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OZET

Serbest oksijen radikalleri cesitli hastaliklarin patogenezinde ve
yaslanma siirecinde rol oynayan Kkararsiz, yiiksek reaktiviteli
molekiillerdir. Serbest oksijen molekiillerinin yani sira basta nitrik
oksit (NO) olmak iizere reaktif nitrojen tiirleri de hiicrelerin lipit,
DNA, karbonhidrat ve enzim gibi tiim onemli bilesiklerine etki
ederek hiicrelerin yapi1 ve islevlerini bozmaktadirlar. Lipit
peroksidasyonu, hiicrelerde ve dokularda serbest radikallerin
meydana getirdigi oksidatif stresin bir gostergesidir. Lipit
peroksidasyonu seviyelerinin olciilmesinde bir peroksidasyon
iriinii olan malondialdehit (MDA) kullanilmaktadir. Serbest
radikallerin hiicrelerde meydana getirdigi bu degisiklikler, hiicre
yaslanmasindaki onemli faktorlerden biridir. Askorbik asit (AA)
ise ozellikle siiperoksit ve hidroksil radikalleri ile reaksiyona
girerek serbest radikallerin hiicrelerde olusturdugu hasari

onleyebilen giiclii bir antioksidandir.

Bu calismada farkli AA konsantrasyonlarinin hiicre metabolizmasi
iizerindeki etkisinin ve hiicre yaslanmasina yol acan oksidatif

stresle miicadelede AA’nin roliiniin arastirilmasi1 amaclanmistir.



Bu amaclar dogrultusunda fibroblast hiicre Kkiiltiirlerine (L-929
cell line) 100-1000 pM arasinda degisen farkli konsantrasyonlarda
AA, 100 nM bir NO inhibitorii olan N-Nitro-L-Arjinin Metil Ester
(L-NAME) ve 1 mM H,0; uygulanmis ve bu hiicre Kkiiltiirlerinde
NO diizeyleri spektrofotometrik olarak, AA ve MDA seviyeleri ise
HPLC’de 6l¢iilmiistiir.

Sonuc¢ olarak AA, olusturulan tiim gruplarda doz bagimsiz olarak
NO miktarim1 azaltmistir. AA ve L-NAME birlikte uygulandiginda
bu iki bilesigin birbirlerinin etkilerini sadece diisiik dozlarda
antagonize ettigi tespit edilmistir. H,0,’nin ise MDA seviyelerini
arttirdigi, oksidatif stresi onlemeye calisan AA seviyelerini ise

azalttig1 saptanmistir.
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ABSTRACT

Free oxygen radicals are highly reactive and unstable molecules
which play role in aging and pathogenesis of various diseases. Free
radicals and reactive nitrogen species especially nitric oxide (NO)
effect to all important cell compounds such as lipids, DNA,
proteins, enzymes and these species impair cell structure and
function. These changes that are occured by free radicals are very

important factors for cell aging.

Ascorbic acid (AA) is a powerful antioxidant that reacts with
especially superoxide and hydroxyl radicals and prevents the
formation of free radicals in cell. In this study, it is aimed to
research the metabolism of AA on cells in various concentrations
and the role of AA on preventing oxidative stres which causes cell

aging.

In this direction, L1.-929 fibroblast cell cultures were applied
different concentrations of AA, a NO inhibitor No-Nitro-L-arginine

methyl ester (L-NAME) and H,0;. NO levels were measured by
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spectrophotometer, AA and MDA levels were measured by HPLC

in these cell cultures.

As a result, AA decreased the amounts of NO in a dose-
independent manner in all groups. We determined that when AA
and L-NAME were applied together, these two compounds
antagonised the effects of each other only in low doses. H,O;

increased MDA levels and decreased AA.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Xiv

Bu calismada kullanilmis bazi simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari

ile birlikte asagida sunulmustur.

Simgeler
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M
mg
ml
mM
nm
nmol
pl
uM

pmol

Kisaltmalar

AA
DHAA
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GMP
GTP
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SOD

Aciklama

Hidrojen peroksit
Hidoksil radikali
Siiperoksit radikali
Molar
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Mililitre
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Mikromolar

Mikromol

Aciklama

Askorbik asit
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Endotel Kaynakli Gevseme Faktorii

Guanozin Monofosfat

Guanozin Trifosfat

N-Nitro L- Arginin Metil Ester

Malondialdehit
Nitrik Oksit
Nitrik Oksit Sentaz

Stiperoksit Dismutaz



1.GIRIS

Atomlar ve kimyasal bilesikler, icerdikleri elektronlari, her bir orbitalde ikiser tane
olmak iizere zit yonlii tasirlar. Orbitallerin bu sekilde zit yonlii doyurulmasi atom ve
molekiillerin stabilitesini arttirir, reaktivitelerini azaltir. Herhangi bir atomun veya
molekiiliin dis orbitalinde bir veya daha fazla paylasilmamis elektron bulunmasi, s6z
konusu kimyasal tiirlin reaktivitesini artirir. Dis orbitalde paylagilmamis elektron

iceren tiirler Serbest Radikal olarak adlandirilir [1].

Biyolojik sistemlerde en Onemli serbest radikaller, oksijenden olusan serbest
radikallerdir. Serbest oksijen radikali biyokimyasida anahtar rolii oynayan maddeler
oksijenin kendisi, siiperoksit, hidrojen peroksit, gecis metallerinin iyonlar1 ve

hidroksil radikalidir [2].

Nitrik oksit (NO), serbest radikal 6zelligine sahip bir molekiildiir. Diger radikal
tirlerle kiyaslandiginda nitrik oksidin reaktivitesi oldukca diisiiktiir. Bunun sebebi
paylasilmamis elektronun azot ve oksijen atomlan iizerinde lokalize olmamis bir
sekilde bulunmasidir. Nitrik oksit paylasiimamis elektron tasiyan yiiksiiz bir molekiil
olmas1 bakimindan 6nemlidir. Ciinkii yiiksiiz oldugu icin membranlardan kolayca
gecebilir ve hizla reaksiyona girebilir. Nitrik oksit biiyilk bir ilgi ile organik
yapilardaki metal merkezlere baglanir. Nitrik oksidin biyolojik molekiillerle en
onemli tepkimeleri, kendiliginden oksidasyonu sirasinda olusan Reaktif Nitrojen

Tiirleri aracilif ile gerceklesir [1].

Serbest oksijen radikallerinin yani sira basta nitrik oksit olmak {izere reaktif nitrojen
tiirleri, hiicrelerin lipit, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi tim 6nemli bilesiklerine

etki ederek hiicrelerin yap1 ve islevlerini bozmaktadirlar [1].

Biyomolekiillerin tiim biiyiikk siniflar1 serbest radikallerden etkilenirler. Fakat bu
biyomolekiiller arasinda en hassas olanlar lipitlerdir. Membranlardaki kolesterol ve
yag asitlerinin doymamis baglari, serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek

peroksidasyon {iriinlerini olustururlar. Coklu doymamis yag asitlerinin oksidatif



yikim lipit peroksidasyonu olarak bilinir ve oldukca zararhidir. Ciinkii kendi kendini
devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerlemektedir. Lipit peroksidasyonu ile

meydana gelen membran hasan geri doniistimsiizdiir [1].

Lipit peroksidasyonun en onemli iiriinii malondialdehit (MDA)’tir. U¢ ya da daha
fazla cift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonunda MDA meydana gelir. Olusan
MDA, hiicre membranlarindan iyon aligverisine etki ederek membrandaki
bilesiklerin c¢apraz baglanmasina yol acar ve iyon gecirgenliginin ve enzim

aktivitesinin degisimi gibi olumsuz sonuglara neden olur [1].

Yaslanma, hiicrelerden organlara kadar tiim yapilarda fonksiyonlarin giderek azaldigi
karmagik bir siiregtir. Yaglanma siirecini ag¢iklamak icin bircok teori gelistirilmistir.
Bunlardan en 6nemlisi hiicresel yaslanmayi agiklayan serbest radikal teorisidir.
Serbest radikaller hiicrelerin yapt ve bilesenlerine zarar vererek hiicrelerin
fonksiyonlarn1 bozmaktadir. Islevlerini yerine getiremeyen hiicreler yaslanma

siirecine girmekte ve sonucta 6lmektedirler [3].

Askorbik asit (AA) suda coziinebilen c¢ok kuvveli indirgeyici ozelligi olan bir
vitamindir. Insanlar, bircok bitki ve hayvan gibi askorbik asidi sentezleyemez. Bunun
sebebi insanlarda, askorbik asit biyosentezinin son reaksiyonunu Kkatalizleyen
gulonolakton oksidaz enziminin bulunmayisidir. Bu yiizden insanlarda, askorbik
asidin disaridan alinmasi zorunludur. Askorbik asidin organizmada pek cok Oonemli
gorevi bulunmaktadir. Askorbik asidin en Onemli islevlerinden bir tanesi de suda
¢cOziinen siiperoksit, hidroksil radikalleri ve singlet oksijen ile direkt olarak
reaksiyona girebilen ve bu serbest radikallerin olusturdugu hasarlart 6nleyebilen bir

antioksidan olmasidir [4].

Tiim bu bilgiler dogrultusunda, L-929 fibroblast hiicre kiiltiirlerinde nitrik oksit
seviyelerini, malondialdehit diizeylerini ve hiicre yaslanmasina yol acan oksidatif

stresle miicadelede askorbik asidin roliinii arastirmay1 planladik.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, bir veya daha fazla ciftlesmemis elektron iceren atom veya
molekiillerdir. Bu tip maddeler, ciftlesmemis elektronlarindan dolay1 oldukca
aktiftirler.

Serbest radikaller baglica 3 temel mekanizma ile olusurlar:

1)Kovalent baglarin homolitik kirilmasi: Bir molekiilii olusturan kovalent bagin
homolitik yikilmasi sonucu, bagi olusturan iki elektronun her birinin ayr1 atomlar

tizerinde kalmasi ile serbest radikaller meydana gelmektedir.

XY — X +Y

2)Bir molekiiliin elektron kaybetmesi: Radikal 6zelligi bulunmayan bir molekiiliin

yapisindaki atomlardan birisinden elektron uzaklagtirilmasi sonucu olugsmaktadir.

X /X +¢

3)Bir molekiile elektron transferi: Bir molekiil yapisina elektron eklenmesi sonucu

reaktif 6zellik tasiyan yapilar olusmaktadir.

X + e— 5 X

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron transferi sonucunda

meydana gelirler [1].



2.1.1. Serbest radikal tiirleri
En 6nemli serbest radikaller, oksijenden olusan radikallerdir. Serbest oksijen radikali
biyokimyasinda anahtar rolii oynayan maddeler oksijenin kendisi, siiperoksit,

hidrojen peroksit, ge¢is metalleri iyonlar1 ve hidroksil radikalleridir.

Siiperoksit radikali

Oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucunda, siiperoksit anyon radikali
meydana gelir. Siiperoksit bir serbest radikalse de 6zellikle hasar olusturacak bir tiir
degildir. Bunun nedeni yar1 Omriiniin uzun olmasina karsin bulundugu yerden

uzaklagma yeteneginin az olmasidir.

Siiperoksidin asil onemi hidrojen peroksit kaynagi ve ge¢is metalleri iyonlarinin

indirgeyicisi olmasidir [1].

02 +e'—, 02'-

Canlilarda siiperoksit baslica su mekanizmalarla iretilmektedir:

1) Indirgeyici ozellikteki biyomolekiiller oksijene tek elektron verip kendileri
oksitlenirken siiperoksit radikali olusur. Hidrokinonlar, flavinler, tiyoller,
katekolaminler, ferrodoksinler, indirgenmis niikleotitler gibi biyolojik molekiiller

aerobik ortamda oksitlenirken siiperoksit yapimina neden olurlar.

2) Basta cesitli dehidrogenazlar ve oksidazlar olmak iizere, yiizlerce enzimin

katalitik etkisi sirasinda siiperoksit radikali bir iiriin olarak olusabilir.

3) Mitokondrideki enerji metabolizmasi sirasinda oksijen kullanilirken, tiiketilen
oksijenin % 1-5 kadan siiperoksit yapimi ile sonlanir. Buradaki radikal yapiminin
nedeni NADH-dehidrogenaz ve koenzim-Q gibi elektron tasiyicilarindan oksijene

elektron kacaginin olmasidir.



4) Aktive edilen fagositik lokositler bol miktarda siiperoksit iireterek bulunduklar
ortama verirler. Antibakteriyel etki i¢in gerekli olan bu radikal yapimi, daha reaktif

tiirlerin olusumunu da baslatir.

Hiicresel kosullarda iiretilen siiperoksit, oksitleyici veya indirgeyici olarak
davranabilir. Aldig1 elektronu metal iyonuna, sitokrom c’ye veya bir radikale verirse
tekrar oksijene oksitlenir. Oksijenden daha oksitleyici olan siiperoksit, bir elektron
daha alirsa peroksi anyonuna indirgenir. Bu tepkime biyolojik molekiillerin
oksidasyonuna neden oldugu i¢in tercih edilmez. Aerobik canlilarda siiperoksitlerin
hidrojen perokside cevrilmesi, katalitik aktivitesi ¢ok yiiksek bir enzim olan

siiperoksit dismutaz (SOD) tarafindan katalizlenir.

02_ + 02_ + 2H+ SOD N H202
SOD tarafindan katalizlenen bu tepkime dismutasyon tepkimesi olarak adlandirilir.
Siiperoksit, 0zellikle hafif asidik kosullarda SOD olmadan kendiliginden

dismutasyonla da H,O,’e ¢evrilebilir.

SOD enziminin yiiksek katalitik etkisi nedeniyle hiicrelerde siiperoksit birikimine
izin verilmez. Ancak cesitli patolojik durumlarda siiperoksit yapiminin artmasiyla

siiperokside 6zgii tepkimeler goriilmeye baslanir.
Siiperoksit, metal iyonlarini indirgeyerek bagli oldugu proteinlerden salinimina
neden olur. Kofaktorlerin oksidasyon diizeylerini bozar ve metal iyonlarimin katildig

hidroksil radikali yapim tepkimelerini hizlandirir [5].

