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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

IN VIVO KARACIGER TOKSIKASYONUNDA
ROYAL JELLY’NiIN KORUYUCU
ETKIiSi ve SIALIK ASIT

Fatih AYMELEK

Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah

Danisman: Dog¢. Dr. Mustatfa CEMEK

Karaciger; salgi, depo, fagositoz, detoksifikasyon ve metabolizma gibi Onemli
fonksiyonlar1 olan ve yasamin devamai i¢in birgok kimyasal reaksiyonunun gerceklestigi
bir organdir. Bu Onemli fonksiyonlar1 nedeniyle pek c¢ok etken ile hasara
ugrayabilmektedir. Karacigerde toksik etki yapan ajanlardan biri de karbon tetrakloriir
(CCly)’diir. Deneysel ¢alismalarda pek ¢ok ajanla karaciger hasari olusturulabilmesine
ragmen insandaki siroz gelisim siirecine benzerlik gosterdigi i¢in, en ¢ok tercih edilen
ve kullanilan CCly’diir. Sunulan calismada CCly’tin karacigerde meydana getirdigi
toksikasyona kars1 royal jelly’nin (RJ) koruyucu etkisinin arastirilmast amaglanmistir.
In vivo deneysel ¢aligmada ratlar, her grupta 8 adet olmak tizere 6 gruba ayrildi. Sham
ve 100 mg/kg RJ grubu hari¢ tiim gruplara 20 giin boyunca giin asir1, 0.4 CCl4+0.4
aycicek yagi verilerek toksikasyon olusturuldu. Toksikasyon olusturulan gruplardan
CCly grubuna herhangi bir tedavi verilmezken, diger 3 tedavi grubuna sirasiyla 50, 100,
200 mg/kg RJ verildi. Calisma sonunda, malondialdehit (MDA) ve rediikte glutatyon
(GSH) diizeyleri tiim kanda; vitamin C ve sialik asit (SA) diizeyleri ise serumda analiz
edildi. Elde edilen sonuglara gore CCly toksikasyonu, MDA diizeylerinde sham grubuna
gore artisa sebep olurken (p<0.01), RJ ile tedavi edilen gruplarda bu artisin azaldigi
goriildii. GSH diizeyi de yine en fazla CCly grubunda saptand1 (p<0.05). Ayrica CCly’lin
SA konsantrasyonunu arttirdigi belirlendi. CCly toksikasyonu serumda, vitamin C

diizeyini azaltirken, RJ ile tedavinin vitamin C konsantrasyonunu arttirdig: tespit edildi
(p<0.01).
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Sonug olarak, CCly toksik etkisiyle oksidatif strese neden olurken, RJ antioksidan
etkinligi ile koruyucu etki gdstermistir. Ayrica bu etki RJ’nin konsantrasyon artigina
bagli olarak artmistir. Oksidatif strese karsi antioksidan etki gosteren RJ’nin karaciger
hastaliklarinin tedavisinde destekleyici olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir.
Bununla birlikte elde edilen sonuglar, SA’nin CCly toksikasyonunda énemli bir markir
olarak kullanilabilecegini de gostermektedir.

2008, 78 sayfa

Anahtar Kelimeler: CCly toksikasyonu, Royal jelly, Sialik asit, Oksidatif stres,

Antioksidan sistem
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ABSTRACT
Master Thesis

PROTECTIVE EFFECT of ROYAL JELLY
ON IN VIVO LIVER TOXICITY
and SIALIC ACID

Fatth AYMELEK

Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Associate Prof. Dr. Mustafa CEMEK

Liver is an organ which has important functions such as secretion, storage,
phagocytosis, detoxification and metabolism and also materializes many chemical
reactions to be alive. It damages many factors because of this important function. One
of agents that make toxicity effect on liver is CCly. CCly is the most preferable and is
use to be similar cirrhosis evolution process although it can make up liver damage with
so many agents in experimental studies. In this study it has been aimed that
investigation protective effect of royal jelly (RJ) against toxicitation of CCly on liver. In
in vivo experimental study, rats were divided into 6 groups; each of them includes 8
numbers. All groups by giving 0.4 CCls+0.4 liquid oil every other day during 20 days
except sham and 100 mg/kg RJ group, toxicity had made. While CCly group that had
been made toxicity had not received any treatments, other 3 groups had received
respectively 50, 100, 200 mg/kg RJ. At the end of the study, the level of
Malondialdehyde (MDA) and reduced glutathione (GSH) had been analyzed in the
whole blood and the level of vitamin C and sialic acid (SA) in the serum. According to
results, while CCly toxicity in the level of MDA in the aspect of sham group caused
increase in the groups that had been treated with RJ, this increase had been observed to
be reduced (p<0.01). Also, the level of GSH had been assigned in CCly group the most
(p<0.05). Moreover, it had been also observed that the CCly; had increased the
concentration of SA. It had been observed that while the CCly toxicity had decreased the
level of vitamin C in the serum, the treatment with RJ had increased the vitamin C

concentration (p<0.01).
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As a result, by the effect of CCly toxic, causes oxidative stress. The antioxidant activity
of RJ was observed to have protective effect. Moreover this effect had reacted increase
by the relation of concentration increase of RJ. It had been determined that RJ which
had antioxidant effect against oxidative stress can be used in the treatments of liver
diseases. At the same time in the results of study, SA is proved to be used as an
important marker in the toxicity of CCly.

2009, 78 pages

Key Words: CCly toxicity, Royal jelly, Sialic acid, Oxidative stress, Antioxidant system
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1. GIRiS

Karaciger, karin boslugunda diyaframin hemen altinda bulunan, hem endokrin hem
ekzokrin fonksiyon gosteren viicudun cok yonlii bir organidir. Pek c¢ok Onemli
fonksiyonu bulunmakla birlikte baslica gorevleri; protein sentezi, safra salgilanmasi,
detoksifikasyon, bazi maddelerin depolanmasi, metabolizma, glikozun glikojen seklinde
depolanip insiilin denetiminde kana verilmesi, kan pihtilagmasinda gorev alan
proteinlerin {iretilmesidir. Bilingsiz ila¢ kullanimi, artan sigara ve alkol tliketimi, pestisit
ve cevresel toksinlere maruz kalma, viral hastaliklar karacigerde hasar olusturan
etkenlerin basinda gelir. Cesitli etkenlerle olusan karaciger hasari, baslangi¢ doneminde
tedavi edilmezse hasar ilerler, karaciger yapisi bozulur ve siroza kadar gidebilecek

karaciger hastaliklar1 meydana gelir (Wang vd. 2005, MacDonalds-Wicks vd 2003).

Canli organizmalar i¢in hayati 6neme sahip biyokimyasal tepkimeler sirasinda oksijen
indirgenerek, reaktif oksijen tiirleri (ROS) denilen ve bir¢ok dokuda oksidatif hasara
sebep olan ara metabolitleri meydana getirirler. Olusturduklar1 oksidatif yikimdan
dolay1r oksidan madde olarak isimlendirildigi gibi ¢ogunlugu radikalik oldugundan
serbest radikal olarak da isimlendirilebilirler (Porter 1998). Canli organizmada
biyokimyasal tepkimelerin devamli meydana geldigini goéz Oniline alirsak,
metabolizmada da devamli bir oksidan madde iiretimi oldugunu sdyleyebiliriz. Bu
sebeple organizmadaki oksidan madde miktar1 belirli bir dengede bulunmasi
gerekmektedir. Denge, ancak fazla miktardaki oksidanin, antioksidan adi verilen
oksidan temizleyici maddelerce etkisizlestirilmesi ile saglanir. Oksidan ve
antioksidanlar arasindaki denge hiicresel ve biyolojik etmenlerce bozulabilmektedir
(Diindar vd. 2000, Montgomery 1996). Bu dengenin bozulmasi, serbest radikallerin
artmasina ve hiicre hasarina neden olur. Bu duruma oksidatif stres denilmektedir (Sies

1993).

Deneysel calismalarda pek cok etkenle karaciger hasari olusturulabilmesine ragmen
insandaki siroz gelisim siirecine benzerlik gosterdigi i¢in, en ¢ok tercih edilen ve
kullanilan karbon tetrakloriir (CCly)’diir (Sun vd. 2001, Geier vd 2002, Onori vd. 2000).
CCly lipid peroksidasyonu (LPO) olusturarak oksidatif hasara yol agmaktadir. Oksidatif



hasarda, karaciger stellat hiicreleri ve fibroblastlar uyarilarak bunlarin ekstraselliiler
matriks ve kollajen sentezini gerceklestirmeleri saglanir (Parola vd. 2001, Poli 2000,

Lee vd. 1995).

Sialik asit (SA), noraminik asitten N-asetilizasyon yoluyla tiireyen bir bilesik olup,
canlida biyolojik fonksiyonlarda Onemli bir role sahiptir. SA glikoprotein ve
glikolipidlerin  oligosakkarid zincirlerinin  indirgenmemis ucundaki terminal
karbonhidrat kalintisidir. Insan dokularinda su ana kadar en énemli olan formu ise N-
asetilnérominik asit (NANA)’dir (Waters vd. 1992). SA’nin membran transportu,
membran reseptorlerinde baglayici molekiil gorevi, kan glikoproteinlerinin goérev ve
yapilarina etkisi, glomeriillerin bazal membranlarinda gecirgenligin diizenlenmesi,
konakgi-patojen etkilesimlerinde taninmay1 belirleyici gibi 6nemli gorevleri vardir
(Uslu vd 2000). Normal bireyin SA diizeyleri degisiklik gostermez ancak cesitli
hastaliklar 6zelliklede kanser gibi hiicre dejenerasyonuna neden olan durumlarda
seviyeleri artar. Ozellikle SA miktari ile timér tipleri arasinda direkt bir iliskinin varlig
belirlenmis ve SA miktarindaki degisikliklerin takip edilmesinin tiimdriin erken tani ve

tedavisinde yarali olabilecegi belirtilmistir (Erbil vd 1985).

Karacigerde olusan hasara karsi koymak ve karaciger hastaliklarini tedavi etmek
amactyla doga zengin bir kaynak sunmaktadir. Alternatif tedavi yontemleri, bilimsel
tibbin disinda canlilarin saghiga kavusmalari i¢in uygulanan bir¢ok metodun tiimiine
verilen isimdir. Karaciger toksikasyonunun tedavisinde de fitoterapi ve apiterapi gibi
alternatif tedavi yontemleri kullanilmaktadir (Int. kyn. 1, Sahinler 2000). Apiterapi
iriinlerinden biride ar siitiidiir (royal jelly). Ar siitii suca zengin, lapa-jel kivaminda
homojen bir maddedir. Sari-beyazims1 renkte, keskin fenolik kokulu ve karakteristik
eksi tada sahiptir. An siitiiniin  bagisiklik sistemini giiclendirici, genel viicut
fonksiyonlarini1 diizenleyici, hiicre onarict1 ve genclestirici etkileri bulunmaktadir

(Sahinler 2000).

Sunulan c¢aligmada; CCly ile karaciger toksikasyonu olusturulan ratlarda royal jelly 'nin

koruyucu etkisi ve SA diizeylerinin belirlenmesi amag¢lanmaistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Karacigerin Anatomisi

2.1.1 Karacigerin Makroskobik Anatomisi

Karaciger, karin boslugunun saginda ve 6n tarafinda, diyaframin hemen altinda bulunur.
Karaciger, 6n yiiziiniin kiigiikk bir kism1 hari¢ kaburga kemikleri tarafindan tamamen
ortiiliir ve tist kismi altinc1 kaburgaya ulasir (Wang vd. 2005, MacDonalds-Wicks vd
2003). Insan viicudunun en biiyiik organidir ve yaklasik agirligi yetiskinlerde 1200-
1600 g kadardir (Mentes 1983). Kanlanmasi zengin bir organ oldugu i¢in rengi kirmizi
kahverengidir. Piirlizsliz, kaygan ylizeyli ve yumusak bir dokuya sahiptir. Tanimlamada
kolaylik saglamak i¢in bes yiize boliiniir fakat bir biitiindiir. Bu kisimlar ist, alt, 6n,

arka ve sag lateraldir.

Sekil 2.1 Karacigerin Makroskopik Yapis1 (int. kyn. 2)

Karaciger baglica sag ve sol olmak iizere iki loptan meydana gelir. Sag lob, sol lobdan 6
defa daha biiyiiktiir. Biiylik olan sag lobun alt arka yiiziinde iki kii¢iik ek lob (caudate ve

quadrate) bulunur. Karacigerin alt yiliziinde sag bobrek, duodenum, kolon ve mide



bulunur. Karaciger diyaframa, karin duvarina, mide ve duodenuma karaciger bantlari ile

yapisir (Dursun 2001).

Karaciger kan dolasimi, diger organlara oranla 6nemli bir farklilik gésterir. Abdominal
organlar ic¢inde ¢ift kan kaynagima sahip tek organdir. Karacigere iki yonden kan
saglanir: Portal ven’in (kap1 toplardamari) tasidigi kan karacigere gelen kanin yaklasik
% 75-80’ini olusturur. Portal ven bagirsaktan gelen oksijence fakir, bensince zengin
kan1 karacigere tasir. Hepatik arter (karaciger atardamari) ise karacigere gelen kanin
yaklagik % 20-25’ini olusturur ve oksijence zengin kani karacigere tasir (Kierszenbaum

2002, Junqueira vd. 2003).
2.1.2 Karacigerin Mikroskobik Anatomisi

Karaciger, ‘lobiil’ veya ‘asiniis’ denilen birimlerden olusur. Klasik karaciger lobiilii
hegzagonaldir ve merkezinde santral ven kdselerinde ise portal alanlar bulunur. Portal
lobiil, merkezinde portal alan kdselerinde komsu lobullerin santral venlerinin bulundugu
hayali bir ticgendir. Portal lobiiliin sinirlarint santral venleri birlestiren ¢izgiler belirler
(Sekil 2.2). Asiniis ise bir portal alan ile komsu santral ven arasinda kalan {iggen
seklinde bir birimdir. Asiniis karacigerin en kii¢lik fonksiyonel anatomik birimidir. Kan
damarlari, asiniisiin periferine dogru dagilirlar ve sinuzoidleri olusturarak santral vene
dokiiliirler. Asiniis ii¢ bolgeye ayrilir. Bu alanlarin metabolik fonksiyonlari
birbirlerinden farklidir. Birinci alan portal alana en yakin olandir ve oksijence zengin
kandan en fazla yararlanir. Ugiincii alan ise portal alana en uzaktir ve en az kanlanan
alandir. Bundan dolay1 karacigerdeki bozulmalara az direngli bolgedir (Bissel vd. 1996,

Tulunay 2001).



Sekil 2.2 Karacigerde Lobiil Yapis1 (Okten 2001) (PS: Portal Alan; CV: Santral Ven)

Karaciger dokusu belli iglevleri iistlenmis belli sinirlarla ayrilan boliimler igermez, her
hepatosit karacigere ait her iglevi yerine getirebilir. Ancak, birinci alandaki hepatositler
daha ¢ok glukoneogenez, yag asidi oksidasyonu, aminoasit pargalanmasi, kolesterol
tiretimi ve safra asidi sekresyonu ile ilgili gorevler iistlenirken, iiclincli alandaki
hepatositler glukoliz, lipogenez, detoksifikasyon gibi gorevlere agirlik verir (Sherlock

vd. 1997, Okten 2001).

2.2 Karacigerin Histolojisi

2.2.1 Hepatositler

Karacigerdeki hiicrelerin % 65’ini, karaciger hacminin % 80-88’ini hepatositler
olusturur. Hepatositler, alt1 veya daha fazla yiizeye sahip, 20-30 pm ¢apindadir ve
karaciger lobiilii icinde santral ven c¢evresinden perifere dogru dizilmislerdir.

Hepatositler bir veya iki hiicre kalinliginda tabakalar olustururlar. Bu tabakalar arasinda



sinlizoid adi verilen endotel hiicreleriyle doseli kan akiminin saglandigi bosluklar
bulunur. Hepatositler graniilli ve graniilsiiz endoplazmik retikulumlar agisindan
olduk¢a zengindirler. Elektron mikroskobuyla alinan kesitlerde, graniillii endoplazmik
retikulum sisternalarinda yerlesmis c¢ok sayida poliribozom goriilmiistiir. Graniillii
endoplazmik retikulum {iizerindeki poliribozomlarda, hem karacigerin kendisi hemde
plazma lipoproteinleri (alblimin, protrombin, fibrinojen ve lipoproteinler) igin protein
sentezi yapilir (Junqueira vd. 2003, Ross vd. 1995). Hepatositler, organizmada yag
metabolizmasinin merkezi konumundadirlar. Sentezledikleri safra tuzlari bagirsak
liimeninde misel olusumunu saglar. Emilen yag asitleri ya silomikronlar i¢erisinde ya da

albiimine bagli olarak kan dolasiminda tasinirlar (Sentiirk 2004, Burtis vd. 1999).

