glasial asetik
asidin 100 m!’ye distile su ile tamamlanmastyla hazirlanir.

E Vitamini (DL-a-tokoferol) Cozeltisi (S mM): E vitamininin absolii etanoldeki
cozeltisidir. Kullanimdan hemen 6nce hazirlanir.

Formol-Kalsiyum Cozeltisi (% 4, h/h): 1.325 g CaCl, .2H,0, 10 ml distile suda
¢ozilur. Cozeltiye 10.81 ml % 37°1ik formaldehit eklenir ve 100 ml’ye distile su ile
tamamlanir.

Katalaz Cézeltisi (10000 U/ml): Katalazin hiicre kiltiir ortamindaki ¢Ozeltisidir.
Kullanimdan hemen 6nce hazirlanir.

MTT Cozeltisi (S mg/ml): MTT'nin, PBS i¢inde ¢6ziilmesi ile hazirlamr. Cozelti 0.2
pum por ¢apindaki membran filtreden gegirilir ve 1giktan korunarak -20°C’de saklanir.

SOD Cozeltisi (2000 U/ml): SOD’mn hiicre kiiltiir ortamindaki ¢ozeltisidir.
Kullanimdan hemen 6nce hazirlanir.
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NR Cozeltisi (50 pg/ml) (NR'li Kiiltiir Ortam): Nihai NR konsantrasyonu 50
ug/ml olacak sekilde, hiicre kiiltirii ortamina 15 ul/ml nétral kirmzi ¢ozeltisi (%o
0.33 NR ¢ozeltisi-Sigma) ilavesiyle steril kosullarda hazirlanir. Cozelti kullammdan
once 37°Clik inkibatorde 16 veya 24 saat boyunca inkube edilir. 0.2 pm por
capindaki membran filtreden gegirilerek kullamlir.

2.3.3. Fibroblast ve Astrosit Kiiltiir Hiicrelerinde Lipid Peroksidasyonu ve GSH
Diizeyi Tayininde Kullamlan Cozeltiler

Biitil Hidroksi Toluen (BHT) Cozeltisi (20 g/1): BHT nin mutlak alkoldeki
cozeltisadir.

DTNB Cozeltisi (1.5 mg/ml): 15 mg DTNB’nin, 10 ml % 0.5’lik NaHCOs
cozeltisinde ¢6ziilmesi ile hazirlanir. Cozelti 1giktan korunarak saklamr,

GSH Rediiktaz Cozeltisi (5 U/ml): Enzimin, MOPS/EDTA Tamponunda ¢6ziilmesi
ile her deney giinli taze olarak hazirlanir.

Metafosforik Asit Cozeltisi (% 6, a/h): 6 g metafosforik asit, 100 ml deiyonize
suda c¢oziilerek hazirlanir. Cozelti —20°C’de birkag ay dayamklidir.

Morfelinopropan siilfonik asit (MOPS) (0.4 M)/ EDTA (2 mM) Tamponu, pH
6.75: 83.8 g MOPS ve 744.4 mg EDTA suda ¢ozilir ve ¢ozeltinin pH’s1 5 M KOH
ile 6.75’e ayarlanir. Cozelti hacmi 1000 m1’ye distile su ile tamamlanir.

NADPH Cozeltisi (4 mg/ml): 16 mg NADPH’1In, 4 ml % 0.5’lik NaHCO;
cozeltisinde ¢oziilmesi ile hazirlamir. Cozelti calisma siiresince 1g1ktan korunmalidir.

Stok Tetra Etoksi Propan (TEP) Cozeltisi (20 mM): TEP reaktifinin etanoldeki
¢ozeltisidir. Cozelti -20°C’de 3 ay sireyle dayaniklidir.

Tiyobarbitiirik Asit (TBA) Cozeltisi (% 0.8, a/h): TBA 10 N NaOH yardimz ile
distile suda ¢ozinur. Cozeltinin pH’st perklorik asit ile 7.4’e ayarlamr. Cozelti
4°C’de 1-2 hafta dayaniklidir.

TBA/ Perklorik Asit Cozeltisi: Yukaridaki TBA ¢ozeltisinin % 7'lik perklorik asit
ile 2:1 (Wh) oraninda karigtiriimast ile kullanimdan hemen énce hazirlanir.

2.3.4. Fibroblast ve Astrosit Kiiltiir Hiicrelerinde Antioksidan Enzim
Aktivitelerinin Tayininde Kullamlan Cozeltiler

DTPA (1 mM)-Tris (50 mM)-Kakodilik Asit (1 mM) Tamponu (pH 8.4): Tris
HCI ve DTPA’nin distile suda hazirlanan ¢ozeltisinin pH’sinin kakodilik asit ile pH
8.4’e ayarlanmasi ile her deney giinii taze olarak hazirlanr.
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Fosfat Tamponu (0.05 M, pH 7.0): 1.79 g Na,HPO, -12 H,0, 100 ml distile suda

¢oziliir. 0.69 g NaH,PO, -H;O, 100 ml distile suda ¢ozilir. Cozeltinin pH degeri
Na,HPO, ¢ozeltisinin NaH,PO, ¢ozeltisine eklenmesiyle pH 7.0’ye ayarlanir.

GSH Rediiktaz Cozeltisi (208 I"I/ml): 0.068 ml enzimin, 1.1 ml Tris tamponunda
¢ozllmesi ile hazirlanir.

KCN Cozeltisi (54 mM): KCN’in distile sudaki ¢ozeltisidir.

NADPH Cozeltisi (8.4 mM): 0.007 g NADPH'in 1 ml Tris tamponunda
¢oziilmesiyle hazirlanir.

Pirogallol Cozeltisi (10 mM): 0.252 g pirogalloliin, 200 ml 0.01 N HCI iginde
¢oziilmesiyle hazirlanir. Cozelti 4°C’de 1 ay boyunca dayamklidir.

GSH Cozeltisi (0.15 M): 0.046 g indirgenmis GSH’un, 1 ml Tris tamponunda
¢Oziilmesiyle hazirlanir.

SOD Cozeltisi (90 pug/ml): SOD’in, DTPA igeren Tris-Kakodilik asit tamponu
iginde ¢ozilmesiyle hazirlanir.

t-Biitil Hidroperoksit Cozeltisi (30 mM): 0.2 ml % 70’lik #bitil hidroperoksit
¢ozeltisinin, deiyonize su ile 50 ml’ye tamamlanmasi ile hazirlanir.

Tris Tamponu (50 mM, pH 7.6): Tris HCl, Na;EDTA ve sodyum azidin distile
sudaki ¢ozeltisidir. Cozeltinin pH’s1 7.6’ya ayarlamr. 4°C’de 1-2 ay dayaniklidur.

2.3.5. Primer Astrosit Hiicre Kiiltiirlerinin Hazirlanmasinda Kullamilan
Cozeltiler

D-(+) Glukoz Cozeltisi (1.65 M): D-(+) Glukozun, steril distile sudaki ¢ozeltisidir.

DNAaz Cozeltisi (1363 U/ml): DNAaz’in steril PBS ile hazirlanan ¢ozeltisidir.
Filtre edildikten sonra ~20 °C’de saklanir.

L-Glutamin Cézeltisi (200 mM): Liyofilize L-glutaminin 20 ml distile sudaki
cozeltisidir, —20 °C’de saklanir.

Hepes Cozeltisi (1 M): Hepes’in steril distile suda ¢6ziilmesiyle hazirlanir.
Cozeltinin pH’st 20 N NaOH ile 7.3%e ayarlanir. Cozelti filtre edildikten sonra
4°C’de saklanir.

Minimum Essential Medium (MEM)/ F-12 (Nutrient) Cozeltisii MEM ve F-
12’nin distile sudaki ¢ozeltisidir. Cozelti filtre edildikten sonra 4°C’de en ¢ok 15 giin
stireyle saklanir.
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M1 Kiiltiir Ortami: MEM/F-12 (nutrient) ¢ozeltisi, glutamin (0.29 g/1), glukoz (6
g/l), NaHCO; (1.125 g/1), Hepes (1.19 g/1), penisilin (100 U/ml), streptomisin (100
ug/ml), amfoterisin (2.5 pg/ml) ve % 10 fotal dana serumu igerecek sekilde
hazirlanan kiltir ortamudir. Filtre edildikten sonra kullanilir.

PBS/Glukoz Cozeltisi: D-Glukozun, PBS (fosfat tamponlu tuzlu su ¢6zeltisi) i¢inde
¢oziilmesiyle deneyden 1 giin Once hazirlanir ve filtre edilerek 4°C’de saklanir.

Poli-L-Lizin Substrat Cozeltisi (1 g/ml): Liyofilize formdaki poli-L-lizinin 5 ml
distile suda steril olarak hazirlanan ¢ozeltisidir. —20 °C’de saklamir. Kullanimdan
once 1/100 oraminda steril distile su ile seyreltilir.

Tripsin Cozeltisi (% 0.4, h/h): Tripsinin PBS/glukoz ¢ozeltisinde seyreltilmesiyle
deney giini taze olarak hazirlanir. Filtre edildikten sonra kullamlir.

Tripsin Inhibitorii (% 0.2, h/h): Liyofilize tripsin inhibitériiniin, MEM, glukoz,
Hepes ve glutamin cozeltileri ile deney gunii taze olarak hazirlanan ¢ozeltisidir.
Filtre edilerek kullanima kadar 4°C’de saklanir.

2.3.6. Mikrozomlarin Hazirlanmas1 ve ESR Teknigi ile Yapilan Olciimlerde
Kullanilan Cozeltiler

Tamponlar ve Distile Suyun Chelex-100 Recinesi ile Muamele Edilmesi (% 2.5,
a/h): ESR deneylerinde kullanilan distile su, fosfat tamponu ve sukroz igeren fosfat
tamponu, Chelex-100 reginesi ile muamele edilerek kullamlmistir. Bu amagla, 2.5 g
Chelex-100 reginesi, 100 ml ¢ozelti ile 1 saat siireyle karistirilir, takiben 1500xg’de
santrifiije edilir. Cozeltinin pH’s1 kontrol edilir ve gerektiginde HCI ile istenen pH’ya
ayarlanir. Cozelti 0.2 pm por ¢apindaki membran filtreden gegirilerek kullamlir.

CPR Cozeltisi (5§ mM): CPR’in “Chelex-100 reginesi ile muamele edilmis” distile
sudaki ¢ozeltisidir ve her deney gunii taze olarak hazirlamr. Cozelti kullanim
sturesince igiktan korunur.

FeSO4 Cozeltisi (0.1 mM): FeSO,’1n distile sudaki ¢ozeltisidir.

Fe™(10 uM) /DTPA (20 uM) Céozeltisi: FeSO; ve DTPA'nin distile sudaki
cozeltisidir. 10 uM Fe™ + 20 uM DTPA igerir. Kullanimdan hemen 6nce hazirlanir.

DFO Cézeltisi (0.4 mM): DFO’in “Chelex-100 reginesi ile muamele edilmis” distile
sudaki ¢ozeltisidir. Her deney giinii taze olarak hazirlamr.

DMPO Cézeltisi: Ticari DMPO’nun distilasyon ile saflagtinlmasimnin ardindan
kullamlir. Cozelti -20°C’de fraksiyonlara ayrilarak saklanr.

DTPA Cazeltisi (§ mM): DTPA’min “Chelex-100 reginesi ile muamele edilmis”
distile sudaki ¢ozeltisidir. Kullammdan 1 giin 6nce hazirlanir.
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E Vitamini Cozeltisi (10 mM): E vitamininin mutlak alkoldeki ¢ozeltisidir. Her
deney giini taze olarak hazirlanir.

Fosfat Tamponu (20 mM, pH 7.4): 1.6 g K;H PO4 500 ml distile suda ¢ozilir. 1.2
g KH,PO4 500 ml distile suda ¢ozilur. Cozeltinin pH degeri KHyPO4 gozeltisinin
K,HPOj ¢ozeltisine eklenmesiyle 7.4'e ayarlanir.

NADPH (40 mM): NADPH’ 1n “Chelex-100 reginesi ile muamele edilmis” fosfat
tamponunda ¢oziilmesi ile her deney giinii taze olarak hazirlanir.

4-POBN Cozeltisi (1000 mM): 4-POBN’in “Chelex-100 reginesi ile muamele
edilmis” fosfat tamponunda ¢oziilmesi ile her deney giinii taze olarak hazirlamr.

SKF 525A Cozeltisi (10 mM): SKF 525A’min “Chelex-100 reginesi ile muamele
edilmis” fosfat tamponundaki ¢ozeltisidir. Her deney giinii taze olarak hazirlanur.

SOD Cézeltisi (15.000 U/ml): SOD’in “Chelex-100 reginesi ile muamele edilmis”
fosfat tamponundaki ¢ozeltisidir. Kullanimdan hemen énce hazirlanir.

Sukroz (0.25 M) iceren Fosfat Tamponu (10 mM, pH 7.4): 43 g sukrozun 500 ml,
yukarida anlatildig1 gibi hazirlanan, fosfat tamponundaki ¢ézeltisidir. Kullanimdan
hemen once hazirlanir ve ¢ozeltinin pH’s1 HCl ile 7.4°e ayarlamir.

Troloks ¢ozeltisi (2 mM): Troloksun “Chelex-100 reginesi ile muamele edilmis”
distile sudaki ¢ozeltisidir. Her deney giinii taze olarak hazirlanir.

ZnCl; Cozeltisi (7.5 mM): ZnCly’tn “Chelex-100 reginesi ile muamele edilmis”
distile sudaki ¢ozeltisidir. Her deney giinii taze olarak hazirlanir.

2.3.7. Protein Tayinlerinde Kullanilan Cozeltiler

Sigir Serum Albiimini Stok Cozeltisi (2 g/): Sigir serum albiimininin distile sudaki
cozeltisidir. Her deney giini taze olarak hazirlanan ¢6zelti kullammdan 6nce 1 N
NaOH ile %2 oraninda seyreltilir.

Sigir Serum Albiimini Standart Cozeltileri (0.05-0.5 g/l): Stok sifir serum
albumin ¢ozeltisinden hareketle 0.5 N NaOH c¢ozeltisiyle seyreltilerek her deney
giinu taze olarak hazirlanirlar.

Folin-Fenol Cézeltisi (1N): Folin-Ciocalteu’s Fenol reaktifinin distile su ile %
oraninda seyreltilmesi ile hazirlanir. Kullamim sirasinda 1siktan korunmahdir.

CuSOy - Na-Sitrat Cozeltisi: 0.5 g CuSO4 ve 1 g Na-sitratin 100 ml distile sudaki
¢Ozeltisidir.

Na,COs3/ NaOH Cozeltisi (% 2, a/h): Na,COs’in 0.1 N NaOH'deki % 2'lik
¢ozeltisidir.
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Bakir Reaktifi (I): 10 ml% 2'lik Na,COs/ NaOH c¢ozeltisi ile 0.2 ml CuSO4-Na-
sitrat ¢odzeltisinin kullammdan hemen once karistiriimasi ile hazirlanir.

Na,COj; Cozeltisi (% 4, a/h): Na,CO;5’m distile sudaki ¢ozeltisidir.
NaK-Tartarat Cozeltisi (%o, a/h): NaK-Tartaratin distile sudaki ¢ozeltisidir.
CuSOy Cozeltisi (% 1, a/h): CuSO4"n distile sudaki ¢ozeltisidir.

Bakir Reaktifi (I) Reaktifi: 500 ul NaK-tartarat, 500 pl CuSO4 ve 24 ml Na;COs
cozeltilerinin kullanimdan hemen once karigtirlmasi ile hazirlanir. Isiktan korunarak
saklanir.

2. 4. Hiicre Kiiltiirii Calismalan

2.4.1. Normal Insan Dermal Fibroblast Hiicresi Kiiltiirlerinde Yapilan

Cahsmalar

20-40 vyaslarinda normal yetiskin insanlardan alnan deri biyopsi
materyalinden elde edilen fibroblast hicreleri, 2.3.1.’de tamimlandign sekilde
hazirlanan hiacre kiltari ortaminda, % 5 CO; ve % 95 O, igeren nemli atmosferde
37°C’de, 75 cm®lik plastik hiicre kiiltiir kaplarinda tretilmistir. Hiicreler kiltir
kaplarina ~130.000 hucre/ cm® olacak sekilde ekilmistir. Kiltiir ortami her 4 giinde
bir degistirilmis ve kilturler haftada bir kez tripsinlenip alt kilttrlere ayrilarak
cogaltilmigtir. Deneylerde 5-10. alt kiiltiirler kullamlmagtir.

2.4.1.1. CPR'e Maruz Birakilan Fibroblast Kiiltiirlerinde Hiicre Proliferasyonu

ve Sitotoksik Etkinin Incelenmesi
2.4.1.1.1. Fibroblast Kiiltiirlerinin CPR ile inkiibasyonu

Ana kiiltiir kaplanindan tripsinlenerek ayrilan hicreler taze kiiltiir ortamu ile
bir kez yikandiktan sonra siispande edilmis, 3.5 cm? yiizey alanna sahip petri
kaplarina ~130.000 hiicre/ cm® olacak sekilde ekilmistir. Hiicreler, 24 saat siireyle
37°C’lik inkiibatorde inkiibe edildikten sonra, CPR standart ¢ozeltileri nihai ilag

konsantrasyonu 5-150 mg/l olacak sekilde kultir ortamina eklenmigtir. Bu iglemi
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takiben hiicreler 24, 48 veya 72 saat siireyle 37°C’de inktibe edilmigtir. 8 ayn CPR
konsantrasyonu kullanilmis, her konsantrasyon rriplike gahisilmistir. Ayrica CPR
icermeyen “kontrol kulturleri” ve hiicre igermeyen “kor deney” aymi kosullarda
caligtimistir. Deney suresince CPR ¢ozeltileri ve kultiir kaplari aliiminyum folyo ile

kapatilarak 1giktan korunmustur.

2.4.1.1.2. Fibroblast Hiicrelerinin E Vitamini ile On-inkiibasyonu

Bolim 2.4.1.1.1.'de anlatildig1 sekilde hazirlanan fibroblast kiltarleri CPR
uygulanmasindan dnce 4 saat siireyle 50 (veya 100) uM konsantrasyonda E vitamini
ile 6n inkiibasyona birakilmistir. Takiben 75 mg/l konsantrasyonda CPR ile 48 saat
inkiibasyon yapiimigtir.

2.4.1.1.3. Sitotoksisite Ol¢iimii

CPR veya 'Vit E + CPR'e maruz birakilan hiicrelerdeki canli hiicre yiizdesi,
dolayisiyla sitotoksik etki, Borenfreund ve Puerner (268) tarafindan tamimlanan ve

Bolim 1.3.4.2.'de anlatilan NR testi ile olgiilmustiir.
2.4.1.1.3.1. NR Testinin Uygulamsi

1. CPR veya 'Vit E + CPR' ile inkiibasyon siirelerinin sonunda, hiicre kiltirlerinden
(kontrol kultiirleri ve kor deney dahil) kaltir ortamu uzaklastinlir ve NR'i kiltir
ortamu ilave edilir.

2. Hicreler, NR boyasinin canli-intact hiicrelerin lizozomlarina girisine olanak
saglamak Uzere, 3 saat siire ile 37°C’de inkiibasyona birakilir.

3. NR igeren kultir ortamu uzaklagtinlir ve hicreler 2 ml! formol-kalsiyum
cozeltisiyle ve ardindan Ca™ ve Mg icermeyen PBS ile yikanir.

4. Hiucrelere penetre olan boyanin ekstraksiyonunu saglamak igin petri kaplarina 3
ml asetik asit-etanol ¢ozeltisi eklenir ve kaplar 20 dakika siire ile oda sicaklifinda
bekletilir.
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5. Sivi faz homojeniteyi saglayacak sekilde kangtirilarak dikkatle spektrofotometre

kiivetlerine alinir ve 540 nm’de absorbans 6l¢iimii yapilir.

Kontrol kiiltarleri ve CPR (veya 'Vit E + CPR?’) iceren kiiltirler i¢in dlgiilen
absorbans degerinden kor deney igin Olgiilen absorbans degeri ¢ikanlir. CPR igeren
kiiltiirlerdeki canlilik yiizdesi kontrol kiiltirlerinin ytizdesi olarak, asagidaki formiile

gore hesaplanir:

A ilag - A kontrol
Canlilik Yiizdesi = x 100

A kontrol

2.4.1.2. CPR'e Maruz Birakilan Fibroblast Kiiltiirlerinde Lipid Peroksidasyonu,

GSH Diizeyi ve Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

Boliim 2.4.1.1.1. ve 2.4.1.1.2'de anlatildig1 sekilde hazirlanan fibroblast hiicre
kiltarlerine, 75 mg/l CPR ile 48 saat inkiibasyonu takiben asagidaki islemler
uygulanmugtir:

1. Tripsinlenme iglemiyle hicrelerin kiltir kaplarindan ayrilmasi saglanir. Taze
kultir ortamn ilave edilerek hazirlanan hiicre stispansiyonlari 800 x g'de 3 dk
santrifiije edilir.

2. Elde edilen pellet, 3 kez izotonik Tris-HC! (0.2 mM, pH 7.3) tamponu ile
yikandiktan sonra, hipotonik Tris-HCl (0.2 mM, pH 7.3) tamponunda yeniden
stispande edilir.

3. Suspansiyon, teflon baghikli bir homojenizator kullamlarak 80 x g’de, 5 dakika

siire ile homojenize edilir.

Elde edilen lizat lipid peroksidasyonu, total hiicrei¢i GSH diizeyi ve

antioksidan enzim aktivitelerinin tayininde kullanmlmgtir.



2.4.1.2.1. Lipid Peroksidasyonunun Olciilmesi

Lipid peroksidasyonu, Richard ve ark. (329) tarafindan tammlanan ve
tiyobarbarbitiirik asit reaktif materyal (TBARS) olusumu esasina dayah fluorometrik
bir yontem ile belirlenmigtir. Yontem, ¢oklu doymamus yag asitlerinin oksidatif
bozunma tirini olan malondialdehit (MDA) molekiliindeki aldehit gruplarimin
tiyobarbitiirik asit (TBA) ile meydana getirdigi pembe renkli kompleksin verdigi
floresansin eksitasyon dalga boyu: 532 nm, emisyon dalga boyu: 553 nm’de

dlcilmesi esasina dayanmaktadir.
2.4.1.2.1.1. TBARS Ol¢iim Yénteminin Uygulams

1. Bolim 2.4.1.2'de tammlandig: sekilde hazirlanan hiicre lizatinin 100 pl'sine 10 pl
BHT ¢ozeltisi ve 750 pl TBA/ perklorik asit ¢ozeltisi eklenip vorteks ile karistirilir.
2. Omekler 95°C’lik su banyosunda 60 dk siireyle inkiibasyona birakilir.

3. Su banyosundan gikartilan 6rnekler buz igine alinip 10 dk siireyle sogutulur.

4. 2 ml n-butanol eklenir, 2 dk siireyle vortekslenir ve 8 dk 2665 x g'de santrifijje
edilir.

5. Ust fazin verdigi floresans butanol koriine karsi okunur.

6. 100 ul hiicre lizat1 yerine distile su kullanilarak her deney guni paralel bir kor
deney yapilir.

7. Her deney guni standart TEP ¢ozeltileri kullanilarak hazirlanan standart egrilerden

hareketle orneklerin TBARS diizeyleri hesaplanir. Sonuglar nmol/mg protein olarak

ifade edilir.
2.4.1.2.2. Total GSH Diizeyinin Ol¢iilmesi

Total GSH diizeyi, Akerboom ve Sies (251) tarafindan tammlanmis olan ve
hiicre kiilturleri igin Emonet ve ark. (330) tarafindan modifiye edilen bir enzimatik
dongi yontemi kullamlarak ol¢ulmusgtir,

Yontem, DTNB’nin GSH veya GSSG varliginda ve GSH rediktazla

katalizlenen bir reaksiyonla, NADPH tarafindan siirekli olarak indirgenmesi esasina
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dayamir. 412 nm’de spektrofotometrik olarak reaksivon kinetiginin izlenmesi

suretiyle, ortamdaki total GSH miktar saptanir.

2.4.1.2.2.1. Total GSH Tayini Yonteminin Uygulams:

1. Bolim 2.4.1.2'de anlatildig: sekilde hazirlanan hiicre lizati, % 61k metafosforik
asit ¢ozeltisi [(lizat: metafosforik asit, 5:1, h/h)] ile seyreltilir.

2. Ornek 4°C'de, 2665 x g’de 10 dk santrifiije edilir ve sipernatan ayrilir.

3. 1 ml MOPS/EDTA tampon ¢ozeltisinin tGizerine sirasiyla, 100 ul siipernatan, 20 pl
DTNB, 20 pl GSH rediiktaz ve 50 ul NADPH eklenip, karigtirilir,

4. Kor deney igin, 6rnek yerine MOPS/EDTA tamponu kullamhr.

5. Elde edilen karigimin absorbans: 412 nm’de kore kargi spektrofotometrenin kinetik
modu kullanilarak okunur.

6. Her deney guni, standart GSH ¢ozeltileri kullanilarak hazirlanan standart egriler

yardimiyla orneklerin GSH dizeyleri hesaplanir. Sonuglar nmol/mg protein olarak
ifade edilir.

2.4.1.2.3. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Olciimii

Bolim 2.4.1.2'de anlatildig1 sekilde hazirlanan hicre lizati 2665 x g’de,
4°C’de, 10 dk sureyle santrifiije edilir ve elde edilen stipernatan SOD, GSHPx ve

CAT enzim aktivitelerinin 6lgtimu i¢in kullanilir.

2.4.1.2.3.1. SOD Aktivitesinin Ol¢iimii

Total SOD (Mn SOD + CuZn SOD) ve Mn SOD aktivitesi, Marklund (331)
tarafindan tamimlanan ve pirogallol otooksidasyonunun SOD tarafindan inhibisyonu
esasina dayanan yontemin hicre kiltirleri i¢in modifiye edilmis sekli (332) ile
ol¢tilmig, CuZn SOD aktivitesi bu degerlerden hesaplanmstir.

Yontem, pirogallolin siiperoksit radikali tarafindan otooksidasyonu ile
silperoksit radikalinin SOD tarafindan dismutasyonu arasindaki yarismanin 420

nm'de  spektrofotometrik  olarak  olgiilmesi  esasina  dayamr.  Pirogallol
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otooksidasyonunun inhibisyonu, ortama eklenen SOD konsantrasyonuna baghdir ve
absorbanstaki artigin 420 nm’de &lgilmesi yoluyla belirlenir. Aymi deney

kosullarinda CuZn SOD'in KCN ile inhibisyonu Mn SOD"1n tayinine olanak saglar.

2.4.1.2.3.1.1. Total SOD Olc¢iim Yénteminin Uygulanisi

1. Spektrofotometre kuvetine 935 pl DTPA-Tris-Kakodilik asit tamponu ve 25 pl
Bolim 2.4.1.2.3'de anlatildig: sekilde hazirlanan sipernatandan konur, kanstirilir.

2. Bu karisima 40 pl pirogallol ¢ozeltisi eklenerek tekrar kanstinilir ve absorbans 420
nm’de 1 dakika boyunca izlenir.

3. Her deney ginil hiicre lizat1 yerine tampon kullanilarak paralel bir kor deney
yapilir.

4. Her deney giinii SOD standart ¢ozeltileri kullanilarak hazirlanan standart egriler

kullamlarak 6rneklerin aktivitesi asagidaki sekilde hesaplanir.

2.4.1.2.3.1.1.1. SOD Aktivitesinin Hesaplanmasi

1 tinite SOD, pirogallol oksidasyonunu % 50 oraninda inhibe edebilen enzim
miktann olarak tammlanir. Pirogallol otooksidasyonunun inhibisyon yiizdesi

asagidaki formil yardimiyla hesaplamr:

AA kér = AAémek
Inhibisyon %'si = x 100
AA kor

Kullanilan SOD enziminin {nite/ml olarak degeri asagidaki formiil ile

hesaplanir:
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Inhibisvon %'si x 1000

Total SOD (U/ml) =

25 % 50

Nihai kiivet hacmi= 1000 pl,
Ornek hacmi= 25 pl,

Unite tamminda kullamlan inhibisyon orani= 50

Sonuglar protein igerigi iizerinden hesaplanarak U/mg protein olarak ifade

edilir.

2.4.1.2.3.1.2. Mn SOD Aktivitesi OlciimYonteminin Uygulams

1. Bolim 2.4.1.2.3.'de anlatildig1 sekilde hazirlanan siipernatandan 300 pl alinir.
Uzerine 60 pl KCN ¢ozeltisi eklenir.

2. Spektrofotometre kiivetine 850 ul DTPA-Tris-Kakodilik asit tamponu, 1.
basamakta hazirlanan karigimdan 100 pl ve 50 ul pirogallol ¢ozeltisi konur.

3. Kivet kangtirilir ve kanigimin absorbansi spektrofotometrede 420 nm’de 1 dk
stiireyle izlenir.

4. Her deney glind SOD standart ¢ozeltileri kullanmlarak hazirlanan standart egriler

kullanilarak orneklerin aktivitesi asagidaki sekilde hesaplanir.

2.4.1.2.3.1.2.1. Mn SOD Aktivitesinin Hesaplanmasi

Mn SOD  aktivitesi, 2.4.1.2.3.1.1.1'de total SOD aktivitesinin
hesaplanmasinda kullanilan ilkeler temel alinarak asagidaki formil yardimiyla

hesaplanir:

Inhibisyon %'si x 1000

Mn SOD (U/ml) = x 1.2

100 x 50

Nihai kitvet hacmi= 1000 yl,

Omek hacmi= 100 pl,

Unite tamminda kullanilan inhibisyon oram= 50,
Sevreltme faktori= 1.2
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Sonuglar protein igerigi iizerinden hesaplanarak Usmg protein olarak ifade

edilir.

2.4.1.2.3.1.3. CuZn SOD Aktivitesinin Hesaplanmasi

CuZn SOD aktivitesi, total SOD aktivitesi degerinden Mn SOD aktivitesi

degerinin ¢ikartiimas: suretiyle hesaplanir.