Hidrojen Peroksit

Membrandan kolayca gecebilen uzun omiirlii bir oksidandir. Zayif bir indirgeyici
ajandir. Molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi veya

siiperoksit radikaline bir elektron ilave edilmesiyle hidrojen peroksit olusur [2].



02 +2e + 2H+—> H202

02 +1le + 2H+ N H202
Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksidin asil iiretimi siiperoksidin dismutasyonu ile
olur. ki siiperoksit molekiilii iki proton alarak hidrojen peroksit ve molekiiler

oksijeni olugtururlar [2].

20, 42H" —> H0,+ 0

Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadig: halde, reaktif oksijen tiirleri i¢ine girer
ve serbest radikal kimyasinda 6nemli bir rol oynar. Ciinkii siiperoksit ile reaksiyona
girerek, en aktif ve en zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikalini

olusturmak {iizere kolaylikla yikilabilir [2,5].

H>0,+ O, - _ ‘OH + -‘OH + O,

Hidrojen peroksit ozellikle proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir ile
tepkimeye girerek yiiksek oksidasyon diizeyindeki reaktif demir formlarini olusturur.
Bu formdaki demir ¢ok giiclii oksitleyici 6zelliklere sahip olup, hiicre zarlarinda lipit
peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri baslatabilir. Oksitleyici 6zelligi nedeniyle,
biyolojik sistemlerde olusan hidrojen peroksidin derhal ortamdan uzaklastirilmasi
gerekir. Bu gorevi hiicrelerdeki ©nemli antioksidan enzimler olan katalaz ve

peroksidaz enzimleri yerine getirir [2,5].

Hidroksil Radikali

Hidrojen perokside bir elektron eklenirse hidroksil radikali (‘OH) ve hidroksil
anyonu (OH) olusur.

H,0, +e + H* ,» 2 OH+OH +H0



En reaktif ve toksik etkili radikal olan hidroksil radikali, hidrojen peroksidin

siiperoksit ile reaksiyona girdigi Haber-Weiss tepkimesi ile olugur.
H202 + 02 *+ H+ - > ‘OH + H20 + 02

Ayni reaksiyon gecis metalleri araciligi ile Fenton tepkimesiylede gerceklesmektedir.

Fenton tepkimesini katalizleyen en reaktif metal iyonlar1 demir ve bakirdir.
Fe” +0,- Fe" + 0,

—_
Fe”+H,0, _— , Fe"+ -OH+OH

Biyolojik sistemlerin tanidig1 en reaktif tiir olan hidroksil radikali, su dahil ortamda
rastladigi her biyomolekiille tepkimeye girer. Hidroksil radikalinin tepkimeleri

baslica:

a) Elektron transfer tepkimeleri
b) Hidrojen ¢ikarma tepkimeleri

c¢) Katilma tepkimeleri’dir.

Biitiin bu tepkimeler, hidroksil radikalinin paylasgilmamis elektron igeren dis
orbitaline elektron alma ilgisinden kaynaklanir. Katilma tepkimeleri, 6zellikle
elektronca zengin molekiillerle (piirin ve pirimidin bazlari, aromatik amino asitler)
gerceklesir. Hidroksil radikalinin organik molekiillerden hidrojen atomu alarak suya
indirgendiginde tepkime, hidrojen ¢ikarma tepkimesi olarak bilinir. Hidroksil
radikali ile olusan en iyi tamimlanmis biyolojik hasar, lipit peroksidasyonu olarak

bilinen zincir reaksiyonudur [2,5].

Singlet Oksijen

Ozellikle oksijen serbest radikalleriyle sikca birlikte anilan bir diger nonradikaldir.

Eslenmemis elektron tagimamaktadir. Serbest radikal reaksiyonlar1 sonucu meydana



gelebildigi gibi serbest radikal reaksiyonlarinin baslamasina da sebep olmaktadir.
Oksijenin elektronlarindan birinin enerji alarak kendi spininin ters yoniinde olan
baska bir orbitale yer degistirmesiyle olusur. Oksijenin bu enerji alan reaksiyonu

sonucunda iki tip singlet oksijen {iretilir:

a) Sigma singlet oksijen: Enerjisi daha fazladir ve ¢cok kisa 6miirlidiir.
b) Delta singlet oksijen: Daha uzun 6miirliidiir ve gdzlenen kimyasal reaksiyonlardan

esas sorumlu form oldugu kabul edilmektedir.

Singlet oksijen diger molekiillerle etkilestiginde ya icerdigi enerjiyi transfer eder ya
da kovalent tepkimelere girer. Ozellikle karbon-karbon ¢ift baglari singlet oksijenin
tepkimeye girdigi baglardir. Doymamis yag asitleri ile de dogrudan tepkimeye
girerek peroksil radikalini olusturur ve hidroksil radikali kadar etkin bir sekilde lipit

peroksidasyonunu baslatabilir [2,5].

Peroksil Radikali

Karbon merkezli radikaller lipit, niikleik asit, karbonhidrat veya protein gibi
biyolojik molekiillerle okside edici hidroksil radikalinin reaksiyonu ile olusur. Bunlar
cok hizli bir sekilde peroksil radikalini (ROO-) olusturur. Peroksil radikali lipit
peroksidasyonunu baglatir. Bu peroksil radikalinden alkoksil (RO-) radikalleri de
olusabilir. Siilfiir atomu serbest radikal merkezinde olursa tiyil radikali (RS-) olarak

adlandirilir [2,5].

2.1.2. Serbest radikallerin kaynaklari

Biyolojik Kaynaklari

Aktive olmus fagositler

v

v Radyasyon
v Aligkanlik yapan maddeler
v

Antineoplastik ajanlar



v Cevresel ajanlar (Hava kirliligi yapan fotokimyasal maddeler, hiperoksi,
pestisitler, sigara dumani, solventler, anestezikler, aromatik hidrokarbonlar)

v' Stres

Intraselliiler Kaynaklari

v' Mitokondriyal Elektron Transportu
v" Endoplazmik Elektron Transportu

v Mikrozomal Elektron Transportu

v' Kiiciik Molekiillerin Otooksidasyonu

Oksidan Enzimler

Ksantin Oksidaz
Siklooksijenaz

Lipooksijenaz

Galaktoz Oksidaz

NSRRI

Monoamino Oksidaz

2.1.3. Hiicrelerde serbest radikal iiretimi

Iyonize radyasyonun etkisi gibi nadir durumlar diginda serbest radikaller hiicrelerde
genellikle elektron transfer reaksiyonlariyla tiretilir. Bu reaksiyonlar ya enzimin
etkisiyle ya da gecis metal iyonlarinin redoks reaksiyonuna girmesiyle nonenzimatik
olarak gerceklesir Normal sartlar altinda hiicrelerdeki esas serbest radikal kaynagi
elektron transport zincirinden elektron sizintisidir. Mitokondri i¢ zarina yerlesmis
olan oksidatif fosforilasyon zinciri bilesenleri biiyiikk oranda indirgendigi zaman
mitokondriyal siiperoksit iiretimi artar. Endoplazmik retikulum ve niikleer
membranda ise serbest radikal {iretimi membrana bagli sitokromlarin
oksidasyonundan kaynaklanir. Birgok enzimin katalitik sikluslar1 sirasinda da serbest
radikaller agiga cikar. Bu enzimlerden biri ksantin oksidaz olup normalde NAD

bagimli dehidrogenaz olarak etki eder ve herhangi bir serbest radikal iiretimine neden
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olmaz. Fakat in vivo olarak olusturulan iskemi, enzimin dehidrogenaz formundan
oksidaz formuna doniismesine ve siiperoksit radikalinin iiretimine sebep olur.
Aldehit oksidaz yapi itibariyle ksantin oksidaza benzer ve substratlarinin ¢ogu ayni
olup, siiperoksit radikali iiretir. Benzer sekilde dihidroororat dehidrogenaz,
flavoprotein dehidrogenaz, aminoasit oksidaz ve triptofan dioksijenaz gibi enzimler

de radikal olugmasina sebep olurlar.

Aktive olmus fagositler, bakterisidal rollerinin sonucu olarak plazma
membranlarindaki NAD(P)H oksidaz ile siiperoksit iiretirler. Fagositik hiicrelerin
uyarilmas1 sonucu olusan yabanci partikiilleri tamima ve reaksiyon serisi solunumsal
patlama olarak adlandirilir. Solunumsal patlama hedef hiicrelerin yikimi i¢in hiicreye
okside edici ajanlar saglar. NADPH oksidaz enzimi aktive oldugunda plazma
membram veya dig yilizeyde oksijen elektronlarmi alir ve siiperoksit radikali

olusturur.

20,+NADPH ——— ——* 20, -+ NADP" + H*
NADPH oksidaz

Daha sonra siiperoksit, siiperoksit dismutaz ile hidrojen perokside doniistiiriiliir.
Notrofil ve monositler primer lizozomal graniillerde bir hem enzimi olan
myeloperoksidaz igerirler. Hidrojen peroksidin myeloperoksidaz ve bir halit iyonu
(kloriir, iyodiir, bromiir) ile tepkimesi gii¢lii antimikrobiyal etki gosteren hipohal6z

asitleri (XOH) olusturur.

H,0,+X + H ———» XOH + H,O
Myeloperoksidaz

Peroksizomlar ¢cok 6nemli hiicre i¢i hidrojen peroksit kaynaklaridir. Bu organeldeki
D amino asid oksidaz, iirat oksidaz, L-hidroksi asit oksidaz ve yag asidi a¢il-CoA
oksidaz gibi oksidazlar siiperoksit iiretmeden bol miktarda hidrojen peroksit
tiretimine neden olurlar. Ancak peroksizomlarda katalaz aktivitesi ¢ok yiiksek

oldugundan hidrojen peroksit biiyiik Olciide elimine edilir. Hayvan hiicrelerindeki
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siiperoksidin bir baska kaynagi da askorbik asit, tiyoller, adrenalin ve flavin
koenzimleri gibi bazi bilesiklerin otooksidasyonudur. Hiicrelerdeki serbest radikal
iretimi, baz1 yabanci toksik maddeler tarafindan da biiyiik oranda arttirilabilir. Bu
maddeler ya dogrudan serbest radikal iiretir ya da antioksidan aktiviteyi diisiiriirler.

Bu tip maddeler 4 grupta toplanirlar:

1) Toksinin kendisi bir serbest radikaldir. Kirli havanin koyu rengini veren azot
dioksit gazi (NO;) buna bir 6rnektir. Bu radikal iyi bir lipit peroksidasyonu

baslaticisidir.

Lipit-H + NO, __ , Lipit+HNO,

2) Toksin bir serbest radikale metabolize olur. Mesela bir toksik madde olan karbon
tetra kloriir karacigerde sitokrom P-450 tarafindan triklorometil serbest radikaline

doniisiir.

cCl, ____ , CChL+CI
P-450

CC13 + 02 B —— CC1302

Boylece reaktif serbest radikal iiretimi, karacigerde antioksidan savunmalar1 asar. Bu

da hiicresel membranlarin oksidatif yikimi ve ciddi doku hasari ile sonuclanir.

3) Toksinin metabolizmasi sonucu serbest oksijen radikali meydana gelir. Bunun
tipik bir 6rnegi paraquattir. Ozellikle karacigerde biriken paraquat, bir serbest
radikale indirgendikten sonra tekrar yiikseltgenerek rejenere edilirken beraberinde

oksijen indirgenir. Boylece bol miktarda siiperoksit iiretilmis olur.

4) Toksin antioksidan aktiviteyi diisiiriir. Mesela parasetamoliin karacigerde sitokrom
P-450 tarafindan metabolizmasi1 sonucu glutatyonla reaksiyona giren ve glutatyonun

miktarini azaltan bir tiriin meydana gelir.
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Bir hem proteini olan sitokrom P-450 bir ¢cok endojen bilesigin ve ksenobiyotigin
hidroksilasyonunu katalizler. Bu reaksiyonlarda oksijen kaynagi olarak molekiiler
oksijeni kullandig1 gibi peroksitleri de kullanabilir. Boylece bir peroksidaz gibi etki
eder. Ancak alkol ve asetonla indiiksiyonunda oldugu gibi bazi hallerde sitokrom P-

450 asir1 miktarda siiperoksit iireten bir izoenzime doniistir.

Arasidonik asit metabolizmas1 da reaktif oksijen metabolitlerinin Snemli bir
kaynagidir. Fagositik hiicrelerin uyarilmas1 fosfolipaz ve protein kinazin
aktivasyonuna ve plazma membraninda arasidonik asit salinimina yol acar.
Arasidonik asidin enzimatik oksidasyonuyla da cesitli radikal ara iiriinleri meydana

gelir [5,6].

2.1.4. Serbest radikallerin biyolojik etkileri

Organizmada olusan serbest radikaller dogal antioksidan sistemlerle ortadan
kaldirilamazlarsa hiicreler i¢in toksik etki gosterirler. Serbest radikaller hiicrelerin
lipit, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi tiim 6nemli bilesiklerine etki ederler.
Mitokondrideki aerobik solunumu ve kapiller permeabiliteyi bozar, hiicrelerin
potasyum kaybini ve trombosit agregasyonunu arttirirlar. Proteaz, fosfolipaz, elastaz,
siklooksijenaz, ksantin oksidaz, lipooksijenaz gibi litik enzimleri aktiflestirirken,

alfa-1 antitripsin gibi baz1 savunma sistemlerini inaktive ederler.