2.2.2 Endotel Hiicreleri

Endotel hiicreleri sinlizoidleri disse araligindan ayiran, aralarinda genis porlar1 olan
bazal membran ve interselliiler birlesmeler icermeyen hiicrelerdir. Endotel hiicreleri
ince sitoplazmasinda ¢ok sayida por bulunur. Kan ile gelen oksijen ve metabolik
maddeler kapillerden disse araligin1 gecerek hepatositlere belirgin bir engelle

kargilasmadan kolayca ulasirlar (Sentiirk 2004, Burtis vd. 1999).

2.2.3 Kupffer Hiicreleri

Kupffer hiicreleri tipik makrofajlardir. Endotel hiicrelerinin liimene bakan yiizeyinde
belirli araliklarla bulunurlar. Elektron mikroskobu ile bakildiginda hiicre gévdesinde
kisa sitoplazmik uzantilar1 gozlenir. Kupffer hiicrelerinin baglica fonksiyonlari; yash
eritrositleri metabolize etmek, hemoglobini ve immiinolojik olaylarla ilgili proteinleri

sindirmektir (Junqueira vd. 2003, Burtis vd. 1999).
2.2.4 Stellat (ito) Hiicreler
Disse araligina yerlesmis yildizst ve yag depolayict hiicrelerdir. Bu hiicrelere ayni

zamanda “ito hiicreleri” de denilmektedir. Bu hiicrelerin sitoplazmasinda ¢ok miktarda

yag damlaciklar1 bulunmaktadir. Bu hiicreler disaridan verilen A vitaminini lipid



damlalar1 i¢inde retinil esterler halinde biriktirme kapasitesine sahiptirler. Yagda eriyen

A vitamini bu hiicrelerde birikir (Junqueira vd. 2003, Burtis vd. 1999).

2.2.5 Safra Kanah Epitel Hiicresi

Hepatosit arasindaki safra kanalcigindan baslayan safra kanallari, safrayr kanin ters
yoniinde yani klasik lobiiliin merkezinden periferine dogru tasirlar. Hepatositlerle ¢evrili
olan safra kanaciklarini, safra kanali epitelyum hiicreleri ile ¢evrili kanallarla birlestiren
yapilara herring kanali denir. Bu bdlge hepatosit kok hiicrelerine ev sahipligi yaptigi

icin stratejik 6neme sahiptir (Sentiirk 2004, Burtis vd. 1999).

2.3 Karacigerin Fizyolojisi

Karaciger, hem endokrin hem de ekzokrin fonksiyon gdsteren viicudun ¢ok yonlii bir
organidir. Protein sentezi, safra salgilanmasi, detoksifikasyon, bazi vitaminlerinin
depolanmasi, A vitamininin {retimi, glikozun glikojen seklinde depolanip, insiilin
denetiminde kana verilmesi, kan pihtilasmasinda gorev alan proteinlerin iiretilmesi, lenf
yapiminda gdrev almak gibi ¢ok énemli fonksiyonlar1 vardir (Kaplan vd 2003, Iligin vd.

1996).

2.3.1 Karbonhidrat Metabolizmasi

Karaciger 6zellikle kandaki glukoz konsantrasyonunun devamliliginin saglanmasinda
onemli rol oynar. Kan glukoz konsantrasyonu diistiigiinde glikojeni glukoza doniistiirtir.
Glikojenin tiikenmesi durumunda glukoneogenez yoluyla laktat, gliserol veya amino
asitlerden glukoz sentezlenir ve kan glukoz dengesi korunur. Karaciger karbonhidrat ve
proteinin fazlasim1 yag asidi ve trigliseride doniistiirerek depolanmak {izere yag

dokusuna gonderir (int. kyn. 3).

2.3.2 Lipit Metabolizmasi

Karbonhidrat yeterli derecede depolandiktan sonra karaciger, karbonhidratlarin ve

proteinlerin fazlasini yaga cevirir. Yag asitleri ya hemen enerji kaynagi olarak kullanilir



veya yag dokusunda ve karacigerde depo edilir. Hepatositler yag asitlerini keton
cisimlerine doniistiirebilen hiicrelerdir ve uzun siireli agliktan sonra sinir dokusu keton

cisimlerini enerji kaynag1 olarak kullanmaya baslar (int. kyn. 3).

2.3.3 Protein Metabolizmasi

Karaciger hiicresi, kendisi icin iirettigi proteinlere ek olarak albiimin, protrombin,
fibrinojen ve lipoproteinler gibi plazma proteinlerini de sentezler. Bu proteinlerin
sentezi graniiler endoplazmik retikuluma bagli poliribozomlarda yapilir. Diger bez
hiicrelerinin aksine, hepatositler proteinleri sitoplazmada depolamayip, kan dolagimina
vererek endokrin bir bez 6zelligi gosterirler. Karaciger tarafindan disariya verilen
proteinin % 5°lik bir kism1 kupffer hiicreleri tarafindan tiretilmektedir (Kaplan vd. 2003,
Guyton 1986).

2.3.4 Safra Sentezi ve Salinimi

Safranin tek sentez yeri karacigerdir. Safra sivisi igerisinde; su, elektrolitler, safra
asitleri, fosfolipidler, kolesterol, bilirubin bulunur. Bu maddelerin % 90’1 distal
intestinal epitelden emilim yoluyla alinir ve hepatositler araciligiyla kandan safra
kanallarina tasinir. Hepatositler tarafindan kolesterolden sentezi yapilan safra asitleri,
safranin suda erimeyen kisimlarinin emiilsiyonunu saglar ve bagirsakta yaglarin
absorbsiyonunu kolaylastirir. Safra asitleri yag sindiriminde ve emiliminde Onemli
olduklar i¢in, yagda ¢Oziinen tiim vitaminlerin emilimi safra yardimiyla olur. Safra
asitleri oraninin anormal olmas1 safra taglarinin olusmasina (kolelityazis) neden olabilir.
Safra taslar1 safra akimini bloke edebilir ve safra kanalikiillerini ¢evresindeki siki
baglantilarin par¢alanmasiyla sariliga (kanda safra pigmentleri bulunmasi) yol agabilir

(Int. kyn. 3, Iligin vd. 1996).

2.3.5 Detoksifikasyon Fonksiyonu

Karaciger viicuda disaridan giren ilag, ksenobiyotik ve c¢esitli zararli maddelerin

detoksifikasyonundan sorumlu oldugu gibi, viicutta cesitli metabolitlerin zararsiz hale



getirilmesinden de sorumludur. Protein yikimindan ortaya ¢ikan amonyak, hiicreler i¢in
toksik bir maddedir. Karaciger, amonyagi mitokondriyel ve sitozolik enzimlerce
katalizlenen bir takim reaksiyonlarla iireye doniistiirerek idrarla atilmasini saglar.
Viicutta farkli dokularda sentezlenen hormonlari metabolize ederek, atilmaya hazir hale
getirir. Hemoglobin yikimindan sonra agiga c¢ikan bilirubin de karacigerde glukronik
asitle konjuge edilerek suda erir hale getirildikten sonra safra yolu ile viicut disina atilir

(Kaplan vd 2003, iligin vd. 1996).

2.4 Toksik Ajan Olarak Karbon Tetrakloriir

Karbon tetrakloriir (CCly) renksiz, yanici olmayan, kolayca buharlasan, yogun bir
stvidir. Dogal olarak bulunmamasina ragmen kimyasal olarak tiretilmektedir. Giiglii bir
kimyasal kararliliga sahip oldugundan, tahmini yarilanma 6mrii 30-100 yildir. CCly iyi
bir kimyasal ¢oziiciidiir. Bu 0zelligiyle endiistriyel yaglarda, petrol {iriinleri, pestisit,
recine ve kauguk gibi kimyasal {iirlinlerde organik ¢oziicli olarak kullanilir. Ayrica
sogutucu ekipmanlarinin 1s1 transferinde ve kloroflorokarbonlu (CFCs) bilesiklerin

sentezinde kullanilir (Pope 1995).

CCly biyoaktivasyonu, serbest radikaller ile indiiklenen kimyasal toksisiteye iyi bir
model olusudur. Serbest radikaller metabolizmada normal metabolik yollarin
gerceklesmesi esnasinda olusabildigi gibi cesitli ekzojen toksik ajanlarin etkisi ile de

olusabilmektedir. Bu toksik ajanlardan biride CCl,’diir (Int. kyn. 4, Timbrell 1982).

Kendi smnifinin en toksik maddesi olan CCly, gastrointestinal sistem ve solunum
sisteminde ¢ok kolay absorbe edilebilir ve karaciger basta olmak iizere beyin, bdbrek,
kas ve yag dokusunda yiliksek oranlarda toksisiteye neden olur. Yapilan deneysel
calismalar gostermistir ki, CCl,’lin toksik etkisi, onun serbest radikal olan triklorometil
(CCl5") radikaline doniisimii sonrasinda goriliir. Karbon-klor bag: kirilir ve karbonda
ortaklanmamis bir elektron kalir. Bu organik ¢oziicli Sitokrom P-450 tarafindan serbest
radikale doniistiiriiliir (int. kyn. 4, Timbrell 1982).

P 450
CCly, —— > CCly" + CI



Sitokrom P-450; graniilsiiz endoplazmik retikulumda yer alan, monooksigenaz gibi her
biri belirli bir substrat i¢in 6zel olan kolesterol, yag asitleri, steroid biyosentezi ve
detoksifikasyon icin gerekli hidroksilasyon mekanizmasimi gergeklestiren bir ¢ok
enzimin yer aldig1 bir elektron tasima sistemidir. Sitokrom P-450 sistemi akciger,
bobrek ve bagirsaklar gibi organlara nazaran en ¢ok karacigerde bulunur. Sitokrom P-
450 tarafindan gerceklestirilen hidroksilasyon mekanizmasi yabanci maddeleri ara
metabolitleri haline doniistiirerek viicuttan uzaklastirilmasini saglayan bir reaksiyondur

(Mansour 2000, Ozmen 2004).

Karbon tetrakloriir, karacigerde sitokrom P-450 vasitasiyla metabolize edildikten sonra
hizla, reaktif bir ara metabolit olan CCl;" doniisiir. Bu molekiilde oksijen varliginda
triklormetil peroksit CCl300° radikalini meydana getirir. CCly tin bu reaktif serbest
radikal metabolitleri poliansatiire yag asitleri ile reaksiyona girerek LPO’yu baslatir ya
da kovalent olarak yaglara ve proteinlere baglanarak hiicre membraninin bozulmasina

ve karaciger hasarina neden olur (Mansour 2000, Ozmen 2004).

CC|3. + 02 _— CC|300.

LPO sonucu karaciger hiicrelerindeki endoplazmik retikulumun yapi ve fonksiyonu
bozulur. Endoplazmik retikulum siser ve ribozomlar ayrilir. Hiicreler lipoprotein
yapimini gerceklestiremedigi icin hiicre i¢i lipit birikimi baglar. Endoplazmik retikulum
hasarimi takiben mitokondrilerin yapist bozulur plazma permeabilitesi artar ve hiicre

olimii gergeklesir (Kumar vd. 2005).

Kupffer hiicreleri karacigerin yerlesik makrofajlaridir. Normal olarak ksenobiyotikleri
fagosite ederek karacigeri ksenobiyotiklerin zararli etkilerinden korurlar. CCly ile
parankimal hiicrelerde olusan hasar, kupffer hiicre aktivasyonuna da neden olur ve bu
hiicrelerde proinflamator sitokinler, TNF-a ve IL-1h iiretimi uyarilir (Muriel vd. 2001,

Nakahira vd. 2003).
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2.5 Oksidan ve Antioksidan Sistem

Yasamin devami i¢in biiyiik Oneme sahip olan kimyasal tepkimelerin bazi
basamaklarinda oksijen indirgenir ve reaktif oksijen tiirleri olarak ifade edilen ara
metabolitler olusur. Reaktif karakterli bu tiir metobolitlerin olusumuna yol agan
faktorlerin tamami “oksidan madde” veya daha yaygin ismi ile “serbest radikal” olarak
da tanimlanmaktadir (Montgomery 1996). Serbest radikaller, bir veya daha fazla
ortaklanmamis elektron iceren atom veya molekiillerdir. Elektron eksiklikleri nedeniyle
baska molekiillerle kolayca elektron aligverisi yapabilir veya onlarla birlesebilirler. Bu
nedenle serbest radikaller son derece reaktif bilesiklerdir. Oksidanlara karsi koyan ve
onlarin zararh etkilerini nétralize eden maddelere “antioksidan™ denir. Organizmada
oksidan ve antioksidan maddeler arasinda belirli bir denge olmasi gerekir. Bu denge

hiicresel ve biyolojik kaynakli olarak bozulabilir (Diindar vd. 2000).

2.5.1 Oksidan Molekiillerin Biyolojik Kaynaklari

Uyusturucu ve alkol gibi aliskanlik yapan maddeler, antineoplastik ajanlar
(nitrofrontoin, bleomisin, doxorubicin gibi kanser tedavisinde kullanilan ilaglar),
cevresel ajanlar (hava kirliligi yapan fotokimyasal maddeler), toksik kimyasallar,
antibiyotikler ve iyonize edici radyasyon baslica eksojen radikal kaynaklaridir. Ayrica
stres de en etkin biyolojik kaynaklardan biridir ¢iinkii stres durumunda katekolamin
diizeyi artar. Katekolaminlerin oksidasyonu ise serbest radikal kaynagidir. Bu olay
stresin  hastaliklarin  patogenezindeki roliiniin serbest radikal iretimiyle 1ilgili

olabilecegini gdstermesi bakimindan énemlidir. (Onat 2002, Wood vd. 1991).

2.5.2 Oksidan Molekiillerin Intraseliiler Kaynaklar

Kiicik  molekiillerin ~ (tioller, katekolaminler, hidrokinonlar, antibiyotikler)
otooksidasyonu, enzimler ve proteinler (triptofan dioksijenaz, ksantin oksidaz,
hemoglobin), mitokondrial elektron transport zinciri, endoplazmik retikulum ve niikleer
membran elektron transport sistemleri (sitokrom P-450), peroksizomlar (oksidazlar,

flavoproteinler), plazma membran1 (lipoksijenaz, prostaglandin sentetaz, LPO,
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fagositlerde NADPH oksidaz) ve oksidatif stres yapict durumlar (iskemi, travma,

intoksikasyon) serbest oksijen radikallerinin intraseliiler kaynaklaridir (Ozkan 2004).

2.6 Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Dis orbitallerinde eslesmemis elektron bulunan kisa Omiirlii atom ve molekiiller
“Serbest Radikal” olarak isimlendirilir (Floyd 1993). Her tirden kimyasal ve
biyokimyasal tepkime daima atomlarin dis orbitallerindeki elektronlar sayesinde
gerceklesir. Serbest radikaller bu ortaklanmamis elektronlardan dolayr oldukga reaktif
olup cevrelerindeki atom ve molekiillerle reaksiyona girme egilimindedir. Cilinkii bir
radikal ciftlesmemis elektronunu bagka bir molekiile vermek veya bagka bir molekiilden
elektron koparmak zorundadir. Bunun sonucu olarak da elektron aligverisi yaptigi
molekiil bir radikal haline gelir. Bu serbest radikallere 6zgii bir reaksiyondur ve bir
radikal bagka bir radikale sebep olur (Halliwell 1991). Kisa 6miirlii olmalarina ragmen,;
bir dizi zincir reaksiyonu baslatip bir¢cok radikal olusturmalarindan dolay1 oldukga
tehlikeli olan serbest radikaller, ortaklanmamis elektronun belirtilmesi amaciyla {ist

kisimlarina yazilan bir nokta (X') ile gosterilirler (Akkus 1995).

Serbest radikal molekiilleri, antioksidan savunma giicii ile dinamik bir denge iginde
bulundugu siirece organizma icin yararlidir. Bu dengenin bozulmasi, serbest radikallerin
artmasina ve hiicre hasart olusturmalarina yol agar. Bu duruma “oksidatif stres”

denilmektedir (Sies 1993).
Serbest radikaller baslica iic mekanizma ile olugsmaktadir (Sies 1993).
1. Kovalent bagli molekiiliin her bir parcasinda ortak elektronlardan birisinin kalacak
sekilde homolitik boliinmesi (homolitik ayrilma ile radikal olusumu)
XY —» X'+Y°
2. Normal bir molekiilden elektron kaybi veya molekiiliin heterolitik boliinmesi.

Molekiiliin yapisindaki atomlardan birisinin elektron kaybetmesi sonucu reaktif 6zellik

tagiyan yapilar olugsmaktadir.
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X —’e-+x+.

3. Normal bir molekiile bir elektron eklenmesi ile reaktif o6zellik tasiyan yapilar

olusmaktadir.

