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Bu c¢aligmada, bleomisinin neden oldugu oksidatif strese karsi
piceatannolun etkileri si¢can akcigerinde incelenmistir. 200-250 gr agirligindaki
erkek Wistar cinsi siganlar 4 grup halinde olusturulmustur. Deney gruplari;
kontrol grubu (serum fizyolojik uygulanmis i.p), bleomisin uygulanan grup (tek
doz i.p 10 mg/kg), bleomisin (10 mg/kg i.p) ve piceatannol (4mg/kg i.p)
uygulanan grup, son grup ise piceatannol (4 mg/kg i.p) uygulanmis siganlardan
olusmaktadir.

Deneylerde biyokimyasal teknikler kullanilmistir. Akciger dokusundaki
toplam protein diizeyleri belirlenmistir. Lipid peroksidasyonunun bir belirteci
olarak malondialdehit (MDA) seviyeleri Ol¢iilmiistiir. Lipid peroksidasyonu
bulgularini desteklemek ve oksidatif stresi belirleyebilmek amaciyla, antioksidan
enzimlerden siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalaz enzim
aktiviteleri belirlenmistir.

Piceatannolun, akcigerlerde bleomisin maddesinin indiikledigi oksidatif
stresin azalmasini hiicrelerdeki serbest radikalleri yakalama yoluyla yaptigini ve
ayrica bu hiicrelerde hiicrelerin antioksidan kapasitesini arttirdigi biyokimyasal
testlerin sonunda gézlemlenmistir. Artan antioksidan kapasite sayesinde, lipid
peroksidasyonu azalmakta ve hiicredeki zarli yapilar korunmaktadir.

Biyokimyasal bulgular, piceatannolun 4.0 mg/kg dozu bleomisin ile
meydana gelen oksidatif strese bagli hiicre hasarinin Onlenmesinde etkili
oldugunu ortaya koymaktadir. Bu calisma ile bleomisinin, piceatannol ve
hiicrenin baslica antioksidan bilesenleri arasindaki in vivo etkilesimleri ilk defa
ortaya konulmustur.

Anahtar Kelimeler: Piceatannol, Bleomisin, Oksidatif Stres, Antioksidan
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ABSTRACT
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THE EFFECTS OF PICEATANNOL ON THE LUNGS OF RATS AGAINST
OKSIDATIVE STRESS CAUSED BY BLEOMYCIN

Yunus Emre SARI

Anadolu University Institute of Science
Department of Biology

Supervisor: Ass.prof. Volkan KILIC
2014, 69 pages

In this Study ,the effects of Piceatannol(PC) on the lungs of rats against
oksidative stress caused by Bleomycin(BLM) have been examined.Wistar male
type of rats are divided into 4 groups; 1.control group, 2. group subjucted to only
bleomycin toxicity (10 mg / kg), 3.the ones subjected to piceatannol(4 mg/kg) and
bleomycin toxicity(10 mg / kg), 4.the ones given only piceatannol(4mg/kg).

In the experiments, biochemical techniques have been used and total protein
leves in lung tissues have been measured. As an indication of lipid peroxidation,
levels of Malondialdehit (MDA) has been measured. SOD , Glutation Peroksidase
and Catalase enzym activities have been determined in order to support the
findings of lipid peroxidation and decide on the oxidative stress. Biochemical tests
show that PC decreases oxidative stress that BLM makes up in lung through
cathing free radikals in cells and increases antioxidant capacity of cells. As a
result of increased antioxidant capacity in cells, lipid peroxidation diminishes and
membrained structure of cells are conserved.

Biochemical findings indicate that PC (4 mg/kg) is effective in the prevention
of cell damage related to oxidative stress caused by BLM.With this study, in vivo
interaction among antioxidat components of BLM , PC and cells is shown for the
first time.

Key Words: Piceatannol, Bleomysin, Oxidative Stress, Antioksidan Enzymes



ICINDEKILER

Sayfa

OZET ...covviiiiiinininninnissisisissesssssssssississsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasses i
ABSTRACT e I
ICINDEKILER ... oueeeieeeeeeeeeeeeteeeeeeeeeteeet ettt ettt n et v n s iii
SEKILLER DIZINI .uovovieeeeerererererererereresesesesesesesesesesssesesesssssesssssesssssesssesesesens vii
CIZELGELER DIZINT...cuvvvvveeeeerrererererenensnensieessisss s ssss s viii
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI.cu..ciicincrncinccsncsnncisnscisnnns ix
1. GIRIS VE AMAC 1
2. KONU VE KAPSAM 2
2.1. Serbest Radikaller........ ..o 2

2.1.1. Reaktfi Oksijen TUrevIeri. ... ..coeuvuiiiieiiiiiiiiiiieeeeeeen, 2
2.1.1.1. ROS Sitflandirtlmast.........co.ooeiiin i, 3

2.1.1.2. Ros Kaynaklart.........c.cooooiiiiii i 4

2.1.2. Biyolojik Sistemlerde Serbest Radikaller.......................o..o.. 6

2.1.2.1. Siiperoksit Radikali (O2: )...ovvveniiiiiiiiiii e 6

2.1.2.2. Hidrojen Peroksit (H202 )...o.oveiniiiiiiii e 6

2.1.2.3. Hidroksil Radikali ( ‘OH)......cc.coeviiiiiiiiiiiii e 7

2.1.2.4. Singlet OKSIJeN (1 02)..uiniiriiii e 7

2.1.2.5. Peroksil ve Alkoksil Radikalleri (ROO:,RO").................... 8

2.1.2.6. Nitrik OKsit (NO- ).uoiieiiiii i 8

2.1.3. Serbest Radikallerin EtKileri. . .....oooevinee e 8



2.1.3.2. Proteinler Uzerine EtKileri..................ooceeiiuieiiniiieaenn.n, 9

2.1.3.3. Karbonhidratlar Uzerine Etkileri...................cccecovevnninn.... 9

2.1.3.4. Lipitler Uzerine Etkileri...............ccooviiiiiiiiiiiein, 10

2.1.3.5. Oksidatif Strese Bagli Hiicresel Degisiklikler.................. 11

2.2, AKCIZET V& YaAPIST. 1 uttttinte ittt ettt et et ettt eeere e et et e ene et eaeeeeaeenees 16
B B 21 110) 1013 1 D 17
2.3.1. Bleomisin’in Kimyasal Yapisi...........c.cooviiriiiiiiiiiiiiiicn. 18
2.3.2. Bleomisinli Hayvan Modelleri............o.oviiiiiiiiiiiiiieiieeeneae 20
2.3.3. Bleomisinli Modellerde Ilag Etkilesim Calismalart...................... 21
2.3.4. Bleomisin’in Etki Mekanizmasi................cooiviiiiiiiiii 22
2.3.5. Bleomisin’in Tedavide Kullanimi...................oiii, 23

2.4. Serbest Radikallere Kars1 Savunma Mekanizmalari.............................. 24
2.4.1. Antioksidanlar ........ ... 24
2.4.2 Antioksidan Enzimler..............oooi i 27
2.4.2.1. Siiperoksit DiSmutaz...........covvuiiiiiiiiiiiiiiii i 27
2.4.2.2 Glutatyon Peroksidaz..............oveeiiiiiiiiiiiiii i 28
2.4.2.3. GIULAtYON. ...t 29
2424, Katalaz........oooiiiiiii e 30

2.4.3. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar................ccocoviviiiiiiiiiinn, 30
2.4.3.1. Fitokimyasallarin antioksidan rolii........c.cceceeoiiiiii .. 30
2.4.3.2. Polifenoller........ooiiiii 31

2.1.3.1. DNA ve Niikleik Asitler Uzerine Etkileri............coovvveunn... 9

2.4.3.3. FIaVONOIAIEr. . . ..o 32



3. MATERYAL ve YONTEM 38
Bl Materyal. ... e 38

3.1.1. Deney Hayvanlarinin Temini ve Deney

Gruplarmin Olusturulmasi.............ooooiiiiiiii e, 38

3.1.2. Deneylerde Kullanilan Kimyasal Malzemeler.......................... 38

B2 YONTEM. ..ottt 39
3.2.1. Biyokimyasal Incelemeler i¢in Uygulanan Islemler................... 39

3.2.1.2. Siiperoksit Dismutaz (Cu-Zn SOD) Enzim
Aktivitesinin Belirlenmesi................cooooiiiiiinneL. 40

3.2.1.2. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Enzim

Aktivitesinin Belirlenmesi...............cccoeiiiiiiiiiiin. 43
3.2.1.3. Katalaz (CAT) Aktivitesi Olglimii.........c.....coceeeivneinnenn.... 45

3.2.1.4. Malondialdehit (MDA) Tayini ile Dokulardaki

Lipid Peroksidasyonunun Belirlenmesi............................ 46

4. BULGULAR 48
4.1. Toplam Protein AnalizIeri...........ooovevuiniiiieiinieiiee e, 48
4.2. Biyokimyasal AnalizIer.............oooiiiiiiiiiiii 49
4.2.1. SOD Enzim AKtIVItEST. .. veeneteintt e eiee e eeeeaeeae 48

4.2.2. Glutatyon Peroksidaz (GPx) Enzim Aktivitesi........................ 49

4.2.3. Katalaz Enzim AKtIVIteSI........vuvniniiiiiiiiiiie e 51

4.2.4. MDA DUZEYICTI. ...ttt 52
5.SONUC, TARTISMA VE ONERILER 53

KAYNAKCA. ..o iiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiieiitieteitetaetttnttattscessacescscanes 60



SEKILLER DiZiNi

2.1. Reaktif oksijen tireVIeri. ... oouiiiei i e 4
2.2. ROS KayNaKIart. .. ...ouiititii et 5
2.3. Lipid peroksidasyon reaksiyonlari............cc.ovvvimiiinseneaineniieanannns 11
2.4 Hiicrede oksidatif strese bagli olarak gelisen olaylar........................... 12
2.5. Normal ve hasarli hiicrenin sematik yapist .......cc.coooviiiiiii i 15
2.6. Bleomisin’in kimyasal yap1sS1 .......ccoeovviiniiiiiiiiiiiiiineie e 19
2.7. Antioksidanlarin siniflandirtlmast.............cooooiiiiiiii e 26
2.8. Glutatyon molekiiliiniin kimyasal yap1si............coooviiiiiniiiiiiininiinin, 29
2.9. Kuersetin (Flavonoidlerin kimysal yapist ............ccceeiviiriiiiieiinnennnn.. 33
2.10. Flavonoidlerin genel kimyasal yapist..........o.vviiieniiiiinniiiiiiiniieeennnnn. 33
2.11. Trans — 1€SVEIatrOl. . .....uoue ittt 34
2.12. Resveratrol’lin etkili oldugu durumlar..................oooii 35
2.13. Piceatannol (trans-3,4°,3”,5-tetrahydroxystilbene) (PC)................c..... 36
3.1. SOD aktivitesi belirlenirken meydana gelen reaksiyonlar........................ 40
3.2. Zamana kars1 absorbans grafigi............ccccooiiiiiiiiiii i 42
3.3. Malondialdehit tiobarbitiirik asit kompleksi sonucunda olusan bilesigin

D221 0 13 PPN 2 1 o
4.1. SOD aktivitesi sonuglart grafigi (* kontrole gore istatistiksel

agidan anlamh farklilik. ... 49
4.2. GPx aktivitesi sonuclart grafigi (* kontrole gore istatistiksel

acgidan anlamlr farklilik. ... 50
4.3. Cat aktivitesi sonuglari grafigi (* kontrole gore istatistiksel agidan

anlamli farklilik. ... 51

4.4. MDA diizeyi sonugclar grafigi (* kontrole gore istatistiksel agidan

anlaml farkliliK. . ...



CIZELGELER DiZiNi

3.1. Vs/Ve oran tablosu. ... ..o e 43
4.1. Deney gruplarina gore toplam protein degerleri(* P < 0.005 Dunnet-test)....48
4.2. Deney gruplarma goére SOD enzim aktivitesi degerleri (U/mg prt)

ve kontrol grubu ile istatistiksel agidan karsilagtirilmalart (* P < 0.005

AUNNEtt’S T3LESt) . .utiet e 49
4.3. Deney gruplarma gore glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi degerleri

(nmol/mg protein) ve kontrol grubu ile istatistiksel agidan

karsilastirilmalari(* P < 005 dunnett’s T3-test)..........ooevvveiiiiniinnennnnns. 50
4.4. Deney gruplarina gore katalaz enzim aktivitesi degerleri (U/ml)

ve kontrol grubu ile istatistiksel acidan karsilastirilmalari

(* P <005 dunnett’s T3-teSt)...ouuerientiieeteie et e eeeeeie e enaeness 51
4.5. Deney gruplarina géore MDA degerleri (nmol/mg protein) ve kontrol grubu

ile istatistiksel a¢idan karsilastirilmalari(* P < 005 dunnett’s T3- test)....... 52



BLM
CAT
Ca2+
DNA
DTPA
GSH
GPx
H20>
IPF
ip
LT
LOO
MDA
NADPH
NO-
NO2-
NO3~
-OH
PC

PF

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

: Bleomisin

: Katalaz

: Kalsiyum iyonu

: Deoksiriboniikleik asit

: Dietilentriaminpentaasetik asit
: Glutatyon

: Glutatyon Peroksidaz

: Hidrojen Peroksit

: Idiopatik Pulmoner Fibrozis

. Intraperitonal

: Intra trakeal

: Lipid peroksil radikali

: Malondialdehid

: Nikotinamid adenin diniikleotid
- Nitrik Oksit

- Nitrit

- Nitrat

: Hidroksil Radikali

: Piceatannol

: Pulmoner Fibrozis



RNA
ROS
SOD
Tyr

10,

: Riboniikleik asit

: Reaktiv Oksijen Tiirleri
: Stiperoksit dismutaz

: Tirozinle

: Singlet Oksijen



1. GIRIS VE AMAC

Dokularda meydana gelen reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve serbest radikaller
DNA, protein, karbonhidrat ve lipidler gibi biyolojik agidan 6nemli materyallere
zarar verebilmektedir. Serbest radikaller, hiicrelerde endojen ve ekzojen kaynakli
etmenlere bagl olarak olusurlar. Ekzojen kaynakli etmenler arasinda bleomisin
(BLM) gibi antineoplastik ajanlarin bulunmasi nedeniyle serbest radikaller
toksikolojik a¢idan da onemlidir. BLM, bleomisin-demir kompleksi olusturarak
molekiiler oksijeni, siiperoksit ve hidroksil radikallerine doniistiiriir. Bu da DNA’
da iplik¢ik kirilmalarina ve DNA-RNA-protein sentezinde hasara sebep olarak
anti-neoplastik etki gosterir [1,2].

Bleomisin doku ve organlarda reaktif oksijen tiirevlerinin asir1 {iretimini
indiikleyerek siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) gibi endojen antioksidan
enzimlerde aktivite kaybina neden olmaktadir. Olusan reaktif oksijen triinleri
(ROS) savunma sisteminin koruyucu etkisini asacak sekilde fazla olugmalari
sonucu, metabolizma da zararl etkiler meydana getirebilmektedir.

Antioksidanlarin tedavi amagli olarak kullanimi, enfeksiyon sirasinda ortaya
cikan oksidatif stresi engelleyerek DNA ve diger yasamsal makromolekiillerin
zarar gdrmesini Onleyebilecek dnemli bir farmakolojik arag olabilir [4].

Piceatannol (trans-3,4°,3’,5-tetrahydroxystilbene) (PC), antikanser 6zellikleri
siklikla ¢alisilmis dogal bir stilben bilesigi olan resveratrol’iin 3’ pozisyonunda
ilave bir fenolik gruba sahip olan anologudur. Yapisindaki farklilik nedeniyle,
piceatannol, serbest radikallerle daha kolay etkilesime girebilmekte ve daha
kararli reaksiyon iiriinleri olusturmaktadir. Piceatannol’lin siiperoksit radikalini
(O27) temizlemek igin kullanilmasi gereken konsantrasyonu resveratrol ile
karsilastirildiginda daha diistiktiir. Bununla birlikte, Piceatannol’iin, lipid peroksil
radikali (LOO) ig¢in de resveratrolden ¢ok daha giiglii bir siipiiriicii oldugu
bilinmektedir. Piceatannol’iin antiinflamatuar, antikarsinojenik ve belli bir
diizeydeki antimutajenik etkileri de, son yillarda yapilmis calismalarla ortaya
koyulmustur [5]. Bu nedenle, calismamizda bu eksojen antioksidan molekiiliin,
hiicre hasarin1 Onlemedeki potansiyelinin, antioksidan enzim diizeyleri ile

baglantili olarak aragtirilarak ortaya koyulmasi amaglanmistir.



2.KONU VE KAPSAM

2.1.Serbest Radikaller

Serbest radikaller, hiicrelerde endojen ve ekzojen kaynakli etmenlere bagh
olarak olusurlar. Ekzojen kaynakli etmenler arasinda parakuat, alloksan gibi
kimyasallarin etkisi altinda kalma, karbon tetrakloriir, parasetamol gibi ilag
toksikasyonlari, iyonize ve ultraviyole radyasyon, hava kirliligi yapan
fitokimyasal maddeler, sigara dumani, solventler gibi ¢evresel faktorler,
nitrofurantoin, bleomisin, doksorubisin ve adriamisin gibi antineoplastik ajanlar,
alkol ve uyusturucular gibi aliskanlik yapici maddeler bulunmasi nedeniyle
serbest radikaller toksikolojik a¢idan da 6nemlidir [7, 8, 9, 10].