2.4.1.2.3.2. GSHPx Aktivitesinin Olciilmesi

GSHPx aktivitesi Gunzler ve ark. (333) tarafindan tanimlanan yoéntemle
olgilmustur. Bu yontem, GSHPx enziminin katalizledigi bir reaksiyon ile substrat
olarak kullanilan t-butil hidroperoksitin oksitledigi GSH'un, GSH rediktaz ve
NADPH varliginda reditklenmis forma doniismesi ve bu reaksiyon sirasinda NADPH

absorbsiyonunda meydana gelen azalmamn 340 nm'de 6lgiilmesi esasina dayanir.

2.4.1.2.3.2.1. GSHPx Aktivitesi Ol¢iim Yonteminin Uygulanis:

1. Spektrofotometre kilvetine sirasiyla 900 ul Tris tamponu, 50 pl Bolim
2.4.1.2.3'de anlatildif1 sekilde hazirlanan sipernatan, 20 pl GSH, 20 ul GSH
rediiktaz ve 20 ul NADPH konur.

2. Kuvet kanstirilir ve 1 dk siireyle oda sicakliginda bekletilir.

3. Kanigima 20 pl t-butil hidroperoksit ¢ozeltisi eklenir.

4. Absorbansdaki azalma 340 nm’de 3 dk siireyle izlenir.

5. Her deney giinii 6rnek yerine Tris tamponu kullanilarak paralel bir kor deney

yapihr.

2.4.1.2.3.2.1.1. GSHPx Aktivitesinin Hesaplanmasi

GSHPx enzim aktivitesi dakikada okside olan umol NADPH tzerinden ifade

edilir ve agagidaki formiile gore hesaplanir:



B AA omnek - AA kor
GSHPx Aktivitesi (U/l) = x 3311.9%
dk

(*NADPH"n ekstinksiyon katsayist (€340 ym = 6.22 mM™. cm™)
Nihai kitvet hacmi (1030 pl)
Ornek hacmi (50 pl)den hesaplanan faktor)

Nihai sonug protein igerigi izerinden hesaplanarak U/mg protein olarak ifade

edilir.

2.4.1.2.3.3. CAT Aktivitesinin Ol¢iilmesi

CAT aktivitesi Aebi (250)’nin tanimladigr yonteme gore olgilmustiir. Bu
yontem, Hy0O,'in katalaz tarafindan yikimlanmas: sirasinda absorbansda meydana
gelen azalmanin spektrofotometrik olarak 240 nm’de izlenmesi yoluyla olgtilmesi

esasina dayanmaktadir.

2.4.1.2.3.3.1. CAT Aktivitesinin Olciim Yonteminin Uygulams:

1. 50 ul 0.05 M fosfat tamponu (pH 7.0)na 100 ul % 30'luk HyO, eklenir. Bu
¢ozeltinin 240 nm'de, 0.05 M fosfat tamponuna karsi okunan absorbansi 0.520-0.550
olmalidyr.

2. Spektrofotometre kiivetine 2.9 ml yukaridaki ¢ézelti ve 0.1 ml Bolim 2.4.1.
2.3 .’de anlatildig: sekilde hazirlanan sipernatan eklenir.

3. Kuvet alt ist edilerek kangtinlir ve absorbanstaki azalma, 240 nm’de 20 saniye
sureyle izlenir.

4. Kor deney 2.9 ml 0.05 M fosfat tamponuna siipernatan eklenerek yapilir.

2.4.1.2.3.3.2. CAT Aktivitesinin Hesaplanmast

CAT enzim aktivitesi 1 dakikada yikimlanan H,O;'in umol olarak miktan

tizerinden ifade edilir. 240 nm'de izlenen absorbansin 0.450'den 0.400'e diismesi i¢in



gerekli sire ve buna karsiik gelen AA/dk ile iliskilidir. Asagidaki formiulle

hesaplanir:

3.45 x AA/dk

CAT Aktivitesi (U/ml) =
(0.450-0.400) x 0.1 ml

(3 ml'lik reaksivon kansiminda bulunan H,O,'in umol olarak miktan= 3 .45,
Omek hacmi= 0.1 mi)

Sonuglar protein igerigi tizerinden hesaplanarak U/mg protein olarak ifade

edilir.

2.4.2. Primer Astrosit Kiiltiirlerinde Yapilan Cahsmalar

2.4.2.1. Primer Astrosit Hiicre Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Primer astrosit kultirler1 Booher ve Sensenbrenner (334) tarafindan
tanimlanan yontemle, 2 ginlik Sprague Dawley (Iffa Credo, Les Oncins) sigan

beyinlerinden hazirlanmigtir.

1. Dekapite edilen 15 hayvanin beyinleri gikarilip PBS/glukoz ¢ozeltisi ile 4 kez
yikanir ve mikroskop altinda membranlarindan temizlenir.

2. Uzerine 300-400 ul DNAaz ¢ozeltisi eklenen dokular bistiiri yardimiyla pargalanip
homojen hale getirilir.

3. Homojenata 2 ml tripsin (% 0.4, h/h) ¢ozeltisi eklenir, 10 dk siireyle devamh
karigtiriimak suretiyle 37°C’de inkiibe edilir.

4. Elde edilen sispansiyona 30 ml PBS eklenir ve 4°C'de, 1000 x g'de 9 dk siireyle
santrijiije edilir.

5. Pellet PBS ile yikandiktan sonra iizerine 15 ml PBS eklenerek ikinci kez 4°C'de,
800 x g'de 8 dk sureyle santrijiije edilir.

6. Elde edilen pellete 300-400 ul DNAase ¢ozeltisi ve 6 ml tripsin inhibitor( eklenir

ve dikkatle siispande edilir.
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7. Suspansiyon birka¢ kez, farkli ¢aplarda Pastor pipetlerinden 10-15er kez gegirilip
dissosiye edilerek homojen hale getirilir.

8. Elde edilen bu siispansiyon tekrar 4°C'de, 800 x g'de 8 dk siireyle santrifije edilir.
Pellet 10 ml PBS ile alinarak tekrar en kiguk capli Pastor pipetinden gegirilerek
dissosiye edilir.

9. Dordiincii kez 8. basamaktaki kosullarda santrifiije edildikten sonra elde edilen
pellet, bu kez M1 kultir ortaminda stispande edilerek sirasiyla 100 ve 20 pm por
capinda steril, naylon filtrelerden gegirilir.

10. Elde edilen hicre sispansiyonundaki hiicre sayist hemositometrede Tripan
mavisi ile boyanarak sayilir ve istenilen konsantrasyona M1 kultir ortami
kullamlarak seyreltilir. Hiicreler, poli-L-lizin ile kaplanmus 60 cm™1ik petri kaplarina
40.000 hiicre/ cm® veya 96 kuyucuklu kiltir plaklarma 14.000 hicre/ cm?
yogunlukta ekilir ve % 5 CO; ve % 95 O, iceren nemli atmosferde, 37°C’de inkiibe
edilir.

12. Kiltiir ortamu, ekimi izleyen ilk 6 saat icinde daha sonra 3 giinde bir degistirilir.

CPR'le yapilan tim deneylerde yaklagik 14 gunliik bir proliferasyon evresini
gecirmis astrosit kalturleri ile ¢aligilmis, dolayisiyla testler hiicrelerinin farklilagma

faz1 suresince gerceklestirilmistir.

2.4.2.2. CPR'e Maruz Birakilan Primer Astrosit Kiiltiirlerinde Hiicre

Proliferasyonu ve Sitotoksisitenin Arastiriimasi

Yukanda anlatildigy sekilde hazirtanip 96 kuyucukiu kiiltiir plaklarina ekilen
astrosit kulturleri 14 gunlik proliferasyonu takiben, nihai ilag konsantrasyonu 0.005-
300 mg/l olacak sekilde kuiltiir ortamina eklenen CPR'e maruz birakilmigtar. Hiicreler
7, 24, 48, 72 veya 96 saat suireyle 37°C’de inkiibe edilmig, 10 aynn CPR
konsantrasyonu kullanilmig, her konsantrasyon 4’1i veya sekizli ¢aligtlmigtir. Ayrica
CPR icermeyen “kontrol kiiltiirleri” ve hiicre icermeyen “kor deney” aym kosullarda

caligilmigtir.



2.4.2.2.1. Primer Astrosit Kiiltiirlerinin E Vitamini ile On-Inkiibasyonu

Bolim 24.22'de anlatilan kosullarda hazirlanan  kaltirler CPR
uygulanmasindan once 4 saat sureyle 50 uM konsantrasyonda E vitamini ile
inkibasyona birakilmigtir. Takiben, 300 mg/l konsantrasyonda CPR ile 96 saat

inkiibasyon yapilmustir.

2.4.2.2.2. Primer Astrosit Kiiltiirlerinin SOD ile On-Inkiibasyonu

Bolim 2422'de anlatilan kosullarda hazirlanan kiltirler CPR
uygulanmasindan once 1 saat sireyle 500 U/ml konsantrasyonda SOD ile
inkiibasyona birakilmistir. Takiben, 300 mg/l konsantrasyonda CPR ile 96 saat

inkiibasyon yapilmstir.

2.4.2.2.3. Primer Astrosit Kiiltiirlerinin CAT ile On-Inkiibasyonu

Bolum 24.22'de anlatilan kosullarda hazirlanan  kiltarler CPR
uygulanmasindan once 1 saat siireyle 50 U/ml konsantrasyonda CAT ile inkiibasyona
birakilmistir. Takiben, 300 mg/l konsantrasyonda CPR ile 96 saat inkiibasyon
yapilmastir.

2.4.2.2.4. Primer Astrosit Kiiltiirlerinin 'SOD + CAT' ile On-Inkiibasyonu

Bolim 2.4.2.2'de anlatidan kosullarda hazirlanan kiltirler CPR
uygulanmasindan énce 1 saat siireyle 500 U/ml SOD ve 50 U/ml konsantrasyonda
CAT ile inkiibasyona birakilmistir. Takiben, 300 mg/l konsantrasyonda CPR ile 96

saat inkiibasyon yapilmigtir.
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2.4.2.2.5. Sitotoksisite Olciimii

2.4.2.2.5.1. NR Testinin Uygulanmas:

Astrosit  kalturleri igin NR testi, 2.4.1.1.3'de fibroblast hiicreleri igin
anlatildig sekilde yapilmigtir. Tek fark olarak spektrofotometrik olgimler otomatik

plak okuyucusu sistemi (Titertek Multiscan, MCC/340) kullamlarak yapilmistir.

2.4.2.2.5.2. MTT Testi

CPR'e maruz birakilan hicrelerde canlilik derecesi, dolayisiyla sitotoksik
etki, NR testinin yanisira, Mossman (267) tarafindan tanimlanan ve Bolim 1.3.4.1'de

anlatilan MTT testi ile ol¢ilmustir.

2.4.2.2.5.2.1. MTT Testinin Uygulamsi

1. Inkiibasyon siirelerinin sonunda, (kontrol ve kér deney dahil) hiicre kiiltiirlerine 10
ul MTT ¢ozeltist eklenir. Hiicreler 2 saat sureyle 37°C’de inkiibe edilir.

2. MTT igeren kualtir ortami uzaklastinldiktan sonra, olusan koyu mavi renkli
formazan kristallerinin ¢oztinmesini saglamak tzere kuyucuklara 100 pl DMSO
ilave edilir.

3. Kaltiir plaklar1 5 dk siireyle, oda sicakliginda, otomatik kanistiricida karistirilir.

4. Meydana gelen rengin absorbansi 570 nm’de otomatik plak okuyucusu

kullanilarak ol¢ilur.

Kontrol kultarleri ve CPR (ve/veya antioksidan + CPR) igeren kiiltiirler i¢in
Olglilen absorbans degerinden kor deney igin olgiilen absorbans degeri ¢ikarihr. CPR
iceren kulttrlerdeki canlilik ytizdesi, kontrol kiltirlerinin yiizdesi olarak, asagidaki
formiile gére hesaplanir:

A ilag - A kontrol
Canlihik Yuzdesi = x 100

A kontrol
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2.4.2.3. CPR'e Maruz Bwakilan Primer Astrosit Kiiltiirlerinde Lipid
Peroksidasyonu ve GSH Diizeyleri ile CAT Aktivitesinin Ol¢iilmesi

Bolim 2.4.2.1.'de anlatildig sekilde 60 cm®lik petri kutularinda hazirlanan
primer astrosit kilturleri 300 mg/l CPR ile 96 saat 37°C'de inkibe edildikten sonra

asagidaki iglemlier uygulanmistir:

1. Hiicreler tripsinleme iglemiyle kiiltar kaplarindan aynhir. Taze kaltir ortami ilave
edilerek hazirlanan hiicre siispansiyonu, 1000 x g'de 5 dk sureyle santrifiije edilir.
2. Elde edilen pellet, 2 kez PBS ile yikandiktan sonra, PBS ile yeniden siispande
edilir.
3. Siispansiyon, 800 x g'de 5 dk sureyle santrifiijje edilir ve siipernatan uzaklastirilir.
4. Elde edilen pellet, 3 ml hipotonik Tris-HCI tamponunda sispande edilir.
5. Hiicre lizati, elde edilen siispansiyonun sivi azot ve 30°C’lik su banyosunda
donisimli olarak 5 kez dondurma ve ¢ozme islemine tabii tutulmasi suretiyle
hazirlanir.

Elde edilen lizat lipid peroksidasyonu, total hiicre i¢i GSH duzeyi ve katalaz

enzim aktivitesinin tayininde kullaniimigtir.
2.4.2.3.1. Lipid Peroksidasyonunun Olciilmesi

CPR’e maruz birakilan astrosit hicrelerinde meydana gelen lipid
peroksidasyonu dizeyleri, Bolim 2.4.1.2.1.'de fibroblast hiicreleri igin uygulanisi
anlatilan TBARS 6l¢im yontemi ile dl¢ulmistir.

2.4.2.3.2. Total GSH Diizeyinin Ol¢iilmesi

Bolim 2.4.1.2.2'de fibroblast hiicreleri igin uygulamas: anlatilan yontemle

olcilmustir.
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2.4.2.3.3. CAT Aktivitesinin Olciilmesi

Bolim 2.4.12333.1'de fibroblast hicreleri i¢in uygulamasi anlatilan

yontemle olgulmustir.

2.4.3. CPR'e Maruz Birakilan Fibroblast ve Astrosit Hiicrelerinde ESR-Spin

Tuzag) Yontemiyle Serbest Radikal Aranmas:

CPR'e maruz birakilan fibroblast ve astrosit kiltirlerinde meydana gelmesi
olasi serbest radikaller ESR-Spin Tuzag1 teknigi ile aragtirilmigtir.

Bu amagla fibroblast kultirleri Bolam 2.4.1.1'de anlatildigi sekilde
hazirlandiktan sonra 130.000 hiicre/cm’ yogunlukta olacak sekilde 75 cm®lik kuiltiir
kaplarina ekilip 1 hafia sireyle Uretilmistir. Astrosit kultirleri ise Bélim 2.4.2.1.'de
anlatildigi sekilde hazrlanan 25 cm®lik kiltir kaplarma 50.000 hiicre/cm?
yogunlukta ekilip uretildikten 14 giin sonra, asagidaki iglemleri takiben spin-tuzagi
olarak 4-POBN kullanilmak suretiyle ESR teknigi ile analize edilmistir.

1. Kiltir ortamlart uzaklagtirihp hicreler 2 ml PBS ile yikanir.
2. Kultir ortam yerine PBS eklenen hiicre kultiirlerine nihai konsantrasyonlarn 0.3,
0.4 ve 1 mM (120, 155, 390 mg/l) olacak sekilde CPR ve 50 mM 4-POBN ilave
edilir ve 30, 60 ve 180 dk siireyle 37°C'de inkiibasyon yapilir.
3. Inkitbasyon siirelerinin sonunda hiicreler PBS ile yikamp, kiltiir kaplarindan

siyrilarak alinir ve kalibre edilmis 50 pl'lik kapiller tiiplerle ESR analizleri yapilir.
2.5. Mikrozomal Cahsmalar
2.5.1. Sican Karaciger ve Beyin Mikrozomlarimn Hazirlanmas

Bir hafta sureyle laboratuvar kosullarina uyumlart saglanmis, yem ve su
tiketimleri kisitlanmamig 170-190 g agirh@inda erkek Wistar-Albino sicanlarin

beyin ve karacigerleri, giyotinle dekapite edildikten sonra 2-3 dk i¢inde gikariimus,

0°C'de PBS ile 3 kez yikanmustir.
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Doku homojenizasyonu islemi, buz icinde sogutulan teflon baslikli bir el
homojenizatora ile yapilmistir. Dokular Chelex-100 recinesi ile muamele edilmis
0.25 mM sukroz iceren 10 mM potasyum fosfat tamponu, pH 7.4 kullamlarak 1/5
(a/h) oraminda seyreltme ile homojenize edilmistir. Elde edilen homojenatiardan

hareketle asagidaki uygulama semasina gore mikrozomlar hazirlanmagtir.

1. Homojenat 4°C'de 750 x g'de 10 dk santrifijje edilir.

2. Stupernatan ayrilir ve 4°C'de, 6000 x g'de 10 dk santrifiije edilir.

3. Elde edilen siipernatan bu kez, 16 000 x g'de 10 dk (4°C) siireyle santifiije edilir.

4. Elde edilen sipernatan, 4°C'de, 105 000 x g'de 60 dk sureyle santrifije edilir. Elde

edilen mikrozomal pellet alinir ve 0.25 mM sukroz igeren 10 mM potasyum fosfat

tamponunda (pH 7.4) stispande edilir.

5. Suispansiyon 4°C'de, 105 000 x g'de 30 dk sureyle santrifiije edilir.

6. Stipernatan ayrildiktan sonra kalan pellet 0.25 mM sukroz iceren 10 mM potasyum

fosfat tamponunda (pH 7.4) siuspande edilerek mikrozomal fraksiyon hazirlamir ve

kiigiik hacimlere ayrilarak ependorf tiipler iginde kullanima kadar -80°C'de saklanir.
Mikrozomal protein konsantrasyonlari, Shopis ve McCay’in (335)

yontemiyle ol¢lilmustar.

2.5.2. CPR ile Inkiibe Edilen Beyin ve Karaciger Mikrozomlarinda Radikal
Olusumunun ESR Spin Tuzag Teknigi ile Olciilmesi

CPR'in mikrozomal ortamda sitokrom P-450-bagimli karigik fonksiyonlu
oksidaz sistemleriyle olugturmasi olasi serbest radikallerin belirlenmesi amaciyla,
yukarida hazirlaniglart anlatilan sican beyin ve karaciger mikrozomlar ile ¢aligilmis
ve serbest radikal olusumu ESR-Spin Tuzag: teknigi ile olgiilmustiir. Spin tuzag
olarak 4-POBN kullamlmgtir.

Mikrozomal sistem kosullar1 6n deneylerle optimize edilmistir. Tablo 2.1'de
karaciger, Tablo 2.2'de beyin mikrozomal inkiibasyonlar: i¢in optimize edilmis

sistem bilesenleri gorilmektedir.
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Tablo 2.1. ESR-Spin Tuzag: c¢alismalarinda kullanilan optimum karaciger
mikrozomal sistem bilesimi.

Bilegen Nihai konsantrasyon
Hepatik mikrozomal siispansiyon 4 mg protein/ml
CPR 10-780 mg/1 (0.025-2 mM)
4-POBN 50 mM
NADPH 2.5mM
Fosfat tamponu (pH 7.4) 10 mM

Nihat hacim: 400 ul (pH= 7.3)

Tablo 2.2. ESR-Spin Tuzag: ¢aligmalarinda kullanilan optimum beyin mikrozomal

sistem bilesimi.
Bilesen Nihai konsantrasyon
Serebral mikrozomal siispansiyon 1 mg protein/mi
CPR 120-780 mg/1 (0.3-2 mM)
4-POBN 30 mM
NADPH 2.5 mM
Fosfat tamponu (pH 7.4) 10 mM

Nihai hacim: 300 pl (pH= 7.3).

ESR spektrumu oda sicakliginda 100 KHz modiilasyon frekansinda bir ESR
spektrometresi (Bruker ESP 380) kullamlarak kaydedilmistir. Aletin diger

enstriimental ayarlarina iligkin bilgiler Tablo 2.3.°de gorilmektedir:



Tablo 2.3. Karaciger ve beyin mikrozomlan ile yapilan 6lgimlerde ESR

spektrometresine iliskin aletsel ayarlar

Hepatik Mikrozomiar Serebral Mikrozomlar
Mikrodalga giicii 43 mW 43 mW
Modiilasyon amplitiidii 101G 1.006 G
Mikrodalga sikhign 9.56 GHz 9.56 GHz
Zaman sabiti 40.96 ms 40.96 ms
Receiver Gain 4x10° 4x10°

2.5.2.1. Mikrozomal Sistemde CPR ile inkiibasyon ve Radikal Olciim

Yonteminin Uygulanmasi

1. Reaksiyonun yiritilecegi cam tupe, sirastyla fosfat tamponu, mikrozomal
suspansiyon, CPR, spin tuzagi madde 4-POBN konur ve reaksivon NADPH
ilavesiyle baglatilir.

2. Kangim, 37°C’de, manyetik kanstiniciyla surekli kanistinlarak karaciger
mikrozomlar igin 30, 60 veya 180 dakika; beyin mikrozomlan igin 60, 180 veya 240
dk siireyle inkiibe edilir (Inkiibasyon siiresince tiipler aliminyum folio ile kapatilarak
istktan korunmustur).

3. Inkiibasyon siirelerinin sonunda drnekler hemen kalibre edilmis kapiller 50 ul'lik
tuplere alinir. Kapiller tapler, 6zel kuvartz ESR tiiptine yerlestirilerek ESR kavitesine
konur ve ol¢iimler oda sicakhiginda yapilir.

4. ESR spektrometresinde karacifer mikrozomlan igin 15 dk, beyin mikrozomlarn

i¢in ise 20 dk siireyle tarama yapilir.
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2.5.2.2. ESR Spektrometresinde Ol¢iim ve Degerlendirme

EPR-spin tuzag teknigi ile elde edilen sonuclarin hesaplanmasi, 4-
POBN/radikal adduct'ina ait 'misbi sinyal siddeti’ ile ‘asirt ince yapi sabite’ degerleri

(aN ve aHI3 J'nin dlgiilmesi yoluyla yapilmistir.

2.5.2.3. CPR'in Karaciger veya Beyin Mikrozomal Ortamiarinda Radikal
Indiikleyici Etkilerinin Enzim Inhibitorleri, Metal Selatorleri, Demir ve

Antioksidanlarla Degistirilmesi

Mikrozomal sistemlerde CPR ile indiklenen radikal olusumuna sitokrom P
450 inhibitorleri, metal selatorleri ve demir ile antioksidanlarin etkileri, Tablo 2.1.
ve 2.2'de verilen optimum sistem bilesenleri ve 1 mM'lilk CPR konsantrasyonu
kullamlarak incelenmistir (Bu bilesimde yapilan mikrozomal inkiibasyonlar tezin

bundan sonraki boliimlerinde 'Standart Sistem' olarak anilacaktir).
2.5.2.3.1. SKF 525A

Karaciger veya beyin mikrozomlari, nihai konsantrasyonu 1.5 mM olacak
sekilde SKF 525A ile 20 dakika siireyle 6n inkibasyona birakildiktan sonra,
reaksiyon ortamina, sirastyla, CPR, 4-POBN ve NADPH eklenerek hazirlanan
Standart Sistemle inkiibasyona devam edilmistir. Karaciger mikrozomlari i¢in 30. ve
60., beyin mikrozomlar1 i¢in ise 60. ve 180. dk'lan takiben alinan ornekler

kullanilarak ESR analizleri yapilmistir.
2.5.2.3.2. ZnCl,

Karaciger veya beyin mikrozomlari, nihai konsantrasyonu 0.1 mM olacak
sekilde ZnCl, 1le 1 saat sireyle on inkiibasyona birakildiktan sonra reaksiyon
ortamma CPR ve 4-POBN eklenmis, NADPH eklenerek reaksiyon baslatilmistir.

Karaciger mikrozomlar i¢in inkiibasyonun 30. ve 60. dk'larinda; beyin mikrozomlar

RETT KUROLD
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icin inkibasyonun 60. ve 180. dk'larinda alinan oOrneklerde ESR analizleri

yapilmistir.

2.5.2.3.3. E Vitamini

Hepatik mikrozomlar, nihai konsantrasyonu 100 puM olacak sekilde E
vitamini ile 1 veya 4 saat siireyle on inkibasyona maruz birakildiktan sonra
reaksiyon ortamina CPR, 4-POBN ve NADPH eklenerek reaksiyon baglatilmis,

inkitbasyonun 60. ve 180. dk'larinda alinan 6rneklerde ESR olgtimleri yapilmigtir.

2.5.2.3.4. Troloks

Karaciger mikrozomlarinda Troloks etkisi iki farkh uygulamayla

arastirlmstir:

1. Karaciger mikrozomlar1, 0.1 mM Troloks ile 1 saat siireyle on inkiibasyona maruz
birakildiktan sonra mikrozomal ortama CPR, 4-POBN ve NADPH eklenerek
reaksiyon baslatilmis, inkubasyonun 30. ve 60. dk'laninda alinan o6rneklerde ESR
analizleri yapilmistir.

2. Troloks, 6n inkibasyon yapilmaksizin, mikrozomal karissima NADPH'den 6nce
ilave edilmis, NADPH ile reaksiyonun baslatilmasin: takiben 30. ve 60. dk'larda

alinan orneklerde ESR analizleri yapiimigtir.

2.5.2.3.5. SOD

SOD, nihai konsantrasyonu 500 U/ml olacak sekilde, 6n inkiibasyon
yapilmaksizin mikrozomal karisima ilave edilmis, NADPH ile reaksiyonun
baglatiimasimi takiben karacifer mikrozomal sisteminden 30. ve 60. dk'larda, beyin

mikrozomal sisteminden 60. dk'da alinan 6rneklerde ESR analizleri yapilmustir.
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2.5.2.3.6. FeSO,

Karaciger mikrozomal sispansiyonuna, CPR, 4-POBN, ve nihai
konsantrasyonu olacak sekilde 0.1 mM FeSO; eklenmesini takiben, reaksiyon
NADPH ile baglatiimig; 30 ve 60 dk'lik inkiibasyonu takiben alinan ornekler

kullanilarak ESR spektrometresinde analiz yapilmustir.
2.5.2.3.7. DFO

Karaciger veya beyin mikrozomal siispansiyonuna, CPR ve 4-POBN’ni
takiben, nihai konsantrasyonu 0.5 mM olacak sekilde desferrioksamin ¢ozeltisi
eklenir. Reaksiyon NADPH ilavesiyle baglatilir. Karaciger mikrozomal sisteminde
30. ve 60. dk'lik, beyin mikrozomal sisteminde ise 60 ve 180 dk'lik inkibasyonu

takiben alinan 6rneklerde ESR analizi yapilmugtir.
2.5.2.3.8. DTPA

Karaciger mikrozomal siispansiyonuna, CPR ve 4-POBN’ni takiben, nihai
konsantrasyonu 1.5 mM olacak sekilde DTPA ¢ozeltisi eklenir. Reaksiyon NADPH
ilavesiyle bagslatilir. 30 ve 60 dk'lik inkiibasyonu takiben alinan ornekler kullanilarak

ESR analizi yapiiir.
2.5.2.3.9. Fe"'/DTPA

Karaciger mikrozomal siispansiyonuna, CPR ve 4-POBN’ni takiben nihai
konsantrasyonu 0.1 mM olacak sekilde DTPA ile selate edilmis demir ¢ozeltisi
(Fe"/DTPA) eklenir. Reaksiyon NADPH ile baslatilir. 30 ve 60 dk'lik inkiibasyonu

takiben alinan ornekler kullanilarak ESR spektrometresinde analiz yapilir.



2.5.2.4. Fenton Reaksiyonu ve CPR'in Etkisi

Kimyasal ortamda 4-POBN-OH" radikal adduct olusumunu saglamak ve
CPR'in bu sistemdeki olas1 etkisini incelemek amaciyla Fenton reaksiyonu

yapilmistir:

1. 10° M FeSO - 8.8x10° M H,0,, 50 mM 4-POBN ve 10 mM fosfat tamponundan

(pH 7.4) olusan karisim hazirlanir.
2. Reaksiyon, deney ortamuna 50 pl H,O, eklenmesi ile baslatilir. Tip kanstirihir ve
ornekler hemen kapiller tiiplere alinarak ESR spektrometresinde analiz yapilir.

Bu sisteme CPR eklenmesi ile meydana gelecek olasi degisiklikleri
incelemek i¢in deney ortamina nihai konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde CPR
eklenir ve islem yukarida anlatildify sekilde tamamlanarak ESR analizi yapilir.

Tablo 2.3.'de anlatilan ESR spektrometresine iligkin aletsel ayarlar Fenton

reaksiyonu igin Tablo = 2.4.'de agiklandig: sekilde degistirilmigtir.

Tablo 2.4. Fenton reaksiyonu dlgiimlerinde ESR spektrometresine iliskin aletsel

ayarlar.

Fenton Reaksivonu
Mikrodalga giicii 17.7 mW
Modiilasyon amplitiidii 1.005 G
Mikrodalga siklif 9.57 GHz
Zaman sabiti 40.96 ms

Receiver Gain 2x10*
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2.5.2.5. CPR’in Mikrozomal Ortamda Indiikledigi Radikalin DMPO Spin

Tuzad Kullanarak ESR ile Belirlenmesi

2.5.2.1.'de 4-POBN spin tuzag: kullamlarak yapilan igslemler, Tablo. 2.5'de
verilen reaksiyon bilesenleri ile spin tuzagi olarak DMPO kullamlmak suretiyle

karaciger mikrozomlaniyla yapilmisgtir.

