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TEZ iCINDE KULLANILAN KISALTMALAR

ADP: Adenozin difosfat

ATP: Adenozin trifosfat

CCl: Triklormetil

EDTA: Etilendiamin tetra asetik asit
FAD: Flavin adenin diniikleotid
G6PD: Glukoz 6 fosfat dehidrogenaz
GR: Glutatyon rediiktaz

GSH: Rediikte glutatyon

GSHPx: Glutatyon peroksidaz

GSSG: Okside glutatyon

GST: Glutatyon-S-transferaz

HCI: Hidroklorik asit

HO:: Perhidroksi radikali

H20: : Hidrojen peroksit

I.N.T: P-iyodonitrotetrazolium violet
J: Joule

L*: Lipid radikali

LOO: Lipid peroksi radikali
LOOH: Lipidhidroperoksit

LPO: Lipid peroksit

MDA: Malondialdehyde

MED: Minimum eritem dozu

mJ: Mikrojoule

NADP* : Okside nikotinamid adenin diniikleotid fosfat

NADPH: Rediikte nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
NO*: Nitrikoksit

Oz : Stiperoksit radikali

10;: Singlet oksijen

OH*: Hidroksil radikali



ONOO": Peroksinitrit
PLGSHPx: Fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidaz

R* : Karbon merkezli radikaller
RH: Protoksin

RO*: Alkoksi radikali

ROO* : Peroksi radikalleri

ROOH: Lipidhidroperoksit

ROS: Reaktif oksijen tiirleri

RS*: Thiyl radikali

RSO* : Siilfenil

RSO,*: Thiyl peroksit

SOD: Siiperoksit dismutaz
TAA: Tiimorle ilgkili antijen
TBA: Tiobarbiitirik asit
TCA: Triclor asetik asit
Toc-OH:  Tokoferol

uv: Ultraviyole

UVA: Ultraviyole A

UVB: Ultraviyole B

UVC: Ultraviyole C

UVR: Ultraviyole radyasyonu
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GIRIS VE AMAC

Doymamis yag asitlerinin yapisina molekiiler oksijenin girmesi sonucu
doymamig yag asitleri peroksidasyona ugrar. Bu olay lipid peroksidasyonu olarak
adlandirilir. Dokularda lipid peroksidasyonu serbest radikaller tarafindan olusturulur.
Serbest radikaller ortaklasmamis elektron igerdiklerinden dolay1 ¢ok aktif ve kisa
Omiirliidiirler. Karsilastiklart molekiilleri  oksitleyerek membran lipidlerinin,
proteinlerin ve niikleik asitlerin yapisinda degisiklige yol agabilirler (1,2).

Deri yiiksek oksijen gerilimine ve sik olarak (UVR) maruz kaldigindan
oksidatif hasarin potansiyel hedef organidir (3). UVR’nin faydali etkilerinin yani1 sira
ozellikle deride zararli bir¢ok etkileride vardir. Bunlar; ¢illenme, deride pigmentasyon
degisiklikleri ve giines yaniklarindan derinin erken yaslanmasina ve g¢esitli ¢ilt
kanserlerine kadar degisen olaylardir (4,5,6).

Deri biyololik olay sonucu ortaya ¢ikan serbest radikallerin zararl etkilerinden
ozellikle etkilenir. Serbest radikallerin deri yaslanmasi ve deri kanserleri gibi
hastaliklarin gelisiminde 6nemli rolleri vardir. Epidermis serbest radikallere karsi
savunmanin ilk basamagini olusturur ve degisik antioksidanlar icerir. Bunlar lipidde
¢Oziinen antioksidanlar vitamin E ve karotenoidler, suda ¢6ziliniin antioksidanlar
vitamin C ve glutatyon ve siliperoksid dismutaz, katalaz, glutatyon rediiktaz, ve
gulutatyon peroksidaz enzimleridir (7). Bu antioksidanlar serbest radikalleri
uzaklastirirlar. Boylece bunlarin zararli etkilerini onlerler. Bundan dolayr lipid
peroksidasyonunu Onleyen ajanlar kullanilarak serbest radikallerle ilgili deri hasarini
onlemek miimkiindiir (5).

Calismalar UVR’nin derideki antioksidan sistemi zayiflattigini gostermistir.
UVR’den sonra vitamin E konsantrasyonunda bir azalma olur. Bu UVR’ye bagl
serbest radikal olusumunun baglamasi sonucu artan oksidatif strese bagli olmaktadir
(8).

Trevithick ve arkadaslari (5) skh-1 fare derisine UVB radyasyonundan sonra
topikal tokoferol asetat uygulanmasi ile siklikla UVB’ye bagh giines yanigi ile iligkili
olarak artan eriteminin, deri hassasiyetinin ve deri kalinliginin azaldigini

gostermislerdir.



Bu calismada bir antioksidan ajan olan E vitaminin tek doz UVR’den sonra
topikal olarak uygulandiginda derinin antioksidan kapasitesini ne 6l¢iide degistirecegi
deneysel olarak arastirllmasi amaglandi. E vitaminin UVR’den hemen sonra
uygulanmasiyla gilines yanigina karsi tedavi edici etkisi ve UVR’den 6nce 3 hafta
stireyle uygulanmasi ile profilaktik etkisi arastirilmaya ¢alisildi. Bunu degerlendirmek
amaciyla plazma, eritrosit, karaciger ve deride lipid peroksidaz, hemoglobin ve deride
stiperoksid dismutaz (SOD), deri ve eritrositlerde glutatyon peroksidaz (GSHPXx),

rediikte glutatyon (GSH) parametreleri proje kapsamina alindi.



Il. GENEL BILGILER

A. SERBEST RADIKALLER VE REAKTIF OKSIJEN TURLERI

Serbest radikaller bir veya daha fazla ortaklasmamis elektron ihtiva eden atom
ya da molekiillerdir (9,10). Bu atom veya molekiil ¢iftlesmemis elektronunu bir bagka
molekiile vererek veya baska bir molekiilden elektron alarak daha stabil hale gelme
egilimindedir. Bundan dolay1 serbest radikaller oldukga reaktif 6zellik tasirlar (9,10).
Protein, lipid ve karbonhidratlar gibi organik ve inorganik kimyasal maddelerle
Ozellikle de membranlardaki niikleik asitlerle reaksiyona girerler. Ayrica serbest
radikaller kendileriyle reaksiyona giren molekiillerin serbest radikallere doniistiirerek
hasar zincirinin yayilmasi yolu ile otokatalitik reaksiyonlar baslatirlar (11).

Tiim canlilarda metabolik islemler sirasinda serbest radikaller {iretilmektedir.
Normal hiicresel metabolik reaksiyonlarin bir {iriinii olan serbest radikaller biyolojik
bir bozukluk olarak degerlendirilmemelidir. Hiicrenin farkli yerlerindeki metabolik
olaylar farkli derecede radikal olusumuna katilmaktadir. Hiicre zarinda, mitekondride,
sitozolde ve endoplazmik retikulumda olusan metabolik reaksiyonlar serbest radikal
olusumundan sorumludurlar. Serbest radikaller dogal olarak normal biylojik islemler
sirasinda olustuklar1 gibi organizmada hastalik olusturabilecek veya yabanci madde
etkisi gosterecek maddeler alininca da az veya ¢ok miktarlarda olusurlar (12,13,14).

Baslica endojen ve eksojen serbest radikal kaynaklar: asagida gosterilmistir.

1. Serbest radikallerin endojen kaynaklari.

A- Fagositler

B- Mitokondrial elektron transport sistemi

C- Mikrozomal elektron transport sistemi

D- Ksantin oksidaz

E- Arasidonik asit metabolizmasi

F- Endojen ve eksojen substratlarin otooksidasyonu

G- Solubl oksidaz enzimler

H- Gegis metalleri

2. Serbest radikallerin eksojen kaynaklari

A-Radyasyon



C. Hava kirliligi

D. Sigara dumani

E. Hiperoksit ¢evre

F. Farmakolojik bazi etmenler(15)

Aerobik metabolizma sirasinda hiicreler enerji liretirken molekiiler oksijen suya
indirgenir. Bu reaksiyon mitokondrial bir enzim olan sitokrom C oksidaz tarafindan
katalizlenir. Ara {iriinler olusurken oksijen 4 elektronunu transfer eder. Reaktif oksijen
tirleri (ROS) oksijenin suya indirgenmesi sirasinda olusan oksidan tirtinlerdir(9,11).
ROS’dan spinlerinde ¢iftlesmemis elektron tasiyan molekiiller serbest radikal olarak
adlandirilirlar (13). En 6nemli ti¢ ROS; siiperoksid (O2° ~ ), hidrojen peroksit (H20>)
ve hidroksil iyonlaridir (OH®) (11). Oksijen kaynakli olmayan radikaller de vardir.
(Tablo 1).

Tablo 1:Biyolojik sistemlerde en sik rastlanan ROS ve oksijen kaynakli olmayan

radikaller
Reaktif oksijen tiirleri | Oksijen kaynakl olmayan serbest radikaller
A)Radikaller A) Karbon kaynakli serbest radikaller
Hidroksil (OH*) radikali. Triklormetil (CCI)
Alkoksi (RO*) radikali B) Siilfiir kaynakli serbest radikaller
Peroksil (ROO*) radikali Thiyl(RS*®) radikali
Siiperoksit (O2* ) radikali C) Nitrojen kaynakl1 serbest radikaller
B) Radikal olmayan tiirler Nitrik oksit (NO*)
Singlet oksijen ( Oy) Fenildiazin (CsH2N:N)
Peroksinitrit (ONOO") D) Gegis metal kompleksleri
Hidrojen peroksit(H202) Fe™/Fe
Cu*3/Cu*?

Serbest oksijen radikallerinin etkisi sonucu karbon merkezli radikaller ( R*),
peroksi radikalleri (ROO?*), alkoksi radikalleri(RO?®), thiyl radikalleri (RS*) gibi 6nemli



serbest radikaller meydana gelir. Bunlardan 6zellikle poliansatiire yag asitlerinden
meydana gelen peroksil radikali yar1 dmrii uzun olan bir radikaldir. Thiyl radikalleri
ise oksijenle tekrar reaksiyona girip siilfenil (RSO*) veya thiyl peroksil (RSO2*) gibi
radikalleri meydana getirirler (9).

ROS olusumu hiicrelerin redoks aktivitelerini degistirir. Redoks potansiyeline
duyarli enzim sistemleri iizerine gok biiyiik sekonder etkiye sahip olabilir. Ornegin
mitokondri iginde rediikte nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) azalmasi
ve okside nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADP™) olusumu oksidatif strese
maruz birakir (13).

ROS’un zararl etkileri uzun zamandir bilinmektedir ancak organizmada bazi
biyolojik iglevlerde yararli olduklar1 gosterilmistir (14).

Belirli bir miktarin iizerine c¢iktiklarinda veya ortamda metal iyonlari
bulundugunda veya antioksidan savunma sistemleri yetersiz kaldiginda zararh
olmaktadirlar (14)

Organizmaya yararli olduklar1 bazi1 haller ise fagositoz olayinda aktive
notrofillerden salinarakbakterilerin etkisiz hale getirilmesi, hiicre biitiinliigiiniin
korunmasi,  mitokondriyal  oksidasyon, hemoglobinin  oksijen  tagimasi,
nonsiklooksijenaz yoluyla prostoglandinlerin olusumu ve DNA replikasyonu seklinde
Ozetlenebilir. Son yillarda serbest radikallerin bazi hastaliklarin patogenezinde
rollerinin olabilecegi &ne siiriilmektedir. Ozellikle kardiovaskiiler sistem, inflematuar
hastaliklar, kanser, katarakt, fotodermatozlar ve yaslanma gibi durumlardaki rolleri
tizerinde durulmaktadir. Yine de reaktif molekiillerle ilgili goriinen bu degisklikler
hastaligin nedeni olmaktan ziyade sonucu olabilir. Biyolojik sistemlerde oksijen
kaynakli radikallerin olusumu diger serbest radikallerden daha fazla orandadir. Reaktif
oksijen iirlinleri olarak tanimlanan bu metobolitler diginda ayrica ¢esitli metal iyonlari,
karbon, kiikiirt ve nitrojen kaynakl radikallerde oksijen islevi gérmektedirler (14,15).

Oksijen elektronlar1 o sekilde dagilmistir ki bu elektronleden iki tanesi
eslesmemistir. Bu ylizden oksijen bazen bir ‘diradikal’ olarak da degerlendirilir.
Oksijenin bu 6zelligi onun diger serbest radikallerle kolayca reaksiyona girmesini

saglar. Radikal olmayan maddelerle daha yavas reaksiyona girer (9).



A.1.Siiperoksit Radikali (O2*~)

Oksijen molekiiliiniin bir elektron almasiyla siiperoksit radikali olusur (16).
Siiperoksit anyonlari hemen hemen tiim aerobik hiicrelerde fizyolojik olarak
tiretilmektedir (10). Siiperoksit radikali baslica mitokondrilerde ve endoplazmik
retikulumda bulunan hiicresel elektron transport zincirinin ¢esitli kompenentlerinden
molekiiler oksijene sizan elektronlarla oto-oksidasyon esnasinda olusur. Ayrica aktive
edilen beyaz kan hiicrelerinden, ksantin-ksantin oksidaz sisteminden, sitokrom Paso ve

diger oksidazlar gibi stoplazmik enzimlerle enzimatik yoldan olusurlar(10,11).

Oz +e——oksidaz——> 02"~

Stiperoksit bir serbest radikal olmakla birlikte kendisi direk olarak fazla zarar
vermez. Asil 6nemi, hidrojen peroksit kaynagi olmasi ve gecis metalleri iyonlarinin
indirgenmesidir (10).

Invivo olusan O,* ~ anyonu kendiliginden yada daha hizli olarak SOD enzimi

ile inaktive edilir ve hidrojen peroksit (H20> ) olusur (10,11).

0~ + 0 + 2H"—SP— S H,0; + 02"

A.2. Hidrojen Peroksit (H202)

Stiperoksit radikaline ikinci elektron ilavesi ile peroksit iyonu olusur. Hidrojen
peroksit, Siiperoksit’in dismutasyon reaksiyonu ile ya da bir ¢ok organda bulunun ve
katalaz tasiyan organeller olan peroksizomlarda direk olarak olusur (9,11). Hidrojen
peroksit {iireten sistemler arasinda en 6nemlilleri glikolat- glikolat oksidaz, iiret-lirat
oksidaz ve ksantin-ksantin oksidaz sistemleridir. Bu sistemlerin aktiviteleri sistemler
arasinda farkliliklar gosterir (10). Hidrojen peroksit ROS arasinda anilir fakat
ciftlesmemis elektron igcermediiii i¢in gercekte serbest radikal degildir (1,9,10).
Bununla birlikte demir, bakir gibi gegis metalleri varliginda siiperoksit radikali ile
reaksiyona girer ve bilinen en etkin oksidan ajan olan hidroksil radikalini meydana
getirir (10).



A.3. Hidroksil Radikali (OH*)
Hidroksil radikalleri en reaktif ve hasar verici ROS’dur. invivo olarak hidroksil
radikali yapimina neden olan 6nemli tepkimeler sunlardir.

1) lyonlastiric1 radyasyonun suya etkisi ile

hv
H>0> > H* + OH°®
2) Fenton reaksiyonunda 6zellikle gegis metal iyonlari ( demir, bakir gibi) ile
etkileserek,
Fe™"+ H20: > Fe™™+ OH* + OH~

3) Siiperoksidin hidrojen peroksit ile direk reaksiyonu olan Haber-Weiss
reaksiyonu invivo olarak OH* iiretimi bakimindan en énemli tepkimedir.

H202 + O2° - > OH* + OH- +0O>

4) Ozona elektron transferi ile OH® olusabilir. Bu nedenle ozon toksitesinde
OH® nin rolii vardir.

5) Hidrojen peroksitin fotolizi ile.

6) Radikal tepkimeleri ile olusabilen bir organik radikal H20- ile tepkimeye
girerek OH* iiretebilir (9,11,17).

Toksik oksijen zedelenmesinde demir 6zellikle 6nemlidir. Serbest demirin

+++

cogu ferrik (Fe™™) durumdadir. Fe*** Fenton reaksiyonunda aktif sekil olan, ferroz
(Fe'™) forma indirgenir. Bu indirgenme siiperoksitle artirilabilir. Bundan dolayi
stiperoksid iyonu OH*® olusumunda 6nemlidir (9,11,16,18).

OH?° radikali son derece reaktif ve kisa Omiirlii bir radikaldir. Hiicredeki hemen

her molekiille reaksiyona girerek harabiyet olusturabilir (10).

A.4. Singlet Oksijen (102)

10, oksijenin elektronlaridan birinin enerji alarak kendi spininin ters yoniinde
olusan baska bir orbitale yer degistirmesi ile olusur. Ortaklagsmamis elektronu olmadigi
icin radikal olmayan reaktif oksijen molekiiliidiir. Serbest radikal reaksiyonlar1 sonucu
meydana geldigi gibi serbest radikal reaksiyonlarinin baglamasinada sebep olur (9,19).

Invivo olarak *O iiretimine neden olan baslica tepkimeler sunlardir.

1) Siiperoksit radikali iiretilen ortamda kendiliginden dismutasyon ile



HO; + O* ~ +H'———— 07 + H20;
2) 02~ ile OH nin etkilesmesi ile

OH+ O2*~ > 10, +OH-
3) Haber-Weiss tepkimesi ile
metal
02*~ + H202 > 10, + OH* + OH~

4) Fagositoz yapan hiicrelerde fagositoz sirasinda H202 ve halojen bagimli
miyeloperksidaz enzimi ile

miyeloperoksidaz
OCI~ + H202 >10;,+ ClI-+ H20

Yukardaki tepkimelerde goriildiigii gibi, singlet oksijen ve hidroksil
radikallerinin {iretimi tlimiiyle ortamda O2* =~ ve H202 ° nin birikmesine
baghdir. Bu iki bilesigin aninda uzaklastirildigi durumda, iki molekiiliin

birbirine rastlamas1 10, ve OH* iiretimi igin yeterlidir (17).

B. SERBEST RADIKALLERIN BiYOMOLEKULLER VE DOKU
KOMPONENTLERI UZERINE ETKIiLERI

Oksijenle yasayan tiim canlilarda normal metabolik islemler sirasinda serbest
oksijen radikalleri kaginilmaz bir sekilde iiretilmektedir. Bu nedenle normal
metabolizma sirasindaki oksido-rediiksiyon reaksiyonlarimin triinleri olan serbest
oksijen radikallerinin olusmasi, biyolojik bir bozukluk olarak degerlendirilmemelidir.
Ancak hiperoksit, inflamasyon, iskemi, radyasyon ve antibiyotik tedavisi gibi bazi
hiicresel metabolik durumlarda iiretilen serbest oksijen radikalleri; membranlar,
enzimler, niikleik asitler ve polisakkaritler iizerinde toksik etkiler yaparak ¢esitli doku
hasarlarina neden olmaktadir (11,12).

Serbest radikal reaksiyonlari, ilerleyerek hiicresel harabiyetle sonuglanabilir.
Bu tiir reaksiyonlar sonsuz olarak siirebildigi gibi serbest radikalleri ortadan kaldirici
bir dizi bilesiklerle sona erdirilebilir (Sekil 1). Bu bilesiklerin bir kismi hiicresel
biitiinliik i¢inde temel olan ve etkinlikleri azaldig: takdirde sitotoksisiteye yol agabilen

bilesiklerdir. Diger bir grup serbest radikal temizleyiciler antioksidan savunma yapan



bilesikler olarak adlandirilir ve serbest radikallerin zararli etkilerine maruz kalan

organizmanin canliliini siirdiirmesine yardinci olurlar (15).

e [ T 2 2
GEEG F=HPx GaH H O
¥ Z5HP
rediitas Nocon X 3
3 FH
H
5/ GSH

Wt B i ] — 0
o Hzﬁ Gz
Vit E 1 + Dz | Wit E S it E
RH GS%G LoH  Askorbat

Sekil 1: Serbest radikallerin hiicre hasarina olan etkileri ve hiicresel savunma
mekanizmalar1 gériilmektedir.

Hiicre hasarma yol acan pek ¢ok kimyasal bilesik ve durum serbest radikal
olusumuyla birliktedir. Biitiin bunlar, ortamda Fe™ varliginda protoksinin (RH)
yikilmasindan veya molekiiler oksijenin OH*® radikaline aktivasyonuyla artar. Bu
radikaller, ortamda oksijen varliginda daha sonra lipit peroksi radikallerine doniisticek
olan membran lipitlerinin peroksidasyonunu baslatabilme ve lipit radikalleri iiretme
(L") potansiyeline sahiptir. Peroksi radikallerinin asir1 lipit ile reaksiyonu membran
lipitlerinin de tiiketimine yol agan olaylar zincirine yol agar. Bununla birlikte hiicresel
savunma sistemlerinin bir kismu lipit peroksidasyonunu 6nleyebilir. Bunlar arasinda,
Fe™ iyonunun ¢ok diisiikk konsantrasyonlarda tutulmasi, H.O», lipit peroksitleri ve
serbest radikallerin (R*) glutayon peroksidaz tarafindan detoksifiye edilmesi, H20;
‘nin katalazla detoksifiye edilmesi ve radikal zincir uzamasinin E vitamin ve askorbat

ile sonlandirilmasi sayilabilir (20).