Proteinler Uzerine Etkileri

Proteinlerin serbest radikallerden etkilenme dereceleri amino asit bilesimlerine
baghdir. Doymamis bag ve siilfiir ihtiva eden molekiillerin serbest radikallerle
reaktivitesi yiiksek oldugundan triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin, metiyonin,
sistein gibi amino asitlere sahip proteinler serbest radikallere karsi oldukca
duyarhdirlar. Ozellikle siilfiir radikalleri ve karbon merkezli radikaller meydana
gelir. Bu reaksiyonlar sonucu immiinoglobin G ve albiimin gibi fazla sayida disiilfit

bagi bulunduran proteinlerin ii¢ boyutlu yapilar1 bozulur.
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Serbest radikaller amino asitlerin oksidasyonunun yaninda peptit baglarinin
hidrolizine ve ¢apraz baglarin olusumuna sebep olabilir. Bunun sonucunda enzimler
fonksiyon kaybina ugrayabilirler. Ornegin Ca*™*ATPaz ve Na-K ATPaz, tiyol
gruplariin oksidasyonu ile aktivite kaybina ugrarlar. Boylece hiicre ici ve hiicre dig
iyon dagilimi bozulur. Proteinler iizerindeki hasarin artmasi hiicre canliligini etkiler

[6,7].

Niikleik Asitler ve DNA Uzerine Etkileri

Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller, DNA’y1 etkileyerek hiicrede
mutasyona ve Oliime yol acarlar. Sitotoksisite, bilyiikk oranda niikleik asit baz
modifikasyonlarindan dogan kromozom degisikliklerine veya DNA’daki diger
bozukluklara baghdir. Hidroksil radikali, deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona

girer ve degisikliklere yol acar.

Aktive olmus notrofillerden kaynaklanan hidrojen peroksit membranlardan kolayca
gecerek ve hiicre cekirdegine ulasarak DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hatta
hiicre oliimiine yol acabilir. Bu yiizden DNA, serbest radikallerden kolayca zarar

gorebilen onemli bir hedeftir.

Karbonhidratlar Uzerine Etkileri

Serbest radikallerin karbonhidratlar iizerine de Onemli etkileri vardir.
Monosakkaritlerin  otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksitler ve
okzoaldehitler meydana gelirler. Okzoaldehitler; DNA, RNA ve proteinlere
baglanabilme ve aralarinda c¢apraz baglar olusturabilme ozelliklerinden dolay1
antimitotik etki gosterirler. Boylece kanser ve yaslanma olaylarinda rol oynarlar.
Karbonhidrat oksidasyonunun bir iiriinii olan gliokzalin da hiicre boliinmesini inhibe

ettigi bildirilmistir [1,7].
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2.2. Lipit Peroksidasyonu

Serbest radikaller, savunma mekanizmalarinin kapasitesini asacak oranda olustuklar
zaman organizmada cesitli bozukluklara yol acarlar. Biyomolekiillerin tiim biiyiik
siniflart serbest radikaller tarafindan etkilenirler, fakat lipitler en hassas olanlaridir.
Membrandaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest radikallerle
kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon iiriinleri olustururlar. Coklu doymamis yag
asitlerinin oksidatif yikimi lipit peroksidasyonu olarak bilinir ve olduk¢a zararhdir.
Ciinkii kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler. Lipit

peroksidasyonu ile meydana gelen membran hasari geri doniistimsiizdiir.

Lipit peroksidasyonu, organizmada olusan bir serbest radikal etkisi sonucu membran
yapisinda bulunan c¢oklu doymamis yag asidi zincirinden bir hidrojen atomu
uzaklastirilmasi ile baglar. Bunun sonucu yag asidi bir lipit radikali niteligi kazanir.
Olusan lipit radikali dayaniksiz bir bilesiktir ve bir dizi degisiklige ugrar. Lipit
radikalinin molekiiler oksijenle etkilesmesi sonucunda lipit peroksil radikali
meydana gelir. Lipit peroksil radikalleri, membran yapisindaki diger c¢oklu
doymamis yag asidlerini etkileyerek yeni lipit radikallerinin olusumuna yol acarken,
kendileri de aciga cikan hidrojen atomlarini alarak lipit hidroperoksitlerine

doniigiirler. Boylece olay kendi kendine katalizlenerek devam eder.

Lipit peroksidasyonu ya toplayici reaksiyonlarla sonlandiriir ya da otokatalitik

yayilma reaksiyonlariyla devam eder.

Plazma membrami ve organel lipit peroksidasyonu, serbest radikal kaynaklarinin
hepsiyle stimiile edilebilir ve metallerin varliginda artar. Bu metaller redoks
katalizorii olarak gorev yaparlar ve siiperoksit ve hidrojen peroksitin daha giiclii

oksidanlara doniisiimiinii katalizlerler [1,8].

Lipit peroksidasyonu sonucu olusan lipit hidroperoksitlerinin yikimi, gecis metalleri
iyon katalizini gerektirir. Lipit hidroperoksitleri yikildiginda ¢ogu biyolojik olarak

aktif olan aldehitler olusurlar. Bu bilesikler ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler
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ya da baslangigtaki etki alanlarindan diffiize olup hiicrenin diger boliimlerine hasar
yayarlar. U¢ veya daha fazla cift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonunda
tiobarbiitirik asitle Olgiilebilen malondialdehit meydana gelir. MDA yag asidi
oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif bir indikatori degildir fakat lipit

peroksidasyonunun derecesiyle iyi korelasyon gosterir.

Lipit peroksidasyonu ¢ok zararli bir zincir reaksiyonudur. Direkt olarak membran
yapisina ve indirekt olarak reaktif aldehitler iireterek diger hiicre bilesenlerine zarar
verir. Bdylece bir¢ok hastaliga ve doku hasarina sebep olur. Lipit radikallerinin
hidrofobik yapida olmasi yiiziinden reaksiyonlarin ¢ogu membrana baglh
molekiillerle meydana gelir. Membran permeabilitesi ve mikroviskositesi ciddi
sekilde etkilenir. Peroksidasyonla olusan malondialdehit, membran bilesenlerinin
capraz baglanma ve polimerizasyonuna sebep olur. Bu da deformasyon, iyon
transportu, enzim aktivitesi ve hiicre yiizey bilesenlerinin agregasyonu gibi intrinsik
membran Ozelliklerini degistirir. Bu etkiler, malondialdehitin mutajenik, genotoksik

ve karsinojenik olmasin1 agiklar [8,9,10].

2.3. Nitrik Oksit

Nitrik oksit, renksiz bir gaz olup, serbest radikal ozelligine sahip basit bir
molekiildiir. Radikallerin en O©Onemli 0zelligi, paylasilmamis elektron icerigi
nedeniyle ¢ok reaktif olmalaridir. Oysa paylagilmamis elektron i¢cermesine ragmen
diger radikal tiirlerle kiyaslandiginda, NO’in reaktivitesi oldukca diisiiktiir. Bunun
baslica nedeni paylasilmamis elektronun N veya O atomlan iizerinde lokalize

olmamasi fakat iki atom iizerinde delokalize olmus bir durumda bulunmasidir.

[k olarak Furchgott ve Zawadzki tarafindan 1980 yilinda tavsan aort halkasinda
saglam endotelde asetil kolin etkisiyle gevseme yanit1 olusturan bir maddenin varlig
fark edilmistir. Bu maddeye endotel kaynakli gevsetici faktor (EDFR) adi verilmistir.

Daha sonra bu maddenin Nitrik Oksit oldugu anlagilmistir.
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Nitrik Oksit eslenmemis bir elektron tastyan yiiksiiz bir molekiil olmasi bakimindan
onemlidir. Ciinkii yiiksiiz oldugu i¢in membranlardan kolayca gegebilir ve
eslesmemis elektrona sahip olmasi nedeni ile de hizla reaksiyona girer. Yar1 émrii

20-30 sn’dir [1,11].

2.3.1. Nitrik oksit biyosentezi ve Nitrik oksit sentaz enzimleri

Nitrik oksit sentezi i¢in kullanilan 6nciil biyomolekiil arjinin amino asitidir. Nitrik
oksidin sentezi, nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi iizerinde iki basamakta gerceklesir.
Tepkimenin ilk basamaginda N-Hidroksi Arjinin (N-OH-Arjinin) olusur. Bu ara iiriin
oldukga stabildir ve istenirse tepkime ortamindan izole edilebilir. Enzime siki1 bagh

olan ara iiriin ikinci agsamada sitrulin ve nitrik oksite gevrilir.

L-zrginin

WNADPH

Os
NOS

NADP* .::‘:j[:ff’
Hz0
HNY.OH-L-arginin

NADPH |
©d

NOS

NADP
HyO

L-zitrulin O

Sekil 2.1. Nitrik oksit sentezi [13]

Bu reaksiyon i¢in ortamda oksijen, NADPH, FAD, FMN ve tetrahidrobiopteridin
bulunmasi gerekir. Enzimatik nitrik oksit sentezi, birer monooksijenaz aktivitesi
sayesinde gerceklesir. nitrik oksit sentaz enzimi tarafindan 1 mol arjininden 1 mol

nitrik oksit sentezi i¢in, 2 mol oksijen ile 1,5 mol NADPH kullanilir [12,13].



17

Arjininden NO sentezi sadece insanlara 6zgii bir olay degildir. Insan disinda, biitiin
memeliler dahil olmak iizere ¢ok cesitli canh tiirleri NO sentezlemekte ve cesitli
biyolojik etkileri i¢cin kullanilmaktadir. Arjininden kaynak alan NO sentazin kuslar,

baliklar, omurgasizlar ve hatta bitkiler ve bakterilerde de bulundugu gosterilmistir.

Nitrik oksit sentezleyen NOS enziminin 3 izoformu vardir. Bunlar;

1. Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz (e-NOS)
2. Noronal Nitrik Oksit Sentaz (n-NOS)
3. Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz (i-NOS)

Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz zarsal bir enzimdir. Ilgili geni 7.kromozom iizerinde
bulunmaktadir. Endotel kaynakli gevseme faktoriiniin sentezinden sorumludur.
Aktivitesi Ca™/kalmodulin bagimlidir. Kisa siireli NO sentezini katalizler. Aktivitesi
dusiiktiir. Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz; mast hiicreleri, plateletler, pankreasin beta

adaciklarinda, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde bulunur.

Noronal Nitrik Oksit Sentaz, ise merkezi sinir sistemi ve noronlarda haberci molekiil
olarak kullanilan NO’in iiretiminden sorumludur. Ilgili geni 12.kromozom iizerinde
bulunmaktadir. Aktivitesi Ca"*/kalmodulin bagimlidir. Diisiik miktarlarda nitrik oksit

iiretebilir [13,14].

NOS enziminin indiiklenebilir olan izoformu ise alt birim olarak kalmoduline ihtiyag
duyar. Aktivitesi igin hiicre igi kalsiyum derisiminin artmasi gerekli degildir. Ilgili
geni 17.kromozom iizerinde bulunmaktadir. iNOS sitoplazmik bir enzimdir. Uzun
siireli NO sentezini katalizlerler. Enzim aktivitesi yiiksektir. Bu izoform ilk olarak
makrofajlardan saflastirilmistir. iNOS enziminin sentezini lipopolisakkaritler gibi
cesitli bakteriyel iiriinler ile inflamatuar sitokinler (interferon gama, IL-1, IL-2, TNF-
a gibi) indiikler. iNOS sadece fagositik Iokositlere 6zgii olmayip; uygun indiiksiyon
saglandiginda biitiin ¢ekirdekli hiicreler bu enzimi sentezleme yetenegine sahiptir

[13,14].
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2.3.2. Nitrik oksidin tepkimeleri

Reaktif 6zelligi nedeniyle, iiretildigi andan itibaren NO’in tepkimeleri ve difiizyonu
es zamanli olarak gerceklesir. Uretilen NO hedef molekiillere baglanabilir veya
oksijen ve siiperoksit ile tepkimeye girerek reaktif nitrojen oksit tiirevlerini (NO)
olusturabilir. Difiizyonla etkisini gosterebilecegi gibi komsu hiicrelere veya dolasima
da gecebilir. Alyuvarlara ulasabilen NO, oksihemoglobin ile tepkimeye girerek nitrata
oksitlenir. Bu tepkime NO’i ortamdan uzaklastiran en etkili mekanizmadir. Nitrik
oksit aerobik ortamda oksitlenerek kendi derisimini azaltir. Olusan yeni nitrojen oksit
tiirlerinin biyomolekiillerle tepkimesi ¢ok hizlidir ve bu tiirler sonunda nitrit ve nitrat
gibi daha stabil iiriinler olustururlar. NO derisimi arttikca oksidasyon tepkimeleri de
hizlandigindan NO’in yar1 Omrii ve difiizyonu da azalir. Ancak oksidasyon
tepkimeleri ile olusan reaktif tiirleri biyomolekiillerle tepkimeye girdiginden, NO

iretimindeki artis onun sitotoksik etkilerini de arttirir [15].

2.3.3. Nitrik oksidin biyolojik fonksiyonlara etkileri

Nitrik oksitin ilk kesfedildigi 1980’lerin basindan bu yana gecen kisa siirede cok
onemli gelismeler olmus ve bu maddenin memelilerde oldukca ©nemli biyolojik
etkilerinin bulundugu gosterilmistir. Yapilan calismalara gore nitrik oksit viicutta
endojen olarak iiretilmekte ve hem fizyolojik hem de patolojik bir¢cok siirecte etkin

olarak rol almaktadir [11].

Nitrik oksidin diizenleyici etkileri

Sinir sistemindeki norotransmitér fonksiyonunda ve diiz kaslarin gevsemesinde,
Iokositlerin endotel hiicrelerine yapismalar1 ve inflamasyonda oldugu dokuya gog
etmesinde, trombositlerin hiicre yiizeyine yapisma ve tutunmalarinin inhibisyonunda,
damar gecirgenliginin kontroliinde, penis ereksiyonunda, immiin sisteminin
kontroliinde, barsak ve bobreklerde tuz ve su emiliminde de nitrik oksitin regiilator

fonksiyonlara sahip oldugu gosterilmistir [15].
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Nitrik oksidin koruyucu etkileri

Antiinflamatuar etkisi vardir. Doku ve hiicreleri cesitli bilesiklerin sitotoksik
etkilerine kars1 korur. Bu koruyucu etkisini, l6kositlerin hiicre yiizeyine tutunmalari
ve yapismalarini inhibe ederek gosterir. TNF toksisitesine karsi hiicreleri koruyucu
etkiye sahiptir. Cigneme, tiikiiriikk ve mide asit artis1 ile mideden NO salinimi uyarilir.
NO, histamin salgisin1 inhibe ederek asit salgisin1 baskilar. Ayn1 zamanda mukozal

kan akimini arttirarak koruyucu bir rol oynar [16].

