T.C.
SULEYMAN DEMIREL UNiVERSITESI
TIP FAKULTESI

RATLARDA DEMIiR YUKLENMESI ILE
OLUSTURULAN OKSIDATIF STRESIN
ONLENMESINDE KAFEIK ASIT FENETIL ESTER’IN
ETKINLIGININ ARASTIRILMASI

Dr. Erkan CURE

IC HASTALIKLARI ANABILIM DALI
UZMANLIK TEZi

TEZ DANISMANI
Yrd. Do¢. Dr. Giichan ALANOGLU

Bu tez Siileyman Demirel Universitesi Arastirma Projeleri Yonetim Birimi
tarafindan 1139-TU-05 proje numarasi ile desteklenmistir.

ISPARTA

2007



ii

ONSOZ

Uzmanlik egitimim siiresince ve tez c¢alismamda bana her tiirlii desteklerini
esirgemeyen tez danismanim ve emektar hocam Yrd. Dog¢. Dr. Emine Giichan
ALANOGLU basta olmak iizere degerli hocalarim Prof. Dr. Mehmet Numan
TAMER, Prof. Dr. Mehmet ISLER, Prof. Dr. Mehmet Tugrul SEZER, Prof. Dr.
Ulkii SARITAS, Prof. Dr. Yildiran SONGUR, Dog. Dr. Sevket Ercan TUNC, Dog.
Dr. Hasan Senol COSKUN, Dog. Dr. Muhammed Cem KOCKAR, Yrd. Dog. Dr.
Mehmet SAHIN, Yrd. Dog. Dr. Zeynep Dilek AYDIN, Yrd. Dog. Dr. Altug SENOL,
Yrd. Dog. Dr. Seref YUKSEL’e, Uzman Dr. Banu Kale KOROGLU, Uzman Dr.
[brahim GOREN, Uzman Dr. Murat DEMIR’e, laboratuar imkanlarimi kullandiran
Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Baskan1 Prof. Dr. Nurten OZCELIK’e ve laboratuar
calismalarimda bana yol gosteren Dog. Dr. H. Ramazan YILMAZ ve Yrd. Dog. Dr.
Efkan UZ’a, laboratuar imkanlarint kullandiran Biyokimya Anabilim Dali Baskani
Prof. Dr. Namik DELIBAS’a, yardimlarini esirgemeyen Dog. Dr. Recep SUTCU’ye,
laboratuar imkanlarin1 kullandiran Patoloji Anabilim Dali Baskan1 Dog. Dr. Nilgiin
KAPUCUOGLU’na, laboratuar ¢alismamda emegi gecen Dr. Hakan CAM’a, vefakar
ve cefakar arkadasim Dr. Abdulkadir BASTURK ’e, Dr. Kasim DEMIR basta olmak
lizere tiim asistan arkadaglarima, projemizi destekleyen Siileyman Demirel
Universitesi Rektorliigii Bilimsel Arastirma Projeleri Yonetim Birimine, bu vesileyle
sevgisiyle ve destegiyle hep yanimda olan sevgili esim ve hayat arkadasim Dr.
Medine Cumhur CURE’ye ve nese kaynagim biricik kizim Fatma’ya en derin sevgi
ve siikranlarimi sunarim.

Dr. Erkan CURE



il

ICINDEKILER

ONSOZ
ICINDEKILER
SIMGELER ve KISALTMALAR
1. GIRIS ve AMAC
2. GENEL BILGILER
2.1. Demir Metabolizmasi
2.1.1. Demir emilimi ve transferi
2.1.2. Serum Serbest Demiri
2.1.3. Demirin Viicuttan Atilimi
2.1.4. Transferrin
2.1.5. Hepsidin
2.1.6. Apoferritin
2.1.7. Ferritin
2.1.8. Hemosiderin
2.1.9. Asir1 Demir Yiiklenme Nedenleri
2.2. Demirin Toksik Etkisi ve Serbest Radikal Olusumu
2.2.1. Demir ve Serbest Radikal Olusumu Arasindaki Iliski
2.2.2. Demirin Toksik Etkisi ve Sonuglari
2.2.3. Demirin Karacigere Toksik Etkileri
2.2.4. Demirin Kalp Dokusuna Toksik Etkileri
2.3. Serbest Oksijen Radikalleri ve Oksidatif Stres
2.4. Serbest Oksijen Radikal Kaynaklar1
2.5. Serbest Oksijen Radikal Tiirleri
2.6. Serbest Radikallerin Hiicreler Uzerine Etkileri
2.6.1. Lipidlerde Meydana Gelen Yapisal Degisiklikler
2.6.2. Proteinlerde ve Niikleik Asitlerde Meydana Gelen Yapisal
Degisiklikler
2.7. Enzimatik ve Nonenzimatik Antioksidan Sistemler
2.7.1. Nonenzimatik Antioksidanlar

2.7.2. Enzimatik Antioksidanlar

i

il

O © 9 O O O & i L B W W

I = T e S e e S Y
L O B~ W NN = O O

15
16
16
17



iv

2.7.2.1. Glutatyon Peroksidaz
2.7.2.2. Katalaz
2.7.2.3. Stiperoksit Dismutaz
2.8. CAPE’nin Yapisi ve Ozellikleri
2.9. CAPE’nin Antioksidan Etkisi
3. MATERYAL ve METOD
3.1. Materyal
3.1.1. Deney Hayvanlari
3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler
3.1.3. Deneyde Kullanilan Cihazlar
3.2. Metod
3.2.1. Deney gruplarinin olusturulmasi ve deneyin yapilmast
3.2.2. Doku Orneklerinin Alinmasi
3.2.3. Orneklerin Homojenizasyonu ve Deney i¢in hazirlanmasi
3.2.3.1. Homojenizasyonda Kullanilan Reaktifler
3.2.3.2. Homojenizasyonda Yapilan islemler ve Numunelerin
Hazirlanmasti
3.2.4. Dokularda Biyokimyasal Analizler
3.2.5. Histopatolojik inceleme
3.3. Istatistiksel Analiz
4. BULGULAR
4.1. Biyokimyasal Parametreler
4.2. Histopatolojik Degerlendirme Sonuglari
4.2.1. Karaciger dokusu Prusya boyasi ile degerlendirilmesi
4.2.2. Kalp dokusu Prusya boyasi ile degerlendirilmesi
5. TARTISMA
6. SONUC
7. OZET
8. SUMMARY
9. KAYNAKLAR

17
18
18
19
19
21
21
21
21
22
22
22
23
23
23

23
24
24
25
26
26
28
28
28
29
34
35
36
37



0,
H,0,
OH
SOR
LPO
CAPE
MDA
SOD
CAT
GSH-Px
DMT1
TBOD
PAYA
NO
HOCI
LOO
LOOH
GSSG
GSH
GR
Lp.

SF
A.D.

SIMGELER ve KISALTMALAR

Stiperoksit anyonu
Hidrojen peroksit
Hidroksil iyonu

Serbest oksijen radikalleri
Lipid peroksidasyonu
Kafeik asit fenetil ester
Malondialdehit
Stiperoksit dismutaz
Katalaz

Glutatyon peroksidaz
Divalan katyon tasiyici
Transferine bagli olmayan demir
Poliansature yag asitleri
Nitrik oksit

Hipokloroz asit
Peroksil radikalleri
Lipid hidroperoksit
Okside glutatyon
Rediikte glutatyon
Glutatyon rediiktaz
Intraperitoneal

Serum fizyolojik

Anlaml1 degil



1. GIRIS ve AMAC

Molekiiler oksijen, siiperoksit anyonu (O"), hidrojen peroksit (H,0O,), gecis
metallerinin iyonlar1 ve hidroksil radikali (OH’) 6nemli serbest oksijen radikalleridir
(SOR). Enerji iiretimi ve hiicrelerin normal metabolizmasinin idamesi sirasinda
meydana gelen birgok fizyolojik tepkimede SOR fiiretilebilmektedirler. Oksidatif
stres durumunda ve demir gibi metal iyonlarinin varliginda serbest radikallerin
tiretimi artar (1). Canli organizmalarda O,” ve H,O,’in toksik etkileri bu maddelerin
OH' ve reaktif metal komplekslerine doniismesi ile olusur (2).

Hiicrede SOR, lipid, protein, DNA ve karbonhidrat gibi 6nemli hiicresel
bilesen ve yapilara toksik etki gosterirler. Membran yapisindaki fosfolipidler,
glikolipidler, doymamis yag asitleri ve membran proteinleri serbest radikallerin
hedefidir (2-4). Serbest radikaller lipidlere diger biyomolekiillerden daha fazla afinite
gosterirler (2).

Demir ve bakir gibi gecis metalleri, fizyolojik sartlarda cesitli oksidasyon
basamaklarinda gorev alirlar. Bu 6zellikleri sayesinde gecis metalleri serbest radikal
tepkimelerini hizlandirarak katalizor gorevi yaparlar. Metal iyonlarinin serbest
radikal tepkimelerinde gorev almalar1 yani sira lipid peroksidasyonundaki (LPO)
etkileri daha fazla 6nem arz etmektedir (5).

Demir yiiklenmesi; herediter hemokromatozis, B-talasemi, sideroblastik anemi
gibi kalitsal ve miyelodisplastik sendrom (MDS) gibi edinsel hastaliklarda, Afrika
tipi diyet alanlarda, intravendz demir tedavisi sirasinda goriilmektedir (6). H,O,
demirin katalizor olarak rol aldig1 fenton tepkimesi ile hiicre i¢in son derece toksik
olan OHlerine pargalanir ve bunun sonucunda hiicrede hasar meydana gelir (2).
Demir birikiminin primer etkiledigi organ karacigerdir (7). Ek olarak kalp, tiroid,
gonadlar, hipofiz, deri ve pankreasta demir birikimi sonucunda (8) siroz,
hepatoseliiler kanser ve diyabet mellitus gibi hastaliklar gelisebilmektedir.

Kafeik asit fenetil ester (CAPE) yapica flavonoidlere benzeyen bal arisi
propolisinin aktif bir bilesenidir. Mikromolar konsantrasyonlarda linoleik asit ve
arasidonik asitin 5'-lipooksijenaz tarafindan olusturulan oksijenasyonunu inhibe eder
(9). In vitro kosullarda 10 umol/L konsantrasyonda nétrofiller veya ksantin/ksantin

oksidaz sistemi tarafindan olusturulan reaktif oksijen tiirlerini tamamen bloke ettigi



bildirilmistir. CAPE’nin hepatotoksisiteden koruyucu, antioksidan, antienflamatuar,
antiviral, immiinomodiilator, noroprotektif ve sitostatik 6zelliklerinin oldugu yapilan
bir¢ok ¢aligmada gosterilmistir (10,11).

