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OZET

Tok S. Kobayda farkli dokulardaki difteri toksini etkisi-antioksidanlarin bu
etkideki rolii. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Biyofizik ABD. Yiiksek
Lisans Tezi. Istanbul. 2009.

Difteri Toksini (DT), derinlemesine arastirilmis ve oldukca iyi anlagilmig
bakteriyel toksinlerden biridir. Toksin Fragment A (FA) ve Fragment B (FB) olmak
izere iki kesimden olusmaktadir. FA kesimi, NAD’nin varliginda elongasyon faktor 2
(EF-2)’yi ADP-ribozilleyerek inaktiflestirir ve boylece protein sentezini durdurur.
DT’nin, protein sentezini durdurucu etkisinin yaninda, programl hiicre o6liimiinde
(apoptoz) rolii oldugu gosterilmistir. Viicutta normal metabolik olaylar sirasinda serbest
radikaller 6zellikle reaktif oksijen tiirleri tizerinden lipid, protein ve karbonhidratlar
etkileyerek DNA hasarmna ve bircok hastaliin olusumuna neden olmaktadir.
Antioksidanlarin serbest radikallerle reaksiyona girerek doku hasarmi, apoptozu ve
bircok hastalig1 engelledigi bilinmektedir. DT nin kalp kas1 {izerinden protein sentezini
baskiladigi, bu baskilamanin mitokondri hasar1 ile olustugu bilinmektedir. DT tiim
dokular1 hedef almasina karsin kalpte miyokardite, sinir sisteminde demiyelinizasyona
neden olmaktadir. Bu nedenle DT nin etkisi, DT ye kars1 duyarli olduklar1 bilinen
kobaylarin (Guinea Pigs), farkli dokularinda incelenmistir. Ayrica ¢ok yonli
antioksidan etkileri arastirllmig olan a-tokoferol, B-karoten, resveratrol, katesin ve
epikatesin gibi antioksidanlarin bu etkideki rolii incelenmistir. Bu amagcla kobaylara
belli siirelerde DT ve antioksidanlar enjekte edilmis, radyoaktif isaretli l6sin verilmis,
daha sonra belli dokular1 alinarak, radyoaktivite Ol¢limii ile protein analizleri
yapilmistir. Farkli gruplar ve farkli dokular igin, belirlenen protein miktarlar
ortalamalar1 alinmis, istatistiksel olarak degerlendirilmis ve bazi dokularda sonuclarin
anlamli oldugu gosterilmistir. Ayrica frenik sinir-hemidiyafram preparatina organ
banyosu uygulanarak kasilma yanitlar1 incelenmis, DT ve antioksidanlarin sinir-kas
kavsagina etkileri arastirilmigtir. Uyarilara kars1 elde edilen kasilma yanitlar1 arasindaki
farkliliklar istaistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Anahtar Kelimeler : Difteri Toksini, antioksidan, kobay (guinea pig), frenik
sinir, protein sentezi.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
T2159 no’lu proje olarak desteklenmistir.
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ABSTRACT

Tok S. The Effect of Diphtheria Toxin on Different Tissues.of Guinea Pig and
the Role of Antioxidants on this Effect. Istanbul University, Institute of Health Science,

Department of Biophysics. Master Thesis. . Istanbul. 2009.

Diphtheria toxin (DT) is one of the bacterial toxins which is deeply studied and
fully understood. Toxin consist of two fragment known as Fragment A (FA) and
Fragment B (FB). FA, in the presence of NAD, inactivate elongation factor 2 (EF-2) by
ADP ribosylation and inhibits the protein synthesis. Beside the effect that DT inhibits
protein synthesis, it has been also shown that it plays a role in the programmed cell
death (apoptosis). During usual metabolic events in body, free radicals cause cellular
damage and several disorders by effecting lipids, proteins and carbohydrates via
especially reactive oxygen species. It’s known that by reacting with free radicals,
antioxidants prevent cellular damage, apoptosis and several diseases. It’s also known
that DT suppress protein synthesis via heart and this suppression occurs by
mitochondrial damage. Although DT is on target of all tissues, it causes myocarditis in
heart and demyelinization in nervous system. Therefore, in this study; the effect of DT
on various tissues of guinea pigs which are known to be sensitive to DT was
investigated. Furthermore, the role of antioxidants such as a-tocopherol, B-carotene,
resveratrol, catechine and epicatechine, the antioxidants properties of those have been
studied well , on this effect was investigated. By the aim of this, DT and antioxidants
were injected to the guinea pigs at specific times and radioactively tagged leucine was
given and after extracting their tissues, protein analysis were performed by radioactivity
measurement. For different groups and different tissues, determined protein quantities
were averaged, evaluated stastistically and it was shown that the results of some tissues
are significant. Furthermore, the effects of DT and antioxidants on neuromuscular
junction were investigated by studying strain responses of phrenic nerve-
hemidiaphragm preparations by the method of tissue bath. The difference between the

strain responses to stimulations was found to be significant.

Keywords: Diphtheria toxin, antioxidants, guinea pig, phrenic nerve, protein synthesis.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University.
Project No. T2159



1. GIRIS VE AMAC

Difteri toksini (DT) Corynebacterium diphtheriae’den elde edilen bir
sitotoksindir. DT diizlemsel ¢ift kath lipid membranlara ve pH’s1 5’in altinda olan
biyolojik membranlarin yapisina katilan bir proteindir. Toksinin amino ucundan orta
dereceli proteoliz ile elde edilen A kesimi (FA), toksinin enzimatik olarak aktif kismini
olusturur. Toksinin karboksil ucu, B kesimi (FB), bircok memeli hiicresinin yiizeyindeki
reseptorlere baglanir ve diisiik pH’da hiicreye girmeyi sagladig: diisiiniilen hidrofobik
bolgeler igerir. Sitozolde FA, NAD" *nin ADP-ribozil kismmin elongasyon faktoér 2
(EF-2)’ye kovalent baglanmasim katalizler, EF-2’yi etkisizlestirerek protein sentezini
durdurur. DT’ nin protein sentezi durdurucu etkisi, ilk olarak kalp, diyafram ve iskeletle
ilgili kaslarda goriilmektedir. DT nin, protein sentezini durdurucu etkisinin yaninda,
programl hiicre dliimiinde (apoptoz) rolii oldugu gosterilmistir. Toksinin ¢esitli organ
ve dokulardaki etkisinden konagin 6liimiine kadar yol acan olaylar zinciri hakkindaki

bilgiler cok acik degildir ve daha fazla ¢caligsmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Canlilarda, kimyasal siirecler, o©zellikle oksitlenme, serbest radikallerin
olugsmasina neden olur. Yiiksek derecede reaktif olan serbest radikaller farkli molekiiller
ile kolayca reaksiyona girebilir ve boylece hiicrelere, canliya zarar verebilirler. Reaktif
oksijen tiirlerinin proteinlere, lipidlere ve karbonhitratlara olumsuz etkileri
bilinmektedir. Serbest radikallerin proteinlere etkisi proteinlerin amino asit dizisine
baghdir. Ozellikle kiikiirt igeren triptofan, tirozin, histidin, sistein gibi amino asit
yoniinden zengin proteinler serbest radikallerden kolaylikla etkilenirler. Yiiksek oranda

serbest radikallerin olusumu hiicre 6liimiine veya apoptoza neden olur.

Antioksidanlar ise serbest radikallerle reaksiyona girerek hiicrelere zarar
vermelerini Onlerler. Lipid, protein ve DNA gibi yapilarda olugsmakta olan biyolojik
molekiiler hasar1 onarirlar. Hiicrede a-tokoferol gibi antioksidanlarin lipidler iizerinden
apoptozu geciktirdigi ve durdurdugu gosterilmistir. Bu yaklasim ile antioksidanlarla
etkilesebilecek amino asit icerigi ve disiilfit baglarimin varligi, DT nin etkisinin bu
yOniiyle incelenmesi gerektigini diisiindiirmiistiir. Protein sentezini durdurucu etkisinin
yaninda, programli hiicre 6liimiinde de rolii oldugu bilinen DT ile antioksidanlarin
etkilesmesi bu mekanizmalar1 aydinlatmaya katki sagliyabilir. Bu nedenle c¢alismada

DT’nin farkli dokulardaki protein sentezine etkisinin, ¢esitli caligmalarla antioksidan



etkileri aragtirllmig olan o-tokoferol, PB-karoten, resveratrol ve katesinler gibi bazi
antioksidanlar ile birlikte arastirilmast amaclanmigtir. DT’nin sitotoksik etkisinin
yaninda apoptotik siirecteki etkisinde antioksidanlarin roliine yeni bilgiler

eklenebilecektir.

Difteri toksininin kalp kasi1 {izerinden protein sentezini baskiladigi, bu
baskilamanin mitokondri hasar1 ile olustugu bilinmektedir. DT tiim dokulari hedef
almasina karsin kalpte miyokardite, sinir sisteminde demiyelinizasyona neden
olmaktadir. Bu ise kalp krizi ile 6liime neden olmaktadir. Bu nedenlerle de DT nin bu
etkisinin ayrica caligmada antioksidanlar ile birlikte sinir-kas kavsaginda incelenmesi

amaclanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Difteri Toksini

Difteri toksini (DT) Corynebacterium diphtheriae’ den elde edilen bir
sitotoksindir. C. Diphtheriae; sporsuz, kapsiilsiiz, hareketsiz, aerop, pleomorfik
boyanan, 2-6 pm boyunda ve 0,5-1 pum eninde gram pozitif comak seklinde bir
bakteridir. DT, difteri basilinin hiicre dis1 bir iiriinii olup, protein yapisindadir; 1s1, 151k

ve bekleme ile toksin 6zelligini yitirir, toksoid hale doner.

DT (molekiiler agirhigi 63 kDa) diizlemsel ¢ift kath lipid membranlara ve pH’s1
5’in altinda olan biyolojik membranlarin yapisina katilan bir proteindir (1, 2, 3).
Toksinin amino ucundan orta dereceli proteoliz ile elde edilen A kesimi (fragmenti) FA
(molekiiler agirlig1 24 kDa), toksinin enzimatik olarak aktif kismini olusturur (4, 5).
Toksinin karboksil ucu, B kesimi (fragmenti) FB (molekiiler agirligi 39 kDa), bircok
memeli hiicresinin ylizeyindeki reseptorlere baglanir ve diisiik pH’ da hiicreye girmeyi
sagladig diisiiniilen hidrofobik bolgeler igerir (4, 5) . Hiicreyle etkilesim halindeyken
FA’nin membran iizerindeki yer degisimi; toksinin endositozla iceri alinmasindan sonra
asidik hiicre ici ile etkinin olustugu disiiniilmektedir (2, 3, 6). Yer degistirme siireci
yapay olarak plazma membraninda, yilizeylerinde toksin iceren hiicreleri cevreleyen
ortamu asitlestirerek baslatilabilir (2, 3). Sitozolde; FA, NAD* ’nin ADP-ribozil kisminin
elongasyon faktor 2’ye kovalent baglanmasim Kkatalizler, elongasyon faktor 2’yi

inaktiflestirerek protein sentezini durdurur (4, 5).

DT’nin, protein sentezini durdurucu etkisinin yaninda, programli hiicre

Olimiinde (apoptoz) rolii oldugu gosterilmistir (7).

DT derinlemesine arastirilmis ve oldukga iyi anlagilmis bakteriyel toksinlerden
biridir. 1800’lerin sonundaki kesfinden beri toksinoloji alaninin, merkezi odak noktasi
olmustur. Boyle olmasmin cesitli nedenleri vardir. Bu nedenlere; difterinin
(Corynebacterium diphtheriae) sonug iireten ajaninin; ilk kesfedilen toksinler arasinda,
izole edilebilen ve saf kiiltiir ortaminda gelisebilen ilk bakteriyel patojenlerden biri
olmasi gosterilebilir. Bagka bir neden olarak ise, difterinin basit bir hastalik olmas1 ve
ana semptomlarimn tek bir toksinin etkisine bagli olmas1 gosterilebilir. Bu gercegin

farkina varilmas ile tek bir molekiiliin etkinligini anlayarak, biyokimyasal kosullarda,



bir bakterinin bir insani nasil O6ldiirdiigii sorusuna cevap bulunabilecegi umudu
dogmustur. Sonug olarak; DT nin cesitli dzellikleri, 6rnegin; genel sitotoksitisi, protein
sentezini engelleyebilme kapasitesi ve membran gecisi 6zelligi, son on yillarda DT yi

biyolojik bilimlerin en etkin ve heyecan verici konularinin merkezine oturtmustur.

[Ik olarak; DT’nin kimyasal dogasmi belirleme girisimleri, DT’yi
C. diphtheriae’nin ¢ogalabilmesi icin gerekli olan kompleks ortamlardan izole
edebilmek icin elverisli yontemlerin olmayis1 engeline takilmistir. Fakat; 1937°de, hem
Pappenheimer hem de Eaton, toksini, bunun bir protein oldugunun saptamasina yetecek
saflikla izole etmeyi basarmuglardir (8, 9). Toksinin yapis1 ve etki mekanizmasini

anlamaya yonelik girisimlere II. Diinya Savas1 sekte vurmustur.

1957°de, diisiik konsantrasyondaki DT nin bir¢ok memeli hiicre soy c¢izgileri
icin oldiiriicti oldugunu ve birkag giin i¢inde hiicre ¢oziilmesine yol actig1 gosterilmistir
(10). Daha sonra fare veya sican hiicre soy cizgilerinin bu toksine direngli oldugu
bulunmustur, bu bulgu bu hayvanlarin DT’ye karst direngli oldugu bilgisiyle
uyusmaktadir.

Pappenheimer’la birlikte ¢alisan Strauss ve Hendee; DT nin, kiiltiir hiicrelerinin
metabolik iglevlerine olan etkisini ilk defa mercek altina almiglardir (11). 1958°de, bu
arastirmacilar; doymus konsantrasyondaki toksinin, HeL.a hiicrelerinde yaklasik 1,5 saat
icinde, protein sentezinin tamamen durmasma yol ac¢tigini belirtmislerdir. Toksinin,
glikoliz, solunum, niikleik asit sentezi ve yapisi iizerine etkileri ise ancak bu 1,5 saatlik
periyottan ¢ok sonra gozlemlenebilmistir (11). Bu calisma, DT nin 6zellikle protein

sentezi iizerine etki ettigini gosteren ilk ipucu olmustur.

1960’lar, DT’nin etkisinin altinda yatan temel biyokimyasal reaksiyonlarin
aydmnlatilmasina sahit olmustur. Bu on yilin baslarinda, Collier ve Pappenheimer
gostermislerdir ki; Hela hiicrelerinin ve tavsan retiikiilasitlerinin hiicresiz
sistemlerinde; DT, radyoaktif isaretlenmis amino asitlerin birleserek proteinlere
doniismesini engellemektedir (12). Daha da onemlisi, bu inhibisyonun, nikotinamid
adenin diniikloid (NAD) olarak tanmimlanan, hiicrenin diisiik molekiiler kiitleli bir
bilesenine bagli oldugunu bulmuslardir. Daha sonra, Collier; Okoryatik hiicrelerin
protein sentezi mekanizmasinin DT ye duyarli bileseninin; ribozomlarda polipeptid
zinciri uzamasinda gorev alan, 100kDa’lik bir protein olan elongasyon faktor-2 (EF-2)

oldugunu tespit etmistir (13). Bu bilginin {izerine, Honjo ve ark., Osamu Hayaishi’nin



laboratuarinda; radyoaktif isaretlenmis NAD preparati kullanarak, DT’nin; NAD’1n
ADP-riboz kisminin EF-2’ye transferini katalize ettigini kanitlamislardir (Sekil 2-1)
(14). Bundan bagimsiz olarak, Pappenheimer ile ¢alisan Gill ve ark. da bu mekanizmay1
ispat  etmistir  (15). Boylece, 1960’larin  sonlarinda, DT ’nin; EF-2’nin

ADP-ribozillenmesini katalizleyen bir enzim oldugu kabul edilmistir.

N° A A R
+ | — I + N+ H
RPPR —R-P-P-R

Sekil 2-1: EF-2’ nin ADP-ribozillenmesi.

Boylelikle DT,  bakteriyel  toksinler  simifinin, hedef  proteinin
ADP-ribozillenmesine etki ettigi belirlenen ilk tiyesi olmustur. Daha genel olarak ise
DT, genis toksinler sinifinin, sitozolde enzimatik olarak substrati degistirdiginin farkina

varilan ilk tiyesidir.