ROS, asir1 miktarda tiretildiginde veya antioksidan savunma sistemleri yetersiz
kaldiginda biyomolekiiller ve doku komponentlerine zarar verirler. Ozellikle
hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidat ve enzimleri serbest radikaller i¢in hedef
yapilardir (9,14).

ROS’ un biyomolekiiler ve doku komponentleri iizerine etkileri asagidaki
mekanizmalarla gergeklesmektedir.

1. Lipid peroksidasyonu

2. Proteinlere etkisi

3. DNA oksidasyonu

4. Kalsiyum dengesi iizerine olan etkileri

5

. Hiicre dis1 etkileri

B.1. Lipid Peroksidasyonu

Hiicre membranlarindaki lipidler doymamis yag asitlerince zengin
olduklarinda serbest radikal hasarina oldukc¢a duyarlidir. Lipid peroksidasyonu,
membranda bulunan (fosfolipid, glikolipid, gliserid ve sterol yapisinda yer alan)
poliansature yag asitlerinin, serbest oksijen radikalleri tarafindan peroksitler, alkoller,
aldehitler, hidroksi yag asitleri, etan ve pentan gibi ¢esitli iirlinlere yikilmasi
reaksiyonudur. Lipid peroksidasyonu sonucunda biyolojik membranlarin gegirgenligi
etkilenir ve membran biitlinliigii bozulur (12,14).

Lipid peroksidasyonu, oOlmekte olan hiicrelerdeki normal koruyu
mekanizmalarin basarisizligi sonucunda olmaktadir (20).

Lipid peroksidasyonu, baslama, yayilma ve sonlanma reaksiyonlar1 seklinde
degerlendirilebilinir (12).

Baslama: Lipid peroksidasyonu; kuvvetli yiikseltgen bir radikal taratindan zar
yapisindaki poliansature yag asidi zincirindeki a metilen gruplarindan bir hidrojen
atomunun uzaklastirilmasi ile baslar. Lipid peroksidasyonunu baglatan bu radikalin
esas olarak hidroksil OH* radikali oldugu kabul edilmektedir. Demir ve bakir gibi
ciftlesmemis elektronlara sahip olan gecis metal iyonlarinin varligi peroksidasyonun

baslamasi i¢in gereklidir (12).
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Serbest radikal etkisi ile yag asidi zincirinden hidrojen atomu uzaklagmasi, yag
asidi zincirinin radikal hale doniismesine yol agmaktadir. Olusan bu lipid radikali
dayaniksiz bir bilesiktir ve molekiil i¢i ¢ift bag aktarilmasi sonucunda dien
konjugatlar1 olugmaktadir. Daha sonra lipid radikalinin molekiiler oksijen ile
reaksiyona girmesi sonucu, lipid peroksid radikali meydana gelmektedir(11,12).

Yayilma: Bu peroksi radikali, diger bir peroksi radikalleriyle birlesebilir ya da
membran proteinleriyle etkilesebilir. Fakat en oOnemlisi peroksi radikallerinin
membranlardaki komsu yan zincirlerden hidrojen atomlarini c¢ikarabilmeleri ve
peroksidatif zincir reaksiyonunu yaymalaridir. Boylece her defasinda lipid
hidroperoksitleri ve yeni bir peroksi radikali olugmaktadir. Peroksidasyon birkere
basladiktan sonra otokatalitik olarak yayilabilmekte ve yiizlerce yag asidi zincirleri,
lipid hidroperksitlerine ¢evrilebilmektedir (11.12.13.20).

Detoksifikasyondan kurtulan serbest radikaller lipit peroksidasyonunu
baslatabilir. Olusan peroksi radikali, daha fazla lipitle reaksiyona girerek, membran

lipitlerinin tiiketilmesine yol acan reaksiyonun ilerlemesine neden olur (Sekil 2) (20).

R Poliansature yas
asidi
RH
+
— N T COOR (o NS A Pertane
— A T T A CO0R™ 4 Ve ethane
Lificd raclikal AT
Il
0 0o
F Z Maloncizldery
- ?d =, == =, ~ COOR—— Endoperoksit formasyonu FIonAREEIEE
oy v homalitik cleavane
ipi i radi SO oH O
Lipid peroksi radikal ? 0
R P -
tkonige dien L s e sy COOR—S o WA
H
4-Hydrowy-2-3-trans

-nonenal
b (ve diger hidroksi

AMTTR S A COOR alkenler

W W

lipic! hidroperoksit

Sekil 2: Lipit peroksidayonuna yol acan lipit radikallerinin olusumu ve artisi.
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Yayilma zincirinin uzunlugu membrandaki lipid/protein oranina, yag asidi
bilesimine, oksijen konsantrasyonuna ve vitamin E gibi zincir reaksiyonlarini kesen
antioksidanlarin varligina baglidir (12).

Sonlanma: Demir ve bakir iyonlar1 ya da bu iyonlarin fosfat esterleriyle
olusturdugu basit kelatlar (Fe*™ -ADP), hem, hemoglobin ve miyoglobini de igeren
bazi demir proteinleri, lipid hidroperoksitlerini bozarak peroksidasyonu
sonlandirmaktadirlar. Lipid peroksidasyonu sonucu ortaya ¢ikan tiriinler: Etan, pentan
gibi hidrokarbon gazlari, ROOH, RCOOH, ROH ve RCHO gruplarini igeren kisa
zincirli yag asitleridir (12).

Glutatyon peroksidaz ve E vitamini lipid peroksitlerini ve peroksi radikallerini
oldukga etkili bir sekilde detoksifiye ederler. Her ne kadar lipid peroksidasyonu
stotoksik hidroksialkenallarin 6zellikle de hidroksinenenalin serbest birakilmasina yol
acsa da bunlar hemen glutatyon ile konjuge olarak ve glutatyon S transferazla
katalizlenerek detoksifiye edilirler. Redoks-aktif dipyridylium bilesikleri, diquat,
diquat radikalleri olusturmak iizere rediiktazlar tarafindan Ozelliklede NADPH-
sitokrom Pusg rediiktaz tarafindan hemen indirgenir. Bu radikal O2* ~ ve tekrar
indirgenebilen diquat vermek iizere O ile reaksiyona girer. Diquat boylece aktif
oksijen tiirlerinin tiretiminin biiyiik oranda oldugu redoks siklusunda birikir (7).

Lipid peroksidasyonu direk olarak membran yapisina ve indirek olarak reaktif
aldehitler tireterek diger hiicre bilesenlerine zarar verir (9). Lipid hidroperoksitleri ve
lipid peroksiradikalleri, serbest oksijen radikalleri gibi, aym1 hiicrenin bir¢ok
komponentleriyle reaksiyona girerek, selliiler ve metabolik fonksiyonlar {izerine
toksik etkilerini gosterirler (12).

Lipid hidroperoksitleri ve lipid peroksi radikallerinin hiicresel ve metabolik
fonksiyonlar {izerine etkileri

1. Membrana bagli reseptorlerin ve enzimlerin inaktivasyonuna yol agarlar.

2. Membranin sekretuar fonksiyonunun kaybina neden olurlar.

3. Transmembran iyon gradiyentini bozarak Ca** gibi iyonlara kars1
nonspesifik permeabiliteyi artirirlar.

4. Lipid peroksidasyon iiriinlerinden bazilar1 ( malonaldehid ve 4
hidroksinonenal) bulunduklar1 membranlarin permeabilitesini ve zedelenebilirligini

arttirirlar. Mitokondri membranlar: bu tiir hasarlardan 6zellikle etkilenirler. Bu belki
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de mitokondrilerde poliansature C=C baglarin fazla olmasi ile birlikte mitokondrilerde
oksijen ve metalloproteinler nispeten yiiksek konsantrasyonda olmasi nedeniyledir
(13). Ayrica lipid peroksidasyon iirlinleri mitokondride oksidatif fosforilasyonu
cOzerler, mikrozomal enzim aktivitelerinde deisikliklere yol agarlar, subselliiler
organellerin (lizozom gibi) biitiinliigliniin kaybolmasina neden olurlar (12).

5. Bir lipid peroksidasyon iiriinii olan (MDA), membran komponentlerinde
capraz baglanma ve polimerizasyona yol acarak esneklik, iyon transportu, enzim
aktivitesi ve hiicre yiizeyi determinantlarinin aggregasyon durumugibi intrensek
membran Ozelliklerini degistirmektedir. Ayrica, diffiize olabildiginden DNA’nin
nitrojen bazlar1 ile de reaksiyona girebilmektedir. MDA bu 6zelliklerinden dolayi,

mutajenik, kiiltiir hiicreleri i¢in genotoksik ve karsinojeniktir (12,15).

B.2. Proteinlere etkileri.

Ozellikle kiikiirt igerenler daha fazla olmak iizere tiim amino asitler serbest
radikal hasarina duyarhidir. Proteinlerde kirilmalar, capraz baglanmalar ve
agregasyonlar olusabilir. Proteinlerdeki bu degisiklikler biyokimyasal ve fizyolojik
islevlerde aksamalara neden olurlar (14). Hiicrede bilhassa inaktive edici enzimlerde
ozellikle de siilthidril enzimlerde hasar olusur (11). Sitoplazmik proteinler ve
membran proteinleride okside edici ajanlara maruz kaldiklarinda, 6rnegin ozon,
dimerler ve biiyiik agregatlar olusur. Inter-protein disiilfid olusumu ya da serbest
radikal ile amino asit kalintilar1 arasinda daha irreversibl reaksiyonlar nedeni ile sozii
edilen yapilar meydana gelir (15).

Prolin, lizin gibi amino asitler ve protein yapisini olusturan peptid baglari,
indirgenmisoksijen tiirevlerinden etkilenebilir. Ornegin siiperoksit radikali, hidroksil
radikali, hidrojen peroksit aciga ¢ikaran reaksiyon ortaminda prolin ve lizin
hidroksilasyonu non enzimatik olarak olusabilir (15).

Proteinlerin serbest radikal harabiyetinden ne derece etkilenecegi amino asit
kompozisyonuna baglidir. Protein hiicresel lokalizasyonuna ve radikalin toksisite

giiciine gore protein harabiyetinin boyutlar1 degisebilir (15).
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B.3. DNA Oksidasyonu

Reaktif oksijen tek iplik¢ikli DNA hasar1 yapar ve iplikgiklerin kirilmasina
neden olur ve cross-linking sebebidir (13). DNA fizerine serbest radikal (6zellikle
hidroksil) saldirisim1 takiben sarmal ayrilmasi, yakimi ile baz ve deoksiriboz
fragmantasyonu bildirilmistir. Sonugta sitotoksisite, mutasyon ve maling degisim

potansiyeli meydana gelir (15,21).

B.4. Kalsiyum dengesi

Peroksidasyon hasarindan 6zellikle thiol iceren proteinler etkilenirler. Plazma
membranlarindaki Ca-ATP’ az ve Na-K ATP- az thiol igeren proteinler oldugundan
bunlar hiicresel iyon dengesinin bozulmasinda 6zel bir éneme sahiptirler(13,14).
NADPH/NADP" oraninin degismesi kalsiyumun mitokondriden sitoplazmaya gogiiyle
sonuslanir. Intraselliiler iyon gdgii hiicre zedelenmesinde oldukg¢a dnemlidir. Boylece
0zel olarak ROS membran permeabilitesini artirir, katyon pompasini onler. ATP
azalir. Ve sitozoldeki serbest kalsiyumu artirir (13).

Yine iskemi sirasinda ksantin dehidrogenazi ksantin oksidaza g¢eviren ve

serbest radikal iiretimine neden olan enzim de kalsiyuma bagimli bir enzimdir (14).

B.S. Hiicre dis etkiler

ROS’in oksidatif hasarindan en fazla etkilenen hiicre dis1 doku komponentleri
kollejen ve hiyaliironik asittir (9,14,15). Kollejen, siiperoksit radikalinin jelasyonu
engellemesi sonucu harap olur. Siiperoksit dismutaz, eriyebilir kollejeni siiperoksit
radikallerinin jelasyonu inhibe edici etkilerinden korur. Eklemde, sinovial sivinin
viskositesini saglayan hiyaliironik asit, stiperoksit radikali tarafindan depolimerize
edilebilir; radikalleri ortadan kaldirict enzimler s6z konusu depolarimazyona engel
olurlar. Ekstraselliiler sivilar ¢ok az miktarda siiperoksit ismutaz igerdiginden
indirgenmis oksijen tlirevlerinin eser miktarlar1 bile bu kompartmanda biiyiik

harabiyete yol agabilir (15).
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C. ANTIOKSIDAN SAVUNMA SISTEMLERI

Canli organizmada degisik metabolik yollarla serbest radikal {iretimi devam
ettiginden organizmada kendini korumak icin bu toksik iirlinlere kars1 antioksidan
savunma sistemleri gelismistir. Saglikli bir organizmada oksidan ve antioksidanlar
arasinda hassas bir denge vardir. Patolojik durumlarda be denge oksidatik tarafa
kayabilir ve sonucta kontrolsiiz, potansiyel olarak letal oksidatif hasar meydana gelir
(14).

Serbest radikaller kendiliklerinden azalabilirler. Ornegin siiperoksid stabil
degildir ve kendiliginden oksijen ve hidrojen perokside doniisiir. Bunla birlikte serbest
radikal reaksiyonlarini inaktive eden ya da sonlanmasina yardim eden cesitli sistemler
vardir (11).

Antioksidanlar genel olarak endojen ve eksojen antioksidanlar olmak iizere iki
grupta incelenir (14,22).

C.1. Endojen Antioksidanlar

Enzimatik ve non enzimatik olarak iki grupta ele alinirlar.

Enzimatik antioksidanlar

Sitokrom oksidaz sistemi

Siiperoksit Dismutaz

Katalaz

Glutatyon peroksidaz

Glutatyon Rediiktaz

Glutatyon-S transferaz

Non enzimatik antioksidanlar

Glutatyon

E Vitamini

Beta-karoten

C vitamini

Diger non enzimatik antioksidanlar
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C.a. Enzimatik Antioksidanlar

Savunmada oncelikle etkili olanlar enzim sistemleridir. Antioksidan
savunmanin onemli bir kismimi siiperoksit ve H2O7’ yi temizleyen 6zel enzimler
olusturur. Bunlar siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon
rediiktaz, ve glukoz 6 fosfat dehidrogenaz enzimleridir. ( Sekil 3). Bu enzimlerin
aktivitesi, serbest radikallerin sentez ve yikilma hizina, beslenme ile eser elementlerin

( Mn, Fe, Zn, Cu) alinmasina baglidir (22).

o sOD CAT
0 —=0 Y H QO Y HO 4 0§
3
2 2 2 2 G 2
/"‘ MAD
GSHPx asHred
-4 \ADF‘H

Sekil 3: Oksidan strese kars1 enzimatik savunma mekanizmalari

C.1.a.. Sitokrom Oksidaz Sistemi

Hiicredeki oksijenin %95-99 kadarmi etkisiz hale getirir. Bu sistem icerisinde
enerji dier bir ifade ile ATP sentezi s6z konusudur. Yetersiz kaldig1 durumlarda diger
enzimler devreye girer (14).

C.l.a.2. Siiperoksit Dismutaz: (Superoxide: Superoxide Oxidoreductase
EC 1.15.1.1)

SOD, stiperoksit anyonu serbest radikallerin hidrojen peroksit ve molekiiler
oksiyene doniisiimiinii katalize eder.

SOD

202 + 2H® —— > H02 +O2

Daha sonra H2O> katalaz veya peroksidaz enzimlerinin katalitik etkisi ile suya
detoksifiye olur (9,14).
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Serbest radikallere kars1 organizmada ilk savunma SOD enzimi ile gerceklesir.
SOD, katalaz ve glutatyon peroksidazdan farkli olarak serbest radikali substrat olarak
kullanir (22).

SOD enziminin aerobik hiicrelerin tiimiinde bulundugu ancak aerobik
hiicrelerin ¢ogunda bulunmadigi bilinmektedir (22). SOD mitokondri, matriks,
stoplazma ve ekstraselliiler sivida bulunur. SOD enziminin 3 major formu vardir.
Insanda SOD’nin iki tipi bulunmaktadir bakir-¢inko igeren ve Mangan igeren. Ensik
bulunan1 Cu-Zn SOD sitozolde bulunur, MnSOD ise mitokondride bulunur. Uciincii
tip demir igerir ve bakterilerde bulunur (9,14,15,21,23). Cu-Zn SOD 21 nolu
kromozomda, MnSOD ise 6 nolu kromozomda lokalizedir (9). Sitozolik Cu-Zn SOD
siyanidle inhibe edilirken, mitokondrial Mn SOD inhibe olmaz. Her iki SOD ‘un
katalizledigi reaksiyon aynidir. Enzimin fizyolojik fonksiyonu; oksijeni metabolize
eden hiicreleri siiperoksit serbest radikallerinin zararli etkilerine karsi korumaktir
(9,24).

SOD enziminin katalizledii reaksiyonun son iiriinii olan H202; Cu-Zn SOD ve
Fe-SOD izoenzimlerini inaktive etmektedir, ancak H202’ nin Mn-SOD iizerine etkisi
yoktur (22)

SOD aktivitesi, yliksek oksijen kullanimi olan dokularda fazladir ve doku pO2
artis1 ile artar. Bu enzim sayesinde intraselliiler siiperoksit diizeyleri diistik tutulur.
SOD ‘un ekstraselliiler aktivitesi ¢ok diistiktiir (9). Cok az bir sayida SOD normalde
ekstraselliiler sivida bulunur (19).

Siiperoksit radikalleri spontan olarak dismutasyona urayabilirler. SOD enzimi
dismutasyon hizin1 10 kez artirir. Bdylece O?’in baska subsratlarla reaksiyona girmesi
ve daha toksik etkili OH* radikallerinin olusumu SOD tarafindan engellenir (22).

SOD fagosite edilmis bakterilerin intraselliiler alanda dldiiriilmesinde de rol
oynar (9).

SOD uygulamas1 tipik olarak reperfiize dokular1 korumakla birlikte bir
noktadan sonra koruyuculugu ortadan kalkar. Bunun nedeninin SOD’un lipid
peroksidasyon olayinda oynadigi iki (dual) tarafli etkiden kaynaklanabilece§i One

striilmiistiir. Yiiksek miktarda bulundugunda zararli olabilmektedir (14).
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SOD radyasyonun da baz1 toksik etkilerini onler. Ancak radyasyonun
stiperoksit radikali yanisira, dogrudan singlet oksijen ve hidroksil radikali de
olusturmas1 nedeniyle tam koruyucu etki gosteremez. Paraquat ve streptonigrin O2*~
tireterek etkilerini gosterirler ve bunlarin etkileri de SOD enjekte edilmesi ile

onlenebilir (17).

C.l.a.3. Katalaz (H202: H202 oksido rediiktaz, EC 1.11.1.6)

Katalazin gorevi hidrojen peroksiti oksijen ve suya pargalamaktir (9,21). Tim
hiicre tiplerinde degisik konsantrasyonlarda bulunan bir hem-enzimidir. %20 oraninda
stoplazmada ve % 80 oraninda peroksizomlarda lokalizedir. 4 alt birimden
olusmaktadir (9,22). Her bir alt birim aktif merkeze bagli bir hem grubu igerir.
Molekiiliin alt birimlerinin ayrilmasi enzim aktivitesinin kaybina yol agar. Asid,
siyaniir, 3-amino-1,2,4 triazol, indirgenmis glutatyon ve ditiyotreitol katalazi inhibe
ederler (22).

Katalaz, H207’in olusum hizinin diisiik oldugu veya elektron vericisinin
yiiksek konsantrasyonlarda bulundugu durumlarda peroksidatif reaksiyonla;

Katalaz
H20, + AH2 >2H0 + A

H202’in olusum hizinin yiliksek oldugu durumlarda ise katalitik reaksiyonla
etkisini gosterir.
Katalaz
H202 + H20: > 2H0 + O

Siiperoksit radikalleri katalazi inhibe eder. Indirgenmis glutatyonun da doza
bagimli olarak katalazi inhibe ettigi bildirilmistir (22).

Katalazin indirgeyici aktivitesi hidrojen peroksit ve metil, etil hidroperoksitleri
gibi kiiciik molekiillere karsidir. Biiyiik molekiillerle, lipid hidroperoksidlerine ise etki
etmez (9).

Katalaz H.O2’in olustugu biitiin selliller kompenentlerde bulunmaz, bu da
katalazin oksijen radikallerinin olusumundan korunmada ikinci 6neme sahip oldugunu

akla getirmektedir (14,21).
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C.l.as. Glutatyon Rediiktaz (NADPH: oxidized- glutathione
oxidoreductaze; EC 1.6.4.2)

Antioksidan savunmanin etkinligini stirdiirebilmesi i¢in okside glutatyonun (
(GSSG) tekrar indirgenmis sekle doniismesi gerekir. Glutatyon rediiktaz (GR),
NADPH varliginda oksitlenmis glutatyonun indirgenme reaksiyonunu katalizler. Bu
oksido rediiksiyon enziminin koenzimi NADPH, prostetik grubu ise flavin adenin
diniikleotid (FAD)’dir.

GR
GSSG + NADPH+H* > 2GSH + NADP*

Glutatyon rediiktaz sitozol ve mitokondride lokalizedir. GR bir flavin enzimi
olan FAD ile aktive edilir. GR, oksitlenmis glutatyonun indirgenme reaksiyonunu
katalizlerken, elektronlar 6nce NADPH’ tan FAD yolu ile GSSG’ ye daha sonra iki
sistein kalintis1 arasindaki disiilfid baglarina en son ise oksitlenmis glutatyona transfer

olmaktadir (22).