Klinikte sik kan transfiizyonu yapilarak asir1 demir yiikiine maruz kalan
hastalarda, serbest radikaller artarak dokularda hasar olugsmaktadir. Bilinen bir yan
etkisi olmayan CAPE’nin ise antioksidan etkisi bir¢ok caligmada gosterilmistir. Bu
arastirmada ratlara demir verilerek oksidatif hasar olusturulmasi ve CAPE’nin olusan
bu hasar1 Onlemede etkinligini gostermek i¢in malondialdehit (MDA) seviyesi,
stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzim
aktiviteleri calisildi. Boylelikle demir yiikiine maruz kalan hasta grubunda gelisecek
hasar1 6nlemede CAPE’nin bir tedavi sekli olup olamayacag1 hakkinda soru isaretleri

aydinlanabilecektir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Demir Metabolizmasi

Demir, viicudumuz icin son derece 6nemli bir elementtir. Erkeklerde demir
miktari, kadinlardakinden fazladir. Viicuttaki total demir miktar1 70 kg agirligindaki
erkekte yaklasik 4 gr kadardir (8,12). Hemoglobin, miyoglobin, sitokromlar ve
demiri kofaktor olarak kullanan enzimlerde fonksiyonel sekilde demir bulunmaktadir
(13). Fonksiyonel sekilde bulunan demir, viicut total demirinin % 70-90’1dir
(8,13,14). Karaciger, dalak, kemik iligi ve kasta ise geri kalan % 10-30’luk kismi1
ferritin ve hemosiderin seklinde depolanir (14). Yaklasik 3 mg kadar demir ise demir

baglayici protein olan transferine bagli olarak plazmada dolasir halde bulunur (8).

Tablo 1: Eriskin bir insanda demirin viicutta dagilimi goriilmektedir (8).

Kompartmanlar Demir konsantrasyonu
Erkek Kadin
1-Fonksiyonel demir
Hemoglobin 31mg/kg 28 mg/kg
Miyoglobin 5 mg/kg 4 mg/kg
Hem enzimleri 1 mg/kg 1 mg/kg
Non hem enzimleri 1 mg/kg 1 mg/kg
2-Transport demiri
Transferrin <1(0,2) mg/kg <1(0,2) mg/kg
3-Depo demiri
Ferritin 8 mg/kg 4 mg/kg
Hemosiderin 4 mg/kg 2 mg/kg
Toplam 50 mg/kg 40 mg/kg

Normal diyetle giinliik 12-18 mg kadar demir alinir. Alinan bu demirin ancak
1-2 mg’1 ince barsaklardan emilir (15). Demir viicutta tekrar kullanilabildiginden
giinliik 1-2 mg kadar kaybedilir. Kaybedilen demir miktar1 intestinal epitel hiicreleri
tarafindan ayn1 oranda telafi edilir (8,16). Dogurganlik cagindaki kadinlarda
menstriiel siklusta ve gebelik sirasinda demir ihtiyaci belirgin artmaktadir (8). Demir
emilimi viicut demir depolarinin doymusluk oranina gore diizenlenir. Viicutta asiri
miktarda artmis olan demiri atmak i¢in bir mekanizma olmadig: i¢in barsaklardan

demir emilimi geri besleme mekanizmasi ile diizenlenir. Viicutta depo demiri



azaldig1 zaman demir emilimi artar (16). Eritropoezis hizi da demir emiliminin
tayininde rol oynar. Eritropoetik aktivite arttig1 zaman demir emilimi de artar (8).
Karaciger ve daha siklikla dalakta retikiiloendotelyal sistemde bulunan
makrofajlar yaslanmis, kusurlu ve olgunlasmamis eritrositleri fagosite ederler.
Fagosite edilen hiicrelerden agiga ¢ikan demir, transferin ile kemik iligine tasinarak

burada hemoglobin sentezinde kullanilir (8,16).

2.1.1. Demir Emilimi ve Transferi

Demirin absorbsiyon yolu cok iyi bilinmemektedir. Tama yakin kismi
proksimal duodenumdan emilir. Diyetteki inorganik demirin ¢ogu ferrik (Fe™)
durumdadir, enterosit tarafindan emilebilmesi ici ferroz (Fe™) duruma
indirgenmelidir. Bu indirgeme fircamsi kenar epitelinde bulunan askorbat bagimli
demir rediiktaz enzimi araciligiyla olur. Olusan ferr6z durumdaki demir divalan
katyon tasiyici 1 (Divalent metal transporter 1, DMT1) aracilifiyla fircamsi kenar
membrandan hiicre i¢ine transfer edilir. Demirin bazolateral enterosit membranindan
hiicre disina transferi ferroportinin katkisi ile olur (17,18). Bu déniisiimii Vitamin C
hizlandirir. Duodenal sitokrom B demir rediiktaz ilk tanimlanan ferrirediiktazdir.
Demir eksikligi ve hipoksiye yanit olarak ekspresyonu artar ve demir aliminda
onemli rol fdstlenir (19). Bakir igeren, seruloplazmin homologu hephaestin,

+2’yi Fe™’e oksitler (17). Enterositler tarafindan emilen

enterositleri terk eden Fe
demir ya ferritin seklinde depo edilerek enterositin yaslanip dokiilmesi ile fegese
atilir ya da plazmaya transfer edilir. Portal sirkiilasyonda demir hizla transferine
baglanir. Transferrinin Fe™ e yiiksek afinitesi meveuttur ve hizlica demiri baglar
(18). Transferrin demir metabolizmasinda ana rol oynar. Demire nerede ihtiyag varsa
oraya tasir. Hiicrelerin ¢ogu demiri plazmadan transferrin araciligi ile alir (17,20).

Transferrin ile tasman demirin ¢ok az bir kismi hepatositlere girmektedir.
Hepatositlere transferrinle gelen demir disinda; haptoglobiiline bagimli hemoglobin,
hemopeksine bagimli hem ve dolasimdaki ferritinin bir kismindaki demir gibi
mubhtelif sekillerde demir girisi olur (8,14).

Transferin molekiilii 6ncelikli olarak kemik iligine gider. Eritroblast yiizeyinde

reseptorle birlesince demir ayrilir ve hiicre i¢ine girer. Mitokondride protoporfirin

halkasina baglanarak hem olusur. Hemoglobin yapiminda kullanilir. Hem disinda



demir apoferritinle birleserek ferritin seklinde depolanir (8,14). Depo demiri viicuda
demir alim1 ve viicuttan demir kaybi ile degisen bir denge halindedir. Depo demiri

ferritin ve hemosiderinden olusur (14).

2.1.2. Serum Serbest Demiri

Serumda 100 pg/dl demir bulunmaktadir. Serumdaki demiri baglamak {izere
250-450 pg/dl transferin hazir bulunmaktadir (8,14). Serum demirini baglayan
transferin diizeyi % 25-40’dir. Hemokromatozis, talasemi, MDS, orak hiicre
anemisinde transferine bagli olmayan demir (TBOD) miktar1 serumda artar.
Kemoterapiye bagl kemik iligi baskilanmasi sonucu kemik iliginin transferrine bagl
demiri kullanimi azalir. Sonug olarak TBOD miktar1 serumda artar. TBOD diizeyi 10
uM diizeyine ulastiginda potansiyel toksik etki gosterir ve fenton tepkimesini

katalizler (21).

2.1.3. Demirin Viicuttan Atilimi

Demir baslica barsak hiicreleri, safra, digki, tirnaklar, sa¢ ve idrarla viicuttan
atilir. Saglikli eriskin bir erkekte kaybin 1 mg/giin, kadinlarda ise menstriiasyonla

kaybedilen demirin eklenmesi ile daha fazla oldugu saptanmustir (8,14).

2.1.4. Transferrin

B1 globiilin yapisindadir. Karacigerde sentez edilen molekiil agirligi 80 kDa
olan bir glikoproteindir. Yar1 émrii 7,6 giindiir (20). Iki demir baglama alam vardur;
tek demir baglanirsa monoferrik, iki demir baglanirsa diferrik transferrinden
bahsedilir. Diferrik transferrinin kendi reseptoriine ilgisi digerinden daha fazladir (8).
Transferrin reseptorii eritroid Oncii hiicreler, plasenta ve karacigerde cok sayida
olmak iizere biitiin ¢ekirdekli hiicrelerde bulunur. Reseptoriin transferrine afinitesi
ortamin pH’s1 ve transferrinin demir yiikii ile iliskilidir. Transferrin kendi
reseptoriine baglaninca klatrin kapli membran igerisinde hiicre i¢ine alinir, burada

ortam asidifiye edilir. Asit ortamda demir serbestlesir (8,14,18).



2.1.5. Hepsidin

Insan hepsidini 25 aminoasit peptid yapisindadir (16). Hepsidin primer olarak
karacigerde sentez edilir (16). Bobrek, kalp, iskelet kaslar1 ve beyin dokusundan da
az miktarda salinir (22). Demir metabolizmasi {izerine negatif diizenleyici etkisi
vardir. Kronik demir birikimi ve yliksek demir iceren diyetle beslenme ile hepsidin
sentezi artar (16). Anemi, hipoksi, inflamasyon durumlarinda ise hepsidin sentezi
azalir (22). Hepsidin, ferroportin iizerine negatif diizenleyici etki eder. Makrofaj,
hepatositler ve enterositlerden demir salinimi bu mekanizma ile bloklanir (23).
DMT1 ve duodenal sitokrom B demir rediiktaz iizerine de negatif diizenleyici etkisi
vardir (23). Hepsidin bir akut faz reaktanidir. Kronik hastalik anemisinin

etiyolojisinde kilit rol oynar (24).

2.1.6. Apoferritin

Globiiler bir proteindir. 24 es subunitten olusmustur. Bir¢ok dokuda bulunan

apoferritin demir ile birleserek ferritini yapar (20).

2.1.7. Ferritin

Demiri depolama ve kullanilmayan demiri toksik olmayan halde tutma gorevi
olan bir proteindir. Demir bir ferrihidroksifosfat migeli olusturur, ferritindeki bu alt
birimler olusan migeli ¢evreler. Bir ferritin molekiilii 3000-4500 adet demir atomu
icerir (23). Apoferritin Fe™’yi alir Fe™’e oksitler ve demir ¢ekirdekte depolanir.
Fe™iin Fe™ye indirgenmesi ile demir salmir. Serum ferritin diizeyi viicut depo
demirini yansitir ancak ferritin ayn1 zamanda bir akut faz reaktan1 oldugundan depo

demirini belirtmekte yaniltici olabilir (8).

2.1.8. Hemosiderin

Demir ya ferritin seklinde ya da hemosiderin seklinde depolanir (14).
Lizozomal zarlarda ferritin molekiillerinin demir iceren agregatlar seklinde bir araya
gelmesiyle olusur (14). Hemosiderin suda erimez, monosit ve makrofajlar igerisinde
olusturulur. Patolojik durumlarda tiim dokularda fazla miktarda birikir. Genellikle

asirt demir yiiklenmesi durumlarinda goriiliir (6,14).
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Sekil 1: Demir dongiisii (“Beutler E, Iron storage disease: facts, fiction and progress. Blood Cells Mol
Dis 2007; 39: 140-147” makalesinden modifiye edilerek alinmistir) (6).

2.1.9. Asir1 Demir Yiiklenme Nedenleri

Viicutta demir yiikklenmesi diyetle alinan demirin emiliminin artmasi, agiri
vitamin C alimi, parenteral demir tedavisi sirasinda, hemoglobinopatiler, hemolitik
anemiler ve hemokromatozis gibi patolojik durumlarda meydana gelmektedir (8,25).

Demir yliklenmesinin belli basli sebepleri tablo 2” de goriilmektedir.



Tablo 2: Asir1 demir yiiklenmesinin sebepleri (8).

