TRAKYA UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU
DENEYSEL TIBBI ARASTIRMA

BIiLIM DALI
Tez Damusmanlari: Prof. Dr. Tuncay ALTUG

Yrd. Dog. Dr. Dikmen DOKMECH

ALKOLUN OLUSTURDUGU SERBEST RADIKALLER
UZERINE iIBUPROFEN ve ERUSIK ASIDIN ETKILERI

Meryem AKPOLAT

YUKSEK LISANS TEZi

T S048S

TC. BRsTT o Sn T KUROLE Tez no: ‘#}
DOKUMANTASYON MERKEZR

EDIRNE-2000



T.C.
TRAKYA UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

Deneysel Tibbi Aragtirma Bilim Dal Yiiksek Lisans Programi cergevesinde
hazirlanmis olan bu ¢aliyma, Enstitii Yonetim Kurulunun 24-08-2000 tarih, 16 sayili ve 3

no’lu karar ile belirlenen asagidaki jiiri iiyeleri tarafindan yiiksek lisans tezi olarak

kabul edilmistir.
Tez Savunma Tarihi: 28-09-2000
Jiiri Baskani
Prof. Dr. Miiberra Uygun
Uye Uye
Doc. Dr. C. Hakan Karadag Yrd. Dog. Dr. Dikmen Dékmeci

i

et

Prof, Dr. Kadir Kaymak

Enstitii Midiirii



TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim ve tez caligmalarim siiresince her zaman yakin ilgi, sevgi ve
sonsuz emekleri ile yanimda olan sevgili danisman hocalarim Yrd. Dog. Dr. Dikmen Dékmeci
ve Prof. Dr. Tuncay Altug’a, bilgi ve tecriibelerinden yararlandigim T. U. Tip Fakiiltesi
Farmakoloji Anabilim Dalindaki tiim hocalarima ve Anabilim Dali Baskanimiz Prof. Dr.
Ismet Dokmeci’ye, yardim ve desteklerini esirgemeyen arkadaslarm Dr. Turhan Dost ve
sevgili esi Dr. Neriman Dost’a, biyokimyasal analizlerimde yardimlarini esirgemeyen I. U.
Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali Ogretim Uyesi degerli hocam Dog. Dr.
Ahmet Belce’ye, tezimin deneysel ¢alismalarimi yaptigim 1. U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
Deney Hayvanlart Uretim ve Arastirma Labotatuvarinda ¢alisan arkadaslarim Veteriner
Hekim Nurten Kilig, Tibbi Biologlar Zatiye Giiler, Cetin Karaca ve Ibrahim Bayrak’a,
egitimim boyunca her zaman tegvik ve desteklerini gérdiiiim annem Yurdagiil Akpolat ve

babam Cevdet Akpolat’a tesekkiir ederim.

Meryem AKPOLAT



ICINDEKILER

Sayfa No

1. GIRIS VE AMAGC ...t eseseetsssssstesisssss et enns s sesas s b st nas 1

2. GENEL BILGILER........coiiiiereriiinececetsssetetssae e sssssse st esas s sesesesesnansenes 2

2.1. Serbest RAdIKAIIET........ccoivuiiriieiiirenicrieeceerre e serreesee e sanesae s veesaessvaesaesenas 2

2.1.1. Serbest Radikallerin Yapt ve OzelliKIeri.........cccoovevervevrerrrnreresinreirereenrnnenn. 2

2.1.2. Serbest Radikallerin Biyolojik Kaynaklari.........ccooeeeveevvevernveerienereenneenenns 3

2.1.3. Serbest Radikallerin Hiicre I¢i Kaynaklart..........oococoovvveerirenieneereneiinenenn. 6

2.1.4. Serbest Radikallerin Reaksiyonlari........c.cecevviereriniererccsieneeenienenenieeennenes 8

2.1.5. Serbest Radikal Reaksiyonlarinin EtKileri........ccccovvevvereveivenenecreencnievenene 8

2.1.6. Organizmada Serbest Radikal Reaksiyonlarimi Etkileyen Kosullar............. 10
2.2. Lipit PerokSidasyon..........cceceveveeririereeieniereninnieresnsnesssessessssesessssessessesessens 11
2.3, BLANOL .. ettt ettt a et b e s et n s e ranneasenens 13
2.3.1. Etanol MetaboliZmasl........cc.ecerererrerinesereniierioennsssesiessessersensessessensesssssens 14
2.4, ANtIOKSIAANIAL.....ccviriereriiiieieiir ettt sa bbb e st besre b e 17
2.4.1. Smflandirma.......cccccvereiiinicieieee e e 18
2.4.2. ENZIMICT....ccoiiiiiiieiiieieceeie ettt st este s re s b e aeesaeeseebeeressasenneereenns 19
2.4.3. KUGUK MOIEKULIET.....ccuevveerrieeieririeietiriceseriteesreaeecesresaesseaessensesessenseseneenes 23
2.5. Steroid Olmayan Antiinflamatuvar Ilaglar (NSAID)......cccoveivviieeeeeeeeen, 28
2.5.1. NSAIDPlerin BaghCalari........coveveeeieerieeeeeereiireeseise e eeeneseeseseeeesenenens 30
2.5.2. Profenler (Fenilpropionik Asit TUIEVIEID).......ccecvverrrrvrerecrneriieiceerenen 31
2.5.3. IDUPTOLENL....ceovecvireeeeticee ettt sttt s st enaene 32
2.6. YA ASHIEIT c.oveuereiieieieieireciee sttt ettt et ese st et b bbbt nns 33
2.6.1. ETUSIK ASIE.c..oieiiiiinienireeieteeeieniesrestetesee e svestessesaestesteesseseensessesesressesresnne 35
2.7. Peroksizom Prolifere Edici ReseptSr (PPAR).......ccccvvrvecvienreeeerceecicneeeens 35
2.7.1. Peroksizom Proliferasyonu.......cccc.cveeerivioneniiieereniiireeneseeeresesesse e esvessesnes 36
2.7.2. PPAR Yap1 ve FONKSIYONU. .....cccovvirireriirieieieineeierenrese et eneans 36
2.7.3. PPAR ve Gen EKSPresyonu.........cooceeeivivcecnniniernninneeriseiene e eseesenevenns 37
2.7.4. Antiinflamatuvar OZeIIKIET.........cooeverrreriericieiee e senes 38
2.7.5. PPAR Alfa ve Inflamasyon Cevabl.........c...cceveerniviinirineeeeecnnsieesseenessnes 40
3. GEREC ve YONTEMLER...........cocsuiirrirmreersrsiesesestsesesseseesessssessassassssseseessanens 41
3.1 GEIEGIET. ..ottt et ne s 41
3.1.1. Deney Hayvan.......cc.ociieneniininincnencinenenenesesneseesesasssessseseseenes 41



3.1.2. ELANO]l DOZU...ucouiiiiriieierieeieeiecitetcsitseeet st sresseestsssasntsbasreessesseessesesnenses
3.1.3. TDUPTOfEN DOZU......ouevvreererrrerererreirtneseietesssseesesssassesessssssesessnsssesesanes SR
3.1.4. ErusiK ASIt DOZU....coeciveieiiieiiienientereieeerieesenreneetet et sese st ese s saaneene
3. 1.5, ALCHICT ittt sttt sae s s se e e nen
3.2, Y ONEIMIET . cuutreniiitiececteetterie ettt ettt sre et b s st seanne e
3.2.1. Fosfat Tamponu Hazirlanmasi..........ccceeenierinrinrenrnerinenrnineeenene e
3.2.2. Karaciger Dokusu HOmoOjenizasyonu.........c.cceeerererieieveerercunieerennseessenennes
3.2.3. MDA OIGHMIL.....vvivivereerereeereteineeee ettt sttt ettt essssesonsene
3.2.4. Cu-Zn-Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi OlgHML........c..covrvrverrernererreeninnnns
3.2.5. Katalaz Aktivitesi S1gUMIL.....c.ccccerveerieniieniiniiive e eveens
3.2.6. IStatiStIKSE] ANALIZ......c.coeviverreeerereeeceerete vttt en st seenes
4. BULGULAR ...ttt esietrreseseesssaereesestesessesesessesessessssessesessessasanees
4.1. Karaciger Dokusundan Elde Edilen Bulgular.........c..cccouevvivinieviivnnvceereennnene,
4.1.1. Karaciger Dokusu MDA DUZEYIET1.....cccenriiriiiiiiesieciiecieciecrcre e
4.1.2. Karaciger Dokusu SOD AKEIVItESI..oueireririvieireininiesiisreeseresserreeresseseennens
4.1.3. Karaciger Dokusu CAT AKGVItESI..c..coceriveerererinierienieieieireeeeeseeeeeeerenns
4.2. Plazma Dokusundan Elde Edilen Bulgular............c.ccccovvvviieniiiinieinreeneenns

5. TARTISMA . ..ooooooeooeoreeeee e essseeeeesessessesssssesesessssesesesesessesssssesmesess e sssns

6
T OZET ittt sttt sss s s sae s sttt b sttt s e sanas
8
9

42
42
42
43
44
44
44
44
46
48
49
50
50
50
51
52
53
53
55
63
64
66
68
87
88



Simge ve Kisaltmalar

ADH
bw
CAT
COX-1
COX-2
CYPuso
DER
DMSO
DNA
ER
Fe?

F e+3

GGT
GPx
GSH
GSH-Tr
GSSG
Hb
HO,'
H,0,

ip

v

L
LDL
LOO’
LOOH
LT
MDA
MEOS

: Alkol Dehidrojenaz

: Viicut Agirligs

: Katalaz

: Siklooksijenaz-1

: Siklooksijenaz-2

. Sitokrom Pysg

: Diiz ytzlii endoplazmik retikulum
: Dimetil Stilfoksit

: Deoksiriboniikleik Asit

: Endoplazmik Retikulum

: Ferro demir

: Ferri demir

: Gram

: Gama Glutamil Transferaz
: Glutatyon Peroksidaz

: Glutatyon

: Glutatyon Transferaz

: Yiikseltgenmis Glutatyon

: Hemoglobin

: Hidroperoksil radikali

: Hidrojen peroksid

: Intraperitoneal

: Intravenéz

: Kilogram

: Lipit radikali

: Diistik Dansiteli Lipoprotein
: Lipit peroksid radikali

: Lipit hidroperoksid

: Lokotrien

: Malondialdehit

: Mikrozomal Etanol Okside Edici Sistem



NAD
NBT
NSAIi
o,
oH’
PG
PMNL
PPAR
PUFA
ROS
ROO®
SSS

SOD
TBARS
TxA;
X0
YAEE

: Nikotin Adenin Dintikleotid

: Nitroblutetrazolium

: Steroid Olmayan Antiinflamatuvar Ilag
: Stiperoksid radikali

: Hidroksil radikali

: Prostaglandin

: Polimorf Niiveli Lokositler

: Peroksizom prolifere edici reseptor

: Poliansatiire Yag Asidi

: Reaktif Oksijen Tiirleri

: Peroksil radikali

: Santral sinir sistemi

: Stilfidril grubu

: Stiperoksid Dismutaz

: Tiyobarbitiirik Asit ile Etkilesen Maddeler
: Tromboksan A,

: Ksantin Oksidaz

: Yag Asidi Etil Ester

12-HETE : 12-Hidroeikozatetraenoik Asit
12-HPETE: 12-Hidro Peroksieikozatetraenoik Asit

YR RN AT
T e

PR O R

LU RTIWONR R



1. GIRIS ve AMAC

Etanol insan organizmasina zararly, yiiksek dozlarda alindiginda toksik olabilecek bir
maddedir. Etanol metabolizmasi reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) meydana gelmesi ile
baglantihdir '. In vitro olarak, etanol metabolizmas: iiriinii olan asetaldehitin yiiksek
konsantrasyonlarinin ksantin oksidaz veya aldehit oksidaz yolu ile serbest radikalleri agiga
¢ikarabildigi gosterilmistir 2 Akut veya kronik etanol alimmuna bagl. lipid
peroksidasyonundaki artig oksidatif stres olarak belirtilmigtir 3, Beyinde akut etanol alimindan
2 ve 4 saat sonra lipid peroksidasyonunun arttigina dair gahgmalar vardir **, Lipid peroksidler
hiicresel hasara yol agan, metabolizmay1 degistiren ve dokulardaki kan akimim azaltan giilii
kimyasal maddelerdir. Lipid peroksidasyonunun hedef organlardaki etkilerinden bu
bilesiklerin sorumlu oldugu diistiniilmektedir.

Bazi stleroid olmayan antiinflamatuvar ilag (NSAII)’larin serbest radikalleri yakalama
ve inaktive etme yetenegine sahip olduklari ileri siriilmistir >°. Siklooksijenaz enzim
inhibisyonu yapan NSAII’ler igerisinde yer alan ve spesifik olarak siklooksijenaz-1 (COX-1)
enzimini inhibe eden ibuprofen’in de serbest radikalleri yakalama ve inaktive etme yetenegine

sahip oldugu test edilmektedir °.

Polienoik yag asitleri i¢erisinde, tekli doymamig yag asitleri grubunda yer alan erusik

asid (Cx; 4 13)’in antioksidan 6zelliginin olup olmadig: arastirma agamasindadir.

Calismamizin amaci; ibuprofen ve erusik asit verilen siganlarda akut yiiksek dozda
etanol uygulamasinin plazma ve karaciger dokusundaki etkilerini aragtirmaktir. Bu amagla
karaciger dokusunda ve plazmada lipid peroksidasyon parametresi olarak malondialdehit

(MDA) diizeyleri ve karacigerde antioksidan enzim aktivitelerinin 6lgiilmesi planlanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Serbest Radikaller

2.1.1. Serbest Radikallerin Yap: ve Ozellikleri

Aerobik organizmalar igin yasamin esasim olusturan oksijen yanlig bir kimyasal
formda Sliime sebep olacak kadar toksiktir. Bu da biyolojinin temel paradoksudur ’. Canhlar
icin oksijenin Onemi iki temel fonksiyonu gormesinden kaynaklanir. Bunlardan birincisi
oksijenin yapisal bir fonksiyonu olup, canli organizmalari olusturan molekiillerin yapisina
katilmasi ve besin kaynagi olan maddelerin yapisindaki ana elementlerden biri olmasidir.
Oksijenin yapisal gorevi biitiin canlilar igin gegerli olup, her canlinin yapisindaki 100
atomdan yaklasik 25°’i oksijen atomudur. Oksijenin ikinci temel gorevi ise fonksiyonel
nitelikte olup; bu gorev oksijenin canlilarda meydana gelen oksidasyon tepkimeleri ile
solunum sisteminde rol almasi seklindedir. Yapisal gorevinden farkli olarak oksijenin bu
ikinci temel fonksiyonu aerobik canhlar igin gegerlidir ®. Solunumla alinan oksijenin % 5
kadan organizmada serbest radikallere doniigiir. Oksijen radikalleri biyolojik sistemlerin

tamdiklar1 en reaktif toksik maddeler olup oksijenin toksik etkisinin gergek nedenidirler ®.

Serbest radikaller negatif yiikli elektron sayisinin gekirdekteki pozitif yiiklii proton
sayis ile esit olmadigi molekiillerdir. Temel kimyasal 6zellikleri dig orbitallerinde bir veya
daha fazla ortaklanmamis elektron igermeleridir °. Bu dig orbitallerden her biri birer elektron
daha kabul edebilir. Bu orbitallerin tek elektron almasi ile siiperoksid radikali (O;"), iki
elektron almas: ile de peroksil radikali (ROO®) olugur ', Hem organik, hem de inorganik
molekiiller halinde bulunurlar. Stabil degildirler. Elektron konfigiirasyonlarini pozitif ylike
dengelemeleri gerektiginden g¢ok aktiftirler. Radikallerin aktif olma ozelligi de baslica

difiizyon mesafesi ile iligkilidir.



Hidroksil radikali (OH®) son derece yiiksek aktif &zellikte oldugundan meydana
geldigi hiicre béliimiinden daha uzaga difiizyona gerek kalmadan derhal olustugu yerde

reaksiyona girer.

0," hem gevresel etkenler, hem de organizmalardaki enzimatik ve enzimatik olmayan
tepkimelerle en ¢ok ve en kolay olusan oksijen radikalidir. Canlilarda diger radikallerin
olugmas! gogunlukla O," nin birikmesine baglidir 8. 0,°, OH" dan daha az reaktif oldugu igin
agiga ¢iktigt hiicre bolimiinden daha uzak noktalara rahatlikla difiize olabilir. Ancak bu
difiizyon hiicre igindeki siiperoksid dismutaz (SOD)’1n yiiksek konsantrasyonu ile stmirhidir '
0," bir oksidleyici gibi davranarak bir elektron daha alabilir, bdylece olusan peroksi anyonu
ortamdan iki proton alarak hidrojen peroksid (H,0;) olusturabilir. O," aldig1 elektronu bagka
bir elektron alictya vererek tekrar oksijene oksidlenebilir ve bdylece bir indirgeyici olarak
davranabilir. iki O," birbiri ile etkileserek biri oksidlenirken digeri ise indirgenir ve boylece

H,0; ve oksijen (O,) meydana gelir:
0"+ 0;" +2H ———P» H,0, + 0,
O,"’nin ortamdan temizlendigi bu tepkimeye dismutasyon tepkimesi denir.

H;O, ise mitokondriyel membranlar, peroksizomal membranlar ve plazma
membranindan kolayca difiize olarak toksik etkisini agiga ¢iktigi noktadan daha uzak hiicre

béliimlerinde gdsterebilir .

Cok kisa yasam siireleri olan serbest radikaller tiim hiicre bilesenleriyle etkilesebilme
ozelligi gostermektedirler. Serbest radikaller hiicrenin tiim fraksiyonlarinda olugabilme
ozelligindedirler. Radikal olusumu hiicre tiplerine gore degisiklik gdstermesine ragmen, tiim

aerobik hiicrelerde belirli diizeylerde radikal olusmaktadir 2.

2.1.2. Serbest Radikallerin Biyolojik Kaynaklar:

Aerobik organizmalar igin serbest radikallerin baglica kaynagi molekiiler oksijendir.

Normal metabolizmada molekiiler oksijenin % 98’i oksidaz yoluyla suya indirgenirken, kalant

3



oksijenaz yoluyla potansiyel olarak toksik reaktif tiirlere doniisiir 1313 Organizmada oksijen

tiirevi serbest radikaller diginda karbon ve kiikiirt merkezli radikaller de olugmaktadir.

Tablo 1. Oksijen tiirevi bilegikler

Radikaller Radikal Olmayanlar
Hidroksil  (HO®) Hidrojen peroksid (H0,)
Alkoksik  (RO%) Singlet Oksijen ('0y)
Peroksil (ROO"% Ozon (03)
Siiperoksid  (03") Hipoklorid asid (HOCI)
Nitrik oksid (NO") Lipid hidroperoksid  (LOOH)
Azot dioksid (NO7) Peroksinitrit (ONOO)

Ortaklanmamus elektron, genel olarak iist kisma yazilan bir nokta ile gésterilir. Serbest

radikaller 3 yolla meydana gelir:

1. Kovalent bagli normal bir molekiiliin, her bir pargasinda ortak elektronlardan

birisinin kalarak homolitik boliinmesi
X:Y ——» X'+Y°

2. Normal bir molekiilden tek bir elektron kaybi veya bir molekiiliin heterolitik
boliinmesi. Heterolitik bsliinmede kovalent bag1 olusturan her iki elektron atomlarin birinde

kalirlar. Boylece serbest radikaller degil, iyonlar meydana gelir.
X: Y —» X +Y'
3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi
Ate —» A"

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron transferi sonucu meydana
gelirler. Serbest radikaller pozitif yiiklii, negatif yiikli veya elektriksel olarak notral

olabilirler. Organik veya inorganik molekiiller seklinde olabilirler. Cu*?, Fe**, Mn*? ve Mo*
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gibi gecis metallerinin de ortaklanmamus elektronlar1 oldugu halde serbest radikal olarak
kabul edilmezler. Fakat, bu iyonlar reaksiyonlan katalize ettiklerinden dolay1 serbest radikal

olusumunda 6nemli rol oynarlar 16,

Oksijenin bir elektron alarak rediiksiyonu ve aerobik hiicrelerin enzimatik
oksidasyonu sirasinda negatif yiiklii bir ara {irlin olan orbitallerinde ¢iftlenmemis elektron
iceren O," acifa ¢ikar. Sitoplazmadaki O,"nin baglica kaynagi endoplazmik retikulum
(ER)’daki sitokrom Pyso (CYPaso) sistemidir ', Cok toksik etkili olmayan O,° asil etkisini
daha gii¢lii oksijen metabolitlerinin agiga ¢ikmasina yol agarak gosterir. Siiperoksid anyon
indirgenir. H,O,’nin  OH"a indirgenmesi bir gegis metali (gogunlukla Fe*? bazen de Cu")

gerektirir. Bu doniisiimler Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlar olarak bilinmektedirler:
0, + Fe> —» 0, + Fe™

Fenton reaksiyonu

H,0; + Fe* » OH' + OH™ + Fe™
Haber-Weiss Reaksiyonu
H,0, + Oy —» OH'+OH +0,

0,"nin protonlanmasiyla da hidroperoksil (HO,") radikali olusur. Bu radikalin
herhangi bir biyolojik sistemde sitotoksik etkisi oldugu kanitlanmamasina ragmen; biyolojik
membranlar1 kolay gegebilmesi ve yag asidleriyle direkt etkilegsime girebilmesi yoniinden

onemlidir '*%°.