C.laas.  Glutatyon peroksidaz (Glutatyon: H202 Oksidorediiktaz,
EC1.11.1.9)

GSHPx hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu enzimdir. Selenyuma
bagimli ve bagimsiz olmak tizere 2 farkl: tipi vardir. Selenyuma bagimli olan GSHPx
hem H202 ‘i hem de lipid hidroperoksitlerini metabolize ettigi halde; hiicrenin
mitokondri (% 30) ve sitazol (% 70) fraksiyonlarinda lokalize olan selenyumdan
bagimsiz GSHPx ise yalnizca lipid hidroperoksitlerini metabolize edebilmektedir (22).
GSHPx asagidaki reaksiyonlari katalizler (9).

GSH-Px
H202 + 2GSH > GSSG + 2H;0
GSH-Px
ROOH + 2GSH > GSSG + ROH + H;0

GSH-Px sadece hidrojen peroksidi degil diger organik peroksitleri de etkisiz
hale getirir (14).

Katalitik reaksiyon sonucu H>O ve oksitlenmis glutatyon disiilfit olusur.
Hiicresel GSH’1n eksikligine yol agan GSSG nin disar1 akis1t GSHPx aktivitesindeki

artisin bir sonucudur. Eritrosit veya karaciger hiicrelerinde olusan GSSG’ nin az kismi1

-19 -



hiicreler tarafindan atilir. Bu miktar hidroperoksit metabolizmasi sirasinda ytikselir.
GSSG’ nin hiicre i¢inde birikimi ve diser1 ¢ikis1 hiicresel NADPH/ NADP™ redoks
orani ile iligkilidir. Sitazolik NADPH/ NADP* oranim1 azaltan metabolik olaylar
GSSG/GSH oranini artirarak hiicreden GSSG’nin disar1 akisini hizlandirir (22).

Sitoplazmik ara iiriinler olan NADPH ve GSH konsantrasyonlar1 hiicrenin
redoks durumunun akut degisikliklerini yansitirlar. NADPH/ NADP* ve GSH/GSSH
oranlarindaki degisiklikler akut pro-oksidan stres ile antioksidan savunma arasindaki
dengesizligin belirtisidirler (22).

Lipozomal membranlardaki fosfolipidler serbest radikallere maruz kalirsa
fosfolipid hidroperoksitler olusur ve cift katli lipid tabakasi bozulur. Oksidize yag
asidleri fosfolipaz A igin substrat haline gelirler Yag asid hidroperoksitleri
salindiklarinda ise GSHPx enzimi tarafindan indirgenir ve zararsiz hidroksi yag
asidleri olusur. Bu nedenle GSHPx enzimi fosfolipaz A2 enzimi ile birlikte hareket
ederek fosfolipid hidroperoksitleri tarafindan baslatilan ilave peroksidatif hasar1 etkili
bir sekilde engeller (14).

Fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidaz da (PLGSH-Px) monomerik
selenyum atomu ihtiva eden sitozolik bir enzimdir. GSHPx enziminden farkli olarak
membran fosfolipid hidroperoksitleri {izerine direk olarak etki ederler. Fosfolipaz
A>’yi uyarmalarina gerek yoktur (14).

Membranlara bagli en 6nemli antioksidan olan vitamin E yetersiz oldugu
zaman PLGSH-Px membranin peroksidasyona karsi korunmasini saglar (9).

E vitamini takviyesi, demir eksikligi, agir metal iyonlar1 toksisitesi ve
hormonal denge GSHPx aktivitesini etkileyen parametrelerdir (22).

GSHPx’in fagositik hiicrelerde onemli fonksiyonlar1 vardir. Eritrositlerde de

oksidan sisteme karsi en etkili antioksidandir (9).

C.l.as. Glutatyon-S transferazlar (E.C.2.5.1.18)

Glutatyon -S- transferaz(GST) herbiri iki alt birimden olusmus (dimerik) bir
enzimdir. Basta arasidonik asit ve lineolat hidroperoksitleri olmak iizere lipid
peroksitlerine kars1 GST selenyumdan bagimsiz GSH peroksidaz aktivitesi gostererek
bir defans mekanizmasi olustururlar. Membrandaki lipid peroksidasyonu

engellemekle birlikte hidrojn peroksiti detoksifiye edemez (14).
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GST
ROOH + 2GSH >GSSG + ROH+ H20

GST g sitozolik bir de mikrozomal olmak iizere dort ana gruba ayrilirlar (9).

C.1.b. Enzimatik olmayan Antioksidanlar

Enzimatik olmayan antioksidanlar diisiik molekiil agirlikli serbest radikal tutan
maddelerdir. Bunlar serbest radikallerle direkt olarak reaksiyona girerler ve onlari
stabil derivelerine gevirirler (14). Diisiik molekiil agirlikli serbest radikal tutucular
lipidde eriyebilir 6zellikte olanlar ve sitoplazmada bulunanlar olmak {izere iki grupta
toplayabiliriz. E vitamini ve B karoten lipidde eriyebilen o6zellikte antioksidan
vitaminlerdir. Glutatyon, {rik asit, bilirubin ve askorbi asit sitoplazmik yerlesim

gosteren antioksidan etkili maddelerdir (22).

C.1.ba. E Vitamini
E vitamini; tokoferol yapisinda, temelde 2-metil-6 kroman halkasi igeren ve 2.

karbona bagli 16 karbonlu fitil yan zinciri ihtiva eden bir grup bilesiktir (Sekil:4) (22).

CH
CH CH 3

3
oH o M 3
|-|Qﬁ/\ﬁcl—|2_<':‘|jK ,-/-’/CL\'\'?H> fCHE\\CHz/J:H\CH

CH 22 3
CH3 o

Sekil 4: o tokoferol’lin yapis1

D-a-tokoferol dogada yaygin olan ve biiyiik bir biyolojik aktiviteye sahip
maddedir (25,9). Antioksidan etkisi en yiliksek olan tokoferol d a-tokoferoldiir.
Yapisinda bulunan fenolik hidroksil grubuna sahip aromatik halka, vitaminin kimyasal

olarak aktif kismini olusturur ve anti oksidan 6zelligide bu gruptan kaynaklanir (9).
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E vitamini tim hiicresel membranlarda bulunur (14). Kan, plazma ve
membranlarin en gii¢lii yagda ¢oziinen antioksidani olarak hareket eder. Membranlar
ya da lipoproteinler i¢indeki fosfolipidlere nazaran membranlar ve lipoproteinlerdeki
E vitamini konsantrasyonu oldukca diisiiktiir (26).Membranlarda E vitamini
konsantrasyonunun membranlardaki toplam fosfolipidlerin %0,1-1 mol arasinda
olduke¢a az oldugu bildirilmistir (27).

Absorbsiyonu diger yagda eriyen maddelere benzer. Safra tuzlarina baglanir.
Oral olarak alinanin yaklasik % 70 ‘i absorbe olur ve biiyilik bir kism1 adipoz doku,
kalp, adrenal korteks, ve kasta bulunur (28). Serum lipoproteinleri ile taginir (22).

Eger biriktirilirse tokoferol hava oksidasyonuna ugrar. Fakat asetat esteri
tokoferol asetat oksidasyona ugramaz ve stabil kalir. o tokoferol asetat formunda
serbest formundan daha stabildir. Tokoferol asetat ince bagirsak duvarindan
emilmeden Once bagirsaktaki enzimlerle hidrolize edilir (5). Tokoferol asetat fare
derisine topikal olarak uygulandiginda ancak %4,5-5 oraninda serbest tokoferole
hidrolize oldugu gosterilmistir (28).

E vitamininin plazma lipoproteinleri ve organel fosfolipidleri i¢indeki diizeyi

4 faktore baghdir.

1) Tiiketilmekte olan o tokoferol miktari

2) Diyet i¢inde bulunan pro- oksidan ve antioksidanlarin diizeyi
3) Diyetle alinan selenyum yeterlilik diizeyi

4) Iginde siilfiir tastyan amimo asidlerin diyetle alinis1 (25).

Hiicrelerde membran fosfo lipidlerinin poli- doymamis yag asidleri (linoleik
asid ve arasidonik asid gibi), spontan olarak veya oksidan metabolitlerin etkisi sonucu
kolayca oksitlenebilirler ve peroksid tiirevlerine doniisebilirler. Bu olaya lipid
peroksidasyonu veya otooksidasyonu olayr adi verilir. Serbest oksijen radikalleri
olugsmasinin eslik ettigi bu olay zincirini membranda 6nleyen ve olustugunda néotralize
eden en giiclii anti oksidan faktor E vitaminidir. Viicudun diger antioksidan sistemleri
(C vitamini, GSHPx ve - karoten gibi ) s6z konusu olay iizerinde E vitamini kadar
etkili degildirler. Antioksidan olarak E vitaminini destekleyen gerideki savunma

sistemlerinden GSHPx molekiiliindeki fonksiyonel onemi olan bir 6ge selenyum
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iyonudur (30). GSHPXx ile E vitamini serbest radikallere kars1 birbirini tamamlayici
etki gosterirler. Enzim tesekkiil etmis olan peroksitleri ortadan kaldirirken E vitamini
peroksitlerin sentezini engeller (9).

Bunla beraber yeterli miktarda E vitamini varliginda bile bazi peroksitler
olusur (25). Her bir E vitamini molekiilii iki oksidasyon zincirini durdurur (21).

E vitamininin membranlarda zinciri kiric1 antioksidan gibi hareket ettigine ya
da single oksijen yatistiricist olarak hareket ettigine inanilir. E vitamini phytyl ucu ile
membran lipidlerinin acyl zinciriyle yakin olarak membranlarda lokalize olurlar. E
vitamini kromonal basi membran yiizeyine yakin goéziikkmektedir. Ug bolgesinde
peroksil radikali olustugunda bunun kromonal basin yerlestigi polar bolgeye dogru
nonpolar bolgenin zorlandig1 ya da disariya dogru yonlendigini diisiindiirmektedir. Bu
kromonal bolgenin okside olabilecegi ve muhtemelen ako6z bolgedeki C vitamininin E
vitamininin kromonal bolgesiyle reaksiyona girip rejenere olabilecegi diisiincesi vardir
(27,28).

E vitamini lipidde ¢oziniirliigii yiiksek olmasi nedeniyle kolayca membran
lipidlerine difiize olabilmekte ve 20 karbonlu doymamis yag asitlerini indirgeyerek
lipid peroksidasyonunu oOnlemekte, bdylece lipid peroksidasyonunu baslangi¢
asamasinda engellemektedir (22).

E vitamini (Tok-OH), peroksidler iizerindeki nétralize edici etkisini, kendinin
bir fenolik hidrojen atomunu peroksil radikaline transfer etmek suretiyle asagidaki
sekilde iki basamakta yapar (30).

ROO* + Tok-OH---------- ROOH + Tok-O°

ROO* + Tok-O*---------- ROOH -+ Stabil vitamin metaboliti

E vitamini singlet oksijenin kuvvetli bir tutucusudur. Ayrica hidroksil radikali,
peroksi radikali, ve siiperoksitlerle direkt olarak reaksiyona girebilir (9,14).
Tokoferollerin ve keratonoidlerin singlet oksijeni tutma yetenekleri ile plazma ve doku
konsantrasyonlar1 arasinda ters bir korelasyon vardir. Bu antioksidanlar tiol
bilesiklerini ve askorbatin etkilerini tamamlarlar (22).

E vitamini lipid radikalle reaksiyona girerek onu radikal olmayan bilesik haline
dontistiiriirken kendisi radikal hale gelir. E vitaminin radikali nisbeten kararl ve lipid

peroksidasyonunu kendi kendine baslatmak icin yeterince reaktif degildir. Bu
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oksidasyon iiriinii, glukuronik asit ile konjugasyona ugrayarak safra yolu ile atilir. E
vitamini, okside olduktan sonra ve pargalanmadan once C vitamini ve gulutatyon
tarafindan redukte edilerek tekrar E vitamini haline gelir (9). Tokoferollerin biyolojik
oksidasyon tirtinleri de antioksidan aktivite gosterirler (22).

Tokoferol kromanol halkasinin phenolik hidroksil serbest oldugunda
(esterifiye olmamig) antioksidan olarak fonksiyon goriir. Serbest hidroksil serbest
radikalleri ya da singlet oksijeni siklikla semi kinon yada kinona kendini oksitleyerek
temizleme fonksiyonunu gorebilir. Bu gurup tokoferol asetatin ya da suksinat
esterlerinin antioksidan aktivitelerinin sifira diisiiren asetat ya da suksinat deriveleri
gibi esterlere doniiserek organik asidlerin karboksil gruplarinin esterlesmesiyle
oksidasyondan korunabilir (5).

o tokoferol serbest radikallerle birleserek tokoferol kinona doniisiir. Tokoferol
kinon bilesigi lipid peroksidasyonunu ve trombosit agregasyonunu inhibe eder (22).

o tokoferol fosfolipaz A2, C ve D’nin biyolojik membrandaki zararl etkilerini
onler. Immun sistem fonksiyonlarmni diizenledigi bilinmektedir (22).

Hiicrelerin korunmasi ve islevlerini yerine getirebilmesi i¢in hiicre zar1 biiyiik
onem tasir. Fosfolipidlerin lipit kisimlart olarak adlandirilan yag asidi zincirleri zarin
i¢ kisminda bulunurlar. Ayrica hiicre i¢inde bulunan mitokondriler ve golgi cisimcigi
gibi organizmalarda biiyiik 6l¢iide zarlardan olusurlar. Hiicrenin komuta merkezi olan
hiicre ¢ekirdegide zarla ¢evrilidir. E vitamini yagda ¢oziinen bir vitamin oldugu i¢in
hiicre zarinda bulunan yag ve protein molekiillerinin arasina girerek koruyucu bir
tabaka olusturur. Yagda ¢oziinen antioksidanlardan en 6nemlisi d-alfa- tokoferol, yani
dogal E vitaminidir. E vitamininin dogadaki temel gorevi yagh bitkilerin (tahillar,
ceviz, misir, badem vs. ) disardan gelecek hasarlara kars1 bozulmasini engellemektir.
Ayni sekilde insan vucudunda mevcut olan yaglar da E vitamini tarafindan korunur
(31).

E vitamini (o tokoferol) ultraviyole irradyasyonu 295 nm de maksimum olarak
absorbe eder. Boylece E vitamini UVB 151811 absorbe edebilir ve serbest radikal

haline doniisiir (phenoxyl radikal).

Toc-OH + hv ——— > Toc-O- + e~ +H”
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Bu yolla E vitaminin phenoxyl radikali diger okside edici ajanlarin yoklugunda
olusabilir (26).

Topkal uygulamalarda E vitamininin deriye ¢ok iyi niifuz ederek, hiicreleri
etkin bir sekilde korudugu goriilmiistiir. Dogal E vitamini tiirevlerinin dermatolojik ve
toksikolojik standart metodlara gore deriye uygunlugu incelenmis ve %2 ile %20
konsantrasyonlarinda E vitamini ihtiva eden preparatlarin deriye uyumlu olduklar
tesbit edilmistir (31).

Deri bagdokusu %95 oraninda kollejenden olusur. Serbest radikallerin
meydana getirdigi hasarlar neticesinde, kollejen sertleserek derinin gevsemesine,
kirismasina ve elastikiyetini kaybetmesine neden olur. E vitamini deride bag

dokularini igten ve distan koruyarak, derinin elastikiyetini kaybetmesini engelleyebilir

(31).

C.1.b2. Beta-Karoten

A vitaminin major karotenoid prekiirsoridiir. Singlet oksijenin en iyi
tutucusudur, ayrica lipid radikallerini de etkisiz kilabilir. Vitamin E ile sinerjism
gosterdigi bildirilmistir (14).

C.1.bs. C Vitamini (Askorbik Asit)

Viicutta sentez edilmediginden diyetle alinan bir vitamindir. Direk olarak
hidroksil, siiperoksit radikalleri ve singlet oksijen ile reaksiyona girebilir. Ayrica
indirgenmis antioksidan E vitamini formlarinin tekrar iiretimini saglar. Gegis metal
iyonlar1 varliginda ise serbest radikallerin tiretimini de provoke edebilir (14).

C.1.bs. Glutatyon

Glutatyon; organizmanin tiim hiicrelerinde bulunan, hiicrenin protein yapisi
disindaki stilthidril grubu igeriginin %90 kadarini olusturan bir tripeptiddir. Glutamik
asid, sistein ve glisin amino asitlerinden yglutamil sistein sentetaz ve glutatyon
sentetaz enzimleriyle olusur (22).

Onemli bir indirgeyici ajan ve antioksidan olan glutatyon hiicrenin

oksidorediiksiyon dengesini siirdiiriip hiicreleri endojen ve eksojen kaynakli
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oksidanlarin zararli etkilerinden korumaktadir. Proteinlerdeki SH gruplarinin
korunmasi ve bazi reaksiyonlarda koenzim olarak gorev almasinin yani sira amino
asitlerin transportundada rol oynar (1).

Serbest bir siilfhidril grubuna sahip olan GSH hiicre i¢i bir silthidril tamponu
olarak etkilidir ve hiicreleri oksidatif ve toksik hasara karsi korur. Eritrositlerde
bulunan GSH hemoglobinin sistein gruplarini ve diger hiicre proteinlerinin tiol
gruplarin1 indirgen sekilde tutar. Boylece hemoglobini oksidasyondan koruyarak
hiicrenin biitiinliglinii saglar (22).

Canlilarin yasayabilmesi icin yiiksek miktarda GSH ve diisiik miktarda GSSG
gereklidir. GSH oksidasyona kars1 iki ana yolla korunma saglar; Protein siilfidrilleri
icin substrat olarak girer ve protein siilfidrillerinin oksidasyonunu engeller. Ayrica
GSH protein siilfidrillerinin oksidasyon olayini tersine gevirebilir. Yiiksek miktarda
GSSG de protein siilfidrilleriyle reaksiyona girerek proteinleri inaktive edebilir.
Gerekli olan GSH/GSSG oranm1 GR ve Glukoz -6-fosfat dehidrogenaz (G6PD)
enzimleri tarafindan saglanir (14,21,22).

Glutatyonun memeli hiicrelerindeki konsantrasyonu oldukga yiiksektir. Bunun
cogu rediikte formdadir. GSH sentezi temini sinirli olabilen sistein’in mevcudidiyetine
baghdir. GSH’nin GSSG’ ye oksidasyonunu takiben tekrar hizlica NADPH bagh
GSSG, reduktazla geriye rediikte olur. Eger GSSG olusum orani ¢ok fazla olursa ya
da NADPH orani siir seviyeye gelirse o zaman GSSG’nin birikimi olur. Sonra bu
plazma membranindaki GSSG’nin stumiile ettigi ATP-az ile hiicreden digari atilir.
Ornegin menadione oksidasyona sebep olur, sonra GSH (GSSG gibi) azalir. Bunu
takiben hiicre 6limiiyle yakindan iliskili olan protein tiolleri azalir (20). Sitozolik
NADPH/NADP* oranini azaltan metabolik olaylar GSSG/GSH oranini artirarak
hiicreden GSSG disar1 akisinin hizlanmasina yol agarlar (22)

GSH diizeyinin siirdiiriilmesinde biyosentezi, uptake, oksidasyonu ve
GSSG’nin hiicre disina atilmasi islemlerindeki denge 6nemlidir. Glutatyon glutatyon
S-transferaz ve glutatyon rediiktaz aracilig1 ile genotoksik ve mutajen elektrofilik
maddelerle konjugasyon reaksiyonuna girerek onlarin detoksifikasyonunda rol oynar
(1). GSH ¢esitli eksojen toksinlere karsi hiicrenin korunmasinda esastir. Primer gorevi

bu bilesiklerin birgogunu detoksifiye etmektir. Hem niikleofil gibi hareket ederek
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electrophilik bilesiklerle beraber konjugatlar olusturur ya da hidroperoksidlerin,
serbest radikallerin ve diger okside edici ajanlarin metabolizmasinda reduktan gibi
hareket ederek bu bilesiklerin ¢ogunu detoksifiye eder. Son reaksiyon GSH’nin konak
defansin1 ciddi bir sekilde tehlikeye atar. GSH’nin GSSG’ye oksitlenmesiyle
sonuclanir. GSH oksidasyonu; parasetamol, N-acetyl-p-benzoquinoneimine’nin
(NABQI) reaktif metabolitleri gibi okside edici tiirlerle direkt olarak olusur ya da
glutatyon peroksidaz ile peroksidlerin ve tiol transferaz ile disiilfidlerle karigmis
proteinlerin detoksifikasyonuna bagli olarak olusur. Peroksidazin énemi selenyum
eksikliginde olusan okside edici ajanlara hassasiyetinin artmasidir. Boylece GSSG
olusma orani serbest radikale bagli olusan oksidatif stresin gostergesi olarak ele
alinabilir (20).

Ayrica glutatyon OH*® radikaline doniisen H2O> ve lipid peroksidasyon
iriinlerinden organik peroksidlerin tutulmasinda goérev alan antioksidan enzimi olan
GSH-Px’in aktivitesi i¢inde gereklidir (1).

Niikleofilik bir yapiya sahip olan indirgenmis glutatyon elektrofilik
karekterdeki karbon atomlar1 ve Zn, Cd, Hg, Cu, Pb gibi atomlarla kompleks
olusturarak agir metallerin vucuttan atilmasina yardimci olur (22).

