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NiKOTIN VE MELATONININ SWISS ALBINO TiPi LABORATUVAR
FARELERINDE KARACIGER ANTIOKSIDANT ENZIM AKTIiVITELERi
UZERINE ETKILERI

OZET

Bu ¢alismada Nikotinin ve bilinen en etkili antioksidant olan melatoninin , antioksidant
enzimlerden siiperoksit dismutaz ve katalaz tizerine etkileri zamana bagl olarak karacigerde
incelenmistir.

Bu amagla 24 saat a¢ birakilan Swiss albino tipi laboratuvar farelerine (Mus musculus)
Nikotin ve Melatonin intraperitonal yolla enjekte edildikten sonra, fareler 2. , 4., 8., 12. ve
24. saatlerde servikal dislokasyonla oldiiriilerek karacigerleri izole edilmigtir. Karacigerlere
sirastyla  homojenizasyon, sonikasyon ve santrifugasyon islemleri uygulanarak enzim
fraksiyonu elde edilmistir.Enzim fraksiyonlarinda protein miktar1 belirlendikten sonra
stiperoksit dismutaz ve katalaz aktiviteleri 6l¢ilmiigtiir.

Cahismamizin sonucunda SOD enzimi aktivitesinin deney gruplar arasinda istatistiksel
olarak onemli bir farklilik gosterdigi (p<0,01), fakat enjeksiyon sonrasi saatler arasinda
istatistiksel olarak ©nemli bir farklilik olmadigi belirlenmistic. Melatonin stiperoksit
radikallerini uzaklagtirmada beklenen etkiyi g&stermemistir.

Katalaz enzim aktivitesi i¢in yapilan ¢aligma sonucunda deney gruplar1 ve enjeksiyon
sonrast gecen siireler arasinda istatistiksel olarak Snemli (p<0,01) farklihiklar gézlenmigtir.
Katalaz aktivitesinde gozlenen maksimum inhibisyon 8. saatte gézlenmistir. Bu inhibisyonun
nedeninin melatoninin antioksidant etkisi sonucunda gozlendigi diistiniilmektedir. Deney

gruplarinda 8. saatten sonra melatoninin antioksidant etkisini yitirmigtir.

Anahtar kelimeler: Nikotin, Melatonin, Antioksidant enzimler, Karaciger
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EFFECT OF NICOTINE AND MELATONIN ON LIVER ANTIOXIDANT ENZYME
STATUS IN SWISS ALBINO LABORATORY MICE

SUMMARY

In this study, the effects of nicotine and melatonin, shown to be an effective antioxidant
in a number of experimental models both in vitro and in vivo, on liver antioxidant enzyme
statuses depending on time were investigated.

Swiss albino laboratory mice (Mus musculus) were kept hungry for 24 hours, then
nicotine and melatonin were injected via intraperitonally. Then, they were killed by cervical
dislocation at 2", 4™ gt 12% 24" hours and their livers isolated. Isolated livers were
homogenized, sonificated and santrifuged to obtain enzyme fractions. The protein
lzoncentrations were measured and Superoxide Dismutase and Catalase activity was
determined.

The activity of Superoxide Dismutase enzyme showed statistically significant difference
between groups but not hours after injection (p<0,01). Melatonin failed to show expected
effect on superoxide radicals.

The activity of Catalase showed statistically significant difference both between the
groups and hours (p<0,01). The antioxidant effect of melatonin was observed at 8™ hour at
which time inhibition of catalase activity reached maximum value. It is thought that
antioxidant effect of melatonin caused this inhibition. After 8" hour melatonin lost its

antioxidant activity.

Keywords: Nicotine, Melatonin, Antioxidant enzymes, Liver
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1. GIRiS

Oksijen tiim canlilar i¢in vazgecilmez bir elementtir. Hidrojen, karbon, azot ile
birlikte organik molekiillerin yapisina girerler. Anaerob canlilar hari¢ tiim bitki ve
hayvanlarin enerji metabolizmalarinda oksijenin hayati ©Onemi vardir. Canli
metabolizmasinda oksijenin kullanimi esnasinda diistik konsantrasyonlarda reaktif oksijen
tiirleri olugmakta fakat enzimatik stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT), glutatyon
peroksidaz (GPx) ve enzimatik olmayan o-tokoferol, melatonin, askorbik asit gibi
antioksidant sistemler tarafindan etkisiz hale getirilerek uzaklagtirilir (Halliwell &
Arumoa, 1991). Bazi anormal durumlarda reaktif oksijen tiirl_erinin Uretimi artar ve
antioksidant sistemlerdeki bazi1 bozukluklar nedeniyle etkisizlestirilemezier. Bunun
sonucunda olusan reaktif oksijen tiirleri hasara neden olur (Navarro-Alarcon & Lopez-
Martinez, 2000).

Diinyada sigara kullanan bir milyardan fazla insanin viicudu kronik olarak nikotine
maruz kaldify gibi sigara kullanmayanlarda her giin g¢evresel sigara dumanindan
etkilenmektedir. Bu nedenle heniiz netlik kazanmayan nikotin metabolizmas: {izerinde
yogun c¢alismalar yapilmaktadir. Bircok metabolik yolun bulunmasi ¢alismanin
karmagikhigini arttirmustir. Bilindigi lizere yapilan her calisma spesifik sorulara yanit
aramak igin gergeklestirilmektedir. Melatonin, tipta ve eczacilikta genis kullammi olan
bilinen en etkili radikal siipiirlicii etki gosteren bir maddedir. Melatonin pineal bezden
salgilanan bir hormondur. Retinal islevler, sirkadiyan ritim ve {ireme olaylarim igeren bir
¢ok olayda membrana bagl reseptorlerle yonlendirilen bir ¢ok fonksiyona sahiptir
(Brzezinski, A., 1997). Melatoninin son yillarda serbest radikal siipiiriici etkilerinin
oldugu gosterilmistir. Diger indol tiirevleri ve triptofan metabolitlerinde oldugu gibi
melatonin, yapisinda bulundurdugu indolaminin kolayca elektron vermesine olanak
saglayan elektronca zengin aromatik halkasal sistemin varliiyla redoks 6zelligi kazanir
(Jovanovich & Steenken, 1992; Al-Kazwini ve ark., 1990).

Melatoninin serbest radikallerle etkilesimi Tan ve arkadaslanmn 1993 yilinda
melatonin ile hidroksil radikalleri arasindaki etkilesimi tanimlamalanyla ilk olarak ortaya
konulmustur (Tan ve ark., 1993a). Bu ¢aligmalar, bir ¢ok oksijen merkezli radikaller ve
diger reaktif tuirlerin gesitli deneysel sistemlerde melatonini okside edebilme yetenegi
oldugunu gostermistir (Reiter ve ark., 2000). Bununla birlikte serbest radikallerin

melatoninle olan etkilegimleri heniiz tam olarak anlagilmamistir.



Bir ¢ok farkli metabolik etkenler sonucunda meydana gelen siiperoksit radikallerinin
ortaya ¢ikardid hasarlar canlilarda oksidatif hasarlara yol agarak canli yasam iizerinde
olumsuz etkiler birakabilmektedir. Bu metabolik bozukluklarin canli yagsaminn ilerleyen
asamalarina olusturacafi olumsuz sonuglari engelleyebilmek igin serbest oksijen
radikallerinin olusumu ve etki mekanizmalarmn aragtirlmasi ve aydinliga
kavusturulamayan mekanizmalarin agiklanmasi gliniimiizde aragtirma gruplarnin baghca
hedefini olusturmaktir.

Bu bilgiler 1s181nda nikotinin etki mekanizmasi ve bu etkiyi ortadan kaldirabilmek
amactyla bu alanda yapilan ¢aligmalara katkida bulunabilmek amaciyla ¢alismamizda
nikotin ve melatonin etkisiyle Swiss albino tipi laboratuar farelerinde radikal stipfirticii

enzim aktivitesindeki degismeler zamana bagl olarak gozlenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Biyolojide ve Tipta Serbest Oksijen Radikalleri

Serbest radikaller, bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron ihtiva eden ve bu

sebeple oldukga reaktif atom veya molekiillerdir. Bu genis tammlama H atomu (bir

eslesmemis elektron), ¢ogu gegis metalini ve oksijen molekiiliinii icermektedir (Akkus,
1995; Halliwell & Gutteridge, 1984).
Serbest radikal basit bir atom olabilecegi gibi kompleks yapili bir molekiil de olabilir.

Yasadigimuz cevrede fiziksel ve kimyasal kaynakli olaylar sonucu siirekli olarak radikal

olusumu vardir. Hiicresel ortamda oldukg¢a cesitli ve fazla miktarda radikal tiirler
meydana gelmektedir (Kiling ve Kiling, 2002 ). Ug sekilde olusabilirler;

1.

Kovalent baglarin homolitik boltinmesi ;

Yiiksek enerjili elektromanyetik dalgalar ve yiiksek sicak sicaklik (500-600 °C)
kimyasal baglarin kirilmasina neden olur. Kirllma sirasinda bag yapisindaki iki
elektronun her biri ayr atomlar iizerinde kaliyorsa bu tip kirilmaya “homolitik
kirilma” adi verilir. Bu tip bag kirilmasi sonucunda her iki atom tlizerinde de
paylasilmamis elektron kalir. Organik molekiillerdeki baglarin  kirilmas:
durumunda zit yiiklii elektron ¢iftleri meydana gelir ve bu tiirler de reaktiftir
(Pryor, 1994).

XY—-X+Y

Normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi sonucu olusur;

Radikal o6zelligi olmayan bir molekiilden elektron kayb: esnasinda dis
orbitalinde paylasilmanmus elektron kaliyorsa radikal formu meydana gelir.
Ornegin askorbik asit, tokoferoller gibi hiicresel antioksidantlar radikal tiirlere
elektron verip radikalleri indirgerken, kendileri de radikal formlarina doniisebilir
(Pryor, 1994).

X Y- X:+Y'

Normal bir molekiile elektron transferiyle meydana gelir;

Radikal o6zellii olmayan bir molekiile tek elektron transferiyle dis orbitalinde
paylasiilmamus elektron olusursa, bu tiir indirgenme radikal olusumuna yol agar.
Ornegin molekiiler oksijenin tek elektron ile indirgenmesi sonucu oksijenin
radikal formu olan siiperoksit (O,") meydana gelir.

Ate—A~



Bu mekanizmayla radikal olusumu biyolojik sistemlerde yaygin olarak
gerceklestirildiginden canlilar i¢in onemlidir. Canlilarda ¢ok sayida enzimatik ve
enzimatik olmayan tepkimelerle siiperoksit iretilir (Halliwell & Gutteridge, 1999;
Grisham, 1992).

Oksijenin, klinik tipta ¢ok sik kullanilmasi toksik etkisini bize unutturmamalidir.
Oksijenin atmosferik konsantrasyonundan yiiksek olusu bitkilere, hayvanlara ve E.coli
gibi aerobik bakterilere zararli etkisinin olugu uzun zamandir bilinmektedir (Morris,
1976; Balentin, 1982). Hayatta kalma stiresinin oksijen basincina karsi logaritmik
egrileri bunun aksini gostermektedir. Protzoon, fare, balik, si¢an, tavsan ve bocekler
i¢in iligki yaklagik olarak dogrusaldir. Aslinda, %21'lik oksijen oraninin bile oldukg¢a
yavas olarak zarar verici etki gdsterdigine dair oldukea tutarli deliller vardir. G6zlenen
sonuglar kullanilan organizmanin tiiriine, yagina, besinlerinde farkl miktarlarda A, E ve
C vitaminleri, ge¢is metalleri, antioksidantlar ve doymamus lipidlerinin bulunusu ve
fizyolojik durumlan oldukg¢a farkhilik gostermistir (Halliwell & Gutteridge, 1984).

1954°de, Gershman ve Gilbert oksijenin zarar verici etkilerinin ¢ogunun oksijen
radikallerinin olusumuna sebep olabilecegini Snermislerdir (Gillbert, 1981). Bu hipotezi
Fridovich (1975, 1978, 1983), oksijen toksisitesinin siiperoksit teorisi olarak
gelistirmistir. Teoriye gore, in vivo siiperoksit radikalinin olusumunun oksijenin toksik
etkilerini olusturmada baslica gérevi iistienmektedir.

O, iki eslesmemis elektron igermektedir ve her biri farkli n* zit baglanma
orbitallerinde bulunmaktadir (Halliwell, 1981b). Bu iki elektron aym spin kuantum
sayisina sahiptir ve bu ylizden O, diger bir molekiilii ondan bir ¢ift elektron olarak
oksidasyona ugratirsa her iki yeni elektron n* orbitallerindeki bosluklara uygun olmast
icin paralel spine sahip olmalar gerekmektedir (Pauli prensibi). Atomik veya molekiiler
orbitalde bir ¢ift elektron antiparalel spine (+ Y%,- %) sahiptir. O, oksidasyonu tizerine
olan bu kisitlamalar O, kendi elektronlarini bir defada almasim tesvik etmektedir ve
radikal olmayan (non-radical) tiirler ile kendi reaksiyonunu yavaslatmaktadir (Tablo L.).
Oksidaz ve oksijenazlarin gogunun aktif bolgesinde gecis metalleri bulunmaktadir.
Ciinkii gecis metallerinin tek elektron alip verebilme yetenegi bu tip spin kisitlamasinin
Oniine gegebilir (Hill, 1981).



Tablo 1. Oksijen molekiilii ve oksijen radikallerinin elektron dagilimi (Halliwell, B.,
Gutteridge, J.M.C., 1984)
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2.2. Serbest Oksijen Radikalleri ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Biyolojik sistemlerdeki en onemli radikaller, oksijenden olusan radikallerdir.
Serbest oksijen radikalleri arasinda oksijen, siiperoksit, hidrojen peroksit, gegis
metallerinin iyonlar1 ve hidroksil radikalleri anahtar rol oynamaktadirlar (Sekil 1.).

Oksijenin elektron dagilimi serbest radikallerle kolayca reaksiyona girmesine neden
olur. Radikal olmayan maddelerle ise daha yavas tepkime vermektedir. Oksijen en son
suya kadar indirgenmektedir. Bu indirgenme esnasinda oldukga reaktif olan oksijen

tiirleri ortaya ¢ikabilir (Halliwell & Gutteridge, 1999).



H,O
Sekil 1: Oksijenin suya indirgenmesi ve diger oksijen radikallerinin olusumu

2.2.1. Siiperoksit Radikali

Aerobik hiicrelerin tiimiinde oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu
sliperoksit radikali (O,") meydana gelir. Bir elektron temel durumdaki O, molekiiliine
baglanirsa bu elektron m* zit baglanma orbitallerinden birine girmelidir. Bu {iriin
stiperoksit radikalidir (Fridovich, 1975,1978; Halliwell, 1981b).

O, + ¢ > 0y

Stiperoksit, bir serbest radikal olmakla birlikte kendisi direk olarak zarar vermez.
Asil 6nemi hidrojen peroksit kaynag1 olmas1 ve gecis metalleri iyonlarinin indirgeyicisi
olmasidir.

Stiperoksit anyonu hem oksitleyici hem de rediikleyici 6zellige sahiptir.
Rediikleyici etkisi Ferrisitokrom ¢ veya nitroblue tetrazolium'un rediiksiyonunda bir
elektron kaybeder ve oksijene okside olur. Sitokrom c¢'nin indirgenmesi SOD tarafindan
inhibe edilir. Serbest radikallerin onemli kaynaklarindan biri fagositik hiicrelerin
yabanci partikiiller veya immiin komplekslerle karsilagsmasi sonucunda meydana gelen

solunumla ilgili olaylardir (Halliwell, 1982). Notrofil, monosit, makrofaj ve



eozinofillerin de iginde bulundugu fagositik hiicrelerin O,” meydana getirdigi
bilinmektedir. Bundan faydalamilarak SOD aktivitesi ve fagositler tarafindan liretilen
O, tayini yapilir (Akkus, 1995).

2.2.2, Singlet Oksijen

Singlet O, ortaklanmamug elektronu olmadid igin radikal olmayan reaktif oksijen
molekiildiir (O,'Ag). Serbest radikal reaksiyonlar: sonucu meydana geldigi gibi serbest
radikal reaksiyonlarinin baglamasina da sebep olur. Oksijenin elektronlarindan birinin
enerji alarak kendi spininin ters yoniinde olan bagka bir orbitale yer degistirmesiyle
olusur. A ve X olmak iizere iki sekli vardir (Sekil 1.). Singlet O, uyarilmug elektronlarin
daha diisiik enerji seviyesine inmesiyle 151k yayar. Singlet O, 'nin kimyasal bir bilegikle
etkilesimi sonucu kemiliiminesans meydana gelmesi ve bunun Glgiilmesiyle reaktif
oksijen tiirlerinin direk tayini yapilabilmektedir.

Serbest oksijen radikallerinin etkisi sonucu C merkezli radikaller (R’), peroksil
radikalleri (ROO"), alkoksil radikalleri (RO’) gibi 6nemli serbest radikaller meydana
gelirler. Bunlardan 6zellikle poli doymamis yag asitlerinden meydana gelen peroksil
radikali yar1 dmrii uzun olan bir radikaldir (Akkus, 1995).