O," genellikle indirgeyici bir ajan olarak hareket eder ve hiicre membramini anyon
kanal: tizerinden gegerek birgok maddeyi indirger 2. Bundan olusan H,05’in toksisitesinin
diisiik olmasimn yamnda hiicre membranlarini kolaylikla gecebilme 6zelligi organizma igin
zararlih@im artinr. HyO, serbest radikal degildir, ancak yiiksek konsantrasyonlarda giiglii
oksijen radikallerinin ortaya ¢ikmasina yol agarak toksik etki gosterebilir. Ortamda Fe*? veya
Cu*? olmadikga ok yavas reaksiyonlasan bu madde gegis metali iyonunun varhiginda gok

reaktif OH"’1 olugturur (sekil 1).



e e+2H" e +H" e +H'
0, —» 0, —» H,0p0 —» OH' —» H,0,

Sekil 1. Siiperoksid anyonu ve hidroksil radikali olusumu

OH"'in organik molekiillerle reaksiyon sabitinin (k=10%-10" L. mol” s7) arasinda
olmasi onun ileri derecede reaktifliginin gostergesidir. Bu nedenle OH"'in olustugu bolgedeki

biitiin organik molekiiller oksidasyona ugramaktadur.

Olusan H,0;’nin tiimii OH" a doniismez. Bunu engelleyen iki enzim vardir. Katalaz
(CAT, EC: 1.11.1.6) ve glutatyon peroksidaz (GPx, EC:1.11.1.9). Bu enzimler H,O,’den su
olusturur. Her iki enzim de organizmada yaygin olarak bulunur. Ancak dokuya gore biyolojik

onemleri ve aktiviteleri degisiklik gostermektedir. Omegin beyin igin GPx daha énemlidir A,

2.1.3. Serbest Radikallerin Hiicre I¢i Kaynaklar

Hiicrede zara bagli veya serbest olarak bulunan degisik enzimlerin etkisi ile serbest

radikaller olusmaktadir 2521,

Bu olusum;

a) Mitokondrideki elektron transport zinciri reaksiyonlarini,

b) ER’deki karma fonksiyonlu oksidaz sistemini,

c) Ksantin oksidaz (XO), dopamin B- hidroksilaz, D-amino asid oksidaz, iirat oksidaz
gibi enzimlerin etkinligini,

d) Hiicre zincirine baglh NADPH oksidaz, prostaglandin (PG) sentezi ve
1ipooksijenazlar1n etkinligini,

¢) Peroksizomlarda ve lizozomlardaki metabolik olaylar1 kapsamaktadir.

Mitokondriyel elektron transport sistemi: Mitokondriyel sitokrom C oksidaz
tarafindan oksijenin suya indirgenmesi dort elektron transferi gerektirir. Bu olayda serbest
radikal ara {iiriinleri olusmaz. Izole edilmis mitokondrilerde yapilan ¢alismalarda
organizmanin temel radikal kaynaginin i¢ membranda yerlesen solunum zinciri oldugu

anlasilmistir. Solunum zincir tastyicilan yiiksek oranda indirgendiginde O," olusumunu
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saglar. Mitokondriyel radikal olusumunu etkileyen endojen faktorler solunumu regiile
edenlerdir. Bunlar NAD’ye bagh substratlar, siiksinat ADP ve oksijendir 28 Normal
sﬁperoksid ve H,0, yapim1 mitokondriyel oksijen sarfinin yaklasik % 1-2’sini olusturur. Eger
oksijen, sitokrom oksidaz tarafindan suya rediiksiyonu simrli olacak miktarlarda bulunursa,
artan respiratuvar zincir rediiksiyonu ve hiicre iginde rediikte ko-faktérlerin birikimi, iskemik

hiicrelerde O," yapimin kolaylagtirabilir 2%,

ER’nin niikleer membraninda serbest radikaller, membrana bagli sitokromlarin
oksidasyonundan olusur. Sitokrom P45y ve bs doymamig yag asidlerini ve ksenobiyotikleri
oksidleyebilir ve dioksijeni indirgeyebilir. Ayrica, flavoprotein igeren sitokrom rediiktazlar da
otooksidasyonla O," ve H,0, olustururlar. Mikrozomal ve niikleer membran sitokromlgn bir
elektron transferinin direkt olarak O," ya da peroksi-sitokrom komplekslerini dissosiye etmesi
ile H,0, meydana getirebilirler 2®. Sigan karaciger mikrozomlarinda da OH''in yapildigy

belirlenmistir *°.

Birgok enzim katalitik etkileri sirasinda serbest radikal olusumuna yol agar. XO
serbest radikal iiretiminde rol alan en 6nemli enzimdir. Oksijenin H,0;’e rediiksiyonunda rol
oynar. Bunun yaninda aldehid oksidaz, flavoprotein dehidrogenaz ve triptofan dioksigenaz

enzimlerinin de boyle etkileri vardir 8,

Peroksizomlar H,O,’nin hiicredeki en 6nemli kaynagidir. Peroksizomlarda bulunan
D-amino asid oksidaz, L-a-hidroksi asid oksidaz enzimleri H,0, agiga cikarict Ozellige

3032 Mikrozom ve plazma membranlarindaki enzimlerden arasidonik asid

sahiptirler
metabolizmasinda rol alan lipoksijenaz ve siklooksijenaz, olusturduklar1 biyolojik potent

maddelerle serbest radikal olusumunu artirirlar 8,

Kiicitkk molekiillerin otooksidasyonu: Coziinebilir 6zelligi olan ve nétral sivi
ortamda oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlarina girebilen hiicre komponentlerinden pek gogu
intraselliiler olarak serbest radikalleri agiga ¢ikarirlar. Bunlar arasinda tiyoller, hidrokinonlar,
katekolaminler, flavinler ve tetrahidropterinler bulunur **. Yukaridaki maddelerin tiimd,
dioksijenin rediiksiyonunu saglarken primer olarak 0," nin meydana gelmesine neden olurlar.

O,"lerin spontan ya da enzimatik dismutasyonu ise ikinci bir tiriinil, yani HO,’i ag1ga ¢ikarr.
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Boylece, O," olusturan hiicresel olaylar, dismutasyon nedeni ile H,0,’yi de meydana getirmis
olurlar.

Birgok nedenden &tiirii plazma membrani, serbest radikal reaksiyonlar igin kritik bir
yerdir. Ekstraselliiler olarak agiga ¢ikan serbest radikaller, hiicrenin diger kompartmanlari ile
reaksiyona girebilmek fqin ya oOnce plazma membramini ge¢melidir, ya da toksik
reaksiyonlarini membranda baglatmalidir. Membranda bulunan fosfolipidler, glikolipidler,
gliseridler, steroller gibi doymamus yag asidleri ve kolay okside olabilen amino asidleri igeren
transmembran proteinleri serbest radikal hasarina agiktir. Ayrica, serbest radikallerin
baslattig1 lipid peroksidasyonu, btransmembran iyon gradientinin bozulmasina, sekretuvar

fonksiyonlarin kaybna ve intraselliiler metabolik olaylarin inhibisyonuna yol agabilir %%,

Bu konuda, son zamanlarda dikkatleri ¢eken bir baska nokta da lipoksijenaz ve
siklooksijenaz gibi mikrozomal ve plazma membranina bagh enzimlerin serbest radikal agiga
¢ikarmalandir. S6zii edilen enzimlerin predominant substrat1 olan aragidonik asidin biyolojik

olarak giilil iiriinlere doniistimii sirasinda bu radikaller meydana gelir .

2.1.4. Serbest Radikallerin Reaksiyonlar:

Serbest radikallerin biyolojik reaksiyonlarimi genel bir baglik altinda incelemek
oldukga giictiir ¢iinkii, organizmanin yagsami boyunca karsilagtign radikal tiirleri siirekli
degisir. Bilindigi gibi, bir ya da birden fazla tek sayil1 elektron igeren bu radikaller, hiicrede,
gecis metallerinden oksijen tiirlerine elektron transferinden agiga ¢ikarlar, Daha sonra radikal
reaksiyon dizileri baglar ki bunlar atom transferlerini igerirler. Hiicre iginde bir diger 6nemli
radikal reaksiyonu, ornegin yag asidleri ve aromatik halkalarda oldugu gibi, doymamisg
baglara radikal eklenmesidir. Serbest radikal reaksiyonlari, ilerleyerek hiicresel hasarla
sonuglanabilir. Bu tiir reaksiyonlar sonsuz olarak stirebildigi gibi serbest radikalleri ortadan
kaldirict bir dizi bilesiklerle sona erdirilebilir. S6zii edilen serbest radikal ortadan kaldirict ya
da temizleyici bilegiklerin bir kism1 hiicresel biitiinliik igin temel olan etkinlikleri azaldig
takdirde sitotoksisiteye yol agabilen bilesiklerdir. Diger bir grup serbest radikal temizleyiciler
antioksidan savunma yapan bilesikler olarak adlandirilir ve serbest radikallerin zararh

etkilerine maruz kalan organizmanin canlihigin siirdiirmesine yardimei olurlar .



2.1.5. Serbest Radikal Reaksiyonlarmin Etkileri

Iki serbest radikal karsilastiginda, ¢iftlesmemis elektronlarim birlestirerek bir kovalent

bag olustururlar. Bu sekilde stiperoksid ve nitrik oksid ¢ok hizli reaksiyonlasir:
0,"+NO®* ——» ONOO™ (peroksinitrit)

Fizyolojik pH’da peroksinitrit direkt olarak proteinlerde hasar olusturur ve nitronium
iyonu (NO,"), nitrojen dioksid gaz1 ve OH" gibi toksik etkili bilesiklere pargalanir. Bu sekilde

fazla NO*’nun toksisitesi O, ile etkilesimine baglidir.

Serbest radikal reaksiyon zinciri atom transferlerini igerir. Yag asidleri ve aromatik
halkalarda oldugu gibi doymamis baglara radikal eklenmesi de hiicre iginde gergeklesen diger

bir radikal reaksiyonudur >*%,

Cesitli patolojik durumlarda normalden fazla miktarda serbest oksijen radikali
olugmasiyla veya organizmanin antioksidan sisteminin yetersiz kalmasiyla artan serbest
radikaller hiicrenin gesitli bilegenleri ve hiicre dist makromolekiiller ile etkileserek hiicrede
yapisal ve fonksiyonel bozukluga neden olurlar. Oksijen radikallerinden etkilenebilecek
baglica viicut kimyasal maddeleri arasinda proteinler (enzimler ve kollajen),
norotransmiterler, niikleik asidler, deoksiriboniikleik asit (DNA) ve hiicre membranlarinin

baslica bilesenleri olan yag asidleri bulunmaktadir *>.

Serbest radikaller hiicre ve dokularda birgok zarara yol agmaktadir. Bu zararlar sdyle

siralanabilir:

a) DNA’nin tahrip olmasi,
b) Niikleotid yapili ko- enzimlerin yikimu,
c) Tiollere bagimli enzimlerin yap: ve fonksiyonlarinin bozulmasi, hiicre ortaminin
tiol / distilfit oraninin degismesi,
- d) Protein ve lipidlerde kovalen baglantilar yapmasi,
e) Enzim aktivitelerinde ve lipid metabolizmasindaki degisiklikler,
f) Mukopolisakkaritlerin yikimi,



g) Proteinlerin tahrip olmasi ve protein “turnover’mnin artmast,

h) Lipid peroksidasyonu zar yapisi ve fonksiyonunun degisimi,

1) Zar proteinlerinin tahribi, tagima sistemlerinin bozulmast,

i) Seroid ve yas pigmenti denilen bazi maddelerin birikimi,

j) Kollajen ve elastin gibi uzun 6miirlii proteinlerdeki oksido-rediiksiyon olaylarinin

bozularak kapilerdeki aterofibrotik degisikliklerin olugmasi *°.
2.1.6. Organizmada Serbest Radikal Reaksiyonlarmm Etkileyen Kosullar

Organizmanin prooksidan-antioksidan dengesi birgok faktore baglidir. Bunlar eksojen
ve endojen olarak iki ana bolimde incelenebilir. Ancak bu faktorler genellikle birlikte

etkilidirler '°.

Eksojen Faktorler

1.Diyetsel

» Cok doymamis yag asidlerince zengin beslenme
» Alkol

» Fazla kalorili beslenme (obesite)

» Hayvansal proteinlerce zengin beslenme

» Asirt demir ve bakir alinmasi

» Az sebze ve meyve yenmesi

» Yiyeceklerin uygun olmayan kosullarda saklanmasi ve hazirlanmasi
> Yemék pisirme yontemlerindeki hatalar

2 Cevresel

» Sigara dumam

» Hava kirliligi (O3, NO,, SO,, hidrokarbonlar)

» Diger kirleticiler (Asbest, pestisitler vs.)

» Radyasyon

3 flaclar

» Antikanser ilaglar (Adriamisin vs.)

» GSH tiiketen ilaglar (Asetaminofen, kokain vs.)
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Endojen Faktorler

1 Fiziksel egzersiz / sedanter yagam
2 Stres

3 Yaghilik

4 Doku hasar ve kronik hastaliklar (Ateroskleroz, kanser, kronik inflamasyon, iskemi-

reperfiizyon hasari vs.)

- § Diyetsel antioksidanlarin saglanmasim etkileyen kosullar (istahsizlik, kolestaz,

malabsorbsiyon vs.)

2.2. Lipid Peroksidasyonu

Lipid peroksidasyonu, serbest radikaller tarafindan baglatilan ve zar yapisindaki gok
doymams yag asidlerinin oksidasyonunu igeren kimyasal bir olay olarak tammlanmaktadir 5,
Lipid peroksidasyonu ii¢ fazdan olusur: Baglangig, ¢ogalma (yayilma) ve sonlanma (sekil 2).
Baglangig '+LH —» [H+L’

Yayilma L*+0, — LOO’
LOO*+LH ———» L+ LOOH

Sonlanma LOO®+LO0O* —» L'+ LOOOOL
LOOOOL —— Radikal olmayan iiriinler, O,

Sekil 2. Lipid peroksidasyonunun fazlari 7,

Biyolojik hasarla karakterize radikal reaksiyonlar arasinda en belirgin olam lipid
peroksidasyonudur. Hiicre membranlarinin  oksijen radikallerine maruz kalmas1 lipid

peroksidasyon reaksiyonlarim uyarr. Lipid peroksidasyonu bir zincir reaksiyonu olup daha

ileri bir peroksidasyonu baglatan serbest radikaller igin devamli bir kaynak saglar s,

11



Peroksidasyona en duyarli olanlar doymamig yag asidleridir. Lipid peroksidasyonu
organizmada olusan kuvvetli bir radikal etkisi ile zar yapisinda bulunan konjuge olmayan gok
doymamis yag asidi zincirindeki o-metilen gruplarindan bir hidrojen atomunun uzaklagmasi
ile baslamaktadir 2"*?%*% Biyolojik sistemlerde bu serbest radikalin siiperoksid anyonu ve
OH’ oldugu kabul edilmektedir. Bununla birlikte, lipid peroksidasyonunun uyarilmasinda asil
etkili radikalin OH® oldugu benimsenmektedir. Bu radikal 02°'den ya da H,O,’den Fe'nin
katalitik etkisi altinda olusmaktadir . OH" radikalleri ozellikle reaktiftirler. Bunlar
miyokardiyal hiicrelerden veya polimorf niiveli l6kositler (PMNL) gibi dolasimdaki

hiicrelerden tiretilebilirler .

Serbest radikal etkisi ile ¢ok doymams yag asidi zincirinden hidrojen atomunun
uzaklagmast, bu yag asidi zincirinin radikal niteligini kazanmasina neden olmaktadir. Béylece
olusan lipid radikali (L") dayaniksiz bir yapiya sahip oldugundan, bir dizi spontan degisiklige
ugramaktadir. Once, molekiil i¢i ¢ift bag aktarilmasi (rezonans) ile dien konjugatlar
olusmaktadir. Daha sonra, L"nin molekiiler oksijen ile reaksiyonlagmast ile lipid peroksid
radikali (LOO") meydana gelmektedir. Bu LOO® lar da zar yapisindaki diger ¢ok doymamig
yag asidlerini etkileyerek yeni L”lerin olugmasimi saglamakta, kendileri de agiga ¢ikan
hidrojen atomlarim alarak lipid hidroperoksidlerine (LOOH) déniigmektedir. Bu otokatalitik
reaksiyonlar LOOH’1n aldehit ve diger karbonil bilesikleri ile etan, pentan gibi ugucu gazlara

doniigmesi ile sona ermektedir *"*,

Aldehitler en toksik {tiriinlerdir. Plazma MDA konsantrasyonu non-enzimatik oksidatif
lipid peroksid dekompozisyonunun neticesidir. ikiden fazla ¢ift bag igeren yap asidlerinin
otooksidasyonunda veya eikozanoid sentezinde serbestlesen siklik endoperoksidler MDA’ nin

asil kaynagidir "%,

MDA, proteinlerin amino gruplarina, fosfolipidler veya niikleik asidlere baglanarak
toksik etkisini gosterir. MDA miktari, tiyobarbitiirik asid testi ile 6lgiilmekte ve bu y6ntem
lipid peroksid diizeylerinin saptanmasinda siklikla kullanilmaktadir. Bunun yanisira,
peroksidasyon sirasinda olusan dien konjugatlarinin 6l¢timii de, in vivo lipid peroksidlerinin
diizeyini yansitmasi agisindan giderek onem kazanmaktadir. LOOH’1n pargalanmasi ile
olugan etan, biitan ve pentan gibi gazlarin tayini de, son yillarda lipid peroksidasyon

gostergesi olarak degerlendirilmektedir %,
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In vivo olarak peroksidasyon “hem” bilesikleri ve trombositler ile 16kositlerde ve diger

yerlerde bulunan lipoksijenazlar tarafindan katalizlenir *,

Lipid peroksidler hiicresel hasara yol agan, metabolizmay1 degistiren ve dokulardaki
kan akimini azaltan gli¢lii kimyasal maddelerdir. PG sentetazi inhibe ederek prostasiklin ve

tromboksan A, arasinda dengesizlige yol agarlar ',

Lipid peroksidasyonunun; zar lipid yapisindaki degisiklikler nedeni ile zar islevinin
bozulmasi, olusan serbest radikallerin enzimler ve diger hiicre bilegenleri tizerine etkisi, son
tirlinler olan aldehitlerin sitotoksik etkileri gibi farkli yollarla hiicre hasarina neden oldugu
diigiinilmektedir. Her tic olaymn da esit derecede veya birlikte etkili olduklar ileri
siiriilmektedir. Bununla birlikte, aldehit yapili bilesiklerin uzun yagam siireli ve éarlan
gecebilme 6zelliginde olmasi, lipid peroksidasyonunun hedef organlardaki etkilerinden bu

bilesiklerin sorumlu oldugunu diisiindiirmektedir.