Cogu olayda serbest radikal {iretimi, pato-mekanizmanin bir parcasidir ve
pek ¢ok ksenobiyotigin toksisitesi, serbest radikal tiretimi ile ilgilidir. Kadmiyum
ve kursun gibi bazi gevre kirleticilere uzun siire mesleki maruz kalmalar, oksidatif
strese neden olabilir ki bu, biyolojik sistemlerdeki istenmeyen siireglerin
olusmasina zemin hazirlar [11, 12]. Oksidatif stres basit bir sekilde, viicudun
antioksidan savunmasi ile hiicrelerin lipit tabakasinin peroksidasyonuna neden
olan serbest radikal iiretimi arasindaki dengesizlik olarak tanimlanabilir.

Oksidatif stres, toksisitenin olasit bir mekanizmasi olarak son on yildir
toksikolojik arastirmalarin odagi haline gelmistir. Serbest radikaller hidroksil,
stiperoksit, nitrik oksit ve lipid peroksit radikalleri gibi degisik kimyasal yapilara
sahiptir [13]. Biyolojik sistemlerdeki en Onemli serbest radikaller, oksijenden

olusan radikallerdir.

2.1.1.Reaktif oksijen tiirevleri

Atomlarda elektronlar “orbital” ad1 verilen uzaysal bdlgede ciftler halinde
bulunurlar. Atomlar arasinda etkilesim ile baglar meydana gelmekte ve molekiiler
yap1 olusmaktadir. Serbest radikal, atomik veya molekiiler yapilarda eslenmemis

tek elektron boliimlerine verilen addir. Diger molekiiller ile elektron aligverisine



giren bu molekiillere "oksidan molekiiller" veya "reaktif oksijen tiirevleri
(Reactive oxygen species: ROS)" olarakta adlandirilirlar [1,14].
2.1.1.1.ROS smiflandirilmasi

Canlilarda pek ¢ok ROS tiirii farkli sekillerde meydana gelebilir ancak en
sik olarak lipid yapilarla olusur. Ornegin; doymamis yag asitlerinin alil grubundan
bir hidrojen ¢ikarsa lipid radikali meydana gelir. Olusan lipid radikali oksijen ile
reaksiyona girer ve lipid peroksi radikalini olusturur. Lipid peroksi radikali diger
lipidlerle zincir reaksiyonu baslatir ve lipid hidroperoksitler olusur.

Ortamda bulunan demir ve bakir iyonlar1 lipid peroksidasyonunu
hizlandirir [2,15]. Lipid radikaller yiiksek derecede sitotoksik firlinlere de
doniisebilir. Bunlar arasinda en ¢ok bilinen driin aldehit grubundan
malondialdehitdir (MDA).

Hidrojen peroksit membranlardan kolaylikla gecip hiicreler iizerinde bazi
fizyolojik rollere sahip olabilir, fakat ciftlenmemis elektrona sahip olmadigindan
radikal olarak adlandirilamaz. Bu nedenle "Reaktif oksijen tiirevleri", stiperoksit
gibi radikaller, ayrica hidrojen peroksit gibi radikal olmayanlar icin ortak olarak
stkea kullanilan bir terimdir [15]. Oksijen molekiilii, orbitalinde ¢iftlenmemis
elektron tasiyorsa siiperoksit radikali olarak adlandirilir.

Diger ROS grubunda ise normal oksijenden ¢ok daha hizli bir biyolojik
molekiil olan "singlet oksijen" bulunmaktadir. Singlet oksijen molekiilii yapisinda
iki adet ¢iftlenmemis elektron tasir. Singlet oksijen hiicre membranindaki
poliansatiire yag asitleriyle dogrudan reaksiyona girerek lipid peroksitlerin

olusumuna yol agar [14,15].



Siiperoksit radikali (01_.)
Hidroksil radikali (OH")
Hidroperoksil radikali (HO;)
Alkosil radikali (LO")
Peroksil radikali (LOO")

Thiyl radikali (LS")

Hidrojen peroksit (H203)
Lipit hidroperoksit (LOOH)
Hipokloréz asid (HOCL)
Singlet oksijen (lﬂ g0n)
Ozon (O3)

Peroksinitrit (ONOOQ )

Nitrik oksit (NO)

Sekil 2.1 Reaktif oksijen tiirevleri [15]

2.1.1.2 Ros kaynaklari

Mitokondrilerdeki oksijenli solunumda oldugu gibi bir¢ok anabolik ve
katabolik islemler sirasindaki reaksiyonlarda molekiiler diizeyde elektron kagislar
olur ve bu sirada ROS'lar olusur [17,18]. Iskemi, hemoraji, travma ve
radyoaktivite gibi durumlarda mitokondrilerdeki aerobik oksidatif fosforilasyon
dengesi etkilenir ve elektron tagima sisteminden elektron kagaklar1 daha fazla olur
ve ROS diizeyi artar. ROS'larin diizeyi, yaslanma siireci ile paralel bir artis
gosterir. Yaslanma ile protein karboksilasyonunun artis1 ve katalize edici tiim
enzimlerin azalmasmin bu dengesizlikte Onemli rolleri vardir. Enfeksiyoz
olaylarda basta Staphylococcus aureus gibi patojenler ayrica lokotrienler,
prostaglandinler gibi mediyatdr maddeler notrofil, eozinofil ve makrofajlar1 aktive
ederler, membrana bagli NADPH oksidaz enzimi yoluyla ROS salgilanmasina yol

agarlar [19,20].



I - Normal biyolojik islemler:

1 - Oksijenli solunum

2 — Katabolik ve anabolik islemler

IT - Oksidatif stres yapier durumlar

1 - Iskemi - hemoraji - travma — radyoaktivite intoksikasyon

2 - Ksenobiotik maddelerin etkisi

a-) Inhale

b-) Aliskanlik yapan maddeler

e-) ilaglar

3 - Oksidan enzimler

a-) Ksantin oksidaz

b-) indolamin dioksigenaz

¢-) Triptofan dioksigenaz

d-) Galaktozoksidaz

e-) Siklooksigenaz

=) Lipooksigenaz

g-) Monoamino oksidaz

4 - Stres ile artan katekolaminlerin oksidasyonu

5 — Fagositik inflamasyon hiicrelerinden salgilanma

(ndtrofil, monosit, makrofaj, eosinofil.endotelyal hiicreler)

6 — Uzun siireli metabolik hastaliklar

7 — Diger nedenler: Sicak soku, giines 1s1n1, sigara

III - Yaslanma siireci

Sekil 2.2 ROS kaynaklari [20]

Notrofiller tarafindan kullanilan antibakteriyel savunma mekanizmasi
myeloperoksidaz enzimidir. Siiperoksit radikalinin dismutasyonu sonucu olusan
hidrojen peroksit myeloperoksidaz enzimi araciligiyla reaksiyona girerek giicli
bir antibakteriyal ajan olan hipoklorik asidi olusturur. infeksiydz ajanlarla savas
icin gerekli olan ROS'lar kan hiicreleri tarafindan agir1 salgilanacak olurlarsa bu

kez yarar yerine zararli olmaya baslarlar [21,22].



2.1.2. Biyolojik sistemlerde serbest radikaller

2.1.2.1 Siiperoksit radikali (O, )

Aecrobik hiicrelerde oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu
kararsiz bir yap1 olan siiperoksit anyonu (O~ ) meydana gelir [16,18].
O,+e =2 0y~

Stiperoksit, bir serbest radikal olmakla birlikte kendisi direk olarak fazla
zarar vermez. Asil 6nemi, hidrojen peroksit kaynagi olmasi ve gecis metalleri
iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir [16]. Asil kaynag1 endotel hiicreler, lenfositler,
endoplazmik retikulum ve mitokondri gibi normal hiicresel reaksiyonlar
sonrasinda ortaya ¢ikan zayif bir oksidandir [17,18]. Siiperoksit radikali bunun
disinda baska olaylardada meydana gelebilir. Ornegin, iskemik-reperfiizyonda
aktive olan ksantin oksidaz gibi enzimlercede endojen olarak olusturulabilir [20].

2.1.2.2 Hidrojen peroksit (H,0,)

Molekiiler oksijenin etrafindaki molekiillerden 2 elektron almasi veya
stiperoksitin bir elektron almasi sonucu peroksit olusur. Peroksit molekiilii 2
hidrojen atomu ile birleserek hidrojen peroksiti (H,0, ) meydana getirir [16].

Oy~ + e + 2H+ =2 H,0;

Biyolojik sistemlerde H,O,’in asil kaynagi oksijenin dismutasyonuyla ya da
oksijenin dogrudan indirgenmesiyle olusur [16,17,18].

2 0~ + 2H+ =2 Hy,0, + 02

Hidrojen peroksit yagda ¢oziinebilir 6zelliginden dolayr membranlardan

kolayca gecebilen, uzun 6miirlii bir oksidandir [16,17].
Hidrojen peroksit, eslesmemis elektron igcermediginden dolay1 aslinda gercek bir
serbest radikal degildir; fakat reaktif oksijen olusumunu tetikleyen en onemli
unsurlardan biri oldugu i¢in ROS tiirleri iginde sayilir ve serbest radikal
biyokimyasinda énemli bir rol oynar. Ozellikle siiperoksit anyon radikali ile
reaksiyona girerek, hiicrede en reaktif ve zarar verici olan hidroksil radikalini
olusturur [16,18].



Oy~ + Fet® 2 O,+ Fet?
H,O, + Fe+? > -OH + OH™ + Fe+? (Fenton Reaksiyonu)
H.0, + O,~ > -OH + OH™ + O, (Haber — Weiss Reaksiyonu)

2.1.2.3 Hidroksil radikali ( -OH)

Hidroksil radikali ( -OH), hidrojen peroksitin ge¢is metallerinin varliginda
indirgenmesiyle (Fenton Reaksiyonu ile) meydana gelir. Suyun yiiksek enerjili
iyonize edici radyasyona maruz kalmasi sonucunda da hidroksil radikali olusur
[16,18]. Son derecede reaktif bir oksidan radikaldir. Yarilanma 6mrii oldukca
kisadir, meydana geldigi yerde biiyiik hasara neden olur.

Dokular radyasyona maruz kaldiklarinda, enerjinin ¢ogu hiicre i¢indeki su
tarafindan absorbe edilmekte ve radyasyon, oksijen ile hidrojen arasinda kovalent
baga neden olmaktadir [14,17]. Hidroksil radikalinin DNA’nin piirin ve pirimidin
bazlar ile etkilesmesi baz modifikasyonlari, baz delesyonlari, zincir kirilmalar
olusabilir. Hiicre zarinda zincirleme lipid peroksidasyonunu baglatabilir ve bunun
sonucunda zarin yapisi bozulur ve dolayist ile zarin gegirgenligini artirarak

hiicrenin 6liimiine yol agabilir [18,21].

2.1.2.4 Singlet oksijen (' O,)

10, ortaklanmamis elektronu olmadigi igin non-radikal reaktif oksijen
molekiiliidiir. Reaktivitesi ¢ok yiiksek bir oksijen tiiriidiir. Serbest radikal
reaksiyonlart sonucu meydana geldigi gibi serbest radikal reaksiyonlariin
baslamasina da sebep olur [23,24]. Poliansature yag asitleri ile tepkimeye girerek
yar1 dmrii uzun olan peroksil radikalini meydana getirir ve hidroksil radikali kadar
etkin bir sekilde lipid peroksidasyonunu baslatabilmektedir [3,23]. Karbon-
Karbon ¢ift baglar1 singlet oksijenin tepkimeye girdigi baglardir. Bunlar DNA,
NADPH, karotenler, histidin, metionin, bilirubin ve kolesterol gibi bilesiklerdir.
Ayrica 1518a maruz kalan lens veya kloroplast gibi bircok pigment sisteminde de

singlet oksijen olusur [3,23].



2.1.2.5 Peroksil ve alkoksil radikalleri ( ROO- , RO")

Plazma membrani tizerindeki doymamis yag asitlerinin peroksidasyonunda
peroksil ve alkoksil radikalleri aciga ¢ikar. Bu radikaller, bir H+ atomunu atarlar.
Bdylece organik hidroperoksidler ve alkol olusur. Hidrojen atomunun atilmasi, bir
baska lipid iizerinde karbonun oksijenle birlesmesi ve baska bir lipid peroksid
olusturmasiyla sonuglanir. Yeni olusan lipid peroksid kararli hale gecebilmek i¢in
bir H* atomunu atar ve zincir reaksiyon siireklilik kazanir. Sonugta, plazma

membraninin peroksidatif hasari olusur [16,21].

2.1.2.6 Nitrik oksit (NO-)

Serbest bir radikal olan ve diger serbest radikallerle reaksiyona girebilme
egiliminde olan nitrik oksit, Nitrik oksit sentetaz adl1 bir enzim ile endoltelde bir
amino asit olan L — arginin’in terminal guanidin grubunun oksitlenmesi ile
olugsmaktadir [21,22].

L — Arginin & NO + L — Sitrulin

Nitrik oksit (NO) olustuktan sonra: Methemoglobin ile nitrite (NO27) ve
nitrata (NO3") doniistiiriilerek inaktive olur; siiperoksit anyonlart (Oy") ile
birleserek peroksinitrite (ONOO™) doniisiir. Peroksinitrit, hidroksil radikalleri
(OH") ve Tirozinle (Tyr) birleserek nitrotirozini olustururlar. OH: ve ONOO™

radikal hasarma sebep olurlar [21].

2.1.3. Serbest radikallerin etkileri

Serbest radikaller viicut digindan ekzojen etkilerle olusabilecegi gibi insan
metabolizmasinin dogal bir sonucu olarak endojen olarak da olusabilirler.
Dokularda meydana gelen serbest oksijen radikalleri viicutta antioksidan savunma
mekanizmasinin kapasitesini gectikleri zaman g¢esitli bozukluklara yol acgarlar.
DNA, protein, karbonhidrat ve lipit gibi biyomolekiillere zarar vererek hiicrelerde

yapisal ve metabolik degisiklikler ve hasarlara neden olurlar [16,17,18].



Serbest radikallerin hiicre disi etkileri hiicreler arasi bosluk ve sivilarda
ortaya cikar. Ozellikle eklem ve beyin omurilik sivilarinda antioksidan
savunmanin yetersiz olmasi nedeniyle, bu bolgelerde serbest radikallere bagl
yikimin daha fazla oldugu gézlenmektedir [19]. Serbest radikallerin bu etkileri

asagidaki bagliklar halinde incelenebilir.

2.1.3.1 DNA ve niikleik asitler iizerine etkileri

Hidroksil radikali, hiicre zarindan kolay bir sekilde gectiginden dolay1
DNA’nin ana yapi tast olan piirin ve pirimidin bazlarma etki ederek hiicrede
lezyonlara, mutasyona ve dliime yol acarlar. Bu yiizden DNA ve niikleik asitler

serbest radikallerden kolayca etkilenebilirler [16,17,18].

2.1.3.2 Proteinler iizerine etkileri

Proteinler, serbest radikallere kars1t doymamis yag asitlerine oranla daha az
etkilenirler ve zarar verici zincir reaksiyonlarinin hizla ilerleme olasiligi daha
disiiktiir.  Proteinlerin serbest radikallerin zararli etkilerinden ne derece
etkilenecegi proteinlerin amino asit kompozisyonlarina baglidir. Doymamis bag
ve kiikiirt (siilfiir) iceren molekiillerin serbest radikaller ile etkilesimi yiiksek
oldugundan triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein gibi amino
asitler ve bunlarin olusturdugu proteinler serbest radikallerden kolaylikla

etkilenirler [3,8,18].

2.1.3.3 Karbonhidratlar uzerine etkileri

Serbest radikallerin karbonhidratlar iizerine etkileri monosakkaritlerin
otooksidasyonu ile gergeklesir ve bu otooksidasyon sonucunda hidrojen peroksit,
peroksitler ve okzoaldehitler olugur. Bunlarin diyabet, sigara, alkol tliketimi ve
baz1 kronik hastaliklarla iligkileri ¢esitli arastirmalarla gosterilmistir [3,18].
Okzoaldehitler DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme ve aralarinda capraz



baglar olusturma oOzelliklerinden dolayr antimitotik etki gdsterirler. Bu durum,

kanser ve yaglanma olaylarinda rol oynadiklarini diisiindiirmektedir [18].

2.1.3.4 Lipitler iizerine etkileri

Hiicre zarindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest
radikallerle kolayca etkilesime girebilirler bu nedenle, lipitler diger
biyomolekiillere gore en hassas olanlardir. Poliansature yag asitlerinin oksidatif
yikimi, lipit peroksidasyonu olarak bilinir ve kendini devam ettiren zincir
reaksiyonu seklinde ilerledigi i¢in hiicrede hasara sebep olur. Lipit
peroksidasyonu ile meydana gelen membran hasar1 geri doniistimsiizdiir [29,30].