O, reaktivitesini ylikseltmenin diger yolu da eslenmemis bir elektronu spin
kisitlamasim azaltacak sekilde hareket ettirmektir. O, nin iki singlet durumu mevcuttur
(Sekil.1.). Biyolojik sistemler igin en énemli singlet tiiri Singlet O,'Ag'nin eslenmemis
elektronu yoktur ve radikal degildir. Singlet O,'Sg" genellikle reaksiyona girmeden
once 'Ag durumuna doniismektedir. O,’nin 'Ag durumuna gecisi klorofil, retinal, flavin
veya porfirinler gibi baz1 biyolojik pigmentlerin O, varliginda iliiminasyonu sonucunda
gergeklesebilir (Foote, 1982). Singlet O, ‘in in vivo olusumu iliimine kloroplastlarda
(Halliwell, 1981a) ve memelilerde goziin lens ve retinasinda meydana gelir (Zigler &
Goosey, 1981; Katz ve ark., 1982; Kirschfeld, 1982).



2.2.3. Hidrojen Peroksit

Molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi veya
siiperoksidin bir elektron almasi sonucu peroksit olusur. Peroksit molekiilii iki hidrojen
atomuyla birleserek hidrojen peroksiti (H,O,) meydana getirir. HO, membranlardan
kolayca gegebilen uzun 6miirlii bir oksidantdir. Ancak biyolojik sistemlerde hidrojen
peroksitin olugumu siiperoksitin dismutasyonu ile olur. Iki siiperoksit molekiilii iki
proton alarak hidrojen peroksit ve molekiiler oksijeni olustururlar. Reaksiyon sonucu
radikal olmayan iiriinler meydana geldiginden bu bir dismutasyon reaksiyonu olarak
bilinir (Halliwell & Gutteridge, 1999). A

0, molekiiliine ikinci bir elektronun eklenmesiyle eslenmemis elektronu olmayan
peroksit iyonu olugsmaktadir ve bu bir radikal degildir. Fizyolojik PH’da tiim peroksit
iyonlar1 (0,%) H,0, verecek sekilde protonlanmaktadir giinkii H,O, ‘nin pK,’st oldukga
yiiksektir. Sulu ¢ozeltilerde O,  dismutasyon reaksiyonuna ugrayarak H,O, ve O,
meydana getirir. Bu dismutasyon kendiliinden ya da SOD enzimi tarafindan
katalizlenir. Dismutasyon asidik pH’larda daha izl ger¢eklesmektedir. pH 4.8'de
protonlanmis ve protonlanmamis radikal konsantrasyonu esittir. Bu formlann arttif
pH'larda bu hiz belirgin sekilde diigiiktiir (Tan ve ark., 2000).

Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadig: halde, reaktif oksijen tiirleri icine
girer ve serbest radikal biyokimyasinda 6nemli rol oynamaktadir. Ciinkii siiperoksit ile
reaksiyona girerek en reaktif serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali olusturmak
tizere kolaylikla yikilabilir.

Bu reaksiyona Haber-Weiss reaksiyonu adi verilir. Bu reaksiyon katalizor
yoklugunda da varhiginda da gergeklesmektedir. Demirle katalizlenen reaksiyonlar
oldukga izl gergeklesmektedir. Bu reaksiyonda once ferri demir (Fe;") siiperoksit
tarafindan ferro demire (Fe,") indirgenir, olusan ferro demir kullamilarak “fenton
reaksiyonu” ile hidrojen peroksitten ‘OH ve OH’ {iretilir. Bu reaksiyonun mekanizmasi
asagidaki sekildedir.

0,7+ Fe3+ >0+ Fe2+
Fe2+ + H,0, —» Fe3+ + OH’
H,0; + 027 — "*OH + OH + 0,




Goriildiigii gibi stiperoksit hem hidrojen peroksit kaynagi hem de gecis metalleri
iyonlarimn indirgeyicisidir. Indirgenmis gecis metalleri okside sekillerine gére hidrojen
peroksitle daha reaktiftirler (Akkus, 1995).

Tiim reaksiyon asagida bazi1 basamaklarin 6zeti seklinde verilmistir.
20, 4+ 2H" - H,02 + O,

2.2.4. Hidroksil Radikali

H,0,’deki O-O bagimin hemolitik parcalanmasi iki hidroksil radikali meydana
getirmektedir. Is1 ve iyonize radyasyon tarafindan hemoliz gergeklestirilebilir. H>O, ve
Demir (II) tuzunun basit bir karigiminda da "OH radikali olusturmaktadir. Bu olay ilk
olarak 1894’de Fenton tarafindan gézlemlenmistir.

Fe'? + Hy0, —> Fe” + 'OH + OH'

Eser miktarda Fe™ H,0, ile daha fazla reaksiyon verir:
Fe* + Hy0, —» Fe + 0 + H'

Ve daha fazla reaksiyonun gergeklesme ihtimali vardir:

‘OH + H202 —> H,O + H'+ OH
0, +Fe™ - Fe'? + 0,

‘OH + Fe*? — Fe™ + OH

H,O0, ve Demir (II) tuzunun basit bir karigimi bu sekilde bir biitiin radikal
reaksiyonlan serisini tegvik etmektedir. Tiim bu reaksiyonlarin 6zeti, HyO, nin demirle

katalize edilen ayngtirilmasidir:
2H,0, — 2H,0 + O,
Bakir (1) tuzu, H,O, ile ‘OH radikali olusturmak iizere reaksiyona girer ve bu
reaksiyon demirinkinden oldukga hizlidir.
Cu* +H;0, > Cu* +-OH + OH’
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Hidroksil radikalleri hiicrede bulunan sekerler, aminoasitler, fosfolipidler, DNA
bazlann ve organik asitler gibi molekiillerin hemen hemen tiimiiyle olduk¢a hizlh
reaksiyon verirler (Halliwell & Gutteridge, 1984). Hidroksil radikallerinin reaktivitesi
oldukga yliksektir ve canli sistemlerde olustugunda gevresinde rastladig tiim biyolojik
molekiillerle etkilesirler. Bunun sonuncu olarak farkli reaktivitelere sahip ikincil
radikaller meydana gelir. Ornegin karbonat iyonu (CO3?) ile reaksiyonlar giiglii bir
indirgen ajan olan karbonat radikali (CO;3™) meydana gelir (Anbar & Neta, 1967).

In vivo ortamda H,0, ve Cu (I) ve/veya Fe (II) tuzlarinin ortamda bulunursa "OH
radikalleri olusacaktir. O, iireten bir biyolojik sistem O,  diger bir molekiille hemen
reaksiyon vermedigi taktirde dismutasyon reaksiyonuyla H,O, meydana getirir. Bunun
oram ortam pH’sina ve O, konsantrasyonuna baglidir. H,O, olusumu bazi tiirlerin tlim
bakterilerinde, fagositik hiicrelerde, sperm hiicrelerinde (Holland ve ark., 1982) ve in
vitro’da mitokondri, kloroplast ve mikrozomlarda g6zlenmigtir (Chance ve ark., 1979;
Halliwell, 1981b).

2.3. Serbest Radikallerin Kaynaklan

Serbest radikal, son y6riingesinde bir ya da daha fazla eslenmemis elektron igeren
bazi1 atomlar ve oksijen rediiksiyon iiriinleri stiperoksit (O,"), hidrojen peroksit (H,0,),
hidroksil (OH) gibi kisa Omiirlii reaktif atomlardir (Byung, 1994; Harris, 1992). Baz1
atomlar bir yoriingesinde tek elektron bulundurmalari nedeniyle radikaldir. Ornegin
onemli bir hava kirliligi etkeni olan nitrit dioksit (NO,) ve nitrik oksit (NO) bu tip
radikallerdendir (Aslan & Diindar, 1998).

Demir, bakir, mangan, molibden gibi ge¢is metalleri dis yoriingelerinde birer
elektron tagimalarina ragmen radikal karakter gostermezler (Aslan ve ark., 1995).
Serbest radikal kabul edilen atom ve molekiiller, elektron konfigiirasyonuna ek olarak
termodinamik yapilar1 ve lokal kinetik aktiviteleriyle degerlendirilir (Aslan ve ark.,
1995; Byung, 1994).
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Ekzojen kaynaklar1;

Aktive olmus fagositler

Radyasyon

Aligkanlik yapan maddeler

Cevresel ajanlar; sigara dumam, aromatik hidrokarbonlar, hava kirliligine neden
olan maddeler, pestisidler vb.

Stres: Streste katekolamin diizeyi artar. Katekolaminlerin oksidasyonu radikal
kaynagidir. Bu olay stresin hastaliklarin patojenezindeki roliiniin serbest

radikallerlerle ilgisi agisindan 6nemlidir (Mansuy ve ark., 2000)

Endojen kaynaklar1;

Tioller, hidrokinonlar, katekolaminler, flavinler, antibiyotikler vb. molekiillerin
otooksidasyonu.

Enzimler ve Proteinler: Ksantin oksidaz, triptofan dioksijenaz, hemoglobin, bazi
enzim ve proteinler de katalitik dongilileri esnasinda serbest oksijen radikalleri
olusturabilirler. Bu enzimlerden biri ksantin oksidazdir. Normal kogullarda
NAD-bagimli dehidrojenaz olarak etki eder ve radikal olusumuna sebep olmaz.
Fakat in vivo'da iskemi sonucunda enzim dehidrogenaz formundan oksidaz
formuna doniisiir ve siiperoksit radikali olusumuna neden olur (Halliwell &
Gutteridge, 1999).

Mitokondriyal elektron tagima sistemi (Saraste, 1999; Alberts ve ark., 1989;
Alvarez ve ark., 2000).

Endoplazmik retikulum ve g¢ekirdek membran elektron transport sistemleri
(Kagan & Tyurina, 1998).

Peroksizomlar

Plazma membram: Plazma membramndaki siklooksijenaz ve lipooksijenaz
enzim sistemlerinin katalize ettigi arasidonik asit metabolizmasi sonuéunda
serbest radikaller meydana gelebilir.

Oksidatif stress yapici durumlar: Iskemi, travma, intoksikasyon gibi.

Aktive olmus fagositler ;

Fagositoz sirasinda hiicrede 6nemli dlgiide serbest radikal meydana getirilir.
Aktiflesmis fagositler bakterileri o6ldiirmek igin hidrojen peroksit veya

hipokl6rdz asit meydana getirirler.
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Tablo 2. Bazi radikallerin sembolleri ve dzellikleri

Radikal Simge |Tammlama

Hidrojen H' |Bilinen en basit radikal

Siiperoksit Oy | Oksijen metabolizmasinin ilk ara {iriinii
Hidroksil OH' | En toksik oksijen radikali

Molekiiler hasar yetenegi ve reaktivitesi diigiik bir

Hidrojen peroksit H,O
Jenp 22 | radikal

Singlet oksijen O, | Giglii oksidatif oksijen formu (yar1 6mrii kisadir)

Lipidlerle hizli ¢6ziinerek lipid peroksidasyonunu
Perhidroksi radikali § HOy

arttirmaktadir

Perhidroksile oranla daha zayif etkili, lipidlere lokalize
Peroksil radikali ROO"

olur

CCly metabolizmas tiriinii karacigerde tirtinleri bir
Triklorometil CCl,4

radikal

Organik peroksitlerin yikimiyla iiretilen oksijen
Alkoksil RO

metaboliti
Nitrojen oksit NO | L-arjinin aminoasitden in vivo iiretilir
Nitrojen dioksit NO; |NO’nun oksijen ile reaksiyonu sonucunda olugur

Radikal metabolitler, aslinda aerobik organizmalarin ka¢imimaz bilesikleri olup
hiicrelerde kontrollii kullanimlari ile bir dizi enzimin sentezi ve bir ¢ok organizmanin
antibakteriyel savunmasinda 6nemlidir (Weiss, 1989). Ancak radikal reaksiyonlarini
kontrol ederek belli bir diizeyin iistine gikmasim engelleyen antioksidant unsurlar
bulunmaktadir. Canli dokulari radikal ataklarina maruz kaldiklarinda bunu nétralize
edebilecek antioksidant bilesikler yetersiz kalirsa dokular déniisiimsiiz hasarlara maruz
kalabilir (Byung, 1994).

Oksijen tam olarak indirgendigi reaksiyonlarda son {irlin olarak suya
dontigmektedir. Bu indirgenme basamaklarinda reaktif metabolitler meydana
gelmektedir (Florence, 1990; Sekil 1.).
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Siiperoksit, 7,2 pH’da daha stabil bir molekiil olan H,O,’ye doniigmektedir
(Fridowich, 1975).

0,4+ ¢ = 057 (1)
0, +07 + 2H' > H,O, + O, (2)

Siiperoksit, Cu*? gibi gegis metalleri ve radikallerle kolay reaksiyon verir ve H,O,
ile “Haber-Weiss” tepkimesini vererek olduk¢a toksik hidroksil radikalini
olusturmaktadir (Haber & Weiss, 1934).

0, + H,0, > OH + OH + OH"

Demir iyonlarinin katalizorliigiinde “Fenton Tepkimesi” gergeklesir ve reaksiyon

ortalama 4000 kez hizlanir (Aslan ve ark., 1995).
Fe" +H,0, — Fe" + OH' + OH'

Bu sebeple aerobik organizmalar kolay okside olabilen bilesiklerin siiperoksitle
reaksiyona girmesini Onlemek i¢in SOD enzimini, hidrojen peroksiti yok etmek
amaciyla da, KAT ve GPx enzimlerini kullamirken (Ji ve ark., 1988), bazi bakteriyel
enzimler siiperoksit tarafindan inaktif getirilmektedir (Machlin & Bendich, 1987).

2.4. Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller, hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi tiim
Oonemli bilegenlerine karsi zararhh etkiler gOstermektedirler. Mitokondrideki
permeabiliteyi bozar, hiicrenin potasyum kaybimi ve trombosit agregasyonunu
arttirmaktadar.

Proteaz, fosfolipaz, elastaz, siklooksijenaz, ksantin oksidaz, lipooksijenaz, triptofan
dioksijenaz ve galaktoz oksidaz gibi litik enzimleri aktiflestirirken alfa-1-antitripsin gibi
bazi savunma sistemlerini inaktive ederler. Serbest radikaller bu etkileri farkl sekillerde

gosterebilirler (Halliwell & Gutteridge, 1984).

2.4.1. Membran Lipidlerine Etkileri

Serbest radikaller, savunma mekanizmalarnin kapasitesini asacak oranlarda

olustuklan zaman organizmada ¢esitli bozukluklara yol agarlar. Biyomolekiillerin tiim
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biiyiik simflar1 serbest radikaller tarafindan etkilenirler. Bu biyomolekiillerin en hassasi
lipidlerdir. Membrandaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglar1 serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon iirtinlerini olusturur. Poli
doymamus yag asitlerinin (PUFA) oksidatif yikimina lipid peroksidasyonu adi verilir.
Lipid peroksidasyonu canli metabolizmasi lizerinde oldukga zararl etkileri vardir. Lipid
peroksidasyonu, kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler ve
olusturdugu hasarlar geri doniistimsiizdiir.

Lipid peroksidasyonu, organizmada olusan bir serbest radikal etkisi sonucu
membran yapisinda bulunan poli doymamus yag -asidi zincirlerinden bir hidrojen
atomunun uzaklastinlmas: ile baglar. Bu olayin sonucunda yag asidi zinciri bir lipid
radikali niteligi kazanir. Olusan lipid radikali dayaniksiz bir bilesiktir ve bir dizi
degisiklige ugrar. Molekil i¢i ¢ift baglarin pozisyonlarinin degigmesiyle dien
konjugatlar1 ve daha sonra lipid radikallerinin molekiiler oksijenle etkilegsmesi sonucu
lipid peroksil radikali meydana gelir. Lipid peroksil radikalleri, membran yapisindaki
diger poli doymamis yag asitlerini etkileyerek yeni lipid radikallerinin olusumuna sebep
olurlar. Lipid peroksil radikalleri agia ¢ikan hidrojen radikallerini alarak lipid
hidroperoksitlerine doniisiir. Bu sekilde olay kendi kendine katalizlenerek devam eder.
Lipid peroksidasyonu ya toplayici reaksiyonlarla sonlandirilir ya da otokatalitik yayilma
reaksiyonlariyla devam eder.

Plazma membram ve organel lipid peroksidasyonu, serbest radikal kaynaklarmnin
hepsiyle uyarlabilir ve metallerin varlifinda artar. Bu metaller redoks katalisti olarak
gorev yaparlar ve siiperoksit ve hidrojen peroksitin daha gii¢lii oksidantlara
doniigtimiine sebep olur.

Lipidlerden, arasidonik asit metabolizmas1 sonucu serbest radikal {iretimine
“enzimatik lipid peroksidasyonu”, diger radikallerin sebep oldugu lipid
peroksidasyonuna ise “enzimatik olmayan lipid peroksidasyonu” ad verilir.