2.3. Etanol

Etanol insanlarin yasam tarzina bagh olarak degisik rol oynayan Onemli organik
bilesiklerden biridir. Canlilarda birbiri ile geligkili olmak tizere iki etkisi gériiliir: Besinsel
enerji kaynaklarimin bir parcasidir ve aym zamanda insan saglhigina zararlh bir maddedir.
Alkoliin insan organizmasina verdigi sistematik zararlar iyi bilinmektedir. Ozellikle karaciger,
pankreas, kalp ve beyin olmak iizere viicutta birgok organda zararli etki gosterir. Vitamin ve
minerallerin biyolojik fonksiyonlarini azaltir ve alkol kullanmicilarinin beslenmelerinin
bozulmasina yol agar.

Etanol metabolizmast ROS’un meydana gelmesiyle baglantiidir !, Etanol ile
indiiklenmig karaciger toksisitesinin mekanizmasi tam olarak bilinmemesine ragmen, ROS ve
lipid peroksidasyonu etanol ile indiiklenmis karaciger hasarimin sebebi olabilir **. Akut veya
kronik etanol almmina bagl lipid peroksidasyonundaki artig oksidatif stres olarak
gosterilmistir. Rouach ve ark’lan 2.3 g/kg verilen akut etanoliin 2 ve 4 saat sonra sigan

serebellumunda lipid peroksidasyonunu artirdigim belirlemislerdir >.
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Birkag inceleme, entoksikasyon meydana getirici tek bir doz etanol uygulandiktan sonra
siganlarda serbest yag asitlerinin diizeylerinde ylikselis meydana geldigini gostermistir.
Muhtemelen, alkol dehidrojenaz (ADH) tarafindan etanoliin oksidasyonunun dogurdugu
[NADH] / [NAD'] oraninda bir artigin neden oldugu sitrik asit siklusu aktivitesinde ve yag
asiti oksidasyonunda azalig ve karaciger tarafindan triagilgliserol sentezinde artiy meydana

geldigine dair saglam kanitlar vardir 8,

Deneysel ve klinik ¢aligmalar, kronik alkol kullamminin karacigerde sitosolde bulunan
GSH ve membranda bulunan o-tokoferol igerigindeki azalmayla baglantili oldugunu

!, Siganlarda akut etanol intoksikasyonunun karanlikta serum melatonin

goOstermistir
diizeylerini azaltti1 ve oksidatif hasara neden oldugu bulunmustur. Kronik etanol alimmina
bagli olarak yapilan deneysel ¢aligmalarda da sigan testisinde MDA’da artig ve testiste atrofi

gézlenmistir 4,

2.3.1. Etanol Metabolizmasi

Etanolle indiiklenen oksidatif stres karacigerde ¢ok daha fazla etkilidir, ¢iinkii etanol
metabolizmasi baglica karacigerde yer alir, karbondioksit ve su olusumuyla sonlanir. Etanoliin
asetaldehite doniigtimii etanol metabolizmasinda hiz sinirlayict basamaktir. Bu donitsiimde tig

enzim sistemi gorev yapar.

Karaciger hiicresinde etanol metabolizmasi i¢in ii¢ ana yol bulunur ve bunlarin herbiri
farkli subselliiler béliimlerde yer alir. Etanol metabolizmasinda rol oynayan enzimler:

1. Sitosolde yer alan ADH

2. ER’de lokalize mikrozomal etanol okside edici sistem (MEQOS)

3. Peroksizomlarda lokalize CAT *,

1. Alkol dehidrojenaz: Sitosolde yer alan ADH, etanolii aldehite oksitler ve reaktif
oksijen {irtinleri olusturur. Koenzim olarak nikotin adenin diniikleotid (NAD") kullanur.
Memelilerde en yiiksek aktivite karacigerde goriilir. Diger organlardaki aktivite

karacigerdekinin %151 kadardir. ADH 391 aminoasitten olugan bir enzimdir. Etanoliin
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yaninda primer ve sekonder alkolleri, @ hidroksilli yag asitlerini oksitler. Ancak diger

alkollere ve substratlara Km'i diigtiktiir.

ADH
CH; CH; OH + NAD® ————— CH; CHO + NADH + H'

Bu ADH aracili oksidasyonda NAD" rediikte formu olan NADH'a gevrilir. Bunun

sonucunda sitosoliin redoks potansiyeli belirgin sekilde degisir **.

NADH/NAD" oranindaki belirgin artis ¢ok 6nemli metabolik sonuglar dogurur.
Laktat/Piruvat oram artar. Bu durum laktik asidoza yol agar *°. Kandaki yiiksek laktik asid
diizeyi hiperiirisemiye neden olur *°. Alkol tarafindan indiiklenmis ketoz ve artmig ‘piirin
yikimi *' da hiﬁerﬁrisemiyi artirabilir. Artan piirin indirgenmesinin diger bir olas1 sonucu XO
tarafindan oksijen tiirlerinin iiretimidir *2. Artmig NADH/NAD" orani lipogenezin artmasina

*  Sitrik asit siklusunun aktivitesi azalir. Yag asidi

ve hipoglisemiye neden olur
oksidasyonunun azalmasina bagli olarak trigliserid sentezi artar. Bu durumda karaciger

yaglanmasi ortaya gikar.

Meydana gelen asetaldehit metabolik olarak son derece reaktif ve toksiktir.
Karacigerde asetaldehitin lipit peroksidasyonunu uyardigi gosterilmigtir. In vitro olarak,
asetaldehit metabolizmast XO veya aldehit oksidaz yolu ile serbest radikalleri aciga
¢ikarabilir, ancak in vivo ortamda anlaml olarak b&yle bir mekanizmanin olusabilmesi igin
asetaldehit konsantrasyonunun oldukga yiiksek olmas: gereklidir. Proteinlere ve diger hepatik
makromolekiillere baglanir ve bu bilesiklere karst antikor olusumuna neden olur. Dolayisiyla
alkolik karaciger hasari olan hastalarmn serumunda genellikle bu antikorlara rastlanir *,
Hiicrelerdeki mikrotiibiiler sistem, asetaldehit tesiri ile bozulur ve protein atilist durur.

Tutulan proteine es miktarda su da tutulur ve bundan dolay1 karaciger hiicreleri siger.

2. Mikrozomal etanol oksitleyici sistem: Alkol ayrica diiz endoplazmik retikulum
(DER) iizerinde lokalize sitokrom P450 bagimli MEOS tarafindan da metabolize edilebilir >*
3. MEOS tarafindan etanoliin metabolizmast sirasinda meydana gelen oksijen radikalleri
alkolik karaciger hasarina neden olur ”'. Hepatositlerdeki mikrozomal fraksiyonlar ile etanol
etkilesimi, DER’deki proliferasyonla sonuglanan alkol kullammunin incelenmesiyle
gosterilmistir **°6, DER tizerinde lokalize olan ve 6zellikle P4502E1 (CYP2E1) enziminin
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aktif oldugu MEOS alkol tarafindan indiiklenebilir °’® ve koenzim olarak NADPH kullanir.
Karacigerde mikrozomal enzimler NADPH ve O, varliginda metanolii fomaldehite
oksitleyebilir. Etanol, sistemde metanolden %50 daha hizli metabolize olur. Reaksiyonun
optimum pH"1 6.8-7.4 arasindadir. MEOS'un etanole karst Km'i (8-10 mM), karaciger ADH"t
ile (0.2-2 mM) kiyaslandiginda oldukga yliksektir. Bu nedenle ADH diigiik kan etanol

konsantrasyonlarinda etanoliin biiyiik kismini oksitleyen enzimdir.

MEOS
CH3; CH,OH + NADPH +H"+ 0, —» CH;CHO + NADP" + 2H,0

Bu indiiksiyon kronik alkoliklerin agir1 alkole toleransim agiklar.

Yapilan ¢aligmalarda kronik alkolizmde CYP2E!’in, etanoliin oksitlenmesi sonucu
hidroksietil radikallerinin meydana gelmesinde ve dolayisiyla lipid peroksidasyonu sonucu

karaciger hasarinin olusumunda rolii oldugu gésterilmistir 25262,

Deney hayvanlan ile yapilan ¢alismalarda, CYP2El enzimini indiiklemek ve lipid
peroksidasyonunu artirarak karaciger hasari meydana getirmek amaciyla kronik alkol

uygulamasinin en uygun metodunun intragastrik gavajla besleme oldugu gosterilmistir 262,

Serum y-glutamil transferaz (GGT) aktivitesini gdstermek, karaciger hastaligi olan
kronik alkolikleri olmayanlardan ayurt etmede yardimecidir %, GGT’nin degisik dokularda

aktivite gosterdigi ve farkli izoenzimlerinin oldugu bulunmugtur 67,

Yapilan pekgok calismada, alkol kullanimi sonucunda karaciger ve plazmada lipid
peroksidasyonunda ve GGT aktivitesinde artis oldugu gésterilmistir ®. Bir arastirmada alkol
aliim ile birlikte, doymus yag asidi olarak lipid peroksidasyonunu inhibe eden tokoferol ve
tokotrienolleri igeren palmoil ihtiva eden diyetle terapi sonunda, lipid peroksidasyonunda ve
CYP2EI aktivitesinde azalma oldugu gdzlenmistir ®. Diger bir aragtirmada ise, alkol ile
birlikte kahve kullamminin karacigerde GGT’yi inhibe edebilecegi ve alkole bagh karaciger

hasarina karg1 koruyucu olabilecegi bildirilmistir ™.

3. Katalaz: Peroksizomlarda lokalizedir. HyO, varliginda, in vitro olarak CAT

etanoliin asetaldehite oksitlenmesini katalizler. CAT varliginda etanoliin 6nemli bir kismu
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beyinde asetaldehite doniistir. Bu reaksiyon ancak H,O, konsantrasyonlart yeterli ise
olusabilir. Beyinde yiiksek ADH ve/veya CAT aktivitelerinin asetaldehit sentezini artirarak
etanoliin zararli etkisine katkida bulundugu; yiiksek aldehit dehidrojenaz aktivitesinin ise

asetaldehit konsantrasyonunu ve dolayisiyla etanoliin zararh etkilerini azalttif1 séylenebilir.

CAT
H,0, + CH; CH,OH —» CH; CHO +2 H,0

CAT’1n hepatik etanol metabolizmasinda rolii yoktur. Peroksizomlarda yag asitlerinin
B-oksidasyonu yoluyla yiiksek miktarlarda H,0, agiga ¢itkarsa CAT’in  etanol
metabolizmasina katiliminin artabilecegi ileri siiriilmiigtiir . Ancak bu olay ADH aktivitesi

yoklugunda gézlemlenebilir.

2.4. Antioksidanlar

Oksijenli yasamla birlikte aerobik organizmalar oksijen kaynakli radikalleri
olusturmaya baslamiglardir. Bununla e zamanli olarak, serbest radikallerin zararh etkilerini
engellemek {izere organizmada antioksidan savunma sistemleri veya kisaca antioksidanlar
olarak adlandirlan ¢esitli savunma mekanizmalari gelismistir. Serbest radikallerin ve
antioksidanlarin diizeyleri arasindaki hassas dengenin korunamadigi durumlarda hiicre

hasarina kadar giden birgok patolojik degisiklik ortaya ¢ikmaktadir,

Antioksidanlarin  ilk  belirlenen etkileri, zar yapisinda bulunan lipidlerin
peroksidasyona karsi korunmasi olmugtur. Bunun sonucu olarak, baglangigta antioksidanlar
lipid peroksidasyonunu engelleyen molekiiller olarak tanimlanmglardir. Giintimiizde ise,
antioksidanlarin tanim lipidlerin yanisira proteinler, niikleik asidler ve karbonhidratlar gibi
diger hedef molekiilleri koruyucu etkilerini de igerecek sekilde genigletilmistir. Béylece
antioksidanlar, hedef molekiillerdeki oksidan hasari engelleyen veya geciktiren maddeler
olarak tanimlanmakta ve bu tammla baglantili olarak antioksidanlarin etkileri farkli sekillerde

olabilmektedir '°.
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Memeli hiicrelerinde oksidan iiriinlere kargt korunma {i¢ prensip iginde
gerceklesmektedir:

1- Olusan radikallerin detoksifikasyonu

2- Radikal reaksiyonlarinin sona erdirilmesi

3- Radikal olusumunun sinirlandirilmasi

Oksijen radikallerine kars1 savunma sistemleri, enzimler ve diigiik molekiil agirlikl
serbest radikal tutuculart olmak {izere iki grupta toplanirlar. Savunmada Oncelikle etkili
olanlar enzim sistemleridir. Antioksidan savunmanin 6nemli bir kismini siiperoksid ve HyO,’i
temizleyen 6zel enzimler olusturur. Buniar SOD , CAT, GPx, glutatyon reduktaz ve glukoz-6-
fosfat dehidrogenaz enzimleridir. Bu enzimlerin aktivitesi, serbest radikallerin sentez ve
yikilma hizina, beslenme ile eser elementlerin (Mn, Se, Fe, Zn, Cu) alinmasina baglidir 9"’2.

Enzimsel savunma disinda diisiik molekiil agirlikli serbest radikal tutucularimi lipidde
eriyebilir 6zellikte olanlar ve sitoplazmada bulunanlar olmak iizere iki grupta toplayabiliriz. E
vitamini ve B-karoten lipidde eriyebilir 6zellikte antioksidan 6zellikli vitaminlerdir. GSH, tirik

l
asid, bilirubin ve askorbik asid sitoplazmik yerlesim gosteren antioksidan etkili maddelerdir.

Plazmada yaklagik 300 pM konsantrasyonda bulunan iirik asid, hemoglobin (Hb)’i
peroksid oksidasyonundan ve eritrositleri lipid peroksidasyonundan korur. Bu 6zellikleri ile

{irat serbest radikal temizleyicisi olarak kabul edilebilir '!.

1

2.4.1. Smiflandirma

Antioksidanlar gesitli kriterlere gdre gruplanabilirler ',
1) Yapilarna gore
a) Enzimler
b) Enzim olmayan proteinler, kiigiik molekiiller
2) Kaynaklarina gére
a) Organizmaya ait olanlar (endojen antioksidanlar)
b) Digaridan alinanlar (eksojen antioksidanlar)
3) Coziniirliiklerine gore
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a) Suda ¢oziinenler

b) Lipidlerde ¢oziinenler
4) Yerlesimine gore

a) Hiicre i¢inde bulunanlar

b) Plazma ve diger ekstraseliiler sivilarda bulunanlar

2.4.2. Enzimler

Sitokrom oksidaz: Mitokondrilerde solunum zincirinin en son basamaginda yer alan
ve bakir iceren bir enzimdir. Solunum zincirindeki gorevini siirdiiriitken O," nin suya

doniisiimiinii de saglar.
40,°+ 4H"+ 46 —» 2H,0

Ancak, O’ lerin olusumu ¢ogu kez enzimin kapasitesini asar ve diger enzimlerin

devreye girmesi ile O, nin zararl etkileri engellenir '°.

Siiperoksid dismutaz (SOD: EC: 1.15.1.1): SOD, aerobik solunum sirasinda,
mitokondrial elektron transfer zincirinde ve diger redoks reaksiyonlar1 sonucunda olusan
serbest radikal O,"i H,O,'e doniistiirerek hiicreyi koruyan bir enzimdir. SOD enzimi asapidaki
reaksiyonu katalizleyerek O,"’nin hidrojen peroksid ve molekiiler oksijene doniiglimiinit

saglar. Boylece hiicre igindeki O," diizeylerini azaltir.

SOD
0, +0," + 2 ——» 0, + H,0,

SOD’1n fizyolojik gérevi hiicreleri O, nin zararli etkilerine kargt korumaktir. Oksijen
kullanimu yiiksek olan dokularda SOD aktivitesi fazladir. Buna karsilik ekstraseliiler stvida
SOD aktivitesi gok diigiiktiir '"72,

SOD’in dort farkli izoenziminin varligi gosterilmistir. Bunlardan biri, 6karyotlarin

hiicre sitozoliinde ve membranlar arasi boslukta bulunan bakir ve ¢inko igeren izoenzimi
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(CuZn- SODYdir ®. Ekstraselliiler stvida CuZn- SOD'un EC-SOD olarak adlandirilan farkh

bir formu bulunur >,

Mn igeren iki tiir SOD enzimi vardir. Bunlardan biri hiicrelerde mitokondri

matriksinde, digeri E. Coli ve Streptococcus mutans gibi bakterilerin matriksinde bulunur "
76

Prokaryotlarda Fe-SOD ve Mn-SOD enzimleri bulunur. Her iki enzimin aminoasid
diziligleri benzerdir. Molekiil agirligt 39000 Dalton olan Fe-SOD molekiil bagina +3

degerlikli bir demir iyonu igerir ve birbirine esit iki alt birimden olugur®.

Insanda Cu-Zn SOD ve Mn-SOD enzimlerini kodlayan genler sirasi ile 21q 21.1 ve 6q

21 numarali kromozomlarda bulunur 7.

SOD enziminin biitiin izoenzimlerinde enzimin aktif merkezindeki metalin, kelat
yapict ajanlar kullanilarak uzaklastiriimasi katalitik aktivitenin kaybina yol agmakta, metalin

tekrar saglanmasiyla aktivite yeniden kazaniimaktadir ®.

Insan SOD enzimi oldukga stabildir. Eritrositlerden izolasyon islemi sirasinda Hb’yi
denatiire etmek i¢in kloroform ve etanolle muamele edildiginde aktivitesi bozulmaz. Buna
karsilik siir SOD enzimi 100 °C'de 30 sn tutulursa inaktive olur. pH'1 7.8 olan 0.1 mM
EDTA igeren fosfat tamponunda 75 °C'de 6.5 dk'da enzim, aktivitesinin yarisim kaybeder **.

Cu-Zn SOD: Okaryotik hiicrelerin sitoplazmasinda bulunan 32 000 Dalton molekiil
agirhiginda bir enzimdir. Enzim disiilfit kopriisii ile baglanan, birbirinin aymi iki alt tiniteden

olusmustur ve her alt iinite birer atom Cu®* ve Zn** igermektedir.

Cu-Zn SOD, siyaniir tarafindan tersinir olarak inhibe edilir. Total SOD aktivitesinin

% 85'ini olusturur '°.

Mn-SOD: Mitokondride bulunan bir enzimdir. Dért alt iiniteden olusur ve molekiil
agirlig1 80 000 daltondur ™.

Mn-SOD siyaniir tarafindan inhibe edilmez. Kloroform ve etanol tarafindan inhibe

edilir. Total SOD aktivitesinin % 15'ini olugturur .

T YOy . 2mowe
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Katalaz (CAT, EC: 1.11.1.6): CAT solunum yapan tiim organizmalarda bulunan ve
iki 6nemli fonksiyonu olan bir enzimdir ®.
1. H,0,'in O; ve su vermek lizere ayrigtirilmasi (zehirsizlendirme reaksiyonu).
2. 1 mol peroksidin par¢alanmasi ile olugan reaksiyon sonucunda metanol, etanol, formik

asid veya fenollerin yiikseltgenmesi (peroksidaz aktivitesi).

CAT
2H,0p ——» 2H,0+0;

CAT
ROOH+AH, —» HO+ROH+A

CAT enzimi mol basina 4 atom demir igerir, peroksizomlarda yerlesmistir ve tetramer

yapidadir.

CAT O’ ile inhibe olur. Oksidatif hasara ¢ok kolaylikla maruz kalabilen eritrosit gibi
hiicrelerde CAT aktivitesi yiksektir **. CAT hidrojen peroksid, metil hidroperoksid gibi
kii¢iikk molekiillere etki eder, lipid hidroperoksidlerine etki etmez.

Glutatyon peroksidaz (GPx, EC: 1.11.1.9): Sitozolde yerlesik bir enzim olan GPx ,
tetramer yapidadir, dort selenyum atomu igerir, enzimin aktif bélgesinde selenosistein bulunur
ve yaklagik olarak 85 000 dalton agirhigindadir. GPx, H,O, ve lipid peroksidlerin indirgenmis
GSH’la reaksiyona girerek, su ve yiikseltgenmis GSH olusturmasini katalizleyen bir enzimdir

83

GPx
2GSH + H,0, ——» GSSG +2H,0

GPx
2GSH+ROOH —» GSSG+H,0 +ROH

GPx’in iki substrati vardir. Substratlarindan biri olan peroksidler, alkole indirgenirken,
diger substrat olan GSH yiikseltgenir. Olusan ylikseltgenmis glutatyon (GSSG), glutatyon
rediiktaz enziminin katalizledigi bir bagka reaksiyonla tekrar indirgenmis GSH’a doniisiir.