Glutatyon bazi amino asitlerin hiicre i¢ine tasinmasinda gérev yapar. Bu sirada
hiicre membranindan transloke olan glutatyon vy glutamil transferaz enzimi ile
pargalanir. Ozellikle bdbrekte olusan y glutamil siklusu olarak tanimlanan bu
reaksiyon zinciri sonunda GSH tekrar sentezlenir (22).

Glutatyon, H202‘1 lipid peroksitleeri, disiilfidleri, askorbati ve serbest
radikalleri indirgeyebilir. Glutatyon’un peroksidlerle ve disiilfidlerle reaksiyonu
sonucu GSSG olusur. GSSG konsantrasyonundaki artis oksidan sitresin bir
gostergesidir. GSSG tiol igeren proteinlerin konformasyon ve aktivitesi lizerinde
zararli etkileri olan bir maddedir (22).

Glutatyon serbest radikallere karsi savunma sisteminde anahtar bilesendir.
Konsantrasyonu ve efluks hizi radikal stresin bir indeksidir. Glutatyon, GST ve

glutatyon peroksidazin katalizledigi reaksiyonlarin 6nemli bir kofaktoriidiir (22).
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Paraquat, nitrofurantoin ve t-butilhidroperoksid GSSG’ nin hiicre i¢i seviyesini
arttiran maddelerdir. Okside GSH diizeyi konjugasyonla, karisik disiilfid olusumuyla

ve safra yoluyla atilimla diizenlenebilir (22).

C.1.bs. Diger Enzimatik Olmayan Endojen Ajanlar

Bazi durumlarda iirik asit, sistin, albiimin, bilirubin, seriiloplazmin, transferrin,
laktoferrin ferritin, kreatinin ve katekol Ostrojenler gibi ufak molekiillerde serbest
radikallere kars1 koruyucu rol oynarlar (14).

Urik asit Hb’i peroksit oksidasyonundan korur. Bu 6zellikleri ile iirat serbest
radikal temizleyici olarak bilinir (22).

Seruloplazmin demirin transferrine baglanmasini kolaylastirarak ve hiicre dig1
siiperoksit dismutaza benzer etkinlik gostererek, transferrin demiri, haptoglobin
serbest Hb’i ve alblimin ise bakir1 baglayarak antioksidan 6zellik gosterirler (22).

Proteinlerin siilthidril gruplarinin plazmanin antioksidan kapasitesine anlamli
katkida bulunduklart ilei siiriilmiistiir. Ancak bu siilfhidril gruplarinin oksidasyonu ise
oksidatif hasar etkeni olarak kabul edilebilir (22).

Degisik hormonlar1 yapilarindaki fenolik grup ile antioksidan etki gdsterek

karaciger mikrozomal lipid peroksidasyonunu inhibe ederler (22).

C.2. Eksojen Antioksidanlar

A) Besinlerdeki dogal antioksidanlar; Vitamin A,C,E ve Beta-karoten

B) Besinlere eklenen antioksidanlar; Butylated hydroxytoluen, butylated
hydroxyanisole, sodyum benzoat, etoksikuin, propil galate, Fe-siiperoksit dismutaz.

C) Diger antioksidanlar  (farmakolojik); beta blokerler, kalsiyum
antagonistleri, siilfidril iceren  anjiotensin Konverting enzyme inhibitorleri ve

desferroksamin gibi (14).

D. ULTRAVIYOLE RADYASYONU
Giines diinyanin en biiyiik enerji kaynagidir. Giines 15181; X ve gamma 1sinlari,
UVR, goriilebilir 151k, infrared 1sinlari ve radyo dalgalarindan olusmaktadir (Tablo 2)
(33). Ultraviyole (UV) spektrumu, ultraviyole A (UVA), UVB ve ultraviyole C (UVC)
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olmak tizere ii¢ grup 1s1ndan olusur. UV, goriilebilir 1ginlar ve infrared 1ginlarinin dalga

boylar1 arasindaki sinir kesin degildir (32).

Tablo 2: Elektromanyetik spektrumun boliimleri

Dalga boyu (nm)* Dalga tiirii

I< —— Xismlan
200-400 — — Ultraviyole
200-290 uvC
290-320 . UVB

320-400 UVA

400-800 Girtlebilir dalga boylari
800- 100 000 Infrared
>100 000 Radyo dalgalari

* Dalga boyunun dl¢iim birimi nanometre (nm) olup, 1nm = 10 ° m dir.
Ultraviyole ve goriiliir 151k, elektromanyetik radyasyon spektrumunun kiigiik
bir béliimiinii olusturur (33).

Ultraviyole 1s18inin dozu genellikle her bir alandaki enerji olarak belirtilir.
Ormnegin her santimetre kareye diisen joul gibi (J/cm?) (34).

Deri; UV, goriilebilir veinfrared isinlardaki noniyonize elektromanyetik
radyasyonun ana hedefi ve 1s18a kars1 primer bariyeridir (32). UV nin 6zellikle 290-
400 nm arasindaki dalga boylar1 deride klinik degisikliklere yolagar (35).

Giines 1s1nlar1 atmosfer iginden gegerken ozon tabakasi 290 nm’den kisa tiim
dalga boylarin1 emer. Ozellikle deri igin zararli bulunan kisa dalga boyundaki UV
1sinlart atmosfer tarafindan absorbe edilmektedir. U nedenle UV i1smlarimin enerji
bakimindan en zengin kismi olan UVC yere yakin yerde yaklasik %0 dir. Enerji
yoniinden en fakir olan UVA nin %5,6’s1 UVB’nin ise %0,5’1 yeryiiziine ulagmaktadir
(32).

-29.-



E. DERININ YAPISI

Deri epidermis, dermis ve subkutan doku olarak 3 tabakaya ayrilir.

E.1. Epidermis

Derinin en dis tabakasi olan epidermisin temel gorevlerinden biri
kornifikasyondur. Epidermis 6ok katli skuamdéz epitelden olusur. Epidermis sirasiyla
stratum korneum, stratum graniilozum, stratum spinozum, stratum bazale
(germinativum) tabakalarina ayrilir. Malpighi tabakasi terimi stratum bazale ve
stratum spinozumu igerir. Avug i¢i ve ayak tabanlarinda stratum graniilozum ve
stratum korneum arasinda besinci bir tabaka olarak stratum lusidum yer alir (36,37).

Epidermis en ince deri katidir. Kalinligr goéz kapklarinda 0.04 mm, avug
iclerinde 1.6 mm olmakla birlikte ortalama kalinligi 0,1 mm‘dir. Genel olarak,
epiermis hiicrelerinin bazal tabakadan dogduguna inanilirsa da, biiyliyen hiicrlerin
%30°nun suprabazal oldugu ve bunlarin mitotik olarak aktif oldugu goriiliir (36,37).

Histolojik olarak epidermis en az 4 hiicre tipinden olusur. Epidermis
hiicrelerinin %95°1 keratinosittir. Diger hiicreler en ¢oktan en aza dogru melanositler,
langerhans hiicreleri ve merkel hiicreleridir (36).

Epidermis, periodik asit schiff boyasi ile belirgin bir sekilde boyanan, ince

bazal membran {izerine yerlesmistir (36).

E.2. Dermis

Dermis, epidermisin destekleyici tabakasi olup, baslica fibréz kisim (kollejen
ve elastin) ile birlikte temel maddeden olusmustur. Dermisteki temel hiicreler
fibroblastlardir. Elastin, kollejen ve temel madde fibroblastlardan iiretilirler. Dermisin
icinde epidermal ekler, sinirler, damarlar ve c¢esitli hiicreler bulunur. Dermis iki
boliimden olusur;

1. Papiller dermis

2. Retikiiler dermis

Papiller dermisin {lizerinde epidermis, yanlarinda epidermal uzantilar, altinda

ise yiizeyeldamar pleksusu ve retikiiler dermis bulunur. Dermisin kalinlig1 anatomik
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bolgeye bagli olmak iizere, epidermisin 15-40 kat1 olabilecek sekilde degiskenlik
gosterir (36).

E.3. Subkutan Yag Dokusu

Subkutan yag dokusunun (pannikulus), 1s1 diizenleyici ve mekanik travmalara
kars1 koruyucu fonksiyonlari vardir. Pannikulus dermis ile fasia arasinda yeralir.
Lipositler, lobiil olustururlar ve her lobiil kan damarlari, lenfatikler ve sinir igeren
fibroz septumlar ile ayrilmistir. Hiicreler fazla miktarda yag igerirler. Hiicre igindeki

yag, niikleusu stoplazmik membrana dogru iterek sikistirir (36,38).

F. ULTRAVIYOLENIN DERI iLE ETKILESIMI.

Goriiliir 151k ve UV’nin yaklasik %5’i deri yiizeyinden yansitilir. Iyonize
olmayan radyasyon deriye ulagtiginda bir boliimii yansirken, bir kismi emilir. 300
nm’nin altindaki UV biiyiik 6l¢iide epidermiste, 6zelliklede urokanic asit, DNA, RNA,
triptofan, tirozin ve melanin tarafindan emilir. 300 nm {izerindeki UV nin ise bir kismi1
kollejen liflerden yansir, bir kismi da kandaki hemoglobin, dokudaki bilirubin ve yag
dokusundaki beta-karoten tarafindan emilir (33). UV etkisiyle olusan 1sik iiriinleri,
iyon akimlarinin ¢ogalmasi, DNA replikasyonu, enzimlerin uyarilmasi veya etkisiz
hale getirilmesi gibi ¢esitli biyokimyasal olaylardan sorumludur. Bu olaylr sonucunda
hiicreler proliferasyona ve mutasyona ugrar, hiicre yiizey isaretleri degisir, DNA’da
hasar meydana gelir (35). Ultraviyole etkisiyle deride serbest radikal olusumunun da
arttig1 bilinmektedir (11).

UVR’ nin biyolojik etkinligi dalga boyuna baghdir. Dalga boyu kiiciildiik¢e
tahribat giicii artar. Dalga boyu 300 nm olan UV ’nin tahribat etkisi dalga boyu 310 nm
olandan1000 kez ve dalga boyu 320 nm olan dan 10 000 kez daha fazladir (39).

UVR’nin yasayan sistemler iizerine tahrip edici etkisi UVB’nin canlilarin yap1
taglar1 tarafindan absorblanmasi ve bu karsilikli etkilesim sonucu molekiillerin yapisal
degisikliklere ugramasina (foto reaksiyon) baglhdir (39).

Genetik bilgiyi tastyan DNA, UVR’ye bagh olarak gelisen hasardan en ¢ok
etkilenen yapidir (39). Biyolojik etki yoniinden DNA absorbsiyon etki spektrumu ¢ok
onemlidir. Absorbsiyon maksimum 260 nm’dedir. Kisa dalga boyunda UVR ile olusan

foto reaksiyonlar, niikleik asitler, proteinler ve lipidler agisindan 6nemlidir. UVR
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etkisiyle membran lipidlerinin fotokimyasal reaksiyonlar1 sonucu hiicre membranlari
zarar gorebilirler. Alinan doza bagli olarak UVR 0zellikle gozde, eri ve immiin
sistemde degisikliklere neden olmaktadir (39).

UVB isinlarinin biiyiik bir kismi1 stratum korneum ve melanin tarafindan
tutulur. Deri ylizeyine gelen UVB 1smlarmin %10 kadar1 deri i¢ine ulasir. Dermis ve
epidermis hiicre harabiyetine neden olur. Bu dalga boyu, epidermal hiicrelerde bazi
maddelerin olusumunu uyararak (6rnegin biiylime faktorii alfa) derinin yaslanmasina
neden olur. Non-melanom deri kanserlerine yol agan 1sinlardir. Uzun dalga boylu
olanlar ise (UVA) derinin daha derinlerine kadar ulasabilirler. Dogrudan fibroblastalri
etkileyebilirler. Elastin ve kollejen yapisinda yol agtiklari degisiklikler nedeniyle
derinin erken yaslanmasina yol acarlar. Melanom tipi deri kanseri olusumunda ¢ok

etkili olurlar (40,41)

UVR’nin deri iizerine olumsuz etkileri baslica iki mekanizma ile
gerceklesmektedir.
1. Kromozomal hasar.

2. Serbest oksijen radikallerinin olusumu ile membranlarin bozulmasi.

UVR’nin zararh etkilerine kars1 derinin savunma sistemleri ise;

1. Epidermis 6zellikle de stratum korneumun kalinliginin artmasi

2. Melanositik aktivite artis1 ile serbest radikaller inaktive edilmeye calisilmasi
Ancak feomelanin koruyucu olmaktan ¢ok mordtesi isinlar ile agresif molekiiller
olusturabilir.

3. DNA tamir mekanizmalari.

4. Antioksidan enzimler (siiperoksid dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz
gibi).

5. Busavunma sistemleri UVR’nin zararl etkilerine karsi koruyuculuk saglasa

da kisisel tolerans sinirlarinin agilmasi ¢ok zor degildir (40).
G.DERIDE SERBEST RADIKALLERIN ONEMI

Son yillarda bir¢ok dermatolojik hastaligin patogenezinde serbest radikallerin

rol oynadiklarina dair kanitlar mevcuttur (14,42). Doku zedelenmesi siirecine ortaya
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cikan degisiklikler bu reaktif molekiiller tarafindan olusturulurlar. Yapilan
arastirmalar bu degisikliklerin ¢ogunun, hasarin sebebi olmaktan ziyade sonucu
oldugunu gostermektedir (14,42).

Deri ¢ok sayida gevresel faktorden 6zellikle de UV 1sinlarindan etkilenir. UV
1sinlari, ozon ve ¢evresel zararli etkiler ROS olusumu araciligi ile kiimiilatif hasara yol
acarlar. UVR nin serbest radikal {iretimini uyarmas1 ve antioksidan enzimleri azaltarak
etkili oldugu disiiniilmektedir. ROS deri kanseri olusumunda inflemasyonda ve
fotoyaslanmada rol oynar. ROS kutandéz inflemasyonu uyardigi gibi kutanoz
inflemasyonda ROS olusumunu artirir. Notrofiller, inflemasyon alaninda ¢ok miktarda
ROS saliminina neden olarak dokuda oksidatif hasar olustururlar. Bu yogun ROS
olusumu kutandz vaskiilit, Behcet hastaligi, akne rozaseve psoriazis gibi ¢ok sayida
notrofillerle ilskili hastaliklarla ilgili olabilir (42).

Inflematuar kaynakli serbest radikallerin olusturdugu hasardan en ¢ok
etkilenen ekstraselliiler doku komponentleri kollejen ve hiyaluronik asittir. Kollejen,
stiperoksit radikalinin jelasyonu engellemesi sonucu harap olur. Siiperoksit dismutaz,
kollejeni siiperoksit radikalini jelasyonu inhibe edici etkilerinden korur. Deride serbest
radikal etkisi ile ilgili diger bir yap1 da melanindir. Melaninin serbest radikal tutucu
ozelligi vardir. Yagsla birlikte pigment hiicrelerinin sayisinin azalmasina bagh olarak,
melaninin serbest oksijen radikallerini tutma 6zelligide azdir. Boylece ileri yaslanma
ve deri kanserlerine kars1 korunma azalir (42).

Serbest radikal hasar1 dokularda direkt olarak tayin edilememektedir. Serbest
radikallerin yar1 Omiirlerinin ¢ok kisa olmasit bunlarin doku komponentleri ve
biyomolekiillerle hizla reaksiyona girmeleri nedeniyle dokulardaki etkilerini yansitan
parametreler indirekt olarak saptanabilir. Bu nedenle dokularda oksidatif hasarin 6n
triinlerinden ¢ok, dokularda indirekt olarak antioksidan enzimlerin tayini

yapilabilmektedir (14,42).
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H. ULTRAVIYOLENIN DERIDEKI AKUT VE KRONIK ETKILERI

H.1. Akut Etkileri

H.1.a. Giines yamig1 reaksiyonu

Giines yamigit UVR’ye maruz kaldiktan sonra ortaya c¢ikan derinin akut,
gecikmis ve gecici inflematuar cevabidir (43). inflemasyon; lokal 1s1 artisi, kizariklik,
agr1, ddem ve fonksiyon kayb1 gibi klinik bulgularla kendini gosterir. Inflemasyonun
siddeti UV dozuna, maruz kalma siiresine ve deri tiplerine bagh olarak degisir. Farkli
dalga boylar kalitatif ve kandidatif olarak degisik etkiler yaratir. UVC ve UVB hem
epidermal hem de dermal degisiklikler yaptigi halde UVA sadece dermal
degisikliklere neden olur. UVB’ye bagli eritem insanlarda UV’ye maruz kaldiktan bir
kag saat sonra baslar, 12-24 saat sonra en {ist seviyeye ulasir. Minimum eritem dozu
(MED) deride belirgin eriteme neden olan en kii¢iik UV dozu olup, belirli bir birim
alana diisen enerjidir. mJ /cm? veya J/cm? olarak belirtilir. MED’in 4-8 kat1 UV daha
hizli ve uzun siiren bir inflemasyona sebep olur. Eritem genellikle bir kag¢ giin iginde
hafif pikmentasyon ve deskuamasyonla kaybolur. Farkli spektrumlardaki dalga
boylarinda eritemin doz cevap iliskisi farklidir. Ornegin bir MED dozundaki UVC
soluk pembe renkte ve daha kisa siireli olan bir eritem olusturur. UVC dozu yiiz kat
artirilsa bile eritem ayni 6lclide artmaz. Hafif bir artis ve kepek goriiliir. UVB daha
kirmiz1 ve uzun siiren eriteme, UVA koyu kirmizi ve genelde hemen ortaya ¢ikan ve
giinlerce devam eden bir eriteme neden olur. Bir MED UVA veya UVB eritemi ¢cok
daha koyudur 6-8 kat artirllan MED ¢ok siddetli ve uzun siireli eiteme hatta biil
olusumuna neden olur. UVA ve UVB birlikte verildigi zaman dalga boylar1 farkh
oldugu halde etkileri birbirine eklenir (33,34).

UVB etkisiyle olusan eritem UVA’dakinden ¢ok daha siddetlidir. UVA ve
UVB’nin neden oldugu eritemin olugmasinda histamin, seratonin, prostoglandinler
gibi mast hiicrelerinden salinan mediatdrlerin yani sira lizozomal enzimler, kininler ve
stokinlerde eritem cevabinmi ortaya ¢ikarirlar. Ayrica interlokinler de enflematuar
yanitta 6nemli rol alir. Eritemin nedeni prostaglandinlerin etkisiyle dermal damarlarin
genislemesidir (33,35,44).

Giines yamigmmn histojik bulgular1 &zellikle epidermisde izlenir. Ilk

mikroskobik degisiklikler 30 dakika sonra ortaya ¢ikar. Karekteristik bulgusu piknotik
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niiveli, eozinofilik boyanan, diskeratotik hiicreler olan giines yanigi hiicreleridir.
Stoplazmalar1 bos izlenimini veren bu hiicreler kiimeler halinde spinal tabakada
bulunurlar (35,44). Giines yamgi hiicreleri UVB, UVC radyasyonundan sonra olur.
Fakat deri furocoumarinle fotosensitize edilmedik¢e UVA dan sonra olusmaz. Bazal
tabaka hiicrelerinde vakualizasyon vardir. Siddetli glines yaniginda epidermal hiicre
nekrozu ve bu alanlarda vezikiil olusumu goze ¢arpar. Dermiste seyrek monontikleer
yada yuvarlak hiicre infiltrasyonu goriliir. Notrofiller de goriiliir fakat daha az
belirgindir. Ust dermisde vaza dilatasyon bulunur(35,45). Bunun yanisira langerhans
hiicrelerinde azalma, yiizey antijenlerinde kayip ve diisiik ATP-az aktivitesi giiriiliir.
Dermiste UVB 1sinlamasindan sonra mast hiicrelerinde azalma, yiizeyel kan
damarlarinda endotel sismesi, kismi1 tikanma ve peri veniiler 6dem goriiliir. UVB nin
neden oldugu inflemasyonda nétrofiller ve monositler bulunmakla beraber T lenfosit

hakimiyeti vardir (44).

H.1.b. Erken Pikmentasyon

Erken Pikmentasyon 20-120kJ/m? civarindaki UVA ya da kisa dalga boylu
giirtiliir 151k radyasyonundan sonra dakikalar i¢inde olusan bronzlagmadir. Birkag saat
kadar devam eder. Bu muhtemelen melaninin ve foto-oksidatif koyulagmasinin ve

melanositlerden keratinositlere taginmasinin sonucudur (33,44).