Tablo 2.5. ESR-Spin Tuzag caligmalarinda karaciger mikrozom sistemi igin

DMPO ile kullamlan sistemin bilegenleri

Bilesen Nihai konsantrasyon
Hepatik mikrozomal siispansiyon 2, 4, 6, 8 mg protein/ml
CPR (195, 390, 774 mg/l) veya (0.5, 1, 2 mM)
DMPO 80 ve 100 mM
NADPH 1,2,4mM
Fosfat tamponu (pH 7.4) 10 mM

Nihai hacim: 400 ul

2.5.2.6. Mikrozomal Sistemlerde Lipid Peroksidasyonu Olciimii

CPR ile inkiibe edilen karaciger ve beyin mikrozomlarinda meydana gelen
lipid peroksidasyonunun o6lgiimi i¢in, 2.5.2. ve 2.5.2.1.'de anlatilan mikrozomal
sistemler (4-POBN kullaniimaksizin) hazirlanmig ve inkiibasyonlar yapilmisgtir.

Kullanilan CPR konsantrasyonu 0.5 ve 1 mM olup, 60 ve 180 dakikahk
inkiibasyon yapilmigtir. Takiben 1/8 oraninda fosfat tamponu (10 mM, pH 7 .4) ile
seyreltilen mikrozomal kangimin 100 pl'si kullamlarak, 2.4.1.2.1.'de anlatilan
TBARS o6l¢iim yontemiyle, lipid peroksidasyonu olgiilmustir.

2.5.2.7. Mikrozomal Tiyol Gruplarinin Tayini

CPR'e maruz birakilan karaciger ve beyin mikrozomlarda total tiyol

duzeylerinin tayini, Ellman‘in (254) yontemiyle yapilmistir. Yontem, DTNB'nin tiyol
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gruplar tarafindan indirgenmesi ile meydana gelen sari renkli kromojenik tirevin

412 nm'de verdigi absorbansin 6lgtilmesi esasina dayanmaktadir.

1. Karaciger ve beyin mikrozomlari CPR ile, Bélum 2.5.2.6.'da mikrozomal lipid
peroksidasyonu dl¢limi igin anlatildig: sekilde inkube edilirler.

2. Inkiibasyon siirelerinin sonunda 1/8 oraninda fosfat tamponu (10 mM, pH 7.4) ile
seyreltilen orneklerden 250 ul almr. Uzerine 350 pl fosfat tamponu, ve 100 pl
DTNB (DTNB'nin fosfat tamponundaki 10 mM'lik c¢ozeltisi) ¢ozeltisi eklenir,
karistirihir ve oda sicakliginda 1siktan korunarak 10 dakika inkube edilir.

3. Kor deney i¢in fosfat tamponu kullantlir.

4. Kangimin absorbansi 412 nm'de kore karsi otomatik Hitachi 904 apereyinde
okunur.

5. Standart ¢ozelt1 olarak N-asetil sistein ¢ézeltileri (N-asetil sisteinin distile sudaki
0.125 mM'lik ¢ozeltisinden hareketle hazirlanan standart ¢ozeltilerdir) kullanilir ve

orneklerin total tiyol grubu diizeyleri alette otomatik olarak hesaplanir.

Nihai sonuglar protein degerleri uzerinden hesaplanarak wmol/g protein

olarak ifade edilir.

2.5.2.8. Hepatik Mikrozomlarda Olusan 4-POBN/radikal Adduct'imin On-Line
HPLC-ESI MS Sistemiyle Analizi

Bolim 2.5.2. ve 2.5.2.1."de tamimlanan kosullarda ESR-Spin Tuzag: analizleri
icin hazirlanan hepatik mikrozomal karigimlardan alinan drnekler, ESR teknigi ile
gozlenen radikalin tammlanabilmesi igin bir HPLC-ESI MS sisteminde analiz

edilmistir.

1. Bu analizler i¢in 1 mM CPR konsantrasyonu ve 60 dk inkiibasyon siiresi ile elde
edilen 6rnekler kullanihr.
2. Inkitbasyon islemi tamamlandiginda mikrozomal karistm 100 000 x g’de 30 dk

santrifije edilir.
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3. Siipernatan kalibre edilmis 50 ullik kapiller tiplere alinir ve ESR
spektrometresinde sinyal olugumu izlenir.
4. Siipernatan agagidaki kosullarda HPLC-ESI MS apareyine enjekte edilerek analize

edilir.

2.5.2.8.1. HPLC-ESI MS'e iliskin Cahsma Kosullar:

HPLC-ESI MS analizleri icin drnekler agagida belirtilen kosullarda analize
edilmistir.
HPLC'ye iliskin ¢alisma kosullan:

HPLC: Waters, .C G16

Kolon: Hypersil M5 C18-25F, 25 mm,

Hareketli faz: Asetonitril:su (1:1),

Akis hizt: 600 ul/dk,

Dedektor: UV detektor, 260 nm.

Kitle spektrometresine iliskin calisma kosullar::

Kutle spektrometrest: Mikromass, VG Qattro II, elektrosprey iyonizasyon
kiitle spektrometresi (ESI MS),

Kiitle spektrumu negatif tyon modunda ahnnustir,

Kaynak sicakligi: 90°C,

Uygulanan elektron enerjisi: 70 eV

HPLC-ESI MS analizi i¢in HPLC kolonu dogrudan kiitle spektrometresine
baglanmistir (On-line HPLC-ESI MS),

HPLC'den ESI-MS'e akis hizi: 140 pl/dk,

Bilgisayar ve integrasyon sistemi: MASS-LYNX version 3.2.

2.6. Protein Tayinleri

Antioksidan enzim aktivitesi tayinlerinde kullanilan lizat sipernatanlarindaki
¢oziintr proteinler Lowry ve ark. (336)nin tanimladi1 yontemin modifiye sekli ile;
mikrozomal proteinler ve lizat proteinleri ise Shopsis ve Mackay (335) tarafindan

tammlanan benzer bir yontemle tayin edilmistir.
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Her iki yontemin esasini, NaOH ile ¢ozunur hale getirilen tirozin ve triptofan
artiklarimin, alkali bakir ve fenol reaktifi ile verdikleri mavi renkli kompleksin renk

~ siddetinin spektrofometrik yontemle Olciiimest tegkil eder.
2.6.1. Modifiye Lowry Yontemi ile Protein (Coziinmiis Protein) Tayini

1. Bolum 2.4.1.2.3.'de anlatildig1 sekilde hazirlanan hucre lizat sipernatanindan 100
ul alinir, tizerine 500 ul Bakir Reaktifi (T) konur ve oda sicakliginda 10 dk bekletilir.
2. Kangim izerine 50 wl 1 N folin-fenol ¢ozeltisi eklenir, kanstinhir, karanlik
ortamda 30 dk bekletilir.

3. Meydana gelen mavi renkli kompleksin absorbansi 623 nm'de distile suyla
hazirlanan kore karst okunur.

4. Sonuglar her deney giini sigir serum albumin standart ¢ozeltileri kullanilarak

hazirlanar standart egri yardimiyla hesaplanir.
2.6.2. Total Protein Tayini Yontemi

1. Bolim 2.4.1.2'de hazirlanis1 anlatilan hiicre lizatlari veya 2.5.2.'de kullanilan
mikrozomal siispansiyonlar 1 N NaOH ile 1:1 oranda seyreltilip 2 saat siireyle oda
sicakliginda bekletilir.

2. Kanigimin 150 pl’sine Bakir Reaktifi (IT) eklenir, kanstirilir ve oda sicakhiginda 15
dk bekletilir.

3. 150 ul 1 N folin-fenol ¢ozeltisi eklenir, karigtirihr ve karanhikta 45 dk bekletilir.

4. Meydana gelen mavi renkli kompleksin absorbansi 630 nm'de kore (0.5 N NaOH
ile hazirlanir) kars1 okunur.

5. Sonuglar her deney giinii si8ir serum albumini standart ¢ozeltileri kullamilarak

hazirlanan standart egri yardimiyla hesaplanir.

2.7. istatistiksel Degerlendirme

Verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde Mann-Whitney U-testi

kullamimistir.



3. BULGULAR

3.1. Hiicre Kiiltiirii Calismalarimin Sonuclan

3.1.1. CPR'in Fibroblast Kiiltiirlerindeki Etkileri

Farkli konsantrasyonlarda CPR ile 24, 48 ve 72 saat siireyle inkiibe edilen
fibroblast kaltirlerinde NR testi ile belirlenen ve canhilik (canli hiicre) yuzdesi
seklinde ifade edilen hiicre proliferasyonu sonuglan Sekil 3.1'de verilmistir.

5-150 mg/1 konsantrasyon araliginda uygulanan CPR'in 24 saatlik inkiibasyon
siresi i¢inde fibroblast kiltar hicrelerinde sitotoksik bir etkisinin olmadig
gozlenmis, bhatta kontrol duzeyinin Uzerinde hicre proliferasyonu oldugu
saptanmigtir.

Inkiibasyon siiresi 48 saate uzatildiginda 50 ve 75 mg/l konsantrasyonlarda
CPR'in canh hiicre yiizdesini onemli olgiide (p < 0.05) dusurdigu gézlenmigtir. Sekil
3.2'deki fotograflarda 75 mg/l CPR ile 48 saatlik inkGibasyonu takiben gozlenen
hiicre sayist azalmasi, kontrol kiilturlerindeki normal hiicre proliferasyonu ile
kiyaslamali olarak gorilmektedir.

72 saat inkiibe edilen kultiirlerde ise > 50 mg/I'lik konsantrasyonlarda énemli
olgide (p < 0.05) sitotoksisite saptanmigtir.

CPR'in dusik konsantrasyonlarmin (5 ve 12.5 mg/l) tim inkibasyon

periyotlarinda hicre proliferasyonunu arttiric1 etki gosterdigi gozlenmistir.

3.1.1.1. Fibroblast Kiltiirlerinde E Vitamininin Etkisi

50 veya 100 uM E vitamini ile 4 saat 6n inkiibasyona birakilan fibroblast
hiicreleri, takiben 75 mg/l konsantrasyonda CPR ile 48 saat inkiibe edildiklerinde,
yalniz bagina CPR'e temas eden hiicrelere kiyasla 6nemli 6lgide yiksek oranda (50
ve 100 uM E vitamini igin sirasiyla p < 0.001 ve p < 0.002) biuyiime gostermislerdir
(Sekil 3.3).

Yalmz bagmma 50 pM E vitamini ile 48 veya 52 saat inkibe edilen
fibroblastlarda hiicre proliferasyonunda artis olmasina karsilik (p < 0.01), 100 uM E
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Sekil 3.1. CPR'le inkiibe edilen (24-72 saat) fibroblast kultiirlerinde gozlenen hiicre
biiyiimesi.
Canhlik yiizdesi NR deneyi ile belirlenmis ve kontroliin yiizdesi olarak gosterilmigtir.
Sonuglar herbiri iiglii caligilmus, ii¢ ayn deneyin ortalama + SD degeri olarak verilmigtir,
4 Kontrol grubundan énemli dlgiide farkli, p < 0.05.



CPR

1 dermal fibroblast hiicre kiltiirlerinde 75 mg/l CPR'e 48 saat

Sekil 3.2. Normal insa
ziyeti takiben hiicre say1isinin azalmasi.

siireyle maru
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vitamini ile inkiibasyonda kontrolden farkli bir proliferasyon gozlenmemistir (Sekil
3.3).

Hiicreler E vitamininin hazirlaniginda kullanilan absolit etanol (nihai
konsantrasyonu= % 0.01, h/h) ile inkibe edildiklerinde canlilik yiizdelerinde

herhangi bir azalma meydana gelmemistir.
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Sekil 3.3. Fibroblast kilturlerinde CPR'in indukledig: sitotoksik etkiye karsi1 E
vitamininin koruyucu etkisi.
Canhlik viizdesi NR yontemi ile saptanmms ve kontroliin viizdesi olarak
gosterilmistir.
Sonuclar herbiri Gglii ¢alisilmug, Ui¢ ayr1 deneyin ortalama + SD degeri olarak
verilmigtir.
“ Kontrol grubundan dnemli slgiide farkh, p <0.01.
? CPR grubundan énemli 6lgiide farkly, p < 0.001.
“Kontrol grubundan énemli dlgiide farkli, p < 0.02.
4 CPR grubundan énemli dlgiide farkls, p < 0.002.



3.1.1.2. CPR ve 'CPR + E Vitamini' ile Inkiibe Edilen Fibroblastlarda Lipid

Peroksidasyonu ve GSH Diizeyleri ile Antioksidan Enzim Aktiviteleri

75 mg/l CPR ile 48 saat siireyle inkiibasyon, fibroblast hiicrelerinde lipid
peroksidasyonu dizeylerinin dnemli olgiide (p < 0.05) artmasina neden olmustur
(Tablo 3.1).

50 uM E vitamini ile inkiitbasyon bazal TBARS diizeylerini énemli él¢iide
disiirmis; 50 uM E vitamini ile 4 saatlik 6n inkiibasyonu takiben 75 mg/I CPR ile 48
saatlik inkiibasyon sonunda olgilen TBARS dizeyleri E vitamininin énemh (p<
0.05) dizeyde koruyuculuk sagladigini gostermistir (Tablo 3.1).

Aym kosullarda CPR'in, hicrei¢gi GSH diizeylerinde % 50'ye yakin bir
azalmaya neden oldugu; yalniz bagina uygulamada E vitamininin hiacre GSH
diizeyini dnemli (p < 0.05) olciide arttirdig1 saptanmistir. Ancak 'CPR + E vitamini'
uygulamalarinda 6nemli bir koruyucu etki gézlenmemistir (Tablo 3.1).

Yalmz bagina E vitamini ile inkiibe edilen fibroblast kultirlerinde GSHPx
aktivitesinde bir degisiklik gozlenmemistir. Ayrica CPR ve 'CPR + E vitamini'
uygulamasiyla dlgilen GSHPx aktiviteleri ile gozlenen degisiklikler de istatistiksel
olarak 6nemli degildir ( Tablo 3.2).

CPR uygulamasi, istatistiksel olarak oOnemli olmamakla birlikte, katalaz
aktivitesinde % 30 oraminda bir azalmaya neden olmustur. E vitamini ile 6n
inkiibasyon 1se dnemli 6l¢ide koruyuculuk saglamistir ( Tablo 3.2).

Fibroblast hiicrelerinin total SOD aktivitest CPR veya 'CPR ve E Vitamini'
uygulamasiyla degismemistir. Yalniz bagina CPR veya E vitamini Mn SOD veya
CuZn SOD diizeylerini degistirmemistir. Ancak 'CPR ve E Vitamini' uygulamasi ile,
kontrol degerlerine kiyasla, Mn SOD aktivitesinde onemli bir artis ve CuZn SOD

aktivitelerinde onemli bir azalma gozlenmistir (Tablo 3.3).
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3.1.2. CPR'in Primer Astrosit Kiiltiirlerindeki Etkileri

Farkh konsantrasyonlarda CPR ile 24, 48 ve 72 saat siireyle inkiibe edilen
primer astrosit kiltiirlerinde NR testi ile belirlenen ve canlilik (canli hiicre) yuzdesi
seklinde ifade edilen hiicre proliferasyonu sonuclan Sekil 3.4'de gorilmektedir.

0.5 ile 300 mg/l konsantrasyon araliginda uygulanan CPR'in, astrosit
hicreleriyle 7 saatlik inkiibasyonu herhangi bir proliferatif veya sitotoksik etkiye
neden olmamaktadir.

CPR'in 0.5-150 mg/l konsantrasyon araliginda 24, 48, 72 ve 96 saatlik
inkiibasyonlan1 ile de bir etki gozlenmemistir. Ancak 200 ve 300 mg/1’lik
konsantrasyonlarda CPR'in 24, 48, 72 ve 96 saatlerde onemli olgiide sitotoksik
oldugu saptanmistir. Diger taraftan disilk konsantrasyonlarda CPR uygulanan
astrosit hiicrelerinde proliferasyonun arttig1 goézlenmistir.

MTT testi ile, aktif metabolik aktivite gosteren canli hiicrelerin yiizdesinin
olguldugi deneylerin sonuglar Sekil 3.5.'de gorilmektedir.

0.5-300 mg/1 CPR ile 7 saat inkiibe edilen astrosit hiicrelerinde bir degisiklik
gozlenmemistir. 0.5 ve 5 mg/l konsantrasyonlarda CPR ile 24 saatlik inkibasyon
diisiik, fakat onemli dizeyde hiicre proliferasyonuna neden olurken, > 50 mg/l
konsantrasyonlarda onemli diizeyde sitotoksik etki varhig saptanmugtir. 48, 72 ve 96
saatlik inkiibasyonlarda da benzer sonuclar tekrarlamistir. CPR ile 96 saat inkiibe
edilen kilturlerde sitotoksik etkinin doza bagimhiligi belirgin olarak gorilmektedir.
Sekil 3.6'daki fotograflarda 300 mg/l CPR ile inkiibe edilen astrosit kultirlerinde

hiicre sayismnin inkiibasyon siiresine bagiml olarak azalmasi goralmektedir.

3.1.2.1. CPR'in Primer Astrosit Kiiltiirlerindeki Sitotoksik Etkisinin

Antioksidanlarla Degistirilmesi

3.1.2.1.1. Primer Astrosit Kiiltiirlerinde E Vitamininin Etkisi

50 uM E vitamini ile 4 saat stireyle inkiibe edilen astrosit kiilturleri, takiben
96 saat sureyle 300 mg/l konsantrasyonda CPR’e maruz birakildiklarinda, yalniz

bagina CPR’e temas eden hiicrelere oranla NR testi ile saptanan canlilik yiizdelerinde
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Sekil 3.4. CPR ile inkibe edilen (7-96 saat) primer astrosit kiiltiirlerinde gozienen hiicre
biiyiimesi

Canhilik yiizdesi NR deneyi ile belirlenmig ve kontroliin yiizdesi olarak gosterilmistir
Sonuglar herbiri 4'lii veya sekizli cahsilmus, ii¢ ayn deneyin ortalama + SD degeri olarak
verilmigtir

2 Kontrol grubundan énemli dlgiide farkl, p < 0.05
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Sekil 3.5. CPR ile inkiibe edilen (7-96 saat) primer astrosit kiltiirlerinde gozlenen hiicre

Hilwc)y

Canhilik yiizdesi MTT deneyi ile belirlenmis ve kontroliin yiizdesi olarak gosterilmigtir
Sonuglar herbiri 4'lii veya sekizli ¢aligiimns, ii¢ ayn deneyin ortalama + SD degeri olarak
verilmigtir

® Kontrol grubundan énemli élglide farkl, p < 0.05
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yaklagik dort kati oranda bir artiy gozlenmistir (Sekil 3.7). E vitamininin aym
kosullarda MTT testi ile yapilan olcimlerde de, CPR'in yaptig1 sitotoksik etkiyi

azalttigi ancak farkin dnemli olmadigi saptanmustir (Sekil 3.8).

3.1.2.1.2. Primer Astrosit Kiiltiirlerinde SOD'in Etkisi

Hiicrelerin 1 saat siireyle 500 U/ml SOD ile 6n inkiibasyonunu takiben 300
mg/1 konsantrasyonda CPR ile 96 saat sureyle inkiibe edilmesi, NR testiyle olgulen
canlilik yiizdesini, yalniz bagina CPR’e temas eden hiicrelere oranla, énemli dlgiide
arttirmugtir (Sekil 3.7). Ancak aym kosullarda MTT testi ile yapilan 6lgimlerde SOD

uygulamasinin koruyucu etkisi gézlenmemistir (Sekil 3.8).

3.1.2.1.3. Primer Astrosit Kiiltiirlerinde CAT"'in Etkisi

50 U/ml CAT ile 1 saat siireyle inkitbe edilen astrosit kiiltiirleri takiben 96
saat sireyle 300 mg/l konsantrasyonda CPR’e maruz birakildiklarinda NR ya da
MTT ile 6lgilen canhlik testlerinde herhangi bir koruyucu etki gozlenmemistir (Sekil
3.7).

Aym sekilde kiiltiirlerin 500 U/ml SOD + 50 U/ml CAT ile inkiibasyonunu
takiben yapilan NR ve MTT testlerinde de koruyucu bir etki olmadig saptanmistir
(Sekil 3.7).

3.1.2.2, CPR'e Maruz Birakilan Primer Astrosit Hiicrelerinde Lipid
Peroksidasyonu, GSH Diizeyleri ve CAT Aktivitesi

96 saat 300 mg/l CPR ile inkiibe edilen astrosit kiltirlerinde TBARS
duzeylerinde 2 kezlik bir artis saptanmistir. Total GSH dizeylerinin ve CAT

aktivitelerinin kontrol dizeylerinden farkli olmadig: gézlenmigtir ( Tablo® 3.4).
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Sekil 3.7. Primer astrosit kiiltiirlerinde CPR'in indiikledigi sitotoksik etkiye kars1 E vitamini,
SOD, CAT veya 'SOD + CAT'm etkisi
Canlihik yiizdesi NR deneyi ile belirlenmis ve kontroliin yiizdesi olarak gosterilmistir
Sonuglar herbiri 4'li veya sekizli calisilmus, ii¢ ayn deneyin ortalama + SD degeri olarak
verilmigtir
2 Kontrol grubundan énemli 6lgiide farkls, p < 0.05
® CPR grubundan 6énemli 6lgiide farkli, p < 0.05
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Sekil 3.8. Primer astrosit kiiltiirlerinde CPR'in indiikledigi sitotoksik etkiye karg1 E vitamini,
SOD, CAT veya 'SOD + CAT'm etkisi
Canhilik yiizdesi MTT deneyi ile belirlenmis ve kontroliin yiizdesi olarak gosterilmigtir
Sonuclar herbiri 4'lii veya sekizli ¢ahgilmig, ii¢ ayr1 deneyin ortalama + SD degeri olarak
verilmistir
2 Kontrol grubundan énemli lgiide farkly, p < 0.05
® CPR grubundan énemli 6lgiide farkl, p < 0.05
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3.1.3. Hiicre Kiiltiirlerinde ESR Olciimleri

Fibroblast ve astrosit kiilturlerinde ESR-Spin Tuzag: teknigi ile 4-POBN

kullamlarak yapilan analizlerde herhangi bir ESR sinyali gozlenmemistir.

3.2. Mikrezomal Cahismalarin Sonuclar

3.2.1. CPR ile inkiibe Edilen Mikrozomlarda Radikal Olusumu

Sekil 3.9."da 1 mM CPR ile 60 dk siireyle inkiibe edilen beyin ve karaciger
mikrozomlarinda gozlenen 4-POBN/radikal adductlarmin  ESR  spektrumlari
verilmigtir.

Heriki mikrozomal sistemde saptanan radikal-adduct'lannin aym ESR
spektrumuna ve aym agir1 ince yapi sabitelerine (ax= 15.44 G, ay’= 2.86 G) sahip
olduklar1 gortilmektedir. Dolayisiyla CPR'In beyin ve karaciger mikrozomlariyla
aym tip radikalleri olusturdugu gozlenmistir. Ancak beyin mikrozomlarinda 6lgiilen
sinyal siddeti, karaciger mikrozomlarinda ol¢ilenden yaklasik 4 kez daha dusuktir.

Sekil 3.10'da karaciger mikrozomlarinda CPR ile indiikklenen 4-POBN/radikal
adduct olusumunun mikrozomal inkiibasyon bilesenlerine bagimliligi gériilmektedir.
Radikal olusumunun deney ortaminda CPR, NADPH ve aktif mikrozom
bulunmasina bagl oldugu; standart sistem bilesenlerinden birinin eksikliginde veya
aktif mikrozomlar yerine 1siyla denatire edilmis mikrozomlar kullaniimas: halinde
hi¢bir ESR sinyali gozlenmedigi gorilmektedir.

Sekil 3.11'de beyin mikrozomlarinda yapilan benzer kontrol ¢alismalarimn
sonuclari verilmistir.

Meydana gelen ESR sinyalinin oldukg¢a stabil oldugu, 5 saatten sonra

azalmaya bagladigi ancak 24 saat sonra tamamen kayboldugu saptanmistir.
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Beyin Mikrozomlari-1 mM CPR, 1 saat

ay=1544G

w #MM a,8=286 G

Karaciger Mikrozomlan-1 mM CPR, 1 saat

ay= 1544 G
a,8=286G

LA M

|

Sekil 3.9. Beyin ve karacider mikrozomlarinda CPR ile indiiklenen 4-POBN/radikal
adduct'larinin ESR spektrumlar.
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Standart Sistem- NADPH Standart Sistem- (Denatiire mikrozomlar ile)

Sekil 3.11. Beyin mikrozomlarinda CPR ile indiklenen 4-POBN/radikal
adduct'larinin ~ olusumunun  optimum  mikrozomal  sistem
bilesenlerine bagimlilig:.

Standart sistem: Mikrozomal siispansiyon + tampon + NADPH +
POBN + CPR.

3.2.2. Radikal Olusumunun Kinetigi

Mikrozomal sistemde CPR ile olusan 4-POBN radikal-adduct'inin zaman ve
konsantrasyona bagl olusum kinetikleri, karaciger mikrozomlar igin Sekil 3.12.'de,
beyin mikrozomlar: igin Sekil 3.13'de CPR konsantrasyon x relatif sinyal (ESR
sinyali) siddeti grafikleri seklinde gosterilmistir.

Karaciger mikrozomlariyla 30 dakika inkiibasyon ile 0.025 mM
konsantrasyonda CPR ile gozlenen sinyal siddeti, konsantrasyonun 0.5 mM'a kadar
arttirilmasiyla degigmemistir. Ancak daha yiiksek konsantrasyonlarda (1 ve 2 mM)
radikal olusumunun arttig1l gozlenmistir. Buna karsithk 60 veya 180 dakikalik
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inkiibasyon stirelerinde doza bagh radikal olusum hizindaki artigin yiiksek oldugu
gorilmustir (3 saatlik inkibasyon siiresinde doza bagh radikal olusumu igin
regresyon egrisinin denklemi y = 2917 + 1707, r = 0.83).

Beyin mikrozomlarinda 0.3 ve 0.5 mM CPR ile 60 dakikada bir sinyal elde
edilememistir. 1 mM ve 2 mM CPR ile bu sire iginde meydana gelen radikal
sinyalleri de birbirinden farkli degildir. Ancak 3 saatlik ve ozellikle 4 saaatlik
inkiibasyon siirelerinde CPR konsantrasyonu ile radikale bagli sinyal siddetinin 1
mM konsantrasyona kadar dogrusal olarak arttigr goézlenmistir. Bu siirelerde 2

mM'lik CPR konsantrasyonu ile elde edilen sinyal siddetlerinde diisme olmaktadir.

0O 60dk
B 180 dk

Nisbi sinyal siddeti (A. )
8
8

Sekil 3.13. Beyin mikrozomlarinda CPR ile indiklenen radikal olusumunun
doz ve zamanla iligkisi.

Degerler ortalama = SD olarak verilmigtir (n= 3).
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3.2.3. Mikrozomlarda CPR ile indiiklenen Radikal Olusumunun Sitokrom P-

450 Inhibitérleri ile Onlenmesi

Sekil 3.14'de goruldagu gibi, SKF 525A ile 20 dakika 6n inkibasyondan
sonra CPR ile inkiibe edilen karaciger ve beyin mikrozomlarinda 4-POBN/radikal
adduct olusumu tamamen inhibe olmaktadir.

0.1 mM ZnCl; ile 1 saat siireyle inkiibasyonu takiben CPR ile inkiibe edilen
mikrozomlarda da radikal olusumunun tamamiyle inhibe oldugu saptanmistir (Sekil

3. 14).

3.2.4. Mikrozomlarda CPR ile indiiklenen Radikal Olusumuna E Vitamini ve
Troloksun Etkisi

100 uM E vitamini ile 1 veya 4 saatlik 6n inkiibasyonunu takiben, 1 mM
CPR ile 1 veya 3 saat inkiibe edilen hepatik mikrozomlarda, CPR ile induklenen 4-
POBN/radikal adduct'na ait sinyal siddetinde > % 50 oranda azalma oldugu
saptanmugtir ( Tablo 3.5). Bu azalmanin E vitamini ile 6n inkibasyon suresinin
uzamasi halinde daha yuksek oldugu gozlenmistir.

E vitamininin suda ¢6ziinen analogu Troloks ile yapilan benzer deneylerde,
0.1 mM Troloks ile 1 saathk 6n inkiibe edilmig karaciger mikrozomlarinda CPR ile
indiklenen radikale ait sinyal siddetinin 30 ve 60 dk'da tamamen inhibe edildigi
saptanmigtir.

Ayni miktar Troloksun mikrozomal inkiibasyon karigtmina 6n inkiibasyon
yaptlmaksizin dogrudan ilavesiyle yapilan benzer deneylerde ilk 30 dk'da tam
inhibisyon olmamakla birlikte 6nemli 6l¢iide sinyal inhibisyonu gozlenmis, 60 dk'da

ise sinyalin tamamen inhibe oldugu saptanmigtir ( Tablo: 3.5.).
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KARACIGER MIKROZOMLARI BEYIN MIKROZOMLARI

e

Standart sistem

Standart sistem

Standart sistem+ SKF 525A

WWWWW ,,

Mikrozomal sistem (CPR's1z) + ZnCl,

Standart sistem+ ZnCl,

Standart sistem+ ZnCl,

Sekil 3.14. Karaciger ve beyin mikrozomlarinda CPR ile inditklenen 4-POBN/radikal
adduct olusumununa SKF 525A ve ZnCl,’iin etkisi.

Standart sistem: Mikrozomal siispansiyon + tampon + NADPH + POBN
+ CPR
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Tablo 3.5. CPR'in karaciger mikrozomlarinda meydana getirdigi radikal olusumuna
E vitamini ve Troloksun etkisi.

Nisbi Sinyal Bitvitkliigii*

Sistem 30 dk . 60dk 180 dk
1 mM CPR (standart sistem)** 100 + 8 252 + 14 274 +23
100 uM E vit (1 sa 6n ink) - 0 0
100 uM E vit (1 sa 6n ink) + 1 mM CPR - 112 +32° 122 £4°
100 1M E vit (4 sa 6n ink) - 0 0
100 uM E vit (4 sa 6n ink) + 1 mM CPR - 85+0.1° 91 +4°
0.1 mM Troloks 0 0 -

0.1 mM Troloks + 1 mM CPR 42+5°¢ 0 -
0.1 mM Troloks (1 sa 6n ink) 0 0 -
-0.1 mM Troloks (1 sa 6n ink) + 1 mM CPR 0 0 -

* 30, 60 ve 180 dk'lik inkiibasyonu takiben élciilen 4-POBN/radikal adduct miktar.
**  Standart sistem: Mikrozomal siispansiyon + tampon + NADPH + POBN + CPR
Degerler ortalama + SD olarak verilmistir (n= 3).