Lipid peroksidasyonu sonucu olusan lipid hidroperoksitlerinin yikimi gegis
metalleri iyon katalizini gerektirmektedir. Lipid hidroperoksitleri yikildiginda ¢ogu
biyolojik olarak aktif olan aldehitler meydana gelir. Bu bilesikler hiicre diizeyinde
metabolize edilebilecegi gibi baglangigtaki etki alanlarmdan difiize olarak hiicrenin
diger boliimlerine hasar yayarlar. Ug veya daha fazla ¢ift bag ihtiva eden yag asitlerinin

peroksidasyonunda tiobarbitiirik asitle olgiilebilen malondialdehit (MDA) meydana
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gelir. Bu metot lipid peroksidasyon seviyesinin Ol¢lilmesinde siklikla kullamlir.
Malondialdehit, yag asiti oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif bir indikatérii degildir
fakat lipid peroksidasyon derecesiyle korelasyon gostermektedir.

Lipid peroksidasyonu ¢ok zararh bir zincir reaksiyonudur. Dogrudan membran
yapisina ve dolayli olarak reaktif aldehitler iireterek diger hiicre bilesenlerine zarar
verir. Bu sekilde bircok hastalifa ve doku hasarina sebep olur lipid radikallerinin
hidrofobik yapida olmas: yiiziinden reaksiyonlarin ¢gogu membrana bagli molekiillerle
meydana gelir. Membran gegirgenligi ve mikroviskozitesi bu yiizden olduk¢a ciddi
sekilde etkilenir. Peroksidasyonla olugan malondialdehit, membran bilegenlerinin ¢apraz
baglanma ve polimerizasyonuna sebep olur. Bu da deformasyon, iyon transportu, enzim
aktivitesi ve hiicre ylizey bilesenlerinin agregasyonu gibi intrinsik membran
ozelliklerini degistirir. Bu etkiler malonaldehitin nigin mutajenik, genotoksik ve
karsinojenik oldugunu agiklar (Halliwell & Gutteridge, 1984).

2.4.2. Proteinlere Etkileri

Proteinler serbest radikal etkisine kars1 PUFA'dan daha az hassastirlar ve baglayan
zarar verici zincir reaksiyonlarmin hizla ilerleme ihtimali daha azdir. Proteinlerin
serbest radikal harabiyetinden etkilenme dereceleri amino asit kompozisyonuna
baglidir. Doymamis bag ve siilfiir ihtiva eden molekiillerin serbest radikallerle
reaktivitesi yiiksek oldugundan triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin, metionin, sistein
gibi aminoasitlere sahip proteinler serbest radikallerden kolaylikla etkilenirler. Ozellikle
stilfir radikalleri ve karbon merkezli radikaller meydana gelirler. Bu reaksiyonlar
sonucunda IgG ve albiimin gibi fazla sayida distilfit bag1 igeren proteinlerin ti¢ boyutlu
yapilari bozulur. Boylece normal fonksiyonlarini yerine getiremezler. Serum
proteinlerinde, kataraktli lens proteinlerinde ve inflamatuar eklem hastaligi olan
kisilerin sinovial sivilarindaki IgG'lerinde serbest radikal hasan tespit edilmistir. Ayrica
serbest radikallerle muamele edilen IgG'lerin romatoid faktor antikorlar ile
baglanmalarinin  arttify  goriilmiistiir. Bu sekilde daha fazla immiin kompleks
olustururlar ve bu sekilde daha fazla radikal olugsmaktadir. Serbest radikal ve immiin
kompleks olusumu arasindaki bu karsilikli  etkilesme, romatoid arteritteki

inflamasyonun bazi szelliklerini kismen agiklar.
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Sitoplazmik ve membran proteinleri ozon ve protoporfirin IX gibi okside edici
ajanlara maruz kaldiklarinda capraz baglanarak dimerlesirler ve ya daha biiyiik
agregatlara doniisiirler. Prolin ve lizin, stiperoksit radikali, hidrojen peroksit ve hidroksil
radikali {ireten reaksiyonlara maruz kaldiklarinda enzimatik olmayan hidroksilasyona
maruz kalabilirler. Proteinler {izerine olan serbest radikal hasarlar birikmigse ya da
belirgin proteinlerin spesifik bélgesi iizerinde yogunlasmigsa hiicrenin canlilig: tehlike
altina girer.

Hem proteinleri de serbest radikallerin hasarlarina maruz kalirlar. Ozellikle
oksihemoglobin, siiperoksit veya hidrojen peroksit ile reaksiyonu methemoglobin

olusumuna neden olur (Akkus, 1995).

2.4.3. Niikleik Asitler Uzerine Etkileri

Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller, DNA'y1 etkileyerek lezyonlara
sebep olurlar. Sitotoksisite, genelde niikleik asit baz modifikasyonlarindan dogan
kromozom degisikliklerine veya DNA'daki diger bozukluklara baghdir. Hidroksil
radikali, deaksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girer ve degisikliklere yol acar.
Aktive olmus nétrofillerin olusturdugu hidrojen peroksit, membranlardan kolayca
gecerek hiicre ¢ekirdegine ulagir. Bu yolla DNA hasari, hiicre islev bozukluklan ve
hatta hiicre oliimleri meydana gelebilir. Bu yiizden DNA serbest radikallerden kolay
zarar gbren 6nemli bir hedeftir. Stiperoksite maruz kalan DNA molekiilleri hayvanlara
enjekte edildiklerinde daha fazla antijenik 6zellik gosterirler. Bu etki oldukca 6nemlidir.
Clinki{i otoimmiin bir hastalik olan sistemik lupus eritematozis'te (SLE) ve romatoid
artrit'te (RA) dolasimda anti-DNA antikorlari bulunur. SLE'li hastalarmn stipres6r
hiicrelerinde bir kusur bulundugu kaydedilmigtir. Aym1 durum RA'l1 hastalarin sinovial
stvilarindaki stipresor hiicreler iginde gegerlidir.

T lenfositleri genelde serbest radikal ataklarina karsi daha hassastirlar. /n vitro
deneylerde serbest oksijen radikallerinin, T-siipresor hiicreleri igin helper T hiicrelerine
gore daha sitotoksik olduklart gosterilmisti. Bu bulgular, serbest radikal
reaksiyonlarimn immiin siipresér hiicrelerin otoimmiin reaksiyonlar: kontrol etmelerini

engelleyebilecekleri goriistinii desteklemektedir (Akkus, 1995).
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2.4.4. Karbonhidratlara Etkileri

Serbest radikallerin karbonhidratlar lizerine de Onemli etkileri vardir.
Monosakkaritlerin  otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksitler ve
oksoaldehitler meydana gelir. Bunlar diabet ve sigara kullammina baglantih kronik
hastaliklarda Snemli etkileri vardir.

Oksoaldhitler DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme ve aralarinda gapraz baglar
olusturma 6zelliklerinden dolay1 antimitotik etki gosterirler. Boylece kanser ve
yaglanma olaylarinda rol oynarlar.

Bag dokusunun énemli bir mukopolisakkariti olan hyaliironik asit sinoviyal sivida
bol bulunmaktadir. Enflamatuar eklem hastaliklarinda sino§ial stviya ¢ok sayida
polimorf hiicre gegmektedir ve muhtemelen immiin komplekslerle aktivasyonu sonucu
ekstraseliiler siviya HyO, ve Oy~ salgilarlar. Bu radikallerin in vitro hyaliironik asidi
pargaladiklar1  gosterilmistir. Hyaltronik asit pargalanmasi enflamatuar eklem
hastaliklarinda sinoviyal stvinin karakteristik bir dzelligidir.

Goziin vitreous humour'unda da bol miktarda hyaliironik asit igerir ve bunun
oksidatif hasari katarakt olusumuna neden olur.

Serbest radikaller, bu tip etkilerinden dolay: ¢ok cesitli hastaliklarin patogenezinde
dnemli rol oynamaktadir. Diabet ve diabet komplikasyonlarinin gelisimi, koroner kalp
hastalig1, hipertansiyon, sedef hastaligi, romatoid artrit, behget hastalig, ¢esitli deri, kas,
g0z hastaliklari, kanser ve yaglilik gibi birgok hastalikta serbest radikal tiretiminin
arttign ve antioksidant savunma sisteminin yetersiz oldugu gézlenmigtir. Ancak bu
hastaliklarin ¢ogunda serbest radikalletrin hastalifin sebebi mi yoksa sonucu mu olarak

ortaya ¢iktiklari bilinmemektedir (Akkus, 1995).

2.5. Serbest Radikallerin Etkilerine Kars: Savunma Mekanizmalar:

Hiicreler oksidatif hasar1 engelleyen, sinirlayan yada tamir eden bazi sistemlere
sahiptir. Aerobik canlilarda oksidatif hasar ii¢ sekilde engellenir;

o Detoksifikasyon mekanizmasiyla olugan radikallerin uzaklagtirilmas:.
e Serbest radikal olusturan reaksiyonlarin sonlandirilmasi.

e Serbest radikal olusumunun sinirlandirilmasi.
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Oksidatif hasara karsi savunmada oncelikli olarak enzim sistemleri 6n plana
ctkmaktadir. Antioksidant savunmamn Onemli bir kismu, stiperoksit ve Hy0’
uzaklastirilmasinda gorev alan SOD, KAT, GPx, glutatyon rediiktaz ve glukoz 6 fosfat
dehidrogenaz enzimleriyle gerceklestirilmektedir. Serbest radikallerin sentez ve yikim
hizi ve bazi eser elementlerin besin yoluyla alinimi bu enzimlerin aktivitelerini
etkilemektedir.

Enzimsel savunmann yam sira E vitamini ve P karoten gibi lipid i¢inde ¢6ziinen
antioksidant vitaminler ve sitoplazmada bulunan glutatyon, iirik asit, biliiribin ve
askorbik asit gibi antioksidant etkili maddeler serbest radikallerin etkilerini ortadan
kaldirirlar.

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve bunlarin meydana getirdii hasar1 6nlemek
icin viicutta birgok savunma mekanizmalar geligmistir. Bunlar antioksidant savunma
sistemleri olarak adlandinlirlar. Antioksidantlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunu
engelleyerek veya reaktif oksijen tiirlerini toplayarak lipid peroksidasyonunu inhibe
ederler. Antioksidantlar, dogal (endojen) kaynakli ve dig (ekzojen) kaynakli olabildigi
gibi serbest radikal olusumunu engelleyen ve mevcut olanlar: etkisiz hale getirenler
seklinde de iki gruba ayrilabilir. Ayrica enzim yapisinda olanlar ve enzim yapisinda
olmayanlar seklinde de simflandirilabilir. Hiicrenin hem sivi hem de membran

kisimlarinda bulunabilirler (Halliwell & Gutteridge, 1984; Tablo 3.)

2.6. Antioksidant Enzimler
2.6.1. Siiperoksit Dismutaz ( E.C.1.15.1.1)

Serbest radilkallere karsi ilk savunma SOD enzimi tarafindan gergeklestirilir. SOD,
KAT ve GPx'dan farklh olarak serbest radikali substrat olarak kullanmir. SOD,

stiperoksitin H,0, ‘e dismutasyonunu katalize eden bir metaloenzimdir (Fridovich,
1978).

207 + 2H" +SOD > H,0, + Oy

Okaryotik hiicrelerde SOD’nin {i¢ izoenzimi bulunmaktadir. Sitoplazmada ve
membranlar arasi boslukta bulunan SOD"un molekiiler agirlig: 32 kDa’dur. Cu ve Zn
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iceren enzim iki alt birimden olugmaktadir. Primer olarak mitokonrial matrikste bulunan
SODun molekiiler agirligs 80kDa’dur ve Mn igermektedir. Hiicre dis1 sivilarda bulunan
ve tetramerik glikoprotein yapistyla hiicre i¢i izoenzimlerden farkli yani gésteren Cu ve
7Zn igeren ekstraseliilar SOD enzimi bulunmaktadir (Barber & Horris, 1994).

Prokaryotlarda FeSOD ve Mn SOD enzimleri bulunur. Molekiil agirligi 39kDa olan
Fe SOD molekiil bagina +3 degerlikli bir Fe iyonu i¢cermektedir ve birbirine esit iki alt
birim igermektedir. Fe SOD aerobik bakterilerin ¢ogunda bulunmaktadir. Genel olarak
Fe SOD konstitiitif, Mn SOD ise indiiklenebilir enzimdir. Fe SOD ve Mn SOD amino
asit dizilisi bakimindan birbirine olduk¢a benzer olmasina karsin CuZn SOD oldukga
farkhidir (Guemouri ve ark., 1991; Markey ve ark., 1990).

CuZn SOD aktivitesi pH 9.5°¢ kadar sabit kalirken Mn SOD ve Fe SOD
izoenzimleri alkali pH’da inhibe olurlar. Coziiniirliigii cok yliksek olan sigir SOD
enzimi 100°C’de 30 saniyede tamamen inaktive olmaktadir. 0.1 mM pH 7.8 EDTA
iceren fosfat tamponunda ise 75°C’de 6.5 dakikada SOD enzimi aktivitesinin yarisini
kaybeder (Cebellus ve ark., 1990). CuZn SOD enzimi siyaniirle inhibe olmasina karsin
Mn SOD enzimi siyaniire kargt direnglidir. SOD enziminin katalizledigi reaksiyonun
son {iriinii olan H,O, CuZn SOD ve Fe SOD izoenzimlerini inaktive ederken Mn SOD
lizerine etkisi yoktur (Guemouri ve ark., 1991; Markey ve ark., 1990).

SOD enziminin biitiin izoenzimlerinde enzimin aktif bdlgesinde bulunan yapinin
selat yapici ajanlarla uzaklagtirilmas: katalitik aktivitenin kaybina neden olmaktadir.
Uzaklastirilan metalin geri kazanimi aktivitenin geri kazanimim saglar. CuZn SOD
enziminde bakir iyonunun katalitik, ¢inko iyonunun yapisal fonksiyonu vardir
(Cebellus ve ark., 1990; Bolan & Ulvik, 1991).

2.6.2. Katalaz (E.C.1.11.1.6.)

Katalaz tiim hiicre tiplerinde degisik konsantrasyonlarda bulunan, peroksizomlarda
hidrojen peroksidi pargalayan yiiksek molekiil agirlikli porfirin igeren enzimdir. %20
oraninda sitoplazmada ve %80 oranminda peroksizomlarda bulunmaktadir. Molekiil
agirhgt 240.000 olup 4 alt birimden olugmaktadir. Her bir alt birim aktif merkeze bagh
bir hem grubu igermektedir. Molekiiliin alt birimlerine ayrilmasi1 enzim aktivitesinin

kaybina yol agar. Asit, siyaniir ve indirgenmis glutatyon KAT"i inhibe eder. Hiicre i¢i
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oksidatif reaksiyonlar molekiiler oksijeni hidrojen perokside donistiirlir. KAT biitiin
makromolekiilleri peroksitlerin yikici etkisinden korumaktadir (Barber & Horris, 1994;
Guemouri ve ark., 1991).

H,0, -» 2H,0 + O,

Memeli hiicrelerinde, NADPH KAT'a baghdir ve HO, ‘nin inaktivasyonundan
KAT"1 koruyabilir. Tek hiicrelilerde, KAT 1n antioksidant fonksiyonu oldukea aktiftir.
Fakat memeli hiicrelerinin ¢ogunda hidrojen peroksit konsantrasyonu yiiksek olan
peroksizomlarda KAT etkindir. Peroksizomlar disinda KAT 1n yogun olarak bulundugu
eritrositlerde bile hidrojen peroksit GPx tarafindan pargalanir. Fridovich, siiperoksit
radikallerinin KAT"1 inhibe ettigini gostermigtir (Fridovich, 1986; Chauiere & Ferrari-
Iliou, 1999).

2.7. Antioksidant Maddeler
2.7.1. E vitamini (c-tokoferol)

E vitamini ilk olarak Evans ve Sure tarafindan tamimlanmig ve 1958 yilinda izole
edilmigtir. Dogal olarak alfa, beta, gama, delta, eta ve zeta gibi formlar1 bulunmaktadir.
D-a-tokoferol en genis dogal dagilimn olan formdur. Ayrica antioksidant aktivitesi en
yiiksek olan da o-tokoferoldur. Yapisinda bulunan fenolik hidroksil grubuna sahip
aromatik halka, vitaminin kimyasal olarak aktif kismuni olusturur ve antioksidant

ozelligi bu gruptan kaynaklanmaktadir (Horwitt, 1979; Evans, 1976; Korner, 1978).

CHs

OH

CHy 0
CHa
CHq

Sekil 2. E vitamininin (a-tokoferol) molekiiler yapisi



22

o-tokoferol dokularda degisik konsantrasyonlarda bulunur. En yiiksek vitamin E
konsantrasyonlari, mitokondri ve mikrozomlar gibi membranca zengin hiicre
fraksiyonlarimda bulunur (Bernard ve ark., 1970).

Bitkisel yaglar ve tohumlar, E vitamini bakimindan zengin kaynaklardir. Bitkisel
yaglarin sabunlagmayan kisimlarinda ve en gok yer fistif1, badem, pamuk yag: ve keten
tohumunda bulunur. Zeytin yaginda eser miktarda bulunur (Zino ve ark., 1997).