A\

Artmis demir emilimi
v Demir biyoyararlanimi normal olan diyetler
Herediter Hemokromatozis
Demir yiiklenen anemiler (hiperseliiler eritroid kemik iligi ile refrakter anemi)
Kronik karaciger hastaligi (siroz, portakaval shunt)
Porfiria kutenea tarda
Konjenital defektler (atransferrinemi, vs.)
v Demir biyoyararlanimu yiiksek olan diyetler
Afrika tipi diyete bagli demir yiiklenmesi
Medikal demir preparati kullanimi
> Parenteral demir yiiklenmesi
Transfiizyona bagl
Tedavi igin yapilan enjeksiyonlara bagl
> Perinatal demir yiiklenmesi
Herediter tirozinemi
Serebrohepatorenal sendrom
Perinatal hemokromatozis
> Fokal demir sekestrasyonu
Idiopatik pulmoner hemosiderozis
Renal hemosiderozis

Hallervorden-Spatz sendromu

Herediter hemokromatozis HLA A3 ile iliskili otozomal resesif kalitimla
gecen bir hastalik olup demir yiiklenme bozukluklarinin sik nedenidir (% 0,05).
Altinc1 kromozomdaki HFE gen (C282Y) mutasyonu hemokromatozisten sorumlu
tutulmaktadir. HFE proteininin, demir depolarina duyarli olan duodenal kript
hiicrelerinin ~ denetiminde  gorevli  oldugu  disiiniilmektedir  (12,21,25).
Hemokromatozisli hastalarda viicut demir ihtiyacindan uygunsuz olarak ince
barsaktan asir1 derece artmis demir emilimi vardir (8). Artmis demir emilimine karst,
viicuttan yeteri miktarda demir atmak icin fizyolojik mekanizmalar olmadigi i¢in
viicutta demir depolar1 giderek artmaktadir.

Viicutta demir yiiklenmesi bulgular1 karaciger parankim hiicreleri basta olmak
lizere pankreas, kalp, deri, endokrin organlar ve eklemlerde ortaya ¢ikar (8,25).

B-Talasemi hemoglobin molekiiliiniin yapisinda ki beta globin zincirlerinin

sentezindeki bozukluga bagli olusan otozomal resesif bir hastaliktir (26). Hipokrom,



mikrositer anemi ve hemoliz ile karakterizedir. Talasemili hastalar sik kan
transflizyonu almak zorunda olduklarindan demir yiiklenmesine maruz kalirlar (8).
Afrika kitasindaki bazi {ilkelerde yiiksek demir igerikli alkollii iceceklerin tiiketilmesi

de demir yiiklenmesine neden olmaktadir (25).

2.2. Demirin Toksik Etkisi ve Serbest Radikal Olusumu

2.2.1. Demir ve Serbest Radikal Olusumu Arasindaki iliski

Fizyolojik sartlarda demir ve bakir gibi gecis metalleri, g¢esitli oksidasyon
basamaklarinda gorev alirlar. Gegis metalleri serbest radikal tepkimelerini
hizlandirarak katalizor gorevi istlenirler. Bu tip maddelere oksidan stresor ismi
verilmektedir (27,28). Metal iyonlariin serbest radikal tepkimelerinde, LPO iizerine
etkileri vardir. Oksijenin kendisi, O,", HO,, OH' ve ge¢is metallerinin iyonlar1t SOR
biyokimyasinda 6nemli rol oynayan maddelerdir (1,29).

Canli organizmalarda H,O, ve O;’nin toksik etkileri, OH" ve reaktif radikal
metal komplekslerine doniismeleri ile olusur (1,2). H,O,, O;" ile Haber-Weiss
tepkimesi adi1 verilen tepkimeye girerek hiicre i¢in son derece toksik olan OH”lere
pargalanir (2,3).

Haber-Weiss tepkimesi

H,0,+0; — OH +OH + 0O,

Bu tepkime katalizor varliginda veya katalizor olmadan da olusabilmektedir.
Katalizor olmadan olusan tepkime oldukga yavas ilerler (27).

Tepkime eger demir elementi ile katalizlenirse (Fenton tepkimesi) oldukga
hizli meydana gelir (27).

Fenton tepkimesi

Fe + Hy0, ——— Fe" + OH' + OH

Viicutta demir, transferine Fe™ seklinde baglanarak plazmada tasinir (8) ve

transferine bagli demir serbest radikal olusumuna katilmaz (30).
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2.2.2. Demirin Toksik Etkisi ve Sonuclari

Viicutta asir1 demir varliginda retikiiloendotelyal sistem hiicreleri, makrofajlar,
mikroglia hiicreleri, endotel hiicreleri ve miyositlerde demir birikimi olur (8,14).
Demir hepatosit ve miyosit hiicrelerinde olduk¢a toksiktir. Membran poliansature
yag asitlerinin (PAYA) igerigini azaltir. Mitokondride tiol bagimli enzim
aktivitelerinde kayip olur. Siiksinat dehidrogenaz ve NADH-sitokrom c
oksidorediiktaz enzimleri inaktive olur. ATP miktar1 azalir. Lizozomal frajilite artar.
Lizozomal sindirim enzimleri hasarlanir. DNA hasar1 sonucu hiicre yaslanmasi
olusur (31).

Asirt demir yiiklenmesi artmig deri pigmentasyonu, karaciger hastaligi, kalp
yetmezligi, diyabetes mellitus, gonadal yetersizlik ve diger endokrin bozukluklar,

artropati, nadir ndrolojik ve psikolojik bozukluklara neden olur (8).

2.2.3. Demirin Karacigere Toksik Etkileri

Demir birikiminin oldugu kalitsal ve sekonder hemokromatoziste
hepatoselliiler hasarin mekanizmas1 tam olarak anlagilamamistir (32). Demir
birikiminin hepatoselliiler hasara nicin yol agtig1 kesin olarak bilinmemekle birlikte
PAYA’nin peroksidasyonu yoluyla hasar yaptig1 diisiiniilmektedir (33). Karacigerde
demir birikimi, direkt olarak lipositlerin aktivasyonuna ve kollajen tip I gen
uyarilmasi ile liposit fibrogenezisi ve LPO yapmaktadir (34). Demir yikii ile
hepatositlerde fosfalipaz A, enzim aktivasyonu artmakta ve peroksidatif hasar
olugmaktadir (35). Hepatik fibrozis ve sonugta siroz gelismektedir (36). Asir1 demir
yiikli antioksidanlardan plazmada askorbik asit, a- tokoferol, karacigerde o-
tokoferol, B karoten ve ubiquinol seviyelerinde asir1 azalmaya neden olmaktadir (37).

Cok sayida transflizyon sonucu, demir karaciger dokusunda baslangigta
Kupffer hiicreleri ve portal makrofajlarda birikir. Zamanla parankim hiicreleri
cevresinde yeniden dagilim olur (38). Karacigerde normal sartlarda demir miktari 20
umol/g kuru agirhgin altindadir (38). Asirt hepatik demir birikimi siroz ve
hepatoselliiler kansere yol acar. Karacigerde uzun siireli demir birikimi sonucu
olarak AST ve ALT degerlerinde yiikseklik tespit edilir. Karacigerde demir birikimi
baslangigta Rappaport zon 1 de lokalize iken ilerleyici seyirle zon 2 ve 3’e yayilir.

Demir birikimi karacigerde 60 pmol/g kuru agirliga ulastiginda hepatik stellat



11

hiicrelerde erken evre seliiler aktivasyon goriiliir yani diiz kas aktin ekspresyonu olur.
Bu durum hepatik fibroz baslangicinda anahtar olaydir. Demir birikimi karacigerde
yaklasik 250 pmol/g kuru agirhiga ulastifinda siroz gelisir (39). AST normal
sinirlarda ve ferritin degeri 1000 ng/mL altinda ise 6nemli derecede karaciger

sirozuna rastlanmaz (38).

2.2.4. Demirin Kalp Dokusuna Toksik Etkileri

Herediter hemokromatoziste oldugu kadar talasemilerde ve sik transfiizyon
gerektiren diger anemilerde miyokardiyal demir birikimi meydana gelmektedir (8).
Demir yiiklenmesi ile OH' olusumu ve LPO, kardiyotoksisite meydana gelmesinde
onemli rol oynar (33). Akut demir toksisitesinin miyokard hiicrelerinde peroksidatif
hasar, mitokondrial solunum enzimlerinde aktivite azalmasi, kontraktilitede bozulma
ve ritim degisiklikleri yaptig1 daha onceki ¢aligmalarda gosterilmistir (40). Demir
yiiklenmesi ile fosfalipaz A, enzim aktivitesi artar ve bu yolla miyosit hiicrelerinde
peroksidatif hasar olusmaktadir (41).

Serbest hem ve hemoliz sirasinda olusan eritrosit membran elementleri nitrik
oksit (NO) ve arjinin kullanilabilirligini  azaltirlar, bunun sonucunda
vazokonstriiksiyon ve endotelyal hasar olusur. NO diizeyi daha fazla azalir ve yaygin
elastik doku hasar1 meydana gelir. Arteriyel sertlesme artar. Kalp kapaklarinda,
papiller kaslarda kalinlasma ve kalsifikasyon olusur (42).

w e Apopitozis ‘-H"H-H

Aritmi = —-——

Anticksidanlar

Dlésidatif - {inpy
e > Kontraktil :

Disfonksiyon 33; ‘-“-EE:D[‘-:E

Iskemi/ ! Miyokard <
Repzrﬁizyon f Infarktiisii
Neden? | | Somug?
Y
Ca?*asin vilklenmesi

Sekil 2: Kalp dokusunda oksidatif stresin yaptig1 hasar ve 6nleyici mekanizmalar (1).
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2.3. Serbest Oksijen Radikalleri ve Oksidatif Stres

Serbest radikaller, dis orbitallerinde bir veya daha fazla eslenmemis elektron
tasiyan, hiicre metabolizmasindaki tepkimeler esnasinda ortaya c¢ikan ve diger
biyolojik materyaller ile tepkimeye girme egilimi olan atom veya molekiillerdir
(27,28). Eslesmemis elektronlar bitisiklerindeki lipidler, karbonhidratlar, proteinler
ve DNA’ya karst asir1 reaktiftirler. Serbest radikallerin hedefi olan membran
yapisinda bulunan fosfolipidler, glikolipidler, doymamis yag asitleri ve membran
proteinleri oksidan ajanlarin arttig1 ve antioksidan ajanlarin azaldigi veya yetersiz
kaldig1 durumlarda olusan oksidatif strese maruz kalirlar. Sonugta serbest radikaller
hiicresel hasar meydana getirirler (28,43,44).

Insan viicudundaki tiim hiicrelere kolaylikla girebilen ve en ¢ok kullanilma
ozelligine sahip molekiiler oksijen (O;), yapi itibariyle radikal olmaya ¢ok uygundur.
Fizyolojik sartlarda SOR; hiicrede mitokondrial respirasyon, hiicrenin sinyal iletim
sistemi ve bakteri fagositozu gibi gorevler icin gereklidir. Serbest radikaller
karacigerde detoksifikasyon islemi i¢in kullanilmaktadir. Noétrofiller de zararh
patojenleri yok etmek icin serbest radikalleri iiretirler. Diyabet mellitus, kanser
gelisimi, ateroskleroz, norodejeneratif hastaliklar gibi bir¢ok hastaligin etiyolojisinde
ve ilerlemesinde SOR’un rol oynadigi gosterilmistir. (27,45,46).