Lipid peroksidasyonu, membran yapisinda bulunan Poliansature (¢oklu
doymamis) yag asidi zincirinden bir hidrojen atomunun uzaklagsmasi ile baglar.
Bunun sonucunda yag asidi lipid radikali 6zelligi kazanir. Olusan lipid radikali
olduk¢a dayaniksizdir ve bir dizi degisiklige ugrar. Molekiil i¢i ¢ift baglarin
pozisyonlarinin degismesiyle “dien konjugatlart” (Bir alkenin iki ¢ift bagi
arasinda bir tane tekli bag varsa buna konjuge dien denir) ve daha sonra lipid
radikalinin molekiiler oksijenle etkilesime girmesi sonucu lipid peroksil radikali
meydana gelir. Lipid peroksil radikalleri, hiicre zarindaki diger doymamis yag
asitlerini etkileyerek yeni lipit radikallerinin olusumuna yol agarken, kendileri de
aciga c¢ikan hidrojen atomlarimi alarak lipit hidroperoksitlerine doniisiirler [18].
Boylece olay kendi kendine katalizlenerek devam eder. Lipid peroksidasyonu,
lipid hidroperoksitlerinin aldehit ve diger karbonil bilesiklere doniismesiyle sona
erer. Bu iirlinler MDA (Malondialdehit) ve 4-hidroksinonenal’dir (sekil 2.3)
[18,23].

MDA lipid peroksidasyonun degerlendirilmesinde sik¢a kullanilan bir
parametredir. MDA proteinlerin amino gruplarina, fosfolipidler veya niikleik
asitlere baglanarak toksik etkisini gosterir [18,28]. Ayrica MDA, membran
komponentlerinin ¢apraz baglanma ve polimerizasyonuna sebep olur. Bu da

deformasyon, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre ylizey bilesenlerinin



agregasyonu gibi intrinsik membran oOzelliklerini degistirir. Bu etkilerinden

dolay1, MDA mutajenik, genotoksik ve karsinojeniktir [28].
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Sekil 2.3 Lipid peroksidasyon reaksiyonlari[ 18]
2.1.3.5 Oksidatif strese bagh hiicresel degisiklikler

Hiicrede ve zarli yapilardaki sisme, hipoksik ve toksik olaylarin neden
oldugu hasarin ilk belirtisidir. Bu durum, sitozolik serbest kalsiyum iyonu (Ca2+)
seviyesindeki artistan kaynaklanmaktadir [32].

Hiicrede meydana gelen son degisiklik ise geri doniisiimsiiz hiicre
hasaridir. Hiicre morfolojisinde oksidatif strese bagli olarak meydana gelen
degisiklikler hiicre iskeletinin zarar gormesinin bir sonucudur. Doku hasarina
bagl olarak ortaya ¢ikan inflamasyonda, 16kositler tarafindan siiperoksit anyon

radikali ve H,O, iiretimi gergeklesir ve lizis baglar. Oksidan iiretimi GSH’un



yiikseltgenmesine, NAD kaybina, poli-ADP riboz polimeraz aktivasyonuna eslik
eden tek zincir DNA kirilmalarina, hiicresel ATP kaybina ve hiicre i¢i serbest
ca® seviyesinde artisa neden olmaktadir. Hasarli ve oOlime gitmekte olan
hiicrelerde sisme ve hiicre zarinda balonlagma gibi degisiklikler meydana gelir.
Hiicre zarindaki balonlasma, hiicre ici GSH dizeyi ve Ca®*
homeostasisindeki degisiklige bagli olarak hiicre iskeletinin organizasyonunun
bozulmasinin bir sonucudur. Buna, mitokondri ve diger organellerdeki sisme eslik
eder [34]. Sitozdlik Ca®* seviyesindeki artis, agir metaller, organik siilfhidril
reaktifleri ve oksidanlarin varliginda mitokondri zarlarinin gegirgenliginde
bozulmaya yol acar. Mitokondri zarlarinin gegirgenligindeki bu bozukluk
mitokondriden sitoplazmaya kontrolsiiz olarak Ca?* iyonlar1 ve diger iyonlarn
saliimina yol agcmaktadir. Mitokondri matriksinde proteinlerden olusan koloidal
bir karisim kalir. Sitoplazmadan mitokondri igine su girigi gerceklesir ve bu
durum mitokondrilerde sisme ile sonuglanir [32,34]. Hiicrede oksidatif strese

bagli olarak gelisen olaylar Sekil 2.4’de sematik olarak gosterilmektedir.

Oksidatif Stres
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Sekil 2.4 Hiicrede oksidatif strese bagli olarak gelisen olaylar [34]



Hiicrede adaptasyon, nekroz ve apoptoz

Hiicreler, cesitli fiziksel ve patolojik uyaranlara maruz kaldiklarinda
adaptasyonla viicuttaki metabolik islemlere ve enerji ihtiyaglarina cevap
olustururlar. Adaptasyon; hiicrelerin fonksiyonunda veya morfolojisinde ¢evre
kosullarinin etkisiyle olusan degisiklikleri geri doniisiimlii olarak ayarlayan bir
mekanizmadir. Eger uyarilar ortadan kalkarsa, hiicreler normal durumlarina geri
donerler. Karsinojenik kimyasallarla uzun siire uyarilma gibi belirli durumlarda,
geri doniisiimlii hiicresel degisiklikler geri doniisiimsiiz hale gelebilir. Eger dis
uyart hiicrenin uyum kapasitesini asarsa geri doniisiimsliz hiicre hasarlar
meydana gelir ve sonunda hiicre 6liimleri olusur. Oksidatif strese maruz kalan bir
hiicre 6liime gidebilir [40].

Hiicre oliimii iki mekanizma yoluyla gerceklesmektedir. “Nekroz” ve
“Apoptoz”. Oksidatif stres bu iki olayin ortaya ¢ikisinda pek ¢ok nedenin arasinda
onemli bir rol oynamaktadir. Ornegin kiltirdeki memeli hiicrelerine H,O,’in
milimolar (mM) diizeyde ilave edilmesi nekroza neden olurken, daha diisiik
seviyedeki H;0,, apoptoz’u tetiklemektedir. Nekrotik hiicre 6liimii sirasinda
organellerde sisme, mitokondri, peroksizom ve lizozom membranlarinin yapisal
biitlinliigiinde bozulma meydana gelir. Sonunda hiicre zarinda meydana gelen
pargalanma ile birlikte c¢esitli enzimleri ve pro-oksidanlari bulunduran hiicre
icerigi dagilarak komsu hiicreleri etkilemektedir. Apoptoz hiicrenin igsel intihar
mekanizmasidir. Apoptoz’a giden hiicre igerigini dis ortama birakmaz ve genel
olarak apoptoz ¢evredeki hiicreleri etkilemez [35,37].

Nekroz’a giden hiicrelerde sisme ve sitoplazmadaki ezinofilik graniillerde
artts meydana gelmektedir. Ribozomlarin kaybina bagli olarak bazofilik 6zellik
azalir. Sitoplazmadaki vakuollerde artis ve mitokondrilerde sisme go6zlenir.
Nekrozun dokularda farkli ¢esitleri goriilebilmektedir. “Pihtilasan nekroz”
hiicrenin artan asiditesine bagli olarak yapisal ve enzim proteinlerinin
denatiirasyonu ile gerceklesir. Hiicreler ana hatlarini nisbeten korurlar. Asidik
sitoplazma eozinofilik hale gelir. “Sivilasan nekroz” o6lii hiicrelerin enzimatik

parg¢alanmasi sonucunda meydana gelir. Dokular parcalanan, akiskan hiicrelerden



ibarettir. “Kazedz nekroz” nekrotik alanda peynire benzeyen olusumlarla
karakterizedir. Pihtilasan nekrozdan farkli olarak doku yapisi tamamen bozulur.
“Yagl nekroz” yagli dokularda enzimlerin lipolitik etkilerinin sonucunda ortaya
cikar. Pankreatik hasar nedeniyle aktif pankreatik enzimlerin dokulara salinimi
sonucunda yag hiicrlerinin membranlar1 zarar goriir. Hiicreler yag hiicreleri
tarafindan salinan serbest yag asitlerine uzun siire maruz kaldiklarinda sodyum,
potasyum ve kalsiyumla baglanarak sabunlasir [37].

Apoptoz’a giden hiicrede ise biiziilme gergeklesir. Sitoplazmada
balonlagma ve sitoplazmik igerikte biiziilme gozlenir. Cekirdek zarinin ¢evresinde
heterokromatin birikimler meydana gelir. Organeller hiicre fragmentlerine
ayrilinca dahi yapilarii korumaktadir. Hiicre kiiciik fragmentlere ayrilarak
apoptotik cisimcikler’i olusturur. Komsu hiicreler ve bolgesel makrofajlar
apoptotik cisimcikleri fagosite ederek inflamasyonun baslamasini 6nler [38].

Geri doniistimlii hiicre hasariin belirtileri ise hiicrelerde sisme (hidrofobik
sisme ve dejenerasyon olarak da adlandirilir), yagh degisiklik ve hiicre
yiizeyindeki balonlagmalardir. Hiicre sismesi sitoplazmadaki su miktarinin
artmasinin bir sonucudur. Hiicre biiyiik, soluk renkli bir sitoplazmaya ve normal
olarak lokalize olmus bir ¢ekirdege sahiptir. Bu degisiklik hiicre zarindaki hasara
bagli olarak iyonik ve ozmotik dengelerin degismesi sonucunda meydana
gelmektedir [38,37].

Hiicrelerde meydana gelen adaptasyon olaylart ¢esitli morfolojik
degisiklikler olarak mikroskopta gozlenebilir. Bu degisiklikleri adlandirmak
gerekirse; hiicre biiyiikligiindeki artis (hipertrofi), hiicrelerin sayica artmasi
(hiperplazi), hiicrelerin boyutundaki azalma (atrofi), hiicre ¢ogalmasimin durmasi
(aplazi), hiicre sayisinin azalmasi (hipoplazi) ve normal dis1 hiicre gelisimi
(diplazi) seklindedir [37]. Bunun yami sira ¢esitli maddelerin normal dist
miktarlarinin hiicre sitoplazmasi, organeller veya ¢ekirdekte biriktigi gézlenebilir.
“Yagl degisiklik” hiicrelerin sitoplazmasinda trigliseritlerin depolanmasi
sonucunda meydana gelir. Kiiciik damlalar seklindeki birikimler, genis
vakuollerin  igerisinde bir araya gelerek sitoplazmay1r kaplar. Yag
metabolizmasinda gorev alan baglica organ olmasi nedeniyle, yagh degisiklik

ozellikle karaciger hiicrelerinde siklikla goriilmektedir.



Hiicrelerde glukoz ve glikojen metabolizmasi ile ilgili hasarlar sonucunda
glikojen birikimleri meydana gelebilir. Lipofuksin, melanin, hemoglobin gibi
endojen kaynakli veya karbon gibi eksojen kaynakli maddeler olan c¢esitli
pigmentler de hiicrelerde stres kosullarinin neden oldugu hasarlara karsi bir
adaptasyon mekanizmasi olarak birikebilmektedir. Adaptasyona bagli morfolojik
degisiklikler c¢ekirdekte de gozlenmektedir. Bunlar ; ¢ekirdek zarinda sekilsel
bozuklukar ve kopmalar, ¢gekirdekte par¢alanma (karyoreksis), kromatinlerde liziz
(karyoliz), ¢ekirdek igeriginde kiimelesme (piknoz) meydana gelebilir [37]. Sekil
2.5” de normal yapidaki hiicre ve hasar olusturan etkene karst meydana gelen

hiicresel yanitlar gematik olarak gosterilmektedir.

Hasarli hicre Normal hiicre

ISEILI iy

LU

i

Sekil. 2.5 Normal ve hasarli hiicrenin sematik yapisi [39]

Sekil 2.5 .Sagda: Normal hiicre 1) Hiicre membramn lipid, protein ve karbonhidratlardan olugan
segici-gecirgen yapidadir. ATP-bagimli sodyum potasyum pompasi (ATPaz) membran boyunca

su-tuz gradienti saglamakta, hiicre i¢i kalsiyum seviyesini yiiksek, potasyum seviyesini diisiik



tutmaktadir. 2) Absorbe edici vakuoller 3) Primer lizozomlarla birlesmis absorbe edici vakuoller 4)
Geaniillii endoplazmik retikulum 5) Mitokondri 6) Kiiciik vezikiiller iceren diiz endoplazmik

retikulum 7) Hiicre iskeleti 8) Lipid, protein ve glikojen gibi metabolitler 9) Nukleus

Sekil 2.5 .Solda: Hasara karsi olusan hiicresel yanit 1) Akut hiicre hasari ile hiicre i¢ine su girisi
gergeklesir ve hiicre membranindan i¢i s1vi dolu vakuoller meydana gelir 2) Mikrovilluslar 6demli
ve siskin durumdadir 3) GER sisternalarinda su ve diger sivilar birikerek sigsmeye neden olur.
Ribozomlar zarar goriir vr protein sentezi azalir 4) Su birikimi mitokondrilerde sisme ve
parcalanmaya neden olur 5) Lizozomlardan otofagozomlar meydana gelir. Bu sindirim vakuolleri
mitokondri ve endoplazmik retikulum gibi organellerin fragmentlerini igerir. 6) Diiz endoplazmik
retikulum genigler 7) Hiicre iskeletini olugturan fibriller agregatlar halinde sitoplazmik cisimcikleri
meydana getirirler 8) Hiicre i¢i lipid damlaciklarinda artis meydana gelir 9) Hiicre c¢ekirdeginin

yapisinda bozulmalar meydana gelir, ¢ekirdek¢ik dagilir veya kaybolur.

2.2. Akciger ve Yapisi

Akcigerler, sag ve sol akcigerler olarak gogiis icerisinde yerlesmis ince
duvarl elastik slingere benzeyen organlardir. Akcigerler dis ortama (Atmosfere)
agiz, burun, farinks, trakea ve bronglar yoluyla baglanirlar. Ana bronglardan
segmental bronglar dallanarak kiiciik bronsiyoller (yaklasik 25 tane) vasitasiyla
alveollere hava ge¢isi olur. Bu dallanmanin distale ilerlemesiyle birlikte ¢ap
azalmakta, ancak dallanma sayis1 artmaktadir.

Alveoller, her biri bir terminal bronsiyole bagli ve bir asiner arteriyol ile
beslenen asiniisler seklinde yapilardir. Duktustan ve respiratuar bronsiolden koken
alan alveoller ¢ok kiigiik ¢apli (200 mikron) keseler olup, duvarlari bag
dokusunun igine gomiilii ince duvarli, kapillerlerle g¢evrilmis ince bir tabaka
alveoler hiicrelerden olusur. Her bir akcigerde yaklasik 300 milyon alveol vardir.
Yetigkin bir insan akcigerinde gaz degisimi yapilan toplam yiizey alan1 ortalama
olarak 80 m2’dir.

Akcigerler sagda iist, orta ve alt loblar, solda ise iist ve alt loblar seklinde
organizedir. Loblar her biri ayr1 segmental brons, pulmoner arter ve pulmoner ven
dallarina sahip segmentlerden olugur. Pulmoner damarlarin dallanmasi bronslar ve
bronsiyollerin dallanmasi ile paralellik gosterir. Ana pulmoner arter kalbin sag

ventrikiiliinden gelen ven6z kani tasir [42].



2.3. Bleomisin

Bleomisin ¢ok yaygin olarak kullanilan antitiiméral etkili bir antibiyotiktir.
Akciger, bobrek, periton ve lenf sisteminde yliksek oranda biriktigi i¢in deri
kanserleri, bas boyun kanserleri, uterus kanseri, serviks kanseri, hodgkin hastaligi,
retikiillosarkom,  lenfosarkom, embriyonel hiicreli  koriokarsinom  ve
teratokarsinom tedavilerinde kullanilmaktadir.

Bleomisin ile indiiklenen doku ve organ hasari; reaktif oksijen tiirlerinin
miktarinda artis ve dolayisiyla DNA sentezi inhibisyonu, ayrica membran
lipitlerinin yapilarinin zarar gérmesi ile karakterizedir.

Bleomisini inaktive eden hidrolaz enziminin akciger dokusunda diger
dokulara oranla ¢ok diisikk diizeyde bulunmasindan dolayr yan etki olarak
ozellikle akcigerlerde fibrozis ve interstisyel pnémoni olusturur ve BLM
kullanilan hastalarda akciger hasar1 gelisme orani %3-40 oraninda degismektedir
[43,44]. Bleomisin’in neden oldugu akciger fibrozisine serbest oksijen
radikallerinin hiicre ve hiicre yapilarina verdigi zararin sebep oldugu
distiniilmektedir.

Bleomisin antineoplastik bir ilagtir. Antineoplastik ilaglar, viicutta
patolojik bir sekilde ¢ogalmakta olan kanser hiicrelerini yok ettikleri gibi hizli
cogalan normal hiicreleri de (embriyo ve fotus hiicreleri, bagirsak ve agiz
mukozasi epiteli, kemik iligi hiicreleri gibi) yok edebilirler. Bu nedenle, halen
kullanilmakta olan ilaglar antikanser olmaktan ziyade ‘antiproliferatif” dir.

Antineoplastik ilaglarin kanserojen, teratojen ve mutajen etkileri vardir.
Tedavide ilag secimi ve uygulamasinin tlimoriin tiiriine ve donemine goére uygun
se¢ilmesi ve mutlaka bir onkologun gozetiminde yapilmasi gerekir [95].

