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OZET
Doktora Tezi

7,12-DMBA UYGULANAN YASLI SICANLARIN DOKU VE PLAZMALARINDA RESVERATROL
VE o-LiPOIK ASIT’IN BAZI BiYOKIMYASAL

PARAMETRELER UZERINE ETKILERIi
Muammer BAHSI

Firat Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

2008, Sayfa: 107

Calismada 16 aylik 42 erkek sigan kullanildi. Sicanlar rastgele gruplara ayrildi ve gruplar kontrol,
DMBA, DMBA+a-LA ve DMBA+R olarak belirlendi. Kontrol grubu disindaki sicanlara 55 mg/kg 7,12-
DMBA susam yaginda ¢oziilerek intraperitonal olarak uygulandi. DMBA uygulamasindan sonra DMB A+a-
LA grubuna 25mg/kg a-lipoik asit ve DMBA+R grubuna 25 mg/kg resveratrol intraperitonal olarak enjekte
edildi ve antioksidan uygulamasina 6 hafta siireyle devam edildi. Bu siire sonunda doku ve serum Ornekleri
alind1 ve ADEK vitaminleri, kolesterol, vitamin C, MDA ve glutatyon molekiillerinin analizi HPLC cihaz1 ile
yag asidi metil esterlerinin analizi ise gaz kromatografisi cihazi ile yapildi.

Bulgularimiza gore, serum, eritrosit ve karacigerde kontrol grubuna gore DMBA ve
DMBA-+antioksidan verilen gruplarda a-tokoferol miktarinin azaldifi saptandi (p<0.05, p<0.01, 0.001).
Eritrosit MDA miktarinin, kontrol grubuna gére DMBA grubunda yiiksek (p<0.001), DMBA+ antioksidan
gruplarinda diisiik oldugu tespit edildi (p<0.001, p<0.0001). Eritrositlerdeki kolesterol diizeyi DMBA ile
DMBA+R gruplarinda (p<0.001), serum kolesterol diizeyi DMBA+a-LA grubunda (p<0.01), bobrek
dokusunda ise DMBA ile DMBA+a-LA gruplarinda (p<0.01) yiiksek bulundu. Bununla birlikte karaciger
dokusunun kolesterol diizeyinin DMBA grubunda azaldig1 belirlendi (p<0.001).

Gaz kromatografi analiz sonuclaria gore, palmitik asit (16:0) diizeyi eritrosit, serum ile karaciger
dokusunda kontrol grubuna gore yiiksek bulundu (p<0.05, p<0.01, p<0.001). Palmitoleik asit (16:1 n—7, n9)
diizeylerinin bobrek, serum ve karaciger dokusunda azaldig: belirlendi (p<0.001, p<0.05). Karacigerde stearik
asit diizeyinin DMBA (p<0.01) ve DMBA+a-LA (p<0.05) gruplarinda arttig1 halde eritrositlerde DMBA+R
grubunda azaldig1 (p<0.05) tespit edildi. Karaciger dokusunda linoleik asitin (18:2 n—-6) DMBA ve DMBA+R
gruplarinda (p<0.05) ve serumda DMBA grubunda azaldig1 (p<0.01) belirlendi. Arasidonik asit (20:4 n—6)
diizeyinin bobrek dokusunda DMBA grubunda arttigi (p<0.05) saptanirken serumda DMBA grubunda
azaldig1 (p<0.01) DMBA+0-LA grubunda ise arttig: tespit edildi (p<0.05). Tiim dokularda dokosaheksaenoik
asit (22:6 n—3) diizeyinin arttig1 saptandi (p<0.05, p<0.01, p<0.001). Bobrek dokusunda DMBA grubunda
(p<0.05) ve serumda DMBA ve DMBA+antioksidan gruplarin tamaminda doymus yag asidi diizeyi azalirken
(p<0.05, p<0.01), eritrositterde DMBA (p<0.05) ve DMBA+o-LA (p<0.01) arttigi, karacigerde ise
degismedigi belirlendi (p>0.05).

Anahtar Kelimeler: 7,12-DMBA, Resveratrol, a-Lipoik Asit, a-tokoferol, retinol, glutatyon (GSH-
GSSG), HPLC ve GC, Yagh Sicanlar.
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ABSTRACT

PhD Thesis
THE EFFECTS OF RESVERATROL AND ¢-LIPOIC ACID ON SOME BIOCHEMICAL
PARAMETERS IN TISSUE AND PLASMA OF AGED RATS
INDUCED BY 7,12-DMBA
Muammer BAHSI
Firat University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

2008, Page: 107
In the study, 16 months 42 male rats are used. Rats are randomly divided into groups and groups are
determined as control, DMBA, DMBA+a-LA and DMBA+R. 55 mg/kg 7,12-DMBA, which is solved in
sesame oil, intraperitoneal carried out rats except for control group. After the DMBA performing, 25 mg/kg
o-LA and 25 mg/kg resveratrol are injected intraperitonal into DMBA+a-LA and DMBA+R groups,
respectively and antioxidant treatment is continued for six weeks. Vitamins ADEK, cholesterol, vitamin C,
MDA and glutathione molecules are studied by using HPLC and analysis of fatty acid methyle esters are

studied by using gas chromatography after tissue and sera samples are given.

According to our results, a-tocopherol amounts in the groups of disease and DMB A+antioxidant
groups decreased compared to control group in sera, erytrocytes and liver (p<0.05, p<0.01, p<0.001)). While
erytrocytes MDA level in DMBA group was increased (p<0.001), it was determined lower in antioxidants
groups than control group (p<0.001, p<0.0001). Cholesterol levels in erytrocytes of DMBA and DMBA+R
groups (p<0.001) and sera of DMBA+a-LA group (p<0.01) and also kidney tissues of DMBA, DMBA+a-LA
(p<0.01) found to be higher. However, it is determined reducing cholesterol level of liver tissue in DMBA
group (p<0.001).

According to gas chromatography results, rations of palmitic acid (16:0) in erytrocytes, sera and liver
tissues were increased compared to control group (p<0.05, p<0.01, p<0.001). Nevertheless it was determined
palmitoleic acid (16:1 n—7, n—-9) was decreased in kidneys, sera and liver tissues (p<0.001, p<0.05). The ratio
of stearic acid (18:0) was increased in liver of DMBA (p<0.01), DMBA+a-LA (p<0.05) groups whereas it
was decreased in erytrocytes DMBA+R group (p<0.05). Also the ratio of linoleic acid (18:2 n-6) was
decreased in livers of DMBA and DMBA+R groups (p<0.05) and sera DMBA (p<0.01) group. Althought the
ratio of arachidonic acid (20:4 n—6) was increased in kidney tissues of DMBA (p<0.05) group and sera
DMBA+a-LA group (p<0.05) but it was decreased in sera DMBA group (p<0.01). In addition the ratio of
docosahexaenoic acid (22.6 n—3) was increased in all of the tissues (p<0.05, p<0.01, p<0.001). Saturated fatty
acids ratio was decreased in kidneys of DMBA group (p<0.05) and sera DMBA and DMBA+ o-LA and
DMBA+R groups (p<0.05, p<0.01) whereas it was increased in erytrocytes DMBA (p<0.05) and DMBA+0-
LA (p<0.01) groups but it was not changed in liver tissue (p>0.05).

Key Words: 7,12-DMBA, Resveratrol, a-Lipoic Acid, a-tocopherol, Retinol, Glutathione (GSH-
GSSG), HPLC and GC, Aged Rats.
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GIRIS

Canlilarin en kiiciik yapitaslar: olan hiicreler normal metabolik faaliyetlerini yiirtitebilmek
ve metabolizma dis1 meydana gelebilen serbest radikaller adi verilen son derece reaktif molekiillere
karsi koyacak bir savunma mekanizmasiyla donatilmiglardir. Serbest radikaller, hiicresel
membranlardaki asir1 doymamis yag asitleri, DNA molekiiliindeki niikleotidler ve protein
molekiillerindeki siilfidril baglariyla reaksiyona girerek hiicre ve dokulara zarar verirler. Serbest
radikaller, hiicre icindeki normal metabolik reaksiyonlar sirasinda meydana gelebildigi gibi, sigara
dumani ve diger hava kirleticiler gibi dis kaynakli maddelerin etkileriyle de olusabilirler. Bu dis
kaynakli maddeler ve etmenlere bazi ¢oziiciiler, ilaglar, pestisitler ve radyasyona maruz kalma gibi
ajanlar eklenebilir. Hiicrenin savunma mekanizmasinda bu molekiilere karsi baslica olarak
tokoferol (vitamin E), askorbik asit (vitamin C), beta-karoten, glutatyon (GSH), biluribin, a-lipoik
asit gibi tabii maddeler; glutatyon peroksidaz, katalaz, siiperoksit dismutaz gibi metalloenzimler ve
seriiloplazmin gibi proteinler yer alir (1). Bunlardan bir¢ogu hiicrenin yapisinda tabii olarak bulunur

bir kismi da hiicre tarafindan sentezlenemez disaridan besinlerle alinmasi gerekir.

Son yillarda yapilan calismalar, artmis serbest oksijen radikallerinin ve lipid
peroksidasyonun, bir¢ok hastaligin patogenezinde rol aldigim1 gdstermektedir. Miyokard enfarktiisii
gibi kardiyolojik hastaliklar, norolojik hastaliklar, astim, diabet, romatoid artrit gibi romatolojik

hastaliklar, kanser ve yaslanma dahil bir¢ok hastaligin oksidatif stres ile iligkisi gosterilmistir.

Serbest radikaller icin bircok tanim yapilmasina ragmen otoritelerin iizerinde birlestigi
tanim; bir serbest radikalin molekiiler ya da atomik yoriingesinde bulunan ve genelde cok reaktif
olan ciftlesmemis elektron bulunduran bir kimyasal {iiriin oldugu seklindedir. Atomlardaki
elektronlar yoriinge olarak bilinen bosluklarda hareket ederler. Her yoriingede birbirine zit yonde

hareket eden en fazla iki elektron bulunur. Bir serbest radikal 3 yolla ortaya ¢ikabilir:

1. Kovalent bag tastyan normal bir molekiiliin homolitik yikimi sonucu olusurlar (B6liinme

sonrast her bir par¢ada ortak elektronlardan biri kalir).
X:Y-X'+Y"
2. Normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybi ya da bir molekiiliin heterolitik olarak

boliinmesi ile olugurlar. Heterolitik boliinmede kovalent bagi olusturan her iki elektron, atomlardan

birisinde kalir.

X:Y->X+Y"



3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi ile olusurlar.
A+e > A~

Serbest radikaller, pozitif yiiklii, negatif yiiklii ya da notral olabilirler. Biyolojik sistemlerde
en fazla elektron transferi ile olusurlar. Her ne kadar serbest radikal reaksiyonlari, bagisiklik sistemi
hiicrelerinden nétrofil, makrofaj gibi hiicrelerin savunma mekanizmasi i¢in gerekli olsa da, serbest

radikallerin fazla iiretimi doku hasari ve hiicre 6liimii ile sonu¢lanmaktadir (2).

Serbest radikaller hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbohidratlar gibi tim Onemli
bilesiklerine etki ederler ve de yapilarinin bozulmalarina neden olurlar. Biyolojik sistemlerdeki
reaktif oksijen tiirleri (ROT), siiperoksit anyonu (20,7), hidroksi radikali (HO"), nitrik oksit (NO"),
peroksil radikali (ROO) gibi serbest radikaller ve radikal olmayan hidrojen peroksit (H,O,),
oksidatif stresin en Onemli nedenlerinden birini olusturur. Olusan bu radikaller membranlarda
bulunan ¢oklu doymamius yag asitleriyle reaksiyona girerek lipid peroksidasyonunu baslatir. Lipid
peroksidasyonu membran yapisini teskil eden poliansatiire yag asitlerinin reaktif oksijen tiirevleri
tarafindan sekonder {iriinlere (peroksitler, konjuge dienler, aldehidik iiriinler 6rnegin;
malondialdehit, trans—4-hidroksialkenal, alkanlar) yikilma reaksiyonudur. Biyolojik materyaller
icinde yer alan zar sisteminde bulunan fosfolipitlerin yapisinda yer alan doymamis yag asitlerinin

oksidatif yikilimu olarak tarif edilen lipid peroksidasyonu dallanan bir zincir reaksiyonudur (3).
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Sekil 1. Lipid Peroksidasyonun Sematik Olarak Ilerlemesi (3)

Serbest radikal zincir reaksiyonlar1 genellikle, molekiillerden H’nin uzaklastirilmasiyla
baslar. Lipid peroksidasyonu serbest radikal zincir reaksiyonu i¢in iyi bir 6rnektir. Bu reaksiyonun
ozellikle aterosklerozun gelisiminde ¢ok Onemli oldugu arastiricilarin  savlari arasinda
bulunmaktadir. Mitokondriyal elektron transport zincirinde oksijenin tamamlanmanus rediiksiyonu,

sigara icimi, radyasyon gibi ¢esitli faktorler oksidatif strese neden olabilirler (2).



Organizmada serbest radikallerin olusum hiz1 ile bunlarin ortadan kaldirilma hizi bir denge
icerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandirilir. Oksidatif denge saglandig: siirece
organizma, serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu radikallerin olusum hizinda artma ya da
ortadan kaldirilma hizinda bir diisme bu dengenin bozulmasina neden olur. ‘Oksidatif stres’ olarak
adlandirilan bu durum Ozetle: serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma mekanizmasi
arasindaki ciddi dengesizligi gostermekte olup, sonucta doku hasarina yol agmaktadir (2).
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Sekil 2. Serbest Radikal Olusumu ve Radikal Hasarin Uriinleri (3)

Canli hiicrelerde bulunan protein, lipid, karbohidrat ve DNA gibi okside olabilecek
maddelerin oksidasyonunu Onleyen veya geciktirebilen maddelere antioksidanlar ve bu olaya

antioksidan savunma denir.



Memeli hiicrelerinde oksidan {riinlere karst korunma bazi1 prensipler iginde
gerceklesmektedir. Oksidanlarin organizmadaki diizeylerini arttiric1 etkenlerin ve risk faktorlerinin
iyi belirlenmesi ve bunlardan uzak durulmasr ilk yapilmas: gereken girisim olmalidir. ikinci girisim
ise ROT'larla tetiklenen biyokimyasal reaksiyonlar bir ya da birkag basamaginda kirmaktir. Ugiincii
miicadele yolu, olusan mediyatorlerle aktive olan inflamatuvar hiicrelerin lezyon yerine hiicumunu
ve orada asirt birikimini 6nlemektir. Oksidan molekiillerle miicadelede iizerinde durulacak esas
girisim ise belirli diizeyi agsmis oksidanlara direkt olarak etki edip onlar1 inaktif hale getiren anti-

oksidanlardir. Antioksidan savunma elemanlari hiicre i¢i ve hiicre dis1 ortamda farklidirlar (4).

Insanda belli bash hiicre ici antioksidanlar stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve
glutatyon peroksidaz (GPx) enzimleridir. SOD'un yapisinda bakir, ¢cinko ve manganez; GPx'de ise
selenyum iyonu bulundugundan bu enzimler metaloenzim olarak da adlandirilirlar. Hiicre igi
ortamin aksine hiicre dist1 ortamda antioksidan savunmadan E ve C vitamini, transferrin,

haptoglobin, seruloplasmin, albumin ve bilirubin sorumludur (4).
1.1 7,12-Dimetilbenzantrasen (7,12-DMBA)

Polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH) cevrede yaygin olarak bulunan kimyasal bir
gruptur. Karbon ve hidrojen iceren organik maddelerin pirolizi veya tam olmayan yanmalar sonucu
olusan 3 veya daha fazla aromatik halkali bilesiklerdir. PAH lar deney hayvanlar1 ve insanlarda
kuvvetli karsinojenik potansiyele sahip maddelerdir. Son yillarda gelisen molekiiler biyoloji
teknikleri ile PAH’larin karsinojenik mekanizmalarinin anlasilmasinda biiyiik bir gelisim olmustur.
PAH’lar tiimor baslatici, gelistirici ve ilerletici Ozellikleri olan potent karsinojenlerdir. Ayni
zamanda deney hayvanlarinda yapilan calismalarla bu maddelerin immiin sistemi baskilayici
olduklar gosterilmistir. Karsinojenik potensiyellerinin yiiksek olusu da bu immiinotoksik etkilerine
baglanmaktadir. PAH lar hem hiicresel (cell mediated immunity-CMI) hem de hiimoral immiiniteyi
inhibe etmektedirler. Ozellikle benzo[a]piren (BaP), 3-metilkolantren (3-MC) ve 7,12-
dimetilbenz(a)antrasen (7,12-DMBA)’in, in vivo olarak hayvan modellerinde ve insan periferal kan

hiicreleri ile yapilan in vitro testlerde cok yiiksek derecede immiinotoksik oldugu saptanmustir (5).

Polisiklik aromatik hidrokarbonlarin ilk olarak 1921 yilinda kanserojen olduklar1 belirlendi.
O zamandan beri karsinogenezin nasil basladigini, anahtar biyolojik bilesenlerle polisiklik aromatik
hidrokarbonlarin etkilesim mekanizmasini agiklamak icin bir takim girisimlerde bulunuldu (6).
PAH’1n metabolik aktivasyonundaki radikal katyonun merkezi rolii ve PAH tarafindan timor

baslangicinin mekanizmasi ¢alisilmistir (7). PAH ailesinin bir iiyesi olan 7,12-dimetilbenzantrasen



(7,12-DMBA) yiiksek dozlarda kanseri baslatan ve devam ettiren giiclii bir kanserojendir. DMBA
kemirgenlerde meme tiimorlerini meydana getirmesiyle bilinen sentetik bir model bilesiktir ve
gdgiis kanseri etiyolojisinde potansiyel olarak bulunan faktoérlerin ¢alisma alaninda genis bir dlciide
kullanilir. DMBA kompleks hidrokarbonlarin tamamlanmamis yanma reaksiyonlarinda iiriin olarak
cevrede bulunur (8). Dolayli bir kanserojen olan DMBA’nin, kanserojen haline gelebilmek i¢in
metabolik aktivasyona ihtiyact vardir. DMBA, diol epoxidleri ve diger toksik reaktif oksijen tiirleri
(ROT) olusturmak icin primer kemik iligi stromal hiicrelerindeki sitokrom P4501B; ve
karacigerdeki P4501A, tarafindan metabolize olur. Diol epoxidleri iceren DMBA’nin metabolitleri

kromozomal hasara sebep olan DNA’nin adenin rezidiilerini baglamaya yeteneklidir (8 ).

DMBA metabolizmas1 sirasinda olugan ROT hiicre icerisinde iiretildigi yerden diger
hedeflere difiize olabilir ya da iiretildigi hiicreden saglam hiicrelere yayilabilir. Bu ROT un lipid
peroksidasyonunu baslatan temel serbest radikallerin ikincil habercisi olarak hareket etmesi ya da
lipid peroksidasyonunu dogrudan baslatmasiyla zararli sonuglar ortaya cikar (9). Bu nedenle
DMBA uygulanmis hayvanlardaki hepatik lipid peroksidasyonundaki artis, ROT un {iretimini

arttirirken antioksidan mekanizmalarda bir azalmaya sebep olur.

Ormanlarin tahribi ve erozyon, diizensiz sehirlesme ve yesil alan azalmasi, kiyilarin
bozulmasi, sanayide kullanilan kimyasal maddelerin canlilar iizerindeki olumsuz etkileri, niikleer
enerjili termik santraller ve polisiklik aromatik hidrokarbonlarin ekolojik dengede yapmis olduklart

tahribat sadece Tiirkiye’de degil, diinyada da ¢oziimleri aranan sorunlar haline gelmistir (10).

PAH kirliligi fosil yakitlarin yanmasi sirasinda atmosferdeki bu ajanlarin ortaya ¢cikmasiyla
olusur. Bu bilesikler buharlasmayla bir araya gelip yagmur olarak topraga geri diiserler. Petrole
bagli iiriinler bolgesel aquatik PAH kirliligine de onemli dl¢iide sebep olur. Bu tarz kirli sularda
yasayan baliklar yiizgecleriyle suyu alip verirken PAH’la muamele olurlar ve daha sonra

gastrointestinal sistemlerle geri atarlar (11).

Benzo[a]piren ve ilgili sentetik model PAH’larin ve 7,12-DMBA’y1 iceren karsinojenik
PAH’larin laboratuvardaki memelilerde immiinotoksisite {irettigi bulunmustur. Aquatik alan
calismalarinda bazi balik tiirlerinde de yiiksek sikliktaki hepatik ve dermal neoplazmalarin aquatik
PAH kirliligiyle baglantili oldugu goriilmiis ve bu durum baliklarin bu ajanlarin karsinojenik

etkilerine duyarli oldugunu ve ajanlarin bazi diizeylerde dogada bulundugunu gostermistir (11).

PAH’la kirlenmis nehirlerden toplanan baliklarda, yakinlardaki kirlenmemis sularda

yasayan baliklarla kiyaslandiginda makrofaj fagositozis, kemotaktik aktivite ve kemiluminesansa



cevaplar bulunmus olup bu arastirmalar gostermistir ki memelilerdeki bu ajanlarin benzer etkileri

gibi aquatik ¢cevrelerde PAH kirliligi baliklarda bagisikligi baskilamaktadir (11).

DMBA sicanlarda meme kanserine neden olan polisiklik aromatik hidrokarbon olarak
bilinir. PAH’tan DNA’ya diol epoxidlerinin kovalent baglanmasinin tiimor baglangicini tetikledigi
kabul edilir. Bu nedenle diol epoxidlerini detoksifiye eden glutatyon S-transferazlar (GSHs)
tarafindan katalize edilen hiicresel reaksiyonlar tiimor baglangic riskini azaltmak icin ¢ok dnemlidir.
Diger taraftan Bleomycin (BLM) aktive edilmis oksijen kompleksinin olusumu tarafindan Fe** ve
molekiiler oksijen yardimiyla kendi sitotoksisitesini aciga ¢ikartan kemoterapik bir ajan olup bu
sebepten siiperoksit anyonu ve diger reaktif oksijen metabolitlerini iiretmektedir. Sonu¢ olarak
BLM, mitokondrial DNA’da oldugu gibi etkisini mini-niikleaz gibi aciga vururken niikleerde tek
veya ¢ift bag kirilmalar1 meydana gelir (12).

DNA iiriinlerinin olusumunun yaninda DMBA ve BLM’nin mutajen metabolizmadan
kaynaklanan oksidatif iriinleri, protein ve lipid membranlarina zarar vererek hayati hiicresel
fonksiyonlarin yerine getirilmesine engel olur. Reaktif oksijen radikallerini siipiirmek i¢in hazir
olan ve toksik oksidatif tehditlerden hiicreleri koruyan viicut savunma sistemleri, ¢ok siklikla
doygun hale gelip kusurlu olabilirler. Kusurlu antioksidan sistemler kansere ve ilag toksisitesine
hassasiyeti arttirirlar. Bu nedenle diyetsel antioksidan bilesikler ve mikrobesinlerin eklenmesi gibi

uygun miidahaleler ROT a bagli hiicresel hasara kars1 korumada gerekli olabilir (12).

7,12-DMBA gibi PAH’larin serbest radikalleri olusturdugu ve karsinogenezde rol oynadigi
goriilmiistiir. Bu rol, DNA baglarmin kirilmasi ve lipid peroksidasyonu yoluyla hiicresel oksidatif
hasar1 meydana getiren peroksidler, hidroksi ve siiperoksit anyon radikalleri gibi reaktif oksijen

tiirlerinin meydana getirilmesiyle desteklenmektedir (13).

Deneysel karsinojenlerdeki en sik kullanilan model bilesiklerden biri 7,12-DMBA’dur.
DMBA potansiyel mutajenik ve karsinojenik Ozelliklere sahiptir. Yapilan in vivo ve in vitro
calismalarda DMBA’ya maruz birakilan kemirgen modellerde ya da belirtilen mutajenik cevaplarda

tiimorli hiicre sayilarinda belirgin bir artis oldugu gézlenmistir (14).
1.2 Resveratrol

Resveratroliin varligi ilk kez 1976 yilinda Langcake ve Pryce tarafindan asmada (Vitis
Vinifera) fark edilmistir. 1992 yilinda Siemann ve Creasy sarapta resveratrol bulundugunu
saptamistir. Geleneksel Cin tibbinda, arterosklerozu tedavi etmek icin piceid (resveratrol 3-0-f

glucoside) ihtiva eden Polygonum cuspidatum koklerinden yapilan bir ila¢ kullanilmaktadir (15).



Resveratrol oligomerleri belli basli Dipterocarpaceae, Vitaceae, Cyperaceae, Gynetaceae,
Welwitschiaceae, Umbelliferreae, Leguminaceae bitki familyalarinda bulunmaktadir (16).
Resveratrol: dutta, iiziimde, yer fistiginda, ¢camda ve iiziim sarabinda yliksek konsantrasyonlarda
bulunmaktadir. Asil kaynagi Vitis vinifera, Labrusca ve muscadine iiziimiidiir. Resveratroliin tiziim

kabugunda 50 — 100 pg/gr kadar yiiksek konsantrasyonda bulundugu saptanmustir.

Resveratrol sentezleyen bitkiler, mantar enfeksiyonu, 1s1, radyoaktivite, UV gibi dis
etkenlere karsi bir koruma mekanizmasi olarak bol miktarda resveratrol sentez ederler. Bu gibi
durumlarda bitkinin resveratrol iceriginde artis goriiliir ki; bitkilerin resveratrolu patojenlere karsi

savunmak amagh sentezlediginin gostergesidir (16-18).

Uziimde bulunan stilbenler; cis ve trans resveratrol, glukozitler (piceid veya polydatine),

viniferinler, pterostilben, astringin, astringinin ve diger resveratrol trimer ve tetramerleridir.
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Sekil 3. Trans ve Cis Resveratrol (19)

Resveratrol ¢ok genis farmakolojik ozelliklere sahip olup insanda kardiovaskiiler

hastaliklar1 engelledigi, kanserin tedavi ve 6nlenmesinde rol aldigi bilinmektedir.

Uziim meyve asamasinda pterostilbenler ¢ok diisiik seviyede iken miktar olarak en fazla
viniferinler daha sonra ise trans resveratrol bulunur. Fermantasyon sirasinda B-glukozidaz enzimi

glukozidleri resveratrole doniistiiriir ve cis ve trans resveratroliin seviyelerinde artig olur.
1.2.1 Akdeniz Tarz Diyet ve Fransiz Paradoksu

Akdeniz diyeti, Fransiz paradoksu ve koroner kalp hastaliklar1 arasindaki iliski son yillarda
biiyiik ilgiye konu olmustur. Akdeniz tarzi diyetin standart bilesimini belirtmek oldukg¢a zordur.
Ciinkii Akdeniz iilkelerindeki diyetin bilesimi bolge ve iilkelere gore degisiklik gostermektedir.

Ornegin Yunan tarzi diyette zeytinyag: ile meyve tiiketimi oldukga yiiksektir. Yani agirlikli olarak



antioksidan igerikli diyettir. Fransiz tipi diyette ise doymus yag asitleri, kirmizi et ve kirmiz1 sarap
belirleyici olmaktadir. Portekiz tipi diyette ise piring ve balik agirlikli olarak yer almakta fakat
kirmuzi et ve tereyag tiiketimi oldukga diisiik olmaktadir. Bir Akdeniz iilkesi olmayan Ingilizlerin
diyetinde kirmizi et ve patates tiikketimi yiiksek, sebze ve meyve tiiketimi diisiiktiir. Bu iilkelerde
sarap tiiketimi karsilastirildifinda en yiiksek Fransizlarda (195L/yil) en diisiik ise Ingilizlerde
(33L/y1l) oldugu saptanmistir (20).

Bu iilkelerde koroner kalp hastaliklarindan 6liim olaylar1 karsilastirildiginda ise %31 ile
Ingilizler en yiiksek, %17.4 ile Portekizliler en diisiik, %22 ile Fransizlar ise orta sirada yer
almaktadir. Ingiliz ve Fransiz diyetleri kirmizi et ve doymus yag oram yiiksekligi bakimindan
birbirine benzemektedir. Bu iki toplumun diyetlerindeki farkliligi saglayan faktor ise resveratrol

iceriginin yiiksek olmasindan kaynaklanmaktadir (20).

21 gelismis iilkeden alinan kalp hastaligi 6liim verileri analiz edildiginde, 6liim orani ile
meyve, sebze alinmasi ve balik eti tiikketimi arasinda negatif bir iligski oldugu ortaya ¢ikmaktadir

(20-22).
1.2.2 Resveratroliin Biyolojik Degisimi

Agiz yoluyla alinan resveratrol, resveratrol-glukronid formunda ince barsaklardan
kolaylikla emilir. Resveratrol alinimimi takip eden 15 — 30 dakika igerisinde kanda maksimal
diizeylere ¢ikar. Kan dolasiminda ise serbest resveratrol 30 dk kalirken, resveratrol-glukronid ve
silfat formlar1 ise 3 saatten daha uzun siire kalir. Daha sonra bircok organda o6zellikle kalp,

karaciger ve bobrekte ¢ok miktarda birikim gosterir.

Resveratroliin emilimi sican ince barsak segmentlerinde HPLC ile in vitro olarak
degerlendirilmis, jejunum ve ileum segmentlerinden resveratroliin glukronid konjugasyonu ile kan
dolagimina % 96 oraninda gectigi ortaya konmustur (23). In vivo olarak sigcanlara oral olarak 4 ml
orogastrik olarak (resveratrol derisimi 6,5 mg/L) tek doz ve diger bir gruba 2 ml (resveratrol
derisimi 6,5 mg/L) orogastrik olarak 15 giin boyunca verilmis ve plazma, idrar, kalp, karaciger,
bobrek resveratrol derisimi degerlendirilmistir. Karacigerde 30 dakikada, plazmada ve bobrekte 60
dakikada, kalpte 120 dakikada maksimum derisime eristigi saptanmistir. Bu sonuclar resveratroliin
emiliminin ¢ok cabuk oldugunu, dokulara ¢ok cabuk tasindigim1i ve idrar diizeyleri

degerlendirildiginde biiyiik oranda idrar yolu ile atildigin1 géstermektedir (24).



1.2.3 Resveratroliin Biyosentezi

Resveratrol sentezi fenil alaninden ¢ok basamakli bir sekilde gerceklesmektedir. Fenil
alaninden amonyak liyaz enzimiyle deaminasyon sonucu birinci basamakta sinnamik asit olusur.
Sinnamat, 4-hidroksilazla, p-hidroksilasyon yoluyla 4-koumarik aside doniisiir ve 4-koumaratla Co-
A ester yapisina doniisiir. 4-kuomaril Co-A, 3 malonil Co-A iinitesi ile stilben sentaz enzimiyle

birleserek resveratrolii olusturur (16, 17).
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Sekil 4. Resveratroliin Biyosentezi (17)

1.2.4 Resveratroliin Biyolojik Etkileri

Yapilan c¢esitli in vitro calismalarda; resveratroliin antioksidatif, antiinflamatuvar,
antikanserojen ve koruyucu etkileri ve Ostrojenik etkiler gibi cesitli biyolojik etkileri

tamimlanmaktadir (25).