* Standart sistemden (60 dk'hk ink) dnemli 6lciide farkly, p < 0.05.

® Standart sistemden (180 dk'lik ink) dnemli Slgiide farkly, p < 0.05.

¢ Standart sistemden (60 dk'lik ink) dnemli dlgiide farkls, p < 0.02.

4 Standart sistemden (30 dk'lik ink) onemli slgiide farkly, p < 0.05.

3.2.5. Mikrozomlarda CPR ile indiiklenen Radikal Olusumuna SOD'mn Etkisi

Sekil 3.15'de goriildiigu gibi, gerek karaciger, gerekse beyin mikrozomlarinda
CPR ile indiklenen radikal olusumunu, mikrozomal karismmin 500 U/ml
konsantrasyonda SOD ile 6n inkibasyonu onlemedigi gibi, SOD ile 60 dk'hk
inkiibasyon karaciger mikrozomlarinda radikal olusumunu > % 50 oramnda

arttirmistir.
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Karaciger Mikrozomlar

= 50000
< Ean ]
= 40000 - |@30dk,
5 ' W60 dk |
= 30000 [ms0a
é 20000
= 10000
=
'i 0 7 T
CPR (1 mM) SOD (500 U/ml)  CPR (1 mM) + SOD
(500 U/ml)
Beyin Mikrozomlar:
5 8000
<
F 4000
[
.
£ 2000 A
B ;
-E 0 T T 1
CPR (1 mM) SOD (300 U/ml)  CPR (1 mM) + SOD
(500 U/ml)

Sekil 3.15. Karaciger ve beyin mikrozomlarinda CPR ile indiiklenen 4-
POBN/radikal adduct olusumuna SOD'in etkisi. Sonuglar
ortalama + SD degeri olarak verilmistir (n=3).

“ CPR grubundan énemli lgiide farkh, p <0.05.
® CPR grubundan énemli slgiide farkh, p < 0.02.

3.2.6. Mikrozomlarda CPR ile Indiiklenen Radikal Olusumuna Demir ve Demir

Selatorlerinin Etkileri

Karaciger mikrozomlar1 CPR olmaksizin 0.1 mM demir (FeSQ,) ile inkiibe
edildiginde, ESR spektrumu CPR ile indiiklenen 4-POBN/radikal adduct1 ile aym
olan bir radikal meydana geldigi (Sekil 3.16) ve sinyal siddetinin 1 mM CPR ile
olgilenden farksiz oldugu gozlenmistir ( Tablo 3.6). Deney CPR + FeSQy ile

tekrarlandiginda sinyal siddetinde 6nemli olgide artis oldugu gozlenmigtir.
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an= 15.44

IHF - IJ ag’=2.86

FeSO, 0.1 mM

an= 15.44

W aH—-286

FeSO,4 (0.1 mM) + CPR (1ImM)

an= 15.44

e 4 . an’=2.86

CPR (1mM)

Sekil 3.16. Karacigder mikrozomlarinda 0.1 mM FeSO, ile indiklenen 4-
POBN/radikal adduct'inin ESR spektrumu.

Mikrozomal inkiibasyon DTPA ile selate edilmis demir (FeH/DTPA) ile
yapildiginda 30. dakikada herhangi bir sinyal gozlenmemigtir. Ancak 60 dakikalik
inkiibasyon 1se sinyal siddetinde artisa neden olmustur (Tablo 3.6).

CPR ile birlikte Fe"'/DTPA ile inkiibe edilen karaciger mikrozomlarinda 30
dakikalik inkubasyonla yalniz bagina CPR ile elde edilene kiyasla ¢énemli bir artig
olmamig, 60 dakikalik inkibasyon ise 3 kezden fazla bir yikselmeye neden
olmustur.

CPR ile birlikte metal selatori DTPA (1.5 mM) ile inkiibe edilen
mikrozomlarda sinyal giddetinin 30. dakikada onemli 6lgiide azaldigi, 60. dakikada

tamamen onlendigi gézlenmigtir ( Tablo 3.6.).

{r KUROLY
w@ \t mﬁ'miggggrﬁ mErerh
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Tablo 3.6. Karaciger mikrozomlarinda demir ve demir selatorlerinin; beyin
mikrozomlarinda DFQ'in CPR'in meydana getirdigi radikal olusumuna etkisi.

Nisbi Sinyal Biyikliigi*
Mikrozomal sistem 30 dk 60 dk
Karaciger mikrozomlar
1 mM CPR (standart sistem)** 100 +8 252+ 14
0.1 mM FeSO, 110 + 13 216 +£25
0.1 mM FeSO, + 1 mM CPR 483 +23° 534 £ 11°
10 pM Fe™/20 uM DTPA 0 76 +13°
10 uM Fe™/20 uM DTPA + 1 mM CPR 11049 394 +10°¢
1.5 mM DTPA 0 °
1.5 mM DTPA + 1 mM CPR 50+ 102 0
0.5 mM DFO 0 0
0.5 mM DFO + 1 mM CPR 0 0
Beyin mikrozomlari
1 mM CPR (standart sistem)** 100 + 11 231+9
0.5 mM DFO 0 0
0.5 mM DFO + 1 mM CPR 0 0

* 30 ve 60 dk'lik inkiibasyonu takiben olgiilen 4-POBN/radikal adduct miktan.
** Standart sistem: Mikrozomal siispansiyon + tampon + NADPH + POBN + CPR.

Degerler ortalama + SD olarak verilmistir (n= 3).

? Standart sistemden (30 dk'lik ink) 6nemli ol¢iide farkly, p < 0.05.
® FeSO, grubundan (30 dk'lik ink) 6nemli dlgiide farkl, p < 0.05.
¢ Standart sistemden (60 dk'lik ink) onemli dlgiide farkly, p < 0.02.

410 uM Fe™/20 yuM DTPA grubundan (60 dk'lik ink) onemli 6lgiide farkh, p < 0.05.
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3.2.7. Fenton Reaksiyonu ile 4-POBN/OH Radikal Adduct'1 Olusturulmas:.

Sekil 3.17'de Fenton reaksiyonu ile olusan OH 'nin 4-POBN ile olusturdugu
adduct'in ESR spektrumu verilmistir (ax= 14.87 G, ap’= 1.71 G). Fenton
reaksiyonunda ortama 1 mM CPR ilavesinin ESR spektrumunda bir degisiklige

neden olmadig1 gozlenmigtir.

an= 14,87 G
Fenton N
a B8=1,71G
Fenton + CPR
_ r a,8=1,71G
/ !
|

el

i

i’l { J

Sekil 3.17.  Fenton reaksiyonu ile olusan hidroksil radikalinin 4-POBN adduct'imnin
ESR spektrumu ve CPR'in etkisi.

3.2.8. Karaciger Mikrozomlarinda CPR ile indiiklenen Radikalin DMPO Spin

Tuzag Kullamlarak incelenmesi

Oksijen merkezli radikaller i¢in daha spesifik bir spin tuzag olan DMPO, 4-
POBN'in kullanildigi kosullarda mikrozomal kangimlara CPR ile birlikte

uygulandiginda herhangi bir ESR sinyali saptanamamugtir.
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3.2.9. Mikrozomlarda CPR ile indiiklenen Lipid Peroksidasyonu ve Tiyol

Diizeyi Kayiplan

0.5-1 mM CPR ile 1-3 saat sureli mikrozomal inkibasyonlarin sonrasinda

olgilen  lipid

konsantrasyona bagli olarak 3

peroksidasyonu

diizeyde arttif1 saptanmigtir ( Tablo 3.7.).

diizeylerinin  karaciger

mikrozomlarinda

veya 4 kez, beyin mikrozomlarinda 2 keze yakin

' Tablo 3.7. CPR ile inkiibe edilen mikrozomlarda lipid peroksidasyonu dizeyleri.

Mikrozomal sistem Deney grubu MDA*
(nmol/mg protein)
Kontrol 15.70 £0.26
I mM CPR (1 sa ink) 26.71 + 0.59*
Beyin
0.5 mM CPR (3 sa ink) 78 08 + 0. 74*%
0.5 mM, CPR (NADPH'siz 3 1431 + 0.29
sa ink)
Kontrol 6.93 +0.42
1 mM CPR (1 sa ink) 29.13 +£2.82%*
Karaciger

0.5 mM CPR (3 sa ink)

0.5 mM CPR (NADPH'siz 3
sa ink)

20.31 £ 0.59**

5.69+0.35

“Degerler ortalama + SD olarak verilmistir (n= 3-8)

Istatiksel degerlendirmeler Mann-Whitney-U testi ile yaplhmgt]r

* Kontrol ile karsilastinldiginda, p < 0.05.
** Kontrol ile karsilastinidifinda, p <0.02.

Aynmi kosullarda olglilen mikrozomal total tiyol dizeylerinin karaciger

mikrozomlarinda yaklagitk 2.5 kez, beyin mikrozomlarinda ise 5 kezin {zerinde

azaldig saptanmistir ( Tablo 3.8).



Tablo 3.8. CPR ile inkiibe edilen mikrozomlarda total tiyol diizeyleri.

Mikrozomal sistem Deney grubu Total tiyol dizeyi”
(rmol/g protein)
Kontrol 3477 £9.70
1 mM CPR (1 saat ink) 7.40 +2.50%
Beyin
0.5 mM CPR (3 saat ink) 6 42 +2.35%
0.5 mM CPR (NADPH'siz 3 32.00+57
sa k)

Kontrol 3233 £2.87

1 mM CPR (1 saat ink) 16.55 +2.59**

Karaciger

0.5 mM CPR (3 saat ink)

0.5 mM CPR (NADPH'siz 3
sa ink)

14.63 £ 3.40%*

302575

“Degerler ortalama + SD olarak verilmisgtir.

Istatiksel degerlendirmeler Mann-Whitney-U testi ile yapilmistir.

(n=3-8)
* Kontrol ile karsilastinldiginda, p <0.05.
** Kontrol ile karstlastinidiginda, p <0.02.
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3.2.10. Karaciger Mikrozomlarinda CPR ile Indiiklenen Radikalin 4-POBN

Adduct'inm On-Line HPLC-ESI MS Teknigi ile Analizine iliskin Bulgular

Bolim 2.52.8.’de anlatildigi sekilde (karaciger) mikrozomal inkiibasyon

karigimindan (standart sistem, 1 mM CPR ve 1 sa inkiibasyon) hazirlanan 100.000 x

g sipernatana ait ESR spektrumu Sekil 3.18°de goérilmektedir. Elde edilen

spektrumun ay ve an® degerlerinin mikrozomal karigimda gozlenen degerlere esdeger

oldugu, dolayisiyla bu islemle POBN/radikal adduct’inda bir degisimin olmadigi

saptanmisg, ancak nisbi sinyal siddetinde % 20 oraninda bir azalma kaydedilmistir.

Bu siipernatan kullanilarak yapilan on-line HPLC-ESI MS analizi sonuglari

Sekil 3.19-3.26°da verilmistir.



161

Sekil 3.19°da supernatan karigiminda gozlenen total iyon akimu
gorilmektedir. Sekil 3.20°de ise a, b, ¢ ve d kromatogramlarinda, reaksiyon
urtinlerinin HPLC-ESI MS analizi sonucunda elde edilen, sirasiyla, m/z 601, 503,
346 ve 211 pikleri gosteritmektedir

tr= 8.60 dk'da eliie olan fraksiyonun kiitle spektrumu 150-500 m/z arahiginda
Sekil 3.21°de; 150-650 m/z arahginda Sekil 3.22°de gosterilmistir.

m/z 346 (345.8)da gorilen molekiler iyon piki [M-H] 'nin, CPR’in M3
metabolitinin 2 proton almus (diprotone) turevi oldugu, dolayisiyla biuyik bir
olasilikla molekul agirlifi 347 olan ve piperazinil halkasinda 4' N konumunda bir
radikalik yapiya sahip "dihidrooksosiprofloksazin" yapisina kargiik geldigi
distinalmektedir.

m/z 211 (210.9)de gozlenen siddetli pik, m/z 346’mn ana fragman pikidir ve
dihidrooksosiprofloksazin molekiliinden piperazinil, flour ve hidroksil gruplarinin
kopmasiyla olusan yapiya karsilik geldigi disiiniilmektedir.

Ayrnica m/z 319 (318.5)'da gozlenen pikin bir (CO) kopmasi ile olusan
fragman oldugu; m/z 309 (309.4)'de gozlenen pikin ise bir flour ve hidroksil ¢ikisi ile
olusan fragmana karsilik geldigi soylenebilir (Sekil 3.21. ve 3.22).

Sekil 3.23°de m/z 346 pikinin pargalanmas ile elde edilen spektrum, Sekil
3.24°de ise m/z 211 pikinin fragmantasyon spektumlari verilmistir. Gorildigi gibi
burada ana yapr m/z 346 piki olup, digerleri onun fragmanlandir. Ayrica, m/z 211
pikinin fragmantasyonu ile elde edilen spektrumda 4-POBN’e iligkin herhangi bir pik
gozlenmemistir. Boylece bu verilerden, tg= 8.60 dk’da eliie olan fraksiyonun, sadece
bir CPR tiirevi bilegige karsilik geldigi soylenebilir.

tg=4.10 dk’da elite olan fraksiyonun kiitle spektrumu 150-650 m/z arahginda
Sekil 3.25’de, 150-440 m/z araliginda Sekil 3.26’de verilmistir.

Goraldigi gibi bu fraksiyon daha karmagik bir fragmantasyon kalib
gostermektedir. Ancak 4-POBN’nin bir lipid-tirevi radikal adduct’iuin varhgina
iligkin data igerdigi saptanmistir. Bu karbon merkezli radikalin bir pentenil radikali
olduguna iliskin kamtlar gozlenmistir. Soyle ki: m/z 193 (194.6)’de gozlenen pik,
molekiil agirlii 194 olan 4-POBN’nin [M-H] pikidir. Bu pik, Sekil 3.27'de yapisi ve
fragmantasyon kalibi goriilen ve molekiil agirlig1 263 olan 4-POBN/pentenil radikal
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adduct'indan pentenil grubunun (69 dalton) kopmasiyla olusan fragmana karsilik
gelmektedir.

4-POBN/pentenil radikal adductina ait molekiiler iyon piki spektrumda
gorilmemekle birlikte, m/z 233 (232.5) ve m/’z 217 (216.6)'de gozlenen piklerin,
adduct'in molekiler iyon pikinden C,Han2 kayiplart sonucunda olusan fragmanlar
oldugu soylenebilir.

Ayrica m/z 176 (176.4)'da gozlenen pikin, 4-POBN yapisindaki karbon-azot
baginin kopmasi ile olusan [M-87] fragmam olmast kuvvetle olasidir. Bu son

bulgular da bir 4-POBN/pentenil adduct'imin varhig: gériisinii destekler niteliktedir.



Standart sistem
(100 000 g siipernatan)

Sekil 3. 18. Karaciger mikrozomal inkiibasyon karisimindan hazirlanan 100000 x g
stipernatana ait ESR spektrumu
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Sekil 3.20. CPR ve 4-POBN varliginda olusan mikrozomal reaksiyon tiriinlerinin

HPLC-ESI MS analiziyle elde edilen m/z 601, 503, 346 ve 211 piklerini

gosteren kromatogramlar.
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176 194

e e e et e e e e e e e — e

MA: 263

Sekil 3.27. 4-POBN'in pentenil radikal adduct'inin yapisi ve fragmantasyon kalibi.
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4. TARTISMA

Bu c¢aligmada, literatiir verilerinden ve CPR ile yaptigimiz daha onceki
calisma sonuglarimizdan hareketle, CPR’nin, 6zellikle SSS’nde gozlenen toksisitesi
ile baglantii olarak oksidatif stres meydana getirici etkisi ve mekanizmalar konusu
aragtirtlmigtir. Bu amagla, Gi¢ ayrt in vifro sistemde, standart biyokimyasal teknikler
ve/veya ESR, LC/MS teknikleri kullanilarak, olas: sitotoksisitenin ve/veya oksidatif
stresin ¢esitli agilardan degerlendirilmesine yonelik ¢aligmalar yapiimigtir.

Bu gercevede, oOncelikle bir model hiicre kilturi sisteminde c¢ahgilmus,
saghkli yetiskin insanlardan alinan deri biyopsisi 6rnekleri kullamilarak hazirlanmig
fibroblast hiicre kiiltirlerinde sitotoksisite ve oksidatif stres parametreleri
olgiilmiistiir. Ikinci bir hiicre kiiltiirii sistemi olarak sigan astrosit hiicre kiiltiirlerinde
calisilmis ve bu sistem CPR’in SSS'de meydana getirdigi etkilerde oksidatif stresin
olasi rolinii aragtirmak i¢in yakin bir model olarak secilmigtir. Takiben, CPR
uygulamasi ile olusan istenmeyen etkilerin ve iligkili oldugunu disindigimiz
oksidatif stresin CPR'in metabolizmas: ile iligkili olup olmadigi konusunda ayrintili
bilgi edinebilmek ve de meydana gelmesi olasi serbest radikalleri tanimlayip
olgebilmek amaciyla beyin ve karaciger mikrozomlarinda ESR-Spin Tuzag: teknigi
ile ¢ok yonli incelemeler yapilmistir. Mikrozomal sistemde ESR teknigi ile
caligmay1 se¢im nedenlerimizden biri de hiicre kultiirlerine oranla daha hizh ve kolay
sonug vermesi ve kosullarin daha iyi kontrol edilip gesitli ilave tekniklerle daha kesin
olarak irdelenip dogrulanabilmesidir. Son olarak LC-ESI MS teknigi kullanilarak,
mikrozomal reaksiyon uriinlerinin on-line analiz yoluyla separasyonlarimi takiben
kiitle spektrumlar1 Uzerinden ayrintili analiz ve yorumlamanin yapilmasina
cahsilmistir.

Daha once deginildigi tzere CPR kullanmiyla gozlenen fototoksik yan
etkilerin UVA 151k etkisiyle meydana gelen serbest oksijen radikalleri aracilhii ile
olustuguna iliskin ¢esitli yaymlar bulunmaktadir (94, 99-103). Ancak sundugumuz
caligmada CPR’nin etkileri, ¢alisilan in vitro sistemler UVA irradyasyonuna maruz
birakilmasizin incelenmig ve bu amagla yapilan tim deneylerde orneklerin 1siktan

korunmasina dikkat edilmigtir.
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4.1. CPR'in Fibroblast Hiicre Kiiltiirlerindeki Etkileri

CPR da dahil, fluorokinolon antibiyotikler ile yapilan hiicre kiltari
caligmalarinda, bu grup ilaglarin kemik iligi, hepatosit, insan karsinoma, fare
embriyo fibroblast ve Hela hiicreler1 gibi ¢esitli memeli hiicrelerinin biyimesini
inhibe ettikleri bildirilmistir (337-339). Bu c¢aligmalarda, sitotoksik etkinin 20
mg/I'nin tzerindeki konsantrasyonlarda bagladigi, daha sik olarak da 40-80 mg/l
konsantrasyon araliginda meydana geldigi ve doza-bagimli oldugu (339); hicre
biiylimesinin tam olarak inhibisyonunun ise 100 mg/l'den yiiksek konsantrasyonlarda
goruldiga bildirilmigtir (337, 338).

Literatiirde yer alan c¢aligmalara benzer sekilde, sundugumuz caligmada da
CPR'in normal insan dermal fibroblast huicrelerinin proliferasyonunu 48 saatlik
inkiilbasyonu takiben 50-75 mg/l arasindaki konsantrasyonlarda; 72 saatlik
inkiibasyonu takiben ise 50 mg/I’den yiikksek konsantrasyonlarda inhibe ettigi
gosterilmistir. Bununla birlikte, CPR, 24 saatlik inkiibasyonu takiben, 5-150 mg/1
konsantrasyon araliginda hiicrelerin canliligi tzerinde herhangi bir etki meydana
getirmemigstir. Bu sekildeki bir gecikmis etki, Lawrence ve ark. (339) tarafindan
CPR'in indiikledigi biiyiime inhibisyonunun genel bir 6zelligi olarak tanimlanmis ve
bu etkinin, ilaca birka¢ giinlik maruziyetten sonra meydana geldigi bildirilmistir.
Ayni yazarlar, bu oyalanma doneminin (lag phase), hiucre tirine bagh oldugunu ve
yaklagik olarak 3-4 hiicre bolinmesine karsilik geldigini géstermiglerdir. Dolayisiyla
CPR’e kisa sireli temasin onemli bir sitotoksik etkiye neden olmadigini ileri
surmuglerdir (339).

Lawrence ve ark. (338) sitotoksisite mekanizmasimin mitokondriyal DNA
(mtDNA) fonksiyonlarimin kaybiyla iligkili oldugunu ileri sirmisler, hiicre
proliferasyonu nalidiksik asitle ve CPR ile inhibe edilmeden once, hiicresel mtDNA
miktarinda zamana bagimli bir azalma gozlediklerini bildirmislerdir. Sonucta
yazarlar, CPR'in memeli hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe edici etkisinin,
mitokondriyal topoizomeraz II benzeri aktivite ile bir etkilesim yoluyla, mtDNA'nin
se¢ici olarak tuketilmesi geklinde bir mekanizma ile iligkili oldugu goérusini ileri

stirmiiglerdir.
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Bizim galigmamizda elde ettigimiz sonuglar Lawrence ve ark (338, 339)’nin
ileri sirdiigd bu hipoteze, CPR ile gozlenen sitotoksik etkide oksidatif stres ve
serbest radikal reaksiyonlarinin rol oynayabilecegi seklinde bir ikinci bilesenin ilave
edilebilecegini diustindirmektedir. Soyle ki, Tablo 3.1°de goruldugi gibi CPR’e
maruz birakilan hiicrelerde lipid peroksidasyonu dizeylerinde artiy gozlenmistir ve
bu artig hiicrelerin zincir kirici antioksidan E vitamini ile 6n inkiibasyonu ile
onlenmektedir.

Insan diploid fibroblastlar1 simirli bir gogalma potansiyeline sahiptirler. Bu
durum, hiicre diizeyinde yaslanma olayinda gosterilmis olup (340), oksidatif stresin
bu olaydaki rolii konusunda da birgok aragtirma yapilmigtir.

Murrell ve ark. (140) fibroblast hicrelerinin aktive fagositlere, lenfositlere ve
endotel hiicrelerine benzer sekilde, fakat daha diisik oranda olmak uzere reaktif
okstjen bilesikleri, spesifik olarak da stiperoksit radikali olugturduklarini; bu endojen
serbest radikallerin  inhibisyonu halinde fibroblast kiilturlerindeki  hicre
proliferasyonunun durdugunu bildirmiglerdir. Aymi arastiricilar, eksojen serbest
radikallerin dusiik konsantrasyonlarimin fibroblast kultirlerinin proliferasyonunu
stimiile ettigini; yiksek konsantrasyonlarimin ise, hiicre proliferasyonunu inhibe
etti§ini timidin inkorporasyonu, hiicre yogunlugu, hiicre biiyiikliigiinde azalma
seklindeki olgtimlerle saptamislardir (140).

Nitekim ozellikle onkoloji alaninda yapilan g¢aligmalarin bazilarinda, bazi
hiicrelerin serbest oksijen radikallerine proliferasyon ile yanit verdigi bildirilmistir
(140, 141). Baz1 ¢aligmalarda ise reaktif oksijen bilesiklerinin hiicre buyiimesini
engelledigi bildirilmektedir (341). Bu ¢eliskili sonuglarin bir nedeni dozun belirleyici
bir faktor olmasidir. Hel.a hicreleri ile yapilan bir ¢alismada da parakuatin, bifazik
yanitla sonuglanan bir sekilde serbest radikal olugsumunu indikledigi gosterilmistir.
Parakuat disiik dozlarda hiicre proliferasyonunda artisa neden olurken, yiiksek
konsantrasyonlarda hiicre 6liimiinii indiiklemektedir (342)

Daha 6nceki in vivo ¢aligmalarimizda, CPR'in sigan karaciger ve beyin doku
homojenatlarinda lipid peroksidasyonu diizeylerini onemli olgiide arttirdigi ve
glutatyon redoks statiisiinde (% GSSG) o6nemli degisiklikler meydana getirdigi
gosterilmistir. Aynt kosullarda E vitamini veya allopurinol ile de koruyucu etki

saglanmigtir (343).
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Bu calismada CPR’in oksidatif stres indiikleyici etkisi, fibroblast kiltiirlerinin
48 saat sureyle 75 mg/l CPR’e maruz birakilmalarim  takiben lipid
peroksidasyonunun ve antioksidan enzim aktivitelerinin Olgimi  yoluyla
incelenmigtir. Bu konsantrasyon, 48 saatte fibroblastlarin canlilik oraninda % 50'den
fazla azalmaya neden olan "kritik bir konsantrasyon" olarak se¢ilmistir. Sekillerde de
goruldiigh gibi bunun uzerideki konsantrasyonlarda aym siire inkiibasyonla
sitotoksisite gozlenmemektedir. Bu gozlemler, Lawrence ve ark. (338, 339)'min bulgu
ve yorumlari ve Murrell ve ark. (140)nin bulgulann dikkate alinarak soyle
yorumlanabilir: Eger fibroblastlar proliferasyon icin belli bir dizeyde serbest
radikale gerek duyuyorsa ve CPR yalnizca mitokondriyal topoizomeraz II benzeri
aktivite ile etkileserek mtDNA replikasyonunu bozmayip, aymi zamanda sisteme
serbest radikal veriyorsa, bu sistemde duyarli bir dengenin belirli bir noktada
kurulmasi s6z konusu olabilir. Fibroblast boliinmesi igin gecen siirenin 22 saat
oldugu (344) gozonune ahmirsa, fibroblastlarin 50-75 mg/l konsantrasyonda CPR'e
48 saat siireyle maruz kalmalarn esnasinda hicreler 2 tam hiicre bdlinmesine
ugrayacaklardir. Bu esnada, Lawrence ve ark. (339)’min ileri surdugi sekilde
hiicrese] mtDNA miktarinda meydana gelen azalma, hiicre biiyiimesini devam
ettirmeye artik yeterli olmayan kritik bir noktaya ulasabilir. Buna karsihik, daha
yiksek konsantrasyonlardaki (= 100 mg/l) CPR’in indiukledigi radikal diizeyi,
mtDNA’daki azalmanin etkisini telafi edebildigi ic¢in de hiicreler bilyiimeyi
surdirebiliyor olabilirler. Nitekim, maruziyet siresi 72 saate kadar uzadiginda,
CPR’nin 25 mg/I’nin tuzerindeki konsantrasyonlarindan sonra hiicre canhligmin
etkilenmeye bagladig1 ve doza bagiml olarak azalmaya devam ettigi goralmistir.

Tablo 3.1'de gorilen sonuclar, fibroblastlarin 75 mg/l CPR'e 48 saat siireyle
maruziyetlerinin oksidatif stresi 6nemli dlgiide indiikledigini ve bunun sonucunda da
lipid peroksidasyonu diizeyinde onemli bir artiga, hiicrei¢i GSH diizeylerinde ise
onemli bir azalmaya neden oldugunu gostermektedir. Bu sonuglar, CPR uygulanan
siganlarla elde edilen daha dnceki in vivo sonuglarimiz ile benzer olup, E vitamini ile
elde edilen veriler ile de bir kez daha desteklenmektedir.

Bu ¢alismada, zincir kirict antioksidan E vitamini, sadece sitotoksisiteye karsi
degil, ayn1 zamanda lipid peroksidasyona karsi da onemli olgiide koruyucu etki

gostermistir.  Sonuglar, TBARS dizeylerinin E vitamini varh@inda kontrol



degerlerinden de daha dusiik diizeye indigini gostermektedir. Ancak E vitamini ile
hucreigi GSH dizeylerinde saglanan artig 6nemli degildir. Bu bulgular E vitamininin
biyolojik membranlarda bir zincir kirici antioksidan olarak koruyucu etkili
oldugunun gosterildigt yaymnlarin (203) yam sira, Bolim 1.2.2.5°de ayrintili olarak
sozi edildigi sekilde, hiicresel sinyal iletiminin modalasyonu tzerindeki etkileri
nedeniyle hiicre proliferasyonunu indikleyici etkisinin gosterildigi ¢aligma sonuglari
ile de uyumludur (211). Diger taraftan, literatiirde bazi c¢eliskili veriler de
bulunmasina kargin, E vitamini suplemantasyonunun oksidatif stres sonucu gozlenen
GSH ve antioksidan enzim aktivitelerindeki azalmay: 6nledigi gosterilmistir (204).
Ancak, bu konuya iligkin bulgularimiz, fibroblast hiicrelerinde GSH'un bir kisminin
hiicrede E vitamini radikallerinin rejerasyonu swrasinda kullamlmig olabilecegi
olasthgini da distindirmektedir.

GSHPx’a iliskin bulgularimiz, 6zellikle yiiksek varyasyon varhigi nedeniyle,
kesin bir yorum olanagini vermemektedir. Katalaz aktivitesinde g6zlenen azalma,
istatistiksel olarak onemli olmasa da % 30 dizeyindedir ve CPR'e temas siuiresince
hiicrenin H,O, uzaklastirma kapasitesinin bozuldugunu ve enzimin muhtemelen
meydana gelen serbest radikaller tarafindan inhibe edildigini disindirmektedir.
Katalazin siiperoksit tarafindan inhibe edildigi daha 6nce Kono and Fridovich (188)
tarafindan da gosterilmistir.

Fibroblast hicrelerinin total SOD ve CuZn SOD aktiviteleri CPR varligindan
etkilenmemistir. Bununla birlikte, 6nemli diizeyde olmasa da, CPR uygulamas: ile
Mn SOD aktivitesinde bir azalma goézlenmistir ve E vitamini 6n uygulamas: ile
onemli olgiide (p < 0.05) korunma saglanmistir. Bu bulgular, CPR'in indiikledigi
oksidatif stresin esas olarak fibroblast hiicrelerinin mitokondriyal membranlarinda
hasara neden oldugunu disundirmektedir. E vitamini ve CPR’in birlikte
uygulanmasi, CuZn SOD aktivitesinde de 6nemli olgiide bir azalmaya neden olmus,
buna karsilik tek basina CPR ile herhangi bir degisiklik gozlenmemistir. Sonuglar, bu
doz ve inkiibasyon suresinin CPR’in antioksidan enzim duazeyleri iizerinde 6nemli
herhangi bir degisiklige neden olmasi i¢in yeterli olmadigim disindiirmektedir.