1969°da Collier ve Cole, DT nin ADP-ribozillenme etkinliginin holotoksinin bir
ozelligi degil, molekiiliin bir alt birimi veya kesiminin bir 06zelligi oldugunu
bulmuglardir (16). Collier’in laboratuarinda ve Gill ve ark. tarafindan Pappenheimer’ 1n
laboratuarinda yapilan, bunu takip eden calismalar, holotoksinin bir proenzim oldugunu
ve enzimatik etkinliginin agiklanabilmesi i¢in kesimlere ayrilabilmesi gerektigini
gostermistir (17, 18) . 193-kalint1 N-ucu kesimine (FA) toksinin ADP-riboziltransferaz
islevi ve 342-kalint1 C-ucu kesimine (FB) toksini hiicre {izerindeki reseptdre baglama
gorevi verilmistir. Boylelikle DT, katalitik ve reseptdre baglanma islevleri ayri
polipeptilere boliinmiis A-B toksinlerinin ilk 6rnegi olmustur. Bu A-B motifinin bugiin,

hiicre i¢inde etki eden toksinler i¢in genel bir olgu oldugu bilinmektedir.

Saflastirilmig DT nin, sitozolik bir protein olan, EF-2’nin ADP-ribozillenmesini
katalizlemesinin kesfi, toksinin sitozol-bitisik zar1 gectigini isaret etmistir. Bu diisiince,
yaygin olarak kabul edilmig, membranin proteinlere karsi gecirgen olmayist kanisi ile
celismistir, bu durumda DT’nin siradan bir protein olmamasi ve fosfolipid cift
katmanim gecebilmek i¢in bir yol gelistirmis olmasi gerektigi diislincesi ortaya

cikmistir.



1980’lerin baslarinda, DT nin membran translokasyonuyla iligkili iki dnemli
kesif yapilmigtir. 1980’de Sandvig ve Oldness ve bundan bagimsiz olarak Draper ve
Simon; diisik pH’nin, hiicre ylizeyine baglanmig DT’nin A-zincirinin hiicre
membranindan gecini tetikledigini kesfetmislerdir (19, 20). Sandvig-Oldness ve
Draper-Simonun  kesiflerinin  aciklamas1 s6yle olmustur: hiicrede, sitozole
translokasyonun diisitk pH’ya cevap olarak meydana geldigi bolgelerde, reseptore bagl

DT endositoza ugrar ve membrana bagli asidik bélmelere ¢ekilir.

DT’nin translokasyonuna iligkin ikinci énemli kesif ise Kagan, Finkelstein ve
Colombini’nin 1981’de ki bulgulari olmustur (21). Bu bulgular, diisiik pH’larda, FB
zincirinin N-terminal bolgesinin, yapay membranlarda, iyon-gecirgen kanallar
olustuguna isaret etmistir. Donovan ve arkadaslar1 da DT nin tamami icin de benzer
gozlemler yapmiglardir (22). Daha sonra Roa ve ark, asidik sartlarda, DT’min FA

kisminin fosfolipid kabarciklara translokasyonuna iligkin kanitlar elde etmislerdir (23) .

1980’lerde aym1 zamanda DT nin EF-2’yi inaktiflestirme mekanizmasina iligkin
ilging gelismeler kaydedilmistir. 1980°de Bodley ve ark, EF-2’nin ADP-ribozillenen
amino asit kalmtistnin aslinda, c¢evirim sonrast degisime (post-translasyonel
modifikasyon) ugramig bir histidin oldugunu gostermislerdir (24). Bu kalintiy1
nikotinamid olarak adlandirmiglardir. Diftamidin EF-2’ye 6zgii oldugu ve biitiin
Okaryotlardaki EF-2’de bulundugu saptanmistir. Daha sonraki ¢aligmalarda, Bodley ve
ark., ve Moehring ve Moehring, diftamidin bir coklu-enzim reaksiyon zinciri sonucunda
meydana geldigini gostermislerdir (25, 26) . EF-2’nin bu ¢evirim sonras1 degisiminin
fizyolojik islevi gliniimiizde halen bilinmemektedir ve DT nin, EF-2’nin ¢evirim sonrasi
degisime ugramis bir bolgesini, modifiye etmesinin altinda yatan evrimsel yol haritas1
heniiz tam olarak agiklanamamuistir. EF-2’nin diftamid kisminin ADP-ribozillenmesinin
normal hiicre fizyolojisinde diizenleyici bir olay oldugu diisiiniilmektedir ve bunun i¢in

bazi1 kanitlar mevcuttur (27).

DT’nin EF-2’yi inaktiflestirmesiyle iliskili diger bir gelisme ise elverisli bir foto
isaretleme reaksiyonun kesfiyle, DT nin ¢ok can alic1 bir aktif kalintisinin kimliginin
belirlenmesi olmustur. Cok onceleri, Kandel, Collier ve Chung; FA’nin NAD’1n basit
bir molekiiliine (Kd~8uM) baglandigin1 gostermislerdir. 1984°te Carrol ve Collier, UV
1sininin etkisiyle NAD’1n nikotinamid kisminin, DT nin 6zel bir kalintisina (Glu-148)

kovalent olarak transfer oldugunu rapor etmislerdir (28, 29). Tweten ve ark. direk



mutagenez ile Glu-148’in ADP-ribozillenme katalizinin olmazsa olmazi oldugunu
gostermislerdir (30). Daha sonralar1 bu Glu’ nun genis ADP-riboziltransferaz enzim
ailesinin evrensel olarak korunan tek aktif-yan kalintis1 oldugu belirlenmistir (31).
Montecucco, Papini ve beraberinde calisanlar His-21’in, NAD baglanmasinda énemli
olduguna dair deliller sunmuslardir (32). DT nin ve diger ADP-riboziltransferazlarin,
bunlar ve diger aktif-yan kalintilarinin islevleri direk mutagenez ile derinlemesine

incelenmistir (33).

DT’nin 1992’de ii¢ boyutlu yapisi ilk kez belirlenmistir. Molekiiliin, toksinin
temel islevlerinden; kataliz, translokasyon ve reseptore baglanabilmesinden sorumlu {i¢
temel katlanabilir bolgeden (C, T, R) meydana geldigi goriilmiistiir. Boylece C bolgesi
FA ile, T ve R bolgeleri de FB ile iligkilendirilmistir. Bu bolgeler; T bolgesi alt, C ve R
bolgeleri ise acgili iist kismi olusturacak bicimde, Y seklinde dizilmistir (Sekil 2-2).
DT’nin kristalografik yapisinin belirlenmesi, molekiiliin cesitli islevlerinin detayl

olarak anlasilmasina zemin olusturmustur.

Sekil 2-2: Difteri Toksininin kristalografik yapisi



DT’nin davranis1 hakkinda bilinen biitin bu bilgiler 1s181inda, halen
tamamlanamamis, cevabi bulunamamis sorular vardir. Bir¢cok bilmedigimiz nokta
olmasina karsin, belki de, bunlardan en 6nemli ikisi; translokasyonun atomik seviyede

anlagilmasi ve diftamidin fizyolojik islevidir (34).

Translokasyonun siireci hakkinda gitgide gelisen ayrintili bilgilere ulasilmasina
ragmen; halen T bdolgesinin nasil, cift katmanli yapidan C bdlgesi translokasyonuna
aracilik ettigi, temel sorusuna cevap bulunamamigstir. Bunun i¢in T bdlgesinin membran
icindeki yapis1 hakkinda daha fazla bilgiye ihtiya¢c duyulmaktadir. Porlarin yapisi
nasildir? Monomerik midir, oligomerik mi? Hangi yapis1t TH8-TH9 sarmal kivriminin
ve geri kalan bdolgesinin membrana uyum gostermesini saglar? T bolgesinin igeri
goglinde hangi olaylar zinciri rol alir? iceri gé¢ ve translokasyonu hangi enerjetik
parametreler yonlendirir? Bu sorularin cevabi sadece toksinlerin davranislar1 degil, ayni
zamanda proteinlerin membranlarla etkilesimleri gibi daha genel sorulara da cevap

olacaktir (34).

Bu giine kadar cevaplanamamis diger bir soru ise diftamidin fizyolojik islevidir.
Biitiin okaryotlarda gozlemlenen bu cevirim sonrasi degisim Onemli bir islevi isaret
etmektedir, fakat bugiinkil bilgiler 151¢1nda bu problemin ¢dziimlenmesinin zor oldugu
diisiiniilmektedir. Mutasyon analizleri gostermektedir ki bu kalitinin hiicrenin yasamin1
siirdiirebilmesinde rolii yoktur ve sentezlenmesinin durdurulmasinin, hiicrenin

gelismesinde temel bir etkisi yoktur (34).

Bu sorularin 6tesinde, toksinin cesitli organ ve dokulardaki etkisinden konagin
Oliimiine kadar yol acan olaylar zinciri hakkindaki bilgiler cok acik degildir ve daha
fazla caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.2. Serbest Oksijen Radikalleri

Eslenmemis (ortaklanmamis) elektron iceren atom, atom grubu veya molekiiller

3+ 2+ 2+
serbest radikal olarak tanimlanirlar (35). Ancak Fe , Cu ve Mn gibi gecis metalleri

de ortaklanmamis elektronlara sahip olduklar1 halde serbest radikal olarak kabul

edilmezler, fakat serbest radikal olusumunda 6nemli rol oynarlar.

Serbest oksijen radikalleri, oksijenin belirli kosullarda kismen indirgenmesi

sonucu olusan ¢ok kisa omiirlii ve giiclii oksidan nitelikli oksijen metabolitleridir. Bu



reaktif maddeler baz1 biyolojik molekiilleri hasara ugratabilirler. Cevrelerindeki

molekiiller ile reaksiyona girerek onlardan elektron alip kararli hale gelirler (36).

Serbest radikaller, hiicrelerde i¢ ve dig kaynakli etmenlere bagl olarak olusurlar.
Dis kaynakli etmenler arasinda; bazi kimyasallarin etkisi altinda kalma, ilag
toksikasyonlari, iyonize ve ultraviyole radyasyon, hava kirliligi yapan fitokimyasal
maddeler, sigara dumani, solventler gibi cevresel faktorler, antineoplastik ajanlar, alkol
ve uyusturucular gibi aligkanlik yapici maddeler bulunmasi nedeniyle, serbest radikaller

toksikolojik ac¢idan da dnemlidir (37).

Aerobik organizmalar i¢in serbest radikallerin bashca kaynagi molekiiler
oksijendir. Ciinkii oksijen, ortamda siirekli bulunan ve elektrofilik ataklara en miisait

olan molekiildiir (38). Molekiiler oksijen (O,) , paralel spin durumlu iki eslenmemis

elektrona sahiptir. Oksijen, ¢ok gii¢lii bir oksidan olmamasina ragmen, suya
rediiksiyonu sonucu cok reaktif ara iiriinler olusmasina neden olur ; diger radikallerle
reaksiyona girme 6zelligine sahiptir (39).

2+ +
Organizmada gecis metallerini (Fe ve Cu gibi metaller) iceren enzimler

vasitasiyla molekiiler oksijene tek elektronlarin transferi suretiyle oksitlenme
reaksiyonlar1 meydana gelir. Molekiiler oksijen, yliksek derecede reaktif oksijen tiirleri

(ROS) olusturma egilimindedir. ROS, normal oksijen metabolizmas1 sirasinda az

miktarda olusan siiperoksit radikali (02._), hidrojen peroksit (H,0,) ve hidroksil radikali

(OH.)' dir (40). Oksijenin kismi indirgenmesiyle olusan singlet oksijen, siiperoksit
radikali, hidrojen peroksit ve hidroksil radikali gibi aktiflesmis oksijen tiirleri oldukg¢a
reaktiftir ve kalp gibi organlarda toksik etkilere yol agar (41).

Reaktif oksijen tiirleri, cesitli serbest radikallerin olustugu serbest radikal zincir
reaksiyonlarin1 baglatabilirler ve hiicrede karbon merkezli organik radikaller (R),
peroksit radikalleri (ROO ), alkoksi radikalleri (RO ), tiyil radikalleri (RS ), siilfenil

radikalleri (RSO), tiyil peroksit radikalleri (RSO, ) gibi ¢esitli serbest radikallerin

olusumuna neden olurlar (40).
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2.2.1. Radyoaktif Isinlarin Hiicre icinde Serbest Radikal Olusumuna Etkileri
Radyoaktif 1sinlar hiicre i¢inde iyonlasmalara ve serbest radikal olusumuna
sebep olurlar. Gerek iyonlagma ve gerekse radikal olusumu Oncelikle hiicre kiitlesinin

yaklagik ylizde 70’ine karsilik gelen su icinde gerceklesir. Normalde 151 etkisiyle

meydana gelen baslica birincil par¢alanma iiriinleri, hidrojen (H ) ve hidroksil (OH.)

radikalleridir;

H:O — H + HO

Hidroksil radikalleri genelde radyoaktif 1s1nin bir elektronu agiga cikarmasiyla
iyonlastirdigr su molekiillerinden tiirer:

iyonlagma

H,O o,B,y . H,O" +e”

H,0' ___, HO +H"

Aciga cikan elektronun cevredeki su molekiilleri ya da hidrojen iyonuyla
birlesmesi ise hidrojen radikallerinin olusumuna yol acar:

H.O+e — , H,07,

H,0O — HO +H .

Aciga cikan ve hidratlanmig elektron, bir hidrojen iyonuyla dogrudan birleserek
de hidrojen radikallerinin olusumuna yol agabilir:

(hidratlanmis) e + HY —» H-

Hidrojen ve hidroksil radikalleri ile serbest hidratlanmis elektron cok reaktif
yapilar olarak cevreye difiizlenip, ¢oziinmiis baska yapilarla tepkimeye girer. Bu
reaksiyonlar sogurulmus 1sin enerjisinin cevreye dagiliminda araci olur. Bu siirecte
yeni, ikincil radikaller olusabilir ve makromolekiiller (ve diger biyomolekiiller) ikincil
radikaller tizerinden degisiklige ugrayabilir. Olusabilen ikincil radikallerden biri

¢Oziinmiis oksijenden tiireyen hidroperoksit radikali (H,O") dir:
0,+H _, HO
(hidratlanmig) ™ + 0, __, 0O

07 +H® —» HO;
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Iki hidroperoksit radikalinin birlesmesi ile goreli bir kalimhga sahip, ancak

oksitleyici etkisiyle biyolojik maddeye zarar verebilen hidrojen peroksit olusur:
HO; + HO; —» H,0,+ 0,

Radikallerin ~ makromolekiillerle  tepkimeleri  sonunda  makromolekiil

radikallerinin olusumu gerceklesir:
RH+H —» R+ H;
RH+ OH —» R+ H,0
RH+ H — RHH
RH + OH" — RHOH

Makromolekiil radikallerinin birbirleri ile ya da baska yapilarla tepkimeleri
genelde bunlarin biyolojik islevlerinin yitimiyle sonuglanan yapisal degisikliklerle

sonuglanir (42);
R* — A’ + B (parcalanma)
R + 0, —» ROO
(oksitlenme)

RHH + 0, —» RHHO;
R'+ R — R-R (¢apraz baglanma)
R'+H — RH

( eski duruma doniis)

R +XH—» RH+X

2.2.2. Siiperoksit radikali (O, )

Siiperoksit radikali (02. ) hemen tiim aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin

(O,) bir elektron alarak indirgenmesi sonucu olusur. Indirgenmis gecis metallerinin

kendi kendini oksitlemesiyle siiperoksit radikali meydana getirebilir (40). Siiperoksit
radikali, bir eslenmemis elektron icerdiginden ne cok fazla reaktif, ne de giiclii bir

oksidandir. Boyle olmasina ragmen iskemi-reperfiizyon hasarindan sorumludur.
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Siiperoksit radikalinin toksisitesinden, giinliik olusumunun ¢ok fazla olmasi sorumlu

olabilir (43).

Siiperoksit radikali kendisi dogrudan zarar vermez. Bu radikal anyonun asil
Onemi, hidrojen peroksit kaynagi olmasi ve ge¢is metalleri iyonlarmnin indirgeyicisi

olmasidir. Siiperoksit radikali diisik pH degerlerinde daha reaktifdir, oksidan

perhidroksi radikali (HO, ) olusturmak iizere protonlanur (40).

Aerobik canlilarda siiperoksit radikali olusmasina neden olan faktorler iki
grupda incelenir, bunlar; cevresel faktdrler ve enzimatik veya enzimatik olmayan
reaksiyonlardir. Cevresel faktorlerden yiiksek enerjili elektromanyetik dalgalar
(alfa, beta, gamma), oksijenden siiperoksit radikali olusumuna neden olurlar. Ayrica
organik molekiillerin bulundugu ortamda, siiperoksit radikali olugumu iki kat artar.
Katekolaminlerin, tiyollerin, ferrodoksinin ve hemoglobinin kendi kendini oksitleme
gibi enzimatik veya enzimatik olmayan reaksiyonlar ile de siiperoksit radikali meydana

gelir (44).