Viicutta olusan SOR ile antioksidan savunma sistemi denge halindedir. SOR
liretiminin ~ artmas1t  veya antioksidan savunmanin azalmasi durumunda
biyomolekiillerin yapisal ve fonksiyonel yapilarinda degisikliklere yol agar ve
oksidatif stres olusur. Polimorfoniikleer l6kositlerin aktive olmasi yoluyla ortaya
c¢tkan NADPH oksidaz, SOD, nitrik oksit sentaz ve miyeloperoksidaz gibi enzimler,
0,7, H,0,, NO ve hipoklorik asit (HOCI) gibi reaktif iiriinleri ile solunum patlamasi
olusur (28,44,45). Olusan bu serbest radikaller ortamda bulunan diger atom veya
molekiillerle bir atomun alinmasi ya da eklenmesi seklinde olan tepkimelere girerler
(27,47). Bu elektron aligverisi sonucu serbest radikaller, diger atom veya
molekiillerin kimyasal yapilarim1 degistirip onlar1 kararsiz (reaktif) bir atom haline
getirme egilimindedirler.

Fizyolojik sartlarda serbest radikaller olusabildigi gibi hipoksi, inflamasyon,

181, yogun egzersiz, iyonize radyasyon, iskemi, travma, fotokimyasal hava kirleri,
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intoksikasyon ve benzeri durumlar gibi fizyolojik olmayan sartlarda da serbest

radikaller olusabilir (27,44).

Dokuda oksidatif hasar olusumu ile radikal metabolitlerinin artmasi ve

bunlarin olusturdugu LPO ile protein ve DNA oksidasyonu sonucu olarak hiicre

membraninda kontrol kaybolur, ge¢irgenlik artar ve hiicresel 6liim gelisir (30, 44).

Serbest radikaller ve serbest radikal tepkimeleri sonrasi olusan firiinlerde son 20

yildir ciddi diizeyde artis olmustur. Bunun sonucunda hiicresel yasam hasar1 ve

genetik mutasyonlar da artmistir (1). Oksidatif strese yol acan faktdrlerden

kaginilmasi bir¢ok hastaligin olusumu ve progresyonu agisindan olduk¢a 6nemlidir.

2.4. Serbest Oksijen Radikal Kaynaklar:

Serbest oksijen radikallerinin iki 6nemli kaynagi bulunmaktadir:

A) Endojen kaynaklar

Yaglanma (48)

Peroksizomlarda var olan enzimler (49)

Niikleus membran ve endoplazmik retikulumda bulunan elektron
transport sistemleri (sitokrom p-450) (49)

Mitokondriumda bulunan elektron transport sistemi (28)

Iskemi, travma, intoksikasyon gibi durumlarin sonucu olusan oksidatif
stres (27,28)

Ksantin  oksidaz, triptofan dioksijenaz, adenozin deaminaz,
hemoglobin gibi enzimler ve proteinler (50)

Katekolaminler, tioller, tetrahidroproteinler, hidrokinonlar gibi kiiciik
molekiillerin otooksidasyonu (27,28).

Gecis metallerine afinitesi olan antibiyotikler (27,28)

Makrofaj ve diger fagositik hiicrelerin aktivasyonu ile meydana gelen
solunumsal patlama (28)

NADPH oksidaz, lipooksijenaz, prostaglandin sentetaz igeren plazma

membrant enzimleri ve lipid peroksidasyonu (28).

B) Ekzojen kaynaklar

Iyonize ve non iyonize radyasyon (27,28)
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e Metal iyonlar1 (20,28)

e Ksenobiyotikler: hiperoksi, hava kirliligi, anestezik maddeler,
pestisitler, solventler, aromatik hidrokarbonlar ve sigara dumani
(28,51,52)

e Bagisiklik yapan maddeler: alkol, uyusturucu maddeler (53,54)

e Stres; stres durumunda viicutta katekolamin diizeyi artar ve artan
katekolamin oksidasyonu ile radikal iiretimi de artar (55)

¢ Yiyeceklerde bulunan gesitli katki maddeleri (54)

o [Egzersiz (55)

e Sisplatin, doksorubisin, metotreksat, bleomisin, siklosporin gibi

antineoplastik ilaglar (56).

2.5. Serbest Oksijen Radikal Tiirleri

Oksijen metabolizmasi ara {irtinleri olan oksijen tiirleri, brom ve klor gibi tek
atomlu yapilar, sodyum ve potasyum gibi alkali metal atomlari, bir orbitalinde tek
elektron bulunduran NO, NO, gibi atom bilesikleri; oksijen radikalleri olarak
bilinmektedir (28,57). Intoksikasyon, hemoraji, iskemi, radyoaktivite durumlarinda
mitokondride aerobik oksidatif fosforilasyon dengesi bozulur. Elektron tasima
sisteminden elektron kagaklar1 meydana gelir. Canlilarda tek bir elektronun transfer
yoluyla oksijene verilip oksijenin tek degerlikli indirgenmesi ile O, olusmaktadir
(47,57).

O,+e > 0,

Oksijenin 2 elektronla rediiklenmesi veya O, ’nin dismutasyonu ile H,O;
olusur (27).

0, +2¢ +2H" > H0,

Serbest radikallerin biyokimyasinda H,O, dnemli bir yer tutar. Bunlar gecis
metal iyonlarinin bulundugu ortamda kolaylikla parcalanip oksijen radikallerinin
reaktifi olan ve biyolojik sistemlerde daha ¢ok hasar olusturan OH’ olusturur (27).

H,0, +Fe'?> OH + OH + Fe”

Fenton tepkimesinde Fe™ ile H,O,’in tepkimeye girmesi ile hiicre i¢in son

derece toksik olan OH" olusur (2).



15

2.6. Serbest Radikallerin Hiicreler Uzerindeki Etkileri

2.6.1. Lipidlerde Meydana Gelen Yapisal Degisiklikler

Okside edici radikaller, hiicre membranlarinda bolca bulunan PAYA’da
kolaylikla hasar olustururlar. Olusan hasar sonucunda membranin yapist ve
fonksiyonlart biiyiik 6l¢iide bozulur. PAYA’da olusan oksidatif hasar LPO olarak
bilinmektedir (2,30). Lipid molekiiliinde iki doymamis bag arasinda yerlesmis olan
bir metilen grubundan bir hidrojen atomunun ¢ikarilmasi ile baslayan kompleks olay
LPO’dur. LPO bir kez olustuktan sonra hiicrede kendi kendine devam eden zincir
tepkimeler baglar (2). LPO sonucu olusan lipid peroksil radikalleri (LOO") bir
sonraki PAYA’y1 okside eder ve yeni zincirleme tepkimeleri baslatirlar (28). Devam
eden tepkimeler sonucunda hidroperoksitler (LOOH) ve bunlarin da devam eden
pargalanmasi ile daha siddetli radikal 6zelligi olan tiirlere 6zellikle de rolatif olarak
daha kararli hal alan MDA ’ya dontisiirler (1,2). Dokuda MDA seviyesinin artmasi o
dokuda SOR’un arttigimi gosterir (27). MDA olustugu ortamda diffiize olarak ya
hiicrenin dis ortamina ya da i¢ kismina gidip hasar olusturabilir. Hiicre i¢ine girince

birgok yap1 i¢in zararli etki gdsterir (28).

2.6.2. Proteinlerde ve Niikleik Asitlerde Meydana Gelen Yapisal
Degisiklikler

Proteinler, DNA tamir enzimleri ve DNA polimerazlar SOR’un major hedefleri
arasindadir (58). DNA molekiilii serbest radikaller i¢in onemli bir hedeftir ve
kolaylikla hasara ugratilir (2). DNA molekiilii hasar1 sonucu kronik inflamasyon,
enfeksiyon, yaglanma, karsinogenezis, norodejeneratif ve kardiyovaskiiler hastaliklar
gibi c¢esitli patolojilerin goriildiigii bilinmektedir (59). SOR protein yapisindaki
enzimlerin aktivitelerini degistirir, membran transporter proteinlerini ve reseptor

etkilesimlerini bozar (2).
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2.7. Enzimatik ve Nonenzimatik Antioksidan Sistemler

2.7.1. Nonenzimatik Antioksidanlar

E Vitamini: Lipid peroksidlerini inaktive eder. Ayrica lipid peroksid zincirini

kirar ve LPO tepkimelerini durdurur (28).

C vitamini: Hiicre dis1 sivilarda bulunur. O,” ve OH”leri direkt olarak
temizleyebilmektedir (28).

Seruloplazmin: O,” ve OH"leri temizler (60). Ferr6z demirin, ferrik demire
yukseltgenmesini saglar boylelikle Fenton tepkimesini inhibe eder. Bu olayin
sonucunda serbest radikal olusumu inhibe olur (20).

Transferin: Dolagimda serbest halde bulunan demiri baglar (30).

Urik asit: Normal plazma konsantrasyonlarinda O,”, OH' ve peroksil
radikallerini temizlemektedir (61,62).

Albiimin: Ge¢is metallerini baglar, lipid hidroperoksit (LOOH) ve hipoklorit
(HOCI) toplayicisidir (61,62).

Bilirubin: Serbest radikalleri tutar, O,” ve OH toplar (61,62).

Piruvat: H,O,; tutucusudur, giiclii bir antioksidandir (63).

Taurin: Ksenobiotiklere baglanir. Hipoklorit ile tepkimeye girer ve etkisini
azaltirlar. LPO ve nétrofil infiltrasyonunu inhibe eder. Antioksidan etkisinin oldugu
gosterilmistir. (64).

p-Karoten: A vitamininin Onciisidiir ve membranlarda bulunur. Serbest
radikal temizleyicisidir. Peroksitlere dogrudan etki ederek peroksitleri inaktif hale
getirir (56, 65).

Melatonin: Primer olarak pineal bezde sentezlenen, 6zellikle gece salgilanan
ve triptofandan sentez edilen bir hormondur. Lipofilik 6zelligi yiiksek olup
membranlar1 kolaylikla geger. Organizmada yapilan ve tahrip edici 6zelligi ¢ok
yiiksek olan hidroksil radikali temizler (66).

Glutatyon: Glutamat, sistein ve glisin aminoasitlerinden genetik bilgiye sahip
olmadan karacigerde tripeptid yapida sentezlenmektedir. Glutatyon, oksidatif stresin
Olctimiinde kullanilan ¢ok gii¢lii bir antioksidandir. Rediikte glutatyon (GSH) /
okside glutatyon (GSSG) orani, oksidatif durumlarda azalmaktadir. Proteinlerdeki
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—SH gruplarmi rediikte halde tutarak oksidasyondan korur. Serbest radikaller ve
peroksitlerle tepkimeye giren glutatyon; hiicreleri oksidatif hasara kars1 korur (55).

Sistein: Potent bir antioksidandir. Glutatyon sentezi i¢in prekiirsordiir (28).

2.7.2. Enzimatik Antioksidanlar

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), katalaz (CAT) ve sliperoksit dismutaz (SOD)
belli bash antioksidan enzimlerdir (55).