Sonug olarak, fibroblast kiiltiirlerinde elde edilen bu bulgular, CPR'in insan
fibroblast hiicre kiltiirlerinde konsantrasyon ve temas siiresine bagli olarak sitotoksik

etkiler meydana getirdigini gostermektedir. Hiicrelerin lipid peroksidasyonu
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dizeyinde yikselme olmasi ve GSH dizeylerinde azalmamn saptanmasi, CPR
uygulamasi ile oksidatif stresin indiklendigini gostermektedir. UVA irradyasyonu
olmaksizin elde edilen bu sonuglar ve E vitamini ile goriillen koruyucu etki, fibroblast
hucre kultiirlerinde goriilen sitotoksisitenin, CPR'in oksidatif stres indiikleyici ve
dolayis1 ile serbest radikal meydana getirici etkileri ile iligkili oldugu goriistini

guclendirmektedir.
4.2. CPR'in Primer Astrosit Hiicre Kiiltiirlerindeki Etkileri

Kinolon grubu antibiyotiklerle tedavi sirasinda gozlenen SSS'ne iliskin yan
etkiler, bu ilaglarin bilinen en 6nemli komplikasyonlarindan bir tanesidir. Terapétik
kosullarda gozlenen SSS etkilerinin olasi mekanizmalarinin arastirildigi ¢ok sayida
toksikolojik ve biyokimyasal ¢alisma yapilmistir. Ancak bugiine kadar kinolonlarin
kullammyla meydana gelen SSS toksisitesine iligkin mekanizmalarin ne oldugu
konusunda tam bir aciklik getirilmemis, meydana gelen bu etkilerin temelindeki
molekiler hedef veya reseptorler tam olarak aydinlatilmamistir (44, 51).

Oncelikle baslangic galigmalar, bu etkilerin altinda yatan mekanizmanin
kinolonlarin GABA reseptorlerini inhibe etmesine bagli oldugunu gostermistir (42).
Kinolonlarin in vitro GABA antagonistik etkilerinin, heterosiklik halkada 7 no'lu
konumdaki siibstitiiente bagh oldugu bildirilmigtir. Ancak, kinolonlarin GABA, ve
reseptorlerine baglanma Uzerindeki etkilerinin zayif oldugu ve bu ilaglanin
epileptojenik etkilerini agiklayici nitelikte olmadign da bildirilmistir (44, 86).
Halliwell ve ark. (92), ganglion noronlar ile yaptiklan hiicre kiiltiiri ¢galismalarinda,
CPR'in GABA yamtim1 % 50 oraninda inhibe eden konsantrasyonunun 38 mg/l (=
100 uM)'ve karsilik geldigini gostermiglerdir. Aym aragtirmacilar, CPR'in bu
etkisinin bifenil asetik asit veya fenbufen gibi bilesiklerle birlikte uygulandiginda
onemli olgide arttifini saptamiglardir. Davey ve ark. (89) ise sigan vagus sinir
hiicreleri ile yaptiklar1 deneylerde GABA yanitim1 % 50 oraninda inhibe eden CPR
konsantrasyonunun 95.25 mg/l (= 250 uM) oldugunu saptamiglardir.

Kinolonlarin  eksitator potansiyellerinin  aragtinlmast amaciyla sigan
hipokampus kesitlerinin CA1 bolgesinde, saha potansiyelinin elektrokimyasal yoldan

belirlenmesi yoluyla yapilan caligmalarda, bu ilaglarin eksitotoksik o6zellige sahip
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oldugu gosterilmistir (93). Bu calismada NMDA reseptorleri, kinolonlarin SSS
etkilerinin olasi hedefi olarak tamimlanmistir. Meydana gelen konviilsif etkinin
NMDA reseptor antagonisti MK-801 ile dnlenebilmesi de bu bulguyu destekleyici
niteliktedir (93).

Literatiirde, eksitator olaylarin reaktif oksijen bilesiklerinin olusumunu
stimile edebildigi, reaktif oksijen bilesiklerinin de eksitatéor amino asit salimina
neden olabildigine iliskin veriler bulunmakta ve bu iki olay arasindaki iliskinin,
Alzheimer ve Parkinson'dan konviilsiyonlara kadar SSS'de meydana gelen birgok
hastaligin olusum mekanizmasinda rol oynadigina inamilmaktadir (287).

Bu bilgilerden hareketle ¢alismanin bu bolimiinde, CPR kullanimiyla SSS'de
meydana gelen istenmeyen etkilerin, ilacin oksidatif stres indikleyici etkisi ile olas:
baglantis1 dikkate alinarak, sican beyin dokusundan hazirlanan primer astrosit
hiicreleri kullanilmistir. Son yillarda bu hicrelerin, mekanik veya kimyasal travma
ile farklilagmis hiicre fonksiyonlar: konusunda aragtirma yapmak igin mitkemmel bir
model sistem oldugu ileri surilmektedir (345). Ayrica astrosit hiicrelerinin,
norotoksik potansiyele sahip kimyasal maddelerin hiicre tipine 6zgl etkilerinin
degerlendirilmesinde yararh bir arag olduklar da bildirilmektedir (345).

Primer astrosit hiicreleri ile yaptigimiz ¢aligmalarda, CPR'in 0.5-300 mg/l
arasindaki 10 aymn konsantrasyonu ile g¢ahisilmistir. CPR'in beyindeki terapotik
konsantrasyonlari, farkli doz uygulamalarini takiben 0.69-5 mg/t (89), BOS'a ulasan
konsantrasyonlan ise 0.15-0.56 mg/l (12 saatlik araliklarla 200 mg uygulamay1
takiben 2-4 ve 10-20 gun sonra) olarak bildirilmistir (16). Davey ve ark. (89) ise
CPR ve sparfloksazinin beyin dokusundaki konsantrasyonlarimn BOS'ya ulasan
konsantrasyonun 1.8-19.4 kat1 oranda oldugunu bildirmiglerdir. Naora ve ark. (17),
renal ve hepatik bozuklugu olan hastalarda eliminasyonun gecikmesi nedeniyle
plazma ve beyin CPR konsantrasyonunda artis oldugunu gostermislerdir. Dodd ve
ark. (88) ise, tekrarlanan dozda kullanimin duyarl kisilerde SSS'de birikmeye neden
olabilecegini ve sonugta CPR'in SSS yan etkilerinin artacagini ileri sirmiislerdir.

Primer astrosit kilturleri ile yaptigimiz sitotoksisite deneylerinin sonuglari,
CPR’in sitotoksik etkisinin, kullanilan 6lgiim yontemine baglh olarak farkli oldugunu
gostermigtir. Sekil 3.4'de gozlendigi gibi 6li ve hasarh hiicrelerin boyay1 hiicre igine

alamamasi ve dolayisiyla lizozomlarda selektif tutulmanin olamamasi esasina dayah
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NR testi ile yapilan olgiimlerde > 24 saat streli CPR maruziyetinin sadece 200 ve
300 mg/l konsantrasyonlarda sitotoksik oldugu gosterilmistir. Aktif oksidatif
metabolizma varliini  gosteren, dolayisiyla metabolik olarak aktif hicreleri
belirleyen bir yontem olan MTT testi ile yapilan 6lglimlerde ise, > 24 saat siireli CPR
maruziyetiyle > 50 mg/l konsantrasyonlarda 6nemli diizeyde sitotoksik etki meydana
gelmektedir. Ozellikle 72 ve 96 saatlik inkiibasyon siirelerinde sitotoksisitenin doza
bagimlilig: net olarak gorilmektedir. Sitotoksisitenin sireye bagimliligi ve 24 saatten
sonra belirgin hale gelmesi, yukarida s6zii edilen literatir verileriyle ve
fibroblastlarla elde edilen verilerle uyumludur. NR testi sonuglaniyla MTT
sonuglarimin farkli olusu, Bolim 1.3.4°de de deginildigi tizere, ¢ogu sitotoksik ajanin
yaptigina benzer sekilde, CPR hasarinin baglangig¢ yerinin hiicre iginde olmast ve bu
nedenle de hiicre membrani tamamen bozulmamig olsa bile hiicrenin irreversibl
olarak hasara ugramasina baglanabilir. Bu durumda MTT yénteminin kullandigimiz
sistem i¢in daha duyarh bir yontem oldugunu séyleyebiliriz. Ayrica, bu veriler
yukarida deginildigi gibi, CPR'in mtDNA kayb: ile sonuglanan mitokondriyal
topoizomeraz II-benzeri bir aktivite ile etkileserek sitotoksik etkiye neden oldugu
gorisunu destekleyecek sekilde, mitokondrilerin CPR igin bir hedef organel
oldugunu disindurmektedir. Nitekim, Lawrence ve ark. (338, 339)'nin yukanida da
sozii edilen caligmalarinda, mtDNA’daki azalmaya paralel olarak mitokondrial
sitokrom ¢ oksidaz aktivitesi ve mitokondrial solununumda azalma ve glikolizde
artma seklinde mitokondrial hasar tanimlanmigtir.

CPR'in astrosit kiltirlerindeki sitotoksik etkisi, hiicrelerin E vitamini ile veya
SOD ile 6n inkibasyonu ile azalmistir. Bu azalma NR testiyle yapilan olgiimlerde
onemli iken MTT testi ile yapilan dlgiimde 6nemsiz bulunmustur. Bu bulgular da
MTT testinin sitotoksisitenin belirlenmesi yoniinden sahip oldugu duyarligin ve nisbi
spesifitenin bir kanitidir. Muhtemelen E vitamini membranal hasarlara iliskin
koruyuculugunu gostermekle birlikte mitokondriyal diizeydeki hiicresel hasara karsi
koruyucu etkinlige sahip degildir. SOD i¢in de benzer yorumlar yapilabilir ve biraz
daha ileriye gidilerek burada gozlenen sitotoksik etkinin gelisiminde spesifik olarak
superoksit radikalinin katkisinin 6nemsiz oldugu soylenebilir.

CAT uygulamas: da, yanliz basina veya SOD ile birlikte koruyucu bir etki

gostermemistir. Bu gozlem, CPR'in meydana getirdigi etkide H,O,'in de belirgin bir
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rolinin olmadigin1 gostermektedir. Bunlara karsilik TBARS materyal seklinde
olgilen lipid peroksidasyonu diizeylerinin, oksidatif stres varligini vurgulayacak
sekilde, onemh olgiide arttigi saptanmustir. Total GSH diizeyleri ile CAT aktivitesi
ise degigmemistir. Bu son husus, astrosit hiicrelerinin yiksek antioksidan kapasitesi
ile de iligkili olabilir (292, 297). Bu hiicreler, sahip olduklan relatif olarak yiiksek
antioksidan miktart ve GSH ile askorbati rejenere etme kapasiteleri nedeniyle
oksidatif strese kars1 ozellikle dayamkiidirlar (282, 297, 298). Ayrica astrositlerde
GSH sentezinde anahtar rol oynayan y-glutamilsistein sentaz aktivitesinin de
noronlar ile karsilagtinldiginda, 8 kat1 oranda yiksek oldugu gosterilmistir (297).
GSH beyindeki ana antioksidan bilegik olup (298), GSH miktannin, astrositlerin
reaktif oksijen bilesiklerini sipirici etkilerini tayin edici bir gosterge oldugu
bildirilmektedir (298). Astrosit hiicrelerinin beyin hacminin yaklasik % 30'nu
meydana getirdikleri ve astrosit kiltirlerindeki GSH miktarinin da yaklagik olarak 6
mM oldugu ileri siurilmektedir (295). Astrositlerin reaktif oksijen bilesiklerini,
ozellikle de hidrojen peroksiti, inaktive etme yeteneklerinin yiiksek oranda olmasi,
bu hicrelerin eksojen oksidatif strese karsi noronlan koruyucu etkilerini

aciklamaktadir (298).

4.3. CPR'in Mikrozomal Inkiibasyonu ve ESR Sonuclar

Bu c¢ahigmanin Bolum 3.2.1'de sunulan sonuglan gostermektedir ki sigan
karaciger veya beyin mikrozomlar1 CPR ile inkiibe edildiginde 6 ¢izgili bir ESR
spektrumuna sahip bir 4-POBN/radikal adduct® olugmaktadir. Asiri ince yapi
sabiteleri ax= 15.44 G, apP= 2.86 G olan bu adduct'm olusumunun CPR dozuna ve
inkiibasyon zamanina bagl olarak dogrusal bir sekilde arttif1 saptanmigtir.

ESR spektrumu ve agir1 ince yapi sabite degerleri bu adduct'in bir lipit trevi
radikal adduct'r oldugunu disindirmuisgtiir.

Ancak hernekadar bu konuda CPR ile yapilmig herhangi bir ¢aligma yok ise
de ¢esitli biyolojik sistemlerde mikrozomal veya mikrozomal olmayan g¢aligmalarin
sonuglar1 da bu adduct'n bir karbon merkezli adduct, bir alkil radikali (L') olmas:
olastligini artirmaktadir. Soyle ki: Rosen grubunun (346, 347) lipooksijenaz ve

linoleik asit sisteminde agin ince yapi sabiteleri ax= 15.8 G, ay’= 2.6 G olarak
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belirledikleri ve oksijen merkezli lipit tirevi bir radikal olarak tamimladiklan 4-
POBN/radikal adduct inin karbon merkezli bir radikale ait oldugu daha sonralari
Connors (241) tarafindan gosterilmistir. North ve ark. (348) 6 karbonlu bir PUFA ile
zenginlestirdikleri hiicre kultirlerinde FeSO, ile indiiklenen radikalin 4-POBN
adduct'im ax= 15.66 G, ag’= 2.6 G degerleri ile saptamuslar ve karbon merkezli bir
- lipit turevi radikal oldugunu ileri sirmuslerdir. Morel ve ark. (349) bir demir
nitriloasetik asit (Fe-NTA) tuzu ile hepatositlerde indiklenen radikalin, 4-POBN
adduct i¢in yine ax= 15.6 G, ag’= 2.6 G degerlerini bulmus ve aym yorumu
yapmiglardir. Iwahashi ve ark.(240)'min HPLC-ESR ve MS ile yaptigi analizierin
sonuglari ise bu yorumlan dogrulayan kesin kamitlar ortaya koymustur.

Radikal adduct'in olusumu mikrozomal inkiibasyon ortaminda aktif
mikrozomlarin varhigma, dolayisiyla sitokrom P-450'yve ve NADPH'ya bagimhilik
gostermektedir. Ayrica 6lgilen radikal adduct'in olusumunun demir varhgina 6nemli
olgiide bagimh oldugu saptanmistir.

Sitokrom P-450 inhibitora SKF 525A'min radikal olusumunu inhibe etmesi
olayin sitokrom P-450'ye bagimliligini, dolayisiyla CPR'in metabolizasyonunun
gerekliligini ortaya koydugu gibi, ZnCl; ile elde edilen inhibisyon da NADPH'ya
bagimliligr desteklemektedir. Bolim 1.4.'de deginildigi sekilde ¢inkonun
mikrozomlarda NADPH ile indiklenen lipit peroksidasyonunu 6nledigi, NADPH-
bagimh sitokrom c reditktazi ve NADPH oksidasyonunu inhibe ettigi bildirilmektedir
(300-305).

Lipid peroksidasyonunu lipit peroksitlerini toplamak suretiyle 6nledigi
bilinen ve zincir kirict bir antioksidan olarak da tamimlanan E vitamini ve onun suda
¢oziinen bir analogu olan Troloks ile sinyal olusumunun azaltilmasi veya tamamen
Onlenmesi bulgular1 da CPR'in sican mikrozomal sistemindeki metabolizmasi
esnasinda lipid peroksidasyonuna neden olabilecek (baslangi¢ ve/veya ilerleme
agamalarinda etkili olarak) reaktif oksijen bilesikleri ve/veya lipid turevi radikaller
meydana geldigini destekler niteliktedir.

Nitekim inklibasyonu takiben heriki mikrozomal sistemde 6lgiilen
mikrozomal lipid peroksidasyonu diizeylerinin dozla ve inkiibasyon siiresiyle arttig
gozlenmistir. Yine aym kosullarda olgilen total tiyol dizeylerinin de heriki

mikrozomal sistemde oOnemli 6lgiide azaldiginin goézlenmis olmasi da CPR'in



oksidatif stres varatigmin ve lipid peroksidasyonuna ve membran protein
oksidasyonuna neden oldugunun agik kanitlaridir.

Diger taraftan sinyal olusumunun demir varlig: ile arttig1 ve demir selatorleri
ile azaldig1 gozlenmis olan CPR'in olusturdugu oksidatif stresin ve olgiilen protein ve
lipit hasar1 olaylarinin temelinde demirin katkisinin oldugu anlasilmaktadir.

Mikrozomal sisteme CPR olmaksizin ilave edilen FeSO4 CPR ile aynm1 ESR
spektrumuna sahip radikal olusumuna neden olmustur. Bu bulgu literatirde FeSO4
dahil g¢esitli demir bilesikleri ile indiklenen radikal olusumuyla ve bu radikallerin
ESR spektrumlari ile uyumludur (348, 349). CPR'in FeSOy4 ile birlikte inkiibe
edilmesi halinde sinyal siddetini arttirmasi ve spektrumun aym kalmasi olusan

sinyalin demir araciliginda bir reaksiyonla indiiklendigini kanitlamaktadir.

Sinyal olusumunun iki farkli demir selatora ile 6nlenmesi demir aracilikli bir
reaksiyon varhigin1 gosterdigi gibi, DTPA'min CPR ile birlikte uygulamada sinyal
olusumunu ilk 30 dk'da 6nemli 6l¢iide ve giderek (60. dk da) tamamen 6nlenmesi de
CPR'in indikledigi reaksiyonun demir araciliginda yiriiylp zamanla ¢ogalan bir
radikal reaksiyonlart zinciri  oldugunun destekleyici bir kaniti  olarak

degerlendirilebilir.

Diger taraftan, dogrudan Fenton reaksiyonu ile olusan OH radikalinin 4-
POBN adduct'i ax= 14.87 G, ag’= 1.71 G ile gozlenebilmigken, ortama CPR ilavesi

ESR spektrumunu ve sinyal siddetini degistirmemistir. Bu bulgu CPR'in dogrudan

OH olusturucu bir 6zellige sahip olmadigini diisiindiirebilecegi gibi, dogrudan OH
ile reaksiyona girip bir radikal meydana getirmedigine de kamit sayilabilir.

Gerg¢i mikrozomal sistemde kullandigimiz tiim tampon ve ¢ozeltiler bir demir
selatori olan Chelex-100 ile muamele edilerek demirden arindirilmaya galigilmagtir.
Ancak Chelex-100 dahil, selate edici recinelerin, reaktiflerin  metal
kontaminasyonunu uzaklastirmadaki etkinligi, reaktif ile regine arasinda kompetitif
bir dengenin kurulmas: esasina dayanir. Eger tampon veya reaktifin kuvvetli selate
edici ozelligi varsa veya selate edici regineden daha az metal igeriybrsa, fosfat ve
Tris gibi tamponlarda sik rastlandig: tizere, Chelex-100 ile iglemden sonra da 6nemli
metal kontaminasyonu kalabildigi veya regineden metal koparilmasinin s6z konusu

olabildigi bildirilmistir (350).
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Alternatif olarak kullanilan DTPA veya DFO'in ise selate ettikieri demiri
inert formda degil, okside veya redikte formda verdikleri bildirilmektedir (350).
Aym sekilde gerek metalle katalize, gerekse metalden bagimsiz proseslerin
caligilmast igin butiiniyle uygun tampon sistemleri de tanimlanamamaktadir.
Omegin, fosfat tamponunun bir taraftan Fe''nin oksidasyonunu katalize ettizi iddia

edilmekte iken diger taraftan, ESR sinyali vermedigi i¢in Tris tamponuna tercih

edilmektedir (351). Tris, Mops ve Hepes gibi organik tamponlarin OH gibi reaktif
rtinlerle reaksiyon vermesi nedeniyle serbest radikal aragtirmalarinda kullanimindan
kaginilmaktadir.

Diger taraftan, tampon veya c¢ozeltilerin metal kontaminasyonu en aza
indirilmis olsa da, ya da ekstramembranal demir depo proteinlerinin kontaminasyonu
azami olgiide 6nlenmis olsa da, endoplazmik retikulum membranlarindan vezikiiller
halinde elde edilen mikrozomlarda buyikge miktarda non-hem demir bulundugu
gosterilmigtir  (352). Buna "endojen demir" adi wverilir. Dikkatle hazirlanan
mikrozomlarda bile 4-5 nmol non-hem Fe "/mg protein bulunur (353).
Mikrozomlar, eksojen non-hem demir ile katalizledikleri reaksiyonlari, endojen
demiri kullanarak da katalize edebilirler (352). Bu reaksiyonlarin en tipik ornekleri
lipit peroksidasyonu ve ¢esitli biyomolekullerin (6rnegin, askorbat, katesolamin,
tiyol gibi) oksidasyonu reaksiyonlaridir. "Redoks reaksiyonlart" da denilen bu
reaksiyonlar demirin rediksiyon ve reoksidasyonu temeline dayanirlar.

Bilindigi gibi demir, lipit peroksidasyonunun hem baglatma, hem de
genisleme/ilerleme donemlerinde rol alir. Bu nedenle lipit peroksidasyonu igin ya
Fe™ 'ye, ya da Fe™ ile birlikte bir rediikleyicinin varligina ihtiya¢ vardir. Belirli bir
Fe'"/Fe™ " orammn varligi lipid peroksidasyonunu arttirir. Mikrozomal sistemlerde
hem NADPH-sitokrom P-450 rediiktazin, hem de sitokrom P-450'nin Fe™ i
redikledigi gosterilmistir (354). Bazi maddelerin neden oldugu lipid peroksidasyonu
DFO ile inhibe edilebilir, fakat bir sitokrom P-450 zehiri olan CO'den etkilenmezler
(355). Boyle durumlarda endojen demirin indirgenmesi NADPH-sitokrom P-450
rediktaz ile olmaktadir. NADPH-sitokrom P-450 rediktaz bagimlhi  demir
rediksiyonu SOD varligindan da, CAT'dan da etkilenmez. Bu nedenle NADPH-

rediiktaz aracihinda Fe™ salimi ile baslatilan lipit peroksidasyonlarinda O, ve H,0,'e

bagimli OH 'nin katkis1 yoktur. Dolayisiyla bu tip lipit peroksidasyonlar: ya



dogrudan LOOH-bagimhi mekanizmalarla ya da Fe-oksijen komplekslerine dayali
LOOH-bagimsiz mekanizmalaria meydana gelir (355).

O halde, eger mikrozomal lipit peroksidasyonu endojen demirin varligi ve
mobilizasyonu ve NADPH'm varligi ve katkistyla bu olgude iligkili ise CPR'in
olusturdugu lipit peroksidasyonunda da maddenin demire olan afinitesinin 6nemli
roliiniin olmasi gerekir. Nitekim, CPR'in demir dahil gesitli metal iyonlariyla (Al, Ca,
Mg, Zn, Cu, Mn gibi) kompleks olusturdugu ve olusan metal-CPR komplekslerinin
CPR'in biyoyararlammin1 onemli olgide azalttig1 bilinmektedir (109-112). Bu
etkilesmeler icinde en Onemlisi, mineral-vitamin suplemanlarin kullanimiyla da
ortaya ¢ikan demir etkilegsmeleri olup, CPR biyoyararlamminin % 50'den fazla
azalmas ile sonuglamr. /n vitro deneylerde Fe' ile kanstirilan CPR ¢ozeltilerinde
hizli spektral degisiklikler oldugu (ti»= 1.9 dk), hizla Fe"™" meydana geldigi ve hizla
Fe™ -CPR kompleksinin olustugu gozlenmistir (356). 4-keto ve 3-karboksil
gruplarindan selasyonla meydana gelen kompleksin 3:1 (CPR: Fe''*) oraninda
olustugu, bu esnada oksijen tiketiminin arttig1, ancak CPR yapisinin 90 dk'ya kadar
stabil kaldigi ve reaksiyonun pH= 6'da yuraduga bildirilmistir. CPR-demir etkilesimi
asagidaki reaksiyonla gosterilmektedir (356).

Fe?+3CPR+ 1/4 0, +H" ——3 Fe” (CPR); + 1/2 H,0

Bu verilerden CPR'in endojen Fe' i1 selasyonla baglayabilecegi ve NADPH-
rediiktaz aractliginda meydana gelecek Fe™"" reditksiyonunun lipit peroksidasyonunu
kigkirtabilecegi ongorilebilir.

Diger taraftan yapi-aktivite ¢aligmalari, CPR gibi az sayida siibstitiienti olan
kinolonlarda bu etkilesmelerin fazla oldugunu, 5 no'lu karbonda bir sibstitiient
mevcudiyetinin bu kompleksin olusumunu ve stabilitesint azalttigini gostermigtir
(357).

Kinolonlarin  yapisal o6zellikleri ile iligkili  bir diger etkilesme,
farmakodinamik tabiatta olup, sitokrom P-450 inhibisyonu yapmasi ile ilgilidir. CPR
dahil baz1 kinolonlarin metilksantinlerle 6nemli klinik etkilegmelere girdigi ve bunun
bu ilaglarin metabolizmasindan sorumlu sitokrom P4501A2 izozimini kompetitif

olarak inhibe etmeleriyle ilgili oldugu gosterilmistir (115, 116). Genel bilgilerde de
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soz edildigi gibi, CPR ayrica CYP3A2 ve CYP3 A4 izozimlerini de inhibe eder (120).
Bu etkilegsmelerin CPR'in (ve etkilesen diger kinolonlarin) 7 piperazinil grubundaki
++y

4' N atomundan sitokrom P450'in katalitik merkezindeki Fe"

inhibe etmek seklinde oldugu bildirilmektedir (357). Ayrica 8 no'lu karbonda bir

e baglanarak enzimi

stibstitiient bulunmasi halinde molekiilin planaritesinin bozuldugu ve bunun da bu
etkilesmeyi azalttif gosterilmistir (357). 4' N atomuna komsu bir karbonil grubunun
varligi (CPR'in M3 metabolitinde oldugu gibi), Fe™ " ile N arasindaki afiniteyi bozar,
¢inki karbonil grubu elektron gekici etkisi nedeniyle azotun bazikligini bozar ve
baglanmay: onler (357).

Dolayisiyla CPR planar komformasyonu ve 4' N grubunun mevcudiyetiyle
sitokrom P450'nin aktif bolgesindeki Fe 'ye baglanma konusunda da onemli bir
yatkinliga sahiptir.

CPR'in iki farkhi yolaktan Fe™ ‘e olan afinitesini ortaya koyan bu veriler,
"endojen" demiri mobilize etmek ve Fe™ —» Fe'"" siklusunu kolaylastirmak
niteliklerine sahip olan bu maddenin, Fe-bagiml bir lipit peroksidasyonu prosesini
kigkirtmak konusundaki yatkinligini da ortaya koymaktadir.

NADPH-bagimh Fe™ saliminin uygun Fe /Fe" orani olusturarak lipit
peroksidasyonunu indikledigine iligkin kanitlar, model sistemlier kullamlarak elde
edilmigtir. Kinon yapili bir "redoks siklusu" ilaci olan adriyamisin (ADR) ve
tirevleri gerek antitimoral etkinliklerinin, gerekse giiglii kardiyotoksik etkilerinin
temelinde radikal olusumu ve lipit peroksidasyonu gelismesinin oldugu gosterilmis
ilaglar olarak bu konuya uygun modelierdir (358).

ADR, semikinon yapisi nedeniyle CPR'den farklidir ama, ¢ok iyi bir demir
selasyonu yapici etkisi nedeniyle CPR'e benzerlik gosterir, oksijen kullanarak Fe™™
otooksidasyonunu kolaylastinir. Ayrica lipit peroksidasyonu indiikleyici etkisi
itibariyle CPR'e benzerlik gosterir ve ¢ok yiksek toksisite gosterdigi kardiyak
dokuda intramiyokardiyal MDA birikmesine ve antioksidan enzim azalmasina yol
agar. Sonug olarak ADR kardiyotoksisitesinin nedeninin demire ve oksijen tiirevi

radikallere bagimli lipit peroksidasyonu oldugu kabul edilmektedir (359). Nitekim
ADR, NADPH'li mikrozomal ortamda NADPH oksidasyonunu, O~ olusumunu ve

endojen demir mobilizasyonunu arttinr. Bu mobilizasyonu SOD  6nlemez,

dolayisiyla Fe'""—p Fe'" rediiksiyonuna O, "in katkis1 ¢ok azdir (353). Bu olay CAT
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varhgindan da etkilenmez, dolayisiyla H,O,'nin de katkisi yoktur. Dolayisiyla ADR
kendi redoks siklusu esnasinda Fe'™' donisimini hizlandirnip strekli lipit
peroksidasyonunu kigkirtir.

Bilindigi gibi mikrozomlardaki MFO reaksiyonlan sitokrom P-450'nin,
molekiler oksijenin ve NADHP rediksiyonunun eglik ettigi reaksiyonlardir.
NADPH-sitokrom P-450 rediktazin sitokrom P-450'ye elektron transfer etmesi ve
substratin, sem proteininin oksijenlenmis ara Granlerine baglanmasi seklinde yiiriir.
Dolayisiyla SKF gibi sitokrom P-450 inhibitorleri, NADPH-sitokrom P-450
rediiktazin  sitokrom P-450'den kenetsizlesmesi ve CO bu reaksiyonlarn
inhibisyonuna neden olur. Selatérlerin bu reaksiyonlara etkisi yoktur.