Nitrik oksidin sitotoksik etkileri

Normal fizyolojik homeostatik kontrolde gorev alan nitrik oksit, ¢esitli inflamatuvar
olaylar ve hastaliklarda sentezi artar ve sonugta doku hasarlaria katkida bulunur.
Ateroskleroz, artrit, doku enfeksiyonlari, dejeneratif noronal hastaliklar, diyabet ve
pek cok diger hastaliklarda nitrik oksit sentezi artar ve iretilen nitrik oksit doku
hasarlarina dogrudan katkida bulunur. Nitrik oksitten kaynaklanan reaktif azot tiirleri;
enzim fonksiyonlarinin inhibisyonlarina, DNA parcalanmalarina, zar lipitlerinin
oksidatif yikimina, hiicresel antioksidanlarin tiiketimine, radyasyon, alkilleyici ajanlar

ve toksik metallere duyarliligin artmasina neden olur [15,16].

Nitrik Oksidin dogrudan ve dolayl etkileri

Dogrudan Etkileri

Nitrik oksitin diisiik derisimlerinde (1uM’1n altinda) goézlenen etkileri "Dogrudan
Etkileri " olarak adlandirilir. Nitrik oksitin dogrudan etkilerini, bu molekiiliin in vivo
kosullarda biyomolekiillerle tepkimeye girerek neden oldugu etkiler olusturur.
Koruyucu ve diizenleyici etkileri NO’in dogrudan etkileridir. Diisiik derisimdeki NO

daha uzun 6miirlidiir ve oksijen ile tepkimeleri daha yavastir.
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Dolayli Etkileri

Nitrik oksitin fizyolojik fonksiyonlart i¢in gerekli olan derisimin {iistiindeki yiiksek
derisimdeki (1uM’in iistiinde) goriillen etkileri ise “Dolayli Etkileri”dir. NO’in
dersiminin artmasi ile O, ile tepkimeleri hizlanir. Ancak NO’in oksijenli ortamda
oksidasyonu ile reaktif tiirler olusur. Bu reaktif tiirler biyolojik molekiillerle

tepkimeye girerek dolayl etkilerinin ortaya ¢ikmasina neden olurlar [17,18].

Nitrik oksidin damarlar iizerine etkileri

NO’nun diiz kas hiicresindeki guanilat siklaz enziminin demir iceren hem
molekiiliindeki demir atomuna baglanmakta, molekiiliin ii¢ boyutlu konfigiirasyonunu
degistirerek, enzimin aktif hale gelmesini saglamaktadir. Aktiflesen enzim de
guanozil tri fosfat’tan (GTP) siklik guanozil mono fosfat (cGMP) yapimim artirmakta
ve bu maddenin fizyolojik etkisiyle diiz kas hiicresinde gevseme meydana
gelmektedir. Bu mekanizmayla olusan diiz kas gevsemesi damarlarda genislemeye
yol a¢cmaktadir [31,34]. Endotelyal NO sisteminin ateroskleroz, hiperkolesterolemi,
hipertansiyon, diyabet ve sigara icimine bagli olarak geriledigi ve bu patofizyolojik
siregler sonunda NO’in organizmadaki olumlu damarsal etkilerinin azaldig

bildirilmistir [19,20].

2.4. Hiicre Dongiisii

Eseyli ¢ogalan organizmalarin esey hiicrelerinin digindaki tiim somatik hiicreleri
mitozla boliinerek olusur. Mitotik boliinme tam bir organizmayi olusturmak ve
yaslanan, hasar goren ya da o6len hiicrelerin yerini almak amaciyla yapilir. Mitotik
hiicre dongiisiniin tek hedefi bir 6nciil hiicreden bir boliinmeyle genetik benzerligi
olan iki hiicreyi olusturmaktir. Hiicre dongiisiiniin siiresi organizma tiiriine gore
degisir. Omegin bakteriler 20 dakika, maya hiicresi 1,5-2 saat, memeli hiicresi ise 24

saatte boliiniir. Hiicre dongiisii iki evrede gerceklesir;

1.Boliinme icin dongiiyii baslatmaya karar verme ve hazirlanma (interfaz)
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2.Hiicre boliinmesi (mitotik ve sitoplazmik boliinme)

Hiicre dongiisiinde bu olaylarin gerceklesmesi, asamalara karar verilmesi ve bu

asamalarin kontroliine baglidir. Dongiiniin asamalar1:

G1 evresi: Biiyime icin hazirlik evresidir. DNA’da hasar varsa onarimi yapilir.

Hiicreler icin gerekli RNA ve proteinler sentezlenir.

S evresi: DNA sentezinin basladig1 evredir. DNA sentezi yapilarak DNA miktart iki

katina cikar.

G2 evresi: Kromozomal yogunlagmanin goriildiigii evredir.

Son olarak da mitotik boliinmeyi (M) kapsar. Interfaz sonrasi mitotik boliinme,
cekirdek boliinmesi ve ardindan sitoplazma boliinmesi olaylarmi igerir. Bu
asamalarin kapilar1 bazi molekiiler zamanlama ve kontrol olaylarinin olusumuna gore
acilir ya da kapanir. Hiicre dongiistiniin siiresini asil olarak G1 (12 saat) ve biraz da
G2 evresi (3-4 saat) belirler. iki boliinme arasindaki siire hiicrenin hangi amag igin,
ne zaman ve ne kadar hizla boliinmesi gerektigiyle baglantilidir. Ornegin, zigottan
sonraki embriyoyu olusturacak ilk hiicreler G1’de beklemeksizin DNA sentezi ve
ardindan mitotik boliinme ve tekrar DNA sentezi ve tekrar boliinme seklinde hizli bir
hiicre dongii siirecine girer. Boliinmenin yapilmayacag: ileriki donemlerde hiicreler
G1 iginde, Go olarak bilinen bir bekleme dénemine (restriction point) girer. Ornegin,
yeterli sayida ve farklilagmasini tamamlamis kas, sinir ya da karaciger hiicreleri
Go’da bekler. Bunlardan karaciger hiicresi uyariy1 aldiginda boliinmeyi baglatir ve
¢ok uzun bir siire sonunda da olsa boliinmeyi tamamlar. Kas ve sinir hiicreleri ise hep

Go’da kalir. Kanser hiicreleri bu evreye hemen hemen hig¢ takilmaz.

G1 sonrasi okaryotlarda yaklasik 8-9 saatlik bir siirede (S evresinde) DNA sentezi
yapilir, sentriol cifti dublike olur. Bu siirenin bitiminde G2 baslar. G2 kontrol

noktasi, sentezi tamamlanmamis ya da hasarli DNA’ya c¢ok duyarhidir. DNA
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bolgelerinde sentezi yapilamamis ya da hatali sentez varsa onarilir ve mitoz boliinme

icin hazirhk yapilir [21].

Sekil 2.2. Hiicre dongiisii [21]
2.5. Yaslanma

Yaglanma her canlida goriilen, tiim islevlerde azalmaya neden olan ve siiregelen bir
siirectir. Organizmanin molekiil, hiicre, doku, organ ve sistemler diizeyinde, zamanin
ilerlemesi ile ortaya c¢ikan, geriye doniisii olmayan yapisal ve fonksiyonel

degisikliklerin tiimiidiir.

Yaslanmaya 0zgii degisikliklerle ilgili molekiiler diizeyden organ sistemlerinin

fonksiyonlarina kadar bircok teori tiretilmistir;

1-Somatik mutasyon teorisi: Somatik hiicrelerde yasam boyu biriken mutasyonlar
bircok hastaliga neden olur. Ornegin onkojenik mutasyonlarin somatik hiicrelerde
yasam boyu birikmesi kanser goriilme oramini yas ilerledik¢e arttirir. Somatik
mutasyon teorisi mitokondrial DNA mutasyonlarim1 da kapsayacak sekilde

genisletilmigtir.

2-Serbest radikal teorisi: Bu teoriye gore endojen olarak iiretilen yiiksek
reaktivitedeki serbest radikaller somatik mutasyonlara ve protein hasarina yol acar.
Serbest radikallerden olan oksidatif degisiklikler yasliligin dejeneratif hastaliklarinda

artan bir oneme sahiptir.
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3-Hiicre yaslanmas1 teorisi: Hiicre proliferasyonunu kontrol eden genler klonal
yaslanmanin sebeplerindendir. Hiicre yaslanmasi kromozom uglarinda telomer
bolgesindeki DNA kayiplarin1 da kapsar. Programli hiicre 6liimii yani apoptoz da
yaslanma ile ilgilidir. Hiicre 6liimii ayrica iskemi ya da toksinler gibi nedenlerle de

olabilir. Buna "nekrotik hiicre olimi" denir.

4-Immiinolojik teori: Bu teoriye gore yaslanmanin nedeni yasla birlikte bagisiklik
sistemindeki zayiflamadir. Yaslanma ile birlikte goriilen primer immiin yanit
zayiflamasi viicudu infeksiyonlara duyarl kilar. Ayrica yaslanma ile birlikte diisiik

seviyede otoimmiin ve inflamatuvar prosesin artisi s6z konusudur.

5-Endokrin teorisi: Menopoz olay1 over folikiillerinin ve oositlerin kisith depolarinin

bitmesi ile meydana gelir. Genis kapsamli fizyolojik degisiklikleri igerir.

6-Noroendokrin teorisi: Hipozif bezindeki degisikliklerin yaslanmada rol oynadig
goriisii vardir. Ayrica otonomik sinir sisteminde ve metabolizmadaki bircok

degisiklikler beyin merkezlerindeki yavaslama ile aciklanmaktadir [22,23].
2.5.1. Serbest radikaller ve yaslanma

Yaslanmanin serbest radikal teorisi 1956 yilinda Harman tarafindan ortaya atilmistir.
Bu teoriye gore yaslanma, normal hayat siiresince meydana gelen serbest
radikallerin, dokularda ve hiicrelerde olusturdugu oksidatif hasar birikiminin sonucu
olarak meydana gelir. Buna gore metabolizmas: hizli, fazla oksijen tiiketen ve

boylece serbest radikal iiretimi fazla olan canlilar daha kisa 6miirlii olacaktir.

Burada antioksidan savunma sistemleri de dnemli rol oynar. Yasam siiresince serbest
radikallerin ve reaktif tiirlerin makro molekiiller iizerindeki etkisi giderilmeye
calisithir. Hiicreler, siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi
enzimleriyle ve disaridan aldigi C vitamini, E vitamini ve karetenoid gibi diger
antioksidanlarla oksidatif stresin yarattigi yikici etkileri onlemeye calisirlar. Uzun
Omiirlii hayvan tiirlerinde antioksidan sistemler daha etkilidir ve kisa Omiirliilere gore

karaciger SOD aktivitesi daha yiiksektir.
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Serbest radikal olusumunu artiran iyonize radyasyon, yaslanmaya benzer bir tablo
meydana getirerek yasam siiresini kisaltir. Dokularin spontan otooksidasyona karsi
olan direncinin yagla birlikte azaldigt kaydedilmistir. Doku antioksidan

konsantrasyonu ile uzun yas arasinda pozitif bir korelasyon bulunmustur.

Lipit peroksitlerinin parcalanma iiriinleri yasla birlikte artar. Bu iiriinlerin klasik
ornegi “lipofiissin” ve “cerid”dir. Bunlara “kromolipitler” veya ‘yas pigmentleri’ ad1
verilir. Lipit peroksidasyon iiriinlerinin amino asit, protein, fosfolipit ve DNA’daki

primer amino gruplari ile reaksiyonu sonucu meydana gelirler.

Yasla birlikte lipofiissin sentezi artar ve memelilerde 6zellikle sinir sistemi, kalp ve
kas lifleri gibi boliinmeyen hiicrelerde birikir. Ote yandan yasla birlikte hiicrelerdeki

glutatyon, melatonin miktarinda da azalma goriilmektedir [24-26].

2.5.2. Mitokondriyal DNA’da oksidatif hasar ve yaslanma

Mitokondriyal DNA’da (mtDNA) oksidatif hasar ve bu hasara bagli mutasyonlarin
yaslanma siirecinde 6nemli oldugu Miquel ve ark. tarafindan 1980°de agiklanmigtir
[27]. Mitokondriyal disfonksiyona bagli olarak membran potansiyeli azalir, reaktif
oksijen tiirlerinin olusumu artar. ATP sentezinde de azalma olur. Oksidatif hasara
baghh mutasyonel yiik artarken, koruyucu ve onarici proteinlerin azalmasi veya
hasarlanmas1 mitokondrilerin hasar ve mutasyona yatkinligini arttirir ve dolayisi ile

hiicresel yaglanmay1 hizlandirir [28].

Mitokondriyal elektron transport zincirinden elektron kagagi sonucu olusan serbest
radikaller, 6nce mitokondride ve sonra hiicrede hasar olusturmaktadir. Hasar reaktif
oksijen tiirlerinin olusumunu daha da arttirmaktadir. Bu kisir dongii belli bir yastan

sonra Oliim hizinda goriilen biiyiik artis1 agiklamaktadir [29-31].
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2.5.3. Telomer uzunlugu ve yaslanma arasindaki iliski

Telomerler, Okaryotik organizmalarda lineer kromozomlarin uclarinda bulunan
ozellesmis DNA tekrar dizilerinden olusan heterokromatik bolgelerdir [32,33].
Telomerik DNA dizileri diger DNA dizilerinden yap1 ve islev olarak farkhidir, ayrica
temel biyolojik bir isleve de sahiptir. Replikasyon sirasinda lineer kromozomal DNA
molekiiliiniin son kisminin tamamlanmasinda rol oynar. Kromozomun son kismini
rekombinasyon, yikim ve fiizyon gibi anormal durumlara karsi korur.
Kromozomlarimn biitiinliigiinii ve stabilitesini saglar. Kromozomlarin niikleus zarina

tutunarak belirli bir pozisyonu korumasini saglar [32-34].