Y+e — > Y

Oksidan ve antioksidan sistemler arasindaki dengenin oksidanlar lehine bozulmasi
olarak tanimlanan oksidatif stres (Sies 1993); diyabet, Alzheimer, bobrek yetmezligi
gibi bir¢ok patolojik durumda (Dalle-Donne vd. 2003), yaslilikta (Onat vd. 2002) ve
pestisitler, uyusturucu, radyasyon, gibi biyolojik kaynakli oksidan maddelere yogun bir
sekilde maruz kalma sonucunda da ortaya c¢ikmaktadir. Serbest radikaller insanlarda

elliden fazla hastaligin patolojisi ile iliskilendirilmektedir (Halliwell 1991).

2.6.1 Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

Oksijen atomunun dig yoriingesini olusturan p orbitalinde iki elektron eksik olmasindan
otiiri “diradikal” olarak degerlendirilir. Bu 6zelligi onun diger serbest radikallerle
kolayca reaksiyona girmesini saglar. Oksijen metabolizmada en son suya indirgenirken,
kismi olarak indirgenmesi ile de ¢ok sayida “Reaktif Oksijen Tirleri (ROS)”
olugmaktadir. Molekiiler oksijenin canlilardaki toksik etkilerinin nedeni oksijen
radikalleridir. Bu radikaller oksijene ihtiya¢ duyan canlilarda, normal metabolik islevler
sirasinda kaginilmaz bir sekilde iiretilmektedir. Bu sebeple reaktif oksijen tiirleri normal
metabolizma faaliyetleri sirasinda oksidasyon ve rediiksiyon {irlinleri olarak meydana

gelir (Kose vd. 1992).

Hiicre i¢inde reaktif oksijen radikallerinin olusumu en fazla mitokondrilerde gozlenir.
Baslica radikal kaynagi mitokondri membranindaki elektron transport zinciri olsa da
nétrofiller, monositler ve makrofajlar, ROS tiretimi bakimindan yiiksek aktiviteye sahip
hiicrelerdir. ROS’lar radikalik ROS’lar ve radikal olmayan ROS’lar olmak {izere ikiye
ayrilir (Cizelge 2.1) (Witko vd. 2000).
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Cizelge 2.1 Bazi reaktif oksijen tiirleri

Radikaller Radikal Olmayanlar
Siiperoksit anyon radikali (O3*) Hidrojen peroksit (H207)
Hidroksil radikali (OH®) Lipid hidroperoksit (LOOH)
Peroksil radikali (RO%) Hipohaldz asid (HOX)
Alkoksil radikali (RO®) N-Halojenli aminler (R-NH-X)
Semikinon radikali (HQ®) Singlet oksijen ('0)
Organik radikaller (R*) Ozon (03)
Organik peroksit radikali (RCOO®)  Azot dioksit (NO)
Nitrik oksid radikali (NO*®) Hipokloréz asid (HOCI)
Hemoproteine bagl radikaller Peroksinitrit (ONOO)

2.6.1.1 Siiperoksit Radikali (O,")

Aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu
stiperoksit radikali (O,") meydana gelir. Baska molekiillerle kolayca elektron
aligverisine girebilir. Hem indirgeyici hemde oksitleyici 6zellige sahip radikaldir. Bu
radikalin en 6nemli kaynagi mitokondri, kloroplast ve endoplazmik retikulum elektron

transport zincirinden kiigiik elektron sizintilaridir (Valko vd. 2007).
02 + e- —» 0 2-'

Stiperoksit radikali, organizmaya direkt olarak zarar vermemesine ragmen bir hidrojen
peroksit (H,O,) kaynagidir ve gecis metal iyonlarinin otooksidasyonu nedeniylede
meydana gelebilir. Bu reaksiyonlar redoks reaksiyonu oldugu icin ters yonde de

gercgeklesebilir (Valko vd. 2007).
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+2 +3 _
Fe' "+ 0, ——= Fe  + 0,"

+ +2 -
Cu +0, — > Cu + Oy°

Membran fosfolipidleri nedeniyle hiicre zar1 yiizeyleri sitoplazmaya gore daha asidiktir
ve siiperoksit burada daha kolayca bir proton alarak hidrojen peroksit radikalini
olusturabilmektedir. Bu radikal ¢ok reaktif bir tiir olup, hiicre membranlarinda LPO’yu
baslatabilmekte ve antioksidanlar oksitleyebilmektedir (Kiling vd. 2002, Jensen 2003).

Oy + 26 + 9 ——» H,0,

Stiperoksit radikali ayrica nitrik oksit ile reaksiyona girerek reaktif bir oksijen tiirii olan
peroksinitriti (ONOO") olusturmaktadir. Boylece NO™nun etkisi inhibe edilir.
Peroksinitritlerin proteinler lizerine direkt zararl etkileri de vardir, ayrica daha baska
reaktif ve toksik trlinlere azot dioksit (NO,"), hidroksil radikali (OH") ve nitronyum
iyonuna doniisebilirler (Akkus 1995).

Siiperoksit radikali kendiliginden dismutazyon tepkimesi ile veya bir metalloenzim olan
stiperoksit dismutaz (SOD) enzimi tarafindan katalizlenerek H,O, ve molekiiler oksijene

dontsiir (Akkus 1995).

) . SoD
202 + 2H —>H202+02

2.6.1.2 Hidrojen Peroksit (H,0,)

Molekiiler oksijenin g¢evresindeki molekiillerden 2 elektron almasi veya O, ‘nin bir
elektron almasi sonucu peroksit olusur. Peroksit molekiili 2 hidrojen atomu ile

birleserek H,O,’yi meydana getirir (Valko vd. 2004).
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O, +e +2H" — » H,0O,
O+ 2e + 2H" — H>O,

Ancak, biyolojik sistemlerde H,O,’in asil iiretimi O, ‘nin dismutazyonu ile olmaktadir.

Bu dismutazyon spontan olarak veya SOD enzimi araciligiyla katalizle olabilir.
20,7 +2H" — > Hy0,+ 0,

Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadig1 halde, reaktif oksijen tiirleri arasina girer
ve serbest radikal biyokimyasinda 6nemli bir rol oynar. Ciinkii siiperoksit ile reaksiyona
girerek (Haber-Weiss reaksiyonu) en reaktif oksijen radikali olan hidroksil radikalini
olusturmak iizere kolaylikla yikilabilir. Haber-Weiss reaksiyonu katalizor varliginda da
yoklugunda da olusabilmektedir. Ancak, katalizorsliz reaksiyon olduk¢a yavas ilerler.
Demirle katalizlenen ikinci reaksiyon ise ¢ok hizlidir. Bu reaksiyonda once ferri demir
(Fe™) siiperoksit tarafindan ferro demire (Fe™) indirgenir. Sonra bu ferro demir
kullanilarak “Fenton reaksiyonu” ile hidrojen peroksitten ‘OH ve OH iiretilir.

Reaksiyon mekanizmasi agagidaki sekildedir (Valko vd. 2007).

O, " +Fe® O, + Fe** (indirgenme reaksiyonu)

Fe? +H,0, ——» Fe™+ OH + OH (Fenton reaksiyonu)

O  +H,0, —> OH + OH + O, (Haber-Weiss reaksiyonu)

SOD aktivitesi sonucu ortaya ¢ikan H,O,, katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx)

enzimleri ile su ve oksijene doniistiiriiliir (Halliwell 1994).
2H0, — 5 H,O+0,

H,O, + GSH —— 2 H,O + GSSG
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2.6.1.3 Hidroksil Radikali (OH)

Hidrojen peroksit, demirin ferro iyonu (Fe*?) varliginda fenton reaksiyonuna girerek bir
hidroksil iyonu (OH) ve kararli yapilarin ¢coguna hiicum edebilecek, en giiclii oksitleyici

madde olan bir hidroksil radikaline (OH") ayrisir (Ames vd. 1993).
Fe' + H,0, » FE”+OH+OH"

Bu hidroksil radikalleri, cok hizli olarak komsu molekiillerle reaksiyona girerler, yari
Oomiirleri ¢ok kisadir. Bunun sonucunda stabil, yar1 omiirleri daha uzun ve daha az
reaktif radikaller olusur. Ayrica suyun yiiksek enerjili iyonize radyasyona maruz
kalmasiyla ve hidrojen oksijen kovalent baginin pargalanmasiyla hidroksil radikali

olusur (Ames vd. 1993).

uv

H,0, 20H-

Y

OH’ radikali hiicresel DNA hasarinin olusumundan ve iyonize radyasyonun
membranlara etkisinden sorumludur. Tiyoller ve yag asitleri gibi cesitli molekiillerden
bir proton kopararak yeni radikallerin olusmasina da sebep olmaktadir. Ayrica LPO’yu

baslatmaktadir (Kiling vd. 2002).

R-SH + eOH ——> RSe + H,0

2.6.1.4 Singlet Oksijen (‘0,)

Oksijenin eslesmemis elektronlarindan birinin verilen enerji sonucu bulundugu
orbitalden bagska bir orbitale veya kendi spininin ters yoniine yer degistirmesi ile olusur
(Cross vd. 1987, Ames vd 1993). Singlet oksijenin delta ve sigma olmak tizere iki sekli
vardir (Akkus 1995). Oksijenin enerjetik olarak uyarilan bu formunda spin
kisitlamasinin kaldirilmig olmasi sebebiyle reaktivite ¢ok yiiksektir. Aldig1 enerjiyi
cevreye dalga enerjisi seklinde verip oksijene geri donebilir. Diger molekiillerle

etkilestiginde ya icerdigi enerjiyi transfer eder ya da kovalent tepkimelere girer.
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Ozellikle karbon-karbon c¢ift baglar1 singlet oksijenin tepkimeye girdigi baglardir.
Singlet oksijen in vivo ortamda sitokrom P-450, endoperoksit sentetaz ve myelo
peroksidaz reaksiyonlar1 ile olustugu gibi iyonize radyasyonla da olusabilir. Serbest
radikal reaksiyonlar1 sonucu meydana geldigi gibi serbest radikal reaksiyonlarinin

baslamasina da sebep olur (Kiling vd. 2002).

2.6.1.5 Nitrik Oksit Radikali (NO")

Nitrik oksit yiiksek yapili canlilarda amagli olarak ve ¢ok 6nemli biyolojik fonksiyonlar1
yerine getirmek iizere iiretilen nitrojen merkezli bir radikaldir. Paylagilmamis elektron
aslinda nitrojen atomuna ait ise de, bu elektronun hem nitrojen hem de oksijen atomu
tizerinde delokalize olmasi nedeni ile tam radikal 6zelligi tasimaz. Bunun sonucu,
bilinen diger radikallere gore reaktivitesi baskilandiginda olduk¢a uzun Omiirliidiir

(Kiling vd. 2002).

Bu lipofilik serbest radikal, damar endotel hiicrelerinde nitrik oksit sentaz enzimi
araciligr ile L-arjininden sentezlenir (Sekil 2.3). Kolayca diiz kasa gegerek guanilat
siklaz enziminin hem demirine baglanir ve cGMP sentezini uyarip damar gevsemesini
uyarir. NO, ayn1 zamanda tiyol gruplarini S-nitrozilasyona ugratarak protein ve reseptor
fonksiyonlarini da degistirir. NO, olugmus olan ROS’lar ile reaksiyon vererek giiclii bir
oksidan olan peroksinitrit (ONOOH) olusturmakta ve bunun da ileri dekompozisyonu

ile -OH radikali olusumuna yol agmaktadir (Southorn vd. 1988, Cochrane 1991).

HZN\+ H,N H2N
\7——“"NH2 —NOH
H
NADPH
o, é oen + o
L-Arjinin N-Hidroksi L-Arjinin L-Sitrulin Nitrik Oksit

Sekil 2.3 L-Arjininden nitrik oksit tiretimi
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2.6.1.6 Hipokloroz Asit (HOCI)

Enzimatik olarak notrofiller tarafindan {retilir, giliclii bir oksidandir. Fagositik
hiicrelerce bakterilerin Oldiiriilmesinde onemli rol oynar. Aktive olan nétrofiller,
makrofajlar ve eozinofiller siiperoksit iiretirler. Ozellikle nétrofiller, icerdikleri
myeloperoksidaz enzimi araciligi ile siiperoksitin dismutasyonuyla olusan hidrojen
peroksiti, kloriir iyonuyla birlestirerek giiclii bir antibakteriyel ajan olan hipoklordz asit

(HOCl)’e dontistiiriir (Southorn vd. 1988).

- Myeloperoksidaz -
Cl + H,0, > HOCI + OH

Solunum patlamasi, viicuda giren bakterilerin makrofaj, ndtrofil ve eozinofil gibi
hiicreler tarafindan fagosite edilmesi ve bu hiicrelerce iiretilen ROS’lar tarafindan yok
edilmesi olayidir (Sekil 2.4). Solunum patlamasi1 sirasinda gorev alan ROS’lardan biri

de hipokloroz asitir (Akkus 1995).

N
0, —=all TN B

0, !
DSponian Reaksiyon veya

NADPH !

.;/

MADPH Oksidaz

NADP-

BAKTERI
H.O., 2
K / = Fe=* Fenton Reaksiyonu
HOCL cr \Lv Fed*
- OHe ~a -
BAKTERI

30D

Myeloperoksidaz

<]

e e

Sekil 2.4 Solunum patlamast
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2.6.2 Serbest Radikallerin EtKileri

Cesitli patolojik durumlarda normalden fazla miktarda serbest oksijen radikali
olugmasiyla veya organizmanin antioksidan sisteminin yetersiz kalmasiyla artan serbest
radikaller, makromolekiillerle etkileserek hiicrede yapisal ve fonksiyonel bozukluga
neden olmaktadir. Serbest radikaller biyomolekiilleri oksitler boylece genetik bilginin
(DNA) degismesine, protein yapisinin bozulmasina, enzim aktivitesinin engellenmesine
ve hiicresel membranlarin zedelenmesine neden olur ve LPO’yu baglatir. Poliansature
yag asitlerinin oksidatif yikimi1 olan LPO serbest radikallerin uyardigi hiicre yikiminda
onemli bir mekanizmadir. Bir¢ok hastalikta doku yikimi, serbest radikaller ve LPO

sonucu olusur (Sekil 2.5) (Simsek 1999).

/ﬁ-Snlunum T . \\

Protein Enzimleri—.
Hasan Y. &g él \\ Mitakondri
3 W Hasari

i e
Membran | .__.\"—:E 5ER .I '|
- oz

RER | |
J L f
~ OH- H e
‘-.1. b ; “" Na‘ao = Hilore
DHA e Y35 Sigmesi
Hasar P ek M" =F
S Gegirgenlik
| - ) I.-’”%@_ Artras
..M.a,&;ﬁféﬁﬂﬁk w =" Asin Kalsiyum

l";" Girigi
Lipid Percksidasyonu

Sekil 2.5 Serbest radikallerin toksik etkileri

2.6.2.1 Serbest Radikallerin Karbonhidratlara Etkileri

Glukoz otooksidasyonu, tasiyict metallerin katalizledigi reaksiyonlar sonucunda
glukozun kismen radikal olan anyonlar1 olusturmasi ile meydana gelir. Bu radikaller,
daha sonra O,’i indirgeyerek O, anyonunu meydana getirirler. Bu da diger ROS’larin
olusumunu tetikler. Proteinlerin glikolizasyonu, glukozun proteinlerin amino grubuna
baglanmasiyla baslar. Bunun ardindan bir seri kimyasal modifikasyon gecirerek, daha

kararli bir yap1 olan protein-glukoz kompleksine doniisiir. Biyokimyasal reaksiyonlar
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sonucunda olusan glikolize proteinler ise, Cu ve Fe varliginda, O,’e elektron vererek

ROS’larin olusmasina neden olurlar (Akkus 1995).

Ayrica sinoviyal sivinin viskozitesinde Onemli role sahip aminoglikan yapidaki
hyaliironik asid, serbest radikallerle etkileserek bag dokusunun stabilitesinin

bozulmasina ve sivinin viskozitesinin kaybina neden olur (Baykal vd. 2000).