Reveratroliin etkileri giiniimiize kadar bir¢cok biyolojik dokularda arastirilmistir. Fakat
antioksidan, antitrombosit, kalp koruyucu, damar gevsetici, antikanserojen ve antiinflamatuar

etkileri gosterilmis olmakla beraber mekanizmalar1 tam olarak aydinlatilmamistir (26-28).

Resveratroliin biyolojik etkilerini asagidaki sekilde siralayabiliriz;



e Serbest radikalleri detoksifiye eder. e Anti-inflamatuar etkiye sahiptir.

e Anti-kanserojen etki gosterir. e Bakir selasyonunu saglar.

e Lipid peroksidasyonunu inhibe eder. e Ostrojenik aktiviteye sahiptir.

e Lipid metabolizmasim diizenler. e Anti-mikrobiyal etkisi vardir.

e Trombosit agregasyonunu inhibe eder. e Immiinomodiilator etki gosterir.

e Vaso-relaxing aktivitesi vardir. ° Antiaging etki gosterir.

1.2.5 Resveratroliin Anti-Oksidan EtKisi

Trans resveratrolin LDL’ye eklenmesiyle bakir kataliz oksidasyonunun azaldigi
saptanmistir. LDL oksidasyonu sirasinda doymamis yag asitinden bozulma iiriiniin olusumunun
Olciilmesiyle, trans resveratroliin bakir selasyonunu etkiledigi gézlemlenmistir. Resveratrol kaynagi
ve quersetinin LDL’ye eklenmesiyle, doza bagh bir sekilde oksidasyondan onceki gecikme
zamaninin uzadig saptanmstir (29, 30). Resveratroliin yiiksek bakir selasyon kapasitesi 6nemlidir
clinkii LDL ’nin bakir baglama kapasitesinin yiiksek oldugu bilinmektedir. Cis izomerin selasyon
kapasitesi trans izomerinin yarisi kadardir. Bu OH gruplarinin konumundan kaynaklanmaktadir
(30). Resveratroliin antioksidan 6zelligi ve bakir selasyon kapasitesinin yliksekligi onun serbest
radikal siipiiriicii 6zelliginden kaynaklanmaktadir. Kirmizi sarap igenlerde total kolesterol, trigliserit
ve HDL’de herhangi bir farkliligin olmadigr gozlenmistir (31, 32). Buna karsin LDL kolesterolde
ve a-lipoproteinde azalma ve membran akigkanliginda artis oldugu gozlemlenmistir (28).
Resveratroliin doza bagiml bir sekilde 2-deoksiriboz degredasyonu inhibe ettigi saptanmustir (29).
Bir baska calismada resveratroliin kolesterol sentezini, squalen monoksijenaz enzimini (kolesterol

biyosentezinde limit oranlayan enzim) inhibe ederek azalttig1 bildirilmistir (33).

Resveratroliin bakir1 baglamaya iligkin yliksek kapasitesi, LDL’nin yiiksek bakir baglama
ozelligi olmasindan dolay1 6nemlidir (34). Chanvitagaporgs ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada
resveratroliin, LDL oksidasyonunun onlenmesinde E ve C vitamininden daha giiclii bir antioksidan

etkiye sahip oldugu goriilmiistiir (35).
1.2.6 Resveratroliin Anti-Kanserojen Etkileri

Resveratroliin  birgok biyolojik dokuda antikanserojen etkilerinin oldugu, etki
mekanizmalariyla birlikte aydinlatilmaya calisilmistir. Kemirgen lenfoblastik 16semi hiicrelerinde

resveratroliin (10*M), riboniikleotid rediiktaz aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir (36).
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Androjenler ve androjen reseptorleri prostat kanser etyolojisinde 6nemli rol oynamaktadir.
Yapilan bir calismada resveratroliin (10-4M) androjen ‘upregulated’ genleri olan siklin bagiml
kinaz inhibitorii p21, AR-spesifik koaktivator ARA70, insan glandular kallikrein-2, prostat spesifik
antijen proteini ve mRNA’sinda inhibisyon yaptig1 gosterilmistir (37).

Apoptozis hiicre oliimii ile hiicre ¢ogalmasi arasindaki hassas dengeyi olusturmaktadir.
Kanserin olusumu ve gelisimini 6nlemede, programlanmis hiicre 6limii 6nemli yer tutmaktadir.
Birgok sitotoksik ve sitostatik ilac, kanser hiicrelerinde apoptozisi uyarmaktadir. Insan
promiyelositik 16semi hiicrelerinde resveratroliin (5 x 10 M) hiicre ¢ogalmasim azalttig1, hiicrede
apoptotik sekillenmeyi arttirdigi, DNA’da kirilmalar arttirdig1 ve antiapoptotik onco-protein Bcl-2
artisini ortadan kaldirdigi ortaya konmustur (15). Resveratroliin lenfoblast hiicre dizilerinde yapilan
bir ¢alismada apoptozisi artirdigl bilinen p53 aktivitesini ve p53 protein artisini anlamli olarak

artirdig1 ortaya konmustur (38).

Cevresel toksinler hiicre fonksiyonlarini olumsuz etkilemektedir. Cevresel kontaminasyon
ile endotel hiicre hasari, immiin sistemin baskilanmasi, iireme fonksiyonlar1 bozulmas: ve kanser
gelisimi gibi sorunlarla kars1 karsiya kalinmaktadir. Polisiklik aromatik hidrokarbonlar, dioksin ve
benzopirinler 6zellikle sigara icenlerde yiiksek miktarlarda organizmaya alinmaktadir. Bunlar
yiiksek diizeyde kanserojen ve mutajenik maddelerdir. Sperm sayisinda azalmaya ve hiicre
sayisinda anormal artisa neden olarak erkek fertilitesini anlamli olarak azaltmaktadir. Bunlar
etkilerini sitozolde bulunan arilhidrokarbon reseptorleri araciligiyla gostermektedirler. Ligand-
reseptor kompleksi cekirdege ge¢mekte ve DNA’ya baglanarak hasar olusturmaktadir. Ayni
zamanda sitokrom P50 1A;, 1A,, 1B; gibi enzimlerin genlerini ‘overexpresse’ etmektedirler.
Yapilan bir calismada resveratroliin arilhidrokarbon reseptorlerine baglanarak kompetetif etki

gosterdigi ve bu baglanma sonrasi ¢ekirdege gecisin engellendigi belirtilmektedir (39).

Resveratroliin insan meme kanseri hiicrelerinde dioksin ve benzopirinlerin arilhidrokarbon
aracili kanserojen etkilerini inhibe ettigi gosterilmistir (40). Sitokrom Pys, arilhidrokarbon
hidroksilaz olarak da bilinmekte olup polisiklik aromatik hidrokarbonlarin prokarsinojenik
aktivasyonunda rol almaktadir. Py 1A;’in inhibitorleri akciger kanserinde oldukca etkili
bulunmustur. Resveratrol (10 M) insan karaciger mikrozomlarinda sitokrom P450 1A;’i selektif
bir sekilde inhibe etmektedir (41). Insan hepatoma HepG, hiicrelerinde resveratroliin derisim
bagiml bir sekilde P450 1A,’i inhibe ettigi ortaya konmustur. Ayrica benzopirin ile uyarilmig
sitokrom 1A; mRNA proteinindeki artis1 ortadan kaldirdigi gosterilmistir. Insan meme karsinoma

hiicre dizilerinde dimetilbenzantrasen ile uyarilan sitokrom 1A, aktivitesini dogrudan inhibe
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etmistir (42). Sitokrom Pyso 3A, ince barsakta en ¢ok bulunan enzimlerden bir tanesi olup bircok
ilacin barsaktan dolasima gecisini engellemektedir. Resveratrol zaman ve derisim bagimli olarak bu

enzimin aktivitesini de azaltrmstir (43).

Antikanserojen tedavinin ana hedeflerinden bir tanesi de tirozin kinaz ailesi enzimlerin
inhibisyonudur. Resveratroliin bu enzim ailesinde anlamli inhibisyon yaptigi insan plasental ve

prostatik adenoma hiicrelerinde gosterilmistir (44).

Antikanserojen tedavinin bir diger hedefi de protein kinaz C’nin (PKC) inhibisyonudur.
Ciinkii PKC tiimér gelisiminde anahtar rol oynamaktadir. Resveratrol, kalsiyum fosfatidilgliserin ile
uyarilan beyin PKC aktivitesini anlamli olarak inhibe etmektedir (45). Protein kinaz D (PKD)’nin
yapisal, enzimolojik ve diizenleyici 6zellikleri PKC ailesine benzemektedir. Yapilan ¢alismada
resveratroliin forbol ester ile uyarilan PKD aktivitesini otofosforilasyonunu engelleyerek inhibe
ettigi gosterilmistir. HLa hiicrelerinde forbol ester ile uyarilan MAP Kinaz aktivitesini ve protein

tirozin fosforilasyonunu da resveratrol inhibe etmektedir (46).

Nitrik oksidin; timor gelisimini, metastazi, anjiyogenezisi, timor hiicre migrasyonunu
arttirdift murin meme timdr modelinde gosterilmistir. Birgok insan kanserlerinde NOS
aktivitesinin arttig1 bilinmektedir. Resveratrol lipopolisakkarit (LPS) ile uyarilmis fare peritoneal
eksuda makrofaj hiicrelerinde NO olusumunu azaltmistir. Ayn1 zamanda baz1 derisimlerde LPS ile
uyarilan indiiklenebilen NOS indiiksiyonunu inhibe ettigi goOsterilmistir. Bununla birlikte DNA
sentezini azalttigi, hiicre siklusunda hiicreleri Gy / G, fazinda durdurdugu ve apopitotik hiicre

Olimiinii arttirdig: belirtilmektedir (47).

In vitro diizenekte melanoma hiicrelerinde resveratroliin hiicre cogalmasini ve reaktif
oksijen tiirevlerini azalttig1 ve ayrica in vivo olarak farelerde 20 mg/kg oral olarak verildiginde

hepatik metastatik invizyonu 6nledigi ortaya konmustur (48).

Yapilan bir calismada daha 6nce yapilan calismalara benzer sekilde apoptozisin uyarildigi
ve hiicre dongiisiiniin S fazinda durdugu saptanmistir. “Western blot’ analizi ile Cyclin A, B ve D
gen ekspresyonunu anlamli olarak azalttigi tespit edilmistir. Bdylece resveratroliin ana etkisinin
hiicreleri S fazinda durdurarak sagladigi ortaya konmustur (49). Benzer etkiler insan meme, prostat

ve ag1z ‘squamoz’ karsinoma hiicrelerinde de gozlenmistir (50).

Resveratrol miktar1 iiziim tiirleri ve diger bitkisel kaynaklarda farkliliklar gosterir. Fransiz
paradoksunun temelini teskil eden orta dereceli kirmizi sarap tiiketiminin koroner kalp hastaliklari

ve kanser olusumunu Onleyici etkisinden asil sorumlu faktoriin resveratrol oldugu anlasilmistir.
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Diyetle alinan resveratroliin lipofilik yapisindan dolay1 énemli 6l¢iide absorbe oldugu ve karaciger,

bobrek ve kalp dokusunda toplandig: saptanmistir (16).

Resveratroliin diyet destekleyici olarak besinlere eklenmesi antikanserojen, antioksidatif,

antinflamatuar etkiler gibi koruyucu etkilerinin olugsmas1 acisindan 6nem tagimaktadir.
1.2.7 Resveratroliin Prooksidan Ozelligi

Her antioksidan, bazi durumlarda serbest radikallere karsi koruyuculugu olan ve serbest
radikal olusumunu gelistiren, antioksidan vitaminleri de kapsayan gercekte bir redox (rediiksiyon-
oksidasyon) ajandir (51). Yapilan ¢aligmalar vitamin E (52) ve vitamin C (53) gibi antioksidanlarin,
prooksidan etkilerini agiga ¢ikarmistir. Her ne kadar resveratroliin bir antioksidan olduguna dair

genis bir inanis olsa da resveratroliin prooksidan ozellikleri oldugunu destekleyen liteartiirler de

vardir (51, 54).
OH OH
HRP/H,0, __GSH | ~ge 4
oH . OH

Eesveratrol Eesveratrol Fenoksil Fadikali Resveratrol
GSSG™™
O, H'
- HO,T
GSSG + HO, 2+ H,0,+0,

Sekil 5. Resveratroliin Peroksidatif Metabolizmasi (55).

Resveratrol gibi fenol halkas1 ihtiva eden besinsel polifenolikler, peroksidaz/H,0,
tarafindan fenoksil radikallerine okside olurlar. Resveratrol fenoksil radikalleri eksilen elektronunu
GSH’dan temin ederek, glutatyonu bir tiol radikali formuna doniistiiriir. Sinyal radyoliz calismalari,
disiilfit radikal anyonu O,’i hizla siiperoksit radikal anyonu ve GSSG formuna (0.16 x10° sabit

oranda ve pH 9’da) indirgedigini gostermistir (55, 56 ).
1.2.8 Resveratrol’un DMBA ile Iliskisi

Resveratrol (trans-3, 5, 4’-trihidroksistilben), dogal bir bilesik olup iiziim, yer fisti§1 ve dut
gibi yaklasik 70 bitki tiirlinde, bir¢cok sebzede ve gidalarla iliskili olarak bulunan bir fitoaleksindir.

Resveratrol antiinflamatuar, immiino-modiilator, antioksidan, kalp koruyucu ve antikanserojen
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etkilere sahiptir. Yapilan bircok on klinik calismalarinda resveratroliin karsinogeneze karsi etkili

oldugu gosterilmistir (57,58).

Son yillarda yapilan calismalarda resveratroliin insan sagligina yararli etkileri oldugu
ispatlanmistir. Resveratroliin ¢esitli biyolojik dzellikleri, ateroskleroz ve kardiovaskiiler hastaliklara
kars1 koruyucu oldugunu géstermis olup siirekli kirmizi sarap tiiketen toplumlarda bu hastaliklardan
kaynaklanan O6liim oranlarinda bir azalma oldugu saptanmistir. Resveratrol tiimoriin baslama,

ilerleme ve devamuyla alakal1 hiicresel siireci engelleyerek antikanserojenik 6zellik gosterir (58).

Soleas ve arkadaslar1 tarafindan DMBA kullanilarak olusturulan kanser modelinde
antioksidan olarak kullanilan quercetin’in oldukg¢a etkili oldugu katesin ve resveratroliin orta

diizeyde etkili oldugu ve gallik asitin de minimal diizeyde etkili oldugunu tespit etmistir (59).

Jung ve arkadaglar1 tarafindan olusturulan meme kanserinde kara iiziim suyunun DMBA’ya
bagli olusan meme tiimoriiniin baslangic asamasini bloke ettigi gozlenmistir (60). Hudson ve
arkadaslarinin prostat kanser modeli iizerine yaptiklar1 bir ¢aligmada elde ettikleri sonuglara gore
muskadin #iziim kabugu ekstrakti ve resveratroliin prostat kanser hiicresi gelisimini engelledigi

belirlenmistir (61).

2004 yilinda Kim ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada DMBA uygulanarak olusturulan
kanser modelinde iiziim cekirdegi ekstrakti ve genistein antioksidan olarak kullanilmis ve
sonuglarini  gozlemislerdir. Elde edilen sonuglara gore tiziim c¢ekirdegi ekstraktinin gogiis
kanserinde kanser onleyici etkilerinin oldugu saptanmustir (62). Ayni yil yapilan bir diger ¢alismada
Szaefer ve arkadaglar1 ise resveratroliin benzo[a]piren-diol-epoxide bilesiminin olusumuna karsi

etkisi yokken DMBA bilesimini 6nemli seviyede azalttig1 belirlenmistir (63).

In vitro olarak hazirlanan deneysel modelde 7,12-DMBA’nin olumsuz etkilerine karsi
sirastyla tannik asit ve resveratrolin en etkili antioksidanlar oldugu saptanirken en az etkiyi

gosteren antioksidanin ise klorogenik asit oldugu belirlenmistir (64).

Disi Sprak Dawley cinsi sicanlar iizerinde Banerjee ve arkadaslarinin DMBA kullanarak
olusturduklar1 meme kanserine resveratroliin baskisini ve niikleer-kappa B, siklooksigenaz 2 ve
matriks metalloproteaz 9’un roliinii arastirmak i¢in hazirladiklar1 deney modelinde resveratroliin
DMBA’yla olusan meme kanserini baskiladig1 ve NF-kappa B, siklooksigenaz 2 ve metalloproteaz

9’un dengelenmesini diizenledigi saptanmistir (65).
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Soleas ve arkadaglarinin kirmuzi sarap tiirli kullanarak hazirladigi bir ¢alismada kirmizi
sarapta bulunan 4 polifenolun antikarsinojenik oOzellikleri arastirilmistir.  9,10-dimetil-1,2-
benzantrasen (DMBA)’in tiimor baslatic1 ve forbol 12-miristat 13 asetat (TPA) 1n tiimér olusunu
destekleyici olarak kullanildig1 calismada iki asamada CD-1 fare deri kanser modeli olusturulmus
ve polifenollerden antitimorogenik aktivitenin karsilastirilmas: saglanmustir; flavanoller ([+]
katesin), stilbenler (trakt-resveratrol), flavonoller (quercetin) ve hidroksibenzoik asitler(gallik
asit)’dir. 0-25 mumol dozunda degisen spesifik polifenoller kullanilarak tiimorler tedavi edilmistir.
Quercetinin en fazla etkili, gallik asitin en az etkili [+] katesin ve trans resveratroliin digerlerine
kiyasla orta seviyede etkili oldugu gozlenmistir. Arastirmada oral yolla insanlarda tiikketiminden
sonra trans-resveratroliin [+] katesin ve quercetinden cok daha etkili bir sekilde absorbe edildigi

ortaya konmustur (50).

Deri kanseri iizerine iki asamali deneysel modelde, yine DMBA baslangichi ve forbol 12-
miristat 13 asetat (TPA) destekli murin deri kanseri olusturulup resveratroliin antikanserojen
ozelliginin arastirildigl calismada, deri tiimorlerinde %98 azalmanin gézlendigi rapor edilmistir
(66). DMBA etkisine maruz birakilan yetiskin si¢anlarin meme bezlerinde Ostrojene bagimli
preneoplastik duktal lezyonlarin olusumunu resveratoliin engelledigi belirtilmistir (66). Diyetsel
olarak verilen reveratroliin (1g/kg) DMBA uygulanmis sicanlarda meme kanserine duyarlilig
azalttig1 ispatlanmistir. Bu durum iireme hiicrelerinde anlamli bir azalma ve meme terminal duktal
yapilar1 ve daha degisik lobuler yapilarindaki apopitotik hiicrelerdeki bir artisa bagli oldugu ileri
siirlilmektedir (67).

Angela ve arkadaglarinin yaptigir bir baska calismada ise insanlardaki ovaryum kanser
hiicrelerinde resveratroliin glukoz metabolizmasini engelledigi, glukozun artigin1 ve laktat iiretimini

sasirtici bir sekilde azalttig1 tespit edilmistir (68).

Yilmaz ve arkadaglarinin KBrO; kullanarak olusturduklari bobrek kanser modelinde
resvertroliin yashi disi Wistar cinsi sicanlarin serum ve eritrositlerinde lipid peroksidasyon

seviyesini azalttig1 ve antioksidan kapasiteyi korudugu rapor edilmistir (69).

Yuko ve arkadaslari resveratroliin asetilkoline bagl katekolamin sekresyonunu engelledigi
ve sigir adrenal mediiller hiicre kiiltiirtinde sentez boyunca iyon akimini baskiladigi belirtilmistir
(70). Resveratroliin sicanlardaki biligsel deformasyona ve hippokampal néron kaybi travmasina

kars1 noro-koruyucu bir role sahip oldugu Sonmez ve arkadaslari tarafindan tespit edilmistir (71).
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Abir ve arkadaslan tarafindan Wistar albino si¢anlarin karacigerinde etanoliin olumsuz
etkilerine karsi resveratrol uygulamasi yapilmistir. 6 hafta boyunca % 35 etanol soliisyonu giinde 1
defa (3g/kg/giin) uygulanmis ve 5g/kg diizeyinde bazal diyetle resveratrol deneklere verilmistir.
Etanol uygulamasi, sistemlerdeki MDA olusumunu arttirip, dzellikle hepatik siiperoksit dismutaz
(SOD), glutatyon peroksidaz (GPx) ve katalaz (CAT)’1n aktiviteleri azaltirken, glutatyon rediiktaz
(GR)'1In  degismedigi goriilmiistiir. Etanolle beraber uygulanan resveratroliin siganlarin
karacigerinde hepatik lipid peroksidasyonu engelledigi ve SOD, GPx ve CAT aktivitelerini
diizenledigi belirtilmistir. Calismada sonug¢ olarak sicanlarda arastirmalara bakilarak kronik etanol
uygulamasinda meydana gelen oksidatif hasar1 azaltmada resveratroliin yararh etkileri oldugu rapor

edilmistir (72).

Christine ve arkadaslar1 ilk defa siyah cikolata ve kakao likor ekstraktlarinda trans-
resveratrol ve trans-pieced bulduklarim1 acgiklamislardir. Fakat cikolatanin nadir antioksidan
aktivitesi stilbenlerin varligindan ziyade yiiksek orandaki prosiyanidin ile iligkili oldugu

savunulmustur (73).

Resveratroliin 7,12-DMBA ve 12-O-tetra-dekonil-forbol-13 asetat (TPA) uygulanan fare

derilerinde olusan papillomalarin ortalama sayisini 6nemli dl¢iide azalttigr bulunmustur (57).
1.3 Lipoik Asit

Ik olarak 1937°de bazi bakterilerin gelisimleri igin patates ekstraktinda bulunan bir
maddeye gereksinim duyduklari ortaya konulmus ve bu maddeye “potato growth factor”
denilmistir. 1951°de ise Reed ve arkadaslari tarafindan bu madde tonlarca karacigerden birkac

miligram olarak izole edilmis a-lipoik asit (a-LA) olarak adlandirilmistir (74, 75).

Alfa lipoik fizyolojik sistemlerde bulunan, tiyol grubu iceren ve antioksidan aktiviteye
sahip onemli bir molekiildiir (76). Nispeten kiiciik bir molekiildir (MA:206). Yiikseltgenmis
formunda intramolekiiler disiilfit bag1 olusturan, disiilfit tiirevi bir oktanoik asittir. Alfa lipoik asitin
okside olmus ditiyolan halkas1 ¢evresel sartlara bagli olarak molekiile yiiksek indirgeme ozelligi
kazandirmaktadir. Alfa lipoik asit ve dihidrolipoik asitin kimyasal reaktivitesini saglayan da
ditiyolan halkasidir. Bu yap1 o-LA’y1 bilinen tiyol iceren diger biyomolekiiler arasinda 6zgiin
kilmaktadir (77). o-LA mikroorganizmalardan insanlara kadar biitiin organizmalara enerji
metabolizmasinda kofaktor olarak gerekli olan ve antioksidan o6zelikleri ortaya konulan bir

molekiildiir (78, 79).
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Alfa lipoik asit insan diyetinde yeterli miktarda bulunmasina ragmen, de novo olarak
mitokondride lipoik asit sentaz tarafindan sentezlenmektedir. Hem lipid hem de sulu ortamda
¢Oziiniir, kolayca emilir ve hiicrelere taginarak, dihidrolipoik aside (DHLA) indirgenir. Alfa lipoik
asit hiicreye girdikten sonra sitozolik enzimler olan GSH rediiktaz ve tiyoredoksin rediiktaz ve
mitokondrial enzim E; tarafindan indirgenmektedir. Alfa lipoik asit barsaktan emildikten sonra,
cesitli dokularda metabolik degisiklige ugradiktan sonra salgilanir. Lipoat metabolizmasindaki
katabolik siire¢ pentanoik asit yan zincirinin B-oksidasyonu iizerinden gerceklesmektedir. Alfa
lipoik asit metaboliti olan 3 ketolipoat, serbest o-LA’nin [-oksidasyonla salgilandigini

gostermektedir (76, 80).

Sitrik asid siklusundaki multienzim dehidrogenaz kompleksinin (piruvat dehirogenaz ve a-
ketoglutarat dehidrogenaz) kofaktoriidiir. a-LA ekzojen verildiginde serbest radikal temizleyici,
metal selasyon ve vitamin E, askorbik asid ve glutatyonun rejenerasyonu gibi antioksidan 6zellikler
gosterir (81). Dihidrolipoik asitin, a-LA’ya gore antioksidan etkisi daha fazladir (80). Alfa lipoik
asitin iki ayr1 izometrik konfigiirasyonu vardir. R formu dogal, S formu ise sentetiktir (81). Rediikte
DHLA ve okside a-LA formlarmin her ikisi de ‘OH’i HOCI ve 'O, dogrudan temizler, H,O,’i ise
rediikler. Alfa-lipoik asid ve DHLA dogal olarak fizyolojik sistemlerde bulunduklarindan ideal
terapotik antioksidan oldugu diisiiniilebilir. Alfa lipoik asid, antioksidan etkiye ilaveten bazi
metabolik yollarda enzim aktivitelerini de etkileyebilir. Hepatik mikrozomal enzimlerden sitokrom
P,so rediiktaz ile disiilfid-tiol degisimi yoluyla P45y rediiktaz1 inhibe edebilir. Nitrik oksit sentaz ile

sitokrom Pys rediiktaz homologdur. Bu yiizden a-LA nitrik oksit sentazi da inhibe edebilir (76).

Dihidrolipoik asitin antioksidan etkisi kanitlanmis olmasina ragmen 6zellikle demirin
varliginda prooksidan etki gosterebilir. Dihidrolipoik asid invitro hem ferik hem ferrdz demir ile
selat olusturur. Bu nedenle demirin oksidatif hasarini dnler. Ancak ferritinden demirin ayrilmasim

ve Fe™’iin ve Fe+2’ye doniisiimiinii azaltarak oksidatif hasar1 arttirabilir (81).

Alfa lipoik asid ve DHLA’1n antioksidan ve prooksidan olarak fonksiyon gosterme yetenegi
oksidan stresin tipi ve fizyolojik sartlar tarafindan belirlenmektedir. Tiyol bilesikleri tarafindan

olusturulan prooksidan etkilerin ¢ogu O,", H,O, ve "OH olusmasina baglanmaktadir (80).
1.3.1 Lipoik Asitin Yapisi ve Kaynaklari

Lipoik asit, bitki ve hayvanlarda dogal olarak meydana gelen bir tiyol bilesik olarak
tanimlanmistir. Lipoik asit giinliik diyetle tiiketilir ve dokular ve hiicreler tarafindan dihidrolipoik

aside doniistiiriiliir (82). a-LA kendi orijinal okside formunda ya da DHLA seklinde rediikte formda
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bulunabilir. a-lipoik asit yapisinda iki siilfiir atomu ve bir karboksilik asit grubu bulunan besli bir
halka icermektedir. Lipoik asit diyetten hizla emilir, transport sonucu hiicreler tarafindan alinarak,
beyin dahil bircok dokuda rediikte formu olan DHLA'ya indirgenir (74,75,79,83,84). a-LA;
DHLA'ya indirgendigi zaman molekiiliin u¢ kismindaki atomlarin olusturdugu dithiolan halkasi

kirilir ve siilfiir atomlar siilthidril (-SH) gruplari sekline doniisiir.

Bakterilerden insanlara kadar bircok organizmada lipoik asit sentezlenmektedir. Insanlarda
karaciger ve diger dokular tarafindan sentezlenerek dogal bir kofaktdr olarak gbérev yapmaktadir
(74). Lipoik asit predominant olarak beyin, bobrek, karaciger, ince barsak ve iskelet kaslarinda
bulunmaktadir. Memeli dokular1 5-25 nmol/g lipoik asit icermekle birlikte, bunun hemen hemen
tiimii protein-bagli formda bulunup, disaridan verilmedigi siirece hiicrede sadece ¢ok az serbest
lipoik asit bulunmaktadir (84). Cesitli sebze ve meyveler ile hayvansal dokular farkli diizeylerde
lipoillizin formunda R-LA icerirler. Ispanak basta olmak iizere brokoli, domates, bezelye, Briiksel
lahanas1 ve piring a-LA iceren bitkisel kaynaklardir. Kalp, karaciger ve bobrek gibi yiiksek
metabolik aktiviteye sahip hayvansal dokular da a-LA bakimindan zengin kaynaklardir (83, 85).

1.3.2 Lipoik Asitin Fonksiyonlari

a-lipoik asitin viicutta iki sekilde fonksiyon yaptig1 diisiiniilmektedir. Bunlardan birincisi,
metabolik igslemlerde koenzim olarak gorev almasi; ikincisi ise suplementasyon yoluyla ulagilan
dozlarda antioksidan ozellikler gostermesidir. Lipoik asit; a-ketoglutarat dehidrogenaz, dalli zincir
a-ketoasit dehidrogenaz, piriivat dehidrogenaz multienzim kompleksleri i¢in kofaktor olarak rol
oynayip, enerji metabolizmasinda ¢ok Snemli bir yere sahiptir (75,78). a-lipoik asitin karboksilik
grubu piriivat dehidrogenaz komplekslerinin dihidrolipoil transasetilaz subiinitine (E,) spesifik lizin
g-amino grubuna amid bag ile kovalent olarak baglanir. a-lipoik asit ayrica glisin dekarboksilaz
kompleksinin H proteinine de baglanir ve glisinin CO,, amonyak, 5,10-MTHF ve NADH'a

reversible oksidasyonunu katalize eden glisin yanma sisteminin de bir bilesenidir (75, 78,79, 86).

Bir bilesigin antioksidan potansiyeli degerlendirilirken bazi kriterler g6z Oniinde
bulundurulmaktadir. Bunlar: a) absorbsiyonu, biyolojik yararliligt ve hiicre konsantrasyonu, b)
diger antioksidanlarla etkilesimi, c) serbest radikalleri temizleme spesifitesi, d) metallerle selat
yapma yetenegi, e) gen ekspresyonuna etkileri, f) oksidatif hasar1 onarma yetenegi, g) molekiiliin
membran veya sivi fazda lokalize olmasi (78, 79, 84). Bir maddenin iyi bir antioksidan olmasi i¢in
bu 6zelliklerin tiimiine sahip olmas1 gerekmez. Ornegin vitamin E viicutta iyi bir antioksidan olarak

diisiiniilmesine ragmen sadece membran ya da lipid fazda etkisini gosterip 6zellikle lipid peroksil
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radikallerini notrolize ederken, s1v1 fazdaki radikallere karsi cok az ya da hig etki gdstermemektedir

(79).