Siiperoksit radikali ile perhidroksi radikali birbirleriyle reaksiyona girince biri
oksitlenir digeri indirgenir. Bu dismutasyon reaksiyonunda molekiiler oksijen ve
hidrojen peroksit meydana gelir. Siiperoksit radikali hem oksitleyici hem indirgeyici

Ozellige sahiptir. Siiperoksit radikalinin fizyolojik bir serbest radikal olan nitrik oksit
(NO ) ile birlesmesi sonucu bir reaktif oksijen tiirii olan peroksinitrit (ONOO_) meydana

gelir. Peroksinitrit, nitrit (NOz_) ve nitrat (NO;) olusturmak iizere metabolize edilir.
. . +
Peroksinitrit, azot dioksit (NO, ), hidroksil radikali (OH ), nitronyum iyonu (NO, ) gibi

toksik iiriinlere doniisebilir ki nitrik oksitin (NO ) zararli etkilerinden peroksinitrit

sorumludur (40).

Siiperoksit, notrofillerin bakterisidal etkinligi, apoptoz, inflamasyon ve vaskiiler
islevlerin diizenlenmesi gibi yararli etkilere sahiptir. Azalmis siiperoksit diizeyleri,
bakteriyel enfeksiyonlara artmis bir yatkinliga yol agabilir. Artmus siiperoksit diizeyleri

ise siliperoksit dismutaz (SOD) enzimi ile hidrojen peroksit (H202) ve oksijene

donustiiriilerek azaltilir. Boylece hiicresel siiperoksit diizeyleri sik1 kontrol altindadir.

Siiperoksidin agir1 yiikselmis glukoz tarafindan bozuldugu durumlar da gerceklesir. Bu
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da diyabetin olusumuna neden olur. ATP sentezi engellenir ve elektron transport zinciri

yavaslar (45).

2.2.3. Hidrojen peroksit (H,0,)
Hidrojen peroksit, stiperoksidin ¢evresindeki molekiillerden bir elektron almasi

veya molekiiler oksijenin cevresindeki molekiillerden iki elektron almasi sonucu olusan

+
peroksidin iki proton (H ) ile birlesmesi sonucu meydana gelir (40).

Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksidin asil tiretimi, siiperoksidin (02._)

dismutasyonu ile olur. Iki siiperoksit molekiilii, siiperoksidin dismutasyonu
reaksiyonunda iki proton alarak hidrojen peroksit ve molekiiler oksijeni olustururlar. Bu
reaksiyon, radikal olmayan iiriinler meydana geldiginden dismutasyon reaksiyonu
olarak bilinir, ya spontan ger¢eklesir ya da SOD enzimi tarafindan katalizlenir.

Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadigi halde ROS kapsamina girer ve

2+
serbest radikal biyokimyasinda Onemli bir rol oynar. Ciinkii Fe veya diger gecis

metallerinin varlifinda Fenton reaksiyonu sonucu, siiperoksit radikalinin (O, )
varliginda Haber-Weiss reaksiyonu sonucu en reaktif ve zarar verici serbest oksijen

radikali olan hidroksil radikali (OH ) olusturur.

Hidrojen peroksit radikali; ATP diizeyini azaltir; hiicre membrani, DNA,
kalsiyum depolar1 ve mitokondri gibi hedef yapilarm hasarmma neden olur. Bu tiir
radikaller yiiksek konsantrasyonda olduklar1 zaman hiicrenin par¢alanmasina yol acarlar

(46).

2.2.4. Hidroksil radikali (OH.)

Hidroksil radikali, Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu sonucu
hidrojen peroksitten olusmaktadir (40). Hidrojen peroksit radikalinin siiperoksit radikali
ile reaksiyona girerek hidroksil radikalini olusturdugu 1934' de Haber ve Weis
tarafindan gosterilmistir. Hidroksil radikali serbest oksijen radikalleri i¢cinde en aktif ve

en toksik olanidir (46).
Hidroksil radikali, olustugu yerde tiyoller ve yag asitleri gibi cesitli

molekiillerden bir proton kopararak tiyil radikalleri (RS ), karbon merkezli organik
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radikaller (R), organik peroksitler (RCOO ) gibi yeni radikallerin olusmasina ve

sonucta biiylik hasara neden olur (40).

2.2.5. Hiicrede Reaktif Oksijen Tiirleri Kaynaklari

Hiicrede bircok reaktif oksijen tiirli kaynagi bulunmaktadir. Bunlar;
1. Peroksizomlar

2. Mitokondriyal elektron transport zinciri: Normalde hiicrelerde en biiyiik
serbest oksijen radikali kaynagi mitokondriyal elektron transport zincirinden sizintidir.
Mitokondri i¢ zarinda yerlesmis oksidatif fosforillenme zinciri bilesenleri biiyiik oranda

indirgendigi zaman mitokondriyal siiperoksit radikal iiretimi artar (40).

3. Enzimler: Enzimlerin katalitik dongiileri sirasinda da serbest radikaller ortaya
cikar. Bu enzimlerden biri ksantin oksidaz olup, ksantin oksidazin iskemi-reperfiizyon
hasarinda Onemli faktdor oldugu disiiniilmektedir. Dihidroorotat dehidrojenaz,
flavoprotein dehidrojenaz, amino asit oksidaz ve triptofan dioksijenaz gibi enzimler de

serbest radikal olusmasina neden olurlar (47).

4. Arasidonik asit metabolizmasi: Fagositik hiicrelerin uyarilmasi, fosfolipaz ve
protein kinazin aktiflesmesine ve plazma membranindan arasidonik asidin
serbestlesmesine yol acar. Arasidonik asidin enzimatik oksitlenmesiyle de cesitli serbest
radikal ara iriinleri meydana gelirler. Arasidonik asit metabolizmasi1 sonucu serbest

radikal tiretimine "enzimatik lipid peroksidasyonu" denir (40).

5. Gegis metalleri: Gecis metalleri serbest radikal reaksiyonlarimi hizlandiran

katalizor vazifesi goriirler. Demir ve bakr, tiyollerden tiyil sentezini H,O, ve 02. den

OH. sentezini katalizlerler. Metal iyonlarinin serbest radikal reaksiyonlarindaki asil
Onemi lipid peroksidasyonundaki etkileriyle ilgilidir. Gecis metalleri lipid
peroksidasyonunu baglatmaktan c¢ok, sentezlenmis olan lipid hidroperoksitlerinin
(LOOH) parcalanmalarim1 ve lipid peroksidasyonunun zincir reaksiyonlarini katalize

ederler. Boylece daha az zararh olan radikalleri daha zararli hale getirirler (40).

6. Aktiflesmis fogositler: Fagositoz sirasinda hiicrede onemli Olgiide serbest
radikal meydana gelir. Aktiflesmis fagositler bakterileri 6ldiirmek icin hidrojen peroksit

veya hipoklorik asit meydana getirirler. Notrofillerde siiperoksit iiretimi NADPH
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oksidaz yolu ile olur ve burada da oksijen radikalleri meydana gelir (36). Fogositler,
kendilerini oksidanlarina kars1 koruyabilirler. Fagositlerin antioksidan sistemleri,
stiperoksidi hidrojen perokside doniistiren SOD, hidrojen peroksidi suya indirgeyen
katalaz (CAT), hidrojen peroksidi detoksifiye edici glutatyon peroksidaz-glutatyon
rediiktaz sistemi, antioksidan vitaminlerden a-tokoferol (vitamin E) ve askorbik asit

(vitamin C) gibi antioksidanlardir (40).

7. Toksik maddeler: Baz1 yabanci toksik maddeler de hiicrede serbest radikal
tiretimini artirirlar. Bunlar dogrudan serbest radikal {iretebilirler ya da serbest
radikallerin ortadan kaldirilmasini saglayan antioksidan etkinligi disiiriirler. Bunlari
yaparken; toksinin kendisi bir serbest radikal olabilir, toksin bir serbest radikale
metabolize olabilir, toksinin metabolizmas1 sonucu serbest oksijen radikali meydana

gelebilir ya da toksin antioksidan etkinligi diisiirebilir.
Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu; enflamasyon, radyasyon, yaslanma,

normalden yiiksek kismi oksijen basinci (pO,), ozon (O,) ve azot dioksit (NO, ),

kimyasal maddeler ve ilaglar gibi bazi1 uyarilarin etkisiyle artar. Serbest radikaller
hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi tiim énemli bilesiklerine etki

ederler.

Siiperoksit radikali (02._) ve hidroksil radikali (OH ) sitoplazma, mitokondri,

niikleus ve endoplazmik retikulum membranlarinda lipid peroksidasyonunu baslatir.
Membranlarda lipid peroksidasyonu meydana gelmesi sonucu membran gegirgenligi

artar.

Serbest radikallerin etkisiyle proteinlerdeki sistein siilfhidril gruplar1 ve diger

amino asit kalintilar1 okside olarak yikilir, niikleer ve mitokondriyal DNA okside olur.

Serbest oksijen radikallerinin tiim bu etkilerinin sonucunda hiicre hasar1 olur.
Hiicrede ROS ve serbest radikallerin artis1 hiicre hasarinin 6nemli bir nedenidir. Iskemi
sonrasinda reperfiizyon da ROS artisina bagl olarak iskeminin olusturdugu hiicre
hasarint artirir. Serbest oksijen radikallerinin neden oldugu hiicre hasarinin bircok
kronik hastaligin olusumuna katkida bulundugu diisiiniilmektedir. Aterogenez,
amfizem/bronsit, Parkinson hastaligi, gebelik preeklampsisi, serviks kanseri, alkolik

karaciger hastaligi, hemodiyaliz hastalar1i, akut renal yetmezlik, Down sendromu,



16

yaslanma, retrolental fibroplazi, serebrovaskiiler bozukluklar, iskemi-reperfiizyon
injiirisi gibi durumlarda serbest oksijen radikallerinin neden oldugu hiicre hasar1 s6z

konusudur.

2.2.6. Serbest Radikallerin Lipidlere Etkisi

Lipidler serbest radikallerin etkilerine kars1 en hassas olan biyomolekiillerdir.
Hiicre membranlarindaki kolesterol ve doymamis yag asitleri, serbest radikallerle
kolayca reaksiyona girerek lipid peroksidasyonunu baglatir. Lipid peroksidasyonu kendi

kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler ve olduk¢a zararlidir. Hiicre

membranlarinda lipid serbest radikalleri (L.) ve lipid peroksit radikallerinin (LOO.)
olusmasi, ROS’nin neden oldugu hiicre hasarinin 6nemli bir 6zelligi olarak kabul edilir.
Hiicre membranlarinda lipid peroksidasyonuna ugrayan baslica yag asitleri poliansatiire
yag asitleridir. Lipid peroksidasyonu genellikle yag asitlerindeki konjuge cift baglardan

bir elektron iceren hidrojen atomlarimin ¢ikarilmasi ve bunun sonucunda yag asidi
zincirinin bir lipid radikali niteligi kazanmasiyla baglar. Lipid radikali (L.) dayaniksiz
bir bilesiktir ve bir dizi degisiklige ugrar. Lipid radikallerinin (L.) molekiiler oksijenle
(O,) etkilesmesi sonucu lipid peroksit radikalleri (LOO.) olusur. Lipid peroksit

radikalleri (LOO.), membran yapisindaki diger poliansatiire yag asitlerini etkileyerek
yeni lipid radikallerinin olusumuna yol acarken kendileri de agiga c¢ikan hidrojen
atomlarini alarak lipidperoksitlerine (LOOH) doniisiirler ve boylece olay kendi kendini
katalizleyerek devam eder. Lipid peroksidasyonu sonucu olusan lipid peroksitlerinin
(LOOH) yikim1 gecis metalleri iyon katalizini gerektirir. Lipid peroksitleri (LOOH)
yikildiginda ¢ogu biyolojik olarak aktif olan aldehitler olusur. Bu bilesikler ya hiicre
diizeyinde metabolize edilirler veya baslangictaki etki alanlarindan difiizlenerek
hiicrenin diger boliimlerine hasar1 yayarlar. Enzimatik olmayan lipid peroksidasyonu
cok zararli bir zincir reaksiyonudur. Dogrudan membran yapisina ve lrettigi reaktif
aldehitlerle dolayli olarak diger hiicre bilesenlerine zarar verir. Boylece doku hasarina

ve bir¢ok hastaliga neden olur (40).

2.2.7. Serbest Radikallerin Proteinlere Etkisi
Proteinler serbest radikallere karsi poliansatiire yag asitlerinden daha az

hassastirlar. Proteinlerin serbest radikallerden etkilenme derecesi amino asit
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kompozisyonlarina baghdir. Doymamis bag ve kiikiirt iceren triptofan, tirozin,
fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein gibi amino asitlere sahip proteinler serbest
radikallerden kolaylikla etkilenirler. Serbest radikaller aminoasitler ile reaksiyona
girerek siilfidril gruplarmin kaybina ve karboksil gruplarinin olusumuna yol acarlar. Bu
durum, protein yapisindaki enzimlerin 6zgiin etkinligini ortadan kaldirir. Hasar gbren
proteinler ya proteoliz ile ortadan kaldirilir ya da onarilirlar. Serbest radikallerin etkileri
sonunda, yapilarinda fazla sayida disiilfid bagi bulunan immiinoglobiilin G (IgG) ve
albiimin gibi proteinlerin {i¢iinciil yapilar1 bozulur, normal islevlerini yerine

getiremezler (40).

2.2.8. Serbest Radikallerin DNA ve Niikleik Asitlere Etkisi
Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller DNA'y1 etkileyerek hiicrede

mutasyona ve Oliime yol acarlar. Hidroksil radikali (OH) deoksiriboz ve bazlarla
kolayca reaksiyona girer ve degisikliklere yol acar. Aktiflesmis notrofillerden

kaynaklanan hidrojen peroksit (H,0,), membranlardan kolayca gegerek ve hiicre

cekirdegine ulagarak DNA hasarina neden olur. Reaktif oksijen tiirleri, peroksidler ile
baslayan DNA hasar1 sonucu aktiflesen polimeraz enzimi ile reaksiyona girerek
DNA’ nin onarilmast i¢in gerekli NAD ve ATP’ nin agi8a ¢ikmasina neden olur. Bu
durum hiicrenin ATP olusturma yetenegini baskilar. Enerji yetersizligi ve kalsiyum

dagilimindaki degisiklikler sonucu hiicre 6liimii meydana gelir (35, 47).

2.2.9. Serbest Radikallerin Karbonhidratlara Etkisi

Serbest radikallerin karbonhidratlara etkisiyle ¢esitli iirlinler meydana gelir ve
bunlar, cesitli patolojik siireclerde énemli rol oynarlar. Diyabet, koroner kalp hastaligi
(KKH), hipertansiyon, behcet hastaligi, cesitli deri ve goz hastaliklari, kanser gibi
bircok hastalikta ve yaghilikta serbest radikal iiretiminin arttigi, antioksidan savunma

mekanizmalarinin yetersiz oldugu diisiiniilmektedir.

Organizmada, cesitli kaynaklardan gelen serbest radikallere maruz kalinmasi
sonucu, bir¢cok savunma mekanizmasi gelisir. Serbest radikallerle indiiklenen oksidatif
stres ile ilgili savunma mekanizmalari; onarim mekanizmasi, fiziksel savunma ve
antioksidan savunmadir. Enzimatik antioksidan savunma kaynaklari: siiperoksit
dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalazi kapsamaktadir. Memeli hiicrelerinde

glutatyon ve glutatyon peroksidazlar antioksidan savunma sisteminde yer alirlar (48).
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Enzimatik olmayan antioksidanlar askorbik asit, a-tokoferol, glutatyon, karotenoidler,
flavonoidler, stilbenler ve diger antioksidanlardir. Normal kosullar altinda bu
antioksidanlarin hiicre i¢i diizeyi ve etkinlikleri arasinda denge bulunmaktadir. Bu

denge organizmanin canliligl ve sagligi agisindan gereklidir (49).

2.3. Oksidatif Stres

Hiicrede olusan reaktif oksijen tiirleri, antioksidan savunma mekanizmalariyla
ortadan kaldirilirlar. Fakat bazen hiicresel savunma mekanizmasi vasitasiyla ortadan
kaldirilandan daha fazla ROS olusabilir. Organizmada hiicresel savunma mekanizmasi
vasitasiyla ortadan kaldirilandan daha fazla ROS’nin meydana gelmesi yani normal
fizyolojik sartlarda bir denge halinde olan bu durumun bozulmasi sonucunda, bircok
hastaligin patogenezinden sorumlu tutulan oksidatif stres meydana gelir (50). Kisaca;
oksidatif stres, serbest radikallerin olusumu ve ¢esitli antioksidan savunma sistemlerinin

dengesizligi olarak tanimlanabilir (51).

Oksidatif stresin, serbest oksijen radikallerinin neden oldugu hiicre hasariyla
bircok kronik hastaligin olusumuna katkida bulundugu diistiniilmektedir (40). Oksidatif
stresin etkiledigi en Onemli hastaliklardan biri kalp yetersizligidir. Kalp yetersizligi
gelisen hastalarda SOD, CAT, GSH-Px ve E vitamini gibi miyokardiyal antioksidanlar
azalirken, serbest oksijen radikallerinin ve oksidatif stresin arttigir gosterilmistir (52).
[lag tedavisiyle hemodinamik islevi diizelen hastalarda antioksidan depolarinda artma,

oksidatif streste azalma saglanabilmektedir (53).

