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OZET

Bu c¢aligmada onemli bir karsinojen olan DEN verilen ratlarda,
lipid peroksidasyonunun son iiriinii olan MDA jle SOD ve E vitamini
diizeyleri iizerine GSH nin koruyucu etkileri aragtirild:i. Kontrol (n=8),
DEN verilen grup (n=8), DEN+GSH verilen grup (n=8) olmak iizere 3
grup olugturuldu. Ratlar 1. 24, 48. 72. 96. saatlerde kanlar: alindiktan
sonra Oldiiriilerek karaciger ve bobrek dokular: alindi.

Plazma MDA diizeylerinde 24. ve 96. saatlerde DEN verilen grupta
onemli diizeyde artig goézlendi (p<0.05, p<0.01). Eritrosit SOD
aktivitesinde kontrol grubu ile kiyaslandiginda 24. saatte DEN verilen
grupta anlamli diigme (p<0.05), 72. saatte DEN+GSH verilen grupta
onemli derecede artig saptandi (p<0.01). E vitamini diizeylerinde DEN
verilen grupta 24. ve 72. saatlerde anlamli azalma vardi (p<0.05).
96.saatte kontrol grubuna gore diger gruplarda artma vardi (p<0.01).

Rat karaciger dokusunda MDA diizeyleri kontrol grubuna gore
diger gruplarda artmist: (p<0.05). SOD, DEN verilen grupta azalmigts
(p<0.001). E vitamini DEN+GSH verilen grupta diigsmiistii (p<0.05).

Bobrek dokusunda kontrol grubuna gore MDA diizeylerinde fark
gozlenmezken, SOD aktivitesi DEN verilen grupta azalmis (p<0.01),
DEN+GSH verilen grupta artmisti (p<0.01). Vi+E degerleri ise DEN
grubunda artmigt: (p<0.01).

DEN’in lipid peroksidasyonu ile SOD ve Vit E iizerine 6nemli
etkisi oldugu, GSH nin bu peroksidasyonda yeterince koruyucu gorevi

yapmadi§: kanisina varildi.

Anahtar Kelimeler : Dietil Nitrozamin, Lipit peroksidasyonu,
Siiperoksit dismutaz, E vitamini



iv

SUMMARY

In this study examined effects of DEN on lipid peroxidation and
antioxidants, and also the protective effects of GSH on this mechanism.
For this aim, we detarmined the liver and kidney tissue and also
erytrocyte SOD activity, vitamin E and MDA levels. The groups were
designed as follows: Control (n=8), DEN infused group (n=38),
DEN-+GSH infused group (n=8). The blood samples were taken at 1, 24,
48, 72, 96th hours after administration and the tissues were remoted
immediately.

In the DEN group, plasma MDA levels were increased significantly
at 24th and 96th hours (p<0.05), p<0.01). The erythrocyte SOD activity
was significantly decreased as compared with control at 24th hour in DEN
grouh (p<0.05). This enzyme activity was also decreased in DEN + GSH
group at 72th hour (p<0.01).

Vitamin E levels were decreased in DEN group at 24th and 72th
hour (p<0.05). However, vitamin E levels were increased at 96th hour in
both two group as compared with controls (p<0.01).

Rat liver tissue MDA levels were increased in both two group as
compared with controls (p<0.05). The SOD activity was decreased in
DEN+GSH group (p<0.05).

There was no difference in kidney tissue MDA levels. The SOD
activity was decreased in DEN group (p<0.01). However, this enzyme
activity was increased in DEN+GSH group (p<0.01). The vitamin E levels
was increased in DEN group (p<0.01).

In conclusion, DEN has an important effects on lipid peroxidation,
SOD activity and vitamin E levels. GSH cannot protect enough the tissues

against the effects of DEN.

Key words : Diethyl nitrosamine, Lipid peroxidation, Superoxide
dismutase, Vitamin E
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1. GIRI1S

Kanser diinyada kardiovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci sik
rastlanan 6liim nedenidir. Tiim yaglardaki bireylerde kanser gelisebilir ve
cok c¢esitli organlar etkilenir. Kanserde bireylerin ¢ektikleri ac1 ile birlikte
topluma yiiklenen ekonomik maliyet oldukga yiiksektir. Bu nedenle kanser
aragtirmalar: tiim diinyada hizla devam etmektedir. Bu aragtirmalarda
kanser nedenleri : radyasyon enerjisi, viriisler ve kimyasal bilegikler
olmak iizere ii¢ ana grupta toplanmistir (35). |

Kimyasal bilegiklerin pckgok cesidi karsinojeniktir. Bu nedenle bu
tiir bilesiklere kimyasal karsinojenler denir. Kimyasal karsinojenler iginde
siklikla incelenenlerden birisi de nitrozaminlerdir. Dogada oldukg¢a yaygin
bulunan nitrozaminler, ¢evresel kaynaklarla alinarak veya insan
viicudunda olusarak saglifimiz igin tehlike yaratmaktadir. Bu gruba giren
nitrozaminlerden birisi de dietil nitrozamindir (6, 15, 46).

Dietil nitrozaminin etkileri, ksenobiyotik metabolizmasi ile iligkisi
ve gesitli enzimlerle olan iligkileri, son yillarda ¢alisilan, aragtirilan
konular arasindadir.

Hiicrede lipid peroksidasyonunun yaptig1 hasar, serbest
radikallerin zararli etkileri bugiin bilinen bir gergektir. In vivo normal
metabolizmanin iriinleri gseklinde ag¢iga ¢ikan serbest radikaller, ayrica
organizmaﬁm iyonize edici radyasyona, oksitleyici 6zellik tagiyan ajanlara
ve dogal durumunda serbest radikal metabolitleri olugturabilen
ksenobiyotiklere (hiicreye yabanci olan maddeler) maruz kaldid:
durumlarda da meydana gelirler. Canliligin devaminin bir gere§i olan
oksijen radikalleri bir¢ok enzimatik tepkime ve biyolojik fonksiyonlar igin

de gereklidir. Ancak herbir radikalin yapisi ve etkili oldugu yere gore



hiicresel hedefler risk altindadir. Buna kargin hiicredeki bazi defans
mekanizmalart da bilinmektedir. Bunlardan rediikte glutatyon (GSH) ile
siiperoksit dismutaz enzimi ve E vitamini (a-tokoferol), hiicresel hasara
karsi koymaya calisirlar (8, 45).

Biz de bu verilerden yola ¢ikarak kimyasal karsinojenik bir madde
olan dietil nitrozaminin (DEN), oksidatif bir hasara neden olup,
olmadigin1 ve hiicresel antioksidan sistemlerini nasil etkiledigini
aragtirdik, bu amacla lipid peroksidasyonunun son iiriinii olan malonil
dialdehit (MDA) ile SOD ve E vitamini iizerine etkilerini inceledik. Ayrica
reaktif oksijen iiriinlerini temizlemede 6nemli etkisi olan GSH nin bu

mekanizmalar iizerine etkisini aragtirdik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kimyasal Karsinojenler

Insanlarda olusan kanserlerin %80 gibi onemli bir kisminin basta
kimyasallar olmak iizere cevresel faktorlerle meydana geldikleri
belirlenmigtir. Kiginin bu faktorlerin etkisi altinda kalmasi, mesleginden,
diyetinden, yagam tarzindan veya diger nedenlerden olabilir. Kimyasal
karsinojenler organik yapida olabildigi gibi inorganik de olabilir. Bazi

o6nemli kimyasal karsinojenleri soyle siniflayabiliriz.

Cizelge 2.1. Baz1 6nemli kimyasal karsinojenler

SINIF BILESIK

Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlar | Benzo(a) piren
Dimetil Benzontrasin

Aromatik Aminler 2 - Asetil aminofloren
n - metil - 4 amino benzen (MAB)
Nitrozaminler Dimetil nitrozamin
Dietil nitrozamin
Muhtelif ilaglar Alkilleyici Ajanlar (Or : Siklo
fosfamid), dietil stil bestrol
Dogal Bulunan Bilegikler Daktinomisin, aflatoxin B1
inorganik Bilesikler Arsenik, asbest, berilyum,

kadmiyum, krom

Bu bilesiklerin gesitliligi bunlar: karsinojenlige yonelten bir ortak

ozellige sahip olmadiklarini gosterir. Bazi kimyasal karsinojenler hedef



molekiiller ile dogrudan etkileserek etkisini gosterirler ki bunlara direk
karsinojenler denir (6rne8in: B-propyolakton). Digerlerinin ise
karsinojenik olmak i¢in onceden metabolize olmayi gerektirdikleri
anlasilmigtir ki bunlar, prokarsinojenlerdir. Bir veya daha fazla enzimin
katalizledigi reaksiyonlar ile prokarsinojenlerin karsinojenlere doniigtiigii
olay metabolik aktivasyondur. Meydana gelen ara iiriinlerin herhangi biri
proksimat karsinojen olarak adlandirilir. Hiicresel bilesikler (6r : DNA) ile
reaksiyona giren son bilesik ise en son karsinojendir. Yani olay su

sekildedir (15, 35).
Prokarsinojen ------ > Proksimat karsinojen ------ > Son karsinojen

Prokarsinojenlerin kendisi kimyasal reaktif bir tir de§ildir,
halbuki son karsinojen ekseriya yiiksek derecede reaktiftir. Genel olarak
son karsinojenlerin onemli bir 6zelligi DNA, RNA ve proteinlerdeki

niikleofilik gruplara kolaylikla saldirabilen elektrofiller olmalaridir.