2.7.2.1. Glutatyon Peroksidaz

Yapisinda selenyum metalini bulundurur. Bu nedenle metalloenzim grubunda
degerlendirilir. In vitro ortamda GSH’1 GSSG’ye gevrilir. Bu tepkimede H,O»'yi
yiiksek ozgiilliik ile katalizleyerek detoksifiye eder (sekil 3). Tepkimede GSH, GSSG
haline doniisiirken glutatyon peroksidaz enzimi H,O,’yi suya indirger. GSSG ise
glutatyon rediiktaz (GR) enziminin katalizledigi tepkimeyle NADPH harcanarak
tekrar rediikte hale ¢evrilir (55).

Tepkime asagida verilmistir:

2GSH + H,0, = GSSG + 2H,0

NADP* GSH H:0:

GR GSH-Px

NADPH GSSG H:0

Sekil 3: Glutatyonun okside ve rediikte formlari arasinda doniisimii (GSH=Rediikte glutatyon,
GSSG=0kside glutatyon, GSH-Px=Glutatyon peroksidaz, GR=Glutatyon rediiktaz, H,O,=Hidrojen
peroksit).

Ortamda H,O, diisiik konsantrasyonda bulundugunda GSH-Px enzimi CAT

enziminine gore daha etkili bir antioksidandir (28).
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2.7.2.2. Katalaz

CAT enzimi glikoprotein yapisinda bir hemoproteindir. Ferriprotoporfirin
grubu igeren dort alt iiniteden olusmustur. Prostetik grubunda Fe™ bulunan
protoporfirin IX igerir. Dokularda enzimin aktivitesi bliylik farklilik gosterir.
Karaciger ve bobrekte en yiiksek aktivite, destek dokuda ise en diisiik aktivite
gosterdigi tespit edilmistir (27). H,O,‘in yiiksek konsantrasyonlarda bulundugu
ortamlarda oldukga etkilidir (67). Ortamda olusan H,O;‘yi okside edici enzimlerin
etkisiyle direkt olarak suya doniistiirii. CAT enzim aktivitesi, ortamda H,O,
konsantrasyonunun c¢ok arttigt durumlarda; asikar olarak artmaktadir. Ortamdaki
H,0, konsantrasyonu diisiik oldugu durumlarda hidrojen peroksiti substrat olarak
kullanan diger antioksidan enzimler (GSH-Px gibi) devreye girerek hidrojen
peroksiti ortamdan uzaklastirirlar (68). CAT ve GSH-Px enzimlerinin benzer etkisi
oldugu halde hiicre i¢indeki yerlesim ve etki yerleri bakimindan farklilik vardir.
GSH-Px enzimi baslica sitozol ve mitokondride bulunurken (28), CAT enzimi

peroksizomlarda mevcuttur (2).

2.7.2.3. Siiperoksit Dismutaz

SOD, 0,7’in, H,0,’e dismutasyonunu katalizleyen enzim grubudur.
Katalizledigi tepkime asagida verilmistir:

SOD
20, 4+2H —— » H,0,+ 0,

Spontan olarak bu tepkime olusabilmektedir, SOD enzimi bu tepkimeyi
katalize ettiginde hiz normale gore 4 kat artar (69).

Radikallere karst hiicreyi koruyan savunma mekanizmalari arasinda SOD
enzimi ilk gorevi Ustlenir. SOD enzimi ile katalizlenen tepkime sonucu olusan
tirtinlerin birikmesi CAT enzimi tarafindan bertaraf edilmektedir. Fizyolojik sartlarda
metabolik asamalarda O," radikalinin olusumu oldukc¢a fazladir. O," radikalinin
hiicre i¢i konsatrasyonunu diisiik seviyelerde tutarak O,” seviyelerinin kontroliinii

saglayip hiicreleri O," radikallerinin etkilerinden korur (28).



19

2.8. CAPE’nin Yapisi ve Ozellikleri

CAPE [Phenethyl 3-(3-4 dihydroxyphenyl) acrylate] immiinomodiilatuar ve
immiinostimiilator etkisi daha once gosterilmis olan bal arisinin iirettigi yapica
flavonoidlere benzeyen, propolis maddesinin aktif bir bilesenidir (70). CAPE’nin
hepatotoksisiteden koruyucu, antioksidan, antienflamatuar, antiviral,
immiinomodiilatér, néroprotektif ve sitostatik etkileri oldugu bilinmektedir (10,11).
Diger propolis bilesenlerine gore arasidonik asit kaskadini giiglii sekilde modiile
ettiginden antiinflamatuar etkisi daha belirgindir (70). CAPE’nin iki halkasal yapis1
vardir (71). Bu halkasal yapidan bir tanesi, CAPE molekiiliiniin neredeyse tiim
kimyasal Ozelliklerini gosteren ve fonksiyonel iki OH grubu tasir (sekil 4). Bu
hidroksil gruplari, elektronlar: aktif bir sekilde alip verir ve bu sayede oksitleyici ve
rediikleyici 6zellik gosterir. Aromatik ve alifatik yapida ¢ok uzun karbon gruplar
tasimasina bagl olarak lipofilik 6zellige sahiptir (9, 72). Ornitin karboksilaz, 5-a
rediiktaz, proteaz, siklooksijenaz, lipooksijenaz, HIV-1 integraz gibi enzimlerin
potansiyel inhibitoriidiir (9,73,74,75). Niikleer transkripsiyon faktorii olan Niikleer
Faktor Kappa-B’nin aktive olmasini 6zgiil ve gii¢lii bir sekilde inhibe eder (76).

- o

Sekil 4: Kafeik asit fenetil ester (CAPE)’in kimyasal yapis1 (71).

OH

2.9. CAPE’nin Antioksidan EtKisi

Genellikle 10 umol/L konsantrasyonda in vitro kosullarda nétrofiller veya
ksantin dehidrogenaz/ksantin oksidaz sistemi tarafindan meydana getirilen reaktif
oksijen tiirlerininin hepsini bloke ettigi bildirilmistir (9). CAPE, linoleik asit ve
arasidonik asitin 5'-lipooksijenaz enzimi tarafindan olusturulan oksijenasyonunu

inhibe eder (70).

Yilmaz ve arkadaglarinin streptozosin ile ratlarda diyabetik 6rnek olusturdugu

bir calismalarinda, ratlarin karaciger dokusunda MDA seviyeleri, SOD ve CAT
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enzim aktivitelerini incelemislerdir. Streptozosinin olusturdugu hasar iizerine
CAPE’nin koruyucu etkisini aragtirmislardir (77). Diyabetik yapilan ratlarin
karaciger dokusunda MDA seviyesinin ve SOD, CAT enzim aktivitesinin kontrol
grubuna gore artmis oldugunu bulmuslardir. StreptozosintCAPE grubunda MDA
seviyelerinin ve SOD, CAT enzim aktivitelerinin kontrol grubuyla benzer oldugunu
gormislerdir. Yazarlar; diyabetik yapilan ratlarin karaciger dokusunda olusan
oksidatif hasart CAPE’ nin 6nledigini savunmuslardir (77).

Gokalp ve arkadaslari izoniazid ile ratlarin eritrositlerinde oksidatif hasar
olusturarak CAPE’nin bu hasar1 dnlemede ki etkinligini arastirmiglardir. Ratlarin
eritrositlerinde MDA seviyeleri, GSH-Px, SOD ve CAT enzim aktivitelerini
incelemislerdir. izoniazid grubunda eritrositlerde MDA seviyesinin kontrol grubuna
gore artmis oldugunu bulmuslardir. Izoniazid+CAPE grubunda ise MDA seviyesinin
kontrol grubuyla benzer oldugunu gormislerdir. Yazarlar SOD enzim aktivitesini
izoniazid grubunda anlamli artmis bulmuslardir. Izoniazid+CAPE grubunda ise SOD
enzim aktivitesinde artis olmamasini, CAPE’nin ksantin oksidaz enzimi inhibisyonu
yolu ile SOR’lar1 temizlemesine bagli olabilecegini bildirmiglerdir. GSH-Px ve CAT
enzim aktivitelerinin izoniazid grubunda azalmig olarak tespit edilmesinin artmisg
oksidatif stresi destekledigini savunmuslardir. Izoniazid+CAPE grubunda GSH-Px
seviyesinin izoniazid grubundan yiiksek tespit edilmesini CAPE’nin antioksidan
enzim sistemi iizerine regiilator etkisine bagli olabilecegini belirtmislerdir. Yazarlar
izoniazid ile ratlarin eritrositlerinde olusan oksidatif hasart CAPE’nin
Onleyebilecegini savunmuslardir (78).

Propolis bilesenlerinden biri olan galanginin ve CAPE’nin antioksidan
etkinliginin karsilastirildigi bir ¢alismada; her iki bilesenin de ortamdaki O;~
radikallerini ve ksantin oksidaz sistemi tarafindan olusturulan reaktif oksijen tiirlerini
temizledigi gosterilmistir. Ayrica CAPE’nin O," radikallerini ve ksantin oksidaz
sistemi tarafindan olusturulan reaktif oksijen tiirlerini galanginden daha belirgin
temizleyici etkisinin oldugu da bildirilmistir. CAPE’nin ortamdaki MDA seviyesini

galanginden daha belirgin azalttig1 bildirilmistir (72).
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3. MATERYAL ve METOD

Calisma, Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji, Patoloji
ve Biyokimya Anabilim Dallarinin laboratuarlarinda gerceklestirilmistir. Siileyman
Demirel Universitesi Arastirma Projeleri Yonetim Birimi tarafindan 1139-Tu-05
proje numarasi ile desteklenmistir. Calisma, deney hayvanlarinin bilimsel amagla
kullanilabilmesi igin Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulundan

onay alinarak etik kurul kurallarina uygun bir sekilde yapilmistir.

3.1. Materyal

3.1.1. Deney Hayvanlan

Bu caligmada; 40 adet Wistar-Albino cinsi, 8-12 haftalik, agirliklar1 116-166 g
arasinda olan erkek rat kullanildi. Calismadaki ratlarin hepsi deney siiresince standart
nem, 151k (12 saat giin 1518/12 saat karanlik) ve oda 1sist kosullarinda (20-22 C)
bulunduruldu. Standart rat yemi ile beslendi. Ratlarin her bir grubu ayn kafeslere

konarak yeterli miktarda igme suyu ve standart rat pellet yemi verildi.

3.1.2. Kullanmilan Kimyasal Maddeler

CAPE, Sigma; Cosmofer® (Ferric hydroxid dextran), Say; genel anestezi i¢in
kullanilan ~ Pentothal® (sodyum thiopental) Abbott firmasmnin iiretimidir.
Biyokimyasal dl¢limler i¢in kullanilan kimyasal maddeler; Folin & Ciocalteus’s
Phenol Reagent (2N), kloroform, n-Butanol, etanol Merck firmasinin; glutathione
rediiktaz, glutathione-reduced form (GSH C10HI17N306S), glycine (amino asetic
acid; glycocoll) (C2ZH5NO02), nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (reduced
form  NADPH; C21H27N7014P2Na2), nitroblue  tetrazolium  (NBT
C40H30C12N1006), Xanthine (C5H4N402), Xanthine Oxidase, Sigma firmasinin

uretimidir.
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3.1.3. Deneyde Kullanilan Cihazlar

Deneyde kullanilan cihazlar tablo 3’de 6zetlenmistir.