H.1.c. Ge¢ Bronzlasma

UVB’ ye maruz kaldiktan 72 saat sonra, daha uzun dalga boyunda daha erken
baglayan ve melanin sentezi ile karakterize uzun siire devam eden pigmentasyon
gortliir. UV’ye bir kez maruz kalmakla melanositlerin aktivitesi artarken tekrarlayan
maruziyet melanositlerin sayisinda artisa neden olmaktadir. Melanositlerde tirozinaz
aktivitesinde artisinin  yanisira  dentritik uzantilarda dallanmalar  goriiliir.
Melanazomlarin sayis1 ve biiytikliikleride artar. 340-400 nm arasindaki UVA (UVA1)
bazal tabakadaki melanini arttirir. 320-340 nm arasindaki (UVAy) ise melanozomlarin
transferini artirir. Bu yonden UVAn ile UVB’nin pikmentasyon yapici etkileri
benzerlik gosterir. UVA’ya bagli bronzlasma vaskiiler harabiyet ve inflemasyona karsi

koruyucu rol oynar (33,44)
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H.1.d. Hiperplazi

Deri hiperpilazisi, UVB ve UVC den sonra olusur ve 2 ay kadar devam eder.
Genellikle UVA radyasyonundan sonra olusmaz. Kisa baslangi¢c inaktivasyon
peryodunu takiben normalin yaklasik yedi kat1 kadar artan mitoz oraniyla birlikte
DNA, RNA ve protein sentezinde belirgin artis goriiliir. Mitoz artis1 birkag giin devam
eder. Epidermis ve dermis kalinlig1 artar. Deri kalimligmin o6zelliklede stratum
korneumun kalinligimin artmasi UV’ nin zararlarina karsi 6nemli bir koruma saglar.
Bu etki UV kesildikten sonra bir ka¢ hafta devam eder. Hiperplaziye sebep olan

stimulus bilinmemesine karsin hiicresel hasara bagli olabilir (33).

H.1.e. D Vitamini Sentezi

Iki asamal1 olarak gergeklesir. UVB irradiasyonu orta dozlarda en etkilidir.
Once epidermiste bulunan 7- dehydrocholesterol dalga boyu 320 nm den daha kisa
olan UV 1sinlar tarafindan absorbe edilir ve previtamin D3’ e doniisiir. Bu reaksiyon
epidermisin biitiin katlarinda olmakla beraber en yiiksek konsantrasyon bazal tabaka
ve stratum spinozumda bulunur. Ikinci asamada termal izomerizasyon ile previtamin
D3 vitaminine doniisiir, kapillerlerde proteine baglanir. Previtamin D3 ayn1 zamanda
UVR absorbe ederek iki foto-iirtin olusturur. Bu foto {iriinler lumisterol ve
tachysterol’diir. Bu yan iirlinler vitamin D toksitesine karsi koruyucu rol oynarlar

(33,44)

H.2. Geg¢ Etkileri

H.2.a. Pseudoporphyria

Ozellikle acik tenlilerde diizenli olarak derinin &zellikle UVA’ya maruz
kalmasi sonucunda bir ka¢ aydan fazla siiren hepatik porfiriyalara benzer sekilde

deride biillesme ve frajilite goriilebilir (33). Klinik tablo geriye dontistimliidiir (33).

C.2.b. Fotoyaslanma

Kronik yaglanmadan tamamen farkli bir olaydir. Tekrarlayan uzun siireli UVR’
ye maruz kalmay1 takiben muhtemelen DNA da birikici hasar nedeniyle kutan6z yapi
ve fonksiyonlarda tedrici bozulma olur. Epidermis muhtemelen baslica UVB’ den,

dermis ise UVB ve UVA ile etkilenir. Fotoyaslanma da klinik olarak kuru, gevsek,
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elastikiyetini yitirmis, derin kirigikliklarla kapli, benekli pigmantasyon, purpura, kolay
clrime ve atrofilerle kendini gosteren bir cilt goriliir. Fotoyaslanmanin en
karakteristik histopatolojik goriintiisii elastozdur. Dejeneratif elastik doku st

dermisde yogun bir sekilde birikir. Kollejende etkilenir, tip 111 kollejen artar (33,44)

H.2.c. Fotokarsinogenezis

Fotokarsinogenezisde hem UVA hem de UVB rol oynamaktadir. Lentigo
malign melanom hari¢ diger melanomlarin ve skuaméz hiicreli karsinomanin
etiyolojisinde ¢ocukluk caglarinda olan gilines yaniklar1 ile daha sonraki yasamda
aralikli olarak yiiksek dozda UV isinlarina maruz kalmak biiyiik 6nem tasir. Mesleki
nedenlerle uzun stire UV’ye maruz kalanlarda epidermal kalinligin artis1 ve siirekli
bronzlagsma melanomaya karsi fotokorunmay: saglamaktadir. UVB UVA dan daha
karsinojeniktir. UVA daha ¢ok fotoyaslanma potansiyeli tasimaktadir. Tip I ve tip 11
gibi 1518a duyarl deri tiplerinde kanser egilimi ¢ok daha fazladir (33,44). UVR
muhtemelen tiimorle iligkili antijenlerin (tumor associated antijens-TAA) belirmesi ile
kratinositlerin malign fenotiplere donilisiimiinii baslatir. Ayrica epidermal antijen
sunma fonksiyonlarinda immiinitenin baslamasi ile tdlerans / siipresyonun baslamasi
arasindaki dengeyi bozarak degisikliklere neden olur. Belli TAA, heniiz baglamakta
olan tiimoriin immiinolojik yikimini1 6nleyen Ts hiicrelerinin olusmasi i¢in sunulur
(46).

l. ULTRAVIYOLE RADYASYONUNA BAGLI HASTALIKLAR

Ultraviyole radyasyonuna bagli hastaliklar; solar radyasyona karsi anormal
reaksiyonlar ve solar hasarin indiikledigi deri degisiklikleri olarak iki baglik altinda

siiflandirilabilir (Tablo: 3,4) (47).
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Tablo 3: Solar radyasyona kars1 gelisen anormal reaksiyonlar

Normal kisilerde

Giines yanig1 reaksiyonlar
Erken pigmentasyon

Gec pigmentasyon

Dejeneratif ve neoplastik

reaksiyonlar

Aktinik hasar

Aktinik keratoz

Bazal hiicreli karsinom
Skuamdz hiicreli karsinom

Malign melanom

Idiopatik reaksiyonlar

Polimorf 151k erlipsiyonu
Hidroa aestivale
Hidroa vaksiniforme

Solar urtiker

Fotosensitivite

Fototoksik reaksiyonlar
Fotoallerji

[lag eriipsiyonlart

Is1gin alevlendirdigi

hastaliklar

Akne

Darier hastalig1
Dermatomiyozit

Diskoid lupus eritamatozis
Hailey-Hailey hastalig
Herpes simpleks labialis
Aktinik liken planus
Lenfograniiloma venerum
Pemfigus foliaseus
Psoriazis

Rozase
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Tablo 4: Solar hasarin indiikledigi deri degisiklikleri

Yapisal degisiklikler Solar elastoz
Deri atrofisi
Kirisiklik
Pigmentasyon Efelid
degisiklikleri Lentigo
Guttat hipomelanozis
Kahverengi ve beyaz pigmentasyon
Civatte’nin Poikilodermasi
Vaskiiler Diffliz eritem
degisiklikler Ekimoz
Telenjiektazi
Venoz gollenme
Papiiler degisiklikler Nevilisler

Sar1 papiiller (solar elastoz)
Seboreik keratoz

Favre-Racouchot sendromu
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I1l. GEREC VE YONTEM
Bu calisma 1998 yilinda Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Firat Tip Merkezi

Dermatoloji Anabilim Dali’inda yapilmistir.

A. Hayvan Calismasi

Calismaya, agirliklar1 312-434 gr arasinda degisen 56 albino kobay (guinea
pig) alindi. Kobaylar Veteriner Arastirma ve Kontrol Enstitlisii Viroloji Boliimiinden
temin edidi. Kobaylar c¢alisma siiresince standart olarak beslendi. Calismada
kullanilacak sarf malzemeleri, Firat Universitesi Arastirma Fonu (FUNAF) tarafindan
tarafindan temin edildi.

Kobaylara 50 mg/kg olmak iizere ketamin hydroklorid (Ketalar 10 ml flakon,
Eczacibagi) ile intramiiskiiler olarak anestezi uygulandi. Sonra sirt bolgeleri ortalama

35 cm? olacak sekilde tiraslandi (Resim 1).

Resim 1: Kobaylara anestezi verildikten sonra sirt bolgeleri yaklasik 35 cm?

olacak sekilde traglandi.

Kobaylara UVB radyasyonunu, Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Dermatoloji
Anabilimdali’na ait olan PUVA ve fototerapi cihazi (Dermaligt 6000.Dr Honle,
Germany) ile verildi. Cihazda UVA ve UVB isiklari tek tip ampul kullanilarak, filtre
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kapaklari ile elde edilmektedir. PUVA ve fototerapi cihazinin giici 6200 watt’liktir.
Icerisinde 15 adet 400 watt’lik yiiksek basingli metal halojen ampuller bulunmaktadir.

UV verilen kobaylar zemininde yem vs hicbir sey bulunmayan plastik kaplar
igine dortlii besli gruplar halinde konuldu. Her seferinde bir kap PUVA ve fototerapi
cihaz igine yerlestirildi. UV bir kez olacak sekilde 0.9 joule/cm? dozunda UVB verildi.
UVB verme siiresi yaklasik 30 saniye kadar siirdii.

E vitamini olarak ortalama 8 mg/ cm? olacak sekilde topikal olarak atokoferol
asetat (Ephynal 300; yumusak jelatin kapsiil Roche) uygulandi. Kapsiiller bir ucundan
igne ile delinerek traglanmis deri lizerine iyice bosalacak sekilde sikildi ve parmakla

diizenli bir sekilde deri lizerine yayildi.

Hayvanlar herbiri 8 kobaydan olusan 7 gruba ayrildi.
KONTROL GRUBU: Kobaylar tiraglamadan sonra hi¢ bir isleme tabi

tutulmadan giotinle dekapitasyonla 6ldiirtildii.

UV+24h GRUBU: Kobaylar UVB verildikten 24 saat sonra dekapitasyonla
oldirtld.

UV+48h GRUBU: Kobaylar UVB verildikten 48 saat sonra dekapitasyonla
oldirtld.

UV+ Evit+ 24h GRUBU: Kobaylar UVB verildikten hemen sonra (ortalama 1
saat sonra) tek doz topikal olarak E vitamini asetat uygulandi. Kobaylar UVB
verildikten 24 saat sonra dekapitasyonla 6ldirtldi.

UV+ Evit+ 48h GRUBU: Kobaylar UVB verildikten hemen sonra (ortalama 1
saat sonra) tek doz topikal olarak E vitamini asetat uygulandi. Kobaylar UVB
verildikten 48 saat sonra dekapitasyonla dldiiriildii.

UV+3hf Evit+ 24h GRUBU: Kobaylara 6nce 3 hafta siire ile giinde bir kez E
vitamini asetat uygulayip, en son uygulanan topikal E vitamini asetattan 24 saat sonra
UVB verildi. UVB radyasyonundan 24 saat sonra kobaylar dekapite edildi.

UV+3hf Evit+ 48h GRUBU: Kobaylara 6nce 3 hafta siire ile giinde bir kez E
vitamini asetat uygulayip, en son uygulanan topikal E vitamini asetattan 24 saat sonra

UVB verildi. UVB radyasyonundan 48 saat sonra kobaylar dekapite edildi.
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Dekapitasyon islemi ile kan, karaciger ve deri 6rneklerini alma islemleri Firat
Universitesi Fizyoloji Anabilim Dalina ait olan laboratuarda yapild.

Dekapite edilen tiim kobaylardan kan, karaciger ve deri 6rnekleri alindi. Kan
ornekleri EDTA’l tiiplere yaklasik 6¢c olacak sekilde, karaciger ve deri ise 1 gr doku
olacak sekilde Ornekleri alinarak petri kutularima konuldu ve vakit kaybetmeden
enzimlerin ¢aligilmasi i¢in Veteriner Fakiiltesi Fizyoloji Laboratuarina ulastirildi.

Alinan deri, kan, karaciger orneklerinden GSHPx, GSH ve lipid peroksidaz
diizeylerinin belirlenmesi Veteriner Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dalinda, SOD ise

Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali’inda ¢aligildi.

B. Kimyasal maddelerin belirlenmesi

Tiobarbituric asidle (TBA) reaksiyona giren poliansature yag asit
peroksidasyonunun son iiriinii olan MDA Matkovics tarafindan modifiye edilen Placer
metodu ile belirlendi (48,49). MDA birimi ( nmol/ml plazma).

Rediikte glutatyon oranlari Sedlak ve Lindsay (50) metotlar1 ile 6lgiildii.
Glutatyon peroksidaz aktivitesi Lawrence ve Burk (51) ve Matkovics’in (48)
kullandig1 metodlar spektrofotometrik (Schimadzu 2R/ UV) olarak 37°C ve 412 nm de

olgiildii. Plazma protein oran1 Lowry (52) metodu ile 6l¢iildi.

Kullanilan aletler

1. Schimatsu UV-1201 tip photometer (Japan)

2. Ultra-Turrax T25 Homojenizator ( Janke ve Kunkel- IKA
Labortechnik, Germany )

3. Vibrofix VF1 electronic Vortex mikser (Janke ve Kunkel- IKA
Labortechnik, Germany)

4. Janetzki T32c tip satrifiij (Germany)

5. Sauter terazi (Germany)
B.1. Doku Orneklerinin Hazirlanmasi

Karaciger ve deri 6rnekleri ayr1 ayr1 1 ‘er gr alindi. Dokular serum fizyolojikle

yikandi. 1/10 oraninda redistile su ile diliie edildi ve -70 °C’* de donduruldu. Donmus
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doku homojenizator ile (Ultra-Turrax T25, Janke ve Kunkel- IKA Labortechnik,

Germany ) pargalanarak doku homojenatlar1 hazirlandu.

B.2. Plazma Ve Eritrositlerin Hazirlanmasi

Dekapitasyonla iki ayr1t EDTA’l tiipe toplam 6 cc kan alindi. Oda sicaginda
yarim saat bekletildikten sonra 3500-4000 rpm’de 20 dk cevrilerek eritrositlerden
ayrilan plazma -70°C de saklandi. Analizden 6nce oda 1sisina gelinceye kadar
bekletildi.

Plazma ayrildiktan sonra eritrositler hacimlerinin 1:5 kati kadar serum
fizyolojik (9 gr/L NaCl ¢ozeltisi) ile karigtirildiktan sonra 3500-4000 rpm’de 10 dk
cevrildi. Ustte kalan s1v1 atildi. 1/10 oraninda saf su ile sulandirildi. Bu sekilde ii¢ kez
yikanan eritrositler -70°C de analiz giiniine kadar saklandi. Elde edilen numunenin en

gec bir ay i¢cinde galisilmasina 6zen gosterildi.

B.3. Plazma ve Eritrosit MDA Tayini

Prensip: MDA lipid peroksidasyonununsekonder bir iriinii olup, lipitlere ait
perosidasyonun belirlenmesinde kullanilan 6nemli bir parametredir. MDA aerobik
sartlarda PH: 2-3,4 de % oraninda TBA ile -95 °C de inkiibasyonu sonucu pembe renkli
kompleks olusur. Pembe renkli kompleksin 532 nm’ de spektrofotometrik analizi ile

MDA miktar1 saptanir.

Cozeltiler

1- % 15 triklor asetik asit TCA (w/v)
2- % 0.375’lik TBA(W/v)

3- 0.25 N Hidroklorik asit HCI

Analiz

0,25 ml plazma veya eritrosit, 2,25 ml asit ayiraci ile (%15 TCA, %0,375 TBA,
0,25 N HCl igeren ) karistirilarak 100°Cde 15 dk kaynatildi.

Kaynatma sonunda oda 1sisinda bir siire sogumasi beklendi. Ayni islem kor

tiipt iginde tekrarlandi. Farkli olarak kor tiipiine 0,25 ml plazma veya eritrosit yerine
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0,25 distile su ilave edildi. Tipler daha sonra 3500-4000 rpm’ de 10 dk
santrifiijlenerek iistteki berrak fazin absorbansi 532 nm’de spektrofotometrede

sleiildii.

B.4. Protein Taini
Lowry metodu, biyolojik orneklerde diisiik diizeyde bulunan proteinlerin

kantitatif 6l¢timii i¢in basitlestirilmis bir metoddur (52).

Ayraclar

Alkali Bakir Ayract: 10 gr sodyum karbonat 0.1 gr potasyum tartarat ve 0,05
gr bakir stilfat, 0,5 N NaOH (2 gr 100 ml de ) i¢inde ¢oziiliir. Ve 100 ml ye tamamlanur.

Fenol Ayiraci: Giinliik olarak hazirlanan 2 N’lik Folin Ciocalreau phenol
ayiracindan 3,75 ml alinir. Distile su ile 67,5 ml ‘ye tamamlanir ( veya 2,5 ml alinir 45
ml’ye tamamlanir).

Standart protein. 50 pgr BSA(s1g1ir serum albumini)/ml

METOD:

Kor Standart Ornek
Protein drnegi — — iml
Protein st — 1ml —
Distile su iml — —
Alkali bakir ayiract Iml 1ml Iml

Iyice karistirilir ve oda 1s1isinda 10 dakika bekletilir. Daha sonra, her birine 4
ml fenol ayiraci eklenip iyice karigtirilir ve 55°C de 5 dk bekletilir. Sogutulur ve 650
nm de okunur.

Hesaplama pgr/ml= [Ornek Abs/ St. Abs(0. 125)] x 50

B.5. Eritrosit ve Deride GSH Tayini
Prensip: Glutatyondaki siilfhidril gruplarinin 5.5’-ditiobis-2-nitrobenzoik asit
(DTNB) ile olusturdugu sar1 renkli bilesigin 412 nm’de absorbansinin

spektrofotometrik olarak 6lgiimiine dayanur.

-44 -



Cozeltiler

1. Coktiirme cozeltisi: (%10 TCA): 10 gr Trichloroaseticacid alindi. 100 ml
saf suda eritilerek hazirlandi.

2. Cozelti  Trisbuffer (04 M pH: 89). 48,46 gr tris-
hydroxymethilaminomethane alindi. 1000 ml redistile suda eritilerek HCL ile pH s1
8,9’ a ayarlandi.

3. DTNB cozeltisi: 40 mg 5.5 ditiobis 82-nitrobenzoik asid) 100 ml % 1’lik
sodyum sitritgozeltisi icinde ¢oziliir.

Analiz

0.1 ml 6rnek alind1 iizerine 0,4 ml TCA soliisyonu konuldu. Vortex mikserde
20 saniye karistirildi, 5 dakika 2500 rpm de santrifiij edildi. Uzerinden 0.5 ml
siipernatant ayr1 bir tiipe alind1. Uzerine 0.9 ml redistile su 2.0 ml trisbuffer ve 0.1 ml
DTNB ilave edilerek karistirildi. Oda 1sisinda 5 dakika bekletildi. 412 nm de redistile
suya kars1 absorbanslar1 belirlendi.

B.6. Eritrosit ve deride GSHPx Tayini

Prensip: GSHPx reaksiyonu sirasinda olugan oksitlenmis GSH’un glutatyon
rediiktaz yardimi ile indirgenmesi ve reaksiyon sirasinda NADPH kullanilmasi
prensibine dayanir.

H20. + 2GSH GSHPX > 2H20 + GSSG

GSSG + NADPH + H* ——elutatyon redikiaz >2GSH + NADP
Cozeltiler

Reaksiyon karigimi

e 50 mMol/L Tris tamponu (pH= 7.6)

e Immol Na:EDTA

¢ 2 m mol GSH

e 4 m mol Sodyum Asid

¢ 1000 U glutatyon rediiktaz
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AA/ minxVtx108 (umol/mol)

U/L=

eXVsxP

AAmin= Dakikadaki absorbans degisimi

Vt= Total reaksiyon hacmi

Vs= Serum hacmi

[ =Kiivet genisligi

¢ = Ekstinksiyon katsayisi

Analiz

Eritrositler distile su ile hemoliz edildikten sonra gece bozdolabinda saklandi
ve ertesi giin ¢ozdiiriildii. Hiicre kalintilarin1 uzaklastirmak iizere santrifiijlendikten
sonra, hemolizat Dramkin’s ayiraci ile diliie edildi. 20 ul hemolizat 980 ul reaksiyon
karigimu ile kanigtirildiktan sonra 5 dk 37°C de inkiibe edildi. 10 pl H2O; ilavesi ile
reaksiyon baslatildi ve NADPH’daki azalma 340nm’ de spektrofotometrik olarak
izlendi. Kor olarak hemolizat yerine distile su igeren karisim kullanildi. (g = 6.22 x 10°
It/mol x cm).

B.7. Eritrosid ve deride SOD Tayini

Eritrosit ve deride SOD enzim aktivitesi, Randox firmasinin ticari kiti (Ransod;
Diamond Rood, Crumin. UK) ile Shimadzu UV-1201 V spektrofotometresi
kullanilarak ol¢iildii.

Prensip: SOD, oksidatif enerji liretimi sirasinda olusan toksik siiperoksit
radikallerinin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene dismutasyonunu hizlandirir. Bu
yontem, ksantin ve ksantin oksidaz (XOD) kullanilarak olusturulan siiperoksit
radikallerinin (O2°* "), p- iyodonitrotetrazoliyum violet (I.LN.T.) ile meydana getirdigi
kirmizi renkli formazon boyasinin 505 nm dalga boyunda verdigi optik dansitenin
okunmasi esasina dayanmaktadir. Ornekte bulunan SOD, siiperoksiti ortamdan

uzaklagtirarak formazon reaksiyonunu inhibe eder. Sonugta olusan kirmizi rengin
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siddeti SOD aktivitesinin biiyiikliigii ile ters orantilidir. Kirmizi renkte azalmanin

belirlenmesiyle SOD aktivitesi olgiiliir.