Antineoplastik kemoterapinin ana ilkesi, hastanin saglikli hiicrelerine zarar
vermeden, tiimoriin biiylimesini ve ¢ogalmasini durdurmak ya da yok etmektir.
Ancak, antineoplastik ilaglarin ¢ogu selektif olmadigindan, kanser hiicrelerinin
yani sira saglikli hiicrelere de zarar vermektedir. Yani bu tiir ilaglarin kanserojen,
teratojen ve mutajen etkileri vardir.

En cok etkilenen hiicreler, barsak epiteli, kil follikiilleri, kemik iligi kok
hiicreleri gibi proliferatif indeksi yiliksek hiicrelerdir [49].



Bleomisin c¢ogunlukla akciger ve deride birikerek, buradaki DNA’y1
oksijen radikalleri olusturarak parcalar. Teorik olarak bu oksidanlar ve bolgesel
olarak iiretilen antioksidanlar arasindaki dengesizlik, epitel hasar1 ve interstisyel
fibroza neden olabilir [45,46].

Bleomisinin, Pulmoner fibrozis(PF) ile hayvan deneylerinde kullaniminda
tercih edilmesi, insan kemoterapisindeki major advers ilag yan etkisi olan fibrozis
olusturma Ozelligine dayanmaktadir. Akciger toksisitesi bleomisin kullanmis
hastalarin ortalama %10’unda meydana gelirken ,yaklasik %1 hastada ise haftalar

ve aylar i¢inde progrese olabilir [48].

2.3.1. Bleomisin’in kimyasal yapisi

Bleomisin (BLM), Streptomyces verticullus adli aktinomiset tiiriinden
izole edilmis antitiimoral etkili bir antibiyotiktir [50]. Bleomisin skuamdz hiicre,
hodgkin hastaligi, testikiiler ve lenfomat6z kanserlerin tedavisinde efektif bir
ajandir [51].

Bleomisin grubu ilaglar 200’lin {izerinde yakin iliskili bilesik igerirken,
bleomisin’in uygulanan formu olan Blenoxane baglica A2 ve B2 formlarin
icermektedir [52]. Sekil 2.6’da A2 ve B2 yapilar1 asagida gosterilmistir.

Bleomisin ailesi terminal amin kisminin birbirinden farkli olmasi ile
ayrilir. Demir bakir ve kobalt gibi bircok metalin, Bleomisin indiiklii DNA
kirtlmasini destekledigi gosterilmistir. Fakat demirin in vivo olarak etki gdsteren
baslica metal olduguna inanilmaktadir [53].

Bleomisinin kimyasal yapisi sekil 2.6 da gosterilmektedir. Bleomisin’in
yapisinda 3 ana bolge vardir; 1. Metal baglayici birim, 2. DNA baglama birim,
3.Karbonhidrat birimi.

Bleomisin’ler, katyonik molekiiller olup hiicre zarindan ge¢isi Bleomisin
baglayict proteinlerle bag kurarak olmaktadir. Alinan Bleomisin ya niikleusa
transloke olur, ya da Bleomisin hidrolaz tarafindan pargalanir. Bleomisin hidrolaz
ise normal ve malign hiicrelerde bulunan bir sistein proteazdir. Fakat akciger ve

deride ¢ok az bulunmaktadir [50,51 ].
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Sekil 2.6 Bleomisin’in kimyasal yapis1 [52]

2.3.2. Bleomisinli hayvan modelleri

Bir antineoplastik ajan olan BLM’nin etki mekanizmasi; BLM-demir
kompleksinin molekiiler oksijeni siiperoksid ve hidroksil radikaline indirgeyerek,
DNA liflerinde kirilma olusturmasidir [54]. Yapilan in vitro calismalarda

antioksidan tedavisi ile BLM’ye bagli DNA ve hiicre hasarinin inhibe oldugu



gosterilmistir [53,54]. BLM ile olusturulan akciger fibrozisinin patofizyolojisinde
iki faz vardir. Erken inflamatuvar fazda, interstisyel ve alveoler alanlara makrofaj,
notrofil ve lenfosit infiltrasyonu olurken, ikinci fazda fibrozis geligir. Reaktif
oksijen radikalleri ve proteazlar genellikle bu inflamatuvar hiicrelerden
salgilanarak akciger dokusunda hasar olusturur ve onarim siirecinde asir1 fibrozis
gelisir [51]. Idiyopatik pulmoner fibrozis (IPF) *nin gelisimi sirasinda nétrofiller
de onemli rol oynamaktadir [54]. BLM uygulamasi ile fibrozis olusturulan 6nceki
caligmalarda deney siiresi 15 giin olarak belirtilmistir [52].

Bleomisinin 6zellikle PF ‘de kullanilmasinin sebebi, instilasyondan ¢ok
kisa bir zaman sonra inflamasyon ve fibrozis olusturmasidir. Ayrica deney
hayvanlar ile yapilan calismalar gostermistir ki; BLM nin kullanildig1 deneylerde
hiicre ve dokulardaki degisimler (histopatolojik goriiniim, alveoller arasi
dallanmalar ve alveoler boslugun obliterasyonu) ile IPF’li hastalarin patolojik
goriiniimiine benzerdir. Ayn1 zamanda bleomisin modelinin olusturulmasi kolay,
gelistirilebilir olmasi, yaygin ulasilabilmesi, iiretilebilmesi ve IPF’ye ait en 6nemli
Olciitlerin bircogunu karsilayabilmesi nedeni ile iyi bir hayvan modelidir. Bu
nedenle de bleomisin ile olusturulan modeller deneysel c¢alismalarda oldukca
popiilerdir. Yapilan ¢aligmalarda ilk olarak artan proinflamatuar sitokinler (IL-1,
TNF-alfa, IL-6 ve IFN-gama) sonra pro-fibrotik markirlar (TGF-B1, fibronektin
ve prokollajen-1) salimir. 14. giin civarinda sitokin salimimda pik olusur.
Inflamasyon ve fibrozis arasindaki gecis dénemi bleomisin verildikten sonraki ilk
9 glinliik donemde olur [56].

Bleomisinin standart uygulama yolu instilasyondur ve bronkosentrik tiirde
fibrozise neden olur. Intravendz ve intraperitoneal uygulamada subplevral skar
olusumunu indiikleyici tarzda ve insanlardakine benzer tarzda fibrozis gelisir.
Bleomisin modelleri ¢ogunlukla sitokinler, growth faktor ailesi ve pulmoner
fibrozise uzanan sinyal yolunu igerir. Ornegin pulmoner fibrozis gelisiminde
TGF- Bl°in anahtar rol oynadigmin bilinmesi ve deneyde kullanilmasi, fibrozis
gelisimin gosterilmesinde yardimeidir. En yeni ajanlar (TGF-f antagonistleri gibi)
ve daha eski bilinen (ACE inhibitorleri ) ilaglarla birlikte bleomisinle olusturulan
modellerde TGF- B1 ‘in kesfedilmesi olduk¢a umut vericidir. Bu ilaglardan biri

olan decorin endojen bir proteoglikan ve TGF- B inhibitorii olarak bilinir.



Tartigmasiz ~ sekilde baz1 Ozellikleri ve histolojik  degisikliklere
benzerlikleri olsa da progresif gelisen insan IPF’sini anlamaya calismak agisindan
bleomisinli hayvan modelleri ciddi sinirlandirmalar igerir. Mantiksal olarak da
bleomisinle olusan inflamatuar cevapla birlikte serbest radikallerin asir1 tiretimini,
notrofiller ve makrofajlarin aktive olmasi ile pro-inflamatuar sitokinlerin
salinimini tetikler. Bu kaskad akut akciger hasarinda ortaya ¢ikar, siklikla fibrozis
gelisse de yine de kismen geridoniisiimlii olur. Dolayisiyla yavas ve geri
doniisiimsiiz progresyonundan dolay1, bleomisinli modellerle insan IPF’si tam
olarak taklit edilemez. Ila¢ galigmalari da hayvan modellerinin bu 6zelligi goz

Oniine alinarak yapilir [57].

2.3.3. Bleomisinli modellerde ilag etkilesim ¢alismalar:

Potansiyel antifibrotik ajanlarin denenmesi, siklikla bleomisinin yardimi
ile gergeklestirilir. Bu modellerde birgok fibrotik siireci 6nleyici ya da yavaslatici
etken madde gosterilmistir. Klinik kullanimda 1980-2006 yillar1 arasinda 232
makale siniflandirilmis, tim makalelerde basarili olundugu ve antifibrotik ajanin
ayni zamanda koruyucu tedavi gosterdigi  belirtilmistir.  Bleomisinin
uygulanmasindan sonraki ilk 7 giin i¢inde verilen ajan “koruyucu”, 7 giinden
sonra uygulanan ajanlar” tedavi edici” olarak adlandirilmaktadir.

Calismalarin ¢ogunda BLM tek doz olarak intratrakeal instilasyon,
intraperitonal ya da intramuskular yontemler ile kiloya uygun dozda verilmis ve
bleomisinin verildigi giin 0. giin kabul edilmistir. Kas icine enjeksiyondan sonra,
pik kan degerleri 30-60 dakika i¢inde goriilmektedir. Benzer dozajlarin kana
enjeksiyonu ile en yiiksek pik konsantrasyonlar: elde edilmektedir. BLM’ nin yar1
omrii yaklasik 2,5 saattir [43]. Bleomisin’in eleminasyonu baslica bdbreklerle
olur. Bleomisin’in alinmasindan 24 saat sonra, ilacin yaklasitk %6071
degistirilmemis olarak atilir.

Karsilastirmak i¢in yapilan gosterge ¢izelgesinde antiinflamatuar ve antifibrotik
ilag etkinliginin ayrimini yapmak onemlidir. ilag etkinligi zamanlamaya kritik
olarak bagimhdir. Erken donemde verilen ajanlar daha ¢ok antiinflamatuar

ajanlardir ve koruyucu tedavi olarak degerlendirilir. Buna karsin dogru



antifibrotik ajanin belki de etkinligi geri doniisiimsiiz olan, fibrotik donemde
kullanilmas: tedavi edici etkinligin ortaya ¢ikarilmasi a¢isindan énemlidir.

Gegmiste yapilan benzer g¢alismalar tarandiginda antifibrotik ajanlarin
biiyiik kism1 koruyucu tedavi olarak uygulanmustir. Ilag uygulamalarinda oral,
subkutan, intraperitonal ve intravendz enjeksiyon gibi farkli metodlar
kullanilmistir ve ayni zamanda adenovirus ve Japon Hemaglutinasyon Virus
(HVJ) gibi gen modifiye teknolojiler de kullanilmistir. Calismanin sonlandirilmasi
ise bleomisin uygulamasindan sonraki 1. giinden 80. giine kadar degismekte ancak
en yaygin uygulama 14 ila 28 giin arasinda olmaktadir. Calismada dogru
sonlandirmay1 se¢mek onemlidir. Ozellikle standart sonug¢ parametreleri 21
giinden sonra yiikselir ve 21 gilinden sonra akciger hidroksiprolin diizeyi ve
histomorfometri degerleri bazal degerlerine doner.

Fibrozisi degerlendirmede ¢esitli metodlar mevcuttur.  Ornegin
semikantitatif histolojik analiz, baz1 skorlama sistemleri (Ashcroft, Simpson ve
Timbrell), hidroksiprolin diizeyi ve kollajen uzunlugunun Ol¢iimii, BAL ‘da
toplam hiicre sayisinin analiz edilmesi, diferansiyel hiicre sayimi, TNF-alfa ve
TGF-B1 seviyesinin Ol¢iimii. Proinflamatuar mediatorler, Ornegin monosit
kemoatraktan protein-1 (MCP-1) ve makrofaj inflamatuar protein-2 (MIP-2) gibi

bazi vakalarda olgtilebilir diger parametrelerdir [117].

2.3.4. Bleomisin’in etki mekanizmasi

Bleomisin, DNA’ya direkt baglanarak ve tek ve ¢ift zincir kirilmalarina yol
acarak, biiyiiyen hiicrelerde apoptozisi tetikler. Bu aktivite oksijen ve ferroz
iyonuna baghdir [57].Bleomisin’in anti-neoplastik etkisinin mekanizmasi,
Bleomisin-demir kompleksinin, molekiiler oksijeni, siiperoksid ve hidroksil
radikaline rediiklemesi esasina dayanmaktadir. Olusan bu radikaller DNA’ya atak
yaparak zincir kiriklaria yol agmaktadir ve bu da DNA-RNA-protein sentezinde
(trankripsiyon ve translasyon basamaklar1) hasara sebep olarak anti-neoplastik
etki gosterir [58]. Serbest oksijen radikallerinin rolii, siiperoksid dismutaz’in,
Bleomisin indiiklii DNA hasarini 6nledigini gosteren ¢alismalarla desteklenmistir.

Bleomisin’in olusturdugu degisimler sonucu ortama go¢ eden inflamatuar



hiicrelerden bir ¢ok oksijen metabolitinin salindig1 ve DNA kiriklar1 dahil bir ¢ok
yapiin fonksiyonlarinin bozulmasit Bleomisin’in toksisitesi hakkinda bildirilen
gelismelerdir. Biitiin bu ¢alismalara ragmen hasarin tam mekanizmasi tam olarak
aciklanabilmis degildir [59].

Bleomisin, ayn1 zamanda hiicre siklusunu etkileyen spesifik bir ilactir ve
hiicre siklusunun G2 fazinda birikimine neden olur [60]. DNA kirilmasi igin,
DNA ile Bleomisin’in metal baglayici birimi ve bitiyazol kisminin etkilesimini
gerektiren bir mekanizma Onerilmistir.

Labil Fe (II)-BLM-0O2 kompleksinin, aktive edilmis Bleomisin’e
dontigiimii, DNA’y1 hasara ugratir. Bunun yaninda son ¢aligmalarda, Bleomisin’in
RNA’nin alisilmamis 3  boyutlu yapisin1  bozdugu ¢esitli arastirmalarla
gosterilmistir [60,61].

Deneysel ¢alismalar, Bleomisin hassasiyetinin bir¢gok nedeni olabilecegini
gostermistir. DNA tamir mekanizmasindaki bozukluklar, ¢ift zincir kirilmalarinin
tamirinde gerekli olan genlerdeki mutasyonlarla iliskilidir. Bu mutasyonlar asir1
hassasiyete yol agarlar. Cift zincir tamirine katkida bulunan bir gen olan

RAD21’in inhibisyonu, hiicrelerin BLM hassasiyetinin artmasina yol agar [58].

2.3.5. Bleomisin’in tedavide kullanimi

Bleomisin (BLM), germ hiicreli tiimorler, lenfomalar, kaposi sarkoma,
servikal kanserler, bas ve boyun squamous hiicreli kanserlerinin tedavisinde
kullanilan dogal bir ilagtir [61]. Bleomisin, Bleomisin hidrolaz adli bir enzimle
deaktive edilir. Bu enzim baslica karaciger, dalak, kemik iligi ve bagirsakta
bulunur. Bleomisin uygulanmasi bazen Oliimciil yan etkiler meydana
getirebilmektedir. Akciger ve deride Bleomisin Hidrolaz’in yeterince
olmayisindan dolay1 Bleomisin toksisitesi meydana gelir. Bleomisin’in alimindan
sonra ates ve bazen de hipotansiyon goriilebilmektedir [62].

Pulmoner toksisite, Bleomisin i¢in doz sinirlayict bir yan etkidir ve bu yan
etki genellikle kendini fizik muayenede Oksiiriik, dispne, kuru inspiratuvar raller
ve rontgende toraks infiltrasyonlar1 olarak gosterir. 400 {initeden daha fazla doz

alanlarda ve Bleomisin tedavisi Oncesi mediastinal ya da gogiis bolgesine



radyoterapi uygulanmis olanlarda, PF’nin goriilme oran1 daha yiiksektir. Nadir de
olsa bazi olgularda pulmoner toksisite oldiiriicii olabilmektedir. Orta dereceli ates,
lokalize gogiis agris1 ve gastrointestinal sistem sikayetleri gibi yan etkilere yol
acan bleomisin, plevra boslugunda siirli emilimi nedeniyle hastalarda az oranda

sistemik toksisiteye yol acar [62].

2.4. Serbest Radikallere Kars1 Savunma Mekanizmalari

Serbest oksijen radikallerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi
hasar1 6nlemek icin viicutta birgok savunma mekanizmalar1 gelismistir. Bunlar
“antioksidan savunma sistemleri” veya kisaca “antioksidanlar” olarak bilinirler.

Antioksidanlar karbonhidratlar, proteinler, DNA ve lipitler gibi hedef
biyomolekiillerin oksidan hasarini1 onler veya geciktirirler dolayisiyla hiicre ve
daha genel manada dokular korunmus olur. Antioksidanlar, dogal (endojen
kaynakli) ve eksojen kaynakli antioksidanlar olmak iizere baglica iki ana gruba
ayrilabildigi gibi serbest radikalin meydana gelisini 6nleyenler ve mevcut olanlari

etkisiz hale getirenler seklinde de ikiye ayrilabilirler [63].

2.4.1. Antioksidanlar

Antioksidanlar, yiikseltgenebilen substratlara gore daha diisiik
konsantrasyonlarda, substratin prooksidanlarla baglatilan oksidasyonunu ciddi
derecede engelleyen ya da geciktiren maddelerdir. Son zamanlarda besin kimyasi
ve koruyucu tibbin bitki kaynakli dogal antioksidanlara karsi ilgisi artmaktadir.
Bunun nedeni, bir ¢ok sentetik antioksidanin 6rnegin (butilhidroksianizol ve
butilhidroksitoluen) gibi kanserojen etki yapabileceginin hayvan deneyleriyle
gosterilmesidir [64].