2.6.2.2 Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri

Proteinler serbest radikallere karsi lipitlerden daha az hassastir. Etkilenme dereceleri
icerdikleri amino asit kompozisyonuna baglidir. Doymamis bag ve siilfiir igeren amino
asitlerden (triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin, metiyonin, sistein gibi) meydana
gelmis proteinler serbest radikallerden kolaylikla etkilenir. Karbon merkezli radikaller
ve siilfiir radikalleri meydana gelir. Bu karbon merkezli radikallerden karbonillerin
Olciilmesi ile proteinlerin oksidatif hasar1 Olgiilebilir. Serbest radikallerin meydana
getirdigi hasar sonucunda proteinlerde fragmantasyon, capraz baglanmalar ve
proteinlerin agregasyonu meydana gelir. Yapilar1 bozulan proteinler normal
fonksiyonlarini yerine getiremezler. Enzimler protein yapisinda olduklarindan enzim

aktivitelerinde degisiklikler meydana gelir (Sekil 2.6).
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GOOH COOH coon CooH coon
|

HzNCH HzNCH HZNCH HZNCH HZNCH
L-Tyrosine Tyrosyl Radical L-Tyrosine Dityrosine
COOH (‘300H
H,N-C—H HN-C—H
CH, CH,
OH
+ HO —
Phenylalaline ortho-Tyrosine
COOH COOH
HoN-C—H HzN ¢—H
CH,
OH
L-Tyrosine 3-cholorotyrosine

Sekil 2.6 Bazi amino asitlerin reaktif oksijenlerce oksidasyonu (Cemek vd. 2008)

Hem proteinleri de serbest radikallerden 6nemli oranda zarar goriirler. Ozellikle
oksihemoglobin O, veya H,O; ile reaksiyona girerek methemoglobin olusur (Bast vd.

1989, Richardson 1991).

2.6.2.3 Serbest Radikallerin DNA’ya Etkileri

Serbest radikallerin DNA’ya etkisi sonucu, DNA’da tek ve ¢ift dal kiriklari, baz
modifikasyonlar1 (baz katilimi, bazlarda yeniden diizenlenme), seker hasar1 meydana
gelebilir biitiin bu hasarlar hiicrenin canliligini tehdit eder. Ayrica oksidatif hasara baglh

olarak DNA ile protein arasinda ¢apraz baglanma olabilir (Mathers 2004).

Hidroksil radikali, deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girer ve degisikliklere yol
acar. Eger hidroksil radikali DNA’nin yakininda meydana gelirse piirin ve pirimidin
bazlarina atak yapar ve mutasyonlara neden olabilir. Hidroksil radikali, niikleik asitlerde

doymus karbon atomlarindan hidrojen ¢ikarir veya ¢ift baglara katma tepkimeleri ile
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sonuglanan tepkimelere girer (Sekil 2.7). Singlet oksijenin niikleik asitlerle tepkimeye
girme yetenegi daha smirlidir. Siiperoksit radikali giiglii bir oksitleyici oldugundan,
guanin gibi yiiksek elektron yogunluklu boélgeler iceren molekiillerle daha kolay
tepkimeye girer. Hidrojen peroksit ise membranlardan kolayca gecerek hiicre
cekirdegine ulasir ve DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hatta hiicre 6liimiine yol

acabilir (Gutteridge 1995).

(0]
Q H
N HN N
HN .
| ) +Ho )\)t >—OH
BN N NH
H,N N NH H,N N
Guanine 8-hydroxy-guanosine
NH NH
2 2 H
N N
N~ . NZ
< I + Ho s | H—on
\N NH \N NH
Adenine 8-hydroxyadenine
i i ]
CH
HN CHs . HN 3 . HN CHg
)\ | + HO )\ OH + HO K OH
=
07 NH 07 “NH 07 “NH ~OH
Thymine Thymidine glycol Thymine glycol
ﬁ o
I CH,OH
HN . 2
| + HoO HN/F/
=
07 "NH 0~ NH
Uracil 5-hydroxymethyluracil

Sekil 2.7 Bazi niikleik asit bazlarina reaktif oksijen tiirlerinin etkileri (Cemek vd. 2008)

2.6.2.4 Lipit Peroksidasyonu (LPO)

Tiim biyomolekiiller serbest radikal atagina maruz kalir ancak bunlarin i¢inde lipitler en
hassas olanidir. Hiicre membraninin temel bileseni coklu doymamis yag asitleri (PUFA)
serbest radikaller ve peroksidasyon i¢in potansiyel bir hedeftir. Lipit peroksidasyonu
(LPO), serbest oksijen radikalleri tarafindan baslatilan ve zar yapisindaki coklu
doymamig yag asitlerinin oksidasyonunu igeren geri doniisiimsiiz, kimyasal bir zincir
reaksiyonudur. Lipit peroksitlerinin aldehit tiirevleri, hidrokarbon radikalleri ve ugucu

bazi iiriinlere c¢evrilmesi seklinde sonlanir. LPO’nun olusumu baslama, yayilma ve
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sonlanma seklinde iic asamada gerceklesir (Sekil 2.8). (Gutteridge 1995, Murray vd
1996, Niki vd 1991, Tekkes 2006).

Baslama; redoks katalisti olarak gorev yapan Fe™ veya Cu™ gibi gegis metal
iyonlarinin varliginda, serbest radikallerin hepsi, LPO’yu baslatabilir. Peroksidasyon,
serbest radikallerin, poliansature yag asidinin metilenik yan zincirinden bir hidrojen
atomu ¢ikarmak icin yaptiklart atakla baslar. Boylece, yag asidi zinciri iizerinde karbon
merkezli bir lipit radikali olusur. Radikal olusumunu takiben yag asidi zincirindeki ¢ift
baglar, konjuge dien seklinde yeniden diizenlendikten sonra, O, ile reaksiyona girerek

peroksi radikalini olustururlar (Burton 1989).

Ilerleme; peroksi radikali dier bir peroksi radikaliyle birlesebilir ya da
membran proteinleriyle etkilesebilir. Fakat en Onemlisi, bu radikallerin kendilerine
komsu yag asidi zincirlerinden hidrojen atomlarini ¢ikartabilmeleri ve peroksidatif
zincir reaksiyonunu yaymalaridir. Peroksidasyon bir kere basladiktan sonra oto katalitik
olarak yayilabilmekte ve ylizlerce yag asidi =zinciri, lipit hidroperoksitlerine

cevrilebilmektedir (Burton 1989).

Sonlanma, lipit hidroperoksitleri, hem proteinleri veya bazi metal kompleksleri
varliginda, siklik peroksitler ya da endoperoksitler iizerinden c¢esitli {iriinlere
yikilmaktadir. Cogu, biyolojik olarak aktif olan bu iiriinler -OH, -OOH, -COOH veya -
CHO gruplart igeren kisa zincirli yag asitleri ile etan ve pentan gibi gazlardir (Burton

1989).
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Sekil 2.8 Lipit peroksidasyonu

Lipit peroksidasyonu, lipit hidroperoksitlerin aldehit ve diger karbonil bilesikler ile
etan, pentan gibi ugucu gazlara doniismesi ile son bulur. Olusan son iiriinlerden birisi de
kan plazmasinda kolaylikla teshis edilebilen ve oksidatif stres 6l¢iimlerinde kullanilan
malondialdehit (MDA) molekiiliidiir. LPO tepkimeleri sonucunda basta aldehitler olmak
lizere ¢ok sayida iirlin olusmaktadir. Peroksidasyon sirasinda olusan peroksi radikalleri,
lipit hidroperoksitler ve bunlarin yikim iiriinleri, biyomembranlar, subselliiler organeller
ve enzimler lizerinde toksik etkilerini gosterirler. Olusan lipit radikalleri ve MDA gibi
peroksidasyon {riinleri aracilifiyla LPO, biyolojik membranlarda yaygin hale geldigi
zaman hiicresel yap1 fonksiyon hasarlar1 ortaya ¢ikmaktadir (Valko vd. 2007).
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Yapisal hasarin derecesine gore, plazma membraninda akiskanligin azalmasi, membran
gecirgenliginin  degismesi, membran potansiyelinin azalmasi, membrana baglh
enzimlerde (Na" ve K" ATPaz) aktivite azalmas1 goriiliir. Ciinkii enzimler dahil birgok
protein yapisinda bulunan serbest tiyol (-SH) gruplarini, disiilfitlere (S-S) oksitleyerek,
bu bilesiklerin aktivite ya da fonksiyonlarinin degismesine neden olurlar. Lizozomal
mitokondriyal membranlari ilgilendiren ileri derecede lipit peroksidayonu ile organel
icerigi (mitokondrial matriks enzimleri, lizozomal enzimler gibi) hiicre i¢ine salinir.
Normal kosullarda lizozomlar icinde giivenli bir sekilde tutulan lizozomal proteolitik
enzimlerin sitoplazmaya salinmalar1 ile hiicre i¢i proteoliz hizlanir, doku hasar
siddetlenir. Membran gegirgenliginin bozulmasi ile protein sentezi i¢in ¢ok 6nemli olan
K, Mg"™ konsantrasyonlari degisir ve buna bagli olarak protein sentezinin inhibisyonu

goriiliir (Yariktas vd. 2003).

2.6.2.5 Malondialdehit (MDA)

LPO’nun sonlanma basamaginda olusan en énemli iiriin malondialdehittir (MDA). Ug
veya daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonu ile olusan MDA,
membran bilesenlerinin polimerizasyonuna ve ¢apraz baglanmalarina sebep olur. Ayrica
deformabilite, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre yiizeyindeki determinantlarin
agregasyonu gibi membran Ozelliklerini degistirebilir. Bunlarin disinda MDA, hiicre
membranindan kolayca gecip, DNA’nin azotlu bazlari ile tepkimeye girmekte ve DNA

ipciklerinde kopmalar meydana getirmektedir (Akkus 1995).

MDA yag asidi oksidasyonunun spesifik yada kantitatif bir indikatorii degildir fakat
lipit peroksidasyonunun derecesi ile iyi bir korelasyon gdsterir. Bu sebeple organizma
da olusan LPO diizeyini 6l¢mek i¢in MDA seviyelerinin 6l¢timii, siklikla kullanilan bir
yontemdir. Bu metot MDA ile tiobarbitiirik asitin (TBA) reaksiyonu temeline
dayanmaktadir. MDA, tiyobarbitiirik asit ile pembe renkli bir kompleks olusturmakta ve
olusan bu ¢dzeltinin absorbans degerlerinden LPO’nun derecesi saptanmaktadir (Yilmaz

vd. 2000).
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LPO sonucunda meydana gelen lipit peroksi radikalleri, lipit hidroperoksitler, MDA
gibi bozunma iirlinleri hiicre membranlari, organaller ve enzimler iizerine yikici etki
gosterirler. Hiicre membranlarinin permabilitesi ve viskozitesi degisir. Bu degisim
membranin, Ca'> gibi iyonlara kars1 gegirgenligini artirir. Hiicre ici serbest Ca' artisina
bagli olarak artan fosforilaz aktivitesi fosfolipit kaybinin artmasina, membran
gecirgenliginde degisiklik ve potansiyel kaybina bagli toksik etkide artisa, proteaz
aktivasyonu ile proteolitik etkinin siddetlenmesine, katabolik enzimlerin aktivitesinde

artisa ve endoniikleaz aktivitesi ile DNA kirilmalarina yol agmaktadir (Onat vd. 2002).
2.6.3 Antioksidanlar

Viicutta reaktif oksijen tiirlerinin diizeylerini kontrol altinda tutmak ve
olusturabilecekleri hasarlari engellemek ic¢in bircok savunma mekanizmalari
bulunmaktadir. Serbest radikalleri metabolize eden, serbest radikal olusumunu 6nleyen
veya serbest radikallerin temizlenmesini arttiran bu maddelere “antioksidan” maddeler
denilmektedir. Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek ya da
reaktif oksijen tiirlerini toplayarak LPO’yu inhibe etmektedirler. Aerobik hiicrelerde pek
cok antioksidan sistem bulunmaktadir (Scandalios 2002, Stocker vd. 1987, Jensen
2003).

Antioksidanlar baslica alt1 mekanizma ile ¢alisirlar. Bunlar

1. Olusan serbest radikalleri toplayict ve giderici etkileri ile baglayarak veya kararli hale
getirerek;

2. Zincir karicr etki ile serbest radikal {ireten kimyasal reaksiyonlar1 durdurarak

3. Baskilayicr etki ile reaksiyon hizini azaltarak

4. Onarict etki ile lipit, protein ve DNA gibi yapilarda olusmakta olan biyolojik
molekiiler hasar1 rejenere ederek

5. Hiicresel kinaz kayiplarini 6nleyip oksidasyon reaksiyonlarini durdurarak
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6. Organizmadaki SOD gibi antioksidan enzimler ile enzimatik olmayan

antioksidanlarin sentezini artirarak etkilerini gosteririler.

Antioksidanlar yapilarina gore enzimatik yapida olanlar (SOD, GPx, CAT, GST) ve
enzimatik yapida olmayanlar (GSH, vitamin E, vitamin C, vitamin A, melatonin)
seklinde gruplandirilabildigi gibi (Cizelge 2.2) hiicre lokalizasyonlarima gore de
intraselliiler antioksidanlar (SOD, CAT, GPx), ekstraselliiler antioksidanlar (alblimin,
vitamin C, iirat) ve membran antioksidanlar1 (vitamin E, vitamin A) olarak

gruplandirilabilir (Gutteridge 1995).

Cizelge 2.2 Biyolojik sistemlerdeki antioksidanlarin siniflandirilmasi

Enzimatik Antioksidanlar Enzimatik Olmayan Antioksidanlar
Siiperoksit dismutaz (SOD) Glutatyon (GSH) Melatonin
Katalaz (CAT) a-Tokoferol (Vit. E) Seruloplazmin
Glutatyon peroksidaz (GPx) Askorbat (Vit. C) Transferin
Fosfalipit hidroperoksit glutatyon B-Karoten (Vit. A) Ferritin
Peroksidaz (PLGPx) Flonoidler Laktoferrin
Glutatyon-S-transferaz (GST) Urat Albumin
Glutatyon rediiktaz (GSSG-R) Biluribin Lipoik asid

2.6.3.1 Enzimatik Antioksidanlar

Aerobik organizmalar oksijen toksisitesinden baglica iic enzim yardimiyla korunur.

Bunlar; siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalazdir (Bhagavan 2002).
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2.6.3.1.1 Siiperoksit Distumaz (SOD, E.C.1.15.1.1)

Antioksidan savunmanin ilk basamagi siiperoksitin H,O,’e dismutasyonunu katalizleyen

stiperoksit dismutaz enzimidir.

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

Bu dismutasyon reaksiyonu siiperoksit radikalinin anyon ve katyon formlarinin esit
oranda bulundugu pH 4.8 de spontan olarak ger¢eklesir. Ancak fizyolojik sartlarda yani
pH degeri 7.35-7.45 arasinda iken bu reaksiyon c¢ok daha yavas olusacaktir. SOD
enzimi varliginda ve pH en az 7.4 oldugu kosullarda siiperoksitin dismutasyonu 4 kat

daha hizli meydana gelmektedir (Cherubini vd. 2005).

Insanda SOD enziminin {i¢ tipi bulunmaktadir. Bunlardan ikisi sitozolde bulunan
dimerik, Cu ve Zn igeren izomer (Cu/Zn-SOD) ile mitokondride bulunan tetramerik,
Mn igeren izomerdir (Mn-SOD). Ugiincii tip ise ekstraseliiler SOD’dur. SOD enziminin
ekstraselliiler aktivitesi ¢cok diisiiktiir. Genel olarak, hiicrede en bol bulunan izomer,

sitozolik Cu/Zn-SOD'dur (Onat vd. 2002).
2.6.3.1.2 Katalaz (CAT, E.C.1.11.1.6)

Sumer ve Dounce tarafindan 1937°de kristalize edilen katalaz (CAT), her biri bir
prostetik grup olan ve yapisinda Fe™ bulunduran 4 hem grubundan olusmus bir
hemoproteindir. Enzimin molekil agirligt 240000 daltondur ve ¢ogunlukla
peroksizomlarda lokalizedir (Young vd. 2001).

CAT, SOD enziminin etkisiyle ortamda olusan hidrojen peroksitin suya ¢evrilmesini
gerceklestirir. Hidrojen peroksit konsantrasyonunun yiiksek oldugu durumlarda CAT
enzimi detoksifikasyonu saglarken hidrojen peroksit konsantrasyonunun diisiik oldugu

durumlarda ise glutatyon peroksidaz (GPx) enzimi gorev alir. Ayrica CAT
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peroksizomlarda daha etkin iken, GPx sitozol ve mitokondri de etkindir (Yilmaz vd.

2003).