Alfa-lipoik asit / dihidrolipoik asit redoks ¢ifti, diger antioksidanlarda bulunmayan bazi
ozelliklere sahiptir. a-lipoik asit “ideal”, “essiz” ve “evrensel antioksidan” olarak tanimlanmaktadir.

Bunun nedenlersi:

1.Hem s1vi, hem de lipid fazla ¢oziinmesi: o-LA, amfifilik 6zellik gosterip hem sivi hem de
lipid fazda ¢oziinebilmektedir. Bu 6zelligi olduk¢a dnemlidir. Ciinkii suda ¢oziinen antioksidan
bilesikler (6rn: vitamin C) hiicre i¢inde, yagda ¢6ziinen antioksidanlar (6rn: vitamin E) ise hiicre
membraninda bulunurken; a-LA ve DHLA hem hiicre i¢inde hem de membran diizeyinde etki

gostererek ¢ift koruma saglamaktadir (79, 84, 87, 88, 89).

2.Rediikte ve okside formlarinin antioksidan etkiye sahip olmasi: o-LA hiicre igerisinde
DHLA’ya indirgenir ve antioksidan yeteneklerine biiylik Olciide indirgenmis formunun katkida
bulundugu ileri siirtilmektedir (84,88). Cogu antioksidan bilesik sadece indirgenmis formda
bulunduklar1 zaman antioksidan olarak rol oynamasina ragmen (6rn: rediikte glutatyon), o -LA’nin
hem okside hem de rediikte formu kuvvetli antioksidanlar olarak rol oynarlar. DHLA nin tiyol
gruplar i¢in yiiksek pKa’s1 (10.7) bu molekiiliin, pKa’s1 9.45 olan GSH’dan bile daha kuvvetli bir

niikleofil oldugunu gostermektedir (88).

3.Hizla absorbe edilmesi: Diyet ya da disaridan alinan a-LA hizli bir sekilde absorbe edilir.
Bir¢cok dokuya dagilir ve kan-beyin bariyerini de geger (79, 85).

4.Diger antioksidanlarla etkilesimi: a-LA; Vitamin C (90), Vitamin E (91), glutatyon (92)
ve koenzim Q’yu (93) da kapsayan cesitli antioksidanlar1 aktif durumlarina doniistiiriip yeniden

olusturma yetenegine sahiptir (75, 83, 94).

5. Bircok hastalikta tedaviyi destekleyici olarak kullanilabilme potansiyeline sahip olmasi:
a-lipoik asitin, klinik olarak mantar zehirlenmesi ve metal toksisitesinin tedavisinde kullaniminin
yam sira; diyabet, katarakt olusumu, kanser, iskemi-reperfiizyon hasari, HIV aktivasyonu,
radyasyon ve norodejenerasyon hasart gibi cesitli oksidatif stres modellerinde yararli oldugu

belirlenmistir (83).

6.Glutatyon diizeylerini arttirmasi: a-LA hiicrelerde baslica antioksidan olan glutatyon

iiretimini sitiimiile etmektedir (92).
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Tablo 11.Alfa-Lipoik Asit ve Dihidrolipoik Asitin Notralize Ettikleri Radikaller

Radikaller a-LA DHLA
Tarafindan Tarafindan
Toplananlar Toplananlar
Hidroksi Radikali (OH) + +
Singlet Oksijen ('O,) + ¥
Hidrojen Peroksit (H,O,) + +
Peroksinitrit (ONOO) + +
Siiperoksit Radikali (O,") - +
Lipid peroksil Radikali(LOO") - n
Nitrik Oksit Radikali (NO") + +
Hipokloroz Asit (HOCI) + +
Peroksil Radikali (CCl;0,) + +

7.Serbest metal iyonlariyla selat yapmasi: a-LA; ge¢is metal iyonlariyla selat yapma
yetenegine sahiptir. Arsenik, kadmiyum, kursun, civa gibi toksik metallerle ¢oziinmeyen
kompleksler olusturdugu ortaya konulmustur. a-LA ve DHLA’nin selasyon yaptig1 gecgis metalleri:
Pb*?, Cu*?, Zn*, Mn*?, Cd*?, Co**, Hg"?, Fe**/Fe**, Ni** (79, 84, 88).

8.Serbest radikalleri nétralize etmesi: a-LA ve DHLA; OH', O,", LOO', NO' ve HOCI’yi
iceren cesitli radikallere kars1 antioksidan olarak rol oynarlar. Ayrica 'O, ve H,0, ile de etkilesime
girdikleri bilinmektedir (83, 88). DHLA miikemmel bir indirgeyici ajandir ve serbest radikale bagl

patolojilere kars1 insanlardaki antioksidan defanslari arttirict potansiyele sahiptir (89, 95).
1.3.3 Alfa-Lipoik Asitin Dihidrolipoik Aside indirgenmesi

Alfa-lipoik asit mitokondri bulunan ¢ogu hiicrede dihidrolipoamid dehidrogenaz tarafindan
NADH-bagimli bir reaksiyon ile dihidrolipoik aside indirgenir (87,96). Mitokondri bulunmayan
hiicrelerde ise indirgenme NADPH-bagimli olarak glutatyon rediiktaz (96, 97) ve thioredoksin
rediiktazlar (96, 98) tarafindan gerceklestirilir. Ayrica sentetik olarak NaBH, ile de indirgenme
olugabilir. Lipoik asitin antioksidan Ozelliklerine biiyiik Olciide indirgenmis formunun katkida

bulundugu ileri siiriilmektedir (84, 88).
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COCH COOH

0~ Lipoik Asit (LA) Dihidrolipoik Asit (DHLA)

Sekil 6. Alfa-Lipoik Asit ve Dihidrolipoik Asitin Kimyasal Yapisi1 (82)

1.3.4 Lipoik Asitin DMBA ile fliskisi

Lipoik asit ve dihidrolipoik asit’in her ikisi de; glutatyon, ubikinon, ve askorbik asit gibi
ekzojen-endojen anitoksidanlari, radikal veya okside formlarini indirgeyerek yenilenmesini
saglamak, metal iyonlariyla stabil kompleksler yapmak kosuluyla biyolojik sistemlerdeki agir
metalleri yok etmek ve serbest radikallerin siipiiriilmesi dahil ¢esitli mekanizmalar1 kapsayan giiclii

antioksidanlar olarak gorev yaparlar (82).

Ho ve arkadaslarinin yaptiklar1 deneysel ¢alismada fare derisinde DMBA (0.3 pmol)
baslangicli ve TPA (2 nmol) destekli tiimor olusumuna 300-4050 nmol araliklarinda bir doz
DHLA’nin onleyici etkileri arastirilmistir. Timor olusumu i¢cin DMBA uygulandiktan bir hafta
sonra TPA uygulamasina baslanmis ve her iki ajan haftada iki defa uygulanmis ve deney 20 hafta
boyunca devam etmistir. Pozitif kontrol grubunda 20 hafta sonunda tiimor olusum sikliginin % 70’e
ulastigi rapor edilmistir. Buna zit olarak aseton verilen grupta tiimor olusumu gozlenmedigi tespit
edilmistir. DMBA uygulamasindan dnce DHLA (4050 nmol) 6n tedavi uygulanan grupta timor
olusumunun tamamen inhibe edildigi belirlenmis ve diger ii¢ grupta da (TPA uygulmasindan 30
dakika once, 300, 900 ve 2700 nmol DHLA) tiimor olusumu % 10-60 oraninda azaldig: tespit
edilmistir. Calismada diyetle verilen % 0.2°lik lipoik asitin TPA’ya kars1 antitiimor aktivitesinde
herhangi bir gelisme belirlenmemistir ve dihidrolipoik asitin lipoik asitten daha giiclii bir

antioksidan oldugu ileri stiriilmiigtiir (82).
1.4 Antioksidan Savunma Sistemleri

Reaktif oksijen tiirleri ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 onlemek icin viicutta birgok
savunma mekanizmalar1 bulunmaktadir. Bunlar antioksidan savunma sistemleri veya kisaca

antioksidanlar olarak bilinmektedir. Antioksidanlarin lipid peroksidasyonunu engelleyerek lipidleri
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korumalarinin yami sira proteinler, niikleik asitler ve karbonhidratlar gibi diger hedef molekiillere
kars1 da koruyucu etkileri vardir. Hiicrelerin hem sivi kisimlarinda hem de membranlarinda

bulunurlar (99-101).

Antioksidanlar etki mekanizmalarina gore koruyucu antioksidanlar, siipiiriicii (zincir kirict)

antioksidanlar ve onarim enzimleri olarak ii¢ grupta incelenmektedir (102-104).

Koruyucu antioksidanlar: ROT’un oksidasyonunu katalize ederek fonksiyon goriirler

GSH-Px, SOD ve CAT bu gruba girer.

Siipiiriicii antioksidanlar: ROT olustugunda bunlar1 daha zayif yeni molekiillere cevirerek

etkisiz hale getirir ve zincir reaksiyonlarini kirarlar. A, E ve C vitaminleri bu gruba girer.

Onarum__enzimleri: ~ Hiicrelerde olusan hasarlar1 onarir ve membranlar1 yeniden

yapilandirirlar. DNA onarim enzimleri, proteaz ve lipaz bu grubu girer.

Antioksidanlar; H,O, ve O, diizeylerini diisiik tutup hidroksi radikallerini azaltma y&niinde

fonksiyon gosterirler ve iki grupta incelenirler:
1.Enzimatik Antioksidanlar: Siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz (GSH-Px)

2.Enzimatik Olmayan Antioksidanlar: Mineraller ¢inko (Zn) Bakir (Cu), selenyum (Se),
vitaminler (A, E, C vitaminleri) karotenoidler, glutatyon, seroloplazmin, ferritin, trasferin,

hemoglobin, miyoglobin, albumin, iirik asit, flavonoidler, polifenoller, lipoik asit, resveratrol (105).
Onemli hiicresel antioksidan mekanizmalari vardir. Bunlar:
- Oksidanlar veya okside ajanlarla askorbik asit, glutatyon ve diger indirgeyici ajanlarin
dogrudan iligkisi.
- Serbest radikallerin ve tekli oksijenin E vitamini, askorbik asit ve siiperoksit dismutaz ile
stiptiriilmesi.
- Hidroperoksitin GSH peroksidaz ve katalaz ile azaltilmasz.

- Metallerin ferritin, transferin, seruloplazmin, albumin ile baglanmasi veya uzaklastirilmasi.

- Hiicre zar1 bariyerlerinin ROT’nin esansiyel hiicresel kompenentleri ile reaksiyonun

onlenmesi.

- Besin 6geleri ve metabolik aktiviteler sonucu olugsmus hasarlarin tamir edilmesidir (106).
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Pek c¢ok antioksidan sistemi farkli asamalarda ve hiicrenin farkli bolmelerinde etki
gostermektedir. E vitamini tiim bu oksidan sistemlerde anahtar pozisyondadir. Ciinkii hiicre zarinda
lokalize olmus ve yaklasik bir birim o-tokoferol; 1000 birim lipid molekiiliinii membranda
koruyabilmektedir. a-tokoferol’iin etkisi diger antioksidan sistemlerle etkilesim kurdugunda daha
da artmaktadir. Askorbik asit, GSH, koenzim Q, resveratrol ve lipoik asit gibi bir¢cok antioksidan

sistem, E vitamini rejenerasyonunda rol oynamaktadir (105).
1.4.1 Enzimatik Antioksidanlar

Siiperoksit Dismutaz: Siiperoksit dismutaz enzimi asagidaki reaksiyonu katalizleyerek
stiperoksit radikalinin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinii saglar. Bdylece hiicre

icindeki O, diizeylerini azaltir:
2 02'- +2H'— H202 + 02

Siiperoksit dismutazin insanlarda iki izoenzimi vardir. Bunlar sitozolde bulunan dimerik
yapidaki bakir ve ¢inko iceren CuZn-SOD ile mitokondrilerde bulunan tetramerik yapidaki 2 Mn
iceren Mn-SOD’dir. Bu iki enzimden CuZn-SOD siyaniirle inhibe olurken Mn-SOD siyaniirden
etkilenmez (107, 108).

Glutatyon Rediiktaz (GR): Antioksidan savunmanin etkinligini siirdiirebilmesi i¢in
oksitlenmis glutatyonun tekrar indirgenmis sekle donmesi gerekir. Glutatyon rediiktaz NADPH

varliginda, oksitlenmis glutatyonun (GSSG) indirgenme reaksiyonunu katalizler (95).
GSSG + NADPH + H" — 2 GSH + NADP*

Katalaz: Karbonik anhidraz enzimi gibi turnoveri en hizli olan enzimdir. Glikoprotein
yapisinda olup dort hem grubu iceren bir hemoproteindir. Peroksizomlarda lokalize olmustur, hiicre
disinda yer almaz veya eser miktardadir. Kanda, kemik iliginde, miik6z membranlarda, bébrekte ve
karacigerde bulunur. Oksidazlarin aktivitesi ile olusan toksik H,O,’i direkt olarak suya cevirir.
Boylece ikinci derecede sentezlenen toksik hidroksi radikallerinin sentezlenmesi ve H,O, nin

viicutta birikimini engellemis olur.
2 H202 —2 H20 + 02

Bu reaksiyon daha ¢ok H,O, konsantrasyonunun arttigr durumlarda biiylik 6neme sahiptir.
Diisiik H,0, konsantrasyonlarinda diger peroksidazlar (6rnegin glutatyon peroksidaz) devreye girer

(109).
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Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px): Intraseliler bir enzim olup aktif merkezinde
selenosistein icerir. GSH-Px; iki adet tiol grubu ihtiva eden glutatyonu, glutatyon disiilfide okside
ederken hidroperoksitleri rediikte eder. Rediikte glutatyon, glutatyon rediiktaz enzimi tarafindan
NADPH kullanarak rejenere edilir. NADPH ise pentoz fosfat yolunda elde edildiginden bu yol
detoksifikasyon mekanizmasini destekleyici bir goriiniimdedir.

2 GSH + H,0, —» GSSG + 2 H,0
GSH-Px

Glutatyon peroksidaz, peroksitlerin alkollerle doniisiimiinii katalize ederek seliiler ve
subseliiler membranlarin oksidatif etkiden korunmasini saglar. Bu enzimin aktivitesi, diyetle alinan
selenyum miktarina bagli olarak degisiklik gostermektedir ve eritrositleri okside olmaktan

korumaktadir.

Glutatyon peroksidazin selenyuma bagimli ve bagimsiz olmak iizere iki sekli mevcuttur.
Selenyum bagimli enzim hem H,0,’e hem de hidroperoksitlere etki eder. Selenyuma bagiml
olmayan ise H,O, yikimini kataliz etmez, ancak lipid hidroperoksitlerinin yikiminda gorev alir.
Karaciger, bobrek korteksi ve iskelet kasinda bulunur. Bobrek medullasinda selenyum bagimli ve
bagimsiz GSH-Px esit miktardadir. H,O,’in bu enzim tarafindan yikilmasinin 6nemi, Keshan
hastaligr adi verilen kardiyomiyopati tiiriinden tanimlanmistir. Bu hastalik selenyumdan fakir

topraklarda yaygin goriiliir. Diyet yoluyla selenyum verilmesi ile engellenebilmektedir.

Glutatyon peroksidaz enziminin katalize ettigi reaksiyon ile membran lipidlerinin ve
hemoglobinin, peroksitler tarafindan oksidasyonu Onlenir. Bu reaksiyon hemoglobinin

methemoglobine oksidasyon oranini azaltarak eritrositin dmriinii uzatir (109).
1.4.2 Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

1.4.2.1 Vitamin E

E vitamini (a-tokoferol) antioksidan olup yagda c¢oziinen bir vitamindir (110, 111). E
vitamini, viicudun biitiin dokularinda bulunmaktadir. Kaslarda, kalpte ve testislerde vitamin
yogunlugu diger dokulardan daha yiiksektir. Serumdaki tokoferolun %80-90’1 a formunda kalani
ise vy formunda bulunmaktadir. Serum E vitamini diizeyinin 0.5 mg/dl’nin altinda olmasi,

yetersizligin Olciitii sayilir, bu diizeyin 0.7 mg/d]’nin iizerinde olmasi idealdir (112, 113).

Vitamin E’nin sekiz dogal formu bulunmaktadir. Bunlardan dordii tokoferol diger dordii ise
tokotrienoldiir ve yagda eriyen 6-hidroksikroman bilesikleridir (114). Standart E vitamini etkinligi

gosteren a-tokoferoldiir (112).
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Alfa-tokoferol ¢cogunlukla membran i¢lerinde, kandaki lipoproteinlerde ve adrenal bezlerde
bulunur ve hiicre membranlarin1 serbest radikallerin oksidatif hasarindan korur (110-112). o-
tokoferol lipid peroksidasyonunu 6nlemek i¢in, olusan lipid radikalleri ile siirekli olarak reaksiyona
girer. Bu reaksiyon non-enzimatik bir reaksiyon oldugundan E vitamini radikallere kars1 genis ¢apl

bir koruma gosterir (113, 115, 116).

E vitamininin en ¢ok etkiyi gosterdigi radikaller karbon merkezli radikaller ve peroksil
radikalleridir. Bu iki tip radikal hiicre zarindaki lipid peroksidasyonuna neden olan Onemli
radikallerdir ve bu nedenle E vitamini fonksiyonu zincir kirici antioksidan veya serbest radikal
sipliriictisii olarak tanimlanabilir. Lipid peroksidasyonunu onleyerek okside LDL kolesterol
diizeyini azalmasinin yani sira E vitamini trombin ¢oziicli oldugu i¢in trombus olusumunu engeller,
lipooksijenaz aktivitesini inhibe ederek antiagregator etki gosterir ve de HDL kolesterol diizeyini

artirir (113, 115, 116).

E vitamininin diyetle alimi coklu doymamus yag asitleriyle (6zellikle linoleik asit)
iligkilidir. Yagda eriyen vitaminlerden oldugu icin ¢oklu doymamis yag asitleri iizerindeki
antioksidan etkisi de onemlidir (117). S1v1 yaglar, yagh tohumlar, bugday embriyosu ve koyu yesil
yaprakli sebzeler en zengin kaynaklaridir (112, 118).

Tokoferoller bitki ve hayvan dokularinda yeterince bulunur. En zengin kaynaklari; yesil
yaprakli bitkiler, yagli tohumlar ve bunlardan elde edilen yaglar, sert kabuklu meyveler (findik,
ceviz vb.), tahil taneleri ve kurubaklagillerdir. Et, yamurta ve balikta da bir miktar bulunmaktadir.
Tokol tiirevleri tohumlarin 6ziinde (embriyosunda) yer alir. En zengin kaynag yagli tohumlardir,

palmiye yag1 tokotrienollerden ¢ok zengindir (112).

Vitamin E giinliik tiiketilen yiyeceklerde yeterli miktarda bulundugundan insanlarda
yetersizlik belirtilerine sik rastlanmamaktadir. E vitaminin yetersizliginde klinik etkiler tam
aciklanmamis olsa da eritrositlerin yasam siiresini kisalttig1 ve noérolojik islem bozukluklarina yol
actigt belirtilmistir. E vitamini ¢cogunlukla hiicre membranlarinda yiiksek oranda bulunmaktadir

(110, 112).

Besin ve viicut dokularindaki E vitamini kimyasal ve kromatografik yontemlerle ol¢iiliir.

En iyi yontem yiyecek ve dokulardan ayrilarak miktarinin 6l¢iildiigii HPLC’dir (112).
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1.4.2.2 Vitamin C

Vitamin C suda ¢oziinen bir vitamindir. Vitamin C’ye askorbik asit de denilmektedir.

Askorbik asit bir monosakkarit tiirevidir (112, 119).

Vitaminler igerisinde oksidasyon kabiliyeti en ¢ok olan vitamindir. C vitamini bir
antioksidan olarak beta karoten ve vitamin E ile benzer yollar izleyerek organizmayi zararh
maddelere kars1 korumaktadir. C vitamininin en énemli farki, viicut sivilarinda serbest radikallerine
kars1 savasmasidir. Askorbik asit suda eriyen peroksil radikallerini ve/veya lipid peroksidasyonu
iriinlerini etkisiz hale getirmede birincil etkiye sahip antioksidandir. Ayrica giiclii bir indirgeyicidir.

Folik asitin tetrahidrofolik aside indirgenmesini saglar (106, 118, 119).

Vitamin C’nin lipid peroksidasyonuna kars1 6nemli etkileri vardir. Ciinkii oksijen merkezli
radikallere kars1 oldukga yiiksek reaktiviteye sahiptir. Askorbik asitin asil dnemli gorevi hiicre i¢i
oksidanlara karsi koruyucu etkisinin yaninda hiicre dist oksidanlar tizerindedir. Askorbik asit ve
LDL oksidasyonu arasindaki iliskinin biiyiik bir boliimii hiicre disinda gerceklesir. Suda eriyen bir
antioksidan olarak askorbik asit metal-katalize LDL oksidasyonunu énlemektedir. C vitamini sulu
ortamda bulunmasina ragmen RO, vitamin C’nin ulagilabilirli§i acgisindan yeterli ¢oziiniirliige
sahiptir. E vitamini radikaller ile reaksiyona girdiginde kendisi radikal formuna doniismekte ve
daha sonra C vitamini membranlara baglanmis tokoferoksil radikalini aktif alfa tokoferole cevirerek
E vitamininin dayanakliligini artirmaktadir (114, 118, 120). Yani o-tokoferol ve askorbik asit
sinerjistik Ozellik tasimaktadir. Bu nedenle oksidasyon sonucu C vitamini tiikkenmedikce E

vitamininin tiikkenmesi s6z konusu degildir (121).
Tokoferoksi Radikali + Askorbik Asit — Tokoferol + Semidehidroaskorbik Asit

C vitamini radikal formu olan semidehidroaskorbik asit E vitaminin radikal formu ile veya
RO ile reaksiyona girerek okside olur. Semidehidroaskorbik asit hiicre icerisinde siirekli
bulunabilen kararli bir radikaldir ve diizeyi hi¢bir zaman yiiksek miktarlara ulasmaz. Ciinkii iki
molekiil semidehidroaskorbik asit, askorbat ve dehidroaskorbik asitle reaksiyona girer.
Dehidroaskorbik asit glutatyon ile hiicre icinde tekrar 6nemli bir antioksidan olan askorbata
indirgenir. Bu reaksiyonun nedeniyle E ve C vitamininin antioksidan etkileri ortamda yeterli

glutatyon bulunmasina baglidir (120).

Aterosklerotik siiregte C vitaminin baska etkileri de vardir. Aterogenezisin en erken evresi
monositlerin endotele yapismasidir. Askorbik asit 6zellikle sigara i¢en bireylere monositlerin

endotele yapismasini engellemektedir. C vitamini ayrica l6kosit-platelet agregasyonunu engeller,
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prostosiklin yapiminda kullanildig1 icin antiagregatordiir ve de kolesteroliin safra asitlerine ve
steroidlere doniismesine rol oynar (120). C vitamini islemden ge¢mis yiyeceklerde sik¢a bulunan

nitratlardan nitrézamin olusumunu engeller (116).

C vitamininin onemli bir diger fonksiyonu ise kollojen biyosentezinde koenzim olarak
gbrev yapmasi ve bu nedenle de akciger dokularinin tamirinde rol almasidir. C vitaminin immiin
fonksiyonlar lizerinde ve yara iyilesmesinde de 6nemli gorevleri vardir (112, 117). Eksikligi ikincil
enfeksiyonlar, deri kurumasi, dis dokiilmesi, kanama, folikiiler hiperkeratozis, kramplar kas

yorgunlugu gibi 6nemli pek ¢ok soruna neden olur (116).

C vitamini yetersizliklerinde; yorgunluk, istahsizlik, yara iyilesmesinde gecikme,
bliyimede duraklama, anemi, enfeksiyonlara karsi direncin azalmasi, dis eti kanamalari, dis

kayiplari, eklemlerde sismeler, ates, kanamalar ve kemik kirilmalari goriilebilir (112).

Giinliik C vitamini gereksinimi 15 yas ve iizeri erkek ve kadin yetiskinler icin 60 mg’dir.
Sigara igen bireylerin giinliik gereksinimleri igmeyenlerden iki kat fazladir. Bu bireylerin giinliik C

vitamini alimi en az 100 mg olmalidir (119).

Besinlerde, biyolojik s1v1 ve dokulardaki C vitamini miktarini 6l¢mek i¢in biyolojik yontem

ve kimyasal yontem kullanilmaktadir. Kullanilan en son yontem HPLC’dir (112).
1.4.2.3 Vitamin A

A vitamini yagda coziinen vitaminlerden biri olup benzer biyolojik aktivite gosteren bir
grup bilesigine verilen isimdir. A vitamini aktivitesi tasiyan dgeler steroid grubuna dahildir. A

vitamini aktivitesini tagiyan molekiilleri iki grupta toplayabiliriz.

1. Hayvansal dokularda A vitamini aktivitesi tasiyanlar; retinol, hidroretinol, retinal ve

retinoik asittir.

2. Bitkisel yiyeceklerdeki sari-turuncu pigmentte bulunan karotenoidler ince barsak
mukozalar1 ve karacigerde retinole doniiserek A vitamini etkinligi gosterirler. Dogada 500 tiirde
karotenoid bulunmaktadir. Bunlardan 50’si A vitamini aktivitesi tasimaktadir (112). Sebze ve
meyvelerde bulunan karotenoidlerin sadece birkac tanesi analiz edilebilmistir. Bunlar; alfa karoten,

beta karoten, gama karoten, lutein ve zeaksantindir (119).

Diyetteki A vitamini, yag asit (retinil) esterleri seklinde bulunur. Ince barsaklarda esteraz ve
lipaz enzimleri ile hidrolize olur. Safra ve pankreatik sekresyon vitaminin serbest retinol haline

doniismesinde onemlidir. Bitkisel kaynaklardan alinan karotenler ise, ince barsak mukozasinda 6nce
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retinol sonra retinale doniisiirler. Ince barsak mukozasina gegen retinol, palmitik asit ile esterlesip
silomikronlara katilir. Retinil esterleri lenf yoluyla karacigere taginir ve orada tipik karaciger
hiicresi olan hepatositler tarafindan tutulur. A vitamininin biiyilk bir kismu (%90) insanda
karacigerde retinil ester formunda depo edilir; %9’u diger dokulara (bobrek, akciger, adrenal doku,
retina) dagilir; %1 de serumda kalir. A vitaminine gereksinim oldugunda karacigerden retinol

formunda salinir. Bu serbest retinol, baglayici protein ile baglanarak dolasimda taginir (122).

A vitaminin viicuttaki islevleri; goziin degisik 1s1k durumlarinda gorebilmesi, biiyiime,
iireme, bagisiklik sistemi, demir metabolizmast ve troid hormonlar ile iligkilidir. Retinol epitel

dokunun korunmasina yardimci olan mukus salinimi i¢in gereklidir (112, 117, 123).

A vitamini peroksil radikalleriyle, lipid peroksidasyonunu baslatip hidroperoksitleri
iiretimini yaymadan once birlesir ve boylece zincir kirici antioksidan olarak islev goriir. Retinol
etkili bir peroksil radikali siipiiriiciistidiir. Antioksidan olarak islevini fosfotidilkolin lipozomlarinda
ve metil linolatin homojen soliisyonlarinda peroksidasyonu onleyerek gosterir. Retinol radikal
tiirlerinin baglangic1 lipid bilayerinin iginde gergeklestiginde ve radikaller sulu ortamda
olugmadiklarinda tokoferolden daha etkili bir peroksil radikali siipiiriiciisiidiir. Bunun nedeni
retinoliin tokoferolle karsilastifinda retinoliin daha hizli hareketini saglayan ve hiicre zarinda
peroksil radikali ile daha iyi iliski kurmasini saglayan kisa polien zincirine sahip olmasidir. Ayrica
A vitamini farkli radikal tiirleri ile reaksiyona girmekte ve okside formu olan 5,6 renoid epokside
cevrilmektedir. Boylece oOzellikle lipid radikallerini daha kararli hale getirmektedir. Retinoid
tiirevleri antioksidan aktivite etkilerine gore su sekilde siralanabilir (124); retinol > retinal > retinil

palmitat > retinoik asit.

A vitamini, hayvansal yiyeceklerden en ¢ok baligin karaciger ve viicut yaginda, karaciger,
siit ve yumurta sarisinda bulunur. Karotenoidler en ¢ok sari, turuncu ve yesil sebze ve meyvelerde
bulunur. Hayvanlar bitkilerden karotenleri alarak A vitamini yaparlar. Hayvan dokularinda 6zellikle

karaciger, siit ve yumurtada bir miktar karoten bulunur (112).

A vitamini yetersizliklerine bagli olarak; gece korliigli, mide ve barsak mukozasinda
zayiflamaya bagli olarak iilser ve emilim bozukluklari, sik enfeksiyona yakalanma, biiyiimede

yavaglama goriilebilmektedir (112).

Yiyeceklerdeki ve viicut sivilarindaki A vitamini miktarin1 6lgmek igin giiniimiizde

kullanilan en iyi yontem HPLC dir (112).
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Beta Karoten

A vitamini 6ncii maddesi olup, serumda o-tokoferolden elli kat daha az bulunmasina
ragmen benzer sekilde serbest radikal tutucu olarak gérev yapar ve doku hasarlarim1 6nler. Yagda

eriyen bir vitamin olan -karoten, alkoksil ve peroksil radikallerinin etkin temizleyicisidir (109).
1.4.3 Baz Vitaminler ile DMBA iliskisi

Calismamizin kapsaminda lipofilik vitaminlerin de analizi yapildig1 icin, DMBA ile bu

vitaminlerin uygulamasi arasindaki iligkileri de sunmak ihtiyacini duyduk. Bu amagla;

1993 yilinda yapilan bir ¢alismada 7,12-DMBA (% 0.5 solusyon) bagimli olusturulan oral
kanser modelinde beta-karoten, a-tokoferol, glutatyon, askorbik asitin antioksidan etkilerini
arastirmak amacl bir deney ortami hazirlanmistir. 60 tane erkek hamster kullanilan deneyde
hayvanlar 6 gruba ayrilmistir. Hastalik grubu dahil tiim gruplara DMBA uygulamasi yapilip bir
grup kombinasyon grubunu olustururken diger gruplarda da DMBA ile birlikte antioksidanlar
yalniz olarak hayvanlara oral yolla pipetle uygulanmistir. Hayvanlar 12-14 hafta arasinda
kesilmistir. Olusan tiimorler sayilmis ve Olciilmiig, tiimor agirligi her bir deney grubu icin
hesaplanmistir. Kombinasyon grubu tiimor agirligini anlamli bir sekilde azaltirken; DMBA + [3-
karoten, DMBA + a-tokoferol ve DMBA + glutatyon gruplarinda da tiimor agirligr azalmustir.
DMBA + pB-karoten ve DMBA + glutatyon gruplarinda DMBA + a-tokoferol gibi bireysel
antioksidan uygulanan gruplara kiyasla daha fazla kemoterapi sagladig1 goriilmiistiir. Bunlara zit

olarak askorbik asit uygulamasi hicbir antitiimor etki olusturmamaktadir (125).