Diyette yagda ¢Oziinmiis olarak aliir ve yaglarin sindirimi esnasinda emilir.
Herhangi bir tastyic1 protein olmadan pasif difiizyonla emilir. Once gilomikron yapisina
dahil olur. Silomikronlar lipoprotein lipaz araciliiyla hidroliz olurken E vitamininin bir
b6limii dokulara taginir. Kalan E vitamini ise silomikron kalintilariyla birlikte karaciger
tarafindan alinip, hepatik kokenli lipidler aracilifiyla tekrar dolagima katilmaktadir. E
vitamini en fazla diisiik yogunluklu lipidlerde bulunmaktadir. E vitamininin en énemli
depolanma yeri yag dokusudur (Jialal & Fuller, 1993).

Giiglii bir antioksidant olan E vitamini, hiicre membran fosfolipidlerinde bulunan
poli doymamus yag asitleri serbest radikal etkisinden koruyan ilk savunma hattidir. Bir
molekiil a-tokoferol 100 molekill poli doymamig yag asitinin peroksidasyonunu
engelleyebilir. E vitamini, siiperoksit ve hidroksil radikallerini, singlet oksijeni, lipid
peroksi radikallerini ve diger tiirleri indirger (Evelson ve ark., 1997; Smith ve ark.,
1997).

Glutatyon peroksidaz ile E vitamini serbest radikallere karst birbirlerini
tamamlayic1 etki gosterirler. Enzim olusan peroksitleri ortadan kaldirirken E vitamini
peroksitlerin sentezini engeller (Parker, 1991).

E vitamini, selenyum metabolizmasinda da 6nemli rol oynar. Selenyum, pankreas
fonksiyonlar1 ve E vitamininin lipitlerle emilimini gergeklestirmek igin gereklidir.
Ayrica E vitamininin lipoproteinler iginde tutulmasina yardimeci olur. E vitamini ise
selenyumun organizmadan kaybini dnleyerek veya onu aktif tutarak selenyum ihtiyacim
azaltir (Smith ve ark., 1997).

E vitamini zincir kiric1 bir antioksidant olarak bilinir. Ciinkii fonksiyonlari, lipit
peroksi radikallerini par¢alamak ve boylece lipit peroksidasyon zincir reaksiyonlarini

sonlandirmaktir (Combs ve ark., 1975).
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2.7.2. Melatonin

Melatonin antioksidant etki gosterdigi 1993 yilinda belirlenmistir. Melatonin en
zararll radikal olan "OH radikalini ortadan kaldiran ¢ok giiglii bir antioksidandir.
Giiniimiizde bilinen antioksidantlarin en giigliisii olarak kabul edilmektedir (Halliwell &
Gutteridge, 1999).

H,CO
Wi/\tj/—\mcom3
A N
H

Sekil 3. Melatoninin kimyasal yapisi

Melatonin ¢ok genis dagilimi olan triptofan tiirevi bir maddedir. Bitkilerde (Balzer
& Hardeland 1996; Reiter ve ark., 2001; Van Tassel ve ark., 2001), bakterilerde
(Manchester ve ark., 1995), tek hiicrelilerde (Hardeland ve ark., 1995), omurgasizlarda
(Hardeland & Fuhrberg 1996), insanlar (Brzezinski, 1997) ve difer omurgahlarda
(Reiter, 1991) bulunmugtur. Memelilerde melatonin ¢esitli organ ve hiicrelerde
iiretilebilir (Bubenik.2001; Stefulj ve ark., 2001). Fakat bashca tiretildigi yer pineal
bezlerdir (Reiter, 1991). Pineal bezlerin fizyolojik gérevi son yillarda anlasilabilmistir.
Melatonin diizeyinin tiim tiirlerde artan yasla birlikte azaldig1 belirlenmistir (Reiter,
1992). Melatonin, islevsel olarak mevsimsel tiremenin diizenlenmesi (Reiter, 1980),
sirkadian ritmi gliclendirme (Arendt, 1988), bagisiklik sisteminin uyarilmas: (Guerrroro
& Reiter, 1992, 2002; Maestroni, 2001), kanser baslangici ve tiimor gelisimi {izerine
baskilayici etkisi (Reiter, 1999; Karbownik & Reiter, 2000; Blask ve ark., 1991; Sauer
ve ark., 2001) ve uykuyu diizenleyici etkileri vardir (Garfinkel ve ark., 1995; Dijk &
Cajochen, 1997).

Melatonin ‘OH radikaliyle reaksiyona girdikten sonra indolil katyon radikaline
doniigiir ki bunun da ortamdaki O," radikalini tutarak antioksidant aktivite gosterdigi
kaydedilmigtir (Reiter ve ark., 2000).
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Serbest oksijen radikalleri olugturmak suretiyle kansere sebep olan safrdl'tin DNA
{izerindeki hasannmin melatonin tarafindan ¢ok etkili bir gekilde engellendigi
g6zlenmistir (Tan ve ark., 1993b, 1994).

Melatoninin diger 6nemli bir 6zelligi de lipofilik olmasidir. Dolayisiyla hiicrenin
hemen hemen biitiin organellerine ve hiicre gekirdegine ulasabildigi gibi kan-beyin
bariyeri gibi bariyerleri de kolayca geger. Boylece ¢ok genis bir alanda antioksidant
aktivite gosterir. Melatoninin bagka bir avantaji da dier antioksidantlarin aksine ¢ok
yiiksek dozlarda (300mg/giin) ve uzun siire kullanimda (5 yila kadar) bile toksik bir
etkisinin olmamasidir. Ayrica bazi antioksidantlar belli oranda prooksidant aktiviteye
sahip olduklar1 halde melatoninin bdyle bir etkisi de yoktur (Reifer ve ark., 2000).

Melatoninin hiicre ¢ekirdegine girebilmesi, DNA'y1 oksidatif hasardan korumasi
bakimindan dier antioksidantlara gore iistiin bir 6zelliktir. Yaslanmayla birlikte
melatonin iiretimi azaldifindan yaslanma ve yaslanmayla ilgili hastaliklarn
patojenezinde 6nemli rolii olabilecegi diisiintilmektedir (Reiter, 1997a).

Sonug olarak, melatoninin klinik agidan da ihmal edilmemesi gereken son derece

onemli bir antioksidant ve anti kanserojen olduguna inanilmaktadir.

2.7.2.1. Reaktif Oksijen Tiirleri ile Melatonin Arasindaki Etkilegimler

Hidroksil radikali bilinen en etkili reaktif oksijen radikalidir (Halliwell &
Gutteridge, 1999). Hidroksil radikalleri meydana geldiginde ¢evresinde bulunan hemen
hemen tiim molekiillerle etkilegirler. 1993 yilinda Tan ve arkadaglari tarafindan
melatoninin hidroksil radikalini stipiiriici etkisini kegfedilmistir (Tan ve ark., 1993a).
Yapilan ¢alismalarda "OH radikalinin hidrojen peroksit'in fotolizi sonucu ortaya giktig
ESR ile belirlenmis ve bu veriler farkli bilim gruplan tarafindan dogrulanarak
(Matuszak ve ark., 1997; Mahal ve ark., 1999; Stasica ve ark., 1998; Chyan, 1999),

melatonin etkili bir ‘OH radikali siiptiriiciisii oldugu kabul edilmistir.
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Sekil 4. Hidroksil radikalinin organik molekiillere etkisi (Reiter, 2002)

Hidrojen radikalleri tiim hiicre alt1 yapilarda meydana gelir ve gevresindeki tiim
organik molekiillerle etkilesirler (Ornegin protein,lipit, DNA vb.). Yiiksek reaktivitesi
dolayisisyla organik molekiillerin yapisini bozarken ¢ok kisa bir mesafe kat eder ve
reaksiyon Kkafesi icerisinde zararli etkisini gosterir. ‘OH radikalleri, diger bazi
reaktiflerden farkli olarak reaktif olmayan maddelere enzimatik olarak metabolize
edilemezler ve dogrudan serbest radikal gideren mekanizmayla nétralize edilirler.

E vitamini gibi lipitte ¢6ziinen, C vitamini gibi de suda ¢oziinen antioksidantlar
hiicre i¢inde smurli bir dagilim gosterirken, melatonin bu bilinen antioksidantlardan
farkli olarak hem sivi hem de lipid yapidaki hiicre alt1 yapilara ulasarak ‘OH radikalinin
olusturdugu hasarlar1 engelleyebilir. Melatoninin lipid yapidaki ortamlarda oldukga
yiiksek ¢ozliniirlikk gosterdigi (Costa ve ark., 1997) ve sulu ortamlarda da iyi ¢6ziindiigii
belirlenmistir (Shida ve ark., 1994).
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Sekil 5. Molekiiler oksijenden meydana gelen serbest radikaller ve toksik bilesikler
(Reiter, 2002)

Melatonin tarafindan notralize edilen tek oksijen tiirevli radikal ‘OH radikalidir.
‘OH radikallerinin Onciillerinin de melatonin tarafindan etkisizlestirildigi bulunmugtur.
Hiicrede H,O;'nin -enzimatik yolla uzaklagtirmasinda KAT ve GPx enzimleri goérev
almaktadir. Son bulgularda H,O; ile melatonin arasindaki etkilesim kimyasal olarak saf
bir sistemde dogrudan etkilesim ile H,O, diizeyinin azalmasi mekanizmasina agikhik
getirmistir. Melatonin-H,O, etkilesiminin iirlini AFMK dir (Tan ve ark., 2000, 2001).
Melatoninin hiicre i¢inde H,0 ile etkilesip etkilesmedigi de aragtinlmalidir (Sekil 6.).
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Sekil 6. Saf sistemlerde etkili bir antioksidan olan AFMK'nin olusum mekanizmasi
(Reiter ve ark., 2002).

Saf kimyasal sistemde melatonin dogrudan H,0; ile reaksiyona girerek AFMK
olusturur. AFMK da etkili bir antioksidant olup melatoninin etkisinin artmasina katkida
bulunmaktadir (Reiter ve ark., 2002).

Melatonin ile "‘OH radikali arasindaki etkilesim mekanizmasi ayni grup tarafindan
belirlenmistir (Hardeland ve ark., 1993). Ozet olarak, elektronca zengin bir molekiil
olan melatonin indirgeyici gii¢ olarak davranabilir ve ‘OH radikaline elektron verebilme
yetenegine sahiptir. Nispeten stabil olan ara metabolit melatoninil katyon radikalinin en

muhtemel reaksiyon metaboliti oldugu diistiniilmektedir. Bu tiir muhtemelen O,”
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radikaline siiptiriicii etki yapar ve son iriin AFMK’y1 olugturur. Hardeland ve
arkadaslann (Hardeland ve ark., 1993) tarafindan Onerilen reaksiyon mekanizmasi
dolayl1 olarak diger aragtirma gruplarinin buldugu sonuglarla desteklenmistir (Mahal ve
ark., 1999; Scaiano, 1995; Stasica ve ark., 1998). Bu gruplar tarafindan melatoninil
radikallerinin varhgim destekleyen deliller bulunmustur. Aslinda, melatonin ve
hidroksil radikali arasindaki reaksiyonlarda katyon radikallerinin spektrumu ile gesitli
indol tiirevlerinin indolil tip radikal spekturumlari ile benzerdir. Bu tip ¢aligmalarda
spektrofotometrik analizlerin kullanimi radikalleri belirlemede baz1 simrlamalar ortaya
¢ikarmaktadir. Serbest radikalleri belirlemede, ESR daha giivenilir bir metottur. Ne
yazik ki, indolamin ve "OH radikali arasindaki etkilesimin sonucu olarak melatoninil
katyon radikalinin mevcudiyetini kesin olarak gosterebilecek bir ¢alisma heniiz
yapilmamigstir. Turjanski ve arkadaslar1 ‘OH radikaline elektron aktarimi yerine, ‘OH
radikalinden indolik hidrojenin ¢ikarilarak nétral indolil radikalinin olugumu ve bunun
diger birgok yolla AFMK ya doniigtiiriilebilecegini 6nermiglerdir. Ayrica, ‘OH radikali
melatoninin indol halkasina da nétral bir radikal olusturmak iizere eklenebilir. Bu notral
radikal o zaman O, radikallerini siipiirerek AFMK meydana getirir (Turjanski ve ark.,
1998).

Tan ve arkadaslari, melatonin ve OH radikali arasindaki reaksiyon mekanizmasinin
daha iyi anlasilmasi igin yogun c¢aligmalar gerceklestirmislerdir. Melatoninin "OH
radikali tarafindan oksidasyonu ile ilgili tirtinlerini tamimlamiglardir. Hiicre ve enzim
bulunmayan, "‘OH radikali olusturan iki reaksiyon sistemi segmislerdir. ilki Fenton
reaksiyon sistemi ve digeri de H,O,’nin ultraviyole fotolizidir. Kiitle spektrometresi
(MS), niikleer manyetik rezonans (NMR), yiiksek performansh sivi kromatografisi
(HPLC), kullanilarak melatonin "OH radikali ve oksidasyonu sirasinda olugan
oksidasyon iirlinleri tamimlanmigtir. Bu ¢alismalar sonucunda melatoninin "OH radikali
ile etkilesimini agiklayan bir mekanizma 6nermiglerdir (Tan ve ark., 1998; Sekil 7).

Bu yolda, bir molekiil ‘OH radikali melatoninin indol halkasmin 3. pozisyonuna
eklenerek 3-hidroksimelatonin nétral radikali olusur. Bu nétral radikal, halkasal 3-
hidroksimelatonin radikali olugturacak molekiil igi bir diizenlenmeye ugrar. Halka
olusumu indol halkasinin 2. pozisyonu ile yan zincirdeki nitrojen atomu arasinda
gergeklesir. Sonug olarak halkasal 3-hidroksimelatonin’in radikali diger bir "OH radikali

ile reaksiyona girerek halkasal 3-hidroksimelatonin ve su molekiilii olusturur. Bu olayda
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bir molekiil melatonin iki "OH radikalini siiptirmektedir (Tan ve ark., 1998). Bu model,
triptofan ve 'OH radikali arasinda benzer reaksiyonlarin meydana geldigini gdsteren
calismalarla desteklenmigtir (Nakagawa ve ark., 1977; Uchida ve ark., 1990 ). Bu
yiizden halkasal 3-hidroksimelatonin ve bir molekiil indolaminin 2 ‘OH radikalini
siipiirmesi sonucu meydana gelen iiriin, melatoninin "OH radikali stipiiriicii etkisini
saglayan stabil tirtinlerden biridir (Tan ve ark., 1998). Indolamin ve "OH radikali

arasindaki reaksiyon mekanizmasi tam olarak anlagilamamugtir.
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Sekil 7. Melatonin ve hidroksil radikali etkilesim mekanizmasi (Tan, 1998)
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Stiperoksit iyonu (O,7) fagositik hiicrelerde solunumsal yanma esnasinda
olusabildigi gibi mitokondride oksijen suya indirgenirken tesadiifen de meydana
gelebilir. Siiperoksit iyonu in vitro olarak O'nin elektrokimyasal rediiksiyonu, pulse
radyolizi, fotokimyasal veya enzim katalizli reaksiyonlarla ve bazi azo-bilesiklerin
bozunmasiyla meydana gelebilir. Fizyolojik pH'da, ‘OH radikaliyle O," radikal
karsilastirildiginda, O;” radikalinin sulu ¢ozeltilerde radikal olmayan tiirler {izerinde
oldukga az reaktif oldugu g6zlenmistir (Halliwell & Gutteridge, 1999).

Melatoninin O," radikalinin giderilmesinde etkisiz oldugu s6ylenmektedir
(Marshall ve ark., 1996). Bu ¢alismalarda O, radikali hem sitokrom C hem de nitroblue
tetrazolyum varliginda hipoksantin/ksantin sistemiyle olusturulmustur (Chan & Tank,
1996).

Hidrojen peroksit in vivo'da ksantin, tirat ve D-aminoasit oksidazlar1 iceren baz
enzim sistemleri tarafindan iiretilmektedir. Buna ilaveten, O, radikali olusturan tiim
biyolojik sistemler, O, radikalinin dismutasyonu ile H,O, meydana getirir. In vivo'da
H,0, diisiik oksidasyon ve rediiksiyon yetenegine sahip bir molekiildiir. Bu faktorler
H,O;ye hiicre membranindan gegebilme ve olustugu bolgeden yayilabilme ozelligi
kazandirmustir. HyO, genelde Fe®* gibi gegis metal iyonlarinin varliginda olduke¢a az
reaktivite gosterir. Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlar1 aracilifiyla ¢ok daha fazla
reaktif olan ‘OH radikaline donistiiriiliir (Halliwell & Gutteridge, 1999).