CAT
2H,0, » 2H,0 + O,

Katalazin peroksidatik ve katalitik olmak iizere iki fonksiyonu vardir (Sekil 2.9).
CAT’'m temel fonksiyonu H,0O;’in enzimatik par¢alanmasinin yaninda (katalitik
aktivite); H,O, konsantrasyonunda, metil veya etil hidroperoksitler, metanol, etanol,
fenol gibi kiiciik molekiillii elektron vericilerini indirgeyebilme o6zellikleri de
(peroksidatik aktivite) bilinmektedir. Fakat katalaz, lipit peroksitleri gibi biiyiik
molekiilleri indirgeyememektedir. Enzim bir molekiil H,O,’den elektron alarak onu
oksitlerken kendisi rediiklenir, bir diger molekiil H,O,’e elektron vererek onu

indirgerken kendisi oksitlenerek baslangictaki durumuna donmektedir (Karabulut

2001).
P

CAT + H,0, —> CAT —H,0,
2 CAT + H,0 + X

CAT + 2H,0 + O,

Sekil 2.9 Katalaz enziminin katalitik (1) ve peroksidatik (2) aktiviteleri

2.6.3.1.3 Glutatyon Peroksidaz (GPx, E.C.1.11.1.9)

Glutatyon peroksidaz enzimi ilk kez 1957 yilinda Mills tarafindan hayvan dokusunda
kesfedilmistir. Genellikle yiiksek bitkilerde ve bakterilerde bulunmamasina karsin bazi
alglerde ve mantarlarda bulundugu bildirilmistir. GPx’ler selenyum-bagimli GPx’ler ve
selenyum-bagimsiz GPx’ler olarak iki gruba ayrilabilir. Birincisi, aktif bolgesinde
selenosistein formunda kovalent bagli selenyum igeren selenyum-bagimli GPx’dir.
Selenyum-bagimli GPx’ler, H,O; ve organik hidroperoksitleri indirgeyebilir. HO, dahil
cesitli hidroperoksitlerin yikimmm1i GSH’in oksidasyonu yoluyla katalizler. Okside
glutatyon (GSSG), glutatyon rediiktaz (GR) enzimi aracilifiyla tekrar GSH’a indirgenir
(Halliwell vd. 1999, Mills 1957).
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GP
H,0, + 2GSH ———— GSSG + 2H,0

Enzimin diger tipi ise, katalizleme islemleri i¢in selenyuma bagli olmayan proteinlerden
olusur ve H,O, e kars1 ithmal edilebilir bir aktivite gosterir. Bu grup enzimler glutatyon
S-transferaz  (GST) olarak adlandirilir ve elektrofilik bilesikler ile GSH’in

konjugasyonunu katalize eden proteinler olarak tanimlanir (Halliwell vd. 1999).

Selenyum-GPx, her inite aktif bolgesinde bir atom selenyum elementi igeren dort
protein alt {nitesinden olusur. Molekiil agirligi yaklasik 85000°dir. Sitozol ve
mitokondride bulunur. Se elementi selenosistein seklinde olup, normal sisteindeki siilfiir
yerine Se bulunur (R-SH yerine R-SeH). GSH, enzim igerisindeki selenyumu indirger
ve indirgenmis enzim H,O, ile reaksiyon verir. Selenyum-GPx enziminin katalitik
dongiisii Sekil 2.10°de gdsterilmistir. Selenyum-GPx’1n selenolat formu (E-Se”) peroksit
substratint (ROOH) alkole indirgerken, kendisi okside aside doniisiir (E-Se-OH). GSH
bu devrede reaksiyona katilarak selenosiilfidi olusturur (E-Se-S-G). Ikinci bir GSH’1in
selenosiilfide baglanmasi ile enzim aktif formu olan selenolat formuna donerken GSH

da GSSG’a okside olur (Halliwell vd. 1999, Mannervik 1985).

.
+ +
GSSG+H E-Se ROOH + H
GSH Selenolat ROH
E-Se-S-G E - SeOH
Selenosiilfid Seleneik asid
H,0 GSH

Sekil 2.10 GPx’1n katalitik aktivitesi
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2.6.3.2 Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Glutatyon (GSH), vitamin E (o-tokoferol), vitamin C (Askorbik asit), vitamin A(f-
karoten) ve melatonin gibi enzimatik olmayan ancak antioksidan ozellige sahip
molekiiller, reaktif oksijen tiirlerinin meydana getirdigi oksidatif strese karsi bazen tek

tek bazen de enzimatik antioksidanlarla birlikte direng gdsterirler (Wood vd. 1991).

Melatonin ve GSH gibi bazi enzimatik olmayan antioksidanlar insan biinyesi tarafindan
tiretilebilirken, a-tokoferol, askorbik asit ve B-karoten ise eksojen olarak viicuda temin

edilir (Wood vd. 1991).

2.6.3.2.1 Glutatyon (GSH)

Rediikte glutatyon (GSH) (y-glutamilsisteinilglisin); glutamat (y-Glu), sistein (Cys) ve
glisin (Cys) igeren bir tripeptit olup, aktif bir siilfidril (-SH) grubuna sahiptir (Sekil
2.11). Hemen hemen biitiin hayvan hiicrelerinde ve bazi bakterilerde bulunur. GSH’1n
hiicresel antioksidan savunmada bir¢ok rolii vardir. En 6nemli antioksidan gérevi H,O,
ve organik peroksitleri (lipit peroksit gibi) selenyum bagimli enzim GPx ile katalizleyip
yok ederek sirasiyla su veya alkole doniismesidir. Bir ¢ift hidrojen iyonu vererek
GSSH’a yiikseltgenir, GSSH ise glutatyon rediiktaz tarafindan katalizlenir. Bu
reaksiyon GPx ile olusur, boylece GSH’1n meydana gelebilmesi i¢in bir redoks dongiisii

saglanmis olur (Flohe 1985).

Glutamat— Sisltein— Glisin

S
S
Glutamat—Sistein—Glisin
Glutamat Sistein Glisin
indirgenmis Glutatyon (GSH) Yiikseltgenmis Glutatyon (GSSG)

Sekil 2.11 GSH ve GSSG’nin yapis1
Glutatyonun viicuttaki sentezi iki basamakla meydana gelir. Ilk basamakta glutamat ve

sisteinden, y-glutamil sistein sentaz enzimi ve ATP aracilig ile bir ara {iriin meydana
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gelir. kinci basamakta ise ara iiriine glutatyon sentaz katalizorliigiinde glisin eklenir ve

glutatyon olusur (Nelson vd. 2004).

S|ste|n Gllsm
ADP + Pi ADP + Pi
Glutamat y Glu- Cys » | y-Glu-Cys-Gly
y—glutamil Glutatyon sentaz
sistein
sentaz

GSH, aerobik kosullar altinda normal biiylimenin ve metabolizmanin sonucunda olusan
hidrojen peroksit ve diger peroksitlerin uzaklastiriimasinda GPx antioksidan enzimi ile
birlikte gorev alir. GSH ve GPx, peroksitleri suya indirgeyerek detoksifikasyonu
gerceklestirirler (Ahmad 1995).

LOOH+2GSH — ™ . GSSG + H,0 + LOH

Tepkime sirasinda glutatyon yiikseltgenerek, ylikseltgenmis glutatyon (GSSG) formuna
doniistir. GSSG, NADPH’1n indirgenmesinde kullanilan glutatyon rediiktaz (GSH-Rx)
tarafindan yeniden olusturulur (Akkus 1995).

NADPH

GSSG 2H,0 (ROH)

2GSH H,O, (ROOH)

Detoksifikasyon gorevi disinda GSH, hemoglobinin oksitlenerek methemoglobine
doniistimiiniin engellenmesinde rol alir. Ayrica proteinlerdeki siilthidril (-SH) gruplarin
rediikte halde tutar ve bu gruplart oksidasyona karst korur, bdylece fonksiyonel

proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonunu engeller (Nelson vd. 2004).
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2.6.3.2.2 Vitamin E (a-tokoferol)

Vitamin E (a-tokoferol) ise karaciger, plazma ve yag dokularinda yiiksek oranda
bulunan ve antioksidan etkisi ile membran i¢inde bulunan doymamis yag asitlerinin
oksitlenmesini onleyen bir vitamindir (Sekil 2.12). Boylelikle vitamin E, membranlarda
meydana gelebilecek hasar1 Onlemektedir. Membranda bulunan fosfolipitlerin
doymamig yag asitleri boliimii, flavoprotein oksidaz tarafindan olusturulan hidrojen
peroksit lretimiyle oksitlenir. Oksidasyon esnasinda ortaya ¢ikan siiperoksit, diger
radikaller ve peroksit, membran enzimleri sitokrom P-450 oksidaz ve ksantin oksidaz
tarafindan katalizlenirek proteinlerle serbest radikalleri olusturular. Bu serbest radikaller
daha sonra mitokondriyel, mikrozomal ve hiicre membranlar1 fosfolipitlerinin
doymamig yag asitlerini okside ederek bozukluklarin ortaya c¢ikmasina neden

olmaktadir (Kalaycioglu vd. 2000).

Sekil 2.12 a-tokoferol

E vitaminin 6nemli bir 6zeligi antioksidan etkinliginin olmasi1 nedeniyle peroksitleri ve
oksijen radikallerini notralize etmesidir (El-Demerdash vd. 2004). Yani oksijeni
baglayarak, oksijen etkisi ile olusabilecek istenmeyen etkilerin 6niine gecer. Hiicrelerde
doymamis yag asitleri (lineoleik asit ve arasinodik asit gibi) kendiliginden ya da
oksidan metabolitlerinin etkisi sonucu kolayca oksitlenebilirler. Bdylece lipit
peroksidasyonuna veya protein ve yaglara kovalent baglanarak membran hasarina neden
olurlar. Serbest oksijen radikalleri olugsmasinin eslik ettigi bu olay zincirini membranda
onleyen ve olustugunda noétralize eden antioksidan E vitaminidir (Kayaalp 2002, Frank

2005).
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E vitamini, hiicre ve organellerin membran lipitleri iizerindeki bu etkisi nedeniyle
membranlar1 oksidatif zedelenmeye karsi korur. Boylece genel olarak membran
stabilitesini saglar (Frank 2005). E vitamini lipit peroksil radikallerini etkisiz hale
getirmek i¢in, kendinin bir fenolik hidrojen atomunu peroksil radikaline (ROO") transfer

etmek suretiyle antioksidan etkisini agagidaki sekilde iki basamakta gerceklestirir

ROO® + TocOH — > ROOH + TocO ®
ROO® + TocO ® —— > ROOH + Serbest olmayan radikal

Sekil 2.13 Tokoferollerin (TocOH) peroksit radikallerine (ROO) yonelik zincir

pargalayici aktiviteleri

2.6.3.2.3 Vitamin C (Askorbik Asit)

Askorbik asit, alti karbonlu bir laktondur ve pek ¢ok memeli tiiriinde karacigerde
glukozdan sentezlenir. Ancak insanda askorbik asidin sentezlenmesi i¢in esansiyel olan
glukolakton oksidaz enzimi bulunmaz ve bu sebeple sentezi gerceklesemez. Suda
¢Oziinen bir vitamindir. Suda ¢6ziinebilen vitaminlerin ig¢erisinde en stabil olan askorbik

asit, L-gulonik asidin enediol laktonudur (Sekil 2.14) (Kalaycioglu vd. 2000).

HO
0
HO =
HO  oH

Sekil 2.14 Askorbik asit

Askorbik asit dokularda bir enzimin Kkatalitik araciligt olmadan bile kolayca
dehidroaskorbik aside oksitlenir. Bu 6zelligi nedeniyle askorbik asit indirgeyici nitelik
gosterir; dehidro sekline doniismesi molekiil basina iki hidrojen atomunun serbest
kalmasina neden olur. Dehidroaskorbik asit ortamda iki hidrojen atomu almak suretiyle

kolaylikla askorbik aside indirgenir. Bu kimyasal 6zelliklerinden dolay1, askorbik asit
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ve dehidroaskorbik asit viicut sivilarinda denge halinde bulunurlar, birbirlerine kolayca

dondisiirler ve boylece redoks niteligi gosterirler (Rucker vd. 2001).

HC_) HO
e O E O
O A
HO OH O// \O
Askorbik Asit Dehidro Askorbik Asit

C vitamini gii¢lii indirgeyici aktivitesi nedeniyle ayn1 zamanda giiclii bir antioksidandir
(Kayaalp 2002, Rucker vd. 2001). Hiicre dis1 sivida bulunan en O6nemli
antioksidanlardan biridir. Hiicrelerin i¢cinde de antioksidan etkinlik gosterir. Siiperoksit
anyonunu, hidrojen peroksit, hipoklorit, hidroksil radikali, peroksil radikalleri ve singlet
oksijeni giiclii bir sekilde baglayarak islevsiz kilar. Plazma lipitleri ile yapilan
incelemeler, peroksil radikali olugmasimi tesvik eden maddelerin yaptigi LPO’yu
baskilayan en Onemli plazma komponentinin askorbik asit oldugunu gostermistir.
Boylece biyomembranlart ve DNA’y1 peroksidatif zedelenmeden koruyabilir. Ayrica
tokoferol’un antioksidan etkinligini giiclendirir (Rucker vd. 2001).

2.7 An Siitii (Royal jelly)

An siitii (RJ) isci arillarmin alt ¢ene (mandibular) ve yutak alti (hypophryngeal)
bezlerinden salgilanan besin degeri ve biyolojik aktivitesi yliksek bir iiriindiir. Beyaz-
krem renkte, pelte kivamda, kendine 6zgii kokusu ve eksi-aci bir tadi bulunmaktadir

(Geng vd. 1999).

Resim 2.1 An Siitli (Royal jelly)
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A siitli, kovan igerisindeki geng larvalarin ve kralige (ana) ariin beslenmesi i¢in temel
besin maddesidir. Is¢i arilarla kralice ar1 arasinda genetik olarak bir fark yoktur.
Larvalarin beslenmesine bagli olarak bunlar ya is¢i ar1 veya kralice ar1 olurlar. Tiim
larvalar ilk 3 giin ar siitii ile beslenirler. Ugiincii giinden sonra eger larvalar bal ve polen
ile beslenirse isci ari, art siitii ile beslenirse kralige ar1 olurlar. Art siitii kralice olacak
larvalara ig¢i arilar tarafindan dogrudan yedirilir ve kralice ar1 larvalarinda bu diyete
basladiktan hemen sonra belirgin bir irilik goriiliir (Int. kyn. 1, Oka vd 2001, Geng vd.
1999).

Resim 2.2 Ar siitiinde yiizen 3 giinliik larva, 5 giinliik kralige larva

eriskin halinden hemen 6nce

An siitii ile beslenen kraligce larvalar1 gelisimini erken tamamlayarak 16 gilinde ergin
hale gelirken; {i¢iincii glinden sonra bal ve polenle beslenen isci arilar ise gelisimini 21

giinde tamamlarlar (Geng vd. 1999).

Ar siitli suca zengin, lapa-jel kivaminda homojen bir maddedir. Sari-beyazimsi renkte,
keskin fenolik kokulu ve karakteristik eksi tada sahiptir. Yogunlugu 1.1 g/cm’ diir. Suda
¢Oziiniir. Viskozitesi su igerigine gore degisir. Oda sicakliginda veya buzdolabinda
5°C’de depolandiginda yavas olarak daha viskoz hale gelir. Depolanmis ar1 siitiinde

komponentlerin ¢okmesine bagli olarak kiiciik graniiller olusur. Ar siitliniin pH degeri
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3.5 civarindadir. An siitiiniin yapist iiretim yapilan bolgenin kosullarina, mevsime ve

{iretim yontemine gore degismektedir (int. kyn. 1).

Arn siitiiniin bilesimi Cizelge 2.3 verilmistir. Azotlu maddelerin ortalama % 73.9’u
proteinlerdir. Azotlu maddelerin % 2.3’1i serbest amino asit ve % 0.16’s1 peptidlerden
olugsmustur. Amino asitlerden aspartik asit ve glutamik asit en fazla bulunur. Serbest
amino asitler i¢cinde prolin ve lizin en yiiksek miktarda bulunur. An siitiinde ayrica
kollajen ve y globulin (bagisiklik sisteminin anahtar elemani) glukoz oksidaz, fosfataz
ve kolin esteraz gibi pek ¢ok sayida enzim bulunur. Tiim sekerlerin % 90’11 fruktoz ve
glukoz olusturur. Maltoz, trehaloz, melibioz, riboz da bulunur. Lipit fraksiyonunun %
80-90’1n1 serbest yag asitleri olusturur. Cogu kisa zincirli (8-10 C atomlu) hidroksi yag
asitleri veya dikarboksilik asitlerdir. Bu yag asitleri ar1 siitliniin biyolojik 6zelliklerinden
sorumludur. Baslica bulunan asit, 10-hidroksi-2-dekanoik asittir (10-HDA). Yapisinda,
kanda kolesterol seviyesini diisiiren (6zellikle ®-3) esansiyel yag asitleri bulunur (int.

Kyn. 1, Feng Xue vd 2009).