Kalp yetersizligi olan hastalarda oldugu gibi, miyokard infarktiisii geciren
hastalarda da miyokardin infarkt bolgelerinde miyositlerin apoptozu s6z konusudur (41).
Ayrica, in vitro calismalar ve hayvan modellerinde, iskemi-reperfiizyon, miyokard
infarktiisii ve kronik basing yiiklenmesi (hipertansiyon) gibi durumlarin oksidatif stres
olusturarak apoptoz yoluyla miyosit kaybmna neden oldugu gosterilmistir (54).
Oksidatif stresin apoptozdaki rolii bir¢ok hiicre tipinde ortaya konmustur. Adriamisin,
UV 1s1n ve timor nekroz faktorii (TNF), serbest radikal olusturarak apoptozu
hizlandirir. Ote yandan, SOD, E vitamini ve troloks gibi antioksidanlarin apoptozu

engelledigi gosterilmistir (41).

Beyin hiicreleri ozellikle oksitlenmenin sebep oldugu hasar riskini tasidigindan,
oksidatif stres; Alzheimer’s rahatsizhigim1 da iceren c¢esitli norodejeneratif

diizensizliklerin patogenezi ile iliskilendirilir (47, 55)
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Antioksidanlar kiiltir noronlarin1 oksidatif zarardan koruyabilirler ve son

zamanlarda bir¢ok antioksidan bilesigin sinir koruyucu oldugu gosterilmistir (51).

Reaktif oksijen tiirleri, hiicresel makro molekiillerle etkilesime girebilirler ve bu
nedenle hiicre ici yapilara zarar verebilirler ve hiicre Oliimiine yol acabilirler. Cok
cesitli ndronal olmayan ve noronal hastaliklarin patogenezleri, ROS’nin hasar verici

etkisiyle iliskilendirilmistir (51).

2.4. Antioksidanlar

Antioksidanlar, ROS olusumu sonucunda gelisen hasar1 onlemek i¢in viicutta
gelistirilmis olan savunma sistemleri olarak bilinirler (56). Aktif oksijen olusumunu
engelleyerek ya da olusan aktif oksijenleri tutarak, oksitlenmenin neden oldugu
zararlari, hiicresel diizeyde engellemekte ve dejeneratif hastaliklarin olusumunu
durdurmaktadirlar (57). Antioksidanlar, diisiik konsantrasyonlarda bile hedeflerinin

oksitlenme hizim1 anlamh sekilde engelleyen molekiillerdir (50).

Canlilarda, kimyasal siirecler, o©zellikle oksitlenme, serbest radikallerin
olugmasina neden olur. Yiiksek derecede reaktif olan serbest radikaller farkli molekiiller
ile kolayca reaksiyona girebilir ve bdylece hiicrelere, canliya zarar verebilirler.
Antioksidanlar serbest radikallerle reaksiyona girerek hiicrelere zarar vermelerini
Onlerler. Bu ozellikleriyle hiicrelerin anomalilesme ve sonug¢ olarak tiimor olusturma
risklerini azalttirlar. Antioksidan 6zelligi kesfedilen bircok farkli madde vardir. Bu
maddelerin bir kisminmi viicut diyetle alirken, bir kismin1 kendisi, serbest radikallere
karst bir savunma sistemi olarak iiretir. Viicudun serbest radikallere karsi savunma

olarak iirettigi antioksidanlar; katalaz, glutatyon peroksidaz, ve SOD gibi enzimlerdir.

Normal aerobik metabolizma yolu ile bir ¢ok hiicrede oksijen ve metabolitleri
olusurken, patolojik durumlarda bu olusum daha da artar ve oksidan olusumu i¢
antioksidan mekanizmalar1 arttigi zaman doku hasar1 gelisir. Normalde kanda ve
hiicrelerde lipid peroksidasyonunu indiikleyen serbest radikal zincir reaksiyonu bloke
edilerek, serbest radikal hasar1 azaltilmaya c¢alisilir (58). Yiiksek oranda serbest

radikallerin olusumu hiicre 6liimiine veya apoptoza neden olur (50).

Insan saglig1 bakimindan antioksidan islevleri ile n plana ¢ikan maddeler E ve
C vitaminleri, karotenoidler ve fenolik maddelerdir. Fenolik maddeler, meyve, sebze,

baharat, tahil ve igecekler gibi bitkisel gidalarda yaygin olarak bulunmaktadirlar.
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Flavanolleri de igeren flavonoidlerin serbest radikalleri temizleme, giiclii antioksidan
ozelligi, hidrolitik ve oksidatif enzimleri (fosfolipaz A2, sitokrom oksigenaz,

lipoksigenaz) tutma ve iltihap Onleyici etkinlikleri bilinmektedir (57, 59).
Antioksidanlarin cesitli calisma mekanizmalar1 vardir; bunlar sirasiyla,

1) Onarict etki ile serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin onarilmasi: Lipid,

protein, ve DNA gibi yapilarda olugsmakta olan biyolojik molekiiler hasar1 onarma (60),

2) Toplayic1 etki ile serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma veya

daha zayif yeni molekiile ¢cevirme,

3) Zincir kirict etki ile serbest oksijen radikallerini baglayarak, zincirlerini kirip

islevlerini engelleme (64); serbest radikal iireten kimyasal reaksiyonlar1 durdurma (61),

4) Baskilayici etki ile serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen
aktararak etkinliklerini azaltma veya inaktif sekle doniistirme (40); reaksiyon hizim

azaltma (62)
5) Hiicresel kinaz yapilarini dnleyip oksitlenme reaksiyonlarin1 durdurma (61),

6) Organizmadaki SOD gibi antioksidan enzimler ile enzimatik olmayan

antioksidanlarin sentezini artirma (63),
olarak yazilabilir.

Antioksidan tiiketimindeki artig ve kanser goriilme sikligindaki diisiis arasindaki
iliski ile ilgili de bugiine kadar ¢ok fazla sey irdelenmistir. Hayvan modelleri ve hiicre
kiiltiirleriyle yapilan cahismalarla desteklenmis epidemiyolojik calismalarin sonuglari
karsinogenez siirecinde oksidatif DNA hasar1 oldugu teziyle uyusmaktadir (64). Bu
sebeplerden, antioksidan destekleyiciler sik sik kanser Onleyici diyet olarak Onerilir
(65). Ne var ki; reaktif oksijen tiirlerinin fazla diizeyde olusumu, hiicre 6liimiinde
(apoptoz) hiicrenin dahili programlarinin etkinlesmesi icin dnemlidir ki; bunlar kanserli
hiicreleri 6ldiiren onemli savunma mekanizmalaridir (66). Bu mekanizmalarin, ayni

zamanda, etkin kanser kemoterapisi ve 151n tedavisi i¢in kritik 6nemi vardir.

Apoptoz, i¢c denetleyicilerin bir hasar ya da islev bozuklugu tespit ettigi
durumlarda meydana gelir ve hiicreyi 6ldiiren kaspazlar ve endoniikleazlar1 etkinlestiren
sinyaller dizisini tetikler. Apoptozun en Onemli islevlerinden biri preneoplastik ve

neoplastik hiicrelerin yok edilmesidir (67). Hiicre 6liimiiniin bir ¢ok formunda, sinyaller
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dizisi, reaktif oksijen tiirlerini temel ara haberci molekiiller olarak kullanir (68). Bu,
antioksidanlarin apoptozu engelleme yeteneginin altinda yatan nedendir. Hiicrenin lipid
boliimlerine ayrilabilen a-tokoferol gibi antioksidanlar apoptozu geciktirebilir veya

durdurabilirler (69).

Antioksidan 6zelligi bilinen bircok madde vardir. Bunlardan bazilari;
a-tokoferol (E vitamini), B-karoten (A vitamini), resveratrol ve Kkateginler (katesin,

epikatesin)’dir.

2.4.1. ao-tokoferol (Vitamin E)

E vitamini ilk defa Evans ve Bishop tarafindan 1922 yilinda bulunmustur. Cok
giiclii bir antioksidandir. E vitamini i¢inde alfa, beta, gama ve delta tokoferolleri
bulunur. Bunlarin i¢inden Ozellikle a- tokoferol 6nemli bir antioksidandir. En cok
bugday, muswr, piring gibi tahillarda bulunmaktadir. Bunun disinda aycgicek yagi,
misirdzil yagi, ceviz, badem ve yerfistigi gibi kuru yemislerde ve yesil sebzelerde de
bulunmaktadir. E vitamininin bilinen en 6nemli 6zelligi dogal bir antioksidan olmasi,

peroksidleri ve serbest oksijen radikallerini ndtralize edebilmesidir.

E vitamini bulundugu biyolojik ortamlardaki serbest radikal tiirlerini toplayarak
peroksidasyonun erken doneminde zar fosfolipidlerindeki coklu doymamis yag
asitlerini korumada oksidatif strese karsi ilk savunma hattim olusturur (61, 63). Bir
diger yol ile de singlet oksijen, siiperoksit ve daha ¢ok hidroksil radikallerini indirger
(62). Bu islevini peroksidasyon reaksiyon zincirini sonlandirarak gerceklestirir. Uzunca
bir siire vitamin E’nin antioksidan etkinliginin sadece bu reaksiyonun zincirini
sonlandirarak gerceklestigi kabul edilmesine karsin bugiin E vitamininin radikal
giderme, baskilama, onarma ve i¢ savunmayr artirma mekanizmalarinin tiimiinii
kullanabildigi, bu nedenle cok hizli ve genis bir antioksidan etki kapasitesine sahip

oldugu gosterilmistir (63).

E vitamini okside olduktan sonra ve parcalanmadan ©nce askorbik asit ve
glutatyon tarafindan yeniden indirgenebilmektedir. E vitamini ve C vitamini
verilmesinin, yasl kisilerde ortalama kan lipid peroksit konsantrasyonlarinda bir azalma
sagladigi saptanmistir. Glutatyon peroksidaz ile E vitamini, serbest radikallere karsi
birbirlerini tamamlayic1 etki gosterirler. Glutatyon peroksidaz olusmus peroksitleri
ortadan kaldirirken E vitamini peroksitlerin sentezini engeller. Serbest radikallerin

kanserin baslamasinda rol aldig1 ve E vitamini ile diger antioksidanlarin antikanserojen
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etki gostererek kanserin yayilmasini ve tiimoriin biiyiimesini 6nledigi kaydedilmistir

(40).

Insanlarda E vitamini plazma ve eritrositlerde bulunan yagda eriyen ve zincir
kiran tek antioksidandir. Membrana 6zgii bir antioksidan olan E vitamini organizmay1
lipid peroksidasyonunun reaktif {iriinlerinden ve doku yikimindan korur. Diyetle alinin
a-tokoferol lipid peroksidasyona karsi koruma saglar ve sonucta steroidlerin neden

oldugu karaciger hiicre hasar1 ve tiimor gelisimine karsi kullanilabilir (70).

E vitamini etkinligi gosteren 6 dogal tokoferol bulunmaktadir. Tokoferoller agik
sar1 renkte ve yapigkan maddelerdir. Bunlar lipidlerde ve bircok organik eriticide erir
fakat suda erimezler; bununla beraber a-tokoferoliin sodyum fosfat esteri suda erir.
Vitamin E 1s1ya, alkalilere, asitlere ve 1s18a kars1 dayaniklidir, fakat ultraviyole 1sinlar
karsisinda kolayca bozulur (71). Oksitlenince biyolojik etkisini kaybeder, oksijensiz
1s1ya 200 OC’ye kadar dayanir (72). Tokoferoller kroman halkasindaki metil gruplarinin

sayis1 ve yerlerinin farkli olmasiyla birbirlerinden ayrilirlar (73).

Tokoferollerin biiyiik kismi kan dolasimina lenf yoluyla girer. Tokoferollerin
hizl1 degisimi plazma lipoproteinleri ve eritrosit membranlar1 arasinda olusur. Oral yolla
alman tokoferoller genellikle iyi absorbe edilirler. Yaglar ve safra tuzlari, diger yagda
eriyen vitaminlerde oldugu gibi vitamin E’nin absorbsiyonunu kolaylastirirlar (71).
Tokoferoller ince bagwsakta safranin yardimiyla emiilsiyon haline gelir ve sonra
absorbe olurlar. Maksimum absorbsiyon E vitamini alindiktan birka¢ saat sonra goriiliir
(74). Bozulmus yaglar E vitaminini oksitleyerek bozulmasimna neden olur, mineral
yaglar ise bu vitaminin absorbsiyonunu engeller (71, 74). E vitamini, karaciger ve yag
dokularinda depo edilir. Depolama miktar1 yasa ve cinsiyete gore degisir. Yas ile
depolama kapasitesi artar. Hiicre igerisinde ise tokoferol mitokondri, mikrozom ve

lizozomlarda konsantre olur (71).

Tokoferollerden a-tokoferol, hayvan dokularinda, tokoferollerin yaklasik
% 90’nin1 icerdigi ve biyolojik aktivitede en fazla rol oynadigi i¢in en dnemli tokoferol
sayllmaktadir (36). a-tokoferol, dogal olarak d izomeri halinde bulunur ve bu sekli ilag
olarak kullanilir; maksimum absorbsiyonu 294 nm’dir (75). Cok kolay oksitlenebilme
yetenegine sahiptir. E vitamininin biyolojik ortamlarda gergeklestirdigi islev biiyiik
oranda bu ozelligine dayanmaktadir. Karbontetrakloriir, etanol, trikloretilen, metanol,

krom ve kromat gibi pek cok cevresel zararli maddenin hiicre iizerinde olusturdugu
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kromozom hasar1 ve diger lezyonlarin 6nlenmesinde a-tokoferol bir antioksidan olarak

etkilidir. a-tokoferoliin kimyasal yapis1 sekil 2-3’te gosterilmistir.

CH; CHj
H3C o CH,

CH, CH3 CH,3
OH

CH,

Sekil 2-3: a-tokoferoliin kimyasal yapisi

o-tokoferol bir radikal-zincir kiricici olarak tanimlanir, ve hidrofobik
davranmisindan dolayr lipid ortamlarda etki gosterir. Bu nedenle a-tokoferoliin

antioksidan etkisi; membran ve lipoprotein ortamlarindaki direk etkisiyle simrhidir (77).

Hayvan ve insanlarda yapilan caligmalar tokoferollerin deri, mide, mesane,
kolon, karaciger, akciger, meme ve prostat kanseri gibi deneysel olarak olusturulan veya
spontan meydana gelen tiimorlerin gelismesini geciktirici hatta iyilestirici bir etkiye
sahip oldugunu gostermistir (78-81). Oksidatif stres olusturulan sicanlarda kanser
gelisimi ve basta a-tokoferol olmak lizere tiim antioksidanlarda yetmezlik gdzlendigi
bildirilmistir (82). Ozellikle a-tokoferol ve P-karotenin antioksidan aktivitesi kanserle

negatif iliski gdstermektedir (83).

E vitamininin antioksidan etkisi ile ilgili aragtirmalarin ©nemli kismi
a-tokoferoliin deri antioksidan kapasitesini artirdigim  ortaya koymaktadir. Cilt
yaslanmasina ve 15181 deri iizerindeki yipratict etkisine karsi daha giiclii bir korunma
olusturmada E vitamini ve kombinasyonlar1 6nemli diizeyde etkili oldugu gosterilmistir
(84). Bu kamiy1 destekler nitelikte baz1 arasgtirmalara gére, UVA-15in ve ozona maruz
birakilan hayvanlarda o-tokoferol ve P-karoten uygulamalar1 SOD ve katalaz gibi
hiicresel i¢ antioksidanlarin etkinliklerini artirarak deri hiicrelerindeki yikimi

azaltmaktadir (60).

Giines 1s1nlan ile yogun olarak kars1 karsiya kalinmasi lipid oksitlenme diizeyini

artirarak erken yaslanma, kanser, kalp hastalig1 riskini artirmaktadir. Giines 1sinlar1 ve
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diger 151k kaynaklar1 ile ozonun bu tip sakincali tesirlerine karst E vitamini 6nemli bir

antioksidan olarak kabul edilmeye baslanmstir.

Erigkin bireylerin %30’unun sorunu olan hipertansiyon ve kardiyovaskiiler
hastaliklar da antioksidanlardan yetersiz beslenme ile iligkilendirilmekte, 6zellikle E

vitamini eksikliginin rolii izerinde durulmaktadir.