Melatoninin saf bir kimyasal sistemde doza bagimli olarak H,O, giderilmesinde
etkili oldugu gorilmistir (Tan ve ark., 2000). Fenol red/horse radish peroksidaz
kullamlarak yapilan ¢alismada, indolamin ve H,0, arasindaki reaksiyon ve etkilesim
stireci degerlendirilmigtir. Bu reaksiyonda iki faz go6zlenmektedir. Hizli fazda,
indolamin ve H,O, arasindaki etkilesim 5s’de dengeye ulasmaktadir. Yavas gergeklesen
ikinci faz H>O,'nin birkag saatlik periyot igerisinde kademeli bir sekilde azalisi ile
karakterize edilmektedir. Indolaminin H,0, tarafindan oksidasyon metabolizmasi
tanimlanan ana metabolit temel alinarak tasarlanmigtir. Reaksiyon, indol halkasinin
oksidatif yikimina yol agarak MS, 'H-NMR ve *C-NMR ile tamimlanan AFMK bilesigi
meydana getirir. Aragtiricilar, AFMK'min dioksetan ara metaboliti ile meydana
gelebilecegi gibi diollerin hidrolizini takip eden standart alken epoksidayonu vasitastyla
da olugarak AFMK 'ya okside edilebilecegini belirtmistir. Tan ve arkadaslar tarafindan

onerilen bu mekanizma agagida gosterilmektedir (Sekil 8.).
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Sekil 8. Melatonin ve H,O, etkilesim mekanizmasi (Tan, 2000)

Singlet oksijen hiicreler tarafindan iretilen, bilinen en reaktif oksijen tiiriidiir ve

makromolekiiller igin oldukga zararhidir. Singlet oksijen molekiiler oksijenin yliksek

enerjili bir formudur ve in vitro da bir gok yolla liretilebilir. Singlet oksijen, boyalarin

ve biyolojik pigmentlerin iginde bulundugu bir ¢ok substratin fotosensitizasyon

reaksiyonlarinda ¢ok sik olarak meydana gelir (Halliwell & Gutteridge, 1999).

Poeggeler ve arkadaslari, riboflavinin parlak 1siktaki otooksidasyonunda melatonin,

singlet oksijen olugumunu baskiladifin1 gostermistir (Poeggeler, 1974). Bu sistemde

AFMK reaksiyon {irlinli olarak belirlenmistir fakat herhangi bir mekanizma

Onerilmemigtir. Melatoninin bu baskilayici etkisi Zang ve arkadaglar tarafindan

kanitlanmigtir (Zang ve ark, 1998). Melatoninin UV 1sminda olusan singlet oksijenin

giderilmesinde etkili oldugu belirlenmistir (Roberts ve ark., 2000).
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Bir ¢ok ¢alisma grubu tarafindan hidroksi radikalleri ve melatonin arasindaki iligki
detayli bir sekilde c¢aligilmigtir. Bu biiylik ilginin sebebi melatoninin peroksil
radikalleriyle etkilesime girerek zincir kirici antioksidant oOzelligi gostermesidir.
Melatoninin giiglii bir antioksidant oldugu bilinmektedir. Livrea ve arkadaglan
melatoninin biyomimetik lipozomal sistemlerde zincir kirici antioksidant davraniglarini
analiz etmiglerdir (Livrea ve ark., 1997). Bu ¢alijmada aragtirmaci, perokside
edilemeyen ve perokside edilebilen lipozomlarla ¢alismis ve bdylece melatoninin
peroksil radikalleriyle ve ¢ift tabaka igindeki zincir tagiyici lipid peroksi radikalleriyle
etkilesimlerini ayirt edebilmistir. Bu sistemde indolamin, zincir kirici antioksidant

olarak etkili olamamuigtir.
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Sekil 9. Melatoninin ilag metabolizmasindaki gesitli koruyucu etkileri (Reiter, 2002)
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2.8. Nikotin

Nikotin ilk olarak 1809 yilinda tiitiin $ziitlinden distile edilmigtir. Ondokuz yil
sonra Posselt ve Reinmann tarafindan tiitiinden saf olarak ayristirilarak izole edilmistir.
Nikotin, 3-(1-metil-2-pirolidinil) piridin olarak isimlendirilmektedir. Ik olarak iilser ve
kabizligin tedavisinde ilag olarak kullanilmistir. Fakat giintimiizdeki genel kabul
nikotinin viicudumuz tizerinde zararl etkilerinin oldugudur (Pailer, 1964).

Nikotin, sigara dumaninda bulunan spesifik bilesenlerden biridir ve sigara
bagimlilifina neden olan baglica bilesiktir. Nikotin, sigara kullamm sirasinda viicuda
alinmaktadir. Nikotin ¢ogunlukla akcigerler tarafindan emilir. Solunum yoluyla beyine
10-15 saniyede ulagir. Sigara dumaninda 4000°den fazla kimyasal bilesik ve radikal
tiirler bulunmaktadir.

Tutlin kullaniminin hizh bir gekilde yayginlagmasim tesvik eden iki faktor vardir.
Bunlarin ilki uvygulama seklinin kolaylig: ikincisi ise merkezi sinir sistemi iizerine
etkilerinin hizli bir sekilde ortaya c¢ikmasidir. Bu etkiler solunum yoluyla alinan
nikotinin dozu ve bireysel absorbsiyon oranina bagli olarak merkezi sinir sisteminin
uyarilmasi, sakinlesme ve her iki etkinin birlikte goriilmesi olarak goriiliir. Fakat bu
rahatlatict duygular nikotinin sigara kullanan bireyler {izerindeki baskilayic1 etkisini
ortadan kaldirmamaktadir. Nikotin ganglion hiicrelerinin olusturdugu uyartilan1 &nce
tesvik eder ve daha ileriki agamalarda ise bunlari engellemektedir (Mandelzys &
Cooper, 1992). Nikotin kalp ve adrenal medula gibi bazi farkli organlar iizerine de
dolayl: etkileri olmaktadir. Ayrica nikotin kotinine metabolize olarak zararh N-
nitrzaminlerin olusumunda artiga neden olmaktadir (Hoffmann & Brunnemann, 1983).

Nikotin, bitkilerde bulunan alkoloid yapida bir bilegiktir. Alkoloidler bitkilerde
dogal olarak meydana gelen nitrojen igeren ve insanlarda farmakolojik etkilere sahip
komplekslerdir.

Insanlar ve laboratuvar hayvanlan iizerinde yapilan birgok calisma yasin ilag
metabolizmasindaki kompleks etkileri iizerine yogunlagsmigtir (Vestal ve ark., 1977;
Gillette, 1979; Schmucker & Wang, 1980; Kamataki ve ark., 1985; Greenblatt ve
ark.,1986) ve bu konu oldukea iyi gézden gegirilmistir (Durnas ve ark., 1990). Yasin
artmastyla karaciger, bobrek ve kalp gibi organlarm fizyolojik fonksiyonlar1 azalmakta
ozellikle ilaglarin yok edilmesinde kritik noktaya yaklagilmaktadir. Yagin karaciger ilag

metabolizmasima etkisi substrat ve tiire 6zgii ve faz II glukuronidasyon reaksiyonunu
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katalize eden enzimlerden sitokrom P450 isozimleri ve UDP-glukuronosil
transferazlarda, nitel ve nicel artisga neden olmaktadir (Rikans ve Notley, 1982a;
Chengelis, 1988 a,b; Miners & Mackenzie, 1991; Imaoka ve ark., 1991). Spesifik P450
isozimlerinin fenobarbital ve B-naftoflavon gibi klasik indiiserler tarafindan indiksiyon
miktari yasa bagli bu indiiserlerin farkli indiiksiyonlar1 dolayisiyla da degiskenlik
gostermektedirler (Rikans & Notley, 1981, 1982b; Sun ve ark., 1986; Okey, 1990). En
¢ok gb6zlenen etki segilen sitokrom P450 isoziminin tesvik edilebilirliginin yasa bagl

dististidiir.

Sekil 10. Nikotinin kimyasal yapisi

2.8.1. Yasa Bagh Nikotin Metabolizmasindaki Degisiklikler

Insanlar {izerinde yapilan ¢alismalarin g¢ogunda denek olarak yetiskinler
kullanilmistir (Kyerematen ve ark., 1990a; Curvall ve ark., 1990; Bryd ve ark., 1992;
Benowitz & Jacob, 1993). Bundan dolayi, insan gelisiminde nikotin
metabolizmasindaki degisimlerle ilgili bilgiler olduk¢a yetersizdir. Bu konu tizerinde
yapillan bazi c¢alismalarda nikotinin biyotransformasyonun gelisimin erken
donemlerinden itibaren arttifi, erigkinlikte platoya ulagip ve yasamin geri kalan
kisminda da bir diisiis gosterdigi belirlenmistir (Kelin & Gorrod, 1978; Hibberd ve ark.,
1981).

Bazi ksenobiyotik metabolizmalara sahip olan insan fetiisii sigara i¢en anneden
veya sigara icmeyen annenin g¢evresel sigara dumanmi teneffiis etmesiyle nikotine
maruz kalmaktadir. Insanda fetal karaciger, dl¢iilebilir nikotin metabolize edici aktivite
gostermektedir (Hibbert ve ark.,1981). Yeni dogan bebeklerden alinan idrar
orneklerinde kotinin analizi yapilarak annenin sigara kullanimi, gevresel sigara

dumamna maruz kalma veya her ikisinden ortaya cikan nikotine maruz kalma
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durumunu belirlenebilmektedir (Etzel ve ark., 1985). Idrardaki kotinin konsantrasyonu
kreatin konsantrasyonu ile kargilagtirarak standartize edilmektedir. Yapilan ¢aligmalar
sonucunda kotininin sigara icen anneden gocu@a gectigini géstermistir. Bununla birlikte
bu ¢alisma kotininin neonatal metabolizma aracilifryla m1 yoksa anneden mi kdken
aldig1 agiklanamamigtir.

Nikotin metabolizmas:1 ¢alismalarinda ibhmal edilen grup blug ¢agindaki
gocuklardir. Bu grup hizla biiyiiyen tiryakiler grubudur (Pierce ve ark., 1989). Isveg ve
ABD'de 13 yasindaki tiryakilerin orani % 2-5 arasinda degisiklik gosterirken bu oran
Avustralya ve Uruguay’da % 30’u bulmaktadir (Masironi & Roy, 1982). Fakat nikotin
metabolizmasi ¢alismalan 6zellikle eriskinlerde stirdiirtilmektedir. Blug ¢agindaki
¢ocuklar lizerinde heniiz bir ¢caligma gosterilmemistir.

Yapilan galigmalarda, 55 yag ve lizeri tiryakilerde genglere oranla NNX'e gore
daha fazla kotinin salgilandig: belirlenmistir bu ¢aligmalarda giinlitk 15 ve ya daha az
sigara kullananlar hafif iciciler 40 veya daha fazla sayida sigara tiikketen bireyler agir
igiciler olarak gruplandirilmigtir. Sonugta nikotinin kotinine C-oksidasyonunun selektif
azalis1 nedeniyle, kotinin salgilanmasinin yasla birlikte azaldig1 goriilmiistiir (Klein &
Gorrod, 1978). Kotinin olusumundaki bu azalmanin 6zel nedeni belirlemek i¢in daha
¢ok caligmaya ihtiyag duyulmaktadir. Kotinin olusumundaki azalma kotinin Snciiltigii
olan NIM konsantrasyonunda bir artisa neden olabilir. NIM mikrozomal proteinlerle
bilesikler olusturabilmektedir (Obach & Van Vunakis, 1988). Yasin insandaki nikotin
metabolizmasi yollar1 tizerine nasil etki ettigi ile ilgili bilgiler eksiktir ve bu eksiklik
caligsmalara 6nem kazandirmaktadir.

Insanlarda oldugu gibi laboratuvar hayvanlarinda da yasa bagli nikotin
biyotransformasyonundaki  potansiyel  degisimler igin  kapsamli  ¢alisma
gergeklestirilmemistir. Nikotinin yasa bagh degisimiyle ilgili fareler lizerinde yapilan
calismada in vitro’da sadece eser miktarda kotinin ve ilgili metabolitlerin fetal karaciger
tarafindan olusturuldugu gézlenmistir (Stalhandske ve ark., 1969). Bir haftalik fare
karacigerinde erigkin kapasitesinin % 25°’i kadar kotinin, % 40’1 kadar da diger
metaboliltler iiretilmektedir. Iki haftalik oldugunda fare karaciperi ergin bireyin
karacigerinde bulunan tim metabolitleri iiretebilmektedir fakat bu diisiik diizeylerde
olmaktadir. Dordiincli haftada kotinin olusumu yetiskinlerdeki diizeye ulasir. Fetal
metabolizma {izerinde yapilan dier ¢ahigmalar primatlar (Suzuki ve ark., 1974) ve
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fareler (Tjdlve ve ark., 1968) iizerinde annelere intravendz radyoaktif isaretli nikotin
uygulanmasiyla gergeklestirilmigtir. Fetal fare dokularindaki nikotin ve kotinin
konsantrasyonlar: nikotin uygulanmasinm takiben farkli zamanlarda belirlenmigtir. Bu
anneden koken alan nikotin ve metabolitlerin diigiik seviyede bulundugunu
gOstermektedir. Bunlar plesenta tarafindan elimine edilir ve hi¢bir metabolitin fetiis
tafaﬁndan olusturulmadig: goriilir. Rhesus maymunlarinda anne fetusuna nikotin
uygulanmast sonrasi ¢oklu kan ornekleri saglamak amaciyla intraveniis kateterler
yerlestirilmigtir. Sonuglar fetal karacigerin nikotin detoksifikasyonunda etkili
olmadigini géstermistir. Anneye uygulanan nikotinin biiyiik bir bSliimii fetiise ulasmaz,
fetiise ulasan ¢ogu metabolize edilmemis nikotin plasenta tarafindan salinmaktadir.

Nikotin metabolizmasinin yasa baglt degiskenligi baz1 pratik karigikliklar
icermektedir ve ileriye doniik ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. In vitro veriler insan
metabolizmasinin iz vivo'da nikotini metabolize ederek reaktif metabolitler
tiretebilecegini gostermektedir. Blug cagindaki sigara kullanicilari hizla biiyiliyen bir
gruptur fakat heniiz yeterli arastirmaya konu olmamistir ve nikotin metabolizmas: sekli
eriskinlere gére farkli olabilir. Ellili yaglar sonrast oksidatif yolla nikotin
metabolizmasinin hizi yavaslamaktadir. Bu, potansiyel olarak sigara igenlerde nikotin
toksitesini artirmaktadir. Ayrica, nikotin metabolitlerinin glukuronidasyonunun sekli ve
hizinda yasa bagli olarak ¢alisilmaya deger degisiklikler meydana gelebilir.

Nikotin metabolizmasinda yasa baghi degisimler ile ilgili ¢alismalarda deneklerin
se¢imi de g6z oniine alinmalidir. Bu ¢aligmalarda, yasa bagli degiskenligin siddetini
azaltmak i¢in, denekleri miimkiin oldugunca yakin yasta segmek ve elli bes yasindan
asagida olanlan tercih etmek tavsiye edilmektedir. Eger degisken olarak yasin etkisi ele
alinacaksa o zaman farkli yas gruplarina ihtiya¢ duyulur.

2.8.2. Gidda Hammaddelerindeki Nikotin

Bazi besinsel kimyasallann, spesifik sitokrom P450 enzimlerinin etkinligini
degistirdigini gosteren mekanizmalar bulunmustur. Fakat mikro ve makro besin
maddelerinin bu gibi etkilerinin mekanizmalar1 olduk¢a iyi anlagilmis durumda degildir.
Bununla birlikte, spesifik besinler, bir ilagtan digerine degisen metabolik etkiler
gosterebilirler (Yang ve ark., 1992). Es kalorili besinlerde protein ve karbonhidratlarin

nispi orani, birgok ksenobiyotik maddenin oksidatif metabolizma hizini etkilemektedir.
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Teofilin (Alvares ve ark., 1976; Feldman ve ark., 1982), antipirine (Kapras ve ark.,
1976) ve propranonol (Fagan ve ark., 1987)’un faz I metabolizmasim protein oramndaki
artis hizlandirirken, karbonhidrat oranindaki artis yavaglatmaktadir. Laboratuvar
hayvanlarinda, yiiksek proteinli besinlerin hepatik sitokrom P450 igerigine tesvik edici
etkisi barbituratlarinkine benzerlik géstermektedir (Argyris, 1971; Hartshorn ve ark.,
1979). Yiiksek karbonhidrat igerigine sahip besinlerin oksidatif metabolizma {izerinde
geciktirici  etkisi simetidininkine benzerlik gostermektedir. Gergi yavaslayan
metabolizma farkli mekanizmalarla ortaya gikmaktadir (Anderson, 1988).

Es kalorili besinlerin makro molekiiler yapilarindaki degisimlerin faz II metabolik
reaksiyonlarina etkileri tam olarak saptanamamugtir. Bir ¢alismada, yiiksek karbonhidrat
ve diisiik protein iceren bir besin, glukuronidasyon hizin1 artirmistir (Pantuck ve ark.,
1991). Yiiksek protein igeren besinlerle, yiiksek karbonhidrat igeren besinlerin degigimi
diger metabolik yollarda harcanan asetaminofen glukuronid ve oksazepam
glukuronid’in idrarda geri kazanimini artirir, bu yiizden net bir metabolik temizlenme
gbzlenmemistir.

Normal yetiskin erkeklerde, yliksek proteinli yiyecekler nikotin metabolizmasini
artirmaktadir (Lee ve ark., 1989). Denekler 150 dakika boyunca 0.35pg/kg/dak.
nikotinbitartaratin sabit inflizyonunu takiben 2.5 ug/kg/dak. doz nikotinbitartarat
almigtir. Nikotin uygulamasi bagladiktan 90 dakika sonra yiiksek protein igerikli
yiyecekler tiiketilmistir. Yemek sonrasi plazma nikotin konsantrasyonunun diismesi,
nikotin metabolizmasindaki yiikselmeye isaret etmektedir. Bu degisim kontrol
dencklerinde meydana gelmemistir (Lee ve ark.,1989). Nikotin metabolizmasina diger
besin maddelerinin etkilerini belirlemek igin yeni ¢aligmalar gergeklestirilmelidir. Besin
maddeleri olarak, sebzeler (kurusifer) ve metilksantinlerin sindirimi kadar 1zgara et
tirlinlerinin de etkileri gozlenebilir (Anderson, 1988).