Cizelge 2.3 Ar Siitiiniin Bilesimi

Madde Minimum Maksimum
Su % 57 % 70
Proteinler Kuru agirligin % 17°si Kuru agirligin % 45’1
Sekerler Kuru agirligin % 18’1 Kuru agirligin % 52’°si
Lipidler Kuru agirligin % 3.5°1 Kuru agirligin % 19°u
Mineraller Kuru agirligin % 2’si Kuru agirligin % 3’

Temel mineral tuzlar1 K, Ca, Na, Zn, Fe, Cu ve Mn’dir. Ar siitli vitaminlerce zengindir.
Taze agirhiginin gram basina niasin 48-88 pg, tiamin 1.44-6.7 ug, riboflavin 5-24 g,
pridoksin 1-48 pg, folik asit 0.13-0.53 g, inozitol 80-350 pg bulunmaktadir (Int. kyn.
1, Stocker vd 2005).
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An siitli; kandaki kolesterol, toplam lipit, fosfolipit, trigliserid, p-lipoprotein
seviyelerini diislirmekte ve damar genigletici aktivitesi bulunmakta, insiilin benzeri
peptidleri icermesi nedeniyle hipoglisemik (kan sekerini diisiiriicii) etkisi
bulunmaktadir. Ayrica bagisiklik sistemini giiclendirici ve genel viicut fonksiyonlarini
diizenleyici etkisi bulunmaktadir. Bunlarin yaninda cilt ve sa¢ hastaliklarindaki tedavi
edici, cinsel fonksiyonlar1 diizenleyici, hiicre onarict ve genclestirici etkileri de

bulunmaktadir (Meydanoglu 1985).

2.8 Sialik Asit (SA)

Karbohidratlar son zamanlara kadar sadece hiicrenin enerji metabolizmasinda yer alan
molekiiller olarak diisiiniilmiistir. Ancak son 20 il i¢indeki gelismeler
karbonhidratlarin ~ gorevlerinin  enerji  metabolizmasiyla  siirli  kalmadigini
gostermektedir. Karbonhidratlar protein ve lipitlere baglanarak glikokonjugatlar
olustururlar. Glikokonjugatlar glikoproteinler, proteoglikanlar, ve glikolipitler olarak
siiflandirilabilir. Glikoproteinleri olusturan karbonhidratlar proteinlere iki sekilde
baglanirlar. N- lizerinden baglananlara N-glikanlar; O- iizerinden baglananlara da O-
glikanlar denir (Fukuda vd. 1994, Varki vd. 1999, Tsuboi vd. 2001, Taylor vd. 2003).
Glikolipitler ise oligosakkaritlerin seramit {lizerinden lipitlere baglanmasi ile meydana

gelir (Varki vd. 1999, Maccioni vd. 2002).

Sialik asit (SA), noraminik asitten N-asetilizasyon yoluyla tiireyen bir bilesik olup,
canlida biyolojik fonksiyonlarda Onemli bir role sahiptir. SA glikoprotein ve
glikolipitlerin ~ oligosakkarid  zincirlerinin  indirgenmemis ucundaki terminal
karbonhidrat kalintisidir. Insan dokularinda su ana kadar en énemli olan formu ise N-
asetilndorominik asitdir (NANA). Diger SA’lar pek ¢ok farkli komponentler
icermektedirler (Waters vd. 1992).
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Sekil 2.15 Sialik asitin lineer form molekiil yapisi

Karbonhidratlar, karbonhidrat olmayan yapilarla glikozid bagiyla birleserek kompleks
karbonhidratlar1 olustururlar. Karbonhidrat olmayan kisma aglikon, tiim yapiya glikozid
adi verilmektedir. Aglikon ile néraminik asit, a(2—6) baginda N-glikozid bag ile
baglanarak N-asetilnoraminik asidi (NANA) olusturur (Champe vd. 1997). SA’larin %
85-90’lik kism1 a ve B globiilinlere bagli olarak bulunur. Buna proteine bagl sialik asit
(PSA) denir. Geri kalan % 10-15’lik kisim lipitlere baghdir ve lipit-bagl sialik asit
(LSA) adim1 alir. Bu iki fraksiyon total sialik asiti (TSA) olusturur (Yokohama vd.
1996).
Karbonhidrat Bolimi  N-glikozid bag  Aglikon
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H H H O
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Sekil 2.16 Sialik asitin piranoz form molekiil yapisi
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SA hiicre membranlarinda 6nemli gorevleri olan glikoprotein ve glikolipidlerin
oligosakkarit zincirlerinin son bolgelerindeki seker zincirleridir. N-terminal pozisyonu
tizerinde SA igeren oligosakkarit zincirler hiicre yiizeyinde bulunur. Bundan dolayi
gliko bilesiklerin konfigiirasyonunda ve hiicre yiizeyinde énemli rolleri vardir. Ornegin,
hiicre-hiicre haberlesmesinde ve kendine ait olan ve olmayanin ayriminda tanima
gorevi, membran proteolizinden kagimmak ve hormonlar tarafindan reseptor
aktivasyonunun saglanmasi icin gerekli arabulucu olmak. SA fizyolojik pH’ta tamamen
iyonlasabilen ve pKa degeri 2.6 olan nispeten kuvvetli bir asit olup, bu 6zellik molokiile
elektronegatif bir yliik kazandirir. Bu elektronegatiflik hiicrelerin  birbirine
agregasyonunu onlerken diger yandan hiicre membraninin gerginligini de saglar (Uslu
vd 2000). Ayrica membran transportu, membran reseptorlerinde baglayict molekiil
gorevi, kan glikoproteinlerinin goérev ve yapilarina etkisi, glomeriillerin bazal
membranlarinda  gegirgenligin  diizenlenmesi, konakgi-patojen  etkilesimlerinde

taninmay1 belirleyici etkisi gibi gorevleri vardir (Waters vd. 1992).

SA sentezi sitoplazmada temel olarak glukozdan baglar. N-asetilglukozamin, N-asetil-
galaktozamin ile amino sekerler grubunda yer alan SA’nin 6nciil maddesi olan fruktoz-
6-fosfatt (F-6-P) meydana getirirler. Amino grubu vericisi olarak glutaminin
kullanilmasiyla F-6-P’dan  glikozamin-6-fosfat olusur. Bu reaksiyonu F-6-P
aminotransferaz enzimi Kkatalize etmektedir. Asetil grubu vericisi AsCoA’dur.
Glikozamin-6-P {i¢ basamakli bir enzimatik reaksiyon sonucu UDP-Nasetil glikozamine
cevrilir. Daha sonra UDP-N-asetilglikozaminin epimerizasyonu gerceklesir. N-
asetilmannozamin, N-asetilmannozamin kinaz ile N-asetilmannozamin-6-fosfat
meydana getirir. N-asetilmannozamin-6-fosfat, aldol kondanzasyonuyla fosfoenol
piruvat ile reaksiyona girerek N-asetilnéraminik asit-9-fosfat1 meydana getirir. Olusan
N-asetilnoraminik asit-9-fosfat’dan fosfat grubunun uzaklastirilmasiyla N-asetil
néraminik asit meydana gelir. N-asetil noraminik asit molekiilii tim SA’larin 6nciil

maddesini teskil eder (Mentes vd. 1993, Schauer vd. 1997, Schwarzkopf vd. 2002).
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Sekil 2.17 Sialik Asit Biyosentezi
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Bir¢ok hastalik grubunda serum SA miktarlarinda meydana gelen degisiklikler ilgi ile
izlenmekte ve hastaligin tan1 ve prognozunda klinik olarak yararlanma yollar
aranmaktadir. Normal bireyin SA diizeyleri degisiklik gostermez ancak ¢esitli
hastaliklar 6zelliklede kanser gibi hiicre dejenerasyonuna neden olan durumlarda
seviyeleri artar. Ozellikle SA miktari ile timér tipleri arasinda direkt bir iliskinin varlig
belirlenmis ve SA miktarindaki degisikliklerin takip edilmesinin tiimoriin erken tani ve

tedavisinde yarali olabilecegi belirtilmistir (Erbil vd. 1985, Sillanaukee vd. 1999).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Kimyasal materyal

Karaciger toksikasyonunu olusturmak amaciyla kullamilan CCly, Merck, tedavi
gruplarina uygulanan royal jelly, dogal bal iiretimi yapan tireticiden (Mersin, Tiirkiye)
temin edildi. Oksidan ve antioksidan parametrelerin belirlenmesi i¢in yapilan
analizlerde kullanilan kimyasallar da, Merck marka olup analitik saflik diizeyine

sahiplerdi.

3.1.2 Hayvan materyali

Aragtirmaya baslamadan 6nce Afyon Kocatepe Universitesi Hayvan Etik Kuruluna
basvurularak etik kurulu onay1 alinmistir. Calismada kullanilan 180-200 g agirligindaki
48 adet albino Sprague-Dawley cinsi rat, Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi
Arastirma ve Uygulama Merkezi’'nden temin edildi. Ratlarin bakimi, Afyon Kocatepe
Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma ve Uygulama Merkezinde, 12 saatlik ideal
aydinlik ortaminda, uygun sicaklikta, rat bakimi i¢in tasarlanmis polipropilen 17x30x42
cm boyutlarindaki 6zel kafeslerde yapildi. Ratlarin altlarina serilen kaba talas her giin
degistirilerek, kafeslerde kuru bir ortam olusmasi saglandi. Ratlar musluk suyu ve
Afyon Yem Fabrikasindan temin edilen standart pellet yem ile beslendi. Ratlarin

bulunduklar1 ortama uyum saglamalari ile deneysel asamaya gegildi.

3.2 Metot

Ratlar galisma boyunca Afyon Kocatepe Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma ve
Uygulama Merkezinde bir hafta standart laboratuvar yiyecegi ile beslenerek gozlem
altinda tutuldular. Rastgele 6rnekleme metodu ile her biri sekiz rattan olusmak {iizere

toplam alt1 grup olusturuldu.
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Grup 1: Sham grubu olarak diizenlendi ve deneyler siiresince herhangi bir madde
enjeksiyonu yapilmadi. Grup 20 giin boyunca diizenli bir sekilde beslendi. Calismanin

sonunda tiim ratlar sakrifiye edilerek, kan drnekleri alindi.

Grup 2: CCly grubu olarak diizenlendi. Tiim ratlara 20 giin boyunca giin asir1 subkiitan
yoldan 0.4 ml/kg CCls, 0.4 ml/kg sivi yag i¢inde coziilerek verildi. Grup 20 giin
boyunca diizenli bir sekilde beslendi. Calismanin sonunda tiim ratlar sakrifiye edilerek,

kan Ornekleri alindi.

Grup 3: 100 mg/kg royal jelly grubu olarak diizenlendi. Tilim ratlara 20 giin boyunca
giin asir1 100 mg/kg royal jelly distile suda coziilerek gavajla verildi. Grup 20 giin
boyunca diizenli bir sekilde beslendi. Calismanin sonunda tiim ratlar sakrifiye edilerek,

kan Ornekleri alindi.

Grup 4: CCly+50 mg/kg royal jelly grubu olarak diizenlendi. Tim ratlara 20 giin
boyunca giin asir1 subkiitan yoldan 0.4 ml/kg CCly, 0.4 ml/kg s1v1 yag i¢inde ¢oziilerek
ve 50 mg/kg royal jelly distile suda ¢oziilerek gavajla verildi. Grup 20 giin boyunca
diizenli bir sekilde beslendi. Calismanin sonunda tiim ratlar sakrifiye edilerek, kan

ornekleri alindi.

Grup 5: CCl;+100 mg/kg royal jelly grubu olarak diizenlendi. Tiim ratlara 20 giin
boyunca giin asir1 subkiitan yoldan 0.4 ml/kg CCly, 0.4 ml/kg siv1 yag iginde ¢oziilerek
ve 100 mg/kg royal jelly distile suda ¢oziilerek gavajla verildi. Grup 20 giin boyunca
diizenli bir sekilde beslendi. Calismanin sonunda tiim ratlar sakrifiye edilerek, kan

ornekleri alindi.

Grup 6: CCl;+200 mg/kg royal jelly grubu olarak diizenlendi. Tiim ratlara 20 giin
boyunca giin asir1 subkiitan yoldan 0.4 ml/kg CCly, 0.4 ml/kg siv1 yag iginde ¢oziilerek
ve 200 mg/kg royal jelly distile suda ¢oziilerek gavajla verildi. Grup 20 giin boyunca
diizenli bir sekilde beslendi. Calismanin sonunda tiim ratlar sakrifiye edilerek, kan

ornekleri alindi.
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3.2.1 Kan orneklerinin alinmasi

Calisma sonunda, ratlar intraperitoneal yolla 100 mg/kg ketamin ile uyutuldu ve
gruplarin hepsinden kan 6rnekleri alindi. Malondialdehit (MDA) ve rediikte glutatyon
(GSH) analizleri i¢in heparinli cam tlipler kullanildi. Heparinli cam tiiplere kan
ornekleri alindiktan sonra, ayni giin i¢inde laboratuvarda calisildi. Normal tliplere alinan
kan ornekleri oda sicakliginda bekletildikten sonra santrifiij edilerek tiipiin iizerinde

toplanan berrak serum numunesinde vitamin C ve SA analizleri yapildi.

3.2.2 Biyokimyasal analizler

3.2.2.1 Malondialdehit (MDA) tayini

Serbest radikallerin, doymamis yag asitlerini peroksidasyona ugratarak olusturduklari
son irilinlerden biri MDA’dir. MDA, tiobarbitiirik asit ile reaksiyona girerek renkli
formda bir bilesik meydana getirir. Olusan bu renkli bilesigin 532 ve 600 nm dalga
boylarindaki  spektrofotometrik  (Shimadzu UV-1700) Olglimiine gore lipit
peroksidasyonu tayini yapildi (Jain vd. 1989).

3.2.2.2 Rediikte glutatyon (GSH) tayini

Tiim kandan distile su ilavesi ile hazirlanan hemolizatin i¢cindeki SH (siilfidril) tasiyan
biitiin proteinler, presipitasyon (¢oktiiriicii) ¢ozeltisi ile ¢oktiiriiliip, stiziilerek ayrildi.
GSH, elde edilen berrak sivida SH gruplarinin DTNB (5,5’-2-dithiobis nitrobenzoik
asit) ile tepkime sonucu olusan sar1 rengin 412 nm dalga boyunda absorbansi ile dl¢tildii
(Buetler vd. 1963).

3.2.2.3 Vitamin C (askorbik asit) tayini

Serum, % 6’lik perklorik asit ile ekstrakte edildikten sonra olusan ekstrakt reaksiyon

sollisyonu [dinitro fenil hidrazin (DNPH), % 0.6’lik bakir siilfat (CuSO4) ve % 5’lik
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tiyoiire] ile muamele edildi. Olusan sar1 renkli kompleksin spektrofotometrede 520

nm’de absorbansi dlgiilerek vitamin C analizi yapildi (Omaye vd. 1979).

3.2.2.4 Sialik asit tayini

Olgiim icin alinan serum iizerine % 5’lik perklorik asit ilave edildi ve 1sitilarak
inkiibasyona tabi tutuldu. Hemen ardindan sogutuldu ve 2500 rpm de 4 dakika santrifiij
edildi. Temiz silipernatant alinarak lizerine ehrlich ayiraci ilave edildi ardindan 100°C
15 dakika 1sitildi. Sogutulan tiiplere 1 ml distile su ilave edildi ve 525 nm de
absorbans 6dl¢iilerek SA tayini yapildi (Sydow 1980).

3.2.3 istatistiksel analizler

Elde edilen bulgularin (MDA, GSH, vitamin C ve SA) istatistik hesaplamalari, SPSS 10.0
paket programi kullanilarak yapildi. Caligmada elde edilen veriler "ortalama + standart
sapma" olarak ifade edildi (X + SD). Gruplarda varyans analizi (ANOVA) ve Tukey post

testi uygulanarak istatistiksel iliski belirlendi. Istatistik anlamlilik i¢in p < 0.05 kabul
edildi.
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4. BULGULAR

Calisma sonunda ratlardan alinan kan 6rneklerinde malondialdehit, rediikte glutatyon,
vitamin C ve SA diizeyleri belirlendi. Bu degerler yardimiyla her grup i¢in hesaplamalar

yapilarak standart sapmalart bulundu. Calisma gruplarina ait bulgular Cizelge 4.1 ve

Cizelge 4.2 de goriilmektedir.