GSSG + NADPH + H" ————— 2 GSH + NADP*

Insan dokularinda iki GPx formu belirlenmistir %:
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a) Se-bagimli GPx: Substrat olarak H,O,'1 kullanir.
b) Se-bagimsiz GPx: Substrat olarak organik hidroperoksidleri kullanir.

Yapist ve fonksiyonlari g¢ok yakin zamanda aydinlatilabilmis olan bir diger GPx,
“fosfolipid-hidroperoksid glutatyon rediiktaz” enzimidir. Bu enzim de selenyum igerir, ancak
monomerik yapidadir. Zar yapisindaki fosfolipid hidroperoksidlerini, alkollere indirgeyerek E

vitamininin yetersiz oldugu durumlarda peroksidasyona kars1 koruma saglar ’2.
H,0; +2 GSH —» GSSG +2H,0
ROOH+2GSH —» GSSG+ROH + H,0
PL-OOH+2 GSH ——» GSSG +PL-OH + H,0

Indirgenmis GSH, E ve C vitaminleri, B-karoten gibi endojen ve eksojen kaynakh

antioksidan maddeler de antioksidan savunma sisteminin nonenzimatik bilesenleridir.

Glutatyon transferaz (GSH-Tr): Dimerik yapidadir. Esas olarak sitozolde bulunur,
¢ok sayida izoenzimi vardir. Yabanci maddelerin biyotransformasyonunda 6nemli rolleri olan

GSH-Tr gesitli endojen ve eksojen bilesiklerin GSH’la konjugasyonunu katalizler.

R-X +GSH ———» GS-R + HX

Bazi GSH-Tr izoenzimleri selenyumdan bagimsiz GPx aktivitesi gosterir ve

aragidonik asid hidroperoksidlerinin metabolizmasini saglarlar.

ROOH +2 GSH ——— GSSG + ROH + H,0

2.4.3. Kiiciik Molekiiller

Askorbik asid (C vitamini): Askorbik asid, suda ¢Oziiniir vitaminlerdendir.

Insanlarda sentezlenmediginden diyetle alinmas: gerekir. Ozellikle yesil renkli taze sebze,

22



meyve ve turunggillerde bol miktarda bulunur. Ince barsaklardan kolayca emilir. Isitilmaya
dayaniksiz, dondurulmaya dayamkiidir. Dokularda ve plazmada askorbat iyonu seklinde

bulunur. En yiiksek askorbat igeren dokular timus, adrenal bez ve korpus luteumdur 5,

Askorbik asitin organizma i¢in Onemi, indirgeyici gilicliniin yiliksek olmasindan
kaynaklanmaktadir. Bu 6zelligi ile hidroksilasyon reaksiyonlarinda indirgeyici ajan olarak
gorev yapar. Kollajen sentezinde lizin ve prolinin hidroksilasyonu i¢in gereklidir. Askorbik
asid, semidehidroaskorbat radikali iizerinden dehidroaskorbik aside yiikseltgenir. Askorbik
asid aym zamanda giiglii bir antioksidandir; O,", OH" ve singlet oksijen ile kolayca reaksiyona
girerek onlan etkisizlestirir. Sulu fazda bulunmasina kargin lipid peroksidasyonunu baglatici
radikalleri temizleyerek lipidleri ve zarlari da oksidan hasara karsi korur. E vitamininin
rejenerasyonﬁnda gorev alir, tokoferoksil radikalinin alfa-tokoferole indirgenmesini éaglar.
Boylece E vitamini ile birlikte etkin bir sekilde diisiik dansiteli lipoprotein (LDL)’i
oksidasyona karsi korur. Ayrica antiproteazlarin oksidan maddeler ile inaktive olmasim

engeller.

Askorbik asid, ferri-demiri (Fe™) ferro-demire (Fe'?) indirgeyen O,° disindaki tek
hiicre i¢i molekiildiir. Bu etkisiyle, Fe* i indirger, Fenton reaksiyonunda hidrojen peroksid ile
etkilesmeye uygun olan Fe'*’e doniistiiriir ve O, nin iiretimine neden olur. Bu 8zelligi C

vitamininin pro-oksidan etkiye sahip olmasina neden olmaktadir %

Glutatyon: GSH, basta karacigerde olmak {izere pek ¢ok dokuda yiiksek diizeylerde
bulunan glutamat, sistein ve glisinden sentezlenebilen bir tripeptiddir. Suda ¢6ziinen 6nemli
bir antioksidan ve indirgeyici bir ajandir. GSH’1n pek ¢ok metabolik gérevi vardir. GPx, GSH
rediiktaz ve GSH-Tr gibi enzimlerin substrat1 veya ko-substratidir. GSH serbest radikaller ve
peroksidlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidan hasara karsi korur. Ayrica, protein
yapisindaki siilfidril (-SH) gruplarini indirgenmis halde tutarak pek gok proteinin ve enzimin
inaktivasyonunu engeller. Amino asidlerin membrandan transportunu saglar. Hb’nin
methemoglobine dontismesini 6nler. Indirgenmis GSH cesitli reaksiyonlarda yiikseltgenerek,
ylikseltgenmis glutatyona (GSSG) doniisiir. GSSG’nin tekrar indirgenmesi NADPH’ nin de
kullanildig1 bir reaksiyonla olur. Bu sekilde dokularda GSH / GSSG oram yiiksek tutulur
(> 100:1) 1655,
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E vitamini: E vitamini tokoferol ve tokotrienol tiirevlerini kapsayan bir vitamindir.
Dogal olarak alfa, beta, gama, delta, eta ve zeta gibi ¢esitli sekilleri bulunmaktadir. Bunlarin
hepsi, izoprenoid takist igeren bilesiklerdir. Antioksidan aktivitesi en yiiksek olan tokoferol
alfa-tokoferoldiir. Yapisindaki fenolik hidroksil grubuna sahip olan aromatik halka, aktif
kismini olugturur ve molekiiliin antioksidan 6zelligi bu gruptan kaynaklanir. Bitkisel yaglar ve
tohumlar, E vitamininden zengin kaynaklardir *. Ayrica E vitamini bitkisel yaglarin
sabunlagsmayan kisimlarinda, yer fist1if1, badem, pamuk yag1 ve keten tohumunda da bulunur.
Zeytinyaginda eser miktarda bulunur. Diyetle alinan E vitamini yagda ¢6ziinmiis haldedir, yag
sindirimi sirasinda agiga ¢ikar ve emilir. Emilebilmesi igin safra asiti diizeylerinin de normal
sinirlarda olmasi gerekir. E vitamini herhangi bir tastyici protein olmadan pasif difiizyonla
emilir. Dokularda, mitokondri ve mikrozomlar gibi membrandan zengin hiicre
fraksiyonlarinda bulunur. Cok giiglii bir antioksidan olarak, zarsal fosfolipidlerin yaplslhdaki
¢ok doymamig yag asidlerini (poliansatiire yag asidleri, PUFA) serbest radikallerin etkisinden
koruyan ilk savunma hattini olusturur. Bir alfa-tokoferol molekiilii 100 molekiil PUFA’mn
peroksidasyonunu engelleyebilir. E vitamini, O, ve OH"1, singlet oksijeni, lipid
peroksidlerini ve diger radikalleri indirger, nitrik oksid ile de reaksiyona girebilir. E vitamini
ile GPx serbest radikallere karsi birbirlerini tamamlayici etki gosterirler: GPx olusan
peroksidleri ortadan kaldirirken E vitamini peroksidlerin yapimini engeller. E vitamini,
selenyum metabolizmasinda da 6nemli rol oynar. Selenyum, hem E vitamininin hem de
lipidlerin emilimi i¢in gereklidir. Ayrica, E vitamininin lipoproteinler iginde tutulmasina
yardimci olur. E vitamini ise selenyum kaybini onleyerek veya onu aktif sekilde tutarak
organizmanin selenyum ihtiyacimi azaltir. E vitamininin zincir kirici antioksidan olarak
baslica fonksiybnu, lipid peroksidlerini etkisizlestirerek peroksidasyon zincir reaksiyonunu
sonlandirmaktir. Bu sirada olusan tokoferoksil radikali stabil bir molekiildiir, glukronik asid

ile konjuge olur ve safra yolu ile atilir %,

Karotenoidler ve retinoidler: Karotenoidler havug, domates, fasulye, portakal ve
diger narenciyelerde bulunan bitki pigmentleridir. A vitamininin metabolik 6n maddesi olarak
beta-karoten bu karotenoidlerden baglicasidir. Retinoidler plazmada lipoproteinler ve retinol-
baglayict protein araciligiyla tagimrlar. Beta-karoten ve nikopen gibi retinoidler LDL
yapisinda yer alir ve LDL"yi oksidasyona karsi korurlar. Karotenoidler hiicreleri oksidan
strese kars1 ti¢ farkli sekilde korurlar '%;

a) Flavinler ve porfirinler gibi triplet uyaricilarin zararli etkilerini baskilama,
b) Singlet oksijeni baskilama,
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¢) ROO’nun temizlenmesi.

Karotenoidlerin antikarsinojen olduklar1 bilinmektedir. Ancak bu etki ve biyolojik

etkileri antioksidan 6zelliginden bagimsizdir.

Ubikinonlar: Ubikinonlar lipidlerde ¢oziinen ve izoprenoid taki igeren kinon
tiirevleridir. Soya yagi, et, balik gibi besinlerde ve bazi sebzelerde bulunurlar. Indirgenmis
sekilleri olan iibikinoller, tbikinonlara kiyasla antioksidan olarak g¢ok daha etkilidirler.
Insanlarda bulunan temel iibikinon, {ibikinon-10 (Koenzim Q) dur. Esas gérevi olan solunum
zincirindeki redoks tastyiciliginin yaninda, oksijen kaynakli radikaller ve singlet oksijen ile
etkileserek lipid peroksidasyonunun baslamasimi ve biyomolekiillerin hasar gérmesini

engeller ‘.

Flavonoidler: Lipidlerde ¢oziinen antioksidanlar sinifindan olan flavonoidler
bitkilerdeki klr;anl, mavi ve sart renk pigmentlerini olugturan polifenollerdir. Baglica besinsel
kaynaklar1 elma, portakal, limon gibi meyveler ile patates, karnabahar gibi sebzelerdir. Sarap
ve c¢ay gibi bitkisel kaynakli iceceklerde de bulunurlar. Flavonoidlerin farkli yollarla lipid
peroksidasyonunu engelledigi belirlenmistir '°.

a) Peroksidasyonu baslatan radikalleri tutarlar,

b) Metal iyonlarini baglarlar,

¢) Radikal olugturucu enzimleri inhibe ederler.

Ancak bazi flavonoidlerin metal iyonlariyla etkileserek pro-oksidan etki yaptigi da

saptanmistir.

Melatonin: En zararh radikallerden OH"1 ortadan kaldiran g¢ok giighi bir
antioksidandir. Melatoninin OH’ ile reaksiyona girdikten sonra bir indolil katyon radikaline
doniistigii ve bu radikalin de O,"yi tutarak antioksidan aktivite gosterdigi bildirilmistir.
Melatoninin bir diger onemli ozelligi lipofilik olmasidir. Béylece hiicrelerin biitiin
organellerine ve hiicre ¢ekirdegine ulasabildigi gibi kan-beyin bariyerini de kolayca geger. Bu
nedenlerle gok genis bir dagilimla antioksidan aktivite gdsterir. Melatoninin ¢ok yiiksek
dozlarda ve uzun siire kullaniminda bile toksik etkisi gdzlenmemistir. Ayrica, bazi

antioksidanlar gibi pro-oksidan aktivitesi de yoktur. DNA hasarimin melatonin tarafindan gok
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etkili bir sekilde inhibe edildigi gosterilmistir. Yaglanma ile birlikte melatonin {iretimi azalir.
Bu durumun yaslanma ve yaslanmaya bagli hastaliklarin patogenezinde 6nemli olabilecegi

diigiiniilmektedir *°.

Urik asid: Urik asid normal plazma konsantrasyonlarinda antioksidan etki gosteren
bir molekiildiir. Antioksidan etkisinin ¢esitli kaynaklar1 vardir:

a) Demir ve bakir iyonlarin1 baglayarak etkisizlestirir,

b) Singlet oksijen, hipoklorit, OH®, O," ve ROO® gibi reaktif oksijen tiirlerini

temizler.

Lipid radikalleri iizerinde etkisi yoktur. Ayrica, C vitaminini oksidasyonuna kars1

korur '°.

Albiimin: Yapisinda bulunan gok sayidaki siilfidril grubu araciligi ile bakir iyonlarini
baglar ve lipid peroksidasyonunun baglamasini engeller. Bakir iyonlarinin baglanmasi ile
protein yapisinda hasar ortaya g¢ikar, ancak alblimin yar1 émrii olduk¢a kisa bir protein
oldugundan kolaylikla yenilenebilmektedir. Boylece, bakir iyonlarinin diger proteinlerdeki
-SH gruplarina baglanmasi ve bu proteinleri hasara ugratmasi engellenmis olur. Albiimin
kanda serbest yag asidlerinin ve bilirubinin tasiyicisidir. Bilirubinin lipid peroksidasyonunu

inhibe ettigi, OH" ve O," nin toplayicis: oldugu bildirilmistir '.

Diger Antioksidanlar: Yukarida sozii edilen antioksidanlarin disinda, ¢ok sayida
endojen molekiiliin antioksidan etkisi oldugu ileri siiriilmiigtiir. Bu molekiiller arasinda sistein,
histidin gibi amino asidler ile safra asidleri, bilirubin gibi bilesikler ve sitokinler gibi yapilari
ve islevleri ¢ok farkli olan molekiiller vardir. Ayrica ¢esitli eksojen molekiillerin de
antioksidan etkisi bildirilmistir. Baglicalar1 sunlardir: XO, NADPH oksidaz gibi radikal
kaynag1 enzimlerin inhibitorleri, lokal anestezikler, kalsiyum kanal blokerleri, steroid yapida
olmayan antiinflamatuvarlar, rekombinant antioksidan enzimler (r-SOD), GPx aktivitesini
artiran veya benzer etki gOsteren molekiiller (asetilsistein, ebselen), serbest radikal
toplayicilari (DMSO, mannitol), demir tutuculart (desferroksamin), besinlere eklenen

koruyucular (BHA, BHT, sodyum benzoat, propil gallat) vb. 5.

Metal iyonlarimin baglanmasi yolu ile antioksidan etki: Demir ve bakir iyonlari
serbest radikal reaksiyonlarina katilarak, reaktivitesi az olan radikallerin daha reaktif sekillere
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doniismesini hizlandirirlar. Bu etkilerini ancak serbest halde iken gosterebildikleri, cesitli
molekiillere 6zellikle de proteinlere bagli durumda iken radikal reaksiyonlarinda yer
almadiklar bildirilmigtir. Bu nedenle, demir ve bakirin depolanmasinda ve tasginmasinda
gorev alan proteinlerin antioksidan savunmaya onemli katkilart vardir. Bakir baglayici,
tagiyic1 bir protein olan seruloplazmin, ferro-oksidaz aktivitesi gosterir ve Fe'*yi Fe'™’e
yiikseltgeyerek serbest radikal olusumunu baskilar. Transferrin ve laktoferrin dolagimdaki
serbest demiri baglayarak antioksidan etki gosterirler. Ferritin dokulardaki demiri baglar.
Desferrioksamin gibi demir selatorleri hiicre igine girerek serbest demiri baglamak suretiyle
antioksidan etki gosterirler. Albiimin de seruloplazmin gibi bakir iyonlarim1 baglayan bir
tagtyict proteindir. Bakir ve demir iyonlarini baglayarak antioksidan etki gOsteren bir bagka

molekiil de iirik asittir '°.

Bahk Yag: Balik yag1 Gadus morrhua ve Gadidea familyasi grubu baliklarin uygun
sekilde saklanmig karacigerinden elde edilir. 0 °C* de siiziilerek kati yaglardan kurtarilmmsg

sabit yagdir. Bir graminda en az 600 IU A vitamini, 85 IU D vitamini ihtiva etmektedir ®’.

Balik yag) igerisinde bulunan omega-3 poliansatiire yag asidleri eikosapentaenoik asid
ve dokosaheksaenoik asittir. Bunlar omega-6 yag asidleri (aycigek yagi, misir yag:, pamuk
yag1 gibi bitkisel yag asidleri) ile birlikte antiaterojen yag asidleri olarak benimsenmektedir.
Omega-6 yag asidlerini igeren yaglar 1960’Li yillardan beri serumda total kolesterol
diizeylerini diisiirmek amaci ile yaygin olarak kullanilmaktadir. Omega-3 yag asidleri de
giderek Onem kazanmaktadir. Bunlarin aterosklerotik damar lezyonlarinin olugmasim ve
gelismesini engelledigi, hatta olugmus lezyonlar gerilettigi ileri siiriilmektedir. Balik
yaglarinin antiaterojen etkisinin kan lipidlerini diigiirmekten ziyade, prostasiklin, tromboksan,
16kotrien (LT) ve fibrinojen gibi degisik faktorleri etkilemesinden kaynaklandigi saptanmastr.
Tromboksan Ajz’lin vazokonstriksiyon ve trombosit agregasyonunu artirici etkisi zayiftir.
Boylece balik yagi kullammm ile trombosit agregasyonu azalmakta ve vazodilatasyon

gelismektedir ®.

Omega-3 ve omega-6 yag asidleri (cok doymamis yag asidleri, PUFA) dayamkli
olmayip kolayca otooksidasyona ugramaktadirlar. Bu olay zararli lipid peroksidlerinin ve
onun pargalanma {irtinlerinin olusumuna neden olmaktadir. Bu nedenle omega-6 yag
asidlerinden zengin beslenme organizmada lipid peroksidasyonuna duyarliligi artirmakta ve

organizmanin antioksidan rezervini bozmaktadir.

PO YD s i I XTRULE
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Balik yag1 igerisinde bulunan A vitamini 6zellikle gorme, tireme, ekzokrin bez salgisi
ve mukus salgilanmasi gibi fizyolojik fonksiyonlarda ©nemli rol oynar. Hiicre
membranlarinin normal stabilitesinin devam etmesi i¢in gereklidir. A vitamini, bitkilerde
karotenoidler; hayvansal besinlerde ise retinol esteri halinde bulunur. A vitamini hiicre
diizeyinde antioksidan etkinlik gosterir. Serbest oksijen radikallerinden singlet oksijeni inaktif
O’e indirger. Yagda ¢oziinlir olmas: nedeni ile bu etkisini sitoplazmadan ziyade hiicrede

subselliiler yapilarin membraninda gosterir 87,

2.5. Steroid Olmayan Antiinflamatuvar Ilaclar (NSAILI)

NSAIi’lar kimyasal yap1 agisindan heterojen olmalarina ragmen farmakolojik yonden
benzer ortak ozellikler gosterirler. Plazma proteinlerine giiglii olarak baglanirlar. Yagda ve
zayif asitlerde ¢oziiniirler. Antiinflamatuvar, analjezik ve antipiretik etkileri ve benzer yan
etkileri vardir *. NSAli’lar pKa degerleri 3 ile 5 arasinda degisen zayif organik asitlerdir *.
PG sentezini inhibe ederler. PG’ler vaskiiler permeabilitede degisiklie neden olurlar. PG
sentez inhibisyonundan bagimsiz olarak nétrofillerin aktivasyonu iizerine inhibe edici etkileri
vardir . Ayrica agri reseptorleri tizerine etkirler. Termoregiilasyonda rol oynarlar >,

NSAIl’lar PG sentezinde siklooksijenaz yolunu inhibe ederler. Enzimin sentezi
farmakolojik olarak fosfolipaz A, inhibisyonu, arasidonik asit ile kompetisyon ya da peroksit

konsantrasyonunun azalmast ile inhibe edilir °.