Dogal antioksidanlar ise, insan organizmasi igin genellikle zararsiz olup
yan etki gostermezler. Dogal antioksidanlar gida sanayinde besinlerin bozulmasini
onlemek, lipidlerin ve vitaminlerin parcalanmasini, besin rengini korumak icin
kullanilan ©6nemli katki maddeleridir. Yasayan organizmalarda kompleks

antioksidan sistemler bulunmaktadir. Bu sistemler enzimatik olmayan



antioksidanlar olarak bilinen albumin, glutatyon, askorbik asid, a-tokoferol, -
karoten, {irik asid, bilirubin, flavonoidler ve bircok polifenolik bilesik ile
stiperoksit dismiitaz, glutatyon peroksidaz, askorbat peroksidaz ve katalaz gibi
enzimleri igerirler [65]. (sekil 2.7)

Bu antioksidanlar, hiicrelere zarar veren reaktif tiirleri (serbest radikaller)
etkin bir sekilde siipilirerek diisiik toksisiteli veya toksik olmayan iirlinlere
doniistiirtirler. Bu reaktif bilesiklerin (reaktif oksijen tiirleri vb.) varligi, saglikli
bir yasam i¢in antioksidan bilesikleri ve enzimleri onemli kilmaktadir [63,65].
Biyolojik yapilarda ve gidalarda mevcut olan enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidanlar ¢esitli reaktif oksijen tiirlerinin (-:OH, O2.- ve H202) siipiiriiciileri
olarak bilinirler [65].
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Sekil 2.7. Antioksidanlarin siniflandirilmasi.

Antioksidanlar, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu ve bunlarin
meydana getirdigi hasar1 6nlemek acisindan dort ayr sekilde etki ederler:

i-) Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlari tutma veya daha az
reaktif yeni bir molekiile ¢evirme “toplayici” etkidir. Antioksidan enzimler (SOD,
katalaz, GSH-Px vb.) bu sekilde etkilidir.

Ii-) Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak

aktivitelerini azaltma veya inaktif sekle doniistiirme, “bastirict” etkidir. Askorbik



asit (C vitamini), a-tokoferol (E vitamini), flavonoidler (kuersetin, katesin vb.) bu
tarz bir etkiye sahiptirler.

ili-) Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincir reaksiyonlarini kirip
fonksiyonlarin1  engelleyici etki, “zincir kiric1” etkidir. Hemoglobin,
seruloplazmin, albumin gibi bilesikler bu sekilde etki ederler.

iv-) Serbest radikallerin olusturduklart hasarin onarilmasi, “onaric1”
etkidir.

Antioksidanlar, viicut hiicreleri tarafindan iretildikleri (endojen) gibi,
gidalar yoluyla da (ekzojen) alinabilmektedir. Gidalarda mevcut olan ve insan
viicudunu zararli serbest radikallerden koruyan baslica dogal antioksidanlar, esas
olarak vitaminler (C ve E vitaminleri), fenolik bilesikler (basit fenolik ve
hidroksisinnamik asitler, flavonoidler vb.) ve karotenoidlerdir. Birgok arastirmada
meyve ve sebze tiikketimi ile belirli kanser ve kalp hastaliklarinin olusumu
arasinda ters orantili bir iligki oldugu saptanmistir [65].

Antioksidanlarin en Onemlileri polifenoller ve bunlarin tiirevleridir. Bu
bilesikler oksidatif sistemde farkli sekillerde davranabilirler. Ornegin, oksijen
konsantrasyonunu diisiirebilirler veya hidroksil radikali, stiperoksit anyon radikali
gibi ROS tiirlerini soniime ugratirlar (stptrirler). Hidroksil radikalleri gibi
birincil radikalleri siipiirerek zincir reaksiyonlarin baglamasini Onlerler, metal

iyonu katalizorlerini baglarlar [66].

2.4.2. Antioksidan enzimler

Gidalarda ve bu gidalan tiiketen insanlarda bazi enzimler, oksidatif hasara
yol acan oksijeni, hidrojen peroksit ve siiperoksit radikalleri gibi aktif oksijen
tiirleriniuzaklagtirarak veya lipid hidroperoksitlerini azaltarak antioksidatif
aktivite gostermektedir. Siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz bu

gruba giren enzimler arasinda yer almaktadir [67].

2.4.2.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)
Stiperoksit dismutaz enziminin baglica gorevi, dokularda ve hiicrelerde

olusan reaktif oksijen tiirlerinin zararli etkilerini ortadan kaldirmaktir. Siiperoksit



dismutaz enzimi, ¢ok Onemli bir siiperoksit siipiiriiciisiidiir. Daha c¢ok
ekstraselliller matrikste olmak iizere hiicre ylizeylerinde bulunur. Siiperoksit
dismutaz enzimi, oksidatif strese karsi hiicreleri korumada en etkili enzimdir.
Ciinkii bu enzimin aktivitesi, Haber-Weiss reaksiyon substratlarinin (O2 .- ve
H202) konsantrasyonlarint belirler. Siiperoksit dismutaz, siiperoksit anyon
radikalinin (O2 .-) hidrojen peroksit (H202) ve oksijene (O2) doniistimiinii
katalizleyen antioksidan enzimdir. Siiperoksit dismutaz, katalitik aktivitesi ¢ok
yiiksek olan bir enzimdir [68] . Enzimin fizyolojik fonksiyonu oksijeni metabolize
eden hiicreleri siiperoksit serbest radikallerinin zararli etkilerinden korumaktir.
Boylece lipid peroksidasyonunu inhibe eder.

202 +2H+ SOD - 02 + H202

2.4.2.2 Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), hiicredeki hidrojen peroksitin
detoksifikasyonundan sorumlu anahtar rolii oynayan bir enzimdir. Glutatyon
peroksidaz enzimi, sitozol ve mitokondride bulunur ve 4 adet selenyum atomu
icerir. Peroksitlerin indirgenmesini katalizleyen glutatyon peroksidaz enzimi
hiicredeki indirgenmis glutatyonu (GSH) vyiikseltgenmis glutatyona (GSSG)
doniistiirmektedir. Glutatyon peroksidaz glutatyonu hidrojen dondr olarak
kullanarak hidrojen peroksiti elimine etmektedir. Bu reaksiyonlar, canl
organizmada oksidatif stresin zararli etkilerinden hiicresel membranlari korumaya
yarar [42]. ROOH, H,0, gibi bir hidroperoksit, tert-biitil hidroperoksit, kiimene
hidroperoksit gibi hidroperoksitlerdir [3,69].

2.4.2.3 Glutatyon
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Sekil 2.8. Glutatyon molekiiliiniin kimyasal yapis1


http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Glutathione-skeletal.svg

Tiol iceren bilesikler kolaylikla okside ve rediikte formlara
dontisebilmeleri nedeniyle c¢esitli biyokimyasal reaksiyonlarda yasamsal bir
oneme sahiptirler. Glutatyon, karacigerde, genetik bilgiye ihtiya¢ duyulmadan
sentezlenen, glutamik asit, sistein ve glisin aminoasitlerinden olusan bir
tripeptiddir. Biyolojik dokularda Glutatyon’un temel olarak rediikte formunda
bulundugu bilinmektedir. GSSG, glutatyon Rediiktaz (GR) enzimi sayesinde
kolaylikla GSH’a doniisebilir [70,71].

Hiicre i¢indeki diisiik molekiil agirlikli protein olmayan tiollerin en az %90’1n1
GSH olusturmaktadir. Karacigerdeki GSH konsantrasyonu ise, yaklasik olarak
bobreklerdekinin iki, akcigerlerdekinin ise ii¢ katindan daha fazladir [34,72].

Glutatyon, canlilarda ¢esitli kimyasallarin biyoaktivasyonu sonucu ortaya
c¢ikan veya molekiiler oksijenin metabolize edilmesiyle olusan hiicresel hasarlarin
Oonlenmesinde rol alan baslica koruma sistemidir. Cesitli bilesiklerin ve
metabolitlerinin elektrofilik merkezlerini enzimatik ve kimyasal mekanizmalar
yoluyla tioeter baglarina ¢evirirken ayn1 zamanda da hidroperoksitlerin glutatyon
peroksidaz bagimli yikiminda kofaktor olarak gorev yapmaktadir. GSH serbest
radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara karsi
korur. Proteinlerdeki —SH guruplarin1 rediikte halde tutar ve bu guruplari
oksidasyona karst korur. Boylece fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin
inaktivasyonunu engeller. GSSG protein siilthidrilleri ile yer degistirerek protein-

glutatyon karisimi disiilfitleri olusturabilir [3,73].

2.4.2.4 Katalaz

Hiicrelerin aktiviteleri sonucu {riin olarak hidrojen peroksit olusur.
Hidrojen peroksit, katalaz tarafindan parcalanmazsa viicut i¢in ¢ok tehlikeli bir
serbest radikal olan hidroksil radikalinin onciilii olarak davranir ve bu radikal
hiicrede kalic1 hasarlara neden olur. Katalaz enzimi, toksik hidrojen peroksiti
hiicrelerden uzaklastirmada ©nemli bir rol oynar. Bu amagcla, hiicrelerin
aktiviteleri sonucu olusan hidrojen peroksiti viicut dokularina dagilmadan 6nce su

ve molekiiler oksijene ayristirir [66].



2.4.3.Enzimatik olmayan antioksidanlar

2.4.3.1.Fitokimyasallarin antioksidan rolii

Beslenmenin saglik {izerine kisa vadeli etkileri oldugu gibi ayn1 zamanda
uzun vadede etkileride bulunmaktadir. Hastaliklara sebep olan durumlarin aslinda
direk olarak beslenmeyle alakasi vardir. Ornegin, kardiyovaskiiler hastaliklar,
diyabet ve kanser basta olmak iizere bircok kronik hastaligin gelismesinin ve
ilerlemesinin altinda yatan; bu durumdan muzdarip olan kisinin beslenme
aliskanliklanyla iliskilidir.

Beslenmenin etkileri sonraki kusaklara da aktarilabilir [74]. Birgok
¢alismanin sonuglarina gore; beslenme kanserin olugsmasini, ilerlemesini, metastaz
yapma Ozelligini ve mortalitesini etkilemektedir. Ayrica, artan istatistiki verilere
gore kansere yakalanma riski biiyiik 6lgiide genetik faktorlerle birlikte beslenme
gibi c¢evresel faktorlere baglidir. Kanserin onlenmesinde ve tedavisinde bitkisel
kaynakli preparatlarin kullanilmasi giderek artmaktadir. Bu sebeplerden dolayz,
‘kemoprevansiyon’ terimi gittikge 6nem kazanmaktadir [75]. Kemoprevansiyon,
karsinogenezis siirecini dnlenmek, ertelenmek ya da yavaslatmak amaciyla dogal
ya da sentetik ajanlarin kullanilmasi olarak tanimlanabilir.

ABD Ulusal Kanser Enstitiisii’niin verilere gore, potansiyel preventif 400
ajan bulunmaktadir. Bunlardan 40 kadar1 klinik degerlendirme siirecindedir [76].
Fitokimyasallar, antioksidan gibi 6nemli biyolojik aktiviteye sahip, bitkilerde
bulunan kimyasal bilesiklerdir. Fitokimyasallar, hiicre i¢i sinyal yolaklar, onkogen
yolaklar, hiicre dis1 inflamasyon, oksidasyon ve kalitsal genetik mutasyonlar gibi
hiicrenin hassas homeostatik mekanizmalarimi1 diizenleyen siireglere etki
etmektedirler. Diger 6nemli etki mekanizmalar1 ise, DNA tamir genlerinin ve
hiicre siklusunu kontrol eden genlerin modiilasyonunun, apoptozun uyarilmasinin,
anjiogenezin engellenmesi ve tiimdr hiicrelerinin ¢evre dokulara yayilisini ve
islevlerinin bozulmasini 6nlemektir [77]. Ayrica, bu bilesikler insan epigenomu
tizerinde etki gostererek kanser tedavisinde ve Onlenmesinde etkili olabilir.

Epigenetik degisiklikler, DNA dizisindeki degisikliklerden kaynaklanmayan gen



fonksiyonundaki degisikliklerdir. Artan kanitlara gore, gesitli fitokimyasallarin
kanser hiicresinde epigenetik hedefleri vardir ve bu besinlerin tiiketilmesi anormal
gen aktivitesini diizelterek kanserogenezi dnleyebilir [74,77].

En sik calisilan ve insan saghgi tizerinde etkili olan fitokimyasallardan
bazilari: polifenol grubundan epigalatlar (yesil ¢ayda bulunan EGCG), kurkumin
(zerdegal), kersetin ve resveratrol, izoflavon grubundan genistein (soya fasulyesi),
izotiyosiyanat grubundan (brokoli ve lahana), karotenoid grubundan likopendir
[73,74,75]. Ancak, kemoprevansiyon amaciyla fitokimyasallarla yapilmis bir¢ok
calismaya ragmen giiniimiizde saglikli kisilerde kanser 6nlenme endikasyonuyla
kullanilabilecek herhangi bir ilag heniiz yoktur. Bu ilaglarin yayginlagmasi igin

daha ¢ok sayida klinik gozlemlere ve siireglere ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.4.3.2 Polifenoller

Polifenoller, c¢esitli meyve ve sebzelerde bulunan antioksidan etkili
bilesikler olup insan diyetinin 6nemli bir parcasidir. Kimyasal yapilarina gore
cesitli gruplara sahiptirler, ancak en 6nemli ortak 6zellikleri molekiillerinde birden
fazla fenol grubu tagimalaridir. Bazi ¢alismalara gore, farkli besinsel polifenol
sayist 8000’1 ge¢mektedir. Besin fenolikleri; flavonoidler, fenolik asitler ve
fenolik polimerler olarak ii¢ sinifa ayrilir. Polifenolik bilesiklerin, o6zellikle
flavonoidlerin antioksidan ozellikleri farklt mekanizmalariyla
aciklanabilmektedir. Bu bilesikler, metal selasyonu yaparak ve NADPH ve
ksantin oksidaz gibi enzimleri inhibe ederek SOR olusumunu engellemekte veya
direk olarak serbest radikalleri ortamdan elemine etmektedirler [76].

Polifenollerin  sagligimiz lizerine etkileri tiiketilen miktarina ve
biyoyararlanima gore degismektedir. Baz1 ¢alismalarda, bu bilesenlerin bakteri,
mantar ya da 15 protozoalarin biliylimesini ya da g¢ogalmasini engelledikleri
gosterilmistir. Ayrica, polifenollerin bagirsak florasini artirma 6zelliginden dolay,
probiyotik olarak da kullanilmaktadirlar [78].

Bir polifenoliin antioksidan olabilmesi i¢in 1iki temel sarti saglamasi

gerekir:1.0kside olabilen substratlara oranla diisiik derisimlerde bulunduklarinda,



otooksidasyonu veya serbest radikal merkezli erteleyebilmeli, geciktirebilmeli
veya Onleyebilmelidir [80].

2.Stpiirme sonunda olusan radikal, oksidasyon zincir reaksiyonunu
kesmekte kararli olmalidir [80].

Polifenollik bilesikler arasinda en ¢ok calisilan fitokimyasallar, yesil cayda
bulunan epigalatlar, zerdegalda bulunan kurkumin ve {iziimde bulunan
resveratrol’diir. Ornek olarak yesil ¢aydaki aktif maddelerin %50’sini olusturan
epigalokatekin-3-galat (EGCG), uzun zamandir antikanserojen ajan olarak
arastirilmaktadir. Yapilan ¢ok sayida ¢alismada EGCG tiiketimiyle, oral, meme,
prostat, mide, yumurtalik, 6zofagus, cilt, kolon, pankreas ve bas ve boyun

kanserlerin inhibisyonu arasindaki pozitif iliskisi saptanmistir [82].

2.4.3.3 Flavonoidler

Flavonoidler; 6nemli antioksidan ve kelatlama 6zelligine sahip, diisiik
molekiil agirlikli ve en genis bitki fenolikleri sinifidir. 6 karbonlu A, B ve C
halkalarindan olusan heterosiklik bilesikler, hetero halkanin yiikseltgenme
derecesine gore farklilagirlar. Aromatik halkalar A ve B, hetero halka ise C olarak
ifade edilir. Karbon atomlar1 C halkasindaki oksijenden baglayarak, B
halkasindaki karbon atomlari ise iissii () rakamlarla numaralandirilir (Sekil 2.10).

Dogada, bircogu yaprak, cicek ve kdkte bulunan 4000“den fazla flavonoid
cesidi mevcuttur. Meyve, sebze, sarap, kakao ve cayda bol miktarda bulunurlar.
Antioksidan aktivitelerini belirleyen ve aromatik halkalara bagli olan birgok
fenolik hidroksil gruplart igerirler. Metal kelatlama, lipid peroksidasyonunu
Onleme, reaktif oksijen tiirlerini iceren diger siirecleri azaltma (inhibe etme)
Ozellikleri vardir. Yiyeceklerde genellikle 3-orto glikozidleri ve polimerleri
seklinde bulunurlar. Bu gruptaki bilesikler yapilarina baglanan gruplarin tiiri,
pozisyonu ve sayisina gore farkli radikal siipiirme ve kelatlama aktivitesine
sahiptirler [26].