Elaaser ve arkadaslarinin 1994 yilinda sicanlar iizerinde yaptiklar bir ¢calismada 10 mg tek
doz 7,12-DMBA intragastrik olarak uygulanmistir. 5 haftalik bir periyodun sonunda sicanlarin
meme dokusu homojenatlarinda asit riboniikleaz, S5-niikleotidaz, alkalin fosfataz ve beta-
glukuronidaz enzimlerinin aktivite seviyelerinde ©Onemli artislar oldugu goézlenmistir. Meme
dokularindaki histopatolojik ¢alismalarda 12 meme bezindeki 4 tiimorle birlikte tedavi edilen
sicanlarin yaklasik % 85’inde malign epiteliyal tiimorleri olustugu agiga cikmistir. Diyetlerinde
DMBA ile birlikte % 30 soya fasulyesi ya da i¢gme sularinda 5000 ppm vitamin C bulunan
sicanlarda, yalniz DMBA uygulanan siganlara kiyasla anlamli bir antikanserojenik etki goriilmiistir.
Bu kemoterapik etki meme dokusu homojenatlarinda enzimlerin aktivite seviyelerinin normale
dénmesiyle gosterilmis olup bu enzimlerin ¢cogunlugu kontrol grubundaki sicanlarin enzim aktivite

seviyelerine yaklagmistir. Siganlarin % 50’sinde Cribriform karsinoma gozlenmis ve tiim
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gruplardaki 12 meme bezinden etkilenen bez sayis1 2’ye diigmiistiir. Diger bir yandan Vicia faba

uygulanmasindan dolay: daha az bir kemoterapik etki gézlenmistir (126).

40 adet erkek Gorden hamster sicanlar1 4 ayr1 gruba ayrilarak yapilan bagka bir caligmada
ise hamster buccal keselerinde 7,12-DMBA etkisine kars1 vitamin E’nin antioksidan 6zellikleri
arastirilmistir. 14 hafta boyunca haftada 3 kez 7,12-DMBA sol buccal keselere uygulanmustir. Bir
grubu ise DMBA ile birlikte vitamin E verilmistir. Tim6r grubuna kiyasla DMBA+Vit E grubunda
timor hacminde anlamli bir azalma gozlenmis ve bu grupta angiogenezis anlamli bir sekilde
engellenmistir. E vitamininin angiogenezisi engellemesi, E vitamininin antikanser aktivasyonuna ek

bir mekanizma olarak teyit edilmistir (127).

Karnosin (beta-alanil-histidin), etlerde yas agirligin yaklasitk % 0.35’i oraninda
konsantrasyona sahip, in vivo’dan ziyade in vitro sistemlerde etkili olan bir antioksidan olarak goze
carpmaktadir. 55 giinliik disi Sprak—Dawley sicanlarda yapilan bir ¢alismada 7,12-DMBA bagimlh
olusturulan meme kanserinde diyetsel olarak vitamin E (0 ya da 50 ppm) ve Karnosin’in (0 ya da
875 ppm) etkileri aragtirnlmistir. 24 hafta boyunca kanserojen madde uygulamasinda viicut ve
organ agirliklarinda higbir etki gozlenmemistir. Beklenildigi gibi vitamin E eksikliginde serum
MDA seviyelerinde artis olurken serum ve dokularda E vitamini seviyeleri baskilanmis ve eritrosit

hemolizinde bir artis olmustur.

Karnosin uygulamasi karaciger ve kalpte vitamin E seviyesini belirgin bir sekilde arttirirken
iskelet kasi, serum ve eritrositlerde boyle bir durum goriilmemistir. Diyetsel karnosin anlamli bir
sekilde karnosini etkilemistir. Diyetsel karnosin iskelet kas1 ve kalpteki histidin konsantrasyonunu
belirgin bir sekilde yiikseltirken karaciger ve serumda bu durum goriilmemistir. Vitamin E eksikligi
bulunan sicanlarda karnosin uygulamasi tiimor gecikmesinde net bir artisa sebep olurken, timor
agirligina ve timor tekerriir oranina anlamli bir etkisi goriilmemistir. Karnosinin tiim antioksidan
sisteme katkida bulundugu goriilmekte olup diyetteki kullanimi DMBA modelindeki meme kanseri
riskini etkilemektedir (128).

Sawant ve arkadaslar1 erkek hamsterlarin yanak keselerinde oral kanserojen DMBA ile
coklu tiimor olusumu saglamiglar. Calismada DMBA ile birlikte E vitamini ve C vitamini
kemoterapik ajanlar olarak tek tek ve kombinasyon halinde uygulanmistir. DMBA uygulanan
hayvanlarin % 90’inda iyi farklilasmis squamoz hiicre karsinomasi (WDSCC) gozlenirken %
10’unda papilloma gelisimi goriilmiistiir. Vitamin E’nin tek ya da vitamin C ile kombine olarak

uygulanmasi tiimor hiicresi gelisimini engellemede 6nemli bir rol oynamaktadir (129).
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Yapilan bir ¢caligmada sartmsagin koruyucu etkileri erkek Syrian hamsterlarda 7,12-DMBA
uygulamasiyla hamsterlarin buccal keseleri karsinogenezi iizerinde lipid peroksidasyonu ve
antioksidan Olc¢limleri arastirilmustir. Sarimsak ekstraktinin uygulanmas: antioksidanlarin anlhik
titketimi, lipid peroksidasyonu anlamli olarak azaltmistir. Sartmsagin bu koruyucu etkisini dongiisel

lipid peroksidlerini azaltarak ve antioksidanlari destekleyerek yaptig ileri siiriilmektedir (130).

7,12-DMBA uygulanan hamsterlarda domates ezmesinin, hamsterlarin yanak keseleri
karsinogenezinde lipid peroksidasyonu kullanarak glutatyon ve glutatyon bagimli enzimler; GSH-
Px, GST ve GGT enzimleri dl¢iilmiistiir. 14 haftalik deney siiresi sonunda tiim hayvanlar kesilerek
lipid peroksidasyonu ve GSH bagimli antioksidanlar, yanak keselerde, karaciger ve eritrositlerde
Olciilmiistiir. Domates ezmesinin uygulanmasi; hamsterlarin yanak keselerinde olusan timor
durumlarini1 azaltmis; kese, karaciger ve eritrositlerdeki lipid proksidasyonunu diizenlemis ve GSH
ve GSH-bagimli enzimleri arttirmistir. Kullanilan 3 doz (2,5-5-10 mg/kg) arasinda Smg/kg likopen
iceren domates ezmesi optimum etki gostermistir. Domates ezmesi karaciger ve eritrosit gibi hedef
organlarda lipid peroksidasyonu ayarlayarak ve antioksidanlar1 destekleyerek kemoterapik etkisini

gostermektedir (131).

Karsinogenez siirecinin baglamasi ve devam etmesinde dokulardaki serbest radikal
dengesizliginin sebep oldugu oksidatif hasarin 6nemli bir rol oynadig:i bilinmektedir. Diyetteki
dogal antioksidanlar lipid, protein ve DNA’min oksidatif hasarina karsi yararli koruyuculardir.
Yapilan bir calisgmada hamsterlarin yanak kesesi mukozasinda 7,12-DMBA tarafindan olusan
displastik lezyonlar iizerine domatesteki likopenin etkileri arastirllmis ve karacigerdeki azalmig
glutatyon konsantrasyonlar1 ve lipid peroksidasyonu uzantilar1 tiim oksidatif seviyelerin 6l¢iimiinde
kullanilmistir. Calismanin sonucu olarak DMBA uygulanan gruba kiyasla DMBA + likopen verilen
grupta tiyobarbuturik asit ve reaktif maddelerin seviyeleri anlamli olarak azalmis fakat glutatyonun
karacigerdeki seviyelerini degistirecek kadar anlamli bulunamamustir. Sadece DMBA ve
DMBA+likopen gruplarina kiyasla diger gruplarda karsinoma olusum sikligt % 80 ve % 70 olarak
bulunmustur. Likopendeki antioksidan aktivitesi baslangi¢c sonrasindaki asamada tiimor olusumunu

baskilamaya yeterli olmadig1 goriilmiistiir (132).

Likopen’in antioksidan seviyelerini arastirmak amacli yapilan baska bir caligmada
hamsterlarin yanak keselerinde 7,12-DMBA uygulanarak kanser olusumu saglanmistir. 2,5 mg/kg
likopen uygulamasi yapilmis ve calisma sonucunda likopenin DMBA’ya bagimli olusan
karsinomalar1 anlamli bir sekilde bastirdigi, lipid peroksidasyonu azalttigi ve antioksidan seviyeleri

arttirdigr gozlenmistir (133).
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Zinser ve arkadaslarinin yaptigr bir calismada vitamin D-3’ilin aktif metaboliti olan 1,25-
dihidroksi-vitamin-D-3 in vivo ve in vitro olarak gogiis kanseri hiicre gelisimini engelledigi rapor

edilmistir (134).

Mitchel ve arkadaslari daha once yaptiklar1 ¢calismada vitamin E’nin fare derisinde 7,12-
DMBA baslangich tiimor olusumunu destekleyici bir rol oynadig: rapor edilmistir. 2003 yilinda
yaptiklart diger bir calismada vitamin E’nin yiiksek konsantrasyonlart (80 mumol) tiimor
olusumunu desteklemesi i¢in gerekli iken 10 kat azaltilmig konsantrasyonun tiimér olusumunu
desteklemedigi belirtilmistir. Yapilan bu calismada ayn1 yiiksek konsantrasyonda C vitamini timor
gelisimini etkilemezken, vitamin E’nin yiiksek konsantrasyonlarinin tiimér gelisimini hizlandirdigi
goriilmiigtiir. Vitamin E uygulanan derinin B-radyasyonuna maruz kalmasiyla olusan serbest
radikallerin oksidize edilmesi E vitamininin yiiksek konsantrasyonu tarafindan kanser gelisimini

tetikledigi gozlenmistir (135).

40 adet disi fare kullanilan baska bir ¢alismanin amaci ise 7,12-DMBA uygulamasindan
sonra antioksidan savunma enzimleri ve renal morfolojideki degisimleri farelerde gormek ve
melatonin ve vitamin E+selenyum kombinasyonunun 7,12-DMBA’ya karsi koruyucu etkilerini
degerlendirmek olmustur. Bu calismada 7,12-DMBA uygulamas: 20 mg/kg diizeyinde yapilirken,
ilgili gruplara vitamin E uygulamast 90 mg/kg, selenyum uygulamas: 1.8 mu g/kg ve melatonin
uygulamast 4.2 mg/kg olarak yapilmistir. 21 giiniin sonunda fareler dekapite edilip bobrekleri
histolojik arastirmalar ve enzim analizleri i¢in alinmistir. CAT ve GSH-Px enzim aktivitelerinde
kontrol grubuna kiyasla DMBA grubu ve DMBA+Vit E+Se grubunda anlamli bir azalma
goriilmiistiir. Kontrol ve DMBA grubuna kiyasla DMBA + melatonin verilen grupta CAT ve GSH-
Px enzim aktivitelerinin anlaml1 bir sekilde ylikseldigi goriilmiis olup DMBA’ya maruz kalmanin
renal kortexde tubuler degisimlere sebep oldugu anlasilmistir. Yapilan morfolojik incelemelerde
proximal ve distal hasar gosterilmistir. Bu degisimlerin VitE+Se uygulamasindan degil melatonin
tarafindan Onlendigi bulunmustur. Elde edilen bu sonug¢lar melatoninin CAT ve GSH-Px
aktivitelerini tetikledigi ve farelerin bobreklerindeki renal hasar1 VitE+Se kombinasyonundan daha

iyi onledigi gosterilmistir (136).

Yapilan bagka bir calismada Zhou ve arkadaglar1 paket siit ile (Commercial milk) dogal
stitiin (Traditional milk) 7,12-DMBA’ya bagli olusan meme tlimoriine etkilerini arastirtlmistir. 20
hafta siiresince paket siit ve dogal siit kullanilan gruplarda su kullanilan gruba gbére meme tiimorii
olugma olasiliginin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Siitlerden yag ve kalsiyum uzaklastirildiginda

paket siitiin tiimor olusumu agisindan dogal siitten daha fazla etkili oldugu sonucuna varilmistir.

32



Yapilan bu calismanin sonucunda siitteki 6strojen ve progesteron hormonlarinin katkisindan dolayi
siitle beslenen gruplarda DMBA’ya bagli olusturulan meme tiimorii olusumunda daha fazla

yayginlik oldugu gosterilmistir (137).

Yine hamsterlarin buccal keselerinde tiimoér olusturmak amacgh 7,12-DMBA kullanilan
bagska bir ¢alismada sarimsak ve domates kombinasyonunun etkilerini arastirmak icin 14 haftalik bir
deney diizenegi hazirlanmis ve genis spektrumlu kemoterapinin yan etkilerini fonksiyonel

yiyeceklerin etkili kombinasyonlarinin azalttig: fikrine ulagilmistir (138).

7,12-DMBA  uygulanan siganlarda olusan meme kanseri modelinde Jasminum
Grandiflorum Linn.’in antilipid peroksidatif potensiyelini ve kemoterapik etkisini arastirmayi
amaglayan calismada ayc¢icegi ve fizyolojik tuzun 1 ml emiilsiyonunda 25 mg/kg 7,12-DMBA tek
doz subkutan olarak hayvanlara enjekte edilmistir. DMBA uygulanan hayvanlara oral yolla verilen
300 mg/kg J. grandiflorum ¢iceginin etanolik ekstrakti baslangic 6ncesinde tiimor olusumunu
tamamen engellemistir. J. grandiflorum, DMBA uygulanan hayvanlarda anlamli antilipid
peroksidatif etki gostermis ve antioksidan savunma sistemini gelistirmistir. Yapilan bu ¢alismanin
sonucunda J. grandiflorum’un deneysel meme kanserinde kemoterapik etkisi oldugu gosterilmistir

(139).

Casto ve arkadaglar1 siyah ahududunun kemoterapik aktivitesini gosteren laboratuar
calismalar1 yapmislar ve ilk defa diyetsel ahududularin agiz boslugunda olusan tiimér olusumunu

engelledigi gostermislerdir (140).

Vitamin D-5’in bir analogu olan 1-alfa-hidroksi—24-etilkolekalsiferol (1-a-(OH)D-5)’iin
baz1 kanser hiicrelerine karsi antipoliferatif etkisi oldugu daha 6nceki ¢alismalarda rapor edilmistir.
1-a-(OH)D-5’in kemoterapik ©zelligini incelemek i¢in N-metil-N-nitrosure (MNU) olusturulan
meme kanseri modelinde 1-a-(OH)D-5’in in vivo etkileri arastirilmistir. Sonuglar 1-0-(OH)D-5’in
(25 ve 50 mu g/mg diyet) disi Sprak Dawley siganlarinda meme tiimor olusumunu ve artisini
azalttiy goriilmiistiir. Ardindan yapilan baska bir ¢alismada 1-a-(OH)D-5’in (40 mu g/kg diyet)
verilmesiyle baslangi¢c fazinda hicbir anlamli etki goriilmezken ilerleme asamasindaki timor
durumu anlamli olarak % 37.5 diistiigli gdzlenmistir. Toplam olarak bakildiginda bu calismalar
gogiis ve kolon kanserinin gelisimine karsi 1-a-(OH)D-5’in kemoterapik ozellikleri oldugunu

desteklemistir (141).

Iyi bir antioksidan ve antikanser ilact olan SA (Semecarpus Anacardium Linn nutmilk

extract) degisik kosullar altinda reaktif oksijen tiirlerini azaltarak antikanser 6zelligine sahip oldugu
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saptanmustir. Sican modelinde 7,12-DMBA’ya bagimli deneysel meme karsinomada vitamin C
bakimindan zengin olan Phyllanthus Emblica Linn. meyvesi SA’nin hem antioksidan hem de
antikanser aktivitesini desteklemektedir. Calismada 180 + 10 g agirliginda disi Sprak-Dawley cinsi
sicanlar kullanmilmistir. 7,12-DMBA zeytinyaginda (25 mg/sican) ¢oziilerek oral yolla verilmistir.
Gruplardan birine oral yolla (300 mg/kg) Kalpaamruthaa (Phyllanthus Emblica Linn.) verilirken bir
diger gruba da SA yine oral yolla (200 mg/kg) verilmistir. Tedavi almayan DMBA uygulanmis
sicanlarda meme bezlerinin mitokondriyal fonksiyonlarinda lipid peroksidasyonunun 2.61 kat arttig1
ve mitokondriyal enzimatik (SOD, GSH-Px, GR) ve non enzimatik (glutatyon, vitamin E ve
vitaminC) antioksidan seviyelerinde normal olmayan degisimler gozlenirken DMBA uygulanan
sicanlarda siiksinat dehidrogenaz, malat dehidrogenaz, o-ketoglutarat dehidrogenaz ve izositrat
dehidrogenaz gibi mitokondriyal enzimlerin aktivitelerinde diisiis gozlenmistir. Buna zit olarak
Kalpaamruthaa ile beslenen sicanlarda normal lipid peroksit seviyeleri ve antioksidan savunmalari
goriilmiistiir. Yapilan ¢alismada elde edilen sonuglar SA tedavisinden ziyade Kalpaamruthaa’nin

gelismis antioksidan 6zelligini aydinlatmistir (142).

Letchoumy ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir calismada ise hamsterlarin buccal
keselerine uygulanan 7,12-DMBA siiresince olugan genotoksisite ve oksidatif strese kars1 siyah cay
polifenollerin (Polifenon B) koruyucu etkisi aragtirilmistir. Calisma, polifenon B’nin diyetsel
uygulamasinin; DMBA’nin sebep oldugu genotoksisite ve oksidatif strese karst kemik iligi

antioksidan savunma mekanizmalarin arttirma yoluyla koruma sagladig: gostermistir (143).

2007 yilinda Anbuselvam ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada disi Sprak-Dawley cinsi
sicanlarda 7,12-DMBA  kullanilarak go6giis kanseri olusturulmus ve Metanolik Operculina
Turpethum’un (MEOT) antioksidan aktivitesi arastirilmistir. Antioksidan sistem ve lipid
peroksidasyon seviyelerindeki degisimler tiimor gelisimiyle birlikte degerlendirmeye alimustir. 20
mg 7,12-DMBA musir yaginda ¢oziilerek hayvanlara uygulanmistir. DMBA + MEOT grubuna 20
mg DMBA tek doz olarak intragastrik olarak verilip sonrasinda MEOT (100 mg/kg) intragastrik
olarak 45 giin boyunca giinliik olarak uygulanmistir. 45 giinliik deney siiresi sonunda oksidatif stres
parametreleri serum, karaciger ve gogiiste Olctilmiistiir. Kanserli sicanlarda lipid peroksidasyon
seviyelerinde anlamli bir artis gdzlenmistir. Kontrol grubuna kiyasla kanser tasiyan hayvanlarda
SOD, CAT ve GSH-Px ve glutatyon, vitamin C ve a-tokoferol gibi antioksidanlarin seviyelerinde
azalma goriilmiistiir. Anlamli bir timor agirlhigi artigt DMBA grubunun gogsiinde goriiliirken,
DMBA+MEOT grubunda ise gogiis tiimér agirhiginda anlamli bir azalma gergeklesmistir.

MEOT’nin oral yolla alimi, tedavi géren hayvanlarda anlamli bir sekilde lipid peroksidasyon
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seviyesini azaltirken antioksidan seviyeyi de arttirmistir. MEOT nin DMBA bagimli olusan gogiis

kanserine kars1 koruyucu bir role sahip oldugu ve antioksidan aktivite gosterdigi goriilmiistiir (144).

Batcioglu ve arkadaglarimin yaptigi calismada vitamin E + selenyum kombinasyonu
(VitE+Se) ve melatoninin 7,12-DMBA uygulanmus farelerin beyinlerinde SOD, GSH-Px, CAT ve
CA enzim aktiviteleri ve MDA seviyelerine etkileri arastirtlmistir. 12 aylik fareler kontrol, DMBA
(20 mg/kg), DMBA+vit E (90 mu g/giin)+Se (1.8 mu g/giin), DMBA+melatonin (4.2 g/kg/giin)
olmak iizere 4 gruba ayrilmustir. 21 giin sonunda hayvanlar kesilip beyin homojenatlar
hazirlandiginda kontrol grubuna kiyasla DMBA grubunda anlamli bir sekilde beyin SOD, GSH-Px,
CAT ve CA seviyelerinde azalma ve MDA seviyesinde artma gozlenmistir. Vit E + Se grubunda
SOD enzimi disindaki enzimlerin tam veya yarim enzim inhibisyonunun restore edildigi ve lipid
peroksidasyonunun bu grupta azaldigi goriilmiistiir. Melatoninin SOD, GSH-Px ve CAT i¢in daha
iyi bir koruma ve CA aktivitesi icin de makul bir koruma sagladig1r goriilmiistiir. Calismanin
sonucunda Vit E + Se kombinasyonu ve melatoninin fare beyninde DMBA’ya bagli olusan

oksidatif strese kars1 kemoterapik bir etkisi bulunmustur (13).

Batcioglu ve arkadaglarimin yaptigi benzer bir calismada ise vitamin E+selenyum
kombinasyonu (Vit E+Se) ve melatoninin kanserdeki etkileri kiyaslanmistir. 40 adet disi fare
kontrol, DMBA (20 mg/kg), DMBA+vit E (90 mu g/giin)+Se (1.8 mu g/giin), DMBA+melatonin
(4.2 g/kg/giin) olmak iizere 4 gruba ayrilmistir. 7,12-DMBA (20 mg/kg) misir yaginda hazirlanmis
ve intraperitonal olarak 21 giin boyunca verilmistir. DMBA grubunda hepatik GSH-Px, CAT ve
SOD inhibisyonu anlamli olarak gerceklesmistir. Vit E + Se kombinasyonu DMBA’ya bagli olusan
GSH-Px inhibisyonunu restore ederken CAT ve SOD inhibisyonunda degisme olmamuistir.
Melatonin DMBA’ya bagli olusan GSH-Px inhibisyonunu azaltmakla kalmayip CAT ve SOD
inhibisyonunu tamamen kaldirmistir. Yapilan caligmada melatoninin DMBA’ya bagli olusan
oksidatif strese kars1 Vit E + Se kombinasyonundan daha iyi bir kemoterapi sagladigi goriilmiistiir

(145).

Mohan ve arkadasglar1 hamster buccal keselerinde (HBP) 7,12-DMBA bagimli olusan
kansere karsi yesil cay (Polifenon E) ve siyah c¢ay (Polifenon B)’in kemoterapik etkisini
kiyaslamistir. Polifenon E ve polifenon B tarafindan HBP karsinomalarin inhibisyonu lipid
peroksidasyonun modiilasyonu ve antioksidanlarin artis1 ve faz 11°deki enzim aktiviteleri ve faz
I’deki enzimlerin anlamli olarak azalmasi arasinda bir iliski bulunmustur. HBP’deki kanseri
onlemede polifenon B’nin daha 6nemli bir etkiye sahip oldugu ve oral kanserin kemoterapik

etkisinde 6nemli rol oynadig1 goriilmektedir (146).
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1.5 Yag Asitleri

Insanoglunun beslenme aligkanliklar1 zamanla koklii degisikliklere ugranmstir. Yapilan
aragtirmalar, insanlarin beslenme aliskanliklar1 ile karsilastiklar1 hastaliklar arasinda bir iligki
oldugunu ortaya koymustur. Bu nedenle giiniimiizde, 6zellikle gelismis iilkelerde, saglikli yasam

stirmek isteyen insanlar beslenmelerine 6zen gostermektedir.

Karbohidrat, protein ve yaglar yasayan organizmanin varligini siirdiirebilmesi icin en
onemli yapi tas1 ve enerji kaynaklaridir. Yaglar, insan ve hayvan diyetlerinde dnemli yer tutan temel
bilesendir; birim agirlikta en yiiksek enerjiyi verir ve enerji depolamak i¢in cok uygundur. Yaglarin

fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini icerdikleri yag asitlerinin kompozisyonu belirlemektedir (147).

Lipidleri meydana getiren dgelerden gliserol, biitiin yag bitkilerinde ayni, buna karsilik yagi
olusturan diger unsur olan yag asitleri her bir yag bitkisinde degisik bir kompozisyonda
bulunmaktadir. icerdikleri yag asitleri kompozisyonu yagin kullanim alanlarim belirlemektedir. Yag
asidi, yapisinda karboksil grubu (-COOH) tasiyan diiz bir hidrokarbon zinciri olup, yagin en 6nemli
0gesidir. Yaglarda baskin yag asitleri, cift karbon atomu sayili ve bir karboksil grubu iceren yag

asitleridir (148, 149).
1.5.1 Yag Asitlerinin Simiflandirilmasi

Dogal yaglarda bulunan yag asitleri genelde diiz zincir tiirevleri olup doymus (saturated

fatty acids) ve doymamis (unsaturated fatty acids) yag asitleri olmak iizere 2 sekilde siniflandirilir;

Doymus Yag Asitleri: Karbon-karbon atomlar1 arasinda tek bir kovalent bagdan (-C-C-)
olusan (148) ve oda sicakliginda genelde kati olan yag asitleri doymus yag asitleri olarak
adlandirilir. Bu yag asitlerince zengin olan yaglara da doymus yaglar denir. Doymus yag asitleri
insan viicudunda sentez edilirler; hi¢ yag yenilmese bile bu tip yag asitleri karbonhidrat

metabolizmasi ile olusan molekiillerden sentez edilebilir (147).

Doymamis Yag Asitleri: Karbon zinciri iizerinde cesitli konumlarda, karbon- karbon
arasinda bir veya daha fazla kovalent cift bag iceren yag asitleri doymamis yag asitleri olarak

isimlendirilir. Bu yag asitlerince zengin olan yaglara da doymamis yaglar denir (148).

Yapilarindaki cift baglar nedeniyle, doymamis yag asitleri doymus yag asitlerine gore daha

reaktiftir. Bu reaktivite yag asidi zincirindeki ¢ift bag sayisina gore artmaktadir (148).
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1.5.2 Yag Asitlerinin Biyosentezi

Lipidler canli organizmanin en 6nemli kaynaklarindan bir tanesidir. Insanlarda karaciger ve
kaslarda bir miktar glikojen depo edilmektedir. Fakat bu, insanmin ancak 12 saatlik ihtiyacim
karsilamaktadir. Oysa viicuda disaridan besinlerle alinan veya viicut icinde sentezlenen lipidler

depolanabilmektedir.

Depo edilen lipidler, disaridan besinlerle alinmakta veya viicut ihtiyacindan fazla alinan
karbohidrat ve aminoasit dnciillerinin yag asitlerine de novo olarak doniistiiriilmesiyle olugsmaktadir.
Besinlerle alinan karbohidratlar glikolitik yolda ve sitrik asit dongiisiinde yikilmakta ve enerji elde
edilmektedir. Karbohidratlarin ¢ok az bir kismi glikojen olarak depo edilirken biiyiik kismi asetil-
CoA’ ya doniistiiriilerek yag asidi sentezinde kullanilmaktadir. Yag asitleri de triagilgliserollere

doniiserek yag dokularinda kullanilmaktadir (150).

Yag asitlerinin de novo sentezi sitoplazmada gerceklesir. Bu sistem, karaciger, bobrek,
beyin, akciger, meme bezi ve yag dokusu dahil bir¢ok dokuda bulunur. Bu yolun kofaktor
gereksinimleri, NADPH, ATP, Mn, biyotin ve HCO;" (CO, kaynagi olarak). Hemen saglanan
substrat, asetil-CoA olup son iiriin ise palmitat’dir. Bu 6zellikler B-oksidasyon ile belirgin tezat
olusturur. Ik zamanlar yag asidi sentezinin yikim olaymin tersine donmesi seklinde gelistigi
saniliyordu. Fakat zaman icerisinde bu metabolik olaylar1 tamamen farkli mekanizmalarla

gerceklestigi anlagilmustir (150).

Yag asidi sentezi hiicre sitoplazmasinda gerceklesmekte ve malonil-CoA ile baslamaktadir.
Malonil-CoA ise asetil-CoA’dan elde edilmektedir. Metabolik faaliyetlerde kullanilan biitiin asetil-
CoA’lar ise mitokondri matriksinde sentezlenmektedir. Dolayisiyla mitokondride bulunan asetil-
CoA’nin sitoplazmaya gecisi i¢in asetil-CoA, sitrat sentetaz enzimine gereksinim duyulur. Enzim
araciligiyla asetil-CoA oksaloasetat ile birleserek sitrat olusturur. Olusan sitrat mitokondri
membraninda bulunan spesifik trikarboksilat transport sistemi ile sitoplazmaya gecer. Sitoplazmaya
gegen sitrat burada sitrat liyaz enzimiyle ATP harcanarak parcalanir ve tekrar asetil-CoA agiga

cikar (150).
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Asetil-CoA Karboksilaz
CH;- CO-8- CoA -00C - CH,-CO-58- CoA

Asetil-Cos u Ialonil-CoA
Enzim-Biyotin-CO0Q~  Enzim-Biyoetin

/,Jvamupi

ATP+HC Oy + Enzim+Biyotin

Sekil 7. Asetil-CoA 'min Malonil-CoA'ya Doniisiimii (150)

Asetil-CoA sitoplazmada asetil-CoA karboksilaz enzimi ile malonil-CoA’ya doniistiiriiliir.
Asetil-CoA karboksilaz enzimi olduk¢a kompleks bir enzim olup bu reaksiyonu ATP varliginda,
CO, kaynagi olarak HCO;" ‘1 ve kofaktor olarak biyotini kullanarak gergeklestirir. Asetil-CoA
karboksilaz enzimi, yag asidi sentezinde ilk ve regiilasyonu saglayan enzimdir. Enzimin
aktivatorleri sitrat, a-ketoglutarat ve izositrattir. Malonil-CoA’nin olusmasiyla yag asidi sentetaz
enzimi aktif hale gelir. Insiilin hormonu tarafindan aktive edilen yag asidi sentetaz ¢oklu enzim
sistemine sahiptir ve bu enzim aktivitesi sonucunda asetil-CoA ile baslayan sentez reaksiyonlari
sonucunda 16 C’lu palmitoil CoA ve sonrasinda palmitik asit (16:0) olusur. Bu olaya lipogenez adi

verilir (150).