H20>

Ksantin ——XOD—> Urik asit + 0*"

I.N.T + O2* —> Formazon boyasi (kirmiz1 ) veya O2*~ —SOD — O, +

Ayraclar

1. Substrat karisimi: Ksantin (0.05 mmol/L), LN.T. (0.025 mmol/L)

2. CAPS Tamponu: EDTA (0.94 mmol/L), CAPS (50. mmol/L)

3. Ksantin Oksidaz: (80U/L)

4. 0,01 M Fosfat Tamponu (pH: 7.0)

5. Standart

SOD i¢in Ornegin Hazirlanmasi:

Yukarda belirtigimiz sekilde hazirlanan homojenizat 0.01 M fosfat tamponu

(pH:7.0) ile seyreltilerek yiizde inhibisyon %30-60 arasina diisiiriiliir.

Yontem:
Cahsmakérii.  Standart  SeyrelmisOrnek

Seyrelmis ornek (ml) - - 0.05
Standart (ml) - 0.05 -
Fosfat tamponu (ml) 0.05 - -
Substrat karisimi (ml) 1.7 1.7 1.7

Kiivetler iyice karistirilir
Ksantin oksidaz (ml) 0.25 0.25 0.25
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Tekrar karistirildiktan sonra 30 saniye sonra ¢alisma koriiniin, standardin ve 6rnegin
37° C ce 505 nm’de havaya kars1 baslangi¢ absorbanslar1 (A1) okunur. Aym1 anda
kronometre c¢alistirilarak 3 dakika sonra son absorbanslari (A2) tekrar okunur.
Yorum ve Hesaplama:
Calisma koriine ait deger inhibisyona ugramis reaksiyon olarak kabul edilir ve
degeri % 100 olarak alinir. Tiim standart ve ornekler i¢in % inhibisyon degeri ise

bunlara ait degerin ¢aligma koriiyle oranlanarak 100°den ¢ikarilmasi sonucu

hesaplanir.
A2-Al
A/ dakika=
3 dakika
A std. / dak
Std. % inhibisyon= 100 - X 100
A Calisma korii/dak.
) Abrmek / dak.
Orn. % inhibisyon = 100 - X 100

A Caligma korti/ dak.

Standart hazirlama tablosunda verilen tiim standart derisimleri, ayri ayri
caligarak yilizde inhibisyon degerleri hesaplanir. X eksenine standart SOD derigimleri
(U/ ml), Y eksenine standartlara ait % inhibisyon degerleri yerlestirilirse SOD’un %
inhibisyon - konsantrasyon egrisi elde edilir.

Daha sonra X eksenine standart SOD derisimlerinin (U/ ml) logaritmik
doniistim degerleri , Y eksenine standartlara ait % inhibisyon degerleri yerlestirilerek
bir standart egri grafigi ¢izilir.

Ornege ait hesaplanan % inhibisyon degerlerine karsilik gelen SOD degeri ise

egri kullanilarak bulunur. Eritrosit SOD aktivitesi (U/ml), egride bulunan bu degerin
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seyreltme faktoriiyle carpimi sonucu elde edilir. SOD aktivitesinin U/ gHb bi¢iminde

belirtilmesi ise asagidaki sekilde hesaplanarak bulunur.

Ornegin SOD aktivitesi (U/ml)
SOD aktivitesi(U/ gHb) =

Hb Degeri (g/ml)

C. Bulgularin Degerlendirilmesinde Kullanilan istatiksel Yontemler

Gruplar arasinda anlamliligin olup olmadig tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) ile degerlendirildi.Alt test olarak LSD testi kullanildi. Tiim istatiksel
degerlendirmeler SPSS istatistik programinda yapilarak anlamlilik diizeyi P< 0,05

olarak alindi.
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IV. BULGULAR
Tiim gruplarda plazma, eritrosit, deri ve karacigerde lipid peroksit, eritrosit
ve deride GSHPx, GSH, diizeylerine, hemoglobin ve deri SOD diizeylerine
bakildi. Deride GSH kullanilan metodla tesbit edilemedi.
Gruplar arasinda agirlik yoniinden istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu

(P>0,05).

Gruplarin Deri Lipid Peroksit Sonuclar
Gruplarin deri lipid peroksit ortalamalari grafik 1°de goriilmektedir.

8
=
= 6
o
e M| kontrol
o
= W 24h
o 48h
r
- 2
[}
a
0

uv UV+Evit UV+3hfEvit

Grafik 1: Gruplarin deri LPO ortalama degerleri

Deri lipit peroksit diizeylerinde, yalnizca UV uyguladigimiz gruplarda kontrol
grubuna gore artis gézlendi. UV+24h grubunda artis istatistiksel olarak anlamsiz
(P>0,05), UV+48h grubunda ise anlaml1 bulundu (P<0,05). UV’ den sonra tek doz
topikal olarak E vitamini uyguladigimiz gruplarda ise . UV+Evit+24h grubunda deri
lipit peroksit diizeylerinde artis kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamsizdi (P>0,05). UV+Evit+48h grubunda ise deri lipit peroksit diizeyi
UV+Evit+24h grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir diislis gostermistir
(P<0,05). Ug hafta topikal E vitamini siiriildiikten sonra UV uyguladigimiz gruplarda
deri lipit peroksit diizeyleri tiim gruplardan daha diisiik bulundu. UV+3hfEvit+24h
grubunda deri lipit peroksit diizeyi UV+ 24h ve UV+Evit+24h gruplar ile
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UV+3hfEvit+48h grubunda ise kontrol grubu ve UV +48h gruplari ile istatistiksel

olarak anlamli bulundu (P<0,05) (Tablo 5)

Tablo 5: Gruplarin deri lipit peroksit ortalamalari, standart sapmalar1 ve

istatistik sonuclari

GRUPLAR ORTALAMA(umol/gr) | LSD testi
Kontrol.................. UV-+24h 5,63+£2,95 | 6,76x1,55 | P>0,05
Kontrol ................ UV+48h 5,63+£2,95 | 7,76+2,19 | P<0,05
Kontrol ................ UV+Evit+24h 5,63+£2,95 | 6,23+£2,26 | P>0,05
Kontrol ................. UV+Evit+48h 5,63+£2.95 | 4,15+1,11 | P>0,05
Kontrol ................ UV+3h{Evit+24h 5,63+£2,95 | 3,95+1,03 | P>0,05
Kontrol ................ UV+3hfEvit+48h 5,63+£2,95 | 3,63+0,35 | P<0,05
UV+24h ............... UV+48h 6,76+1,55 | 7,76+2,19 | P>0,05
UV+24h ............... UV+Evit+24h 6,76+1,55 | 6,23+£2,26 | P>0,05
UV+24h ............... UV+3htEvit+24h 6,76£1,55 | 3,95+1,03 | P<0,05
UV+48h ............... UV+Evit+48h 7,76£2,19 | 4,15+1,11 | P<0,05
UV+48h ............... UV+3hfEvit+48h 7,76£2,19 | 3,63+0,35 | P<0,05
UV+Evit+24h ......... UV+Evit+48h 6,23£2,26 | 4,15+1,11 | P<0,05
UV+Evit+24h ......... UV+3hfEvit+24h | 6,23+2,26 | 3,95+1,03 | P<0,05
UV+Evit+48h.......... UV+3h{Evit+48h | 4,15+1,11 | 3,63+0,35 | P>0,05
UV+3h{Evit+24h...... UV-+3hfEvit+48h | 3,95+1,03 | 3,63+0,35 | P> 0,05

Tek yonlit ANOVA (P<0,0001)

Gruplarn Eritrosit Lipid Peroksit Sonuc¢lar:

Gruplarn eritrosit eipid peroksit ortalamalar1 gafik 2°de goriilmektedir.
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Grafik 2: Gruplarln etitrosit LPO ortalama degerleri
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Eritrosit lipit peroksit ortalamalar1 Yalnizca UV uyguladigimiz UV+24h
grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olamayan bir azalma (P>
0,05), UV+48h grubunda ise kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamsiz (P>
0,05), UV+24h grubuna gore anlamli bir artis gozlendi (P<0,05).

UV den sonra tek doz topikal E vitamini uyguladigimiz UV+Evit+24h grubunda
eritrosit lipit peroksit diizeyinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamsiz bir
azalma (P> 0,05), UV+Evit+48h grubunda kontrol ve UV+Evit+24h gruplarindan
anlamli bir artig gézlendi (P<0,05).

Ug hafta topikal E vitamininden sonra UV uyguladigimiz gruplarda eritrosit lipit
peroksit diizeyinde istatistiksel olarak kontrol grubuna grubuyla anlamli bir fark
gozlenmedi (P> 0,05). UV+3h{fEvit+48h grubunda UV+3 hfEvit+24h grubuna gore
eritrosit lipit peroksit diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlendi (P<0,05)
( Tablo 6).

Tablo 6: Gruplarin eritrosit lipit peroksit ortalamalari, standart sapmalar1 ve istatistik

sonugclari
GRUPLAR ORTALAMA(nmol/gr) LSD testi
Kontrol.................. UV+24h 25,33+1,14 23,51+£2,21 P> 0,05
Kontrol ................ UV+48h 25,33+1,14 26,62+3,53 P>0,05
Kontrol ................ UV+Evit+24h 25,33+1,14 23,87+2,54 P> 0,05
Kontrol ................. UV+Evit+48h 25,33+1,14 28,41+2,33 P< 0,05
Kontrol ................ UV+3hfEvit+24h 25,33+1,14 24,16+2,44 P> 0,05
Kontrol ................ UV+3hfEvit+48h 25,33+1,14 27,21+1,71 P> 0,05
UV+24h ..., UV+48h 23,514+2,21 26,62+3,53 P<0,05
UV+24h ...l UV+Evit+24h 23,514+2,21 23,87+2,54 P> 0,05
UV+24h ............... UV+3hfEvit+24h 23,514+2,21 24,16+2,44 P> 0,05
UV+48h ............... UV+Evit+48h 26,62+3,53 28,41+2,33 P> 0,05
UV+48h ............... UV+3hfEvit+48h 26,62+3,53 27,21£1,71 P> 0,05
UV+Evit+24h ......... UV+Evit+48h 23,87+2,54 28,41+£2,33 P<0,05
UV+Evit+24h ......... UV+3hfEvit+24h 23,87+2,54 24,16+2,44 P> 0,05
UV+Evit+48h.......... UV+3hfEvit+48h 28,4142,33 27,21£1,71 P> 0,05
UV+3hfEvit+24h...... UV+3hfEvit+48h 24,16+2,44 27,21£1,71 P<0,05

Tek yonlii ANOVA (P<0,0005)
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Gruplarin Karaciger Lipit Peroksit Sonuclar

Gruplarin karaciger lipit peroksit ortalamalar1 grafik 3’de goriilmektedir.
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Grafik 3: Gruplarln karaciger LPO ortalama degerleri

Karaciger lipit peroksit ortalamalar1 yalmizca UV uyguladigimiz UV+ 24h
grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmayan bir azalma (P>
0,05), UV+ 48h grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artig
gozlendi (P<0,05).

UV den sonra tek doz topikal E vitamini uyguladigimiz UV+Evit+24h grubunda
karaciger lipit peroksit diizeyinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir
azalma (P<0,05), UV+Evit+48h grubunda UV+Evit+24h grupuna gére anlamli bir
artis gozlendi (P<0,05). Kontrol grubu ile UV+Evit+48h gruplar arasinda karaciger
lipit peroksit diizeyleri arasinda anlamli bir fark goriilmedi.

Uc hafta topikal E vitamininden sonra UV uyguladigimiz UV+3hfEvit+24h
grubunda karaciger lipit peroksit diizeyinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamlh bir dists gozlendi (P<0,05). UV+3hfEvit+48h grubunda karaciger lipit
peroksit diizeyinde UV+3hfEvit+24h grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artig
gozlendi (P<0,05). Kontrol grubu ile UV+3hfEvit+48h gruplari arasinda karaciger

lipit peroksit diizeyleri arasinda anlamli bir fark goriilmedi (Tablo 7).
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Tablo 7: Gruplarin karaciger lipit peroksit ortalamalari, standart sapmalari ve

Istatistik sonuglart

GRUPLAR ORTALAMA (umol/gr) LSD testi
Kontrol.................. UV+24h 14,71+3,54 12,45+2,38 P> 0,05
Kontrol ................ UV+48h 14,71+3,54 17,67+2.42 P< 0,05
Kontrol ................ UV+Evit+24h 14,71+3,54 12,08+1,99 P< 0,05
Kontrol ................. UV+Evit+48h 14,71+£3,54 14,57+2,58 P> 0,05
Kontrol ................ UV+3hfEvit+24h 14,71+3,54 10,31+1,99 P<0,05
Kontrol ................ UV+3hfEvit+48h 14,7143,54 14,43+1,46 P> 0,05
UV+24h ... UV+48h 12,45+2,38 17,67+2,42 P<0,05
UV+24h ............... UV+Evit+24h 12,45+2,38 12,08+1,99 P> 0,05
UV+24h ............... UV+3hfEvit+24h 12,45+2,38 10,31+1,99 P> 0,05
UV+H48h ............... UV+Evit+48h 17,67+2,42 14,57+2,58 P<0,05
UV+H48h .......ceeeee. UV+3hfEvit+48h 17,67+2,42 14,43+1,46 P<0,05
UV+Evit+24h ......... UV+Evit+48h 12,08+1,99 14,57+2,58 P<0,05
UV+Evit+24h ......... UV+3hfEvit+24h 12,08+1,99 10,31£1,99 P> 0,05
UV+Evit+48h.......... UV+3hfEvit+48h 14,57+2,58 14,43+1,46 P> 0,05
UV+3hfEvit+24h...... UV+3hfEvit+48h 10,31£1,99 14,43+1,46 P<0,05

Tek yonlit ANOVA (P<0,0001)
Gruplarin Plazma Lipit Peroksit Sonuc¢lar

Gruplarin plazma lipit peroksit ortalamalar: grafik 4’de goriilmektedir.
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Grafik 4: Gruplarin plazma LPO ortalama degerleri

Plazma lipit peroksit ortalamalar1 yalnmizca UV uyguladigimiz UV+ 24h
grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma (P<0,05), UV+

48h grubunda ise UV+ 24h grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artig gézlendi
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(P<0,05). Bu ar1s kontrol grubundan fazla olmasina karsin aralarinda istatistiksel olark
fark yoktu.

UV den sonra tek doz topikal E vitamini uyguladigimiz UV+Evit+24h grubunda
plazma lipit peroksit diizeyinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir
azalma (P<0,05), UV+Evit+48h grubunda kontrol ve UV+Evit+24h grupuna gore
anlamli bir artis gozlendi (P<0,05). UV den sonra tek doz topikal E vitamini
uyguladigimiz grupta 48. saatte olan artigyalniz UV verilen gruptaki artisa gore
anlamli derecede daha fazla olmustur.

Uc hafta topikal E vitamininden sonra UV uyguladigimiz UV+3hfEvit+24h
grubunda plazma lipit peroksit diizeyinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli bir diisiis gozlendi (P<0,05). UV+3hfEvit+48h grubunda plazma lipit peroksit
diizeyinde UV+3h{fEvit+24h grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artis gézlendi
(P<0,05) (Tablo 8).

Tablo 8: Gruplarin plazma lipit peroksit ortalamalari, standart sapmalar1 ve istatistik

sonugclari
GRUPLAR ORTALAMA(nmol MDA/mI) | LSD testi
Kontrol.................. UV+24h 1,27+0,08 0,99+0,06 P<0,05
Kontrol ................ UV+48h 1,27+0,08 1,36+0,17 P> 0,05
Kontrol ................ UV+Evit+24h 1,2740,08 1,02+0,08 P< 0,05
Kontrol ................ UV+Evit+48h 1,2740,08 1,64+0,20 P<0,05
Kontrol................ UV+3hfEvit+24h | 1,27+0,08 1,06+0,08 P< 0,05
Kontrol ............... UV-+3hfEvit+48h | 1,27+0,08 1,59+0,20 P<0,05
UV+24h ............... UV+48h 0,99:+0,06 1,36+0,17 P<0,05
UV+24h ............... UV+Evit+24h | 0,99+0,06 1,02+0,08 P> 0,05
UV+24h ......... ... UV+3hfEvit+24h | 0,99+0,06 1,06+0,08 P> 0,05
UV+48h ............ UV+Evit+48h 1,36+0,17 1,64+0,20 P<0,05
UV+48h ............ UV+3htEvit+48h | 1,36+0,17 1,59+0,20 P<0,05
UV+Evit+24h ...... UV+Evit+48h 1,02+0,08 1,64+0,20 P<0,05
UV+Evit+24h ...... UV-+3hfEvit+24h | 1,02+0,08 1,06+0,08 P> 0,05
UV+Evit+48h...... UV+3htEvit+48h | 1,64+0,20 1,59+0,20 P> 0,05
UV+3hfEvit+24h... UV+3hfEvit+48h | 1,06+0,08 1,59+0,20 P<0,05

Tek yonli ANOVA (P<0,0001)
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Gruplarin Deri Glutatyon Peroksidaz Sonuclar

Gruplarin deri glutatyon peroksidaz ortalamalar1 grafik 5’de goriilmektedir.
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Grafik 5: Gruplarln deri GSHPx ortalama degerleri

Deri GSHPx (U/gr protein)
=

(%21

o

Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda tiim gruplarda deri glutatyon peroksidaz
ortalamalarinda azalma goriildii. UV+48h grubu hari¢ diger gruplarda bu azalma
istatistiksel olarak anlamli bulundu (P<0,05). Yalnizca UV uyguladigimiz gruplarda
ve E vitamini verilen gruplarda 24. Saatte olan azalmay1 48. Saatte bir artig takip etmis

ancak higbir grupta kontrol grubu seviyesine ¢ikamamistir (Tablo 9).
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Tablo 9: Gruplarin deri glutatyon peroksidaz ortalamalari, standart sapmalar1 ve

istatistik sonuglar1

GRUPLAR ORTALAMA(IU/gr protein) | LSD testi
Kontrol.........co....... UV-+24h 0,31+0,03 0,05+0,00 | P<0,05
Kontrol ................ UV+48h 0,31+0,03 0,21+0,27 P> 0,05
Kontrol ................ UV+Evit+24h 0,3140,03 0,10+0,01 | P<0,05
Kontrol ................. UV+Evit+48h 0,3140,03 0,13+0,01 | P<0,05
Kontrol ................ UV+3hfEvit+24h | 0,31+0,03 0,09+0,03 P< 0,05
Kontrol ................ UV+3hfEvit+48h | 0,31+0,03 0,12+0,01 P<0,05
UV+24h ............... UV+48h 0,05+0,00 0,21+0,27 P<0,05
UV+24h ............... UV-+Evit+24h 0,05+0,00 0,10+0,01 P> 0,05
UV+24h ............... UV+3hfEvit+24h | 0,05+0,00 0,09+0,03 P> 0,05
UVH48h ............... UV-+Evit+48h 0,21+0,27 0,13+0,01 P> 0,05
UV+48h ............... UV+3hfEvit+48h | 0,21+0,27 0,12+0,01 P> 0,05
UV+Evit+24h ...... UV+Evit+48h 0,10+0,01 0,13+0,01 P> 0,05
UV+Evit+24h ...... UV+3hfEvit+24h | 0,1040,01 0,09+0,03 P> 0,05
UV+Evit+48h......... UV+3hfEvit+48h | 0,13+0,01 0,12+0,01 P> 0,05
UV+3hfEvit+24h...... UV+3hfEvit+48h | 0,09+0,03 0,12+0,01 P> 0,05

Tek yonlit ANOVA (P<0,0005)
Gruplarin Eritrosit Glutatyon Peroksidaz Sonuc¢lar:

Gruplarin eritrosit glutatyon peroksidaz ortalamalar1 grafik 6’de goriilmektedir.
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Grafik 6: Gruplarin etitrosit GSHPx ortalama degerleri

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda tiim gruplarda eritrosit glutatyon
peroksidaz ortalamalarinda azalma goriildii. UV+Evit+24h grubu hari¢ diger

gruplarda bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulundu (P<0,05). Yalnizca UV
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uyguladigimiz gruplarda ve E vitamini verilen gruplarda 24. ve 48. saatte gittikce

azalmistir (Tablo 10).

Tablo 10: Gruplarin eritrosit glutatyon peroksidaz ortalamalari, standart sapmalari ve

istatistik sonuclari

GRUPLAR ORTALAMA(IU/gr protein) LSD testi
Kontrol.............. UV+24h 63,05+3,65 46,57+9,50 P< 0,05
Kontrol ............ UV+48h 63,05+3,65 27,49+8 38 P< 0,05
Kontrol ............ UV+Evit+24h 63,05+3,65 55,49+10,62 P> 0,05
Kontrol ............ UV+Evit+48h 63,05+3,65 19,58+3,34 P<0,05
Kontrol .............. UV+3hfEvit+24h 63,05+3,65 48,73+12,05 P< 0,05
Kontrol ............ UV-+3hfEvit+48h 63,05+3.,65 13,83+3.42 P<0,05
UV+24h ............. UV+48h 46,57+9,50 27,49+8,38 P<0,05
UV+24h ............ UV+Evit+24h 46,57+9,50 55,49+10,62 P> 0,05
UV+24h ............ UV+3hfEvit+24h 46,57+9,50 48,73+12,05 P> 0,05
UV+48h ............. UV+Evit+48h 27,49+8,38 19,58+3,34 P> 0,05
UV+48h ............ UV+3hfEvit+48h 27,49+8,38 13,83+3,42 P<0,05
UV+Evit+24h ...... UV+Evit+48h 55,49+10,62 19,58+3,34 P<0,05
UV+Evit+24h ....... UV+3hfEvit+24h 55,49+10,62 48,73+£12,05 P> 0,05
UV+Evit+48h...... ... UV+3hfEvit+48h 19,58+3,34 13,83+3,42 P> 0,05
UV+3htEvit+24h.... .UV+3hfEvit+48h 48,73+12,05 13,83+3,42 P<0,05

Tek yonliit ANOVA (P<0,0001)
Gruplarin Eritrosit Rediikte Glutatyon Sonuclar
Gruplarn eritrosit rediikte glutatyon ortalamalari grafik 7°de goriilmektedir.
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Grafik 7: Gruplarln etitrosit GSH ortalama degerleri
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Kontrol grubu ile karsilastirildiginda tiim gruplarda eritrosit rediikte glutatyon
ortalamalarinda ki artis istatistiksel olarak anlamli bulundu (P<0,05) (Tablo 11).