Replikatif yaslanma ve bunun hiicresel yaglanma ile iligkisini, kiiltiire alinmis insan
fibroblastlar ile calisan Hayflick ve Moor-head tanimlamistir [35]. Normal memeli
somatik hiicreleri, in vitro kosullarda belli sayida boliinebilir. Bu maksimum
boliinme sayisina "Hayflick Limiti" denir. Proliferasyon limiti, 'mitotik saat’ olarak
da adlandirlabilir. Replikatif yaslanma, toplam hiicre boliinme sayisina bagliyken
kronolojik ya da metabolik zamana bagh degildir. Olovnikov, DNA replikasyonu
sonucunda biitiin kromozomlarin fiziksel olarak sonlarinda bir eksilme oldugunu,
belli sayida boliinme yapabildigini, kritik bir eksilme noktasindan sonra hiicrenin
Olimiine neden oldugunu gostermistir [36]. Germ-line hiicrelerinde telomeraz
aktivitesi siirekli olarak vardir. Bu yiizden germ-line hiicreleri mutasyona ugrayabilir
fakat yaglanmazlar. Cok hiicreli hayvanlarin evriminde somatik (nongermline)
hiicrelerin programli yaslanmasi selektif bir avantaja sahiptir. Hiicresel 6lim ve

diizenli biiylime kurallara uygun olarak gerceklesir ve kanser olma riski azalir.

Genel olarak incelendiginde insan hiicrelerinde yaslanma ve o©lim iki evrede

gerceklesir:

M1 evresi: Telomer tek dalinin 6nemli miktarda kisalmasi sonucu ortaya ¢ikar. Bu
kisalik kritik bir noktaya ulasinca hiicre boliinmesi durur ve yaslanma baglar. Bu
noktadaki telomer boyu korunabilirse hiicre yash olarak hayatini siirdiiriir. Siklin

bagimli kinazlarin (Cyclin Dependent Kinase- CDK) olusumu engellenir ve hiicrenin
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GO ya da Gl'den S fazina gecisi durdurulur. Boylece hiicre boliinemez ve yaslanir.
Yaglanma programimi uyaran farkli etmenler vardir. Telomer kisalmasi, yaslanma
programi i¢in en iyi tammlanmis fizyolojik uyaricidir. Bu olayin yaslanma agisindan

merkezi rolii tanimlanmistir.

M2 evresi: Bu evre, M1 evresini asan hiicrelere aittir. Bir hiicrenin M1 evresini
asarak M2 evresine gegebilmesi i¢in, M1 evresinde bekleyen hiicrenin p53 ve Rb
benzeri proteinleri, viral onkoproteinlerce (viral onkogenler kullanilarak) bozulur.
Boylece bu proteinler, G1 evresinde gorev yapamayacagindan hiicre siklusu, G2'den
S fazina atlar ve hiicre bolilnmesi devam eder. Fakat boyle bir durumdaki soma
hiicresinde, telomeraz enzim aktivitesi yok denecek kadar azaldigindan, telomer
boyu giderek kisalir. Telomer boyu asir1 kisalan hiicreler M2 noktasinda oliir. Eger
M2 noktasinda hiicrenin telomer boyu stabil bir halde kalirsa, hiicre M2 noktasini
asarak Oliimsiizlesir ve boliinmeye devam eder. Bu olay, telomeraz enziminin
regiilasyonu ya da yeniden aktiflesmesi sonucu ortaya ¢ikar. Kanser hiicreleri, M2

evresini agabilen bu tip hiicrelerdir [32,34].

2.6. Hiicre Oliimii

Organizmanin gelisimi sirasinda goriilen hizli hiicre ¢ogalmasinin yam sira bir¢cok
hiicre de olmektedir. Hiicreler fizyolojik, patolojik olaylar ve yaslanma sonucu

oliirler. Hiicre 6limiinde iki farkli yol bulunmaktadir. Bunlar; apoptoz ve nekrozdur.

2.6.1. Apoptoz

Multiselliiler organizmalarda hiicre sayisinin kontrolii, hiicre ¢ogalmasi ve hiicre
Olumii arasindaki dengenin devami ile saglanir. Apoptoz programli ve fizyolojik bir

0lim sekli olmas1 nedeniyle bu dengenin siirdiiriilmesinde 6nemli rol oynar [37].

Apoptoz gelismis organizmalarda hiicreler arasi iligkilerin bir geregi olarak,
gereksinim duyulmayan ve fonksiyonlar1 bozulan hiicrelerin, ¢evreye zarar vermeden

programli 6liimiidiir. Embriyo doneminden baglayarak tiim yasam boyunca apoptotik
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mekanizma ve programli hiicre 6liimii vardir [38].
Biitiin yiiksek canlilarda apoptoz embriyogenez, gelisme, hemostaz, rejenerasyon ve
tamir olaylarinda, organlarim biiyiikliiklerinin =~ korunmast  ve  organlarin

patofizyolojisinde kritik bir dneme sahiptir [39].

Apoptotik Hiicre Oliimiiniin Asamalari

Apoptoz hiicre icinden veya disindan gelen sinyallerle baslatilan ve birbirini takip
eden olaylar zinciri olarak seyreder. Sonugta hiicrenin Oliimii ile sona erer.
Apoptozda su agamalar vardir:

1.Apoptozun baslatilmasi

2.Hiicre ici proteazlarin (kaspazlarin) aktivasyonu

3.Hiicrede ¢esitli morfolojik ve biyokimyasal degisikliklerin olusturulmasi

4.Fagositoz [37].

1. Apoptozun baslatilmasi

Bir hiicrede apoptozun baglamasi icin Oncelikle genetik mekanizmay1 harekete
gecirecek bir hiicre i¢i veya hiicre disi sinyal gelmelidir. Hiicreler icin gerekli olan
cevre hiicrelerden ve ekstraselliiler matriksten gelen yasam sinyalleri ve biiylime
faktorleri diizenli ve yeterli miktarda olmazsa hiicreler apoptoza giderler. Ayrica bu
sinyal ve faktor eksiklikleri ve 6liim reseptorlerinin aktivasyonu disinda hipoksi, 1st,
anti kanser ilaclar, radyasyon, gamma ve ultraviyole i1sinlar1 gibi dis etkenler de

DNA hasar1 olusturarak apoptoz olustururlar [39].

Apoptotik sinyal, hiicrenin kendisinden de gelebilir. Bu sinyallerin hiicrenin

kendinden gelmesinin sebepleri sunlar olabilir:

A)Hiicre kimyasal bir madde ile etkilesir ve bu kimyasal madde DNA hasarina sebep
olabilir. Giderilemeyen hasar sonucu hiicre apoptoz karar1 alabilir.

B)Kimyasal madde mitokondri hasarina sebep olabilir. Boylece sistein-proteaz
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enzimleri uyarilir ve apoptoz kaskad1 baslatilabilir.

C)Hiicrenin enerji metabolizmasinin bozulmasi ya da enerji gereksiniminin
karsilanamamasi hiicreye 6liim karan aldirabilir.

D)Hiicrenin antioksidan sistemi hasarlanmais olabilir.

E)Yaslanma ile ilgili gen ekspresyonu uyarilmis olabilir [40].

2. Hiicre ici proteazlarin aktivasyonu

I¢c ve dis sinyallerle bir grup proteaz aktive olur. Bu proteazlara kaspaz (caspase=
cycstein-containing aspartate specific proteases) adi verilmektedir. Kaspazlar
baslatict ve sonlandirict olmak iizere ikiye ayrilir. Oliim reseptorleri adaptor
proteinler aracilifiyla, i¢ sinyaller ise mitokondri aracilifiyla baslatic1 kaspazlari,
aktive olan baslatic1 kaspazlar ise zincirleme olarak diger kaspazlar aktive ederler.

3. Hiicrede olugan biyokimyasal ve morfolojik degisiklikler

Bivokimyasal degisiklikler

Sonlandirict kaspazlar aktive olduktan sonra sitoplazmada ve ¢ekirdek i¢inde hedef

proteinleri yikarlar.

DNA kiriklarinin olusumu

Hedef proteinlerden biri, DNA endoniikleaz ile capraz bag yapan bir proteindir.
Kaspazlar bu proteini yikarak endoniikleazi serbestlestirirler. Cekirdek icine giren
Ca™™Mg"™" bagimh endoniikleaz, DNA kiriklarini olusturur. Kiriklar niikleozomlarin
arasindan mono veya oligo niikleozomal olarak meydana gelir. 180 baz cifti ve

katlar1 seklinde kirilmalar olusur.

Hiicre iskeletinin yikilmasi

Kaspazlarin aktiflestirdigi bir bagka protein ise hiicre iskeletinin ana bilesenlerinden
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olan aktini yikan proteinlerdir. Aktin iplik yikimi ile lerinin hiicre normal seklini

kaybeder.

Hiicre membran degisiklikler

Kaspazlarin etkisiyle hiicre zarinin asimetrisi bozulur. Plazma zarinin i¢ yiiziindeki
fosfaditilserin yer degistirerek zarin dis yiiziine yerlesir. Bu membran degisiklikleri
apoptotik  hiicrelerin cevre fagositler tarafindan fark edilip fagositozlarini

saglamaktadir.

Morfolojik degisiklikler

Apoptozda ana morfolojik olay, nukleusun kondensasyonu ve daha sonra parcalara
ayrilmasidir. Normalde bir hiicrede birbirini takip eden 7 kirilma onarilirken,

apoptozda yaklagik 300.000 kirilma meydana gelir ve hiicre onarimi yapilamaz.

Apoptozda; hiicre yogunlugu artar. Buna bagli olarak hiicre zar1 diizgiin halini
kaybeder. Endoplazmik retikulum genisler ve hiicre zar ile birlesir. Sitozolde
organeller bir araya toplanir fakat normal yapilarini korurlar. Mikrovillluslar
kaybolur, hiicreler arasi desmozom baglar1 kopar ve komsu hiicrelerden ayrilir.
Niikleus kiigiiliir, niiklear kromatin yogunlagir. Bunun sonucunda niikleus
membraninda kep seklinde goriintiiler olusur ve niikleus zar dalgali bir hal alir. Bu
arada niikleus zar1 porlar1 da kaybolur. Niikleus parcalanir. Sonunda hiicre zarinda
tomurcuklanma baglar ve hiicre apoptotik cisimcikler halinde parcalanir. Apoptotik
cisimciklerde organeller ve kromatin parcaciklar bulunur. Tomurcuklanma sirasinda

hiicre igerigi, hiicre disina sizmaz.

4. Fagositoz

Apoptotik cisimler ¢evredeki parenkim hiicreleri ve fagositler tarafindan fagosite

edilerek dokudan temizlenirler [41,42].
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2.6.2. Nekroz

Nekroz patolojik bir nedenden dolay1 hiicrenin zarar gorerek, kendi katilimi
olmaksizin meydana gelen hiicre oliimiidiir. Nekroz hiicrenin enerji kaynaklarinda
bir azalmayi, hiicresel ¢oziinmeyi ve bunlar izleyen igsel homeostazin yikimini
icerir. Nekroz irreversible ve agir bir hiicre zedelenmesinin sonucudur.

Nekrozdaki degisiklikleri baglatan iki temel olay vardir:

a)Hiicrelerin enzimatik sindirimi

b)Proteinlerin denatiirasyonu

Nekrozun morfolojisi

Sitoplazmadaki degisiklikler

Hiicre normal hiicreye gore daha camsi homojen goriiniiste olabilir. Enzimler
sitoplazmik  organelleri sindirdiginde, sitoplazma vakuolli ve dislenmis

goriinlimdedir. Son olarak 6lii hiicrede kalsifikasyon meydana gelir.

Niikleer degisiklikler

DNA’nin yikilmasina bagli olarak niikleusun bazofilisi kaybolabilir ve niikleus

parcalanabilir.

2.6.3. Apoptoz ile nekroz arasindaki farklar

Nekroz fiziksel ve kimyasal zararlar1 takiben ortaya ¢ikan patolojik bir 6liim seklidir.
Basta mitokondri olmak {izere sitoplazmik organeller hasarlanir. Hiicre membrani
selektif permeabilitesini kaybeder ve siserek riiptiire olur. Hiicre igerigi ¢evre dokuya

yayilarak inflamatuvar bir cevaba neden olur.
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Apoptotik hiicrede nekrozun aksine en carpict degisiklik cekirdekte meydana gelir.
Hiicre kiigiiliir, yilizeyinde sitoplazmik cikintilar meydana gelir. Sitoplazmada
yogunlagma, hiicre dansitesinde artma ve cekirdek membranina yakin bolgelerden
baslayarak kromatinde yogunlagsma goriiliir. Daha sonra tiim cekirdek kondanse olur
ve DNA’nin fragmantasyonu meydana gelir. Hiicre her biri membranla kapl1 bircok
apoptotik patikiile ayrilir. Komsu hiicreler ya da fagositik hiicrelerden tarafindan bu

apoptotik partikiiller fagosite edilerek dokudan uzaklastirilir [41,42].

Cizelge 2.6. Apoptoz ile Nekroz arasindaki farklar [42]

Ozellik Apoptoz Nekroz
Dagilim Dpkuda tek“te‘:.k dagilmis Komsu hiicre gruplarinin
hiicrelerde 6liim olimi
Nedenler Fizyolojik veya patolojik Her zaman patolojik
Inflamasyon Yok Genellikle vardir.
Is1ik mikroskobi Kresentrik goriiniim Cekirdekte piknoz,
Eozinofilik partikiil karyolizis
Elektron mikroskobi V'o'lum‘ kaybu, apoptotik Hiicrede sisme,
cisimcikler membranda yirtilma,
kromatinde erime, kayip
Fagositoz Komsu ve fagositik hiicreler Mononiikleer hiicreler
. Makromolekiil sentezini Kimyasal ya da yapisal
Mekanizma gerektiren aktif hiicresel yilkim  parcalanma
2.7. Askorbik Asit

2.7.1. Askorbik asidin kimyasal yapisi

Askorbik asit olarak bilinen C vitamininin yasam i¢in gerekliligi 17.yy basindan beri
bilinmektedir. Askorbik asit yetersizliginin yol actig1 skorbiite benzer bir hastalik ilk
olarak eski Misirlilar tarafindan bulunmustur. Szent-Georgy ve King, 1932 yilinda

spesifik antiskorbiitik faktor olarak askorbik asidi tanimlamislardir [43].