Cizelge 4.1 Analizlerden elde edilen MDA ve GSH degerleri

Gruplar MDA (nmol/ml) GSH (mg/dl)
Sham 1.598 +0.24° 68.907 £ 4.84°
CCly 2292 +0.44 79.408 + 3.28
100 mg/kg royal jelly 1.373+£0.15°¢ 67.264+£294%
CCly + 50 mg/kg royal jelly 1.770 £ 0.37* 72.320 + 8.01
CCly + 100 mg/kg royal jelly 1.489 £0.16° 69.760 + 5.23
CCly + 200 mg/kg royal jelly 1.414+0.18¢ 68.747 £5.78 ¢

MDA: Malondialdehit; GSH: Rediikte glutatyon

*: CCly’den farklidir (p<0.05)
. CCly’den farkhidir (p<0.01)

‘. CCly’den farklidir (p<0.001)

Cizelge 4.2 Analizlerden elde edilen vitamin C ve sialik asit degerleri

Gruplar Sialik Asit (mg/dl) Vitamin C (mg/dl)
Sham 63.185+2.02° 1.906 +0.18
CCly 74.454 + 4.86 1.695 + 0.38
100 mg/kg royal jelly 66.140 +4.24° 2.017£0.12
CCly + 50 mg/kg royal jelly 73.389 £ 5.01 2.672+0.34°
CCly + 100 mg/kg royal jelly 62.548 +2.21° 2.648 +£0.23°
CCly + 200 mg/kg royal jelly 64.917 £4.52° 2.622 +0.48°

% CCly’den farklidir (p<0.05)
®: CCly’den farkhidir (p<0.01)

47



MDA (nmol/ml)
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Sham CCly; 100 mg/kg CCl4 +50 CCly+ CCly +
royal jelly mg/kg 100 mg/kg 200 mg/kg
royal jelly royal jelly royal jelly

% CCly’den farklidir (p<0.05), *: CCl,’den farklidir (p<0.01), ©: CCl,’den farklidir (p<0.001)

Sekil 4.1 MDA (nmol/ml) degerlerinin grafiksel gosterimi

Calismaya ait MDA degerleri sham, CCly, 100 mg/kg royal jelly, CCly4+50 mg/kg royal
jelly, CCl4+100 mg/kg royal jelly, CCl4+200 mg/kg royal jelly gruplar i¢in sirasiyla
1.598 + 0.24, 2.292 + 0.44, 1.373 + 0.15, 1.770 = 0.37, 1.489 + 0.16 ve 1.414 + 0.18

nmol/ml olarak bulundu.

Bu verilere gore sham grubu, CCly grubundan istatistiksel anlamda p<0.01 oraninda
farkli bulunmustur. Yine 100 mg/kg royal jelly grubu, CCly grubundan istatistiksel
anlamda p<0.001 diizeyinde farklidir. Bununla birlikte CCl4+50 mg/kg royal jelly
grubunun CCls grubundan istatistiksel anlamda p<0.05 oraninda farkli oldugu
goriilmustir. Ayrica CClg+100 mg/kg royal jelly grubu, CCly grubundan istatistiksel
anlamda p<0.01 oraninda farkli oldugu saptanmistir. CCl4+200 mg/kg royal jelly
grubuda CCl, grubundan istatistiksel anlamda p<0.001 oraninda farklidir.
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Sham CCly 100 mg/kg CClL4+50 CCly + CCly +
royal jelly mg/kg royal 100 mg/kg 200 mg/kg
jelly  royal jelly royal jelly

# CCly’den farklidir (p<0.05)

Sekil 4.2 GSH (mg/dl) degerlerinin grafiksel gosterimi

Caligsmaya ait GSH degerleri sham, CCly, 100 mg/kg royal jelly, CCl4+50 mg/kg royal
jelly, CCl4+100 mg/kg royal jelly, CCl4+200 mg/kg royal jelly gruplar i¢in sirasiyla
68.907 + 4.84, 79.408 + 3.28, 67.264 + 2.94, 72.320 + 8.01, 69.760 + 5.23, 68.747 +
5.78 olarak bulundu.

Bu verilere gore sham grubu, CCly grubundan istatistiksel anlamda p<0.05 oraninda
farkli oldugu saptanmistir. Yine 100 mg/kg royal jelly grubunun CCls grubundan
istatistiksel anlamda p<0.05 oraninda farkli oldugu goriilmiistiir. Ayrica CCls+200

mg/kg royal jelly grubuda CCly grubundan istatistiksel anlamda p<0.05 oraninda
farklidir.
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Sekil 4.3 Sialik Asit (mg/dl) degerlerinin grafiksel gosterimi

Caligsmaya ait SA degerleri sham, CCly, 100 mg/kg royal jelly, CCl4+50 mg/kg royal
jelly, CCl4+100 mg/kg royal jelly, CCl4+200 mg/kg royal jelly gruplar i¢in sirasiyla
63.185 + 2.02, 74.454 + 4.86, 66.140 + 4.24, 73.389 + 5.01, 62.548 £ 2.21, 64917 +
4.52 olarak bulundu.

Bu verilere gore sham grubunun, CCly grubundan istatistiksel anlamda p<0.01 oraninda
farkli oldugu tespit edilmistir. Yine 100 mg/kg royal jelly grubu, CCly grubundan
istatistiksel anlamda p<0.05 oraninda farkli oldugu bulunmustur. CCl4+100 mg/kg royal
jelly grubu ile CCly grubu istatistiksel olarak p<0.01 oraninda farklhidir. Ayrica
CCl4+200 mg/kg royal jelly grubunun, CCls grubundan istatistiksel olarak p<0.05

oraninda farkli oldugu saptanmistir.
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Vitamin C (mg/dl)
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Sham CCly 100 mg/kg CCly+50  CCly + CCly +
royal jelly mg/kg royal 100 mg/kg 200 mg/kg
jelly royal jelly royal jelly

. CCly’den farkhidir (p<0.01)

Sekil 4.4 Vitamin C (mg/dl) degerlerinin grafiksel gosterimi

Calismaya ait vitamin C degerleri sham, CCly, 100 mg/kg royal jelly, CCl4+50 mg/kg
royal jelly, CCly+100 mg/kg royal jelly, CCl4+200 mg/kg royal jelly gruplari igin
sirastyla 1.906 £ 0.18, 1.695 + 0.38,2.017 £ 0.12, 2.672 + 0.34, 2.648 + 0.23, 2.622 +
0.48 olarak bulundu.

Bu verilere gore CCly+50 mg/kg royal jelly grubunun CCly grubundan istatistiksel
anlamda p<0.01 oraninda farkli oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte CCl4+100 mg/kg
royal jelly grubunun CCly grubundan istatistiksel anlamda p<0.01 oraninda farkli
oldugu bulunmustur. Yine CCl4+200 mg/kg royal jelly grubu ile CCly grubu arasinda

istatistiksel anlamda p<0.01 fark goriilmiistiir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Karaciger karin boslugunda, diyaframin altinda yer alan viicudun en biiyiik
organlarindan biridir. Pek ¢cok 6nemli fonksiyonu ve konumu itibariyle hasara en agik
organdir. Meydana gelen hasarlanma etkin bir rejenerasyon ve onarimla cevaplanmazsa
normal karaciger yapist bozulur. Bundan dolayr siroza kadar gidebilecek karaciger
hasarlarinin baslangic déneminde engellenmesi 6nem kazanmaktadir (Wang vd. 2005,

MacDonalds-Wicks vd 2003).

Karacigerde siroza; toksik maddeler (CCly, alkol, fosfor, kloroform, manganez, arsenik,
komiir katrani v.s.) enfeksiyonlar, karacigerde alyuvar yikimi sonucunda asir1 diizeyde
hemosiderin birikimi gibi faktorler neden olmaktadir (Masaiki 1988, Ariosto 1989).
Deneysel siroz olusumunda cogunlukla CCls kullanilma sebebi, olusan karaciger
hasarinin ratlarda ve insanlarda, birbirlerine uygunluk gostermesinden dolayidir. CCly,
akut hasar olusturmasinin yani sira uzun siireli kullanimi ile kronik hasarlar olusturarak
siroza kadar uzanan sonuglar vermektedir (Sun vd. 2001, Geier vd 2002, Onori vd.

2000).

Karbon tetrakloriir, karacigerde sitokrom P-450 tarafindan metabolize edildikten sonra
hizla, reaktif bir ara metabolit olan CCl;" doniigiir. Bu ara metabolitde oksijen ile
reaksiyona girerek triklormetil peroksit CCI;00" radikalini meydana getirir. CCly’den
olusan bu reaktif metabolitler poliansatiire yag asitleri ile reaksiyona girerek LPO’yu
baslatir ya da kovalent olarak yaglara ve proteinlere baglanarak hiicre membraninin
bozulmasina ve karaciger hasarina neden olur (Mansour 2000, Ozmen 2004, Sahin vd.

2003, Felix vd. 2002).

Sahin ve arkadaslarinin (2003) karaciger histolojisini degerlendirdikleri ¢alismada,
onbes giin boyunca si¢anlara 1.5 ml/kg CCly uygulanmis, ¢alisma sonunda karaciger
portal bolgelerde hidropik dejenerasyon, koagulasyon nekrozu ve fibrozis ile cogunlugu
mononiiklear daha az nétrofil l6kositlerden olusan hiicresel eksudasyon saptandigi

bildirilmistir.
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Yapilan bagka bir ¢alismada Felix ve arkadaglar1 (2002) CCly kullanarak olusturduklari
karaciger toksikasyonunda, dokuda nekrotik bolgeler, hiicre infiltrasyonu, sitoplazmik

sisme ve karakterize olan hepatosit dejenerasyonu gérmiislerdir.

CCly verilerek karaciger sirozu olusturulan baska bir ¢alismada Kanter ve arkadaslari
(2003) ratlarin agirliklarina gore subkiitan yoldan 0.8 ml/kg CCly kullanarak
toksikasyon olusturduklarini ve CCly’iin LPO’yu arttirdigini belirtmislerdir.

Deneysel toksik ajan olarak CCly kullanilan, Hwang ve arkadaslarinin (2009) yaptigi
diger bir calismada; kontrol ve sham gruplar karsilagtirildiginda, kullanilan CCly’tin
karaciger enzim diizeylerini arttirdigin1 ve bu sonucun karaciger hasariin bir gostergesi

oldugu tespit edilmistir.

Saponinin koruyucu etkisini belirlemek i¢in Lee ve arkadaglari (2008) tarafindan
yapilan calismada in vivo karaciger toksikasyonu olusturulmus, biyokimyasal ve
histopatolojik analizler yapilmistir. Elde edilen veriler, CCl; ile olusturulan

toksikasyonun karaciger enzimlerini ve oksidatif stresi arttirdigini gostermistir.

Sunulan ¢alismada ise, in vivo karaciger tahribati olusturmak ig¢in toksik ajan olarak
CCly kullanildi. Cizelge 4.1 ve 4.2’de CCly’lin, kontrol ve sham gruplari
karsilastirildiginda, serbest radikal artisina sebep oldugu, LPO’yu bagslattig1 ve oksidatif

stresi arttirdigi tespit edilmistir.

Organizmadaki serbest radikal olusumunun artisgina veya antioksidan savunma
sisteminin yetersizligine bagli olarak oksidan-antioksidan dengesinin radikaller lehine
bozulmast sonucunda, biyomolekiiller ile serbest radikaller kolaylikla reaksiyon
verebilir ve zincirleme reaksiyonlar1 baglatarak yeni serbest radikal olusumuna neden
olurlar. Olusan serbest radikallerin, ¢esitli patolojik durumlara yol actig1 ve biyolojik
sistemlerde c¢ok Onemli fizyolojik roller oynadigi gozlenmektedir. Bu radikaller;
proteinler, lipitler, karbohidratlar ve niikleik asitleri yikima ugratabilir. Poliansature yag
asitlerinin oksidatif yikimi olan lipit peroksidasyonu, serbest radikallerin uyardig: hiicre

yikiminda 6nemli bir mekanizmadir. MDA, membran lipitlerindeki doymamis yag

53



asitlerinin peroksidasyonu sonucu olusan son triindiir. Oksidatif stres parametreleri ile
antioksidan sistem ve aralarindaki korelasyon son yillarda giderek ilgi odagi olmus,
oksidatif stresin gostergesi MDA diizeyleri ve antioksidanlar biyokimyasal markir
olarak bir ¢ok hastalikta arastirllmistir (Simsek 1999, Kanter vd. 2003, Lee vd. 2008,
Zeashan vd. 2008).

Yilmaz ve arkadaslarinin (2000) yaptig1 calismada ratlarda karaciger sirozu
olusturulmus ve olusturulan toksikasyonda oksidatif stresin ve LPO’nun en Onemli
gostergesi olan MDA ’nin CCl, grubunda kontrol grubuna oranla énemli derecede arttigi

tespit edilmistir.

Yapilan baska bir caligmada Liu ve arkadaslari, (2009) yine toksikasyon olusturmak
icin CCly kullanmis ve CCly grubundaki MDA diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla
daha fazla oldugunu belirlemislerdir. Ayrica, MDA diizeylerinin tedavi gruplarinda
diisiis gosterdigi kaydedilmistir.

Nigella Sativa’mn koruyucu etkisinin arastirildig1 {lhan ve arkadaslar1 (2005) tarafindan
yapilan ¢alismada, ratlarda karaciger hasari olusturulmus ve yapilan analizler sonucu
oksidatif stresin 6nemli bir markir1 olan MDA’nin tedavi gruplarinda azaldigi GPx

konsantrasyonunun ise arttig1 belirlenmistir.

Zeashan ve arkadaglar1 (2008) tarafindan in vivo karaciger toksikasyonu olusturulan
baska bir calismada kontrol ve sham gruplan karsilastirildiginda toksikasyon grubunda

MDA ’nin istatistiksel anlamda 6nemli oranda arttig1 gériilmiistiir.

Ayrica Lee ve arkadaslar1 (2008) tarafindan yapilan ¢alismada CCly ile karaciger hasari
olusturulmustur. Yapilan analizler sonucu karaciger enzimlerinin ve oksidatif stres
markir1 olan MDA diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla tedavi gruplarinda diistiigii

belirlenmistir.
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Karaciger toksikasyonu olusturulan Kurt ve arkadaslarinin (2005) yaptig1r ¢alismada
CCly toksikasyonuna karsi likopenin koruyucu etkisi arastirillmigtir. Antioksidan
enzimler olan CAT ve GPx diizeylerinin toksikasyon grubunda azaldigi, tedavi
gruplarinda ise arttig1 belirtilmistir. Ayrica MDA diizeyininde toksikasyon grubunda

onemli oranda arttig1 kaydedilmistir.

Murugesan ve arkadaglarimin (2009) yaptigi baska bir calismada toksikasyon
olusturulan ratlarda kombucha caymnin koruyucu etkisi aragtirllmistir. Karaciger
dokusunda ve plazmada incelenen MDA diizeyleri kontrol grubuna kiyasla onemli
oranda farklilik goéstermistir. Ayrica karaciger enzimlerininde toksikasyon grubunda

Oonemli oranda arttig1 belirlenmistir.

Sekil 4.1 ve Cizelge 4.1°de belirtildigi gibi sham ve CCly grubu karsilastirildiginda
MDA diizeyinin kontrol grubunda 6nemli oranda farkli oldugu goriilmiistiir (p<0.01).
Bu, CCly’lin radikal tretimini indiiklemesi sonucu LPO’ya neden oldugu seklinde
aciklanabilir. Ayrica hiicresel antioksidan savunma sistemini olumsuz etkileyerek
radikallerin ortadan kaldirilma mekanizmasini yavaslatmis ve doymamis yag asitlerine

atak yaparak LPO’yu hizlandirmis olabilecegi diistiniilmektedir.

Karacigerde sentezlenen glutatyon (GSH), glutamat, sistein ve glisinden meydana gelen
bir tripeptiddir. Basta karaciger olmak iizere pek ¢cok dokuda yiiksek diizeyde bulunur.
GSH hiicre i¢indeki onemli antioksidan molekiillerden biridir. Serbest radikaller ve
peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreyi oksidan hasara karsi korur. GSH, disiilfit’e
(GSSG) okside olarak bir antioksidan gibi davranir ve GSH/GSSG oram1 dokuda
oksidatif stresi tamimlamak i¢in kullanilir. Hiicresel GSH konsantrasyonu antioksidan
sistem tiizerinde biiyiik bir etkiye sahiptir. Oksidatif sartlar altinda GSH konsantrasyonu,
oksidatif stresten etkilenen hiicrelerden GSSG ve glutatyon konjugatlarinin salinimi ile
onemli oranda azalabilmektedir. GSH, siiperoksit ve hidroksil radikalleri ile reaksiyona
girebilir ve boylece direkt olarak serbest radikal siipiiriicii fonksiyonu gosterir. Ayrica
bazi enzimlerin substrat1 veya kofaktorii olarak da gorev yapmaktadir. GPx ve GST gibi

enzimlerin fonksiyonu icin gereklidir. Hiicrenin protein yapisindaki siilfidril (-SH)

55



gruplarini indirgenmis halde tutarak pek ¢ok proteinin ve enzimin inaktivasyonunu

engeller (Thomas 1999, Yal¢in 1998).

Hsu ve arkadaglar1 (2008) tarafindan yapilan ¢alismada Dunaliella salina’nin, karaciger
hasarinda koruyucu etkisinin arastirilmasi amaglanmistir. Toksikasyon grubunda GSH
diizeyinde azalma goriilirken, MDA diizeyinde ise artis gorilmiistiir. Ayrica SOD,
CAT ve GPx diizeyleri de kontrol grubunda azalirken tedavi gruplarinda artmistir.
Bununla birlikte karaciger enzim diizeyleri toksikasyon grubunda artmis, tedavi

gruplarinda ise azalmistir.