Siklooksijenaz enziminin COX-1 ve siklooksijenaz-2 (COX-2) izoformlarinin oldugu
gosterilmistir. COX-1 konstitiitif enzimdir. Fizyolojik kosullarda trombosit ve vaskiiler
endotelyal hiicrelerde bulunur. Vaskiiler hemostazin diizenlenmesinde, gastroprotektif etkide
rol oynar. COX-2 ise indiiklenebilir formdur. Fizyolojik durumlarda dokularda saptanamaz.
Inflamasyon gibi patolojik olaylarda sitokinler, endotoksinlerle indiiklenir ve daha gok
endotelyal hiicrelere lokalizedir ***°. Bazi NSAIl’ler daha ¢ok COX-2’yi inhibe ederler.
NSAIl’larin antiinflamatuvar etkilerinin COX-2 inhibisyonu yolu ile oldugu diisiiniilmektedir.

Boylece istenmeyen gastrointestinal ve renal etkiler daha az ortaya ¢ikmaktadir *>%.
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NSAli’lar ayrica LT lerin ve eikozaenoik asitlerin biyosentezini inhibe edetler.
12 lipoksijenaz tarafindan olusturulan 12-hidroperoksieikozatetraenoik asit (12-HPETE)
peroksidaz tarafindan rediikte oldugunda 12-hidroeikosatetraenoikasit (12-HETE) ve serbest
oksijen radikalleri agiga ¢ikar. NSAIi’lar 12-peroksidazi inhibe edip 12-HETE agiga
cikmasim engeller. 5-lipoksijenaz enzimi ile LTB4, C4, D4, E4 agiga ¢ikar 3, LTlerin aciga

cikisini ve etkilerini inhibe eden ilaglara potent antiinflamatuvar ilaglar denmektedir *’.

NSAli’lar tromboksan A; (TxA;) biyosentezini inhibe ederek antiagregan etki

gostermektedirler. Siklooksijenaz inhibitrlerinin antiagregan 6zelligi vardir °.

PG’ler akut ve kronik inflamasyonun yamsira, periferik afri ve atesten de
sorumludurlar °. NSAIi’lar hiperaljezik olan PG’lerin birikimine engel olarak agri uyarisinn

etkinligini azaltabilmektedirier %,

Tiim NSAIl’lar notrofil agregasyonunu inhibe etmektedir. Akut inflamasyonda en
énemli baslangic mekanizmalarindan birisi nétrofillerin vaskiiler endotel ile etkilesimidir *.
NSAIll’larin ayrica nétrofil migrasyonunu yavaslattiklart ve hiicre membranina zarar
verdikleri gosterilmigtir 5. Notrofillerin inflamasyon ile serbest oksijen radikalini yikan
savunma enzimlerinin saturasyonu sonucu, eikozaenoik asitler artmaktadir >'°1%2, Baz
NSAIl’larin serbest radikalleri yakalama ve inaktive etme yetenegine sahip olduklar ileri
stirtilmiistiir °.

Inflamasyonda arasidonik asit metabolizmasindaki bozulma, fagositozda serbest
radikallerin birikimi, yabanc partikiillerin Csp, peptidi ile opsonizasyonu lizozomal enzimlerin
agiga  ctkisint  kolaylastirmaktadir. NSAil’lardan  bazilarinin  lizozomal —enzimlerin

serbestlesmesini engelledigi in vitro olarak gosterilmigtir °.
2.5.1. NSAii’larin bashcalary: 3

Salisilatlar: Asetilsalisilik asit, sodyum salisilat
indol tiirevieri: iIndometazin, sulindak, oksametazin
Pirazolon tiirevleri: Fenilbutazon, pirazinobutazon, oksifenbutazon, dipiron

Oksikam bilegikleri: Piroksikam, tenoksikam
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Propiyonik asit tiirevleri: Ketoprofen, ibuprofen, naproksen, nabumeton, fenobrofen
Fenilasetik asit tiirevleri: Diklofenak sodyum
Pirolasetik asit tiirevleri: Ketorolak

Fenamatlar ya da antranilik asit tiirevleri: Meklofenamat, mefanamik asit, niklumik asit

Siklooksijenaz enzimi inhibisyonu yapan NSAil’lar arasinda aspirin, indometazin,
flurbiprofen, mefenamik asit, piroksikam, sulindak, nabumeton, ibuprofen, diklofenak
sodyum, naproksen sayilabilir °. Indometazin, piroksikam, ibuprofen, sulindak dzellikle COX-

1’i inhibe eder **°"%°, Meklofenamat hem COX-1 hem de COX-2’yi inhibe eder *°.

Dogal savunma ya da immunolojik hiicresel reaksiyoularda NSAIl’larin etki
mekanizmasi agik degildir. PGE,, T hiicrelerinin transendotelyal migrasyonunu inhibe ederek
antiinflamatuvar etki gosterir. Bu etkiyi T hiicre ve endotelyal hiicrelerdeki cAMP aracili

degisiklikleri inhibe ederek ortaya gikarir ',

Yiiksek konsantrasyonlardaki oksijen radikalleri otoimmun hastaliklardaki kronik
inflamasyon ve DNA hasarinda, ayrica primer alloantijen-indiiksiyonlu T hiicre aktivasyonu
ve proliferasyonunda rol alirlar. Romatoid artritte oksijen radikali siipiiriiciilerinin yararlan

heniiz inceleme asamasindadir °.

Arasidonik asidin siklik endoperoksidler olan PGG;’nin PGH,'ye déniisiimii sirasinda
ve ayrica aragidonik asidden lipoksijenaz aracilig ile lipid peroksidler olusurken, aktif oksijen
radikalleri olan O," anyonu ve serbest OH’ olusur. Fazla sitotoksik olan bu bilesikler iltihap
olayinin meydana gelmesine katkida bulunurlar. Gergekte aktif oksijen radikalleri hiicrelerde
normal durumda da olusurlar; fakat SOD ve benzeri enzimlerle hemen inaktive edilirler.
[ltihapli dokuda, ozellikle PMNL’ler ve makrofajlar tarafindan agin derecede ve kontrolsiiz
bir sekilde aktif oksijen radikali tretilir. Bunun bir nedeni, iltihabt olusturan stimulusun,
anilan hiicrelerde heksoz monofosfat santin1 aktive ederek non-mitokondriyal enetji iiretimini

artirmasidir %1%,

Serbest radikalleri yakalama ve inaktive etme yetenefine sahip NSAIl’lar iginde

4

salisilatlarin in vitro olarak bdyle bir etkiye sahip olduklart gosterilmistir °. Ayrica

indometazin, fenilbutazon da siiperoksid agiga ¢ikisini inhibe eder. Boylece doku

105-107, ‘Sodyum salisilat, indometasin, fenilbutazon, sulindak,
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diklofenak, meklofenamat ve azapropazonun antiinflamatuvar etkilerinin kismen, iltihapl
dokuda aktif oksijen radikallerinin olugmasini inhibe etmeleri ile ve/veya olusanlari baglayip
inaktive etmeleri ile iliski gosterdigi saptanmuistir. Aktif oksijen radikallerini inaktive eden
SOD enzimi preparatlari (Orgetein gibi), romatoid artritli hastalarda intraartikiiler veya
parenteral verilerek tedavi edici ilag olarak halen denenmektedir; alinan sonuglar olumlu

gozitkmektedir *'%,

OH"1n klasik siipiiriiciileri mannitol ve tioiirelerdir. Ancak bu bilesikler ¢ok yiiksek
konsantrasyonda etki gosterirler, in vivo boyle kullanimlari uygun degildir. Siipiiriicii
Ozellikler agisindan PGB, analoglan, kafein, hipotaurin, antiaritmikler (lidokain, kinidin,
prokainamid) ibuprofen ve yesil ¢aydan elde edilen polifenoller sayilabilir. Test edilen birgok
antiinflamatuvar ilag arasinda en giilii antioksidan etkisi olan ilaglar lobenzarit, ibuprofen ve

metabolitleridir.

2.5.2. Profenler (Fenilpropionik Asid Tiirevleri)

Profenler; aspirin ve asetaminofenden sonra en fazla kullanilan analjezik ilaglardir. Bu
grup iginde en fazla kullanilan ibuprofendir ve bazi bati iilkelerinde oral ibuprofen
preparatlar regetesiz ilag statiistindedir.

Profenlerin molekiillerinde bir kiral merkez bulundugu igin S ve R enantiyomerleri
vardir. Saf S seklinden olusan naproksen harig, profenler rasemat seklindedirler. S-
enantiyomerlerinin siklooksijenaz: inhibe edici ve analjezik etki giicii, R- sekline gére ¢ok
fazladir. Viicuttaki metabolizmalar: stereoselektiftir; bu olay ibuprofen ile etrafli bir bigimde
incelenmistir. Karacigerde R-profenler tek yonlii olarak daha aktif olan S-profenlere
doniistiiriiliirler (inversiyon). En fazla inversiyona ugrayanlar ibuprofen ve fenoprofendir
(%60). Gerek S- ve gerekse R- sekilleri karacigerde oksidatif degisikliklere ve glukuronat
konjugasyonuna maruz kalirlar. R-gekilleri, S-gekillerinden farkii olarak, endojen yag asidleri
gibi hareket ederek gliserolle birlesirler ve kismen hibrid triasilgliseroller haline gegerler.
Boylece R sekli, kronik kullanilis sirasinda giderek artan bir miktarda yag dokusunda birikir;

bu olayin terapotik etkinlige yansimasinin sonuglari halen bilinmemektedir '**.
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2.5.3. ibuprofen

Fenilpropionik asid tiirevleri ig¢inde ilk bulunamidir. Analjezik, antipiretik ve
antiinflamatuvar etkinligi diger fenilpropionik asid tiirevlerine ve indometasine oranla
zayiftir. Trombosit agregasyonunu aspirin ve indometasine gére daha diisiik bir derecede
inhibe ettigi bulunmustur. Glinde 1.2 g dozunda, esas olarak analjezik etki yaptifi ve
antiinflamatuvar etkisinin ancak 1.6 g ve Ozellikle 2.4 g giinliik doz diizeyinde belirgin

duruma geldigi saptanmigtur.

"
(CHy,—CH CH;@—CH COOH

Ibuprofen

Sekil 3. Ibuprofenin kimyasal yapisi.

in vitro incelemeler, ibuprofenin sadece S(+)-enantiyomerinin prostaglandin sentez
inhibitorii oldugunu ve dolayisi ile sadece bu enantiyomerin in vivo antiinflamatuvar etki
yapabildigini gostermistir. Sigan ve farelerde yapilan incelemeler, yukarida belirtildigi gibi,
rasemik ibuprofenin yarisini olusturan inaktif R(-)-izomerinin viicutta aktif izomere kismen
doéniisebildigini gostermistir. Bu nedenle in vivo kosullarda izomerler arasindaki etkinlik fark:
azalir. Tipta rasemik karisim seklinde kullanilan ibuprofenin antiinflamatuvar dozunun,

analjezik dozundan daha yiiksek olmas1 yukardaki 6zelligi ile ilgili olabilir.

Ibuprofenin analjezik etkisi agizdan alinmasinin ardindan gabuk (1 saat iginde) baslar.
Ancak genellikle 4 haftalik bir uygulamadan sonra gecikmeli olarak belirgin hale gelir.
Hastalar bu ilaca, aspirin, indometasin veya fenilbutazona karsi oldugundan daha iyi
dayanirlar. Giinliik dozun 1.2 g’dan 2.4 g’a ¢ikarilmasi yan tesir insidensinde nisbeten az bir

artma yapar.

Mide-barsak kanalindan yaklasik % 80 oraninda ve g¢abuk absorbe edilir. Tek dozdan
sonra maksimum plazma diizeyine 1-2 saatte erigilir. Besin ile birlikte verilmesi absorbsiyon

hizim ve derecesini azaltir. Plasmada yiiksek oranda proteinlere baglanir (% 99). Karacigerde
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metabolize edilmek suretiyle inaktive edilir. Eliminasyon yarilanma émrii 1.6-2.5 saattir.
Metabolizmasi stereoselektiflik gosterir; aktivitesi diigiik olan R- enantiyomeri daha yavas
elimine edilir. Bu enantiyomer kismen S- enantiyomerine déniigtiiriiliir (inversiyon).
Ibuprofen, sinovyal dokuda, diger bazi antiinflamatuvar analjezikler gibi, plazmadakinden

daha uzun bir siire kalir.

En sik goriilen yan tesirleri gastrointestinal kanalla ilgili olanlardir (bulanti, kusma,
diyare veya kabizlik). Bu yan tesirler aspirin, indometasin ve fenilbutazona kiyasla daha
seyrek goriiliir. Hepatotoksik etki potansiyeli ¢ok diigiik de olsa vardir; serum transaminaz

diizeyini yiikseltebilir. Deney hayvanlarinda teratojenik etki yapmadig goriilmiistiir '™

2.6. Yag Asidleri

Dogada 40' dan fazla yag asidi vardir. Yag asidleri CH3(CH;),COOH genel formiilii
ile gosterilebilir. Bu formiilde n meveut CH,; kéklerinin sayisini gosterir. Bu say1 2°den 24°e
kadar degisebilir. Dogadaki yag asitleri 3 tipe ayrilabilir:

1) Doymus yag asitleri; karbon atomlar1 arasinda sadece tekli baglar igerir.

2) Tekli doymamus yag asitleri; sadece 2 karbon atomu arasinda bir tek ¢iftli bag
vardir.

3) Coklu doymamus yag asitleri; iki veya daha fazla ¢iftli bag igerirler.

Bir yagin ne oranda doymamis yag asidi igerdigini anlamak igin iyod yakalama

yetenegi arastirilir. Buna o yagin iyod sayisi denir.

Yag asitlerindeki karbon atomu sayisi rakamla gsterilebilir. Yag asidi doymams yag
asidi ise hangi karbon atomundan sonra ¢ift bag varsa onun numarasi da yanina delta (A)
isareti konarak gosterilebilir. Ornegin 9. ve 10. karbon atomlar: arasinda ¢ift bag olan oleik

asit Cygy9 diye ifade edilir. Dogada bulunan 6nemli yag asitleri;

T, R

o e T w4 e
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Doymus Yag Asitleri:

Biitirik Asit  Cy4

Kaproik Asit Cg

Kaprik Asit  Cyp
Laurik Asit Cjy
Miristik Asit Cyq
Palmitik Asit Cie
Stearik Asit Cig

Tekli Doymams Yag Asitleri:

(Monoetenoid Asitler)
Palmitoleik Asit Ci6a9
Oleik Asit  Cygao

Erusik Asit  Cpais

Coklu Doymamis Yag Asitleri:

(Polietenoid Asitler)
Linoleik Asit Cigag12
Linolenik Asit Ciga91215

Arasidonik Asit Cyoas 81112

Tatli su bitki ve hayvanlarinda doymamig Cys, Cy3, C39 ve Cy; yag asitleri bol bulunur. Bu
canlilarda tek doymanus yag asidi % 10-20 oraninda bulunan palmitik asittir. Deniz

diinyasinda ise doymamis Cyq ve Cy; yag asitleri egemendir.

Baz1 bitkisel stvi yaglar saglik igin 6nemli tehlikeler olusturabilir. Erusik asit orani
ylksek kolza yag1 sagliga zararli olmasi agisindan en {inlii bitkisel yagdir. Kolza tohumlarinin
yag oram yiiksek oldugundan maliyeti diisiik bu yag aslinda sanayi amaglariyla iiretildigi
halde maalesef bazen yemeklik yaglara karigtirilmaktadir. 1981 yilinda Ispanya’daki kitlesel

yag zehirlenmesi bunun 6rneklerinden biridir. Erusik asit orani diisiik kolza tohumlarinin
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tiretilmis olmas: stiphesiz Snemli bir agamadir. Ancak erusik asit orani % 5’in altinda bile olsa

erusik asit igeren yaglarin sagliga zararli olabilecegini telkin eden ciddi yayinlar vardir 43,108

2.6.1, Erusik Asit

Tekli doymamis yag asitleri grubunda yer alan erusik asit (Cy; a 13), Cao ve Cyq gibi

polienoik yag asitleri, linoleik ve a-linolenik asid’den zincir uzamast yolu ile tiirerler *.

Adenoldkodistrofi hastaliginda kullanilan erusik asit (cis-13 dokozoenoik asit, Q-9),
yag asitleri yikimindan sorumlu peroksizom organellerinin say1 ve fonksiyonunu diizenleyen
PPAR (peroksizom prolife edici reseptdr) reseptorlerine baglanmaktadir. Son yillarda bu
reseptorlere baglanip aktive eden bazi ilaglarin hem kanseri engelleyici (6r: trazolidindione
tiirevi antidiabetikler), hem de provake edici (klofibrat gibi kolesterol diisiiriicti ilaglarin

kemirgenlerde karaciger kanseri indiiksiyonu) etkileri yogun arastirmalarin konusudur '®''°,

Erusik asidin antioksidan olduguna dair veriler elde edilmektedir. Baz1 ¢alismalarda
erusik asidin kardiyotrofik etkilerinin oldugu ve kalbi miyokard infarktiisii sonucu olusan

- o 1 e e 10
hasardan korudugu gésterilmistir %1%,

2.7. Peroksizom Prolifere Edici Reseptor (PPAR)

PPAR’lerin 1990’da ilk kesfi peroksizom proliferasyonunu anlamamiz igin bir anahtar
olmugtur. Sonrasinda PPAR’lar adiposit farklilagmasimin anlasiimasina yardimet oldular.
PPAR’ler peroksizomlar hakkindaki bilinmezligin ¢oziilmesinde de etkili olmuslardir.
Onlarin medikal Onemi obesite {izerindeki roliiniin 6tesindedir. Artms PPAR alfa
ekspresyonu, kardiovaskiiler hastaliklara kars1 koruyucudur. PPAR mekanizmalari, asil olarak
fazla diferansiye hiicre fenotiplerinin indiiksiyonu yolu ile, baz kanserlere kars1 koruyucudur.

Pek ¢ok hiicre tipinin diferansiasyonu (hepatosit, fibroblast, adiposit, keratinosit, miyosit ve
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monosit/makrofaj) PPAR 'ler igerir ve simdi bu niikleer reseptorler pek ¢ok medikal

spesiyalitelerin ve farmakoloji endiistrisinin dikkatini gekmektedir 109,

PPAR biyolojisine ilk énemli bakis PPAR alfa aracili karaciger peroksizomal beta
oksidasyonunun kontroltiniin gosterilmesi ve PPAR gamanin adipogenezisteki roliiniin
incelenmesinden kaynaklanmaktadir. Bu ylizden PPAR hedef genlerinin tanmimlanma
aragtirmalar1 temel olarak hepatosit ve adipositlerde yogunlagmistir. Béylece her ikisi de
sistemik lipid metabolizmasinda ve lipid homeostazisinde PPAR’nin genel diizenleyici

etkisinin ortaya ¢tkmasinda anahtar rol oynanuslardir ti

2.7.1. Peroksizom Proliferasyonu

Peroksizom bir subseliiler organeldir, fonksiyonu molekiiler oksijenin kaldirilmast ve
daha sonra hidrojen peroksidin bozulmasimin &tesinde, gliserolipid sentezi, kolesterol
biyosentezi ve bozulmas: (safra asidi olusumu), yag asidi oksidasyonunu igermektedir.

10

Issemann ve Green’in ', peroksizom proliferatrlerinin steroid reseptor ailesinde bir geni

aktive edebilecegini bildirmesi ile 1990 yilinda PPAR denilen bu niikleer reseptor yeni bir

bulus halini almistir. Ug temel PPAR tanimlanmustir 1%,

2.7.2. PPAR Yapisi ve Fonksiyonu

PPAR bir kompakt molekiildiir. insan PPAR alfa 468, PPAR beta/delta 441 ve PPAR
gama 479 aminoasit residiisiine sahiptir. Diger steroid—reseptér siiperfamilyasinda oldugu
gibi, PPAR’lar da dort fonksiyonel bolgede bes ya da alt1 yapisal alana (A-F) sahiptirler. C
bolgesi, DNA-baglayan bolge (DBD)’dir. E/F bolgesi ligand baglayicidir (LBD). PPAR

alfanin fosforilasyonu, reseptor/ligand afinitesini pozitif olarak etkileyebilmektedir '®.
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2.7.3. PPAR ve Gen Ekspresyonu

PPAR ii¢ izoforma sahiptir: alfa, beta (delta), gama. PPAR beta, yag asitleri tarafindan
aktive edilir, fakat adipozit farklilagmasinda rolii zit kalmaktadir. Dogal prostaglandin 15-
deoksi-delta-prostaglandin J, (15d-PG J;) ve sentetik tiazolidindion ilaglarin her ikisi de
PPAR gamaya baglanmaktadir. Poliansatiire yag asitleri i¢in asil tercih PPAR alfa olmasina
ragmen, bircok yag asidi her ii¢ PPAR izoformuna da baglanmaktadir.Yag asitleri kendi
metobolizmalarim diizenleyeceginden dolayi, hormonlar gibi davranirlar. Lokotrienler ve
prostaglandinler gibi bazi yag asidi tiirevleri kendi reseptorlerine olandan daha yiiksek bir
afinite ile PPAR’lara baglanabilirler. Inflamatuvar yanitin giiglii bir mediat6rii olan LBy,
dogal giiclii bir liganddir """, 8-hidroksi eikozatetraenoik asit gibi lipoksijenaz yoléglnxn
diger trtinleri de PPAR alfaya baglanabilmektedit. PG A, D ve JFnin yiksek
konsantrasyonlari PPAR’lart aktive edebilmektedir. Bu iste PPAR gama en fazla sorumludur
ve 15d-PG J, giiglii bir aktivatordiic. PG F,, PPAR gama ekspresyonunu negatif olarak

diizenleyebilir .