2.2. Ksenobiyotik Metabolizmasi

Prokarsinojenler ve diger ksenobiyotiklerin metabolizmasi
monooksijenazlar ve transferazlar ile iligkilidir. “Ksenobiyotik” viicuda
yabanci olan bilesiklerin genel adidir. Baz: ilaglar kimyasal karsinojenler
ve gesitli bilegikler, ksenobiyotik olarak adlandirilir. Bu bilesiklerin ¢ogu
insan viicudunda metabolizmaya ugrarlar. Bu olay ile iligkili temel organ
karacigerdir. Bir ksenobiyotik bazen bir degisiklige ugramaksizin da
atilima ugrayabilir (2, 17, 35, 39).

Ksenobiyotik metabolizmasi Faz I ve Faz Il reaksiyonlar1 olarak

iki kisimda incelenir.

Faz I in temel reaksiyonu, monooksijenazlar ve sitokrom p-450

tiirleri olarak adlandirilan enzim sinifinin iiyeleri tarafindan katalizlenen



hidroksilasyondur. Faz I in diger reaksiyonlar: hidroliz ve rediiksiyonu
icerirler. Faz I de olugmus hidroksile ve diger bilesikler faz II de spesifik
enzimler aracili81 ile glukoronik asit, sulfat, asetat, glutatyon ve bazi
amino asitler ile konjugasyon veya metilasyon sonucu g¢esitli polar
metabolitlere donitigtiiriilir (21, 35).

Faz I in temel reaksiyonu hidroksilasyondur. Sorumlu enzimler
monooksijenazlar veya sitokrom p-450 tiirleridir. Genel reaksiyonu soyle

gosterebiliriz.

RH + O + NADPH+H ------ > R-OH + H20 + NADP

Buradaki RH ¢ok genis bir ilag grubunu, karsinojenleri, ¢evre kirliligine
etken olan nedenleri ve steroidler gibi bazi endojen bilesikleri
simgeleyebilir. Sitokrom p-450 nin katalizledigi reaksiyon soyle de

gosterilebilir.
Indirgenmis Sitokrom p-450 ------ > Okside Sitokrom p-450

Sitokrom p-450 tiirleri endoplazmik retikulumun temel
monlt)oksijenazlarxdlr. Bu enzimler son derece énemlidir. Ciinkii hastalarin
aldiklar: ilaglarin yaklagik %50 sinin sitokrom p-450 tiirleri tarafindan
metabolize olduklari belirlenmigtir. Ayn1 enzim, ¢esitli karsinojenler ve
gevre kirliligine yol acan etkenler iizerine de etkilidir (17, 21, 53).

Faz 1 reaksiyonlari ile ksenobiyotikler, genelde daha polar
hidroksile tiirevlere doniistiiriiliirler. Faz II reaksiyonlar1 ile bu tiirevler,
glukoronik asit, sulfat veya glutatyon gibi molekiiller ile konjugasyona
ugrarlar. Boylece suda ¢oziiniir hale gelerek idrar ya da safra ile atilima

ugrarlar.



Faz II reaksiyonlarinin en onemlileri sunlardir :

-Glukoronidasyon : Bilirubinin glukoronitlesmesi 6rnektir. UDP-
glukoronik asit glukoronil donoriidiir, hem endoplazmik retikulum hemde
sitozolde ¢esitli glukoronil transferazlar katalizordiir. Bir karsinojen olan
2 asetil-amino fluoren, anilin, benzoik asit ve steroidler gibi pek ¢ok
molekiil glukoronatlar seklinde atilima ugrarlar.

-Sulfasyon : Bazi alkoller, aril aminler ve fenoller sulfatlanirlar, sulfat
donorii adenozin 3’ fosfat 5° fosfosulfattir. Bu bilesige aktif sulfat denir.

-Glutatyon ile konjugasyon : Glutatyon, glutamik asit, sistein ve
glisinden olusan bir tripeptitdir. GSH olarak gosterilir. SH sisteinin
sulfhidril grubunu belirtir. Bazi elel;trofilik ksenobiyotikler, niikleofilik

GSH ile konjuge olurlar.
R + GSH------ >R-S-G ile bu reaksiyonlar sematize edilebilir.

Buradaki R, elektrofilik bir ksenobiyotigi temsil etmektedir. Bu
reaksiyonu glutatyon-S-transferazlar katalize eder. Eger toksik potansiyeli
olan ksenobiyotikler GSH ile konjugasyona ugramasalardi, DNA, RNA ve
hiicre proteini ile kovalen olarak birlesmekte serbest olacaklar ve ciddi
hiicre hasarlarina yol acabileceklerdi. Bundan dolay:r GSH bazi ilaglar ve
karsinojenler gibi cegsitli toksik bilesiklere karsi Onemli bir savunma
mekanizmasidir (35, 39).

Glutatyon konjugeleri ekskresyon oOncesi daha ileri
metabolizasyona ugrarlar. Glutatyona ait glutamil ve glisinil gruplar:
| spesifik enzimler tarafindan uzaklagtirilir. Ve geri kalan sisteinil kisminin
amino grubuna asetil Ko-A dan saglanan bir asetil grubu eklenir. Sonugta
meydana gelen bilegik idrarla atilima ugrayan 1-asetil sisteinin konjugesi

olan merkaptiirik asittir (Sekil 2.1.) (32, 33, 36).
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Sekil 2.1. Glutatyon konjugatlart biotransformasyonu.



-Cok onemli faz Il reaksiyonlarindan 1ikisi ise asetilasyon ve

metilasyondur. Asetilasyon

X + Asetil - Ko-A------ >Asetil X + KoA
(X= ksenobiyotik)

Ksenobiyotiklerin ¢ok az bir kismi ise, metil dontrii olarak S-adenozil
metiyonin kullanan metil transferazlar ile metilasyona ugrarlar.

Ksenobiyotik metabolizmasinda faz I ve faz II nin bastan sona
amaci, ksenobiyotiklerin sudaki ¢oziiniirliklerini artirmak ve bdylece
viicuttan atilimlarini kolaylagtirmaktir (21, 35).

Bazi durumlarda, Faz I metabolik reaksiyonlar: ile ksenobiyotikler
inaktif formdan biyolojik aktif bilesikler haline doniistiiriiliirler. Bu
durumdaki ksenobiyotiklere proilaglar ve prokarsinojenler denilir. Bazi
durumlarda ise konjugasyon Oncesi ilave faz I reaksiyonlar: sayesinde
aktif bilesikler daha az aktif veya inaktif sekillere doniistiiriiliirler. Daha
bagka durumlarda ise faz I reaksiyonlarinin aktif iiriinleri bizzat
konjugasyon reaksiyonlar: aracilig1 ile, daha sonra idrar veya safra ile
atilima ugrayan az aktif veya inaktif tiirlere doniisiirler. Bazi nadir
durumlarda ise konjugasyon bir ksenobiyotigin biyolojik aktivitesini

artirabilir (21, 35, 39).
2.3.1.Nitrat, Nitrit, Nitrozaminler

Nitratlar dogada, ozellikle topragin verimliligi agisindan
gereklidir. Nitrat toksik degildir, fakat yiyeceklerdeki nitratlar insan
infantinin gastrointestinal traktinda bakteriyel hareketlerle nitrite
rediiklenir. Nitritin direk toksik hasari s6z konusu olabilecegi gibi,
sekonder ve tersiyer aminlerle rediiksiyonu ile N-nitroso bilesiklerine
doniigebilir (3, 26, 46, 49).

Hemoglobinin ferrous formdan, ferrik forma doniigerek



methemoglobini olusturmasinda nitritin direk toksik etkisi 6nemlidir. Bu
reaksiyon irreversible olup soyledir.

: NaN,
Hemoglobin » Methemoglobin

(Ferrous) (Ferric)

Hemoglobinin ferrous durumda muhafaza edilmesi bazi fizyolojik
faktorlere baglidir. NADH methemoglobin rediiktaz enzimi bunu
saglar(46).

. Methemoglobin Rediiktaz
Methemoglobin = Hemoglobin

7
NADH NAD--

Her ne kadar nitrat ve nitritler toksikolojik bir problem yaratiyorsa
da esas problem karsinojen olan nitrozamin bilegiklerine doniigmesiyle
olusur (4, 9, 43).