32

Askorbik asit, kapali formiilii C¢HgOg olan bir ketolaktondur. Kimyasal yapisi
monosakkaritlere benzer. L-askorbik asit ve D- askorbik asit olmak iizere iki sekli
vardir. D-askorbik asit inaktiftir. L izomeri ise biyolojik olarak aktif formudur. C

vitamini denildigi zaman aktif olan L-askorbik asit anlasilir [43,44].

CH>0OH
|
HCOH_—©

HO OH
Sekil 2.3. L- Askorbik Asidin yapisi [44]

Askorbik asit, kuvvetli indirgen bir bilesiktir. Bu 6zellik enediol (C-2, C-3) hidroksil
gruplarindan hidrojen atomlarinin ayrigmasina baglidir. Oksitlenmenin ilk ve
reversible {iriinli, dehidroaskorbik asittir. Askorbik asit oksitlenmekle iki hidrojen
atomunu yitirir ve dehidroaskorbik asit olusur. Bu reaksiyon geri doniisiimlii
oldugundan uygun kosullar altinda dehidroaskorbik asidin rediiksiyona ugramasiyla
yeniden askorbik asit olusur. Her iki sekilde fizyolojik olarak aktiftir. Hem askorbik

asit hem de dehidroaskorbik asit viicut doku ve sivilarinda bulunur.

o 0
<o Lo
IO fl‘ ! O=C |
HO—C =2 O S IH* 4 2e
H_fT’L_ B T |
HoCH HOCH
CHyOH CHLOH
L-Askorbik asit Dehidro-L-Askorbik asit

Sekil 2.4. Dehidroaskorbik Asit [44].

Dehidroaskorbik asidin ileri oksidasyonuyla di-ketoglukonik asit, okzalik ve treonik

asit olusur. Bu son iiriinler geri doniisiimlii degildir. Bu son iiriinlerden, eritorbik asit
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haricindekilerin, C vitaminine benzer etkisi yoktur. Eritorbik asit L-askorbik asidin
epimeridir, yiyeceklerde koruyucu olarak yaygin sekilde kullanilir. Cok etkili bir
indirgen olan C vitamini beyaz-cok acgik sar1 renkte kristal bir maddedir. Bu
vitaminin ¢ok hafif 6zel bir kokusu vardir. Eksi tatta ve asit reaksiyondadir. C
vitamininin asit 0zelligi enol grubundaki hidrojen atomlarindan birinin
dissosiasyonundan ileri gelir. Optikge aktiftir. Kristal C vitamini oldukca
dayaniklidir. Sulu soliisyonlarinda ise havanin ve oOzellikle 15181n  etkisiyle
bozulabilmektedir. Ortamin asit olmasi askorbik asidin dayanikliligini artirir.
Oksidatif bozulmay1 bazi metaller 6zellikle bakir ve demir hizlandirir. Isiya ve
havaya maruz kalma vitamini olumsuz etkiler. Donmanin ise bu vitamin iizerinde

bozucu etkisi yoktur [43].

Askorbik asit bitkilerde ve hayvanlarda sentezlenebilir. Fakat insanlar, primatlar,
kobaylar, yarasalar ve bazi balik tiirlerinde sentezlenemez. Bunun sebebi bunlarda
askorbik asit biyosentezinin son reaksiyonunu katalizleyen gulonolakton oksidaz
enziminin olmayisidir. Bu yiizden insanlarda C vitaminin disaridan alinmasi

zorunludur [44,45].

L-gulono-6-lakton + O,  Gulonolakton oksidaz ~ L-askorbat + H,O,

Hayvanlardaki gulonolakton oksidazin kaybi rastgele bir mutasyon sonucu olabilir.
Ciinkii diyetle C vitamini alimi bir dezavantaj degildir. Hatta H,O, iireten bir enzim

olan gulonolakton oksidazin olmamasi bir avantaj olabilir.

2.7.2. Askorbik asidin biyosentezi

C vitamini sentezi, glukozdan tiirevlenen glukonik asit veya galaktonik asit
izerinden yiiriir. Bu metabolik yol ile glukronik asitten C vitamini sentezi i¢in 3
enzime gereksinimi vardir. Bu enzimler karaciger mikrozomal fraksiyonlarindan

izole edilmistir [46,47].
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D-Glukoz == D-Glukoz-6-P == D-Fruktoz-6-P <=2 D Mannoz-6-P

.S 1

GDP-L-Galaktoz . CDP-D-Mannoz e D-Mannoz-1-P

PP, GIP
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L-Galaktoz L-Galaktona-1.4-lakton L-Askorbik asit

Sekil 2.5. Askorbik asidin biyosentezi [45]

Askorbat amfibialarda, siiriingenlerde ve kuslarin filogenetik olarak eski tiirlerinde
bobrekte sentezlenirken, memelilerde ve gelismis kuslarda karacigerde sentezlenir

[48].

2.7.3. Askorbik asidin kaynaklari

Suda eriyen vitaminlerden olan askorbik asit 6zellikle yesil renkli taze sebze, meyve
ve turunggillerde bol miktarda bulunur. Meyveler arasinda en c¢ok C vitamini
icerenler, portakal, limon, greyfurt, domates, ananas, ¢ilek ve frenk iiziimiidiir.
Bunlara kiyasla C vitaminini daha az miktarda elma, kiraz, armut ve erik
icermektedir. Bu meyvelerin 6zellikle turunggillerin ve domatesin i¢ kisimlarindan
daha cok kabuk kisimlar1 C vitamini bakimindan daha zengindir. Sebzelerden ise
ozellikle taze yaban giilii, karmbahar, lahana, 1spanak, kuru sogan, biber, tere,
maydanoz ve yer elmasi C vitamini bakimindan en zengin kaynaklardandir. C
vitamini, korpus luteum ve adrenal kortekste ¢ok fazla bulunmasina karsin bunlarin
besinlerle alinimi s6z konusu degildir. Bu vitamin az miktarda karaciger ve cesitli

hayvansal kaynakli etlerde (domuz, sigir, koyun, dana) bulunmaktadir. Bazi tiir
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baliklarda, 6zellikle de pisi baliginda C vitamini miktar1 oldukga fazladir. Siitteki C
vitamini miktar1 ¢ok azdir. Anne siitiinde inek siitiine gore yaklasik olarak iki misli

daha fazladir.

Sebze ve meyvelerin de ¢ogunda C oksidaz denilen C vitamininin oksidasyonunu
hizlandiran bir enzim vardir. Bu enzimin etkisiyle bircok sebze ve meyvedeki
vitamin kolaylikla oksidasyona ugrayarak bozulur. Oysa hayvansal organizmalarda
onemli derecede C vitamini kaybi1 olmaz. Ciinkii proteinler, amino asitler ve

glutatyon, askorbik asidi oksidasyondan koruyucu etki yapar [50].

2.7.4. Askorbik asidin absorbsiyon ve transportu

Askorbik asit ince bagirsaktan kolayca absorbe olur. Buradan alinan askorbik asit
kan dolasgimina ve buradan da cesitli doku ve organlara gider. Insanlarda
absorbsiyonun maksimum oldugu yer jejenum, kobaylarda ise ileumdur. Insanda
askorbik asit gastrointestinal sistemde enerji gerektiren sodyum (Na") bagimli aktif
transport mekanizmasi ile absorbe olur. Sican ve hamsterlarda ise sodyum bagimsiz

intestinal absorbsiyonla alinir [46-48].

Hem askorbat hem de dehidroaskorbat agizdaki mukozal hiicrelerden de tasiyici
aracilikli pasif diftizyonla absorbe olur. Mukozal konsantrasyon 6mmol/L’den biiyiik
oldugu zaman askorbik asit emiliminde doygunluk meydana gelir. Bu durum
askorbik asidin artmis alimina kargin emilimindeki azalmay1 agiklar. Asir1 askorbik
asit alimi osmotik diyareye sebep olur. Dehidroaskorbik asit, askorbik asitten daha
kolay absorblanir. Bdylece askorbik asitten dehidroaskorbik asite doniisiim
izlenebilir ve bagirsaktan emildikten sonra dehidroaskorbik asit tekrar askorbik asite

indirgenir.

Viicuttaki dagilisi dokularin metabolik aktivitelerine gore degismektedir. Adrenal
bez, hipofiz, korpus luteum, timus bezleri ve barsak duvarinda askorbik asit yiiksek
konsantrasyonlarda bulunur. Buralarda toplanan askorbik asit daha ¢ok dokularin

gereksinimini karsilar. Insanlarda yaygmn alimda diyet askorbatinin % 80-901



36

absorbe edilmektedir (100 mg/giin’e kadar). Giinde 75 mg ve daha yiiksek dozlarda
C vitamini verildiginde viicut bu vitamin bakimindan doygun hale gelir. Doygunluk
halinde plazmadaki C vitamini konsantrasyonu yaklasik 1,4 mg/100ml kadardir.
Eritrositlerde plazma seviyesinin 1-2 kati1 lokositlerde ise 10-80 kati askorbik asit

bulunur [49].

Askorbik asidin biiyiik boliimii plazmada serbest olarak bir kism1 da albumine bagl
olarak tasinir. Askorbik asidin %5’lik boliimii dehidroaskorbik asit formunda
bulunur. Hiicrelerdeki askorbik asit konsantrasyonu, kandaki diizeyinden 3-10 kat
daha yiiksektir. Notrofil ve fibroblastlarda askorbik asit ve dehidroaskorbik asit iki
farkli mekanizma ile tasinir. Dehidroaskorbik asidin taginimi glukoz tasiyicilarim
iceren kolaylastirllmis mekanizma ile iliskilidir fakat sodyum bagimli degildir.

Askobik asit tasimimi sodyum-—askorbik asit aracili tasiyicilarla olur.

Diyabetik hiperglisemide goriilen yiiksek glukoz konsantrasyonlari, askorbik asit
kullanimin1 belirgin sekilde inhibe etmektedir. Cogu dokuda, plazmadan alinim igin
tercih edilen form askorbattir. Fakat eritrositlerde ve beyaz kan hiicrelerinde tercih
edilen form dehidroaskorbik asittir. Lokositlerde reditksiyon NADPH bagimli iken,
eritrositlerde dehidroaskorbat glutatyon bagimlhi dehidroksiaskorbat rediiktaz
tarafindan askorbata rediiklenmektedir. LoOkositler, askorbati konsantre etme
yetenegine sahiptir. Lokosit hiicre askorbik asit igerigi, C vitamininin besinsel durum

indeksi olarak kullanilmaktadir [50,51].

2.7.5. Askorbik asidin metabolizmasi

Askorbat, glukuronik asit metabolizmasin1 gulonolakton yolaginda bir ara iiriindiir.
Dehidroaskorbat hidrasyona ugrayarak dioksoglutanata doniisebilmekte ve ksilozo
dekarboksile olabilmektedir. Boylece pentoz fosfat yolag: ile merkezi karbonhidrat

metabolik yollarina giris icin bir yol saglanmaktadir.
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2.7.6. Askorbik asidin katabolizmasi

Insanlarda idrarla atilan askorbik asidin son iiriinii ya degismemis askorbik asit ya da
dehidroaskorbat ve dioksoglutanattir. Askorbat ve dehidroaskorbat sodyum-bagimsiz
kolaylastirllmis  difiizyon ile glomerulustan siiziilmekte, sonra reabsorbe
edilmektedir. Reabsorbe edilen dehidroaskorbat, bobrekte askorbata
rediiklenmektedir. Radyoaktif bulgulara gore disaridan verilen askorbik asidin bir
kismimin serbest kalmasina karsilik onemli bir kismmin da proteinlere baglanarak
depolandigi kabul edilmektedir. Karacigerdeki askorbik asidin yaklasik %?20’sinin
olduk¢a dayanikli bir bilesen olan askorbik asit-2-siilfat bilesiminde oldugu
saptanmistir. Bunun karacigerde ve belki de baska dokularda bir yedeklenme sekli ve
askorbik asidin aktif bir metaboliti olabilecegi diisiiniilmektedir. Nitekim farelerin
karacigerinde, dalakta ve bobrek iistiinde hatta insan idrarinda bile var oldugu
gosterilmistir. Alinan askorbatin %25 kadar1 normal olarak okzalat seklinde % 40’lik

kismindan sorumlu bulunmaktadir.

Vitamin C en ¢ok idrar ile daha az miktarlarda ise feces, ter ve siitle atilir.
Bobreklerden itrahi igin tipki glukoz icin oldugu gibi esik degeri s6z konusudur ve
bu esik deger doygunluk konsantrasyonuna asagi yukari esittir. Viicut icinde bulunan
normal C vitamini depolar hizla tiiketilemez. Normal durumda viicuttaki yarilanma
omril yaklasik 16 giin olarak hesaplanmistir. Fare ve kobaylarda ise radyoaktif
askorbik asidin yarilanma siiresi 3-4 giin olarak bulunmustur. Idrarla atilan C
vitamini miktari, dokularin bu vitamin ile doymusluk dereceleri hakkinda fikir

verebilmektedir [51,52].
2.7.7. Askorbik asidin fonksiyonlari
Vitaminlerin insan sagligi ve beslenme agisindan Onemi hiicrelerde yiiriiyen

metabolik reaksiyonlarla iligkisinden kaynaklanmaktadir. C vitamini bir¢ok biyolojik

fonksiyona sahiptir.
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Askorbik asit giiclii bir indirgeyicidir. Dehidroaskorbik asit ile bir redoks sistem
olusturur. Standart sartlarda oksidan ve rediiktan kapasite esittir. Ancak fizyolojik
sartlarda bu esitlik saglanamadigi icin askorbik asit elektron vericisi olarak gorev
yapar. Bu 0zelliginden dolay1 biyolojik sistemlerde askorbik asidin en Onemli

fonksiyonu hidrojen tasiyicisi olarak rol oynamasidir.