Flavonoidler tarafindan serbest radikallerin siipiiriilme yetenegi, en ¢ok
serbest 3-OH grubunun varligina baglidir. 3-OH ve 3,4 katesol yapisina sahip

olan flavonoidlerin SOR tiirlerine karsi daha etkili olduklar1 bazi ¢alismalarda



gozlemlenmistir. Ornegin; Kuersetin sekil (2.9), siyanidin ve Kkatesinin

antioksidan kapasiteleri bu 6zelliklerinden dolayi yiiksektir [25,26].

Sekil 2.9. Kuersetin (Flavonoidlerin klasik antioksidan kapasitelerini belirlemede 6nemli olan

ozellikleri gosteren kimyasal yapist) [25]

Sekil 2.10. Flavonoidlerin genel kimyasal yapis1 [27]

Flavonoidler, fenolik halkalardan olusan benzo-y-pyran tiirevleridir [25]. Bu
bilesikler; A, B ve C halkalarindan olusan halka yapisinda ¢esitli hidroksil,
metoksi ve sekerleri siibstituent olarak icerirler. Halkalar arasindaki yapisal

degisiklikler flavonoidleri ¢esitli siniflara ayirmaktadir (sekil 2.10) [27].

Resveratrol
Resveratrol (trans 3, 5, 4’-trihidroksitilben), en fazla kirmizi1 {iziimiin kabugunda
ve ¢ekirdeklerinde bulunan bitki kaynakli polifenolik bir bilesiktir. Ayni1 zamanda,

fitoaleksin yapisinda bir bilesik olan Resveratrol, bitkilerde patojen enfeksiyon



bolgesinde, sentezlenen antimikrobiyal bir ajandir. Resveratrol, bitkilerde stilben-
sentaz enzimi tarafindan sentezlenmektedir. Botrytis cinerae patojeni, iklim
degisiklikleri, ozon, agir metaller ve UV radyasyona maruz kalma gibi ¢esitli stres
faktorleri resveratrol sentezini artirmaktadir [83].

Resveratrol ilk kez Japonya’da 1940 yilinda akg¢Opleme bitkisinden
(Veratrum grandiflorum) izole edilmistir. Eski zamanlardan beri, bu madde
Polygonom cuspidatum bitkisinin 6ziitii seklinde Ayurveda alternatif tibbinda ve
geleneksel Cin tibbinda kullanilmistir. Doksanlarda ‘Fransiz paradoksu’nu,
kirmiz1 sarabin aktif maddesinin resveratrol olmasiyla agiklayan hipotezler ortaya
cikmigtir. Son yillarda resveratrol, kemoprevantif ve antineoplastik etkinliginden
dolayi bilim diinyasinda ¢ok ilgi ¢cekmektedir ve binlerce makaleye konu olmustur
[84]. Bunun yami sira, yer fistiginda, soya fasulyesinde ve narda da yiiksek
diizeyde bulunabilir. En ¢ok iiziimde bulundugundan, kirmizi sarap ve iizim suyu
resveratroliin 6nemli kaynaklarindandir [85]. Beyaz liziim {iretiminde iiziim
kabuklar1 fermente olmadigindan, beyaz sarapta resveratroliin diizeyi diistiktiir.

Resveratrol’iin iki farkli izoformu vardir: cis ve trans. Trans izomeri daha

stabil ve biyolojik aktif formudur. Sekil 2.11° de yapist gézlenmektedir.

O OH
OH
Sekil 2.11. Trans — resveratrol[32]

Resveratroliin biyolojik etkileri ve etki mekanizmalari

Diinya capinda obezite ve metabolik bozukluklar ¢agimizin pandemisi olarak
kabul edilmektedir. Oksidatif stres ve inflamasyona bagli oldugu kabul edilen bu
patolojik durumlar i¢in halen ¢oziim aranmaktadir. Resveratroliin antioksidan

kapasiteyi artirmasi, antiemflamatuar ve insiilin sinyalizasyon diizenleyici etkisi



ile kanser, aterosikleroz, ndrodejeneratif hastaliklar iizerinde tedavi degeri oldugu
sOylenir [84]. Yapilan ¢ok sayida in vivo ve in vitro ¢alisma sonuglarina gore;
resveratroliin insan sagligr {izerinde yararhh etkiler gostermesi beklenir.
Resveratroliin  etki mekanizmasi, farkli hiicrelerde ve farkli patolojik
durumlarinda degisiklik gostermektedir. Sekil 2.12°de resveratroliin etkili oldugu

farkli durumlar 6zetlenmistir.

KRONIK
i i ENFLAMASYON N i
KARDIOPROTEKTIF NORODE]JENERATIF
ETKILER HASTALIKLAR
KANSER
ve UZUN
TEDAVISI RESVERATROL OMURLULUK
i METABOLIK
OBEZITE SENDROM
OSTEOPOROZ
- ROMATOID
ARTRIT

Sekil 2.12 Resveratrol’iin etkili oldugu durumlar [27]

Piceatannol

Piceatannol (trans-3,4°,3’,5-tetrahydroxystilbene) (PC), ravent (Rheum
rhabarbarum), dutgiller, seker pancari, sarap, beyaz cay ve kirmizi iiziim gibi
birgok bitkide dogal olarak bulunan bir polifenol’diir. Bitkilerde fungal
enfeksiyonu ve diger cevresel stres faktorlerinin etkilerini onlemek amaciyla
sentezlenmektedir. Memeli sistemlerde ise, antioksidan, antiinflamatuar,
antikarsinojenik, antimetastatik, antiproliferatif ve antimutajenik etkiler

gostermektedir [86,87]. Yapisal olarak PC, biyolojik dzellikleri iyi ¢alisilmig bir



stilben bilesigi olan resveratroliin, 3’ pozisyonunda ilave bir fenolik grup igeren

anologudur [88].

OH

HO AN OH

OH

Sekil 2.13 Piceatannol (trans-3,4’,3,5-tetrahydroxystilbene) (PC) [88]

Bununla birlikte, antikanser 6zelligi ile bilinen resveratrol bilesigi ile ilgili
olarak PubMed’de yapilan bir aramada yaklagsik olarak 4200 c¢alismaya
ulagilabilirken, PC ile ilgili olarak yaklasik 400 ¢alismaya ulasilabilmektedir. Bu
durum, PC’iin resveratrol’e gore daha etkin bir antioksidan molekiil olmasi ile
ilgili bulgularin, son yillarda yapilan c¢alismalarda gosterilmis olmasindan
kaynaklanmaktadir.

PC ve resveratroliin kristal yapisini inceleyen calismalarda elde edilen
bulgular, 3°-OH hidrojen atomuna bitisik bir O-4’ grubuna sahip olan PC’iin, 4’H
atomunu serbest radikallere transfer etmesinin daha kolay oldugunu, bu nedenle
de resveratrolden daha etkili bir antioksidan aktiviteye sahip oldugunu
gostermektedir [89].

Serbest radikallerle reaksiyonu sonucunda ortaya ¢ikan semikinon radikali
daha kararli bir molekiildiir [90]. PC’lin antioksidan 6zelliklerine dair yapilmis
cesitli calismalarda (O;7) ve (LOO’) serbest radikallerine karsi siipliriicti
etkilerinin resveratrole gore cok daha etkili oldugu belirtilmistir [89,90]. Hiicre
kiltiirii’nde yapilan ¢alismalar, PC’iin molekiiler ortho-dihiydroxy yapisinin ve
katekol grubunun, 16semi hiicrelerinde hidroksil radikaline bagli DNA hasarini
onledigini gostermistir [91]. Salmonella TA 102 test susu ile yapilan
antimutajenite ¢alismalarinda PC’nin orta seviyede bir antimutajenik etki

gosterdigi belirtilmistir [92,93]. PC’iin, deri, prostat, pankreas ve meme kanseri



hiicrelerinde proapoptotik etkileri gdsterilmis olsada, apoptoz dnleyici aktiviteside
bazi1 aragtirmalarda gosterilmistir.

Sigan PC 12 hiicrelerinde deneysel olarak olusturulan Alzheimer
modelinde hiicre i¢i ROS birikiminden kaynaklanan apoptoz indiiksyonu, PC
uygulamasi ile azaltilmistir [93]. PC 12 hiicrelerinde yapilan bir baska calisma,
hidrojen peroksit ve peroksinitrit toksisitesinin indiikledigi apoptozun PC
uygulamasi ile Onlenebilecegi rapor edilmistir [93,94]. PC biiyiik olgiide
karacigerde metabolize olmakta ve bir glukuronid konjugat’a doniismektedir.

Bununla birlikte molekiiliin siilfatlandigina dair bulgular da mevcuttur [5,90].



3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Deney hayvanlarinin temini ve deney gruplarinin olusturulmasi

Calismalarda, Anadolu Universitesi Deney Hayvanlari Arastirma ve
Uygulama Birimi’nden temin edilen yaklasik 200-225 g agirhigindaki Wistar cinsi
erkek sicanlar kullanilmistir. Calismalar Anadolu Universitesi yerel etik
kurulunun kurallar1 dogrultusunda yiiriitiilmiistiir.

Ratlar deney siiresince 12 saat aydinlik/karanlik 1s1klandirmasi olan, 1s1s1 24+2°C
ve nemi % 5545 olarak ayarlanmis ortamda yasatildi. Hayvanlar deneye
baslamadan 1 hafta dnce polikarbon seffaf kafeslere konularak ortam kosullarina
adaptasyonlar1 saglandi. Yiyecek ve su ihtiyaglari sinirsiz ve giinliik olarak
sagland1 ve kontrol edildi. Saglik durumlar1 giinliik olarak izlendi. Deneyin
basinda ve sonunda viicut agirliklari tartildi.
Calisma Uygulanan Gruplar (Gruplardaki hayvan sayisi 5)

1. Kontrol (% 0.9 NaCl i.p.)

2. BLM (10mg/kg i.p)

3. BLM (10 mg/Kg i.p) + PC (4 mg/Kg i.p)

4. PC (4 mg/Kgi.p)

Kontrol grubuna intraperitonal (i.p.) olarak 0.5 ml % 0.9’luk serum
fizyolojik uygulanmistir. BLM grubuna (i.p.) 10 mg/kg bleomisin siilfat (Bleocin-
S Onko Ilag San. ve Tic. A.S.) tek doz uygulanmistir(Akgedik ve ark, 2012).
BLM + Piceatannol uygulanmasinda ilk giin BLM (i.p.) 10 mg/kg uygulanmis
olup 14. giinden 29. giine kadar PC 4 mg/Kg (i.p.) uygulanmistir. Piceatannol
(PC) 4 mg/Kg (i.p.) 14 giinden itibaren 29. giine kadar uygulanmistir (Sebai ve
ark., 2010). Uygulamalar sabah saat 09:00’da yapilmistir. Tiim hayvanlar 29. giin

oldiirtliip diseksiyon yapilmustir.



3.1.2. Deneylerde kullanilan kimyasal malzemeler

Deneyde kimyasal maddeler olarak Piceatannol (TCI 1928), Bleomisin
(Bleocin-S  Onko-Istanbul), siiperoksit dismutaz enzim aktivitesi Oxis
International.Inc. firmasindan, lipid peroksidasyon diizeylerinin belirlenmesi

amactyla kullanilan kitler Cayman chemical firmasindan temin edilmistir.

3.2. YONTEM

3.2.1. Biyokimyasal incelemeler icin uygulanan islemler

Toplam protein diizeyleri Bradford metoduna gére belirlenmistir (Bradford
1976).

3.2.1.1 Siiperoksit Dismutaz (Cu-Zn SOD) enzim aktivitesinin

belirlenmesi

SOD enzim aktivitesi Nebot ve ark., (1993) metoduna dayal ticari kit
(Oxis SOD-525) kullanilarak yapilmuistir.

Prensip: SOD 525 metodu, 5,6,6a,11b-tetrahidro-3,9,10,-trihidroksibenzo [c]
floren’in (BXT-01050) sulu alkali soliisyondaki Siiperoksit Dismutaz (SOD)
enzimine bagimli otooksidasyon oranin, reaksiyon sonucunda ortaya ¢ikan
kromofora  bagli  Olglimiine  dayanmaktadir.  1-metil-2-vinilpiridinyum
triflorometanstilfonat (BXT 03077) merkaptanlara bagli safsizliklarin giderilmesi
amaciyla reaksiyon karisiminda bulunmaktadir. Reaksiyon pH 8.8 de ve 37 °C’de,
3 mM borik asit ve 0,1 M dietilentriaminpentaasetik asit iceren 50mM 2 amino-
2-metil-1,3-propandiol tampon igerisinde gergeklesir. 525 nm” deki absorbans
degisiminin kinetik Ol¢limii  5,6,6a,11b-tetrahidro-3,9,10,-trihidroksibenzo[c]
floren’in 37 °C’ deki reaksiyon karisimina eklenmesinden sonra gerceklesir. SOD

aktivitesi belirlenirken meydana gelen reaksiyonlar Sekil 3.1°de gosterilmistir.



1 iinite enzim: 37 °C sicaklikta ve pH 8.8’de 1 mikromol 5,6,6a,11b-tetrahidro-
3,9,10,-trihidroksibenzo  [c]  floren’in  (BXT-01050) 1  dakikadaki

otooksidasyonunu saglayan enzim aktivitesidir.

SOD > Kromofor

Po, pHSS hmax= 525 om

BXT 01050

Sekil 3.1. SOD aktivitesi belirlenirken meydana gelen reaksiyonlar

Doku homojenatinin hazirlanisi

1) -82 °C’den ¢ikarilan doku &rnegi 0.1 gr tartilarak, 0.16 mg/ml heparin
iceren % 0.9’luk NaCl soliisyonu ile yikanmustir.
2) Doku tizerine 1 ml 0.25 M siikroz ilave edilir ve homojenize edilmistir..

3) Homojenat 8500 g’de 10 dk +2 °C’de santrifiij edilmistir.

Kloroform-Ethanol ekstraksiyonu

Orneklerden Mn-SOD ve Fe-SOD’in  uzaklastirilmast  amaciyla

Kloroform-Ethanol Ekstraksiyonu gergeklestirilmistir.

1) 800 pl soguk kloroform/ethanol 37.5 / 62.5 (v/v) ile 500 pl siipernatan 30 sn
karistirilmagtir.

2)  +4°C’de 2500 g’de santrifiij edilmistir.

3) Siipernatan deney yapilincaya dek + 2 °C’de bekletilmistir.



Kullanilan cozeltiler

Reaktif 1: 55 mM Tris/HCI (pH 8.8), 0.66 mM 5,5,6,6a,11b-tetrahidro-3,9,10-
trihidroksibenzo[c]floren (BXT 01050), 0.5 mM dietilentriaminpentaasetik asit
(DTPA), %2.5 etanol.

Reaktif 2: 55 mM Tris/HCI (pH 8.8), 33.3 mM 1-metil-2-vinilpiridinyum
triflorometansiilfonat (BXT 03077).

Tampon: 3 mM borik asit, 0,11 mM DTPA (pH 8.8), 55 mM 2-amino-2 metil -
1,3-propandiol (AMPD).

Deney

1) Kor i¢in 900 pl tampon, 30 pl R1 ve 30 pl R2 bir tip icerisinde
karigtirilmastir.

2) Deney i¢in 900 ul tampon oksijene doygun hale getirildikten sonra bir cam
tiipe aktarilmistir.

3) 40 pl stipernatan veya distile su (kontrol i¢in) tiipe ilave edilmistir.

4) 30 ul R2 test tiiptine ilave edilip karigtirilmistir.

5) 37 °C’de 1 dk. siireyle inkiibe edilmistir.

6) 30 pul R1test tiipiine ilave edilip karistiriimigtir.

7) Yaklagik 50 sn. bekletildikten sonra spektrofotometre kiivetine aktarilarak

525 nm’de zamana kars1 absorbans okunmustur.



SOD aktivitesinin hesaplanisi

1 Dakikadaki absorbans degisiminin (A A )belirlenmesi

525 nm’deki
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Sekil 3.2. Zamana kars1 absorbans grafigi

Zamana karsi absorbans (Sekil 3.2) belirlendikten sonra ortaya cikan
egride egim hesaplanarak, 1 dakikadaki absorbans degisimi (A A ) hem 6rnek
(Vs) (n=6) hem de kontrol (Vc) (n=6) gruplar1 i¢in hesaplanmistir [Egim = (y2-
yl) / (x2-x1)]. Her bir 6rnek i¢in Vs/Vc degeri belirlenmistir. Belirlenen degerler
Cizelge 3.1’de gosterilen Vs/Vc oran tablosuna yerlestirilerek SOD aktivite

tinitesi cinsinden belirlenmistir.



Vs/Vc¢ oran tablosu
Cizelge 3.1. Vs/VVc oran tablosu

Sonuglar Unite/ mg protein cinsinden ifade edilmistir.