Tablo 11: Gruplarin eritrosit rediikte glutatyon ortalamalari, standart sapmalar1 ve

istatistik sonuglari

GRUPLAR ORTALAMA(mmol/gr) LSD testi
Kontrol.............. UV+24h 0,73+0,09 1,12+0,25 P< 0,05
Kontrol ............ UV+48h 0,73+0,09 1,14+0,34 P< 0,05
Kontrol ............ UV+Evit+24h 0,73+0,09 1,42+0,26 P< 0,05
Kontrol ............ UV+Evit+48h 0,73+0,09 1,34+0,29 P<0,05
Kontrol .............. UV+3hfEvit+24h 0,73+0,09 1,35+0,50 P< 0,05
Kontrol ............ UV+3hfEvit+48h 0,73+0,09 1,24+0,30 P<0,05
UV+24h............. UV+48h 1,12+0,25 1,14+0,34 P> 0,05
UV+24h ............ UV+Evit+24h 1,12+0,25 1,42+0,26 P> 0,05
UV+24h ............ UV+3hfEvit+24h 1,12+0,25 1,35+0,50 P> 0,05
UV+48h ............. UV+Evit+48h 1,14+0,34 1,34+0,29 P> 0,05
UV+48h ............ UV+3hfEvit+48h 1,14+0,34 1,24+0,30 P> 0,05
UV+Evit+24h ...... UV+Evit+48h 1,42+0,26 1,34+0,29 P> 0,05
UV+Evit+24h ....... UV+3hfEvit+24h 1,42+0,26 1,35+0,50 P> 0,05
UV+Evit+48h...... ... UV+3hfEvit+48h 1,34+0,29 1,24+0,30 P> 0,05
UV+3hfEvit+24h.... .UV+3hfEvit+48h 1,35+0,50 1,24+0,30 P> 0,05

Tek yonlii ANOVA (P<0,005)

Gruplarin Deri Siiperoksit Dismutaz Sonuclar:

Gruplarin deri siliperoksit dismutaz ortalamalar1 grafik 8’de goriilmektedir.
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Grafik 8: Gruplarin deri SOD ortalama degerleri
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Deri siiperoksit dismutaz ortalamalar1 yalnizca UV uyguladigimiz UV+ 24h
grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma (P<0,05), UV+
48h grubunda ise UV+ 24h grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artis gézlendi
Ancak kontrol grubu seviyesine ¢ikmadi.

UV den sonra tek doz topikal E vitamini uyguladigimiz UV+Evit+24h grubunda
deri siiperoksit dismutaz diizeyinde kontrol grubuna gore anlamli bir azalma (P<0,05),
UV+Evit+48h grubunda ise artig gdzlenmistir. Bu artis kontrol grubu ortalamalarindan
ve UV+48h grubundan istatistiksel olarak anlamli bulundu.

Uc hafta topikal E vitamininden sonra UV uyguladigimiz gruplarla kontrol
grubuna arasinda deri sliperoksit dismutaz diizeyinde anlamli bir fark gézlenmedi.
Ancak yalnizca UV verilen gruplara gore istatistiksel olarak anlamli bir artis gbzlendi
(P<0,05) (Tablo 12).

Tablo 12: Gruplarin deri siiperoksit dismutaz ortalamalari, standart sapmalari ve

istatistik sonuglari

GRUPLAR ORTALAMA(IU/gr protein) | LSD testi
Kontrol.............. UV+24h 6,24+0,48 1,34+0,18 P< 0,05
Kontrol ............ UV+48h 6,24+0,48 3,26+0,38 P< 0,05
Kontrol ............ UV+Evit+24h 6,24+0,48 4,40+0,92 P< 0,05
Kontrol ............ UV+Evit+48h 6,24+0,48 9,21+0,28 P<0,05
Kontrol .............. UV+3hfEvit+24h 6,24+0,48 6,40+1,00 P> 0,05
Kontrol ............ UV-+3hfEvit+48h 6,24+0,48 6,80+1,22 P> 0,05
UV+24h ............. UV+48h 1,34+0,18 3,26+0,38 P< 0,05
UV+24h ............ UV+Evit+24h 1,3440,18 4,40+0,92 P< 0,05
UV+24h ............ UV-+3hfEvit+24h 1,34+0,18 6,40+1,00 P< 0,05
UV+48h ............. UV+Evit+48h 3,26+0,38 9,21+0,28 P< 0,05
UV+48h ............ UV-+3hfEvit+48h 3,26+0,38 6,80+1,22 P< 0,05
UV+Evit+24h ...... UV+Evit+48h 4,40+0,92 9,21+0,28 P<0,05
UV+Evit+24h ....... UV+3hfEvit+24h | 4,40+0,92 6,40+1,00 P< 0,05
UV+Evit+48h...... ... UV+3hfEvit+48h | 9,21+0,28 6,80+1,22 P< 0,05
UV+3hfEvit+24h.... .UV+3hfEvit+48h | 6,40+1,00 6,80+1,22 P> 0,05

Tek yonli ANOVA (P<0,0001)

-60 -




Gruplarin Hemoglobini Siiperoksit Dismutaz Sonuclar:

Gruplarin hemoglobin siiperoksit dismutaz ortalamalari grafik 9’de goriilmektedir.
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Grafik 9: Gruplarm hemoglobin SOD ortalama degerleri
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Hemoglobin siiperoksit dismutaz ortalamalari yalnizca UV uyguladigimiz UV+
24h grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma (P<0,05),
UV+ 48h grubunda ise UV+ 24h grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artig
gozlendi Ancak kontrol grubu seviyesine ¢ikmadi

UV den sonra tek doz topikal E vitamini uyguladigimiz UV+Evit+24h grubunda
hemoglobin siiperoksit dismutaz diizeyinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli bir azalma (P<0,05), UV+Evit+48h grubunda ise artis goriilmiistiir. Bu artis
kontrol grubu seviyesine kadar ¢ikmustir.

Ug hafta topikal E vitamininden sonra UV uyguladigimiz UV+3hfEvit+24h
grubunda hemoglobin siiperoksit dismutaz diizeyinde kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir azalma (P<0,05), UV+3hfEvit+48h grubunda ise artis
goriilmiistiir. Bu artig kontrol grubu seviyesine kadar ¢ikmamistir (Tablo 13).
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Tablo 13: Gruplarin hemoglobin siiperoksit dismutaz ortalamalari, standart sapmalari

ve istatistik sonuglar

GRUPLAR ORTALAMA LSD testi
(1U/gr hemoglobin)
Kontrol.............. UV+24h 355,00£11,71 | 58,37£5,13 P< 0,05
Kontrol ............ UV+48h 355,00+11,71 | 194,75+6,03 | P< 0,05
Kontrol ............ UV+Evit+24h 355,00£11,71 | 173,47+10,18 | P< 0,05
Kontrol ............ UV+Evit+48h 355,00+£11,71 | 359,55+8,09 | P>0,05
Kontrol .............. UV+3hfEvit+24h 355,00£11,71 | 63,11£10,22 | P<0,05
Kontrol ............ UV+3hfEvit+48h 355,00+11,71 | 189,53+8,05 | P<0,05
UV+24h ............. UV+48h 58,37+5,13 194,75+6,03 | P< 0,05
UV+24h ............ UV+Evit+24h 58,37+5,13 173,47+10,18 | P< 0,05
UV+24h ............ UV-+3hfEvit+24h 58,37+£5,13 63,11+10,22 | P>0,05
UV+48h ............. UV+Evit+48h 194,75+6,03 | 359,55+8,09 | P<0,05
UV+48h ............ UV-+3hfEvit+48h 194,75+6,03 | 186,53+8,05 | P> 0,05
UV+Evit+24h ...... UV+Evit+48h 173,47+10,18 | 359,55+8,09 | P<0,05
UV+Evit+24h ....... UV+3hfEvit+24h | 173,47+10,18 | 63,11+10,22 | P<0,05
UV+Evit+48h...... ... UV+3hfEvit+48h | 359,55+8,09 | 186,53+8,05 | P<0,05
UV+3hfEvit+24h.... UV+3hfEvit+48h | 63,11£10,22 | 186,53+£8,05 | P>0,05

Tek yénli ANOVA (P<0,0001)
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V. TARTISMA

Son yillarda serbest radikallerin ve lipid peroksitlerin bazi hastaliklarin
patogenezinde rolleri olabilecegi 6ne siiriilmektedir. Ozellikle kardiovaskiiler sistem
hastaliklari, inflematuar hastaliklar, kanser, katarakt, fotodermatozlar ve yaslanma gibi
durumlardaki rolleri iizerinde durulmaktadir (14,53,54).

Deri, géz ve solunum yollar1 gibi organlar 160 mmHg’ya kadar varan
atmosferik oksijene siirekli olarak maruz kalirlar. Bu normal olarak intestisyel sivida
bulunan basingtan (40mmHg yada daha az ) oldukg¢a fazladir.Ayrica deri ve goz UVR
den etkilenirler (3).

Giiniimiizde ozon tabakasinin delinmesi ile artan UV 1sinlari, radioaktif 1sinlar
ve c¢evreden gelen zararli maddeler deriye direkt temas ederek ,, serbest radikaller
olustururlar. Olusan serbest radikallerin ilk saldirilar1 genelde hiicre zarinda ve hiicre
igerisinde bulunan yag asitlari proteinler ve DNA’ya olur. Bu hasarlar neticesinde deri
yaslanmoast hizlanir. (31). Deri, géz ve akcigerleroksijen radikalleri ya da lipid
peroksidasyonuna bagli doku hasarina olduke¢a egilimlidirler (3).

Niwa ve ark. (3), 1986 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada aktif inflamatuar deri
hastalig1 olan kisilerin derilerinde lipid peroksid seviyelerinin normal kontrollerine
gore belirgin derecede yliksek oldugunu tespit etmislerdir. Ancak SOD aktivitesinin
ciddi ve tedaviye direng gosteren hasta gruplarinda hafifce artmasina karsin,
hastaliklar1 hafif olan topikal steroid tedavisine iyi cevap veren grupta belirgin
derecede yliikseldigini gormiislerdir. Bu sonuglara gore lipid peroksid seviyelerinin,
SOD aktivitesine orani, yalnizca tedaviye cevap vermeyen grupta ylikselmis olup bu
oranin gilivenilir bir prognostik gosterge olduguna karar vermislerdir.

Fuchs ve ark. (7), 1989’ da tek doz 300mJ/cm?olacak sekilde UVB radyasyonu
uygulanan kilsiz farelerde GR ve katalaz aktivitesinin anlamli derecede inhibe
oldugunu, GSHPx ve SOD’un etkilenmedigini gostermislerdir. Glutatyon seviyesinin
azaldigin1 glutatyon disiilfid seviyesinin arttigini, total askorbik asit seviyesinin ise
degismedigini gostermislerdir. Lipofilik antioksidan olan alfa tokoferol, ubiquinol 9
ve ubiquinone 9 belirgin derecede azaldigini ve MDA seviyesinin sabit olarak
kaldigin1 gormiislerdir. Bu calisma biiylik miktarlarda UV ye maruziyetten hemen

sonra derin antioksidanlarinin anlamli derecede azaldigin1 gostermektedir.
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Hashimoto ve ark. (24), 1991 da epidermal SOD aktivitesi ve keratinosit
proliferasyonu arasindaki iliskiyi izah etmek i¢in invivo olarak MED’in iki kat1 olacak
sekilde UVB radyasyonu uyguladiklari domuz epidermisinde radyasyonu takiben
baslangi¢ hipoproliferatif faz siiresince (ilk 48 saat) SOD aktivitesinde degisiklik
gbzlememisglerdir. Ancak hiperproliteratif fazinda (96. Saatte), baslica Cu,Zn-SOD
aktivitesinin azalmasina bagli olarak SOD aktivitesine yaklasik %50 oraninda azalma
tespit etmislerdir. Bu ¢alisma UVB ile olusan artmis keratinosit proliferasyonunun
azalmig SOD aktivitesine eslik ettigini gostermistir.

Pence ve ark. (55), 1990’ da yaptiklar1 bir ¢alismada kilsiz fare derisine tek doz
UVB uygulamasindan sonra SOD ve katalaz aktivetisinin 12 saat sonra belirgin
derecede azaldigin1 ve 72 saat siiresince deprese kaldigini, ayrica deride belirgin
hiperplazi oldugu halde xanthine dehydrogenase veya xantsneoxidase da herhangi bir
degisiklik olmadigini tespit etmislerdir. Epidermal ornitin dekarboksilaz diizeyi UV
radyasyonundan sonra artmistir. Bu sonuglar tek doz UVB radyasyonundan sonra fare
epidermiste Ozelliklede antioksidan savunma mekanizmasi bazinda Onemli
biyokimyasal etkilerin oldugunu gostermistir.

Nakaguma ve ark. (56), UVB radyasyonundan 48 saat sonra rat derisinde
l6kotrien Bs seviyesinde belirgin bir artis bulmuslar fakat guinea pig yada fare
derisinde artig gérememislerdir. Bu sonuglar UVB ye bagli olan PMN infiltrasyondaki
tiirlere bagl degisikliklerle tutarlidir.

Bisset ve ark. (57), 1989 da yaptiklar1 bir ¢alismada kilsiz farelerde UV
radyasyonunu uygulandiginda dalga boyuna bagli olarak histolojik, fiziksel ve
gortlebilir  dert1  degisikliklerinin  oldugunu  gostermislerdir.  Tiim  deri
degisikliklerinden sorumlu olarak 285-305 ve 315-360 olmak {iizere iki dalga boyu
bolgesi tanimlamislardir.

lizava ve ark. (53), 1994 de akut ve kronik UV radyasyonundan sonra fare
derisinde lipid peroksid, SOD, katalaz, ve GSHPx seviyelerinde ki degisiklikleri uzun
stireli olarak takip etmisler. Akut UVB radyasyonundan sonra 18. Saate kadar lipid
peroksit seviyesinin arttigin1 ve 2-3. Gilinlerde tedricen bazal seviyeye indigini
gostermislerdir. SOD ve GSHPx ise akut radyasyondan sonra ani olarak diismiisve 18.
Saatte minimum diizeye ulagmistir. lizava ve ark deneylerine gore su goriisleri ortaya

atmuglardir. 1. Lipid peroksid seviyelerindeki artisi1, radyasyona maruz kaldikta sonra
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UVB etkisiyle olusan ROS etkisine baglamiglardir. 2. Antioksidan enzim
aktivitelerindeki azalma ROS un inaktivasyonu esnasinda antioksidan enzimlerin
kullanilmasina bagli olabilir. 3. Lipid peroksid seviyesindeki azalma 18. Saatte artan
SOD ve GSHPx‘in antioksidan etkilerinden kaynaklanmaktadir. 4. Bu enzimlerin
aktivitesindeki artisin nedeni radyasyon sonrasi artan lipid peroksid ya da ROS’ un bu
iki enzimi indiiklemelerine baglamislardir.

Hasegava ve ark. (58), UVB verdikleri farelerin deri, serum ve karacigerlerinde
lipid peroksid ve antioksidan enzim diizeylerini ¢alismiglardir. Radyasyon verilen
deride 3-24 saat sonra lipid peroksid diizeyleri artmistir. SOD, katalaz, GSHPx, G6PD
ilk 48 saat siiresince genellikle diisiik olarak bulunmustur. Serumda lipid peroksidler
3. saatte artig gostermis fakat enzim aktiviteleri UVB vermeden 6nceki ihmal edilebilir
diizeylerinde kalmiglardir. Karaciger de lipid peroksid seviyesi deridekine benzer
sekilde artig gostermis. GSHPx aktivitesi ilk 24 saat igerisinde azalmistir. SOD ve
katalaz aktivitesi degisiklik goriilmemis, G6PD ise 6nemli dalgalanmalar goriilmiistiir.

Kobaylarda yaptigimiz calismamizda 0,9 J/em? UVB radyasyonundan sonra
deride lipid peroksidleri 24 ve 48. saatlerde gittik¢e artmustir. 48. saatte ki artig kontrol
grubuna gore istatiksel olarak anlamliydi (Tablo 5). Bu sonuglar lizawa (53) ve
Hasegava (58) gruplarinin ¢alismalari ile uyumludur. 24. saatte eritrosit ve karaciger
lipid perosit seviyelerinde istatiksel olarak anlamsiz, plazma lipid peroksit seviyesinde
ise istatiksel olarak anlamli bir azalma goriilmiistiir. 48. saatte kontrol grubuna gore
eritrosit ve karacigerde lipid peroksit seviyelerinde istatiksel olarak anlamli, plazmada
lipid peroksit seviyelerinde ise istatiksel olarak anlamli olmayan bir artis gdzlenmistir
(Tablo 6,7,8). Karaciger LPO degerlerindeki 48. Saatte olan artis yine Hasegava (58)
ve arkadaslarinin ¢aligmalari ile uyumludur. Calismamizda UVB uyguladiktan sonra
deri lipid peroksit degerlerindeki artis onceki ¢alismalarla uyumludur (53,58). 24.
saatte eritrosit plazma ve karaciger lipit peroksit seviyesindeki azalmanin sebebini
aciklayamadik. Ancak eritrosit ve karaciger lipid peroksit diizeyindeki azalma zaten
istariksel olarak anlamli degildi ve 48. saatte lipid peroksit diizeyleri kontrol grubu
degerlerinin iizerine ¢ikmustir.

UVB uygulanan kobaylarin deri GSHPx degerlerinde 24. Saatte kontrol
grubuna gore istatiksel olarak anlamli derecede azalma, 48. saatte ise kontrol grubu

seviyelerine c¢ikamayan bir artis gozlenmistir (Tablo 9). Bu sonuglarda yine
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Hasegava’nin c¢alismalari ile uyumludur. Eritrosit GSHPx degerleri ise 24. ve 48.
saatlerde istatiksel olarak anlamli bir digiis gozlenmistir (Tablo 10). UVB
radyaysyonundan sonra deri ve eritrosit GSHPx seviyelerindeki diisiisii radyasyondan
sonra artan lipid peroksitlerin temizlenmesi esnasinda GSHPx’in kullanilmasina bagh
olabilir.

Eritrosit GSH seviyesinde 24. Ve 48. Saatlerde istatistiksel olarak anlamli bi
artis gozlenmistir (Tablo 11). Bunun nedeni azalmis GSHPx nedeniyle GSH’in
GSSG’ye doniistiiriilememesi ve GSH’1n eritrositlerde birikmesi olabilir.

UVB uygulanan kobaylarin deri ve hemoglobin SOD degerlerinde 24. Saatte
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma 48. Saatte ise kontrol
grubundan istatistiksel olarak anlamli bir azalma ancak 24. Saatte ki sonuca gore
anlamli bir artis gozlenmistir (Tablo 12, 13). Bu sunuclar yine onceki ¢alismalarla
uyumludur (24,53, 55, 58).

Antioksidan enzimlerden deri GSHPx deri ve hemoglobin SOD degerlerinin
24. saatte azalmasini1 UVB radyasyonundan sonra artan ROS’un inaktivasyonu sonucu
enzimlerin kullanilmalarina, 48. Saatte artmalarinin nedeni ise muhtemelen artan lipid
peroksit ya da olusan ROS’un bu enzimleri indiikklemelerine bagh olabilir (53).
Temelde bu sonuglar da Hasegava ve ark. ¢alismalariyla uyumludur (58). Zaman
acisindan farkliliklar se muhtemelen deney hayvanlarinin ve verilen UVB dozunun
farkliligina bagl olabilir (25, 56).

Fuchs ve ark.(8) kilsiz fareleri 50 cm uzakliktan tek doz hlinde ultraviyole
(UVA) / goriilebilen 15182 (>320nm) maruz birakmislar, radyasyona maruziyetten
henmen sonra bazi deri antioksidanlarinda meydana gelen degisiklikleri
arastirmiglardir. Deri katalaz ve GR aktivitesinde bozulma oldugunu, SOD ve
GSHPx’in ise belirgin olarak etkilenmedigini gostermislerdir. Katalazin inhibisyonu
hidrojen peroksid ve hidroksi radikalleri gibi hidrojen peroksitin reaksiyon iiriinlerinin
zararh etkilerine kars1 deriyi daha da hassaslastirir. Kismen azalmis GR aktivitesi
radyasyondan hemen sonra GSH/ GSSG seviyesindeki degisikliklere eslik etmez.
Radyasyondan sonra deri tokoferol, ubiquinol+ubiquinone 9 ve askorbik asit
seviyelerinde azalmaya egilim oldugunu géstermislerdir.