2.4.2. B-Karoten (A vitamini)

A vitamininin suda eriyebilen Onciilii olan B-karoten bir antioksidan olup
dokularda peroksit radikallerinin yakalanmasindan sorumludur. B-karotenin 6zellikle
kimyasal karsinogenezde koruyucu rolii oldugu bilinmektedir (85). B-karoten, 6zellikle
diisik oksijen geriliminde, peroksil radikallerini yakalar. Tek degerlikli oksijen
radikallerini baglayan serbest radikal tutucu olarak etkili bir antioksidan olmasinin yani
sira, kimyasal karsinogenezi de Onler ve bu etkisini, diger antioksidanlardan farkl
olarak karsinogen ajanlarla capraz baglar kurarak gerceklestirir (86). B-karotenin

kimyasal yapisi sekil 2-4’de gosterilmistir.
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Sekil 2-4: B-karotenin kimyasal yapisi

A vitamini oksidatif nedenlerle olusan hiicre yikiminin tamirinde 6nemli rol
oynayan bir vitamindir. A vitamini eksikligi olan sicanlarda siiperoksit dismutaz ve
glutatyon peroksidaz enzim diizeylerinde azalma ve lipid peroksidasyonunda artma
saptanmustir. Baz1 epidemiyolojik ¢alismalarda ateroskleroz va kanser insidansinin
uygun miktarda B-karoten ve diger karotenoidleri alan kisilerde daha diisiik oldugu

saptanmustir (87).

Karotenoidler, bitkiler ve mikroorganizmalar tarafindan sentezlenip, hayvanlar

tarafindan sentezlenemeyen, bircok meyve ve sebzeye parlak rengini kazandiran, dogal
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pigmentlerdir. Yedigimiz besinlerde onlarca karotenoid vardir ve bu karotenoidlerin
cogu antioksidan etkiye sahiptir. B-karoten simdiye kadar iizerinde en fazla calisilan
karetenoidtir; bunun nedeni B-karotenin bir ¢ok iilkede yetisen meyve ve sebzelerde en
cok goriilen ortak karotenoid olmasidir. B-karoten ve diger karotenoidlerin in vitro ve
hayvan modellerinde antioksidan 6zellikleri vardir. Karotenoidlerin karigimi ya da diger

antioksidanlarla birlikteligi serbest radikallere karsi olan etkilerini arttirir (88).

Karotenler oksijeni olmayan karotenoidlerdir. Oksijeni olan karotenoidler
ksantofil olarak adlandirilir. Diyette en bol bulunan karotenoid olan B-karoten insan
viicudunda iki A vitamini molekiiline doniismektedir. B-karoten serbest oksijen
radikallerinin olusumunu O©nlemesinin yam sira radikallerle dogrudan reaksiyona
girebilir (89). Sebze ve meyve yeme alisgkanligl az olan bireylerin plazma retinol ve

B-karoten diizeyleri bu tiir aliskanlig1 fazla olan bireylerden diisiik ¢ikmustir (71).

Dogada 600’iin iizerinde karotenoid bulunur. Bunlardan ortalama 40’1 normal
bir insanin diyetinde mevcuttur. Bu karotenoidlerden 14’ti ve bazilarinin da
metabolitleri insan kaninda ve dokularda tespit edilmistir (90). Bircok epidemiyolojik
caligsma karotenoid tiiketiminin artmasiyla, kronik hastalik goriilme sikliginin azaldigina
isaret eder. Ne var ki; bu koruyucu mekanizma tamamen anlasilabilmis degildir. Bu
konuda cesitli olasiliklar mevcuttur, bazi karotenoidler; retinoidlere doniisebilirler
(proenzim A etkinligine sahiptirler), lipoksigenazlarin enzimatik etkinliginini
diizenleyebilirler (proinflamatuar veya bagisiklik diizenleyici molekiil), antioksidan
Ozellige sahip olabilirler, bir proteinin iiretiminden sorumlu gen anlatimini

aktiflestirebilirler (91).

Karotenoidlerin antioksidan etkisinin altinda yatan; tek oksijeni tutma 6zellikleri
ve peroksil radikalleri yakalama yetenekleridir (92). Likopen, dogal karotenoidler icinde

en etkili, tek oksijen tutucudur (93).
Karotenoidler su sekilde siniflandirilir:

1) Karotenoid hidrokarbonlar: karotenler olarak bilinirler ve kendilerine 6zgii
son gruplar icerirler. Likopenlerin iki asiklik son grubu vardir. B-karotenin iki

siklohekzen tipi son grubu vardir.
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2) Oksijenlenmis karotenoidler: ksantofilsler olarak adlandirilirlar. Bu
bilesiklere 6rnek olarak a)zeaksantin ve lutein (hidroksi), b)sipriloksantin (metoksi),

c)ekinenon (okso), d) anteraksantin (epoksi) verilebilir (94).
Karotenoidlerin bitkilerdeki biyosentetik zinciri oyledir; fitoen—> fitofuluen -

{-karoten—>norosporen—>likopen—>vy-karoten ve B-karoten. Fitoenden likopene
kadar olan her enzimatik adimda molekiile bir cift bag eklenir, bunun sonucu olarak
olusan likopen 13 ¢ift bag iceren simetrik bir molekiildiir. Likopenden sonraki
biyosentetik adim, son gruplarm enzimatik dongiisiinii icerir, bu da y-karoten (bir beta
halkas1) ve P-karotenle (¢ift beta halkasi) son bulur. Molekiile oksijen eklenmesi

ksantofil olusumuna neden olur (94).

Bir meyve ya da sebzedeki her bir karotenoid konsantrasyonu, biyosentetik
zincirde hangi enzim ya da enzimlerin, enzimatik reaksiyonun hiz limitinde olabilecegi
hakkinda fikir verir. Ornegin; kirmiz1 domatesteki yiiksek miktardaki likopen, likopenin
v-karotene doniistiiriilmesi i¢in yeterli derecede enzimatik etkinlik olmadigina isaret

eder (95).

Meyve ve sebzelerde flovanoidlerin onemli kismi kabuklarinda yer alir. Bu
nedenle kabuklariyla beraber ya da kabugu fazla derinden soymadan yemek daha
faydahdir. Sebzelerin az haglanmasi da, viicudun beta karoteni daha iyi absorbe
etmesine yardimci olur. Havug, domates, patates, kavun, karpuz, kayisi, mango zengin

beta karoten kaynaklaridir.

2.4.3. Resveratrol

Resveratrol (3,4,5-trihidroksistilben) {iziim tanelerinde bol miktarda bulunan
polifenol yapida dogal bir antioksidan maddedir. Cayda, kirmiz1 sarapta, {iziimde, yer
fistiginda, yaban mersininde ve diger baz1 meyvelerde bulunan resveratroliin biyolojik
olarak etkinlik gosteren formu trans resveratroldiir. Trans resveratroliin
antiaterosklerotik, antiinflamatuar ve kansere karsi koruyucu etkilerini gosteren ¢ok
sayida calisma bulunmaktadir. Resveratroliin trans izomerlerinin yani sira cis ve glikozit
formu olan piceid formu da vardir (96). Piceid ve resveratrol bircok bitkide
organizmanin strese yanitinin bir parcasi olarak bulunur. Resveratroliin tim formlari
kirmizi tiziimde, yesil liziime oranla daha fazla miktarda bulunmaktadir. Resveratroliin

kimyasal yapisi sekil 2-5’de gosterilmistir.
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Sekil 2-5: Resveratroliin kimyasal yapisi

Resveratroliin hidrofilik konjuge hale gelmesi, kana gecisini, viicutta dagilimini
ve salgilanmasini kolaylastirir. Resveratrol ve metabolitleri karaciger ve safra kesesi
tarafindan kandan filtre edilerek safra ile bagirsaklara atilir. Daha sonra geri emilime
ugrar. Resveratrol oral yolla alindiktan kisa siire sonra kolonda bulunur. Ancak dokulara
dagilimi1 birka¢ saat siirer. Resveratrol karacigerde glukuronatlanir, karaciger ve
duedenumda siilfatlanir. Siilfatla konjugasyon resveratroliin biyoyararlaniminda hiz
sinirlayict basamaktir. Diyetle alinan oral dozun % 70’ i plazmada resveratrol ve
konjugatlar1 seklinde tepe noktaya erigir; yar1 Omrii dokuz saattir. Degismemis

resveratrol eser miktarda plazmada saptanir (97).

Resveratroliin sudaki diisiik ¢oziiniirliigli gdz oniine alindiginda proteine baglh
tasindig1 diisiiniilebilir. Hepatoblastoma hiicrelerinde resveratroliin taginma kinetigi
incelenmistir. Buna gore basit diifiizyon tasiyici aracili taginmalar belirlenmistir. Serum
iceren hiicre kiiltiiriinde resveratroliin pasif tasinmasinin, serumsuz kiiltiire gore iki kat

daha yavas oldugu gosterilmistir (98).

Biyolojik olarak pozitif etkileriyle taninan resveratroliin viicuttaki taginma
dagilim mekanizmas1 tam olarak bilinmemektedir. Resveratroliin  si¢anlarin
karacigerindeki lipid sentezini azalttig1, 16kositlerdeki eikozanoid sentezini durdurdugu,
aragidonat mekanizmasim engelledigi, trombosit agregasyonunu ve bazi protein
kinazlarin etkinligini engelledigi gosterilmistir. Ayrica diisiik yogunluklu lipoproteinler
(LDL)’i oksitlenmeden korumada vitamin E’ye oranla daha iyi bir antioksidan

oldugunu gosteren caligsmalar vardir (98).
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Resveratrol izomerlerinin trombositlerde 5-Hidroksitriptofan (5-HT) geri alimi
izerine olan etkileri incelendigi bir caligmada, cis resveratroliin 5-HT geri alimini
engellemede trans izomerine gore daha az etkili oldugu gosterilmistir. Ayrica major
depresyon tedavisinde kullanilan monoaminoksidaz-A (MAQO-A) inhibitorleri gibi trans
resveratroliin de monoaminoksidaza secici bir inhibisyon etkisi oldugu gosterilmistir.
Resveratrol bu biyokimyasal etkisini in vivoda da gosterirse, dogal bilesenlerin

depresyonun tedavisinde kullanilabilecegi ileri siiriilmektedir (96).

Hiicre kiiltiir caligmalarinda resveratroliin bir¢ok tiimor hiicre serisinde apoptoza
neden oldugu gosterilmistir. Ayrica diisiik mikromolar derisimlerde resveratrol,
antiapoptozisi ve proliferasyonu baglatici etkiye sahiptir. Serbest radikaller yiiksek
derisimde bulunduklarinda yok edici bir etkiye sahipken, diisiikk derisimlerdeki
radikaller sitokinlerin sinyal mekanizmasim aktive ederek proliferatif yanit olustururlar.
Resveratroliin siklooksijenaz I ve siklooksijenaz II ile lipooksijenaz izoenzimlerinden

LOX-5 ve LOX-15’1 engelleyerek apoptozu Onledigi gosterilmistir (99).

Resveratroliin  kanseri Onleyici ©zellikleri iizerinde yeterince arastirma
yapilmamis olmasina ragmen, ilk aragtirmalarin sonucglar1 umut vericidir. Deneysel
caligmalarda kanser olusumunu engelledigi, olusmus kanserleri duraklattigi ve tiimoriin
viicudun diger taraflarina yayilmasini onledigi gosterilmistir. Antikarsinojen etkisini,
bazi enzim sistemlerini ve bagisiklik sistemini uyararak olusturdugu anlagilmaktadir
(100). Yapilan bir arastirmada, resveratroliin, kanserli hiicrelerin kendi kendilerini imha
etmelerini sagladigi gozlemlenmistir. Kanserli hiicreler pargalara ayrildiktan sonra,
diger hiicreler tarafindan temizlenmistir. Bu etki, meme, deri ve kan kanseri iizerinde
yapilan deneylerde elde edilmistir. Diger bazi arastirmalarda da prostat kanseri
hiicrelerinin artisinin durmast gozlemlenmistir. Ayrica resveratroliin antikarsinojenik
etkisini trozin kinaz etkinligini durdurarak gosterdigi diisiiniilmektedir. Resveratrol

meme kanseri hiicrelerinde Ostrojen reseptor agonisti olarak rol oynamaktadir (101).

Son yillarda yapilan calismalarda resveratroliin kardiyoprotektif dzelligi tespit
edilmistir. Kardiyak hasarin akut ve kronik modellerinde, resveratrol miyokardiyal
iskemi-reperfiizyon  hasarimin  siddetini  azaltmaktadir (101).  Resveratroliin
iskemik-reperfiize kalpte apoptotik kardiyomiyositleri azalttigi gosterilmis ve anti-
apoptotik etkileri desteklenmistir. Resveratrol, oksidatif stresin indiikledigi apoptotik

hiicre oliimiinii 6nleyerek ve H,0O, yakalayarak, vaskiiler oksidatif strese direnci
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arttirmaktadir. Sigan koroner arter endotel hiicresinde resveratrol glutatyon peroksidaz-1
ve hem oksijenaz-1 ifadelenmesini arttirarak antioksidan etkilerini gostermektedir.
Resveratrol, H,O; ile olusan apoptotik hiicre dliimiindeki artisa kars1 endotel hiicresini

korur ve damarlarin oksidatif strese direncini arttirir (102).

Resveratrol, yiiksek oranda doymus yag alimiyla ilgili olan KKH azaltan bir
maddedir. Resveratroliin, KKH’deki pozitif etkisini trombosit agregasyonunu
engelleyerek ve LDL’yi oksitlenmesinden koruyarak gerceklestirdigi gosterilmistir.
Diizenli ve olciilii bir sekilde ozellikle kirmizi sarap igilmesinin, trans-resveratrol

icerdiginden dolayi, bu hastalifa yakalanma riskini azalttig1 gosterilmistir (102).

Resveratrol in vivo antioksidan olarak islev goriir, kalpte peroksil radikalini
yakalayabilir ve bu yolla iskemi-reperfiizyon hasarindan kalbi korur (103). Brito ve ark.
(104) sigir aortik endotel hiicresinde peroksinitritin aracilik ettigi endotel hiicre
toksisitesinde resveratroliin degisik doz ve siirelerinin etkisini hiicre canliligi, okside ve
rediikte glutatyon diizeyi ile degerlendirmislerdir. Resveratroliin peroksinitritin
indiikledigi oksidatif strese karsit hiicre i¢i indirgenmis glutatyon (GSH) diizeyini
arttirarak  kardioprotektif etki sagladigin1  gOstermislerdir. Glutatyonun hiicre
yasamimndaki ©nemi dikkate alindiginda; resveratrol, antioksidan ozelligi ile
kardiyovaskiiler sistemi koruyucu etkisine yeni bir yaklasim saglamakta ve yeni tedavi

stratejilerinin gelisimine katkida bulunmaktadir (105).

Fransa’da kirmiz1 sarap tiiketimi ile kardiovaskiiler hastalik siklig1 arasinda ters
orant1 saptanmustir (Fransiz paradoksu) (106). Resveratrol’tin dogal antioksidan rolii ii¢
farkl1 antioksidan mekanizma ile agiklanmaktadir. Bunlardan biri, koenzim Q ile
yarismak ve ROS olusum yerinde oksidatif zincir kompleksini azaltmak; digeri,
mitokondride olusan siiperoksit radikalini yakalamak, sonuncusu ise fenton reaksiyonu
iriinleri tarafindan indiiklenen lipid peroksidasyonunun inhibisyonudur. Bircok
caligmada resveratrolin hem siiperoksit hem de hidroksil radikalini yakalama
yeteneginin oldugu gosterilmistir. Ancak bu 6zellik diger pek ¢ok gii¢lii antioksidandan
daha zayiftir. Resveratroliin hidroksil radikalini yakalayabilmesi, askorbik asit gibi
potent bir radikal yakalayicisindan daha yavastir. Resveratrol in vitro kosullarda
ROS’un zayif yakalayicisi olmasina ragmen in vivo olarak gii¢lii bir antioksidan islevini
goriir. Resveratroliin in vivo antioksidan 6zelligi nitrik oksit sentezini arttirma yetenegi

ile gii¢ kazanmaktadir. Burada in vivo antioksidan olarak, nitrik oksit siiperoksidi
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yakalama yetenegine sahiptir. Resveratrol biyolojik sistemlerde  bulunan
antioksidanlarin hiicre i¢i konsantrasyonlarinin siirdiiriilmesini de saglamaktadir (107).
Resveratroliin hidrojen peroksit ile etkinlesen insan lenfositlerinde glutatyon miktarini
arttirdig1 gosterilmistir. Baska bir ¢alismada da insan lenfositlerinde resveratroliin
glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz ve glutatyon-S transferaz gibi glutatyon

metabolizmasi ile ilgili enzimlerin miktarim arttirdigr gosterilmistir (101).

Antioksidan, anti-enflamatuvar, anti-apoptotik etkileri olan resveratroliin
kardiyovaskiiler hastaliklarinin patofizyolojisinde oksidatif hasara karst koruma
sagladigi gosterilmistir fakat biyokimyasal ve hiicresel mekanizmalar1 tam olarak
aciklanamamigstir. Son zamanlarda yapilan caligmalar iskemi-reperfiizyon hasarinin
koroner dolasima olan etkileri iizerine odaklanmistir. Reaktif oksijen iiriinleri,
iskemi-reperfiizyon hasarinda ©nemli oldugu i¢in antioksidanlar hiicre hasarini
iyilestirmede kullanilmaktadir. Resveratrol antioksidan ozelligi ile hiicreyi oksidatif

hasara kars1 korumaktadir (105).