Vs/Ve | Units JVsiVe | Units | Vs/Ve | Units | Vs/Ve | Units | Vs/Ve | Units | Vs/Ve | Units | Vs/iVe | Units
100 | 000 J 200 | 100 | 300 | 218 | 400 | 357 | 500 | 525 | 600 | 7.32 | 7.00 | 993
1056 | 005 Q205 | 106 | 305 | 224 | 405 | 365 | 505 | 535 | 605 | 744 | 705 | 1008
110 | 009 § 210 | 111 | 310 | 231 | 410 | 373 | 510 | 544 | 610 | 756 | 7.10 | 1023
115 | 014 § 215 | 117 | 315 | 237 | 415 | 380 | 515 | 554 | 6156 | 768 | 715 | 10.38
120 | 019 § 220 | 122 | 320 | 244 | 420 | 388 | 520 | 563 | 620 | 780 | 7.20 | 1053
125 | 024 § 225 | 128 | 325 | 250 | 425 | 396 | 525 | 573 | 625 | 792 | 725 | 1069
130 | 029 § 230 | 134 | 330 | 257 | 430 | 404 | 530 | 583 | 630 | 804 | 730 | 1085
135 | 033 § 235 | 139 | 335 | 264 | 435 | 412 | 535 | 5683 | 635 | 816 | 7.35 | 11.01
140 | 038 § 240 | 145 | 340 | 271 | 440 | 421 | 540 | 603 | 640 | 829 | 740 | 1117
145 | 043 § 245 | 161 | 345 | 277 | 445 | 429 | 545 | 613 | 645 | 842 | 745 | 11.34
150 | 048 § 250 | 157 | 350 | 284 | 450 | 437 | 5560 | 623 | 650 | 855 | 750 | 11.50
155 | 053 Q255 | 163 | 3565 | 291 | 455 | 446 | 5465 | 634 | 655 | 868 | 755 | 1167
160 | 058 § 260 | 168 | 360 | 298 | 460 | 454 | 560 | 644 | 660 | BB81 | 760 | 11.84
1656 | 063 | 265 | 174 | 365 | 306 | 4565 | 463 | 565 | 6556 | 665 | BA94 | 765 | 1202
170 | 069 § 270 | 181 | 370 | 313 | 470 | 471 | 570 | 665 | 670 | 908 | 7.70 | 12.20
175 | 074 § 275 | 187 | 375 | 320 | 475 | 480 | 575 | 676 | 675 | 922 | 7.75 | 12.38
180 | 079 | 280 | 193 | 380 | 327 | 480 | 489 | 580 | 687 | 680 | 935 | 780 | 1256
185 | 084 § 285 | 199 | 385 | 335 | 485 | 498 | 585 | 698 | 685 | 950 | 785 | 1274
190 | 0590 § 290 | 205 | 390 | 342 | 4590 | 507 | 590 | 709 | 690 | 964 | 790 | 1293
185 | 095 § 295 | 211 | 395 | 350 | 495 | 516 | 595 | 7.21 | 695 | 978 | 795 | 13.12

belirlenmistir.

3.2.1.2 (GSH-Px) enzim aktivitesinin belirlenmesi

Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi Lawrence ve Burk (1976)’ya gore

Prensip: GSH-Px ortamdaki H,O, varliginda rediikte glutatyonun (GSH)

oksidasyonunu katalizler. Reaksiyon ortamimmda NADPH ve glutatyon rediiktaz

enzimi bulunmasit durumunda bir onceki reaksiyonda olusan okside glutatyon
(GSSG) rediikte forma ¢evrilirken, beraberinde rediikte formdaki NADPH, okside
forma (NADP") doniisit. NADPH’In 340 nm dalga boyunda olusturdugu

absorbanstaki azalma 6l¢iilerek GSH-Px enziminin aktivitesi belirlenir.

1 iinite enzim: 25 °C sicaklikta ve pH 7°de H,0; katalizorliigiinde, 1 mikromol

rediikte glutatyonu okside forma doniistiiren enzim aktivitesidir.




Doku Homojenatinin Hazirlanmasi

1)

2)
3)

Doku ornekleri 1/10 (w/v) oraminda, 5 mM EDTA ig¢eren 50 mM
potasyum fosfat tampon igerisinde homojenize edilmistir.

Homojenat 15 dk siireyle 8000 rpm’de +4 °C’de santrifiij edilmistir.
Stipernatan  alinarak  enzim  aktivitesinin  belirlenmesi  amaciyla

kullanilmustir.

Kullanilan cozeltiler

Tampon: Potasyum fosfat 50mM pH:7.0, EDTA 5 mM
Sodyum azid (NaN3): 1 mM

Rediikte glutatyon: (GSH) 2 mM

Hidrojen peroksit (H20,): 0.25 mM

NADPH 0.2 mM

Testin uygulanisi

1)

2)
3)
4)

Spektrofotometre kiivetinde 5 mM EDTA iceren 1 ml 50 mM potasyum
fosfat tamponu icerisinde son konsantrasyon 1mM NaNjz;, 0.2 mM
NADPH+H , 2 mM GSH, 1.2 U/ml glutatyon rediiktaz enzimi
hazirlanmistir.

Ornek tiipii igin bu karisima 20 pl siipernatan ilave edilmistir.

0.25 mM H,0; ilave edilerek reaksiyon baslatilmistir.

1 dakikadaki optik dansite degisimi Ornek ve kontrol tiipleri ig¢in 340

nm’de 37 °C’de belirlenmistir.

Hesaplamalar

Unite/ml enzim = (AOD34onm_/ dk Ornek - AOD3gonm / dk Kontrol ) (2) (V) (df)
6.22 (Ve)




2 : okside olan NADPH’in mikromolii basina otaya c¢ikan GSH miktari
(mikromol)

V. Toplam reaksiyon hacmi (ml)

df: Diliisyon faktorii

6.22: NADPH’1n 340 nm’deki ekstinksiyon katsayist (milimolar)

(Ve): Kullanilan enzim hacmi (ml)

3.2.1.3 Katalaz (CAT) aktivitesi ol¢iimii

CAT aktivitesi Ol¢cimii Beers and Sizer (1952) metoduna gore
gerceklestirilmistir.
Prensip: Bu yontem hidrojen peroksitin 240 nm dalga boyunda verdigi absorbans
degerinin, CAT enziminin katalizledigi reaksiyon sirasinda azalma gostermesi ve
bu azalmanin spektrofotometrik olarak izlenmesi temeline dayanir. Absorbanstaki

dakikalik diisiis hiz1 enzim aktivitesiyle dogru orantilidir.

Doku homojenatinin hazirlanmasi

1. Doku ornekleri 1/10 (w/v) oraninda, 5 mM EDTA iceren 50 mM
potasyum fosfat tampon igerisinde homojenize edilmistir.

2. Homojenat 15 dk siireyle 8000 rpm’de +4 °C’de santrifiij edilmistir.

3. Siipernatan alinarak enzim aktivitesinin  belirlenmesi amaciyla

kullanilmistir.
Kullanilan reaktifler
A. 50 mM Potasyum fosfat tamponu (pH: 7.0)
B. %0.0036 Hidrojen Peroksit soliisyonu (50 mM Potasyum fosfat tamponu
ile hazirlanir)

Testin uygulamsi

1. Kor olarak A soliisyonu kullanilir. (3 ml)



2. Test tiipiinde ise 2.9 ml A soliisyonu ve 0.1 ml 6rnek konulur.
3. Spektrofotometrede 240 nm’de kore karsi test tiipii 3 dakika boyunca

okutulur.

Hesaplamalar
Unite/ml Enzim = A 549/ dakika X 1000

43.6 X mikrolitre enzim (100)/mikrolitre reaksiyon hacmi (3000)

3.2.1.4 Malondialdehit (MDA\) tayini ile dokulardaki lipid

peroksidasyonunun belirlenmesi

MDA tayini Ohkawa ve Ohishi (1979) metoduna gore belirlenmistir.
Prensip: 3 veya daha fazla ¢ift bag igeren yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu
tiobarbitiirik  asitle  Olgiilebilen ~ Malondialdehit meydana  gelmektedir.
Tiobarbitiirik asitle Malondialdehit spektrofotometrede 532 nm’de Olgiilebilen

pembe renkli bilesigi meydana getirmektedir (Sekil 2.5).

N OH HO

SY _n /N\IrSH
N x N
N SCH—CH=CH”

OH OH
Sekil 3.3. Malondialdehit tiobarbitiirik asit kompleksi sonucunda olusan bilesigin yapisi
Kullamlan reaktifler
Sodyum dodesil siilfat ¢ozeltisi % 8.1
Asetat Tamponu: % 20 pH 3.5
Tiobarbitiirik asit soliisyonu: % 0.8

Biitanol/piridin karisim1:15 / 1 (v:v)

Uygulanan islemler



Doku homojenatinin hazirlanmasi

1)

2)
3)

Testin

1)

2)

3)

4)
5)

6)
7)

Doku ornekleri % 10 (w:v) olacak sekilde % 1.15°lik KCI igerisinde
homojenize edilmistir.

Karigim 4000 rpm’de 10 dk. santrifiij edilmistir.

Siipernatan MDA tayininde kullanilmistir.

uygulanisi

500 ul siipernatan tizerine 200 pl % 8.1'lik sodyum dodesil siilfat
soliisyonu, 1500 ul % 20°1ik astat tamponu, 1500 ul % 0.8’lik tiobarbitiirik
asit soliisyonu ve 700 pl distile su ilave edilerek karistirilmistir.

Ornekler 95 °C lik su banyosunda 1 saat bekletilmistir

Omekler sogutulduktan sonra iizerindeki berrak kisim fazla
karistirtlmadan alinmstir.

4000 rpm’de 10 dk. santrifiij edilmistir.

Ustteki berrak kisim alinarak {izerine 1 ml distile su, 5 ml biitanol/piridin
karigimi 15/1 (v:v) ilave edilmistir

Karigtirilip 4000 rpm’de santrifiij edilmistir.

Ust kistmdaki s1vi alinarak 532 nm’de kore kars1 absorbans belirlenmistir.



4. BULGULAR

4.1. Toplam Protein Analizleri

Deney gruplarina gore toplam protein degerleri Cizelge 4.1°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Deney gruplarina gore toplam protein degerleri (* P < 0.005 Dunnet-test)

Deney Gruplari Toplam Protein Diizeyleri (miligram / ml)
Kontrol 9,3+0.7

BLM 94+1.0

BLM+PC 9.7+05

PC 100+1.2

Deney gruplart kontrol grubu ile kiyaslandiginda kontrol grubu ile

aralarinda istatistiksel agcidan anlamli bir farklilik bulunmadigi goriilmiistiir.

4.2. Biyokimyasal Analizler

4.2.1. SOD enzim aktivitesi

SOD enzim aktivitesi Nebot ve ark. 1993°e gore belirlenmistir. Istatistiksel
karsilagtirmalar SPSS one-way Anova testi (Post hoc testi olarak Dunnet testi)
uygulanarak gergeklestirilmistir.

BLM grubu siganlarin SOD aktivitesi kontrol grubu sicanlarinki ile
kiyaslandiginda anlamli bir azalma tespit edilmistir (%43). BLM+PC grubu
sicanlarin SOD aktivitesinde de kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli bir

azalma goriilmiistiir (%21).



Cizelge 4.2. Deney gruplarina gére SOD enzim aktivitesi degerleri (U/mg prt) ve kontrol grubu ile

istatistiksel agidan karsilagtirilmalari (* P < 0.005 dunnett’s T3test)

Deney Gruplari SOD Enzim Aktivitesi U/mg protein + SD
Kontrol 46,47 + 2,48
BLM 26,58 +1.84"
BLM+PC 36,7+2,77*
PC 44,27 + 2,66
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Kontrol BLM BLM+PC PC

Deney Gruplar

Sekil 4.1. SOD aktivitesi sonuglar1 grafigi (* kontrole gore istatistiksel agidan anlamli farklilik)

4.2.2. Glutatyon Peroksidaz (GPx) enzim aktivitesi

Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi Lawrence ve Burk (1976)’ya gore

belirlenmistir. Istatistiksel karsilastirmalar SPSS one-way Anova testi (Post hoc

testi olarak Dunnett’s T3 testi) uygulanarak gerceklestirilmistir.

BLM uygulanan siganlarda GPx aktivitesi kontrole goére anlamlh

azalmistir(%68) . BLM+PC grubunda GPx aktivitesinde bir diisme s6z konusu




olmasina ragmen anlamli degildir. Sadece PC uygulanan grupta ise GPx aktivitesi

kontrol ile hemen hemen ayni ¢ikmustir.

Cizelge 4.3. Deney gruplarina gore glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi degerleri (nmol/mg

protein) ve kontrol grubu ile istatistiksel agidan karsilagtirilmalar (* P < 005 dunnett’s T3-test)

Glutatyon Peroksidaz (GPx) Enzim Aktivitesi
Deney Gruplari )
nmol/mg protein + SD
Kontrol 1,10 £ 0,06
BLM 0,36+ 0,036
BLM+PC 0,944 + 0,02
PC 1,08 £ 0,021
1,4 -

g 1,2 -
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Kontrol BLM BLM+PC PC

Deney Gruplan

Sekil 4.2. GPx aktivitesi sonuglar1 grafigi (* kontrole gore istatistiksel agidan anlamli farklilik)



4.2.3. Katalaz enzim aktivitesi

Katalaz enzim aktivitesi 6l¢iimii Beers and Sizer (1952) metoduna gore
gerceklestirilmistir. BLM uygulanis siganlarda kontrole gore anlamli bir azalis
gostermistir (%45). BLM+PC grubunda azalma olmasina ragmen bu azalis

anlamli degildir.

Cizelge 4.4. Deney gruplarina gore katalaz enzim aktivitesi degerleri (U/ml) ve kontrol grubu ile

istatistiksel agidan karsilastirilmalar1 (* P < 005 dunnett’s T3-test)

Deney Gruplari Katalaz (CAT) Enzim Aktivitesi U/ml £ SD
Kontrol 16,81 + 2,07
BLM 9,37 +1,08"
BLM+PC 14,16 +£0,5
PC 16,84+ 1,12
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Deney Gruplan

Sekil 4.3. Cat aktivitesi sonuglar1 grafigi (* kontrole gore istatistiksel agidan anlamli
farklilik)



4.2.4. MDA diizeyleri

BLM grubu siganlarda MDA diizeyi kontrol grubuna oranla anlamli olarak
artis gostermistir (%52). BLM+PC grubu sicanlarda MDA diizeyi BLM grubuna
gore anlamli bir sekilde diistiigli gézlenmis ancak kontrolle kiyaslandiginda ¢ok
az bir artig gostermistir. PC grubunda ise MDA diizeyi kontrole gére anlamli

sekilde azalmistir.

Cizelge 4.5. Deney gruplarina gére MDA degerleri (nmol/mg protein) ve kontrol grubu ile
istatistiksel agidan karsilastirilmalar1 (* P < 005 dunnett’s T3-test)

Deney Gruplari MDA diizeyleri (nmol/mg protein) + SD
Kontrol 1,728 £ 0,04
BLM 2,638 = 0,05*
BLM+PC 1,871+ 0,05
PC 1,574+ 0,04*
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Sekil.4.4. MDA diizeyi sonuglari grafigi (* kontrole gore istatistiksel agidan anlaml farklilik)



5. SONUC, TARTISMA VE ONERILER

Kanser hastaligi Diinya’da ve iilkemizde en 6nemli 6liim sebebidir. Ancak
tedavi edilebilir bir hastaliktir. Kanser tedavisinde, tiimor hiicrelerinin yok
edilmesi ve bunu yaparken de normal hiicrelerin yapilan tedaviden zarar
gormemesi hedeflenmektedir.

Kemoterapi kanser tedavisinde en siklikla uygulanan tedavi tiirtidiir.
Kimyasal tedavide kullanilan bleomisin ise diinyada en g¢ok kullanilan
antineoplastik ajanlardan biridir. Tedavide kullanilan ¢ogu ajanda oldugu
bleomisinde de ¢esitli yan etkilerle karsilagilmaktadir.

Bleomisin bazi lenfoma tiirleri, germ hiicreleri, bas boyun kanserleri deri
kanserleri, bas boyun kanserleri, uterus kanseri, serviks kanseri, hodgkin hastaligi,
retikiilosark- kom, lenfosarkom, embriyonel hiicreli koriokarsinom ve
teratokarsinomun tedavisinde kullanilir. Bleomisinin en ¢ok karsilagilan yan
etkisi pulmoner fibrozistir. BLM, bleomisin-demir kompleksi olusturarak
molekiiler oksijeni, siiperoksit ve hidroksil radikallerine dontistiiriir. Bu da DNA’
da iplikcik kirilmalarma ve DNA-RNA-protein sentezinde (trankripsiyon ve
translasyon basamaklari) hasara sebep olarak anti-neoplastik etki gosterir.
Bleomisini inaktive eden hidrolaz enziminin akciger dokusunda diger dokulara
oranla ¢ok diisiikk diizeyde bulunmasindan dolayr yan etki olarak ozellikle
akcigerlerde yaygin fibrozis ve interstisyel pndmoni olusturur ve BLM kullanilan
hastalarda akciger hasar1 gelisme orani %3-40 oraninda degismektedir [56]. Bu
durumda gelisen akciger fibrozisinde serbest oksijen radikallerinin Onemli
faktorlerden biri oldugu iddia edilmektedir . Bu aktive olmus oksijen tiirleri DNA
kiriklarinin yani1 sira ilave olarak lipit peroksidasyonuna da sebep oldugu
gosterilmistir [55].