Potapenko ve ark.(59), a tokoferol ve analoglarinin, 8 metoksipsorolen (8-

MOP) ‘in deride eritem ve mekanoelektriksel degisiklikler gibi fototoksik etkileri
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azaltigim1 gostermislerdir. Eger radyasyon siiresince deride antioksidan varsa
fototoksik etkiyi azaltici etkilerinin oldugunu, radyasyondan sonra uygulandiginda bu
antioksidanlarin fototoksik etkiyi azaltici 6zelliklerinin olmadigini géstermislerdir. Bu
antioksidanlarin koruyucu etkilerinin radrasyon dozuna ve biiylik oranda kendi
konsantrasyonlarina bagli oldugunu gostermislerdir.

Gensler ve ark. (60), 1991 de farelerde UVR den ii¢ hafta 6nce haftada ii¢ kez
ve deney siiresince topikal olarak uygulanan 25 mg E vitaminin ilk UVR den 33 hafta
sonra deri kanser insidansini %81 den %42 ye kadar diisiirdiigiinii bildirmislerdir.
Caligmalarinda uzun siireli uygulanan E vitaminin UVR ile olugan kanser olusumunu
ve immunosiipresyonu etkili bir sekilde azaltabilecegini gostermislerdir. o tokoferol
oda 1s1sinda stabilitesi sinirli oldugu i¢in Gensler ve ark. (61), baska bir ¢caligsmalarinda
a tokoferoliin termo stabil esterleri olan o tokoferol asetat ve o tokoferol siiksiinat
UVB radyasyonuna bagli deri kanserlerinin gelisim riskini ve immunosiipresyon
lizerine olan etkilerini arastirmislardir. ilk vitamin uygulamasindan 16-17 hafta sonra
ester formlarinin epikutanéz olarak biriktigini fakat serbest o tokoferol seviyesinin
diisiik diizeyde kaldigimi gostermislerdir. o tokoferol asetat ve o tokoferol siiksiinat
fotokarsinogenezisi onlemede yetersiz kalmislardir. Ustelik fotokarsinogenezi
artirdiklarin1  goérmiislerdir. o tokoferol esterlerinin bir c¢ok deri losyonlarina,
kozmetiklere ve giin perdelerine katildigi goz oniinde bulundurularak topikal o
tokoferol asetat ve o tokoferol siiksiinatin fotokarsinogenezi artirdigi durumlari ortaya
cikaracak daha ileri ¢aligsmalara gerek vardir. Gerrish ve Gensleer (62), oral olarak
alian o tokoferol asetatin fotokarsinogenezisi ancak 8.6 x 10° J/m? UVB radyasyonu
alan farelerde toksik dozlarda 6nledigini gostermiglerdir.

Trevithick ve ark. (5), sky-1 fare derisine UVB radyasyonundan sonra topikal
tokoferol asetat uygulanmasi ile 24-48 saat sonra UVB* ye bagli eritem deri hassasiyeti
ve MRI ile tesbit edilen deri kalinligindaki artisin azaldigini1 gozlemlemislerdir.

Rekord ve ark. (6), 1991° de kilsiz farelerde UV uygulamasina bagl gelisen
deri hasari iizerinde topikal ve sistemik E vitaminin etkisini arastirmistir. 3 hafta
stireyle E vitamininden fakir diyetle beslenen farelere 1 kez MED’ de UVR
uygulamasindan sonra epidermis lipid peroksidasyonunda ve timidinin DNA’nin
yapisina girisinde bariz bir etkisinin olmadigini tespit etmislerdir. E vitamininden

zengin diyetle beslenmeden sonra lipid peroksidasyon seviyesinin degismedigini
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ancak timidinin DNA yapisina giriste artma oldugunu gostermislerdir. Radyasyondan
1 ya da 24 saat dnce uygulanan etanol i¢indeki %1 lik topikal E vitamii uygulamasinin
ise timidin girisini diizeltigini ve lipid peroksidasyon seviyesini azaltigini tespit
etmislerdir. Sonuglar diyetle alinan ve topikal olarak uygulanan E vitamininin UVR
ile olusan erken hasara kars1 epidermisi korumada etkili oldugunu gostermektedir.

Trevithick ve ark. (29), 1993°de izotopik olarak isaretlenmis o tokoferol
asetatin fare derisine topikal uygulamadan sonra absorbsiyonun iyi oldugunu ve o
tokoferol asetatin absorbsiyondan sonra lateral olarak deride dagildigini
gostermislerdir. Absorbsiyonu siiresince ya da lateral tasinmasi esnasinda yaklasik 24
saat icinde a tokoferol asetatin yaklasik % 4,5-5 ‘inin serbest tokoferole doniistiiglinii
gostermislerdir.

Norkus, Bryce ve Bhagavan (63), tokoferol asetatin topikal olarak tekrarlayan
uygulamalarinda Sky-1 farelerde serbest tokoferol konsantrasyonunun yiikseldigini
gostermislerdir. Bu sonuglar deride a tokoferol asetat1 tokoferole ¢eviren muhtemelen
intraselliiler olarak esterazlarm varligma baglanmaktadir. Intestinal sistemdekinin
aksine tokoferol asetatin hidrolize oldugu likid ortam deride olmadigindan hiicre
membranlarindan stoplazmaya difiizyonla lipid tokoferol asetatin gectigini ve burada
intraselliiler esteraz ya da/ve lipazlarla hidrolize olabilecegi gergektir.

Calismamizda UVB radyasyonundan sonra deride artmis lipid peroksit
diizeylerinin radyasyondan sonra tek doz topikal uygulanan E vitamini asetat
uygulanan grupta 24. saatte istatiksel olarak anlamli olmayan azalma, 3 hafta siiresince
topikal Evitamini asetat uygulanan grupta ise anlamli bir azalma gordiik. 48. saatte ise
bekledigimiz gibi her iki gruptada istatiksel olarak anlamli bir azalma gozlenledik
(Tablo 5).

Eritrosit ve karaciger lipid peroksit degerleri ise topikal E vitamini asetat
uyguladigimiz her iki gruptada 24. ve 48. Saatlerde yalnizca UVB uygulanan grup ile
parelelik gostermistir. Ancak 48. Saatte her iki gruptada karaciger lipid peroksit
degerlerindeki artis yalnizca UVB uygulanan grubuna gore istatiksel olarak anlamli
olacak sekilde az olmustur. Bu bekledigimiz bir sonugtur. Gruplar arasinda ise anlamli
bir fark yoktu (Tablo 6,7).

Plazma lipid peroksit degerleri ise topikal E vitamini asetat uyguladigimiz her

iki grupta da 24. ve 48. saatlerde yalnizca UVB uygulanan grup ile parelellik
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gostermistir. Ancak E vitamini uygulanan her iki grupta da 48. saatte yalnizca UVB
uygulanan grubtaki artistan istatiksel olarak anlamli sekilde daha fazla olmustur (Tablo
8).

Deri GSHPx seviyesinde E vitamini uygulanan her iki grupta da yalnizca UVB
uygulanan gruba goére 24. saatte olan azalma beklenildigi gibi daha az olmustur.
Yalnizca UVB uygulanan gruba gore 24. saatte olan azalmanin 48. saatte daha ¢ok bir
art1s beklerken daha az bir artis kaydedilmistir. Fakat bunlar istatiksel olarak anlamli
degildi (Tablo 9). Eritrosit GSHPx degerleri E vitamini uygulanan her iki grupta da
yalnizca UVB uygulanan gruba parelellik gostermis ancak 24. saatte tekdoz E vitamini
uygulanan grupta eritrosit GSHPx degerlerinde sadece UVB uygulanan grubuna goére
istatiksel olarak anlamli olacak sekilde az bir azalma gdstermis ancak bu istenen etki
kontrol grubundaki seviyelere ¢ikmamastir. 48. saatte ise sadece UVB uygulanan gruba
gore tek doz E vitamini uygulanan grupta istatiksel olarak anlamli olmayan, 3 hafta E
vitamini uygulanan grupta ise istatiksel olarak anlamli olan daha ¢ok azalma
gbzlenmistir (Tablo 10).

Calismamizda eritrosit rediikte glutatyon degerlerinde tiim gruplarda kontrol
grubuna gore istatiksel olarak anlamli sekilde artis gézlenmistir. E vitamini asetat
uygulanan gruplar ve UVB uygulanan gruplar arasinda ise anlamli bir fark
goriilmemistir (Tablo 11).

Deri SOD degerlerinde 24. saatlerde yalnizca UVB uygulanan gruba gore tek
doz E vitamini + UVB uygulanan grupta bekledigimiz gibi istatiksel olarak anlaml
olacak sekilde daha az bir diisme, 48. Saatte ise SOD degerindeki artis kontrol
grubundan dahi anlamli alarak artig gézlenmistir, 3 hafta E vitamini + UVB olan grupta
ise24 ve 48. saatlerde degerler kontrol grubuna yakin cikmistir (Tablo 12).
Hemoglobin SOD degerlerinde tiim gruplarda 24. saatlerde kontrol grubuna gore
istatiksel olarak anlamli olacak sekilde bir azalma, 48. Saatlerde ise yalnizca UVB
verilen grupta oldugu gibi bir artis gozlenmis, ancak tek doz E vitamini + UVB verilen
grupta bu artis kontrol grubu seviyelerine ¢ikacak sekilde olmustur (Tablo 13).

Bir ¢ok arastirmaci daha Once, antioksidanlari hem hayvan hemde insan
derisinde 1518a kars1 koruyucu etkisini arastirmis ve degisik sonuglara ulasmistir (4).

Roshchupkin ve ark. (64), 1979 da tavsan derisinde UV’ ye bagli eritem {lizerine
a tokoferol, BHT ( 2,6-di-t-butyl-4-methyl phenol) ve fospolipid fosfotidilkolin ‘in
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etkisini arastirmislardir. o tokoferol, ve BHT radyasyondan once ve radyasyondan 2
dakika sonra uygulandiginda derinin eritem cevabini biiylikk oranda azalttigini
gostermislerdir. Radyaysyondan 6nce ve 2 dakika sonra uygulananlar arasinda bir fark
olmadigini gormiislerdir. UV radyasyonundan 5 saat sonra yada daha sonra uygulanan
antioksidanlar MED de hemen hemen bir degisiklik yapmamustir.

Miyachi ve ark. (65), 1987 ‘de fare derisinde tek doz UVB radyasyonunun 24
ve 48 saat sonra SOD aktivitesinde 6nemli derecede azalma oldugunu ve bunun 72
saat sonra normal seviyeye geldigini gostermislerdir. UV radyasyonundan once
uygulanan lipozomal SOD ‘un UV radyasyonundan sonra azalan SOD aktivitesini
diizelttigini gostermislerdir.

o tokoferolu de kapsayan gesitli antioksidanlarin hayvan derisine topikal
olarak uygulanmasinin, giines yanigi hiicre olusumunu, UVB’ye bagli kronik 1s1k
hasarini diisiik bir dereceye kadar UV eritemini ve serbest radikal olusumunu azalttigi
bildirilmistir (4,66,67).

Trevithick ve ark. (5), UVB’ye maruz kalmadan hemen sonra kullanildiginda,
topikal tokoferol asetatin, eritemi, 6demi ve deri hassasiyetini azaltigini
gostermiglerdir.

Antioksidan etkileri arastirmak i¢in invitro ¢alismalarda yiiriitiilmistiir.

Werninghaus ve ark. (68), tokoferolun bir lipozom preparatinda UVB’ye
maruz birakilmis normal insan deneklerden alinan kiiltiire edilmis keratonositler
lizerinde, tek basma tasiyict lipozomlara gore, koruyucu etkisinin oldugunu
gbzlemlemislerdir.

Kralli ve Moss (69), o tokoferolun suda ¢6ziinebilir analogunun, aktinik
retikiiloidli hastalardaki dermal fibroblastlarin anormal UVA duyarhiligini
hafiflettigini bildirmistir.

Ayrica o tokoferolle kiiltiire edimis insan fibroblastlarinda UVB’ye maruz
kalma sonrasinda programlanmamig DNA sentezinde degisiklik olmadigini ama lipid
peroksidasyonunda diisiis oldugu gosterilmistir (70).

Bazi arastirmacilar ise o tokoferolun UVB’ye karsi koruyucu etkisinin
olmadigini, hatta topikal olarak uygulandiginda tiimor gelistirici olarak hareket ettigini

bildirmislerdir (4, 72).
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Werninghaus ve ark. (4), 1994’ de ¢ift kor, plesebo kontrollii bir ¢alismada
saglikli insanlara 6 ay boyunca oral olarak verilen 400 IU tokoferol asetat ile plesebo
arasinda baslangicta birinci ve altinci aylarda 6l¢lilen minimum eritem dozunda 6nemli
bir fark olmadigini ve minimum eritem dozunun ii¢ katina maruz kalma sonucunda
olusan gilines yanig hiicrelerinin sayisinda da iki grup arasinda anlamli derecede bir
fark olmadigin1 gézlemlemislerdir.

Ancak Werninghaus ve ark. yaptiklar1 ¢alismada kullandiklart MED 6l¢iimii
ve glines yanig1 hiicre sayimi, UV hasar1 i¢in yaygin olarak kabul edilmis 6lgiiler
olmalarina karsilik ¢ok hafif derecedeki korumayi saptayabilmek i¢in ¢ok kaba
Ol¢iimler olabilir (4, 71).

Mitchel ve ark. (72), topikal olarak uygulanan E vitamininin fare derisinde 12-
O-  tetradecanoylphorbol-13-  acetateinkine  yaklasan  etkinlikte  7,12-
dimethylbenzanthracene ile baglatilan tiimorii destekleyici olarak hareket ettigini
bildirmislerdir.

Sonu¢ olarak bizim calismamiz o tokoferolun hem invivo hem invitro
calismalarda 1s18a karst koruyucu etkisi oldugunu One siiren c¢alismalari

desteklemektedir.
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VI. SONUCLAR

1. UVB radyasyonu kobay derisinde 24. ve 48. saatlerde lipid peroksit
diizeyinde artisa neden olmustur. Eritrosit, karaciger ve plazmada lipid peroksit
seviyelerinde ise 48. saatte artis goriildi.

2. UVB radyasyonundan sonra kobay derisinde muhtemelen artan ROS’un
inaktivasyonu sonucu antioksidan enzimlerden GSHPX ve SOD degerlerinde ilk 24
saatte azalma, 48. saatlerde ise muhtemelen artmais lipid peroksid ya da ROS’un bu iki
enzimi indiiklemeleri sonucu GSHPx ve SOD da bir artis gézlendi.

3. Eritrosit GSHPx de 48 saatte azalmaya devanm etmis ancak eritrosit SOD
diizeyinde kismen bir artig goriildii.

4. Topikal E vitamini uygulanan her her iki grupta da deri ve karaciger lipid
peroksit degerleri sadece UVB uygulanan grupta ki artiga gore anlamli derecede
baskilanmistir. Eritrosit lipid peroksit degerleri topikal E vitamini asetat
uyguladigimiz her iki grupta da yalnmizca UVB uygulanan grup ile paralellik
gostermistir. E vitamini uygulanan iki grup arasinda ise istatikselolarak anlamli bir
fark yoktur. Kontrol grubuna gore 48. Saatte artan lipid peroksit seviyeleri ise E
vitamini uygulanan her iki grupta da yalmizca UVB uygulanan gruba gore daha fazla
bir artig gostermistir.

5. Deri GSHPx seviyesinde yalnizca UVB uygulanan gruba gore 24. saatte
olan azalmanin, E vitamini uygulanan her iki grupta da 48. saatte daha az bir artis
gosterdigi kaydedildi. Fakat bunlar istatiksel olarak anlamli degildi. Eritrosit GSHPx
degerleri E vitamini uygulanan her iki grupta da yalnizca UVB uygulanan gruba
parelellik gostermis ancak 24. saatte tekdoz E vitamini uygulanan grupta eritrosit
GSHPx degerlerinde sadece UVB uygulanan grubuna gore istatiksel olarak anlamli
olacak sekilde hafif bir azalma gostermis ancak kontrol grubundaki seviyelere
cikmamistir. 48. saatte sadece UVB uygulanan gruba gore tek doz E vitamini
uygulanan grupta istatiksel olarak anlamli olmayan, 3 hafta E vitamini uygulanan
grupta ise istatiksel olarak anlamli olan belirgin bir azalma g6zlendi.

6. Calismamizda sadece UVB verilen ve E vitamini asetat uygulanan her iki
grup eritrosit GSH degerleri kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli olacak
sekilde yiiksek bulundu. Kontrol grubu hari¢ diger gruplar arasinda istatiksel olarak

anlaml bir fark yoktu.
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7. Deri SOD degerlerinde 24. saatlerde yalnizca UVB uygulanan gruba gore
tek doz E vitamini + UVB uygulanan grupta istatiksel olarak anlamli olacak sekilde
daha az bir diisme, 48. Saatte ise SOD degerinde ki artis kontrol grubundan dahi
anlaml alarak yiiksek bulundu. 3 hafta E vitamini + UVB olan grupta ise 24 ve 48.
saatlerde degerler kontrol grubuna yakin ¢ikmistir. Hemoglobin SOD degerlerinde
tiim gruplarda 24. saatlerde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olacak
sekilde bir azalma, 48. saatlerde ise yalnizca UVB verilen grupta oldugu gibi bir artis
gozlendi. Ancak tek doz E vitamini + UVB verilen grupta bu artis kontrol grubu
seviyelerine ¢ikacak kadar oldu..

8. UVB uygulamasiyla bozulan deri ve hemoglobin SOD degerleri tek doz E
vitamini asetat uygulanan grupta 3 hafta E vitamini uygulanan gruba goére daha iyi bir
diizelme saglamistir.

9. UVB radyasyonundan sonra tek doz E vitamini asetat uygulamasinin ve
UVB radyasyonundan 3 hafta 6nce uygulanan E vitamini asetat’in UVB radyasyonun

zararli etkilerine kars1 faydali oldugu sonucuna vardik.
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VII. OZET
Calismamizda bir antioksidan ajan olan E vitamini asetat’in, tek doz ultraviyole
B (UVB) radyasyonundan 6nce ve sonra topikal olarak uygulandiginda UVB’ye bagh
olarak gelisen antioksidan kapasitede ki bozulmayi1 ne 6l¢iide degistirecegini deneysel
olarak arastirmayi amagladik.

Calismamizi 56 albino kobay (guinea pig) ile yaptik. Anestezi uygulanan
kobaylarin sirt bolgeleri ortalama 35 cm? olacak sekilde tiraslandi.

Daha sonra kobaylar dort gruba ayrildi.

Kontrol grubuna trastan sonra hi¢ bir islem uygulanmadi. Bir grup kobaya
yalnizca UVB verildi. Bir kismina UVB verildikten hemen sonra tek doz topikal
olarak E vitamini asetat uygulandi. Bir kismina ise 6nce 3 hafta siire ile topikal E
vitamini asetat uygulayip, en son uygulanan topikal E vitamini asetattan sonra UVB
verildi. Kontrol grubu hari¢ diger gruplardaki kobaylardan yaris1t UVB verildikten 24
saat sonra, kalan yaris1 48 saat sonra dekapitasyonla 6ldiiriildi.

Dekapite edilen tiim kobaylarin deri, karaciger, plazma, eritrositlerinde lipit
peroksit, hemoglobin ve deride siiperoksit dismutaz, Deri ve eritrositlerde glutatyon
peroksidaz, eritrositlerde rediikte glutatyon calisildi.

Topikal E vitamini uygulanan her iki grupta da deri ve karaciger lipid peroksit
degerleri sadece UVB uygulanan grupta ki artisa gére anlamli derecede baskilandi.
Eritrosit lipid peroksit degerleri topikal E vitamini asetad uyguladigimiz her iki grupta
da yalmizca UVB uygulanan grup ile parelellik gosterdi. Kontrol grubuna gore 48.
Saatte artan plazma lipid peroksit seviyeleri ise E vitamini uygulanan her iki grupta da
yalnizca UVB uygulanan gruba gore daha fazla bir artis gdsterdi.

Deri GSHPx seviyesinde yalnizca UVB uygulanan gruba gore 24. saatte olan
azalmanin, E vitamini uygulanan her iki grupta da 48. saatte daha az bir artis gosterdigi
kaydedildi. Fakat bunlar istatistiksel olarak anlamli degildi. Eritrosit GSHPx degerleri
48.saatte sadece UVB uygulanan gruba gore tek doz E vitamini uygulanan grupta
istatistiksel olarak anlamli olmayan, 3 hafta e vitamini uygulanan grupta ise
istatistiksel olarak anlamli olan belirgin bir azalma g6zlendi.

Calismamizda sadece UVB verilen ve E vitamini asetat uygulanan her iki grup

eritrosit GSH degerleri kontrol gurubuna gore istatistiksel olarak anlamli olacak
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sekilde yiiksek bulundu. Kontrol grubu hari¢ diger gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark yoktu.

UVB uygulamasiyla azalan deri v hemoglobin SOD degerleri tek doz E
vitamini asetat uygulanan grupta 3 hafta E vitamini uygulanan gruba goére daha iyi bir
diizelme saglamistir.

UVB radyasyonundan sonra tek doz E vitamini asetat uygulamasinin ve UVB
radyasyonundan 3 hafta once uygulanan E vitamini astat’in UVB radyasyonunun

zararh etkilerine kars1 faydali oldugu sonucuna vardik.
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