Askorbik asit suda ¢oziinen siiperoksit, hidroksil radikalleri ve singlet oksijen ile

direkt olarak reaksiyona giren zincir kiran bir antioksidandir [53,54].

Askorbat, sulu peroksil radikalleri ve aktif polimorfoniikleer l6kositlerden salinan
oksidanlarca indiiklenen peroksidatif hasar1 dnleme yetenegine sahiptir. Plazma diger
antioksidanlara sahip olsa bile askorbik asitten yoksunsa lipitlerde oksidatif hasar

meydana gelir.

Askorbik asidin diger bir 6zelligi, antioksidan etkisi yaninda prooksidan etki de
gostermesidir. Askorbik asit metal iyonlar1 varliginda prooksidan gibi rol oynar.
Askorbik asit, ferri demiri (Fe*) ferro demire (Fe*?) indirgeyen siiperoksit radikali
digindaki tek selliller ajandir. Bu yolla askorbat, proteine bagh ferri demiri
uzaklastirarak ya da dogrudan indirgeyerek fenton reaksiyonunda hidrojen peroksitle
etkilesmeye uygun olan ferro demire doniistiiriir. Yani siiperoksit iiretimine katkida
bulunur. Bu 6zelliginden dolay1 askorbik asit serbest radikal reaksiyonlarinin 6nemli

bir katalizorii veya bir prooksidan olarak degerlendirilir [55].

Asc-+Fe™-protein  _—, DHAsc +Fe™ + Protein

Fe +As¢ ———> Fe™ + Asc- + 2H'

Askorbik asit, E vitamini yenilenmesinde gorev almaktadir. Askorbat radikali
(semidehidroaskorbik asit) NAD tarafindan enzimatik olarak yeniden rediiksiyona
ugratilarak askorbik aside doniigiir. Bu mekanizmayla E vitaminin antioksidan

fonksiyonlar siirekli hale getirilir [56].
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Glutatyon (GSH) bircok hiicresel olayda onemli rol oynayan bir tripeptittir.
Hiicrelerin serbest oksijen radikallerine karsi korunmasi hiicre i¢ci GSH sistemine
baghdir. Askorbik asit, E vitaminini rediikte forma ¢evirirken kendiside oksitlenerek
DHA sekline cevrilir. GSH, DHA’y1 rejenere ederek askorbik asidin yenilenmesini
saglar. Bu nedenle GSH ile DHA arasinda non-enzimatik bir etkilesim oldugu ileri
siiriilmekte ve bir redoks potansiyeli diisiiniilmektedir. GSH ve DHA arasindaki
spontan non-enzimatik reaksiyonlar askorbik asidin hiicresel konsantrasyonunun
saglanmasinda Onemlidir ve olasilikla antioksidan reaksiyonlara katilan askorbik

asidin tiiketimini engellemektedir [59].

Askorbik asit organizmada bir¢cok hidroksilasyon reaksiyonlarinda indirgeyici ajan
olarak gorev yapar. Kollojen sentezinde lizin ve prolinin hidroksilasyonu igin
gereklidir. Kemigin organik matriksi kollojen igerdiginden kemik olusumu igin
askorbik asidin varligi Onemlidir. Kapiller damar ceperinin temel yapi tasinda

kollojen yer aldigindan C vitamini eksikligi frajiliteye de yol acar [59].

Askorbik asit, tirozinden epinefrin sentezinin dopamin J hidroksilaz basamaginda ve
lizinden karnitin sentezinde rol alir. Katekolamin sentezinde dopamin (-

monooksijenaz reaksiyonunda kofaktor olarak etkilidir [56].

Askorbik asit kan merkezlerini uyararak alyuvarlarin yapim ve olgunlasmasinda

etkilidir [57].

Demirin emiliminde enzimatik olmayan bir yol ile indirgeyici bir rol oynar. Midede
ferri demiri ferro demire indirgeyerek emiliminde gorev alir. Askorbik asit yalniz
demirin emilimini degil ayn1 zamanda demirin kan yapimimna katilmasmi da

kolaylastirir. Immiinite ve yara iyilesmesinde de etkilidir [59].

Askorbik asidin 6nemli fonksiyonlarindan biri de infeksiyon hastaliklarina karsi
organizmanin direncini artirict rolii bulunmasidir. Bu nedenle bu vitamine
antienfeksiyoz vitamin de denmistir. Bu vitamin antienfeksiyoz etkisini toksinleri

inaktive etmek, antikorlarin yapimini kolaylastirmak ve lokositlerin bakterileri
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fagosit etme yeteneklerini artirarak yapar. Bundan baska bazi bakterilerin (bogmaca,

difteri) etkilerini engelleyici veya yok edici etkisi de vardir [59].

Askorbik asidin fagositoz i¢in de dnemli oldugu gosterilmistir. Solunumsal patlama
sirasinda noétrofiller C vitamini alirlar ve aktivasyonu takiben C vitamini
konsantrasyonlar1 azalir. Solunumsal patlama sirasinda, reaktif molekiillerin ¢evreye
yayilarak mutasyonlara, hiicre hasarina, inflamasyona sebep olurlar. Askorbik asit
reaktif bakterisidal molekiillerin intraselliiler konsantrasyonlarinda azalmaya sebep

olmadan oksidatif par¢alanma iiriinlerinin zarar verici etkilerini engeller.

Askorbatin sinir sisteminde antioksidan rolii vardir. Yapilan calismalarda diyet ile
yiiksek miktarda C vitamini alinimi ve kanda yiiksek diizeyde askorbat bulunmasinin
felcten ©liim riskini azalttigi tespit edilmistir. Askorbat, insan BOS’undaki temel
antioksidan parametredir. Spinal kord hasari sonunda, spinal dokudaki askorbat
konsantrasyonu azalir. Beyin askorbat diizeyi hiperoksi, iskemi ve iskemi-
reperfiizyon sonrasi biiyiik miktarda ve akut bir sekilde diiser. Iskemiden sonra
askorbat DHAA’ya okside olur ve infarktiis dokusunda DHAA konsantrasyonu
azalir. DHAA sitotoksik 6zellikle norotoksiktir. Askorbat iskemi-reperfiizyon sonucu
olusan beyin hasarini azaltir. Insandaki beyin 6demi tedavisinde hipertonik askorbat
solusyonu basar1 ile kullanilmistir. Oksidatif streste beyin mitokondrisinde ilk

tiketilen antioksidan askorbattir [54-60].

Arteroskleroz, hiperkolesterolemi, hipertansiyon gibi koroner ve periferal
arterlerdeki endotelyal islev kaybina sebep olan hastaliklarda endoteldeki nitrik oksit
tiirlerinin azalmasi, endotelyal kaynakli daralmaya neden olur. Akut veya kronik
askorbik asit alimi1 bu hastalardaki hasarli endotel kaynakli daralmay1 iyilestirir.
Askorbik asidin bu mekanizmasi bilinmemektedir. Buna ragmen askorbik asidin
antioksidan etkiyle nitrik oksitin sentezini artirdigi veya tiiketilmesini azalttii
diisiiniilmektedir. C vitamini cesitli hastaliklarda anormal damar duvarindaki lokal
skorbiit etkiyi geri c¢evirir ve endotelyal islev kaybinda endotel bagimh

vasodilatasyonu kolaylastirir [49].
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2.1.8. Askorbik asit eksikligi

Insan ve hayvanlarda askorbik asit yetmezligine iliskin belirtiler goriilebilir. Bu
vitamin eksikliginde insan ve bazi hayvanlarda skorbiit denilen hastalik ortaya cikar.
Bu hastalik dis eti kanamasi, yaralar, siingerimsi dis etleri, dis kaybi, kan
duvarlarinin kolay zedelenmesi, eklemlerde sisme ve anemiyle karakterize edilir. Bu
belirtilerin cogu bag dokusunda zayiflikla sonug¢lanan kollajenin hidroksilayonundaki

eksiklikle aciklanabilir.

Siit ¢ocuklarinda goriilen skorbiite, Moller-Barlow hastaligi denir. Bu hastalik siit
cocuklarinda daha cok 6. aydan sonra goriilebilir. En belirgin belirtisi bacaklarda agri
ve duyarliliktir. Erigkin skorbiitii ise artik ¢cok seyrek goriilmektedir. Skorbiit ya yeter
derecede C vitamini alinmamasindan ya da organizmanin bu vitamine olan

gereksiniminin harcama nedeniyle ¢ok artmasindan ileri gelir [4,59].
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Hiicre Kiiltiirii

Calismamizda L-929 fibroblast hiicre kiiltiirii kullanilmistir.

Kullamlan Malzemeler

Hiicre kiiltiirii i¢in; RPMI 1640 medium (Biological industries), L-glutamin
solisyonu (Biological industries), Penicilin-streptomycin soliisyonu (Biological
industries), Trypsin-EDTA soliisyonu (Biological industries), 25 cm”lik flasklar
(Greiner), L-929 cell line (ATCC CCL 1) kullanilmuastir.

Hiicre kiiltiir ekiminde kullanilan medyumun hazirlanmasi

RPMI 1640 mediumun i¢ine 2 ml L-glutamin, 1 ml penicilin-streptomycin soliisyonu

konulup ve hafifce calkalanarak homojenize olmasi saglandi.

Hiicre kiiltiiriiniin yapilmasi

Hiicreler ¢oziindiikten sonra 25 cm”lik flasklara alindi ve iizerine hazirlanan hiicre
kiiltir medyumundan 3 ml ilave edilerek hafifce ¢alkalandi. Hiicre kiiltiirleri %5’lik
CO; iceren etiivde 37°C’de inkiibasyona birakildi. Invert mikroskop altinda
hazirlanan kiiltiir ortam1 kontrol edildi. Hiicre kiiltiir ekimini takiben invert
mikroskopta 24 saat sonra hiicrelerin canlilik durumu takip edildi. Sonraki giinlerde
ise kolonizasyon durumlari izlendi. Ureyen hiicreler flask zeminin yaklasik %70-
80’ini doldurdugunda pasaj denilen alt kiiltiirleri olusturma islemi yapildi. 72 adet alt

kiiltiir olusturuldu.
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3.2. Hiicre kiiltiirlerinde MDA, AA ve NO tayini

Hiicre kiiltirleri AA, L-NAME ve H;0, uygulanmak tizere 3 gruba ayrildi. AA
grubunda, hiicre kiiltiirlerine 1’er ml, 100, 500, 1000 uM konsantrasyonlarda (final
konsantrasyon) AA verildikten sonra hiicre kiiltiirleri 24 saat 37°C’de inkiibasyona
birakildi. L-NAME grubunda 6nce ortama 100, 500, 1000 uM konsantrasyonlarda
AA eklendi ve 6 saat inkiibasyona birakildi. Bu hiicre kiiltiirlerine 1 ml, 100 nM L-
NAME eklendikten sonra 18 saat 37°C’de inkiibasyona birakildi. Yine H,O, grubuna
once AA uygulanarak 6 saat bekletildi. Daha sonra bu gruba 1 ml, ImM H,0,
uygulanarak 18 saat 37°C’de inkiibasyona birakildi. Tiim parametreler bakilmadan

once hiicre kiiltiirleri 6n isleme tabi tutulup, siipernatanlar elde edildi.

On Islem

Once kiiltiir ortamindaki medyum dokiildii. Sonra hiicreler tripsin-EDTA ile
siispanse edildi. Her numune yaklasik 1dk sonike edildikten sonra 18.000 g‘de +
4°C’de 10 dk santrifiij edildi ve siipernatanlar elde edildi.

3.2.1. MDA diizeyinin tayini

Reaktifler

6M NaOH
2M HCl i¢inde 5 mM DNPH (Dinitrofenilhidrazin)

Numunelerin Hazirlanmasi ve Deneyin Yapilisi

Siipernatanlardan 1 ml alinip, iizerine MDA’ya bagl proteinlerin alkalin hidrolizi
icin 200ul 6 M NaOH eklendi. Numuneler sicak su banyosunda 60°C’de 45 dk
inkiibasyona birakildi. Buradan 1 ml alinip, proteinleri ¢oktiirmek i¢in iizerlerine 1ml
asetonitril ilave edildi. 30 sn vortekslendikten sonra 15.000 g’de 10 dk santrifiij
edildi. 250 pl berrak siipernatandan alinarak, iizerine 25ul DNPH eklendi. 0.2 pm’lik



44

filtrelerden siiziildiikten sonra sisteme verildi. Thermo Finnigan markali HPLC’de,
Asetonitril-Distile su-Asetik asitten olusan (38:62:0.2, v/v/v) mobil fazda, UV
dedektor kullanilarak 310 nm dalga boyunda oOl¢iim yapildi. Standart egrinin
ciziminde 0.15625, 0.3125, 0.625, 1.25, 2.5 ve 5 nmol/mI’lik konsantrasyonlarda
standartlar kullanildi. MDA miktar1, hazirlanan standart egrisine gore hesaplandi
[61].

Cizelge 3.1. MDA tayininde HPLC’ye ait sistem parametreleri ve ¢alisma kosullar

HPLC Modeli Thermo Finnigan

Dedektor Uuv

Mobil Faz Asetonitril-Distile Su-Asetik Asit
(38:62:0.2, v/v/v)

Analitik Kolon ODS C18 125 x 4 mm RP/5um PS

Dalga Boyu 310 nm

Enjeksiyon hacmi 20uL

Akis Hiza 1 ml/dk

MDA -- ESTD -- UV1000-310nm

Amount

e T

0 20000 40000 60000

Area

Sekil 3.1. MDA standart egrisi (nmol/mL.)
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3.2.2. AA diizeyinin tayini

Numunelerin Hazirlanmasi ve Deneyin Yapilisi

Siipernatanlar 6n islemden sonra 0.2 um’lik filtrelerden siiziilerek sisteme verildi.
Mobil faz1 0.2 M KH,PO4, 0.2 mM EDTA, meta fosforik asit (pH: 3.0) olan U.V
dedektorlii HPLC’de 245 nm dalga boyunda Olciim yapildi. Standart egrisinin
ciziminde 5, 10, 50 ve 100, 500 ve 1000 pmol/L’lik AA standartlar1 kullanild.