Tablo 3: Deneyde kullanilan cihazlar

1 Sogutmali santrifiij Eppendorf MR 5415 (Almanya)
2 Derin dondurucu Facis (Fransa)
3 Hassas terazi Scaltec (Isvigre)
4 Vortex (karistiricr) Niive NM 100 (Ttirkiye)
5 Otomatik pipetler Gilson (Fransa) \ Eppendorf (Almanya)
6 UV spektrofotometre Shimadzu UV 1601 (Japonya)
7 Homojenizator Ultra Turrax T25 (Almanya)
8 Abbott Aeroset cihazi IL, (Amerika Birlesik Devletleri)
3.2. Metod

3.2.1. Deney Gruplarinin Olusturulmasi ve Deneyin Yapilmasi

Ratlar rastgele 4 gruba ayrildi.

Grup I (Kontrol grubu=10) (Kontrol): 5 giin boyunca giinde bir kez 1 mL SF
intraperitoneal (i.p.) yoldan verildi.

Grup II (CAPE kontrol grubu=10) (CAPE-K): 5 giin boyunca giinde bir kez 10
umol/kg CAPE i.p. yoldan verildi.

Grup III (Asirt demir yiikii grubu=10) (Demir): 5 giin boyunca giinde bir kez
100 mg/kg diisiik molekiil agirlikli demir (Fe™) i.p. yoldan verildi.

Grup IV (CAPE grubu + Asir1 demir yikii =10) (CAPE+D): 5 giin boyunca
giinde bir kez 100 mg/kg diisik molekiil agirlikli demir (Fe™) ve 10 pmol/kg CAPE
1.p. yoldan verildi.

Deney baslangicinda ve 6. giin ratlarin agirhklar tartildi. Ilag uygulamalar
ratlarin agirliklarma gore yapildi. Tiim gruplarin enjeksiyonu i.p. yoldan ayni giin
basland1 ve 5 giin boyunca yapilarak ayni giin sonlandirildi. Kontrol grubuna 1 mL
SF i.p yapildi. Asir1 demir yiikii ve CAPE+D gruplarina Cardoso ve Turbino-Ribeiro
ve arkadaglarinin asir1 demir yiikii olusturduklar1 ¢aligmalara (79,80) uygun sekilde
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100 mg/kg diisiik molekiil agirlikli demir dekstran, CAPE-K ve CAPE+D gruplarina
Yilmaz ve arkadaslariin yaptigi calismaya (77) uygun sekilde 10 umol/kg dozunda
CAPE uygulandu.

3.2.2. Doku Orneklerinin Alinmasi

Ratlar, son enjeksiyondan 12 saat sonra (deneyin 6. giinii) i.p. 20 mg/kg
sodyum thiopental ile anestezi yapilarak sakrifiye edildi. Deney sirasinda ve
sonrasinda 6liim olmadi. Orta hat median insizyonla ratlarin batinlari agildi. Portal
venden kan numuneleri alindiktan sonra karaciger ve kalp dokusu 6rnekleri ¢ikarildi.
Doku ornekleri biyokimyasal c¢alismalar gergeklestirilene kadar -20°C’lik derin

dondurucuda saklanda.

3.2.3. Orneklerin Homojenizasyonu ve Deney icin hazirlanmasi

3.2.3.1. Homojenizasyonda Kullanilan Reaktifler

Kalp ve karaciger dokularinin homojenizasyonunda ve biyokimyasal

calismalarda pH: 7,5, 0,2 mM Tris-HCL tamponu kullanildi (81).

3.2.3.2. Homojenizasyonda Yapilan Islemler ve Numunelerin
Hazirlanmasi

Kalp ve karaciger dokularinin yas agirliklarn tartildi. Dokularin soguklugu
muhafaza edilerek cam tiipe kondu. Dokularin {izerine 2 ml Tris-HCL tamponu
eklendi. Plastik kaplar i¢ine buz dolduruldu ve cam tiipteki dokular plastik kaplarin
icerisine yerlestirilerek 16000 devir/dakika hizda homojenize edildi. Son hacim,
doku agirliginin 2,5 kati olacak sekilde tampon ilave edilerek miktarlar kaydedildi.
Dokular tekrar homojenize edilerek siire 3 dakikaya tamamlandi. Homojenatin 1sis1
arttirilmadan eppendorf tiiplerine kondu. Tiipler numaralandirildi. Dokularin yas
agirliklart ve eklenen tampon miktar1 kaydedildi. Elde edilen homojenatlardan MDA
seviyesi ve homojenat protein tayini (Lowry metodu ile) yapildi (82).

Homojenatlar, 5000 devir/dakika hizinda 30 dakika siireyle +4 °C sogutmali

santrifiijde santrifiij edilerek siipernatan saglandi. Ayrilan siipernatanlardan GSH-Px,



24

CAT enzim aktivitesi ve protein tayini yapildi. Siipernatan 1/1 (v/v) oraninda
kloroform/etanol (3/5, v/v) ile vortekslenip cam tiipte 3200 devir/dakika hizinda 40
dakika siireyle +4 °C’ de santrifiij edildi. Ustte olusan etanol fazindan protein ve

SOD enzimi aktivite tayini yapildi.

3.2.4. Dokularda Biyokimyasal Analizler

Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Laboratuarinda spektrofotometrik yontemle
MDA seviyeleri ve SOD, CAT, GSH-Px enzim aktiviteleri 6l¢iildii.

MDA diizeyini tayin i¢in Draper ve Hadley ¢ift 1sitma yontemi kullanildi (83).
SOD (EC 1.15.1.1) enzim aktivitesi Sun ve arkadaslarinin metoduna gore (84), CAT
(EC 1.11.1.6) enzim aktivitesi Aebi metoduna gore (85), GSH-Px (EC 1.11.1.9)
enzim aktivitesi Paglia metoduna gore calisildi (86).

Dokularda protein tayini Lowry metoduna gore yapildi (82). AST, ALT ve
ferritin seviyelerinin tayini Abbott Aeroset cihazi ile uygun ticari ELISA Kkitleri ile

calisildi.

3.2.5. Histopatolojik Inceleme

Formolde (% 10’luk) fikse edilen kalp ve karaciger dokusundan alinan 6rnekler
doku takip cihazinda izlemden geg¢irildikten sonra hazirlanan parafin bloklardan,
mikrotomda 5 pm kalinliginda her bir 6rnekten lama kesitler alinmistir. Kesitler
demir icerigini gostermek amaciyla Prusya mavisi ile boyanmustir.

Karaciger dokusunda Kupffer hiicrelerinde demir birikiminin degerlendirilmesi
Prusya mavisi boyamasi ile yapilmistir. Kupffer hiicrelerinde demir birikimi
degerlendirilmesi literatiire uygun sekilde 0-3 arasinda skorlanmstir (87,88) (Tablo
4).

Tablo 4: Kupffer hiicrelerinde demir birikiminin siniflandirilmast

0 Demir birikimi yok
+ Hafif derecede demir birikimi
++ Orta derecede demir birikimi

++ Yogun miktarda demir birikimi
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Kalp orneklerinde demir birikiminin degerlendirilmesi Prusya boyasi ile

literatiire uygun sekilde 0-3 arasinda skorlanmustir (87,88) (Tablo 5).

Tablo 5: Miyosit hiicrelerinde demir birikiminin siniflandirilmasi

0 Demir birikimi yok

+ Hafif derecede demir birikimi
++ Orta derecede demir birikimi
+ Yogun miktarda demir birikimi

3.3. istatistiksel Analiz

Calismanin analizi bilgisayar ortaminda SPSS 9.0 istatistik programinda
yapildi. Gruplarda yer alan sonuglarin normal dagilima sahip olup olmadiklarini
belirlemek i¢in non-parametrik testlerden one-sample Kolmogorov-Smirnov testi
kullanildi. Gruplar normal dagilim gosteriyordu. Analizde; 6lglim verileri aritmetik
ortalama + standart sapma, gruplar aras1 farklilasmanin 6neminin tespiti i¢in Tek
Yonlii ANOVA testi kullanildi. Gruplarin karsilastirilmast Post Hoc testlerden LSD
(Least significant difference) ile yapildi.
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4. BULGULAR

Biyokimyasal parametrelerin sonuglar1 Tablo 6, 7 ve 8’de verilmistir.

Tablo 6: Karaciger dokusunda dl¢iilen MDA seviyeleri ve enzim aktiviteleri

Gruplar MDA SOD CAT GSH-Px
(nmol/g (U/mg (kg (U/g protein)
protein) protein) protein)

1- Kontrol (n=10) 28,80 £4,38 0,275£0,033 | 3,66+0,66 | 0,068+0,019
2- CAPE-K (n=10) 31,56 £5,76 0,301 £0,021 | 3,25 £0,86 | 0,084 £ 0,021
3- Demir (n=10) 41,08 £2,19 0,376 £ 0,032 | 2,24+0,76 | 0,100 £ 0,036
4-CAPE+D (n=10) 36,05 £ 3,06 0,299 £0,044 | 3,84+1,23 | 0,083+0,018
P degerleri

1-2 A.D. A.D. A.D. A.D.

1-3 0,0001 0,0001 0,001 0,006

1-4 0,0001 AD. AD. A.D.

2-3 0,0001 0,0001 0,017 A.D.

2-4 0,019 A.D. A.D. A.D.

34 0,009 0,0001 0,0001 AD.

Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. A.D. Anlaml1 degil
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Tablo 7: Kalp dokusunda 6l¢iilen MDA seviyeleri ve enzim aktiviteleri

Gruplar MDA SOD CAT GSH-Px
(nmol/g (U/mg (k/g protein) | (U/g protein)
protein) protein)

1-Kontrol (n=10) 4,263 +£1,916 | 0,158+0,028 | 0,200+0,036 | 0,299 +0,070

2-CAPE-K (n=10) 4,628 £1,235 | 0,157+0,015 | 0,196 +0,026 | 0,305 % 0,069

6,755 £ 1,904

3-Demir (n=10) 0,210+ 0,028 0,257 £ 0,044 | 0,388 £0,092

4-CAPE+D (n=10) | 4,472+1,015 | 0,164+0,020 | 0,220+ 0,044 | 0,345+ 0,059

P degeri
1-2 A.D. A.D. A.D. A.D.
1-3 0,001 0,0001 0,002 0,010
1-4 AD. A.D. AD. A.D.
2-3 0,005 0,0001 0,001 0,016
2-4 A.D. A.D. A.D. A.D.
34 0,002 A.D. 0,036 AD.

Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. A.D. Anlaml1 degil

Tablo 8: Ratlarin serumlarinda AST, ALT ve ferritin degerleri

Gruplar AST (U/L) ALT (U/L) Ferritin
(ng/mL)
1-Kontrol (n=10) 38,7+5,51 26,8 +1,39 0,77+0,13
2-CAPE-K (n=10) 34,4+ 7,01 24,5 +430 0,80 +0,13
3-Demir (n=10) 50,2+ 7,58 29,9 +3,10 3,60+ 1,85
4-CAPE+D (n=10) 36,4+ 6,07 27,4 +4,00 4,99 +2,07
P degerleri
1-2 A.D. A.D. A.D.
1-3 0,0001 0,049 0,0001
1-4 A.D. A.D. 0,0001
2-3 0,0001 0,001 0,0001
2-4 AD. AD. 0,0001
34 0,0001 A.D. 0,033

Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. A.D. Anlamli degil
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4.2. Histopatolojik Degerlendirme Sonuclari

4.2.1. Karaciger Dokusu Prusya Boyasi ile Degerlendirilmesi

Kontrol ve CAPE-K grubundaki ratlarda demir birikimi goriilmedi. Demir
grubundaki ratlarin hepsinde grade III demir birikimi vardi. CAPE+D grubunda bir
ratta grade II demir birikimi, diger 9 ratta ise grade III demir birikimi goriildi.
Gruplarin higbirinde fibrozis goriilmedi. Karaciger dokusunda Prusya boyasi ile

demir birikimi tablo 9°da goriilmektedir.

Tablo 9: Karaciger dokusunda Prusya boyasi ile demir birikimi

Gruplar Histolojik grade
Kontrol (n=10) 0,0 £0,00
CAPE-K (n=10) 0,0 = 0,00
Demir (n=10) 3,0 +0,00*°
CAPE+D (n=10) 2,9+0312°

Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. * Kontrol grubuna gére p<0,0001, ® CAPE
grubuna gore p<0,0001.

4.2.2. Kalp dokusunun Prusya boyasi ile degerlendirilmesi

Kontrol ve CAPE-K grubunda demir birikimi goriilmedi. Gruplarin hi¢birinde
fibrozis goriilmedi. Kalp dokusunda Prusya boyasi ile demir birikimi tablo 10°da
goriilmektedir.

Tablo 10: Kalp dokusunda Prusya boyasi ile demir birikiminin histolojik degerlendirilmesi

Gruplar Histolojik grade
Kontrol (n=10) 0,0 + 0,00
CAPE-K (n=10) 0,0 +0,00
Demir (n=10) 1,6 +0,96*°
CAPE+D (n=10) 1,5+0,70°

Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. * Kontrol grubuna gére p<0,0001, ® CAPE
grubuna gore p<0,0001
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5. TARTISMA

Herediter hemokromatozis, talasemi, orak hiicreli anemi ve MDS’de viicutta
demir birikimi olur. Orak hiicre anemisi ve § talasemi major tanisi ile sik transflizyon
alan hastalarin karaciger ve kalp dokusunda demir birikimi oldugu yapilan
caligmalarda gosterilmistir (89-91).

Demir viicutta fenton tepkimesine girerek hiicre i¢in son derece toksik olan
SOR’u olusturur. SOR, PAYA’lar1 yikarak membranlarda LPO’ya neden olmaktadir.
LPO’nun son iriinii ve iyi bir gostergesi MDA’dir. SOD enzimi, O," radikalini
H,0;’ya doniistiirerek ortadan kaldirirken, GSH-Px ve CAT enzimleri H,O;’yi
H,O’ya pargalayarak temizleyen baslica antioksidan enzimlerdir. Ortamda O,”
radikalinin artmas1 SOD enzim aktivitesini, H,O,’in artmis olmasi GSH-Px ve CAT
enzim aktivitelerini dolayli olarak arttirmaktadir (28).

Demirin oral (92,93), intramiiskiiler (94) ve i.p. (95,96) yollardan cesitli
dozlarda ve siirelerde verilmesi ile asir1 demir yiikii olusturuldugunun bir¢ok
deneysel ¢aligmada bildirilmistir. Biz i.p. yoldan 5 giin boyunca demir dekstran 100
mg/kg verilerek karaciger dokusunda demir birikimi olusturuldugu histopatolojik
olarak gosterilen caligmalar1 (79,80) referans alarak ratlarda 100 mg/kg dozunda 5
giin i.p. dozunda demir dekstran ile agir demir yiikii olusturmaya galistik. Onceki bir
calismada i.p. yoldan verilen demir dekstranin ayn1 yoldan verilen esit dozlardaki
demir-glukonat, demir-sukrozdan daha fazla olarak kalp ve dalak dokusunda demir
birikimine neden oldugu gosterildiginden demirin bu formu secildi (97).

Onceki ¢alismalarda 100 mg, 200 mg, 400 mg i.p. yoldan demir verilerek doz
bagimli olarak hepatik (96) ve kardiyak (98) demir birikimi histopatolojik olarak
gosterilmigtir. Biz ¢alismamizda Demir ve CAPE+D grubuna 100 mg/kg dozunda 5
giin 1.p. dozunda verdigimiz demir dekstran ile her iki grupta kontrol ve CAPE-K
gruplarma gore karaciger ve kalp dokusunda anlamli demir birikimi oldugunu
histopatolojik olarak gosterdik. Bu bulgu verdigimiz demir doz ve siiresinin
karaciger ve kalp dokusunda demir yiiklenmesi olusturmak ig¢in yeterli oldugunu
gostermistir. Demir ve CAPE+D grubunda histopatolojik olarak benzer sonuglar
bulmamiz CAPE’nin dokulara demir baglanmasin1 Onleyici etkisinin olmadigini

gostermistir.
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Calismamizda Demir ve CAPE+D gruplarinda kontrol ve CAPE-K grubuna
gore serum ferritin diizeyi anlaml yiiksekti. Ferritin degerleri histopatolojik veriler
ile uyumlu bulundu. Ferritin diizeylerinde asir1 yiikselme olmamasi ise ¢aligmanin
stiresi ve demir dozuyla iliskili olabilir. CAPE+D grubunda Demir grubuna gore
ferritin degerlerinde 6nemlilik sinirina yakin olarak yiikseklik tespit edildi. CAPE
ferritinin dokulara baglanmasin1 kismen azaltmis boylelikle serum ferritini artmis
olabilir. Demir grubunda diger ii¢ gruptan yliksek AST degerleri bulduk. ALT
degerinde de diger ii¢ gruba gore artig goriilmekle birlikte belirgin degildi. CAPE-D
grubunda ise AST ve ALT, kontrol ve CAPE-K grubuyla benzer degerlerdeydi.
Demirin karaciger dokusunda oksidatif hasarina baglit AST ve ALT artmis olabilir.
CAPE’nin karaciger tizerindeki koruyucu etkisinden dolayr AST ve ALT
enzimlerinin yiikselmesi 6nlenmis olabilir.

Asir1 demir yiikii olusturulan 6nceki deneysel ¢alismalarda MDA seviyesi doku
ve serum Orneklerinde kontrol gruplarina gére anlamli olarak yiiksek bulunmustur.
Bu ¢alismalarda asir1 demir yiikii ile ortamda oksidatif stres olustugunu ve LPO’nun
son {riinii ve iyi bir gostergesi olan MDA’nin bu yiizden artmig olabilecegi fikri
savunulmustur (99-101).

Sik transfiizyona maruz kalan talasemili hastalarda asir1 demir yiikiine bagh
olarak ortamda oksidatif stres olustugu ve SOD enzim aktivitesinin kontrol grubuna
gore anlamli yiiksek oldugu oOnceki c¢aligmalarda gdosterilmistir (102,103). SOD
enzimi, O," radikalini H,O,’e doniistiiren tepkimeyi katalizleyerek O, radikallerinin
hiicre iizerine toksik etkilerini onlemektedir (27). Olusan oksidatif stres sonucu
ortamda artan O, radikalini temizlemek i¢cin SOD enzim aktivitesinin artmis
olabilecegi bildirilmistir (102,103).

Oksidatif stresde, hiicrelerde oksidan/antioksidan dengenin korunmasi i¢in
SOD enzimi iiretimi artar. SOR membran fosfolipidleri proteinleri ve niikleik asitleri
etkileyerek doku hasarina neden olmaktadir. Serbest radikal toksikasyonunu
engelleyen SOD enzim aktivitesinin, plazma demir artisiyla paralellik gosterdigi,
plazma demiri arttik¢a SOD enzim aktivitesinin de arttigi ileri siiriilmektedir (104).

CAT enzimi H,O;’yi temizleyen baslica antioksidan enzimlerden biridir. Asiri
demir yiikii ile oksidatif stres olusturulan calismalarin bir kisminda CAT enzim

aktivitesi diigik bulunmustur. CAT enzim aktivitesinde ki bu diislisiin gen
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ekspresyonunun down regiilasyonuna (105) ve SOR’un ortamda asir1 artmasi sonucu
antioksidan savunma sisteminin bozulmasina bagli oldugu savunulmustur (106,107).

Ortamda H,O;’in artmas1 CAT enzim aktivitesini dolayli olarak artirmaktadir.
Ortamda bulunan demir ve diger metal iyonlarinin oksidatif stres olusturdugu ve
CAT enzim aktivitesinin arttig1 bilinmektedir (68). Demir maruziyeti sonrast CAT
enzim aktivitesinin arttig1 ve bu artisin olusan oksidatif stres sonucu ortamda artan
H,0, radikalini temizlemek i¢in oldugu fikri savunulmustur (108).

Asirt demir yiikii ile oksidatif stres olusumu deneysel hayvan modelleri
tizerinde ¢aligilmis ve siklikla GSH-Px enzim aktivitesinde azalma saptanmistir (109-
111). Baz1 calismalarda bu enzim aktivitesi degismemis (112) bir kisminda ise
istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artig bulunmustur (113,114).

CAPE’nin belirgin antioksidan etkisi oldugu daha onceki rat ¢aligmalarinda
gosterilmistir (78,115). Rat deneylerinde lityum, metotreksat gibi ¢esitli ajanlarla
oksidatif stres olusturulan gruplara gére CAPE’nin koruyucu ilag olarak verildigi
gruplarda, MDA seviyesinin anlamli olarak diisik bulundugu bildirilmistir.
CAPE’nin ortamda oksidatif stres olusmasini oOnleyerek MDA seviyesinde
yiikselmeyi Onledigi goriisii literatiirde vurgulanmistir  (116,117).  Onceki
calismalarda CAPE’nin antioksidan enzimlerin aktivitelerindeki artisi, SOR’lari
temizleyici etkisinden dolayr onledigi fikri savunulmustur (77,118). Antioksidan
enzimlerin aktivitelerindeki azalmay1 Onleyici etkisinin ise tam olarak bilinmedigi
ancak transkripsiyonel ve translasyonel yollar {iizerine etkisi ile olabilecegi
spekiilasyonu yapilmistir (119,120).