In vivo karaciger toksikasyonu olusturulan ¢alismada Chandan ve arkadaslari (2008)
CCly ile karaciger hasar1 olusturmus ve olusturulan toksikasyon sonucu sham grubuna
kiyasla toksikasyon grubunda GSH diizeyinin azaldigi, buna karsin bir hasar gostergesi

olan MDA diizeyinin ise arttig1 tespit edilmisdir.

Hwang ve arkadaslarinin (2009) yaptig1 bagka bir ¢aligmada toksikasyon grubunda GSH
diizeyi azalirken tedavi gruplarinda bu miktarin arttigi gozlenmistir. Ayrica MDA

diizeyinin toksikasyon grubunda arttig1, tedavi gruplarinda ise azaldigi belirtilmistir.

Cytisus scoparius bitkisinin antioksidan etkisinin incelendigi Raja ve arkadaslar1 (2007)
tarafindan yapilan c¢alismada, ratlarda CCly ile karaciger hasari olusturulmus ve
biyokimyasal parametreler analiz edilmistir. Analizler sonucu sham grubuna gore
toksikasyon grubunda, GSH diizeyinin azaldigi tespit edilmisitir. Ayrica toksikasyon
sonucu antioksidan enzimler SOD, GPx ve CAT diizeyleri de toksikasyon grubunda

azaldig1 ve tedavi gruplarinda arttig1 belirlenmistir.

Hepatoprotektif etkinin incelendigi baska bir ¢alismada (Lodhi vd. 2009) CCly ile
olusturulan karaciger hasarinda GSH konsantrasyonunun, sham grubuna kiyasla CCl,
grubunda 6nemli oranda azaldig tespit edilmisdir. Yine antioksidan enzim diizeyleride

toksikasyon grubunda azalirken, tedavi gruplarinda artis géstermistir.
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Sunulan ¢alismada ise, CCly verilen kontrol grubundaki GSH diizeyinde sham grubuna
gore istatistiksel anlamda bir fark goriilmistiir (p<0.05). Ayrica 100 mg/kg royal jelly,
CCl4+200 mg/kg royal jelly gruplart da kontrol grubuna gore (p<0.05) oraninda
farklidir. Bu sonu¢ meydana gelen toksikasyona karst metabolizmanin GSH {ireterek

toksikasyona karst koydugunu gostermistir (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.2).

Askorbik asit suda ¢dziinen en giiclii antioksidan molekiillerden biridir. Insanlarda
sentez edilemedigi i¢in diyet yoluyla alinmasi gerekir. Vitamin C yapica heksozlara
benzemekte ve organizmada kolayca dehidroaskorbik aside oksitlenmektedir.
Siiperoksit radikali, hidroksil radikali ve singlet oksijen ile kolayca reaksiyona girerek
onlan etkisizlestirmektedir. Sulu fazda bulunmasma karsin lipit peroksidasyonunu
baslatict radikalleri temizleyerek lipitleri ve membranlart da oksidatif hasara karsi
korumaktadir. Tokoferoksil radikalinin o-tokoferole indirgenmesini saglayarak E
vitamininin rejenere edilmesinde gorev alir. Kollajen sentezinde lizin ve prolin

hidroksilasyonu i¢in gereklidir (Rucker vd. 2001, Valko vd. 2007).

Dhanasekaran ve arkadaslar1 (2009) tarafindan yapilan CCly ile in vivo karaciger
toksikasyonu olusturulan ¢alismada; sham grubuna kiyasla toksikasyon grubunda
vitamin C konsantrasyonu azalirken tedavi gruplarinda ise vitamin C konsantrasyonu
artmistir. Ayrica MDA diizeyide toksikasyon grubunda oOnemli oranda artmus,

antioksidan enzimler ise toksikasyon grubunda azalmistir.

Kanter ve arkadaslar1 (2003) tarafindan yapilan Nigella Sativa’nin koruyucu etkisinin
incelendigi bagka bir ¢alismada ratlarda karaciger sirozu olusturulmus ve biyokimyasal
parametreler analiz edilmistir. Elde edilen verilerden, vitamin C diizeyinin tedavi
gruplarma kiyasla toksikasyon grubunda oOnemli oranda farklilik gosterdigi
belirlenmistir. Bununla birlikte vitamin A, vitanin E ve p-karoten diizeylerininde tedavi
gruplarinda arttig1 tespit edilmistir. Ayrica MDA diizeyininde toksikasyon grubunda

istatistiksel anlamda tedavi gruplarina oranla azaldig1 belirlenmistir.
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Calismamizda yapilan analizler sonucu elde edilen verilerden, (Cizelge 4.2, Sekil 4.4)
CCly verilen kontrol grubundaki vitamin C konsantrasyonu sham grubuna oranla
azalmasma ragmen istatistiksel bir fark bulunamamigstir. Vitamin C’nin tiim tedavi
gruplarindaki konsantrasyonunun kontrol grubuyla kiyaslandiginda anlamli bir sekilde
artmasi (p<0.01), RJ’nin koruyucu etkisinin vitamin C aktivitesini arttirdigini

gostermistir.

Hiicre ylizey bilesenleri olan glikoprotein ve glikolipitler kanser ve cesitli hastaliklarda
(karaciger sirozu, nefrotik sendrom vb.) tan1 ve tedavi i¢in olduk¢a 6nemlidir. Ciinkii
normal hiicrelerde bulunan glikoprotein ve glikolipit diizeyleri, deforme olmus
hiicrelerde bulunanlara gore farklilik arz etmektedir. Sialik asit (SA) hiicre
membranlarinda 6nemli gorevleri olan glikoprotein ve glikolipitlerin oligosakkarit
zincirlerinin son bolgelerindeki seker zincirleridir. Kanser gibi bazi hastaliklarda hiicre
yiizeyinde meydana gelen anormal degisimler, glikolipit ve glikoproteinlerin dolayisiyla
SA’nin degismesine sebep olmaktadir. SA’nin direkt olarak Ol¢lilmesi hiicrenin
davraniglar1 ve hiicre hasar1 hakkinda bilgi vermektedir (Erbil vd. 1985, Schauer vd.
1997).

Tedavide alinacak olumlu sonuglar hastaligin prognozunun kontrolii ile miimkiindiir.
Hastaligin viicuttaki diizeyi, hastaligin hangi safhasinda hangi tedavinin yapilmasi
gerektigini belli eder. Erken taniya gidebilmek, hastaligin kapsami hakkinda bilgi
edinebilmek ve hastaligin tedaviye verdigi cevabi gorebilmek icin 6l¢iilebilir degerlere

ihtiyag¢ vardir (Schwarzkopf vd. 2002).

Sillanaukee ve arkadaslarinin (1999) bobrek yetmezligi ve damar sertligi bulunan, kalp
krizi gecirmis hastalar lizerinde yaptig1 calismada; hasta bireylerin serum SA diizeyleri
saglikli bireylerle kiyaslandiginda istatistiksel anlamda ©nemli oranda fark oldugu

gozlenmis ve bu hastaliklarin seyrinde SA diizeylerindeki farkliliktan yararlanilmistir.

Naringin ve vitamin C kombinasyonun tedavi edici olarak kullanildigi Punithavathi ve
arkadaslar1 (2008) tarafindan yapilan c¢aligmada ratlarda streptozotosin ile diabet
olusturulmus ve biyokimyasal analizler yapilmistir. Analizler sonucu streptozotosin

uygulanan grupta kan glukoz seviyesi artarken, plazma insiilin diizeyinde, total
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hemoglobinde ve karaciger glikojende Onemli oranda azalma goriilmiistiir. Ayrica
diabetli ratlarin plazma, karaciger ve bobrek dokularinda heksoz, heksozamin ve SA

diizeylerinde artis 6nemli oranda artis tespit edilmistir.

Yine streptozotosin ile diabet olusturulan ratlarda yapilan bagka bir calismada Beta
vulgaris var. cicla bitkisinin etkisi incelenmistir. Diabetli grupta kan glukoz, total lipit,
LPO ve SA diizeylerinin arttig1 saptanmisitr. Tedavi gruplarinda ise bu paratmetrelerin

azaldig1 goriilmistiir (Sacan vd. 2004).

Akciger kanserli hastalarda serum total SA ve LSA diizeylerindeki yiikselmenin
arastirildigr Isbilir ve arkadaslari (2002) tarafindan yapilan calismada hasta bireyler
kontorol grubuna kiyasla SA ve LSA diizeylerinin yiliksek bulundugu belirtilmis,

SA’nin timor markirlarindan biri olarak kullanilabilecegi belirtilmistir.

Akciger kanserinde c¢oklu tiimor belirleyicilerinin analiz edildigi Karlikaya ve
arkadaslar1 (2003) tarafindan yapilan 9 tiimor belirleyicisinin analiz edildigi ¢calismada;
lojistik regresyon yontemiyle aralarinda total SA’ninda bulundugu tiimér markirlart ile

akciger kanserinin % 94.9 dogruluk pay: ile saptandigi belirlenmistir.

Benzo(a)pyrene ile akciger kanseri olusturulan farelerde piperinin serum ve dokulardaki
glikoprotein diizeylerine olan etkisinin arastirildigi ¢alismada; sham grubuna kiyasla
toksikasyon grubunda heksoz, heksozamin ve SA diizeyleri 6nemli oranda artarken,
tedavi gruplarinda ise kontrol grubuna kiyasla azalma goriilmiistiir (Selvendiran vd.

2006).

Bir kanser ilaci olan adriamycin’nin kullanildigr Deepa ve arkadaslar1 (2005) tarafindan
yapilan ¢alismada; plazma, kalp, karaciger ve bobrek dokularinda biyokimyasal
parametreler incelenmistir. Analizlerde, dokuda ve plazmada heksoz, heksozamin ve SA
diizeylerinin bobrek hari¢ toksikasyon grubunda Onemli oranda arttigi, tedavi

gruplarinda bu diizeylerin azaldigi goriilmistiir.
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Yine Sillanaukee ve arkadaslarinin (1999) yaptigi tip I ve tip II diabet ve behget
hastalig1 olan bireylerde serum SA diizeyleri, saglikli bireylere oranla artis gdstermis ve

belirlenen bu SA diizeyleri hastaligin tan1 ve tedavisinde markir olarak kullanilmigtir.

Koroner kalp hastalarinda damar tikaniklig ile total SA ve LSA diizeyleri arasindaki
iligkinin incelendigi bir caligmada; anjiyografi ile damar tikanikligi saptanmis 42
koroner kalp hastasinda ve damar tikanikligi saptanmamis 35 hastada SA ve LSA
diizeyleri dl¢lilmiistiir. Damar tikaniklig1 bulunan hastalarda total SA ve LSA diizeyleri

diger gruba oranla anlamli derecede yliksek bulunmustur (Gokmen vd. 2002).

Cetinkaya ve arkadaslarinin (2006) yaptig1r calismada felg gecirmis hastalarda birinci
giinde ve besinci giinde alinan kan Orneklerindeki total sialik asit (TSA) diizeyleri
kargilastirilmistir. Besinci glinde alinan orneklerde TSA diizeyi birinci glinde alinan
orneklere kiyasla anlamli derecede yiiksek bulunmus ve artan SA diizeylerinin koti

prognozla iliskili olabilecegini belirtilmistir.

Sunulan calismada; Cizelge 4.2 ve Sekil 4.3°de goriildiigii gibi CCly verilen kontrol
grubundaki SA diizeyinde sham grubuna gore istatistiksel anlamda bir fark goriilmiistiir
(p<0.01). Bunula birlikte artan dozdaki RJ ile tedavi edilmis gruplarda SA

konsantrasyonu normal diizeyde saptanmaistir.

RJ isci arilarimin alt ¢ene (mandibular) ve yutak altt (hypophryngeal) bezlerinden
salgilanan besin degeri ve biyolojik aktivitesi yiiksek bir iiriindiir. Kovan igerisindeki
genc larvalarm ve kralice (ana) arinin beslenmesi igin temel besin maddesidir. i¢erigini
protein, sekerler, lipidler, vitaminler ve mineraller olusturur (Cizelge 2.3). RJ; kandaki
kolesterol, toplam lipit, fosfolipit seviyelerini diisiiriici etkisi bulunmakta ve ayrica
bagisiklik sistemini giiclendirici ve genel viicut fonksiyonlarimi diizenleyici etkisi

bulunmaktadir (Meydanoglu 1985, Feng Xue vd 2007).
RJ’nin terapotik etkisi kullanilarak serum kolestrol ve trigliserid diizeylerinin

belirlenmesi amaglanan Yildiz ve arkadaslarinin (2000) yaptig1 calismada; saglikli

kisilerde RJ’nin dort hafta boyunca ile kullanimindan sonra serum kolesterol
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diizeylerinde % 10 ve trigliserid seviyelerinde ise % 38 oraninda azalma oldugu

gorilmistir.

El-Nekeety ve arkadaglarinin (2007) yaptigi calismada fumonisin ile olusturulan
karaciger ve bobrek toksikasyonuna karsi tedavi edici olarak RJ kullanilmistir. Elde
edilen sonuglar LPO’nun énemli bir markir1 olan MDA diizeylerinin artan dozda verilen
tedavi gruplarinda O6nemli oranda azaldigim1 gostermektedir. Ayrica antioksidan
enzimler olan SOD ve GPx konsantrasyonlarinin yine artan dozlardaki tedavi

gruplarinda 6nemli oranda arttig1 gorilmiistir.

Bagka bir ¢alismada, parasetamol ile olusturulan karaciger toksikasyonunda RJ’nin
koruyucu etkisi aratistilmistir. Yapilan analizler sonucu, sham grubuna kiyasla
toksikasyon grubunda MDA diizeyi Onemli oranda artis gosterirken, antioksidan
enzimler SOD, CAT ve GPx diizeyleri ise toksikasyon grubunda azalmistir. Ayrica
karaciger enzimleri toksikasyon grubunda artarken, artan dozdaki tedavi gruplarinda ise

azalmistir (Kanbur vd. 2009).

Serum total kolesterol diizeyinin belirlenmesi amaciyla Guo ve arkadaslari (2007)
tarafindan yapilan bagka bir ¢aligmada 15 goniillii kisiye 4 hafta boyunca RJ verilmis ve
analizler yapilmistir. Analizler sonucu RJ alan goniilliilerde total kolesterol ve diisiik

yogunluklu liprotein diizeylerinin kontrol grubuna oranla azaldig1 belirlenmistir.

Gogls kanserli hastalarda RJ’nin terapdtik etkisinin incelendigi Nakaya ve arkadaslari
(2007) tarafindan yapilan c¢alismada; yapilan analizler sonucu RIJ’nin kanser

hiicrelerinin biiyiimesini engelledigi ve bu hiicreleri inhibe ettigi saptanmistir.

Yapilan in vitro ¢aligmalar RJ’nin yapisinda bulunan 10-HDA’dan dolay antibakteriyel
ozelliginin bulundugunu gostermistir. Bu 6zelligi ile RJ Escherichia coli, Salmonella,

Proteus, Bacillus subtilis ve Staphlococcus aureus'un gelisimini engellemektedir

(Yatsunami vd. 1985, Yildiz vd. 2000).
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Yapilan klinik ¢alismalar, kemoterapi ve radyoterapi uygulanan losemili ¢ocuklarda
RJ’nin kilo artisginin yaninda kandaki 16kosit, notrofil ve lenfosit miktarlarin1 da

arttirdigin1 gostermistir (Kaftanoglu vd 1997).

RJ’nin 6nemli oranda igerdigi bagisiklik giiclendirici enzimler ve vitaminler sayesinde,
yapilan calismalarda LPO’yu engelledigi ve serbest radikalleri siipiiriicii etkisi oldugu
gozlenmistir (Nagai vd. 2001, El-Nekeety vd. 2007) .

Sonug olarak; RJ’nin, CCly toksikasyonunun neden oldugu LPO ve oksidatif strese karsi
antioksidan savunmada etkili oldugu goriilmiistiir. Ozellikle oksidatif stres ve LPO’nun
en Oonemli markir1 olan MDA diizeylerinin tiim tedavi gruplarinda 6nemli oranda
azalmis olmasi, vitamin C’nin ise tiim tedavi gruplarinda 6nemli oranda artmis olmasi
RJ’nin CCly toksikasyonunda ne denli etkili oldugunu ortaya koymustur. Bu koruyucu
etkinin artan dozlarda daha etkili oldugu goriilmiistiir. Antioksidan etki gosteren RJ’nin,
oksidatif strese neden olan karaciger hastaliklarinin tedavisinde destekleyici olabilecegi
diistiniilmektedir. Ayn1 zamanda elde edilen sonuglar, SA’nin CCly toksikasyonunda

onemli bir markir olarak kullanilabilecegini gostermektedir.
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