2.4.4. Katesinler

2.4.4.1. Katesin-Epikatesin

Serbest radikallerin zararli etkileri bazi maddeler tarafindan azaltlir veya
tamamen ortadan kaldirilabilir. Bu maddelerden biri de katesinlerdir. Bitkilerde yaygin
olarak bulunan katesinler, antioksidan 6zellikleri olan flavanoid ailesinin alt sinifindan,
flavan grubuna dahil polifenolik bilesiklerdir. Yapilan baz1 ¢calismalarda katesinin lipid
peroksidasyon olusumuna bagl olarak artan malonildealdehit diizeyini 6nemli 6l¢iide

engelledigi gosterilmistir (108).

Epidemiyolojik verilere gore; bitki polifenolii tiiketimiyle koroner kalp
rahatsizliklar1 arasinda negatif bir iligki vardir (109). Katesinler, serbest oksijen
tiirlerinin neden oldugu kardiyovaskiiler, norodejenaratif ve kanser gibi hastaliklara
antioksidan etkinlikleri iizerinden etki eden molekiiller olarak gosterilmektedir (110).
Birka¢ hidroksil grubu bulunan flavonoidler sebze ve meyvelerde ¢okga bulunur ve

giinliik diyetlerde bunlar sik¢a tiiketilir.

Katesinler polifenoller grubundan, sarap, ¢ay, meyve ve ¢ikolatada bulunan
flavanollerdir. Polifenolik katesinler ayrica meyvelerde de bulunmaktadir. Bu grup

flavanoller, baslica katesin, epikatesin, epigallokatesin alt gruplarini icermektedir.
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Katesinler, dogal antioksidan etkinlikleriyle bilinirler ve bitkilerdeki bu polifenoller,
vaskiiler, viral, gastrointestinal ve inflamatuar hastaliklarin tedavisinde kullanilirlar

(111).

Flavanoidlerin igerdikleri 2,3 cift bag nedeniyle 8 stereoizomeri bulunmaktadir.
Bunlar; (+) katesin (K), (-) epikatesin (EK), (+) gallokatesin (GK), (-) epigallokatesin
(EGK), (+) katesingallat (KG), (-) epikatesingallat (EKG), (+) gallokatesingallat
(GKG), (-) epigallokatesingallat (EGKG)’dur.

Ozellikle cayda bulunan Kkatesinler kimyasal olarak coziinebilen, renksiz
molekiillerdir. Molekiillerin kimyasal farkliliklar1 heterosiklik oksijen halkasinin
molekiildeki konformasyonuna dayanmaktadir. Katesinlerin antioksidan potansiyelleri
EKG>EGKG>EGK>EK olarak siralanmaktadir. Bilgilerin analizi sonrasinda ortho
konfigiirasyona sahip olmanin ve igerdikleri hidroksil grubunun sayisinin
antioksidanlarin etkinligini onemli dl¢iide etkiledigi hipotezi One siiriilmiistiir (112).
Cay katesinleri antioksidan etkilerini, hidrojen atomundan serbest radikal alicis1 gibi

davranarak, zincir oksitlenme reaksiyonunu keserek gosterirler (112).

Katesinlerin en onemlileri katesin ve epikatesindir. (+)-katesin, C halkasinda
beta hidroksil (OH) grubu tasirken, (-)-epikatesin C halkasinda alfa OH grubu
tasimaktadir (113) (Sekil 2-6). EGKG, cayda en ¢ok bulunan flavanoiddir ve yesil cay
etkinliginden asil sorumlu olan bilesendir. Canli sistemlerde yiiksek antioksidan etkinlik
gosteren (+)-katesin ve (-)- epikatesin, sebzelerde bol miktarda bulunan iki flavanoid
stereoizomerdir. Flavanoidlerin antioksidan etkinliklerini fenolik hidrojen atomlarini
vermek suretiyle serbest radikalleri yakalayarak yaptiklar1 bilinmektedir. Ancak

antioksidan etkinliginin molekiiler etki mekanizmasi tam olarak aciklanamamistir (113).



32

(+)-Katesin

OH
OH

HO O

OH
OH
(-)-Epikatesin

Sekil 2-6: (+)-katesin ve (-)-epikatesinin kimyasal yapis1

(+)-Katesin ve (-)-epikatesin gibi katesinlerin antioksidatif 6zellikleri agisindan
cesitli fizyolojik etkileri oldugu bulunmustur. Bir ex-vivo c¢alisma; yesil cay
tilketiminin, insanlarda LDH’1n oksitlenmesini 6nledigini gostermistir (114). Dahasi, bir
in vivo calismada, cay katesinlerinin, apolipoprotein E eksikligi olan farelerde
ateroskleroz olusumunu azallugi gozlemlenmistir (115). Alzheimer’s ve Parkinson
rahatsizliklar1 gibi norodejeneratif bozukluklarin dnlenmesinde (-)-epikatesinin bir roli

olabilecegi belirtilmigtir (114).

Bu onyilin baglarinda yapilan bazi arastirmalar; oral yolla alinanan (+)-katesin
ve (-)-epikatesinin sindirim sistemi tarafindan emilip, metabolize edildigini ve konjuge
ve/veya metile olmus formlarimin plazmada bulundugunu gostermistir (114, 115). Ayn1
zamanda bazi calismalar, insan ve sicanlarda; kakao tozundan alinan (-)-epikatesinin

emildigini, cesitli konjuge ve metile formlara metabolize edildigini ve idrar yoluyla
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atildigin1 gostermistir (116). Kirmiz1 sarap tiiketiminden sonra insan plazmasinda;
(+)-katesinin konjuge ve/veya metile formlarmin bulundugu gozlemlenmistir (117).
Ayrica insan ve siganlara yesil cay verilmesinden sonra, plazmalarinda (-)-epikatesine

rastlanmistir (118).

2.5. Sinir-Kas Kavsagi (Noromiiskiiler Kavsak)

Iskelet kas lifleri omurili§in 6n boynuzunun biiyiik motor néronlarindan
baslayan biiyiik miyelinli sinir lifleri ile inerve edilir. Her sinir lifi normalde bir¢ok kez
dallanir ve ii¢ ile birkag yiiz iskelet kas lifini uyarir. Sinir ucu, kas lifiyle lifin ortasina
yakin bir yerde, sinir-kas kavsagi denilen bir baglant1 yapar ve aksiyon potansiyeli kas
lifinin ug¢larma dogru iki yonde yayilir. Kas liflerinin yaklasik yiizde ikisi diginda, her

lifte sadece bir kavsak vardir.

Sinir boyunca depolarizasyon dalgasi seklinde ilerleyen uyarmin sinir sonuna
geldiginde kas hiicresine gecisi (sinir-kas iletimi) bir kimyasal araci ile saglanir.
Sinir-kas kavsagma asetilkolin (ACh) verilmesinin kas lifi membraninda
depolarizasyona yol actig1 ve yeterli yogunluga ulastiginda uyarinin yayilarak kasilma

sagladig bilinmektedir.

Sinir lifi u¢ kisminda terminal dallara ayrilir ve kas lifinin icine dogru girer,
fakat lifin plazma membraninin diginda kalirlar. Bu yapinin tamamina motor son plak
denir. Bu yap1 kendisini etraftaki sivilardan ayiran bir veya daha fazla Schwann hiicresi

ile cevrilmistir.

Membranin invajinasyonuna sinaptik oluk veya sinaptik cukur denir ve
terminalle lif membram arasindaki bosluga sinaptik yarik denir. Bu alan 20-30
nanometre (nm) genisligindedir. Olugun tabaninda subnoéral yarik denen kas
membraninin yaptig1 ¢ok sayida kiigiik kivrim vardir, bunlar sinaptik transmiterin etkili

olabilecegi yiizey alanini biiyiik oranda genisletir.

Akson terminalinde bulunan ¢ok sayida mitokondri baslica eksitatdr transmiter
olan ACh sentezi icin gerekli enerjiyi saglar. ACh kas lifini uyarir. ACh sinir
terminalinin sitoplazmasinda sentezlenir fakat hizla bircok kiiciik sinaptik vezikiile
absorbe edilir, bir son plak terminalinde normalde yaklagik 300 000 adet vezikiil vardir.
Sinaptik aralikta bulunan ¢ok miktarda asetilkolinesteraz enzimi asetilkolini sinaptik

vezikiillerden salindiktan sonra yikar.
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Bir sinir uyaris1 sinir-kas kavsagina ulastiginda, yaklagik 125 ACh vezikiilii
terminalden sinaptik araliga bosaltilir. Aksiyon potansiyeli terminal boyunca yayildigi
zaman voltaj kapili kalsiyum kanallar1 agilir ve cok miktarda kalsiyumun terminal i¢ine
difiize olmasin1 saglar. Kalsiyum iyonlarinin ACh vezikiillerini etkileyerek, onlart noral
membranda yogun ¢ubuklara yakin bolgelere cektigi diisiiniilmektedir. Baz1 vezikiiller

membranla birlesir ve ACh igeriklerini ekzositozla sinaptik araliga bosaltirlar.

Her reseptor, toplam molekiil agirhig 275 000 olan biiyiik bir protein
kompleksidir. Kompleks, iki alfa ve birer beta, delta, gama olmak iizere bes protein
altbirimden olugmustur. Bunlar yan yana gelerek bir tiibiiler kanal olustururlar. Kanal,
iki alfa altbirim proteinine iki ACh molekiilii baglanincaya kadar kapali kalir. Baglanma

bicimsel bir degisiklige neden olarak kanalin a¢ilmasini saglar.

ACh kanallarinin agilmasinin baglica etkisi cok sayida pozitif yiikii tasiyarak
lifin icine girmesidir. Bu, kas lifi membraninda son plak potansiyeli denen lokal bir
potansiyel degisiklik olusturur. Daha sonra, son plak potansiyeli kas membraninda

aksiyon potansiyelini baslatir ve kas kasilmasina neden olur (119).

2.6. Kas Kasilmasmn Ozellikleri

Tek bir aksiyon potansiyelinin kasta kasilmasi ve gevseme olusturmasma kas
sarsis1 denir. Kas kasilmasimin bircok ozelligi tek bir kas sarsis1i incelenerek
anlagilabilir. Bunun i¢in bir kasmn siniri elektriksel olarak uyarilarak veya kasin
kendisine kisa siireli elektriksel uyar1 verilerek saniyenin boliimleri icinde sonlanan tek,

ani bir kasilma olusturulur (119).

2.6.1. Kasilma Tipleri (izotonik ve izometrik Kasilma)

Kas esnekligi ve viskozitesi fazla olan bir dokudur. Bu 6zelligi nedeniyle
boyunda kisalma olmadan kasilarak gerimini artirabilir; bu sekilde, kasin kisalmadan
kasilmasina izometrik kasilma denir. Kastaki gerim sabit kalip boyunun kisalarak

kasilmasina izotonik kasilma denir.

2.7. Cizgili Kasin Dogrudan ve Dolayh Uyarilmasi

Cizgili kas dogrudan veya dolayl olarak uyarilabilir. Cizgili kasin motor sinir
yoluyla gelen impulslarla uyarilmasina dolayli uyarilma denir. Her ne kadar
organizmada kasin uyarilmasi bu sekilde olugsa da kasin kendine 6zgii bir uyarilabilirlik

yetenegi oldugu da cesitli sekillerde gosterilebilir. Kasin dogrudan uyarilma dedigimiz
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bu yetenegini gostermek amaci ile kiirar denilen ve sinir yoluyla gelen uyarilarin kasa
gecmesini engelleyen bir maddenin etkisinden faydalanilir. Bir sinir-kas preparatina
kiirar uygulandiktan sonra siniri uyarilacak olursa, uyaran siddeti ne kadar artirilirsa
artirilsin, kasta bir kasilma yanit1 meydana gelmez. Kiirar, kasin dolayli uyarilmasi i¢in
gerekli olan plak potansiyelinin dogmasim1 onler ve bdylece sinir yoluyla gelen
impulslar1 etkisiz hale getirir. Buna karsi, ayn1 preparatin kasina uyaric1 elektrotlar
yerlestirilip uygun siddette bir akim gonderilecek olursa, kas uyarana bir kasilma ile
cevap verir. Bu sekilde direk olarak kasa uyar1 verilmesiyle kasilmanin saglanmasina

dogrudan uyarilma ad1 verilir (120).

2.8. Frenik Sinir-Hemidiyafram

Diyafram, gogiis boslugu ile karin boslugunu ayiran, frenik sinir tarafindan
yonlendirilen bir kastir. Frenik sinir, omuriligin ventral segmentinde bulunan servikal
pleksusun iigiincii, dordiincii ve besinci servikal spinal koklerinden c¢ikar ve kalp ile
akcigerler arasindan gecerek diyaframa ulasir (120). Soluk alma sirasinda diyaframin

diizenli olarak kasilmasini frenik sinir saglamaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu cahsmanin etik kurul ilkelerine uygun oldugu, Istanbul Universitesi
Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii Deney Hayvanlar1 Etik Kurulunun 26.12.2007 tarihli

toplantisinda 45 sayili kararla onaylanmastir.

3.1. Gerecler

Tez galigmasi Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim
Dali ve kismen Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii Sinirbilim Anabilim Dali’nda
yiiriitiilmiistiir. Deneylerde kullamlan kobaylar (Guinea Pigs), Trakya Universitesi Tip

Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Birimi’nden temin edilmistir.

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler
BSA (Sigma)

CaCl, (Merck)
CuS0O45H,0 (Reidel)
DT (Sigma)

Folin Fenol Reagent (Fluka)
Glukoz (Sigma)
Hekzan (Merck)

KCIl (Merck)

NaCl (Merck)
Na,CO; (Sigma)
NaHCO; (Sigma)
NaH,PO, (Merck)
Serum Fizyolojik
TCA (Reidel)

Dioksan, DMSO, Etanol, Eter, Etilen Glikol, Metanol, Naftalin, NaOH,
NaK-Tartarat,
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POPOP, PPO, Tween 20 ve diger tiim kimyasal maddeler Sigma ve Merck

firmalarindan saglandi.

3.1.1.1. Antioksidanlar
a-tokoferol (Sigma)
B-karoten (Sigma)
Resveratrol (Sigma)
(+)-Katesin Hidrat (Sigma)
(-)-Epikatesin Hidrat (Sigma)

3.1.1.2. Radyoaktif Maddeler
L-[U- C"*L6sin (Amersham), 50 pCi, 3,8 mCi/mmol

3.1.2. Kullamilan Cihazlar
Sivi Sintilasyon Cihazi (Tri-Carb 1000 Tr, Packard)
Spektrofotometre (SCHIMADZU)
Homojenlestirici (Heidolph)
Bicakli Homojenlestirici (IKA WERK)
pH Metre (HI 9321 Microprocessor)
Santrifiij (Hettich)
Isitmali Manyetik Karistirict (Electro-mag)
Vorteks (Thermolyne)
Hassas Terazi (Ragwag WAX110)
Buz Makinesi (HOSHIZAKI)
Hassas Tart1 (SCALTEC)
Derin Dondurucu (-80) (NUAIRE)
Derin Dondurucu (-20) (Senocak)
[zole Organ Banyosu Sistemi:

-Poligraf (Grass Mode 7400 Physiological Recorder),



-Veri Goriintiileme ve Analiz Sistemi (PolyVIEW v2.5),

-Termostat (May WBC3044V3)

3.1.3. Cahismada Kullamilan Eriyikler

3.1.3.1. Lowry Yontemi icin Kullanilan Eriyikler
Lowry A: % 2 Na,COs 0,1 M NaOH i¢inde ¢6ziildii.

Lowry B: % 1 CuSO4 dH,0 icinde ¢oziildii.
Lowry C: % 2 NaK Tartarat dH,O i¢inde ¢oziildii.
Lowry Stok:

49 ml Lowry A

0,5 ml Lowry B

0,5 ml Lowry C

BSA Stok: 1 mg/ml BSA

Folin Diliisyonu: Folin Fenol Reagent 1:1 oraninda distile su ile seyreltildi.

3.1.3.2. Radyoaktivite icin Kullanilan Eriyikler
Bray Eriyigi
4 g PPO
0,2 ¢ POPOP
50 g Naftalin
100 ml Metanol
20 ml Etilen Glikol

Dioksan ile 1000 mI’ye tamamlandi.