N-nitroso bilegikleri toksik, teratojenik, mutajenik ve
karsinojeniktir (5, 15). N-nitroso bilesiklerinin kimyasal stabilitesi ve
striiktiirii onlarin organ etkilerinde énemli rol oynar. Birgok dialkil, siklik
nitrozaminler kimyasal olarak stabil molekiillerdir. Metabolizmalar:
tarafindan aktif, toksik, mutajenik ve karsinojenik metabolitlere gevrilirler
(15, 28, 46).

Nitrozaminlerin karsinojenik aktivitesi, karaciger kanserini
olusturur, fakat diger spesifik dokulardaki tiimorleri de olugturur. Ornegin
metil-biitil nitrozamin, diger asimetrik nitrozaminler gibi, igme suyu veya
inhalasyonla verildiginde 6zafagus kanserlerini, di-n-biitil nitrozamin
mesane kanserlerini, tek doz dimetil nitrozamin rat bobreginde mezangimal
timorleri, tek doz dietil nitrozamin rat bobreginde epitelial tiimorleri
meydana getirebilirler. Bu olay nitrozamin metabolitlerinin degisik
dokularda aktif formlara metabolize olma kapasitesine baglidir. Ornegin

hamster ratlarda DEN metabolizmasi akciger kanseri olugmasinda daha
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aktiftir (14, 27, 42, 46).
Insan yiyeceklerinde renk ve tazeligin korunmasinda kullanilan
nitratlarin, toksik miktarlarinin kanser olusumunu dietteki aminlerin

nitrozasyonu ile stimiile ettigi bildirilmistir (3, 46, 49).

2.3.2.Nitrozaminlerin metabolizmasi

/N -N=0O Nitrozamin
R-CHjy
Enzimatik
hidroksilasyon
R- CH2\
/N-N:O + HoO o - hidroksil nitrozamin
R-CH
|
OH
R-CHo~.

N-N=0O +R ‘CHO monoalkil nitrozamin

!

R-CH,-N=N-OH diazohidroksit

l

R-"CH-'"N=N + H,0 diazoalkan

H”

4

R-CH; -N=N diazonyum tuzu

4

R-+CH2 + Np karbonyum iyon

Sekil 2.2. Nitrozaminlerin aktif karsinojene transformasyonu

Nitrozaminler enzimatik hidroksilasyon reaksiyonlari ile alkilleyici
ajanlara dontigilirler. Bu aktif alkilleyici ajanlar, diazo alkan, diazonyum

tuzu veya karbonyum iyonu olabilir. Sekildeki R gruplar: alkil gruplar:
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olup, ekseriya metil veya etildir. Hiicre iginde dimetil nitrozamin potent

bir karsinojendir (Jekil 2.2) (15, 30, 47).
2.4. Dietil Nitrozamin

Insektisitlerden, zirai kimyasallardan ve nitritten, gesitli nitrozolu
bilegiklerin olugtugu saptanmigtir. Bu bilesiklerden birisi de dietil
nitrozamindir. Dietil nitrozamin ¢evre kirleticisi olarak dogada yaygin
olarak bulunur, sigara ve besin maddelerinde de mevcuttur (5, 23, 25, 26,
52). Midede ve fizyolojik ko'§ullarda nitritin sekonder ve tersiyer

aminlerle reaksiyona girmesi sonucu olusur (22, 26, 46).

Dietil nitrozaminin kimyasal yapisi soyledir:

CH, - CH,
3 >N— NO
CH; - CHy

Dietil nitrozamin de diger bir¢ok nitrozaminler gibi enzimatik
hidroksilasyon reaksiyonlar:i ile alkilleyici ajanlar olan diazoalkan,
diazonyum tuzu veya karbonyum iyonuna doniigiirler. Fakat bunlardan
hangisi oldugu kesin degildir (15, 16, 52).

Dietil nitfozaminler elektrofilik maddelerdir. Bu nedenle niikleik
asit ve proteinlerdeki niikleofilik atomlara baglanirlar. Karsinojenik
elektrofiller tarafindan proteinlerde degisiklige ugratilan niikleofilik
atomlar, methionin ve sisteindeki kiikiirt, histidindeki halka azotu ve
tirozindeki 3. karbon atomu olarak tesbit edilmistir (5, 7, 16).

Dietil nitrozamin dokularda, mikrozomal karisik fonksiyonlu
oksidazlar tarafindan mutajenik aktif ara iiriinlere ¢evrilmektedir. Dietil
nitrozamin, DNA ve RNA da alkilasyon yapmakta ve protein sentezini
inhibe etmektedir (16, 25, 34). DEN’in insan lenfosit kromozomlarinda

kirik ve poliploidi olugturdugu, ratlarda bébrek ve karaciger kanserine
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neden oldugu gosterilmistir (7, 23, 44). Fare testisinde DNA sentezini
inhibe ettigi, DNA polimeraz enzimlerinde ardigik degisiklikler
olusturdugu bildirilmistir (12, 23, 44).

Hiicre metabolizmasinda santral pozisyonu daima niikleik asitlerin
alkilasyonuna odaklanmigtir. Ortak nokta guaninin N-7 pozisyonuna atak
yapilir. Guaninin O6 pozisyonun alkilasyonu DNA baz giftlegmesinde
ilgingtir. Bununla birlikte karsinojenik aktivite ile O% guaninin alkilasyonu

arasindaki korelasyon yeterli degildir (31, 46, 47).

2.5. Reaktif Oksijen Ozellikleri

Aecerobik organizmalar igin serbest radikallerin baglica kaynagi
molekiiler oksijendir. Oksijenin rediiksiyonu ve aerobik hiicrelerin
enzimatik oksidasyonu sirasinda negatif yiiklii bir ara iiriin olan superoksit
radikali (O2") ag¢iga ¢ikar. Bu radikal superoksit dismutaz enziminin

katalizi ile hidrojen peroksite ¢evrilir.
02 + O™ + 2H* ------ > H»02 + Oz

Yine superoksit radikalinin yer aldig1 bir dizi reaksiyon sonucu
ozellikle mitokondri i¢inde hidroksil radikali (OH") olusur (8, 29).

Normal metabolizmanin yanisira hiperoxia, inflamasyon,
radyasyonla artan oksijen metabolizmasi, superoksit, hidroksil radikalleri

ve hidrojen peroksit olugsumunu artirir (Sekil 2.3.) (8, 45).

Serbest radikallerin olusumundan sonra baz: hiicresel
komponentler risk altina girerler. Bunlar proteinler, lipidler ve DNA duir.
Proteinlerin serbest radikal hasarindan ne derece etkilenecegi aminoasit
kompozisyonlarina baglidir. Proteinin hiicresel lokalizasyonu ve radikalin
toksisite giiciine gore protein harabiyetinin boyutlar: degigebilir.

Niikleik asitler ve DNA: Radyasyonla hiicre iginde enerji
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depolanmasi sonucu iyonlar, serbest radikaller ve aktif molekiiller
meydana gelir. Iyonize edici radyaéyonla olugan serbest radikaller, DNA
y1 etkileyerek hiicrede mutasyon ve 6liime yol agarlar.

Membran kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglar: serbest
radikallerle reaksiyona girerek peroksidasyon olustururlar. Bu konjuge

dien olusumuna neden olur. Biitiin bunlar membran disfonksiyonu ile

sonuglanir (8, 11, 45).

ATP—> ADP—™ AMP—™ADENOZIN

4

INOSIN
HIPOKSANTINY, /KSANTIN OKSIDAZ~, , O, 2H,0~, y N NADP
4 P GSHPx || GSSGR
i : ; _ SOD
KSANTIN KSANTIN OKSIDAZ/ \sQp—> H02 Ngoo’ Mappr
rediikte J
~
URIK ASIT a
OH~-

' ' !

Protein Lipid DNA

S.R. S.R. S.R.
)

Lipid peroksidasyonu
Primidin dimerleri
Enzim inaktivasyonu Mutasyon
\
Konjuge dienler

Mcmbran disfonksiyonu

Sekil 2.3. Serbest radikaller ve mekanizmasi.
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2.6. Lipid Peroksidasyonu

Lipid peroksidasyonu, kanser, inflamatuvar hastaliklar,
ateroskleroz, yaslanma gibi durumlara neden olabilen doku hasarindan
sorumludur. Metilen ile kesintiye ugramis c¢ift baglari igceren yag
asitlerinin peroksitlerin olugsumu sirasinda meydana gelen serbest
radikaller (ROO-, RO-, OH-) tarafindan zararl: etkiler baglatilir. Lipid
peroksidasyonu bir zincir reaksiyonu olup daha ileri peroksidasyonu
baglatan serbest radikaller i¢in de devaml: bir kaynak saglar (11, 35).