Calismamizda Demir ve CAPE+D gruplarinin karaciger dokusunda kontrol ve
CAPE-K grubuna kiyasla MDA seviyesi anlamli olarak yiiksek tespit edildi.
CAPE+D grubunda MDA seviyesi Demir grubuna gore anlamli olarak diisiik
bulundu. MDA seviyesinin Demir grubunda, kontrol ve CAPE-K grubuna gore
yiiksek olmasi demir yiiklenmesi ile oksidatif hasarin olustugunu gostermektedir.
MDA seviyesinin CAPE+D grubunda Demir grubuna goére anlamli olarak diisiik
olmasi; CAPE’ nin olusan oksidatif stresi onledigini gostermistir. CAPE+D grubunda
kontrol ve CAPE-K grubuna gére MDA’nin anlamh olarak yiiksek olmasi da
CAPE’nin demir yiiklenmesi ile karacigerde olusan hasar1 dnlemede kismen etki

gosterdigini diisiindiirmektedir.
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Demir grubunun kalp dokusunda MDA seviyesini diger 3 gruptan anlaml
olarak yiiksek bulduk. CAPE+D grubunda ise MDA seviyesi kontrol ve CAPE-K
grubu ile benzer, Demir grubundan anlamli olarak diisiik bulundu. Demir grubunda
MDA seviyesinin yliksek bulunmasi agir1 demir yiikii ile kalp dokusunda oksidatif
stres olustugunu gosterdi. CAPE+D grubunda MDA diizeyinin Demir grubuna gore
anlamli olarak diisiik bulunmasi ise CAPE’nin agir1 demir yiikii ile kalp dokusunda
oksidatif stres olusmasini dnledigini gostermektedir.

Calismamizda Demir grubunun karaciger dokusunda SOD enzim aktivitesinin
artmis oldugunu tespit ettik. Demir toksisitesi ile olusan oksidatif stres sonucu
ortamda artan O," radikalini temizlemek i¢cin SOD enzim aktivitesinin artmis ve
CAPE’nin serbest oksijen radikallerini temizleyici etkisinden dolayr SOD enzim
aktivitesinde ylikselmeyi 6nlemis olabilir. Demir grubunun kalp dokusunda da SOD
enzim aktivitesinin kontrol ve CAPE-K gruplarina gore artmis oldugu tespit edildi.
CAPE+D grubunda SOD aktivitesi artis1 bir miktar Onlenmis ancak bu demir
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bu bulgu CAPE’nin kalp
dokusunda SOD enzim aktivitesindeki yiikselmeyi 6nlemede kismi etki gosterdigini
distindiirmektedir.

Bu calismada Demir grubunun karaciger dokusunda CAT enzim aktivitesinin
azalmasi, ortamda H,O,’nin asir1 artmasi sonucu CAT enziminin fazla tiiketilmesine
bagli olabilir. Kalp dokusunda olusan oksidatif stres sonucu ortamda artan H,O,
radikalini temizlemek i¢in CAT enzim seviyesi artmis olabilir. CAPE, SOR’lar
temizleyici etkisinden dolay1 kalp dokusunda CAT enzim aktivitesinde yiikselmeyi
Onlemis olabilir.

Demir grubunda her iki dokuda da GSH-Px enzim aktivitesini yiliksek bulduk.
Karaciger dokusunda bu enzim aktivitesinde ki artis daha belirgindi. Demir grubunun
karaciger dokusunda GSH-Px enzim aktivitesi artis1 sadece Kontrol grubuna gore
anlamli bulunmustur. Demir grubunun kalp dokusunda bu enzimin aktivitesi kontrol
ve CAPE-K grubuna goére onemlilik sinirina yakin olarak artmis bulundu. Oksidatif
stres sonucu, H,O,’nin diigiik konsantrasyonlarda olustugu ortamlarda GSH-Px
enzimi etkili iken H,O,’nin yiiksek konsantrasyonlarda bulundugu ortamlarda CAT

enzimi oldukea etkilidir (13). Her iki dokuda da demir toksisitesi ile muhtemelen
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ylksek konsantrasyonlarda H,O, olugsmus ve bu yiizden GSH-Px diizeyinde belirgin
olmayan bir artig olmus olabilir.

Karaciger dokusunda a-tokoferol, glutatyon, SOD, CAT, GSH-Px, GR gibi
antioksidan ve sitoprotektif enzimler diger dokulardan daha fazla bulunmaktadir.
Kalp dokusunda ise bu antioksidan ve sitoprotektif enzimler karaciger ve dalak
dokusundan daha az bulunurken beyin dokusundakinden ise daha fazladir (20).
Enzim diizeylerinin dokularda farklilik gostermesi caligmamizda kalp ve karaciger
dokularinda enzim diizeylerini farkli bulmamizi agiklayabilir. Demirin i.p. olarak
verilmesi portal dolasima daha fazla ge¢mesine ve karaciger dokusuna daha fazla
toksik etki yapmasina neden olmus olabilir.

Asirt demir yiikii sonucu fenton tepkimesi ile doku ve hiicrelerde SOR
olusmaktadir. Olusan SOR’lar ise doku ve hiicreler iizerine oldukca toksiktir.
Calismamiz kisa siireli de olsa asir1 demir yiikiine maruz kalmanin doku ve
hiicrelerde oksidatif stres meydana getirdigini ve dokularda demir birikimine neden
oldugunu gostermistir. CAPE’nin asir1 demir yiikii ile olusan bu oksidatif stresi
azalttig1 gortilmistiir. CAPE’nin dokuda demir birikimini 6nleyici etkisinin olmadigi
tespit edilmisgtir.

Talasemi ve diger transfiizyon bagimli anemilerde hastalar diizenli olarak
transfiizyona ve dolayistyla uzun siireli olarak asir1 demir yiikiine maruz kalmaktadir.
Bizim c¢alismamiz CAPE’nin demir yiikii ile olusan oksidatif stresi dnlemede
etkinliginin arastirildig kisa siireli pilot bir ¢aligmadir. Literatiirde bu konu ile ilgili
bir ¢alisma heniiz bulunmamaktadir. Bu yilizden ¢alismamiz bundan sonraki talasemi
ve diger transfiizyon bagimli anemi modellerine daha uygun olacak sekilde asiri
demir yiikii olusturulacak ve bu asir1 demir yiikiiniin zararlarin1 6nlemede CAPE’nin

etkinliginin aragtirilacagi diger ¢aligmalara 151k tutabilir.
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6. SONUC

Bes giin boyunca i.p. yoldan 100 mg/kg dozda verilen diisiik molekiil agirlikli
demir dekstranin histopatolojik olarak karaciger ve kalp dokularinda yogun olarak
biriktigi gosterilmistir. Biyokimyasal parametreler degerlendirildiginde asir1 demir
yukiiniin LPO’nun son iirlinii ve oksidatif stresin iyi bir gostergesi olan MDA
seviyesini artirdig1 gortilmistiir. CAPE’nin ise asir1 demir yiikii ile MDA seviyesinde
meydana gelen yilikselmeyi 6nledigi goriilmiistiir. Bu calisma ile elde edilen veriler
15181nda talasemi ve diger transfiizyon bagimli anemilerde asir1 demir yiikii ile olusan
oksidatif stres sonucunda meydana gelen doku harabiyetini 6nlemede CAPE’nin
yararli bir ajan olabilecegi diislinlilmustiir. Selator tedaviye ek olarak CAPE’nin
antioksidan ajan olarak kullanilmasinin asirt demir yiikiine maruz kalan hastalarin
yasam kaliteleri ve siireleri {izerine etkisinin arastirtlmasi daha sonra yapilacak

caligmalarda planlanabilir.
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7. OZET

RATLARDA DEMIR YUKLENMESI iLE OLUSTURULAN OKSIDATIF
STRESIN ONLENMESINDE KAFEIK ASIT FENETIL ESTER’IN
ETKINLiGININ ARASTIRILMASI

Bu calismada, asir1 demir yiiklenmesi sonucu olusan oksidatif hasarin
onlenmesinde kafeik asit fenetil ester (CAPE)’ in etkinligi arastirildi.

Calismamiza 40 erkek Wistar-albino rat alinarak, her grupta 10 rat olacak
sekilde 4 gruba ayrildi. Kontrol grubuna serum fizyolojik, CAPE-K grubuna 10
umol/kg/giin CAPE, demir grubuna 100 mg/kg/giin demir dekstran, CAPE+Demir
grubuna pmol/kg/giin CAPE ve 100 mg/kg/glin demir dekstran intraperitoneal
olarak 5 giin boyunca verildi. Son enjeksiyondan 12 saat sonra ratlarin yasamina son
verilerek karaciger ve kalp dokular1 ¢ikarildi. Karaciger ve kalp dokusunda demir
birikimi histolojik olarak degerlendirildi. Her iki dokuda malondialdehit (MDA)
seviyesi, sliperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
enzim aktiviteleri ve serumda AST, ALT ve ferritin degerleri 6lgiildii.

Demir ve CAPE+D grubunda histopatolojik olarak demir birikimi tespit edildi.
Demir grubunda kalp ve karaciger dokusundaki MDA seviyesi Kontrol ve
CAPE+Demir grubuna gore anlamli yiiksek bulundu (sirasiyla; kalp p<0,001,
p=<0,002; karaciger p<0,0001, p<0,009). Demir grubunda SOD ve GSH-Px enzim
aktiviteleri her iki dokuda artmig bulundu. Demir grubunda CAT enzim aktivitesinin
kalp dokusunda artarken karaciger dokusunda azaldigi bulundu. Demir ve
CAPE+Demir grubunda ferritin degeri anlamli artmis saptandi. Demir grubunda
AST ve ALT degerlerinin kontrol grubuna gore arttigr goriildi. CAPE+Demir
grubunda AST ve ALT degerleri Kontrol grubuyla benzer bulundu.

Bu bulgular sonucunda klinik kullanimda CAPE, karaciger ve kalp dokusunda
demir toksisitesi ile olusan oksidatif stresin 6nlenmesinde etkin bir tedavi segenegi
olabilir.

Anahtar kelimeler: Asir1 demir yiikii, kafeik asit fenetil ester (CAPE), oksidatif
stres, karaciger, kalp.
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8. SUMMARY

EVALUATING THE EFFECT OF CAFFEIC ACID PHENETHYL ESTER
(CAPE) ON IRON OVERLOAD INDUCED OXIDATIVE STRESS IN RAT

We investigated the protective effect of caffeic acid phenethyl ester (CAPE) on
oxidative damage due to iron overload in rats.

Forty male Wistar rats were randomly divided into four groups. All medical
administrations were performed intraperitoneally in all groups for 5 days. Control
group received serum physiologic (0,9%, w/v); CAPE-Control group received 10
umol/kg/day CAPE; Iron group received 100mg/kg/day iron dextran; CAPE+Iron
group received 10 umol/kg/day CAPE and 100 mg/kg/day iron dextran. All animals
were sacrificed after 12 hours from last injections and liver and heart tissue samples
were taken for histological evaluation of iron overload and determination of
malonyldialdehyde (MDA), superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and
glutathione peroxidase (GSH-Px). In addition serum AST, ALT and ferritin levels
were also studied.

Iron overload was detected via histopathological evaluation in Iron and
CAPE+Iron groups. In both liver and heart tissues, MDA level was found
significantly high in Iron group as compared with Control and CAPE+Iron groups
(respectively; heart p<0,001, p<0,002; liver p<0,0001, p<0,009). In Iron group, SOD
and GSH-Px enzyme activities were found increased in both tissues. In Iron group,
while an increase in CAT activity was observed in heart tissue, a decrease was found
in liver tissue. Ferritin was found significantly increased in Iron and CAPE+Iron
groups. AST and ALT were found increased in Iron group. AST and ALT levels
were similar in Control and CAPE+Iron groups

According to our findings, CAPE may be an effective treatment option for the
protection of iron induced oxidative stress in heart and liver tissues.

Key words: Iron overload, caffeic acid phenethyl ester (CAPE), oxidative stress,
liver, heart.
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