Nikotin metabolizmas1 ve besinsel faktorlerle ilgili ¢aligmalarda diger bir faktor
besinlerdeki nikotin mevcudiyetidir. Nikotin, domates, patates, patlican gibi sebzeler ve
gayda tespit edilmistir (Castro & Monji, 1986; Sheen, 1988; Davis ve ark., 1991;
Domino ve ark., 1993). Bu besinler metabolik ¢aliymalarda denek olan bireyler
tarafindan besin yoluyla alinmig olabilir. Bu ihtimal, nikotin dagihm ¢alismalarinda
besinle ilgili ana faktSrlerin belirlenmesi kontroliindeki ihtiyaci gosteren diger bir

ornegi gostermektedir (Idle, 1990).
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2.8.3. Nikotin Metabolizmasindaki Tiir Varyasyonlarinin in vitro Calismalan

Genelde, nikotin metabolizmasindaki tiirler arasindaki farkliliklari belirlemek igin
yapilan in vitro g¢alismalar genelde nicel belirlemeden ziyade niteldir. Bazi tiirlerin
karacigerinden hazirlanan 10000 g siipernatant preperasyonlarinda yapilan ¢alismalar,
nikotinin kobaylar, tavsanlar ve hamsterlarda ¢ok hizli, farelerde az ve ratlarda da ¢ok
az metabolize edildigini gostermisticr (Jenner ve ark., 1971,1973; Jenner & Gorrod,
1973).

Benzer sonuglar, insanlardan ve diger dort tiirden elde edilen hepotositlerin
rasemik-'*C-isaretli nikotinle inkiibasyonunu takiben elde ediimistir (Kyerematen ve
ark., 1990b). insan hepotositleri ratlardaki gibi diigiik nikotin metabolizmas: aktivitesi
gOstermistir.

Nikotin toksisitesiyle ilgili tiirler arasi farklilik, tiirler arasindaki nikotin
metabolizmasindaki hiz farkhiliklarindan kaynaklanabilir. Ornegin, Rhesus maymunlari
nikotin etkisiyle olusan gastrointestinal kasilmaya, kopeklerden 5-10 kat daha
direnglidir. Her iki tiiriin karaciger mikrozomal preparasyonlari H>-nikotin ile inkiibe
edildiginde primatlarin kopeklere kiyasla nikotin metabolizmalar1 her protein grami
bagina % 30 daha hizlidir (Dohi ve ark., 1973).

Baz1 in vitro g¢aligmalar nikotin metobolizmasindaki belli yollarn tiire 6zgii
oldugunu gostermistir. Ornegin, nikotin enantiyomerlerinin N-metilasyonu genis tiir
varyasyonlar1 gostermektedir (Crooks & Godin, 1988). Daha onceki ¢aligmalar
kopeklerde N-metil nikotinyumun (-)- nikotin metabolizmasindaki baglica metabolit
oldugunu gostermistir (McKennis ve ark., 1963). Oysa rat karacigerinin sitosolii her iki
nikotin izomerini de metilleyemez ve kobay sitosolii (+)-R-izomeri igin mutlak 6zgiilliik
gostermektedir. Bu sonuglar, in vivo calismalarda elde edilen verilerle tutarlilik
gostermektedir (Cundy ve ark., 1985; Nwosu ve ark., 1988). Insan karaciger sitozolii N-
metil nikotiniyum iyonunun her iki enantiyomerini N-metiller fakat R-izomeri daha iyi
bir substrattir (Crooks & Godin, 1988). Bu metabolik yol 6nemli ipuglarina sahiptir.
Ciinkii N-metil nikotinyum iyonu farmakolojik olarak aktiftir.(Euler & Persson, 1970;
Hedqvist, 1970; Bhattacharya, 1968). Ve nikotinin toksikolojik etkisinde dnemli rol
oynayabilir.
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2.8.4. Nikotin Metabolizmasindaki Tiir Varyasyonlar Uzerine in vivo Caliymalar

In vivo caligmalar nikotin biyotransformasyonunun nicel degerlendirmelerini
yapmamiza izin vermektedir. Ciinkii bireysel nikotin metaboliklerini tamimlama ve
miktarim idrardan belirleme sansina sahip oluruz. (-)-S->H-timidin metabolizmasinda bu
maddenin intraperitonal enjeksiyonu sonucunda tiire bagli farkliiklar meydana
gelmektedir (Nwosu & Crooks, 1988). 24. saat idrar Orneklerinde tespit edilen
radyoaktivite tavsanlarda en yiiksek (% 92), hamsterlarda (% 78), kobaylarda (% 68) ve
en diisiik olarak ratlarda (% 55) g6zlenmistir. Kobaylarda, 3-hidroksikotinin, kotinin,
NNX ve iki tane belirlenememis madde idrar Orneklerinde belirlenmigtir oysa
hamster'lar kotinin veya NNX, tavsanlar NNX salgilamazlar. Ratlar hari¢ tiim tiirlerin
idrarinda primer metabolit 3-hidroksikotininken, ratlarda kotinindir (Nwosu & Crooks,
1988).

Nikotin metabolizmasimin  glukuronidasyon yolunda tiir farklhiliklan da
gbzlenmistir. Insanlarda glukuronidasyona ugramis metabolitler, idrar metabolitlerinin
% 30’u kadar hesaplanmustir (Byrd ve ark., 1992; Curvall ve ark., 1991). Benzer
sonuglar maymunlar {izerine yapilan caligmalar sonucunda da elde edilmistir (Seaton
ark., 1991). Hamsterlarda, nikotin metabolitlerinin idrara salimm: tzerine yapilan
¢alismalarda konjugasyonun asil yol oldugu Onerilmistir fakat bu sonug ratlar igin
gecerli degildir. Ratlarda glukuronidasyon nadir goriilmektedir (Rustemeier ve ark.,
1993; Seaton ve ark., 1993).

Nikotin metabolizmasinda elde edilen sonuglar genis tiir varyasyonlari
gostermektedir. Bu yiizden bir tiir i¢in elde edilen sonuglarla diger tiir {izerinde yorum
yapmak uygun olmamaktadir. Tek tiir icerisinde bile genetik ve sus farkhliklarimin
bulunmasi, ¢aligmalar aras: yorumlarin yararsizligimi gésterir. Bu degiskenler kontrol
altina almamadigy siirece farkli tlirler iizerinde gergeklestirilen in vivo ve in vitro
calismalar genel nikotin metabolizmas: profiline yeni anlayis saglamistir. Bu tip
caligmalarda, nikotin metabolizmasiyla ilgili bilinen ve Onerilen yollardan olusturulan
bir ¢erceve olusturulmustur (Kyerematen & Vesell, 1991).

Nikotin metabolizmasinda genetik varyasyonlarin varligi laboratuvar hayvanlarinda
da gozlenmistir. Rat suslar1 dogustan tek tip mikrozomal ilag metabolize edici aktivite
profili géstermektedir (Koster ve ark., 1989). Ve bu sonuglarla tutarli olarak , idrardaki
nikotin metabolitlerinin profili 4 farkli rat susunda farklibk gosterir (Garg, 1969). Ek



40

olarak, 3 inbred fare susuna tek doz intraperitonal nikotin uygulanmasi sonrasi,
genotipik farkliliklar plazma kotinin konsantrasyonlar1 gibi nikotin dagilimi hacmindeki
tiirler aras1 varyasyonlarin 2 kat artigindan sorumludur (Petersen ve ark., 1984). Aym
¢alismada, NNX konsantrasyonunda suglar arasi varyasyonda 2 kat farklilik gosterir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismalarda kullamlan analitik safliktaki maddeler; H,O,, KH,PO4, NayHPOy,
CuS04, NaOH, Na,CO; Merck-Deutschland firmasidan, Ksantin, Ksantin oksidaz,
sitokrom C, SOD, Folin fenol ¢6zeltisi, Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA), Bovin
serum albumini (BSA) Sigma-London-ENGLAND firmasindan, Na-K  tartarat
Pancreac-Mantplet S Esteban SA-Barcelona-SPAIN firmasindan, Nikotin dihidrat
ditartarat ve melatonin Acros Organics-BELGIUM firmasindan saglanmistir.

3.2. Deney Gruplarimin Olusturulmasi

Caligmada, islem gormemis kontrol, nikotin, melatonin, nikotin ve melatonin
verilmis 4 grup olusturularak g¢aligmalar gerceklestirilmistir. Her grup i¢in 3 fare
kullanilmastir.

Farelerin enjeksiyonu 18:00'da gergeklestirilip enjeksiyon islemini takip eden 2.,
4., 8., 12., 24. saatlerde fareler servikal dislokasyonla oldiiriilerek gerekli deneysel
islemler gergeklestirilmigtir.

Aym jenerasyondan olmasina 6zen gosterilerek kullamilan fareler 25-35 gr. agirhikta

olup enjeksiyondan 6nceki 24 saat a¢ birakildi.

3.3. Deney Hayvanlari

Ondokuz Mayis Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Bolimii Hayvan
Yetigtirme Laboratuvarinda yetistirilen Swiss albino deney hayvanlan kullamlmstir.
Deney hayvanlari, hava sirkiilasyonu olan 1sitma sistemli laboratuvarda (25°C) Samsun
Yem Fabrikasinda iiretilen standart fare yemi kullamilarak beslenmistir. Su, serbest

olarak verilmistir.

3.4. Deneklere Uygulanan Maddeler

Caligmada kullamilan maddeler Acros Organics firmasindan saglanmigtur.
Melatonin bidistile su ile seyreltilmeden dnce etanolde ¢oziilmiistiir. Melatonin ¢6zeltisi
igerisindeki etanol'tin son konsantrasyonu <%l olacak sekilde hazirlanarak farelerin

viicut agirliklarina gore enjekte edilecek miktar 0,1cc/25gr. olacak sekilde melatoninin
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giinliik dozu olan 10mg/kg madde inraperitonal yolla farelere enjekte edilmistir (Reiter,
1997b). Aym1 sekilde nikotin de LD50 dozu olan 3mg/kg madde bidistile su igerisinde
¢oziilerek melatoninden 30 dakika once enjekte edilmistir (Zbinden & Flury-Roversi,
1981).

3.5. Cahymada Kullanilan Aletler

OMU Fen Edebiyat Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji Aragtirma Laboratuvarinda

bulunan;

SIGMA Laboratory Cetrifuges 3K30

SANYO Soniprep 150 (MSE) Sonikator

Ultra-Turrax T-25 homojenizator

Jenway 6105 UV-VIS spektrofotometre

Jenway 3010 pH metre

Fissons vorteks cihazi

Chiltern Hotplate Magnetic Stirrer HS 31

SANYO Ultra Low derin dondurucu kullanilmastir.

Avery Berkel model terazi

3.6. Deneysel Cahismalar

Fareler servikal dislokasyonla oldiiriildiikten sonra karacigere serum fizyolojik
kullamlarak perflizyon islemi gerceklestirilmis ve karacigerler alinarak soguk tampon
icerisinde yikanip siizge¢ kafidinda kurutulduktan sonra tartilarak 0.25'lik siikroz
igerisine alinarak deneysel asamalara gegene kadar derin dondurucuda saklanmustir.

Derin dondurucuda saklanan karacigerler buz igerisine alinarak 800 rpm'de
20sn’lik periyotlarla 3 kez tekrarlanarak homojenize edilmistir. Homojenizasyon sonrasi
elde edilen drnekler 1,5 dak. 30 sn.'lik periyotlarla sonikasyona tabi tutulmugtur.
Sonikasyon sonrasinda elde edilen homojenatlar 15000 rpm'de 30 dak. Santrifiij
edilmigtir. Satrifiij sonras siiper natantta protein tayini (Lowry, 1951), SOD (Flohé &
Otting, 1984) ve KAT (Aebi, 1984) enzimlerinin aktivite tayinleri gerceklestirilmigtir.
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3.7. Enzim Aktivitelerinin Tayini
3.7.1. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesinin Tayini

SOD enziminin aktivitesi L. Flohé ve F. Otting (1984)'in belirledigi metoda gore
belirlenmistir.Bu metotda enzim aktivitesi pH 7,8 ve 25°C'de siiperoksit radikali
etkisiyle sitokrom c'nin indirgenmesiyle meydana gelen O, radikalini olugturan
ksantin-ksantin oksidaz olusumu sonucunda gézlendi. Burada enzim aktivitesi degisik
konsantrasyonlarda SOD enzimiyle hazirlanan standart grafikten yararlanarak
belirlendi.

Reaktifler;

Reaktif ¢6zeltiler A ¢6zeltisi ve B ¢ozeltisi olarak hazirlandi.

A ¢ozeltisi; 0,76 mg (5umol) ksantin 10 mL 0,001N sodyum hidroksit ve 24.8 mg
(2umol) sitokrom ¢ pH 7.8 100mL 50mM 0,1 mM EDTA igeren fosfat tamponu ile
karistirilarak hazirlanir. Bu ¢ozelti 4°C de ti¢ giin kararlidir.

B ¢ozeltisi; 0,1lmM EDTA igerisinde yeni hazirlanmig ksantin oksidaz ¢ozeltisi,
=0,2 U/mL"dir.

Not: Ksantin oksidaz aktivitesi degisken olabilir, bunun 6niine gecebilmek igin SOD
kullanilmayan testlerde sitokrom c inhibisyon hizimi1 0,025 absorbana {initesi/ dakika
olacak sekilde yeterli miktarda enzim eklenmelidir.

Yontem;

1 tinite SOD belirtilen kosullar altinda cyt ¢ inhibisyon hizim %50 baskilayan
enzim miktar1 olarak tanimlanmistir. Bu miktarin belirlenmesi igin  farkli
konsantrasyonlarda enzim ¢ozeltileri kullanilir.

B ¢ozeltisi buzda, A ¢ozeltisi 25°C de muhafaza edilir. Spektrofotometre 550mn
dalga boyuna ayarlanir. 3 mL'lik kiivetler kullamlir.

1. 3 mL'lik kiivet igerisine 2,9 mL A ¢6zeltisi pipetlenir.

2. Kor igin 50pL Deiyonize su, standartlar i¢in SOD ve ornekler igin
homojenat pipetlenir.

3. 50uL B cozeltisi ile reaksiyon baglatilir.

4. Karnstirildiktan sonra 550nm*deki absorbans degisimi kaydedilir.

5. Kalibrasyon grafigine gére enzim aktivitesi degerlendirilir.
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SOD'un bir iinitesi, ksantin/ksantin oksidaz sistemi tarafindan meydana getirilen
stiperoksit anyonu ile sitokrom C’nin rediiksiyonunun %50 inhibisyonu igin gegerli

enzim miktan olarak belirlenir.550 mm’de spektrofotometrik olarak izlenir.

3.7.2. Katalaz Aktivitesinin Tayini

Katalaz enziminin aktivitesi Hugo Aebi (1984)'min gelistirdii metoda gore
gerceklestirilmistir. Bu metotda KAT enziminin aktivitesi, pH 7.0 ve 25°C’de H,0O,
tilketilmesi sonucunda meydana gelen absorbans degisimlerinin gozlenmesiyle
belirlenmigtir.

Cozeltiler;

50mM fosfat tamponu pH 7.0; (a) 6,81 g KH>PO4, (b) 8,90 g Na,HPO4.2H,0
distile su igerisinde ¢oziiliir ve herbiri 1000mL"ye tamamlanir. Daha sonra (a) ve (b)
1/1.5 (v/v) oraninda karigtirilir.

30mM hidrojen peroksit; 0,34 mL %30'luk H,O, 100 mL fosfat tamponu ile
seyreltilir.

H,0, ultraviole aralikta azalan dalga boylarina karsilik stirekli artiy gosteren
absorbsiyon gostermektedir. H,O,nin pargalanmasi 240nm'de absorbansta diisiis
gozlenmesine neden olur. Bu birin zamandaki degisim (AAj4) KAT aktivitesinin
sliitiidiir.

Aktivitenin 6l¢ilimii sirasinda enzim inaktivasyonu veya O, nin serbest kalmasindan
kaynaklanan kiivette hava kabarciklarinin olugumunu engellemek igin nispeten diisiik
konsantrasyonda (10mM) H,0, kullanmamiz gerekmektedir.