Gaz kromatografisi ile yapilan ¢alismalarda insan serum ve dokularinda 60 tane yag asitinin
oldugu belirlenmistir. Bunlarin sadece bir boliimii biyolojik c¢alismalarda metabolik olaylarla

iliskilidir (151).
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Sekil 8. Memelilerde Esansiyel Olmayan Yag Asitlerinin Metabolik Yollar1 (151)

Memeli organizmalar1 tercihen diiz zincirli ve cift karbon numarali yag asitlerini
sentezleme yetenegindedir. Tekli doymamis yag asitleri A9 pozisyonundaki ¢ift bagla sekillenmis
yag asitleridir. Bu sekilde olusan yag asitleri 16:1 n—7 ve 18:1n-9’dur. 20-24 karbonlu n-9 ailesine
mensup tekli doymamis yag asitleri 18:1 n—9 yag asitinin uzama reaksiyonu iiriinleridir. n—11 ailesi

yag asitleri de 20:0 yag asitlerinin desaturasyon ve uzama reaksiyonlarinin iiriinleridir (151) .
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Sekil 9. Memelilerde Esansiyel Yag Asitlerinin Metabolik Yollar1 (151).

18:1 n—-9 yag asitinin desaturasyonu (A6, AS) ve uzama reaksiyonlariyla 20:3 n-9 yag asidi
iiretilmektedir. Esansiyel coklu doymamus yag asitleri memeliler tarafindan sentez edilemeyip
tamamen diyetle alima baglidirlar. Coklu doymamuis yag asitlerinin ana esansiyel yag asitleri olarak
bilinen n—6 ailesi i¢in linoleik asit (18:2 n—6), ve n—3 ailesi i¢in a-linolenik asit (18:3 n—3) olmak

tizere mevcut iki temel Onciilii vardir.

Yag asitleri, mekanik koruma ve izolasyon, enerjinin depolanmasi ve transportu gibi birgok
biyolojik olaylarda onemli bir role sahiptir. Biyolojik membranlardaki yag asidi kompozisyonunu
ozellikle coklu doymamus yag asitleri icermekte olup, membran proteinlerinin fonksiyonlari
(reseptorler, iyon kanallari, enzimler, tasiyicilar), membran kalinligi ve akiskanlik gibi membran
ozelliklerini etkilemektedir. 20 karbonlu eikosatrienoik asit (20:3 n—6), arasidonik asit (20:4 n-6),
eikosapentaenoik asit (20:5 n-3) gibi yag asitleri eikosanoid sentezi i¢in substrat olusturmaktadir.
Yag asitlerinin sayis1 gen transkripsiyonunun modiilatdrleri olan 18:2 n—-6 ve 18:3 n-3 yag
asitlerinin metabolik {riinlerine baglidir. Temel lipid siniflarinda (kolesterol esterleri, trigliserit,
fosfatidilkolin) yag asitlerinin kompozisyonu; yag asidi sentezinin hizi, diyetle alinan yag asitleri,
organizmanin metabolik talepleri (lipid, eikosanoidler ve hidroksi yag asitlerinin sentezi) ve
enzimatik olmayan yikimlarinin sayisi gibi ¢esitli metabolik islemlerden etkilenmektedir. Kolesterol
esterleri ve fosfatidilkolindeki yag asidi kompozisyonu doku yaglarinin yag asidi modelini olusturur

(151).
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Palmitik asit (16:0) ve zincir uzamasiyla elde edilen stearik asitin (18:0) doymamuis yag
asidi formlar1 olan palmitoleik asit (16:1 n—9) ve oleik aside doniisiim reaksiyonunu stearoil-CoA

desaturaz enzimi katalize eder.

Asetil- CoA
¥ Uzama Reaksiyonlar
ol yo . Stearat
(C16:0) (C18:0)
Steroil-CloA
- Desaturaz -
L 4
Palmitoleat Sk
(C16:1n-7) T (C18:1n-9)
K"E];::::ml Fosfolipidler Trigliserit Fs“::i:n

Sekil 10. Stearoil-CoA Desaturaz Enziminin Lipid Sentezindeki Rolii (152 ).

Bu enzim hiicre fizyolojisi acisindan biiyiikk 6nem tagimaktadir. Yapilan ¢alismalarda
stearoil-Coa desaturaz enziminin memelilerin bir¢ok dokusunda bulundugu saptanmis olup ayrica

fare ve sican dokularinda da varlig tespit edilmistir (152, 153).
1.5.3 Baz Yag Asitlerinin DMBA ile iliskisi

Yag asidi kompozisyonlar1 iizerine DMBA’nin etkilerini arastirmak i¢in ¢esitli ¢caligmalar

yapilmustir. Bunlardan bazilari;

Kitamura ve arkadaslarinin yaptig1 deneysel calismada 1,2-dimetilhidrazin (DMH) ve 7,12-
DMBA uygulayarak olusturduklart meme ve kolon kanser modellerinde a-eleostearik asit
antikanserojenik etkisi arastirllmistir. Calismaya ilk basta 40 mg DMH/1ml tuz solusyonu/ viicut
agirligi (kg) dozunda DMH ile baslanilmis fakat siganlarin 6lmeye baslamasiyla bu oran 15. giinden
itibaren yariya diisiiriilmiistiir. Hayvanlar 9 haftalik olduklarinda intrgastrik olarak tek doz 50 mg
DMBA/ 5ml susam yagi/ viicut agirligr (kg) oraninda tek doz DMBA uygulamasi yapilmis ve
ardindan tekrar oliimler gézlenmistir. Bu beklenen bir durum oldugu i¢in deneye gruplarda 20’serli

denek sayilartyla baslanmistir. 4. haftadan itibaren % 0, % 0.01, % 0.1 ve % 1 oraninda eleostearik
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asit diyetle birlikte si¢anlara verilmistir. Deney sonunda viicut agirligi, meme bezi ve kolon

lezyonlariin gelisimi bakimindan istatistiksel bir anlamlilik tespit edilememistir (154).

Disi sicanlar kullanilarak hazirlanan deney modelinde Cheng ve arkadaslart DMBA ve
DHM kullanarak olusturduklart meme ve kolon kanserine aspur yagindan konjuge edilmis yag
asitinin (linoleik asitin (18.2 n—6) pozisyonel ve geometrik izomerlerinin karigimi) etkisi
arastirllmistir. 40 mg/kg DMH subkutan olarak 5 enjeksiyon halinde 10 giin igerisinde
uygulandiktan sonra bunu takiben 50 mg/kg DMBA intragastric olarak 11. giin uygulanmistir. Toz
halinde diyete katilan % 0.01, % 0.05, % 0.1, % 1 ve % 2’lik aspur yaginin konjuge edilmis yag
asidi, deneyin 11. giinden itibaren 36. haftasina kadar siganlara verilmistir. Sonug¢ olarak % 1’lik
dozda verilen aspur yaginin konjuge edilmis yag asidinin tiim hedef organlarda optimal oran oldugu

belirlenmistir (155).

DMBA’nin oksidatif etkisine kars1 diyetsel olarak verilen keten tohumu yagi, ¢uha cicegi
yag1 ve balik yaginin sigan karacigerinde etkilerini arastirmay1 amaclayan bir ¢calismada ise 1 aylik
hayvanlarla deneye baslamislardir. Denekler 50 giinliik oluncaya kadar olusturulan gruplara etkisi
arastirilan yaglar istege bagl olarak diyetle verilmistir. Daha sonra hastalik olusturulmak istenen
gruplara 65 mg/kg diizeyinde DMBA uygulamasi yapilmistir. 20 haftanin sonunda hayvanlar
dekapite edilerek karaciger dokusu ile birlikte tiimorler de alinmistir. Olusan tiimdrlerin c¢iplak
gozle goriilebildigi belirtilmistir. DMBA verilmeyen gruplarda herhangi bir tiimor olusumu
gozlenmedigi rapor edilmistir. Deney sonunda DMBA uygulanan gruplardan en diisiik tiimor
olusum sikliginin, %77 oraninda (18:2 n—6) linoleik asit ve % 9 oraninda y-linolenik asit (18:3 n-6)
iceren cuha cice8i yaginin verildigi grupta oldugu belirlenmistir. Yiiksek eikosapentaenoik asit
(20:5) ve dokosaheksaenoik asit (22:6) konsantrasyonuna sahip olmasina ragmen balik yag: diyet
grubunda tiimor olusum siklig1 ¢uha cicegi yagi verilen gruptan yiiksek oldugu tespit edilmistir. En
yiiksek tiimor olusum siklig1 ise diyetsel keten tohumu yagi verilen grupta oldugu rapor edilmistir

(156).
1.6 Yaslanmada Ortaya Cikan Baz1 Metabolik Degisiklikler

Yaglanma sirasinda organizmalarda morfolojik ve fonksiyonel bir¢cok degisimler meydana
gelir. Morfolojik degisimleri paransim dokusunun atrofisi, mezensim dokusunun artmasi seklinde

Ozetlemek miimkiindiir (157).

Biyokimyasal acidan bakildiginda yaslanmaya bagli olarak; su, elektrolit, protein, yag,

karbonhidrat metabolizmalari, asit-baz dengesi koloidal denge; hormonlar, enzimler, vitaminler
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bakimindan c¢ok ayrintili degisimlerin ortaya ciktigi goriiliir. Yaslanma sirasinda dokularin su
miktarinda ©Onemli azalma meydana gelir. Protein katabolizmasinda bir artis gozlenirken
anabolizmasinin yavasladigi goriiliir. Yag metabolizmasinda da bir takim degisiklikler meydana
gelir. Yasin ilerlemesi ile depo yaglarinda bir artma olur (157). Dokularda ve kandaki kolesterol
diizeyi artar ve doymusg yag orani yiiksektir. Yaslanma sirasinda organizmadaki biyokimyasal
olaylarin hemen hemen tiimii bir yavaglama gosterir. Bu nedenle biyokimyasal olaylarin
katalizorleri olan enzimler genellikle yasin ilerlemesi sirasinda etkinliklerini genclerdeki diizeylerde

sirdiiremezler (157, 158).

Yaglilikta kalbin pompalama yetenegi azalmaktadir. Kalp cevresinde yag dokusu artmakta
ve arterioskleroza bagli olarak damarlarin daralmasi, direnci arttirarak hipertansiyona neden
olmaktadir. Yasin ilerlemesi ile birlikte kas giiclinde ve kitlesinde azalma goriiliir. Azalan kas
dokusunun yerini yag dokusu alir. Kemik iligi ve lenfoid dokularin fonksiyonlarinda azalma,
kirmizi ve beyaz kan hiicresi yapiminda ve kan miktarinda azalmaya neden olur. Sindirim
enzimlerinde bunun yaninda karaciger fonksiyonlarinda bir azalma goriiliir. Cevreye adaptasyon ve

hemeostazinin potansiyel giicii yaslanmayla beraber azalir (157, 159).

Yaglanma ile ilgili cesitli teoriler vardir. Bunlarin en dnemlisi serbest radikal teorisidir. Bu
teori, yaslanmaya serbest radikallerin sebep oldugunu savunmaktadir. Bu kimyasallar oksijen
kullanan tiim canlilarda dogal olarak olugmaktadir. Serbest radikaller etkiledigi maddenin normal
gorevini yapmasini engeller ve hasar meydana getirir. Serbest radikaller organizmanin dogumuyla
birlikte metabolik olaylarla birlikte hiicrelerde olugmaya baglar. Metabolizmamizdan
kaynaklananlarin yaninda olumsuz dis etkenler de radikal olusumuna neden olurlar, olusan bu
radikaller “oksidatif hiicre hasar1” dedigimiz zararhi etkileri meydana getirirler. Dogal olarak
viicudun “antioksidanlar” dedigimiz savunma sistemleri geligmistir ve siirekli olarak bu radikallerin
oksidan etkilerini dnlemeye calisirlar. Bu teoriye gore, viicudumuzda oksidanlar ve antioksidanlar
arasinda bir denge soz konusudur, yasla birlikte bu denge hasar yapicilarin lehine degismekte ve

viicut sistemleri hasara ugramaktadir (157).

Yapilan literatiir taramalarinda lipofilik 6zellikli antioksidan molekiiller degisik modellerde

DMBA etkisine karsi incelenmistir

Resveratrol ve alfa lipoik asit ile yapilan ¢alismalarda, DMBA’ya bagli olarak olusturulan
oksidatif stresin dokularda veya hiicrelerdeki biyomolekiillerdeki hasara kars1 diizenleyicilik etkisi

tam olarak aydinlatilabilmis degildir.
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Resveratrol ve lipoik asitin doku ve hiicrelerde DMBA ile antioksidan sistem iizerine
etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla caligsmamizda oksidatif hasar olusturulan ve 7,12-DMBA ile
birlikte resveratrol ve lipoik asit verilen yaslandirilmis sicanlarin (16-18 aylik) serum ve
eritrositlerde lipid peroksidasyonunun gostergesi olan MDA ile GSH/GSSG diizeyleri ve ayrica
karaciger ve bobrek dokular1 dahil yag asidi bilesimi ve total kolesterol seviyesi analiz edilerek bu
antioksidanlarin lipid metabolizmasina olan etkileri incelendi. Ayn1 zamanda antioksidan 6zellige

sahip A vitamini, E vitamini ve C vitaminleri gibi antioksidan vitaminlerin diizeyi belirlendi.

Resveratrol ve alfa lipoik asit bir¢ok biyolojik etkilerinden dolay: iyilestirici ve diizenleyici
madde olarak kullanilmaya aday maddelerdir. Bu calismada, resveratrol ve alfa lipoik asitin
antioksidan ozelliklerinin yaslandirilmis sicanlarda DMBA ile hasar olusturularak incelenmesinin,
yaslt bireylerin metabolik durumlarinda iyilestirme saglayacagi diisiincesindeyiz. Bu kapsamda
degisik biyokimyasal olaylarda faydali etkileri saptanan resveratroliin ve alfa lipoik asitin 7,12-
Dimetilbenzantrasen’in etkisine maruz birakilan yasli, erkek sicanlarin bazi dokularinda (serum,
eritrosit, karaciger ve bobrek) oOnemli biyokimyasal degisimler iizerine diizenleyici etkisini

arastirmak amaclandi.
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MATERYAL ve METOD
1.7 Deney Hayvanlari

Deneysel calismada kullanilan Wistar-albino cinsi sicanlar, Firat Universitesi Tip Fakiiltesi
Deneysel Arastirma Merkezi’nden (FUTDAM) temin edildi ve aym yerde deneysel uygulama
gerceklestirildi. Sicanlar standart sartlarda (sabit 1s1 ve havalandirmali odalarda; 12 saat giin 15181 ve
12 saat karanlik olmak iizere) ve her giin altlar1 temizlenen kafeslerde beslendi. Yemler, 6zel celik
kaplarda ve su ise paslanmaz ¢elik bilyeli biberonlarda normal ¢esme suyu olarak verildi. Deney
hayvanlar1 Elazig Yem Fabrikasinda 6zel olarak hazirlanan pelletler halindeki sican yemleriyle
beslendi. Sicanlara verilen yemin bilesiminde bulunan katki maddeleri Tabloda gosterilmistir.

Siganlarin deneysel uygulama yapilacak sathaya kadar bakimlarina bu sekilde devam edildi.

Tablo 12. Deney Hayvanlarina Verilen Yemin Bilesimi

Yem maddeleri Yiizdesi (%)
Bugday 10
Misir 21
Arpa 14
Kepek 8
Soya Kiispesi 25
Balik Unu 8
E-Kemik unu 4
Melas 4
Tuz 4
*Vitamin Karmasi 1
**Mineral Karmasi 1

*Vitamin karmasi: Deney hayvanlarina verilen yemlerin vitamin karmasinda A, D, E, K,

B,, B,, B¢, B> vitaminleri ile nikotinamid, folik asit, D-biotin ve kolin klorit bulunmaktadir.

**Mineral karmasi: Mangan, demir, c¢inko, bakir, iyot, kobalt, selenyum ve kalsiyumdan

olusmustur.
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Deney hayvanlarmin segimi ve yapilan uygulamalar sirasinda F.U. Tip Fakiiltesi Etik
Kurulu onayi alinarak; calisma standart deneysel hayvan calismalan etik kurallarina uygun olarak

yapildi. Deney siiresi 7 hafta olarak belirlendi.

Deneysel ¢aligmalarda ortalama agirliklart 375 g (375 + 20 g) olan toplam 42 adet 16 aylik
Wistar albino cinsi yash erkek sicanlar kullanildi. Bu sigcanlar rastgele gruplara ayrildi ve gruplar;
kontrol grubu, DMBA grubu, DMBA+a-lipoik asit grubu (DMBA+a-LA) ve DMBA+Resveratrol
grubu (DMBA+R) olarak belirlendi. Kontrol grubunda 8§, DMBA grubunda 12, DMBA+a-LA
grubunda 11 ve DMBA+R grubunda 11 adet sigan deney siiresince kullanildi. Deneklerin genel
durumlar1 dikkate alinarak deney siiresi 6 hafta olarak kisitlandi. Deneyin baslangicinda 7,12-
DMBA, susam yaginda coziilerek kontrol grubu disindaki gruplara toplam 55 mg/kg olmak iizere
intraperitonal olarak toplam 3 defa uygulandi. Kontrol grubuna ise ayni miktarda yagi enjekte
edildi. DMBA uygulamasindan sonra, giin asir1 olarak DMBA+R grubuna 25 mg/kg olmak iizere
intraperitonal olarak resveratrol uygulamasi yapildi. Ayni1 sekilde DMBA+a-LA grubuna da giin
asirt 25 mg/kg lipoik asit uygulamasi yapildi. Deney sonucunda doku ornekleri alinarak analize

kadar —25 °C*de bekletildi.
1.7.1 Biyokimyasal Analizler icin Ornek Hazirlama

Kan 6rnekleri biyokimyasal analizler i¢in biyokimya tiiplerine alindi, hiicre ve serumlarini
ayirmak icin 2500 g’de 4 °C’de 10 dakika boyunca santrifiij edildi. Eritrosit pelletleri % 0.9’luk
NaCl ile ii¢ kez yikand1 ve Ornekler her yikamadan sonra 5dk siireyle 2500 g’de santrifiij edildi.

Pellet ve serum ornekleri biyokimyasal analizler i¢in taze bir sekilde hazirlandi.

1.8 Biyolojik Orneklerin Lipid Bilesimi icindeki Kolesterol Miktarlarnnin HPLC
Cihaz ile Analizi

1. 0.3 g doku ornegi tartildi ve 2 ml asetonitril/izopropanol (70:30, v/v) karisimu ile 1

dakika siireyle homojenizator cihazi ile homojenize edildi.

2. Doku homojenizati 2 ml’lik mikrosantrifiij tiipler (Isolab Germany) igerisine alinarak 4
°C de 10 dakika 6000xg’de santrifiij edilerek doku pelletinden ayrildi. Siipernatant kistmdan 1 ml

otosampler viallerine alinarak HPLC cihazinda analiz edildi.

3. Kolesterol analizinde mobil faz olarak % 70 asetonitril ve % 30 izopropanol karisimi
kullanildi. Mobil fazin 1 dakikada akis miktar1 1 ml/dakika olarak belirlendi. Kolon sicaklig1 40 °C
de tutuldu (160).
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4. Kolesterol analizi i¢in supelcosil LC 18 DB (250 x 4.6 mm, 5 um) kolon kullanild.
Analiz UV dedektorde yapildi ve dedeksiyon dalga boyu 202 nm olarak belirlendi (161).

5. Kolesteroliin kolondan cikis siiresinin (alikonma siiresi) 10 dakika icinde gerceklestigi

gozlendi.

6. Kolesterol miktar1 serumda pmol/ml, eritrositlerde pg/g pellet, diger dokularda ise

pumol/g doku olarak hesaplandi.

Cihazda pompa olarak LC-10ADVP, UV dedektor olarak SPD-10AVP, kolon firin1 olarak
CTO-10ASVP, otosampler olarak SIL-10ADVP, degasser olarak DGU-14AVP {initeleri
(Shimadzu, Kyoto Japan) kullanildi. Hesaplamalar Class VP software (6.12 SP 5) programi ile
yapildi.

1.9 Biyolojik Orneklerdeki ADEK Vitaminlerinin Miktarlarinin HPLC Cihaz ile

Analizi

1. 0.3 g doku ornegi tartildi ve 2 ml asetonitril/metanol (3/1, v/v) karisimu ile 1 dakika

siireyle homojenize edildi.

2. Doku homojenizati 2 ml’ lik ependorf tiipler icerisine alinarak 4 °C de 10 dakika
6000xg’de santrifiij edilerek doku pelletinden ayrildi. Siipernatant kistmdan 1 ml otosampler

viallerine alinarak HPLC cihazinda analiz edildi.

3. HPLC analizinde mobil faz olarak % 75 asetonitril ve % 25 metanol karigimi kullanildi.
Mobil fazin akis miktar1 1 ml/dakika olarak belirlendi. Analitik kolonun sicakligi 40 °C de tutuldu.

4. Siipelcosil LC 18 DB (250 x 4.6 mm, 5 pm; Sigma, USA) kolonu kullanildi. Dedeksiyon
dalga boyu retinol (A vitamini) i¢in 320 nm, vitamin E ve D, ve D; vitaminleri ile K; vitamini i¢in

215 nm olarak belirlendi.

5. ADEK vitaminlerinin miktar1 serumda pg/ml, diger dokularda ise pg/g doku olarak
hesaplandi.
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1.10 Serum ve Eritrositlerdeki C vitamini ve MDA Miktarlarinin HPLC Cihaz ile

Analizi

1. 0.3 g eritrosit pelleti veya 0.1 ml serum 6rnegi alinarak ve 2.5 ml 5 mM 1-hekzana

stilfonik asit sodyum tuzu + % 0.1 H;PO, tamponuyla homojenize edildi.

2. Proteinler 0,5 ml metafosforik asit (% 5 w/v) ile ¢oktiiriildii ve drnekler 10,000xg’de 5
dakika santrifiij edildi. Siipernatant kisimdan 1 ml otosampler viallerine alinarak HPLC cihazinda

analiz edildi.

3. Analiz Discovery RP Amide C 16 (150x4.6mm, 5 pm, Sigma, USA) kolonu ile yapildi.
Mobil faz olarak 5 mM 1-hekzan siilfonik asit sodyum tuzu + % 0.1 H;PO, tamponu ile asetonitril
(% 90+% 10) kullanildi. Mobil fazin akis miktar1 1 ml/dakika olarak  belirlendi. Dedeksiyon
dalga boyu 244 nm olarak belirlendi. Kolon sicaklig1 40 °C’de tutuldu.

4. MDA sonuglart serumda nmol/ml, eritrositlerde nmol/g hiicre pelleti olarak; Vitamin C

sonugclari ise serumda pg/ml, eritrositlerde pg/g hiicre pelleti olarak hesaplandi.

1.11 Eritrosit Pelletlerinden Rediikte ve Okside Glutatyon Molekiillerinin izolasyonu
ve HPLC ile Analizi

Eritrosit orneklerinden glutatyon molekiillerinin izolasyonu 50 mM NaClO, ¢ozeltisi ve

4mM EDTA c¢ozeltisi ile yapildi ve % 5° lik MPA ¢ozeltisi ile proteinlerden ayrildi. Bu islem icin

asagidaki basamaklar uygulandt:

1. 0.3 g eritrosit pelleti 2.5 ml NaClO, ¢ozeltisi i¢cinde homojenize edildi, santrifijj tiiplerine

aktarildi ve 400 pl % 5’lik MPA ¢ozeltisi ilave edilerek 25 °C’ de 15 dakika bekletildi.

2. Daha sonra 7000xg’de 10 dk santrifiij edilerek, proteinler ¢oktiiriildii ve siipernatant

kisim 0.45 pm’lik filtreden gegirilerek, otosampler viallerine alindi ve analize hazir hale getirildi.

3. Orneklerin HPLC analizi, Discovery RP Amide C 16 (150 x 4.6, 5 um, Sigma, USA)
kolonuyla yapildi. Mobil faz olarak 50 mM NaClO, ¢o6zeltisi kullanildi. Mobil faz akis hizi 1ml/dk
olarak belirlendi. GSH ve GSSG’nin ayrilmasi 215 nm’de gergeklestirildi. Kolon sicakligi 40 °C’de

tutuldu.
4. GSH ve GSSG sonugclar1 pg/g hiicre pelleti olarak hesaplandi.

Orneklere ait HPLC analizleri Shimadzu marka VP serisi tam otomotik yiiksek basingli s1vi

kromatografi (HPLC) cihazi ile yapildi.
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1.12 Lipidlerin Ekstraksiyonu

Doku orneklerinden lipidlerin ekstraksiyonu 3:2 (v/v) hekzan izopropanol (HIP) karisimin
kullanildig1 Hara ve Radin metoduna gore yapildi (162). Bunun icin: 0.5-1 g doku 6rnegi 3:2 (v/v)
oraninda 5 ml HIP karisimi i¢inde 30 sn siireyle homojenize edildi. Homojenizasyon kab1 2 ml HIP
cozeltisi ile yikandi ve santrifiij tiiplerine alindi. Daha sonra 4500 rpm’de 10 dk siireyle santrifijj

edilen doku 6rneklerinden iist supernatant kisim alinarak agzi kapakli deney tiiplerine konuldu.
1.13 Yag Asidi Metil Esterlerinin Hazirlanmasi

Lipidler i¢inde bulunan yag asitlerinin gaz kromatografik analizinin yapilabilmesi i¢in polar
olmayan ugucu ve kararli yapiya sahip olan metil esterleri gibi tiirevlerine doniistiiriilmesi gerekir

(163).

Metil esteri hazirlamak igin hekzan/izopropanol fazi igindeki lipid ekstrakti 30 ml’lik
sizdirma yapmayan deney tiiplerine alindi. Uzerine % 2’lik metanolik siilfirik asitten 5 ml ilave
edildi, vorteks ile iyice karigmalari saglandi. Bu karisim 50 °C lik etiivde 15 saat siire ile
metillesmeye birakildi. Tiipler etiivden ¢ikarildi oda sicakligina kadar sogutuldu ve 5 ml % 5 lik
sodyum Kkloriir ilave edilerek iyice karistirildi. Tiipler icinde olusan yag asidi metil esterleri 5 ml
hekzan ile ekstrakte edildi ve hekzan faz1 pipetle alinarak, 5 ml % 2 lik KHCO; ile muamele edildi
ve fazlarin ayrilmasi icin 4 saat bekletildi. Daha sonra metil esterlerini iceren karisimin, 45 °C de ve
azot akimm altinda ¢6ziiciisii uguruldu, 1 ml hekzan ile c¢oziilerek 2 ml’lik agz1 kapakli otosampler

vialleri icine alinarak gaz kromatografisinde analiz edildi.
1.14 Yag Asidi Metil Esterlerinin Gaz Kromatografik Analizi

Lipid ekstrakt1 icindeki yag asitleri metil esterlerine doniistiiriildiikten sonra SHIMADZU
GC 17 Ver. 3 gaz kromatografisi ile analiz edildi. Bu analiz i¢in 25m uzunlugunda, 0,25 pm i¢
capinda ve PERMABOND 25 mikron film kalinligina sahip Machery-Nagel (Germany) kapiller
kolon kullanildi. Analiz sirasinda kolon sicakligi 120- 220 °C arasinda programlandi. Enjeksiyon
sicakligr 240 °C ve dedektor sicakligi 280 °C olarak tutuldu. Kolon sicaklik programi 120 °C’den
220 °C’ye kadar ayarlandi. Sicaklik artis1 200 °C’ye kadar 5 °C /dk ve 200 °C’den 220 °C’ye kadar
4 °C /dk olarak belirlendi. 220 °C’de 8 dakika tutuldu ve toplam siire 35 dakika olarak belirlendi.
Tasiyic1 gaz olarak azot gazi kullanildi. Analiz sirasinda 6rneklere ait yag asidi metil esterlerinin
analizinden once, standart yag asidi metil esterlerine ait karigimlar enjekte edilerek, her bir yag

asitinin alikonma siireleri belirlendi. Bu islemden sonra gerekli programlama yapilarak érneklere ait
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yag asidi metil esterleri karigimlarinin analizi yapildi. Sonuglar toplam yag asitleri icinde her bir
yag asidi icin % miktar olarak belirlendi. Hesaplamalar GC Solution 2.3 programi kullanilarak

yapildi.
1.15 istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirmeler, SPSS for Windows 12.0 paket programi kullamlarak yapildi.
Gruplar arasindaki karsilastirmalar icin One-way ANOVA (tek yonlii varyans analizi) testi
uygulandi ve LSD testi uygulamasi ile gruplar arasindaki farkliliklar belirlendi. Sonuglar ortalama +

standart sapma olarak ifade edildi ve p<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.
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BULGULAR

Yapilan bu deneysel ¢alismada 7,12-DMBA etkisine maruz birakilan Wistar albino cinsi
yagh erkek sicanlarin serum, eritrosit, karaciger ve bobrek dokularinda kolesterol, ADEK
vitaminleri ile C vitamini, yag asidi diizeyleri, MDA ve glutatyon diizeyleri lizerine Resveratrol ve

a-Lipoik asitin etkisi aragtirildi.