Bizim sistemimizde gorilen durum CPR ile indiklenen radikal olugumunun
bir taraftan sitokrom P-450'ye bagimliligini, dolayisiyla ana bilesigin degil bir
metabolitin olusumunun gerekliligini ortaya koymaktadir. Diger taraftan NADPH'ya

4+

bagimhlik, uygun bir Fe''/Fe™" oram olusturacak sekilde Fe'" sahmma olan

bagimlilign da gostermektedir. CPR'in Fe™'ye olan afinitesi ve hizla Fe™ — Fe'™
olusumunu tetikleyip takiben Fe™  kompleksleri olusturmasi da hem non-hem
endojen demir mobilizasyonunu saglayabilecegi, hem de uygun Fe™/Fe™ oranimin
olusumuna katkida bulunabildigi seklinde yorumlanabilir.

Olusan radikalin SOD ile onlenememesi, Fe"" rediksiyonuna O3 'in

katkisinin az oldugunu dasiindiirebilecegi gibi, SOD fazlasimin H,O, ile Fe''nin

nonenzimatik reaksiyonunu katalize edecek OH olusumunu arttigina iligkin literatiir
verileri ile uyumiudur (168).

Diger taraftan FeSO4 ve DTPA/selate demir ilavesinin indukleyici etkisine
karsiik, DFO ve DTPA'min bu radikal olusumunu inhibe etmesi de temeldeki
mekanizmada demirin rold oldugunu vurgulamaktadir.

Endojen non-hem demirin mikrozomal ortamda serbest halde mi, yoksa
fosfolipidlerin polar bagliklarina gevsek olarak baghh halde mi bulundugu ya da
proteinlere siki olarak bagli mu oldugu konusundaki sorularin aydinlatilmas: igin
yapilan deneylerde DFO kullanilmustir. Ciinkii DFO proteine sikica bagli demire bir
afinite gostermezken, serbest veya gevsek bagli demire karsi yarigmaya girer (360).
Nitekim etanolle inkiibasyondan o6nce DFQO ile yikanan mikrozomlarda, CQO'e

duyarsiz asetaldehit olusumunun azaldifi saptanmustir (360). Ancak yine de
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mikrozomlarda DFO'in ulasamadigi, Chelex-100 gibi diger selatorlerle de
yikanamayan bir demir mevcut oldugu, dolayisiyla bu demirin proteinlere bagl
oldugu ve bunun in vivo hem- demirininin sentezinde kullanilabilecegi ileri
strilmugtir (361). Nitekim mikrozomal ortamda demir baglayan 2 proteinin varlig
da gosterilmistir (352).

Sonu¢ olarak mikrozomal-endojen non-hem demirin bir artifakt ya da
kontaminasyon olmayip "gercek” oldugu ve bunun Aem-demirinin sentezinde, lipit
peroksidasyonunda ve diger oksidasyon reaksiyonlarinda rol aldigi gosterilmigtir
(352). ‘

Tim bu bilgiler, kullandigimiz mikrozomal sistemde CPR'in rol aldig:
reaksiyonun, demir aracili bir lipit peroksidasyonunun baslatilip genisletilmesi
seklinde yiridagiini ve sonugta bir lipit tlirevi radikal olusumunun gergeklestigini
aciklayict ve destekleyici niteliktedir.

Bu sonuglar ve olasi mekanizma olarak digiindtklerimizi daha ileri diizeyde
irdeleyebilmek amaciyla, olusan radikalin yapisinin aydinlatilmasi ve mikrozomal
ortamda olugmas: olasi diger yapilarin incelenmesi ig¢in mikrozomal kanisimdan

hazirlanan siipernatanda bir on-line HPLC-ESI MS sistemiyle analiz yapilmistir.
4.4, HPLC-ESI MS Sonuclarimm Yorumu

Sekil 3.25 ve 3.26'da gorilen MS spektrumlari, mikrozomal inkibasyon
ortaminda molekal agirligi 263 olan bir adduct'in olustugunu destekler niteliktedir.
Soz konusu spektrumlarda molekiiler iyon piki gorillememekle birlikte, bu pikin 4-
POBN'e kargilik geldigi distinilen fragmani, m/z 193 (192.9)'da gozlenmistir.

4-POBN yapisindaki karbon-azot bagimn kopmasma karsilik geldigi
dosunilen bir fragman ise m/z 176.4'de gozlenebilmektedir. Ayrica bu molekiiler
iyon (M-H)'un kitlesinden 4-POBN'e ait 194 Dalton'luk kiitlenin ¢ikariimasi halinde,
tuzaklanmg radikal igin 69 Dalton'luk bir kiitle degeri ortaya g¢ikarmaktadir ki bu
pentenil radikaline karsilik gelir. Dolayisiyla ESR analizlerinde gozlenen spektrumun
"karbon merkezli lipit tirevi bir radikal" adduct'ina ait oldugu gorisi bu verilerle

desteklenmis olmaktadir.
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Nitekim boyle bir karbon merkezli radikal olusumu Iwahashi ve ark. (240)
tarafindan soya lipooksijenazinin linolenik asit ile reaksiyonu sonucunda HPLC-ESR
ve MS analizleri ile gosterilmistir. Ayni deneyler linoleik ve arasidonik asit ile
yapildiginda olusan radikalin pentil radikali oldugu molekiiler iyon (M-H) pikinin
m/z 264'de, fragmanlarn ise m/z 249, 235 ve 219 varhgmin saptanmasiyla
gosterilmistir. Ayrica 4-POBN'e ait (M-1)'i m/z 193'de gozleyen arastiricilar, m/z
178'de gozledikleri pikin C-N bagimin agilmasiyla meydana geldigini saptamislar ve
tim bu sonuglari, sentezimi yaptiklan 4-POBN/pentil radikalinin kiitle
spektrumlartyla da dogrulamislardir.

Ayni aragtiricilar linolenik asidin HPLC-ESR analizi sonucunda tg'leri
birbirine ¢ok yakin iki adductn varhgini gozlemisler, MS analizinde de bu iki
adduct'in pentenil radikalinin 2 izomeri oldugu sonucuna varmuglardir. Arastiricilarin
pentenil radikal adduct'lan i¢in gozledikleri iyon pikleri m/z 247, 233, 217, 176 ve
ana iyon piki m/z 263'tir. Goruldugii gibi 4-POBN pentenil radikal adduct1 igin
bizim gozledigimiz MS spektrumu ile bu ¢aligmanin sonuglari tamamen uyumludur.

Boylece caliymamizda bir lipit-tirevi ve karbon merkezli radikal olusumunun
varligi hem ESR sonuglaniyla, hem de HPLC-MS sonuglarniyla gosterilmis
olmaktadir. Cesitli arastincilar ¢ok cesitli biyolojik sistemlerde ve 6zellikle gesitli
mekanizmalarla lipit peroksidasyonuna neden olan maddelerin olusturdugu radikaller
uzerinde ¢ahigmiglar, onceler1 sadece ESR teknikleri kullanarak yapilan ¢alismalarda,
oksijen merkezli bir lipit peroksit radikalinin olustugu gorigii hakim olmustur (346,
347). Ancak daha sonra yapilan dogrulayici deneyler, meydana gelen radikalin
ozellikle oksijen yoklugunda da olustugunun gosterilmesi nedeniyle arastirmacilart,
radikalin oksijen merkezli degil, karbon merkezli olmasi gerektigi sonucuna
gotirmustir (241). Yukanida ayrmtil: olarak sozii edilen g¢aligma (240) ve izleyen
¢alismalarda kullamlan HPLC-ESI MS veya HPLC-MS teknikleri daha dogru ve
kesin sonuglarin elde edilmesine neden olmustur (346-349).

Karbon merkezli lipit- tiirevi radikallerin, spesifik olarak da pentil radikalinin
olusum mekanizmas:1 soyle oOzetlenebilir Bolim 1.2.1.5.1'de ayrintilli olarak
deginildigi tizere, lipit peroksidasyonu esnasinda olusan yag asiti hidroperoksitlerinin

(LOOH) tek-elektron rediiksiyonu ile yag asiti alkoksil radikalleri (LO) olusur.
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Bunlarin B-agilmasi ile aldehitler ve etil, pentil veya pentenil gibi alkil radikalleri (L'
veya RCH ') olusur:
LO —» RCH ;+RC=0

Alkil radikali gevredeki molekillerden birinden hidrojen gekerek etan ve pentan gibi,
esasen lipid peroksidasyonunun tayininde duyarli gostergeler olarak 6lgiilen
hidrokarbonlar olugtururlar. Dolayisiyla lipid peroksidasyonu tayinlerinde pentan
veya etan prekiirsorii olarak bunlarin radikallerinin 6l¢imi de 6nerilmektedir (240).

Sonu¢ olarak CPR'in mikrozomal ortamda lipit peroksidasyonuna neden
oldugunun ve bunun da bir pentenil radikali olusumuyla belirlendiginin ifade
edilebilecegi bir data gelistirilmistir.

Benzer sonuglara hicre kiltiirlerinde ulasamayisimizin ve hatta higbir ESR
sinyali alamayisimizin nedeni ise buyiikk bir olasiikla calisma tekniginden
kaynaklanmaktadir. Huicre stspansiyonunun lize edilerek veya ekstre edilerek
kullanilmas: halinde hiicre iginde olusan radikallere ulagip adduct olusturabilmenin
ve izleyebilmenin olanakli oldugu, benzer yontemleri kullanan aragtirmacilarin
sonuglarindan anlagilmaktadir (348, 349).

HPLC-ESI MS analizleri sonucunda elde edilen diger bir bulgu ise, m/z
346'da gozledigimiz ve bir dihidrooksosiprofloksazin oldugunu oncelikle m/z 211
(210.5)'de siddetli bir pik seklinde gozienen fragman pikinden ve ilave olarak my/z
315 ve m/z 309 piklerinden hareketle diigindugimiiz (M-H) molekiler iyon pikidir.

Bu bilesigin piperazinil halkasimin 1' ve 4' konumlarindaki azot gruplarinin
protonlanmas: ile olustufu ve 4' N'unun bir radikal yapisinda oldugu
dusintlmektedir. Gergekte her iki N iizerinde de radikal olusumu olasi1 goriilmekle
birlikte, radikalin 4' konumundaki N tzerinde olugmas: olasthiginin fazla oldugu,
bunun nedeninin de bir karbonil grubuna komsu olan 4' N'unun rezonans yoluyla
kararli hale gelmek istemesi oldugu soylenebilir ve hipotetik formill agagidaki gibi

gosterilebilir:
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Dihidrookso-CPR
(MA:347)

Bu konuda aydiniatici ve daha kesin sonuglara gotiriicii ¢aligmalara ihtiyag
oldugu muhakkaktir. Ancak bu galigmada elde ettigimiz veriler, CPR metabolizmasi
esnasinda en yiiksek oranda olustugu ve biyolojik olarak aktif oldugu bildirilen M3
metabolitinin ¢alisma kosullanmizdaki mikrozomal ortamda radikal yapili bir
dihidrookso tiirevininolustugunu diisindirmektedir. Bu olasi metabolitin bir radikal
olarak reaktivitesi ve stabilitesi konusunda spekiilasyonun otesinde bir yorum
yapmak gi¢ olmakla birlikte, lipit peroksidasyonunun baslatilmasina ve/veya
degistirilmesine katkisinin olabilecegini diisinmek mimkindir.

Sonug olarak, bu ¢alismada GABA antagonistiketkinlige sahip bir antibiyotik
olarak tammlanan CPR'in oksidatif stres indiikleyici potansiyele sahip oldugu ve
onemli oOlgide lipit peroksidasyonu yaptigi fibroblast ve astrosit kultirlerinde
gosteriimis; mikrozomal diizeyde de lipit peroksidasyonu yaptigi belirlenmis ve bu
etkisinin metabolik aktivasyon sonucu meydana geldigi, NADPH varhgina ihtiyag
gosterdigi ve demir bagimh oldugu saptanms;, mikrozomal ortamda CPR'in
indiikledigi bir radikalin varhg: ESR-Spin tuzag teknigi ile belirlenmis ve LC-ES
MS analizi ile bu radikalin lipit tiirevi karbon merkezli bir radikal oldugu sonucuna
varilmigtir. Sonuglarimiz, mihomml sistemde azot radikali yapisinda bir metabolit
olusumuna da igaret eder niteliktedir.

Calismanin nihai yorumu §oyle yapilabilir:

CPR fibroblast ve astrosit hiicre kultiirlerinde oksidatif stres ve lipit
peroksidasyonu indiikleyici etkilere sahiptir. Muhtemelen mitokondrial diizeyde bir

z1t etkilesimi de igeren bu etkiler E vitamini ile 6nlenebilir.
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CPR mikrozomal diizeyde de oksidatif stres indikleyicidir ve neden oldugu
mikrozomal lipit peroksidasyonunun muhtemelen hem baglatma, hem genisleme
fazlarinda rol alir. Bu etki muhtemelen demir selate edici etkisiyle, dolayisiyla
mikrozomal membranlardaki endojen non-hem demiri mobilize etmesi ile ilgilidir.
Ancak tetikleyici ajan ana molekiil olmayip metabolizasyonla olusan bir ara Grindar.

CPR’in metabolizmasinin daha ayrintili olarak incelenmesi ve olasi reaktif
metabolitlerin veya ara iiriinlerinin yapi ve kinetiklerinin aydinlatilmasi i¢in daha
ileri caligmalara gereksinim vardir. Bu ¢aligmada elde edilen verilerin bu kapsamdaki
ileri ¢aligmalar ile gelistirilmesiyle, CPR’in zit etkilerinin, 6zellikle de SSS’deki
istenmeyen etki mekanizmalarinin anlagilmasina katkida bulunabilecek Onemli

adimlar atilabilir.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

193

KAYNAKLAR
Neu, H. C. (1987) Clinical use of quinolones. Lancet 5, 1319-1322.

Hooper, D. C., Wolfson, J. S. (1991) Fluoroquinolone antimicrobial agents. N. Engl. J.
Med. 324, 384-394.

Weber, A. H,, Scribner, R. K., Marks, M. 1. (1985) In vitro activity of ciprofloxacin
against pediatric pathogens. Chemother. 31, 456-465.

Wise, R., Andrews, J. M., Edwards, L. J. (1983) In vitro activity of Bay 09867, a new
quinolone derivative, compared with those of other antimicrobial agents. Antimicrob.
Agents Chemother. 23, 559-564.

Barry, A. L., Jones, R. N., Thomsberry, C. (1984) Antibacterial activities of

ciprofloxacin, norfloxacin, oxolinic acid, cinoxacin, and nalidixic acid. Antimicrob.
Agents. Chemother. 25, 633-637.

Schluter, G. (1989) Ciprofloxacin: Toxicologic evaluation of additional safety data. Am.
J. Med. 87 (Suppl. 5A) 37S-39S.

Dawis, R., Markham, A., Balfour, J. A. (1996) Ciprofloxacin: An updated review of its
pharmacology, therapeutic efficacy and tolerability. Drugs 51, 1019-1074.

Vance-Bryan, K., Guay, D.R.P., Roctschafer, J. C. (1990) Clinical pharmacokinetics of
ciprofloxacin. Clin. Pharmacokinet. 19, 434-461.

Turnidge, J. (1999) Pharmacokinetics and pharmacodynamics of fluoroquinolones.
Drugs, 58, 29-36.

Naora, K., Katagiri, Y., Ichikawa, N., Hayashibara, M., Iwamoto, K. (1990) A possible
reduction in the renal clearence of ciprofloxacin by fenbufen in rats. J. Pharm.
Pharmacol. 42, 704-707.

Naora, K., Katagiri, Y., Ichikawa, N., Hayashibara, M., Iwamoto, K. (1991) Enhanced
entry of ciprofloxacin into the rat central nervous system induced by fenbufen. J.
Pharmacol. Exp. Ther. 258, 1033-1037.

Siefert, HM,, Maruhn, D., Maul, W., Férster, D., Ritter, W. (1986) Pharmacokinetics of
ciprofloxacin. 1 Communication: Absorption, concentrations in plasma, metabolism
and excretion after a single administration of ciprofloxacin in albino rats and rhesus
monkeys. Arzneim.-Forsch/Drug Res. 36, 1496-1502.

Bergan, T. (1990) Extravascular penetration of ciprofloxacin. A review. Diagn.
Microbiol. Infect. Dis. 13, 103-114.

Campoli-Richards, D.M., Monk, J.P., Price, A., Berfield, P., Todd, P.A., Word, A.
(1988) Ciprofloxacin. A review of its antibacterial activity, pharmacokinetic properties
and therapeutic use. Drugs 35, 373-447.

Valainis, G., Thomas, D., Pankey, G. (1986) Penetration of ciprofloxacin into
cerebrospinal fluid. Eur. J. Clin. Microbiol. 5, 207-209.



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

194

Scheld, W. M. (1989) Quinolone theraphy for infections of the central nervous system.
Rev. Infect. Dis. 11 (Suppl. 5) $1194-S1202.

Naora, K., Ichikawa, N., Hirano, H.,lwamoto, K. (1999) Distribution of ciprofioxacin
into the central nervous system in rats with acute renal or hepatic failure. J. Pharm.
Pharmacol. 51, 609-616.

Ooie, T., Suzuki, H., Terasaki, T., Sugiyama, Y. (1996) Kinetics of quinolone antibiotics
in rats: efflux from cerebrospinal fluid to the circulation. Pharm. Res. 13, 1065-1068.

Ooie, T., Terasaki, T., Suzuki, H., Sugiyama, Y. (1997) Kinetic evidence for active
efflux transport across the blood-brain barrier of quinolone antibiotics. J. Pharmacol.
Exp. Ther. 283, 293-304.

Drusano, G.L., Weir, M, Forrest, A, Plaisance, K., Emm, T., Standiford, H.C. (1987)
Pharmacokinetics of intravenously administred ciprofloxacin in patients with various
degrees of renal function. Antimicrob. Agents Chemother. 31, 860-864.

Viell, B., Krause, B., Vestweber, K.-H., Schaaf, S., Scholl, H. (1992) Transintestinal
elimmation of ciprofloxacin in humans-concominanat assesment of its metabolites in
serum, ileum and colon. Infection 20, 324-327.

Gau, W., Kurz, J,, Petersen, U., Ploschke, H. J., Wuensche, C. (1986) Isolation and
structural elucidation of urinary metabolites of ciprofloxacin. Arzneim.-Forsch/Drug
Res. 36, 1545-1549.

Sorgel, F. (1989) Metabolism of gyrase inhibitors. Rev. Infect Dis. 11 (Suppl. 5), S1119-
S1129.

Beerman, D., Scholl, H., Wingender, W_, Forster, D., Beubler, E., Kukowetz, W. (1985)
Metabolism of ciprofloxacin in man. "Proceedings from the First Intemational
Ciprofloxacin Workshop" (Ed. Neu, H.C., Weuta, H.)'da. s. 141-146.

Jaehde, U., Sorgel, F., Schunack, W. (1987) Influence of lipophilicity on
pharmacokinetics of quinolones (abstract no. M-46). "FASEB Joumal of the 71% Annual
Meeting"de. Federation of American Societies for Experimental Biology, Washington
D.C.

Gruber, G., Jachde, U., Sérgel, F., HeiB, R., Schunack, W. (1988) Relationship between
the chemical structure and the HPLC capacity factor of gyrase inhibitors and their

metabolites in different methanol-waters eluents. Fresenius Zeitschrift fiir Analytische
Chemie. 330, 388-389.

Grozinger, K. H., Beermann, D., Elsas, S. (1989) Biliary kinetics of ciprofloxacin in
humans Rev. Infect. Dis. 11 (Suppl 5), S1132.

Sorgel, F., Kinzig, M. (1993) Pharmacokinetics of gyrase inhibitors, part 2: renal and
hepatic elimination pathways and drug interactions. Am. J. Med. 94, (Suppl 3A), 56S-
69S.

Lode, H., Hoffken, G., Boeckk, M., Deppermann, N., Borner, K., Koeppe, P. (1990)
Quinolone pharmacokinetics and metabolism. J. Antimicrob. Chemother. 26 (Suppl. B)
41-49.



30.

31.

32.

33.

34,

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

195

Shah, A., Lettieri, J., Blum, R., Millikin, S., Sica, D., Heller, A. H. (1996)
Pharmacokinetics of intravenous ciprofloxacin in normal and renally impaired subjects.
J. Antimicrob. Chemother. 38, 103-116.

Zeiler, HJ, Petersen, U., Gau, W, Ploschke, H.J. (1987) Antibacterial activity of the
metabolites of ciprofloxacin and its significance in the bioassay. Arzneim.-Forsch/Drug
Res. 37, 131-134.

Blondeau, J. (1999) Expanded activity and utility of the new fluoroquinolones: a review.
Clinical Therapeutics 21, 3-40.

Chen, C.-R., Malik, M., Snyder, M, Drlica, K. (1996) DNA Gyrase and topoisomerase
IV and the bacterial chromosome: Quinolone-induced DNA cleavage. J. Mol. Biol. 258,
627-637.

Khodursky, A. B., Cozzarellii N. R. (1998) The mechanism of inhibition of
topoisomerase IV by quinolone antibacterials. J. Biol. Chem. 273, 27668-27677.

Hooper, D. C. (1999) Mode of action of fluoroquinolones. Drugs 58 (suppl 2) 6-10.

Blanche, F., Cameron, B., Bemard, F. X. (1996) Differential behaviours of
Staphylococcus aureus and Escherichia coli type 11 DNA topoisomerases. Antimicrob.
Agents Chemother. 40, 2714-2720.

Preheim, L. C., Cuevas, T. A., Roccaforta, J. S. (1986) Ciprofloxacin and antacids.
Lancet ii: 42.

Reynolds, J. E. F. (1996). "Martindale The Extra Pharmacopoeia”. The Pharmaceutical
Press, London.

Kucers, A., Crowe, S. M., Grayson, M. L., Hoy, J. F. (1997) “The Use of Antibiotics: A
Clinical Review of Antibacterial, Antifungal, and Antiviral Drugs”, Butterworth-
Heinemann, Oxford.

Esposito, S., Miniero, M., Barba, D., Sagnelli, E. (1989) Pharmacokinetics of
ciprofloxacin in impaired liver function. International J. Clin. Pharmacol. Res. 9, 37.

Christ, W. (1990) Central nervous system toxicity of quinolones: human and animal
findings. J. Antimicrob. Chemother. 26 (Supp. B), 219-225.

Christ, W., Lehnert, T., Ulbrich, B. (1988) Specific toxicologic aspects of the
quinolones. Rev. Infect. Dis. 10 (Supp. 1), S141-S146.

Ingham, B., Brentnall, D. W., Dale, E. A., McFadzean, J. A. (1977) Arthropathy induced
by antibacterial fused N-alkyl-4-pyridone-carboxylic acid. Toxicol. Lett. 1, 21-26.

Takayama, S., Hirohashi, M., Kato, M., Shimada, H. (1995) Toxicity of quinolone
antimicrobial agents. J. Toxicol. Environ. Health 45, 1-45.

Gough, AW, Kasali, O.B,, Sigler, R.E., Baragi, V. (1992) Quinolone-arthropathy-acute
toxicity to immature articular cartilage. Toxicol. Pathol. 20, 436- 449.



46.

47.

43,

49,

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

196

Kato, M., Onodera, T. (1988) Morphological investigation of cavity formation in
articular cartilage induced by ofloxacin in rats. Fundam. Appl. Toxicol. 11, 110-119.

Burkhardt, J. E., Walterspiel, J. N., Schaad, U. B. (1997) Quinolone arthropathy in
animals versus children. Clin. Infect. Dis. 25, 1196-1204.

Hayem, G., Petit, P.X., Levacher, M., Gaudin, C., Kahn, M.F,, Pocidalo, J.J. (1994)
Cytofluorometric analysis of chondrotoxicity of fluoroquinolone antimicrobial agents.
Antimicrob. Agents Chemother. 38, 243- 247.

Stahlman, R., Forster, C., Van Sickle, D. (1993) Quinolone in children. Are concerns
over artropathy justified? Drug Safety 9, 397- 403.

Stahlmann, R., Kiahner, S., Shakibaei, M., Flores, J., Vormann, J., van Sickle, D.C.
(2000) Effects of magnesium deficiency on joint cartilage in immature beagle dogs:

immunochemistry, electron microscopy, and mineral concentrations. Arch. Toxicol. 73,
573- 580.

Stahlmann, R., Lode, H. (1999) Toxicity of Quinolones. Drugs 58 (Suppl. 2) 37-42.

Kashida, Y., Kato, M. (1997) Toxic effects of quinolone antibacterial agents on the
musculoskeletal system in juvenile rats. Toxicol. Pathol. 25, 6, 635-643.

Shakibaei, M, Pfister, K., Schwabe, R. (1999) Effects of ofloxacin on the ultrastructure
of Achilles tendon in rats. Drugs 58 (Suppl. 2) 390- 392.

Rahm, V., Schacht, P. (1989) Safety of ciprofloxacin. A review. Scand. J. Infect. Dis.
Suppl 60, 120- 128.

Stablmann, R., Schwabe, R. (1997) Safety profile of grepafloxacin as compared with
other fluoroquinolones. J. Antimicrob. Chemother. 40 (Suppl. A), 83-92.

Bednarczyk, E.M., Green, J.A,, Nelson, A.D., Leisure, G.A,, Little, D., Adler, LP.,
Berridge, M.S., Panacek, E.A., Miraldi, F.D. (1991) Comparison of the effect of
temafloxacin, ciprofloxacin, or placebo on cerebral blood flow, glucose and oxygen

metabolism in healthy subjects by means of positron emission tomography. Clin.
Pharmacol. Ther. 50, 165-171.

Yamamoto, K., Yoshimura, K., Matsushita, A. (1980) General pharmacology of
cinoxacin. 1. Effects on the central nervous system. Chemotherapy 28 (S-4), 530-549.

Matsuno, Y., Taira, N., Kadokawa, T. (1984) General pharmacologic properties of AT-
2266. Chemotherapy 32 (S-3), 164-184.

Dodo, M., Nakatsuji, K., Miura, Y., Hori, M., Furukawa, K., Oka, M., Ito, T. (1991)
General pharmacology of sparfloxacin, a new quinolone antibacterial agent. (1) Effects
on the central nervous system. Ohyo Yakuri 41, 147-155.

Takasuna, K., Kasai, Y., Usui, C., Takahashi, M., Hirohashi, M., Tamura, K., Takayama,
S. (1992) General pharmacology of the new quinolone antibacterial agent levofloxacin.
Arzneim.-Forsch./ Drug Res. 42, 408-418.



61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

197

Nozaki, M., Tanaka, K., Takeda, N., Niwa, M., Kohno, K., Kobayashi, M., Tsurumi, K.
(1991) Neuro excitability of spafloxacin, a novel qunolone antibacterial drug, in
combination with non-steroidal anti-inflammatory drugs. Chemotherapy 39, 167-174.

McQueen, C.A., Way, BM., Queener, S.M., Schluter, G., Williams, G.A. (1991) Study
of potential in vitro and in vivo genotoxicity in hepatocytes of quinolone antibiotics.
Toxicol. Appl. Pharmacol. 111, 255-262.

Lefever, P.A., Ashby, B.J. (1985) Investigations into the reported ability of cimetidine to
initiate UDS in rat hepatocyte primary culture. Environ. Mutagen. 7, 833-837.

Mukherjee, A., Sen, S., Agarwal, K. (1993) Ciprofloxacin. mammalian DNA
topoisomerase type poison in vivo. Mutat. Res. 301, 87-92.

Shimada, H., Ebine, Y., Kurosawa, Y., Arauchi, T. (1984) Mutagenicity studies of DL-
8280, a new antibacterial drug. Chemotherapy 32 (S-1), 1162-1170.

Jick, S.S., Jick, H., Dean, A.D. (1993) A follow-up safety study of ciprofloxacin users.
Pharmacother. 13, 461-464.

Chodosh, S., Lakshminarayan, S., Swarz, H. (1998) Efficacy and safety of a 10-day
course of 400 or 600 milligrams of grepafloxacin once daily for treatment of acute
bacterial exacerbations of chronic bronchitis: comparison with a 10-day course of 500
milligrams of ciprofloxacin twice daily. Antimicrob. Agents. Chemother. 42, 114-120.

Schroeder, D.J., Hart, L.L., Lynch, S.S. (1994) Potential quinolone-induced cartilage
toxicity in children. Ann. Pharmacother. 28, 336-338.

Schaad, U.B., Wedgwood- Krucko, J., Guenin, K., Buehlmann, U., Kraemer, R. (1989)
Antipseudomonal therapy in cystic fibrosis: aztreonam and amikacin versus ceftazidime

and amikacin administered intravenously followed by oral ciprofloxacin. Eur. J. Clin.
Microbiol. Infect. Dis. 8, 858-865.

Schaad, U.B., Stoupis, C., Wedgwood, J., Tschaeppeler, H., Vock, P. (1991) Clinical,
radiologic and magnetic resonance monitoring for skeletal toxicity in pediatric patients

with cystic fibrosis receiving a three- month course of ciprofloxacin. Pediatr. Infect. Dis.
J. 10, 723-729.

Jafri, H.S., McCracken, G.H. (1999) Fluoroquinolones in pediatrics. Drugs 58 (Suppl 2),
43-48.

Lang, R., Goshen, S., Raas- Rothschild, A., Raz, A., Ophir, D., Wolach, B. (1992) Oral
ciprofloxacin in the management of chronic suppurative otitis media without

cholesteatoma in children: preliminary experience in 21 children. Pediatr. Infect. Dis. J.
11, 925-929.

Cheesbrough, J.S., Mwema, F.I, Green, S.DR,, Tilltson, G.S. (1991) Quinolones in
children with invasive salmonellosis. Lancet 338, 127.

Samuelson, W.M., Pleasant, R.A., Whitaker, M.S. (1993) Arthopathy secondary to
ciprofloxacin in an adult cystic fibrosis patient. Ann. Pharmacother. 27, 302-303.



75.

76.

71.

78.

79.

80.

1.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

198

Gonski, P.N. (1991) Ciprofloxacin-induced renal failure in an elderly patient. Med. J:
Aust. 154, 638-639.

Boelaert, J., de Jaegere, P.P., Daneels, R. (1986) Case report of renal failure during
norfloxacin therapy. Clin. Nephrol. 25, 272,

Ortiz, A, Plaza, 1.J., Egido, J. (1992) Ciprofloxacin associated tubulointerstitial nephritis
with linear tubular basement membrane deposits. Nephron 60, 248.