Katalaz karaciger ve bobrek gibi dokularda nispeten yiiksek aktiviteye sahiptir.
Tim organellerin lizisi gergeklestirilerek uygun bir ¢ozelti veya ekstrakt elde edilirse
katalaz aktivitesi spektrofotometrik olarak belirlenebilir. Stok homojenatlan
hazirlanirken mutlaka deterjan kullamlmalidir ( 8megin; %1 Triton X-100, 1+9 veya
1+19 ), aksi taktirde ¢ok diisiik degerlerle sonuglanacaktir. Daha ileri seyreltmeler pH
7.0 fosfat tamponuyla yapilabilir (dokuya bagli olarak 1/100°den 1/500'e kadar). Eger
ornekler organellerin lizisi sonrasinda bu sekilde seyreltilmezlerse Triton-X-100iin

dikkate deger UV absorbsiyonu dikkate alinmalidir.
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Yontem,;

1) Kor, 2.99 mL H,0, ve 0.01 mL deiyonize su ile hazirlanir. Ornekler igin 1.00
mL fosfat tamponu, 1.99 mL H;O, ve 0.01 mL hemolizat ilave edilir ve kore kars:
okuma yapilir,

2) Spektrofotometrenin dalga boyu 240nm’ye ayarlamir ve Srneklerin son hacmi
3mL olacak sekilde hazirhik yapilir. 2.00 mL enzim ¢zeltisi veya hemolizat ve 1.00 mL
H,0; igeren 6meklerin substrat yerine 1.00 mL fosfat tamponu ve 2.00 mL enzim
¢ozeltisi veya hemolizat iceren kor'e kars1 20°C de okumalan yapilir. Reaksiyon, H,O,
ilavesi ile baslatilir. Baslangi¢ absorbansi yaklasik olarak A=0.500 olmalidir. Iyice
karigtirilir ve absorbansdaki diisiis 30 saniyede bir kaydedilir.
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4. BULGULAR

Nikotin ve melatoninin ayr1 ayn ve birlikte radikal stipliriicii enzim aktivitelerine
etkilerini belirleyebilmek amaciyla, kontrol grubu (K), nikotin enjekte edilen grup (N),
melatonin enjekte edilen grup (M) ve nikotin ve melatoninin birlikte enjekte edildigi
grup (N+M) olmak iizere 4 grup olusturuldu. Aktivite degisimleri higbir islem

uygulanmayan kontrol grubuna gore degerlendirilmistir.

4.1. Nikotin ve Melatonin Etkisiyle Siiperoksit Dismutaz Enzimi Aktivitesinde
Gozlenen Degisimler
4.1.1. Nikotinin Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi Uzerine Etkileri

SOD aktivitesi kontrol gruplarina gore genelde artis egiliminde oldugu, saatler
arasinda yapilan karsilastirma sonucunda belirlenmis olup enjeksiyonu izleyen 24.
saatte en yiiksek degerine ulagmistir.

Nikotin verilen grupta enjeksiyonu izleyen 2. saatte kontrol grubuna gére SOD
aktivitesi %78 oraminda artis gozlenirken 4. saatte 6nemli bir diisiis gézlenmis ve
nikotin enjeksiyonu yapilan gruptaki en diisiik deger 4. saatte kaydedilmis olup kontrole
gore SOD aktivitesinde %33 inhibisyon gozlenmistir. 8.saatte aktivite yeniden
yiikselerek kontrole gore SOD aktivitesinde %78 oraninda bir aktivasyon g6zlenmistir.
12. saate aktivitede kontrole gore %6'liik bir inhibisyon gézlenmis ve 24. saatte SOD
aktivitesi kontrole oranla %228 oraninda bir artis gostererek gruptaki en yiiksek degerin
gézlenmesine neden olmustur (Tablo 4; Sekil 11.).

4.1.2. Melatoninin Siiperoksit dismutaz aktivitesi iizerine etkileri

Melatonin etkisiyle SOD aktivitesinde baslangigta Onemli bir degisim (<%5)
gbzlenmemesine ragmen 4. saatte baslayan inhibisyon azalarak 12. saate kadar devam
etmis ve 12. saatten sonra baglayan aktivasyon 24. saatte kontrole oranla %160'lik bir
artig gostermistir. Bu grupta 4. saatte maksimum inhibisyon kontrole oranla %44 olarak
gozlemlenmigtir (Tablo 4; Sekil 12).
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4.1.3. Nikotin ve Melatoninin Siiperoksit dismutaz aktivitesi {izerine etkileri

Nikotin ve Melatonin verilen grupta diger gruplara oranla SOD aktivitesi yiiksek
gozlenmigtir. Enjeksiyonu takip eden 8. saatte kontrole oranla SOD aktivitesi %192'lik
bir aktivasyon gostererek en yiiksek aktivasyon degerine ulagmigtir. 8. saatten sonra
baglayan inhibisyon 12. saatte SOD aktivitesinde %41 lik bir aktivasyon gozlenmesine
sebep olmustur. 24. saatte SOD aktivitesinde kontrole oranla %149'liik bir aktivasyon
g6zlenmigtir (Tablo 4; Sekil 14).

Verilere uygulanan iki yonliit ANOVA testi sonucunda SOD enzim aktivitesinin
kontrol ve deney gruplan arasinda istatistiksel olarak ¢ok onemli farkhilik gosterdigi
bulunmus (p<0,01), buna karsin enjeksiyondan sonraki saatler arasinda istatistiksel

olarak 6nemli bir fark gézlenmemistir ( Tablo 5).

Tablo 4. Nikotin ve Melatonin verilmis Swiss albino tip laboratuvar farelerinde SOD

aktivitelerinin zamana bagl olarak degisimi

Enj eksiyon Kontrol Nikotin ~ Melatonin Nikotin ve Melatonin
Sonrasi (saat) (K) MN) M) (N+M)
2. 8,12+0,4 14,50+0,11 7,87%0,16 13,75+0,15
4. 13,27+0,26  8,84+0,21  7,41+0,07 12,13+0,23
8. 7,01+£0,2  12,49+0,16 4,78+0,04 20,4410,19
12. 10,1240,19 9,53+£0,26  8,47+0,13 14,31+0,27

24. 4,79+0,09 15,73£0,65 12,45+0,54 11,91+0,23
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Sekil 11. Nikotin verilmis Swiss albino tip laboratuvar farelerinde SOD aktivitelerinin

zamana bagli olarak degisimi

Aktivite (IU/mg)

Stire (Saat)

Sekil 12. Melatonin verilmis Swiss albino tip laboratuvar farelerinde SOD

aktivitelerinin zamana bagli olarak degigimi
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Sekil 13. Nikotin ve Melatonin birlikte verilmis Swiss albino tip laboratuvar farelerinde

SOD aktivitelerinin zamana bagli olarak degisimi
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Aktivite (IU/mg)

Siire (Saat)

Sekil 14. Nikotin ve Melatonin verilmis Swiss albino tip laboratuvar farelerinde SOD

aktivitelerinin zamana bagl olarak degisiminin degerlendirilmesi

Tablo 5. SOD aktivitesinin iki yonliit ANOVA testi ile analizi

Serbestlik Kareler Kareler
Kaynak ) F degeri Olasilik
derecesi toplami1 ortalamast
Grup 3 3474 115,8 6,39 0,001**
Saat 4 34,1 8,5 0,47 0,757
Etkilesim 12 379.4 31,6 1,75 0,093
Hata 40 7243 18,1
Toplam 59 1485,2

*#p<0,01
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4.2. Nikotin ve Melatonin etkisiyle Katalaz enzimi aktivitesinde gozlenen

degisimler

4.2.1. Nikotinin Katalaz aktivitesi {izerine etkileri

KAT aktivitesinin kontrol gruplarma goére genelde inhibisyon gosterdigi, saatler
arasinda yapilan karsilastirma sonucunda belirlenmis olup enjeksiyonu izleyen 12.
saatte en yiiksek inhibisyon degerine ulagmuistir.

Baslangigta kontrole gore KAT aktivitesinde Onemli bir degisim goézlenmezken
(<%5), 4. saatten itibaren baglayan inhibisyon 12. saatte en yiiksek degerine ulagmigtir
(%56). 12. saatten sonra inhibisyon azalarak devam etmigtir (Tablo 6; Sekil 15).

4.2.2. Melatoninin Katalaz aktivitesi iizerine etkileri

Melatonin, enjeksiyondan sonra 2. saatte kontrole oranla %24°liik bir aktivasyona
neden olmustur. Aktivasyonu takiben 4. saatten itibaren enzim aktivitesinde baglayan
inhibisyon 8. saatte en yiiksek degerine ulagmigtir. 8. saatte %72'lik bir inhibisyon
degeri gozlenmistir. Bu deger 8. saatten sonra azalarak 24. saate %16 inhibisyon
g6zlenmistir (Tablo 6; Sekil 16).

4.2.3. Nikotin ve Melatoninin Katalaz aktivitesi iizerine etkileri

Nikotin ve melatoninin birlikte uygulandig: grupta KAT aktivitesinde baglangigta
Onemli bir degisim gézlenmemistir. 4. saatte kontrole oranla %18'lik bir aktivasyon
gozlenmistir. 8. saatte KAT aktivitesinde kontrole gére %52'lik inhibisyon
gézlenmistir. 1nhibisyon 12. saate kadar azalarak devam etmis ve 12. saatte kontrole
%18 inhibisyon gozlenmistir. 24. saatte KAT enzimi aktivitesinde kontrole gére %169
oraninda bir aktivasyon gézlenmistir. grup iginde kontrole gére enzim aktivitesindeki en
yliksek aktivasyon 24. saatte gozlenirken en yliksek inhibisyon degeri 8. saatte
gozlenmistir (Tablo 6; Sekil 17).

Verilere uygulanan iki yonlii ANOVA testi sonucunda KAT enziminin
aktivitesinde deney gruplari ve enjeksiyon sonrasi gegen siireler arasinda istatistiksel

olarak dnemli (p<0,01) bir fark gézlenmistir (Tablo 7).
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Tablo 6. Nikotin ve Melatonin verilmig Swiss albino tip laboratuvar farelerinde KAT

aktivitelerinin zamana bagli olarak degisimi

Enjeksiyon Kontrol Nikotin Melatonin ~ Nikotin ve Melatonin
Sonrasi (saat) X) N) M) N+M)
2. 944,17420,5 985,29+35,1 1172,79+11,7 955,85+201,3
4. 920,53+16,5 706,65+12,3 910,36+29,7 1087,16£195,5
8. 3345,76+£104,4 1830,88+15,7 938,50+42,7 1615,12+168,5
12. 1491,41£19,5 650,44t7.8  723,39£16,7 1217,27+142,5
24. 1088,37+26,6  673,6419,2 910,75+24,7 ~ 2928,19+147,6
—

Aktivite (IU/mg/ml)

Sekil 15. Nikotin verilmig Swiss albino tip laboratuvar farelerinde KAT aktivitelerinin

zamana bagli olarak degisimi
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Aktivite (IU/mg/ml)

Siire (saat)

Sekil 16. Melatonin verilmis Swiss albino tip laboratuvar farelerinde KAT

aktivitelerinin zamana bagh olarak degisimi

4000 - T
3500 oo e

Z 3000 -

22500

2 2000 -

:§ 1500 -~

< 1000
500 - o e e

0. -

Siire (saat)

Sekil 17. Nikotin ve Melatonin birlikte verilmis Swiss albino tip laboratuvar farelerinde

KAT aktivitelerinin zamana bagli olarak degisimi
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Sekil 18. Nikotin ve Melatonin verilmis Swiss albino tip laboratuvar farelerinde KAT

aktivitelerinin zamana bagli olarak degisiminin degerlendirilmesi

Tablo 7. KAT aktivitesinin iki yonlit ANOVA testi ile degerlendirilmesi

Serbestlik Kareler Kareler
Kaynak F degeri Olasilik
derecesi toplami ortalamasi
Grup 3 4985808 1661936 6,69 0,001**
Saat 4 9129958 2282490 9,18 0,000%**
Etkilegim 12 14935233 1244603 5,01 0,000
Hata 40 9943932 248598
Toplam 59 38994931

#%p<0,01
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5. TARTISMA VE SONUC

Biyolojik sistemlerde metabolizma ve gevresel etkiler sonucunda molekiiler
oksijenden stiperoksit, hidroksil radikali ve hidrojen peroksit gibi bazi reaktif tiirler
meydana gelebilir. Olugan reaktif oksijen tiirleri, etkisizlestirilmedigi siirece viicutta
onemli fonksiyonlara sahip molekiillere, zar yapisina ve genetik materyale zarar vererek
hiicresel yapiy1 tehdit eder. Meydana gelebilecek hasarlar antioksidant sistemlerle yok
edilir. Bu sistemler SOD, Katalaz ve peroksidazlari icermektedir. SOD, siiperoksit
anyonunu hidrojen peroksite indirger. Katalaz ve peroksidazlar da hidrojen peroksiti su
ve oksijene indirgeyerek hiicrenin maruz kalabilecegi hasarlar1 engeller (Harris, 1992).
Ayrica oksijen radikallerinin yabanci mikroorganizmalara kargt diréngte 6nemli rol
oynadig1 ve eksikliginde hastaliklara yol ag¢tig1 bilinmektedir (Miller & Britigan, 1997).

Stiperoksit radikallerinin etkilerinin ve hastaliklarin patojenezindeki roliiniin
anlasilabilmesi i¢in birgok arastirmact konu iizerine yoZunlagmigtir. Bu caligmada
stiperoksit radikallerinin hiicresel konumlar1 goz oniine alinarak, diinyada bir ¢ok
insanin dogrudan veya dolayli yollardan maruz kaldig: sigara dumaninin ana bileseni
nikotinin serbest radikaller tizerine etkileri antioksidant enzim diizeyleri takip edilerek
aydinlatilmaya ¢alisilmistir. Nikotinin serbest radikal olusumu tlizerine etkilerinin yani
sira bu etkinin azaltilabilmesi igin bilinen giiglii bir radikal siipiirlicii ve antioksidant
madde (Reiter ve ark., 1997b; Tan ve ark., 1993) olan melatoninin etkilerinin de
incelenmesi bu ¢aligmada gergeklestirilmigtir.

Calismamizin sonucunda SOD enzimi aktivitesinin deney gruplarn arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gdsterdigi (p<0,01), fakat enjeksiyondan sonraki
saatler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gdstermedigi belirlenmigtir. Katalaz
enzim aktivitesi igin yapilan ¢alisma sonucunda deney gruplari ve enjeksiyon sonrasi
gecen siireler arasinda istatistiksel olarak anlamh (p<0,01) bir fark gdzlenmistir.

SOD enzim aktivitesindeki degisimler incelendiginde nikotin enjekte edilen grupta
genellikle SOD aktivitesinin kontrole oranla diistik oldugu gézlenmistir. Nikotinin SOD
enzimi tizerinde bir inhibisyona neden oldugu belirlenmistir. Baglica etkinin nikotin ve
aromatik hidrokarbonlarin enzim sistemlerini etkileyerek meydana geldigi bilinmektedir
(Conney ve ark., 1977; Jusko, 1978; Dawson & Vestal, 1982). Ratlarda nikotinin kronik
subkutan enjeksiyonunun beyinde P450 ekspresyonunu tegvik ettikleri goriilmiigtiir
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(Anandatheerthavarada ve ark., 1993a,b). Bu bilgiler 1s18inda nikotinin P450 gibi
enzimlerin artigim tesvik ederek oksidatif etkilerin azaltildig1 diisiintilmektedir.

Melatonin enjekte edilen grupta melatonin 12. saate kadar SOD enzim aktivitesini
inhibe etmigtir. 24. saatte kontrole oranla %160'lik bir artig géstermigtir. Melatoninin
pineal bezden salinan hormonal yapisi nedeniyle uyku ritmini diizenleyici etkisiyle
baglantili olarak veya melatonin yikimi sonucu béyle bir sonucun ortaya ¢iktigim
diistinmekteyiz. Gallus domesticus'un U¢ farkli dokusunda (cerebral korteks, karaciger
ve akciger) antioksidant enzim SOD'un endojen ritmi incelendiginde SOD un cerebral
korteks, karaciger ve akcierde 24 saatlik dikkate deger bir ritim gosterdigi ve en
yliksek aktivitenin, melatonin ve topal antioksidant miktarmn en yiiksek oldugu
zamanlarla uygunluk gosterdigi belirlenmistir. Ayrica bu ¢alismada 7 giin boyunca
stirekli olarak 1§1a maruz birakilan deneklerde melatonin ritminin ve buna paralel
olarak da SOD aktivitesinin ve total antioksidant durumunun degistigi ve bu endojen
ritmin bozuldugu belirlenmistir. Bu bulgular 1s18inda melatonin ritminin  gece
saatlerindeki SOD aktivitesi ve kandaki total antioksidant kapasitesinin artis1 ile
baglantili oldugu diistiniilmiistiir (Albarran ve ark., 2001). Nikotin ve melatonin verilen
grupta SOD aktivitesinin yiiksek oldugu gozlenmistir. Melatoninin siiperoksit
radikallerini gidermede beklenen etkiyi g6stermedigi gézlenmistir.