1.16 Serumdaki baz biyokimyasal parametrelerin degisiminin degerlendirilmesi

Tablo 13. Serumdaki Baz1 Biyokimyasal Parametrelerin Degisimi

Biyokimyasal KONTROL DMBA DMBA+a-LA DMBA+R
Parametreler
Retinol (pg/dl) 0,261+0,009 | 0,181+0,008° | 0,270+0,007 | 0,215+0,004"
D2 vitamini (ug/dl) 0,12+0,008 | 0,23+0,015° | 0,51+0,031°¢ 0,32+0,011°¢
D3 vitamini (ug/dl) 1,32+0,12 4,00+0,20 4,70+0,13 ¢ 3,57+0,11°¢
a-tokoferol (ug/dl) 4,38+0,15 3,30+0,18°¢ 2,0240,15°¢ 3,57+0,24"
a-tokoferol asetat (ug/dl) | 0,040£0,002 | 0,096+0,014 | 0,286+0,015¢ | 0,098+0,005
Vitamin K, (ug/dl) 0,095+0,003 | 0,151x0,005° | 0,120+0,003" | 0,116+0,006
Kolesterol (umol/dl) 119,76+2,78 | 131,40+5,91 | 145,42+5,80 " | 103,82+5,20 *
Vitamin C (ug/dl) 22,25+0,94 19,58+0,90 19,70+1,23 20,45+1,43
MDA (nmol/dl) 72,38+3,79 | 87,42+4,03° 63,00£2,92 54,00+2,34"
a- p<0.05 b-p<0.01 c-p<0.001 d-p<0.0001

Serumda kolesterol miktarinin DMBA+a-LA grubunda arttigi (p<0.01) go6zlenirken
DMBA+R grubunda azaldig belirlendi (p<0.05). D2 ve D3 vitamin seviyelerinin kontrol grubuna
gore DMBA, DMBA+a-LA ve DMBA+R gruplarinda istatistiksel olarak anlamli yiiksek (p<0.001)
oldugu gozlendi. a-tokoferol diizeyi DMBA (p<0.001), DMBA+o-LA (p<0.001) ve DMBA+R
(p<0.01) gruplarinda kontrol grubuna gore azaldigi saptandi. Kontrol grubuna gére DMBA
(p<0.001), DMBA+0-LA (p<0.01) ve DMBA+R (p<0.05) gruplarinda K, vitamin diizeyinin artti1
goriildii. Serum retinol miktar1 kontrol grubuyla mukayese edildiginde DMBA (p<0.001) ve
DMBA+R gruplarinda azaldig: (p<0.01) saptanirken DMBA+a-LA (p>0.05) grubunda ise herhangi
bir istatistiksel farklilik gozlenmedi. a-tokoferol asetat diizeyi DMBA+a-LA grubunda kontrol
grubundan oldukga yiiksek oldugu gozlendi (p<0.0001). Vitamin C miktar1 gruplar arasinda anlaml
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bir degisiklik gostermemistir (p>0.05). Serum MDA diizeyi DMBA grubunda yiiksek bulundu
(p<0.05), DMBA+a-LA ve DMBA+R gruplarinda ise kontrol grubuna gore azaldigi saptandi
(p<0.01).

1.17 Serumdaki yag asitlerinin degisiminin degerlendirilmesi

Tablo 14. Serumun Yag Asidi Bilesimi (%)

Yag Asitleri | KONTROL DMBA DMBA+a-LA | DMBA+R
16:0 19,30+0,30 15,95+0,71" | 16,68+0,39" 17,72+0,08
16:1n-7 1,84+0,23 1,11+0,21 1,34+0,17 0,97+0,06°
18:0 8,54+0,37 7,48+0,46 6,85+0,33 8,81+1,04
18:1 -9 12,17+0,37 11,74+0,90 11,89+0,86 13,74+1,60°
18:1 n—7 2,15+0,11 2,39+0,12 2,23+0,08 2,82+0,28"
18:2 06 25,00+0,97 20,85+1,29" | 22,99+0,56° 24,78+1,05
20:4 n—6 28,00+1,31 21,02+1,76" | 32,89+1,93° 25,67+1,16
22:6 n-3 2,13+0,10 4,60+0,40 2,90+0,19°" 3,10+0,36"
Y Doymus 27,84+0,67 23,43+1,61" | 23,53+0,72" | 26,53+1,92*
> Doymamis 71,29+3,09 61,71+4,68°¢ 74,24+3,79 b 71,08+4,51
YMUFA 16,1620,71 1524+1,23 | 1546x1,11° | 17,53+1,94°
Y PUFA 55,13+2,38 46,47£345° | 58,78+2,68° | 53,55+2,57°
YN3 2,13+0,10 4,60+0,40 2,90+0,19°" 3,10+0,36"
YN6 53,00+2,28 41,87+3,05¢ | 55,88+2,49" | 50,45+2,21"

a- p<0.05 b-p<0.01 ¢-p<0.001 d-p<0.0001

Serumda palmitik asit (16:0) miktarinin DMBA ve DMBA+a-LA gruplarinda kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak azaldigi saptandi (p<0.01). Palmitoleik asit (16:1 n—7) miktarinin
DMBA+R grubunda azaldigi (p<0.05) diger gruplar arasinda ise degismedigi gozlendi. Stearik asit
(18:0) ve oleik asit (18:1 n—9) diizeylerinin gruplar arasinda degismedigi halde vaksenik asit (18:1
n—7) miktarinin kontrol grubuna gére DMBA+R grubunda arttigi (p<0.01) saptandi. Kontrol
grubuna gore linoleik asit (18:2 n—6) miktarinin DMBA (p<0.01) grubu ile DMBA+a-LA (p<0.05)
gruplarinda azaldigi belirlendi. DMBA grubunda arasidonik asit (20:4 n—6) diizeyi azalirken
(p<0.01), DMBA+0-LA grubunda ise kontrol grubuna kiyasla arttigi gozlendi (p<0.05). Serum
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dokosaheksaenoik asit (22:6 n—3) miktar1 kontrol grubuyla mukayese edildiginde hem DMBA
grubu (p<0.001) hem de antioksidan gruplarinda arttig1 gozlendi (p<0.01).

Doymus yag asitleri miktarlarinin DMBA (p<0.01), DMBA+a-LA (p<0.01) ve DMBA+R
(p<0.05) gruplarinda kontrol grubuna gore azaldig1 saptandi. Kontrol grubuna gére doymamis yag
asitleri diizeyleri ise DMBA grubunda azalirken (p<0.001), DMBA+a-LA grubunda arttig
(p<0.01), DMBA+R grubunda ise degismedigi gozlendi (p<0.05). MUFA miktar1t DMBA ve
DMBA+a-LA gruplarinda azaldigi (p<0.05), DMBA+R grubunda ise yiiksek oldugu (p<0.05)
saptandi. PUFA’nin ise DMBA+a-LA grubunda arttig1 (p<0.05) DMBA ve DMBA+R gruplarinda
azaldig1 saptand1 (p<0.001, p<0.05). N3 yag asidi miktarinin DMBA (p<0.001), DMBA+a-LA ve
DMBA+R gruplarinda (p<0.01) yiiksek bulundu. N6 yag asidi miktar1 ise DMBA+a-LA grubunda
artt1ig1 (p<0.01) DMBA ve DMBA+R gruplarinda azaldig: saptandi (p<0.001, p<0.01).

1.18 Eritrositlerdeki baz1 biyokimyasal parametrelerin degisiminin degerlendirilmesi

Tablo 15. Eritrositlerdeki Baz1 Biyokimyasal Parametrelerin Degisimi

Biyokimyasal KONTROL DMBA DMBA+a-LA DMBA+R
Parametreler (ug/g)
Retinol 0,011£,001 | 0,014+,001 0,011+ ,001 0,010+,001
d-tokoferol 1,40£0,07 1,30+0,04 1,13+0,06" 1,44+0,06
D5 vitamin 1,5240,11 1,62+,007 1,08+0,02" 2,9240,14¢
a-tokoferol 2,40+0,24 0,84+0,02 ¢ 0,63+0,04 1,77+0,06 ¢
Vitamin K1 0,41+0,03 3,19+0,14 ¢ 0,83+ 0,03 1,48+ 0,17 ¢
Kolesterol 476,0249,38 | 574,87£15,29° | 454,0626,92 | 553,22421,61°
MDA 30,35+1,69 | 38,45+1,07¢ | 21,28+1,04° | 13,91+0,69°
GSH 130,81+6,61 | 345,31+15,68° | 356,45+11,56° | 107,89+5,77
GSSG 120,81+5,84 | 135,77+6,02 | 23,77+2,70¢ | 112,05+4,72°
GSH/GSSG 1,01+0,07 2,58+0,15 17,19+2,60 ¢ 0,97+0,07
a- p<0.05 b-p<0.01 c-p<0.001 d-p<0.0001

Eritrositlerdeki kolesterol miktarinin DMBA ve DMBA+R gruplarinda kontrole kiyasla
istatistiksel olarak anlamli bi¢cimde yiiksek oldugu gozlendi (p<0.001). Kontrol grubuna gore
DMBA+a-LA grubunda 6-tokoferol miktarinin azaldigr saptandi (p<0.01). DMBA+a-LA grubunda
D; vitamin diizeyi azalirken (p<0.01), DMBA+R grubunda arttig1 (p<0.001) gozlendi. DMBA
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grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli bir farklilik saptanmadi (p>0.05). Kontrol grubuna gore
diger tiim gruplarin o-tokoferol miktarinin azaldig: belirlendi (p<0.001). DMBA, DMBA+a-LA ve
DMBA+R gruplarinda K vitamini diizeyi kontrol grubuna gore yiiksek oldugu saptandi (p<0.0001,
p<0.05, p<0.001). Retinol miktar1 bakimindan gruplar arasinda herhangi bir farklilik gézlenmedi
(p>0.05). DMBA grubunda MDA diizeyi artarken (p<0.001), DMBA+a-LA ve DMBA+R
antioksidan gruplarinda kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli azalmalar gériildii (p<0.001,
p<0.0001). DMBA ve DMBA+o-LA gruplarinda eritrosit GSH miktarinin arttifi saptandi
(p<0.001). Eritrosit GSSG miktarinin ise DMBA+o-LA ve DMBA+R gruplarinda azaldig:
(p<0.0001, p<0.05) tespit edildi. DMBA+a-LA grubunda GSH/GSSG oraninin kontrol grubuna
gore yiiksek bulundu (p<0.001).

1.19 Eritrositlerdeki yag asitlerinin degisiminin degerlendirilmesi

Tablo 16. Eritrositlerin Yag Asidi Bilesimi (%)

Yag Asitleri | KONTROL DMBA DMBA+a-LA | DMBA+R
16:0 26,26+0,35 | 27,27+0,25" | 29,08+0,89¢ | 27,61+0,31°
18:0 14,61+0,30 | 14,55+0,33 14,15 0,64 | 13,30+0,34"

18:1 n-9 8,37+0,44 8,55+0,35 10,41+1,14° 9,25+ 0,62
18:1 n—7 3,49+ 0,07 3,69+0,08 4,01+ 0,17" 3,93+ 0,11"
18:2 n—6 10,89+0,32 | 10,97+0,33 10,61+ 0,46 11,22+ 0,32
20:4 n—6 24,58+0,51 | 24,04+0,42 23,02+1,23 22,90+0,67
22:5n-6 1,76+ 0,13 1,97+0,12 1,91+ 0,17 2,07+0,13
22:5n-3 2,02+£0,06 | 2,08+0,14 1,99+ 0,29 1,93+0,09
22:6 n-3 2,73+021 | 3,49+0,19° 2,66+ 0,21 2,94+ 0,14
24:0 0,66+0,04 1,15+0,04¢ 0,84+0,04 1,06+ 0,04 ¢
> Doymus 41,53+0,69 | 42,97+0,62° | 44,07+1,57" 41,97+0,69
Y Doymamis 53,84+1,74 | 54,79+1,63 54,61+3,67 54,24+2,08
Y MUFA 11,86+0,51 | 12,24+0,43 | 14,42+1,31" 13,18+0,73°
YPUFA 41,98+123 | 42,55+120 | 40,19+2,36" 41,06+1,35
YN3 4,75+027 | 5,57+0,33" 4,65+0,50 4,87+0,23
YN6 37,23+0,86 | 36,98+0,87 | 35,54+1,86° 36,19+1,12
a- p<0.05 b-p<0.01 ¢c-p<0.001 d-p<0.0001

Eritrositlerdeki palmitik asit (16:0) miktarmin DMBA, DMBA+o-LA ve DMBA+R
gruplarinda kontrol grubuna gore istatistiksel bakimdan anlamli ve yiiksek oldugu saptandi

(p<0.001, p<0.05 ). DMBA+R grubunda stearik asit (18:0) miktarinin kontrol grubuna kiyasla
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azaldig1 saptandi (p<0.05). Kontrol grubuna gore DMBA+0-LA grubunda oleik asit (18:1 n-9, 18:1
n—7) miktarinin yiiksek oldugu saptandi (p<0.05, p<0.01). Linoleik asit (18:2 n-6), arasidonik asit
(20:4 n-6), dokosapentaenoik asit (22:5 n-6, 22:5 n-3), diizeylerinde gruplar arasinda anlaml
farklilik gozlenmedi (p>0.05). DMBA grubunda kontrol grubuna kiyasla dokosaheksaenoik asit
(22:6 n-3) diizeyinin yiiksek oldugu bulundu (p<0.01). Lignoserik asit (24:0) miktarinin DMBA,
DMBA+R gruplarinda yiiksek oldugu gozlendi (p<0.001). DMBA grubu (p<0.05) ve DMBA+a-LA
grubunda (p<0.01) doymus yag asidi diizeyinin kontrol grubuna gore yiiksek oldugu saptandi.
Doymamis yag asidi diizeylerinde gruplar arasi farklilik goriilmedi (p>0.05). Kontrol grubuna goére
DMBA+a-LA grubu (p<0.01) ile DMBA+R gruplarinda (p<0.05) MUFA diizeylerinin yiiksek
oldugu belirlendi. Kontrol grubuna gore DMBA+a-LA grubundaki PUFA diizeyinin istatistiksel
olarak anlaml1 bicimde diisiik oldugu goézlendi (p<0.05). N3 yag asidi miktarinin hastalik grubu olan
DMBA grubunda yiiksek oldugu saptandi (p<0.01). N6 yag asidi diizeyinin DMBA+a-LA
grubunda kontrol grubundan istatistiksel olarak diisiik oldugu belirlendi (p<0.05).

1.20 Karaciger dokusundaki baz1 biyokimyasal parametrelerin degisiminin

degerlendirilmesi

Tablo 17. Karaciger Dokusundaki ADEK Vitaminleri ile Kolesterol Miktarlarinin Degisimi

Biyokimyasal
Parametreler (1g/e) KONTROL DMBA DMBA+o-LA | DMBA+R
Retinol 23,59+2,31 | 13,09+1,31 | 28,55+3,41° | 32,85+4,30°
Vitamin K2 0,89+0,16 0,49+0,16° 0,20+0,06° 1,37+0,34
8-tokoferol 2,44+0,55 0,85+0,27° 0,95+0,16" 1,3120,58
D2 vitamini 0,63+0,07 0,59+0,18 0,28+0,06* | 0,30+0,05°
D3 vitamini 0,72+0,22 0,34+0,10 0,44+0,22 0,19+0,15
a-tokoferol 5,37+1,06 4,50+0,80 3,30£0,40° | 3,51+0,39°
Vitamin K1 0,38+0,31 21,51+6,95* | 17,75+5,17¢ | 17,87+4,15¢
Kolesterol 102,21+1,70 | 90,59+1,46° | 104,34+1,15 | 100,60+1,45
ap<0.05 b-p<0.01 ¢-p<0.001 d-p<0.0001

Karaciger dokusunda kolesterol miktar1 kontrol grubuna gore DMBA grubunda azaldig:
saptand1 (p<0.001). DMBA+a-LA grubu ve DMBA+R gruplarinda D2 vitamin diizeyinin azaldig

gozlendi (p<0.05). Kontrol grubuna gore antioksidan gruplarin her ikisinde de a-tokoferol
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miktarinin azaldigi (p<0.05) halde DMBA grubunda goriilen kismi azalma istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi (p>0.05). K1 vitamini hem hastalik hem de antioksidan gruplarin tamaminda
kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0.0001). Retinol miktarinin antioksidan
gruplarin her ikisinde de yiiksek oldugu gozlendi (p<0.001). Vitamin K2 diizeyinin kontrol
grubuna gére DMBA ve DMBA+a-LA gruplarinda azaldig: tespit edildi (p<0.05).
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1.21 Karaciger dokusundaki bazi yag asitlerinin degisiminin degerlendirilmesi

Tablo 18. Karaciger dokusunun Yag Asidi Bilesimi (%)

Yag Asitleri KONTROL DMBA DMBA +0-LA DMBA+R
14:0 0,170,01 0,150,01 0,17+0,02 0,170,01
15:0 0,18+0,01 0,22+0,01° 0,20+0,01 0,25+0,01°¢
16:0 21,2640,33 | 19,73+0,21° 19,73+0,20 ¢ 19,36+0,29

161: -9 1,35+0,26 0,39+0,07 € 0,57+0,06 ¢ 0,500,04
17:0 0,4420,03 0,57+0,01°¢ 0,540,02" 0,600,01 ¢
18:0 16,64+0,57 | 18,62+0,35" 17,90+0,52° 17,76+0,31

18:1 n-9 8,47+0,69 6,98+0,23" 8,44+0,76 7.91%0,27

18:1 n—7 2,85+0,15 3,22+0,08° 3,2240,06 3,64+0,17°¢

18:2 n-6 18,63+0,47 | 16,79+0,40° 17,26+0,55 17,2120,51°

183:n-6 0,18+0,02 0,19+0,02 0,1620,01 0,18+0,01

183: n-3 0,42+0,03 0,23+0,02 ¢ 0,24+0,01°¢ 0,240,01°¢

201: n-9 0,10+0,01 0,13+0,01 0,15+0,01" 0,15+0,01"

201:n—11 0,19+0,01 0,19+0,01 0,18+0,02 0,19+0,01

202:n-6 0,3420,01 0,30+0,01 0,3420,01 0,38+0,01

20:3n-9 0,17+0,02 0,110,01° 0,110,01° 0,1620,01

203:n-6 0,61+0,06 0,50+0,03" 0,45+0,01° 0,65+0,01

20:4 n—6 20,36+0,75 | 21,60+0,35 20,92+0,68 21,47+0,33

20:5:n-3 0,310,02 0,28+0,03 0,24+0,01° 0,26+0,01
22:0 0,15+0,01 0,20+0,01" 0,20+0,01" 0,20+0,01"
22:2 0,30+0,02 0,30+0,01 0,25+0,02 0,2420,01°
22:4 0,31+0,03 0,54+0,03° 0,55+0,02°¢ 0,50=0,01°¢

225:1-6 0,13+0,01 0,280,06 0,18+0,01 0,25+0,04°

225:n-3 0,84+0,11 1,08+0,07° 1,29+0,09¢ 1,13+0,05
24:0 0,28+0,05 0,20+0,02° 0,24+0,02 0,27+0,01

226:n-3 4,81%0,12 7,5620,33° 6,43+0,33" 6,34+0,37°

> Doymus 39,12+1,28 | 39,69+0,62 38,98+0,80 38,61+0,65
> Doymamis 60,47+£2,79 60,67+1,77 60,98+2,67 61,40+1,88"

Y MUFA 12,96+1,12 | 10,91+0,40 12,56+0,91 12,39+0,50

Y PUFA 4751+1,67 | 49,76+1,37" 48,42+1,76* 49,01x1,38"
YN3 6,38+0,28 9,15+0,45°¢ 8,20+0,44" 7,97+0,44"
YN6 40,42+1,32 | 39,47+0,87 39,31+1,27° 40,14+0,91

a- p<0.05 b-p<0.01 c-p<0.001 d-p<0.0001
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Karaciger dokusunda pentadekonoik asit (15:0) miktarimin DMBA grubu ve DMBA+R
grubunda kontrol grubuna gore artti1 belirlendi (p<0.05, p<0.001). DMBA ve DMBA+antioksidan
gruplarin hepsinde palmitik asit (16:0) ve palmitoleik asit (16:1 n-9) miktarlarinin kontrol
grubundan diisiik oldugu saptand:r (p<0.001). Buna karsiik DMBA (p<0.001), DMBA+a-LA
(p<0.01) ve DMBA+R gruplarinda (p<0.001) heptadekonoik asit (17:0) miktarinin yiiksek oldugu
gozlendi. Stearik asit (18:0) miktariin ise DMBA ile DMBA+a-LA gruplarinda yiiksek oldugu
belirlendi (p<0.01, p<0.05). DMBA grubunda oleik asit’in (18:1 n-9) azaldig1 halde (p<0.05),
vaksenik asitin (18:1 n—7) hem DMBA grubu hem de DMBA+R grubunda arttig1 goriildii (p<0.05,
p<0.001). Linoleik asit (18:2 n—6) miktarinin DMBA ile DMBA+R gruplarinda azaldig: belirlendi
(p<0.05). Alfa-linolenik (18:3 n—3) asit miktarinin ise kontrol grubuna gore diger gruplarda azaldig:
goriildii (p<0.001).

Eikosenoik asit (20:1 n—9) miktar1 antioksidan gruplarda yiiksek bulundu (p<0.01). DMBA
grubu ve DMBA+a-LA grubunda eikosatrienoik asit (20:3 n-9, 20:3 n-6) diizeylerinde azalma
gozlendi (p<0.05). Eikosapentaenoik asit (20:5 n—3) miktar1 ise yalmzca DMBA+a-LA grubunda
azaldig1 saptandi (p<0.05). Behenik asit (22:0) miktarinin kontrole gore diger ii¢ grupta da arttig1
saptand1 (p<0.01). DMBA+R grubunda dokosadienoik asit (22:2) miktar1 azalirken (p<0.05)
dokosatetraenoik asit (22:4) miktarinin hem hastalik hem de antioksidan gruplarinda yiiksek

bulundu (p<0.001).

Dokosapentaenoik asit (22:5 n-6, 22:5 n-3) diizeylerinin antioksidan ve hastalik
gruplarinda artti1 belirlendi. Lignoserik asit (24:0) miktarinin DMBA grubunda azaldig1 gozlendi
(p<0.05). Dokosaheksaenoik asit (22:6 n—3) diizeyinin DMBA grubu (p<0.001), DMBA+a-LA
grubu (p<0.01) ve DMBA+R grubunda (p<0.05) yiiksek oldugu saptandi. DMBA+R grubunda
doymamis yag asidi miktarinin arttifi goriilirken (p<0.05) diger gruplarda da kismen artmalar
gozlendi. DMBA grubunda MUFA diizeylerinin azaldigr goézlendi (p<0.01). DMBA grubu
(p<0.01), DMBA+0-LA grubu (p<0.05) ve DMBA+R grubunda (p<0.01) PUFA diizeylerinin
arttigl saptandi. N3 yag asidi miktarinin hastalik ve antioksidan gruplarinda arttig tespit edildi

(p<0.001, p<0.01). DMBA+a-LA grubunda N6 yag asidi miktarinin azaldig1 belirlendi (p<0.05).
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1.22 Bobrek dokusundaki bazi biyokimyasal parametrelerin degisiminin

degerlendirilmesi

Tablo 19. Bobrek Dokusundaki ADEK Vitaminleri ile Kolesterol Miktarlarinin Degisimi

Biyokimyasal KONTROL DMBA DMBA+a-LA DMBA+R
Parametreler (ug/g)
Retinol 0,35+0,02 0,52+0,06" 0,38+0,04 0,40+0,03"
d-tokoferol 4,53+0,38 7,64+0,52% 6,59+0,70 1,59+0,40°
D2 vitamini 0.92+0,04 4,12+1,44" 0,82+0,03 4,64+0,40"
D3 vitamini 8,95+2.36 2,59+0,70" 8,79+2,36 1,55+0,50%
o-tokoferol 6,86+0,29 10,1549,03° 23,04+1,83¢ 8,11+1,24
Vitamin K1 1,55+0,19 16,36+3,94 ¢ 0,55+0,29 2,35+2,12
Vitamin K2 1,4620,12 3,64+0,12° 2,37+0,25 2,91+0,45
Kolesterol 334,93+£17,13 | 402,99+19,18" | 399,68+14,16" | 364,85+15,18
a- p<0.05 b-p<0.01 ¢-p<0.001 d-p<0.0001

Bobrek dokusunda kolesterol miktarinin kontrol grubuna kiyasla her ii¢ grupta da arttiga
gozlenirken bunlardan DMBA grubu ve DMBA+a-LA gruplarindaki artis istatistiksel olarak
anlamliydt (p<0.05). DMBA grubu (p<0.05) v¢ DMBA+a-LA grubunda (p<0.001) a-tokoferol
miktarinin arttig1 tespit edildi. Retinol miktarinin DMBA ve DMBA+R gruplarinda arttig1 belirlendi
(p<0.01 p<0.05 ). Vitamin K1 ve vitamin K2 miktarlarinin DMBA grubunda yiiksek bulundu
(p<0.0001, p<0.05). o-tokoferol miktarinin DMBA+R grubunda kontrol grubuna gore azaldigi,
DMBA grubunda (p<0.05) ise arttig1 saptandi. DMBA ve DMBA+R gruplarinda D2 vitamin

miktarinin arttigi, D3 vitamin miktarinin ise azaldig: tespit edildi (p<0.05).
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1.23 Bobrek dokusundaki baz1 yag asitlerinin degisiminin degerlendirmesi
Tablo 20. Bobrek Dokusunun Yag Asidi Bilesimi (%)

Yag Asitleri KONTROL DMBA DMBA +a-LA DMBA+R
14:0 0,510,05 0,280,03¢ 0,37+0,02" 0,37+0,02"
15:0 0,19+0,02 0,2240,01 0,23+0,02 0,2340,01
16:0 20,20+0,36 19,19+0,50 19,75+0,66 19,62+0,36

16:1 n-9 1,38+0,30 0,54+0,12¢ 0,69+0,05° 0,62+0,07°
17:0 0,29+0,01 0,38+0,01°¢ 0,37+0,02° 0,39+0,01°
18:0 14,85+0,58 14,32+0,46 15,1620,36 14,07+0,43

18:1 n-9 11,39+0,52 10,5620,56 10,430,31 11,38+0,64

18:1 n—7 3,24+0,07 3,460,06 3,160,15 3,25+0,10

18:2 n—6 16,750,87 15,78+0,38 16,02+0,50 17,330,29

18:3 n-3 0,29+0,04 0,23+0,03 0,23+0,01 0,27+0,01
20:0 0,15+0,01 0,24+0,07° 0,15+0,01 0,1620,01

20:1 n-9 0,19+0,01 0,21+0,01 0,22+0,02 0,21+0,01

20:1 n—11 0,21+0,02 0,25+0,06 0,23+0,03 0,2040,01

20:2 n-6 0,29+0,01 0,310,01 0,34+0,04 0,3340,01

20:3 n-6 0,96+0,07 0,84+0,06 0,81+0,04 0,93+0,06

20:4 n—6 25,15+0,99 27,76+0,92° 26,67+0,94 25,48+0,74
21:0 0,14+0,01 0,2340,01 0,15+0,01 0,300,16

20:5 n-3 0,22+0,01 0,23+0,02 0,21+0,01 0,19+0,01
22:0 0,13+0,01 0,19+0,01 0,15+0,01 0,16+0,01
22:2 0,51+0,03 0,35+0,03 0,40+0,03° 0,31:0,03¢
22:4 0,45+0,02 0,63+0,03¢ 0,610,02° 0,610,01°¢

22:5n-3 0,29+0,01 0,33+0,02 0,31+0,01 0,310,01
24:0 0,59+0,05 0,93+0,44° 0,62+0,18 0,60+0,04

22:6 n-3 1,93+0,11 2,57+0,21° 1,99+0,20 2,23+0,14

Y Doymus 48,17+1,60 46,12+2,08" 47,08+1,58 46,82+1,52°
> Doymanus 50,09+2,51 52,51+1,90° 50,88+2,00 51,35+1,46"
YMUFA 5,02+0,40 4,46+0,25" 4,30+0,25" 4,28+0,19°
> PUFA 45,8842,11 48,08+1,65° 46,58+1,75 47,07+1,27
YN3 2,7340,17 3,36+0,28" 2,74+0,23 3,00+0,17
YN6 43,15+1,94 44,69+1,37° 43,84+1,52 44,07+1,10
a- p<0.05 b-p<0.01 ¢-p<0.001 d-p<0.0001
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Bobrek dokusunda miristik asit (14:0) diizeyinin hastalik grubu olan DMBA grubu
(p<0.001) ve antioksidan gruplarin (p<0.01) her ikisinde de yiiksek oldugu tespit edildi. Palmitoleik
asit (16:1 n-9) diizeylerinin kontrol grubuna gore azaldigi (p<0.001), heptadekonoik asit (17:0)
diizeylerinin ise arttigi saptandi (p<0.001). DMBA grubunda arasidonik asit (20:4 n-6) ve
eikosanoik asit (20:0) diizeylerinin kontrol grubuna gore arttig1 belirlendi (p<0.05). DMBA grubu
(p<0.01), DMBA+a-LA grubu (p<0.05) ve DMBA+R grubunda (p<0.001) dokosadienoik asit
(22:2) miktarinin azaldig1 goriilirken dokosatetraenoik asit (22:4) miktarinin hem DMBA hem de
DMBA +antioksidan gruplarin tiimiinde arttig1 belirlendi (p<0.001). Hem lignoserik asit (24:0) hem
de dokosaheksaenoik asit (22:6 n—3) miktarinin DMBA grubunda arttig1 tespit edildi (p<0.05).
Doymus yag asidi miktarinin DMBA grubu ve DMBA+R grubunda azaldig1 (p<0.05), doymamis
yag asidi miktarinin ise bu gruplarda arttig1 belirlendi (p<0.05). MUFA diizeyinin tiim gruplarda
kontrolden diisiik oldugu saptandi (p<0.05). PUFA, N3 ve N6 diizeylerinin DMBA grubunda
yiiksek oldugu (p<0.05) saptanirken antioksidan gruplardaki artis istatistiksel olarak anlamli degildi
(p>0.05).
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66



TARTISMA ve SONUC

Oksidatif stres, viicuttaki antioksidan savunmanin reaktif oksijen tiirlerine karsi yetersiz
kalmasi sonucu olusan bir siirectir. Bir polisiklik aromatik hidrokarbon olan 7,12-
dimetilbenzantrasen, oksidatif stresi indiikleyerek tiimor olusumuna yol acabilir. Antioksidan
molekiiller, bu oksidatif strese neden olan serbest radikalleri etkisiz hale doniistiirmelerinden dolay1

onemli molekiillerdir (164).

Biz aragtirmamizda, resveratrol ve a-lipoik asitin 7,12-DMBA uygulanan yaslt sicanlarin
serum, eritrosit, karaciger ve bobrek dokularinda bazi biyokimyasal parametreler ve yag asitleri

izerine etkilerini aragtirmay1 amagladik.

Bulgularimizda serumda kolesterol miktarinin DMBA+a-LA grubunda kontrol grubuna
gore arttigl gozlenirken DMBA+R grubunda ise kismen azaldigi belirlendi, eritrositlerde ise
kolesterol miktarinin DMBA ve DMBA+R gruplarinda kontrole gore énemli diizeyde yiiksek
oldugu gozlendi. Bobrek dokusunda kolesterol miktarinin, kontrol grubuna kiyasla DMBA ve
DMBA+a-LA gruplarindaki artis1 istatistiksel olarak anlamliydi. Bu iki dokudaki sonuclara zit

olarak DMBA grubunun karaciger dokusunda kolesterol miktarinda azalma goriildii (Tablo 3).