Lucena, M.I,, Marquez, M., Velasko, J. L., Andradde, R. J. (1995) Acute renal failure
attributable to ciprofloxacin in a patient with the acquired immunodeficiency sendrome.
Arch. Intern. Med. 155, 114-115.

Thorsteinsson, S.B., Bergan, T., Oddsdottir, S. (1986) Crystalluria and ciprofloxacin,
influence of urinary pH and hydration. Chemotherapy 33, 448.

George, M.]., Dew, R, Daly, J.S. (1991) Acute renal failure afier an overdose of
ciprofloxacin. Arch. Intern. Med. 151, 620.

Lo, W. K, Rolston, K. V., Rubenstein, E. B. (1993) Ciprofloxacin-induced
nephrotoxicity in patients with cancer. Arch. Intern. Med. 153, 1258.

Unseld, E., Ziegler, G., Gemeinhardt, A, Janssen, U., Klotz, U. (1990) Possible
interaction of fluoroquinolones with the benzodiazepine GABA, receptor complex. Br.
J. Clin. Pharmacol. 30, 63-70.

Winrow, A.P., Supramaniam, G. (1990) Benign intracranial hypertension after
ciprofloxacin administration. Arch. Dis. Child. 65, 1165-1166.

Dimpfel, W., Spiiler, M., Dalhoff, A., Hoffman, W., Schliter, G. (1991) Hippocampal
activity in the presence of quinolones and fenbufen in vitro. Antimicrob. Agent
Chemother. 35, 1142-1146.

De Sarro, A., Trimarchi, GR., Ammendola, D., De Sarro, G. (1992) Repeated treatment
with quinolones potentiates the seizures induced by aminophylline in genetically
epilepsy- prone rats. Gen. Pharmacol. 23, 853-859.

Akahane, K., Sekiguchi, M., Une, T., Osada, Y. (1989) Structure- epileptogenicity
relationship of quinolones with special reference to their interaction with gamma-
aminobutyric acid receptor sites. Antimicrob. Agent Ther. 32, 190-194.

Tsuji, A, sato, H., Kume, Y., Tamai, 1., Okezaki, E., Nagato, O., Kato, H. (1988)
Inhibitory effects of quinolone antibacterial agents on gamma-aminobutyric acid
receptor sites in rat brain membranes. Antimicrob. Agent Ther. 32, 190-194.

Dodd, P. R, Davies, L. P., Watson, W. E. ], Nielsen, B., Dyer, J. A,, Wong, L. S,
Johnston, G. A. R. (1989) Neurochemical studies on quinolone antibiotics: effects on
glutamate, GABA and adenosine systems in mammalian CNS. Pharmacol. Toxicol. 64,
404-411.

Davey, P. G., Charter, M., Kelly, S., Varma, T. R. K., Jacobson, 1., Freeman, A,
Precious, E., Lambert, J. (1994) Ciprofloxacin and sparfloxacin penetration into human



199

brain tissue and their activity as antagonists of GABA, receptor of rat vagus nerve.
Antimicrob. Agents Chemother. 38, 1356-1362.

90. Halliwell, R.F.,, Davey, P.G., Lambert, J.J. (1993) Antagonism of GABA, receptors by
4- quinolones. J Antimicrob. Chemother. 31, 457-462.

91. Williams, P.D., Helton, D.R: (1991) The proconvulsive activity of quinolone antibiotics
in an animal model. Toxicol. Lett. 58, 23-28.

92. Halliwell, R. F., Davey, P. G., Lambert, J. J. (1991) The effects of quinolones and
NSAIDs upon GABA-evoked currents recorded from rat dorsal root ganglion neurones.
J Antimicrob. Chemother. 27, 209-218.

93. Schmuck, G., Schiirmann, A., Schliter, G. (1998) Determination of the excitatory
potencies of fluoroquinolones in the central nervous system by an in vitro model.
Antimicrob Agents Chemother. 42, 1831-1836.

94. Martinez, L. J., Sik, R. K., Chignell, C. F. (1998) Fluoroquinolone antimicrobials:
singlet oxygen, superoxide and phototoxicity. Photochem. Photobiol. 67, 399-403.

95. Lietman, P.S. (1995) Fluoroquinolone toxicities. Drugs 49 ( Suppl 2), 159-163.

96. Domagala, J.M. (1994) Structure- activity and structure- side-effect relationships for the
quinolone antibacterials. J. Antimicrob. Chemother. 33, 685-706.

97. VonKeutz, E., Schliiter, G., (1999) Preclinical safety evaluation of moxifloxacin, a novel
fluoroquinolone. J. Antimicrob. Chemother. 43 (Suppl. B), 91-100.

98. Ferguson, J., Johnson, B. E. (1990) Ciprofloxacin-induced photosensitivity: in vitro and
i vivo studies. Br. J. Dermatol. 123, 9-20.

99. Wagai N, Tawara K. (1991) Quinolone antibacterial-agent-induced cutaneous
phototoxicity: ear swelling reactions in Balb/c mice. Toxicol. Lett. 58, 215-223.

100. Waga1 N, Tawara K. (1991) Important role of oxygen metabolites in quinolone
antibacterial agent-induced cutaneous phototoxicity in mice. Arch. Toxicol. 65, 495-
499.

101. Wagai N, Yamaguchi, F., Sekiguchi, M., Tawara, K. (1990) Phototoxic potential of
quinolone antibacterial agents in Balb/c mice. Toxicol. Lett. 54, 299- 306.

102. Wagai N, Tawara K. (1992) Possible reasons for difference in phototoxic potential of 5-

quinolone antibacterial agents: generation of toxic oxygen. Free Rad. Res. Commun. 17,
387-398.

103. Wagai N, Tawara K. (1992) Possible direct role of reactive oxygens in the cause of
cutaneous phototoxicity induced by five quinolones in mice. Arch. Toxicology 66, 392-
397.

104. Philipps, G., Johnson, B. E., Ferguson, J. (1990) The loss of antibiotic activity of
ciprofloxacin by photodegradation. J. Antimicrob. Chemother. 26, 783-789.



200

105. Villeneuve, J.-P., Davies, C., Cote, J. (1995) Suspected ciprofloxacin-induced
hepatotoxicity. Ann. Pharmacother. 29, 257-259.

106. Grassmick, B.K., Lehr, V.T., Sundareson, A.S. (1992) Fulminant hepatic failure
possibly related to ciprofloxacin. Ann. Pharmacother. 26, 636-638.

107. Jimenez-Valera, M., Sampedro, A., Moreno, E., Ruiz-Bravo, A. (1995) Modification of
immune response in mice by ciprofloxacin. Antimicrob. Agents. Chemother. 39, 150-
154.

108. Riesbeck, K., Forsgren, A., Henriksson, A., Bredberg, A. (1998) Ciprofloxacin induces
an immunomodulatory stress response in human T lymphocytes. Antimicrob. Agents
Chemother. 42, 1923-1930.

109. Hoffken, G., Bomer, K., Glatzel, P.D. (1985) Reduced enteral absorption of
ciprofloxacin in the presence of antacids. Eur. J. Clin. Microbiol. 4, 345.

110.Frost, RW., Lasseter, K.C., Noe, AJ. (1992) Effects of aluminium hydroxide and
calcium carbonate antacids on the bioavailability of ciprofloxacin. Antimicrob. Agent.
Chemother. 36, 830.

111. Radanadt, JM., Marchbanks, C.R., Dudley, MN. (1992) Interactions of
fluoroguinolones with other drugs: mechanisms, variability, clinical significance and
management. Clin. Infect. Dis. 14, 272- 284,

112.Nix, D.E. (1993) Drug-drug interactions with fluoroquinolone antimicrobial agents.
"Quinolone Antimicrobial Agents" (Ed. D.C. Hooper ve J.S. Wolfson,)'da, American
Society of Microbiology, Washington D.C. s. 245,

113.Schulz, T. G., Stahlman, R., Edwards, R. J., Debri, K., Davies, D. S., Neubert, D.
(1995) Enoxacin is an inducer of CYP1A2 in rat liver. Biochem. Pharmacol. 50, 1517-
1520.

114.Harder, S., Fuhr, U, Staib, H. A., (1989) Ciprofloxacin-caffeine: A drug interaction
established using in vivo and in vitro investigations. Am. J. Med. 87 (Suppl. 5A), 89S-
918.

115. Fuhr, U., Anders, E.-M., Mahr, G., Sorgel, F., Staib, A. H. (1992) Inhibitory potency of
quinolone antibacterial agents against cytochrome P4501A2 activity in vivo and in vitro.
Antimicrob. Agents Chemother. 36, 942-948.

116. Fuhr, U, Doehmer, J., Battula, N., Wélfel, C., Kudla, C., Keita, Y, Staib, A. H. (1991)
Biotransfomation of caffeine and theophylline in mammalian cell lines genetically
engineered for expression of single cytochrome P450 isoforms. 43, 225-235.

117. Butler, M. A., Iwasaki, M., Guengerich, F. P., Kadlubar, F. K. (1989) Human
cytochrome P450p, (P-4501A2), the phenacetin O-deethylase, is primarly responsible for
the hepatic 3-demethylation of caffeine and N-oxidation of carcinogenic arylamines.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 7696-7700.

118. Amaud, M. J., Welsch, C. (1982) Theophylline and caffeine metabolism in man. "
Theophylline and other methylxanthines” (Ed. N. Ristbrock, B. G. Woodcock, A. H.
Staib)'de, Vieweg, Braunschweig and Weisbaden, s. 135-148.



201

119. Valero, F., Torre, R., Segura, J. (1991) Selective in vitro inhibition of hepatic oxidative
metabolism by quinolones: 7-ethoxyresorufin and caffeine as model substrates. J.
Pharm. Pharmacol. 43, 17-21.

120. McLellan, R. A, Drobitch, R. K., Monshouwer, M., Renton, K. W. (1996)
Fluoroquinolone antibiotics inhibit cytochrome P450-mediated microsomal drug
metabolism in rat and human. Drug Metab. Dispos. 24, 1134-1138.

121. Combalbert, J., Fabre, 1., Fabre, G. (1989) Metabolism of cyclosporin A. IV.
Purification and identification of the rifampicin inducible human liver cytochrome P450
(cyclosporine A oxidase) as a product of P4SOIIIA gene subfamily. Drug Metab.
Dispos. 17, 197-207.

122. McLellan, R. A., Drobitch, R. K., McLellan, P. D, Acott, P. D., Crocker, J. F. S,
Renton, K. W. (1995) Norfloxacin interferes with cyclosporine A disposition in
pediatric patients undergoing renal transplantation. Clin. Pharmacol. Ther. 58, 322-327.

123.Jolson, H. M., Tanner, L. A., Green, L. (1991) Adverse reaction reporting of interaction
between warfarin and fluoroquinolones. Arch. Intern. Med. 151, 1003.

124. Sies, H. (1991) Oxidative stress: From basic research to clinical application. Am. J.
Med. 91 (Suppl. 3C), 3S-318.

125. Ballantyne, B., Marrs, T. C., Syversen, T. (1999) "General and Applied Toxicology",
Grove’s Dictionaires Inc., Oxford.

126. Halliwell, B. (1996) Antioxidants in human health and disease. Annu. Rev. Nutr. 16,
33-50.

127. Aruoma, O. 1. (1993) "Free Radicals in Tropical Diseases", Horwood Academic
Publishers, Switzerland.

128. Halliwell, B., (1991) Reactive oxygen species in living systems: Source, biochemistry
and role in human diseases. Am. J. Med. 91 (Suppl. 3C), 14-22.

129. Chance, B., Sies,H., Boveris, A. (1979) Hydroperoxide metabolism in mammalian
organs. Physiol. Rev. 59, 527-605.

130. Babior, B.M., Woodman, R.C. (1990) Chronic granulomatous disease. Semin. Hematol.
27, 247-259.

131. Halliwell, B., Gutteridge, JM.C. (1989) "Free Radicals in Biology and Medicine",
Oxford , Clarendon.

132. Van den Bosch, H., Schutgens, R.B.H., Wanders, J.A., Tager, J.M. (1992) Biochemistry
of peroxisomes. Annu. Rev. Biochem. 61, 157-197.

133. Freeman, B. A, Crapo, J. D. (1982) Biology of disease. Free radicals and tissue injury.
Lab. Invest. 47, 412-426.

134. Alho, H., Leinonen, J. (1999) Total antioxidant activity measured by
chemiluminescence methods. Meth. Enzymol. 299, 3-6.



202

135. Mantle, D., Preedy, V.R. (1999) Free radicals as mediators of alcohol toxicity. Adverse
Drug React. Toxicol. Rev. 18, 235-252.

136. Mason, R. P., Kalyanaraman, B., Tainer, B. E., Eling, T. E. (1980) A carbon-centered
free radical intermediate in th eprostaglandin synthase oxidation of arachidonic acid:
spin trapping and oxygene uptake studies. J. Biol. Chem. 255, 5019-5022.

137. Baccarani, D. P. (1978) Coupled oxidation of NADPH with thiols at neutral pH. Arch.
Biochem. Biophys. 191, 351-357.

138. Fridovich, I. (1986) Superoxide dismutases. Meth. Enzymol. 58, 61-97.

139. Halliwell, B., Gutteridge, J. M. C. (1990) Role of free radicals and catalytic metal ions
in human disease: an overview. Meth. Enzymol. 186, 1-85.

140. Murrell, G. A., Francis, M. J. O., Bromley, L. (1990) Modulation of fibroblast
proliferation by oxygen free radicals. Biochem. J. 265, 659-665.

141. Meier, B., Radeke, H., Selle, S., Raspe, H. H,, sies, G., Resch, K., Habermehl, G. G.
(1990) Human fibroblasts release reactive oxygen species in response to treatment with
synovial fluids from patients suffering from arthritis. Free Rad. Res. Commun. 8, 149-
160.

142. Halliwell, B. (1989) Superoxide, iron, vascular endothelium, and reperfusion injury.
Free Rad. Res. Commun. 5, 315-318.

143. Fridovich, 1. (1989) Superoxide dismutases. An adaptation to a paramagnetic gas. J.
Biol. Chem. 264, 7761-7764.

144 Imlay, J., Fridovich, I. (1991) Assays of metabolic superoxide production in Echerichia
coli. J. Biol. Chem. 266, 6957-6965.

145. Moody, C.S., Hassan, HM. (1982) Mutagenicity of oxygen free radicals. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 79, 2855-28509.

146.Imlay, J.A., Linn, S. (1987) Mutagenesis and stress responses induced in Escherichia
coli by hydrogen peroxide. J. Bacteriol 169, 2967-2976.

147. Stauffer, C.E., Etson, D. (1969) The effect on subtilisin activity of oxidizing a
methionine residue. J. Biol. Chem. 244, 5333-5338.

148. Cochrane, C. G. (1991) Mechanisms of oxidant injury of cells. Mol. Aspect Med. 12,
137-147.

149 Pryor, W. A. (1986) Oxy-radicals and related species: their formation, lifetimes, and
reactions. Annu. Rev. Physiol. 48, 657-667.

150. Smith, C., Mitchinson, M.J., Aruoma, OI., Halliwell, B. (1992) Stimulation of lipid
peroxidation and hydroxy! radical generation by the contents of human atherosclerotic
lesions. Biochem. J. 286, 901-905.

151. Bolann, B.J., Ulvik, R.J. (1990) On the limited ability of superoxide to release iron from
ferritin. Eur. J. Biochem. 193, 899-904.



152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162,

163,

164.

165,

166.

203

Flint, D.H., Tuminello, J.F., Emptage, M.H. (1993) The inactivation of Fe S cluster
containing hydrolyases by superoxide. J. Biol. Chem. 268, 22369-22376.

Harel, S., Salan, M.A., Kanner, J.(1988) lron release from metmyoglobin,
methaemoglobin and cytochrome ¢ by a system generating hydrogen peroxyde. Free
Rad. Res. Commun. 5, 11-19.

Swain, J.A., Darley-Usmar, V. Guttenidge, J.M.C. (1994) Peroxynitrite releases
copper from caeruloplasmin: implications for atherosclerosis. FEBS Lett. 342, 49-52.

Slater, T. F. (1984) Free radical mechanisms in tissue injury. Biochem. J. 222, 1-15.

Arooma, O. 1, Halliwell, B., Gajewski, E., Dizdaroglu, M. (1991) Copper ion-
dependent damage to the bases in DNA in the presence of hydrogen peroxide.
Biochem. J. 273, 601-604.

Steinberg, D., Parthasarathy, S., Carew, T. E., Khoo, J. C., Witztum, J. L. (1989)
Beyond cholesterol. Modifications of low-density lipoprotein that increase its
atherogenicity. N. Eng. J. Med. 320, 915-924.

Horton, A. A., Fairhurst, S. (1987) Lipid peroxidation and mechanisms of toxicity.
CRC Crit. Rev. Toxicol. 18, 27-79.

Farber, J. L., Kyle, M. E., Coleman, J. B. (1990) Biology of disease. Mechanisms of
cell injury by activated oxygen species. Lab. Invest. 62, 670-679.

Gutteridge, J. M. C,, Halliwell, B. (1990) The measurement and mechanism of lipid
peroxidation in biological systems. TIBS 15, 129-135.

Poli, G., Dianzani, M. U., Cheeseman, K. H., Siater, T. F., Long, J., Esterbauer, H.
(1985) Seperation and charecterization of the aldehydic products of lipid peroxidation
stimulated by carbon tetrachloride or ADP-iron in isolated rat hepatocytes and rat liver
microsomal suspensions. Biochem. J. 227, 629-630.

Basaga, H. S. (1990) Biochemical aspects of free radicals. Biochem. Cell. Biol. 68,
989-998.

Benedetti, A., Comporti, M., Fulcieri, R., Esterbauer, H. (1984) Cytotoxic aldehydes
originating from the peroxidation of liver microsomal lipids. Identification of 4,5
dihydroxydecenal. Biochim. Biophys. Acta 792, 172-181.

Turner, S. R., Campbell, J. A., Lynn, W. S. (1975) Polymorphonuclear leucocyte
chemotaxis toward oxidized lipid components of cell membranes. J. Exp. Med. 141,
1437-1441.

Bird, R. P, Draper, h. H. (1980) Effect of malondialdehyde and acetaldehyde on
cultured mammalian cells: growth, morphology and synthesis of macromolecules. J.
Toxicol. Environ. Health. 6, 811-815.

Shamberger, R. J., Andreone, T. L., Willis, C. E. (1974) Antioxidants and cancer. IV.
Initiating activity of malondialdehyde as a carcinogen. J. Natl. Cancer Inst. 53, 1771-
1773.



167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

177.

178.

179.

180.

181.

182.

204

McCord, J. M., Fridovich, 1. (1969) Superoxide dismutase. An enzymic function for
erythrocuprein (hemocuprein). J. Biol. Chem. 244, 6049-6055.

Wamer, B. B., Wispé, J. R. (1997) Transgenic models for the study of lung injury and
repair. "Lung Biology in Health and Disease" (Ed. Linda Biadasz)'de, Marcel Dekker,
New York, s. 139-158.

Hassan, HM. (1997) Cytotoxicity of oxyradicals and evaluation of superoxide
dismutases. "Lung Biology in Health and Disease” (Ed. Linda Biadasz)'de, Marcel
Dekker, New York, s. 27-39.

Fridovich, 1. (1986) Antioxidant defenses in the lung. Annu. Rev. Physiol. 48, 693-
702.

Blech, D.M., Borders, C.L. (1983) Hydroperoxide anion, HO,, is an affinity reagent
for the inactivation of yeast Cu,ZnSOD: modification of one histidin per subunit.
Arch. Biochem. Biophys. 224, 579-586.

Beyer, W.F_, Fridovich, I. (1987) Effect of hydrogen peroxide on the iron-containing
superoxide dismutase of Escherichia coli. Biochemistry 26, 1251-1257.

Fridovich, 1. (1987) The biology of oxygen radicals. Science. 201, 875-877.

Keyer, K., Gort, A.S,, Imlay, J. A. (1995) Superoxide and production of oxidative
DNA damage. J. Bacteriol. 177, 6782-6790.

Hassan, HM., Fridovich, 1. (1979) Intracellular production of superoxide radical and
hydrogenperoxide by redox active compounds. Arch. Biochem. Biophys. 196, 385-
395.

Taylor, A. (1992) Role of nutrients in delaying cataracts. Ann. N. Y. Acad. Sci. 669,
111-114.

Ames, B. N, Shigenaga, M. K., Hagen, T. M. (1993) Oxidants, antioxidants and the
degenerative diseases of aging. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 7915-7922.

Flohe, L., Otting, F. (1984) Superoxide dismutase assays. Meth. Enzymol. 105, 93-
113,

Wamer, H. R. (1994) Superoxide dismutase, aging, and degenerative disease. Free
Rad. Biol. Med. 17, 249-258.

Sunde, R.A. (1990) Molecular biology of selenoproteins. Annu. Rev. Nutr. 10, 451-
474.

Takahashi, K.T., Avissar, N., Within, J., Cohen, H. (1987) Purification and
characterization of human plasma glutathione peroxidase: a selenoglycoprotein
distinct from the known cellular enzyme. Arch. Biochem. Biphys. 256, 677-686.

Chu, F.F., Doroshow, JH., Esworthy, S. (1993) Expression, characterization, and
tissue distribution of a new cellular selenium-dependent glutathione peroxidase,
GSHPx-GI. J. Biol. Chem. 268, 2571-2576.



183.

184.

185.

186.

187.

188.

189.

190.

191

192.

193.

194.

195.

196.

197.

198.

205

Flohe, L., Loschen, G., Giinzler, W.A_, Eichele, E. (1972) Glutathione peroxidase, V.
The kinetic mechanism. Hoppe-Seyler’s Z. Physiol. Chem. 353, 987-999.

Sunde, R. A., Hoekstra, W. G. (1980) Structure, sythesis and funtion of glutathione
peroxidase. Nutr. Rev. 38, 266-273.

Flohe, L., Giinzler, W.A. (1974) “Glutathione”, Thieme, Stutgart.

Ursini, F., Maiorino, M., Brigelius- Flohe, R., Aumann, K.D., Roveri, A., Schomburg,
D., Flohe, L. (1995) Diversity of glutathione peroxidases. Meth. Enzymol. 252, 38-53.

Mueller, S., Riedel, H.-D., Stremmel, W. (1997) Determination of catalase activity at
physiological hydogen peroxide concentrations. Anal. Chem. 245, 55-60.

Kono. Y., Fridovich, 1. (1982) Superoxide radicals inhibits catalase. J. Biol. Chem.
257, 5751-5754.

Meister, A., Anderson, MLE. (1983) Glutathione. Ann. Rev. Biochem. 52, 711-760.

Forman, H. J., Liu, R-M. (1997) Glutathione cycling in oxidative stress. "Lung
Biology in Health and Diseasc" (Ed. Linda Biadasz)'de, Marcel Dekker, New York, s.
99-121.

Meister, A. (1991) Glutathione deficiency produced by inhibition of its synthesis, and
its reversal: Applications in research and therapy. Pharmacol. Ther. 51, 155-194.

Brigelius, R., Muckel, C., Akerboom, T.P.M., Sies, H. (1983) Ildentification and
quantitation of glutathione and its relationship to glutathione disulfide. Biochem.
Pharmacol. 32, 2529-2534,

Loeb, G.A., Skelton, D.C., Forman, H.J. (1989) Dependence of mixed sulfide
formation in alveolar macrophages upon production of oxidized glutathione: effect of
selenium depletion. Biochem. Pharmacol. 38, 3119-3121.

Simplicio, P.D., Rossi, R. (1994) The time- course of mixed disulfide formation
between GSH and proteins in rat blood after oxidative stress with tert-butyl
hydroperoxide. Biochim. Biophys. Acta. 1199, 245-252.

Dekant, W., Wamvakas, S., Koob, M., Kochling, A., Kanhai, W., Muller, D. (1990) A
mechanism of haloalkene-induced renal carcinogenesis. Environ. Health Perspec. 88,
107-110.

Robison, T.W., Zhou, H., Forman, H.J. (1995) Modulation of ADP-~ stimulated
inositol phosphate metabolism in rat alveolar macrophages by oxidative stress. Arch.
Biochem. Biophys. 318, 215-220.

Ochi, T. (1993) Mechanism for the changes in levels of glutathione upon exposure of
cultured mammalian cells to tertiary-buthylhydroperoxide and diamide. Arch. Toxicol.
67, 401-410.

Evans, H. M., Bishop, K. S. (1922) On the existence of hitherto unrecognized dietary
factor essential for reproduction. Science 56, 650-651.



199.

200.

201.

202.

203.

204.

205.

206.

207.

208.

209.

210.

211

212

213.

214.

206

Traber, M.G., Sies, H. (1996) Vitamin E in Humans: Demand and delivery. Annu.
Rev. Nutr. 16, 321-347.

Kamal-Eldin, A., Appelgvist, L.-A. (1996) The chemistry and antioxidant properties
of tocopherols and tocotrienols. Lipids 31, 671-701.

Meydani, M. (1995) Fat soluble vitamins. Vitamin E. The Lancet 345, 21, 170-175.

Brigelius-Flohe, R., Traber, M.G. (1999) Vitamin E: function and metabolism.
FASEB J. 13, 1145-1155.

Burton, G.W., Ingold, K.U. (1989) Vitamin E as in vitro and in vivo antioxidant. Ann.
N.Y. Acad. Sci. 570, 7-22.

Reed. D. J. (1990) Glutathione: Toxicological implications Annu. Rev. Pharmacol.
Toxicol. 30, 603-631

Chaudiere, J., Ferrari-Iliou, R. (1999) Intracellular antioxidants: from chemical to
biochemical mechanisms. Food Chem. Toxicol. 37, 949-962.

Lucky, J.A. (1972) Functional and structural aspects of biological membranes: A
suggested structural role of vitamin E in the control of membrane permeability and
stability. Ann. N.Y. Acad. Sci. 203, 4-11.

Hall, E.D., Braughler, J M., McCall, JM. (1992) Antioxidant effects in brain and
spinal cord injury. J. Neurotrauma. 9 (Suppl. 1P), S165-172.

Willmore, L.J., Triggs, W.J., Gray, J.D. (1986) The role iron- induced hippocampal
peroxidation in acute epileptogenesis. Brain Res. 382, 422-426.

Ray, S. D., Fariss, M. W. (1994) Role of cellular energy status in tocopheryl
hemisuccinate cytoprotection against ethyl methane sulfonate-induced toxicity. Arch.
Biochem. Biophys. 311, 180-190.

Kuo, J-H., Chen, H.-W., Lii, C.-K. (1997) Vitamin E protection of cell morphology
under oxidative stress is related to cytoskeletal proteins in rat hepatocytes. Arch.
Toxicol. 71, 231-237.

Azzi, A., Boscobonik, D., Hensey, C. (1992) The protein kinase C family. Eur. J.
Biochem. 208, 547-557.

Chan, A. C. (1998) Vitamin E and atherosclerosis. J . Nutr. 128, 1593-1596.

Chan, A. C., Wagner, M, Kennedy, C., Mroske, C., Proulx, P., Laneuville, O., Tran,
K., Choy, P, Choy, P.C. (1998) Vitamin E up-regulates phospholipase A2,
arachidonic acid release and cyclooxygenase in endothelial cells. Akt. Emahr. Med.
23, 1-8.

Traber, M.G., Kayden, H. J. (1993) Inherited defects in vitamin E transport in humans
and animals. "Vitamin E: its usefulness in health and curing diseases" (Ed. M. Mimo,
H. Nakamura, A.T., Diplock)'da, Karger, Basel,.



215.

216.

217.

218.

219.

220.

221.

222.

223.

224.

225.

226.

227.

228.

229.

207

Feher, J., Csomos, G., Vereckei, A. (1987) “Free Radical Reactions in Medicine”,
Springer-Verlag, Berlin.

Kaur, H., Kalyanaraman, B. (1996) Invited review. A water soluble C-nitroso-
aromatic spin-trap-3,5-dibromo-4-nitrosobenzenesulphonic acid. “The Perkins spin-
trap’ Free Rad. Res. 24, 409-420.

Jackson, M.J., Jones, D.A., Edwards, RH.T. (1984) Techniques for studying free
radical damage in muscular dystrophy. Med. Biol. 62, 135-138.

Reznick, A. Z., Packer, L. (1994) Oxidative damage to proteins: spectrophotometric
method for carbonyl assay. Meth. Enzymol. 233, 346-357.

Davies M. J. (1987) Applications of electron spin resonance spectroscopy to the
identification of radicals produced during lipid peroxidation. Chem. Phys. Lipids 44,
149-173.

Finkelstein, E., Rosen, G. M., Rauckman, E. J. (1980) Spin trapping of superoxide and
hydroxyl radical: Practical aspects. Arch. Biochem. Biophys. 200, 1-16.

Bolton, J. R, Borg, D. C., Swartz, H. M. (1972) "Biological Applications of Electron
Spin Resonanceé", Wiley-Interscience, New York.

Thomalley, P. J. (1986) Theory and biological applications of the electron spin
resonance technique of spin trapping. Life Chemistry Reports 4, 57-112.

Yamazaki, I., Mason, H. S, Piette, L. (1960) Identification, by electron paramagnetic
resonance spectroscopy, of free radicals generated from substrates by peroxidase. J.
Biol Chem. 235, 2444-2449.

Ohnishi, T., Yamazaki, H., lyanagi, T., Nakamura, T., Yamazaki, 1. (1969) One
electron- transfer reactions in biochemical systems. Il The reaction of free radicals
formed in the enzymic oxidation. Biochim. Biophys. Acta 172, 357-369.

Stone, T.J, Buckman, T., Nordio, P.L, McConnell, H. M. (1965) Spin labelled
biomolecules. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 54, 1010-1017.

Dorfman, L. M., Adams, G. E. (1973) Reactivity of The Hydroxyl Radical In Aqueous
Solutions. NSRDS, National Bureau of Standards, Washington D. C.

West, P. R, Harman, L. S., Josephy, P. D, Mason, R. P. (1984) Acetaminophen:
enzymatic formation of a transient phenoxyl free radical. Biochem. Pharmacol. 33,
2933-2936.