Deneysel hipolipidemik bilesik Wy-14.643 PPAR alfamin giigli bir ligandidir.
Hipolipidemik ilaglardan bezafibrat ve klofibrat gibi fibratlar da PPAR alfaya baglantrlar ve
bu, s6zkonusu ilaglarin kardiyovaskiiler bozukluklardaki terapétik degerlerini gostermektedir.

Gemfibrozil ve probukol gibi non-fibrat hipolipidemik ilaglar PPAR ile etkilesmezler 19!,

Antidiabetik tiazolidindion da PPAR gamanin ligandidir ve bu onun insiilin
duyarsizlagtiric1 ve antihiperglisemik etkilerini agiklar. Ilag nedenli PPAR gama aktivasyonu
adiposit farklilasmasi ve kopiik hiicre olusumunu uyarmaktadir ve tiimér hiicre bilylimesine
katkida bulunmaktadir ',

Cesitli nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar (indometasin, flufenamik asit, fenoprofen,
ibupfofen vb.) PPAR alfa ve gamaya baglanmaktadirlar '''"'2. Bunlarin antiinflamatuvar
ozellikleri COX-1 ve COX-2’yi inhibe etme kapasitelerinden kaynaklanmaktadir. PPAR alfa
COX-2 olusumunu baskilamaktadir, bu yiizden PPAR alfamin aktivasyonu bu ilaglarin
antiinflamatuvar etkilerine katkida bulunmaktadir. Ayni ilaglarin adipojenik 6zellikleri,

onlarin PPAR gama ile etkilesim yetenekleri ile paraleldir '.
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PPAR alfa glukoneogenezisin oldugu organlarda (karaciger, barsak ve renal korteks)
ve kalp kasi hiicrelerinde yogun bir sekilde eksprese edilmektedir. Oysa PPAR gama
ekspresyonu beyaz yag dokusu ve immiin hiicrelerde daha fazladir. Bu ekspresyon rodent ve
insanlarda olugmaktadir. PPAR’lar yag asidinin transportu, aktivasyonu ve oksidasyonuna
katilan genlerde bulunmuslardir. Clinkti bunlar dogal ya da ksenobiotik bilesikler tarafindan
olusturulan mitokondriyal yag asidi oksidasyonunu diizenliyor olarak kabul edilirler. PPAR
aractli olaylar negatif feedback tarafindan lipid metabolizmasinin kontrolii gibi

diigiinilmektedir '%°.

PPAR gama aktivasyonu, hepatosit, fibroblast, miyosit, gogiis ve kolon epitel

hiicrelerinde; hiicre fatklilasmasint uyarir '

2.7.4. Antiinflamatuvar Ozellikler

Lipid mediatérleri, prostaglandinler, lokotrienler, tromboksanlar ve lipoksinler,
inflamasyonun stimulasyonu ve inhibisyonu gibi fizyolojik progeslere katilirlar. PPAR’in
inflamasyondaki rolii ilk kez bir membran reseptorii tarafindan aktivasyonuna aracilik eden,

gliglii bir kemotaktik inflamatuvar eikozanoid olan LTB4’lin gésterilmesi ile tanimlanmistir
i

PPAR alfa gibi PPAR gama da antiinflamatuvar 6zellige sahiptir. PPAR gama aktive
makrofajlarda up-regiile edilir ve indusibl nitrik oksit sentazin sekresyonunu, jelatinaz B’yi
(doku hasarina neden olabilir) ve siipiiriicii reseptér A’y1 (hiicre adhezyon olaylarina ve
okside LDL’nin uptake’ine neden olur) inhibe eder. PPAR gama, IL-1, IL-6 ve TNFy 'nin
monosit sekresyonunu azaltir. Bu sitokinler PPAR gamamin adipojenik 6zelliklerini
antagonize ederler ve bunun tersi de dogrudur. PPAR gamanin ligandlar1 olan NSAII'lar,
siklooksijenaz inhibisyonu igin gereken dozdan daha yiiksek dozlarda, monositler tarafindan
tiretilen sitokinleri azaltabilirler. Bu, romatoid artrit gibi kronik inflamatuvar hastaliklarda

yiiksek dozlarda verilen bu ilaglarin neden daha etkili olduklarini agiklamaktadir %'

PPAR’lann kardiovaskiiler hastaliklar da da iliskisi vardir. Aterosklerozisin gostergesi

olan, aortik diiz kas hiicresinin inflamatuvar aktivasyonu, fibratlar tarafindan olugturulan

38



artmis PPAR alfa aktivasyonu tarafindan inhibe edilebilmektedir. Fibratlar tarafindan PPAR
alfanin aktivasyonu, dolasan HDL de bir artisla sonuglanan hepatositlerde APO-Al ve APO-

A2’nin indiiksiyonuna yol agar '®.

Artmigs PPAR gama ekspresyonu hem koruyucu hem de islenmeyen etkilere neden
olabilir. Ciinkii bu ikisi arasindaki denge bilinmemektedir. Bu ylizden PPAR gama agonisti ya
da antagonistleri tedavisinin kalp hastalif1 gelismesindeki etkisi hakkinda bir sey s6ylemek

heniiz erkendir '%.

PPAR alfa asil olarak karaciger ve immiin sistemi igeren, yiiksek yag asidi
katabolizmasina sahip dokularda eksprese edilir. PPAR alfanin fonksiyonlart karacigerde
omega ve beta oksidasyon yolag: ile aktive edilen gesitli ksenobiyotikleri detoksifiye etmek
ve yag asitlerini degrade etmektir. PPAR alfanin diger dokulardaki rolii bilinmemektedir.
PPAR alfa, LTBs4 ya da onun metabolik prekiirsorii aragidonik asit tarafindan olusan
inflamatuvar cevabin siiresini etkilemektedir. PPAR alfa ve PPAR gama’nin selektif
agonistlerinin  tanimlanmasina  ragmen ''2, hNUCI/PPAR  delta  (beta)’ninki
tammlanamamistir.  Johnson ve arkadaglan hNUCI1/PPAR delta(beta)’mn  selektif
aktivatorlerini arastirmiglar ve ¢ok uzun zincirli yag asitierinden olan erusik asidin hNUC1’e

HOI Dogal inflamasyon mediatori LTB, ve sentetik

selektif oldugunu bulmuslardir
hipolipidemik ilag olan Wy 14.643’iin her ikisi de PPAR alfamn ligandlandir '®'"!. Erusik

asit PPAR alfayi aktive etmeyen bilesiklerdendir '%.

Indometasinin yanisira feneprofen, ibuprofen ve flufenamik asit gibi diger birkag
NSAll’lerin de PPAR gama ligandlart oldugu gosterilmisti. PPAR gama’y: aktive eden
benzer NSAIl’lerin PPAR alfa’nin aktivasyonunda da etkili oldugu bulunmustur. PPAR
alfa’nin karacigerde bol bulunan bir PPAR alt tipi oldugu ve peroksizom proliferasyonunda
anahtar rol oynadigi gosterilmistir. Birkag NSAII’nin hepatositlerde hem in vivo hem de in

vitro peroksizomal aktivasyon olusturdugu rapor edilmistir ''2.
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2.7.5. PPAR Alfa ve inflamasyon Cevabi

Inflamasyon bélgesinde, LTB4’{in degradasyon orani ve seviyesi inflamatuvar cevabin
sliresini ve yayginhiguu belirler. PPAR alfa ve LTB4 arasindaki direkt iliski, yag asidi
degradasyonu enzimlerini meydana getirir ve LTB4 katabolizmasinit artirir. Bu yiizden PPAR
alfa, LTB4 aracili inflamasyonun siiresinin gii¢lii bir diizenleyicisidir. Bu PPAR alfa Wild-
type (+/+) ve knockout (-/-) farelerde inflamatuvar cevap karsilagtirilarak test edilebilir. PPAR

alfa aktivitesi eksikliginde inflamatuvar cevabin uzadig gosterilmistir ',

PPAR alfa omega ve beta oksidasyonun miktarini diizenlemektedir. PPAR alfa
karaciger, bobrek, kahverengi ya dokusu, gz, sindirim sistemi, immiin ve génital
sistemlerde eksprese edilmektedir. Fakat sadece karacigerde (yag asitleri ve ksenobiotiklerin
katabolizmasinda) ve immiin sistemde (inflamatuvar cevabin siiresinin belirlenmesinde) onun
fonksiyonu bilinmektedir. PPAR alfa fonksiyonunu artiran bilesikler ki bunu ya reseptor
seviyesini artirarak ya da reseptorii aktive ederek yaparlar, antiinflamatuvar ilaglar
olmalidirlar '®. PPAR alfanin gen ekspresyonunun down-regiilasyonu siganda kronik alkolik

karaciger hastaliginda gozlenmigtir P
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3. GEREC ve YONTEMLER

3.1. Geregler

3.1.1. Deney Hayvani:

Bu ¢alismada 1. U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlan Arastirma ve Uretim
Laboratuvarinda yetistirilen ortalama agirlifn 250-300 g olan 3.5-4 aylik "Sprague Dawley"
erkek sicanlar kullanildi. % 20°lik protein igeren Erig Yem Sanayiden temin edilen fare yemi
ile ad libitum beslenen ve taze ¢esme suyu verilen siganlarin diizenli olarak kafes bakimlari

yapildi. Deney gruplan asagida belirtilen sekilde olusturuldu:

1) Kontrol grubu (K; n=8)

2) Ibuprofen grubu (I; n=8)

3) Erusik asid grubu (E; n=8)

4y Ibuprofen+Erusik asid grubu (I+E; n=8)

Kontrol grubundaki deney hayvanlarina 20 giin boyunca 1 mL ¢esme suyu gavaji
yapild1. Ibuprofen grubuna 20 giin boyunca 17 mg/kg ibuprofen gavaji; erusik asid grubuna
20 giin boyunca 100 mg/sigan erusik asid gavaji; ibuprofenterusik asid grubuna 17 mg/kg
ibuprofen ve 100 mg/sigan erusik asid gavaji yapildi. 20. Giin tim gruplarn gavajlar
tamamlandiktan 2 saat sonra, 6 g/kg etanol dozu ikiye boliinerek 2 saat ara ile gavaj yéntemi
ile her gruba uyguland:. 1 saat sonra eter anestezisi altinda hayvanlarin torakslari agildi. Sag
ventrikiilden heparinize kan ornekleri alindi, karaciger perfiize edilerek total olarak ¢ikarild:
ve plazmalan ayrilan kan Ornekleri ile birlikte ¢alijmanin yapilacagi zamana kadar -70

°C’de saklandi.
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3.1.2. Etanol dozu: ¥’

Caligmanin 20. giiniinde verilecek olan toplam giinlilk doz 6 g/kg olacak gekilde
% 30'luk etanol intragastrik olarak uygulandi. Ancak bu doz tek gavajla 6ldiiriicii olabilecegi
icin ikiye boliinerek verildi.

% 100'liik absolii etanoliin yogunlugunun (d) 0.79 g/mL oldugu bilindiginden buradan
6 g etanoliin mL olarak miktar1 hesaplandi. Bu deger 7.6 mL olarak bulundu. 7.6 mL absolii
etanoliin miktar1 oldugu i¢in, % 30'luk etanol miktarinin 25.3 mL oldugu belirlendi. Bu miktar
sigan agirliina gére hesaplanip deney semasina uygun sekilde iki esit doz boliinerek gavaj

yapildi. % 30'luk etanol hazirlamak igin gerekli olan absolii etanol distile su ile seyreltilerek

hazirland.

3.1.3. ibuprofen dozu 5

Yetiskinlerde giinliik maksimum doz olan 2,4 g goz oniinde bulundurularak, toplam

giinliik doz 17 mg/kg viicut agirligi olacak sekilde intragastrik ibuprofen gavaji yapildi.

3.1.4. Erusik asid dozu:

Toplam giinlikk doz 100 mg/sigan olacak sekilde intragastrik erusik asid gavaji yapildu.
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Tablo 2. Deney gavaj semast

Gruplar 1-20. Giin 20. Giin
Kontrol 1 mL ¢esme suyu 6 g/kg etanol
Ibuprofen 17 mg/kg ibuprofen 6 g/kg etanol
Erusik asid 100 mg/sican erusik asid 6 g/kg etanol
) 17 mg/kg ibuprofen
Ibuprofen+Erusik asid 6 g/kg etanol

100 mg/sican erusik asid

3.1.5. Aletler:

- Rua Instruments -86 °C derin dondurucu
- Shimadzu UV/VIS 1202 spektrofotometre
- Hettich Mikrolitter Eppendorf santrifiijii

- Shimadzu Libror AEU-210 hassas terazi

- Christ UJ2 diigiik devirli santrifiij

- Elektro-mag vorteks

- Shott CG 840 pH metre

- Boehringer-Mannheim Precitherm PFV su banyosu

- Otomatik pipet

- Mekanik Prufgerate Medingen teflon homojenizatér

- Mubhtelif laboratuvar cam malzemeleri
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3.2. Yontemler

3.2.1. Fosfat Tamponu Hazirlanmas: 80

Stok fosfat tamponlari:
a) 0.05 M KH,PO4= 3.4 g KH,POy4 bidistile su ile 500 mL'e tamamland.
b) 0.05 M Na,HPO4.2H,0 = 4.45 g Na,HPO,4.2H,0 bidistile su ile 500 mL'e tamamlandi.

0.05 M pH:7 fosfat tamponu (¢aliyma tamponu) = a ve b ¢ozeltileri 1:1.5 (v:v)

oraninda karigtirild.

3.2.2. Karaciger Dokusu Homojenizasyonu

Karaciger dokusu —70 °C’den gikanldiktan sonra buzu ¢oziilmeden kesilerek tartildi.
0,05 M pH=7’lik fosfat tamponu ile %10’luk (w:v) olacak sekilde hazirlandi. Teflon
homojenizatérde buz i¢inde homojenize edildi. Hazirlanan homojenat eppendorf tiiplere

alinarak 3000 rpm’de 10 dk +4 °C’de santrifiij edildi ve siipernatan ayrildi.

Ayrilan siipernatan MDA, SOD ve CAT ol¢iimiinde kultlanildi.

3.2.3. MDA Olgiimii '

Lipid Peroksidasyonu: Kantitatif 6lgiime dayali testlerden biri olan tiyobarbitiirik

asid yontemi ile saptandi.

Bu yontem, TBARS (Tiyobarbitiirik asid ile etkilesen maddeler) olarak da adlandirilir.
Siklikla kullanilan bu y6ntem, lipid peroksitlerinden tiireyen ¢esitli aldehitlerin 6lgiimiine

dayanur.
44



Stok Cozelti:

% 30 Triklorasetik asid

% 0,75 Tiyobarbitiirik asid
5 M Hidroklorik asid

Prosediir:

Dalga boyu: 535 nm
Kiivet: 1 cm 151k yolu
Olgiim: Kore kars

Pipetleme:

Deney Kor
Ornek (doku) ImL —
Distile su — ImL
Stok Cozelti 2,7 mL 2,7 mL
Pipetleme:

Deney Kir
Ornek (plazma) 350 pL —_
Distile su — 350 pL.
Stok Cozelti 2,7mL 2,7 mL

Pipetleme isleminden sonra tiipler 15 dk. 100 °C’de tutuldu. Tiipler soguduktan sonra
3000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Ust faz alinarak spektrofotometrede 535 nm’de

absorbanslar1 okundu.

Hesaplama:
A Absorbansx47,5= nM/g doku
A Absorbansx0,05586= nM/mL

oYL HURUL
DOKOTMARN LS 6., ot 22T



3.2.4, Cu-Zn Superoksit Dismutaz Aktivitesi Olgiimii '

Prensip:
Siiperoksit dismutaz oksidatif enerji olugumu sirasinda olusan O;"nin hidrojen

peroksit ve molekiiler oksijene doniistimiinii katalizleyen enzimdir.

SOD
202.+2H+ —» H,0, + 0,

Ksantinin ksantin oksidazla reaksiyonu sonucu olusan O;"nin nitroblutetrazolium
(NBT) ile formazan rengi meydana getirmesi prensibine dayanir. Doku ortamindaki SOD
aktivitesinin miktarina gore NBT ile olugan renk, doku igermeyen kore gore azalir. Ortamdaki
SOD aktivitesi fazla olursa, renk o derece azalacaktir. SOD aktivitesi, reaksiyonunun %

inhibisyon derecesine gore 6lgiiliir.

Ayrraclar:
1) pH=10.2'lik ¢alisma ayiract (taze hazirlanir)

1 mM DETAPAC (Dietiltriamin pentaasetik asit, Sigma, M.W. 393.3 g)
250 uM BCS (Disodyum bathokuproindisulfonat, Sigma, M.W. 564.5 g)

0.3 mM Ksantin (ACN, M.W 152.1 g)

50 mg/L BSA

50 uM NBT (Nitroblutetrazolium Sigma, M.W 817.6 g)

40 mM Sodyum karbonat (Sigma, M.W 106 g)

2) 0.05 M pH 7'ik fosfat tamponu

3) 2 M Amonyum siilfat (Sigma, M.W. 132.14 g)

4) 0.8 mM CuCl,.2H,0 (Sigma, M.W. 170,5 g)

5) Ksantin oksidaz (XO)

0.0164 Uftiip olacak sekilde 2M amonyum siilfatla ¢oziilerek hazirlandi.
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Deneyin Yapilisi:
Karaciger dokusu igin: Seyreltilmemis siipernatanla ¢alisildi.

Deney kérii: Ortama eklenen BCS dokuda bulunan yiiksek konsantrasyondaki XO’un yol
acacag etkilesimi azaltir. Bu nedenle, kaynatilmis deney korii galisilmadi; kaynatilmig
dokuda radikallerin ortaya ¢iktig1 ve deney ortamunu olumsuz etkiledigi goriildii. Dolayist ile

BCS ve DETAPAC eklenen dokudaki XO konsantrasyonunun ihmal edilebilecegi diisiintildi.

Deney Kor
Caliyma aywrac:: 1 mL l'mL
0,05 M fosfat t.: — 20 pLL
Siipernatan: 20 pL. —

25 °C’lik su banyosunda 2 dk tiiplerin 1sinmasi beklenir.

l

XO eklenmesi her tlipe 30 sn ara ile yapilir ve hemen vortekslenir.

l

X0 50 pL

v

35 dk 25 °C’de inkiibe edilir.

!

0,8 mM CuCl; 2H,0 50 pL

l

Vortekslenir.

560 nm dalga boyunda havaya karsi spektrofotometre sifirlanarak koriin ve deney

tiiplerinin absorbanslar1 kaydedilir.
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Hesap:
Ak - Ap
Ak

x 50.000 = U/g doku

3.2.5. Katalaz Aktivitesi Olgiimii ''®

Prensip:

H,0,'in katalaz tarafindan O, ve H,0O'ya par¢alanmas: sirasinda reaksiyon ortamindaki

absorbans degisiminin 6l¢tilmesi esasina dayanmaktadir.

CAT
H,O; + H,O0, —» O, +2H,0

Ayiraglar:

1) 0.05 M pH=7'lik fosfat tamponu
2) 0.0136 M H,0, (Hidrojen peroksit, Merck, d=1.13 g/mL, % 35 M.W 31.01g):
% 30'luk H,0;'den 0.125 mL alinip fosfat tamponu ile 100 mL'e tamamlanur.