Kolesterol, biitiin hiicrelerin membran yapisinda yer alan membran lipididir. Ya hiicre
tarafindan asetil CoA’dan endojen olarak sentezlenir ya da diyetle alinarak lipoproteinler vasitasiyla
kullanilacagi yere dolasimla tasinir. Kolesterol ile birlikte fosfolipidler ve sifingolipidler hiicrelerin
membranlarinda bulunan yapisal komponentlerdir (150). Yapisal bir komponent olmasina ragmen
kolesteroliin hiicre membraninda normal diizeyin iizerine ¢ikmasi, hiicrenin metabolik fonksiyonlar
acisindan dezavantajlar ortaya ¢ikarmaktadir. Serumda ya da serumda kolesterol miktarinin normal
diizeyden yiiksek olmasi, basta kardiovaskiiler hastaliklar olmak iizere bir¢ok hastalik ile iligkili
oldugu bilinmektedir. Normal sartlarda kolesteroliin biiyiikk ¢ogunlugu karaciger dokusunda
sentezlenir. Daha sonra dolasimdaki lipoproteinler vasitasiyla hedef dokulara tasinir ve kullanilir.
Yaglanma ve degisik faktorler tarafindan kolesterol metabolizmasi etkilenebilir. Deney
sonuglarimizda DMBA+LA grubunun serumunda kolesterol miktarinin yiiksek olmasi a-LA’nin
etkisiyle agiklnabilir. a-LA iyi bir antioksidan olmasina ragmen (165), enerji metabolizmasinda
gorevli olan piruvat dehidrogenaz enziminin (PDH) de kofaktorii (78) olarak gbrev yapmaktadir.
Normal sartlarda o-LA asit hiicre tarafindan kismen sentezlenmektedir (75 ). Ancak disardan
supplemente edilen o-LA, antioksidan ozelliginin yaninda, belirtilen enzimin de aktivitesini

arttirmaktadir (75). PDH enziminin aktivitesi ve TCA dongiisii turnoverini artiracagindan daha fazla
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sitratin olusumuna neden olacaktir. Organizma ya da hiicre yeterli enerji elde edildikten sonra sitrat
molekiillerini tekrar sitoplazmaya tastyarak kolesterol ve yag asitine yonlendirmektedir. DMBA+ a-

LA grubunda serumdaki kolesterol miktarinin artis1 bu mekanizmanin artisiyla agiklanabilir.

Jee ve arkadaslar1 (166), Kore kayabaliklarinin DMBA’ya maruz birakilmasi sonucunda,
serumda total protein, albumin ve total kolesterol miktarinin azaldigini belirtmislerdir. Buna karsilik
Igbal ve arkadaslar1 (167) sigcanlar iizerinde yaptiklar1 calismada DMBA uygulamasinin serum total
kolesterol seviyesinin kontrol grubuna goére % 30 ve LDL kolesterol seviyesinin de % 111
diizeyinde yiikseldigini saptamislardir. Bizim bulgularimizda DMBA grubunun serum, eritrosit ve
bobrek dokularinda kolesterol diizeyinin arttig1 tespit edilmistir. Bu sonuglara zit olarak, karaciger
dokusunda DMBA grubunda kolesteroliin diisiitk olmasi, serumdaki kolesterol diizeyinin yiiksek
olmasi ile aciklanabilir. Igbal ve arkadaslar1 (167) deneysel hiperkolesterolemik durumun hepatik 3-
hidroksi—3-metilglutaril CoA (HMG-CoA) reduktaz enziminin protein kiitlesi ve aktivitesinin

artisindan kaynaklandigini ileri siirmiislerdir.

DMBA+R grubunun serum orneginde ise kolesterol miktarinin kontrol grubuna gore
azaldigi gozlenmistir. Bu etkinin resveratroliin hipolipidemik etkisinden kaynaklandigini

diisiinmekteyiz.

KBrO; uygulanan 8 aylik sicanlarin serumlarinda resveratrol uygulamas: yapildigi halde,
kolesterol miktar1 yiiksek bulunmustur (69, 168). Fakat ayn1 calismada eritrosit, akciger, dalak,
kalp, karaciger, kas gibi bazi1 dokularda kolesterol seviyesinin KBrO; ve kontrol grubundan daha
diisiik oldugu saptanmistir (168). Bulgularimizda, serumda kolesterol seviyesinin diisiitk olmasina
ragmen, yalnizca DMBA+R grubunun eritrositlerinde yiiksek, karaciger ile bobrek dokularinda da
kontrol grubuna yakin degerlerin olmasinin yukaridaki calisma sonucuyla paralellik gosterdigini

ifade edebiliriz.

Resveratroliin hipokolesterolemik etkisi in vivo sartlarda gosterilmistir (169). Bazi
arastirmacilar diyetle verilen resveratroliin karaciger kanser hiicreleri tasiyan sicanlarda anti-
metastaz ve anti-timor gelisimi gibi etkilere sahip olup hipolipidemik oldugunu ileri stirmiislerdir.
Zern ve arkadaslar1 kontrol grubu ile karsilagtirildigi zaman iiziimle beslenen grupta hepatik agil
CoA kolesteril aciltransferaz aktivitesinin % 27 oraninda azaldigin1 bulmuslardir (170). Buna ek
olarak iiziim diyetiyle beslenen kobaylarda aorttaki kolesterol konsantrasyonu % 33 daha diisiik
bulunmustur. Laden ve Porter resveratroliin kolesterol biyosentezinde Onemli bir enzim olan

skualen monooksijenaz1 inhibe ettigini rapor etmislerdir (33). Wang ve arkadaslar1 resveratroliin
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serum lipid seviyelerini degistirmemesine ragmen in vivo sartlarda ADP nedenli platelet
agregasyonunu inhibe ettigini bulmuslardir (171). Laden ve Porter endojen kolesterol
biyosentezinin inhibisyonuyla aciklanabilen kardiovaskiiler hastaliklarin gelisimi iizerinde

resveratroliin koruyucu etkisinin miimkiin oldugunu rapor etmislerdir (33).

Turner ve arkadaglarinin caligmasinda diisiik serum kolesteroliine bir dstrojene (17-beta-
estradiol) kars1 yiiksek dozda resveratrol (1000 pg/giin) uygulamasi gerceklestirilmistir. Diistik
dozda verilen resveratroliin viiciit agirligini, uterin agirligini, uterin epitel hiicre uzunluklarini,
korteks kemik seklini ve serum kolesterollerini etkilemedigi gosterilmistir. Resveratroliin yardimci
uygulamasiyla 17-beta-estradiol 6nemli derecede serum kolesteroliinii diisiirmiistiir (172). Miura ve
arkadaslar1 resveratrolin doza bagli olarak serum trigliseridleri ve VLDL+LDL-kolesterol

seviyelerinin her ikisinin de olusumunu engelledigini bulmuslardir (169).

Hiicre membranlarinin dis yiizeyinde, i¢ ylizeyine oranla iki misli daha fazla bulunan
kolesteroliin membran sistemi i¢inde yer alan onemli bir bilesik oldugu belirtilmistir. Eritrosit
membran lipidleri de 6nemli diizeyde doymamis yag asitlerinden meydana geldigi icin kolesterol
miktarindaki azalis ve artis oldukca Onemlidir. Hidroksil grubunu su / lipid fazina yerlestiren
kolesteroliin, hidrofobik kismi lipid tabakasinda ¢oziinmektedir. Bu yerlesime bagli olarak
fosfolipidler, hidrokarbon zincirlerinin molekiil hareketliligini kisitlamakta ve daha az akiskan
olmasina neden olmaktadir. Membran akigkanliginda kolesterol iceriginin iligskisi bulunmaktadir
(150). Bilindigi gibi membran akiskanliginda doymamus yag asitlerinin etkisi vardir ve
fosfolipidlerin yapisinda yer alan doymamis yag asitleri de bu olayla yakindan ilgilidir. Balosenthil
ve arkadaglar1 yaptiklar1 calismalarinda tiimorlerdeki kolesterol miktarinin artisi ile lipid

peroksidasyonun artis1 arasinda iliski oldugunu ileri siirmiislerdir (173).

Bulgularimizda, lipid peroksidasyonun sekonder {iriinlerinden olan MDA miktarinin,
DMBA grubunun serum oOrneklerinde arttifn gozlenirken, DMBA+R grubunun serumunda ise
azaldig1 saptanmugstir. Eritrositlerde de DMBA grubunda MDA diizeyi artarken, DMBA+a-LA ve
DMBA+R antioksidan gruplarinda kontrole kiyasla onemli diizeyde azalmistir. Hiicrede endojen
olarak olusan ya da eksojen ajanlar tarafindan olusturulan serbest radikaller, yliksek reaktiviteleri
sebebiyle membran yapisindaki biyomolekiillerle etkileserek lipid peroksidasyona neden
olmaktadir. Olusan lipid peroksitleri kolaylikla yikilarak basta MDA olmak iizere farkli sekonder

iriinleri meydana getirmektedir.
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Calismamizda, serum MDA ve eritrosit MDA diizeyleri bakimindan mevcut gruplar
karsilastirdigimizda 7,12-DMBA uygulanan DMBA grubunda MDA diizeylerinin anlamli olarak
yiiksek goriilmiis olmas1 7,12-DMBA’nin radikal etki gostererek ya da reaktif radikal molekiillerin
olusumuna neden olarak oksidatidif stresi arttirdiginin gostergesidir. DMBA ile birlikte lipoik asit
ve resveratrol uygulanan gruplarda MDA diizeylerinin kontrollerden bile diisiik diizeyde bulunmasi
bu iki antioksidanin lipid peroksidasyonuna karsi etkili olduklarimi gostermistir. Bulgularimizda

elde ettigimiz bu sonug farkli literatiir calismalar ile uygunluk gostermektedir (72,174).

Yilmaz ve arkadaslari KBrO; kullanarak olusturduklari bobrek kanseri modelinde
R+KBrO; grubunda tedavi amacli kullandiklar resveratroliin lipid peroksidasyonunu engelleyerek
serum MDA miktarim (667,66+33,67), kontrol grubundan (978,00+12,90) dahi diisiik diizeyde
bulduklarini rapor etmislerdir (69). Bu calismada bulgularimiza paralel sonuclar elde edilmistir.
Yapilan calismada lipid peroksidasyon olusumu, serum ve eritrositlerin R+KBrO; grubunda
resveratrol uygulamasiyla azalmistir. Olas ve arkadaglar1 resveratroliin kontrol kan plateletlerinde
ve platin bilesikler uygulanmis plateletlerde 8-epi-prostaglandin F-2 (lipid peroksidasyon
biyomarkir1)’nin iiretimini azalttigin1 gostermislerdir (175). Olas ve Wachowicz resveratrol
uygulamasinin platelet ve serum proteinlerinin nitrasyonunu, oksidasyonunu ve lipid
peroksidasyonunu azalttigin ileri siirmiislerdir (176). Miura ve arkadaslar1 serum lipid peroksit
olusumunun resveratrol tarafindan engellendigini vurgulamislardir (169). Her ne kadar bu
arastirmacilar bu Ozelliklerini belirtseler de fenolik stilbenler membran lipidlerinin antioksidani
olarak rol oynadiklari gibi resveratrolin H,0, varliginda ADP-Fe’ ile etkilesim sirasinda
peroksidatif etkisiyle DNA hasarina sebep oldugunu vurgulamiglardir. Resveraroliin antioksidatif
aktivitesi oksidatif stresi ve platin bilesiklerin sebep oldugu DNA, proteinler, lipidler gibi hiicresel
biyomolekiillerdeki hasar1 azaltmaktadir (177). Gergekten resveratroliin insan RPE hiicre dizisinde
oksidatif stresi azalttigi belirtilmistir (178). Flavonoidlerin kardiovaskiiler hastaliklar, kronik
inflamatuar hastaliklar1 ve kanserdeki oksidatif stresi ve inflamasyonu azaltan yararh etkileri rapor
edilmistir (179). Ayrica alfa lipoik asitin de degisik deneysel modellerde lipid peroksidasyon
olusumunu engelledigi ya da azalttig1 ifade edilmektedir (165, 180).

Bulgularimizin kapsaminda yer alan bazi ADEK vitaminleri, doku ya da hiicrenin
antioksidan kapasitesi ile dogrudan veya dolayli olarak iliskilidir. Bunlarin basinda retinol (A
vitamini), a-tokoferol ve a-tokoferol asetat gelmektedir. Bulgularimiza gore, serum retinol miktari
kontrol grubuyla mukayese edildiginde DMBA ve DMBA+R gruplarinda azaldigi saptanirken

eritrositlerde retinol miktarinin gruplar arasinda herhangi bir farklilik gostermedigi belirlendi.
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Karacigerde retinol miktarinin antioksidan gruplarin her ikisinde de yiiksek oldugu goézlendi.

Retinoliin bobrek dokusunda miktarinin DMBA ve DMBA+R gruplarinda artti§1 belirlendi.

Serumda o-tokoferol diizeyi DMBA, DMBA+a-LA ve DMBA+R gruplarinda kontrol
grubuna gore azaldigr saptanirken ayni sonug eritrositlerde de goriilmektedir. Karacigerde kontrol
grubuna gore antioksidan gruplarimin ikisinde de a-tokoferol miktarimin azaldigr gozlenirken
DMBA grubunda goriilen kismen azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bobrek
dokusunda ise diger dokulara zit olarak DMBA+a-LA grubunda o-tokoferol miktar: yiiksek
bulunmustur. Ozellikle serum ve eritrositlerde 7,12-DMBA’nin olusturdugu oksidatif hasara bagh
olarak a-tokoferol miktar1 azalmis olup resveratrol ile lipoik asit uygulamasi sonucu DMBA’nin
olusturdugu oksidatif hasar1 kismen tolere etmislerdir. a-tokoferol miktarindaki bu azalma literatiire

de uygunluk gostermektedir (144).

Anbuselvam ve arkadaglarinin yaptigi calismada sicanlarda 7,12-DMBA uygulanarak
gogiis kanseri olusturulmus ve metanolik Operculina Turpethum’un antioksidan aktivitesi
arastirilmistir. Kanserli siganlarda lipid peroksidasyon seviyelerinde anlamli bir artis gdzlenmistir.
Kontrol grubuna kiyasla kanserli hayvanlarda SOD, CAT, GSH-Px, GSH, vitamin C ve a-tokoferol
gibi antioksidanlarin seviyelerinde azalma goriilmiistiir. DMBA grubunda belirgin bir tiimor agirlig

artis1 goriilmiistiir (144).

Lipoik asit uygulanan grupdaki a-tokoferol miktarlarindaki azalma, lipoik asitin a-tokoferol
radikalini aktif durumlarina doniistiirmede yetersiz olmasindan kaynaklanabilir ya da dokudaki a-
tokoferol’iin biiyiik kisminin radikal molekiillerin nétralize edilmesinde kullanilmasindan olabilir
(91). Yapilan baska bir calismada ise iki ayr1 deneysel si¢an calismasinda o-lipoik asitin yaslanmis
sicanlarda serum a-tokoferol diizeyini ve yasl sicanlarda serum vitamin C diizeyini arttirdig1 (181)
karaciger ve bobrek mitokondrisinde de ayni sekilde bu vitaminin miktarinda énemli artigsa yol

actigy ileri stiriilmiistiir (182).

Shklar ve arkadaslarinin erkek Gorden hamster sicanlari 4 ayr1 gruba ayirarak yaptiklari
baska bir calismada ise hamster buccal keselerinde 7,12- DMBA etkisine karsi a-tokoferol’iin
antioksidan o6zellikleri arastirilmis ve 14 hafta boyunca haftada 3 kez 7,12-DMBA sol buccal
keselere uygulanmistir. Bir grubu ise DMBA ile birlikte a-tokoferol verilmistir. Tiimor grubuna
kiyasla. DMBA+VE grubunda tiimér hacminde anlamli bir azalma gozlenmis ve bu grupta
angiogenezis anlamli bir sekilde engellenmistir. o-tokoferol’iin angiogenezisi engellemesi, o-

tokoferol antikanser aktivasyonuna ek bir mekanizma olarak gosterilebilir (127).
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Trans-resveratrol ve a-tokoferol kullanilarak yapilan bir ¢calismada, trans-resveratroliin lipid
peroksidayonunu baskilamada a-tokoferol’den daha basarili oldugu rapor edilmis (183) ve bu
sonuclarin onceki literatiirlere (184) uygunluk gosterildigi belirtilmistir. Bu durum o-tokoferol’iin

trans-resveratrolden daha az hidroksil gruplari ihtiva etmesiyle aciklanmugtir (183).

Serumda D, ve D; vitamin seviyelerinin kontrol grubuna kiyasla DMBA, DMBA+a-LA ve
DMBA+R gruplarinda istatistiksel olarak anlamli yiiksek oldugu gozlendi. Eritrositlerde DMBA+a-
LA grubunda D; vitamin diizeyi azalirken, DMBA+R grubunda arttifi gézlendi. Karacigerde
DMBA grubu ve DMBA+R grubunda D, vitamin diizeyinin azaldig1 gozlendi. Bulgularimizda,
ozellikle serum ve eritrosit dokularinda D, ve D; vitamin diizeylerinin resveratrol uygulanan grupta
kontrol grubuna gore arttig1 belirlenmistir. Bu sonuglar, resveratroliin serbest radikallere kars etkili

oldugunu belirten ¢alismalarin sonuglarini desteklemektedir.

Zinser ve arkadaglarinin 7,12-DMBA kullanarak olusturduklar1 deney modelinde yaptig1 bir
calismada vitamin D-3’iin aktif metaboliti olan 1,25-dihidroksi-vitamin-D-3 in vivo ve in vitro

olarak gogiis kanseri hiicre gelisimini engelledigi rapor edilmistir (134).

Ozellikle serum ve eritrositlerde D, ve D5 vitamin miktariin artmas, intraperitonal olarak
verilen resveratroliin dokulardaki antioksidan kapasitesiyi arttirdig1 ve bu antioksidanlarla birlikte

calistiginin bir sonucu olabilir.

Kontrol grubuna gére DMBA, DMBA+a-LA ve DMBA+4R gruplarinda K; vitamin
diizeyinin arttig1 goriildii. Eritrositlerde DMBA, DMBA+L.A ve DMBA+R gruplarinda K, vitamini
diizeyi kontrol grubuna gore yiiksek oldugu saptandi. Karacigerde K, vitamini diizeyi hem hastalik
hem de antioksidan gruplarda kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulundu. Bobrek

dokusunda vitamin K; miktarinin DMBA grubunda arttig1 saptanda.

Serumda vitamin C miktari, kontrol grubuna gére diger gruplarda azaldigi halde bu durum
istatistiksel olarak anlamli degildir. Arulkumaran ve arkadaslarinin yaptiklart ¢alismada iyi bir
antioksidan ve antikanser ilact olan SA’nin (Semecarpus Anacardium Linn nutmilk extract)
olusturulan deneysel sican modelinde 7,12-DMBA’ya bagimli meme karsinomada vitamin C
bakimindan zengin olan Phyllanthus Emblica Linn. meyvesi SA’nin hem antioksidan hem de
antikanser aktivitesini desteklemektedir. DMBA uygulanan si¢anlarda siiksinat dehidrogenaz, malat
dehidrogenaz, a-ketoglutarat dehidrogenaz ve izositrat dehidrogenaz gibi mitokondriyal enzimlerin

aktivitelerinde diisiis gdzlenmistir. Buna zit olarak C vitamini igerigi yiiksek olan Kalpaamruthaa ile
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beslenen sicanlarda lipid peroksit seviyeleri normal diizeyde gozlenmis olup, antioksidan etki

yaptig1 anlasilmistir (142).

Bulgularimizda, DMBA ve DMBA+a-LA gruplarinda eritrosit GSH miktarinin arttig
saptandi. DMBA+R grubunda ise kontrol grubuna gore kismen azaldig: belirlendi. Eritrosit GSSG
miktarinin DMBA+0-LA ve DMBA+R gruplarinda azaldigi, DMBA+o-LA grubunda GSH/GSSG

oraninin kontrol grubuna gore arttig1 saptandi.

Glutatyon, tripeptid yapida bir molekiil olup, glutamik asit, sistein ve glisin amino
asitlerinden olugsmustur. y-Glutamil-Sisteinil-Glisin diye de adlandirilir. GSH, memeli hiicrelerinde
12 mM iizerindeki konsantrasyonlarda mevcut olan bir tiyol bilesigidir (185). Doku GSH diizeyi
sadece senteze katilan enzimler tarafindan diizenlenmez, tiol iceren aminoasitlerin yeterince olmasi
da cok onemlidir. In vivo sentezlenebilen ve ince barsaktan kismen emilebilen GSH, endojen ve
eksojen bir antioksidandir. Glutatyonun oksidasyonu ile GSH-radikali (GS-) olusur. GS diger bir
GS ile birlesir ve okside GSH (GSSG) olusur, bu da NADPH bagimli GSH-rediiktazla GSH’a
indirgenir. Glutatyon, GSH-transferaz ve peroksidaz icin substrat olup ksenobiyotik ve reaktif
oksijen tiirevlerinin detoksifikasyonuna katilir. Ayrica, antioksidan etkili C ve E vitaminleri

izerinde orta diizeyde koruyucu etkiye sahiptir (186).

Geng ve yasl sicanlarin kullanildig1 bir calismada, a-lipoik asit 7 ve 14 giinliik periyodlarla
enjekte edilmis ve serum GSH, TSH, vitamin C ve vitamin E diizeyleri incelenmistir. Yapilan bu
calismada hem gen¢ hem de yash sicanlarin kullanildigr gruplarda o-lipoik asitin serum GSH
miktarim artirdig1 ve antioksidan sisteme katkida bulundugu rapor edilmistir (181). Intraperitoneal
olarak o-LA uygulanan 8 aylik sicanlarin eritrositlerinde kontrol grubuna oranla GSH miktar1
onemli diizeyde yiiksek bulunmustur (187). Bu calisma sonuclari ile bizim sonuclarimizin o-LA

acisindan uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Eritrositlerde GSH miktarinin DMBA+R grubunda kontrol grubuna gore azalmis olmasi
resveratroliin prooksidan etkisinden kaynaklanabilir. Flavonoidler ve diger polifenolikler biyolojik
sistemlerde lipid peroksidasyonun olusumunu Onlemekle birlikte prooksidan atkiden dolayr bazi

anormal biyokimyasal degisimlere neden olabilmektedir (55).

DMBA+R grubu haricinde, DMBA ve DMBA+a-LA gruplarinda GSH seviyesinin artmast
serbest radikallere kars1 hiicredeki endojen antioksidan savunmanin bir tepkisi olarak diisiiniilebilir.

Ozellikle bu gruplarda, kontrol grubuna goére, a-tokoferol seviyesinin azalmasi sonucu DMBA’dan

73



kaynaklanan oksidatif strese karsi eritrositler, kendilerini korumak icin endojen GSH sentezini

arttirarak savunma durumuna ge¢mis olabilirler.

Yapilan caligmalarda, degisik hiicre tiplerinde ve modellerde, toksik maddelere maruz
kalma sonucunda, hiicrenin kendisini savunmasi i¢in GSH miktarint artirdigr saptanmistir. Yapilan
bir calismada hastalardan izole edilen tiimor hiicrelerinde GSH seviyesinin yiiksek oldugu
belirlenmigstir. Hiicredeki GSH miktarindaki artiy GSH’1n, ilaglarla reaksiyona girmesi, reaktif
oksijen metabolitleriyle etkilesmesi, proteinler ve DNA’y1 hasardan korumasi veya DNA tamir
islemine katkida bulunmasiyla agiklanmustir (188). Bir diger calismada ise H,O,’e maruz kalan
ordek ve tavuklarin eritrositlerinde GSH seviyelerinin arttifi rapor edilmistir (189). Hiicredeki
glutatyon seviyesindeki bir artis hiicreyi antitimor ajanlara, radyasyon ve oksidatif etkilere karsi

daha direncli kilar (190).

DMBA+R grubunda ise, GSH miktarinin azalmasi, resveratroliin prooksidan etkisinden
kaynaklanabilir. Flavonoidler ve diger polifenolikler biyolojik sistemlerde lipid peroksidasyonun
olusumunu onledikleri gibi prooksidan 6zellikleriyle bazi anormal biyokimyasal degisimlere neden
olabilirler (55). Yapilan bir ¢alismada, KBrO; toksititesine maruz birakilan sicanlarin R+KBrO;
grubunda antioksidan olarak kullanilan resveratroliin eritrosit GSH miktarini (133,03+8,81), kontrol
grubundan (160,0348,17) daha diisik diizeyde bulunmustur (69). Arastirmacilar, bu durumun
resveratrolun prooksidan etkisine bagli oldugunu ileri siirmiislerdir. Bu arastirma sonucu ile bizim

bulgularimizin benzer oldugu goriilmektedir.

Gaz kromatografisi ile yaptigimiz analizlerde serum, eritrosit, karaciger ve bdobrek
dokularinda miristik asit (14:0), pentadekanoik asit (15:0), palmitik asit (16:0), palmitoleik asit
(16:1 n—-9), heptadekonoik asit (17:0), stearik asit (18:0), oleik asit (18:1 n—9, n—11), linoleik asit
(18:2 n—6), alfa-linolenik (18:3 n—3), eikosenoik asit (20:1 n—9), eikosatrienoik asit (20:3 n-9, 20:3
n—6), arasidonik asit (20:4 n-6), eikosapentaenoik asit (20:5 n-3), behinik asit (22:0),
dokosadienoik asit (22:2), dokosatetraenoik asit (22:4), dokosapentaenoik asit (22:5 n—6, 22:5 n-3),
lignoserik asit (24:0), dokosaheksaenoik asit (22:6 n—3) gibi yag asidi cesitleri saptanmstir.

Mevcut olan bu yag asitlerinden: 14:0, 16:0, 16:1 n—7, 18:0, 18:1 n-9 gibi yag asitleri
hayvansal dokularda endojen olarak sentezlenen yag asitleridir. Bunlardan 16:0, lipogenez olayinin
(lipid biyosentezi) son iiriiniidiir. Bu yag asidi, yag asidi sentetaz (FAS) enzimi tarafindan
sentezlenir ve degisik enzimatik reaksiyonlarla serbest hale getirilir. Daha sonra, hiicrenin

ihtiyacina gore, fosfolipid, sifingolipid, trigliseridler, kolesterol esterleri sentezi ve ayrica A’
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desaturaz (stearoil CoA) enzimi tarafindan palmitoleik aside (16:1, n-7-16:1 n-9) ya da elongaz

enzimleri tarafindan stearik asitin sentezinde kullanilir (191).

Palmitik (16:0) ve stearik asidi (18:0) substrat olarak kullanann stearoil CoA desaturaz (A9
desaturaz) enzimi 16:0’dan 16:1, n7 ile n9’u 18:0’dan 18:1 n-9 ile n-7 gibi tek c¢ift bagli yag
asitlerin olusumunu katalize etmektedir. 18:0 yag asidi ise 16:0 yag asitinden zincir uzatilma
reaksiyonlariyla ile sentezlenmektedir. Endojen olarak sentezlenen yag asitlerinin miktar1 dikkate
alindiginda stearoil CoA desaturaz enziminin organizma, doku veya hiicrede biyokimyasal ve
fizyolojik agidan ne kadar 6nemli oldugu goriimektedir. Memeli grubu canlilarda, -COO karbon
atomundan sonra, 9-10. C’lar arasina tek bir cift bag girisi saglayabilen bu enzim, hiicrenin
membran yapisinin akigkanlinin korunmasinda olduk¢a 6nemli bir konumdadir. Hem FAS (yag
asidi sentetaz) hem de A’ desaturaz enzimlerinin aktiviteleri farkl diyetlerle beslenme, degisik

hormonlar ve diyete ilave maddeler tarafindan etkilenmektedir (191).

Yag asitleri degisimleri incelendiginde, palmitik asit (16:0) ve palmitoleik asit (16:1 n-7)
miktarinin serum, karaciger ve bobrek dokularinda DMBA uygulamasi yapilan hastalik ve
antioksidan verilen gruplarinda belirgin veya kismen azalmistir. Celik ve Ozkaya tarafindan yapilan
bir calismada kobay kas dokusunda lipoik asit verilen hayvanlarda palmitik asit miktarinin kontrol
grubuna (% 34,46+2,90) gore lipoik asit grubunda (%32,39+1,87) diisiik bulunmus, buna karsin
ayni ¢alismada karaciger dokusunda lipoik asitin palmitik asit miktarina etkisinin olmadig1 rapor

edilmistir (192).

Kas dokusunda de novo olarak yag asidi sentezleme kapasitesi olmadigindan miyositler bu
substrat gereksinimlerini karsilamak i¢in hiicre dis1 kaynaklardan saglanan yag asitlerine yonelirler.
Yag asitleri kalp ve iskelet kaslarinda serum albiimine bagl olarak veya lipoprotein dongiisiiniin
merkezinde olan triacilgliserol formunda saglanirlar (193). Karacigerdeki lipid metabolizmas: ¢ok
komplekstir ve pek c¢ok fonksiyonun yani sira; yag asidi sentezi ve diisiik dansitedeki
lipoproteinlerin sekresyonu, organin organizma icerisindeki pek cok fonksiyonunu yiiriitmek i¢in
gerekli olan enerjinin ¢ogunu saglayan cok yiiksek bir orandaki yag asidi oksidasyonu ve keton

cisimlerini icerir (194).

Celik ve Ozkaya'min yaptiklar1 bagka bir calismada ise kobaylarda H,O, ile olusturulan
oksidatif strese kars1 lipoik asit, vitamin E ve linaloolun total lipid ve yag asitleri iizerine etkileri
arastirilmistir. Calismada kobay beyin dokusunda lipoik asitin palmitik asit diizeyini azaltti§1 rapor

edilmistir (195). Yash disi sicanlar iizerine yapilan bir diger c¢alismada ise eritrositlerde a-LA
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uygulamasinin, palmitik asit diizeyini kontrol grubuna gore azalttig1, karaciger ve beyin dokularinda

arttirdigt belirlenmistir (187).

Ozkan ve arkadaglarinin STZ uygulayarak yaptiklari bir diyabet calismasinda, beyin
dokusunun yag asidi bilesimi incelenmis diyabet olmayan ve lipoik asit uygulanan siganlarda
palmitik asit seviyesi kontrol grubuna gore artis gosterirken diyabet olmayan ve vitamin E
uygulanan grupta azaldigi rapor edilmistir. Lipoik asit grubundaki palmitik asit diizeyinin
yiikselmesi lipoik asitin PDH (piriivat dehidrogenaz) enziminin aktive edilmesinden kaynaklandigi

ileri siiriilmiistiir (196).