Katalaz aktivitesindeki degisimler incelendiginde nikotin enjekte edilen grupta
nikotinin kontrol grubuna gore enzim aktivitesinde inhibisyona neden oldugu
g6zlemistir. En yiiksek inhibisyon degeri 12. saatte gézlenmigtir. 12. saatten sonra
inhibisyon azalarak devam etmistir. Nikotinin metabolizmas1 boyle bir sonucu ortaya
cikarabilir. Melatonin enjekte edilen grupta 4. saate baglayan inhibisyon 8. saatte en
yilksek degerine ulasmig ve bu inhibisyon hizla azalarak 24. saatte kontrole oranla
%16'lik bir degere diismiistiir. Gergeklestirdigimiz caligmada melatonin gruplarinda
enjeksiyon saatleriyle melatoninin inhibisyonundaki degisimleri melatoninin hormonal
yapisi ve uygulanan dozun miktarina baglh olarak yikimindan etkilendigi
diistiniilmektedir. Nikotin ve melatonin uygulanan grupta baglangigta Onemli bir
degisim gbzlenmemesine ragmen 8. saatte nikotin ve melatonin grubu ile nikotin grubu
karsilagtirdiginda katalaz aktivitesinde %12 bir azalma géze carpmaktadir. Ayrica
melatonin grubunda katalaz aktivitesinde yaklagik olarak %72lik inhibisyon ve nikotin
grubunun katalaz aktivitesi, melatonin grubu ile kargilagtirildiginda yaklagik 2 kat fazla
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oldugu gozlenmistir. Bu etki 12. saatte giderek azalmistir. 12. saatte nikotin grubunda
kontrole gore goriilen inhibisyonun melatoninin antioksidant etkisini azalttigini
diigiinliyoruz. Bu bulgular bize, 8. saatte nikotin ve melatonin grubunda goriilen katalaz
aktivitesindeki inhibisyonun melatoninin antioksidant etkisi sonucu ortaya ¢iktigim
diistindlirmiistiir. 24. saatte nikotin ve melatonin grubunda kontrole gére %169 likk bir
aktivasyon goézlenmistir. Bu aktivasyon melatoninin diger gruplarda da gozledigimiz
gibi 24. saate antioksidant etkisini kaybettigi gOstermektedir. Ayrica Kkatalaz
aktivitesinde 8. saatten sonra goriilen inhibisyon nikotin metabolizmasi sonucu olusan
metabolitlerin katalaz enzimi {izerinde inhibisyon etkisi oldugunu diisindiirmektedir.
Hadley ve arkadaglar1 sigara dumaminin bazi bilesenlerinin ilag met abolizmasi
enzimlerini (P450) inhibe edici etkisi oldugunu gostermiglerdir (Hadley & Dahl, 1982).

Nikotinin toksisite mekanizmasi giiniimiizde agiklik kazanmis durumdadir. Bununla
birlikte giiniimiize kadar yapilan ¢aligmalarda birgok delil nikotinin hiicresel
fonksiyonlar tizerine etkisini belirlememizde bize yardimer olmustur. Nikotinin hiicresel
fonksiyonlar iizerine etkisi hiicresel hasar ve bunu takip eden hiicre O6liimleriyle
sonuglanabilir. Nikotin, hiicresel metabolizma ve protein sentezini etkiler (Konno ve
ark., 1991), DNA'ya 3H-timidin baglanmasim inhibe eder (Bonita ve ark. 1990) ,
transmembran potansiyelini diigtiriir (Horster ve ark., 1984).

Ayrica nikotinin farkli enantiyomerlerinin farkli oranlarda toksisite gosterdigi
belirlenmistir (Yildiz ve ark., 1998). Yapilan c¢alismada Nikotinin {i¢ farkh
enantiyomerinin gosterdigi nikotin toksisitesinin farkli oranlarda oksidatif hiicre hasar
olusturabilecegi Onerilmigtrir. Nikotin enantiyomerlerinin oksidatif stresi tegvik edici
etkisinin belirlenmesi i¢in, Yildiz ve arkadaglari CHO hiicrelerinde GSH ve MDA
diizeylerini belirleyerek oksidatif etki miktarim belirleme yoluna gitmiglerdir. GSH
antioksidant savunma sisteminin en ¢nemli 6gelerinden biridir ve direk serbest radikal
stiptiriici etki gostermektedir (Meister, 1981). Radikal siipiiriici SOD ve katalaz
varliginda ortadan kalkan, GSH diizeyindeki belli miktardaki diisiis, nikotin
enantiyomerlerinin CHO hiicreleri {izerine oksidatif etki gosterdigine isaret etmektedir.
Nikotin mevcudiyetine oksidatif stresin olugumu lipit peroksidasyon diizeyindeki artisla
da desteklenmistir. Oksidatif stres dolayisiyla olusan lipit peroksidasyon diizeyi MDA
seviyesi belirlenerek olgtlir. MDA, serbest radikal saldinlan sonucunda ortaya ¢ikan

lipit peroksitlerinin yikim {iriinlidiir. Nikotin enantiyomerlerine maruz kalan CHO
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hiicrelerinde artis gosteren MDA diizeyi serbest radikal olusumunun varligi
destekleyen diger bir bulgudur.

Hiicresel membranlarda oksidatif stres lipitlerin molekiiler organizasyonunda
membran  gegirgenlifinin  artigtyla  sonuglanan Onemli degisimler meydana
getirmektedir. Lipit peroksidasyonu sonucunda meydana gelen bu tip yapisal
organizasyon bozukluklar1 sonucunda LDH gibi sitoplazmik belirtegler (markir)
saltnmaktadir (Wetscher ve ark., 1995). CHO hiicrelerinin nikotin enantiyomerlerine
maruz kaldiklarinda gozlenen LDH varlifi ve bunun antioksidant enzimler
mevcudiyetinde inhibisyonu, azalan glutatyon ve artis gosteren MDA seviyeleriyle
tutarlilik gostermektedir. Ayrica SOD ve Katalaz varliginda LDH inhibisyonu reaktif
oksijen tiirlerinden siiperoksit anyonlart ve hidrojen peroksidin enantiyomer muamelesi
sonucunda ortaya ¢iktigin da gostermektedir.

Nikotin enantiyomerlerinin serbest radikal olusumu iizerine etkileri heniiz netlik
kazanmamustir. (-)-nikotin'in mitokondriyal solunun zincirini etkileyerek siiperoksit
anyonunun ve hidrojen peroksit olusumunda artiga sebep oldugu bilinmektedir
(Gvozdjakova ve ark., 1992). Manduca sexta larvalarinda nikotin'in sitokrom P-450
enzim aktivitelerini 1 ila 10 kat arttirdig1 goriilmiistiir (Snyder ve ark., 1993). Kansik
fonksiyonlu oksidazlarin toksik kimyasallari metabolize ederken serbest radikal
olusturduklar bilinmektedir (Meister, 1981). Bu nedenle serbest radikallerin, nikotin
enantiyomerlerinin hiicre i¢i metabolizmasi strasinda sitokrom P-450 enzimlerinin artan
aktiviteleri sonucunda meydana gelebilecegi diistiniilebilir.

Nikotinin toksisitesi ve oksidatif stresi tesvik edici 6zelliginin anlagilabilmesi i¢in
aym miktarda nikotin igeren saf nikotin ¢ozeltisi ve tiitiin 6ziimi ile memeli hiicre
kiiltiiriinde yapilan ¢alismada, nikotin'in tiitlin 6ziiniine oranla oldukga az toksik oldugu
belirlenmistir (Yildiz ve ark., 1999). Nikotin ve tiitiin 6zlimi{i arasindaki bu farklilik
tiitlin 6ziintinde nikotin haricinde bulunan hiicre yagamini olumsuz etkileyen biyolojik
olarak aktif bilesenlerin bulunmasidir (Brunnemann ve ark., 1996). Titlinde N-
nitrdzaminlerin ve benzo[a]piren gibi karsinojenik bilesenlerin bulunusu tiitlin 6ziitiiniin
saf nikotine oranla daha yiiksek inhibitdr etki gostermesini agiklayabilir.

Tiitlin'e 6zgii bazi N-nitrozaminlerin memelilerde, metabolik olarak aktive olarak
hiicredeki niikleofilik molekiille etkilesen oldukg¢a reaktif elektrofillerin olusumuna
neden oldugu bilinmektedir (Hecht & Hoffmann, 1988.).
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Laboratuar fareleri (Mus musculus) iizerinde yapilan ¢aligmada Aspirin ve
antioksidant butillenmis hidroksi anisel'iin (BHA) karaciger mikrozomal benzo[a]piren
hidroksiliz (BPH) enzimi iizerine etkisi aragtinlmis ve Aspirin ve BHA'mn BPH
aktivitesinin inhibe ettigi belirlenmigtir. Aspirin ve BHA verilen grupta gézlenen enzim
aktivitesi, ayr uygulanan gruplara oranla daha yiiksek inhibisyon gostermistir (Eren, Z.,
1997).

Serbest radikal kaynakhi lipit peroksidasyonunum travma sonrasi ndronsal
dejenerasyona sebep olan onemli bir faktér oldugu kabulii giderek yayginlagmaktadir.
In vitro'da merkezi sinir sistemi dokulari {izerinde olusturulan radikal hasarnin
melatonin tarafindan engellendigi ve o6zellikle omurilik sivisinda en etkili olarak
antioksidant etki gbsterdigi belirlenmistir (Kaptanoglu ve ark., 2003). -

I¢sel kaynakli serbest radikal olusumu sonucunda meydana gelen mitokondriyal
hasarlar hiicresel yaglanma siirecinde etkili olmaktadir. Akut melatonin uygulamasinin
mitokondriyal metabolizmay: etkiledigi belirlenmistir. SAM susu farelerde yas bagl
olarak goriilen karaciger mitokondriyal islevlerde azalma melatoninin akut enjeksiyonu
ile engellenmistir. Mitokondride ileri yasa bagl olarak ortaya gikan zararli oksidatif
degisimler, indol tarafindan uyarilmis mitokondriyal solunum zinciri aktivitesi
tarafindan azaltilabilir (Okatani ve ark., 2003).

Gama radyasyonunun beyinde ciddi hasarlara neden oldugu bilinmektedir.
Hasarlar engellemek i¢in bircok madde denenmigtir. Tiim viicudu gama radyasyonuna
maruz birakilan farelerin beyin dokusunda lipit peroksidasyon diizeyi ve histopatolojik
degisimler incelenmis ve hasarlarin melatonin ve E vitamini tarafindan engellenebildigi
belirlenmistir. MDA diizeyindeki artig E vitamini terapisiyle olduk¢a az engellenirken
melatonin tarafindan nispeten daha iyi giderilebilmigtir. Histopatolojik ¢aligmalar
sonucunda E vitamininin yalnizca nekrozlan engelledigi buna karsilik melatoninin
6dem, nekroz ve noronal dejenerasyonu azalttifn gozlenmistir. Her iki maddenin de
vasodilasyonu engelleyemedigi belirlenmistir. Sonugta radyasyon etkisi sonucunda
olugan serbest oksijen radikallerinin olugturdugu sekonder beyin hasarindaki patolojik
degisimleri 5nlemede etkili olabilecegi belirlenmistir (Erol ve ark., 2003).

Deneysel omurilik zedelenmesinde prostoglandin  E1, melatonin ve
oksitetrasiklinin lipit peroksidasyonu, antioksidant ve paraoksonaz aktiviteleri ve

homosistein seviyeleri iizerine etkileri omurilik dokusu ve kanda MDA ve plasma
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homosistein diizeyleri, plasma GPx, SOD, paraoksonaz aktiviteleri belirlenerek
incelenmigtir. Melatoninin o6zellikle 4. saatte onemli oranda etkiye sahip oldugu,
oksitetrasiklinin de 1. ve 4. saatte etkili oldugu prostoglandin E1'in hasarl: gruba oranla
etkili oldugu fakat melatonin ve oksitetrasiklin kadar etkili olmadig1 belirlenmistir.
Sonu¢ olarak melatonin ve oksitetrasiklinin omurilik zedelenmelerinde lipit
peroksidasyonunu engellemede etkili oldugu s6ylenebilir. Ayrica antioksidant savunma
sisteminin takip edilebilmesi i¢in SOD ve GPx den yararlanilabilecegi gibi paraoksonaz
ve homosisteinden de yararlamilabilmektedir (Topsakal ve ark., 2003).

Kronik melatonin uygulanmasi diabetik ratlarda bobrek hasarim azalttig
belirlenmistir. Diyabetli hastalarda melatonin oksidatif stresi azaltici ve baglantii
bobrek hasarlarin1 engelleyebilecek kullamshi terapétik segenek olabilmektedir (Cam ve
ark., 2003). Melatoninin birgok diabetik komplikasyonu oksidatif stresi azaltarak
engelledigi ve ilgili organlar1 oksidatif strese karsi korudugu belirlenmistir. Ayrica E
vitamini ile karsilagtinldifinda melatoninin ¢ok diisiik konsantrasyonlarinmin bile
ozellikle beyin ve bobrekte daha etkili antioksidant oldugu bilinmektedir (Baydas ve
ark., 2002). Antibiotik maddelerin neden oldugu bobrek hasarlarinda melatoninin
fizyolojik  konsantrasyonu  Onemliyken farmakolojik  konsantrasyonu  etkili
olmamaktadir (Parlakpinar ve ark., 2003).

Melatoninin reperflizyona bagli organ hasarlarini antioksidant ve serbest radikal
stiptiriicii etkisi sayesinde engelleyebilir. Melatonin, ACS'de (Abdominal Compartment
Syndrome) reperfiizyon hasarimi sinirlayici etki yapan bir madde olarak teraptik dnemi
vardir (Sener ve ark., 2003a).

Asetilsalisilik asit (ASA) ve diger non-steroidal anti-inflamatuvar ilaglarin mide
mukozasinda olusturdugu hasara omeprazol ve famotidin'in koruyucu etkisi oldugu
bilinmektedir. ASA tarafindan olusturulan hasarda aktif oksijen tiirlerinin ve lipit
peroksidasyonunun rol oynadigi bilinmektedir. Omeprazol ve famotidin melatoninle
kargilagtinlmis ve antioksidant olarak melatonin kadar etkili olmadiklar belirlenmistir
(Sener-Muratoglu ve ark., 2001).

Nikotin ile ratlar tizerinde yapilan ¢alismada hamilelik ve emzirme déneminde
nikotinin igme suyuyla anneye verilmesi dogumda yavru sayisim ve dogumu takip eden
10 giin igerisinde de yavru agirliklan etkileyecek bir etki gdstermemistir.Dogum 6ncesi

nikotin verilmesi dogumda fokal nekroz mevcudiyetini énemli 6l¢iide attirmistir. Ve
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ayrica karaciger hasari 10 giinliik farelerde dahi i¢me sularinda nikotine maruz
birakilmamalarina ragmen kolayca gézlenmistir. Dogum sonrasi nikotin uygulanmasi
devam ettirildiginde fokal ve yaygin nekrozun mevcudiyetinde siddetinde artis
gozlenmigtir (Sheng ve ark., 2001).

Son yillarda Alzeimer hastalifi ve oksidatif stres arasinda iligki oldugu ve
Aliiminyum un oksidatif olaylar1 arttirdigy ileri siirlilmiigtiir. Ratlarda Al'nin bu etkisi
ve melatoninin koruyucu etkisinin aragtirilmasi i¢in yapilan ¢alismada Al'min farkl
noral bélgelerde oksidatif stresi tegvik ettigi belirlenmis ve Al konsantrasyonlarinda da
Onemli bir artis g6zlenmemistir. Noral dokularda gézlemlenen biyokimyasal degisimler
Al'nin pro-oksidant etki gosterdiginin, Al uygulanan deneklerde de melatonin
antioksidant etki gosterdigi belirlenmigtir. Al tarafindan tegvik edilen oksidatif stresin
sebep oldugu hiicresel hasarlara karst koruyucu etkileri olan melatonin nérolojik
bozukluklarin tedavisinde oksidatif etkileri azaltarak tedavi siirecinde etkili bir madde
olacag1 sonucuna varilmistir (Esparza ve ark., 2003).

Ratlarda yapilan galigmada antioksidant enzim diizeyleri incelenmis ve melatonin
uygulanmasinin SOD ve GPx aktivitelerini ve rediikte glutatyon miktarini bobrek ve
karacigerde arttiric1 etki gosterdigi belirlenmistir. Beyinde SOD aktivitesinde artiga,
okside glutatyonun rediikte glutatyona oranini azalmasina sebep olmustur (Liu ve ark.,
2000).

Civa viicutta gesitli toksik etkiler gostermektedir. Hg(Il) olusturdugu oksidatif stres
benzeri mekanizma indirgen glutatyon diizeyindeki azaliga, DNA hasarina ve Lipit
peroksidasyonuna neden olarak toksik etki gOstermektedir. Bu toksik etkinin
giderilmesinde akut afir metal zehirlenmesi tedavisinde kullanilan ve bir antioksidant
olan N- asetilsisteinin melatoninle karsilastirilmis ve melatoninin de bébrek, karaciger,
akciger ve beyin dokularinda bu toksik etkinin bastiriimasinda her iki antioksidaninda
etkili oldugu belirlenmistir Bu sonu¢ N-asetilsistein ve melatoninin HgCl, tarafinda
meydana gelen oksidatif hasarin bu dokularda engelleyebilecegi goriilmiistiir (Sener ve
ark., 2003b).

Bu degerlendirmelerin galigmalarimizin devami olarak stirdiiriilen histolojik
caligmalarla birlikte farkli yorumlar kazanacagina inaniyoruz. Ayrica ileride yapilacak
caligmalarda melatonin ve nikotin farkli organlarda go6zlenerek antioksidant enzim

diizeyleri lizerine etkileri arastirilacaktir.
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