Diinyada ve tlilkemizde 6zellikle kanser hastalarinin hastaligi yenmek veya
kemoterapinin yan etkilerini azaltmak amaciyla denedigi bir ¢ok alternative tip
iriinii bitkisel materyaller mevcuttur. Bunlarin igerisinde de en sik basvurulani ise
baz1 etkilere sahip bitkilerin kullanilmasidir. Ulkemizde silikla kullanilan adagayz,
kekik, 1sirgan otu, thlamur vb. bitkilerin kullanildig1 tesbit edilmistir [111].

Bizim ¢alismamizda da bleomisinin neden oldugu oksidatif strese karsi hiicre



hasarini 6nlemesi amaciyla piceatannol (PC) kullanilmistir.

Piceatannol (PC), ravent, dutgiller, fistik, seker pancari, sarap, beyaz cay
ve kirmizi iizim gibi bircok bitkide dogal olarak bulunan bir polifenol’diir.
Bitkilerde fungal enfeksiyonu ve diger cevresel stres faktorlerinin etkilerini
onlemek amaciyla sentezlenmektedir. Memeli sistemlerde ise, antioksidan,
antiinflamatuar, antikarsinojenik, antimetastatik, antiproliferatif ve antimutajenik
etkiler gostermektedir [5,96,97]. Antikanser 6zellikleri siklikla ¢alisilmis dogal bir
stilben bilesigi olan resveratrol’iin 3° pozisyonunda ilave bir fenolik gruba sahip
olan anologudur. Yapisindaki farklilik nedeniyle, piceatannol, serbest radikallerle
daha kolay etkilesime girebilmekte ve daha kararli reaksiyon {iriinleri
olusturmaktadir. Piceatannol’iin siiperoksit radikalini (O2") temizlemek icin
kullanilmas: gereken konsantrasyonu resveratrol ile karsilastirildiginda daha
diistiktiir. Bununla birlikte, piceatannoliin, lipid peroksil radikali (LOO") i¢in de
resveratrolden ¢ok daha gii¢lii bir siipiiriicii oldugu bilinmektedir [5,97]. Ancak
piceatannoliin etkileri ve resveratrol’e gore etkinligi nisbeten yeni elde edilmis
bulgular oldugundan, piceatannol resveratrol ile karsilastirildiginda ¢ok daha az
calismaya konu olmus bir molekiildiir [5,6].

PC’iin antioksidan o&zelliklerine dair yapilmis cesitli ¢alismalarda O;~
radikalini ve LOO" radikalini siipiiriicii etkilerinin resveratrole gore ¢ok daha etkili
oldugu belirtilmistir [98]. Hiicre kiiltiirii’nde yapilan caligsmalar, PC’lin molekiiler
ortho-dihiydroxy yapisinin ve katekol grubunun, 16semi hiicrelerinde hidroksil
radikaline bagli DNA hasarin1 6nledigini gostermistir [91]. Salmonella TA 102
test susu ile yapilan antimutajenite g¢alismalarinda PC’iin orta seviyede bir
antimutajenik etki gosterdigi belirtilmistir [92]. PC’lin, deri, prostat, pankreas ve
meme kanseri hiicrelerinde proapoptotik etkileri gosterilmis olsada, anti-apoptotik
aktivitesine dair bulgular da mevcuttur.

Sican sinir hiicrelerinde deneysel olarak olusturulan Alzheimer modelinde
hiicre i¢ci ROS birikiminden kaynaklanan apoptoz indiiksyonu, PC uygulamasi ile
azaltilmistir [83]. Kiiltiirdeki sinir hiicreleri iizerinde yapilan bir baska ¢aligsma,
hidrojen peroksit ve peroksinitrit toksisitesinin indiikledigi apoptozun PC
uygulamasi ile Onlenebilecegi rapor edilmistir [83,97]. PC biyik o6l¢iide

karacigerde metabolize olmakta ve bir glukuronid konjugat’a doniismektedir.



Bununla birlikte molekiiliin siilfatlandigina dair bulgular da mevcuttur [90].

Calismamizda BLM’nin olusturdugu oksidatif strese karsi picetannolun
koruyucu etkisi akciger dokusunda antioksidan enzim diizeylerindeki degisiklikler
ve lipid peroksidasyonu seviyeleri Ol¢iilerek incelenmistir.

Deneysel calismalar sonunda BLM ile indiiklenmis siganlarda kontrole
gore kiyaslandiginda SOD, GPx ve CAT enzim aktivitelerinde anlamli bir diislis
gbzlenmis, lipid peroksidasyon seviyesinde ise anlamli artis gozlenmistir.

BLM+PC  verilmis sicanlar, BLM ile indiiklenmis si¢anlar
karsilastirildiginda ise enzim aktivitelerinde anlamli olarak yilikselme goriilmiis ve
lipid seviyelerinde ise BLM’ye gore anlamli diisiis gostermistir.

Stiperoksit dismutaz enzimi aerobik tiim hiicrelerde bulunur. Hem sitozol,
hem de mitokondrilerde bulunan bu enzim superoksit radikallerini, hidrojen
peroksit ve molekiiler oksijene dontistiirerek ortadan kaldirir. Hidrojen peroksit
ise, kendi basina hiicreler lizerinde toksik etkilere sahiptir, ¢linkii hidrojen peroksit
hiicrelerle inkiibe edildiginde deoksiriboniikleik asit (DNA) harabiyeti, membran
yikimi ve hiicre i¢inde kalsiyuma bagimli proteaz ve niikleazlarm aktivasyonuna
yol agan kalsiyum iyon salinimma neden olur. Bu harabiyetin bir kismi1 hidrojen
peroksit ile superoksit radikali arasinda demir yada bakir iyonlar1 varliginda
gelisen bir reaksiyon sonucu agiga ¢ikabilir [102].

S6z konusu reaksiyonun lriinlerinden biri ise olduk¢a yiiksek reaktiviteye
sahip radikallerden hidroksil radikalidir (OH). Gerek hidrojen peroksitin ortadan
kaldirilmasinda  gerekse hidroksil radikali olusumunun indirekt olarak
onlenmesinde katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimleri rol oynar. Bu nedenle
stiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz ile birlikte insan
organizmasinda hiicre i¢inde olusan reaktif oksijen metabolitlerinin degisime
ugramasini saglayarak hiicre disina atar, yani antioksidan savunmanin ilk
basamagini olusturur [99].

Antioksidan savunmanin olusturulmasinda superoksit dismutazin disindaki
iki enzimden glutatyon peroksidazin 6nemi, katalazm oneminden daha biiyilik
olabilir, ¢linkii bu enzim de superoksit dismutaz gibi, ayni subselliiler
kompartimanlarda, yani sitozol ve mitokondriada yer almaktadir. Glutatyon

peroksidaz, rediikte glutatyonun, okside glutatyona doniistiigii reaksiyonda



hidrojen peroksiti kullanir ve bdylece hiicre icinde hidrojen peroksit birikimine

engel olur [99,100].

Calismamizda BLM ile indiiklenmis siganlarda superoksit dismutaz enzimi
kontrole gore %43 oraninda anlamli bir azalma goriilmiistiir[104]. Chrysinin
bleomisin ile indiiklenmis pulmoner fibrosisi koruyucu etkisini incelediklerinde
benzer sonuglar elde etmisler ve onlarda da SOD enzimi anlamli bir diisiis
gostermistir. Bu sonug bleomisin ile yapilmis diger calismalarda da aynmi ¢ikmustir
[99,101]. SOD enzim aktivitesindeki bu azalmanin Cu-Zn SOD’mn bir
metalloenzim olmasi ve SOD enziminin kofaktorleri olan Zn ve Cu iyonlarinin
serbest radikallerle bag yapmasi ve enzim aktivitesini inhibe etmesinden
kaynaklanmaktadir [55]. Yine bu azalmanin sebebi, BLM’ nin direkt olarak
enzimlerin protein yapilarimin iizerine etkisi sonucu veya indirekt bazi
mekanizmalar1 harekete gecirmesi ile meydana gelmis olabilir. Ornegin BLM
akciger dokusunda asir1 diizeyde birikerek ROS iiretimini arttirdiginda, bu
antioksidan enzimler bu oksidatif stresi giderebilmek icin asir1 bir aktivite gosterip
sonunda yikilmis olabilirler [59].

Glutatyon, peroksit radikaline elektron transfer etmek yoluyla lipidleri
peroksidasyona karst korumaktadir. GSH, kendi basina hiicrede bir antioksidan
savunma mekanizmasi olusturmanin yan sira, GPx enzimininde substrat1 olarak
gorev yapmaktadir. Calismamizda BLM uygulanan siganlarda GPx aktivitesi
anlamli olarak ve onemli diizeyde (% 68) azalmistir. GPx, rediikte glutatyonun,
okside glutatyona doniistiigli reaksiyonda hidrojen peroksiti kullanir ve bdylece
hiicre i¢inde hidrojen peroksit birikimine engel olur. Hiicre i¢i bir antioksidan olan
glutatyon, ¢ok Onemli bir antioksidan olmasinin yaninda ksenobiyotiklerin
zehirsizlestirilmesinde de gorev alan bir maddedir.

Glutatyon ve glutatyon peroksidazin yeterli aktivitelere sahip olmalar
durumunda, bu hiicrelerin ksenobiyotiklere ve olusabilecek olas1 serbest
radikallere kars1 direngleri artmaktadir. Eger hiicre ici aktivasyonlarinda bir
zayiflik var ise, hiicre membranlarindaki poliansature yag asitleri, serbest yag
asitleri1 tarafindan daha kolay oksitlenip patolojik degismelere maruz
kalabileceklerdir. Glutatyon antioksidan aktivitesini ortamdaki mevcut serbest

radikallerle birlesip hiicrenin oksidatif hasarin1 engelleyerek gosterirken diger



taraftan ise proteinlerdeki siilfidril gruplarmi rediikte halde tutarak, protein ve
enzimlerde olusabilecek inaktivasyonu engelleyerek gostermektedir. Ancak GSH
diizeyindeki azalma da basli basma GSH-Px aktivitesindeki azalmanin
sebeplerinden biri olabilir [70,72].

Sonug olarak BLM hem aktif merkezde bulunan sisteini etkileyerek, hem
de toplam GSH seviyesini azaltarak GSH-Px enziminin aktivitesini
baskilamaktadir. Picetannol uygulanmis BLM gruplarinda ise GPx seviyesi, BLM
grubuna gore anlamli bir artis gostermistir. Bu da Piceatannolun serbest radikal
toplayicist oldugunu ortaya koymustur. Piceatannol ile yapilmis caligmalarda da
benzer sonuglar elde edilmistir. PC’iin antioksidan 6zelliklerine dair yapilmis
cesitli calismalarda O~ radikalini ve LOO' radikalini stipiiriicii etkilerinin
resveratrole gore ¢cok daha etkili oldugu belirtilmistir [98].

Katalaz enzimi hiicrede olusan hidrojen peroksiti su ve oksijene
doniistiirerek zararsiz hale getiren bir antioksidan enzimdir. SOD enzimi hiicrede
olusan siiperoksit radikalini hidrojen peroksite doniisiir. Calismamizda BLM
verilen grupta kontrole gore %45 lik bir azalma gostermistir. Katalaz enzimi
yapisinda bulunan demir iyonlar1 fenton reaksiyonu ile hidrojen peroksitin
ayrigsmasint baglatir. Ancak bu islemi yapmak i¢in de electron vericisi olarak
GSH’1 kullanir. Ortamdaki GSH’mn azalmasi Katalaz enzimininde aktivitesini
azaltmaktadir. Ortama bir antioksidan molekiil eklendiginde ise oksidan
temizleyici olarak gorev yapacak ve GSH diizeyi azalmayacaktir ve katalaz
aktivitesinde de diisme gozlenmeyecektir. Bu calismamizda da antioksidan olarak
piceattanol kullanmilmistir. Deney sonuglart gostermistir ki PC+BLM grubunda
BLM grubuna gore katalaz enzim aktivitesi bakimimdan anlamli artis olmustur.
Benzer sonuglar bleomisin ile beraber denenmis bir antioksidan olan
dexpanthenolde de gézlenmistir [101].

Serbest oksijen radikallerinin hiicre ve dokularda yol agtigi hasarlardan
baslicas1 lipid peroksidasyonudur ve bunun sonucunda hiicre zarinin yapist ve
fonksiyonu degisir. Lipid peroksidasyonu, lipid peroksitlerin aktif aldehid ve
diger karbonil bilesiklere doniismesi ile sona erer. MDA, alkoller, etan, pentan, 4-
hidroksinonetal olusan son iiriinlerden bazilaridir [103].

Bu yiizden MDA lipid peroksidasyonunun indirekt gostergesi olarak



kullanilmaktadir. MDA doymamis yag asitlerinin oksidatif olarak pargalanmasi
(peroksidasyonu) sonucu ortaya c¢ikan bir lipid Uriiniidir. Yiksek olarak
bulunmasi o ortamda lipid peroksidasyonu oldugunu gosterir. Hiicre membrani ve
organel membranlarinda akigskanlig1 saglayan oldukca fazla miktarda fosfolipid,
dolayist ile bunun yapisinda yer alan doymamis yag asitleri mevcuttur. Oksidan-
antioksidan dengesinin bozulmasi ile detoksifiye edilemeyen ROS ilk olarak
membran lipidlerini okside etmekte ve basta hiicrenin biitiinligli olmak {izere
biitiin hiicresel fonksiyonlari direkt veya indirekt olarak etkilemektedir [102].
Inflamasyonu baslattig1 diisiiniilen ROS, BLM-Fe(II) kompleksinin oksidasyonu
sonrast BLM tarafindan iiretilirler. Demir eksikligi; BLM nin indiikledigi akciger
hasar1 ve lipid peroksidasyonunu, demirin katalize ettigi oksijen radikallerinin
sunumu ilk hasar cevabima neden olabilir. Inflamatuvar hiicrelerin aktivasyonu
oksidatif strese neden olabilir [105]. Bir¢ok ciddi hastalik patogenezinde lipid
oksidasyonu veya peroksidasyonu sorumlu basamak olarak bilinir. Lipid
peroksidasyonu viicutta dogal olarak ¢ok kii¢iik miktarlarda gelisir ve ana olarak
cesitli reaktif oksijen tiirlerinin etkisiyle gerceklesir. Ayn1 zamanda cesitli
fagositlerin aksiyonu yoluyla da olusabilir. Bu reaktif oksijen tiirleri hizli bir
sekilde yag asidi membranlardaki ¢oklu doymamis yag asitlerine saldirir ve
kendini yok eden bir zincir reaksiyonunu baglatir. Membran lipitlerinin hasar1 ve
lipid peroksidasyon reaksiyonlarinin bu son firiinleri hiicrelerin hatta dokularin
hayatiyeti i¢in olduk¢a tehlikelidir [105, 106].

Sayman ve ark’lar1 tavsanlarda hidroklorik asidin i.t uygulanmasiyla
olusturduklar1 akut akciger hasarinda MDA diizeyinin anlamli derecede
yiikseldigini gostermislerdir. Ozaras ve ark’lari astim’li hastalarda lipid
peroksidasyonunun bir gostergesi olan MDA diizeylerinin belirgin yiiksek
oldugunu ve tedavi sonrast MDA diizeylerinin tedavi Oncesine gore belirgin
olarak diistiigiinii bildirmislerdir [108]. Meyanci ve ark’lar1 i.t. hidroklorik asidin
tavsanlara verilmesiyle lipid peroksidasyonunun gostergesi olan MDA diizeyini
anlaml1 diizeyde arttirdigin1 gostermislerdir [107,108].

Malondialdehit lipid peroksidasyonu sonucunda agiga ¢ikan mutajenik ve
karsinojenik bir bilesiktir. Yaygin olarak kullanilan tiobarbitiirik asit metodu

(TBARS) ile dokudaki serbest MDA 6lgiilebilmektedir. MDA 6l¢iimiinde yiiksek



performanshi sivi kromatografisi (HPLC) de kullanilmakla birlikte, Ohkawa ve
Ohishi (1979)’nin TBARS yontemi ile HPLC metodlariin karsilagtirildig
Durfinova ve ark. (2007)’nin ¢alismalarinda, MDA diizeyini 6lgmede bu iki
yontem arasinda anlamli bir farklililk olmadig belirlenmistir.  PUFA’nin
peroksidatif olarak yikimi membranin yapisi ve ¢esitli membran parametrelerini
degistirdigi gibi, membrana bagimli pek ¢ok enziminde aktivitesini etkilemektedir
[109].

Calismamizda BLM ile indiiklenen grup kontrol ile karsilastirildiginda
%352 oraninda artig gézlenmistir. Serbest radikal diizeyinin hiicrenin antioksidan
kapasitesini astigi durumlarda membrane lipidlerinde peroksidasyon meydana
gelmektedir [110]. Piceatannol uygulanmis olan bleomisin grubunda MDA diizeyi
BLM grubuna gore anlamli diizeyde azalma goriilmiistiir. Bu piceatannolun
serbest radikal temizleyicisi olarak gérev yaptigini ortaya koymustur.

Yapilan c¢alismada siganlara uygulanan  bleomisinin  bildirilen
komplikasyonlar1 ortaya koyulmus ve piceatannolun bleomisin ile indiiklenmis
sicanlarda  antioksidan enzim diizeylerini kontrol seviyesine getirdigi
belirlenmistir. Bu ¢aligmada piceatannolun pulmonar fibroziste koruyucu gorev

yaptig1 ortaya koyulmus ve bir serbest radikal temizleyicisi oldugu gosterilmistir.
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