Deneyin Yapihsi:

Karaciger dokusu icin: % 10’luk homojenatin siipernatan1 10 kez seyreltilerek g¢aligild.
Spektrofotometre fosfat tamponu igeren kore karsi sifirlandi: 25 °C’de 240 nm’de baglangig

ve 70 sn sonundaki absorbanslar kaydedildi.

Hesap:
AA x 312.5
1000

=U/mg doku
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3.2.6. istatistiksel Analiz '

Istatistiksel analiz 9.0 SPSS istatistik paket programinda (Lisans no: 105192) yapilms
ve veriler ortalama + SEM olarak verilmistir. Sonuglar One-Way ANOVA (analysis of
variance) ve bunu takiben Post Hoc testlerden Tukey HSD testi ile degerlendirilmistir.

p=0,05 anlamsiz |

p<0,05 anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Kontrol ve tedavi gruplarina ait karaciger dokusu MDA diizeyleri (Tablo 3), karaciger
dokusu SOD aktivitesi (Tablo 4), karaciger dokusu CAT aktivitesi (Tablo 5), plazma dokusu
MDA diizeyleri (Tablo 6) one way ANOVA yontemi ile degerlendirildi.

4. 1. Karaciger Dokusundan Elde Edilen Bulgular

4. 1. 1. Karaciger Dokusu MDA Diizeyleri

Kontrol ve tedavi gruplarin karaciger dokusu homojenatlarinda 6lgiilen MDA
diizéyleri (nmol/g yas doku) Tablo 3’de goriilmektedir. MDA diizeyleri doku agirligi grami
basina nmol olarak hesaplandiginda, kontrol grubunda 81.487 + 5.540, ibuprofen grubunda
51.487 + 2.588, erusik asid grubunda 40.512 + 3.099, ibuprofen+erusik asid grubunda 63.125
+ 4,003 bulunmustur. En diisiik doku MDA diizeyleri erusik asid grubunda bulunmugtur. 20
glin boyunca ¢esme suyu gavaji yapilan ve 20. giin akut yiiksek doz etanol alan kontrol
grubunda (tedavisiz) MDA diizeyleri en yiiksek seviyede gikmustir. Her ii¢ deney grubunda
(tedavili) MDA diizeylerinin ortalama degerleri kontrol grubuna gére hepsinde istatistiksel

olarak anlamli (p<0,05) derecede diisiiktiir.
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Tablo 3. Kontrol ve Tedavi Gruplarinin Karaciger Dokusu MDA Degerleri (nMol/g doku).

N Kontrol Ibuprofen Erusik asid Ibuprofen+
(n=8) (n=8) (n=8) Erusik asid (n=8)

1 83.60 55.10 36.60 51.80

2 64.10 57.50 28.50 63.20

3 70.30 59.40 46.60 61.80

4 75.10 53.20 52.70 81.20

5 76.50 57.00 32.80 70.30

6 73.20 42.80 34.20 60.80

7 111.20 47.00 42.80 70.80

8 97.90 39.90 49.90 45.10
X+SEM |  81.49+5.54 51.4942.59" 40.5143.10° 63.13+4.00"

* p<0.05, kontrole gore

4. 1. 2, Karaciger Dokusu SOD Aktivitesi

Karaciger dokusu homojenatlarinda 6lgiilen SOD aktivitesi degerleri (U/mg yas doku)
Tablo 4’de goriilmektedir. SOD aktivitesi ortalamalart doku agirligi grami basina {inite olarak
hesaplandiginda, kontrol grubunda 12.275 + 0.388, ibuprofen grubunda 19.975 + 0.795,
erusik asid grubunda 18.425 + 1.121, ibuprofenterusik asid grubunda 17.712 + 1.376,
bulunmustur. Tedavili ii¢ grup kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamh

(p<0.05) degisim saptannmustir.
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Tablo 4. Kontrol ve Tedavi Gruplarinin Karaciger Dokusu SOD Enzim Aktivitesi (U/mg

doku).
N Kontrol ibuprofen Erusik asid ibuprofen+
(n=8) (n=8) (n=8) Erusik asid (n=8)

1 10.80 14.90 21.10 15.70

2 12.40 21.40 14.60 21.60

3 12.20 19.20 18.70 15.10

4 11.60 20.30 16.80 17.60

5 13.00 20.80 23.20 13.50

6 11.10 20.50 18.40 18.70

7 13.00 22.40 20.50 24.90

8 14.10 20.30 14.10 14.60
X+SEM 12.28+0.39 19.98+0.80" 18.43+1.12° 17.71+1.38"

* p<0.05, kontrole gore

4. 1. 3. Karaciger Dokusu CAT Aktivitesi

Karaciger dokusu homojenatlarinda &lgiilen CAT aktivitesi degerleri (U/mg yas doku)
Tablo 5’de goriilmektedir. CAT aktivitesi ortalamalar1 doku agirligi granu basina tinite olarak
hesaplandiginda, kontrol grubunda 129.563 + 1.466, ibuprofen grubunda 116.000 + 3.083,
erusik asid grubunda 114.675 + 3.087, ibuprofenterusik asid grubunda 118.550 + 4.354,
bulunmustur. Tedavili ii¢ grup kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli

(p<0.05) degisim saptanmustir.
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Tablo 5. Kontrol ve deney gruplarinin karaciger dokusu CAT enzim aktivitesi (U/mg doku).

N Kontrol Ibuprofen Erusik asid Ibuprofen+
(n=8) (n=8) (n=8) Erusik asid (n=8)

1 125.30 128.40 118.40 129.70

2 126.90 115.90 121.90 130.00

3 133.40 117.80 121.20 120.00

4 132.80 123.40 120.60 104.70

5 131.60 119.10 111.60 125.90

6 133.40 115.60 100.90 122.20

7 130.60 106.90 102.20 95.30

8 122.50 100.90 120.60 120.60
X+SEM | 129.56+1.47 116.00+3.08 114.68+3.09" 118.55+4.35"

* p<0.05, kontrole gore

4. 2. Plazma Dokusundan Elde Edilen Bulgular

4. 2. 1. Plazma MDA Diizeyleri

Deney gruplarinin plazma dokusunda 6lgiilen MDA diizeyleri (nmol/mL) Tablo 6’da
goriilmektedir. MDA diizeyleri ortalamalart mL bagina nmol olarak hesaplandiinda kontrol
grubunda 13.375 + 0.344, ibuprofen grubunda 9.463 + 0.362, erusik asid grubunda 10.800 +
0.541, ibuprofenterusik asid grubunda 9.987 1 0.486 bulunmustur. Tedavili her 3 deney
grubunda MDA diizeylerinin ortalama degerleri kontrol grubuna gére kiyaslandiginda

istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) degisim saptanmustir.
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Tablo 6. Kontrol ve Tedavi Gruplarinin Plazma MDA Degerleri (nMol/mL).

N Kontrol Ibuprofen Erusik asid Ibuprofen+
(n=8) (n=8) (n=8) Erusik asid (n=8)
1 12.60 8.60 9.20 8.70
2 13.10 9.80 11.80 10.10
3 13.80 11.00 8.70 8.90
4 13.30 9.10 12.40 11.20
5 13.50 10.30 11.70 10.70
6 12.10 8.00 9.50 10.80
7 15.40 8.70 12.60 11.70
8 13.20 10.20 10.50 7.80
X+SEM | 13.38+0.34 9.46+0.36" 10.8040.54" 9.99+0.49"

* p<0.05, kontrole gore
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5. TARTISMA

ROS birgok dejeneratif hastaligin patogenezinde rol oynamaktadir. ROS’un etkisi ile
ortaya ¢ikan membran lipidlerinin peroksidasyonu hiicresel biitlinliigii bozarak sonugta doku
hasarina neden olmaktadir. Son yillarda ROS’un radyasyon hasari, kanser, katarakt,
inflamasyon, fagositoz ve membran peroksidasyonu gibi pek ¢ok biyolojik olayda rol
oynadigr gosterilmigtir. Cesitli c¢alismalarda da bu hastaliklarin patogenezinde lipid

peroksidasyonundaki artistan s6z edilmektedir ''®,

Uyarici ve keyif verici maddeler arasinda kullanimi en eskiye dayanan ve en yaygin
olan etanol, ashinda hem sistemik hem de santral sinir sisteminde toksik 6zellikleri ile primer
ve siirekli bir etki yapmaktadir. Bu nedenle etanoliin sebep oldugu fizyopatolojik
degisiklikleri inceleyen aragtirmalara oldukga yogun bir bigimde gereksinim duyulmaktadir.
Literatiirde deney hayvanlar1 ve insanlarda kronik etanol alimimi sonucunda olusabilecek
biyokimyasal metabolik degisimlere iliskin arastirmalar ¢ok sayida olmakla birlikte halen de
sﬁrdﬁrﬁlmektedir. Buna karsilik akut alkol intoksikasyonunun serbest radikal hasari ve
antioksidan enzimler iizerine olan etkileri konuéundaki galismalar sturhidir ''7'?!, Biz de
caligmamizda akut alkol protokolii uygulanan siganlarda olusan serbest radikaller iizerine

antioksidan ozellikleri deneme agamasinda olan gesitli maddeleri incelemeyi diigiindiik.

Alkolle ilgili deneysel galismalarda karsilasilan en biiyiik giicliik deney hayvanlarinin
sempanze hari¢ alkol i¢meyi reddetmesidir. Baz1 sican ve fare tiirlerinin digerlerine nazaran
daha istekli alkol almasina ragmen absorbe edilebilen alkol miktarimin diisiik olmasi, deneysel
alkolizm olusturmakta sorun yaratmaktadir. Bu nedenle intraperitoneal (i.p.) veya intraventz
(i.v.) injeksiyonlar, gastrik entiibasyon, hayvanlari alkol buharinin oldugu yerde tutmak gibi

yontemler denenmistir 22,

Calismamizda, siganlarda akut alkol intoksikasyonunun gastrik entiibasyonla
olusturulmas: uygun bulunmus ve 2 saat ara ile iki doz etanol gavaji ile (toplam 6.0 g

etanol/kg) akut alkol intoksikasyonu olusturulmustur '2°,
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Biiyiik 6l¢lide hepatositlerde metabolize olan alkol, karacigerde ciddi hasarlara sebep
olur. Alkolle indiiklenen karaciger hasarimin patogenezinde serbest radikallerin sebep oldugu

2945.48,54,55,57.63 By hasarin derecesinin

oksidatif hasar birgok caligmalarda gosterilmistir
artiginin igki tiikketim miktar1 artigi ile baglantili oldugu, hem karaciger hem de plazma lipid

peroksidasyon hasarinin dlgiilmesi ile vurgulanmistir 123,

Etanol metabolizmasinda rol oynayan ADH beyinde az miktarlarda bulunur 124 bu
yiizden de karacigerde oldugundan daha az bir rol oynayabilir. Etanol metabolizmasinin,
DNA boliinmesine sebep olabilen oksidatif iiriinlerin olusumuna yol agtig1 gosterilmistir '2°.
Bu bulus etanoliin zayif karsinojenik ve hem de teratojenik etkisini agiklayabilmektedir ',
Fakat simdiye kadar etanoliin, saglam hayvanda DNA hasarina sebep olduguna dair bir bulgu

yaymlanmamstir '2*,

Etanolin karacigerde mikrosomal karma fonksiyonlu oksidaz enzimlerin
indiiklenmesine neden oldugu bilinmektedir '*"'?® ve bunun ozellikle P4502E1 oldugu
bulunmustur '*. Son zamanlarda da daha diigiik konsantrasyonda olmak iizere santral sinir

sistemi (SSS)'nde de P4502E1 indiiklenmesi gosterilmistir 130,131,

Hasar biiyiik 6l¢iide alkol alinimu ile indiiklenen CYP4s0 bagimh MEOS’a, 6zellikle de
bu sistemdeki CYP2E1 sistemine baglanmistir, ¢iinkil indiiklenen bu sistemin olusturdugu

hidroksietil serbest radikalleri ve asetaldehid hasar olusumunda biiyiik rol oynamaktadir 2%

62,132

Kronik etanol verilen siganlarda CYP2E1’in aktivitesinin artmasi etanoliin daha hizh
asetaldehid olusturmasina, lipid peroksidasyonunun hizlanmasina ve etanoliin membran

iizerindeki toksik etkilerinin daha belirgin olmasina yol agmaktadir '*.

Ayrica etanoliin  hepatik oksidasyonu sonucunda, hiicrede siddetli redoks
degisimlerinin meydana geldigi, bununla birlikte pek ¢ok metabolik bozuklugun ortaya ¢iktig1
ve reaktif oksijen tiirlerinin arttifn bilinmektedir *. Diger bazi organik solventlerin de
karacigerde serbest radikal olusumunu artirdigy bilinmektedir. Bunlar karbontetrakloriir gibi

alifatik bilesikleri ve benzen, toluen, ksilen gibi aromatik solventleri iermektedir 134137,
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MDA in vivo oksidatif stresin bir belirleyicisi olarak siklikla kullanilir. Plazma MDA
diizeyinin alkol alim ile arttig1 ve alkoliin kesilmesinden sonra azaldig: pek ¢ok ¢alisma ile
gosterilmistir **'*!. Alkol kullamimu ile iliskili olan kandaki gesitli antioksidan enzimlerin

42

diizeyi ile ilgili literatiirler olduk¢a kafa karistiricidir 2" Bu durum caligma yapilan

populasyonun sinirlt sayida olmasindan ve heterojenitesinden kaynaklanabilmektedir 138,

Etanol organ sistemlerini genis bir sekilde etkileyebilmektedir. Bu etki etanoliin ya
kendisinin direkt etkisine ya da metabolitlerine baglidir ve yine alkol kullanimu ile birlikte
yetersiz beslenme ile de iliskili olabilmektedir. Alkol kullananlarda goriilen doku hasarinin
¢ogu alkoliin metabolizmas: ya da takiben gelisen lipid peroksidasyonu sirasinda olusan

serbest radikal olusumuna bagli olabilmektedir 3.

Lecomte ve ark’nin 417 saglikli ve nadiren diisiik ya da orta derecede alkol tiiketen
erkekler ile ciddi karaciger hastalifi olmayan 102 erkek hasta grubunda yaptiklari bir
¢alismada o-tokoferol, askorbik asit gibi antioksidan vitaminlerin ve selenyumun plazma
k(lnsantrasyonlarl tizerinde alkol tiiketiminin etkilerini ve MDA gibi oksidatif stresin
belirleyicileri olan maddeleri incelemislerdir. a-Tokoferol, askorbik asit ve selenyum
diizeylerinin alkoliklerde, diisiik miktarda alkol kullananlara gore diisiik oldugunu, oysa

38 Bizim

bunlarda MDA diizeylerinin olduk¢a yliksek olduklarint gozlemlemislerdir
calismamizda da antioksidan tedavi alan deneklerdeki karaciger MDA diizeyleri sadece alkol
verilen kontrol grubuna gére diisiik bulunmusgtur. Bu bulgular yukarida ad1 gegen galigmalarla

da uyumludur.

Saglikl kisiler tizerinde, etil alkoliin zararli etkilerinin ¢ogunun 6zellikle baz1 oksijen
ve diger serbest radikaller olan reaktif oksijen tiirevleri ile olugtugu samlmaktadir '*. Sonug
olarak intraseliiler ortamda bu reaktif oksijen tiirevlerinin olusumu etanoliin oksidatif
metabolizmasi ile iligkilidir ve bu da zaten ¢ogunlukla karacigerde olmaktadir 145
Poliansatiire yag asitleri, proteinler ve diger biyolojik maddelerin oksidatif degisiklikleri bir

316 diger yandan da deney

yandan koruyucu antioksidan giigte bir azalmaya sebep olur
hayvanlarinda etanolle olusturulan kronik intoksikasyon sirasinda SSS ve karacigerin ¢esitli
kisimlarinda bulunabilir "', Deney hayvanlan ve saglikli kisilerde yapilan deneylerin
sonuglari alkoliin neden oldugu oksidatif hasarin etyopatogenezinde organ zedelenmesinin
onemli bir rol oynadig1 ve bununda artmis membran lipid peroksidasyonu tarafindan oldugu
gosterilmistir '****°. Bununla birlikte ister akut ister kronik alkol modeli olsun uygulanan
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alkol dozunun miktart ve siklig1 kadar deneysel objenin beslenme durumu da alkol
intoksikasyonu sirasinda oksidatif stresin ortaya ¢cikmasini ve karakterini etkilemektedir '
'3 Biz de bu yiizden deneyimizde daha dnce Guerri ve Grisolia’nin kullandig1 metoda gore
6 g/kg dozunda alkolii ikiye bolerek iki doz halinde oral olarak deney hayvanlarina
uyguladik *’. Bu yénteme gore olusturulan serbest radikaller iizerine antioksidan 6zellikleri

oldugu arastirma konusu olan ibuprofen ve erusik asidin etkilerini inceledik.

Etanol ve nikotinin birlikte uygulandigy bir ¢aligmada lensteki TBARS diizeyleri
kontrole gére anlamli diizeyde yiiksek bulunmugtur. Alkoliin pek ¢ok dokuda oksidatif hasara
neden oldugu gesitli galigmalarda gosterilmistir. Alkole bagli karaciger ve mide hasarinda
lipid peroksidasyonunda artis, buna karsin endojen koruyucu madde diizeylerinde azalma
oldugu gosterilmistir. Daha o6nce yapilan bir c¢alismada etanol ve nikotinin birlikte
kullaniminin karaciger dokusunda lipit peroksidasyonunu artirirken glutatyon diizeylerini

azalttig1 saptanmistir p3,

Yag asidi etil esterleri (YAEE) fare karacigerinde etanol intoksikasyonundan 16 giin
sonra bulunmugtur. Fare karacigerinde diger dokulara nazaran daha fazla miktarda doymamis
yag asitlerinin esterleri rastlanmistir '**. Etanoliin yikimi sirasinda YAEE'nin olustugu
bilinmektedir. YAEE mitokondriyal bozukluklara, hiicre membraninin bozulmasina, protein

155,156

sentezinin inhibisyonuna sebep olur Kolesterol esterlesmesini  ve myelin

metabolizmasim degistirir. Sonug olarak YAEE etanoliin toksisite gostermesine yol agan

etkenlerden biridir >,

Etanoliin izole kalp preparatlarinda fosfalipaz A, ve Aj'yi aktive ettigi
gosterilmistir '*®. Fosfolipaz A, tarafindan arasidonik asidin liberasyonu arasidonik asit
kaskad: denen oksidatif katabolik bir progesi harekete gegirir. Bu poliansatiire yag asitleri dort
etilenik bag igerirler ve kolayca okside olabilirler. Siklooksijenaz ve lipooksijenaz tarafindan
prostaglandin, 16kotrien ve tromboksanlara bu bilesigin enzimatik degisimi belirgin bir ROS

olusumuna yol agar '*°.

Iste bizim galigmamizda kullandigimiz ibuprofen siklooksijenaz enzimi inhibisyonu
yapmasi nedeni ile bu ROS tiirevi olusumunu inhibe ederek antioksidan 6zellik kazamyor

olabilir. Bunun ispat1 i¢in daha genis ¢alismalara gereksinim vardir.
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CAT SSS'de alkoliin en énemli primer oksidani olabilir. Pek ¢ok serebral oksidatif
enzimin seviyelerinin diigiik olmasi, SSS'deki asetaldehitin hepatik bir kaynaktan olustugu
anlamina gelmektedir. Karaciger mitokondrisi beyin mitokondrilerine gore etanol ile tahribata
daha duyarhdir ' ve hepatik glutatyon seviyesi etanol ile giiglii bir sekilde azaltilir. Ayrica,

karaciger etanol ile olugturulan ROS'a ve diger kaynaklara daha duyarlidir "',

Etanol, katalaz tarafindan asetaldehite oksitlenebilir '®. Katalazin, etanolii okside
etmesi i¢in ortamda H,O, bulunmasi gerekir. Deney kosullarinda dokular homojenize
edilirken H;O, kaynaklart seyreltilmis olur. Bu nedenle H,O, konsantrasyonunun in vivo
kosullarda daha yliksek olmasi gerekir. Etanoliin katalaz tarafindan oksidasyonunda H,O; hiz
diizenleyici faktordiir 163 Organizmadaki H,0, kaynaklarindan biri stiperoksid iyonudur 164,
Siiperoksid iyonu, mitokondri elektron transport zincirinde, CYP4so sisteminde, kéantin
oksidaz ve aldehit oksidaz reaksiyonunda, prostaglandin metabolizmasinda, askorbik asid
metabolizmasinda, hemoglobin ve katekolamin oksidasyonunda olusabilir '**. L-aminoasid
oksidazlar aminoasidlerin, monoamin oksidazlar da biyolojik aminlerin oksidatif
dezaminasyonu sirasinda H,O; olugturur. Bunlarin diginda flavin igeren monooksijenazlar ve
nitrik oksid sentaz H,O, olusturabilir 166188 T{im bu yollarin HyO, olusturma kapasitesi
degisiktir. H,O,, konsantrasyonu ¢ok artmadik¢a katalaz ve GPx tarafindan metabolize
olabilir. Farmakolojik olarak CAT aktivitesi inhibe edildiginde siganin etanol alma istegi de
azalmaktadir. Baz1 ¢alismalarda ise, CAT aktivitesi bulunmayan farelerin daha fazla etanol

tiikettikleri goriilmiistiir ‘.