Bulgularimizda karaciger dokusunda stearik asitin (18:0) artmasi ve oleik asitin (18.1 n-9)
azalmasi, stearoil CoA desaturaz enzimi aktivitesinin azalmasiyla agiklanabilir. Bu etkinin temeline
bakildiginda DNA’nin DMBA tarafindan hasara ugratilmasi gozlenebilir ve bunun sonucunda SCD
enzimini kodlayan genin inhibisyonu olabilir. Resveratrol uygulanan grupta oleik asit miktarinin
kismen artmasi; resveratroliin DMBA’nin toksik etkisine karsi az da olsa iyilestirici etkiye sahip
oldugunun gostergesi olabilir. Bu sonug resveratrolun antikanserojen ve diger biyolojik etkileriyle
aciklanabilir. Lipoik asit uygulanan grupta stearik asitin artmasi ve oleik asitin azalmasi bu konu ile
ilgili yapilan calisma sonuglariyla uygunluk gostermektedir (195). Yapilan bir calismada ise yash
sicanlarda lipoik asitin karaciger ve eritrositlerde stearik asit miktarini arttigi rapor edilirken aym
calismada karaciger ve beyin dokularinda oleik asit diizeyinin kontrol grubuna gore lipoik asit
verilen grupta arttigi fakat eritrositlerde azaldigi belirtilmistir (187). Yash disi sicanlarda
resveratroliin etkilerinin arastirildi§i bir calismada ise resveratrol verilen grupta stearik asit
diizeylerinin kontrol grubuna gore akciger, bobrek, serum ve karaciger dokularinda arttigi fakat
eritrositlerde azaldigi saptanmistir. Yine aymi c¢alismada resveratroliin akciger ve bobrek
dokularinda oleik asit diizeylerini kontrol grubuna gore azalttigi, serum ve eritrositlerde ise

arttirdi@y tespit edilmistir (168).

Celik ve Ozkaya'mn DMBA uygulanan kobaylarin (Guine Pig), karaciger dokusunda
stearik (18:0) ve oleik asitlerle ilgili sonuglar1 (192) bulgularimizla uygunluk gostermektedir Ayrica
stearik asitin artist 16:0’1n azalisiyla da iliskili olabilir. Ciinkii bu yag asidi dokularda elongaz
enzimleri tarafindan substrat olara kullanilarak stearik asit sentezlenmektedir. Bu metabolik yolun

sonunda da palmitik asit miktarinda azalma goriilmektedir (197).

Serum ve karaciger dokularinda gruplardaki linoleik asit (18:2 n—6) diizeyleri kontrol

gruplarina gore azalirken eritrosit ve bobrek dokularinda 6nemli bir farklilik gostermemistir.
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Arasidonik asit (20:4 n—6), linoleik asitten A° desatusaturasyon yoluyla sentezlenen bir yag asididir.
Bu metabolik yolda baslica A® desaturaz ve A’ desaturaz adli iki enzim sistemi vardir. Eritrosit ve
karaciger dokularinda linoleik asit ve arasidonik asit diizeylerinin degisiklik gostermemesi anlamli
olabilecegini diisiinmekteyiz. Serumda DMBA+0-LA grubunda linoleik asit azalirken arasidonik
asitin artmasi Delta 6 desaturasyon yolunun c¢ok aktif oldugunun gostergesi olabilir. Bu sonucun da
lipoik asitin metabolik etkilerinden kaynaklandig1 sdyleyebiliriz. Yapilan bir calismada, H,O, ‘in
etkisine kargs1 verilen lipoik asitin, kobaylarin beyin dokusunda linoleik asit diizeyini azalttig1 ve
arasidonik asidi diizeyini yiikselttigi saptanmistir (195). KBrO; uygulanan yash disi sicanlarda
resveratroliin etkilerinin arastirildigr bir ¢calismada KBrOj ile birlikte verilen resveratrol grubunda
akciger, serum, bobrek ve karaciger dokularinda linoleik asit miktarinin azaldigi ve arasidonik asit
miktarinin arttig1 saptanmistir (168). Yapilan bir baska calismada vitamin E, a-lipoik asit, vitamin C
ve bu {li¢ antioksidan bilesigin kombinasyonunun, siganlarin beyin dokularindaki yag asidi
kompozisyonuna olan etkileri arastirllmis ve sican beyin dokusunda arasidonik asit diizeyinin
kontrol grubuna gore a-lipoik asit uygulanan grupta arttig1 rapor edilmistir (196). Uygulamalar ve

dokular farkli olsa da sonucun bulgularimizla uygunluk gosterdigi belirlenmistir.

DMBA hastalik grubu siganlarin serumlarinda hem linoleik asit hem de arasidonik asit
miktarinin kontrol grubuna gore azalmasi eikosenoidlerin (prostaglandinler) senteziyle iligkili
olabilir. Ciinkii eikosenoid adi verilen ve hormon gibi etkili olan bu molekiiller aragidonik asitin
lipoksigenez ve siklooksigenaz enzimleri tarafindan kullanilarak 16kotrienler, prostoglandinler ve
tromboksonlara doniistiiriilmesini saglarlar. Bu molekiiller hiicrede belirli diizeyde bulunmasina
ragmen, degisik fizyolojik, biyokimyasal ve toksikolojik sartlarda miktarlar1 degisebilir. Arasidonik
asitin azalmasi, eikosenoid biyosentezinde gorev alan siklooksigenaz ile lipoksigenaz enzimlerinin
aktivitelerinin artisiyla aciklanabilir. Ancak, bu sonuglara ragmen, bu molekiillerle ilgili ayrica

calismalara da ihtiya¢ duyulabilir.

Dokosaheksaenoik asit (DHA) (22:6 n-3) A° desaturasyonunun son iriinlerinden biridir.
Yapilan c¢alismalarda dokosaheksaenoik asitin hastalik sartlarinda diizeyinin yiikseldigi
belirlenmistir. Bunun nedeni olarak sentezde goérev yapan enzimin hastalik faktorlerinden
etkilendigi yoniinde goriisler ileri siiriilmiistiir (156, 198, 199). Bizim calismamizda da analizi
yapilan serum, eritrosit, karaciger ve bobrek dokularinda hastalik grubu olan DMBA gruplarinda
dokosaheksaenoik asitin diizeyinin yiikseldigi gozlenmistir. Serum ve karaciger dokularinda

hastalik gruplariyla beraber DMBA+Antioksidan gruplarda da bu deger kontrol grubuna gore
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yiiksek oldugu halde bu artisin DMBA grubundan daha diisiik diizeyde tutulmus olmasi resveratrol
ve lipoik asitin etkilerinden kaynaklandigini diisiinmekteyiz (Tablo 4, 8).
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Sekil 21. Iki tane temsili fosfolipidin molekiiler yapisi ile bir biyolojik membranin

diagramatik temsili (200)

DHA, 22 karbonlu ve 6 ¢ift bag iceren bir omega-3 asir1 doymamus yag asididir ve normal
olarak biyolojik membranlarda bulunan doymamislik derecesi en yiiksek olan uzun zincirli bir acil

grubudur (200).

Memelilerde 18 karbonlu linolenik asitten 22 karbonlu DHA nin sentezlenmesi diger ¢oklu
doymamislar1 olusturmada kullanilan benzer enzim sistemleri (elongaz, desaturaz) tarafindan

gerceklestirilmektedir (200).

Yag asidi diizeyleri total olarak incelendiginde farkli sonuclara ulasilmistir. Serumda
doymus yag asitleri miktarlart DMBA, DMBA+a-LA ve DMBA+R gruplarinda kontrol grubuna
gore azaldig: saptandi. Eritrositlerde DMBA grubu ve DMBA+a-LA grubunda doymus yag asidi
diizeyinin kontrol grubuna gore yiiksek oldugu saptandi. Karaciger dokusunda gruplar arasinda
anlaml farklilik gozlenmezken bobrek dokusunda ise doymus yag asidi miktarinin DMBA grubu ve
DMBA+R grubunda azaldig: tespit edildi.
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Serumda kontrol grubuna gore doymamus yag asitleri diizeyleri ise DMBA grubunda
azalirken, DMBA+a-LA grubunda arttifi, DMBA+R grubunda ise degismedigi, eritrositlerde
doymamis yag asidi diizeylerinde gruplar arasi farklilik goriilmezken karaciger dokusunda
DMBA+R grubunda doymamis yag asidi miktarinin arttig1 goriildii. Bobrekte ise doymamis yag

asidi miktarlarinin kontrol grubuna gore tiim gruplarda arttig1 belirlendi.

Serumda MUFA’nin DMBA ve DMBA+a-LA gruplarinda azalirken, DMBA+R grubunda
arttigl saptandi. PUFA’nin ise DMBA+a-LA grubunda arttigt DMBA ve DMBA+R gruplarinda
azaldig1 saptandi. Eritrositlerde kontrol grubuna gore DMBA+a-LA grubu ve DMBA+R grubunda
MUFA diizeylerinin yiiksek oldugu, DMBA+a-LA grubundaki PUFA diizeyinin ise yiiksek oldugu
belirlendi. Karacigerde DMBA grubunda MUFA diizeylerinin azaldig1 gozlenirken tiim gruplarin
PUFA diizeylerinin kontrole gore artmis oldugu saptandi. Bobrek dokusunda ise MUFA diizeyinin
tiim gruplarda kontrolden diisiik oldugu; PUFA, N3 ve N6 diizeylerinin DMBA grubunda yiiksek
oldugu saptandi.

Serumda N3 yag asidi miktarinin DMBA, DMBA+L.A ve DMBA+R gruplarinda arttig1 Ng
yag asidi miktarinin ise sadece DMBA+a-LA grubunda arttig1 diger gruplarda azaldigi saptandi.
Eritrositlerde N; yag asidi miktarinin hastalik grubunda yiiksek oldugu saptandi. Ng¢ yag asidi
diizeyinin DMBA+a-LA grubunda kontrol grubundan diisiik oldugu gozlenirken karaciger

dokusunda N3 yag asidi miktarinin hastalik ve antioksidan gruplarda arttig1 tespit edildi.

Dokular arasinda birbirine paralel olmayan sonuglar elde edilmistir. Bunun nedeni
dokularin farkli 6zelliklere sahip olmasindan ve yag asidi metabolizmasinda gorev alan enzimlerin

farkli aktivitelere sahip olmasindan kaynaklanmakta oldugunu diisiinmekteyiz.

Degisik biyokimyasal olaylarda faydali etkileri saptanan resveratroliin ve alfa lipoik asitin
7,12-DMBA etkisine maruz birakilan yash erkek sicanlarin serum, eritrosit, karaciger ve bobrek
dokularinda onemli bazi1 biyokimyasal parametrelere ve yag asidi kompozisyonuna olan etkilerini
arastirmay1r amagladik. Bu baglamda HPLC ve gaz kromatografisi kullanarak yaptigimiz
calismalarda 7,12-DMBA ile olusturulan oksidatif strese karsi resveratrol ve o-lipoik asitin
kolesterol diizeylerine, A, D, E, K ve C vitamin diizeylerine lipid peroksidasyonu ve buna bagl
olugan MDA diizeylerine, antioksidan sistem iiyesi GSH ve okside GSSG miktarlarina ve yag asidi

diizeylerine faydali etkileri oldugunu tespit ettik.

Lipid peroksidasyonun gostergesi olan MDA diizeylerini serum ve eritrositlerde tayin edip

resveratrol ve a-lipoik asitin ilgili degerler iizerinde oldukga faydali etkileri oldugunu saptadik.

79



Resveratrol ve lipoik asitin yag asidi derisimi {izerinde etkileri oldugu yapilan bir¢ok
calismada vurgulanmistir. Calismamizda elde ettigimiz yag asidi verileri literatiirler tarafindan
desteklenmektedir. A® desaturasyonunun son iiriinlerinden biri olan dokosaheksaenoik asitin,
yapilan caligmalarin hemen tamaminda hastalik sartlarinda diizeyinin yiikseldigi belirlenmistir.
Bunun nedeni olarak da sentezde gorev yapan enzimin hastalik faktorlerinden etkilendigi yoniinde
goriisler ileri siirlilmiis olup yaptigimiz ¢alismamizda da serum, karaciger, eritrositler ve bobrek
dokularinin DMBA gruplarinda, dokosaheksaenoik asitin diizeyinin yiikseldigi gozlenmistir.
Serumda ve karaciger dokusunda hastalik gruplariyla beraber antioksidan gruplarda da bu deger
yiiksek oldugu halde bu artisin DMBA grubundan daha diisiik diizeyde tutulmus olmasi resveratrol

ve lipoik asitin yararl etkileri olarak sayilabilir.

Tiim bu verilerin 15181 altinda yapilan bu ¢alismanin bu konular ile ilgili yapilacak daha ileri
calismalarin gerceklestirilmesi noktasinda kisi ve kurumlara ve bu alanda arastirma yapmak isteyen

arastirmacilara 1s1k tutacagi umulmaktadir.
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EK TABLOLAR

EK Tablo:1 Serumda HPLC ve GC analizlerinin istatiksel olarak degerlendirmesi

Parametreler Gruplar Gruplar Anlam Farki Std. Hata | Anlamlilik
() Q) I-)

Vitamin C Kontrol DMBA 2,667 1,608 ,103
LA+DMBA 2,550 1,671 ,133
R+DMBA 1,795 1,637 277
MDA Kontrol DMBA -15,042(*) 5,707 ,011
LA+DMBA 9,375 5,931 ,119
R+DMBA 18,375(%) 5,810 ,003
Vitamin E Kontrol DMBA -1,08216 ,63603 ,045
LA+DMBA -1,23458 ,66512 ,049
R+DMBA -,27125 , 70842 ,703
Kolesterol Kontrol DMBA -11,64250 8,07951 ,156
LA+DMBA -25,66639(*) 8,60129 ,004
R+DMBA 10,93679 9,16130 ,238
Vitamin D, Kontrol DMBA -,115667(%) ,029427 ,001
LA+DMBA -,390444(*) ,030835 ,001
R+DMBA -,203000(*) ,031516 ,001
Vitamin Ds Kontrol DMBA -2,677330(*) ,216437 ,001
LA+DMBA -3,375986(*) ,226337 ,001
R+DMBA -2,253431(%) ,226337 ,001
a-tokoferol Kontrol DMBA 1,082216(*) ,281756 ,001
LA+DMBA 2,361347(%) ,294643 ,001
R+DMBA ,812681(*%) ,294643 ,008
o-tokoferol Ast | Kontrol DMBA -,056800 ,029699 ,063
LA+DMBA -,246778(*) ,030371 ,000
R+DMBA -,058889 ,030371 ,059
Vitamin K Kontrol DMBA -,055554(%) ,007948 ,001
LA+DMBA -,025179(%) ,007948 ,003
R+DMBA -,020429(*) ,007740 ,011
Retinol Kontrol DMBA ,080477 (%) ,013219 ,001
LA+DMBA -,009139 ,013823 512
R+DMBA ,046375(%) ,014224 ,002
FA 16:0 Kontrol DMBA 3,34768(*%) ,97696 ,002
LA+DMBA 2,62125(%) ,94383 ,008
R+DMBA 1,58125 1,01945 ,129
FA 18:0 Kontrol DMBA 1,06975 ,82955 ,204
LA+DMBA 1,69500 ,87443 ,059
R+DMBA -,26125 ,94449 ,783
FA 18:1 n-9 Kontrol DMBA 42875 1,09278 ,697
LA+DMBA ,27250 1,09278 ,804
R+DMBA -1,57000 1,18034 ,191
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FA 18:1 n-7 Kontrol DMBA -,24333 ,21693 ,269
LA+DMBA -,08375 ,20084 ,679

R+DMBA -,67000(*) ,21693 ,004

FA 18:2 n-6 Kontrol DMBA 4,15000(*) 1,27739 ,002
LA+DMBA 2,01500 1,27739 ,122

R+DMBA ,22875 1,37974 ,869

FA 20:4 n-6 Kontrol DMBA 6,98200(*) 2,03791 ,002
LA+DMBA -4,89000(*) 2,14815 ,028

R+DMBA 2,32833 2,32027 ,321

FA 22:6 n-3 Kontrol DMBA -2,47375(%) ,55180 ,001
LA+DMBA -1,56732(*) 57117 ,009

R+DMBA -,97208(*) ,59601 ,008

Ek Tablo: 2 Eritrositlerde HPLC ve GC analizlerinin istatiksel olarak

degerlendirmesi
Parametreler Gruplar Gruplar Anlam Farki Std. Hata | Anlamlilik
() &) I-J)

MDA Kontrol DMBA -8,1045(%) 1,9424 ,001

LA+DMBA 11,0700(*) 1,9829 ,001

R+DMBA 18,4409(*) 1,9424 ,000

GSH Kontrol DMBA -214,5057(*) 15,6818 ,001

LA+DMBA -225,6375(*) 16,0085 ,001

R+DMBA 22,9236 16,3990 ,168

GSSG Kontrol DMBA -6,9602 7,4849 ,357

LA+DMBA 105,0347(*) 7,8273 ,000

R+DMBA 16,7569(*) 7,8273 ,037

GSH/GSSG Kontrol DMBA -1,55977 1,41946 277

LA+DMBA -16,16361(*) 1,48438 ,000

R+DMBA 8,05306(*) 1,48438 ,047

Kolesterol Kontrol DMBA -98,84833(*) 19,74053 ,001

LA+DMBA 21,95850 20,51496 ,289

R+DMBA -77,20114(*%) | 20,09624 ,001

o-tokoferol Kontrol DMBA ,103292 073101 ,163

LA+DMBA ,270025(%) ,075969 ,002

R+DMBA -,043148 ,074418 ,564

Vitamin D; Kontrol DMBA -,093958 ,129541 A72

LA+DMBA LA45475(%) ,134623 ,002

R+DMBA -1,393681(*) ,137906 ,001

a-tokoferol Kontrol DMBA 1,560292(*) ,145433 ,001

LA+DMBA 1,764575(*%) , 151138 ,001

R+DMBA ,625153(%) ,154825 ,001

Vitamin K, Kontrol DMBA -2,780833(*) ,172304 ,000
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LA+DMBA -,424667(%) ,177954 ,022

R+DMBA -1,068500(*) ,243674 ,001

Retinol Kontrol DMBA -,003575 ,001948 ,073
LA+DMBA ,000125 ,001995 ,950

R+DMBA ,000347 ,001995 ,863

FA 16:0 Kontrol DMBA -1,00250 ,64390 ,125
LA+DMBA -2,81850(%) ,66916 ,001

R+DMBA -1,34886(*) ,65550 ,044

FA 18:0 Kontrol DMBA ,06333 ,58464 914
LA+DMBA ,45850 ,60758 ,454

R+DMBA 1,31023(%*) ,59518 ,032

FA 18:1 n-9 Kontrol DMBA -, 18167 ,92236 ,845
LA+DMBA -2,03750(*) ,95854 ,038

R+DMBA -,87841 ,93898 ,354

FA 18:1 n-7 Kontrol DMBA -,19792 ,15582 ,209
LA+DMBA -,51375(%) ,16193 ,002

R+DMBA -,44011(%) ,15862 ,008

FA 18:2 n-6 Kontrol DMBA -,08000 ,51721 ,878
LA+DMBA ,27500 ,53750 ,611

R+DMBA -,32909 ,52653 ,535

FA 20:4 n-6 Kontrol DMBA ,53542 1,10340 ,629
LA+DMBA 1,55575 1,14669 ,180

R+DMBA 1,67830 1,12328 ,141

FA 22:5 n-6 Kontrol DMBA -,20651 ,20533 ,320
LA+DMBA -,14857 ,21778 ,498

R+DMBA -,30338 ,19699 ,130

FA 22:5n-3 Kontrol DMBA -,06477 ,18641 ,730
LA+DMBA ,02850 ,22871 ,901

R+DMBA ,08614 ,18641 ,646

FA 22: 6 n-3 Kontrol DMBA -, 75708(*) ,24447 ,003
LA+DMBA ,07375 ,25406 773

R+DMBA -,20852 ,24888 ,406

Ek Tablo: 3 Karaciger dokusunda HPLC ve GC analizlerinin istatiksel

olarak degerlendirmesi

Parametreler Gruplar Gruplar Anlam Farki | Std. Hata | Anlamhilik
@ ) d-1)
FA 14:0 Kontrol DMBA ,02500 ,02281 ,279
LA+DMBA ,00000 ,02164 1,000
R+DMBA ,00500 ,02164 ,818
FA 15:0 Kontrol DMBA -,03833(%*) ,01744 ,032
LA+DMBA -,01550 ,01813 ,396
R+DMBA -,06705(*) ,01776 ,001
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FA 16:0 Kontrol DMBA 1,53375(%) ,39859 ,001
LA+DMBA 1,54075(*) ,41422 ,001

R+DMBA 1,90011(*) ,40577 ,001

FA 16:1 n-9 Kontrol DMBA ,96409(*) ,14470 ,001
LA+DMBA ,78300(*) ,14771 ,001

R+DMBA ,85045(%) ,14470 ,001

FA 17:0 Kontrol DMBA -,13500(%) ,03156 ,001
LA+DMBA -,10250(*) ,03280 ,003

R+DMBA L 16114(%) ,03213 ,001

FA 18:0 Kontrol DMBA -1,97958(%) ,58600 ,002
LA+DMBA -1,25975(%) ,60899 ,043

R+DMBA -1,11648 ,59656 ,066

FA 18:1 n-9 Kontrol DMBA 1,49167(%) ,64666 ,025
LA+DMBA ,02950 ,67202 ,965

R+DMBA ,55795 ,65831 ,400

FA 18:1 n-7 Kontrol DMBA -,36500(*) ,17981 ,047
LA+DMBA -,36250 ,18687 ,057

R+DMBA -,78705(%) ,18305 ,001

FA 18:2 n-6 Kontrol DMBA 1,83500(%*) ,68378 ,011
LA+DMBA 1,36650 ,71060 ,059

R+DMBA 1,42159(%) ,69610 ,046

FA 18:3 n-6 Kontrol DMBA -,00750 ,03256 ,819
LA+DMBA ,01694 ,03164 ,595

R+DMBA -,00650 ,03089 ,834

FA 18:3n-3 Kontrol DMBA ,19403(%*) ,03346 ,001
LA+DMBA ,18657(%) ,03410 ,001

R+DMBA ,12957(%) ,03410 ,001

FA 20:1 n-9 Kontrol DMBA -,03056 ,01695 ,078
LA+DMBA -,05125(%) ,01744 ,005

R+DMBA -,04600(*) ,01655 ,008

FA 20:1 n-11 Kontrol DMBA ,00275 ,02636 917
LA+DMBA ,01125 ,02778 ,687

R+DMBA ,00775 ,02636 , 770

FA 20:2 n-6 Kontrol DMBA ,03708 ,02600 ,159
LA+DMBA ,00025 ,02702 ,993

R+DMBA -,03648 ,02647 ,174

FA 20:3 n-9 Kontrol DMBA ,06625(%) ,03338 ,038
LA+DMBA ,06225(%) ,02811 ,036

R+DMBA ,01054 ,02552 ,683

FA 20:3 n-6 Kontrol DMBA ,11542(%) ,05053 ,026
LA+DMBA ,16125(%) ,05251 ,003

R+DMBA -,04193 ,05144 418

FA 20:4 n-6 Kontrol DMBA -1,23875 , 70067 ,082
LA+DMBA -,56525 72815 441

R+DMBA -1,10898 , 71329 ,126
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FA 20:5 n-3 Kontrol DMBA ,03500 ,03308 ,295
LA+DMBA ,07200(*) ,03438 ,041

R+DMBA ,05227 ,03368 ,126

FA 22:0 Kontrol DMBA -,05083(%) ,01654 ,003
LA+DMBA -,05250(*) ,01719 ,003

R+DMBA -,05386(*) ,01684 ,002

FA 22:2 Kontrol DMBA ,00225 ,02827 ,937
LA+DMBA ,04925 ,02827 ,087

R+DMBA ,06443(%) ,02769 ,024

FA 22:4 Kontrol DMBA -,22958(*) ,04197 ,001
LA+DMBA -,23225(%) ,04361 ,001

R+DMBA -,18580(*) ,04272 ,001

FA 22:5n-6 Kontrol DMBA -, 15071(*) ,05152 ,005
LA+DMBA -,05000 ,04722 ,295

R+DMBA -,11600(*) ,04722 ,018

FA 22:5n-3 Kontrol DMBA -,23833(%*) ,10829 ,032
LA+DMBA -,44850(%) , 11254 ,001

R+DMBA -,28705(*) ,11024 ,012

FA 24:0 Kontrol DMBA ,07679(%) ,03340 ,028
LA+DMBA ,04143 ,03450 ,239

R+DMBA ,01429 ,03590 ,693

FA 22:6 n-3 Kontrol DMBA -2,75042(%) ,57340 ,001
LA+DMBA -1,61875(*) ,59590 ,009

R+DMBA -1,53511(%) ,58373 ,011

Kolesterol Kontrol DMBA 11,61364(%) 2,02788 ,001
LA+DMBA -2,13100 2,07013 ,308

R+DMBA 1,60364 2,02788 ,433

Vitamin E Kontrol DMBA -,62792 31552 ,052
LA+DMBA -1,01425(%) ,30801 ,002

R+DMBA -, 74761(*) ,30172 ,017

Vitamin K, Kontrol DMBA 40159 27458 ,153
LA+DMBA ,68917 ,40005 ,094

R+DMBA -, 47750 ,30583 127

Vitamin D, Kontrol DMBA ,04190 ,16265 , 798
LA+DMBA ,35083(*) ,15957 ,035

R+DMBA ,33048(%) ,16265 ,050

Vitamin D5 Kontrol DMBA ,38302 24312 ,129
LA+DMBA ,28857 ,30238 ,350

R+DMBA ,53357 ,38680 ,181

o-tokoferol Kontrol DMBA ,87083 1,17558 ,462
LA+DMBA 2,07306(*) 1,25150 ,037

R+DMBA 1,85932(*) 1,19676 ,041
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Ek Tablo: 4 Bobrek dokusunda HPLC ve GC analizlerinin istatiksel

olarak degerlendirmesi

Parametreler Gruplar Gruplar Anlam Farki | Std. Hata | Anlamlilik
() Q) (8]

Vitamin E Kontrol DMBA -1,20875(*) ,42899 ,007
LA+DMBA -,50736 ,45670 271
R+DMBA -,52534 ,43672 ,234
Kolesterol Kontrol DMBA -68,06125(*) | 26,91035 ,014
LA+DMBA -64,75153(*) | 28,64826 ,028
R+DMBA -49,91375 27,39527 ,074
o-tokoferol Kontrol DMBA -3,29333 3,67495 ,376
LA+DMBA -16,18000(*) | 2,71413 ,001
R+DMBA -1,25800 3,09458 ,687
Vitamin K, Kontrol DMBA -14,80903(*) | 2,92389 ,000
LA+DMBA 1,00125 3,00866 ,741
R+DMBA -, 79875 3,68484 ,830
Retinol Kontrol DMBA -, 16819 ,10845 127
LA+DMBA -,02486 ,10845 ,820
R+DMBA -,04830 ,10370 ,643
FA 14:0 Kontrol DMBA ,23033(%) ,04648 ,001
LA+DMBA ,14033(%*) ,04648 ,004
R+DMBA ,14500(*) ,04744 ,004
FA 15:0 Kontrol DMBA -,03100 ,02718 ,259
LA+DMBA -,03600 ,02718 ,191
R+DMBA -,04378 ,02768 ,120
FA 16:0 Kontrol DMBA 1,00100 ,67835 ,146
LA+DMBA ,44500 ,67835 515
R+DMBA 57778 ,69234 ,408
FA 16:1 n-9 Kontrol DMBA ,84750(%) ,16205 ,001
LA+DMBA ,69150(*) ,15656 ,001
R+DMBA ,76528(*) ,15902 ,001
FA 17:0 Kontrol DMBA -,08767(*) ,02278 ,001
LA+DMBA -,07667(*) ,02278 ,001
R+DMBA -,10222(%*) ,02325 ,001
FA 18:0 Kontrol DMBA -,17267 ,61750 , 781
LA+DMBA -,31267 ,61750 ,615
R+DMBA 17444 ,63024 ,225
FA 18:1 n-9 Kontrol DMBA ,83533 81151 ,308
LA+DMBA ,96533 ,81151 ,240
R+DMBA ,01056 ,82824 ,990
FA 18:1 n-7 Kontrol DMBA -,21600 ,16913 207
LA+DMBA ,08000 ,16913 ,638
R+DMBA -,00500 ,17262 977
FA 18:2 n-6 Kontrol DMBA ,96267 ,67884 ,162
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LA+DMBA 712267 ,67884 ,292

R+DMBA -,58056 ,69283 ,406

FA 18:3 n-3 Kontrol DMBA ,06400 ,03724 ,093
LA+DMBA ,06100 ,03225 ,065

R+DMBA ,02378 ,03284 ,473

FA 20:0 Kontrol DMBA -,09250(%) ,05335 ,050
LA+DMBA -,00889 ,05235 ,866

R+DMBA -,01889 ,05235 , 720

FA 20:1 n-9 Kontrol DMBA -,02100 ,03083 ,499
LA+DMBA -,02600 ,03083 ,403

R+DMBA -,01400 ,03140 ,658

FA 20:1 n-11 Kontrol DMBA -,04350 ,08463 ,610
LA+DMBA -,01800 ,08131 ,826

R+DMBA ,00900 ,08463 916

FA 20:2 n-6 Kontrol DMBA -,01800 ,03739 ,632
LA+DMBA -,04800 ,03739 ,205

R+DMBA -,04167 ,03816 ,280

FA 20:3 n-6 Kontrol DMBA ,11433 ,07745 ,146
LA+DMBA ,15233 ,07745 ,055

R+DMBA ,02444 ,07905 , 758

FA 20:4 n-6 Kontrol DMBA -2,60933(*) 1,23693 ,040
LA+DMBA -1,52733 1,23693 222

R+DMBA -,33278 1,26244 , 793

FA 20:5 n-3 Kontrol DMBA -,00400 ,02544 876
LA+DMBA ,01300 ,02444 ,597

R+DMBA ,03378 ,02489 ,181

FA 22:2 Kontrol DMBA ,16133(%) ,05301 ,004
LA+DMBA ,10933(%) ,05301 ,044

R+DMBA ,20722(%) ,05410 ,001

FA 22:4 Kontrol DMBA -,18133(%) ,03292 ,001
LA+DMBA -,15556(%) ,03360 ,001

R+DMBA -,16000(*) ,03360 ,001

FA 22:5n-3 Kontrol DMBA -,04733 ,02417 ,056
LA+DMBA -,02389 ,02467 ,337

R+DMBA -,01944 ,02467 ,434

FA 24:0 Kontrol DMBA -,33500(%*) ,17934 ,046
LA+DMBA -,02500 ,17934 ,890

R+DMBA -,01000 ,13367 941

FA 22:6 n-3 Kontrol DMBA -,63667(%) ,27705 ,026
LA+DMBA -,06567 ,27705 814

R+DMBA -,29778 ,28276 ,297
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