Serbest radikallerin etkisiyle bir H atomunu kaybeden yag asidi
zinciri radikal niteligini kazanir. Béylece olusan lipid radikali (L*)
dayaniksiz bir bilegik olup bir dizi degisiklige ugrar. Molekiil i¢i ¢ift bag
aktarilmasiyla dien konjugatlari, daha sonra lipid radikalinin molekiiler
oksijenle etkilegmesi sonucu lipid peroksit radikali olugur. Lipid peroksit
radikalleri, zar yapisindaki doymamis yag asitlerini etkileyerek yeni lipid
radikallerinin olugsumunu saglamakta, kendileri de a¢iga cikan hidrojen
atomlarin1 alarak lipid hidroperoksitlerine doniigiir (LOOH). Lipid
peroksidasyonu, lipid hidroperoksitlerinin, aldehit ve diger karbonil
bilesiklerine déniligmesi ile sona erer. Bu bilegiklerden biri olan
malonildialdehit lipid peroksidasyonunun saptanmasinda kullanilmaktadir

(11, 18, 37).

2.7. Antioksidan Defans

Hiicreleri serbest radikal hasarindan koruyan g¢egsitli sitoplazmik
temizleyiciler ve enzimler vardir. Bunlart iki grupta toplamak
miimkiindiir.: Nonenzimatik ve enzimatik defans mekanizmalari. Bunlarin

genel bir dzeti ¢izelge 2.2.da gosterilmigtir.



Cizelge 2.2. Biyolojik sistemlerde antioksidan defans.

Nonenzimatik

Enzimatik

a. - Tokoferol (Vitamin E)
Askorbat (Vitamin C)
Glutatyon (GSH)
Flavanoidier

Bazi kimyasallar

B - Karoten

Urat

Bazi plazma proteinleri

Superoksit dismutaz (SOD)
Glutatyon peroksidaz

Katalaz

NADPH-kinaz-okside rediiktaz
Epoksit hidrolaz

Konjugasyon enzimleri
(Glutatyon -S- transferaz vs.)

Glutatyon rediiktaz

NADPH'ya bagl1 bazi enzimler
(G6FD)

2.7.1.Enzimatik defans

15

Bunlarin en dnemlileri superoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz,

katalaz, glutatyon rediiktazdir.

Glutatyonun ¢ogu rediikte formdadir (GSH) ve bu bilesik serbest

radikalleri indirgeyebilir.

Hiicre i¢inde glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz enzimleri

ile katalizlenen bir redoks siklusu vardir. Glutatyon peroksidaz, peroksit

rediiksiyonunu katalizler. Glutatyonun peroksitler ile reaksiyonundan

okside glutatyon (GSSG) olusur.

2GSH + ROOH------ >GSSG + H20 + ROH

GSSG glutatyon rediiktaz enziminin katalizi ile yeniden indirgenir.

GSSG + NADPH + Ht------

>2GSH + NADP+
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Bu enzimlerin katalizledigi reaksiyonlar ile (GSH/GSSG) (500/1)
orani korunur. Bu oran Hiicrelerin oksidatif hasardan korunmasinda
onemli bir rol oynar. Katalaz, benzer sekilde H»O2 nin parcalanmasindan
sorumlu bir diger enzimdir (35, 45).

Antioksidan sistemi enzimleri denen bu enzimlerden bagska bazi

molekiiller serbest radikalleri etkileyerek daha az toksik forma indirgerler.

2.7.1.1. Superoksit dismutaz (SOD:EC.1.15.1.1)

Memeli dokularinda ilk kez 1969 da Mc-Cord ve Fridovich
tarafindan bulunmustur. 11k belirlenen formu Cu-Zn-SOD dir. Molekiil
agirligr 33.000 olup non-kovalent olarak baglanmig iki alt iiniteden
olusur. Iki Cu, iki Zn atomuna sahiptir. Mn-SOD izoenzimi daha sonra
gosterilmistir. Bu izoenzim non kovalent bagli 4 alt iiniteden olusur. Cu-
Zn-SOD hem sitozolde, hem de mitokondride bulunurken Mn-SOD sadece
mitokondride bulunur (8, 19).

Serbest oksijen radikallerine karst cnzim sistemlerinden olan SOD:

02" + O™ + 2HF------ >02 + H20» reaksiyonunu katalizler.
Ancak burada olusan hidrojen peroksit organizma ig¢in son derece toksik
ve tehlikeli bir madde oldugundan katalaz ve peroksidaz enzim sistemleri

ile ortadan kaldirilir (18).

2.7.2.Nonenzimatik defans

Askorbat suda ¢oziinebilir bir rediiktan ve radikal temizleyici olup,
ayrica tokoferolleri indirgenmis aktif formda tutar. B-karoten de lipid
peroksidasyonunu onler. Sekerler, doymamis amino asitler, siilfiir igeren
amino asitler, doymamis yag asitleri ve E vitamini ile GSH dan 6zellikle
s6z etmek gerekir.

GSH nonenzimatik defansta ¢ok o6nemlidir. Hiicrelerin lipid
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peroksidasyonundan, dolayisiyla serbest radikallerin zararli etkilerinden
korunmasinda rolii vardir.

GSH, eritrosit metabolizmasinda ¢esitli proteinlerin, drnegin
hemoglobin, katalaz ve hiicre zarindaki lipoproteinlerin sulfhidril
gruplarini koruyucu olarak 6nemli rol oynar. Rediikte glutatyon non
spesifik rediiksiyon ajanidir ve oksidasyon mekanizmalarinda onemli

gorev iistlenmistir (13, 45).

2.7.2.1. E Vitamini

s O CHs CH3 CH3 CH3
HsC 1 >1—(CH2)3 CH(CH2)3CH(CH2)3CHCH3
3
OH 4
CHs

Sekil 2.4. a - 5,7,8, Trimetil Tokol (a-tokoferol)

Bitkilerde sentez edilen E vitamini hidroksi 6-kroman tiirevleridir.
Bunlar dog8ada yan zinciri doymus olan tokoferoller halinde ya da yan
zinciri doymamis olan toko-tri-enollerdir. Tokoferoller arasinda en fazla
biyolojik aktivite gosteren alfa tokoferol olup, digerleri beta, gamma,
lamda ve sigma tokoferoldiir. Tokoferoller 6 nolu karbon atomuna bagli
hidroksil grubundan dolayi stabil degildir, asetat tiirevine doniiserek daha
stabil hale gelirler. Ester tiirevi antioksidan aktivite gostermez,
organizmada esterazlar tarafindan hidroliz edilerek tokoferollere ¢evrilir
(35).

E vitamininin biokimyasal fonksiyonu tam bir acikliga
kavusturulamamis olmakla birlikte, en fazla tizerinde durulan ozelligi
antioksidan olugudur.

E vitamini, in vivo olarak meydana gelen serbest radikalleri

yakalayarak, onlarin dokulardaki doymamis lipidlerle meydana getirecegi
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peroksidasyon reaksiyonlarindan korur (8, 24).

ROO- + Vit E-OH ----—- > ROOH + Vit E-O.
Vit E-O. + AH ----—-- > Vit E-OH + A.

Molekiiler ¢aligmalar, E vitamini molekiiliiniin yan zincirinde
bulunan 4 ve 8 nolu karbon atomlar: ile zarlara bagli fosfolipidlerdeki
aragidonik asidin stabil bir kompleks olusturabilecegini gostermigtir.
Biolojik membranlarin degismez lipid komponenti olan E vitamininin
yagda ¢oziinebilirlik o6zelligi, bu vitaminin bilinen en ©nemli
fonksiyonuyla dogrudan iliskilidir. Membran lipidlerinin
peroksidasyonunda inhibitdér olarak davrandi8i bilinen E vitamini
kolesterole benzer sekilde biyolojik membranlarin komponentlerinin
molekiiler mobilitesini kisitlayarak ya da potansiyel olarak toksik olan
poliansatiire yag asitlerini peroksidasyondan korurken, hem olmayan
demiri igeren proteinlerin oksidasyonunu da onler. Lipidlere bagl:
aragidonik asitle kompleks tegkil ederek zarlarin yapisina giren E vitamini,
hiicre ve hiicre zarlarinda bulunan uzun zircirli doymamis yag asidi,
ozellikle aragidonik asit igercn zarlarin gegirgenliklerini azaltmasi, zarlara
bagli fosfolipidlerin in vitro fosfolipaz tarafindan bozunmasini 6nlemesi

gibi 6nemli 6zelliklere sahiptir (10).
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari

Bu galigma Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Biokimya
Anabilim Dalinda gergeklestirildi. Caligma materyalimiz olan erkek Wistar
ratlar Anabilim Dalimiz Hayvan laboratuvarindan saglandi.