Mackor, A., Wajer, Th. A. J. W, de Boer, Th. J., Van Voorst, J. D. W. (1966) The
formation of nitroxides by photolysis of nitroso compounds as studies by electron spin
resonance. Tetrahedron Lett. 19, 2115-2123.

Sang, H., Janzen, E.G., Poyer, J.L., McCay, P.B. (1997) The structure of free radical
metabolites detected by EPR spin trapping and mass spectroscopy from halocarbons in
rat liver microsomes. Free Rad. Biol. Med. 22, 843-852.



230.

231.

232.

233,

234,

235,

236.

237.

238.

239.

240.

241.

242

243.

208

Janzen, E. G. (1971) Spin trapping. Accounts in Chemical Res. 4, 31-40.

Tomasi, A., lannone, A. (1993) ESR spin trapping artifacts in biological model
systems. "Biological Magnetic Resonance" (Ed. L. J. Berliner, J. Reuber)'da, Plenum
Press, New York.

Janzen, E. G., Evans, C.A., L, J. 1. P. (1973) Factors influencing hyperfine splitting
in the ESR spectra of five-membered ring nitroxides. J. Magnetic. Res. 9, 513-516.

Rosen, G. M., Finkelstein, E. (1985) Use of spin traps in biological systems. Adv. Free
Rad. Biol. Med. 1, 345-375.

Roubaud, V., Sankarapandi, S., Kuppusamy, P., Tordo, P., Zweier, J.L. (1998)
Quantitative measurement of superoxide generation and oxygen consumption from
leukocytes using electron paramagnetic resonance spectroscopy. Anal. Biochem. 257,
210-217.

Rashba-Step, J., Turro, N.J., Cederbaum, A.l. (1993) Increased NADPH- and NADH-
dependent production of superoxide and hydroxyl radical by microsomes after chronic
ethanol treatment. Arch. Biochem. Biophys. 300, 401-408.

Albano, E., Tomasi, A., Gona-~Gatti, L., Iannone, A. (1989) Free radical activation of
monomethyl and dimethyl hydrazines in isolated hepatocytes and liver microsomes.
Free Rad. Biol. Med. 6, 3-8.

Albano, E., Cheeseman, K. H., Tomasi, A., Carini, R., Dianzani, M. U., Slater, T. F.
(1986) Effect of spin traps in isolated rat hepatocytes and liver microsomes. Biochem.
Pharmacol. 35, 3955-3960.

Mottley, C., Connor, H. D., Mason, r. P. (1986) ['’O] Oxygen hyperfine structure for
the hydroxyl and superoxide radical adducts of the spin traps DMPO, PBN, 4-POBN.
Biochem. Biophys. Res. Commun. 141, 622-628.

Walling, C. (1963) Chemistry of the organic peroxides. Radiat. Res. Suppl. 3, 3-16.

Iwahashi, H., Albro, PW., McGown, S. R, Tomer, K. B, Mason, R. P. (1991)
Isolation and identification of (-(4-pyridyl-1-oxide)-N-tert-butylnitrone radical adducts
formed by the decomposition of the hydroperoxides of linoleic acid, linolenic acid,
and arachidonic acid by soybean lipoxygenase. Arch. Biochem. Biophys. 285, 172-
180.

Connor, H.D., Fischer, V., Mason, R.P. (1986) A search for oxygen- centered free
radicals in the lipoxygenase/ linoleic acid system. Biochem. Biophys. Res. Commun.
141, 614- 621.

Rumyantseva, G.V., Kennedy, C. H., mason, R. P. (1991) Trace metal-catalyzed
reactions in the microsomal metabolism of alkyl hydrazines to carbon-centered free
radicals. J. Biol. Chem. 266, 21422-21427.

Albano, E., Tomasi, A., Goira-Gatti, L., Poli, G., Vannini, V., Dianzani, M.U. (1987)
Free radical metabolism of alcohols by rat liver microsomes. Free Rad. Res. Commun.
3, 243-249.



244.

245.

246.

247.

248.

249.

250.

251.

252.

253.

254.

255.

256.

257.

258.

259.

260,

209

Esterbauer, H., Lang, J, Zadravee, S., Slater, T. F. 81984) Detection of
malondialdehyde by high-performance liquid chromatography. Meth. Enzymol. 105,
319-328.

Martin, J. P. (1990) Assays for superoxide dismutase based on autoxidation of
hematoxylin. Meth. Enzymol. 186, 220-227.

Wendel, A. (1981) Glutathione peroxidase. Meth. Enzymol. 77, 325-332.

Flohe, L., Glinzler, W. A. (1984) Assays of glutathione peroxidase. Meth. Enzymol.
105, 114-121.

Tappel, A. L. (1981) Glutathione peroxidase and hydroperoxidases. Meth. Enzymol.
77, 224-231.

Percy, E. A. (1984) Catalase: an old enzyme with a new role. Can. J. Biol. Cell. Biol.
62, 1006-1014.

Aebi, H. (1984) Catalase in vitro. Meth Enzymol. 105, 121-125.

Akerboom, T. P. M., Sies, H. (1981) Assay of glutathione, glutathione disulfide, and
glutathione mixed disulfides in biological samples. Methods Enzymol. 77, 373-382.

Jocelyn, P. C. (1972) "Biochemistry of the SH Group. Assay of Thiols and
Disulphides"”. Academic Press. London, s. 137-162.

Sedlak, J., Linsay, R. H. (1968) Estimation of total, protein-bound, and nonprotein
sulthydryl groups in tissue with Ellman’s reagent. Anal. Biohem. 25, 192-205.

Ellman, G. L. (1959) Tissue sulfhydryl groups. Archs. Biochem. Biopys. 82, 70-77.

Owens, C.W. I, Belcher, RV. (1965) A colorimetric micro-method for the
determination of glutathione. Biochem. 1. 94, 705-711.

Tietze, E. (1969) Enzymic method quantitative determination of nanogram amounts of
total and oxidized glutathione: applications to mammalian blood and other tissues.
Anal. Biochem. 27, 502-522.

Griffith, O. W. (1980) Determination of glutathione and glutathione disulfide using
glutathione reductase and 2-vinylpyridine. Anal. Biochem. 106, 207-212.

Ridnour, L. A, Winters, R. A., Ercal, N, Spitz, D. R. (1999) Measurement of
glutathione, glutathione disulfide, and other thiols in mammalian cell and tissue
homogenates using high- performance liquid choramotography seperation of N(1-
pyrenyl)maleimide derivatives. Meth. Enzymol. 299, 258-267.

Weltman, J. K., Szaro, R. P, Frackelton, A. R. Jr, Dowben, R. M., Bunting, J. R.,
Cathou, B. E. (1973) N-(3-pyrene)maleimide: a long lifetime fluorescent sulfhydryl
reagent. J Biol Chem, 248, 3173-3177.

Popov, I, Lewin, G. (1999) Antioxidative homeostatis: Characterization by means of
chemiluminesancent technique. Meth. Enzymol. 300, 437-441.



261.

262.

263.

264.

265.

266.

267.

268.

269.

270.

271.

272.

273.

274.

275.

276.

210

Popov, 1. N, Lewin, G. (1994) Photochemiluminescent detection of antiradical
activity: I Testing of nonenzymic water-soluble antioxidants. Free Rad. Biol. Med.
17, 267.

Papanga, G., Wiseman, S., Van Nielen, W, tijburg, L., Chowienczyk, P., Rice-Evans,
C. (1995) Total antioxidant activity of low density lipoproteins and the realtionship
with alpha-tocopherol status. FEBS Lett. 365, 164-166.

Davis, J. M. (1994). "Basic Cell Culture. A Practical Approach", Oxford University
Press, Oxford.

Gey, G. O., Coffman, W. D., Kubicek, M. T. (1952) Tissue culture studies of the
proliferative capacity of cervical carcinoma and normal epithelium. Cancer Res. 12,
364-366.

Butler, M., Dawson, M. (1992). "Cell Culture. Labfax", Blackwell, Oxford.

Adolphe, M., Guilbuzo, A., Marano, F. (1995) “Techniques eh Toxicologie Cellulaire
In Vitro Methodes et Applications”, Les Editions INSERM, Paris.

Mosmann, T. (1983) Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival:
application to proliferation and cytotoxicity assays. J. Inmunol. Methods. 65, 55-63.

Borenfreund, E., Puerner, J. A. (1985) Toxicity determined in vitro by morphological
alterations and neutral red absorption. Toxicol. Lett. 24, 119-124.

Summerbell, D., Lewis, J. H., Wolpert, L. (1973) Positional information in chick limb
morphogenesis. Nature 244, 492-496.

Lewis, J., Chevalier, A., Kienny, M., Wolpert, 1. (1981) Muscle nerve branches do not
develop in chick wings devoid of muscle. J. Embryol. Exp. Morphol. 64, 211-232.

Sengel, P. (1976). "Morphogenesis of Skin", Cambridge University Press, Cambridge.

Fries, K. M, Blieden, T, Looney, R. J., Sempowski, G.D., Silvera, M. R., Wills, R.
A., Phipps, R. P. (1994) Evidence of fibroblast heterogeneity and the role of fibroblast
subpopulation in fibrosis. Clin. Immun. Immunpathol. 72, 283-292.

Postlethwaite, A. E., Kang, A. H. (1988) Fibroblast chemoattactants. Meth. Enzymol.
163, 694-715.

Wach, F., Hein, R., Adelmann- Grill, B.C., Krieg, T. (1987) Inhibition of fibroblast
chemotaxis by superoxide dismutase. Eur. J. Cell Biol. 44, 124-127.

Phipps, R. P., Penney, D. P., Keng, P., Quill, H., Paxhia, A., Derdak, S., Felch, M. E.
(1989) Characterization of two major populations of lung fibroblasts: Distinguishing
morphology and discordant display of Thy-1 and class I MHC. Am. J. Respir. Cell
Mol. Biol. 1, 65-74.

Mollenhaur, J., Bayreuther, K. (1986) Donor-age-related changes in the morphology,
growth potential, and collage biosynthesis in rat fibroblast subpopulations in vitro.
Differentiation 32, 165-172.



271.

278.

279.

280.

281.

282,

283,

284.

285.

286.

287.

288.

289.

290.

211

Phipps, R. P, Borello, M. A, Blieden, T. M. (1997) Fibroblast heterogeneity in the
periodontium and other tissues. J. Periodontal Res. 32, 1 Pt 2, 159-165.

LeRoy, E. C. (1972) Connective tissue synthesis by scleroderma skin fibroblasts in
culture. J. Exp. Med. 135, 1351-1362.

MacKenna, D., Summerour, S. R, Villarreal, F. J. (2000) Role of mechanical factors
in modulating cardiac fibroblast function and extracellular matrix synthesis.
Cardiovasc. Res. 46, 257-263.

Bishop, C.T., Mirza, Z., Crapo, J.D., Freeman, B.A. (1985) Free radical damage to
cultured porcine aortic endothelial cells and lung fibroblasts: modulation by culture
conditions. In Vitro 21, 229-236.

Yohn, J. J., norris, D. A, Yrastorza, D. G., Buno, 1. J, Leff, J. A., Hake, S. S, Repine,
J. E. (1991) Disparate antioxidant enzyme activities in cultured human cutaneous
fibroblasts, keratinocytes, and melanocytes. 97, 405-409.

Peuchen, S., Bolanos, J. P., Heales, S. J. R, Almeida, A., Duchen, M. R., Clark, J. B.
(1997) Interrelationship between astrocyte function, oxidative stress and antioxidant
status within the central nervous system Prog. Neurobiol. 52, 261-281, Yamamoto, T.
et al (1990) J. Comp. Neurol. 302, 853-883.

Rothstein, J D., Dykeshoberg, M., Pardo, C. A, Brisitol, L. A_, Jin, L., Kunel, R. W,
Kanai, Y., Hediger, M. A: (1996) Knockout of glutamate transporters reveals a major
role for astroglial transport in excitotoxicity and clearence of glutamate. Neuron 16,
675-686.

Bachus, K. H., Kettenmann, H. Schachner, M. (1989) Pharmacological
characterization of the glutamate receptor in cultured astrocytes. J. Neurosci. Res. 22,
274-282.

Vernadakis, A. (1988) Neuron-glia interrelations. Int. Rev. Neurobiol. 30, 149-224.

Schipper, H. M. (1996) Astrocytes, brain aging, and neurodegeneration. Neurobiol.
Aging 17, 467-480.

Bondy, S., LeBel, C. P. (1993) The relationship between excitotoxicity and oxidative
stress in the central nervous system. Free Radical. Biol. Med. 14, 633-642.

Chao, C. C.,, Hu, S., Molitor, T. W., Shaskan, E. G, Peterson, P. K. (1992) Activated
microglia mediate neuronal cell injury via a nitric oxide mechanism. J. Immunol. 149,
2736-2741.

Halliwell, B. (1992) Reactive oxygen species and the central nervous system. J.
Neurochem. 59, 1609-1623.

Nowicki, J. P., Duvall, D., Pognet, H., Scatton, B. (1991) Nitric oxide mediates
neuronathal death after focal cerebral ischemia in the mouse. Eur. J. Pharmacol. 204,
339-340.



291.

292.

293.

294.

295.

296.

297.

298.

299.

300.

301.

302.

303.

212

Demopoulos, H. B., Flamm, E.S., Seligman, M. L. (1979) Membrane perturbation in
central nervous system injury: theoretical basis for free radical damage and a review
of the experimental data. "Neural Trauma" (Ed. A. J. Popp ve ark.)'da, s. 63-78.

Bolanos, J. P:, Heales, S.J., Land, J. M,, Clark, J. B. (1995) Effect of peroxynitrite on
the mitochondrial respiratory chain: differential susceptibility of neurons and
astrocytes in primary culture. J. Neurochem. 64, 1965-1972.

Café, C., Torri, C., Bertorelli, L., tartara, F., Tancioni, F., Rodrniguez-y-Baena, R.,
Marzatico, F. (1995) Oxidative events in neuronal and glial cell-enriched fractions of
rat cerebral cortex. Free Rad. Biol. Med. 19, 853-857.

Oka, A., Belliveau, M. J., Rosenberg, P. A, Volpe, J. J. (1993) Vulnearability of
oligodendria to glutamate: pharmacology, mechanisms, and prevention. J. Neurosci.
13, 1441-1453.

Raps, S. P, Lai, J. C. K., Hertz, L., Cooper, A. J. L. (1989) Glutathione is present in
high concentrations in cultured astrocytes but not in cultured neurons. Brain Res. 493,
398-401.

Huang, J., Philbert, M. A. (1996) Cellular responses of cultures cerebral astrocytes to
ethacrinic acid-induced perturbation of subcellular glutathione homeostasis. Brain
Res. 711, 184-192.

Makar, T. K., Nedergaard, M., Preuss, A., Gelbard, A. S., Perumal, A. S., Cooper, A.
J.L. (1994) Vitamin E, ascorbate, glutathione, glutathione disulfide, and enzymes of
glutathione metabolism in cultures of chick astrocytes and neurons: evidence that
astrocytes play an important role in antioxidative process in the brain. J. Neurochem.
62, 45-53.

Drukarch, B., Schepens, E., Stoof, J.C., Langeveld, C.H., Muiswinkel, F.L. (1998)
Astrocyte- enhanced neuronal survival is mediated by scavenging of extracellular
reactive oxygen species. Free Rad. Biol. Med. 25, 217- 220.

Amaud, J., Favier, A. (1991) Le Zinc. "Les Oligoelements en Medecine et Biologie"
(Ed. P. Chappus)'de, Lavoisier, Paris, s. 347-397.

Coassin, M., Ursini, ., Bindoli, A. (1992) Antioxidant effect of manganese. Arch.
Biochem. Biophys. 299, 330-333,

Har, El R., Chevion, M. (1991) Zinc (II) protects against metal-mediated free radical
induced damage: studies on single and double-strand DNA breakage. Free Rad. Res.
Commun. 12-13 Pt2, 509-515.

Chavapil, M., Sipes, G., Ludwig, J. C., Halladay, S. C. (1975) Inhibition of NADPH
oxidation and oxidative metabolism of drugs in liver microsomes by zinc. 24, 917-
917.

Jeffery, E. H. (1983) The effect of zinc on NADPH oxidation and monooxygenase
activity in rat hepatic microsomes. Mol. Pharmacol. 23, 467-473.



304.

305.

306.

307.

308.

309.

310.

311

312.

313.

314.

315.

316.

317.

213

Ludwig, J. C., Misiorowski, R. L., Chavapi, M., Seymour, M. D. (1980) Interaction of
zinc ions with electron carrying coenzymes NADPH and NADH. Chem. Biol.
Interact. 30, 25-34.

Coppen, D. E., Richardson, D. E., Cousins, R. J. (1988) Zinc suppression of free
radicals induced in cultures of rat hepatocytes by iron, t-butyl hydroperoxide, and 3-
methylindonle. Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 189, 100-109.

Barch, D. H., Fox, C. C., Rosche, W. A, Rundhaugen, L. M., Wringhton, S. A. (1992)
Inhibition of rat methylbenzylnitrosamine metabolism by dietary zinc and zinc in
vitro. Gastroenterol. 103, 800-806.

Bay, B. H, Sit, K. H, Hsu, A. (1996) Cythrome P450 content and ultrastructural
changes in liver of zinc-treated C57/6] mice. Pharmacol. Res. 1996, 34, 93-97.

Miles, P. R., Wright, J. R, Bowman, L., Colby, H. D. (1980) Inhibition of hepatic
microsomal lipid peroxidation by drug substrates without drug metabolism. Biochem.
Pharmacol. 29, 565-570.

Lee, 1. P., Yamamura, H. J., Dixon, R. L. (1968) The effects of B-diethylaminoethyl-
diphenylpropylacetate (SKF 525A) on biological membranes-I. SKF 525A-induced
stabilization of human erythrocytes. Biochem. Pharmacol. 17, 1671-1681.

Sipes, I. G, Krishna, G., Gillette, J. R. (1977) Bioactivation of carbon tetrachloride,
chloroform and bromotrichloromethane: role of cytochrome P-450. Life Sci. 20, 1541-
1548.

Neubert, D., Timmler, R. (1960) Influence of some phenylacetic acid derivatives (CFT
1201, SKF on the incorporation of 14-dl-alanine in microsome proteins. Arch. Exp.
Path. Pharmak. 238, 358-363.

Holmes, W. L., Bentz, J. D: (1960) Inhibition of cholesterol biosynthesis in vitro by B-
dicthylaminoethyl-diphenylpropylacetate (SKF 525A). J. Biol. Chem. 235, 3118-
3122.

Brodie, B. B,, Gillette, J. R, La Du, B. N. (1958) Enzymatic metabolism of drugs and
other foreign compounds. Ann. Rev. Biochem. 27, 427-454.

Soriani, M., Mazzuca, S., Quaresima, V., Minetti, M. (1993) Oxidation of
desferrioxamine to nitroxide free radical by activated human neutrophils. Free Rad.
Biol. Med. 14, 589-599.

Morehouse, K.M., Flitter, W.D., Mason, R.P. (1987) The enzymatic oxidation of
desferal to a nitroxide free radical. FEBS Lett. 222, 246-250.

Halliwell, B., Gutteridge, J. M.C. (1985) The importance of free radicals and catalytic
metal ions in human diseases. Mol. Aspects Med. 8, 89-193.

Darley-Usmar, V. M., Hersey, A., Garland, L. G. (1989) A method for the
comparative assesment of antioxidants as peroxyl radical scavengers. Biochem.
Pharmacol. 38, 1465-1469.



318.

319.

320.

321.

322

323.

324,

325.

326.

327.

328.

329.

330.

331.

332.

214

Hartley, A., Davies, M., Rice-Evans, C. (1990) Desferrioxamine as a lipid chain-
breaking antioxidant in sickle erythrocyte membranes. FEBS Lett. 264, 145-148.

Blake, D. R., Winyard, P., lunec, J., Williams, A., Good, P. A, Crewes, S. J.,
Gutteridge, J. M. C,, Rowley, D., Halliwell, B. Cornish, A., Hider, R. C. (1985)
Cerebral and ocular toxicity induced by desferrioxamine. Q. J. Med. 219, 345-355.

Kiyose, M., Lee, C., Okabe, E. (1999) Inhibition of skeletal sarcoplasmic reticulum
Ca”"ATPase activity by desferrioxamine nitroxide free radical. Chem. Res. Toxicol.
12, 137-143.

Butler, J., Halliwell, B. (1982) Reaction of iron-EDTA chelates with the superoxide
radical. Arch. Biochem. Biophys. 218, 174-178.

Buettner, G. R., Doherty, T. P., Patterson, L. K. (1983) The kinetics of the reaction of
superoxide radical with Fe(Ill) complexes of EDTA, DETAPAC and HEDTA. FEBS
Lett. 157, 143-146.

Phoenix, J., Edwards, R. H. T., Jackson, M. J. (1989) Inhibition of Ca™ induced
cytosolic enzyme effux from skeletal muscle by vitamin E and related compounds.
Biochem J. 257, 207-213.

Antosiewicz, J., Damiani, E., Jassem, W., Wozniak, M., Orena, M., Greci, L. (1997)
Influence of structure on the antioxidant activity of indolinic nitroxide radicals. Free
Rad. Biol. Med. 22, 249-255.

Kagan, V., Serbinova, E., Novikov, K., Ritov, V., Kozlov, Y., Stoytchev, T. (1986)
Toxic and protective effects of antioxidants in biomembranes. Arch. Toxicol. (Suppl.
9), 302-305.

Constantin, E. (1990). "Mass Spectrometry", Market Cross House, West Sussex.
Watson, J. T. (1997). "Introduction toMass Spectrometry", Maple Press, Philadelphia.

Wallace, A. (1994) “Principles and Methods of Toxicology”, Hayes Raven Press, New
York.

Richard, M. J,, Portal, B., Meo, J., Coudray, C., Hadjian, A., Favier, A. (1992)
Thiobarbituric acid reactant determination in plasma and lipoprotein fractions.
Evaluation of Sobioda MDA-kit. Clin. Chem. 38, 704-709.

Emonet, N, Leccia, M. T, Favier, A., Beani, J. C., Richard, M. J. (1997) Thiols and
selenium: protective effect on human skin fibroblasts exposed to UVA irradiation. J
Photochem. Photobiol. 40, 469-474.

Marklund, S., Marklund, G. (1974) Involvement of the superoxide anion radical in the
autoxidation of pyrogallol and a convenient assasy for superoxide dismutase. Eur. J.
Biochem. 47, 469-474.

Parat, M-O., Richard, M. J., Beani, J. C., Favier, A. (1998) Involvement of zinc in
cellular oxidant/antioxidant balance. Biol. Trace Elem. Res. 60, 187-204.



333,

334.

335.

336.

337.

338.

339.

340.

341.

342.

343.

344.

345.

346.

347.

215

Gunzler, W. A, Kremers, H., Flohe, L. (1974) An improved test procedure for
glutathione peroxidase in blood. Z. Klin. Chem. Klin. Biochem. 12, 444-448.

Booher, J., Sensenbrenner, M. (1972) Growth and cultivation of dissociated neurons
and glial cells from embriyonic chick, rat and human brain in flask cultures.
Neurobiol. 2, 97-105.

Shopsis, C., Mackay, G. J. (1984) Semi- automated assay for cell culture. Anal.
Biochem. 140, 104-107.

Lowry, O. H. N. J., Rosebrough, A. L., Farr and Randall, R. J. (1951) Protein
measurement with Folin phenol reagent. J. Biol. Chem. 193, 265-275.

Hussy, P., Maass, G., Tummler, B., Grosse, F., Schomburg, U. (1986) Effect of 4-
quinolones and novobiocin on calf thymus DNA polymerase a primase complex,
topoisomerases I and I, and growth of mammalian lymphoblasts. Antimicrob. Agents
Chemother. 29, 1073-1078.

Lawrence, J. W, Darkin-Rattray, S., Xie, F., Neims, A. H., Rowe, T. C. (1993) 4-
quinolones cause a selective loss of mitochondrial DNA from mouse L1210 leukemia
cells. J. Cell. Biochem. 51, 165-174.

Lawrence, J. W, Claire, D. C,, Weisis, V., Rowe, T. C. (1996) Delayed cytotoxicity
and cleavage of mitochondrial DNA in ciprofloxacin-treated mammalian cells. Mol.
Pharmacol. 50, 1178-1188.

Packer, L., Fuehr, K. (1977) Low oxygen concentration extends the lifespan of
cultured human diploid cells. Nature 267, 423-425.

Kong, X. J., Lee, S. L., Lanzillo, J. J., Fanburg, B. L. (1993) Cu-Zn superoxide-
dismutase in vascular cells: changes during cell cycle and exposure to hyperoxia. Am.
J. Physiol. 264, L365-1L.373.

Seve, M., Favier, A, Osman, M., Vaitaitis, G., McCord, J. M., Flores, S. C. (1999) The
human immunodeficiency virus-1 tat protein increases sensitivity to zinc chelator-
induced apoptosis and changes Spl DNA binding in HeLa cells. Arch. Biochem.
Biophys. 361, 165-172.

Hincal, F., Tagkim, T. (1995) The mechanism of convulsions induced by ciprofloxacin
may involve the generation of free radicals and the activation of excitatory amino acid
receptors. "Abstracts of the International Congress of Toxicology -VII"de, Abstract
99-s-27. Seattle, Washington.

Baudhuin, P. (1975) "Cytologie et Biologie Cellulaire". Acco, Louvain.

Richter-Landsberg, C., Besser, A. (1994) Effects of organotins on rat brain astrocytes
in culture. J. Neurochem. 63, 2202-22009,

Rosen, G. M, Freeman, B. A. (1984) Detection of superoxide generated by
endothelial cells. Proc. Natl. Acad. Sci. 81, 7269-7273.

Rosen, G. M., Rauckman, E. J. (1981) Spin trapping of free radicals during hepatic
microsomal lipid peroxidation. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78, 7346-7349.



348.

349.

350.

351.

352.

353.

354.

355.

356.

357.

358.

359.

360.

216

North, J. A., Spector, A. A., Buettner, G. R. (1992) Detection of lipid radicals by
electron paramagnetic resonanace spin trapping using intact cells enriched with
polyunsaturated fatty acid. J. Biol. Chem. 267, 5743-5746.

Morel, I., Sergent, O., Cogrel, P., Lescoat, G., Pasdeloup, N., Brissot, P., Cillard, P,
Cillard, J. (1995) EPR study of antioxidant activity of the iron chelators pyoverdin and
hydroxypyrid-4-one in iron- loaded hepatocyte culture: comparison with that of
desferrioxamine. Free Rad. Biol. Med. 18, 303-310.

Miller, D. M., Buettner, G. R,, Steven, D. A., (1990) Transition metals as catalysts of
“autoxidation” reactions. Free Rad. Biol. Med. 8, 95-108.

Entsch, B., Husain, M., Ballou, H.D., Massey, V., Walsh, G. (1980) Oxygen reactivity
of p-hydroxybenzoate hydroxylase containing 1-deaza-FAD. J. Biol. Chem. 255,
1420-1429.

Minotti, G. (1992) The role of endogenous nonheme iron in microsomal redox
reactions. Arch. Biochem. Biophys. 297, 189-198.

Minotti, G. (1989) Adriamycin dependent release of iron from microsomal
membranes. Arch. Biochem. Biophys. 268, 398-403.

Morehouse, L.A., Thomas, C.E., Aust, S.D. (1984) Superoxide gencration by
NADPH- cytochrome p-450 reductase: the effect of iron chelators and the role of
superoxide in microsomal lipid peroxidation. Arch. Biochem. Biophys. 232, 366-377.

Krikun, G., Cederbaum, A. 1. (1986) Effect of ethanol consumption on microsomal
lipid peroxidation: Role of iron and comparison between controls. FEBS Lett. 208,
292-296

Kara, M., Hasinoff, B. B., McKay, D. W, Campbell, N. R. C. (1991) Clinical and
chemical interactions between iron preparations and ciprofloxacin. Br. J. Clin.
Pharmac. 31, 257-261.

Mizuki, Y., Yamamoto, K., Yamaguchi, T., Fujii, T., Miyakazi, H., Ohmori, H. (1996)
Intermolecular interactions of antimicrobial fluoroquinolones with purified rat liver
CYP1A?2 studied by proton nuclear magnetic resonance spectrscopy. Xenobiotica, 26,
1057-1066.

Sinha, B. (1989) Free radicals in anticancer drug pharmacology. Chem. Biol.
Interactions 69, 293-317.

Powis, G. (1989) Free radical formation by antitumor quinones. Free rad. Biol. Med.
6, 63-101.

Kennedy, C. H., Mason, R. P. (1990) A recxamination of the cytochrome P-450-
catalyzed free radical production from a dihydropyridine. Evidence of trace transition
metal catalysis. J. Biol. Chem. 265, 11425-11428.



OZGECMIS

1967 yilinda Trabzon'da dogdu. 1989 yilhinda Hacettepe Universitesi
Eczacilik Fakiiltesinden mezun oldu. Aym yil Hacettepe Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Saglik Bilimleri Enstittsii'ne bagh olarak Farmasotik Toksikoloji Anabilim
Dali'nda bilim uzmanligi programina basladi. 1990 yilinda Farmasotik Toksikoloji
Anabilim Dali'nda aragtirma gorevlisi olarak caligmaya basladi. Bilim uzmanhg:
caligmalarim1 "Siganda serebral ve hepatik dokularin okside glutatyon ve total
glutatyon diizeylerinin ol¢imi ve oksidatif stres indiikleyen ajanlarin glutatyon
sistemine etkileri" baglkli tezini vererek tamamladi. 1993 yilinda Hacettepe
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Saglik Bilimleri Enstitiisii'ne bagh olarak Farmasétik
Toksikoloji Dali'nda doktora programina basladi. Joseph Fourier Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Laboratuvarinda (Grenoble, Fransa) Nisan 1996-
Kasim 1997 ve Aralik 1998-Temmuz 1999 tarihleri arasinda arastirmaci olarak
bulundu. Halen Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasétik Toksikoloji
Anabilim Dali'nda aragtirma gorevlisi olarak ¢aligmalarini siirdiirmektedir.

e AERETL vLy
yUKSEKOGRETIM KDR
DouguSIoN M