3.1.3.3. Doku Homojenatlarinin Hazirlanmasi icin Kullamlan Eriyikler
% 50 Alkol

% 95 Alkol
Eter-Alkol (1:1)

% S TCA Eriyigi

38
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5 ml stok % 100 TCA eriginden alinarak dH,O ile 100 ml’ye tamamlandi.
3.1.3.4. Organ Banyosu icin Kullanilan Eriyikler

Kreb’s Eriyigi

133 mM NaCl

4,9 mM KCl

1,8 mM CaCl,

11,9 mM NaHCO;

0,7 mM NaH,PO4

11 mM Glikoz icerecek sekilde hazirlandi.
3.1.3.5. Antioksidan Coziicii Eriyikler

30 pg/ml DMSO

1.1 mg/ml Hekzan

% 50 Etanol

% 40 Etanol

% 30 Etanol

3.2. YONTEMLER

3.2.1. Kobaylara DT ve Antioksidan Verilmesi

Calismada, DT’ ye karst duyarli olmast nedeniyle, her iki cinsiyetten 200-250 g
arasinda gen¢ kobaylar kullanildi. Kobaylar genel olarak; kontrol grubu, DT verilen
grup, antioksidan verilen grup, DT+antioksidan verilen grup olmak {iizere 4 gruba
ayrildi. Calismada 5 farkli antioksidan kullanildigindan toplamda 12 grupta calisma

stirdiiriildii:
1.Grup (kontrol grubu): Serum fizyolojik
2.Grup: DT
3.Grup: a-tokoferol
4.Grup: B-karoten

5.Grup: Katesin
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6.Grup: Epikatesin
7.Grup: Resveratrol
8.Grup: DT + a-tokoferol
9.Grup: DT + B-karoten
10.Grup: DT + Katesin
11.Grup: DT + Epikatesin
12.Grup: DT + Resveratrol

Her grupta 6 kobay kullamldi. Kobaylar, deneyin baslamasina 24 saat kala ag
brrakildilar. 1.Gruptaki kobaylara intramiiskiiler (i.m.) olarak 1ml/kg serum fizyolojik
enjekte edildi. 2.Gruptaki kobaylara intramiiskiiler (i.m.) olarak 20 MLD DT enjekte
edildi (Toksin 324 L Unite/mg icerecek sekilde ¢oziildii; 1.0 L birim yaklasik 60
guinea pig MLD’a esittir). Kobaylara enjekte edilen miktar, enjeksiyondan sonra 24-30
saat arasinda kobaylarin 6liimiine neden olmaya yetecek dozdur. Yaklasik 20 saat sonra
hastalik belirtileri goriildii. 3.Gruptaki kobaylara intraperitonel (i.p.) olarak 200 mg/kg
olacak sekilde a-tokoferol enjekte edildi. 4.Gruptaki kobaylara i.p. olarak 100 mg/kg
olacak sekilde B-karoten enjekte edildi. 5.Gruptaki kobaylara i.p. olarak 9 pg/kg katesin
enjekte edildi. 6.Gruptaki kobaylara i.p. olarak 6 pg/kg epikatesin enjekte edildi.
7.Gruptaki kobaylara i.p. olarak 40 mg/kg resveratrol enjekte edildi. 8.-12.Gruplardaki
kobaylara i.m. olarak DT verilmeden yaklasik 30 dakika Once, i.p. olarak yukarida
belirtilen antioksidanlar belirtilen miktarlarda enjekte edildi. Tiim gruplardaki kobaylara
yaklasik 20 saat sonra i.p. olarak [14C]—16sin enjekte edildi. [14C]—16sin verildikten
yaklagik 2 saat sonra kobaylara giyotinle dekapitasyon uygulandi. Dekapitasyondan
sonra belli dokular (kalp, iskeletle ilgili kaslar, diyafram, vb) alinip; daha sonra
radyoaktivite dlciimii ve protein analizi yapilmak iizere -80 °C’de donduruldu. Frenik
sinir hemi-diyafram preparatina ise organ banyosu uygulanarak kasilma yanitlar

incelendi.

3.2.2. Kobay Frenik Sinir-Hemidiyafram Preparatinin Hazirlanmasi
Calismada 200-250 g agirligindaki kobaylar (Guinea Pig) kullanildi. Kobaya
servikal dislokasyon uygulanarak bas, boyun hizasindan kesilerek ayrildi. Ksifoid

cikintinin kesilmesiyle olusan bosluktan yararlanarak toraks 6n duvart agildiktan sonra
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kostalar kesilerek frenik sinirler goriiniir hale getirildi. Batin agilarak karaciger ile
diyafram arasindaki baglar da ayrildiktan sonra kostalardan destek alinarak diyafram
tendon hizasindan omurgaya kadar kesildi. Hemidiyaframlarin izole edilmelerinin
ardindan, 6nce sol frenik sinir daha sonra sag frenik sinir timus hizasindan diyaframi
innerve ettigi bolgeye kadar izole edildi. Frenik sinir-hemidiyafram preparatlar
kostalarin hemidiyaframi tasiyacagi sekilde ¢ikartildi. Sag ve sol preparatlar elektrotlara
asilmadan ©6nce organ banyosunda kandan arindirilmak iizere bir siire bekletilerek

temizlenmeleri saglandi.

3.2.3. Hemidiyafram Kasilmalarimin izometrik Kaydi

Doniistiiriiciiler ucundaki cengellere 2 g agirlik asilarak veri goriintiileme ve
analiz sisteminde izometrik yanit belirlendi. Organ banyosunu sabit sicaklikta
tutabilmek icin su banyosu 37 °C’ ye ayarlandi. Frenik sinir-hemidiyafram preparati
izole edilerek % 95 oksijen ve % 5 karbondioksit gaz karigimi ile havalandirilan organ
banyolarina alindi. Kisa bir siire yikanmaya birakilan preparatlar elektrotlara baglanmak
iizere mumlu petri kutusuna gecirilerek kostalar iizerinde agirlik olusturabilecek
dokulardan temizlendi. Hemidiyaframin ve frenik sinirin elektrot {izerindeki platin
uclara degmesi igin, preparat kostalara bitisik kismindan elektrotlara sabitlendi
(Sekil 3-1).

Sekil 3-1: Kobay frenik sinir-hemidiyafram preparatinin elektroda yerlestirilmesi
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Dikey olarak organ banyosuna (sekil 3-2) yerlestirilecek olan preparat
hemidiyaframin tendonla birlestigi noktadan doniistiiriiciiye ipek iplik ile baglandi.
Déniistiiriiciiniin takili oldugu sistemdeki mikro vida ile ipligi gerdirerek kasa 2 gramlik
gerim uygulandi. Preparat, ortama uyum saglayabilmesi icin otuz dakika bekletildi.
Dolayli uyarilara kars1 kasilma yanitlar1 frenik sinirin 0,1 Hz ve 5 ms, dogrudan
uyarilara kars1 kasilma yanitlari ise hemidiyaframin 0.1 Hz ve 100 ms kare dalga ile
uyarilmast sonucu elde edildi. Dolayli ve dogrudan uyarilarla elde edilen
supramaksimal kasilma yanitlar1 i¢in gerekli voltaj belirlendi. Tetanik yanitlar igin
frenik sinir-hemidiyafram preparati1 dolayli yoldan 50 Hz ve 3 sn kare dalga ile uyarildi.
Kayit sonrasinda ‘PolyVIEW v2.5° veri goriintiilleme ve analiz sistemi kullanilarak

yanitlar 6l¢iildii.

Sekil 3-2: Organ banyosu diizenegi
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3.2.4. Dokularmn Tartim ve Parcalanmasi

Dokular (karaciger, kalp, kas, mide, diyafram) -80 %C’de derin dondurucudan
cikarilarak yaklagik yarim saat buz icinde +4 °C’de coziilmeye brrakildi. Coziilen
dokular hassas terazide 0,5 g tartilarak, buz iizerinde, petri’ye aktarilip, makas ve

penset yardimi ile pargalandi.

3.2.5. Homojenlestirme

0,5 g tartilip parcalanan dokulardan karaciger, kalp ve mide, cam doku
homojenlestirici preparatmna aktarillarak iizerine 2 ml (4 kat1) dH,O eklenerek
homojenlestirici ile homojenlestirildi. Kas ve diyafram ise ayni sekilde 2 ml dH,O

eklenerek bicakli homojenlestirici ile homojenlestirildi.

3.2.6. Doku Orneklerinin Protein Belirlenmesi icin Hazir Hale Getirilmesi
Homojenlestirilen dokular, hassas terazide dengelenerek diferansiyel santrifiij
yontemi ile {ist sivilart alindi. Alinan iist sivilar tekrar diferansiyel santrifiij yontemi ile
her biri 500 devir/dakika da 5 dakika olmak iizere, % 5 TCA (soguk) ile 3 kez, % 50
alkol ile 1 kez, % 95 alkol ile 2 kez ve son olarak eter-alkol (1:1) ile 1 kez yikandu.
Hazir hale gelen doku homojenatlarinin Lowry Yontemi ile protein analizi yapildi ve

stv1 sintilasyon cihazi ile radyoaktivite miktarlar1 belirlendi.

3.2.7. Lowry Yontemi ile Protein Belirlenmesi

Lowry yontemi ile protein analizi icin Folin, BSA stok ve Lowry stok her
seferinde taze olarak hazirlandi. Her grup i¢in standart egriler olusturuldu. 1 grupta 6
kobay oldugundan ve her kobaydan 5 doku alindigindan (30 doku) dolayi, 1 grup i¢in
toplamda 37 tiip ile ¢aligilda.

[1k 7 tiip standart olmak iizere:
1.tiip: 100 u1dH,O

2.tiip: 10 ul BSA + 90 ul dH,O
3.tiip: 20 ul BSA + 80 pul dH,O
4.tiip: 30 ul BSA + 70 ul dH,O
S.tiip: 50 ul BSA + 50 ul dH,O

6.tiip: 75 pul BSA + 25 pl dH,O
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7.tip: 100 p1 BSA

8. ve 37. Tiipler: 100’er ul doku 6rnekleri

-Tiim tiiplere 1 ml Lowry stok eklendi.

-30 dakika oda sicakliginda bekletildi (inkiibasyon).

-Tiim tiiplere 100 ul Folin eklendi.

-30 dakika oda sicakliginda bekletildi.

-595 nm’de spektrofotometrede absorbans degerleri 6l¢iildii.

-Protein miktar1 ile absorbans degerleri arasinda standart egri ¢izilip, protein

miktarlar1 mg/ml cinsinden belirlendi.
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Sekil 3-3: Protein konsantrasyonu ve absorbans degerleri ile olusturulan standart egri

3.2.8. Radyoaktivite Olciimii

Doku homojenatlarindan 200 upl alinip, iizerine 4 ml (20 katr) Bray eriyigi
eklenerek siv1 sintilasyon cihazinda sayim/dakika (cpm) cinsinden radyoaktivite miktar1
Olctildii. 200 pl hacimde alinan sonuglar 1 ml’lik hacme gore degerlendirildi. Daha

sonra cpm/mg protein miktarlart belirlendi.
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3.2.9. Istatistik Degerlendirme
Dokulardaki protein miktarlar1 ve radyoaktivite dlciimleri farkliliklart tek yonlii
ANOVA ve student-t testleri kullanilarak degerlendirildi. Diyaframdaki kasilma

yanitlar1 ise Kruskal-Wallis Testi ile istatistiksel olarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Bu calismada DT nin, kobaylarin ¢esitli dokularinda (karaciger, kalp, kas, mide,
diyafram) protein sentezini inhibe edici etkisi ve a-tokoferol, [B-karoten, Kkatesin,
epikatesin ve resveratrol gibi cesitli antioksidanlarin bu etki mekanizmasini dnleyici ya

da destekleyici etkilerinin olup olmadig arastirilmaistir.

Bu amacla kobaylar 12 gruba ayrilmistir. Kobaylara, gruplarina gore belli
stirelerde belli miktarlarda maddeler (DT ve antioksidanlar) enjekte edilmis, daha sonra
dekapitasyon islemi uygulanarak karaciger, kalp, kas, mide ve diyafram dokular
alinmig, bu dokulardaki protein miktar analizleri Lowry yontemi ile; radyoaktivite
Olctimii  likit sintilasyon sayaci ile yapilmistir (sekil 4-1). Ayrica frenik
sinir-hemidiyafram preparati hazirlanarak kasilmalarin izometrik kaydi organ banyosu

kullanilarak, kasilma yanitlar1 kaydedilmis ve DT’nin sinir-kas kavsagma etkisi

incelenmigtir.
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Sekil 4-1: Lowry yontemi ile belirlenen protein miktarlar1 ve radyoaktivite olciimii
sonuclari

Lowry yontemi ile belirlenen farkli gruplardaki kobaylarin karaciger, kalp, kas,
mide, diyafram dokularindaki protein miktarlarindaki farkliliklar ve bu farkliliklarin bir
anlam ifade edip etmediginin belirlenebilmesi icin tek yonli ANOVA testi
uygulanmigtir. ANOVA testinin sonucunda, farkliliklarin anlamli bulundugu dokularda,
farkliligin hangi gruplardan kaynaklandiginmi belirlemek amaciyla Bonferroni Post Hoc

testi uygulanmigtir. Kobaylardan izole edilen frenik sinir-hemidiyafram preparatlarina,
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dolayli, dogrudan ve tetanik uyarilar verilmesiyle olusan kasilma yanitlarindaki
farkliliklarin da istatistiksel olarak anlamli olup olmadigini belirlemek amaci ile

Kruskal-Wallis testi uygulanmistir.

ANOVA testi sonucunda karaciger dokusunda farkli gruplarda Lowry yontemi
ile belirlenen protein miktarindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0.05). Aym sekilde kalp, kas ve mide dokular i¢in de istatistiksel olarak anlaml
farkliliklar goriilmistiir (p<0.05). Fakat diyafram dokusu i¢in farkli gruplardaki protein
miktarlarindaki farkliliklarin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmiistiir.
Radyoaktivite ol¢iimlerine gore ise; ANOVA testi sonucunda gruplardaki protein
miktar1 farkhliklar1 karaciger, kalp ve mide dokularinda anlamli (p<0.05), kas ve

diyafram dokularinda anlamsiz bulunmustur.

ANOVA testi sonucunda anlamli ¢ikan dokularda yapilan Bonferroni Post Hoc

testinin sonuglart:
Karaciger dokusu

Lowry yontemiyle elde edilen sonuglara gore; Kontrol grubunda protein miktar1
11,27 mg/ml iken DT grubunda bu degerin 9,55 mg/ml’ye diistiigii goriilmiistiir. Fakat

bu farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 belirlenmistir. Kontrol grubunda 11,27
mg/ml olarak belirlenen protein miktar1 a-tokoferol grubunda 21,50 mg/ml’ye
yiikkselmis ve bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Kontrol grubu
diger gruplarla karsilastirildiginda ise bu degerin katesin grubunda 4,61 mg/ml’ye,
resveratrol grubunda 5,58 mg/ml’ye diistiigii; B-karoten grubunda ise 12,27 mg/ml’ye,
epikatesin grubunda 12,74 mg/ml’ye yiikseldigi belirlenmis fakat bu farkliliklarin

istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmiistiir (sekil 4-2).

DT grubunda 9,55 mg/ml olan protein miktar1 a-tokoferol grubunda 21,50
mg/ml’ye yiikselmis bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). DT
grubu diger gruplarla karsilastirildiginda ise protein miktarlarindaki farkliliklarin

anlamsiz oldugu goriilmiistiir (sekil 4-2).

Radyoaktivite dlctimleri ile elde edilen sonuglara gore; kontrol grubunda 356,25
cpm/ml olan radyoaktivite degeri a-tokoferol grubunda 1387,50 cpm/ml’ye, epikatesin

grubunda 1018,33 cpm/ml’ye yiikselmis, kontrol grubu ile bu gruplar arasindaki
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farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Kontrol grubu ile diger

gruplar arasinda anlamli bir fark goriilmemistir (sekil 4-2).

DT grubunda 651,67 cpm/ml olan radyoaktivite degeri, a-tokoferol grubunda
1387,50 cpm/ml olarak bulunmus, DT ile o-tokoferol gruplari arasindaki bu fark
anlamli bulunmustur (p<0,05). DT ile diger gruplar arasinda anlamli bir fark

goriilmemistir (sekil 4-2).
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Sekil 4-2: Karaciger dokusunda gruplardaki ortalama protein ve radyoaktivite
miktarlar:

Kalp dokusu

Kontrol grubunda protein miktar1 6,13 mg/ml iken DT grubunda bu deger 4,74
mg/ml’ye diigmiistiir. Protein miktarindaki bu diisiis istatistiksel olarak anlaml
bulunmamistir. Kontrol grubunda 6,13 mg/ml olan protein miktari, epikatesin grubunda
0,92 mg/ml’ye, katesin grubunda 0,32 mg/ml’ye diigmiistiir, a-tokoferol grubunda ise
protein miktar1 9,63 mg/ml’ye yiikselmis ve istatistiksel olarak bu farkliliklar anlaml
bulunmustur (p<0,05). B-karoten grubunda protein miktar1 3,68 mg/ml’ye, resveratrol
grubunda 3,59 mg/ml’ye diismiis, fakat bu farkliliklar anlamli bulunmamistir

(sekil 4-3).