8 er hayvandan olusan 3 grup teskil edildi. 1. grup kontrol grubu
idi ve bu gruba diger gruplarla esdeger miktarda serum fizyolojik
intraperitonal olarak enjekte edildi. 2. gruba tek doz 200 mg/kg olmak
izere DEN (dietil nitrozamin) intraperitonal olarak verildi. 3. grup ise
tedavi grubu idi ve 200 mg/kg DEN ile birlikte 300 mg/kg GSH (Rediikte
glutatyon) intraperitonal olarak enjekte edildi. Bu hayvanlarin 1. 24. 48.
72. 96. saatlerde intra kardiak olarak heparinli tiiplere kanlar: alindiktan
sonra dekapite edilerek 6ldiiriildii. Sonra karaciger ve bobrek dokular:
alindi. Dokular 3 defa serum fizyolojik ile yikandiktan sonra bir kismi

formal igine alinarak histolojik inceleme igin ayrildi.

Bu ayrilan karaciger ve bobrekler %10 luk nétral formalinde 24
saat tesbit edildikten sonra artan derececli alkollerde dehidrate edilip
parafine gomiildiiler. 5 w luk kesitler, hematotoksilen eosin ile boyandilar.
Kesitler incelenerek olympus PMIO-ADS fotomikroskop ile
mikrofotograflar: ¢ekildi.

Kalan diger dokular ise ¢aligmaya kadar -25°C da Bosch marka

derin dondurucuda muhafaza edildi.

Kanlar alindiktan hemen sonra santrifiij edilerek Malonil dialdehit
olgiimleri ig¢in plazmalar: ayrildi. Kalan kanlar 3 defa %0.9 luk serum
fizyolojik ile yikanarak eritrosit paketi hazirlandi. Bu eritrosit paketinden

hemoglobin &lgimleri yapildi. SOD ve E vitamini ig¢in eritrosit
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hemolizatlar: hazirlandi. Bu plazma ve hemolizatlar ¢alismaya kadar -25°C

da saklandi.

3.1.1.Hemolizat Hazirlanmasi

Plazmasi ayrilan ve serum fizyolojik ile yikanan eritrositlerden
hemoglobin &l¢iimii Drabkin yéntemi ile belirlendi. Bu eritrosit paketinden
0.5 ml alinarak 3.5 ml soguk distile su 1.0 ml etanol ve 0.6 ml kloroform
eklenerek kloroform-etanol ekstraksiyonu uygulandi. Daha sonra 3000

rpm. de 10 dakika santrifiij edilerek iistteki berrak kisim ayrildi.

3.1.2.Doku homojenatlarinin hazirlanmasi

Bunun i¢in dokular kiigiik pargalara ayrildi, sonra homojenize
edildi. 2000 g de santrifiij edilerek homojenatlar ayrildi. Bu
homojenatlardan MDA, SOD ve Vit E ol¢iimleri ile protein miktar tayini

yapildi. Protein tayini Biiiret yontemi ile belirlendi (48).

3.2. Yintem

3.2.1.Malonil dialdehit dl¢iimi

Malonil dialdehit lipid peroksidasyonunun sekonder bir iiriinii
olup, lipidlere ait peroksidasyonun belirlenmesinde en ¢ok kullanilan
parametrik birimdir.

Bu ¢aligmada Okhawa ve arkadaglarinin yéntemi modifiye edilerek
uyguland: (40). Bu yéntemin esast MDA nin Tiyobarbitiirik asitle verdigi
renk reaksiyonunun optik dansitesinin Sl¢limiine dayanir. Bunun igin
oénceden hazirlanan plazma 6rnekleri ve homojenatlar, sodyum dodesil

sulfat, %20 asetik asit pH:3.5, %0.8 TBA iceren ortamda 60 dakika 90°C
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da kaynatildi. Butanol-piridin ekstraksiyonu ile ayrilan berrak iist kismin
532 nm. de kore kargi verdigi absorbanslar ol¢iildii. Lipid peroksit
standardi olarak 1.1.3.3. tetraetoksipropan kullanildi.

Sonuglar nmol/ml MDA olarak belirlendi. Dokularda ise nmol/mg

protein olarak hesaplandi.
3.2.2.SOD aktivitesinin belirlenmesi

SOD aktivitesi Winterbourn ve arkadaglarinin gelistirdikleri, temeli
Beauchamp ve Fridovich’in metoduna dayanan yéntem uygulanarak tayin
edildi (51).

Yontemin esasi fotorediikte riboflavin ile oksijenin reaksiyonundan
agiga c¢ikan superoksit radikalinin Nitro Blue Tetrazolium’u (NBT)
rediiklemesinin SOD enzimi tarafindan engellenmesi esasina dayanir.

0.1 M EDTA+NaCN, 1.5 mM NBT, 0.12 mM riboflavin ve 3 ml
hacme tamamlanmak iizere M/15 (pH=7.8) fosfat tamponu kullanilan
reaktiflerdi. Tiipler ¢calkalandiktan sonra 15 dakika uniform aydinlatmaya
maruz birakildi. Sonra 560 nm de optik dansiteler belirlendi. SOD enzim

miktar: U/gr.Hb olarak, dokularda ise U/mgr.protein olarak hesaplandi.
3.2.3.E Vitamini Ol¢iimii

Orneklerimizde E vitamini diizeyleri Hashim’in yd&ntemi
uygulanarak tayin edildi (20). Bu yontemin prensibi a-tokoferolun, demir
(+++) iyonlarini, demir (++) iyonlar1 haline rediikleyerek, bunlarin da
TPTZ (2,4,6 Tripyridyl-S-triazine) ile olusturduklar: renkli mavi-menekse
kompleksin spektrofotometrik degerlendirilmesine baglidir. Orneklere
eklenen absolu etanol, ksilen ve distile su ile 6 ml lik hacim 2000 rpm de
5 dakika santrifiij edilerek en iistteki berrak ksilen tabakasi iizerine TPTZ

ve FeClz eklenerek 600 nm de optik dansiteler hemen okundu. Standart
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olarak a-tokoferol (%1 mg) kullanildi. Hemolizat E vitaminleri mg/gr Hb,
homojenatlarda ise mg/gr protein olarak hesaplandi.
Tim spektrofotometrik Olgiimlerde UV-120 Shimadzu

spektrofotometri kullanildi.

3.3. Istatistiksel Analiz

Tiim istatistiksel deZerlendirmeler, tek yonlii varyans analizi ve

Tukey-W testinin birlikte kullanilmasiyla yapild: (41).



23

4. BULGULAR
4.1. Biyokimyasal Bulgular
4.1.1.Plazma ve eritrosit

Kontrol grubu ilc DEN verilen grup ve DEN+GSH verilen grup
arasindaki plazma MDA degerleri Ek Cizelge 1 de ve istatistiksel verileri
ise Cizelge 4.1. de gosterilmistir.

Buna gore 24. ve 96. saatlerde DEN verilen grupta istatistiksel
olarak 6nemli diizeyde artig gozlendi (p<0.05, p<0.01).

Eritrosit SOD aktivitesi degerlerinde (Ek,Cizelge 2) 1., 48., 96.
saatlerde anlaml: bir fark yoktu. Buna karsin 24. saatte kontrol grubu ile
kiyaslandiginda DEN verilen grupta (p<0.05) diizeyinde anlaml1 diigme
saptandi. 72. saatte DEN+GSH verilen grupta 6nemli diizeyde artig vard:
(p<0.01) (Cizelge 4.2.).

Eritrosit E vitamini diizeylerinde 24. ve 72. saatlerde DEN verilen
gruplarda anlamli diizeyde azalma gozlendi (p<0.05)(Ek-Cizelge 3). Fakat
96. saat E vitamini bulgularimiz, kontrol grubu ile kiyaslandiginda diger

gruplarda artig goriilldi (p<0.01) (Cizelge 4.3.).
4.1.2. Karaciger dokusu

Inceledigimiz rat karacigerlerinde dlgiilen MDA, SOD ve Vit E
degerleri Ek-Cizelge 4°de ve istatistiksel bulgulart Cizelge 4.4 te
gosterildi. Buna gére MDA diizeyleri kontrol grubuna gdre DEN ve
DEN+GSH gruplarinda 6nemli derecede artig gosterdi (p<0.05).
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Superoksit dismutazin karacigerdeki istatistiksel incelenmesinde
DEN verilen grubun kontrol grubuna gore 6nemli oranda diigtiigii goriildii
(p<0.001).

E vitamininde karacigerde, tedavi grubunda (DEN+GSH) 6nemli

diizeyde diigme gozlendi (p<0.05).

4.1.3. Bobrek Dokusu

Rat bobreklerinde de MDA, SOD ve E vitamini diizeyleri 6lgiildii
(Ek-Cizelge 5). Kontrol grubu ile DEN verilen grup ve DEN+GSH verilen
grup arasindaki istatistiksel degerlendirmeler ¢izelge 4.5 te gosterildi. Bu
tabloda goriildiigii gibi MDA diizeylerinde gruplar arasinda DEN verilen
grupta 1liml1 bir artma olmakla birlikte istatistiksel bir fark yoktu
(p>0.05).