CAT aktivitesinin etanol tiketimi ile iliskili oldugu, asetaldehit olusumu ve
eliminasyonunu kontrol ettigi bilinmesine ragmen bunun alkol metabolizmasina bagl
oksidatif hasarda pozitif veya negatif yonde etkisi oldugu kesin olarak soylenememektedir
0170 Solubl bir enzim olan CAT'n alkol degredasyonuna katildigr deneyler ile
gosterilmistir '>*'72. Bizim bulgularimiza ggre, incelenen antioksidan enzimlerden CAT
aktivitesi akut alkol intoksikasyonu olusturulan kontrol grubunda antioksidan tedavi géren
diger gruplara gore anlamli diizeyde artmus bulunmugtur. Etanolii asetaldehite yiikseltgeyen
ajanlardan birinin katalaz enzimi oldugu bilindigine gore, bu artisin verdigimiz yiiksek doz
etanoliin metabolizmasi sonucunda olustugu diisiiniilebilir. Beyin hiicre kiiltiirlerinde etanol

varhginda CAT aktivitesinin arttifim gosteren ¢alisma sonuglari bizim bulgulanmizi

desteklemektedir ',
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CAT’n yiiksek alkol alimi durumlarinda etanoliin katabolize oldugu ti¢ yoldan biri
oldugu bilinmektedir. Tek basina etanol verilmis kontrol grubunda gozlenen CAT enzim
aktivitesindeki artig, yiiksek dozlarda etanol verilmesi ile karaciger CAT aktivitesinin

degismedigini bildiren arastiricilarin bulgulari ile benzerlik gostermemektedir s,

Literatiirlere baktigimizda lipit peroksidasyonu klasik olarak, biyolojik dokularda
yitksek dansiteli yag asitlerinin peroksidatif bozulumunun sonucunda olusan MDA’nin
kantitatif 6lgiilmesi ile incelenmistir. Fakat antioksidan enzim aktivitelerinde ve MDA
diizeylerinde incelenen bolgeye goére degisen cevaplar saptanmustir. Ornegin, kronik etanoliin
serebral kortekste SOD aktivitesini kontrole gére % 25 oraninda azalttig1 bildirilmistir. Aym
calismada CAT aktivitesinde de anlamli azalma gériilmistiir. MDA diizeylerinde ise % 30

oraninda anlamli yiikselme izlenmistir ',

Lipit peroksidasyonu seviyesi lipidden zengin hiicre membranlarinda ROS
aktivitesinin sonuglarini yansitan bir indirek 6lgtimdiir. Sonuglar siklikla malondialdehid gibi
reaktif maddeler agisindan belirtilir '**. Bu prosediir gesitli artifaktlara maruz kalmigtir 77,
fakat gok sik kullanilmaktadir ve dogruluk degerine sahiptir '**. Etanol tedavisini takiben lipid
peroksidasyonunda artis hem beyin hem de karaciger i¢in bildirilmistir '"'%2. Asetaldehid
tedavisinin de hepatik lipid peroksidasyonunu artirdig1 Dianzani tarafindan gosterilmistir /7.
Etanol nedenli bu degisikliklerin bazilari, lipidde ¢6ziilebilir antioksidan A ve E vitaminleri
tarafindan azaltilmistir ve etanol tedavisi goren si¢anlarda antioksidan vitaminlerin miktarinin

viicutta azalmasi da olusan bu oksidatif stresin varligi ile uyumludur 8183185,

Bizim bulgularimiza gore de akut etanol intoksikasyonu olusturulan kontrol grubunun
plazma ve karaciger dokusu MDA konsantrasyonu diger gruplara gére anlamh diizeyde artmig
olarak bulunmugtur. Buna gore akut etanol intoksikasyonunun, plazma ve karaciger
dokusunda lipid peroksidasyonunu artirdigy diigiiniilebilir. Bu bulgularimiz, etanoliin lipid
peroksidasyonunun artigina sebep oldugunu bildiren aragtiricilarin bulgulan ile uyumludur
186,187 20 giin boyunca ibuprofen, erusik asid ve ibuprofenterusik asid verilen gruplarda
olusturulan akut etanol intoksikasyonu sonucunda 6lgiilen plazma ve karaciger dokusu MDA
konsantrasyonlar1 kontrol grubuna goére diisiik bulunmugtur. Bu bulgu ibuprofen ve erusik
asid verilmesi ile etanoliin etkisinin baskilandifimi ve bu etkinin verilen maddelerin

literatiirlerde belirtilen antioksidan 6zelliklerinden kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir.
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Tedavi gruplari olan ibuprofen, erusik asid ve ibuprofenterusik asid gruplar1 kendi
aralarinda karaciger dokusu MDA konsantrasyonlar1 bakimindan karsilastirtlacak olursa;
ibuprofen grubunun MDA konsantrasyonu, erusik asid grubuna gore daha yiiksek
bulunmustur. Buna goére erusik asidin, ibuprofene gore etanoliin toksik etkisini daha iyi
baskiladig1 goriilmiistiir. Erusik asid grubu ibuprofenterusik asid grubu ile karsilastirilacak
olursa; erusik asid grubunun MDA konsantrasyonu, ibuprofen+erusik asid grubuna gore daha
diigiik bulunmustur. Bu bulgu erusik asidin yalniz bagina verildiginde lipid peroksidasyonu
iizerine daha etkili oldugunu diisiindiirmektedir. Ibuprofen grubu ile ibuprofenterusik asid
grubﬁ karsilastirilacak olursa; ibuprofen grubunun MDA konsantrasyonu kombine gruba gore
daha diigk bulunmustur. Bu bulgu da ibuprofenin lipid peroksidasyonu iizerine

ibuprofen+erusik asid kombinasyonuna gére daha etkili oldugunu diisiindiiriir.

Yaptigimiz ¢aligmanin sonuglarina gore, tedavi goren gruplar karaciger MDA
diizeyleri bakimindan karsilagtinildiginda, erusik asidin akut etanolle olusturulan serbest
radikaller iizerine diger gruplara gore istatistiksel olarak daha etkili oldugu (p<0.001) ve bunu
ibuprofen grubunun izledigi, kombine tedavinin lipit peroksidasyonu tizerine daha az etkili
oldugu gozlenmistir. Plazma MDA diizeyleri agisindan bakildiginda ise tedavi gruplariin
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olduklari fakat gruplar arasinda lipid
peroksidasyonu tizerine anlamli farklilik gostermedikleri bulunmustur.

Siiperoksid radikali ve hidrojen peroksid siiperoksid dismutaz enziminin disaridan
verilmesi ile ya da in vivo aktivasyonlarimin artirilmasiyla uzaklastinlabilir. SOD bir ¢ok
sistemde goriilen iskemi sonrasit reperfiizyon hasarinda koruyucudur. Hiicre i¢i antioksidan
savunma siiperoksid dismutaz ve glutatyon peroksidaz gibi spesifik enzimlerle saglanir.
Plazma ve sinovyal sivida siiperoksid dismutaz aktivitesinin ¢ok diisiik oldugunu gosteren
¢alismalar vardir ®. Langerhans adaciklarinin Cu-Zn SOD igerigi bakimindan zengin oldugu

ve insan P hiicrelerinde bu enzimin segimli lokalizasyonu gosterilmistir ‘.

Aerob hiicrelerin tiimiiniin radikal olusumunu en az diizeye indirecek ya da alternatif
olarak radikal olusur olusmaz bu radikalleri hizla etkisiz hale getirecek koruyucu
mekanizmalar gelistirdiklerini biliyoruz. SOD’un iki molekiil siiperoksid radikalini molekiiler

oksijen ve hidrojen perokside déniistiirmesi buna 6rnek verilebilir '8
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Bir indiiklenebilir enzim olan SOD'un artnus seviyeleri genellikle artmg oksidan
ortamun indirekt kaniti olarak kabul edilmektedir. Bununla beraber SOD bir siilfidril enzim
oldugu i¢in, bir dokuda seviyesinin azalmas: oksidatif denatiirasyonu da yansitabilmektedir.

189,190 ve beyinde "' SOD seviyesinde azalma

Etanol uygulamasim takiben karacigerde
oldugu ¢aligmalar ile kamtlanmistir. Bu ¢aligmalarin sonucuna gore, biz de galismamizda akut
alkol uygulamasi sonrasi kontrol degeri olarak saptadigimiz karaciger SOD seviyesinin,
antioksidan tedavi olarak uyguladigimiz ibuprofen ve erusik asid ile yiikseltildigini
gozlemledik. Bu da antioksidan tedavinin karaciger SOD enzimi {izerine etkisini

gostermektedir.

SOD'un aerob hiicrelerin ttimiinde bulundugu fakat anaerob hiicrelerin ¢ogunda
bulunmadig: bilinmektedir. SOD'un fizyolojik fonksiyonu aerob metabolizma reaksiyonlan
yolu ile olusan siiperoksid radikalinin hasar yapici potansiyel etkilerine kargt hiicreyi

korumaktir 1%,

Bizim bulgularimiza gore etanol ile indiiklenen oksidatif hasara kars1 ibuprofen, erusik
asit ve kombine olarak verilen ibuprofenterusik asidin karaciger dokusunda SOD enzim
aktivitesini artirdigt, bu da karacigerdeki oksidatif hasardan stiperoksid radikalinin biiyiik

olgiide sorumlu oldugunu diisiindiirmektedir.

Ibuprofen ve erusik asidin antioksidan etkilerinin mekanizmasinin peroksizomlarda
bulunan ve yag asidi katabolizmasinda rol oynayan PPAR (peroksizom aktive edici reseptér)
ile baglantili oldugu diisiiniilmektedir. Ibuprofenin de iginde yer aldin nonsteroidal
antiinflamatuvar ilaglarin ve erusik asidin PPAR'a baglanarak bu etkilerini ortaya ¢ikardigi

diistiniilmektedir %12,

PPAR alfa’nin karacigerde bol bulunan bir PPAR alt tipi oldugu ve peroksizom
proliferasyonunda anahtar rol oynadig1 gosterilmistir. Birkag NSAII’nin hepatositlerde hem in
vivo hem de in vitro peroksizomal aktivasyon olusturdugu rapor edilmistir ''2. PPAR alfanin
gen ekspresyonunun down-regiilasyonu siganda kronik alkolik karaciger hastaliginda

" e 111
gbzlenmigtir “.

Bu bilgiler 1s13inda ibuprofen ya da erusik asidin antioksidan etkilerinin

mekanizmalarini agiklamak i¢in reseptor diizeyinde daha ileri ¢aligmalara gerek duyulacaltir.
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6. SONUC

1. Lipid peroksidasyonu gostergesi olan MDA diizeyleri, hem karaciger hem de
plazma dokusunda incelendiginde, 20 giin boyunca sadece ¢esme suyu gavaji sonrasi 20. giin
akut yiiksek doz etanol verilen kontrol grubunda en yiiksek bulunmustur. Diger gruplar
arasinda ise, en fazla erusik asid, daha sonra ibuprofen, son olarak da ibuprofenterusik asid
kombinasyonu, MDA diizeyini kontrole gore diigtirmiistiir. MDA diizeyindeki bu azalma
erusik asidin, ibuprofenin ve ibuprofenterusik asid kombinasyonunun etanole bagh lipid

peroksidasyonunu baskiladigini diisiindiirebilir.

2. Antioksidan savunma enzimlerinin aktivitesindeki degismelere bakildiginda;
karaciger dokusundaki SOD aktivitesi, kontrol grubunda diigiik, diger gruplarda daha yiiksek
bulunmustur. Bu da karacigerdeki oksidatif hasardan sorumlu olan siiperoksid radikalinin
zararh etkilerinden hiicreleri korumak amaciyla tedavi gruplarinda SOD enzim aktivitesinin
tetiklendigini gostermektedir. Boylece oksidatif hasar1i onlemek agisindan kullandigimiz
ibuprofen, erusik asid ve ibuprofenterusik asid kombinasyonu akut alkol intoksikasyonu
sonucunda SOD enzim aktivitesini artirmaktadir. Bu artis da en fazla ibuprofen grubunda

goze ¢arpmaktadir.

3. Karaciger dokusu CAT aktivitesi, kontrol grubunda yiiksek, diger gruplarda daha
diigiik bulunmugtur. Etanol varliginda CAT aktivitesinin arttigini bildiren ¢alisma sonucu ile
bizim bulgularimiz uygunluk gostermektedir. Bu da yiiksek dozda etanol verilmesi ile

karaciger CAT enzim aktivitesinin arttifini géstermektedir.

Sonu¢ olarak, Sprague-Dawley siganlarda akut yiiksek doz etanol uygulamasi
sonucunda olugan serbest radikaller lizerine antioksidan etkileri aragtirilan ibuprofen ve erusik
asidin, alkoliin olusturdugu oksidatif hasar1 6nlemek agisindan etkili olduklari saptanmustir.
Caligmalarimiz, kullandigimiz bu maddelerin antioksidan etki mekanizmalarini daha iyi
aydinlatmak amac ile kronik alkolizm modelinde, ¢esitli dokularda MDA, SOD, CAT vb

antioksidan enzim aktivitelerinin tespit edilmesi yoniinde devam edecektir.
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7. OZET

Bu caligmada, antioksidan ozellikleri aragtirma asamasinda olan steroid olmayan
antiinflamatuvar ilaglar arasinda yer alan ve spesifik olarak siklooksijenaz-1 enzim
inhibisyonu yapan ibuprofen ile polienoik yag asitleri icerisinde, tekli doymanus yag asitleri
grubunda yer alan erusik asit (Cxaiz) kullanlmistir. Ibuprofen ve erusik asitin 20 giin
uygulanmasinin ardindan verilen akut yiiksek doz etanoliin karaciger ve plazmadaki

antioksidan enzimler ve lipid peroksidasyonu {izerine etkileri incelenmistir.

Bu amagla ortalama agirlig 250-300 g olan 3.5-4 aylik 32 adet Sprague Dawley erkek
sican kullanilarak dort grup olusturulmustur. Her ii¢ deney grubuna 20 giin boyunca sirasiyla
ibuprofen (17 mg/kg), erusik asit (100 mg/sigan), ibuprofenterusik asit gavaj yolu ile
uygulanmis, kontrol grubuna ise 20 giin boyunca 1mL ¢gesme suyu gavaj yolu ile verilmistir.
20. Giin tiim gruplarin gavajlan yapildiktan 2 saat sonra 6 g/kg etanol dozu ikiye boliinerek 2
saat ara ile 4 gruba da etanol gavaj yolu ile verilmistir. Uygulamalarin bitiminden 1 saat sonra
hayvanlar sakrifiye edilerek heparinize kan 6rnekleri alinmis ve karaciger dokusu perfiize
edilerek ¢ikarilmigtir. Plazmalari ayrilan kan ornekleri ile karaciger dokusu -70 °C’de
saklanmistir. Biyokimyasal incelemeler igin doku homojenatlari hazirlanmis ve plazma ve
karaciger malondialdehit (MDA) diizeyleri ile karaciger siiperoksid dismutaz (SOD), katalaz
(CAT) aktiviteleri 6l¢iilmiigtiir.

Etanol gerek plazmada gerek karaciger dokusunda MDA diizeylerinde belirgin bir
artisa yol agmugtir. Ibuprofen, erusik asit ve ibuprofen + erusik asit MDA diizeylerini kontrole
gore diistirmiistiir. Erusik asit MDA diizeylerini diigtirmede daha etkili bulunmustur. Etanol,
ibuprofen ve erusik asitin antioksidan savunma enzimleri iizerine etkisi incelendiginde; SOD
aktivitesi kontrol grubunda diger gruplara gore daha diisiik bulunmustur, bu da etanoliin SOD
aktivitesini diigiirdéigiiniin bir kanitidir. Ibuprofen, etusik asit ve ibuprofen + erusik asit SOD
aktivitesini kontrole gore artirmustir. Bu artis en fazla ibuprofen grubunda géze ¢arpmaktadir.

CAT aktivitesi kontrol grubunda diger gruplara nazaran artmistir, bu da yiiksek dozda etanol
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uygulamasmin karaciger CAT enzim aktivitesini artirdigint gostermektedir. Ibuprofen ve

erusik asit CAT aktivitesini kontrole gore diigtirmiistiir.
Caligmamizin bulgulan etanoliin oksidan bir madde oldugu yoniindeki bilgilere uygun
dﬁsméktedir. Bulgularimiz ibuprofen ve erusik asitin antioksidan 6zellik tasidigt yoniindeki

diisiincelerimizi desteklemektedir.

Anahtar kelimeler: etanol, serbest radikal, ibuprofen, erusik asit, antioksidan.,
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8. SUMMARY

THE EFFECTS OF IBUPROFEN AND ERUCIC ACID ON FREE RADICALS
INDUCED BY ALCOHOL

In this study, we used ibuprofen which is a nonsteroidal antiinflammatory drug, a
selective blocker of cyclooxygenase-1 and the antioxidative characteristics of which is under
investigation, and erucic acid (Cjaiz), the polyenoic fatty acid in the group of
monounsaturated fatty acids. After ibuprofen and erucic acid had been administered for 20
days, acute high dose ethanol was administered and their effects on the liver and plasma

which have antioxidative enzyme systems and lipid peroxidation have been investigated.

To do this investigation, four groups were formed by using 32 3.5-4 month-old
Spraque Dawley male rats, weighing 250-300 g. Ibuprofen ( 17 mg/kg bw), erucic acid (100
mg/rat) and ibuprofen + erucic acid by stomach gavage were administered for 20 days to all
the experimental groups, respectively. On the other hand, the control group received 1 ml tap
water by gavage for 20 days. Two hours after the four groups had received drugs by gavage,
ethanol dose (6 g/kg) -divided into two- was administered by gavage route with 2-hour-
intervals to all the four groups. One hour after the administrationshad been completed, the
animals were sacrificed, heparinized blood samples were collected and hepatic tissue was
removed by perfusation. Blood serum and hepatic tissue were stored at —70 °C. Tissue
homogenates were prepared for biochemical investigation and plasma and hepatic
malondialdehid (MDA) levels and hepatic superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT)

activities were analysed.

Ethanol caused a significant increase in both plasma MDA and hepatic MDA levels.
Ibuprofen, erucic acid and ibuprofen + erucic acid reduced MDA levels compared to the
control group. Erucic acid was found to be quite effective in MDA level decrease. When the
effects of the ethanol, ibuprofen and erucic acid on the antioxidant defence enzymes were
investigated SOD activity was lower in the control group than the other groups. This proves

that ethanol decreases SOD activity. Ibuprofen, erucic acid and ibuprofen + erucic acid
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increased SOD activity more compared to the control group. This increase was maximum in
the ibuprofen group. CAT activity increased more in the control group compared to the other
groups, which demonstrates that high dose ethanol administration increased hepatic CAT
enzyme activity. Ibuprofen and erucic acid diminished CAT activity compared to the control

group.

The results of our study are parallel with the fact that ethanol is an oxidant substance
and our results have supported our opinion that ibuprofen and erucic acid have antioxidant

characteristics.

Key words: Ethanol, free radical, ibuprofen, erucic acid, antioxidant.
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