DT grubunda 4,74 mg/ml olan protein miktar1i, a-tokoferol grubunda 9,63
mg/ml, katesin grubunda 0,32 mg/ml, epikatesin grubunda 0,92 olarak belirlenmistir.
DT grubu ile bu gruplarin protein miktarlar1 arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak
anlamli bulunmustir (p<0.05). DT grubundaki protein miktar1 ile diger gruplardaki

protein miktarlar1 arasinda anlamli bir fark goriilmemistir (sekil 4-3).
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Radyoaktivite dl¢iimleri ile elde edilen sonuglara gore; kontrol grubunda 283,75
cpm/ml olan radyoaktivite degeri a-tokoferol grubunda 407,50 cpm/ml’ye yiikselmis,
DT grubunda 120,83’e diismiis, bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0,05). Ayrica kontrol ile katesin ve epikatesin gruplar1 arasindaki farklar anlaml
bulunmustur (p<0,05). Kontrol grubu ile diger gruplar arasinda ise analaml bir fark

bulunmadig goriilmiistiir (sekil 4-3).

DT grubunda 120,83 cpm/ml olan radyoaktivite degeri, a-tokoferol grubunda
407,50 olarak belirlenmis, bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).
Ayrica DT grubu ile B-karoten ve resveratrol gruplari arasindaki farklar anlamli
bulunmustur (p<0,05). DT grubu ile diger gruplar arasinda ise anlamli bir fark

goriilmemistir (sekil 4-3).

Kalp Kalp
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Sekil 4-3: Kalp dokusunda gruplardaki ortalama protein ve radyoaktivite miktarlari

Kas dokusu

Kontrol grubunda protein miktart 3,61 mg/ml iken DT grubunda bu deger 2,30
mg/ml’ye diismiistiir. Protein miktarindaki bu farklilik istatistiksel olarak anlamli
bulunmamigtir. Kontrol grubunda 3,61 mg/ml olarak belirlenen protein miktar1 katesin
grubunda 0,41 mg/ml’ye diismiis, bu fark istatistiksel olaral anlamli bulunmustur
(p<0,05). Protein miktarlar1 epikatesin grubunda 0,68 mg/ml’ye, resveratrol grubunda
0,90 mg/ml’ye, a-tokoferol grubunda 3,04 mg/ml’ye, B-karoten grubunda 2,27
mg/ml’ye diismiis fakat kontrol grubu ile bu gruplar arasindaki farkliliklar anlamli

bulunmamistir (sekil 4-4).
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DT grubunda 2,30 mg/ml olarak saptanan protein miktari, a-tokoferol grubunda
3,04 mg/ml’ye yiikselirken, diger gruplarda bu deger diigsmiistiir. DT grubu ile bu

gruplarin protein miktarlar1 arasinda anlamh bir farka rastlanmamustir (sekil 4-4).

Radyoaktivite olciimleri ile elde edilen sonuglara gore; kontrol grubu ile diger
gruplar arsinda anlamli bir farka rastlanmamigtir. Aym sekilde, DT grubu ile diger

gruplar arasinda da anlaml bir fark goriilmemistir (sekil 4-4).
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Sekil 4-4: Kas dokusunda gruplardaki ortalama protein ve radyoaktivite miktarlari

Mide dokusu

Mide dokusu icin kontrol grubunda protein miktar1 9,03 mg/ml iken DT
grubunda protein miktar1 6,37 mg/ml’ye diismiistiir. Fakat bu fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir. Katesin grubunda ise protein miktar1 0,61 mg/ml’ye diismiis,
kontrol grubu ile katesin grubu arasindaki bu fark istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur (p<0,05). Kontrol grubunda 9,03 mg/ml olarak belirlenen protein miktari,
a-tokoferol grubunda 7,34 mg/ml’ye, B-karoten grubunda 6,99 mg/ml’ye, resveratrol
grubunda 2,85 mg/ml’ye, epikatesin grubundada 4,34 mg/ml’ye diismiistiir. Kontrol
grubu ile bu gruplar arasindaki protein miktar1 farkliliklar1 istatistiksel olarak anlamli

bulunmamustir (sekil 4-5).

DT grubunda 6,37 mg/ml olan protein miktari, -karoten ve a-tokoferol
gruplarinda artmis, diger gruplarda azalmistir. Fakat bu farkliliklar istatistiksel olarak

anlamli bulunmamustir (sekil 4-5).
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Radyoaktivite olciimleri ile elde edilen sonuglara gore; kontrol grubu ile diger
gruplar arasinda anlamli bir farka rastlanmamistir. Ayni1 sekilde, DT grubu ile diger

gruplar arasinda da anlaml bir fark goriilmemistir (sekil 4-5).
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Sekil 4-5: Mide dokusunda gruplardaki ortalama protein ve radyoaktivite miktarlar

Diyafram dokusu

Diyafram dokusu icin, Lowry yontemi ve radyoaktivite dl¢iimleri ile elde edilen
sonuglara gore; kontrol grubu ile diger gruplar arsinda anlaml bir farka rastlanmamaistir.
Aym sekilde, DT grubu ile diger gruplar arasinda da anlamli bir fark goriilmemistir
(sekil 4-6).
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Sekil 4-6: Diyafram dokusunda gruplardaki ortalama protein ve radyoaktivite miktarlar:

Gruplara gore tim dokulardaki ortalama protein ve radyoaktivite miktarlari

karsilastirmali olarak sekil 4-7°de gosterilmistir.
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Sekil 4-7: Gruplara gore tiim dokulardaki ortalama protein ve radyoaktivite miktarlari
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Sekil 4-7’deki degerler mg protein basina radyoaktiflik olarak birlestirilip,
radyoaktivite degerleri miligram proteindeki dakikadaki sayim (cpm/mg) cinsinden
ifade edilmistir. Kontrol ve DT gruplar1 karsilastirildiginda; DT grubunda kontrole gore
kalp ve mide dokularinda inhibisyon goriilmiistiir. Kalp dokusunda; kontrol grubunda
46,29 cpm/mg olan degerin DT grubunda 25,49 cpm/mg’a diistiigii goriilmektedir. Mide
dokusunda ise kontrol grubunda 70,43 cpm/mg olan degerin DT grubunda 57,56
cpm/mg’a diistiigii goriilmektedir (Sekil 4-8). Diger dokularda ise anlamli bir farka

rastlanmamastir.
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Sekil 4-8: Kalp ve mide dokularindaki cpm/mg protein miktarlari
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Kobaylardan elde edilen frenik sinir-hemidiyafram preparatlarina dolayli ve
dogrudan, tek ve tetanik uyarilar verilmesiyle olusan kasilma yanitlar1 Gere¢ ve
Yontemler boliimiinde anlatildigr sekilde incelendi. Elektriksel uyarilmayla elde edilen
bu izometrik yanitlardaki farkliliklarin anlamli olup olmadiginin belirlenebilmesi icin

Kruskal-Wallis testi uygulanda.

Bu test sonuclarina gore; Tablo 4-1°de goriildiigii gibi DT uygulanan grupta
kontrole gore dogrudan uyarilara verilen kasilma yanitlarinda istatistiksel olarak anlaml
azalma oldugu saptandi. Antioksidan uygulanan gruplarda ise kontrol grubuna gore
dogrudan uyarilara verilen kasilma yanitlarinda anlaml degisikli olmadigi saptandi. DT
uygulanan grupta antioksidan uygulanan gruplara gore de epikatesin grubu disinda
dogrudan uyarilara verilen kasilma yanitlarinda istatistiksel olarak anlamli azalma

oldugu saptand1 (Tablo 4-1).

Tablo 4-1: Difteri toksini ve antioksidanlarim dogrudan uyarilara verilen yanitlara etkisi

Dogrudan (ort £ SS)

Kontrol 1,92 £ 0,26
DT 0,98 +0,23"
Epikatesin 1,23 £0,23
Katesin 2,67 + 0,23bbb
Resveratrol 2,02 + 0,24b
Beta-karoten 1,83 +0,23°
Alfa-tokoferol 2,45 +0,26"

p < 0,05 Kontrol grubuna gore anlamli
> p<0,05 DT grubuna gore anlamh
oo p<0,01 DT grubuna gore anlamh
" 1 < 0,001 DT grubuna gére anlamli

DT uygulanan grupta ve epikatesin grubu disinda antioksidan uygulanan
gruplarda Tablo 4-2°de goriildiigii gibi kontrole gore dolayli uyarilara verilen kasilma
yanitlarinda istatistiksel olarak anlamli azalma oldugu saptandi. DT uygulanan grupta
antioksidan uygulanan gruplara gére dolayli uyarilara verilen kasilma yanitlarinin ise
epikatesin grubu disinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklige neden olmadigi

saptandi1 (Tablo 4-2).
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Tablo 4-2: Difteri toksini ve antioksidanlarm dolayh uyarilara verilen yanitlara etkisi

Dolayh (ort + SS)
Kontrol 1,03 £0,20
DT 0,47 £0,17*
Epikatesin 1,31 +0,17°
Katesin 0,84 +0,17%
Resveratrol 0,61 £0,18"
Beta-karoten 0,44 +0,17*
Alfa-tokoferol 0,55 +£0,20"
* p<0,05 Kontrol grubuna gore anlamli
* p<0,01 Kontrol grubuna gore anlaml
b p <0,05 DT grubuna gore anlamli

Tetanik olarak dogrudan uyarilara verilen kasilma yanitlarinda istatistiksel
olarak anlamli bir farka rastlanmadi. Tetanik dolayli uyarilara verilen kasilma
yanitlarinda ise DT uygulanmasi kontrol, alfa-tokoferol ve resveratrol uygulanan
gruplara gére anlamli azalmaya neden olurken, antioksidan uygulanan gruplarda dolayh
uyarilara verilen kasilma yanitlarinin kontrol grubuna gore anlamli degisiklige neden

olmadig saptand1 (Tablo 4-3).

Tablo 4-3: Difteri toksini ve antioksidanlarn tetanik dolayli uyarilara verilen yanitlara

etkisi
Tetanik Dolayh (ort £ SS)
Kontrol 1,35 +0,42
DT 0,78 +0,42°
Epikatesin 1,15 +0,42
Katesin 1,52 +0,42
Resveratrol 2,56 + 0,42b
Beta-karoten 1,6 £0,39
Alfa-tokoferol 2,16 +0,42°
* p<0,05 kontrol grubuna gore anlamli
® p<0,01 DT grubuna gére anlamh
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5. TARTISMA

Bu calisgmada DT nin kobayda farkli dokulardaki etkisini ve antioksidanlarin bu
etkideki roliinii arastirmak iizere, DT ye kars1 duyarli olduklar1 bilinen kobaylar (guinea
pigs) genel olarak 4 gruba ayrilmistir (kontrol grubu, DT verilen grup, antioksidan
verilen grup, DT ve antioksidan birlikte verilen grup). Bu gruplarla olusturulan toplam
12 grupta siirdiiriilen calismada antioksidanlarin DT’nin etki mekanizmasinda rolii
incelenmistir. Sonucta antioksidanlarin DT nin etki mekanizmasinda roliiniin oldugu

belirlenmistir.

Kobaylardan alinan dokularin protein analizleri yapilip, radyoaktivite miktarlari
belirlendikten sonra, farkli gruplardaki dokularin protein miktarlar1 karsilagtirilmistir.
Yapilan bu karsilagtirmalar sonucunda, bir ¢ok grupta belli dokularda belirlenen protein
miktarlar1 ortalamalarimin farkli oldugu ve dahasi bu farkliliklarin yapilan istatistiksel
testler sonucunda anlamli oldugu belirlenmistir. Karaciger, kalp, kas ve mide
dokularinda protein miktarindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
Ancak radyoaktivite Olctimlerine gore sadece karaciger, kalp ve mide dokularinda
anlamli fark goriilmiistir. Kas dokusunda belirlenemeyen anlamlilik, kas dokusunun
diger dokulara gore kobayda kiitle olarak daha biiyiik miktarda bulunmasindan
kaynaklandigini diisiindiirmektedir. Radyoaktivite degerleri mg proteindeki dakikadaki
sayim (cpm/mg) cinsinden belirlenip kontrol ve DT guruplar1 karsilastirildiginda, kalp
ve mide dokularinda inhibisyon oldugu goriilmiistiir. Bu da DT nin protein sentezini

durdurucu etkisini agik bir sekilde ortaya koymaktadir.

Kontrol ve DT gruplarina antioksidanlarin etkisinin dokulara gore
incelenmesinde; karaciger dokusunda her iki grupta alfa tokoferoliin etkili oldugu,
kalpte, kontrol grubunda epikatesin ve katesinin, DT grubunda ise katesin ve alfa
tokoferoliin etkili oldugu; kas dokusunda kontrol grubunda katesinin, mide de kontrol
grubunda katesinin etkili oldugu goriilmiistiir. Bu sonuclar baz1 dokularda belli

antioksidanlarin etkili oldugunu ortaya koymaktadir.

DT’nin protein sentezini inhibe edici etkisi nedeniyle, sadece DT uygulanan
kobaylarda enjeksiyondan yaklasik 20 saat sonra hastalik belirtileri gozlenmeye
baglarken, antioksidan (o-tokoferol, [B-karoten, resveratrol, katesin epikatesin) ve

DT’nin birlikte uygulandig1 gruplardaki kobaylarda grubuna gére 10 ile 20 saat arasinda
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degisen siirelerde Olim olusmustur. Bu sonu¢ oldukga ilgingtir, ciinkii DT veya
antioksidanlarin tek basina uygulamalarinda 6liim ortaya ¢ikmamustir. Antioksidan ile
birlikte toksin uygulanan doku kiiltiirii calismasinda da apoptoz ve hiicre oliimiiniin
arttiginin  gosterilmesi bu bulgularimizi desteklemektedir (121). DT uygulanmasinin
hem sinirin hem de kasin uyarilmasi ile olusan kasilma yanitlarinda azalmaya neden
oldugu saptanmistir. Antioksidanlarin uygulanan dozlarda dogrudan uyarilara verilen
yanitlara etkili olmadigr ancak epikatesin hari¢ diger antioksidanlarin bu dozlarda
dolayli uyarilara verilen yanitlart DT nin etkisine benzer sekilde azalttig1 belirlenmistir.
DT ve antioksidanlarin kasilma yanitlarma benzer etkileri birlikte uygulandiklarinda
birbirlerinin etkilerini artirarak hayvanlarin 6liimiine neden olacak harabiyete yol
acabilecegi ileri siiriilebilir.

Antioksidanlarin, viicutta normal metabolik olaylar sirasinda olusan reaktif
oksijen tiirlerini (ROS) engelleyerek etki ettikleri diisiiniilmektedir. Antioksidanlar
ROS’ni inaktif edebilme ozelligine sahiptir, bdylece oksidatif hasara kars1 koruma
saglarlar ve apoptozu inhibe edici etki gosterirler (56, 57). Bu bilgiler 1s181inda, ROS,
DT’nin yapisini bozabilir ve antioksidanlar ROS’ni engelleyerek DT nin etkisini artirict
rol oynamis olabilir veya ROS olusumunu engelleyerek hiicre membraninin DT’ ye kars1
gecirgenligi arttirmus olabilirler. Bu nedenle ¢alismanin bundan sonraki asamasinda

ROS’nin etkisinin incelenmesi diisiiniilmektedir.

Diyafram kas1 kasilma yanitlar1 sonuclarina gore; DT uygulanan grupta kontrol
grubuna gore dogrudan ve dolayli uyarilara verilen kasilma yanitlarinda istatistiksel
olarak anlamli azalma oldugu saptanmistir. Bu bulgular DT nin etkisini agik bir sekilde
ortaya koymaktadir. Antioksidan uygulanan gruplarda ise dolayli uyarilara verilen
kasilma yanitlarinda kontrole gore anlamli azalma gozlemlenmistir. Antioksidanlarin
sinir kas kavsagina etkisini gosteren sinirli sayidaki ¢alismalarda doza bagli olarak
yanitlarin degistigi gosterilmistir. Bu ¢alismada antioksidanlarin sistemik uygulanmasi
ve uygulanan dozlarin etkisinin kobaylarda dolayli uyar1 yantlarim azaltict yonde
oldugu saptanmistir. Farkli dozlar uygulanarak kasilma yanitlarinin etkilerinin

incelenmesine gereksinim vardir.

Bu calismanin sonucunda, DT ile birlikte uygulanan antioksidanlar ve dozlari ile
kobaylarin enjeksiyondan sonraki yasam siireleri de goz Oniine alindiginda

antioksidanlarin DT’nin  etkisini artiric1  yonde etki olusturdugunu ancak
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antioksidanlarin bu etkiyi ne sekilde yaptigim anlayabilmek i¢in, antioksidanlarin etki
mekanizmalarinin ve bu mekanizmalarda rol oynayan faktorlerin incelenmesi

gerektigini diisiinmekteyiz.
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