Olgiilen AA miktar1 hazirlanan standart egrisine gore hesaplandi [57].

Cizelge 3.2. AA tayininde HPLC’ye ait sistem parametreleri ve ¢alisma kosullar

HPLC Modeli Thermo Finnigan

Dedektor uv

Mobil Faz 0.2 M KH,PO4, 0.2 mM EDTA, meta fosforik asit (pH: 3.0)
Analitik Kolon ODS C18 250 x 46 mm RP/5um PS

Dalga Boyu 245 nm

Enjeksiyon hacmi 10uL

Akis Hizi 1 ml/dk

¢ vit - ESTD -- UV1000-245nm

1000 -

Amount

500

o-E=. S

0 1000000 2000000 3000000 4000000

Area

Sekil 3.2. AA standart egrisi (umol/L)



46

3.2.3. NO diizeyinin tayini

Reaktifler

¢ 0.1M’lik sodyum fosfat tamponu

¢ 1M HCl i¢cinde 400 mg VCl;

® % 0.2’lik NEDD (Griess I)

® % 10’luk fosforik asit icinde %?2’lik siilfanilamid (Griess II)

¢ 6.4 mM’lik stok sodyum nitrit standart1 giinliik olarak 1/50 oraninda diliie edildi.

Numunelerin Hazirlanmasi ve NO Tayini

On islemden elde edilen siipernatanlar 3500 RPM’de 15 dk santrifiij edildi. 200 pl
siipernatana esit hacimde VCl; eklenip nitrat nitrite indirgendi ve 37°C’de 30 dk
inkiibe edildi. Daha sonra tampon ve esit hacimlerde karistirilmis Griess I, 11

reaktifleri eklendi. Numunelerin optik dansitesi spektrofotometrede 540 nm’de, kore

kars1 okundu [66].
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4. BULGULAR

Bu calismada L-929 fibroblast hiicre Kkiiltiirlerine AA, L-NAME ve H,0,

uygulanarak 3 farkli grup olusturulmustur

4.1. AA Grubu

Askorbik asit uygulanan hiicre kiiltiirii grubunda, spektrofotometrede Slgiilen NO ve
HPLC’de olciilen AA ve MDA konsantrasyonlar1 Cizelge 4.1’de, 10uM’lik AA

standartin1 gosteren HPLC kromatogrami ise Sekil 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. AA gruplari

NO MDA AA
(uM/10° hiicre)  (uM/10° hiicre)  (uM/10° hiicre)

Kontrol 12.5 +1.705 * 0.13 +0.030

100 uM C vitamini 6.24 + 1.330" * 0.17 £0.026"

500 uM C vitamini 5.50 + 1.638" * 0.2 +0.036™"
1000 uM C vitamini 6.24 £0.972° * 35.508 + 2.526“>¢

Olgiim simrlarimin altinda

“p< 0.05, kontrol grubunun ayni degeriyle karsilastirildiginda

®p<0.05, 100 uM C vitamini grubunun aym degeriyle karsilagtirildiginda
°p<0.05, 500 uM C vitamini grubunun ayni degeriyle karsilastirildiginda

Uygulanan 100-500 ve 1000uM konsantrasyonlardaki AA’nin nitrik oksit miktarini

azalttigi, AA miktarini arttirdigi bulunmustur.
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Sekil 4.1. AA’ya ait HPLC kromatogrami

4.2. L-NAME Grubu

Nitrik oksit inhibitorii olan L-NAME ve bu bilesikle birlikte AA uygulanan hiicre
kiiltiirii grubunda 6lgiilen NO, MDA ve AA diizeyleri Cizelge-2’de verilmistir.

Cizelge 4.2. L-NAME gruplan

NO MDA AA
(uM/10° hiicre) ~ (uM/10° hiicre)  (uM/10° hiicre)

Kontrol 12.5 +1.705 s 0.13+0.030
100 nM L-NAME 8.75 + 1.640° 0.02 + 0.009* 2
100 uM C vitamini +

L-NAME 16.42 + 1.344*" 0.10 + 0.024*° o
500 uM C vitamini +

L-NAME 7.2 £ 1.240*° * be A
1000 uM C vitamini +

L-NAME 12.02 +1.328"¢  0.108 + 0.026™"¢ * 2

* Olgiim sinirlarmim altinda

p< 0.05, kontrol grubunun ayni degeriyle karsilastirildiginda

bp<0.05, 100 nM L-NAME grubunun ayni degeriyle karsilastirildiginda

°p<0.05, 100 uM C vitamini + L-NAME grubunun ayni degeriyle karsilastirildiginda
4p<0.05, 500 uM C vitamini + L-NAME grubunun aym degeriyle karsilastirildiginda
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Hiicre kiiltiirlerine, 100nM L-NAME uygulandiginda, NO miktarinin azaldigi, MDA
seviyelerinin yiikseldigi saptanmistir. Hiicre kiiltiirlerine 100uM AA ile 100nM L-
NAME birlikte verildiginde NO miktarinin arttigi tespit edilmis, 1000uM AA ile
birlikte 100nM L-NAME uygulandiginda ise MDA seviyelerinin arttigi goriilmiistiir.
5 nmol’lik MDA standartim1 gosteren HPLC kromatogrami Sekil 4.2°de verilmistir.

15 | 15
| |
8
=
10 oy 10
{ o
| I
I =t
|
5- 5
o 1 2 3 4 5 4]

linutes

Sekil 4.2. MDA’ya ait HPLC kromatogrami

4.3. H,O, Grubu

H,0, verilerek oksidatif strese maruz birakilan bu grupta 6lciillen MDA, NO ve AA

seviyeleri Cizelge 4.3’te degerlendirilmisgtir.



Cizelge 4.3. H,0, gruplar

NO MDA AA
(uM/10° hiicre) ~ (uM/10° hiicre)  (uM/10° hiicre)

Kontrol 12.5 £1.705 * 0.13+0.030

1mM H,0, 6.51 + 1.428° 0.17 +0.028* *

100 uM C vitamini +

H,0, 5.0 1,320 0.05 +0.023° 4

500 uM C vitamini +

H,0, 6.76 + 1.523° 0.06 +0.034*° 4

1000 uM C vitamini +

H,0, 10.27 +£1.149"¢  0.18 +0,03*“ 10.50+1.371*>4

Olgiim simrlarinin altinda

p< 0.05, kontrol grubunun ayni degeriyle karsilastirildiginda

*p<0.05, H,0, grubunun aym degeriyle karsilastirildiginda

°p<0.05, 100 uM C vitamini + H,O, grubunun ayni degeriyle karsilastirildiginda
4p<0.05, 500 uM C vitamini + H,0, grubunun aym degeriyle karsilastirildiginda

50

L-929 fibroblast hiicre kiiltiirlerine hem 1mM H,0, uygulandiginda hem de 500 uM

AA ile ImM H;0, birlikte uygulandiginda MDA seviyesi artmis, AA seviyesi

azalmistir. 1000 pM AA ile 1mM H,0, birlikte verildiginde AA’nin arttigt

goriilmiigtiir.



51

5. SONUC

Bu calismada farkli askorbik asit konsantrasyonlarinin hiicredeki metabolizmasi ve
hiicre yaslanmasina yol agan oksidatif stresle miicadelede askorbik asidin roliiniin
arastirilmasi i¢in L-929 fibroblast hiicre kiiltiirlerine askorbik asit, L-NAME ve H,O,
uygulanarak ii¢ grup olusturulmus, bu hiicre kiiltiirlerinde NO, MDA ve AA

diizeylerine bakilmistir.

Nitrik oksit serbest radikal 6zelligine sahip basit bir molekiildiir. Reaktif 6zelligi
nedeniyle NO, ortamda bulunan diger serbest radikallerle tepkimeye girerek reaktif
azot tiirlerini olusturur. Olusan bu yeni nitrojen oksit tiirleri de biyomolekiillerle

etkileserek hiicrelerde oksidatif stres meydana getirirler [13,14].

Calismamizda uygulanan degisik konsantrasyonlardaki askorbik asidin doz bagimsiz

olarak nitrik oksit miktarini azalttigi bulunmustur.

May ve ark.’lar1 endotel hiicreler iizerinde yaptiklann bir caligmada yiiksek
konsantrasyonlardaki NO’in oksidatif strese yol a¢tigini ve hiicrelerdeki askorbik asit
miktarin1  azaltigim1  gdrmiiglerdir. Buradan  yola  ¢ikarak  yiiksek
konsantrasyonlardaki NO’in meydana getirdigi oksidan hasarin, askorbik asit

uygulamasiyla dnlenebilecegi sonucuna varmiglardir [62].

Polidori ve ark.’lart yaptiklar1 calismada uzun ve kisa siireli askorbik asit
uygulamasinin plazma C vitamini konsantrasyonlarin1 artirdigint bulmuslardir [63].
Bu calisma ile uyumlu olarak 100 ve 500uM askorbik asit uyguladigimiz hiicre
kiiltiirlerindeki askorbat miktarinin arttig1,1000uM askorbik asit uygulanan grupta

ise kullanilamayan agir1 C vitamininin ortamda kaldig1 saptanmistir.

Calismamizda hiicre kiiltiirlerine, 100nM bir nitrik oksit sentaz inhibitorii olan L-
NAME uygulandiginda, L-NAME’in NOS’1 inhibe edici etkisini gostererek NO
miktarin1 azalttigi, kimyasal bir madde olarak etki ederek de hiicrelerde lipit

peroksidasyonunu indiikleyip, MDA seviyelerini yiikselttigi tespit edilmistir.
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Nadeem ve ark.’larn ratlar iizerinde yaptiklar1 caligmada oksidatif hasarin, NO
sentezini engelleyen L-NAME gibi NOS inhibitérleri ve antioksidan uygulamasiyla

onarilabilineceginden bahsetmislerdir [64].

Hiicre kiiltiirlerine 100uM AA ile 100nM L-NAME birlikte uygulandiginda nitrik
oksit miktarinin artti§i goriilmiistir. Bunun diisiikk dozlarda L-NAME ile askorbik
asidin birbirlerinin etkilerini antagonize etmesinden kaynaklandig: diistiniilmektedir.
1000uM AA ile birlikte 100nM L-NAME uygulandiginda lipit peroksidasyonun bir
iriinii olan MDA seviyelerinin arttigt goriilmiis, bu sonucun C vitamininin

prooksidan etkisinden kaynaklandig: tespit edilmistir.

Paolini ve arkadaglarinin ratlar iizerinde yapmis oldugu calismada yiiksek doz C
vitamini uygulamasinin, prooksidan etki yaratarak oksidatif strese neden oldugunu

gostermiglerdir [55].

H,0, membrandan kolayca gecebilen uzun Omiirlii bir oksidandir. Serbest radikal
olmadig1 halde reaktif tiirler icinde yer alir. Lipit peroksidasyonunu baslatabilen en

zararl ve reaktif tiir olan hidroksil radikalini olusturabilme 6zelligine sahiptir.

L-929 fibroblast hiicre kiiltiirlerine 1mM hidrojen peroksit uygulandiginda, hidrojen
peroksidin serbest radikal etkisinden dolay lipit peroksidasyonu meydana gelmis ve
MDA seviyelerinin arttig1 saptanmistir. AA seviyelerinin ise gii¢lii bir antioksidan
olarak lipit peroksidasyonunu Onlemeye calistigl icin diismiistiir. 500 uM AA ile
1mM H,O0; birlikte uygulandiginda MDA seviyesi artmis, bu da askorbik asidin bir

prooksidan olarak lipit peroksidasyonunu arttirdigini gostermistir.

Van der Loo ve ark. geng ve yasl ratlar iizerinde yaptiklar calismada C vitamininin
lipit peroksidasyonun artmasina bagli olarak azaldigini ve MDA miktarinin ise

artigin1 bulmuglardir [65].

Yaglanma hiicrelerden organlara kadar tiim yapilarda fonksiyonlarin azalmasiyla

karakterize edilen karmagik bir siirectir. Yaslanma siirecini agiklamada en yaygin
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sekilde kabul gormiis teori, hiicrenin yap1 ve fonksiyonlarinda hasara sebep olarak
hiicreyi yaslanma siirecine gotiirdiigii ileri siiriilen serbest radikal teorisidir. Serbest
oksijen radikalleri ve reaktif nitrojen tiirleri, hiicrenin lipit, DNA ve protein gibi
onemli bilesenlerine zarar vererek, hiicrelerin yap1 ve islevlerini bozmakta ve

hiicresel yaslanmaya sebep olmaktadir [24,3].

Van der Loo ve ark. ile pek ¢ok arastirmacinin yapmis oldugu ¢aligmalarda yaslanma
siirecinin oksidatif stresle iliskili oldugu belirtilip, C vitamini uygulamasinin
yaglanmaya bagli oksidan stresin onlenmesinde yararli olabildigini bildirmislerdir

[65].

Sonug olarak serbest oksijen radikalleri ile reaktif nitrojen tiirleri hiicrelerde oksidatif
stres olusturmaktadirlar. Olusan stres, hiicrelerin yap1 ve islevlerini bozarak
hiicrelerin yaslanma siirecine girmelerine neden olmaktadir. Hiicrelere giiclii bir
antioksidan olan askorbik asit uygulamasi, oksidatif strese bagl hiicre yaslanmasim
yavagslatabilir. Ancak hiicre yaslanmasini tetikleyen bircok faktor oldugundan
yaslanma siirecinin tam olarak anlagilabilmesi ve yavaglatilabilmesi icin ileri

caligmalara gerek duyulmaktadir.
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