Bobrek SOD verilerinde ise kontrol grubuna gére DEN verilen
grupta 6nemli diizeyde diigme gozlenirken (p<0.01) DEN+GSH verilen
grupta artig gozlendi (p<0.01).

Bobrek Vit E degerleri ise DEN verilen grupta kontrol grubu ile

kiyaslandiginda 6nemli derecede artmist1 (p<0.01).
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Cizelge 4.4. Karaciger dokusu MDA, SOD ve Vit E degerleri istatistik sonuglari

(Ortalama = SH)
PARAMETRE MDA SOD Vit E
(nmol/mg prot.)| U/mg prot.) | (mg/gr prot.)

GRUPLAR
KONTROL 0.66+0.07 5.67+0.2 1.7320.07
DEN Verilen

GRUP 0.98+0.07 3.81+0.2 1.70+0.08
DEN + GSH 0.92+0.08 5.51+0.1 1.48+0.05
Verilen GRUP
Kontrol ile DEN p<0.05 p<0.001 p>0.05
Kontrol ile DEN+GSH p<0.05 p>0.05 p<0.05
DEN ile DEN+GSH p>0.05 p<0.001 p<0.05

Cizelge 4.5. Bobrek dokusu MDA, SOD ve Vit E degerleri istatistik sonuglari

(Ortalama + SH)
PARAMETRE MDA SOD VitE
(nmol/mg prot.)| (U/mg prot.) | (mg/ g prot.)

GRUPLAR
KONTROL 0.55+0.05 4.90+0.13 1.24+0.05
DEN Verilen

GRUP 0.67+0.04 3.51+0.14 1.56+0.04
DEN + GSH 0.53+0.03 5.82+0.15 1.09+0.04
Verilen GRUP
Kontrol ile DEN p>0.05 p<0.01 p<0.01
Kontrol ile DEN+GSH p>0.05 p<0.01 p<0.01
DEN ile DEN+GSH p>0.05 p<0.001 p<0.001
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4.2. Mikroskobik Bulgular

4.2.1. Karaciger dokusu

Kontrol grubu : Kontrol grubu karacifer kesitlerinde normal

histolojik yap: goriildii (Sekil 4.1.).

Sekil 4.1. Kontrol karaciger dokusunda normal histolojik yapi
(--->) : Hepatositler H.E. X 64

DEN verilen grup : Bu grup karacifer dokusunda yogun
hidropik dejenerasyonlu, ve piknotik ¢ekirdekli ve hatta nekroze olmus
hepotositlere rastlandi. Bazi hepatositlerde yagli dejenerasyonda
goriilliyordu. Karacigerdeki 1sinsal yapinin yer yer bozuldugu gézlendi.
Hiicre infiltrasyonlu bolgeler tesbit edildi. Hiperemik damarlara rastlandi.
Dokudaki bozukluklar genel olarak yaygin hidropik dejenerasyon geklinde
goriiliyordu. Interselliiler alanlarda genislemeler yogun olarak vard:
(Sekil 4.2., 4.3.). '
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Sekil 4.2. DEN verilen grup karaciger dokusunda yogun hidropik
dejenerasyonlu hiicreler (¥*) ve nekrotik alan (--->)
goriilmekte. H.E X 132

7

Sekil 4.3. DEN verilen grupta karaciger hiicrelerindeki lipid
birikimi (*). H.E X 320
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DEN+GSH verilen grup : Bu grubu inceledi§imizde dokudaki
hiperemik damarlar dikkatimizi ¢ekti. DEN+GSH verilen bu grup
karacigerde, DEN grubuna goére yagl dejerieratif bozukluklarin
kayboldugu gozlendi. Ancak hidropik dejeneratif degisikliklerin yer yer
devam ettigi goriliiyordu. Bu grup karacigerlerinde bozukluklarin bu
diizeyde olmasina ragmen hiicre sinirlar: segilebilmekteydi. Az miktarda
hiicre infiltrasyonu da vardi. Sonug olarak normal karaci§er hiicrelerine
rastlamig olmamiza ragmen genelde GSH nin karaciferde tamamen

diizelmeye neden olmadigin1 goriiyoruz (Sekil 4.4.).

Sekil 4.4. DEN + GSH verilen grup karaciger dokusunda
yaglanmanin ortadan kalktigi, normal (--->) karaciger
hiicreleri yaninda yer yer hidropik dejenerasyonlu (>)

goriilmekte. H.E X 132
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4.2.2.Bobrek dokusu

Kontrol grubu : Normal histolojik yap:1 disinda bir bulguya
rastlanmadi (Sekil 4.5.).

Sekil 4.5. Kontrol grubu bobrek dokusu normal yapi. H.E X 64

DEN verilen grup : Doku, konjestif goriinimde idi. Gerek
korteks gerek medullada bu durum vardi. Tiibiiler yapilardan, gerek distal
gerck proksimal boliimlerinde herhangi bir bozukluga rastlanmamakla

beraber distallerde minimal dilatasyonlara rastland1 (Sekil 4.6.).
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ekil 4.6. DEN grubu bobrek dokusunda normale yakin histolojik
g y ]
yapi, (*) Dilate distal tiibiiller H.E X 64

DEN+GSH verilen grup : Proksimal ve distal tiibiiliislerde,
glomerul yapisinda ve medulla bolgesi (toplayict ve bosaltma borulari)

yapilarinda herhangi bir dejenerasyon gorillmiiyordu (Sekil 4.7.).
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Sekil 4.7. DEN + GSH grubu bobrek dokusunda
yapt. H.E. X 32

normal histolojik
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5. TARTISMA

Nitrozaminlerle yapilan gesitli ¢alismalarda dietil nitrozaminin
ratlarda karacifer kanserojenezini baglatti§i, hepatotoksik bir madde
oldugu, in vitro ¢aligmalarda ise degisik organ ve dokulara ait birgok
enzimin aktivitesini inhibe ettigi (7, 9, 35, 46) bulunmustur. Kanserojenik
maddelerle karaciger kanseri olusumu ¢ok basamakli bir olaydir. Bu gok
basamakli olayin en onemli karakteristiklerinden biri mikroskobik
lezyonlardir. Boyle lezyonlar: karakterize etmek igin ¢ok sayida biolojik
ve biokimyasal belirleyiciler kullanilmaktadir (50). Enzim aktivitesindeki
degisimler biokimyasal belirleyiciler arasinda yer almaktadir.

Son yillarda serbest radikal ¢aligmalarinin yogunlagmasiyla birlikte
antioksidan sistemini ilgilendiren lipid peroksidasyonu, superoksit
dismutaz enzimi ve E vitamini de iizerinde durulan materyaller arasinda
yerlerini almiglardir. Bu ayni: zamanda bu parametrelerin kanser ile
iligkilerini arastirmada 1s1k tutabilmektedir.

Bu ¢aligmada, serbest radikaller, dietil nitrozamin, kanser ile, E
vitamini, superoksit dismutaz enzimi ve lipid peroksidasyonunun iligkileri
incelenmeye g¢aligsildi. Bu amagla 5 ayri zamanda alinan kanlarda ve
karaciger ile bobrek dokularinda Dietil nitrozamin ile, dietil
nitrozamin+GSH nin SOD, E vitamini ve lipid peroksidasyonunun son
iiriinii olan malonil dialdehit tizerine etkilerini arastirdik.

MDA 6l¢iimleri plazmada 24. ve 96. saatlerde anlamlilik gosterdi.
Buna gore 24. saatte kontrol grubuna gére DEN verilen grupta anlamlt
yiikselme gozlendi (p<0.05), DEN+GSH verilen grupta ise kontrol
grubuna gore fark gozlenmedi. Bu grup DEN verilen grup ile
kiyaslandiginda anlaml:i diigme gézlendi (p<0.05).

I1k bakista bu tablodaki degisiklikler lipid peroksidasyonunun 24.
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saatte bagladig1 izlenimini vermektedir. 48. ve 72. saatlerde fark
siirmesine ragmen bu istatistiksel olarak ortaya konamadi. 96. saatte ise
DEN verilen grubun diger gruplarla kiyaslanmasinda istatistiksel
anlamliligin artig1 (p<0.01) lipid peroksidasyonunun siirdiigiini
gostermektedir.

Bu durum 96. saat sonunda alinan karaciger dokusu ile de bir
uyum gostermektedir. Konrol grubu ile kiyaslandiginda DEN verilen
grupta ve tedavi grubunda 6nemli 6lgiide artma vardi (p<0.05). DEN
verilen grup ile DEN+GSH verilen grup kiyaslandiginda ise tedavi
grubunda i1liml1 bir azalma gozlenmesine ragmen bu azalma istatistiksel
olarak farksizdi (p>0.05).

Bobrek dokusunda ise DEN verilen grupta MDA diizeylerinde hafif
bir artma goriilmesine ragmen her ti¢ grup arasinda istatistiksel bir fark
bulunamad: (p>0.05). Biitiin bu bulgular DEN in karaciger iizerine toksik
etkisi oldugunu ve lipid peroksidasyonunu 6zellikle karaciger iizerinde
gosterdigini kanitlamaktadir. Histolojik bulgularda da gozlendigi gibi
karaciger dokusu DEN verilen grupta patolojik lezyonlar gostermektedir.
Ancak buna karsin GSH nin lipid peroksidasyonu ilizerinde yeterince
tedavi edici etkisi olmadig: s6ylenebilir. Bu durum DEN verilen grup ile
DEN+GSH verilen gruplarin gerek plazma, gerekse dokultardaki
istatistiksel olarak farksiz bulunan degerleri kargilagtirilinca goriilebilir.

Kanserojenik ajanlarin hiicre zarlarinin gegirgenligi iizerinde etkisi
olmasi1 dogaldir. Dietil nitrozamini de i¢ine alan kimyasal karsinojenler
hiicre zarlarinin biolojik aktivitesini de8istirmektedir (50). Lipid
peroksidasyonunun hiicre hasarina hatta hiicre 6limiine neden oldugu
bilinmektedir (11, 18, 45).

Novi ve arkadaslar: aflatoksinin olusturdugu karaciger kanserini
GSH nin goriiniir olarak diizelttigini s6ylemislerdir (38). Diger bir
caligsmada ise Ahluwalia ve arkadaglari, intragastrik olarak verilen GSH

nin karaciger kanseri iizerine etkili olmadigin1 bildirmislerdir (1).
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Hiicrede molekiiler oksijenin reaktif ve toksik iiriinleri olan oksijen
radikallerine karsi dofrudan koruyucu fonksiyonu goren ilk ve tek enzim
superoksit dismutaz (SOD) enzimi olup, iki superoksit radikali arasindaki
dismutasyon tepkimesini katalizler.

Caligmamizda eritrosit SOD degerlerinde 1., 48., 96. saatlerde
anlaml:1 bir fark gozlenmedi (p>0.05). 24. saatte kontrol grubu ile
kiyaslandiginda DEN verilen grupta 6nemli diizeyde diigme goézlendi
(p<0.05). 72. saatte de kontrol grubuna gdre DEN verilen grupta 1liml1 bir
azalma olmasina ragmen bu azalma istatistiksel olarak farksizdi. Tedavi
grubunda ise diger saatlerde kontrol grubuna yaklagsan degerler goriildii.

24. saatte lipid peroksidasyonun baglamasiyla birlikte SOD
aktivitesindeki azalmalar dikkati cekmektedir. Karaciger dokusunda SOD
enzimi DEN verilen grupta énemli 6l¢iide azald1 (p<0.001). DEN+GSH
verilen grupta ise kontrol grubuna yaklagmisti (p>0.05).

Benzer bulgular bobrek dokusunda da elde edildi. DEN verilen
grupta kontrol grubuna goére anlamli azalma goézlendi (p<0.01). Tedavi
grubunda ise artig vard: (p<0.01).

Enzim aktivitelerinde meydana gelen bu artma ve azalmalarin,
hedef dokularin hiicrelerinde kimyasal karsinojenler ile hiicredeki
proteinler, DNA ve RNA arasinda kovalent baglar olugsmasiyla
gergeklegtigi kabul edilmektedir. Kimyasal kartinojenler proteinlere
baglanarak enzim proteininde kanformasyonal de§isiklige neden
olmaktadir (15, 25, 46).

Gergekten kanser olusumuna, bu bilegiklerin, hiicrelerdeki gesitli
makromolekiillerde kovalent bag olusturan degisik elektrofilik maddelere
doniigimii yol ag¢maktadir. DEN’in dokuya 6zgii enzimatik N-
dealkilasyonu sonucu elektrofilik bir ara madde olusur. Bu ara madde
DNA y1 etilleme yetenegine sahiptir. Bu nedenle DEN’in toksik, mutajenik
ve kanserojenik 6zelliklerinden, dokuya 6zgii N-dealkilasyon sorumlu

tutulmaktadir. DEN zararli biolojik etkisini, mikrozomal karigik
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fonksiyonlu oksidazlar tarafindan metabolik aktivasyona ugratilip aktif ara
maddelere doniiserek gosterir (25, 52, 53). Bulgularimiza dikkat edersek
karaciger dokusunda, bobrek dokusunda ve eritrositlerde genellikle, DEN
verilen grupta SOD enzimi anlamli olarak azalirken DEN+GSH verilen
grupta, kontrol degerlerine yaklagmisti. Ozellikle 24. saatte lipid
peroksidasyonunun anlamlilik kazanmasina karsin ayn: saatte SOD
enziminin anlamli olarak diismesi ilgingtir. 72. saatte tedavi grubunda
SOD enzimindeki artig, lipid peroksidasyonunda 96. saatte maksimum
azalmay1 olusturmugtur. DEN’in toksik etkisiyle karacigerin detoksifiye
etme kapasitesinin azalmasi, protein sentezinin inhibisyonu ve karaciger
hiicrelerinin harabiyeti sonucu SOD enzim aktivitesi azalmaktadir.

GSH nin tedavi edici etkisi ile ilgili geliskili gorisler vardir.
N.Frank ve arkadaslar1 intraperitonal olarak ratlara DEN verdiklerinde
GSH igeriginin karaciger dokusunda arttigint bulmusglardir. Bunun
sonucunda GSH nin yeterince koruyucu gorevi yapmadigini soylemislerdir
(14). Bir bagka ¢aligmada ise karaciger kanserlerini GSH nin goriiniir
olarak diizelttigi bildirilmistir (38).

DEN uygulanan farkli hayvan gruplarinda genellikle doku
enzimlerinin inhibe edildigi bildirilmistir (5, 22, 23). DEN grubunda SOD
aktivitesi azalmalari buna uyum godstermektedir. Lipid peroksidasyonunun
aktive olmasi, yikim iiriinlerinin ortamda artmasina yol agmaktadir.
Dolayisiyla buna kars: koymaya caligan antioxidan sistemi enzimlerinden
SOD’1n azalmasina yol agabilir.

E vitamini, selliiler ve subselliiller membran fosfolipidlerinde
bulunan poliansatiire yag asitlerinin peroksidasyonuna kars: ilk savunma
hattint olugturuyor gibi gozikmektedir. Mitokondri, endoplazmik
retikulum ve plazma membran fosfolipidlerinin a-tokoferole kars:
afiniteleri vardir ve bu konumlarda yoZunlasti31 zannedilmektedir.
Tokoferoller ferolik bir hidrojeni, peroksidasyona ugramis bir

poliansature yag asidindeki serbest peroksit radikaline aktarabilmenin
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sonucu serbest radikal zincir reaksiyonlarini kirarak antioksidan bir
davranis ortaya koymaktadir (8, 18, 35).

Eritrosit membranlarinda yogunlastig1 kabul edilen E vitamininin
eritrositlerdeki diizeylerini DEN ve DEN+GSH verilen gruplarda dlgerek,
kontrollerle kiyasladik. Buna gére 24. ve 72. saatlerde DEN verilen
grupta anlaml: diigmeler gozledik (p<0.05). DEN+GSH verilen grup ise
kontrol grubuna gﬁre anlamsizdr (p>0.05). E vitaminin SOD enzimine
benzer sekilde defisim gosterdigi goriildii. Ancak 96. saatte kontrol
grubuna gore DEN verilen grupta ve tedavi grubunda artig vard: (p<0.01).
Bu bulgularimiz E vitaminin DEN’in olusturdugu lipid
peroksidasyonundan etkilendigini gostermektedir. Ancak dokular igin ters
bir durum s6z konusu idi. Ciinkii karacier dokusunda kontrol grubuna
gore DEN verilen grupta anlaml1 fark yokken, tedavi grubunda E vitamini
azalmigtr (p<0.05). Bobrek dokusunda ise DEN verilen grupta kontrol
grubuna gore artarken (p<0.01), tedavi grubunda diigmiistii (p<0.01). Bu
bulgular GSH nin E vitamini lizerinde yeterince koruyucu gorev yapmadigi
izlenimi vermektedir.

Tiim bu biokimyasal agiklamalar: histolojik bulgularla birlestirecek
olursak DEN metabolizmasindaki alkilasyonun niikleus yapisinda 6zellikle
DNA da bozukluklar yapmas: séz konusudur. Bunun sonucunda
karacigerde niikleik asitlerin ve protein sentezini de§isiklige
ugratmaktadir. Boylece maddenin toksik etkisiyle hiicrede en onemli
faaliyetler bozulmakta ve cesitli histopatolojik bozukluklara neden
olmaktadir. Bizim c¢aligsmamizda 6zellikle DEN grubunda, biiyiik bir
olasilikla, ac¢iklanan nedenlerden dolay: dokuda hasar olugmustur. Tiim
bulgularin 1518inda DEN karacigerde belirlenen siire i¢inde toksisite
olugturmustur. Ancak bu durum bobrekte ayni sekilde olmamigtir. Cilinkii
kullandigimiz madde primer olarak karaciferde metabolize olup, kisa
siirede bobrekte toksisite yapmadig: kanisina varilmigtir.

GSH nin gorevi, serbest radikal hasarindan hiicreyi korumaktir.
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Bizim ¢aligmamizda GSH nin, dietil nitrozaminin neden oldugu lipid
peroksidasyonunu azaltmasi sz konusudur. Nitekim karacigerdeki
histolojik bulgularda verilen doz ve siireye bagli olarak iyilegme
goriilmiistiir. En azindan akut evrede GSH, DEN in etkisini bir miktar
baskilamistir, ancak bu diizelmeler yeterli diizeyde olmamigtir. Bu nedenle
GSH nin doz uygulanmasinda, doz miktarina, siiresine ve doz verme

araliklarinin iyi belirlenmesi gerektigi sonucuna varildi.
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6. SONUCLAR

Kanser ile serbest radikaller arasindaki iliski, son zamanlarda
iizerinde ¢ok caligilan konular arasindadir. Karsinojenik bir madde olan
Dietil Nitrozamin’in rat kan: ile karaciger ve bobrek dokularinda MDA,
SOD ve E vitamini diizeyleri iizerine onemli derecede etkileri olabilecegi
bu caligmada aragtirildi. Lipit peroksidasyonuna karg: bir defans
mekanizmas: olugturdugu bilinen GSH nin, bu zararl: etkileri ortadan
kaldirmakta yeterince etkili olmadig: goriildii.

Bu ¢aligmanin 6zellikle GSH dozu iizerinde olmak iizere daha ileri

aragtirmalarla desteklenmesi gerektigi sonucuna varildi.
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Ek-Cizelge 1. Plazma lipid peroksit (MDA) degerleri (nmol/ml)
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KAN ALMA

AMANI 1 24 48 72 96

GRUPLAR
1 3.5 2.8 3.2 3.0 3.2
2 34 2.2 3.1 3.5 3.6
3 3.5 24 3.5 4.4 3.0
KONTROL 4 34 2.8 3.3 3.9 33
GRUBU (n=8) 5 3.9 3.0 33 3.7 3.1
6 3.1 2.8 3.2 3.8 3.9
7 3.5 2.9 2.7 2.5 3.8
8 33 2.9 3.2 3.8 3.0
1 3.2 3.2 33 4.0 4.0
2 2.8 2.5 3.1 3.6 3.8
3 3.6 3.0 3.0 34 3.8
DEN Verilen 4 3.5 3.7 3.9 3.5 4.2
GRUP (n=8) 5 4.8 2.5 3.0 3.1 4.5
6 3.7 2.9 3.0 3.5 4.0
7 33 2.8 3.2 3.6 4.1
8 3.6 3.0 34 3.5 4.2
1 2.7 23 39 28 3.2
2 2.6 3.1 2.9 4.3 4.0
3 3.7 2.8 3.0 2.8 3.7
DEN+GSH Verilen 4 3.5 24 3.1 2.7 4.2
GRUP (n=8) 5 3.7 2.6 24 3.1 2.9
6 3.8 2.5 27 28 3.9
7 29 2.6 3.1 3.2 3.7
8 3.5 2.7 3.0 3.2 3.6




Ek-Cizelge 2. Eritrosit SOD degerleri (ii/gr Hb)
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KAN ALMA
ZAMANI 1 24 48 72 96
GRUPLAR
1 3696 3680 3669 3770 4181
2 4527 4240 5197 4121 3925
3 4065 4140 5010 3751 4382
KONTROL 4 4092 3560 4693 4305 4931
GRUBU (n=8) 5 4263 4240 4199 3927 4899
6 3986 3510 3907 3760 4090
7 3880 3090 4201 3529 4400
8 3899 3690 4198 3780 4100
1 4694 2331 3116 3234 3498
2 5080 3074 4313 3787 4196
3 4415 2974 4588 4073 4283
DEN Verilen 4 4641 3137 3281 4054 4741
GRUP (n=8) 5 2952 3591 5016 3568 3919
6 3591 3591 4351 3663 3862
7 4680 3767 3980 3653 4200
8 4770 3950 4850 3905 4285
1 3100 3750 4988 4035 3481
2 4601 3825 4894 4280 4341
3 5200 3780 4422 4394 4632
DEN+GSH Verilen 4 5266 4095 4988 4460 4544
GRUP (n=8) 5 4907 3615 4677 3846 4477
6 5150 4050 3894 4250 4216
7 4999 4100 3213 4190 4490
8 5050 3925 4990 4280 4588




Ek-Cizelge 3.Eritrosit E vitamini degerleri (mg/grHb)
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KAN ALMA

ZAMANI 1 24 48 72 96
GRUPLAR

1| 0236 | 0225 | 0228 | 0219 { 0.202

2 | 0228 | 0217 | 0211 0219 | 0.209

3| 0234 | 0215 | 0208 | 0221 0.21

KONTROL 4 | 023 0227 | 0.208 0.22 0.213

GRUBU (n=8) 5| 0231 | 0217 0.21 0212 | 0.214

6 | 0.231 0.22 0.215 0.22 0.209

7 | 0232 | 0222 0.209 0219 | 0.211

8 | 031 | 0219 | 0212 | 0219 0.21

1 | 0231 0207 | 0211 0.213 0.21

2 | 0235 | 0215 | 0217 | 0214 | 0.216

3 0.21 0215 | 0206 | 0217 | 0.219

DEN Verilen 4 | 0236 | 0218 0.2 0215 | 0.224

GRUP (n=8) 5| 0233 | 0215 0.21 0.21 0.225

6 | 0232 | 0217 | 0211 0214 | 0219

7 | 0236 | 0214 | 0208 | 0213 | 0215

8 | 0235 | 0212 | 0209 | 0214 | 0216

1 | 0224 | 0216 | 0213 | 0214 0.23

2 | 0238 | 022 0215 | 0227 | 0223

3| 0235 | 0216 | 0202 | 0214 | 0222

DEN+GSH Verilen 4 | 021 0.228 0.21 0214 | 0223

GRUP (n=8) 5| 0235 | 0216 | 0204 | 0217 | 0227

6 | 0238 | 0218 0.21 0215 | 0225

7 | 0235 0.22 0215 | 0214 | 0224

8 | 0237 | 0219 | 0211 | 0213 0.22




Ek-Cizelge 4.Karaciger dokusu MDA, SOD ve Vit E degerleri

PARAMETRE
MDA SOD VitE
GRUPLAR (nmol/mg prot.)| (ii/mg prot.) (mg/gr prot.)
1 0.75 4.56 1.67
2 0.53 531 1.56
3 1.1 5.62 2.14
KONTROL 4 0.65 5.8 1.79
GRUBU (n=8) 5 0.6 6.43 1.69
6 0.46 6 1.48
7 0.6 59 1.72
8 0.63 59 1.78
1 1.07 4.21 1.32
2 1.13 4.81 1.81
3 0.96 338 1.95
DEN Verilen 4 1.23 3.6 2
GRUP (n=8) 5 0.53 2.88 1.56
6 0.94 39 1.8
7 1 1.5
8 1 3.7 1.6
1 0.65 5.54 1.36
2 1.11 5.58 1.54
3 0.95 5.78 1.23
DEN+GSH Verilen 4 1.24 4.89 1.53
GRUP (n=8) 5 0.53 5.66 1.62
6 0.94 5.62 1.56
7 1 5.56 1.41
8 0.87 5.47 1.6




Ek-Cizelge 5.Bobrek Dokusu MDA, SOD ve Vit E degerleri

PARAMETRE
MDA SOD VitE
GRUPLAR (nmol/mg prot.)| (ii/mg prot.) | (mg/gr prot.)
1 0.65 4.15 1.14
2 0.51 4.49 1.19
3 043 5.23 1.13
KONTROL 4 042 5.09 1.14
GRUBU (n=8) 5 0.51 5.04 1.22
6 0.86 5.11 1.58
7 0.51 5.01 1.22
8 0.52 5.1 1.29
1 0.63 2.85 1.64
2 0.88 332 1.66
3 0.73 3.67 1.44
DEN Verilen 4 0.65 3 1.77
GRUP (n=8) 5 0.57 3.74 1.51
6 0.56 3.67 1.5
7 0.67 3.95 1.45
8 0.67 3.85 1.53
1 04 6.22 0.87
2 0.46 58 1.1
3 0.71 5.73 1.24
DEN+GSH Verilen 4 0.5 6.62 1.23
GRUP (n=8) 5 0.53 5.43 1.13
6 0.63 533 L1
7 0.5 5.78 0.93
8 0.49 5.67 0.9
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